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1 Einleitung

1.1 Die Stoffklasse der Isoprenoide

Isoprenoide, auch Terpenoide genannt, kommen bei Pro- und Eukaryoten vor
und stellen eine umfangreiche Klasse natiirlicher Substanzen mit sehr verschie-
denen Strukturen und biochemischen Eigenschaften dar (Chappell, 1995; Sac-
chettini & Poulter, [1997). Alle Isoprenoide werden ausgehend von den isome-
ren Cs-Grundkorpern Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP) gebildet (Ruzicka, 1953)). In Pflanzen haben einige Isoprenoide essenti-
elle Funktionen. Sie sind im Primérstoffwechsel, z.B. an der Photosynthese, Photo-
respiration oder an der Phytohormonbiosynthese beteiligt (Gray, 1987; McGarvey
& Croteau, (1995).

Die Phytol-Seitenkette des Chlorophylls und Carotinoide gehoren zu den Isopre-
noiden, die essentiell fiir die Lichtreaktion der Photosynthese sind. In den Redox-
systemen der Elektronentransportketten der Photorespiration und der Photosyn-
these besitzen die Isoprenoide Ubichinon und Plastochinon wichtige Funktionen
(Threlfall et al., |1967; Wiss & Gloor} [1969).

Auch Wachstums- und Entwicklungsprozesse werden von Isoprenoid-Derivaten,
wie Brassinosteroiden, Gibberellinen, Cytokininen und Abscisinsdure, beeinflusst
(Graebel [1987; |Gray), |1987). Die grokte Gruppe der Isoprenoiden sind jedoch Me-
tabolite des Sekundérstoffwechsels (Withers & Keasling, 2007). Diese werden zur
Kommunikation und zu Adaptationsprozessen zwischen Pflanze-Umwelt, Pflanze-
Insekt, Pflanze-Mikroorganismus, sowie zur Kommunikation zwischen Pflanzen
genutzt (Gershenzon & Dudareva, [2007). Dabei kénnen Terpenoide sowohl zur
Attraktion von Niitzlingen, wie zum Beispiel bestdubenden Insekten (Pichersky
& Gershenzon) 2002; |[Shuttleworth & Johnson, 2009) oder zur Abwehr von Frafk-
feinden dienen (Turlings et al.}[1995). Durch Duftstoffe, die von Pflanzen emittiert
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werden, kann die Eiablage von Motten oder Schmetterlingen, dessen Raupen sich
von Pflanzen ernéhren, verhindert werden (De Moraes et al., 2001; Konstantopou-
lou et al., 2002).

Ein weiterer interessanter Aspekt der Isoprenoide ist deren Wirken in der Inter-
aktion zwischen Pflanzen und Mikroorganismen. Dabei kann das Wachstum pa-
thogener Bakterien unterdriickt werden (Echeverrigaray et al., 2008; Kotan et al.,
2007; \Gershenzon & Dudareval 2007). Die von Pflanzen emittierten Duftstoffe
kénnen auch von anderen Pflanzen wahrgenommen werden. Parasitisch lebende
Pflanzen nutzen die Isoprenoidemission der Wirtspflanzen, um diese aufzufinden
(Runyon et al., [2006)).

Anhand dieser und der folgenden Beispiele kann man die Bedeutung der Isopre-
noide in der Kommunikation der Pflanzen und deren biotechnologisches Potenzial

fiir die Nutzung durch den Menschen erkennen.

Isoprenoide sind wichtige Ausgangsstoffe der chemischen Industrie. Aus den Har-
zen der Koniferen wird Terpentin als Verdiinnungsmittel und als Lackzusatz ge-
wonnen, wihrend das Harz des Kautschukbaumes (Hevea brasiliensis) als Natur-

kautschuk (Lynen, [1960), oder als Gummi verwendet wird.

Einige Isoprenoide sind ebenfalls fiir die Pharmaindustrie interessant. Canna-
binoide (Terpenphenole, aus Cannabis sativa und Cannabis indica) und deren
Derivate werden bei der Behandlung von Krebspatienten verwendet, da Sie an-
algetische Wirkung aufweisen und gleichzeitig die Nebenwirkungen, der in der
Krebstherapie verwendeten Cytostatika mildern (Smart, 1982; Hiller| [1984; Biful-
co, 2002; Guzman, 2003). Zur Behandlung von tumordsem Gewebe wird Taxol
(Paclitaxel), ein Diterpen des Harzes der pazifischen Eibe (Tazus brevifolia) ein-
gesetzt. Dieses vermindert die Zellteilung durch die irreversible Stabilisierung der
Mikrotubuli (Schiff et al.l [1979). Artemisinin ist ein Terpen aus den Blittern des
Beifukes (Artemisia annua) (Klayman) [1985) unter dessen Verwendung eine er-
folgreiche Behandlung der von multiresistenten Plasmodium falciparum-Stdmmen

hervorgerufenen Malaria gelingt (Enserink! [2005).

Eine weitere fiir die Gesundheit wichtige Funktion der Isoprenoide ist die Biosyn-
these der Vorlauferstufen der fettloslichen Vitamine A, D, E, K (Lynen 1960).



1.2 Vorkommen von Isoprenoiden in Blatthaaren (Trichomen)

Isoprenoide werden auch als Duft-, Aroma- und Farbstoffe verwendet. Das fiir den
Sehvorgang bendétigte $-Carotin wird beispielsweise industriell als Lebensmittel-
farbstoff E160 und E160a verwendet (Gordon & Bauernfeind, |1982)). Das stark
duftende Ol der Lavendelbliiten wird in der Parfiimindustrie genutzt. In der Heil-
kunde werden dem Lavendel6l antiseptische und beruhigende Wirkung nachgesagt
(Prashar et al.l 2004). Andere Vertreter der Gattung Lamiaceae werden ebenso
in der Heilkunde verwendet und finden zusétzlich auch als Gewiirze Eingang in
die menschliche Ernshrung. So wird Menthol als #therisches Ol eine analgetische
Wirkung zugesprochen (Eccles| [1994), wihrend die Minze, die als Hauptduftstoff-
komponente Menthol enthélt, als Gewiirz verwendet wird. Vertreter derselben
Pflanzenfamilie und mit dhnlichen Anwendungen sind Basilikum, Oregano, Sal-
bei und Thymian. Der charakteristische Duft und Geschmack dieser Pflanzen ist
auf Isoprenoide zuriickzufiihren, die in spezialisierten Organen der Blattoberfliche
(Trichome) (Hallahan, [2000) vorkommen.

1.2 Vorkommen von Isoprenoiden in Blatthaaren

(Trichomen)

Trichome sind laut botanischer Definition ein- oder vielzellige, verzweigte oder
unverzweigte, lebende oder tote ,,Anhangsgebilde* der Epidermis mit verschiede-
nen Formen, Strukturen und Funktionen (Werker, [2000)). Dazu zéhlen nicht nur
Gebilde der oberirdischen Pflanzenteile wie Papillen, Schuppen, Schutz- und Drii-
senhaare sondern auch Wurzelhaare. ,Anhangsgebilde* koénnen auch Emergenzen,
wie zum Beispiel Stacheln oder Dornen sein. Wéhrend an der Bildung von Emer-
genzen auch subepidermales Gewebe beteiligt ist, werden Trichome ausschlieklich
von epidermalen Zellen gebildet (Werker, 2000). Die Funktion der Trichome ist
ebenso mannigfaltig wie ihre Form. Zwei grole Gruppen von Trichomen werden
unterschieden: nicht-glandulire (ohne Driisenfunktion) und glandulére (mit Drii-
senfunktion) (Werker| 2000).
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1.2.1 Nicht-glanduldre Trichome

Die nicht-glanduldren Trichome sind sehr heterogen hinsichtlich ihrer Morpho-
logie, Anatomie und Funktion. Sie konnen aus einer oder aus mehreren Zellen
bestehen und sowohl verzweigt als auch nicht-verzweigt vorkommen. Auf Blit-
tern wird oft mehr als eine Art der nicht-glanduléren Trichome gefunden (Werker,
2000). Die Funktion dieser Trichome richtet sich nach ihrer Morphologie. Derbe
Borstenhaare dienen als Frafschutz, wihrend lange, tote Haare vor UV-Licht und
vor iiberméfigem Wasserverlust in ariden Gebieten schiitzen (Sitte et al.l [1998)).
Der bekannteste Vertreter mit nicht-glanduléren Trichomen ist die Baumwolle. Die
zur Baumwollproduktion verwendeten Fasern sind nicht-glanduldre, unverzweigte
Trichome auf dem Samen, die die Verbreitung durch den Wind erméglichen sollen
(Lee et al., |2007).

Die Modellpflanze Arabidopsis thaliana besitzt ausschlieflich nicht-glandulire,
einzellige Trichome, die drei Verzweigungen ausbilden. Diese dienen als Barrie-
re gegen Insekten (Walker, 2000).

1.2.2 Glandulare Trichome

Dreifsig Prozent aller Gefifipflanzen besitzen Trichome mit Driisenfunktion (Fahn,
2000). Dazu gehoren auch Pflanzen der Gattung Lamiaceae, die wie bereits in Ab-
schnitt eingefiihrt, als aromatische Krauter bei der Zubereitung von Speisen
verwendet werden. Die Aufgabe der glanduléren Trichome ist die Sezernierung
verschiedenster Sekundéirmetabolite, deren Funktion unter anderem der Schutz
der Pflanze vor Herbivoren und Pathogenen ist. Hierbei nehmen die sekundéren
Isoprenoide eine dominierende Stellung ein (Schilmiller et al., [2008]). Artemisi-
nin ist ein Sesquiterpen, das in Driisenzellen von A. annua akkumuliert und ei-
ne hohe Phytotoxizitat (Dayan et al, 1995) zeigt. Ein fiir Menschen interessan-
tes isoprenoides Naturprodukt wird durch Laticiferen sekretiert. Diese, von der
Funktion als Speicherorgan, den Trichomen &hnlichen Zellen werden auf Blit-
tern und Stamm des Kautschukbaumes (Hevea brasiliensis) gefunden und pro-
duzieren Naturkautschuk, der von grofer Bedeutung fiir die chemische Industrie

ist.



1.2 Vorkommen von Isoprenoiden in Blatthaaren (Trichomen)

Die von glanduldren Trichomen sekretierten Substanzen werden zumeist unter ei-
ner cuticularen Wachsschicht gespeichert. Neben den Terpenoiden kommen auch
Phenylpropanoide, Polyketide und Fettsaure-Derivate vor, wihrend Alkaloide nur
selten gefunden werden (Schilmiller et al.; 2008]). Trichome und Blétter von Ni-
cotiana-Arten enthalten das bekannte Alkaloid Nicotin. Dieses wird aber in den
Wurzeln gebildet und gelangt durch Translokation in die Blétter (Laue et al.|
2000)).

Einige Pflanzen sekretieren auch viskose, klebrige sekundére Metabolite, deren
Funktion nicht eindeutig geklirt ist. Es wird vermutet, dass diese als ,Klebfal-
len“ gegen Insekten wirken oder vor erhéhter Sonneneinstrahlung schiitzen (Duke
et all, 2000). Bei carnivoren Pflanzen iibernehmen glanduldre Trichome die Funk-
tion des Anlockens, Fangens, Verdauens von Insekten und der Resorption der so
erhaltenen Nahrstoffe (Werker, 2000). Die Produktion von Nektar ist ebenfalls
auf Driisenzellen zuriickzufiihren. Diese Zellen sekretieren vor allem Zucker, wie
Maltose, Raffinose, Galaktose und Melibiose (Fahn, [2000)).

1.2.3 Trichome von Tomatenpflanzen

Die zur Gattung der Solanaceae gehorenden Tomatenpflanzen besitzt glandulé-
re und nicht-glandulédre Trichome. Luckwill (1943) definierte sieben verschiedene
Trichomtypen, wovon fiinf nicht-glandulér sind und eine Klasse (Typ IV) nur bei
einer Wildtomaten-Art (Solanum habrochaites) dokumentiert wurde (Tabelle [1.1)).

Tabelle 1.1: Einteilung der Trichomtypen von Tomatenpflanzen nach Luckwill| (1943).

Art Typ Beschreibung Besonderheit
Liange (mm) Zellzahl Basiszellen Trichomende
nicht- 1 1,2-2,5 6-10 4-6 kleiner Vesikel
glandulér II 0,2-1 6-10 3-5 ohne Vesikel
I11 0,4-1 4-8 1 spitz zulaufend
v 0,2-4 4-8 1 kleiner Vesikel nur S.habrochaites
A% 0,1-0,3 1-4 1 gebogen aufter S.habrochaites
spitz zulaufend
glandulér VI 0,1-0,5 1-2 1 2-4 Zellen
¢: 0,05-0,08 mm
VII 0,05-0,1 1 1 4-8 Zellen aufter S. piminellifolium
@: 0,02-0,04 mm




1 FEinleitung

Spezies Trichomtyp |
I IT 1II 1Iv V| VI VI
S. lycopersicum a - a - a| a s
S. habrochaites a - s a - | a s
S. peruvianum a - - - al| s s
S. pimpinellifolium | - ss - - a| a -
(a) Abundanzen der Trichomtypen in ausgew&hlten Tomatenarten,

a: abundant, s: selten, ss: sehr selten.

(b) S. lycopersi-
cum Tricho-

me

Abbildung 1.1: Abundanzen der Trichomtypen verschiedener Tomatenarten und schematische
Darstellung der Trichome der Kulturtomate S. lycopersicum, (Luckwill, |1943]).

Die nicht-glanduldren Trichome kénnen aufgrund ihrer Grofe, der Zellzahl und
der Form unterschieden werden. Dagegen ist die Unterscheidung der glanduldren

Trichome allein aufgrund der Gréfe moglich.

Einzelne Arten der Solanaceae unterscheiden sich durch den Besitz verschiede-
ner Trichomtypen (Luckwill, [1943) (Abbildung[1.1]a). Die Kulturtomate Solanum
lycopersicum weist eine hohe Anzahl der Trichome der Typen I, TII, V und VI
auf, wihrend die Klasse VII Trichome nur selten gefunden wurden. Das Uber-
sichtsschema der vorhandenen Trichomtypen der Kulturtomate S. lycopersicum,
die als Untersuchungsobjekt der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, ist in Ab-
bildung b dargestellt. Die Wildsorte Solanum habrochaites weist eine &hnliche
Verteilung der Trichome wie Solanum lycopersicum auf, besitzt aber zusitzlich
Typ IV nicht-glandulére Trichome. Bei einer anderen Wildsorte der Tomate (So-
lanum peruvianum) wurden nur wenige glanduldre Trichome dokumentiert. Da-
gegen wurde eine hohe Anzahl der nicht-glanduldren Trichome des Typs I und V
beobachtet. S. pimpinellifolium ist die einzige Sorte, bei der, wenn auch nur in
sehr geringen Mengen Typ II nicht-glandulére Trichome gefunden wurden. Dar-
iiber hinaus weist diese Tomatenspezies die geringste Diversitit der Trichomtypen

auf.



1.3 Biosynthese von Isoprenoidvorstufen

Glandulére Trichome sind auf allen untersuchten Arten dokumentiert worden und
wurden schon lange als Ort der Biosynthese von Isoprenoiden vermutet. Die Duft-
stoffproduktion in glanduldren Trichomen ist unter anderem aus Lavendel (La-
vandula latifolia) und Pfefferminze (Mentha z piperita) bekannt. Dabei konnten
Duftstoff-produzierenden Enzyme, wie zum Beispiel die Monoterpensynthase Li-
nolensynthase (McConkey et all 2000) und das die Vorstufe liefernde Enzym
Geranyldiphosphat-Synthase (Turner et al), 1999), in diesen spezialisierten Zel-

len nachgewiesen werden.

1.3 Biosynthese von Isoprenoidvorstufen

Alle Isoprenoide werden aus den isomeren Grundstrukturen IPP und DMAPP
synthetisiert (Dewickl, 2002; [Mahmoud & Croteau, 2002). Diese Cs-Strukturen
konnen durch Kopf-Schwanz-Verbindungen zusammengelagert werden. Dabei ent-
stehen Cjo-Grundstrukturen (Geranyldiphosphat, GPP) oder grofere Molekiile,
wie Cy5-Verbindungen (Farnesyldiphosphat, FPP) und Cyp-Strukturen (Geranyl-
geranyldiphosphat, GGPP). Ausgehend von diesen Produkten werden viele ande-
re Isoprenoide synthetisiert. GPP dient als Vorstufe der Monoterpenbiosynthese,
wahrend FPP der Ausgangpunkt fiir die Sesquiterpenbildung ist. Carotinoide,
Plastochinone und Gibberelline werden vom GGPP abgeleitet (McGarvey & Cro-
teau, 1995). Die C5-Grundstrukturen IPP & DMAPP konnen iiber zwei Stoffwech-
selwege synthetisiert werden, iiber den cytosolischen Acetat-Mevalonat- (MVA-)
Weg oder iiber den plastiddren Methylerythritolphosphat- (MEP-) Weg.

1.3.1 Der klassische Acetat-Mevalonat-Weg (MVA-Weg)

Die Entdeckung und Aufklirung dieses Stoffwechselweges erfolgte Mitte des 20.
Jahrhunderts an Tieren und Hefen (Bloch et al. 1959; Lynen, |1960)). In Pflanzen
werden die Produkte des MVA-abgeleiteten ITPP als Vorstufen fiir die Biosynthese
von Sterolen, Brassinosteroiden, Sesquiterpenen, Polyprenolen, Dolichol und zur
Ubichinon-Biosynthese in Mitochondrien verwendet (Goldstein & Brown| [1990).
Durch die Abspaltung von Kohlendioxid und die Anlagerung des Coenzym A
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Abbildung 1.2: Wege der Isoprencidbiosynthese unter besonderer Beriicksichtigung der

Vorlauferbiosynthese im MVA- oder MEP-Weg, Acetyl-CoA: Acetyl-

CoenzymA, CDP-ME.: 4-Diphosphocytidyl-2- C-methyl-D-erythritol,
CDP-MEP: 4-Diphosphocytidyl-2- C-methyl-D-erythritol-2-phosphat,
DMAPP: Dimethylallyldiphosphat, DXP: 1-Deoxy-D-xylulose-5-

phosphat, FPP - Farnesyldiphosphat, GAP: Glycerinaldehyd-3-phosphat,
GGPP: Geranylgeranyldiphosphat, GPP: Geranyldiphosphat, HMB-
PP: Hydroxymethyl-butenyl-4-diphosphat, HMG-CoA: 3-Hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA, IPP: Isopentenyldiphosphat, MEP: 2-C-Methyl-
D-erythritol-4-phosphat, = MEcPP: ME-24-cyclodiphosphat, = MVA:
Mevalonat, MVP: 5-Phosphomevalonat, MVPP - 5-Diphosphomevalonat,
1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase  (DXS), 2:
1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reductoisomerase  (DXR), 3: CDP-ME-
Synthase, 4: CDP-ME-Kinase, 5: ME-24-cyclodiphosphat Synthase, 6:
HMBPP-Synthase, 7: HMBPP-Reduktase, 8: Pyruvat-Dehydrogenase,
9:  Acetoacetyl-CoA-Thiolase & HMG-CoA-Synthase, 10: HMG-CoA-
Reduktase, 11: MVA-Kinase, 12: MVP-Kinase, 13: MVPP-Decarboxylase,

verdndert nach [Rodriguez-Concepcion| (2006).

Pyr: Pyruvat, 1:



1.3 Biosynthese von Isoprenoidvorstufen

(CoA) entsteht aus Pyruvat Acetyl-CoA. Durch die Kondensation zweier Acetyl-
CoA-Molekiile durch das Enzym Acetoacetyl Thiolase entsteht Acetoacetyl-CoA.
Eine weitere Kondensation mit einem dritten Molekiil Acetyl-CoA bildet durch die
Aktivitat der HMG-CoA-Synthase die Cg-Verbindung 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA (HMG-CoA). Im niichsten Schritt erfolgt eine NADPH-abhéngige Reduktion
zu Mevalonat (MVA) durch die HMG-CoA-Re-duktase. Dieser Schritt wird als
der geschwindigkeitsbestimmende betrachtet. Im Folgenden werden durch Meva-
lonatkinasen Phosphatgruppen von ATP-Molekiilen auf MVA iibertragen. Durch
Decarboxylierung und ATP-Verbrauch entsteht durch Bildung einer Doppelbin-
dung Isopentenyldiphosphat (IPP), die Grundstruktur der Isoprenoidbiosynthese.
Wie in Abbildung dargestellt, findet die IPP-Biosynthese des MVA-Weges im
Cytosol statt.

1.3.2 Der Methylerythritolphosphat-Weg (MEP-Weg)

Erste Hinweise auf einen MVA-unabhingigen Stoffwechselweg wurde Anfang der
1990er Jahre bei der Hopanoidbiosynthese (Analoga der Sterole) bei Bakteri-
en entdeckt. Nach Fiitterungsversuchen mit markierten Substanzen an Bakte-
rienstimmen ergab sich ein nicht mit dem MVA-Weg in Einklang zu bringen-
des Markierungsmuster (Rohmer et al., |1993). Der Nachweis einer vom MVA-
Weg unabhéngigen Isoprenoidbiosynthese wurde auch bei der Griinalge Scenedes-
mus obliqguus erbracht (Lichtenthaler et al., [1995). Weitere Experimente bewiesen
die verbreitete Nutzung dieses Weges in weiteren Algen, Hoheren Pflanzen, und
in Bakterien, wie zum Beispiel dem Erreger der Malaria (Plasmodium falcipa-
rum) (Lichtenthaler et al., [1997; Schwender et al. 1997 Disch et al. [1998). Der
Nachweis der Biosynthese aller chloroplastiddren Isoprenoide iiber den neu ent-
deckten Stoffwechselweg unterstreicht die universelle Bedeutung des Stoffwech-
selweges. Das IPP dieses Stoffwechselweges wird fiir die Biosynthese von Caro-
tinoiden, Gibberellinen, Abscisinsdure, Monoterpenen und der Seitenkette des
Chlorophylls, Phyllochinonen, Plastochinonen, Tocopherolen genutzt (Rodriguez-
Concepcion, 2006). Inzwischen sind viele Details dieses MVA-unabhingigen Weges
bekannt. Durch Nutzung von E. coli-Mutanten, die Defekte im Glukosemetabo-
lismus aufwiesen, gelang die Identifizierung von Glycerinaldehyd-3-phosphat und

Pyruvat als Ausgangssubstrate des MEP-Weges. Diese werden in einer Thiamin-
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Abbildung 1.3: Reaktionsschema der DXS. Die DXS katalysiert die Synthese von 1-Deoxy-D-
xylulose-5-phosphat aus Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat unter COo-

Freisetzung. Als Kofaktoren werden Thiamin und Mg?*- oder Mn?*-Ionen

bendtigt.
o
)I\COO' Thiamin
Pyruvat Mg/ Mn?' 0 OH ﬁ
L%» O—P—0
+
i o
H €0, OH
0/ o—P—0or
A]/\ ‘ N
OH o 5-phosphat (DXP)

Glycerinaldehyd-3-phosphat

abhéngigen Transketolase-dhnlichen Reaktion zu 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat
(DXP) verkniipft, in dem Kohlendioxid freigesetzt wird. Diese von der 1-Deoxy-
D-xylulose-5-phosphat-Synthase (DXS) katalysierten Reaktion benétigt Thiamin
und Magnesium- oder Manganionen als Kofaktoren (Lois et al., [1998])(Abbil-

dung [1.3)).

DXP bildet nicht nur das erste Intermediat des Stoffwechselweges, es ist gleich-
zeitig die Vorstufe der Biosynthese von Vitamin Bl (Thiamin) (Julliard & Dou-
ce, [1991). Die fiir den Stoffwechselweg namensgebende Substanz 2-C-Methyl-D-
erythritol-4-phosphat (MEP) wird durch die Aktivitat der 1-Deoxy-D-xylulose-5-
phosphat-Reduktoisomerase (DXR) unter NADPH-Verbrauch katalysiert. Dies ist
der Schritt, welcher die Cs-Struktur auf dem MEP-Weg festlegt. Im weiteren Ver-
lauf des Stoffwechselweges wird zunédchst MEP mit CTP (Cytidintriphosphat) ver-
kniipft, so dass CDP-ME (4-Diphosphocytidyl-2- C-methyl-D-erythritol) entsteht.
Diese Reaktion wird durch CMS (CDP-ME-Synthase) katalysiert. Die anschlie-
fende ATP-abhéngige Phosphorylierung zu CDP-MEP (4-Diphosphocytidyl-2-C-
methyl-D-erythritol-2-phosphat) erfolgt durch die Aktivitat der CMK (CDP-ME-
Kinase). Die MCS (ME-2,4-cyclodiphosphat-Synthase) spaltet CMP ab und setzt
MEcPP (ME-2,4-cyclodiphosphat) frei, welches durch HDS (HMBPP-Synthase)
in HMBPP (Hydroxymethyl-butenyl-4-diphosphat) umgewandelt wird. Eine an-
schlieBende Reduktion, vermittelt durch die HDR (HMBPP-Reduktase), resultiert
in den Endprodukten IPP und DMAPP und liefert somit die Ausgangsmolekii-
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1.4 Isogene der DXS

le der Isoprenoidbiosynthese. Dieser Stoffwechselweg lduft, wie in Abbildung
dargestellt, in Plastiden ab.

1.3.3 Stoffaustausch zwischen den Biosynthesewegen der

Isoprenoidvorstufen

Die fiir lange Zeit vorherrschende Meinung, dass es nur begrenzten bis keinen
Austausch zwischen den beiden Stoffwechselwegen gibt, schloss die Interpretatio-
nen mit ein, dass Verbindungen ausschlieflich von einem Stoffwechselweg abgelei-
tet werden. Diesbeziiglich wurde die Biosynthese von Monoterpenen nur auf den
MEP-Weg beschrankt (McGarvey & Croteau, |1995; [Eisenreich et al.,|[2001)) , wih-
rend Sesquiterpene iiber den MVA-Weg gebildet werden sollten (Abbildung [1.2)).
Neue Erkenntnisse belegen, dass in Pflanzen vielfach eine nicht so strenge Auf-
teilung zu finden ist. Durch Einsatz Isotopen-markierter Vorlduferstufen wurde
gezeigt, dass auch der MEP-Weg IPP zur Produktion des Sesquiterpens Neroli-
dol in Léwenmé&ulchenbliitten (Antirrhinum majus) bereitstellt (Dudareva et al.,
2005). Dariiberhinaus wurde von Skorupinska-Tudek et al. (2008)) gezeigt, dass fiir
die Biosynthese von Dolichol, einem langkettigem Isoprenoid, IPP beider Stoff-
wechselwege genutzt wird. Ferner wurde dokumentiert, dass nach spezifischem
Stilllegen des MVA-Weges mit Mevinolin, einem Hemmstoff der HMGR, der plas-
tiddire MEP-Weg die verringerten Syntheseaktivitdten des cytosolischen Weges zu
komplementieren vermag (Hemmerlin et al., 2003). In der gleichen Arbeit wurde
auch gezeigt, dass Wachstumsstérungen durch Fosmidomycin, einem Hemmstoff
der DXR, durch Mevalonatzugabe zumindest teilweise ausgeglichen werden kon-

nemn.

1.4 Isogene der DXS

Die ersten Klonierungen von DXS-Genen erfolgte Ende der 1990er Jahre zunéachst
fiir E.coli (Sprenger et al., 1997 [Lois et al. [1998), kurz darauf auch aus Pfeffer-
minze (Mentha x piperita) (Lange et all 1998). Das DXS-Gen aus A. thaliana war
zu diesem Zeitpunkt bereits identifiziert, wurde aber zunéchst als essentielles Gen
der Chloroplastenentwicklung beschrieben (Mandel et al., 1996). Durch die hohe

11
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Sequenzahnlichkeit zu anderen pflanzlichen DXS-Sequenzen wurde die Identitét
des A. thaliana-Gens bald aufgedeckt (Estévez et all 2000). Die Schliisselfunk-
tion der DXS ist dadurch gekennzeichnet, dass DXP sowohl als Intermediat der
IPP/DMAPP Biosynthese dient, aber auch als Vorstufe der Vitamin B1 Synthe-
se genutzt wird (Julliard & Douce, [1991). Riickschliisse auf die Wichtigkeit eines
funktionsfahigen MEP-Stoffwechselweges kdnnen aus der Analyse der A. thaliana
clal-Mutante gezogen werden. Diese Mutante triagt eine Mutation im DXS-Gen
(Mandel et al., [1996; Estévez et al., |2000)). Der Verlust der funktionellen DXS
in A. thaliana clal fithrt zum vollstindigen Fehlen von Chlorophyll und Caro-
tinoiden, was zu stark degenerierten Chloroplasten und einem Albino-Phénotyp
fiihrt. Durch Zugabe von Deoxyxylulose konnen diese phénotypischen Aufféllig-
keiten aufgehoben werden (Estévez et al., 2000). Weitere Untersuchungen der
DXS bewiesen ihr biotechnologisches Potenzial. Die konstitutive Expression eines
pflanzlichen DXS-Gens in Lavendel (Lavandula latifolia) fiithrte zu einem Anstieg
in der Produktion essentieller Ole (Munoz-Bertomeu et al., [2006). In transgenen
Tomatenpflanzen, die konstitutiv ein bakterielles drs-Gen exprimieren, wurde ein
Anstieg der Carotinoide beobachtet (Enfissi et al.l 2005). Somit wurde gezeigt,
dass die katalytische Aktivitit der DXS einen limitierenden Schritt in der Biosyn-

these von Isoprenoiden darstellt.

Walter et al. (2002) beschrieb erstmals das Vorkommen von zwei divergenten Iso-
genen der DXS (DXS1 und DXS2), deren Sequenzen nur zu etwa 70% identisch
sind, in mehreren Pflanzengattungen. Die bisher beschriebene DXS von A. thaliana
konnte in dieser Verdffentlichung der DXS1-Klasse zugeordnet werden, hingegen
konnte im Genom von A. thaliana keine Sequenz fiir ein Klasse 2-Gen identifi-
ziert werden. Ferner resultierte ein Vergleich der Expressionsmuster von DXS1-
und DXS2-Genen im Vorschlag einer potenziellen Rolle der DXS1 im Primérstoft-
wechsel, wihrend der DXS2 eine Funktion im Sekundéarstoffwechsel zugeschrieben
wurde (Walter et all 2002). Eine Duplikation der DXS-Sequenzen wurde auch
in der Fichte (Picea abies) beobachtet. Es konnten sogar drei verschiedene DXS-
Gene identifiziert werden. Die Einordnung der Gene in die postulierten Klassen
wurde aufgrund von Sequenzdhnlichkeiten vorgenommen. Eines der Gene kann
der Klasse 1, dem Priméarstoffwechsel, zugeordnet werden, wiahrend die beiden
anderen Gene Sequenzidhnlichkeiten zu Klasse 2-Genen zeigen. Die beiden der

Klasse 2 zugeordneten DXS-Gene der Fichte weisen verschiedene Expressions-

12



1.4 Isogene der DXS

muster unter verschiedenen Umwelteinfliissen auf (Phillips et al., 2007), was die
putative Rolle der durch diese Gene kodierten DXS2 im Sekundérstoffwechsel un-
terstreicht. Die vermutete Funktion der DXS1 im Priméarstoffwechsel wird durch
den Nachweis von DXST7-Transkriptmengen wihrend der Fruchtreife von Tomaten
Solanum lycopersicum unterstiitzt (Lois et al., 2000). Im Gegensatz dazu scheint
DXS2 andere Funktionen zu iibernehmen. In mykorrhizierten Wurzeln von Me-
dicago truncatula wurden ausschlieflich DXS2-Transkriptmengen nachgewiesen
(Walter et al., |2002). Die spezifische Reduktion der MtDXS2-Transkriptmengen
in mykorrhizierten Wurzeln resultierte in einer Beeintrichtigung der Mykorrhi-
za. Somit konnte erstmals der Nachweis der Bedeutung der DXS-Diversifikation
fir die Interaktion zwischen einer Pflanze (M. truncatula) und einem Mikro-
organismus (Glomus interradicies) und insbesondere der spezifischen Expressi-
on des DXS2-Isogens gezeigt werden (Flofs et al., [2008). In Tomatenpflanzen
wurden SIDXS2-Transkriptmengen ebenfalls in mykorrhizierten Wurzeln nach-
gewiesen. Ferner wurden SIDXS2-Transkriptmengen in Tomatenbliattern detek-
tiert (Walter et al. 2002). Auferdem wurde mehrfach die Induktion der DXS2-
Transkriptmengen durch Herbivorie beschrieben (Arimura et al., 2008; Kim et al.|
2009; |Sanchez-Hernandez et al., [2006; [Lretner et al., 2008)).

Der Nachweis von SIDXS2-Transkriptmengen in nicht-verwundeten Tomatenblét-
tern wurde auf das Vorhandensein duftstoffproduzierender (glandulérer) Trichome
zuriickgefithrt (Walter et al.,2002). Die Analyse der Duftstoffe der Kulturtomaten-
sorte S. lycopersicum zeigte, dass hauptséichlich ein Monoterpen (S-Phellandren)
und ein Sesquiterpen ((-Caryophyllen) gebildet werden (Zhang et al., [2008)). Es
wird angenommen, dass zumindest die Monoterpene vom DXS2-abhidngigen MEP-

Weg abstammen, aber der experimentelle Nachweis fehlt bisher.

13



1 FEinleitung

1.5 Zielstellung der Arbeit

Die Entdeckung von Isogenen der DXS stellte einen neuen Aspekt der Forschung
dar. Erste Versuche mit Medicago truncatula-Pflanzen hatten gezeigt, dass Mi-
DXS2-Transkriptmengen ausschliefslich in mykorrhizierten Wurzeln nachzuweisen
waren und somit MtDXS2 ein vollstidndig anderes Expressionsmuster als MtDXS1
aufwies (Walter ef al., 2002). Fiir die in der vorliegenden Arbeit verwendete Nutz-
pflanze Tomate waren ebenfalls bereits unterschiedlich auftretende Expressions-
muster beider Isogene wihrend der Mykorrhizierung dokumentiert worden. Ferner
gab es erste Hinweise auf eine mogliche Rolle der DXS52 in Trichomen anhand ei-
ner Reihe von EST-Daten (Walter et al., [2002]).

In der vorliegenden Arbeit sollten die molekularbiologische und biochemische Cha-
rakterisierung der beiden DXS-Isogene der Tomate vorgenommen werden. Umfas-
sende Untersuchungen zu Transkript- und Proteinabundanzen, sowie die Immun-
lokalisierung und die Analyse der putativen Promotorregionen sollten Einblicke in
die Rekrutierung beider Gene fiir deren spezifische Funktionen in verschiedenen
Geweben aufzeigen. Besondere Aufmerksamkeit sollte der Analyse der glanduli-
ren Trichome gegeben werden. Anhand dieser Untersuchungen sollte eine genauere
Aufklarung der Nutzung der beiden DXS-Isoenzyme im Stoffwechsel der Tomate

vorgenommen werden.

Die Bestimmung der Herkunft der Grundstrukturen der Isoprenoidbiosynthese
zur Duftstoffproduktion in Trichomen sollte in planta anhand transgener RNAi-
Linien erfolgen. Da die Reduktion der DXS7-Transkriptmengen vermutlich in den
Primarstoffwechsel eingreift und moglicherweise zu letalen Phénotypen fiihrt, wie
durch die clal Mutante beschrieben, wurde als Ziel dieses Ansatzes das DXS2-Gen
gewéhlt. Die Pflanzen mit reduzierten DXS2-Transkriptmengen sollten zunéichst
generiert und durch weitere Untersuchungen, wie zum Beispiel der Beeinflus-
sung der Duftstoffproduktion, charakterisiert werden. Diese Experimente sollten
aufzeigen, ob eine Reduktion der DXS2-Transkriptmengen moglicherweise durch
ansteigende SIDXS1-Transkriptmengen kompensiert wird. Des Weiteren sollten
anhand der DXS52-RNAi-Pflanzen Wechselwirkungen zwischen den Biosynthese-

Wegen der Isoprenoidvorstufen untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pflanzen

Samen der in dieser Arbeit genutzten Tomatenkultursorte Moneymaker wurden
von N.L. Chrestensen (Erfurt) bezogen. Die Samen der Tomatenmutante jai! wur-

den freundlicherweise von Li et al.|(2004) zur Verfiigung gestellt.

2.1.2 Mikroorganismen

Die fiir die Anfertigung dieser Arbeit genutzten Bakterienstdmme sind in der

folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 2.1: Bakterienstimme, die zur Anfertigung dieser Arbeit verwendet wurden; 1:|Grant
et al.[(1990)), 2: McBride & Summerfelt| (1990), 3: Holsters et al.| (1980), 4: |[Koncz
& Schell| (10%6)

Mikroorganismus Genotyp Bemerkungen

A) Allgemeine Klonierungsarbeiten

E. coli DH30 F-, deoR, endAl, gyrA96, hsdR17, (tk-mk+), recAl, K12 ;‘\IJkEimm]ing,I
relAl, supE44, ®B0lacZAMIS, thi-1, A(lacZY A- BD Bioscience Clontech, Heidelberg
argFV169)

E.coli XL1 Blue endAl gyl‘;\%tnal"] thi-1 ecAl relAl lac glnV44  Stratagene, Amsterdam, Niederlande
F[=Tnl0 proAB" lacl' A(lacZ)MI5] hsdR17(rg
mg )

E. coli One shoot cedB  FmerA Almrr-hsdBRMS-merBC) ©8MWacZAMIS Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Survival cells AlacXT74 recAl arah139 Aara-lew)T697 galU galK

rpsL (St") endAl nupG fhud. 152
B) Heterologe Expression
E.coli BL21(DE3) F ompT gal dem lon hsdSs(rs ms) A(DE3 [lacI  B834 Abkimmling,

lacUV35-T7 gene | indl sam7 nin5]) Stratagene, Amsterdam, Niederlande
C) Pllanzentransformation
A tumefaciens GV2260  pGV2260 (pTiB6S3_T-DNA)) in C58C1: Rit", Carb® ‘
A. tumefaciens GV3101 C58C1 Rif :
A. tumefaciens GV3101 C38C1 pMK90RK, Rit", Gmr, Kmr
pMP90RK

4
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2 Material und Methoden

2.1.3 Verwendete Primerpaare

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG Biotech (Ebersberg) bezo-

gen. Nachfolgend sind die Namen und Sequenz dargestellt.

16

Bezeichnung

Tabelle 2.2: Genutzte Primerpaare und deren Verwendungszweck

Sequenz von 5’ nach 3’

Klonierung des Gesamtlidngenkonstruktes

LeDXSIf
LeDXSIr
LhDXS2f
LhDXS2r

AGTGACAGTAGCACCAACACAC
CAAAGACTAACACCATTGGCCAAGA
ATGGCAGTTTCTTCAGGCACTGTATTTAG
TTCACCAACACTTTCTGCAATATGATC

Semiquantitative RT-PCR
sLeDXS1

sLeDXS1r

sLeDXS2 f

sLeDXS2 r
LE-ElongFacl_f
LE-ElongFacl_r

GGTCCTATGCATGAGCTTGCTG
CACATCTCGAAGGCCGACCT
GACCTCAAGCACATGAAGTTGCAGC
CGAGTATATGACAACGTAGGCGAC
AACCCTCCTTGAGGCTCTTG
TCCTTACCTGAACGCCTGTC

Heterologe Expression in E. coli

DXSI1f
DXS1r

DXS2f
DXS2r

GAAAATGGCTTTGTGTGCTTATGCATTTCCTGG
TTATGTCATAACCTCTAGAGCCTCTCTGGTTTG
AGTTTGCAGATTGATTTTTCAG
TTAGTTTACTACCATAGCTTCTTTTG

DXS2 RNAi Konstrukt
Gawa2 f

Gawa2r

AACTAAATTTCCAAAAGGCTATAAG
GTAGATTTAACAGTATGATTACTACG

Amplifikation des NPTII-Gens in transformierten Pflanzen

pHg8-ccdB f
pHg8-ccdB r

TGGGTGGAGAGGCTATTC
TCTTCGTCCAGATCATCC

Promotorfusionen
Proml1f
Promlr
Prom2f

Prom2r

CACCACTTTGGGTGTGCATAAGTAG
GATTAGTCAATTCAACTGTTTTTTTTC
CACCGGAGGGTCATCCTAACTTATTTC
ATGAAAAATTTTACTCAGAGAGAAAAT

RealTime RT-PCR
RT_DXSI1_f

RT DXSI1_r

RT _DXS2_f

RT _DXS2_r
RT_EF_f
RT_EF_r
RT_AOC_f
RT_AOC_r

AACCTTTGCTGCTGGATTGG
TCAACGTCATGCACTACCTGG
AGCAGGCTTAGCTACAGAAGG
CCGTCTGCACCTACCAAACC
GCTGCTGTAACAAGATGGATGC
AGGGTTGTAACCAACCTTCTTGAA
TTCTACTTCGGCGATTACGGTC
GGTTAAGTACGCTCCCTGAACG
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2.1.4 Vektoren

Die zur Anfertigung dieser Arbeit genutzten Vektoren sind im Folgenden darge-
stellt. Zusétzlich zu Gréfe und Verwendungszweck sind auch die praktische Arbeit

erleichternde Informationen zusammengefasst.

Tabelle 2.3: Vektoren, die zur Anfertigung dieser Arbeit verwendet wurden; 1: Bhat et al.
(2006), 2: Wesley et al.| (2001).

Vektor kb Besonderheit Verwendet fiir Resistenz Quelle
pGEM-T Easy 3,0 Lac-Operator TA-Klonierungen Carbenicillin Promega GmbH, Mannheim
pJET 3,1 Klonierungsvektor blunt-end-Klonierungen | Carbenicillin | Fermentas GmbH, St.Leon-Roth
pCR- Blunt II-TOPO | 3,5 Lac-Promotor/Operator, ccdB-Gen blunt-end-Klonierungen Kanamycin Invitrogen GmbH, Karlsruhe
pENTR 2,6 Gateway Entry Vector Gateway Klonierung Kanamycin Invitrogen GmbH, Karlsruhe
pDONR 48 Gateway Entry Vector Gateway Klonierung Kanamycin Invitrogen GmbH, Karlsruhe
pET28a(+) 54 T7 Promotor, Lac Operator, His tag Proteinexpression Kanamycin Invitrogen GmbH, Karlsruhe
pQE60 34 T5 Promotor, Lac Operator , His-tag Proteinexpression Carbenicillin Qiagen GmbH, Hilden
pEXSG-YFP 7,7 | YFP, Gateway-Destination Vektor, bindrer Vektor Promotorfusionen Carbenicillin 1
pHellsgates 17, Gateway- Destination Vektor, RNAi Kassette, RNAI Kanamycin 2
5 binérer Vektor

2.2 Methoden

2.2.1 Pflanzenanzucht

Die Anzucht der Tomatenpflanzen (Sorte Moneymaker, Castlemart und homo-
zygoter jail-Tomatenmutanten) erfolgte auf Einheitserde bei 24°C am Tag und
21°C in der Nacht. Die Luftfeuchtigkeit wurde konstant bei 65% gehalten. Die
Photoperiode entsprach Langtagbedingungen (16/8 h).

Nicotiana benthamiana Pflanzen wurden auf Erde bei 22°C wihrend des Tages
und 18°C in der Nacht unter Langtagbedingungen bei konstanter Luftfeuchte von
53% angezogen.
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2 Material und Methoden

2.2.2 Anzucht und Transformation von Mikroorganismen
E. coli

Fiir die Herstellung kompetenter E. coli Zellen wurde LB Medium mit 1,/100
Volumen Vorkultur angeimpft. Nach Erreichen einer ODggy von 0,6 wurden die
Zellen in einer gekiihlten Zentrifuge mindestens 5 min bei 3000 x g abzentrifugiert.
Das so erhaltene Pellet wurde in 1/5 Volumen in Puffer 1 (30 mM KAc; 100 mM
RbCI; 10 mM CaCly; 50 mM MnCly; 15% (v/v) Glycerin; pH 5,8) resuspendiert.
Nach Abkiihlen auf Eis wurden die Zellen erneut sedimentiert und anschliefsend
in 1/25 Volumen eiskaltem Puffer 2 (10 mM MOPS; 75 mM CaCly; 10 mM RbCI;
15% (v/v) Glycerin; pH 6,5) resuspendiert und auf Eis fiir mindestens 30 Minuten
inkubiert. Bis zur Verwendung wurden 50 pl Aliquots der Zellsuspension bei -80°C

aufbewahrt.

Fiir die Transformation wurde ein Aliquot auf Eis aufgetaut, mit 2-10 ul Liga-
tionsansatz (Abschnitt oder Plasmid versetzt und fiir 10 Minuten auf Eis
inkubiert. Anschliefend erfolgte der Hitzeschock fiir 75 Sekunden bei 42°C. Vor
der Zugabe von 450 ul SOC- oder LB-Medium wurde der Ansatz nochmals fiir
5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Inkubation fiir mindestens 35 Minuten bei
37°C erfolgte das Ausplattieren von 70 - 150 pul des Transformationsansatzes auf
LB-Agarplatten, die das Selektionsantibiotikum enthielten. Die Konzentrationen
der verwendeten Antibiotika wurden wie folgt gewéhlt: Carbenicillin 50 ug/ml,
Chloramphenicol 50 pg/ml, Kanamycin 50 pg/ml, Spectinomycin 100 pg /ml
und Gentamycin 25 ug/ml. Die Blau-Weiss-Selektion wurde unter Verwendung
geeigneter Plasmide durch Zugabe von 0,5 mM IPTG und 80 pg/ml X-Gal und
entsprechendem Antibiotikum durchgefiihrt. Die Inkubation der Platten erfolgte
iiber Nacht bei 37°C.

A. tumefaciens

Zur Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens Zellen wurden LB-Medium
mit 1/100 Volumen Vorkultur inokuliert und bei 28°C und sténdiger Beliiftung
bis zum Erreichen einer ODgy von 0,6 inkubiert. Nach Abkiihlen der Zellkultur
auf Eis, erfolgte die Sedimentation in einer gekiihlten Zentrifuge bei 3000 x g
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fiir mindestens 10 Minuten. Das so erhaltene Pellet wurde zweimal mit doppelt
destilliertem Wasser gewaschen bevor ein letzter Waschschritt mit 10% (v/v) Gly-
cerin erfolgte. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 1/200 Volumen
10% (v/v) Glycerin gelost und in Aliquots von 100 ul bei -80°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

Zur Transformation der A. tumefaciens Zellen wurde ein Aliquot der kompe-
tenten Zellen aufgetaut und mit dem zu transformierenden Plasmid versetzt.
Die Suspension wurde kurzzeitig auf Eis gelagert bevor die Elektroporation in
einer vorgekiihlten Kiivette (Spaltbreite: 2 mm, Eurogentec GmbH, Kéln) an dem
Micropulser™ (BioRad Laboratories GmbH, Miinchen) nach Herstellerangaben
erfolgte. Nach kurzer Abkiihlung wurde der Ansatz mit 1 ml LB Medium versetzt
und fiir 2 h bei 28°C geschiittelt. Danach erfolgte das Ausplattieren auf Selekti-

onsplatten, die wiederum fiir 2 d bei 28°C inkubiert wurden.

2.2.3 Molekularbiologische Arbeiten mit Nukleinsduren
Isolierung von Nukleinsiuren aus Pflanzen

Pflanzliches Material wurde in fliissigem Stickstoff eingefroren und durch Mérsern
oder den Gebrauch einer Kugelmiihle zerkleinert. Die Isolierung der genomischen
DNA fiir Southern Blot-Analysen erfolgte mittels DNeasy Kit fiir pflanzliches
Gewebe (Qiagen GmbH, Hilden) mit allen optionalen Schritten nach Hersteller-
angaben. Nach Elution wurde die erhaltene genomische DNA durch Zugabe von
3 M Natriumacetat (1/10 Volumen) und 96% EtOH (2,5 Volumen) gefillt. Die

Konzentrationbestimmung erfolgt photometrisch.

Die Untersuchung der transgenen Pflanzen auf Priasenz des Resistenzgens benotig-
te ebenfalls genomische DNA. Dazu wurde ein schnelleres Protokoll nach Klimyuk
et al| (1993) gewihlt. Eine Blattprobe von etwa 1 ¢cm? wurde mit 40 ul 0,25 N
NaOH versetzt und mechanisch zerkleinert gefolgt von Erhitzung bei 95°C fiir
30 Sekunden. Nach Zugabe von Puffer 1 (0,5 M Tris (pH 8,0), 0,25% Igepal CA
630 (Sigma-Aldrich, Steinheim)) wurde griindlich gemischt. Danach wurden die
Proben mit 0,25 N HCI versetzt und gemischt, bevor eine finale Erhitzung von 2
Minuten bei 95°C erfolgte. Nach Zentrifugation wurden 2 ul des Uberstandes zur
PCR eingesetzt.
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Zur Isolierung von RNA wurde eine Saulchen-basierte Membrantechnologie nach
Herstellerangaben verwendet (RNeasy Plant Kit, Qiagen GmbH, Hilden). Ge-
pulvertes Material aller verwendeten pflanzlichen Proben wurde immer mit RLT-
Puffer homogenisiert und mit dem obligatorischen DNaseA-Verdau behandelt. Die
Lagerung der isolierten RNA erfolgte bei -80°C.

Plasmidpriaparation aus Bakterien

Die Isolierung von Plasmiden aus Bakterienkulturen erfolgte mittels des GeneJet™
Plasmid Miniprep Kits (Fermentas GmbH, St. Leon-Roth) nach Angaben des Her-
stellers. Die isolierten Plasmide wurden anschliekend einem Restriktionsverdau un-
terzogen, um die erfolgreiche Klonierung zu bestitigen. Zur Bestitigung der Am-
plifikation der exakten Sequenz wurde vor weiterfiihrenden Klonierungen eine Se-

quenzierung durch MWG Biotech (Ebersberg) vorgenommen.

PCR

Die PCR (Polymerasekettenreaktion) wird fiir die Vervielfaltigung eines DNA-
Abschnittes genutzt. Zur Amplifikation werden zwei fiir den zu vervielfaltigen
Bereich spezifische Oligonukleotide (Primer) verwendet. Durch Anlagerung der
Primer bei der Primer-spezifischen Temperatur (’annealing’) entsteht ein partiel-
ler Doppelstrang, der durch die Polymerase verlangert wird (’elongation’). Durch
zyklische Abfolge von DNA-Denaturierung, ’annealing’ und ’elongation’ fiir 25-
35 Zyklen wird ein DNA-Fragment spezifisch vervielfiltigt. Die Amplifikation
der DNA-Fragmente erfolgte im Eppendorf MasterCycler® Gradient Thermocy-
cler (Eppendorf AG, Hamburg) mit GoTaq®-DNA-Polymerase (Promega GmbH,
Mannheim) und fiir die Klonierung von PCR-Fragmenten mit Platinum® PCR Su-
perMix oder AccuPrime® SuperMix IT (beides von Invitrogen GmbH, Karlsruhe).

Ein generelles Schema einer PCR ist nachfolgend dargestellt.

RT-PCR

Reverse Transkription erfolgte mit 1 ug gesamt RNA (Abschnitt 1) unter
Verwendung des Omniscript RT-Kits (Qiagen GmbH, Hilden) nach Herstelleran-
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Tabelle 2.4: Schema eines PCR-Programms

Prozess Temperatur Zeit
Denaturierung 95°C 1-2 min
Denaturierung 95°C 30 sek

‘annealing’ Primer Tm -5°C 30 sek
’elongation’ 72°C 1 min/kb
25-35x Wiederholung der Schritte 2-4
final elongation’ 72°C 10 min
Abkiithlung 4°C

gaben. Von der so erhaltenen ¢cDNA (RNA-Aquivalent) wurden 5 ng zur PCR

eingesetzt.

Real-Time RT-PCR

Die Verwendung der Real-Time RT-PCR erméglicht die Quantifizierung von Tran-
skriptmengen. In dieser Arbeit wurde der an doppelstriangige DNA bindende Fluo-
reszenzfarbstoff SYBR® Green I (Applied Biosystems GmbH, Darmstadt) verwen-
det. Die Detektion der Fluoreszenzintensitdt erfolgt nach jedem PCR Zyklus, so
dass die Korrelation der Fluoreszenzstarke Riickschliisse auf die eingesetzte DNA-
Menge erlaubt. Als Wert der Quantifizierung wird der Ct-Wert genutzt, der den
PCR-Zyklus angibt, bei dem ein definiertes Fluoreszenzniveau (’treshold’) iiber
dem Hintergrundsignal (Basislinie) detektiert wird. Die Sequenzen der verwende-
ten spezifischen Primer (RT DXS1f/r, RT DXS2f/r, RT EFf/r, RT AOC{/r) sind
in Abschnitt aufgefithrt. Zur Wahrung der Spezifitit wurden Schmelztem-
peraturen von 59 - 60°C gewdhlt und mogliche Primerdimere vermieden, da der
Fluoreszenzfarbstoff an doppelstrangige DNA bindet. Der Reaktionsansatz ist in
der folgenden Tabelle dargestellt. Fiir jede biologische Probe wurden drei techni-
sche Replikate angefertigt. Die Durchfithrung der Real-Time RT-PCR erfolgten
in einem Mx3000P® oder Mx3005P™ QPCR-System (Stratagene, Amsterdam,
Niederlande).

Das Programm der Real-Time RT-PCR in Tabelle dargestellt. Die initiali-
sierende Denaturierung von 10 Minuten dient der Aktivierung der Polymerase.

Anschliefsend erfolgte die Analyse der Schmelzkurven durch Erhitzen von 60°C
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Tabelle 2.5: Reaktionsansatz der Real-Time RT-PCR

Komponente Konzentration
SYBR® Green PCR Master Mix 1x

Primer "forward’ 100 nM
Primer ’reverse’ 100 nM

cDNA 5 ng RNA-Aquivalent
destilliertes Wasser ad 10 pl

(Primer bindet an Zielsequenz) auf 95°C. Dabei zerfallt der durch die PCR ge-
bildete Doppelstrang und resultiert in der Abnahme der Fluoreszenz durch Frei-
setzung des Farbstoffes. Ein amplifiziertes DNA-Fragment zeigt ein spezifisches

Temperaturmaximum.

Tabelle 2.6: Programm der Real Time RT-PCR

Real-Time PCR Programm

Prozess Temperatur Zeit,
Denaturierung 95°C 1-2 Minuten
Denaturierung 95°C 30 Sekunden

‘annealing’ 60°C 30 Sekunden
‘elongation’ 72°C 30 Sekunden
40x Wiederholung der Schritte 2-4
Schmelzkurvenanalyse

Nach der Durchfiihrung der PCR wurden die Daten mit der MxPro™-Software
(Stratagene Amsterdam, Niederlande) ausgewertet. Dabei wurden die gemesse-
nen Fluoreszenzwerte auf den im SYBR®-Green Mix enthaltenen Referenzfarb-
stoff ROX normiert. Das Setzen der Basislinie erfolgte maschinell und adaptiv an
jeder Reaktion. Die erhaltenen Ct-Werte mussten dabei iiber der Basislinie liegen,
um weiter prozessiert zu werden. Zur Bestimmung der relativen Transkriptmenge
wurde die PCR-Effizienz mit der LinRegPCR-Software fiir jede Probe exakt be-
stimmt. Alle Daten wurden dann der Berechnung nach Pfaffl (2001) unterzogen
(siche Formel). Als Referenzgen wurde das konstitutiv exprimierte Gen des Elon-

gationsfaktors genutzt.
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ACP)ZG

relative Transkriptmenge = (BACPY

E - mit der Software LinRegPCR ermittelte PCR-Effizienz
ACP - Kontrolle minus Probe

ZG - Zielgen

RG - Referenzgen

Als Referenzprobe fiir die Transkriptmengenanalyse in den verschiedenen 96-well
Platten diente die Probe des jungen Blattes. Durch die deutliche Abweichung
der Transkriptmengen des Elongationsfaktors der analysierten Pollen um mehr
als 1,5 Zyklen konnte fiir die Analysen der Pollen nicht die Blattprobe als Refe-
renz genutzt werden. Die Werte der keimenden Pollen wurden auf die Werte der

ungekeimten Pollen bezogen.

Genome Walking & Klonierung der Promotorfusionskonstrukte

Zur Identifizierung der potentiellen Promotorsequenzen wurde ein ’Genome Wal-
king’ mit dem GenomeWalker® Kit (BD Bioscience Clontech, Heidelberg) nach
den Herstellerangaben durchgefiihrt. Diese Technik ermdglicht die Isolierung unbe-
kannter genomischer Sequenzen ausgehend von einer bekannten Nukleotidsequenz.
Zur Amplifikation wurde der Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen GmbH, Karls-
ruhe) verwendet. Die erhaltenen Fragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt
und die groften Fragmente mittels GelExtraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden)
aus der Agarosegelmatrix eluiert und in pGEM® T-Easy (Promega GmbH, Mann-
heim) kloniert. Die Sequenzierung erfolgte durch MWG Biotech (Ebersberg). Frag-
mente von 1 kb Lange vor dem ATG-Startkodon wurden fiir die weiteren Analysen

verwendet.

Gateway"™-Klonierungen

Die Klonierung der Promotorfragmente, sowie der RNAi-Konstrukte wurde mittels
Gateway®Technologie (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) vorgenommen. Die Technik
beruht auf dem sequenzspezifischen Rekombinationssystem des Phagen A und er-
moglicht durch die Nutzung eines Zwischenvektors (pDONR, pENTR™) eine
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schnelle und unkomplizierte Umklonierung von Sequenzen ohne Restriktionsen-
zyme. Als Zielvektor diente fiir die RNAi-Konstrukte pHellsgate8 (Wesley et al.
2001), wahrend fiir die Promotorstudien pEXSG (Bhat et al.l 2006) verwendet

wurde.

Auffiillen 3’ iiberhdngender Enden

Die Nutzung von Polymerasen mit ’'proofreading’ Funktion (wie zum Beispiel
der Pfu-Polymerase) erzeugt weniger Fehler bei der Amplifikation von DNA-
Fragmenten. Im Gegensatz dazu amplifizieren andere DNA-Polymerase (ohne
'proofreading’, Tag Polymerase) schneller, und erzeugen am 3’ Ende ein Ade-
nosin Uberhang, was die TA-Klonierung des Vektors pGEM® T-Easy benétigt.
Das Anfiigen von 3’-Adenosinen an durch die Pfu-Polymerase erzeugte Fragmen-
te erfolgte durch Inkubation dieser mit 0,2 mM dATP, 1x Reaktionspuffer und 5
U GoTaq®-DNA-Polymerase (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) fiir 30
min bei 70 °C. Diese Produkte konnten anschlieflen zur Ligation in den Vektor

pGEM® T-Easy eingesetzt werden.

Konventionelle Klonierungen

Fiir konventionelle, gerichtete Klonierungen in einen Zielvektor wurden jeweils
neue Primerpaare generiert. Die Nukleotide, die der spezifischen Sequenzerken-
nung dienen wurden um die von den gewadhlten Restriktionsenzymen erkannten
Sequenzen erweitert. Die amplifizierten Fragmente wurden in Klonierungsvektoren
(siche Abschnitt kloniert und die korrekte Amplifikation durch Sequenzie-
rung (MWG Biotech, Ebersberg) kontrolliert. Im néchsten Schritt wurden der
Zielvektor, sowie der Klonierungsvektor (mit Fragment) mit den ausgewéhlten
Restriktionsenzymen geschnitten. Nach elektrophoretischer Auftrennung im Aga-
rosegel erfolgte die Elution der richtigen Fragmentgrofen aus der Matrix (GelEx-
traction Kit, Qiagen GmbH, Hilden). Die Fragmente wurden dann zur Ligation

eingesetzt.
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Ligationen

Ligationen der PCR-Produkte in pGEM® T-Easy wurde mit der T4 DNA-Ligase
(Promega GmbH, Mannheim) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Umklo-
nierung von PCR Fragmenten von Vektor zu Vektor wurden mit der T4 DNA-
Ligase und dem entsprechenden Puffer vorgenommen. Eine weitere Variation der
Klonierung erfolgte durch Vereinigen beider Ansétze nach Restriktion. Die DNA
wurde mit Hilfe des SureClean Kits (Bioline GmbH, Luckenwalde, Deutschland)
nach Angaben des Herstellers ausgefillt und getrocknet. Das Pellet wurde im Li-
gationsansatz (Puffer, T4 DNA Ligase) aufgenommen und fiir mindestens eine

Stunde inkubiert. Anschliefend erfolgte die Transformation in kompetente F.coli-
Zellen.

Southern Blot

Diese Methode wurde zu Bestimmung der Kopienzahl der T-DNA der erzeug-
ten transgenen Pflanzen verwendet. Als Sonde diente ein Digoxigenin (DIG)-
markiertes NPTII Gen, welches mit Hilfe des PCR DIG Probe Synthesis Kit
(Roche GmbH, Freiburg i.Br.) erzeugt wurde. Die Isolierung genomischer DNA
wurde, wie in Kapitel beschrieben, isoliert und 10 pug mit Restriktionsen-
zymen verdaut. Dafiir wurde ein in der Sondensequenz schneidendes (PstI) und
ein nicht-schneidendes (EcoRV) verwendet. Die Auftrennung der Proben und des
Dig-markierten Markers (DNA molecular weight Marker 1T, Roche GmbH) erfolg-
te in einem 0,75%igem Agarosegel iiber Nacht bei 20 V. Die Ubertragen auf die
Membran (NytranTM SuperCharge Nylon Membranes, Whatman GmbH, Dassel)
erfolgte mit Hilfe des TurboBlotter-Systems (Whatman GmbH, Dassel) nach den
Herstellerangaben fiir alkalischen DNA-Transfer. Danach erfolgte die Fixierung
der DNA auf der Membran durch UV-Bestrahlung. Nach Inkubation mit der Sonde
und mehreren Waschschritten wurde die Entwicklung des Blots unter Verwendung

einer lichtemittierenden Reaktion auf Rontgenfilm entwickelt.
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2.2.4 Arbeiten mit Proteinen
Extraktion pflanzlicher Proteine

Gesamtproteinextrakte aus pflanzlichem Gewebe fiir Western Blot-Analysen wur-
de durch phenolische Extraktion nach [Meyer et al.| (1988)) gewonnen. Es wurde ein
Gramm gemorsertes Pflanzenmaterial eingesetzt und mit gleichen Volumina Tris-
gesittigtem Phenol (pH 8,0) und Phenol-gesittigtem TrisHC1 (pH 8,0) versetzt
und unter Riihren inkubiert. Nach Zentrifugation wurde die phenolische Phase ent-
nommen und mit 4 Volumen 0,1 M Ammoniumacetat (in Methanol) zugegeben.
Die Proteinfillung erfolgte iiber Nacht bei -20°C. Das sedimentierte Pellet wurde
mehrfach mit 0,1 M Ammoniumacetat (in Methanol) gewaschen und anschliefend
getrocknet. Das Losen des Pellets erfolgte durch Zugabe von Probenpuffer (68 mM
TrisHCI, pH 6,8, 2% (w/v) SDS, 0,7 M 2-Mercaptoethanol, 10% (v/v) Glycerin)
und kurzzeitigem Aufkochen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach der
von [Esen| (1978)) beschriebenen Methode.

Fiir den Nachweis der Aktivitdt durch transiente Expression in N. benthamiana
wurden die infiltrierten Blattbereiche vier Tage nach Infiltration geerntet und in
Puffer (20 mM Tris (pH7.,5), 250 mM NaCl, 10 mM DTT, 5% (v/v) Glycerin) im
Glashomogenizer aufgeschlossen. Nach der Abtrennung fester Bestandteile durch
Zentrifugation wurden die Extrakte entsalzt (Sephadex PD10 Siulen, GE Health-
care, Miinchen). Die Aufkonzentrierung der Proben erfolgte in Zentrifugenréhr-
chen (Amicon MWCO 10000).

Konzentrationsbestimmung

Konzentrationsbestimmungen der Proteinextrakte aus Tomatengeweben und aus
N. benthamiana Blattextrakten der transienten Uberexpression wurde durch Nut-
zung der Methode von Bradford (1976) vorgenommen. Dazu wurde 1 ml Bradford-
Reagenz (0,065% (w/v) Coomassie G-250 in 5% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Phos-
horsdure) mit 2-20 ul des Proteinextrakts versetzt und 5 min inkubiert. Die Ex-
tinktion wurde durch Messung bei 595 nm gegen den Blindwert gemessen. Die
Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte durch Vergleich mit einer BSA-

Eichgerade. Die Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Reagenz
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wird durch die Anwesenheit von SDS im Puffer verfilscht. Somit wurde eine an-
dere Methode der Proteinkonzentrationsbestimmung der pflanzlichen Proteinex-
trakte gewéhlt. Diese Methode wurde nach Esen| (1978) durchgefiihrt. Dafiir wer-
den fiir jede Probe Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Je 5 pl der Probe wer-
den auf Filterpapier aufgebracht, getrocknet und mit Coomassie-Losung (0,05%
(w/v) Coomassie Blau, 10% (v/v) Essigsiure, 25% (v/v) Isopropanol) angefirbt.
Als Standard wurden 5 pl einer 2 pg/pul BSA- Losung mitgefithrt. Nach dem
Entfernen der Hintergrundfarbung durch Waschen mit kochendem Wasser erfolg-
te die Elution in je ml 0,5% (w/v) SDS (in Wasser) fiir 30 min bei 55°C. Die
photometrische Detektion des eluierten Coomassieblaus erfolgte bei 578 nm. Die
Mitfiihrung des Standards erlaubt die Berechnung der Proteinkonzentration der

Proben.

SDS-PAGE

Mittels SDS-PAGE werden Proteine in denaturierter Form anhand ihres Moleku-
largewichtes aufgetrennt. Trenngele mit einem Gehalt von 10% Acrylamid wurden
verwendet. Die Proteinproben wurden vor dem Beladen mit Proteinprobenpuffer
(0,125 M Tris (pH 6,8), 5 mM EDTA, 15% (v/v) Glycerin, 2% (w/v) SDS, 0,1%
(w/v) Bromphenolblau, 0,1% (v/v) 2-Mercaptoethanol) versetzt. Die Elektropho-
rese wurde bei 20 -25 mA Stromstérke fiir 60-90 min vorgenommen. Anschliefsend
wurden die Gele entweder mit Coomassieblau angefirbt oder fiir Western Blot-

Analysen weiter verwendet.

2.2.5 Heterologe Expression in E. coli und Aufreinigung der

rekombinanten Proteine

Zur Uberexpression der SIDXS-Sequenzen (ohne Transitpeptid) wurde diese in den
pET 28a+-Vektor (zusitzlich mit 6x-Histidin verkniipft) kloniert. Zur Expression
wurden die Vektoren in kompetente Zellen des E. coli-Stammes BL21- CodonPlus
(DE3)-RIL (Stratagene, Amsterdam, Niederlande) transformiert. Die Inokulation
der Hauptkultur erfolgte mit 1/10 Volumen iiber Nacht gewachsener Vorkultur.
Nach dem Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (O Dgyp=0,6) wurde
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die Expression der rekombinanten Proteine mit 1 mM IPTG induziert. Die wei-
tere Inkubation erfolgte bei 20°C iiber Nacht unter stindigem Schiitteln. Danach
wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet (15 min, 5000 x g, 4°C) und Puf-
fer 1 (30 mM NaH,PO,4 (pH 7,5), 100 mM NaCl, 2,5 mM 2-Mercaptoethanol)
resuspendiert und mittels Ultraschall (30 sek, 60% Leistung, 3x mit dem Gerit
UW 2070 (Bandelin, Berlin)) aufgeschlossen. Durch erneute Zentrifugation (10
min, 20 000 x g, 4°C) wurde die l6sliche Proteinfraktion erhalten. Die affinitdts-
chromatographische Aufreinigung erfolgte unter Verwendung der TALON-Matrix
(BD Bioscience Clontech, Heidelberg). Dabei werden die mit 6x Histidin fusio-
nierten, rekombinanten Proteine an die Matrix gebunden. Die Elution erfolgte
durch hoch-Imidazol Puffer 4 (30 mM NaH,PO, pH 7,5, 100 mM NaCl, 2,5 mM
2-Mercaptoethanol, 250 mM Imidazol, 1 mM TPP, 2,5 mM MgCls) nach dem
Waschen mit zwei niedrig-Imidazol-Puffern (Puffer 2: 30 mM NaH,PO, pH 7,5,
100 mM NaCl, 2,5 mM 2-Mercaptoethanol, 20 mM Imidazol; Puffer 3: 30 mM
NaH,POy4 pH 7,5, 100 mM NaCl, 2,5 mM 2-Mercaptoethanol, 40 mM Imidazol, 1
mM TPP, 2,5 mM MgCly).

2.2.6 Transiente Expression in Nicotiana benthamiana
Promotorfusionen

Die Promotorfusionen wurden mittels Gateway ' ™-basierter Technologie (Invitro-
gen GmbH, Karlsruhe) in den Vektor pEXSG, der die Sequenz des gelb-fluores-
zierenden Proteins (YFP) trégt, kloniert. Als Kontrolle wurde der CaMV 35S Pro-
motor verwendet. Diese Konstrukte wurden in kompetente Agrobacterium tumefa-
ciens GV3103 pmp 90RK Zellen transformiert. Fiir die transiente Expression wur-
den 5 ml YEB-Medium Kulturen bei 28°C angezogen. Am darauf folgenden Tag
wurden 20 pM Acetosyringon, 10 mM Glucose und 10 mM MES-Medium (pH 5,6)
zugegeben. Nach einem weiteren Tag Wachstum bei 28°C wurde die optische Dich-
te bestimmt und mit Infiltrationsmedium (5% Saccharose, 0,18% Glucose, 0,43%
MS-Medium (Duchefa, Harlem, Niederlande) pH 5,6, 0,2 mM Acetosyringon) auf
1 eingestellt. Die Infiltration erfolgte in die Blattunterseite von nicht-bliihenden
N. benthamiana Pflanzen. Drei bis fiinf Tage nach der Infiltration wurden die in-
filtrierten Blattbereiche unter dem Konfokalmikroskop (LSM 510 Meta, Carl Zeiss
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AG, Oberkochen) auf Fluoreszens des YFP untersucht.

2.2.7 Herstellung spezifischer Peptid-Antikorper

Zur spezifischen Detektion der beiden DXS-Proteine wurden Isoenzym-spezifische
Antikorper benétigt. Die Nutzung von Peptidantikorpern schien dabei eine geeig-
nete Wahl zu sein. Die ausgewihlten Peptide sollten nicht nur hydrophil sein und
eine hohe potenzielle Antigenizitit zeigen, sie mussten auch in einem Bereich ge-
wihlt werden, in dem beide SIDXS-Proteine moglichst unterschiedliche Aminoséu-
resequenzen aufweisen. Fiir SIDXS2 wurden zwei Peptide am N- (SLQIDFSGEK)
und C-Terminus (LTLLGRPKEAMVVN) der reifen Proteins gewihlt und zur
Immunisierung von Kaninchen verwendet. Ratten wurden als Wirte fiir die Pro-
duktion des DXS1-Antikérpers ausgewihlt, um eine Co-Lokalisierung zur ermog-
lichen. Das ausgewihlte Peptid der SIDXS1-Sequenz befand sich am N-Terminus
(QASLSESGEYYTQ). Die ersten Tests der Seren zeigten viele unspezifische Bin-
dungen an andere pflanzliche Proteine und somit wurden beide Seren nochmals
gegen die entsprechenden Peptide affinitdtsgereinigt. Die Antikérper wurden durch
die Firma Eurogentec GmbH (K6ln) erzeugt und aufgereinigt.

2.2.8 Dot Blot-Analysen

Fiir die Dot Blot-Analysen wurden die rekombinanten, aufgereinigten Proteine der
heterologen Expression verwendet. Die Verdiinnungsstufen wurden in vergleich-
baren Volumina auf die Nitrocellulose-Membran aufgetropft und getrocknet. Die
Antikorperverdiinnungen betrugen immer 1:1000. Das Protokoll der Antikorper-
behandlung und der Entwicklung wurde analog der Western Blot-Analyse durch-
gefiihrt.

2.2.9 Western Blot-Analysen

Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine wurden auf Nitrocellulosemembranen mit
Hilfe des XCell II Blot-Moduls (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) nach Herstelleran-
gaben (60 min, 30 V) iibertragen. Die Membran wurde danach in TBS (100 mM
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Tris/HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl) gewaschen und anschliefen mit Blockierungs-
16sung (5% (w/v) BSA in TBST (20 mM Tris pH7,5, 150 mM NaCl, 0,05% (v/v)
Tween 20)) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Die ver-
wendeten Primarantikérper wurden 1:1000 in Blockierungslosung verdiinnt ver-
wendet. Die Bindung der Antikérper wurde iiber Nacht bei bei 4°C durchgefiihrt.
Unspezifisch gebundene Antikérper wurden durch Waschen mit TBST entfernt.
Der gegen den Wirt des Priméarantikorpers gerichtete Sekundarantikorper wur-
de ebenfalls in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt und war zur enzymatisch
colorimetrischen Detektion mit der alkalischen Phosphatase gekoppelt. Eine Far-
breaktion mit NBT (p-Nitroblautetrazoliumchlorid) / BCIP (5-Brom-4-chlor-3-
indolylphosphat) erméglichte die Entwicklung der Blots.

Die im spéteren Verlauf der Arbeit durchgefiithrten Western Blot-Analysen zeigten
eine Abnahme der Antikorpersensitivitit. Dadurch wurden die Antikérperlésun-
gen geringer verdiinnt (DXS1-Antikorper: 1:250, DXS2-Antikorper 1:750). Zusétz-
lich wurde ein sensitiveres Detektionssystem ausgewahlt. Es wurden Sekundiran-
tikorper verwendet, die an die Meerrettichperoxidase (horse raddish peroxidase,
HRP) gekoppelt waren. Die verwendeten Verdiinnungen betrugen 1: 8500 (DXS1)
und 1:5000 (DXS2). Die Detektion der lichtemittierende Reaktion der Peroxidase
(ECL-Kit, Millipore GmbH, Schwalbach) wurde durch Nutzung von Roéntgenfil-

men dokumentiert.

2.2.10 Immunlokalisierung

Blattmaterial von Tomaten wurde zunéchst in Fixierlosung (4% (v/v) Paraform-
aldehyd, 0,1% (v/v) Triton X-100, 4 mM KCI, 2 mM KHyPOy, 12 mM NayHPO,,
180 mM NaCl) inkubiert. Die anschliefende Einbettung in PEG (Polyethylen-
glycol) erfolgte nach Hause et al.| (1996). Die Anfertigung von 3 pm Schnitten
erfolgte am Rotationsmikrotom (HM 325, Microm International GmbH, Walldorf,
Deutschland). Anschliefend wurden die Schnitte auf Poly-L-Lysin beschichtet Ob-
jekttréger iibertragen und nach Auswaschen des PEGs mit Blockingreagenz (5%
(w/v) BSA, 4 mM KCI, 2 mM KH,PO,, 12 mM Na,HPO,4, 180 mM NaCl) in-
kubiert. Immunmarkierung mit dem SIDXS2-Antikérper erfolgte in einer Verdiin-
nung von 1:250 in Blockingreagenz inklusive 1% acetyliertem BSA. Als Kontrol-

le wurde der Antikorper vor der Nutzung fiir die Immunmarkierung mit einem
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1000fachen Uberschuss an Peptiden abgesittigt. Der verwendete Sekundiranti-
kérper war an die alkalische Phosphatase gekoppelt und ermoglichte somit den

Nachweis iiber die NBT/BCIP-Reaktion, wie bereits in Abschnitt Western Blot

beschrieben.

2.2.11 Nachweis der Enzymaktivitat

Derivatisierung von DXP mit anschlieBender chromatographischer

Auftrennung

Dieser Nachweis beruht auf der von |Han et al.[(2003) beschriebenen Methode. Die
heterolog exprimierten, rekombinanten Proteine wurden in den Reaktionsansatz
(50 mM Tris-HC1 (pH7.5), 2,5 mM DTT, 0,5 mM TPP; 2,5 mM MgCly, 10 mM Py-
ruvat, 20mM D, L-Glyceraldehyd) eingesetzt und bei 30°C inkubiert. Anschliefend
erfolgte die Denaturierung des Proteins fiir 10 min bei 80°C. Nach Zentrifugati-
on (10 000x g, 3 min) wurde der Uberstand zur Derivatisierung mit Anthranil-
sdure und Cyanborohydrid eingesetzt und fiir 60 min bei 80 °C inkubiert. Die
Derivatisierungsreaktion wurde verdiinnt auf einer NovaPAK Phenyl-Séule (Wa-
ters GmbH Eschborn) (Laufmittel: 1-3% Acetonitril, 0,125% 1-Butylamine, 0,5%
THF, 0,25% Phosphorsiure) in einer HPLC (System der Firma Waters GmbH,
Eschborn) aufgetrennt. Die Detektion erfolgte nach einer Anregung von 320 nm
bei 425 nm.

Nachweis der Bildung radioaktiv-markierten DXPs

Der Einsatz von radioaktiv-markierten Substraten ist eine weitere Moglichkeit die
Aktivitdt von Proteinen durch Produktbildung nachzuweisen. In dem Reaktionan-
satz wurden 0,25 uCi 2-'4*C-markiertes Pyruvat, sowie die anderen Komponenten
(30 mM Pyruvat, 20 mM GAP, 50 mM Tris-HCI (pH7,5), 0,1 mM DTT, 0,5 mM
TPP, 2,5 mM MgCly, 2 mM g-Mercaptoethanol) eingesetzt. Dazu wurden Protein-
extrakte nach heterologer Expression in E. coli, sowie nach transienter Expression
in N. benthamiana, sowohl als Rohextrakt, als auch aufgereinigt eingesetzt. Nach

dem Abstoppen der Reaktionen fiir 3 min bei 80 °C und Zentrifugation wurde
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der Uberstand zur Auftrennung auf Diinnschichtchromatographie Platten (Kie-
selgel 60 F254 Platten, Merck KGaA, Darmstadt) aufgetragen. Als Laufmittel
diente das Gemisch von n-Propanol: Ethylacetat:Wasser (6:1:3). Nach einer Lauf-
zeit von 5-8 h wurden die Platten getrocknet und einem Niedrig-Energie-Film

exponiert.

Komplementation der E. coli DXM3 Mutante

Die dzs-defiziente E. coli Mutante DXM3 (Kim et al., 2005b) wurde freundlicher-
weise von Prof. Soo-Un Kim (Seoul National University, Seoul, Korea) zur Verfii-
gung gestellt. Dieser Stamm ist nicht in der Lage ohne Zugabe von Deoxyxylulose
oder Methylerythritol zu wachsen. Eine Komplementation mit SIDXS-Konstrukten
sollte diese Einschrinkung aufheben. Dafiir wurden die in den Expressionsvektor

pET28a+ klonierten Konstrukte verwendet.

Komplementation des E. coli Stammes EcAB4-2

Zur Bestimmung der Funktionalitdt der klonierten Sequenzen wurde der dzs-
defiziente Stamm EcAB4-2 komplementiert. Dieser Stamm enthélt ein artifizi-
elles Mevalonat-Operon und kann somit essentielle Isoprenoide durch Metaboli-
sierung von Mevalonat synthetisieren (Sauret-Giieto et al., [2006). Die Transforma-
tion zur Komplementation wurden mit den pET28a+-Konstrukten (jeweils ohne
His-Tag und mit N- oder C-terminalen His-Tag) sowie Klonierungsvektor- Kon-
strukte eingesetzt. Zusatzlich wurden beide SIDXS-Sequenzen in den Expressions-
vektor pQE60 (Qiagen, Hilden) kloniert (ohne His-Tag) und zur Transformation
eingesetzt. Diese Arbeiten wurden am IBMB (Institut de Biologia Molecular de
Barcelona) in der Arbeitsgruppe von Dr. M. Rodriguez-Concepcion in Barcelona

(Spanien) durchgefiihrt.

2.2.12 Stabile Transformation von Tomatenpflanzen

Zur spezifischen Reduktion der SIDXS2-Transkriptmengen wurden zwei Regionen
mit moglichst geringer Sequenzidhnlichkeit zur SIDXS1-Sequenz ausgewdhlt. Es
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wurde eine 191 bp grofe Region, die hauptsichlich das Transitpeptid mit ein-
schloss, sowie ein 263 bp langes Fragment des 3’'UTR mit der Platinum " PCR
SuperMix High Fidelity (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) amplifiziert und in den
Gateway '™-Zwischenvektor pDONR kloniert. Wihrend die Klonierung fiir das
Transitpeptid-Konstrukt nicht gelang, wurde das Konstrukt des 3’UTR in den
Zielvektor pHellsgate 8 (Wesley et al.. 2001), einen RNAi-Vektor, kloniert. Als
Transformationskontrolle wurde ein ,leerer Vektor generiert. Dafiir wurden die
ccdB Gene des pHellsgate Vektors mit Xbal und Xhol ausgeschnitten. Durch Auf-
fiillen der entstanden Uberhiinge konnte der Vektor religiert werden. Somit trug
der Kontrollvektor keine RNAi-Kassette mehr, aber immer noch das Resistenz-
gen NPTII. Die Transformation beider Plasmide erfolgte in den Agrobacterium
tumefaciens-Stamm GV3101.

Zur Erzeugung transgener Pflanzen wurden Samen zunéchst oberflichensterili-
siert (15 min 70% Ethanol, 15 min 6% Natriumhypochlorid, Wasser) und in T6p-
fen mit Medium 1 (Murashige-Skoog-Medium (Duchefa, Harlem, Niederlande),
30 g/1 Saccharose, 6 g/1 Agar zur Pflanzenkultivierung (Duchefa) pH 5,8) 14 Tage
im Dunkeln angezogen. Vor Inkubation in der Bakteriensuspension wurden die
Keimblitter {iber die Mittelrippe verletzt und auf Platten mit Konditionierungs-
medium (MS-Medium, 1 mg/I NAA, 0,1 mg/l BAP, 30 g/1 Saccharose, 6 g/1 Agar)
tiberfiithrt. Die Anzucht der A. tumefaciens-Zellen (mit dem RNAi-/ Kontrollvek-
tor) erfolgte in Medium 2 (10 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Bactopepton, 5 g/l NaCl,
10 mg/ml Kanamycin, 20 uM Acetosyringon) bei 28°C. Die Einstellung der ODgqq
auf 1 erfolgte mit steriler Magnesiumsulfatlosung (10 mM). Die konditionierten
Kotyledonenstiickchen wurden fiir 10 min unter gelegentlichem Schwenken in der
Bakteriensuspension inkubiert. Die Selektion der Blattstiicke und der wachsen-
den Kalli erfolgte auf Medium 3 (Murashige-Skoog-Medium, 1 mg/1 trans-Zeatin,
50 mg/l Kanamycin, 250 mg/1 Ticarcillin, 30 g/l Saccharose, 6 g/1 Agar). Genii-
gend grofe, aus den Kalli gewachsene Sprosse wurden in Medium 4 (Murashige-
Skoog-Medium, 0,1 mg/l1 TAA, 20 mg/l Kanamycin, 500 mg/1 Ticarcillin, 30 g/1

Saccharose, 6 g/l Agar) zur Bewurzelung tiberfiihrt.
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2.2.13 lIsolierung von Blatttrichomen
Protokoll nach |Gershenzon et al| (1992)

Zur Isolierung von Blatttrichomen wurden 60 g vorzugsweise junges Blattmateri-
al zerkleinert und eine Stunde in Puffer 1 (5 mM Aurintricarboxylsaure (ATA),
1 mM Thioharnstoff) inkubiert. Das durchtrinkte Blattmaterial wurde danach in
eine Bead-Beater-Kammer mit 35 g Amberlite XAD-4, 140 g Glassperlen (Durch-
messer 0,5 mm) und Puffer 2 (25 mM HEPES (pH7,3), 200 mM Sorbitol, 10 mM
Saccharose, 5 mM ATA, 1 mM Thioharnstoff, 0.6% (w/v) Methylcellulose, 1%
(w/v) Polyvinylpyrrolidon) {iberfiihrt. Die Zerkleinerung erfolgte dreimal mit je-
weils 90 V und einer einminiitigen Pause zwischen den Pulsen. Das homogenisierte
Material wurde durch Gaze mit einer Porengréfle von 350 pm filtriert. Weiteres
Blattmaterial wurde durch die Filtrierung durch eine Gaze mit 105 ym Porengréfie
entfernt. Die isolierten Trichome wurden auf 40um-Gaze gesammelt. Die gesamte
Methode wurde bei 4°C durchgefiihrt.

Protokoll nach | Amme et al.| (2005)

In einem 50 ml Reaktionsréhrchen wurden 3 g Blattmaterial gesammelt und bei
-80°C eingefroren. Zur Extraktion von Trichomen wurden 9 g Glassperlen (Durch-
messer 1,25 - 1,55 mm, Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe) zugegeben. Durch
vorsichtiges Schiitteln (30 sek) wurde das Blattmaterial zerkleinert. Der Inhalt
des Rohrchens wurde durch ein vorgekiihltes Sieb (trennt grofe Blattstiicke ab) in
ein -80°C kaltes Auffanggefaft gegeben. Durch Aufklopfen des R6hrchens wurden
an der Gefdfiwand haftendes Material abgelost und ebenfalls in das gekiihlte Ge-
fafs iberfiihrt. Diese Methode wurde mit 30-60 g Blattmaterial durchgefiihrt. Zur
Bestimmung der Verunreinigung durch Blattmaterial wurde der Chorophyllgehalt

bestimmt.

2.2.14 Trichomzdhlung

Die vergleichende Bestimmung der Anzahl der glanduliren Trichome wurde je-
weils auf der adaxialen Oberfliche eines 2 cm langen endsténdigen Fiederblattes

vorgenommen. Ausgezihlt wurde eine Fliche von 90 mm? in der Blattmitte. Der
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Anteil der Fliache der Mittelvene an der Gesamtfliche wurde in die Berechnung

mit einbezogen.

2.2.15 ESEM

Als bildgebendes Verfahren zur Begutachtung der Blattoberflichenstrukturen wur-
de ’environmental scanning electron microscopy’ (ESEM) genutzt. Dies wurde
freundlicherweise von F. Syrowatka am Interdisziplindren Zentrum fiir Material-
wissenschaften (IZM) in Halle (Saale) unter Verwendung der Philips ESEM X130
FEG durchgefiihrt.

2.2.16 Mykorrhizierung

Stecklinge der Tomatenpflanzen wurden mit Glomus intraradices inokuliert. Die
Diingung der Pflanzen erfolgte zweimal wochentlich mit 20 ml 0,5x LongAshton
Diinger (Hewitt} 1966). Sechs Wochen nach Inokulation erfolgte die Probennahme.
Das Wurzelmaterial wurde geerntet und bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung
eingefroren. Zur Analyse wurden 200 mg homogenisiertes Material dreimal mit
400 pl 80% (v/v) wissriges Methanol versetzt. Die Untersuchung der Cyclohexe-
nonderivate erfolgte mit 200 ul des Extraktes. Diese wurden vollstdndig eingeengt
(’speed vac’, Concentrator 5301, Eppendorf AG, Hamburg) und in 40 pul 80% (v/v)
wiassrigem Methanol geldst. Die Analyse der Mycorradicinderivate wurde mit 300
1l des Extraktes durchgefiihrt. Nach alkalischer Hydrolyse der Esterbindungen
(Zugabe von 10 ul 10 M KOH) (Fester et al., 2002) wurden die Proben 1 h inku-
biert und anschliefend 15 min bei 20 000 xg zentrifugiert. Die anschliefende chro-
matographische Auftrennung von 20 ul der Extrakte erfolgte an einer 'Reversed-
Phase’-Chromatographie-System (Waters GmbH, Eschborn) unter Verwendung
einer 5 um Nucleosil Cig-Séule (250 x 4 mm, Machery-Nagel, Diiren). Als Lauf-
mittel wurden 1,5% (v/v) Phosphorsidure und 100% Acetonitril verwendet. Die
Auftrennung und Identifizierung der Cyclohexenon und Myorradicinderivate er-
folgte nach Fester et al|(2002) und [Schliemann et al.[(2008).
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2.2.17 Pollenanalyse

Zur Bestimmung der Pollenkeimungsfiihigkeit wurden in Keimungsmedium (10%
(w/v) Saccharose, 100 mg/l H3BO3, 300 mg/1 Ca(NOs3)2, 200 mg/l1 MgSOy, 100
mg/1 KCI) die Pollen aus den Antheren préipariert (Li et al., 2004). Nach zwei-
stiindiger Inkubation wurde die Keimungsrate mikroskopisch untersucht. Die Lin-
ge der Pollenschlauche wurde mit der Software LSM Image Examiner (Carl Zeiss
AG, Oberkochen) ermittelt. Die Bestimmung der Lebensfihigkeit der Pollen wurde
durch Farbung mit Fluoresceindiacetat vorgenommen (Heslop-Harrison & Heslop-
Harrison, (1970)). Die Losung (0,01% (w/v) Fluoresceindiacetat, 10% (w/v) Sac-
charose in MS-Medium (Duchefa, Harlem, Niederlande)) wurde mit extrahierten
Pollen inkubiert. Der Farbstoff diffundiert durch die Membran in die Zelle und
wird dort durch unspezifische Esterasen gespalten. Das entstehende Fluorescein
ist nicht membrangingig und akkumuliert somit in lebenden Zellen. Die Emission
von Licht der Wellenldnge 520 nm durch das Fluorescein wird durch Anregung

mit Licht der Wellenldnge 490 nm erreicht.

2.2.18 Analyse fliichtiger Metabolite

Die Duftstoffanalysen der transgenen Pflanzen wurden in Kooperation mit S.
Garms und Dr. S. Bartram am Max-Planck-Institut fiir chemische Okologie in

Jena durchgefiihrt.

SPME

Zur Gewinnung der Trichominhaltsstoffe wurden 5 mm lange Polydimethylsiloxan
(PDMS) Schlduche (1.5 mm innerer Durchmesser x 2.3 mm &dufierer Durchmes-
ser, Reichelt Chemietechnik, Heidelberg) verwendet. Vor Gebrauch wurden diese
Schlduche zur besseren Handhabung auf Glasstibe (1.5 mm &duferer Durchmes-
ser) gesteckt und zur Aufbereitung fiir 15 min bei 250°C unter Heliumbegasung
vorbehandelt. Zur Probennahme wurden die vorbereiteten Schlauche dreimal {iber
die adaxiale Blattseite gleich grofser und gleich alter Blétter gefiihrt. Die gesamte
Probennahme erfolgte innerhalb von 10 min. Vor der Messung wurden die PDMS

Schlduche in jeweils einem Glasgefafs gelagert. Vor der Analyse der Duftstoffe
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erfolgte die thermische Resorption durch den 'CONCEPT autosampler’ (PAS
Technologies, Magdala, Germany). Die Bestimmung der Isotopenverhéltnisse und
der relativen Konzentrationen der Duftstoffe wurde durch ein GC-C-IRMS Sys-
tem, bestehend aus einem HP 6890 (Agilent Technologies, Santa Clara CA, USA)
mit optischem Injektor (Optic 3, ATAS Benelux B.V., Zoetermeer, Niederlande),
einem Verbrennungsofen und einem IsoPrime Massenspektrometer (Micromass,
Manchester, UK), durchgefiihrt. Die Auftrennung der Duftstoffe erfolgte unter
dem Trigergas Helium mit einer Flussrate von 1 ml/min iiber eine ZB-5ms Sili-
ciumoxidsdule (30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 pm film, Phenomenex, Torrance, CA,
USA). Der Saulenofen wurde fiir jede Probe beheizt genutzt: 2 min 45°C gefolgt
von einem Anstieg auf 260°C mit 10°C/min und 30°C/min auf 280°C. Diese Tem-
peratur wurde fiir 2 min beibehalten. Die von der Siule eluierten Komponenten
wurden bei 850°C (unter Kupferoxid) verbrannt. Das entstandene Wasser wurde
absorbiert, wihrend das entstandene CO, im Massenspektrometer analysiert wur-
de. Zur Identifikation der von der Saule eluierten Substanz wurden 10% der Probe
vor der Verbrennung in einem ’'time-of-flight” Massenspektrometer (GCT, Micro-
mass, Manchester, UK) analysiert. Basierend auf der Fliche des m/z 44 Signals
der IRMS (’isotopic ratio mass spectometry’) erfolgte die Berechnung der relativen
Duftstoffkonzentrationen. Dabei wurden die Werte auf die Anzahl der C-Atome
pro Molekiil (5-Phellandren C1oHyg, (F)-3-Caryophyllen und a-Humulen Cy5Hay)
normalisiert und spiegelten die relativ-produzierte COo-Menge wider. Zur Analy-
se der stabilen Isotopen-Verhiltnisse wurde das System mit einem Gemisch von
Referenzsubstanzen mit bekannten §'3C Werten (Standardabweichung < 0.2 %o)
eingestellt und auf die VPDB Skala mit Hilfe des TAEA Referenzmaterials NMS
22 mit einem 6'3C value of -29.78%0 (Werner & Brand, 2001)) kalibriert. Isoto-
penverhéltnisse werden als die Werte angegeben, die gegen den Standard (VPDB
(Vienna Pee Dee Belemnite) berechnet wurden angegeben. Der A§'3C-Wert gibt
Unterschiede der §'3C-Werte an.

B3Cyppp = (130/120)(}1358712_0)(:53/126)PDBxlOOO %0
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Headspace-Analysen

Die ’"Headspace’-Technik wurde fiir die Raupenfrak-Experimente verwendet. Dafiir
wurden 5 Wochen alte Stecklinge inklusive Topf eingehiillt und mit 4-6 Spodopte-
ra littoralis-Raupen versehen. Duftstoffe wurden fiir 48 h auf einem Aktivkohle-
filter (1.5 mg Aktivkohle, CLSA-Filter, Granicher and Quartero, Daumazan sur
Arize, Frankreich) absorbiert, iiber welchen ein zirkulierender Luftstrom gefiihrt
wurde. Die Elution der Duftstoffe von den Filtern erfolgte mit 2 x 20 pl Dichlor-
methan, welchem 100 pg/ml Bromdecan als interner Standard zugesetzt wurde.
Die GC/MS Analysen erfolgten in einem TRACE GC 2000 Gerit, welches mit
dem TRACE MS (ThermoQuest/Finnigan, Bremen) und einer ZB-5 Kapillarsiu-
le (0.25 mm i.d. x 15 m with 0.25 gm film, Phenomenex, Torrance, CA, USA)

ausgeriistet war.

2.2.19 Modellierung der 3-D-Strukturen

Die 3D-Modelle von SIDXS1 und SIDXS2 wurden von PD Dr. W. Brandt (IPB,
Halle, Abt: Natur- und Wirkstoffchemie) mittels Homologie-Modellierung unter
Verwendung der Software MOE (molecular operating environment, Chem. Comp.
Group Inc., Montreal, Canada) erstellt. Als Template diente hierfiir die Réntgen-
struktur von 201X Xiang et al| (2007) mit einer Sequenzidentitéit von 44%. Die
Stereochemische Qualitdt wurde mit PROCHECK (Laskowski et al., [1993) iiber-
priift. Alle Kriterien fiir eine ausreichende Qualitit wurden erfiillt. Eine Analyse
fiir korrekte Faltung wurde mit PROSA II durchgefiihrt (Sippl, 1990). Fiir alle
Bereiche der Sequenzen wurde negative Energiewerte berechnet, die ein starker
Hinweis auf eine prinzipiell richtige native Faltung der Protein Modelle sind. Die

Abbildungen wurden mit der Software PyMol erstellt.

2.2.20 Statistische Auswertung

Die in der Arbeit dargestellten Werte resultieren aus mindestens drei Wiederho-
lungen des Gesamtversuchs. Auf der Basis der Datenerstellung wurden die Er-
mittlung des Medians als Balken und der Standardfehler als Fehlerbalken darge-
stellt. Die statistische Auswertung der Experimente wurde mit One-Way ANOVA
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2.2 Methoden

durchgefiihrt. Anschliefsend erfolgte der Test auf signifikante Unterschiede mit
dem Tukey-HSD post-hoc Test. In den Diagrammen wurden Werte der selben
Signifikanzgruppe mit gleichen Buchstaben beschriftet.
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3 Ergebnisse

3.1 Molekulare Charakterisierung von zwei

DXS-lsoenzymen aus Tomate

Ausgangsmaterial der molekularbiologischen Arbeiten waren die in der EMBL-
Datenbank eingetragenen Sequenzen der beiden bekannten Klassen von DXS-
Genen aus einer Kulturtomate (Solanum lycopersicum, AF143812) und einer Wild-
sorte (Solanum habrochaites, AY687353). Anhand derer konnten die beiden
Tomaten-DXS-Gene aus dem Kultivar Moneymaker amplifiziert werden. Dies war
die Grundlage fiir die Arbeiten zur Klonierung und molekularen Charakterisierung

beider DXS aus der Kulturtomatensorte Moneymaker.

3.1.1 Klonierung von Tomaten DXS-Sequenzen der
Klasse 1 und Klasse 2

Nach der Amplifikation der Sequenzen mit spezifischen Primerpaaren
(Abschnitt [2.1.3) wurden die resultierenden, etwa 2 kb groken PCR-Produkte
in den Vektor pGEM® T-Easy kloniert und sequenziert.

Die SIDXS1-Sequenz aus dem Kultivar Moneymaker wies keinerlei Nukleotidaus-
tausche zu der bereits bekannten, verfiigharen SIDXS auf. Der Vergleich der ver-
fiigbaren DXS2-Sequenzen aus S. habrochaites und der neu bestimmten aus 5. ly-
copersicum zeigte einige Unterschiede was sich in einer Sequenzidentitit von 98%
auf der Nukleotidebene und 99% in der Aminosiduresequenz ausdriickt. Der Se-
quenzvergleich der beiden Isoenzyme der Kultursorte Moneymaker (SIDXS1 und
SIDXS2) untereinander zeigte eine vergleichsweise geringe Sequenzidentitit von

66% und 69% auf Nukleotid- und Aminosaureniveau.
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3 Ergebnisse

In einem Ahnlichkeitsdiagramm aus anderen pflanzlichen DXS-Sequenzen konn-
ten die beiden SIDXS-Sequenzen den zwei bekannten Klassen zugeordnet wer-
den. SIDXS1 gruppiert mit anderen DXS1 Sequenzen, denen eine Funktion im
Primarstoffwechsel zugeschrieben wird. Die SIDXS2-Sequenz zeigt Ahnlichkeit zu
DXS2-Sequenzen, denen eine Rolle im Sekundérstoffwechsel zugeordnet wird (sie-
he Abbildung [4.1]in der Diskussion).

Zur Analyse der genomischen Struktur der kodierenden Bereiche beider SIDXS-
Gene wurden die bereits beschriebenen spezifischen Primerpaare genutzt (Ab-
schnitt [2.1.3)). Nach erfolgreicher Amplifikation wurde fiir die SIDXS1-Sequenz ein
3,8 kb grofses Fragment erhalten, wihrend das SIDXS2-Fragment eine Groke von
4,6 kb aufwies. Diese Fragmente wurden ebenfalls in den Vektor pGEM® T-Easy
kloniert und sequenziert. Die Sequenzen wurden bei EMBL eingereicht und sind
unter FN424051 (SIDXS1) und FN424052 (SIDXS2) zugénglich. Durch den Ver-
gleich mit der jeweiligen cDNA wurde die Exon-Intron-Struktur ermittelt. Der
Vergleich der genomischen Sequenzen dokumentierte eine hohe Ahnlichkeit beider
Gene mit jeweils 10 Exons und 9 Introns (Abbildung [3.1)). Unterschiede zeigten
sich in den Introngréfsen, wobei die Introns 1,3,4 und 9 des SIDXS2-Gens grofer
sind als die des SIDXS1-Gens. Lediglich das Intron 6 des SIDXS2-Gens ist deut-
lich kleiner im Vergleich zum entsprechenden Intron der SIDXSI-Sequenz. Der
Vergleich der einzelnen Exons und Introns zeigte in den Exonen hdéhere Sequen-
zidentitiiten. Die vergleichsweise geringen Ahnlichkeiten der beiden ersten Exons
sind einerseits auf die verdnderte Groke zuriickzufiihren. Andererseits umfassen

diese Exons das Transitpeptid und geringere Sequenzidentititen sind somit nicht

iberraschend.
ATG _—
SiDxs1 [1] 5 H 66— 7 8 - 9 10|
ATG -
S —— Ry B W o o o By W
% Identitat 39 40 494568 17 65 40 70 46 67 19 68 47 75 51 67 16 66

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der genomischen Struktur des kodierenden Berei-
ches beider SIDXS-Gene. Darunter sind die Identitdten der Nukleotidsequenz

des jeweiligen Exons/Introns in Prozent dargestellt.
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3.1 Molekulare Charakterisierung von zwei DXS-Isoenzymen aus Tomate

3.1.2 Promotoranalysen der beiden SIDXS-Gene

Die Regionen stromaufwarts beider Gene wurden mittels ‘Genome Walking’ ermit-
telt (Abschnitt [2.2.3)). Die dabei erhaltenen Fragmente waren fiir SIDXS1 1,8 kb
und fiir SIDXS2 2,9 kb grok.

Fiir die weiteren Analysen wurde ein jeweils etwa 1 kb grofles Fragment stromauf-
warts des Translationsstarts gewahlt. Einerseits dienten die Sequenzen als Grund-
lage flir computergestiitzte Analysen von putativen cis-regulierenden Motiven, an-
dererseits wurden diese Fragmente fiir Fusionen mit Reportergenen genutzt. Als
Reportergen, dessen Expression durch das Promotorfragment kontrolliert wurde,
fand das Gen des gelb-fluoreszierenden Proteins (YFP, ’yellow fluorescent pro-
tein’) Verwendung. Das Kontrollkonstrukt enthielt den konstitutiv exprimierten
CaMV35S (’Cauliflower mosaic virus 355’) Promotor. Die transiente Expression
erfolgte in Tabak (Nicotiana benthamiana). Fiir das verwendete Kontrollkonstrukt
wurde eine deutliche Fluoreszenz in den Zellen der unteren Epidermis nachgewie-
sen. Dagegen wurde fiir die Promotorkonstrukte beider Tomaten DXS-Gene keine
Fluoreszenz detektiert. Dies konnte bedeuten, dass der ausgewéhlte Bereich von 1
kb vor dem Translationsstart nicht die cis-regulierende Elemente enthilt. Es konn-
te aber auch an einer geringen Promotoraktivitat liegen. Durch die Kenntnis der
DXS?2 als wundresponsives Gen (Sanchez-Hernandez et all 2006; Arimura et al.,
2008; [Tretner et al., 2008; Kim et al., 2009) wurden nach der Transformation mit
dem DXS2-Promotorkonstrukt zusétzlich verwundet. Dies fiihrte zu einer geringen
Fluoreszenz der Leitgewebe (nicht dargestellt). Somit konnte gezeigt werden, dass
nach Verwundung der SIDXS2-Promotor in den Leitgeweben genutzt wird und
eine Fragmentlinge von 1 kb vor dem Translationsstart fiir die Dokumentation

der Promotor-Aktivitdt nach Induktion geniigt.

Fiir die in silico Analysen der SIDXS-Promotorfragmente wurden zwei verschie-
dene Datenbanken verwendet, PLACE (Higo et al.,|1999) und PlantCARE (Rom-
bauts et al., (1999). Beide Programme erkennen durch Sequenziibereinstimmung
mit, bereits identifizierten cis-regulatorischen Elementen Motivsequenzen der ein-
gegebenen Nukleotidfolge. Es wurden viele mogliche Motive identifiziert: 68 Moti-
ve in der SIDXS1-Sequenz und 49 Motive in der SIDXS2-Sequenz. Eine detaillierte
Aufschliisselung dieser Daten befindet sich im Anhang (Tabellen bis[A.4). Die

erhaltenen Motive wurden nach ihrer putativen Funktion zusammengefasst, wie
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3 Ergebnisse

in Tabelle dargestellt. Die Werte représentieren erstens die Quantitidt (Summe
aller einer Funktion zugeordneten Elemente) und zweitens die Diversitit (An-
zahl der verschiedenen Elemente der zugeordneten Funktion). Die Gruppierung
der Motive wurde anhand ihrer putativen Funktion in Gewebespezifitit, zellulire

Einfliisse und Umweltreize vorgenommen. Beide Promotoren enthalten putati-

Tabelle 3.1: Darstellung der aus den in silico-Analysen resultierenden putativen cis-
regulatorischen Elemente (Summe der Anzahl aller Elemente(Quantitét)/Anzahl
der verschiedenen Elemente (Diversitét)). Zum Vergleich ist ebenfalls die Analyse
des MtDXS2-1-Promotors aufgefiithrt (Flof et al.l |2008]).

SIDXS1  SIDXS2 | MtDXS2-1
Whurzel-spezifisch 16/3 24/4 20/2
Samen-/Embryo-/Endosperm-spezifisch | 25/11 19/7 20/2
Licht-reguliert 33/11 45/5 6/2
Bliite-/Pollenspezifisch 20/3 12/3 10/4
Plastid-spezifisch 2/1 9/4 -
Trichom-spezifisch - 3/1-
Keimblétter-spezifisch 1/1 - -
Abscisinsdure-induziert 18/8 2/1 12/3
Auxin/Salicylséure-induziert 7/4 5/2 6/3
Gibberellinsdure-induziert 4/2 4/2 1/1
Cytokinin-responsiv 7/1 7/2 11/1
Ethylen-responsiv - 1/1 1/1
Pathogen-, Stress-reguliert 13/5 11/4 7/5
andere 44/18  40/13 54/22

ve cis-regulatorische Elemente, die eine gewebespezifische Expression vermitteln
kénnten. Obwohl beide Promotoren Elemente aufwiesen, die speziell fiir Expres-
sion in Wurzeln und Samen bekannt sind, unterschied sich die Anzahl betricht-
lich. Die Anzahl der samenspezifischen cis-regulatorischen Elemente war in der
SIDXS1-Promotorsequenz verglichen mit der SIDXS2-Promotorsequenz erhdoht.
Letzterer dagegen wies eine hohere Anzahl putativer Motive, die spezifisch fiir
Wurzelexpression sind, auf. Cis-regulatorische Elemente, die potenziell lichtregu-
liert sind, wurden in beiden Promotoren gefunden. Eine deutlich hohere Diversitit
der Elemente ist im SIDXS1-Promotor zu finden. Trotz geringerer Diversitat weist
der SIDXS2-Promotor eine deutlich hhere Anzahl an putativ Licht-regulierten

Elementen auf. Im Gegensatz dazu wurde eine hohere Anzahl Pollen-spezifischer
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3.1 Molekulare Charakterisierung von zwei DXS-Isoenzymen aus Tomate

Motive im SIDXS1-Promotor identifiziert. Ein Element, welches verantwortlich
fiir die Trichomentwicklung der Baumwolle ist, wurde ausschlieflich im SIDXS2-
Promotor detektiert. Die Betrachtung cis-regulatorischer Elemente, die vermutlich
Phytohormon- und Pathogenese-reguliert sind, zeigte, dass der SIDXS1-Promotor
eine hohere Anzahl dieser Elementen enthélt. Die Diversitit dieser Elemente ist
beim SIDXSI-Promotor zumeist hoher (Abscisinsiure; Auxin/Salicylsiure, Pa-
thogen). Die SIDXS2-Promotorsequenz beinhaltete mehr putative Cytokinin- und
Ethylen-regulierte Elemente. Nur bei Elementen, die vermutlich durch Gibberel-
linsdure reguliert werden, stimmen Quantitit und Diversitdt iiberein. Dies lésst
vermuten, dass Phytohormone einen unterschiedlichen Einfluss auf die Expression

beider Isogene haben konnten.

Die beiden Tomaten-Promotoren wurden mit dem Medicago truncatula
DXS2-1-Promotor, dessen Zellspezifitiat in mykorrhizierten Wurzelzellen gezeigt
wurde (Flofs et al., [2008)), verglichen. Einige der Motive, sowie deren Diversitét,
zeigten, je nach Funktionszuordnung Ahnlichkeiten zum SIDXSI- oder SIDXS2-
Promotor. Fiir die putativ regulatorischen Elemente der samenspezifischen Ex-
pression, sowie der Abscisinsdure- Responsivitit wurden vergleichbare Quantita-
ten und Diversitdten, wie im SIDXS1-Promotor gefunden. Die MtDXS2-1-
Promotorsequenz wies eine hohe Anzahl an putativ Cytokinin-responsiven Ele-
menten auf, wihrend beispielsweise relativ wenig Licht-regulierte Elemente iden-

tifiziert wurden.

Die Kategorie “andere” umfasst Elemente, deren Funktion bisher nicht genau be-
kannt ist. Motive, die als Erkennungssequenzen von Transkriptionsfaktoren mit
multiplen Funktionen genutzt werden, wurden ebenfalls dieser Kategorie zugeord-
net. Ferner wurden in beiden Promotoren putative fiir die Transkriptionsinitiation
bekannte TATA-Boxen identifiziert (SIDXS1 zwei, SIDXS2 eine).

Dennoch handelt es sich bei diesen Analysen um in silico Daten, deren tat-
séchliche Funktion durch zum Beispiel Promotordeletionsstudien aufgeklért wer-
den sollte. Zusatzlich zu den genannten cis-regulatorischen Elementen weisen
beide SIDXS-Promotorfragmente einen hohen AT-Gehalt auf, welcher in DNA-
Bereichen vorkommt, die leicht zugénglich fiir die Initiation der Transkription

sind.

45



3 Ergebnisse

3.1.3 Nachweis der Funktionalitat der rekombinanten

Proteine

Ausschliefslich der Nachweis der spezifischen DXS-Aktivitat bestitigt die Klonie-
rung der korrekten Gene. Dafiir wurde aufgereinigtes rekombinantes Protein bei-
der DXS bendétigt. Die SIDXS-Gene wurden ohne Transitpeptid mit N- und C-
terminalem His-Tag, sowie ohne Tag in den Expressionsvektor pET28a+ kloniert
und in die Expressionszellen E.coli (BL21) DE3 transformiert (Abschnitt[2.2.5).

M N L W1 W2 E

wigl

Abbildung 3.2: Uberexpression und Aufreinigung des reifen, rekombinanten SIDXS2-Proteins
mit C-terminalem His-Tag, M: Grofenstandard, NI: nicht induziert, L: 16s-
liche Proteinfragtion nach 4 h Induktion mit IPTG, W1/W2: bei niedrig
Imidazolkonzentration eluierte Proteine nach Bindung der 16slichen Protein-
fraktion an die TALON-Matrix, E: Elution durch hohe Imidazolkonzentration,
Pfeil weifst auf die berechnete Grofse des reifen DXS-Proteins von etwa 70 kDa
hin.

Die Proteine konnten exprimiert werden und lagen nach dem Zellaufschluss in
der 16slichen Fraktion vor, wie exemplarisch fiir SIDXS2 in Abbildung darge-
stellt. Zum Nachweis der katalytischen DXS-Aktivitdt wurden verschiedene An-
séitze getestet. Diese Ansétze reichten von Derivatisierung der enzymatischen Re-
aktionen mit anschliefiender chromatographischer Auftrennung, iiber den Ein-
satz radioaktiv-markierter Substrate bis hin zur Komplementation von E.coli-

Mutanten.

Derivatisierung mit anschliefender chromatographischer Auftrennung

Diese Methode beruht auf einer Verdffentlichung von Han et al.| (2003)). In dieser

Publikation wurde eine Derivatisierung des Reaktionsansatzes mit Anthranilsdure
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3.1 Molekulare Charakterisierung von zwei DXS-Isoenzymen aus Tomate

und Natriumcyanborhydrid bei 80°C beschrieben. Anschliefsend erfolgte die chro-
matographische Auftrennung mittels HPLC.

Nach erfolgreicher Aufreinigung der His-Tag-Proteine mittels TALON Matrix wur-
de die Enzymaktivitit, wie in Abschnitt beschrieben, getestet. Nach De-
naturierung des Enzyms bei 80°C erfolgte die Derivatisierung und Auftrennung
mittels HPLC. In Abbildung[3.3] A sind exemplarisch die derivatisierten und chro-

HPLC-Chromatogramme der Reaktionsansatze nach Derivatisierung
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Abbildung 3.3: HPLC-Chromatogramme zur Bestimmung der DXS-Enzymaktivitit nach De-
rivatisierung der Reaktionsanséitze, A: Reaktionsansétze mit aufgereinig-
tem, rekombinantem DXS1/2-Enzym, sowie ohne Enzym, B: Einzelldufe
der zu detektierenden Substanzen, C: dxs von S. leopoliensis (dxs(Z)) mit
den erforderlichen Kontrollen, A A: Anthranilsiure, GAP: Glycerinaldehyd-
3-phosphat, Pyr: Pyruvat, DX: 1-Deoxy-D-xylulose, DXP: 1-Deoxy-D-
xylulose-5-phosphat.

matographisch aufgetrennten Chromatogramme der Reaktionsanséitze mit den re-
kombinanten SIDXS-Proteinen (SIDXS1 mit N-terminalem His-Tag und SIDXS2
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3 Ergebnisse

mit C-terminalem His-Tag) dargestellt. Fiir die iiberexprimierten, aufgereinigten
Tomaten-DXS-Proteine konnten keine Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle,
bei welcher im Reaktionsansatz kein Enzym vorhanden war, festgestellt werden.
Lediglich die Signale der Derivatisierungsreagenz (AA, Anthranilsdure) und der
Substrate (GAP und Pyr) konnten detektiert werden. Zur Uberpriifung der Funk-
tionalitdt dieser Methode sollte eine iiberexprimierte dzs eines Cyanobakteriums,
die bereits als funktionell beschrieben wurde, dienen (Plasmid von W. Zimmer
erhalten, (Miller et al, 1999)). Die Synechococcus leopoliensis drs wurde in das
pQE30-Plasmid kloniert, weshalb Zellen mit diesem Vektor als Kontrolle diente.
Im Vergleich zur pQE30-Kontrolle konnten auch fiir dieses Konstrukt keine Un-
terschiede zwischen den Kontroll- und den Reakionsansdtzen mit rekombinantem
dxs detektiert werden (Abbildung [3.3] C).

Somit konnte mit dieser Methode kein Nachweis der enzymatischen DXS-Aktivitéit
gefithrt werden. Im Zuge der Etablierung dieser Methode traten haufig innerhalb
eines Laufs Peakverschiebungen auf, was die Auswertung der Signale erschwer-
te. Diese Verschiebungen konnten durch Variieren des Acetonitrilgehaltes bei der
HPLC-Auftrennung nicht kompensiert werden. Als kritisch wurde ebenfalls die De-
rivatisierung angesehen. Einerseits konnte die Vollstdndigkeit der Reaktion nicht
iiberpriift werden, andererseits erfolgte die Derivatisierung bei sehr hohen Tem-
peraturen, so dass beispielsweise ein thermischer Zerfall des Produktes nicht aus-

geschlossen werden konnte.

Nachweis der Bildung radioaktiv-markierten DXPs

Der weitere Nachweis der enzymatischen DXS-Aktivitdt wurde durch den Ein-
satz “C-markierter Substrate vorgenommen. Dem Reaktionsansatz wurde radio-
aktiv (2—!1C)-markiertes Pyruvat hinzugefiigt. Dieses wiirde durch funktionsfi-
hige DXS-Proteine im Reaktionsansatz in *C-markiertes DXP umgewandelt wer-
den. Die *C-markierten Substanzen sollten diinnschichtchromatographisch aufge-
trennt und anschliefend auf einem Niedrig-Energie-Film detektiert werden. Fiir
diese Experimente wurden die in den pET28a+-Vektor klonierten Konstrukte ver-
wendet. Zunédchst wurden die Konstrukte nach der etablierten Methode exprimiert
und anschliefend affinitdtsgereinigt, wie in Abbildung dargestellt, oder auch

als Rohextrakt eingesetzt. Als Kontrollen wurden auf jeder Diinnschichtplatte
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Abbildung 3.4: Reaktionsansiitze unter Verwendung von radioaktiv-markiertem 4C-Pyruvat
und anschlieffender diinnschichtchromatographischer Auftrennung, Pfeile wei-

sen auf die Banden der Referenzsubstanzen hin.

“C-markiertes Pyruvat und *C-markiertes DXP (freundlicherweise von Prof. M.
Zenk zur Verfiigung gestellt) aufgetragen. Fiir die in E. coli iiberexprimierten,
rekombinanten Proteine konnte jedoch in keinem Ansatz eine Bande in der Hohe
des MC-DXP detektiert werden. Durch Verwendung des **C-markierten Pyruvats
konnte somit keine Funktionalitit der rekombinanten DXS-Proteine nachgewiesen

werden.

Komplementation von E. coli DXM3

Ein neuer Versuch zum Nachweis der enzymatischen Aktivitdt beider Tomaten
DXS-Proteine wurde mittels Komplementation vorgenommen. Der dzs-defiziente
E.coli Stamm DXM3 wurde freundlicherweise von Prof. Soo-Un Kim aus Seoul
bereitgestellt. Dieser Stamm ist ohne Zugabe von Deoxyxylulose nicht lebensféhig.
Die Transformation eines Plasmides, welches die cDNA einer funktionellen DXS
trigt, sollte zur Komplementation, das heift zum Uberleben der E.coli-Zellen auf
Deoxyxylulose-freiem Medium fiihren. Diese Komplementation sollte anhand einer

hoheren Kolonienanzahl sichtbar werden.

Es zeigte sich jedoch eine hohe Riickmutationsrate von 0,33 pro 10° Zellen. Bei

einer Transformation ist somit eine von drei Millionen Zellen spontan wieder ohne
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Tabelle 3.2: Mutationsrate des dzs-defizienten E. coli Stammes DXMS3. Eine erfolgreiche Kom-
plementation sollte eine deutlich hthere Anzahl an Kolonien als die Transforma-

tionskontrolle (ohne Plasmid) aufweisen.

Plasmid Mutationsrate je 10° Zellen
kein 0,33
SIDXS1 0,5
SIDXS1-N-His 0,2
SIDXS2 0,2
SIDXS2-N-His 1,2
SIDXS2-C-His 0,2

Deoxyxylulose iiberlebensfihig ist. Somit wuchsen auf den Kontrolltransformati-
onsplatten ebenfalls einige Kolonien. Um die Komplementation mit der SIDXS
als erfolgreich zu werten, musste die Anzahl der Kolonien signifikant iiber der
Riickmutationsrate der Kontrolltransformation liegen und damit einen deutlich
hoheren Zahlenwert als die Riickmutationsrate aufweisen. Dies wurde nur mit
dem SIDXS2-Konstrukt mit N-terminalen His-Tag erreicht (Tabelle [3.2)). Somit
konnte nur fiir SIDXS2 eine Funktionsfihigkeit nachgewiesen werden, nicht aber
fiir SIDXS1. Aufgrund dieser Ergebnisse miisste der N-terminale His-Tag eine Ak-
tivitdtssteigerung zur Folge haben, da fiir SIDXS2 ohne einen fusionierten Tag
keine Funktionalitdt nachzuweisen war. Durch die relativ hohe, spontane Riick-

mutationsrate wurden diese Ergebnisse kritisch bewertet.

Komplementation des E. coli Stammes EcAB4-2

In einem weiteren Ansatz erfolgte die Komplementation eines anderen dzs-defi-
zienten FE. coli-Stammes. Durch die Zerstérung des drzs-Gens fehlen die wich-
tigen Isoprenoidvorstufen IPP und DMAPP. Der Stamm EcAB4-2 enthilt ein
synthetisches Mevalonatoperon, welches den Zellen ermdglicht, die Isoprenoid-
vorstufen IPP und DMAPP aus Mevalonat synthetisieren (Sauret-Giieto et al.,
2006). Fehlt Mevalonat in dem Medium, sind auch diese Zellen nicht iiberlebens-
fahig.

Die Transformation einer fiir ein funktionelles DXS-Gen kodierenden Sequenz in

diese Zellen ermoglicht ein Wachstum auch ohne Mevalonat. Zusétzlich zu den be-
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3.1 Molekulare Charakterisierung von zwei DXS-Isoenzymen aus Tomate

E. coli PQE6O pQE6O
EcAB4-2  SIDXS1 SIDXS2

mit
Mevalonat

ohne
Mevalonat

Abbildung 3.5: Komplementation des E.coli -Stammes EcAB4-2 mit den SIDXS-Sequenzen
ohne putatives Transitpeptid. Ohne Zugabe von Mevalonat kénnen nicht kom-

plementierte Zellen nicht iiberleben.

reits vorhandenen diversen Klonierungs- und Uberexpressionskonstrukten wurden
beide Tomaten-DXS ohne Transitpeptid und ohne His-Tag in den Vektor pQEG0
kloniert. Ein Kolonienwachstum auf Medium ohne Mevalonat konnte fiir diese
pQE60-Konstrukte dokumentiert werden (Abbildung|3.5)). Zur Bestétigung der er-
folgreichen Komplementation wurden einige der gewachsenen Kolonien einer Plas-
midpréparation mit anschliekender Kontrollrestriktion unterzogen. Somit konnte
der Nachweis der Funktionalitdt beider Tomaten-DXS durch erfolgreiche Komple-

mentation des E. coli-Stammes EcAB4-2 gefiihrt werden.

3.1.4 Modellierung der 3-D-Strukturen der beiden

Isoenzyme

Eine mogliche Bestimmung biochemischer Parameter war durch das Fehlen eines
geeigneten Detektionssystems nicht moglich. Aus diesem Grund sollten mogliche
Unterschiede zwischen der Sekundér- und Tertidrstruktur beider Tomaten-DXS-

Proteine anhand eines Modells erfolgen.

Als Basis wurde die zur Verfiigung stehende Kristallstruktur einer bakteriellen dxs

aus Deinococcus radiodurans (Xiang et al., 2007) verwendet. Dieser Teil der Arbeit
wurde in Zusammenarbeit mit PD Dr. Wolfgang Brandt (IPB, Abt. Natur- und
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SIDXS1 N-terminus

C-terminus

disordered
region
220-270

SIDXS2

Abbildung 3.6: Strukturmodelle der beiden reifen SIDXS-Proteine auf der Basis einer bakte-
riellen dxs aus D. rediodurans (Xiang et al., 2007).
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3.1 Molekulare Charakterisierung von zwei DXS-Isoenzymen aus Tomate

Tabelle 3.3: Vergleich der Aminosiiuren, die fiir katalytische Aktivitit verantwortlich sind.
Die Zahlen geben Positionen in der Primé&rstruktur wieder. Positionsunterschiede
zwischen pflanzlichen und bakteriellen Enzymen sind durch die fiir eukaryotische
Systeme notwendigen Transitpeptide zu erkldren. Mit Sternchen gekennzeichente

Austausche von Aminosduren wurden auch in der A. thaliana CLA1-Sequenz

gefunden.
Funktion D. radiodurans dxs | SIDXS1 SIDXS2
His51 His63 His65 | GAP
Ser54 Ser66 Ser68 | TPP
putatives aktives Zentrum His82 His9%4 His96 | TPP
Tyr395 Tyrd20 Tyrd22 | GAP
Asp430 Asp4b5  Aspdb7 | GAP
Argd80 Arg506  Argh08
His51 His63 His65
Lys101 Argl13  Argllh *
Phel09 Phel21 Phel23
lle187 Leu200 Leu202 *
GAP-Bindung Ser325 Thr350 Thr352 *
Met349 Met374 Met376
Gly352 Gly377  Gly379
Tyr395 Tyr420  Tyrd22
Argd23 Argd48  Arg450
Asp430 Asp4b5  Asp4db7
His434 His459  His461
Serb4 Ser66 Ser68
His82 His94 His96
Gly123 Gly135 Glyl37
Alal25 Ser137  Serl39 *
Asplbs4 Aspl66  Aspl68
TPP-Bindung Asnl183 Asnl195  Asnl97
Met185 Vall98  Val200 *
Lys289 Lys312 Lys314
Ne371 11e396 [1e398
Glu373 Glu398  Glud00
Phe398 Phe423 Phed25
Argd01 Argd26  Arg428
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3 Ergebnisse

Wirkstoffchemie) vorgenommen. Das Strukturmodell zeigt eine iiberwiegend glei-
che 3-D-Struktur der beiden Isoenzyme (Abbildung . Marginale Unterschiede
sind nur am N- und C-Terminus zu finden, die ebenfalls in der Primérstruktur
geringe Ahnlichkeiten aufweisen. Lediglich die Region zwischen den Resten 221
und 267 sticht heraus. Diese Region konnte in der bakteriellen dxs nicht darge-
stellt werden, was moglicherweise auf die Flexibilitit dieser Region zuriickzufiihren

ist.

Ein Vergleich der fiir die Enzymaktivitit relevanten Aminosduren ist in Tabel-
le dargestellt. Die fiir die katalytische Aktivitdt entscheidenden Aminosduren
sind jeweils durch die Kombination des Dreibuchstabencodes mit der Position
der Aminosaure in der Primérstruktur gekennzeichnet. Die Verschiebungen der
Positionen sind auf die in pflanzlichen DXS vorkommenden Signalpeptide zuriick-
zufithren. Im putativen aktiven Zentrum waren keine Substitutionen der relevan-
ten Aminosduren zu finden. Jedoch wurden einige Austausche in den GAP- und
TPP-Bindungsstellen festgestellt. Das Lys101 der D. radiodurans-Sequenz wur-
de in beiden Tomaten-Sequenzen durch Arginin ersetzt. Dabei wurde eine basi-
sche Aminosdure durch eine andere basische Aminosdure ersetzt. Alle weiteren
Austausche ersetzen neutrale Aminosiuren durch ebenfalls neutrale Aminosiu-
ren. Somit wird vermutet, dass die Unterschiede der Aminosduren des aktiven
Zentrums keinen gravierenden Einfluss auf die Funktionsfahigkeit beider Proteine
haben. Des Weiteren sind die dokumentierten Aminosadureaustausche, die sich von
der D. radiodurans-Sequenz unterscheiden auch in der Modellpflanze A. thaliana

nachweisbar und scheinen sich in der Evolution der Landpflanzen entwickelt zu
haben.

Relevante Unterschiede der beiden Tomaten-DXS Isoenzyme war anhand des Mo-

dells nicht nachweisbar, auch die Oberflichenladungen unterschieden sich nicht.
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3.2 Bestimmung der Transkriptmengen und Proteinabundanzen

3.2 Bestimmung der Transkriptmengen und

Proteinabundanzen

Die molekularbiologischen und histochemischen Analysen beider DXS der Toma-
te werden im folgenden Teil beschrieben. Die Bestimmung der Abundanzen von
Transkriptmengen erfolgte in den verschiedenen Geweben und Organen der To-
matenpflanze und sollte Riickschliisse auf die gewebespezifische Expression beider
Isogene ermdglichen. Des Weiteren wurden Isoenzym-spezifische Antikérper gene-

riert, um die Proteinabundanz zu untersuchen.

3.2.1 Analysen der SIDXS-Transkriptmengen

Zur Unterscheidung beider Tomaten-DXS-Sequenzen wurden spezifische Primer-
paare (Abschnitt abgeleitet. Die Spezifitit der Primerpaare wurde durch
Klonierung des PCR-Produktes in den Vektor pGEM® T-Easy und anschliefsen-
der Sequenzierung iiberpriift. Die Verwendung des SIDXS1-Primerpaars in einer
PCR resultierte in einem 800 bp groken Fragment, wihrend die Nutzung des
SIDXS2-spezifischen Primerpaars ein 300 bp grofses Fragment amplifiziert.

A B
2] w

g £ 5

= £ 2 2

®© o Qo ®

o - = =

soxs1 soxs Y

SIDXS2 sioxs2 [ XN

SIEF sier B2

Abbildung 3.7: RT-PCR mit spezifischen Primerpaaren fiir SIDXSI und SIDXS2 mit cDNA
verschiedener Organe und Gewebe der Tomate, A: Proben verschiedener Or-
gane, sowie der Fruchtreifestadien, B: RT-PCR an isolierten Trichomen, die
auf verschiedene Weise prépariert wurden (S: Scherkréfte, F: Filtration, siehe
Abschnitt SIEF: Elongationsfaktor.

Diese Primerpaare wurden zur Analyse der SIDXS-Transkriptmengen in verschie-

denen Organen und Geweben der Tomatenpflanze eingesetzt (Abbildung [3.7)).
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3 Ergebnisse

Dabei wurden Wurzeln, zwei verschiedene Blattstadien, die Bliitenteile (Peta-
len und Sepalen), sowie das Perikarp verschiedener Tomatenfruchtstadien ver-
wendet. Es zeigte sich, dass die SIDXS1-Transkriptmengen in allen Proben ab-
undant waren und wihrend der Fruchtreife anstiegen. Im Gegensatz dazu wur-
de wihrend der Fruchtreife kein SIDXS2-Transkript nachgewiesen. In Wurzeln,
in beiden Blattstadien, in den Sepalen und Petalen sowie in der kleinen griinen

Frucht wurden jedoch erhebliche SIDXS2-Transkriptmengen nachgewiesen (Abbil-

dung 3.7 A).
Ferner wurden Blatttrichome durch zwei verschiedene Methoden (Abschnitt [2.2.13))

isoliert und ebenfalls der Untersuchung der DXS-Transkriptabundanzen unter-
zogen. Nach erfolgter RNA-Extraktion und RT-PCR konnten in beiden Proben
stark erhohte SIDXS2-Transkriptmengen nachgewiesen werden. Die Signale der
SIDXS1 zeigen im Gegensatz dazu nur schwache Signale (Abbildung [3.7). Die
abgebildete sehr geringe Expression des Elongationsfaktors wurde in einer un-
abhéingigen PCR ermittelt und konnte in weiteren Experimenten nicht bestétigt

werden.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden die Transkriptmengen mittels semi-
quantitativer Real-Time RT-PCR genauer untersucht. Dafiir wurden dieselben Ge-
webe und Organe der Tomate, wie auch in der RT-PCR, analysiert (Abb. [3.8)).

SIDXS1 B SIDXS2 c isolierte Trichome
35 7.0 9
1o 1
S 3.0 1 6.0 8 SIDXS
2 7 { ®mSIDXS2
EZS 5.0 64
£ 20 4.0 5
&
S 15 3.0 4]
- 3]
210 20
= 21
B 05 m 10 . ]
0.0 Jem LU AL 1L 10 em e T o] o1 EET CEF UL TR 0.0 Y 0
> o = = Fruchtreifestadien =~ — SAEASS S Fruchtreifestadien —| "
e&éb‘l?m@é\ggc S LRISTLLLSS ﬁévébfq'fc_.c@@ SL 22538 Trchome
gé’\\é”f‘@@cfébé”g”éé;?(gc’,?ﬁ@ §§§Q§§$§g§§$§Q&*P
§° S o8 Sfsef $° S LTS HoF
S 3 s EEL & S & SIESFS &
T s Tof o s g o

Abbildung 3.8: Semiquantitative Real-Time RT-PCR verschiedener Tomatenproben, ein-
schliefilich verschiedener Fruchtreifestadien, A: SIDXS1-Transkriptmengen,
B: SIDXS2-Transkriptmengen, C: SIDXS-Transkriptmengen in isolierten Tri-
chomen, Berechnung nach [Pfaftl] (2001)), als Referenz diente das Transkriptni-

veau des jungen Blattes. Es wurden je zwei biologische Replikate verwendet.

26



3.2 Bestimmung der Transkriptmengen und Proteinabundanzen

Auch bei diesen Analysen zeigten sich die SIDXSI-Transkriptmengen abundant,
wihrend SIDXS2-Transkripte auch in dieser Analyse wihrend der Fruchtreife nicht
nachgewiesen werden konnten (Abbildung A und B). Mittels dieser Methode
wurde gezeigt, dass die SIDXS2-Transkriptmengen in Petalen und Sepalen im Ver-
gleich zum jungen Blattes erhoht sind. Die Analysen der Transkripte der SIDXS-
Gene in isolierten Trichomen bestétigten die deutlich hohere SIDXS2- als SIDXS1-
Transkriptmengen (Abbildung C).

Bei den spater erlauterten transgenen SIDXS2-RNAi-Pflanzen wurde ein vermin-
derter Fruchtansatz beobachtet. Deshalb wurden detailliertere Untersuchungen
der Reproduktionsorgane der Tomatenbliite vorgenommen. Die Staubblédtter und
das Fruchtblatt wurden aus verschiedenen Bliitenstadien (geschlossen und weit
geoffnet) isoliert und die Abundanzen der SIDXS-Transkripte untersucht. In den
Reproduktionsorganen der geschlossenen Bliite wurden keine Unterschiede bei-
der SIDXS-Transkriptmengen festgestellt (nicht dargestellt), wihrend in den Pro-
ben der gedffneten Bliite erhohte SIDXS2-Transkriptmengen nachgewiesen wurden

(Abbildung [3.9[ A).

In den Staubblidttern wurden deutlich hohere SIDXS2-Transkriptmengen detek-
tiert als im Fruchtblatt. Fiir weitere Analysen wurden Pollen aus den Staubblét-
tern weit gedffneter Bliiten prapariert und einerseits sofort, anderseits nach Inku-

bation in Keimungsmedium auf SIDXS-Transkriptabundanzen untersucht. Dabei

A geodffnete Bliiten B Pollen gs kleine griine Frucht
14 4,5 ,

S 12 0 SIDXS1 4 { DSIDXs1 05 0 SIDXS1

= ]

S B SIDXS2 35 { WSIDXS2 "~ | msipxs2

£10 3 4 04 1

<8 25

é g 0,3

g 6 21

= 1,5 0,2 1

2 4 1 0,1
0 - 0 L. 0 - r

Fruchtblatt Staubblatt Pollen keimende Pollen Samen Plazenta Perikarp

Abbildung 3.9: Semiquantitative Real-Time RT-PCR. verschiedener Proben aus Fortpflan-
zungsorganen, A: Frucht- und Staubblatt getffneter Bliiten, B: Pollen aus
geoffneten Bliiten vor und nach Keimung in Medium, C: Verschiedene Orga-
ne junger griiner Friichte. Die Berechnung wurde nach [Pfaffl (2001) durchge-
fiihrt, als Referenzprobe fiir A & C dienten die SIDXS-Transkriptmengen des
jungen Blattes, flir B wurden die SIDXS-Transkriptmengen des ungekeimten
Pollen als Referenz verwendet, n.d.: nicht detektierbar. Es wurden je zwei

biologische Replikate verwendet.
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3 Ergebnisse

wurden deutlich hohere SIDXS2-Transkriptmengen in den keimenden Pollen nach-
gewiesen (Abbildung[3.9/B). Im Gegensatz dazu konnte kein SIDXS1-Transkript in
keimenden Pollen detektiert werden. Dies lasst vermuten, dass die Biosynthese von
Isoprenoiden und Isoprenoid-Derivaten, die wiahrend der Pollenkeimung benétigt
werden iiber den DXS2-MEP-Weg gewihrleistet wird.

Ferner wurden ebenfalls verschiedene Gewebe kleiner griiner Friichte untersucht.
Die SIDXS-Transkriptabundanzen wurden fiir Samen, Plazenta und Perikarp der
jungen Friichte analysiert. Sie wiesen neben deutlich geringeren Transkriptmengen
im Vergleich zu den anderen Proben der Tomatenpflanze keine eindeutigen Unter-
schiede der SIDXS-Transkriptmengen auf (Abbildung[3.9)C).

Analyse der SIDXS-Transkripte in der jail-Tomatenmutante

Die Tomatenmutante ja:! ist aufgrund eines Jasmonat-insensitiven Phinotyps
isoliert worden (i et al) 2004). Die Charakterisierung dieser Pflanzen ergab au-
lserdem, dass diese Pflanzen einen Defekt der Bildung glandulédrer Trichome auf-
weisen. Die Rolle der DXS-Isogene wurde bisher noch nicht untersucht. Da die
Mutante aus der Sorte Castlemart erzeugt wurde, wurde diese als Kontrolle ge-
nutzt. In der Analyse der Blattproben mittels semiquantitativer Real-Time RT-
PCR zeigte sich, dass die Transkriptmengen beider SIDXS-Gene im Vergleich zur
Kontrolle reduziert waren, dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signifi-
kant. Dariiber hinaus wurden keine signifikanten Unterschiede der SIDXSI- und
SIDXS2-Transkriptmengen dokumentiert.

SIDXS Transkriptmengen

18
_16 oSIDXS1
514 = SIDXS2
by
E£12 1
=S
R
w
5038
s 0.6 -
=
304
®

0.2 4

0
WT jail

Abbildung 3.10: SIDXS-Transkriptmengen in Blittern der Tomatenmutante jail, sowie des
Wildtyps (WT, Castlemart), Grau: SIDXS!, Schwarz: SIDXS2, n=3.

o8



3.2 Bestimmung der Transkriptmengen und Proteinabundanzen

3.2.2 Untersuchung der SIDXS-Proteinabundanzen

Die Untersuchung der SIDXS-Proteinmengen sollte weitere Erkenntnisse der Ge-
webesperifitit beider Isoenzyme geben. Dazu sollten Isoenzym-spezifische Anti-
korper verwendet werden. Um eine Unterscheidung der zu 69% identischen Tomaten-
DXS-Proteine zu gewahrleisten, wurden Peptide zur Generierung der Antikorper
genutzt. Die Auswahl ist in Abschnitt beschrieben und im Anhang (Abbil-
dung graphisch dargestellt. Die Spezifitit der durch diese Methodik erhal-

ng 50 10 5 1 05 BSA

MDXs1 @
DXS2
A
DXS1
DXs2 @
B

Abbildung 3.11: Dot Blot-Analysen zur Testung der Sperzifitit der Antikérper gegen die
rekombinanten, aufgereinigten Proteine, A: DXS1-Antikérper, B: DXS2-
Antikorper, an den Sekundirantikérper war die alkalische Phosphatase ge-

koppelt.

tenen Antikdrper wurde zunéchst an aufgereinigten, rekombinanten Proteinen im
Dot Blot getestet (Abbildung[3.11]). Der SIDXS1-Antikorper zeigte ausschlieflich
eine Reaktion mit dem rekombinanten SIDXS1-Protein, wihrend der SIDXS2-
Antikorper das rekombinante SIDXS2-Protein mit einer hoheren Spezifitdt als das
rekombinante SIDXS1-Protein erkennt. Die Antikorperspezifitit wurde zusétzlich
an pflanzlichen Proteinextrakten getestet (Abbildung . Dazu wurden drei
Proben gewihlt, die nach Ergebnissen der Transkriptmengenanalysen eine Uber-
priifung der Spezifitdit ermoglichen. In den Blattextrakten sollten beide SIDXS-
Proteine detektiert werden. Dagegen sollte in den Extrakten der roten Frucht nur
das SIDXS1-Protein und in den Trichomextrakten ausschlieflich SIDXS2-Protein
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der Western Blot-Analysen sind in Abbil-
dung dargestellt. Der DXS1-Antikorper wies hierbei starke Kreuzreaktivitat
zu anderen pflanzlichen Proteinen auf und zeigte nur eine schwache Bande in der
erwarteten Grofse von ca. 70 kDa. Das SIDXS1-Protein wurde in der Blattprobe

und in der rote Frucht-Proben nachgewiesen, aber nicht in den Proteinextrakten
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DXS1-Antikérper DXS2-Antikdrper
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Abbildung 3.12: Western Blot-Analysen pflanzlicher Proteinextrakte mit alkalischer
Phosphatase-gekoppeltem Sekundéirantikérper, B: Blatt, Fr: rote Frucht, T:
Trichome, links: DXS1-Antikorper, rechts: DXS2-Antikorper.

der isolierten Trichome. Der DXS2-Antikorper detektierte nur eine Bande, die-
se in der erwarteten Grofse von ca. 70 kDa. Das SIDXS2-Protein wurde nicht in
der roten Frucht, aber im Blatt und in der Trichomprobe detektiert. Die deutlich
schwichere SIDXS2-Proteinbande in der Trichomprobe weist auf einen geringe-
ren Anteil des SIDXS2-Proteins zum Gesamtprotein hin (Abbildung [3.12). Diese
Testung der Isoenzym-spezifischen Antikorper weist somit auf eine dhnliche Abun-
danzen der DXS-Transkripte und der DXS-Proteine in den untersuchten Organen
hin.

Die Analysen der SIDXS-Proteinabundanzen weiterer Gewebe und Organe der To-
matenpflanze, die bereits in den Transkriptmengenanalysen betrachtet wurden,
erfolgten zu einem spéteren Zeitpunkt. Dabei wurde eine Abnahme der Sensi-
tivitdt der Antikorper beobachtet, weshalb ein anderes, sensitiveres Detektions-
system (Nutzung der Meerrettichperoxidase anstelle der alkalischer Phosphatase)
Verwendung fand. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Tabelle zZusammen-
fassend dargestellt. Der SIDXS1-Antikorper zeigte deutliche Signale ausschlieflich
in der Blattprobe und in den verschiedenen Fruchtreifestadien (Tabelle [3.4). Das
SIDXS2-Protein wurde nur im Blatt und den Petalen mit deutlichem Signal de-
tektiert, wihrend sich in allen anderen untersuchten Geweben nur sehr schwache

Banden zeigten.

Die Analysen der Proteinabundanzen beider SIDXS-Proteine in den Stadien der
Fruchtreife wiesen ein Bandenmuster auf. Dieses, zu Beginn der Arbeiten nicht

auftretende Muster, wird auf den Verlust der Sensitivitit und der Zunahme der
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3.2 Bestimmung der Transkriptmengen und Proteinabundanzen

Tabelle 3.4: Auswertung der Analyse der SIDXS-Proteinabundanzen mit Hilfe des Western
Blots unter Verwendung der Meerrettichperoxidase, ++: starkes Signal, +: deut-

liches Signal, o: schwaches Signal, - : kein Signal, n.b.: nicht bestimmt.
Probe SIDXS1  SIDXS2

Wurzel o} -

junges Blatt ++ ++
altes Blatt + +

Petalen n.b. ++
Antheren & Pistill n.b. o}
Sepalen o) o)
kleine griine Frucht + o}
griine Frucht + o
griine Frucht Schale - o}

Kreuzreaktivitit mit fruchtspezifischen Verbindungen, wie zum Beispiel Polysac-
chariden (personliche Mitteilung PD Dr. B. Hause) zuriickgefiihrt. Damit war eine
eindeutige Zuordnung der Abundanzen der DXS-Proteine in diesen Proben nicht

moglich.

Immunlokalisierung des SIDXS2-Proteins

Die Generierung der Peptid-Antikérper ermdglichte aufter der Bestimmung der
SIDXS-Proteinabundanzen in Pflanzenextrakten auch die Immunlokalisierung. Fiir
diese Analysen wurde zunéchst Tomatenblattmaterial in PEG eingebettet und
3-5 pm dicke Schnitte angefertigt. Danach erfolgte die Behandlung mit den ver-
schiedenen Antikorpern. Nach Verwendung des DXS1-Antikérpers wurde eine Im-
munmarkierung aufserhalb der Plastiden erhalten. Bei der DXS handelt es sich um
ein plastidires Enzym (Rodriguez-Concepcion, 2006), wodurch das Immunsignal
kritisch bewertet wird. Aufserdem wurde bereits in den Western Blot-Analysen eine
Erkennung anderer Proteine dokumentiert. Die Lokalisierung des DXS1-Proteins

wurde aus diesen Griinden nicht weitergefiihrt.

Der SIDXS2-Antikorper zeigte jedoch gute Funktionalitét in der Immunlokalisie-
rung. Als Kontrolle diente der mit den zur Generierung verwendeten spezifischen
Peptiden abgesattigte SIDXS2-Antikorper. Abbildung zeigt die Lokalisierung
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0

Abbildung 3.13: Lokalisierung des SIDXS2-Proteins in Semidiinnschnitten eines Tomatenblat-
tes mittels spezifischem Peptid-Antikérper. Das immunpositive Signal (vio-
lette Farbung) ist eindeutig den Ko6pfchenzellen des glanduliren Trichoms
zuzuordnen, links: SIDXS2-Antikorper, rechts: mit Peptiden abgeséttigter
SIDXS2-Antikorper als Kontrolle, Balken: 50 pum.

des SIDXS2-Proteins. Beide Bilder zeigen einen 3 um Querschnitt eines Tomaten-
blattes mit einem Kopfchen eines glanduldren Trichoms. Im rechten Bild ist die
Teilung des Képfchen in vier Zellen zu erkennen. Der Stiel, auf dem das Kopfchen
sitzt, ist in beiden Abbildungen nicht erkennbar. In der Lokalisierung (links) ist
im Vergleich zur Kontrolle (rechts) eine deutliche Farbung des Trichomképfchens
erkennbar, was auf die Anreicherung des SIDXS2-Proteins hinweist. Die Farbung
des Blattes kann dagegen nicht eindeutig belegt werden, da auch eine Farbreaktion

in der Kontrolle sichtbar war.

3.3 Generierung stabil transformierter
SIDXS2-RNAIi-Pflanzen

Eine funktionelle Analyse der SIDXS-Isoenzyme sollte durch die Generierung sta-
bil transformierter transgener Pflanzen erfolgen. Ein Funktionsausfall des DXS1-
homologen Gens (CLAZ1) in A. thaliana fihrt zu einem Albinophénotyp und so-
mit zu multiplen, schwerwiegenden Defekten (Mandel et al., [1996; [Estévez et al.,
2000). Deshalb wurde als Ziel dieser Arbeit lediglich die spezifische Reduktion der
SIDXS2-Transkriptmengen mittels RNAi-Ansatz gewihlt. Fiir dieses Vorhaben
wurden Teilsequenzen des SIDXS2-Gens gewdhlt, welche eine mdoglichst geringe

Ubereinstimmung zur SIDXS1-Sequenz aufwiesen. Zwei Regionen erschienen als
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3.3 Generierung stabil transformierter SIDXS2-RNAi-Pflanzen

besonders geeignet. Eine der ausgewdhlten Regionen umfasst das gesamte Transit-
peptid und Bereiche der flankierenden Sequenz (Nt: 52-243), wihrend die zweite
Sequenz in dem 3" UTR gew#hlt wurde (Nt: 2191-2453). Die Klonierung erfolg-
te mittels Gateway-System in den RNAi-Vektor pHellsgate8 (Karte siehe Abbil-
dung [A.3). Wihrend bei der Klonierung des ersten Fragmentes (Transitpeptid)
auftretende Probleme die Fertigstellung des Konstruktes verhinderten, konnte die
Klonierung des zweiten Fragmentes (3" UTR) erfolgreich beendet werden. Mit die-
sem Konstrukt und zusédtzlich unter Nutzung eines Kontrollplasmids ohne RNAi-
Kassette (EV = ’empty vector’), wurde die Transformation der Tomatenpflanzen,
wie in Kapitel beschrieben, mit Hilfe des Agrobakterien-vermittelten Gen-

transfer iiber Kalluskulturen vorgenommen.

3.3.1 Reduktion der SIDXS2-Transkriptmengen

Nach der erfolgreichen Bewurzelung der aus den Kalli wachsenden Pflanzenspros-
se erfolgte die Uberpriifung der Priisenz des Resistenzgens (NPTII-Gen) (Ta-
belle B.5]). Pflanzen, bei denen durch eine PCR kein Resistenzgen nachgewiesen

werden konnte, wurden nicht weitergefiihrt.

Tabelle 3.5: Anzahl der Pflanzen in diversen Untersuchungsstadien nach der Agrobakterien-

vermittelten Transformation.

bewurzelte Prasenz des SIDXSZ—Transkriptmgngen ausgewahlte | verzdgerter
Pflanzen Resistenzgens R?_r;th RZ1Y\-I l?’lé:eR Pflanzen Fruchtansatz
> 400 164 52 32
RNAI 296 129 41 22
EV 104 35 1 10 1

Nach Uberpriifung des Vorhandenseins des Resistenzgens wurde in den insgesamt
164 transgenen Pflanzen das SIDXS2-Transkriptniveau untersucht. Dabei wur-
de in den SIDXS2-RNAi-Linien eine Transkriptreduktion erwartet, wihrend die
transgenen EV-Pflanzen keine Verdnderung der SIDXS2-Transkriptmengen auf-
weisen sollten. Nach Absicherung des SIDXS2-Transkriptmengenstatus in einer
zweiten RT-PCR, wurden vier SIDXS2-RNAi-Pflanzen und eine EV-Pflanze wei-
tergefiihrt. Die SIDXS2-Transkriptniveaus wurden in diesen ausgewdhlten Pflan-
zen zusitzlich mittels Real-Time RT-PCR untersucht (Abbildung(3.14).
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Abbildung 3.14: Relative Transkriptmengen der SIDXS-Gene in vier transgenen SIDXS2-
RNAi-Linien und einer Kontrolllinie (EV24), A: SIDXS1-Transkriptmengen,
B: SIDXS2-Transkriptemengen, n>3, P<0,001.

Wie in Abbildung dargestellt zeigte keine der ausgewihlten Pflanzen eine
signifikante Verdnderungen des SIDXSI-Transkriptgehalts, jedoch wurde eine si-
gnifikante Reduktion der SIDXS2-Transkriptmengen dokumentiert. Eine Reduk-
tion des SIDXS2-Proteingehalts konnte im Vergleich zu den Kontrollen mittels
Western Blot unter Verwendung des spezifischen SIDXS2-Antikorper ebenfalls
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Sowohl auf Transkriptebene, als auch
auf Proteinebene wies die Kontrolllinie EV24 keine Unterschiede zum Wildtyp

auf.

3.3.2 Bestimmung der Kopienzahl der RNAi-Pflanzen

Durch die Agrobakterien-vermittelte Transformation ist eine mehrfache Integrati-
on der T-DNA in das pflanzliche Genom méglich. Die Kenntnis iiber die Anzahl
der Integrationsereignisse ist fiir die Erzeugung homozygoter Pflanzen von Bedeu-
tung. Deshalb wurden Southern Blot-Analysen durchgefiihrt. Dabei diente das
Resistenzgen NPTII als Sonde. Vor der elektrophoretischen Auftrennung wurde
die exrahierte genomische DNA mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen ver-
daut. FcoRV schneidet nicht innerhalb des durch die Sonde detektierten NPTII-
Gens. Somit wurde pro Integration eine Bande erwartet. Zur Unterstiitzung dieser
Daten wurde ein weiteres Enzym (Pstl) genutzt, welches einmal im NPTII-Gen

schneidet und demnach fiir jede Kopie zwei Banden aufweisen sollte. Das Ergebnis
ist in Abbildung dargestellt.
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Abbildung 3.15: Southern Blot der transgenen Linien, PstI schneidet einmal in dem als Sonde
verwendeten NPTIT Gen, wihrend EcoRV keine Schnittstelle im NPTII-Gen
besitzt. Die aus der Anzahl der Banden abgeschétzte Kopienzahl ist unten

dargestellt, Pfeile zeigen auf sehr schwache Signale.

Anhand dieser Analysen konnten fiir RNAi7 zwei Kopien und fiir RNAil0 fiinf
Kopien bestimmt werden, wahrend fiir RNAi13 und RNAil5 keine genaue Be-
stimmung moglich war. Eine Mindestkopienzahl von drei fiir RNAil3 und zwei
fiir RNAil5 konnte ermittelt werden. Fiir die Transformations-Kontrolllinie EV24

wurden ebenfalls zwei Kopien bestimmt.

In den folgenden zwei Abschnitten werden die Effekte der SIDXS2-Transkript-
mengenreduktion in den SIDXS2-RNAi- und Kontrolllinien dargestellt. Dazu wur-
den zwei unabhéngige Versuche durchgefiihrt, einerseits die Mykorrhizierung und
andererseits die mechanische Verwundung der Bldtter der transgenen Pflanzen.
Der Umfang der Experimente wurde aufgrund der Potenzierung durch biologische
Replikate auf zwei transgene Linien, RNAi10 und RNAi13, beschriankt.
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3 Ergebnisse

3.3.3 Auswirkung der SIDXS2-Transkriptmengenreduktion
auf die Mykorrhizierung

Der Einfluss der DXS2-Reduktion auf die arbuskuldre Mykorrhiza (AM) wur-
de bereits in der Arbeitsgruppe an M. truncatula untersucht (Flof et al., 2008).
Der Einfluss zeigte sich besonders deutlich bei der Analyse von Derivaten der
Cyclohexenone und des Mycorradicins. Um die Funktionalitit der spezifischen
SIDXS2-Reduktion in den transgenenTomatenpflanzen nachzuweisen, wurden je
fiinf Stecklinge der Linie 10 und 13, sowie der Kontrolle EV24 mit dem AM-
Pilz (Glomus interradices) inokuliert. Sechs Wochen nach Inokulation wurden die
Pflanzen geerntet und auf ihren Gehalt von Cyclohexenon- und Mycorradicin-

Derivaten untersucht.
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Abbildung 3.16: HPLC-Chromatogramme der Cyclohexenonderivate und Mykorradicinderi-
vate nach Mykorrhizierung, Boxen weisen auf die Peaks mit den jeweils
spezifischen Absorptionsmuser hin, die aufgrund der charakteristischen UV-

Spektren identifiziert wurden.

Die Abbildung zeigt die HPLC-Chromatogramme der extrahierten Cyclo-
hexenon- und Mycorradicinderivate. Die gekennzeichneten Flichen weisen auf
die Signale hin, die das jeweils spezifische UV-Absorptionsspektrum aufweisen.
Aus den Diagrammen ist ersichtlich, dass sowohl die Mycorradicin-, als auch die
Cyclohexenonderivate der RNAi-Linien im Vergleich zur Kontrolle, deutlich re-
duziert sind. Somit konnte durch Absenkung der Mykorrhiza-spezifischen Ver-
bindungen die Funktionsfihigkeit des SIDXS2-RNAi-Konstruktes bewiesen wer-

den.
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3.3 Generierung stabil transformierter SIDXS2-RNAi-Pflanzen

3.3.4 Verwundung der transgenen Pflanzen

Aus der Literatur ist bekannt, dass DXS2 durch Verwundung induzierbar ist
(Sanchez-Hernandez et al., 2006; Arimura et al., 2008; Tretner et al. 2008} [Kim
et al.l 2009). Darauthin wurden die beiden ausgewihlten SIDXS2-RNAi-Linien
verwundet. Als Kontrolle dienten hierbei die nicht-verwundeten Pflanzen (0 h).
Eine Stunde nach Verwundung erfolgte die Probennahme. Anhand der semiquan-
titativen Real-Time RT-PCR wurden die relativen Transkriptmengen der SIDXS-
Gene bestimmt. Weiterhin wurden zur Dokumentation der Verwundung Primer-
paare der SIAOC (Allenoxidcyclase), die als wundresponsives Gen bekannt ist
(Ziegler et al.. 2000), verwendet. Der signifikante Anstieg der SIAOC-Transkript-
mengen nach einer Stunde bestétigt die erfolgreiche Verwundung (Abbildung )
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Abbildung 3.17: Transkriptmengenanalysen der mechanisch verwundeten Kontroll- und
RNAi-Pflanzen mittels Real Time RT-PCR, A: SIDXS-Transkriptmengen,
B: SIAOC-Transkriptmengen, Berechnung nach [Pfaffl (2001), n=3.

Die Analyse der SIDXS1-Transkriptmengen zeigte keine signifikanten Anderun-
gen (Abbildung[3.17]A). Die SIDXS2-Transkriptmengen zeigten zum Kontrollzeit-
punkt (0 h) die SIDXS2-Suppression in den RNAi-Linien. Nach der Verwundung
stiegen die SIDXS2-Transkriptmengen in allen Proben an. Ein Anstieg wurde
auch in den RNAi-Linien dokumentiert, dabei wurde aber nie das Basislevel der
Kontrollpflanzen errreicht (Abbildung . Somit konnte gezeigt werden, dass
auch in den SIDXS2-RNAi-Linien eine Wundresponsivitit des SIDXS2-Gens er-
folgt.
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3 Ergebnisse

3.3.5 Weitere phanotypische Auffilligkeiten der
SIDXS2-RNAi-Pflanzen

Die transgenen SIDXS2-RNAi-Linien wiesen keine makroskopisch erkennbaren
verdnderten Phanotypen auf. Allerdings zeigte sich ein Trend zu einem verzd-
gerten Fruchtansatz. Dies fiihrte zu den Untersuchungen der reproduktiven Or-
gane der Tomate, wie in Abschnitt beschrieben. Bei diesen Untersuchungen
konnte festgestellt werden, dass keimende Pollen vergleichsweise hohe SIDXS52-
Transkriptmengen aufwiesen. Weiterfithrende Analysen der Pollen der RNAi-Linien
ergaben eine leicht eingeschrinkte allerdings nur fiir die Linien RNAi7, RNAil10
und RNAil5 gering signifikante Reduktion der Pollenvitalitit (nicht dargestellt).
Bei anschliefenden Pollenkeimungstests wurde jedoch ein deutlicher Effekt be-
obachtet. Die verzogerte Keimungsfihigkeit der Pollen wurde anhand der Pol-
lenschlauchldnge dokumentiert (Abbildung . Die Unterschiede zwischen der

Transformationskontrolle und den RNAi-Linien waren statistisch hoch-signifikant.
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Abbildung 3.18: Gemessene Pollenschlauchlinge nach zweistiindiger Inkubation in Keimungs-
medium, n>3, P<0,01.

Des Weiteren wiesen erste mikroskopische Vergleiche zwischen Kontroll- und RNAi-
Linien der Bléatter auf eine verdnderte Dichte der Trichome hin. Zur detaillierte-
ren Untersuchungen wurden Blitter des gleichen Stadiums untersucht und die
Anzahl der glandulédren Trichome auf der adaxialen Blattseite bestimmt (Ab-
schnitt . Dabei stellte sich heraus, dass im Wildtyp, wie auch in der Trans-
formationskontrolle, im Durchschnitt pro Quadratmillimeter ein glanduléres Tri-
chom vorhanden ist, wihrend fiir die RNAi-Linien 1,5 Trichome pro Quadratmil-
limeter bestimmt wurden. Um diesen Unterschied statistisch abzusichern, wurden

diese Analysen mehrfach (n>10) durchgefiihrt. Dabei erwies sich die Erhéhung
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Abbildung 3.19: Verinderung der Anzahl der glanduliren Trichome der transgenen SIDXS2-
RNAi-Pflanzen, A: Anzahl glandulirer Trichome P<0,05, n>10, B: ESEM-
Bild eines Wildtypblattes, C: ESEM-Bild eines Blattes der transgenen Linie
RNAi10, Balken: 400 pm.

in der Trichomanzahl bei den RNAi-Linien 7, 10 und 13 als signifikant (Abbil-
dung A). Ubersichtsbilder wurden durch die ESEM (‘environmental scan-
ning electron microscopy’) am IZM (Interdisziplindres Zentrum fiir Materialwis-
senschaften) in Halle (Saale) in Zusammenarbeit mit Frank Syrowatka gewonnen.
Exemplarisch sind diese Bilder in Abbildung[3.19| B und C dargestellt und zeigen
eine Erhohung der Anzahl der glanduldren Trichome auf der adaxialen Seite eines
Blattes der Linie RNAi10 gegeniiber einem Wildtypblatt.
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3 Ergebnisse

3.3.6 Untersuchung der Terpene der Trichome, sowie ihres

biogenetischen Ursprungs

Zur Bestimmung des Einflusses von SIDXS2 auf die Duftstoffproduktion wur-
den die generierten transgenen SIDXS2-RNAi-Linien am Max-Planck-Institut fiir
Chemische Okologie in Jena in Kooperation mit Dipl. Chem. S. Garms und Dr.
S. Bartram untersucht. Mit Hilfe einer modifizierten SPME (’solid phase micro
extraction’)-Technik wurden Proben der Trichominhaltsstoffe genommen und mit-
tels gekoppelter Thermodesorptions-Gaschromatographie-Massenspektrometrie
(TD-GC/MS) analysiert. Dabei wurden drei Proben von jeweils drei Stecklingen
der transgenen Linien EV24, RNAil0 und RNAil3 genommen. Die quantitati-
ve Auswertung erfolgte fiir die drei Hauptduftstoffkomponenten: das Monoterpen
[B-Phellandren und die beiden Sequiterpene (E)-3-Caryophyllen und a-Humulen.
Aufgrund der Methodik wird kein interner Standard mitgefiithrt. Somit werden die
Duftstoffkonzentrationen relativ zur Gesamtkonzentration aller gemessenen Duft-
stoffe dargestellt (Abbildung [3.20). Ein Unterschied zwischen Kontrolle (EV24)
und RNAi-Pflanzen wurde dokumentiert und zeigte einen starken Riickgang des
Monoterpens (3-Phellandren). Der Anstieg der relativen Sesquiterpenkonzentrati-

on ist nicht ohne Einschrankungen zu werten. Basierend auf der Methode und der
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Abbildung 3.20: Terpene der Trichome verschiedener Linien transgener Tomatenpflan-
zen (EV-Kontrolllinie, SIDXS2-RNAi-Linien), A: chemische Strukturen
der detektierten Duftstoffe, B: relative Konzentrationen der drei Haupt-
duftstoffkomponenten, C: Verhiltnis der Duftstoffkonzentrationen (F)-(-

Caryophyllen zu a-Humulen.
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daraus folgenden Berechnung werden relative Duftstoffkonzentrationen als Anteil
aller gemessenen Duftstoffe dargestellt. Somit fiihrt eine Reduktion der relativen
(-Phellandren Konzentration automatisch zu einem Anstieg der relativen Sesqui-
terpenkonzentrationen. Dies wurde dadurch bestétigt, dass sich das Verhiltnis

der beiden Sesquiterpenen in der Kontrolllinie und den RNAi-Pflanzen, wie in
Abbildung C dargestellt, konstant zeigt.

Weitere Informationen iiber den Einfluss der Reduktion der SIDXS2-Transkript-
mengen auf den Terpenstoffwechsel sollte die Untersuchungen des natiirlichen
13C /12C-Isotopenverhéltnisses liefern. Diese Methode kann Aufschluss dariiber ge-
ben, aus welchem Biosyntheseweg die Vorstufen der untersuchten Terpene, die
Cs-Einheiten DMAPP und IPP herriihren (Jux et al.l [2001). Vorteil dieser Me-
thode ist, dass Einfliisse ohne dufsere Zugabe von markierten Substanzen oder
Inhibitoren also an einem ,ungestértem System® untersucht werden konnen. Die
klassische Auffassung ist, dass in Pflanzen die Vorstufen der Monoterpene iiber
den MEP-Weg, die Sesquiterpene iiber den MVA-Weg gebildet werden. Das fiihrt
auf Grund der unterschiedlichen Reaktionsmechanismen in der Biosynthese von
IPP zu verschiedenen Kohlenstoff-Isotopenverhéltnissen (Bartram et al., |[2006; |Jux

et al., 2001)). Die Ursache der Isotopendiskriminierung liegt in der Freisetzung von

Isotopen-Verhaltnisse der Duftstoffe
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Abbildung 3.21: Analyse des 3C/!2C-Isotopenverhiltnisse der Hauptduftstoffkomponenten.
Fiir alle Duftstoffe wurde in beiden RNAi-Linien eine signifikante Abreiche-

rung des 13C/!2C -Isotopenverhiltnisses dokmentiert. n=9.
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Kohlendioxid, die zu einer Abreicherung an *C um etwa 4 % fiihrt. Da der Schritt
der COs-Freisetzung im MVA-Weg dreimal, im MEP-Weg lediglich einmal durch-
laufen wird, weisen die aus den beiden Stoffwechselwegen resultierenden Terpene
ein differierendes Kohlenstoff-Isotopenverhiltnis auf. Somit erfahren Sesquiterpe-
ne eine stiirkere Abreicherung des 3*C-Isotopes als Monoterpene. Die Messungen
der B3C/12C-Isotopenverhéltnisse ergab fiir alle gemessenen Hauptduftstoffkompo-
nenten eine Abreicherung des *C in den RNAi-Pflanzen gegeniiber der Kontrolle
(EV24)(Abbildung[3.21). Allerdings ist das 3-Phellandren mit einem A§**C-Werte
von durchschnittlich -3.4 %o stirker abgereichert als die beiden Sesquiterpene mit
einem A§B3C-Werte von durchschnittlich -2.1 %o. Im Gegensatz zu den relativen
Konzentrationen der Terpene zeigt sich bei der Betrachtung der Isotopenverhélt-
nisse ebenfalls ein starker Einfluss der SIDXS2-Reduktion auf die Sesquiterpene.
So liegen die §'3C-Werte fiir (E)-3-Caryophyllen in allen Fillen niedriger als die
Werte des Monoterpens, erfahren allerdings bei Einschrinkung des MEP-Weges
in den RNAi-Linien nochmals eine Abreicherung. Dies lisst eine Beteiligung von
Vorstufen aus dem MEP-Weg an der Sesquiterpenbiosynthese der Kontrollpflan-
zen vermuten. Die Absenkung des 1*C-Gehaltes des Monoterpens in den SIDXS2-
RNAi-Pflanzen hingegen weist auf den Einbau von Vorstufen aus dem MVA-Weg

hin, der nach der klassischen Ansicht nur zur Sesquiterpen-Biosynthese beitrigt

(Abbildung [3.21)).
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3.3 Generierung stabil transformierter SIDXS2-RNAi-Pflanzen

3.3.7 Beeinflussung des FraBverhaltens von Spodoptera

littoralis Raupen

Die Analysen der emittierten Duftstoffe wurden durch Raupenfraf-Experimente
erweitert. Raupenfrafl erhoht die Duftstoffemission und kann dazu dienen, mog-
liche geringe Beeinflussungen der Duftstoftbildung zu erkennen. Dabei wurden
je sechs Stecklinge der Linien EV24, RNAil0 und RNAil3 eingehiillt und mit
4-6 Raupen der Schmetterlingsart Spodoptera littoralis bestiickt. Die emittierten
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Abbildung 3.22: Duftstoff- und Raupenfrafanalysen der transgenen SIDXS2-RNAi-Linien,
A: Duftstoffe nach 48 h S. littoralis Frafs, B: gefressene Blattfliche nach 48
h Fraf (n=6, P<0.001).

Duftstoffe wurden hierbei auf einem Aktivkohlefilter gesammelt. Nach Elution der
Duftstoffe zeigte deren Analyse keine deutlichen Verdnderungen zwischen Kontrol-
le und SIDXS2-RNAi-Linien (Abbildung A). Dagegen wurden aber geringere
Frafschiden an den SIDXS2-RNAi-Linien beobachtet. Nach Abschétzung der ge-
fressenen Fliche zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und
SIDXS2-RNAi-Pflanzen (Abbildung B).

73



74



4 Diskussion

4.1 Isogene im MEP-Biosyntheseweg und in

spateren Schritten der Isoprenoidbiosynthese

Die Gene von DXSI und DXS2 aus Solanum lycopersicum wurden in der vor-
liegenden Arbeit kloniert und charakterisiert. Obwohl diese fiir Isoenzyme kodie-
ren, welche biochemisch die gleiche Reaktion katalysieren, weisen sie eine rela-
tiv geringe Ahnlichkeit von 66% auf der Nukleotid-, sowie 69% auf der Amino-
sdureebene auf. Die genomische Struktur der kodierenden Bereiche beider Gene
zeigte eine konservierte Anzahl der Exons (je 10) und Introns (je 9). Eine Ver-
schiebung der Exon-Intron-Grenze wurde lediglich im ersten Exon, welches das
Transitpeptid umfasst, festgestellt. Ansonsten wiesen die Exons die gleiche Grofe
auf. Dagegen waren die Introns des SIDXS2-Gens deutlich grofer als in SIDXS1
(Abbildung[3.1). Eine konserviert Anzahl von Exons (sieben) und Introns (sechs)
ist auch fiir die beiden Isogene der Phytoensynthase (PSY), einem Enzym der
Carotinoidbiosynthese, beschrieben. Auch in diesen Isogenen weisen die Intron-
sequenzen grofere Sequenzunterschiede als die Exonsequenzen auf (Giorio et al.,
2008)).

Durch die Modellierung beider Tomaten-DXS an der bekannten Struktur der Dei-
nococcus radiodurans dxs (Xiang et al., [2007)) sollten mogliche Differenzen in der
Sekundar- und Tertidrstruktur der beiden Isoformen bestimmt werden. Unter-
schiede waren lediglich in einer Region zu dokumentieren, bei der eine hohe Fle-
xibilitdt in der bakteriellen dxs beschrieben wurde. Ebensowenig konnten Unter-

schiede der Oberflichenladung dokumentiert werden.

Von Walter et al. (2002) wurde eine Klassifizierung der DXS-Isoenzyme anhand

von Sequenzidhnlichkeiten vorgenommen. Aufgrund von Expressionsanalysen wur-
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4 Diskussion

de den Isoenzymen der Klasse 1 eine Rolle im Primérstoffwechsel zugeschrieben,
wahrend Klasse 2 Isoenzyme vermutlich eine Funktion im Sekundéarstoffwechsel
erfiillen. Die Rolle der DXS1 im Primérstoffwechsel wird unter anderem durch Un-
tersuchungen von |Lois et al. (2000)) unterstiitzt. In dieser Arbeit wurde die SIDXS1
erstmalig beschrieben und ihre Beteiligung an der Fruchtreifung dokumentiert.
Fruchtreife in Beeren (zu denen botanisch auch Tomatenfriichte gehoren) wird
nicht nur durch die Akkumulation von Carotinoiden, sondern auch von Aromen
isoprenoiden Ursprungs (hauptséchlich fliichtige Substanzen, Geschmack- und Ge-
ruchstriger) bestimmt (Ribéreau-Gayon et al., [2000). Computergestiitzte Analy-
sen der Weinrebe fiihrten zur Identifizierung eines QTLs, der in Zusammenhang
mit der Bildung von Aromastoffen in reifen Beeren der untersuchten Rebsorten
steht. Dieser QTL wurde als DXS identifiziert und zu den Enzymen der Klasse 1
gruppiert (Battilana et al.l [2009; Duchéne et al., 2009). Ferner wurden auch fiir
die Monokotyledone Olpalme (Elaiis guineensis) Transkriptmengen eines DXS-
Gens, welches nach Zuordnung in den Ahnlichkeitsbaum der Klasse 1 angehért,
in den Carotinoid-akkumulierenden Friichten nachgewiesen (Khemvong & Suva-
chittanont, 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass ausschlieflich
die Transkriptmengen der SIDXS1 wihrend der Fruchtreife ansteigen was somit

im Einklang mit den bisherigen Untersuchungen steht.

Die Funktion von Isoenzymen der Klasse 2 wird aufgrund spezifischer Transkript-
induktionsmuster im Sekundéarstoffwechsel vermutet. Diese Hypothese kann unter
anderem mit einer Rolle in der Duftstoffproduktion durch glanduldre Trichome
belegt werden. In duftstoffproduzierenden Zellen der Minze (Mentha x piperita)
wurde ein Zusammenhang zwischen den DXS-Transkriptmengen und dem Ein-
bau *C-markierten CO, in Monoterpene nachgewiesen (Lange et al.l [1998). Die
dort beschriebene DXS kann der Klasse 2 zugeschrieben werden (Abbildung [4.1).
In der Literatur ist fiir DXS-Gene aus Hevea brasiliensis eine dhnliche Speziali-
sierung zu finden. Diese Pflanze produziert in spezialisierten sekretorischen Zel-
len (Laticiferen) Latex als Wundantwort und zur Herbivoren-Abwehr. In diesen
Zellen sind die DXS2-Transkriptmengen besonders hoch, wihrend im natiirlichen
Gummi (Latex) selbst nur DXS1-Transkripte nachgewiesen werden konnte (Sando
et all 2008). Eine weitere spezialisierte Rolle der DXS2 wurde wéhrend der My-
korrhizierung von Medicago truncatula gezeigt. Durch Promotor-Fusionsstudien

wurde eine lokale Aktivitat des MtDXS2-1-Promotors in mykorrhizierten Wurzel-
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4.1 Isogene im MEP-Biosyntheseweg

MpDXS2 (Mentha)
AmDXS2 (Antirrhinum)

PdDXS1

PaDxs1 (Pinus)

(Picea)

GbDXS1 (Ginkgo)
AtDXS1-CLA1 (Arabidopsis)

HbDXS1 (Hevea)
OsDXS1 (Oryza)
GmDXS$1 (Glycine)
MtDXS1 (Medicago)

SIDXS1
(Solanum)

PaDXS2B (Picea)

OsDXS2 (Oryza)

SIDXS2 (Solanum)

MtDXS2-1 (Medicago)
HbDXS2 (Hevea)

PADXS2 (Pinus)
(GGIT,?,)((QSO“’) PaDXS2A (Picea)

Chdxs (Chlamydomonas)

Abbildung 4.1: Ahnlichkeitsdiagramm der reifen DXS-Proteine, AmDXS2: Antirrhinum ma-
jus AY770407, AtDXS1: CLA1 Arabidopsis thaliana U27099, ChDXS:
Chlamydomonas reinhardii AJ007559, GbDXS1: Ginkgo biloba AY505128,
GbDXS2: Ginkgo biloba AY494185, GmDXS1: Glycine max FJI830452,
HbDXS1: Hevea brasiliensis AB294698 (+AY502939), HbDXS2: Hevea bra-
siliensis AB294699 (+DQ473433), MpDXS2: Mentha x piperita AF019383,
MtDXS1: Medicago truncatula AJ430047, MtDXS2-1: Medicago truncatu-
la AJ430048, OsDXS1: Oryze sativa AP005173 (+AP005877), OsDXS2:
Oryza sativa AK100909, PaDXS1: Picea abies EF688331, PaDXS2A: Pi-
cea abies EF688332, PADXS1: Pinus densiflora EU439293, PADXS2: Pinus
densiflora EU438118, SIDXS1: Solanum lycopersicum AF143812, SIDXS2:
Solanum lycopersicum FN424052. Die dxs-Sequenz von Chlamydomonas rein-
hardtii diente als ’Outgroup’. Das Ahnlichkeitsdiagramm wurde aus ei-
nem Clustal-Alignment mit Hilfe der Programme ’Distance’ und ’Splits’ des

HUSAR-Programmpakets mit den ’Default’-Einstellungen erstellt.
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4 Diskussion

zellen beobachtet, was auf eine zellspezifische Expression des DXS2-Gens hinweist
(Flofs et all 2008]).

In der vorliegenden Arbeit wurden Trichome von Tomatenbléttern isoliert, um wei-
tere Untersuchungen zur Rolle der DX52 im Sekundarstoffwechsel vorzunehmen.
In den isolierten Trichomen wurden erhéhte SIDXS2-Transkriptmengen nachge-
wiesen (Abbildung|[3.8). Ebenso wurde eine spezifische Akkumulation des SIDXS2-
Proteins in den Kopfchen glanduldrer Trichome detektiert (Abbildung , was
mit der Einteilung der SIDXS2 als Isoenzym des Sekundérstoffwechsels in Einklang
steht. Die Produktion fliichtiger Substanzen ist nicht ausschlieflich auf glandulére
Trichome beschrankt, auch Petalen setzen Duftstoffe frei. Die circadiane Emissi-
on von Mono- und Sesquiterpenen aus Petalen des Lowenméaulchens (Antirrhinum
magus) konnte auf eine Anderung von DXS-Transkriptmengen zuriickgefiihrt wer-
den (Dudareva et al., 2005). Die néihere Betrachtung der analysierten DXS ordnete
diese der Klasse 2 zu (Abbildung [£.1). Wie aus Abbildung [3.§) hervorgeht, wur-
den in der Tomatenkultursorte Moneymaker eine Akkumulation beider SIDXS-
Transkripte in Petalen nachgewiesen. Die Petalen besitzen keine Trichome, den-
noch konnte auch das Vorhandensein von SIDXS2-Proteinmengen dokumentiert
werden. Dies konnte einerseits auf die Emission von Duftstoffen durch die Petale-
nepidermis zuriickzufiihren sein, aber auch auf die Gelbfarbung der Petalen durch
Xanthophylle. Gegen diese Hypothese spricht jedoch, dass die in dieser Arbeit ge-
nerierten transgenen SIDXS2-RNAi-Pflanzen keine sichtbaren Verblassungen der
Petalen aufweisen. In Sepalen wurden vergleichbare Mengen des SIDXS1- und des
SIDXS2-Transkriptes detektiert. Da diese erhebliche Mengen glandulérer Tricho-
me besitzen, konnte dies die dhnlichen Transkriptmengen beider Isogene, wie auch

in jungen Blattern, erklaren.

Ein Zusammenhang zwischen Transkriptmengen von Genen des MEP-Weges und
Metabolitakkumulation wurde bisher kaum untersucht. In A. thaliana (Laule
et all 2003; Wille et al., 2004) und Basilikum (Ocimum basilicum) (Ijima et al.,
2004) konnte keine direkte Verbindung zwischen den Expressionsmustern der Vor-
lauferbiosynthesegene des Terpenoidstoffwechsels und der Metabolitakkumulation
festgestellt werden. Fiir Monoterpensynthasen, welche die Bildung fliichtiger Mo-
noterpene aus dem Cs-Grundkorper (IPP/DMAPP) katalysieren, gilt dies anschei-

nend nicht. Die Metabolitakkumulation sowie die Transkriptabundanzen der spe-
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4.1 Isogene im MEP-Biosyntheseweg

zifischen Monoterpensynthasen (Linaloolsynthase und Geraniolsynthase) korrelie-
ren in verschiedenen Basilikumarten (Ijima et al., 2004). In Pfefferminze (Mentha
z piperita) konnte fiir die Limonensynthase, eine Monoterpensynthase, ein direkter
Zusammenhang zwischen Transkriptmengen, Proteinabundanzen und -aktivitdten
hergestellt werden, die einen Riickschluss auf posttranskriptionelle Regulation er-
moglichen (McConkey et al., 2000)). Studien, die an isolierten glandulédren Tricho-
men der Pfefferminze vorgenommen wurden, zeigten eine Korrelation zwischen
Monoterpenproduktion und DXS-Transkriptmengen (Lange et al., [1998)), wih-
rend dies in Tomatenfriichten zwischen Expression, Enzymaktivitit und Meta-
boliten nicht nachweisbar war (Fraser et al, 2007). Die in dieser Arbeit ermit-
telten Daten der DXS-Transkriptmengen und Proteinabundanzen wiesen keine
eindeutigen Verkniipfungen beider Parameter auf, obwohl eine Charakterisierung
der SIDXS-Proteinabundanzen nur eingeschrinkt erfolgen konnte. Wihrend die
Transkriptmengen und Proteinabundanzen in Bldttern, Trichomen und Petalen
fiir SIDXS2 mit jeweils deutlichen Signalen korrelierten, galt dies nicht fiir Se-
palen und Staubblitter (hohe Transkriptmengen, nur schwache Signale des Pro-
teins). Dies konnte auf posttranslationale regulatorische Mechanismen, wie auch
von Besser et al.| (2009) vorgeschlagen, zuriickzufiihren sein. Auch Analysen der
Modellpflanze A. thaliana, welche nur ein einziges als funktionell charakterisiertes
DXS-Gen (CLAT) besitzt, lassen eine zusitzliche Feedback-Regulation der DXS
(Guevara-Garcia et al, 2005) oder eine Regulation durch Proteasom-vermittelten
Abbau (Flores-Pérez et al., 2008) vermuten.

Eine Koexistenz von duplizierten DXS-Genen wurde fiir verschiedene Pflanzenspe-
zies beschrieben. Evolutiondr altere Pflanzen, wie zum Beispiel Gymnospermen,
weisen ebenfalls eine Duplikation des DXS-Gens mit teilweise anderer Einteilung
auf. Fiir die japanischen Rotkiefer (Pinus densiflora) wurde eine deutlich hohere
Abundanz der Transkriptmengen der DXS2 beschrieben, deren Expression eben-
so, wie in Angiospermen durch Methyljasmonat induziert ist und deshalb ebenfalls
dem sekundérem Metabolismus zugeordnet werden kann (Kim et al., 2009). In der
Fichte (Picea abies) wurden sogar drei verschiedene DXS-Gene identifiziert. Eines
davon kann aufgrund von Sequenzhomologien der Klasse 1 dem Primérstoffwech-
sel zugeordnet werden. Die putative Rolle der durch diese Gene kodierten DXS2
im Sekundéarstoffwechsel wird auch durch die beiden PaDXS52-Gene unterstrichen,

da bei verschiedenen Umwelteinfliissen unterschiedliche Expressionsmuster doku-
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4 Diskussion

mentiert wurden (Phillips et al., 2007). Auch fiir diverse Angiospermen wurde die
Existenz von drei DXS-ahnlichen Genen dokumentiert. So wurden in A. thaliana
drei Sequenzen identifiziert, wihrend der funktionelle Nachweis aber bisher nur
fiir eines der Gene aus der DXS1-Klasse gefiihrt werden konnte (CLA1) (Estévez
et al., 2001} Rodriguez-Concepcion & Boronat|, 2002]).

Aus Reis (Oryza sativa) sind ebenfalls drei putative DXS-Sequenzen bekannt.
Dabei konnen zwei aufgrund ihrer Sequenzdhnlichkeiten jeweils einer der bei-
den bekannten Klassen zugeordnet werden. Das dritte Gen konnte keiner dieser
Klassen zugeordnet werden und dessen Identitét als DXS bleibt zweifelhaft (Kim
et al.. 2005al). Alle drei Gene werden differenziell exprimiert. In etiolierten Reis-
blattern wurden Transkriptmengenverhéltnisse von 9:181:1 (DXS1:DXS52:DXS3)
bestimmt. Im Gegensatz dazu ist aus der Sojabohne (Glycine mazx) bisher ein
DXS-Gen bekannt (Zhang et al.l [2009), welches als DXS1 klassifiziert wurde.
Das Auftreten von DXS-Isogenen ist somit im Pflanzenreich weit verbreitet. Da-
bei ist A. thaliana die bisher einzig bekannte Spezies, die kein DXS2-Gen be-

sitzt.

Genduplikationen im MEP-Stoffwechselweg sind nicht ausschlieklich auf die DXS
beschriankt, wurden jedoch bisher nur in Einzelfiillen berichtet. Fiir Ginkgo ( Gink-
go biloba) wurden zwei Isoformen der CMK und der HDR beschrieben. Transkript-
mengen beider zur Klasse 2 zugeordneten Gene wurden in Wurzeln detektiert, wel-
che fiir die Ginkgolid-Produktion (Diterpene) bekannt sind (Kim et al., [2008a,b).
Des Weiteren wurde ein DXS-Gen der Klasse 2, dessen Transkriptmengen eben-
falls wihrend der Ginkgolid-Produktion nachgewiesen werden konnte aus Ginkgo
kloniert (Kim et al., 2005b). Diese Beispiele unterstiitzen die vermutete Rolle der

Klasse 2-Gene im Sekundirmetabolismus.

Die Existenz differenziell regulierter Isoenzyme wird auch fiir eine Reihe spéiterer
Schritten der Isoprenoidbiosynthese beschrieben. In den Enzymreaktionen treten
dabei, ebenso wie bei der DXS, oft keine erkennbaren Unterschiede auf. Hier lie-
gen insbesondere fiir die Enzyme der Carotinoidbiosynthese unter anderem aus
Tomate viele Daten vor (Abbildung. Die Geranylgeranyldiphosphat Synthase
(GGPS) liefert das Cop-Grundgeriist fiir die Synthese von unter anderem Diter-
penen, Gibberellinen und Carotinoiden (Zhu et al., [1997; Okada et al.l 2000) und
wird von zwei Genen (Ament et al.,2006) kodiert (GGPSI und GGPS2): GGPS1-
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4.1 Isogene im MEP-Biosyntheseweg

Transkriptakkumulation wurde in Blattern und nach Herbivorie durch Insekten
detektiert, wihrend GGPS2-Transkripte in Sepalen, sowie in der reifenden Frucht
nachgewiesen werden konnten. Die Regulation der GGPS-Isogene unterscheidet

sich somit von derjenigen der DXS-Isogene.

Im weiteren Verlauf der Carotinoidbiosynthese katalysiert die Phytoensynthase
(PSY) die Bildung des 15-cis-Isomers des Phytoens aus zwei Molekiilen Geranyl-
geranyldiphosphat. In Mais (Zea mays) wurden drei differenziell regulierte PSY -
Isogene dokumentiert. Transkriptakkumulation der PSY7 und PSY2 wurde im
photosynthetisch aktivem Gewebe nachgewiesen. Dabei wurde gezeigt, dass PSY1
ausschliefslich zur Carotinoidbiosynthese im Endosperm, sowie in der Dunkelphase
im Blattgewebe exprimiert wird, wihrend PSY2-Transkriptakkumulation wurde
im Blatt unter Lichtbedingungen nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz zu
PSY1 und PSY2 wurden PSY3-Transkripte nur in Wurzeln detektiert (Li et al.,
2008). In der Tomate wurden bisher zwei Gene der PSY identifiziert. Beide zeigen,
ebenso wie die DXS-Isogene, eine strenge Konservierung der genomischen Struk-
tur. Ahnlich den DXS-Isogenen wurde eine Transkriptakkumulation beider Isoge-
ne in den Petalen nachgewiesen, wihrend in der Fruchtreife ausschlieflich Tran-
skripte nur eines der beiden Isogene (PSY1) detektiert wurde (Giorio et al., [2008)).
Transkriptakkumulation des PSY7-Isogens konnten in Blattern jedoch nicht nach-
gewiesen werden. Somit fiihrt die differenzielle Expression der PSY -Isogene nicht
dazu, diese Gene, wie die Isogene der DXS1 und DXS2, in spezifisch fiir Primér-

oder Sekundéarstoffwechsel einzugruppieren.

Die Carotinhydroxylase (CrtR-b) bildet aus g-Carotin Zeaxanthin und kataly-
siert damit eine Reaktion nachfolgend der GGPS und PSY. Eine Mutation ei-
nes der CrtR-b-Isogene fiihrt zu weiken Petalen und Staubblittern der Toma-
tenbliite (Galpaz et al. 2006) wihrend der Carotinoidgehalt der Blitter unbe-
einflusst bleibt. Dies weist auf die differentielle Expression beider CriR-b-Isogene
hin.

Ferner wurde von |Galpaz et al.| (2006) vermutet, dass Isoformen von GGPS, PSY,
CRTRB, sowie der LCY-B, in Chloroplasten- und Chromoplasten-spezifische Iso-
formen eingeteilt werden konnen. Chromoplasten-haltige Gewebe sind einerseits
die gelben Petalen und andererseits die Friichte. Fiir die GGPS wurden Transkrip-

te der einen Isoform (GGPS1) in Friichten nachgewiesen, aber Informationen zu
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Abbildung 4.2: : Isogene der Isoprenoid- und Carotinoid-Biosynthese, CMK: 4-(Cytidin
5-diphospho)-2- C-methyl-D-erythritol-Kinase, CRTISO: Carotin-cis-trans-
Isomerase, CRTR-b: p-Carotinhydroxylase, CYC-B: Lycopin-3-Cyclase,
DXS: 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase, GGPS: GGPP-Synthase,
HDR: 1-Hydroxy-2-methyl-2-( E)-butenyl-4-diphosphat-Reduktase, LCY-B:
Lycopen-f3-Cyclase, PDS: Phytoendesaturase, PSY: Phytoensynthase, ZDS:
(-Carotendesaturase, FPP: Farnesyldiphosphat, GGPP: Geranylgeranyl-
diphosphat, Schwarz-Weike-Pfeile: mindestens zwei Isogene nachgewiesen,
schwarzer Pfeil: bisher nur ein Isogen bekannt, verdndert nach |Galpaz et al.
(2006)).
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GGPS-Transkriptmengen in Petalen liegen nicht vor (Ament et al. 2006). Die
Chromo- beziehungsweise Chloroplasten-spezifische Expression kann somit fiir die
GGPS-Isoformen nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden. Vorliegenden Daten der
PSY -Isogene belegen das Vorhandensein der Transkripte beider Gene in den gel-
ben Petalen (Giorio et al.l [2008)). Somit kann die Einteilung beider Isoenzyme der
PSY in Chromo- beziehungsweise Chloroplasten-spezifische Isoformen, wie durch

(Galpaz et al., 2006) postuliert, nicht bestdtigt werden.

In diesem Abschnitt wurde gezeigt, dass Genduplikationen in der Isoprenoid-
vorstufen- und der Carotinoidbiosynthese im ganzen Pflanzenreich beobachtet
werden konnen. Die Einteilung der Isoenzyme nach ihrer vermutlichen Funktion
in den Priméar- oder Sekundéarstoffwechsel scheint zutreffender als eine Differenzie-

rung in Chromo- oder Chloroplasten-spezifische Isoenzyme.

4.2 Hinweise auf die Beteiligung von

Isoprenoiden an der Befruchtung

Die Rolle der Isoprenoide wihrend der Befruchtung ist kaum erforscht. Hinweise
auf eine mogliche Bedeutung ergaben sich in dieser Arbeit durch die Beobach-
tungen eines verzogerten Fruchtansatzes und einer retardierten Pollenkeimung
in den SIDXS2-RNAi-Pflanzen (Abbildung [3.18)). Eine nicht auftretende Steri-
litdt ist vermutlich auf den RNAi-Ansatz, der eine Reduktion in der SIDXS2-
Transkriptmengenreduktion bewirkt, aber keinen totalen Verlust der SIDXS2-
Funktion zur Folge hat, zuriickzufiihren. Ein weiterer Grund fiir die Fruchtan-
satzverzogerung konnte ein vermindertes Wirken des im Vektor verwendeten 35S
Promoters sein. In A. thaliana wurde im Tapetum, das Nahrgewebe der Pollen
wihrend der Reifung in den Antheren, eine verminderte Nutzung des 35S Promo-
ters beschrieben (Skirycz et al. 2007)). Das ldsst vermuten, dass der konstitutive
Promotor nicht in allen Geweben gleich stark genutzt wird. Beziiglich der SIDXS2-
RNAi-Pflanzen wiirde dies in einer verringerten Expression des RNAi-Konstruktes

resultieren und somit zu einer schwécheren SIDXS2-Transkriptmengenreduktion.
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Eine mogliche Erklarung der verzdgerten Pollenkeimung konnte die Nutzung von
MVA-abgeleitetem IPP, wie bei den Duftstoffen beobachtet, sein. In A. thalia-
na konnte ein Austausch von Isoprenoidvorstufen in der umgekehrten Richtung
(MEP zu MVA) zumindest wihrend der Pollenentwicklung ausgeschlossen wer-
den (Suzuki et all 2009). Eine mogliche Kompensation der verringerten SIDXS2-
Transkriptmengen durch SIDXS1-Transkripte konnte ausgeschlossen werden, da in
in vitro gekeimten Pollen keine SIDXS1-Transkriptakkumulation detektiert wur-
de (Abbildung. Deshalb wird vermutet, dass die ausschliefsliche Expression des
DXS2-Gens die Vorstufen fiir essentielle Isoprenoide bereitstellt.

Das Vorhandensein von duftstoffproduzierenden Enzymen in den Reproduktions-
organen wurde durch Roeder et al. (2007) beschrieben. Die Autoren lokalisier-
ten eine Monoterpensynthase (1,8-Cineole Synthase) in Griffel und Narbe und
der Petalenepidermis einer Tabakart (Nicotiana suaveolens). Somit konnte ge-
zeigt werden, dass Reproduktionsorgane Duftstoffe emittieren, aber inwiefern die
Vorlauferbiosynthese auch dort ablduft bleibt offen.

Mogliche Isoprenoid-Derivate, deren Rolle widhrend der Befruchtung dokumen-
tiert wurden, sind Gibberelline. Eine Tomatenmutante, die Riickschliisse auf die
Funktion von Isoprenoid-Derivaten wiahrend der Befruchtung erlaubt, ist die pat-
Tomatenmutante. Die parthenokarpe Fruchtbildung in diesen Pflanzen wurde auf
erhohte Gibberellin-Gehalte in den Ovarien zuriickgefiihrt (Fos et al.; 2000; Olim-
pieri et al.l 2007). In den SIDXS2-RNAi-Pflanzen kénnte jedoch ein verminderter
Gehalt an Gibberellinen vermutet werden. Wahrscheinlich geniigt die SIDXS2-
Restaktivitit in diesen Pflanzen, um eine Fruchtbildung zu gewéhrleisten. Weite-
re Hinweise der Beteiligung von Gibberellinen bei der Befruchtung basieren auf
Ergebnissen von [Nitsch et al.| (2009) und |Vriezen et al. (2008), die die Rolle von
Ethylen- und Abscisinsdure-Biosynthesegenen untersuchten. De Jong et al. (2009)
vermuten basierend auf diesen Arbeiten, dass der Beginn der Fruchtentwicklung
unter anderem von Gibberellinen abhiingig ist. Eine Ubertragung von Gibberel-
linen von den Pollen auf die Ovarien wéihrend der Befruchtung wurde bereits
Anfang der Sechziger Jahre des letzten Jahrhunderts vermutet (Sastry & Muir,
1963).

Eine Beeinflussung des Pollenschlauchlingenwachstums durch Gibberelline wurde
ebenfalls in A. thaliana beobachtet (Swain et al., 2005} [Singh et al., 2002). Eine
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4.3 SIDXS2-Transkriptreduktion verdndert die Produktion fliichtiger Isoprenoide
und den Beitrag von MEP- und MVA-Weg

Funktion von mehreren Phytohormonen (Auxin und Gibberelline stimulieren; Ab-
scisinsdure inhibiert) konnte beim Pollenschlauchlingenwachstum in Samtgesicht

(Torenia fournieri) dokumentiert werden (Wu et al., 2008).

Pollen kénnen ebenso Duftstoffe produzieren, die von dem den Pollen umgebenden
yPollenkitt*, emittiert werden (Dobson, 2000). Die vermutliche Funktionen dieser
Duftstoffe ist die Kommunikation mit bestdubenden Insekten oder die Abwehr

pollenfressender Insekten.

Einen moglichen Einfluss von Phytohormonen auf die DXS-Expression kénnte zu-
nichst mit Hilfe der in silico Analysen der Promotorfragmente gewonnen werden.
Putativ Gibberellin-regulierte Motive wiesen keine Unterschiede in den analysier-
ten Promotorsequenzen auf, wahrend fiir Abscisinsdure-responsive Elemente eine
deutlich hohere Quantitdt und Diversitat fiir das SIDXST1-Promotorfragment do-
kumentiert werden konnte. Da in keimenden Pollen aber keine SIDXS1-Transkripte
detektiert wurden (Abbildung[3.9), werden diese Daten relativiert.

4.3 SIDXS2-Transkriptreduktion verandert die
Produktion fliichtiger Isoprenoide und den
Beitrag von MEP- und MVA-Weg

Einige Ansitze zur Aufklirung der Duftstoffproduktion in Pflanzen zeigten be-
reits, dass DXS eine einflussreiche Rolle hat. Durch die Uberexpression einer
DXS1-ahnlichen Sequenz aus A. thaliana in Lavendel (Lavandula latifolia) wur-
de eine vermehrte Akkumulation von Monoterpenen, die Hauptbestandteil des
Lavendelols sind, dokumentiert (Munoz-Bertomeu et al., 2006). In Minze (Ment-
ha z piperita) wurde ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der DXS-Expression
und der Monoterpenproduktion belegt (Lange et al. [1998). Das Monoterpen (-
Phellandren und das Sesquiterpen 3-Caryophyllen wurden als Hauptduftstoffkom-
ponenten von Tomaten identifiziert (Zhang et all [2008)). Durch die spezifische Re-
duktion der SIDXS2-Transkriptmengen wurde der Einfluss des MEP-Weges auf

die n vivo-Produktion fliichtiger Isoprenoide untersucht.
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Mit Hilfe einer neu entwickelten Methode wurden Terpene der Trichome ana-
lysiert. Es wurden drei Duftstoffe detektiert: ein Monoterpen (3-Phellandren)
und zwei Sesquiterpene (FE-g-Caryophyllen, a-Humulen). Das -Phellandren bil-
dete die Hauptduftstoffkomponente der hier analysierten Kulturtomate (Abbil-
dung [3.20). Dies bestétigt die Analysen von Besser et al| (2009). Dort wurde
fir die Kulturtomaten [-Phellandren als Hauptduftstoffkomponente bestimmt,
wahrend Monoterpene in den Wildsorten nur in geringen Mengen nachzuweisen

warerl.

Der Vergleich der relativen Duftstoffmengen der SIDXS2-RNAi-Pflanzen zur Kon-
trolle zeigte eine signifikante Anderung aller gemessenen Komponenten, sowohl
der Mono-, als auch der Sesquiterpene (Abbildung B). Die Reduktion des
Monoterpens ist dabei erwartet, da die Synthese von Monoterpenen iiber den
MEP-Weg bekannt ist. Die Herkunft des IPPs aus MEP- oder MVA-Weg wur-
de in der vorliegenden Arbeit anhand des natiirlichen Isotopenverhéltnisses von
BC/12C ermittelt (Jux et all 2001). Dies ist durch die unterschiedliche Abrei-
cherung des 3C-Isotops in den Stoffwechselwegen mdoglich. Die Isotopenverhilt-
nisse des (-Phellandrens der Kontroll- und der RNAi-Linien zeigten deutliche
Unterschiede, die eine Abreicherung des 3C-Isotopes im S-Phellandren der RNAi
Linien dokumentieren (Abbildung [3.21]). Aufgrund dessen kann geschlussfolgert
werden, dass die reduzierten Mengen (-Phellandren in den RNAi-Linien zu ei-
nem erhdhten Anteil aus IPP des MVA-Wegs synthetisiert wurden. Somit sind
die noch detektierten Mengen nicht ausschlieklich auf SIDXS2-Restaktivitit zu-
riickzufithren. Auferdem wird durch diese Hypothese eine mogliche Kompensation
der verringerten SIDXS2-Transkriptmengen durch SIDXS! weitestgehend ausge-
schlossen. Fiir die detektierten Sesquiterpene wurde ebenfalls eine Abreicherung
des 3C-Isotopes in den RNAi-Linien im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen.
Somit wird auch zur Biosynthese von (-Caryophyllen und a-Humulen in den
RNAi-Linien MVA-abgeleitetes IPP verwendet. Im Umkehrschluss bedeutet dies
fiir die Duftstoffproduktion in der Kontrollline, dass sowohl MEP- als auch MVA-
abgeleitetes IPP zur Biosynthese von Mono- und Sesquiterpenen genutzt werden.
Dies wird durch die &hnlichen Isotopenverhéltnisse aller drei Duftstoffe in EV24
unterstiitzt und wurde bereits durch Inhibitorstudien von Besser et al. (2009)

vermutet.

Die Herkunft der Cs;-Grundbausteine IPP/DMAPP fiir die Produktion der ver-
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4.3 SIDXS2-Tanskriptreduktion verdndert die Produktion fliichtiger Isoprenoide

schiedenen Duftstoffklassen bei verschiedenen Pflanzengattungen ist jedoch nicht
eindeutig. Die Synthese von Hemi-, Mono- und Diterpenen wurde dem MEP-
Stoffwechselweg zugeschrieben (McGarvey & Croteau, [1995)). Hinsichtlich der Syn-
these von Sesquiterpenen ist die Herkunft von IPP nicht eindeutig geklirt, einige
sollen aus dem MEP-IPP ableitetet werden, wihrend andere aus dem MVA-IPP
hervorgehen sollen (Nes & Venkatramesh, 1999; Eisenreich et al.l 2001} [Lange
& Ghassemian,, 2003). Durch Fiitterungsversuche mit deuterierten Vorstufen an
Erdbeer-Pflanzen (Fragaria z ananassa) wurde nachgewiesen, dass Mono- und
Sesquiterpene im Cytosol und somit iiber den MVA-Weg synthetisiert werden
(Hampel et al.l [2006). Die Nutzung von isotopen-markierten Vorlduferstufen an
Lowenméaulchen-Bliiten (Antirrhinum magus) zeigte, dass sowohl die Produktion
der plastiddr-produzierten Monoterpene, als auch der im Cytosol produzierten
Sesquiterpenen in den Petalen ausschlieflich iiber den MEP-Weg gewihrleistet
wird (Dudareva et al., 2005). Ebenso wurde eine Verwendung des IPPs beider
Stoffwechselwege zur Produktion von Sesquiterpenen in Kamille und Limabohne
berichtet (Piel et al. [1998; |Adam et al., 1999). Diese Beispiele zeigen, dass die
Nutzung beider Stoffwechselwege zur Produktion fliichtiger Isoprenoide in den ver-
schiedenen Pflanzenspezies variieren und eine eindeutige Aufteilung der Duftstoffe
zum zugehorigen Stoffwechselweg nicht generalisiert werden kann. Vermutungen
tiber einen Austausch der Isoprenoidvorstufen wurden ebenfalls berichtet (Adam
et al., 1999; Hemmerlin et al., 2003)). Durch Microarray-Analysen an A. thalia-
na wurde vermutet, dass zur Isoprenoidbiosynthese ein Austausch von Vorstufen
stattfindet (Burlat et al., 2004; Bick & Langel 2003). Wahrend in Analysen der
Terpene der Tomatentrichome einen Austausch von Vorstufen dokumentiert wur-
de (Abbildung , wurde dies durch Untersuchungen der Duftstoffe von Hopfen
(Humulus lupulus) (Wang et al., 2008)) und Minze (Mentha z piperita) (McCaskill
& Croteau, [1995)) ausgeschlossen.

Anhand der vorliegenden Daten wurde der direkte Einfluss des MEP-Weges auf
die Monoterpen-Produktion von Tomatenpflanzen bestétigt. Ferner konnte gezeigt
werden, dass die durch Besser et al. (2009) vermutete Nutzung des MEP-Weges
in der Biosynthese der Sesquiterpene in der Kulturtomate zumindest teilweise
erfolgt. Folglich wird die Produktion der Duftstoffe der Kulturtomate durch beide

Stoffwechselwege gewihrleistet.
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4 Diskussion

4.4 Reduktion der SIDXS2 fiihrt zu einer

erhohten Anzahl glanduldarer Trichome

In weiterfithrenden Experimenten sollten durch eine Induktion der Duftstoffpro-
duktion mittels Herbivorie mogliche Unterschiede der Duftstoffemission gepriift
werden (Dicke|, 2009). Dazu wurden die Duftstoffe der SIDXS2-RNAi-Pflanzen, so-
wie der Kontrollen mittels "Head-Space’-Technik wiahrend der Schiadigung durch
Schmetterlingsraupen (Spodoptera littoralis) gesammelt. Nach der Analyse der
Duftstoffe konnten keine Unterschiede der Duftstoffemission festgestellt werden
(Abbildung A). Dagegen wiesen die SIDXS2-RNAi-Pflanzen bei gleichen
Bedingungen deutlich weniger Frakschiden auf (Abbildung B). Aufgrund
dhnlicher Duftstoffkonzentrationen kénnte dieser Effekt auf die erhéhte Anzahl
glanduldrer Trichome zuriickgehen. Diese Hypothese wird durch vielfiltige Be-
obachtungen an verschiedenen Pflanzenarten, die eine erhohte Trichomzahl als
Frakschutz dokumentieren, unterstiitzt. In Arabidopsis lyrata (Clauss et al., 2006)
und im Blauglockenbaum (Paulownia tomentosa) (Kobayashi et al.l 2008) wurde
die Abwehr von Herbivoren auf die Trichomdichte und andere Oberflichenstruk-
turen, sowie den Glucosinolat-Gehalt der Typ VI Trichome zuriickgefiihrt. An
Tomatenpflanzen durchgefiihrte Studien konnten Bewegungseinschrankungen von
Blattldusen (Myzus persicae) (Simmons et al.,[2003)) und von Milben ( Tetranychus
urticae) (Alba et al) 2009; Maluf et al., 2007) direkt auf die Anzahl glandulirer
Typ VI Trichome zuriickgefiihrt werden. Ebenfalls wurde durch Untersuchungen
an Tomatenpflanzen eine erhohte Trichomanzahl als Ursache der verringerten Be-
wegung von Frankliniella occidentalis festgestellt (Boughton et al., 2005)). Bei allen
Beispielen erwiesen sich Pflanzen mit einer hoheren Anzahl glandulérer Trichome

als resistenter gegeniiber Herbivoren.

Die Jasmonat-insensitive Tomatenmutate jail zeigt neben anderen Auffilligkeiten
eine verminderte Bildung glanduldrer Trichome. In Experimenten mit herbivor-
en Milben erwiesen sich die ja:l-Pflanzen als attraktiver fiir die Milben als die
Kontrollpflanzen (Li et al., 2004).

Eine Reduktion der CMK, ebenfalls ein Enzym des MEP-Weges durch VIGS
(’virus-induced gene silencing’) resultierte ebenfalls in der Erhohung der Tricho-

manzahl (Ahn & Pai, [2008)). Im Gegensatz zu der in dieser Arbeit beschriebenen
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Reduktion des DXS2-spezifischen MEP-Weges wurde durch eine Verringerung der
CMK -Transkriptmengen der gesamte MEP-Weg beeinflusst und fiihrte zusétzlich
zu einer deutlichen Beeintrachtigung der Blattmorphologie (u.a. welke Blétter und

verdnderte Chloroplasten).

Zu den die Trichomanzahl beeinflussenden Faktoren z&hlen auch Transkriptions-
faktoren. So wurde aus Tabak (N. benthamiana) ein MYB-Transkriptionsfaktor
identifiziert, der die Bildung glandulirer Trichome reguliert (Schéfer, [2005). Eine
Erhohung des Transkriptniveaus fiihrt zu einer gesteigerten Anzahl glanduldrer
Trichome. Dies betrachtend wurden die Transkriptmengen des MY B-dhnlichen
Transkriptionsfaktors THM18 (Lin et al., [1996) in den SIDXS2-RNAi-Pflanzen
analysiert. Ein Anstieg des Transkriptniveaus konnte ausgeschlossen werden (Da-

ten nicht gezeigt).

Die Reduktion der SIDXS2-Transkriptmengen in den transgenen RNAi-Pflanzen
fiihrte ebenfalls, wie in Abschnitt beschrieben, zu einer verminderten Pro-
duktion von (-Phellandren. Eine mogliche Kompensation der Duftstoffreduktion
durch erhohte Anzahl glandulidrer Trichome kann anhand der vorliegenden Daten

weder unterstiitzt noch widerlegt werden.

In Stechapfel (Datura wrightii), ebenfalls der Solanaceae-Gattung zugehdrig, wur-
de vermutet, dass eine Erhéhung der Trichomzahl zwar in einer erhéhte Resistenz
gegeniiber Herbivoren resultiert, aber gleichzeitig eine verminderte Reprodukti-
onsfihigkeit hervorruft (Hare et al.l 2003). Somit sind Pflanzen durch die Erho-
hung der Anzahl der glanduldren Trichome eher wachstumsdominant als repro-
duktionsdominant. Die erzeugten SIDXS2-RNAi-Pflanzen wiesen dhnliche pha-
notypische Merkmale auf. Einerseits die Erhohung der Anzahl glandulérer Tri-
chome und andererseits ein vermindertes Pollenschlauchldngenwachstum. Somit
wurde durch die Reduktion der SIDXS2-Transkriptmengen ein Einfluss sowohl
auf die vegetative, als auch auf die reproduktive Lebensphase der Tomatenpflanze
dokumentiert. Diese Daten unterstiitzen die Hypothese der steigenden Wachs-
tumsdominanz durch erhdhte Trichomzahlen zu Lasten der Reproduktionsfihig-

keit.
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4 Diskussion

4.5 Fazit und Ausblick

Durch die Analyse transgener Pflanzen, deren MEP-Biosyntheseweg beeintrachtigt
wurde, konnten in der vorliegenden Arbeit einige potenzielle Kompensationsme-
chanismen fiir Stérungen in der Isoprenoidvorstufen-Biosynthese beschrieben wer-
den. Die generierten, stabil transformierten Pflanzen zeigen eine Beeintrichtigung
der Befruchtung, eine erhéhte Anzahl glandulérer Trichome und einen vermin-
derten Gehalt an (-Phellandren, die in den Folgegenerationen iiberpriift werden

sollten.

Zur Erzeugung von homozygoten Linien ist eine mdglichst geringe Kopienzahl
des RNAi-Konstruktes vorteilhaft. Es zeigte sich, dass die in dieser Arbeit haupt-
sdchlich genutzten transgenen Linien RNAil0 und RNAil3 eine hohe Kopienzahl
(>3) aufweisen, somit ist die Generierung homozygoter Pflanzen erschwert. Fiir
weiterfiihrenden Arbeiten kann die Linie RNAi7 genutzt werden, da diese Li-
nie laut Analysen nur zwei Kopien des RNAi-Konstruktes besitzt. Homozygote
Linien koénnten eine Aufkldrung der Funktion der SIDXS in den Petalen ermog-
lichen. Weiterhin ist die Analyse der auf die intensive Gelbfarbung der Petalen
zuriickzufithrenden Xanthophylle Neoxanthin und Violaxanthin und deren bioge-
netischer Urspriinge aus dem MEP- oder MVA-Weg denkbar. Mit homozygoten
Linien wéaren ebenfalls weitere Ansétze beziiglich der verringerten Herbivorie der
SIDXS2-RNAi-Pflanzen moglich. So kénnten zum Beispiel andere blattfressende
Herbivoren, wie Frankliniella occidentalis als polyphages Insekt oder Raupen des
Tabakschwirmers (Manduca sexta) genutzt werden. Fiir weitere Experimente zur
Untersuchung des Einflusses der erhdhten Anzahl glandulérer Trichome ist eine
Verwendung von blattsaugenden Insekten, wie zum Beispiel der gemeinen Spinn-
milbe (Tetranychus urticae) und der griinen Pfirsichblattlaus (Myzus persicae)
denkbar.

Die in der Arbeit vorgenommenen Untersuchungen der Proteinabundanzen beider
SIDXS-Proteine waren aufgrund der abnehmenden Antikorpersensitivitdt nicht
vollstandig. Der SIDXS2-Antikorper zeigte nach Aufreinigung gegen die zur Gene-
rierung genutzten Peptide eine hohe Spezifitit fiir das SIDXS2-Protein. Dies galt
nicht fiir den SIDXS1-Antikorper. Dieser detektierte das SIDXS1-Protein ledig-

lich als eins von mehreren Proteinen. Zur Produktion beider Antikérper wurden
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Peptide des N-Terminus genutzt. Zusétzlich wurde fiir die SIDXS2-Antikorper-
Produktion ein weiteres Peptid des C-Terminus verwendet. Da der SIDXS2-Anti-
korper bessere histochemische Reaktionen zeigte, konnte dies auf das Peptid des
C-Terminus zuriickzufiihren sein. Fiir erneute Co-Lokalisierungsexperimente sind
daher gegen Peptide des C-Terminus gerichtete Antikdrper geeignet. Eine weitere
Moglichkeit Isoenzym-spezifische Antikérper zu erhalten, wire durch die Generie-
rung von Antikérpern, welche gegen das Gesamtprotein gerichteten sind, moglich.
Durch die hohe Ahnlichkeit beider SIDXS-Proteine und die durch das Modell ge-
zeigten geringen Unterschiede in Sekundéar- und Tertiarstrukur, ist vermutlich eine
affinitdtschromatographische Aufreinigung der Antiseren gegen das jeweilige re-

kombinante Protein nétig, um Isoenzym-Spezifitit zu gewahrleisten.

Die Untersuchung der Promotor-Fusionen durch transiente Expression in Ta-
bak (N. benthamiana) zeigte nur eine sehr schwache Dokumentation der DXS2-
Promotor-Aktivitat in der Mittelvene des Blattes nach Induktion durch Verwun-
dung. Dies konnte einerseits an der Ineffizienz der Infiltration liegen. Anderer-
seits wire ebenso eine schwache Promotoraktivitit moglich oder eine Kombina-
tion aus geringer Transformationseffizienz und geringer Promotoraktivitéit. Eine
Verbesserung ist durch stabil transformierte transgene Pflanzen, die die Promo-
tor - Fusionskonstrukte exprimieren, denkbar. Moglicherweise konnte dann eine
zellspezifische Expression zum Beispiel in den Képfchen glandulérer Trichome do-
kumentiert werden. Des Weiteren wire die Analyse der die Promotoraktivititen
in den Petalen moglich. Vermutlich konnten weitere Hinweise der differenziellen
Regulation beider Isogene liefern konnte. Die erhaltenen Erkenntnisse der spezi-
fischen Transkriptakkumulation der SIDXS-Isogene wiren fiir weitere transgene
Ansétze verwendbar. Dies wire fiir Untersuchungen der Fruchtreife sehr inter-
essant, da in den kleinen griinen Friichten sowohl SIDXS1- als auch SIDXS2-
Transkriptakkumulation nachgewiesen wurden. Im Gegensatz dazu wurden wih-
rend der Fruchtreife ausschlieklich SIDXS7-Transkriptmengen detektiert. So wa-
re eine SIDXSI-Transkriptmengenreduktion unter einem induzierbaren Promo-
tor eine Moglichkeit fiir weitere Untersuchungen. Durch Verwendung des durch
Alkohol-induzierbaren alc Promotors wurde sogar eine gewebespezifische Indukti-
on durch Applikation von Acetaldehyd berichtet (Schaarschmidt et al., 2004)). Mit
der Nutzung induzierbarer Promotoren konnten durch zeitlich genaue Applikati-

on ebenfalls Entwicklungsprozesse untersucht werden. Um die Rolle der SIDXS1
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und SIDXS2 wihrend der Fruchtreife zu untersuchen, wire die Nutzung gewebe-
spezifische Promotoren eine Mdoglichkeit. Die Verwendung fruchtspezifischer Pro-
motoren, wie zum Beispiel E8 (Butelli et al. 2008) und TomLoxB (Beaudoin &
Rothstein, [1997) konnten eine Untersuchung der Rolle der SIDXS-Isoenzyme wéh-
rend der Fruchtreife gewéhrleisten, ohne das Pflanzenwachstum durch SIDXS17-

Transkriptmengenreduktion zu beeintréichtigen.

Die erhaltenen Daten der Analysen des biogenetischen Ursprungs von Trichom-
Terpenen der SIDXS2-RNAi-Pflanzen zeigen, dass die SIDXS-Isogene sich ge-
genseitig vermutlich nicht kompensieren sondern, dass vielmehr ein Austausch
zwischen den beiden Vorlduferbiosynthesewege induziert wird. Mit transgenen
Pflanzen, die ein SIDXS1-Konstrukt unter fruchtspezifischen Promotoren expri-
mieren, konnten ein moglicher Austausch zwischen beiden Stoffwechselwegen bei

der Fruchtreife ndher untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

Die Biosynthese der Isoprenoidgrundstrukturen (Isopentenyldiphosphat (IPP) und
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP)) kann in Pflanzen entweder durch den cy-
tosolischen Mevalonat (MVA)-Weg oder iiber den plastiddren Methylerythritol-
Phosphat (MEP)- Weg erfolgen. Der erste Schritt des MEP-Stoffwechselweges
wird durch die 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase (DXS) katalysiert. In vie-
len Pflanzen scheinen zwei divergente, differenziell regulierte Isoformen der DXS
fiir die Zuteilung der Grundstrukturen in die nachfolgenden Biosynthesewege ver-
antwortlich zu sein. Im Fokus der vorliegenden Arbeit lagen die Analysen dieser

DXS-Isogene und deren Proteine in der Kulturtomatensorte Moneymaker.

> Bei der Bestimmung der Transkriptabundanzen zeigte sich, dass SIDXS1-
Transkripte in allen Organen nachweisbar waren. In Blédttern, Petalen und
Sepalen wurden etwa vergleichbare SIDXS1-Transkriptmengen nachgewie-
sen. Die hochsten SIDXSI-Transkriptabundanzen wurden in Friichten der

spiten Reifestadien dokumentiert.

> Die Transkriptniveaus der SIDXS2 waren nur in jungen Blittern und Petalen
sowie in keimenden Pollen erhéht. Wihrend der Fruchtreife waren keine
SIDXS2-Transkripte nachweisbar. Ein stark erhohter Gehalt der SIDXS2-

Transkriptmengen wurde in isolierten Trichomen dokumentiert.

> Die Generierung Isoenzym-spezifischer Peptid-Antikérper ermdglichte die
Untersuchung der Proteinabundanzen beider DXS-Isoformen. Dabei konn-
ten die Daten der Transkriptmengenanalysen weitestgehend bestétigt wer-
den. In der reifen Frucht wurde nur DXS1-Protein detektiert. Ausschlieflich
DXS2-Protein konnte in Extrakten isolierter Trichome nachgewiesen werden,

wahrend in Blattextrakten beide Proteine detektiert werden konnten.

93



5 Zusammenfassung

> Zur funktionellen Charakterisierung und zur Aufklirung der Bedeutung von
DXS2 wurden SIDXS2-RNAi-Pflanzen erzeugt. Die Transformation der To-
matenpflanzen erfolgte iiber Agrobakterien-vermittelten Gentransfer iiber
Kalluskulturen. Es wurden 400 bewurzelte Pflanzen zunéichst auf die Prasenz
des Resistenzgens getestet. Weitere Analysen der SIDXS2-Transkriptmengen-
reduktion ermdglichten eine Verminderung auf fiinf transgene Linien (RNAi7,
10, 13, 15; EV24), die weiter untersucht wurden.

> Die Funktionalitdt des RNAi-Ansatzes wurde durch Mykorrhizierung mit
Glomus interradices nachgewiesen. Die Reduktion der SIDXS2-Transkript-
niveaus fiihrte zu einer Verringerung der Mykorrhiza-spezifischen Cyclo-
hexenon- und Mykorradicin-Derivate in den ausgewéhlten Linien RNAilQ
und RNAi13.

> Ein weiterer Nachweis der Wirksamkeit des RNAi-Ansatzes erfolgte durch
Verwundung. Nach erfolgter Verwundung wurden die Transkriptmengenéin-
derung der SIDXS-Gene analysiert. SIDXS1-Transkriptniveaus blieben un-
beeinflusst, wihrend SIDXS2-Transkriptmengen, auch in den RNAi-Linien,
signifikant anstiegen. Der Anstieg in den RNAi-Linien erfolgte von einem re-

duzierten Basisniveau und erreichte nicht das Niveau der Kontrolllinie EV24.

> Die phanotypische Charakterisierung der vier transgenen RNAi-Linien zeigte
nur geringe Auffilligkeiten. Aufgrund eines beobachteten Trends zu einem
retardiertem Fruchtansatzes wurden Transkriptmengenanalysen in Repro-
duktionsorganen von Wildtyp Pflanzen durchgefiihrt. Dabei konnte festge-
stellt werden, dass bei der Pollenkeimung ausschlieflich SIDXS2-Transkripte
nachweisbar sind, wihrend SIDXS!-Transkripte nicht detektiert werden
konnten. Die Vermutung eines verzogerten Pollenschlauchlingenwachstums
in den transgenen Pflanzen konnte bestétigt werden. Dies kénnte auch der
Grund des verzogerten Fruchtansatzes sein. Weitere Aspekte des Einflusses
von MEP-abgeleiteten Isoprenoiden in den Reproduktionsorganen werden
diskutiert.

> Untersuchungen der Trichominhaltsstoffe der transgenen Pflanzen mittels
einer neu entwickelten Methode zeigte einen deutlich reduzierten relativen
Gehalt des Monoterpens (-Phellandren in den RNAi-Pflanzen. Analysen
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des natiirlichen '3C/'2C Isotopenverhiltnisses ermoglichen eine Unterschei-
dung der Herkunft der IPP-Grundstrukturen fiir die untersuchten Duft-
stoffe (MVA- gegeniiber MEP-Weg). Diese Untersuchungen ergaben, dass
die Duftstoffe der RNAi-Pflanzen einen erhéhten Anteil MVA-abgeleitetes
IPP enthalten. Damit deutet sich an, dass eine Reduktion der SIDXS2-
Transkriptmengen in einem verstiarktem Austausch der Vorlauferstufen zwi-
schen den Stoffwechselwegen resultiert. Eine Kompensation in der Form er-
héhter SIDXS1-Transkriptniveaus wurde dagegen nicht beobachtet.

> Fiir die RNAi Linien RNAi7, 10 und 13 wurde eine signifikant erhohte An-
zahl glanduldrer Trichome dokumentiert. Experimente die mit Schmetter-
lingsraupen (Spodoptera littoralis) an den transgenen Linien RNAil0 und
RNAi13 sowie mit der Kontrollline EV24 durchgefiihrt wurden, zeigten auf
den RNAIi Linien deutlich geringere Frafschiden als auf den Kontrollpflan-
zen (EV24). Dieser Effekt wurde auf die erhohte Anzahl glandulérer Tricho-

me zuriickgefiihrt.

Durch die umfassende Charakterisierung der SIDXS1 und SIDXS2 aus der To-
mate konnten neue, Einblicke in die Isoprenoidvorstufenbiosynthese des MEP-
Stoffwechselweges gewonnen werden. Dabei wurde insbesondere die Rolle der
SIDXS2 bei der Bildung isoprenoider Trichominhaltsstoffe deutlich.
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A Anhang

Der Vergleich der Aminosduresequenzen der SIDXS1 und SIDXS2 ist in Abbil-
dung[A.T] dargestellt und gekennzeichnet die Peptide, welche zur Generierung der

Isoformspezifischen Antikorper ebenso wie das putatitive Signalpeptid.

Abbildung A.1: Vergleich der Aminosiuresequenzen beider SIDXS-Proteine. Die putative
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Grenze zwischen Signalpeptid ist eingezeichnet (schwarze Linie), ebenso wie
die zur Generierung der Isoenzym-spezifischen Antikérper verwendeten Pep-

tide (grau unterstrichen)
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A Anhang

Nukleotidsequenzen der SIDXSI und SIDXS2 sind im Vergleich in Abbildung[A.2]
dargestellt. Es sind der kodierende Bereich, sowie der zur Generierung der SIDXS2-

RNAi-Pflanzen verwendete Bereich eingezeichnet.

Abbildung A.2: Nukleotidsequenz beider SIDXS-Gene im Vergleich. Der offene Leserahmen
ist gekennzeichnet. Der Bereich der zur spezifischen Suppression der SIDXS2-

Transktriptmengen genutzt wurde, ist unterstrichen.
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Die Sequenzen stromaufwirts des ATGs, die mittels ’Genome Walking’ identifi-
ziert wurden:

SIDXS1-Promotor:
ACTTTGGGTGTGCATAAGTAGACACTTCAACTTGTATA AAATTAAACAAA
TAAACACATATGTCCTATATGTCATCC TACATGTCATTTTTTGTCCTACGT
GGTGTCATACATGTAATTTGCCATATAGGACTCATTTATTTATTTAAAAGT
TGGATAGTTAAAGTGACTGTTTGTTCATTGTGAAAGTTTGATGTTAAAGT
TAAAATTTGAAGTCAAGTTTAGGTTCAATATATGCATTATGAAAATTTTAA
ATTTCGTGATCAAATGAGAATTTAATCACAAATTTTAAAAAAATTATTTTA
ATATTTATTTGATCATAAAATTTATCATTCAAATATTTCTGAGTCAAAAAT
ATTTTTTGATACTTTCGCTTATATAACTTTAATTTATTTTCTAAATATATAA
TTTTAAATTTAAAATCTCTGATCAAACGAAAGCCAAAATTGAAAGGTGAA
AAAGATTGTTTAAAGAAAAAAAAAAAGAAGGTGACACAACCCTCCATTTC
TTTCCTTCCCAATAAACAAAAAATAAATAAATATATAAATCCATTATCATCT
TTCTATCTAAATGTGATTTCTGCTGACGTGGCCCAATAGAAAGTAGTGTAC
CTTTTTTAAGATTTGAGTTTCATATTCCTAGCTAAATACAATGCTTATATAA
ATATATATATGTACATATTCATACAAGTGTACCTTCACATTCCTCCACATTG
GATCAACACCATTTGATCCTTTTTATCAAAGATTCATTTTTTTTTTCACTT
ACCCTCCAATTACATCTTCATAAACAACATTTTAGTGACAGTAGCACCAAC
ACACCCCACTAGAATTTTCTTGAAGTAAACCCCTTTTTTCAAGAATCAAG
AAACCACTTATAAAATTTGTGGGTTTTCATTGAAACAAAGGA AAAAAAA
CAGTTGAATTGACTAATC
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A Anhang

SIDXS2-Promotor:
GGAGGGTCATCCTAACTTATTTCAGCACATAAAAAATTGAATTAGTATATA
ATTCAAATTGATCTATGACTATTAAAAAAAATACATTTAGCGATAAAATTT
TTTTATAGCTAAACAATAAATTTCGTTGTTAAACCTACTTAGCGACGAATT
AGCGATTGATTTTTGTCTTCAACGAACAAAACAACAACAAATCAGTGACG
AGATCGTTGCTAAATGTAGTTTTTTTAGTAGTATATATATTATATATATAAC
TTGTCAATTTTTTTTAAAAAAAGATATTTTTTGTTAAAATTTGATAATATT
AAATGTAGTCATGATATAGAAAAGGTTATCAAATTTATTTTTGATATGTTA
TGTATAGTAATAATTTAAAAAGTAATTTTATTAGATACTCTACTATATAAAA
AAAAATAAACAAATTGAAACCTAGTAAGAATTGACAATTTATGTTGTCAT
CTATATTTTAATGCATTTCCATCAAAATATTTTTTGATAGAATTACAATTC
ACATTTTTATTATCTTAATTTATTTTGACCCGATCAAATTCAAATTAATCT
TTTCCATTAATACTCTACTTAAATATTTTCTATAATTGATATAAGAGTTGT
TTGAATTGAATTTGATCCATATTTTAGCTTTTATCACTCAAAACATTATTT
TAGACAAAATAATAACTCATATATTTATTGTTTTTGAATTTATGTTTGACT
GTTTAAATTCAGGTTAACCTTTTCATTTAACAGTATTTAAATTTACTCTAC
AATTGATATAAAAATTTATCAGAAAAATAAATATTTCACTTTCGATTTAAA
GCTTATAGATTCGAAATGACAAAAAAAAAATAAAATGGAATTTCCTTGTA
GTGTTAAAAAATAAGTAAATTAAATTACCATGTTGAGAATATAGACAATTT
ATCATTTTGGGAATTGATATTTTTTCTATTTTTATATTTAAGGAAGTTGCT
ACTCTTTCTTGTTTGTAACTATAAATTATGTCCCCCTTTTTCTCTTCTTGT
GTCTAAAAATAATTGAACAACTTGTTCATTTTCTCTCTGAGTAAAATTTTT
CATACAAAA
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Die detaillierte Auflistung der putativen cis-regulatorischen Elemente, die durch

Analyse eines etwa 1 kb grofsen Bereiches stromaufwirts des ATGs mittels der
Software PLACE und PlantCARE identifiziert wurden, sind in den folgenden Ta-

bellen dargestellt.

Tabelle A.1: cis-regulatorische Elemente mit putativer gewebespezifische Nutzung
SIDXS1 SIDXS2 MtDXS2-1
sequence Anz (+) (-) | Anz (+) (-) | Anz| (+) (-) |Bemerkung
AAAGAT 3 2 1 2 1 1 root, nodulation
ACACNNG 1 0 1 1 0 1 1 0 1 |embryo
AGAAA 9 3 6 7 2 5 2 2 0 |pollen, tomato
ATAGAA 2 1 1 4 2 2 plastids
ATATT 12 5 7 16 1 5 15 ] 8 7 |root
ATATTTAWW 3 1 2 2 1 1 2 0 2 |seeds, soybean
CANNTG 10 5 5 2 1 1 6 3 3 |seeds, Brassica napus
myb, flavonoid biosynthesis in
CNGTTR 1 1 0 1 0 1 2 2 0 |petunia petal epidermis; (water
stress in A.th.)

GTGA 10 7 3 4 1 3 5 2 3 |pollen, tobacco
RTTTTTR 1 0 1 7 5 2 5 0 5 |[seeds, soybean

o TGACT 4 2 2 3 2 1 3 2 1 |endosperm

3 TGHAAARK 1 1 0| 2 0 2 o | 1 1 |endosperm

a

2 AACAAAC 1 0 1 endosperm

Q

§ AACCCA 1 0 1 seeds, soybean

5 CNAACAC 1 1 0 111 0o |embryo, endosperm

o

B KCACGW 1 0 1 root (root hairs)

3

_ﬁ TGACGT 1 1 0 cotyledons
TGAGTCA 1 1 0 endosperm
TGTTAAGT 1 1 0 seeds, pea
ATGGTA 1 0 1 plastid
CTCTT 3 2 1 5 3 2 |root, nodulation
CWWWWWWWWG 2 1 1 4 2 2 |embryo
SCGAYNRNNNNNNN .
NNNNNNNNHD S plastid
TAAATGYA 3 2 1 trichome, cotton
TATTCT 1 i 0 1 chloroplast
TTAATGG 1 0 1 root
CCWACC 1 0 1 |maize MYB flower
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A Anhang

Tabelle A.2: putative Licht-regulierte cis-regulatorische Elemente, die mit Hilfe der PLACE-
und PlantCARE-Software identifiziert wurden.

SIDXS1 SIDXS2 MtDXS2
sequence Anz (+) (-) | Anz (+) (-) | Anz (+) (-) |Bemerkung
CAANNNNATC 1 1 0 2 2 0 circadian expression, tomato
GATA 6 2 4 15 10 5 GATABOX
GATAA 3 0 3 7 2 5 4 4 0 |IBOXCORE
GRWAAW 12 5 7 16 3 13 GT1CONSENSUS
YTCANTYY 2 1 1 5 2 3 INRNTPSADB
= AAMAATCT 1 0 1 phytochrome
2 ACGT 4 2 2 etiollation induced expression
ACGTGGC 1 1 0 BOXIIPCCHS
ACTTTG 1 1 0 TBOXATGAPB
GCCAC 1 0 1 SORLIP1AT
GGGCC 1 0 1 SORLIP2AT
GATAAGR 2 2 0 |IBOXCORENT
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Tabelle A.3: putative cis-regulatorische Elemente, die méoglicherweise bei Abwehr-, Wund-
und Phytohormon-Antwort eine Rolle spielen. Diese Motive wurden mit Hilfe
der PLACE- und PlantCARE-Software identifiziert.

SIDXS1 SIDXS2 MtDXS2
sequence Anz (+) (-) | Anz (+) (-) § Anz| (+) (-) |Bemerkung
CANNTG 10 5 5 2 1 1 6 3 3 |ABAresponsive
CCTTTT 3 3 0 3 2 1 1 1 0 |GAresponse
GAAAAA 5 3 2 4 1 3 1 0 1 |pathogen and salt induced
NGATT 7 4 3 6 4 2 11 5 6 |cytokinin
TGACG 1 1 0 1 1 0 1 0 1 |Auxin/ salicylic acid responsive
TGTCA 5 3 2 4 2 2 1 1 0 |disease resistence
TTGAC 3 1 2 4 3 1 3 1 2 |salicylic acid responsive
ACGTG 2 2 0 ABA resposive, ABRE
° ACGTGGC 1 1 0 ABA resposive, ABRE
7; ACGTGKC 1 1 0 ABA resposive, ABRE
@
2
% ACGTGKC 1 1 0 ABA resposive, ABRE
g ACGTSSSC 1 1 0 ABA resposive, ABRE
.g’ CATATG 2 1 1 auxine responsive
%3 TATCCA 1 0 1 1 0 1 |MYB, sugar response
Z TGACGTGGC 1 1 0 auxine responsive
é TTTGACY 1 0 1 2 2 0 W-box, elicitor-induced
<
i: TTTTTTCC 1 0 1 GA
WAACCA 1 1 0 5 2 3 |ABA, dehydration
YAACKG 1 0 1 1 0 1 |ABA, dehydration
YTGTCWC 1 0 1 2 2 0 |pathogenesis-related
AWTTCAAA 4 2 2 1 0 1 |Ethylene response
TAACAAR 1 0 1 GA response
TATTAG 1 1 0 cytokinin
TTGACC 1 1 0 elicitor-induced
CTGACY 2 1 1 |WBOXNTCHN48
TGTCTC 2 2 0 |ARFAT (AUX)
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A Anhang

Tabelle A.4: putative cis-regulatorische Elemente, die in keine der vorangegangen Gruppen
eindeutig zugeordnet werden konnten. Dazu wurden auch unter anderem auch
Erkennungssequenzen fir Transkriptionsfaktoren mit multiplen Funktionen und

Transkriptionsinitiations-Motive gezihlt.

SIDXS1 SIDXS2 MtDXS2

sequence Anz (+) (-) | Anz (+) (-) | Anz (%) (-) |Bemerkung
TAAAG 4 3 1 1 1 0 6 2 4 |Dof S. tuberosum
ACTCAT 1 1 0 1 1 0 Hypoosmolarity
YACT 13 5 8 20 9 11 9 4 5 |PEP Carboxylase C4 Pfl
CAACA 3 3 0 4 2 2 5 1 4 |RAV
AATAAAYAAA 3 2 1 1 1 0 1 1 0 [scaffold attachment region
TTWTWTTWTT 3 1 2 4 0 4 4 3 1 |scaffold attachment region
TTTATATA 2 0 2 1 0 1 TATA Box
GANTTNC 1 1 0 2 2 0 2 0 2 |myb transcription factor
TATCCA 1 0 1 amylase
GGCCCAWWW 1 0 1 bud outgrowth
TGGGCY 1 0 1 cytochromes
JRRK SERRN iorasiva
AAACAAA 3 3 0 1 1 0 |fermentative Pathway, tomato
TGACGTGG 1 1 0 HEXAT (-1 S000235)
ACGTCA 1 0 1 Histones
CCAATGT 1 0 1 LEAFYATAG

_::g GGATA 1 1 0 2 2 0 |[MYBST1

E CCACGTCA 1 0 1 UPRMOTIFIAT
CAACTC 1 0 1 2 0 2 |Cys Protease
TAAAATAT 2 0 2 2 0 2 |Cys Protease, tomato
WTTTATRTTTW 1 1 0 scaffold attachment region
CGACG 1 1 0 Amylase Gen
TAACARA 1 0 1 "amylase box"
TGCAGG 1 1 0 |plantintron
TACGTA 2 1 1 |sugar repression
AMNAUGGC 1 0 1 [translation initiation
AMNAUGGC 1 0 1 |translation initiation
AACCAA 5 1 4 |phytochrome regulation
CAAAACGC 1 0 1 |dark response
TTATCC 1 0 1 |sugar responsive element
TCATCAC 1 1 0 |fermentative pahway
GAGAC 3 0 3 |sulfur response
P10 [ e S
MACCWAMC 1 0 1 |Myb, phenylpropanoid BS, Anthirrum
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Der bindre RNAi-Vektor pHellsgate8 (Wesley et all 2001) wurde zur Redukti-
on der SIDXS2-Transkriptmengen verwendet. Als Transformationskontrolle wur-
de ein ,leerer Vektor* generiert, in dem die RNAi-Kassette mittels Xbal / Xhol-
Verdau ausgeschnitten wurde und das Vektorriickgrad reliegiert wurde
(Abschnitt [2.2.12). Durch den Agrobakterien-vermittelten Gentranster wurde die
T-DNA (Sequenzbereich zwischen ’left’” und ’right border’) ohne RNAi-
Kassette, aber mit Selektionsmarkergen (NPTII) in das pflanzliche Genom {iber-

tragen.

Xbal \
N
Xbal /i'— attF1 M p[” .-'\-\\ X
/\ ccdB X>
1HtR2 ™
Xhol ~ f.-f ! LB \
,f'J attR2 \'K
/T':l dB lﬁ'
CC
pHellsgate8 1
attR1
Xhol 17485 bps JJ
\ ,,l'
\ |
\\ RE
04 /
\\"‘\H P ___‘__-'""-.

Abbildung A.3: Karte des biniren RNAi-Vektors pHellsgate8, LB: ’left border’, RB: 'right
border’, attR1/2: attachment sites’, ccdB: Selektionsgen des Gateway®-
Systems, NPTII: Kanamycin-Resistenz vermittelndes Gen (Wesley et al.,
2001))
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