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1 Einleitung

Im Mittel punkt der vorliegenden Arbeit sanden Untersuchungen zur Regulation der Stilben+
Synthase in Pflanzen, insbesondere in Kiefer (Pinus sylvestris). Stilbene soiden in enigen
Pflanzen eine wichtige Rolle ds antimikrobidle Abwehrdoffe (Kindl, 1985). Aufgrund der
okonomischen Bedeutung der Stilbene in Zusammenhang mit der Resistenz von
Kulturpflanzen, namlich be der Interaktion zwischen Pflanzen und Mikroorganismen soll
zunéchgt auf die verschiedenen Verteldigungsmechanismen der Pflanze eingegangen werden.

1.1 Interaktion Pflanze/Pathogen:

Pflanzen unterliegen einer $8ndigen Bedrohung durch pathogene Mikroorganismen (Pilze,
Bakterien, Viren). Dies hat eine immense praktische Bedeutung, da die gesamte
Nahrungsmittel produktion letztlich von einigen wenigen Kulturpflanzen abhangt. Zwel
Faktoren machen Kulturpflanzen anfdliger fir Pathogene ds vergleichbare Pflanzen in ihrer
naturlichen Umwet: Zum einen bedingt die moderne Landwirtschaft grof¥léchige
Monokulturen, die die Ausbreitung von hingchtlich ihrer Wirtspflanzen sehr oft
hochspezidiserten Pathogenen begiingtigen. Zum anderen werden Kulturpflanzen auf
bestimmte Eigenschaften geziichtet. Dabel kann es zu einer genetischen Verarmung kommen,
die dann wiederum die grof¥lachige Verbreitung von Pathogenen begingtigt. Ein sehr
berihmtes Beigpid ist die Hungersnot in Irland 1845/46: Durch den Erreger der Kraut- und
Knollenféule, den Oomyceten Phytophthora infestans, wurde ein grof3er Teil der
Kartoffelernte vernichtet. Etwa eine Million Iren verhungerte, eine noch grof3ere Zahl
wanderte aus.

Pflanzen besitzen keinen der Immunabwehr von Saugetieren vergleichbaren Schutz vor
Pathogenen. Im Laufe der Evolution haben Pflanzen aber € gene Mechanismen zum Schutz
vor Mikroorganismen und Fral¥einden entwicket. Bei Anfaligkat oder Suszeptibilitét einer
Pflanze gegentiber einem bestimmten Pathogen spricht man von kompatibler Interaktion
Pflanze- Pathogen; ist die Pflanze resistent, so liegt eine inkompatible Interaktion vor.
Interessanterwel se ist Resistenz die Regel und Suszeptibilitét die Ausnahme. Man kann das
as Momentaufnahme e nes evol utiondren Prozesses sehen, in dem die generelle Resstenz der
Pflanzen ab und zu von veranderten Pathogenen durchbrochen wird, gegen die die meisten
Pflanzen nach einiger Zet auch wieder resstent werden. Die erste Verteidigungdinie der
Pflanze besteht in mechanischen Barrieren, die dem Filz das Eindringen erschweren. Dabel
handdlt es sch z. B. um Lignineinlagerungen in die Zdlwand sowie Kutin und Suberin, diein
die Epidermis eingelagert werden. It es einem Pathogen gelungen, in die Pflanze
elnzudringen, laufen verschiedene biochemische Vorgéange ab. Die hypersensitive Resktion
begrenzt das vom Pathogen befallene Gewebe, Phytodexine hemmen das Wachstum des
Pathogens. Aul3erdem fihrt ein Befal oft zu einer systemischen Reaktion, die die gesamte
Pflanze voriibergehend in einen Zustand unspezifischer, erhthter Resstenz versetzt (SAR,
systemic acquired resistance).
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1.2 Chemische Abwehrstoffe und Phytoalexine

Eine entscheidende Rolle be der Interaktion von Pflanzen mit Filzen und Bakterien spidlen
chemische Abwehrstoffe aus dem Sekundérstoffwechsda der Pflanzen. Wenn man sich auf
antimikrobidlle Abwehrgtoffe beschrankt, ist folgende Klassifizierung moglich (Harborre,
1995)

Klasse: Beschreibung: Beispiele:
préinfektionelle
Verbindungen:
1. Prohibitine: Hemmung von Sgponine
Mikroorganismen in vivo
2. Inhibitine: Metabolite, die nach der Cumarin
Infektion zunehmen, um
dievalle Giftwirkung zu
erreichen
postinfektionelle
Berbindungen:
1. Podtinhibitine: Metabolite, die z. B. durch Cyanogene
Hydrolyse oder Oxidation Glykoside,
aus vorher schon Allylisothiocyanate,
vorhandenen Chinone
nichttoxischen Substraten
gebildet werden.
2. Phytodexine: Metabolite, die nach einer Pisain
Infektion durch Anschdten
von Genen oder
Aktivierung von
Enzymsysemen de novo
gebildet werden.

Besonders wichtig sind Phytodexine. Sait der Entwicklung des Phytod exin-Konzepts (gr.
phyton=Pflanze, dexis=Abwehr) durch Mller und Borger im Jahre 1940 (MUller und
Borger, 1940) wurde dieser wichtige Aspekt der induzierbaren Pflanzenabwehr intensiv
erforscht. Phytoa exine werden von der Pflanze as Reaktion auf eine Infektion, aber auch
nach abiotischem Stress gebildet. Dies geschieht normaerweise mittels de novo- Synthese
durch Enzyme, die auf der Ebene der Transkription reguliert werden, d.h., durch verstérkte
Synthese der entsprechenden mRNA.

Chemisch betrachtet gehtren Phytod exine den verschiedensten Stoffgruppen an wie z. B.
Terpene, |soflavonoide, Polyacetylene und Stilbene; gemeinsam ist ihnen eine gute
Fettl6dichkeit.
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In einigen Falen konnte der Bewels erbracht werden, dass die Anwesenheit eines
Phytodexinsin einer Pflanze der entscheldende Faktor der Resistenz gegen bestimmte
St&mme enes Pathogensist. Beispid swelse schiitzt das Phytoaexin Pisatin in Erbsen vor
Befdl mit inkompatiblen St&mmen von Nectria haematococca. Pathogene Stémme dieses
Filzes verfligen Uber ein Enzym, das Pisatin in eine inaktive Verbindung umwanddt (Pisatin-
Demethylase) (van Etten et al., 1989; Kuc, 1995).

Den besten Beweis ligferten Experimente, wo die Féhigkeit zur Phytoaexinbildung auf
andere Pflanzen Ubertragen wurde (Coutos- Thevenot et al., 2001; Hain et al., 1993). Die
Stilben-Biosynthese bendtigt lediglich ein Enzym, da die VVorstufen die ubiquitéren
Metabolite Maonyl-CoA und p-Coumaroyl-CoA sind. Die Ubertragung einer Stilben
Synthase vom Resveratrol- Typ in transgenen Tabak flihrte zu erhdhter Resistenz gegen
Botrytis cinerea. Dabe wurden bis zu 40 pg Resveratrol pro g Frischgewicht gebildet (Han
et al., 1990; Hain et al., 1993).

1.3 Stilbene und Stilben-Synthasen

Hydroxystilbene kommen in einer begrenzten Zahl von Pflanzenfamilien vor und wirken dort
ds effektive Phytodexine gegen Rilzbefdl (Kindl, 1985). Finosylvin wurde 1939 von
Erdtmann aus Kiefernholz isoliert. Die Bildung von Finosylvin geht nicht von einer
Hydroxyzimtsiure (p- Coumarséure im Falle von Resveratrol), sondern von der Zimtsiure
selbst aus (Schwekendiek et al., 1992).

Finosylvin wirkt zusammen mit Finosylvin-Monomethylether ds Schutz vor Rilzbefdl und
Insektenfrald. Pinosylvin kommt in verschiedenen Kiefern (z.B. Pinus sylvestris) vor und ist
kondtitutiver Bestandteil des Hartholzes, wo es ds Prohibitin vor Pilzbefdl schiitzt. In
Kieferkeimlingen schiitzt Pinosylvin und sein Monomethylether ds echtes Phytodexin vor
Filzbefdl. Die Induktion in Kieferkeimlingen nach Pathogenbefdl, aber auch nach UV-
Bestrahlung und Ozoneinwirkung wurde gezeigt. Interessanterweise it Pinosylvin aul3erhab
der Gattung Pinusim Pflanzenreich wenig verbreitet. Es kommt u. a noch im Wanussbaum
vor. Die entsprechende Stilbencarbonsiure findet sch ads Aglykon in Gaylussacia-Arten.
Das am weitesten verbreitete Stilben it Resveratrol (Kindl, 1985). Esfindet Sch u. a in der
Weinrebe (Vitis vinifera), der Erdnuss (Arachis hypogaea) und Rhabarber (Rheum
raponticum). Auch Kiefern, die bereits durch Pinosylvin gekennzeichnet sind, enthdten
Resveratrol (Kindl, 1985). Die Biosynthese geht stets von Zimtséurederivaten aus. Durch
Kondensation mit 3 Molekilen Maonyl-CoA entsteht ein Tetraketidintermediat, welches
durch Claissen- Kondensation, Hydrolyse des Thioesters und Decarboxylierung zum Stilbern+
Gerd fuhrt. Allerdings lassen sich die Zwischenstufen nicht isolieren.

Trotz der Ahnlichkeit der biochemischen Synthese der Stilbene mit der von
zusammengesetzten Polyketid- Synthasen it die Enzymologie der Stilben Synthasen sehr
verschieden. Alle bekannten Stilben Synthasen gehtren mit den sehr nahe verwandten
Chakon-Synthasen zu den einfachen Polyketid- Synthasen. Es handelt Sch um Homodimere
mit einem MW von etwa 43 kD pro Untereinheit. Sie besitzen keinen Cofaktor.

Chakon Synthasen sind im Gegensatz zu Stilben Synthasen ubiquitér in dlen Pflanzen.
Aufgrund von Seguenzvergleichen in Pflanzenfamilien, in denen beide Enzyme vorkommen,
wurde die im Laufe der Evolution mehrfache unabhdngige Bildung von Stilben- Synthasen aus
Chakon Synthasen pogtuliert (Tropf et al., 1994). Obwohl heute die Krigtalstruktur der
Chakonsynthase und zahireiche Sequenzen von Chalkon+ und Stilbensynthasen vorliegen, ist
die Entscheidung, ob es sich um eine Chalkon — oder Stilbent Synthase handdlt, nicht anhand
der Priméarsequenz moglich (Ferrer et al., 1999).
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Abbildung 1.1 Strukturformeln von Resveratrol und Pinosylvin
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Abbildung 1.2 Natuirlich vorkommende Stilben-Derivate

Hydrangeaséure ist eine Stilbencarbonséure aus Hortensen (Hydrangea). In der Erdnuss
findet sch 4-Dimethyldlylresveratrol. Bibenzyle kommen in Leberbliimchen vor und leiten
gch von Dihydrozimtsdurederivaten ab. Oxidativer Ringschluss fuhrt zu den in Orchideen
vorkommenden Dihydrophenanthrenderivaten. Das Resveratrol- Dimer e-Viniferin findet
schin der Weinrebe (Vitis).
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Abbildung 1.3 Schematische Dar stellung des zum Tetraketidintermediat fiihrenden Stoffwechselwegs

p-Coumaroyl-CoA ist ein Produkt des algemenen Phenylpropanoidstoffwechsds. Der
untere Teil der Abbildung zeigt den Weg von p-Coumaroyl-CoA (Kasten) zum
Tetraketid- Intermediat. Dieser Reaktionsweg ist der ChakonSynthase und der Stilben
Synthase gemeinsam.
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Abbildung 1.4 M echanismusder Bildung von Resveratrol ausdem Tetraketid-Intermediat durch die
Stilben-Synthase

Durch intramolekulare Aldol- K ondensation bildet sch wahrscheinlich der Thioester einer
Stilbencarbonséure, die durch Hydrolyse des Thioesters und Decarboxylierung zu
Resveratrol umgewanddt wird.

In Wein (Vitis vinifera) kommen 6 unterschiedliche Stilben Synthase-Gene vor, drel ds
Clugter auf einem Fragment von 13 kbp Lange (Wiese et al., 1994). Im Genom von Pinus
sylvestris gibt es mindestens 5 Pinosylvin- Synthase- Gene, die aber nicht as Clugter vorliegen
(Preisg-Milller et al., 1999). Diese unterscheiden sch im kodierenden Tell kaum, stark
jedoch im Promotorbereich. Bel Analysen der Promotoraktivitéat stellte sich der Promotor des
Gens 1 (PST1) dsam stérksten induzierbar heraus (Brehm et al., 1999). Der Ausgangspunkt
der vorliegenden Arbeit war die Promotoranalyse des Promotors des Gens PST1und die
|dentifizierung der cis-agierenden Elemente.

Im Zusammenhang mit den cis-agierenden Elementen soll an dieser Stelle ein Uberblick tiber
die Signdtransduktion der Pathogenabwehr der Pflanzen gegeben werden.

Die Abwehr eines Pathogens setzt dessen Erkennung voraus. Diese erfolgt Uber Elizitoren, die
entweder vom Pathogen selbst ssammen, oder von den geschédigten Teilen der Pflanze. Eine
unmittelbare Reaktion auf den Kontakt mit dem Pathogen oder dem Elizitor ist der sog.
»OXidative burst”; durch Aktivierung einer membrangebundenen NADP(H)- Oxidase werden
Superoxid- Anionen freigesetzt, welche durch die Superoxid- Dismutase zu H,O, und O,
disproportioniert werden (Wojtaszek, 1997). Reaktiven Sauerstoffspezies wird eine Rolle
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sowohl bei der direkten Bekampfung der eingedrungenen Mikroorganismen as auch der
Koordination der weiteren Abwehrreaktionen zugesprochen (Alvarez et al., 1998).
Eine sehr wichtige Rolle spidt die hypersengtive Resktion: Die befalenen Zdlen sterben
durch eine Apoptose-ahnliche Reaktion ab. Dies kann as der wichtigste

Res stenzmechanismus angesehen werden; etwa bel biotrophen Filzen, die sich Uber ein
Haustorium nur von der lebenden Zdle erndhren konnen.

Die Inkompetihilitét zwischen einer Pflanze und einem Pathogen (d. h., die Resistenz der
Pflanze in bezug auf dieses Pathogen) beruht oft auf der Expression komplementérer Genein
der Pflanze und dem Pathogen (,, gene-for-gene disease resstance”) (Parker und Coleman,
1997). Das entsprechende Gen der Pflanze wird a's R-Gen bezeichnet, well es zur Resstenz
gegenuiber bestimmten Pathogenen fiihrt; das Fehlen dieses R-Gens fiihrt zur Suszeptibilitét,
d. h. zur Anfaligkeit der Pflanze.

Ob ein bestimmtes R-Gen der Pflanze Resistenz gegen ein bestimmies Pathogen verleiht,
héngt davon ab, ob das Pathogen das avr-Gen trégt. Die Bezeichnung avr steht fir avirulence;
ein Pathogen wird durch das Tragen eines avr-Gens avirulent fur dle Pflanzen, die das
entsprechende R-Gen tragen. Die Rezeptor- Ligand- Hypothese ist in einigen Fallen durch die
Bindung des avr-Genprodukts an das R-Genprodukt bestétigt worden.

1.4 Erworbene Resistenz

Der lokale Kontakt mit einem Pathogen kann zu eéinem Phénomen fihren, das forma der
Immunisierung bel Sdugetieren entspricht: Die Pflanze wird flr einen gewissen Zeitraum in
erhhte Abwehrberaitschaft versetzt und dadurch resistent.

Entdeckt wurde dieses Phdnomen von Ross im Jahre 1961 (Ross, 1961a; Ross, 1961b) durch
Behandlung von Tabak mit abgettteten TMV-Viren. Daes Sich hierbe um eine systemische
Antwort der ganzen Pflanze auf einen lokalen Kontakt handelt, wurde dieses Phdnomen ds
systemische erworbene Resistenz (SAR; systemic acquired resistance) bezeichnet in
Abgrenzung zur ebenfalls exisenten LAR (locd acquired resistance).

Essdlt sch die Frage, was die SAR aud 6, und wie das Signd in der Pflanze weitergdeltet
wird. Als aud 6sender Faktor wird eine Mindestmenge an nekrotischen Lasionen
angenommen. Die Bildung resktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen intermediates, ROI)
begletet die HR und ist an der Auddsung der SAR beteiligt (Chen et al., 1993). Die genaue
Funktion von ROI und H,O- ist aber umdtritten (Dorey et al., 1999). Sdizylsiure bindet an
Katalase und inhibiert das Enzym; die Implikationen dieser Tatsache sind aber umdtritten
(Ruffer et al., 1995; Yu et al., 1999) Die Natur des systemischen Signastoffs ist unbekannt,
man welil3 aber, dal3 die Akkumulation von Sdlizylsiure (SA), die die SAR begleitet, eine
»oonditio sne quanon” ist. Beispidsweise sSnd transgene Pflanzen, die das Gen nahG tragen
(ein Gen aus dem Naphthalinabbau; baut Salizylséure zu Brenzcatechin ab) keine SAR mehr
aushilden (Friedrich et al., 1995). Auch kann die Expression SAR-abhéngiger Gene durch
exogene Sdizylsaure oder 2,6-Dichlorisonicotinsdure, einem SA-Anaogon, induziert werden
(Durner and Klessig, 1995). Aufgrund von Pfropfungsexperimenten mit nahG- Pflanzen wird
aber ein unbekannter systemischer Faktor vermutet, der dann Uber eine Erhdhung der SA-
Konzentration die systemische Resistenz bewirkt.

Auch die Phytohormone Ethylen (Ecker, 1995) und Jasmonséure (Beale and Ward, 1998)
(und das fllchtige Methyljasmonat) sind an den Abwehrreaktionen der Pflanze beteiligt. Es
wird neben der SAR noch ein mehr oder weniger unabhangiger Signadweg podtuliert, in dem
Ethylen und Jasmonat synergstisch wirken, Sdlizylsaure aber antagonistisch wirkt (Dong,
1998).
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L etztlich fUhren diese Signdtransduktionswege zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren,
die an cis-agierende Elemente in Promotoren binden und so zur Aktivierung oder
gegebenenfdls auch Represson dieser Gene fulhren. Die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren kann sowohl durch Neusynthese d's auch durch Phosphorylierung (Gu
et al., 2000) (Rojo et al., 1998) oder Interaktion mit anderen Proteinen (Xu et al., 1998)
erfolgen. Auch durch den Abbau dominant-negativer regulaorischer Faktoren kann die
Aktivierung eines Promotors erfolgen (Becker et al., 2000).
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2 Materialien und Methoden

2.1 Puffer und Medien

Alle Gerdte, Ldsungen, Puffer sowie Medien wurden vor Gebrauch durch 30miniitiges
Erhitzen im Autoklaven bei 120 °C und 1 bar Uberdruck sterilisiert. Hitzesensitive
Chemikaien und Antibiotika wurden gerilfiltriert und den erkateten L ésungen be gegeben.

2.2 Enzyme, Kits und Chemikalien

Roth,
Agar Applichem
ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Perkin-Elmer
Sequencing Ready Reaction Kit
Agarose Typ 1 Sigma
Amplify Amersham

Anti-Kaninchen-1gG, AP-gekoppelt
BCIP-Féarbereagenz in DMF

Blotting Papier GB002

Dragoco, Biorad
Promega

Schleicher-Schuell

Bradford-Reagenz flr Proteinbestimmung Biorad

Cellulase “Onozuka R-10” Sigma
Desoxyribonucleotidtriphosphate Amersham
Expressionssystem Qiaexpressionist™ Qiagen

Filterpapier Whatman 3MM Schleicher&Schuell
Gamborg B5-Medium Duchefa
Linsmaier-Skoog-Medium Duchefa
Maceroenzym R-10 Serva
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Methyljasmonat Duchefa

Miracloth Calbiochem
NBT-Farbereagenz (Nitrotetrazoliumblau) Promega
Nitrocellulosefilter BA85 Schleicher&Schuell
Proteinmolmarker (10kDa-Leiter mit Lifetechnologies

verstarkter 50kDa-Bande)

Qiagen Gel Extraktion Kit Qiagen
Rontgenfilme ,,X-Omat AR* Kodak
Rotiphorese Gel 30 Roth
Rotiphorese Gl 40 Roth

unldsliches Polyvinylpyrrolidon (Polyclar AT)  Serva

Vent-DNA-Polymerase New England Biolabs

In der Liste nicht aufgefiihrte Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Roth, Serva, Duchefa
oder Sigma bezogen.

Verwendete Bakterienstamme

E. coli NM 522 hsdD5D(lac-pro)[F’ laclqZ DM15pro*]l

E. coli DH5a F-080dlacZD(lacZ Y A-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17
(re-, m*) supE44l ~thi-1 gyrA96 relAl

E. coli M15 Nal® Srorif° lac ara gal” mtl” F~ recA* uvr *
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2.3 Pflanzenmaterial

2.3.1 Suspensionskulturen

2.3.1.1 Suspensionskulturen von Vitis vinifera cv. Optima

Nicht-embryogene Zdlkulturen von Vitis vinifera cv. Optimawaren bereits im Arbeitskrels

etabliert (Melchior, 1987). Die Suspensonskultur der Weinzdlen erfolgte bel

Dauerbeleuchtung in einembei 24-25 °C klimatiserten Raum auf einem Schiittler bel 116
rpm. Als Kulturgeféd¥e dienten mit 2 Lagen Alufolie verschlossene 250 ml- Erlenmeyerkol ben.
Die Anzuchtkolben wurden vor Gebrauch in einer Laborsplilmaschine gereinigt und staubfrel

aufbewahrt.

Als Nahrmedium diente nach Schenk und Hildebrandt (Schenk und Hildebrandt, 1972)
modifiziertes Gamborg B5-Medium (Gamborg et al., 1968):

Gamborg B5 Salze:
(Duchefa)

Saccharose:

myo-Inositol:

Vitamine-Stammldsung:

Hormone-Stammlésung:

Vitamine-Stammldsung:

Hormone-Stamml&sung:

3,14 g

309

19
1mil

0,5 ml

mit bid. H,O auf 1 Liter auffillen,
pH 5,5 mit KOH einstellen
250 mg Thiamin
250 mg Nicotinséure
25 mg Pyridoxin

in 50 ml H,O bid.
sterilfiltriert

50 mg 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure
200 mg p-Chlorphenoxyessigsaure
10 mg Kinetin
150 mg NaOH
in 50 ml H,O bid.
sterilfiltriert
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2.3.1.2 Suspensionskultur von Nicotiana tabacum

Zum Anlegen einer Suspensonskultur von transgenem Tabak mit einer Fusion des Promotors
des Gen PST1 mit dem Gen der b-Glucuronidase (GUS) wurden Blattstiicken (1-2 cnt) der
entsprechenden Tabaklinie auf kalusnduzierenden LS-Agar gelegt. Nach 3-4 Wochen hatte
sch an den Wundréndern Kallusgewebe gebildet. Die Kalli wurden separat wie unter 2.3.2
angegeben kultiviert. Zum Anlegen der Suspensionskultur wurden einige Gramm
Kalusgewebe in einem Kolben mit B5/SH-Medium geschiittelt. Nach 2 Wochen hatte sich
eine Suspensionskultur gebildet, die analog zu 2.3.1.1 wochentlich umgesetzt wurde.

Kallusinduzierendes LS (Linsmaier-Skoog)- 4 g LS-Salze (Duchefa)
Medium: 20 g Saccharose

1 mg Naphtylessigsdure (NAA)
0,2 mg Kinetin

auf 11 H,O dest.
pH 6,0 mit 0,1 M KOH einstellen

autoklavieren

far Platten: 8 g/ Agar

2.3.2 Kalluskulturen

Kaluskulturen dienten ds Reserve fir die Weinzellkulturen bzw. as Vorgufe zu Tabak-
Suspend onskulturen.

Das Medium entsprach dem fur die Suspens onskulturen verwendeten B5/SH-Medium mit
dem Zusatz von 1,5 % Agar. Die Kultur erfolgte in Petrischalen von 9 cm Durchmesser bel 24
°C und Dauerbeleuchtung. Beim Uberimpfen im vierwochigen Rhythmus wurde die
Agarfléche der neuen Petrischden mit einem gerilen Skapell angerauht und eine etwa
wanuiigrof3e Kalusmenge auf die Agarfléache aufgedriickt. Die Platten wurden mit Parafilm
verschlossen und mit dem Boden nach oben kultiviert.
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2.3.3 Kultivierung von Tabakpflanzen

Sterile Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1 sowie davon abgeleitete
transgene Linien) wurden in einem auf 26 °C temperierten Raum unter Kunstlicht (1500-3000
Lux) mit einer Hell/Dunke- Periode von 16/8 h in Magenta-V esseln angezogen. Es wurde das
Nahrmedium nach Lingmaier-Skoog (Linsmaier und Skoog, 1965) mit Zusatz von 0,8 %
Agar benutzt. Zur Vermehrung wurden Sprossspitzen mit 2- 3 Bléttern abgeschnitten und in
LS-Agar gesteckt. Transgene Tabakpflanzen wurden auf LS-Agar mit 75 pg Kanamycain/ml
as Sdektionsmarker angezogen.

LS-Medium: 4 g LS-Salze (Duchefa)
20 g Saccharose

auf 11 H,O dest.
pH 6,0 mit 0,1 M KOH einstellen

autoklavieren

LS-Agar: LS-Medium
8 g/l Agar (Roth)

autoklavieren
LS-Medium/Kanamycin: LS-Medium

75mg /1 Kanamycin nach Autoklavieren steril
zufiigen

2.3.4 Anzucht von Pinus sylvestris

Samen von Pinus sylvestris L. Westdeutsches Bergland (Staatsdarre Wolfgang, Hanau)
wurden in gerilem Leitungswasser 24 h vorgequollen und auf feuchtes geriles Vermiculite
ausgesit. Die Kultur erfolgte in zylindrischen 2 |- Glésern unter enem Hell/Dunkd-Wechsd
von 12/12 h bei 20 °C.

Die Kultur erfolgte keimarm aber nicht stexil, dadie Glaser zur Vermeidung von Rilzbefdl
nicht verschlossen wurden. Zum Wassern wurde autoklaviertes Letungswasser verwendet.

2.4 Pilzmaterial

2.4.1 Kultur von Botrytis cinerea

Botrytis cinerea DSM 877 ,,teaching strain* wurde von der DSMZ in Braunschwelg bezogen
und auf PD-Agar kultiviert. Die Hussgkultur erfolgte in Fernbach- Kolben mit 200 ml PD-
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Flissgmedium. Alle vier Wochen wurden die Sporen durch Abklopfen auf neue Petrischalen
aufgebracht und die Petrischden mit Parafilm verschiossen im Dunkeln ba 22 °C inkubiert.

PD-Medium: 200 g Kartoffeln wurden in 900 mi

(Potato- Dextrose-Medium) Letungswasser fir 20 min gekocht. Die
Lésung wurde durch Miracloth filtriert und
auf 950 ml aufgefillt. Nach dem
Autoklavieren wurden 20 g Glucosein 50 ml
Wasser geril zugegeben.

PD-Agar: PD-Medium
109/l Agar

autoklavieren

Zur Gewinnung einer Sporensuspenson wurden vier Wochen dte Platten mit B. cinerea mit
10 ml LS-Medium Uberschichtet und mit einem Spatel vors chtig abgeschabt.

2.5 Arbeiten mit DNA

Alle grundlegenden Arbeitsschritte beim Umgang mit DNA wurden durchgefiihrt nach
Sambrook (Sambrook et al., 1989).

2.5.1 Extraktion mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

Zum Entfernen von Proteinen aus Préparationen von Nuclensduren mischte man die
nucleinsaurehdtige Lésung mit 1 Vol. Phenol/Chlorofornmvisoamylakohol und zentrifugierte
zur Phasentrennung 5 min bel 15000* g. Die wéasserige Phase wurde abgenommen und die
Extraktion so lange wiederhalt, bis keine Interphase mehr schtbar war. Die wésserige Phase
wurde abschlielfend mit 1 Vol. Chlorofornvisoamylakohol extrahiert, um Phenolreste zu
entfernen. Anschliel3end wurde eine Ethanolfdlung durchgeftihrt.

Phenol/Chloroform/lIsoamylalkohol: Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (24/24/1)
(v/v/V); TE-gesattigt

Chloroform/lIsoamylalkohol: Chloroform/1soamylalkohol (24/1) (v/v); TE-
gesattigt

TE-Puffer: 10 mM Tris
1 mM EDTA

pH 8,0
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2.5.2 Ethanolfallung

Um Nuclensauren aus wasserigen Losungen zu fallen, wurde eine Ethanolfdlung

durchgefuhrt.

Herzu wurde die L6sung auf 300 mM Natriumacetat gebracht und mit dem 2,5fachen
Volumen an Ethanol versetzt. Nach Inkubation bel —20 °C Uber Nacht wurde die DNA durch
Zentrifugation (30 min, 15000* g) gefdlt. Die gefdlte DNA wurde mit 70 % Ethanol
gewaschen, abzentrifugiert und das Pdllet in TE- Puffer aufgenommen.

3 M Natriumacetat, pH 5,2
Ethanol 96 %

Ethanol 70 %

2.5.3 Praparation von Plasmid-DNA in kleinem Mal3stab (Miniprep)

Fur die Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Mal3stab wurden 1 bis2 ml einer
Ubernachtkultur des betreffenden Bakterienklonsin einer Tischzentrifuge abzentrifugiert und
die DNA nach dkalischer Lyse des Bakterienpellets mit dem Qiagen Spin Miniprep Kit™
nach Protokoll des Herstellersisoliert.

Als Medium fr Bakterienkulturen von E. coli diente stets L B-Medium mit den jeweiligen
Sdektionsmarkern.

LB-Medium: 10 g Bactotrypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl

auf 1 | dest. H,0 auffillen
autoklavieren

far Platten: LB-Medium
15 g/1 Agar
LB/Amp. LB-Medium

100 pg/ml Ampicillin

LB/Kana. LB-Medium
25 ug Kanamycin

LB/Strept. LB-Medium
50 ug Streptomycin
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2.5.4 Praparation von DNA im mittleren und grof3en Mal3stab

Grolere Mengen an Plasmid-DNA von 100 pg bis 500 pg wurden mit dem Qiagen Midi
Kit™ bzw. dem Qiagen Maxi Kit™ nach dem Protokoll des Herstellers (beide Fa. Qiagen)
isoliert.

Es wurden 100 bzw. 200 ml-Ubernachtkulturen des betreffenden Bakterienklons
abzentrifugiert und die DNA nach akaischer Lyse des Bakterienpellets durch
Anionenaustauschersdulchen aufgerenigt.

2.5.5 Gelelektrophorese von DNA

Zur Andyse oder Préparation von DNA-Fragmenten wurden Agarosegel e verwendet.

Elektrodenpuffer 40 mM Tris
1*TAE: 20 mM Natriumacetat

mit Eisessig auf pH 7,2 einstellen
1 mM EDTA zugeben
6*Probenpuffer 0,25 % (w/v) Bromphenolblau

0,25 % Xylencyanol
15 % Ficoll Typ 400

Die Suspension von Agarose in 1* TAE wurde mehrere Mde in eéner Mikrowelle kurz
aufgekocht und nach Abktihlen auf 60 °C in enen Gelschlitten mit Kamm gegossen. Nach
dem Ergtarren und Uberschichten mit 1* TAE in einer Flachbett- El ektrophoreseapparatur
wurde der Kamm gezogen und die Taschen mit den Proben beschickt.

Als Elektrodenpuffer wurde 1* TAE verwendet. Die Elektrophorese wurde 2 h bei 80 V
durchgefihrt und das Gel dann in ener Ethidiumbromidl6sung geférbt. Nach 20 min
Entférbung in Wasser wurde das Gel in einem UV-Transilluminator betrachtet und
fotografiert.

DNA-Léangenstandards:

Folgende DNA-Molmarker wurden verwendet (Fa. Boehringer):

MM VII (in kbp): 8,0; 7,1; 6,0; 4,8; 3,5; 2,7; 1,9; 1,85; 1,5; 1,4; 1,14; 1,0; 0,68; 0,49; 0,37

MM X (in kbp): 12,2; 11,2; 10,2;9,2;8,1;7,1;6,1;5,1;4,1; 3,1, 2,0; 1,6; 1,0; 0,52; 0,51; 0,4; 0,34;

0,30; 0,22; 0,20, 0,15; 0,13; 0,08
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2.5.6 PCR

Die Polymerase-K ettenresktion wurde zur Amplifikation von zu klonierenden DNA-
Fragmenten benutzt (Saiki et al., 1988). Es wurde nach Innis (Inmis et al., 1990) vorgegangen.
Die Amplifikation von DNA mit der Polymerase-K ettenreaktion wurde in einem
Thermocycler der Fa. Perkin-Elmer, Moddl 2400 mit Deckdheizung durchgefihrt. Die
Deckdheizung erlaubt den Verzicht auf Paraffindl in den Resktionsgefden. Anneding-
Temperaturen fir PCR-Primer wurden nach folgender Formel abgeschéizt:

Tw =4*G/IC+ 2*AIT

Zur Amplifikation wurde Vent™ ™- Polymerase (New England Biolabs) eingesetzt. Eine
typische PCR-Resktion wurde folgendermal3en durchgefhrt:

10 pl 10*Vent Polymerase-Puffer

4 ul Primer 1 40 pmol

4 pl Primer 2 40 pmol

50-200 ng Template-DNA

ad 99ul H,O

1 ul Vent-Polymerase 2 U

5min 94 °C

Primer-Anlagerung : 1 min

Elongation: 2 min/kbp; 72 °C
Denaturierung: 30594 °C

Be schwierigen Templates wurde eine sog. touchdown-PCR durchgefhrt. Hierbel wird die
Anneding-Temperatur pro Zyklus um 0,1 °C abgesenkt. Durch die hthere Spezifitét der
ersten PCR-Produkte erzidt man bessere Spezifitét und Ausbeute.

2.5.7 Cycle-Sequenzierung

Zur Sequenzierung von klonierten PCR-Produkten wurde eine modifizierte

K ettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al., 1977) verwendet. Hierbel sind die vier
Didesoxynucleotide mit jewells unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt. Dadurch
ist die Sequerzierung mit jewells einem att vier Reaktionsansétzen pro Sequenz moglich.
Die Detektion der DNA-Fragmente erfolgt dann wéhrend des Gellaufs durch Anregung mit
einem Laser und Messen des emittierten Fluoreszenzlichtes.

Verwendet wurde das ,, Abi Prism dye terminator cycle sequenzing reaction Kit* der Fa.
Perkin-Elmer. Hierbel sind im ,, Terminator mix* die farbstoffmarkierten Didesoxynuklectide
mit einer Polymerase beraits enthdten. Die Sequenzierung erfolgte in einer asymmetrischen
PCR
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Sequenzierreaktion: 10 pmol Primer
100-200 ng Plasmid-DNA
mit H,O auf 16 pl auffillen
Zugabe von 4 ul Terminator Ready Reaction
Mix

Folgendes Temperaturprofil wurde fur die PCR benutzt:

Denaturierung: 96 °C, 10s
Annealing: 50°C,5s
Elongation : 60 °C, 4 min
25 Cyclen

Anschlieend Stoppen der Reaktion bei 4 °C

Nach der Beendigung der Sequenzierreaktion wurde der Ansatz mit Ethanol gefdlt, um freie
Nukleotide zu entfernen, zentrifugiert (30 min, 4 °C, 15000* g), der Uberstand sehr vorsichtig
entfernt und das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und
Entfernen des Uberstandes wurde das Pellet getrocknet und in 4 pl Probenpuffer
aufgenommen.

Die Probe wurde 2 min be 95 °C denaturiert und 2 pl auf ein Sequenziergel aufgetragen. Der
Gdlauf efolgte in einem ABI 377-Sequenziergerét der Fa. Perkin-Elmer.

Probenpuffer: 80 % (v/v) Formamid entionisiert
5mM EDTA, pH 8,0
1 % (w/v) Dextranblau

2.5.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

Konzentration und Reinheit von Nuklenséuren wurden in Quarzkivetten bel 260 und 280 nm
photometrisch bestimmt. Die DNA wurde 1:500 in 1 ml Wasser verdinnt und die Extinktion
gemessen.

1 Azeo entspricht dann

50 ug ds-DNA
33 ug ss-DNA

Der Quotient Azso/A2go 1t &n Mald fir die Reinheit der DNA und sollte bel 1,8-2,0 liegen.
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2.5.9 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von DNA- Fragmenten wurden die entsprechenden Banden mit einem
Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem Qiagen Gel Extraktion Kit™ tiber
Schleudersaulchen aufgerainigt.

2.5.10Extraktion von genomischer DNA aus Pflanzenmaterial

Die Extraktion methylierter DNA aus Wein- und Tabakkulturen erfolgte nach einer
modifizierten Methode nach Lodhi (Lodhi et al., 1994) unter Verwendung des Detergens
CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid).

Zur DNA-Extraktion wurden zwel Gramm Zdlen unter fllissgem Stickstoff 10 min

gemérsert. Nach Untermischen von 250 mg unlédichem Polyvinylpyrrolidon (Polyclar AT)
zur Bindung von Phenolen wurde das gemdrserte Materid in 20 ml Extraktionspuffer
suspendiert und noch 30 min bel 60 °C inkubiert. Nach zwei Extraktionsschritten mit
Chloroform/Isoamylakohol 24:1 (v/v) wurde die wéssrige Phase mit 0,5 Volumina5 M NaCl
vergezt. Durch Zugabe von 2 Volumina Ethanol wurde die DNA Uber Nacht bei —20 °C
gefdllt.

Das DNA-Pdlet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen, in 100 pl TE-Puffer aufgenommen
und zum L&sen der chromosomalen DNA 24 h bei 4 °C inkubiert.

L odhi-Extraktionspuffer: 100 mM TrigHCl, pH 8,0
20 mM EDTA
1,4 M NaCl
2% CTAB
(Cetyltrimethylammoniumbromid)
2 % b-Mercaptoethanol

5M NaCl

Chloroform/lIscamylalkohol Chloroformvlsoamylakohol 24:1 (viv)
mit TE-Puffer &quilibriert

sonstige L 6sungen:

96 % (v/v) Ethanal

70 % (v/v) Ethanol

TE-Puffer
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2.5.11 Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen

Der Verdau mit Redtriktionsenzymen erfolgte nach Angaben des Hergtellers (Fa. Amersham,
Fa NEB) unter Verwendung der mitgelieferten Puffer.

2.5.12 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Geschnittene Vektor-DNA wurde vor Klonierungen mit shrimps akaline phosphatase (SAP,
Fa. Amersham) dephosphoryliert.

10 pg Plasmid-DNA
2 pl 10*SAP-Puffer
Auffillen mit H,O auf 18 pl

Zugabe von 2 pl SAP
Inkubation fiir 45 min bei 37 °C

Nach Beendigung der Reaktion wurde die SAP durch Hitzeinaktivierung (10 min, 68 °C)
zersort. Der Vorteil der SAP gegentiber CIP (caf intestine phosphatase) liegt in der
vollsténdigen Hitzeinaktivierung, so dass der Reaktionsansatz direkt fir Ligationen verwendet
werden kann.

2.5.13 Ligation von DNA

Ligation von DNA-Fragmenten in geschnittene und dephosphorylierte Vektor-DNA erfolgte
mit T4-DNA-Ligase nach Angaben des Hergelers. Die Ligation wurde in einem Volumen
von 20 pl bei 16 °C Uber Nacht durchgefihrt.

2.5.14 Radioaktive Markierung von synthetischen Oligonukleotiden

Synthetische Oligonukleotide wurden mit Polynukleotid-Kinase T4 und [g-*%P]-ATP
radioaktiv markiert

10 pmol Oligonukleotid

2 Wl 10* T4- Polynukleotid- Kinase- Puffer

6 ul [g-*P]JATP (20 pmol)

mit H,O auf 18 pl auffillen

Zugabe von 2 pl T4-Polynukleotid-Kinase (6 U)

Der Ansatz wurde 30 min bal 37 °C inkubiert und durch Erhitzen auf 65 °C fir 5 min
gestoppt.
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2.5.15 DMS-Behandlung von Suspensionskulturzellen

Zur in-vivo-Methylierung von Suspens onskulturen wurden 65 ml-Kulturen von Wein- oder
Tabakzdlen mit 0,1 % Dimethylsulfat 5 min ba Raumtemperatur und starkem Schiitteln
inkubiert. Anschlief3end wurde die Zdlen abgenutscht, mit einem Liter bid. H,0 gewaschen
und in fliissgem Stickgtoff tiefgefroren. Die Lagerung erfolgte bei — 80 °C bis zur weiteren
Verwendung.

2.5.16 Spaltung von methylierter genomischer DNA

Aus mit Dimethylsulfat behanddten Zellen wurde die DNA nach Lodhi (Lodhi et al.,1994)
isoliert. Anschlief3end wurden 50-75 pg der methylierten genomischen DNA 30 minin

1 M Piperidin im kochenden Wasserbad bei 100 °C inkubiert, die Losung mehrfach enrotiert
und mit bid. H,O wiederaufgeftllt. Anschlief3end wurde eine Ethanolfallung durchgefihrt,

die DNA photometrisch bestimmt und durch Agarose- Geldektrophorese analysert.

2.5.17 In-vivo-footprinting

Die Methode des in-vivo-footprinting mit LMPCR wurde von Garrity und Wold (Garrity und
Wold, 1992) entwickelt. Es wurde nach Mller (MUller et al., 1992) vorgegangen.

Fur die Ergtstrangsynthese wurden 5 il (2 pg) der Piperidin-gespdtenen DNA ineinem
elskaten Mikrozentrifugationsgefal? vorgeegt und mit 25 pl Ergistrangmix versetzt. Die
Ldsung wurde bis zur Ergstrangsynthese auf Eis aufbewahrt. Die Erststrangsynthese wurde in
einem Thermocydcler (Perkin-Elmer, Modell 2400) mit folgenden Temperaturprofil
durchgefuhrt:

Denaturierung: 95 °C, 5 min
Annealing: 42-46 °C, 30 min
Erststrangsynthese: 72 °C, 10 min

Lagerung auf Eis bis zur weiteren Verwendung

Nach einer Ethanolfélung wurde das Pdllet in 10 pl TE-Puffer aufgenommen, mit 5 pl
Linker-Primer-Mix versetzt, auf 45 pl aufgeftllt und 4 pl T4-DNA-Ligase 10* - Puffer
zugegeben. Nach griindlichem Mischen erfolgte Zugabe von 1 pl T4-DNA-Ligase
(Amersham) und Ligation bei 16 °C Uber Nacht.

Der Ligationsansatz wurde mit Ethanol gefdlt und in 30 pl Wasser aufgenommen.

Diese Lésung wurde vollsténdig eingesetzt ds Matrize fir eine PCR (Gesamtvolumen 100
). Die PCR wurde mit dem genspezifischen Primer 2 und dem linkerspezifischen Primer
durchgefihrt.

Nach 18 Cyclen wurden 6 pl (3 pmol) eines markierten genspezifischen Primer 3 sowie
frische Vent™ M- Polymerase (1 U) zugegeben. Es folgten weitere zwei PCR-Cyclen bei der
Anneding- Temperatur des Primer 3.

Nach Ethanolfalung des Ansatzes wurden die radioaktiven PCR-Fragmente auf einem Gel
nach Maxam-Gilbert aufgetrennt, das Gel getrocknet und eine Autoradiographie angefertigt.
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Erststrangmix:

Linker-Primer-Mix:

10 pmol genspezifischer Primer 1
3 ul 10*Vent-Polymerase-Puffer
1 U Vent-Polymerase

auf 25 pl mit bid. H,O

20 uM Primer LM1

20 UM Primer LM2

250 mM Tris/HCI, pH 7,7

Die Losung der Primer wurde 5 min bei 95 °C
inkubiert und dann in einem Thermocycler
innerhalb einer Stunde von 70 °C auf 20 °C
heruntergekihlt. Nach einer weiteren Stunde
bei Raumtemperatur wurde die Mischung von
20 °C langsam auf 4 °C abgekuhlt, Gber Nacht
bei 4 °C inkubiert und aliquotiert eingefroren.

2.5.18 Gelelektrophorese nach Maxam und Gilbert

Die Analyse der PCR-Produkte aus den in-vivo-footprinting- Experimenten erfolgte mit Hilfe
eines Sequenziergels nach Maxam-Gilbert (Maxam und Gilbert, 1980).

Die Glasplatten (60* 27 cm) wurden mit Wasser, Ethanol und Isopropanol in dieser
Rehenfolge sorgféltig entfettet. Die Riickenplatte wurde mit Bindeslan behanddlt, die
Ohrenplaite mit ,, Geldick™™* zur besseren Ablésung vom Gel. Die Glasplatten mit den
Spacern wurden zusammengebaut und mit einem Tell der vorberaiteten Acrylamidldsung en
Sockel am unteren Ende der Platten gegossen. Nach der Polymerisation des Sockels wurde
das Gd Iufthlasenfrel gegossen und die glatte Sate eines Haifischzahnkamms dsVorkamm
eingesetzt. Das Gdl wurde in eine vertikae Elektrophoresegpparatur e ngespannt und mit
Elektrodenpuffer Uberschichtet. Der Vorkamm wurde gezogen, umgedreht und mit den
Z&hnen voran in das Gel eingesatzt, so dass die Zdhne maximal 2 mm in das Gel eindrangen.
Der Zwischenraum zwischen den Z&hnen diente dann ds Taschen.

Die Taschen wurden sehr sorgféltig mit Elektrodenpuffer gesplit. Nach 30 minttigem
Vorlauf wurden die Proben aufgetragen . Die Elektrophorese erfolgte dann bei 1,8 kV fur 4-7
h.

Im Anschluss wurde die Ohrenplatte vorgchtig abgehoben, das Ga 30 min in Waschldsung
gewaschen und 1 h bei 60 °C getrocknet. Im Anschluss erfolgte eine Autoradiographie durch
Auflegen eines Rontgenfilms (X-Omat AR, Fa. Kodak).
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Ethanol
Isopropanol
Gelslick™
Bindesilan 10 ml Ethanol
300 pl 10 % (v/v) Essigsdure
30 pl 3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan

10*TBE 1M Tris
1 M Borsaure
20mM EDTA
pH 8,3

10*TBE/Harnstoff 50 % (w/v) Harnstoff in 10*TBE

5%-Gel: 15 ml Rotiphorese-Sequenziergelkonzentrat
7,5 ml 10*TBE/Harnstoff
52,5 ml 50% Harnstoff

Polymerisation mit

30 ul TEMED

300 pl 10 % (v/v) Ammoniumperoxodisulfat
Elektrophoresepuffer: 1*TBE

Waschldsung: 10 % (v/v) Essigsdure
10 % (v/v) Ethanol

Probenpuffer: 80 % Formamid entionisiert
50 mM Tris
50 mM Borséure
1ImM EDTA
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
0,05 % (w/v) Xylencyanol

2.5.190rtsspezifische Mutagenese:

Zur ortsspezifischen Mutagenese von Plasmiden wurde das QuikChange™ Site-Directed
Mutagenesis Kit der Fa. Stratagene verwendet. Die Verwendung erfolgte nach Angaben des
Herstdlers,
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2.5.20Herstellung kompetenter Zellen

Zur Herstellung kompetenter E. coli-Zelen wurde das Protokoll von Hanahan (Hanahan,
1983) verwendet.

Zunéchgt wurden 100 ml LB-Medium (mit 25 pg/ml Kanamycin im Falle von M 15[ pRep4]-
Zdlen) mit 1 ml einer Ubernachtkultur angeimpft. Die Kultur wurde bei 37 °C und 225 rpm
bis zu einer ODggp Von 0,5 bis 0,7 angezogen. Die Zdlen wurden durch Zentrifugation
geerntet und das Bakterienpellet in 15 ml eskaltem TfBI-Puffer resuspendiert

Die resuspendierten Bakterien wurden 15 min auf Eis inkubiert und anschlief3end
abzentrifugiert. Das Pdlet wurde in 2 ml eiskdtem TfBI - Puffer resuspendiert und zu 100 pl-
Aliquots in vorgekiihlte, sterile Eppendorf-Cups abgefullt.

Nach Schockfrieren der kompetenten Bakterien in einem Ethanol/Trockeneisbad waren die
bel —80 °C gelagerten Bakterien etwa 6 Monate fir Klonierungen gegignet.

TiBI: 90 mM Kaliumacetat,
mit Essigsaure auf pH 5,8 einstellen
10 mM CaCl,
0,5 mM LiCl
100 mM RbClI
50 mM MnCl,
15 % (v/v) Glycerin

sterilfiltriert

TB I1: 10 mM MOPS
mit NaOH auf pH 7,0 einstellen
10 mM RDbCI
75 mM CacCl,
15 % Glycerin

sterilfiltriert

2.5.21 Transformation von E. coli

Zur Transformation von selbst hergestellten chemisch kompetenten E. coli-Zdlen wurden 100
pI-Aliquots auf Eis aufgetaut und mit dem Ligationsansatz gemischt. Der
Transformationsansatz wurde mindestens 1 h auf Eisinkubiert und dann 90 Sekundenin ein
auf 42 °C temperiertes Wasserbad transferiert. Nach dem Hitzeschock wurden die Zdlen
noch 5 min auf Eisinkubiert. Der Ansatz wurde dann mit sterilem LB-Medium auf 1 ml
aufgefillt und zur Expression der Antibiotika- Resistenz 30 min bei 37 °C unter Schiitteln
inkubiert. Um in jedem Fall Einzelkolonien isolieren zu kdnnen, wurde zundchst 100 pl des
Transformationsansatzes ausplattiert. Nach Abzentrifugation in ener Tischzentrifuge wurde
dann das Pdllet mit 90 % der Bakterien resuspendiert und auf eine zweite LB-Platte
ausplattiert. DH5a - Zdlen snd kommerzid| verfligbar. Die Transformation erfolgte genauso
wie be selbst hergestellten kompetenten Zellen, aber es wurden 50 pl- Aliquots verwendet,
und a's Hitzeschock wurden 90 Sekunden bel 37 °C verwendet.
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2.5.21.1 Transformation von Agrobacterium tumefaciensLB-A4404

Elektrokompetente Zellen waren kommerzidl verfUgbar (Fa. Clontech) Als Alternative zur
Elektrotransformation wurde auch das ,, freeze-thaw* - Protokoll verwendet. Dieses Verfahren
hat zwar nur sehr geringe Transformationseffizienzen, zeichnet sich aber durch geringen
Arbatsaufwand aus.

Fur die Transformation wurde zunéchst eine 100 ml-Kultur in einem 1-Liter-
Erlenmeyerkolben mit 2 ml einer Ubernachtkultur von A. tumefaciens LB-A 4404 angeimpft
und 6 h bei 30 °C und 250 rpm geschiittelt. Als Medium diente LB/Streptomycin. Die
Bakterien wurden durch Zentrifugation geerntet (JA 14, 4000* g, 4 °C).

Samitliche weiteren Schritte wurden auf Eis durchgeftinrt.

Das Bakterienpellet wurde mit 50 ml eiskaltem Tris-Puffer (pH 7,5) gewaschen und erneut
durch Zentrifugation wie oben pdletiert. Das S0 erhdtene gewaschene Bakterienpel let wurde
in 1 ml LB-Medium resuspendiert und zur weiteren Transformation auf Eis gelagert.

Fur die Transformation wurden 5 g Plasmid-DNA vorgelegt und mit 200 pul
Bakteriensugpenson versetzt. Als Plasmide wurden pBI101.3-Vektoren verwendet (Fa
Clontech). Diese sind fur Promotor-GUS-Fusionen konzipiert (Jefferson, 1987) Der
Transformationsansatz wurde sofort fir 5 min in einem Ethanol/Trockeneisbad tiefgefroren
und anschlief¥end fir 25 min in eéinem Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von
500 pl LB-Medium zu jedem Transformationsansatz wurden die Ansdtze nochmals 30 min
bei 37 °C inkubiert und anschlief3end Uber Nacht bei Raumtemperatur.

Am néchsten Tag wurden 10 % und 90 % jedes Transformationsansatzes auf

L B/Kanamycin/Streptomycin- Agarplatten ausplattiert und bis zum Erscheinen von Kolonien
bei 28 °C inkubiert. Dies dauerte 2-4 Tage.

Einzelkolonien wurden gepickt und mehrmas auf L B/Kanamycin/Streptomycin-Platten
ausgestrichen und auf die richtigen Antibiotikares stenzen geprUft.

2.5.22 Herstellung transgener Tabakpflanzen

Sterile Sprosspflanzen von Tabak (Nicotiana tabacum Petit Havana SR1) dienten as
Ausgangsmaterid zur Trandformation. Eswurde ein Protokoll zur Transformation mit
Agrobacterium tumefaciens nach dem ,,leaf-disk”-Methode verwendet (Horsch, 1985).
Eswurde eine 3 ml-Ubernachtkultur von A. tumefaciens mit dem jeweiligen pBI-Plasmidin
Y EB/ Strept./Kana-Medium angelegt (29 °C, 250 rpm). Die Bakterien wurden bel 4000* g
abzentrifugiert, mit 2 ml Y EB-Medium gewaschen und in wiederum 2 ml Y EB-Medium
aufgenommen.

Zur Transformation von Tabak wurden 1-2 cn grofRe Blattstiickchen von 4 Wochen alten
SR1-Pflanzen auf LS-Platten gelegt, die Blattrander angedriickt und 40-60 pl der
Agrobakteriensuspension unter die Blattstlickchen pipettiert.

Die Petrischalen wurden zunéchst Gber Nacht bel 25 °C inkubiert, mit Parafilm verschlossen
und weitere 3 Tage inkubiert. Die Blattstlickchen wurden zur weitgehenden Entfernung der
Agrobakterien mindestens dreima mit LS-Medium gewaschen. Anschlief3end wurden sie auf
LSBAP/Cef ./Kana.- Platten geegt und leicht eingedriickt. Hierbea erfolgt die Induktion der
Sprosshildung durch Benzylaminopurin (BAP). Cefotaxim t6tet die Agrobakterien ab, und
Kanamycin dient der Selektion auf transformierten Tabak. Die Inkubation erfolgte bel 25 °C
und einem 16/8 h Hell/Dunkd-Wechsd. Im Laufe von zwel bis drel Wochen bildeten Sch
Sprosse, die auf LSYCef./Kana.- Platten vereinzelt wurden. Nach mehrmaigem Umsetzen
konnte das Cefotaxim weggel assen werden.
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YEB-Medium:

YEB/Streptomycin/Kanamycin-Medium

LS-Medium:

LS-Platten/Vessel:

LS-Medium:

LS/BAP/Cef./Kanamycin-Medium:

LS/Cef./Kanamycin-Medium:

LS/Kanamycin-Medium:

fur Platten und Vessels:

5 g Fleischextrakt (Difco)

1 g Hefeextrakt (Difco)

5 g Bactotrypton

5 g Saccharose

2ml 1M MgSO,

ad 11 H,0

pH 7,2 mit KOH einstellen

autoklavieren

YEB-Medium
25 mg/| Streptomycin
50 mg/1 Kanamycin

beide nach Autoklavieren steril zufiigen

4 g LS-Salze

20 g Saccharose

ad 11 H,0

pH 6,0 mit KOH einstellen

LS-Medium
8 g/l Agar

4 g LS-Salze

20 g Saccharose

ad 11 H,0

pH 6,0 mit KOH einstellen
0,5 mg Benzylaminopurin
500 mg Cefotaxim

75 mg Kanamycin

auf 1 | LS-Medium

500 mg Cefotaxim
75 mg Kanamycin

auf 1 | LS-Medium
75 mg Kanamycin
auf 1 | LS-Medium

8 g/l Agar
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2.5.23 Transiente Transformation von Weinprotoplasten

Zum Aktivit&tsvergleich von Promotor/GUS- Fusionen diente die trangente Transformation
von Weinprotoplasten. Die zu untersuchenden Promotorfragmente wurden in den Vektor
pBl1221 (Fa. Clontech) kloniert, so dass das Gen fur die b-Glucuronidase unter der Kontrolle
des jeweiligen Promotors steht (Jefferson, 1987).

Fir die trangente Transformation wurden stets 8 d ate Weinzellen verwendet. Der Inhdt
eines 65ml-K ulturkolbens wurde Uber zwel Lagen Miracloth unter leichtem
Wasserdrahlvakuum filtriert und mit 400 ml 0,7 M Mannit gewaschen. Die Zdlen wurden
dann mit einem Serilen Loffe in 50 ml Puffer A/Enzyme aufgenommen und 1 h bel 25 °C
und 116 rpm (Anzuchtbedingungen der Weinzellen) geschiittelt. Esfolgte ein
Zentrifugationsschritt in Glaszentrifugenbechern ba 600* g und Raumtemperatur. Das
Protoplastenpellet wurde dreima mit je 20 ml Puffer A gewaschen und erneut aozentrifugiert.

Puffer A 400 mM Mannit
50 mM CaCl,
25 mM Mes/KOH, pH 5,5

Puffer A/Enzyme: Puffer A
0,6 % (w/v) Cellulase ,,Onozuka R10*
0,4 % (w/v) Maceroenzym R10

sonstige Lésungen: 0,7 M Mannit

Zur transienten Transformation wurden 200 pl der Protoplastensuspension (6-9* 10°
Zdlen/ml) und 200 pl der 25 %igen PEG-L6sung in einer Petrischale vorgegeben. Zunéchst
wurden die Protoplasten sehr vorsichtig mit 20 pl der Plasmid-Losung (1 pg/ul) gemischt.
Dann lief3 man den PEG-Tropfen in die Protoplastensuspension hinginlaufen, indem man ihn
mit Hilfe einer FAipettenspitze in Kontakt brachte. Durch die Oberfl&chenspannung und
vors chtiges mechanisches Rihren vermischten sich dann die beiden Tropfen.

Nach 20mindtiger Inkubation wurden 5 ml Waschlsung an den Rand der
Protoplastensuspension pipettiert und danach weitere 10 min bei RT stehen lassen. Danach
wurde die Lsung mit einer wathasigen Pipette in ein 12ml-Zentrifugenréhrchen (JA20.1)
Uberflihrt, die Petrischde mit 5 ml W5-Medium gesplilt und ebenfalsin das
Zentrifugenrohrchen gegeben.

Nach enem Zentrifugationsschritt (600* g, 5 min, RT) wurden die Protoplastenpellet in 3 ml
Puffer A ohne Enzyme aufgenommen und in Schrgsdlung 24 h im Dunkeln inkubiert.
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25 % PEG: 0,1 M Ca(NO,),
0,45 M Mannit
25 % (w/v) PEG (Polyethylenglykol) 6000
pH 9,0
sterilfiltriert

Waschldsung: 0,275 M Ca(NO,),
pH 5,5
sterilfiltriert

W5-Medium: 125 mM CacCl,
155 mM NaCl
5 mM KCI
5 mM Glucose
pH 5,6
sterilfiltriert

Das Protoplastenpellet wurde in 250 pl Lysis-Puffer aufgenommen und mindestens 2 min
mittels eines Vortex aufgeschlossen. Es folgte eine Zentrifugation (15 min, 15000%g, 4 °C)
und sofortige Abnahme des Uberstandes. Mit 10 pl des Uberstandes wurde eine
Proteinbestimmung nach Bradford durchgeftihrt

Der b-Glucuronidase- Test wurde in enem Gesamtvolumen von 1 ml Lysspuffer
durchgefiihrt. Hierzu wurde vom jeweiligen Uberstand eine 50 g entsprechende Menge
vorgeegt und mit Lysispuffer auf 500 pl aufgeftllt. Danach wurden 500 pl der MUG-L6sung
in Lysispuffer dazugegeben. Fur den b-Glucuronidase-Test wurden die Ansétze bel 37 °C
inkubiert.

Nach verschiedenen Zeiten (15 und 22 h) wurden 200 pl- Aliguots entnommen und durch
Zugabe von 1,8 ml Stopplésung die Reaktion abgestoppt. Die Bestimmung des Produkts 4-
MU erfalgtein 3 ml- Huoreszenzkiivetten an einem Huoreszenzphotometer (Baird-Atomic,
Model SF-100). Die Konzentrationshestimmung erfolgte durch Vermessen von
ReferenzlGsungen von 4-MU und Ergtdlen von Eichgeraden. Die Gesamtmenge an 4-MU
wurde in pmole gebildetes 4-MU pro Minute pro mg Gesamtprotein umgerechnet.

Lysis-Puffer: 50 mM Na,HPO,, pH 7,0

10 mM EDTA

0,1 % (w/v) Triton X-100

0,1 % (w/v) SDS

10 mM b-Mercaptoethanol
MUG-Lo6sung: 4 mM 4-MUG (4-Methyl-b-D-

Umbelliferylglucuronid) in Lysis-Puffer
Stopp-L0Osung: 0,2 M Na,CO;,
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2.5.24 Infektion von N. tabacum mit einem viralen Vektor

Zur Infektion von Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1 mit dem Vektor TXS-GFP wurde
nach Baulcombe (Baulcombe et al., 1995) vorgegangen. Das Plasmid TXS-GFP wurde
freundlicherweise von Prof. D. Baulcombe zur Verfligung gestdllt. Das Plasmid TXS-GFP
enthdt die cDNA des PV X-Virus hinter dem T7-Promotor. Zwischen dem Gen M3 und dem
Gen CPigt das GFP-Gen in die PV X-cDNA engefiigt. Das Plasmid TXS-GFP wurde mit

Spel linearisert und mit Phenol/Chloroform extrahiert. Nach Ethanol- Fllung wurde die DNA
zur in-vitro-Trandation verwendet.

10 pl 10* Transkriptionspuffer

20yl NTPs

5l m7-GpppG

2 pl RNAse-Inhibitor

3l T7-Polymerase

auf 100 pul mit DEPC-behandeltem Wasser

Der Ansatz wurde mit Phenol/Chloroform extrahiert und die RNA mit Ethanol gefalt. Auf
eine DNase-Behandlung wurde verzichtet, da auch die auf dem Plasmid vorliegende cDNA
des PV X-Virusinfektiosigt. Die DNA wurde in Phosphetpuffer aufgenommen. Blé&ter von N.
tabacum cv. Petit Havana SR1 wurden mit einer Nadel mechanisch verletzt und die DNA-
Losung auf die verletzten Blétter pipettiert. Die weitere Inkubation erfolgte unter
Anzuchtbedingungen.

Zur Prifung, ob die Infektion des Tabaks erfolgreich verlaufen war, wurden die Pflanzen 7 d
nach der Infektion unter UV-Licht (366 nm) neben mit Wasser mock-inokulierten Pflanzen
fotografiert. Um geringe Mengen an GFP detektieren zu kdnnen, wurden ein Extrakt aus den
infizierten und mock-infizierten Blétern hergestd|t. Hierzu wurden die Blétter im doppelten
Volumen an Aufschlusspuffer mit dem Morser zerkleinert, Uber Miracloth filtriert,
abzentrifugiert (15000* g, Tischzentrifuge), und der Uberstand im Verhdtnis 1:10 mit
Aufschlusspuffer verdinnt. Von dieser Lésung wurden 2,5 ml auf eine mit Aufschlusspuffer
aquilibrierte PD-10- Sule aufgetragen und mit 3,5 ml Aufschlusspuffer euiert. Das Eluat
wurde fluoreszenzphotometrisch vermessen.

Die Extrakte wurden ebenfdls unverdiinnt auf ein SDS-Gd nach Laemmli (1970) aufgetragen
und elektrophoretisch analysiert. Hierbel wurde auf das Kochen mit SDS-Probenpuffer
verzichtet. Die Gele wurden nach der Elektrophorese ungefarbt unter enem UV-
Durchlichtschirm bei 306 nm betrachtet.
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2.6 Arbeiten mit Proteinen

2.6.1 Aufarbeitung rekombinanter Proteine aus E. coli unter
denaturierenden Bedingungen

Es wurde das System Qiaexpressionist’ ™ der Fa. Qiagen zur Uberexpression von Proteinen in
E.coli verwendet. Der Vektor pQE30 (Fa. Qiagen) wurde fir die Expresson N-terminder
Hiss- Fusionsproteine verwendet.

Zur Uberprifung, ob ein Protein in E. coli induzierbar exprimiert wird, wurden unter den
gewahlten Induktionsbedingungen vor und nach Induktion mit 0,5-1 mM PTG Proben der
Bakteriensuspens on genommen. Die Induktion erfolgte bel einer ODggp von 0,5-07. Nach
Abzentrifugation wurde das Bakterienpellet direkt in SDS-Probenpuffer fir 5 min aufgekocht,
abzentrifugiert und ein Aliquot auf einem SDS-Gdl aufgetrennt.

2.6.2 Aufarbeitung rekombinant Gberexprimierter Pinosylvin-Synthase
aus E. coli unter nativen Bedingungen

Zur naiven Aufreinigung der Hisg-Pinosylvin-Synthase wurden 400 ml LB-Medium mit 3
ml einer Ubernachtkultur von E. coli M15[pRep4] mit dem Vektor pQE30/Pinosylvin-
Synthase angeimpft. Die Kultur wurde bis zu einer ODgoo von 0,7 bel 37 °C und 250 rpm
angezogen. Nach Induktion mit 1 mM PTG erfolgte die Expression bei 20 °C und 250 rpm
fur 4 h. Die Bakterienkultur wurde anschlief3end abzentrifugiert (JA14, 4000* g, 15 min). Das
Bakterienpdlet wurde in 1/100 des Anfangvolumens an Ultraschd |l puffer resuspendiert und
30 min auf Eismit 1 mg/ml Lysozym inkubiert. Anschlief3end wurden die Zdlen mit

Ultrascha lbehandlung (6* 10 s) aufgeschlossen und 30 min bel 15000*g und 4 °C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer FPLC Uber eine Ni-NTA-Saule gereinigt.
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2.6.3 Aufreinigung lber eine Ni**-Chelatsaule

Der Uberstand aus 2.6.2 wurde mit Hilfe einer FPLC auf eine Ni-NTA-Saule (Saulenmateria
Fa Qiagen) gegeben und mit einem Imidazolgradienten von 10 mM bis 250 mM Imidazol
euiert.

Imidazolpuffer A: 50 mM NaH2PQy4, pH 8,0
600 mM NaCl
10 mM Imidazol
Imidazolpuffer B: 50 mM NaH2POg4, pH 8,0
600 mM NaCl
250 mM Imidazol

2.6.4 Aktivitatstest der rekombinanten Stilben-Synthase:

Der Aktivitdtstest der Pinosylvin-Synthase wurde in einem Volumen von 50 pl durchgeftihrt.
Hierzu wurden 40 pl der zu untersuchenden Proteinlésung mit 5 pl [2-**C]-Malonyl-CoA und 5 pl
Cinnamoyl-CoA versetzt und 30 min bei 30 °C inkubiert.

40 pl Enzymlésung
5 pl Cinnamoyl-CoA 1mM
5 pl [2-14C]-Malonyl-CoA 2,04 GBg/mmol (740 Boypl)

Inkubation fur 30 min bei 30 °C
Zugabe von 10 pl Naringenin (1 mg/ml in Ethylacetat) und 500 pl HO;
2* Auschitteln mit 500 pl Ethylacetat

Die organische Phase wurde in einer Speed-Vac eingeengt und in 2* 20 pl Ethylacetat
aufgenommen. Die Lésung wurde s 2 cm breiter Streifen auf eine anaytische DC-Platte
(20*20 cm, Huoreszenzindikator 254 nm) aufgetragen

Als Laufmittel zum Entwickeln der DC wurde verwendet:

DC-Laufmittel : Toluol/Ethylacetat/Aceton (VivIv): 60/35/5

Fur das Scannen der DC-Platten nach der Chromatographie wurde ein Diinnschichtscanner
(Fa. Berthold, LB 2723) verwendet.
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2.6.5 Herstellung eines polyklonalen Antiserums gegen rekombinante
Pinosylvin-Synthase

Zur Hergdlung eines polyklonaen Antiserums aus Kaninchen gegen die Pinosylvin- Synthase
wurden 5 Fraktionen von der Aufreinigung vereinigt und 2 d bel 4 °C gegen 221 50 mM
NaH,PO4, pH 7,9 didysert.

Das Didysat mit 930 pg Pinosylvin-Synthase wurde im Didyseschlauch in Sephadex G-75
gelegt und bel 4 °C auf 2 ml eingeengt. Die so ankonzentrierte Proteinl6sung wurde zur
Immunigerung an die Fa. BioScience (Gottingen) gesandt.

2.6.6 Proteinféllung

Zum Ankonzentrieren verdinnter wassriger ProteinlGsungen wurde mit 1/10 Volumen
72%iger (w/v) Trichloressigsdure (TCA) versetzt und 1 h be 0 °C gefdlt. Alternativ wurden
die Proben mit 4 VVolumen kaltem Aceton versetzt und UN bei —20 °C gefallt. Anschlielend
wurde 30 min bei 10000* g zentrifugiert.

TCA-Pdlets wurden entweder sofort in SDS-Probenpuffer aufgenommen oder vorher zum
Entfetten mit Methanol/Chloroform dreima gewaschen. Bel der direkten Aufnahme in SDS-
Probenpuffer wurde mit einigen pl geséttigter Tris-Lésung bis zur Blauférbung neutrdisert.

TCA-L6sung 72%ige (w/v) TCA-L6sung
Aceton
Methanol/Chloroform Methanol/Chloroform 2:1 (v/v)

geséattigte Tris-Losung

2.6.7 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Proteinbestimmung nach Bradford wurde das Bradford- Reagenz der Fa. Biorad
verwendet. Es wurden 200 pl des Reagenz und 790 pl H,0 gemischt und 10 pl der
Proteinlsung zugegeben. Die Losung wurde grindlich gemischt und die Asgs nach 5 Minuten
Inkubationszeit gegen eine Referenz ohne Protein gemessen. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte anhand einer Eichgerade mit Rinderserumabumin (BSA).
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2.6.8 SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Prateinen im SDS-Ge wurde das System von Laemmli (Laemmli,
1970) angewendet, bei dem durch einen pH- Sprung vom Samme- zum Trenngd ene
Bandenanscharfung dattfindet. Die Proteine wurden vor dem Auftrag durch Erhitzen auf 100

°C in Probenpuffer fir 5 min gelogt.

Sammelgel:

Trenngel:

Probenpuffer:

Stammldsungen:
6*Sammelgelpuffer:

3*Trenngelpuffer:

SDS:

Rotiphorese Gel 30™ (Roth):

Ammoniumperoxodisulfat:
TEMED:

0,125 M Tris/HCI, pH 6,8

0,1 % (w/v) SDS

4 % (w/v) Acrylamid

0,001 % (v/v) TEMED

0,1 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat

0,375 M Tris/HCI, pH 8,8

0,1 % (w/v) SDS

8-12 % (w/v) Acrylamid

10 % (w/v) Saccharose

0,001 % (v/v) TEMED

0,1 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8

15 % (v/v) Glycerin

4 % (w/v) SDS

4 % (w/v) b-Mercaptoethanol
0,002 % (w/v) Bromphenolblau

0,625 M Tris/HCI, pH 6,8

1,125 M Tris/HCI, pH 8,8
30 % (w/Vv) Saccharose

10 % (w/v) SDS

30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid-Lésung

10 % Ammoniumperoxodisulfat
N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin

Laufpuffer:

25 mM Tris/HCI
192 mM Glycin
0,1 % SDS
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In der Regdl wurden 10%ige Polyacrylamidgele benutzt. Als Molmarker wurde eine 10 kDa-
Leter mit verstérkter 50kDa-Bande (Fa. Lifetechnologies) verwendet. Dieser enthdlt folgende
Grofen (in kDa):

10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 200

Fir mittlere Gdle lief2 man die Proben ba 20 mA enlaufen und erhdhte dann die Sromstérke

auf 50 mA. Nach der Elektrophorese wurden die Gele entweder auf Nitrocellulose gebl ottet
oder mit Coomassie Blue R-250 geféarht.

2.6.9 Proteinanfarbung mit Coomassie Blue R-250

Farber: 0,25 % (w/v) Coomassie Blue R-250
5 % (v/v) Essigsaure
50 % (v/v) Methanol

vor Gebrauch filtrieren

Entfarber 10 % (v/v) Essigsaure
25 % (v/Vv) Isopropanol

Das Gd wurde zur Fixierung der Banden kurz in Entférber geschwenkt und dann 20-30 min
in Farbel6sung geférbt. Das Waschen mit Entfarber erfolgte solange, bis der Hintergrund klar
war.

2.6.10Western-Blot

Fur die Immunanféarbungen wurden die Proteine nach der SDS-PAGE aus der Gelmatrix mit
Hilfe des Halbtrockenblotverfahrens (Kyhse- Anderson, 1984) zunéachst auf Nitrocellulose-
Membranen (Schlecher- Schuell) geblottet.

Der Blot wurde wie folgt durchgeftinrt: Auf die Graphit-Anode wurden 6 Filter getrankt in
Puffer 1 und 3 Filter getrénkt in Puffer 2 gelegt. Darauf wurde die in Puffer 2 getrankte
Nitrocd lulosemembran und das ebenfdls in Puffer 2 getrénkte Gel gelegt. Zwischen Gd und
Graphitkathode folgten noch 9 in Puffer 3 getrankte Filter.

Der Blot efolgte bei 100 mA fir 2 h be eéinem mittleren Gel.

Die Proteinbanden auf der Nitrocellulose wurden durch kurzes Schwenken in Tintenl 6sung
gefarbt, der Molmarker eingezeichnet und die Membran fotografiert. Die Entféarbung erfolgte
durch kurzes Schwenken in 0,2 M NaOH und griindliches Waschen mit Wasser.
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P1: 300 mM Tris/HCI, pH 7,4
20 % (v/v) Methanol

P2: 25 mM Tris/HCI, pH 10,4
20 % (v/v) Methanol

P3: 25 mM Tris/HCI, pH 9,4
20 % (v/v) Methanol
40 mM 6-Aminocapronséure

Tintenlésung: 0,2 % Tinte Konigsblau (Fa. Pelikan)
2 % Essigsaure

Entfarbelosung: 0,2 M NaOH

2.6.11 Immunanfarbungen

Die Immunanfarbungen wurden mit Konjugaten der alkalischen Phosphatase mit Anti-
Kaninchen-1gG-Antikérpern (Fa. Biorad) s Zweitantikorper durchgefihrt.

Puffer A: 50 mM TrigHCI, pH 7,2
50 mM NaCl
Block-Puffer: Puffer A mit 5 % (w/v) BSA
Puffer A/Triton X-100: Puffer A mit 0,5 % (v/v) Triton
X-100

Die geblottete Nitrocdlulose wurde 2 h oder Gber Nacht mit Block-Puffer behanddlt, um
unspezifische Bindungsstellen abzusditigen. Danach erfolgte die Inkubation mit der

gewahiten Verdinnung des Ergantikorpers in Block- Puffer fir 90 min. Die Nitrocdlulose
wurde dann 15 min mit Puffer A, zwema 15 min mit Puffer A/TX-100 und noch enmd 15
min mit Puffer A gewaschen. Esfolgte die Inkubation der Membran in einer 1:3000-
Verdiinnung des Sekundérantikorpers in Blockpuffer.

Die Membran wurde dann viermd fr 15 min mit Puffer A gewaschen und mit Farbepuffer
Uberschichtet. Nach Sichtbarwerden der Banden wurde die Reaktion mit 1 %iger Essigsiure
gestoppt.

Farbepuffer: 100 mM Tris/HCI, pH 9,5
100 mM NaCl
5 mM MgCl,

0,67 % (v/v) NBT (Promega)
0,33 % (v/v) BCIP (Promega)

Stopplésung: 1 % (v/v) Essigséure
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2.6.12 Gel-Shift-Experimente (EMSA)

Fur Gel- Shift- Experimente wurden native Polyacrylamidgele verwendet. Zur besseren
Ablésung der Gelplatten wurden die Glasplatten vorher mit Geldick™ behandelt.

Eswurde ein EDTA-freer Laufpuffer verwendet. Die Elektrophorese wurde bel 160V fir 4 h
bel 10 °C durchgefihrt.

2.6.12.1 Radioaktive Markierung von PCR-Fragmenten am 5'-Ende

Fur die radioaktive Markierung wurden PCR- Produkte durch Gelextraktion gereinigt.
AnschlieRend erfolgte die Kinasierung mit [g->2PJATP. Die DNA wurde durch Ethanolfalung
von Nukleotiden gereinigt.

Das radioaktive Pellet wurde nach der Ethanolfalung mit 70 %igem Ethanol zur Entfernung
nicht eingebauter Radioaktivitét gewaschen und kurz zum Trocknen bel 30 °C inkubiert. Die
markierte DNA wurde dann in 10 pl TrigHCI, pH 8,5, aufgenommen und fir
Gdshiftexperimente verwendet.

Kinasierungsansatz:

500 ng DNA
2 4l T4 PNK 10*Puffer

5 ul [g-*P]ATP
ad 20 ul H,0

Zugabe von 6 Units T4-PNK

2.6.12.2 Gel-Shift-Experimente mit VitisGesamtprotein

Fur Gel- Shift- Experimente mit Vitis-Gesamtprotein wurden 7 d dte Weinzd lkulturen
abgenutscht und in 1 ml SM-Puffer pro Gramm Frischgewicht aufgenommen. Zum
Aufschluss wurde diese Suspension fir 6*5 s mit Ultraschdl auf Eis behanddlt.

Es schlossen sich zwel Zentrifugationsschritte an (JA20.1, 10.000 rpm, 15 min; 50 Ti, 30.000
rpm, 30 min). Mit dem Uberstand wurde eine Proteinbestimmung durchgefuihrt.

Puffer SM: 50 mM NaH>PO4, pH 8,0
300 mM NaCl
5mM b-Mercaptoethanol
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Retar dierungsansatz:

30.000 cpm markierte DNA

1-20 ug Vitis-Protein

2 pl 5*Bindungspuffer

2,5 Ul 40 % (viv) Glycerin

1 pl Heringssperma-DNA (1 pg/pl)

auf 20 pl H,O

TGOE-Puffer:

5*Bindungspuffer:

25mM Tris
190 mM Glycin

pH 8,3

20 % (v/v) Glycerin
100 mM TrigHCI, pH 8,0
300 mM KCI

25 mM MgCh

Der Ansatiz wurde 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und in einem 4%igen nativen
Polyacrylamidgd aufgetrennt. Das Gel wurde mit einem Geltrockner getrocknet und eine

Autoradiographie angefertigt.

Retardierungsgele:

4 % Acrylamid
(Acrylamid:Bisacrylamid 30:0,8)

in 1*TGOE
5 % (v/v) Glycerin

0,1 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat

0,001 % (v/v) TEMED
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2.7 Elizitierung von Pflanzenmaterial mit biotischen und abiotischen
Faktoren

2.7.1 Behandlung von transgenen Tabakblattern mit Methyljasmonat

Zur Induktion mit Methyljasmonat (Duchefa) wurden Bléter von transgenem Tabak in 50 ml
LS-Medium mit 100 uM Methyljasmonat gelegt und 24 h unter den Anzuchtbedingungen
inkubiert

2.7.2 Behandlung mit Salizylat

Zur Induktion mit Sdlizylat wurden abgetrennte Blétter von transgenem Tabak 24 hin LS-
Medium mit 2 mM Sdizylsaure inkubiert. Zur Injektion von 2 mM Natriumsdizylat in
Tabakpflanzen wurde eine Spritze mit Kanlle (0,75 mm Durchmesser) benutzt.

| Natriumsalizylat-Ldsung 2 mM, pH 6,0

2.7.3 Induktion mit UV-Licht

Zur Induktion durch ultraviolettes Licht wurden Blétter von transgenem Tabak 5 oder 10 min
be 254 nm (Universa-UV-Lampe, Fa. Camag, Berlin) aus 15 cm Abstand diztiert und
danach 24 h unter Anzuchtbedingungen auf LS-Medium inkubiert.

2.7.4 Infektion mit Botrytis cinerea

Zur Infektion transgenen Tabaks mit B. cinerea wurde eine Sporensuspension (2.4.1) auf die
Blattobersaite aufpipettiert und die Pflanzen bei 20 °C und einer Hell/Dunkel periode von
12/12 h in einer Feuchtekammer weiter inkubiert.

2.7.5 Histochemischer Nachweis der GUS-Expression

Zur histochemischen Lokaisation der GUS- Expression wurde das betreffende
Pflanzenmaterid 12 h bel 37 °C in X-Gluc- Férbel6sung inkubiert. Anschliel¥end wurden die
Bléiter zur Entfernung von Chlorophyll und Carotinoiden einen Tag in 70 %igem Ethanol und
anchliel¥end 2-4 Tage in 96%igem Ethanol aufbewahrt. Ein haufiger Wechsd des Ethanols
verminderte das Ausmal3 brauner Oxidationsprodukte in den entférbten Bléitern.
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Substrat-Stammldsung: 100 mg 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-b-D-
Glucuronid (X-gluc) in 1 ml DMSO
Lagerung bis 6 Monate bei —80 °C

Farbe-Puffer: 100 mM NaH,PO,, pH 7,0
10 mM EDTA

nach Autoklavieren aus Stammldsungen
unmittelbar vor Verwendung zugeben:

0,5 MM K,[Fe(CN),]
0,5 MM K,[Fe(CN),]

Substrat-Ldsung: 50 ml X-Gluc-Puffer
250 pl Substrat-Stammldsung
unmittelbar vor Verwendung ansetzen
sterilfiltrieren

2.7.6 Applikation von Methyljasmonat auf Kieferkeimlinge

Kieferkeimlinge wurden durch gasformiges Methyljasmonat diztiert. Hierzu wurden die zur
Hdafte mit feuchtem Vermiculite geflllten 21- Anzuchtgléser mit einem Deckel verschlossen,

an dessen Unterseite zwel Lagen feuchtes Filterpapier angedriickt waren. Auf dieses
Filterpapier wurde dann eine 1:10-Verdinnung von Methyljasmonat in Dimethylsulfoxid oder
reines Methyljasmonat aufpipettiert. Das Wasser im Filterpapier sollte eine Adsorption des
Methyljasmonat an der Cdlulose verhindern und die Verdampfung erleichtern. Um eventudle
Einfliisse der Anderung der Luftfeuchtigkeit nach der Abdeckung auf die Expression der
Finasylvin-Synthase auszuschlief¥en, wurden die Kontroll pflanzen ebenfalls abgedeckt.

2.7.7 Applikation von Ethylen auf Kieferkeimlinge

Das Ethylen wurde mit Hilfe einer Injektionsspritze mit Kantle einer Vorrasflasche mit
Septumverschlul’ entnommen und in einer Endkonzentration von 1:1000 in die saitlich leicht
gedffneten Anzuchtbehdlter gegeben. Bei der Verdinnung wurde nur der Uber dem
Vemiculite befindliche Luftraum berticksichtigt. Die Anzuchtbehdter wurden sofort
verschlossen und weiter unter Anzuchtbedingungen inkubiert.
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2.7.8 Elizitierung von Kieferkeimlingen mit UV-Licht

Kieferkeimlinge wurden 15 min mit UV-Licht der Wdlenldnge 254 nm aus 15 cm
Entfernung bestrahlt. Anschliel¥end wurden die Anzuchtbehdter aogedeckt, um gleiche
Bedingungen wie bel der Kontrolle zu haben.

2.8 Aufschluss von Kieferkeimlingen

Fur die Proteinextraktion wurden die Kieferkeimlinge (Pinus sylvestris L. Westdeutsches
Bergland) von Vermiculite befret, in Leitungswasser gewaschen und die Wurzeln entfernt.
Die oberirdischen Pflanzenteile wurden unter Nx(l) gemarsert, in 20 ml Aufschlusspuffer
suspendiert und zum besseren Aufschluss 6*5 s mit Ultraschdl auf einem Eisbad behandelt.
Anschlielfend wurden die Trimmer abzentrifugiert (30 min, 15.000*g, JA 20.1), der
Uberstand abgenommen und mit 1/10 Vol. TCA gefallt. Das griine Pellet wurde so
vollstndig wie maglich in ein Mikrozentrifugationsgefal3 tranderiert und mit
Methanol/Chloroform entfettet. Hierzu wurde das vom Uberstand befreite TCA-Pellet in 200
il Methanol/Chloroform suspendiert, abzentrifugiert und der Uberstand aogenommen. Diese
Prozedur wurde dann noch zweimal wiederholt und das Mikrozentrifugationsgefald mit dem
Pellet einige Minuten zum Trocknen in einen Abzug gestdt. Das o entfettete, vallig farblose
Pellet wurde durch 5mintitiges Kochen in SDS- Probenpuffer gel0st, abzentrifugiert und auf
einem SDS-Gd andysert. Das Gel wurde geblottet und eine Immunanférbung mit
Finosylvin- Synthase- Antiserum durchgefthrt.

M ethanol/Chloroform Methanol/Chloroform (viv) 2:1
TCA: 72 % (w/v) Trichloressigsaure
AufschluBpuffer: 10 mM KH2PQOg4, pH 8,0

3 mM b-Mercaptoethanol
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen an transgenen Tabakpflanzen:

Im Hartholz von Kiefern (Pinus sylvestris) ist Pinosylvin ein konstitutiver Bestandteil (Kindl, 1985).
Pinosylvin und sein Monomethylether ist des weiteren ein Phytoalexin in Kieferkeimlingen, d. h. ,
es schitzt als postinfektioneller Abwehrstoff vor Pilzinfektionen.

Das Genom von Pinus sylvestris enthalt mindestens 5 Gene fir die Pinosylvin-Synthase, die sich im
Promotorbereich stark, im kodierenden Bereich aber nur wenig unterscheiden (Preisig-Muller et
al., 1999).

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der Induzierbarkeit der Pinosylvin-Synthase.
Erste Untersuchungen in Wein- und Tabakprotoplasten wiesen auf den PST1-Promotor als den
am stérksten induzierbaren Promotor hin (Brehm et al., 1999).

Neben der Eingrenzung der cis-aktivierenden Elemente durch distale Verkiirzung des Promotors
wurden histochemische b-Glucuronidase- (GUS-) Assay an transgenen Tabakpflanzen mit dem
PST1-Promotor vor dem GUS-Gen durchgeftihrt (Jefferson, 1987).

3.1.1 Induktion durch UV-Licht:

Hohere Pflanzen haben in der Regel keine b-Glucuronidaseaktivitét; b-Glucuronidase von E.coli
(GUS) spaltet im menschlichen Darm die vom Korper zur Entgiftung gebildeten Konjugate der
Glucuronsaure, welche dann fir E. coli als C-Quelle zur Verfligung steht.

Aufgrund des Fehlens einer verbreiteten b-Glucuronidaseaktivitat in Pflanzen werden Promotor-
GUS-Fusionen sehr hdufig fir histochemische Untersuchungen in transgenen Pflanzen
eingesetzt (Jefferson et al.,1987).

Es wurden Untersuchungen durchgefiihrt mit Hilfe transgener Tabaklinien, die eine Fusion des
PST1-Promotors aus Pinus sylvestris mit dem GUS-Gen im Genom integriert enthielten. Bei
Induktion des Promotors wurde somit GUS exprimiert, dessen Enzymaktivitat durch
histochemische Anfarbung mit der chromogenen Glucuronid X-Gluc nachweisbar ist. In
Abbildung 3.1 ist das verwendete Konstrukt dargestellt.
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A KanaR PST1-Promotor| b-Glucuronidase
r (1098 bp) (GUS)

Abbildung 3.1: Schematische Dar stellung der Fusion des PST 1-Promotors mit dem GUS-Reportergen
in transgenem Tabak

Die Bereiche zwischen ,, left border und ,, right border” (hier ds Drelecke dargestellt)
werden bel der Transformation von Tabak mit A. tumefaciens ins Genom von Tabak
integriert. Das Gen fiir Kanamycin-Resistenz (Kana® bzw. NPTII) dient s selektierbarer
Marker sowohl in Bakterien ds auch in Tabak. Die Fuson des PST1-Promotors mit dem
Reportergen GUS ermdglicht den histochemischen Nachwels der Aktivitét des PST1-
Promotors.

In Kieferkeimlingen fuhrt die Bestrahlung mit UV-Licht zur Induktion der Pinosylvin-Synthase
(Schwekendiek et al., 1992). Dasselbe gilt fiir transgenen Tabak mit einer Fusion des Promotors
des Gens PST1 an das GUS-Gen (Preisig-Mdiller et al., 1999).

Zunéchst wurden die histochemischen Anfarbungen nach Induktion mit UV-Licht wiederholt,
um die Ergebnisse mit anderen Induktionsbedingungen, z. B. durch Phytohormone, vergleichen
zu kdnnen. Bestrahlung des transgenen Tabaks mit ultraviolettem Licht (254 nm, 5 min) fiihrte
zu lokaler Induktion des PST1-Promotors in kleinen, in der Regel scharf abgegrenzten
Blattbereichen (Abb. 3.2). Be der durch UV-Licht induzierten b - Glucuronidasesktivitét war

eine unregemadige Verteilung im Blatt festzustellen, die sich auf mikroskopischer Ebene

fortsetzte. Einige Blattbereiche sind sehr stark, andere direkt benachbarte hingegen gar nicht

gefarbt. Dieses Ergebnis war reproduzierbar. Auch bel Bestrahlung mit UV-Licht fir 10 min

kam esimmer nur in einzelnen Bereichen des Blattes zur Induktion.
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Abbildung 3.2 Induktion des PST 1-Promotorsdurch UV-Licht in transgenem Tabak mit PST 1-GUS-Fusion

Blétter einer transgenen Tabaklinie mit der Fusion des Promotors des Gens PST1 an das
Reportergen GUS wurden mit UV-Licht bestrahlt (5 min, 254 nm). Im Anschlussan eine
24gttindige Inkubation unter Anzuchtbedingungen nach der UV-Bestrahlung wurden die Blétter
dann histochemisch geférbt. Nach Entfernen des Chlorophylls mit Ethanol zeigt Blauférbung
Sdlen mit GUS-Aktivitét an.

Bild A zeigt die Verteilung der GUS-AKktivité im Blatt. Bild B zeigt eine lichtmikroskopische
Aufnahme (VergroRerung 250fach).




3 Ergebnisse 44

3.1.2 Induktion durch Jasmonat

Es wurde getestet, ob der Promotor PST1 in transgenem Tabak durch das Phytohormon
Methyljasmonat induzierbar ist. Hierzu wurden Blatter der Tabaklinie mit dem Reportergen GUS
unter der Kontrolle des Promotors PST1 in LS-Medium mit 100 uM Methyljasmonat fiir 24 h
inkubiert. Die Blatter wurden anschlielend histochemisch gefarbt und nach Entfernen des
Chlorophylls unter dem Mikroskop photographiert.

In Abbildung 3.3 ist ein typisches Ergebnis gezeigt. Methyljasmonat flihrte zu einer lokalen
Induktion des Promotors PST1 in Tabak, aber nicht zu einer systemischen Induktion.

Abbildung 3.3: Induktion des Promotors PST 1 durch Methyljasmonat in transgenem Tabak mit einer
PST 1-Promotor/Reportergen-Fusion

Die Blétter der transgenen Tabaklinie mit einer Fusion des Promotor PST1 an das
Reportergen GUS wurden 24 hin LS-Medium mit 100 uM Methyljasmonat unter
Anzuchtbedingungen inkubiert. Nach histochemischer Farbung wurde das Chlorophyll
mit Ethanol entfernt. Anschlief3end wurden die Blétter unter dem Mikroskop
photographiert. Blaufarbung zeigt Bereiche mit b-Glucuronidase- Aktivitét an.
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3.1.3 Induktion durch Salizylat

Die Salizylsdure spielt eine wesentliche Rolle bei der Auslésung und Signalweiterleitung der
systemisch erworbenen Resistenz (SAR) (Vernooij et al., 1994). Die SAR wird von einem Anstieg
der endogenen Salizylsaurekonzentration begleitet. Exogen applizierte Salizylsaure fuhrt zur
Expression von fiir die SAR charakteristischen Genen . Transgene Pflanzen, die eine bakterielle
Salizylat-Hydroxylase (NahG) exprimieren und Salizylséure zu Brenzcatechin abbauen, sind nicht
mehr in der Lage, eine systemisch erworbene Resistenz gegen Pathogene zu entwickeln (Friedrich
et al., 1995). Um zu testen, welchen Effekt Salizylsaure auf die Induktion des PST1-Promotors
hat, wurden die Blatter der transgenen Tabaklinie mit der Fusion des PST1-Promotors an das
GUS-Gen zundchst fur 24 h in LS-Medium inkubiert, welches 2 mM Salizylat bei pH 6.0 enthielt,
und anschlief3end histochemisch geférbt. Dabei konnte keine deutliche Induktion beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt).

Da Salizylat bei pH 6.0 als Anion vorliegt, war es denkbar, dass nicht gentugend grof3e Mengen
Salizylsaure in die Blattzellen eindringen konnten. Mdgliche Alternativen waren die Applikation
von flichtigem Methylsalizylat (Wintergriinél) in Gasform, das Anziehen der Pflanzen auf
salizylathaltigem Medium oder das direkte Injizieren einer Lésung von Salizylséure in die Pflanze.
Es wurde die direkte Injektion von jeweils 100 ul einer 2 mM Natriumsalizylatlésung, pH 6.0, in
den Spross gewihlt. Uber die Leitbiindel oder das Xylem sollte sich die Salizylsiure dann in der
Pflanze verteilen kdnnen. Nach 24 h wurden die Blétter dann histochemisch gefarbt.

Das Ergebnis zeigt Abbildung 3.4: Die injizierte Salizylsdure flhrte zu einer sehr intensiven
Induktion des PST1-Promotors, erkennbar an der intensiven Blaufarbung der histochemisch
gefarbten Blatter.

Man kann daher davon ausgehen, dass im PST1-Promotor cis-agierende Elemente vorhanden
sind, die von Transkriptionsfaktoren des Tabaks erkannt werden, welche wahrend der SAR
aktiviert werden. Die exogene Salizylsaure simuliert dabei eine SAR und induziert die
stromabwarts von der endogenen Salizylséure gelegenen Teile der Signalkette.
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Abbildung 3.4: Induktion des PST 1-Promotor s durch Injektion von Salizylat

Eswurden 100 pl Wasser (A) bzw. 100 pl einer 2 mM Natriumsalizylatldsung, pH 6.0
(B-D) in den Spross transgener Tabakpflanzen mit der Fusion des PST 1-Promotors an
GUS injiziert. Direkt oberhab der Injektionsstelle gelegene Bléiter wurden nach 24 h
abgetrennt und histochemisch geférbt. Bel der Kontrolle beschrankt sich die sehr
schwache Induktion auf die Schnittstelle (Induktion durch Verwundung). Bel (B) und
besonders bei (D) ist die sehr ausgeprégte Induktion entlang der Mittelrippe sowie eine
relativ gleichma3ge Induktion im gesamten Blatt zu sehen.
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3.1.4 Versuche zur Induktion durch biotische Faktoren: Infektion mit
dem phytopathogenen Pilz Botrytis cinerea

Es wurde untersucht, welchen Einfluss die Infektion mit dem pflanzenpathogenen Pilz Botrytis
cinerea auf die Induktion des PST1-Promotors in transgenen Tabakpflanzen hat. Hierzu wurde
eine Sporensuspension von B. cinerea hergestellt, indem vier Wochen alte PD-Platten mit darauf
gewachsenem Pilz mit 10 ml LS-Medium Gberschichtet und die Sporen vorsichtig mechanisch
geldst wurden. Diese Losung wurde zur Infektion von Blattern der transgenen Tabaklinie mit der
Fusion des PST1-Promotors an GUS verwendet. Hierzu wurden 20 pl der Sporensuspension auf
die Blattoberseite pipettiert und die Blatter in einer Feuchtekammer bei 20 °C und kinstlicher
Beleuchtung mit einem Tag/Nachtwechsel von 12/12 h inkubiert. Der Saccharosegehalt im LS-
Medium erleichterte dem Pilz die Infektion des Tabaks. Sporensuspensionen in Wasser riefen
keine Infektion hervor.

Nach 36 h bildeten sich nekrotische Veranderungen, die im Laufe der folgenden 24 h deutlich
groler wurden. Demnach wurde der Tabak durch Auftropfen einer Sporensuspension von B.
cinerea infiziert. Die infizierten Blatter wurden histochemisch mit dem chromogenen GUS-
Substrat 5-Bromo-4-Chloro-b-D-Glucuronid (X-Gluc) gefarbt. Nach Entfernen des Chlorophylls
wurden die Blatter dann photographiert. Das Ergebnis ist in Abb. 3.5 gezeigt. Es war in der
Umgebung der Infektionsstelle keine Induktion des PST1-Promotors erkennbar.
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Abbildung 3.5: Effekt durch Infektion mit Botrytis cinerea von transgenem Tabak mit PST 1-Reporter gen-
Fusion

Die Infektion von Bléttern der transgenen Tabaklinie mit der Fusion des PST1-Promotors an
GUS efolgte mit 20 pl einer B. cinerea- Sporensuspension. Die nachfolgende Inkubation erfolgte
in einer Feuchtekammer bel 20 °C und Hell-Dunke phasen von 12/12 h bei kiinstlicher
Bdeuchtung. Der histochemische GUS-Assay wurde 36 h (A, B) bzw. 60 h (C) nach der
Infektion durchgeftihrt. Nach dem histochemischem GUS- Assay wurden die Bléter mit Ethanol
von Chlorophyll befreit und photographiert.

Die Infektionsstellen sind ds ringférmige, nekrotische Flecken sichtbar.
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3.2 Transiente Expression in Weinprotoplasten

Es stand eine Gen-Bank von Pinus sylvestris zur Verfligung, aus der ein 1,1 kbp grofer
Promotorbereich des PST1-Gen subkloniert und untersucht wurde (Preisig-Mlller et al.,
1999). Die Frage war, welche cis-agierenden Elemente fUr die Induzierbarkeit des Promotors
verantwortlich snd.
Hierzu wurde die Strategie der Promotorverkiirzung vom distalen Ende her gewahlt.
Hierbei wird der Promotor vom 5'-Ende sukzessive verkiirzt und die so entstehenden
Fragmente auf ihre Aktivitét getestet. Ublicherweise kommt es bel der Deletion eines
bestimmten Promotorbereichs zu eéinem mehr oder weniger drastischen Riickgang der
Aktivitat bzw. Induzierbarkeit. Auf diese Weise werden cis-agierende Elemente eingegrenzt.
Fur die Messung der Promotoraktivité sanden zwel Mdglichkaten zur Verfigung: Zum
einen die abile Transformation etwa von Tabak, zum anderen die trandente Expresson in
gecigneten Zdlen. Die trandente Trandformation hat den grof3en Vortell dass Se schndller ein
Ergebnisliefert ds die Trandformation von Tabak. Aullerdem kann die Reportergenaktivitét
in transgenen Pflanzen in Abhangigkeit vom Integrationsort des Konstrukts schwanken.

Die trandente Transformation von Weinprotoplasten war im Arbeitskreis etebliert. Als
Ausgangsmaterid dienten nicht-embryogene Suspensonskulturen von Weinzellen (Vitis
vinifera cv. Optima). Diese Zelen werden durch Behandlung mit Cellulasen protopladtiert,
und die entstandenen Protoplasten mit den zu untersuchenden Promotor- Reportergenfusionen
transformiert. Die Trandformation findet unter Vermittlung von Polyethylenglykol (PEG)

dait. Nach einer Erholungsphase von 24 h wurden die Zdlen lysiert, der Proteingehalt
begtimmt und en b-Glucuronidase- Assay durchgefhrt. Fur den b -Glucuronidase- Assay
wurde das fluorogene Substrat 4-Methylumbdliferon-b - D-Glucuronid (MUG) verwendet. Die
Aktivitét der b-Glucuronidase wurde in pmol 4-Methylumbdlliferon (MU) pro Minute und mg
Gesamtprotein umgerechnet.

Es wurden zunéchgt 4 verschiedene Kongtrukte mit unterschiedlich langer Deletion im

distalen Promotorbereich mittels PCR amplifiziert und in den Vektor pBI1221 (Fa. Clontech)
Uber BamHI und Hindlll kloniert. Der Vektor pBI221 (Fa. Clontech) besitzt das Gen fur die
b - Glucuronidase hinter dem 35S-Promotor des cauliflower mosaic virus (CaMV;
Blumenkohimaosaikvirus). Durch die Klonierung wird der CaMV 35S-Promotor durch das
Promotorfragment ersetzt. Der Vektor pBl1221 mit dem CaMV 35S-Promotor diente bei den
Transformationen as Postivkontrolle. Auf¥erdem wurde bel jeder Transformation ein Plasmid
mit der kodierenden Sequenz der b-Glucuronidase ohne Promotor (pBI221D35S) a's
Nullkontrolle verwendet. Die Aktivitét der Nullkontrolle wurde dann von den Ubrigen
Messwerten abgezogen.
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AAAGT TGGAATATATTTACACATTTTGCAGGT CGATAGGT TAGAT GAGGA
GATCTTAAGCGATCTTGGAAATTTGACAAGAGAGAGGAGGGAGGACGT CA
CAGT GGAAAACCGCCT CAGCAGCCACAT GGCTAGCAAAGCCGCATTGAAA
ACCCAAGTATGAATAAT GTGGCAAACCCAAGT GT GAATATATAATTTGGC
AAACCCGCATTGAAAACCCAAGT GTGAATAATTTGGCAAACCCGCATTGA
AAACCCAAGT ATGAATAATTTGGCAAACCCGCATTGAAAACCACAGTATG
AATAATTTGI GTGAAAGACTAAGATGGT TTGGGT TGGGAAATAATCTGI T
TCAAAGACCAAGACT AAGACT GGGTGGATTTGTAATTACCT CGCAGT GCA
CCAGAAGGGAAGGT TGGT TGGT GAGGT TAGATTAATGT GATACT GGGT GG
ATTTGTAATTACCT CGCAGT GCACCAGAAGGAAGGAAGGT TGGT GAGGT T
AGATTCATGTGATATGT CACGT CACTCACTATATTATATTTTCTTCCTTT

TCCTCATTGGCGEECGECT TCACAGT TGT GTCACT CAAATACAAATACAT
TGATTGGCGCEECGECT TCACAGT TGT GTCACTCATATACATTGGCGGECT T
CACAGT CGATTTCGACCGAGT TGATGGATAAT CTGAATATTCAAAACGT G
TACAATCACGTTTCTGATGATTTACAGTICTCGTCTCCTCTCCTCTCCTCT
CCTGGAGTATGTACGTATGAATATTCAAAACCCATTCATACAGTATTGAC
CATGACATCGCTGTATGGT TTGGT TGGT GTTGACT CGAGATATTCAAACA
AAGCAAGCATAAGT CATCAGTATGATATTAATAATAAATCGAACCCATGG
TATTGGACTCGTGCACTAATTCATCCATTGATGCATTATTATTATATAAT
CATATTTATCTCATATCAAAGT GTATAAAATAGCTATAGATTTAGAGATT

CTTATAGCTATTCGACGAGAACAACAAAGTAAAGTAAATATTGAGATTTG
TTTTCCAGGGT TTGGTACTAGGCTTAACCT CCTCATAGCATAGCAGAGAT

G

Tabelle 3.1: Sequenz des PST1-Promotors

In Tabelle 3.1 ist die Sequenz des Promotors des Gens PST 1 dargestdllt. Die drel GCC-Boxen
sowie die TGACG-Box sind durch Fettdruck und Unterstreichung hervorgehoben. Sowohl die
GCC-Boxen ds auch das TGACG-Element liegen im PST1-Promotor in inverser

Orientierung vor, d. h. das TGACG-Element lautet in dieser Orientierung CGTCA. Das
Startcodon ATG ist durch Kursivdruck hervorgehoben.
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Abbildung 3.6: Schematische Dar stellung der Konstrukte PST1 B-E
Die Abbildung zeigt die Lange der Konstrukte PST1B-PST1E. Dargestdlt ist das

Startcodon ATG, der Transkriptionsstart und die Lénge und relative Position der vier
verkirzten Promotorkonstrukte PST1B-PST1E.

Die Sequenz des PST1-Promotors mit der Lage potentieller cis-agierender Elementeist in
Tabelle 3.1 gezeigt. In Abb. 3.6 sind die verkiirzten Promotorkonstrukte PST1B-PST1E
hingchtlich ihrer Lange und Position im Gesamtpromotor abgebildet.
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pmol 4-MU /
(min*mgQ)

35S PST1 VST1

Abbildung 3.7: Vergleich der Aktivitat des PST 1-Promotors mit dem 35S-Promotor und eénem STS-
Promotor (A.5-Fragment von VST 1-Promotor) ausVitisvinifera.

Fur den Assay wurden Weinprotoplasten mit den entsprechenden Konstrukten transent
transformiert und nach einer Erholungsphase von 24 h die b - Glucuronidaseaktivitét bestimmit.
Hierzu wurde die Menge an hydrolysiertem 4- Methylumbelliferon fluoreszenzphotometrisch
bestimmt. Die Hintergrundaktivitét von 6 pmol 4-MU / (min*mg) ist bereits abgezogen. Die
Protopl asten wurden auf3er durch den Stress der Protoplastierung und Transformation nicht
zusitzlich dizitiert.

Aus Abbildung 3.7 geht hervor, dass der PST1-Promotor und der VST1-Promotor A.5 bel der
trangenten Transformation etwa die gleiche Aktivitét haben, wahrend der CaMV 35S

Promotor um einen Faktor von 4-5 schwécher ist. Bel dem hier zum Vergleich geteteten
VST1-Promotor handdt es sch um ein Fragment von 1115 bp Lange. Diesesds A5
Promotor bezeichnete Fragment wurde von Ilka Brehm (Brehm, 1998) hingichtlich der

Aktivitét bel der trandenten Expression in Weinprotoplasten bereits untersucht und hier noch
einmd zum Vergleich mitverwendet.
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Abbildung 3.8: Vergleich der Aktivitat der distal verkirzten Promotorfragmente PST 1B bis PST 1E mit
dem PST 1-Promotor bei der transienten Expression in Weinprotoplasten

Die Aktivitét der distd verkirzten Promotorkonstrukte PST1B, PST1C, PST1D und PST1E
wurde durch trangente Transformation in Weinprotoplasten bestimmt und mit dem PST1-
Promotor verglichen. Die Konstrukte PST1C, -D und -E snd vollkommen inaktiv. Das

PST 1B-Promotorfragment besitzt a's einziges Kongtrukt noch eine Restaktivitét von 40 %
des PST1-Promotors.

Die Aktivitét des CaMV 35S-Promotors diente as Vergleich. Die Aktivitét der

Nullkontrolle ist bereits abgezogen.

Die Ergebnisse der trandgenten Transformation mit den verkirzten Konstrukten PST1B,
PST1C, PST1D und PST1E sind in Abb. 3.8 gezeigt. Die Konstrukte PST1C, PST1D und
PST1E snd vollkommen inaktiv (Abb. 3.8). Das PST 1B-Promotorfragment besitzt noch eine
Restaktivitéat von 40 % des PST1-Promotors.
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Abbildung 3.9: Position der GCC-Boxen und des TGACG-Elementsim PST 1-Promotor

Der Bereich des Promotors PST 1zwischen PST1B und PST1C ist vergrof3ert dargestellt. Man
erkennt, dass diese drei cis-agierenden Elemente im PST1C-Promotor fehlen. Ganz unten sind
die Kongtrukte GCC2 und GCCO schematisch dargestellt. Das Konstrukt GCC2 besitzt 2 GCC-
Boxen, das Konstrukt GCCO keine GCC-Box. Das TGACG-Element fehlt in diesen beiden
Kongtrukten. Die Pfeile tiber den cis-agierenden Elementen zeigen an, dassdie Boxen in

inverser Orientierung vorliegen.

Um den Einfluss der drei GCC-Boxen zu untersuchen, wurden Konstrukte mit 2 GCC-Boxen
und ohne intakte GCC-Box kongtruiert. Diese Konstrukte liegen aso von der Lange her
zwischen dem Fragment PST1B und PST1C. Die Kongtrukte wurden as GCC2 (2 intakte
GCC-Boxen) bzw. GCCO (keine intakte GCC-Box; die Klonierungsstdle liegt in diesem
Kongtrukt in der proximalen GCC-Box und fiihrt zu deren Zerstérung) bezeichnet.

Diese Kongtrukte erwiesen sich bel der trangenten Expression asinaktiv (Abb. 3.10).

Im letzten Schritt der Promotoranalyse wurde eine dem as-1- Element hnliche

Pentanucl eotidsegquenz mittels ortspezifischer Mutagenese deletiert. Es handelt sich dabel um
die im PST1B-Konstrukt noch enthatene Sequenz TGACG. Das Auxin- und
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sdizylatresponsve Element as-1 setzt Sch aus zwel dieser Boxen zusammen. Der so
erhdtene PST1(TGACG)-Promotor hatte die volle Lange von 1,1 kbp und war bis auf das
Fehlen von 4 Nukleotiden aus der TGACG-Box mit dem PST1-Promotor identisch.

Der s0 erhdtene Promotor erwies sich in der trangenten Transformation as nur geringfligig
schwécher a's der unmutierte Promotor. Die Deletion der dem as-1- Element dhnelnden
Pentanucl eotidsequenz auf den Gesamtpromotor hatte nur geringfligigen Einfluss, das
Kongtrukt PST1 (TGACG) hette in der transenten Transformation etwa 80 % der Aktivitét
des PST1-Promotors (Abb. 3.11).

Vergleicht man das verkirzte Promotorfragment PST1B mit dem Konstrukt GCC2, so fehlen
in GCC2 neben der dritten GCC-Box auch die Pentanukleotidsequenz TGACG (Abb. 3.9).
Dennoch hat PST1B eine hohe Restaktivitét von 40 % gegeniiber dem PST1-Promotor,
wahrend das Konstrukt GCC2 vallig inaktiv ig.

100
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SE  40]
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Abbildung 3.10: Aktivitéat der Promotorkonstrukte GCC2 und GCCO bei der transienten Expression

Das Konstrukt GCC2 enthdlt zwel intakte GCC-Boxen, verglichen mit drei GCC-Boxen
im PST1- und PST1B-Promotor. Die Konstrukte GCCO und PST1-C enthdten jewells
keine GCC-Box. Die Abbildung zeigt die Aktivitét der Promotorkonstrukte bel der
transenten Expression in Weinprotoplasten im Vergleich zum PST 1- Promotor und zum
CaMV 35S-Promotor.
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Abbildung 3.11: Vergleich der Aktivitat der Promotoren PST1, PST1-B, PST1(TGACG)
und GCC2

Der Promotor PST1B enthdt drei GCC-Boxen und das TGACG-Element. Das
Konstrukt GCC2 enthdt zwel GCC-Boxen und kein TGACG-Element. Im
Konstrukt PST1(TGACG) ist das TGA CG-Element durch ortsspezifische

M utagenese aus dem PST 1-Promotor entfernt. Diese drei Konstrukte sowie der
PST1-Promotor und der 35S-Promotor wurden durch trangente Transformation
in Weinprotoplasten auf ihre Aktivitét getestet. Die Hintergrundaktivitét ist
bereits abgezogen.
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3.3 Versuche zum in-vivo-Footprint

Das direkteste Verfahren, eine Promotoranayse durchzufiihren, ist der DNA-Footprint. Im
Idedfdl liefert er die DNA-Erkennungssequenz der Transkriptionsfaktoren, die unter den
gewdhlten Induktionsbedingungen an den Promotor binden.

Mit einem in-vitro- Footprint |&sst Sch die Bindestelle eines DNA-bindenden Proteins
bestimmen, da die Nukleotide der Zielsequenz durch den Kontakt mit dem Protein vor
Modifikation oder enzymeatischer Spaltung geschiitzt Snd. Dies setzt aber den gereinigten
oder zumindest aufgereinigten Transkriptionsfaktor voraus. Eine abgewanddte Methode ist
auch in vivo durchfiihrbar, da Dimethylsulfat leicht in die Zelen endringt und ungeschiitzte
DNA unter geeignet gewahlten Bedingungen an etwa jedem 100. Guanin methyliert. Die
Haufigkeit der Methylierung ergibt Sch aus der Verteilung von DMS in den Membranen der
Zdle und ist Uber einen gewissen Konzentrationsbereich an DM S konstant.

Andere Nukleotide al's Guanin werden dabel praktisch nicht modifiziert. Die methylierte
chromosomae DNA wird dann aus den Zdlen isoliert. Durch Behandliung mit Piperidin
kommt es zur Spatung des Zucker- Phosphat- Riickgrats der DNA an den Positionen der
methylierten Guanine. Im Fdle einer Promotorandyse it so die Bindetdlle eines trans-
aktivierenden Proteins identifizierbar , wenn man das Muster der Methylierung und Spaltung
unter induzierten Bedingungen mit dem unter Kontrollbedingungen vergleicht.

Eine methodische Schwierigkeit ist das Sichtbarmachen des gesuchten Spatmustersin einer
grof¥en Menge chromosomaler DNA. Die dteste Technik hierfir ist die Sequenzierung nach
Church und Gilbert (Church und Gilbert, 1984), fUr die das Sequenziergdl mit den
Spdtstiicken geblottet und mit ener geeigneten Sonde hybridisert wird. Definierte
physikalische Enden der DNA wurden vor der Spaltung durch Restriktionsverdau eingefhrt.
Diese Methode it sehr aufwendig und langwierig.

Fur sehr kleine Genome kommt eine direkte Sequenzierung (bzw. primer extension) in Frage.
Dieswurde bel Bakterien und S cerevisiae erfolgreich durchgefrt.

Fur grol¥e Genome gewinnt die Ligation-vermittelte PCR (LMPCR,; ligation mediated PCR)
an Bedeutung (Garrity und Wold, 1992). Dabe wird die gespdtene einzdstréngige DNA miit
elnem genspezifischen Primer (Primer 1) zur doppelstrangigen DNA aufgefllt. Ein
doppelstrangiger Adapter wird an die Spdtselle ligiert und dient als bekannte Sequenz fiir
eine PCR. Dadurch wird das Signa amplifiziert. Der genspezifische Primer der PCR liegt
sromabwértsvon Primer 1, um die Spezifitét zu erhdhen..

Der letzte Schritt vor der Analyse auf einem Sequenziergel it die indirekte Markierung der
PCR-Produkte durch eine asymmetrische PCR mit einem radioaktiv markierten,
genspezifischen Primer. Dieser Primer 3 liegt wiederum stromabwaérts von Primer 2, muss
aber mit diesem tiberlappen. Der Grund furr die Notwendigkeit der Uberlappung ist unbekannt
(Mdller et al., 1992).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Versuche unternommen, einen in vivo- Footprint
am PST1-Promotor durchzufiihren. Diese Methode funkioniert am besten, wenn
Suspensonskulturen verfligbar sind, da dann das Dimethylsulfat dle Zdlen gleichméiig
erreicht. Sugpensionskulturen von Pinus sylvestris waren nicht vorhanden und sind nicht
einfach zu etablieren. Daher wurde von der transgenen Tabaklinie mit der PST1-
Promotor/GUS- Fusion eine Suspensionskultur angelegt. Da auch diese Suspensonskultur
durch Methyljasmonat induziert wurde (Daten nicht gezeigt), konnte ein spezifisches Binden
von Transkriptionsfaktoren des Tabaks an den Promotorbereich des eingefiigten PST1-
Promotors vorausgesetzt werden. Parallel wurde, da die Induzierbarkeit des V ST1-Promotors
in Weinzdlen durch ZdIwand von Botrytis-cinerea gut bekannt war, die gleichen Versuche
gemacht, um die Methode zu testen.
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Tabakzellen sowie durch Zdlwand von Botrytis-cinerea diztierte Weinzellen wurden durch
Behandlung mit 0,1 % Dimethylsulfat methyliert, die DNA isoliert und durch Fiperidin
gespalten.

Die Grof3e der Fragmente lag bel etwa 500-700 bp. Nach Ergénzung zum Doppel strang mit
dem Primer LMPCRL1 wurde ein asymmetrischer Adaptor an die zum stumpfen Ende einer
doppelstrangigen DNA erganzte Spdtdeleligiert, die DNA gefdlt und in einer PCR
amplifiziert. An die 18 Runden der PCR wurden zwel weitere Runden mit radioaktiv
markiertem Primer LMPCR3 angefiigt. Nach dem Félen des Ansatzes wurde die DNA auf
einem 4%igen Sequenziergd aufgetrennt und das Bandenmuster durch Autoradiographie
sichtbar gemacht.

Daauf den Rontgenfilmen jewells nur unspezifische Signde waren, wurde getestet, ob der
letzte Schritt der indirekten Markierung der PCR-Produkte mit dem gewahlten, markierten
Primer funktioniert. Hierzu wurde chromosomae DNA der transgenen
Tabaksuspensonskultur mit dem PST 1-Promotor as Template fir eine PCR eingesetzt.
Pardld wurde unter gleichen Bedingungen eine PCR mit Plasmid-DNA durchgefihrt. Dieses
PCR-Produkt wurde as Moddll fur die zu markierende Schar von PCR-Produkten verwendet,
die entstehen sollten, wenn Ligation und PCR-Amplifikation der Spaltstiicke funktioniert.

Die PCR mit der chromosomalen Tabak-DNA ergab nach Andyse mittels Agarose-
Elektrophorese keine schtbaren Produkte. Um geringe Mengen von Produkten zu detektieren,
wurde von dem gesamten PCR-Ansatz zwe weitere Runden mit markiertem Primer LMPCR
3 durchgefihrt. Als Kontrolle diente die Markierung von 1/100stel des PCR- Produkts mit
Pasmid ds Template.
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ﬂ Spaltung der statistisch methylierten DNA mit Piperidin

Denaturierung der Strénge und Auffillen des gespaltenen
Strangs zum Doppelstrang mit Vent -Polymerase und Primer 1
Ligation eines unsymmetrischen Linkers

PCR mit genspezifischem Primer 2 und Linker-Primer

asymmetrische PCR mit radioaktivem genspezifischen Primer3

e

Radioaktive PCR-Produkte

Abbildung 3.12 Schema zum in-vivo-footprint mit LMPCR

Im obigen Hulkdiagramm sind die wichtigsten Schritte und Prinzip des
LMPCR-baserten in-vivo-footprint dargestelt. Die drel gengpezifischen
Primer sorgen fUr eine hohe Spezifitét der PCR,.
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Abbildung 3.13: Kontrolle der Markierungseffizienz durch asymmetrische PCR

Der PST1-Promotor wurde mit der Polymerase- K ettenresktion amplifiziert.
Als Matrize wurde zum enen Plasmid-DNA, zum anderen genomische DNA
aus transgenem Tabak mit dem PST1-Promotor verwendet. Nach 30 Cyclen
der PCR wurden 2 pmol eines am 5'-Ende mit 32P radioaktiv markierten
Primers (LMPCRS3) zugefugt. Nach zwei weiteren Cyclen der PCR wurde
der Ansatz gefdlt und auf ein Sequenziergd aufgetragen.

Abb. 3.13 zeigt, dass die Markierung eines fertigen PCR-Produkts sehr gut funktioniert, aus
der isolierten chromosomalen DNA aber keine PCR-Amplifikation moglich war. Der
wahrscheinlichgte Grund hierfir Snd die im pflanzlichen Gewebe vorkommenden
Polysaccharide. Auch Phenole kdnnten im Laufe der Aufarbeitung oxidieren und die DNA fUr
enzymatische Methoden blockieren. Um die gespatene DNA in moglichst sauberer Form zu
bekommen, wurden zwel Ansétze verfolgt. Zum einen wurden andere Pr8parationsmethoden
fur chromosomale DNA ausprobiert (DNeasy Plant Maxi Kit, Fa. Qiagen), zum anderen
sollten sich die Fragmente nach der Spaltung mit Piperidin durch kommerziell erhdtliche
Schleuder-oder Anionenaustauscherséulchen (Fa. Qiagen Tip20) aufreinigen lassen.

Obwohl hierzu verschiedene Methoden probiert wurden, konnte keine gentigende Reinheit der
DNA erzielt werden. Die Methode wurde aufgegeben.



3 Ergebnisse 61

3.4 Versuche zur Infektion von Nicotiana tabacum mit einem viralen
Vektor

Eswurde nach einer Mdglichkeat gesucht, den Einfluss von potentiel an der
Signdtransduktion der Induktion des PST 1- Promotors beteiligten Proteinen in der intakten
Pflanze zu bestimmen. Wenn die Uberexpression eines bestimmten Proteins A in transgenem
Tabak mit der Fusion des PST1-Promotors an das GUS-Gen zur Induktion des Reportergens
GUSfuhrt, 0 ist eine Betelligung von Protein A an der Signdtransduktion wahrscheinlich.

Der Vortell eines solchen Systems i, dass es nicht auf Transkriptionsfaktoren beschrénkt i,
sondern auch auf in der Signakette stromaufwarts liegende regul atorische Proteine
anwendbar ist.

Fur die Herstellung transgener Pflanzen mit den Vektoren der pBI-Serie benutzt man das Gen
fur Kanamycin-Resstenz d's sdlektierbaren Marker, d. h., Kanamycin wirkt as Herbizid, das
nichttransformierte Tabakzellen abtotet. Esist daher unmdglich, bereits transgenen Tabak mit
densalben Vektoren noch einmd zu transformieren. Da Vektoren mit anderen salektierbaren
Markern zu diesem Zeitpunkt kommerziell nicht verfligbar waren, wurde ein viraer Vektor
ausprobiert. FUr die Expression von Proteinen in Nicotiana benthamiana wurde das Potato
virus X (PVX) erfolgreich verwendet (Chapman et al.,1992). Die Infektion erfolgt durch
Inokulieren mechanisch verwundeter Pflanzen mit dem in-vitro-Trandatat der cDNA des

PV X-Virus. Die cDNA liegt auf einem Plasmid vor und ist so genetischen Manipulationen
zuganglich; fremde Gene kdnnen zwischen eine Clal und Sall - Schnittstellen eingefligt

werden.

Bel dem zu untersuchenden Protein handdte es sch um ein SINA-Homologes aus Wein (Vitis
vinifera). SINA steht fr seven in absentia und wurde zunéchst in Drosophila melanogaster
gefunden. In Wein wurden von Ilka Brehm und R. Praissg-Mulller zwei cDNAs gefunden, die
grof3e Sequenzhomologien zu SINA aus D. melanogaster aufweisen (Brehm, 1998).

Um die Rolle von VWwSinabel der Pathogenabwehr ndher zu untersuchen, sollte esin
transgenem Tabak mit dem Reportergen GUS hinter dem PST 1- Promotor Uberexprimiert
werden. Da ene erneute Transformation mit einem pBI-V ektor von bereits transgenem Tabak
aufgrund der dann fehlenden Sdlektion auf Kanamycin-Resistenz wie oben dargelegt nicht
moglich war, wurde das PV X-Expressionssystem fir Tabak ausprobiert. Der Vektor PV X
sowie der Vektor TXS-GFP wurde freundlicherweise von Prof. D. Baulcombe zur Verfligung
gedelt.

Der Vektor TXS-GFP enthdlt das GFP (green fluorescent protein)-Gen vor dem Gen des
Hullproteins des PV X-Virus (Baulcombe et al ., 1995). Durch Transfektion mit der Plagmid-
DNA oder Infektion mit in vitro transkribierter RNA &8sst sich Tabak infizieren. Eswar aber
unklar, inwieweit der von uns verwendete Tabak, Nicotiana tabacum Petit Havana SR1, sich
dafir eignete. Die besten Resultate wurden mit dem PV X-Virusbe Nicotiana benthamiana
erzidt.

Zur Infektion wurde das mit Spel linearigerte Plasmid TXS-GFP mit T7-RNA-Polymerasein
vitro transkribiert und die RNA zur Infektion mechanisch verletzter Tabakpflanzen (N.
tabacum cv. Petit Havana SR1) verwendet. Diese Pflanzenwurden 3 und 8 Tage nach
Infektion unter UV-Licht fotografiert. Das Ergebnis zeigt Abbildung 3.14.

Eswar kein Unterschied zwischen mock-inokulierten und infizierten Pflanzen zu erkennen.
Bede Pflanzen zeigten starke Autofluoreszenz an den Stellen der mechanischen Verwundung.
Diesig vermutlich auf as Resktion auf die Verwundung gebildete phenalische Verbindungen
zurtickzufhren,
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Abbildung 3.14: Infektion von N. tabacum cv. Petit Havana SR1 mit dem viralen Vektor TXS-GFP

Blétter von N. tabacum cv. Petit Havana SR1 wurden mechanisch mit einer Nade
verwundet und entweder mit Wasser mock-infiziert (A), oder mit einem in-vitro- Trandatat
der cDNA eines rekombinanten PV X-Virus mit der eingefligten Sequenz von GFP (TXS-
GFP) infiziert.

Die Fotografie unter UV-Licht bel 366 nm erfolgte 8 Tage nach der Inokulation. Sowohl bel
der infizierten Pflanze ds auch ba der Kontrolle ist eine starke Autofluoreszenz an der
Stelle der mechanischen Verwundung schtbar.

Um geringe Mengen an GFP detektieren zu kdnnen, wurde ein Extrakt aus infizierten und
mock-infizierten Pflanzen hergestellt, durch Grofienausschlusschromatographie von kleinen
Molekilen (v.a Phenole als mutmaldiche Ursache der starken Autofluoreszenz) befreit und
fluoreszenzspektrometrisch untersucht. Dazu wurden je 2,5 ml eines Extrakts von mock-
infiziertem und TXS-GFP-infiziertem Tabak auf PD10- Saulchen aufgetragen, mit 35 ml
Puffer duiert und im Fluoreszenzphotometer vermessen. Es war kein Unterschied in der
Intensitét der Fluoreszenz vorhanden.

Um eine eventuel doch erfolgreiche Infektion nachzuweisen, wurden Extrakte der
Kontrallpflanze und des infizierten Tabaks mittels SDS-PAGE aufgetrennt und das Gdl unter
einem UV-Tranglluminator betrachtet. GFP behdlt seine Fluoreszenz wéhrend der
Elektrophorese im SDS-Gd, wenn auf das vorherige Aufkochen im SDS-Probenpuffer
verzichtet wird (Baulcombe et al., 1995). Dabel der Betrachtung des Gels unter UV-Licht
(366 nm) ebenfals kein Unterschied feststellbar war, wurde dieser Ansatz aufgegeben.
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3.5 Bakterielle Uberexpression der Pinosylvin-Synthase als His,-
Fusionsprotein und Aufreinigung tber eine Chelatsaule

Es stand eine cDNA der Pinosylvin-Synthase aus Pinus sylvestrisim Vektor pT7T3-18U zur
Verfigung (Schwekendiek et al., 1992). Um das Protein rekombinant Gberexprimieren und
zur Gewinnung von Antikorpern effizient aufreinigen zu konnen, wurden Uber PCR geeignete
Schnittstellen in die cDNA eingefiigt und das PCR-Produkt tber Sphl und Pstl in den Vektor
pQE30 (Fa Qiagen) kloniert. Dieser Vektor ist fir die Expression von N-terminden Hiss-
Fus onsproteinen konzipiert. Die Induktion erfolgt durch Zugabe von IPTG.

Das Plasmid pQE30/Pinosylvin-Synthase wurdein E. coli M15[pRep4] transformiert. Fir die
Expression wurden je 400 ml LB-Medium mit Ampicillin [100 pg/ml] und Kanamycin [25
ug/mi] mit einer Ubernachtkultur dieses Klons angeimpft und bis zu einer ODgoo von 0,7 bel
37 °C und 250 rpm angezogen. Nach Zugabe von 1 mM PTG erfolgte die Expression fur 4 h
bel 20 °C und 250 rpm. Unter diesen Bedingungen war die Pinosylvin-Synthase |6dich. Die
Bakterien wurden durch Zentrifugation geerntet und nach Lysozymbehandlung mit

Ultraschal aufgeschlossen.

Die Aufreinigung erfolgte in enem Schritt an einer mit ener FPLC gekoppelten NFNTA-
Séule durch Elution mit eéinem Imidazolgradienten. Abb. 3.15 zeigt die Aufreinigung.
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Abbildung 3.15 Aufreinigung rekombinanter Pinosylvin-Synthase tiber Ni-NTA-Séaule

Bakteridler Rohextrakt mit rekombinanter Pinosylvin-Synthase wurde auf eine NFNTA-Saule
aufgetragen und die spezifisch Uber Komplexbildung gebundene Hiss- Pinosylvin: Synthase mit
enem Imidazolgradienten euiert.

In der ersten Bahn rechts des Molmarkers (ganz links) befindet sich eine Probe des bakteriellen
Rohextraktes. Nachfolgend sind von links nach rechts 2ml- Fraktionen des Imidazolgradienten
von 10mM bis 250 mM Imidazol aufgetragen. Die Elution von der NFNTA-Saule efolgtein
Anwesenheit von 600 mM NaCl.
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Zur Gewinnung eines polyklonden Antiserums gegen Pinosylvin- Synthase wurden 5
Fraktionen mit dem hdchsten Gehdt an Pinosylvin-Synthase gepoolt, 2 d gegen 2¥2 1 50 mM
Natriumphosphatpuffer, pH 7,9 didysert und im Diayseschlauch durch Einlegenin
Sephadex G-75 bei 4 °C auf 2 ml eingeengt. Insgesamt 930 g Protein wurde nach
Uberpriifung mit SDS-PAGE zur Immunisierung verschickt. Die Immunisierung von
Kaninchen gegen die rekombinante Pinosylvin- Synthase erfolgte durch die Fa. BioScience

(Gottingen).

3.5.1 Aktivitatstest der rekombinanten Pinosylvin-Synthase

Die rekombinant Uberexprimierte Hiss- Finosylvin-Synthase wurde in Form des bakteridllen
Uberstandes auf ihre enzymatische Aktivitét getestet. Der frisch aufgeschlossene bakterielle
Extrakt zeigte die sdrkste Pinosylvin-Synthase- Aktivitét, aber auch die ohne
Reduktionsmittel aufgereinigte Pinosylvin-Synthase war noch enzymatisch aktiv.

Der Pinosylvin-Synthase- Aktivitéistest wurde nach Gehlert durchgefiihrt. Es wurden je 40
Rohextrakt induzierter Bakterienzellen bzw. eines Eluats der Pinosylvin- Synthase nach
Aufreinigung mit der FPLC fUr den Enzymtest verwendet.

Das Radioaktivitétsprofil der DC zeigt Abb. 3.16. Man erkennt, dass der bakterielle
Rohextrakt mit Pinasylvin- Synthase eine grossere enzymatische Aktivitét besitzt ds 18 ug
aufgeraenigte Pinosylvin-Synthase.
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Abbildung 3.16 Radi oaktivitatsprofil e nes Dinnschichtchromatogramms mit Pinosylvin-

Synthase-Produkten:

Fur den Stilben Synthase- Aktivitétstest wurden je 40 pl Proteinlésung
verwendet und die Reaktionsprodukte auf einer DC aufgetrennt.
Die Spur | ist eine Kontrolle ohne Induktion, die Spur |1 zeigt

Reaktionsprodukte mit bakteriellem Rohextrakt nach Induktion. In der Spur 111

wurden 18 g aufgereinigte Pinosylvin- Synthase fr die enzymatische
Umsatzung engesetzt.

Die oberste Spur zeigt die Reaktionsprodukte nach Umsetzung mit
Gesamtproteinextrakt ausinduzierten Vitis- Sugpensonskulturzellen.
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3.6 Induzierbarkeit der Pinosylvin-Synthase in Kiefer-Keimlingen durch
UV-Licht und Methyljasmonat

Durch trangente Transformation von Weinzellen wurde gezeigt, dass das Konstrukt PST1B
noch eine Restaktivitét von 40 % im Vergleich zum PST1-Promotor besitzt. Die weltere
Deletion um 136 bp fihrte zum vdllig inaktiven Konstrukt PST1C. In diesem Bereich miissen
aso fir die Induzierbarkeit essentidlle cis- agierende Elemente liegen. Das Vorliegen dreier
GCC-Boxen legte eine Beteiligung von Ethylen an der Induktion des PST1-Gen in Kiegfern
nahe. Dadie Applikation von Ethylen auf transgenen Tabak mit dem PST1-Promotor vor
einem Reportergen keine Induktion aud 6ste, wurde die Einwirkung von Ethylen auf
Kieferkemlinge getestet. Esist moglich, dass ein Promotor in eéinem heterologen System ein
anderes Induktionsverhdten aufwelst dsin dem Urgprungsorganismus. Als Kontrolle wurde
UV-Bedrahlung gewahlt, die bekanntermal3en die Pinosylvin-Synthase in Kieferkeimlingen
induziert.

Aulerdem wurde noch Methyljasmonat ausprobiert, das ein an der pflanzlichen
Abwehrantwort beteiligtes Hormon i<t

In einem Vorversuch (Abb. 3.17) wurde zunéchst gezeigt, dass 5 pmol Methyljasmonat in
Gasform nach bereits 24 h zu einer Induktion der Pinosylvin-Synthase in Kiefern fihrt. Nach
48 h war eine sehr starke Induktion der Pinosylvin- Synthase erfolgt. Eine Induktiondurch
Ethylen (2000ppm) war unter diesen Versuchsbedingungen auch nach 48 h nicht erkennbear.
Dadie Induktion der Stilber+ Synthase durch Ethylen erwartet wurde, wurde der Versuch noch
wiederholt. Auch war in diesem Vorversuch nach 24 h keine Induktion durch UV-Bestrahlung
(254 nm, 5 min) schtbar. Fr die folgenden Versuche wurde die UV-Bestrahlung (254 nm)
gait 5 min auf 15 min erhoht. Die Menge an Methyljasmonat wurde auf 1000 bzw. 100 nmol
reduziert. Die Zetpunkte der Probennahme wurden auf 24, 48 und 72 h ausgedehnt. (Nach
der 1. Probennahme erfolgte keine waltere Ethylenzugabe).

Das Ergebnis zeigt Abb. 3.18 und 3.19:

Beraits 100 nmol Methyljasmonat riefen nach 24 h eine Induktion der Stilben-Synthase
hervor, die nach 48 h noch andauerte, aber nach 72 h nicht mehr nachweisbar war.

Bel 1000 nmol Methyljasmonat war die Induktion stérker und ebenfalls noch nach 48 h
vorhanden; nach 72 h war aber in den Keimlingen kein Protein mehr nachweisbar. Dies mag
an hemmenden Effekten des Methyljasmonats liegen.

In Abb. 3.19 ist gezeigt, dass die Pinosylvin-Synthase durch UV-Licht, nicht aber durch
Ethylen induzierbar ist. Die Bestrahlung mit UV-Licht fihrt zu einer raschen Induktion, die
mindestens 72 h anhdt. Ethylen fihrt nicht zur Induktion der Finosylvin-Synthase.
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Abbildung 3.17: Induktion der Pinosylvin-Synthase durch Methyljasmonat in Kieferkemlingen

Kieferkeimlinge wurden ultraviolettem Licht (254 nm), gasférmigem Ethylen (1000 ppm) und
Methyljasmonat in Gasform (5 pmol) ausgesetzt. Nach einem bzw. zwel Tagen wurden die
Pflanzen aufgeschlossen, die Proteine isoliert, auf einem SDS-Gd aufgetrennt und ein Western+
Blot mit Immunanfarbung durchgeftinrt. Bild A zeigt die Tintenanférbung, Bild B die
Immunanférbung gegen Pinosylvin-Synthase. Als Kontrolle (K) dienten Pflanzen, die zum
Zeitpunkt Null abgedeckt wurden, um gleiche Bedingungen zu gewahrleigen.
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Abbildung 3.18: Induktion der Pinosylvin-Synthasein Kieferkeimlingen durch Methyljasmonat

Kieferkeimlinge wurden mit gasférmigem Methyljasmonat (100 bzw. 1000 nmol

Gesamtmenge) dizitiert und nach 24 h, 48 h und 72 h die Proteine extrahiert, mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und ein Western:Blaot mit anschliel3ender Immunanféarbung
durchgeftihrt.. Nach 24 h wird die Pinosylvin- Synthase in beiden V ersuchsanordnungen

induziert.

Nach 72 hist bei Elizitierung mit 200 nmol Methyljasmonat keine Pinosylvin-Synthase

mehr zu detektieren.
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Abbildung 3.19: Induktion der Pinosylvin-Synthase durch UV -Bestrahlung von Kieferkeimlingen

Fur die UV-Induktion wurden vier Wochen dte Kieferkemlinge mit UV-Licht bestrahlt (15 min,
254 nm) und die Proteine nach 24, 48 und 72 h aus den oberirdischen Pflanzenteilen extrahiert,
auf enem SDS-Ge aufgetrennt und ein Western-Blot angefertigt. Das obere Bild zeigt die
Tintenanférbung des Blots, das untere Bild die Immunanférbung gegen Pinosylvin-Synthase.Zur
Ethylen-Induktion wurden einmalig 1000 ppm Ethylen in ein geschlossenes Anzuchtgefa3
gegeben und fir 24 h auf die Pflanzen einwirken gelassen. Es wurden ebenfals Proben nach 24,
48 und 72 h genommen, ohne nach der ersten Probennahme neues Ethylen zuzugeben. Als
Kontrolle dienten Keimlinge in zum Zeitpunkt O abgedeckten Gefa3en.
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3.7 Analyse von Promotorelementen durch Gelshift-Experimente

Die Ergebnisse der trangenten Transformation von Weinzellen mit distal verkiirzten PST1-
Promotoren zeigten, dass sich cis-agierende Elemente zwischen den Bereichen —500 und- 364
des PST 1-Promotors befinden, und dass diese Elemente von Transkriptionsfaktoren in
Weinzellen erkannt werden. Um dies mit einer anderen Methode zu bestétigen, wurden Gel-
Shift- Experimente (EM SA; eectrophoretic mobility shift assay) mit dem Fragment B des

PST 1- Promotors durchgeftihrt. Dieses Fragment enthdlt die drei GCC-Boxen sowie eines der
beiden im asl-Element vorkommenden TGACG-Boxen.

Die Gd- hift- Experimente mit Gesamtproteinextrakt aus Weinzellen zeigten, dass Proteine
aus Vitis vinifera spezifisch an das Fragment B des PST 1- Promotors binden. Eskam in
Anwesenhat von 8 pg Gesamtprotein aus Weinzdlen zur Aushildung eines Protein/DNA-
Komplexes mit veranderter elektrophoretischer Mobilitét gegenliber der freien DNA. Bel
Erhohung der Proteinmenge auf 20 g verschob sich das Gleichgewicht weiter auf die Seite
des Protein/DNA-Komplex, wahrend die e ektrophoretische Mobilitét des Protein/DNA-
Komplexes konstant blieb. Dies und die Aushildung des Komplexesin Anwesenheit von
unspezifischer Kompetitor-DNA spricht fir eine spezifische Bindung von Proteinen aus
Weinzdlen an die dis-agierenden Elemente des PST1B-Promotors.

8 ug VitisProtein 20 pg Vitis-Protein
PST1B-Promotor PST1B-Promotor  PST1B-Promotor

&

DNA/Protein-
Komplex

freie DNA

Abbildung 3.20: Nachweisder Bindung von Vitis-Proteinen an Fragmente des PST 1-Promotorsdurch
EMSA

Der EMSA (electrophoretic mobility shift assay) wurde mit dem radioaktiv markierten
Fragment B des PST 1-Promotors und 8 bzw. 20 ug Gesamtprotein aus 7 d dten undlizitierten
Weinzdlen durchgeftihrt.

Als Kompetitor diente je 1 ug DNA aus Heringssperma
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Ilka Brehm konnte zeigen, dass VvSina 8.3.1 an Fragmente des V ST 1-Promotor bindet
(Brehm, 1998). Um zu kl&ren, ob VvSina eine dlgemeinere Rolle bei der Induktion anderer
Stilbensynthasen oder der Pflanzenabwehr generell zukommt, wurden Gelshiftexperimente
mit eénem |6dichen GST- Vv Sna- Fusonsprotein durchgefihrt.

Die cDNA von VWSina 8.3.1 wurde von MartinaKorfe tiber ECoRI und Sall in den
Expressionsvektor pGEX 4T-1 (Pharmacia) as GST-Fusionsprotein kloniert. Wéhrend
rekombinant in E. coli Uberexprimiertes Hisg-VVvSna8.3.1 vdllig unlédich ist und nur durch
denaturierende Aufarbeitung mit 4 % SDS und 4 % b-Mercaptoethanol und nachfolgendes
Entfernen des Detergens in LOsung gebracht werden kann, geht von dem Fusionsprotein GST-
WSina8.3.1 ein gewisser Prozentsatz in den 16dichen Uberstand (Abb. 3.21).

Die Aufrenigung erfolgte mittels Bindung an GST- Sepharose und Elution mit Glutathion
(Abb. 3.22).

GST GST-VvSna8.3.1
Omin P S Omin P S
——
' -— - 70kDa
E - -
. ' = GST-WSna
E : g 8.3.1
‘ —— 40kDa
‘ ’ l - 30 kDa
= M ‘
u 2 ,_ —— 20kDa
GST

Abbildung 3.21: Expression von GST-VvSina8.3.1 als|6sliches Fusionsprotein

Glutathion-S-Tranferase wurde in E. coli M15[pRep4], GST-VWSna3.3.1in E. coli BL21
Uberexprimiert.

Das Proteinmuster vor Induktion mit 0,2 mM IPTG it jewells ds Omin bezeichnet. Nach

90 min Induktion bei 37 °C wurden die Zdlen geerntet und |6diche (Supernatant, S) bzw.
unl6diche (Pellet, P) Proteine mittdls SDS-PAGE aufgetrennt. Der im Uberstand

befindliche Tal von GST-VvSna8.3.1 is in der Abbildung gekennzeichnet.
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Abbildung 3.22: Aufreinigung von GST und GST-VvSina8.3.1 mittels Glutathion-Sephar ose

Die Aufranigung des GST-VvSina8.3.1- Fusonsproteins erfolgte durch 16stiindiges
Schitteln mit 7 mg Glutathion- Sepharose, Waschen mit PBS und Elution mit 2¥1 ml 10
mM Glutathion. Als Kontrolle wurde GST pardld mit aufgereinigt. Jeweils 10 und 20
I des Eluats wurden auf einem SDS-Gd andysiert.

Das aufgereinigte, 16diche Fusonsprotein GST-VvSina 8.3.1 wurde daraufhin getestet, ob es
an den PST1B-Promotor bindet. Hierzu wurden Gelshiftexperimente durchgefiihrt. Es konnte
keine Bindung an den PST 1B- Promotor nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Da Sina
ein RING-Zinkfingermotiv hat (Brehm, 1998), wurde Uiberpriift, ob die Anwesenheit von Zn?*
zu einer DNA-Bindung fiihrt. Auch bei Zusatz von 1 mM Zn?* zum Bindungspuffer kam es

zu keiner Aushildung eines DNA- Proteinkompl exes.
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4 Diskussion

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Regulation der Pinosylvin-Synthasein
Kiefern (Pinus sylvestris) im Zusammenhang mit dem Abwehrmechanismus von Pflanzen
gegen Pathogene. Die Pinosylvin-Synthase gehort zu den Stilbent Synthasen (Schoeppner und
Kindl, 1979). Stilben Synthasen leiten sich evolutiondr von Chakon Synthasen ab (Tropf et
al., 1994), snd aber im Gegensatz zu diesen auf enige Pflanzengattungen beschrankt. Die
Produkte der Stilbensynthasen, Hydroxystilbene, snd ein wirksamer Schutz vor Pilzbefall
(Coutos-Thevenot et al., 2001; Hain et al., 1993).

Die Genefur die Pinosylvin-Synthase liegen im Genom von Pinus sylvestris as
Multigenfamilie (PST1-5) vor mit fast identischem kodierendem Teil und stark voneinander
abweichenden Promotoren (Preisig-Mlller et al., 1999). Dies legte nahe, dass einige dieser
Gene fUr die konditutive Einlagerung von Pinasylvin ins Hartholz verantwortlich sein

konnten und andere flr die induzierbare Synthese des Phytodexins Pinosylvin in
Kieferkeimlingen, etwa nach einem Pilzbefdl (Kindl, 1985).

Der Promotor des Gens PST1 wurde aufgrund seiner starken Induzierbarkeit néher untersucht.

4.1 Experimente mit transgenen Tabakpflanzen:

Transgene Tabakpflanzen mit dem PST 1-Promotor vor dem GUS-Gen erlaubten, die
Expression des PST1-Promotors in Blétern von Tabak unter verschiedenen Bedingungen zu
testen. Im einzelnen waren dies Bestrahlung mit ultraviolettem Licht von 254 nm Wdlenlénge
und Behandlung mit den Phytohormonen Sdlizylat, Methyljasmonat und Ethylen. Diese drel
Hormone haben entschel dende Funktionen bel der Pathogenaowehr von Pflanzen (Dong,
1998). AulRerdem wurden die Blétter auch mit dem nekrotrophen pathogenen Rz Botrytis
cinerea infiziert und anschliel3end anhand histochemischer Féarbung auf Induktion des PST1-
Promotors getestet.

Bestrahlung mit UV-Licht

Die Begtrahlung mit UV-Licht (254 nm) fiihrte zur Induktion des PST1-Promotorsin
transgenem Tabak. Die an der Blaufarbung des Blattes nach histochemischer Farbung
erkennbare Induktion der Fusion des PST1-Promotors mit GUS war stets auf kleine, scharf
umrandete Blattbereiche beschrankt. Das Ubrige Blatt blieb farblos. Die Farbung konzentrierte
sch oft auf die Leitblindel, war aber nicht auf diese beschrankt. Die Frage war, wieso sSich die
Induktion bei Bestrahlung des gesamten Blattes auf einzelne Bereiche beschrénkte. Dadie
gesamte Blaitfl&che mit UV-Licht bestrahlt worden war, musste an der 6rtlich begrenzten
Induktion noch ein welterer Faktor betelligt sein. Beispid sweise konnte an bestimmten

Stellen im Blatt die Konzentration eines Signdstoffes hther sein s an anderen. Eine
synergigtische Wirkung von UV-Licht und dem zusétzlichen Faktor wiirde dann zur lokaen
Induktion des PST1-Promotors trotz ganzflachiger UV-Behandlung fihren. Bel eénem

solchen Faktor kann es sich etwa um ein Phytohormon handeln.

Diese Uberlegungen fiihrten zur Frage, ob ein exogen appliziertes Phytohormon zu einer —
eventudl sogar systemischent Induktion des PST 1-Promotors in transgenem Tabak fuhren
wiirde.
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Exogenes Ethylen induziert den PST1-Promotor in transgenem Tabak nicht

Der PST1-Promotor enthdlt dret GCC-Boxen, die bei PR-Genen haufig die Ethylen
Induzierbarkeit vermitteln (Kitgimaet al., 2000). Ethylen spidt eine Rolle bei der
Signatransduktion der Pathogenabwehr.

Um zu prifen, ob der PST1-Promotor Ethylen-induzierbar ist, wurden die transgenen
Tabakpflanzen einer Konzentration von 1000 ppm Ethylen ausgesetzt und anschlief¥end
histochemisch gefarbt. In keinem Fal war eine Induktion des PST1-Promotors zu erkennen.

Induktion durch Methyljasmonat

Methyljasmonat (100 pM) fihrte zu dhnlichen Ergebnissen wie UV-Licht. Methyljasmonat
fuhrte nicht zu einer systemischen oder grof¥flachigen Induktion des PST 1- Promotorsin
transgenem Tabak, wohl aber zur lokden Induktion in eénzelnen , unregelméldg vertellten
Bereichen des Blattes.

Die Kombination von Jasmonat und Ethylen zeigte keinen Uber das Jasmonat hinausgehenden
Effekt (Daten nicht gezeigt). In der Literatur ist beschrieben, dass bel der Wundantwort oder
dem Befdl mit einem nekrotrophen Pathogen Ethylen und Jasmonat synergistisch an einem
Sgnatransduktionsweg wirken, der von dem Signaltransduktionsweg der sdlizylatabhdngigen
SAR scharf abgegrenzt ist (Penninckx et al., 1996; Sivasankar et al., 2000). Einige Modelle
schlagen vor, dass sich beide Signdtransduktionswege sogar wechsd saitig unterdriicken. Der
Promotor des Defensins PDF1.2 aus Arabidopsis thaliana bendtigt beispidsveise die
gleichzeaitige Anwesenheit von Jasmonat und Ethylen zur Induktion (Penninckx et al., 1998).
Diesigt beim PST1-Promotor nicht der Fall.

Induktion durch injiziertes Salizylat

Sizylsure spielt eine Schltissdrolle bel der systemisch erworbenen Resistenz (SAR).

Die Injektion von 2 mM Sdlizylat, pH 6.0, fuhrte zur starken und grof¥léchigen Induktion des
PST1-Promotors in transgenem Tabak. Damit ist klar, dass Sdizylsiure eine wichtige Rolle
bei der Induktion des PST1-Promotors spidlt. Das Auftreten einer SAR bel Kigfernist
wahrscheinlich, wenn auch noch nicht erwiesen. Die Ergebnisse lassen aber darauf schlief2en,
dassim Falle ener SAR in Kiefern die Induktion des Gens PST1 erfolgt. Die Auddsung der
SAR efolgt nach heutigem Kenntnisstand durch Infektion mit einem biotrophen,
inkompatiblen Pathogen (McDowell und Dangl, 2000).
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4.1.1 Infektion mit dem nekrotrophen Pilz Botrytis cinerea

Es gdang, tranggenen Tabak mit einer Fusion des Promotors PST an GUS mit Botrytis
cinerea zu infizieren. Nach Inokulation der Bl&tter mit einer Sporensuspension von B. cinerea
bildeten sich nach 36 h nekrotische Lasonen, die in weiteren 24 h deutlich grofer wurden.
Die Infektion fuhrte nicht zur Induktion des PST1-Promotors an den infizierten Stellen. Eine
plausble Erklarung ist, dass B. cinerea a's nekrotrophes Pathogen die Jasmonat/Ethylen
vermittelte Abwehrreaktion aud 6, und nicht die von biotrophen Pathogenen ausgel 6ste
SAR. Diese beiden Signawege stehen in Konkurrenz zueinander (McDowell und Dangl,
2000). Die Infektion mit dem nekrotrophen Pathogen B. cinerea 162t moglicherweise nicht
den zur Aktivierung des PST 1- Promotors flihrenden SAR- Signaweg aus, sondern den
Jasmonat/Ethylen-abhangigen Signaweg.

Allerdings ist es auch denkbar, dass B. cinerea etwa durch ein Phytotoxin die Abwehrresktion
unterdriickt.

4.2 Eingrenzung cis-agierender Elemente durch transiente
Expression in Weinprotoplasten

Um ds-agierende Elemente im PST1-Promotor einzugrenzen, wurde der 1098 bp lange
PST1-Promotor zunéchst vom distalen Ende verkiirzt. Die resultierenden Konstrukte PST 1B-
E wurden mit trangenter Transformation in Wenprotoplasten auf ihre Aktivité untersucht.
Von den erhdtenen Promotorfragmenten hatte das Konstrukt B noch eine Restaktivitét von 40
% gegentber dem PST 1-Promotor. Alle anderen Kongtrukte waren inaktiv. Das Fragment B
enthdt eine Pentanucleotidsequenz TGACG, die ds repeat das Auxin-und Sdizyla-
responsve Element as-1 bildet (Qin et al., 1994). Im PR-1-Promotor wurde diese

Pentanucl eotidsequenz ds fir die Sdizylat-induzierbare Induktion notwendig identifiziert
(Lebd et al., 1998). Dieses Element sowie drel GCC-Boxen snd im inaktiven Konstrukt C
nicht vorhanden. Ein Konstrukt ohne TGACG-Element mit zwe angtdlle der drei GCC-Boxen
(GCC2) war inaktiv. Die Deletion der Pentanucleotidsequenz aus dem PST1-Promotor hatte
keinen sgnifikanten Effekt; die Aktivitét betrug immer noch 80 % des PST1-Promotors.

Die Funktion der einzelnen Element flr die Aktivierung unter den Bedingungen der

transienten Expression (d. h., ohne Zugabe von Elizitoren oder exogener Signagtoffe) ist
damit schwierig zu beurteilen. Sicher i, dass die Pentanucleotidsequenz CGTCA im
Gesamtpromotor keine wesentliche Funktion hat. Welter sromaufwarts gelegene Element
konnten eine gréfiere Rolle spielen und das TGACG- Element (das man auch a's aoweichende
C-Box auffassen kann) ersetzen. Auf sromaufwérts gelegene cis-agierende Elemente deutet
auch der Aktivitatabfall auf 40 % beim Ubergang vom PST1 zum PST1-B Promotor hin.

Im PST1B-Promotor kann gleichwohl durch die synergistische Wirkung der drei GCC-Boxen
und des TGACG-Elementes eine Restaktivitét vorliegen, die das Fragment mit lediglich 2
GCC-Boxen nicht aufweist. Die Interaktion von AtEBP, einem GCC-Box bindenden Protein
und bZIP-Proteinen ist bekannt (Buttner and Singh, 1997). Alternativ dazu kann ein weiteres
Element ene Rolle spiden. Ein lediglich im PST1-B-Promotor vorhandenes Element ist das
22 bp downstream vom TGA CG-Element gelegene Sequenz CCTTTT, diedie
Erkennungssequenz von Dof1 dargdlt (Y anagisawa, 2001).
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Abbildung 4.1: Lageder cis-agierenden Elementeim Promotor PST1

Die Lage der GCC-Boxen und des TGA CG-Elementsim Bereich zwischen den
Promotorfragmenten PST1B und PST1C ist schematisch dargestelit.
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4.3 Induktion des Pinosylvin-Synthase in Kieferkeimlingen

Die Induktion der Pinosylvin-Synthase wurde auch an der Kiefer (Pinus sylvestris)
untersucht.. Hierzu wurden 4 Wochen dte Kieferkeimlinge verwendet. Ein im Rahmen dieser
Arbet gegen rekombinante Pinosylvin- Synthase entwickeltes Antiserum erlaubte den
Nachwels der Pinosylvin- Synthase mittels Western- Bl ot.

Bestrahlung der Kieferkeimlinge mit ultraviolettemn Licht fihrte zur Induktion der Pinosylvin-
Synthase auf Proteinebene. Die Zunahme der Pinosylvin- Synthase- Aktivitét in
Kieferkeimlingen nach UV-Bestrahlung war bereits bekannt (Schwekendiek et al., 1992). Es
wurde somit gezeigt, dass dies auf die Zunahme der Menge an Pinosylvin-Synthasein den
Kieferkeimlingen nach UV-Bestrahlung zurtickzufihren i<

Die zentrde Fragestdlung war, ob exogenes Ethylen zu einer Induktion der Pinosylvin-
Synthase in Kiefern fihrt. Die drei GCC-Boxen legten eine Betalligung von Ethylen an der
Induktion des PST1-Promotors nahe. Es sollte ausgeschlossen werden, dass die Induktion des
PST 1-Promotors durch exogenes Ethylen aufgrund des heterologen Systems in transgenem
Tabak nicht wirksam ig.

Die Versuche an Kieferkeimlingen zeigten, dass Ethylen eindeutig zu keiner Induktion der
Finosylvin-Synthase auf Proteinebene fuhrte. Folglich wird kein einziges der funf Finosylvin-
Synthase-Gene in Kiefern durch Ethylen induziert, das PST1-Gen eingeschlossen. Die
Ergebnisse mit transgenem Tabak wurden somit bestétigt.

Gasférmiges exogenes Methyljasmonat zeigte in dieser Arbeit eine extrem starke Induktion

der Pinosylvin-Synthase in den Kieferkeimlingen. Bekannt ist die Induktion der Finosylvin-
Synthase durch UV-Licht (Schwekendiek et al., 1992) , Ozon und Verwundung (Chiron et al.,
2000) sowie Rilzbefdl (Preisg-MUller et al., 1999). In Fichte ist die Chakon Synthase durch
Jasmonat induzierbar (Richard et al., 2000).

Jasmonsaure und Methyljasmonat wirken sowohl bel der Wundantwort (Insektenfrald) als

auch be Infektionen mit pathogenen Filzen ds Sgndgoffe und seuern die pflanzliche
Abwehrantwort. Beispidlsveise snd Mutanten des Jasmonat- Signadwegsvon Arabidosis
empfindlicher gegen bestimmte Pathogene (Staswick et al., 1998).

4.4 Gel-Shift-Experimente (EMSA)

Durch einen dectrophoretic mobility shift assay (EMSA) konnte nachgewiesen werden, dass
bel der transenten Transformation von Weinprotoplasten cis-agierende Elemente des PST1-
Promotors bzw. des PST1B-Promotors von Transkriptionsfaktoren aus Wein erkannt worden
sind. Die Inkubation von radioaktiv markiertem PST 1B- Promotorfragment mit Gesamtprotein
aus Weinzdlen fuhrte zur Bildung eines DNA/Protein-Komplexes. Dieser zeigte im nativen
Polyacrylamidgel eine veranderte eektrophoretische Mobilitét. Bel Erhdhung der
Gesamtproteinmenge von 8 auf 20 g verschob sich das Gleichgewicht von der freien DNA
auf die Saite des Komplexes, die eektrophoretische Beweglichkeit der gebundenen DNA
verénderte sSich aber nicht. Dies legt eine definierte Stéchiometrie des Protei/DNA-
Komplexes nahe und damit eine spezifische Bindung.

Bel den Proteinen, die an das Promotoreement PST 1B gebunden haben, kann essich

beispid sweise um bZIP-Transkriptionsfaktoren aus der Gruppe der TGA-Faktoren handeln.
In Pflanzen sind bZIP- Transkriptionsfaktoren weit verbreitet. TGA-Faktoren binden
beispiesweise an C-Boxen (de Pater et al., 1996) und die Pentanucleotidsequenz TGACG, die
im as-1- Element und im ocs- Element vorkommt (Lam und Lam, 1995).
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Das as- 1- Element vermittdt salizylat- und Auxin-Induzierbarkeit (Pascuzzi et al., 1998; Qin et
al., 1994)sowie Induktion durch Xenobiotika (Johnson et al., 2001). Das as-1-Element wird
von Faktoren erkannt, die man ursprunglich aufgrund ihrer gemeinsamen Aktivitét
zusammenfassend ds ASF1 (as- 1- binding-factor) bezeichnet hat (Niggeweg et al., 2000). Be
dieser Aktivitét handelt es sich tatsachlich um mehrere bZIP-Proteine, die man ds TGA-
Faktoren bezeichnet (Niggeweg et al., 2000). Lediglich ene Untergruppe agiert mit
NPR1/NIM1(Zhou et al., 2000). Durch diese Interaktion erhtht sch die Bindungsaffinitét
dieser TGA-Faktoren zu ihrer Zidsequenz. NPR1/NIM1 besitzt eine wichtige Funktion im
Sgndtransduktionsveg der sdizylat-abhangigen SAR (Dong et al., 2001). Glechzetig ist es
notwendig fUr die induzierte systemische Resistenz (inducible systemic resstance, ISR
(Knoester et al., 1999)). Bel der ISR kommt es beispielsweise bei Arabidopsis nach Kontakt
mit nicht- pathogenen Rhizobakterien zu einer induzierten Resistenz, die nicht von der
Akkumulation von Salizylat abhéngt, aber intakte Jasmonat/Ethylen Signawege bendtigt
(Pieterse et al., 1998). NIM1I/NPR1 besitzt Ankyrin-Repegts und zeigt Homologie zu
IkB(Rydset al., 1997). Da das System NF-kB/IkB in Abwehrmechanismen von Drosophila
bis zu Sdugetieren ene Rolle spidt, liegt hier moglicherweise ein sehr dter und
hochkonservierter Mechanismus der Signa transduktion von Abwehrreaktionen vor. Der
Trangport von NPRL/NIM1 in den Zdlkern ist notwendig fUr die Induktion der PR-Proteine
(Kinkemaet al., 2000).
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4.5 DielInduzierbarkeit der Pinosylvin-Synthase-Geneim Vergleich
mit anderen an der Pathogenabwehr beteiligten Genen

Pflanzen haben durch die Koevolution mit Pathogenen reffinierte Verteidigungsmechanismen
entwickdt. Als Konsequenz dieses Prozesses ist Resistenz gegen ein Pathogen die Regel, und
Suszeptibilitét die Ausnahme.

Die induzierbaren Abwehrmechanismen umfassen drel Prozesse:

1: Erkennung des Pathogens
2: Audosung einer Signdkaskade
3: Aktivierung von Verteidigungsmechanismen

Daneben gibt es noch eine basad e Pathogenabwehr durch mechanische Barrieren (Epidermis).
Prohibitine oder Vorstufen toxischer Stoffe, die bei Verwundung durch frelgesetzte Enzyme
aktiviert werden, tragen ebenfalls zur Pathogenabwehr bel (Harborne, 1995).

Die unmittelbar an der induzierbaren Pathogenabowehr beteiligten Prozesse sind die
Expression pilzhemmender Proteine (Thionine, Defenane) (Bohlmann et al., 1998)oder
Enzyme, die die pilzliche ZdIwand schédigen (Chitinasen und Glucanasen). Letztere Snd

eine Untergruppe der PR-Proteine und z. T. Ethylen-induzierbar. Die auch PR-Box genannte
GCC-Box igt das dafUr verantwortliche cis-agierende Element.

Andere PR-Proteine (PR1) sind anerkannte Marker der salizylatabhéngigen SAR (Maleck et
al., 2000). Die Funktion von PR1 it aber weitgehend ungekl&rt.

Nach dem Phytod exinkonzept kann die rasche Akkumulation eines Phytodexins dartiber
entscheiden, ob es zu einer Infektion kommt oder nicht. Wenn die stressinduzierte Synthese
eines Phytoaexins Uber die Regulation der Transkription der betelligten Gene erfolgt, missen
sich im Promotorbereich dieser Gene Kontrollelemente befinden, die unter Stressbedingungen
von Transkriptionsfaktoren erkannt werden.

Gleichzatig muss sch en Sgnd in der Pflanze ausbreiten, das von der Infektionsstelle
entfernte Pflanzenteile auf die Abwehr vorbereitet. Die Fernwirkung von Jasmonat wird tber
Systemin vermittdt, das Gas Ethylen breitet 9ch im interzellularen Raum schndl aus Die
Fernwirkung bel der SAR konnte Uber Sdlizylat salbst laufen, oder Uber nitrosyliertes
Glutathion.

Im PST 1-Promotor befinden sch mindestens zwel unterschiedliche cis-agene Elemente,
welche in Verbindung zu Pflanzenabwehr stehen: Die Pentanucl eotidsequenz CGTCA sowie
drei GCC-Boxen in inverser Orientierung.

Die GCC-Boxen (Konsensussequenz AGCCGCC), auch PR-Boxen genannt, Snd die
Erkennungssequenz einer auf Pflanzen beschrénkten Klasse von Transkriptionsfaktoren
(Ohme-Takagi and Shinshi, 1995). Die Erkennung der Zidlsequenz exfolgt Uber ein b-Fdtblatt
(Allen et al., 1998). Gemeinsames Kennzeichen dieser Transkriptionsfaktoren ist das
Vorhandensain einer ERF-Doméne genannten Aminosauresequenz von 59 Aminosduren. Die
Erkennung der Zielsequenz und DNA-Bindung erfolgt bel diesen Transkriptionsfaktoren tiber
die ERF (ethylene response factor)- Doméne durch Wechselwirkung mit der grof3en Furche
der DNA (Hao et al., 1998). ERFs selbst binden an die DNA as Monomer, ihre
Erkennungssequenzen liegen jedoch fast immer s repeats von drel oder zwel GCC-Boxenin
Promotoren vor.

Die Bezeichnung PR-Box geht auf das VVorkommen von GCC-Baoxen in den Promotoren von
PR-Proteinen zurtick. Die stark konservierten PR-Proteine werden a's Regktion auf eine
Infektion der Pflanze exprimiert. Einige PRP wurden a's Glucanasen und Chitinasen
identifiziert, denen eine synergistische Wirkung be der Auflésung der pilzlichen Zdlwand
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zugeschrieben wird. Die physologische Funktion anderer PR-Proteineist hingegen noch
weitgehend unklar (Agrawd et al., 2000).

Die Induzierbarkeit eniger PR-Proteine durch Ethylen konnte auf das Vorhandensein von PR-
Boxen zuriickgefuihrt werden. Auch die beteiligten Transkriptionsfaktoren wurden
identifiziert, so etwa EREBP aus Tabak. Wichtig it in diesem Zusammenhang, dass PR-
Boxen nicht zwangdaufig mit dem Ethylen- Sgndtransduktionsweg assoziiert snd. ERF-
Doménen finden sich auch anderen Transkriptionsfaktoren, beispid sweise Pti4-6 (Pt steht for
Pto-interacting).

Stromaufwarts von den drei GCC-Boxen befindet sich ein Sequenzmotiv CGTCA. Die
inverse Schreibweise it TGACG. Ein repesat dieses Sequenzmotivs bildet das regulatorische
Element as-1 (activating sequence 1). Dieses Element findet Sch u. a im CaMV 35S
Promotor und in diversen auxin-induzierbaren Promotoren. Auch eine Induzierbarkeit durch
Sdizylat wird dieser Erkennungssequenz zugeschrieben. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass der PST1-Promotor durch Sdizylat induzierbar ist. Das VVorhandensain einer
Pentanucl eotidsequenz, die als repesat das as- 1- Element bildet, ist wahrscheinlich das fir die
Induzierbarkeit durch Sdlizylat verantwortliche, cis-agene Element im PST1-Promotor, wenn
auch sait der zwel Boxen hier nur eine vorliegt. Alternativ kann man diese Box auch ds
leicht abwelchende C-Box auffassan:

psT: T C A C G T C A
CBoxx: T G A C G T C A

Esig nahdiegend, dass ein Sgndweg, der auf Jasmonat anspricht, auch durch Ethylen
induziert wird, da beide Hormone normalerweise synergistisch wirken. Ublicherweise
unterscheidet man zwe voneinander getrennte Abwehrantworten in Pflanzen. Zum einen den
durch mechanische Verwundung, Insektenfrald oder nekrotrophe Pathogene aktivierte
Wundantwort, fir die Jasmonat und Ethylen bendtigt werden und synergistisch wirken.

Gut untersucht ist dieser Synergismus etwa bei PDF1.2.

Bei der andlogen Ubertragung auf die Pinosylvin-Synthase hatte man vermutet, dass Ethylen
an der Induktion des PST1-Promotors betaligt ist. Zumindest ein Pinosylvin-Synthase-Genin
Kieferkeimlingen wird durch Jasmonat induziert. Andererseits wird aber kein einziges der

funf Pinosylvin- Synthase- Gene in Kiefern durch Ethylen induziert. Dieswar unerwartet, dain
dem fir die Induzierbarkeit essentiellen 136 bp-Bereich des PST1-Promotors 3 GCC-Boxen
vorkommen, deckt sich aber vollig mit dem Befund, dass das Fragment GCC2 bei der
trangenten Expression in Weinprotoplasten inaktiv war. Da 2 GCC-Baoxen nicht einmd fir
eine sehr geringe Induzierbarkelt ausreichen, konnen die GCC-Boxen dlene nicht fir die
Induzierbarkeit des PST 1- Promotors verantwortlich sain.

Sehr hohen Ethylenkonzentrationen fiihren bal Arabidopsis-Kemlingen zur sogenannten
»triple response’, einer charakteristischen Fehlentwicklung (Guzman and Ecker, 1990). Eine
aul¥erlich schtbare Verdnderung der Kieferkeimlinge wurde nicht beobachtet und unter
diesen Versuchbedingungen auch nicht erwartet. Es wurde aber auch kein Absinken der
Proteinmenge in den aufgeschlossenen Kieferkeimlingen nach Ethylenapplikation beobachtet.
Daauch bei geringerer Konzentration von Ethylen (200 ppm) keine Induktion der Pinosylvin-
Synthase erkennbar war (Daten nicht gezeigt), konnen Stérungen durch toxische Effekte von
Ethylen auf die Kieferkeimlinge ausgeschlossen werden. Es gibt aber auch Félle, wo Ethylen
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as Antagonist von Jasmonat wirkt und die Expression jasmonat-induzierbarer Gene hemmt.

I nteressanterwel se handelt es sich hierbel auch um einen Sekundérmetaboliten (Kahl et al .,
2000; Shoji et al., 2000). In kultivierten Tabakzdlen erfolgt die Aktivierung enes Promotors
fur eine Chitinase zwar Uber GCC-Boxen, Ethylen ist dafir aber nicht notwendig (Y amamoto
et al., 1999). Diesig en weiterer Fall, wo GCC-Boxen nicht unmittelbar mit dem Ethylen
Signdweg in Verbindung stehen. Auch kdnnen ERFs die Transkription negativ regulieren
(Fujimoto et al., 2000; Ohta et al., 2000).

Allerdings wurden im Rahmen dieser Arbeit nur die oberirdischen Pflanzenteile untersucht.
Eswére maglich, dass es zu ener Induktion der Pinosylvin-Synthase durch Ethylen in den
unterirdischen Pflanzentellen kommt. Auch konnte Ethylen unter anderen

Umwe tbedingungen oder in einem anderen Entwicklungs- und Differenzierungsstadium der
Pflanze durchaus an der Induktion der Pinosylvin- Synthase betalligt sein

Die noch zu kl&rende Frage ist, ob Jasmonat in Kiefern auch den PST1-Promotor induziert,
oder ob die Induktion der Pinosylvin- Synthase in Kiefern durch gasférmiges Jasmonat auf ein
anderes Gen zurtickzufiihren igt. Die kodierenden Regionen aler finf Pinosylvin-Synthase-
Gene aus Pinus sylvestris sind nahezu identisch. Der in dieser Arbeit gegen aufgereinigte
Pinosylvin- Synthase entwickelte polyklonae Antiserum kann daher nicht zwischen der
Induktion der funf vorhandenen Promotoren unterscheiden, well die Polypeptide jeweils fast
identisch sind. Der PST1-Promotor it in Tabak durch exogenes Jasmonat nur schwach
induzierbar. Die Induzierbarkeit der Pinosylvin-Synthase in Kieferkemlingen durch
Methyljasmonat hingegen ist sehr deutlich. Eine mégliche Interpretation i, dassfur die
Induktion durch Jasmonat einer der anderen Promotoren in Kiefern verantwortlich ist.

Der PST1-Promotor ist anderersaitsin Tabak durch mechanische Verwundung induzierbar.
Neuere Befunde deuten darauf hin, dass auch die Wundantwort nicht in jedem Fal Gber
Jasmonet/Ethylen verléuft (Nishiuchi et al., 1997).
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Zusammenfassung

Finosylvin is @n Phytodexin in Kieferkeimlingen. Die Synthese von Pinosylvin wird ds
Reektion auf biotischen und abiotischen Stress durch Expression der Pinosylvin-Synthase
induziert. Die Regulation erfolgt dabel auf der Ebene der Transkription der Pinosylvin-
Synthase- Gene. Die Pinosylvin-Synthase liegt in Kiefern ds Multigenfamilie mit sark
unterschiedlichen Promaotoren vor.

(1) Im PST1-Promotor wurde durch distale Verktrzung en fir die Induzierbarkeit in
Weinprotoplasten essentieller Bereich von 140 bp eingegrenzt. In diesem Bereich
befinden sich 3 GCC-Boxen sowie ein TGACG-Element. Promotorfragmente mit
zwel GCC-Boxen ohne TGACG-Element waren inaktiv. Die Pentanucl eotidsequenz
TGACG i die Erkennungssequenz von Transkriptionsfaktoren, die in anderen
Systemen die Induzierbarkeit durch Salizylsaure vermitteln. GCC-Boxen Snd cis-
agierende Elemente, die von Trangkriptionsfaktoren mit ERF-Domanen erkannt
werden. Diese kdnnen sowohl aktivierenden ds auch hemmenden Einfluss auf die
Transkription austiben. In viden Fdlen vermitteln GCC-Boxen die Ethylen
Induzierbarkeit.

(2) Die cDNA der Pinosylvin-Synthase wurde in einen Expressionsvektor kloniert. Das
Enzym wurde rekombinant Uberexprimiert, gereinigt und fir enen Enzymtest
verwendet. Ein polyklonaes Antiserum gegen die Finosylvin-Synthase wurdein
Kaninchen entwicket.

(3) Das Pflanzenhormon Methyljasmonat induziert die Pinosylvin-Synthasein
Kieferkeimlingen. Ethylen zeigt keinen Effekt. Somit liegt der songt tbliche
Synergismus dieser beiden Pflanzenhormone in bezug auf die Pinosylvin-Synthase
nicht vor. Die drei GCC-Boxen im PST1-Promotor stehen nicht im Zusammenhang
mit dem Ethylen Signaweg.

(4) Die Untersuchung des PST1-Promotors in transgenem Tabak in dieser Arbeit ergab,
dass der PST1-Promotor durch Sdlizylséure stark induziert wird. Dieser Promotor
Steht somit in Zusammenhang mit der systemisch e'worbenen Resistenz (SAR).
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genspezifische Oligonucleotide:

PST1-a 5'-CCGTACCCGGGGATCCAAGCGAAGCC-3
PST1-b 5 -CATGTGCTGCAGCACGTCACTCAC-3
PST1-c 5 -CATATACATTGGCGGCTGCAGAGTCG-3
PST1-d 5 -CAAAACCCATTCCTGCAGTATTG-3
PST1-e 5 -CAATTGCTGCAGTATTATTATATAATC-3
GCCO 5 -CCTCATTGGCGGGAAGCTTCACAG-3
GCC2 5 -CATTGGAAGCTTCACAGTCGATTTC-3

Fur die ortsspezifische Mutagenese zur Deletion der TGACG-Box wurden folgende Primer
verwendet:

PST1-Das-1sor 5'-GATTCATGTGATATGTCCACTCACTATATTATATTTTCTTCC-3

PST1-Das-1ey 5 -GGAAGAAAATATAATATAGTGAGTGGACATATCACATGAATC-
31

Primer fir in-vivo-footprint: Die genspezifischen Primer fir den PST1-Promotor sind ds
LMPCR1-3 bezeichnet:

LMPCR1 5 -CTGTTTCAAAGACCAAGAC-3
LMPCR2 5 -CTGGGTGGATTTGTAATTACCTC-3
LMPCR3 S -GATTTGTAATTACCTCGCAGTGCAC-3
LM1 5 -AGTTACTAGTGAGATCTGAATTC-3
LM2 5 -GAATTCAGATC-3

Primer zur Amplifikation der Pinasylvin-Synthase zur Klonierung in pQE30:
Pisy5 5-GAGATGGCATGCGTTGATTTTGAAG-3

Pisy3 5 -CGGGCTGCAGTAGGAGAGAATAAGS
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