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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Bedeutung der pflanzlichen Stressresistenz im Zusammenhang mit

globalen Problemen der Menschheit

Seit dem letzten Jahrhundert ist die Menschheit mit zahlreichen globalen Problemen
konfrontiert. Eins davon ist die kontinuierlich steigende Weltbevolkerung, die im Jahr
2050 voraussichtlich auf neun Milliarden gestiegen sein wird. Um den damit verbundenen
gesteigerten Nahrungsmittelbedarf zu decken, miisste die globale Agrarproduktion
gleichzeitig um 50 bis 70% steigen (Ruan ef al., 2010; Shabala, 2013). Doch schon heute
werden Ackerbauflichen minimiert und z.B. fiir Stddteplanung verwendet. Allein in
Australien hat dieser Trend zu einem Verlust von 10% der Agrarflichen in den
vergangenen 10 Jahren gefiihrt (Millar & Roots, 2012). Dariiber hinaus droht der erwartete
Klimawandel in den néichsten Jahrzehnten die vorhandenen Agrarbdden auszulaugen.
Abiotische Einfliisse wie steigende Temperaturen und Trockenheit verursachen eine
Versalzung néhrstoffreicher Boden und verstarken die Nahrungsmittelverknappung. Eine
iiberméBige Bodenversalzung ist ein groBes dkologisches und agronomisches Problem.
Schitzungsweise sind 3,6 Milliarden Hektar der 5,2 Milliarden Hektar agrarwirtschaftlich
genutzten Anbauflichen davon betroffen (Riadh et al., 2010), was mit einem jéhrlichen
Ernteverlust von weit iiber 12 Milliarden US Dollar verbunden ist (Ubersicht in Qadir et
al.,2014).

Neben abiotischen limitieren auch biotische Umweltfaktoren den Ernteertag. Zahlreiche
Krankheitserreger (Pilze, Bakterien, Viren), Pflanzenschéddlinge (Nematoden, Insekten)
und Parasiten tragen zu erheblichen Ernteausfillen bei Nutzpflanzen bei (Atkinson et al.,
2012). Durch den Klimawandel erfolgt zusdtzlich eine Verschiebung der Verbreitungs-
gebiete von Schidlingen und Parasiten, was deren Bekdmpfung erschwert. So konnten
subtropische Erreger aufgrund steigender Temperaturen zukiinftig auch eine starke
Bedrohung fiir Nutzpflanzen in den geméBigten Klimazonen der Erde werden (Rosenzweig
et al.,2001; Brown & Funk, 2008; Madgwick et al., 2011).

Die Zukunft der globalen Agrarproduktion und somit auch die Deckung des Nahrungs-
mittelbedarfs der Bevolkerung ist daher stark von der abiotischen und biotischen
Stressresistenz der Kulturpflanzen abhédngig. Viele Untersuchungen haben gezeigt, dass

eine Verbesserung der Stresstoleranz bisher oft mit Verlusten an Biomasse und Ertrag
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einhergehen (Purrington, 2000; Brown, 2002). In der Literatur wird dieses Phdnomen als
growth-differentiation balance bezeichnet. Danach sind die Energiereserven einer Pflanze
begrenzt und miissen im Zuge der Stressabwehr umverteilt werden (Hermes & Mattson,
1992). So weisen z.B. Arabidopsis-Mutanten mit einer konstitutiv erhohten Stressantwort
ein eingeschrianktes Wachstum und eine geringere Fruchtbarkeit auf, wihrend Mutanten
mit gestorten Stresssignalwegen eine Zunahme an Biomasse zeigten (Heil & Baldwin,
2002). Daher wurden in den vergangenen Jahren verschiedene Strategien entwickelt, um
die Stresstoleranz durch Modulation verschiedener Signal- und Stoffwechselwege zu
steigern und gleichzeitig den Ertrag der wichtigen Anbaupflanzen wie Mais, Weizen und

Reis zu sichern (Brown, 2002; Barrett-Lennard & Setter, 2010; Ambavaram et al., 2014).

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Obwohl der Primirstoffwechsel im Zusammenhang mit dem Wachstum und der
Entwicklung bei Pflanzen gut untersucht ist, wurde seine Beteiligung an der pflanzlichen
Stressabwehr bisher nur unvollstindig aufgeklirt (Ubersicht in Rojas et al., 2014). Dabei
liefern Prozesse des Primérstoffwechsels die energetische und metabolische Grundlage fiir
die pflanzliche Abwehr nach Pathogenbefall und werden daher teilweise bereits als
integraler Bestandteil von pflanzlicher Stressresistenz angesehen (Ubersicht in Bolton,
2009). Ein besseres Verstindnis des Zusammenspiels von pflanzlichem Primérstoff-
wechsel und Stressreaktionen konnte zukiinftig die Ziichtung neuer resistenter Pflanzen
ohne gleichzeitigen Verlust an Biomasse und Ertrag ermdglichen. Die zentrale
Fragestellung der vorliegenden Arbeit war, inwieweit Modifikationen von Enzymen des
Primérstoffwechsels zu einer Erhohung der Stresstoleranz beitragen konnen ohne
gleichzeitig Einbuflen an Energie, Ertrag und/oder Biomasse zu verzeichnen. Im Fokus der
Untersuchungen standen dabei der oxidative Pentosephosphat-Weg (oxidative pentose
phosphate pathway, OPP) mit seinem Schliisselenzym Glucose-6-Phosphat-Dehydro-
genase (G6PDH) und der Kohlenhydratstoffwechsel mit der Zellwand-Invertase (cell-wall
invertase, cwINV) als zentrales Enzym. Diese Stoffwechselwege sind in Pflanzen die
Hauptlieferanten fiir Energie in Form von Reduktionsidquivalenten und Zuckergeriisten. Im
Folgenden sollen zunichst die Grundlagen dieser Stoffwechselwege, ithre Regulation und

die Verkniipfungen mit der pflanzlicher Stressantwort vorgestellt werden.
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1.2 Der oxidative Pentosephosphat-Weg (OPP) — Grundlagen, Regulation

und Bedeutung fiir die pflanzliche Stressresistenz —

Die Hauptquelle fiir reduziertes Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
(NADPH) in griinen Pflanzenzellen ist die Ferredoxin-NADP-Reduktase am Photosystem I
wéhrend des photosynthetischen Elektronentransports (Arakaki et al., 1997). In nicht-
photosynthetisch aktivem Gewebe oder im Dunkeln kann NADPH von verschiedenen
NADP-Dehydrogenasen, wie z.B. der NADP-Isocitrat-Dehydrogenase und Enzymen des
OPPs, d.h G6PDH und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (6PGDH) produziert werden
(Emes & Neuhaus, 1997; Thom et al., 1998; Hodges et al., 2003; Mateos et al., 2009).

Der OPP kann in einen oxidativen irreversiblen und in einen nicht-oxidativen reversiblen
Teil gegliedert werden (Dennis ef al., 1997). Im oxidativen Teil wird Glucose-6-Phosphat
(G6P) durch die G6PDH zu 6-Phosphogluconolacton umgewandelt und weiter iiber die
6-Phosphogluconolactonase (6PGL) zu 6-Phosphogluconat (6PG) umgesetzt (Abb. 1). Die
6PGDH setzt 6-Phosphogluconat zu Ribulose-5-Phosphat (Ru5P) um. Im oxidativen
Abschnitt des OPPs werden in den irreversiblen, exergonen Reaktionen aus 1 Mol G6P
jeweils 2 Mol NADPH und 1 Mol CO, gebildet. Schliisselenzym des OPPs ist die G6PDH
(Hauschild & von Schaewen, 2003; siehe auch 1.1.2).

Glucose-6-Phosphat

y’l “"

! '
v
z Z
> >
O O
B~ O
I +

Abbildung 1: Schematische Darstellung des irrever-
6-Phosphogluconolacton siblen oxidativen Teils des OPPs. Glucose-6-Phosphat
(G6P) wird durch die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(G6PDH) zu 6-Phosphogluconolacton umgewandelt und

y weiter liber die 6-Phosphogluconolactonase (6PGL) zu
6-Phosphogluconat 6-Phosphogluconat umgesetzt. Die 6-Phosphogluconat-
JE— NADP* Dehydrogenase (6PGDH) setzt 6-Phosphogluconat zu
‘ Ribulose-5-Phosphat (RuSP) um.
y T * NADPH
Ribulose-5-Phosphat

+CO,

Im reversiblen Teil des OPPs werden anschlieBend C4-, C5-, C6- und ein C7-Zucker
ineinander umgewandelt. Dieser Teil dient nicht der Erzeugung weiterer Reduktions-
dquivalente. Seine Intermediate sind vielmehr wichtige Ausgangssubstanzen fiir Bio-
syntheseprozesse. So wird bspweise Ribose-5-P (Rib-5-P) als Substrat fiir die Synthese
von Nukleotiden und Erythrose-4-Phosphat (Ery-4-P) im Shikimatweg fiir die Synthese
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von aromatischen Aminosduren, Phytoalexinen und Zellwandpolymeren bendtigt
(Hauschild & von Schaewen, 2003).

Bei Pflanzen sind die Enzyme des oxidativen Teils des OPPs sowohl im Cytosol als auch
in Plastiden lokalisiert. Die Enzyme des reversiblen Teils hingegen befinden sich
vornehmlich in den Plastiden (Schnarrenberg et al., 1995). Bioinformatische Analysen
bestdtigen diese plastiddre Lokalisation, da die fiir den reduktiven Teil spezifischen
Transaldolasen und Transketolasen im Cytosol nicht nachgewiesen werden konnten
(Ubersicht in Kruger & von Schaewen, 2003; Caillau & Quick, 2005). Trotz der
rdumlichen Trennung von plastidirem und cytosolischem OPP konnen entstehende
Metabolite zwischen den Kompartimenten iiber Phosphat-Translokatoren ausgetauscht
werden (Ubersicht in Kruger & von Schaewen, 2003). So werden unter anderem
Xylulose-5-Phosphat und auch ein geringer Anteil an RuSP iiber den sogenannten
Xylulose-5-Phosphat/Phosphat-Translokator (XPT) im Austausch gegen anorganisches
Phosphat (inorganic phosphate, Pi), oder Triose-Phosphat (Triose-P) zwischen Cytosol
und Plastiden transportiert (Eicks et al., 2002; Weber & Linka, 2011).

1.2.1 G6PDH-Isoformen und ihre Regulation

Fir die G6PDH, das Schliisselenzym des OPPs, sind mehrere Isoformen bekannt, die
plastidér, cytosolisch und teilweise peroximal lokalisiert sind (Kruger & von Schaewen,
2003; Reumann et al., 2004; Wakao & Benning, 2005; Meyer et al., 2011; Holscher et al.,
2013). Fir Arabidopsis thaliana (A. thaliana) wurden sechs GO6PDH-Isoformen
identifiziert, zwei cytosolische und vier plastididre Isoformen (Wakao & Benning, 2005).
Die Regulation der G6PDH-Isoformen in den verschiedenen Kompartimenten weist
sowohl Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede auf. Sowohl die cytosolischen, als auch
die plastidiren G6PDH-Isoformen werden {iiber eine negative Riickkopplung durch
NADPH inhibiert. Dabei ist das Verhéltnis von NADPH zu NADP entscheidend (Lendzian
& Bassham, 1975; Fickenscher & Scheibe, 1986; Hauschild & von Schaewen, 2003). Die
plastiddren G6PDH-Isoformen (P-Formen) unterliegen zusitzlich einer Redox-Regulation
und werden durch ein Ferredoxin-Thioredoxin-System reguliert (Scheibe, 1990). Obwohl
beide plastidiren G6PDH-Isoformen (P1 und P2) gleichen Regulationsmechanismen
unterliegen, ist die P2-Isoform weniger sensitiv gegeniiber Inhibierung durch NADPH
(Ki Nappr; > Kim nappp) und Redox-Regulation mittels Bildung von Disulfidbriicken
(Wendt et al., 2000; Esposito et al., 2003; Wakao & Benning, 2005). Da Isoenzyme der



Einleitung 5

P2-Form durch Thiolreagenzien nur zu ca. 50% inhibiert werden, liegt die Vermutung
nahe, dass Enzyme der P1-Klasse eher iiber das photosynthetische Redox-Potential
reguliert werden als die der P2-Klasse (Wendt et al., 2000; Wakao & Benning, 2005).
Zusitzlich kann es, z.B. in mit Paraquat behandelten Kartoffelbldttern im Dunkeln, durch
Dephosphorylierung zu einer posttranslationalen Regulierung der plastiddren Pl
G6PDH-Isoform kommen, wodurch die Enzymaktivitit gesteigert wird (Hauschild & von
Schaewen, 2003). Auch die Enzymaktivitit der cytosolischen G6PD6-Isoform kann bei
Stress scheinbar durch Phosphorylierung beeinflusst werden. So stimuliert die Phosphory-
lierung der Aminosdure Threonin (Thr-467) nahe der NADP-Substratbindestelle in der
G6PD6-Isoform die Bindung des Co-Substrates NADP und steigert so die Enzymaktivitit
(Dal Santo et al., 2012).

Die Promotorregionen der cytosolischen G6PDH-Isoformen besitzen Zucker-regulierbare
Dominen, die als SURE-Elemente (sugar-regulated elements) bekannt sind und kdnnen
somit auf transkriptioneller Ebene durch Kohlenhydrate wie Glucose (Glc), Fructose (Frc)
und Saccharose (sucrose, Suc) gesteuert werden (Hauschild & von Schaewen, 2003). Die
Expressionsmuster der einzelnen G6PDH-Isoformen variieren dabei in den verschiedenen
Gewebetypen. So wird in Arabidopsis die cytosolische Isoform G6PDS5 iiberwiegend in
Blattern exprimiert, wohingegen die Expression der zweiten cytosolischen Isoform G6PD6
in hohem Malle iiber die gesamte Pflanze verteilt ist. Die plastiddren P2-Isoformen
(G6PD2 und G6PD3) sind ebenfalls ubiquitér in allen Zellen vorhanden und zeigen die
hochsten Expressionsgehalte in heterotrophen Geweben. Die G6PD1-Isoform (P1-Klasse)
wird in sich entwickelnden Organen, jedoch nicht in Wurzeln exprimiert (Wakao &
Benning, 2005; Wendt et al., 2000). Eine weitere plastidire G6PD4-Isoform wird nur in
sehr geringem MaBe exprimiert (Wakao & Benning, 2005) und weist keine katalytische
Aktivitit auf (Meyer et al., 2011). Vielmehr scheint sie eine essentielle Funktion in der
Lokalisation der G6PD1 einzunehmen. Nach der Redox-Aktivierung durch Thioredoxin
(TRX) des m-Typs Trx,, interagiert die G6PD4, die als eine neue grundstindige
PO-Isoformklasse postuliert wird, mit der G6PD1 und bewirkt durch Maskierung des
plastiddren Importsignals deren Faltung im Cytosol und leitet damit den anschlieBenden

peroximalen Import ein (Meyer et al., 2011).
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1.2.2 Bedeutung der G6PDH fiir die pflanzliche Stresstoleranz

Neben wichtigen Funktionen im Grundstoffwechsel der Pflanze (siche oben) spielt die
G6PDH auch eine entscheidende Rolle wihrend der pflanzlichen Stressantwort. Wahrend
der frithen biotischen Stressantwort kommt es in Tabak zu einer Aktivititssteigerung von
G6PDH und OPP (Pugin et al., 1997; Scharte et al., 2005; Scharte et al., 2009). Inhibiert
oder reprimiert man hingegen die cytosolische GOPDH oder die P2-Isoform, fiihrt dies zu
einer verminderten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species,
ROS) sowie von hypersensitiven Lésionen nach Pathogenbefall (Scharte et al., 2009; Asai
etal.,2011).

Die Produktion von ROS ist eine der frithesten zelluliren Antworten nach Pathogen-
erkennung. Einer der Hauptproduzenten ist dabei die NADPH-Oxidase der Plasma-
membran (Torres et al., 2005). Die von der NADPH-Oxidase gebildeten ROS sind
ausschlaggebend fiir die Bildung hypersensitiver Ldsionen in Tabakbléttern resistenter
Pflanzen nach Infektion mit Phytophthora nicotianae. Die Bildung von ROS durch die
NADPH-Oxidase bendtigt NADPH im Cytosol, welches von der G6PDH des OPPs zu
Verfiigung gestellt wird (Pugin et al., 1997). Die Uberexpression einer plastidiren P2
G6PDH-Isoform (G6PD3) mit geringerer Inhibierung durch NADPH-Riickkopplung
(Ki nappa; > Km vapp)) im Cytosol der Tabaksorte Xanthi, verbesserte sowohl die
Pathogenabwehr als auch scheinbar die Resistenz gegen Trockenheit (Scharte ef al., 2009).
GO6PDH und OPP sind also nicht nur an der biotischen Stressantwort, sondern auch an der
abiotischen Stressanpassung beteiligt. Die Zugabe von Natriumchlorid (NaCl) (Nemoto &
Sasakuma, 2000; Wang et al., 2008) und Aluminium (Slaski et al., 1996) fiihrte zu
verdnderten Expressionsraten der GO6PDH. Aktuelle Studien konnten die Beteiligung von
G6PDH bei der Anpassung an Trocken- und Salzstress bestitigen (Ubersicht in Li et al.,
2011; Liu et al., 2013). Dabei wird die cytosolische G6PD6-Isoform von stressabhingigen
Proteinkinasen der Gruppe Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3) reguliert (Dal Santo et al.,
2012). Diese in Arabidopsis als ASKas bezeichneten Proteinkinasen phosphorylieren
vornehmlich die cytosolische G6PD6-Isoform (siehe oben) und fordern so die Bereit-
stellung von NADPH fiir oxidative Schutzmechanismen wie dem Ascorbat-Glutathion-

Zyklus (Foyer & Halliwell 1976; Wakao & Benning, 2005; Dal Santo ef al., 2012).
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1.3 Prolin

Eng verbunden mit der Bedeutung des OPPs fiir die Stressresistenz ist die
NADPH-abhédngige Synthese von Prolin (Verslues & Sharma, 2010). Dieses galt lange
Zeit ausschlieBlich als kompatibles Osmolyt bei der osmotischen Stressantwort (Csonka &
Hanson, 1991). Nach dem heutigen Stand hat Prolin hingegen multifunktionale Aufgaben
in einem breiten Spektrum an abiotischen und biotischen Stimuli (Ubersicht in Szabados &
Savoure, 2010). So kommt es in Pflanzen u.a. wéhrend Trocken- (Hare et al., 1998), Salz-
(Rhodes et al., 2002; Munns, 2005), Kélte- (Naidu et al., 1991) und Metallstress (Bassi &
Sharma, 1993; Sharma & Dietz, 2006) zu einer Akkumulation von Prolin. Prolin erhoht die
Stresstoleranz, indem es als Metabolit-Chaperon den mitochondrialen Elektronen-
transport-Komplex II (Hamilton & Heckathorn, 2001), Membranen, Proteine (Hare et al.,
1998; Mansour, 1998) und Enzyme, wie z.B. die Ribulose-1,5-bisphosphat
Carboxylase/Oxygenase (RubisCO), stabilisiert (Allen et al., 1997). Dariiber hinaus kann
Prolin als nicht-enzymatisches Antioxidans Hydroxyl-Radikale (OH’) und Singulett-
Sauerstoff ('O,) direkt entgiften (Alia ef al., 2001; Smirnoff & Cumbes, 1989) und auch
ROS-Entgiftungsenzyme wie Superoxid-Dismutase (SOD) und Ascorbat-Peroxidase
(APX) positiv stimulieren (Xu et al., 2009). So erhdhte die Uberexpression des Enzyms
Pyrrolin-5-Carboxylat-Synthase (P5CS) aus der Prolinsynthese in Zitronenpflanzen die
endogene Prolinkonzentration und verstirkte die APX- und SOD-Aktivitit (de Campos et
al., 2011). Damit nimmt Prolin u.a. zentrale Schutzfunktionen gegeniiber ROS ein
(Szabados & Savor, 2010; Natarajan et al., 2012; Kischor & Sreenivasulu, 2014).

Der Prolinmetabolismus ist abhingig von Glutamat und der NADPH-Bereitstellung im
Plastidenstroma (sieche Abb. 2). Die Synthese von Prolin aus Glutamat zu Glutamat-
Semialdehyd (GSA) wird von der P5CS Kkatalysiert. GSA wird spontan zu
Pyrrolin-5-Carboxylat (P5C) umgesetzt (Hu ef al., 1992; Savoure et al., 1995; Sekhar et
al., 2007). Die Pyrrolin-5-Carboxylat-Reduktase (P5SCR) reduziert PSC anschlieBend zu
Prolin (Verbruggen et al., 1993; Sekhar et al., 2007). Bei beiden Syntheseschritten wird
NADPH verbraucht. Der Prolinkatabolismus erfolgt in den Mitochondrien iiber die Prolin-
Dehydrogenase (PDH) oder die Prolin-Oxidase (POX). Sie reduzieren P5C aus Prolin und
die P5C-Dehydrogenase (PSCDH) wandelt letztendlich P5C in Glutamat um. Als

alternativer Syntheseweg kann Prolin noch aus Ornithin synthetisiert werden, welches
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zunéchst von der Ornithin-delta-Aminotransferase (OAT) in GSA und dann von der P5C in
Prolin umgesetzt wird (Roosens et al., 1998; Verbruggen & Hermans, 2008).

Die Enzyme der Biosynthese von Prolin (P5CS1, PSCS2, PSCR) sind normalerweise im
Cytosol lokalisiert, wohingegen sich die Prolin-degradierenden Enzyme (PSCDH, PDH2,
PDH1 und OAT) in den Mitochondrien befinden (Szabados & Savoure, 2010).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Prolinmetabolismus in Pflanzen. Der Biosyntheseweg von
Prolin ist mit griinen Pfeilen und der Katabolismusweg mit roten Pfeilen markiert. Prolin wird im Cytosol aus
Glutamat zu Glutamat-Semialdehyd (GSA) durch Pyrrolin-5-Carboxylat-Synthase (P5CS) katalysiert, von
der zwei Enzymvarianten bekannt sind (PC5CS1; PC5CS2). GSA wird dann spontan zu Pyrrolin-5-
Carboxylat (P5C) umgesetzt und anschlieBend reduziert die Pyrrolin-5-Carboxylat-Reduktase (PSCR) P5C
zu Prolin. Der Prolinkatabolismus erfolgt in den Mitochondrien. Die Prolin-Dehydrogenase (PDH) reduziert
importiertes Prolin zu P5C und die P5C-Dehydrogenase (PSCDH) wandelt PSC in Glutamat um, was in das
Cytosol exportiert wird. Unter Normalbedingungen wird Prolin im Cytosol von Pflanzen synthetisiert und
kann in der Vakuole gespeichert werden. Unter Stresseinfluss erfolgt die Synthese von Prolin in
Chloroplasten. Die Prolinaufnahme in Mitochondrien erfolgt tber Prolin-Uniporter (P) und den
Glutamat/Prolin-Antiporter (G/P). Prolin-Transporter fiir Chloroplasten sind bislang noch nicht bekannt
(angedeutet mit ,,?*‘). Prolin hat multifunktionale Aufgaben, so fungiert ist es u.a. als Osmolyt, Regulator des
Redox-Gleichgewichtes und als Metabolit-Chaperon, da es die ROS-Entgiftungsenzyme Superoxid-
Dismutase (SOD) und Ascorbat-Peroxidase (APX) stabilisieren kann. Abbildung veridndert nach Szabados &
Savoure (2010).

Die Unterteilung von Prolinsynthese und Prolinabbau zwischen Cytosol, Chloroplast und
Mitochondrium erfordert den Transport von Prolin iiber die jeweiligen Membranen. Die

Aufnahme von Prolin in die Mitochondrien scheint ein aktiver Prozess iiber Aminosiure-
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Transporter zu sein (Yu et al., 1983; Rentsch ef al., 1996; Schwacke et al., 1999). Zwei
bekannte Transporter in der Mitochondrienmembran sind der Prolin-Uniporter (P) und der
Prolin/Glutamat-Antiporter (G/P) (Di Martino et al., 2006). Normalerweise akkumuliert
Prolin im Cytosol und fungiert als Metabolit-Chaperon (Ubersicht in Hayat et al., 2012).
Es stabilisiert die Proteinstruktur und kontrolliert den zelluliren Redox-Status, indem es
den cytosolischen pH-Wert puffert (Hayat et al., 2012). Im ungestressten Grundzustand
wird Prolin bei der Zitrone Limonium latifolium in der Vakuole gespeichert. Erst bei
Salzstress steigt sein Gehalt im Cytosol an (Gagneul et al., 2007). Dies unterstreicht zum
einen die Bedeutung von Prolin wihrend der Stressantwort und zum anderen die
Wichtigkeit der Neusynthese und die Freisetzung des gespeicherten Prolins fiir die

Stressabwehr.

1.4 Pflanzliche Kohlenhydrate — Grundlagen, Regulation und Bedeutung

fiir die pflanzliche Stressresistenz —

Svnthese von Kohlenhydraten

Kohlenhydrate sind ubiquitir in allen Lebensformen verbreitet und stellen die hiufigsten
organischen Verbindungen mit vielfdltigen Funktionen dar. Diese reichen von
Energietrdgern in Form von Monosacchariden (Glc) oder langkettigen Speichermolekiilen
(Stirke, Glykogen), iliber Schutz- und Geriistsubstanzen (z.B. Zellulose) bis hin zu
Bestandteilen komplexer Kohlenhydratverbindungen wie z.B. Glykoproteinen, Glyko-
lipiden mit Schliisselfunktionen in einer Reihe von Prozessen wie Signalgebung, Zell-Zell-
Kommunikation sowie der molekularen und zelluldren Erkennung.

In Pflanzen sind Stédrke, Cellulose und Saccharose die bekanntesten Kohlenhydrate. Als
Energietrager, Geriistsubstanzen bzw. Transportmetaboliten werden sie aus Frc und Glc
gebildet. In den letzten Jahren wurden weitere Zucker (wie z.B. 6-Desoxyglucose und
Trehalose) als signalgebende Molekiile in Signaltransduktionskaskaden der Pflanze
eingehend untersucht (Smeekens, 2000).

In photoautotrophen Mesophyllzellen werden in der photosynthetischen Lichtreaktion
Lichtquanten in chemische Energie umgewandelt. Die bereitgestellten Reduktionsmittel
NADPH und Energiedquivalente in Form von Adenosintriphosphat (ATP), werden im
Calvin-Zyklus bei der Umwandlung von 3-Phosphoglycerat (3-PGA) durch die
3-Phosphoglycerat-Kinase zu 1,3-Bisphosphoglycerat und anschlieBender Reduktion
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mittels der NADP-abhédngigen Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), zur
Synthese von Triose-P wie Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) und Dihydroxyaceton-
Phosphat (DHAP) genutzt (Ubersicht in Raines, 2003). Triose-P als Endprodukt der
photosynthetischen CO,-Fixierung wird zum Teil fiir die Regeneration des Eingangs-
substrats des Calvin-Zyklus, Ribulose-1,5-bisphosphat, verwendet. Die beiden Triose-
Phosphate GAP und DHAP werden entweder im Chloroplasten zur Synthese von Stirke
verwendet oder aus dem Chloroplasten ins Cytosol exportiert, wo daraus Hexosen
entstehen, die u.a. der Synthese von Saccharose dienen. Die Stidrkesynthese durch die
ADP-Glucose-Pyrophoshorylase (AGPase) erfolgt in den Plastiden. Die AGPase ist das
Schliisselenzym und wird allosterisch von 3-PGA aktiviert und durch Pi inaktiviert (Cross
et al., 2004, Hwang et al., 2005). Darliber hinaus kann sie posttranslational durch
Thioredoxin Redox-abhingig de-/aktiviert werden (Hendriks et al, 2003). In Chloro-
plasten wird Stirke nachts zu Glc oder Maltose (Mal) umgewandelt und iiber Glucose-
Transporter (GIcT) bzw. Maltose-Transporter (MalT) in das Cytoplasma transportiert
(Niittyla et al., 2004).

Saccharose- und Trehalosesynthese

Zur Synthese von Saccharose wird Triose-P zunéchst iiber TPTs im Austausch gegen Pi in
das Cytosol transportiert (Fliege et al., 1978). Der strikte Gegentausch von Pi mit Triose-P
gewihrleistet eine Pi-Homdostase im Chloroplastenstroma. Diese ermdglicht die Synthese
von ATP aus ADP und Pi in den Lichtreaktionen der Photosynthese (Fliigge, 1995). Ein
Pi-Mangel wiirde zu einer Inhibierung der photosynthetischen Elektronentransportkette
fiihren (Sharkey, 1985). Im Cytosol wird Triose-P von einer Aldolase zu Fructose-1,6-bis-
phosphat (F1,6P,) umgesetzt. AnschlieBend erfolgt die Dephosphorylierung durch die
Fructose-1,6-bisphosphatase (FBase) zu Fructose-6-Phosphat (F6P). Dieser Schritt ist ein
wichtiger Regulationspunkt der Saccharosesynthese und wird von Fructose-2,6-
bisphosphat (F2,6P;) kontrolliert (Stitt, 1991; siehe unten). Saccharose wird im Cytosol
von den Enzymen Saccharose-Phosphat-Synthase (SPS) und Saccharose-Phosphat-
Phosphatase (SPP) synthetisiert (siche Abb. 3). Dabei setzt SPS UDP-Glucose und F6P zu
Saccharose-6-Phosphat um, welches von SPP zu Saccharose unter Freisetzung von Pi
umgewandelt wird (Leloir & Cardini, 1955). Die SPS ist ein Schliisselregulator der
Saccharosesynthese und wird von G6P aktiviert bzw. von Pi inhibiert (Huber & Huber,
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1996). Zusitzlich kann SPS durch Phosphorylierung spezifischer Serinreste reguliert
werden, so dass eine Aktivititsanderung bei osmotischem Stress und Hochlicht erfolgt

(Huber & Huber, 1996).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Saccharosesynthese und Phloembeladung in Mesophyll-
zellen von source-Blittern. Durch die photosynthetischen Lichtreaktionen werden Lichtquanten und CO, in
den Chloroplasten in Triose-Phosphate (Triose-P) umgewandelt. Triose-P wird {iber Triose-
Phosphat/Phosphat-Translokatoren (TPT) im Austausch gegen anorganisches Phosphat (Pi) in das Cytosol
transportiert oder in Chloroplasten zu ADP-Glucose umgewandelt und zur Stirkesynthese verwendet. Stirke
wird wihrend der Nacht in Glucose (Glc) oder Maltose (Mal) umgewandelt und iiber entsprechende
Transporter (GlcT/MalT) in das Cytoplasma entlassen. Glc muss durch Hexokinasen zu Glucose-6-Phosphat
(G6P) phosphoryliert und durch die G6P-Isomerase zu Fructose-6-Phosphat (F6P) umgewandelt werden. Im
Cytosol wird Saccharose (Sac) aus F6P und UDP-Glucose (UDP-Glc) durch die Saccharose-
Phosphat-Synthase (SPS) zu Saccharose-6-Phosphat (Sac-P) umgewandelt, welches von der Saccharose-
Phosphat-Phosphatase (SPP) zu Sac umgewandelt wird. Sac kann sowohl iiber den symplastischen Weg
durch Plasmodesmata (PD) von Zelle zu Zelle hin zu dem Siebelement-Geleitzellen-Komplex (SE/GZ—-
Komplex), als auch tiber den apoplastischen Weg dorthin transportiert werden. Die Sac-Aufnahme in den
Apoplasten erfolgt iber SWEET-Transporter. Der Sac-Transport in den SE/GZ-Komplex erfolgt indirekt
aktiv durch Sac/H -Symporter. Die Akkumulation von Sac im SE/GZ-Komplex erzeugt einen osmotischen
Wassernachstrom und der Langstreckentransport wird durch eine osmotische Druckdifferenz zwischen
source- und sink-Geweben ermdglicht. Die Synthese von Trehalose (T) erfolgt in zwei Schritten: Zunéchst
wird UDP-Glucose und G6P von der T6P-Synthase (TPS) zu Trehalose-6-Phosphat (T6P) umgewandelt und
anschlieBend wird T6P von T6P-Phosphatase (TPP) unter Abspaltung von Phosphat zu Trehalose (T)
synthetisiert. Eine Hydrolyse von Trehalose in zwei Glucosemolekiile durch Trehalase wird vermutet.
Abbildung verdndert nach Ruan (2014).
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Neben Saccharose ist Trehalose ein weiteres wichtiges Disaccharid, bestehend aus zwei
Glucosemolekiilen. Die Synthese von Trehalose erfolgt in zwei Schritten, zunichst wird
UDP-Glucose und G6P von der Trehalose-6-Phosphat-Synthase (TPS) zu Trehalose-6-
Phosphat (T6P) umgewandelt. AnschlieBend wird T6P von der T6P-Phosphatase (TPP)
unter Abspaltung von Phosphat zu Trehalose synthetisiert (Ubersicht in Paul et al., 2008).
Hierbei wird eine Hydrolyse von Trehalose in zwei Glucosemolekiile durch eine Trehalase
vermutet (Elbein et al., 2003). T6P scheint ebenfalls eine zentrale Rolle im Kohlenhydrat-
stoffwechsel der Pflanze einzunehmen und ist eng mit der Verfiigbarkeit von Saccharose
verbunden. So steigt der T6P-Gehalt bei Arabidopsis nach externer Zugabe von Saccharose
signifikant an, weshalb T6P als Signal fiir die Verfiigbarkeit von Saccharose angesehen

wird (Lunn ef al., 2006).

Saccharosetransport

Saccharose stellt als nicht-reduzierendes Disaccharid die Haupttransportform photo-
synthetisch assimilierter Kohlenhydrate in Pflanzen dar. Die Dimerisierung der Mono-
saccharide hat den Vorteil, dass Saccharose keine reduzierenden Enden trigt, dadurch
weniger reaktiv ist und unerwiinschte Interaktionen so gering wie moglich gehalten werden
(Arnold, 1968). Bei Bedarf konnen die Monosaccharide Glc und Frc mit nur minimalem
Energieaufwand Enzym-katalysiert, z.B. durch Invertasen, wieder aus Saccharose frei-
gesetzt werden.

Um die gebildete Saccharose aus den Mesophyllzellen zu exportieren, muss diese zunéchst
zu den Siebzellen des Blattes transportiert und anschlieBend in den Siebelement-Geleit-
zellen-Komplex (SE/GZ-Komplex) aufgenommen werden (sieche Abb. 3). In den Sieb-
elementen erfolgt der Stofftransport, dagegen sind Geleitzellen fiir die Beladung und die
Stoffwechselfunktion, wie Proteinbiosynthese fiir die Siebelemente, zustindig (Van Bel,
1996; Van Bel & Knoblauch, 2000). Siebelemente sind spezielle Pflanzenzellen, denen u.a.
Zellkern, Golgi-Apparat und Vakuole fehlen, wohingegen modifizierte Mitochondrien,
Plastiden und ER vorhanden sind (Van Bel & Knoblauch, 2000). Siebelemente sind von
den Geleitzellen umgeben und bilden zusammen den funktionellen SE/GZ-Komplex.
Saccharose kann sowohl iiber den sogenannten symplastischen Weg durch Plasmo-
desmata von Zelle zu Zelle bis hin zu dem SE/GZ-Komplex, als auch iiber einen

apoplastidiren Transport befordert werden (Rennie & Turgeon, 2009). Die Saccharose-
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aufnahme in den Apoplasten war fiir lange Zeit unklar und konnte in neuen Studien
aufgeklart werden. Chen ef al. (2012) identifizierten Saccharoseausstrom-Transporter der
SWEET-Familie an der Plasmamembran bei Arabidopsis (SWEET11 und SWEET12) und
bei Reis (SWEETI1 und SWEET14). Mutationen der Transporter SWEET11 und
SWEET12, die im Phloem lokalisiert sind, reduzierten den Export von Assimilaten und
fiihrten zu einem Zuckeranstau in Arabidopsis-Bléttern (Chen et al., 2012). Die SWEET-
Transporter scheinen auch ein Angriffspunkt fiir Pathogene bei der Pflanzeninfektion zu
sein. Bakterien konnen gezielt die SWEET-Genexpression in infizierten Reiszellen
aktivieren, wodurch Zucker freigesetzt werde, die den Bakterien als Nihrstoffquelle dienen
(Ubersicht in Schroeder et al., 2013).

Aufgrund der hohen Konzentrationsunterschiede von Saccharose zwischen Apoplast und
dem SE/GZ-Komplex ist die Saccharoseaufnahme ein aktiver Prozess (Lohaus et al.,
1995). Die Aufnahme wird z.B. von einem Saccharose/H -Symporter (SUT1) bei Tabak
und sucrose transport protein (SUC2) bei Arabidopsis vermittelt (Biirkle et al., 1998;
Gottwald et al., 2000). Der Saccharose/H -Symporter nutzt den von der P-Typ H'-ATPase
aufgebauten Prototengradienten, um Saccharose gegen das Konzentrationsgefille in den
SE/GZ-Komplex zu importieren. Zusitzlich wird vermutet, dass der hohe osmotische Wert
in den Siebzellen nicht nur auf dem aktiven Transport von Saccharose beruht, sondern
vielmehr auf die Neusynthese von Transportzuckern der Raffinose-Familie in den
Ubergangszellen zuriickgeht (Van Bel, 1996). Dieses als Polymerfalle beschriebene
Modell besagt, dass Raffinose und Stachyose als Galactose-Oligomere ausgehend von
Saccharose in den Ubergangszellen neu synthetisiert werden. Die hohermolekularen
Zucker konnen wegen ihrer GroBe nicht durch die engen Plasmodesmata zuriick
diffundieren (Rennie & Turgeon, 2009). Dadurch wird ein Konzentrationsgefille zwischen
Ubergangszellen und Biindelscheidenzellen aufgebaut und ein fortlaufender Nachstrom
von Saccharose durch Diffusion gewdhrleistet. Folglich steigt die Konzentration an
Zuckern in den Siebelementen, wodurch ein Konzentrationsgradient aufgebaut wird.

Die im Phloem befindlichen Zucker werden iiber einen Langstreckentransport zu den
Kohlenhydrat-verbrauchenden Geweben (sink) der Pflanze, wie z.B. Wurzel, Bliiten etc.,
transportiert. Der Langstreckentransport wird durch eine osmotisch Druckdifferenz
zwischen source- und sink-Geweben ermdglicht und ist daher als Druckstrommodell

bekannt (Ubersicht in Fensom, 1981). Die hohen Zuckerkonzentrationen im Phloem der
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source-Blitter erzeugen einen osmotischen Wassernachstrom aus dem benachbarten
Xylem, wohingegen die Phloementladung an den sink-Geweben den osmotischen Wert
erniedrigt und Wasser wieder in das Xylem einstromt.

Die Phloementladung in sink-Geweben kann symplastisch oder apoplastisch erfolgen
(Fisher & Oparka, 1996; Patrick, 1997). Bedingung fiir die symplastische Phloem-
entladung ist das Vorhandensein von Plasmodesmata, iiber die Zucker von den Sieb-
elementen mit hoher Transportzuckerkonzentration zu den sink-Zellen mit niedriger
Konzentration flieBen. Die symplastische Phloementladung ist hauptsidchlich bei Wurzel-
spitzen (Oparka et al., 1994), jungen wachsenden Bléttern (Haupt et al., 2001) und
Speicherorganen, wie Kartoffelknollen, zu finden (Oparka & Wright, 1988). Bei der
apoplastischen Entladung wird Saccharose im Apoplasten des SE/GZ-Komplexes von der
extrazelluldren Zellwand-Invertase in Glc und Frc gespalten, die dann iiber Hexose-
Transporter durch die Plasmamembran in das Cytosol importiert werden (Biittner & Sauer,
2000). Alternativ kann Saccharose auch iiber Saccharose-Transporter in die Zellen
aufgenommen werden und u.a. Energie-konservierend von der Saccharose-Synthase
(sucrose synthase, SuSy) in UDP-Glucose und Frc gespalten werden (Koch, 2004). Die Art
der Phloementladung ist von der Art des sink-Gewebes und des Entwicklungsstandes
abhingig (Godt & Roitsch, 2006). Wéhrend der Samenentwicklung konnen — aufgrund
morphologischer Isolation — Photoassimilate nur apoplastisch und nicht symplastisch
transportiert werden. Dies lédsst sich auch wihrend der Fruchtreife beobachten, bei der ein
Umschalten von symplastischer zu apoplastischer Entladung dokumentiert wurde. Gleiches

gilt fiir die Phloementladung bei Pathogenbefall (Zhang et al., 2006).

1.4.1 Steuerung der Kohlenhydratverteilung durch Fructose-2,6-bisphosphat und der
sink-Starke

Die Kohlenhydratverteilung innerhalb der Pflanze wird zum einen durch die relative sink-
Stirke der einzelnen Pflanzenorgane bestimmt (siehe unten) und unterliegt komplexen
Regulationsmechanismen an denen auch das Signalmolekiil Fructose-2,6-bisphosphat

(F2,6P,) beteiligt ist.

Das Fructose-2,6-bisphosphat-System

F2,6P, nimmt eine regulatorische Schliisselrolle im primédren Kohlenhydrathaushalt aller

eukaryotischen Lebewesen ein (Schaftingen, 1987). In Tieren und Pilzen reguliert F2,6P,
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die Glykolyse und Glukoneogenese durch Stimulierung der 6-Phospho-Fructo-1-Kinase
(PFK) und Inhibierung der Fructose-1,6-bisphosphatase (FBase) (Colosia et al., 1998). In
Pflanzen koordiniert F2,6P, die Balance von Saccharosesynthese, Glykolyse und Starke-
synthese photosynthetischer Zellen (siche Abb. 4), indem es regulatorischen Einfluss auf
die Umwandlung von Fructose-1,6-bisphosphat (F1,6P,) und Fructose-6-Phosphat (F6P)
ausiibt (Stitt e al., 1987).

Das Gleichgewicht zwischen F1,6P, und F6P wird von den Enzymen
Fructosel,6-bisphosphatase (FBP), Phosphofructokinase (PFK) und — fiir Pflanzen
spezifisch — Fructose-6-Phosphat-1-Phosphotransferase (PFP) beeinflusst (siche Abb. 4).
Die Aktivitit der Enzyme FBase und PFP wird dabei durch F2,6P, gesteuert, da F2,6P; als
negativer Effektor die FBP inaktiviert und die PFP aktiviert (Cseke et al., 1982; Sabularse
& Anderson, 1981). Hohe F2,6P,-Konzentrationen fordern die Glykolyse, wohingegen
niedrige F2,6P,-Konzentrationen die Glukoneogenese und somit die Bildung von
Saccharose begiinstigen (Nielsen et al., 2004).

Die Regulation des Effektors F2,6P, erfolgt iiber das bifunktionale Enzym Fructose-
2,6-bisphosphatase (F2KP), welches als Kinase (F6P,2K) und als Phosphatase (F2,6BPase)
agieren kann. Der Gehalt an F2,6P, im Cytosol ist abhiingig von seiner Synthese aus F6P
durch die F6P,2K. Sein Abbau wird durch die F2,6BPase katalysiert. Die Enzymaktivitét
der F2KP wird wiederum durch Intermediate des Primérstoffwechsels beeinflusst und
ermoglicht so eine koordinierte Anpassung des Kohlenhydratstoffwechsels an die
physiologischen Anforderungen der Pflanze (Banzai et al., 2003). So wird z.B. bei
Arabidopsis und Spinat die FO6P,2K durch F6P und Pi aktiviert und die F2,6P,-Synthese
durch 3-PGA und Triose-P inhibiert (Stitt, 1990; Markham & Kruger, 2002; Villadsen &
Nielsen, 2001). F1,6P,, Pi und das OPP-Intermediat 6PG hemmen die F2,6BPase und
somit die F2,6P,-Hydrolyse (Villadsen & Nielsen, 2001). 6PG wird im oxidativen
Abschnitt des OPPs bei der Umsetzung von 6-Phosphogluconolacton durch die 6PGL
gebildet und konnte ein direkter Regulationsmechanismus zwischen OPP und dem F2,6P,-

System sein.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der regulatorischen Schliisselrolle von Fructose-2,6-bisphos-
phat im primédren Kohlenhydrathaushalt von source-Blittern. F2,6P, koordiniert die Balance von
Glykolyse, Saccharose- und Stirkesynthese. In Pflanzenzellen kann Fructose-1,6-bisphosphat (F1,6P,) von
drei Enzymen synthetisiert werden: Phosphofruktokinase (PFK), Fructose-1,6-bisphosphat (FBP) und
Fructose-6-Phosphat-1-Phosphotransferase (PFP). F2,6P, fungiert als negativer Effektor fiir die FBP
(inhibiert, -) und als positiver Effektor fiir die PFP (aktiviert, +). Die Regulation der F2,6P,-Konzentration
erfolgt tiber das bifunktionale Enzym Bisphosphat-Kinase/Phosphatase (F2KP). Die Aktivierung der
Fructose-6-Phosphat-2-Kinase (F6P,2K) erfolgt durch Fructose-6-Phosphat (F6P) und Pi (+), gleichzeitig
wird das Enzym durch 3-PGA inhibiert. F2,6P, (-) und F2KP haben Einfluss auf die Synthese von
Saccharose und Stirke und passen sie an die Verfigbarkeit von Triose-P und Pi an. In Chloroplasten wird
CO, und Pi zu Triose-P umgewandelt, welche im Gegentausch mit Pi iber Triose-
Phosphat/Phosphat-Translokatoren (TPT) in das Cytosol transportiert werden. FEine niedrige
Pi-Konzentration im Cytosol verhindert den Export von Triose-P tiber den TPT aus dem Chloroplasten und
fordert die Stirkesynthese. Bei hohen cytosolischen Pi-Konzentrationen steigt die Triose-P-Menge und
Triose-P wird zu Saccharose umgewandelt. Dabei wird erneut Pi freigesetzt, welches im Gegenzug mit
weiterem Triose-P in den Chloroplasten zuriicktransportiert wird und den Pi-Pool des Chloroplasten
hierdurch auffiillt. Die Fructose-6-Phosphat-2-Phosphatase (F2,6BPase) wird durch F1,6P,, Pi und 6PG
inaktiviert (-). Abbildung verdndert nach Nielsen ef al. (2004) und A. von Schaewen (2014).

Das Zusammenspiel von F2,6P, und F2KP bildet ein komplexes regulatorisches System,
um die Synthese von Saccharose und Stédrke aufeinander abzustimmen und ebenfalls an die
Verfiigbarkeit von Triose-P und Pi anzupassen. In Chloroplasten wird im Calvin-Zyklus
Triose-P unter Verbrauch von NADPH und ATP synthetisiert, welche in das Cytosol im
Gegentausch mit Pi tiber TPTs transportiert werden (Fliege et al., 1978). Eine niedrige

Pi-Konzentration im Cytosol verhindert den Export von Triose-P iiber TPTs aus den
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Chloroplasten und fordert die Stirkesynthese. Steigt die cytosolische Menge von Triose-P
an, sinkt die F2,6P,-Konzentration und es erfolgt die Aktivierung der FBPase. Als
Konsequenz wird Triose-P vermehrt in Saccharose umgewandelt, wobei Pi freigesetzt wird
und zuriick in den Chloroplasten transportiert wird. Wenn die Saccharosemenge {iber einen
kritischen Wert steigt, nimmt der F6P-Gehalt und somit auch die Bildung von F2,6P, zu.
In der Nacht wird die im Stroma der Chloroplasten gespeicherte Stirke in Glc und Mal
umgewandelt, iber Glc- und Mal-Transporter in das Cytosol entlassen und so fiir die

Saccharosesynthese bereitgestellt.

sink-Stirke

Wie oben erwiéhnt ist ein wichtiger Faktor fiir die Kohlenhydratverteilung innerhalb der
Pflanze die sogenannte relative sink-Stirke der einzelnen Pflanzenorgane. In hdheren
Pflanzen gibt es eine Vielzahl von Zell- und Gewebetypen, wobei eine grundsétzliche
Einteilung in Verbraucher- bzw. Speicher-Gewebe (sink-Gewebe) und Assimilat-
produzierende Gewebe (source-Gewebe) moglich ist. Der Stoffwechsel von
source-Geweben, wie der von adulten Blittern, ist optimal auf die Gewinnung von
Kohlenhydraten aus der Photosynthese und deren Export ausgerichtet (siche Abschnitt
1.4). Ubersteigt die Produktion an Kohlenhydraten den Eigenbedarf der Zelle werden nicht
bendtigte Photoassimilate als Saccharose zu sink-Organen wie Wurzeln, Meristemen,
jungen Blittern, Bliiten und Samen transportiert und dort verbraucht bzw. gespeichert
(Hawker et al., 1991). Der source- oder sink-Zustand ist dabei nicht statisch und kann im
Laufe von Entwicklungsprozessen oder bedingt durch Stressoren (abiotisch sowie biotisch)
wechseln. Grundsitzlich haben alle Pflanzenzellen, auch source-Blitter, ein sink-Potential
(Herbers & Sonnewald, 1998; Roitsch, 1999). Wichtige Determinanten zur Bestimmung
der relativen sink-Stirke in hoheren Pflanzen sind dabei Saccharose-spaltende Enzyme wie
z.B. ¢ewINV (siehe unten) und SuSy. SuSy spaltet dabei die Saccharose reversibel in UDP-
Glucose und Frc. Diese wird anschlieBend durch Hexo- oder Fructokinasen phosphoryliert,
wodurch F6P entsteht. Sowohl UDP-Glucose als auch F6P kdnnen weiter verstoffwechselt
werden und dienen u.a. als Bausteine fiir Starke, Cellulose und Kallose. Invertasen spalten
Saccharose irreversibel in die Hexosen Frc und Gle. Je nach ihrer Lokalisation und ihrem
pH-Optimum  werden Invertasen in  vakuoldre, Zellwand-gebundene oder

neutrale/alkalische Invertasen unterteilt (Roitsch & Gonzalez, 2004).
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Die neutralen/alkalischen Invertasen konnen im Cytosol und Chloroplasten lokalisiert sein
(Vargas & Salerno, 2010) und sind am pflanzlichen Wachstum, der Entwicklung, der
Bliihregulierung und der Samenentwicklung beteiligt (Jia et al., 2008; Barratt et al., 2009;
Welham et al., 2009). Sie scheinen auch eine Funktion bei der Aufrechterhaltung der
ROS-Homdostase zu haben (Xiang et al., 2011). Die vakuoldren und Zellwand-
gebundenen Invertasen zdhlen zu den sauren Invertasen. Die vakuoldre Invertase reguliert
die Zellexpansion und die Zuckerspeicherung, vor allem bei der Fruchtreife (Scholes et al.,
1996; Roitsch & Gonzalez, 2004; Sergeeva et al., 2006; Li et al., 2012).

Die vakuoldre Invertase beeinflusst die Zellexpansion in dem sie den Tugordruck der
Pflanzenzelle durch die Hydrolyse von Saccharose in Glc und Frc beeinflusst (Wang &
Ruan, 2013). Die Anreicherung von Glc und Frc in der Vakuole erhoht das osmotische
Potential der Vakuole, wodurch vermehrt Wasser in die Vakuole einstromt, der
hydrostatische Druck ansteigt und die Zelle gestreckt wird (Wang ef al., 2010). Neben der
osmotischen Funktion scheinen die von der vakuoldren Invertase gespalteten Hexosen auch
eine Signalfunktion bei der Zellstreckung zu haben. Dabei wird vermutet, dass die
vakuolére Invertase iiber die gespalteten Zucker mit Zellwand-gebundenen Kinasen (wall-
associated kinase, WAK) interagiert. WAKSs sind an Pektin in der Zellwand gebunden und
thre Aktivitdt ist essentiell fiir die Zellexpanssion (Anderson et al., 2001; Lally et al.,
2001).

1.4.2 Zellwand-Invertase als ein Schliisselenzym des Kohlenhydratstoffwechsels

Regulation der cwINV

Die Zellwand-Invertase (cell-wall invertase, cwINV) ist ein sink-spezifisches Enzym und
steuert die apoplastische Phloementladung. Sie reguliert die sink/source-Umsteuerung und
wird von verschiedenen Stressstimuli aktiviert (Sturm & Tang, 1999; Roitsch, 1999;
Roitsch & Gonzalez, 2004). Die Regulation der cwINV und der vakuoldren Invertase
erfolgt posttranslational und wird {iber Inhibitorproteine vermittelt (Rausch & Greiner,
2004). Hierbei konkurriert der Inhibitor mit der Saccharose pH-abhidngig um die Substrat-
bindestelle der cwINV, wodurch die Enzymaktivitdt letztlich von der Saccharosekonzen-

tration und dem pH-Wert abhéngig ist (Hothorn et al., 2010).
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Bedeutung der cwINV bei der pflanzlichen Pathogenantwort

Die Bedeutung der cwINV fiir die pflanzliche sink/source-Regulation konnte unter
anderem an transgenen Tabakpflanzen gezeigt werden. Dabei beeintriichtigte die Uber-
expression einer Hefe-Invertase im Apoplasten von source-Blittern in Tabak den Export
von Saccharose und fithrte zu einer Akkumulation von Idslichen Zuckern und Stérke.
Hierdurch wurde die Photosynthese inhibiert und das Wachstum der Pflanze beeintréchtigt
(von Schaewen et al., 1990). In einer weiteren Studie fiihrte die konstitutive
Uberexpression der Hefe-Invertase zu einer Aktivierung des respiratorischen Stoff-
wechsels, sowie zu einer Anreicherung verschiedener Pathogen-induzierter Proteine
(pathogenesis-related proteins, PR-Proteine) und Kallose. Dariiber hinaus zeigten die
transgenen Pflanzen eine erhohte Resistenz gegen das Kartoffel-Virus Y (Herbers et al.,
1996; Herbers et al, 2000). Auch in Reis resultierte die Uberexpression eines
cwINV-Gens (grain-incomplete filling, gifl) in einer Konstitutiven Aktivierung von
PR-Proteinen, Kallose und einer hoheren Resistenz gegen das bakterielle Pathogen
Xanthomonas oryzae pv. oryzae und den Pilz Magnaporthe oryzae (Sun et al., 2014).

Die Reprimierung der apoplastidiren cwINV bei der Tabaksorte Nicotiana tabacum L. cv
Samsun NN (SNN) hatte nach der Infektion mit P. nicotianae eine verringerte Bildung von
Kallose, ROS und PR-Proteinen zufolge. Hierdurch wurde die zuvor resistente Pflanzen-
sorte anfélliger fiir das Pathogen (Essmann et al., 2008). Diese Beobachtungen und u.a die
Daten aus Scharte et al. (2005) und Swarbrick et al. (2006) verdeutlichen die Schliissel-
rolle der cwINV bei der sink/source-Ausprigung und der Zuckerbereitstellung fiir
pflanzliche Abwehrprozesse. Gestiitzt werden diese Ergebnisse durch zahlreiche Unter-
suchungen, in denen nach Pflanze-Pathogen-Interaktionen die cwINV-Aktivitdt steigt
(Ubersicht in Tauzin & Giardina, 2014). So ist u.a. die cwINV-Aktivitiitssteigerung in
source-Blittern der resistenten Tabaksorte SNN im Zuge der inkompatiblen Interaktion mit
P. nicotianae eine der frilhesten Abwehrreaktionen der Pflanze (Scharte er al., 2005).
Hierbei soll die gesteigerte cwINV-Aktivitit die im Apoplasten befindliche Saccharose
vermehrt in Hexosen spalten, welche dann iiber Hexose-Transporter in das Cytosol
transportiert werden koénnen (Hayes et al., 2007). Der cytosolische Hexosereimport
verringert den extrazelluldiren Kohlenhydratgehalt und erschwert den eingedrungenen
Pathogenen die Besiedlung des Apoplasten (Fotopoulos ef al., 2003). Zum anderen dienen

die reimportierten Hexosen als Energiequelle, z.B. fiir den OPP und die Zellatmung, und
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beeinflussen die Genexpression Abwehr-relevanter Proteine (siehe Kapitel 1.4.3) und

konnen somit als Signalmolekiile (siche unten) fungieren.

1.5 Stresstoleranz bei Pflanzen

1.5.1 Grundlagen der pflanzlichen Pathogenantwort

Pflanzen sind als sessile und standortgebundene Organismen vielen Stressoren, u.a. auch
Pathogenen, ausgesetzt. Letztere versuchen sie als Quelle fiir Kohlenhydrate und andere
Assimilate zu nutzen (Scharte ef al., 2009; Panstruga & Dodds, 2009).

Lost ein Pathogen eine Krankheit im Pflanzenwirt aus, so wird das Pathogen als virulent
bezeichnet. Die Pflanze ist dem Pathogen gegeniiber suszeptibel und es liegt eine
kompatible Interaktion vor. Ist die Pflanze resistent und somit in der Lage das Pathogen
zu erkennen und unschddlich zu machen, spricht man von einer inkompatiblen
Interaktion (Flor, 1971; Hammond-Kosack & Jones, 1996). Im Verlauf der Evolution
entwickelten Pflanzen eine Vielzahl konstitutiver und induzierbarer Abwehrstrategien, um
Pathogene effektiv zu bekdmpfen. Zu den Kkonstitutiven Abwehrmechanismen, die
bereits vor einem Pathogenbefall vorhanden sind, zdhlen eine strukturelle Verstirkung von
Zellwanden und der Kutikula. Aber auch biochemische Schutzmechanismen, wie die
Einlagerung von Phytoanticipinen in die Vakuole, sind wichtige priventive Schutz-
mechanismen (Glazebrook, 2005; Panstruga & Dodds, 2009; Miedes et al., 2014).
Uberwindet das Pathogen die strukturellen Barrieren, so konnen Abbauprodukte der
pflanzlichen Zellwand als damage-associated molecular patterns (DAMPs) (Boller &
Felix, 2009; Lotze et al., 2007; Denoux et al., 2008) und mikrobielle Pathogensignaturen,
wie pathogen-associated molecular pattern (PAMPs) oder microbe-associated molecular
patterns (MAMPs) den infizierten Zellen als Signalstoffe dienen (Niirnberger & Scheel,
2001). PAMPs, wie bakterielles Flagellin oder pilzliches Chitin, sind spezifische
molekulare Strukturen, die fiir das Pathogen essentiell sind (Gomez-Goémez & Boller,
2000; Miya et al., 2007). Diese hoch konservierten PAMPs werden von Rezeptoren den
pattern-recognition receptors (PRRs) in der Plasmamembran erkannt und 16sen eine intra-
zellulare Immunantwort aus (Bittel & Robatzek, 2007; Boller & Felix, 2009). Zu den PRRs
gehoren u.a. die rezeptorartigen Kinasen (receptor-like kinases, RLK), die eine extra-
zelluldre N-terminale Erkennungsdoméne und eine cytosolische C-terminale Kinase-

doméne haben (Shiu & Bleecker, 2001). Solche als PAMP-triggered immunity (PTI)
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bekannten Abwehrprozesse begrenzen die Pathogenausbreitung (Jones & Dangl, 2006).
Pathogene hingegen konnen PTI-Komponenten durch Sekretion von virulenten
Effektorproteinen, die auch Avirulenzproteine genannt werden, inhibieren und so
Abwehrmechanismen unterbinden. Um diese Angriffe abzuwehren, besitzen Pflanzen
Resistenz-Proteine (R-Protein). R-Proteine konnen Effektorproteine iliber sogenannte
NB-LRR-Elemente erkenne und fungieren als Rezeptor (Dangl & Jones, 2001). Die NB-
LRR-Rezeptorelemente bestehen aus einer Bindungsdomine (nuclear-binding domain,
NB) und langen Leucin-reichen Antennen (leucin-rich repeat domain, LRR), die Effektor-
proteine pathogenen Ursprungs detektieren (Abramovitch ef al., 2006; Tsuda et al., 2010).
Die unter dem Begriff effector-triggered immunity (ETI) zusammengefassten Abwehr-
mechanismen sind pathogenspezifisch und enden meist in der Auslosung der hyper-
sensitiven Reaktion (HR) und systemic acquired resistance (SAR).

Die HR ist eine Spezialform des programmierten Zelltots und repridsentiert den
wirkungsvollsten pflanzlichen Abwehrmechanismus gegen biotrophe und hemibiotrophe
Pathogene. Die infizierten Zellen 16sen dabei intra- und interzelluldre Signalkaskaden aus,
die Abwehrprogramme aktivieren (Jones & Dangl, 2006; Thomma et al., 2011). Die Zellen
durchlaufen ein vorgefertigtes genetisches Programm, dessen Ziel die Einddmmung und
die Toétung des Pathogens ist. Die AbwehrmaBnahmen beinhalten die Offnung von
Ionenkanilen in der Plasmamembran (Mazars ef al., 2010), die Aktivierung von mitogen-
activated protein kinases (MAPK) (Zhang & Klessig, 2001) und die Produktion von ROS
(Levine et al., 1994). Zusitzlich werden physische Verdnderungen eingeleitet, durch die
die pflanzliche Zellwand durch Einlagerung von Lignin (Lamb & Dixon, 1997) oder
Kallose (Rodriguez-Galves & Mendgen, 1995) mechanisch verstiarkt wird. Pflanzenzellen
sind Uber Plasmodesmata miteinander verbunden, wodurch ein symplastischer
Stoffaustausch von Aminosduren, Zuckern aber auch Makromolekiilen wie Ribonuklein-
sduren (RNA) und Proteine mdglich ist (Ding ef al., 1992; Haywood et al., 2002; Kragler,
2013). Pathogene und virale RNA/DNA konnen sich {iber diese Kanéle auf benachbarte
Zellen ausbreiten und das Gewebe infizieren. Die Ausbildung von Kallosepapillen an den
Plasmodesmata und an der Zellwand sollen zum einen die symplastische Ausbreitung von
Pathogenen unterbinden und zum anderen pilzlichen Pathogenen das Eindringen iiber die
Zellwand erschweren, um so Zeit fiir die Aktivierung von zelluldren Abwehrprozessen zu

gewinnen (Lamb & Dixon, 1997; Boller & Felix, 2009; Voigt, 2014).
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Dartiber hinaus wird die Expression von sogenannten PR-Proteinen, zu denen vor allem
lytische Enzyme wie Chitinasen oder Glucanasen gehdren, aktiviert und auBerdem anti-
mikrobiell wirksame Phytoalexine angehduft (Hammerschmidt, 1999; Van Loon & Van
Strien, 1999; Garcia-Brugger et al., 2006). An diesem Signalnetzwerk sind weitere
endogene Signalmolekiile wie u.a. Stickstoffmonoxid (NO), Salicylsdure (salicylic acid,
SA), Jasmonsdure (JA) und Ethylen (ET) beteiligt (Jones & Dangl, 2006; Zipfel, 2009).
Auf makroskopischer Ebene ist die HR durch die Bildung hypersensitiver Lisionen am
Infektionsort erkennbar. Im Zuge einer erfolgreichen Pathogenabwehr konnen Pflanzen
eine generell erhohte Resistenz aufweisen. Dieses als SAR bekannte Phdnomen erstreckt
sich iiber die gesamte Pflanze und fiihrt zu einer schnelleren Abwehr bei erneuter Infektion

(Durrant & Dong, 2004).

1.5.2 Rolle von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) bei der pflanzlichen Stressantwort

ROS (z.B. Superoxid-Anionen (O;"), Hydroylradikale (OH'), Wasserstoffperoxid (H,O,)
und 'O,) entstehen durch die schrittweise Reduktion von molekularem Sauerstoff. Es
handelt sich dabei um hoch reaktive, toxische Substanzen, die durch unspezifische
Reaktionen mit Makromolekiilen wie DNA, Pigmenten, Proteinen und Lipiden oxidativen
Schaden erzeugen und diese zerstdren (Asada & Takahashi, 1987; Lamp & Dixon, 1997;
Halliwell, 2006). ROS werden per se innerhalb der Pflanzenzelle in Chloroplasten,
Mitochondrien und Peroxisomen als Nebenprodukte des Grundstoffwechsels, z.B. wahrend
der Photosynthese und Atmung gebildet (Asada, 1999; Doudican et al., 2005; Keunen et
al., 2013). Normalerweise werden diese ROS durch eine Vielzahl an enzymatischen und
nicht-enzymatischen Schutzreaktionen unschéddlich gemacht. Abiotische und biotische
Stressbedingungen aber verschieben das ROS-Gleichgewicht auf die Seite der
ROS-Produktion. So erhohen Stressoren wie Starklicht (Takahashi & Murata, 2008),
Trockenheit (Asada, 2006; de Carvalho & Cruz, 2008), Versalzung (Miller et al., 2010)
und Metalle (Seth ef al., 2012) die ROS-Produktion in pflanzlichen Organismen. Dariiber
hinaus zdhlt die massive Produktion von ROS, der sogenannte oxidative burst, zu den
frithesten zelluliren Antworten nach Pathogenerkennung (Levine et al., 1994; Lamb &
Dixon, 1997; Galletti et al., 2008). Dabei werden im Apoplasten der Pflanze iibermifig
ROS generiert. In verschieden Inhibitorstudien und Mutantenanalysen wurde eine
Schliisselrolle der NADPH-Oxidase bei der apoplastiddren ROS-Produktion und folgenden

Signaltransduktion erkannt und beschrieben. So bleibt z.B. in resistenten Pflanzen, in



Einleitung 23

denen die NADPH-Oxidase reprimiert oder blockiert ist, die massive Produktion von ROS
und die HR nach Pathogenbefall aus (Keller et al., 1998; Lara-Ortiz et al., 2003; Torres &
Dangl, 2005).

ROS wirkt bei Pathogenbefall entweder direkt toxisch oder interagiert mit Signalkaskaden
und Molekiile wie SA, NO und Calcium (Ca*") (Torres et al., 2006). Dariiber hinaus
beeinflussen ROS die mechanische Verstirkung der pflanzlichen Zellwand. Durch
oxidative Quervernetzung von Makromolekiilen in der Zellwand, wie Pektinen,
Hemicellulosen und Proteinen, sowie Lignifizierung wird die Zellwand gegen Zellwand-
abbauende Enzyme pathogenen Ursprungs resistenter (Pugin et al., 1997; Glazebrook,
2005; Bethke et al., 2014).

Trotz ihrer Toxizitdt konnen ROS auch als Signalmolekiile und Schliisselregulatoren fiir
Wachstum, Entwicklung und abiotische sowie biotische Abwehrprozesse fungieren
(Mittler, 2002; Neill et al., 2002; Foreman et al., 2003; Mittler et al., 2011). ROS wirken
als Signalmolekiile, indem sie mit Histidin-Kinasen, ROS-sensitiven Phosphatasen oder
Redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren interagieren und die Transkription von Genen be-
einflussen. Zu diesen gehoren u.a. NPRI (non-expressor of PRI) und der Transkriptions-
faktor TGA2 (Fan & Dong, 2002; Fobert & Depres, 2005). NPRI spielt eine wichtige Rolle
bei der Immunantwort der Pflanze in der Abwehr-abhéngigen Genexpression von PR1. Die
Monomerisierung von NPRI wird iiber eine Anderung des Redox-Status im Cytosol
reguliert (Tada et al., 2008). Das zuvor im Cytosol als Multimer lokalisierte NPR1 wandert
als Monomer in den Kern und interagiert dort mit einem TGA-Transkriptionsfaktor. Somit
wird die PR-Gen-Expression induziert (Fu ef al., 2012). Gleichzeitig stellt die Oxidation
der Aminosdure Cystein von Proteinen eine Moglichkeit der Redox-Kontrolle der
enzymatischen Aktivitit von Proteinen dar (Fourquet ef al., 2008). Interessanterweise wird
durch die Oxiadtion der Aminosdure Methionin (MetS) zu Methioninsulfoxid (MetSO) die
hydrophobe Seitenkette polar, wodurch die Proteinstruktur verandert werden kann (Vogt,
1995; Black & Mould, 1991). Diese grundlegende Strukturverdnderung verbunden mit der
Tatsache, dass die Oxidierung reversibel ist (Kim & Gladyshev, 2007; Tarrago et al.,
2009), macht Methionin zu einer potentiell Redox-regulierbaren Aminosdure (Hardin et
al., 2009).

Neben den oben beschriebenen Interaktionspartnern koénnen ROS Einfluss auf die

Permeabilitit von Ca**-Kanilen nehmen und die Ca2+-Signaturen in der Zelle modulieren
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(Takeda et al., 2008; Mazars et al., 2010). Die erhohten intrazelluliren Ca®’-Signaturen
werden von Ca’’-Bindeproteinen (calcium-binding protein, CBP) wahrgenommen, zu
denen in Pflanzen 250 Vertreter gehoren (Day et al., 2002). CBPs vollzichen nach Ca*'-
Bindung an ihren EF-Hadnden eine Konformationsédnderung, wodurch weitere Interaktionen
mit anderen Proteinen ermdglicht und diese reguliert werden (Dodd et al., 2010). Zu den
CBPs zihlen Calmodulin, Ca*"-dependent protein kinases (CDPKS), calcineurin B-like
proteins (CBL-Proteine) und NADPH-Oxidasen (Harmon et al., 2001; de Falco et al.,
2010). Diese konnen wiederum Phosphorylierungskaskaden wie MAPKs aktivieren und
posttranskriptionelle Regulationsmechanismen von Abwehrprozessen einleiten (Wurzinger
et al.,2011). So wird das iirspriingliche ROS-Signal vielschichtig verschaltet und verstirkt
(Zwerger & Hirt, 2001; Ichimura et al., 2002).

1.5.3 Kohlenhydrate als Signalmolekiile

Kohlenhydrate sind neben der zentralen Rolle in der pflanzlichen Entwicklung auch an der
Regulation des Metabolismus und bei der Stressantwort beteiligt (Rolland et al., 2006).
Saccharose und insbesondere Hexose fungieren als Signalmolekiile (sugar sensing) und
beeinflussen Entwicklungsprozesse wie u.a. Wachstum, Bliitenbildung, Differenzierung
von vaskuldren Zellen und Speicherorganen (Koch, 1996; Rolland et al., 2006; Wind et al.,
2010; Tognetti et al., 2013). Als universelle intrazellulire Glucosesensoren dienen dabei
Hexokinasen (HKX), die erstmals bei Arabidopsis identifiziert wurden (Jang ef al., 1997).
Neben HKX werden die Zuckersignale iiber eine Reihe weiterer Zuckersignalwege weiter-
gegeben, z.B. an die Plasmamembran gebundenene G-Protein-gekoppelte Signalwege
(Grigston et al., 2008), Zuckererkennung durch Snf- (sucrose non-fermenting) dhnliche
Proteinkinasen (Baena-Gonzalez et al., 2007), sowie eine Hexoseerkennung im sekre-
torischen Signalweg (Herbers et al., 1996). Neben den Hexosen konnen auch andere
Kohlenhydrate, wie z.B. Trehalose (siche oben), als Signalmolekiile fungieren. Es wird
vermutet, dass TO6P mit SnRK1 (sucrose non-fermenting related kinase 1), einem Re-
pressor des pflanzlichen Wachstums, interagiert und dessen Aktivitét inhibiert (Lunn ef al.,
2006; Nunes ef al., 2013). Somit scheint T6P als Signal fiir die Steuerung von Wachstum,
Zellwandbiosynthese und Stirkesynthese zu wirken (Ubersicht in Paul et al., 2008).
Kohlenhydrate induzieren die Genexpression von vielen sink-spezifischen Genen wie z.B.
die der SuSy, der cwINV und der G6PDH (Salanoubat & Belliard, 1989; Roitsch et al.,
1995; Hauschild & von Schaewen, 2003). Genau gegensitzlich erfolgt die Regulation von
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Genen des source-Stoffwechsels. Gene der Photosynthese, wie die des Chlorophyll-a-
Bindeproteins und die der kernkodierten kleinen Untereinheit der RubisCO, werden durch
Kohlenhydrate reprimiert (Sheen, 1990; Krapp ef al., 1993). Auf diese Art und Weise sind
Zucker an der Auspriagung des sink/source-Verhéltnisses innerhalb der Pflanze beteiligt

und passen es an die Zuckerverfiigbarkeit an (Roitsch, 1999).

1.6 Primiirstoffwechsel und pflanzliche Stresstoleranz

Egal ob es sich um abiotische oder biotische Stressoren handelt, die Abwehr benétigt — wie
oben beschrieben — ein hohes Mal3 an Energie in Form von ATP, Reduktionsédquivalenten
und Kohlenstoffbausteinen (Berger et al., 2007; Seo et al., 2007). Der Energiebedarf kann
durch eine Reihe von metabolischen Umstellungen des Primérstoffwechsels bereitgestellt
werden (Rojas et al, 2014). Eine besondere Bedeutung wihrend der pflanzlichen
Stresstoleranz haben der OPP (siehe Kapitel 1.2) und der Kohlenhydratstoffwechsel (siche
Kapitel 1.4). Die NADPH-Oxidase-abhidngige Bildung von ROS benétigt NADPH,
welches von G6PDH und 6PGDH im OPP zu Verfiigung gestellt wird (Pugin et al., 1997).
Auch die Reorganisation des Zytoskelettes, sowie die Bildung von Kallose erfordern ATP
und UDP-Glc (Takemoto & Hardham, 2004; Maor & Shirasu, 2005). Eine Veridnderung
dieser Stoffwechselprozesse begiinstigt somit die erfolgreiche Pathogenabwehr und wird
bereits als integraler Bestandteil der pflanzlichen Stressresistenz postuliert (Ubersicht in
Bolton, 2009).

Die Bereitstellung von Kohlenhydraten fiir Abwehrprozesse stellt in photoautotrophen,
ungestressten source-Zellen — besonders im Licht — jedoch ein grundséitzliches Problem
dar. Neben dem schnellen Zuckerexport sind heterotrophe, Abwehr-unterstiitzende Stoff-
wechselprozesse wie Glykolyse, Atmung, OPP und der Shikimatweg in der Regel auf ein
Grundniveau gedrosselt (Scheideler et al., 2002). Im Verlauf der pflanzlichen Pathogen-
abwehr kann es in phototrophen Pflanzenzellen deshalb zu einer metabolischen Um-
stellung auf heterotrophen Stoffwechsel kommen. Es erfolgt eine Umstellung von source-
auf sink-Metabolismus, sodass Stoffwechselintermediate, sowie Reduktionsidquivalente
fiir die Abwehr bereitgestellt werden konnen (Roitsch, 1999; Scharte et al., 2005).

Diese stressbedingte source/sink-Umstellung und die Bedeutung von OPP, dem Kohlen-
hydratstoffwechsel und den Schliisselenzymen NADPH-Oxidase, G6PDH und cwINV

konnte u.a. bei der erfolgreichen Pathogenabwehr der hochresistenten Tabaksorte SNN
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gegen das hemibiotrophe Pathogen P. nicotianae aufgezeigt werden (Scharte et al., 2005;
Essmann et al., 2008; Scharte et al., 2009). Zwischen diesen Wegen bestehen viele

H,
7
0

- 0 '?Os 'h‘
Sac >Hexosen

Zusammenhdnge und Beriihrungspunkte (Abb. 5).

Chloroglast\\\

Sac st arl( e \\ Hexosen NADP NADPH
A ] b
] ‘AGIC’
[}
3 / |
< A 1 !
t | | Zucker-
) A ] sensor
o 6PG
k) y
S Triose-P Triose-P
"\ Photosynth : Rusp
\ otosynthese / / »
2\ f ’ \ +
N _ \ MU_QLQ_U_S/" Respiration
Cytosol S o - PAL
PR-Proteine

Abbildung 5: Einfluss der ¢cwINV und der G6PDH auf die Pathogenabwehr in source-Blittern von
Tabak. Kohlenhydrat-verbrauchende Prozesse, wie die Bildung von Kallose und ROS, werden unmittelbar
nach Infektion mit P. nicotianae (Zoospore) in einer resistenten Tabakpflanze induziert. Durch Verschluss
der Plasmodesmata mit Kallose, in Verbindung mit einer gesteigerten cwINV-Aktivitdt, wird der
symplastische Export von Saccharose gestoppt. Die reimportierten Hexosen induzieren die Genexpression
von vielen sink-spezifischen Genen wie z.B. die der cwINV und der cytosolischen GO6PDH (+) und werden
als Energiequelle z.B. fiir den OPP, die Kallosebildung und die Zellatmung genutzt. Des Weiteren sind sie
eine wichtige Voraussetzung fiir die ROS-Bildung und den hypersensitiven Zelltod, da die NADPH-Oxidase-
abhidngige ROS-Bildung NADPH benétigt, welches von G6PDH und 6PGDH im OPP zu Verfiigung gestellt
wird. Genau gegensitzlich erfolgt die Regulation von Genen des source-Stoffwechsels wie der Photo-
synthesegene (-). Auf diese Art und Weise sind Zucker an der Auspragung des sink/source-Verhiltnisses
innerhalb der Pflanze beteiligt und passen den Stoffwechsel an die Zuckerverfiig-barkeit an. Die Abbildung
basiert auf Ergebnissen von Scharte et al. (2005, 2009) und Essmann ez al. (2008) sowie der einschldgigen
Literatur (Abbildung verdndert nach J. Scharte und E. Weis).

Kohlenhydrat-verbrauchende Prozesse, wie die Bildung von Kallose und die massive
ROS-Bildung werden unmittelbar nach Infektion mit P. nicotianae in resistenten Pflanzen
induziert. Durch einen Verschluss der Plasmodesmata mit Kallose, in Verbindung mit
einer gesteigerten cwINV-Aktivitdt, kommt es zundchst zu einem Stopp des sym-

plastischen und spéter auch des apoplastischen Exports von Saccharose. Der Reimport
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dieser Zucker in die infizierten Zellen ist eine wichtige Voraussetzung fiir die Induktion
weiterer Abwehrprozesse, wie z.B. verstirkte Kallose- und ROS-Bildung, was den
hypersensitiven Zelltod zur Folge hat. Dieses Szenario scheint nicht nur fiir biotischen
Stress zu gelten, da z.B. Tabakpflanzen mit verdnderter G6PDH nicht nur gegen
Pathogene, sondern auch scheinbar gegen Trockenstress resistenter wurden (Scharte et al.,
2009). Zusammengefasst ldsst sich die Hypothese aufstellen, dass die pflanzliche Stress-
antwort generell abhingig von der Zuckerverfligbarkeit ist und eine damit verbundene,

frithe ROS-Produktion ermoglicht.

1.7 Zielsetzung

Wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben ist die pflanzliche Stressabwehr ein
komplexes Netzwerk aus verschiedensten Stoffwechselprozessen des Primérstoffwechsels.
Diese sind aufeinander abgestimmt und iiber Signalkaskaden miteinander verkniipft. Trotz
der Komplexitdt konnten Schliisselkomponenten in den Abwehrmechanismen identifiziert
werden. Zu ihnen gehdren Prozesse wie der OPP mit seinem Schliisselenzym G6PDH und
der Kohlenhydratstoffwechsel mit cwINV als zentrales Enzym. Diese Stoffwechselwege
sind in Pflanzen die Hauptlieferanten fiir Energie in Form von Reduktionsdquivalenten und
Zuckergertisten.

Die zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit war, inwieweit eine Modulation von
Gehalt oder kinetischen Parametern dieser Enzyme zu einer Erhéhung der Stresstoleranz
beitragen konnen. In bereits durchgefiihrten Untersuchungen verbesserte der Austausch
von cytosolischen G6PDH-Enzymen durch eine plastidire G6PDH-Isoform (AtG6PD3;
P2-Klasse) — mit geringer NADPH-Riickkopplung-Inhibierung im Cytosol der Pflanze —
die Abwehrreaktion der transgenen Pflanzen (Xanthi::cP2) im Vergleich zu suszeptiblen
Xanthi-Pflanze (Scharte et al., 2009). In einem zweiten Transformationsschritt wurden die
Xanthi::cP2-Pflanzen zuséitzlich mit einem bindren RNAi-Konstrukt transformiert, welches
die endogene cytosolische G6PDH reprimiert. Bei den sogenannten Supertransformanten
Xanthi::cP2::cytRNAi [(cP2(67), cP2(83)] erfolgten pflanzlichen Abwehrreaktionen nun
noch stirker und einheitlicher als bei den Xanthi::cP2-Linien und unabhingiger von den
jeweiligen Elternlinien. Sie schienen des Weiteren toleranter gegeniiber Trockenstress

(Scharte et al., 2009).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden zum einen die Auswirkungen des G6PDH-Isoenzym-
austausches im Cytosol der Tabaksorte Xanthi auf die biotische und abiotische
Stresstoleranz und die Charakterisierung des Primérstoffwechsels der Supertrans-
formanten untersucht, in dem biochemische sowie Stoffwechseluntersuchungen durch-
gefiihrt wurden. Da die Verbesserung der Stresstoleranz oft mit Verlusten an Biomasse
und Ertrag einhergeht, sollten zum anderen die Auswirkungen des G6PDH-Isoenzym-
austausches auf die Biomasseproduktion und auf Qualitét, Quantitit und Komposition des
Saatgutes untersucht werden.

Ein weiterer zentraler Aspekt dieser Arbeit stellte die Erstellung eines neuen binédren
Doppelkonstruktes dar. Die Erstellung, Selektion und Regeneration der stabilen
Supertransformanten cP2(67) und cP2(83) bei Scharte et al. (2009) war sehr zeit- und
arbeitsintensiv. Zudem war die Uberpriifung des genetischen Hintergrundes der erzeugten
Transformanten duferst wichtig und begrenzte den Transformationsumfang. Um den
zeitlichen Aufwand zu reduzieren und mehrere Tabaksorten (SNN, SNN::cwINV, Xanthi)
simultan transformieren zu konnen, sollten die Expressionskassetten der beiden binéren
Konstrukte pZMS5 und pBinAR-cytG6PD-RNAI aus Scharte ef al. (2009) in einem binéiren
Doppelkonstrukt vereint werden, die Funktionalitit des Doppelkonstruktes liberpriift und
die Auswirkungen des Isoenzymaustausches auf den Metabolismus und die Stresstoleranz

der Tabaksorten SNN, cwINV und Xanthi untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Enzyme und Chemikalien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den in Tabelle 1

aufgefiihrten Firmen bezogen.

Tabelle 1: Liste der verwendeten Chemikalien und Enzyme.

Hersteller

Chemikalien und Enzyme

AppliChem, Darmstadt, BRD

Agar, Tris, Dithiothreitol (DTT),
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA), X-Gal, Hefe-Extrakt

Biomol, Hamburg, BRD

Glycin, 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonséure
(HEPES), Magnesiumchlorid

Duchefa, Haarlem, NL

MS-Medium

Fermentas, St. Leon-Rot, BRD

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG), Loadind Dye 6x,
Lambda Pstl Marker, PEG 4000, T4 DNA Ligase,
Restriktionsenzyme (und dazugehorige Puffer), RNAse,
dNTP, DNAse, Reverse Transkriptase, Oligo dT

Finnzymes, Espoo, Fin

Phusion ,,High Fidelity* DNA-Polymerase

Invitrogen, Karlsruhe, BRD

Agarose, BactoTM-Agar

Merck, Darmstadt, BRD

Natriumdihydrogenphosphat, Kaliumhydrogenphosphat,
Phosphorsdure, Natriumacetat, Trichloressigsdure,
Ethidiumbromid, Ethanol, Essigsdure, Tetracyclin,
Kaliumchlorid, Natriumchlorid, Magnesiumchlorid,
Magnesiumphosphat, Dimethylsulfoxid (DMSO),
Dimethylformamid (DMF), Natriumhydroxid,
Magnesiumsulfat

Omnilab, Bremen, BRD

Ampicillin, Kanamycin (Kann)

Roth, Karlsruhe, BRD

Phenol/Chloroform/IAA, Agarose, Glycerin, Trypton,
Saccharose, Pepton1,4 Dithiothreitol, NADP-Dinatriumsalz

Segenetic, Borken, BRD

Taq-DNA-Polymerase, DNA-Marker

Sigma-Aldrich, Hamburg, BRD

4-Chloro-1-naphtol, f-Mercaptoethanol, Rubidiumchlorid,
Glucose, Hormone: 6-Benzylaminopurin (BAP),
a-Naphtalen-essigsdure (NAA), Pefabloc SC, PVP

Stratagene, Amsterdam, NL

AccuScript “High Fidelity” Reverse Transcriptase
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2.1.2 Kommerzielle Kits

Die verwendeten kits sind in der Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Folgende kits wurden eingesetzt und nach Herstellerangaben verwendet.

Hersteller Bezeichnung

Macherey-Nagel, Diiren, | NucleoBond Xtra Midi

Deutschland NucleoSpin Extract II;
NucleoSpin Plasmid;
NucleoSpin Plasmid QuickPure

2.1.3 Bakterienstimme

In dieser Arbeit wurden die Bakterienstimme Escherichia coli (E. coli) und Agrobakterium

tumefaciens (A. tumefaciens) verwendet. Diese werden nachfolgend beschrieben:

2.1.3.1 E. coli

Tabelle 3:Verwendeter E. coli-Stamm.
Stamm, Quelle Genotyp Resistenz Verwendung
XL1-Blue recAl endA1 gyrA96 Tetrazyklin Transformation von
Stratagene, thi-1 hsdR17 supE44 (Tet®) DNA
Heidelberg, relAl lac [F'proAB
Deutschland laclgZAM15Tn10

(Tet)]

2.1.3.2 A. tumefaciens

Tabelle 4: Verwendeter A. tumefaciens-Stamm.
Stamm Genotyp Resistenz | Verwendung
A. tumefaciens pGV2260:C58C1 Hintergrund Rifampicin, | Transformation von
Deblaere Rif", Ampicillin | Nicotiana tabacum
etal. (1985) | pTiB6S3 AT-DNA (Amp") p
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2.1.4 Vektoren
In Tabelle 5 werden die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren mit ihren

charakteristischen Eigenschaften beschrieben.

Tabelle 5: Liste der verwendeten Vektoren.

Amp", Spec®

des Tabak Doppelkonstruktes

Vektor Resistenzgen | Merkmal Referenz
pBluescript II SK (-) Amp"® ~3 kb, Klonierungsvektor mit Stratagene,
blau/weif3-Selektion Heideberg
pUC-RNAI in Bakterien: ~2,9 kb, Klonierungsvektor fiir Chen et al. (2003)
Amp® RNAi-Konstrukte,enthélt ein
GA20 Oxidase-Intron
pZM5 In Bakterien: | ~14 kb bindrer Vektor Scharte et al. (2009)
Amp", Spec®
pK7GWIWG2(1I) Spec® ~12,9, kb, Klonierungsvektor, Department of Plant
Trager des T35S-Terminators Systems Biology,
VIB, Ghent
University
psMAS:Strepll Amp® ~2,6, kb Klonierungsvektor mit AG Kudla, WWU
pUCI18 Riickgrat, enthélt Miinster
MAS-Promotor
pBSK-pMAS-T35S Amp" ~4,47 kb Klonierungsvektor fiir Diese Arbeit
dsRNAi-Kassette enthdlt
MAS-Promotor,T35S-Terminator
pBSK-cytRNAi-Kassette Tabak | Amp" ~5,3 kb Klonierungsvektor enthilt | Diese Arbeit
cytRNAi-Kassette fiir Tabak
pZM5_MutSacl In Bakterien: | ~14 kb binérer Vektor, Trager des | Diese Arbeit
Amp", Spec® | cP2, neu Sacl modifiziert
pZM8_ Tabak In Bakterien: | ~15 kb bindrer Expressionsvektor | Diese Arbeit

2.1.5 Oligonukleotide

Im Zuge dieser Arbeit kamen Oligonukleotidprimer zur Amplifikation von DNA-

Fragmenten mittels Polymerase-Kettenreaktion und fiir den Austausch von Nukleotiden

mit Hilfe der ortsgerichteten Mutagenese zum Einsatz. Die Oligonukleotide wurden von

der Firma Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Deutschland) hergestellt und sind in Tabelle

6 aufgelistet.
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Tabelle 6: Im Rahmen dieser Arbeit fiir PCR und ortsgerichteter Mutagenese verwendete
Oligonukleotidprimer; s: sense , as: antisense.

Nr | Bezeichnung Nukleotidsequenz

1 cyt G6PDH s 5“CACCGTCGACAATATGAAGGCTATAAGGATGACC-3¢

2 cyt G6PDH as 5‘“GGATCCTATATGACAGGTCTAATTCACTTTGAAC-3*

3 T35S s 5’-GGATCCTTCTAGAGGGCCCG-3’

4 T35S as 5“CAAACTTGTGATATCCCGCGG-3’

5 T35S-MutPstl s 5’-CGTCGCATGCCTACAGGTCACTGGATTTTGG-3¢

6 T35S-MutPstl as 5’-CCAAAATCCAGTGACCTGTAGGCATGCGACG-3¢

7 pZMS5-Saclneu s 5“GCAAGCTTGGTACCAGAGCTCCCCGATCATGAGCGG-3*

8 pZMS5-Saclneu as 5“CCGCTCATGATCGGGGAGCTCTGGTACCAAGCTTGC-3¢

9 pZMS5-MutHindIII s 5’-CAGAAGCCATGTACATGAAACTTACGGTCAAGAAACCTG-3¢
10 | pZM5-MutHindIIT as | 5*-CCAGGTTTCTTGACCGTAAGTTTCATGTACATGGCTTCTG-3°
11 | cytG6PDHHindIll as | 5'-CAGAAGCCATGTACATGAAACTTACGGTCAAGAAACCTGG-3’
12 | pUC-RNAi-seq s 5'-GGGGATGTGCTGCAAGGCG-3’

2.1.6 Computerprogramme

In dieser Arbeit wurden mehrere bioinformatische Methoden angewendet. So wurden
Nukleotidsequenzen mit dem Programm CLUSTAL W verglichen und Sequenz-
Alignments unter Verwendung der Standardeinstellung erstellt (http://www.ebi.ac.uk/
Tools/clustalw2/index.html). Restriktionsstellen von bekannten DNA-Sequenzen wurden
mit NEBcutter? (www.neb.com) bestimmt. Uber Support Double Digest™
(www.fermentas.com/double-digest) konnten die enzymspezifischen Reaktionspuffer und
die Bedingungen fiir Restriktionsansétze bestimmt werden. Die in der Arbeit verwendeten
Primer wurden mit dem Programm DNA Calculators von Sigma Genosys erstellt. Die
Erstellung der Plasmidkarten erfolgte mit dem Programm Plasm (http://en.bio-soft.net/
plasmid/Plasm.html). Zur Dokumentation von Agarosegelen wurde das Programm Biostep
Argus X1 (Version 2.2.8) verwendet. Desweiteren wurden die Programme Microsoft©
Office© 2010 und Microsoft© Office© Power Point 2010 genutzt. Der Signalintensitéts-
vergleich der MALDI-TOF-Messungen erfolgte mit dem Analyse-programm MoverZ.
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2.1.7 Confokale Laser-Scanning-Mikroskopie (cLSM)

Die gezeigten mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem confokalen Laser-
Scanning-Mikroskop (cLSM) der Firma Leica (Leica Microsystemes GmbH, Wezlar,
Deutschland) vom Typ TCS SP2 mit inversem DM-IRE2 Motor-Mikroskop, ebenfalls
Leica, durchgefiihrt. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte mit dem 63-fachen Wasser-
Immersionsobjektiv HCX APO L U-V-I 63x 0,9 W (Leica Microsystems GmbH, Wezlar,
Deutschland).

2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit Bakterienstimmen

2.2.1.1 Anzucht von Bakterien auf Agarplatten

E. coli und A. tumefaciens wurden unter sterilen Bedingungen bei 37°C bzw. 28°C auf
YT-Medium ausplattiert. Um das Wachstum nicht-transformierter Bakterien zu verhindern,
wurde den Medien die fiir die jeweiligen Stimme und Vektoren charakteristischen Anti-
biotika zugesetzt. Die Konzentration der Stammldsungen und die Endkonzentration in den
Medien sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Die Platten wurden nach Ausstreichen der

Bakterien tiber Nacht bei 37°C bzw. 28°C inkubiert.

Tabelle 7: Verwendete Antibiotika und deren Endkonzentration im Medium fiir E. coli und A.
tumefaciens.

Endkonzentration im Medium
Antibiotika

E. coli A. tumefaciens
Ampicillin (Amp) 200 pg/ml 100 pg/ml
Kanamycin (Kan) 25 pg/ml 25 png/ml
Rifampicin (Rif) 100 pg/ml 100 pg/ml
Spectomycin (Spec) 50 pg/ml 100 pg/ml
Tetracyclin (Tet) 10 pg/ml 100 pg/ml




Material und Methoden 34

YT-Medium:

0,8% (w/v) Select-Pepton

0,5% (w/v) Hefe-Extrakt

0,25% (w/v) NaCl

[optional fiir Agarplatten: 1,5% (w/v) Agar]|
pH 7 mit NaOH eingestellt und autoklaviert

LB-Medium:

1% (w/v) Trypton

0,5% (w/v) Hefe-Extrakt
1% (w/v) NaCl

Bei diesem Medium wurde vor dem Autoklavieren ein pH von 7 mit NaOH eingestellt.

2.2.1.2 Anzucht von Bakterien in Fliissigkulturen

Die Anzucht von E. coli-Bakterien in Fliissigkultur erfolgte unter sterilen Bedingungen in
YT-Medium unter Zusatz von Antibiotika. Dazu wurde in einem Reagenzglas 3 ml des
entsprechenden Mediums vorgelegt und mit einem sterilen Zahnstocher eine Einzelkolonie
von einer Agarplatte gestochen oder Bakterienmaterial aus einer Glyzerinkultur
abgenommen und damit das Medium angeimpft. Die angeimpfte Fliissigkultur wurde tiber

Nacht fiir 14-17 Stunden aerob bei 37°C inkubiert (UN-Kultur).

2.2.1.3 Herstellung von Glyzerinkulturen
Bakterienkulturen konnen {iber einen ldngeren Zeitraum in glyzerinhaltigem Medium
konserviert und gelagert werden. Hierzu wurden 1,5 ml der UN-Kultur mit 225 pl 100%

Glyzerin (steril) in ein 2 ml Reaktionsgefaf {iberfiihrt, gemischt und bei -80°C eingefroren.

2.2.1.4 Transformation
Als Transformation bezeichnet man die Ubertragung von freier, 16slicher DNA auf ein

Empfingerbakterium. Zellen die dazu in der Lage sind werden als kompetent bezeichnet.
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2.2.1.5 Transformation hitzekompetenter E. coli-Zellen

Zur Transformation wurden 200 pl hitzekompetente XL1-Blue E. coli-Zellen 10 min auf
Eis aufgetaut und anschlieBend die zu transformierende DNA hinzugegeben. Der Ansatz
wurde kurz gemischt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Darauthin wurden die Zellen fiir 90
s bei 42°C im Wasserbad einem Hitzeschock unterzogen. Nach Abkiihlen der Zellen fiir 1
min auf Eis und Zugabe von 800 ul ¥YB-Medium ohne Antibiotika wurden die Bakterien
fiir 1 h bei 37°C aerob inkubiert. Nach der Regenerationsphase wurden die Zellen auf
YT-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert.

¥YB-Medium:

2% (w/v) Bacto-Trypton
0,5% (w/v) Hefe-Extrakt
0,4% (w/v) MgSO4

10 mM KCI

Bei diesem Medium wurde vor dem Autoklavieren ein pH von 7,6 eingestellt.

2.2.1.6 Transformation von A. tumefaciens

Kompetente 4. tumefaciens-Zellen wurden bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut und 1 pg
der zu transformierenden DNA hinzugegeben. Der Ansatz wurde kurz gemischt und fiir 5
min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension 5 min in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und danach bei 37°C aufgetaut. Zur Erholung wurden die Agrobakterien
nach Zugabe von 1 ml YT ohne Antibiotika 2-4 h bei 28°C inkubiert. Nach dieser
Regenerationsphase wurden die Zellen auf YT-Platten mit dem fiir das transformierte

Plasmid entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und 2 Tage bei 28°C inkubiert.

2.2.1.7 Blau-Weil3-Selektion

Mit Hilfe der Blau-WeiB3-Selektion kdnnen positive Transformanten bei der Klonierung in
Vektoren mit einem /acZa-Gen optisch identifiziert werden. Grundlage dieser Methode ist
die enzymatische Umsetzung des Substrates 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-Galacto-

pyranosid (X-Gal) durch die B-Galaktosidase. Das Enzym ist auf dem /acZ-Gen kodiert
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und katalysiert in Anwesenheit des Induktors IPTG (Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid)
die Umsetzung von X-Gal zu Galactose und zu einem blauen Farbstoff (5-Brom-4-chloro-
indoxyl). Der Klonierungsvektor pBluescript II SK (pBSK) ist Trager des lacZ-Gens. Das
Plasmid kodiert das o-Fragment der PB-Galactosidase, welche in dem E. coli-Stamm
XL1-Blue deletiert ist und komplementiert diese. Die multiple cloning site (MCS) des
pBSK-Vektors liegt im o-Fragment der -Galactosidase. Bakterienkolonien, in denen das
lacZo-Gen durch die Insertion eines DNA-Fragments zerstort ist, bleiben nach Inkubation
mit IPTG und X-Gal weill, wihrend Klone ohne Insertion das o-Fragment der
B-Galaktosidase exprimieren und sich blau farben. Um die Selektion durchzufiihren
wurden die Agarplatten 1 Stunde vor dem Ausplattieren des Transformationsansatzes mit

80 ul X-Gal (200 mg/ml) und 8 ul IPTG (20% w/v) versetzt.

2.2.1.8 Plasmidisolierung aus E. coli-Zellen

Die Plasmidisolierung aus E. coli-Zellen erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse
(Birnboim & Doly, 1979). Hierzu wurden 1,5 ml einer tags zuvor angeimpften UN-Kultur
fiir 30 s bei 13000 g pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 200 ul Puffer P1
resuspendiert. Durch Zugabe von 200 ul des Puffer P2 erfolgten die Lyse der Zellen und
die Denaturierung der DNA. Nach 6 bis 8 maligem Invertieren der Zellsuspension wurden
200 pl des Puffers P3 zugeben. Der Kaliumacetat-haltige Puffer P3 bewirkt das Ausfallen
von Proteinen und chromosomaler DNA als Salz-Detergenz-Komplex. Dariiber hinaus
wird die zuvor alkalische Losung durch den Puffer 3 neutralisiert. Diese konnten nach
erneutem 6 bis 8 maligem Invertieren und inkubieren fiir 10 min auf Eis bei 4°C, 14000 g,
10 min abzentrifugiert werden. Die im Uberstand befindliche Plasmid-DNA wurde mit 450
ul Isopropanol gefillt und fiir 10 min bei 4°C und 14000 g pelletiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und die Plasmid-DNA mit 300 ul 70% (w/v) Ethanol gewaschen. Zuletzt
wurde die pelletierte Plasmid-DNA unter der Sterilbank getrocknet und in 30 pl H,O

aufgenommen.

Puffer P1:

50 mM Tris-HCl
10 mM EDTA

0,1 mg/ml RNAse
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Puffer P2:
0,2 M NaOH
1% Natriumdodecylsulfat (SDS)

Puffer P3:
3 M Kaliumacetat

pH 4,8 mit Essigsdure einstellen

2.2.2 Arbeiten mit Nukleinsiuren
Fiir molekularbiologische Arbeiten wie DNA-Sequenzierung, Ligation oder Trans-
formation wurde besonders reine Plasmid-DNA mit Hilfe des kits ,,NucleoSpinPlasmid*

(Macherey & Nagel, Diiren, Deutschland) gewonnen.

2.2.2.1 Gesamt RNA-Extraktion aus Blattmaterial

Vorbereitend wurden die gesamten Arbeitsflichen und Morser mit 70%igem Ethanol
gereinigt. Zur RNA-Extraktion aus Blattmaterial wurden Blétter in fliissigem Stickstoff
(N2) schockgefroren. Das gefrorene Blattmaterial wurde in fliissigem N, homogenisiert
und anschlielend unter dem Abzug mit je 2 ml RNA-Extraktionspuffer homogenisiert und
mit 0,7 Vol. Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI) versetzt. Nach Auftauen der Probe
wurde diese in Eis gekiihlte Sarstedt-Rohrchen iiberfiihrt und fiir max. 30 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurden die Blatt-, Zellwandbestandteile und denaturierten
Proteine fiir 10 min bei 4°C, 4000 rpm pelletiert. Nach der Zentrifugation wurden der
Uberstand abgenommen und mit 2 ml PCI erneut phenolisiert, geschiittelt und 10 min bei
4000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die wissrige Phase wurde anschlieBend zur Féllung der
Nukleinsduren mit einem Volumen Isopropanol versetzt und ca. 2 h bei -20°C gelagert.
Die Probe wurde fiir 10 min bei 4000 rpm und 4°C pelletiert, der Uberstand abgegossen
und das Pellet einer sauren Ethanol-Féllung unterzogen. Dazu wurde das Pellet in 800 pl
DEPC-H,O0 gelost, mit 80 ul Essigsdure und 4 ml Ethanol versetzt. Das Gemisch wurde 20
min auf Eis inkubiert und anschlieBend wurden die Nukleinsduren bei 4000 rpm, 4°C
sedimentiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Sediment in 1,2 ml 3 M

Natriumacetat (pH 5,7) resuspendiert. Die Suspension wurde bei 13000 rpm, 4°C fiir 15
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min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Um dem Pellet das Salz zu entziehen
wurde es 2 x mit 400 ul 80% (w/v) Ethanol gewaschen und jeweils 4 min bei 13000 rpm
zentrifugiert. Die Uberstinde wurden danach verworfen. AnschlieBend wurde das Pellet

getrocknet und in 100 pl A. bidest aufgenommen.

RNA-Extraktionspuffer:

50 g Guanidiniumisothiocyanat

0,5 g N-Laurylsarcosine

ad 80 ml A. bidest, 16sen durch Erwdrmen
83 ml 3 M Natriumacetat pH 5,7

pH 7 mit 1 N NaOH einstellen

+ 0,7 ml B—Mercaptoethanol £ (Abzug)
ad 100 ml mit A.bidest

PCI: Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1, v/v)

DEPC:
0,4% (w/v) DEPC in A. bidest

2.2.2.2 Herstellung von cDNA aus mRNA mittels reverser Transkription

Durch eine reverse Transkription (RT) wurde einzelstringige mRNA mit Hilfe einer
Reversen Transkriptase ,,AccuScript®High Fidelity Reverse Transcriptase* von Stratagene
(Santa Clara, USA) in die entsprechende cDNA umgeschrieben. Die Erststrangsynthese
erfolgte mit Oligo(dt)-Primern, die an das polyadenylierte Ende der mRNA binden. Die

Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben.

2.2.2.3 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion-Methode (PCR) findet fiir die Erzeugung und Verviel-
faltigung spezifischer DNA-Fragmente Verwendung. Bei der PCR wird eine Folge von
sich wiederholenden Zyklen durchgefiihrt, bei denen es zur Amplifikation zwischen zwei

Oligonukleotidprimern liegenden DNA-Abschnitten kommt. In einem ersten Schritt wird
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die zu amplifizierende DNA thermisch denaturiert, sodass sie als Einzelstrang vorliegt.
Anschliefend kommt es zur sequenzspezifischen Hybridisierung der Primer mit der
DNA-Sequenz und zur Strangsynthese, vermittelt durch eine Hitze-stabile DNA-
Polymerase. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zwei DNA-Polymerasen verwendet, die sich
in ihrer proofreading-Aktivitit unterscheiden. Die Taq-DNA-Polymerase (Segenetic,
Borken, Deutschland) aus dem thermophilen Bakterium Thermophilus aquaticus ohne
proofreading-Aktivitit wurde fiir die Kolonie-PCR verwendet. Die Phusion™ High-
Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes, Espoo, Finnland) mit einer 3‘-5°-proof-reading-
Exonukleaseaktivitdt wurde fiir Klonierungen eingesetzt. Beide DNA-Polymerasen wurden

nach Herstellerangaben verwendet.

2.2.2.4 Kolonie-PCR

Um rekombinante Klone zu identifizieren wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt. Hierzu
wurden geeignete Oligonukleotidprimer verwendet, die im Falle einer erfolgreichen
Klonierung zur Amplifizierung eines typischen DNA-Fragments fiihren, welches
anschlieBend gelelektrophoretisch nachgewiesen wurde. Als DNA-Matrize diente Plasmid-
DNA von zuvor transformierten Bakterienkolonien. Mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers

wurden die PCR-Ansitze mit Zellmaterial einer E. coli-Kolonie versehen.

PCR-Ansatz fir die Tag-Polymerase:
15 ],ll HzO
2 pl 10-fach Tag-Puffer

1 pl Primer sense (10 uM)

1 pl Primer antisense (10 pM)

0,8 ul 10 mM dNTP-Mix

0,2 ul Tag-DNA-Polymerase

+ DNA-Template (hier: Bakterienkolonie)
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PCR-Bedingungen fir die Tag-Polymerase:

95°C 5 min

95°C 45s S
58°C 15s (Primer spezifisch) 35 x
72°C 30 s/kb —
72°C 7 min

4°C halten

2.2.2.5 Reinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung der PCR-Produkte von iiberschiissigen Primern, Salzen und Nucleotiden
erfolgte tlber das kit ,NucleoSpin Extrakt II“ von Macherey & Nagel (Diiren,
Deutschland). Hierzu wurden die PCR-Produkte entweder direkt nach der PCR oder aus
einem Agarose-Gelstiick gereinigt. Die entsprechende Bande wurde auf einem UV-Tisch
mit einem Skalpell aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten und anschlieBend nach

Herstellerangaben mit dem ,,NucleoSpin Extrakt I1* kit gereinigt.

2.2.2.6 Restriktionsverdau von DNA-Sequenzen

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die sequenzspezifisch doppelstriangige DNA
schneiden in dem sie bestimmte Basensequenzen erkennen und dort die Phosphodiester-
bindungen des Zucker-Phosphat-Riickgrats hydrolysieren. Hierbei kdnnen so genannten
,.klebrige* Enden (sticky ends) oder ,,glatte” Enden (blunt ends) erzeugt werden. Mittels
DNA-Restriktionen konnen unter anderem DNA-Fragmente und Vektoren fiir Ligationen
vorbereitet oder Restriktionsanalysen von Klonierungen erstellt werden. Die Restriktions-
ansidtze wurden nach Angaben des Herstellers (MBI Fermentas, St. Leon-Rot,

Deutschland) pipettiert.

2.2.2.7 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um die Re-Ligation von geschnittener Plasmid-DNA zu verhindern, wurden die
endstindige 5’-Phosphatgruppe linearisierter DNA enzymatisch durch Zugabe von
., Thermosensitive Fast-AP™ Alkaline Phosphatase* (MBI Fermentas, St. Leon-Rot,
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Deutschland) abgespalten. Die Alkalische Phosphatase wurde nach Herstellerangaben

verwendet.

2.2.2.8 DNA-Ligation

Mit Hilfe der T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) konnen
DNA-Fragmente, welche durch Restriktionsenzyme gespalten wurden, wieder verkniipft
werden. Dazu miissen die Enden der linearen DNA glatt (b/unt) oder komplementér
(sticky) vorliegen. Die kovalenten Bindungen zwischen dem Ribose- und dem Phosphatrest
der DNA-Fragmente werden durch die T4-DNA-Ligase erneut verkniipft. Die Ligation
erfolgte nach Herstellerangaben unter Berilicksichtigung der einzusetzenden Insert-DNA

Menge.

Diese wurde wie folgt berechnet:

ng Vektor x kb Insert
kb Insert

3 = ng Insert

Der Ligationsansatz wurde durch Inkubation fiir 5 min bei 70°C inaktiviert und konnte

anschlieend in kompetente E. coli-Zellen transformiert werden.

2.2.2.9 Sequenzierung von DNA
Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruchmethode nach Sanger et al.
(1992) und wurde von der Firma Seqlab (Gottingen, Deutschland) durchgefiihrt.

2.2.2.10 Ortsgerichtete Mutagenese (site-directed mutagenesis, SDM)

Die ortsgerichtete Mutagenese (site-directed mutagenesis, SDM) ermoglicht den gezielten
Austausch, das Einfligen oder das Entfernen von einzelnen Basen und somit das Einfligen
und Entfernen von Restriktionsschnittstellen. Das Prinzip basiert auf den Einsatz von zwei
synthetisierten Oligonukleotidprimern, welche zueinander komplementir sind und die
gewlinschte Mutation beinhalten. Mit Hilfe der Phusion-DNA-Polymerase wurden die
beiden Oligonukleotidprimer verldngert und dabei ein mutiertes Plasmid generiert. Die

erstellten Primer beinhalteten eine mittige Mutation und sowohl in 5°- als auch
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3"-Orientierung befanden sich 10-15 bindende Basenpaare. Die methylierten,
Template-Plasmide ohne Basenaustausch wurden nach der PCR mit Hilfe der Restriktions-
endonuklease Dpnl (0,5 pl) fir 1 h bei 37°C verdaut. Im Anschluss wurde die
nicht-methylierte, PCR-amplifizierte Plasmid-DNA in kompetente E. coli XL1-Blue Zellen

transformiert.

PCR-Ansatz:

15 ul H,O

4 ul Phusion-Puffer HF (5x)

1 pl Primer sense (10 uM)

1 pl Primer antisense (10 uM)
0,5 ul 10 mM dNTPs

5-10 ng Plasmid-DNA

0,5 ul Phusion

ad 20 pl mit H,O

PCR-Programm:

98°C 30s

98°C 10s <
55°C 30s (Primer spezifisch) 35x

72°C 30 s/kb —
72°C 5-10 min

4°C halten

2.2.2.11 Bestimmung der Nukleinsiurenkonzentration

Die DNA-Konzentration wurde photometrisch bei 260 nm unter Verwendung eines
Photometers (Bio Photometer Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bestimmt. Eine
Absorptionseinheit entspricht einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger
DNA (Sambrook et al., 1989).
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2.2.2.12 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung, Reinigung und Identifikation von
DNA-Fragmenten im elektrischen Feld und ermdglicht qualitative Aussagen iiber die
GroBBe von DNA-Fragmenten zu treffen. Die verwendete Agarosekonzentration richtete
sich nach der aufzutrennenden Fragmentgrofe und lag im Bereich von 0,7% bis 2%. Fiir
analytische Gele wurde Agarose der Firma Roth (Karlsruhe, Deutschland) und fiir
préperative Gele Agarose der Firma Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Die
Agarose wurde in 1-fachen TAE-Puffer gelost und in einer Mikrowelle aufgekocht. Nach
dem Abkiihlen wurden der fliissigen Agarose pro 100 ml 4 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)
zugegeben und der Ansatz in eine horizontale Elektrophorese-Apparatur iiberfiihrt.
Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basenpaare der DNA und fluoresziert unter
UV-Licht (320 nm). Hierdurch kdnnen DNA-Fragmente im Gel sichtbar gemacht werden.
Nach Erstarren des Gels wurde es mit 1-fachen TAE-Puffer iiberdeckt. Die zu
analysierenden Proben wurden mit 6x Ladepuffer (MBI Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland) versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Als GroBenmarker wurde der 1 kb
Marker der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) benutzt (siche Anhang).
Die Auftrennung der DNA-Fragmente fand bei einer Spannung von 80—100 V statt.

50x TAE:

242 g/1 Tris

100 ml 0,5 M Na, EDTA (pH 8)
57,1 ml Eisessig

2.2.2.13 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Die entsprechenden DNA-Fragmente wurde auf einem UV-Tisch mit einem Skalpell aus
dem Agarose-Gel geschnitten und anschlieBend nach Herstellerangaben mit dem

,NucleoSpin Extract 11 Kit aufgereinigt.



Material und Methoden 44

2.2.3 Arbeiten mit Pflanzen
2.2.3.1 Verwendete Organismen und ihre Anzucht

2.2.3.2 Die Tabakpflanze Nicotiana tabacum

In dieser Arbeit wurden die hochresistente Tabakpflanze Nicotiana tabacum L. cv Samsun
NN (SNN; Vereinigte Saatzuchten e.G., Ebstorf) und die suszeptible Tabakpflanze N.
tabacum L. cv Xanthi verwendet. Diese wurden im institutseigenen Gewéchshaus an-
gezogen. Die Pflanzen wurden in Einheitserde Typ ED 73 (Gebr. Patzer GmbH & Co KG,
Sinnetal-Jossa, Deutschland) gepflanzt und regelméfBig mit Hackaphos gelb (7,6% (w/v)
Nitratstickstoff, 12,4% (w/v) Ammoniumstickstoff, 16% (w/v) wasserldsliches Kalium-
oxid) gediingt.

Es wurden transgene Xanthi-Pflanzen verwendet, in denen eine plastidire G6PDH-Isoform
(AtG6PD3; P2) mit geringer Feedback-Inhibierung durch NADPH im Cytosol der
Pflanzen tiberexprimiert wird und zusidtzlich mit einem bindren RNAi-Konstrukt
(pBinAR-cytG6PD-RNAI) erneut transformiert worden waren. Die resultierenden Super-
transformanten Xanthi::cP2::cytRNAi [(cP2(67), cP2(83)] wurden erstmals in Scharte et
al. (2009) beschrieben.

Dariiber hinaus wurde eine transgene Tabaklinie verwendet, bei der mittels RNAi1 die
Aktivitdt der apoplastiddren Zellwand-Invertase unterdriickt ist (SNN::icwINV). In
Essmann et al. (2008) wurden diese Transformanten eingehend beschrieben. Die transgene
Tabaklinie wurde liber Kopfstecklinge vermehrt und in Magenta-Boxen auf Murashige-
Skoog-Medium (MS-Medium) mit 2% (w/v) Saccharose unter Langtagbedingungen
gehalten.

Alle Pflanzen aus dem Gewidchshaus wurden mindestens 3 Tage vor Verwendung in eine
Klimakammer tiiberfiihrt und unter standardisierten Licht- und Temperaturbedingungen
kultiviert. Die Hellphase betrug 14 h bei einer Temperatur von 24°C, wihrend der zehn-
stiindigen Dunkelphase herrschte eine Temperatur von 22°C. Die Lichtstirke wéhrend der

Hellphase betrug 300-350 pnE.

2.2.3.3 Das Pathogen Phytophthora nicotianae (Van Breda de Haan)
In dieser Arbeit wurde das Isolat 1828 (DSMZ GmbH, Braunschweig, Deutschland) von P.
nicotianae verwendet. Zur Stammbhaltung und zum Wachstum wurden alle zwei Wochen

Tomatenagar-Platten mit Myzel beimpft und bei 24°C fiir mindestens zwei Wochen
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inkubiert. Die Freisetzung der Zoosporen erfolgte nach Broembsen & Deacon (1996). Die
Zoosporen wurden in sterilem Leitungswasser aufgenommen und schockgefroren bei

—20°C gelagert.

2.2.3.4 Infiltration von source-Blittern

Die Infiltration der Tabakpflanzen erfolgte mit Hilfe einer Infiltrationszange. Uber diese
modifizierte Chirurgenzange kann mittels Injektionsnadel der Spritzeninhalt in den Intra-
zellularraum eines Blattes injiziert werden. Die Infiltration von Leitungswasser (Kontrolle)
und der Sporensuspension (Infektion) erfolgte in gegeniiberliegenden Interkostalfeldern,
um Vergleichbarkeit zu gewihrleisten. Dabei wurden source-Blitter zu Beginn der

Hellphase infiltriert.

2.2.3.5 Sterilisation von Tabaksamen

Die Sterilisation der Samen erfolgte in 1,5 ml Reaktionsgefden. Zunédchst wurden die
trockenen Samen in der Mikrowelle zweimal fiir 7 min bei 700 Watt erhitzt (zusammen
mit einem wassergefiillten Erlenmeyerkolben). Danach wurden die Samen in 1 ml 70%
Ethanol fiir 2 min geschwenkt. Der Alkohol wurde verworfen und eine 1%ige
Natriumhypochlorid hinzugeben. Der Ansatz wurde fiir 10 min bei Raumtemperatur
geschiittelt. Die nachfolgenden Schritte wurden unter der Sterilbank durchgefiihrt. Nach
Entfernen der Losung wurde der Samen dreimal fiir 10 min mit 1 ml sterilem H,O
gewaschen. Im Anschluss konnte der Samen auf die entsprechenden MS-Platten gegossen

und mit einem sterilen Zahnstocher vereinzelt werden.

2.2.3.6 Stabile Transformation von Tabakpflanzen

Die stabile Transformation von Nicotiana tabacum der Sorte SNN (WT), Xanthi (WT) und
der transgenen Tabakpflanze SNN::cwINV erfolgte mittels Blattscheiben-Transformation.
Hierzu wurden insgesamt 3 Blétter der entsprechenden in Gewebekultur gewachsenen
Pflanzen verwendet. Unter sterilen Bedingungen wurden nacheinander die Mittelrippe
sowie die Blattrinder entfernt und die Blitter in 0,5 cm® grofie Stiicke zerteilt. Die
Blattstiicke wurden mit der Blattoberseite nach unten in eine mit 10 ml fliissigem

MS-Medium vorbereitete Petrischale uiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Blattstickchen
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mit 100 pl einer am Vortag angeimpften transformierten Agrobakterien UK tropfchen-
weise versetzt und mit einer Glaspipette gut verteilt. Die Petrischale wurde mit Parafilm
verschlossen und die Blattscheiben 2 Tage im Dunkeln inkubiert. Zum Entfernen der
Agrobakterien wurden die Blattscheiben 5mal mit Cefotaxin-haltigem fliissigen
MS-Medium gewaschen und auf sterilem Filterpapier getrocknet. Im Anschluss konnten
die Blattscheiben auf festes MS-Medium mit den Hormonen BAP (6-Benzylaminpurin)
und NAA (1-Naphtylessigsdure) zur Sprossbildung ausgebracht werden. Zur Selektion
transformierter Zellen wurden dem Medium zuvor Plasmid-spezifische Antibiotika
zugesetzt. Zusétzlich wurde das Agrobakterienwachstum durch Cefotaxim unterdriickt. Bis
zur Sprofibildung wurden die Blattscheiben alle 2 Wochen auf neues Selektionsmedium
tiberfiihrt. Dabei wurde das Kallusgewebe immer wieder entfernt werden, um die
Nahrstoffversorgung der vereinzelten Sprosse zu gewdhrleisten. Nach gelungener
Sprossbildung wurden die Sprosse zur Wurzelbildung auf hormonfreies MS-Selektions-

medium uberfuhrt und weiter kultiviert.

Fliissiges MS-Medium mit 2% (w/v) Saccharose:
0,44% (w/v) MS-Salz

2% (w/v) Saccharose
pH 5,6 mit KOH eingestellt und autoklaviert
(fiir Waschschritte: 1pg/ml Cefotaxin zugesetzt)

Festes MS-Medium mit 2% (w/v) Saccharose zur Selektion:

0,44% (w/v) MS-Salz

2% (w/v) Saccharose

0,4% (w/v) Agar

pH 5,6 mit KOH eingestellt und autoklaviert
0,1 pg/ml NAA; 1 pg/ml BAP

+ entsprechende Antibiotika
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Tabelle 8: Verwendete Antibiotika und deren Endkonzentration im festen MS-Medium mit 2% (w/v)
Saccharose fiir stabile Transfomation von Nicotiana tabacum.

Endkonzentration im Medium
Antibiotika

Xanthi (WT) SNN::ewINV SNN (WT)
Cefotaxin (Cef) 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml
Hygromycin (Hyg) 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml
Kanamycin (Kan) 1 ng/ml

2.2.3.7 Bestimmung des Kohlenhydratgehaltes der source-Blitter

Probenaufarbeitung

Die Messung des Gesamtkohlenhydratgehaltes der source-Blitter erfolgte nach Essmann et
al. (2008). Dazu wurde eine Blattstanze (d = 1,8 cm) in einem mit fliissigem Stickstoff
vorgekiihlten Morser mechanisch zerkleinert, mit 3 M HCIO4 (Perchlorsdure) homo-
genisiert und in ein Reagenzglas tiberfithrt. Morser und Pistill wurden dreimal mit je 500
ul Aqua bidest gespiilt und dieses ebenfalls zu der Losung im Reagenzglas gegeben. Durch
Zugabe von 500 pl 3 M KHCO; (Kaliumhydrogencarbonat) wurden die Probe neutralisiert
und zentrifugiert (5 min bei 4000 g, 4°C). Der Uberstand wurde mit Hilfe von
pH-Indikatorpapier und KHCO; auf pH 6-7 eingestellt. Nach erneuter Zentrifugation
(4000 g, 4°C) wurden 1500 ul des Uberstandes in fliissigem Stickstoff schockgefroren und

bei —20°C gelagert. Der Rest wurde gewogen, um den Gesamtiiberstand zu ermitteln.

Messung der Kohlenhydratkonzentration

Die Konzentrationen von Saccharose, Frc und Glc wurde {iber die enzymatische Bildung
von 6-P-Glucono-1,5-Lacton und NADPH durch die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
bestimmt (Kunst et al., 1984). Absorptionssteigerung durch dquimolar gebildetes NADPH

kann photometrisch bei 334 nm registriert werden.

Saccharose _nverases, Frc + Glc
Glc/Frc + AT~ __Hexckinase Glc-6-P/ Fre-6-P + ADP
Frc-6-P P-Glucose-Isomerase Glc-6-P

7z

Glc-6-P-+ NADP™  _SPDH 6-P-Glucono-1,5-Lacton + NADPH + H"
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Dazu wurden 20 ul Probe mit 330 pl Messpuffer versetzt und der Nullwert bei 334 nm
bestimmt. Die Quantifizierung der Hexosengehalte erfolgte durch stufenweise Zugabe der
Enzyme Hexoskinase, G6PDH, P-Glucose-Isomerase und Invertase. Anhand des Lambert-
Beer'schen Gesetzes konnten die Kohlenhydratkonzentrationen berechnet und auf die

Blattfliche (m?) bezogen werden.

Tabelle 9: Messpuffer.

Reagenz Endkonzentration
Imidazol 0,1 M

MgCl, 1,5 mM

NADP+ 0,05 M

ATP 0,1 M

DTT 0,05 M

2.2.3.8 Bestimmung der Aktivitit von Zellwand-Invertase in source-Blittern

Probenaufarbeitung

Die Extraktion der Zellwand-Invertase erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von
Kocal et al. (2008). Dazu wurden Blattstanzen (d = 0,8 cm) aus source-Blittern der
Tabakpflanzen in fliissigem Stickstoff homogenisiert, mit 500 pul Enzymextraktionspuffer
versetzt und zentrifugiert (14.000 rpm, 4°C, 5 min). Das Pellet wurde zweimal mit je 1 ml

Waschpuffer gewaschen und in Probe und Leerwert aufgeteilt.

Tabelle 10: Enzymextraktionspuffer.

Reagenz Endkonzentration
Tris (pH 6,9) 50 mM

MgCl12 5 mM

Glycerol 15% [v/v]

EDTA 1 mM

DTT 5mM

PMSF 0,1 mM
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Inkubation der Rohextrakte

Proben und Leerwerte wurden mit Inkubationspuffer versetzt und resuspendiert. Die
Proben wurden eine Stunde bei 37°C inkubiert, danach wurde die Enzymreaktion durch
Zugabe von Abstoppuffer und einer fiinfminiitigen Hitzedenaturierung bei 95°C beendet.
Auch die Leerwerte wurden zusitzlich mit Abstoppuffer versetzt, resuspendiert und sofort
hitzedenaturiert. Danach wurden auch die Leerwerte eine Stunde bei 37°C inkubiert um sie

mit den Proben gleich behandelt zu haben.

Tabelle 11: Inkubationspuffer

Reagenz Endkonzentration
Saccharose 100 mM
Na-Acetat pH 4,9 50 mM

2.2.3.9 Messung der Invertaseaktivitit

30 ul Probe wurde mit 320 ul Invertase-Reaktionspuffer versetzt und die Invertaseaktivitét
nach Kunst et al. (1984) im Mikroplattenreader (Tecan, Safire) bei 37°C bestimmt. Die
Enzymaktivitit der Zellwand-Invertase wurde iiber das Lambert-Beer’sche Gesetzt aus den
maximalen Extinktionen berechnet und auf Blattfliche (m?) bezogen dargestellt (Essmann

et al.,2008).

Tabelle 12: Invertase-Reaktionspuffer.

Reagenz Endkonzentration
Imidazol 0,1M

MgCl, 1,5 mM

NADP+ 0,05 M

ATP 0,1 M

DTT 0,05 M

2.2.3.10 Erstellung eines metabolischen Profils anhand von MALDI-TOF
In Kooperation mit Prof. Klaus Dreisewerd und Prof. Franz Hillenkamp (Leiter der

Forschungsabteilung Biomedizinische Massenspektrometrie am Institut fiir Hygiene der
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medizinischen Fakultdt, WWU Miinster) wurde anhand von MALDI-TOF-Massen-
spektrometrie ein metabolisches Profil der Tabaksorte erstellt. Dazu wurden Blattproben
aus nicht infizierten source-Blittern 6 Stunden nach Belichtung genommen, diese in
fliissigen Stickstoff schockgefroren und vermessen. Mit Hilfe des mathematisches Ver-
fahrens der Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis, PCA) wurden die

Massenprofile nach grofftmoglicher Varianz getrennt und visualisiert (Ibanez et al., 2010).

2.2.3.11 Bestimmung der Hormonkonzentration

1 Stunden nach Belichtung wurden aus dem source-Blatt der jeweiligen Pflanze 2 Inter-
kostalfelder ausgeschnitten, in Alufolie verpackt und direkt in fliissigen Stickstoff ein-
gefroren. Die Hormongehalte (SA, IAA, OPDA, JA-Ile, ABA und ABA-GE) wurden als
Kooperation von Prof. Dr. Ivo Feussner (General and Developmental Plant Physiology,
Gottingen, Deutschland) mittels HPLC-Tandem Massenspektrometrie nach Ralhan et al.
(2012) bestimmt.

2.2.3.12 Bestimmung der Biomasse

Zur Analyse der Biomasse wurde das Frisch- und Trockengewicht bestimmt. Hierzu
wurden Pflanzen im Gewdéchshaus unter Standardbedingungen nach 3 monatigem
Wachstum verwendet. Die oberirdischen Pflanzenbestandteile wie Blétter, Spross und
Bliitendolde wurden geerntet, gewogen (Frischgewicht) und drei Tage bei 80°C im

Wirmeschrank getrocknet und ebenfalls gewogen (Trockengewicht).

2.2.3.13 Bestimmung der Prolinkonzentration

In Kooperation mit Prof. Dr. Forlani von der Universitdt Ferrara in Italien wurde der
Prolingehalt von Keimlingen nach der Methode von Bates ef al. (1998) gemessen. Die
Prolinmessungen erfolgten an 45 Tage alten Keimlingen (14 h Licht bei 300 pmol s m'z).
Fiir Salzstressmessungen wurden die Keimlinge nach 45 Tagen fiir zwei Tage mit 150 mM

NaCl inkubiert.
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2.2.3.14 Mikroskopischer Nachweis von Zelltod

Die Zelltodratenbestimmung erfolgte mittels einer Propidium-lodidfarbung. Dazu wurde
0,5 mg/ml Propidium-lodid in mit P. nicotianae infizierte source-Blitter (Zeitpunkt 6 hpi)
injiziert. Propidium-Iodid kann ausschlieBlich durch perforierte Membranen toter Zellen in
das Cytosol diffundieren und interkaliert dort mit Nukleinsduren im Zellkern (Curtis &
Hays, 2007). Diese Eigenschaft wird zur Lebend/Tot-Diskriminierung von Zellen
verwendet. Wihrend der Interkalation mit Nukleinsduren verschiebt sich das Emissions-
maximum von Propidium-Iodid von 590 nm zu 617 nm. Nach Anregung bei 488 nm wurde
die Fluoreszenz von 590-650 nm am cLSM detektiert. Zusétzlich wurde die Chlorophyll-
fluoreszenz (Anregung: 488 nm; Emission: 670—-710 nm) aufgenommen, um lebende
Zellen sichtbar zu machen. Je Pflanze wurden 33 Aufnahmen aus vier Blattstiicken erstellt

und das Verhiltnis von toten zu lebenden Zellen bestimmt.

2.2.3.15 Mikroskopischer Nachweis von Kallose

Kallose wurde durch das Fluorochrom Sirofluor, welches in Anilinblau vorhanden ist, nach
Gomez-Goémez et al. (1999) angefirbt. Dazu wurde die Epidermis von infizierten Blatt-
stiicken entfernt und diese in Farmers Fluid (3:1 Ethanol:Essigsdure) entfarbt. Zur Farbung
wurden die Préparate 15 min in Wasser neutralisiert und 20 min in Anilinblau (0,1% in 0,1
M K,HPO4 pH 7) inkubiert. Mit Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops (DMRBE, LEICA,
Wetzlar, Deutschland) wurden Bilder zur statistischen Auswertung aufgenommen
(340-380 nm Anregungsfilter, 400 nm dichromatischer Spiegel, 425 nm Barrierefilter).
Hochauflosende Bilder des Schwammparenchyms und der Leitbahnen wurden mit dem

cLSM aufgenommen (Anregung: 405 nm; Emission: 510-520 nm).

2.2.3.16 Mikroskopischer Nachweis von ROS

Fiir den Nachweis von ROS (H,0;) wurden Blattstiicke fiir 10 min in 10 uM H,DCF-DA
(INVITROGEN, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert. Das nicht fluoreszierende H,DCF-DA
wird durch H,O, zum stark fluoreszierenden 2',7'-dichlorofluorescein (DCF) oxidiert. Das
Fluoreszenz-Signal (Anregung: 488 nm; Emission: 535 nm) ist dabei proportional zur

ROS-Produktion und kann am cLSM hochauflosend im Blattgewebe untersucht werden.
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Bei einer Anregung von 488 nm wurde die Fluoreszenz von DCF im Emissionsbereich

500-535 nm und die von Chlorophyll zwischen 670-710 nm detektiert.

2.2.3.17 Salzstressanalyse von source-Blittern

Um die generelle Toleranz von source-Blittern gegeniiber NaCl-Stress zu testen wurden
Stanzstiicke (1,8 cm) aus verschiedenen Tabakpflanzen genommen. Die Stressantwort
wurde nach dem Protokoll von Hamid Badawi et al. (2004) untersucht. Dazu wurden die
Stanzstiicke fiir 5 Tage in unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen (0 bis 250 mM)
inkubiert. Zusitzlich enthielt der Puffer 2 mM EDTA, 0.1% Tween20, 60 mM Na—
Phosphat, pH 6. Die Stresstoleranz wurde anhand der Ausbleichung der Blattscheiben be-

stimmt.

2.2.3.18 Saccharoseexport aus source-Blittern

Zur Bestimmung des Saccharoseexportes aus Blittern wurden 6 Wochen alte
Tabakpflanzen verwendet. Die source-Blitter wurden zum Zeitpunkt 11 Uhr (3 h nach
Beginn der Lichtphase) vom Stingel abgeschnitten, unter Wasser gekiirzt und sofort in
Reaktionsgefdsse mit 100 pl einer 15 mM EDTA-Losung, pH 7,25 gestellt (Tedone et al.,
2004). Nach einer sechzehnstiindigen Inkubation (Lichtphase 11-17 Uhr; Nachtphase 17-9
Uhr) in wassergesdttigter Atmosphdre wurden die Blitter entfernt und die Reaktions-
ansitze fiir 3 min bei 95°C im Heizblock inkubiert. Die Quantifizierung der exportierten

Saccharose wurde wie in Abschnitt 2.2.3.7 beschrieben durchgefiihrt.

2.2.4 Arbeiten mit Proteinen

2.2.4.1 Proteinextraktion aus Tabakblittern

Zur Proteinextraktion wurde Blattmaterial (1,8 cm Stanzstiick) frisch geerntet und in einem
1,5 ml ReaktionsgefaB in fliissigen Stickstoff schockgefroren. Die Proben wurden mit 200
ul Extraktionspuffer und einer Spatelspitze Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) versehen. Die
Aufarbeitung erfolgte mit einem kalten Metallpistill im Reaktionsgefdf3 auf Eis.
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Tabelle 13: Extraktionspuffer.

Reagenz Endkonzentration
HEPES 50 mM

Na,S,05 2 mM

Pefabloc SC ImM

EDTA 1 mM

DTT 5mM
ff{ljorte}t’afi;:nlznggg:t(r)arlkﬁjxsigma) 0,1 mM

Die 16slichen Proteine konnten durch Zentrifugation (13000 g, 10 min, 4°C) von den

unldslichen Zellbestandteilen getrennt und in ein neues Reaktionsgefal tiberfithrt werden.

2.2.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Bradford (1967) photometrisch bei
595 nm mit Hilfe einer Eichgeraden bestimmt. Die Eichgerade wurde mittels Rinder-
Serumalbumin (BSA, 0-20 pg) erstellt. Als Leerwert diente eine Probe ohne Protein. Der

Proteinbestimmungsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

X pl Probe mit H,O pigest auf 500 pl Endvolumen auffiillen
500 pul 2fach Bradford-Reagenz

Bradford-Reagenz:

50 mg Coomasie Brilliant Blue G250
23,5 ml Ethanol

53 ml ortho-Phosphorséure (83%)
Ad 500 ml H,O

2.2.4.3 Proteinauftrennung durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die denaturierende, diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli
(1970) dient der Auftrennung und GroBenbestimmung von denaturierten Polypetiden.

Dazu wurden 10%ige Trenngele und 4%ige Sammelgele verwendet, welche in der
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MiniProtean II Elektrophorese-Apparatur der Firma Bio-Rad (Miinchen) gegossen wurden.
Vor der Elektrophorese wurden die Proteinextrakte mit 6x SDS-Gelladepuffer versetzt und
5 min bei 100°C denaturiert. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur wurden die Proben
zusammen mit dem Molekularmassenstandard Prestained Protein Ladder von MBI
Fermentas (St. Leon-Rot) auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 25 mA
pro SDS-Gel in 1x SDS-Laufpuffer.

6x SDS-Gelladepuffer:

1,5 M TrisHCL, pH 6,8 14 ml
30% SDS 22,4 ml
0,15 Bromphenolblaulosung 2,8 ml
Glycerin 14 ml

Tabelle 14: Zusammensetzung von Trenngel (10%) und Sammelgel (4%).

Trenngel 10% Sammelgel 4%

H,O 9,84 ml 4,81 ml

40 % Acrylamid/Bisacrylamid 4,96 ml 0,74 ml

1,5 M Tris (pH 8,8) Trenngelpuffer 5ml -

0,5 M Tris (pH 6,8) Sammelgelpuffer | - 1,87 ml

SDS 10% 200 pl 75 ul

10% Ammonuiumpersulfat 100 pl 37,5 ul
TEMED 10 pl 7,5 ul

10 x SDS-Laufpuffer:
1,9 M Glycin

250 mM Tris

1% SDS-Losung

2.2.4.4 Nachweis von Proteinen durch Western-Blot-Analyse
Zum qualitativen Nachweis von Proteinen dient die Western-Blot-Analyse. Hierbei werden
Proteine in einer gekiihlten vertikalen Nasskammer (Bio-Rad, Miinchen) vom SDS-Gel auf

eine Nitrocellulosemembran (Protran 0,45 pum, Schleicher & Schiill, Dassel) iibertragen.
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Gel, Membran und Filterpapiere (3 mm Whatman) wurden fiir den Blot 10 min in
Transferpuffer equilibriert. Als Transferpuffer diente ein diskontinuierliches
Tris/Glycin-Puffersystem. Der Transfer erfolgte bei einer konstanten Stromstdrke von 350

mA fiir 1,5 Stunden.

Transferpuffer:
25 mM Tris

192 mM Glycin
20% (v/v) Methanol

2.2.4.5 Proteinfirbung mittels Ponceau Rot

Nach dem Transfer wurde die Nitrozellulosemembran in Ponceau-Rot-Losung (0,3% (v/v)
Ponceau-S in 3% TCA) geférbt, um den Erfolg des Proteintransfers zu iiberpriifen. Dazu
wurde die Membran fiir 10 Minuten in Ponceau-Rot-Losung inkubiert und {iberschiissige

Férbelosung anschlieend mit dest. Wasser abgewaschen.

2.2.4.6 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Vor dem immunologischen Nachweis der geblotteten Proteine wurde die Membran
vollstindig in TBST entfarbt und zur Absittigung der freien Proteinbindestellen in 2%
(w/v) Milchpulver in TBST fiir 1 h bei Raumtemperatur (RT) oder iiber Nacht bei 4°C
unter leichtem Schiitteln inkubiert. Anschlieend erfolgte die zweistiindige Inkubation mit
dem spezifischen Primérantikorper (bei RT). Dazu wurde der Primérantikérper im
Verhiltnis 1:10000 in 2% Milchpulver in TBST gelost. Es folgten drei zehnminiitige
Waschritte, um ungebundene Antikérper auszuwaschen. Der Sekunddrantikrper
(Konjugat mit Meerettich-Peroxidase) wurde im Verhéltnis 1:15000 in 2% Milchpulver in
TBST gelost und fiir 1 Stunde mit der Membran inkubiert. Durch die an den Sekundar-
antikorper gebunde Meerettichperoxidase konnte die Antikorper-Antigen-Bindung
visualisiert werden. Dazu wurde die Membran mit dem ECL™ western blotting detection
reagent vollstindig benetzt und 1 min inkubiert. Das bei der Peroxidase-abhingigen
Substratumsetzung emittierte Licht wurde mit einer sensitiven Kamera (MicroChemi, DNR

Bio-Imaging Systems, Israel) aufgenommen.
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2.2.5 Analyse von Tabaksamen

2.2.5.1 Bestimmung des Tausendkorngewichtes

Das Tausendkorngewicht (TKG) der Tabaksamen wurde mit dem Prizisionszdhler C3
(Elmor, Schweiz) iiber Schiittelschnecke mit Lichtschranke bestimmt. Mittels eines
zusdtzlichen Softwaremoduls, einer elektronischen Waage und einem Untergestell konnte
der Prizisionszihler C3 zur direkten Bestimmung des Tausendkorngewichtes einer Probe
eingesetzt werden. Sowohl der C3 wie auch die Waage waren mit dem Steuerungsrechner
verbunden. Aus der bestimmten Samenzahl und dem Probengewicht wurde das TKG

automatisch errechnet.

2.2.5.2 Stresstest (NaCl und Mannitol)

Samen der zu testenden Linie wurde sterilisiert und auf MS-Platten mit den
entsprechenden NaCl- oder Mannitolkonzentrationen vereinzelt. Nach zweitigiger Strati-
fizierung bei 4°C im Dunkeln wurden die Platten unter Langtagbedingungen zur Keimung

gebracht. Nach 10 Tagen wurde die prozentuale Keimungsrate bestimmit.

2.2.5.3 Lipidgehaltbestimmung von Saatgut

Die Fettgehaltbestimmung aus Samen erfolgte nach einem optimierten Protokoll von
Wingenter et al. (2010). Zundchst wurden 0,025 g luftgetrocknete Samen in fliissigem
Stickstoff homogenisiert und in 0,75 ml Isopropanol aufgenommen. Das Homogenisat
wurde in ein 1,5 Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt und 12 h bei 4°C auf einem Laborschiittler bei
100 rpm inkubiert. Anschlieend wurden die Proben bei 13000 g fiir 10 min zentrifugiert
und der Uberstand in ein vorgewogenes ReaktionsgefiB pipettiert. Das Isopropanol wurde
bei Raumtemperatur unter Vakuum abgedampft und das Endgewicht des Reaktionsgefd3es
ermittelt. Die Gewichtsdifferenz zwischen Leerwert und Endgewicht des Reaktionsgefdlies

entsprach dem Lipidgehalt der Probe.

2.2.5.4 Proteingehaltbestimmung von Saatgut
Fiir die Proteingehaltbestimmung wurden 0,005 g Samen mit 200 pl Extraktionspuffer bei

Raumtemperatur in einem Morser homogenisiert. Die Proben wurden in ein 1,5 ml
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Reaktionsgefal3 iiberfiihrt, bei 13000 g bei Raumtemperatur fiir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde 1:5 mit A. bidest verdiinnt und der Proteingehalt mit dem Pierce-Reagenz

(Thermo Fisher Scientific, USA) nach Herstellerangaben bestimmt.

Tabelle 15: Extraktionspuffer.

Reagenz Endkonzentration
HEPES 50 mM

MgCl, 5mM

Triton X-100 1%

Glycerol 15%

SDS 2%

EDTA ImM

PMSF 100 uM

2.2.5.5 Kohlenhydratgehaltbestimmung von Saatgut

Zur Extraktion der lslichen Zucker und Stirke wurden 5 mg Samen in 500 pl 80% (v/v)
Ethanol gemorsert und bei 70°C fiir 90 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe bei
16000 g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt.
In zwei weiteren Waschschritten wurde das Pellet mit jeweils 250 pul 80% Ethanol
gewaschen, die Uberstiinde vereint und diese bei Raumtemperatur im Vakuum verdampft.
Der Riickstand wurde in 10 pl H0 geldst und beinhaltet die 16slichen Kohlenhydrate. Um
die unlosliche Stiarke aus dem Pellet zu extrahieren wurde dieses in 200 ul 0,2 M KOH
aufgenommen und eine Stunde bei 95°C inkubiert. Nach Zugabe von 35 ul 1 M Essigsdure
und einer weiteren Zentrifugation von 5 min bei 16000 g konnte die Stirke quantifiziert
werden (siehe unten).

Die Quantifizierung der 16slichen Zucker erfolgte durch einen gekoppelten enzymatischen
Photometer-Test. Dazu wurde 10 pl Extrakt in 990 pl Reaktionspuffer aufgenommen.
Durch schrittweise Zugabe von Hexokinase (4,5 Units), Phospho-Glucose-Isomerase (1
Unit) und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (1 Unit) entsteht NADPH in dquimolarer
Menge zur Hexosekonzentration. Die Absorptionssteigerung durch entstehendes NADPH
kann photometrisch bei 334 nm registriert werden. Aus der Absorptionsdnderung konnte

mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes die entstandene Menge an Hexosen bestimmt
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werden. Der Stirkegehalt wurde mit einem kommerziellen kit (Boehringer Mannheim)

nach Herstellerangaben bestimmt.

2.2.6 Bestimmung von Fructose-2,6-bisphosphat

Probenaufarbeitung

Gefrorene Blattstanzen (1,9 cm) wurden in fliissigen Stickstoff unter Zugabe von 500 ml
eiskaltem 50 mM KOH gemdrsert. AnschlieBend wurde der Probenextrakt in ein
Reaktionsgefdl tiberfiihrt und 60 min bei 80°C im Wasserbad inkubiert. Wéahrend der
Inkubation wurde die Probe alle 15 min kurz gevortext. AnschlieBend wurde die Probe mit
einer Spatelspitze feiner Aktivkohle versetzt und flir 20 min auf Eis inkubiert. Nach mehr-
maliger Zentrifugation bei 16000 g, 4°C wurde der Uberstand in eine neues Reaktions-

gefdf iberfiihrt, bei 4°C gelagert und innerhalb von 24 Stunden gemessen.

Messung der Fructose-2.6-bisphosphat-Konzentration

Die Messung von Fructose-2,6-bisphosphat-Gehalten (F2,6P,) erfolgte photometrisch nach
dem Prinzip der Endpunktbestimmung (veréndert nach Stitt, 1987). Dazu wurden 5 pl
Probenextrakt in 200 pl Reaktionspuffer auf eine 96 well-Platte pipettiert und die
Leerwerte in einem Mikrotiterplattenlesegerit (Tecan Safire) bei 340 nm aufgenommen.
Fiir die Eichung wurde eine interne Standartkurve mit einer definierten F2,6P,-Konzen-
tration von 2 pmol F2,6P; erstellt. Nach Zugabe des Enzym-Mastermixes wurden die
Absorptionsidnderung jeweils 30 min verfolgt und die F2,6P,-Konzentartion der Probe

nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz berechnet.

Reaktionspuffer (10 ml):

100 mM Tris/HCL, pH 8; 1 mM MgCl,

+ 10 pl Fre-6-P (aus 250 mM in 10 mM HEPES)

+ 100 pl NADH (aus 15 mM Stammlésung in 10 mM HEPES pH?)

+ 1 mg Pyrophosphat (ICN, Disodiumsalt, Anhydrous)
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Enzym-Mastermix:

1 mM MgCl,

100 uM NADH

4,8 mM Frc-6-P

0,4 U Aldolase (Sigma)

6 U Triose-Phosphat-Isomerase (Sigma)

0,2 U GAPDH (Sigma)

0,025 U Fructose-6-P-Kinase (NaPPi abhingig, Sigma)
0,4 mM NaPPi

Messung:
- pro well: 5 pl Probe + 200ul Reaktionspuffer (mit bzw. ohne 2 pmol F2,6P,) pipettieren

- dann 0-Wert aufzeichnen (3-5 Zyklen)
- Reaktion starten durch Zugabe von je 5 pul Enzymmastermix
- 30 min Absorptionsédnderungen verfolgen bei 340 nm

- abschlieBend Endpunktbestimmung. Nach einer Inkunbation von 30 min bei 30°C
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Tabaksorte Xanthi nach Isoenzymaustausch

der G6PDH im Cytosol

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Auswirkungen des Isoenzymaustausches der G6PDH-
Aktivitdt im Cytosol auf die Stressresistenz und die Entwicklung der Tabaksorte Xanthi
weiter untersucht und mogliche Ursachen eruiert werden.

Erste Charakterisierungen erfolgten durch Scharte et al. (2009). Fiir den Isoenzym-
austausch wurde eine plastidire G6PDH-Isoform (AtG6PD3, P2) mit geringer NADPH-
Riickkopplung-Inhibierung in das Cytosol der Pflanze iiber den Vektor pZMS5 eingebracht
und exprimiert (Abb. 6). Die transgenen Pflanzen (Xanthi::cP2) der T1-Generation waren
in der Abwehrreaktion (Bildung von ROS und HR-Lisionen) gegeniiber den suszeptiblen
Wildtyppflanzen der Tabaksorte Xanthi verbessert, allerdings in unterschiedlichen
Auspriagungen (Scharte et al., 2009). In einem zweiten Transformationsschritt wurden
zweil unabhéngige cP2-Linien, mit unterschiedlich starker Auspriagung der HR (Linie 67
stark, Linie 83 schwach) zusétzlich mit einem bindren RNAi-Konstrukt (pBinAR-
cytG6PD-RNAI) transformiert, welches nicht nur die endogene cytosolische G6PDH
sondern zum Teil auch die tiberexprimierte cP2 mit reprimierte.

Dennoch waren bei den sogenannten Supertransformanten Xanthi::cP2::cytRNA1
[(cP2(67), cP2(83)] die pflanzlichen Abwehrreaktionen noch stirker und vor allem
einheitlicher als bei den Xanthi::cP2 und auch unabhingig von den jeweiligen Elternlinien.
Sie waren des Weiteren wesentlich resistenter gegeniiber Trockenstress (Scharte et al.,
2009).

Der genetische Hintergrund der Supertransformanten wurde {iber Western-Blot-Analysen
tiberpriift und die Pflanzen nach Pathogen- und Antibiotikaresistenz selektioniert (Abb. 6).
Anschliefend wurden Pflanzen mit eindeutigen Blot-Ergebnissen und starker HR in die
nichste Generation iiberfiihrt. Ab der 4. Generation (ST4) konnten die Pflanzen ohne
Antibiotikaselektion auf Erde angezogen werden, da sie beziiglich der Merkmals-
auspragung stabil waren. Die Supertransformanten der 6. Generation (ST6) und ihr Saatgut
sind Gegenstand der Untersuchungen dieser Arbeit und werden im Folgenden als cP2(67)

und cP2(83) bezeichnet.
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Abbildung 6: Schematische Ubersicht zur Erzeugung und Selektion der cP2::cytRNAi-Supertrans-
formanten. Eine Gewebekulturpflanze der Linie Xanthi war im Vorfeld mittels Blattscheibentransformation
mit dem bindren Vektor pZMS5 transformiert worden (Zeiner Mezher, Universitidt Osnabriick). Hierdurch
wurde eine plastidire G6PDH-Isoform (AtG6PD3, P2-Klasse) mit geringerer NADPH-Ruckkopplung-
Inhibierung (K wappry > K (nappy) im Cytosol der Tabakpflanze Xanthi eingebracht und tiberexprimiert. In
einem zweiten Schritt war dann mit Hilfe des auf der RNAi-Methode basierenden pBinAR-cytG6PD-RNAi-
Konstruktes die T1-Generation der cP2-Linie #67-3 und #83-1 transformiert worden (Olessja Becker, WWU
Miinster). Dadurch sollten gezielt die endogenen cytosolischen G6PDH-Isoformen reprimiert werden. Die so
erzeugten Supertransformanten (ST; Scharte et al., 2009) wurden mittels Western-Blot-Analysen tiberpriift,
die Pflanzen aufgrund von Pathogen- und Antibiotikaresistenz selektioniert und sowohl die robustesten
Pflanzen der cP2- sowie der Supertransformanten in die nidchsten Generationen iiberfiithrt (TO-T5, bzw.
STO-ST6). Ab Generation ST4 wurden die Supertransformanten auf Erde angezogen. (Abbildung veridndert
nach J. Scharte und A. von Schaewen).

3.1.1 Charakterisierung der biotischen Stressantwort der Tabaksorte Xanthi nach
G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol

Eine erfolgreiche Pathogenantwort wéhrend einer biotrophen Pflanze-Pathogen-Interaktion
ist durch eine schnelle Pathogenerkennung und Aktivierung von Abwehrmechanismen
(ROS, Kallose etc.) gekennzeichnet und fiihrt zum programmierten Zelltod infizierter
Zellen und verhindert somit eine Besiedlung der Pflanze durch das Pathogen (siehe
Einleitung, Kapitel 1.5). Anhand der induzierten Abwehrparameter kann die Abwehr in
Umfang und Effektivitét beurteilt werden.
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3.1.1.1 Pathogen-induzierte Zelltodrate

Durch den zeitlichen Verlauf des hypersensitiven Zelltodes bei Tabakpflanzen nach der
Infektion mit P. nicotianae konnen mogliche Riickschliisse auf die pflanzliche Abwehr-
reaktion gezogen werden. Dazu wurden infizierte source-Gewebeproben mit Propidium-
Iodid angefarbt und hochauflésende Bilder dieser Infektionsbereiche am cLSM
aufgenommen. In Abbildung 7 sind der zeitliche Verlauf und die Ausprigung des
Zelltodes im Schwammparenchym von infiziertem Gewebe der Tabaksorte SNN
exemplarisch fiir den Infektionsverlauf dargestellt. Eine Farbung des Zellkerns oder der
gesamten Zelle mit Propidium-lodid (blaue Fluoreszenz) wird hierbei als Indikation fiir
Zelltod gewertet, da Propidium-lodid ausschlieBlich durch perforierte Membranen toter
Zellen diffundieren und dort mit Nukleinsduren im Zellkern interkalieren kann (Curtis &
Hays, 2007). Bereits 3 Stunden nach Infektion (hours post infection, hpi) konnten erste tote
Zellen im infizierten Blattgewebe detektiert werden, die im weiteren Infektionsverlauf
vermehrt auftraten. Zum Zeitpunkt 12 hpi zeigt das gesamte infizierte Gewebe Anzeichen
des hypersensitiven Zelltodes. In den Kontrollen war eine Auspriagung der HR nicht zu
beobachten. Zahlreiche Gewebeaufnahmen am cLSM zum Zeitpunkt 6 hpi bilden die
Grundlage fiir die statistische Auswertung der Zelltodrate in Abbildung 8.

Hypersensitiver Zelltod
3 hpi 6 hpi 9 hpi 12 hpi

Abbildung 7: Abwehr-induzierte Bildung von hypersensitiven Zelltod im Schwammparenchym der
Tabaksorte SNN nach Infektion mit P. nicotianae. Der zeitliche Verlauf des hypersensitiven Zelltodes bei
SNN nach Infektion ist fiir die Zeitpunkte 3, 6, 9 und 12 hpi dargestellt. Als Kontrolle wurden Blatter mit
Wasser infiltriert und 6 Stunden nach Infiltration untersucht. Die lasermikroskopischen Aufnahmen wurden
bei einer Anregung von 488 nm erstellt. Eine Farbung des Zellkerns oder der gesamten Zelle mit
Propidium-lodid (blaue Fluoreszenz, Emissionsbereich 590-650 nm) wurde als Indikation fiir Zelltod
gewertet und Aufnahmen zum Zeitpunkt 6 hpi bildeten die Grundlage fiir die Bestimmung der Zelltodrate
(Abb. 8). Die Chlorophyll-Fluoreszenz wurde mit einer Anregung von 488 nm in den Emissionsbereichen
500-535 nm und 670-710 nm detektiert. Die Skala (Balken rechts unten) représentiert eine Grofe von 47,62
pum.

Kontrolle
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Der Isoenzymaustausch der G6PDH in der suszeptiblen Tabaksorte Xanthi fiihrte bei
beiden transformierten Linien [cP2(67), cP2(83)] zu einer 2,5-fachen Erhohung der
Zelltodrate 6 Stunden nach Infektion im Vergleich zum Xanthi-Wildtyp (Abb. 8). Die
Zelltodraten korrelieren mit der verstdrkten Bildung hypersensitiver Lisionen in den
Transformanten (Scharte et al., 2009). Dies deutet auf eine schnellere und verbesserte
Abtotung infizierter Zellen und somit auf eine Steigerung der Resistenz hin. Die
Resistenzauspragung kann in etwa intermediédr zwischen dem suszeptiblen Xanthi-Wildtyp

und dem resistenten SNN-Wildtyp eingeordnet werden.

35 -

30 - I

20 A
15 -

10 -

Anteil toter Zellen [%)]

Xanthi cP2(67) cP2(83) SNN

Abbildung 8: Bestimmung der hypersensitiven Zelltodrate der untersuchten Tabakpflanzen.
Angegeben ist die prozentuale Anzahl toter Zellen pro cLSM-Bildausschnitt fiir die Transformanten cP2(67),
cP2(83) und die Wildtypen SNN sowie Xanthi nach Infektion von source-Blittern mit P. nicotianae (6 hpi).
Als Grundlage dienten, wie in Abb. 7 exemplarisch dargestellt, lasermikroskopische Aufnahmen zum
Zeitpunkt 6 hpi. Die cLSM-Bilder wurden bei einer Anregung von 488 nm erstellt. Eine Farbung des
Zellkerns oder der gesamten Zelle mit Propidium-Iodid (blaue Fluoreszenz, Emissionsbereich 590-650 nm)
wurde als Indikation fiir Zelltod gewertet. Insgesamt wurden 6 Pflanzen je Sorte untersucht und je Pflanze 33
cLSM-Bilder aufgenommen. Dargestellt sind die Mittelwerte toter Zellen aus 6 unabhingigen Messreihen
(gewonnen aus allen cLSM-Bildern) und der Standardfehler (n = 6 Pflanze; +/- SE).
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3.1.1.2 Abwehr-induzierte Bildung von Kallose

Die Einlagerung von Kallose an Plasmodesmata, in die Zellwand oder in Form von
Papillen sind mdgliche, friih induzierte Abwehrmafinahmen der Pflanze nach Pathogen-
befall (siche Einleitung, Kapitel 1.5). Zur Bestimmung der Kallosebildung wird das
Schwammparenchym von Pflanzenzellen mit Anilinblau gefdarbt und anhand von
cLSM-Aufnahmen ausgewertet. Nach UV-Anregung fluoresziert Kallose dann in
bldulichen Farbnuancen. Die Abbildung 9 verdeutlicht dieses Verfahren an SNN-Tabak-
pflanzen. Dabei treten Kalloseeinlagerungen an den Zell-Zellkontaktstellen auf und
verschliefen die Plasmodesmata zeitnah nach Infektion mit P. nicotianae (0,5 hpi) im
infizierten Mesophyllgewebe von SNN (Abb. 9 B). Im weiteren Infektionsverlauf nimmt
die Kallosebildung zu und weitet sich auf die Zellwand aus, so dass letztendlich die

gesamte, infizierte Zelle umschlossen wird (Abb. 9 D-F) und abstirbt.

Kontrolle

0,5 hpi

1 hpi

e
4762 pm 47.62 ym

Abbildung 9: Kallosebildung im Schwammparenchym von SNN nach Infektion mit P. nicotianae.
Dargestellt ist der Zeitverlauf der Kallosebildung im Infektionsgewebe zu den Zeitpunkten 0,5; 1; 3; 6 und 9
hpi. Zum Nachweis der Kallosebildung wurden die infizierten Blattstiicke mit Anilinblau gefarbt. Um Zellen
sichtbar zu machen und den Kontrast der Aufnahmen zu verstirken wurden die Proben zusitzlich mit
Propidium-lodid behandelt (rote Fluoreszenz). Die angefdrbte Kallose emittiert bei UV-Licht griin-blaues
Fluoreszenzlicht, wohingegen der Zellkern durch Propidium-lodid rot markiert wird. Mit fortschreitender
Infektionsdauer breitet sich die Kallosebildung, beginnend an den Plasmodesmata, iiber die gesamte Zelle
aus und verschlief3t diese. Die angegebene Skala hat eine Gro3e von 47,62 um.
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Die quantitative Auswertung der Kallosebildung der untersuchten Tabakpflanzen ver-
deutlicht die gesteigerte Kallosesynthese der transformierten Tabaksorte Xanthi (Abb. 10).
Durch den Isoenzymaustausch der GO6PDH erhoht sich die Kallosebildung nach Infektion
(6 hpi) in den cP2-Linien um etwa das Doppelte im Vergleich zum suszeptiblen Xanthi
und ist vom Gehalt in etwa intermediar zwischen dem suszeptiblen Xanthi-Wildtyp und

dem resistenten SNN-Wildtyp einzuordnen.

120 -+

100 - 1

Kallosebildung bei 6 hpi [mm?]

Xanthi cP2(67) cP2(83) SNN

Abbildung 10: Abwehr-induzierte Kallosebildung der untersuchten Tabaklinien. Dargestellt ist die
quantitative Auswertung der Abwehr-induzierten Kallosebildung an den Zell-Zellkontakten von
Mesophyllzellen nach Infektion mit P. nicotianae (6 hpi) fir die Transformanten cP2(67), cP2(83) und fiir
die Wildtypen Xanthi bzw. SNN. Dargestellt ist die Auswertung von 60 fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen (Anilinblau-Farbung) je Pflanze, jeweils bezogen auf die Fliche (mm?). Die Daten reprisentieren
Mittelwerte und Standardfehler aus 4 unabhéngigen Infektionsdurchgéingen (n = 4 Pflanzen; +/- SE).

3.1.1.3 Abwehr-induzierte Bildung von ROS

ROS besitzen im Rahmen der pflanzlichen Abwehr essentielle Funktionen und werden im
Laufe der Abwehr und des hypersensitiven Zelltodes in verschiedenen Zellkompartimenten
gebildet (siehe Einleitung, Kapitel 1.5.1). Den Hauptanteil der generierten ROS bildet
H,0,, da es die stabilste Form der ROS darstellt (Wojtaszek, 1997). In Abbildung 11 sind
Detailaufnahmen von ROS-Bildungs- bzw. Detektionsorten dargestellt. Zu ihnen gehéren
Peroxisomen (Abb. 11 A), Chloroplasten (Abb. 11 B), Bereiche der Epidermis (Abb. 10 C)
und die Interzellularrdume des Schwammparenchyms (Abb. 11 D). ROS oxidieren das
nicht-fluoreszierende H,DCFDA zum stark fluoreszierenden H,DCF. Die ROS-
Entwicklung wird somit anhand von griiner Fluoreszenz sichtbar und die Fluoreszenzstérke

korreliert mit der Menge an gebildetem ROS.
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Abbildung 11: Reprisentative cLSM-Aufnahmen der Bildungsorte von Abwehr-induzierten ROS in
source-Blittern der Tabakpflanze SNN. Dargestellt ist die H,DCF-Fluoreszenz in griin als Indikator fiir
ROS-Bildung nach Infektion mit P. nicotianae (Chlorophyll-Fluoreszenz der Chloroplasten in rot) in
verschiedenen Zellkompartimenten, wie Peroxisomen (A), Chloroplasten (B), Bereiche der Epidermis (C)
und in Interzellularen des Schwammparenchyms (Zellen selbst dunkel) (D). Die Anregung der Gewebe-
proben erfolgte bei 488 nm. Die Detektion der H,DCF Fluoreszenz erfolgte im Emissionsbereich 500-535
nm (griin). Die Chlorophyllfluoreszenz wurde zwischen 670-710 nm auf-genommen (rot). Die angegebene
Skala hat eine Grofie von 47,62 um.

Um eine quantitative und qualitative Aussage iiber die ROS-Fluoreszenzstirke 15 min
nach Infektion mit P. nicotianae zu treffen, wurde die Pixelintensitit der cLSM-
Ubersichtsaufnahmen der Epidermis und des Schwammparenchyms der jeweiligen
Pflanzensorte berechnet (Abb. 12 und 13). Anhand der computergestiitzten Intensitéts-
verrechnung wird ersichtlich, dass die Supertransformanten eine wesentliche hohere

Fluoreszenzintensitdt und somit mehr ROS-Bildung aufweisen als der Wildtyp Xanthi.
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Abbildung 12: Abwehr-induzierte ROS-Bildung im Schwammparenchym. Dargestellt ist die
Pixelintensitdt der ROS-Fluoreszenz 15 min nach Infektion mit P. nicotianae bei den untersuchten
Tabakpflanzen. Die Pixelintensitdt wurde mit dem Bildverarbeitungsprogramm Optimas bestimmt. Die
Supertransformanten cP2(67) und cP2(83) weisen eine wesentliche hohere Fluoreszenzintensitit und somit
mehr ROS-Bildung als Xanthi auf. Die Daten reprisentieren Mittelwerte und Standardfehler aus 4
unabhingigen Durchgéngen (n = 4; +/- SE).
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Abbildung 13: Abwehr-induzierte ROS-Bildung in der Epidermis. Dargestellt ist die Pixelintensitét der
ROS-Fluoreszenz 15 min nach Infektion mit P. nicotianae bei den untersuchten Tabakpflanzen. Die Pixel-
intensitdt wurde mit dem Bildverarbeitungsprogramm Optimas bestimmt. Die Supertransformanten cP2(67)
und cP2(83) weisen eine wesentliche hohere Fluoreszenzintensitit und somit mehr ROS-Bildung als Xanthi
auf. Die Daten repréasentieren Mittelwerte und Standardfehler aus 4 unabhingigen Durchgéngen (n= 4; +/-
SE).

Zusammenfassung:

Durch den G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol wurde die biotische Stressresistenz
deutlich verstirkt. ROS-Enwicklung (Kapitel 3.1.1.3), Kallosebildung (Kapitel 3.1.1.2)
und die Zelltodrate (Kapitel 3.1.1.1) verdoppelten sich in den Transformanten im

Vergleich zum suszeptiblen Xanthi und néherten sich dem resistenten SNN an.



Ergebnisse 68

3.1.2 Charakterisierung der abiotischen Stressantwort der Tabaksorte Xanthi

3.1.2.1 Steigerung der NaCl-Toleranz in source-Blittern nach Isoenzymaustausch der
G6PDH

Die G6PDH nimmt eine wichtige Rolle in der Anpassung an Salz- und Trockenstress ein,
indem sie unter anderem den zelluliren Redox-Status durch die Bereitstellung von
NADPH beeinflusst (Dal Santo et al., 2012). Abiotische Stimuli erhéhen den oxidativen
Stress in Pflanzenzellen und erfordern die Entgiftung von ROS iiber z.B.
NADPH-abhédngige Entgiftungsmechanismen wie den Ascorbat-Glutathion-Zyklus
(Mittler, 2002). NADPH kann Glutathion (GSH) iiber die Glutathion-Reduktase
reduzieren, so dass reduziertes GSH als Redox-Puffer in Pflanzen fungieren kann und die
Redox-Homdostase in der Stressabwehr steuert (Ubersicht in Noctor & Foyer, 2011).
Dafiir kann der OPP die erforderliche Reduktionskraft bereitstellen (siche Einleitung,
Kapitel 1.2). Durch den Isoenzymaustausch der G6PDH stieg die Natriumchlorid-Toleranz
(Natriumchlorid, NaCl) von source-Bléttern. Blattscheiben der Supertransformanten waren
in der Lage eine hohere NaCl-Konzentration zu tolerieren als der Wildtyp Xanthi (Abb.
14). Deutliche Gewebeschddigungen und chlorotische Erscheinungen waren bei den
cP2-Linien erst ab 150 mM NacCl sichtbar, wohingegen die Blattscheiben der Mutterlinie

Xanthi schon bei einer geringen NaCl-Konzentration (50 mM) ausblichen.

NaCl [mM] (fir5 Tage)

0 50 100 150 200 250

Xanthi

cP2(67)

cP2(83)

Abbildung 14: Steigerung der NaCl-Toleranz von source-Blittern durch G6PDH-Isoenzymaustausch
im Cytosol. Stanzstiicke (1,8 cm) aus source-Blittern der Linien cP2(67), cP2(83), Xanthi wurden 5 Tage in
unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen (0 bis 250 mM) inkubiert. Zusitzlich enthielt die Losung 2 mM
EDTA, 0.1% Tween20, 60 mM Na—Phosphatpuffer, pH 6. Die NaCl-Toleranz wurde anhand der Aus-
bleichung (Chlorose) der Blattscheiben bestimmt. Die Abbildung ist reprisentativ fiir 3 unabhingig
durchgefiihrte Durchgénge.
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3.1.2.2 Steigerung der Keimungsrate bei NaCl- und Trockenstress

Neben einer hoheren Salz- und Trockentoleranz (siehe Einleitung, Kapitel 1.2.1 und
Scharte et al., 2009) verbesserte der G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol auch die
Keimungsrate des Saatgutes wihrend NaCl- und Trockenstress (Abb. 15 und 16).
Besonders bei erhdhten NaCl-Konzentrationen zeigte sich eine hohere Keimungsaktivitét
bei den cP2-Linien im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 15). Dabei keimten die Linien
cP2(67) und cP2(83) mit etwa vergleichbarer Rate. Mit steigender NaCl-Konzentration
sank die Keimungsaktivitdt aller Linien, jedoch tolerierten die Transformanten wesentlich
hohere NaCl-Konzentrationen. Keimten noch ca. 35% der cP2-Samen bei 150 mM NaCl,
so waren es bei den Wildtypen SNN nur 10% und Xanthi sogar nur 3%.
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Abbildung 15: Steigerung der NaCl-Toleranz des Saatgutes nach G6PDH-Isoenzymaustausch im
Cytosol. Der Einfluss verschiedener NaCl-Konzentrationen (50 mM, 100 mM, 150 mM) auf die Keimung
der Linien cP2(67), cP2(83), Xanthi und SNN wurde untersucht. Dargestellt ist die prozentuale Keimung der
Samen in Abhdngigkeit zur der aufgebrachten Gesamtsamenzahl. Die Daten reprasentieren Mittelwerte und
Standardfehler aus 4 unabhéngigen Durchgiangen (n = 4; +/- SE).

Auch erhohte Konzentrationen von Mannitol — zur Simulation von Trockenstress — haben
Einfluss auf das Keimungsverhalten der Tabaksamen (Abb. 16). Wihrend die Wildtypen,
insbesondere SNN, bei 150 mM eine dramatisch erniedrigte Keimungsrate aufwiesen
(SNN = 50%, Xanthi = 60%), sank die Keimungsrate bei den cP2-Linien bis zu einer
Konzentration von 250 mM Mannitol nur unwesentlich auf ca. 82%. Im Vergleich dazu

betrug bei dieser Konzentration die Keimungsrate von SNN 15% und Xanthi 35%.
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Abbildung 16: Steigerung der Trockentoleranz des Saatgutes nach G6PDH-Isoenzymaustausch im
Cytosol. Der Einfluss verschiedener Konzentartionen von Mannitol (100 bis 350 mM) auf die Keimung der
Linien cP2(67), cP2(83), Xanthi und SNN wurde untersucht. Dargestellt ist die prozentuale Keimung der

Samen in Abhéngigkeit zur der aufgebrachten Gesamtsamenzahl Die Daten repriasentieren Mittelwerte und
Standardfehler aus 4 unabhangigen Durchgingen (n = 4; +/- SE).

Keimungsrate [%]

Zusammenfassung:

Steigerung der abiotischen und biotischen Stresstoleranz nach Isoenzymaustausch
der G6PDH im Cytosol

Durch den G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol wurde die abiotische Stresstoleranz
gegeniiber NaCl- und Trockenstress in source-Blittern (Kapitel 3.1.2.1) und beim
Auskeimen des Saatguts (Kapitel 3.1.2.2) deutlich verbessert. Auch die biotische Stress-
toleranz gegeniiber dem hemibiotrophen Pathogen P. nicotianae wurde deutlich verstarkt.
Sowohl ROS-Bildung (Kapitel 3.1.1.3), Kallosebildung (Kapitel 3.1.1.2) wie Zelltodrate
(Kapitel 3.2.1.1) verdoppelten sich in den Transformanten im Vergleich zum suszeptiblen

Wildtyp Xanthi und néhern sich dem resistenten SNN an.



Ergebnisse 71

3.1.3 Charakterisierung des Priméarstoffwechsels der Tabaksorte Xanthi nach Iso-

enzymaustausch der G6PDH im Cytosol

3.1.3.1 Anreicherung von Kohlenhydraten in source-Blittern der Tabaksorte Xanthi
nach G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol

Durch den Isoenzymaustausch der G6PDH im Cytosol kam es per se zu einer
Anreicherung von 16slichen Kohlenhydraten (Abb. 17). Besonders signifikant waren dabei
die Unterschiede in den Glucose- und Saccharosegehalten. In den cP2-Linien waren sie
etwa um 60% bzw. 35% im Vergleich zum Wildtyp Xanthi erhoht und mit den
Konzentrationen des Wildtyps SNN vergleichbar.
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Abbildung 17: Konzentration an loslichen Kohlenhydraten in source-Blittern. Untersucht wurden der
Glucose-, Fructose- und Saccharosegehalt pro Blattflache der Linien cP2(67), cP2(83), Xanthi und SNN.
Angegeben ist das Mittel iiber den Tag. Die Daten reprisentieren Mittelwerte und Standardfehler aus 6
unabhingigen Durchgéngen (n = 6; +/- SE).

Die Konzentration an Stdrke war in den cP2-Linien nach Isoenzymaustausch um ca. 10%
gegenliber dem Wildtyp Xanthi und um 20% gegeniiber dem Wildtyp SNN erhoht (Abb.
18).
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Abbildung 18: Konzentration an Stirke in source-Blittern. Untersucht wurde die Stirkekonzentration
pro Blattfliche der Linien cP2(67), cP2(83), Xanthi und SNN. Angegeben ist das Mittel {iber den Tag. Die
Daten représentieren Mittelwerte und Standardfehler aus 6 unabhéngigen Durchgingen (n = 6; +/- SE).

3.1.3.2 Reduktion des Saccharoseexportes in source-Blittern der Tabaksorte Xanthi
nach G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol

Die Anhdufung von l6slichen Kohlenhydraten und Stirke in source-Blittern wies auf eine
mogliche Reduzierung des Assimilationstransportes hin. Um zu testen, ob die Kohlen-
hydratakkumulation mit einer Drosslung des Saccharoseexportes einhergeht, wurden
Exportexperimente an Xanthi, cP2(67) und cP2(83) durchgefiihrt. Abbildung 19 zeigt die
Saccharoseexportbilanz der source-Blitter. Die Exportdaten wurden fiir eine Lichtphase
(11-17 Uhr) und eine Nachtphase (17-9 Uhr) bestimmt und daraus eine Gesamtbilanz
berechnet (Abb. 18 A). Der Saccharoseexport in der 6-stiindigen Lichtphase war beim
Xanthi-Wildtyp gegeniiber den Transformanten leicht erhoht (Abb. 18 B). Die Linie
cP2(67) exportierte am wenigsten Saccharose. Dieses wird in der stiindlichen Transportrate
noch ersichtlicher (Abb. 18 C). Pro Stunde wurden 15 pmol m™ Saccharose aus dem Blatt
der Linie cP2(67) exportiert. Wéhrend der Nachtphase wurde bei allen Pflanzen am
meisten Saccharose exportiert. Wie in der Tagphase war die exportierte Saccharosemenge
bei Xanthi am hdchsten. Durch den Isoenzymaustausch der G6PDH im Cytosol kam es
insgesamt zu einer Reduktion des Saccharoseexportes aus den source-Bléttern um etwa
15%. Diese Reduktion war wihrend der Lichtphase deutlich hoher als wihrend der
Dunkelphase (Abb. 19).
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A
11:00 17:00 9:00
Bilanz
B c Saccharoseexport/h
Pflanze Tag SE Nacht SE Gesamt Pflanze Tag Nacht
Xanthi 110,42 23,18 569,06 29,36 679,48 Xanthi 22 36
cP2(67) 90,18 11,94 525,99 66,85 616,17 cP2(67) 15 33
cP2(83) 98,67 6,79 519,44 30,93 618,11 cP2(83) 18 32

Abbildung 19: Zeitverlauf des Saccharoseexportes aus source-Blittern der untersuchten Tabak-
pflanzen. A) Schematische Ubersicht des Untersuchungszeitraumes. Die Exportraten wurden fiir eine
Lichtphase (11-17 Uhr) und eine Nachtphase (17-9 Uhr) bestimmt und daraus eine Gesamtbilanz berechnet.
B) Saccharoseexportbilanz der Tag- und Nachtphase sowie Gesamtbilanz der Tabaklinien. C) Stiindlicher
Saccharoseexport (in pmol mm™) der Tabaklinien berechnet aus den Exportbilanzen (B). Die Daten
reprasentieren Mittelwerte und Standardfehler aus 4 unabhéngigen Durchgéngen (n = 4; +/- SE).

3.1.3.3 Erhohung der sink-Aktivitit in source-Blittern der Tabaksorte Xanthi nach
G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol

In der Literatur wird das Verhéltnis von Hexosen zu Saccharose als ein besserer Indikator
fiir die sogenannte sink-Aktivitit von Blittern beschrieben als der reine Vergleich der
Kohlenhydratkonzentrationen (Moore et al., 1999). Die anhand der bestimmten Kohlen-
hydrate (Kapitel 3.1.3.1) ermittelten Werte zeigten, dass sich durch den G6PDH-
Isoenzymaustausch im Cytosol die sink-Stirke von source-Bléttern mehr als verdoppelt
hat. Sie war zudem auch um ca. 30% im Vergleich zum resistenten Wildtyp SNN erhoht

(Tabelle 16).

Tabelle 16: Berechnung der sink-Stirke von source-Blittern der untersuchten Tabakpflanzen.
Angegeben ist die sink-Stirke fiir cP2(67), cP2(83), Xanthi und SNN. Diese wurde aus dem Verhiltnis von
Hexosen und Saccharose (siche Abb. 17) bestimmt. Je hoher der Wert, desto hoher die sink-Aktivitét.

Pflanze Hexosen/Saccharose-Verhiltnis
Xanthi 0,25
cP2(67) 0,57
cP2(83) 0,62

SNN 0,43
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3.1.3.4 Erhohung der Fructose-2,6-bisphosphat-Gehalte in source-Blittern der
Tabaksorte Xanthi nach G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol
Fructose-2,6-bisphosphat (F2,6P;) ist ein Signalmolekiil bei Eukaryoten und reguliert den
primiren Kohlenhydratmetabolismus, indem es die Balance zwischen Glykolyse und
Glukoneogenese im Cytosol steuert (Stitt et al., 1987). In Pflanzen koordiniert F2,6P, den
photosynthetischen Kohlenstofffluss zwischen Saccharosebiosynthese und Glykolyse
(siche Kapitel 1.4.2). Durch den Isoenzymaustausch der GOPDH im Cytosol lag der F2,6P,
Gehalt in source-Blittern nahezu doppelt so hoch wie im Xanthi-Wildtyp. Im Vergleich
zum SNN-Wildtyp wiesen die cP2-Linien eine Steigerung um ca. 30% auf (Abb. 20).
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Abbildung 20: Messung der Fructose-2,6-bisphosphat-Gehalte in nicht-infizierten Tabak source-
Blittern. Die Messungen erfolgten fiir SNN, Xanthi, cP2(67) und cP2(83) 6 Stunden nach Belichtung. Die
Daten reprasentieren Mittelwerte und Standardfehler aus 4 unabhingigen Durchgingen (n = 4; +/- SE).
(Messungen durchgefiihrt von J. Scharte).

3.1.3.5 Verinderungen von Photosyntheseparametern in source-Blittern der Tabak-
sorte Xanthi nach G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol

Die Induktionsgeschwindigkeit der Photosynthese nach einer Dunkelphase kann iiber die
Aktivitdit des OPPs und die Verfiigbarkeit von stromalen OPP-Metaboliten Aufschluss
geben (vgl. Scharte et al., 2009). Die Induktionsgeschwindigkeit wurde in dieser Arbeit
mit Hilfe eines tragbaren Puls-Amplituden-Modulations-Chlorophyll-Fluorometers (PAM-
Fluorometer) aufgenommen. Nach Isoenzymaustausch der G6PDH im Cytosol war die
Induktion des PETs bei den Transformanten cP2(67) und cP2(83) vergleichbar und
gegeniiber Xanthi in den ersten 180 Sekunden signifikant beschleunigt (Abb. 21). Diese

Daten lassen sich mit Ergebnissen aus Chlorophyll-a-Fluoreszenz-Messungen korrelieren
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(Scharte et al., 2009) und sind ein weiteres Indiz fiir eine per se gesteigerte OPP-Aktivitit
nach G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol. Zudem belegen sie die Anwendbarkeit von
photosynthetischen Induktionsmessungen anhand des Elektronentransportes (ETR) nach
Dunkeladaptation mittels eines tragbaren PAM-Fluorometers als schnelle Hochdurchsatz-

Methode fiir die Bestimmung der OPP-Aktivitét in Pflanzen.
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Abbildung 21: Messung der induktion des photosynthetischen Elektronentransportes (ETR) nach
einstiindiger Vorverdunklung der Linien cP2(67), cP2(83) und Xanthi in nicht-infizierten source-
Blittern. Die Messung erfolgte nach einstiindiger Vorverdunklung bei ambienten Bedingungen (fiir O,,
CO,) und einer aktinischen Lichtintensitdt von 280 pE mittels eines PAM-Fluorometers. Die Daten
reprasentieren Mittelwerte und Standardfehler aus 9 unabhéngigen Durchgédngen (n=9; +/- SE).

Neben den photosynthetischen Induktionsraten wurde auch die Gesamtkapatitit des
photosynthetischen Elektronentransportes (PET) ermittelt. Der PET war in source-Blittern
nach Isoenzymaustausch der G6PDH um ca. 5 % im Vergleich zum Xanthi erhoht (Abb.
22).
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3.1.3.6 Verinderungen von Hormongehalten in source-Blittern der Tabaksorte
Xanthi nach G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol

Durch den G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol waren die Gehalte aller gemessenen
Hormone tendenziell geringer. Hoch signifikant war diese Erniedrigung allerdings nur bei
zyklischen Jasmonsdurevorstufe Oxophytodiensdure (OPDA). Hier war der Gehalt in den
cP2-Linien etwa um die Hilfte niedriger und vergleichbar mit dem Wildtyp SNN (Abb.
23). Die Messwerte der Hormone Salicylsdure (SA), Auxin (indole acetic acid, IAA) und

OPDA befanden sich in den cP2-Linien dabei allerdings an der Nachweisgrenze.
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Abbildung 23: Messung von Hormongehalten in source-Blittern der Linien cP2(67), cP2(83) und
Xanthi- und SNN-Wildtyp. Die Messungen erfolgten in Kooperation mit Prof. Dr. Ivo Feussner und wurden
mittels HPLC-Tandem-Massenspektrometrie nach Ralhan et al. (2012) bestimmt. SA (Salicylsdure); IAA
(indole-3-acetic acid, Auxin); OPDA (Oxophytodiensdure); 120H-Ja-Ile [Derivat der Jasmonsdure (JA)];
ABA (Abscisinsdure); ABA-GE (Abscisinsdure-Glucoseester). Die Nachweisgrenzen fiir die einzelnen
Hormonmessungen sind durch eine rote Linie gekennzeichnet. Die Daten repriasentieren Mittelwerte und
Standardfehler aus 4 unabhingigen Durchgingen (n = 4; +/- SE).
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3.1.3.7 Anstieg der Prolingehalte in source-Blittern der Tabaksorte Xanthi nach
G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol

Als Schutzmechanismus gegen Trocken- und Salzstress akkumulieren einige pflanzliche
Organismen kompatible geloste Substanzen wie u.a. Mannit, Sorbit und Prolin, um die
osmotische Balance der Zelle aufrechtzuerhalten (Shabala & Pottosin, 2014). Prolin agiert
nicht nur als Osmotikum, sondern ist ein vielseitiges Molekiil in der abiotischen
Stressantwort und seine Akkumulation korreliert generell mit pflanzlicher Stresstoleranz
(siche Einleitung, Kapitel 1.3). In Kooperation mit Prof. Dr. Forlani von der Universitét
Ferrara in Italien wurde daher der Prolingehalt in Keimlingen nach NaCl-Behandlung, wie
bei Bates et al. (1998) beschrieben, gemessen. Nach G6PDH-Isoenzymaustasch im
Cytosol war der Gehalt an Prolin signifikant um das doppelte im Vergleich zum Xanthi
erhoht (Abb. 24). Nach NaCl-Behandlung stieg die Konzentration von Prolin auf mehr als
das dreizig bzw. fiinfzehnfache an (Abb. 25). Allerdings war der Unterschied zwischen den
cP2-Linien zum Xanthi-Wildtyp nicht mehr signifikant.
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Abbildung 24: Messung der Prolingehalte in source-Bliittern der Linien cP2(67), cP2(83) und Xanthi.
Die Prolinmessungen erfolgten an 45 Tage alten Keimlingen (14 h Licht bei 300 umol s m™). Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte aus insgesamt 12 getesteten Pflanzen, angegeben ist der Standardfehler. Die
Messungen erfolgten von Prof. Dr. Forlani von der Universitit Ferrara in Italien (n = 12; +/- SE).
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Abbildung 25: Messung der Prolingehalte in source-Blittern der Linien cP2(67), cP2(83) und Xanthi.
Die Prolinmessungen erfolgten an 45 Tage alten Keimlingen ohne NaCl-Behandlung (Kontrolle, Werte aus
Abb. 24) und an Keimlingen mit NaCl-Behandlung (48 h mit 150 mM NaCl). Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte aus insgesamt 12 getesteten Pflanzen, angegeben ist der Standardfehler. Die Messungen wurden
von Prof. Dr. Forlani an der Universitét Ferrara in Italien durchgefiihrt (n = 12; +/- SE).

3.1.3.8 Verinderungen der Biomasse, Samenkomposition und Samenqualitit der
Tabaksorte Xanthi nach Isoenzymaustausch der G6PDH im Cytosol

Alle bisherigen Daten deuteten auf eine Zuckerumverteilung in source-Blittern nach
G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol hin. Anstelle eines bevorzugten Zuckerexportes
akkumulieren Zucker in den Blittern und erhéhen die sink-Stiarke — ohne dabei die Photo-
syntheseleistung zu beeinflussen. Zu kldren war nun, ob und wie sich diese verdnderte
Versorgung mit Zuckern auf die gesamte Biomasseproduktion, die Qualitit, die Quantitit

und die Komposition des Saatgutes auswirkt.

3.1.3.9 Steigerung der Biomasseproduktion der Tabaksorte Xanthi nach Isoenzym-
austausch der G6PDH im Cytosol

Als Anhaltspunkt fiir die Biomasseproduktion der cP2-Pflanzen wurde das Frisch- und
Trockengewicht der Pflanzen bestimmt. Hierzu wurden Pflanzen im Gewichshaus nach
dreimonatigem Wachstum untersucht. Die oberirdischen Pflanzenbestandteile wie Blitter,
Spross und Bliitendolde wurden geerntet, gewogen (Frischgewicht) und drei Tage ge-
trocknet (Trockengewicht). Die ermittelten Frisch- als auch Trockengewichte sind in
Abbildung 26 zusammengefasst. Trotz vermindertem Zuckerexport (siche Abb. 18, Kapitel

3.1.3.2) waren weder Frischgewicht noch Trockengewicht der cP2-Pflanzen gegeniiber den
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Wildtypsorten erniedrigt. Das Frischgewicht und das Trockengewicht waren bei den

Supertransformanten sogar signifikant um ca. 15% im Vergleich zu Xanthi erhoht.
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Abbildung 26: Bestimmung der oberirdischen Biomasse. A) Das oberirdische Pflanzengewebe wurde fiir
die untersuchten Pflanzen nach dreimonatigem Wachstum im Gewidchshaus geerntet, gewogen und das
gesamte Frischgewicht bestimmt. B) Nach dreitdgiger Trocknung des Gewebes im Wérmeschrank bei 80°C
wurde das Trockengewicht der Pflanzen bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte fiir jeweils 4 Pflanzen
und der Standardfehler (n = 4; +/- SE).
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3.1.3.10 Saatgutqualitiat der Tabaksorte Xanthi nach G6PDH-Isoenzymaustausch im
Cytosol

Das Tausendkorngewicht (TKG) ist ein wichtiges Qualititsmerkmal fiir die Pflanzen-
ziichtung und wurde mit Hilfe des Prézisionszdhlers Elmor C3 und integrierter elek-
tronischer Waage bestimmt. Nach G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol war das TKG
und somit die Qualitdt des Saatgutes im Vergleich zum Wildtyp Xanthi um ca. 10% erhoht
(Abb. 27) und mit dem TKG der Sorte SNN vergleichbar.
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Abbildung 27: Bestimmung des Tausendkorngewichtes der Linien Xanthi, cP2(67), cP2(83) und SNN.
Das TKG wurde mit Hilfe des Prazisionszihlers Elmor C3, eines zusitzlichen Softwaremoduls und einer
elektronischen Waage bestimmt. Aus der gezéhlten Stiickzahl und dem Probengewicht wurde sofort das TKG
angezeigt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte und Standardfehler aus 6 unabhiangigen Durchgéngen (n = 6;
+/- SE).

Tausendkorngewicht [mg]

3.1.3.11 Samenkomposition

Um die verdnderte Samenqualitidt zu untersuchen wurde die Samenkomposition bei den
Transformanten im Vergleich zu Xanthi bestimmt. Die Proteingehalte der Samen zeigten
keine signifikanten Unterschiede (Daten nicht gezeigt). In Abbildung 28 sind die
Ergebnisse der Lipidgehaltmessungen abgebildet. Die cP2-Transformanten hatten einen
vergleichbaren Lipidgehalt und waren mit dem SNN vergleichbar. Xanthi hatte hingegen

weniger Lipide je Gramm Trockengewicht im Samen gespeichert.
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Abbildung 28: Bestimmung des Lipidgehaltes von Samen der untersuchten Pflanzen. Der Lipidgehalt
von Samen der Pflanzen Xanthi, cP2(67), cP2(83) und SNN wurde nach einem optimierten Protokoll von
Wingenter et al. (2010) gemessen. Die Daten reprasentiecren Mittelwerte und Standardfehler aus 3
unabhingigen Durchgéngen (n = 3; +/- SE).

3.1.3.12 Verinderung des Grundmetabolismus bei der Tabaksorte Xanthi nach Iso-
enzymaustausch G6PDH im Cytosol

Die Pflanzensorten cP2(67), cP2(83), SNN und Xanthi weisen nicht nur in der
Stressantwort Unterschiede auf, sondern scheinen sich auch im Grundmetabolismus zu
unterscheiden. Da der Stoffwechsel ein komplexes Netzwerk aus Biosynthesewegen mit
weit iiber 100.000 Metaboliten ist, ist eine Identifizierung von Unterschieden komplex
(vergleiche Ibanez et al., 2010). Mit Hilfe der Matrix-unterstiitzten Laser-
Desorption/Ionisation (MALDI) und einem Massenspektrometer mit Flugzeitanalysator
(time of flight, TOF) konnen metabolische Studien anhand von Massenanalysen
chemischer Verbindungen durchgefiihrt werden. Mit der MALDI-TOF-Analyse sollte
versucht werden, ein charakteristisches metabolisches Profil der Pflanzen zu erstellen und
sie somit voneinander abzugrenzen. Die Untersuchungen wurden in Kooperation mit Prof.
Dr. Dreisewerd (Leiter der Forschungsabteilung Biomedizinische Massenspektrometrie am
Institut fiir Hygiene der medizinischen Fakultit, WWU Miinster) durchgefiihrt. Analysiert
wurde das Massenprofil von nicht infizierten Blattproben aus source-Blittern 6 Stunden
nach Belichtung. In Abbildung 29 sind die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse
(principal component analysis, PCA) fiir die Pflanzen SNN, Xanthi, cP2(67) und cP2(83)
zusammengefasst. Die PCA ist ein mathematisches Verfahren, um die groBtmogliche
Varianz der Massenprofile zwischen Proben zu visualisieren und Datensdtze nach

Ubereinstimmungen zu gruppieren (Ibanez et al., 2010). Basierend auf der PCA-Analys
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wurden die Tabaksorten deutlich voneinander gruppiert. Die Gruppierung signalisiert
signifikante metabolische Unterschiede und somit wahrscheinlich eine verdnderte
Metabolitverteilung in den Pflanzen. Interessanterweise werden die resistente Sorte SNN
und die suszeptible Sorte Xanthi sichtbar getrennt, wohingegen die Linien cP2(67) und
cP2(83) nach G6PDH-Isoenzymausstausch nur ein leicht verdndertes metabolisches Profil

im Vergleich zu ihrer Mutterpflanze Xanthi zeigen.
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Abbildung 29: Hauptkomponentenanalyse der MALDI-TOF-Untersuchung. Hauptkomponentenanalyse
(PCA) der Pflanzen SNN, Xanthi, cP2(67) und cP2(83). Dargestellt ist der PC1 vs. PC2 Ergebnisplot einer
PCA-Analyse im Positiv-Modus von Kontrollproben der untersuchten Pflanzen. Jeder Punkt stellt die
unabhingige Messung einer Probe dar. Anhand des Programmes Rapidminer war eine metabolische
Gruppierung der Pflanzen moglich. Die Untersuchungen wurden in Kooperation mit Prof. Dr. Dreisewerd
(Leiter der Forschungsabteilung Biomedizinische Massenspektrometrie am Institut fiir Hygiene der
medizinischen Fakultdt, WWU Miinster) durchgefiihrt.

Die PCA analysiert und sortiert die detektierten Massen nach ihrer Varianz bzw. nach ihrer
Abweichung. In ersten Versuchen sollten die Massen, die mit der groBten Varianz zur
Gruppierung beigetragen haben, identifiziert werden. Dariliber hinaus den Metaboliten
zugeordnet und teilweise in Stoffwechselwege eingegliedert werden. In einer ersten

Analyse wurde Nikotin als Schliisselmetabolit mit der grofiten Abweichung zwischen den
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Pflanzensorten identifiziert. Die Abbildung 30 zeigt den vergroBerten Bereich der Massen-
spektren nach MALDI-TOF-Analyse fiir Nikotin (M/Z 164,11). Der Signalintensitéts-
vergleich zeigte Unterschiede zwischen den Pflanzen. Leider war es mit dem Analyse-
programm MoverZ nicht méglich die Y-Achsen der Graphen anzugleichen, deshalb sind
die Werte und nicht die Hohen der Ausschldge relevant. Die Supertransformanten zeigten
die hochste Signalintensitit, die Wildtypen hingegen deutlich niedrigere Werte, wobei
SNN die geringste Intensitdt zeigte. Anhand der Signalintensitit konnen in diesem Fall
quantitative Riickschliisse auf den Nikotingehalt gezogen werden. Demnach scheinen die
Transformanten, besonders cP2(67) am meisten Nikotin und SNN am wenigsten zu
produzieren. Nikotin ist ein Intermediat des Sekundérstoffwechsels und eine verstirkte

Akkumulation in den cP2-Pflanzen konnte ein Marker fiir eine erhohte OPP-Aktivitit sein.

M/Z:164.11 Nikotin
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Abbildung 30: Reprisentative Darstellung der Massensignalintensitit von Nikotin. Abgebildet ist das
Masse-/Ladungsverhéltnis (M/Z: 164,11) fiir die untersuchten Pflanzen cP2(67), cP2(83), Xanthi und SNN.
Die Daten stammen aus der PCA-Analyse der Pflanzen aus Proben nicht infizierter source-Blitter. Die
Abbildung wurde mit dem Programm MoverZ erzeugt.
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3.2 Erstellung der Doppeltransformanten

Um den zeitlichen Aufwand fiir die Erstellung von Transformanten mit einem G6PDH-
Isoenzymaustausch zu reduzieren und mehrere Pflanzensorten simultan transformieren zu
konnen, sollten die beiden Konstrukte pZM5 und pBinAR-cytG6PD-RNAI aus Scharte et
al. (2009) in einem bindren Doppelkonstrukt vereint werden. Das erfolgreich erstellte
bindre Doppelkonstrukt pZM6 wurde in die Wildtyppflanze Xanthi und in die transgene
Tabakpflanze SNN::cwINV stabil transformiert (Masterarbeit Sebastian Hassa, 2011). Die
erzeugten transgenen Blattscheiben bildeten das typische Kalluswachstum, jedoch
stagnieren sie in ihrer Entwicklung und zeigten kein Streckungswachstum.

Ein Sequenzvergleich zwischen den beiden G6PD-basierenden Sequenzen deckte zum Teil

homologe Sequenzbereiche zwischen dem cytRNAi- und cP2-Expressionskonstrukt auf

(Abb. 31).

cPhb2 GTAAAGGTACTACGTTCAATGAGACCAATAAAACTTGAAGATGTGGTGATAGGACAGTAC 1179

cytG6PDH GTTAAGGTTCTTCAATCAATGCTTCCAATTAAAGATGAAGAGGTTGTTCTTGGACAATAT 1032
Kk kKKK hk ks kAAKkkk | skkkkKokkk sRKKKKE Kk Ak kg Akkkk KK

cPhb2 AAGAGCCACAGCATAGGAGGAGTCACTTATCCAAGCTATACTGATGATAAAACTGTGCCA 1239

cytG6PDH GAAG-————————————————————————————— GCTATAAGGATGACCCAACGGTTCCT 1062
KL KkKKKK | KkkAK | KKK Kk Kk

cP2 AAAGGTAGTCTGACCCCGACATTTGCAGCTGCTGCACTCTTCATCGACAATGCAAGATGG 1299

cytG6PDH GACAACTCAAATACTCCTACTTTTGCAACTATGGTTTTACGCATACACAATGAAAGATGG 1122
LKL nLn Kk kk kkakkkkkk KKk k2 k| kkk | KkkkKA KkkKAKK

cP2 GATGGTGTACCTTTTCTAATGAAAGCTGGGAAAGCACTAAACACCCGAAGTGCGGAGATA 1359

cytG6PDH GAAGGTGTGCCCTTTATAATGAAGGCTGGAAAAGCACTAAATTCAAGAAAAGCAGAAATA 1182

kk o khkkhkk Kkhk kkhkk hhkhkkhkkhk hhkkkk hhkkkhkkkkkkk ok kkk o kk kK Kkk

cPk2 AGAGTCCAGTTCAGGCATGTGCCTGGAAATTTATATAACCGGAATTCTGGTACTGATCGT 1419

cytG6PDH CGAGTGCAGTTTAAGGATGTTCCTGGTGATATATTTAGATG-—-——-—————————— TAAA 1227
.**** * Kk Kk ok *.* * Kk K *****:.**:***:**.~ * *.~:

cPk2 GATCAGACCACAAATGAGCTTGTCATCCGCGTCCAACCTGATGAAGCTATCTATTTGAAA 1479

cytG6PDH AAGCAGGGGAGAAATGAGTTTGTTATACGCCTCCAGCCTTCAGAAGCCATGTACATGAAG 1287
.* ***. * kkkkkkk kkkk **.*** ****.*** ':***** * Kk kK :****.

cPk2 ATCAACAACAAGGTCCCTGGTTTAGGAATGAGATTAGATCAGAGTAACTTAAATCTTCTC 1539

cytG6PDH CTTACGGTCAAGAAGCCTGGGCTTGAAATGTCAACTGTTCAAAGTGAATTAGACCTG-TC 1346
.* *. .:****.: Kk ok ok ok *:*.****: *: :*:***.***.*.***.* * K * K

cP2 TATTCAGCAAGGTATTCAAAGG----AGATTCCAGATGCATATGAGAGGCTTTTGTTAGA 1595

cytG6PDH ATATAGGCAGCGTTATCAAGGGGTTGTCATTCCAGAGGCTTATGAACGTCTGATTCTCGA 1406

..k * KKk Kk e kKkkKk KKk s kkkkkAkKhK Kk kkhkkk * kK ek * kK

Abbildung 31: Sequenzausschnitt aus dem Alignment zwischen der cytosolischen G6PDH-Sequenz von
N. tabacum (cytG6PDH) und der cP2 G6PDH-Isoform At1g24280 (P2) von A. thaliana. Die Sequenzen
wurden zur Erstellung der Plasmide pZM5 und pBinAR-cytG6PD-RNAi verwendet (Scharte et al., 2009).
Die rot markierten Sequenzbereiche kennzeichnen die verwendeten Primerbindestellen, mit denen das
cytosolische G6PDH-Fragment (324 bp) fiir das bindre RNAi-Konstrukt amplifiziert wurde (Scharte et al.,
2009).

Dies erklért die Beobachtungen aus Scharte et al. (2009), denn die modifizierte plastidire

G6PDH-Isoform (cP2) aus A. thaliana wurde auf Proteinebene nach Expression des
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RNAi-Konstruktes zur Reprimierung der endogenen cytosolischen G6PDH-Isoformen mit
gedrosselt.

Im Gegensatz zu Scharte et al. (2009) ist im bindren Doppelkonstrukt pZM6 das partiell
homolge RNAi-Konstrukt in unmittelbarer Nidhe zur modifizierten plastidiren G6PDH-
Isoform (cP2) platziert, womit eine vollstindige Reprimierung der cP2 denkbar wire
(Matzke & Matzke, 1995). Es wurde vermutet, dass die Blattscheiben daher keinen oder
nur noch einen sehr schwach aktiven cytosolischen OPP haben. Sie waren nicht

entwicklungsféhig.

3.2.1 Erstellung eines neuen RNAi-Konstruktes zur selektiven Reprimierung der
cytosolischen GO6PDH

Um eine mogliche Drosslung der cP2-Expression durch das cytosolische G6PDH-
RNAi-Konstruktes auszuschlieBen, sollte dieses im Zuge dieser Arbeit variiert werden.
Dabei wurde darauf geachtet, dass nur Sequenzbereiche mit geringerer Ubereinstimmung
zur cP2 die Grundlage des neuen RNAi-Konstruktes bilden und dadurch selektiv die
endogenen cytosolischen G6PDH-Isoformen reprimiert werden. Potenzielle Sequenz-
bereiche wurden im 5’UTR-Bereich identifiziert (Abb. 32), so dass eine erneute
Klonierung des RNAi-Konstruktes und dessen Einbringen in das neue Doppelkonstrukt
moglich waren. Mit den Primern Nr. 1 und Nr. 2 (sieche Material und Methoden, Tabelle 6)
wurde ein 200 bp Fragment von einem cytsolischen G6PDH cDNA-Klon (bereitgestellt

von Prof. A. von Schaewen) amplifiziert.

cP2 GTTGTCGTGCAAGATGGATCAGTAGCCACCGAG-———————— TCAAGCTCGTCCGAGGAG 51

cytG6PDH GGCGTCTCACAATTT-CTTCAGAAATCACAAGGTTGGATTGATCATACTTCGCTGAGTTG 59
X kkkkkk ok s kkkk ek kkKk K Kkok . KKk X kkKk .k

cP2 GCG-AAAGATG---TAGGGGTGTTAACGATTCCTTCA-CTTGAAGCTG-————— ACAAGG 100

cytG6PDH AGGGTGAGCTGGTTGTGAGGCCTTGAAGATGGCAGCATCATGGTGCATTGAAAAAAGGGG 119
R S Sk kK kk ok kkk ke kK kakk | sokk kK

cP2 TTGTAGCAGAGTC-—————————— TGATGGCGGTGAACAACTTTCAACAG-—————— TTAG 143

cytG6oPDH TTCTATTCGGCTCGACTCTTTTAGAGATAATGATAATATACCTGAAACTGGGTGTCTTTC 179
Kk KAk Kk kkk kK ke akKk K Akk.k k.

cP2 TATCACGGTGGTGGGAGCTTCTGGTGATCTTGCCAAGAAGAAAATATTCCCAGCTCTTTT 203

cytG6oPDH CATTATTGTTCTTGGTGCTTCTGGTGATCTTGCCAAGAAGAAAACTTTTCCTGCGCTCTT 239

**x X * * Kk ok k e kA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak, kK *keokk **%k %%

Abbildung 32: Sequenzausschnitt aus dem Alignment zwischen der cytosolischen G6PDH-Sequenz von
N. tabacum (cytG6PDH) und der cP2 G6PDH-Isoform At1g24280 (P2) von A. thaliana. Die rot
markierten Sequenzbereiche kennzeichnen die verwendeten Primersequenzen (siche Material und Methoden,
Tab. 6 Primer:1/2), mit denen das cytosolische G6PDH-Fragment fiir das neue bindre RNAi-Konstrukt
amplifiziert wurde.
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Das amplifizierte Fragment wurde iiber BamHI/Sall in den leeren pUC-RNAi-Vektor
ligiert (Chen et al., 2003). Zur Erlangung der fiir RNAi-Konstrukte charakteristischen
gegenldufigen Orientierung der DNA-Fragmente wurde das cytG6PDH-Fragment
(cytG6PD, 200 bp) mit BamHI/Sall aus dem Ausgangsvektor geschnitten. Da BamHI zu
Bglll und Sall zu Xhol kompatible Enden hat, konnte das Fragment anschlieend in den
Xhol/Bglll gedftneten pUC-RNAI-1xcytG6PD _200bp Vektor ligiert werden.

Mit einem Pstl-Testschnitt wurde die Aufnahme des zweiten cytosolischen
G6PDH-Fragmentes bestdtigt (Abb. 33 A). Bei erfolgreicher Ligation des zweiten DNA-
Fragmentes sollte ein ca. 600 bp Fragment (dsRNAi-Kassette mit Intron) aus dem Vektor
herausfallen. Dies war fiir die Klone Nr. 1 bis 6 und 8 der Fall. Der Klon 7 hatte das zweite
200 bp Fragment nicht aufgenommen und zeigte wie die Negativ-Kontrolle pUC-
RNAi-1xcytG6PD 200bp nur ein 400 bp Fragment. Der erstellte Vektor triagt die
Bezeichnung pUC-RNAi-2xcytG6PD 200bp. In Abbildung 33 B ist eine schematische
Darstellung der RNAi-Kassette des pUC-RNAi-2xcytG6PD 200bp gezeigt.

pUC-RNAi-2xcytG6PD_200bp

Pstl
BamHI
Sall
Pstl

cytG6PD-as > | Intron | cytG6PD-sense
200 bp 200 200 bp
<—————— dsRNAi-Kassette ——— >

Abbildung 33: Testschnitt des Vektors pUC-RNAi-2xcytG6PD_200bp mit PsfI. A) Bei erfolgreicher
Ligation des zweiten cytosolischen G6PDH-Fragmentes muss ein ca. 600 bp Fragment (dsRNAi-Kassette mit
Intron) aus dem Vektor herausfallen. Dies ist fiir die Klone Nr. 1 bis 6 und 8 der Fall. Der Klone Nr. 7 und
die Negativ-Kontrolle (K) pUC-RNAi-1xcytG6PD_200bp haben das Fragment nicht. Bei ihnen ist ein ca.
400 bp Fragment, bestehend aus Intron und dem 1. cytG6PD-Fragment sichtbar. Die obere Bande entspricht
dem Vektorriickgrat pUC-RNAI (2692 bp). B) Schematische Darstellung der neuen dsRNAi-Kassette pUC-
RNAi-2xcytG6PD_200bp.

3.2.2 Das neue Doppelkonstrukt pZM8

Die weitere Klonierung des Doppelkonstruktes erfolgte wie in der Masterarbeit von Hassa
(2011) beschrieben und ist schematisch in Abbildung 34 dargestellt. Uber die
Pstl-Schnittstelle wurde die dsRNAi-Kassette des pUC-RNAi-2xcytG6PD _200bp in den
pBSK-P-MAS T-35S eingebracht. Mit HindlIl/Sacl wurde das Fragment bestehend aus
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MAS-Promotor (P-MAS), 35S-Terminator (T-35S) und dsRNAi-Kassette aus dem Vektor
pBSK-cytRNAi-Kassette 200bp geschnitten und in den mit Hindlll/Sacl gedffneten
pZM5 MutSacl ligiert. Der erstellte Vektor tragt die Bezeichnung pZMS8 und représentiert

das fertige, neue bindre Doppelkonstrukt. Der Vektor wurde mittels Sequenzierung

iiberpriift (siche Anhang).

Pstl
BamHI
Sall
Pstl

/
PUC-RNAIi-2xcytG6PD_200bp oytGepD-as ) [Intron]{ cytG6PD-sense

200 bp 200 bp
200 bp
3 _ —
c =i ©
T d 2

pBSK-P-MAS_T-355

— Sacl

i

629 bp 259 bp

Hindlll
Pstl

— Pstl
Xbal
Sacl

pBSK-cytRNAiKassette_200bp
P-MAS as " in ” sense |—

HindlIl
Sacl
Smal

EcoRl
Smal
BamHI

Pstl /

PZM5_MutSacl > P2 >

RB P-358 1600 bp ocs P-NOS NOS LB

Abbildung 34: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie zur Erstellung eines neuen binéiren
Doppelkonstruktes fiir N. tabacum. Aus dem Vektor pUC-RNAi-2xcytG6PD 200bp wurde die
dsRNAi-Kassette (600 bp) iiber Ps¢I in den pBSK-P-MAS T-35S Vektor kloniert. AnschlieBend wurde die
cytRNAi-Kassette (1488 bp), bestehend aus P-MAS, dsRNAi-Kassette und T-358S iiber HindIll/Sacl in den
pZMS5_MutSacl-Vektor eingefiigt (= pZM8). Abbildung verdndert nach Prof. A. von Schaewen.

3.2.2.1 Transformation des neuen Doppelkonstruktes pZM8

Die Pflanzensorten Xanthi, SNN und SNN::cwINV wurden mit dem Doppelkonstrukt
pZMS transformiert und die erzeugten Blattscheiben auf festes mit Plasmid-spezifischen
Antibiotika versetztes Murashige-Skoog-Medium (MS-Medium) mit 2% Saccharose
ausgebracht. Zur Sprossbildung enthielt das Medium die Hormone BAP
(6-Benzylaminpurin) sowie NAA (1-Naphtylessigsdure). Nach Ausbildung von
Primérblattern wurden die Pflanzen auf hormonfreiem MS-Medium (2% Saccharose) steril

kultiviert und iiber Kopfstecklinge vereinzelt. Der Transformationserfolg wurde anhand
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von Western-Blot-Analysen mit Antikorpern gegen das cP2-Protein (o-H3) und der
cytosolischen G6PDH (a-cyt) analog zu Scharte et al. (2009) iiberpriift. Pflanzen mit einer
hohen cP2-Expression bei gleichzeitiger Drosselung der endogenen cytosolischen
G6PDH-Expression wurden als Trager des Doppelkonstruktes angesehen. Die Ergebnisse
der genetischen Merkmalsverteilung sind in Abbildung 35 zusammengestellt.

Insgesamt konnten 91 Transformanten flir Xanthi::cP2 cytRNAi 200bp, 58 fiir
cwWINV::cP2 cytRNAi 200bp und 63 fiir SNN::cP2 cytRNAi 200bp regeneriert werden,
von denen etwa 40% das cP2-Konstrukt iiberexprimierten aber nur ca. 19% die
cytosolische G6PDH-Isoform repremierten. Tréger eines funktionellen Doppelkonstruktes
waren letztendlich 6 Xanthi::cP2 cytRNAi 200bp, 4 SNN::cwINV::cP2 cytRNAi 200bp
und 12 SNN::cP2 cytRNAi 200bp Transformanten. Zur Vereinfachung werden die

Doppeltransformanten wie in Tabelle 17 aufgelistet abgekiirzt.

Xanthi::cP2_cytRNAi_200bp SNN::cwINV::cP2_cytRNAi_200bp SNN::cP2_cytRNAi_200bp
100
90
- 80
£ 70
g 60 mcP2
c
g 50 M cyt.-G6PDH reprimiert
-E 40 M Doppelkonstrukt
§ 30
=
20
10
0
Xanthi::cP2_cytRNAi_200bp: SNN::cwlINV::cP2_cytRNAi_200bp: SNN::cP2_cytRNAi_200bp:
6 Pflanzen positiv 4 Pflanzen positiv 12 Pflanzen positiv

Abbildung 35: Merkmalsausprigung der Doppeltransformanten. Die regenerierten Blattscheiben der
zuvor mit dem Doppelkonstrukt pZM8 transformierten Pflanzensorten SNN, Xanthi und SNN:cwINV
wurden mittels Western-Blot-Analysen auf P2 und cytosolische G6PDH Signale getestet. Insgesamt wurden
91 Xanthi::cP2_cytRNAi, 58 SNN::cwINV::cP2 cytRNAi und 63 SNN::cP2 cytRNAi-Transformanten von
denen 6 Xanthi::cP2 cytRNAi, 4 SNN::cwINV::cP2 cytRNAi und 12 SNN::cP2 cytRNAi das Doppel-
konstrukt funktionell ausprigten. Angeben ist die prozentuale Merkmalsausprigung bezogen auf die
Gesamtanzahl regenerierter Sprosse je Pflanzensorte.

Tabelle 17: Ubersicht iiber die Bezeichnung der erstellten Doppeltransformanten. Zur Vereinfachung
werden die Doppeltransformanten abgekiirzt.

Doppeltransformante Abkiirzung
Xanthi::cP2_cytRNAi 200bp X::cP2
SNN::cP2 cytRNAi 200bp SNN::cP2

SNN::cwINV::cP2 cytRNAi 200bp cwINV::cP2
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3.2.2.2 Charakterisierung der Doppeltransformanten X::cP2

Um die Expression des Doppelkonstruktes in den Gewebekulturpflanzen (T0) X::cP2 zu
bestitigen, wurden diese mit Western-Blot-Analysen {berpriift. Die Ergebnisse sind
exemplarisch in Abbildung 36 zusammengefasst. Fiir die Analyse wurden 25 pg
Gesamt-Protein der Linien mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Zunichst wurde ein gegen die
cytosolischen G6PDH-Isoformen gerichteter Antikorper (o-cyt) verwendet (Abb. 36 A).
Als zweiter Antikdrper wurde ein goat-anti-rabbit (HRP-Konjugat) der Firma Bio-Rad
(Miinchen) verwendet und die Membran mit einer ECL-Losung entwickelt. Nach
Entfernung der gebundenen Antikdrper erfolgte eine erneute Entwicklung der Membran
mit einem Antikorper gegen die P2-Isoform (a-H3) (Abb. 36 C). Der gleichmiBig
aufgetragene Proteingehalt konnte anhand der Proteinfirbung mit Ponceau S auf der
Membran abgeschétzt werden (Abb. 36 B). Mit dem gegen die cytosolischen Isoformen
gerichteten Antikorper konnte cytosolisches G6PDH-Protein bei den Linien #10, #13 und
#17 nur sehr schwach nachgewiesen werden. Wohingegen bei der Positiv-Kontrolle Xanthi

(Wt) und den anderen Linien eindeutige Signale bei 55 kDa und 110 kDa detektiert

wurden.
X::cP2
Wt M _10 11 12 13 14 15 16 17

A 114{Da i '

a-cyt 72kDa

55 kDa -_— - -

B

C o-H3 +»

—— T . - -

Abbildung 36: Test der funktionellen Expression des Doppelkonstruktes in den jeweiligen Trans-
formanten durch Western-Blot-Analyse. Aufgetragen wurden je 25 ng Gesamtprotein aus source-Blittern.
A zeigt die ECL-Entwicklung des Blots mit einem spezifisch gegen die cytosolischen G6PDH-Isoformen
gerichteten Antikorper (a-cyt; von Schaewen et al., 1995). Cytosolisches G6PDH-Protein konnte bei den
Linien #10, #13 und #17 nicht nachgewiesen werden. B zeigt die gleichmdBige Beladung des Gels durch
Féarbung der Proteine mit Ponceau S anhand der groBen RubisCO-Untereinheit. C zeigt die ECL-Entwicklung
des Blots mit einem spezifisch gegen P2-Isoformen gerichteten Antikorper (a-H3; Wendt et al., 2000). Als
Positiv-Kontrolle wurde dem Marker das zur Antikorperherstellung gereinigte H3-Protein beigemischt,
welches einem Strep-Tag hat (+). Bis auf die Linien #13, #16 und der Negative-Kontrolle Xanthi Wt wurde
cP2-Uberexpression erkannt. Linien #10 und #17 zeigten sowohl cP2-Expression als auch eine gedrosselten
cytosolische Proteinmenge und wurden deshalb weiter verwendet. M: Molekularmassenstandard; angegeben
sind apparente Massen um 110 kDa, 72 kDa und 55 kDa (PageRuler Prestaind Protein Ladder, MBI
Fermentas, St. Leon-Rot.
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Die cytosolische G6PDH hat ein Molekulargewicht von ca. 55 kDa, somit scheint die
Bande bei 110 kDa ein Proteindimer zu sein (miindliche Mitteilung Prof. A. von
Schaewen). Mit dem spezifisch gegen die P2-Isoform gerichteten Antikorper a-H3 wurde
die cP2 bei fast allen Linien bis auf #13, #16 und der Negative-Kontrolle Xanthi (Wt) nicht
erkannt (Abb. 36 C). Als Positiv-Kontrolle wurde dem Marker das zur Antikorper-
herstellung gereinigte H3-Protein, welches einem Strep-Tag hat, verwendet (Wendt et al.,
2000). Die X::cP2 Linien #10 und #17 zeigten sowohl cP2-Uberexpression als auch
gedrosselte cytosolische G6PDH-Proteinmengen und wurden deshalb als Triger eines

funktionellen Doppelkonstruktes angesehen.

3.2.2.3 Interaktion zwischen P. nicotianae und den Doppeltransformanten X::cP2

Um die Funktionalitdt des Doppelkonstruktes pZMS8 zu iiberpriifen wurden zunéchst die
Doppeltransformanten X::cP2 #10 und #17 auf Interaktion mit P. nicotianae untersucht.
Zu diesem Zweck wurden Zoosporen von P. nicotianae in source-Blitter eingespritzt. Der
Infektionsverlauf wurde zu dem Zeitpunkt 6 hpi mikroskopisch dokumentiert. Das
Experiment sollte Aufschluss dariiber geben, ob das Doppelkonstrukt die Toleranz &hnlich
wie die zweifache Transformation der zuvor beschriebenen Xanthi-Pflanzen cP2(67) und
cP2(83) verbessern kann. Der Zelltod wurde mit Hilfe von Propidium-lodid am cLSM, wie
in dem Kapitel 3.1.1.1 beschrieben, untersucht. Die quantitative Auswertung der Zelltod-
bilder ergab fiir den Wildtyp Xanthi die niedrigste Zelltodrate (Abb. 37). Im Vergleich
dazu, war die Zelltodrate bei den Transformanten #10 und #17 ungefahr verdoppelt. Diese
Beobachtung deutet indirekt auf eine schnellere und verstirkte pflanzliche Abwehr gegen

das Pathogen hin.
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Anteil tote Zellen [%]

Xanthi X::cP2 #10 (T0) X::cP2 #17 (TO)

Abbildung 37: Quantitative Auswertung der cLSM-Bilder zur Bestimmung der Zelltodraten.
Angegeben ist der prozentuale Anteil toter Zellen pro Bild fiir die Doppeltransformanten X::cP2 #10 und #17
sowie des Wildtyps (Xanthi) nach Infektion der source-Blatter mit P. nicotianae (6 hpi). Die
lasermikroskopischen Aufnahmen wurden bei einer Anregung von 488 nm erstellt. Eine Farbung des
Zellkerns oder der gesamten Zelle mit Propidium-lodid (blaue Fluoreszenz, E: 590-650 nm) wurde als
Indikation fiir Zelltod gewertet. Insgesamt wurden 7-12 Pflanzen je Sorte untersucht und je Pflanze 33
cLSM-Bilder aufgenommen. Dargestellt sind die Mittelwerte toter Zellen aus allen cLSM-Bildern und der
Standardfehler (n = 7-12; +/- SE).

Die quantitativ verbesserte Abwehr bei den Doppeltransformanten X::cP2 der Linien #10
und #17 konnte auch makroskopisch 48 Stunden nach Interaktion zwischen P. nicotianae
und den Transformanten beobachtet werden. Die HR-Lisionen waren am Infektionsort gut
ausgeprigt, so dass das Ausmall der Bildung von hypersensitiven Lédsionen 48 Stunden
nach Infektion im primédren Infektionsbereich untersucht werden konnte (Abb. 38 A). Das
Ausmal der Lasionsauspragung in den Infektionsorten wurde in die Kategorien suszeptibel
(keine Reaktion), intermedidr (weniger als 35% nekrotisch) und resistent (35-80%
nekrotisch) nach Referenzwerten eingeteilt. Die Doppeltransformanten zeigten
vergleichbar starke Bildung von Lisionen. Dabei war die HR-Auspriagung starker als bei

der Mutterpflanze Xanthi.
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Abbildung 38: Interaktion zwischen P. nicotianae und den untersuchten Pflanzen. A, Referenzwerte zur
vereinfachten Einteilung der HR in Kategorien nach 48 hpi. Die Qualitét der Lésionen in den Infektionsorten
wurde in die Kategorien suszeptibel (keine Reaktion), intermedidr (weniger als 35% nekrotisch) und resistent
(35-80% nekrotisch) nach Referenzwerten eingeteilt. B, HR-Lésionenauspragung bei den Transformanten
X::cP2 #10 und #17 und Xanthi zum Zeitpunkt 48 hpi aus je drei unabhingigen Infektionsreihen.

Die Untersuchung zur Auswirkung der Infektion mit P. mnicotianae an den neu erstellten
Doppeltransformanten X::cP2 #10 und #17 und dem suszeptiblen Xanthi Wildtyp konnte
einen signifikanten Unterschied in der Abwehrreaktion aufzeigen. Die neuen
Doppeltransformanten zeigten wie die 2-fach Transformanten cP2(67) und cP2(83) eine
hohere Zelltodrate und auch vollstindige HR-Auspragung im Gegensatz zu Xanthi
(vergleiche mit Abb. 8). Diese Parameter sind Indizien fiir eine schnellere und effizientere
Aktivierung der Abwehrprozesse bei den neuen Doppeltransformanten. Das Doppel-
konstrukt pZM8 kombiniert somit die Eigenschaften der 2-fachen Transformation mit

pZMS5 und pBinAR-cytG6PD-RNA..

3.2.3 Einfluss der zuckerhaltigen Anzucht auf den Kohlenhydratstatus bei SNN

Aus Voruntersuchungen an Tabakpflanzen wurde wihrend dieser Arbeit bekannt, dass
Saccharose-haltige Néahrboden den Zuckerspiegel von Pflanzen beeinflussen. So hatte
Philipp Lemke im Rahmen eines Forschungsmodules (2013) Tabakpflanzen der Sorte SNN

unterschiedlichen Anzuchtbedingungen unterzogen und die Kohlenhydratkonzentrationen
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der source-Blitter bestimmt. Interessanterweise war der Glucosegehalt bei Pflanzen die
nur auf Erde gewachsen waren am geringsten (Abb. 39). SNN-Pflanzen, die auf
MS-Medium mit 2% Saccharose keimten, vier Wochen lang auf diesem Medium kultiviert
wurden und dann auf Erde 6 Wochen weiterwuchsen, wiesen einen héheren Glucosegehalt
auf. Diese Anzucht entsprach der laborgéngigen Selektion von transgenen Tabaksamen, in
diesem Fall allerdings ohne Antibiotika. Die hochste Glucosekonzentration zeigten
Pflanzen, die dauerhaft (als Erhaltungskultur) bei 2% Saccharose auf MS-Medium
wuchsen und bei Bedarf als Kopfsteckling in Erde libertragen wurden. Diese Pflanzen
werden als Gewebekulturpflanzen bezeichnet und sind géngige Dauerkulturen in unserem

Labor. Die Fructose- und Saccharosegehalte zeigten gleiche Tendenzen.
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Abbildung 39: Kohlenhydratgehalte von SNN-Wildtyppflanzen aus verschiedener Anzucht. Bestimmt
wurden die Konzentrationen (pmol/m?) an Glucose, Fructose und Saccharose von SNN in Abhingigkeit zum
Néhrmedium. In rot sind SNN-Pflanzen aus Erdanzucht (n = 5), in orange SNN-Pflanzen (n = 4) aus
Plattenanzucht und in gelb SNN-Pflanzen aus Gewebekultur (n = 1) aufgetragen. Abbildung veridndert nach
Philipp Lemke (2013).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Kultivierungsdauer auf zuckerhaltigem Néhrmedium den
Kohlenhydrathaushalt von Tabakpflanzen langfristig beeinflussen kann. Hierbei steigt die
nachweisbare Kohlenhydratkonzentration der source-Blitter proportional zur Dauer mit

der die Pflanze auf einem zuckerhaltigen Néhrboden angezogen worden sind. Demzufolge
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scheint es wichtig, die Anzuchtbedingung von zu vergleichenden Pflanzen aufeinander
abzustimmen, um den Vergleich von Daten zu erméglichen.

Da Zucker in einer Vielzahl von metabolischen und Signalwegen in Pflanzen beteiligt sind
und als priming-Molekiile in der Immunantwort angesehen werden (Bolouri-Moghaddam
& Van den Ende, 2012), muss die Pflanzenkultivierung auf die Fragestellung des
Experimentes abgestimmt werden. Nur so konnen mogliche Effekte der Merkmals-
auspragung in transgenen Pflanzen und nicht der Zuckerkultivierung zugeschrieben
werden.

Da ein Zusammenhang zwischen Kohlenhydratstatus und Stressresistenz bekannt ist, sind
auch Einflisse der Anzuchtbedingung auf das Resistenzniveau einer Pflanze
wahrscheinlich. Fiir die weiteren Charakterisierungen sollte der priming-Effekt durch
Zucker minimiert werden, indem die Samen der TO-Generation nicht wie iiblich auf
MS-Medium mit 2% Saccharose selektioniert, sondern direkt auf Erde keimen gelassen

wurden. Die Selektion erfolgte ausschlieBlich iber Western-Blot-Analysen.

P2 P-MAS ~={ cytGePp-as | | cytGePDse

RB P35S 1600 bp ocCs 629 bp 200bp  200bp  200bp 259bp PNOS NOS
LB

TO Ve T1 ~N
% X::cP2

- %
Xanthi e s o o )
il o A

SNN::cwINV =) o s s CWINV::cP2

SNN % Samen % = SNN::cP2
Al N

Gewebekultur

Abbildung 40: Transformation von Tabak mit dem Konstrukt pZMS8. Uber eine Blattscheiben-
transformation wurde das erstellte Doppelkonstrukt pZM8 in die Tabaksorten Xanthi und SNN stabil
transformiert. Dariiber hinaus wurde das Konstrukt pZMS8 in die transgene Tabakpflanze SNN::cwINV
transformiert. Nach erfolgter Transformation wurden die Blattscheiben auf festes mit Plasmid-spezifischen
Antibiotika versetztes MS-Medium (2% Saccharose) ausgebracht. Zur Sprossbildung enthielt das Medium
die Hormone BAP (6-Benzylaminpurin) sowie NAA (1-Naphtylessigsdure). Nach Regeneration wurden die
Pflanzen mit spezifischen Antikérpern anhand von Western-Blot-Analysen getestet, zur Saatgutbildung in
Erde gepflanzt. Die Folgegenerationen wurden direkt auf Erde keimen gelassen und wiederum mittels
Western-Blot-Analysen bonitiert.
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3.3 Charakterisierung der cwINV::cP2-Doppeltransformanten

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Doppeltransformanten cwINV::cP2 der T1-Gene-
ration in Grundziigen analysiert und die Auswirkungen des Isoenzymaustausches auf den
Metabolismus untersucht werden. Um zu iiberpriifen, ob die Pflanzen der T1-Generation
das pZMS8-Konstrukt tragen, wurden wie zuvor (siche Kapitel 3.2.2.2) beschrieben
Western-Blot-Analysen mit den Antikorpern gegen das cP2 und die cytosolische G6PDH
durchgefiihrt. Abbildung 41 zeigt die Antikorperdetektion exemplarisch fiir einen
Analysedurchgang. Die getesteten Pflanzen der Linie #1 und #11 exprimierten alle das
cP2-Protein (Abb. 41 A). Mit dem spezifischen Antikdrper gegen die cytosolische
G6PDH-Isoformen war Protein nachweisbar, im Vergleich zu den Positiv-Kontrollen
cwINV und SNN war die Proteinmenge aber geringer (Abb. 41 B). Da die aufgetragene
Gesamtproteinmenge (25 pg) bei allen Proben identisch war (siehe Farbung mit Ponceau
S), sind die Pflanzen fiir cytosolische G6PDH gedrosselt. Die Pflanzen 2, 3, 4, 5, 7, 8, und
10 wurden als funktionale Triger des Doppelkonstruktes angesehen und fiir weitere

Versuche verwendet.

cwINV::cP2 %;
S <
#1 #11 s S
A M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
a-H3 - S — —— " —_—
Ponceau$
5
S <
L #1 #11 s S
B 1 M2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
a-cyt — S AR G SN R O - -
Ponceau$

Abbildung 41: Bestiitigung der Expression des Doppelkonstruktes pZMS8 in den jeweiligen Trans-
formanten durch Western-Blot-Analysen. Aufgetragen wurden je 25 pg Gesamtprotein aus source-
Blittern. A zeigt die ECL-Entwicklung des Blots mit einem spezifisch gegen die P2-Isoform gerichteten
Primérantikorpers (a-H3). Als Positiv-Kontrolle wurde dem Marker (M) das zur Antikorperherstellung
gereinigte H3-Protein, welches einem Strep-Tag hat, zugefiigt. Alle Pflanze der Linien #1 und #I11
exprimieren cP2. B zeigt die ECL-Entwicklung des Blots mit einem spezifisch gegen die cytosolischen
G6PDH-Isoformen gerichteten Primérantikdrper (o-cyt). Die cytsolische G6PDH ist im Vergleich zu den
Positiv-Kontrollen SNN und cwINV in den Transformanten unterschiedlich stark gedrosselt. Die Pflanzen 2,
3,4,5,7, 8, und 10 wurden als funktionelle Trager des Doppelkonstruktes angesehen und sind in weitere
Versuche eingegangen. Die jeweiligen Féarbungen mit Ponceau S der grolen RubisCO-Untereinheit zeigen
die gleichmiBige Beladung des Gels an.
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3.3.1 Messung der cwINV-Aktivitiit

Die Zellwand-Invertase (cell wall invertase, cwINV) wurde in der Tabaksorte SNN
reprimiert und die Enzymaktivitit war in den source-Blittern der Transformanten
SNN::cwINV bis zu 90% reduziert (Essmann et al., 2008). Um zu iiberpriifen, ob die
Transformation des Doppelkonstruktes pZM8 die cwINV-Aktivitit der Pflanzen
beeinflusst, sollte diese bestimmt werden. Wie aus Abbildung 42 ersichtlich, hat der
Isoenzymaustausch die cwINV-Aktivitit nicht signifikant beeinflusst. Die Doppel-
transformanten cwINV-cP2 wiesen wie die Mutterpflanze eine gedrosselte Enzymaktivitét

auf.

600 -
500 + I
400 -
300 -
200 -

100 - I - I
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O T T T 1
SNN SNN::cwINV cWINV::cP2 #1 (T1) cwINV::cP2 #11 (T1)

Abbildung 42: Aktivitit der Zellwand-Invertase in source-Blittern der untersuchten Tabaksorten. Die
Aktivitdt der cwINV in source-Blittern wurde bei den Transformanten cwINV::cP2 #1, cwINV::cP2 #11,
SNN und SNN:cwINV bestimmt. Die Daten reprisentieren Mittelwerte und Standardfehler aus 4
unabhéngigen Durchgéngen (n = 4; +/- SE).

3.3.2 Abwehrreaktion der cwINV-Doppeltransformanten

Die transgenen Tabakpflanzen SNN:cwINV, in denen mittels RNAi-Konstrukt die
cwINV-Aktivitdt unterdriickt wurde, konnen die Infektion mit P. nicotianae nicht
erfolgreich abwehren. Im Gegensatz zum Wildtyp SNN erfolgt die Abwehrinduktion bei
SNN::cwINV verlangsamt und P. nicotianae bildet im Infektionsbereich Hyphen aus
(Essmann et al., 2008). Durch Reprimierung der cwINV wurde aus der hochresistenten
Tabaksorte SNN eine suzeptible, tendenziell vergleichbar mit Xanthi. Der Isoenzym-

austausch konnte die biotische und abiotische Stresstoleranz der suszeptiblen Sorte Xanthi
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verbessern. Um zu liberpriifen, ob der Isoenzymaustausch per se die Stresstoleranz erhdht,
wurden erste Charakterisierungen an den cwINV-Doppeltransformanten vorgenommen.

Abbildung 43 zeigt die Zelltodrate der cwINV::cP2 #11 und #1 zum Zeitpunkt 6 hpi. Die
Doppeltransformanten wiesen eine deutlich erhohte Zelltodrate als der SNN::cwINV auf.
Wurden bei der Mutterlinie SNN::cwINV weniger als 15% der Zellen im Zuge der HR
abgetotet, so waren es bei cwINV::cP2 #1 17% und bei cwINV::cP2 #11 22% der Zellen.
Die ersten Untersuchungen zeigen somit, dass der Isoenzymaustausch nicht nur die
Abwehr von Xanthi sondern auch die von SNN::cwINV gegeniiber P. nicotianae erhoht.
Weitere Abwehrparameter wie ROS-Freisetzung und Kallosebildung miissen jedoch noch
folgen, um die Abwehrprozesses bei den cwINV::cP2-Linien vollstindig zu dokumentieren

und zu charakterisieren.
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Abbildung 43: Quantitative Auswertung der cLSM-Bilder zur Bestimmung der Zelltodrate. Angegeben
ist die prozentuale Anzahl toter Zellen pro cLSM-Bildausschnitt fiir die Transformanten SNN::cwINV,
cwINV::cP2 #1 und cwINV::cP2 #11 nach Infektion der source-Blitter mit P. nicotianae (6 hpi). Die
lasermikroskopischen Aufnahmen wurden bei einer Anregung von 488 nm erstellt. Eine Féarbung des
Zellkerns oder der gesamten Zelle mit Propidium-lodid (blaue Fluoreszenz, E: 590-650 nm) wurde als
Indikation fiir Zelltod gewertet. Insgesamt wurden 13-30 Pflanzen je Sorte untersucht und je Pflanze 33
cLSM-Bilder aufgenommen. Dargestellt sind die Mittelwerte toter Zellen aus allen cLSM Bildern und der
Standardfehler (+/- SE).

3.3.3 Anreicherung von Kohlenhydraten in den cwINV-Doppeltransformanten

Eine charakteristische FEigenschaft der cP2-Pflanzen [cP2(67), cP2(83)] war die
metabolische Umsteuerung des Kohlenhydratgrundstoffwechsels (vergleiche Abb. 17 ).
Die cP2-Pflanzen akkumulierten vor allem Glucose in ihren source-Bléttern. Auch die

Blétter der cwINV-Doppeltransformanten #1 und #11 wiesen eine hohe Glucose-
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konzentration auf (Abb. 44). Sie lag bei den Linien #1 und #11 fast doppelt so hoch wie
bei der Ausgangstransformante SNN::cwINV. Im Gegensatz dazu waren die Fructose- und
Saccharosekonzentrationen tendenziell leicht erhoht. Die Ergebnisse festigten damit den
Eindruck, dass der Zuckerstoffwechsel durch G6PDH-Isoenzymaustausch modifiziert
wird. Diese Beobachtung wird besonders bei Betrachtung der Hexose/Saccharose-
Verhiltnisse deutlich (Abb. 45). Wie bei den urspriinglichen cP2-Pflanzen scheint die
sink-Starke bei den cwINV::cP2-Transformanten gegeniiber der cwINV-Mutterpflanze
erhoht. Leider war es bislang nicht mdglich weitere Parameter wie Saccharoseexport und

F2,6P,-Gehalte zu bestimmen.
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Abbildung 44: Kohlenhydratkonzentration in nicht-infizierten source-Blittern. Untersucht wurden der
Glucose-, Fructose- und Saccharosegehalt pro Blattfliche der Linien cwINV::cP2 #1, cwINV::cP2 #11, SNN
und SNN::cwINV. Angegeben ist das Mittel {iber den Tag aus 6 Messreihen und der Standardfehler (n = 6;
+/- SE).
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Abbildung 45: Berechnung der sink-Stirke von source-Blittern der untersuchten Tabakpflanzen.
Angegeben ist die sink-Stirke fiir cwINV::cP2 #1, cwINV::cP2 #1 und SNN::cwINV. Diese wurde aus dem
Verhiltnis von Hexosen zu Saccharose (siche Abb. 44) bestimmt. Je hoher der Wert desto hoher die
sink-Aktivitat.

3.4 Charakterisierung der SNN::cP2-Doppeltransformanten

Die Transformation der resistenten Wildtypsorte SNN mit dem neuen Doppelkonstrukt
sollte Aufschluss dariiber geben, ob die Resistenz der Pflanze durch den G6PDH-
Isoenzymaustausch noch weiter erhoht werden kann. In Abbildung 46 sind die ermittelten
Zelltodraten dargestellt. Der cytosolische G6PDH-Isoenzymaustausch in der Tabaksorte
SNN fiihrte sechs Stunden nach Infektion der transformierten Linie SNN::cP2 zu einer ca.
15%igen Erhohung der Zelltodrate im Vergleich zum SNN (Abb. 46). Vergleicht man
diese Steigerungsrate des SNN::cP2 mit der des Xanthi::cP2(67), so ldsst sich ebenfalls
eine 15%ige Erhohung der Zelltodrate feststellen. Hierdurch kann die Schlussfolgerung
gezogen werden, dass G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol die biotische Stresstoleranz

generell erhohen kann.
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Abbildung 46: Bestimmung der hypersensitiven Zelltodrate der untersuchten Tabakpflanzen.
Angegeben ist die prozentuale Anzahl toter Zellen pro cLSM-Bildausschnitt fiir die Transformanten
SNN::cP2, cP2(67) und den Wildtypen SNN sowie Xanthi nach Infektion von source-Bléttern mit P.
nicotianae. Als Grundlage dienten wie in Abb. 6 exemplarische dargestellte lasermikroskopischen
Aufnahmen. Insgesamt wurden 6 Pflanzen je Pflanzensorte untersucht und je Pflanze 33 cLSM-Bilder
aufgenommen. Dargestellt sind die Mittelwerte toter Zellen aus 6 unabhidngigen Messreihen aus allen cLSM-
Bildern und der Standardfehler (n = 6; +/- SE).
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4 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bekriftigten die Bedeutung der cytosolischen
G6PDH-Aktivitdt und damit des cytosolischen OPPs fiir die pflanzliche Stresstoleranz.
Durch einen Isoenzymaustausch der G6PDH im Cytosol kam es zu einer Erhéhung der
abiotischen sowie der biotischen Stresstoleranz in source-Blittern und keimenden Samen
(siche Ergebnisse). Diese erhohte Stresstoleranz geht mit einem verdnderten Grund-
stoffwechsel (konstitutiv aktivierten OPP, hohere Prolinkonzentration, Zucker- und
Stiarkegehalte, sowie erhohte sink-Stirke etc.) einher. Im Folgenden sollen nun die
Ursachen und Auswirkungen dieser Anderungen auf die Stresstoleranz und die

Biomasseproduktion der Tabakpflanzen diskutiert werden.

4.1 Verinderungen im Grundstoffwechsel von Tabakblittern und Samen

nach Isoenzymaustausch der GO6PDH im Cytosol

Durch den G6PDH-Isoenzymaustausch kommt es im Cytosol der Pflanze zu einem
konstitutiv aktivierten OPP, wie Messungen der photosynthetischen Induktion nach einer
Dunkelphase zeigten (Scharte et al., 2009 und Abb. 21). Diese Daten korrelieren mit
Messungen der Chlorophyll-a-Fluoreszenz und der Metabolitkonzentrationen von G6P und
6PG an cP2-Pflanzen (Scharte et al., 2009). Mit dieser Arbeit konnte somit gezeigt
werden, dass diese Verdnderungen {iber mehrere Generationen stabil bleiben. Durch diese
konstitutive OPP-Steigerung sollte den Tabak-cP2-Linien per se mehr NADPH zur
Verfligung stehen. NADPH ist ein wichtiger Co-Faktor fiir Elektronentransportwege und
anabolische Biosyntheseprozesse (Potters et al., 2010). Es fungiert u.a. als Elektronen-
donor fiir die Lipidsynthese und kénnte somit die erhohte Lipidkonzentration in den
Samen der cP2-Linien (siche Abb. 28) erkldren. In der Literatur gibt es zahlreiche
Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen OPP bzw. G6PDH, der NADPH-
Konzentration und der pflanzlichen Fettsiuresynthese (Ubersicht in Rawsthorne, 2002).
NADPH kann als wichtiger Co-Faktor das Redox-Gleichgewicht der pflanzlichen Zelle
beeinflussen. Eine Verschiebung des NADP/NADPH-Verhiltnisses in Richtung NADPH
kann kritisch fiir die apoplastiddre ROS-Produktion, fiir das Redox-Gleichgewicht und fiir
zahlreiche NADPH-abhédngige Enzyme sein (Zhang et al., 2009; Takahara et al., 2010;
Dietz & Pfannschmidt, 2011). Die Synthese von Prolin unter Verbrauch von NADPH in
Chloroplasten oder im Cytosol kann das Ungleichgewicht des Redox-Gleichgewichtes
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ausgleichen und nimmt daher eine wichtige Komponente im Redox-Gleichgewicht ein
(Verslues & Sharma, 2010). Die gemessene Prolinzunahme in den cP2-Transformanten
(Abb. 24) ist deshalb wahrscheinlich nicht nur eine Konsequenz der gesteigerten
NADPH-Verfiigbarkeit, sondern auch ein Ventil fiir die Aufrechterhaltung des
Redox-Gleichgewichtes der Pflanzen. Prolin hat fiir die Regulation des
NADPH/NADP-Verhéltnisses und somit fiir das Redox-Gleichgewicht in pflanzlichen
Zellen ein wichtige Rolle (Sharma et al., 2010).

Ein weiterer Mechanismus zu Steuerung der Redox-Homoostase konnten NADPH-
Oxidasen an der Tonoplastenmembran sein. Zusitzlich zur Plasmamembran postulieren
Proteomstudien auch NADPH-Oxidasen am Tonoplasten, die das cytosolische NADPH in
der Vakuole zu Superoxid umsetzen und somit die NADPH-Konzentraion im Cytosol
regulieren kdnnen (Ubersicht in Keunen et al., 2013).

Doch nicht nur NADPH als Produkt des OPPs miisste in den cP2-Pflanzen konstitutiv
erhoht sein, sondern auch das Substrat fiir diesen Reaktionsweg in Form von 16slichen
Kohlenhydraten, besonders Glc (siche Abb. 17; Abb. 18; Abb. 44). Es konnte gezeigt
werden, dass die source-Blatter der cP2-Pflanzen mehr 16sliche Zucker wie Glc, Frc und
Saccharose in ihren Bléttern und Samen akkumulieren, als die entsprechenden Mutter-
pflanzen (Abb. 17, Abb. 44). Dies fiihrte unter anderem zu einer Erh6hung der sink-Starke
(Hexose/Saccharose-Verhéltnis). Mogliche Quellen fiir diese erhohten Kohlenhydrat-
konzentrationen in den source-Blittern konnte die um ca. 5-10% gesteigerte Kapazitét der
Photosynthese (Abb. 22) in Verbindung mit einer Reduktion der Saccharoseexportes
um ca. 15%. (Abb. 19) sein. Eine Reduktion des Saccharoseexportes, z.B. durch
sogenanntes cold girdling von Petiolen oder durch eine Verringerung der Anzahl an
Saccharose-Transportern, korrelierte in der Regel mit einer Reduktion der Photosynthese
(Riesmeier et al., 1994; Krapp & Stitt, 1995; Biirkle et al., 1998; Zhang & Turgeon, 2009).
Zuséatzlich reprimieren hohe Gehalte an l6slichen Zuckern iiber das sogenannte sugar
sensing die assimilatorische Genexpression, z.B. fiir die Photosynthese sowie das
Wachstum der Pflanzen (Rolland ef al., 2006; Sheen, 1990; Paul & Pellny, 2003; Stitt et
al., 2010). Keines dieser Phanomene konnte in den cP2-Pflanzen nachgewiesen werden.
Das deutet darauf hin, dass die Zucker an Orten gespeichert werden, von wo sie keinen
Einfluss auf die Genregulation nehmen konnen. Eine Zucker-vermittelte

Signalweiterleitung erfolgt iiber Hexokinasen (Rolland et al., 2006). So sind z.B.
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Hexokinase-Isoformen, die u.a. an der Weiterleitung von Zucker-induzierten Signalen
beteiligt sind, im Cytosol, Kern, Chloroplastenstroma und an der Mitochondrienmembran
lokalisiert (Olsson et al., 2003; da Silva et al., 2001; Giese et al., 2005; Cho et al., 2009).
Damit scheiden diese Orte fiir die vermutete Zuckerspeicherung aus. Als Speicher oder
Zwischenspeicher in photosynthetisch aktiven Blittern konnte noch die Vakuole dienen.
So haben Tabakblétter das Potenzial bis zu 98% der Monosaccharide Glc und Frc temporér
in die Vakuole einzulagern (Heineke et al., 1994; Martinoia et al., 2000). Dabei erfolgt der
Import und Export iiber Tonoplast-Monosaccharid-Transporter (TMT) und vakuldre
Glucose-Transporter (VGT) (Wormit et al., 2006; Aluri & Biittner, 2007). Uber diese
werden Monosaccharide wie Glc und Frc im Austausch mit Protonen in die Vakuole
transportiert (Wingenter et al., 2010). Neue Studien belegen auch einen Transport von
Saccharose iiber den TMT. Interessanterweise konnte durch TMT-Uberexpression in
Arabidopsis die Transport-aktivitit nachweislich gesteigert werden, was zu einem
Zuckeranstieg in der Vakuole fiihrte (Schulz et al., 2011). Die Saccharose konnte dann
innerhalb der Vakuole noch durch vakuolédre Invertasen in Hexosen gespalten werden.
Hierzu gibt das gemessene Glc/Frc-Verhiltnis von iiber 3 (Abb. 17) in den cP2-Linien
einen weiteren Hinweis. Ein 1:1 Verhéltnis wiirde auf die Aktivitit von Zellwand-
Invertasen hinweisen. Die Spaltung von Saccharose im Cytosol wiirde zu einer 5- bis 40-
fachen Anhdufung von Frc und Glc fithren. Bei der Aktivitdt von vakuolédren Invertasen
findet man aber nur eine 2- bis 4-fache Anreicherung von Glc (Sonnewald et al., 1991).
Das vorhandene Glc/Frc-Verhiltnis in den source-Bléttern der cP2-Linien von 3 deutet auf
eine maflgebliche Beteiligung vakuoldrer Invertasen hin. Somit scheint es bei den cP2-
Transformanten zu einem verstiarkten Import von Saccharose in die Vakuole und einer
partiellen Spaltung von Saccharose mit anschlieBender Speicherung, auch in Form von
Hexosen in der Vakuole zu kommen.

Die Akkumulation von Fructose-2,6-bisphosphat (F2,6P,) (Abb. 20) ist ein weiterer
Hinweis darauf, dass der G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol zu einer massiven
Verschiebung im Kohlenhydrathaushalt und des source/sink-Verhiltnis fiihrt. F2,6P, ist
ein zentraler Regulator des anabolischen und katabolischen Kohlenhydratstoffwechsels
und nimmt eine regulatorische Schliisselrolle im primdren Kohlenhydrathaushalt aller
eukaryotischer Lebewesen ein (Schaftingen, 1987). In Pflanzen koordiniert F2,6P, die
Balance von Saccharosesynthese, Glykolyse und Stdrkesynthese in photosynthetischen
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Zellen, indem es regulatorischen Einfluss auf die Umwandlung von F1,6P; und F6P ausiibt
(Stitt et al., 1987). Dabei konnen bereits geringe Konzentrationsdnderungen dieses
Metaboliten den Kohlenhydratstoffwechsel beeinflussen, um auf metabolische Schwan-
kungen schnell reagieren zu kénnen. (siehe Einleitung 1.4). In den cP2-Linien war die
F2,6P,-Konzentration in source-Blittern ungefdhr verdoppelt (Abb. 20), was auf eine
grundlegende Umsteuerung des Stoffwechsels hindeutete. Die Konzentration an F2,6P,
wird vielfach reguliert. Unter anderem wird die Konzentration an F2,6P, {iber 6-
Phosphogluconat (6PG) und tliber die Hemmung der F2,6BPase reguliert (siche Einleitung
1.4.1). Eine Erhohung des 6PG-Gehaltes nach G6PDH-Isoenzymaustausch wurde fiir die
urspriinglichen Linien ¢cP2(67) und cP2(83) bereits gezeigt (Scharte et al., 2009). Somit
konnte sich in den cP2-Linien der Kreis zwischen konstitutiv aktiviertem OPP im Cytosol
und resultierenden Effekten im Kohlenhydratstoffwechsel (wie erhdhte sink-Stirke und
Konzentration an Kohlenhydraten) schlieen. Eine vergleichbare Erhohung der F2,6P;-
Konzentration in source-Bléttern der Tabaksorte SNN wurde auch wihrend der erfolg-
reichen Pathogenabwehr von P. nicotianae gefunden (J. Scharte, unverdffentlichte Daten).
Im Zuge dessen kam es auch zu einer source/sink-Umsteuerung (Scharte et al., 2005;

Scharte et al., 2009).

4.2 Erhohung der Stresstoleranz in Tabak nach Isoenzymaustausch der

G6PDH im Cytosol

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol
zu einer Erhohung von sowohl abiotischer als auch biotischer Stresstoleranz in Blattern
und Samen der Tabaksorte Xanthi fiihrt (siehe Ergebnisse 3.1.1 und 3.1.2). Im Folgenden
soll die zentrale Funktion des cytosolischen OPPs im komplexen Netzwerk aus
Signalstoffen und Stoffwechselwegen wihrend der pflanzlichen Stressantwort diskutiert
werden. Dadurch soll deutlich werden, welche Vorteile der Isoenzymaustausch der
cytosolischen G6PDH und die damit verbundenen Verdnderungen im Grundstoffwechsel
(u.a. erhohte Kohlenhydrat-, Prolin-, NADPH-Konzentrationen, sink-Stirke; siehe auch
4.1) fiir die pflanzliche Stressantwort per se hat.

In Tabak korreliert eine erfolgreiche Abwehr gegen das hemibiotrophe Pathogen P.
nicotianae mit einem zweiphasigen Anstieg der cytosolische G6PDH-AKktivitdt (Scharte et

al., 2005). Hemmt man entweder die NADPH-Oxidase oder die G6PDH, wird die Bildung
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von ROS und die HR verhindert (Scharte et al., 2009). Diese Befunde unterstreichen, dass
die Oxidation von cytosolischen Hexosephosphaten eine mafigebliche Quelle zur NADPH-
Bereitstellung fiir die NADPH-Oxidasen an der Plasmamembran ist (Pugin et al., 1997),
welche wiederum maligeblich an der Produktion von ROS im Apoplasten beteiligt sind.
Auch durch RNAi-Drosselung der NADPH-Oxidase in Nicotiana benthamiana wurden die
transgenen Pflanzen suzeptibler gegeniiber dem Oomyceten Phytopthora infestans und die
HR blieb aufgrund der geringeren ROS-Produktion aus (Yoshioka et al., 2003).

Durch den G6PDH-Isoenzymaustausch wird die Verfiigbarkeit an NADPH so erhoht, dass
es in den cP2-Pflanzen zu einer verstirkten ROS-Produktion wihrend des biotischen
Stresses kam (Abb. 12; Abb. 13). Dabei ist der frilhe Anstieg an ROS in den
Xanthi::cP2-Linien wéhrend der Interaktion mit P. nicotianae vergleichbar mit dem ROS-
Anstieg in der resistenten Tabaksorte SNN (Abb. 12). Die friihe ROS-Produktion wird u.a.
fiir eine effektive und schnelle Signalweiterleitung verantwortlich gemacht (Levine ef al.,
1994) und konnte einer der Griinde fiir die erhdhte biotische Resistenz der Pflanzen sein.
Aber auch ein zweiter ROS-Anstieg im spiteren Verlauf der Pathogeninteraktion ist nach
G6PDH-Isoenzymaustausch verstérkt (Scharte ef al., 2009) und koénnte unmittelbar mit der
erhohten Rate des hypersensitiven Zelltodes in den Xanthi::cP2-Linien korrelieren (Abb.
8).

ROS sind u.a. in die Redox-abhingige Koordination der SA-abhingigen Abwehrprozesse
tiber den Transkriptionsfaktor NPR1 involviert (Dong, 2004). NPR1 wandert, in
Abhéngigkeit des Hormons SA und vom Redox-Status im Cytosol, in den Nukleus ein
(Tada et al., 2008; Despres et al., 2003). NPR1 interagiert dort als Co-Faktor mit TGA-
Transkriptionsfaktoren und induziert die PR-Genexpression bzw. die Expression von
SAR-Genen (Despres ef al., 2003; Fu et al., 2012). Die SA-Synthese kann in Pflanzen iiber
zwei Wege erfolgen, den Isochorismat-Weg, vermittelt durch die Isochorismat-Synthase,
und den Phenylpropanoid-Weg mit dem Enzym Benzoat-2-Hydroxylase (Wildermuth et
al., 2001; Strawn et al., 2007). Beide Synthesewege bendtigen Chorismat aus dem
Shikimatweg, welcher wiederum von Ery-4-P aus dem OPP gespeist wird. Hier konnte ein
weiterer Vorteil der cP2-Linien liegen, da der konstitutiv ablaufende OPP in den
Transformanten den Shikimatweg effizienter mit Ery-4-P und NADPH versorgen kann.
Somit steht mehr Chorismat fiir die SA-Synthese bereit. Ein Hinweis darauf ist, dass die

Expression der Chitinase PR-Q, ein SA-induziertes PR-Protein der PR-3 Klasse, nach
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Infektion in den Xanthi::cP2-Linien ansteigt (Scharte et al., 2009). Die {iber den OPP
regulierte Synthese des Hormons SA scheint eine wichtige Rolle bei der biotischen
Abwehr im Tabak-Phytopthora-Pathosystem zu spielen, da die SA-Konzentration nach
Infektion in der resistenten Sorte SNN steigt, nicht jedoch in der suszeptiblen Sorte Xanthi
(J. Scharte, unveréffentlichte Daten). Die Konzentration an SA ist in den cP2-Linien aber
nicht per se erhoht (Abb. 23).

SA wiederum steht in einem engen Zusammenspiel mit ROS (Vlot et al, 2009). So
aktiviert z.B. H,O, die Benzoat-2-Hydroxylase, welche aus Benzoat-Intermediaten SA
generiert (Leon et al., 1995). Dies konnte bedeuten, dass der erste, frithe ROS-Anstieg in
SNN und in den cP2-Linien (Abb. 12) zur Pathogen-induzierten Synthese von SA und
somit zur Resistenz beitragen konnte. Auf der anderen Seite kann SA wiederum die
ROS-Freisetzung durch eine Repression der ROS-Entgiftungsenzyme verstirken. So
werden z.B. Katalase aus Tabakblittern (Chen ef al., 1993) und die cytosolische APX
(Dempsey et al., 1999) von SA inhibiert. Das konnte den zweiten, massiven ROS-Anstieg,
nach Infektion von SNN und den Xanthi::cP2-Linien (Scharte et al., 2009), erkldren, der
dann zum hypersensitiven Zelltod fiihrt.

Die G6PDH spielt aber nicht nur wéhrend der biotischen, sondern auch wéhrend der
abiotischen Stressantwort eine wichtige Rolle (siehe auch Einleitung 1.2.2). Zum einen
haben auch hier ROS zentrale Funktionen im Signalnetzwerk (Golldack et al., 2014) und
dort enthaltene Zitierungen), so dass die cP2-Linien auch wihrend abiotischem Stress von
NADPH-abhéngigen, verstirkt produzierten ROS profitieren koénnen. Zusitzlich ist die
cytosolische Isoforme G6PD6 in vivo Interaktionspartner von Stress-aktivierten Protein-
kinasen (ASKa) und kénnte somit ein wichtiger Regulator wéahrend oxidativem Stress in
Arabidopsis sein (Dal Santo et al., 2012).

Neben der Produktion von ROS spielt die G6PDH aber auch eine entscheidende Rolle bei
der Entgiftung dieser reaktiven Stoffe, indem sie u.a. den Ascorbat-Glutathion-Zyklus in
Chloroplasten und die cytosolische Glutathionbildung mit NADPH versorgt (Foyer et al.,
1991; May et al., 1998). NADPH kann Glutathion (GSH) iiber die Glutathion-Reduktase
(GR) reduzieren, so dass reduziertes GSH als Redox-Puffer in Pflanzen fungieren kann
und die Redox-Homoostase in der Stressabwehr steuert (Noctor & Foyer, 1998; Foyer &
Noctor, 2005). Die GR ist iiberwiegend im Chloroplastenstroma aber auch im Cytosol und

in den Mitochondrien lokalisiert (Edwards et al., 1990). Auch Wang et al. (2008)
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postulierten einen Zusammenhang zwischen der G6PDH-Aktivitdt und dem GSH-Gehalt
bei der Abwehr von oxidativem Stress. Die G6PDH-Aktivitdt erhoht dabei die
intrazellulire GSH-Konzentration, die wiederum den ROS-Gehalt verringert. Durch die
vermehrte Bildung von NADPH konnte die Regeneration von GSH aus oxidiertem
Gluthation (GSSG) in den cP2-Linien unter Stress beschleunigt sein (siche Abb. 47). Bei
Arabidopsis resultierte die Ausschaltung der cytosolischen G6PDH-Isoform G6PD6 in
einer Verschiebung des GSSG/GSH-Verhiltnisses nach Salzbehandlung. Die Transfor-
manten konnten GSSG, wahrscheinlich aufgrund verringerter NADPH-Bildung, nicht
mehr zu GSH reduzieren, so dass der intrazellulare Redox-Status gestort wird (Dal Santo ef

al., 2012).
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Abbildung 47: Modell zur Erhéhung der Trocken- und Salzstresstoleranz nach G6PDH-Isoenzym-
ausstausch im Cytosol. In den cP2-Linien konnte durch die vermehrte Bildung von NADPH durch die cP2
zum einen die Regeneration von Gluthation (GSH) aus oxidiertem Gluthation (GSSG) unter Stress
beschleunigt sein. Auch die im Grundzustand gesteigerte Prolinsynthese konnte zur gesteigert Stresstoleranz
beitragen, indem der schéddliche ROS-Gehalt verringert wiirde. Die per se erhéhten Prolin- und auch
Zuckerkonzentrationen in den cP2-Transformanten konnten das Wasserpotential aufrecht erhalten, die
ROS-Entgiftungsenzyme SOD und APX positiv stimulieren und somit einer Schédigung des Gewebes
vorbeugen. Auch die Zucker [u.a Glucose (Glc), Fructose (Frc) und Saacharose (Sac)] in der Vakuole
konnten als ROS-Finger und Energiequelle fir ROS-Entgiftungswege dienen sowie die
Tonoplastenmembran stabilisieren. Erweiterung der Abb. 5, um die in der Arbeit vorliegenden Ergebnisse
und Einordung in die Literatur (F2,6P, hier nicht beriicksichtigt).
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Neben einer erhohten abiotischen Stressresistenz der Blétter (Abb. 14) und der gesamten
Pflanze (Scharte ef al., 2009), zeigt das Saatgut der cP2-Linien eine erhohte Keimungsrate
unter Stressbedingungen wie Trockenheit und erhdhten NaCl-Konzentrationen (Abb. 15;
Abb. 16). Das deutet darauf hin, dass die G6PDH-abhidngige Aufrechterhaltung der
Redox-Homoostase auch hier eine essentielle Rolle spielt und den cP2-Linien einen
Vorteil verschaffen kann, zumal eine gestdrte Redox-Homoostase in jungen Keimlingen
das Wachstum begrenzt (Bailly et al., 2008).

In einer neuen Studien von Kurotani et al. (2015) wurde gezeigt, dass eine Reduzierung
der Jasmonsdurekonzentration (JA-Konzentration) die Salztoleranz von Reiskeimlingen
erhoht. JA wird enzymatische durch Enzyme der Genfamilie Cyt P450 zum inaktiven
120H-JA-Ille umgewandelt (Heitz et al, 2012). Eine Uberexpression dieser JA-
degradierenden Enzyme erhohte die 120H-JA-Ille-Konzentration in den transgenen
Reisekeimlingen und erhohte deren abiotische Stressresistent. Diese Ergebnisse lieBen den
Riickschluss zu, dass bioaktive JA einen negativen Effekt auf die Vitalitit der Keimlinge
unter Salzstressbedingungen hat und die Manipulation des JA-Stoffwechsels Reis eine
erhorte Salztoleranz verleiht (Kurotani et al., 2015). Interessanterweise war die Konzen-
tration von inaktivem 120H-Ja-Ille sowohl bei den Xanthi als auch bei den cP2-Pflanzen
cP2(67) und cP2(83) in den Blittern erhoht und deren Keimungsrate bei Salzstress
verbessert. Derzeit ist jedoch unklar, ob und wie JA-Signale mit Salz-abhidngigen
Signalwegen interagieren und ob Wechselwirkungen zwischen diesen Signalwegen be-
stehen (Kurotani ef al., 2015).

Neben einer erhohten ROS-Freisetzung durch NADPH-Oxidasen konnten die erhohten
cytosolischen NADPH-Gehalte auch noch anderweitig zu Signalprozessen in den
cP2-Linien beitragen. Obwohl der genaue Mechanismus von NAD(P)(H)-assoziierten
Signalen in Pflanzen noch unklar ist (Noctor, 2006), korrelieren NAD(P)H-Status und
pflanzliches Wachstum miteinander (Wallstrom et al., 2014). Zusétzlich wurde sowohl in
Tabak als auch in Arabidopsis ein Zusammenspiel von NADP(H)-Gehalt und
Zuckermetabolismus beobachtet (Liu et al., 2009; Wallstrom et al., 2014), welches im
Zusammenhang mit den konstitutiv erhohten Kohlenhydratgehalten der cP2-Linien
interessant sein konnte. Die Verbindung von Zuckern und oxidativem Stress scheint
allerding sehr komplex zu sein, da sowohl niedrige als auch hohe Zuckergehalte eine

ROS-Bildung ausldsen konnen (Ubersicht in Couee et al., 2006).
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Der konstitutiv erhohte Gehalt an 16slichen Zuckern und die konstitutiv erhohte sink-Stirke
in den cP2-Linien (siche Abb. 17; Tab. 16) konnten auf mehreren Wegen die pflanzliche
Stressreaktionen und Stresstoleranz unterstiitzen. Zum einen konnen die Zucker im Sinne
des sugar sensing am Stress-Signalnetzwerk beteiligt sein, zum anderen konnen sie ein
hohes Mal3 an Energie bereitstellen, die fiir viele Stressreaktionen bendtigt wird. So ist z.B.
die Abwehr-induzierte Kallosebildung eine der groBten zuckerverbrauchenden Reaktionen
bei Pflanzen (Maor & Shirasu, 2005). Die cP2-Pflanzen sind in der Lage nach Infektion
mit P. nicotianae signifikant mehr Kallose zu bilden als ihre Mutterpflanze Xanthi (Abb.
10). Neben dem OPP und der ROS-Produktion bendtigt auch die SA-Bildung Zucker
(Macheroux et al., 1999). Bisher wurde postuliert, dass fiir eine schnelle Mobilisierung von
Kohlenhydraten in source-Blattern die apoplastische cwINV unabdingbar ist. So wird die
z.B. die Resistenz gegeniiber P. nicotianae geringer, wenn die cwINV in Tabak reprimiert
wird (Essmann et al., 2008). Interessanterweise wurden diese cwINV-Linien nach
G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol wieder resistenter (Abb. 43). Der G6PDH-
Isoenzymaustausch und die damit verbundenen Anderungen scheinen das Defizit an
Zuckermobilisierung in den cwINV-Transformanten kompensieren zu kénnen. Das konnte
daran liegen, dass auch in den cwINV:cP2-Linien der Gehalt an Kohlenhydraten
konstitutiv erhdht ist (Abb. 44, Abb. 45). Interessanterweise spielt bei diesen Pflanzen ein
apoplastidir generiertes Zuckersignal keine Rolle mehr fiir eine erfolgreiche Resistenz
(vergleiche Essmann et al., 2008).

Kohlenhydrate sind auch wichtige Bestandteile der abiotischen Stressabwehr bei Pflanzen
(siehe Einleitung), so dass die erhohten Zuckerkonzentrationen in den source-Bléttern auch
zu der erhohten abiotischen Stresstoleranz in den cP2-Linien beitragen konnten (Abb. 14).
Dabei gibt es auch hier wieder eine Korrelation zwischen vakuoldren Zuckern und ROS,
die nicht nur als Substrat fiir die ROS-Produktion sondern auch fiir die ROS-Entgiftung
verwendet werden konnen. Zucker konnen dabei zum einen als ROS-Féanger und zum
anderen als Energiequellen fiir ROS-Entgiftungswege fungieren. So kénnen hohe Zucker-
konzentrationen in der Vakuole die Zellen vor ROS schiitzen, indem sie selbst als
ROS-Finger dienen (Bolouri-Moghaddam et al., 2010; Ubersicht in Van den Enden &
Peshev, 2013), aber auch indem sie die Tonoplastenmembran stabilisieren (Vereyken et

al., 2003; Van den Enden & Valluru, 2009). Dieses Schutzsystem trdgt zur Entgiftung der
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ROS und zur Stabilitdt der Vakuole besonders unter ROS-generierenden Bedingungen wie
abiotischem Stress bei (Li et al., 2007; Kawakami et al., 2008).

Neben einer direkten ROS-Entgiftungsfunktion fungieren Zucker auch, wie bereits
erwihnt, als Energielieferanten und Substrate fiir ROS-Antioxidationswege. So dient Glc
als Synthesebaustein fiir Karotinoide (Pallet & Young, 1993), fiir die Ascorbatsynthese
(Foyer, 1993; Smirnoff et al., 2001) und fiir Aminosduren wie Cystein, Glutamat und
Glycin. Diese Aminosduren sind wiederum wichtige Bausteine fiir Glutathion und zeigen
eine enge Verkniipfung zwischen Glc und dem Ascorbat-Glutathion-Zyklus (Noctor &
Foyer, 1998; siehe auch 4.1). Neben der Substratfunktion wirkt Glc auch stimulierend auf
den Ascorbat-Glutathion-Zyklus. Zuckerinkubations-Experimente konnten eine erhdhte
Aktivierung des Ascorbat-Zyklus nach Zugabe von Glc und Saccharose in Blittern
feststellen (Smirnoff ef al., 1996). Bei den cP2-Pflanzen konnte die vermehrt vorliegende
Glc die Synthese von Glutathion fordern und gleichzeitig die Pufferkapazitit des
Ascorbat-Glutathion-Zyklus heraufsetzen.

Doch nicht nur lsliche Zucker, sondern auch Prolin liegt in den cP2-Pflanzen konstitutiv
erhoht vor (Abb. 24). Prolin ist als klassisches Osmolyt bekannt und seine Konzentration
korreliert mit der Stressresistenz, besonders bei abiotischen Stressbedingungen (Kishor et
al., 1995; Saradhi et al., 1995; Kishor et al., 2014). Die erhohte abiotische Stresstoleranz
der cP2-Linien (siehe Ergebnisse 3.1.2 und Scharte et al., 2009) konnte somit mit der
konstitutiv erhohten Prolinkonzentration zusammenhingen. Zum einen kdnnten die per se
erhéhten Prolin- und auch Zuckerkonzentrationen bei den cP2-Transformanten das
Wasserpotential in den Pflanzen aufrecht erhalten und eine Schéadigung des Gewebes
reduzieren. Prolin beeinflusst aber nicht nur das osmotische Potential, sondern kann
aufgrund seiner Metabolit-Chaperonfunktion ROS-Entgiftungsenzyme wie SOD und APX
positiv stimulieren (Xu ef al., 2009) und tridgt somit zum Schutz vor ROS bei (Szabados &
Savoure, 2010; Natarajan et al., 2012). Dies konnte z.B. erkldren, warum Blattscheiben der
cP2-Pflanzen eine verminderte Chlorophylldegradierung (Chlorose) nach NaCl-Inkubation
aufweisen (Abb. 14). Chlorosen sind ein Indiz fiir destabilisierte Chloroplasten und fiir
eine Storung der Elektronentransportkette zwischen den Photosystemen PSI und PSIIL.
Besonders das PSII ist anféllig fiir oxidative Schdden und ist die Hauptquelle des reaktiven
Singulett-Sauerstoffs 'O, (Arato et al., 2004). Untersuchungen an isolierten Thylakoiden
haben gezeigt, dass Prolin das PSII stabilisieren und somit die Bildung von ROS und die
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Oxidation von Lipiden verhindern kann (Saradhi & Prasad, 1991). Dariiber hinaus kann
Prolin die Enzyme der ROS-Entgiftungsmaschinerie selbst stabilisieren. Hoque et al.
(2007) konnten zeigen, dass die Aktivitit von Antioxidationsenzymen wie Katalase (CAT),
Peroxidase (POX) und SOD, sowie die der Enzyme des Ascorbat-Gluthation-Zyklus
(APX, MDHAR und DHAR) durch die externe Gabe von Prolin zu Salz-gestressten
Tabak-Zellsuspensionskulturen signifikant erhoht war.

Prolin kann die ROS-Produktion aber nicht nur unterbinden, sondern unter Umstinden
auch fordern. So zeigten Untersuchungen von Deutschle et al. (2004), dass externe
Prolinzugabe in Pflanzenzellen HR-dhnliche Symptome wie ROS-Produktion,
DNA-Fragmentierung und letztendlich den pflanzlichen Zelltod auslésen kann. Zusétzlich
konnte eine Prolin-induzierte Aktivierung von SA iiber einen NPRI-vermittelten
Signalweg gezeigt werden (Chen ef al., 2011). Somit kdnnte Prolin auch in den cP2-Linien
durch einen Einfluss auf die Synthese von ROS und SA an der erhdhten biotischen
Stressresistenz beteiligt sein. Neuere Untersuchungen zeigen, dass Prolin dabei speziell in
den Mitochondrien wirkt (Cecchini et al., 2011). Es wird dabei postuliert, dass wéhrend
der Pathogeninteraktion vermehrt Prolin in die Mitochondrien eingeschleust wird, um dort
von ProDH zu PC5 abgebaut zu werden (Prolin/P5C-Zyklus, Phang, 1985). Ein
Uberangebot von Prolin und Elektronen fiihrt dann vermutlich zu einer Uberreduktion der
Elektronentransportkette, somit zur Bildung von ROS und letztendlich zum Zelltod
(Cecchini et al., 2011; Monteoliva et al., 2014). Neben vermehrter Energie und
Reduktionsidquivalenten werden wiahrend pflanzlichen Stressreaktionen auch zusétzliche
Metabolite fiir Biosynthesewege benétigt (Ubersicht in Bolton, 2009). Der OPP ist
malgeblich an der Bereitstellung dieser Metabolite beteiligt. Der stromale OPP speist
dabei den Shikimatweg. So wird Ery-4-P aus dem zyklischen, reversiblen OPP zusammen
mit Phosphoenolpyruvat aus der Glykolyse zu 3-Deoxy-D-Arabinohetulosesdure-7-
Phosphat umgesetzt. Dieses wird anschlieend unter NADPH-Verbrauch zu Shikimisdure
und in weiteren enzymatischen Reaktionen zu Chorismat umgesetzt (Herrmann, 1995).
Chorismat dient als Vorstufe flir die Biosynthese aromatischer Aminosduren wie
Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan (Bentley & Haslam, 1990). Die iiber diesen Weg
gebildeten Aminosduren sind nicht nur fiir die Proteinbiosynthese von Néten, sondern
dienen auch als Ausgangsstoffe fiir die Bildung von wichtigen Sekundédrmetaboliten der

Stoffgruppen Alkaloide, Flavonoide und Phenole (Gilchrist & Kosuge, 1980). Aus diesem
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Grund kann der Shikimatweg als Verbindungsglied zwischen Primarstoffwechsel und
Sekundirstoffwechsel angesehen werden (Tzin et al., 2010). Der konstitutiv aktivierte OPP
konnte den cP2-Pflanzen also neben mehr NADPH und Kohlenhydraten auch mehr
Bausteine fiir den Sekundérstoffwechsel bereitstellen. Eine Aktivierung des OPPs und des
Shikimatweges wahrend Stressreaktionen, z.B. der pflanzlichen Abwehr, wurde auch fiir
Tabakpflanzen gezeigt (Scharte et al., 2005; Somssich & Halhbrock, 1998; Ferrari et al.,
2007). Der cytosolische OPP steht dabei via XPT mit dem stromalen OPP im Stoff-
austausch (Eicks et al., 2002). Daher konnte der konstitutiv aktive OPP im Cytosol der
cP2-Pflanzen auch dem Shikimatweg in den Chloroplasten mehr Zuckerphosphate fiir die
Abwehr bereitstellen und die Synthese der Sekundirmetabolite wie z.B. Phenole wére
erhoht. Phenolische Sekundérpflanzenstoffe entstehen durch die Umsetzung von
Phenylalanin zu Zimtsdure. Katalysiert wird die Reaktion von der Phenylalanin-
Ammoniak-Lyase (PAL) (Dorey et al., 1997; Halhbrock & Scheel, 1989). Hierbei werden
Phenylpropane als Bausteine fiir weitere komplexe phenolische Verbindungen, wie
Phytoalexine und Lignin, bereitgestellt. In der Resistenzausprigung scheint PAL, die
interessanterweise liber Kohlenhydrate induzierbar ist, eine wichtige Funktion ein-
zunehmen (Mauch-Mani & Slusarenko, 1996). Nicht nur wéhrend induzierter Stress-
reaktionen konnten die cP2-Pflanzen von einer besseren Versorgung des Shikimatweges
profitieren. Stress-relevante Sekundidrmetabolite konnten per se im Gewebe akkumulieren,
dhnlich wie NADPH, Prolin und Kohlenhydrate. Die cP2-Pflanzen wéren somit generell
fiir Stressreaktionen ,.geprimt“. Einen Hinweis darauf gibt der konstitutiv erhohte
Nikotingehalt, der mittels MALDI-TOF-Untersuchungen an source-Blittern der
cP2-Transformanten gemessen wurde (Abb. 30). Nikotin spielt besonders in der Abwehr
von Herbivoren eine Schliisselrolle, da es mit den Acetylcholin-Rezeptoren des
Nervensystems der Herbivoren interagiert und somit extrem toxisch sein kann (Steppuhn et
al., 2004). Der erhohte Gehalt an diesem Sekundidrmetabolit legt nahe, dass die cP2-Linien
neben der untersuchten erhohten Resistenz gegeniiber Oomyzeten, auch eine hdhere
Resistenz gegeniiber Herbivoren aufweisen.

Ein abschlieBend zusammenfassender Uberblick iiber die Bedeutung des OPPs fiir die

generelle Stresstoleranz in Pflanzen zeigt das Schema in Abbildung 48.
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Abbildung 48: Modell zur Erhohung der biotische Stresstoleranz nach G6PDH-Isoenzymausstausch
im Cytosol. Durch den G6PDH-Isoenzymaustausch wird die Verfligbarkeit an NADPH so erhoht, dass es in
den cP2-Pflanzen zu einer verstirkten ROS-Bildung wihrend des biotischen Stresses durch die NADPH-
Oxidase kommt. ROS ist u.a. in die Redox-abhingige Koordination der SA-abhingigen Abwehrprozesse
mittels des Transkriptionsfaktors NPR1 involviert (Dong, 2004). NPR1 wandert, in Abhéngigkeit des
Hormons SA, Redox-abhingig in den Nukleus (Tada et al., 2008; Despres et al., 2003) und interagiert dort
als Co-Faktor mit TGA-Transkriptionsfaktoren und induziert die PR-Gen-Expression bzw. die Expression
von SAR-Genen. Die SA-Synthesewege benétigen Chorismat aus dem Shikimatweg, welcher wiederum von
Ery-4-P aus dem OPP gespeist wird. Hier konnte ein weiterer Vorteil der cP2-Linien liegen, da der
konstitutiv im Cytosol ablaufende OPP der Transformanten den Sekunddrmetabolismus effizienter mit
Zuckerphosphaten versorgen kann. Somit steht mehr Chorismat fiir die SA-Synthese bereit. SA kann
wiederum die ROS-Freisetzung durch eine Repression der ROS-Entgiftungsenzyme verstiarken. So werden
z.B. Katalase in Tabakblittern (Chen et al., 1993) und die cytosolische APX (Dempsey ef al., 1999) von SA
inhibiert. Das konnte den zweiten, massiven ROS-Anstieg, nach Infektion der Xanthi::cP2-Linien (Scharte et
al., 2009) erklédren, der dann zum hypersensitiven Zelltod fithrt. Erweiterung der Abb. 5, um die in dieser
Arbeit vorliegenden Ergebnisse und Einordung in die Literatur.

Aus diesem Schema wird die enge Verkniipfung der Primérstoffwechselwege mit dem
Signalnetzwerk, aber auch mit dem Sekundirstoffwechsel erkennbar. Interessanterweise
sind viele dieser Reaktionen zudem eng mit einer Freisetzung von Calcium (Ca®")
verkniipft. Der Einstrom von Ca*"-Ionen nach Pathogenerkennung ist eine der friihesten
zelluliren Antworten der Pflanze. Eine Maskierung dieses Ca®'-Signales, z.B. durch den
Einsatz von Ca’"-Inhibitoren wie EDTA verhinderte u.a. die massive ROS-Bildung (Blume
et al., 2000; Grant et al., 2000). ROS wiederum kénnen Ca’'-Kanile aktivieren und damit

den Ca*"-Einstrom in das Cytosol beschleunigen und somit wiederum die ROS-Produktion

verstirken (Pei ef al., 2000; Coelho et al., 2002). Diese positive Riickkopplung zwischen
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NADPH-Oxidase, ROS-Produktion und Ca*’-Einstrom konnte somit auf zwei Arten bei
den cP2-Pflanzen stimuliert bzw. gesteigert werden. Zum einen durch eine verbesserte
cytosolische Ca®’-Verfiigbarkeit und zum anderen durch eine schnellere ROS-Produktion
durch den konstitutiv erhéhten OPP. Die Ca®’-stimulierende Wirkung auf NADPH-
Oxidasen zeigten Studien von Kurusu et al. (2005). Durch Uberexpression eines
spannungsgesteuerten Ca’"-Kanals in der Plasmamembran konnte die Elizitor-induzierte
ROS-Bildung in Reis verstérkt werden.

Die cP2 Uberexpression und damit verbesserte NADPH-Verfiigbarkeit konnte die frithe
ROS-Produktion der aktivierten NADPH-Oxidase aufgrund konstitutiv erhohter Substrat-
verfiigbarkeit beschleunigen. Dadurch kénnte die Riickkopplung mit Ca®* verstirkt und die
ROS-Produktion wie gezeigt (Abb. 48) begiinstigt werden.

4.3 Erhohung von Biomasse und Ertrag nach Isoenzymaustausch der

G6PDH im Cytosol

Eine Verbesserung der Stresstoleranz, sei es durch Ziichtung oder transgene
Modifikationen, korreliert oft mit einer Minderung des Wachstums sowie des Ertrages und
begrenzt somit den wirtschaftlichen Erfolg (Purrington, 2000; Brown, 2002). Die hier
untersuchten Tabaksorten weisen hingegen nach G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol
nicht nur eine erhohte abiotische und biotische Stresstoleranz auf, sondern auch einen etwa
10%igen Anstieg der Biomasse und des Tausendkorngewichts (TKG) (Abb. 27). Das
TKG ist ein wichtiges Qualitdtsmerkmal fiir die Pflanzenziichtung (Gross et al., 2003) und
ist in den cP2-Linien nun mit dem TKG der Sorte SNN vergleichbar (Abb. 27). Der
Anstieg des TKG konnte dabei auf den hoheren Anteil von Kohlenhydraten und Lipiden
im Samen der cP2-Linien zuriickzufiihren sein (Abb. 28). Auch fiir Arabidopsis konnte
gezeigt werden, dass ein hoher vakuoldrer Glucosegehalt mit einem Anstieg im TKG und
hoherem Lipidgehalt einhergeht (Wingenter ef al., 2010; Poschet et al., 2011). Das erhdhte
TKG korrelierte auch mit einer besseren Keimung des cP2-Saatguts unter
Stressbedingungen (Abb. 15 und Abb. 16) und mit einer Ertragserhchung von 10-20%,
sowohl unter Standardbedingungen, als auch unter Trockenstress (Prof. A. von Schaewen,
unverdffentlichte Daten). Vergleichbare Ergebnisse wiesen auch Pflanzen mit einer
erhohten TMT-Transporterdichte auf. Diese Pflanzen hatten hohere vakuolidre Zuckerwerte

und eine erhohte Biomasse sowie einen gesteigerten Samenertrag (Schulz et al., 2012).
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Dartliber hinaus konnte ein positiver Zusammenhang zwischen der verstirkten Photo-
syntheserate in Reis und Arabidopsis, sowie erhohten Kohlenhydratwerten und einer
zunehmenden Biomasse verzeichnet werden (Karaba et al., 2007; Kebeish et al., 2007).
Aktuell wird postuliert, dass ein Transkriptionsfaktor HYR (higher yield rice)
Photosynthesegene aktiviert, wodurch die Photosyntheseleistung bei Reispflanzen erhoht
wird, was zu einer gesteigerten Biomasse und einer verstirkten Trockenresistenz fiihrt
(Ambavaram et al., 2014).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auch, dass der geringfiigig reduzierte
Saccharoseexport in den cP2-Linien keine negativen Auswirkungen auf die Versorgung

der oberirdischen sink-Organe hat.

5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass es durch gezielte Anderungen im
Grundstoffwechsel — hier im OPP — moglich ist, die pflanzliche Stresstoleranz zu steigern,
ohne dabei Energie in Form von Biomasse und Ertrag einzubiiBen. Im Idealfall konnten
diese Parameter sogar gesteigert werden. Dieses konnte ein ,,Ausweg® aus dem Dilemma
der wachsenden Weltbevilkerung bei gleichzeitiger Abnahme der verfligbaren Anbau-
flachen sein (siehe Einleitung 1.1).

Ermdglicht wurde dies durch abweichende Lokalisation eines Isoenzyms mit ,,besseren®
kinetischen Eigenschaften. Waren dazu bisher mindestens zwei Transformationsschritte
notwendig (siehe Scharte et al., 2009) konnte nun auch gezeigt werden, dass der G6PDH-
Isoenzymaustausch auch durch nur einen Schritt unter Beibehaltung der positiven Effekte
durchfiihrbar ist (sieche Ergebnisse 3.3). Dies bedeutet eine nicht unerhebliche Zeit- und
Kosteneinsparung. Erste Untersuchungen mit der Tabaksorte SNN zeigten auch, dass es
unabhéngig von der gewdhlten Tabaksorte moglich ist, durch den G6PDH-Isoenzym-
austausch im Cytosol die biotische Resistenz noch zu steigern (Abb. 46). Mdglicherweise
wird hier die sink-Stirke des SNNs, die im Vergleich zum Xanthi bereits per se erhoht ist,
noch weiter gesteigert. Zukiinftige Untersuchungen werden zeigen, ob es dadurch auch zu
einer erhohten abiotischen Stresstoleranz und zu vergleichbaren Ergebnissen bei der
Biomasseproduktion sowie dem Saatgutertrag kommt. Zudem gibt es weiteren

Forschungsbedarf hinsichtlich eines mdglichen frade-offs des GO6PDH-Isoenzym-
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austausches. So miissen kiinftig auch Effekte auf die unterirdischen sink-Organe und die
Biomasse untersucht werden.

Ein weiteres spannendes Forschungsfeld sind die hier beschriebenen Wechselwirkungen
zwischen dem OPP und dem Kohlenhydratstoffwechsel. So konnte gezeigt werden, dass es
moglich ist, die biotische Resistenz gegeniiber P. nicotianae in SNN::cwINV-
Transformanten durch den G6PDH-Isoenzymaustausch im Cytosol des Mutterpflanze SNN
wiederherzustellen. In den SNN:cwINV:cP2-Linien kam es ebenfalls zu einer
Akkumulation von Zuckern (Abb. 44 ), vergleichbar mit den Xanthi::cP2-Linien (Abb.
17). Defizite der cwINV-Pflanzen in der apoplastischen Zuckermobilisation und im sugar
sensing (Essmann et al., 2008) scheinen kompensiert zu werden, so dass die Pflanzen
wieder resistenter gegeniiber dem biotrophen Pathogen P. nicotianae wurden (Abb. 43).
Ausstehend sind hier noch Untersuchungen zur abiotischen Stresstoleranz und der
Biomasse bzw. den Ertragsdaten der SNN::cwINV::cP2.

Geklart werden miisste kiinftig auch die postulierte Lokalisation der vermehrten
Kohlenhydrate in den Vakuolen der cP2-Linien. Dazu konnten Untersuchungen an
isolierten Vakuolen durchgefiihrt werden oder nicht invasive Methoden zur Visualisierung
der Kohlenhydratverteilung, wie z.B. NMR micro-imaging angewandt werden
(Krockenberger, 2001).

Schlussendlich miisste geklart werden, ob der G6PDH-Isoenzymaustausch auch in anderen
Pflanzen zu &hnlichen Effekten wie in Tabak fiihrt. Erste Untersuchungen an Tomate
(unveroffentlichte Daten) zeigen eine Zunahme der biotischen Resistenz in cP2-Tomaten-
Linien. Allerdings sind Tabak und Tomate verwandte Arten, so dass die Untersuchungen
auch auf andere Pflanzen wie z.B. auf die Olsaatpflanze Arabidopsis thaliana iibertragen
werden miissten.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die G6PDH eine Schliisselrolle in der
pflanzlichen Stresstoleranz einnimmt. Die hier gezeigten Ergebnisse unterstreichen, dass —
wie bereits von Scharte et al. (2009) postuliert - die G6PDH ein weiteres Beispiel eines
sogenannten enzymatischen Resistenzgens ist. Diese Gene, wie z.B. auch die peroxisomale
Glyoxylat-Aminotransferase aus Melone (Taler et al., 2004) vermitteln eine sogenannte
enzymatische Resistenz, und gelten als Alternative bzw. Ergdnzung zu den klassischen

pflanzlichen R-Genen (siehe Gururani et al., 2012 und dortige Zitierungen).
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Der G6PDH-Isoenzymaustausch hatte bei den Tabak cP2-Linien auch zahlreiche
Anderungen von Metaboliten des Grundstoffwechsels zur Folge (hdhere Zucker-,
NADPH-, Nikotin-, Prolinkonzentrationen) die als sogenannte priming-Molekiile
fungieren konnten. Priming kann bei Pflanzen durch Hormone, ROS, Metabolite und/oder
DNA-Methylierung vermittelt werden (Pastor et al., 2013). Ein metabolisches priming hat
den Vorteil, dass es nicht zu Lasten des Ertrags geht, einer hdufigen Konsequenz von
pflanzlichen Abwehrreaktionen (Bolouri-Moghaddam & van den Ende, 2012).

Zusdtzlich zu der Steigerung der generellen pflanzlichen Stresstoleranz deuten die
Ergebnisse auf ein grofles Potential fiir ein sogenanntes metabolic engineering von Tabak
durch G6PDH-Isoenzymaustausch hin. Mit Hilfe der Nicht-Nahrungspflanze Tabak lassen
sich groBe Mengen an billiger Biomasse produzieren, effizienter als mit irgendeiner
anderen Nutzpflanze (Andrianov et al., 2010). Diese Biomasse konnte man dann z.B. —
auch aufgrund des erhohten Lipidgehaltes — als alternative Energiequelle, z.B. zur
Produktion von Biotreibstoff nutzen. Nach der Extraktion des Ols wiren die verbliebenen
Kohlenhydrate zusétzlich fiir die Produktion von Biotreibstoff nutzbar.

Eine genauere Kenntnis der Beteiligung des Primirstoffwechsels an der pflanzlichen
Stresstoleranz unter besonderer Beriicksichtigung der Biomasse konnte somit entscheidend
fiir zukiinftige pflanzliche Zuchtprogramme im Hinblick auf Nahrungsmittelproduktion

und deren Nachhaltigkeit aber auch erneuerbarer Energie sein.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

'0,
3-PGA
6PGDH
6PGL
A. tumefaciens
Abb
AG
AGPase
Amp
APS
APX
ATP
BAP

bp

BSA
CAT
CBL-Proteine
CBP
cDNA
CDPK
cLSM
CO,
cP2
cwINV
Da (kDa)
DAMPs
DEPC
DHAP
DMF
DMSO
DNA
dNTP
DTT

E. coli
EDTA
Ery-4-P
Et

ETI
F1,6P,
F2,6P,
F6P
FBase
Fruc

g

Singulett-Sauerstoff
3-Phosphoglycerat
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase
6-Phosphogluconolactonase
Agrobakterium tumefaciens
Abbildung

Arbeitsgruppe
ADP-Glucose-Pyrophoshorylase
Ampicillin

Ammoniumpersulfat
Ascorbat-Peroxidase
Adenosintriphosphat
6-Benzylaminpurin

Basenpaar

Rinderderumalbumin

Katalase

calcineurin B-like proteins
calcium-binding protein Ca**-Bindeproteinen
komplementire DNA

Ca*"-dependent protein kinase
confokales Laser-Scanning-Mikroskop
Kohlenstoffdioxid

modifizierte ATG6PD3-Isoform (P2) im Cytosol
cell-wall Invertase, Zellwand-Invertase
Dalton (Kilodalton)
damage-associated molecular patterns
Diethyl-Pyrocarbonat
Dihydroxyacetonphosphat
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxynukleosidtriphosphat
Dithiotreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsdure
Erythrose-4-Phosphat

Ethylen

effektor-triggered immunity
Fructose-1,6-bisphosphat
Fructose-2,6-bisphosphat
Fructose-6-Phosphat
Fructose-1,6-bisphosphatase

Fructose

Erdbeschleunigung
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G/P Prolin/Glutamat-Antiporter

G6P Glucose-6-Phosphat

G6PDH Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
GAP Glycerinaldehyd-3-Phosphat

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
gifl grain-incomplete filling

Glc Glucose

GlcT Glucose-Transporter

GSA Glutamat-Semialdehyd

GSK3 Glycogen Synthase Kinase 3

H,O Wasser

H>0, Wasserstoffperoxid

His L-Histidin

HKX Hexokinase

HR hypersensitiven Reaktion

HRP Horse Raddish Peroxidase, Meerrettichperoxidase
Hyg Hygromycin

JA Jasmonséure

Kan Kanamycin

kb Kilobase

Ki Dissoziationskonstante

Km Michaelis-Konstanten

1 Liter

m Meter oder milli

M Molar

Mal Maltose

MalT Maltose-Transporter

MAMPs microbe-associated molecular patterns
MAPK mitogen-activated protein kinases

min Minute

mRNA messenger-RNA

MS Murashige & Skoog-Medium

MW Molekulargewicht

N. tabacum
NAA
NaCl
NAD
NADP
NADPH
NaOH
NO
NPRI
Oy
OAT
OD

OH
OPP

P

Nicotiana tabacum
1-Naphtylessigsdure

Natriumchlorid
Nicotinamiddinukleotid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Natriumhydroxid

Stickstoffmonoxid

non-expressor of PRI
Superoxid-Anionen
Ornithin-delta-Aminotransferase
optische Dichte

Hydroxyl-Radikale

Oxidativer Pentosephosphat-Weg
Prolin-Uniporter
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P1

P2

P5C
P5CDH
P5CR
P5CS
PAGE
PAMPs
PCR
PDH
PEG
PFK
P-Formen
PFP

Pi

POX
PR
PRRs
PTI
R-Gene
Rib-5-P
RNA
RNAse
ROS
rpm

RT
RT-PCR
Ru5P
Ru-5-P
RubisCO
SA
SAR
SDS

SE

SE/GZ-Komplex

Snf
SNN
SnRK1
SOD
SOD
SPP
SPS
Suc
SUC2
SURE
SuSy
SUT1
T6P

A. thaliana G6PDH-Isoform AT5G35790

A. thaliana G6PDH-Isoformen AT5G13110 und AT1G24280

Pyrrolin-5-Carboxylat
P5C-Dehydrogenase
Pyrrolin-5-Carboxylat-Reduktase
Pyrrolin-5-Carboxylat-Synthase
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
pathogen-associated molecular pattern

polymerase-chain reaction, Polymerasekettenreaktion

Prolin-Dehydrogenase

Polythylenglycol

Phosphofruktokinase

Plastiddre Formen
Fructose-6-phosphat-1-Phosphotransferase
inorganic phosphate, anorganisches Phosphat
Prolin-Oxidase

pathogenesis-related, Pathogen-induzierte
pattern-recognition receptors
PAMP-triggered immunity
Resistenz-Gene

Ribose-5-Phosphat

Ribonukleinsédure

Ribonuklease

reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-PCR
Ribulose-5-Phosphat

Ribulose-5-Phosphat
Ribulose-1,5-bisphosphate-Carboxylase/Oxygenase
salicylic acid, Salicylsdure,

systemic acquired resistance
Natriumdodecylsulfat

Standardfehler
Siebelement-Geleitzellen-Komplex
sucrose non-fermenting

Nicotianae tabacum L. cv SamsunNN

suc non fermenting related kinase 1
Superoxid-Dismutase
Superoxid-Dismutase
Saccharosephosphat-Phosphatase
Saccharosephosphat-Synthase

sucrose, Saccharose

Suc-transport protein

sugar-regulated plant genes

sucrose synthase, Saccharose-Synthase
Saccharose/H -Symporter
Trehalose-6-Phosphat
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Tab Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TBS Tris-gepufferte Saline

TBST Tris-gepufferte Saline mit Tween-20

TE Tris-HCI-EDTA-Puffer

TEMED NNNN-Tetramethyethylendiamin

Tet Tetracyclin

Thr-467 Threonin

TPS Trehalose-6-Phosphat-Synthase

Triose-P Triose-Phosphat

Tris Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan

TRX Thioredoxin

U Unit

UN iiber Nacht

uv Ultra-violett

v/v Volumen pro Volume

Vol Volumen

w/v Geweicht pro Volumen

WT Wildtyp

X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B3-D-Galactopyranosid
XPT Xylulose-5-Phosphat/Phosphat Translokator
YT Hefe-Tris-Medium
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7.4 Vektore

7.4.1 pZM8

Erstelltes binires Doppelkonstrukt fiir N. tabacum [Spect].

P2 PMAS ={ cyteePD-as | | copaeppse Hyg
RB P35S 1600 bp ocs 629 bp 200bp  200bp  200bp 259bp PNOS NOS
LB

7.5 Sequenzierung
Zur Uberpriifung der Klonierungen wurden Sequenzierungen von der Firma SeqLab
(Gottingen, Deutschland) durchgefiihrt, anschlieBend erfolgten Alignments mit Hilfe des

Programmes ClustalW, deren Ergebnisse hier dargestellt sind.

7.5.1 pZM8_Tabak

Alignment der Sequenzierung des Konstruktes pZM8 Tabak gegen die Sequenzen der
cytosolischen RNAi-Kassette Tab bestechend aus MAS-Promotor (pMAS), der cyto-
solischen G6PDH-Fragmente und dem 35S-Terminator (T35S). Die Sequenzierung

erfolgte mit den Primern 11/5.

NtcytG6PD RNALI ~  —mmmmm oo oo
pZM8 Tabak NNNNNNCCNATANAGGTANCCANNAANNATCTGAANCTTTNNGAGATTNNNATNNGANNC 60

NtcytG6PD RNALI ~  —mmmmm oo oo
pZM8 Tabak NTTGNGAAACATNCNGGCAAACAAGNTANTGNNNNNAAGANAGATTNAAAAGNTNNNNNG 120

NtcytG6PD RNALI ~  —mmm oo oo oo
pZM8_Tabak AGAGNANGANNNANATAGTNCTTNANNANTTNAANTNNNGTNNCACNNNANNNCNNATNA 180

NtcytG6PD RNALI ~  —m oo m oo oo

pZM8_Tabak NNANTNANATNNGGAGNCNCNATANATATACANNT TNTCGATTATATATGTAAATGAGTT 240
NtCytG6PD RNAi —  ———mmmmm oo AAGAACAATAATGGAAAGACACCCA 25
pZM8_Tabak AACCWTWTNNTNNANNTAANTKNNAWAGNGGATCCAAGAACAATAATGGAAAGACACCCA 300 BamHi
3
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkk
NtcytG6PD RNAi GTTTCAGGTATATTATCATTATCTCTAAAAGAGTCGAGCCGAATAGAACCCCTTTTTTCA 85
pZM8 Tabak GTTTCAGGTATATTATCATTATCTCTAAAAGAGTCGAGCCGAAGAGAACCCCTTTTTTCA 360

KA A A Ak Ak kA Ak Ak Ak kA kkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkhkhkhk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK k%%

NtcytG6PD RNAL ATGCACCATGATGCTGCCATCTTCAAGGCCTCACAACCAGCTCACCCTCAACTCAGCGAA 145
pZM8 Tabak ATGCACCATGATGCTGCEBMCT TCAAGGCCTCACAACCAGCTCACCCTCAACTCAGCGAA 419 atg

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak hkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK k%%

NtcytG6PD RNAi1 GTATGATCAATCCAACCTTGTGATTTCTGAAGAAATTGTGAGACGCC———=====-=—-——— 192
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pzZM8 Tabak GTATGATCAATCCAACCTTGTGATTTCTGAAGAAATTGTGAGACGCCGTCGACCCTGCAG 479 PstI
Sall 5°
hAhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhhkkhkhhkhhkhhkhkhkhkhhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkxkx*k
T35S CCCATCCCGCGGCCATGCTAGAGTCCGCAAAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATC 252
pZM8 Tabak CCCATCCCGCGGCCATGCTAGAGTCCGCAAAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATC 539
- LR R RS SRS S SRS RS RS R R R SRR SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS
T35S TCTCTCTATTTTTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTC-312
pZM8 Tabak TCTCTCTATTTTTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTC 599 T358
- LR R R R SRS S SRS RS RS R R R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS
T35S TTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTT--372

pZM8_ Tabak

TTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTG 659

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA kA kA k ko, k%
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