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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Einfluss erhohter atmosphirischer CQO,-Konzentration auf den

Stoffwechsel der Pflanze

Durch die Verbrennung fossiler Brennstoffe nimmt die CO,-Konzentration in unserer
Atmosphire seit Beginn des 18. Jahrhunderts stindig zu. Verstirkt wird der Anstieg
noch durch die andauernde Abholzung von Wildern, wodurch die Refixierung des CO,
durch die Photosynthese der Pflanzen beschrinkt wird. Vor diesem Hintergrund
untersuchen Wissenschaftler weltweit die Reaktion von Pflanzen auf eine Erhdhung der
atmosphérischen CO,-Konzentration.

Nach bislang verfiigbaren Daten fiihrt die Erhoéhung der atmosphirischen CO»-
Konzentration zu einer Verschiebung des C/N-Verhiltnisses in der Pflanze (Penuelas
und Estiarte, 1998; Poorter et al., 1997). Die moglichen Auswirkungen dieser
Verschiebung im C/N-Verhéltnis auf den pflanzlichen Metabolismus fassten Bryant et
al. (1983) in einem ,,carbon/nutrient balance*“ (CNB) -Modell zusammen. Nach der
CNB-Hypothese korreliert die Konzentration kohlenstoffhaltiger Metabolite positiv mit
erhohten  C/N-Verhiltnissen, wogegen die Konzentration stickstofthaltiger
Verbindungen negativ mit erhdhten C/N-Verhéltnissen verbunden ist. Erhohte
atmosphirische CO,-Konzentrationen fithren danach zu einer dramatischen Anderung
der chemischen Zusammensetzung von Pflanzen, wobei das Ausmall der
Verdnderungen wesentlich von der Verfiigbarkeit an Stickstoff und Kohlenstoff abhéngt
(Zusammenfassung in Stitt und Krapp, 1999).

Gut untersucht ist der Einfluss erhohter CO,-Konzentrationen auf die mit dem
Primérstoffwechsel verbundenen Parameter. Gezeigt werden konnte eine beschleunigte
Entwicklung der Pflanzen und die Steigerung des Ertrages unter Hoch-CO; fiir Vertreter
verschiedener Pflanzenarten (Jitla et al., 1997; Ludewig et al., 1998; Geiger et al., 1999;
Maroco et al., 1999). Dabei ist die relative Wachstumsrate in jungen Pflanzen unter
Hoch-CO, stark erhoht, gleicht sich aber im Verlauf der Entwicklung zwischen
ambienter und erhdhter atmosphérischer CO,-Konzentration wieder an (Geiger et al.,
1998). Ertragssteigerungen wurden auf den Anstieg des C/N-Verhiltnisses unter Hoch-
CO, zuriickgefiihrt (Ludewig, 1998). Eine Steigerung der Photosyntheserate unter
erhohtem [CO,] gegeniiber Vergleichsbedingungen, bei sittigender Lichtintensitét
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wurde mehrfach beschrieben (Pearson und Brooks, 1995; Van Oosten und Besford,
1995; Miller et al., 1997). In allen Versuchen wurde die Abnahme der
Photosyntheserate mit zunehmendem Pflanzenalter und auch im vertikalen
Altersgradienten (d.h. von jungen zu alten Bléttern einer Pflanze) beschrieben, wobei
die Abnahme unter Hoch-CO; schneller erfolgt als unter ambienten CO,-Bedingungen.
Die altersabhingige Herunterregulierung der Transkriptmengen von Photosynthese-
bzw. Calvin-Zyklus-Genen bestitigten Untersuchungen mit transgenen Tabakpflanzen,
bei denen die Seneszenz verzogert ist. In diesen Pflanzen werden durch Expression
einer Isopentenyltransferase bei eintretender Seneszenz Cytokinine gebildet, welche die
Seneszenz wieder aufheben. Altere, nicht seneszente Blitter dieser Pflanzen zeigen
keine stirkere Repression von Photosynthese- bzw. Calvin-Zyklus-Genen bei Hoch-
CO; gegeniiber ambienten Bedingungen als junge Blitter (Ludewig, 1998). Die friihere
Inhibierung der Photosynthese wird daher auf eine beschleunigte Seneszenz unter
erhohtem [CO;] zuriickgefiihrt. Andere Autoren dagegen gehen von einer Zucker-
vermittelten Repression der Photosynthesegene aus (Jang und Sheen, 1997; Moore et
al., 1999). In Korrelation zu erhdhten Photosyntheseraten unter Hoch-CO, wurde die
unterschiedlich starke Akkumulation von 16slichen Zuckern in den Blittern beobachtet
(Moore et al., 1997; Geiger et al. 1998). Einen direkten negativen Zusammenhang
zwischen Zuckergehalt und Transkriptmengen von Photosynthese- bzw. Calvin-Zyklus-
Genen zeigten Van Oosten und Besford (1995). Im Gegensatz dazu wurde eine
Abhingigkeit der Transkriptmengen von Photosynthese- bzw. Calvin-Zyklus-Genen
von der intrazelluldren Zuckermenge in anderen Arbeiten nicht festgestellt (Ludewig,
1998; Nie et al., 1995). Bei Wachstum von Pflanzen unter erhdhter atmosphérischer
CO;-Konzentration wurde auch die Akkumulation von Blattstirke vielfach beschrieben
(Van Oosten und Besford, 1996; Moore et al., 1997; Cheng et al., 1998). Die
Akkumulation von Stéirke ist wahrscheinlich notig, um eine Endproduktlimitierung der
Photosynthese zu umgehen und so die Photosyntheserate auch unter erhohter CO,-
Konzentration aufrecht zu erhalten (Ludewig, 1998).

Bislang verfligbare experimentelle Daten zeigten die Tendenz zu héheren Gehalten an
CBSSC (carbon-based secondary or structural compounds) mit zunechmender CO;-
Konzentration, allerdings ist ein einheitliches Bild nicht erkennbar. Neben der
Akkumulation struktureller und nicht-struktureller Kohlenhydrate unter Hoch-CO;

wurde in vielen Pflanzenarten auch die Akkumulation 16slicher phenolischer
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Verbindungen und verminderte Gehalte an Proteinen und Mineralien beobachtet
(Poorter et al., 1997). Die Zunahme war fiir l6sliche phenolische Verbindungen
gegeben, nicht jedoch fiir Lignin, Struktur-Polysaccharide und Terpenoide, in
Abhingigkeit von der Pflanzenspezies (Poorter et al., 1997; Penuelas und Estiarte,
1998). Eine Zunahme an 16slichen Phenolen und Tanninen wurde auch unter Mangel an
Stickstoff und anderen Néhrstoffen beobachtet (Penuelas und Estiarte, 1998). Im Tabak
(Nicotiana tabacum cv. One-Sucker) wurden signifikant erhohte Gehalte an
Chlorogenséure und Scopolin in stickstofflimitierten Pflanzen beobachtet (Armstrong et
al., 1970). Die Limitierung der Stickstoffversorgung unter erhdhter CO,-Konzentration
fiihrte zu einer Verminderung des Gehaltes an stickstofthaltigen Glucosinolaten in
Brassica juncea, nicht jedoch in Raphanus sativa und Brassica rapa (Karowe et al.,
1997). Beschrieben ist auch die erhdhte Allokation von Stickstoff in die Bildung von
Prunasin in Eucalyptus cladocalyx F. Muell unter Hoch-CO, bei verminderten N-
Gehalten im Blatt (Gleadow et al., 1998). In Feldversuchen zeigten Rufty et al. (1989)
in Tabakblittern die Verminderung im Gehalt an Alkaloiden (Nikotin, Nornikotin,
Anabasin und Anatabin), gegeniiber erhohten Gehalten an nichtstrukturellen
Kohlenhydraten, Polyphenolen (CGA, Rutin) und Diterpenen unter Hoch-CO,. Ein
Wachstum unter erhohter CO,-Konzentration konnte also im Tabak neben der
generellen Erhohung des Gehaltes an Sekundédrmetaboliten auch zu einer Verschiebung
der Anteile an stickstoffhaltigen Alkaloiden zugunsten von CBSC (carbon based
secondary compounds) filhren. Da viele der aus Tabak bekannten sekundiren
Inhaltsstoffe von Bedeutung fiir die Pathogenabwehr sind (s. 1.3.) lassen sich
Konsequenzen fiir die Wechselwirkung von Tabakpflanzen mit ihrer Umwelt erwarten,
insbesondere in der Interaktion mit Pathogenen (Abb. 1). Die beobachtete Tendenz zu
gesteigerten Mengen an CBSC in néhrstofflimitierten Pflanzen und die generelle
Verminderung im N-Gehalt unter Hoch-CO, fiihrten zu der Vermutung, dass die
beschriebenen Verdnderungen im Metabolitprofil eher indirekte Effekte der unter
erhohtem [CO,] reduzierten Gehalte an organischem N sind als direkte CO,-Effekte. Im
experimentellen Ansatz dieser Arbeit sollte daher die N-Versorgung genau kontrolliert
werden. AuBBerdem sollte das N-Angebot so gewihlt werden, dass N fiir das Wachstum

der Pflanzen nicht limitiert ist.
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Verindertes Profil ___—»[B]
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T
|
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Abb. 1: Schematische Darstellung der mdglichen Verdnderungen in Pflanzen unter
Hoch-CO; im Hinblick auf die Interaktion mit Pathogenen

1.2. Die globale Bedeutung sekundirer Inhaltsstoffe in der Pflanze

Um den Selektionsdruck zu iiberwinden, der durch abiotische und biotische
Stressfaktoren ausgeiibt wird, haben Pflanzen effektive Resistenzmechanismen
entwickelt. Grofle Bedeutung fiir die Interaktion von Pflanzen mit ihrer Umwelt haben
dabei  die  sogenannten  Sekundiren  Pflanzenstoffe = (Harborne, 1997).
Sekundidrmetabolite wirken in Pflanzen als Lockstoffe (Anthocyane, Flavonoide), als
Schutz vor UV-Strahlung (Anthocyane, Flavonoide, Coumarine), als strukturelle
Verbindungen (Lignin, Tannin), regulieren Phytohormone (Flavonoide, einfache
Phenole), sind allelopatisch wirksam u.v.m. (Herms und Mattson, 1992). Die
vielfdltigen Funktionen, die sekunddre Inhaltstoffe in Pflanzen erfiillen haben dazu
geflihrt, dass Sekundidrmetabolite nicht ldnger als ,,Abfallprodukte pflanzlicher Zellen
betrachtet werden sondern als Klasse von Verbindungen, die nachhaltig das Uberleben
der Pflanze in ihrer Umwelt sichern. Besondere Bedeutung haben pflanzliche
Sekundirstoffe in der Pathogenabwehr. Sie dienen als Frahemmer, Gifte, haben
antimikrobielle Wirkung oder dienen als Signalmolekiile (Dixon und Paiva, 1995).

Dabei konnen wirksame Metabolite nach Pathogenbefall de novo synthetisiert werden
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(Phytoalexine; Kuc und Rush, 1985) oder als praformierte Abwehrstoffe in der Pflanze
akkumulieren (Dixon und Paiva, 1995; Osbourn, 1996). Diese wirksamen Metabolite
gehoren chemisch unterschiedlichen Stoffklassen an (Terpenoide, Alkaloide,
Phenylpropane), und wir finden sie in allen taxonomischen Gruppen des Pflanzenreichs
(Croteau et al., 2000).

Von den phenolischen Verbindungen sind Hydroxyzimtsduren und Hydroxycoumarine
von besonderer Bedeutung. Coumarine wirken als Lockstoffe und Frafschutz und
tragen nachweislich zu Resistenzmechanismen in Pflanzen bei (Harborne, 1995).
Bekannt ist auch ihre Beteiligung an regulatorischen Prozessen des Pflanzenwachstums
durch die Inhibierung von Samenkeimung und Wurzelwachstum. Durch die Eigenschaft
UV-Licht in hohem Malle zu Absorbieren schiitzen Coumarine besonders junge
Pflanzenteile vor zu starker Sonneneinstrahlung (Weinmann, 1997). Coumarine und
Hydroxycoumarine sind weit verbreitet im Pflanzenreich, hohe Gehalte finden sich in
den Pflanzenfamilien Rutaceae, Apiaceae, Moraceae und Solanaceae (Murray et al.,
1982). Zu den im Tabak hauptsdchlich gefundenen Polyphenolen gehdren neben
Chlorogenséure, Rutin, Qercetin und Kaempferol auch die Hydroxycoumarine Scopolin

und Scopoletin (Leffingwell, 1999).

1.3.  Sekundire Inhaltsstoffe mit Bedeutung fiir die Pathogenabwehr in Tabak

Aus Tabak sind verschiedene Klassen an sekundédre Inhaltsstoffen mit Bedeutung fiir
die Pathogenabwehr bekannt, weshalb er sich gut als Versuchsobjekt eignet. Die
stressinduzierte Akkumulation von Sesquiterpenen wurde fiir eine Reihe von Vertretern
der Solanaceae gezeigt (Stoessl et al., 1976). In Nicotiana akkumuliert das als
Phytoalexin antimikrobiell wirksame Capsidiol nach Infektion mit TNV (fobacco
necrosis virus; Bailey et al., 1975) und nach Infiltration mit Pseudomonas lachrymans
(Guedes et al., 1982). Neben Sesquiterpenen sind auch Diterpene mit Funktion in der
Pathogenabwehr beschrieben. Sekrete der Trichomzellen von Tabakbléttern enthalten
Cembranoid-Diterpene, denen eine Schutzfunktion gegen Insektenfral3 zugeschrieben
wird (Wagner, 1991). Zu den bekannten sekundiren Metaboliten im Tabak gehoéren
auch Vertreter der stickstofthaltigen Alkaloide. Alle untersuchten Nicotiana-Arten
enthalten die Alkaloide Nikotin, Nornikotin, Anabasin und Anatabin (Saitoh et al.
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1985). Die Erhohung des Alkaloid-Gehaltes wurde nach Verwundung von
Tabakbldttern beobachtet (Baldwin, 1989), wobei die Erhéhung im Nikotingehalt mit
erhohten Gehalten an Jasmonsdure korreliert (Baldwin et al., 1997). Eine weitere
wichtige Stoffgruppe sind die Phenylpropane. Vielfach wurde die stressinduzierte
Akkumulation von Phenylpropanen beobachtet (Legrand, 1983; Hahlbrock und Scheel,
1989; Nicholson und Hammerschmidt, 1992; Dixon und Paiva, 1995). So ist die
Hypersensitivititsreaktion der Tabakvarietiten Xanthi n.c. und SamsunNN nach
Inokulation mit TMV (fobacco mosaic virus) begleitet von der Akkumulation einer
Vielzahl an phenolischen Verbindungen, darunter Flavonolglycoside wie Rutin,
Glucoseester von Zimtsduren, Chinasdureester und dem Coumarin Scopolin (Fritig und
Hirth, 1971; Tanguy und Martin, 1972). Fiir das Tabakhybrid N. glutinosa x N. debneyi
konnte die konstitutive Expression von Pathogenabwehrmechanismen gezeigt werden
(Ahl Goy et al., 1992). Der Gehalt an den Coumarinen Scopoletin und Scopolin tragt
dabei mutmaBlich zu einer erhohten Pathogenresistenz des Hybrids bei (Ahl Goy et al.,
1993). Auch in transgenen Tabakpflanzen mit verminderter Aktivitdit an
Uroporphyrinogen Decarboxylase oder Coproporphyrinogen Oxidase, die erhohte
Resistenz gegeniiber TMV zeigten, konnte die Akkumulation von Scopolin beobachtet
werden (Mock et al., 1999). Mit Phytophthora megaspora infizierte Tabakpflanzen
akkumulieren Scopoletin in einer Zone die versetzt zur Infektionsstelle liegt (Dorey et
al., 1997). Die antimikrobielle Wirkung von Scopoletin und anderen Coumarinen wurde
durch in vitro Versuche gezeigt (Fischer et al., 1976; Valle et al., 1993; Garcia et al.,
1995). Konsistent dazu fiihrte das Besprithen von Tabakpflanzen mit Scopoletin zu
verminderter Lasionenbildung nach TMV-Infektion (Mikulska-Macheta, 1976; Ahl Goy
et al., 1993). Scopoletin tragt auch zur Resistenz von Hevea gegen Microcyclus ulei
(Garcia et al., 1995) und Phytophthora palmivora (Churngchow und Rattarasarn, 2001)
bei. In den beschriebenen Interaktionen ist die Wirkung des Scopoletins insbesondere
von seiner hohen Toxizitét, der lokalen Konzentration und der Bildungsgeschwindigkeit
nach Pathogenbefall abhidngig. Da Scopolin kaum antimikrobielle Wirkung zeigt, kann
es als praformierter Abwehrstoff aufgefasst werden, aus dem nach Einwirken einer
spezifischen P-Glucosidase mutmaBlich das wirksame Aglycon freigesetzt wird. In
Abb. 2 ist der mdgliche Biosyntheseweg der Coumarine Scopoletin und Scopolin im
Tabak dargestellt. Katalysiert wird die Glucosylierung von Scopoletin durch die
UDPGlucose:Scopoletin Glucosyltransferase.
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Abb. 2: mogliche Biosynthesewege der Coumarine des Tabaks (nach Fritig et al. 1970),
1-UDPGlucose:Scopoletin Glucosyltransferase

Die phenolische Hauptkomponente im Tabak ist die Chlorogensdure (Snook et al.,
1986, Leffingwell, 1999), deren Bedeutung in der pflanzlichen Pathogenabwehr gut
bekannt ist (Harborne, 1995). Maher et al. (1994) hatten gezeigt, dass in transgenen
Tabakpflanzen mit verminderten Gehalten an Chlorogenséure die Krankheitsresistenz
deutlich reduziert ist. Dabei beruht die Wirkung der Chlorogensdure sehr
wahrscheinlich auf ihrer Bedeutung als Vorstufe fiir die Synthese von Lignin, Suberin
und weiteren Wund-induzierten polyphenolischen Barrieren (Hahlbrock und Scheel,
1989; Bernhards und Lewis, 1992). AuBlerdem wurde die antimikrobielle Wirkung der
CGA beschrieben (Scholz et al., 1993).
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1.4. Bedeutung von Glucosyltransferasen im pflanzlichen Sekundéirmetabolismus

Als letzter Schritt in der Biosynthese pflanzlicher Sekundirstoffe sind oft
Glucosylierungsreaktionen beschrieben (Heller und Forkmann, 1994). Katalysiert wird
die Umwandlung von Sekundérstoffen in ihre  Glycokonjugate  durch
Glucosyltransferasen, welche Nukleotid-diphosphat aktivierte Zuckereinheiten auf
niedermolekulare Substrate {ibertragen. Dabei konnen Vertreter aller Stoffklassen an
Sekundiarmetaboliten  als  Zucker-Akzeptor dienen (Terpenoide, Alkaloide,
Phenylpropanoide). Die Bedeutung von Glucosylierungsreaktionen ist vielféltig. Zum
einen erhoht die Glucosylierung von Metaboliten ihre Loslichkeit in Wasser (Hrazdina,
1988) und ermdglicht damit ihre Kompartimentierung und Akkumulation in der
Vakuole (Werner und Matile, 1985; Taguchi et al, 2000a). Nach
Dekompartimentierung (Verletzung) und Einwirken von B-Glucosidasen konnen somit
wirksame Metabolite gegen Pathogene oder Herbivoren spezifisch freigesetzt werden.
Fliichtige Verbindungen werden durch Glucosylierung stabilisiert und auf diese Weise
vor spontanem Verfall geschiitzt (Crouzet und Chassagne, 1999). Bekannt ist auch die
Regulation der Wirkung einiger pflanzlicher Hormone (IAA, Cytokinin) durch
Glucosylierung (Szerszen et al., 1994; Dixon et al., 1989). Des weiteren stellt die
Glucosylierung von xenobiotischen Verbindungen (synthetische Chemikalien in der
pflanzlichen Umgebung, Herbizide) neben der Entgiftung iiber Glutathion einen
wirksamen Schutz der Pflanze dar (Kreuz et al., 1996; Coleman et al., 1997).
Glucosyltransferasen sind mit wenigen Ausnahmen Iosliche Enzyme mit einem
Molekulargewicht zwischen 45kDa und 60kDa, welche in der Zelle nur in geringen
Mengen inmitten eines breiten Spektrums weiterer Enzyme vorkommen ( Vogt und
Jones, 2000). Nur in wenigen Fillen war eine homogene Aufreinigung von
Glucosyltransferasen mit herkommlichen chromatographischen Techniken und damit
die Charakterisierung dieser Enzyme moglich (Hrazdina, 1988; Keil und Schreier,
1989; Szerszen et al., 1994; Warnecke und Heinz, 1994; Shibata et al. 1995; Lee und
Raskin, 1999). Moderne molekulare Methoden ermoglichten die Charakterisierung
einer Reihe weiterer Glucosyltransferasen, nach dem Klonieren und der Expression in
heterologen Systemen. Das erste flir eine Glucosyltransferase (UDP-Glucose: Flavonol
Glucosyltransferase, UFGT) codierende Gen wurde aus Mais isoliert (Ralston et al.,

1988). In der Folge wurden zahlreiche, fiir Enzyme zur Glucosylierung von Flavonolen
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codierende Gene, aus verschiedenen Pflanzenarten kloniert (Ubersichtsartikel Holton
und Cornish, 1995). Spiter gelang dann auch die Isolierung von Genen, die fiir
Glucosyltransferasen codieren, welche die Ubertragung der Glucose auf die Hydroxyl-
oder Carboxylgruppe anderer Metabolite katalysieren (Szerszen et al., 1994; Johns et al.
1999; Vogt et al., 1999). Mittels eines differential display—Ansatzes konnten aus Tabak
zwei nah verwandte Gene IS5a und IS10a isoliert werden (Horvath und Chua, 1996).
Die durch diese Gene codierten Proteine zeigen hohe Sequenzhomologie zu bereits
bekannten UDP-Glucose: Flavonoid Glucosyltransferasen und zeigen in vitro neben
geringer Glucosyltransferase-Aktivitdit mit Salizylsdure hohe Glucosyltransferase-
Aktivitdit mit Hydroxycoumarinen (Scopoletin, Esculetin) und Hydroxyzimtsduren
(Fraissinet-Tachet et al., 1998). Die Induktion durch Salizylsdure, wéhrend der
Hypersensitivititsreaktion nach Befall mit TMV (tobacco mosaic virus), einem
pilzlichen Elicitor (Horvath und Chua, 1996) und nach Verwundung (Roberts et al.,
1999) konnte fiir zu IS5a und IS10a homologe Gene aus Tabak gezeigt werden. Aus
verschiedenen  Arten der  Solanaceae  wurden  weitere ,.induzierbare
Glucosyltransferasen (GT) isoliert: Salizylsdure induzierbare Glucosyltransferase
(SAGTase; Lee und Raskin, 1999) und Jasmonsdure induzierbare GT (JIGT; Imanishi
et al., 1998) aus Tabak sowie Wund-induzierte Glucosyltransferasen aus Kartoffel
(StSGT; Moehs et al., 1997) und aus Tomate (Twil; Truesdale et al., 1996). Dabei zeigt
die aus Tomaten isolierte Wund-induzierte GT (Twil) hohe Sequenzhomologie zu IS5a
und IS10a (O'Donnell et al., 1998). Fiir alle oben genannten induzierbaren GT konnte
eine sehr schnelle Expression nach Verwundung, Pathogenbefall oder Zugabe eines
Elicitors beobachtet werden, was auf eine potentielle Bedeutung dieser Gene in der
Pathogenabwehr und Stresstoleranz hindeutet. Fiir die Pathogenabwehr im Tabak sind
die durch IS5a und IS10a codierten Glucosyltransferasen mutmaBlich von Bedeutung,
da bekannt ist, dass induzierbare zu [S5a und IS10a homologe Gene in die
Glucosylierung der Coumarine Scopoletin und Esculetin involviert sind (Chong et al.,

1999).
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1.5.  Zielsetzung

In dieser Arbeit sollte der Einfluss erhdhter atmosphérischer CO,-Konzentrationen auf
den Gehalt an Sekundirmetaboliten im Tabak und mogliche Anderungen in der
Pathogenabwehr untersucht werden.

Die Erhdhung der CO,-Konzentration fiihrt in der Regel zu einer Verschiebung des
C/N-Verhiltnisses in der Pflanze, wonach erwartet werden kann, dass sich der Gehalt
stickstofffreier Komponenten in der Pflanze erhdht. In Anzuchten von Tabakpflanzen
sollte daher gepriift werden, ob die Kultivierung unter erhohtem [CO;] und bei
optimaler und suboptimaler Stickstoffversorgung zu gesteigerten Gehalten an
Sekundirmetaboliten fiihrt, und ob neben einer generellen Erh6hung eine Verschiebung
der Anteile an Alkaloiden zugunsten von kohlenstoffhaltigen sekundéren Inhaltsstoffen
zu beobachten ist. Inokulationsexperimente mit dem Kartoffelvirus Y (PVY) sollten
zeigen, ob verdnderte Metabolitgehalte unter Hoch-CO, gegebenenfalls mit einer
verdanderten Suszeptibilitit gegeniiber dem Pathogen korrelieren. Besonderes
Augenmerk galt dabei den Coumarinen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion der Coumarine Scopolin und
Scopoletin fiir die Pathogenabwehr in Nicotiana tabacum eingehend zu untersuchen.
Die UDPGlucose:Scopoletin  Glucosyltransferase (SGT) als Schliisselenzym der
Scopolinbiosynthese im Tabak nahm dabei die zentrale Rolle der Arbeiten ein. Mit
Hilfe konventioneller chromatographischer Trenntechniken sollte eine SGT-Aktivitdt
aus einer Tabak-Zellsuspensionskultur (N. tabacum cv. Havana) aufgereinigt und
sequenziert werden. Parallel dazu sollte in einem molekularbiologischen Ansatz eine
aus Tabak bekannte Salizylsdure induzierbare Glucosyltransferase (ISS5a, U32644)
kloniert und im heterologen System exprimiert werden. Durch Anderung der
Glucosyltransferase-Aktivitét sollte aulerdem die Kapazitit zur Bildung von Scopolin
und evl. weiterer glucosidischer Phenylpropane im Tabak variiert werden. In
funktionellen Analysen transgener Linien (Inokulation mit PVY) sollte anschlieBend der

Beitrag von Coumarinen zur Pathogenabwehr gepriift werden.



Material und Methoden 11

2. Material und Methoden

2.1. Pflanzenmaterial

Die Samen zur Anzucht von Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum cv. SamsunNN)
wurden von Bioplant, ,,Vereinigte Saatzuchten eG®, Ebstorf bezogen. Die verwendete
Zellsuspensionskultur mit der Bezeichnung S2L.S3 (Zellsuspensionskultur einer
Wurzelkalluskultur von Nicotiana tabacum cv. Havana; Kunze et al., 1998) wurde von
Frau Dr. I. Kunze (Arbeitsgruppe Hefegenetik, Institut fiir Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung (IPK) Gatersleben) zur Verfiigung gestellt.

2.2. Anzuchtbedingungen

2.2.1.  Zellsuspensionskultur

Die sterile Kultur der Zellsuspension erfolgte unter stindigem Schiitteln (100rpm) auf
einem ,,Platform Shaker” (Innova 2300, New Brunswick Scientific) bei 24°C in der
Dunkelheit. Zur Erhaltung der Zellsuspensionskultur wurden die Zellen im
wochentlichen Rhythmus in frisches Nédhrmedium umgesetzt. Die Zusammensetzung

des Mediums war folgende (geéndert nach Murashige und Skoog, 1962):

4,3g/1 MS-Medium, ohne Vitamine (Ducheva)
30g/1 Saccharose

Sml/l 0,004% Thiamin-HCL

Sml/l 1% Myoinositol

Es wurde voll entsalztes Wasser verwendet und der pH-Wert wurde vor dem
Autoklavieren auf pH 6,0 eingestellt. Unmittelbar vor dem Gebrauch wurden dem

Néhrmedium sterilfiltriertes Kinetin (EK: 0,03%) und NAA (EK: 0,2%) zugesetzt.
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2.2.2. Gewebekultur zur Anzucht transgener Pflanzen

Fiir die Sterilkultur der Tabakpflanzen in Glas-Kulturgefdlen wurde folgendes Medium

verwendet:
4,3¢g/l MS-Medium (Ducheva)
20g/1 Saccharose
1% Gibco-Agar

Der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren auf pH 5,6-5,8 eingestellt. Unmittelbar vor
dem Gebrauch wurden dem Nahrmedium sterilfiltriertes Betabactyl (EK: 1pg/ml) und
NAA (EK: 0,1pg/ul) zugesetzt. Vor dem Auslegen auf MS-Medium wurden die
Tabaksamen oberfldchensterilisiert (drei Minuten in 70% Ethanol, anschlieBend fiir
zehn Minuten in 1% Natriumhyperchlorid, 0,02% TritonX100). Nach dreimaligem
Waschen mit sterilem Wasser wurden die Samen getrocknet und auf MS-Medium in
Petrischalen ausgelegt. Zwei Wochen spiter erfolgte der Transfer der Tabakpflanzen in
sterile Glas-Kulturgefiale. Die weitere Vermehrung der Pflanzen erfolgte dann iiber
Sprosskulturen, d.h. die Spitzen des alten Sprosses wurden in neue Kulturgefi3e
iiberfiihrt, um dann wieder Wurzeln und Blitter zu bilden. Die Anzucht erfolgte in
Gewebekulturkammern bei 24°C und einem 16h Licht- / 8h Dunkelrhythmus bei einer
Lichtintensitdt von ca. SOpE-PAR. Fiir den Transfer von Pflanzen aus der Gewebekultur
in das Gewichshaus wurden die Pflanzen in mit Humus versetzte sehr feinkornige Erde

getopft und fiir drei Tage in abgedeckten Pflanzschalen kultiviert.

2.2.3.  Anzucht im Gewichshaus

Die Anzucht von Tabakpflanzen im Gewéchshaus erfolgte in einem Erde/Substrat-
Gemisch. Dazu wurden zwei Teile dampfsterilisierte Erde mit einem Teil ,,Substrat2
der Firma Klasmann gemischt. Die Pflanzen wurden tiglich gewissert und die
TopfgroBe (2,21, 2,51 oder 7,51) war abhéngig vom Entwicklungsalter der Pflanzen. Das
Wachstum der Pflanzen erfolgte unter ambienten CO,-Konzentrationen (350ppm) und
einer Lichtintensitdt von ca. 200nE- PAR bei einem 16h Licht- / 8h Dunkelrhythmus.
Die Temperatur betrug im Licht 23°C und bei Dunkelheit 15°C und die Luftfeuchte lag
bei 60%.
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2.2.4.  Anzucht in der Klimakammer fiir Hoch-CO,-Experimente

In den Klimakammern wuchsen die Pflanzen bei 350ppm oder 1000ppm CO,, einer
Lichtintensitdt von 450uE- PAR und bei einem 14h Licht- / 10h Dunkelrhythmus. Die
Temperatur betrug im Licht 24°C und bei Dunkelheit 20°C und die Luftfeuchtigkeit war
auf 60% eingestellt. Kultiviert wurden die Pflanzen im unter 2.2.3. erwéhnten
Erde/Substrat-Gemisch ~ oder  alternativ.  in  Quarzsand  bei  definierter
Mineralstoffversorgung (s. 2.2.5.). Fiur die Anzucht unter definierter
Mineralstoffversorgung wurden die Tabaksamen zundchst im Gewédchshaus auf
Erde/Substrat-Gemisch ausgelegt. Nach 2 Wochen wurden die Pflanzen in Schalen auf
Erde/Substrat-Gemisch pikiert und in die Klimakammern transferiert. Weitere 2
Wochen spiter erfolgte dann der Transfer in den Quarzsand und die definierte

Versorgung mit Mineralstoffen.

2.2.5. Medium fiir die Anzucht mit definierter Mineralstoffversorgung

Fiir die Diingung der auf Quarzsand angezogenen Pflanzen wurde das von Murashige
und Skoog (1962) vorgeschlagene Medium zur Kultivierung von Tabakpflanzen in
Gewebekultur verwendet. Dieses Medium enthélt keine organischen Verbindungen und
der pH-Wert wird mit KOH auf 7,0 eingestellt. Um das Wachstum von Algen zu
verhindern wurde die jeweilige Stickstoffkonzentration erst direkt vor dem Gebrauch
der Losung eingestellt. Jede Pflanze wurde téglich mit 100-200ml Néhrlosung abhéngig

vom Entwicklungsalter versorgt.

Substanz Konzentration Substanz Konzentration
KH,PO4 3mM ZnSOy, 2uM
MgSOy4 ImM CuSOq4 0,5uM
CaCl,x2H,0O ImM MoNa,04x2H,0 0,5uM
H;BO; 25uM Fe-EDTA 20uM

MnSO;4 2uM H,SO4 ImM
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2.3. Bestimmung von C- und N-Gehalten

Die Bestimmung von C- und N-Gehalten in Tabakpflanzen erfolgte mit Hilfe eines
Elementaranalysators (Vario EL III) in der Arbeitsgruppe Genwirkung des IPK-
Gatersleben. Das verwendete Pflanzenmaterial wurde direkt nach der Ernte in fliissigem
Stickstoff eingefroren und dann unter fliissigem Stickstoff im Morser pulverisiert. Etwa
100mg pro Probe wurden in Reaktionsgefifle (Eppendorf, 1,5ml) eingewogen, bei 80°C
fiir mindestens 24h getrocknet und erneut gewogen. Aus den so erhaltenen
Trockenmassen wurde das Verhiltnis Trockenmasse/Frischmasse ermittelt. Die
getrockneten Proben wurden nun erneut pulverisiert. AnschlieBend wurden jeweils 2-
4mg der getrockneten Probe mit 6-12mg Wolframoxid auf Aluminiumpapier
eingewogen, zu festen Pidckchen gefaltet und im Elementaranalysator vermessen. Als
Standard wurde ein vom Hersteller angebotener Heustandard mit definierten C-, N-, und
S-Gehalten verwendet. Aus den so gewonnenen Daten wurde dann das C/N-Verhiltnis

ermittelt.

2.4. Bestimmung Sekundirer Inhaltsstoffe
2.4.1. Bestimmung von Alkaloiden

Zur Bestimmung der Alkaloide wurde gefrorenes, pulverisiertes Pflanzenmaterial (ca.
100mg) in drei Schritten mit 40% MeOH / 0,1% 1IN HCI extrahiert (1 x 500ul, 1 x
300ul, 1 x 200ul). Der nach Zentrifugation (5 min., 20000g) gewonnene Uberstand
wurde dann direkt fiir die Alkaloidbestimmung mittels HPLC (Waters LCM 1)
verwendet. Die Trennung der Alkaloide erfolgte auf einer Prodigy-Saule (ODS (3), 5u,
150x4,6mm, Phenomenex) mit folgendem Gradientensystem: von 0% B in 25 min. auf
60% B bei RT.

A: 50ml 0,4M K,HPO,, 800ml H,0O, 150ml MeOH (pH 8,5 mit Phosphorsiure)
B: 50ml H,O, 950ml Acetonitril

Die aufgetrennten Alkaloide wurden bei 254nm detektiert. Quantifizierungen wurden
iiber den Vergleich mit kduflichen Standards vorgenommen. Fiir alle HPLC-Analysen

wurde hochreines Wasser fiir die HPLC (Merck) verwendet.



Material und Methoden 15

2.4.2. Bestimmung von Methanol-I6slichen Phenylpropanen

Etwa 100mg pulverisiertes, gefrorenes Pflanzenmaterial wurde in zwei Schritten (2 x
500ul) mit 100% Methanol extrahiert. Nach Zentrifugation (5 min., 20000g) wurden
160ul des Uberstandes mit 40ul Laufmittel A verdiinnt und per HPLC aufgetrennt. Die
Trennung erfolgte iiber eine Umkehrphasen-Sdule (LiChrospher 100, RP18S,
250x4,6mm, 5u, Merck) mit folgendem Gradientensystem: von 0% B in 25 min. auf
60% B bei 25°C.

A: 980ml H,O, 20ml 5% Ammoniumformiat in Ameisensdure

B: 80ml H,O, 900ml MeOH, 20ml 5% Ammoniumformiat in Ameisensaure

Die Detektion der aufgetrennten Phenylpropane erfolgte mittels Fluoreszenz (Exitation:
300nm, Emission: 400nm, Verstirkung: 100) und mittels UV bei 210nm-450nm
(Waters, PDA Detector 996). Quantifizierungen wurden iiber den Vergleich mit
kéuflichen Standards vorgenommen. Scopolin wurde iiber den aufgereinigten Standard
quantifiziert (s. 2.11.). Fiir alle HPLC-Analysen wurde hochreines Wasser fiir die HPLC

(Merck) verwendet.

2.4.3. Bestimmung von Zellwand-gebundenen Phenylpropanen

Zur Bestimmung Zellwand-gebundener Phenole wurde das durch methanolische
Extraktion (2.4.2.) gewonnene Sediment {i. N. mit Iml 1N NaOH bei 40°C inkubiert.
Nach Ansduern des Extraktes mit konzentrierter Salzsidure auf pH 1 wurde der Ansatz 2
mal mit je 0,5ml Ethylacetat ausgeschiittelt. Die jeweils nach Zentrifugation erhaltenen
organischen Phasen wurden vereinigt, in einer Vakuumzentrifuge bis zur Trockne
eingeengt und in ca. 150ul 80% Methanol resuspendiert. Dieser Ansatz wurde dann im

oben beschriebenen Phenole-System per HPLC aufgetrennt und analysiert.

2.4.4. Bestimmung von Salizylsdure

Etwa 100mg pulverisiertes, gefrorenes Pflanzenmaterial wurde mit vier mal 550pl
100% Methanol extrahiert. Die jeweils nach Zentrifugation (5 min., 20000g)

gewonnenen Uberstinde wurden vereinigt und erneut zentrifugiert. Zur Bestimmung
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der freien Salizylsdure wurden 1,5ml des Extraktes mit 6ml Laufmittel A (LM A)
verdiinnt und tliber Festphasenextraktionssdulen (C;s, OASIS, 30mg, Waters) gereinigt.
Dazu wurden je 6ml des Gemisches auf die mit 1ml Methanol und 1ml Laufmittel A
konditionierten Sdulen aufgegeben. Nach einem Waschschritt mit 1ml 5% Methanol in
Laufmittel A wurde die Salizylsdure mit 1ml 100% Methanol eluiert.
Zur Bestimmung der glucosidisch gebundenen Salizylsdure wurden 0,5ml des Extraktes
mit 0,8ml Laufmittel A verdiinnt und in der Vakuumzentrifuge auf 0,8ml eingeengt.
Nach Zugabe von 400ul konzentrierter HCl wurde das Gemisch fiir 1h bei 85°C
inkubiert. Das Hydrolysat wurde dann auf Eis mit 1,1ml 4N NaOH versetzt und 2ml
dieses Gemisches wurden wie oben beschrieben liber Festphasenextraktion gereinigt.
Zur HPLC-Analyse wurde das jeweilige Eluat 1:1 mit Laufmittel A verdiinnt und je
100pl iiber eine Umkehrphasen-Siule (Symmetry-shield, RP18, 100A, 250x4,6mm, 5p,
Waters) getrennt. Verwendet wurde folgendes Gradientensystem: von 10% B in 40 min.
auf 60% B bei 30°C.
LM A: 980ml H,O, 20ml 5% Ammoniumformiat in Ameisensiure
LM B: 80ml H,O, 800ml MeOH, 100ml Acetonitril, 20ml 5% Ammoniumformiat in
Ameisensdure
Die aufgetrennte Salizylsdure wurde mittels Fluoreszenz (Exitation: 300nm, Emission:
400nm, Verstarkung: 1000) detektiert. Quantifizierungen wurden {liber den Vergleich
mit kéuflich erworbener Salizylsdure vorgenommen, welche parallel zu den Proben mit

aufgearbeitet wurde.

2.5. Identifizierung der Chlorogensiure (CGA)-Isomere

Chlorogenséure (5-O-caffeoyl-D-quinic acid) ist kommerziell erhéltlich und konnte
durch Cochromatographie und Vergleich der PDA-Spektren eindeutig einem Peak in
den aufgetrennten Extrakten Methanol-16slicher Phenole (s. 2.4.2.) zugeordnet werden.
Die Identifizierung von Neochlorogensidure (3-O-caffeoyl-D-quinic acid) und
Cryptochlorogenséure (4-O-caffeoyl-D-quinic acid) erfolgte durch Isomerisierung der
Chlorogensédure. Dazu wurden 10mg Chlorogensdure in 50ml H,O gelost und unter
schnellem Riihren bei RT mit 50ml einer wissrigen Na,CO; Losung (2g/1) versetzt.

Aliquots dieser Isomerisierungslosung wurden direkt nach dem Mischen (0 min.
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Inkubationszeit), nach 5 min. und nach 30 min. mittels HPLC analysiert. Abgestoppt
wurde die Reaktion jeweils durch Zugabe von 1Vol 100% MeOH. Die Auftrennung der
drei Isomere erfolgte iliber eine Umkehrphasen-Séule (Symmetry shield, RP18,
250x4,6mm, 5y, Waters) in dem unter 2.4.2. beschriebenen Gradientensystem. In
wassriger Natriumcarbonatlosung wird zuerst das 4°- und dann das 3 -Isomer gebildet
(Kiehne, 1997). Die erste Messung (0 min.) lieferte ein intensives Signal fiir die
Chlorogensédure und ein schwaches Signal fiir die Cryptochlorogensédure. Nach 5 min.
wurde ein zusitzliches Signal fiir die Neochlorogensdure detektiert. Daraus ergab sich
auf der Symmetry-Séule ein Elutionsverhalten von 3-, 4-, 5-O-caffeoyl-D-quinic acid,
was der in der Literatur am haufigsten beschriebenen Elutionsfolge entspricht (Kiehne,
1997). Da die Trennung phenolischer Extrakte auf einer LiChrospher-Saule erfolgte (s.
2.4.2.) mussten die Isomere der Chlorogensdure diesem System zugeordnet werden.
Dazu wurden die auf der Symmetry-Saule getrennten Isomere einzeln aufgefangen und
in der Vakuumzentrifuge bis zur Trockne eingeengt. Die erhaltenen Fraktionen wurden
in 80% MeOH resuspendiert und auf einer LiChrospher-Séule getrennt. Auch fiir die
LiChrospher-Sdule ergab sich die Elutionsfolge 3-, 4-, 5-O-caffeoyl-D-quinic acid,
wobei in diesem System das 4'-und 5'-Isomer im Gemisch nicht voneinander getrennt
werden konnen. Durch Cochromatographie und Vergleich der PDA-Spektren mit den
aufgetrennten Extrakten methanolldslicher Phenole (s. 2.4.2.) konnten auch die Isomere

der Chlorogensdure zugeordnet werden.

2.6. Bestimmung des Ligningehaltes

Der Ligningehalt wurde nach der Thioglycolsdure Methode (Campbell und Ellis, 1992;
Lapierre et al., 1986) bestimmt. Dazu wurden 100mg Pflanzenmaterial mit 1ml
Extraktionspuffer (200mM Tris-Acetat pH 7,5; SmM Mercaptoethanol; 0,5% Chaps)
versetzt. Die 10slichen Proteine wurden dann durch wiederholtes Mixen extrahiert. Das
unlosliche Material wurde anschlieBend durch Zentrifugation (10 min., 20000g)
sedimentiert und einer Methanolextraktion unterzogen. Dazu wurde das Pellet in 500ul
reinem MeOH gelost und in Sicherheitsreaktionsgefden 2h bei 80°C inkubiert. Nach
Zentrifugation wurde das Pellet 2 mal mit H,O gewaschen, mit 375ul H,O, 125ul

konzentrierter Salzsdure und 50ul Thioglycolsdure versetzt und fiir 3h bei 80°C
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inkubiert. Das nach Zentrifugation erhaltene Sediment wurde 2 mal mit H,O gewaschen
und in Iml IN NaOH resuspendiert. Dieser Ansatz wurde {i. N. bei RT und leichtem
Schiitteln inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation wurde der gewonnene
Uberstand mit 100ul konzentrierter Salzsdure versetzt, vermischt und fiir 4h bei 4°C
gefdllt. Das nach Zentrifugation erhaltene Sediment wurde in Iml NaOH resuspendiert
und bei 280nm in einer geeigneten Verdinnung gegen 1IN NaOH gemessen. Die
Quantifizierung erfolgte mit Hilfe kéuflich erworbenen Lignins (Aldrich), welches
parallel zu den Proben mit aufgearbeitet wurde. Alle beschriebenen Arbeitsschritte

wurden unter einem Abzug und in Sicherheitsreaktionsgefa3en durchgefiihrt.

2.7. Bestimmung der Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) Aktivitit

Zur Bestimmung der PAL-Aktivitdt wurde gefrorenes pulverisiertes Pflanzenmaterial
1:1 (mg:ul) mit Extraktionspuffer (100mM Na-Borate pH 8,8; Proteaseinhibitoren
(Complete EDTA free, Pharmacia); SmM Mercaptoethanol) und einer Spatelspitze
unloslichem PVP versetzt. Nach Homogenisierung des Ansatzes durch wiederholtes
Schiitteln erfolgte die Inkubation des Ansatzes fiir 30 min. auf Eis. AnschlieBend
wurden der Extrakt 2 mal 30s im Ultraschallbad inkubiert, wodurch die Ausbeute an
16slichem Protein erhoht werden konnte. Die unldslichen Bestandteile wurden durch
Zentrifugation pelletiert und der Uberstand wurde iiber Gelfiltration (NAPS5, Pharmacia)
gegen Extraktionspuffer entsalzt. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration (s. 2.13.)

wurde der Enzymassay in Mikrotiterplatten wie folgt angesetzt:

20ul 100mM L-Phenylalanin (EK: 10mM)
100ul Proteinextrakt
80ul Extraktionspuffer

Der Ansatz wurde bei 37°C im Mikrotiterplattenlesegerit (Spektra Max Plus, Molecular
Devices) inkubiert. Der Nachweis der Produktbildung erfolgte durch Messung der UV-
Absorption bei 290nm, gemessen wurde alle 3 min. iiber einen Zeitraum von 2h. Die

Quantifizierung erfolgte iiber eine Eichgerade mit kaduflich erworbener t-Zimtsiure.
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2.8. Inokulationsexperimente mit dem Kartoffelvirus Y (PVY)

2.8.1. Inokulation von Tabakpflanzen mit PVY

Die Infektionslosung zur Inokulation von Tabakpflanzen mit PVY wurde immer frisch
durch Homogenisierung von je 2 Blattscheiben (9mmJ) von deutlich infizierten
Pflanzen mit 2ml 5S0mM KP;-Puffer (pH 7,0) im Morser hergestellt. Die Tabakpflanzen
wurden immer im Alter von 6-7 Wochen infiziert. Zur mechanischen Infektion wurde
das zweitilteste Blatt einer Tabakpflanze mit etwas Carborundum (Schleifmittel)
bestdubt. Die Infektionslosung wurde dann mit einem Pistil auf dem bestidubten Blatt
verrieben. Nach ca. 5 min. wurden das Carborundum und die restliche Infektionslosung
mit ausreichend Wasser von der Blattoberfliche abgespiilt. Kontrollpflanzen wurden

mit 50mM KP;-Puffer (pH 7,0) schein-infiziert.

2.8.2. Bestimmung des Titers an PVY-Protein durch ELISA

Der ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)-Test zur Bestimmung des Titers an

PVY-Protein wurde unter Verwendung folgender Losungen durchgefiihrt:

Extraktionspuffer Coating-Puffer 10 x PBS Substrat-Puffer
1 x PBS 1,95g/1 Na,COs 80g/1 NaCl 800ml H,O
0,5ml/l Tween20 2,93g/1 NaHCO3 2,4g/l KH,PO4s  203mg MgClx6 H,O
2% PVP (16slich) 0,2g/1 NaN3 14,4g/l Na,HPO,  97ml Diethanolamin
0,2% BSA pH 9,6 2g/1 KCI mit HCI auf pH 9,6

pH 7,4 min NaOH ad 11 mit H,O

autoklavieren 0,2g NaNj3;

Zundchst wurde der erste Antikdrper (Anti PVY IgG, Bioreba) an die Oberfliache der
Mikrotiterplatte (PS Mikroplatte, 96 well, Flachboden, Greiner) gebunden. Dazu wurde
der Antikorper 1:1000 in Coating-Puffer verdiinnt und je 100ul/Offnung auf die Platte
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aufgetragen. Nach Inkubation bei 4°C ii. N. wurden die Platten gewaschen (1 x PBS,
0,5ml/l Tween20, 2 x kurz, 3 x lang) und bis zum Gebrauch bei —20°C gelagert. Von
den Tabakpflanzen wurden 7 und 14 Tage nach Inokulation je zwei Blattscheiben
(9mmJ) aus dem Interkostalfeld des infizierten Blattes und des vierten Blattes dariiber
geerntet und bis zur Aufarbeitung bei —80°C gelagert. Je zwei Blattscheiben wurden mit
2ml Extraktionspuffer im Morser homogenisiert und unldsliches Blattmaterial durch
Zentrifugation (5 min.,, 13000rpm) sedimentiert. = AnschlieBend  wurden
Verdiinnungsreihen (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128) der Extrakte angefertigt und
je 100ul/ Offnung aufgetragen. Die Platten wurden dann bei 4°C ii. N. inkubiert und
anschlieBend gewaschen (s. o.). Nach Auftragen des 1:1000 in Extraktionspuffer
verdiinnten PVY-Konjugates (100ul/Offnung, Anti PVY IgG conjugated, Bioreba)
wurden die Platten bei 30°C fiir 4h inkubiert. Im Anschluss an einen weiteren
Waschschritt wurde das Substrat (4-Nitrophenylphosphat, Roth, Img/ml in Substrat-
Puffer) aufgetragen (100ul/Offnung). Nach Eintreten einer Gelbférbung, spétestens aber
nach 15 min., wurde die Reaktion durch Zugabe von 50ul 3M NaOH/Offnung gestoppt
und die Absorption bei 405nm gemessen. Alle Platten wurden nach der gleichen Zeit
abgestoppt und vermessen. Als Kontrolle wurde immer eine ,,positiv Kontrolle*
(sichtbar infizierte Wildtyp-Pflanze) mit aufgearbeitet und vermessen. Alle

Inkubationen erfolgten in ,,feuchter Kammer* (Deckel mit angefeuchtetem Filterpapier).

2.9. Infiltration von Blattscheiben

Von 6 Wochen alten Tabakpflanzen wurden mit einem Korkbohrer Blattscheiben (<
8mm) aus dem Interkostalfeld ausgestochen und mit einer Scopoletinlosung (10uM,
75uM oder 150uM in 50mM KP; pH 5,7) oder zur Kontrolle mit 50mM KP; pH 5,7
inkubiert. Dazu wurden die Blattscheiben in den Deckel einer Petrischale (10cmx10cm)
gelegt und mit der Inkubationslosung bedeckt. Nach Auflegen der Petrischale wurden
die Blattscheiben 10 min. in einer Vakuumzentrifuge infiltriert. Die Blattscheiben
wurden anschlieend in frische Inkubationslosung transferiert und bis zur Ernte in
Gewebekulturkammern (s. 2.2.2.) weiterkultiviert. Direkt nach der Ernte wurde das
Pflanzenmaterial in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verarbeitung

bei —80°C gelagert.
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2.10. Priparative Extraktion und Reinigung der UDPGlucose:Scopoletin
Glucosyltransferase (SGT) durch sdulenchromatographische

Trennverfahren
2.10.1. Extraktion und Ammoniumsulfatfallung

Die hochsten Ausbeuten an Protein und aktivem Enzym wurden mit lyophilisiertem
Zellkulturmaterial erhalten. Ca. 40g lyophilisiertes Zellkulturmaterial (entspricht ca.
630g Frischmasse) wurde mit 1200ml Extraktionspuffer (0,1M Hepes pH 8,0, ImM
MgCl,, ImM EDTA, 10mM DTT) im vorgekiihlten Morser homogenisiert und
anschlieBend 1h auf Eis extrahiert. Nach Zentrifugation (10 min., 11000g) wurden die
nichtloslichen Bestandteile mit 700ml Extraktionspuffer nachextrahiert und erneut
abzentrifugiert. Die vereinigten Uberstinde wurden dann einer fraktionierten
Ammoniumsulfatfidllung unterzogen. Nach einstiindiger Féllung des Extraktes bei 30%
Sattigung mit (NH4),SO, erfolgte eine 30 miniitige Zentrifugation bei 11000g. Der so
erhaltene Uberstand wurde nun nochmals eine Stunde bei 70% Sittigung mit (NH4),SO;4
gefillt und anschlieBend abzentrifugiert. Das gewonnene Pellet wurde in 70ml Hepes-
Puffer (20mM Hepes pH 8,0, ImM MgCl,, ImM EDTA, 10mM DTT, 2% Glycerin)
resuspendiert und im gleichen Puffer per Gelfiltration (Sephadex G25, Pharmacia)
entsalzt. Der Proteinextrakt wurde mit einer Flussrate von 1ml/min auf die Sephadex
G25-Séule (SV=200ml) gegeben, gesammelt wurden Fraktionen von 10ml.

Alle Reinigungsschritte wurden bei 4°C ausgefiihrt. Bestimmungen von
Proteinkonzentrationen und Enzymaktivititen erfolgten immer direkt nach der
Probenahme. Alle beschriebenen sdulenchromatographischen Trennverfahren wurden
an einem FPLC®-System (Pharmacia) durchgefiihrt. Das System bestand aus einer
Pumpeneinheit (Pump P-500), mit Kontrolleinheit (Controller LCC-501 Plus). Die
Probenaufgabe erfolgte mittels eines Rheodyne-Injektionssystems und die Detektion
und Aufzeichnung der Elutionsprofile erfolgte photometrisch bei 280nm durch einen
UV-Detektor (UV-MII) mit angeschlossenem Schreiber (Rec 102). Das Auffangen der
Séuleneluate erfolgte mit einem Fraktionssammler (Frac-200). Alle verwendeten

Pufferl6sungen wurden vor Gebrauch filtriert (0,45um) und mit Helium entgast.
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2.10.2. Anionenaustauschchromatographie iiber DEAE-Sepharose

Der iiber Sephadex(G25 gereinigte Proteinextrakt wurde 10 Minuten zentrifugiert
(11000g) und mit einer Flussrate von 4ml/min auf eine DEAE-Sepharose-Siule
(DEAE-Sepharose Fast Flow, Pharmacia, SV=120ml) gegeben. Alle nicht gebundenen
Proteine wurden mit 200ml Hepes-Puffer (20mM Hepes pH 7,8, ImM MgCl,, ImM
EDTA, 10mM DTT, 2% Glycerin) von der Sdule gewaschen. Die SGT-Aktivitdt wurde
anschlieBend mit einem linearen Gradienten von 0-200mM NaCl in Hepes-Puffer
eluiert. Die Fraktionen mit der hochsten SGT-Aktivitit wurden vereinigt und {iiber

Ultrafiltration (Centricon80, Amicon) auf ca. 30ml eingeengt.

2.10.3. Kationenaustauschchromatographie iiber CM-Sepharose

Zur Chromatographie {iiber einen Kationenaustauscher wurde der konzentrierte
Proteinextrakt zunédchst mittels Gelfiltration (Nap10, Pharmacia) umgepuffert (20mM
Hepes pH 6,5, ImM MgCl,, 1mM EDTA, 10mM DTT, 2% Glycerin). Die
Proteinlosung wurde mit einer Flussrate von 2ml/min auf die CM-Sepharose-Séule
(CM-Sepharose Fast Flow, Pharmacia, SV=22ml) aufgetragen, Fraktionen von 10ml
wurden gesammelt. Unter den gewihlten Bedingungen wurde die SGT nicht an das
Sdulenmaterial gebunden. Wieder wurden die Fraktionen mit der hochsten SGT-
Aktivitit vereinigt. Der so entstandene Pool wurde iiber Ultrafiltration auf ein geringes
Volumen eingeengt, mittels Gelfiltration gegen KPj-Puffer (10mM, pH 6,8, ImM
MgCl,, ImM EDTA, 10mM DTT) umgepuffert und erneut konzentriert auf ca. 15ml.

2.10.4. Chromatographie iiber Hydroxyapatit

Zur weiteren Reinigung wurde die Proteinldsung an einer Hydroxyapatit-Séule (Macro-
Prep” Ceramic Hydroxyapatite Type I, 20pm, SV=10ml) aufgetrennt. Das Auftragen
der Proteinlosung und das Auswaschen nicht gebundener Proteine erfolgte bei einer
Flussrate von 0,5ml/min in 10mM KP;-Puffer pH 6,8. Die Elution der SGT erfolgte {iber

einen linearen Gradienten von 10-250mM KP;-Puffer pH 6,8 bei einer Flussrate von
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Iml/min, gesammelt wurden 2ml Fraktionen. Die Fraktionen mit der hochsten SGT-

Aktivitdt wurden vereinigt und iiber Ultrafiltration auf 550ul eingeengt.

2.10.5. Gelfiltrationschromatographie iiber Superdex-75

Im Anschluss an die Chromatographie liber Hydroxyapatit wurde eine Gelfiltration {iber
eine Superdex75-Sdule (Superdex™75, Pharmacia, SV=120ml) durchgefiihrt. Die
Proteinfraktion wurde mit einer Flussrate von 0,2ml/min mit Hepes-Puffer (20mM
Hepes pH 8,0, ImM MgCl,, ImM EDTA, 10mM DTT, 2% Glycerin) auf die Séule
aufgetragen. Gesammelt wurden 2ml Fraktionen. Die Fraktionen mit der hochsten SGT-

Aktivitdt wurden vereinigt und iiber Ultrafiltration auf 2,5ml eingeengt.

2.10.6. Affinitdtschromatographie iiber Reactive Yellow 3

Als letzter Reinigungsschritt wurde eine Affinitdtschromatographie iiber Reactive
Yellow 3 (Reactive Yellow 3, Sigma, SV=8ml) durchgefiihrt. Die nach Gelfiltration
erhaltene Fraktion wurde mit einer Flussrate von 0,1ml/min in Hepes-Puffer (s. 2.10.5.)
aufgetragen und ungebundene Proteine von der Sdule gewaschen, gesammelt wurden
Fraktionen von 1ml. AnschlieBend erfolgte die Elution der SGT mit SmM UDP in
Hepes-Puffer (s. oben) mit einer Flussrate von 0,5ml/min, gesammelt wurden
Fraktionen von 2ml. Vereinigt wurden dann die Fraktionen mit der hochsten SGT-

Aktivitdt. Der so erhaltene Pool wurde mittels Ultrafiltration auf 800ul konzentriert.

2.11. Priparative Isolierung von Scopolin aus Tabakwurzeln

Festphasenextraktion (SPE)

5g gemorsertes Wurzelmaterial von 8 Wochen alten Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum
cv. SamsunNN) wurde mit 15ml 50% igem MeOH ca. 30 Minuten extrahiert und tliber
einen Nylonfilter (100um) und eine Cellulosemembran (45um) filtriert. Das Filtrat

wurde mit Wasser auf 10% MeOH verdiinnt und iiber Festphasenextraktions-Siulen
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(Chromabond C18, 5g, Macherey-Nagel) weiter gereinigt. Dazu wurde das Filtrat auf
die mit je 1Vol 100% MeOH und H,O equilibrierten Sdulen aufgegeben. Nach
dreimaligem Waschen der Séulen mit je 10% MeOH wurde das Scopolin mit je 20ml
100% MeOH eluiert. Die Eluate wurden vereinigt und in der Vakuumzentrifuge auf 1ml

eingeengt.

Prdparative High Performance Liquid Chromatographie (HPLC)

Mit Hilfe eines priparativen HPLC-Systems (Waters '~ 600 Controller) wurde die
gewonnene Scopolinfraktion weiter gereinigt. Die nach der SPE erhaltene
Scopolinfraktion wurde in 50% MeOH manuell iiber ein Rheodyne-Ventil auf eine in
H,O konditionierte préparative RP18-Séule (LiChrospher100, RP18, Sum, 250x8mm)
gegeben. Die Elution erfolgte durch einen linearen Gradienten von 0-100% MeOH in 30
Minuten. Die Detektion und Aufzeichnung der Elutionsprofile erfolgte photometrisch
bei 254nm durch einen UV-Detektor (Waters 440 Absorbance Detector) mit
angeschlossenem Schreiber (1326 Econo Recorder, Bio Rad). Die Fraktionierung
erfolgte per Hand in Abhidngigkeit von der Absorption. Die Scopolin enthaltenden
Fraktionen wurden vereinigt und erneut iiber das préparative System gereinigt. Dieser
Vorgang wurde solange wiederholt bis eine ausreichende Reinheit erzielt war. Die
Reinheitskontrolle erfolgte iiber analytische HPLC (s. 2.4.2.). Auflerdem wurde die
Scopolinkonzentration der gereinigten Fraktion iliber den Verdau mit B-Glucosidase
bestimmt. Die reine Scopolinfraktion wurde iiber Vakuumzentrifugation schonend bis
zur Trockne eingeengt, gewogen und dann in 20% MeOH resuspendiert und portioniert

eingefroren.

Verdau mit B-Glucosidase

100ng des gereinigten Scopolins wurden in 100pul MES-Puffer (50mM, pH 5,0)
resuspendiert. 50ul dieses Ansatzes wurden mit 10ul B-Glucosidase (0,1U/ul) 1h bei
37°C im Heizblock inkubiert. Die restlichen 50ul dienten als Kontrolle. Nach 1h wurde
die Reaktion in beiden Reaktionsgefilen mit 1Vol 100% MeOH abgestoppt. Beide
Ansitze wurden dann iiber das analytische HPLC-System (s. 2.4.2.) getrennt. Die
Menge des gebildeten Produktes Scopoletin wurde mit Hilfe des kauflichen
Scopoletinstandards berechnet und mit der Einwaage an mutmaBlich reinem Scopolin

verglichen.
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2.12. Enzymatische Bestimmung der SGT-Aktivitit

Analytische Proteinextraktion

Zur Anfertigung von Proteinextrakten aus verschiedenen Pflanzengeweben wurde das
Pflanzenmaterial unmittelbar nach der Ernte in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis
zur Aufarbeitung bei —80°C gelagert. Die Homogenisierung des Pflanzenmaterials
erfolgte unter fliissigem Stickstoff in einem Morser und die weiteren Arbeitsschritte
wurden bei 0-4°C durchgefiihrt. Zur Extraktion der Proteine wurden 100mg
Pflanzenmaterial mit 500ul Extraktionspuffer (EP) der folgenden Zusammensetzung
versetzt: 0,IM Tris-HCI pH 8,0; ImM MgCl,; 1mM EDTA; 10mM Dithiothreitol
(DTT); Proteaseinhibitoren (Complete EDTA free, Pharmacia). Dithiothreitol und der
Proteaseinhibitoren-Mix wurden dem Puffer unmittelbar vor Beginn der Aufarbeitung
zugesetzt. Nach dem Mischen des Pflanzenmaterials mit dem Extraktionspuffer wurde
der Extrakt fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Um Zell- und Gewebetriimmer vom
16slichen Uberstand zu trennen schloss sich eine Zentrifugation (13000rpm, 5min) an.
Der 16sliche Uberstand wurde dann iiber Gelfiltrationssiulen (NAP5, Pharmacia) gegen

Extraktionspuffer entsalzt.

Enzymassay zur Bestimmung der SGT-Aktivitdt
Die spezifische Aktivitit der SGT wurde jeweils liber die Produktmenge quantifiziert,
die in einem Enzymassay unter definierten Bedingungen entstanden war. Der
Enzymassay wurde wie folgt angesetzt:

10ul Scopoletin (10mM in EP)

10ul UDP-Glucose (5SmM in EP)

80ul entsalzter Proteinextrakt
Das Reaktionsgemisch wurde direkt nach Zugabe der Proteine fiir 20 min. bei 30°C
inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 100ul 100% MeOH
zum Reaktionsgemisch. Als Kontrolle wurde jeweils ein Nullwert (Abstoppen der
Reaktion direkt nach Ansatz des Assays) oder alternativ eine Hitzekontrolle

(Denaturierung des Proteins fiir 5 min. bei 95°C) mit angesetzt.
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Quantifizierung des Reaktionsproduktes mittels HPLC

Der Nachweis der Produktbildung erfolgte per Auftrennung {iber HPLC (Waters 2690
Alliance) und Fluoreszenzdetektion (FP-1520 Fluorescence Detector, Jasco). Nach
Zentrifugation des abgestoppten Reaktionsgemisches wurden jeweils 20ul des
Reaktionsgemisches an einer Umkehrphasen-Saule (LiChrospher 100, RP18, 75x4mm,
Sum, Merck) aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte in 7 min. isokratisch bei 70%
Laufmittel A (20ml 5% Ammoniumformiat in Ameisensdure + 980ml H,O) und 30%
Laufmittel B (20ml 5% Ammoniumformiat in Ameisensdure + 900ml MeOH + 80ml
H,0). Die Detektion der Produktbildung erfolgte nach Anregung mit 300nm bei 400nm
und einer Verstirkung von 100, quantifiziert wurde mit Hilfe des gereinigten

Scopolinstandards (s. 2.11.).

2.13. Proteinkonzentrationsbestimmung

Alle Messungen von Proteinkonzentrationen in Extrakten oder gereinigten
Enzymfraktionen wurden nach der Bradford-Methode (Bradford, 1976) mit Hilfe des
Bio Rad Proteinassays durchgefiihrt. Dazu wurde entsprechend den Angaben des
Herstellers eine Verdiinnung des Proteinassay-Konzentrates (1:5 in H,O) hergestellt. Zu
200ul Bradford Reagenz wurden 1ul bis maximal Sul der Proteinlésung pipettiert und
gut gemischt. Nach 10 min. Inkubation bei RT wurde die Extinktion bei 595nm in
Mikrotiterplatten gegen einen identisch behandelten Blindwert ohne Protein am
Spektralphotometer  (Spektramax Plus, Molecular Devices) gemessen. Zur

Quantifizierung der Extinktionswerte wurde eine Eichgerade mit BSA erstellt.

2.14. Polyacrylamidgelelektrophoresen (PAGE)

Vertikale SDS-PAGE

Die Trennung von Proteinen aus Pflanzenextrakten oder Enzymfraktionen erfolgte unter
denaturierenden Bedingungen in SDS-Polyacrylamidgelen nach der von Laemmli
(1970) entwickelten Methode. Dazu wurden die Proteinextrakte mit 2Vol Probenpuffer
(56mM Na,COs, 56mM DTT, 2% SDS, 13% Saccharose, 2mM EDTA) versetzt und fiir
10 min. bei 95°C inkubiert (Ansatz maximal 20ul). Nach anschlieBender Zentrifugation
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wurden die denaturierten Proteine in die Geltaschen pipettiert. Zur Trennung der
Proteinproben wurde das Vertikal-Minigel-System (Mini 2D cell) von Bio Rad

verwendet (Trenngelgrofle 9 x 6 cm, Gelstirke Imm).

Trenngel (12%)  Trenngel (10%) Sammelgel

Acrylamid / Bisacrylamid

(30% / 0.8%, wiv) 4,0ml 3,3ml 1,3ml
1,5M Tris-HCI, pH 8,8 2,5ml 2,5ml

0,5M Tris-HCI, pH 6,8 2,5ml
10% SDS 0,1ml 0,1ml 0,1ml
TEMED 50ul 50ul 50ul
10% Ammoniumpersulfat Sul Sul 10ul
H,0 3,35ml 4,05ml 6,1ml

Die Trennung erfolgte bei 140V in ca. 1,5h. Verwendet wurden sowohl 10%ige als auch
12%ige SDS-Gele. Der zur Elektrophorese verwendete Puffer bestand aus 25mM Tris-
HCI pH 8,3, 200mM Glycin und 0,1% SDS.

Proteinfdrbung in Polyacrylamidgelen

Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Proteine im Gel durch Féarbung mit
Coomassie sichtbar gemacht. Dazu wurden die Gele 0,5h in Firbelosung (0,1%
Coomassie Blue R-250 (w/v), 40% MeOH (v/v), 10% Essigsdure (v/v)) inkubiert. Die
Gele wurden anschlieBend entfarbt (40% MeOH (v/v), 10% Essigsdure (v/v)), bis die
Proteinbanden auf dem klaren Hintergrund des Polyacrylamidgeles deutlich sichtbar

waren.

2.15. Molekulargewichtsabschitzung der SGT

Die Abschdtzung des Molekulargewichtes des nativen Proteins erfolgte mit Hilfe der
Gelfiltrationschromatographie tiber die Superdex75-Sdule. Aus den Elutionsvolumina
von Proteinen mit bekanntem Molekulargewicht (Aldolase, BSA, Eialbumin,

Chymotrypsinogen A, Cytochrom C, DNP-L-Alanin) konnte das Molekulargewicht der
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SGT berechnet werden. Weiterhin wurde das Molekulargewicht des denaturierten
Proteins aus der Wanderungsstrecke der SGT im Polyacrylamidgel in Relation zur

Wanderungsstrecke von Proteinen mit bekanntem Molekulargewicht bestimmt.

2.16. Expression rekombinanter SGT in E. coli

Der isolierte cDNA Klon (s. 2.24.) wurde zur Gewinnung rekombinanten Proteins mit
Hilfe des QIAexpress Type IV Kits (Qiagen) in E. coli (Stamm: XLIBlue)

transformiert.

2.17. Reinigung des rekombinanten Proteins iiber Ni-NTA Agarose

Lysis
Zunichst wurde eine ausreichend groBe Bakterienkultur in LB-Medium angelegt (bei
30°C, 120rpm): je 1 Liter LB-Medium

10g  Bacto-Trypton (Difco)

5g  Bacto-Hefe-Extrakt (Difco)

10g  NacCl

pH 7,5 mit NaOH.
Bei einer ODgponm von 0,6 wurde die Expression des rekombinanten Proteins durch
Zugabe von ImM Imidazol (EK) induziert. Nach weiteren 5-7 Stunden Inkubation
(120rpm, 30°C) wurden die Bakterien durch Zentrifugation (10 min. bei 5000g)
pelletiert und bei —80°C gelagert. Zur Aufarbeitung wurde das Pellet in 3ml
Lysispuffer/g Zellen resuspendiert (Lysispuffer: 50mM Tris-HCl pH 8,0, 0,1mM
EDTA, Proteaseinhibitoren (Complete EDTA free, Pharmacia), 100mM NaCl). Nach
Zugabe von 800ug Lysozym/g Zellen wurde der Ansatz 30 min. auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 3x30s Ultraschall aufgeschlossen. Es folgte die
Zugabe von 4mg Desoxycholinsdure/g Zellen. Nach vorsichtigem Mischen wurde das
Lysat viskos. Nun wurden 100pg DNase/g Zellen zugegeben und mit dem Lysat auf Eis
so lange vermischt, bis die Losung nicht mehr viskos war. Um Zelltriimmer

abzutrennen folgte die Zentrifugation des Lysats fiir 1h bei 16000rpm und 4°C. Der so
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gewonnene Uberstand wurde anschlieBend iiber PD-10-Siulen (Pharmacia) umgepuffert

(Puffer A: 50mM NaH,PO,4, 300mM NaCl, pH 8).

Affinitditschromatographie iiber Ni-NTA Agarose

Zur weiteren Reinigung des rekombinanten Proteins wurde Ni-NTA Agarose (Qiagen)
eingesetzt. Nach Konditionierung des Trennmediums mit Puffer A (s. oben) wurde das
Lysat mit der Ni-NTA Agarose fiir 3h bei 4°C im Batch-Verfahren inkubiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand mit den nicht gebundenen Proteinen abgenommen.
Die Ni-NTA Agarose wurde nun mit 1Vol Puffer B (Puffer A + 10mM Imidazol) und
1 Vol Puffer C (Puffer A + 20mM Imidazol) gewaschen. Die Elution des rekombinanten
Proteins erfolgte dann mit Puffer D (Puffer A + 250mM Imidazol). Im Anschluss wurde
die Proteinfraktion iiber Ultrafiltration eingeengt und gegen H,O + 10% Glycerin
dialysiert. Alle erhaltenen Fraktionen wurden im SDS-Gel getrennt und analysiert. Im
Eluat waren neben dem gereinigten Protein einige Banden fiir Proteine mit kleinerem
Molekulargewicht im SDS-Gel zu beobachten, weshalb die Fraktion noch einmal einer

Gelfiltration tiber Superdex75 (s. 2.10.5.) unterzogen wurde.

2.18. Gewinnung von Antiseren aus Kaninchen

Die, wie unter Punkt 2.17. beschrieben, gereinigte rekombinante Glucosyltransferase
wurde direkt fiir die Immunisierung von zwei Kaninchen verwendet. Die
Immunisierung, wie auch die Herstellung der Antiseren erfolgte als Dienstleistung des
Institutes fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK) durch Frau Dr.
Mannteufel (Arbeitsgruppe Serologie). Die so erhaltenen Antikérper wurden im

Western-Blot iiberpriift.

2.19. Nachweis von Proteinen durch Western Blot-Hybridisierung

Proteintransfer auf Nylonmembranen

Im Anschluss an die Elektrophorese (2.14.) wurde das SDS-Polyacrylamidgel fiir 10
min. in Transferpuffer (25mM Tris, 20% MeOH (v/v)) equilibriert. Der Transfer der
Proteine erfolgte mit einem Semi-dry-Blotter (LTF-Labortechnik GmbH & Co. KG),
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bei 0,8mM/cm” Gel fiir 1,5h. Dazu wurden Filterpapiere (Whatman 3mm) und die
Nylonmembran (Immobilon™-P, PVDF, 0,45um, Millipore) in GelgrBe zugeschnitten
und im jeweiligen Transferpuffer equilibriert (s. Blot-Aufbau). Der Blot wurde dann
wie folgt luftblasenfrei aufgebaut:

Anode: 6 Lagen Whatman-Papier 0,3M Tris, 20% MeOH (v/v)
3 Lagen Whatman-Papier 25mM Tris, 20% MeOH (v/v)
PVDF-Membran 25mM Tris, 20% MeOH (v/v)
SDS-Polyacrylamidgel 25mM Tris, 20% MeOH (v/v)
Kathode: 9 Lagen Whatman-Papier 60mM 6-Aminohexansdure, 20%

MeOH (v/v), 0,1% SDS (w/v)
Dann wurde die obere Graphitplatte (Kathode) aufgesetzt und beschwert. Der Transfer
wurde durch reversible Proteinfiarbung mit Ponceau (0,2% in 3% TCA) iiberpriift.

Hybridisierung

Nach erfolgreichem Proteintransfer wurde die Membran . N. bei 4°C in
Blockierungslosung (10mM Tris-HCI pH 8, 150mM NaCl, 0,1% Tween 20, 0,5% I-
Block) inkubiert um die noch freien Proteinbindungsstellen der Membran abzuséttigen.
Der zur Immunodetektion verwendete erste Antikorper (2.18.) wurde im gleichen Puffer
mit 0,2% I-Block und 1% Tween 20 1:500 verdiinnt und fiir 3h bei RT gebunden.
Anschliefend wurde die Membran 2 x 10 min. in TBST-Puffer (10mM Tris-HCI pH 8,
150mM NaCl, 0,05% Tween 20) und 1 x 10min in TBST-Puffer (mit 1% Tween 20,
0,2% I-Block) gewaschen um unspezifisch gebundene Antikdrper von der Membran zu
spiilen. Die Verdiinnung des zweiten Antikorpers (Anti-Digoxigenin-AP) erfolgte
1:5000 in 10mM Tris-HCI pH 8, 150mM NaCl, 0,15% Tween 20, 0,5% I-Block.
Zusammen mit der Membran erfolgte die Inkubation fiir 45 min. auf einem Schiittler.
Die Membran wurde dann 2 x 5 min. in TBST-Puffer, 1 x 10 min. in TBST-Puffer (mit
0,15% Tween 20, 0,2% I-Block) und 1 x 5 min. in DEA (0,IM Diethanolamin, 1mM
MgCl,, pH 10) gewaschen. Die gebundenen Antikoérper wurden nun mit Hilfe des
Chemilumineszenssubstrates CDP-Star® (Dephosphorylierung durch alkalische
Phosphatase fiihrt zu Licht-Emission bei 465nm) sichtbar gemacht. Dazu wurden 100pul
Saphire blue und 10ul CDP-Star (25mM) mit Iml DEA gemischt und luftblasenfrei auf
der Membran verteilt. Nach 5 min. Inkubation wurde das Substrat von der

Membranoberfliche abgenommen und der Filter in einen Hybridisierungsbeutel



Material und Methoden 31

iiberfiihrt welcher allseitig verschlossen wurde. Es folgte die 5-15 miniitige Exposition

eines Rontgenfilms (X-OMAT, Kodak).

2.20. Molekularbiologische Standardmethoden

Alle verwendeten Standardmethoden (Restriktionsspaltungen, gelelektrophoretische
Auftrennungen, Ligationen, usw.) wurden soweit nicht anders angegeben wie bei

Sambrook et al. (1989) beschrieben durchgefiihrt.

2.21. Oligonukleotide

Unter Verwendung der aus der Literatur bekannten Sequenz einer Salizylsdure
induzierbaren Glucosyltransferase (IS5a, Datenbanknummer U32643) wurden
Oligonukleotid-Primer mit dem Ziel abgeleitet ein Fragment codierend fiir dieses
Enzym zu amplifizieren.

Die zur Isolierung eines cDNA-Klons aus Zellsuspensionskulturen bendétigten
Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried) synthetisiert und
bestehen aus folgenden Nukleotidsequenzen:

5'-Oligonucleotid: ~ 5°-ATG GGT CAG CTC CAT ATT-3'

3"-Oligonucleotid: ~ 5°-ATG ACC AGT GGA ACT ATA-3’

Von der Firma Interaktiva (Ulm) wurden die fiir die Klonierung der Glucosyltransferase
bendtigten Oligonukleotide synthetisiert, bestehend aus folgenden Nukleotidsequenzen:
5°-Oligonucleotid:  5°-GAC GTG GAT CCA TGG GTC AGC TCC ATA TT-3"
3"-Oligonucleotid:  5°-GTC GAG TCG ACA TGA CCA GTG GAA CTA TA-3’

Die zur Nukleotidsequenz der IS5a komplementdren Nukleotide sind unterstrichen. Die
Oligonukleotide wurden mit der Erkennungssequenz der Restriktionsenzyme BamHI

bzw. Sall ausgestattet, um weitere Klonierungsschritte zu vereinfachen.
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2.22. Vektoren

pBinAR Kan' (Hofgen und Willmitzer, 1990)
pQE30 Amp' (Qiagen)
TA (PCR 2.1) Amp' (Invitrogen)

2.23. Bakterienstimme

Escherichia coli XLIBlue endAl, hsdR17 (ry, my:), supE44, A-thi-1, recAl,
gyrA96, rel Al, lac, (F°, proAB, laclZAMI15, Tv10,
(tet")) (Bullock et al., 1987)

Agrobacterium tumefaciens ~ Stamm: (p)GV2260 (Deblaere et al., 1984)

2.24. Isolierung eines cDNA-Klons iiber PCR-Amplifizierung

Reverse Transkription von mRNA
Ausgehend von isolierter Gesamt-RNA (s. 2.26.) aus Zellsuspensionskulturen wurde
mit Hilfe einer Reversen Transkriptase (Superscript™ Preamplification System, Gibco
BRL) einzelstrangige cDNA mit folgendem Ansatz synthetisiert:

I ul  Oligo-(dt);s-primer (500pug/ml)

11ul  Gesamt-RNA in H,O (1,65ug)
Gesamtansatz max. 12ul, Denaturierung bei 70°C fiir 10 min., anschliefend mindestens
1 min. auf Eis, dazu:

2ul  PCR-Puffer (20mM Tris-HCI pH 8,4; 50mM KCI)

2ul  0,IM DTT

2ul  25mM MgCl,

Iul  dNTP-Mix (je 10mM)
Nach einer Inkubation dieses Ansatzes bei 42°C fiir 5 min. erfolgte die Zugabe von:

Iul  Reverse Transkriptase (200U, Superscript II RT)
Dieser Ansatz wurde dann fiir 50 min. bei 42°C inkubiert und anschlieBend bei 70°C fiir
15 min. abgestoppt. Nach kurzer Inkubation auf Eis wurde das Reaktionsgemisch

abzentrifugiert und mit 1ul RNase H versetzt um iiberschiissige RNA zu beseitigen. Es
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folgte die Inkubation fiir 20 min. bei 37°C. Die so gewonnene einzelstraingige cDNA

wurde als Ausgangsmaterial fiir die PCR verwendet.

PCR-Amplifizierung

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) erfolgte die
Amplifizierung der isolierten cDNA Fragmente (s. o.). Die PCR wurde unter
Verwendung des Superscript'” Preamplification Systems (Gibco BRL) in einem
automatischen = Temperatur-,.cycler (Biometra) nach folgendem Programm
durchgefiihrt: Denaturierung bei 94°C fiir 3 min., Hybridisierung bei 65°C fiir 2min und
die Elongation bei 72°C fiir 3 min.. Es wurden 35 Zyklen durchgefiihrt.

2.25. Transformation von Tabak mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens

Transformation von Agrobacterium tumefaciens tiber einen bindren Vektor

Um den isolierten cDNA Klon (s. 2.24.) stabil in Tabak zu transformieren wurde dieser
zunidchst in die Agrobakterien ((p)6V 2260) transformiert. Die Transformation der
Agrobakterien erfolgte mittels Elektroporation iiber einen bindren Vektor (pBinAR,
Abb. 3).

A B C

Abb. 3: Zeichnung des Genkonstruktes zur Vermittlung der Uberexpression (,,sense‘
der RNA der UDPGlucose:Scopoletin Glucosyltransferase (SGT) aus Nicotiana
tabacum. Das iiber PCR amplifizierte cDNA Fragment der SGT (s. 2.24.) wurde unter
Verwendung der Sall und BamHI Schnittstellen der zur Amplifikation verwendeten
Primer in die multiple Klonierungssequenz des bindren Vektors pBinAR kloniert. A:
450 Bp Fragment des 35S-Promotors des CaMV (Blumenkohlmosaikvirus), B : cDNA
Fragment der SGT, C : Terminator des Octopin-Systhase Gens
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Im Anschluss an die Elektroporation wurden die Agrobakterien auf CPY-Medium
ausplattiert und 2 Tage bei 30°C inkubiert. Zur Uberpriifung der Transformation wurde
aus den Agrobakterien liber den QIAprep Spin MiniprepKit (Qiagen) DNA isoliert und
in kompetente E. coli Zellen (XLIBlue) transformiert. Aus den so erhaltenen Zellen
wurde tiber den QIAprep Spin MiniprepKit erneut DNA isoliert und nach restriktivem
Verdau (BamHI, Sall) sequenziert.
CPY-Medium, pH 7,2: 0,1% Yeast-Extract

0,5% Tryptone

0,5% Saccharose

2% Gibco-Agar

Nach dem Autoklavieren erfolgte die Zugabe von 2mM MgSO4x7H,0. Direkt vor
Verwendung wurden Kanamycin (50pg/ml), Rifampicin (100pg/ml) und Carbenicillin
(100pg/ml) zugegeben.

Transformation von Tabak mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens

50ml CPY-Medium (fliissig) wurden mit einer Kolonie von Agrobacterium tumefaciens
beimpft und 2 Tage bei 28°C inkubiert. Zur Infektion wurde die 2-Tage-Kultur 1:50 mit
MS-Medium (nach Murashige und Skoog, 1962, 3% Saccharose, pH 5,6-5,8, ohne
Antibiotika) verdiinnt. Die zur Transformation eingesetzten Wildtyp-Pflanzen stammten
aus Gewebekultur-Anzuchten (s. 2.2.2.). Mit einer Rasierklinge wurden ca. lem® groBie
Blattstiicken geschnitten und 2 Tage auf Petrischalen mit Transformationsmedium (MS-
Medium nach Murashige und Skoog, 3% Saccharose, 0,8% Gibco-Agar, 1pg/ml
Benzyladenin, 0,1pg/ml NAA, pH 5,6-5,8) in der Dunkelheit bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurden die Blattstiicken durch die Infektionslosung gezogen und auf die
gleiche Stelle der Petrischale zuriickgelegt. Es folgte eine weitere Inkubation fiir 2 Tage
in der Dunkelheit und bei RT. Die infizierten Blattstiicke wurden nun auf Kallus- und
Spross-Induktionsmedium (entspricht Transformationsmedium mit Ticarcellin (0,03%
(w/v)) und Kanamycin (50pg/ml)) iiberfiihrt und bis zur Bildung von ausreichend Kalli
in der Dunkelheit bei RT inkubiert. Nach Transfer in die Gewebekulturkammern
verblieben die Kalli bis zum Einsetzen der Organogenese auf diesem Medium. Nach
Bildung von Sprossen erfolgte der Transfer der Pflanzen auf MS-Medium (nach

Murashige und Skoog, 2% Saccharose, 1% Gibco-Agar, pH 5,6-5,8, mit Ticarcellin
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(0,01% (w/v)) und Kanamycin (50pg/ml)) in sterile Glas-Kulturgefdf3e. Sobald sich ein
kraftiger Wurzelballen gebildet hatte wurden die Pflanzen in Pikiererde getopft.

2.26. Nachweis von RNA durch Northern Blot-Hybridisierung

RNA-Isolierung aus pflanzlichen Geweben (Logermann et al., 1987)

Das Pflanzenmaterial wurde direkt nach der Probenahme in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Etwa 300mg Pflanzenmaterial wurden im Morser unter Stickstoff
pulverisiert und mit Iml Z6-Puffer (8M Guanidiniumhydrochlorid pH 7,0, 20mM
EDTA, 20mM MES, 0,7% B-Mercaptoethanol (v/v)) versetzt. Die Probe wurde dann bis
zur vollstindigen Homogenitdt gemorsert, in ein Reaktionsgefdll iiberfiihrt und mit
Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert. Anschliefend wurde die
wissrige Phase mit 1/20 Ausgangsvolumen 1M Essigsdure und 0,7 Volumen des
Ausgangsvolumens Ethanol versetzt, gut gemischt und bei RT gefillt. Es folgte eine
Zentrifugation fiir 10 min. bei 13000rpm. Das Pellet wurde mit 500ul 3M Natriumacetat
pH 5,2 versetzt, gut geschiittelt und nach erneuter Zentrifugation einmal mit 75%
Ethanol gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation wurde das Sediment kurz
getrocknet und bei 65°C unter Schiitteln in 20-50pu1 DEPC-H,O gelost.

Alle Losungen fiir RNA-Priparationen wurden mit DEPC behandeltem Wasser
angesetzt um RNasen zu inaktivieren: 10ml 10% DEPC (w/v) in Ethanol mit Wasser
auf 11 auffiillen, mehrfach schiitteln und ii. N. stehen lassen. Der Ansatz wurde zweifach

autoklaviert.

Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA

Pro Agarosegel (14cmx12cm) wurden 3g Agar in 150ml H,O (EK: 1,5% (w/v)) in der
Mikrowelle gelost und auf ca. 60°C abgekiihlt. Direkt nach Zugabe von 20ml 10 x
MEN (0,2M MOPS, 50mM Natriumacetat, 10mM EDTA) und 32,5ml Formaldehyd
(EK: 6% (v/v)) wurde das Agarosegel Luftblasenfrei gegossen. Die RNA-Proben
wurden vor dem Auftrag auf das Gel in folgendem Ansatz denaturiert:

Je 30ug RNA in DEPC-H,0O werden mit 6ul 1 x MEN-Puffer, 6ul Formaldehyd und
24ul Formamid versetzt und 10 min. bei 65°C inkubiert. Nach Zugabe von 6pl
Blaumarker (10mM EDTA, 0,05% Bromphenolblau, 0,05% Xylenxyanol, 50%
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Glycerol) und 0,6ul Ethidiumbromid (10mg/ml) wurden die Proben in die Geltaschen
pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte auf horizontalen Gelen in 1 x MEN-Puffer bei
130V ca. 1,5h. Im Anschluss an die Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht
fotografiert.

RNA-Transfer auf Nylonmembranen

Die im Agarosegel aufgetrennte RNA wurde {iiber Kapillar-Blot auf eine
Nylonmembran (GeneScreen' ™, DuPont) transferiert. Dazu wurde das Gel kopfiiber auf
eine Briicke aus saugfihigem Papier (Whatman, 4-5mm) gelegt. Darauf wurde die
Nylonmembran gelegt. Es folgte eine weitere Lage aus Whatman-Papier und weitere
Lagen aus saugfahigem Papier (Kleenex). Der Aufbau wurde mit ca. 300g beschwert.
Als Transferpuffer diente 20 x SSC (3M NaCl, 300mM Natriumcitrat). Der Transfer
war nach ca. 16 Stunden beendet. Mit UV-Licht wurde die RNA auf der Membran

anschlieBend immobilisiert.

Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Die radioaktive Markierung von c¢cDNA Fragmenten fiir RNA-Gel-Blot Analysen
erfolgte mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR).
Dazu wurde der High Prime™ Kit (Boehringer Mannheim) verwendet, welcher auf der
, random prime‘ Methode zur DNA Markierung basiert. Zunichst wurden ca. 30ng
DNA in H,O fiir 10 min. bei 95°C denaturiert. Nach kurzer Inkubation auf Eis wurden
4pl High Prime™ —Lésung (4U Klenow-Polymerase, je 0,125mM dATP, dTTP und
dGTP in Reaktionspuffer mit 50% Glycerin) und 4pl [o**P] dCTP (40uCi) zugegeben.
Der Ansatz (20ul Gesamtvolumen) wurde dann 30 min. bei 37°C inkubiert. Alle nicht
eingebauten dCTP-Nukleotide wurden anschlieBend durch Gelfiltration iiber eine G50-
Séule von den markierten DNA-Fragmenten getrennt. Vor der Hybridisierung wurden

die markierten Fragmente 5 min. bei 95°C denaturiert.

Hybridisierung

Zundchst wurde die Membran mindestens 2h in Church-Puffer (500mM NaP; pH 7,2,
ImM EDTA, 7% SDS, 0,5% BSA) bei 65°C in einer Fotoschale vorinkubiert. Die durch
Gelfiltration iiber eine G50-Sdule erhaltene Fraktion von markierten DNA-Fragmenten

wurde nun hinzugegeben und i. N. (16-24h) mit der Membran bei 65°C inkubiert.
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AnschlieBend folgten mehrere Waschschritte (2 x mit 6 x SSC, 1 x mit 4 x SSC, 1 x mit
2 x SSC). Dabei richtete sich die Lédnge und Intensitit des Waschens nach der Stirke
der gebundenen Aktivitit. Die Filter wurden dann in Plastikfolie eingeschweifit und auf

einem Rontgenfilm (X-OMAT, Kodak) 4h-72h bei —70°C exponiert.

2.27. Peptidmassen-Fingerprint mittels MALDI/TOF-MS
2.27.1. Tryptischer Verdau von Proteinen

Tryptischer Verdau von rekombinant gewonnener Glucosyltransferase (GT) in Lésung
(modifiziert nach Matsudaira, 1989)

Die gereinigte rekombinante GT (s. 2.17.) in wéssriger Losung wurde zunichst mit
GuHCl (EK: 6M), Tris-HCI pH 8,0 (EK: 0,5M) und EDTA (EK: 10mM) denaturiert.
Nach Reduktion der Disulfidbindungen mit DTT (10-facher molarer Uberschuss, 1h bei
37°C) wurden die Cysteinreste mit lodacetamid carbamidomethyliert (1h bei 37°C in
der Dunkelheit). Nach Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 2-Mercaptoethanol
(10-facher molarer Uberschuss iiber lodacetamid) wurde der Ansatz iiber Dialyse gegen
H,O entsalzt, wobei die Glucosyltransferase vollstdndig ausfiel. Das Prizipitat wurde in
8M Harnstoff / 0,4M Ammoniumbicarbonat gelost und anschlieBend mit 3Vol H,O
verdiinnt. Diese Losung wurde mit Trypsin (Sequencing Grade Modified Trypsin,
Promega) versetzt (SGT:Trypsin = 25:1) und {i. N. unter Schiitteln bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz tiber RP-Chromatographie (SepPac Plus C18,
Waters) konzentriert und entsalzt. Die Elution der tryptischen Peptide erfolgte mit 1%
Essigsdure/75%Acetonitril. Das Eluat wurde direkt zur Analyse am MALDI-MS

verwendet.

Tryptischer Verdau von rekombinant gewonnener und gereinigter GT im SDS-Gel
(Lamer und Jungblut, 2001)

Dazu wurden die gereinigte rekombinante GT (s. 2.17.) und die gereinigte Fraktion der

SGT-Préparation (s. 2.10.) im SDS-Gel getrennt. Aus den betreffenden Coomassie G-

250 gefirbten Banden wurden Gelstiicke von ca. Imm® GroBe ausgeschnitten und mit

0,1M Tris-HCI pH 8,5/50% Acetonitril (500ul/Gelstiick) 20 min. gewaschen. Es folgte

ein Waschschritt mit 50mM Ammoniumbicarbonat/5% Acetonitril (500ul/Gelstiick).
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Nach Trocknung im Vakuumkonzentrator (Eppendorf, 15 min.) wurde jedes Gelstiick
mit 10ul Trypsinlosung (Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega; 200ng/ml)
versetzt und @. N. bei 37°C inkubiert. Der nach anschlieBender Zentrifugation

gewonnene Uberstand wurde direkt zur Analyse am MALDI-MS verwendet.

2.27.2. Aufnahme von MS Spektren am MALDI-TOF-MS

Die Molekularmassen der Peptide wurden im positiven Modus mit einem MALDI/TOF-
MS (Matrix-assisted Laser Desorption lonisation Time of Flight Mass Spectrometer,
Reflex III, Bruker Saxonia Analytik GmbH, Leipzig) bestimmt. Die Préparation der
Proben erfolgte nach der dry-droplet Methode (Jiménez et al. 1998) in a-Cyano-4-
Hydroxyzimtsdure. Alle Spektren wurden im Reflektormodus aufgenommen und intern
unter Verwendung von Peptiden des Selbstverdaus von Trypsin bzw. zugesetzter
Standardpeptide kalibriert. Monoisotopische Peaks wurden manuell selektiert. Die
Proteine wurden durch Vergleich der experimentell gefundenen Peptidmassen mit den
theoretischen Massenlisten aus der NCBInr-Datenbank unter Verwendung des
Programms Mascot identifiziert. Zusétzlich wurden die Spektren aus dem in-Gel-
Verdau der SGT-Prédparation mit den Spektren vom Verdau der rekombinant

gewonnenen Glucosyltransferase verglichen.



Ergebnisse 39

3. Ergebnisse

3.1. Untersuchungen der Pathogenabwehr beim Tabak unter variierter CO;-

und N-Versorgung

3.1.1. Fragestellung

Erhohte atmosphdrische CO,-Konzentrationen filhren mutmallich zu einer
Verschiebung des C/N-Verhiltnisses in der Pflanze, wonach sich der Gehalt
stickstofffreier Komponenten in der Pflanze erhoht (Poorter et al., 1997; Penuelas et al.,
1997). Konsistent dazu wurde die Zunahme an ldslichen phenolischen Verbindungen
auch unter Mangel an Stickstoff und anderen Nihrstoffen beobachtet (Penuelas und
Estiarte, 1998). Verdanderungen im metabolischen Profil zugunsten von CBSC (carbon
based secondary compounds) lassen Konsequenzen fiir die Wechselwirkung der Pflanze
mit ithrer Umwelt erwarten, insbesondere in der Interaktion mit Pathogenen. In dieser
Arbeit sollte daher gepriift werden, ob die Kultivierung von Tabakpflanzen unter
erhohter CO,-Konzentration und bei optimaler und suboptimaler Stickstoffversorgung
zu gesteigerten Gehalten an Sekunddrmetaboliten fiihrt, und ob neben einer generellen
Erhohung eine Verschiebung der Anteile an Alkaloiden zugunsten von CBSC-
Komponenten zu beobachten ist. Ob verdnderte Metabolitprofile gegebenenfalls mit
einer verdnderten Suszeptibilitdt gegeniiber dem Kartoffelvirus Y (PVY) korrelieren

sollten Inokulationsexperimente mit dem Pathogen zeigen.

3.1.2. Experimenteller Ansatz

Tabakpflanzen der Varietdt Samsun NN wurden unter normalen und erhohten CO,-
Konzentrationen in klimatisierten Kammern angezogen und variabel mit Stickstoff
versorgt (2mM, 5SmM und 8mM NH4NO3). In ersten Versuchen wurden die Profile an
sekunddren Inhaltsstoffen, insbesondere Phenolen, iiber die gesamte Ontogenie der
Pflanze verfolgt. Dabei zeigten sich Unterschiede zwischen den drei angebotenen N-
Konzentrationen wihrend der gesamten Ontogenie. Die phenolische Hauptkomponente
Chlorogensédure war bei Anzucht unter erhohter CO,-Konzentration in Blattern fiir alle

untersuchten  Entwicklungsstadien  deutlich  gesteigert gegeniiber ambienten
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Bedingungen (Abb. 4). Ebenso zeigte eine Reihe weiterer Komponenten erhohte
Gehalte, darunter Scopolin. Die Unterschiede waren bei 2mM weniger deutlich, und das
Wachstum der Pflanzen war bei dieser N-Versorgung stark retardiert. Entsprechend
dieser Ergebnisse wurden fiir die weiteren Versuche die beiden hoheren
Konzentrationen an Ammoniumnitrat (SmM und 8mM NH4NO;) und ein
Entwicklungsstadium (sechs Wochen) ausgewéhlt. Vollstindige Datensidtze wurden fiir

drei unabhéngige Experimente ermittelt und vergleichend ausgewertet.
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Abb. 4: Gehalt an 4'+5 Chlorogensidure (CGA) von Tabakpflanzen im Verlauf der
Vegetationsperiode unter ambienten und erhohten CO,-Konzentrationen, junges Blatt;
5mM NH4NO; Mittelwert der Analysen von n=6 Pflanzen + Standardfehler

3.1.3. Verédnderte C/N-Gehalte in Tabakpflanzen unter erhohtem [CO;]

Die Kultivierung von Tabakpflanzen unter erhohter atmosphédrischer CO»-
Konzentration fithrte in allen drei Experimenten zu einer Zunahme des C/N-
Verhidhltnisses. Diese Zunahme ist dramatisch in den Blittern, wogegen in den Wurzeln
nur ein schwach erhdhtes C/N-Verhéltnis ermittelt wurde. Beispielhaft sind die
Ergebnisse eines Versuchs in Abb. 5 und Tab. 1 dargestellt. Die gesteigerten C/N-

Verhéltnisse beruhen vorwiegend auf erhdhten C-Gehalten unter Hoch-CO,. Neben
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dem Anstieg im Gehalt an C ist unter Hoch-CO, der Gehalt an N tendenziell
vermindert. Dabei ist der N-Gehalt in Blédttern und Wurzeln abhédngig von der
angebotenen Stickstoftkonzentration. Bei hoherem N-Angebot (§mM NH4NO3) wurden
gesteigerte Gehalte an N in jungen Bléttern und Wurzeln gegeniiber den unter SmM
NH4NO; gewachsenen Pflanzen gemessen (Tab. 1). Dieser Befund war in den Pflanzen
unter Hoch-CO; wie auch unter ambienten Bedingungen zu beobachten.

Das Verhiltnis C/N ist immer kleiner in den Pflanzen, die unter 8mM NH4NO;3
angezogen wurden (Abb. 5). Grund hierfiir sind in jungen Blittern und Wurzeln héhere
Gehalte an Stickstoff und in alten Blattern niedrigere Gehalte an Kohlenstoff in den
Pflanzen unter 8mM NH4NOs (Tab. 1).
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Abb. 5: C/N-Verhiltnis von Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum cv. SamsunNN) unter
ambienten und erhohten CO,-Konzentrationen, 1-SmM NH4NO;, altes Blatt; 2-5mM
NH4NOs, junges Blatt; 3-5mM NH4NO3, Wurzel; 4-8mM NH4NOs, altes Blatt; 5-8mM
NH4NOs, junges Blatt; 6-8mM NH4NOs;, Wurzel, Mittelwert der Analysen von n=7
Pflanzen + Standardfehler

C/N-Verhaltnis

Die Messungen belegen, dass die gewéhlten Variationen der C- und N-Versorgung
ausreichten, um die C/N-Flisse zu modulieren und damit die Allokation der Ressourcen
in den Primidr- oder Sekundirstoffwechsel zu verschieben. Es sollte im Folgenden
gepriift werden, ob neben mdglichen Verdnderungen im Gehalt an sekundiren
Verbindungen auch quantitative Unterschiede im Profil von stickstoffhaltigen und

stickstofffreien Sekundiarmetaboliten auftreten wiirden unter Hoch-COs,.
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N-Gehalt [mg*gFG™| C-Gehalt [mg*gFG™]
350ppm 1000ppm 350ppm 1000ppm

altes Blatt ~ 2,06+0,29  1,82+0,03 56,69 +0,89 121,40 0,86

SmM  jynges Blatt 4,17 40,71  3,10+0,23 73,03 40,68 109,81 +3,77
NH4NO;

Wurzel 2,1240,47 1,68 £0,20  33,53+3.80 32,22 42,63

altes Blatt ~ 1,77+026  1,77+0,18  37,37+1,80 78,38 +2,49

8mM  junges Blatt 6,48 £0,48  4,2340,16 62,75 10,46 105,13 +0,16
NH4NO;

Wurzel 2774030  3,07+0,23  3564+423 43,64 0,60

Tab. 1: N-Gehalt und C-Gehalt von Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum cv. SamsunNN,
Mittelwerte der Analysen von n=7 Pflanzen + Standardfehler) unter ambienten und
erhohten CO,-Konzentrationen

3.1.4. Verédnderte Sekundérmetabolitprofile in Tabakpflanzen unter erhéhtem [CO,]

Modifizierte Gehalte an Alkaloiden unter erhohtem [CO,]

Unter erhohtem [CO,] wurden gegeniiber ambienten Bedingungen in den nicht
infizierten (Abb. 6), wie auch in den mit PVY infizierten Pflanzen niedrigere Gehalte an
Nikotin gemessen, sowohl in den Bléttern, als auch in den Wurzeln. Dieses Ergebnis
war reproduzierbar und stimmt mit der Hypothese iiberein, dass erhohte CO,-
Konzentrationen zu einer Verschiebung des Metabolitprofils zu Ungunsten der
stickstoffhaltigen Verbindungen in Pflanzen fiihren (Penuelas und Estiarte, 1998).

Diese Anderung im Metabolitprofil ist abhiingig von der jeweiligen Verfiigbarkeit an
Stickstoff und Kohlenstoff, wie die hoheren Gehalte an Nikotin unter 8mM NH;NO;3
gegeniiber SmM NH4NOj zeigen (Abb. 6). Die Infektion der Pflanzen mit PVY hat auf
den Nikotingehalt keinen Einfluss unter SmM NH4NO;, wogegen unter 8mM NH4NO;

tendenziell niedrigere Nikotingehalte ermittelt wurden (nicht gezeigt).
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O350ppm
Hl 1000ppm

Nikotin [umol*gFG™]
N

Abb. 6: Nikotingehalte in Nicotiana tabacum cv. SamsunNN, Mittelwerte der Analysen
von n=6 Pflanzen + Standardfehler, unter ambienten und erhohten CO;-
Konzentrationen, ohne PVY-Infektion, 1-5SmM NH4NO;, altes Blatt; 2-5mM NH4NOs,
junges Blatt; 3-5mM NH4NOs, Wurzel; 4-8mM NH4NOs, altes Blatt; 5-8mM NH4NOs,
junges Blatt; 6-8mM NH4NO;, Wurzel

Modifizierte Gehalte an Methanol-I6slichen phenolischen Verbindungen unter erhéhtem
[COs]

Nach Kultivierung unter erhéhten CO,-Konzentrationen war eine Verdnderung im
Metabolitprofil fiir Methanol-16sliche Phenole zu beobachten. Verdnderte
Metabolitgehalte wurden fiir Bldtter, wie auch in den Wurzeln gemessen. In den
Wurzeln konnten hauptséchlich die Isomere der Chlorogensdure (CGA) sowie die
Coumarine Scopolin und Scopoletin nachgewiesen werden, wogegen in den Bléttern
eine grofle Zahl weiterer Verbindungen detektiert werden konnte (Abb. 7).

Im Metabolitprofil fiir Methanol-16sliche Phenole konnten nach Kultivierung unter
erhohten CO,-Konzentrationen im Blatt sowohl Verbindungen mit gednderten als auch
unverdanderten Gehalten beobachtet werden (Abb. 7, Tab. 2). Ein Einfluss der
Stickstoffkonzentration auf den Gehalt an phenolischen Verbindungen konnte
insbesondere fiir eine Reihe bislang nicht identifizierter Verbindungen beobachtet
werden. Einige der im Blatt detektierbaren Metabolite waren nur unter SmM NH4NO;
zu beobachten, nicht aber in Pflanzen, welche unter 8mM NH4NOs kultiviert wurden

(Tab. 2). Einige dieser Verbindungen waren unter Kultivierung mit 8mM NH4NO3 nur
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nach Infektion mit dem Kartoffelvirus Y detektierbar (nicht gezeigt), was auf eine

Stimulation der Phenylpropan-Biosynthese nach PVY-Inokulation hindeutet.
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Abb. 7: Fluoreszenz Chromatogramm (Ex: 300nm, Em: 400nm), Nicotiana tabacum
cv. SamsunNN, Methanol-16sliche Phenole, junges Blatt, rot-1000ppm [CO,], schwarz-
350ppm [CO;], 1-9 noch unbekannte phenolische Verbindungen

Zu den Verbindungen, deren Gehalt am deutlichsten erhoht war unter Hoch-CO,
gehoren das Coumarin Scopolin (Abb. 8) und die 4'- + 5" -Isomere der Chlorogenséure
(Abb. 9). Dabei korrelierten erhohte Scopolingehalte in nicht infizierten Pflanzen unter
1000ppm [CO;] mit hoheren spezifischen Aktivititen der UDPGlucose:Scopoletin
Glucosyltransferase (Tab. 3), welche die Glucosylierung von Scopoletin zu Scopolin
katalysiert. Chlorogensdure (CGA) stellt mengenmiBig die Hauptkomponente der
16slichen phenolischen Verbindungen in den Blittern der Tabakvarietdt SamsunNN dar.
Die Identifizierung der CGA-Isomere (3'-CGA, 4'-CGA und 5°-CGA) erfolgte wie
unter 2.5. beschrieben.

Die Gehalte an Scopolin und an 4°- + 5°- CGA unter erhdhtem und ambientem [CO;]
waren unter den gewihlten Bedingungen wunabhingig von der jeweiligen

Stickstoffkonzentration (SmM und 8mM NH4NO3).
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Verinderungen im Profil l6slicher phenolischer Verbindungen
unter erhohtem [CO,] (1000ppm)
Verbindung RT 5mM NH4NO; 8mM NH4NO;,
1 14,3 erhoht n.d.
2 15.6 unverandert unveriandert
CGA (3" -Isomer) 16,2 vermindert vermindert
3 17,8 vermindert vermindert
4 18,2 unverandert unverandert
5 18,5 vermindert vermindert
6 18,9 unverindert n.d.
Scopolin 19,8 erhoht erhoht
CGA (4'-+5"-Isomer) 20,4 erhoht erhoht
7 21,4 unverandert unverandert
8 21,7 erhoht erhoht
9 23,0 erhoht n.d.
Scopoletin 25,4 erhoht erhoht

Tab. 2: Verdnderungen im Gehalt Methanol-16slicher phenolischer Verbindungen in
jungen Tabakbléttern (Nicotiana tabacum cv. SamsunNN) unter erhohtem [CO;]
(1000ppm), Fluoreszenzdaten, Die Bezeichnung der Verbindungen erfolgte in
Ubereinstimmung mit Abb. 7. RT (Retentionszeit), n.d. (nicht detektierbar)

70
< 60
o
' 50 -
X
2 40 - , ,
€ Abb. 8: Scopolingehalt  in
E 30 - Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum
£ T cv. SamsunNN) unter ambienten bzw.
8_ 20 - J_ erhohten CO,-Konzentrationen, ohne
S 10 PVY-Infektion, junges Blatt; SmM
n ) NH4NO;; Mittelwerte der Analysen

0 von n=6 Pflanzen + Standardfehler

350ppm 1000ppm
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spez. SGT-AKktivitit [pkat*mg™]

Tab. 3: spezifische  Aktivitdit  der
UDPGlucose:Scopoletin ~ Glucosyltransferase 350ppm [CO:] 1000ppm [CO»]
(SGT) in Nicotiana tabacum cv. SamsunNN,

Blatt, unter ambient und Hoch-CO,, Mittelwert

der Analysen + Standardfehler von n=7 2,16 £0,60 3,49 £0,43
Pflanzen
18
< 16
Q 14
2 12 - )
° Abb. 9: Gehalt an Chlorogenséure
E 10 - T (CGA, 4" -+5"-Isomer) in
= 8 IL Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum
25, 6 | cv. SamsunNN) unter ambienten und
o erhohten CO,-Konzentrationen, ohne
"fl_’ 4 PVY-Infektion, junges Blatt; SmM
9 2 NH4NO;; Mittelwert der Analysen
0 von n=6 Pflanzen + Standardfehler

350ppm 1000ppm

Modifizierte Gehalte an Zellwand-gebundenen phenolischen Verbindungen unter
erhohtem [CO,]

Neben den Methanol-16slichen Phenolen wurde auch der Gehalt Zellwand-gebundener
Phenole untersucht. Fiir die meisten Verbindungen konnten erhdhte Gehalte unter
Hoch-CO, gemessen werden (Abb. 10). Nur eine Verbindung war vermindert unter
erhdhtem [CO;], und zwei der Hauptkomponenten waren unverdndert im Gehalt (Tab.
4). Beispielhaft ist in Abb. 11 der Gehalt einer Zellwand-gebundenen Komponente
(Verbindung 2 s. Abb. 10) unter ambient und Hoch-CO, gezeigt. Nach Infektion mit
PVY war fiir einige der Zellwand-gebundenen phenolischen Komponenten unter
ambienten Bedingungen ein starker Anstieg im Gehalt zu beobachten, eine weitere

Erh6hung im Gehalt unter erhdhten CO,-Konzentrationen blieb aber aus.
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100,00

Minutes

Abb. 10: Fluoreszenz Chromatogramm (Ex: 300nm, Em: 400nm), Zellwand-gebundene
Phenole, altes Blatt (Nicotiana tabacum cv. SamsunNN), rot-1000ppm, schwarz-
350ppm [CO,], 1-9 noch unbekannte gebundene phenolische Verbindungen

Veranderungen im Profil Zellwand-gebundener Phenole unter Hoch-[CO,] (1000ppm)

Verbindung 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

RT 150 16,4 15,1 17,9 19,8 20,5 21,8 23,6 25,5 26,5 27,2 28,2

Anderung im

Gehalt

+ + 4+ o + + + o0 - + +

Tab. 4: Anderungen im Gehalt Zellwand-gebundener phenolischer Verbindungen unter
erhohten [CO,]-Konzentrationen, Fluoreszenzdaten, 5SmM NHy4NO; altes Blatt
(Nicotiana tabacum cv. SamsunNN), + erhohte Gehalte unter 1000ppm [CO;], -

verminderte Gehalte unter 1000ppm [CO:], 0 unveridndert im Gehalt
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0,3

0,25
0,2 Abb. 11: Gehalt einer Zellwand-
I gebundenen phenolischen Verbindung
% 0,15 - T (Verbindung 2, s. Abb. 10) im Tabak
L (Nicotiana tabacum cv. SamsunNN)
0,1 unter ambienten und erhohten CO,-
Konzentrationen, altes Blatt, Mittel-
0,05 1 wert der Analysen von n=6 Pflanzen +

0 Standardfehler; 5SmM NH4NO;

350ppm 1000ppm

Induktion der PAL-Aktivitdt in Tabakpflanzen unter erhohtem [CO,]

Unsere Experimente zeigten Verschiebungen im Metabolitprofil unter erhohter CO,-
Konzentration insbesondere zugunsten kohlenstoffhaltiger Methanol-16slicher und
Zellwand-gebundener phenolischer Verbindungen und zu Ungunsten stickstoffhaltiger
Alkaloide. Der erste Schritt in der Biosynthese des Phenylpropanoidgeriistes ist die
Deaminierung von L-Phenylalanin zur trans-Zimtsdure, welche durch die Phenylalanin-
Ammonium-Lyase (PAL) katalysiert wird (Hahlbrock und Scheel, 1989). Um zu
verstehen, an welchen Stellen im Metabolismus und mit welcher Prioritit
Flussdanderungen vorgenommen werden, wurde die Aktivitit der PAL enzymatisch in
den unter ambienten und erhdohten CO,-Konzentrationen kultivierten Pflanzen bestimmt
und mit den Metabolitprofilen in Beziehung gesetzt. Ein signifikanter Anstieg der PAL-
Aktivitdt war in den unter erhéhtem [CO;] kultivierten Pflanzen zu beobachten. Der
Anstieg war am hochsten in dlteren Bléttern (lokal) gegeniiber Wurzeln (Abb. 12). In
den nicht infizierten Pflanzen (Abb. 12, oben) war die PAL-Aktivitéit stiarker erhoht
unter SmM NH4NO; gegeniiber 8SmM NH4NO;. Nach PVY-Befall war unter ambienten
CO;-Bedingungen eine deutliche Steigerung der PAL-Aktivitdt messbar gegeniiber den
nicht infizierten Pflanzen unter 5SmM NH4NO; wie auch unter SmM NH4NO; (Abb. 12).
AuBlerdem konnten fiir die mit PVY infizierten Pflanzen signifikant gesteigerte PAL-
Aktivititen nach Kultivierung unter Hoch-CO, im Blatt gemessen werden (Abb. 12,

unten).
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Abb. 12: spezifische PAL-Aktivitdt im Tabak (Nicotiana tabacum cv. SamsunNN),
unter ambienten und erhéhten CO,-Konzentrationen; obere Abbildung ohne PVY-
Infektion, untere Abbildung mit PVY-Infektion, altes (lokales) Blatt und Wurzeln,
Mittelwerte der Analysen von n=7 Pflanzen + Standardfehler; linke Abbildungen-5mM
NH4NO;3, rechte Abbildungen 8mM NH4NO;
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Modifizierte Gehalte an Lignin unter erhéhtem [CO;]

Die Verschiebung des Metabolitprofils und die starke Steigerung der PAL-Aktivitét in
den unter erhohtem [CO,] kultivierten Pflanzen lie die Vermutung zu, dass neben den
16slichen und Zellwand-gebundenen Phenolen auch der Gehalt an Lignin erhoht ist. Die
Bestimmung des Ligningehaltes erfolgte wie unter 2.6. beschrieben, nach der
Thioglycolsdure-Methode (Brauns, 1952). In den unter 1000ppm [CO,] kultivierten
Pflanzen konnten leicht, aber nicht signifikant erhdhte Ligningehalte in den Wurzeln
gemessen werden, wogegen die Blitter keine Anderungen im Ligningehalt zeigten
(Abb. 13). Die Tendenz zu gesteigerten Ligningehalten der Wurzeln war jeweils stirker

unter SmM NH4NO; gegeniiber SmM NH4NO:s.
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Abb. 13: Ligningehalt im Tabak (Nicotiana tabacum cv. SamsunNN), unter ambienten
und erhohten CO,-Konzentrationen; ohne PVY-Infektion, Wurzel und altes Blatt,
Mittelwerte der Analysen von n=6 Pflanzen + Standardfehler; SmM NH4NO; und 8mM
NH4NO;
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Induktion der Salizylsdure-Biosynthese in Tabakpflanzen unter erhéhtem [CO;]

Die Biosynthese der Salizylsdure erfolgt vermutlich aus #Zimtsdure {iber
Seitenkettenverkiirzung zu Benzoesdure gefolgt von einem Hydroxylierungsschritt
(Yalpani et al., 1993; Wildermuth et al., 2001). Zur Bereitstellung von ¢-Zimtsdure ist
die Aktivitdt der PAL essentiell, daher sollte gepriift werden, ob in den unter Hoch-CO,
kultivierten Pflanzen mit stark erhohter PAL-Aktivitit die Gehalte an konstitutiv
gebildeter Salizylsdure erhoht sind. Da die gebildete Salizylsdure in der Zelle sehr
schnell zu B-O-D-Glucosylsalizylsdaure konvertiert wird wurde der Gehalt an freier, wie
auch an glucosidisch gebundener Salizylsdure bestimmt (s. 2.4.4.). Fiir die unter
erhohtem [CO»] kultivierten Pflanzen konnten in allen drei unabhingigen Experimenten
erhohte Gehalte an Salizylsdure gemessen werden. Der Gehalt an freier Salizylsdure lag
dicht an der Nachweisgrenze in den untersuchten Tabakblittern, weshalb die Erh6hung
im Gehalt an freier Salizylsdure nicht signifikant ist (Tab. 5). Signifikant gesteigerte
Gehalte unter Hoch-CO; wurden fiir die gebundene Salizylsdure ermittelt (Tab. 5).

Gehalt an Salizylsiure (SA) [nmol*gFG™]

350ppm [CO;] 1000ppm [CO,]
Freie SA 0,074 +0,039 0,114 +0,048
Gebundene SA 7,976 0,823 12,856 0,176

Tab. 5: Gehalt an freier und glucosidisch gebundener Salizylsédure in Tabakpflanzen
(Nicotiana tabacum cv. SamsunNN), junges Blatt, unter ambienten (350ppm) und
erhohten [CO;]-Konzentrationen (1000ppm), Die Werte entsprechen den Daten aus drei
unabhingigen Experimenten mit je n=5 Pflanzen + Standardfehler.
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3.1.5. Untersuchung der Pathogenabwehr in Tabakpflanzen unter erhohtem [CO;]

Die Infektion mit dem Kartoffelvirus Y (PVY) sollte zeigen, ob die verdnderten
Metabolitprofile unter erhohten CO,-Konzentrationen (insbesondere die erhohten
Gehalte an den Coumarinen Scopolin und Scopoletin) zu einer verdnderten
Pathogenresistenz der Pflanzen fiihren. Das Ausmal3 der PVY-Infektion wurde iiber
ELISA-Tests detektiert.

In drei unabhingigen Experimenten wurde nach Infiltration mit PVY in den lokalen
(infizierten) Blattern, wie auch in den systemischen Bléttern unter Hoch-CO, weniger
PVY-Protein gemessen. Dies gilt fiir die unter SmM NH4NO; kultivierten Pflanzen
ebenso wie fiir die unter 8mM NH4NO; gewachsenen Pflanzen (Abb. 14). Hohe
Standardabweichungen wurden fiir die Gehalte an PVY-Protein in den lokalen Bléttern
unter SmM NH4NOs; ermittelt, wogegen die Ergebnisse unter SmM NH4NO; und fiir die
systemische Infektion signifikant sind. Im systemischen Blatt wurden jeweils geringere
Gehalte an PVY-Protein gegeniiber dem lokalen Blatt (der Infektionsstelle) detektiert
(Abb. 14).

05 lokal systemisch 05
04 - - 04
0,3 - - 0,3
) =
<
0,2 1 - 0,2
0,1 - - 0,1
0 0
5mM 8mM 5mM 8mM

I:I 350ppm - 1000ppm

Abb. 14: Gehalt an PVY-Protein in Tabakbléttern (Nicotiana tabacum cv. SamsunNN)
14 Tage nach Infiltration mit PVY, lokales Blatt (infiziert) und systemisches Blatt (4.
Blatt iiber der Infektionsstelle), unter ambienter (350ppm) und erhéhter CO»-
Konzentration (1000ppm), kultiviert unter SmM NHsNO; und 8mM NH4NOs; Die
Sdulen entsprechen den Werten aus drei unabhingigen Experimenten mit je n=7
Pflanzen * Standardfehler.
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Begleitet war die Infektion der Tabakpflanzen jeweils von einer starken Erhéhung der
Gehalte an Methanol-16slichen, wie auch an Zellwand-gebundenen phenolischen
Verbindungen (s. 3.1.2.). Insbesondere wurde die Akkumulation von Scopolin (Abb.
15) und Scopoletin (Abb. 16) unter ambienten Bedingungen nach Befall mit PVY
beobachtet. Die Erhdhung im Gehalt an Scopoletin korrelierte mit verminderten
spezifischen Aktivititen der UDPGlucose:Scopoletin Glucosyltransferase in infizierten
Pflanzen(nicht gezeigt). Hohere Gehalte an Scopolin nach PVY-Befall konnten in
Bléttern (Abb. 15) und Wurzeln nachgewiesen werden, wobei der Anstieg im
Scopolingehalt am hdchsten in den Bléittern war, unabhidngig von der angebotenen
Stickstoffkonzentration (nicht gezeigt). Scopoletin wurde in den nicht infizierten
Pflanzen unter ambienten Bedingungen oft nur in Spuren nachgewiesen, akkumulierte
jedoch nach Befall mit PVY unabhéngig von der Stickstoffkonzentration in Bléttern
(Abb. 16) und Wurzeln.

Unter erhohten CO,-Bedingungen war in den mit PVY infizierten Pflanzen meist kein
weiterer Anstieg der Phenolgehalte zu beobachten, was mit einer geringeren

Ausbreitung des Virus korreliert.
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Die Infektion war aullerdem begleitet von der Bildung von Blattldsionen. Etwa 7 Tage
nach Infektion der Pflanzen waren erste Symptome des Befalls an den jiingeren Bléttern
zu beobachten, Aufwolbung der Interkostalfelder und der Blattadern, violette
Verfarbungen and den Blattansidtzen, Ausbleichen kleinerer Blattbereiche (Abb. 17, C).
Zusitzlich bildeten die unter erhohtem [CO;] kultivierten Pflanzen nach PVY-Befall
Lésionen aus, die grofflachiger und stirker gefdrbt waren als unter ambienten CO,-

Bedingungen (Abb. 17, D).
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Abb. 17: Ausbildung von Blattldsionen in Nicotiana tabacum cv. Samsun NN nach
Befall mit PVY, kultiviert unter SmM NH4NOs, 14 Tage nach PVY-Infektion, A-

350ppm CO; , ohne PVY; B- 1000ppm CO,, ohne PVY; C- 350ppm CO, , mit PVY; D-
1000ppm CO,, mit PVY;
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3.2. Reinigung der UDPGIlucose:Scopoletin Glucosyltransferase (SGT)

3.2.1. Fragestellung

Die Anzucht von Tabakpflanzen unter Hoch-CO,-Bedingungen fiihrte zu einer
verminderte Ausbreitung an PVY (potato virus Y), die insbesondere von der
Akkumulation der Coumarine Scopolin und Scopoletin begleitet war. Im weiteren
Verlauf der Arbeit wurde deshalb die Bedeutung dieser Coumarine fiir die
Pathogenabwehr im Tabak eingehend untersucht. Im Mittelpunkt der Arbeiten stand
dabei die UDPGlucose:Scopoletin Glucosyltransferase (SGT) als Schliisselenzym der
Scopolinbiosynthese im Tabak.

3.2.2. Reinigung von Scopolin zur Quantifizierung von HPLC-Analysen

Die Aktivitidt der SGT wurde iiber einen einfachen enzymatischen Test bestimmt (s.
2.12.), bei dem aus UDPGlucose und Scopoletin durch Glucosylierung Scopolin und
UDP entstehen. Der Nachweis der Produktbildung erfolgte per Auftrennung iiber HPLC
und Fluoreszenzdetektion (Abb. 18).
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Abb. 18: HPLC-Chromatogramm zum Nachweis der Produktbildung, Detektion mittels
Fluoreszenz (Anregung: 300mm, Emission: 400nm)
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Durch die Auswahl eines geeigneten Trennmediums und die Verbesserung der
Laufmittelzusammensetzung gelang es die Auftrennung ohne Selektivitdtsverlust auf
sieben Minuten zu verkiirzen. Fiir die Quantifizierung der Glucosyltransferase-Aktivitét
war eine Kalibration der HPLC fiir Scopolin unbedingt nétig. Da Scopolin nicht
kauflich erworben werden kann, musste es préparativ in ausreichender Menge gereinigt
werden. Hohe Gehalte an Scopolin wurden in Tabakwurzeln (Nicotiana tabacum cv.
Samsun NN) gemessen (Abb. 35), welche deshalb fiir die Scopolinreinigung verwendet
wurden. Die Reinigung erfolgte nach methanolischer Extraktion des Wurzelmaterials
tiber Festphasenextraktion und priparative HPLC (s. 2.11.). Mit den gewihlten
chromatographischen Trennverfahren konnte eine Fraktion an Scopolin gewonnen
werden, deren Reinheit mittels HPLC iiberpriift wurde. Weder in der Fluoreszenz, noch
im UV (Photo Diode Array) konnten Verunreinigungen beobachtet werden (Abb. 19).
Die Scopolinkonzentration der gereinigten Fraktion wurde iiber den Verdau mit (-

Glucosidase bestimmt. Die Ausbeute einer solchen Reinigung betrug ca. 1mg Scopolin.
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Abb. 19: HPLC-Chromatogramme der reinen Scopolinfraktion, A: UV-

Chromatogramm, 300nm, UV-Spektrum (PDA von 260-390nm, 1/s, bei maximaler
Auflosung 1,2) B: Fluoreszenzchromatogramm (Anregung: 300mm, Emission: 400nm)
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3.2.3. Versuche zur Stimulation der SGT-Aktivitat

In Abb. 20 sind die Aktivititen der UDPGlucose:Scopoletin Glucosyltransferase in
Tabak-Wurzeln, Tabak-Bldttern und Tabak-Zellsuspensionskulturen vergleichend
dargestellt. Am hochsten ist die Aktivitit der Glucosyltransferase in Wurzeln und in den

Zellkulturen. In Blittern dagegen ist die Aktivitit der Glucosyltransferase nur gering.

20
< 18
g 16 -
X
E 14
2 12 1
= 10 - Abb. 20: Aktivitit der SGT
:§' 8 | (UDPGlucose:Scopoletin  Glucosyl-
£ transferase) in  Tabak-Wurzeln,
< 61 Tabak-Blattern (Nicotiana tabacum
N 4 - cv. Samsun NN ) und Tabak-
2 2 . Zellsuspensionskulturen  (S2LS3,
0 ‘ ‘ Nicotiana tabacum cv. Havana)

Waurzel Blatt Zellkultur

Trotz der hoheren Aktivitit der SGT in den Wurzeln, wurde wegen der besseren
Handhabbarkeit (Anzucht, Ernte) die Zellsuspensionskultur mit der Bezeichnung S2LS3
(Zellsuspensionskultur einer Wurzelkalluskultur von Nicotiana tabacum cv. Havana) als
Ausgangsmaterial fiir die Enzymreinigung verwendet. Die Kultivierung des
Ausgangsmaterials erfolgte innerhalb einer Woche und erméglichte somit die Anzucht
groBerer Zellmengen fiir die Enzymreinigung. Die Wirkung verschiedener Effektoren
auf das Zellkultursystem wurde untersucht, um die Ausbeute an aktivem Enzym noch
zu erhdhen. Eine Steigerung der Glucosyltransferase-Aktivitidt der Zellkultur wurde
nach Infiltration mit Methyljasmonat beobachtet (nicht gezeigt). Die maximale
UDPGlucose: Scopoletin Glucosyltransferase-Aktivitdt war nach 32h Inkubationszeit
erreicht. Andere getestete Effektoren wie Cellulase, Salizylsdure und Chitosan fiihrten
nicht zu einer Steigerung der Glucosyltransferase-Aktivitit. Da die SGT-Aktivitdt durch
Zugabe von Methyljasmonat nur um das 1,5fache gesteigert war wurde zur Reinigung
des Enzyms auf die Verwendung der induzierten Zellkultur verzichtet und stattdessen

die Ausgangsmenge des Zellkulturmaterials erhoht.
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3.2.4. Préparative  Reinigung der SGT  durch  sdulenchromatographische

Trennverfahren

Fir die Reinigung der UDPGlucose:Scopoletin  Glucosyltransferase wurden
verschiedene chromatographische Trenntechniken etabliert und optimiert. Zuvor musste
jedoch die Optimierung der Extraktionsmethode im Hinblick auf groBere
Extraktionsvolumina erfolgen. Die hochste Ausbeute an Proteinkonzentration und
Enzymaktivitit wurde mit lyophilisiertem Zellkulturmaterial und einem Verhiltnis
Puffer [ml]/FG [g] von 3:1 erhalten. Um einer raschen Inaktivierung des Enzyms
vorzubeugen, war es notig, allen verwendeten Puffern Glycerin (2%) und DTT (10mM)
zuzusetzen. Die beste Extraktion wurde mit Hepes-Puffer (s. 2.10.1.) erzielt. An die
Extraktion angeschlossen war eine fraktionierte Ammoniumsulfatfillung (30% und
70%), der die Entsalzung des Extraktes folgte. Statt der anfdanglich verwendeten Dialyse
iiber Nacht wurde der Extrakt per Gelfiltration (Sephadex G25, Pharmacia) entsalzt, da
so storende niedermolekulare Verbindungen schonender und schneller abgetrennt
werden konnten. Wie Tab. 6 =zeigt konnte mit Hilfe der fraktionierten
Ammoniumsulfatfillung nur ein sehr geringer Reinigungsfaktor erzielt werden. Die
Ammoniumsulfatfdllung wurde aber als Reinigungsschritt beibehalten, da der
Rohextrakt auf diesem Wege schnell und schonend konzentriert werden konnte. Im
folgenden Reinigungsschritt wurde die Proteinldsung iiber einen Anionenaustauscher

(DEAE-Sepharose) aufgetrennt. Abb. 21 zeigt das Reinigungsprofil einer DEAE-Séule.
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Abb. 21: Reinigungsprofil einer DEAE-Sepharose-Sadule (20mM Hepes pH 8,0); Die
mit dem Balken markierten Fraktionen wurden vereinigt und weiter gereinigt.
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Mit diesem Schritt konnten bis zu 80% des Gesamtproteins (Tab. 6) abgetrennt werden.
Die Bedingungen fiir die anschlieBende Kationenaustausch-Chromatographie (CM-
Sepharose, 20mM Hepes pH 7,0) wurden so gewdhlt, dass die SGT im Durchfluss
eluierte und von den gebundenen Proteinen abgetrennt wurde (Abb. 22). Als effizienter
Schritt fiir die Aufreinigung der SGT erwies sich auch Chromatographie iiber
Hydroxyapatit (Abb. 23).
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Abb. 22: Reinigungsprofil einer CM-Sepharose-Séaule (20mM Hepes pH 7,0); Die mit
dem Balken markierten Fraktionen wurden vereinigt und weiter gereinigt.
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Abb. 23: Reinigungsprofil einer Hydroxyapatit-Saule (KP; pH 6,8); Die mit dem
Balken markierten Fraktionen wurden vereinigt und weiter gereinigt.
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Zur abschlieBenden Reinigung wurden die Gelfiltrationschromatographie (Superdex75)
und die Affinitatschromatographie (Reactive Yellow 3) verwendet. Mit Hilfe der
Gelfiltration konnten vor allem Proteine mit hoherem Molekulargewicht gut abgetrennt
werden (Abb. 24, Abb. 26). Eine erste Abschitzung des Molekulargewichtes erfolgte
nach dem Elutionsvolumen der nativen SGT von der geeichten Superdex75-Siule.

Dabei wurde ein Molekulargewicht von 53 kDa fiir das Enzym ermittelt.
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Abb. 24: Reinigungsprofil einer Superdex75-Séule (20mM Hepes pH 8,0); Die mit dem
Balken markierten Fraktionen wurden vereinigt und weiter gereinigt.

Letzter Reinigungsschritt war die Affinitdtschromatographie iiber Reactive Yellow 3.
Mit diesem Material konnten hdufig gute Ergebnisse bei der Reinigung von
Glucosyltransferasen erzielt werden (Vogt et al, 1999). Unter den gewihlten
Bedingungen wurden die meisten Proteine nicht an die Sdule gebunden, wogegen die
SGT an das Sdulenmaterial band (Abb. 25). Die spezifische Elution der SGT erfolgte
mit SmM UDPG (Substrat).

Die Reinheit des Enzyms wurde mittels SDS-PAGE iiberpriift. Abb. 26 zeigt die
Proteingele zur Dokumentation einer Reinigungssequenz. Die effektivsten
Reinigungsschritte waren die Gelfiltration iiber eine Superdex75-Siule (Abb. 26, I) und
die Affinitdtschromatographie iiber eine Reactive Yellow 3-Sdule (Abb. 26, K).
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Abb. 25: Reinigungsprofil einer Reactive Yellow 3-Sédule (20mM Hepes pH 8,0); Die

mit dem Balken markierten Fraktionen wurden vereinigt.

Mittels SDS-PAGE wurde fiir die denaturierte SGT (markiert mit einem Pfeil) ein
Molekulargewicht von 49kDa ermittelt, was dem per Gelfiltration kalkulierten
Molekulargewicht von 53kDa sehr nahe kommt. Wie Abb. 26, Spalte K zeigt konnte
trotz Kombination vieler Einzelschritte keine vollstindige Aufreinigung des Enzyms
erzielt werden. Die Reinigung von Glucosyltransferasen wird meist durch einen raschen
Aktivititsverlust erschwert (Vogt and Jones 2000). Auch die SGT-Aktivitit erwies sich
als sehr labil, weshalb bei den meisten Reinigungen nur ein Reinigungsfaktor von
weniger als 100fach erzielt wurde (Tab. 6).

Das Molekulargewicht einer aus Tabak (Zellkultur von Nicotiana tabacum cv. Bright
Yellow 2) identifizierten Salizylsdure-induzierbaren Glucosyltransferase (IS5a) betrigt
53614 Da (Datenbanknummer U32644, Horvath und Chua, 1996). Das in E. coli
exprimierte rekombinante Enzym zeigte signifikante Glucosyltransferase-Aktivitét fiir
Salizylsdure und sehr hohe Aktivitdten mit Hydroxycoumarinen (Scopoletin, Esculetin)
und Hydroxyzimtsduren als Substrate (Fraissinet-Tachet et al., 1998). Aus diesem
Grund wurden parallel zur Reinigung der UDPGlucose:Scopoletin Glucosyltransferase
molekularbiologische Arbeiten zur Uberexpression der Salizylsiure-induzierbaren

Glucosyltransferase in E. coli begonnen (s. 3.3).
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Abb. 26: SDS-PAGE einer Reinigung, A- Rohextrakt, B- Ammoniumsulfatfillung, C-
Sephadex-G25, D- DEAE-Sepharose, E- CM-Sepharose, F- rekombinantes Protein
(Glucosyltransferase aus Tabak, codiert durch IS5a), G- Protein Marker, H-
Hydroxyapatit, I- Superdex75, J- Reactive Yellow 3 (ungebundene Proteine), K-
Reactive Yellow 3 (eluierte Fraktion)
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Reinigu.ng Volume Tota_l Volt_J_menaktivi spez.. Ausbeu Reinigung
s-schritt | n [ml] Protein tat [pkat] Aktivitat te s-faktor

[mgd] [pkatimg] | [%]

Rohextrakt | 1500 1100 7106 6,5 100,0 1

ASF 223 452 3502 7,8 49,3 1,2
DEAE 66 146 1685 11,6 23,7 1,8
CM 12 37 416 11,1 59 1,7
CHT 1,5 8 183 21,8 2,6 3,4
S75 0,5 0,9 107 124,3 1,5 19,2
RY-3 5,2 0,1 32 446,6 0,5 69,1

Tab 6: Reinigungstabelle einer SGT-Préparation, ASF- Ammoniumsulfatfillung,
DEAE- DEAE-Séule, CM- CM-Sepharose-Sdule, CHT- Ceramic Hydroxyapatite-Séule,

S75- Superdex 75-Saule, RY-3- Reactive Yellow 3-Saule

3.3. Klonierung einer Salizylsdure induzierbaren Glucosyltransferase

3.3.1.

Isolierung eines cDNA-Klons iiber PCR-Amplifizierung

Aufgrund der Ahnlichkeit der aus Tabak isolierten Salizylsiure-induzierbaren

Glucosyltransferase (IS5a, U32643, Horvath and Chua 1996) mit der zu reinigenden

Glucosyltransferase erschien es sinnvoll parallel zu den proteinchemischen Arbeiten mit

der Klonierung dieses Enzyms zu beginnen.

Wie unter Punkt 2.24. beschrieben wurde ein Fragment codierend fiir diese

Glucosyltransferase amplifiziert. Als PCR Ausgangsmaterial wurde die aus der

Zellsuspensionskultur S2LS3 hergestellte cDNA (s. 2.24.) verwendet. Eine Bande von

1428 Bp wurde nach wiederholter Amplifikation isoliert und in den TA-cloning Vektor

eingebaut.

3.3.2. Expression rekombinanter SGT in E. coli

Der isolierte cDNA-Klon wurde nun fiir die Gewinnung rekombinanten Proteins aus E.

coli eingesetzt (s. 2.16.). Im bakteriellen System konnte nach IPTG Induktion hohe

UDPGlucose:Scopoletin Glucosyltransferase Aktivitidt gemessen werden.
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3.3.3. Reinigung des rekombinanten Proteins zur Herstellung eines Antiserums

Fiir weitere enzymologische Untersuchungen und zur Herstellung eines Antiserums
musste das rekombinante Protein in ausreichender Menge gereinigt werden. Die
Reinigung erfolgte iiber Ni-NTA Agarose (s. 2.17.). Alle Schritte der Reinigung wurden
iiber SDS-PAGE gepriift (Abb. 27). Da die mit Imidazol von der Ni-NTA Agarose
eluierte Enzymfraktion im SDS-Gel noch Verunreinigungen zeigte (Abb. 27 D) wurde
ein weiterer Reinigungsschritt tiber Superdex75 (Gelfiltration) durchgefiihrt.

A B C D E F kDa

94
67

|

43

- 30

20.1

Abb. 27: SDS-PAGE der verschiedenen Reinigungsschritte: A- Lysat, B- ungebundene
Fraktion nach 2h Inkubation mit Ni-NTA Agarose, C- Waschfraktion, D- Eluat mit
250mM Imidazol , E- konzentrierte Fraktion nach Gelfiltration iiber Superdex75, F-
Proteinmarker

Da das rekombinante Protein durch diese Schritte eine grole Reinheit aufwies wurde es
ohne weitere Reinigungsschritte fiir die Immunisierung von zwei Kaninchen verwendet.
Die so erhaltenen Antiseren wurden im Western-Blot gepriift. Fiir die Antiseren beider
Kaninchen wurden Signale in der erwarteten Grofe (53kDa) gemessen. Aufgrund
einiger unspezifischer Signale beim Antikdrper des Kaninchens Nr. 1 wurde nur das

Serum 2 fiir weitere Arbeiten genutzt.
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Abb. 28 zeigt den Western Blot einer Konzentrationsreihe der rekombinanten
Glucosyltransferase. Die Intensitit des Signals nimmt mit steigender SGT-

Konzentration zu, und erreicht schon ab 5ng die Sittigung.
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43 — Abb. 28: Western Blot des
rekombinanten Proteins, A-Ing,

30— B-2ng, C-5ng, D-7,5ng, E-10ng,

F-15ng, G-20ng

Mit dem so gewonnenen polyklonalen Antikorper wurden auch die verschiedenen
Fraktionen der SGT-Reinigung getestet (Abb. 29). In allen Fraktionen reagierte der
Antikorper spezifisch mit nur einer Proteinbande, die der Molekularmasse der
gereinigten SGT entspricht. Dies deutet auf eine starke Ahnlichkeit der rekombinanten
Glucosyltransferase mit der gereinigten SGT hin. Der Vergleich der Peptidmassen

beider Proteine mittels MALDI/TOF-MS sollte dies bestétigen (s. 3.4.)
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Abb. 29: Western-Blot einer Reinigung, Detektion mit dem Antikorper der
rekombinanten SGT, A — Rohextrakt, B — Sephadex G25, C — DEAE-Sepharose Séule,
D — CM-Sepharose Séule, E — Hydroxyapatit Séule, F — Superdex75-Saule, G —
Reactive Yellow 3 Séule, H — rekombinante Glucosyltransferase
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3.4. Vergleich der Peptidmassen der gereinigten SGT-Aktivitit mit der

rekombinanten Glucosyltransferase iiber MALDI/TOF-MS-Analysen

Die Peptidmassen der gereinigten SGT und der rekombinanten Glucosyltransferase
sollten nach tryptischem Verdau mit Hilfe eines MALDI/TOF-MS ermittelt und

anschlieBend vergleichend ausgewertet werden.

3.4.1. MALDI/TOF-MS-Analysen mit der rekombinanten Glucosyltransferase

Zunichst wurde das rekombinante Protein in Losung untersucht. Die nach tryptischem
Verdau erhaltenen Peptide wurden mit Hilfe des MALDI/TOF-MS vermessen und zur
Datenbanksuche (NCBInr-Datenbank, Programm: Mascot) verwendet. Anhand der
gemessenen Peptidmassen konnte das rekombinante Protein korrekt zugeordnet werden
(Salizylsdure-induzierbaren Glucosyltransferase IS5a, Datenbanknummer gi/7433906),
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05. Abb. 30 zeigt die Sequenzabdeckung
der gefundenen Peptidsequenzen der analysierten rekombinanten Glucosyltransferase

mit der Sequenz der Salizylsdure-induzierbaren Glucosyltransferase (IS5a).

1 MGQLHIFFFP VMAHGHMIPT LDMAKLFASR GVKATIITTP LNEFVEFSKATI
51 QRNKHLGIEI EIRLIKFPAV ENGLPEECER LDQIPSDEKL PNFFKAVAMM
101 OQEPLEQLIEE CRPDCLISDM FLPWTTDTAA KFNIPRIVFH GTSFFALCVE
151 NSVRLNKPFK NVSSDSETFV VPDLPHEIKL TRTQVSPFER SGEETAMTRM
201 IKTVRESDSK SYGVVEFNSFY ELETDYVEHY TKVLGRRAWA IGPLSMCNRD
251 IEDKAERGKK SSIDKHECLK WLDSKKPSSV VYICEFGSVAN FTASQLHELA
301 MGVEASGQEF IWVVRTELDN EDWLPEGFEE RTKEKGLIIR GWAPQVLILD
351 HESVGAFVTH CGWNSTLEGV SGGVPMVTWP VFAEQFFNEK LVTEVLKTGA
401 GVGSIQWKRS ASEGVKREAI AKAIKRVMVS EEADGFRNRA KAYKEMARKA
451 IEEGGSSYTG LTTLLEDIST YSSTGH

Abb. 30: Sequenzabdeckung (Sequence coverage) der gefundenen Peptidsequenzen der
rekombinanten Glucosyltransferase mit der Sequenz der Salizylsdure-induzierbaren
Glucosyltransferase (IS5a). Die Aminosduren der zur Identifizierung herangezogenen
Peptide der MS-Analyse sind rot unterlegt. Nominale Masse der [S5a (M;) : 53580.

Der Vergleich der Peptidsequenzen erfolgte mit Hilfe der NCBInr-Datenbank unter
Verwendung des Programmes Mascot.
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Da die zu vermessende aus Zellkulturen aufgereinigte SGT als Proteinbande auf einem
SDS-Gel vorlag, sollte zunédchst geprift werden, ob die rekombinante
Glucosyltransferase auch nach gelelektrophoretischer Trennung und anschlieBendem
tryptischen Verdau iiber die MALDI/TOF-Analyse identifiziert werden kann. Dazu
wurden verschiedene Konzentrationen des rekombinanten Proteins auf einem SDS-Gel
getrennt, Gelstiicke von Imm® ausgeschnitten, und im Gel tryptisch verdaut (2.27.1.).
Auch aus den gefundenen Peakmassen dieser Aufarbeitung konnte die Salizylsdure-
induzierbaren Glucosyltransferase (IS5a, Datenbanknummer gi/7433906) korrekt
zugeordnet werden. Von den Massenpeaks, die zur Datenbanksuche verwendet wurden
stimmen die meisten mit denen der ersten Aufarbeitung des in Puffer gelosten Proteins

uberein.

3.4.2. MALDI/TOF-MS-Analysen mit der gereinigten Glucosyltransferase

Auch zur massenspektrometrischen Analyse des gereinigten Proteins aus dem SDS-Gel
wurden Gelstiicke ausgeschnitten und anschlieBend tryptisch verdaut. Da auf dem SDS-
Gel zwei Banden in der gesuchten Grofle sehr dicht beieinander lagen (Abb. 26, K),
wurden Proben aus beiden Banden entnommen und untersucht. In Western-Blot
Analysen zeigte allerdings nur die obere Bande immunologische Verwandtschaft mit
dem rekombinanten Protein (s. 3.3.3.).

Fiir die untere Bande zeigte keiner der nach tryptischem Verdau im Chromatogramm
aufgetretenen Peaks Ubereinstimmungen zu den verwendeten Peaks der Analyse der
rekombinanten Glucosyltransferase. Die Analyse der fiir die untere Bande gefundenen
Peptidmassen in der Datenbank ergab auBerdem keine Ubereinstimmungen zu
Peptidsequenzen bereits bekannter Glucosyltransferasen.

Die mit Hilfe des MS ermittelten Peakmassen der oberen Bande dagegen zeigten in der
Datenbankanalyse die groBten Ubereinstimmungen zu der Salizylsiure-induzierbaren
Glucosyltransferase (IS5a, Datenbanknummer gi/7433906). Die MALDI/TOF-Spektren
der Peptidfragmente der rekombinanten (A) und der gereinigten (B)
Glucosyltransferase sind in Abb. 31 vergleichend dargestellt. Die zur Datenbanksuche

verwendeten Peptidmassen sind mit einem Stern markiert.
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Abb. 31: MALDI/TOF-Spektren der Peptidfragmente der rekombinanten (A) und der
gereinigten (B) Glucosyltransferase, beide nach Verdau mit Trypsin im SDS-Gel (s.

2.27.1.)
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3.4.3. Vergleich der untersuchten Glucosyltransferase mit anderen bekannten

Glucosyltransferasen aus Tabak

Die Sequence coverage der gefundenen Peptidsequenzen der rekombinanten
Glucosyltransferase mit der Sequenz der Salizylsdure-induzierbaren Glucosyltransferase
(IS5a) zeigte keine vollstindige Abdeckung der Aminoséuresequenz (Abb. 30). Darum
war es erforderlich, Ahnlichkeiten der untersuchten gereinigten und rekombinanten
Tabak

auszuschlieBen. Die durch [S5a (U32643) codierte Glucosyltransferase zeigt hohe

Glucosyltransferasen zu anderen bekannten Glucosyltransferasen aus

Sequenzhomologie zu dem nah verwandten Gen IS10a (U32644). Abb. 32 zeigt den

Sequenzvergleich von IS5a und IS10a.
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IS10a

IS5a
IS1l0a

IS5a
IS10a

IS5a
IS10a

IS5a
IS10a

IS5a
ISl0a

IS5a
IS1l0a

IS5a
IS1l0a

IS5a
IS10a

IS5a
ISl0a

1

51

51

101
101

151
151

201
201

251
251

301
301

351
351

401
401

451
451

MGQLHIFFFP
MGQLHFFFFP

QRNKHLGIEI
ORNKHLGIEI

QEPLEQLIEE
QEPLEQLIEE

NSVRLNKPFK
NSIRLNKPFK

IKTVRESDSK
IK VRESDSK

IEDKAERGKK
IEDKAERGKQ

MGVEASGQEF
MGIEASGQEF

HESVGAFVTH
HESVGAFVTH

GVGSIQWKRS
GVGSIQWKRS

IEEGGSSYTG
IEEGGSSYTG

VMAHGHMIPT
VMAHGHMIPT

ETIRLIKFPAV
ETIRLIKFPAV

CRPDCLISDM
CRPNCLVSDM

NVSSDSETEV
NVSSDSETEV

SYGVVENSFEY
SYGVIEFNSEN

SSIDKHECLK
SSIDKHECLK

IWVVRTELDN
IWVVRTELDN

CGWNSTLEGV
CGWNSTLEGV

ASEGVKREAT
ASEGVKREAT

LTTLLEDIST
LTTLLEDIST

LDMAKLFASR
LDMAKLVASR

ENGLPEECER
ENGLPEECER

FLPWTTDTAA
FLPWTTDTAA

VPDLPHEIKL
VPNLPHEIKL

ELETDYVEHY
ELEHDYVEHY

WLDSKKPSSV
WLDSKKPSSV

EDWLPEGFEE
EDWLPEGLEE

SGGVPMVTWP
SGGVPMVTWP

AKATIKRVMVS
AKATIKRVMVS

YSSTGH
YSSTGH

GVKATIITTP
GVKATIITTP

LDQIPSDEKL
LDLIPSDDKL

KENIPRIVFH
KENMPRIVFH

TRTQVSPFER
TRTQLSPFEQ

TKVLGRRAWA
TKVLGRRAWA

VYICFGSVAN
VYVCFGSVAN

RTKEKGLIIR
RTKEKGLIIR

VFAEQFFEFNEK
VFAEQFFEFNEK

EEADGEFRNRA
EEAEGEFRNRA

LNEFVFSKATI
LNESVFEFSKST

PNFFKAVAMM
PNFFKAVAMM

GTSFFALCVE
GTSFFALCVE

SGEETAMTRM
SGEETTMTRM

IGPLSMCNRD
IGPLSMCNRD

FTASQLHELA
FTASQLHELA

GWAPQVLILD
GWAPQVLILD

LVTEVLKTGA
LVTEVLKTGA

KAYKEMARKA
KAYKEMARKA

Abb.

32:

Sequenzvergleich der

nah verwandten Gene

IS5a

und IS10a;

Sequenzunterschiede sind rot markiert. Der Vergleich der Aminosduresequenzen
erfolgte mit Hilfe der NCBInr-Datenbank unter Verwendung des Programmes Standard
protein-protein BLAST.
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Beide Gene unterscheiden sich nur in wenigen Aminosduren, was jedoch weitreichende
Konsequenzen fiir das Spektrum an Peptidmassen hat, welches nach tryptischem
Verdau entsteht. Der Austausch von Phenylalanin (IS5a) gegen Valin (IS10a) in der
Sequenzposition 27 beispielsweise flihrt zu unterschiedlichen Massen der zugehorigen
Peptide. Die zugehorige Peptidmasse flir IS5a ist 592,39, wogegen fiir IS10a ein Peptid
mit der Masse 544,33 entstethen wiirde. In den massenspektrometrischen
Untersuchungen der rekombinanten, wie auch der gereinigten Glucosyltransferase
wurde die Masse 592,39 immer gefunden und auch zur Datenbankanalyse verwendet.
Ein Massenpeak mit der Masse 544,33 dagegen wurde niemals gemessen, weshalb
IS10a als moglicher Kandidat fiir das aufgereinigte Protein ausgeschlossen werden
kann.

Neben IS10a sind weitere Enzyme mit Glucosyltransferase-Aktivitit aus Tabak isoliert
und sequenziert wurden, die Sequenzhomologie zu IS5a zeigen. Der Vergleich der
gemessenen Peptidmassen unserer MS-Analysen und der zu erwartenden Peptidmassen
einer UDPGlucose:Salizylsdure Glucosyltransferase (SA-Gtase, Datenbanknummer:
AF190634, Lee und Raskin, 1999) zeigte nur in einer einzigen Peptidmasse
Ubereinstimmung. Mit den theoretisch abgeleiteten Peptidmassen einer Jasmonat-
induzierten potentiellen Glucosyltransferase (JIGT, Datenbanknummer: AB000623,
Imanishi et al., 1998) konnten keine Ubereinstimmungen mit denen der MALDI/TOF-

Analyse gefunden werden.

3.5. Transformation von Tabak zur Modulation der SGT-Aktivitit mit Hilfe

von Sense-Konstrukten

In Anzuchten von Tabakpflanzen unter erhéhtem [CO;] wurden hohere Gehalte an
Phenylpropanen, insbesondere die Akkumulation von Scopolin gezeigt (s. 3.1.2.).
Verbunden mit hoheren Gehalten an den Coumarinen Scopolin und Scopoletin war eine
verbesserte Resistenz der Pflanzen gegeniiber einer Infektion mit PVY (s. 3.1.3.). Um
den Beitrag dieser Coumarine zur Pathogenabwehr zu priifen sollte die Aktivitdt der
SGT in Tabak gezielt modifiziert werden. Dazu sollten transgene Tabakpflanzen mit
Hilfe von Sense-Konstrukten erzeugt werden. Parallel zur Reinigung und

Sequenzierung der UDPGlucose:Scopoletin Glucosyltransferase wurde deshalb eine
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Salizylsdure-induzierbare Glucosyltransferase (Horvath and Chua, 1996) aus der
Zellsuspensionskultur S2LS3 kloniert und mittels PCR amplifiziert (s. 2.24.). Das so
erhaltene cDNA Fragment (1428 Bp) wurde unter Verwendung der Sall und BamHI
Schnittstellen der zur Amplifikation verwendeten Primer in die multiple
Klonierungssequenz des bindren Vektors pBinAR (Hofgen und Willmitzer, 1990)
zwischen den 35S-Promotor des CaMV (Blumenkohlmosaikvirus) (Franck et al., 1980)
und das Polyadenylierungssignal des Octopin-Synthase Gens (Gielen et al., 1984)
kloniert. Das resultierenden Sense-Konstrukt (Abb. 3) wurde anschlieBend {iber

Agrobacterium-vermittelten Gentransfer in Tabak transformiert (s. 2.25.).

3.5.1. Selektion geeigneter transgener Linien

Charakterisierung der Primdrtransformanten (F0-Generation)

Aus der mit den Sense-Konstrukten durchgefiihrten Transformation wurden 61
Kanamycin resistente Pflanzen regeneriert. Nach Uberfiihrung in das Gewichshaus
wurden die Transformanten per Enzymassay auf die spezifische Aktivitit der
UDPGlucose:Scopoletin Glucosyltransferase (SGT) hin gepriift. Dazu wurden zunéchst
von 6-8 Wochen alten Pflanzen (Primirtransformanten, FO-Generation) Blattproben
entnommen und analysiert. Die transgenen Sense-Linien zeigten dem Waildtyp
(Nicotiana tabacum cv. Samsun NN) gegeniiber meist deutlich erhohte spezifische
Enzymaktivititen. Fiir die erste und zweite Probenahme konnten &hnliche spezifische
Aktivitdten ermittelt werden. Von den 15 ausgewéhlten Sense-Pflanzen wurde Saatgut

zur Weiterfiihrung der Linien gewonnen.

Selektion der transgenen FI- und F2-Generation

Die Ergebnisse der FO-Generation konnten durch Untersuchungen der F1-Generation
bestitigt werden. Die so selektierten Sense-Linien mit erhohten spezifischen SGT-
Aktivitidten zeigt Abb. 33. Um die Schwankungsbreite der SGT-Aktivitit in den
Wildtypen zu erfassen wurden jeweils 5 Wildtyppflanzen untersucht. Von den
ausgewdhlten Linien der F1-Generation wurde wiederum Saatgut zur Weiterfiihrung der
Linien gewonnen. Die anschlieBende Durchmusterung der F2-Generation fiihrte zur

Auswahl von 3 Sense-Linien (Abb. 34). Die eingehende Untersuchung der in Abb. 34
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gezeigten ausgewdhlten transgenen Linien sollte zeigen, ob eine verdnderte Aktivitit
der UDPGlucose:Scopoletin - Glucosyltransferase mit modifizierten Gehalten an

Scopolin korreliert.
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Abb. 33: spezifische SGT-Aktivitit in Blittern (5. Blatt von oben) ausgewéhlter Sense-
Pflanzen der F1-Generation (BK1, erste und zweite Analyse) gegeniiber dem Wildtyp
(WT, Nicotiana tabacum cv. SamsunNN)
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Abb. 34: spezifische SGT-Aktivitit in Blittern (5. Blatt von oben) ausgewahlter Sense-
Pflanzen der F2-Generation (BK1, erste und zweite Analyse) gegeniiber dem Wildtyp
(WT, Nicotiana tabacum cv. SamsunNN)
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Die Analyse von Coumarinen im Tabak zeigte, dass der Gehalt an Scopolin am
hochsten in den Wurzeln ist (Abb. 35). In weitere Untersuchungen wurden deshalb auch
Wurzelproben mit einbezogen, um den Einfluss der Transformation auf den Gehalt an
Scopolin und anderen phenolischen Inhaltsstoffen genauer zu priifen (s. 3.5.3.).
Physiologische Untersuchungen sollten anschlieBend zeigen, ob die durch die
Transformation moglicherweise verdnderten Gehalte an phenolischen Inhaltsstoffen zu

einer verdnderten Pathogenresistenz der Pflanze fiihren (s. 3.5.4.).
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3.5.2. Charakterisierung der ausgewéhlten Sense-Linien

Northern-Blot Analysen der ausgewdhlten transgenen Linien

Zur Charakterisierung der transgenen Linien wurden Blitter und Wurzeln 6 Wochen
alter Tabakpflanzen verwendet. Fiir die Northern-Blot Analysen wurde Gesamt-RNA
aus Blattern und Wurzeln isoliert und mit einer radioaktiv markierten Sonde des cDNA-
Fragments hybridisiert (s. 2.26.). Die Transkriptmengen an SGT-mRNA waren in den
ausgewdhlten Sense-Linien stark erhoht gegeniiber dem Wildtyp (Abb. 36). Die
Erhéhung war sowohl fiir die Blatter als auch fiir die Wurzeln zu beobachten (Abb. 36),
wobei die Menge an gebildeter SGT-mRNA in Blittern und Wurzeln aufgrund des

verwendeten starken Promotors (35S-Promotor des CaMV, s. 2.25.) gleich war.
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SNN 1/3/1/3  1/3/2/2 1/8/8/1

Blatt

Wurzel s ,

Abb. 36: Autoradiogramm der Northern-Blot Analyse von Blattern (5. Blatt von oben)
und Wurzeln ausgewdhlter Sense-Pflanzen (1/3/1/3, 1/3/2/2, 1/8/8/1) gegeniiber dem
Wildtyp (SNN, Nicotiana tabacum cv. SamsunNN), F3-Generation, untersucht wurden
je zwei FEinzelpflanzen, 14h Exposition des Rontgenfilms, Signale fiir die Wildtyp
mRNA konnten nach 72h Exposition beobachtet werden

Western-Blot Analysen der ausgewdhlten transgenen Linien

Um zu priifen, ob die erhdhte Expression von SGT-mRNA mit erhdhten Gehalten an
SGT-Protein korreliert, wurde aus Blittern und Wurzeln Gesamt-Protein isoliert und
mit dem gewonnenen polyklonalen Antikorper fiir das Enzym (s. 3.3.3.) hybridisiert. Im
Western-Blot konnten in den ausgewéhlten Sense-Linien erhdhte Gehalte an SGT-
Protein gegeniiber dem Wildtyp nachgewiesen werden. Die Erhéhung im Proteingehalt
war sowohl fiir die Blétter als auch fiir die Wurzeln gegeben (Abb. 37), Unterschiede im
Gehalt an SGT-Protein zwischen Blittern und Wurzeln wurden nicht beobachtet.

Die Ergebnisse der Western- und Northern-Blot Analysen bestétigten die stabile
Transformation der SGT-Sense-Konstrukte in Tabak. Fiir weitere Analysen standen
somit Tabakpflanzen mit erhohter Expression der SGT-mRNA zur Verfiigung. Im
Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen konnten im Gewéchshaus wihrend der gesamten
vegetativen Wachstumsphase keine phinotypischen Verdnderungen der transformierten

Pflanzen beobachtet werden.
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SNN 1/3/1/3 1/3/2/2 1/8/8/1
1 2 1 2 1 2

Abb. 37: Autoradiogramm der Western-Blot Analyse von Blédttern (5. Blatt von oben)
und Wurzeln ausgewdhlter Sense-Pflanzen (1/3/1/3, 1/3/2/2, 1/8/8/1) gegeniiber dem
Wildtyp (SNN, Nicotiana tabacum cv. SamsunNN), F3-Generation untersucht wurden
je zwei Einzelpflanzen

3.5.3. Untersuchungen zur Wirkung der verdnderten SGT-Aktivitit auf die

Akkumulation von Scopolin und anderen phenolischen Inhaltsstoffen

Zur weiteren Charakterisierung der ausgewdhlten transgenen Pflanzen sollten die
Gehalte an phenolischen Inhaltsstoffen (insbesondere Scopolin) analysiert werden. Die
UDPGlucose:Scopoletin - Glucosyltransferase katalysiert die Glucosylierung von
Scopoletin zu Scopolin, weshalb in Pflanzen mit erhohter SGT-Aktivitit erhdhte
Scopolingehalte erwartet werden. Fiir die drei ausgewéhlten Sense-Linien wurden in
den Blittern (Abb. 38) wie auch in den Wurzeln (Abb. 39) gegeniiber dem Wildtyp
deutlich erhohte Aktivitidten der SGT gemessen.

Zur Bestimmung der Gehalte an 16slichen Phenylpropanen wurden die methanolischen
Extrakte per HPLC aufgetrennt und analysiert (s. 2.4.2.). Obwohl alle Sense-Linien
erhohte Aktivititen der UDPGlucose:Scopoletin Glucosyltransferase zeigten wurde in
den Blittern der Sense-Pflanzen keine erhohten Scopolingehalte gegeniiber den
Wildtyp-Kontrollen gemessen (Abb. 40). In den Wurzeln dagegen konnten fiir alle
Sense-Linien leicht erhdhte Gehalte an Scopolin gemessen werden (Abb. 41). Der
Gehalt an Scopoletin war unverdndert in den Blittern und den Wurzeln der Sense-
Linien gegeniiber dem Wildtyp. Ebenfalls unverdndert war der Gesamtanteil an
glucosidischen bzw. nicht-glucosidischen Phenylpropanen (nicht gezeigt, keine

Verianderung im Gesamtmuster an Phenylpropanen).
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Abb. 38: spezifische SGT-Aktivitdt in Bléttern (5. Blatt von oben) ausgewihlter Sense-
Pflanzen (BK, n=6) der F3-Generation gegeniiber dem Wildtyp (WT, Nicotiana
tabacum cv. SamsunNN)
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Abb. 39: spezifische SGT-Aktivitdt in Wurzeln ausgewéhlter Sense-Pflanzen (BK, n=6)
der F3-Generation gegeniiber dem Wildtyp (WT, Nicotiana tabacum cv. SamsunNN)
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Abb. 40: Scopolingehalt in Bléttern (5. Blatt von oben) ausgewéhlter Sense-Pflanzen
(BK, n=6) der F3-Generation gegeniiber dem Wildtyp (WT, Nicotiana tabacum cv.
SamsunNN)
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Abb. 41: Scopolingehalt in Wurzeln ausgewéhlter Sense-Pflanzen (BK, n=6) der F3-
Generation gegeniiber dem Wildtyp (WT, Nicotiana tabacum cv. SamsunNN)
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Infiltration von Blattscheiben mit Scopoletin

Die Untersuchung der SGT-Sense-Linien hatte gezeigt, dass in den Blittern der
transgenen Pflanzen nicht mehr Scopolin akkumuliert als im Wildtyp, obwohl die SGT-
Aktivitit in den Sense-Pflanzen deutlich erhoht war gegeniiber dem Wildtyp. Um zu
priifen, ob die Bildung von Scopolin in den Bléttern der transgenen Sense-Linien durch
die Menge an Substrat limitiert wird, wurden Blattscheiben dieser Linien mit Scopoletin
infiltriert (s. 2.9.). Bereits eine Stunde nach Infiltration konnten fiir zwei der Sense-
Linien hohere Gehalte an Scopolin gegeniiber dem Wildtyp gemessen werden, und nach
3h Inkubation war die Scopolinbildung stérker in allen verwendeten Sense-Linien (Abb.
42). Dabei war die Bildung von Scopolin direkt abhingig von der zugegebenen
Scopoletinkonzentration, wie die integrierte Abbildung zeigt (Abb. 42).
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Abb. 42: Scopolingehalt in Blattscheiben von SGT-Sense-Pflanzen gegeniiber dem
Wildtyp (WT, Nicotiana tabacum cv. SamsunNN) nach Infiltration mit 75uM
Scopoletin, die Balken entsprechen den Werten eines Pools von je vier Blattscheiben
entnommen von vier Einzelpflanzen; die integrierte Grafik zeigt den Scopolingehalt in
Blattscheiben fiir den Wildtyp und eine ausgewéhlte Sense-Linie (1/3/1/3) nach 1h
Infiltration mit Scopoletin in Abhéngigkeit von der Scopoletinkonzentration
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3.5.4. Funktionelle Untersuchungen transgener Linien um den Beitrag von

Coumarinen zur Pathogenabwehr zu priifen

In Anzuchten von Tabakpflanzen unter erhohten CO,-Konzentrationen war der Gehalt
der phenolischen Hauptkomponenten (Chlorogensdure und Scopolin) gesteigert.
Inokulationsexperimente mit dem potato virus Y (PVY) zeigten eine hohere Resistenz
der unter Hoch-CO; kultivierten Pflanzen, die mit erh6hten Gehalten an phenolischen
Verbindungen, darunter Scopolin, korrelierte. Die Kultivierung der transgenen Pflanzen
unter erhohten CO,-Konzentrationen sollte zeigen, ob die verdnderte Aktivitdt der SGT
unter Hoch-CO, zu einer modifizierten Bildung von Scopolin oder anderen
Phenylpropanen fiihrt und ob diese Verdnderungen gegebenenfalls zur Resistenz gegen

PVY beitragen.

Kultivierung der transgenen Tabakpflanzen unter erhohter CO,-Konzentration

In den unter Hoch-CO, kultivierten Pflanzen konnten jeweils erhohte Gehalte an
Phenylpropanen, insbesondere an Scopolin (Abb. 43) und Chlorogensiure (nicht
gezeigt) gemessen werden. Dabei zeigten die transgenen Linien keine dem Wildtyp

gegeniiber stirker erhohten Gehalte an phenolischen Verbindungen unter erhdhtem

[CO.] (Abb. 43).
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Abb. 43: Scopolingehalt in Wurzeln ausgewdhlter Sense-Pflanzen (BK) gegeniiber dem
Wildtyp (WT) unter ambienten (350ppm) und erhohten (1000ppm) CO»-
Konzentrationen, Mittelwerte der Analysen von n=7 Pflanzen + Standardfehler
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Auch der Gesamtanteil an glucosidischen bzw. nicht-glucosidischen Phenylpropanen
war unverdndert in den transgenen Linien gegeniiber dem Wildtyp unter Hoch-COs,.
Erhohte Gehalte an Scopolin wurden in den Sense-Linien gegeniiber dem Wildtyp unter

ambienten CO,-Konzentrationen nur in den Wurzeln gemessen (s. dazu auch 3.5.3.).

Infiltrationsexperimente mit dem Kartoffelvirus Y (PVY)

Infiltrationsexperimente mit den transgenen Sense-Linien sollten zeigen, ob die
vermehrte Bildung von Scopolin zur Resistenz gegen PVY (Kartoffelvirus Y) beitrédgt.
Dazu wurden Tabakpflanzen der drei Sense-Linien und des Wildtyps im Gewachshaus
kultiviert und im Alter von 6 Wochen mechanisch mit PVY inokuliert. Zur Kontrolle
wurden die Pflanzen mit KPj-Puffer infiziert (s. 2.8.1.). 10 und 14 Tage nach
Inokulation wurden die Pflanzen geerntet und der Gehalt an Virusprotein mittels
monoklonaler Antikorper gegen PVY im ELISA-Test (s. 2.8.2.) bestimmt. Die
Versuche zeigten verminderte Gehalte an PVY-Protein in den Bléttern und damit eine
erhohte Resistenz gegen den Befall mit PVY fiir zwei der drei ausgewihlten Sense-
Linien (Abb. 44). Dieser Befund weist auf eine Korrelation zwischen der Kapazitit zur

Scopolinbildung und der Resistenz gegen PVY hin.
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Abb. 43: Gehalt an PVY-Protein (in AU = Absorption Units) in infizierten Bléttern
ausgewdhlter Sense-Pflanzen (F3-Generation, (n=7)) gegeniiber dem Wildtyp (WT,
Nicotiana tabacum cv. Samsun NN, n=7) unter ambienten (350ppm) CO,-
Konzentrationen, 10 Tage nach PVY-Infektion
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4, Diskussion

4.1. Verinderte Sekundirmetabolitprofile in Tabakpflanzen unter variierter

CO;- und N-Versorgung

Das Wachstum unter erhéhtem [CO;] fiihrt zu gesteigerten C/N-Verhdltnissen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Wachstum von
Tabakpflanzen unter erhdhter atmosphérischer CO,-Konzentration zu gesteigerten C/N-
Verhéltnissen in den Pflanzen fiihrt. Die Erh6hung im C/N-Verhiltnis war dramatisch
in den Blittern, wogegen in den Wurzeln nur schwach erhohte C/N-Verhéltnisse
ermittelt wurden. Von verschiedenen Autoren wurde die verstirkte Bildung
kohlenstoffhaltiger nicht-struktureller Verbindungen, insbesondere die Akkumulation
von l6slichen Zuckern und Stirke im Blatt als Folge erhohter Photosyntheseraten unter
erhohtem [CO;] fiir Tabak beschrieben (Moore et al.,, 1997; Geiger et al., 1998;
Ludewig et al., 1998; Stitt und Krapp, 1999). Dabei war der Anstieg im Gehalt an
nichtstrukturellen Kohlenhydraten abhingig von der Pflanzenart und insbesondere von
den gewéhlten N-Bedingungen (Stitt und Krapp, 1999).

Neben gesteigerten Gehalten an Kohlenstoff unter erhohtem [CO,] wurden in dieser
Arbeit verminderte Gehalte an Stickstoff bei ausreichender Stickstoffversorgung (5SmM
NH4NO3) in Blatt und Wurzel gemessen. Die Verminderung im N-Gehalt bei Hoch-
CO, war unter 8mM NH4NO; nicht immer gegeben was darauf hindeutet, dass die
gewidhlte N-Versorgung ausreichend war um einer N-Limitierung unter Hoch-CO,
entgegenzuwirken. In Ubereinstimmung mit der Literatur (Geiger et al., 1999) wurde in
dieser Arbeit eine Abhéngigkeit der N-Gehalte von der fiir die Pflanze verfiigbaren N-
Konzentration und dem Blattalter beobachtet. Unter 8mM NHyNO; wurden hohere
Gehalte an Stickstoff unter ambienter und erhdhter CO,-Konzentration in jungen
Bliattern und Wurzeln gegeniiber den unter SmM NH4NO; kultivierten Pflanzen
gemessen (s. 3.1.1.). Das C/N-Verhiltnis ist deshalb immer kleiner in den unter 8mM
NH4NO; kultivierten Pflanzen gegeniiber SmM NH4NO;.

Fir Tabak konnte die Akkumulation von Stirke, Saccharose und weiteren 16slichen
Zuckern unter Hoch-CO, in N-gesittigten Pflanzen gezeigt werden, in N-limitierten
Pflanzen ist der Anstieg im Stirkegehalt unter Hoch-CO, zusétzlich erhdht, nicht jedoch

fiir die 16slichen Zucker (Geiger et al., 1999). Beschrieben wurden niedrigere Gehalte
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an Stickstoff im Blatt unter Hoch-CO,-Bedingungen in verschiedenen Pflanzenarten
(Poorter et al., 1997; Gleadow et al., 1998), wobei die Verdnderungen im N-Gehalt von
der Verfiigbarkeit an Stickstoff fiir die Pflanze abhéingig waren. In der Literatur wird die
Verminderung im N-Gehalt unter Hoch-CO, zum einen als ,,Verdiinnungseffekt®
aufgrund stark erhohter Gehalte an 16slichen Zuckern und Stérke diskutiert (Luo et al.,
1994). Andere Autoren flihren die verminderten Gehalte an Stickstoff unter erhohtem
atmosphirischem [CO;] auf eine erhdhte Effizienz der Photosynthese zuriick, da unter
Hoch-CO; eine bestimmte Photosyntheserate auch bei geringeren Mengen an Rubisco,
Calvin-Zyklus-Enzymen und Komponenten der Lichtreaktion erreicht wird bei
verminderter Photorespiration und so weniger N fiir die Proteinsynthese bendtigt wird
(Stitt und Krapp, 1999).

Die beschriebenen verminderten Gehalte an Stickstoff und erhdhten Gehalte an
Kohlenstoff in Pflanzen unter erhohtem [CO;] lieBen die Vermutung zu, dass mit
Erhohung des C/N-Verhéltnisses in der Pflanze der Anteil an CBSC (carbon based
secondary compounds) am Gesamtgehalt an kohlenstoffhaltigen Verbindungen steigt
unter erhéhtem [CO;]. Basis dieser Vermutung ist die von Bryant et al. 1983 formulierte
»carbon/nutrient balance*“-Hypothese, nach der der Gehalt an kohlenstoff- und
stickstoffhaltigen Metaboliten direkt von der Balance zwischen C- und N-Gehalt in der
Pflanze abhéngt.

Das Wachstum unter erhohtem [CO;] fiihrt zu modifizierten Sekunddrmetabolitprofilen

Fiir die unter Hoch-CO, gewachsenen Pflanzen konnten in dieser Arbeit verminderte
Gehalte an Nikotin in Blittern und Wurzeln gegeniiber ambienten CO,-Konzentrationen
gemessen werden. Der Gehalt an Nikotin war stirker vermindert unter erhohtem [CO;]
in den unter SmM NH4NOs; kultivierten Pflanzen gegeniiber 8SmM NH4NOs. Ein relativ
konstantes Verhéltnis von Nikotin zum N-Gehalt in Tabakbléttern wurde von Baldwin
und Ohnmeiss (1994) beschrieben.

AuBerdem konnten im Tabak Methanol-16sliche und Zellwand-gebundene phenolische
Verbindungen mit erhohten, verminderten, sowie unveranderten Gehalten nach
Kultivierung unter erhhten CO,-Konzentrationen beobachtet werden (s. 3.1.2.). Zu den
Methanol-16slichen Verbindungen, deren Gehalt am deutlichsten erhoht war gehdren
das Coumarin Scopolin und die 4’-und 5’-Isomere der Chlorogensiure (CGA), wobei

die CGA mengenmillig die Hauptkomponente der 16slichen phenolischen
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Verbindungen in der Tabakvarietit SamsunNN darstellt (Leffingwell, 1999). Ein
Einfluss der Stickstoffkonzentration auf den Gehalt an 16slichen phenolischen
Metaboliten konnte insbesondere fiir eine Reihe bislang nicht identifizierter
Verbindungen beobachtet werden. Einige der im Blatt detektierbaren Metabolite waren
nur unter SmM NH4NO; zu beobachten, nicht aber in Pflanzen, welche unter 8mM
NH4NO; kultiviert wurden.

Eine weitere Klasse an kohlenstoffhaltigen sekundidren Inhaltsstoffen sind die
Sesquiterpenoide. Weder in den unter Hoch-CO; kultivierten Tabakpflanzen, noch nach
PVY-Infektion konnte eine Akkumulation an Capsidiol oder anderen Sesquiterpenen
gemessen werden (M. Heim, personliche Mitteilung). Hinweise auf einen signifikanten
Effekt erhohter atmosphirischer CO,-Konzentrationen auf den Gehalt an
Sesquiterpenen liegen in der Literatur nicht vor und auch die Induktion von Enzymen
der Terpenoidbiosynthese unter Hoch-CO, konnte bisher nicht gezeigt werden (siche
Ubersichtsartikel; Penuelas und Estiarte, 1998).

Die beobachtete Verschiebung der Metabolitprofile in Tabakpflanzen zugunsten von
kohlenstoffhaltigen Phenylpropanen unter Hoch-CO,-Bedingungen korreliert mit der
von Bryant et al. 1983 formulierten ,,carbon/nutrient balance*-Hypothese nach der
hohere C/N-Verhiéltnisse positiv mit dem Gehalt an C-haltigen Metaboliten verbunden
sind. Die ,.,growth/differentiation balance*-Hypothese erweitert diese Aussage um den
Faktor Wachstum, d.h. nur wenn die Verfligbarkeit der Ressourcen fiir das Wachstum
der Pflanze limitiert ist oder den Bedarf iibersteigt investiert eine Pflanze in die
Produktion sekundédrer Metabolite (Herms und Mattson, 1992). Danach fiihrt das
Wachstum von Pflanzen unter erhohter CO,-Konzentration und bei nicht-limitierender
N-Versorgung zu einer Verschiebung des Metabolitprofils zu Ungunsten
stickstofthaltiger Verbindungen (Landsberg und Stafford Smith, 1992). Im Gegensatz
dazu beschrieben andere Autoren die erhohte, verminderte oder unverdnderte Bildung
von N-haltigen Glucosinolaten unter Hoch-CO, in Abhéngigkeit von der untersuchten
Pflanzenart, unabhéngig vom C/N-Verhiltnis im Blatt (Karowe et al., 1997). Die
erhohte Allokation von N in die Bildung von Prunasin in Eucalyptus cladocalyx F.
Muell unter Hoch-CO,, bei verminderten N-Gehalten im Blatt wurde ebenso gezeigt
(Gleadow et al., 1998). Konsistent mit den oben beschriebenen Hypothesen zeigten die
von Karowe et al. (1997) und Gleadow et al. (1998) untersuchten Pflanzenarten unter

Hoch-CO, gegeniiber ambienten Bedingungen nur gering erhohte Wachstumsraten bei
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stark erhohten C/N-Verhéltnissen. Im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit
wurden in den von Rufty et al. (1989) durchgefiihrten Feld-Versuchen verminderte
Gehalte an Alkaloiden unter Hoch-CO,-Bedingungen gegeniiber ambienten CO,-
Konzentrationen in Tabak gemessen, wobei der N-Gehalt im Blatt in diesem System
keine Beachtung fand.

Die Tendenz zu hoheren Gehalten an phenolischen Inhaltsstoffen mit zunehmender
CO,-Konzentration wurde fiir verschiedene Pflanzenarten beschrieben (Poorter et al.,
1997; Penuelas et al., 1997; Estiarte et al., 1999). Dabei ist jedoch nicht klar erkennbar
ob die Verdnderungen im Sekundirmetabolitgehalt direkte Effekte der erhohten CO,-
Bedingungen sind oder einfach auf der moglichen Limitierung fiir N unter Hoch-CO,
beruhen.

In Abhéngigkeit von den Umweltbedingungen, welche die C/N-Balance beeinflussen
wird die Regulation der Sekundirmetabolitbiosynthese mit Hilfe von zwei
Modellsystemen erkldrt (Herms und Mattson, 1992; Lambers, 1993; Karban und
Baldwin, 1997). Die ,, carbon supply “~-Hypothese geht davon aus, dass die Biosynthese
sekundérer Inhaltsstoffe durch iiberschiissige Sucrose bei verminderter Proteinsynthese
induziert wird. In Nihrstoff-limitierten Pflanzen wird so mutmaBlich ein ,,energy
overflow* verhindert. In transgenen Tabakpflanzen (N. tabacum cv. SamsunNN)
welche Hefe-Invertase konstitutiv im Apoplasten (cwlnv) oder der Vakuole (vaclnv)
exprimieren, konnten Herbers et al. (1996) die Zucker-vermittelte Induktion des
Phenylpropanoidmetabolismus nachweisen. Insbesondere wurde die Induktion der
Biosynthese von Kaffeesdurekonjugaten und Scopolin durch 16sliche Zucker in den
oben genannten transgenen Tabakpflanzen (cwlnv) kiirzlich gezeigt (Baumert et al.,
2000). Die beobachtete starke Akkumulation Ioslicher Zucker in N. tabacum cv.
SamsunNN unter Hoch-CO, (Moore et al., 1997; Geiger et al., 1998) bestirkt die
Hypothese, dass die Akkumulation der Phenylpropane unter erhéhter atmosphérischer
CO,-Konzentration auf hoheren Gehalten an Saccharose beruht.

In Pflanzen fiihren gesteigerte Wachstumsraten unter erhohtem [CO,] aufgrund erhéhter
Photosyntheseraten oft sehr schnell zur N-Limitierung (Zusammengefasst in Stitt und
Krapp, 1999). Bei niedrigem N-Angebot ist die Rate der Proteinsynthese begrenzt und
nur ein Teil der gebildeten Aminosduren wird zur Biosynthese von Proteinen
verwendet. Nach der ,,amino acid diversion “~-Hypothese begiinstigt der so entstandene

Uberschuss an Tyrosin und Phenylalanin die Phenylpropanoidbiosynthese, und stellt
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damit ebenfalls eine Art ,, overflow “-Metabolismus dar (Lambers, 1983). Die Induktion
der Phenylpropanoidbiosynthese unter Mangel an Stickstoff und anderen Nihrstoffen ist
aus der Literatur bekannt (Margna et al., 1989; Sanchez et al., 2000). Im Tabak
(Nicotiana tabacum cv One-Sucker) wurden signifikant erhohte Gehalte an
Chlorogensédure und Scopolin in Stickstoff-limitierten Pflanzen beobachtet (Armstrong
et al., 1970). Ein signifikanter Einfluss der verwendeten N-Konzentrationen (5SmM
NH4NO; und 8mM NH4NO;) auf den Gehalt der Hauptkomponenten CGA und
Scopolin konnte in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet werden, dabei war der
Gehalt an Gesamt-Stickstoff in den unter SmM NH4NO; kultivierten Pflanzen jeweils
niedriger gegeniiber den unter 8mM NH4NO; angezogenen Pflanzen (s. oben). Dies
deutet darauf hin, dass die Tabakpflanzen unter der gewdhlten N-Versorgung nicht N-
limitiert sind, und die beobachteten Effekte fiir die phenolischen Hautkomponenten
(CGA und Scopolin) tatsichlich auf den erhohten atmosphirischen CO,-
Konzentrationen beruhen. Indirekte Effekte der gesteigerten CO,-Konzentration auf den
pflanzlichen Metabolismus konnen aber auch in unserem experimentellen Ansatz nicht
vollig ausgeschlossen werden, insbesondere wenn der Einfluss der erhohten CO,-
Konzentration auf das Wachstum stérker ist als auf die N-Aufnahme und Stickstoff
damit fiir das Wachstum limitiert ist.

Von besonderer Bedeutung fiir das Wachstum und die Stabilitdt von Pflanzen ist das
phenolische Polymer Lignin. In der vorliegenden Arbeit konnten keine signifikant
erhohten Gehalte an Lignin in den Pflanzen unter Hoch-CO, gemessen werden. Die
Ligninbiosynthese ist mit einem hohen energetischen Aufwand verbunden (Lewis und
Yamamoto, 1990), weshalb Pflanzen kurzfristig wahrscheinlich eher in
kostengiinstigere Biosynthesen investieren. Auch in anderen Arbeiten wurde keine
Zunahme im Gehalt fiir Lignin und Struktur-Polysaccharide in Abhingigkeit von der
Pflanzenspezies unter Hoch-CO, beobachtet (Penuelas und Estiarte, 1998). In dieser
Arbeit zeigte sich eine Tendenz zu erhohten Gehalten an Lignin unter erh6htem [CO;]
bei geringerer Stickstoffzufuhr (SmM NH4NO3), wobei der Anstieg im Ligningehalt
hoéher war in den Wurzeln gegeniiber Bléttern. Dieser Befund steht im Einklang zu der
Erhohung im Gehalt einiger bislang nicht identifizierter phenolischer Verbindungen
unter SmM NH4NO; gegeniiber 8mM NH4NO; und spricht fiir eine erhohte Allokation

von Kohlenstoff in die Biosynthese von Phenylpropanoiden unter vermindertem N-
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Angebot (Sanchez et al., 2000). Dies bestitigten auch die Messungen der Aktivitdt der

Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL, s. unten).

Bei Wachstum unter erhohtem [CO;] wird die PAL induziert

Als FEingangsenzym in den Phenylpropanstoffwechsel katalysiert die PAL die
Deaminierung von L-Phenylalanin zur frans-Zimtsdure und verbindet somit den Primér-
und den Sekundirmetabolismus in der Pflanze (Hahlbrock und Scheel, 1989). Ein
signifikanter Anstieg der PAL-Aktivitit war in den unter erhéhtem [CO;] kultivierten
Pflanzen zu beobachten (s. 3.1.2.). Der Anstieg war am hochsten in alten Bléttern
(lokal) gegeniiber jungen Bléttern und Wurzeln, und war deutlich héher unter SmM
NH4NO; gegeniiber 8mM NH4NO;. Die N-induzierte Inhibition der PAL-Aktivitét ist
aus der Literatur bekannt (Margna et al., 1989) und steht im Einklang mit den oben
beschriebenen Modellen zur Biosynthese von Sekunddrmetaboliten. Weiterhin bekannt
ist die Induktion der Expression von PAL-Transkripten durch abiotischen Stress (UV-
Licht), Verwundung, Herbivorie und Pathogenbefall (Hahlbrock und Scheel, 1989). Als
eine mogliche metabolische Ursache der gesteigerten PAL-Aktivitit unter erhdhtem
[CO,] kann wahrscheinlich die Akkumulation 16slicher Zucker bei Wachstum unter
Hoch-CO, diskutiert werden (Abb. 45), da in transgenen Tabakpflanzen (N. tabacum
cv. SamsunNN) mit konstitutiv exprimierter Hefe-Invertase (s. oben), die Akkumulation

von PAL-mRNA beschrieben wurde (Herbers et al., 1996).

4.2. Verinderte Pathogenabwehr in Tabakpflanzen unter variierter CO;- und

N-Versorgung

Das Wachstum unter erhohtem [CO;] fiihrt zur verminderten Ausbreitung des
Kartoffelvirus Y (PVY) in Tabakblittern

Verdnderungen in der chemischen Zusammensetzung von Pflanzen bei Wachstum unter
erhohter atmosphérischer CO,-Konzentration sind insbesondere fiir die Interaktion mit
Pathogenen von Bedeutung. So konnen gesteigerte Gehalte an 16slichen Zuckern und
verminderte Gehalte an Proteinen und Mineralien unter Hoch-CO, zu erhohten
Frafiraten von Herbivoren fithren (Landsberg und Smith, 1992; Lambers, 1993). Auf der

anderen Seite kann die gesteigerte Akkumulation C-haltiger Sekundirmetabolite die
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Fitness der Pflanze im Bezug auf den Befall mit pilzlichen und bakteriellen Pathogenen
erhhen (Poorter et al., 1997; Penuelas und Estiarte, 1998). Das Wachstum von
Tabakpflanzen unter erhohter atmosphérischer CO,-Konzentration und ausreichendem
Stickstoffangebot fiihrte zu einer deutlichen Verschiebung im Metabolismus zugunsten
der Phenylpropanoidbiosynthese (s. 4.1.). Besondere Bedeutung haben Phenylpropane
in der Pathogenabwehr und Stresstoleranz von Pflanzen (Legrand, 1983; Nickolson und
Hammerschmidt, 1992; Dixon und Paiva, 1995), weshalb Anderungen im Gehalt an
Phenylpropanen Modifizierungen in der Interaktion von Pflanzen und Pathogenen
erwarten lassen (Maher et al., 1994; Penuelas und Estiarte, 1998). Um diese Hypothese
zu priifen wurden in der vorliegenden Arbeit Tabakpflanzen unter ambienten und
erhohten CO,-Konzentrationen kultiviert und mit dem Kartoffelvirus Y (PVY) infiziert.
In den Blittern infizierter Pflanzen konnte unter Hoch-CO, weniger PVY-Protein
gegeniiber den Kontrollen gemessen werden (s. 3.1.3.). Dabei war der Gehalt an PVY-
Protein in den lokalen (infizierten) Blattern nur leicht vermindert aber die systemische
Ausbreitung des Virus war deutlich eingeschréinkt (signifikant verminderte Gehalte an
PVY-Protein in den systemischen Blittern). Dies gilt fiir die unter SmM NH4NO;
kultivierten Pflanzen ebenso wie fiir die unter 8mM NH4NO; gewachsenen Pflanzen.
Vermutlich steht die verminderte Ausbreitung des Virus (PVY) in Tabakpflanzen unter
Hoch-CO; im Zusammenhang mit der konstitutiv stark erhohten Aktivitdt der PAL
(Abb. 45). Einen Beitrag leisten dabei die in der Folge gesteigerten Gehalte an
Zellwand-gebundenen und Methanol-16slichen Phenylpropanen. Insbesondere von
Bedeutung sind wahrscheinlich die erhohten Gehalte an CGA und Scopolin unter
erhohtem atmosphérischem [CO,] (s. 4.1.), wobei aus Scopolin in der Interaktion mit
dem Pathogen durch Einwirken einer spezifischen, bisher nicht beschriebenen -
Glucosidase mutmaBlich das antimikrobiell wirksame Scopoletin freigesetzt wird. Als
Vorstufe fiir die Synthese Pathogen- oder Wund-induzierter Barrieren (Halbrock und
Scheel, 1989) und durch ihre antimikrobielle Wirkung (Scholz et al., 1993) ist die CGA
vermutlich von Bedeutung fiir die Abwehr des Pathogens. Die Induktion der
Phenylalanin-Ammonium-Lyase wird in der Literatur als eine wichtige Voraussetzung
der lokalen und systemischen pflanzlichen Pathogenabwehr diskutiert (Ryals et al.,
1996; Dorey et al., 1997), wobei die besondere Bedeutung in der Bereitstellung von
Vorstufen zur Biosynthese des Signalmolekiils Salizylsdure (SA) liegt. So ist in

Arabidopsispflanzen, in denen die PAL durch einen Inhibitor blockiert ist, die Induktion
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der systemischen Abwehrmechanismen (SAR) vollstindig unterbunden (Mauch-Mani
und Slusarenko, 1996). In den unter Hoch-CO, kultivierten Pflanzen konnten in der
vorliegenden Arbeit signifikant hohere Gehalte an freier und glucosidisch gebundener
Salizylsdure gegeniiber ambienten Bedingungen beobachtet werden (s. 3.1.2.). Fiir die
Ausbildung der SAR (systemic acquired resistance) ist die Bildung von SA essentiell
(Gaftney et al., 1993; Ryals et al., 1996), wobei bis heute unklar ist, ob die Salizylsdure
das tatsdchlich transportierte Signalmolekiil ist welches die Ausbildung der SAR
vermittelt (Ryals et al., 1996; Durner et al., 1997; Hammerschmidt und Becker, 1999).
In Tabakbléttern fiihrte die Infektion mit Pathogenen zu einem Anstieg der endogenen
Gehalte an Salizylsdure (Enyedi et al., 1992) und zur Induktion von PR-Proteinen
(Malamy et al., 1990, Yalpani et al., 1993). Die exogene Applikation von Salizylsdure
bewirkte die Akkumulation von PR-Proteinen und die Ausbildung der SAR in Gurken
und Tabak (Métraux et al., 1990; Ward et al., 1991), insbesondere wurde im Tabak die
Resistenz gegen den Befall mit TMV induziert (Ward et al.,, 1991). In der
inkompatiblen Interaktion der Tabakvarietit Xanthi NN mit TMV akkumulierte
Salizylsdure in den Blittern 20mal stirker gegeniiber den Blittern der gegen TMV-
Befall suszeptiblen Varietit Xanthi nn (Malamy et al., 1990). Neben der generellen
Bedeutung fiir die Pathogenabwehr wurde kiirzlich die Gewebe-spezifische Wirkung
der Salizylsdure gegen den Befall mit TMV beschrieben (Murphy und Carr, 2002).
Dabei war in mit Salizylsdure (1mM) gewisserten Tabakpflanzen die Replikation von
TMV in Mesophyllzellen inhibiert, in epidermalen Zellen dagegen nicht. Andererseits
war die Ausbreitung von TMV in epidermalen Zellen unterdriickt, in Mesophyllzellen
dagegen nicht. Diese Befunde machten deutlich, dass die Salizylsdure auch in der
lokalen Pathogenabwehr eine wichtige Rolle spielt. Erhohte Gehalte an freier und
konjugierter Salizylsdure in den unter Hoch-CO; kultivierten Pflanzen gingen in den
hier gezeigten Versuchen nicht mit der konstitutive Expression systemischer
Abwehrmechanismen einher. Die Induktion von PR-Proteinen als molekulare Marker
der SAR (systemic acquired resistance) konnte im Tabak unter erh6htem [CO,] nicht
beobachtet werden (nicht gezeigt). Es bleibt zu priifen, ob die konstitutiv erhohten
Salizylsduregehalte im Tabak unter Hoch-CO, nach Infektion mit PVY zu einer
beschleunigten Aktivierung systemischer Abwehrmechanismen fiihren, welche die
Ausbreitung des Pathogens einschrinken (Abb. 45). Zu beachten ist dabei, dass die
Ausbreitung von PVY in den unter Hoch-CO, kultivierten Pflanzen auch lokal
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eingeschrinkt war. Hilfreich konnten dabei NahG-Linien sein, welche durch die
ektopische Expression einer bakteriellen Salizylat-Hydroxylase verminderte Gehalte an
Salizylsaure aufweisen, wodurch die Ausbildung der SAR beeintrichtigt ist (Gaffney et
al., 1993). Einen Beitrag zur Aufkldrung der Wirkung erhdhter CO,-Konzentrationen
auf die Pathogenabwehr im Tabak konnten auch zukiinftige Versuche mit transgenen

Pflanzen mit verminderter Expression von PAL-Transkripten leisten.

Nach Befall mit PVY akkumulieren phenolische Verbindungen in den Tabakpflanzen
unter ambienten und erhohten CO,-Konzentrationen abhdngig von der N-Verfiigbarkeit
Begleitet war die Infektion der Pflanzen jeweils durch eine Erhéhung der Gehalte an
16slichen phenolischen Verbindungen unter ambienten CO,-Bedingungen (s. 3.1.3.).
Einige dieser Verbindungen waren bei Kultivierung unter 8mM NH4NO; nur nach
Infektion mit dem Kartoffelvirus Y detektierbar (nicht gezeigt), was darauf hindeutet,
dass nach PVY-Inokulation eine Stimulation der Phenylpropan-Biosynthese stattfindet.
Dies steht in Einklang zu Inokulationsexperimenten mit TMV (Fritig und Hirth, 1971;
Tanguy und Martin, 1972). Insbesondere wurde in den hier vorgestellten Versuchen die
Akkumulation von Scopolin und Scopoletin nach PVY-Befall unter ambienten CO,-
Bedingungen beobachtet. Bekannt ist die Akkumulation von Scopoletin nach
Pathogenbefall in verschiedenen Pflanzenarten. (Olson und Roseland, 1991; Ahl Goy et
al., 1993; El Modafar et al., 1995; Dorey et al., 1997; Valle et al., 1997; Breton et al.,
1997; Churngchow  und  Rattarasarn, 2001). Die  Induktion  der
Phenylpropanoidbiosynthese nach Befall mit PVY konnte auch unter Hoch-CO, gezeigt
werden, wobei insbesondere die weitere Akkumulation der Coumarine Scopolin und
Scopoletin nach PVY-Infektion unter erhdhten CO,-Konzentrationen weniger stimuliert
wurde als in den Kontrollpflanzen. Dieser Befund korreliert mit der verminderten
Ausbreitung des Virus unter erhohtem [CO;] (s. oben). Aus anderen Untersuchungen ist
bekannt, dass die Akkumulation von Scopoletin bzw. Scopolin vor allem in Zellen
erfolgt, die um die Infektionsstelle herum liegen (Dorey et al., 1997). Nach Infektion
mit PVY war unter ambienten CO,-Bedingungen auch fiir einige der Zellwand-
gebundenen phenolischen Komponenten ein starker Anstieg im Gehalt zu beobachten
(s. 3.1.2.), der bei Pflanzen unter Hoch-CO, deutlicher ausfiel. Mdoglicherweise {iben
diese Verbindungen eine Funktion in der Pathogenabwehr aus (Abb. 45). Gezeigt

werden konnte die Akkumulation von mit der Zellwand veresterten Syringaldehyden



Diskussion 91

und Kaffeesduren in der Hypersensitivititsreaktion von Lactuca sativa nach Befall mit

Bremia lactucae (Bennet et al., 1996).
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Abb. 45: Modell zur Wirkung erhohter atmosphérischer CO,-Konzentrationen auf die
Abwehr viraler Pathogene (PVY, potato virus Y) im Tabak

Das Wachstum von Tabakpflanzen unter erhéhtem [CO;] fithrt zur Akkumulation von
Stiarke und 16slichen Zuckern infolge gesteigerter Photosyntheseraten. Durch die hohen
Gehalte an 16slichen Zuckern wird vermutlich die Bildung der PAL (Phenylalanin-
Ammonium-Lyase) induziert, wodurch die Biosynthese der Phenylpropane (Methanol-
16sliche, wie auch Zellwand-gebundene Phenole) gesteigert wird. Auf den Befall mit
einem Pathogen kann die Pflanze nun durch die erhohten Gehalte an priaformierten
Abwehrstoffen schneller reagieren. Dabei tragen die mit der Zellwand veresterten
Phenylpropane ebenso zur Abwehr bei wie die gesteigerten Gehalte an Chlorogensdure
(CGA), Scopolin und Scopoletin. Durch Einwirken einer bislang nicht nachgewiesenen
B-Glucosidase (1) wird nach Pathogenbefall mutmaBlich das antimikrobiell wirksame
Scopoletin freigesetzt. AuBlerdem wird die Wirkung von Scopoletin und CGA
wahrscheinlich  durch die Bildung toxischer Quinone infolge induzierter
Polyphenoloxidase (PPO)-Aktivititen (2) nach Pathogenbefall verstiarkt. Die Wirkung
konstitutiv erhohter Gehalte an Salizylsdure (SA) unter Hoch-CO, beruht
wahrscheinlich auf der beschleunigten Induktion systemischer Abwehrreaktionen
(SAR) nach Befall mit PVY.



Diskussion 92

Nach Infektion mit PVY ist die Aktivitdiit der PAL erhoht

Die allgemeine Stimulation des Phenylpropanstoffwechsels (s. oben) nach Infektion mit
PVY konnte in der vorliegenden Arbeit durch Messungen der PAL-Aktivitdt bestatigt
werden (s. 3.1.2.). Erhohte PAL-Aktivititen wurden in den mit PVY infizierten
Pflanzen gegeniiber Kontrollpflanzen gemessen, dabei war die Erhdhung stérker in den
unter SmM NH4NO; kultivierten Pflanzen gegeniiber 8mM NH4NO;. Wie die
Kontrollpflanzen zeigten auch die infizierten Pflanzen hohere PAL-Aktivititen bei
Wachstum unter erhdhten atmosphédrischen CO,-Konzentrationen gegeniiber ambienten
Bedingungen. Die Bedeutung der PAL als Schliisselenzym der Biosynthese von
Phenylpropanen mit Bedeutung fiir die Pathogenabwehr wurde bereits diskutiert (s.
4.1.). So zeigen Tabakpflanzen mit verminderter PAL-Aktivitit eine gesteigerte
Anfilligkeit gegen den Befall mit Pilzen (Maher et al., 1994). Zurilickgefiihrt wird dies
zum Einen auf die verminderten Gehalte an Chlorogensédure und zum Anderen auf die
reduzierte Bildung von Salizylsdure und die dadurch verminderte Kapazitit zur
schnellen Induktion systemischer Abwehrmechanismen in den betroffenen Pflanzen
(Pallas et al., 1996). Fiir den Befall mit Herbivoren zeigten Felton et al. (1999) einen
umgekehrten Effekt. In transgene Tabakpflanzen mit verminderter PAL-Aktivitdt war
die Ausbildung der SAR gesteigert nach Befall mit Heliothis virescens Larven,
wogegen die Ausbildung der SAR vermindert war nach TMV-Infektion. In transgenen
Tabakpflanzen mit gesteigerter PAL-Aktivitdt war die Ausbildung der SAR nach
Herbivorie vermindert, jedoch nach TMV-Befall erhoht. Diese Versuche machten
deutlich, dass zwischen mikrobiell-induzierten und Herbivorie-induzierten systemischen
Resistenzmechanismen ein ,.cross-talk” besteht, welcher zwischen Salizylsdure-
vermittelter und Jasmonsdure-vermittelter SAR kanalisiert. Danach konnte in Pflanzen
unter erhdhtem [CO;], bei erhdhter PAL-Aktivitdt die Resistenz gegen den Befall mit

Herbivoren vermindert sein. Beispiele dafiir sind aus der Literatur jedoch nicht bekannt.

Modifizierte Reaktion der Tabakpflanzen auf den Befall mit PVY unter erhohtem [CO,]

Nach Inokulation mit PVY konnte in der vorliegenden Arbeit die Bildung nekrotischer
Lisionen beobachtet werden. Ahnliche Symptome wurden fiir Tabak nach Befall mit
TMV beschrieben (Tanguy und Martin, 1972). Die Untersuchung nicht-nekrotischer
und nekrotischer Blattbereiche zeigte, dass groBe Mengen an Scopolin im Tabak nahe

der Infektionsstelle bzw. im Bereich der Lésionen akkumulieren. Dies gilt sowohl fiir
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den Befall mit TMV (Tanguy und Martin, 1972) als auch fiir die Infektion mit PVY
(Baumert et al., 2001). Neben der Bildung von Lisionen zeigten die infizierten Pflanzen
unter erhohtem atmosphédrischem [CO,] zusétzlich eine starke Brdunung der Lamina
und der Blattansidtze gegeniiber ambienten Bedingungen. Wahrscheinlich sind diese
Verdnderungen auf die konstitutiv sehr stark erhohten Gehalte an CGA und Scopolin
unter Hoch-CO, zuriickzufiihren (s. 4.1.). Die antioxidative Wirkung der CGA (Rice-
Evans et al, 1997) und die hohe Aktivitit von Peroxidasen mit Scopoletin, dem
Aglycon des Scopolin (Ahl Goy et al., 1993; Breton et al., 1997), sind bekannt. Tanguy
und Martin (1972) zeigten die Induktion der o-Polyphenoloxidase-Aktivitit (PPO) nach
TMV-Befall in Tabak. In Kontrollpflanzen erfolgt die Bildung der gegen Pathogene
wirksamen Phenylpropane sehr schnell, vor allem aber lokal in der Nihe der
Infektionsstelle. Die Oxidation der Phenylpropane verstirkt in diesem Fall die lokale
Wirkung der Metabolite, durch die Bildung toxischer Quinone und deren
polymerisierter Produkte und fiihrt zu einer mehr oder weniger starken Braunfarbung.
Unter Hoch-CO,-Bedingungen dagegen wurden die Phenylpropane (insbesondere CGA
und Scopolin) in allen Pflanzenteilen vermehrt gebildet (s. 4.1.), wodurch nach
Pathogenbefall eine verstiarkte Braunfarbung auch in den systemischen Pflanzenteilen

sichtbar wurde.

4.3. Reinigung und Klonierung einer UDPGlucose:Scopoletin

Glucosyltransferase (SGT)-Aktivitiit

Vorkommen der SGT-Aktivitdit im Tabak

In Anzuchten unter erhohten CO,-Konzentrationen zeigten Tabakpflanzen eine hohere
Resistenz gegen den Befall mit PVY, die mit dem erhohten Gehalt phenolischer
Verbindungen, darunter Scopolin korreliert (s. oben). Die antimikrobielle Wirkung von
Scopolin konnte in vitro bisher nicht nachgewiesen werden, ist aber vielfach
beschrieben fiir sein Aglycon Scopoletin (Fischer et al., 1976; Mikulska-Macheta, 1976;
Valle et al., 1993; Ahl Goy et al., 1993; Garcia et al., 1995; Breton et al., 1997;
Churngchow und Rattarasarn, 2001). Katalysiert wird die Glucosylierung von
Scopoletin durch die UDPGlucose:Scopoletin Glucosyltransferase (SGT). In der hier

verwendeten Tabakvarietit (Nicotiana tabacum cv. SamsunNN) war die SGT-Aktivitdt
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in allen Pflanzenteilen messbar. Dabei fanden sich hohe SGT-Aktivititen in den
Wurzeln und in einer Zellsuspensionskultur  (Zellsuspensionskultur  einer
Wurzelkalluskultur von Nicotiana tabacum cv. Havana). Eine Steigerung der SGT-
Aktivitdt in der Zellkultur wurde nur nach Infiltration mit Methyljasmonat beobachtet,
andere getestete Effektoren wie Cellulase, Chitosan oder Salizylsdure hatten keinen
Einfluss auf die Enzymaktivitit. Dies steht im Gegensatz zu Beobachtungen von
Taguchi et al. (2001), wonach die Infiltration von Tabak Zellkulturen (Nicotiana
tabacum L. Bight Yellow, T13) mit Salizylsdure zur Akkumulation von Scopolin fiihrt.
Eine Erklirung fiir diese abweichenden Befunde konnte die Verwendung
unterschiedlicher Zellkultursysteme sein. Die Induktion der Scopolinbildung im Tabak
nach Infiltration mit Methyljasmonat wurde mehrfach berichtet (Sharan et al., 1998;
Taguchi et al., 2001). Taguchi et al. zeigten, dass durch Methyljasmonat die Aktivitit
der PAL induziert wird, wodurch neben der allgemeinen Induktion des
Phenylpropanstoffwechsels auch die Bildung der Coumarine Scopoletin und Scopolin
gesteigert wird. Die in dieser Arbeit beobachtete Steigerung der SGT-Aktivitdt in der
Zellkultur nach Infiltration mit Methyljasmonat ist daher wahrscheinlich in Verbindung

mit erhohten Substratkonzentrationen (Scopoletin) zu sehen.

Reinigung einer SGT-Aktivitdit

Aus der Zellsuspensionskultur einer Wurzelkalluskultur von Nicotiana tabacum cv.
Havana konnte in der vorliegenden Arbeit durch Ammoniumsulfatfallung und
Chromatographie iiber DEAE-Sepharose, CM-Sepharose, Hydroxyapatit, Superdex75
und Reactive Yellow 3 eine Proteinbande ausreichend fiir die Sequenzierung der SGT-
Aktivitdt gewonnen werden (s. 3.2.3.). Der entscheidende Schritt fiir die Aufreinigung
des Enzyms war die Chromatographie iiber Reactive Yellow 3 und die spezifische
Elution der SGT-Aktivitdit mit UDP-Glucose. Mit diesem Material konnte auch bei der
Reinigung anderer Glucosyltransferasen gute Erfolge erzielt werden (Vogt et al., 1999).
Erschwert wurde die Aufarbeitung durch einen raschen Verlust der Enzymaktivitit.
Schwierigkeiten bei der Aufreinigung von Glucosyltransferasen sind fiir verschiedene
Pflanzenarten beschrieben (Zusammenfassung in Vogt und Jones, 2000) und nur in
wenigen Féllen war eine homogene Aufreinigung dieser Enzyme mit
chromatographischen Trenntechniken moglich (Hrazdina, 1988; Szerszen et al., 1994;

Keil und Schreier, 1989; Warnecke und Heinz, 1994; Shibata et al. 1995; Lee und
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Raskin, 1999). Fiir die denaturierte SGT wurde mittels SDS-PAGE ein
Molekulargewicht von 49kDa abgeschitzt, was dem fiir das native Protein per
Gelfiltration kalkulierten Molekulargewicht von 53kDa sehr nahe kommt. Das
Molekulargewicht bereits bekannter Glucosyltransferasen liegt zwischen 45kDa und

60kDa (Vogt und Jones, 2000).

Klonierung einer Salizylsdure-induzierbaren Glucosyltransferase und Expression in E.
coli

Das Molekulargewicht einer aus Tabak identifizierten Salizylsdure-induzierbaren
Glucosyltransferase (IS5a), die neben Glucosyltransferase-Aktivitdt fiir Salizylsdure
auch hohe Aktivitit mit Hydroxycoumarinen (Scopoletin, Esculetin) zeigt (Fraissinet-
Tachet et al., 1998), betrigt 53614 Da. Aufgrund der moglichen Ahnlichkeit der aus
Tabak isolierten Salizylsdure-induzierbaren Glucosyltransferase mit der zu reinigenden
Glucosyltransferase wurde parallel zu den proteinchemischen Arbeiten diese
Salizylsdure-induzierbare Glucosyltransferase kloniert (s. 3.3.1.). Der isolierte cDNA-
Klon wurde anschlieBend fiir die Gewinnung rekombinanten Proteins aus E. coli
eingesetzt. Das rekombinant gewonnenen Protein wurde iiber Ni-NTA Agarose und
Gelfiltration gereinigt und fiir die Immunisierung von Kaninchen verwendet. In allen
Fraktionen der priparativen SGT-Reinigung reagierte der so gewonnene polyklonale
Antikorper spezifisch mit nur einer Proteinbande. Auch dies deutete auf eine starke
Ahnlichkeit der rekombinanten Glucosyltransferase mit der gereinigten SGT hin. Der
Vergleich der Peptidmassen beider Proteine mittels MALDI/TOF-MS bestitigte deren

Identitdt (s. unten).

Sequenzierung der gereinigten SGT und Vergleich der Peptidmassen mit denen der
rekombinanten Glucosyltransferase mittels MALDI/TOF-MS

Fiir die nach tryptischem Verdau mittels MALDI/TOF-MS ermittelten Peptidmassen
der aus Zellkulturen gereinigten SGT-Aktivitit wurden in der Datenbanksuche die
groften Ubereinstimmungen mit der Salizylsdure-induzierbaren Glucosyltransferase
(IS5a, Datenbanknummer: U32644; Horvath und Chua, 1996) aus Tabak gefunden.
Auch die gefundenen Peakmassen der MS-Analyse des rekombinanten Proteins konnten
der Salizylsdure-induzierbaren Glucosyltransferase (IS5a, U32644) zugeordnet werden.

Der Vergleich der Peptidmassen-Fingerprints der gereinigten und der rekombinanten
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SGT bestitigte die Identitit beider Proteine. Zu den theoretisch abgeleiteten
Peptidmassen anderer bekannter Glucosyltransferasen aus Tabak konnten keine

Ubereinstimmungen gefunden werden (s. 3.4.3.).

Bedeutung der SGT-Aktivitdt in Tabakpflanzen

Aus verschiedenen Pflanzenarten sind Glucosyltransferasen (GT) isoliert worden, deren
Aktivitit durch sogenannte Signalmolekiile induziert werden kann (siche Ubersicht,
Tab. 7). Die Expression der in Tab. 7 genannten induzierbaren GT nach Verwundung,
Pathogenbefall oder Zugabe eines Elicitors erfolgt sehr schnell, was auf eine potentielle
Bedeutung dieser Gene in der Signaltransduktion bzw. der Pathogenabwehr hindeutet.
Die Glucosylierung von Metaboliten ist ein wirksamer Schutzmechanismus der Pflanze,
da sonst toxische Sekundédrmetaboliten auf diese Weise entgiftet und als praformierte
Abwehrstoffe gespeichert werden kdnnen. Bekanntestes Beispiel ist die Akkumulation
cyanogener Glycoside in verschiedenen Pflanzenspezies (Ubersichtsartikel: Hughes,
1999). Die Speicherung der Glycoside erfolgt in der Vakuole, wodurch ihre
hydrolytische Spaltung durch Glycosidasen erst nach Zerstorung der Zellkompartimente
moglich wird. Bei der Hydrolyse des Glycosids werden der Zucker und als
Zwischenstufe ein Cyanhydrid freigesetzt, welches dann spontan zu einem Aldehyd
oder Keton und HCN zerfillt. Dieser als Cyanogenese bekannte Abwehrmechanismus
ist insbesondere bei der Interaktion von Pflanzen mit Herbivoren von Bedeutung
(Harborne, 1995).

In Tabakpflanzen ist die SGT fiir die Entgiftung des gebildeten Scopoletins durch
Glucosylierung und die daraus resultierende Speicherung des 7-O-Glucosids in der
Vakuole von grofler Bedeutung (Taguchi et al., 2001b, Chong et al., 1999). Als Teil der
Abwehrmechanismen bei Verwundung (Dekompartimentierung) durch Herbivore oder
andere Pathogene kann die Pflanze auf diese Weise durch Einwirken einer spezifischen
noch nicht beschriebenen B-Glucosidase vermutlich schnell und lokal gro3e Mengen an

Scopoletin freisetzten (Mock et al., 1999).
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durch Signalmolekiile und Pathogenbefall induzierbare Glucosyltransferasen

Gen Induziert durch: Pflanzenart Substrate Referenz

GTase SA Avena sativa SA Yalpani et al., 1992
cv. Dal
IEGT SA, ASA, BA, Nicotiana tabacum Hydroxycoumarine, Horvath und Chua,
(IS5a,1S10a)  2,4-D, MJ, H,0, cv. Xanthi Hydroxyzimtséduren 1996
SGT Verwundung Solanum tuberosum Steroidalalkaloide Moehs et al.,
1997
Twil Verwundung, Lycopersicon O’'Donnell et al., 1998
Avr9, SA, ASA, esculentum
JA, H,0,, BA
JIGT MJ Zellkultur BY2 N. Imanishi et al., 1998
tabacum
TOGT SA, Nicotiana tabacum SA, Fraissinet-Tachet et al.,
B-Megaspermin cv. SamsunNN Hydroxycoumarine, 1998
Hydroxyzimtséduren
UFGT Verwundung, SA Wurzelkultur Flavonoide, Hirotami et al., 1999
Scutellaria baicalensis Kaempferol
GTase Verwundung, Nicotiana tabacum Roberts et al., 1999

TMV-Infektion, SA cv. SamsunNN

SA GTase SA, TMV-Infektion N. tabacum L. SA, BA, 4-HBA, Lee und Raskin, 1999
cv. Xanthi-nc NN t-Zimtsdure
CGTase 2,4-D, Auxin Zellkultur Hydroxycoumarine, Taguchi et al., 2000b
N. tabacum Hydroxyzimtsauren,
cv. Bright Yellow T-13 Flavonoide
NtGTla, SA, Auxin Zellkultur Coumarine, Taguchi et al., 2001a
NtGT1b N. tabacum Flavonoide

cv. Bright Yellow T-13

Tab. 7: Induktion von Glucosyltransferasen (GT) durch Signalmolekiile, Verwundung
oder Pathogenbefall in verschiedenen Pflanzenarten
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4.4. Modulation der SGT-Aktivitit mit Hilfe von Sense-Konstrukten und
Untersuchungen zum Beitrag von Coumarinen zur Pathogenabwehr beim

Tabak

Korrelative Evidenz fiir die Bedeutung der Coumarine Scopoletin und Scopolin in der
pflanzlichen Pathogenabwehr gibt es seit langem. In mit Phytophthora infestans
infizierten Kartoffelknollen beobachteten Hughes und Swain (1960) die Akkumulation
von Scopolin in einem fluoreszierenden Ring um die Infektionsstelle und im Tabak
wurde die Akkumulation von Scopolin nach TMV-Infektion (Fritig und Hirth, 1971;
Tanguy und Martin, 1972) und nach Befall mit PVY (Baumert et al., 2001) nahe der
Infektionsstelle beobachtet. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die inkompatible
Interaktion mit Pathogenen in Nicotiana tabacum cv. Xanthi n c. (Tanguy und Martin,
1972), in Platanus occidentalis (E1 Modafar et al., 1995; Clérivet und Alami, 1999), in
Ulmus pumila (Valle et al., 1997) und in Hevea brasiliensis (Churngchow und
Rattarasarn, 2001) begleitet war von der schnelleren Bildung von Scopoletin im
Vergleich zu suszeptiblen Varietiten. Im Gegensatz dazu wurden Sfach hohere Gehalte
an Scopoletin in der gegen den Befall mit Corynespora cassiicola suszeptiblen Varietit
von Hevea brasiliensis gegeniiber einer resistenten Varietdt beobachtet. Dabei zeigte
der verwendete Pilz eine sehr hohe Kapazitit zur Entgiftung von Scopoletin (Breton et
al., 1997). Diese Beispiele zeigen, dass die Effizienz der Phytoalexine im Tabak von
threr Toxizitdt, der Schnelligkeit, Intensitdt und Lokalisation ihrer Akkumulation im
Wirtsgewebe und der Fihigkeit des Pathogens die gebildeten Phytoalexine zu entgiften
abhingt.

Transformation von Tabak zur Modulation der SGT-Aktivitit mit Hilfe von Sense-
Konstrukten

Um den Beitrag der Coumarine Scopolin und Scopoletin zur Pathogenabwehr im Tabak
zu priifen wurde in dieser Arbeit die Salizylsdure-induzierbare Glucosyltransferase IS5a
(Horvath und Chua, 1996) aus der Zellsuspensionskultur (Zellsuspensionskultur einer
Wurzelkalluskultur von N. tabacum cv. Havana) kloniert und tiber Agrobacterium-
vermittelten Gentransfer stabil in Sense-Orientierung in Tabak transformiert. Aus der
Vielzahl an Transformanten konnten drei transgene Tabaklinien selektiert werden. Die

Transkriptmengen an SGT-mRNA waren in allen ausgewihlten Sense-Linien deutlich
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erhoht gegeniiber dem Wildtyp und korrelierten mit erhohten Gehalten an SGT-Protein
in den transgenen Linien. Analysen von Wildtyppflanzen hatten gezeigt, dass hohere
Gehalte an SGT-Protein in den Wurzeln gegeniiber den Bléttern zu finden sind (nicht
gezeigt). Dieser Befund steht im Zusammenhang zu héheren Gehalten an Scopolin und
hoheren SGT-Aktivitdten in den Wurzeln von Wildtyppflanzen. Die transgenen Linien
zeigten die starke Expression der SGT in allen Geweben durch die Verwendung des

starken konstitutiven 35S-Promotors des Blumenkohlmosaikvirus (Franck et al., 1980).

Transformation von Tabak zur Modulation der SGT-Aktivitit mit Hilfe von Antisense-
Konstrukten

Die aus der  Zellsuspensionskultur  klonierte  Salizylsdure-induzierbare
Glucosyltransferase (IS5a, Horvath und Chua, 1996) wurde iiber Agrobacterium-
vermittelten Gentransfer auch in Antisense-Orientierung in Tabak transformiert (nicht
gezeigt). Zundchst konnten Pflanzen mit verminderter SGT-Aktivitit regeneriert
werden. Auffillig war, dass in jeder Anzucht ein groBer Teil der Pflanzen starke
Wachstumsstorungen zeigte, weitergefithrt wurden aber jeweils die transgenen Linien
ohne Wachstumsstorungen. Die Wachstums- und Keimungshemmende Wirkung von
Scopoletin fiir eine Reihe von Mikroorganismen und Pilzen ist bekannt (Jurd et al.,
1971; Tal und Robeson, 1986; Ahl Goy et al., 1993; El Modafar et al., 1993; Valle et
al., 1997). In jeder untersuchten Generation war der Einfluss der Transformation
schwicher, bis in der dritten Generation keine verminderten SGT-Aktivititen mehr
messbar waren und die Pflanzen verworfen werden mussten. In zukiinftigen
Experimenten soll daher versucht werden die Transgen-abhédngige Co-Suppression der
SGT in Tabakpflanzen mit Hilfe eines RNAinterference (RNAi)-Ansatzes zu

vermitteln.

Verdnderte Gehalte an Scopolin in den transgenen Tabak-Linien

Die Analyse der ausgewéhlten Sense-Linien ergab deutlich gesteigerte SGT-Aktivitdten
in den Blattern, wie auch in den Wurzeln der Pflanzen im Gegensatz zum Wildtyp.
Erhohte Gehalte an Scopolin wurden dagegen nur in den Wurzeln der transgenen Sense-
Linien gemessen. Zuriickzufiihren ist dies auf die Limitierung der Scopolinbildung

durch Mangel an Substrat in den Bléttern. Fiitterungsexperimente hatten gezeigt, dass
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die Bildung von Scopolin in den transgenen Linien gegeniiber dem Wildtyp deutlich
erhoht ist, wenn man Blattscheiben mit Scopoletin infiltriert (s. 3.5.3.).

Die Induktion der PAL verbunden mit der Akkumulation an Scopolin und Scopoletin
wurde in der vorliegenden Arbeit nach Inokulation mit PVY und nach Kultivierung
unter erhohten CO,-Konzentrationen gezeigt (s. 4.1. und 4.2.). Es sollte deshalb gepriift
werden, ob der Gehalt an Scopolin in den Sense-Pflanzen unter Hoch-CO, zusétzlich
gesteigert ist gegeniiber dem Wildtyp. Dies war weder in den Blitter noch in den
Wurzeln der Fall. Da die im Tabak {iiberexprimierte Glucosyltransferase neben
Scopoletin auch andere Hydroxycoumarine als Substrate akzeptiert (Fraissinet-Tachet et
al., 1998) wurden die Metabolitprofile der methanolloslichen Phenylpropane des
Wildtyps mit denen der transgenen Linien verglichen. Aufler den oben erwéhnten
erhohten Scopolingehalten in den Wurzeln der transgenen Pflanzen konnten keine
Verianderungen im Gehalt an glucosidierten Phenylpropanen beobachtet werden. Dieser
Befund ist erkldrbar, da die in der untersuchten Tabakvarietdt (Nicotiana tabacum cv.
SamsunNN) hauptsdchlich synthetisierten Phenylpropane CGA, Scopoletin und

Scopolin sind.

Verdnderte Pathogenabwehr in den transgenen Tabak-Linien

Um zu priifen, ob die gesteigerte Kapazitit zur Bildung von Scopolin in den transgenen
Sense-Linien zur Resistenz gegen PVY beitrdgt wurden Infiltrationsexperimente mit
PVY durchgefiihrt. Phénotypische Unterschiede im Infektionsverlauf zwischen den
transgenen Linien und dem Wildtyp wurden nicht beobachtet, aber fiir zwei der drei
untersuchten transgenen Linien konnte eine verminderte Ausbreitung des Virus
nachgewiesen werden. Konstitutiv erhohte Gehalte an Scopolin und Scopoletin tragen
auch zur Krankheitsresistenz des Tabakhybrids N. glutinosa x N. debneyi bei (Ahl Goy
et al, 1993). Weiterhin konnte in Tabakpflanzen mit deregulierter
Tetrapyrrolbiosynthese, die gesteigerte Resistenz gegeniiber dem Befall mit TMV
zeigten, die Induktion von Abwehrmechanismen einschlieBlich der Akkumulation von
Scopolin beobachtet werden (Mock et al., 1999). Die Ergebnisse zeigen, dass die
erhohte Aktivitdt der SGT und damit die gesteigerte Kapazitit zur Scopolinbildung
neben den bekannten Abwehrmechanismen einen wichtigen Teil der induzierten

Abwehrreaktionen im Tabak darstellt.
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S. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss erhohter CO,-Konzentrationen auf die
Profile an sekundédren Inhaltstoffen und mogliche Verdnderungen in der
Pathogenabwehr im Tabak untersucht.

Das Wachstum von Tabakpflanzen unter Hoch-[CO,] fiihrt durch die Akkumulation
kohlenstoffhaltiger ~ nicht-struktureller =~ Verbindungen als  Folge  erhohter
Photosyntheseraten zu gesteigerten C/N-Verhiltnissen. Es konnte gezeigt werden, dass
der Gehalt an N-haltigen Alkaloiden vermindert ist unter Hoch-[CO;] in Abhingigkeit
von der angebotenen N-Konzentration wogegen der Gehalt an C-haltigen
Phenylpropanen (Iosliche und Zellwand-gebundene Phenole) meist erhoht war.
Insbesondere wurden unter erhohtem [CO;] hohere Konzentrationen fiir die
Hauptkomponente Chlorogensdure und die Coumarine Scopolin und Scopoletin
ermittelt. Es konnte aufBlerdem gezeigt werden, dass die Aktivitit der PAL, als
Eingangsenzym in den Phenylpropanstoffwechsel stark erhoht ist in den unter Hoch-
[CO;] kultivierten Pflanzen wodurch auch der Gehalt an endogener Salizylsdure
gesteigert war. In Inokulationsexperimenten mit PVY konnte die verminderte
Ausbreitung des Virus in den unter Hoch-[CO,] kultivierten Tabakpflanzen gezeigt
werden. Es wurde ein Modell erarbeitet (Abb. 45), wonach die verminderte systemische
Ausbreitung an PVY-Protein im Zusammenhang steht mit konstitutiv erh6hten Gehalten
an priaformierten Abwehrstoffen (Methanol-16sliche und Zellwand-gebunden
Phenylpropane) und an Salizylsdure unter Hoch-CO,. Bei Pathogenbefall ist die Pflanze
auf diese Weise in der Lage systemische Abwehrmechanismen schneller zu induzieren.
Um die Funktion der Coumarine Scopolin und Scopoletin in der Pathogenabwehr zu
prifen wurde eine UDPGlucose:Scopoletin Glucosyltransferase-Aktivitit (SGT) aus
einer Tabakzellkultur aufgereinigt. Parallel zur Reinigung der SGT wurde eine bereits
beschriebene  Salizylsdure-induzierbare = Glucosyltransferase  (IS5a) aus der
Tabakzellkultur kloniert und im heterologen System exprimiert. Die Identitdt beider
Proteine wurde durch den Vergleich der Peptidmassen mittels MALDI/TOF-MS
gezeigt. Zur Modulation der SGT-Aktivitdt mit Hilfe von Sense-Konstrukten wurde der
erhaltene cDNA-Klon stabil in Tabak transformiert. Inokulationsexperimente mit den

transgenen Sense-Linien zeigten, dass die Aktivitdt der SGT und damit die Kapazitit
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zur Bildung von Scopolin oder anderen glucosidierten Phenylpropanen zur Resistenz

gegen PVY beitragt.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ASA Acetylsalizylsdure (acetyl salicylic acid)
BA Benzoeséure (benzoic acid)

Bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
C Kohlenstoff

ca. cirka

cDNA komplementire DNA

CGA Chlorogensaure

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinséure

DTT Dithiotreitol

DW Trockengewicht (dry weight)

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EK Endkonzentration

Em Emission (Detektionswellenlidnge)
EP Extraktionspuffer

Ex Exitation (Anregungswellenldnge)
FG Frischgewicht (fresh weight)

g Gramm

GuHCl Guanidin-HC1

h Stunde

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-N"-2 ethansulfonsdure
IPTG Isopropyl-pB-D-thiogalaktopyranosid
kDa Kilodalton

1 Liter

m milli oder Meter

M Molaritat

MeOH Methanol

MES Morpholinoethanosulfonsdure

min. Minute
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MJ
mRNA

NAA
OD
PAR
PAGE
PDA

PPO
PVP

rpm
ROS
RT

SA
SDS
SGT
s.0.
SV
Tab.
U

Methyljasmonat

,messenger RNA

Normalitét

Stickstoff

Naphtalessigsdure

optische Dichte

photosynthetisch aktive Strahlung (photosynthetic active radiation)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Photo Dioden Array

anorganisches Phosphat

Polyphenoloxidase

Polyvinylpyrrolidon

Mikro

rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)
reactive oxygen species (reaktive Sauerstoft Spezies)
Raumtemperatur

Sekunde

siche

Salizylsdure (salicylic acid)

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
UDPGlucose:Scopoletin Glucosyltransferase

siche oben

Séulenvolumen

Tabelle

Unit: Einheit fiir Enzymaktivitit, 1U = 1 pmol Substratumsatz min™

UDP-Glucose Uridine-5"-diphosphoglucose

i.N.
Xg
v
Vol
v/v

w/v

tiber Nacht

relative Zentrifugalbeschleunigung
Volt

Volumen

Volumenprozent vom Volumen

Gewichtsprozent vom Volumen
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