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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion zwiscHpomoea batatasnit dem synergis-
tischen Endophytesluconacetobacter diazotrophicsewie mit dem Phytopathogdralstonia
solanacearunauf der Ebene der friihen und spéten pflanzlichen Pathogenantworten vergleichend
betrachtet. Fir die Charakterisierung des Signaltransduktionsweges@giSyinthese wurden
potentiell beteiligte intrazellulare Komponenten der Signaltransduktion mit Hilfe von Effektoren
identifiziert. Die Quantifizierung der #D»-Synthese erfolgte mit der Luminol-Methode. Dartber
hinaus wurde die Abwehrreaktion mittels interner und externer pH-Wertmessung quantifiziert.

Die Analyse des Signalweges des ,oxidative burst® elicitierter SuR3kartoffelzellen erbrachte
sichere Hinweise daftir, dass die Phospholipaseg(FAA) involviert ist. Daneben wurde mit

dem G-Protein-Aktivator Mastoparan sowohl eine Beteiligung heterotrimerer G-Proteine an
der extrazelluldaren Alkalisierung gezeigt, als auch Hinweise fir eine direkte Kopplung mit der
PLA, gefunden. Bezuglich der Phospholipase C (PLC) konnte dagegen keine zweifelsfreie Aus-
sage getroffen werden. Des weiteren wurde festgestellt, dessabhéngige Protein-Kinasen
(CDPK), jedoch keine Protein-Kinase C an der Signaltransduktion der Elicitor-induzierten
H,O,-Synthese beteiligt sind. Eine anhaltende Phosphorylierung von Zielproteinen durch CDPK
Uber die gesamte Dauer des ,oxidative burst* erwies sich als notwendig. Es gab Hinweise
darauf, dass der Ga-Sensor Calmodulin im Signalweg des ,oxidative burst* involviert ist.
Untersuchungen mit lonenkanal-Blockern deuten darauf hin, dasssGWwie C&*-Kanale not-
wendige Komponenten zur Induktion des®-Synthese sind. Eine Elicitor-induzierte Anderung

der K"-Homoostase schien dagegen nicht wesentlich an der Signaltransduktion des ,oxidative
burst" beteiligt zu sein. Ihr konnte eher eine regulierende Funktion der frihen Abwehrreaktio-
nen zugesprochen werden. Desweiteren wurde festgestellt, dass neben dem Einstrom externen
C&* auch die intrazellularen HPaktivierten C&+-Speicher fiir die Elicitor-induzierte Synthese

von H,O, erforderlich sind. Die vergleichende Aktivitatsanalyse der Phenylalanin-Ammonium-
Lyase (PAL, EC 4.3.1.5) machte eine differenzierte Induktion des Phenylpropanoid-Weges durch
verschiedene elicitierende Signale deutlich. DarlUber hinaus wurde gezeigt, dass auch der syner-
gistische Endophy®. diazotrophicusine, wenn auch deutlich abgeschwachte, Abwehrreaktion

in den SuRkartoffelzellen induzierte. Dies konnte durch ,oxidative burst‘-Messungen sowie
im Alkalisierungstest untermauert werden. HPLC-Analysen dokumentierten einen Anstieg der
Auxin-Synthese in Mischkulturen der Organismggomoea batatasund Gluconacetobacter
diazotrophicus Dabei liel3 das Auxin eine mdgliche Funktion als Suppressor einer pflanzlichen
Abwehrreaktion erkennen.

Die Untersuchungen des cytosolischen pH-Signals elicitierter Stf3kartoffelzellen wurden mittels
der Fluoreszenzmessung von BCECF-beladenen Pflanzenzellen durchgeftihrt. Ein Pathogen-
induziertes pH-Signal war stets durch eine anhaltende Azidifizierung charakterisiert. Das
Endophyten-induzierte Signal war dagegen zunéchst durch eine leichte transiente Azidifizie-
rung gekennzeichnet, gefolgt von einer anhaltenden Alkalisierung. Diese Ergebnisse legen die
Vermutung nahe, dass eine Unterscheidung zwischen einem Endophyten und einem Pathogen
bereits in der frihen Phase der Interaktion eingeleitet wird.

SchlusselworterGluconacetobacter diazotrophigupomoea batatgs,oxidative burst”, Pflanzen-
Bakterien-Interaktion



Abstract

Within the scope of this thesis, comparative studies of the early and late plant pathogen
responses ofpomoea batatasvere performed in the presence of both the synergistic en-
dophyte Gluconacetobacter diazotrophicuand the phytopathogenic bacteriufRalstonia
solanacearum To characterize the signal transduction pathway eOHsynthesis, the com-
ponents which are potentially involved were identified by means of effectors. Quantification
of H,O,-synthesis was carried out using the luminol method. Furthermore, the plant pathogen
response was followed by determining the internal and external pH. When analyzing the signal
pathway of the oxidative burst in sweet potato cells, previously exposed to an elicitor, there was
evidence that phospholipase fPLA>) is certainly involved. By using the G-protein activator
mastoparan it was shown that heterotrimeric G-proteins contribute to the extracellular alkaliniza-
tion of the cell, possibly by a direct link to PLLAConcerning phospholipase C (PLC), however,

no unequivocal evidence could be obtained. In addition, the participation of-@gpendent
protein kinases (CDPK), but not protein kinase C, in the signal transduction of elicitor induced
H,0O, synthesis could be shown. A continuous phosphorylization of target proteins of the CDPK
turned out to be necessary during the whole course of the oxidative burst. Besides, there was
indication that the Ca -sensor calmodulin is part of the signal transduction pathway. By using
specific blockers, Cl- and C&"-channels were identified as being essential for the induction of
H,0O,-synthesis. However, an elicitor-induced change of the ceélhkmoeostasis did not seem to
influence the signal transduction pathway during the oxidative burst. More likélgadtributed

to the regulation of the early plant response. Apart from the influx of extern@t,Gacould

further be demonstrated that the intracellulag-#etivated C&'-storages are also required for the
synthesis of HO,. When comparing the activity of phenylalanine-ammonium-lyase (PAL, EC
4.3.1.5), a sophisticated induction of the phenylpropanoid pathway by different eliciting signals
was made clear. Moreover, the synergistic endop@ytdiazotrophicusvas also shown to induce

a pathogen response in sweet potato, although it was clearly reduced. This was confirmed by
both assaying the oxidative burst and measuring alkalinization. By means of HPLC analyses
an increase of the auxin synthesis in mixed cultureppomoea batatasind Gluconacetobacter
diazotrophicuscould be demonstrated, indicating that auxins might be involved in the suppression
of the plant pathogen response.

Studies of the cytosolic pH-signals in elicited sweet potato cells were carried out by measuring
the fluorescence of BCECF-loaded plant cells. A pathogen induced pH-signal was always accom-
panied by a continuous acidification. However, the signal induced by the endophyte was initially
reflected by a slightly transient acidification, followed by a persistent alkalinization. These results
suggest that the differentiation between an endophyte and a pathogen is already made in an early
phase of the interaction.

Keywords: Gluconacetobacter diazotrophicupomoea batatasoxidative burst, plant-bacteria-
interaction
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Interaktionen von Pflanzen und Mikroorganismen

In der natlirlichen Umgebung von Pflanzen kommt es zu diversen Wechselbeziehungen mit Mikro-
organismen. Dies kann sich in Form eines Befalls durch pathogene Pilze, Bakterien oder Viren ma-
nifestieren oder im Falle einer Interaktion mit synergistischen Mikroorganismen als Assoziation
oder Symbiose auspragen. Der Begriff Synergismus soll in diesem Kontext als ein Zusammenwir-
ken zweier Organismen verstanden werden, die sich gegenseitig im Wachstum und Stoffwechsel
fordern. Als Symbiosen werden Organismen-Interaktionen bezeichnet, die durch ihr enges Zu-
sammenleben morphologischen sowie physiologischen Veranderungen unterliegen. Diese gegen-
seitige Anpassung ermdglicht es einen maximalen Nutzen aus diesem Zusammenleben zu ziehen.
Eine sehr gut untersuchte Interaktion zwischen Pflanzen und Mikroorganismen ist die Symbio-
se zwischen der Pflanzengruppe der Leguminosen und Rhizobien. Subspezies bzw. Biovarianten
des Luftstickstoff-fixierenden Bakteriums der Gatturbizobiumbilden wirtsspezifisch mit ei-

ner Reihe von Leguminosen-Arten symbiontische Strukturen in Form von Knélichen aus [Richter
1996]. Erst nach der Ausbildung dieser Kndllchen- Struktur und der damit einsetzende Fahigkeit
des Bakteriums Luftstickstoff zu fixieren (Diazotrophie), ist die Symbiose der beiden Organismen
voll ausgebildet. Abweichend von den Symbiosen versteht man unter einer Assoziation eine en-
ge Wechselbeziehung zwischen Pflanzen und Mikroorganismen, die ebenfalls im gegenseitigen
Nutzen stattfindet, jedoch keine morphologischen Veranderungen der Interaktionspartner verur-
sacht. Zu dieser Gruppe der assoziativen Mikroorganismen zahlen eine ganze Reihe von diazotro-
phen Bakterien, unter ihnen die Gattungeroarcusspp. [Reinhold-Hurek et al. 1993], assoziiert
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mit Kallagras,Azospirillum[Patriquin et al. 1983], assoziiert mit Zuckerrohr, Reis, Mais, Hir-
se, Kallagras und Weizen sowi&uconacetobacter diazotrophicii€avalcante und Dobereiner
1988], assoziiert mit Zuckerrohr und StiRkartoffel.

Wie zuvor beschrieben, sind sehr haufig diazotrophe Mikroorganismen an synergistischen Inter-
aktionen beteiligt. Diese sind in der Lage, molekularen Luftstickstof) (Mit Hilfe des Enzyms
Nitrogenase zu reduzieren und so in die gebundene Form Ammoniak @Hiberfihren. Der

auf diese Weise fixierte Luftstickstoff wird entweder bei Lyse der Bakterien freigesetzt und kann
somit vom Interaktionspartner genutzt werden [Boddey et al. 1991], oder er wird aktiv aus dem
Bakterium ausgeschleust und ist so dem pflanzlichen Interaktionspartner zugéanglich [Cojho et al.
1993]. Der Prozess der Luftstickstofffixierung ist sehr energieaufwendig und unterliegt komplexen
Regulationsmechanismen. Ein wesentlicher Aspekt ist dabei die sehr hohe Sauerstoffempfindlich-
keit des Enzyms Nitrogenase. Bereits ein geringer Sauerstoffpartialdruck zerstért das Enzym und
fuhrt zu einer Reprimierung der Neusynthese [Vande Broek et al. 1996]. Dies bedingt die Not-
wendigkeit, das Enzym vor der Oxidation durch Sauerstoff zu schiitzen. Innerhalb der Gruppe von
diazotrophen Mikroorganismen entwickelten sich im Verlauf der Evolution vielféltige Strategien
zur Losung dieses Problems [Richter 1996]. So sind einige Bakterienarten in der Lage, Exopo-
lysaccharidschichten zu bilden, die fir den Sauerstoff eine Diffusionsbarriere darstellen. Andere
Bakterien konnen wiederum ihre Respirationsrate so stark erhéhen, dass der stérende Sauerstoff
veratmet wird. Die besonderen Anforderungen an die unmittelbare Umgebung des diazotrophen
Mikroorganismus stellen gewisse Anspriiche an die Wirtspflanze. Dazu zahlt unter anderem das
Vorhandensein einer leicht zugéanglichen und gro3en Né&hrstoffquelle zur Versorgung der Mikro-
organismus mit Energie. Um sich eine pflanzliche Energiequelle nutzbar zu machen, muf3 der Mi-
kroorganismus eine sehr enge Wechselbeziehung mit der Pflanze eingehen. Dies wird durch die
Anheftung an der Pflanze gewahrleistet oder das Bakterium dringt zur Besiedlung in das Pflanzen-
gewebe ein. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage nach der Unterscheidungsmaoglichkeit
der Pflanze zwischen einem potentiellen Pathogen und einem synergistischen Mikroorganismus.
Inzwischen sind grundlegende Kenntnisse uber die Ausbildung dieser differenzierten Erkennung
durch die Pflanze bekannt [Bashan und Holguin 1996]. Allerdings sind die molekularen Mechanis-
men der Signalweiterleitung auf zellularem Niveau, die zu der Induktion einer solchen synergis-
tischen Interaktion flihren oder aber in die Auslésung von AbwehrmalRnahmen muinden, noch
nicht voll verstanden. Nur mit diesen Kenntnissen ware es jedoch méglich, durch gezielte Ver-
anderungen von Pflanzen bzw. Mikroorganismen auf genetischer Ebene, eine Kommunikation
zwischen Organismen zu vermitteln, die natdrlicherweise keinen Kontakt miteinander haben. In
diesem Zusammenhang treten insbesondere Kulturpflanzen in den Blickpunkt des Interesses, da



1.1 Interaktionen von Pflanzen und Mikroorganismen 3

bei Wechselbeziehungen, die zum gegenseitigen Nutzen der Interaktionspartner flihren, oftmals
ertragsteigernde Effekte beobachtet wurden [Pereira et al. 1988]. Es ware daher sinnvoll, solche
wachstumsférdernden Einfliisse von Mikroorganismen in der Landwirtschaft zu nutzen, nicht zu-
letzt deshalb, um den Einsatz von chemischen Dingemitteln zu vermeiden und somit auch eine
Reduzierung der Grundwasserbelastung durch ausgewaschenen Duinger zu erreichen. Auch unter
O0konomischen Gesichtspunkten ist der Ansatz, eine nattrliche Wachstumsférderung zu etablieren,
sinnvoll, denn Dungemittel sind im Allgemeinen teuer und energetisch aufwendig herzustellen.
Hinzu kommt, dass aufgrund des bereits zuvor genannten Auswaschungsprozesses die Wirkung
des Dungemittels nur kurzfristig ist. Das hat zur Folge, dass der Nahrstoffbedarf der Kulturpflan-
zen, vor allem an gebundenem Stickstoff, nur durch regelméfiges Diingen gedeckt werden kann
und somit erhebliche Kosten verursacht.

1.1.1 Ipomoea batatas

Die SuRkartoffel|pomoea batatagL.) Lam., gehort zu der Pflanzenfamik&onvolvulaceaeSie

zahlt zu den funf wichtigsten Kulturpflanzen der Erde, wobei sich ihr Verbreitungsgebiet von
den tropischen und subtropischen Klimazonen bis hin zu geméaRigteren Klimaten erstreckt [Duke
1983]. Einige grundlegende Wachstumsbedingungen sind nachfolgend aufgelistet:

e jahrlicher Niederschlag: 3,1 dm bis 42,9 dm
e Temperaturtoleranz: 84C his 28,5°C

e pH-Wert des Bodens: 4,3 bis 8,7

Im gesamten asiatischen Raum wie China, Indonesien und Stdkorea, aber auch in Teilen Afrikas
und in Stidamerika hat diese Kulturpflanze ihre Hauptverbreitung. In diesen Gebieten hat sich die

SuRkartoffel insbesondere in den armeren Bevolkerungsschichten als Hauptnahrungsmittel eta-
bliert, da sie leicht vermehrt werden kann und der Anbau keiner besonderen Agrartechnologie

bedarf. Neben ihrer Bedeutung als Nahrungsmittel kann die SuRRkartoffel auch anderweitig ver-

arbeitet werden und auf diese Weise als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung von Methanol und

Ethanol dienen [Gama et al. 1996].

Ipomoea batatasst einer ganzen Reihe von viralen, pilzlichen und auch bakteriellen Krankheits-
erregern ausgesetzt, die zur Ausbildung unterschiedlichster Krankheitssymptome fiihren kénnen.
Unter ihnen befindet sich auch das weltweit verbreitete PhytopathRgkstonia solanacearum
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das bei SuRkartoffeln eine Welker(gl.: bacterial wil) verursachen kann. Es wurden aber auch
Mikroorganismen aus der Pflanzenwurzel isoliert, die keinen pathogenen Charakter haben. Zu die-
sen Isolaten gehdrt unter anderem das diazotrophe Bakt&luoonacetobacter diazotrophicus
(Kapitel 1.1.2). Dieses Bakterium bendtigt einen sehr hohen Zuckergehalt in seinem Habitat und
findet daher ideale Lebensbedingungen in der StR3kartoffel vor [Paula et al. 1992], die in 100 g
Wurzelmaterial ein durchschnittlichen Gehalt von 25,6 bis 31,0 g Kohlenhydrate aufweist.

1.1.2 Gluconacetobacter diazotrophicus

Gluconacetobacter diazotrophici#al5 [Cavalcante und Dobereiner 1988] ist ein gram-negatives,
stabchenférmiges und peritrich begeil3eltes Bakterium, das der alpha-Unterklasse der Proteobak-
terien angehort. Es wurde aus ZuckerroB8ag¢charunsp.) [Fuentes-Ramirez et al. 1993, Ca-
valcante und Ddbereiner 1988], der SuRRkartoffpbnoea batatgs[Paula et al. 1992], Hirse-

gras Pennisetum purpureuniDobereiner 1992] und auch aus der Kaffeepflareffea arabi-

ca) [Jimenez Salgado et al. 1997] isoliei&. diazotrophicusvurde in die Familie deAcetob-
acteraceaeeingeordnet, da es neben der Anpassung an hohe Zuckerkonzentrationen, eine Reihe
weiterer physiologischer Charakteristika dieser Familie aufweist. So ist es befahigt, Ethanol zu
Essigsaure zu oxidieren und diese durch nachfolgende Uberoxidation in Kohlendioxid und Wasser
zu Uberfhren. Zudem zeigt das Bakterium eine sehr hohe S&uretoleranz bis zu einem pH-Wert
von 2,5 [Swings 1992]. Ein optimales Wachstum errei@htdiazotrophicushei einem pH-Wert

von 5,8 und 28 C bis 30°C sowie einer Saccharosekonzentration von 10%. Innerhalb der Fa-
milie Acetobacteraceaist lediglich G. diazotrophicusefahigt, molekularen Stickstoff @) mit

Hilfe des Enzyms Nitrogenase zu reduzieren und so in eine gebundene Form zu uberfihren [Gillis
et al. 1989]. Auch ein sehr niedriger pH-Wert (bis 2,5) reduziert nicht die Fahigkeit des Bakteri-
ums zur Fixierung von Luftstickstoff [Stephan et al. 1991]. Nitrat reprimiert bei vielen anderen
N,-fixierenden Bakterien die Nitrogenase und lasst auf diese Weise keine Stickstofffixierung in
Anwesenheit dieser Stickstoffquelle zu. Da das Bakterium keine Nitratreduktase besitzt, stellt
es auch in Anwesenheit des Nitrats die Stickstofffixierung nicht ein [Cavalcante und Ddberei-
ner 1988]. Diese Besonderheit, Nwuch in Anwesenheit von Nitrat zu reduzieren, ermdglicht es

G. diazotrophicusdie Wirtspflanze ergdnzend mit gebundenem Stickstoff zu versorgen [Cojho
et al. 1993]. Fur einen optimalen Austausch solcher Stoffwechselprodukte wie dem gebundenen
Stickstoff oder einer anderen Nahrstoffquelle ist ein moglichst enger Kontakt der Interaktions-
partner von Vorteil. G. diazotrophicuddst dieses Problem, indem es den intrazellularen Raum
zwischen Zellmembran und Zellwand einer Pflanzenzellen (Apoplasten) besiedelt und wird als
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Nutzer eines solchen Habitats auch als Endophyt bezeichnet [Dong et al. 1995]. Die Definition
des Begriffes Endophyt umfasst alle Mikroorganismen, die innerhalb ihrer Wirtspflanzen leben
und deren Anwesenheit weder zur Ausbildung von symbiontischen Strukturen fuhrt noch eine
Induktion von Abwehrreaktionen hervorruft.

Der Endophyts. diazotrophicugehdrt zu den leistungsfahigsten nicht-symbiontischen Stickstoff-
fixierern mit Eintragsraten von bis zu 150 kg N pro Hektar und Jahr [Urquiaga et al. 1989, Boddey
et al. 1991, Urquiaga et al. 1992]. Dieser Wert liegt in etwa auf dem Niveau der effektivsten
symbiontischen Stickstofffixierer, zu denen die GattiRigzobiumgehort.G. diazotrophicusist

bisher der einzige Endophyt, bei dem die Fixierung des Luftstickstoffs Gber den Eigenbedarf hin-
aus nachgewiesen wurde und ein aktiver Transfer von Aminokomponenten zur Pflanze vorhanden
ist.

Bei vielen Interaktionen zwischen Pflanzen und Mikroorganismen wurde die Beobachtung ge-
macht, dass offensichtlich Auxine bei der Erkennung involviert sind. In Pflanzengeweben for-
dern Auxine in niedriger Konzentration das Streckungswachstum von Koleoptilen (Sprof3schei-
de), den SproRachsen und der Wurzel. Bei h6heren Konzentrationen wird das Wachstum der Wur-
zel und des Sprosses durch die Stimulation der Ethylensynthese gehemmt [Martinez Noel et al.
2001]. Auxine wirken zudem bei einer Vielzahl anderer Differenzierungs- und Wachstumsprozes-
se mit. Sie fordern die Plasmastrémung der Pflanzenzellen und verursachen einen Protonenefflux
aus der Zelle [Johri und Mitra 2001]. Eine ganze Reihe von Bakterien besitzen die stoffwechsel-
physiologische Fahigkeit zur Synthese des Auxins Indol-3-Essigsaure [Manulis et al. 1998]. Die
Bedeutung und Funktion der bakteriellen Auxinsynthese ist nach wie vor nicht eindeutig geklart,
eine Wirkung des bakteriellen Auxins Uber die Unterstitzung des Pflanzenwachstums hinaus ist
jedoch wahrscheinlich. So gibt es bereits Hinweise, dass Auxin im Zusammenhang mit der Unter-
drickung pflanzlicher Abwehrreaktionen [Robinette und Matthysse 1990] korreliert werden kann
und die Ausbildung synergistischer Bakterien-Pflanzen Interaktionen beeinflusst [Lambrecht et al.
2000]. Somit kann das Auxin als eine Signalsubstanz zur Kommunikation zwischen Bakterium
und Pflanze interpretiert werden.

1.1.3 Synergistische Interaktionen

Anders als beim Befall einer Pflanze mit einem Pathogen wird die Interaktion mit synergistischen
Mikroorganismen nicht von einer massiven Induktion von Abwehrreaktionen begleitet. Dies liegt
zum einen darin begriindet, dass zwischen der Pflanze und dem Bakterium spezifische Mechanis-
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men der Erkennung, wie Rezeptoren und Signalsubstanzen, beteiligt sind. Zum anderen ist das
Phanomen zu beobachten, dass die synergistischen Bakterienarten Strategien entwickelt haben, die
zur Unterdriickung pflanzlicher Abwehrreaktionen fihren. An diesen Mechanismen kénnen einige
Stoffwechselprodukte wie z.B. Zuckerderivate und Phytoeffektoren beteiligt sein, die von einem
der beiden Interaktionspartner synthetisiert werden [Bhagwat et al. 1999]. Erste Erkenntnisse
wurden dabei bereits mit der symbiontischen BakteriengatRimngobiumgewonnen, wohinge-

gen bei den Assoziationen noch wenig dariiber bekannt ist. Die Rhizobien gehéren zu der Grup-
pe stickstofffixierender Mikroorganismen und bilden Symbiosen mit Mitgliedern der Pflanzen-
OrdnungFabales[Richter 1996] . Eine der charakteristischen Signalsubstanzen zur Erkennung
des Symbiosepartners véthizobiumsind die Nod-Faktoren [Felle et al. 2000]. Diese von den
Bakterien synthetisierten Lipochitooligosaccharide (LCO) induzieren die Knéllchenbildung im
Wurzelgewebe der Pflanze und scheinen einen reprimierenden Effekt auf pflanzliche Abwehrre-
aktionen zu haben. Derzeit wird ferner diskutiert, ob die Pathogenantwort einer Pflanze bei der
Ausbildung einer Symbiose oder Assoziation durch sogenannte Suppressor-Molektle unterdriickt
werden kann. Hinweise fur diese Annahme wurden wiederum bei den symbiontischen Rhizobi-
en gefunden, welche Lipopolysaccharide (LPS) in ihnrer Membran besitzen, die als Suppressoren
pflanzlicher Abwehrreaktionen identifiziert wurden [Niehaus et al. 1998]. Lipopolysaccharide
sind Bestandteile der &uf3eren Membran aller gram-negativen Bakterien und zeichnen sich durch
eine sehr grol3e Diversitat in ihrer molekularen Zusammensetzung aus. Dies macht sie flr eine
art- oder sogar stammspezifische Erkennung der Interaktionspartner besonders geeignet. Ferner
wird auch die Beteiligung von Exopolysacchariden (EPS) an verschiedenen Stufen zur Etablierung
einer symbiontischen Interaktion vermutet [Niehaus et al. 1993, Niehaus et al. 1998]. Exopoly-
saccharide sind Komponenten der Zelloberflache von Bakterien und an der Zelladh&sion beteiligt.

Neben den bisher genannten Suppressor-Molektlen wird auch der Phytoeffektor Indol-3- Essig-
saure éngl: Indole-3-acetic acid; IAA, Auxin) mit der Inhibierung von pflanzlichen Abwehrre-
aktionen in Verbindung gebracht. Die Fahigkeit zur Synthese von IAA ist in vielen pathogenen
sowie synergistischen Bakterienarten zu finden. So bedienen sich bestimmte Pseudomonaden-
Arten dieses Mechanismus, um ihren potentiellen Wirt leichter besiedeln zu kénnen [Robinette
und Matthysse 1990]. Derzeit wird diskutiert, ob die Indol-3-Essigsaure auch bei der Ausbildung
synergistischer Pflanzen-Bakterien Interaktionen maf3geblich beteiligt sein kénnte. Es gibt Hin-
weise darauf, dass das Auxin den Prozess der Ausbildung einer Interaktion zwAschepiril-

lum und Arabidopsis thalianddrdert [Lambrecht et al. 2000].
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1.1.4 Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearurnst ein gram-negatives, aerobes, polar begeil3eltes Bakterium. Die Gat-
tung Ralstoniawird in die beta-Unterklasse d@roteobacteriaeingeordnet und wird der rRNA-
Homologie Gruppe |l des Taxoridseudomonazgugeordnet [Wullings et al. 1998]. Neben vielen
anderen Bakterien dieser Gruppe ist aiclsolanacearunein potentielles Pathogen und als sol-
ches Verursacher vieler Krankheiten in Kulturpflanzen (z.B. Ringfaule und Schleimkrankheit der
Kartoffel). Es ist stoffwechselphysiologisch eng an das pflanzliche Habitat angepasst, kann aber
bis zu zwei Jahre bei gemafigten Temperaturen ohne geeignete Wirtspflanze im Boden Uberleben.
Die Art Ralstonia solanacearumwird in verschiedene Rassen und Biovarianten unterteilt. Dabei
beruht die Zuordnung der Rassen auf ein unterschiedliches Wirtsspektrum und die Differenzierung
der Biovarianten auf eine stoffwechselphysiologische Klassifizierung [French et al. 1995]. Das
BakteriumRalstonia solanacearuiRasse 3 Biovariante 2 stellt ein naturliches Pathogen der SuR3-
kartoffel dar und wurde ebenfalls aus der Kartoffel- und der Tomatenpflanze isoliert [Elsas et al.
2000].

1.1.5 Die Pathogenantwort von Pflanzen

Pflanzen schitzen sich vor dem Eindringen pathogener Mikroorganismen mit der Induktion ei-
ner Vielzahl von Abwehrreaktionen. Die Induktion einer solchen Pathogenantwort laf3t sich in
drei Phasen untergliedern, die wiederum eine ganze Reihe einzelner Signalschritte umfassen kon-
nen [Elstner et al. 1996]. In der ersten Phase zur Auslésung einer pflanzlichen Abwehrreaktion
bedarf es eines externen Stimulus, fir den sogenannte Elicitoren verantwortlich sind. Der Aus-
druck ,, Elicitor* wurde ursprunglich fur Molekule und Stimuli verwendet, die eine Synthese und
Akkumulation von antimikrobiellen Komponenten (Phytoalexine) in Pflanzenzellen induzieren.
Der Begriff wird heute allerdings weiter gefasst und beinhaltet alle Molekile, die im Allgemeinen
pflanzliche Abwehrreaktionen auslésen kdnnen. In der Regel werden diese Molekile von dem
Pathogen freigesetzt, es sind aber auch Elicitoren bekannt, die pflanzlichen Ursprungs sind. Es
werden eine Reihe unterschiedlicher biotischer und abiotischer Elicitoren voneinander unterschie-
den. Als biotische Elicitoren konnten Substanzen aus pilzlichen, bakteriellen und pflanzlichen
Zellwanden isoliert werden, die bei der Infektion mit einem Pathogen im Apoplasten der Pflan-
zenzelle ihre Wirkung entfalten. Zu ihnen zé&hlen Oligosaccharide (Glucane), Glucosamine (z.B.
Chitosan), Glykoproteine und Polypeptide [Hahn 1996]. Als abiotische Elicitoren sind Schwer-
metallsalze oder UV-Licht zu nennen, deren Wirkung aber lediglich auf die Freisetzung biotischer
Elicitoren beschrankt ist [Elstner et al. 1996].
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Die zweite Phase der Induktion einer pflanzlichen Abwehrreaktion beginnt mit der Erkennung
des Elicitors durch geeignete Rezeptoren in der pflanzlichen Zellmembran [Hahn 1996]. Sie
umfasst eine Reihe lokal wirksamer Abwehrreaktionen und ist durch ein komplexes Netzwerk
von Signalkaskaden charakterisiert, an deren Ende sich die Aktivierung von sogenBRaten
Genen pathogenesis relat@dnschliel3t [Somssich und Hahlbrock 1998]. Bie-Gene codieren

haufig fur sogenannte Phytoalexine [Jabs et al. 1997]. Dies sind Substanzen, die sowohl anti-
bakteriell wirken als auch das Wachstum von Pilzen beeintrachtigen kénnen. Unmittelbar nach
der Ausbildung eines Elicitor-Rezeptor-Kompexes kommt es zur Aktivierung von pflanzlichen lo-
nenkanalen. Dies flhrt zu einer Veranderung der lonenkonzentrationen innerhalb und aul3erhalb
der Pflanzenzelle und damit zu einer Ladungsverschiebung an der Membran [Nlrnberger et al.
1994], die schliel3lich in einer Depolarisation mindet [Felle et al. 2000]. In zahlreichen Zellkul-
turen (z.B. Tomate, Petersilie) konnte ein Efflux von Kalium- und Chloridionen, sowie der Influx
von Kalziumionen und eine veranderte Protonen- Homoostase in der Pflanzenzelle nachgewiesen
werden [Gus-Mayer et al. 1998, Elstner et al. 1996]. Diese veranderten lonenstréme und der da-
mit verbundenen Depolarisation ist der Ausloser fur eine abwehrspezifische Signaltransduktion
in der Pflanzenzelle. Eine weitere schnelle Reaktion in der zweiten Phase der Pathogenantwort
ist die Synthese von ,reaktiven Sauerstoffspeziesagtive oxygen specieROS), die auch unter

dem Begriff ,,oxidative burst* zusammengefasst wird. Die Einzelheiten des ,oxidative burst* in
elicitierten Pflanzenzellen werden im nachfolgenden Kapitel 1.1.6 néher betrachtet. Wahrend der
Loxidative burst" nach Elicitierung der Pflanzenzelle sehr schnell induziert wird und es keinerlei
Transkription von Abwehrgenen bedarf, ist die Entwicklung einer dauerhaften Starkung der Ab-
wehr jedoch von der Transkription vieler Gene abhéngig, deren Produkte Abwehrmolekile dar-
stellen. Zu ihnen gehdren die Phytoalexine ( antibakteriell) und Komponenten, die dem eindrin-
genden Pathogen eine Barriere bieten, wie etwa Lignine und phenolische Zellwandkomponenten.
Viele dieser Genprodukte werden tGber den Phenylpropanoid-Weg synthetisiert, wobei ihre Vorstu-
fen von der Phenylalanin- Ammonium-Lyase (PAL, EC 4.3.1.5), dem zentralen Eingangsenzym
des Phenylpropanoid- Metabolismus, gebildet werden. Die Aktivitat dieses Enzyms wird auch
als ein nutzlicher Marker zur Betrachtung des Pathogenabwehr- spezifischen Phenylpropanoid-
Metabolismus herangezogen [Hotter 1997].

In der dritten Phase der Abwehrreaktionen einer Pflanzenzelle kommt es schlief3lich zu einer Wei-
terleitung von sogenannten systemischen Signalen. Diese induzieren die Aktivierung von Ab-

wehrmalnahmen in weit vom urspriinglichen Invasions- und Infektionsort des Pathogens entfern-
ten Gewebeteilen. Als Beispiel einer systemisch wirkenden Signalsubstanz sei das Systemin ge-
nannt [Felix und Boller 1995]. Diese Substanz induziert in Tomatenpflanzen die Akkumulation
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von Proteaseinhibitoren [Elstner et al. 1996] und unterstitzt auf diese Weise die Ausbildung einer

Resistenz.

1.1.6 Die Synthese und Funktion von reaktiven Sauerstoffspezies in Pflanzen

Sowohl Pflanzen als auch tierische Zellen besitzen die Fahigkeit, reaktive Sauerstoffspezies zu
produzieren und diese auch wieder zu entgiften [Low und Dwyer 1994]. Zu den wesentlichen
Entgiftungsmechanismen zahlen:

1. Die Superoxiddismutase (SOD) katalysiert die Dismutation von Superoxidaniongh (O
und dem Hydroperoxyl-Radikal (HS zu Wasserstoffperoxid (#D,). Dismutasen sind
metallhaltige Enzyme (Mn, Fe oder Cu/Zn), die sich im Cytosol, in Mitochondrien, Chlo-
roplasten, Peroxisomen und Glyoxisomen befinden konnen [Price et al. 1994] .

2. Die Ascorbat-Peroxidase (APX) spielt eine wichtige Rolle bei der Beseitigung y®a.H
Das Ascorbat kann auch direkt Radikale w@, und HO; einfangen und sie entgiften.
Die Peroxidase wird durch die Dehydroascorbatreduktase, unter Verbrauch von Glutathion,
regeneriert. Das Glutathion wird wiederum unter Verbrauch von NADPH von der Gluta-
thionreduktase regeneriert. Auch das Glutathion kann seinerseits direkt mité&Qieren.
Uber die Ascorbat-Regeneration hinaus spielt der Ascorbat/ Glutathion Zyklus eine wich-
tige Rolle bei der Regeneration venTocopherol, welches ein wichtiges Antioxidans zur
Beseitigung von Lipidperoxiden ist [Price et al. 1994] .

3. Die Katalase ist ebenfalls ein weit verbreitetes Enzym zur Umsetzunga@s id H,O und
O,. Sie spielt bei der Reduzierung des®3-Gehaltes in den Peroxysomen eine signifikante
Rolle. Die meisten Katalasen sind in den Peroxysomen lokalisiert, wobei einige auch in den
Glyoxysomen nachgewiesen werden konnten [Yang und Poovaiah 2002].

In pflanzlichen Zellen werden ROS, unter normalen physiologischen Bedingungen, wahrend der
Assimilation von molekularen Sauerstoff gebildet. Unter Stressbedingungen werden die Entgif-
tungsreaktionen zeitweise auler Kraft gesetzt, und es wird eine massive Produktion von ROS
beobachtet. Dieser Prozess wird als ,oxidative burst” bezeichnet [Elstner et al. 1996] und hat
auffallende Ahnlichkeit mit Abwehrreaktionen des tierischen Immunsystems, wo der ,oxidati-
ve burst” in Phagocyten beobachtet werden kann. Die sehr schnelle und intensive Bildung von
ROS ist ein gemeinsames Merkmal vieler Stressantworten, unter anderem bei mechanischem
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Stress [Gus-Mayer et al. 1998, Yahraus et al. 1995], hypoosmotischem Stress [Cazalé et al.
1998] und Pathogenbefall [Rajasekhar et al. 1999b, Rajasekhar et al. 1999a]. Die erhéhte ROS-
Konzentration fuhrt zu Zellschadigungen und letztendlich zum Zelltod [Tenhaken et al. 1995], der
in erster Linie durch die Zerstérung des Reaktionszentrums im Photosystem Il und von Membr-
anlipiden bedingt ist.

Die Synthese von reaktiven Sauerstoffspezies ist, zusammen mit dem Anstieg der cytosolischen
C&t-Konzentration [Chandra und Low 1997], eine der ersten Reaktionen, die in Pflanzengewe-
be wahrend einer Interaktion zwischen einem Pathogen und einer Pflanze beobachtet wurden. ca.
30 min nach Beginn des Pathogenbefalls auf, ein zweiter Anstieg kann nach 1.5 bis 6 Stunden nach
der Elicitierung beobachtet werden. In einigen Fallen wurde auch bei kompatiblen Interaktionen
eine Induktion von ROS gezeigt, allerdings wurde hier nur der erste Peak nachgewiesen, der als
eine unspezifische Reaktion angesehen wirdOtktellt den gréfiten Anteil stabiler ROS wah-

rend eines ,oxidative burst” dar, jedoch ist es aufgrund der chemischen Interaktiorp@mtit

O, schwierig festzustellen, welche der beiden Verbindungen zuerst synthetisiert wird [Wojtaszek
1997]. Die Isolierung von pflanzlichen Strukturen, die der tierischen NADPH-Oxidase homolog
sind [Barcel6 1998], filhrte zu der Annahme, dass dieses Enzym, ahnlich wie bei den Tieren, die
Bildung von ROS wahrend des ,oxidative burst katalysiert [Amicucci et al. 1999, Tenhaken und
Rubel 1998, Mithofer et al. 1997]. Zudem zeigte sich, dass die NADPH-Oxidase Biadende

Motive besitzt. Daher ist zu vermuten, dass dieses Enzym durch die Veranderung der cytosoli-
schen C&"-Homdoostase bei Kontakt mit einem Elicitor aktiviert werden kann. Das Auftreten von
ROS ist nicht auf den Apoplasten beschrankt, d®@fmembranpermeabel ist und als solches
leicht auch Uber Lipidmembranen diffundieren kann. Dem zu Folge wird dg@» dine Reihe

von Funktionen im Zuge einer pflanzlichen Abwehrreaktion zugesprochen:

1. Ein direkter toxischer Effekt auf invasive Mikroorganismen [Wu et al. 1997] ;

2. Forderung des ,oxidative cross linking“ der Zellwand durch verstarkte Quervernetzung
Hydroxylprolin- und Prolin-reicher Glycoproteine, was einen verbesserten Schutz vor En-
zymdegradation zur Folge hat [Tenhaken et al. 1995];

3. Anstieg der Lignin-Polymerbildung in der Zellwand und damit einer Ausbildung einer phy-
sikalischen Barriere gegen das Eindringen von Mikroorganismen [Cahill und McComb
1992];

4. Induktion der Phytoalexin-Synthese [Jabs et al. 1997];

5. Funktion als Signalsubstanz auf lokaler bzw. systemischer Ebene [Park et al. 1998].
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Der Signalweg, von dem ersten Kontakt der Pflanzenzelle mit einem elicitierenden Stimulus bis
zur Aktivierung der NADPH-Oxidase und der damit verbundene®HSynthese, ist durch eine
Vielzahl an Komponenten bestimmt und reguliert. Eine Ubersicht tber die wichtigsten Signal-
transduktionsschritte wird im nachfolgenden Kapitel 1.1.7 gegeben.

1.1.7 Signaltransduktion des ,oxidative burst*

Der ,oxidative burst* einer Pflanzenzelle, dessen Funktion in Kapitel 1.1.6 beschrieben wurde,
steht am Ende einer komplexen intrazellularen Signaltransduktionskette. Die Wege Uber die das
Abwehr-stimulierende Signal intrazellular weiterverarbeitet wird kénnen in verschiedenen Zell-
systemen deutlich variieren. Beispielsweise gibt es unterschiedliche Rezeptoren, die zur Signal-
perzeption genutzt werden kénnen [Hahn 1996]. Andere Variationen konnten in den beteilig-
ten Signalkomponenten des Signalweges aufgedeckt werden. Zu diesen Komponenten gehdren
verschiedene Protein-Kinasen [Cardinale et al. 2000, Taylor et al. 2001, Budda und Randall
1990] und Phospholipasen [Chandra et al. 1996, Legendre et al. 1993, Taylor und Low 1997]. Zu-
dem sind unterschiedlich aktivierte lonen-Kanal-Typen [Zimmermann et al. 1997b, Zimmermann
et al. 1999] als Teile einer solchen Signaltransduktion identifiziert worden. Andere Signal-
Komponenten, zu denen vor allem die sogenannten sekundaren Botenstoffe gehéren, treten hinge-
gen in fast allen Signalwegen auf [Felle 2001, Volotovski et al. 1998b]. In diesem Zusammenhang
sind verschiedene Umsetzungsprodukte von Phospholipasen [Chandra et al. 1996, Legendre et al.
1993], aber auch das cAMP [Assmann 1995] und vor allem dfeé @@nen zu nennen.

In der Abbildung 1.1 ist ein schematischer Verlauf der Signalweiterleitung in einer elicitierten
Pflanzenzelle vereinfacht dargestellt. Der Kontakt einer Pflanzenzelle mit einem elicitierenden
Stimulus veranlasst eine drastische Veranderung der Ladungsverteilung an der pflanzlichen Zell-
membran. Dies wird durch die Ausbildung eines Elicitor-Rezeptor-Komplexes induziert. Die
Anderungen der lonenkonzentrationen innerhalb und auBerhalb der Zellmembran werden bereits
wenige Sekunden bis Minuten nach Elicitierung detektiert. Dabei ist insbesondere der Efflux
von Kalium- und Chloridionen, sowie der Influx von Kalziumionen zu beobachten [Elstner et al.
1996]. Als eine indirekte Folge der lonenfliisse tUber die Zellmembran kommt es zu einer verzo-
gerten Alkalisierung des externen Mediums [Pachten und Barz 1999]. Die Ursache dafir ist zum
einen die puffernde Wirkung ausstromender Anionen organischer Sauren und zum anderen die
Bindung von H bei der einsetzenden,B,-Synthese, die durch das membranstéandige Enzym
NADPH-Oxidase katalysiert wird [Elstner et al. 1996, Gus-Mayer et al. 1998]. Diese externen
pH-Wertanderungen liefern einen guten Nachweis fur den Beginn der frihen Abwehrreaktionen.



1.1 Interaktionen von Pflanzen und Mikroorganismen 12

Bei der Elicitierung einer Pflanzenzelle andert sich aber nicht nur der extrazellulare pH-Wert,
sondern auch der pH-Wert des Cytosols. Dabei scheint es von der Art des externen Stimulus ab-
zuhangen, ob es zu einer vorubergehenden Azidose oder einer Basidose kommt. Der auf diese
Weise gesteuerte cytosolische pH-Wert stellt damit eine weitere Mdglichkeit der Zelle dar, auf
externe Stimuli differenziert zu reagieren [Felle et al. 2000]. Eine ahnliche Funktion wird auch
dem cytosolischen Ga zugesprochen und bedarf daher einer gesonderten Betrachtung.

Kalziumionen haben in der Zelle eine wesentliche Aufgabe als sekundéare Botenstoffe und kbnnen
in dieser Funktion die Aktivitatszustdnde von Enzymen oder anderen Proteinen in den Zellen di-
rekt beeinflussen [Trewavas und Malho 1998, Volotovski et al. 1998b, Xing und Jordan 2000, Yang
und Poovaiah 2002,Romeis et al. 2000]. In diesem Zusammenhang ist sowohl das cytosolische, als
auch das extrazellulare €avon Bedeutung. So unterbleibt bspw. bei Messungen von elicitierten
Pflanzenzellen in kalziumfreien Kulturmedien die Induktion der antibakteriell wirkenden Phy-
toalexinen, oder auch die Auslésung des ,oxidative burst®. Das extrazellul&rekaan als ein
Uberdurchschnittlich groRer Speicher angesehen werden, der bei Bedarf durch Offnerf’von Ca
Kanalen in der Plasmamembran genutzt werden kann. Zu den wichtigsten intrazelluldten Ca
Speichern gehoéren die Vakuole (1-10 mM), das Endoplasmatische Reticulum (1 mM) und die
Mitochondrien (1 mM) [Trewavas und Malhé 1998]. Obwohl ihre Speicherkapazitéat im Vergleich
zum externen Milieu gering ist, scheinen sie fur die Signalinduktion und auch Weiterleitung eine
zentrale Funktion zu tibernehmen [Lecourieux et al. 2002]. Uber die Modulation des intrazellula-
ren C&"-Signals bietet sich der Pflanze die Méglichkeit, differenzierte Signalwege zu induzieren.
So wurden temporéare und lokale Veréanderungen der cytosolischenkomzentration abhén-

gig vom auslésenden Stimulus detektiert. Hinzu kommt die Variation der Amplitude dés Ca
Signals, die ebenfalls eine differenzierte Antwort auf einen spezifischen Stimulus bietet [Trewavas
und Malhé 1998]. Es gibt inzwischen hinreichende Belege dafiir, dass auch Calmodulin [Harding
et al. 1997a, Harding und Roberts 1998] bzw. Proteine mit einer Calmodulin-ahnlichen Kalzi-
umbindungsstelle [Stone und Walker 1995] in di¢'Gabhangige Signalweiterleitung involviert

sein kénnen. Calmodulin ist ein hoch konservierter und gut charakterisiertérS2msor. Es be-

sitzt nur ein geringes Molekulargewicht von 17 kd und weist viet'@aindende Motive auf. In
Pflanzen wurden bereits mehrere Isoformen identifiziert, deren Expression von der Art des ex-
tern auftretenden Stimulus abhangig ist [Reddy 2001]. Das Calmodulin steuert die Aktivitat von
Calmodulin-abhangigen Protein-Kinasen, denen unter anderem eine Beteiligung am ,oxidative
burst* in Pflanzenzellen zugesprochen wird [Harding und Roberts 1998].
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Eine weitere, bereits aus dem tierischen System bekannte signalvermittelnde Molekilgruppe sind
die heterotrimeren G-Proteine. lhre Beteiligung auch an pflanzlichen Signaltransduktionswe-
gen ist gesichert [Hebe et al. 1998, Rajasekhar et al. 1999b, Vera-Estrella et al. 1994, Mahady
et al. 1998]. G-Proteine sind GTP-bindende Rezeptormolekile [Millner und Causier 1996], die
bei Aktivierung das zunadchst gebundene GDP durch GTP ersetzen. Daraufhin dissoziiert das
Heterotrimer in eine GTP-beladeweUntereinheit und einem Dimer, bestehend ausearnd
y-Untereinheit. Diea-Untereinheit bewegt sich in der Membran bis zu seinem Zielprotein und
aktiviert dieses. Mdogliche Zielproteine stellen unter anderem die Phospholipasen dar [Munnik
et al. 1998]. So wurde eine Interaktion der G-Proteine mit den Phospholipasep @dAD

in elicitierten Pflanzenzellen nachgewiesen [Chapman 1998]. Die Phospholipase C (PLC) ka-
talysiert die Umsetzung von Phosphatidylinositol-4,5-Diphosphat»JPA® Inositoltriphosphat

(IP3) und Diacylglycerin (DAG). Das IRist ein besonders wichtiger sekundéarer Botenstoff in der
Zelle. Es induziert die Freisetzung von®Taaus intrazellularen Ca-Speichern [Volotovski et al.
1998a]. Auf diese Weise nimmt es Einfluss auf di¢'GRomdoostase der Zelle und somit auch

auf den Verlauf vieler Ca -abhéngiger Prozesse [Lecourieux et al. 2002], wie u.a. die Kontrol-

le und Steuerung calcium-aktivierter Protein-Kinasen [Budda und Randall 1990]. Aber auch das
Diacylglycerin (DAG) ist in die pflanzliche Signaltransduktion involviert. Es st in der Lage, mem-
branstéandige Protein-Kinasen zu aktivieren [Munnik et al. 1998], die ihrerseits die Signalkaskade
der Abwehrgen-Aktivierung steuern und so die ExpressionRitsenen induzieren.

Dieses kurz skizzierte Signaltransduktionsschema einer elicitierten Pflanzenzelle variiert jedoch
von Pflanzenart zu Pflanzenart und von der Art der Elicitierung. Dies macht eine allgemeingultige
Aussage uber den Verlauf einer solchen Signalkaskade kaum maoglich und muf3 fir jede Pflanzenart

separat verifiziert werden.
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der wichtigsten Signaltransduktionskomponentenin einer Pflan-

zenzelle nach Elicitierung. Erlauterung siehe Text.
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1.1.8 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, die grundlegenden Mechanismen der Wechselbeziehung zwischen
der agrarokonomisch bedeutsamen Sukartoffelpfl§pamoea batatasind pathogenen sowie
synergistischen Mikroorganismen naher zu analysieren. Das Wissen um die Interaktionen mit
Mikroorganismen und den sich daraus ergebenden Folgen ist aufgrund der wirtschaftlichen Be-
deutung dieser Kulturpflanze von groRem Interesse. Zu diesem Zweck sollte eine der wichtigsten
»ruhen“ Abwehrreaktionen von Pflanzenzellen bei Kontakt mit einem pathogenen Signal, die
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, bei der Betrachtung der Interaktion herangezogen wer-
den. An dieser auch als ,oxidative burst* bezeichneten Abwehrreaktion, kénnen abhéangig vom
elicitierenden Reiz, aber auch abhangig von der Pflanzenart, unterschiedliche Signalkomponen-
ten involviert sein. Der Signalweg des ,oxidative burst* der StRkartoffel wurde auf der Ebene
der beteiligten Signalkomponenten noch nicht untersucht. Daher sollten zunéachst durch Einsatz
von Inhibitoren und Aktivatoren diese Komponenten identifiziert werden und Ubereinstimmungen
und Abweichungen dieses Signalweges im Vergleich zu anderen Zellsystemen dargelegt werden.
Neben dem naturlichen Phytopathodealstonia solanacearumer StiRkartoffel stand mit der In-
vertase ein neuer Elicitor zur Verfigung, die ahnlich wie das Pathogen Abwehrreaktionen in SUR-
kartoffelzellen induzieren kann und zudem den Vorteil besitzt, dass der elicitierende Bestandteil
genau quantifizierbar ist. Die dabei maRgeblich induzierten Abwehrreaktionen sollten mit Hilfe
der Chemilumineszenz-Messung sowie der extra- und intrazellularen pH-Wertmessung charakte-
risiert werden. Dariber hinaus sollte geprift werden, ob die StuRkartoffelpflanze auch bei Kontakt
mit einem synergistischen Mikroorganismus Abwehrreaktionen einleitet. Zu diesem Zweck sollte
Gluconacetobacter diazotrophicusin endophytischer Assoziationspartner der Suf3kartoffel, ein-
gesetzt werden. Zudem sollte eine vergleichende Betrachtung der SuRkartoffel-Reaktionen auf
das Pathogen und den Endophyten durchgefiinrt werden und gegebenenfalls Differenzen in der
Induktion friher* pflanzlicher Abwehrreaktionen identifiziert sowie Einblicke in die sich an-
schlieBenden ,spaten“ Abwehrreaktionen erlangt werden.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 \Verwendete Organismen

Bei den Mikroorganismen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, handelt es
sich um dieGluconacetobacter diazotrophic®amme Pal5 und BR11289, sowie dem phyto-
pathogenen Mikroorganismuialstonia solanacearuriovar 2.

Tabelle 2.1:Verwendete Organismen

Spezies Herkunft / Eigenschaften

Ipomoea batatal TA TIS 9465 Endophytenfreie Pflanze; Zur Verfu-
gung gestellt vom ENEA Casaccia,
Rom, Italien

Gluconacetobacter diazotrophicals’ Isolat aus Zuckerrohr [Gillis et al.

1989], Deutsche Stammsammlung fur
Mikroorganismen (DSM 5601), Braun-
schweig

Gluconacetobacter diazotrophic®R11289 Isolat aus SuRkartoffel [Paula et al.
1992]; Zur Verfigung gestellt vom
Embrapa/CNPS, Rio de Janeiro, Brasi-
lien

Ralstonia solanacearuiRasse 3 biovar 2 Phytopathogen der SiRkartoffel, Deut-
sche Stammsammlung fur Mikroorga-
nismen (DSM 9544), Braunschweig

16
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2.2 Kultivierung der Mikroorganismen

Die Bakterien Stamme&luconacetobacter diazotrophicuals’ und BR11289 wurden fiir die
Stammhaltung auf LGI-P-Festmedium (Tabelle 2.3) kultiviert. Diese Kulturen wurden b5& 30
unter einer Inkubationshaube inkubiert. In einem Abstand von 14 Tagen wurden einzelne Kolo-
nien der Bakterienkultur durch Ausstreichen auf frische LGI-P-Festmedienplatten Uberimpft. FUr
die Uberpriifung des Reinkulturcharakters wurde bei jedem Transfer eine Kolonie des Mikroorga-
nismus in einem Tropfen PBS auf einem Objekttrager suspendiert und mikroskopisch auf Konta-
minationen gepruft. Flissigkulturen v@h diazotrophicusvurden in MS-Flussigmedium, sowie

in LGI-P-Flussigmedium ebenfalls bei 3C unter der Inkubationshaube auf einem Rundschutt-
ler mit 160 Upm kultiviert. Das Pyhtopathogdalstonia solanacearurwurde nur kurzfristig

auf BG-Festmedium, sowie in BG-Flussigmedium (Tabelle 2.5) unter einer Inkubationshaube bei
30°C kultiviert, da es bereits nach zwei- bis dreimaligem Uberimpfen auf frisches Kulturmedium
seine Pathogenitat verloren hatte. Dabei wurden die Flussigkulturen auf einem Rundschdttler bei
160 Upm inkubiert. Zum Erhalt der Pathogenitat des Bakteriums wurde regelmafig von einer
Ubernachtkultur eine Dauerkultur hergestellt (Kapitel 2.2.1).

2.2.1 Dauerkulturen der Mikroorganismen

Die Herstellung von Dauerkulturen der Mikroorganismen wurde als vorbeugende Maflinahme ge-
gen unerwinschte Spontanmutationen durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden die Bakterien in
einer Ubernachtkultur angezogen und anschlieBend bei 6000 Upm fiir 10 MinuteiQuzetri-

fugiert. Das resultierende Pellet wurde in kalter Saline in eineg@1bn 2,0 resuspendiert. Ein
Aliquot von 800l der Bakteriensuspension wurde jeweils mit 30@&iner 50%igen Glycerin-
Ldsung in einem Kryogefal3 vereinigt. Dieses Gemisch wurde direkt danach8a€iC einge-

froren.
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2.3 Induktion und Kultivierung von festen und suspendierten Sul3-

kartoffel-Zellkulturen

2.3.1 Initialisierung einer Kalluskultur aus sterilem Pflanzenmaterial

Fur die Initialisierung einer Kalluskultur wurden vier Wochen alte endophytenfreie SuR3kartoffel-
pflanzen Tab. 2.) unter sterilen Bedingungen auf festem MS-Mediwgielje Tab. 2.7 auf S. 23

in einem Pflanzen-Zellkultur-Containdrg. Duchefa Biochemie BV; Niederlandeultiviert. Die

sterilen Container wurden fiir einen besseren Schutz vor Kontamination mit P&t afdrachlos-

sen. Die Inkubation erfolgte in der Klimakammer unter den in Tabelle 2.2 angegebenen Parame-
tern. Nach vierwochiger Kultivierung wurden die Sprol3meristeme der Pflanzen mit Hilfe sterilem
Praparationsbesteckes isoliert und auf MS-Medisiehe Tab. 2.7 auf S. 2B sterile Petrischalen
Uberfuhrt. Diese Meristemexplantate wurden wiederum wie in Tabelle 2.2 angegeben inkubiert.
Nach 7 bis 12 Tagen kam es an den Schnittstellen der Explantate zu undifferenziertem Zellwachs-
tum. Dieses Zellmaterial wurde mit einem sterilen Praparationsbesteck von dem Meristemexplan-
taten abgeldst, auf frisches MS-Festmedium Uberfihrt und unter den gleichen Bedingungen wie
die Meristemexplantate inkubieffgb. 2.2. Das Wachstum und die Sterilitat dieser Zellaggregate
wurde Uber einen Zeitraum von 3 Wochen kontrolliert und nur steriles undifferenziertes Mate-
rial wurde erneut auf frisches MS-Medium transferiert. Nach dreimaligem Transferieren dieser
Zellaggregate (Kapitel 2.3.1) war eine stabile Kalluskultur etabliert.

2.3.2 Kalluskultivierung auf MS-Festmedium

Bei der weiteren Kultivierung der Kalluszellen muf3ten mehrere Kriterien berlcksichtigt werden.
Dazu zahlten die Sterilitat der Kulturen, die Konsistenz und Farbe der Kallusaggregate, sowie das
Wachstum der Kalli im Verlauf der Inkubation. Vor jeder Passage der Zellen auf frisches MS-
Festmediumgiehe Tab. 2.7 auf S. 23vurde die Sterilitat der Kalluskulturen kontrolliert. Die
Kontrolle sah zum einen die visuelle Prifung (makroskopische Betrachtung der Petrischalen) der
Zellen vor und zum anderen wurde ein Ausstrich von Stichproben auf Nahrmediumptities (

Tah. 2.4 auf S. 22durchgefuhrt. Diese Sterilitdtskontrollen wurden vor jeder Passage der Zellen
durchgefuhrt. Desweiteren wurden nur Zellen transferiert, die eine kraftige Grunfarbung aufwie-
sen. Kalluskulturen, die eine braunliche oder hellbeige Farbe zeigten, wurden verworfen, da in
diesen der Anteil intakter Zellen deutlich verringert war. Aus den Kalluskulturen, die alle zuvor
genannten Kriterien erfullt hatten, wurden diejenigen Kulturen selektiert, die sich durch besonders
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lockere Zellaggregate auszeichneten. Da nur diese sich zur Induktion einer Suspensionskultur
eigneten (Kapitel 2.3.3). Nach dreimaliger Durchfiihrung dieses Selektionsvorganges entsprachen
alle kultivierten Kalluskulturen den Selektionskriterien. An dieser Stelle sei jedoch erwéahnt, dass
die Kalluskulturen trotz dauerhafter Kultivierung in der Klimakammer (Tabelle 2.2) einem annu-
alen Rhythmus unterworfen waren. Dieser zeigte sich durch ein deutlich langsameres Wachstum
und einer verminderten Vitalitat im Winter-Zeitraum (Oktober bis Februar). Die Kalluskulturen
wurden nach der Selektion alle 21 Tage auf frisches MS-Festmedium transferiert. Der Zelltrans-
fer wurde mit einem sterilen Loéffel durchgefuhrt. Die Zellen wurden vom alten MS-Festmedium
abgehoben und in einer sterilen Petrischale gesammelt. Um groRere Aggregate zu zerkleinen wur-
den die Zellaggregate vorsichtig mit dem Loffel zerdriickt und anschliel3end als dinne Schicht auf
mehrere MS-Festmedium Platten ausgestrichen und wie in Tabelle 2.2 beschrieben, inkubiert.

2.3.3 Induktion von Suspensionskulturen aus Kalluszellen

Die Initialisierung von SuRkartoffel-Suspensionskulturen wurde mit den zuvor etablierten Kallus-
kulturen (Kapitel 2.3.2) durchgefthrt. 10 bis 15 Tage nach der zweiten Passage der Kalluszellen
(Kapitel 2.3.2) auf frisches MS-Festmediusighe Tab. 2.7 auf S. 8vurden 4 g des Zellmate-

rials mit einem sterilen Loffel von dem MS-Festmedium abgehoben und in ein ebenfalls steriles
feinmaschiges Kuchensieb (g 7 cm) aus Metall Gberfiihrt. Das Sieb wurde auf einem geeigneten
sterilen Becherglas plaziert und das darin befindliche Kallusmaterial vorsichtig mit dem sterilen
Loffel durch die Siebmaschen gedriickt. Dabei war es von Vorteil, wenn die Zellaggregate sich
leicht voneinander trennen lieBen (Kapitel 2.3.2). Die zerkleinerten Zellaggregate wurden in dem
Becherglas aufgefangen. Wenn an dem Sieb Reste des zerkleinerten Zellmaterials zurlickgeblie-
ben waren, wurde diese mit 10 ml MS-Flissigmedium ebenfalls in das Becherglas Uberfuhrt.

Die in dem Becherglas gesammelten Zellaggregate wurden anschliel3end mit weiteren 40 ml MS-
Flassigmedium suspendiert. Die Suspension wurde durch vorsichtiges Schitteln durchmischt und
schlieBlich vollstéandig in einen sterilen 100 ml Erlenmeyerkolben transferiert. Die Erlenmeyer-
kolben wurden mit sterilen Silikonstopfen verschlossen und dieser wurde zusatzlich mit steriler
Alufolie zum Schutz vor Kontaminationen bedeckt. Die Inkubation der Suspensionskulturen wur-
de wie in Kapitel 2.2 angegeben durchgefihrt.
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2.3.4 Transfer der Suspensionskulturen

Es wurde beobachtet, dass es bei neu initialisierten Suspensionskulturen zu einer starken Braunfar-
bung des Kulturmediums kam, die eine Akkumulation von phenolischen Komponenten vermuten
lieR. Wahrscheinlich wurden diese von intakten Zellaggregaten als Reaktion auf Zellfragmente
freigesetzt, die bei der Zerkleinerung mit dem Sieb (Kapitel 2.3.3) auftraten. Die Zerstorung ein-
zelner Zellaggregate konnte methodisch jedoch nicht ganz vermieden werden. Die sekundaren
Stoffwechselprodukte flhrten bei langerer Inkubation zur Induktion einer hypersensitiven Reak-
tion, die schlielich in einem induzierten Zelltod endete. Aus diesem Grund wurden die neu
induzierten Suspensionskulturen in den ersten drei Tagen nach Initialisierung taglich in frisches
Medium passagiert. Danach wurden die Zellen einmal pro Woche in frisches MS-Flussigmedium
(siehe Tab. 2.7 auf S. P&ansferiert.

Fur den Medienwechsel wurden die Zellen fir 5 Minuten in dem Erlenmeyerkolben zur Sedi-
mentation stehen gelassen. Zunachst wurde eine Probe des Uberstandes steril entnommen und
mikroskopisch auf Kontaminationen gepruft. Nach Bestatigung der Sterilitat der Zellkultur wurde
der Medienlberstand in ein steriles Becherglas dekantiert und sofort durch 50 ml frisches MS-
Flassigmedium ersetzt. 10 bis 14 Tage nach der Initialisierung der Suspensionskultur war die
Zellmasse so stark angewachsen, dass die Kultur in zwei bis drei neue Kulturen aufgeteilt werden
konnte. Die Teilung solcher Kulturen wurde ab diesem Zeitpunkt einmal wochentlich durchge-
fuhrt. Nach zweimonatiger Kultivierungsdauer der Suspensionskulturen waren die Zellaggregate
so grof3 geworden, dass sie nicht mehr fir Messungen benutzt werden konnten und daher verwor-

fen wurden.
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2.3.5 Parameter zur Kultivierung der verwendeten Pflanzenzellkulturen

Tabelle 2.2: Kultivierungsparameter in der Klimakammer

Art der Temperatur Luftfeuchtigkeit Lichtintensitat ~ Tag/Nacht-  Schuttler
Zellkultur [°C] [%0] [Lux] Rhythmus [h]  [Upm]
endophyten- 25 55 30000 12/12 -

freie Pflanze

Pflanzen- 27 65 30000 12/12 -
explantate

Kallus-kulturen 27 65 30000 12/12 -
Suspensions- 25 55 30000 12/12 180
Kulturen

2.4 Kulturmedien

2.4.1 LGI-P-Medium

Tabelle 2.3: LGI-P-Medium (flissig) zu Kultivierung voGluconacetobacter diazotrophicus

Mikro-/Makroelemente

Rohrzucker 30,00 g/l

MgSO, - 7 H,O 200,00 mg/l 0.81 mM
NacCl 100,00 mgl/l 1,71 mM
CaCh - 2 H,O 20,00 mgl/l 0,14 mM
Na,MoOy - 2 H,O 2,00 mgll 82,6M
FeCk - 6 H,O 10,00 mgl/l 36,99M
Puffer

KoHPO, 200,00 mgl/l 1,15 mM
KH2POy 600,00 mg/l 4,41 mM
Zusatzliche Komponenten fir LGI-P-Festmedium

Hefeextrakt 20,00 mg/l

Agar 16,00 g/l

pH 6,0
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Der Puffer, der Rohrzucker und die Mikro/Makroelemente wurden getrennt voneinander auto-
klaviert und erst nach Abkihlung vereinigt. Dies verhinderte die Bildung von schwerldslichen

Phosphatsalzen.

2.4.2 Nahragar

Tabelle 2.4:NA-N&hragarplatten zur Sterilitatsprifung der Kalluszellkulturen

Medium-Komponenten

Pepton 500 gl

Fleischextrakt 3,00 gl

Agar 15,00 g/l
pH 7,0

2.4.3 BG-Medium zur Kultivierung von Ralstonia solanacearum

Tabelle 2.5:BG-Medium zur Kultivierung vorRalstonia solanacearum

Medium-Komponenten

Pepton 10,00 g/l

Caseinhydrolysat 1,00 g/l

Hefeextrakt 10,00 g/l

Glucose 5,00 gl

Zusatzliche Komponenten fur MS-Festmedium

Agar 16,00 g/l
pH 7,0

2.4.4 Phosphat-gepufferte-Saline (PBS)

Tabelle 2.6: Phosphat-gepufferte-Saline (PBS)

Medium-Komponenten

KHoPOy 0,43 gl 3,16 mM
NapHP Oy 1,68 g/l 11,83 mM
NaCl 7,2 gl 123,20 mM

pH 6,8
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2.4.5 MS-Medium zur Kultivierung von Ipomoea batatas

Tabelle 2.7: MS-Medium zur Kultivierung vonlpomoea batatas modifiziert nach Murashige und
Skoog [Murashige und Skoog 1962]

Mikroelemente

CoCkL - 6 H,O 0,025 mag/l 0,11uM
CuSQ-5H,0 0,025 0,1QuM
FeNaEDTA 36,70 0,10 mM
H3BO3 6,20 0,10 mM
KJ 0,83 5,00uM
MnSO, - H,O 16,90 0,10 mM
NapMoO, - 2 H,O 0,25 1,03M
ZnSQ, - 7 H,O 8,60 29,91uM
Makroelemente

CaCb 332,02 mgl/l 2,99 mM
KH2POy 170,00 1,25 mM
KNO3 1900,00 18,79 mM
MgSOy 180,54 1,50 mM
NH4NO3 1650,00 20,61 mM
Vitamine

Glycin 2,00 mg/l 26,64uM
myo-Inositol 100,00 0,56 mM
Nikotinsaure 0,50 4,06M
Pyridoxin HCI 0,50 2,43M
Thiamin HCI 0,10 0,3QuM
weitere Komponenten

Saccharose 20,00 gl 58,43 mM
DL-Apfelsaure 0,10 7,45 mM
Caseinhydrolysat 1,00

Phytoeffektoren

a-Naphtyl-Essigsaure (NAA) 1,00 mg/l 48/
Benzylaminopurin (BAP) 1,00 BM
Zusatzliche Komponenten flir MS-Festmedium

Saccharose 30,00 g/l 87,64 mM
Agar 16

pH 5,8 eingestellt mit 1 M KOH
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2.4.6 Vorinkubationsmedium fur Lumineszenz-Messung

Das Vorinkubationsmedium (VIM) wird fur die Alkalisierungsmessung, die Chemilumineszenz-
messungen und die Fluoreszenzmessungen eingesetzt. Es ist eine 25:1 Verdinnung des fllssigen
MS-Mediums §iehe Kap. 2.7 auf S. 23

2.5 Alkalisierungstest

Bei dem Alkalisierungstest wird die pH-Wertanderung des Pflanzensuspensionsmediums in An-
wesenheit verschiedener Elicitoren und Effektoren gemessen. Die externe pH-Wertanderung ist
eine Folge zellularer Mechanismen, die nach einer Elicitierung der Pflanzenzelle in Gang gesetzt
werden §iehe Kap. 1.1.7 auf S. L1Die Messung wurde mit dem pH-Metaén¢Lab pH Level 2,

Fa. WTW und angschlossener pH-MikroelektroddueLine 16 Mikro, Fa. Schgtdurchgefihrt.

Die pH-Mikroelektrode wurde aufgrund ihrer Bauform eingesetzt, da bei gréReren Elektroden-
durchmessern starkere Scherkréafte auftraten, die zu unerwiinschten Messwertschwankungen fuhr-
ten. Die vom pH-Meter erfassten Messdaten wurden in kontinuierlichen Intervallen Uber eine
Schnittstelle von einem PC erfasst und mit Hilfe einer Datenverarbeitungs-Soft®aitevére:
Multi/ACHAT Il Version 1.05, WTWausgewertet.

Durch Vorversuche wurde das optimale Alter der Zellsuspensionskulturen, die Zelldichte, sowie
die Schuttlergeschwindigkeit fur den Alkalisierungstest ermittelt. Dabei stellte sich heraus, dass
Kulturen, die mindestens ein Alter von 2 Wochen erreicht hatten und 2 bis 3 Tage zuvor passagiert
worden waren, die héchsten pH-Wertanderungen durch Elicitierung aufwiesen. Im Folgenden
wurden ausschlieZlich Kulturen eingesetzt, die diese Kriterien erfillten. Die optimale Zelldichte
lag bei 125 mg ml~1 in einem Endvolumen von 8 ml Vorinkubationsmedium (VIM Kapitel 2.4.6).

Fur die Durchfihrung der Messungen wurden geeignete Zellsuspensionskulturen (s.0.) der SuR3-
kartoffel durch Abnutschen auf einen Weil3band-Filter (g 50 fRan, Schleicher & Schijllvon

ihrem Kulturmedium Kapitel 2.7 auf Seite 23 getrennt. Diese Zellen wurden anschlie3end mit
100 ml Aqua dest. gespult, um noch vorhandene Reste des Kulturmediums zu entfernen. Da-
bei wurde darauf geachtet, dass die Zellen nicht vollstandig trockenfielen, um mdglichst wenige
Zellen zu schadigen. Im Anschluf daran wurde je 1 g Frischgewicht der Zellen in sterile 50 ml
Becherglaschen eingewogen, in denen bereits zuvor 8 ml VIM (Kapitel 2.4.6) vorgelegt wurden.
Die Anzahl der eingesetzten Becherglaschen variierte abhéngig von dem Versuchsansatz. Direkt
nach der Einwaage des Zellmaterials wurden die Becherglaschen mit Alufolie abgedeckt und auf
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einem RundschittlerKS 250 basic, Fa. IKA Labortechnikbei ~180 Upm fir 3 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Inkubationszeit diente der Adaptierung der Zellen an die veran-
derten Inkubationsbedingungen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die zu messende Probe
in ein 10 ml Becherglas umgefillt, um eine hinreichende Eintauchtiefe fur die pH-Mikroelektrode
zu gewahrleisten. Nach dem Einsetzen der Elektrode wurde der Rundschittler wieder eingeschal-
tet und die Datenverarbeitungs-Software gestartet. Sie bot die Moglichkleit, kontinuierlich in frei
wahlbaren Intervalzeiten die vom pH-Meter gesendeten Daten zu erfassen und erleichterte somit
die Messung einer zeitlich abhangigen pH-Wertanderung. Die Applikation der Effektoren mit
einer Pipette wurde erst nach dem Erreichen eines stabilen Messwertes (nach ca. 1 Minute) durch-
gefuhrt. Alle Effektoren, ausgenommen die Elicitoren und des G-Protein Aktivators Mastoparan,
wurden 5 Minuten vor Messbeginn in den Versuchsansatz pipettiert. Die Elicitoren wurden erst
unmittelbar vor Beginn der Messung hinzugegeben. Die Messdauer der Experimente lag zwischen
20 und 60 Minuten.

2.6 Quantifizierung der HyO»-Produktion durch Chemilumineszenz

Die Synthese von reaktiven Sauerstoffspezies wurde in Kap. 1.1.6 auf S. 9 bereits ausfuhrlich
beschrieben. Diese Abwehrreaktion von Pflanzenzellen auf einen elicitierenden Stimulus kann
mit Hilfe der Luminol/Kaliumhexacyanoferrat-Methode quantifiziert werden. Bei dieser Reakti-
on nimmt B0, als das Oxidationsmittel zwei Elektronen der Hydrazidgruppe des Luminols auf.
Diese wird dabei zu Stickstoff oxidiert. Die Eisen-lonen des Kaliumhexacyanoferrats katalysieren
die Umsetzung durch Bildung intermediarer Komplexe mit dem Peroxid und einer radikalischen
Elektronenubertragung. Dabei wird die frei werdende Energie der Elektronen nicht als Warme
sondern ausschlief3lich als Licht der Wellenlangen zwischen 440 bis 470 nm abgestrahlt. Diese
Lichtreaktion wird als Chemilumineszenz bezeichnet. Die Registrierung dieser Photonenemis-
sion wurde mit dem Luminometer (Modell SiriuBa. Berthold Detection Systems, Pforzheim
durchgefuhrt, wobei die Chemilumineszenzintensitat als ,relative light units per second” (RLU/S)
ausgegeben wurde.

Fir die Messung wurden PS-Rohrchen (5 ml Véla, Greine) mit 350 pl Kalium-Phosphat-

Puffer (60 mM, pH 7.9) beflllt. Pro Messung wurden lil(Zellsuspensionsiberstand in ein
PS-Rdhrchen pipettiert und anschlieBend in den Probenhalter des Messgerates platziert. Direkt
nach dem SchlieBen der Messkammer wurde die Injektion vorplléer 1,21 mM Luminol-

Lésung sowie einer 14 mM {Fe(CN)]-Losung mit Hilfe von zwei separaten Mikropumpen
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automatisch ausgel6st. Die Injektionen wurden in der sogenannten delay-time (Dauer = 2 sec) des
Messzyklus durchgefiihrt. Die sich daran anschlie3ende Messperiode hatte eine Dauer von 10 sec.
Die Messdaten stellen Mittelwerte aller Einzelmessungen dar, die vom Luminometer wahrend der
10-sekiindigen Messperiode in 0,2 sec Intervallen zum PC gesendet wurden. Der weitgehend auto-
matisierte Injektions- und Messvorgang erlaubte eine prézise Einschatzung des zeitlichen Verlaufs
der Photonenemission bei der Detektierung des gebildet®n khd gewéhrleistete auch bei sehr
geringen Chemilumineszenzintensitaten eine hohe Reproduzierbarkeit.

Die Vorbereitung der Zellsuspensionen entsprach weitgehend dem bei den Alkalisierungstests be-
reits dargestellten Schemsai€dhe Kap. 2.5 auf S. 24Erst nach Beendigung der dreistiindigen
Inkubationszeit in dem Vorinkubationsmedium (VIM Kapitel 2.4.6) &nderte sich die weitere Vor-
gehensweise geringfugig. Die Probenansatze verblieben in den 50 ml Becherglaschen, in die je
nach Versuchsziel die gewlinschte Effektor-Konzentration appliziert wurde. Die meisten unter-
suchten Effektoren wurden wie bei den Alkalisierungstests 5 Minuten vor Messbeginn in den
Versuchsansatz pipettiert. Die Elicitoren wurden hingegen erst unmittelbar davor hinzugefugt.
Das Schuttelnlffors HT, Fa. B. Brauhder Proben wurde nur zum Zeitraum der Probenahmen
unterbrochen und sofort nach Entnahme der gewlnschten Probenmenge wieder aktiviert.

2.7 Fluoreszenzspektroskopische Messung des cytosolischen pH-
Wertes

Zur Messung des cytosolischen pH-Wertes in Suspensionszelleripeomoea batatasvur-

de der Fluoreszenzfarbstoff BCECF (27,7 -Bis(2-Carboxyethyl)-5-(und-6)-Carboxyfluoreszein)
eingesetzt. Der pkWert von BCECF liegt bei 7,0 und ist damit fir den cytoplasmatischen
pH-Bereich von tierischen sowie pflanzlichen Zellen geeigrd,8 bis 7,4). Das Fluoreszenz-
Anregungsprofil dieses Farbstoffes ist pH-abhéangig und erlaubt die Anwendung der sogenannten
Ratio-Messtechnik. Bei dieser Methode wird das Verhaltnis zwischen zwei Anregungswellen-
langen (490 und 440 nm) ermittelt und dient als Mal3 der Fluoreszenz in Abhangigkeit von
dem pH-Wert. Dabei ist zu beachten, dass eine Anregungswellenldnge am isosbestischen Punkt
des Farbstoffspektrums liegt. An diesem Punkt zeigt der Farbstoff keine pH-Sensitivitat. Der
isosbestische Punkt von BCECF liegt be439 nm. Die zweite Anregungswellenlange wird in
einem Bereich mit einer hohen pH-Sensitivitat gewahlt. Dies ist bei BCECF etwa bei 490 nm
der Fall. Wird der Fluoreszenzfarbstoff abwechselnd bei beiden Wellenlangen angeregt erlaubt
die Bildung des Intensitatsverhaltnisses bei den Wellenlangen von 490 und 439 nm eine direkte
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Korrelation mit der Veranderung des pH-Wertes der gemessenen Probe. Die Fluoreszenzemission
der Probe wurde kontinuierlich bei 535 nm detektiert.

Die Zellen der SuRkartoffelsuspension wurden mit einem Derivat des Farbstoffes BCECF bela-
den. Dabei handelt es sich um BCECF-AM, eindeetomethy(AM) Ester. Dieses Derivat ist
aufgrund seiner chemischen Eigenschaften membrangangig und fluoresziert nicht. Das BCECF-
AM wird erst durch die Hydrolyse durch intrazellularer Esterasen in die fluoreszierende Form
Uberfihrt. Dabei kann die intrazellulare Esterase-Aktivtat gleichzeitig als Indikator der Zellvia-
bilitat herangezogen werden. Nach der intrazellularen AbspaltungaktsmethyRestes ist das
fluoreszierende BCECF nicht mehr membrangéangig. Bevor die Zellen mit dem BCECF beladen
werden konnten, muf3te die Loslichkeit des Fluoreszenzfarbstoffes verbessert werden. Zu diesem
Zweck wurden 1Qu BCECF-AM mit 5 pl Pluronic® F-127 (20% [wi/v]-Stockldsung) im Ver-
haltnis 2:1 gemischt. Pluror® F-127 ist ein nichtionisches, tensidisches Polyol, welches die
Loslichkeit wasserunldslicher Fluoreszenzfarbstoffe in Kulturmedien verbessern soll. Nach der
Inkubation von SuRkartoffelzellen in diesem Gemisch war eine deutlich stabilere Beladung der
Zelle zu beobachten. Fur die Beladung mit dem Fluoreszenzfarbstoff wurde ca. 0,1 g Zellmaterial
einer Kalluszellkultur (Kapitel 2.3.2) in ein Eppendorfreaktionsgefald Gberfihrt. In diesem waren
bereits 985u VIM (Kapitel 2.4.6) sowie 151 des BCECF-AM/Pluroni® F-127 Gemisches vor-
gelegt. Noch bestehende groRRere Zellaggregate wurden durch vorsichtiges Durchmischen des Me-
diums im Reaktionsgefald mit einer Pipettenspitze aufgeltst. Dieser Ansatz wurde anschlieRend
bei Raumtemperatur fur 2 h auf einem Wippen-Inkubator in standiger Bewegung gehalten. Nach
der Inkubation wurden 200l der BCECF-beladenen Zellsuspension in eine Superfusionsmes-
skammer (Abbildung 2.1) Uberfuhrt, auf deren Boden zuvor ein Polylysin-beschichtetes Objekt-
glaschen (g 10 mm, Kapitel 2.7.1) fixiert worden war. Die Pflanzenzellen hefteten sich innerhalb
von 5 Minuten auf der Polylysin-Beschichtung an, so dass eine standige Medienperfusion ohne
ein Verrutschen der Zellen wahrend des gesamten Versuchzeitraums maoglich war. Nun wurde der
Rest der Messkammer vollstandig mit VIM (Kapitel 2.4.6) gefillt. Dabei war es wichtig, dass
beim Fullen keine Luftblasen in den Zu- und Ablaufen der Messkammer entstanden, da diese den
Medienfluss behinderten. Die Messkammer wurde unter dem Inversmikrogkeipvert 10,

Fa. Zeis$ plaziert und auf dem Kreuztisch des Mikroskops fixiert. Fir eine kontinuierliche Su-
perfusion der Zellen mit Medium bzw. mit Effektor-L6sungen wurden an dem Zu- und Ablauf
der Messkammer Teflonschlauche (g 0,5mm) angeschlossen, die Uber eine Peristaltiligatmpe (
ristaltic Pump P-3, Fa. Pharmacia Fine Chemicatait dem Mediumvorratsbehéalter sowie dem
Abfallbehalter verbunden waren. Zum Entfernen tberschissigen Farbstoffs wurde die Messkam-
mer fur mindestens 5 Minuten mit VIM (Kapitel 2.4.6) superfundiert.
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Mit Hilfe des Inversmikroskops wurden geeignete Zellen fur die Messung des cytosolischen pH-
Wertes ausgesucht. Die fur die Auswahl bedeutenden Kriterien waren:

e zweidimensionale Lage der Zellen, keine gréReren Uberlagerten Zellaggregate

e intakte Zellstruktur

e Zellen mit moglichst kleinen Vakuolen, also in einem frithen Differenzierungsstadium

e mdglichst zwei oder mehr Zellen im Bildausschnitt der Fokussierungsebene
Die Fluoreszenzintensitaten werden von einer Digitalkam@ré/42-95, Fa. Hamamatsu GmpH
detektiert und mit Hilfe des Computerprogrammes ,Aquacosmos” Version Ed.Hamamat-
su) in Ratio-Werte und Ratio-Bilder beider Anregungswellenl&angen (490/439 nm) umgerechnet.
Das Programm erméglicht zudem die Fluoreszenzintensitaten ausgewahlter Bildausschnitte sepa-

rat grafisch darzustellen. So ist es mdglich, einzelne Zellen und auch Kompartimente einer Zelle
gesondert in ihrer Fluoreszenzintensitéat zu beurteilen.

“Medium-Ablauf

'__'-_—,—_—.._h

Abbildung 2.1: Messkammer mit Zu- und Ablauf, fixiert auf dem Kreuztisch des Inversmikroskops
»Axiovert 10

2.7.1 Poly-L-Lysin-Beschichtung von Deckglaschen zur Fixierung von
Pflanzenzellen

Die fur eine Poly-L-Lysin-Beschichtung verwendeten Deckldschen (g 10mm) wurden zur Reini-
gung fur mindestens eine Woche in Schwefelsdure eingelegt. Bei Bedarf wurden die bendétigte
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Anzahl von Deckglaschen ausgiebig mit Aqua dest. und anschlieBend mit Ethanol (98%) gespdult.
Die gereinigten Deckglaschen wurden mit einer Pinzette aufgenommen, mit Druckluft grindlich
getrocknet und anschlie3end in eine mit Filterpapier ausgelegte Glas-Petrischale platziert. Auf die
vorbereiteten Deckglaschen wurdeni@iner 10:1 verdinnten Poly-L-Lysin Lésung. Sigma-

Aldrich) mit einer Pipette aufgetragen. Im Anschlul3 daran wurde die Glaspetrischale mit den
Deckglaschen fur mindestens zwei Stunden mit halb gedffnetem Deckel in einen Trockenschrank
gestellt. Nach dem vollstdndigem Eintrocknen der Poly-L-Lysin Losung wurde die Glaspetrischa-

le geschlossen und bei Raumtemperatur gelagert. Die beschichteten Deckglaschen konnten bis zu
zwei Wochen nach der Beschichtung fur die Fixierung der SufZkartoffelzaiiene(Kap. 2.7 auf

S. 26 eingesetzt werden.

2.8 1AA-Nachweis in Suspensionskulturen vorpomoea batatasind
Gluconacetobacter diazotrophicusittels HPLC-Analyse

2.8.1 Grundlagen der High-Pressure-Liquid-Chromatographie

Das grundlegende Trennprinzip der ,High-Performance-Liquid-Chromatographie” (HPLC) ist,
wie bei allen anderen Chromatographieverfahren, die Trennung eines Substanzgemisches (Ana-
Iyt) mit Hilfe einer mobilen (Laufmittel) und einer stationaren Phase (spezifische Oberflache des
Packungsmaterials [Sorbens] einer chromatographischen Saule). Dabei treten einzelne Bestandtei-
le mit der stationaren Phase in eine Wechselwirkung, so dass diese einzelnen Komponenten (Eluat)
eine charakteristischen Zeit (Retentionszeit) oder ein charakteristisches Volumen (Retentionsvo-
lumen) bendtigen, bis sie die Trennsaule wieder verlassen. Bei einer isokratischen Trennung wird
wahrend des gesamten Trennvorganges eine gleichbleibende Losungsmittelzusammensetzung ver-
wendet. Wird hingegen die Lésungsmittelzusammensetzung im Verlauf des Trennvorganges ge-
andert, so wird dies als Gradiententrennung bezeichnet. Fur eine mdglichst hohe Trennleistung
wird die Saule mit sehr kleinen Sorbens-Teilchemqufh befillt. Die dabei entstehende Packungs-
dichte der Saule ist so hoch, dass die Schwerkraft nicht mehr ausreicht, um den Eluenten durch
die Saule flieRen zu lassen. Daher wird in der HPLC-Technik der Eluent unter starken Druck (20
bis 200 bar) gesetzt und auf diese Weise durch die Saule gepresst. Der apparative Aufwand einer
solchen chromatographischen Trennung ist sehr gro3 und umfasst den Injektor, die Trennsaule,
ein Pumpensystem (pulsationsfrei) und schlie3lich noch ein Detektionssystem. Das Fullmateri-
al der Trennsaule ist ausschlaggebend fiir die Bindungseigenschaften des Analyt. Ublicherweise



2.8 HPLC-Messtechnik 30

sind die stationaren Phasen in den meisten Chromatographieverfahren durch die an der Oberfla-
che befindlichen Hydroxygruppen (OH-Gruppen) polar und hydrophil. Diese hydrophilen Eigen-
schaften kénnen jedoch den Chromatographieverlauf stéren. Abhilfe daflir schafft die so genannte
Umkehrphasen-Chromatographie (Reversed-Phase-Chromatographie). Bei ihr werden diese OH-
Gruppen mit langen Kohlenwasserstoffketten verethert. Dies fuhrt dazu, dass die Oberflache des
Saulenfillmaterials zu einer unpolaren stationdren Phase wird. Es kommt zu einer hydrophoben
Wechselwirkung zwischen dem in einem polaren wassrigen Lésungsmittel geldsten Analyten und
der hydrophoben stationaren Phase. Die mobile Phase eluiert die Komponenten des Analyten in-
dem es mit den adsorbierten Molekilen um die Bindungsstelle konkurriert [Lottspeich und Zorbas
1998].

2.8.2 \Vorbereitung der Zellkulturen

Fur die IAA-Gehalts-Analyse von Reinkulturen sowie Mischkulturen {fpomoea batatasind
Gluconacetobacter diazotrophicusurden in sechs mit jeweils 100 ml modifiziertem MS-
Medium (siehe Tab. 2.7 auf S. 23) beflllten 250 ml Erlenmeyerkolben die Reinkulturen von
G. diazotrophicusangezogen. Die Inokulationsdichte betrug £2§= 0,05. Als Reinkultur der
SuRkartoffelzellen wurde eine bereits voll etablierte Suspensionskultur (Kap. 2.3.4 auf S. 20) ein-
gesetzt. Aus dieser Reinkultur wurden jeweils 20 g Zellmaterial in sechs Erlenmeyerkolben
(250 ml) Uberfuhrt und in 100 ml frischem MS-Flussigmedium suspendiert. Fur die Mischkultur
wurden nochmals sechs Erlenmeyerkolben (250 ml) mit jeweils 20 g Zellmaterial beschickt
und mit je 100 ml MS-Flussigmedium suspendiert. Diese Kolben wurden zuséatzlich noch mit
einer Vorkultur vonG. diazotrophicusmit einer OBy7g = 0,05 angeimpft. Fir jeden Probe-
nahmezeitpunkt standen von jeder Rein- und Mischkultur jeweils 200 ml Medium zur Analyse
des IAA-Gehaltes zur Verfligung. Alle 18 Erlenmeyerkolben wurden in der Klimakammer auf
einem Rundschdttler unter den in Tabelle 2.2 auf Seite 21 angegebenen Parametern inkubiert.
Zur Vorbereitung der Kultur-Uberstande wurden bei jeder Probenahme jeweils zwei mal 100 ml
der Pflanzenzell- sowie der Mischkulturen aseptisch Uber ein feinmaschiges Sieb gegeben,
um grolRere Zellaggregate zu entfernen. Die so vorgereinigten Suspensionsiberstdnde sowie
die Bakterien-Reinkultur wurden anschlieRend bei 10000 Upm fir 10 Minuten abzentrifugiert
(Centrifuge Modell J2-21, Fa. Beckmann Instrumgn®ie Uberstande dieses Zentrifugations-
schrittes wurden in sterile 500 ml Erlenmeyerkolben dekantiert und als Ausgangsmaterial flr die
Festphasenextraktion genutzt.
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2.8.3 Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion (SPE) ist eine leistungsfahige Technik zur schnellen und selektiven Pro-
benaufbereitung, insbesondere fiur HPLC-Analysen. Gegenuber herkdmmlichen Probenaufberei-
tungstechniken bietet die Festphasenextraktion einige Vorteile. Mit dieser Methode ist eine hohe
Wiederfindungsrate des Analytes gewahrleistet. Desweiteren wird der Analyt optimal konzentriert
und liegt nach Eluierung von der Extraktionssaule in hoher Reinheit vor. Ein weiterer praktischer
Vorteil ist zudem die deutliche Reduktion des Ldsungsmittelverbrauches gegentber herkdmmli-
chen Extraktionsverfahren.

Das Prinzip der Festphasenextraktion beruht darauf, dass eine flliissige Probe das Sorbensmaterial
durchflie’t, wahrenddessen die Probenbestandteile, abhéngig von der Beschaffenheit des Sorbens,
von diesem zuriickgehalten werden. Die sich anschlieRende selektive Elution wird mit einem
geeigneten Losungsmittel durchgefihrt. Typischerweise umfasst eine Festphasenextraktion funf
Schritte:

e \orbereitung sowie Vorbehandlung der Probe

¢ \Vorkonditionierung des Sorbens in der Extraktionsséaule:
10 ml Methanol wurden mit Hilfe eines angelegten Vakuums durch die Saule gesaugt.

e Auftragen der Probe:
200 ml der vorgereinigten Filtrate der Kulturen (Kapitel 2.8.2) wurden durch mehrere Ex-
traktionssaulen eluiert. Dabei wurden nicht absorbierende Matrixbestandteile in Glasge-
faken gesammelt und nach Beendigung dieses Extraktionsschrittes verworfen.

e Reinigungsschritt:
Noch nicht eluierte Matrixbestandteile wurden mit Wasser in mehreren Waschschritten ent-
fernt.

e Elution und Gewinnung des aufgereinigten Analyten:
Fur die Elution wurde das Eluentengemisch verwendet, welches auch bei der darauf fol-
genden HPLC-Analyse eingesetzt wurde. Fur das Auxin IAA ist ein Gemisch aus Metha-
nol/Eisessig (1%) in KO im Verhaltnis 40:60 gebrauchlich. Das Eluat wurde in 10 ml
MeRkolbchen aufgefangen und konnte direkt zur Analyse mittels HPLC weiter verwendet
werden.
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2.8.4 HPLC-Analyse

Die HPLC-Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. K. Kalippke (Institut fir Biophy-
sik, Universitat Hannover) [Kalippke 2000] am Institut fir Lebensmittelchemie der Universitat
Hannover mit freundlicher Unterstiitzung von Herrn Prof. Berger und Mitarbeitern durchgefihrt.

10 ul der Analytenlésung wurden in die Injektionseinheit eingespritzt und mit dem Eluenten (Me-
thanol/Eisessig [1%] in kD [40:60]) bei einer Flussrate von 1 mmin~! sowie einem isokra-
tischen Saulendruck von 220 bar auf die Saule (reverse phase [RP 1Ba.déMachery und
Nagel[Nucleosil 120-5 Gg, 5 um PartikelgroRe]) aufgetragen. Die Detektierung der Substanz
erfolgte im UV-Detektor bei einer Wellenlange von 278 nm und wurde mit Hilfe eines Integra-
tors als integrierte Peakflache ausgegeben. Die Identifizierung des IAA-Peaks wurde mit einem
IAA-Standard (1 mg ml—1) durchgefiihrt, dessen Peak im equilibrierten System nach einer Re-
tentionszeit von 7,90 Minuten ermittelt wurde. Die Konzentration wurde unter Zuhilfenahme der
integrierten Peakflachen und einer IAA-Eichreihe errechnet.

2.9 Aktivitatsmessung der Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL)

Das Prinzip der enzymatischen PAL-Aktivitatsbestimmung beruhte auf dem photometrischen
Nachweis von Zimtsaure. Die Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) setzt das Substrat Phenyl-
alanin zu Zimtsaure um. Die Isolierung und Aktivitatsbestimmung der PAL aus der Suf3kartoffel
wurde mit einem modifizierten Protokoll nach Cahill und McComb [Cahill und McComb
1992] durchgefihrt.

Das verwendete Zellmaterial stammte aus einer 2 Wochen alten Zellsuspensionsdiatter (
Kap. 2.3.4 auf S. 2Qdie 2 Tage zuvor passagiert worden war. Diese Suspensionskultur wurde auf
einen Weillband-Filter (g 50 mrRa. Schleicher & Schillabgenutscht und mit 100 ml sterilem
Aqua dest. gespult. AnschlieBend wurden jeweils 5 g des Zellmaterials in vier 100 ml Erlenmeyer-
kolben eingewogen und mit 50 ml MS-Flissigmedium (siehe Tab. 2.7 auf S. 23) beschickt. In drei
der vier Erlenmeyerkolben wurden verschiedene Effektoren hinzugegeben. Der erste Ansatz wur-
de mit dem BakteriunGluconacetobacter diazotrophic$ab. 2.3 in einer Animpfdichte von
ODs7g = 0,025 inokuliert, der zweite mit dem BakteriuRalstonia solanacearur{lab. 2.3 mit

der gleichen Animpfdichte. Der dritte Ansatz wurde mit dem Elicitor Invertase in einer Konzen-
tration von 200ug - mi~* versetzt. Als Negativ-Kontrolle wurde der vierte Ansatz, ohne einen
Effektor, verwendet. Die Inkubation der Versuchsansatze wurde in der Klimakammer unter den
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standardmafigen Bedingungen fir Suspensionskulturen durchgedigtne Tab. 2.2 auf S. 21

Die Probenahmen wurden direkt nach Zugabe der Effektoren (0 Stunden) und anschlieBend nach
2,5,7,10, 12,5, 25 und 27,5 Stunden durchgefuhrt. Daflr wurden 100 mg Zellmaterial jedes
Versuchsansatzes enthommen und mit flissigem Stickstoff, 100 mg Quarzsand sowie 20 mg Po-
lyvinylpyrolidon (PVP 40, 20% w/w) bis zur Homogenitat gemdérsert. Die so behandelten Proben
wurden mit einem gekuhlten Spatel in EppendorfreaktionsgefalRe tberfuhrt, in denen bereits 1 mi
gekuhlter Probenpuffer vorgelegt wurde. Der Probenpuffer enthielt 0,1 M Na-Borat (pH 8,8) sowie
20 mM Mercaptoethanol. Der Isolationsansatz wurde auf einem Misthang-Mixer, Fa. Sar-

sted) durchmischt und anschlieend fir 5 Minuten bei 13.000 Upm in einer, in einem Kuhlraum
(ca. 4°C) gekuhlten, TischzentrifugeB{ofuge - pico, Fa. Heraeyszentrifugiert. Anschliel3end

wurde der Uberstand abpipettiert und in ein neues gekiihltes EppendorfreaktionsgefaR tberfiihrt.
Diese Uberstande wurden bis zur gesammelten Enzym-Aktivitatsbestimmunr@0éC aufbe-

wabhrt.

Zur Aktivitatsbestimmung der PAL wurden 2@0des isolierten Uberstandes mit 130000,1 M
Na-Borat Puffer versetzt. Dieser Na-Borat Puffer enthielt anstelle des Mercaptoethanols (s.0.)
30 mM D- bzw. L-Phenylalanin. Der Reaktionsansatz wurde fir 60 Minuten beC38 einem
Thermostat Eppendorf-Thermostat Typ 5432, Fa. Eppendorf-Geratebau netheler+Hinz smbH
inkubiert und danach sofort auf Eis gestellt. Zur Ermittlung des Aktivitdtszustandes der PAL
wurde nun die Extinktion der Proben bei 290 nm gemessen, wobei die Extinktion der Ansatze
mit L-Phenylalanin gegen die gleiche Probe mit D-Phenylalanin ermittelt wurde. Der Gehalt an
Zimtsaure in dem jeweiligen Probenansatz wurde mit Hilfe einer Eichkurvé&ratesZimtsaure
errechnet. Die Berechnung der PAL-Aktivtat wurde Uber die Ermittlung der Zimtsaure-Menge,
die pro Stunde und g Frischgewicht des Pflanzenzellmaterials produziert wurde, durchgefiihrt.

2.10 Isolation des Hefeextrakt-Elicitors aus

Saccharomyces cerevisiae

Die Isolation eines Hefeextrakt-Elicitors (HE) wurde aus handelstiblicher Béackerhefe durchge-
fuhrt. Dazu wurde 1 kg Hefe in 1,5 | Citratpuffer (0,1 M; pH 7,5) suspendiert und fir 30 Minuten
bei Raumtemperatur und 200 Upm auf einem Magnetrihrer mit einem Ruhrfisch gerihrt. Die
so gewonnene Suspension wurde 46 Minuten bei°T2uind 1 bar Uberdruck autoklaviert und
anschlielend 30 Minuten bei 7000 Upm zentrifugi€ergtrifuge Modell J2-21, Fa. Beckmann
Instruments Der Uberstand wurde dekantiert und nachfolgend iiber einen Faltenfilter gegeben.
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Das Filtrat wurde erneut zentrifugiert (10 Minuten; 7000 Upm) und der Uberstand wieder dekan-

tiert. Das resultierende Pelle®dllet 1) wurde zuachst bei 4C gelagert und der Uberstand mit

Ethanol im Verhéltnis 1:1 gemischt. Fur diesen Fallungsschritt wurde das Gemisch fur 24 h bei

4 °C gerihrt (s.0.) und anschlieRend fur 10 Minuten zentrifugiert (7000 Upm). Der daraus resul-

tierende Uberstand konnte verworfen werden und das gewonnene Pellet & wurde mit dem

Pellet 1in 100 ml Aqua dest. geldst und vereinigt. Diese L6ésung wurde erneut 60 Minuten unter

den oben genannten Bedingungen zentrifugiert. In einem letzten Schritt wurde der so gewonnene

Uberstand lyophilisiert. Dieses Lyophilisat wurde bei 2@Dgelagert und bei Bedarf in Aqua dest.

gelost.

2.11 Pharmakologische Agenzien

Tabelle 2.8: Verwendete pharmakologische Agenzien

Agenz Funktion/Wirkort Firma

2-APB intrazellulare C& -Speicher Calbiocheff
Calphostin C PKC-Inhibitor Calbiochefn
Chlorpromazin-HCl PLA-Inhibitor Calbiocherf®
DIDS Anionenkanal-Blocker Calbioché®n
EGTA C&"-Chelator Sigma-Aldrich
GF109203X PKC-Inhibitor Calbiochefh
HELSS PLA-Inhibitor Calbiocherf®
Invertase Grade VI Elicitor (auSaccharomyces cerevisjae Sigma-Aldrich
K-252a Ser/Threo-Protein-Kinasen-Inhibitor Calbiocgm
LaClg C&*-Kanal-Blocker Sigma-Aldrich
Mastoparan G-Protein Aktivator Calbioch@&m
Neomycin Sulfat PLC-Inhibitor Sigma-Aldrich
OAG DAG-Analogon Calbiochef®
PMA PKC-Aktivator Calbiocher®
Quinin K*-Kanal-Blocker Calbiochef®
TEA K*-Kanal-Blocker Sigma-Aldrich
TFP Calmodulin-Antagonist Calbiochén

U-73122/U-73343

PLC-Inhibitor

Calbiochéin




Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Invertase als neuer Elicitor zur Induktion des ,oxidative burst”in

einer Sul3kartoffelsuspensionskultur

Die H,O,-Synthese bei Elicitierung von Pflanzenzellen ist Teil der frihen Abwehrreaktionen
von Pflanzenzellen. Fur die Etablierung eines geeigneten Induktionssystems zum Studium des
daran beteiligten Signalweges, wurde ein geeigneter Elicitor fiir die Induktion in SuRkartoffel-
Suspensionskulturen bendétigt. Die als Indikator fir dbtSynthese dienende Chemilumines-

zenz wurde fur die Quantifizierung dieser Abwehrreaktion herangezogen. Zu Beginn der vor-
liegenden Arbeit wurde ein Hefezellextrakt aus der BackerBefecharomyces cerevisigd€api-

tel 2.10) isoliert und als Hefeextrakt-Elicitor (HE) zur Induktion des ,oxidative burst* fir erste
Vorversuche verwendet. Ein konstruktiver Erfahrungsaustausch fand mit Dr. K. Niehaus (Univer-
sitat Bielefeld, Biologie VI) bei der Isolierung des Hefeextrakt-Elicitors sowie bei der Aufarbei-
tung des Hefeextrakt-Elicitors statt. Einige grundlegende Vorversuche wurden in der Dissertation
von [Kalippke 2000] bereits dargestellt. Die Nachteile des Elicitors lagen jedoch in seiner unbe-
kannten Zusammensetzung, des unbekannten elicitierenden Bestandteils und der daraus folgenden
nicht definierbaren Konzentration bei der Induktion eines ,,oxidative burst®. Es sollte daher geprtift
werden, ob ein anderer Elicitor &hnlich gute induzierende Eigenschaften besal3, dabei aber auch
noch quantifizierbare Reaktionen aufwies. Bei diesem Elicitor handelte es sich um eBacaus
charomyces cerevisidsolierten Invertase (Tabelle 2.8).

In Abbildung 3.1 ist die maximal induzierte Chemilumineszenz in einer Siu3kartoffelsuspensions-
kultur in Abhangigkeit der eingesetzten Invertase-Konzentration dargestellt. Der Maximalwert der

35
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Chemilumineszenz stieg in dem Ansatz mitik- ml~1 Invertase um ca. 40% im direkten Ver-
gleich zu der Negativ-Kontrolle (neg. Kontrolle) an. Die mitj&- mi—* elicitierte SiiRkartoffel-
suspensionskultur zeigte mit ca. 80% der maximal induzierbaren Chemilumineszenzintensitat eine
deutliche Erhéhung im Vergleich zu dem zuvor beschriebenen Ansatz mi 1®1—1. Schon bei

einer Erhéhung der Elicitor-Konzentration auf i§- mi~1 ging die Chemilumineszenzintensitét

in eine Sattigung Uber. Die Applikation von 10@ - ml~1 erhohte die HO,-abhangige Chemi-
lumineszenz der SuRRkartoffelzellen nur noch leicht. Die starkste Abwehrreaktion konnte durch
die Applikation von 100 und 20Qg - mI~! Invertase induziert werden, wobei keine eindeutige
Unterscheidung zwischen den beiden Konzentrationen moglich war. Eine weitere Konzentrations-
erhdhung des Elicitors auf 400, 600 und §@p- ml—thatte keinen weiteren Anstieg dep®h-
abhangigen Chemilumineszenz zur Folge, sondern bewirkte vielmehr einen deutlichen Abfall des
Chemilumineszenzsignals auf etwa das Niveau des Ansatzes put-181~* Invertase.
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Abbildung 3.1: Abhangigkeit der maximalen Invertase-induzierterOpt Synthese von der eingesetzten
Elicitorkonzentration 10, 50, 100, 200, 400, 600 und @0 ml~1 in einer SuiRkartoffel-Suspensionskultur.
Die Negativ-Kontrolle (neg. Kontrolle) wurde in Abwesenheit des Elicitors gemess&tandardfehler des
Mittelwertes von 3 Experimenten.
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Aufgrund dieses Ergebnisses wurde im weiteren Verlauf der Arbeit in allen Experimenten, in
denen eine Elicitierung notwendig war, 208 - mi~! Invertase zur Induktion eines ,oxidative
burst eingesetzt. Der Grund dafiir war die Notwendigkeit eine moglichst hohe Chemilumines-
zenzintensitat als Positiv-Kontrolle zu induzieren, um zum einen méglichst weit von der unteren
Nachweisgrenze des Luminometer-Detektors entfernt zu arbeiten, und um zum anderen eventuelle
Einflisse eingesetzter Effektoren sicher beurteilen zu kénnen.

3.2 Beteiligung pflanzlicher lonenkanale am ,oxidative burst"

Die Pflanzenzelle reagiert auf einen externen elicitierenden Stimulus mit einer Anderung der lo-
nenkonzentration innerhalb und aufRerhalb der pflanzlichen Plasmamembran. Diese veranderten
lonenkonzentrationen stehen am Anfang einer Signaltransduktion, die schlief3lich in die Synthese
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (Kapitel 1.1.6) mundet. In anderen Pflanzenzellsystemen
konnte bereits gezeigt werden, dass nach Ausbildung eines Elicitor-Rezeptor-Komplexes sowohl
Anionen- als auch Kationenkanale geoffnet werden [Zimmermann et al. 1997b,Zimmermann et al.
1999, Kupper et al. 2001]. Einige Sekunden bis Minuten nach der Ausbildung dieses Komplexes
kam es in den elicitierten Zellen zu einem erhéhten Austrom von @hd K*-lonen. Gleichzei-

tig wurde ein Einstromen von €a-lonen beobachtet (Kapitel 1.1.7). In Folge dieser lonenstréme
treten sekundar Anderungen des extrazellularen pH-Wertes auf, die neben der Messw@péer H
Synthese, als ein deskriptiver Parameter der frihen Abwehrreaktion verwendet wird. Die mit der
lonenbewegung einhergehende Depolarisation der Membran kann die Offnung membranstandiger
spannungsabhangiger €aKanale induzieren und auf diese Weise den Einstrom var Gedie

Zelle noch verstarken. Um eine Beteiligung der angesprochenen lonen und pflanzlichen lonen-
kanale bei der Induktion des ,oxidative burst” in SufZkartoffelsuspensionskulturen nachzuweisen
wurden verschiedene lonenkanal-spezifische Hemmstoffe und dér@weelator EGTA einge-

setzt. Die dabei erzielten Befunde werden nachfolgend beschrieben.

3.2.1 Beteiligung von Anionenkandalen an der Induktion des ,oxidative burst*

Die Beteiligung der Anionenkanale an der Signaltransduktion z@Fynthese wurde mit
dem weitlaufig verwendeten Aninonenkanal-Blocker DIDS bei Konzentrationen von 1, 10 und
100 uM (Tabelle 2.8 auf Seite 34) gepruft. In Abbildung 3.2 ist die maximai®©Habhéngige
Chemilumineszenz [%] einer SuRRkartoffelsuspensionskultur in Abh&ngigkeit der eingesetzten
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DIDS-Konzentration dargestellt. Bei der Inkubation der SuRkartoffelzellen (Kap. 2.6 auf S. 25)
mit 1 yM DIDS wurde nach Elicitierung mit Invertase eine geringe Reduktion der Chemilumi-
neszenz um ca. 10% registriert. Wurde die Effektor-Konzentration auMLDIDS erhéht, kam

es zu einer halbmaximalen Inhibierung des@4-Bildung. Eine fast vollstandige Unterdriickung
wurde durch die Applikation von 1QM DIDS erreicht. In diesem Ansatz lag die@,-Synthese
dauerhaft auf dem Niveau der Negativ-Kontrolle. Diese Versuchsreihe zeigte, dass DIDS kon-
zentrationsabhangig die JB,-abhéngigen Chemilumineszenz und den damit korrelierenden
,oxidative burst* unterdriickt. Die Wirkung des Anionenkanal-Blockers DIDS auf die externe
Alkalisierung des Kulturmediums einer elicitierten Suf3kartoffelsuspension wurde ebenfalls néaher
betrachtet und wird Kapitel 3.14 auf Seite 54 ndher beschrieben.
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Abbildung 3.2: Effekt des Anionenkanal-Blockers DIDS (1, 10, 1Q@0M) auf die maximale
Invertase-induzierte (+Inv., 200g - ml~!) H,O,-abhéngige Chemilumineszenz in einer SuRkartoffel-
Suspensionskultur. Die Negativ-Kontrolle (neg. Kontrolle) wurde in Abwesenheit von Invertase und
Anionenkanal-Blocker gemessefi.Standardfehler des Mittelwertes von 3 Experimenten.
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3.2.2 Beteiligung von K" -Kanalen an der Induktion des ,oxidative burst*

K*-lonen spielen in einer ganzen Reihe zellularer Mechanismen eine essentielle Rolle. Zum Bei-
spiel ist Kalium neben Chlorid an der Zellvolumenanderung beteiligt. Die Beteiligung der pflanz-
lichen Kt-Kanéle am ,oxidative burst” ist nicht so eindeutig wie die der Anionenkanale [Felle
et al. 2000]. Es zeigte sich, dass eine veranderteden-Homoostase der Zelle zwar an der
Signalkaskade des ,oxidative burst" beteiligt zu sein scheint, jedoch kein notwendiges Element
zur Induktion der Kaskade darstellt. So wird den austrémendeihoiien lediglich eine Funktion

zur Repolarisation der zuvor depolarisierten pflanzlichen Zellmembran zugesprochen.

Um den Grad einer Beteiligung der'Klonen in Gegenwart eines Elicitors in einer StiBkartoffel-

Suspensionskultur abzuschatzen, wurden die beiden Kaliumkanal-Blocker uREAQuinin

zur Inhibition der Elicitor-induzierten pD,-Synthese eingesetzt. Dabei wurde der Effekt von

TEAT bei Konzentrationen von 10 mM, 40 mM und 80 mM sowie von Quinin bei Konzentratio-
nen von 1 mM und 2 mM getestet.

In Abbildung 3.3 ist die Intensitéat der Chemilumineszenz in Abhangigkeit von den Effektor-
Konzentrationen aufgetragen. Hierbei ist zu beobachten, dass beide BlockerQjidBHtung

nicht vollstandig unterdriicken. Bei Einsatz von 10 mM TEwurde die BO,-abhéngige Che-
milumineszenz auf 80% der Positiv-Kontrolle vermindert. Der Versuchsansatz mit einer-TEA
Konzentrationen von 40 mM reduzierte das Intensitatsniveau auf etwa 50% der ungehemmten Re-
aktion. Eine Verdopplung der Konzentration auf 80 mM TE#ihrte zu keiner Verstarkung der
inhibierenden Wirkung auf die $0,-Synthese. Die Applikation von 1 mM des Kanal-Blockers
Quinin reduzierte die maximale Elicitor-induzierte,®h-Synthese um etwa 25%. Auch in die-

sem Fall hatte eine Konzentrationserhdhung des Kanal-Blockers auf 2 mM keinen verstarkenden
Einfluss auf die Unterdriickung des ,oxidative burst".
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Abbildung 3.3: Effekt der K"-Kanal-Blocker TEA (10, 40, 80 mM) und Quinin (1, 2 mM) auf die
maximale Invertase-induzierte;B»-Bildung in einer Sul3kartoffel-Suspensionskultur. Negativ-Kontrolle:
kein Einsatz von Invertase und Hemmstoffen. +Inv. = in Anwesenheit von Invertasqg20dl—1). +
Standardfehler des Mittelwertes von 3 Experimenten.

3.2.3 Beteiligung extrazellularer C&*-lonen und Ca?t-Kanalen der Plasmamem-
bran an der Induktion des ,oxidative burst®

Cé&*-lonen (ibernehmen als sekundare Botenstoffe sowohl in tierischen als auch in pflanzlichen
Zellen eine zentrale Rolle bei vielen Signaltransduktionswegen. Neben den intrazellularen Spei-
cherorten wie Vakuole, Mitochondrien oder Endoplasmatischem Reticulum ist der extrazellulare
Raum der Zellen einer der groRten Speicherorte fiir dd$.Gam sich diese Quelle nutzbar ma-

chen zu kénnen, benétigt die Zelle €aselektive lonenkanale, die einen schnellen und gerich-
teten Transport der lonen ermdglichen. Pflanzenzellen besitzen eine ganze Reihe verschiedener
C&*-lonenkanéle, die zum Teil durch Liganden gesteuert werden oder aber spannungsabhéngig
sind [Zimmermann et al. 1999].
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Zur Beurteilung einer méglichen Beteiligung des extrazelluldreAtGa der Ausbildung ei-
nes Elicitor-induzierten ,oxidative burst* wurde die €aAufnahme mit zwei Effektoren beein-
flusst. Eine Mdglichkeit, das €a am Einstrom in die Zelle zu hindern, war die Komplexie-
rung der lonen und die damit verbundene Immobilisierung. Zu diesem Zweck wurde der Ca
Chelator EGTA $iehe Tab. 2.8 auf S. B4erwendet. Eine zweite Mdglichkeit bestand in der
Blockierung der C& -Kanéle der pflanzlichen Zellmembran. Zu diesem Zweck wurde d&r-Ca
Kanalblocker La({ eingesetztgiehe Tab. 2.8 auf S. 4

Die Abbildung 3.4 zeigt die maximale Chemilumineszenz in elicitierten und nicht elicitierten An-
satzen bei Applikation der Effektoren EGTA und Lg@i verschiedenen Konzentrationen. Der
C&*t-Chelator EGTA (5 mM) unterdriickte die Invertase-induzierte Bildung ve®Hvollstan-

dig. Die gemessene Chemilumineszenz lag auf dem Niveau der Negativ-Kontrolle (neg. Kontrol-
le: Ansatz ohne jegliche Effektoren). Der&aKanal-Blocker LaC4 zeigte eine dhnliche Kompe-

tenz zur Reduktion des ,oxidative burst* wie EGTA. Allerdings erreichte die Chemilumineszenz
bei Verwendung von 10 mM Laghoch Intensitaten bis zu 20% der Positiv-Kontrolle.
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Abbildung 3.4: Maximal erreichte Invertase-induzierte ,@h-Bildung in einer SulfRkartoffel-
Suspensionskultur nach Zugabe des?G&helators EGTA (5 mM) und dem && Kanal-
Blocker LaCk (10 mM). Negativ-Kontrolle: kein Einsatz von Invertase und Hemmstoffen. +Inv. = in
Anwesenheit von Invertase (2p@ - ml~1). + Standardfehler des Mittelwertes von 3 Experimenten.
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3.2.4 Beteiligung von intrazellularen C&*-Speichern am ,oxidative burst*

Zellen reagieren innerhalb kurzer Zeit auf verschiedene Reize mit einer geandefen Ca
Homoostase. Neben dem Einstrom des extrazellularett (Rapitel 3.2.3) kann auch das
Offnen der intrazellularen Ga-Speicher einen Beitrag zur Anderung der intrazellularefCa
Konzentration leisten. Der Verlauf dieser Konzentrationsanderung kann abhéangig von der Art
des Reizes verschiedene Signaturen aufweisen. So werden transiente Konzentrationsanderungen,
oszillierende, aber auch sog. peakférmige Signale unterschieden [Trewavas und Malh6 1998].

Allgemein scheint die Beteiligung interner sowie des externeR"peichers bei der In-
duktion eines ,oxidative burst® von Pflanzenart zu Pflanzenart, aber auch abhéngig vom Typ
des stimulierenden Reizes zu variieren. Es stellte sich daher die Frage, ob auch der Elicitor-
induzierte ,oxidative burst* der SiiRkartoffelzellen von einer Anderung der intrazellularen
C&t-Homdoostase abhéngig ist. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurde die Wirkung
von 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) auf die Ausbildung eines Invertase-induzierten
,oxidative burst* dokumentiert. Der Modulator 2-APB ist als Hemmer desifiduzierten C4t-
Ausstroms aus internen €aSpeichern bekannt, wobei er dieziBindung an den Rezeptor
selbst nicht beeinflusst.

In Abbildung 3.5 ist der zeitliche Verlauf des Invertase-induzierten ,oxidative burst* nach
Applikation verschiedener Konzentrationen des Modulators 2-APB dargestellt. Nach der
Zugabe von 10uM 2-APB stieg die Chemilumineszenzintensitat innerhalb von 50 Minuten
auf ca. 70% der maximal induzierbaren,®p-abhéngigen Chemilumineszenz (Invertase-
Ansatz = Positiv-Kontrolle) an. Im Vergleich zu dieser Positiv-Kontrolle war die Kinetik des
,oxidative burst‘ bei 2-APB-Gabe zudem bereits deutlich verzdgert. Es fiel jedoch auf, dass die
Kinetik nach der verlangertelag-Phase noch einen ahnlich starken expontiellen Anstieg zeigte
wie die Positiv-Kontrolle, dann aber nach 30 Minuten deutlich abflachte. Die Verlangerung der
lag-Phase verstarkte sich bei der Inkubation der Zellen mit einer Konzentration yavi 20APB
nochmals deutlich. Die Kinetik dieses Ansatzes hatte einen eindeutig linearen Charakter und
erreichte nach 50 Minuten ein vorlaufiges Maximum bei ca. 50% der Positiv-Kontrolle. Dies
legte den Verdacht nahe, dass bei hinreichend langer Inkubation der inhibierende Effekt von
20 uM 2-APB nicht ausreichen wirde, um den ,oxidative burst* dauerhaft zu reduzieren. Aus
diesem Grund wurde die 2-APB-Konzentration aui80und schlie3lich noch auf 5aM 2-APB

erhoht. Die Applikation von 3@M reduzierte die Invertase- induzierte Chemilumineszenz bis zu
30 Minuten nach der Applikation des Elicitors nachhaltig auf das Niveau der Negativ-Kontrolle.
Erst nach der 30. Minute stieg das Signal hoch auf 20% der Positiv-Kontrolle an. Die vollstandige
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Unterdrickung eines #D»,-abhéangigen Chemilumineszenzsignals wurde in den Versuchsansat-

zen mit 50uM 2-APB erreicht und konnte Uber die gesamte Messdauer von 50 Minuten aufrecht
erhalten werden.
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Abbildung 3.5: Zeitlicher Verlauf der Invertase-induzierten,®,-Bildung in einer Stf3kartoffel-
Suspensionskultur nach Zugabe des Modulators 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) in den Konzentra-
tionen 10, 20, 30 und 5@M. + Standardfehler des Mittelwertes von 3 Experimenten.

3.3 Beteiligung von Calmodulin am ,oxidative burst”

Calmodulin ist ein gut charakterisierter €aSensor und kann in aktivierter Form andere Proteine
einer Zelle in ihrer Aktivitat steuern. Es ist ein 17-kd-Protein und zeichnet sich insbesondere
durch vier C&"-bindenden Motive aus. Um zu priifen, ob eine Beteiligung von Calmodulin an
der Signaltransduktion des Elicitor-induzierten ,oxidative burst* in Stuf3kartoffelzellen vorliegt,
wurde der Effektor Trifluoperazin Dimaleat (TFP) eingesesith{e Tab. 2.8 auf S. R4TFP ist

ein Calmodulin-Antagonist und wurde bereits in anderen Studien, die sich mit dem Thema einer

moglichen Beteiligung Ca -bindender Proteine an pflanzlichen Abwehrreaktionen beschaftigten,
wirksam eingesetzt [Romeis et al. 2000].
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Die Abbildung 3.6 zeigt den zeitlichen Verlauf des Invertase-induzierten ,oxidative burst” in
SuRkartoffel-Suspensionskulturen nach Applikation einer entsprechenden Konzentration TFP (1,
5 und 10pM). Die Inkubation mit 1uM TFP fihrte bereits zu einer deutlichen Verzogerung der
Invertase-induzierten #D,-Synthese in dem Versuchsansatz (siehe Abbildung 3.6). Es wurde fest-
gestellt, dass der mit @M TFP inkubierte Ansatz eine 12-minutidgg-Phase aufwies und damit
doppelt solange keinen Anstieg des®p-abhangigen Chemilumineszenz erlaubte wie die Positiv-
Kontrolle (Invertase).
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Abbildung 3.6: Zeitlicher Verlauf der Invertase-induzierten,®,-Bildung in einer Stf3kartoffel-
Suspensionskultur nach Zugabe des Calmodulin-Antagonisten TFP in den Konzentrationen 1, 5 und 10
pM. + Standardfehler des Mittelwertes von 3 Experimenten.

Des weiteren war zu beobachten, dass der TFP-inkubierte Versuchsanghty f(ir eine Ver-
dopplung der Chemilumineszenz-Intensitat etwa 10 Minuten bendtigte, wohingegen die Positiv-
Kontrolle (Invertase) lediglich 5 Minuten zur Verdopplung der Intensitat benétigte. Hinzu kam,
dass die maximal induzierbare Chemilumineszenz des Ansatzes phit TFP lediglich bei

50% der Positiv-Kontrolle lag und dieses auch erst nach 50 Minuten erreicht wurde. Die Positiv-
Kontrolle zeigte dagegen bereits nach 30-mindtiger Inkubation ein Maximum. Bei einer Erho-
hung der TFP-Konzentration auf 1 wurde der ,oxidative burst* noch deutlicher unterdrtickt



3.4 Beteiligung von Protein-Kinasen am ,,oxidative burst* 45

und erreichte, ahnlich wie bei dem Ansatz mipl TFP, erst nach 50 Minuten ein Maximum.

Ein weiterer Effekt der Konzentrationserh6hung des Antagonisten war eine noch langer anhal-
tendelag-Phase, die bereits in dem zuvor beschriebenen Ansatz pit TFP beobachtet wur-

de. Auch dieser Ansatz (@M TFP) erreichte sein Maximum erst nach 50 Minuten und lag bei
40% der Positiv-Kontrolle. Die Applikation von 1M TFP reduzierte die Invertase-induzierte
H,0,-Synthese schlieRlich dauerhaft und hielt dightabhangige Chemilumineszenz konstant
auf dem Niveau der Negativ-Kontrolle.

3.4 Beteiligung von Protein-Kinasen am ,oxidative burst*

Zielproteine von C&"und auch Calmodulin sind haufig Protein-Kinasen, die an den meisten wich-
tigen regulatorischen Mechanismen bei der Signalweiterleitung in einer Zelle beteiligt sind. Ange-
sichts des Ca -sensitiven ,oxidative burst‘ der SuRkartoffelzellen wurde in diesem Zusammen-
hang eine Beteiligung von Protein-Kinasen naher beleuchtet. Ihre strukturelle Diversitat macht sie
zu spezifischen Modulatoren ihrer Zielproteine. Die Aktivitat dieser Proteine ist immer auch in
Zusammenhang mit den Phosphatasen zu sehen, die als Antagonisten zu den Protein-Kinasen die
Aktivitatsregulation erst moglich machen. Zur Beurteilung einer Beteiligung von Protein-Kinasen
am Signalweg des ,oxidative burst* wurden Modulatoren unterschiedlicher Kinase-Klassen in ih-
rer Wirkung getestet. Dabei wurden u.a. Effektoren der Protein Kinase C (PKC) in ihrer Wirkung
getestet. Neben den beiden PKC-Inhibitoren Calphostin C und GF109203X (ein Bisindolylma-
leimid) wurden auch die PKC-Aktivatoren Oleyl-Acetyl-Glycerin (OAG) und der Phorbolester
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) eingesetzt.

Calphostin C ist ein spezifischer Protein Kinase C Inhibitor, welcher an der proteinregulatorischen
Doméne mit dem Diacylglycerin (DAG) und Phorbolestern konkurriert. Bei Einsatz des Inhi-
bitors wurde in einem Konzentrationsbereich zwischen 10 und 200 nM keine Anderung in der
H,0,-abhangigen Chemilumineszenz nachgewiegdab(3.7 auf S. 46 Zur Bestéatigung dieses
Resultates wurde ein weiterer PKC-Inhibitor, das Bisindolylmaleimid (GF109203X), getestet, der
dem Staurosporin sehr ahnlich ist und PKC bereits im nanomolaren Bereich hemmt. Bei hdhe-
ren Konzentrationen, etwa ab 1, wirkt es jedoch zytotoxisch [Brandt 2002]. Auch dieser
Effektor zeigte keine inhibierende Wirkung auf die Elicitor-induziertgOptBildung.
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Abbildung 3.7: Zeitlicher Verlauf der Invertase-induzierten,®,-Bildung in einer Stf3kartoffel-
Suspensionskultur nach Zugabe des PKC-Inhibitors Calphostin C in den Konzentrationen 10, 50, 75, 100
und 200 nM.+ Standardfehler des Mittelwertes von 3 Experimenten.

Um weiteren Aufschluss Uber die Beteiligung der PKC am ,oxidative burst* zu erhalten, wurden
die Effektoren OAG, ein Diacylglycerin-Analogon, und PMA, ein Phorbolester, auf eine Aktivie-
rung des ,oxidative burst* getestet. Beide Effektoren konnen durch Bindung an PKC das Enzym

aktivieren.

In der Abbildung 3.8 wurden die Ergebnisse der Messungen mit beiden PKC-Aktivatoren zusam-
mengefasst. Weder die Gegenwart von OAG noch von PMA fiihrte zu einer messh@en H
Synthese in den SufRkartoffel-Suspensionskulturen. Die Effektoren wiesen in anderen Zellsyste-
men bereits im niedrigen mikromolaren Bereich (OAG) oder sogar schon im nanomolaren Bereich
(PMA) ihre maximale PKC-aktivierende Wirkung auf. Bei der Verwendung in den SuR3kartoffel-
Suspensionskulturen konnte in diesen Konzentrationsbereichen keine aktivierende Wirkung auf
den ,oxidative burst* erzielt werden. Auch eine starke Erhdhung der Effektor-Konzentrationen
hatte keine Aktivierung der $0,-Synthese zur Folge.
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Abbildung 3.8: Zeitlicher Verlauf der HO,-Bildung in einer StRkartoffel-Suspensionskultur nach Appli-
kation der PKC-Aktivatoren OAG (Oleyl-Acetyl-Glycerin) in den Konzentrationen 50, 125 ungi@5thd
PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) in den Konzentrationen 0,1, 1, 10 una\20

Zur Beurteilung einer Beteiligung anderer Protein-Kinasen am Signalweg des ,oxidative
burst* wurde der Effektor K-252a, ein Inhibitor von Serin/Threonin-Kinasen in seiner Wir-
kung getestet. K-252a wirkt bereits im nanomolaren Konzentrationsbereich stark inhibierend. Zur
Gruppe der Serin/Threonin-Kinasen zahlt u.a. auch die grof3e und wichtige Klasse der CDPK’s.
Die CDPK’s sind C#& -abhangigen, aber Calmodulin-unabhéngigen Protein Kinasen, die an ih-
rem C-Terminus eine ,Calmodulin-ahnliche* Doméne besitzen. Diese Domane weist konservierte
C&*-bindende Motive auf, die auch fiir Calmodulin typisch sind.

Der Modulator K-252a wurde in den Konzentrationen 0,1, 0,5 undMlim Hinblick auf sei-

ne inhibierende Wirkung bei derJ@,-Synthese getestet. In Abbildung 3.9 ist die Kinetik der
Invertase-induzierten #D,-Bildung abhangig von der eingesetzten Effektorkonzentration darge-
stellt. Dabei wurde bei der Verwendung einer Modulator-Konzentration vopNd ,&ine halbma-
ximale Inhibierung der bO,-Synthese nachgewiesen. Bei den beiden, in diesen Experimenten
eingesetzten, hoheren Konzentrationen wurde di@FBildung bereits vollstandig unterdrtickt.



3.5 Beteiligung von Phospholipasen am ,oxidative burst" 48

--0--neg. Kontrolle

—=&— Invertase [200 pg - mif]
—w—0,1 uMK-252a
—— 0,5 uMK-252a

80 + —e—1 pMK-252a

100 + E

§ —%—1 UM K-252a

'~ (Applikation 14 min
T 60 . T nach Messbeginn)
3 ] Y

(0]

£

€

=] 40

€

(0]

<

o

20

T T T T T T T T
00:00 00:10 00:20 00:30 00:40 00:50 01:00

Zeit [hh:mm]

Abbildung 3.9: Zeitlicher Verlauf der Invertase-induzierten®,-Bildung in einer Stl3kartoffel- Suspen-
sionskultur nach Zugabe des Ser/Threo-Protein-Kinase Inhibitors K-252a in den Konzentrationen 0,1, 0,5
und 1pM. + Standardfehler des Mittelwertes von 3 Experimenten.

Von besonderer Bedeutung ist die Beobachtung, dass auch ein voll induzierter ,oxidative
burst” durch die Applikation von UM K-252a vollstandig inhibiert werden konnte. Die Kinetik
dieses Versuchansatzes zeigte allerdings keine sofortige Reduktion@giinthese. Nachdem
der Modulator 15 Minuten nach Messbeginn der Probe appliziert wurde stieg zunachsOdie H
Konzentration noch auf etwa 50% des Maximums der Positiv-Kontrolle (Invertase) an. Erst dann
stellte sich die inhibierende Wirkung des K-252a ein und etwa 30 Minuten nach Applikation des
Effektors befand sich die Chemilumineszenzintensitat auf dem Niveau der Negativ-Kontrolle.

3.5 Beteiligung von Phospholipasen am ,oxidative burst*

Externe Signale kénnen von der Zelle unter anderem durch die Produktion von intrazellularen se-
kundaren Botenstoffen Uber Rezeptor-aktivierte Enzyme weitergeleitet bzw. verarbeitet werden.
Deren Botenstoffe sind haufig Hydrolyseprodukte von Membrankomponenten der Zelle. Seit den
friihen 80" er Jahren traten insbesondere die Phospholipide als Vorstufen solcher Botenstoffe in den
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Blickpunkt des Interesses. Mittlerweile sind vier verschiedene Effektor-Enzyme in der pflanzli-
chen Signalgebung durch Phospholipide bekannt. Sie werden in den Klassen der Phospholipase C
(PLC), der Phospholipase,APLA>), der Phospholipase D (PLD) und der Phosphoinosit 3-Kinase
(PI3K) voneinander differenziert. Besondere Bedeutung als sekundéare Botenstoffe haben die Ver-
bindungen Inositol-1,4,5-triphosphat [Ins(1,4,54)Bnd Diacylglycerin (DAG) als Produkte der
katalytischen Wirkung der PLC. Von der PkAverden Lysophospholipide und freie Fettsduren
gebildet, von der PLD die Phosphatidsaure (PtdOH) und schlieBlich das Phosphatidylinositol-
triphosphat [PtdIns(3,4,5)Pals Produkt der Phosphoinosit-3-Kinase. Ins(1,435)uziert den
Ausstrom von C&" aus internen C%t-Speichern, wie der Vakuole, dem ER oder auch den Mit-
ochondrien. Als Antwort auf einen externen Stimulus fuhrt dies schlie3lich zur Modellierung eines
C&*t-Signals in einer Zelle. Die Phospholipasen werden alle iber G-Protein bindende Rezeptoren
aktiviert, wobei es grundsatzlich moglich ist, dass Uber einen Rezeptor mehrere Phospholipasen
aktiviert werden kdnnen. Fur die hier vorliegenden Untersuchungen ist es zudem von Bedeutung,
dass sowohl die PLC als auch die PLih der Lage sind die NADPH-Oxidase zu aktivieren und

so die Bildung von HO, zu induzieren.

3.5.1 Phospholipase A

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Untersuchung einer moglichen Beteiligung des &bA

der Signalweiterleitung eines elicitierenden Stimulus in Stkartoffel-Suspensionszellen das phar-
makologische Agenz Chlorpromazin-HCI verwendsielie Tab. 2.8 auf S. 34 In der Abbil-

dung 3.10 sind die maximalen Chemilumineszenzintensitaten [%] bei vier verschiedenen Konzen-
trationen von Chlorpromazin-HCI im Vergleich zu einer Positiv-Kontrolle (Invertase) und einer
Negativ-Kontrolle (neg. Kontrolle) dargestellt. Aus der Abbildung geht hervor, dass bei Appli-
kation von 10uM des Effektors keine Reduktion der,8,-abhangigen Chemilumineszenz ge-
messen werden konnte. Sie lag bei allen durchgefihrten Experimenten auf einem Niveau mit der
Positiv-Kontrolle. Bei Erhéhung der Effektor-Konzentration aufyd® konnte in dem Versuchs-
ansatz dann bereits eine Verminderung der detektierten Chemilumineszenz induziert werden. Die
H,0O,-Synthese wurde bei dieser Konzentration um etwa 80% in Bezug zu der Positiv-Kontrolle
reduziert. Eine Steigerung der Effektorkonzentration auf 100 bzwuRD@og eine vollstandige

und reproduzierbare Reduktion deg®p-abhéangigen Chemilumineszenz in den Versuchsansét-

zen nach sich.
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Abbildung 3.10: Darstellung der maximalen Invertase-induzierten Chemilumineszenz in einer
SuRkartoffel-Suspensionskultur nach Zugabe dessPbAibitors Chlorpromazin-HCI in den Konzentra-
tionen 10, 50, 100 und 2QM. + Standardfehler des Mittelwertes von 3 Experimenten.

3.5.2 Phospholipase C

Um genaueren Aufschluss Uber die Beteiligung der PLC am Elicitor-induzierten ,oxidative
burst* in SuRkartoffel-Suspensionskulturen zu erlangen wurde der Effektor U-73122 (Tabel-
le 2.2) auf seine inhibierende Wirkung getestet. Dieser Effektor ist ein hoch spezifischer Inhibitor
der PLC. Die Spezifitat des Effektors wird mit Hilfe einer Analogsubstanz sichergestellt, die nur
eine sehr geringe inhibierende Wirkung auf die PLC besitzt. Aus der Abbildung 3.11 wird ersicht-
lich, dass der PLC-Inhibitor U-73122 eine Reduktion defObtabhangigen Chemilumineszenz
induzierte. Bei Applikation von M des Effektors wurde eine halbmaximale Inhibierung des
Loxidative burst detektiert. Die Inkubation der Zellen mip®1 U-73122 fuhrte ebenfalls zu einer
Reduktion des Chemilumineszenzsignals um etwa 20%. Eine weitere Konzentrationsverringerung
des Effektors in dem Versuchsansatz aufiivblie? keine reproduzierbare Reduktion des Signals
mehr erkennen. Die Kontrollsubstanz U-73343 zeigte bei Applikation v ®benfalls eine
unterdrickende Wirkung auf das Chemilumineszenzsignal. Das Effektor-Analogon reduzierte die
H,0O,-abhangige Chemilumineszenz unter 40% der Positiv-Kontrolle (Invertase) und erreichte
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damit die starkste Inhibierungsrate aller gemessenen Ansatze. Dies deutete darauf hin, dass es
sich bei den HO,-unterdriickenden Effekten nicht um spezifische Einfliisse auf die PLC handelte.
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Abbildung 3.11: Zeitlicher Verlauf der Invertase-induzierten Chemilumineszenz in Sufkartoffel-
Suspensionskulturen nach Zugabe des PLC-Inhibitors U-73122 in den Konzentrationen 0,5, 2 und
5 UM sowie der nicht PLC-inhibierenden Analogsubstanz U-73343 in der Konzentration ph Beg.-
Kontrolle = nicht elicitierte Zellkultur; Invertase = elicitierte Positiv-Kontrolle, ohne weiteren Effekitor.
Standardfehler des Mittelwertes von 3 Experimenten.

Da es bei der Applikation von U-73122 offenbar zu unspezifischen Reaktionen kam sollte mit dem
Effektor Neomycin-Sulfat, einem weiteren selektiven PLC-Inhibitor, die Frage nach der Beteili-
gung der PLC am ,oxidative burst* der Stf3kartoffelzellen geklart werden. In Abbildung 3.12 ist
die maximale Chemilumineszenz [%)] in Abhangigkeit dieses PLC-Inhibitors gezeigt. Nach Appli-
kation von 10QuM bzw. 200uM Neomycin-Sulfat war keine deutliche Reduktion feststellbar. Bei
Verwendung von 40QM des Effektors konnten die #D,-abhé&ngige Chemilumineszenz ledig-

lich um ca. 20% reduziert werden. Der PLC-Inhibitor konnte den Invertase-induzierten ,oxidative
burst* bei Applikation von 600 bis 80M Neomycin-Sulfat um maximal 24% reduzieren. Die
H,0,-Synthese zeigte, wenn auch nur eine geringe, Sensitivitat gegeniiber dem Neomycin-Sulfat
und deutete damit auf eine mdgliche Beteiligung der PLC am ,oxidative burst* hin.
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Abbildung 3.12: Maximale Invertase-induzierte Chemilumineszenz [%] in einer SufRkartoffel-
Suspensionskultur nach Zugabe des PLC-Inhibitors Neomycin-Sulfat in den Konzentrationen 100, 200,
400, 600 und 80@M . + Standardfehler des Mittelwertes von 3 Experimenten.

3.6 Extrazellulare pH-Wertmessung - Alkalisierungstests

Die Alkalisierung des externen Milieus ist im engeren Sinne keine direkte Reaktion der Pflanzen-
zelle auf einen externen Stimulus. Diese pH-Wertanderung ist vielmehr eine Folge veranderter
lonenstrome und somit ein Ergebnis der Membrandepolarisation. Durch aktivierte Anionenkanéle
verlassen neben Cllonen auch Anionen organischer Sauren die Zelle. Diese binden Protonen
und alkalisieren so das externe Medium [Felle et al. 2000] . Eine weitere Ursache fir die extrazel-
lulare Alkalisierung ist die Hi-Bindung bei der Synthese von,8, durch die membranstandige
NADPH-Oxidase. In den folgenden Versuchen sollte dieser Aspekt der pflanzlichen Abwehr-
mechanismen auch in Hinblick auf die Verwendung verschiedener elicitierender Substanzen und
inhibierender Effektoren néher betrachtet werden.
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3.6.1 Invertase-induzierte externe Alkalisierung

In Abbildung 3.13 ist der Verlauf einer Elicitor-induzierten Alkalisierung des Kultur-Mediums ei-

ner SulRkartoffelsuspensionskultur dargestellt. Die Hohe der pH-Wertanderung war zum einen von
der Konzentration des eingesetzten Elicitors und zum anderen vom Alter und der Wachstumsphase
der Zellkultur abhéngigsfehe Kap. 2.5 auf S. 24Die Kinetik der pH-Wertanderung zeigte nach
einer kurzerag-Phase einen exponentiellen Verlauf und ging anschlieend in eine Sattigungspha-
se uber. Eine nachfolgende Azidifizierung wurde bei keiner Messung einer Alkalisierungsreaktion
(Kapitel 2.5) festgestellt.
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Abbildung 3.13: Repréasentative Darstellung des zeitlichen Verlaufs einer Elicitor-induzierten (Invertase
[200 pg - mI~1]) pH-Wertanderung im Kulturmedium einer SiiRkartoffelsuspensionskultur.

3.6.2 Alkalisierungstest in Anwesenheit des Anionenkanal-Blockers DIDS

Wie bereits in Kapitel 3.2 dargestellt wurde, sind aktivierte Anionenkanale in der pflanzlichen
Zellmembran flr die Invertase-induzierte ®b-Synthese wichtig. Zur Untermauerung dieser Re-

sultate wurde der Effektor DIDS zur Untersuchung einer moglichen Beteiligung von Anionen-
kanalen an der Elicitor-induzierten extrazellularen Alkalisierung verwendet. In Abbildung 3.14 ist
der Verlauf einer Alkalisierungsreaktion in Anwesenheit des Effektors DIDS bei gleichzeitiger
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Elicitierung mit 200ug - ml~1 Invertase dargestellt. Bei dieser Messung wurde neben einer Ver-
zOgerung der extrazellularen Alkalisierung auch ein wesentlich geringei¢in dem Versuchs-
ansatz mit 10uM DIDS beobachtet. Die maximakspH-Wertédnderung von 0,35 pH-Einheiten
wurde nach 25 Minuten erreicht, wohingegen der nicht reprimierte Invertase-Ansatapiie
Wertanderung um 0,65 pH-Einheiten aufwies.
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Abbildung 3.14: pH-Wertanderung des Kulturmediums in einer mit DIDS inkubierten SufRkartoffel-
Suspensionskultur bei Elicitierung mit Invertase, einer Positiv-Kontrolle (Invertase) sowie einer Negativ-
Kontrolle (neg. Kontrolle)4+ Standardfehler des Mittelwertes von 3 Experimenten.

3.6.3 Mastoparan-induzierte externe Alkalisierung

Die Hinweise einer Beteiligung von Phospholipase #nd Phospholipase C am ,oxidative
burst* der SuRRkartoffelzellen fuhrten zu der Frage wie diese Signalkomponenten aktiviert werden.
Untersuchungen an anderen Zellsystemen zeigten eine Aktivierung der Lipasen durch G-Proteine.
Versuche mit dem G-Protein-Aktivator Mastoparan ein®ptSynthese in StR3kartoffelzellen zu
induzieren waren nicht erfolgreich. Der Effektor Mastoparan, ein Oligopeptid aus 14 Amino-
sauren, besitzt die Fahigkeit heterotrimere G-Protesiehé Kap. 1.1.7 auf S. Lzu aktivieren.

Die raumliche Konformation diese Peptids imitiert die Doméane Liganden-aktivierter Rezeptor-
molekile, welche die Sequenz der G-Proteine registrieren konnen. Um diese Resultate zu stlitzen
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wurde die Messung der extrazellularen Alkalisierung in Anwesenheit des Aktivators als zweiter
Indikator einer Abwehrreaktion herangezogen.

Bei der vergleichenden Betrachtung der Messergebnisse des Alkalisierungstestes mit dem Effek-
tor MastoparanAbb. 3.15 und einer Invertase-induzierten extrazellularen Alkalisierung wurde
ein unterschiedlicher Verlauf der pH-Wertdnderung des Invertase-Ansatzes und der Ansatze mit
Mastoparan festgestellt. Die Invertase-induzierte externe Alkalisierung des Kulturmediums setzte
mit einer deutlichen Verzdgerungsphase von etwa 5 Minuten ein (vergleichédabcB.13, wo-
hingegen die Kinetik der Mastoparan-induzierten Ansatze diesPhase nicht zeigten.
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Abbildung 3.15: Darstellung der pH-Wertanderung des Kulturmediums in einer Sti3kartoffelsuspensions-
kultur nach Applikation des G-Protein-Aktivators Mastoparan in den Konzentrationen 0,5, 1, 2,%Mhd 5
+ Standardfehler des Mittelwertes von 3 Experimenten.

Die in Abbildung 3.15 dargestellten Alkalisierungsmessungen zeigten eine konzentrationsab-
hangige Anderung des extrazellularen pH-Wertes. Bei einer Mastoparan-Konzentration von
0,5uM war keine pH-Wertanderung im Kulturmedium der Sif3kartoffelzellen nachweisbar. Eine
erhohte Effektor-Konzentration vonM im Versuchsansatz, I6ste einen Anstieg des pH-Wertes

im Kulturmedium aus. Der Anstieg betrug jedoch im Schnitt lediglich 0,08 pH-Einheiten und
erreichte somit gerade 20% des durchschnittichen Maximalwertes des Invertase-Ansatzes. Bei
Applikation von 2,5uM Mastoparan wurde eine Alkalisierung von 0,2 pH-Einheiten erreicht,
was ca. 60% des Invertase-Ansatzes entsprach. Bei einer weiteren Erhohung der Konzentration
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auf 5 uM war nur noch eine geringfigige Zunahme der Alkalisierung zu beobachten. Diese
Ergebnisse deuteten auf eine Beteiligung heterotrimerer G-Proteine in dem Elicitor-induzierten
Signalweg des ,oxidative burst* in SufR3kartoffeln. Die nicht nachweisbare Induktion ¥0g bei
Applikation von Mastoparan war vermutlich auf eine Reduzierung der Signalstarke durch den
G-Protein-Aktivator zurtickzufiihren.

3.6.4 Alkalisierungstest mit dem PLA-Inhibitor HELSS

In den nachfolgenden Experimenten sollte eine direkte Kopplung bzw. Aktivierung der Phospho-
lipase A durch G-Proteine nachgewiesen werden. Dafir wurde neben dem G-Protein-Aktivator
Mastoparan der Phospholipase-Inhibitor HELSS verwendet. Die Effektorsubstanz H&EERS (
Tab. 2.8 auf S. 3ist ebenfalls ein potenter PL,ANnhibitor, der sich jedoch in Vorversuchen als
ungeeignet fir HO,-Messungen in StRkartoffel-Suspensionskulturen erwies, da sein Einsatz zu
einer Reduktion des Chemilumineszenz-Signals fuhrte. Der,RhAbitor Chlorpromazin-HCI
(Kapitel 3.10) zeigte dagegen keinen inhibierenden Einfluss auf die Elicitor-induzierte Alkalisie-

rung.

Die Abbildung 3.16 zeigt, dass bei der Applikation von il HELSS keine Alkalisierung

des Kulturmediums induziert wurde. Mit dem Pj-#nhibitor HELSS in einer Konzentration

von 10 uM und gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit M Mastoparan (siehe auch Kapi-

tel 3.6.3) wurde eine extrazellulare Alkalisierung induziert. Dabei kam es innerhalb von 7 Minuten
zu einer pH-Wertanderung um 0,19 pH-Einheiten. Diese leichte Alkalisierung blieb im Messzeit-
raum von einer Stunde etwa konstant. Eine Konzentrationsverringerung desliitiititors auf

2 UM bei gleichzeitiger Applikation von BM Mastoparan, lief3 den pH-Wert des Kulturmediums
innerhalb von 7 Minuten um 0,3 pH-Einheiten ansteigen. Dieses Alkalisierungsniveau sank
jedoch im Laufe der Messdauer (60 Minuten) wieder um etwa 0,1 pH-Einheiten ab. Die unge-
hemmte extrazellulare Mastoparan-induzierte Alkalisierung erreichte eine pH-Wertanderung um
0,45 pH-Einheiten. Es wurde ein Maximum dieser Alkalisierungsreaktion 10 Minuten nach dem
Inkubationsbeginn ermittelt. Im nachfolgenden Messzeitraum verringerte si¢hpiéWert um

0,1 pH-Einheiten.
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Abbildung 3.16: Représentative Darstellung einer Mastoparan-induzierten pH-Wert&nderung des Kultur-
mediums einer Sul3kartoffel-Suspensionskultur nach Applikation des-ibAbitors HELSS in den Kon-
zentrationen 2 und 10M.

3.6.5 Bakterien-induzierte externe Alkalisierung

Mikroorganismen stellen in der nattrlichen Umgebung der Pflanze einen potentiellen Stimulus fur
Abwehrreaktionen dar. Wurde bisher der Einfluss eines ,kiinstlichen* Stressors wie der Invertase
untersucht, so ist weiterfuhrend ein Vergleich mit bakteriell induzierten Effekten notwendig.
Durch die Betrachtung bakterieller Einflisse auf die Abwehrreaktionen der Pflanzenzellen
sollten Differenzierungen zwischen dem bakteriellen Interaktionspar@laconacetobacter
diazotrophicusund dem nattrlichen Phytopathog®&alstonia solanacearunherausgearbeitet

werden.

Die Inkubation von StfZkartoffel-Suspensionskulturen mit dem PhytopatH®gsalanacearum

(Tab. 2.3 wurde mit einer Animpfdichte von Odg = 0,025 durchgefiihrt. Diese Animpfdichte
erwies sich fir die Induktion eines ,oxidative burst* als optimal (Kapitel 3.8). Die Zugabe der
Bakterien fuhrte zu einer deutlichen Alkalisierung des Kulturmediums, wobei die Kinetik der pH-
Wertanderung analog zu der Invertase induzierten Alkalisierung verlief. In Abbildung 3.17 ist zu
erkennen, dass sowohl bei der Invertase-induzierten als auch der Pathogen-induzierten Alkalisie-
rung anfanglich eine ca. 5-minltigag-Phase vorlag, an die sich ein exponentieller Anstieg des
pH-Wertes anschloss. Nach etwa 30 Minuten ging die pH-Wertanderung in eine Sattigung Uber,
die sich bis zum Ende der Messdauer von 60 Minuten auf diesem Niveau stabilisierte.
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Abbildung 3.17: Reprasentative pH-Wertdnderung des Kulturmediums in einer SufRkartoffel-
Suspensionskultur bei Inkubation mit Invertase [2@9 - ml~1], mit dem PhytopathogeRalstonia
solanacearunund dem Endophyte@Gluconacetobacter diazotrophicust jeweils einer OR7gvon 0,025.

Ein anderes Ergebnis zeigte die Endophyten-induzierte Alkalisierungsreaktion in den Sukartoffel-
Suspensionskulturen. Es kam zu einer deutlich geringeren Alkalisierung des Kulturmediums bei
gleicher inokulierter Bakteriendichte (@ = 0,025). Die Pathogen-induzierte Alkalisierung er-
reichte mit einedApH-Wertanderung von 0,4 das Niveau der Invertase-induzierten Alkalisierung,
wohingegen in dem Endophyten-Ansatz lediglich eliH-Wertanderung von 0,15 induziert

wurde.

3.7 HPLC-Analyse verschiedener Zellkulturen

Bei der Signalgebung bzw. Signalunterdrickung wahrend der Ausbildung einer Pflanzen-
Mikroorganismen-Interaktion hat sich der Phytoeffektor Indol-3-Essigsaure (IAA) als ein mogli-
cher Modulator dieser Signalkaskaden herauskristallisiert. Interessanterweise produzieren nicht
nur Pflanzen diesen Phytoeffektor, sondern auch eine Reihe von Mikroorganismen. Unter ihnen
befindet sich der Endoph@luconacetobacter diazotrophicukr ist in der Lage Konzentrationen
zwischen 0,14 und Bg - ml~1 IAA zu synthetisieren und das Auxin aus der Zelle auszuschleu-
sen [Fuentes-Ramirez et al. 1993]. Ahnliche stoffwechselphysiologische Eigenschaften konnten
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bei anderen synergistischen Mikroorganismen wie beispielsw&tsspirillum [Crozier et al.

1988] aber auch bei Phytopathogenen Wigeudomonas syringa@®obinette und Matthysse
1990] nachgewiesen werden. In einer Zusammenarbeit mit Herrn Dr. K. Kalippke wurden mit
freundlicher Unterstlitzung von Prof. Berger und Mitarbeitern (Institut fir Lebensmittelchemie,
Universitat Hannover) Zellkulturmedien in Hinblick auf ihren IAA-Gehalt analy$iertDie
HPLC-Analysen von Reinkulturen sowie einer Mischkultur der Interaktionspatip@moea
batatas und dem EndophyterGluconacetobacter diazotrophicusollten Aufschluss dariiber
geben, ob durch die Interaktion eine vermehrte Synthese des Auxins stattfindet. Daflir wurden
Rein- sowie Mischkulturen beider Organismen in einem Kultivierungsalter von 2, 6 und 21 Tagen
auf ihren IAA-Gehalt hin untersucht.

Die Kulturen wurden wie in Kapitel 2.8.2 beschrieben vorbereitet, aufgereisighd Kap. 2.8.3
auf S. 3] und die IAA-Konzentration im Kulturmedium mittels HPLC-Analyse bestimgi¢lie
Kap. 2.8.4 auf S. 32 Wie in Abbildung 3.18 dargestellt, nahm der IAA Gehalt in der Reinkultur
von Gluconacetobacter diazotrophiciiber die gesamte Kulturdauer hinweg ab. So wurde in den
2 Tage alten Kulturen des Endophyten eine Konzentration von Qg 7nl~1 nachgewiesen. In
den 6 Tage alten Reinkulturen sank die Konzentration der IAA jedoch auf P63~ ab, und
nach 21-tagiger Kultivierungsdauer war schlie3lich kein IAA mehr nachweisbar.

Im Vergleich zur Endophytenkultur vo@luconacetobacter diazotrophicwgurde bei der Rein-
kultur der SuRkartoffelsuspension eine gegenlaufige Anderung im IAA Gehalt beobachtet. So
konnte nach zwei Kultivierungstagen keine IAA mit Hilfe der HPLC-Technik nachgewiesen wer-
den. Nach 6 Tagen lag hingegen eine IAA-Konzentration von 0887 ml~1 vor, die nach
21-tagiger Kultivierung auf einen Wert von 0,708 - mi~! leicht anstieg. In der Mischkultur
beider Organismen lag die IAA-Konzentration zu jedem Kultivierungszeitpunkt (2, 6, 21 Tage)
deutlich héher als in den Reinkulturen der Suf3kartoffel und des Endophyten. Am zweiten Tag
betrug die IAA-Konzentration 0,808g - ml—1, was etwa der 4,5fachen Konzentration der Summe
beider Reinkulturen zu diesem Zeitpunkt entsprach. Am 6. Tag der Mischkultivierung stieg die
IAA-Konzentration nochmals deutlich auf 3,088/ml an. Auch hier lag das Verhéaltnis zwischen

der Summe der Reinkulturen und den Mischkulturen bei dem Faktor 4,5. Am 21. Kultivierungs-
tag sank die absolute IAA-Konzentration in der Mischkultur wieder auf 1 %87ml~* ab und
erreichte damit nur noch die Halfte der Konzentration, die am 6. Tag detektiert wurde. Gegentber
den Reinkulturen war die IAA-Konzentration zu diesem Zeitpunkt um den Faktor 2,5 erhoht.

1Die Ergebnisse dieser Zusammenarbeit wurden bereits im Jahr 2000 von Herrn Dr. Kalippke im Rahmen seiner
Dissertation [Kalippke 2000] verdffentlicht.
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Abbildung 3.18: IAA-Konzentrationen in den Reinkulturen vapomoea batatasnd Gluconacetobacter
diazotrophicusowie in einer Mischkultur beider Organismen nach 2, 6 und 21 Tagen Kulturdauer.

3.7.1 Einfluss des Auxins Indol-3-Essigsaure auf die externe Alkalisierung

Ein interessanter Aspekt in der Betrachtung der extrazellularen Alkalisierung ist ein méglicher
Effekt des Auxins IAA. Wie schon in (Kapitel 3.7) dargestellt, ist die Indol-3-Essigsaure bei der
Interaktion von Mikroorganismen und Suf3kartoffelzellen involviert. Neben dem wachstumsfor-
dernden Einfluss, der bspw. bei der Interaktion ¥oabidopsisund Azospirillumnachgewiesen
werden konnte [Schulze-Stanke 2003], wird auch eine unterdriickende Wirkung auf Abwehrreak-
tionen der Pflanzenzelle diskutiert [Robinette und Matthysse 1990].
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Abbildung 3.19: pH-Wertédnderung des Kulturmediums in einer mit IAA inkubierten SuRkartoffel-
Suspensionskultur bei Elicitierung mit InvertageStandardfehler des Mittelwertes von 3 Experimenten.

Bei der Betrachtung der externen Alkalisierung der Invertase-elicitierten Stf3kartoffelzellen wurde
in Anwesenheit von 1M IAA eine Verringerung dieser Reaktion beobachtet. Die Zellen wurden

fur diese Messungen ca. 5 Minuten vor Applikation des Elicitors mit IAA vorinkubiert. Die Kine-

tik der externen Alkalisierung ist in beiden Anséatzen sehr &hnlich und zeigt den typischen Verlauf
einer Invertase-induzierten Alkalisierung (Kapitel 3.6.1). Im IAA-Ansatz wurde jedoch eine ge-
ringereA pH-Wertanderung induziert, die im Durchschnitt nur ca. 0,5 pH-Einheiten erreichte. Im
Gegensatz dazu stieg der pH-Wert des Versuchsansatzes in Abwesenheit des Phytoeffektors 1AA
durchschnittlich um 0,8 pH-Einheiten.

3.8 Das PhytopathogenRalstonia solanacearumals Induktor des

,oxidative burst*

Das PhytopathogeRalstonia solanacearurst ein nattirliches Pathogen der SuRkartoffelpflanze
(siehe Kap. 1.1.4 auf S) und besitzt Eigenschaften die das Bakterium zu einem idealen Modell-
system fur die Untersuchung der pflanzlichen Pathogenantwort machen. Das Phytopathogen ist
weltweit verbreitet, es ist sehr gut an das Leben im Boden adaptiert und kann dort fir eine gewisse
Zeit ohne Wirtspflanze Uberdauern. Zudem hat das Phytopathogen ein sehr weites Wirtsspektrum
von tber 200 Pflanzenspezies [Elsas et al. 2000]. Eine weitere Besonderheit dieses Bakteriums ist
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die hohe Mutationsrate zu einem avirulenten Typus bei langerer Kultivierungsdauer [French et al.
1995]. Dieser Eigenschaft wurde mit einer konsequenten Stammhaltung entgegengealiikt (
Kap. 2.2 auf S. )7

Bei der Betrachtung der ermittelten Messdaten eines Pathogen-induzierten ,oxidative burst“ist ein
Zusammenhang zwischen der optischen Dichte des Phytopathogens ungQdeasltiangigen
Chemilumineszenz zu beobachten. Aus Abbildung 3.20 wird ersichtlich, dass bereits eine sehr
geringe Zellzahl des Bakteriums einen voll ausgebildeten ,oxidative burst* in einer Su3kartoffel-
Suspensionskultur induzierte. Eine optische Dichte von 0,001 des Bakteriums war ausreichend,
um einen Anstieg der $D,-Bildung reproduzierbar nachvollziehen zu kdénnen. Die halbmaxi-
male Induktionsrate des ,oxidative burst‘ wurde bei der Inkubation der SiRkartoffelzellen mit
einer ODB;7g von 0,01 ermittelt. Wurde die optische Dichte des Versuchsansatzes auf 0,025 ein-
gestellt, erreichte die $D,-abhangige Chemilumineszenz etwa 80% der Invertase-induzierten
Positiv-Kontrolle. Eine weitere Erhéhung der @l@im Probenansatz auf 0,05 hatte keinen zu-
satzlichen Effekt auf die Chemilumineszenz der Probe. Der Wert stagnierte auf dem Niveau des
zuvor beschriebenen Versuchsansatzess(@P0,025).

100 - —
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60 1

40

Chemilumineszenz [%]
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Abbildung 3.20: Darstellung der maximal induzierten Chemilumineszenz in Abhangigkeit der Zelldichte
des Phytopathoge&alstonia solanacearumt Standardfehler des Mittelwertes von 2 (+R.s. OD = 0,05)
bzw. 4 Experimenten.
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Im Zusammenhang mit diesen Messungen wurde das Phadnomen der Uberdurchschnittlich schnel-
len Mutationsrate des Pathogens zu einem avirulenten Typ beobachtet. Dabei wurde deutlich,
dass bereits ein drei- bis viermaliges Uberimpfen der Bakterienkultur in frisches Kulturmedium
zum teilweisen bzw. vollstandigen Verlust der Pathogenitat fiihrte. Diese Beobachtung hatte zur
Folge, dass in samtlichen nachfolgenden Experimenten lediglich Kulturen eingesetzt wurden, die
maximal zweimal subkultiviert worden waren (siehe auch Kapitel 2.2). Dies war notwendig, um
sicherzustellen, dass es sich bei einer reduzierten Abwehrreaktion der Pflanzenzellen nicht um
einen Pathogenitatsverlust des Bakteriums handelte.

Desweiteren wurde uberpriift inwieweit die identifizierten Signalkomponenter, Rhé C&-
abhangige Protein-Kinasen (CDPK) eines Invertase-induzierten ,oxidative burst® auch bei
Elicitierung der SuRkartoffelzellen mit dem Pathogealstonia solanacearunmvolviert wa-

ren. Fur diese Untersuchungen wurden analog zu den Invertase-induzierten ,oxidative burst"-
Messungen die Effektoren K-252a (CDPK-Inhibitor) und Chlorpromazin-HCL (Rlohibitor)
verwendet. In den in Abbildung 3.21 dargestellten Messungen wurden die in den Invertase-
Versuchen ermittelten maximal wirksamen Konzentrationen des jeweiligen Effektors eingesetzt.
Beide Inhibitoren unterdriickten in den eingesetzten Konzentrationen die Pathogen-induzierte
H,0,-Synthese vollstéandig. Dieses Resultat zeigte, dass sowohl dig, Rlsfhauch die CDPK
essentielle Komponenten des Pathogen-induzierten ,oxidative burst” in StiRkartoffelzellen waren.
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Abbildung 3.21: Zeitabhéngige Darstellung der Pathogen-induzierten Chemilumineszenz in Anwesenheit
des CDPK-Inhibitors K-252a und des PgAnhibitors Chlorpromazin-HCl+ Standardfehler des Mittel-
wertes von 4 Experimenten.
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3.9 ,oxidative burst*-Messungen mit dem Endophyten

Gluconacetobacter diazotrophicus

In den folgenden Experimenten wurde die Fahigkeit des Endophékiconacetobacter
diazotrophicus geprift, eine pflanzliche Abwehrreaktion in SuRkartoffel-Suspensionszellen
in Form eines ,oxidative burst‘ zu induzieren. Dazu wurde eine vergleichende Untersuchung mit

dem Elicitor Invertase sowie dem Phytopathograistonia solanacearumurchgefihrt.

Die Resultate der pD,-abhangigen Chemilumineszenz-Messungen mit der Invertase und dem
Phytopathogen zeigten erwartungsgemald eine maximale Induktion des ,oxidative burst‘. Die
H,0,-Synthese erreichte in beiden Ansatzen etwa das gleiche Niveau und bestétigte die Er-
gebnisse vorhergehender Experimente (Kapitel 3.8 und Kapitel 3.1). Bei der Inkubation der
Pflanzenzellen mit dem Endophyt&luconacetobacter diazotrophicwgurde ebenfalls ein An-

stieg der HO»-abhangigen Chemilumineszenz nachgewiesen. Es war jedoch festzustellen, dass
die Intensitat der induzierten Abwehrreaktion bei gleicher optischer Dichte im Versuchsansatz
(ODs7g = 0,025) lediglich 30 bis 40% des Phytopathogen-induzierten ,oxidative burst* erreichte.
Die Kinetik desRalstoniainduzierten ,oxidative burst* hatte in etwa den gleichen Verlauf wie

die Invertase-induzierte Positiv-KontrollAl§b. 3.23.
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Abbildung 3.22: Zeitabhangige Darstellung des ,oxidative burst* in Abhéangigkeit vom verwendeten Mi-
kroorganismus+ Standardfehler des Mittelwertes von 4 Experimenten.
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Dabei war zu beobachten, dass kurz nach Applikation der Invertase bzw. des Pathoget@die H
Synthese im Vergleich zur Negativ-Kontrolle anstieg. Beide Versuchsansétze erreichten nach
30 Minuten ein Maximum der D,-abhéngigen Chemilumineszenz. Im Vergleich dazu stieg
die Endophyten-induzierte J@,-Bildung erst nach 10 Minuten Uber das Niveau der Negativ-
Kontrolle an. Dieser Anstieg wies zudem eine wesentlich geringere Steigung auf und erreichte
erst nach etwa 50 Minuten ein Maximum.

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Betrachtung der durch Endophyten ausgeltsten Ab-
wehrreaktionen in einer SuRkartoffelsuspensionskultur, war eine mdogliche Wirtsspezifitat des
Endophyten. Die zuvor beobachtete ,leichte” Pathogenantwort der SuRkartoffelzellen (Kapi-
tel 3.9) bei Kontakt mit dem Endophyten-Stamm PdiBhrte zu der Fragestellung, ob es bei der
Induktion des ,oxidative burst* stammspezifische Unterschiede gibt. Um dieser Frage nachzu-
gehen, wurde der Endophyten-Stamm Pal&inem Isolat aus dem Zuckerrohr, mit dem Stamm
BR11289, einem Isolat aus der SuRRkartoffel, miteinander verglickiehg Kap. 2.1 auf S. 16

In Abbildung 3.23 ist zu erkennen, dass die detektierg®Habhangigen Chemilumineszenz

eine vergleichbare Intensitat zu den vorhergehenden Experimenten mit dem Endophyten-Stamm
Pals’ aufwies (Kapitel 3.9).
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Abbildung 3.23: Zeitabhangige Darstellung des ,oxidative burst“, induziert durch verschiedene Stamme
des Endophyter. diazotrophicu®als’ undG. diazotrophicu8R11289).+ Standardfehler des Mittel-
wertes von 3 Experimenten.
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Zudem war bei einer identischen Animpfdichte von £§€= 0,025 kein Stamm-spezifischer Un-
terschied bei der Induktion eines ,oxidative burst” in einer Su3kartoffel-Suspensionskultur festzu-
stellen. Die Erhéhung der Endophyten-Zelldichte im Inkubationsansatz ag#©D,05 flhrte zu

einer Reduktion der pO,-Synthese. In diesen Ansatzen wurde von beiden Endophyten-Stammen
lediglich eine 20%ige Erhdhung der8,-abhangigen Chemilumineszenz induziert.

3.10 PAL-Aktivitat

Um auch die spaten Abwehrreaktionen einer elicitierten Suf3kartoffel-Suspensionskultur zu erfas-
sen und Differenzen zwischen den induzierenden Mikroorganismen zu prifen wurde die Aktivitat
der Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) gemessen. Die PAL katalysiert die Umsetzung von
L-Phenylalanin zutransZimtsaure, der Eingangsreaktion im weitverzweigten Phenylpropanoid-
Weg (Kapitel 1.1.5). Dieser Stoffwechselweg fuihrt u.a. zur Biosynthese von polyphenolhaltigen
Komponenten, wie Flavonoide, Phenylpropanoide oder Lignin, in Pflanzen. Die Aktivitat des En-
zyms kann als Reaktion auf eine Reihe von Stimuli drastisch ansteigen [Tanaka et al. 1989]. Neben
den induzierenden Stimuli wie Licht, Phytoeffektoren oder Verletzungen des Gewebes kann auch
der Kontakt bzw. die Infektion mit einem Mikroorganismus zu einer solchen Reaktion flhren.
Die Aktivierung der PAL findet innerhalb von Stunden statt und hat zumeist ein erstes Maximum
zwischen 5 bis 7 Stunden nach Elicitierung.

Die Anderung der PAL-AKktivitat nach Elicitierung einer SiiRBkartoffel-Suspensionskultur mit drei
verschiedenen induzierenden Effektoren kann in Abbildung 3.24 im Vergleich zu einer nicht
elicitierten Negativ-Kontrolle (neg. Kontrolle) nachvollzogen werden. Neben einer Invertase-
Elicitierung der SuR3kartoffelzellen wurde eine Inkubation der Pflanzenzellen mit dem Phytopatho-
genRalstonia solanacearusowie dem Endophyte@luconacetobacter diazotrophicdsirchge-

fuhrt. Bei der Betrachtung des zeitlichen Verlaufs der PAL-Aktivitat in den genannten Versuchs-
ansatzen war zu beobachten, dass unmittelbar nach Beginn der Versuche bzw. nach zweistindiger
Inkubation, in allen Versuchsanséatzen nur eine geringe PAL-Aktivitat nachgewiesen werden konn-
te. Nach 5 Stunden stieg die Aktivitdt des Enzyms in allen Ansatzen deutlich an. Dabei war zu
beobachten, dass in dem it solanacearunmkubierten Ansatz eine dreifach héhere Aktivitat
gemessen wurde als in der Negativ-Kontrolle. Zum gleichen Zeitpunkt war die PAL-Aktivitat
im Versuchsansatz mit dem Elicitor Invertase auf das zweifache des Kontroll-Niveaus angestie-
gen. Der mitG. diazotrophicusnkubierte Ansatz lag zu diesem Zeitpunkt ebenfalls auf diesem
Niveau. Im Verlauf der nachsten zwei Probenahmen, nach 7 bzw. 10 Stunden, blieb die PAL-
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Aktivitat in den Versuchsanséatzen mit InvertaGe diazotrophicusowie in der Negativ-Kontrolle
konstant. DieR. solanacearunnduzierte PAL-Aktivitat fiel dagegen in diesem Zeitraum wieder
leicht ab, lag jedoch immer oberhalb der Aktivitat der drei anderen Versuchsansatze. Nach 12,5
Stunden Inkubationszeit anderte sich dieses Verhaltnis deutlich. Wahrend sich die Aktivitat des
Phytopathogen-induzierten Ansatzes um fast die Halfte auf das Niveau der beiden anderen elici-
tierten Ansatzen reduzierte, nahmen diese nur geringfligig ab. Nach 25 bzw. 27,5 Stunden Inkuba-
tion der SuR3kartoffel-Suspensionskulturen hatte die PAL-Aktivitat des Phytopathogen-induzierten
Ansatzes ebenso wie der Invertase-induzierte Ansatz auf das Niveau der Negativ-Kontrolle abge-
nommen. Im Gegensatz dazu blieb die PAL-Aktivitat des Endophyten-induzierten Ansatzes auf
dem Niveau der vorhergehenden Probenahmezeitpunkte.
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Abbildung 3.24: Verlauf der PAL-Aktivitat in Zellsuspensionskulturen vigpmoea batatagsnach Elici-
tierung mit InvertaseG. diazotrophicusindR. solanacearummDarstellung gemittelter Werte von jeweils 2
unabhéngigen Experimenten.

3.11 Cytosolische pH-Wertmessungen in SulRkartoffelzellen

Neben der Anderung der cytosolischen®G&onzentration in einer elicitierten Zelle, scheint
auch eine veranderte'HHomoostase wahrscheinlich. Es konnte bereits eine Anderung des ex-
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trazellularen pH-Wertes nach Elicitierung von Suf3kartoffelzellen nachgewiesen werden (Kapi-
tel 3.6.1). Dies legte die Vermutung nahe, dass es analog dazu auch zu einer intrazellularen Ande-
rung der H -Konzentration kommen kénnte. Zur Erfassung des cytosolischen pH-Wertes wurde
der pH-sensitive Fluoreszenzfarbstoff BCECF-AM eingesetzt, der sich aufgrund seiner Membran-
permeabilitat fr eine Beladung der StfZkartoffelzellen zu eignen schien. Nach der intrazellularen
Abspaltung des Acetomethyl-Restes (AM) verliert das BCECF diese Eigenschaft und kann zur

Fluoreszenz angeregt werden.

3.11.1 Kontrolle der Beladung von Suf3kartoffelzellen mit dem pH- sensitiven
Fluoreszenzfarbstoff BCECF-AM

Die Beladung der Pflanzenzellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff BCECF-AM unter Zuhilfenah-
me des Detergenz PlurofficF-127 wurde in Kapitel 2.7 auf Seite 26 ausfiihrlich beschrieben.

Die nachfolgend beschriebenen Messungen sollten Aufschluss lber den Beladungszustand der
Pflanzenzellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff geben. Daneben dienten sie auch dazu, die Fahigkeit
der Zelle fur eine aktive pH-Regulation zu analysieren [Deitmer und Schild 2000]. Diese Kontrol-

le war notwendig, da die Methode der Diffusionsbeladung fur die Stuf3kartoffelzellen modifiziert
wurde. Mit Hilfe des Ratio-Messverfahrens, bei dem das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitaten
zweier Anregungswellenlangen (439 und 490 nm) gebildet wird, konnte eine Anderung des cyto-
solischen pH-Wertes detektiert werden.

Eine Moglichkeit zum Test einer erfolgreichen Beladung der Zellen mit BCECF-AM/PIufoRic

127 war die Ammonium-Vorpuls-Methode. In Abbildung 3.25 kann der Verlauf eines
Ammonium-Vorpulses, induziert durch die Perfusion mit einer 20 mM48IH._6sung, in
BCECF-beladenen StiZkartoffelzellen Kapitel 2.7 auf Seite 26 nachvollzogen werden. Das zuge-
gebene NH, dissoziiert in der wassrigen Losung in das gasformige; Nt H. Das NH ist

in der Lage frei in die Zelle zu diffundieren und 16st dort durch die Pufferung von intrazellularen
H* eine schnelle Alkalisierung des Cytosols (Alkalose) aus. Die nachfolgende Umkehr in eine
langsame Ansauerung (Azidose) erfolgt durch die Diffusion vory Nidrch lonenkanéle oder
durch Carrier-unterstitzten Transport in die Zelle, wo das Ammoniunfreisetzt. Wird die

Zelle im folgenden mit NE-freiem Kulturmedium superfundiert, kommt es intrazellular zu
einer deutlichen Azidose, da NHlem Konzentrationsgradienten folgend aus der Zelle heraus
diffundiert. Diese Azidose kann nur durch aktive Regulation der Zelle wieder abgefangen werden
z.B. durch Aktivierung von NE/H"-Austauschern.
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Abbildung 3.25: Reprasentative Darstellung der relativen (rel.) Ratio-Anderung im Cytosol von BCECF-

beladenen SuRRkartoffelzellen, induziert mit der Ammonium-Vorpuls-Methode.

Eine weitere Méglichkeit zur Uberpriifung der mit BCECF-AM/PlurdRiE-127 beladenen Zel-

len, sowie der Empfindlichkeit des cytosolischen pH-Wertes dieser Zellen auf externe Stimuli, war
die Inkubation der Zellen mit Salzsaure (HCI). Bei Perfusion BCECF-beladener Suf3kartoffel-
zellen mit 20 mM HCI wurde eine cytosolische Azidifizierung der Zellen induzibtb( 3.29,

die ebenfalls durch aktive Transportmechanismen der Zelle wieder partiell aufgehoben wurde.
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Abbildung 3.26: Reprasentative Darstellung der relativen (rel.) Ratio-Anderung im Cytosol von BCECF-

beladenen SiiRkartoffelzellen, induziert mit 20 mM HCI.



3.11 Cytosolische pH-Wertmessungen in St3kartoffelzellen 70

Mit diesen beiden Methoden zum Test einer optimalen Beladung der Suf3kartoffelzellen mit
BCECF-AM konnte abschlielRend festgestellt werden, dass es mit der gewahlten Beladungsme-
thode mdglich war in den Su3kartoffelzellen den cytosolischen pH-Wert zu messen.

3.11.2 Anderung des cytosolischen pH-Wertes nach Elicitierung mit HE und In-
vertase

Pflanzenzellen reagieren auf eine Vielzahl externer Stimuli mit einer schnellen und charakteristi-
schen Induktion von lonenfliissen tiber die pflanzliche Zellmembran. Diese Anderungen spiegeln
sich haufig in der H-Homoostase innerhalb und auRerhalb der Zelle wider. Die veranderten
lonenstrome und die sich daraus ergebenden Folgen fir die Induktion einer schnellen Reaktion
der Pflanzenzelle sind zuvor bereits beschrieben wordiehd Kap. 3.2 auf S. 37An dieser

Stelle soll der zentralen Fragestellung nach den Unterschieden des intrazellularen pH-Signals bei
Kontakt mit verschiedenen Elicitoren nachgegangen werden. Aufgrund der Tatsache, dass bereits
eine Anderung des extrazellularen pH-Wertes einer Suspensionskultipormoea batatasach
Elicitierung festgestellt wurdesighe Kap. 3.6 auf S. $2ist auch eine intrazellulare Anderung

der H" -Homoostase bei Kontakt mit elicitierenden Faktoren naheliegend. Dabei stellte sich die
Frage, ob auf der Ebene des cytosolischen pH-Wertes eine Differenzierung in symbiontische und
Abwehr-induzierende Signaltransduktionskaskaden erfolgt.

Abbildung 3.27 zeigt die relativen Ratio-Anderungen von BCECF-beladenen SiiRkartoffelzellen
bei Kontakt mit dem Hefeextrakt-Elicitor (Kapitel 2.10) und der Reinsubstanz Invertase (Ka-
pitel 2.8). Zudem wurden Kontrollmessungen (Kontrolle) mit nicht elicitierten Pflanzenzellen
durchgefuhrt und vergleichend dargestellt. Nach einer etwa 10-minltigen Superfusionsphase
mit dem Vorinkubationsmedium (VIM, Kap. 2.4.6 auf S. 24), die zur Kontrolle einer stabilen
Beladung der Suf3kartoffelzellen diente, wurden die Zellen mit dem in VIM geldsten Elicitor
[200 pg - mI~1] superfundiert. Sowohl die mit dem Hefeextrakt-Elicitor (HE) als auch mit In-
vertase inkubierten Pflanzenzellen zeigten 1 bis 2 Minuten nach Beginn der Elicitor-Superfusion
eine Abnahme der pH-abhéngigen Fluoreszenzintensitat um 0,3 relative Ratio-Einheiten. Die be-
obachtete Intensitatsverringerung der Fluoreszenz war gleichbedeutend mit einer Azidifizierung
des Pflanzenzellcytosols zu interpretieren. Die relative Ratio-Anderung stabilisierte sich nach et-
wa 4 Minuten auf diesem Niveau.
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Abbildung 3.27: Repréasentative Darstellung der relativen (rel.) Ratio-Anderung im Cytosol von BCECF-
beladenen SiiRkartoffelzellen bei Superfusion mit (A) dem Hefeextrakt-Elicitorj@0ml—] und (B) mit

der Invertase [20Qug - mI~]. Der Zeitpunkt des vollstandigen Austausches des Messkammervolumens
(500pl) mit der Elicitor-Losung ist mit einem Pfeil markiert. In der Kontrollmessung wurde kein Effektor
zugegeben. Der Nullwert der relativen Ratio-Anderung ist mit einer waagerechten Linie gekennzeichnet.

Wie auch in Abbildung 3.27 zu sehen ist wurde bei einigen Messungen eine oszillierende Inten-
sitdtsanderung des Fluoreszenzsignals zu beobachten. Dies war auf die ungleichmafige Pumpge-
schwindigkeit der eingesetzten Schlauchpun®eristaltic Pump P-3, Fa. Pharmacia Fine Che-
micalg zuriickzuftihren, die dazu fihrte, dass es zu Schwankungen des Flissigkeitsstandes in der
Messkammer (siehabb. 2.1 auf S. 28&am, was sich im Fluoreszenzsignal widerspiegelte.
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3.11.3 Intrazellularer pH-Wert bei Kontakt mit Ralstonia solanacearum

In den nachfolgenden Experimenten wurde der cytosolische pH-Wert bei Inkubation von Sif3-
kartoffelzellen mit dem Phytopathog®&alstonia solanacearuméaher untersucht. In Kap. 3.11.2

auf S. 70 wurde bereits gezeigt, dass Elicitoren wie der Hefeextrakt und die Invertase das intrazel-
lulare pH-Signal charakteristisch andern. Die InteraktionsexperimentB.rsitlanacearunsoll-

ten genaueren Aufschluss dartiber geben wie sich das pH-Signal bei Kontakt mit einem patho-
genen Mikroorganismus verhalt. In Abbildung 3.28 ist der Verlauf einer intrazellularen pH-
Wertanderung in Anwesenheit des Phytopathogens dargestellt. Die St3kartoffelzellen wurden zu-
nachst mit VIM (Kapitel 2.4.6) superfundiert bis sich eine konstante Fluoreszenzintensitat (keine
relative-Ratio-Anderung) der BCECF-beladenen Zellen eingestellt hatte. Etwa 10 Minuten nach
Erreichen eines konstanten Fluoreszenzsignals wurden die Pflanzenzellen in die Messkammer mit
einer Suspension des PhytopathogRatstonia solanacearuf©Ds7g = 0,025 in VIM) superfun-

diert. 2 Minuten nach dem vollstandigen Medienaustausch in der Messkammer reduzierte sich
der pH-abhangige Ratio-Wert innerhalb von 2 Minuten 400 (relative Ratio-Anderung). In

den darauf folgenden 10 Minuten sank das Fluoreszenzsignal noch um-@pvab und erreichte

damit insgesamt eine relative-Ratio-Anderung umh4.

In Abbildung 3.28 sind zudem Falschfarbenaufnahmen zu vier verschiedenen Zeitpunkten der zu-
vor beschriebenen Fluoreszenzmessung dargestellt. Die erste Abbildung (1. Minute) zeigt die in
Falschfarben dargestellte pH-abhangige Fluoreszenz der vermessenen SiuRRkartoffelzellen 1 Mi-
nute nach Erreichen eines konstanten Fluoreszenzsignals. Die zweite Abbildung (10. Minute)
wurde direkt nach dem vollstandigen Austausch des Vorinkubationsmediums mit der Bakterien-
Suspension (s.0.) in der Messkammer festgehalten. Es war bis zu diesem Zeitpunkt keine wesent-
liche Anderung in der Falschfarbendarstellung zu erkennen. In der dritten Abbildung (14. Minute)
war eine deutliche Farbverschiebung von griin nach blau in dem Cytosol der Zellen zu beobachten.
Die farbliche Anderung entsprach einer Reduktion der BCECF-abh&ngigen Fluoreszenzintensitat
und stellte damit visuell die Azidifizierung des Cytosols der Pflanzenzellen dar. In der vierten
Falschfarbendarstellung (25. Minute) wurde die sich fortsetzende Azidifizierung des Cytosols der
Pflanzenzellen und der damit verbundenen negativen Ratio-Anderung nochmals verdeutlicht.
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Abbildung 3.28: Verlauf der relativen Ratio-Anderung wahrend der Superfusion von BCECF-
beladenen SuRkartoffelzellen mit dem Phytopathdgalstonia solanacearufODs7g = 0,025) und ei-

ner Ratio-abhangigen Falschfarben-Darstellung der Pflanzenzellen zu vier verschiedenen Mess-Zeitpunkten
(1., 10., 14. und 25. Minuten). Reprasentative Darstellung von 4 unabhangigen Experimenten.

Neben der zuvor beschriebenen sehr schnellen Fluoreszenzanderung BCECF-beladener SuR-
kartoffelzellen bei Perfusion mit dem Phytopathodgealstonia solanacearumwurde in eini-

gen Féllen auch eine wesentlich langsamere Intensitatsverminderung beobachtet. In Abbil-
dung 3.29 wurde diese Beobachtung grafisch dargestellt. Nach dem Beginn der Perfusion mit
dem Phytopathogen (G = 0,025 in VIM) sank die pH-abhangige Fluoreszenz (relative Ratio-
Anderung) in den Zellen innerhalb von 20 Minuten um 0,3 bis 0,4 relative Ratio-Einheiten ab.

In einigen Fallen wurden auch Verringerungen um 0,8 relative Ratio-Einheiten gemessen (siehe
auchAbb. 3.3).
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Abbildung 3.29: Verlauf der relativen Ratio-Anderung wahrend der Perfusion von BCECF-beladenen Suf3-
kartoffelzellen mit dem Phytopathog&alstonia solanacearutf©Ds7g = 0,025). Die rote und schwarze

Linie kennzeichnen die Fluoreszenzintensitat von zwei Zellen im Versuchsansatz. Der Nullwert der rela-
tiven Ratio-Anderung ist mit einer waagerechten Linie gekennzeichnet. Repréasentative Darstellung von 4
unabhéngigen Experimenten.

3.11.4 Intrazellularer pH-Wert bei Kontakt mit Gluconacetobacter diazotrophicus

In den nachfolgenden Experimenten sollte geklart werden, welchen Einfluss der Endophyt
Gluconacetobacter diazotrophicaaif den cytosolischen pH-Wert hat. Bei diesen Untersuchun-
gen wurde festgestellt, dass die BCECF-abhangige Fluoreszenzintensitat in den SulRkartoffelzellen
kurze Zeit nach Applikation der Bakterien-Suspension ebenfalls leicht absinkt. In der Abbil-
dung 3.30 sind zwei Messspuren von zwei vereinzelten StRRkartoffelzellen dargestellt. Innerhalb
von etwa 4 Minuten reduzierte sich die Intensitdt um 0,07 bzw. 0,13 relative Ratio-Einheiten.
Im Anschluss an dieses Minimum stiegen die Fluoreszenzintensitaten wieder an. Innerhalb von
14 bis 30 Minuten wurde die Fluoreszenzintensitat, die bei Messbeginn registriert wurde, erneut
erreicht und stieg in der nachfolgenden Zeit weiter stetig an. Dies war gleichbedeutend mit einer



3.11 Cytosolische pH-Wertmessungen in St3kartoffelzellen 75

Alkalisierung des Cytosols der Pflanzenzellen.
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Abbildung 3.30: Messung der relativen Ratio-Anderung in BCECF-beladenen SiiBkartoffelzellen bei Per-
fusion mit Bakteriensuspensionen v@iuconacetobacter diazotrophicusit einer OBz = 0,025. Die

blaue und griine Linie kennzeichnen die Fluoreszenzintensitat von zwei Zellen im Versuchsansatz. Der
Nullwert der relativen Ratio-Anderung ist mit einer waagerechten Linie gekennzeichnet. Repréasentative
Darstellung von 4 unabhangigen Experimenten.

3.11.5 \Vergleich des Intrazellularen pH-Signals

In den vorangegangenen Kapiteln wurden Messungen des cytosolischen pH-Wertes in Abhan-
gigkeit des jeweils elicitierenden Reizes nicht vergleichend mit anderen Reizen dargestellt.
Nachfolgend wurde eine vergleichende Untersuchung des intrazellularen pH-Signals bei Elici-
tierung mit dem PhytopathogeRalstonia solanacearundem EndophyterGluconacetobacter
diazotrophicussowie mit dem Elicitor Invertase an einer Suf3kartoffel-Zellkultur durchgefihrt.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 3.31 dargestellt. Der Abbildung ist
zu entnehmen, dass sich die pH-abhangige Fluoreszenz-Anderungen in den SiiBkartoffelzellen

Elicitor-spezifisch voneinander unterschieden.
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Im Versuchsansatz mit den Endophyten-elicitiertélu¢onacetobacter diazotrophiqusuli-
kartoffelzellen wurde direkt nach der Applikation eine Reduktion der relativen Fluoreszenzin-
tensitat (relative Ratio-Anderung) detektiert. Dies war gleichbedeutend mit einer Azidifizierung
des Cytosols der Pflanzenzelle. Wie in Abbildung 3.31 gezeigt wird, erreichte die pH-abhangige
BCECF-Fluoreszenz etwa 7 Minuten nach Zugabe des Endophyten ein Minimum und stieg
nachfolgend innerhalb von etwa 8 Minuten wieder auf den Ausgangswert. Im weiteren Verlauf
der Messung stieg die Fluoreszenzintensitat kontinuierlich, was wiederum gleichbedeutend mit
einer cytosolischen Alkalisierung war. Im Vergleich dazu kam es bei Kontakt der Pflanzenzellen
mit dem Elicitor Invertase zu einer dauerhaften Intensitatsverringerung, was gleichbedeutend mit
einer anhaltenden Azidifizierung des Cytosols zu sehen war. Der Verlauf der Invertase-induzierten
Fluoreszenzanderung zeigte eine langsame und stetige relative Ratio-Anderung, die sich erst nach
etwa 28 Minuten auf dem erreichten Niveau stabilisierte. Eine &hnliche Tendenz des Fluores-
zenzsignals zeigte der Versuchsansatz mit dem Phytopathogen-elicitierten SuRRkartoffelzellen.
Im Unterschied zum Invertase-elicitierten Ansatz verringerte sich die Intensitat der Fluores-
zenz zum einen wesentlich schneller und zum anderen wurde eine fast vierfach hohere relative
Ratio-Anderung beobachtet.
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Abbildung 3.31: Differenzierte Anderung der relativen Fluoreszenz (relative Ratio-Anderung) in BCECF-
beladenen SiuRkartoffelzellen bei Superfusion mit Bakteriensuspensionalstonia solanacearuifno-
te Linie) und Gluconacetobacter diazotrophicygrine Linie) mit einer O;g = 0,025, sowie mit
200pg - mi~t Invertase (schwarze Linie).



Kapitel 4

Diskussion

4.1 Die Rolle des Auxins IAA bei der Interaktion zwischenlpomoea

batatasund Gluconacetobacter diazotrophicus

Die Indol-3-Essigsaure (IAA) zeichnet sich durch ihre vielfaltigen physiologischen Effekte in
einer Pflanze aus. Das Wissen Uber die mit der IAA verbundenen Signaltransduktionswege ist
aber noch sehr unvollstandig [Lambrecht et al. 2000]. Dies gilt vor allem bei der Ausbildung
einer Pflanzen-Bakterien Interaktion. Inzwischen konnte gezeigt werden, dass sehr viele patho-
gene sowie synergistische Bakterien IAA synthetisieren [Glickmann et al. 1998, Fuentes-Ramirez
et al. 1993, Crozier et al. 1988]. Eine Verbindung zwischen dieser bakteriellen IAA-Synthese
und einem wachstumsfordernden Effekt auf die Pflanzen ist zwar sehr wahrscheinlich [Schulze-
Stanke 2003], konnte allerdings noch nicht eindeutig bewiesen werden. Die Ergebnisse der in Ka-
pitel 3.7 dargestellten Versuche machen deutlich, dass sowohl der Endslpicginacetobacter
diazotrophicusals auch die Sukartoffelpflanzidmoea batatgsunter geeigneten Wachstums-
bedingungen Indol-3-Essigsaure synthetisieren. In den zwei Tage alten Kulturen des Endophy-
ten wurde eine Konzentration von 0,1j§ - ml~! nachgewiesen. In diesem Zeitraum befindet
sich das Bakterium wachstumsphysiologisch gesehen im Ubergang von der logarithmischen in
die stationdre Wachstumsphase. Dies entspricht in etwa dem Zeitraum, in dem nach Fuentes-
Ramirez et al. [1993] die hochsten IAA-Syntheseratendiaconacetobacter diazotrophices-

wartet werden kénnen. Auch die Hohe der Auxin-Konzentration lag in dem Bereich, der fir diesen
Mikroorganismus in anderen Studien nachgewiesen wurde [Fuentes-Ramirez et al. 1993]. Die Ab-
nahme der IAA-Konzentration in den 6 bzw. 21 Tage alten Reinkulturen des Bakteriums korreliert
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ebenfalls mit den Wachstumsphasen des Mikroorganismus. Nach 6-tagiger Kultivierung kommt
der Sekundarstoffwechsel v@luconacetobacter diazotrophiczsim Erliegen und nach 21 Ta-

gen befindet sich das Bakterium schon langere Zeit in der Phase des Absterbens. Es konnte jedoch
durch mikroskopische Kontrollen festgestellt werden, dass in dieser Phase noch zahlreiche Zel-
len des Mikroorganismus Vitalitat zeigten. Die SuR3kartoffel-Suspensionskulturen wiesen dagegen
einen gegenlaufigen Trend in der Anreicherung des Auxins im Kulturmedium auf. Dies korreliert
mit dem Wachstumsverhalten der suspendierten SufRkartoffelzellen in dem Kulturmedium. Das
Wachstum der Pflanzenzellen in dem MS-Flissigmedium zeigt zwar die gleichen Wachstumspha-
sen, bestehend aus einer VerzogerungspHagePhase), einer exponentiellen Wachstumsphase
(log-Phase) und einer stationaren PhastatfPhase). Allerdings sind diese im Vergleich zum
bakteriellen Wachstum wesentlich langer [Kalippke 2000]. Die Pflanzenzellen befinden sich zwei
Tage nach einem Medientransfer noch in BerPhase. Nach 6-tagiger Kultivierung erreichen

sie die logarithmische Wachstumsphase, in der die Pflanzenzellen wie die Bakterienreinkultur, mit
der IAA-Synthese beginnen. Nach 21 Tagen geht das Wachstum der Pflanzenzellen in die statio-
naren Wachstumsphase tber. Die IAA-Syntheserate befindet sich zu diesem Zeitpunkt weiterhin
auf einem gleichbleibendem Niveau. Die Ursache fur die, im Vergleich zur Bakterienreinkultur,
deutlich hohere Auxin-Konzentration (0,6 - mI~t IAA) ist in Zusammenhang mit der gro-
Beren Biomasse der Pflanzenzellen zu sehen. Demgegenuber ist der Uberproportionale Anstieg
der IAA-Konzentration in den Mischkulturen damit nicht erklarbar. Insbesondere nach der 6-
tagigen Co-Inkubation der beiden Organismen ist die Steigerung der IAA-Konzentration auf tber
3 g - mi~t nur durch eine Stimulation der bakteriellen oder aber pflanzlichen Auxinsynthese
zu interpretieren. Welcher der beiden Interaktionspartner das nachgewiesene Auxin synthetisiert,
kann nicht eindeutig nachvollzogen werden, da beide Organismen unabh&ngig voneinander in
der Lage sind, IAA in diesen Konzentrationen zu synthetisieren. Eine mogliche Erklarung fur
den Konzentrationsriickgang in der Mischkultur nach 21 Tagen kdnnte der Rickgang der IAA-
Konzentration in der bakteriellen Reinkultur sein. Dies wirde nahelegen, dass der Anteil bakteri-
ell synthetisierter IAA in den Mischkulturen gegenuiber dem pflanzlich synthetisierten 1AA tber-
wiegt. Eine ahnliche Verteilung der IAA-Synthese wurde auch schon bei Rhizobien-Leguminosen
Symbiosen beobachtet [Hunter 1989]. In den sich bildenden Knélichen wurde der Hauptanteil des
akkumulierten Auxins von den Bakteroiden synthetisiert. Als eine Folge der verstarkten Auxin-
synthese bei Pflanzen-Bakterien-Interaktionen wird aber nicht nur die Beeinflussung des Pflanzen-
wachstums diskutiert. Daneben wird das Auxin auch mit einer wachstumsinhibierenden Wirkung
auf pathogene Pilze [Martinez Noel et al. 2001] sowie mit der Unterdriickung von pflanzlichen
Abwehrreaktionen bei Kontakt mit einem Bakterium in Verbindung gebracht. So wurde gezeigt,
dal3 Agrobacterium tumefacienabhangig von der Fahigkeit IAA zu synthetisieren, eine hyper-
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sensitive Reaktion der Pflanzenzellen bei Eindringen in diese, unterdriicken kann [Robinette und
Matthysse 1990]. Solch ein abschwachender Effekt konnte bei Untersuchungen des extrazellu-
laren pH-Wertes einer Invertase-elicitierten SufRkartoffel-Suspensionskultur gezeigt werden. Die
Alkalisierungsreaktion der elicitierten Pflanzenzellen wird als eine Folge der Induktion von zel-
lularen Abwehrreaktionen angesehen. In Kapitel 3.7.1 wurde gezeigt, dass in Anwesenheit von
1 uM IAA die extrazellulare Alkalisierung des Kulturmediums bei Elicitierung verringert wird.
Diese Reduktion um ca. 30% kann mit einer Aktivierung der Plasmamembran-gebundenen H
ATPase erklart werden. Die Stimulation dieser Protonen-Pumpe flihrt zu einer Hyperpolarisation
der Zellmembran und einer extrazellularen Azidifizierung [Johri und Mitra 2001]. Auf diese Weise
wirkt die IAA der Invertase-induzierten Alkalisierung entgegen. Diese Beobachtung steht jedoch
im Widerspruch zu Untersuchungen, die an jungen Gurken-Pflanzen durchgefihrt wurden [Spiro
et al. 2002]. Dort wurde bei einer Inkubation der Pflanzen mit IAA und gleichzeitiger Elicitierung
eine Erhéhung des extrazellularen pH-Wertes gemessen. Eine extrazellulare Azidifizierung und
die damit verbundene Hyperpolarisation erscheint jedoch flr die postulierte Unterdriickung von
Abwehrreaktionen durch das Auxin sinnvoller und wurden in Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit zur Beteiligung von Anionenkanalen am ,oxidative burst“elicitierter SuR3kartoffelzellen un-

termauert.

4.2 Bedeutung der veranderten lonenstrome bei Elicitierung von

Sukartoffel-Suspensionszellen

Als Folge eines Elicitor-Kontaktes wird die lonen-Homoostase einer Pflanzenzelle beeinflusst. An
diesen Anderungen sind lonenkandle der pflanzlichen Zellmembran beteiligt. In Kapitel 3.2 wur-
de die Beteiligung der CF, K*- und C&"-lonen bzw. die fur diese lonen selektiven Kanale an
dem ,oxidative burst einer StuRRkartoffel-Suspensionskultur untersucht. Die erzielten Ergebnisse
stehen im Einklang mit Untersuchungen von Autoren an anderen Pflanzenkulturen [Zimmermann
etal. 1997b, Zimmermann et al. 1999, Klipper et al. 2001]. So wurde gezeigt, dass es bei Elicitor-
Kontakt zur Offnung von Anionen-Kanalen der pflanzlichen Zellmembran kommen kann. Der
daraus resultierende Efflux von Anionen aus der Zelle fuhrte zu einer Depolarisation der Zell-
membran [Felle et al. 2000]. Es konnte mit dem selektiven Anionenkanal-Blocker DIDS nachge-
wiesen werden, dass der Efflux von Anionen aus der Zelle eine wichtige Signalkomponente fir
die Induktion des ,oxidative burst* in den SuRRkartoffelzellen darstellt. Bei einer Konzentration
von 100uM des eingesetzten Blockers wurde die Elicitor-induzier#®HSynthese vollstandig
reprimiert. Der gleiche Inhibitor bewirkte in Tabak-Suspensionskulturen bei einer verwendeten
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Konzentration von 10QM lediglich eine 50%ige Reduktion des ,oxidative burst®. In diesen Kul-
turen wurde die HO,-Synthese allerdings nicht durch eine Elicitor-Substanz induziert, sondern
durch hypoosmotischen Stress verursacht [Cazalé et al. 1998]. Dies kénnte ein Hinweis auf eine
Reiz-spezifische Aktivierung verschiedener Anionenkanéle sein. Die Aktivierung von Anionen-
kanéalen und der damit korrelierenden Alkalisierung des extrazellularen Milieus wurde in Alka-
lisierungsexperimenten ebenfalls mit dem Anionenkanal-Blocker DIDS néher betrachtet. Dabei
wurde festgestellt, dass in Anwesenheit von 100 des Effektors die Invertase-induzierte Al-
kalisierungsreaktion vermindert wird. Die Ergebnisse in Kapitel 3.14 untermauern das Resultat
der Chemilumineszenz-Messungen, die den Efflux von Anionen bei Elicitierung von Suf3kartoffel-
Suspensionszellen als eine obligate Voraussetzung der pflanzlichen Abwehrreaktion in Form eines
LoXidative burst* belegen.

Neben dem Anionen-Efflux wurde bei vielen Pflanzen auch ein vermehrter Ausstrom von Ka-
tionen, insbesondere von Kalium-lonen*(K beobachtet [Gus-Mayer et al. 1998, Elstner et al.
1996]. Die Beteiligung dieser Kationen an der Signaltransduktion des ,oxidative burst* in ei-
ner StRkartoffel-Suspensionskultur ist im Gegensatz zu den Anionen nicht zwingend erforder-
lich. Dies wurde durch Versuche mit den Kaliumionenkanal-Blockern Tetraethylammonium-
Chlorid (TEAT") und Quinin belegt. Die Ergebnisse in Kapitel 3.2.2 der vorliegenden Arbeit ma-
chen deutlich, dass in Anwesenheit beider Kationenkanal-Blocker die Elicitor-induzigtig- H
Synthese nicht vollstandig inhibiert wird. In diesem Zusammenhang ist zu erwéhnen, dass in
Untersuchungen an elicitierten Wurzelhaaren Wedicago sativeeine regulierende Funktion

der K*-lonen festgestellt wurde [Felle et al. 2000]. Die Autoren konnten zeigen, dass*der K
lonen-Efflux dem Anionen-Efflux folgt. Dabei wurde eine zunehmende Repolarisation der durch
den Anionen-Efflux depolarisierten Zellmembran beobachtet. Daraus kann gefolgert werden, dass
die Anionen-Kandale eine dominierende Position bei der Induktion und Kontrolle des ,oxidative
burst” in StiRkartoffelzellen einnehmen, wahrend diellinen eine dauerhafte Depolarisation der
pflanzlichen Zellmembran verhindern und damit die Regulation der zellularen lonen-Homoostase
gewabhrleisten.

Neben den Ci- und K*-lonen sind vor allem Cé -lonen an der Induktion des ,oxidative burst*in
einer Pflanzenzelle zu beriicksichtigen. Insbesondere der Einstrom des extrazellukirést Ca
Teil der am ,oxidative burst” beteiligten Signaltransduktionskaskade. Die Experimente in Ka-
pitel 3.2.3 zeigen die Abhangigkeit des Invertase-induzierten ,oxidative burst* in Suf3kartoffel-
Suspensionskulturen von dem Einstrom des extrazellularén. G konnte sowohl durch die
Komplexierung des externen €amit EGTA als auch durch Unterbinden des’C&Einstroms mit

dem C&*-Kanal-Blocker LaCy, die H,O,-Synthese vollstandig zum Erliegen gebracht werden.
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Dies steht im Einklang mit Untersuchungen die u.a. an Petersilien-Protoplasten durchgeftihrt wur-
den [Zimmermann et al. 1997a]. Dort konnte eine Rezeptor-vermittelte Aktivierung eifés Ca
Kanals (LEAC) gezeigt werden, der durch Bindung eines Oligopeptid-Elicitors aktivierbar war
und ebenfalls selektiv mit Laglblockiert werden konnte. Bezuglich der Beteiligung des ex-
trazellularen C&" gibt es jedoch auch Untersuchungen, die keinerlei Zusammenhang zwischen
dem Einstrom von externem €aund einem Elicitor-induzierten ,oxidative burst* finden koén-

nen [Cessnha und Low 2000]. Ein moglicher Erklarungsansatz fiir diese Diskrepanz bietet Bolwell
et al. [1999] an. Die Autoren postulieren, dass die Induktion eines ,oxidative burst” in einer Pflan-
zenzelle nicht zwingend auf identischen Signaltransduktionswegen stattfindet. Vielmehr soll die
Art des stimulierenden Reizes unterschiedliche Signalkomponenten aktivieren kénnen.

Bei der Betrachtung der €a-Abhangigkeit des ,oxidative burst* einer Pflanzenzelle muss
zwischen dem extrazellularen und cytosolischerf*Cdifferenziert werden. Es ist bekannt,
dass die Anderung der cytosolischen?G#onzentration ([C&']cy) sowohl in tierischen als

auch in pflanzlichen Zellen eine wichtige Rolle bei der Induktion eines ,oxidative burst* spielen
kann [Felle et al. 2000, Lecourieux et al. 2002]. Dabei ist, neben dem Einstrom von externem
c&t, das Offnen von intrazellularen €aSpeichern eine zentrale Voraussetzung. Im Kapi-

tel 3.2.4 wurde eine Beteiligung dieser intrazellularerfiG&peicher an der Elicitor-induzierten
H,0,-Synthese in SiRkartoffel-Suspensionskulturen nachgewiesen. Es wurde festgestellt, dass
die Freisetzung von G4 aus intrazellularen Ga-Speichern direkt mit einer Induktion der
H,0,-Synthese zusammenhangt. Es sind verschiedene Méglichkeiten der Induktion?des Ca
Efflux aus internen Ca-Speichern bekannt. Neben einemy-Hbhéngigen Prozess ist auch
eine cADPR-induzierbare Offnung (CADPR = zyklische ADP-Ribose) dieser internen Speicher
moglich. Die Induktion des HRinduzierten C&"-Ausstroms lieR sich mit dem Modulator 2-APB
selektiv hemmen. Daraus ist zu folgern, dass ein Phosphoinosit-Signal und die damit verbundene
Erhohung des [C%t]cy[ notwendig ist, um in einer elicitierten SuRkartoffel-Suspensionskultur
die Synthese von $0, zu induzieren. Im Gegensatz zu der in dieser Arbeit gezeigtgn IP
abhangigen Entladung der intrazellularerG&peicher konnte bspw. bei Tabakpflanzen, kein
inhibierender Effekt des Modulators 2-APB nachgewiesen werden [Cessna und Low 2000].

4.3 Die Beteiligung von Phospholipasen am ,oxidative burst*

Das zuvor angesprochene Inositol-1,4,5-triphospha) (B2 neben dem Diacylglycerin (DAG)
ein Produkt der Spaltung von RBiRlurch die Phospholipase C (PLC). Die Versuche mit dem
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IP3-Rezeptor-Blocker 2-APB (Kapitel 3.2.4) legten die Vermutung nahe, dass die PLC an der
Signaltransduktion des ,oxidative burst® in elicitierten Suf3kartoffelzellen beteiligt ist. Diese Ar-
beitshypothese konnte jedoch experimentell nicht eindeutig bestatigt werden. Zwar wurden mit
zwei unterschiedlichen PLC-Inhibitoren eine Abschwachung des Invertase-induzierten ,oxidative
burst" in StuRkartoffelsuspensionskulturen festgestellt werden, jedoch konnte jedoch nicht sicher-
gestellt werden, ob diese Effekte spezifisch sind.

Die Ergebnisse mit dem PLC-Inhibitor Neomycin-Sulfat, die in Kapitel 3.5.2 dargestellt
sind, lassen nur einen schwachen Einfluss der Phospholipase C Aktivitat auf den ,oxidative
burst* erkennen. Im Gegensatz zu Untersuchungen mit Zellkulturen der Sojabohne [Legendre
et al. 1993] konnte bei den Sufkartoffel-Suspensionskulturen erst bei sehr hohen Effektor-
Konzentrationen (600 und 80@M Neomycin-Sulfat) eine Reduktion der,B»,-abhéngigen
Chemilumineszenz um maximal 30% beobachtet werden. In der Sojabohnen-Suspensionskultur
wurde bereits bei Applikation von 50M Neomycin-Sulfat eine 60%ige Reduktion dep®-
Synthese nachgewiesen. Eine weitere Konzentrationserhohung aufM2@®leomycin-Sulfat

fuhrte zu einer vollstdndigen Inhibierung des ,oxidative burst“ [Legendre et al. 1993]. Es
ist deshalb nicht auszuschlieBen, dass die bei der SuRkartoffel eingesetzten hohen Effektor-
Konzentrationen unspezifische Effekte induzierten. Fir die Bestatigung der Resultate mit
Neomycin-Sulfat wurde der selektive PLC-Inhibitor U-73122, sowie die dazugehdrige analoge
Kontrollsubstanz U-73343 (kein inhibierender Effekt auf PLC) auf ihre inhibierende Wirkung
getestet. Die Ergebnisse in Kapitel 3.5.2 machen deutlich, dass dieser PLC-Inhibitor keinen
eindeutigen Nachweis fur eine Beteiligung der PLC am ,oxidative burst* einer SifRkartoffel-
Suspensionskultur erbringen konnte. Insbesondere die starke Inhibierung durch die analoge
Kontrollsubstanz U-73343 lasst eine zuverlassige Beurteilung der gemessenen Effekte nicht zu.
Die Ursache fur die starke Unterdriickung deid-Synthese durch U-73343 bleibt unklar. Trotz

der nicht zweifelsfrei nachgewiesenen Beteiligung der PLC an der Induktion eines ,oxidative
burst” in einer StRkartoffel-Suspensionskultur erscheint es wahrscheinlich, dass die PLC daran
beteiligt ist. Dies begriindet sich zum einen auf eine, wenn auch geringe, ReduktionQler H
Synthese durch den Effektor Neomycin-Sulfat und zum anderen auf eine Abschwachung durch
den IRB-Rezeptor-Blocker 2-APB.
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Neben der Beteiligung von PLC an der Elicitor-induziertesOgtBildung wurde in einigen Fallen

auch ein Mitwirken der Phospholipase i Signaltransduktionswegen von pflanzlichen Abwehr-
reaktionen nachgewiesen [Chandra et al. 1996,Senda et al. 1998,Holk et al. 2002]. D&pBL-A

tet Phospholipide an der sn 2-Position in freie Fettsauren und Lysophospholipide. Den so entste-
henden Fettsauren (u.a. Linolenséure) wird eine induzierende Wirkung im Verlauf der Signal-
transduktion eines ,oxidative burst" zugesprochen [Chandra et al. 1996]. Bei der Verwendung des
selektiven PLA-Inhibitors Chlorpromazin-HCI| wurde die 4@,-abhé&ngige Chemilumineszenz
bereits bei der Applikation von 50M des Effektors vollstandig inhibiert (Kapitel 3.5.1). Die-

se Ergebnisse korrespondieren sehr gut mit Untersuchungen an der Sojabohne [Chandra et al.
1996], bei der ebenfalls bei Konzentrationen von 50 bis @RIOChlorpromazin-HCI eine Re-
duktion des ,oxidative burst* festgestellt wurde. Als Resultat der Experimente mit dem-PLA
Inhibitor Chlorpromazin-HCI| wurde ein Beteiligung der PLAn der Signaltransduktion des
,oxidative burst* einer elicitierten SuR3kartoffel-Suspensionskultur nachgewiesen. Ob dagegen
noch weitere Signalkomponenten fir eine Aktivierung der NADPH-Oxidase erforderlich sind
konnte nicht eindeutig geklart werden. Es gibt jedoch Untersuchungen von Morre und Bright-
man [1991] die eine direkte Aktivierung der NADPH-Oxidase durch Hydrolyse-Produkte der
PLA, gezeigt haben. Die Tatsache, dass verschiedene Signalwege zur Aktivierung der NADPH-
Oxidase fuhren konnen, lasst keine allgemeingdltigen Aussagen fir die Induktion des ,oxidative
burst* in elicitierten Pflanzenzellen zu. Eine einfache Ubertragung von Ergebnissen einzelner
experimenteller Systeme kann daher zu einer Fehlinterpretation bei der Einschatzung der Rolle
von Phospholipasen fuhren. Daher sollte jedes Zellsystem getrennt voneinander betrachtet wer-
den. Neben dem aktivierenden Einfluss der Rlafif die NADPH-Oxidase kann die Pl.Aauch

an einer transienten Azidifizierung des cytosolischen pH-Wertes beteiligt sein [Viehweger et al.
2002]. Die Lysophospholipide mobilisieren Protonen aus denrPidol aus der Zell-Vakuole und
aktivieren damit eine transiente pH-Wertanderung im Cytosol der Zelle, der wiederum Einfluss
auf die Aktivierung von Abwehrgenen haben kann.

4.4 G-Proteine als Mittler in der Signaltransduktionskette des ,,0xi-

dative burst” in Sul3kartoffel-Suspensionskulturen

Die zuvor beschriebene Beteiligung der Phospholipgsa Aer Signaltransduktion des ,oxidative
burst” in einer SuRkartoffel-Suspensionskultur warf die Frage nach dem Aktivierungsmechanis-
mus der PLA im Zuge der Elicitierung auf. Zur Klarung dieser Fragestellung sollten Versuche
mit dem G-Protein-Aktivator Mastoparan die Beteiligung von G-Proteinen an einer Signalkaskade
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der pflanzlichen Abwehrreaktion belegen. Untersuchungen anderer Autoren konnten in Zellkul-
turen von Fichte und Kartoffel einen solchen Zusammenhang herstellen [Hebe et al. 1998, Senda
et al. 1998]. Bei Verwendung von Mastoparan in einer StRkartoffel-Suspensionskultur konnte
jedoch kein direkter Nachweis der Induktion eines ,oxidative burst* iber die Chemilumineszenz-
Methode erbracht werden. Der Effektor erwies sich nur bei Applikation in einem Alkalisierungs-
test als geeigneter Induktor einer pflanzlichen Abwehrreaktion (Kapitel 3.6.3). Es wird vermutet,
dass Mastoparan die Freisetzung Lumineszenz-unterdriickender Substanzen induziert und so eine
H,0,-abhangige Chemilumineszenz-Messung verhindert. Das gleiche methodische Problem wur-
de auch von Hebe et al. [1999] in Fichten-Zellkulturen beobachtet. Die vergleichende Darstellung
der Kinetik der extrazellularen Alkalisierung in St3kartoffel-Suspensionszellen in Abbildung 3.15
auf Seite 55 macht deutlich, dass eine Dosis-abhangige Korrelation zur Alkalisierung des Kultur-
mediums besteht. Die Ergebnisse weisen aber auch einen wesentlichen Unterschied zur Invertase-
induzierten Alkalisierung auf. Die Mastoparan-induzierte pH-Wertanderung verlauft wesentlich
schneller und ohne ersichtlicheg-Phase, wohingegen der Invertase-Ansatz erst nach mehreren
Minuten eine Anderung des extrazellularen pH-Wertes erkennen lasst. Es ist anzunehmen, dass
der Zeitraum zwischen der Ausbildung eines Elicitor-Rezeptor-Komplexes und nachfolgender G-
Protein-Aktivierung flr diesdag-Phase verantwortlich ist. Diese Verzdgerungsphase der Ab-
wehrreaktion wird von Mastoparan wahrscheinlich durch die direkte Aktivierung der G-Proteine
umgangen. Alkalisierungstests mit dem selektiven Phospholipagehibitor Haloenol Lacto-

ne Suicide Substraf@lELSS) (Kapitel 3.6.4) erbrachten eine Dosis-abhangige Verminderung der
Mastoparan-induzierten extrazellularen Alkalisierung. Dieses Resultat ist ein Indiz dafir, dass die
PLA,-Aktivitat, ahnlich wie es bereits in Kartoffelknollen nachgewiesen wurde, von G-Proteinen
reguliert wird [Senda et al. 1998].

4.5 Beteiligung von Protein-Kinasen am ,oxidative burst*

Neben dem in Kapitel 4.3 beschriebenen sekundéaren BotenstaffiiéPvon der Phospholipase C
noch ein zweites Umsetzungsprodukt gebildet. Dabei handelt es sich um Diacylglycerin (DAG).
Dieser sekundare Botenstoff gilt als Aktivator der Protein-Kinase C (PKC). Die PKC phos-
phoryliert Zellproteine und &ndert somit ihren Aktivitatszustand. Fir die PKC ist im humanen
System eine aktivierende Wirkung auf die NADPH-Oxidase gezeigt worden [Martins Chaves
et al. 2002] wohingegen im pflanzlichen Zellsystem dieser Zusammenhang nicht hergestellt
werden konnte. Um Aufschluf3 Giber die Beteiligung der PKC am ,oxidative burst* in elicitierten
SuRkartoffelzellen zu erlangen, wurde mit Hilfe der Effektoren OAG, einem Diacylglycerin-
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Analogon, und PMA, einem Phorbolester, die PKC aktiviert. Beide Effektoren kénnen bei
Bindung an die PKC, diese aktivieren und so eine PKC-abhangige Signalkaskade initialisieren.
Die in Kapitel 3.4 dargestellten Experimente konnten eine aktivierende Wirkung auf die Synthese
von reaktiven Sauerstoffspezies, wie sie im humanen Zellsystem gefunden wurden, in suspen-
dierten SuRkartoffelzellen nicht bestatigen. Weder der Einsatz des Diacylglycerin-Analogons
OAG, noch der Phorbolester PMA kénnen eine Aktivierung der pflanzlichen NADPH-Oxidase
und damit die Synthese von,B, induzieren. Um sicherzustellen, dass auch eine Inhibierung
der PKC keinen Einfluss auf die Synthese vaiOplin elicitierten SuflZkartoffelzellen hat, wurden

die Inhibitoren Calphostin C und GF109203X (ein Bisindolylmaleimid) getestet. Auch in diesem
Fall waren die Ergebnisse eindeutig. Es konnte keine inhibierende Wirkung dieser Effektoren
festgestellt werden. Da sowohl das’Cals auch das Calmodulin als wichtige Komponenten bei
der Induktion eines ,oxidative burst” elicitierter St3kartoffelzellen identifiziert wurden und h&ufig
Kinasen als Zielproteine haben, sind®Caabhangige Protein-Kinasen (CDP&a®t-Dependent
Protein Kinasg als Komponenten des Signaltransduktionsweges wahrscheinlich. Diese Kinasen
besitzen eine ,Calmodulin-dhnliche Domane*, die stark konservierte"-Bimdende Motive
aufweist [Stone und Walker 1995] und kénnen mit dem Protein-Kinase Inhibitor K-252a selektiv
gehemmt werden. Die in Kapitel 3.4 beschriebenen Ergebnisse zeigen eine eindeutige Verknlp-
fung zwischen der CDPK und derB»-Synthese. Der Inhibitor wirkt bereits in geringen Dosen
stark reprimierend und konnte den Invertase-induzierten ,oxidative burst* der SuRkartoffel-
Suspensionszellen auch nach einem Anstieg d€,HBildung vollstandig unterdriicken. Dieses
Ergebnis stltzt die Vermutung, dass es einer dauerhaften Phosphorylierung einzelner Proteine in
der Signaltransduktionskette bedarf, um eine anhaltend®43ynthese zu gewaéhrleisten. Es
wird auch eine direkte Regulation der NADPH-Oxidase durch die CDPK diskutiert. So zeigten
Untersuchungen an Protoplasten vomabidopsiseine selektive Aktivierung der NADPH-Oxidase
durch die CDPK [Xing et al. 2001]. In Tabakpflanzen wurde hingegen eine NAD-Kinase flr den
Elicitor-induzierten Anstieg von reaktiven Sauerstoffspezies identifiziert [Harding und Roberts
1998]. In diesem Zusammenhang tritt das Calmodulin als eine weitere potentielle Signaltrans-
duktionskomponente in den Blickpunkt. Es konnte gezeigt werden, dass die NAD-Kinase von
Calmodulin maf3geblich in ihrer Aktivitat beeinflusst wird [Harding et al. 1997b]. Calmodulin ist
aus dem tierischen Zellsystem als’C&Sensor bekannt und beeinflusst zahlreiche zellulare Pro-
teine in ihrem Aktivitatszustand. Auch die CDPK besitzt zumindest eine ,,Calmodulin-dhnliche
Doméane*, die ebenfalls durch Bindung von vier’Cdonen die Kinase-Aktivitat reguliert [Stone

und Walker 1995]. Dies lasst vermuten, dass auch Calmodulin zur Steuerung des ,oxidative
burst” in Pflanzenzellen notwendig sein konnte. Die in Kapitel 3.3 dargestellten Experimente
mit dem Calmodulin-Antagonisten Trifluoperazin Dimaleat (TFP) bestatigen diese Hypothese,
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da TFP den Invertase-induzierten ,oxidative burst* in den Sufkartoffel-Suspensionskulturen
Dosis-abhéangig reduzierte. Die Experimente mit TFP kénnen allerdings nicht zweifelsfrei klaren,
ob freies Calmodulin im Cytosol der Zelle oder lediglich die ,Calmodulin-dhnliche Domé&ne*
der CDPK durch die inhibitorische Wirkung des Effektors beeinflusst wird. Die Ergebnisse
unterstreichen jedoch zusétzlich die bedeutende Rolle vér-Raen bei der Steuerung von
Abwehrmechanismen in einer Pflanzenzelle.

4.6 Mikroorganismen-induzierte Abwehrreaktionen in StRkartoffel-

pflanzen

Neben den zahlreich isolierten und aufgereinigten Elicitoren, die in der Lage sind pflanzli-
che Abwehrreaktionen zu induzieren [Hahn 1996], konnen Inokulationsversuche mit lebenden
Mikroorganismen ebenfalls einen Einblick in die Pflanzen-Mikroorganismen-Interaktion geben.
Insbesondere eine vergleichende Untersuchung der Einfliisse verschiedener Bakterien auf die Aus-
pragung von pflanzlichen Abwehrreaktionen kann zu Ruckschlissen auf Erkennungs- oder Sup-
pressionsmechanismen fihren. Die in Kapitel 3.8 dargestellten Chemilumineszenz-Messungen
belegen die abwehrinduzierende Wirkung des Phytopathofaistonia solanacearunauf
SuRkartoffel-Suspensionszellen. Mit zunehmender Mikroorganismen-Dichte steigt auch die Syn-
these von HO, in der Pflanzenzellkultur, wobei der maximal induzierbare ,oxidative burst* bei
einer Inokulationsdichte zwischen Gf = 0,025 und 0,5 des Phytopathogens festgestellt
wurde. In diesen Féllen erreichte die®p-abhangige Chemilumineszenz ca. 80% der Invertase-
induzierten Positiv-Kontrolle. Dieses Ergebnis macht deutlich, Badstonia solanacearurals

ein natdrliches Pathogen der SuRkartoffel ein groBes Potential zur Induktion der pflanzlichen
Abwehrreaktion aufweist. Nach diesen Inokulationsversuchen sollten Phytopathogen-induzierte
,oxidative burst“-Messungen in Anwesenheit des CDPK-Inhibitors K-252a und des-PLA
Inhibitors Chlorpromazin-HCI zeigen, dass diese Signalkomponenten ebenfalls an der Induk-
tion der HO,-Synthese beteiligt sind (Kapitel 3.8). Die Tatsache, dass beide Effektoren den
Phytopathogen-induzierten ,,oxidative burst” vollstandig unterdriicken kénnen, legt die Vergleich-
barkeit mit der Invertase-induzierterp8&,-Synthese nahe.

Im Gegensatz dazu wurde bei den Inokulationsversuchen mit dem synergistischen Endophyten
Gluconacetobacter diazotrophiclkeine Induktion von Abwehrreaktionen angenommen. Diese
Erwartung wurde jedoch durch die in Kapitel 3.9 und Kapitel 3.6.5 dargestellten Ergebnisse nicht
vollstandig bestatigt. Sowohl die Alkalisierungstests als auch die ,oxidative burst*-Messungen
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machten zwar einen Unterschied in der Induktion dieser Abwehrreaktionen abhangig vom Mikro-
organismus sichtbar, jedoch wurde auch ¥@ndiazotrophicusin beiden Untersuchungen eine
Jleichte” Abwehrreaktion der StiRkartoffelzellen induziert. In anderen Untersuchungen wurde der
Kontakt dieses Endophyten mit der Wirtspflanze allgemein als symptomlos beschrieben [Dong
et al. 1994, Dobereiner et al. 1995, Baldani et al. 1997]. Im Zuckerrohr, einer der Wirtspflan-
zen des Endophytesluconacetobacter diazotrophicust bei Inokulation mit einer sehr ho-

hen Zellzahl (18 Zellen - mI~1) eine lokale Abwehrreaktion beobachtet worden [James et al.
2001]. Sie wurde von den Autoren jedoch hauptséchlich auf die Verletzung des Pflanzengewebes
bei der Injektion des Bakteriums zurlickgefiihrt. Bei einigen symbiontischen Interaktionen wurde
wahrend der Ausbildung einer Symbiose ebenfalls eine vortibergehende hypersensitive Reakti-
on des pflanzlichen Interaktionspartners beobachtet [Santos et al. 2001]. Diese Abwehrreaktion
beschrankt sich jedoch auf die Ausbildung eines ,oxidative burst‘, der im weiteren Verlauf der
Symbiose-Ausbildung keine weiteren Abwehrreaktionen nach sich zieht, wie es bei inkompati-
blen Pflanzen-Mikroorganismen-Interaktionen normalerweise der Fall ist. Die symbiontischen
Bakterien inhibieren vermutlich den weiteren Signalweg zur Induktion nachfolgender Abwehr-
mafnahmen mittels spezifischer Suppressormolekile [Niehaus et al. 1998].

Da der fiir die Experimente eingesetzte Endophytenstamni RaiSIsolat aus dem Zuckerrohr

ist, wurde eine vergleichende Untersuchung mit einem aus der Suf3kartoffel isoliertem Stamm
(BR11289) durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Experimente (Kapitel 3.9) machen deutlich,
dass keine wirtsspezifische Unterscheidung der beiden Endophytenstimme vorliegt. Dabei fiel
jedoch die geringere Syntheserate vosOplin den Versuchansatzen mit héherer Animpfdichte

auf. Dies steht im deutlichen Kontrast zu den Experimenten mit dem PhytopatRadsionia
solanacearumKapitel 3.8), in denen die Erhéhung der Animpfdichte keine Verringerung des
Loxidative burst" zur Folge hatte. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass bei einer hinreichend
hohen Endophyten-Zellzahl genligend Suppressorsubstanzen zur Verfugung stehen, die eine Ab-
wehrreaktion in Form eines ,oxidative burst* wirksam abmildern kénnen. Dabei sind Exopolysac-
charide als Suppressoren denkbar. Diese wurden in Rhizobien-Leguminosen-Symbiosen bereits
als mogliche Suppressormolekiile erkannt [Niehaus et al. 1993, Niehaus et al. 1998]. Aber auch
die Indol-3-Essigséaure, deren reprimierende Wirkung auf die Elicitor-induzierte Alkalisierungsre-
aktion in Kapitel 4.1 bereits beschrieben wurde, kdnnte beteiligt sein.

Die Fahigkeit des Endophyté&aluconacetobacter diazotrophicirsSiRRkartoffel-Suspensionszellen,
eine abgemilderte Abwehr in Form einer extrazellularen Alkalisierung und eines schwachen
,oxidative burst* zu induzieren, fuhrte zu der Fragestellung, ob auch nachfolgende Abwehrme-
chanismen der Pflanzenzelle durch das Bakterium eingeleitet werden. Zu diesem Zweck wurde
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die PAL-Aktivitat der Pflanzenzellen in Anwesenheit der beiden Mikroorganismen sowie des
Elicitors Invertase gemessen. Die PAL ist das zentrale Eingangsenzym des Phenylpropanoid-
Syntheseweges von Pflanzenzellen an dessen Ende die Bildung von phenolischen Komponenten
wie den bakterizid wirkenden Phytoalexinen steht. Die Phenylpropanoid-Synthese wird als
Antwort auf Stressoren der Pflanzenzelle wie Elicitoren [Li et al. 2001, Campbell und EI-
lis 1992], Verwundung [Logemann et al. 1995] und Pathogenbefall [Cahill und McComb
1992] aktiviert. Die Messungen der PAL-Aktivitat in Mischkulturen vippmoea batatasind
Gluconacetobacter diazotrophiclierbrachte ein &hnliches Bild wie zuvor die Alkalisierungs-
bzw. die ,oxidative burst“-Messungen. Die in Kapitel 3.24 dargestellten Untersuchungen machen
zwar einen Unterschied zwischen dem Phytopathdgelstonia solanacearurand dem Endo-
phytenGluconacetobacter diazotrophicdgutlich, zeigen aber auch, dass der Endophyt ebenfalls
eine Aktivierung der PAL in SuRkartoffelzellen induziert. Dieses Ergebnis Gberrascht zunachst,
da die Induktion einer zweiten bzw. dritten Abwehrphase (siehe Kap. 1.1.5 auf S. 7) durch die
Pflanzenzelle bei der Interaktion mit dem synergistischen Endophyten nicht einleuchtend er-
scheint. Jedoch konnte von Recourt et al. [1992] gezeigt werden, dass auch bei Ausbildung einer
synergistischen Interaktion zwischen Pflanze und Mikroorganismus in Form einer Symbiose,
eine erhdhte PAL-Aktivitat induziert wird. Wahrend aber die Pathogen-induzierte PAL-Aktivitat
nach funf Stunden ein Maximum zeigt und anschlieRend kontinuierlich auf das Niveau der nicht
elicitierten Negativ-Kontrolle abfallt, weist die Endophyten-induzierte PAL-Aktivitat eine andere
Kinetik auf. In diesem Versuchsansatz bleibt die Aktivitat des Enzyms nach Erreichen eines
Maximums (5 Stunden) in den folgenden 22 Stunden etwa auf dem gleichen Niveau. Hinzu
kommt, dass das Maximum nur bei etwa 50% der PAL-Aktivitdt des Pathogen-Ansatzes liegt und
damit ein &hnlich deutliche Differenzierung des mikrobiellen Signals offenbart, wie bereits im Zu-
sammenhang mit den Ergebnissen der ,oxidative burst“-Messungen und des Alkalisierungstests
diskutiert wurde. Ein Erklarungsansatz fir die beschriebenen Unterschiede im zeitlichen Verlauf
der PAL-Aktivitat kann die Vitalitat der SufR3kartoffelzellen sein. So wurde festgestellt, dass sich
die mitR. solanacearunmokulierten Zellsuspensionen bereits nach zehn Stunden deutlich sicht-
bar verfarbten und nach 25 Stunden nur noch eine blasse Griin-Farbung zeigten. Diese farbliche
Anderung wird auch beim Absterben der Pflanzenzellen beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde in
den mitG. diazotrophicusnokulierten SuRkartoffel-Zellsuspensionen keine farbliche Anderung
beobachtet. Es kann also vermutet werden, dass der rapide Abfall der PAL-Aktivitat auf das
verstarkte Absterben der Pflanzenzellen bei KontakfRalstonia solanacearurzuriickzufiihren

ist.
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Interaktion zwischen dem synergistischen Endophy-
ten und den SuRRkartoffelzellen wider Erwarten mit einer Abwehrreaktion der Pflanze einhergeht.
Diese ,leichte” Pathogenabwehr kann als eine Kontrollfunktion der Pflanzenzelle verstanden wer-
den, die auf diese Weise eine zu starke Besiedlung durch den Endophyten verhindert. Diese Ver-
mutung wird durch Inokulationsversuche an Zuckerrohr mit dem Endophyten unterstitzt [James
et al. 2001]. Die Autoren berichten von einer lokalen Abwehrreaktion der Wirtpflanze nach dem
Eindringen des Endophyten in das Pflanzengewebe. Die Zuckerrohrpflanze bildet ein Polymerma-
terial, dass den invasiven Mikroorganismus umschlief3t und dadurch die Mobilitat und Ausbreitung
der Bakterien im Pflanzengewebe deutlich reduziert.

4.7 Stimuli-abhangige cytosolische pH-Signale

Neben der unterschiedlichen Modulation des cytosolischéer-Sagnals bei Kontakt der Pflan-
zenzelle mit unterschiedlichen externen Stimuli, wie Elicitoren, mechanischem Stress oder Patho-
genbefall, wird zunehmend auch dem cytosolischen pH-Wert eine Funktion bei der Unterschei-
dung dieser Stimuli innerhalb der Zelle zugesprochen [Felle et al. 2000, Lecourieux et al. 2002]. In
Kapitel 4.2 wurde bereits auf die Funktion des intrazellularefi*€ignals eingegangen. Im Fol-
genden soll die Funktion des cytosolischen pH-Wertes naher betrachtet werden. Der cytosolische
pH-Wert einer Zelle liegt im leicht alkalischen Bereich zwischen pH 7,2 bis 7,5 [Felle 2001]. Ahn-
lich wie die C&"-Konzentration ist auch die zellulare'HHomdostase zeitlich veranderbar und
macht die Protonen so zu einem zellularen Botenstoff [Felle 2001]. Es gibt die Mdglichkeit den
cytosolischen pH-Wert invasiv mit Mikroelektroden [Felle et al. 1996, Felle et al. 2000]oder aber
nicht-invasiv mit pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen zu messen. Fir eine nicht-invasive Mes-
sung des cytosolischen pH-Wertes kann die Methode der Diffusions-Beladung mit einem Fluo-
reszenzfarbstoff verwendet werden. Diese Methode ist in den 80‘ger Jahren bei tierischen Zellen
etabliert worden [Deitmer und Schild 2000] und wird zunehmend auch in Pflanzenzellsystemen
eingesetzt [Gehring et al. 1990, Giglioli-Guivarc'h et al. 1996, Dixon et al. 1989, Hafke et al.
2001]. Ein wesentlicher Unterschied im Vergleich zu tierischen Zellen ist die sehr hohe Diffu-
sionsbarriere, die eine Pflanzenzelle dem Eindringen eines Fluoreszenzfarbstoffes entgegenstellt.
Dies erschwert es dem Farbstoff in ausreichender Konzentration in der Zelle zu akkumulieren.
Zur Beseitigung dieses methodischen Problems kann der Farbstoff entweder in die Zelle injiziert
werden [Scott und Allen 1999] oder - wie in der vorliegenden Arbeit - mit Hilfe eines Diffusions-
erleichternden Detergenz (PluroflicF-127) in das Cytosol der Pflanzenzelle gelangen. Ohne
den Zusatz dieses Detergenz konnten die SufR3kartoffelzellen nicht zuverlassig und ausreichend mit
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dem pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff BCECF-AM beladen werden. In diesem Fall wurde eine
geringe und nicht reproduzierbare Fluoreszenzintensitat detektiert und h&ufig auch eine rapide Ver-
ringerung der BCECF-abhéngigen Fluoreszenzintensitat mit zunehmender Beleuchtungsdauer der
Zelle bei den Anregungswellenlangen 439 und 490 nm beobachtet. Da bei einer zu geringen Fluo-
reszenzintensitat das Ratio-Verfahren (Kapitel 2.7) zu groR3en Fehlern fiihrt, war eine Messung des
pH-Wertes an solchen Zellen nicht mdglich. Aus diesem Grund wurden fir die cytosolischen pH-
Wertmessungen die SuRkartoffelzellen mit einem Gemisch aus dem Detergenz BufehRy

und BCECF-AM beladen (Kapitel 2.7).

Der Vergleich der pH-abhangigen Fluoreszenz nach Superfusion mit zwei unterschiedlichen Eli-
citoren zeigt ein Ubereinstimmendes Bild fur den Verlauf des cytosolischen pH-Signals. Die in
Kapitel 3.11.2 dargestellten Ergebnisse dieser Messungen machen deutlich, dass sowohl der he-
terogene Hefeextrakt-Elicitor (Kapitel 2.10) als auch die als Elicitor fungierende Reinsubstanz
Invertase eine vergleichbare Azidifizierung des Cytosols der Pflanzenzelle induzieren. Ein solcher
Effekt von Elicitoren auf den cytosolischen pH-Wert einer Pflanzenzelle wurde auch von anderen
Autoren beobachtet. So konnte in Tabak [Mathieu et al. 1996], Mohn [Roos et al. 1998] sowie
in der Luzerne [Felle et al. 2000] eine Elicitor-induzierte Azidifizierung nachgewiesen werden.
Die Autoren He et al. [1998] berichten in diesem Zusammenhang von einer pH-abhangigen In-
duktion von Abwehrgenen in Reis-Suspensionskulturen. Die Ursache dieser pH-Wertdnderung
im Cytosol der Pflanzenzelle ist jedoch noch nicht eindeutig geklart. Es gibt aber Hinweise dar-
auf, dass der H-Pool in der Vakuole der Zelle an der Modulation des pH-Signals beteiligt ist.
Wie bereits im Zusammenhang mit einer moglichen Beteiligung der,RItAAbwehrreaktionen

der SuRkartoffelzellen erwahnt wurde, konnte von Viehweger et al. [2002] gezeigt werden, dass
Hydrolyseprodukte der Phospholipase @ysophospholipide) Protonen-Pumpen in der Vakuo-
lenmembran aktivieren kénnen. Diese, fir die Mohnpflanze nachgewiesene Verbindung zwischen
der PLAy-Aktivitat und dem intrazellularen pH-Wert, passt sich sehr gut in das in dieser Arbeit
postulierte Signaltransduktionsmodell einer elicitierten Suf3kartoffelzelle ein ((Kapitel 4.7.1)). Bei
Inokulation der StiRBkartoffelzellen mit einem pathogenen Mikroorganismus ist eine &hnliche An-
derung des cytosolischen pH-Wertes zu vermuten gewesen. Diese Vermutung bestétigte sich bei
Stimulation mit dem naturlichen PhytopathodRalstonia solanacearunie Ergebnisse in Kapi-

tel 3.11.3 zeigen eine &hnliche pH-Wertanderung des Cytosols wie er von dem Hefeextrakt-Elicitor
und der Invertase induziert wird. Vergleichend ist jedoch festzustellen, dass eine wesentlich star-
kere Azidifizierung des Cytosols in Anwesenheit des Pathogens gemessen wurde, als es bei den
Elicitoren der Fall war. Dies ist insofern von Interesse, da weder bei den Alkalisierungs- noch
bei den Chemilumineszenzmessungen eine solche Diskrepanz der elicitierten Abwehrreaktionen
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nachgewiesen werden konnte (Kap. 3.6.5 auf S. 57 und Kap. 3.9 auf S. 64). Dies lasst vermuten,
dass die cytosolische Azidifizierung kein notwendiges Ereignis zur Induktion der extrazellularen
Alkalisierung sowie des ,oxidative burst* in StiRkartoffel-Suspensionszellen darstellt. Im Hin-
blick auf eine pH-abhangige Aktivierung von Abwehrgenen kann jedoch ableitend von den Un-
tersuchungen an Reis-Kulturen [He et al. 1998] die deutlich h6here PAL-Aktivitat in Pathogen-
elicitierten SuRkartoffelzellen in Zusammenhang mit dem cytosolischen pH-Wert gebracht wer-
den (Kapitel 3.10). Die Autoren He et al. [1998] wiesen durch Ansduerung des Cytosols von
Reis-Zellen mit organischen Séuren nach, dass erst ab einem bestimmten kritischen pH-Wert die
Induktion von Abwehrgenen, u.a. auch der PAL, stattfindet. Dies konnte erklaren, weshalb trotz
Azidifizierung des Cytosols die Invertase-induzierte PAL-AKktivitat (Kapitel 3.10) nicht auf dem
Niveau des Pathogen-elicitierten Ansatzes liegt. Im Gegensatz zu den bisher vorgestellten intrazel-
lularen pH-Wertanderungen stehen die Messungen der pH-Anderungen in einer SiiRkartoffelzelle
bei Elicitierung mit dem synergistischen Endophyt@hliconacetobacter diazotrophicuBie in

Kapitel 3.11.5 auf Seite 75 dargestellten Ergebnisse der pH-abhangigen Fluoreszenz-Messungen
lassen auf eine Variabilitéat des elicitierenden Signals auf der Ebene des cytosolischen pH-Wertes
schlieBen. Anders als bei dem Elicitor Invertase und dem Phytopathigsslanacearunwvird

von dem Endophyten keine Azidifizierung, sondern eine leichte Alkalisierung des Cytosols in-
duziert. Ein &hnlicher Effekt durch einen nicht-pathogenen externen Stimulus wurde von Felle
et al. [2000] an Wurzelhaaren der Luzerne mit Hilfe von ionenselektiven Mikroelektroden nachge-
wiesen. Die Autoren konnten ein unterschiedliches cytosolisches pH-Signal abhédngig von einem
symbiontischen (Nod-Faktor) oder einem elicitierenden Stimulus (Oligochitin-Elicitor) messen.
Auch Cérdenas et al. [2000] konnte eine von Nod-Faktoren abhéngige cytosolische Alkalisierung
in Wurzelhaaren von der Luzerne belegen. Bei allen diesen Untersuchungen handelt es sich jedoch
um symbiontische Interaktionspartner. Im Hinblick auf eine rein assoziative Interaktion zwischen
Pflanzen und Mikroorganismen konnte in der vorliegenden Arbeit der Nachweis erbracht wer-
den, dass auch bei diesem Interaktionstyp, &hnlich wie bei der Ausbildung einer Symbiose, eine
Differenzierung im cytosolischen pH-Signal der Pflanzenzelle abh&ngig vom elicitierenden Reiz
stattfindet.
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4.7.1 Modell der Signaltransduktion friher Abwehrreaktionen von
Ipomoea batatas

Betrachtet man zusammenfassend den Signalweg des ,oxidative burst* in einer SuRRkartoffel-
Suspensionskultur ist festzustellen, dass einzelne Komponenten in Ubereinstimmung mit anderen
Zellsystemen, als ein obligater Teil der Signaltransduktionskette eines ,oxidative burst” identifi-
ziert werden konnten. Zu diesen Komponenten zéhlen die plasmamembranstandigen lonenkanéle,
heterotrimere G-Proteine und unterschiedliche Protein-Kinasen und Phospholipasen. Im Zusam-
menhang mit den lonenkanélen ist zudem da%s @és ein wesentlicher sekundarer Botenstoff zu
nennen. Seine Rolle im Signalweg der Elicitor-induzierte®piSynthese ist unbestritten, jedoch
scheint es abhéngig vom Zellsystem zu sein ob der Influx extrazellularém [Zemmermann

et al. 1997a] oder der Efflux aus intrazellularen Speichern fur die Induktion des ,oxidative
burst* essentiell ist [Cessna und Low 2000]. Die in der vorliegenden Arbeit zu diesem Thema
durchgefuhrten Untersuchungen fir die StfZkartoffelpflanze legten die Vermutung nahe, dass beide
Ereignisse notwendig sind. Ein wesentlich differenziertes Bild findet man bei der Betrachtung ei-
ner Beteiligung von Phospholipasen und Protein-Kinasen. So wurde in anderen Zellsystemen hau-
fig die Funktion bestimmter Phospholipasen als Signalkomponenten hervorgehoben, wie im Fall
von Sojabohnen-Zellkulturen, in denen zum einen eine Beteiligung der Phospholipase C nachge-
wiesen wurde [Legendre et al. 1993], zum anderen aber auchy@gridduzierende Wirkung der
Phospholipase A detektiert wurde [Chandra et al. 1996]. In den SuRRkartoffel-Suspensionskulturen
gibt es ebenfalls Hinweise darauf, dass beide Phospholipasen Teil des Signalweges eines Elicitor-
induzierten ,oxidative burst” sein kdnnten. Ebenso vielfaltig stellt sich die Situation fur die Betei-
ligung von Protein-Kinasen im Signalweg des ,oxidative burst* dar. Eine Beteiligung der Protein-
Kinase C, die im humanen Zellsystem als Signalkomponente des ,oxidative burst* identifiziert
wurde [Martins Chaves et al. 20d2konnte in dem Signalweg des Elicitor-induzierten ,oxida-

tive burst” der Sul3kartoffelpflanze nicht nachgewiesen werden. Neben den PKC sind ebenfalls
C&t-abhangige Protein-Kinasen (CDPK) [Xing et al. 200ahd NAD-Kinasen [Harding et al.
1997bf mit dem Signalweg des ,oxidative burst* von Pflanzenzellen in Verbindung gebracht wor-
den. Im Fall der Suf3kartoffelzellen wurde nach den vorliegenden Untersuchungen eine CDPK als
sehr wahrscheinliche Signalkomponente identifiziert und ordnet sich somit in eine ganze Reihe
von Pflanzenkulturen ein, bei denen &hnliche Resultate erzielt wurden [Xing et al. 2001, Romeis
et al. 2000]. Der in dieser Arbeit dargestellte Vergleich der aktivierenden Eigenschaften eines pa-

laltersbedingte PKC-Aktivierung
2NADPH-Oxidase Aktivierung durch CDPK Expression
3mit Cellulase, Harpin, inkompatiblen Bakterien, osmotischen- und mechanischen Stress elicitiert
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thogenen und eines synergistischen Mikroorganismus auf die Synthese®@gizéigte, dass der
Signalweg auf zellularer Ebene differenziert induziert wird. Das intrazellulare pH-Signal, indu-
ziert durch den Kontakt der Pflanzenzelle mit den Mikroorganismen, machte diese Differenzierung
besonders deutlich. In diesem Zusammenhang wiirden Untersuchungen des cytosoliéthen Ca
Signals weiteren Aufschluss Uber die Differenzierung der verschiedenen elicitierenden Signale
auf der Ebene der zellularen lonen-Homoostase geben. Dazu wéaren Aequorin-transformierte Sufi3-
kartoffelzellen ein potentiell sehr geeignetes Mess-System. Neben der Differenzierung des elicitie-
renden Signals war aber auch festzustellen, dass der synergistische Er@hjgoyiacetobacter
diazotrophicusahnlich wie die symbiontischen Rhizobien, durchaus auch eine schwache Abwehr-
reaktion induzieren kann [Santos et al. 2001]. Diese wird dann aber offensichtlich unterdrtickt
oder aber durch Induktion anderer Signalwege umgangen. Fir weiterfihrende Untersuchungen
ware es daher von Interesse bakterielle Komponenten zu isolieren und auf ihre Fahigkeit zu unter-
suchen als Suppressoren wirksam die pflanzlichen Abwehrreaktionen zu reduzieren bzw. andere
Signalwege zu induzieren. Dabei ist neben Stoffwechselprodukten auch an Bestandteile der bak-
teriellen Zellwand zu denken. So scheint es sinnvoll unter anderem die Lipopolysaccharide (LPS)
solcher Bakterien zu isolieren und auf ihre Suppressor-Eigenschaften zu testen, da diese auch
in der Ausbildung der bakteriellen Pathogenitét ein entscheidender Faktor sind [Leemann et al.
1995, Newman et al. 1997, Meyer et al. 2001]. Die zuvor beschriebenen Zusammenhange sind in
Abbildung 4.1 nochmal modellhaft zusammengefasst.
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4.7 Stimuli-abhangige cytosolische pH-Signale
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