Identifizierung und Charakterisierung extrazellularer
Proteine unter dem Einfluss von Verticillium longisporum

in Arabidopsis thaliana und Raps (Brassica napus)

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultaten

der Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von
Saskia Florl

aus Bad Karlshafen

Gottingen 2007



D7
Referent: Prof. Dr. Andrea Polle
Korreferent: Prof. Dr. Christiane Gatz

Tag der mundlichen Prafung: 01. November 2007



Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS
1. EINLEITUNG ..ceeeeeeiiiiiirrnsinnsssssssssssnsssnsssssssssssssssnnnssssssssssssnssnnnnsssssssssssnnnnnnnnnns 1
11 Verticillium spp.: Verbreitung und Lebenszyklus des Pathogens.................... 1
1.2 Brassica napus und Arabidopsis thaliana als Wirtspflanzen............................ 3
1.3 Pathogen induzierte Abwehrreaktionen in Pflanzen...........ccccciiiiiiiiiinnnnnnnnnn, 4
1.4 Extrazellulare Abwehrreaktionen.........ccccccoiiiiieminnrr e 6
1.5 Die Funktion von Peroxidasen in der Pathogen-Abwehr...........ccccoociinnnnnnennn. 8
1.6 Die Funktion von Chitinasen in der Pathogen-Abwehr...........ccccccevvvevveiireiiennns 9
2, 74 | =] = 1
3. MATERIAL & METHODEN......cccisiuunnsrerrsnnssssssssnsnnss e s sssssssssnsnss s s s s ssssssssssnnnnsssees 12
31 L0 5 1= 4 111 =Y o 12
3.2 Pflanzenanzucht und Inokulation mit Verticillium longisporum.................... 13
3.2.1 Anzucht von Arabidopsis thaliana und Inokulation ................cc.cce 13
3.2.2 Anzuchtbedingungen fir Raps und Inokulation................ccoooeii, 14
3.2.3 Vorbereitung von Verticillium longisporum fur die Inokulation............................... 14
3.3 Okophysiologische Methoden.............ccceeemeieereieiinnsessessssessss e sssssssessesssssssees 15
3.3.1 Messung der Chlorophyllfluoreszenz...............cccccccviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee, 15
3.3.2 Messung der Elektrolytleitfahigkeit ... 16
3.3.3 Bestimmung des osmotischen Drucks...........ccooovivriiiiiiiii e 16
3.34 Bestimmung des Chlorophyllgehaltes ... 16
3.3.5 Messung der Photosyntheserate...........coooovviiiiiiiic e, 17
3.3.6 Blattflachenmessung bei Arabidopsis thaliana .................cccccccveevveeiieeiieeeeeeeieennnnn. 17
3.3.7 C/N ANGIYSE....eiieiiiiiiiiiiieieeetieee ettt e e aee e e eeeeeeaaasaaaeeaesaaasbasssbassasssassssnssansssnssnnnnnnnns 18
3.3.8 Optische ICP-Emissionsspektrometrie zur Elementanalyse.............ccccccvvvvvnnnnnee. 19
3.3.9 Extraktion von ZellWBnden ... 19
3.3.10 FTIR (Fourier-Transmissions-Infrarot) Spektrometrie.............cccccovvviviiiiiiiiinnnnnnn. 19
3.3.11  LigninbeStiMMUNG ...euui i e et e e e e e e e e e e e e aeaeeees 20
34 Extraktion von Proteinen ... 20
3.4.1 Gewinnung von apoplastischer Waschflussigkeit (AWF) aus

Arabidopsis thaliana BIAHErn ..............c.oooo i 20
3.4.2 Gewinnung von AWF aus RapsbIattern...........ccccvuvvivviiiiiiiiiiia 21
3.4.3 Gewinnung von Xylemsaft aus Raps...........cciiiiiiiiiie 21
3.4.4 Proteinextraktion aus Gesamtblattmaterial und Gelfiltration.................cccooeei. 22
3.5 Biochemische Methoden ... 23
3.5.1 ProteinbeStimmMUNG.......oooiii e 23



Inhaltsverzeichnis

3.5.2
3.5.21
3.5.2.2
3.5.2.3
3.5.3
3.54
3.5.5
3.5.6
3.5.7
3.5.7.1
3.5.7.2
3.5.8
3.5.9
3.5.10
3.5.11

3.6

3.6.1
3.6.2
3.6.3
3.6.4
3.6.5
3.6.6

3.7

4.1
411
41.2

41.21
41.2.2
41.2.3
4124
41.3

4.2

4.2.1
4211

Bestimmung von Enzymaktivitaten ...
Malatdehydrogenase .........coooeiieeiiici e
GUAJAKOIPEIOXIAASE ..ottt
(O 1 1] =TT SRR
Trichloressigsaure (TCA)/Aceton-FAllUNG...........coooiiiiiiiiiiii e
Peroxidase Nachweis im PhastGel.............cccooiiiiiiiiiii e
Eindimensionale Elektrophorese ...
Molekulargewichtsmarker flr die Elektrophorese.............ccccccvvviiiiiiiiiiiieiiiiiieeee,
Zweidimensionale EleKtrophoreSe........ ...
Erste Dimension (Isoelektrische Fokussierung) .........ccccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeee,
Zweite Dimension (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese) ...........cccccceeiiiiiiiinnen.
Farbung der Gele mit Silbernitrat oder Coomassie Brilliant Blue ..........................
Analyse der zweidimensionalen Gele............ccuueiiiiiiiiiiiiii e
Proteinverdau mit Trypsin und Proteinidentifizierung ............cccccccoiiiinnn.
Signalpeptid-Analyse mit TargetP ..........c..oeiiiiiiiiii e

Molekularbiologische Methoden............oooecciiiiiiiriiccrr e
RNA-EXIFAKEON ..ottt neeennennnees
RNA-AUTEINIGUNG ...t e e
C-DNA SYNINESE ...t e e e e
Quantitative real time PCR .........oooiiiiiii e
Quantifizierung von Verticillium-DNA in inokulierten Pflanzen ..............cccccnnne.
RNACGEIE ... e et

103 =1 €= 1 L

ERGEBNISSE .....ccceeuuiirrrassssrnnnsssssrnnnsssssmnmsssssmmnmsssssmmnnsssssmnnnsssssssnnsssssnnnnnsssens

Einfluss von Verticillium longisporum auf Brassica napus ..........cccccceevvevveens
Entwicklung von Krankheitssymptomen bei Raps.........ccccoooivivriiiiiiiieccceenn,
Charakterisierung von Proteinmustern unter dem Einfluss von Verticillium

0T o ] o o) £V £ RPN
Kontaminationsbestimmung in der apoplastischen Waschflissigkeit von Raps ...
Vergleich von Proteinmustern in apoplastischen und Gesamtblattextrakten.........
Vergleich von Proteinmustern und Proteinanalyse in AWF und Xylemsaften .......
Zweidimensionale Auftrennung apoplastischer Rapsproteine.............cccccvvvvinnne.
Peroxidase AKHVItATEN .......oooiviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

Einfluss von Verticillium longisporum auf die Modellpflanze

Arabidopsis thaliana ..........................c..ooooiiiiiiiiii s
Ermittlung geeigneter VersuchsbedinQuNngen.............ccccoviiiiiiiiiieeeee e
Vergleich der Arabidopsis thaliana Okotypen Columbia und Landsberg erecta....



Inhaltsverzeichnis

4.2.1.2

422

4.2.21
4222

4223
4224

4225
423
4.2.31
4.2.3.2
4.2.3.3
424
4.2.5
4.2.6

4.2.7

428

4.3

4.3.1

43.2

4.3.21
4322

43.2.3

5.1

5.1.1
51.2
51.3

Untersuchung des Arabidopsis thaliana Okotyps Columbia unter Lang- und

(AU  e=To 1< o T=To [T o U] Vo [T o 55
Krankheitssymptome und Nahrstoffversorgung von Arabidopsis thaliana im
INfeKtioNSVErIaUT ... 57
Einfluss von Verticillium longisporum auf den Phanotyp von Arabidopsis............. 57
Einfluss von Verticillium longisporum auf die Nahrelementsituation in

Arabidopsis thaliana BIAttern ... 59
Infektionsnachweis mittels quantitativer PCR....................cccc 60
Okophysiologische Charakterisierung Verticillium longisporum infizierter
ArabidopsSiS thaliana ................coeeeueiiii e 62
Kontaminationsbestimmung in der AWF von Arabidopsis thaliana....................... 63
Charakterisierung extrazellularer Proteinmustern .............ccccccvvviiviviiiiiiiiiieninnnnnn. 64
Vergleich von Proteinmustern in apoplastischen und Gesamtblattextrakten......... 64

Zweidimensionale Auftrennung apoplastischer Arabidopsis thaliana Proteine .... 65
Analyse der Hauptproteine in Gesamtblattextrakten von Arabidopsis thaliana..... 68

Peroxidase AKHVITAIEN .......ooooiiiiii e 70
Expressionsanalyse differentiell auftretender Proteine............cccccooeiiiii. 71
In silico Analyse der Expressionslevel der differentiell regulierten Proteine

unter diversen StressbedinQUNGeN ...........ooviiiiiiiiiiie e 74
Untersuchungen zum Einfluss von Verticillium longisporum auf die
Zellwandzusammensetzung von Arabidopsis thaliana................cccccceeeceeinnnnnnnn. 76
FTIR-Analyse zur Ermittlung des chemischen Fingerprints

Verticillium longisporum infizierter Arabidopsis thaliana..................cccccceeeiinnnnnns 76

Untersuchung des Einflusses von Verticillium longisporum auf eine

Arabidopsis thaliana Chitinase ........................... 79
Expression eines sauren Endochitinase-Gens (At5g24090) in Verticillium
longisporum infizierten Wildtyp Arabidopsis Pflanzen .............ccccccocviiiiiininnnnnnnn. 79
Untersuchung einer Arabidopsis thaliana Chitinase-Mutante unter Einfluss von
VertiCillium IONGISPOIUM .............uueeiiiii e 80

Chitinase-Aktivitatsmessungen in mock- und Verticillium-infizierten Pflanzen...... 80
Untersuchung der Chitinase Insertionsmutante im Hinblick auf die Symptom-

auspragung unter Einfluss von Verticillium longisporum ...............cccccceeevuennnnnnnnn. 81
Infektionsnachweis mittels quantitativer PCR................c..c 82
DISKUSSION ..cceuuuuniiiisrrnnnnnssssssssssssnnnsnssssssssssssmmmnnnsssssssssssssmsnnnsssssssssssssnnnnnnnns 84
Verticillium-induzierte Schaden an Raps und Arabidopsis...........cccccceeinnnnee. 84
Wachstum und PhotoSyNtheSse .........coooiiiiiiiieee e 84
Die Nahrelementsituation in Arabidopsis thaliana ..................cccccccoeeeeiiiiiiiieinnnnnnnn. 85

Der Wasserhaushalt in Arabidopsis thaliana.............cc.ccccccuvvevieeiieeiieeiiieiiieeieennnnn, 86



Inhaltsverzeichnis

5.2

5.2.1
522
5.2.3

5.3

5.3.1
5.3.2
5.3.3

9.1
9.2
9.3

Das extrazelluldare Proteom von Arabidopsis thaliana und Raps ..................
Apoplasten-spezifische Proteine in Arabidopsis thaliana ....................................
Apoplasten-spezifische Proteine in Raps .......coooevieiiiei

Kontamination mit intrazellularen Proteinen ..........co.ovveeee e

Proteinantworten auf V. longisporum Infektion und mogliche

Funktionen der differentiell auftretenden Proteine .........cccccceeevieiveeeeeeeveeeeee,
Das extrazellulare Proteom von Arabidopsis unter Verticillium-Einfluss ..............
Das extrazellulare Proteom von Raps unter Verticillium-Einfluss.............cc..........
Verticillium-induzierte Antworten in Raps und Arabidopsis im Vergleich.............
ZUSAMMENFASSUNG .....ciiiimrmnnnnnsssssssssmmmmnnssssssssssssmmmmmnssssssssssssssmmnnnnssssssssses
LITERATUR. ceeuiteutriurenssenssressrenssrasssnssrnnssnnsssnsssansssnsssnsssnnssnnsssnssrnnsssnsssnnsrnnsns
ABKURZUNGSVERZEICHNIS ....ccuireuireesrrnsrrnssrensrenssenssrnnssenssensssnnssenssensssnnssnnses
ANHANG ....oiiiiiiiieee e s rrrrnssss s s s e s s s s nna s s s s e e e e s nnmnas s ass s e s nnnnnnnsssssssssnnnns
Peroxidasen SequenzvergleiCh.........ccccciiiiiiiiiieeiiinsssrre e
Uberpriifung der T-DNA Insertion in das Chitinase-Gen At5g24090..............

Expressionsvergleich des Chitinase-Gens At5924090 in Wildtyp- und
Mutanten-Pflanzen............ . s



Einleitung 1

1. EINLEITUNG

1.1 Verticillium spp.: Verbreitung und Lebenszyklus des Pathogens

Verticillium-Arten sind bodenbirtige Pilze, die weltweit in gemaRigten und subtropischen
Regionen verbreitet sind. Sie gehoéren zur Abteilung der Ascomyceten und sind fir die
sogenannte ,Verticillium Welke“ verantwortlich. Die Verticilllum Pilze gelten als wenig
wirtsspezifisch und verursachen landwirtschaftlich bedeutsame Schaden (Bhat & Subbarao
1999; Pegg & Brady, 2002). Zusammen genommen befallen die Verticillium spp. Uber 200
Pflanzenarten weltweit (Agrios, 1997), darunter viele Okonomisch bedeutsame
Kulturpflanzen wie Tomaten, Blumenkohl etc., aber auch Baume wie z.B. Ahorn und
Olivenbaume. Besonders V. dahliae und V. albo-atrum besitzen eine grole Zahl von
Wirtspflanzen. V. longisporum ist dagegen vor allem auf Brassicaceen spezialisiert
(Karapapa et al.,, 1997; Zeise & Tiedemann, 2002). Im Vergleich zu V. dahliae hat V.
longisporum eine deutlich unterschiedliche Morphologie (Karapapa et al., 1997), wobei
umstritten ist, ob es sich bei V. longisporum um eine eigene Art oder um eine Unterart von V.
dahliae handelt (Barbara & Clewes 2003). V. longisporum und V. dahliae kénnen vor allem
durch Form und GroRe ihrer Sporen unterschieden werden. Die Sporen von V. dahliae sind
klein, kugelig und ca. 3,5-6 pm grof3, wahrend die Sporen von V. longisporum langlich und 7-
9 um lang sind (Karapapa et al., 1997). Der DNA-Gehalt von V. longisporum ist fast doppelt
so hoch wie der DNA-Gehalt nicht-langsporiger Isolate (Steventon et al., 2002). Daher wurde
diskutiert, ob V. longisporum ein Hybrid aus V. dahliae und V. albo atrum ware (Karapapa et
al., 1997; Collins et al., 2003). Dieses wurde widerlegt, indem Barbara et al. (2005) mit Hilfe
von Mikrosatelliten Markern zeigten, dass V. albo afrum kein ,Elternteil” von V. longisporum
ist.

Interaktionsstudien von Fluoreszenz-gefarbten V. longisporum oder V. dahliae mit Brassica
napus (Eynck et al., 2007) zeigten, dass V. longisporum 36 Stunden nach Inokulation die
Epidermiszellen der Wurzelhaare netzartig bedeckt und dann inter- und intrazellular durch
den Wurzelcortex zum Zentralzylinder wachst. Die Kolonisierung der XylemgefaRe mit V.
longisporum ist auf einzelne Leitgefalle beschrankt, wahrend benachbarte Gefalle nicht
angegriffen werden. V. dahliae konnte zwar ebenfalls in die Wurzeln eindringen, war im
Gegensatz zu V. longisporum aber nicht in der Lage sich systemisch in der Pflanze
auszubreiten, ein Hinweis darauf, dass Brassica napus kein Wirt flr V. dahliae ist (Eynck et
al., 2007).

Abb. 1.1: Mikroskopische Aufnahmen einer einzelnen Spore (s) und Hyphe (h) von Verticillium
longisporum (A) und vom Myzel (B) mit Mikrosklerotien (m). Der Pilz wurde mit Calcofluor white
angefarbt. (Fotos: S. Florl; Mastab: 100 um).
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Die Symptome, die durch Verticillium spp. hervorgerufen werden, variieren stark zwischen
den verschiedenen Wirtspflanzen (Fradin & Thomma, 2006). Es konnten
Welkeerscheinungen, Kimmerwuchs und Stauchung (Abb. 1.2A) von befallenen Pflanzen
beobachtet werden. Bei einigen Pflanzenarten zeigten sich Chlorosen und Nekrosen an
Blattern. Neben den auflerlichen Schadsymptomen konnten in zahlreichen Pflanzenarten
auch braune Verfarbungen von LeitgefaRen in Stangelquerschnitten nachgewiesen werden
(Abb. 1.2B). Diese vaskuldaren Verfarbungen sind vermutlich auf die Anreicherung
phenolischer Substanzen in befallenen GefalRabschnitten zurlickzuflihren (Pegg, 1976).

Abb. 1.2: Stauchung der Sprossachse (A) und braunliche Verfarbung von Leitgefalien in Hypokotyl-
segmenten (B) von V. Jlongisporum (VL43) infiziertem Raps im Vergleich zu gesunden
Kontrollpflanzen (mock). (Fotos: S. Florl).

Der vegetative Lebenszyklus von Verticillium (Abb. 1.3) besteht aus drei Phasen, der
parasitischen, die saprophytischen und die ruhenden Phase. Im Boden befindliche
Dauerformen von Verticillium, sogenannte Mikrosklerotien, werden durch Wurzelexudate, die
von Pflanzen in die Rhizosphere abgegeben werden, zur Keimung angeregt (Mol & van
Riessen, 1995; Schreiber & Green, 1969). Hyphen, die aus den keimenden Mikrosklerotien
herauswachsen, kénnen eine kurze Distanz tberwinden, um eine potentielle Wirtspflanze zu
erreichen. FUr V. dahliae wurde gezeigt, dass die Keimrate der Mikrosklerotien mit
zunehmendem Abstand zur Pflanzenwurzel abnimmt (Mol & van Riessen 1995). Die
Mikrosklerotienkeimung tritt sowohl bei Exudaten von Wirts- als auch von Nicht-
Wirtspflanzen auf, dabei wurde die beeinflusste Wurzelzone flir die meisten untersuchten
Pflanzen mit unter 2 mm berechnet (Mol 1995). Wenn die Hyphen die Wurzel einer
Wirtspflanze erreichen, beginnt das parasitische Stadium mit dem Eindringen des Pilzes in
die Wurzel. Um in die Xylemgefalle zu gelangen, muss der Pilz die Endodermis
durchqueren, die der Pflanze unter anderem als physikalische Barriere gegen Infektionen
dient. Daher findet die Infektion vor allem Uber das Apikalmeristem der Wurzelspitzen, bei
denen die Endodermis noch nicht entwickelt ist oder Uber Wunden, die z.B. durch
Nematoden hervorgerufen werden kénnen, statt (Bowers et al.,1996). Wenn die Hyphen in
den Wurzelcortex und das Xylem eingedrungen sind, kdnnen Sporen gebildet werden, die
mit dem Xylemstrom in andere Pflanzenteile gelangen, wo sie in Aushdhlungen und am
Ende von Gefalien hangen bleiben, den sogenannten trapping sites (Heinz et al., 1998). Von
dort keimt der Pilz erneut aus und dringt in benachbarte Gefale ein. Es wurde gezeigt, dass
es zwischen 2 und 4 Tagen dauert, bis der Pilz das Xylem erreicht und einen weiteren Tag
um benachbarte Gefalte zu befallen und zu sporulieren (Chen et al., 2004; Gold & Robb



Einleitung 3

1995; Heinz et al., 1998). In dieser Phase ist der Pilz strikt apoplastisch lokalisiert. Erst im
spateren  saprophytischen Infektionsstadium kolonisiert der Pilz auch andere
Pflanzengewebe. Der Pilz bildet Mikrosklerotien, die mit absterbendem Gewebe wieder in
den Boden gelangen und dort in der ruhenden Phase fir viele Jahre Uberdauern kdénnen
(Wilhelm, 1955). Die Bekampfung von Verticillium Pilzen in der Landwirtschaft wird durch die
lange Lebensdauer der Mikrosklerotien und seine Lebensweise im Xylem erschwert.

Bildung von

Sporen und
Kalonisierung Chlorose, Nekrose
\des vaskuldren und Welke von
i " systems Blittern
;
Kolonisierung des
e seneszenten Gewebes
das Xylem
Eindringen in den .

Bildung von
Mikroskleratien
in totem Gewebe

Wurzelcortex

Penetration von

Feinwurzeln

Wurzelsxudate
stimulieren die
Keimung von
Mikroskleratien

Freisetzung von
Mikrosklerotien in
die Erde

Dirawing by Vickie Brewster, colared by Jesse Fwing

Abb. 1.3: Lebenszyklus von Verticillium in Raps, verandert nach http://www.apsnet.org/education/
lessonsPlantPath/Verticillium/discycleFull.htm. Der rote Kreis kennzeichnet das in der vorliegenden
Arbeit untersuchte Stadium.

1.2  Brassica napus und Arabidopsis thaliana als Wirtspflanzen

Die Verticillium Welke an Raps (Brassica napus) wurde in Europa erstmals vor ca. 50 Jahren
in Schweden beobachtet und wird seither als zunehmendes Problem wahrgenommen
(Dixelius et al., 2005). Seit den 1980er Jahren hat der Rapsanbau in Deutschland auch
aufgrund steigender Nachfrage nach nachwachsenden Rohstoffen stark zugenommen. Mit
der Intensivierung des Rapsanbaus geht ein verstarktes Auftreten pilzlicher Pathogene,
darunter auch Verticillium, einher (Kriger, 1989). Die Verticillium Welke an Raps wird durch
den langsporigen, auf Brassicaceen spezialisierten Pilz V. longisporum verursacht
(Karapapa et al., 1997).

Die meisten oOkonomisch wichtigen Brassicaceen haben einen langen Lebenszyklus
zwischen 0,5 und 2 Jahren, was die Untersuchung der Pathogenreaktion dieser Arten
erschwert. Zur Untersuchung von Pflanzenkrankheiten wurden deshalb in den 1980er Jahren
Brassica-Arten mit kurzem Lebenszyklus (rapid cycle) gezichtet (Williams & Hill 1986),
darunter B. rapa, B. nigra, B. oleracea, B. juncea, B. carinata und B. napus. Wegen ihrer
nahen Verwandtschaft zu den landwirtschaftlich wichtigen Brassica-Arten, finden die rapid
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cycling Brassicaceen ein weites Anwendungsgebiet in der Forschung (Musgrave, 2000).
Rapid cycling Brassica napus kennzeichnen folgende Charakteristika: im Mittel 25 Tage bis
zur ersten Blite, 55 Tage bis zur Samenreife und eine Chromosomenanzahl von 38
(Musgrave, 2000).

Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand) gehért wie Raps zu den Brassicaceen, und ist eine
nahe Verwandte nicht nur von Raps, sondern auch von anderen V. longisporum sensitiven
Brassicaceen, wie Blumenkohl und Brokkoli. Verbreitet ist Arabidopsis thaliana sowohl in
Europa, als auch in Asien und Nordamerika. In den letzten 25 Jahren wurde Arabidopsis
thaliana, im Folgenden kurz als Arabidopsis bezeichnet, zum Modellorganismus in der
Pflanzenbiologie. Da Arabidopsis relativ klein ist, wenig Anforderungen an
Wachstumsbedingungen stellt und einen kurzen Lebenszyklus von ca. 8 Wochen hat,
konnen die Pflanzen einfach unter Laborbedingungen kultiviert werden (Somerville &
Koornneef, 2002). AulRerdem hat Arabidopsis flr eine Blitenpflanze ein kleines Genom von
ca. 125 Mb, dessen Sequenzierung im Dezember 2000 abgeschlossen wurde (Somerville &
Koornneef, 2002). Das Genom besteht aus 5 Chromosomenpaaren mit mehr als 25000
Genen, von denen detaillierte Karten erstellt wurden. Genetische Manipulationen kénnen
relativ einfach durch Transformation mit Agrobacterium tumefaciens durchgefiihrt werden.
Vor wenigen Jahren konnte gezeigt werden, dass die Modellpflanze Arabidopsis empfindlich
fur Verticillium ist (Steventon et al., 2001; Veronese et al., 2003). Verschiedene Arabidopsis-
Okotypen wurden von Veronese et al. (2003) auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber Verticillium
dahliae Uberprift. Alle untersuchten Okotypen, die mit Verticillium infiziert worden waren,
wiesen Krankheitssymptome wie Verkimmerung, nachgewiesen durch Gewichtsverluste,
und Vergilbungen an Blattern auf. Im Vergleich zum Okotyp Columbia waren die Symptome
beim Okotyp C-24 weniger stark ausgepragt, woraus gefolgert wurde, dass C-24 toleranter
gegenuber Verticillium ist (Veronese et al., 2003).

1.3  Pathogen induzierte Abwehrreaktionen in Pflanzen

Pflanzen haben ein breites Spektrum an Schadlingen, darunter Bakterien, Pilze, Nematoden
und Insekten. Obwohl Pflanzen kein Immunsystem besitzen, verfligen sie Uber eine grofie
Anzahl von Abwehrmechanismen. Eine der effektivsten Abwehrreaktionen der Pflanzen wird
durch Resistenz (R)-Gene vermittelt. Die R-Gene kodieren fiir Rezeptoren, die spezifische
Molekule von Pathogenen (Elicitoren) erkennen und binden. Bei den Elicitoren kann es sich
z.B. um Proteine, Lipide oder Polysaccharidfragmente aus der Zellwand des Pathogens
handeln. Pflanzen sind empfindlich fir den Angriff bestimmter pathogener Stdamme, aber
resistent gegeniber anderen. Bei der pflanzlichen Pathogenabwehr unterscheidet man
deshalb zwischen zwei Arten von Wirt-Parasit-Interaktion, der kompatiblen und der
inkompatiblen Interaktion. Kompatibel bedeutet, dass es bei Befall der Pflanze mit einem
Pathogen zur Krankheitsauspragung kommt, die Pflanze also anfallig ist. Das Pathogen
bezeichnet man in diesem Fall als virulent. Wenn die Pflanze in der Lage ist die Ausbreitung
und Vermehrung des Pathogens zu verhindern, handelt es sich um eine inkompatible
Interaktion. Vermutlich wird diese Spezifitat durch die Interaktion zwischen den Produkten
der R-Gene und den Produkten der Avirulenz (avr) Gene der Pathogene, die fir spezielle
Elicitoren codieren, bestimmt. Verfigt der Wirt Uber ein bestimmtes R-Gen und das
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Pathogen Uber das entsprechende avr-Gen so kommt es zur Abwehrreaktion
(Inkompatibilitatsreaktion). Fehlt allerdings das entsprechende R-Gen oder avr-Gen kann
das Pathogen nicht erkannt werden und es kommt zur kompatiblen Reaktion und zur
Krankheitsauspragung (Feys & Parker, 2000; Dangl & Jones, 2001; Hammond-Kosack &
Parker, 2003).

Haufig ist die inkompatible Reaktion dadurch gekennzeichnet, dass infizierte und
benachbarte Zellen absterben und so die Ausbreitung des Pathogens verhindern. Dieser
Zelltod um eine Infektionstelle dient dem Schutz der Pflanze und wird als hypersensitive
Reaktion bezeichnet. Durch vermehrte Lignin- oder Kallosesynthese werden die Zellwande
um das nekrotische Gewebe verstarkt, um ein Eindringen des Pathogens zu verhindern
(Heath, 1998; Scheel, 1998; Thordal-Christensen et al., 1997). Ebenfalls relevant bei der
Abwehr pathogener Pilze und Bakterien ist die Produktion von Phytoalexinen. Diese sehr
heterogene Gruppe sekundarer Pflanzenstoffe hat eine starke antimikrobielle Wirkung. Zu
den Phytoalexinen gehdren unter anderem lIsoprenoide, Stilbene und Flavonoide (Dixon,
2001). Nachdem die Pflanzenzelle Uiber die Rezeptor-Elicitor-Bindung das Pathogen erkannt
hat, kommt es zu Anderungen der Permeabilitdt der Plasmamembran. Calciumionen und
Protonen strémen in die Zelle ein, wahrend Kalium- und Chloridionen ausstrémen (Scheel,
1998). Verschiedene Elicitor-abhangige Ca®* Kandle konnten identifiziert werden
(Zimmermann et al., 1997; Gelli et al. 1997). Bei Fehlen von Ca®" im Kulturmedium, war die
Elicitor induzierte Abwehrreaktion in Zellen von Petersilie stark reduziert (Dietrich et al.,
1990). Es wurde auRerdem gezeigt, dass die lonenstrome fir die Induktion des sogenannten
oxidative burst, fur die Aktivierung von Abwehrgenen und die Produktion von Phytoalexinen
erforderlich sind (Jabs et al., 1997; Pugin et al., 1997). Die extrazellulare Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), wie Superoxid-Anionen (O°,), Wasserstoffperoxid (H.O,)
und Hydroxylradikalen (¢OH) spielt eine zentrale Rolle im pflanzlichen Abwehrmechanismus
(Scheel, 1998). ROS wirken direkt gegen Pathogene, sind aber auch an der
Signalweiterleitung flr spatere Abwehrreaktionen beteiligt, z.B. an der Phytoalexinsynthese,
an der Aktivierung von Abwehrgenen, am programmierten Zelltod und an der H,O,-
vermittelten Vernetzung von Zellwanden (Baker & Orlandi, 1995; Bradley et al., 1992; Jabs
et al., 1996; Lamb & Dixon, 1997).

Zusatzlich zu lokalen Resistenz Antworten kdnnen Pflanzen eine systemische Resistenz
entwickeln. Die erfolgreiche lokale Pathogenabwehr flihrt dabei in nicht unmittelbar
befallenen Pflanzenteilen ebenfalls zur Erhéhung der Resistenz und schitzt so vor spateren
Angriffen. Dieses Phanomen der systemisch erworbenen Resistenz (systemic acquired
resistance, SAR) entwickelt sich im allgemeinen innerhalb mehrerer Tage nach der Infektion
(Ryals et al., 1996). SAR wirkt gegen ein breites Spektrum von Pathogenen und erfordert
das phenolische Signalmolekll Salicylsdure (SA) (Dempsey, 1999). Korrelierend mit der
Aktivierung von SAR werden einige pathogen-related (PR) Proteine mit antimikrobieller
Wirkung exprimiert (Feys & Parker, 2000; Weigel et al., 2005). PR-Proteine kénnen in 17
Familien (PR-1 bis PR-17) unterteilt werden (van Loon et al., 2006). Viele PR-Proteine
werden durch die Signalmolekile SA, Jasmonsaure (JA) und Ethylen (ET) induziert (van
Loon et al., 2006), wobei die Signaltransduktionswege nicht im Einzelnen geklart sind. Zu
den PR-Proteinen gehéren z.B. B-1,3-Endoglucanasen (PR-2) und Endochitinasen (PR-3,
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PR-4, PR-8 und PR-11), die pilzliche Zellwande hydrolysieren kdnnen (Schroder et al., 1992;
Hong et al., 2000; Jung & Hwang, 2000). Ein breites Spektrum an antibakteriellen und
antipilzlichen Aktivitaten weisen die kleinen (ca. 5 kDa) basischen cystein-reichen Defensine
(PR-12) und Thionine (PR-13) auf (Lay & Anderson, 2005; Bohlmann, 1994; Epple et al.,
1997). Mitglieder der PR-1 und der PR-5 Familie (thaumatin-like proteins) wurden mit
Aktivitaten gegen Oomyceten wie z.B. Phytophtera assoziiert (van Loon et al., 2006). Bei
den PR-9 Proteinen handelt es sich um einen spezifischen Typ von Peroxidasen, die die
Lignifizierung zur Verstarkung der Zellwand katalysieren (Passardi et al., 2004) und so die
Resistenz gegen viele Pathogene erhdhen.

Tab. 1.1: Bekannte Familien von PR-Proteinen. Verandert nach van Loon et al. (2006,
http://www.bio.uu.nl/~fytopath//PR-families.htm).

Familie Mitglied Funktion Symbol Referenz

PR-1 Tabak PR-1a Antifungale Aktivitat ~ Ypr1 Antoniw et al., 1980

PR-2  Tabak PR-2 B-1,3-Glucanase Ypr2 Antoniw et al., 1980

PR-3  Tabak P, Q Chitinase Typ 1,11, Ypr3, Chia Van Loon, 1982

IV,V,VILVII

PR-4  Tabak R Chitinase Typ |11 Ypr4, Chid  Van Loon, 1982

PR-5 Tabak S Thaumatin-ahnlich Yprb Van Loon, 1982

PR-6  Tomate, Inhibitor | Proteinase-Inhibitor  Ypr6, Pis Green & Ryan, 1972

PR-7  Tomate P69 Endoproteinase Ypr7 Vera & Conejero, 1988

PR-8  Gurke Chitinase Chitinase Typ Il Ypr8, Chib Métraux et al., 1988

PR-9  Tabak Lignin-bildende Peroxidase Ypr9, Prx Lagrimini et al., 1987
Peroxidase

PR-10 Petersilie PR-1 Ribonuclease-ahnlich Ypr10 Somssich et al., 1986

PR-11 Tabak Klasse V Chitinase Ypr11, Chic Melchers et al., 1994
Chitinase

PR-12 Rettich Rs-AFP3 Defensin Ypr12 Terras et al., 1992

PR-13 Arabidopsis THI2.1 Thionin Ypr13, Thi Epple et al., 1995

PR-14 Gerste LTP4 Lipid-Transfer Protein Ypri4, Lip Garcia-Olmedo et al., 1995

PR-15 Gerste OxOa (Germin) Oxalat Oxidase Ypr15 Zhang et al., 1995

PR-16 Gerste OxOLP Oxalat Oxidase- Yrp16 Wei et al., 1998

ahnlich
PR-17 Tabak PRp27 unbekannt Yrp17 Okushima et al., 2000

1.4  Extrazellulare Abwehrreaktionen

Der apoplastische Raum von Pflanzen ist der extrazelluldre Bereich in dem die wassrige
Phase frei diffundieren kann. Dieser Bereich besteht aus einer komplexen Mischung aus
Kohlenhydraten, Proteinen, Wasser, anorganischen Komponenten und anderen Metaboliten.
Mit dem Apoplasten werden verschiedene Funktionen verbunden, in erster Linie der
apoplastische Transport, aber auch Abwehr, Entgiftung, Signalweiterleitung, Zell-Zell
Erkennung, Zellstreckung, -adhasion und -entwicklung (Grignon & Sentenac 1991;
Showalter, 1993; Dietz,1997). Eine bedeutende Rolle spielt der Apoplast bei der pflanzlichen
Antwort auf biotischen und abiotischen Stress (Bolwell et al., 2002; Wilkinson & Davies,
2002; Plochl et al., 2000). Zum extrazellularen Raum wird auflerdem der Xylemsaft gezanhlt.
Der Wassertransport geschieht durch die toten und hohlen Xylemgefafle. In héheren
Landpflanzen sind die Xylemsafte ein wesentliches Transportmedium fir die Versorgung der
oberirdischen Pflanzenteile mit Wasser, Nahrsalzen und anderen Metaboliten (DeBoer &
Volkov 2003). Da Xylemsafte auch Aminosauren und Proteine enthalten, bieten sie
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Mikroorganismen eine gute Lebensgrundlage. So wurden im Xylemsaft von Raps
beispielsweise 4,8 mM Aminosauren und 0,06 mM Saccharose gefunden (Zhou, 2000). Die
Proteinzusammensetzung in  Xylemséaften verschiedener Pflanzen ist weitgehend
konserviert, wobei Proteasen, Chitinasen und Peroxidasen besonders haufig vorkommende
Proteine sind (Buhtz et al., 2004).

Durch Infektion mit Verticillium Arten werden auch in den XylemgefalRen verschiedene
Abwehrreaktionen aktiviert, z.B. Suberinisierung der XylemgefafRe, Phytoalexin Synthese
und Kallosebildung, sowie die Expression von PR-Genen (Dubery & Slater, 1997; Gold &
Robb 1995; Tjamos & Beckman 1989). In V. dahliae infizierten Baumwollpflanzen war die
Expression von PR-Genen wie Glucanase (PR-2), Chitinase (PR-3) und Ypr10-like (PR-10)
hochreguliert (McFadden et al., 2001). In Blattscheiben, die mit Verticillium
Zellwandfragmenten behandelt worden waren, konnten héhere Aktivitaten von Chitinasen
und 1,3-B-Glucanase nachgewiesen werden (Dubery & Slater, 1997). Jedoch scheint die
Proliferation des Pilzes im Xylem in keinem festen Zusammenhang mit der Ausbildung von
Schadsymptomen zu stehen. So zeigten zum Beispiel Veronese et al. (2003), dass die
Besiedelung mit V. dahliae in zwei unterschiedlich empfindlichen Okotypen von Arabidopsis
thaliana zunachst ahnlich verlief. Dennoch waren die Verluste an Biomasse und das Ausmalf}
der Vergilbung im Okotyp Columbia deutlich starker als bei C-24. AuRerdem wurde durch die
Infektion im Vergleich zu mock-inokulierten Kontrollen der Blihzeitpunkt bei Columbia
deutlich nach vorne und bei C-24 nach hinten verschoben. Aus diesen Ergebnissen wurde
gefolgert, dass die Reaktion der Pflanze auf Verticillium Arten nicht allein durch Pilz-burtige
Signale bedingt wird, sondern auch von der eigenen genetischen Konstitution abhangt
(Veronese et al., 2003).

Bei vielen Pflanzen wurde beobachtet, dass Verticillium-Infektionen Thyllenbildung im Xylem
auslésen (Benhamou, 1995). Dem Xylem benachbarte Parenchymzellen bilden
Ausstllpungen in die Gefalle, durch die der Xylemfluss und damit die Ausbreitung des Pilzes
verhindert werden soll (Fradin & Thomma, 2006). Die Rolle von Thyllenbildung in der
Verticillium-Abwehr wurde kontrovers diskutiert, da Thyllen sowohl bei kompatiblen als auch
bei nicht kompatiblen Reaktionen vorkommen und haufig erst spat im Infektionsverlauf
auftreten, wenn der Pilz sich im Xylem bereits systemisch ausgebreitet hat (Beckman, 1964;
Pegg & Brady, 2002). Die Blockade des Xylems durch die Thyllen und Pilzhyphen kénnte zur
Symptomauspragung und Welkeerscheinungen der Pflanzen im Krankheitsverlauf beitragen;
alternativ. dazu wurden vom Pilz ausgehende Signale fur die Symptominduktion
vorgeschlagen (Pegg & Brady, 2002). Als potentielles Signalpeptid von Verticillium ist unter
anderem ein Glycoprotein diskutiert worden, welches auch in Abwesenheit des Pilzes
typische Symptome an Wirtspflanzen hervorrufen kann (Meyer et al., 1994; Nachmias et al.,
1987; 1990).

Allgemein wurde in mit pilzlichen Pathogenen infizierten Pflanzen die Akkumulation potentiell
antimikrobieller Komponenten, wie PR-Proteinen, Phytoalexinen und phenolischen
Verbindungen in Wurzeln und Stammen beobachtet (Benhamou, 1995; Cooper et al., 1996;
Daayf et al., 1997; Williams et al., 2002). Auch im Blattapoplasten konnte schon die
Akkumulation potentiell antimikrobieller Proteine beobachtet werden. So wurde
beispielsweise im Blattapoplasten von Tomate nach Infektion mit Cladosporium fulvum die
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Bildung der PR-Proteine Chitinase und 1,3-B-Glucanase gezeigt (Joosten & De Wit, 1989).
Ein Germin-artiges Protein mit Aktivitat als Protease-Inhibitor wurde im Blattapoplasten von
Weizen nach Infektion mit Septoria tritici nachgewiesen (Segarra et al., 2003). In Reis fihrte
die Infektion mit dem vaskularen Pathogen Xanthomonas oryzae zur Akkumulation einer
kationischen Peroxidase im Apoplasten von Mesophylizellen, in den Zellwanden und
Gefallumina von Xylemelementen (Young et al., 1995).

Die Proteinzusammensetzung im Xylemsaft von Tomate anderte sich stark durch Infektion
mit dem xylem-kolonisierenden Pilz Fusarium oxysporum (Rep et al., 2002). Es traten mit
unterschiedlicher zeitlicher Kinetik neue Proteine auf, die neben einem pilz-blrtigen Protein,
Uberwiegend pflanzlichen Ursprungs waren. Mit Hilfe von Massenspektrometrie wurden unter
den neu auftauchenden Proteinen eine saure und eine basische Glucanase identifiziert (Rep
et al., 2002), die durch Pathogene auch im Blattapoplasten induziert werden (Joosten & De
Wit, 1989). AuRerdem wurde ein neues Mitglied der PR-5 Familie identifiziert, das eine hohe
Homologie mit basischen, vakuoldren Proteinen (auch bekannt als Osmotine) aufweist.
Diese xylem-sezernierte Isoform von PR-5 akkumulierte zu einem relativ frilhen Zeitpunkt
nach Infektion und war das einzige Protein, das in hohen Mengen auch bei inkompatiblen
Interaktionen auftrat, wahrend die anderen Proteine erst zu spateren Zeitpunkten und nur bei
kompatiblen Interaktionen, begleitend mit dem Auftreten von Krankheitssymptomen
akkumulierten (Rep et al. 2002). Anders als im Blattapoplasten pathogen-infizierter Tomaten
(Joosten und De Wit, 1989), konnte im Xylemsaft nach F. oxysporum Infektion keine starke
Akkumulation der PR-3 Chitinase nachgewiesen werden, sondern diese wurde nur in
geringen Mengen mittels Immunodetektion gefunden (Rep et al., 2002). Dies kdnnte ein
Hinweis darauf sein, dass Xylem und Blattapoplast unterschiedlich auf Invasion mit Xylem-
lokalisierten Pilzen reagieren.

1.5 Die Funktion von Peroxidasen in der Pathogen-Abwehr

Peroxidasen kommen in Pflanzen, Tieren, Bakterien und Pilzen vor. Die Superfamilie der
Pflanzenperoxidasen besteht aus drei Klassen. Die Klasse | der intrazellularen Peroxidasen
beinhaltet die Cytochrom C Peroxidasen aus Hefen bzw. Bakterien, die Ascorbat-
Peroxidasen aus hoheren Pflanzen und die bakteriellen bzw. pilzlichen Catalase-
Peroxidasen. Die Klasse Il wird von den sekretorischen pilzlichen Lignin-Peroxidasen und
Mangan-abhangigen Peroxidasen gebildet, wahrend die sekretorischen Pflanzenperoxidasen
die Klasse lll bilden (Hiraga et al., 2001; Welinder et al., 1992).

In Pflanzen spielen also zum einen die intrazellularen Ascorbat-Peroxidasen der Klasse |
eine Rolle und zum anderen die klassischen Pflanzenperoxidasen (POX) der Klasse lll, die
Uber das Endoplasmatische Retikulum aus der Zelle sekretiert oder in die Vakuole
transportiert werden (Hiraga et al., 2001). In Arabidopsis thaliana wurden 73 Volllangen
Gene fir Klasse lll Peroxidasen identifiziert (Welinder et al., 2002), von denen 58 als
Transkripte gefunden wurden. Alle Pflanzenperoxidasen haben die gleiche generelle
Struktur, bestehend aus einem Ham-Zentrum (Fe** Protoporphyrin IX) und zehn a-Helices.
Klasse lll Peroxidasen enthalten auerdem drei zusatzliche o-Helices, einige
hochkonservierte Aminosauren und vier Disulfidbriicken (Passardi et al., 2004, Welinder et
al., 2002). POX katalysieren die Reduktion von H,0O,, indem sie Elektronen von
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Donormolekilen wie phenolischen Substanzen, Ligninvorstufen, Auxin oder sekundaren
Metaboliten Ubertragen (Hiraga et al., 2001). Die Vielfalt der von POX oxidierbaren Substrate
ist der Grund dafur, dass diese Enzyme in einer breiten Palette von physiologischen
Prozessen involviert sind (De Gara, 2004). In zahllosen Studien wurde die Rolle der
Pflanzenperoxidasen untersucht und es wurden ihnen unterschiedliche Funktionen
zugeschrieben (Passardi et al., 2005), darunter Lignifizierung (Whetten et al., 1998),
Suberinisierung (Espelie et al., 1986), Vernetzung von Strukturproteinen der Zellwand (Fry,
1986), Auxin-Katabolismus (Lagrimini et al., 1997), Abwehr gegen Pathogene (Chittoor et al.,
1997), Salztoleranz (Amaya et al., 1999) und Seneszenz (Abeles et al., 1988).

Peroxidasen tragen zur indirekten Abwehr von Pathogenen bei. Unter Nutzung von H,0O,
kénnen Peroxidasen aus Monolignolen Phenoxy-Radikale generieren, die dann spontan zu
Ligninpolymeren vernetzen. Die Verstarkung von Zellwanden bietet einen Schutz vor dem
Eindringen von Pathogenen (Passardi et al., 2004). Abgesehen von der Oxidation von
Substraten wurde eine weitere Funktion von Peroxidasen beschrieben: Native Peroxidasen
kénnen zu Oxyferroperoxidasen reagieren, was zur Bildung verschiedener reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) fuihrt (Passardi et al., 2004). Wie bereits unter 1.3 erwahnt, wirken
ROS gegen Pathogene und sind an der Signalweiterleitung beteiligt. Eine weitere Funktion
von Peroxidasen in der pflanzlichen Pathogen-Abwehr ist ihre Beteiligung an der Erhéhung
der Synthese von Phytoalexinen (Kristensen et al., 1999). Zusammenfassend lasst sich
festhalten, dass viele verschiedene Peroxidasen mit unterschiedlichen Funktionen durch
Pathogen-Infektion induziert werden (Harrison et al., 1995; Chittoor et al., 1997).

1.6  Die Funktion von Chitinasen in der Pathogen-Abwehr

Chitin ist die Hauptkomponente im Exoskelett von Insekten und Crustaceen, sowie in echten
Pilzen, kommt aber in Oomyceten nicht vor. Pflanzen besitzen kein Chitin, aber daflir eine
grole Anzahl an Chitinasen. Anhand ihren Funktionen werden Endo- und Exochitinasen
unterschieden. Im folgenden soll nur auf die pflanzlichen Endochitinasen eingegangen
werden, welche die Hydrolyse von Chitin, eines B-1,4-Homopolymers von N-Acetyl-D-
Glucosamin, katalysieren (Cohen-Kupiec & Chet, 1998). Die Chitinase-Aktivitat in Pflanzen
erhoht sich stark nach Befall mit Pilzen, Bakterien und Viren (Broekert & Peumans, 1988;
Kombrick et al., 1988; Legrand et al., 1987; Mauch et al., 1984). Chitinasen werden aber
nicht nur durch biotischen Stress, sondern auch durch abiotischen Stress induziert, wie z.B.
durch Schwermetalle (Rivera-Becerril et al., 2005), Ozon (Schraudner et al., 1992) und UV-
Bestrahlung (Gerhardt et al.,, 2004). Auflerdem spielen Chitinasen eine Rolle in
Wachstumsprozessen und Symbiosen (Kasprzewska, 2003).

Viele Proteine mit chitinolytischer Aktivitat wurden in Pflanzen beschrieben (Collinge et al.,
1993; Hamel et al., 1997). Man findet sie in allen pflanzlichen Organen und Geweben sowohl
im Apoplasten als auch in der Vakuole. Gemal dem Klassifikationssystem der
Glycosylhydrolasen, welches auf Sequenzahnlichkeiten der Aminosduren der katalytischen
Domane basiert, werden Chitinasen in die Glycosylase-Familien 18 und 19 eingeteilt
(Henrissat, 1991). Chitinasen der Familie 18 werden in Bakterien, Pilzen, Viren, Pflanzen
und Tieren gefunden, wahrend Mitglieder der Familie 19 fast ausschliellich in Pflanzen
vorkommen. Hohere Pflanzen synthetisieren sieben verschiedene Klassen von Chitinasen,
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die sich einerseits in ihrer Proteinstruktur und Substratspezifitdt unterscheiden und
andererseits in ihrem Katalysemechanismus und der Sensitivitdt gegenlber Inhibitoren
(Brunner et al., 1998). Die Chitinasen der Klassen Ill und V gehoéren zu der Glycosidase
Familie 18, wahrend die anderen Chitinase Klassen in die Glycosidase Familie 19 eingeteilt
werden (Hamel et al., 1997; Cohen-Kupiec & Chet, 1998).

Im Hinblick auf ihre Eigenschaften und enzymatischen Aktivitdten in der Pathogenabwehr
wurden pflanzliche Chitinasen als PR-Proteine eingestuft (Collinge et al., 1993). Chitinasen
gehoren zu vier Kategorien von PR-Proteinen. Die Kategorie PR-3 beinhaltet Chitinasen der
Klassen la, Ib, I, IV, VI und VII. Chitinasen der Klasse lll gehéren zu den PR-8 Proteinen
und Chitinasen der Klasse V gehoéren zu den PR-11 Proteinen. Aulerdem wurden in der
Kategorie PR-4 einige chitin-bindende Proteine mit geringer Endochitinase-Aktivitat
gefunden (Neuhaus et al., 1996; Melchers et al.,, 1994). Die meisten Klasse la, Il und VI
Chitinasen haben einen basischen pH-Wert und sind in den Vakuolen lokalisiert. Saure
Chitinasen aus den Klassen Ib, Il, Ill, IV und VI werden in den Apoplasten sekretiert
(Kasprzewska, 2003).

Chitinasen haben anscheinend eine doppelte Funktion in der Abwehr pilzlicher Pathogene:
Apoplastische Chitinasen kénnen Elicitormolekile im friihen Stadium der Pathogenese aus
Hyphen im extrazelluldaren Raum freisetzen (Collinge et al., 1993; Gerhardt et al., 1997). Die
Elicitoren binden an Rezeptoren, die Abwehrmechanismen aktivieren, so dass verstarkt
apoplastische und vakuolare Chitinasen gebildet und sekretiert werden. Die Zunahme der
apoplastischen Chitinasen erhoht die Produktion der Elicitoren, was wiederum die
Infektionssignale erhoht (Gerhardt et al., 1997). Wenn Hyphen in die Zelle eindringen und
dabei den Protoplasten zerstoren, treten die vakuolaren Chitinasen in Aktion. Sie spalten die
neu synthetisierten Chitinketten des Pilzes und unterdricken so das Pilzwachstum (Collinge
et al.,, 1993). Demnach hatten apoplastische Chitinasen Anteil an der Signalgebung, die
Pflanzen Uber die Pathogenattacke informiert, wahrend die vakuoléren Chitinasen das
Pathogenwachstum inhibieren. Diese Hypothese wird durch die Substratspezifitdt der
apoplastischen und vakuolaren Chitinasen unterstiitzt. Vakuolare Chitinasen sind aktiver
gegen kristallines Chitin als apoplastische Chitinasen, wahrend die apoplastischen
Chitinasen besser I6sliches Chitin hydrolysieren (Collinge et al., 1993).

Passarinho und de Vries (2002) identifizierten mit Hilfe von Datenbankrecherchen 24
putative Chitinasen in Arabidopsis. Chitinase-Gene waren auf allen flUnf Arabidopsis
Chromosomen vorhanden. Alle gefundenen Chitinasen wiesen eine Lange von ungefahr 300
Aminosauren auf und hatten ein vorausgesagtes Molekulargewicht zwischen 25 und 35 kDa.
Basierend auf ihren Aminosauresequenzen wurden alle Arabidopsis Chitinasen als
Endochitinasen in flinf Klassen eingeordnet, wobei die Klassen | und Il jeweils nur eine
Chitinase beinhalten. Bei der Klasse lll Chitinase handelt es sich um eine saure extrazellular
lokalisierte Endochitinase (At5g24090) mit einem Molekulargewicht von 33,1 kDa und einer
Kettenlange von 302 Aminosauren. Eine Promotor-GUS Analyse zeigte, dass das Gen fir
diese Endochitinase durch Infektion mit dem Pathogen Rhizoctonia solani induziert wurde
(Samac und Shah,1991). Chitinasen wurden auch als potentielle Faktoren in der Abwehr
gegen V. dahliae beschrieben (Berg et al., 2001; McFadden et al., 2001). Es ist daher
naheliegend zu vermuten, dass sie auch bei V. longisporum Reaktionen eine Rolle spielen.
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2. ZIELE

Das Hauptziel dieser Arbeit war die Untersuchung des extrazellularen Proteoms von
Brassica napus und Arabidopsis thaliana unter Einfluss von Verticillium longisporum in
Relation zur Auspragung von Krankheitssymptomen.

Dazu mussten zunachst einige methodische Grundlagen, wie die Etablierung des
Infektionssystems mit replizierbaren Infektionsverlaufen, geschaffen werden. Die Gewinnung
von Xylemsaften und apoplastischen Waschflissigkeiten, verbunden mit der Minimierung der
Kontamination durch symplastische Proteine, sollte optimiert werden. Weiterhin musste die
Replizierbarkeit der Proteingele gegeben sein, um deren Auswertung mit einer speziellen
Software zu ermoglichen.

Aufbauend auf diesen Grundlagen sollten die Verticillium longisporum bedingten Schaden an
den Pflanzen Brassica napus und Arabidopsis thaliana umfassend charakterisiert und in
Relation zur Ausbreitung des Pilzes gesetzt werden. Dafir wurden verschiedene
Okophysiologische Parameter an Verticillium longisporum infizierten Pflanzen im Vergleich zu
Kontrollpflanzen betrachtet. Dies sollte den Vergleich zweier Arabidopsis thaliana Okotypen
hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegeniber Verticillium longisporum und die Auswahl
geeigneter Anzuchtbedingungen fir die Proteomanalysen beinhalten. Da im Zusammenhang
mit Verticillium-Infektionen das verstarkte Auftreten von Chitinasen beschrieben wurde, war
ein weiteres Ziel dieser Arbeit eine saure Endochitinase aus Arabidopsis thaliana funktionell
zu charakterisieren. Dazu sollte eine Chitinase T-DNA Insertionsmutante aus Arabidopsis
thaliana unter Einfluss von Verticillium longisporum untersucht werden.

Fir die Proteomanalysen wurde ein geeigneter Zeitpunkt ermittelt zu dem differentiell
auftretende Proteine im Xylemsaft und Blattapoplasten von Verticillium-infizierten Pflanzen
durch Massenspektrometrie identifiziert werden sollten. Dabei diente Raps als Beispiel fir
eine landwirtschaftlich bedeutsame Pflanze, wahrend die Modellpflanze Arabidopsis thaliana
besonders als Plattform fur molekulare Analysen herangezogen wurde. Ein weiteres Ziel war
durch Verticillium-Infektion differentiell auftretende Proteine im Infektionsverlauf mittels
Genexpressionsanalysen ndher zu charakterisieren.
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3. MATERIAL & METHODEN

31 Chemikalien

Alle Puffer und Lésungen wurden mit demineralisiertes Wasser (dd H,O) aus dem Gerat
Sartorius Arium 611 (Sartorius, Gottingen) angesetzt. Wenn nicht anders angegeben,
wurden die Chemikalien bei der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.

Aceton

Acetonitril

Acrylamid (30 %)
Agarose Seakem LE

Agarose (low melting point)

Ammoniumbicarbonat

Ammoniumpersulfat (APS)

B-Mercaptoethanol
BCA
CHAPS

Coomassie Brilliant Blue G250

CTAB

dNTPs

Dry-Strip cover fluid
DTT

EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid
Fe-EDTA Natriumsalz
Formaldehyd (37 %)
Gelrite

Guajakol

Harnstoff

Inosit

lodoacetamid
IPG-Puffer
Isopropanol

Methanol

MOPS
Oxalessigsaure
Potato Dextrose Agar
Potato Dextrose Broth
Phosphorsaure
PVPP, unléslich
PVPP, léslich, MW 30000
Saccharose
Schwefelsaure (96 %)
SDS

Silbernitrat

TEMED

Triton X-100

Trypsin

AppliChem, Darmstadt

Fisher Scientific, Loughborough, GB
Biomol, Hamburg

Cambrex Bio Science, Rockland, USA
Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Uptima, Montelucon, Frankreich
Fluka, Buchs, Schweiz

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Fluka, Buchs, Schweiz

Fluka, Buchs, Schweiz

GeReSO mbH, Einbeck

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Fluka, Buchs, Schweiz

Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande
Fluka, Buchs, Schweiz

KMF, Lohmar

Serva, Heidelberg

Fluka, Buchs, Schweiz

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Roth, Karlsruhe

KMF, Lohmar

Sigma-Aldrich, Steinheim

ICN Biomedicals, Aurora, USA
Scharlau, Barcelona, Spanien
Scharlau, Barcelona, Spanien

KMF, Lohmar

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Fluka, Buchs, Schweiz

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Promega, Madison WI, USA
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3.2 Pflanzenanzucht und Inokulation mit Verticillium longisporum

3.2.1 Anzucht von Arabidopsis thaliana und Inokulation

Zunachst wurden die Samen von Arabidopsis thaliana in einem 1,5 ml Gefal sterilisiert.
Unter der Sterilbank wurde eine kleine Menge Samen in 1 ml 5 % Calciumhypochlorid
(Ca(OCil))/0,02 % Triton X-100 fur mindestens 15 min inkubiert und anschlieRend dreimal
mit sterilem dd H,O gewaschen. Einzelne Samen wurden dann mit einer sterilen Impfése
oder Pipettenspitze aufgenommen und steril auf Wurzelmedium (Tab. 3.1; verandert nach
Murashige & Skoog, 1962) ausgelegt. Wenn nicht anders angegeben wurden die
Arabidopsis-Samen in den Schalen mit Wurzelmedium nach drei Tagen Kaltereiz bei 4 °C im
Klhlschrank, in einen Klimaschrank (AR-75L, Percival Scientific, Perry, USA) Uberfihrt und
fur vier Wochen bei 20 °C, 60 % Luftfeuchtigkeit und 8 Stunden Licht/16 Stunden Dunkel
Zyklus wachsen gelassen. Die Lichtintensitat im Klimaschrank betrug 120 ymol/(m?s™).

Tab. 3.1: Zusammensetzung des Wurzelmediums. Die Stamm-L&sungen wurden separat angesetzt
und bei 4°C gelagert. Fir 1L Wurzelmedium wurden von den Stamm-Ldsungen 100 mi
Makroelemente, 1 ml Mikroelemente, 1 ml Vitamine und die anderen Zusatze wie in der Tabelle

angegeben gemischt. Vor der Zugabe des Gelrites wurde der pH-Wert mit NaOH auf 5,8 eingestellt,
anschlielend wurde das vollstandige Medium autoklaviert.

Konzentration in der

z Endkonzentration
Stamm-Lésung

Stamm 1: Makroelemente

KNO; 250 mM 25 mM
CaCl, x 2 H,O 13,7 mM 1,4 mM
MgSO,4 x 7 H,O 16 mM 1,6 mM
NH4H,PO, 26 mM 2,6 mM
Stamm 2: Mikroelemente

MnSQO, x 7 H,0O 6 mM 6 uM
ZnS0O,4 x 7 H,O 1 mM 1 uM

KJ 0,5 mM 0,5 uM
Na,MoO, 0,1 mM 0,1 uM
CoCl, x 6 H,O 0,1 mM 0,1 uM
CuSO, x 5 H,0 0,1 mM 0,1 uM
Stamm 3: Vitamine

Nicotinsaure 4 mM 4 uM
Pyridoxin-HCI 2,4 mM 2,4 uM
Thiamin-HCI 0,3 mM 0,3 uM
Andere Zusitze

Glycin 2g/L 1 ml Stock/L
Inosit 20 g/L 5 ml Stock/L
EDTA-Eisen (lll)-Natriumsalz 7,34 g/lL 5 ml Stock/L
Saccharose 25g/L
Gelrite 2,8 g/lL

Die Verticillium longisporum bzw. mock-Inokulation wurde beim Einpflanzen der Arabidopsis
in Erde durchgefiihrt, indem 10 ml 1-2 x 10° Sporen/ml (siehe 3.2.3) bzw. Wasser an die
Wurzeln der Pflanzen gespritzt wurden. Dafiir war von den Wurzeln vorher ca. 1 cm mit einer
Schere abgeschnitten worden. Nach Einpflanzen und Inokulation wuchsen die Pflanzen bei
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20 °C, 60 % Luftfeuchtigkeit und 8 h Licht/16 h Dunkel Zyklus in dem Klimaschrank weiter.
Einmal pro Woche wurden die Pflanzen mit je 10 ml Wuxal (Aglucon, Disseldorf; 500 pl/L
Leitungswasser) gedingt.

Abb. 3.1: Die Anzucht von Arabidopsis erfolgte zunachst auf Wurzelmedium (A), nach der Inokulation
mit Verticillium longisporum in Erde (B).

3.2.2 Anzuchtbedingungen fiir Raps und Inokulation

Die Anzucht von Brassica napus (rapid cycle rape) erfolgte zunachst fir zwei Wochen steril
auf Wurzelmedium (Tab. 3.1). Die Sterilisation der Samen wurde wie flr Arabidopsis unter
3.2.1 beschrieben durchgefiihrt. Danach wurde der Raps in ein 1:1 Erde/Sand-Gemisch
gepflanzt und mit Verticillium longisporum inokuliert. Fir die Inokulation wurden 10 ml
Sporensuspension (siehe 3.2.3) mit einer Konzentration von 2 x 10%ml direkt in das
Erde/Sand-Gemisch zu vorher angeschnittenen Wurzeln gespritzt. Der Raps wuchs in einer
Klimakammmer bei 20 °C, 60 % Luftfeuchtigkeit und 16 h Licht/8 h Dunkel Zyklus bei einer
Lichtintensitat von 200 pmol/(m™? s™). Nach der Inokulation wurde der Raps wdchentlich mit
10 ml Dinger pro Pflanze gedingt (10 g/L Flory Basisdiinger der Firma Euflor in Minchen
und 2,2 g NH4NO3/L Leitungswasser).

3.2.3 Vorbereitung von Verticillium longisporum fiir die Inokulation

Verticillium longisporum (Stamm VL43 aus Brassica napus; zur Verfigung gestellt von der
AG von Tiedemann, Department flr Nutzpflanzenwissenschaften in Goéttingen) wurde
standardmafig auf Potato Dextrose Agar (Scharlau, Barcelona, Spanien) angezogen und als
Glycerinkultur bei -20 °C gelagert. Zur Vermehrung fir die Inokulation wurden 3-4 Stanzen
mit einem sterilen Korkbohrer (Durchmesser 0,8 cm) von den Agarplatten in 250 ml flissiges
Potato Dextrose Medium (Scharlau, Barcelona, Spanien) mit 0,2 pg/ml Streptomycin (Sigma,
Steinheim) uberfiihrt. Unter leichtem horizontalem Schitteln bei 80 rpm (G10 Gyrotory
Shaker, New Brunswick Scientific, New Brunswick, USA) wuchsen die Kulturen fir 2-3
Wochen bei 22 °C im Dunkeln wie bei Fahleson et al. (2003) beschrieben. Zur Pilzernte
wurde die Suspension durch ein Sieb gegeben um das Myzel zu entfernen und nur die
Sporen zu erhalten. Um die gewonnenen Sporen von Medium zu befreien, wurde die
Sporensuspension anschlieBend in 50 ml Réhrchen bei 900 x g (Rotanta 96 R, Hettich,
Tuttlingen) fir 10 min zentrifugiert, der Uberstand vollstandig abgegossen und die Sporen in
Leitungswasser aufgenommen. Die Anzahl der Sporen in der erhaltenen Suspension wurde
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mit Hilfe einer Thoma-Zahlkammer bestimmt. Hierflir wurde die Sporenzahl in 16
Kleinquadraten gezahlt und mit der Flache (0,04 mm?) und Héhe (0,1 mm) multipliziert um
Sporenzahl pro pyl zu erhalten. Die Zellzahl wurde dann fir die Inokulation mit
Leitungswasser auf 1-2 x 10° Sporen/ml eingestellt.

3.3 Okophysiologische Methoden

3.3.1 Messung der Chlorophylifluoreszenz

Das Prinzip der Chlorophyllfluoreszenzanalyse beruht darauf, dass Lichtenergie von den
Chlorophyllmolekilen in Blattern absorbiert wird und dann einen von drei verschiedenen
Wegen gehen kann. Erstens kann sie flir die Photosynthese genutzt werden, zweitens kann
sie als Warme verloren gehen oder drittens als Licht-Chlorophyllfluoreszenz wieder
abgestrahlt werden. Da diese drei Prozesse in Konkurrenz zueinander stehen, bedeutet eine
Anderung der Effizienz des einen auch eine Anderung der anderen beiden. So kénnen durch
Anderungen der Chlorophylifluoreszenz Riickschliisse auf die Aktivitat der Photosynthese
gezogen werden (Maxwell und Johnson 2000). Die Chlorophylifluoreszenz wurde mit Hilfe
des MINI-PAM Gerates der Firma Walz (Effeltrich, Deutschland) an Blattern von Arabidopsis
thaliana und Raps gemessen. Das Prinzip der Messung beruht darauf, dass ein kurzer,
starker Lichtimpuls Uber eine Diode auf das Blatt appliziert wird. Bevor das Licht auf das Blatt
trifft, wird es Uber einen Filter modifiziert, der Licht mit einer Wellenlange von A < 670 nm
durchlasst. Der Lichtimpuls erzeugt im Blatt die Emission von Chlorophyllfluoreszenz. Das
emittierte Signal wird durch zwei Filter, die Licht von einer Wellenlange von A > 700 nm, aber
keine Warmestrahlung durchlassen, herausgefiltert, verstarkt und Uber einen Detektor
gemessen (Betriebsanleitung Walz).

Die folgenden Parameter wurden gemessen: die maximale Fluoreszenz (F.), die
Grundfluoreszenz (Fo) und die aus der Differenz resultierte variable Fluoreszenz (F,=F-Fo).
Dabei wurde unterschieden, ob die Messung der Chlorophylifluoreszenz im Licht oder im
Dunkeln erfolgte. Im Dunkeln sind alle Reaktionszentren offen. Ein sattigender Lichtimpuls
fuhrt zum  sofortigen SchlieBen der Reaktionszentren und zur maximalen
Chlorophyllifluoreszenzemission, die durch den zeitlich versetzt erfolgten Weitertransport der
Energie uUber die Elektronentransportkette bald wieder geléscht wird. Mit den
Fluoreszenzwerten kann die maximale photosynthetische Aktivitat, auch als maximale
Quantenausbeute vom Photosystem Il oder kurz als ,Yield* bezeichnet, berechnet werden.

Yield = (Fm -Fo)) Fm=FJ/ Fn,
(Kitajima and Butler 1975, Rohacek 2002)

Im Licht sind die Fluoreszenzwerte geringer und werden entsprechend mit F,,’ und F; (Steady
State Fluoreszenz) bezeichnet (Maxwell und Johnson 2000). Die sich daraus ergebene

aktuelle Quantenausbeute wird mit @Il bezeichnet und analog zur obigen berechnet:

Qll = (F,/'-Fy)/ Fr’ (Maxwell und Johnson 2000).
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3.3.2 Messung der Elektrolytleitfahigkeit

Elektrolyte kommen innerhalb der Zellmembranen von Pflanzenzellen vor. Diese Membranen
sind sensitiv fur Umweltstress, das heillt die Permeabilitdt der Membranen erhoht sich durch
Stress (Campos et al., 2003). Ungestresste, unversehrte Pflanzen behalten die Elektrolyte
innerhalb der Membran, wahrend Zellen die Stress ausgesetzt sind Elektrolyte in die
Umgebung abgeben. Eine Bestimmung von Membranschaden kann durch den Vergleich der
Leitfahigkeit von ausgetretenen Elektrolyten aus beschadigten und unbeschadigten
Geweben in demineralisiertem Wasser erfolgen (Mattson, 1996; McNabb & Takahashi,
2000). Die Messung der Elektrolytleitfahigkeit (Electrolyte leakage) wurde nach Polle et al.
(2001) modifiziert. Dazu wurden frische Blatter von Arabidopsis bzw. Raps geerntet und mit
einem Korkbohrer ca. 25 Blattscheiben ausgestochen und in ein 50 ml Reaktionsgefal®
eingewogen; dann wurden 20 ml dd H,O zugegeben. Die Leitfahigkeit in der Flussigkeit (Lo)
wurde nach 10 min mit einem Konduktometer (Model LF 315/SET, WTW, Wissenschaftliche
Technik, Weilheim) gemessen, um den Anteil der Elektrolyte zu bestimmen, die durch die
gestanzten Rander ausgetreten waren. Die Proben wurden 24 h bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieRend wurde die Leitfahigkeit (L;) erneut gemessen. Um die maximale
Leitfahigkeit (Lmax) zu bestimmen, wurden die Proben autoklaviert (5 min bei 121 °C) und
nach dem Abkulhlen auf Raumtemperatur erneut gemessen. Der prozentuale Anteil der in 24
Stunden ausgetretenen Elektrolyte (EL) wurde nach der folgenden Gleichung berechnet:

EL (%) = [(L-Lo)/Lmax] * 100

3.3.3 Bestimmung des osmotischen Drucks

Fir die Messung des osmotischen Drucks wurden ca. 0,5 g unter flissigem Stickstoff
pulverisiertes Blattmaterial in 1,5 ml Reaktionsgefalie eingewogen (Frischmasse, FM),
gefriergetrocknet und anschlieBend das Trockenmasse (TM) bestimmt. Danach wurde als
Lésungsmittel (LM) pro Probe 1 ml demineralisiertes Wasser zugegeben, gemischt und
25 min bei 900 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 50 pl blasenfrei
in ein 0,5 ml Reaktionsgefall gefillt und am Kryo-Osmometer (Osmomat 030, Ganotec,
Berlin) gemessen (OS). Die Osmolaritat bzw. Osmolalitdt und der osmotische Druck wurde
nach folgenden Gleichungen berechnet:

Osmolalitat (osmol/kg) = gemessene OS (osmol/kg) * Verdiinnung
Osmotischer Druck (MPa) = Osmolalitdt* R * T

Wobei R = Gaskonstante (0,00831 L*MPa*mol*K™); T = Temperatur = 295 K
Verdiinnung = LM (ml) / Wasseranteil des Blattmaterials (FM-TM (ml))

3.3.4 Bestimmung des Chlorophyligehaltes

Fur die Bestimmung des Chlorophyligehaltes wurde Blattmaterial unter flissigem Stickstoff
pulverisiert. Von dem gefrorenem Pulver wurden ca. 30 mg in ein Zentrifugenréhrchen aus
Glas eingewogen, die Einwaage wurde notiert und pro Rdéhrchen wurden 5 ml 80 %iges
Aceton zugegeben. Die Proben wurden gut gemischt und anschlieffiend 20 min im Dunkeln
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auf Eis inkubiert. Danach wurden die Réhrchen 15 min bei 4890 x g und 4 °C zentrifugiert
und der Chlorophyligehalt im Uberstand photometrisch bei den Wellenldngen 663 und
646 nm bestimmt (Beckman DU 640, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland).

Die Chlorophyllkonzentration wurde nach Lichtenthaler und Wellburn (1983) berechnet:
Chl a (pg/ml Extrakt) = 12,21 * A663 - 2,81 * A646
Chlb (pg/ml Extrakt) = 20,13 * A646 — 5,03 * A563

Die Chlorophyligehalte wurden mit folgenden Formeln bestimmt:
Chl a (ug/g FM)= Chl a (ug/ml Extrakt) * Vo (ml) / FM
Chl b (ug/g FM) = Chl b (ug/ml Extrakt) * Ve (ml) / FM

Wobei: Agz = Absorption bei A = 663 nm
Aesss = Absorption bei A = 646 nm
Ve = Volumen der Extraktion (5 ml)
FM = eingewogene Frischmasse

3.3.5 Messung der Photosyntheserate

Zwischen der Pflanze und der Umgebung findet ein Austausch von Gasen statt, den man als
Gaswechsel bezeichnet. Die Gase denen die grofte Bedeutung zukommt sind Kohlendioxid
(CO,), Sauerstoff (O,) und Wasserdampf (H,O). Der Austausch von Kohlendioxid und
Sauerstoff ist an primare Prozesse der Photosynthese gekoppelt, wahrend die
Wasserdampfabgabe eine wichtige Rolle fir den Wasserhaushalt der Pflanze spielt. Die
Photosyntheserate und die Transpiration wurde mit Hilfe des Photosynthese Systems HCM
1000 der Firma Walz (Effeltrich, Deutschland) nach Herstellerangaben gemessen. Daflr
wurde das zu untersuchende Blatt in eine Luft-durchstromte Kiivette eingespannt. Die aus
der Kuvette austretende Luft unterscheidet sich durch die H,O-Abgabe und CO,-Aufnahme
des Blattes von der einstromenden Luft. Durch einen Infrarot-Gasanalysator (IRGA) wurden
die H,O und CO, Konzentration gemessen und anhand der Differenz in der einstrdbmenden
und austretenden Luft konnten die Photosyntheserate und Transpiration berechnet werden.
Mit Hilfe eines Beleuchtungsaufsatzes wurde das zu untersuchende Blatt wahrend der
Messung mit einer konstanten Lichtintensitat von 800 umol/(m? s™') bestrahlt.

3.3.6 Blattflaichenmessung bei Arabidopsis thaliana

Zur Messung der projizierten Blattflache der Rosetten von Arabidopsis thaliana wurden die
Pflanzen nach mock bzw. Verticillium-Inokulation zweimal wochentlich fotografiert (Digital-
Kamera QV R52) und mittels einer speziell entwickelten Software (Datinf GmbH, Tibingen)
analysiert. Die Diagonale des Topfes diente als Mal3stab und betrug fur die verwendeten
Topfe 91 mm. So konnte direkt lber die Pixelzahl die sichtbare Gesamtrosettenflache einer
Pflanze berechnet werden.
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Abb. 3.2: Screenshot des Programms zur Blattflachenauswertung. Links das Foto einer Verticillium-
infizierten Arabidopsis Pflanze. Die Topfdiagonale, hier in rot, diente als Mafistab. Rechts ist das mit
Hilfe der Software analysierte Bild zu sehen. Farbton, Helligkeit und Sattigung konnten so eingestellt
werden, dass die gesamte Rosette, nicht jedoch die Erde etc. erfasst wurde.

3.3.7 C/N Analyse

Gefrorene Blattproben von Arabidopsis wurden unter flissigem Stickstoff in einer Muhle (Typ
MM 2, Retsch, Haan) zu feinem Pulver gemahlen und anschlieflend gefriergetrocknet. Der
C/N-Gehalt wurde mit Hilfe eines Elemental Analyser EA-1108 (Carlo Erba Instruments,
Rodano, Italien) bestimmt. Zur Analyse wurden ca. 0,8 mg getrocknetes Blattpulver in eine
Zinnkapsel (HEKAtech GmbH, Wegberg) eingewogen, wobei das genaue Gewicht jeweils
protokolliert und bei der spateren Berechnung der Stoffkonzentration bertcksichtigt wurde.
Dann wurden die Proben in einen Probenteller des Elementanalysators gegeben. Zur
Messung fallen die Proben in ein Verbrennungsrohr, wo sie bei 1020 °C verbrannt werden.
Der im Verbrennungsrohr befindliche Oxidationskatalysator (Chrom-I111-Oxid) spaltet die in
der Probe vorhandenen Stoffe unter Zugabe von Sauerstoff auf, wobei N,, CO, und H,O
reduziert werden, wahrend im Verbrennungsrohr befindliches reduziertes Kupfer oxidiert
wird. Diese Produkte werden anschlieRend chromatographisch getrennt. Ein an die Saule
angeschlossener Warmeleitfahigkeitsdetektor gibt elektrische Signale der aufgetrennten
Elemente an einen Integrator weiter. Der Integrator erzeugt je nach Starke der empfangenen
Signale unterschiedliche hohe Peaks. Anhand der Flachen unter den Peaks wurden die
Konzentration von Stickstoff und Kohlenstoff mit Hilfe der Standardsubstanz Acetanilid
(CsHaNO, HEKAtech GmbH, Wegberg) berechnet.



Material & Methoden 19

3.3.8 Optische ICP-Emissionsspektrometrie zur Elementanalyse

Die ICP-OES (inductively coupled plasma - optical emission spectrometry) dient zur
quantitativen Analyse von Elementen in wassrigen Lésungen. Die Methode beruht auf der
Verwendung eines sehr heilRen (ca. 8000 °C) Argonplasmas zur Anregung der optischen
Emission der zu analysierenden Elemente. Die ICP-OES Messungen wurden in einem ICP-
Spektrometer (Spectroflame, Spectro Analytical Instuments, Kleve, Deutschland)
durchgefiihrt, indem die Proben als Aerosol durch eine Argon-Plasmaflamme geleitet
wurden. Wenn die austretenden Atome in ihren niedrigen Energiezustand zurlckkehren,
werden die spezifischen Spektren emittiert, die auch quantifiziert werden kdnnen. Fir die
Elementanalyse wurden 50 mg pulverisiertes, getrocknetes Blattmaterial mit 2 ml einer
65%igen HNO;-Lésung versetzt und in einem Drucksystem (PDS-6; Loftfield’s Analytical
Solutions) bei 140 °C nach Heinrichs et al. (1986) aufgeschlossen. Nach Abkulhlen auf
Raumtemperatur wurden die Proben mit dd H,O auf 25 ml aufgefillt im ICP-Spektrometer
analysiert.

3.3.9 Extraktion von Zellwanden

Fir die Extraktion von Zellwandmaterial wurden 200 mg gefrorenes Blattpulver mit 1,5 ml
100 mM KPP/0,5 % Triton X-100 (pH 7,8) gut gemischt und 30 min bei Raumtemperatur
geschiittelt. Danach wurden die Proben 10 min bei 14000 x g zentrifugiert, der Uberstand
wurde verworfen. Das Pellet wurde noch einmal mit 100 mM KPP/0,5 % Triton X-100
(pH 7,8) gewaschen, worauf ein Waschschritt mit 1,5 ml Methanol folgte. Das erhaltene
Zellwandmaterial wurde bei 70 °C getrocknet und konnte anschlieRend bei Raumtemperatur
bis zur weiteren Analyse gelagert werden.

3.3.10 FTIR (Fourier-Transmissions-Infrarot) Spektrometrie

Durch FTIR-Analyse kann die chemische Zusammensetzung organischer Praparate
untersucht werden. Das Messprinzip beruht auf der Tatsache, dass Infrarotstrahlung von
Molekulbindungen wie C-H, O-H, N-H, C=0, C-C etc. absorbiert wird. Diese absorbierte
Energie flhrt zu charakteristischen Veranderungen der Bindungen, die spezifische
Transmissions- und Reflektionsmuster hervorrufen (Chalmers & Griffiths, 2002; Glnzler &
Gremlich, 2002). FTIR Transmissions Spektren von Arabidopsis Blattmaterial wurden mit
einem FTIR-Spektrometer Equinox 55 (Bruker Optics, Ettlingen, Germany) mit einer ATR-
Einheit (attenuated total reflectance unit) gemessen. Die Spektren wurden aus 32 scans im
Wellenldngenbereich von 600-4200 cm™ wie in Naumann et al. (2005) beschrieben,
aufgenommen. Die Auswertung der Spektren wurde mit der Software OPUS Version 5.5
(Bruker Optics, Ettlingen) durchgefuhrt. Die Spektren wurden einer Grundlinienkorrektur und
einer Normierung unterzogen. Fur die Normierung wurde die Vektornormierung ausgewahlt,
bei der ein Spektrum normiert wird, indem flr die y-Werte ein Mittelwert berechnet wird und
anschlieRend dieser Wert vom Spektrum subtrahiert wird. Dann wird die Summe der
Quadrate aller Y-Werte berechnet und anschlieRend das entsprechende Spektrum durch die
Wurzel dieser Summe dividiert.

Mit Hilfe der OPUS-Software wurde anschlieffiend eine Clusteranalyse von den gemessenen
Spektren durchgefihrt. Zur Berechnung der spektralen Distanzen zwischen den Spektren in
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der Clusteranalyse wurde der Ward's Algorithmus verwendet und die erste und zweite
Ableitung des Spektrums berechnet. Durch die Berechnung der Ableitung gewinnen Signale
mit einem steilen Anstieg eine groRere Bedeutung als vergleichsweise flache Strukturen.
Diese Methode wird verwendet, wenn scharfbandige aber relativ kleine Signale von einem
relativ hohen, breiten Untergrund Uberlagert werden. Allerdings wird dadurch auch das
spektrale Rauschen verstarkt.

3.3.11 Ligninbestimmung

Lignin wurde nach einer modifizierten Acetylbromid Methode von Brinkmann et al. (2002)
bestimmt. 0,5 mg, 1 mg und 2 mg Zellwandpulver wurden mit 250 ul 25 %igem Acetylbromid
in Essigsaure gemischt und 30 min bei 70 °C inkubiert. Danach wurden die Proben sofort auf
Eis gekunhlt, mit 250 yl 2 M NaOH vermischt und 5 min bei 16000 x g zentrifugiert. Vom
Uberstand wurden 139 pl in ein neues 2 ml Gefal mit 2,8 ul Hydroxylamin-Lésung (50 %
(w/v) transferiert. Vor der Absorptionsmessung bei 280 nm (Beckman DU 640, Beckman
Coulter GmbH, Krefeld) wurden die Proben mit 1,25 ml Essigsdure gemischt. Fur die
Standardkurve wurde kaufliches Lignin (Coniferyl Alkohol) von 18-270 uyg verwendet. Der
Extinktionskoeffizient fur Lignin wurde anhand der Eichkurve zu ¢ = 8.41/(g*cm) bestimmt.

34 Extraktion von Proteinen

3.41 Gewinnung von apoplastischer Waschfliissigkeit (AWF) aus Arabidopsis
thaliana Blattern

Die Extraktion der apoplastischen Waschflissigkeit wurde
fur Arabidopsis thaliana Blatter optimiert (modifiziert nach
Polle et al, 1990). Dafur wurden verschiedene
Infiltrationslésungen  und Infiltrationszeiten, sowie
verschiedene Zentrifugationsgeschwindigkeiten und
-zeiten getestet. Zur Ermittlung der Kontaminationsrate der
AWF mit symplastischen Proteinen wurde jeweils die
Malatdehydrogenase-Aktivitat gemessen (3.5.2.1).
AulRerdem wurde der Anteil der rickgewonnenen
Infiltrationsflissigkeit und der Proteingehalt (3.5.1)
Uberprift. Letztendlich fihrte die Methodenoptimierung zu
folgendem Protokoll:

Fur die Gewinnung der AWF wurden pro Probe zunachst
ca. 50 Blatter von 5-10 Pflanzen mit einem Skalpell
abgeschnitten und bis zur weiteren Bearbeitung in einer
feuchten Kammer aufbewahrt. Die Blatter wurden
gewogen, um das Frischgewicht zu bestimmen und mit
demineralisiertem Wasser gewaschen, um ausgetretenes
Cytoplasma zu entfernen. Zur Infiltration wurden die Blatter
in Schalen mit jeweils 250 ml 100 mM Kaliumchloridldsung
mit 0,005 % Triton X-100 gelegt und mit einem Netz

eseesewweww————-7
|

Abb. 3.3: Gewinnung von AWF
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bedeckt (Abb. 3.3). Die Schalen wurden in einen Exsikkator platziert und fir 5 Minuten wurde
ein Vakuum angelegt, hierfir wurde der Druck um -80 kPa auf 20 kPa reduziert.
AnschlieRend wurde der Druck langsam wieder auf Normaldruck erhdht, so dass die
Infiltrationslosung in die Blatter einstromen konnte. Waren noch nicht alle Blatter infiltriert,
wurde die Prozedur mit den noch nicht infiltrierten Blattern wiederholt. Danach wurden die
Blatter mit Tlchern vorsichtig trocken getupft, gewogen, in eine Folie eingerollt und in ein
Zentrifugenréhrchen mit einem Loch im Boden platziert. In ein 50 ml Réhrchen wurde dann
ein 1,5 ml Reaktionsgefald und dariiber das Zentrifugenréhrchen mit den eingerolliten Blattern
gestellt (Abb. 3.3) und bei 4 °C, 900 x g, 8 min zentrifugiert (Rotanta 96 R, Hettich,
Tuttlingen). Zum Schluss wurde die Menge an gewonnener AWF ermittelt. Die AWF wurde
bei -20 °C bis zur weiteren Analyse gelagert.

3.4.2 Gewinnung von AWF aus Rapsblattern

Fur die Gewinnung von AWF aus Rapsblattern wurde das Protokoll flir Arabidopsis-Blatter
etwas modifiziert. Pro Probe wurden 5-10 Rapsblatter geerntet, die Mittelrippe wurde entfernt
und groRe Blatter in der Mitte durchgeschnitten. Die Infiltrationsldsung enthielt 100 mM KCI
mit 0,01 % Triton X-100. Die Menge an Detergenz in der Infiltrationslésung wurde fur die
Rapsblatter etwas erhéht, weil diese sehr wasserabweisend waren. Ansonsten wurde die
AWF-Gewinnung wie unter 3.4.1 beschrieben durchgefihrt.

3.4.3 Gewinnung von Xylemsaft aus Raps

Der Xylemsaft wurde mit Hilfe einer Scholander-Druckbombe gewonnen (Scholander, 1965;
Kruse et al. 2003). Dazu wurden Wurzeln von mock- bzw. Verticillium-inokulierten
Rapspflanzen (siehe 3.2.2) unter flieRendem Wasser von Sand und Erde befreit und
anschlieftend in Wasser gestellt. Oberhalb des Hypokotyls wurde mit einer Rasierklinge ein
sauberer Schnitt gemacht und die Schnittflache gut mit dd H,O abgespult. Die Wurzeln
wurden etwas trocken getupft, locker in Aluminiumfolie eingeschlagen und in den Zylinder
der Druckbombe gehangt. Der Stangel wurde durch den Gummiring in der Druckbombe
gedrickt und der Zylinder gut verschlossen. An der Schnittflache austretender Xylemsaft
wurde flr 10-15 min bei einem Druck von ca. 0,2 MPa gesammelt. Bis zur weiteren Analyse
wurden die Xylemsafte bei -20 °C gelagert.

Abb. 3.4: Scholander Druckbombe zur Gewinnung von Xylemsaft aus Raps. Mit einem Druck von
0,2 MPa wurde der Xylemsaft aus den Wurzeln nach oben gedriickt und konnte dann an der
Stangelschnittflache gesammelt werden.
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3.4.4 Proteinextraktion aus Gesamtblattmaterial und Gelfiltration

Am Vortag der Extraktion wurden 100 mg unldsliches Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) pro
Blattprobe in Zentrifugenréhren eingewogen, mit 2 ml Extraktionspuffer (0,1 M
KH,PO4/K,HPO, Puffer/0,5 % Triton X-100, pH 7,8) gemischt und flir 4 Stunden oder Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Das PVPP wird eingesetzt, da es in gequollenem Zustand die
Eigenschaft hat, Phenole zu binden.

Fir die Extraktion wurden 100 mg gefrorenes, gemahlenes Blattpulver in die am Vortag
vorbereiteten Rohrchen eingewogen, die Einwaage protokolliert und die Proben gut
gemischt. Nach einer 15-minutigen Inkubation auf Eis wurden die Proben 30 min bei 4 °C
und 24700 xg (Beckmann J2-HS, Rotor JA 20.1, Beckmann Coulter GmbH, Krefeld)
zentrifugiert. Um niedermolekulare Substanzen zu entfernen wurde anschlieBend eine
Gelfiltration durchgefiihrt. Dafiir wurden 500 pl des Uberstandes aus der Zentrifugation auf
vorher dreimal mit dd H,O gesplilte Sephadex G-25 Saulen (NAP 5 Saulen, Amersham
Biosciences, Uppsala, Schweden) gegeben. Dabei wird ausgenutzt, dass Makromolekiile
(DNA/Proteine), da sie nicht in die Sephadex-Gelpartikel eindringen, sofort mit dem
Ausschlussvolumen eluiert werden. Wohingegen niedermolekularen Substanzen vollstéandig
in das Sephadex-Gel eindringen, sehr spat aus der Saule austreten und damit abgetrennt
werden. Mit einem Ausschlussvolumen von 1 ml dd H,O wurden die Proteine aus den
Saulen eluiert und in 1,5 ml Gefallen aufgefangen.
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3.5 Biochemische Methoden

3.5.1 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mittels Bicinchoninic acid Reagenz (BCA-Test, Uptima,
Montelucon, Frankreich). Das Prinzip des BCA-Tests beruht darauf, dass in einer ersten
Reaktion zweiwertige Kupferionen (Cu®*) aus Kupfersulfat quantitativ von Peptidbindungen
aus Proteinen zu einwertigen Kupferionen (Cu'*) reduziert werden. Danach bilden zwei
Molekile Bicinchoninsaure-Chelator mit jeweils einem Molekil einwertiger Kupferionen einen
violetten Farbstoff, dessen Absorption bei einer Wellenlange von 562 nm photometrisch
erfasst werden kann.

Fir den BCA-Test wurden die Gesamtblattextrakte 1:4 mit dd H,O verdiinnt, wahrend AWF
und Xylemséafte unverdiinnt eingesetzt wurden. Je 30 ul einer Probe bzw. Verdliinnung wurde
mit 600 yl BCA-Nachweisreagenz (nach Herstellerangaben vorbereitet) versetzt. Die Proben
wurden gemischt und 30 min bei 60 °C inkubiert. Nach Abklhlung auf Raumtemperatur
erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration photometrisch (Beckman DU 640,
Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) bei einer Extinktion von A =562 nm. Die
Proben wurden jeweils in Dreifachbestimmung gemessen. Eine Eichreihe von 10-300 pug/ml
mit Rinderserumalbumin (BSA; Uptima, Montelucon, Frankreich), die genau wie die Proben
behandelt wurde, diente zur Berechnung der Proteinkonzentrationen in den Extrakten.
Ebenfalls mitgefuhrt wurde eine Kontrolle bei der statt Extrakt dd H,O eingesetzt wurde und
deren Extinktion (Exontroe) bei der Berechnung der Extinktion der Proben und der Eichreihe
abgezogen wurde.

Die Berechnungen der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe folgender Gleichungen:
Proteinkonzentration der Probe (ug/ml) = [(Eprobe — Ekontroe) * Verde ] / Steigungstandard
Proteinkonzentration im Extrakt (ug/ml) = [(Eprobe — Ekontrotie) * Verdp * Verdg] / Steigungstandard

Proteingehalt (mg/g FM) = [Proteinkonzentration des Extraktes * Vipp] / FM

Wobei: E = Extinktion
Vkpp = Volumen Extraktionspuffer (ml) (siehe 3.4.4)
Verdg = Verdunnung Gelfiltration (siehe 3.4.4)
Verdp = Verdunnung der Probe im Test
FM = Frischmasse (mg) (siehe 3.4.4)

Steigungstandars= Steigung der BSA-Standardkurve [1/(ug/ml)]
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3.5.2 Bestimmung von Enzymaktivitiaten

3.5.2.1 Malatdehydrogenase

Die Messung der Malatdehydrogenase (MDH) Aktivitdt (Bergmeyer, 1974) diente zur
Erfassung von symplastischen Kontaminationen in der apoplastischen Waschfllssigkeit.
Gesamtblattextrakte wurden fiir die Messung 1:10 verdinnt eingesetzt, wahrend die AWF
unverdinnt gemessen wurden. Die Testansatze wurden wie in Tab. 3.2 angegeben,
gemischt. Zuletzt wurde fiir den Reaktionsstart die NADH-L6sung zugegeben, kurz mit
einem Ruhrspatel gemischt und sofort mit der photometrischen Messung begonnen. Die
Aktivitat wurde Uber die Extinktionsabnahme durch die Umsetzung von NADH bei
A=340 nm und 25 °C fir 5 min photometrisch gemessen (Ultraspec 4000, Amersham
Pharmacia Biotech, Cambridge, England). Eine Kontrollrate wurde mit Extrakt, aber ohne
Oxalessigsaure gemessen (Tab. 3.2) und bei der Berechnung abgezogen.

Tab. 3.2: Zusammensetzung eines Testansatzes fur die Messung der MDH-Aktivitdt. Die
Oxalessigsaure und die NADH-L6sung wurden jeweils frisch angesetzt.

Konzentration Konzentration Volumen Volumen
der der Lésung der Lésung der Lésung
Stammldsung im Test im Test in der Kontrolle
(mM) (mM) (ML) (ML)
0,1 MKPP,pH 7,5 100 50 500 500
dd H;O 200 300
Oxalessigsaure 1 0,1 100 0
Extrakt 100 100
Reaktionsstart:
NADH-L6sung 1 0,1 100 100

Durch Anpassung einer Regressionsgeraden an die Messpunkte, wurde die
Extinktionsanderung pro Zeiteinheit bestimmt (AE). Daraus wurden die Enzymaktivitaten
folgendermalen berechnet:

Aktivitat (nkat/g FM) = (AE * V1 * Verdg * Verds * Vkep* C) /(e * Ve * FM * d)

AE = Extinktionsanderung (1/min)

€ = molarer Extinktionskoeffizient (fiir NADH = 6,3 mM™" cm ™)
Vr = Gesamtvolumen des Tests (ul)

Ve = Volumen Extrakt im Test (pl)

Vkpp = Volumen Extraktionspuffer (ml) (siehe 3.4.4)

Verdg = Verdunnung Gelfiltration (siehe 3.4.4)

Verdp = Verdunnung der Probe im Test

C = Umrechnungsfaktor zur Umrechnung in nkat (16666,67)
FM = Frischmasse (mg) (siehe 3.4.4)

d = Kivettendicke
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3.5.2.2 Guajakolperoxidase

Als Guajakolperoxidasen (GuPOD) werden alle Enzyme bezeichnet, die Guajakol als
Kosubstrat zur Umsetzung von H,O, verwenden kénnen. Die GuPOD-Bestimmung erfolgte
nach der Methode von Putter (1970), die von Polle et al. (1990) modifiziert wurde. Die
Aktivitat wurde Uber die Extinktionszunahme bei A = 436 nm und 25 °C photometrisch
(Ultraspec 4000, Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge, England) bestimmt. Als
Extrakte wurden unverdiinnte Gesamtblattextrakte und AWF eingesetzt (siehe 3.4.1, 3.4.2
und 3.4.4). Zur Bestimmung der Kontrollrate wurde die Messung ohne Extrakt mit einer
Zusammensetzung wie in Tab. 3.3 angegeben, durchgeflhrt.

Tab. 3.3: Zusammensetzung eines Testansatzes fur die Messung der GuPOD-Aktivitadt. Die
Guajakollésung und die H,O,-Lésung wurden jeweils frisch angesetzt indem 218 pl 98 %iges Guajakol
in 20 ml dd H,O und 453 ul 30 %iges H,O, in 20 ml dd H,O verdiinnt wurden.

Konzentration = Konzentration Volumen Volumen
der der Lésung der Lésung der Lésung
Stammldsung im Test im Test in der Kontrolle
(mM) (mM) (pL) (uL)
0,1 M KPP, pH 5,25 100 50 500 500
dd H,O 100 50-X 50
Extrakt X 0
Guajakol 100 40 400 400
Reaktionsstart:
H,0, 200 10 50 50

Die Extinktionsanderung (AE) wurde durch Anpassung einer Regressionsgeraden an die
Messpunkte, die vom Photometer Uber 15 min aufgenommen worden waren, bestimmt. Bei
zu niedrigen oder zu hohen Enzymkonzentrationen war die Linearitdt der Messung nicht
gewahrleistet, weshalb unterschiedliche Volumina des Extrakts eingesetzt wurden. Die
Regressionsgrade wurde so gelegt, dass die Steigung ca. 0,1 betrug und im
Extinktionsbereich zwischen 0,1 und 1,1 lag. Die Berechnung der GuPOD-Aktivtat erfolgte
mit der unter 3.5.2.1 angegebenen Formel und einem molaren Extinktionskoeffizient flr
Guajakol von 25,5 mM™" cm™.

3.5.2.3 Chitinase

Die Messung der Chitinase Aktivitdt wurde mit Hilfe des Substrats 4-Methylumbelliferyl N-
Acetyl-p,D-Glucosaminid (MUF-NAG) durchgefiuhrt. Das Substrat MUF-NAG wird durch
Chitinasen in  N-Acetyl-,D-Glucosaminid und das fluoreszierende 4-Methylumbelliferyl
gespalten. Das MUF-NAG-Pulver (Sigma, Steinheim) wurde mit dem Ldsungsmittel 2-
Methoxyethanol auf eine Konzentration von 5 mM eingestellt und fur die Verwendung im
Test mit dd H,O auf eine 1,5 mM Loésung eingestellt. Da MUF-NAG lichtempfindlich ist,
wurde es im Dunkeln bei -20 °C gelagert. Der Test wurde in schwarzen Mikrotiterplatten
(Nunc, Wiesbaden) mit 100 pyl Probe (AWF, Gesamtblattextrakte) und 50 ul 1,5 mM MUF-
NAG in Dreifachbestimmung durchgeflhrt. Nach 30, 60 und 90 min Inkubation bei
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Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 ul 2,5 M Tris (pH>10) gestoppt.
Zur Quantifizierung wurde als Standard kaufliche Chitinase (Sigma, Steinheim) im
Konzentrationsbereich von 0,3 bis 20 mU/ul auf der Mikrotiterplatte mitgefihrt. Die Emission
wurde bei einer Wellelange von 460 nm gemessen (CyBi-Screen-Machine, CyBio AG, Jena),
die Anregungswellenldnge betrug 390 nm. Die Chitinase-Aktivitdt wurde folgendermalien
berechnet:

Aktivitat (mU/ug Protein) = [( Eprobe - Exontrolle) * V1 * Verde] / (Ve * Steigungsiandara™ P)

E = Extinktion

Vr = Gesamtvolumen des Tests (ul)
Ve = Volumen Extrakt im Test (pl)
Verdp = Verdunnung der Probe im Test

Steigungstandara= Steigung der Chitinase-Standardkurve [1/(mU/ml)]
P = Proteinkonzentration (ug/ml) (siehe 3.5.1)

3.5.3 Trichloressigsaure (TCA)/Aceton-Fallung

Fir die TCA/Aceton-Fallung wurden 5 Vol 10 %iges TCA/Aceton (versetzt mit 0,14 % pB-
Mercaptoethanol) mit 1 Vol AWF bzw. Gesamtblattextrakte vermischt und tUber Nacht bei
-20 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Proben 20 min bei 4 °C und 15000 x g
zentrifugiert, der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. AnschlieRend
wurden die Proben durch Zugabe von 200 ul Aceton (mit 0,07 % B-Mercaptoethanol) und
15-minudtiges Zentrifugieren bei 4 °C und 15000 x g gewaschen. Dieser Schritt wurde
zweimal wiederholt und das Pellet wurde anschlieRend bei Raumtemperatur getrocknet. Die
Proben wurden bei -20 °C gelagert.

3.5.4 Peroxidase Nachweis im PhastGel

Die isoelektrische Fokussierung (IEF) ist eine hochaufldsende Technik zur Auftrennung von

Proteinen auf der Basis ihres isoelektrischen Punktes. Der Vorteil des PhastSystems

(Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) ist die schnelle Durchfihrbarkeit und der

geringe Aufwand. Diese Methode zur isoelektrischen Fokussierung von Proteinen besteht

aus drei Schritten:

1. Vorfokussierung (pH Gradient wird gebildet; wahrenddessen kénnen die Kamme beladen
und eingesetzt werden) — Dauer ca. 10 min

2. Proben Applikation

3. Fokussierung - 500 Vh oder ca. 30 min

Jeweils 300 yl Probe wurde gefriergetrocknet und nach der Trocknung in 30 pl dd H,O

resuspendiert (Peroxidasen sind auch nach der Gefriertrocknung noch aktiv). Die

Proteinkonzentration wurde in einer 1:10 Verdinnung, wie unter 3.5.1 beschrieben,

bestimmt. Die Minigele mit einem pH-Gradienten von pH 3 bis pH 9 (Amersham Biosciences,
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Uppsala, Schweden) wurden mit 3,6 ug Protein pro Probe beladen. Die elektrophoretische
Auftrennung wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

2000V 2,5mA 3.5W 15°C 75Vh
200 V 2,5mA 3,5W 15°C 15 Vh
2000V 2,5mA 3,5W 15°C 410 Vh

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel in eine Glaspetrischale mit 50 mi
100 mM Natriumacetatpuffer (pH 5,5) mit 100 pl Guajakol (98 %) und 100 pl H>O, (30 %)
Uberfiihrt. Vorhandene Peroxidasen verknlpften mit Hilfe von H,O, das farblose Guajakol zu
rotbraunen Komplexen, welche im Gel als braune Banden sichtbar wurden. Die Farbung war
nach ca. 15 min am starksten. Da die Farbung wieder verblasste wurde das Gel sofort
gescannt (Fluor-S Multimager, Bio-Rad).

3.5.5 Eindimensionale Elektrophorese

Fir die elektrophoretische Auftrennung wurden die Xylemsafte (siehe 3.4.3) zuvor
sterilfiltriert um maoglicherweise vorhandene Verticillium-Sporen oder Hyphen zu entfernen.
Danach wurde der Xylemsaft gefriergetrocknet und anschlieRend in 500 pl ddH,O
aufgenommen und Uber Gelelutionssaulen gereinigt. Damit gleiche Mengen an Protein auf
das Gel aufgetragen werden konnten, wurde die Proteinkonzentration bestimmt (siehe
3.5.1). Die apoplastischen und Gesamtblattproteine wurden mittels TCA/Aceton gefallt (siehe
3.5.3) und anschlieRend wurde ebenfalls die Proteinkonzentration gemessen.

Die Elektrophorese wurde in einer Anlage von Biometra (Whatman Biometra, Goéttingen)
durchgefiihrt. Die Gelplatten hatten eine Grofie von 14 x 15 cm und es wurde ein 1 mm
dicker Kamm mit 12 Taschen verwendet. Vor dem GielRen der Gele wurden die Glasplatten
mit Wasser und Ethanol gereinigt, gut mit fusselfreien Tuchern getrocknet und anschlieRend
zusammengesetzt. Das Giellen der Polyacrylamid (PAA)-Gele erfolgte mit Hilfe eines
Gradientenmischers, wobei in den vorderen Zylinder eine 20 %ige Trenngelldsung und in
den hinteren Zylinder eine 7,5 %ige Trenngelldsung pipettiert wurde (Zusammensetzung
siehe Tab. 3.4). Nach Anschalten des Mischers wurden durch einen Schlauch die
Gelldsungen zwischen die Glasplatten geflllt, so dass von unten nach oben ein Gradient von
20 % Acrylamid bis 7,5% Acrylamid entstand. Danach wurde das Trenngel mit
wassergesattigtem Butanol Uberschichtet und mindestens eine Stunde zum Polymerisieren
stehen gelassen. Anschlieliend wurde das Butanol durch Dekantieren und Nachreinigen mit
dd H,O entfernt. Das Sammelgel (Tab. 3.4) wurde Uber das Trenngel zwischen die
Glasplatten gegossen, der Kamm eingesetzt und wiederum mindestens eine Stunde zum
Polymerisieren stehen gelassen.
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Tab. 3.4: Pipettierschema fur ein Gradientengel. Der Polyacrylamidgradient von 20-7,5 % wurde mit
Hilfe eines Gradientenmischers erzeugt.

Trenngel Sammelgel
7,5% 20 % 7%
30 % Acrylamid (w/v wassrige Lésung) 7,5 ml 20 mi 2,33 mi
Trenn-bzw. Sammelgelpuffer 7,5 ml 7,5 mi 2,55 mi
10 % SDS 0,3 ml 0,3ml 0,1 ml
dd H,O 14,5 ml 2,05 ml 5,02 mi
entliften und je 6,5 ml in Gradientenmischer pipettieren entliften
10 % Ammoniumpersulfat (APS) 65 pl 65 ul 50 pl
TEMED 5l 5l 5ul

Je nachdem, ob anschlieRend eine Silbernitrat- oder CBB-Farbung geplant war, wurden pro
Spur 1,8 uyg bzw. 50-100 ug Protein aufgetragen und in dem PAA-Gradientengel (Laemmli,
1970) aufgetrennt.

Die Elektrophoreseanlage wurde fur die Auftrennung der Proteine auf 10 °C vorgekuhlt. Die
Proteinproben wurden mit Ladepuffer (Tab. 3.5) versetzt, 3 min bei 70 °C inkubiert und
anschlielRend auf das Gel aufgetragen. Als Protein-Molekulargewichtsmarker wurde ein
Proteinkit (siehe 3.5.6, Tab. 3.6; LMW 17-0446-01, Amersham Biosciences, Freiburg)
verwendet. Die Elektrophorese erfolgte mit 20 mA pro Gel (Power Pac 3000, Bio-Rad
Laboratories, Munchen, Deutschland). Anschlielend wurden die Gele nach Blum et al.
(1987) mit Silber oder nach Neuhoff (1990) mit Coomassie-Brilliant-Blue gefarbt (siehe
3.5.7).

Tab 3.5: Zusammensetzung des Ladepuffers fir die PAA-Elektrophorese. Die Komponenten wurden
in dd H,O geldst.

Konzentration Ansatz fiir 10 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 0,125 M 2,5mi
10 % SDS 4 % viv 4 ml
Glycerin 20 % viv 2ml
DTT 0,2M 0,31g

Bromphenolblau 0,002 % wiv 2 mg
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3.5.6 Molekulargewichtsmarker fiir die Elektrophorese

Je eine Portion Protein-Molekulargewichtsmarker (576 ug/Portion; Tab. 3.5; LMW 17-0446-
01, Amersham Biosciences, Freiburg) wurde in 200 pl Ladepuffer geldst. Bei einer geplanten
CBB-Farbung (siehe 3.5.8) wurde der Marker unverdinnt verwendet, bei einer geplanten
Silberfarbung (siehe 3.5.8) wurde der Marker 1:20 in Ladepuffer verdunnt. Fur die
eindimensionalen Elektrophorese (siehe 3.5.5) wurden jeweils 5 ul Markerprotein pro Spur
aufgetragen. Fur die zweidimensionale Elektrophorese (siehe 3.5.7) wurden je 10 pl
Markerproteine auf ein 5x5mm groRes Filterpapierstick pipettiert, mit 0,5 %iger
leichtschmelzender Agarose (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) Uberschichtet
und in Portionen zu jeweils sechs Filterstiicken bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
gelagert. Das Molekulargewicht der zu analysierenden Proteine wurde aus der Gleichung der
Geraden, die aus der relativen Laufweite der Markerproteine und deren Molekulargewicht
resultierte, berechnet (Abb. 3.5).

Tab. 3.6: Zusammensetzung des Protein-Markers mit Molekulargewichten von 14400 bis 97000 Da.

Protein Organismus/Organ Molekulargewicht (Da)
Phosphorylase b Kaninchenmuskel 97 000
Albumin Rinderserum 66 000
Ovalbumin Huhnereiweil® 45 000
Carbonische Anhydrase Rindererythrozyten 30 000
Trypsin Inhibitor Sojabohne 20100
a-Lactalbumin Kuhmilch 14 400
5 |
y = -0,9668x + 5,0316
48 |
e
344 |
42 |
4
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

relative Migration

Abb. 3.5: Beispiel fur eine Eichgerade zur Bestimmung der Molekulargewichte von Proteinen im Gel.
Die relative Migration der Markerproteine zur Lauffront wurde gegen den Logarithmus (log10) der
Molekulargewichte (MW) der Markerproteine aufgetragen.
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3.5.7 Zweidimensionale Elektrophorese

3.5.7.1 Erste Dimension (Isoelektrische Fokussierung)

Die TCA/Aceton geféllten Proteine wurden mit 380 pl Rehydrationspuffer [8 M Harnstoff,
0,5% w/v CHAPS, 15mM DTT, 0,5% v/v IPG-Puffer pH 3-10 und 0,2% v/v
Bromphenolblau (Goérg & Weis, 2000)] versetzt und anschlieRend 30 min bei
Raumtemperatur durch Schitteln geldst. Danach erfolgte eine 5 minitige Zentrifugation bei
12000 x g und 4 °C um stérende Reste zu entfernen. 350 ul des Uberstandes wurden in
einen sogenannten Stripholder (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) geflillt. Die
IPG-Strips mit immobilisiertem pH-Gradient (Immobiline DryStrip, 180 mm x 3 mm x 0,5 mm,
pH 3-10; Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) wurden vorsichtig mit der Gelseite
nach unten Uber die Probenlésung geschoben, so dass sich die Probe Uber den gesamten
Strip verteilte. Anschliefiend wurde der Strip mit 1 ml einer 6ligen Lésung (plus one Dry Strip
Cover Fluid) Uberschichtet, um ein Austrocknen der Proben zu verhindern. Die isoelektrische
Fokussierung wurde in einer Ettan IPGphor-Einheit unter folgenden Bedingungen
durchgefuhrt (Betriebsanleitung von Amersham; Gorg et al. 2000): Rehydrierung 12 h mit
20V, dann 2 h mit 150 V, 1 h mit 200 V, 1 h mit 500 V, dann konstant 1000 V fir 1000 Vh
und anschlielend eine lineare Erhéhung der Spannung auf 8000 V. Zum Schluss wurde die
Spannung von 8000 V gehalten, damit die Proteine in ihrer Position blieben. Nach der
isoelektrischen Fokussierung wurden die Strips bis zur weiteren Verwendung, in der Regel
Uber Nacht, bei -20 °C eingefroren.

3.5.7.2 Zweite Dimension (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese)

Die Glasplatten fur die zweite Dimension wurden mit Glasreiniger (Viss, Lever Faberge,
Hamburg) gereinigt und einige Stunden zum Trocknen stehen gelassen. Je zwei Glasplatten
wurden zusammengelegt, in der GielRkassette (Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden) gestapelt und die Kassette mit Klemmen dicht verschlossen. Fur die zweite
Dimension wurden sechs 12 %ige Acrylamid-Gele parallel gegossen. Daflr wurden 500 ml
Trenngellésung (Tab. 3.7) bendtigt. Die Trenngellésung wurde zlgig Uber einen Schlauch
von unten in die Gelkassette geflllt und danach mit einer Verdrangungslésung (Tab. 3.7)
nach oben geschoben. Die Gele wurden mit wassergesattigtem Butanol Uberschichtet, mit
einer Plastikfolie luftdicht verschlossen und zum Polymerisieren Uber Nacht bei
Raumtemperatur stehengelassen.

Am nachsten Tag wurden die IPG-Strips flir die zweite Dimension in zwei Schritten
aquilibriert, woflr 125 ml Aquilibrierungspuffer (6 M Harnstoff, 30 % (w/v) Glycerol, 2 % (w/v)
SDS) bendtigt wurden. Im ersten Schritt wurden die Strips in jeweils 10 ml
Aquilibrierungspuffer mit 1% w/v DTT 15 min bei Raumtemperatur in Glasréhrchen
geschuttelt. Durch die DTT Zugabe wurden die Proteine in ihrem reduzierten Zustand
gehalten. Der Uberstand wurde verworfen und der Schittelvorgang mit 10 ml
Aquilibrierungspuffer mit 4 % wi/v lodoacetamid wiederholt. Das lodoacetamid verhindert
durch Alkylierung der Thiol-Gruppen eine Reoxidation der Proteine wahrend der
Elektrophorese. Die Strips wurden anschlieRend mit dd H20 kurz gesplilt, mit Filterpapier auf
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der Rickseite etwas getrocknet, in zweifach konzentrietem Elektrophoresepuffer (25 mM
Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, 0,03 % w/v Bromphenolblau) getaucht und vorsichtig mit
Hilfe eines Spatels zwischen die Glasplatten geschoben. Je ein Filterstick mit
Markerproteinen (siehe 3.5.6, Tab. 3.6; LMW 17-0446-01, Amersham Biosciences, Freiburg)
wurde neben dem Strip platziert und der Strip und das Filterstlick wurden mit 0,5 %-iger
heilRer flissiger Agarose (low-melting point) in einfach konzentriertem Elektrophoresepuffer
(25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS) (iberschichtet, um einen besseren Ubergang vom
Strip in das Acrylamidgel zu ermdglichen. Die Trennung der Proteine nach Gréle erfolgte in
einer Ettan Dalt six Einheit bei 10 °C unter folgenden Bedingungen: 600 V, 400 mA, 13 W fur
30 min und 3000 V, 400 mA, 100 W fir 4,5 h (Power Pac 3000, Bio-Rad Laboratories,
Munchen). Hierfir wurden ca. 1 L eines zweifach konzentrierten und ca. 5 L eines einfach
konzentrierten Elektrophoresepuffers (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS) in den
oberen bzw. den unteren Tank der Anlage gefullt.

Tab. 3.7: Pipettierschema flir die Acrylamidlésung, ausreichend fiir sechs Acrylamidgele und fir die
Verdrangungslosung.

fiir 500 ml 12 % Acrylamidgel fiir 250 ml Verdrangungslosung
Acrylamid (30 % w/v wassrige Losung) 210 ml |dd H;O 90 mi
Tris-Puffer (1,5 M Tris, pH 8,8, Tris-Puffer (1,5 M Tris, pH 8,8,

0,4 % SDS) 125ml | 0,4 % SDS) 50 mi
Glycerol 25 ml | Glycerol 60 mi
dd H,O 136 ml | Bromphenolblau (0,1 %) 50 ul
— ruhren und enliften

TEMED (1:10 verdinnt) 250 pl

APS 10 % 4 mi

3.5.8 Farbung der Gele mit Silbernitrat oder Coomassie Brilliant Blue

Nach der Elektrophorese wurden die Gele fur die Silberfarbung Gber Nacht fixiert (50 % v/v
Ethanol, 12 % v/v Eisessig, 0,05 % v/v 37%iges Formaldehyd) und am nachsten Tag nach
Blum et al. (1987) gefarbt. Die Farbung von je zwei Gelen erfolgte bei Raumtemperatur in
500 ml Lésung. Die Gele wurden 3 x 20 min mit 30 % v/v Ethanol gewaschen, dann 1 min
mit 0,01 % w/v Natriumthiosulfatpentahydrat impragniert, 3 x 20 s mit dd H20 gewaschen
und danach 20 min in einer Farbelésung aus 0,1 % w/v Silbernitrat und 0,075 % v/v
37 %igem Formaldehyd geschuttelt. AnschlieBend wurden die Gele noch zweimal mit dd
H20 gewaschen und mit einer Losung aus 3 % w/v Natriumcarbonat, 0,0002 % w/v
Natriumthiosulfatpentahydrat und 0,05 % v/v 37 %iges Formaldehyd entwickelt. Die Farbung
wurde nach 1-5 min durch Austausch des Entwicklers gegen eine Stopplosung (10 mM
EDTA) beendet.

Die kolloidale CBB-Farbung erfolgte nach Neuhoff (1990) Gber Nacht in 500 ml Farbeldsung
(0,1 % w/v Coomassie Brilliant Blue G-250, 2 % w/v Phosphorsaure (85%), 10 %
Ammoniumsulfat, 20 % v/v Methanol) unter leichtem Schitteln. Anschlielend wurde der
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Hintergrund durch mehrmaliges Austauschen mit dd H20 entfarbt. Die Gele wurden nach der
Farbung gescannt (Fluor-S Multiimager, Bio-Rad).

3.5.9 Analyse der zweidimensionalen Gele

Die silbergefarbten Gele dienten zu einer generellen Ubersicht (iber das Muster der Proteine
und zur Erkennung von Differenzen zwischen Proteinspots in Gelen von mock- und
Verticillium-inokulierten Pflanzen. Die Analyse der Gelbilder erfolgte mithilfe der
Proteomweaver Software (Version 3.1.0.7, Definiens Cognitionware, Munchen). Aus den
Coomassie-gefarbten Gelen wurden Spots ausgestochen und anschliefend mittels
Massenspektrometrie analysiert (3.5.10).

Fir die Analyse der silbergefarbten Gele mit der Proteomweaver Software wurden die
Gelbilder als 16 bit TIFF-Datei in das Programm geladen, so dass zusammengehorige Gele
eine Gruppe bildeten. Zu einer Gruppe gehorten die Gele der Verticillium-infizierten
Pflanzen, zu der anderen Gruppe die Gele der Kontrollpflanzen. Es folgte eine automatische
Erkennung der Proteinspots in den Gelbildern und wenn nétig eine manuelle Bearbeitung.
Danach wurden die Gele mittels Pair Matching und Multi Matching angepasst und einer
Normierung unterzogen, wofir die Standardparameter des Programms verwendet wurden.
Erst nach der Normierung wurden die Intensitaten der Spots in Gelen von Verticillium-
infizierten Pflanzen mit denen von Kontrollpflanzen verglichen und mittels Student’s T-Test
statistisch ausgewertet, wobei Werte unter p < 0,05 als signifikant unterschiedlich angesehen
wurden.

3.5.10 Proteinverdau mit Trypsin und Proteinidentifizierung

Der Proteinverdau erfolgte wie in Blodner et al. (2007) beschrieben nach einem modifizierten
Protokoll von Havlis et al. (2003). Die einzelnen mit Coomassie gefarbten Proteinspots
(siehe 3.5.7 und 3.5.8) wurden auf einer sauberen, fusselfreien Glasplatte mit einer
abgeschnittenen Pipettenspitze (1000 ul) aus dem Gel ausgestochen und mit einer sauberen
Rasierklinge in ca. 1 x 3 mm grof3e Stiicke geschnitten, um spater ein besseres Diffundieren
des Trypsins in das Gel zu ermdglichen. AnschlieRend wurden die Gelstlcke in ein 0,5 pl
Gefald (low binding tube, Eppendorf, Hamburg) tberflhrt und bis zur weiteren Verarbeitung
bei -20 °C gelagert.

Fur den Verdau wurden die Proben zunachst gewaschen, indem sie zweimal fir 15 min in
200 pl dd H,O geschittelt wurden. Es folgte ein 15 minltiger Waschschritt mit 200 pl
50 %igem Methanol zur Reduzierung der Blaufarbung der Spots. Bei stark gefarbten Spots
wurde dieser Schritt wiederholt. Danach wurden die Proben in reinem Acetonitril geschiittelt,
nach 20 min wurde der Uberstand sorgféltig abgenommen und das restliche Acetonitril unter
Vakuum abgedampft.

Das Trypsin wurde in 86 ul des mitgelieferten Resuspensionspuffer (Promega, Mannheim)
geldést und mit 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat (pH 8,0) 1:5 verdinnt, so dass eine
2 UM Trypsinlosung entstand. Je nach GroRe der Gelstlicke wurden 15-20 ul Trypsinldésung
zu den Proben gegeben und fir 10 min auf Eis inkubiert. Dann wurde kontrolliert, ob die
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Gelstlicke von der Flussigkeit ausreichend bedeckt waren, sonst wurden noch bis zu 10 pl
nachpipettiert. Der Ansatz wurde flir eine Stunde bei 4 °C im Kuhlschrank inkubiert, um eine
vollstdndige Aufnahme des Trypsins durch die Gelsticke zu erreichen. Danach folgte der
eigentliche Trypsin-Verdau der Proteine flir 30 min bei 58 °C im Wasserbad. Der Verdau
wurde durch die Zugabe von 200 pl 5 % v/v Ameisensaure und 30 minltiges Schutteln bei
Raumtemperatur gestoppt. Die Uberstdnde wurden in ein neues GefaR (low binding tube,
Eppendorf, Hamburg) Uberfuhrt, die Gelsticke mit 200 pl 50% v/v Acetonitril und 5% v/v
Ameisensaure versetzt und wiederum 30 min geschittelt um die Proteine aus dem Gel zu
ldsen. Die Uberstande wurden vereinigt und in einer Vakuumzentrifuge eingeengt (SPD
speed vac, Thermo Savant, Holbrook, USA). Anschlielfend wurden die Proben bei -20°C
gelagert.

Fir die Auftrennung wurden die Proben in 5 uyl 0.1% v/v Ameisensaure geldst und davon
wurden 4 pl auf eine 180 cm lange Kapillarsaule, gepackt mit 218MS-C18 Substanz (Vydac,
Columbia, USA), injiziert und flussigkeitschromatographisch (ESI-LC-MS, HP 1100 Agilent,
Palo Alto, USA; Esquire 3000, Bruker Daltonik, Bremen) aufgetrennt. Die Trennung der
Peptide erfolgte in einem Gradienten aus 0,1 % Ameisensaure (Solvent A) und 95 %
Acetonitril in 0,1 % Ameisensaure (Solvent B): 20 min 2 % Solvent B, gefolgt von einem
Gradienten aus 50 % Solvent B in 45 min, dann 95 % Solvent B fiir 3 min und anschlief3end
weitere 10 min in 95 % B. Die lonisation der Peptide erfolgte mit Hilfe der
Elektrosprayionisation  (ESI). Massenspektren wurden mit einem lonenfallen-
Massenspektrometer (Esquire 3000, Bruker Daltonik, Bremen) aufgenommen. MS-Spektren
wurden mit der Data Analysis Software (Bruker Daltonik) analysiert. Aus den erhaltenen
Daten erfolgte die Proteinidentifizierung mittels Mascot Software (Matrix-Science, Boston,
USA) und Recherche in der NCBI-Protein-Datenbank.

3.5.11 Signalpeptid-Analyse mit TargetP

Die meisten extrazelluldren Proteine besitzen verschiedene Merkmale, die fur ihre
Translokation in den extrazellularen Raum verantwortlich sind. Eins dieser Merkmale ist das
Vorhandensein eines abspaltbaren Signalpeptids am N-Terminus des Proteins. Das
Signalpeptid ist flir den gezielten Transport zum Endoplasmatischen Reticulum, welches die
erste Organelle auf dem sekretorischen Weg darstellt, verantwortlich (Vitale & Denecke,
1999). Das Signalpeptid besitzt keine (bereinstimmende Sequenz, aber ist durch drei
konservierte Domanen gekennzeichnet, die positiv geladene n-Region auf dem N-Terminus
und eine zentrale hydrophobe h-Region, gefolgt von einer polaren c-Region, die die
Spaltstelle beinhaltet. Fir die Analyse der Signalpeptide von Proteinen wurde die
Vorhersageversion fir Pflanzen des TargetP-Servers (Version 1.1) verwendet, die die
subzellulare Lokalisierung von eukaryotischen Proteinen vorhersagt (Emanuelsson et al.,
2000). Aufierdem wird durch TargetP die Sicherheit der Vorhersage flir das Signalpeptid in
funf reliabilty classes (RC) angegeben. Je kleiner die RC Nummer ist, umso sicherer ist die
Vorhersage.
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3.6 Molekularbiologische Methoden

3.6.1 RNA-Extraktion

Fir die quantitative real time PCR (3.6.4) wurde RNA nach der Methode von Chang et al.
(1993) extrahiert. Es wurden 200 mg gefrorenes, gemahlenes Blattmaterial in ein 13 ml PP-
Roéhrchen (Sarstedt) eingewogen und sofort mit 65 °C warmem CTAB-Puffer (Tab. 3.8) und
24 ul B-Mercaptoethanol versetzt, gut gemischt und 15 min bei 65 °C geschiittelt. Danach
wurden die Proben zum Abkuhlen 15 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Pro Probe
wurden 1,2 ml Chloroform/Isoamylalkohol (24/1) zugegeben, 15 min bei Raumtemperatur
geschattelt und anschlieRend flr 15 min bei 10000 x g zentrifugiert. Dann wurde die obere
Phase mit einer 1 ml Eppendorf-Pipette in ein neues Rohrchen Uberfiuhrt. Das Auswaschen
der oberen Phase wurde so lange wiederholt bis keine Zwischenphase mehr sichtbar war (in
der Regel eine Wiederholung). Die gewaschene obere Phase wurde schlielich in ein 2 ml
Gefal Gberfuhrt, mit 0,25 Vol gekihltem 10 M Lithiumchlorid versetzt, gemischt und Uber
Nacht bei 4 °C gefallt.

Am nachsten Tag wurden die Proben 20 min bei 20000 xg (4 °C) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde sorgfaltig abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde mit 400 pl 65 °C
warmem SSTE-Puffer (Tab. 3.8) versetzt und zum Lésen 10 min bei 42 °C im Thermomixer
(Eppendorf, Hamburg) geschittelt. Die Proben wurden dann mit 1 Vol
Chloroform/Isoamylalkohol (24/1) gemischt und 5 min bei 20000 x g zentrifugiert.
Anschliellend wurde die obere Phase in ein neues 1,5 ml Gefal® Uberfihrt und wiederum mit
1 Vol Chloroform/Isoamylalkohol (24/1) vermischt. Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis
keine Zwischenphase mehr sichtbar war. Danach folgte eine Ethanolfallung bei der die
ausgewaschene obere Phase mit 2 Vol -20 °C kaltem Ethanol (96 %) gemischt und 1 h bei
-80 °C geféllt wurde. Es folgte eine 20 minltige Zentrifugation bei 20000 x g und 4 °C und
zwei Waschschritte mit 500 pl bzw. 80 pl 70 %igem Ethanol. Das Pellet wurde getrocknet, in
50 yl RNase-freiem Wasser aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
gelagert.

Tab. 3.8: Zusammensetzung der Puffer CTAB und SSTE flir die RNA-Extraktion.

CTAB-Puffer SSTE-Puffer

NaCl 2M NacCl 1™
EDTA 25mM EDTA (pH 8,0) 1mM
Tris (pH 8,8) 100 mM Tris (pH 8,0) 10 mM
PVPP (l6slich) 2 % (wiv) SDS 0,5 %
CTAB 2 % (wiv)

3.6.2 RNA-Aufreinigung

Um noch vorhandene DNA aus der extrahierten RNA zu entfernen, wurde diese mit 1/10 Vol
10 x Turbo DNase Puffer und 1 uyl Turbo DNase (Ambion, Austin, USA) versetzt und 60 min
bei 37 °C inkubiert. Nach 30 min Inkubation wurde fir die nachsten 30 min noch einmal 1 pl
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Turbo DNase zugegeben. Danach wurde die DNase inaktiviert, indem 1/10 Vol Inaktivator
(Ambion, Austin, USA) zugegeben, flir 2 min inkubiert und anschlieRend 1,5 min bei
10000 x g zentrifugiert wurde.

Eine weitere Aufreinigung wurde durch eine Phenol/Chloroform Extraktion erzielt. Daflr
wurde pro Probe 1 Vol Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol (25/24/1 viviv) zu der DNase
behandelten RNA gegeben und 2 min bei 18000 x g zentrifugiert. Die obere Phase wurde in
ein neues 1,5 ml Gefal} transferiert, mit 1 Vol Isopropanol und 1/10 Vol 3 M Natriumacetat
(pH 4,8) gefallt und 15 min bei 18000 x g (4 °C) zentrifugiert. Bevor das Pellet bei 37 °C
getrocknet wurde, wurde es einmal mit 1 ml und ein weiteres mal mit 80 pyl Ethanol
gewaschen. Das Pellet wurde zum Schluss in 30 yl RNase-freiem Wasser geldst und konnte
dann bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert werden.

3.6.3 c-DNA Synthese

Zunachst wurde die Konzentration der aufgereinigten RNA (siehe 3.6.2) durch Messung der
optischen Dichte bei 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg) bestimmt. Eine ODyg
von 1 entspricht fir RNA = 25 pg/ml und fir doppelstrangige DNA = 50 ug/ml.

Fur die cDNA (complementary DNA) Synthese wurden jeweils 5 ug der aufgereinigten RNA
mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase und oligo (dT)s Primern (First Strand cDNA Kit
# K1612, MBI Fermentas, St. Leon-Rot) nach Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben.
Dafir wurde 1 pl oligo (dT)s Primer auf Eis zu der RNA zugegeben, auf 11 pl aufgeflllt,
gemischt und 5 min bei 70 °C inkubiert. Auf Eis wurden anschliel’end folgende Reagenzien
zugegeben: 4 yl 5 x Reaktionspuffer, 2 yl 10 MM dNTPs, 1 yl Ribonuklease Inhibitor
(20 U/ul), gemischt und 5 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden pro Ansatz 2 pl Reverse
Transkriptase (20 U/ul) zugegeben. Es folgte eine Inkubation fur 60 min bei 37 °C und fur
10 min bei 70 °C. Nach der Reaktion wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei
-80 °C gelagert.

3.6.4 Quantitative real time PCR

Die quantitative real time PCR basiert auf dem Prinzip der herkdbmmlichen PCR, bietet aber
zusatzlich die Mdglichkeit der Quantifizierung mithilfe von Fluoreszenz-Messungen wahrend
der PCR-Zyklen. SYBR-Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der an doppelstrangige DNA
bindet. Da das Fluoreszenzsignal von SYBR-Green proportional mit der Menge der PCR-
Produkte zunimmt, ist eine Quantifizierung maéglich.

Die PCR wurde in einem iCycler (Bio-Rad, Minchen) mit ABsolute SYBR green fluorescein
(Abgene, Epsom, UK) durchgefiihrt. Ein 2 ul Aliquot aus der Reverse Transkriptase Reaktion
(3.6.3) wurde als Template fiur die quantitative real time PCR verwendet. Die Gen-
spezifischen Primer (Tab. 3.9; MWG, Ebersberg) wurden mit Hilfe der Primer 3 Software
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) konstruiert.
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Tab. 3.9: Sequenzen der fir die real time PCR verwendeten Primer mit Schmelztemperatur (T,) und
Produktgrofte. Der Name des jeweiligen Primers enthalt den Arabidopsis AGI-Code zur besseren

Wiedererkennung.

Name Primersequenz (5°-3") Tmin °C (MWG- ProduktgréRe
Angaben)

PX_At3g49120_for AGTTAAGGTCGGACCCTCGT 59,4 243
PX_At3g49120_rev GAGCTGCAATGGTGAGCATA 57,3

Cb_At3g16530_for GCTTTATCCATGACCCGAGA 57,3 159
Cb_At3g16530_rev TTGACCGGAGTTAGGTTTGG 57,3

SC_At4912910_for TTACGCCGGAGTTTATGTCC 57,3 243
SC_At4g12910_rev TCGCACTCGAGTCCCTCTAT 59,4

PX_At4g37530_for AAGCTACCCAAACCGACCTT 57,3 220
PX_At4g37530_rev GAGGACACGACGCTTTTAGC 59,4

PX_At5g05340_for TTACGTCGTCGAAGCACAAC 57,3 155
PX_At5g05340_rev TGACAAAGCAATCGTGGAAG 55,3

PX_At5g06720_for ACGCTGGTCCGAATGTAAAC 57,3 234
PX_At5g06720_rev TTTCGATGGGAGAAGGAATG 55,3

Ga_At5g08370_for TCTCTCCTCAAATGGGATGG 57,3 153
Ga_At5g08370_rev TGAGTTCACCCCAACAATCA 55,3

G1_At5g20630_for CCTCAAAGCCCATCAGGTTA 57,3 236
G1_At5g20630_rev ACCTCAGAAGCACCAGGATG 59,4

Ch_At5g24090_for CCAAAACGGAAACGAAGGTA 55,3 199
Ch_At5g24090_rev AACCTTGATGCCACGAGACT 57,3

Actin2R TTCTCGATGGAAGAGCTGGT 57,3 190
Actin2L TGCTGGACGTGACCTTACTG 59,4

Die cDNA (siehe 3.6.3) und der Reaktionsmix (Abgene, Epsom, UK) wurden gemal Tab.
3.10 auf eine Probenplatte (PCR 96er Well, Greiner bio-one, Frickenhausen) pipettiert, mit
einer Abdeckfolie verschlossen und 3 min bei 1600 x g zentrifugiert. Anschlieliend wurden
die Proben im iCycler amplifiziert (Tab. 3.11) und mit dem MyiQ Single Color Real Time PCR
Detection System analysiert. Um eine relative Quantifizierung zu ermdglichen, wurde das
Referenzgen Actin ebenfalls in allen Proben gemessen. Die relative Expression der
untersuchten Gene wurde mit dem Programm ,Relative expression software tool (REST)*
berechnet und statistisch ausgewertet (Pfaffl, 2001; Pfaffl et al., 2002).
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Tab. 3.10: Zusammensetzung eines 25 pl real time PCR Ansatzes fiir eine Probe.

cDNA 2 ul

2 x ABgene-Mix 12,5 ul
Forward Primer 10 uM 1l
Reverse Primer 10 uM 1l
dd H,O 8,5 ul

Tab. 3.11: Amplifikationsprotokoll fir die quantitative real time PCR. Die Annealingtemperatur richtet
sich nach der Schmelztemperatur der Primer, da die verwendeten Primer (Tab. 3.9) ahnliche
Schmelztemperaturen hatten, wurde die real time PCR standardmafig bei 57 °C durchgefihrt.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 95 °C 15 min

Denaturierung 95 °C 30s

Annealing 57 °C 30s 45 x
Elongation 72°C 30s

Kihlung 4°C

3.6.5 Quantifizierung von Verticillium-DNA in inokulierten Pflanzen

Die Quantifizierung der Verticillium-DNA wurde im Department fur
Nutzpflanzenwissenschaften von der Arbeitsgruppe von P. Karlovsky in Géttingen
durchgefiihrt. Das Pflanzenmaterial wurde zunachst unter flissigem Stickstoff zu einem
feinen Pulver gemahlen. Die DNA-Extraktion wurde mit dem DNeasy Plant Mini Kit von
Qiagen (Hilden, Deutschland) durchgefuhrt. Die Menge an Pilz-DNA im Probenmaterial
wurde mit Hilfe von quantitativer real time PCR ermittelt. Dafur wurden folgende Verticillium
spp. spezifischen Primer genutzt: 5-CAGCGAAACGCGATATGTAG-3' und 5-
GGCTTGTAGGGGGTTTAGA-3' (P. Karlovsky, Department flr Nutzpflanzenwissenschaften,
Gottingen). Fir den Reaktionsansatz wurden BIOTaq DNA Polymerase (Bioline,
Luckenwalde) in Standard Polymerase Puffer mit 0,01% (v/v) Tween-20 und 3 mM MgCl2
verwendet. 10 nM Fluorescein (BioRad, Hercules, CA, USA) wurde als interner Fluoreszenz-
Standard zugegeben. Die Fluoreszenz von SYBR Green | (100000 fach verdunnt; Invitrogen,
Karlsruhe) wurde bei 490+10 nm angeregt und die Emission bei 53015 nm gemessen. Die
PCR bestand aus folgenden Schritten: 2 min Denaturierung bei 94 °C gefolgt von 36 Zyklen
20 s bei 94°C, 30 s bei 59°C and 40 s bei 72°C. Die Menge an Verticillium DNA wurde mit
Hilfe einer Standardkurve aus gereinigter Pilz DNA ermittelt.

3.6.6 RNA-Gele

Zur Reinheitstberprifung wurde die RNA in 1,2 %igen Agarosegelen aufgetrennt. Dafur
wurden 1,2 % (w/v) Agarose (SeaKem LE Agarose, Cambrex, Nottingham) in 10 % des
Gelvolumens MEA-Puffer (Tab. 3.12) und 70 % dd H,O in der Mikrowelle ca. 3 min
aufgekocht und anschlieend mit 20 % des Gelvolumens Formaldehyd vermischt. Vor dem
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Probenauftrag wurde den Proben jeweils 1 Vol 2 x Ladepuffer (Tab. 3.13) zugesetzt und 10
min bei 70 °C inkubiert um Sekundéarstrukturen der RNA zu zerstéren. Als GréRenstandard
diente ein Low Range RNA-Marker (Fermentas, St. Leon-Rot). Die Elektrophorese erfolgte
bei 60 Volt in 1 x MEA-Puffer.

Tab. 3.12: Zusammensetzung des 10 x MEA-Puffers

MOPS 02M
Natriumacetat 50 mM
EDTA 10 mM

Tab. 3.13: Zusammensetzung des 2 x RNA-Ladepuffers

Formamid 66 % (v/v)
Formaldehyd 0,3 % (v/v)
10 x MEA-Puffer 10 % (v/v)
Bromphenolblau 0,01 % (wiv)
Ethidiumbromid 0,05 % (w/v)
3.7 Statistik

Fur die statistischen Analysen wurden Mittelwerte und Standardfehler berechnet. Zur
Uberpriifung auf Signifikanz von zwei Varianten wurde der Student’s T-Test mit p < 0,05 in
Origin 6.0G verwendet. Wenn p < 0,05 war, wurden die Daten als signifikant unterschiedlich
angesehen und mit einem Stern markiert. Zur Ermittlung signifikanter Unterschiede zwischen
mehreren Varianten wurde eine einfache Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem
.Multiple Range Test“ mithilfe des Programms Statgraphics Plus (Version 3, Manugistics,
Rockville, USA) durchgefuhrt. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05 wurden
Unterschiede als signifikant angesehen und mit unterschiedlichen Buchstaben markiert.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Einfluss von Verticillium longisporum auf Brassica napus

4.1.1 Entwicklung von Krankheitssymptomen bei Raps

Zur Dokumentation der von Verticillium induzierten Schaden im Verlauf der Infektion wurden
verschiedene Parameter erhoben. Die ersten duflerlich sichtbaren Krankheitssymptome bei
Raps traten ca. 14 Tage nach Inokulation mit V. longisporum auf. Zu den sichtbaren
Infektionssymptomen zahlten Vergilbungen der unteren Blatter und eine Reduktion des
Hoéhenwachstums. Bei Betrachtung des Sprossinneren konnte 21-28 Tage nach Inokulation
im Hypokotyl eine braune Verfarbung der Leitgefal3e beobachtet werden (Abb. 1.2).

Das Hohenwachstum von Raps wurde Uber den Infektionsverlauf bis 28 Tage nach
Inokulation erfasst (Abb. 4.1A). Wahrend die mock- und Verticillium-inokulierten Pflanzen 2
Tage nach Infektion noch gleich grold waren, zeigte sich bereits 14 Tage nach Pilzinokulation
eine signifikante Minderung des Héhenwachstums, die sich bis 21 Tage nach Inokulation im
Vergleich zu den mock-inokulierten Pflanzen noch deutlich verstarkte. Das Foto in Abbildung
4.1B zeigt exemplarisch den Phanotyp einer mock- und einer Verticillium inokulierte Pflanze
21 Tage nach Inokulation. Die Stauchung ist hier deutlich zu sehen, wobei nur die Hohe des
Sprosses reduziert war, wahrend die Grélie und Anzahl der Blatter sich nicht unterschied.
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Abb. 4.1: (A) Sprosslange von mock- und Verticillium-inokuliertem Raps im Infektionsverlauf. Die
Symbole reprasentieren die Mittelwerte von jeweils 20 Pflanzen mit Standardfehler. Bei einigen
Messzeitpunkten war der Standardfehler kleiner als das Symbol und ist daher in der Abbildung nicht
zu sehen. Symbole mit einem Stern waren beim Vergleich von mock (weile Symbole) und V.
longisporum (VL43) inokuliertem Raps (schwarze Symbole) im T-Test (p<0,05) signifikant
unterschiedlich. (B) Das Foto zeigt exemplarisch eine mock- und eine V. longisporum inokulierte
Rapspflanze 21 Tage nach Inokulation.
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Wochentlich wurden Pflanzen geerntet und die Frischmasse von Blattern, Spross und
Wurzeln bestimmt (Abb. 4.2). Obwohl die infizierten Pflanzen nach 14 Tagen eine
signifikante Stauchung zeigten, wirkte sich das zu diesem Zeitpunkt nicht auf die
Frischmasse der einzelnen Pflanzenteile aus. Erst 28 Tage nach Inokulation war die
Frischmasse des Sprosses der Verticillium infizierten Pflanzen signifikant reduziert (Abb.
4.2B). Bei der Frischmasse der Blatter konnten zu keinem Zeitpunkt Unterschiede zwischen
mock- und Verticillium inokulierten Pflanzen festgestellt werden (Abb. 4.2A). Die
Wurzelmasse der infizierten Pflanzen war 28 Tage nach Inokulation etwas erhoht, jedoch
war dieser Unterschied nicht signifikant (Abb. 4.2C).
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Abb. 4.2: Frischmasse von mock- und V. longisporum inokulierten Rapspflanzen. Blatter (A), Spross
(B) und Wurzeln (C) jeweils einer Pflanze wurden getrennt gewogen. Die Symbole représentieren die
Mittelwerte von jeweils 5 Pflanzen mit Standardfehler. Symbole mit einem Stern waren beim Vergleich
von mock (weilke Symbole) und V. longisporum inokuliertem Raps (schwarze Symbole) im T-Test
(p < 0,05) signifikant unterschiedlich.

Weitere Parameter, die zur Dokumentation Verticillium induzierter Schaden untersucht
wurden, waren  Chlorophyligehalt,  Chlorophylifluoreszenz, = Photosynthese- und
Transpirationsrate sowie Elektrolytleitfahigkeit zur Ermittlung von Membranschaden. Zum
grofliten Teil wurden die folgenden Analysen 21 Tage nach Inokulation durchgefiihrt, da zu
diesem Zeitpunkt deutliche Symptome wie Stauchung (Abb. 4.1) und Vergilbung (Abb. 4.3B)
sichtbar waren, aber der Raps noch nicht bliihte, was mit einem Verlust an Blattern
einherging (Abb. 4.2A). Der Chlorophyligehalt (siehe 3.3.4) war 21 Tage nach Inokulation bei
Verticillium-inokulierten Pflanzen signifikant (um ca. 17 %) vermindert (Abb. 4.3A). Abbildung
4.3B zeigt exemplarisch die zugehoérigen Blatter einer mock- und einer Verticillium-
inokulierten Rapspflanze. Die unteren Blatter der infizierten Pflanzen (im Bild rechts) zeigen
deutliche Vergilbungen im Vergleich zu den mock-Inokulierten. Zur Uberpriifung des
Einflusses der Verticillium-Infektion auf die Photosynthese von Raps, wurde Uber den
Infektionsverlauf die Chlorophyllifluoreszenz (siehe 3.3.1) als Indikator fiir die Aktivitat von
Photosystems Il gemessen (Abb. 4.3C). Die Messungen an den Verticillium-infizierten
Pflanzen wiesen einen hdheren Standardfehler auf als die mock-inokulierten. Zu allen
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Messzeitpunkten war die Chlorophyllfluoreszenz der Verticillium-infizierten Pflanzen
geringfligig aber signifikant erniedrigt. Diese Ergebnisse sind ein deutlicher Hinweis darauf,
dass der Raps Stress ausgesetzt ist.
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Abb. 4.3: Chlorophyligehalt (A) von mock- und Verticillium longisporum (VL43)-inokulierten Pflanzen
21 Tage nach Infektion (n = 9 = SE). Der Chlorophyligehalt wurde als Summe von Chlorophyll a und b
dargestellt. Blatter jeweils einer mock- und einer Verticillium-inokulierten Rapspflanze (B). (C) Einfluss
von Verticillium auf die Aktivitat von Photosystem Il. Die Chlorophyllfluoreszenz wurde bei 20 °C und
60 % relativer Luftfeuchtigkeit als maximale photosynthetische Quantenausbeute an dunkel-
adaptierten Blattern Uiber den Infektionsverlauf gemessen (n = 20 + SE). Signifikante Unterschiede im
T-Test (p < 0,05) sind mit einem Stern markiert.

Zur Bestimmung der aktuellen Photosyntheserate (siehe 3.3.5) wurden zu drei Zeitpunkten
Gaswechselmessungen  durchgefihrt, wobei keine signifikante  Anderung der
Photosyntheserate durch Verticillium-Infektion festgestellt werden konnte (Abb. 4.4A). Aus
der Messung konnte auRerdem die Transpirationrate ermittelt werden, die aber ebenfalls
keine signifikante Beeinflussung durch die Verticillium-Infektion zeigte (Abb. 4.4B).
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Abb. 4.4: Photosyntheserate (A) und Transpirationsrate (B) im Infektionsverlauf (n = 8 £ SE). Weile
Symbole reprasentieren mock- und schwarze Symbole V. Jongisporum (VL43)-inokulierte
Rapspflanzen. Die mikroklimatischen Bedingungen wahrend der Messung betrugen durchschnittlich
22 °C, 54 % relative Luftfeuchtigkeit und 1185 pmol/(m™ s™) Lichtintensitat.
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Zur Uberpriifung, ob V. longisporum Membranschaden in den Rapsblattern verursacht,
wurden Elektrolytleitfahigkeitsmessungen durchgeflhrt (siehe 3.3.2). Da das Austreten von
Cytoplasma (leakage) durch geschadigte Membranen zu einer héheren Leitfahigkeit in der
Messflussigkeit flhrt, kann die Leitfahigkeit in Relation zur Gesamtleitfahigkeit als Indikator
fur Membranschaden genutzt werden. Mogliche Schadigungen der Membranen durch die
Infektion mit Verticillium konnten 21 und 28 Tage nach Inokulation nicht nachgewiesen
werden (Abb. 4.5). Es zeigte sich zwar bei der Messung 21 Tage nach Inokulation eine
geringfugig erhohte Elektrolytleitfahigkeit (um 2,4 %) bei den Verticillium-inokulierten
Pflanzen; allerdings erwies sich diese als nicht signifikant.
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Abb. 4.5: Elektrolytleitfahigkeit von mock- und Verticillium-inokuliertem Raps 21 und 28 Tage nach
Inokulation (n =5 + SE). Die Messungen erfolgten nach 24-stiindiger Inkubation von Blattscheiben in
dd H,0.

21 Tage nach Inokulation wurde auflerdem Uberprift, ob im unteren Stangelbereich der
Rapspflanzen Verticillium-DNA mittels quantitativer real time PCR nachweisbar war. Daftir
wurden jeweils 21 mock- und 21 Verticillium-infizierte Rapspflanzen analysiert. Die
ermittelten Mittelwerte und Standardfehler fir die gefundene Verticillium-DNA betrugen flr
die mock-inokulierten Rapspflanzen 0,23 + 0,08 ng/g Frischmasse und fiir die Verticillium-
infizierten Pflanzen 0,32 + 0,22 ng/g Frischmasse. Diese Werte waren im T-Test (p < 0,05)
nicht signifikant unterschiedlich und lagen unterhalb des Detektionslimits fir die PCR, das
0,5 ng/g Frischmasse betrug. Da die Werte an der Nachweisgrenze Methode lagen, kann
man aus dem Ergebnis schliel3en, dass der Pilz 21 Tage nach Inokulation noch nicht bis in
den Stangel vorgedrungen war.
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4.1.2 Charakterisierung von Proteinmustern unter dem Einfluss von Verticillium
longisporum

4.1.2.1 Kontaminationsbestimmung in der apoplastischen Waschfliissigkeit (AWF)
von Raps

Da ein Schwerpunkt der Arbeit auf der Analyse von apoplastischen Proteinen lag, war es
ndtig das Ausmall der Kontamination mit symplastischen Proteinen in der AWF zu ermitteln.
Dafir wurde die Aktivitat des Markerenzyms Malatdehydrogenase (MDH), das nur im
Zellinneren vorkommt, bestimmt (siehe 3.5.2.1). Die Extraktion der apoplastischen
WaschflUssigkeiten wurde dahingehend optimiert (siehe 3.4.1 und 3.4.2), dass die
Kontamination auf ein vernachlassigbares Mal} reduziert war (Tab. 4.1). Die Aktivitdt des
symplastischen Markerproteins war in der AWF der Verticillium-infizierten Pflanzen im
Vergleich zu den mock-behandelten Pflanzen nicht signifikant erhdht. Dies spricht zusatzlich
zu den Elektrolytleitfahigkeitsmessungen fiir intakte Plasmamembranen. Auflerdem wurden
die Proteingehalte in Gesamtblattextrakten und AWFs gemessen. Die Proteingehalte der
Blattextrakte und der AWF lagen im Schnitt bei 13,5 mg/g Frischmasse und bei 0,015 mg
Protein pro Gramm Frischmasse (Tab. 4.1). Zwischen mock-behandeltem und Verticillium-
infiziertem Raps zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Proteingehailt.

Tab. 4.1: Kontaminationsbestimmung in den apoplastischen Waschflissigkeiten aus mock- und
Verticillium-infiziertem Raps mit Hilfe des Markerenzyms Malatdehydrogenase (MDH). Die Werte
reprasentieren Mittelwerte aus funf Messungen mit Standardfehler. Der P-Wert wurde mittels
Student’s T-Test berechnet. Zur Ermittlung der Kontamination wurde die MDH-Aktivitat aus den AWF
auf die jeweiligen MDH-Aktivitaten der Gesamtblattextrakte bezogen.

Gesamtblattextrakte AWF
mock VL43 P-Wert mock VL43 P-Wert
Proteingehalt (mg/g FM) 13,7+2,1 132+1,6  0,8491| 0,013+0,001 0,017+0,002 0,1142
MDH-Aktivitat (nkat/g FM) | 417,1+ 31,7 4444+17,9 0,4742| 0,015+£0,003 0,038 +0,022 0,3439
Kontamination (%) 0,004 +0,001 0,008 £0,005 0,3940

4.1.2.2 Vergleich von Proteinmustern in apoplastischen und Gesamtblattextrakten
Apoplastische Proteine und Proteine aus Gesamtblattextrakten wurden 7, 14 und 21 Tage

nach Inokulation mit Verticillium longisporum aus Raps gewonnen (siehe 3.4.2 und 3.4.3).
Dafiir wurden pro Probe die Blatter von jeweils fiinf Rapspflanzen geerntet und zusammen
extrahiert, wobei nur voll ausgebildete, aber noch nicht stark vergilbte oder geschadigte
Blatter verwendet wurden. Die Proteinextrakte wurden elektrophoretisch in
SDS-Polyacrylamidgradienten nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (siehe 3.5.5) und
anschlielend mit Silbernitrat gefarbt (siehe 3.5.8). Bei den Gesamtblattextrakten waren zu
keinem der untersuchten Zeitpunkte Unterschiede im Proteinmuster von mock-inokulierten
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Kontrollpflanzen (K) und V. longisporum inokulierten Pflanzen (V) zu sehen (Abb. 4.6). In der
AWF dagegen zeigten sich deutliche Unterschiede im Bandenmuster von Proteinen aus
Kontrollen und infiziertem Raps (Abb. 4.6). Zwar enthalten die Gesamtextrakte auch AWF-
Proteine, aber da ihr Anteil an den Gesamtproteinen nur sehr gering ist (Tab. 4.1), sind sie in
der Analyse der Gesamtextrakte nicht nachweisbar.

Die deutlichsten Unterschiede im Proteinmuster der AWF konnten 21 Tage nach Inokulation
festgestellt werden. Zu diesem Zeitpunkt zeigten sich starker, aber auch schwacher
auftretende Banden der AWF aus Verticillium-infizierten Pflanzen im Vergleich zu mock-
inokulierten Kontrollen im Molekulargewichtsbereich von 14 bis 50 kDa. Die markantesten
Unterschiede sind durch rote Pfeile markiert (Abb. 4.6).

AWF Gesamtblattextrakte
M K1 V1 K2 V2 K3 V3 M K1 V1 K2 V2 K3V3 M

Abb. 4.6: Proteinmuster apoplastischer und Gesamtblattproteine von Raps in einem mit Sibernitrat
gefarbten Gradientengel zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion (Zeitpunkt 1: 7 Tage nach
Inokulation, Zeitpunkt 2: 14 Tag nach Inokulation, Zeitpunkt 3: 21 Tage nach Inokulation; mock-
inokulierte Kontrollpflanzen = K, V. longisporum inokulierte Pflanzen = V, Proteinstandard = M). Die
Trennung der Proteine erfolgte in einem 7,5-20 % PAA-Gradienten; pro Spur wurden 1,8 ug Protein
aufgetragen.

4.1.2.3 Vergleich von Proteinmustern und Proteinanalyse in AWF und Xylemsaften

Fur weitere Analysen wurde der Zeitpunkt 21 Tage nach Inokulation gewahlt. Daflir waren
mehrere Griinde ausschlaggebend. Erstens traten 21 Tage nach Inokulation die deutlichsten
Unterschiede im Proteinmuster von Kontrollen und infizierten Pflanzen in der AWF von Raps
auf und zweitens waren die Pflanzen zu diesem Zeitpunkt grof3 genug, um zusatzlich zur
apoplastischen Waschflussigkeit auch noch Xylemsaft in ausreichender Menge fur eine
Proteinanalyse zu gewinnen. Spatere Zeitpunkte waren nicht geeignet, da der Raps dann
anfing zu blihen und viele Blatter abwarf.
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Zur Untersuchung von Proteinmustern wurden neben der AWF auch Xylemsafte gewonnen
und die Proteinkonzentration der Extrakte bestimmt. Der Xylemsaft enthielt nur geringe
Mengen an Protein (ca. 35 pg/ml). Um fir die Analysen ausreichende Proteinmengen zu
erhalten, wurden ca. 15 ml Xylemsaft aus 15 Rapspflanzen gewonnen. Der Xylemsaft wurde
aufkonzentriert und ebenso wie die AWF in einem PAA-Gradienten aufgetrennt (siehe 3.5.5)
In Abbildung 4.7 sind die Coomassie-gefarbten Gele mit den Proteinmustern von Xylemsaft
und apoplastischer Waschflussigkeit zu sehen. Beim Vergleich von Xylemsaft und AWF
zeigte sich, dass die Proteinzusammensetzung des Xylemsaftes sich deutlich von der der
AWF unterschied. Weitere deutliche Unterschiede waren auch im Proteinmuster von mock-
inokulierten und Verticillium-inokulierten Pflanzen sichtbar. Beim Xylemsaft traten drei
Banden (XVL1-3) unter Verticillium-Infektion neu auf bzw. wesentlich starker hervor als bei
mock-Inokulation. In der AWF zeigten sich bei den gleichen Molekulargewichten ebenfalls
drei starkere Banden (AVL1, 2 und 7) unter Verticillium-Einfluss. Zusatzlich traten zwei
weitere Banden in der AWF von Verticillium-infizierten Pflanzen starker hervor als in den
Kontrollen (AVL5 und AVL9). AuBBerdem war in der AWF unter Verticillium-Einfluss eine
Bande schwacher als in der Kontrolle (AKG).

Xylemsaft AWF
MW M K VL MW M K VL
97 !‘ 97 f'

45— W 15—
e : e < VL1

30 30 i gﬂ—(_ AVL 9
AK 6

20,1 T e, 201 T % AVL 2

«—AVL5

14,4_N - 14,4_N — ¢ AVL 7

S €— XVL 3

| ————

Abb. 4.7: Proteinmuster von Xylemsaft und AWF aus mock- und Verticillium-inokuliertem Raps. Pro
Spur wurden 100 pg Xylemsaftproteine bzw. apoplastischen Proteine in einem SDS-Polyacrylamidgel
(PAA-Gradient: 7,5-20 %) aufgetrennt und anschlieend mit CBB gefarbt. Die roten Pfeile deuten auf
Unterschiede im Proteinmuster von mock- (K) und Verticillium-inokulierten (VL) Pflanzen hin.

Die in den Gelbildern (Abb. 4.7) mit roten Pfeilen markierten Banden wurden aus dem Gel
ausgeschnitten und mit Trypsin verdaut (siehe 3.5.10). Mittels ESI-LC-Massenspektrometrie
und anschlieBender Mascot-Suche in der NCBI-Datenbank wurden die Proteine identifiziert.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.
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Zwei der Xylemsaftproteine konnten identifiziert werden. Das Protein aus der Bande XVL1
wies eine starke Ahnlichkeit mit einer basischen Glucanase aus Brassica juncea (brauner
Senf) und mit einer B-1,3-Glucanase (At3g57240) aus Arabidopsis thaliana auf. Das auf
Basis von Sequenzdaten erwartete Molekulargewicht (MW) dieser Proteine lag laut NCBI-
Angaben bei 31 kDa, wobei die Bande des ausgeschnittenen Proteins bei 37 kDa lag. Das
andere identifizierte Protein mit der Bezeichnung XVL3 wies Ahnlichkeit mit einem pathogen
related PR-4 Protein aus Brassica rapa auf. Hier lag das erwartete Molekulargewicht bei 16
kDa und das aus dem Gel, mittels einer Eichkurve der Markerproteinen berechnete (siehe
3.5.6) bei 14 kDa. Mit Hilfe des Programms TargetP (Server v1.01) wurde die Anwesenheit
von moglichen Signalpeptiden Uberpriuft (siehe 3.5.11). Fur die basische Glucanase aus
Brassica juncea bzw. -1,3-Glucanase aus Arabidopsis thaliana und das PR-4 Protein aus
Brassica rapa wurde mit einer sehr guten Wahrscheinlichkeit ein Signalpeptid fir den
sekretorischen Weg gefunden.

Aus den Proteinbanden der apoplastischen Waschflissigkeiten konnten finf Proteine
identifiziert werden (Tab. 4.2). AVL1 und AVL7 entsprachen den Proteinen XVL1 und XVL3,
die im Xylemsaft identifiziert wurden. Das Protein AVL2 konnte als basische Endochitinase
aus Brassica napus identifiziert werden, wobei eine Ahnlichkeit zu einer Chitinase aus
Brassica rapa mit der gleichen Trefferwahrscheinlichkeit gefunden wurde. Beide Chitinasen
hatten laut NCBI-Angaben ein Molekulargewicht von ungefahr 29 kDa, das aus dem Gel
ermittelte lag nur bei 19 kDa. Die in NCBI angegebenen Molekulargewichte sind theoretisch
berechnet und kdénnen von den tatsdchlichen abweichen. Dafir kdnnen verschiedene
Grinde verantwortlich sein, z.B. alternatives Splicing oder posttranslationale Modifikationen.
Fur Brassica napus allgemein und fUr die von uns verwendete rapid cycle Variation im
Besonderen sind nur wenige Daten verfugbar, was eine lIdentifizierung von Proteinen
erschwert. So war die Identifizierung der Chitinase mit einem Protein-Score von 58 auch
nicht besonders eindeutig.

Die Proteinbande von AVL2 hatte das gleiche Molekulargewicht wie die Bande XVL2 aus
dem Xylemsaft. Das Protein aus dem Xylemsaft konnte nicht identifiziert werden;
moglicherweise handelt es sich hier aber auch um die in der AWF gefundene Chitinase.
AVL5 konnte nicht identifiziert werden, aber AVL9 und AK6. Das Protein AVL9 wies starke
Ahnlichkeit zu einer Peroxidase aus Raphanus sativus und zu einer Peroxidase aus Brassica
rapa auf. Mit einer weniger guten Trefferwahrscheinlichkeit ergab sich auch eine Ahnlichkeit
zu einer Peroxidase (At2g18150) aus Arabidopsis thaliana. Die Angaben fur die
Molekulargewichte dieser Peroxidasen liegen zwischen 31 und 38 kDa, in diesem
Molekulargewichtsbereich liegt mit 31 kDa auch die Bande fir das analysierte Protein. Die
unter Verticillium-Einfluss in ihrer Intensitat abgeschwachte Proteinbande AK6 konnte einem
Germin-ahnlichen Protein aus Arabidopsis thaliana zugeordnet werden. Hierfur stimmten die
Angaben fur das erwartete Molekulargewicht von 22 kDa mit dem tatsachlichen von 21 kDa
relativ genau Uberein. Fir alle identifizierten Proteine, auer flr die Peroxidase P7 aus
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Brassica rapa, konnte ein Signalpeptid fir den sekretorischen Weg nachgewiesen werden
(Tab. 4.2).

Tab. 4.2: AWF und Xylemsaftproteine, die unter Verticillium-Einfluss differentiell auftraten. Die
Proteine wurden mittels massenspektrometrischer Analyse und Mascot-Suche in der NCBI Datenbank
identifiziert. Angegeben sind die Nummer der Bande in Abb. 4.7, die NCBI-Nummer, die Accession No
(Acc. No), der Protein Score und das laut NCBI-Angaben erwartete Molekulargewicht (MW) des
Proteins. Die Anwesenheit von Signalpeptiden wurde mit TargetP Uberprift, wobei C = Chloroplast
und S = Sekretorischer Weg bedeutet. RC steht fir reliability class und ist ein Mal fir die
Zuverlassigkeit der Vorhersage, je kleiner der RC-Wert, desto sicherer die Vorhersage fir das
Signalpeptid.

Banden Ahnlichkeit mit Organismus NCBI Nr. Acc. No Protein Mw Signal-
Nr. Score peptid

XVL 1 basische Glucanase Brassica juncea gi|118763538 ABC94638 510 30722 S (RC1)

B-1,3-Glucanase Arabidopsis gi|6735303 At3g57240 222 37632 S (RC1)
thaliana

XVL 2 nicht identifiziert

XVL 3 PRA4-Typ Protein Brassica rapa gi|73671284 AF528181 162 15950 S (RC2)
subsp. pekinensis

AVL 1 basische Glucanase Brassica juncea gi[118763538 ABC94638 480 37906 S (RC1)

B-1,3-Glucanase Arabidopsis gi|6735303 At3g57240 201 30681 S (RC1)
thaliana
AVL 2 basische Endochitinase Brassica napus gi|584929 Q06209 58 29684 S (RC1)
CHB4
Chitinase Brassica rapa gi[116267545 AB257452 58 29652 S (RC1)

subsp. pekinensis
AVL 5 nicht identifiziert

AVL 7 PRA4-Typ Protein Brassica rapa gi|73671284 AF528181 108 15950 S (RC2)
subsp. pekinensis
AVL 9 Kkoreanische Rettich- Raphanus sativus gi|1518388 X91172 200 33993 S (RC23)
Isoperoxidase
Peroxidase P7 (TP7) Brassica rapa gi|464365 P00434 200 31523 C(RC4)
subsp. rapa
Peroxidase, putative; Arabidopsis gi|15224116  At2g18150 52 37626 S (RC2)
Atperox P15 thaliana
AK 6 Germin (GER3; GLP 3) Arabidopsis gi|1755154 At5g20630 156 22020 S (RC1)
thaliana

4.1.2.4 Zweidimensionale Auftrennung apoplastischer Rapsproteine

Zusatzlich zur eindimensionalen wurden die apoplastischen Proteine auch zweidimensional
nach ihrem isoelektrischen Punkt (pl) und ihrem Molekulargewicht (MW) aufgetrennt.
Abbildung 4.8 zeigt die zweidimensionale Separation von je 80 ug apoplastischen Proteinen
aus mock- und Verticillium-inokuliertem Raps.
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Abb. 4.8: Proteinmuster von mock- und Verticillium (VL43)-infiziertem Raps nach zweidimensionaler
gelelektrophoretischer Auftrennung von je 80 ug apoplastischen Proteinen. Es wurden finf biologische
Wiederholungen durchgefiihrt, von denen jeweils ein reprasentatives mit Silber gefarbtes Gel
dargestellt ist. Die schwarzen Zahlen weisen auf Proteine hin, die in beiden Behandlungen vorkamen
und identifiziert werden konnten. Die roten Kreise zeigen Proteine, die bei Analyse von jeweils funf
Gelen eine signifikant starkere Expression in Verticillium-beeinflussten Proben aufwiesen. Nur
Proteinspots, die mit Zahlen markiert sind, konnten identifiziert werden (Tab. 4.3 und 4.4).

Fir eine statistische Auswertung wurden pro mock- bzw. V. longisporum-Behandlung funf
biologische Wiederholungen analysiert; daflir wurden die Gele mit Silber gefarbt. Bei den
Silber-gefarbten Gelen wurden durchschnittlich 170 £ 9 Spots detektiert. Mit Hilfe der
Proteomweaver-Software wurden die Gele von mock-inokulierten Kontrollpflanzen mit denen
von Verticillium-inokulierten Pflanzen verglichen (siehe 3.5.9). So wurde nach Spots gesucht,
die in mock- und Verticillium-inokulierten Pflanzen differentiell exprimiert waren. Gefunden
wurden 10 Spots, die nach Verticillium-Infektion neu bzw. starker auftraten. Von diesen
Spots (in Abb. 4.8 durch rote Kreise gekennzeichnet), die aus einem Coomassie gefarbten
Gel ausgestochen wurden, konnten sechs identifiziert werden (Tab. 4.3). Die Spots 21-23
zeigten, mit einem guten Protein-Score, Ahnlichkeit zu einer basischen Glucanase aus
Brassica juncea und zu einer 3-1,3-Glucanase aus Arabidopsis thaliana. Der Faktor mit dem
die drei Spots signifikant (p < 0,05) unterschiedlich waren, betrug zwischen 3,1 und 4,8. Die
Spots 34 und 51 wiesen Ahnlichkeit zu einer basischen Endochitinase (CHB4) aus Raps auf
und wurden mit dem Faktor 7,2 bzw. 4,2 reguliert. Ein weiteres Protein, das signifikant um
den Faktor 2,4 veradndert war und identifiziert werden konnte, zeigte Ahnlichkeit zu einer
Rettich-Peroxidase und mit dem gleichen Protein-Score zu einer Peroxidase aus
Arabidopsis. Alle drei differentiell aufgetretenen Proteine Glucanase, Chitinase und
Peroxidase waren ebenfalls aus dem eindimensionalen Gel als differentiell auftretend
identifiziert worden (Abb. 4.7 und Tab. 4.2), so dass die vorherige ldentifizierung bestatigt
wurde. Die Uberpriifung der identifizierten Proteine auf das Vorhandensein von
Signalpeptiden ergab flr alle Proteine laut Analyse mit TargetP eine hohe Wahrscheinlichkeit
fur ein sekretorisches Signalpeptid.
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Tab. 4.3: Unter Verticillium-Einfluss differentiell exprimierte Proteine in der AWF von Raps. Die
Identifizierung erfolgte mittels MS-Analyse und Mascot-Suche in der NCBI Datenbank. Angegeben
sind die NCBI-Nummer, die Accession No (Acc. No), der Protein Score und das laut NCBI-Angaben
erwartete Molekulargewicht (MW) des Proteins. Die Anwesenheit von Signalpeptiden wurde mit
TargetP Uberpriift, wobei S = Sekretorischer Weg bedeutet. RC steht fiir reliability class und ist ein
Mal fur die Zuverlassigkeit der Vorhersage, je kleiner der RC-Wert, desto sicherer die Vorhersage fir
das Signalpeptid. AuBerdem ist der Faktor angegeben, mit dem die Proteine verandert auftraten und
das Ergebnis des Students T-Test fur jeden Spot, wobei p < 0,05 als signifikant angesehen wurde.

Spot ;. .. o . NCBI Protein Signal-
Nr. Ahnlichkeit mit Organismus Nr. Acc. No Score peptid Faktor p-Wert
21 basische Glucanase Brassica 0i|86371164 ABC94638 223 30722 S(RC1) 39 0,037
juncea
B-1,3-Glucanase Arabidopsis gi|6735303 At3g57240 91 37632 S (RC1)
thaliana
22  basische Glucanase Brassica gi|86371164 ABC94638 405 30722 S(RC1) 31 0,001
Jjuncea
B-1,3-Glucanase Arabidopsis gi|6735303 At3g57240 180 37632 S (RC1)
thaliana
23  basische Glucanase Brassica gi|86371164 ABC94638 453 30722 S(RC1) 4,8 0,049
Jjuncea
B-1,3-Glucanase Arabidopsis gi|6735303 At3g57240 222 37632 S (RC1)
thaliana
34  basische Endo- Brassica gi|584929 Q06209 95 29684 S(RC1) 7,7 0,009
chitinase CHB4 napus
51 basische Endo- Brassica gi|584929 Q06209 159 29684 S(RC1) 4,2 0,020
chitinase CHB4 napus
54  koreanische Rettich Raphanus  gi|1518388 X91172 94 33993 S(RC3) 24 0,040
Isoperoxidase sativus
Peroxidase, putative Arabidopsis gi|15239075 At5g05340 94 34650 S (RC1)

thaliana

Zusatzlich zu den differentiell exprimierten Spots, konnten noch 19 Proteine aus einem
Coomassie-gefarbten Kontrollgel identifiziert werden (Tab. 4.4). Dabei handelte es sich um
11 unterschiedliche Proteine. Drei Spots (Nr. 4, 5, 7) wiesen Ahnlichkeit zu einer o-L-
Arabinofuranosidase aus Raphanus sativus bzw. Arabidopsis auf, vier Spots zeigten
Ahnlichkeit zu einer Glucanase aus Brassica juncea (Spot Nr. 12-15). Jeweils drei Spots
zeigten Ahnlichkeit zu einer Protease aus der Aspartyl Familie (Spot Nr. 10, 17, 18) und zu
einem Germin (GLP3; Nr. 39, 40, 45) aus Arabidopsis. Die Spots 27 und 28 wiesen
Ahnlichkeit zu einer Klasse 4 Chitinase aus Brassica napus auf. Weiterhin wurden eine
Peroxidase (Spot Nr. 11), eine Carboxylester Hydrolase (Spot Nr. 19) und ein unbekanntes
Protein (Spot Nr. 38) aus Arabidopsis identifiziert. Ahnlichkeit wurde auch zu einem
hypothetischen Protein aus Brassica rapa (Nr. 9) gefunden, das ein Signalpeptid flr
chloroplastidare Lokalisation aufwies. Die a-L-Arabinofuranosidase aus Raphanus sativus
besal} Signalpeptid die Mitochondrien, allerdings mit einer geringen
Vorhersagewahrscheinlichkeit (Reliability class 4). Ansonsten wiesen alle gefunden Proteine
mit einer mehr oder weniger hohen Wahrscheinlichkeit ein Signalpeptid flr den
sekretorischen Weg auf.

ein far
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Tab. 4.4: Identifikation von Proteinspots aus Kontrollgelen der AWF von Raps mittels MS-Analyse und
Mascot-Suche in der NCBI Datenbank. Zusatzlich zur NCBI-Nummer ist noch die Accession No und
das erwartete Molekulargewicht der Proteine angegeben. Die Anwesenheit von Signalpeptiden wurde
mit TargetP (berprift, wobei C = Chloroplast, M = Mitochondrium und S = Sekretorischer Weg
bedeutet. RC steht fiir reliability class und ist ein Mal} fiir die Zuverlassigkeit der Vorhersage, je
kleiner der RC-Wert, desto sicherer die Vorhersage fiir das Signalpeptid.

Spot Ahnlichkeit mit Organismus NCBI-Nr. Acc. No Protein MW Signal-
Nr. Score peptid
4 a-L-Arabinofuranosidase  Arabidopsis gi|13937191 At3g10740 113 75437 S (RC2)
T7M13_18 thaliana
5 o-L-Arabinofuranosidase  Raphanus sativus Qi|74355968 BAE44362 76 84750 M (RC 4)
7 o-L-Arabinofuranosidase = Raphanus sativus Qi|74355968 BAE44362 195 84750 M (RC4)
9 hypothetisches Protein Brassica rapa gi|72384433 homolog of 84 60345 C (RC1)
susp. pekinensis At5g09770
10 Pepsin A, Aspartyl Arabidopsis gi|22326716 At5g10770 bzw. 46 50802 S (RC5)
Protease Familie thaliana At5g10760 S (RC 2)
1 Peroxidase Arabidopsis gi|15224116 At2g18150 44 37626 S (RC2)
thaliana
12  Glucanase Brassica juncea  gi|86371166 ABC94639 75 38120 S (RC1)
13 Glucanase Brassica juncea  gi|86371166 ABC94639 51 38120 S (RC1)
14 Glucanase Brassica juncea  gi|86371166 ABC94639 76 38120 S (RC1)
15  Glucanase Brassica juncea  gi|86371166 ABC94639 57 38120 S (RC1)
17 Pepsin A, Aspartyl Arabidopsis gi|22326716 At5g10770 bzw. 58 50802 S (RC5)
Protease Familie thaliana At5g10760 S (RC 2)
18 Pepsin A, Aspartyl Arabidopsis 0i|22326716 At5g10770 bzw. 49 50802 S (RC5)
Protease Familie thaliana At5g10760 S (RC 2)
19  Carboxylester Hydrolase  Arabidopsis gi|15220512 At1g29660 87 40630 S (RC?2)
thaliana
27 Chitinase Brassica napus  Qi|14486393 AAK62048 103 31219 S (RC4)
Klasse 4-Protein
28  Chitinase Brassica napus  gi|14486393 AAK62048 90 31219 S (RC4)
Klasse 4-Protein
38  unbekanntes Protein Arabidopsis gi|15226060 At2g15130 81 25459 S (RC1)
(plant basic secretory thaliana
protein (BSP)
39 Germin Arabidopsis gi|1755154  At5g20630 56 22020 S (RC 1)
(GER 3, GLP3) thaliana
40 Germin Arabidopsis gi[1755154  At5g20630 98 22020 S (RC1)
(GER 3, GLP3) thaliana
45  Germin Arabidopsis gi|1755154  At5g20630 73 22020 S (RC 1)
(GER 3, GLP3) thaliana
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4.1.3 Peroxidase Aktivitaten

Zwei der aus den Gelen identifizierten Apoplasten-Proteine wiesen Ahnlichkeit zu
Peroxidasen auf. Eine der Peroxidasen war unter Verticillium-Einfluss hochreguliert, wahrend
die andere nicht differentiell reguliert war. Zur Uberpriifung der Peroxidase-Aktivitat wurden
21 Tage nach Inokulation, also zum gleichen Erntezeitpunkt, von dem auch Proteingele
untersucht wurden, Aktivitatsmessungen mit dem unspezifischen Substrat Guajakol
durchgefiihrt. Die Peroxidase Aktivitat in der AWF war mit ca. 2 nkat/g Frischgewicht (FG)
doppelt so hoch wie die Aktivitat in den Gesamtblattextrakten (Abb. 4.9). Ein Veranderung
der Peroxidase Aktivitdt in den Verticillium-inokulierten Rapspflanzen im Vergleich zu den
mock-inokulierten Kontrollpflanzen konnte aber weder in der AWF noch in den
Gesamtblattextrakten beobachtet werden.
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Abb. 4.9: Peroxidase Aktivitat in der AWF (A) und in Gesamtblattextrakten (B) von mock- und
Verticillium-inokulierten Rapspflanzen. Die Balken reprasentieren Mittelwerte mit Standardfehler von
n = 8 Proben fir die AWF und n = 5 fiir die Gesamtblattextrakte. Die Aktivitdt wurde photometrisch mit
Guajakol als Substrat bestimmt.
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4.2 Einfluss von Verticillium longisporum auf die Modellpflanze Arabidopsis
thaliana

4.2.1 Ermittlung geeigneter Versuchsbedingungen

4.2.1.1 Vergleich der Arabidopsis thaliana Okotypen Columbia und Landsberg erecta
Verschiedene Arabidopsis Okotypen reagieren unterschiedlich auf Verticillium dahliae
Infektion (Veronese et al., 2003). Der Okotyp Landsberg erecta war im Vergleich zum
Okotypen Columbia geringfligig empfindlicher fiir V. dahliae. Dies zeigte sich zum Beispiel
durch eine etwas starkere Vergilbung von Blattern (Veronese et al., 2003).

Ob solche Unterschiede auch fur die Infektion mit V. longisporum bestehen, ist nicht
bekannt. Um dies zu priifen wurden die beiden Okotypen unter Verticillium longisporum
Einfluss untersucht. Als Parameter wurden die Rosettenflache, das Frischgewicht und der
Chlorophyligehalt gewahlt. Der Infektionsverlauf wurde durch digitale Photos der einzelnen
Pflanzen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Inokulation dokumentiert (Abb. 4.10A). Mit
einer speziell entwickelten Software zur Blattflachenanalyse konnten die Bilder einzeln
ausgewertet und die projizierte Rosettenflache vermessen werden (siehe 3.3.6). In
Abbildung 4.10A verdeutlichen exemplarische Photos zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Inokulation von mock und Verticillium-infizierten Arabidopsis Okotypen Columbia und
Landsberg erecta Symptome, die durch die Verticillium-Infektion hervorgerufen wurden, wie
die Beeinflussung der Rosettengrofie und Vergilbung. Die Analyse des Rosettenwachstums
Uber einen zeitlichen Verlauf von 3 bis 35 Tagen, zeigte deutliche Unterschiede zwischen
den Kontrollen der Okotypen Columbia und Landsberg (Abb. 4.10B und C). Die
Rosettenflache der mock-inokulierten Landsberg-Pflanzen war zum Endzeitpunkt der
Untersuchung mit durchschnittlich 50 cm? im Vergleich zu den mock-inokulierten Columbia
Pflanzen mit durchschnittlich 76 cm? deutlich kleiner. Schon 14 Tage nach Inokulation war
der Unterschied zwischen RosettengroRen der Okotypen Columbia und Landsberg
signifikant.

In Abbildung 4.10B und 4.10C sind die Blattflachen der Rosetten von mock- und Verticillium-
infizierten Arabidopsis im Vergleich dargestellt. Abbildung 4.10B zeigt den Einfluss von
Verticillium longisporum auf die RosettengréoRe des Okotyps Columbia im Infektionsverlauf.
Ab 21 Tage nach Inokulation waren die Unterschiede zwischen den Blattflachen der
Verticillium-inokulierten und der mock-inokulierten Pflanzen signifikant unterschiedlich. Zum
gleichen Zeitpunkt zeigte sich auch beim Okotypen Landsberg eine signifikante Reduktion
der Blattflache von Verticillium-inokulierten Pflanzen im Vergleich zu den mock-inokulierten
Kontrollpflanzen (Abb. 4.10C).

Um zu prifen, ob die durch V. longisporum verursachte Stauchung im Vergleich zur
Kontrollbehandlung bei den beiden Okotypen unterschiedlich stark ausgepragt war, wurde
die relative Stauchung als Verhaltnis von VL43/mock bestimmt (Abb. 4.11). Diese Analyse
ergab keine durch die Infektion hervorgerufenen Unterschiede zwischen den beiden
Okotypen.
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Abb. 4.10: Entwicklung der Rosettenflache im Infektionsverlauf. (A) Reprasentative Bilder der mock-
und V. longisporum-inokulierten Arabidopsis Okotypen Columbia (Col) und Landsberg erecta (Ler) zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Inokulation. Projizierte Blattflache der Rosetten der Arabidopsis
thaliana Okotypen (B) Columbia (Col) und (C) Landsberg erecta (Ler). Zu jedem Zeitpunkt wurden
n = 20 Photos pro Variante analysiert (£ SE). Werte mit einem Stern waren beim Vergleich von mock
(weille Symbole) und V. longisporum inokulierten Arabidopsis (schwarze Symbole) im T-Test
(p < 0,05) signifikant unterschiedlich.
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Abb. 4.11: Stauchungsfaktoren (VL43/mock) der Arabidopsis Okotypen Columbia (Col) und
Landsberg (Ler) unter Einfluss von Verticillium longisporum (n = 20 + SE) .

Weniger deutlich als bei der projizierten Blattflachenanalyse waren die Unterschiede
zwischen den Okotypen Columbia und Landsberg bei der Rosettenfrischmasse (Abb. 4.12).
Nach 35 Tagen Wachstum hatten die Rosetten von Columbia Kontrollpflanzen ein
durchschnittliches Gewicht von 3,0 g und die von Landsberg 2,5 g. Dieser Unterschied war
nicht signifikant.

Trotz friher eintretender Stauchung konnten erst am Versuchsende deutliche
Veranderungen der Frischmasse nachgewiesen werden. Die Frischmasse der Verticillium-
infizierten war im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen beim Okotyp Columbia 35 Tage
nach Inokulation um 42 % reduziert, beim Okotyp Landsberg bei 56 %. Die beiden Okotypen
waren nicht signifikant verschieden.
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Abb. 4.12: Frischmasse der Rosetten im Infektionsverlauf. Die Rosettenfrischgewichte der
Arabidopsis thaliana Okotypen (A) Columbia (Col) und (B) Landsberg erecta (Ler) wurden zwischen
10 und 35 Tagen nach Inokulation bestimmt. Die Werte reprasentieren die Mittelwerte von jeweils 20
Pflanzen (£ SE), aus zwei unabhangigen Experimenten. Werte mit einem Stern waren beim Vergleich
von mock (weille Symbole) und V. longisporum inokulierten Arabidopsis (schwarze Symbole) im T-
Test (p < 0,05) signifikant unterschiedlich.
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Als weiterer Parameter zur Analyse der Symptomentwicklung der Arabidopsis thaliana
Okotypen Columbia und Landsberg unter Verticillium longisporum Einfluss diente der
Chlorophyligehalt. Die Messungen wurden Uber den gesamten Zeitraum bis 35 Tage nach
Inokulation durchgefiihrt (Abb. 4.13). Ein Vergleich der mock-inokulierten Kontrollpflanzen
der Okotypen Landsberg und Columbia zeigte zundchst, dass die Chlorophyligehalte der
Kontrollen nicht verschieden waren, aber altersbedingt etwas abnahmen. Beide Okotypen
zeigten eine geringe, aber signifikante Abnahme des Chlorophyligehalts in Verticillium-
infizierten gegenuber mock-infizierten Pflanzen. 35 Tage nach Inokulation war der
Chlorophyligehalt des Okotyps Columbia um 21 % und der des Okotyps Landsberg erecta
um 14 % gegenuber der jeweiligen Kontrolle gesunken.
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Abb. 4.13: Chlorophyligehalt in Blattern von mock- und Verticillium-inokulierten Arabidopsis thaliana
im Infektionsverlauf. Der Chlorophyligehalt der Blatter der Arabidopsis thaliana Okotypen (A)
Columbia (Col) und (B) Landsberg erecta (Ler) wurde spektrophotometrisch bestimmt und als Summe
von Chlorophyll a und b dargestellt. Es wurden zwischen zwei und sieben Proben in
Dreifachbestimmung analysiert (+ SE). Werte mit einem Stern waren beim Vergleich von mock (weif3e
Symbole) und V. longisporum inokulierten Arabidopsis (schwarze Symbole) im T-Test (p < 0,05)
signifikant unterschiedlich.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Untersuchung, dass es zwar Unterschiede
im Wachstum zwischen den beiden Okotypen gab, aber im Hinblick auf Verticillium
longisporum Infektion zeigte sich keiner der Okotypen deutlich empfindlicher bzw.
resistenter. Fiir weitere Experimente wurde der Okotyp Columbia ausgewahlt, da er bei
gleicher Symptomauspragung mehr Biomasse bildete.

4.2.1.2 Untersuchung des Arabidopsis thaliana Okotyps Columbia unter Lang- und
Kurztagsbedingungen

Die meisten in der Literatur beschriebenen Untersuchungen mit Verticillium-Pilzen an
Arabidopsis thaliana wurden unter Langtagsbedingungen, d.h. 16 h Licht/8 h Dunkel Zyklus,
durchgefiihrt (Steventon et al., 2001; Veronese et al., 2003). Unter diesen Bedingungen
bleiben die Pflanzen relativ klein, da sie schnell die Bluhreife erreichen. Da fur die geplanten

Chlorophyligehalt (ug/g FG)
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Untersuchungen des Apoplasten relativ viel Biomasse erforderlich war, wurde das
Wachstum des Okotyps Columbia unter Lang- und Kurztagsbedingungen (8 h Licht/16 h
Dunkel Zyklus) verglichen, um die optimalen Anzuchtbedingungen herauszufinden.

Die Analyse der projizierten Blattflache Uber den Infektionsverlauf bis 27 Tage nach
Inokulation zeigte eine deutliche Stauchung der Pflanzen unter Verticillium-Einfluss (Abb.
4.14). Diese Stauchung durch Verticillium-Infektion war unter Kurztagsbedingungen (Abb.
4.14A) wesentlich deutlicher als unter Langtagsbedingungen (Abb. 4.14B). Um zu prifen,
inwiefern die durch V. longisporum verursachte Stauchung relativ zur Kontrollbehandlung
verandert war, wurde die Stauchung als Verhaltnis von V0L43/mock zum letzten
Untersuchungszeitpunkt bestimmt. Unter Langtagsbedingungen betrug der Stauchungsfaktor
27 Tage nach Inokulation 0,64 + 0,09 und unter Kurztagsbedingungen 0,26 + 0,06. Dieser
Unterschied war im T-Test signifikant (p = 0,0018).

Unter Langtagsbedingungen (Abb. 4.14B) zeigte sich in den ersten zwei Wochen nach
Inokulation eine starkere Zunahme der Blattfliche als unter Kurztagsbedingungen (Abb
4.14A). Danach nahm die Blattflache unter Langtagsbedingungen kaum noch zu und betrug
bei den mock-inokulierten Kontrollen nach 27 Tagen im Schnitt 12 cm? (Abb. 4.14B). Die
Blattflache der mock- inokulierten Arabidopsis unter Kurztagsbedingungen nahm zwischen
10 und 27 Tagen Wachstum deutlich zu und betrug beim Versuchsende durchschnittlich
23 cm? (Abb. 4.14A).

Eine Bonitur der Pflanzen ergab, dass alle unter Langtagsbedingungen gewachsenen
Arabidopsis 7 Tage nach Inokulation BlUtenansatze gebildet hatten. Unter
Kurztagsbedingungen gewachsene Arabidopsis zeigten im gesamten
Untersuchungszeitraum keine Blutenbildung.
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Abb. 4.14: Entwicklung der Rosettenflache im Infektionsverlauf bei Anzucht von Arabidopsis thaliana
unter Kurztagsbedingungen (A) oder unter Langtagsbedingungen (B). Dargestellt ist jeweils der
Mittelwert der projizierten Blattflache durch Auswertung von Photos (n = 12 bis 27 + SE). Werte mit
einem Stern waren beim Vergleich von mock (weille Symbole) und V. longisporum inokulierten
Arabidopsis (schwarze Symbole) im T-Test (p < 0,05) signifikant unterschiedlich.
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Am Versuchsende wurden die Pflanzen geerntet und ihre Frischmasse bestimmt. Dabei
ergab sich sowohl unter Lang- als auch unter Kurztagsbedingungen eine signifikante
Reduktion der Frischmasse unter Verticillium-Einfluss (Abb. 4.15). Diese war aber unter
Kurztagsbedingungen wesentlich ausgepragter.
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Abb. 4.15: Die Frischmasse der Arabidopsis thaliana Rosetten 28 Tage nach Inokulation. Die Saulen
reprasentieren Mittelwerte von 12 bis 27 Pflanzen (+ SE). Die Pflanzen waren unter Lang- bzw.
Kurztagsbedingungen gewachsen. Verschiedenen Buchstaben deuten auf signifikante Unterschiede
hin.

Zusammenfassend gesehen, war die Biomasse unter Kurztagsbedingungen deutlich hdéher
als unter Langtagsbedingungen. Die Verticillium-induzierte Reduktion der Rosettenflache
und der Frischmasse war unter Kurztagsbedingungen wesentlich starker ausgepragt als
unter Langtagsbedingungen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden fur weiterfihrende
Experimente Kurztagsbedingungen fir die Anzucht von Arabidopsis thaliana gewahlt.

4.2.2 Krankheitssymptome und Nahrstoffversorgung von Arabidopsis thaliana im
Infektionsverlauf

4.2.2.1 Einfluss von Verticillium longisporum auf den Phianotyp von Arabidopsis

Die ersten Verticillium-induzierten Krankheitssymptome an Arabidopsis zeigten sich im
allgemeinen 10-14 Tage nach Inokulation. Zu den frilhen Symptomen zahlten gelbe
Blattadern, verkirzte Blattstiele und eine veranderte Morphologie der Blatter (Abb. 4.10A).
Die Blatter der Verticillium-infizierten Pflanzen waren kleiner als die der mock-inokulierten
Kontrollen und wiesen haufig eine nach unten gewolbte Form auf. 25 Tage nach Inokulation
zeigten ca. 90 % der Pflanzen Symptome. Die spaten Symptome waren ein insgesamt
verkimmertes, meist kugelféormiges Wachstum der Pflanzen und die zunehmende
Vergilbung von Blattern (Abb. 4.10A). Ein haufig auftretendes Phanomen der Verticillium-
infizierten Arabidopsis war ein asymmetrisches Wachstum, wobei eine Halfte der Pflanze
einen gestauchten Phanotyp zeigte, wahrend die andere Halfte weiterhin groRere Blatter
bildete (Abb. 4.16).
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Abb. 4.16: Exemplarische Bilder von Verticillium longisporum infizierten Arabidopsis-Pflanzen mit
asymmetrischem Phanotyp 25 Tage nach Inokulation.

Zur genaueren Charakterisierung der Krankheitssymptome wurden weitere Parameter
gemessen. Da zu den Symptomen auch Vergilbungen von Blattern zdhlten und bereits
gezeigt wurde, dass die Verticillium-Infektion Einfluss auf den Chlorophyligehalt (Abb. 4.13)
hat, wurde zusatzlich die Photosynthese-Aktivitat untersucht.

Um den Einfluss der Verticillium-Infektion auf die Chlorophylifluoreszenz und damit die
Aktivitat von Photosystem Il im zeitlichen Verlauf zu charakterisieren, wurden bis zu sieben
Wochen nach Inokulation Messungen an licht- und dunkeladaptierten Pflanzen durchgefiihrt
(siehe 3.3.1). Sowohl im Licht als auch im Dunkeln konnten geringe, aber teilweise
signifikante Unterschiede zwischen mock und Verticillium-inokulierten Pflanzen gemessen
werden (Abb. 4.17). Signifikante Unterschiede zeigten sich bei den dunkeladaptierten
Pflanzen vornehmlich zu den friihen Messzeitpunkten 14 bis 21 Tage nach Inokulation (Abb.
4.17A). Die Messung an den Verticillium-infizierten lichtadaptierten Arabidopsis zeigte Uber
den gesamten Messzeitraum eine Reduktion der Quantenausbeute gegeniber den mock-
inokulierten Kontrollpflanzen, wobei die Differenz zwischen mock- und Verticillium-
inokulierten Pflanzen im Verlauf groRer wurde. Die Messzeitpunkte 21, 30 und 33 Tage nach
Inokulation waren im T-Test signifikant unterschiedlich (Abb. 4.17B).
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Abb. 4.17: Einfluss von Verticillium longisporum VL43 auf die Aktivitdt von Photosystem II. Die
Chlorophylifluoreszenz wurde bei 20°C und 60 % relativer Luftfeuchtigkeit als maximale
photosynthetische Quantenausbeute an dunkel-adaptierten Blattern (A) und als aktuelle
photosynthetische Quantenausbeute im Licht bei 120 umolm?s™ (B) gemessen. Vollstandig
entwickelte Blatter wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Inokulation untersucht. Die Anzahl der
gemessenen Pflanzen reduzierte sich kontinuierlich von 40 Pflanzen zu Beginn der Messungen auf 6
Pflanzen zum Zeitpunkt 41 Tage nach Inokulation, da die Pflanzen fiir andere Analysen geerntet
wurden. Werte mit einem Stern waren im T-Test (p < 0,05) signifikant unterschiedlich.
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4.2.2.2 Einfluss von Verticillium Ilongisporum auf die Nahrelementsituation in
Arabidopsis thaliana Blattern

Um zu prifen, ob Nahrstoffmangel an den Krankheitssymptomen beteiligt ist, wurde der
Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt (siehe 3.3.7) der Arabidopsis Blatter im Verlauf der Infektion
mit Verticillium longisporum untersucht. Bis 28 Tage nach Inokulation wurden keine
Unterschiede zwischen mock- und Verticillium-inokulierten Pflanzen gemessen. Der
Kohlenstoffgehalt zeigte 35 Tage nach Inokulation eine leichte, aber signifikante Reduktion
im T-Test (p <0,05) um 7,8 % in den Blattern der Verticillium-infizierten Pflanzen. Ebenfalls
nur eine geringflgige, aber signifikante Reduktion um 2,3 % war beim Stickstoffgehalt 28
Tage nach Inokulation bei den Verticillium-infizierten Pflanzen nachzuweisen. Das Verhaltnis
von Kohlenstoff zu Stickstoff blieb Uber den gesamten Messzeitraum stabil (Abb. 4.18C).
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Abb. 4.18: Einfluss von V. longisporum auf den Kohlenstoff- (A) und den Stickstoffgehalt (B) und das
Kohlenstoff/Stickstoff C/N Verhaltnis (C) in Arabidopsis thaliana Blattern zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Inokulation. Die Werte reprasentieren Mittelwerte aus jeweils drei unabhangigen
Proben mit Standardfehler. Werte mit einem Stern waren im T-Test (p<0,05) signifikant
unterschiedlich.

Um weitere Nahrelemente zu untersuchen, wurden ICP-Analysen an Blattmaterial von mock-
und Verticillium-infizierten Arabidopsis durchgefiihrt (siehe 3.3.8). Dabei wurde der Gehalt
der Hauptnahrelemente Phosphor, Schwefel, Calcium, Kalium und Magnesium bestimmt
sowie der Spurenelemente Mangan und Eisen. Schwefel und Kalium zeigten zu keinem
Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen mock- und Verticillium-infizierten Pflanzen
(Abb. 4.19A und B). Magnesium war bei den Verticillium-infizierten Pflanzen im Vergleich zu
den Kontrollen zum Zeitpunkt 21 Tage nach Inokulation signifikant reduziert; allerdings setzte
sich dieser Trend zu spateren Zeitpunkten nicht fort (Abb. 4.19C). Die beiden Elemente
Phosphor und Calcium wiesen in den Verticillium-infizierten Arabidopsis ab 21 bzw. 28 Tage
nach Inokulation eine signifikante Erhdhung im Vergleich zu den mock-inokulierten
Kontrollen auf (Abb. 4.19D und E). Bei den Spurenelementen gab es sowohl bei den mock-
als auch bei den Verticillium-infizierten Pflanzen Schwankungen, es konnte aber lber den
Untersuchungszeitraum kein eindeutiger Unterschied zwischen mock- und Verticillium-
infizierten Pflanzen nachgewiesen werden (Abb. 4.19F und G) .
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Abb. 4.19: Elementkonzentrationen von Schwefel (A), Kalium (B), Magnesium (C), Phosphor (D),
Calcium (E), Mangan (F) und Eisen (G) in V. longisporum (schwarze Symbole) im Vergleich zu mock-
inokulierten Arabidopsis (weille Symbole). Die Werte reprasentieren Mittelwerte aus jeweils drei
unabhangigen Proben (beim Zeitpunkt 35 Tage nach Inokulation acht Proben) mit Standardfehler.
Werte mit einem Stern waren im T-Test (p < 0,05) signifikant unterschiedlich.

4.2.2.3 Infektionsnachweis mittels quantitativer PCR

Zur Uberprifung der Infektion, wurde eine quantitative real time PCR-Analyse durchgefiihrt.
Mit dieser Methode konnte die Menge an Verticillium-DNA bestimmt werden. In Blattern
Verticillium-infizierter Arabidopsis wurden zum Erntezeitpunkt nur sehr geringe Mengen
Verticillium-DNA nachgewiesen (Abb. 4.20A). Im Mittel betrug die Verticillium-DNA Menge in
den untersuchten Arabidopsis-Blatter 0,7 ng/g Frischmasse. In Blattstielen von Verticillium-
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infizierten Arabidopsis konnten 25 Tage nach Inokulation im Vergleich zu den mock-
inokulierten Kontrollen signifikante Mengen an Verticillium-DNA nachgewiesen werden (Abb.
4.20B). Im Mittel wurden 12 ng Verticillium-DNA pro Gramm Blattstdngelmaterial in den
Verticillium-infizierten Pflanzen nachgewiesen. Die maximal nachgewiesene Menge an
Verticillium-DNA betrug 107 ng pro Gramm Blattstdngelmaterial. Die Ergebnisse zeigen,
dass der Pilz 25 Tage nach Inokulation aus dem Wurzelxylem kommend, zum Teil bis in die
Blattstangel, aber groftenteils noch nicht in das Mesophyll vorgedrungen ist. In Abbildung
4.20C ist die Pilzmenge in den Blattstangeln in Relation zur Rosettenflache dargestellt. Es
sollte gepruft werden, ob eine Korrelation zwischen Symptomentwicklung und Pilzmenge in
der Pflanze bestand. Die mock-inokulierten Kontrollen wiesen Rosettengréen im Bereich
von 40 bis 110 cm? auf und enthielten keine signifikanten Mengen an Pilz-DNA. Die
RosettengroRen der Verticillium-infizierten Pflanzen lagen zwischen 10 und 65 cm?. Eine
lineare Korrelation zwischen Pilzmenge und Rosettengrofe konnte nicht beobachtet werden,
aber eine Exponentialfunktion durch alle Punkte ergab eine schwache Korrelation (Abb.
4.20C). Erstaunlich war, dass auch in sehr kleinen verkimmerten Pflanzen teilweise wenig
oder gar keine Verticillium-DNA nachweisbar war (Abb. 4.20C).

[ )

_ A x| B LG
E = 2 T = .
2 g .1 £ sof
93- Ej)15- o
~ (o]
< \83 u £ r
Z
a2} < 10t S ol
1S =) Q
S T T
= g L
S 1t § 5k g 20
3 S T 10l
= ——| 3 _ 5

0} —t—— S ] e— T > ol

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

mock VL43 mock VL43 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Blattflache (cm?)

Abb. 4.20: Menge an Verticillium-DNA in Blattern (A) und in Blattstdngeln (B) von mock- und
Verticillium (VL43)-infizierten Arabidopsis-Pflanzen. Da die Werte nicht normalverteilt waren, wurden
die Ergebnisse in Form von Box-Plots dargestellt. Die Boxen reprasentieren (A) Nmock) = 8, Nyviaz) = 10
und (B) Nimock) = 36, Nyvia3) = 48 Messungen. Innerhalb einer Box liegen 50 % der Werte, die horzontale
Linie stellt den Median-Wert und das schwarze Symbol den Mittelwert dar, die Gesamtverteilung wird
durch die vertikalen Linien verdeutlicht. (C) Pilzmenge in Stangeln in Relation zur Blattflache. Die
Blattflache von mock- (weille Symbole) und V. longisporum-inokulierten Arabidopsis (schwarze
Symbole) wurde 25 Tage nach Inokulation gemessen. Die Blattstiele der einzelnen Pflanzen (n = 84)
wurden 25 Tage nach Inokulation geerntet und mittels quantitativer real time PCR die Menge an
Verticillium-DNA bestimmt. Die Daten wurden durch eine abfallende Exponentialfunktion angepasst.
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4.2.2.4 Okophysiologische Charakterisierung Verticillium longisporum infizierter
Arabidopsis thaliana

Fur weiterflhrende Experimente wurde der Zeitpunkt 25 Tage nach Inokulation ausgewahilt,
da die Arabidopsis Pflanzen zu diesem Zeitpunkt genligend Blattmaterial gebildet hatten,
gleichzeitig aber auch eindeutige Infektionssymptome aufwiesen. Aullerdem fingen die
Pflanzen 25 Tage nach Inokulation noch nicht an zu Bluhen und die Kontrollen zeigten noch
keine Seneszenzerscheinungen. In Tabelle 4.5 sind einige bereits erwahnte und einige
weitere Okophysiologische Parameter aufgelistet, die 25 Tage nach Infektion zur
Charakterisierung der Pflanzen gemessen wurden. Wahrend die Rosettenflache um mehr als
die Halfte vermindert war, betrug die Frischmassenreduktion nur ca. 40 %. Dieser
Unterschied war eventuell darauf zurlickzuflihren, dass Ubereinanderliegende Blatter bei der
Analyse der projizierten Blattflache nicht erfasst wurden. Der relative Anteil der
Trockenmasse der Rosetten, berechnet aus Frisch- und Trockenmasse betrug ungefahr 7 %
und war bei mock- und Verticillium-infizierten Pflanzen nicht signifikant verschieden. Der
Wassergehalt der Blatter war also nicht unterschiedlich.

Neben dem Chlorophyligehalt war auch der Carotinoidgehalt in den Verticillium-infizierten
Arabidopsis signifikant niedriger (Tab. 4.5). Auch die Aktivitat von Photosystem Il war
geringer. Zur Uberpriifung, ob 25 Tage nach Infektion Membranen durch den Pilz geschadigt
waren, wurde die Elektrolytleitfahigkeit aus gestanzten Blattscheiben gemessen (siehe
3.3.2). Dazu wurden die Blattscheiben 24 Stunden in ddH,O inkubiert und anschlieRend
wurde der Austritt von Elektrolyten gemessen. Da sich bei den Verticillium-infizierten
Pflanzen keine erhdéhte Leitfahigkeit ergab, wurde geschlossen, dass die Membranen 25
Tage nach Inokulation intakt waren. Der osmotische Druck in den Verticillium-infizierten
Pflanzen war geringfligig niedriger im Vergleich zu den mock-inokulierten Kontrollen.

Tab. 4.5: Verticillium longisporum induzierte Krankheitssymptome in A. thaliana. Die Messungen
wurden 2513 Tage nach Inokulation durchgefiihrt. Bei den Daten handelt es sich um Mittelwerte (+
SE) der angegebenen Anzahl von Pflanzen (n). Werte mit p < 0,05 zeigen signifikante Unterschiede
zwischen mock-inokulierten und Verticillium longisporum (VL43)-infizierten Pflanzen.

Parameter n mock VL43 p-Wert
Rosettenflache (mm?/Pflanze) 30 6402 £+ 276 2750 £+ 181 <0,0001
Frischmasse (g/Pflanze) 15 1,09 £ 0,08 0,66 £ 0,09 0,0018
Trockenmasse (%) 29 6,89 £ 0,33 7,33+£0,23 0,2807
Chlorophyligehalt (ug/g FM) 18 1135 £ 21 1005 £+ 28 0,0008
Carotinoidgehalt (ug/g FM) 18 2716 245+ 6 0,0058
@ (PSlI), dunkel 225 0,801 + 0,003 0,785 + 0,005 0,0181
Elektrolytleitfahigkeit (%) 5 15,5+0,9 16,2+0,9 0,6367
Osmotischer Druck (MPa) 8 0,893 + 0,014 0,843 + 0,018 0,0461
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4.2.2.5 Kontaminationsbestimmung in der AWF von Arabidopsis thaliana

Da es 25 Tage nach Inokulation keine Hinweise auf erhebliche Schaden durch Verticillium
gab, wurde geprift, ob dieser Zeitpunkt zur Gewinnung von apoplastischer Waschflissigkeit
(AWF) geeignet war. Dazu wurden AWF aus mock- und Verticillium-infizierten Pflanzen
mittels Infiltration und Zentrifugation gewonnen (siehe 3.4.1). Dabei kann es bei
Beschadigung der Membranen zu Kontaminationen aus dem Symplasten kommen. Deshalb
wurde die Aktivitdt des Enzyms Malatdehydrogenase (MDH) als Marker flr symplastische
Kontamination in den gewonnenen apoplastischen Extrakten bestimmt und mit der MDH-
Aktivitat in Gesamtblattextakten verglichen.

In den apoplastischen Waschflissigkeiten lag die MDH-Aktivitat bei 0,007 nkat pro Gramm
Frischmasse, in den Gesamtblattextrakten bei durchschnittlich 231 nkat pro Gramm
Frischmasse, was einer Kontamination von 0,003 % entsprach und damit sehr gering war.
Zwischen den ermittelten Kontaminationswerten flr mock- und Verticillium-infizierte Pflanzen
gab es keine signifikanten Unterschiede (p = 0,8481).

Tab. 4.6: MDH-Aktivitat in Gesamtblattextakten und AWF aus Blattern von mock- und Verticillium
longisporum VL43 inokulierten Arabidopsis. Die Pflanzen wurden 25 Tage nach Inokulation geerntet,
fur die AWF-Gewinnung wurden pro Probe Blatter von 10 Arabidopsis Pflanzen zusammengefasst.
Pro Behandlung wurden finf unabhangige Proben analysiert. Bei den Daten handelt es sich um
Mittelwerte mit Standardfehler.

Behandlung Extrakt MDH Aktivitat Kontamination
(nkat/g FM) %
mock Gesamtblatt 242,1+29,9 -
AWF 0,007 £ 0,013 0,0030
VL43 Gesamtblatt 220,6 £ 59,7 -

AWF 0,007 + 0,004 0,0032
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4.2.3 Charakterisierung extrazellularer Proteinmustern

4.2.3.1 Vergleich von Proteinmustern in apoplastischen und Gesamtblattextrakten

25 Tage nach Inokulation wurden apoplastische Waschflissigkeiten (AWF) und
Gesamtblattextrakte aus mock- und Verticillium-infizierten Arabidopsis gewonnen, Uber
Gelfiltration (siehe 3.4.4) gereinigt und der Proteingehalt bestimmt (Tab. 4.7). Jede Probe zur
AWF-Gewinnung bestand aus einem Pool von Blattern von ca. 10 Pflanzen. Der
Proteingehalt der Gesamtblattextrakte lag bei 12,5 mg pro Gramm Frischmasse und
unterschied sich nicht zwischen mock- und Verticillium-infizierten Pflanzen. In der AWF der
betrug der Proteingehalt zwischen 17,2 ug und 21,0 uyg pro Gramm Frischmasse und
unterschied sich nicht zwischen mock- und Verticillium-infizierten Arabidopsis.

Die Proteinextrakte wurden nach ihrem Molekulargewicht (MW) elektrophoretisch in
SDS-Polyacrylamidgelen mit einem Gradienten von 7,5-20 % Acrylamid aufgetrennt (siehe
3.5.5) und anschlieBend mit Silber gefarbt (siehe 3.5.8). Die Proteinmuster aus
Gesamtblattextrakten von mock- und Verticillium-infizierten Pflanzen unterschieden sich
nicht (Abb. 4.21). Der Vergleich der Bandenmuster der AWF von mock- und Verticillium-
infizierten Pflanzen zeigte dagegen einige deutliche Unterschiede im
Molekulargewichtsbereich unter 45 kDa (Abb. 4.21, rote Pfeile).
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Abb. 4.21: Proteinmuster einer elektrophoretische Auftrennung von je 1,8 ug Proteinen aus AWF und
Gesamtblattextrakten von mock-inokulierten Kontrollpflanzen (K) und V. longisporum-infizierten
Pflanzen (VL) im PAA-Gradientengel. Die Extrakte wurden 25 Tage nach Inokulation gewonnen. Die
Pfeile zeigen Proteinbanden, die sich in der AWF von mock- und Verticillium-inokulierten Pflanzen
unterscheiden. Die Molekulargewichte (MW) des Proteinstandards sind neben dem Gelbild
angegeben.
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4.2.3.2 Zweidimensionale Auftrennung apoplastischer Arabidopsis thaliana Proteine
Nachdem die Auftrennung der apoplastischen Proteine im PAA-Gradientengel Unterschiede
im Bandenmuster zwischen mock- und Verticillium-inokulierten Arabidopsis aufwies, wurden
zweidimensionale Auftrennungen zur naheren Charakterisierung durchgefiihrt. Dabei wurden
die Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt (pl) und ihrem Molekulargewicht (MW)
aufgetrennt. Abbildung 4.22 zeigt die zweidimensionale Separation von je 80 pug
apoplastischen Proteinen aus mock- und Verticillium-inokulierten Arabidopsis. Pro Variante
wurden sechs mit Silbernitrat gefarbte (siehe 3.5.8) Gele analysiert. Zusatzlich wurde jeweils
ein praparatives Gel mit mdglichst viel Protein geladen und fir massenspektrometrische
Analysen mit CBB gefarbt (siehe 3.5.8). Jeweils sechs Proben konnten parallel aufgetrennt
werden, daher wurden zunachst jeweils drei unabhangige Proben von mock- und
Verticillium-infizierten Pflanzen aus einem ersten Experiment untersucht. In einem zweiten
Durchgang wurden dann noch einmal jeweils drei unabhangige Proben untersucht, die aus
einem weiteren Experiment stammten. So ergaben sich pro Variante sechs biologische
Wiederholungen fir die statistische Auswertung. Der Vergleich aller silbergefarbten Gele mit
der Proteomweaver Software (siehe 3.5.9) ergab eine durchschnittiche Anzahl von 217
Spots in den Silber-gefarbten Gelen. Die Anzahl der Spots unterschied sich nicht signifikant
zwischen mock- und Verticillium-infizierten Pflanzen (Tab. 4.7).

Tab. 4.7: Einfluss von Verticillium longisporum Infektion auf den Proteingehalt und die Anzahl von
Proteinspots nach 2 D Separation von AWF. Die Pflanzen wurde fir die Analysen 25 Tage nach
Inokulation geerntet. Die Proteinspots wurden mittels Proteomweaver Software in silbergefarbten
Gelen analysiert. Bei den Daten handelt es sich um Mittelwerte mit Standardfehler.

Parameter n mock VL43 p-Wert

Gesamtblattprotein (mg/g FG) 125+1,2 123%0,5 0,9192

AWEF-Protein (ug/g FG) 172+£10 21,0£24 0,1785

D O O;

Proteinspots AWF (pro Gel) 214 £ 10 220 £ 11 0,7389

Abbildung 4.22 zeigt reprasentative Gele mit apoplastischen Proteinen von mock- und
Verticillium-infizierten Pflanzen aus den beiden unabhangigen Experimenten. Zunachst
wurde versucht, modglichst viele Spots aus den Kontroligelen der mock-inokulierten
Arabidopsis zu identifizieren (siehe 3.5.10). Spots, die aus den praparativen CBB-gefarbten
Gelen identifiziert werden konnten, sind mit Nummern markiert und in den Tabellen 4.8 und
4.9 aufgelistet. Die Identifizierung gelang bei 39 von 101 im Coomassie-gefarbten Gel
auftretenden Proteinspots (Tab. 4.8), von denen einige Isoformen der gleichen Proteine
darstellten, so dass sich die Gesamtzahl unterschiedlicher identifizierter Proteine auf 30
reduzierte. Darunter waren proteolytische Enzyme wie die Subtilisin-ahnliche Serin-
(At5g67360) und die Aspartylproteasen (At5g10760, At1g09750), sowie Proteine mit
Homologie zu Lektin (At1g78830, At3g16530, At3g15356). Aulerdem konnten
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mdglicherweise in Abwehrreaktionen involvierte Proteine wie ein Thaumatin ahnliche Protein
PR5 (At1g75040), eine B-1,3-Glucanase (PR2; At3g57260), eine Chitinase (At2g43590),
eine Peroxidase (At5g06720) und ein Endopeptidase Hemmer (At1g17860) identifiziert
werden. Die genannten Proteine und noch einige weitere wiesen laut Uberpriifung mit
TargetP (siehe 3.5.11) mit einer sehr hohen Vorhersagewahrscheinlichkeit (RC1 oder RC2)
ein Signalpeptid fir den sekretorischen Weg auf. Ebenfalls wurden zwei Proteine
(At1g33640 und At3g08030) mit unbekannter Funktion nachgewiesen.

Bei den Proteinen Rubisco (AtCg00490), Sedoheptulose-bisphosphatase (At3g55800),
Sauerstoffbindeprotein (At5g66570) und Sauerstoffbindeprotein 2 (PSBP, At1g06680), die
normalerweise im Chloroplasten lokalisiert sind, handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit
um Kontaminationen, die zwar sehr gering waren, aber nicht vollstandig vermieden werden
konnten.
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Abb. 4.22: Reprasentative Proteinmuster apoplastischer Extrakie aus Arabidopsis thaliana Blattern.
Fir die zweidimensionale Separation wurden je 80 ug Protein, gewonnen aus einem Pool von ca. 10
Pflanzen, eingesetzt. Die Extrakte stammten aus zwei unabhangigen Experimenten (A und B) 25
Tage nach mock oder V. longisporum (VL43) Inokulation und wurden mit Silber gefarbt. Die Zahlen
weisen auf Proteinspots hin, die mittels ESI-LC-MS aus einem praparativen Coomassie-Gel
identifiziert wurden. Die eingezeichneten Molekulargewichte (MW) wurden durch einen mitgeflhrten
Proteinstandard ermittelt, pl 3 und 10 markieren die Grenzen der isoelektrischen Fokussierung.
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Tab. 4.8: Liste der in apoplastischen Waschflussigkeiten von Arabidopsis Blattern identifizierten
Proteine. AWF aus mock-inokulierten Pflanzen wurde durch 2 D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die
Spots wurden ausgestochen, mit Trypsin verdaut und mittels ESI-LC-MS mit anschliefender Mascot-
Suche in der NCBI-Datenbank identifiziert. Die identifizierten Proteine stammen alle aus Arabidopsis
thaliana; je hoher der Protein-Score desto sicherer die Identifizierung. Die Spotnummern beziehen
sich auf die Zahlen in Abb. 4.22. Mit Hilfe von TargetP wurden die Aminosauresequenzen auf
Anwesenheit von Signalpeptiden Uberprift. S, C, und M stehen fiir Lokalisation in den sekretorischen
Weg, Chloroplasten und Mitochondrien, _ steht fir anderer Weg. RC steht flir reliability class und ist
ein Mal fur die Zuverlassigkeit der Vorhersage. Je kleiner die Zahl, desto sicherer ist die Vorhersage.

Spot  Annlichkeit mit AGI Protein Molekular- Signal-
Nr. Nummer Score gewicht (Da) peptid
1 Thioglukosidase At5g26000 123 61664 S(RC 1)
2 Subtilisin-dhnliche Serinprotease At5g67360 301 80050 S(RC1)
3 Subtilisin-ahnliche Serinprotease At5g67360 241 80050 S (RC 1)
4 B-1,4-Xylosidase At3g19620 243 97359 S (RC1)
5 Aspartylprotease At5g10760 102 50411 S (RC 2)
6 Peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase At3g01480 62 48180 C (RC1)
7 Pepsin A, Aspartylprotease At3g18490 62 53942 C (RC5)

At3g18500 M (RC 4)
8 Pepsin A, Aspartylprotease At3g18490 63 53942 C (RC5)

At3g18500 M (RC 4)
9 Sedoheptulose-bisphosphatase At3g55800 168 42787 C(RC1)
10  Curculin-ahnlich, Lektin-Familie At1g78830 169 51007 S (RC1)
11 Curculin-ahnlich, Lektin-Familie At1g78830 203 51007 S (RC 1)
12 Carboxylische Ester Hydrolase At1g29660 270 40630 S (RC2)
13 B-1,3-Glucanase 2 (PR2) At3g57260 389 37373 S (RC1)
14 Sauerstoffbildungsprotein (Oxygen-evolving)  At5g66570 66 35285 C (RC2)
15 PR5; Taumatin &hnliches Protein At1g75040 576 26148 S (RC 1)
16 Chaperonin 10 At1g14980 101 26913 M (RC 3)
17  Sauerstoffbildungsprotein 2 (PSBP) At1g06680 136 28249 C (RC 2)
18 Rubisco (grofe Untereinheit) AtCg00490 113 53424 _(RC2)
19 Serin Hydroxyl-methyltransferase (SHM 1) At4g37930 44 57535 M (RC 4)
21 Pepsin A, Aspartylprotease At1g09750 39 48429 S (RC 1)
22 Pepsin A, Aspartylprotease At1g09750 104 48429 S(RC1)
23 Carboxylische Ester Hydrolase At2g46930 78 46827 S (RC 1)
24 Unbekanntes Protein At3g08030 83 39326 _(RC2)
25 Protein Bindeprotein At3g20820 54 40464 S (RC2)
26 Pepsin A, Aspartylprotease At1g09750 70 48429 S(RC1)
27 Lektin ahnliches Protein At3g16530 287 30547 S (RC 1)
28  B-1,3-Glucanase 2 (PR2) At3g57260 359 37722 S(RC1)
29 Carboxylische Ester Hydrolase At1g29670 539 40417 S(RC1)
30 Lektin ahnliches Protein At3g15356 238 29650 S (RC 1)
31 Lektin ahnliches Protein At3g15356 252 29650 S(RC 1)
32 Kohlenhydrat-Bindeprotein, Lektin-ahnlich At5g03350 91 30200 S (RC2)
33 MERI5b; Hydrolase At4g30270 177 30850 S (RC 1)
34  Chitinase At2g43590 61 29304 S (RC 1)
35 Peptidylprolyl Isomerase (ROC4) At3g62030 44 28532 C (RC1)
36 Endopeptidase Hemmer At1g17860 119 22410 S (RC 2)
37 Hypothetisches Protein At1g33640 53 56113 S (RC 2)
38  B-1,3-Glucanase 2 (PR2) At3g57260 140 37373 S (RC1)

39 Peroxidase At5g06720 69 32504 S (RC 2)
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Die statistische Analyse (siehe 3.5.9) beim Vergleich von Gelen aus mock- und Verticillium-
infizierten Arabidopsis ergab, dass neun Spots differentiell auftraten. Sieben davon traten
unter Verticillium-Einfluss starker und zwei schwéacher hervor. Sechs der Proteine, die in den
Gelen von Verticillium-inokulierten Pflanzen im Vergleich zu den mock-inokulierten Pflanzen
signifikant (p < 0,05) starker auftraten, konnten identifiziert werden. Bei den Proteinen
handelte es sich um Oxido-Reduktasen wie das Germin-ahnliche Protein (At5g20630) und
die drei Peroxidasen (At5g05340, At3g49120, At4g37530). Weitere unter Verticillium Einfluss
signifikant hochregulierte Proteine waren eine Serin-Carboxypeptidase (At4g12910) und eine
a-Galactosidase (At5g08370). AuRerdem wurde ein Lektin dhnliches Protein (At3g16530)
identifiziert, das bei Verticillium-Infektion um den Faktor 0,5 signifikant geringer vorkam als
bei den Kontrollpflanzen. Fir alle Proteine wurde mit hoher Wahrscheinlichkeit ein
Signalpeptid flr den sekretorischen Weg gefunden. Der in Tab. 4.9 angegebene Protein-
Score setzt sich aus dem Score der einzelnen gefundenen Peptide zusammen und zeigt wie
sicher die ldentifizierung der Proteine war. Je hdher der Protein-Score, desto sicherer ist die
Identifizierung. Bei den Proteinen mit einem Protein-Score tber 100 war Identifizierung
relativ sicher, wohingegen die Identifizierung der Spots V 4 und V 5 als die Peroxidasen
At3g49120 und At4g37530 mit einem Protein-Score von 54 und 64 wesentlich unsicherer
war.

Tab. 4.9: Durch V. longisporum Einfluss differentiell auftretende apoplastische Proteine. Es wurden
Spots aus Gelen von sechs biologischen Wiederholungen pro Variante verglichen. Die AWF
stammten aus zwei unabhangigen Experimenten. Weitere Details auch in Tabelle 4.8. Spot
Identifikationsnummern gehdren zu denen in Abbildung 4.22. Angegeben ist der Faktor mit dem
Proteine durch Verticillium-Infektion hoch- oder herabreguliert waren, sowie das Resultat des T-Tests,
wobei p < 0,05 als signifikant angesehen wurde.

Spot  Ahnlichkeit mit AGI Protein Molekular-  Signal- K

Nr. Nummer Score aqewicht (Da) peptid Faktor p-Wert

VA1 Serin Carboxypeptidase At4g12910 214 56238 S(RC1) 24 0,0002
S10

V2 Germin-ahnliches Protein  At5g20630 95 22020 S(RC1) 3,1 0,0174
(GER3, GLP3)

V3 Peroxidase 52 At5g05340 373 34650 S(RC1) 41 0,0004

V4 Peroxidase 34 At3g49120 54 39440 S(RC3) 2,3 0,039
(Klasse lll Peroxidase)

V5 Peroxidase At4g37530 64 36388 S(RC1) 22 0,0491

V7 o-Galactosidase At5g08370 122 44465 S(RC1) 22 0,0107

27 Lektin ahnliches Protein At3g16530 287 30547 S(RC1) 0,5 0,0241

4.2.3.3 Analyse der Hauptproteine in Gesamtblattextrakten von Arabidopsis thaliana

In den AWF von Arabidopsis wurden auch Proteine gefunden, fir die Signalpeptide fir
Mitochondrien und Chloroplasten vorhergesagt wurden (Tab. 4.8), obwohl in der AWF durch
Malatdehydrogenase-Messung nur eine sehr geringe Kontamination nachgewiesen werden
konnte (Tab. 4.6). Um herauszufinden wie stark die Kontamination durch symplastische
Proteine war, wurden acht dominante Proteine identifiziert. Es wurde erwartet, dass sich
diese Proteine auch in der AWF wiederfinden lassen missten. Um die relative Kontamination
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abzuschatzen, wurden die relativen Intensitdten dieser Proteine in Gesamtblattextrakten
analysiert (Abb. 4.23 und Tab. 4.10).
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Abb. 4.23: Proteinmuster von Gesamtblattextrakten aus Arabidopsis thaliana 25 Tage nach
Inokulation. Fur die zweidimensionale Separation wurde ca. 1 mg Protein eingesetzt. Die Zahlen
weisen auf Proteinspots hin, die mittels ESI-LC-MS aus dem CBB-gefarbten Gel identifiziert wurden.

Die Proteine Rubisco, Sauerstoffbindeprotein, PSBP, RCA, PSBO-2, Malatdehydrogenase
und SBP wurden aus dem Gel identifiziert (Abb. 4.23; Tab 4.10). Aus den Intensitaten der
Proteine im Gel wurde berechnet, dass die drei Proteine Rubisco (16,5 %),
Sauerstoffbindeprotein (7,7 %) und PSBP (7,0 %) relativ zur Gesamtintensitat aller
Proteinspots zusammen 31,2 % ausmachten. In den AWF war der Beitrag dieser Proteine
zur Gesamtfarbeintensitat 0,88 % (Rubisco), 0,32 % (Sauerstoffbindeprotein) und 0,38 %
(PSBP). Dies entspricht Kontaminationsfaktoren von jeweils 0,053, 0,041 und 0,054.
Zusammengenommen bestatigt diese Analyse, dass die Kontamination gering, aber
nachweisbar war. Daher wurden andere Kriterien wie die Uberpriifung von Signalpeptiden
bei der Untersuchung berticksichtigt. Die untersuchten AWF kann man also nicht als vollig
reine, aber stark angereicherte AWF bezeichnen.

Tab. 4.10: Proteine, die durch Massenspektrometrie in Gesamtblattextakten von Arabidopsis thaliana
aus einem CBB-gefarbten zweidimensionalen Gel (Abb. 4.23) identifiziert wurden. Die relative
Intensitat der Proteine, bezogen auf Rubisco, ist angegeben.

Spot Ahnlichkeit mit Accession Protein Mo!ekular- relati\_lt_e_
Nr. number Score gewicht (Da) Intensitat
B1 Rubisco AtCg00490 209 53435 1

B2 ATP-Synthase CF1 p-Kette AtCg00480 536 53957 0,07
B4 SBPase; Phosphor-Ester-Hydrolase At3g55800 259 42787 0,02
B5 RCA; Rubisco Aktivase At2g39730 120 52347 0,15
B7  Malatdehydrogenase At1g04410 176 35890 0,03
B8  Sauerstoffbindeprotein At5g66570 298 35285 0,47
B9 PSBO-2 At3g50820 229 35226 0,09

B10 PSBP (Sauerstoffbindeprotein 2) At1g06680 221 28249 0,27
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4.2.4 Peroxidase Aktivitaten

Da unter den differentiell regulierten Proteinen drei Peroxidasen waren, wurde die Aktivitat
von Peroxidasen in den apoplastischen Waschflissigkeiten (AWF) und in
Gesamtblattextrakten von mock- und Verticillium-inokulierten Pflanzen gemessen (siehe
3.5.2.2). Sowohl in den apoplastischen als auch in den Gesamtblattextrakten wurden
Aktivitatsunterschiede zwischen den mock- und Verticillium-inokulierten Arabidopsis
festgestellt (Abb. 4.24A und B). In der AWF der Verticillium-inokulierten Pflanzen war die
Aktivitdt ca. 10 fach erhoht. Wahrend die Aktivitdt der Kontrollen bei 11 nkat/mg Protein lag,
wiesen die AWF der Verticillium-inokulierten Pflanzen durchschnittlich eine Aktivitat von
102 nkat/mg Protein auf. In den Gesamtblattextrakten war die spezifische Aktivitat insgesamt
wesentlich geringer als in der AWF. Die Verticillium-Infektion fihrte hier zu einer dreifachen
Erhdhung der Peroxidase-Aktivitat.

Zusatzlich wurde noch eine Peroxidase-Aktivitatsfarbung im Gel durchgefuhrt (siehe 3.5.4).
Dafir wurden die Peroxidasen aus den AWF von mock- und Verticillium-inokulierten
Pflanzen nach ihrem isoelektrischen Punkt aufgetrennt und anschlieRend mit Guajakol und
H,0O, sichtbar gemacht (Abb. 4.24C). Wahrend bei den mock-inokulierten Kontrollen keine
Farbung zu sehen war, farbten sich bei den apoplastischen Extrakten aus Verticillium-
inokulierten Pflanzen sowohl im sauren als auch im basischen Bereich Banden durch die
Peroxidase-Aktivitat deutlich an. Das Ergebnis zeigte, dass sowohl saure als auch basische
Peroxidasen durch Verticillium-Einfluss eine erhdhte Aktivitdt aufwiesen, obwohl die drei
Peroxidasen (At5g05340, At3g49120, At4g37530), die in den 2 D-Gelen eine starkere
Expression unter Verticillium-Einfluss aufwiesen, alle im basischen pH-Bereich zu finden
waren. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass nicht alle durch Verticillium-Einfluss
differentiell regulierten Proteine in den zweidimensionalen Gelen erfasst wurden.
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Abb. 4.24: (A) Peroxidase-Aktivitdt in AWF und (B) Gesamtblattextrakten von mock und
V. longisporum inokulierten Arabidopsis-Pflanzen 25 Tage nach Inokulation. Die Saulen
reprasentieren sechs Replikate aus zwei unabhangigen Experimenten mit Standardfehler. Werte mit
einem Stern waren im T-Test (p < 0,05) signifikant unterschiedlich. (C) Peroxidase Aktivitatsfarbung
nach isoelektrischer Fokussierung der AWF von mock- und VL43-inokulierten Arabidopsis thaliana
Pflanzen. Jede Spur wurde mit 3,5 pg Protein geladen. Jeweils drei Spuren des Gels, das einen pH-
Wert von 3 bis 9 abdeckt, zeigen unabhangige Proben aus mock- und aus VL43-inokulierten Pflanzen.
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4.2.5 Expressionsanalyse differentiell auftretender Proteine

Um zu untersuchen, ob sich die unter Verticillium-Einfluss im Proteingel differentielle
Regulation der Proteine auch auf RNA-Ebene widerspiegelt, wurden die Transkriptmengen
mittels quantitativer real time PCR untersucht (siehe 3.6.4). Dazu wurden zunachst durch
Nutzung des Primer3-Servers (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) und
dessen Standardeinstellungen spezifische Primer fir die zu den Proteinen gehdrenden
Gensequenzen konstruiert. Um zu verhindern, dass ein Primer flr eine der Peroxidasen
auch an die anderen drei untersuchten Peroxidasen passte, wurde ein Sequenzabgleich mit
ClustalW durchgeflihrt (siehe Anhang). Die Primer wurden dann so ausgewahlt, dass sie
spezifisch flr jeweils eine der drei Peroxidase-Sequenzen waren. Zusatzlich zu den
differentiell exprimierten Proteinen, wurde auch die Peroxidase (At5g06720) mit saurem pH-
Wert, die im Vergleich der Proteingele von mock- und Verticillium-infizierten Pflanzen nicht
differentiell auftrat, analysiert. Da durch die Peroxidase-Aktivitatsfarbung eine erhohte
Peroxidase-Aktivitdt auch im sauren pH-Bereich nachgewiesen wurde (Abb. 4.24), erschien
eine nahere Untersuchung der einzigen im sauren pH-Bereich gefundenen Peroxidase
angebracht.

Tabelle 4.11 zeigt einen Vergleich der untersuchten Gene auf Protein- und RNA-Ebene zum
Zeitpunkt 25 Tage nach Inokulation. Die Gene, die durch Verticillium-Infektion auf
Proteinebene hochreguliert waren, waren auch auf RNA-Ebene hochreguliert. Allerdings
unterschieden sich die Faktoren auf RNA- und Protein-Level zum Teil stark. Wahrend fir die
Peroxidase At5g05340 unter Verticillium-Infektion auf Proteinebene ein Faktor von 4,1
nachgewiesen werden konnte, lag der Faktor auf RNA-Ebene bei 40,6. Dagegen waren die
RNA-Mengen fir die Serin-Carboxypeptidase und die Peroxidase At3g49120 nur leicht
erhéht und zum Zeitpunkt 25 Tage nach Inokulation war die Erhéhung nicht signifikant. Das
Lektin-ahnliche Protein, auf Proteinebene signifikant herabreguliert, wies auf RNA-Ebene
eine Reduktion um den gleichen Faktor auf. Die Peroxidase At5g06720 ohne signifikante
Erhéhung auf Proteinebene, zeigte auch auf RNA-Ebene keine signifikante Erhéhung unter
Verticillium-Einfluss.

Fir die unterschiedlichen Faktoren auf Protein- und RNA-Ebene gibt es mehrere
Erklarungen. Einige Schwankungen kamen sehr wahrscheinlich dadurch Zustande, dass das
auf Protein- und RNA-Ebene untersuchte Material aus zwei vollig unabhangigen Versuchen
stammte. Auch technische Grinde kommen als Ursache fur Unterschiede in Frage. So
wurden maoglicherweise bei der Gewinnung der AWF Proteine mehr oder weniger gut gelost.
Die Proportionalitdt zwischen Farbeintensitdt und Proteinkonzentration ist bei
Silberfarbungen nicht so gut, so dass hier sicher keine absolut genauen Angaben moglich
sind. Die Proportionalitat von CBB-Farbungen ist zwar wesentlich besser, allerdings ist sie
daflir wesentlich weniger sensitiv. Die Veranderung der Proteinmenge hangt auch davon ab,
wie langlebig die Proteine sind bzw. wie schnell sie wieder abgebaut werden, so dass es
auch daher zu Unterschieden zwischen Protein- und RNA-Level kommen kann. Auf RNA-
Ebene wurden zum Teil hohe Standardabweichungen ermittelt, was darauf hindeutet, dass
die Starke der Reaktionen in den einzelnen Pflanzen schwankt. Nichtsdestotrotz zeigten die
Ergebnisse, dass die im Proteingel differentiell auftretenden Proteine, auch auf RNA-Ebene
verandert waren. Am Beispiel der zusatzlich untersuchten Peroxidase zeigte sich, dass ein
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im Proteingel nicht signifikant verandert auftretendes Protein auch auf RNA-Ebene nicht
signifikant verandert auftrat.

Tab. 4.11: Relative Protein- und mRNA-Mengen unter Verticillium-Einfluss in Arabidopsis thaliana
zum Zeitpunkt 25 Tage nach Verticillium-Inokulation bezogen auf mock-inokulierte Kontrollpflanzen im
Vergleich. Die Werte reprasentieren sechs Replikate auf Proteinebene und sechs Replikate in
Doppelbestimmung auf RNA-Ebene. Das Probenmaterial fir die Protein- und die RNA-Analyse
stammte aus unterschiedlichen Versuchen. Werte mit p < 0,05 im T-Test wurden als signifikant
unterschiedlich angesehen.

Protein Faktqr p-We!'t Faktor p-Wert
Protein Protein RNA RNA
Serin-Carboxypeptidase 2,4 0,000 1,4 0,131
Germin-ahnliches Protein 3,1 0,017 1,9 0,021
Peroxidase (At5g05340) 4,1 0,000 40,6 0,001
Peroxidase (At3g49120) 2,3 0,040 1,3 0,344
Peroxidase (At4g37530) 2,2 0,049 3,1 0,001
o-Galactosidase 2,2 0,011 3.4 0,001
Lektin-ahnliches Protein 0,5 0,024 0,5 0,033
Peroxidase (At5g06720) 12 0620 16 0,159

Da aus Arabidopsis-Pflanzen in friheren Krankheitsstadien nicht ausreichend apoplastische
Waschflussigkeiten flr Proteomanalysen aus den Blattern gewonnen werden konnten, war
es interessant, die Veranderung der Transkriptmengen Uber den Infektionsverlauf zu
analysieren.

In Abbildung 4.25 und 4.26 ist die Regulation der Gene der Verticillium-infizierten Pflanzen
bezogen auf die Kontrollpflanzen auf RNA-Ebene im Infektionsverlauf dargestellt. Die
reduzierte Expression des Lektin-dhnlichen Proteins war Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum nachzuweisen. Die Serin-Carboxypeptidase zeigte auf RNA-Ebene
Uber den gesamten Infektionsverlauf eine leicht erhéhte Expression, die sich aber nur zum
Zeitpunkt 35 Tage nach Inokulation als signifikant erwies (Abb. 4.25B). Die Expression der -
Galactosidase stieg im Verlauf der Infektion bis zum Zeitpunkt 28 Tage nach Infektion immer
mehr an und fiel danach wieder ab. Die relative RNA-Menge des Germin-ahnlichen Proteins
war unter Verticillium-Einfluss zu den beiden Zeitpunkten 25 und 35 Tage nach Inokulation
signifikant erhdht, wahrend zu den anderen Zeitpunkten keine bzw. eine geringe
Veranderung im Vergleich zu den mock-inokulierten Kontrollen vorlag (Abb. 4.25B).
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Abb. 4.25: Relative Genexpression in Verticillium-inokulierten im Vergleich zu mock-inokulierten
Arabidopsis thaliana Pflanzen. Untersucht wurde die relative Expression der codierenden Gene fir ein
(A) Lektin-dhnliches Protein (LLP) und fir (B) ein Germin-ahnliches Protein (GER), eine Serin-
Carboxypeptidase (SCP) und eine a-Galactosidase (GAL) (Tab. 4.9). Die Symbole reprasentieren drei
Replikate in Doppelbestimmung zu den Zeitpunkten 10, 14 und 35 Tage nach Inokulation und sechs
Replikate in Doppelbestimmung zu den Zeitpunkten 21, 25 und 28 Tage nach Inokulation. Werte mit
einem Stern waren im T-Test (p < 0,05) signifikant unterschiedlich.

In Abbildung 4.26 sind die relativen Expressionlevel der untersuchten Peroxidasen im
Infektionsverlauf dargestellt. Die Peroxidase At59g05340 =zeigte die starkste relative
Expression unter Verticillium-Einfluss, sie erreichte 21 Tage nach Inokulation ein Maximum
einer 97-fachen Erhéhung im Vergleich zu den Kontrollpflanzen und nahm danach wieder ab
(Abb. 4.26A). Die beiden Peroxidasen At4g37530 und At3g49120 zeigten eine weniger
starke Zunahme der relativen Transkriptmenge durch Verticillium-Infektion (Abb. 4.26B).
Wahrend die Peroxidase At3g49120 ein Expressionsmaximum 14 Tage nach Infektion mit
einem Faktor von 3,2 aufwies, lag das Maximum der Peroxidase At4g37530 (Faktor 3,1) 25
Tagen nach Inokulation. Die Erhéhung zu diesen beiden Zeitpunkte erwies sich im T-Test
auch als signifikant (p < 0,05). Keine signifikante Expressionserhéhung unter Verticillium-
Einfluss konnte auf RNA-Ebene fir die Peroxidase At5g06720 ermittelt werden, die auch auf
Proteinebene keine signifikant erhéhte Expression aufwies (Abb. 4.26C). Es lasst sich also
zusammenfassend festhalten, dass die Ergebnisse aus der Proteinanalyse durch die RNA-
Analyse untermauert wurden.
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Abb. 4.26: Relative Genexpression in Verticillium-inokulierten im Vergleich zu mock-inokulierten
Arabidopsis thaliana Pflanzen. Untersucht wurde die relative Expression der codierenden Gene fir (A)
die Peroxidase At5g05340, fur (B) die Peroxidasen At4g37530 und At3g49120 und (C) die saure
Peroxidase At5g06720. Die Symbole reprasentieren drei Replikate in Doppelbestimmung zu den
Zeitpunkten 10, 14 und 35 Tage nach Inokulation und sechs Replikate in Doppelbestimmung zu den
Zeitpunkten 21, 25 und 28 Tage nach Inokulation. Werte mit einem Stern waren im T-Test (p < 0,05)
signifikant unterschiedlich.

4.2.6 In silico Analyse der Expressionslevel der differentiell regulierten Proteine unter
diversen Stressbedingungen

Abbildung 4.27 zeigt eine Genevestigator-Analyse der Proteine, die unter Verticillium-
Einfluss differentiell reguliert waren. Dabei wurden alle in diesem Programm
(https://lwww.genevestigator.ethz.ch/at/) vorgegebenen Stressfaktoren einbezogen und als
Basis war der 22 K Chip vorgegeben. Mit Hilfe dieser Software wurde ein ,elektronischer
Northern Blot“ durchgefihrt, der zeigte wie die Verticillium-beeinflussten Gene unter
biotischem, chemischem, hormonellem und abiotischem Stress, sowie unter Lichtstress und
Nahrstoffstress, reagierten. Bei naherer Betrachtung wird deutlich, dass unter keiner anderen
Stressbedingung, dieselbe Kombination an Genen so verandert war wie unter Verticillium-
Infektion. Die starksten Gemeinsamkeiten traten bei biotischem Stress mit Agrobacterium
tumefaciens und mit dem Pilz Botrytis cinerea auf und bei hormonellem Stress mit einer
kombinierten Behandlung aus Brassinoliden und H3;BO3, da hier jeweils vier der sieben Gene
wie unter Verticillium-Einfluss verandert waren. In diesen Fallen war aber jeweils das
Germin-ahnliche Protein (At5g20630) nicht hochreguliert und das Lektin-ahnliche Protein
(At3g16530) nicht herabreguliert wie unter Verticillium-Einfluss. Das Lektin-ahnliche Protein
(At3g16530) wies in der Genevestigator-Analyse vor allem unter Lichtstress eine
Verringerung auf, aber auch unter Hitze- bzw. Salzstress und durch Mykorrhiza und
Nematoden-Einfluss. Das Germin-ahnliche Protein wies in der Genevestigator-Analyse z.B.
unter Licht- und CO,-Stress und unter Einfluss von Mykorrhiza, Mehltau (Erysiphe orontii)
und Erysiphe cichoracearum eine erhohte RNA-Menge auf.
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Abb. 4.27: Genevestigator-Analyse (https://www.genevestigator.ethz.ch/at/) der unter Verticillium-

Einfluss differentiell

Stressbedingungen angegeben. Rot bedeutet hochreguliert, griin herabreguliert und schwarz keine

Regulation unter dem jeweiligen Stress. Die AGI-Nummern der Proteine sind auf der rechten Seite

aufgefihrt.



76 Ergebnisse

4.2.7 Untersuchungen zum Einfluss von Verticillium Ilongisporum auf die
Zellwandzusammensetzung von Arabidopsis thaliana

Peroxidasen kdnnen unterschiedliche Funktionen in Abwehr von Pathogen wahrnehmen. Die
Verstarkung der Zellwand als Barriere flir das Eindringen von Pathogenen durch
Suberisierung und Lignifizierung ist eine mogliche Funktion (Passardi et al., 2004). Daher
wurde der Einfluss von V. longisporum auf die Zellwand naher untersucht. Zunachst wurde
der Anteil der Zellwandmasse, auch als strukturelle Biomasse bezeichnet, an der
Frischmasse der Pflanze ermittelt (siehe 3.3.11). Der Anteil der strukturellen Biomasse an
der Frischmasse der Pflanzen betrug bei den mock-inokulierten 3,3 % und war bei den
Verticillium-inokulierten um 24 % erhdht, diese Erhéhung erwies sich im T-Test als signifikant
(p <0,05). Zur weiteren Analyse wurde eine Ligninbestimmung in Zellwandextrakten von
mock- und Verticillium-infizierten Pflanzen durchgefuhrt (Abb. 4.28B). Unter Verticillium-
Einfluss stieg der Ligningehalt von 39 ug/mg Zellwand bei den mock-inokulierten Pflanzen
um rund 20 % auf 49 ug/mg Zellwand bei den Verticillium-infizierten Pflanzen.
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Abb. 4.28: (A) Strukturelle Biomasse und (B) Ligningehalt in Rosetten von mock- und Verticillium-
infizierten Pflanzen im Vergleich. Die Daten reprasentieren Mittelwerte und Standardfehler von n = 9
Pflanzen. Werte mit einem Stern waren im T-Test (p < 0,05) signifikant unterschiedlich.

4.2.8 FTIR-Analyse zur Ermittlung des chemischen Fingerprints Verticillium
longisporum infizierter Arabidopsis thaliana
Um zu untersuchen, ob Verticillium longisporum Infektionen die Zusammensetzung der
organischen Blattbestandteile verandern, wurden FTIR-Analysen durchgefuhrt (siehe
3.3.10). Daflir wurde Blattmaterial von mock- und Verticillium-infizierten Arabidopsis
untersucht und zum Vergleich auch Pilzmaterial von Verticillium longisporum gemessen
(Abb. 4.29). Die Hauptpeaks der Arabidopsis Blatter wurden nummeriert (Abb. 4.29A) und
entsprechen vermutlich den Schwingungen von: (1) 1730 cm™ C=0 in Esterbindungen, (2
und 3) 1650 und 1550 cm™ primaren und sekundare Amiden (NH, und NH in Proteinen), (4
und 5) C-H Bindungen, wobei (5) CH, Bindungen in Cellulose zugeordnet wird, (6) 1230 cm’
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tertizren Amidbindungen und (7-10) 1160-970 cm™ C-O Bindungen im Riickgrat von
Polysacchariden, wobei (7) 1150 cm™ C-O-C in Cellulose bzw. Hemicellulose und (9 und 10)
1060 und 1037 cm™ C-O-C und C-C Bindungen in Cellulose Zuckerringen (Chalmers &
Griffiths 2002; Mouille et al., 2003; Naumann et al., 2005; Séné et al., 1994).

Da der Ligningehalt in Arabidopsis Blattern erhdht war (siehe 4.2.7), sollte versucht werden
diese Mengenunterschiede auch mittels FTIR-Analyse zu detektieren. Die Wellenlangen flr
die aromatischen Schwingungen des Lignins liegen im Bereich 1530-1490 cm™ und typische
C=0 Schwingungen des Lignins bei 1166 cm™ (Faix et al., 1991; Naumann et al., 2005).
Unterschiede im Ligningehalt konnten mit der FTIR-Analyse aber nicht erfasst werden, da
der Ligningehalt in den Arabidopsis-Blattern insgesamt unterhalb des Detektionslimits lag.
Jedoch zeigten die Spektren von mock- und Verticillium-infizierten Pflanzen eine Reihe von
Unterschieden. Die deutlichsten Unterschiede sind durch Pfeile gekennzeichnet (Abb. 4.29A)
und befinden sich in den Wellenlangenbereichen 1650 bis 1550 cm™ und um 1140 cm™,
welche vermutlich fir Proteine und Cellulose bzw. Kohlenhydrate spezifisch sind. Bei den
Wellenldangen 1650 und 1550 cm™ befinden sich zwei Peaks, bei denen jeweils die
Absorption der mock-inokulierten Kontrollen ber der Absorption der Verticillium-infizierten
Pflanzen liegt. Dazwischen, im Bereich um 1600 cm™, fallt die Absorption sowohl der
Kontrollen als auch der Verticillium-infizierten Arabidopsis ab, allerdings ist der Abfall beim
Spektrum der Verticillium-infizierten Arabidopsis starker. Im Wellenlangenbereich um 1140
cm” liegt die Absorption der Verticillium-infizierten Arabidopsis (iber der Absorption der
Kontrollen. Diese Unterschiede wurden auch in einer Clusteranalyse von vektornormierten
Spektren im Bereich 1800-800 cm™ deutlich (Abb. 4.29B). Die Clusteranalyse ergab drei
Hauptgruppen, die in Abbildung 4.29B durch die rémische Zahlen I, Il und Il gekennzeichnet
sind. Funf der untersuchten mock-inokulierten Arabidopsis bilden die Gruppe |, wahrend die
Gruppe Il noch in die Untergruppen lla und llb zerfallt. lla wird aus jeweils drei mock- und
drei Verticillium infizierten Arabidopsis gebildet; Cluster llb beinhaltet finf Verticillium-
infizierte Arabidopsis. Die Gruppen | und Illb zeigen, dass die mock- und Verticillium-
infizierten Arabidopsis unterscheidbar sind. Gruppe lla scheint einen Ubergangsbereich zu
bilden und zerfallt in zwei Untergruppen zu jeweils drei mock- und drei Verticillium-infizierten
Arabidopsis.

Das ebenfalls untersuchte Verticillium longisporum Material wies ein deutlich anderes
Spektrum auf als das Pflanzenmaterial (Abb. 4.29A) und bildete auch in der Clusteranalyse
eine eigene weit vom Pflanzenmaterial entfernte Gruppe (Abb. 4.29B, Cluster llI).
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Abb. 4.29: (A) FTIR-ATR-Spektren von getrocknetem Blattmaterial im Bereich 800-1800 cm™ von
mock-inokulierten (blau), Verticillium-inokulierten Arabidopsis thaliana (rot) und zum Vergleich der Pilz
(schwarz). Alle Spektren wurden Grundlinien korrigiert und Vektor normiert und reprasentieren
Mittelwerte aus jeweils acht verschiedenen Pflanzen- bzw. drei Pilzproben. Den wesentlichen Peaks
sind Nummern zugeordnet, die Pfeile deuten an, wo Schwingungen von Lignin auftreten kénnen. (B)
Clusteranalyse der mittels FTIR gemessenen mock-inokulierten Kontrollpflanzen (blau), Verticillium-
inokulierten Pflanzen (rot) und wiederum zum Vergleich der Pilz (schwarz). Fir die Clusteranalyse des
Bereichs 800-1800 cm™ wurden vektornormierte Spektren und die zweite Ableitung zugrunde gelegt
und der Ward’s Algorithmus verwendet.
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4.3 Untersuchung des Einflusses von Verticillium Ilongisporum auf eine
Arabidopsis thaliana Chitinase

Chitinasen katalysieren die hydrolytische Spaltung von B-1,4-glykosidischen Bindungen die
hauptsachlich in Chitin vorhanden sind. In Pflanzen spielen Chitinasen eine Rolle in der
Abwehr gegen pilzliche Pathogene (Kasprzewska, 2003). Da eine Aktivierung von Chitinasen
schon haufiger in der Reaktion auf Verticillium-Infektionen nachgewiesen wurde, war das
Fehlen von Chitinasen in der Proteomanalyse von Arabidopsis Uberraschend (siehe 4.2). Um
zu prifen, ob Chitinasen auch bei Arabidopsis auf Verticillium longisporum reagieren, wurde
die Expression einer Chitinase (At5g24090) untersucht. Die transkribierte Sequenz fir die
saure Endochitinase (At5g24090) codiert fur eine aktive sekretierte Klasse Ill Chitinase
(Passarino und de Vries, 2002), die z.B. in die Pathogenantwort gegen Rhizoctonia solani
beteiligt ist (Samac und Shah, 1991), aber ansonsten bislang nicht ndher untersucht wurde.

4.3.1 Expression eines sauren Endochitinase-Gens (At5g24090) in Verticillium
longisporum infizierten Wildtyp Arabidopsis Pflanzen

In Arabidopsis wurde untersucht, ob die Genexpression bei At5g24090 unter Verticillium-
Einfluss verandert war. Abbildung 4.30 zeigt die mMRNA-Gehalte Uber den Infektionsverlauf
zu den Zeitpunkten 10,14, 21, 25, 28 und 35 Tage nach Inokulation in Verticillium-infizierten
Pflanzen im Verhaltnis zu mock-infizierten Kontrollpflanzen. Die Expression des Chitinase-
Gens in den Verticillium-infizierten Pflanzen stieg bis zu einem Maximum zum Zeitpunkt 25
Tage nach Inokulation an und fiel dann wieder ab. Im Vergleich zu den mock-inokulierten
Pflanzen war die mRNA fiir die Chitinase bei den Verticillium-inokulierten Pflanzen, auler
zum Zeitpunkt 10 Tage nach Inokulation, deutlich erhéht. 25 Tage nach Inokulation betrug
die Expression des Chitinase-Gens in den Verticillium-infizierten Pflanzen das 17-fache der
Expression in den mock-inokulierten Kontrollen. Die Hochregulierung zu den Zeitpunkten 25,
28 und 35 Tage nach Inokulation erwies sich im T-Test (p < 0,05) als signifikant.
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Abb. 4.30: Relative Genexpression der Endochitinase At5g24090 in Verticillium-inokulierten im
Vergleich zu mock-inokulierten Pflanzen. Die Symbole reprasentieren drei Replikate in
Doppelbestimmung zu den Zeitpunkten 10, 14 und 35 Tage nach Inokulation und sechs Replikate in
Doppelbestimmung zu den Zeitpunkten 21, 25 und 28 Tage nach Inokulation. Werte mit einem Stern
waren im T-Test (p < 0,05) signifikant unterschiedlich.
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4.3.2 Untersuchung einer Arabidopsis thaliana Chitinase-Mutante unter Einfluss von
Verticillium longisporum
Um die Funktion der unter V. longisporum regulierten Chitinase naher zu charakterisieren,
wurde die Arabidopsis thaliana T-DNA Insertionsmutante (SALK _095362) untersucht, bei der
die T-DNA in die codierende Sequenz fir die saure Endochitinase (At5g24090) inseriert war.
Dies flhrt im allgemeinen zur Ausschaltung des Gens. Es sollte Uberprift werden, ob diese
Mutation die Empfindlichkeit fir den Pilz Verticillium longisporum beeinflusst. Die
Charakterisierung der Mutante erfolgte in der Arbeitsgruppe von Dr. T. Teichmann
(Forstbotanik) und ist der vollstindigkeit halber im Anhang aufgefiihrt. Die Basisergebnisse
werden hier nur kurz referiert.
Die Uberpriifung der T-DNA Insertion in das Chitinase-Gen At5g24090 zeigte, dass die T-
DNA homozygot in das Chitinase-Gen inseriert war (siehe Anhang, Abb. 8.1). In mock-
inokulierten Wildtyp-Pflanzen war keine sichtbare Expression des Chitinase-Gens At5g24090
nachzuweisen. Die Behandlung mit Verticillium (VL43) flhrte bei den Wildtyp-Pflanzen zu
einer verstarkten Expression. Bei der Chitinase-Mutante wurde erwartet, dass eine Insertion
von T-DNA in ein Exon die Transkription des Gens verhindern wirde. Stattdessen zeigte die
T-DNA Insertionsmutante eine konstitutiv hochregulierte Expression, die durch Verticillium-
Infektion nicht weiter beeinflusst wurde (siehe Anhang, Abb. 8.2).

4.3.2.1 Chitinase-Aktivititsmessungen in mock- und Verticillium-infizierten Pflanzen
Um zu prifen, ob eine erhdhte Expression auch zu einer erhéhten Enzymaktivitat fihrt,
wurde die Chitinase-Aktivitat in Gesamtblattextrakten und apoplastischen Waschfliissigkeiten
(AWF) aus Blattern von Wildtyp-Pflanzen und Pflanzen mit T-DNA Insertion in das Chitinase-
Gen At5g24090 gemessen. Aullerdem wurde der Einfluss von Verticillium longisporum auf
die Chitinase-Aktivitat Uberprift. Abbildung 4.31A zeigt die Chitinase-Aktivitat in den
Gesamtblattextrakten. Die Wildtyp Kontrollpflanzen zeigten eine deutliche Chitinase-Aktivitat
von durchschnittlich 6,4 mU/ug Protein, die durch die Infektion mit Verticillium longisporum
auf ca. das Doppelte anstieg. Die nicht-infizierte Chitinase T-DNA Insertionsmutante zeigte
im Vergleich zum Wildtyp eine erhdhte Aktivitat, die der Aktivitat der Wildtyp-Pflanzen nach
Verticillium-Infektion entsprach. Aktivitditsmessungen von Gesamtblattextrakten Verticillium-
infizierter Chitinase T-DNA Insertionsmutanten zeigten keine zusatzliche Aktivitatserhéhung.
Die Aktivitatsmessungen in den apoplastischen Extrakten (Abb. 4.31B) zeigten ein anderes
Bild als die Messungen in den Gesamtblattextrakten. Die Chitinase-Aktivitat in den Wildtyp
Pflanzen erhohte sich durch Verticillium-Infektion deutlich von 0,6 auf 1,8 mU/ug Protein. In
den Chitinase T-DNA Insertionsmutanten lag im Apoplasten im Gegensatz zu den
Gesamtblattextrakten offenbar keine konstitutiv erhéhte Chitinase-Aktivitat vor. Aus diesen
Resultaten lasst sich schlieffen, dass die Insertionsmutante erhohte Chitinase-Aktivitat
besitzt, aber vermutlich im Zellinneren und nicht im Apoplasten lokalisiert ist.
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Abb. 4.31: Chitinase-Aktivitat in (A) Gesamtblattextrakten und (B) apoplastischen Waschfllissigkeiten
von Arabidopsis thaliana Blattern. Verglichen wurden Wildtyp Pflanzen (WT) und Chitinase
Insertionsmutanten (CHI) unter Einfluss von Verticillium longisporum (+V). Die Pflanzen wurden 35
Tage nach Inokulation analysiert. Die Balken reprasentieren Mittelwerte aus n = 6 Pflanzen mit
Standardfehler. Die verschiedenen Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede auf (p < 0,05).

4.3.2.2 Untersuchung der Chitinase Insertionsmutante im Hinblick auf die Symptom-
auspragung unter Einfluss von Verticillium longisporum
Um zu testen, ob die erhdhte Chitinase-Aktivitdt der T-DNA Insertionsmutante eine
Schutzwirkung gegen Verticillium longisporum erzeugt, wurde diese im Hinblick auf die
Symptomauspragung untersucht. Dazu wurden wie zuvor beschrieben (siehe 3.3.6), die
projizierten Blattflachen bis 33 Tage nach Inokulation analysiert. Abbildung 4.32C zeigt
exemplarisch Photos von mock- und Verticillium-inokulierten Arabidopsis 33 Tage nach
Inokulation
Sowohl beim Wildtyp als auch bei der Chitinase-Mutante konnte beim Versuchende eine
signifikante Reduktion der RosettengréfRe in den Verticillium-inokulierten im Vergleich zu den
mock-inokulierten Pflanzen nachgewiesen werden (Abb. 32A und B). Die Chitinase-Mutanten
zeigten eine etwas starkere Reduktion der Blattflache durch Verticillium-Infektion als der
Wildtyp. Diese Unterschiede erwiesen sich aber bei ndherer Untersuchung als nicht
signifikant (p < 0,05). Die mock-inokulierten Chitinase-Mutanten hatten durchschnittlich eine
grolere Rosettenflache als die Wildtyp-Pflanzen, aber auch dieser Unterschied erwies sich
im T-Test (p < 0,05) als nicht signifikant.
Zusammenfassend lieRen sich also keine Unterschiede in der Symptomauspragung
zwischen Wildtyp Pflanzen und der Chitinase Insertionsmutante feststellen. Es liegt offenbar
keine Schutzwirkung durch eine erhéhte Expression und Aktivitat der untersuchten Chitinase
vor.
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Abb. 4.32: Projizierte Blattflache von mock- und Verticillium-inokulierten Wildtyp-Pflanzen (A) und
Chitinase-Insertionsmutanten (B) im Infektionsverlauf. Es wurden jeweils 15-20 Pflanzen analysiert.
Die Sterne zeigen signifikante Unterschiede an (p < 0,05). (C) Reprasentative Bilder von Verticillium
longisporum (VL43) inokulierten und mock-inokulierten Arabidopsis thaliana Wildtyp (WT) und
Chitnase T-DNA Insertionsmutanten (CHI) 33 Tage nach Inokulation.

4.3.2.3 Infektionsnachweis mittels quantitativer PCR

Zur Uberpriifung, ob die Arabidopsis Chitinase Insertionsmutante resistenter als der Wildtyp
gegenuber Verticillium longisporum ist, wurde die Menge der Pilz-DNA in den Blattern mittels
quantitativer real time PCR ermittelt. Abbildung 4.33 zeigt in einer Box-Plot Darstellung die
Menge der Verticillium-DNA sowohl in Verticillium-infizierten als auch in mock-inokulierten
Arabidopsis Wildtyp und Chitinase-Mutanten. Wahrend die mock-inokulierten Pflanzen keine
signifikanten Mengen an Verticillium-DNA aufwiesen, waren in den Verticillium-infizierten
Pflanzen deutliche Mengen Pilz-DNA nachzuweisen. Ein signifikanter Unterschied im
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Hinblick auf die Pilz-DNA Menge zwischen den Wildtyp-Pflanzen und den Chitinase-
Insertionsmutanten konnte nicht nachgewiesen werden. Daraus wurde geschlossen, dass
die erhdhte Chitinase-Aktivitat der T-DNA Insertionsmutante keinen entscheidenden Schutz
im Hinblick auf Anfalligkeit gegenliber Verticillium longisporum Infektion bewirkt.
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Abb. 4.33: Verticillium-DNA in Rosetten von mock- und Verticillium (+V)-infizierten Arabidopsis
Wildtyp (WT) und Chitinase Insertionsmutanten (CHI). Die Verticillium-DNA Menge wurde mittels
quantitativer real time PCR ermittelt. Die Boxen reprasentieren Niontrollen) = 8, Nwt+vy = 10, Nicrisvy = 18.
Innerhalb einer Box liegen 50 % der Werte, die horzontale Linie stellt den Median-Wert und das
schwarze Symbol den Mittelwert dar, die Gesamtverteilung wird durch die vertikalen Linien
verdeutlicht.
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5. DISKUSSION
51 Verticillium-induzierte Schiaden an Raps und Arabidopsis

5.1.1 Wachstum und Photosynthese

Die beiden untersuchten Brassicaceen Raps und Arabidopsis wiesen einige Ahnlichkeiten
bei der Verticillium-induzierten Symptomentwicklung auf. Die ersten sichtbaren Symptome
traten bei beiden Pflanzenarten ca. 14 Tage nach Inokulation mit Verticillium longisporum
auf. Das ausgepragteste Infektionsmerkmal war die Stauchung, die bei Raps durch ein
reduziertes Hohenwachstum, bei Arabidopsis durch eine geringere Rosettengrofie
gekennzeichnet war. Auswirkungen auf die Frischmassen der Pflanzen konnten erst zu
einem spateren Zeitpunkt nachgewiesen werden. So waren bei Verticillium-infizierten
Arabidopsis die Blatter kleiner und die Petiole kirzer, was sich 35 Tage nach Inokulation
auch deutlich auf die Frischmasse der Rosetten auswirkte. Bei Raps war 28 Tage nach
Inokulation eine geringere Stangelmasse nachzuweisen, wahrend Wurzel- und Blattmasse
gegenlber den Kontrollen nicht reduziert waren. Der Effekt der Verticillium-Infektion auf die
Frischmasse war im Vergleich zur Stauchung vermutlich weniger deutlich, weil die Anzahl
der Blatter sich nicht verringerte, sondern die Stauchung vor allem den Stangel bei Raps
bzw. die Blattstangel und Blattgrofie bei Arabidopsis betraf.

Der Chlorophyligehalt von Pfefferpflanzen war ab 21 Tage nach Inokulation mit V. dahliae im
Vergleich zu Kontrollpflanzen reduziert (Goicoechea et al., 2001). In Raps und Arabidopsis
konnten wir ebenfalls 21 Tage nach Inokulation eine geringfiigige, aber signifikante
Reduktion des Chlorophyligehalts bei Verticillium-inokulierten im Vergleich zu den mock-
inokulierten Pflanzen nachweisen. Vermutlich fiel die Erniedrigung deshalb so gering aus,
weil nur einzelne Blatter, vor allem im unteren Bereich der Pflanze von Vergilbungen
betroffen waren. Eine Mischprobe aus Blattern zur Messung des Chlorophyligehaltes fihrte
daher dazu, dass nur eine geringe Abnahme des Chlorophyligehaltes beobachtet werden
konnte. Die Einbufien im Chlorophyligehalt legten die Frage nahe, ob die Verticillium-
Infektion die Photosynthese beeinflusste. Ebenfalls an V. dahliae infizierten Pfefferpflanzen
wurde beobachtet, dass die Photosyntheserate ab der ersten Woche nach Inokulation in den
infizierten Pflanzen signifikant geringer war, wahrend die Transpirationsrate pro
Blattflacheneinheit 21 Tage nach Inokulation keine Reduzierung aufwies (Goicoechea et al.,
2001). Bei den Verticillium-inokulierten Rapspflanzen konnten wir 21 Tage nach Inokulation
weder eine Reduktion der Photosynthese, noch eine Reduktion der Transpiration feststellen.
Es zeigte sich aber ab der ersten Woche nach Inokulation bei Raps und bei Arabidopsis ein
geringer Unterschied in der Chlorophylifluoreszenz, die ein Indikator fiir die Aktivitat des
Photosystems Il ist. Die Chlorophylifluoreszenz-Messung erfolgte an einzelnen Blattern und
da nicht alle Blatter von Symptomen betroffen waren, war bei diesen Messungen je nach
ausgewahltem Blatt fur die Messung die Schwankungsbreite sehr grol3. Bei Arabidopsis
erwies sich die Messung der Chlorophyllfluoreszenz als schwierig, da nur ausreichend grof3e
Blatter in die Halterung des Gerates passten. Die an Rapsblattern durchgefiihrten
Gaswechselmessungen konnten bei Arabidopsis  aufgrund der GerategroRe nicht
durchgefiihrt werden, aber die geringen Effekte auf die Chlorophylifluoreszenz und die
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Ergebnisse der Messungen an Raps lassen keine groReren Auswirkungen auf den
photosynthetischen Gaswechsel erwarten.

Obgleich die Symptome an den Verticillium-inokulierten Rapspflanzen eine erfolgreiche
Infektion mit Verticillium anzeigen, konnten 21 Tage nach Inokulation keine signifikanten
Mengen an Verticillium-DNA in den Stangeln der infizierten Pflanzen nachgewiesen werden.
Das zeigt, dass zu diesem Zeitpunkt der Pilz noch nicht bis in den Stangel vorgedrungen
war, sondern sich vermutlich im Wurzelxylem oder im Hyokotyl befand. Eynck et al. (2007)
untersuchten die Verticillium-DNA Menge in Blattern und im Hypokotyl von Raps im Zeitraum
zwischen 7 und 35 Tage nach Inokulation mit V. longisporum. In dieser Studie zeigte sich,
dass der Pilz schon 7 Tage nach Inokulation im Hypokotyl und 21 Tage nach Inokulation in
sehr geringen Mengen in Blattern nachweisbar war. Erst 35 Tage nach Inokulation wurden
grolkere Mengen V. longisporum DNA in den Rapsblattern gefunden (Eynck et al., 2007). Die
Kolonisierung von Arabidopsis mit V. dahliae wurde von Veronese et al. (2003) anhand von
Verticillium-Kolonien, die aus Arabidopsis-Sprossmaterial auf Agarplatten gewachsen waren,
ermittelt. 14 Tage nach Inokulation waren einige wenige Kolonien gewachsen, aber ein
deutlicher Anstieg der Kolonienzahl trat erst 35 Tage nach Inokulation ein (Veronese et al.,
2003). In der vorliegenden Arbeit wurden 25 Tage nach Inokulation Verticillium longisporum
infizierte Arabidopsis thaliana hinsichtlich der in Blattern und Blattstdngeln enthaltenen
Verticillium-DNA untersucht. Wahrend zu diesem Zeitpunkt in den Blattern nur sehr geringe
Mengen an Verticillium-DNA nachzuweisen waren, wurden im Hypokotyl und den
Blattstangeln bereits signifikante Mengen Verticillium-DNA gefunden. Setzte man die Menge
an Pilz-DNA in den Blattstangeln mit der Rosettengrdfie in Relation so zeigte sich nur eine
sehr geringe Korrelation. Bei einigen der Pflanzen, die besonders stark ausgepragte
Symptome zeigten, war Uberhaupt keine Pilz-DNA in den Blattstdngeln nachweisbar. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass sowohl bei Raps als auch bei Arabidopsis die Symptome nicht
direkt durch den Pilz ausgel6st werden, sondern direkt oder indirekt durch Signale bzw.
Toxine des in den Wurzeln befindlichen Pilzes.

5.1.2 Die Nahrelementsituation in Arabidopsis thaliana

Uber die Ursachen von Kiimmerwuchs und Stauchung gibt es verschiedene Spekulationen.
So koénnte z.B. ein Nahrstoffmangel durch eine Verstopfung von Gefalten mit Pilzhyphen
oder durch Thyllenbildung der Pflanzen hervorgerufen werden. Auch eine verfrihte
Seneszenz im Zusammenhang mit V. longisporum Infektion kénnte sich in verminderten
Nahrstoffen widerspiegeln. Bisher ist wenig Uber die Nahrstoffsituation in Verticillium-
infizierten Pflanzen bekannt. Mit einer Nahrelementanalyse an Blattern Verticillium-infizierter
Arabidopsis wurde Uberpriift, ob die beobachteten Symptome mdglicherweise auf einen
Nahrstoffmangel zuriickzuflihren sind. Sowohl bei den Haupt- als auch bei den untersuchten
Spurenelementen konnte in unserer Untersuchung keine wesentliche Reduktion durch die
Verticillium-Infektion nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sprechen dagegen, dass
mogliche Verstopfungen der Gefalle zu Nahrstofflimitierungen fuhren. Es handelt sich bei
den durch Verticillium hervorgerufenen Symptomen also nicht um einen Mangel an
Nahrstoffen.
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Interessanterweise war die Konzentration der Elemente Phosphat und Calcium ab 25 bzw.
28 Tage nach Inokulation bei den Verticillium-infizierten Arabidopsis deutlich hoher als bei
den Kontrollen. 35 Tage nach Inokulation war der Calciumgehalt in den Verticillium-infizierten
Arabidopsis-Blattern um 7 % erhdht, der Phosphatgehalt um 14 %. Eine mogliche Erklarung
hierfiir ist, dass Elemente, die nicht umverteilt werden wie z.B. Ca?" akkumulieren und wegen
einer geringeren Biomasse der Pflanzen eine héhere Konzentration erreichen.

Wenn auch wenig Uber die Nahrstoffsituation in Verticillium-infizierten Pflanzen bekannt ist,
so wurde doch der Einfluss von Nahrstoffmangel oder -liberschuss im Boden oder Medium
auf Verticillium induzierte Symptome vielfach untersucht (Ashworth et al., 1985; Burge &
Simmons, 1982; Kudela & Pirkl, 1978; Sivaprakasam & Rajagopa, 1974; Walker et al.,
1954). Durch Kalken des Bodens konnte die Resistenz in Medicago sativa gegen V. albo
atrum erhoht werden (Kudela & Pirkl, 1978). Bei Auberginen- bzw. Tomatenpflanzen flihrte
die erhohte Zugabe von Stickstoff, Kalium und Phosphor zu einer Verstarkung von
Verticillium-induzierten Symptomen (Sivaprakasam & Rajagopa, 1974; Walker et al., 1954).
Ebenfalls bei Tomaten- und Auberginenpflanzen fiihrte ein Eisenmangel in Nahrmedium
oder Erde zur Verstarkung V. dahliae induzierter Symptome (Macur et al., 1991, Barash et
al., 1988). Der Einfluss von Kalium- und Phosphor auf Verticillium-infizierte Tomatenpflanzen
wurde von Burge and Simmons (1982) untersucht. Hier zeigte sich eine erhdhte Resistenz
der Pflanzen unter Kaliummangel, aber eine starkere Empfindlichkeit bei Phosphormangel.
Himelblau und Amasino (2001) untersuchten die Blattseneszenz bei Arabidopsis und
konnten zeigen, dass in seneszenten Blattern die Level an C, N, P, S, K, Fe, Cu, Cr und Zn
um mehr als 40 % im Vergleich zu nicht-seneszenten Blattern sanken. Dies ist wohl darauf
zuruckzufuhren, dass wahrend der Blattseneszenz die Nahrstoffe in andere Pflanzenteile,
wie z.B. Samen transportiert werden. Die Elemente C, N, P, S, K und Fe wurden bei unserer
Analyse ebenfalls bertcksichtigt und zeigten bis auf eine leichte Reduktion (unter 8 % zum
Zeitpunkt 35 Tage nach Infektion) im Stickstoff und Kohlenstoffgehalt keine Absenkung. Eine
frihzeitige Seneszenz der Blatter, hervorgerufen durch Verticillium longisporum Infektion
scheint also, zumindest auf Ebene der Nahrelemente, nicht vorzuliegen.

5.1.3 Der Wasserhaushalt in Arabidopsis thaliana

Eine Vermutung beinhaltet, dass Wassermangel eine Ursache fir Verticillium-bedingte
Welkeerscheinungen ist. Daher wurde der Wasserhaushalt der Arabidopsis thaliana Blatter
in dieser Arbeit untersucht. Wie flir den unter 5.1.2 diskutierten Nahrstoffmangel konnte auch
fur einen Wassermangel die Verstopfung von GefalRen durch Pilzhyphen oder durch
Thyllenbildung der Pflanzen verantwortlich sein. Eynck et al. (2007) hatte an Rapspflanzen
allerdings gezeigt, dass die V. longisporum Infektion nur einzelne Xylemelemente betraf,
wahrend benachbarte Gefale vollig frei von Hyphen blieben. In einer Microarray-Analyse V.
longisporum infizierter Arabidopsis wurden keine typischen Trockenstressgene gefunden, die
verstarkt exprimiert waren (Tappe et al.,, submitted). Eine von uns durchgefiihrte
elektronenmikroskopische Untersuchung an Blattstdngeln von Arabidopsis zeigte keine
Hinweise auf Thyllenbildung und bei Betrachtung des Trockenmasseanteils der Blatter
konnten wir keinen Unterschied zwischen Verticillium-infizierten und Kontrollpflanzen
beobachten. Ebenfalls gegen einen Wassermangel sprach der osmotische Druck in den
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Arabidopsis Blattern, der bei den infizierten Pflanzen sogar unter denen der Kontrollen lag.
Bei Trockenstress wirde man einen erhéhten osmotischen Druck erwarten. Daher sprechen
diese Ergebnisse insgesamt dagegen, dass V. longisporum Wassermangel hervorruft.

5.2 Das extrazellulare Proteom von Arabidopsis thaliana und Raps

5.2.1 Apoplasten-spezifische Proteine in Arabidopsis thaliana

In den letzten Jahren wurden mehrere Proteomanalysen Uber das extrazelluldre Proteom
von Arabidopsis verotffentlicht (Basu et al., 2006; Bayer et al., 2006; Borderies et al., 2003;
Boudart et al., 2005; Charmont et al., 2005; Chivasa et al., 2002; Haslam et al., 2001). Die
Methoden zur Gewinnung extrazellularer Proteine unterscheiden sich dabei deutlich.
Wahrend fur einige Proteomanalysen die Proteine aus pulverisierten und mehrfach
gereinigten Zellwdnden stammten (Bayer et al., 2006; Chivasa et al., 2002), wurden flr
anderen Proteomanalysen apoplastische Waschfllissigkeiten mittels einer Infiltrations-/
Zentifugationstechnik gewonnen (Boudart et al., 2005; Haslam et al., 2001). Extrazellulare
Proteine, die Uber mehrere Tage in ein flissiges Kulturmedium sekretiert worden waren,
wurden ebenfalls untersucht (Basu et al., 2006; Charmont et al., 2005).

Die in diesen Studien identifizierten Proteine Uberschneiden sich untereinander nur teilweise
und es konnten zwischen 16 Proteinen (Haslam et al., 2001) und 89 Proteinen (Bayer et al.,
2006) identifiziert werden (Tab. 5.1). Die vorliegende Arbeit nimmt mit 39 identifizierten
Proteinen (plus sechs weiteren unter Verticillium-Infektion identifizierten Proteinen) eine
mittlere Position ein. In Tabelle 5.1 sind die wichtigsten Studien aufgeflihrt und es ist die
Anzahl der Proteine mit den zugehoérigen AGI-Nummern angegeben, die auch in der von uns
durchgefiihrten Untersuchung identifiziert wurden. Die gréRte Uberschneidung ergab sich mit
16 Proteinen zwischen den Publikationen von Bayer et al. (2006) und Borderies et al. (2003),
bei denen Zellwandproteine untersucht worden waren. Eine Erklarung daflr ist, dass bei den
Untersuchungen der Zellwandproteine (Bayer et al., 2006; Borderies et al., 2003; Chivasa et
al., 2002) mit der Zellwand verbundene Proteine erfasst wurden, wahrend bei den anderen
Studien (Basu et al., 2006; Boudart et al., 2005; Charmont et al., 2005) sowie bei unserer
Untersuchung sekretierte bzw. sehr leicht aus der Zellwand I6sliche Proteine gefunden
wurden.

Insgesamt wurden 15 der in der vorliegenden Arbeit identifizierten Proteine auch in
vorherigen Untersuchungen gefunden. Die groBten Ubereinstimmungen ergaben sich mit
sechs Proteinen mit der Studie von Boudart et al. (2005), in der apoplastische
Waschflussigkeiten aus Rosetten untersucht wurden, wie mit sechs Proteinen, die von
Arabidopsis-Keimlingen in das verwendete Kulturmedium sezerniert wurden (Charmont et
al., 2005). Weniger Ubereinstimmungen (2-4 Proteine) zeigten sich im Vergleich mit den
Studien, bei denen Zellwande isoliert worden waren (Bayer et al., 2006; Borderies et al.,
2003; Chivasa et al., 2002). Zwischen Zellwand Untersuchungen und Analysen von I&slichen
Proteinen ergaben sich also weniger Ubereinstimmungen.

Es gab drei Proteine, die in vier Untersuchungen, diese eingeschlossen, gefunden wurden.
Dazu gehoren ein Thaumatin-ahnliches PR5 Protein (At1g75040), ein Curculin-ahnliches
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Protein (At1g78830) und eine Serinprotease (At5g67360). Alle anderen Proteine tauchten
weniger haufig auf. Die geringe Anzahl an Uberlappungen zwischen den einzelnen
Untersuchungen wirft die Frage auf, wie viele Proteine im extrazelludren Raum noch nicht
identifiziert wurden. Die Annotation des Arabidopsis Genoms zeigte, dass ca. 17 % des
Genoms, d.h. etwa 5000 Gene, fir Proteine mit einem Signalpeptid fiir den sekretorischen
Weg kodieren (Jamet et al., 2006). Unter Berlcksichtigung alternativen Splicings und
posttranslationaler Modifikationen wurde das Zellwandproteom auf 1000-2000 verschiedene
Proteine geschatzt (Jamet et al., 2006). Davon wurden bisher insgesamt etwa 300
identifiziert. Dies deutet darauf hin, dass noch deutlich mehr extrazellulare Proteine
identifiziert werden kénnen.

Tab. 5.1: Veroffentlichungen zum extrazellularen Proteom von Arabidopsis thaliana aus den letzten
Jahren. Proteine, die sowohl in den Verdffentlichungen, als auch in unserer Untersuchung gefunden
wurden, sind mit AGI-Nummern angegeben.

Anzahl Uberlappung mit
Publikation Untersuchung identifizierter dieser AGI-Nummern
Proteine Untersuchung
: : At1g78830; At3g08030;
Chivasa et al. 2002  Zellwandproteine 41 3 At4g30270
Bayer et al. 2006 Zellwandproteine 89 2 At1g78830; At5g08370
. . At1g78830; At3g15356;
Borderies et al. 2003 Zellwandproteine 50 4 At5g05340; At3g49120
At5g67360; At3g57260;
Boudart et al. 2005 ’é\é\gzt?;’: 87 6 At1g75040; At1g09750;
At1g17860; At5g20630
sekretierte At5g67360; At1g75040;
Charmont et al. 2005 Proteine 44 6 At5g06720; At4g12910;
At5g20630; At3g49120
Basu et al. 2006 Wourzelexudate 52 4 At5g67360; At3g57260;

At1g75040; (AtCg00490)

Aus den zweidimensionalen Gelen der apoplastischen Waschflissigkeiten (AWF) von
Arabidopsis Blattern konnten wir 39 Proteinspots identifizieren (Tab. 4.8). Fur eine Anzahl
von Proteinen, wurde dasselbe Protein in mehreren Spots desselben Gels gefunden.
Méglicherweise sind posttranslationale Modifikationen der Grund daflr. Die relative Position
von Spots desselben Proteins in einem zwei dimensionalen Gel deutet darauf hin, dass
posttranslationale Veranderungen den isoelektrischen Punkt oder das Molekulargewicht oder
beides beeinflussen. Beispielsweise handelt es sich bei den Spots Nr. 10 und 11 (Abb. 4.22),
um dasselbe Curculin-dhnliche Protein aus der Lektin-Familie, aber sie unterscheiden sich in
ihrem isoelektrische Punkt und auch geringfligig im Molekulargewicht. Bekannte
posttranslationale Modifikationen von Proteinen sind beispielsweise Phosphorylierungen,
Hydroxylierungen und N- und O-Glycolysierungen. Diese Modifikationen beeinflussen die
Struktur, Lokalisierung und Funktion von Proteinen (Jamet et al., 2006). Eine speziell bei
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extrazellularen Proteinen vorkommende postranslationale Modifikation betrifft Proteine, die
mit einem Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker an die Plasmamembran gekoppelt sind.
Der GPI-Anker befindet sich am C-Terminus und wird aus einer Peptidkette von 30-40
Aminosauren gebildet. Der Phosphatidylinositol-Teil des Ankers kann durch spezifische
Phospholipasen abgespalten werden, so dass GPI-Anker-Proteine als membrangebundene
und als I6sliche Form vorkommen kénnen (Bayer et al., 2006; Jamet et al., 2006; Schultz et
al., 2004). Fir die sekretorischen Proteine, die in der vorliegenden Arbeit identifiziert wurden,
konnten mit Hilfe des Programms DGPI zur GPI-Anker-Vorhersage
(http://129.194.185.165/dgpi/index_en.html) keine Hinweise auf GPI-Verankerungen
gefunden werden.

In dieser Untersuchung wurden auch einige Proteine im Apoplasten gefunden, bei denen es
sich vermutlich um intrazellulare Kontaminationen handelt. Diese werden in Kapitel 5.2.3
naher betrachtet. Proteine, die mit hoher Wahrscheinlichkeit extrazellular lokalisiert sind,
wurden nach ihren Funktionen in verschiedene Gruppen eingeteilt (Tab. 5.2). Eine Gruppe
bilden die proteolytischen Enzyme wie die Subitilisin-ahnliche Serinprotease (At5g67360) und
die Aspartylproteasen (At5g10760, At3g18490, At1g09750). Weiterhin wurden an der
Abwehr beteiligte Proteine gefunden, darunter das Thaumatin-dhnliche PR5 Protein
(At1g75040), eine PR2 B-1,3-Glucanase (At3g57260), eine Chitinase (At2g43590) und ein
Proteinase Inhibitor, der Endopeptidase Inhibitor (At1g17860). Daruber hinaus wurde ein
Proteinbindeprotein (At3g20820) und eine Peroxidase (At5g06720) mit nicht naher
untersuchter Funktion gefunden, die aber moglicherweise auch zu den Abwehrproteinen
gezahlt werden kdnnen. Zu den hydrolytischen Proteinen gehoéren die Hydrolase At4g30270
und die Carboxyester Hydrolasen At1g29660, At1g29670 und At2g46930. Es wurden auch
Mitglieder der Glycosylhydrolase Familie gefunden und zwar eine Thioglucosidase
(At5g26000) aus der Glycosylhydolase Familie 1 und eine B-1,4-Xylosidase (At3g19620) aus
der Glycosylhydrolase Familie 3. Vier Proteine At3g15356, At3g16530, At5g03350 und das
Curculin-8hnliche Protein At1g78830 wurden als Mitglieder der Lektin-Familie identifiziert.
Lektine sind zuckerbindende Proteine, die gebundene Kohlenhydrate aber nicht verandern
und deren nahere Funktion haufig ungeklart ist (Riudiger & Gabius, 2001). Dartber hinaus
wurden zwei Proteine (At3g08030 und At1g33640) mit vollig unbekannter Funktion
gefunden.

Insgesamt wurden in der vorliegenden Untersuchung zehn sekretorische Proteine
identifiziert, die in keiner der anderen hier diskutierten Proteomanalysen gefunden wurden.
Diese Proteine sind in Tabelle 5.2 mit einem Stern gekennzeichnet. Es handelt sich dabei
vorwiegend um Lectin-dhnliche Proteine und Hydrolasen.



90 Diskussion

Tab. 5.2: Funktionseinteilung der identifizierten extrazelluldr lokalisierten Arabidopsis thaliana
Proteine. Proteine, die in keiner der anderen hier diskutierten Proteomanalysen gefunden wurden,
sind mit einem Stern gekennzeichnet

Funktion Protein AGI-Nummer
Proteolyse Serinprotease At5g67360
Aspartylprotease At5g10760*, At3g18490, At1g09750
Abwehr Thaumatin-ahnlich, PR5 At1g75040
B-1,3-Glucanase, PR2 At3g957260
Chitinase At2g43590*
Endopeptidase Inhibitor At1g17860
Proteinbindung Proteinbindeprotein A3g20820
Peroxidase Peroxidase At5g06720
Hydrolyse Hydrolase (MERI5b) At4g30270
Carboxyester Hydrolase At1g29660*, At1g29670*, At2g46930*
Thioglucosidase At5g26000*
B-1,4-Xylosidase At3g19620*
Kohlenhydrat-Bindung Lektin-ahnlich At3g15356, At3g16530*, At5g03350*
Curculin-ahnlich At1g78830
Unbekannt unbekanntes Protein At3g08030, At1g33640*

5.2.2 Apoplasten-spezifische Proteine in Raps

Zur Proteinzusammensetzung im Xylemsaft von Raps liegen bereits umfassende
Untersuchungen vor (Buhtz et al., 2004; Kehr et al, 2005). So konnten aus
zweidimensionalen Gelen 69 der haufigsten Proteine identifiziert werden (Kehr et al., 2005),
darunter Peroxidasen, Proteasen, PR-Proteine, Lektin-ahnliche Proteine und Proteine, die
moglicherweise an Zellwandmodifikationen beteiligt sind, d. h. offenbar ein &hnliches
Spektrum wie hier im Arabidopsis-Apoplasten gefunden wurde (siehe 5.2.1). Dagegen wurde
die Proteinzusammensetzung in apoplastischen Waschflissigkeiten von Raps noch nicht
naher untersucht. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, die dominanten Proteine
aus den apoplastischen Waschflissigkeiten von Raps zu identifizieren. Aus einem
zweidimensionalen Gel von apoplastischen Rapsproteinen konnten 18 Spots identifiziert
werden (Tab. 4.4), die neun verschiedenen Proteinen zuzuordnen waren. Vermutlich liegen
hier, wie bereits unter 5.2.1 beschrieben, posttranslationale Modifikationen der Proteine vor,
die zu Verschiebungen im Molekulargewicht und beim isoelektrischen Punkt fihren. So
wiesen beispielsweise die Proteine aus drei Spots Ahnlichkeit zu einer a-
Arabinofuranosidase aus Arabidopsis (ARAf;, At3g10740) bzw. Raphanus sativus auf. Das
Gen At3g10740 kodiert fir eine bifunktionale a-Arabinofuranosidase/p-D-Xylosidase, die zur
Glycosylhydrolase Familie 51 gehért und mdglicherweise am Zellwandumbau mitwirkt (Minic
et al., 2004). Bei der Untersuchung sekretierter Arabidopsis Proteine wurde diese a-
Arabinofuranosidase ebenfalls gefunden (Charmont el al., 2005), wobei sie in Raps
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wesentlich dominanter vorzukommen scheint. Méglicherweise spielt das Protein in Raps eine
wichtigere Rolle als in Arabidopsis.

Es wurden aufierdem an der pflanzlichen Abwehr beteiligte Proteine gefunden, darunter eine
Glucanase, eine Chitinase und eine Peroxidase (At2g18150). In den Arabidopsis
Proteomstudien von Borderies et al. (2003) und Charmont el al. (2005) wurde die Peroxidase
(At2g18150) ebenfalls identifiziert. Die im Blattapoplasten von Raps gefundene
Aspartylprotease (At5g10760) und Carboxyl-Ester Hydrolase (At1g29660) wurden in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls im Blattapoplasten von Arabidopsis identifiziert, aber in keiner
der anderen erwahnten Analysen zu extrazelluldaren Proteomen. Das Ortholog des im
extrazellularen Rapsproteom identifizierten Germins (At5g20630) wurde in Arabidopsis unter
Verticillium-Einfluss verandert und konnte auf3erdem in den Studien von Boudart et al. (2005)
und Charmont el al. (2005) identifiziert werden. Im Rapsapoplasten wurden darliber hinaus
zwei Proteine mit unbekannter Funktion (At2g15130, At5g09770) gefunden, die in keiner der
Arabidopsis Proteomanalysen oder den Xylemsaftanalysen in Raps gefunden wurden.

Funf der im Rapsapoplasten dominant vorkommenden Proteine, waren auch bei Arabidopsis
dominant vorhanden, ein Hinweis darauf, dass sich die extrazellularen Proteome von Raps
und Arabidopsis stark ahneln.

5.2.3 Kontamination mit intrazellularen Proteinen

In den AWF von Arabidopsis wurden mehrere Proteine gefunden, fur die Signalpeptide fur
einen Transport in die Mitochondrien oder Chloroplasten vorhergesagt wurden (Tab. 4.8).
Daher kdnnte es sich bei diesen um symplastische Kontaminationen handeln. Jedoch ist die
Vorhersage auch mit Unsicherheiten versehen. Im Gegensatz zu der apoplastischen
Proteomanalyse in Arabidopsis konnten in den apoplastischen Waschflissigkeiten von Raps
keine eindeutigen symplastischen Kontaminationen wie z.B. mit Rubisco nachgewiesen
werden. Es wurden lediglich Ahnlichkeiten zu zwei Proteinen aus Brassica rapa bzw.
Raphanus sativus gefunden, die kein Signalpeptid fir den sekretorischen Weg aufwiesen.
Eine Analyse der Malatdehydrogenase Aktivitaten ergab fur Arabidopsis im Schnitt 0,003 %
(Tab. 4.6) Kontamination und fir Raps 0,006 % (Tab. 4.1). Obwohl sich die Gréf3enordnung
der Kontamination bei der Analyse der beiden Pflanzenarten nicht unterschied, waren in den
AWF von Arabidopsis im Gegensatz zu Raps eindeutige Kontaminationen vor allem durch
das dominante intrazellulare Protein Rubisco im Gel nachzuweisen. Um die Kontaminationen
durch symplastische Proteine in den AWF von Arabidopsis naher zu untersuchen, wurden
die relativen Intensitaiten von 3 Hauptproteinen in Gesamtblattextrakten mit deren
Intensitaten in den AWF verglichen (Abb. 4.23 und Tab. 4.10). Diese Kontaminationsanalyse
ergab eine Kontamination von ca. 0,05 % was einer etwa 10fach héheren Kontamination
entspricht, als aus den Malatdehydrogenase-Aktivitaten berechnet wurde.

Die Problematik véllig reine apoplastische Proteinextrakte zu erhalten, zeigte sich bereits in
anderen extrazellularen Proteomstudien (Haslam et al., 2003; Basu et al., 2006). Haslam et
al. (2003) verglichen zweidimensional aufgetrennte Proteine aus Gesamtblattextrakten mit
apoplastischen Waschflissigkeiten und hatten massive intrazellulare Kontaminationen in
ihren AWF, was vor allem am dominanten Spot flir Rubisco im Apoplasten-Gel deutlich
wurde. In der Studie von Basu et al. (2006) wurde sogar in Wurzelexudaten von Arabidopsis
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Rubisco gefunden, ebenso wie einige andere Proteine mit Signalpeptiden zu nicht-
sekretorischen Orten.

Bei einigen der in dieser Arbeit identifizierten Proteine ist die Vorhersage fir das
Signalpeptid ziemlich unsicher, besonders wenn die Sicherheit der Signalpeptidvorhersage
mit einer reliability class von 3 bis 5 als gering eingestuft wurde. Dies trifft ebenfalls bei der
Analyse von Basu et al. (2006) fir mehrere Proteine zu. So weisen bei unserer
Untersuchung beispielsweise die Proteine Serin-Hydroxylmethyltransferase (SHM 1;
At4g37930), Chaperonin 10 (At1g14980) und eine Aspartylprotease (At3g18490 bzw.
At3g18500) unsichere Signalpeptidvorhersagen auf. Bei der Identifizierung der
Aspartylprotease konnte nicht eindeutig zwischen den Aspartylproteasen At3g18490 und
At3g18500 unterschieden werden. Die beiden Proteine weisen aber unterschiedliche
Signalpeptide auf. Fir At3g18490 wurde ein Signalpeptid fir Chloroplasten (RC 5)
vorhergesagt, fur At3g18500 ein Signalpeptid flir Mitochondrien (RC 4). Die
Signalpeptidvorhersagen waren fiir beide Proteine unsicher. Aulerdem weist die
Aspartylprotease  At3g18490 auch eine starke Homologie zu zwei weiteren
Aspartylproteasen mit Signalpeptid fir den sekretorischen Weg auf, und zwar mit den AGI-
Nummern At1g25510 (RC 4) und At3g20015 (RC 2). In diesem Fall konnte durch unsere
Analyse nicht abschlieBend geklart werden, um welche der Aspartylproteasen es sich
handelt.

Wie bereits erwahnt, wurden auch in anderen Untersuchungen des extrazelluldren Proteoms
Proteine ohne eindeutiges Signalpeptid gefunden, weshalb diskutiert wurde, ob diese
Proteine Uber alternatives Gewebe-spezifisches Splicing oder einen alternativen Signalweg
aus der Zelle geschleust werden (Basu et al., 2006; Chivasa et al. 2002; Slabas et al., 2004).
AuRerdem wurden Proteine gefunden, die verschiedene Funktionen in unterschiedlichen
Kompartimenten haben. Ein klassisches Beispiel hierfir ist eine tierische
Laktatdehydrogenase, die als glycolytisches Enzym im Cytosol und als Strukturprotein in den
Linsen tierischer Augen vorkommt (Brunekreef et al., 1996). Damit wurde gezeigt, dass ein
Protein sowohl katalytische, als auch strukturelle Funktion in unterschiedlichen
Kompartimenten haben kann. Slabas et al. (2004) diskutierten das Vorkommen des gleichen
Proteins in unterschiedlichen Kompartimenten anhand einer mitochondrialen Citratsynthase
und eines luminalen Bindeproteins aus dem Endoplasmatischen Retikulum, welche sie im
Zellwandproteom von Arabidopsis thaliana gefunden hatten. Letztendlich bleibt fir die
Zukunft zu klaren, Uber welche alternativen Wege Proteine maoglicherweise aus der
pflanzlichen Zelle in den extrazellularen Raum geschleust werden kdénnen.

5.3  Proteinantworten auf V. longisporum Infektion und mogliche Funktionen der
differentiell auftretenden Proteine

5.3.1 Das extrazellulare Proteom von Arabidopsis unter Verticillium-Einfluss

Unter Verticillium-Einfluss wurden im Blattapoplasten von Arabidopsis sieben differentiell
auftretende Proteine durch Proteomanalyse identifiziert. Sechs davon traten durch
Verticillium-Infektion verstarkt auf, ein Protein in geringerem Mal3. Zusatzlich wurden in einer
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Expressionsanalyse unter Verticillium-Einfluss erhdhte mRNA-Level fur eine Chitinase
beobachtet. Tappe et al. (submitted) wiesen in einer Microarray-Analyse 18 Tage nach V.
longisporum Infektion 52 differentiell regulierte Gene nach, wovon 48 hoch- und 4
herabreguliert waren. Ein in der Microarray-Analyse hochreguliertes Gen (At4g37520 bzw.
At4g37530) und ein herabreguliertes Gen (At3g16530) wurden in der vorliegenden Arbeit im
Apoplasten ebenfalls als differentiell auftretende Proteine identifiziert. In der Proteomanalyse
wurden nur apoplastische Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 20 und 97 kDa
erfasst. Stark saure oder alkalische apoplastische Proteine wurden nicht erfasst, ebenso wie
in geringer Kopienzahl auftretende Proteine wie die nur durch Expressionsanalyse erfasste
Chitinase. Bezogen auf die Anzahl der in der Microarray-Analyse (Tappe et al., submitted)
differentiell exprimierten Gene ist die geringe Anzahl der im Apoplasten differentiell
aufgetretenen Proteine also nicht verwunderlich. Allerdings scheint die Anzahl der durch
Verticillium-Infektion differentiell regulierten Gene mit 52 generell niedrig zu liegen. Im
Vergleich wurden beispielsweise bei Infektion mit dem nekrotrophischen Pilz Botrytis cinerea
621 hochregulierte Gene gefunden (AbuQamar et al., 2006). Mittels Proteomanalyse wurden
bei Behandlung von Arabidopsis-Zellkulturen mit pilzlichem Elicitor aus Fusarium 154
differentiell auftretende Proteine gefunden (ca. 10 % der insgesamt gefundenen Proteine),
von denen 45 (3 % der insgesamt gefundenen Proteine) identifiziert werden konnten
(Chivasa et al., 2006). In unserer Untersuchung lag die Anzahl der differentiell auftretenden
Proteine mit 9 von 220 bei 4,1 %, und mit 7 Proteinen konnten 3,2 % identifiziert werden.
Méglicherweise ist die vorwiegende Lokalisation von Verticillium im Xylem der Grund fir die
weniger starke Pathogenantwort von Arabidopsis beispielsweise im Vergleich zu
nekrotischen Pilzen.

Im Folgenden werden die in der Proteomanalyse des Arabidopsis-Apoplasten durch V.
longisporum Infektion differentiell aufgetretenen Proteine einzeln diskutiert. Die wichtigsten
Veroffentlichungen im Zusammenhang mit diesen Proteinen sind in Tabelle 5.3
zusammengestellt.

Unter den in der vorliegenden Proteomanalyse verstarkt auftretenden Proteinen befand sich
ein Serin-Carboxypeptidase-ahnliches Protein (At4g12910). Die Serin-Carboxypeptidasen
sind Mitglieder der o/f Hydrolase Familie, die eine Ser-Asp-His Abfolge zur Spaltung von
carboxyterminalen Peptidbindungen ihrer Substrate nutzen (Liao & Remington, 1990; Ollis et
al., 1992). Eine bioinformatische Analyse der Serin-Carboxypeptidase ahnlichen Genfamilie
aus Arabidopsis wurde von Fraser et al. (2005) veroéffentlicht. Diese Autoren identifizierten
insgesamt 51 Mitglieder von Serin-Carboxypeptidase ahnlichen Proteinen (SCLPs). Dabei
zeigte eine phylogenetische Analyse, dass sich die Mehrheit der SCLPs in zwei
Hauptgruppen einteilen lieR® (Fraser et al., 2005). Nach dieser Einteilung gehort die von uns
identifizierte Serin-Carboxypeptidase der ersten Klasse an, wobei diese nach Fraser et al.
(2005) in zwei Untergruppen zerfiel. Hierbei gehort die Serin-Carboxypeptidase At4g12910 in
die Gruppe IB, in der sich nur die beiden Proteine At4g12910 und At3g25420 befinden. Die
beiden Proteine weisen eine hohe Ahnlichkeit ihrer Aminosauresequenzen von 62 % bzw.
66 % mit einem Wund- und Jasmonat-induzierbaren SCLP aus Tomate (Acc. No. AF242849)
auf (Moura et al., 2001; Fraser et al., 2005). Die Ahnlichkeit der von uns unter Verticillium
Stress als starker exprimiert identifizierten SCLP At4g12910 zu der Wund- und Jasmonat
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(JA)-induzierbaren SCLP aus Tomate spricht flr eine Rolle von SCLP At4g12910 in der
Abwehr von Arabidopsis. Ab 28 Tage nach Inokulation wurden erhdhte JA-Level in V.
longisporum infizierten Arabidopsis nachgewiesen (Tappe et al., submitted). Die
unveranderten Krankheitssymptome bei Arabidopsis Mutanten, denen JA fehlte, deuteten
aber darauf hin, dass JA fir die Arabidopsis/Verticillium Interaktion nicht relevant ist (Tappe
et al., submitted). Laut Genevestigator Analyse war das Gen At4g12910 durch JA nicht
induzierbar, aber durch eine Mischung aus Brassinoliden und H;BO; und auch durch
Abscisinsaure. Dies spricht daflr, dass das Gen SCLP At4g12910 in Arabidopsis anders
reguliert wird als das SCLP AF242849 in Tomate. In der Genevestigator Analyse (Abb. 4.27)
war der einzige biotische Stress unter der das Gen hochreguliert vorlag, die Infektion mit
dem pilzlichen Pathogen Boftrytis cinerea, wahrend Agrobacterium tumefaciens,
Pseudomonas syringae und Mykorrhiza keine Auswirkung auf SCLP At4g12910 hatten und
Nematoden, sowie der Oomycet Phytophtera infestans (Krautfaule) und der Pilz Erysiphe
persicae (Mehltau) zu einer Herabregulation fihrten.

Ein weiteres durch Verticillium-Infektion in Arabidopsis verstarkt auftretendes Protein war
eine a-Galactosidase (At5g08370). Das Protein wurde bei Proteomanalysen der Zellwand
nachgewiesen und der Glycosylhydrolase Familie 27 zugeordnet (Bayer et al., 2006). Die
Lokalisation des Proteins in der Zellwand von Arabidopsis wurde von Chrost et al. (2007)
mittels GUS-Reporter bestatigt. Heterozygote At5g08370 T-DNA Insertionsmutanten hatten
eine groRere Anzahl an Rosettenblattern mit einer gewellten Oberflache. Daher wurde eine
mdgliche Rolle der o-Galactosidase (At5g08370) in der Blattentwicklung durch Lockerung
der Zellwand und Zellwandausdehnung diskutiert (Chrost et al., 2007). Der Einfluss einer
Uberexpression dieses Gens auf die Blattmorphologie wurde bisher noch nicht untersucht,
aber die veranderte Blattmorphologie, kleinere und gewdlbte Blatter bei Verticillium-
infizierten Arabidopsis in unserer Untersuchung, kénnte moglicherweise im Zusammenhang
mit der verstarken Expression des Gens At5g08370 stehen.

Das hier verstarkt aufgetretene Germin-ahnliche Protein (At5g20630) wurde auch in anderen
Proteomstudien als sekretiertes Protein gefunden (Boudart et al., 2005; Charmont et al.,
2005). Die Expression des Gens At5g20630 war in Arabidopsis durch Inokulation mit dem
pilzlichen Brassicaceen Schadling Colletotrichum higginsianum signifikant induziert
(Narusaka et al., 2004). Die Genevestigator Analyse (Abb. 4.27) zeigte vor allem eine
Hochregulierung des Gens durch Lichtstress, aber auch durch biotischen Stress mit Mehltau
(Erysiphe orontii). Von Carter et al. (1998) wurde die Funktion von Germin und Germin-
ahnlichen Proteinen diskutiert. Germine wurden als Oxalatoxidasen beschrieben (Lane,
1994), die die Oxidation von Oxalat zu CO, und H,O, katalysieren. Da die Produktion von
H,O, fir die Peroxidase katalysierte Vernetzung von Zellwandkomponenten erforderlich ist,
konnte Germin so zur Verstarkung von Zellwanden und zur Pathogenabwehr beitragen.
Alternative Funktionen in der Pathogenabwehr waren die Produktion von H,O, als
antimikrobielle Substanz und als Signalgeber fir Abwehrreaktionen wie z.B.
Phytoalexinsynthese (Carter et al., 1998). Bei dem in dieser Untersuchung gefundenen
Germin-ahnlichen Protein handelt es sich um das GERS3 Protein, das bereits von Membré et
al. (2000) untersucht wurde. Es konnte gezeigt werden, dass GER3 nicht in die H,O,-Bildung
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mit Oxalat als Substrat involviert ist (Membré et al., 2000). Es ist aber nicht ausgeschlossen,
dass andere Co-Substrate zur H,O, Produktion verwendet werden konnen.

Es wurde auch ein Germin-artiges Protein mit Aktivitdt als Protease-Inhibitor im
Blattapoplasten von Weizen nach Infektion mit Septoria tritici nachgewiesen (Segarra et al.,
2003). In dieser Studie inhibiert das Germin-ahnliche Protein die Aktivitat einer Serinprotease
im Apoplasten. Dagegen wurde in unserer Untersuchung eine verstarkt auftretende Serin-
Carboxypeptidase gefunden. In einer Untersuchung von Staiger et al. (1999) wurde
beobachtet, dass das GER3-Gen eine zyklisch-regulierte Transkription aufwies, wobei die
hdchste Expression zu Beginn der Dunkelphase lag.

Unter Verticillium-Infektion traten im Blattapoplasten von Arabidopsis drei Peroxidasen
verstarkt auf. Durch Aktivitdtsmessungen wurde zusatzlich gezeigt, dass die Peroxidase-
Aktivitat im Blattapoplasten von Arabidopsis stark erhéht war. Die klassischen
Pflanzenperoxidasen gehoéren der Klasse Ill an und werden Uber das Endoplasmatische
Reticulum aus der Zelle in die Zellwand oder in die Vakuole transportiert. Die Analyse des
Arabidopsis Genoms ergab, dass dort 73 Gene fir Volllangen Klasse lll vorhanden sind
(Welinder et al., 2002). In zahlreichen Studien wurde die Funktion von Peroxidasen
beschrieben, einige dieser Funktionen stehen im Zusammenhang mit der Abwehr von
Pathogenen wie die Verstarkung von Zellwanden als physikalische Barrieren durch
Lignifizierung und Suberinisierung, die erhdhte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
als Signalibermittler bzw. antimikrobielle Substanzen und die erhéhte Produktion von
Phytoalexinen (Hiraga et al., 2001). Da Peroxidasen praktisch immer bei der
Pathogenabwehr involviert sind, wurden sie als PR 9 Proteine klassifiziert (van Loon et al.,
1994). Unter Pathogeneinfluss werden Peroxidasen sezerniert und bei dem vaskularen
Pathogen Xanthomonas oryzae akkumulierte eine kationischen Peroxidase im Apoplasten
von Mesophylizellen sowie in Zellwanden und Gefaltlumina von Xylemelementen (Young et
al., 1995). Laut Genevestigator Analyse (Abb. 4.27) werden alle drei in dieser Untersuchung
unter Verticillium-Stress hochregulierten Peroxidasen auch bei biotischem Stress durch
Botrytis cinerea und Agrobacterium tumefaciens hochreguliert. Die Peroxidase At5g05340
wurde auflerdem im Zusammenhang mit Ozon-induziertem oxidativen Stress induziert
(Ludwikow et al., 2004). Die Peroxidase At3g49120 dagegen scheint in die Wurzelelongation
involviert zu sein (Passardi et al., 2006) und wurde mit der Pathogenantwort auf
Pseudomonas syringae in Zusammenhang gebracht (Bindschedler et al., 2006). Die
Gensequenz der Peroxidase At4g37530 wies 92 % Homologie zu der Peroxidase At4g37520
auf (Yang et al., 2005). Die in dieser Arbeit gefundenen Peptide kénnten also sowohl zu der
Peroxidase At4g37530 als auch zu At4g37520 gehdren. Welche Funktionen, die drei unter
Verticillium-Stress verstarkt auftretende Peroxidase-Proteine Ubernehmen ist noch offen. Der
erhohte Ligningehalt in Verticillium-infizierten Arabidopsis (Abb. 4.28) spricht flir eine
Funktion einer oder mehrerer verstarkt auftretender Peroxidasen, eventuell auch im
Zusammenspiel mit dem Germin-ahnlichen Protein, in der Lignifizierung. Durch die
Lignifizierung konnte die Ausdehnung der Zellen verhindert werden und so zu dem
beobachteten reduzierten Wuchs flihren. In friiheren Untersuchungen wurde ebenfalls Gber
die Rolle der Lignifizierung des Xylems als erste physikalische Barriere gegen eine Infektion
mit Verticillium dahliae diskutiert (Smith & Dubery, 1997; Pomar et al., 2004). An
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Pfefferpflanzen zeigten Pomar et al. (2004), dass im gleichen Zeitraum in dem die
Peroxidase-Aktivitdt nach Inokulation mit Verticillium dahliae anstieg der Gesamtligningehalt
in den Stangeln signifikant erhdéht wurde. Nach 28 Tagen betrug der Ligninanstieg sogar bis
zu 40 % im Vergleich zu Kontrollpflanzen. Dies kdnnte auf eine Schutzfunktion von Lignin
hinweisen. So zeigten Debode et al. (2004), dass durch Lignin-reiche Substrate in der Erde
die Anzahl der Verticillium longisporum Mikrosklerotien reduziert werden konnte.

Unter Verticillium-Einfluss trat ein Lectin-ahnliches Protein (At3g16530) weniger stark auf als
in den Kontrollen. Dies war Uberraschend, da dieses Protein durch Behandlung mit Chitin-
Oligomeren induziert wird (Zhang et al., 2002; Ramonell et al., 2005). Die beschriebene
Induktion des Lectin-ahnlichen Proteins mit Chitin lieRe erwarten, dass bei Infektion mit
einem Pilz wie Verticillium, der Chitin in der Zellwand enthélt (Pegg & Brady, 2002), das
Protein vermehrt auftreten wirde. Allerdings wurde die Induzierbarkeit mit Chitin-Oligomeren
nach 30 min Uberpruft (Zhang et al., 2002). Vielleicht tritt die verstarkte Expression des Gens
At3g16530 nur zu sehr friihen Zeitpunkten voriibergehend auf. Die Genevestigator Analyse
(Abb. 4.27) zeigt, dass das Gen At3g16530 bei den meisten biotischen und chemischen
Stresssituationen starker exprimiert wird, wahrend eine Herabregulierung vor allem bei Licht-
und Hitzestress erfolgt. Die beiden letztgenannten Stressfaktoren kénnen hier mit Sicherheit
ausgeschlossen werden da die Anzucht der Arabidopsis unter kontrollierten Licht- (120 pmol
m?2s™) und Temperaturbedingungen (20 °C) in einem Klimaschrank zusammen mit den
Kontrollpflanzen erfolgte. Die geringere Expression Uber den gesamten von uns
untersuchten Verlauf von 10 bis 35 Tage nach Infektion ist verwunderlich und legt nahe,
dass V. longisporum in der Lage ist die Expression dieses Gens zu unterdricken. Ob dies fir
die erfolgreiche Besiedelung durch den Pilz von Bedeutung ist, bleibt zu untersuchen.

Eine erhdéhte Chitinase-Aktivitdt als Antwort auf pilzliche Pathogene wurde vielfach
beschrieben (Li et al., 2003; Samac und Shah, 1991; Yun et al., 1996). Die Akkumulation von
Chitinasen nach Pathogeninfektion wurde von Joosten und De Wit (1989) und von Rep et al.
(2002) beschrieben und auch bereits im Zusammenhang mit Verticillium dahliae diskutiert
(Berg et al., 2001; McFadden et al., 2001). Bei einer Untersuchung der Proteine des
Xylemsaftes von Fusarium oxysporum infizierten Tomaten war die Chitinase aufgrund
geringer Expression nur mittels Immunodetektion nachzuweisen (Rep et al., 2002). Auch die
von uns untersuchte Chitinase At5g24090 wurde nur gering exprimiert, weshalb das Protein
im Gel nicht nachzuweisen war. Mittels Genexpressionsanalyse konnten wir aber das
erhohte Vorkommen von RNA fiir diese Chitinase (At5g24090) in Verticillium-infizierten
Pflanzen nachweisen. Das Gen fiir diese Endochitinase wurde ebenfalls durch Infektion mit
dem Pathogen Rhizoctonia solani induziert (Samac & Shah,1991).

Es wurde gezeigt, dass die Uberexpression von Chitinasen das Pilzwachstum in transgenen
Pflanzen hemmen kann (Broglie et al., 1991; Jach et al., 1995). Daher untersuchten wir die
Chitinase T-DNA Insertionsmutante im Hinblick auf ihre Empfindlichkeit gegentber dem Pilz
Verticillium longisporum. Eine Uberexpression des Chitinase-Gens At5g24090 in der
Mutante eréffnete die Méglichkeit, dass die Mutante weniger empfindlich auf die Pilzinfektion
reagiert. Allerdings konnte in der vorliegenden Untersuchung keine erhdhte Resistenz bei
Infektion mit Verticillium longisporum durch die Uberexpression der Chitinase At5g24090 im
Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden.
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Die Chitinase-Aktivitdt in den Gesamtblattextrakten der T-DNA Insertionsmutante war
deutlich erhoht gegeniber dem Wildtyp, dagegen war die Aktivitat in der AWF nicht erhoht.
Eventuell ist die Chitinase (At5g24090) also nicht im Apoplasten sondern in der Vakuole
lokalisiert. Dagegen spricht allerdings, dass die meisten sauren Chitinasen in den
Apoplasten sekretiert werden, wahrend in der Vakuole vor allem basische Chitinasen zu
finden sind (Kasprzewska, 2003). Eine andere Vermutung ist, dass die Chitinase durch die
Insertion der T-DNA in das zugehdrige Gen so verandert wurde, dass sie nicht mehr in den
Apoplasten sekretiert werden konnte, sondern sich im Cytoplasma anreicherte.
AbschlieRend bleibt auf jeden Fall festzuhalten, dass die Uberexpression des Gens
At5g24090 fir die Chitinase keinen erkennbaren Schutz gegen die Infektion mit Verticillium
longisporum bot.

Tab. 5.3: Zusammenstellung der Publikationen zu den unter Verticillium-Einfluss differentiell
aufgetretenen Proteinen mit dem Namen des Erstautors und einer kurzen Beschreibung des hier
relevanten Inhalts der Publikation.

Protein AGI-Nummer Autor Inhalt

Serin-Carboxy- At4g12910 Fraser et al. 2005 Weist Ahnlichkeit zu einer Wund- und
peptidase Jasmonat-induzierbaren Serin-
Carboxypeptidase in Tomate auf

Germin-ahnliches At5g20630 Boudart et al. 2005 In AWF von Arabidopsis thaliana Rosetten
Protein (GER 3) gefunden
Carter et al. 1998 Beschreibung von 12 Germin Proteinen

Chamont et al. 2005 Unter sekretierten Proteinen gefunden
Membré et al. 2000  Beschreibung von GER 1,2,3

Narusaka et al. 2004 Induzierbar durch Colletotrichum
higginsianum

Segarra et al. 2003 Germin als Protease-Inhibitor im
Blattapoplasten

Staiger et al. 1999 Zyklische Regulation von GER3

Peroxidase 52 At5g05340 Ludwikow et al. 2004 Verstarktes Auftreten unter Ozon-
induziertem oxidativen Stress
Peroxidase 34 At3g49120 Bindschedler et al. Untersuchung von Peroxidase-
2006 abhangigem oxidativem burst in
Arabidopsis
Passardi et al. 2006  Involviert in Wurzelstreckung

Peroxidase At4g37530 Yang et al. 2005 Gensequenzen von At4g37520 und
At4g37530 zu 92 % homolog
o-Galactosidase  At5g08370 Chrost et al. 2007 Funktion in der Blattentwicklung

Bayer et al. 2006 Im Zellwandproteom gefunden
Chitinase At5g24090 Passarinho & de Vries Identifikation von 24 Chitinasen in
2002 Arabidopsis

Samac & Shah,1991 Induktion durch Rhizoctonia solani

Lektin-ahnliches At3g16530 Ramonell et al. 2005  Chitin induzierbar

Protein
Zhang et al. 2002 Chitin induzierbar
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5.3.2 Das extrazellulare Proteom von Raps unter Verticillium-Einfluss

In verschiedenen Pflanzen wurde nachgewiesen, dass die Infektion mit V. dahliae zu einer
verstarkten Expression bzw. Aktivitdt von Glucanasen fiihrt (McFadden et al., 2001; Dubery
& Slater, 1997). Im Xylemsaft und in der AWF von Raps konnten wir unter Verticillium-
Einfluss ebenfalls ein Protein mit Ahnlichkeit zu einer basischen Glucanase aus Brassica
juncea bzw. zu einer B-1,3-Glucanase (At3g57240) aus Arabidopsis identifizieren. Die
Expression dieses Proteins war auch unter dem Einfluss von Pseudomonas syringae erhoht
(Dong et al., 1991). B-1,3-Glucanasen sind Mitglieder der PR-2 Proteine und werden durch
Pathogen-Infektion induziert. Sie hydrolysieren B-1,3-Glucan, eine Hauptstrukturkomponente
in pilzlichen Zellwanden (Doxey et al., 2007). So konnten beispielsweise auch Rep et al.
(2002) bei Fusarium oxysporum infizierten Tomaten das verstarkte Auftreten einer sauren
und einer basischen Glucanase im Xylemsaft nachweisen.

Ein weiteres im Xylemsaft und Blattapoplasten von Raps unter Verfticillium-Einfluss verstarkt
vorkommendes Protein wies Ahnlichkeit zu einem PR-4 Protein (AF528181) aus Brassica
rapa auf. In Brassica rapa wurde gezeigt, dass dieses PR-4 Protein durch Infektion mit
Pseudomonas syringae induzierbar ist (Park et al., 2005; Ryang et al., 2002). Die Expression
des kodierenden Gens flir PR-4 wurde durch Ethephon, eine Ethylen-freisetzende Substanz
induziert, aber nicht durch SA oder Methyljasmonat (Park et al., 2003; Park et al., 2005). Die
genauere Funktion dieses PR-4 Proteins bleibt noch zu klaren. Die verstarkte Expression
eines PR-4 Proteins wurde aufierdem von Fidantsef et al. (1999) bei pilzlicher und
bakterieller Infektion sowie bei Insektenfral® an Tomaten beobachtet. In Arabidopsis zeigte
Johansson et al. (2006), dass in Verticillium-infizierten Pflanzen 7 Tage nach Inokulation die
Expression eines Ethylen-abhangigen PR-4 Proteins stark erhoht war. Eine umfassende
Analyse von Raps-Xylemsaften wurde von Kehr et al. (2005) durchgefihrt. Unter den dort
identifizierten Proteinen befand sich ebenfalls die von uns identifizierte Glucanase
(At3g57240), jedoch nicht das von uns identifizierte PR-4 Protein.

Im Rapsapoplasten konnten weitere differentiell auftretende Proteine identifiziert werden.
Dabei handelte es sich um eine Peroxidase und eine basische Endochitinase.
Moglicherweise handelt es sich bei der nicht-identifizierten Proteinbande im Xylemsaft mit
einem Molekulargewicht von 19 kDa ebenfalls um die mit dem gleichen Molekulargewicht in
der AWF auftretende Endochitinase (Abb. 4.2). In Hoéhe des Molekulargewichts des als
Peroxidase im AWF identifizierten Proteins zeigte sich im Xylemsaft unter Verticillium-
Infektion keine verstarkte Proteinbande.

Ein Protein, dass bei Kontrollpflanzen eine weniger starke Bande bildete, wurde im
Apoplasten Verticillium-infizierter Rapspflanzen aus einem eindimensionalen Gel identifiziert.
Dieses Protein wies Ahnlichkeit zu einem hier in Arabidopsis gefundenen Germin-dhnlichen
Protein auf (GER3, At5g20630; siehe auch Tab. 4.9). Fir dieses Protein konnte im Xylemsaft
keine Bande beobachtet werden. Auch in den zweidimensionalen Gelen der AWF wurde das
Protein nicht als differentiell identifiziert. Wie bereits unter 5.3.1 erwahnt, unterliegt dieses
GER3-Gen einer zyklisch-regulierte Transkription (Staiger et al., 1999) mit einer hohen
Expression zu Beginn der Dunkelphase. Alle Pflanzen in der vorliegenden Arbeit wurden
zwar vormittags, wahrend der Lichtphase geerntet, aber mdglicherweise hat sich hier
trotzdem ein leichter Effekt durch eine zyklisch-regulierte Transkription gezeigt.



Diskussion 99

Im Zusammenhang mit der Untersuchung von Xylemsaft und AWF tauchte die Frage auf,
inwiefern der Xylemsaft ein Kontinuum mit den Proteinen des Blattapoplasten bildet.
Insgesamt betrachtet unterscheiden sich die Proteinmuster in den Gelen von Xylemsaft und
AWF zwar deutlich (Abb. 4.7), was gegen ein absolutes Kontinuum von Xylemsaft- und
AWEF-Proteinen spricht, aber die V. longisporum induzierten Proteinantworten gehen, wie die
Beispiele Glucanase und PR-4 Protein zeigen, zumindest zum Teil ineinander Uber.

5.3.3 Verticillium-induzierte Antworten in Raps und Arabidopsis im Vergleich

Bei der Untersuchung der beiden Brassicaceen Arabidopsis und Raps stellte sich die Frage,
ob und inwiefern sich die Spezies in ihrer Reaktion auf V. longisporum unterscheiden. Im
Hinblick auf die extrazellulare Proteinantwort wurden sowohl Unterschiede wie auch
Gemeinsamkeiten gefunden. In Tabelle 5.4 sind die unter Verticillium-Einfluss in Arabidopsis
und Raps differentiell aufgetretenen Proteine im Vergleich dargestellt.

Tab. 5.4: Unter Verticillium-Einfluss in Arabidopsis thaliana und Brassica napus differentiell
aufgetretene Proteine im Vergleich. T bedeutet, ein verstirktes Auftreten des Proteins durch
Verticillium-Infektion, 4 ein vermindertes Auftreten.

Arabidopsis thaliana Brassica napus

Serin Carboxypeptidase Glucanase 0
a-Galactosidase PR-4 Protein 0
Peroxidase (At5g05340) Chitinase 0
Peroxidase (At3g49120) Peroxidase (At5g05340) T

Peroxidase (At4g37530)
Chitinase

Germin-ahnliches Protein (GER3)

s T T S e

Lektin-ahnliches Protein

In Arabidopsis konnten in der AWF als Reaktion auf Verticillium drei verstarkt auftretende
Peroxidasen gefunden werden, im Rapsapoplasten wurde eine verstarkt auftretende
Peroxidase identifiziert. Diese wies Ahnlichkeit zu der Peroxidase At5g05340 aus
Arabidopsis auf, die auch in Verticillium-infizierten Arabidopsis als besonders stark
hochreguliert identifiziert wurde. Die Peroxidase-Aktivitdt war in Verticillium-infizierten
Arabidopsis-Pflanzen stark erhoht, was bei Raps nicht nachgewiesen werden konnte. Das
Germin-ahnliche Protein (At5g20630), das bei Verticillium-Infektion in Arabidopsis 25 Tage
nach Inokulation verstarkt auftrat, trat dagegen in Raps nicht verstarkt auf. Bei Betrachtung
der Expression des Gens At5g20630 in Verticillium-infizierten Arabidopsis im
Infektionsverlauf (Abb. 4.25), wird allerdings deutlich, dass die Expression dieses Gens stark
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schwankte und nur zu den Zeitpunkten 25 und 35 Tage nach Inokulation signifikant verstarkt
auftrat. Auch andere Proteine, wie die Serin Carboxypeptidase, die a-Galactosidase und das
Lektin-8hnliche Protein, die im Apoplasten von Arabidopsis unter Verticillium-Einfluss
differentiell auftraten, zeigten sich in Raps nicht differentiell. Dagegen wurden die in Raps
durch die Infektion am deutlichsten verstarkten Proteine, die Glucanase und das PR-4
Protein in Arabidopsis nicht als differentiell auftretende Proteine identifiziert. Die Reaktionen
von Arabidopsis und Raps auf Verticillium zeigten demnach deutliche Unterschiede. Eine
Erklarung dafur kdnnte sein, dass die Infektion in Raps sich in einem anderen Stadium
befand als in Arabidopsis. Ein Indiz fiir eine weniger fortgeschrittene Infektion bei Raps ist,
dass noch keine Pilz-DNA in den Stangeln nachgewiesen werden konnte, wahrend in den
Blattstdngeln von Arabidopsis zum Untersuchungszeitpunkt deutlich nachweisbare Mengen
Verticillium-DNA vorhanden waren.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Verticillium-Arten sind weltweit in gemaRigten und subtropischen Regionen verbreitete
xylembesiedelnde Pilze, die viele ©6konomisch bedeutsame Kulturpflanzen befallen.
Verticillium longisporum ist vor allem auf Brassicaceen, wie z.B. Blumenkohl, Senf und Raps
spezialisiert. Besonders mit der Intensivierung des Rapsanbaus in Europa wurde ein
verstarktes Auftreten von V. longisporum zum Problem. Die Bekampfung des Pilzes in der
Landwirtschaft wird sowohl durch die lange Lebensdauer von Verticillium-Dauerformen im
Boden, als auch durch seine Lebensweise im Xylem erschwert. Ein besseres Verstandnis
der Interaktionen zwischen V. longisporum und seinen Wirtspflanzen ist wichtig, um in
Zukunft Strategien zu entwickeln, die eine weitere Verbreitung des Pilzes verhindern.

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Beschreibung des extrazellularen Proteoms
der Brassicaceen Raps (Brassica napus) und Arabidopsis thaliana unter Einfluss von
Verticillium longisporum. Raps wurde dabei als Beispiel fir eine landwirtschaftlich
bedeutsame Pflanze herangezogen, wahrend die Modellpflanze Arabidopsis thaliana eine
geeignete Plattform fir molekulare Analysen bot. Methodisch musste flr die extrazellularen
Proteomanalysen zunéchst die Gewinnung von apoplastischen Waschflissigkeiten und von
Xylemsaften optimiert werden. V. longisporum bedingte Schaden an den Pflanzen sollten
umfassend mit Hilfe 6kophysiologische Parameter charakterisiert und in Relation zur
Infektionsdauer gesetzt werden. Dies sollte den Vergleich der Arabidopsis thaliana Okotypen
Columbia und Landsberg erecta hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegeniiber Verticillium
longisporum  ermdglichen und die Grundlage zur Etablierung  geeigneter
Anzuchtbedingungen fiir die spateren Proteomanalysen bilden.

Die beiden Arabidopsis-Okotypen Columbia und Landsberg erecta zeigten eine &hnliche
Empfindlichkeit gegenlber V. longisporum. Aufgrund einer grof3eren Biomasseproduktion
wurde fir weitere Analysen der Okotyp Columbia bevorzugt. Zur Bildung groRer Rosetten
wurden die Arabidopsis-Pflanzen unter Kurztagsbedingungen (8 h Licht) angezogen, im
Gegensatz zu den sonst Ublichen Langtagsbedingungen (16 h Licht). So konnten auch
Interferenzen der Pilzinfektion mit einer vorzeitigen Blite verhindert werden.

Zur Charakterisierung von Krankheitssymptomen an V. longisporum infizierten Raps- und
Arabidopsis-Pflanzen wurden Chlorophyllgehalte, Chlorophylifluoreszenz, Photosynthese,
Frischmassen und Blattflachen bzw. Sprosshthen der Pflanzen gemessen. Besonders
deutlich war eine durch den Pilz hervorgerufene Reduktion der Rosettenflache bei
Arabidopsis und eine Reduktion der Sprosshohe bei Raps, die im weiteren Infektionsverlauf
auch als Frischmassenverlust nachweisbar war. Bei beiden Pflanzenarten waren durch die
Infektion sowohl der Chlorophyligehalt als auch die mittels Chlorophyllfluoreszenz
gemessene maximale photosynthetische Quantenausbeute der Blatter reduziert. Anhand
von Elektrolytleitfahigkeitsmessungen konnte gezeigt werden, dass die Zellmembranen der
Blatter zum Untersuchungszeitpunkt durch den Pilz nicht geschadigt waren.
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Eine Quantifizierung von Verticillium-DNA in den oberen Pflanzenteilen mittels quantitativer
real time PCR zeigte, dass die Symptomauspragung in keinem direkten Zusammenhang mit
der Pilzmenge stand. Dies ist ein Hinweis darauf, dass nicht der direkte Pilzkontakt sondern
von V. longisporum ausgehende Signale, direkt oder indirekt Uber die Pflanze, die Symptome
an den oberirdischen Pflanzenteilen ausldsen. In Arabidopsis thaliana wurden zusatzlich der
Wasserhaushalt und die Nahrstoffsituation in den Blattern Gberprift. Dadurch konnte
ausgeschlossen werden, dass ein mdglicherweise durch den Pilz hervorgerufener
Trockenstress oder Nahrstoffmangel zur Symptomauspragung fuhrt.

Die Anzucht- und Inokulationsbedingungen wurden sowohl fiir Raps als auch fur Arabidopsis
dahingehend optimiert, dass sich deutlich sichtbare Infektionssymptome zeigten, aber
gleichzeitig zur Durchfihrung von Proteomanalysen gentigend Material zur Verfligung stand.
Zu einem geeigneten Zeitpunkt wurden apoplastische Waschflissigkeiten (AWF) mit Hilfe
einer Infiltrations-/Zentrifugationstechnik aus Blattern von Raps und Arabidopsis zur
Charakterisierung und Identifizierung extrazellularer Proteine gewonnen. Mittels einer
Scholander-Druckbombe wurden Xylemsafte aus Raps extrahiert, aus denen ebenfalls
extrazellulare Proteine identifiziert wurden. Kontaminationen mit symplastischen Proteinen
konnten nicht vollstandig vermieden werden, obwohl die Aktivitat des Markerenzyms
Malatdehydrogenase in der AWF mit etwa 0,005 % der Aktivitat aus Gesamtblattextrakten
vergleichsweise gering war.

Da die Zusammensetzung der extrazellularen Proteome von Pflanzen noch nicht vollstandig
geklart ist, wurden dominante apoplastische Proteine der nicht-infizierten Pflanzen aus
zweidimensionalen Gelen identifiziert. Dieses gelang durch massenspektrometrische
Analysen mit anschlieender Recherche in der NCBI-Datenbank fir 19 Raps- und 39
Arabidopsis-Proteine. Bei den identifizierten sekretorischen Proteinen handelte es sich vor
allem um proteolytische, hydrolytische, Kohlenhydrat-bindende und an Abwehrreaktionen
beteiligte Proteine.

Zur ldentifizierung differentiell auftretender apoplastischer Proteine aus V. longisporum-
infizierten Pflanzen und Kontrollpflanzen wurden jeweils sechs zweidimensionale Gele
mittels Proteomweaver Software verglichen und statistisch ausgewertet. Im Arabidopsis-
Apoplasten konnten durch massenspektrometrische Analysen und anschlieBende NCBI-
Datenbank-Recherche sieben, durch V. longisporum Infektion differentiell auftretende
Proteine, identifiziert werden. Verstarkt traten eine Serin Carboxypeptidase, eine a-
Galactosidase, ein Germin-ahnliches Protein und drei Peroxidasen auf. Quantitative real time
PCR Analysen untermauerten die Ergebnisse der Proteomanalyse. Durch
Aktivitatsmessungen in den AWF aus infizierten Pflanzen konnten zehnfach erhdhte
Peroxidase-Aktivitditen nachgewiesen werden. Ein erhdhter Ligningehalt in den Zellwé&nden
infizierter Arabidopsis deutete auf eine Funktion der Peroxidasen in der Verstarkung von
Zellwénden zum Schutz vor einem Eindringen des Pilzes hin. Ein Lektin-ahnliches, als Chitin
induzierbar beschriebenes Protein, trat im Arabidopsis-Apoplasten unter Verticillium-Einfluss
schwacher auf. Die geringere Expression dieses Gens uber den gesamten untersuchten
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Infektionsverlauf legte die Vermutung nahe, dass V. longisporum in der Lage ist, die
Expression des Gens zu unterdriicken. Ob dies fur die erfolgreiche Besiedelung durch den
Pilz von Bedeutung ist, bleibt zu klaren.

Der Raps-Apoplast wies unter Verticillium-Einfluss eine verstarkt auftretende Glucanase,
eine Chitinase, eine Peroxidase und ein PR4-Protein auf. Im Xylemsaft der infizierten
Rapspflanzen konnten die gleiche Glucanase und das gleiche PR4-Protein wie in der AWF
als differentiell auftretende Proteine identifiziert werden.

Da Chitinasen haufig im Zusammenhang mit Verticillium-Infektionen beschrieben wurden,
hier auch in Raps, war das Fehlen von verstarkt vorkommenden Chitinasen im Apoplasten
von Arabidopsis unerwartet. Genexpressionsanalysen fir eine saure Endochitinase mit der
AGI-Nummer At5924090 zeigten nach Verticillium-Inokulation eine deutlich erhdhte
Expression. Die Uberexpression dieses Chitinase-Gens in einer T-DNA Insertionsmutante
fuhrte aber im Vergleich zum Wildtyp zu keiner erhohten Resistenz gegenlber V.
longisporum.

Die Gesamtbetrachtung der Ergebnisse zeigte, dass eine Infektion mit V. longisporum bei
Raps und Arabidopsis zu einer ahnlichen Symptomauspragung filhrte. Eine
Symptomauspragung durch pilzlich bedingten Trockenstress oder Nahrstoffmangel konnte
ausgeschlossen werden. Ein direkter Pilzkontakt in den betreffenden Pflanzenteilen ist nach
vorliegenden Erkenntnissen fur die Symptomauspragung nicht erforderlich. Die Ergebnisse
stitzen die Vermutung, dass von V. longisporum ausgehende Signale, direkt oder indirekt
die Symptomauspragung bewirken. Trotz &ahnlicher Symptomauspragungen waren die
extrazellularen Proteinantworten der beiden Pflanzenarten teilweise verschieden, was
eventuell auf unterschiedliche Infektionsstadien zuriickzufiihren ist. Die nahere Funktion, der
unter Verticillium-Einfluss differentiell auftretenden Proteine, muss nun funktionell untersucht
werden. Fir Arabidopsis deuten die vorliegenden Ergebnisse auf eine Funktion der
Peroxidasen in der Verstarkung von Zellwéanden hin.
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8. ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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al.
APS
AWF
BCA
BSA
bzw.
ca.
CBB
cDNA
CHAPS
C/N
CTAB
dd H,O
d. h.
dNTPs
DNA
DTT
EDTA
ET

FM

g
GuPOD
GUS

h

IEF
IPG
JA
kDa
KPP

L
LC-MS
M
MDH
mg

mi
MEA-Puffer
min
MOPS
MPa

Abbildung

Arabidopsis Genome Initiative
altera

Ammoniumpersulfat

apoplastische Waschflissigkeit
Bicinchoninic acid
Rinderserumalbumin
beziehungsweise

cirka

Coomassie Brilliant Blue
komplementare DNA
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfat
Kohlenstoff/Stickstoff
Cetyltrimethylammoniumchlorid
doppelt demineralisiertes Wasser
das heif3t
Desoxynukleosidtriphosphate
Desoxyribonukleinsdure
1,4-Dithio-DL-threitol
Ethylendiamintetraacetat

Ethylen

Frischmasse

Gramm

Guajakolperoxidase
B-Glucuronidase

Stunde

Isoelektrische Fokussierung
Immobilisierter pH-Gadient
jasmonic acid, Jasmonséaure
Kilodalton

Kaliumphosphatpuffer (KH,PO./K,HPO,-Puffer)
Liter
Flussigkeitschromatographie-Massenspektrometrie
Molar, mol/L

Malatdehydrogenase

Milligramm

Milliliter
MOPS-EDTA-Natriumacetat Puffer
Minute
3-N-Morpholino-propansulfonsaure
Megapascal
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MW Molekulargewicht

n nano (10

NAD Nicotinamidadenindinukleotid

NCBI National Center for Biotechnology Information
PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacryamid-Gelelektrophorese

PCR Polymerasekettenreaktion

PR pathogen related

PVPP Polyvinylpolypyrrolidon

RNA Ribonukleinséure

RNase Ribonuklease

POX Peroxidase

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

Rubisco Ribulose-1,5-bisphosphatcarboxylase/-oxygenase
S Sekunde

SA salicylic acid, Salicylsaure

SAR systemic acquired resistance

SCLP Serin Carboxypeptidase ahnliches Protein
SDS sodiumdodecylsulfate, Natriumdodecylsulfat
SE Standardfehler

SSTE-Puffer
Tab.

TCA
TEMED

™

Tm

Tris

Triton X-100
U

viv

VL43

Vol

wiv

WT

z.B.

u

Natriumchlorid-SDS-Tris-EDTA-Puffer
Tabelle

Trichloressigsaure
Tetramethylethylendiamin
Trockenmasse
Schmelztemperatur
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Octylphenol-polyethylenglycol

Unit

Volumen pro Volumen

Verticillium longisporum Stamm 43
Volumen

Gewicht pro Volumen

Wildtyp

zum Beispiel

mikro (10°)
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9. ANHANG

9.1 Peroxidasen Sequenzvergleich
Der Sequenzabgleich wurde mit dem Programm CLUSTAL W (Version 1.83; multiple
sequence alignment (cDNA)) durchgefiihrt. Die jeweiligen Primer wurden in der Sequenz

markiert.

AEAG37530 s mmm e e e e e e e e
At5g06720 —mmmmmmmmmmmm - ATGATCAGTCAAGAAATACGCGTTTAATCGACTTTTTCTCTCTA 44
AE5G05340 mmmmm e m e e e e e
At3g49120 AAAAGGAAACTATTCGTTTGCTGTTCTAGATAAAAGCCTTTAATTGAGAAAAAGAAAATG 60
AEAG37530 s mmm e e e e e e e e
At5306720 TATATACAATTCTTTCAAAATGATCAAACATAGTCATAAGTTCCGCACCAATCAGTGGAA 104
AE5Q05340 s mmmmmm e e AAGTACAACAATCAA 15
At3g49120 CCTCCAGCTTTGACCCGTTTTGCCTATAAAAGGATTCTCTAAGATATGGACTTTCCTCAT 120
At4g37530 s mmmm e e m e e AAATGGTTGTGATGAACA 18
At5306720 ATAACTAATCAAAACTCTGTATCATCGTTTTCAAAACCTAATTAATGGCTGTAACAAATC 164
At5g05340 CT-CTAAGTCTATTATATTCAAGT - - CTTTGTTTTAACCTAACAATGGCTTCAAATAAAC 72
At3g49120 CTTCTCGGGTAAACAGAATCAACTAGTTTTGTTTTTCCTCTTTCAAAAATGCATTTCTCT 180
* *
At4g37530 AAACGAATC-TCTTG- -TTGCTTATTCTCTCTCTTTTTCTCGCCAT - - - - - - CAACCTCT 69
At5306720 TTCCTACTTGTGATGGTTTGTTCATTATCAGTCTTATTGTCATCGTTTCT - TCAATATTT 223
At5g05340 TTATTTCGATTCTAGTTCTCGTAGTTACACTT - - TTACTCCAAGGTG- - - -ATAACAATT 126
At3g49120 TCGTCTTCAACATCGTCCACTTGGACAATCTTAATCACATTGGGATGTCTTATGCTTCAT 240
* * * * * *
At4g37530  —-mm-mm--- CCTCCGCTCAACTCCGCGGCGACTTCTACGCCGGAACTTGTCCGAACGTC 119
At5306720 GGGACAT- - - CATCTGCGCAACTAAACGCAACATTTTACTCTGGGACTTGTCCCAACGCC 280
At5g05340 ACGTCGT- - - -CGAAGCACAACTCACGACTAACTTCTACTCAACCTCTTGCCCCAACCTC 182
At3g49120 GCATCTTTGTCCGCTGCTCAACTCACCCCTACCTTCTACGATAGGTCATGTCCTAATGTC 300
**k kkkkk **x k**kx * k%% *%k ** *
At4g37530 GAGCAAATCGTCAGAAACGCCGTACAGAAAAAAATCCA-ACAAACTTTCACCACCATTCC 178
At5g06720 TCTGCCATCGTACGCAGCACTATTCAGCAAGCTCTTCA- ATCCGATACAARGAATCGGAGC 339
At5g05340 CTCTCCACCGTCCAAACCGCCGTTAAATCTGCCGTTAACAGCGAGGC - TCGAATGGGTGC 241
At3g49120 ACTAACATCGTACGAGAAACCATTGTAAATGA - GTTAAGGTCGGACCCTCGTATCGCTGC 359
* k*kx * * * * * *
At4g37530 CGCCACTCTACGCCTCTATTTCCATGATTGTTTCGTCAATGGATGTGATGCATCAGTGAT 238
At5g06720 CAGCCTCATCCGCCTTCATTTTCATGACTGTTTTGTTAATGGATGTGATGCATCGATCTT 399
At5g05340 ATCTATCCTCCGTCTCTTCTTCCACGATTGCTTTGTCAACGGATGCGACGGTTCGATTCT 301
At3g49120 GAGCATCCTTCGTCTTCACTTCCACGACTGCTTTGTTAATGGTTGTGACGCATCCATCTT 419
* ** *% **k *k* *kk **k *k **k k*k*k **k ** **k * * % * *
At4g37530 GATAGCGTCGACAAATACTAATAAGGCGGAGAAGGATCATGAGGATAATTTATCGTTGGC 298
At5g06720 GCTTGACGACACTGGAAGCATCCAGAGCGAGAAGAACGCTGEGTCCGAATGTAAACTCAGC 459
At5g05340 ACTAGACGATACGTCAAGCTTCACAGGAGAACAAAACGCGGCTCCAAACCGCAATTCAGC 361
At3g49120 GTTAGACAACACGACATCATTTCGAACAGAGAAAGATGCGTTTGGAAACGCAAATTCGGC 479
* % * % * % * * * % * * %
At4g37530 CGGAGATGGATTCGACACCGTCATTAAAGCTAAAGAAGCTGTTGACGCCGTCCCAAATTG 358
At5g06720 TAGAG- - -GATTCAACGTTGTTGATAATATCAAGACTGCCCTCGAAAACGC- - - - - - TTG 510
At5g05340 TCGTG- - -GGTTTAATGTGATCGACAACAT CAAATCAGCGGTTGAGARAGC - - - - - - ATG 412
At3g49120 TCGGG- - -GATTTCCAGTGATTGATAGAATGAAAGCTGCGGTGGAGAGGGC- - - - - - ATG 530
* % * k% * * * % * % * k% * * %
At4g37530 TCGTAACAAAGTTTCTTGCGCTGATATTCTCACGATGGCCACTCGTGACGTCGTTAATCT 418
At5g06720 CCCTGGTGTTGTCTCTTGCTCTGACGTTTTAGCCCTTGCCTCTGAGGCTTCTGTGTCTTT 570
At5g05340 TCCCGGGGTTGTGTCTTGTGCTGATATCTTAGCCATTGCTGCTAGAGACTCCGTCGTAGC 472
At3g49120 CCCAAGAACCGTTTCATGCGCAGATATGCTCACCATTGCAGCTCAACAATCTGTCACTTT 590
* *%k ** **% * k% * * * * k% * % * %
At4g37530 TGCGGGTGGACCACAATACGCCGTAGAATTGGGAAGGCGAGATGGACTTTCGTCGTCGGC 478
At5306720 GGCAGGAGGGCCATCATGGACTGTATTATTAGGAAGAAGAGATAGTCTCACGGCCAACCT 630
At5g05340 CCTTGGAGGACCGAACTGGAATGTGAAAGTAGGAAGAAGAGATGCAAGAACGGCGAGTCA 532
At3g49120 GGCAGGAGGTCCTTCTTGGAGGGTTCCTTTGGGAAGGAGAGACAGTTTACAAGCATTCCT 650

**k ** k% * * * * kkkk*k * k% %k *
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At4g37530
At5306720
At5305340
At3g49120

At4g37530
At5306720
At5305340
At3g49120

At4g37530
At5306720
At5305340
At3g49120

At4g37530
At5306720
At5305340
At3g49120

At4g37530
At5306720
At5305340
At3g49120

At4g37530
At5306720
At5305340
At3g49120

At4g37530
At5306720
At5305340
At3g49120

At4g37530
At5306720
At5305340
At3g49120

At4g37530
At5306720
At5305340
At3g49120

At4g37530
At5306720
At5305340
At3g49120

At4g37530
At5306720
At5305340
At3g49120

At4g37530
At5306720
At5305340
At3g49120

At4g37530
At5306720
At5305340
At3g49120

TTCTAGCGTCACAGGGAAGCTACCCAAACCGACCTTTGATCTCAACCAACTCA-ATGCAC
CGCCGGTGCAAATTCGTCCATTCCTTCTCCCATCGAAAGCCTAAGCAACATCACATTTAA
AGCGGCAGCGAATAGTAACATTCCGGCACCGACTTCGAGTCTGAGCCAACTCA-TTAGTA

GGAACTCGCTAATGCAAATCTTCCAGCTCCATTCTTTACACTTCCACAACTTA-AAGCCA
* ok * Kk * % * % * Kk

TTTTCGCAGAAAACGGTCTTA- - -GCCCTAATGACATGATCGCTCTCTCCGGGGCACACA
ATTTT-CGGCTGTCGGGCTTA- - -ATACAAACGATCTGGTAGCCTTATCTGGTGCGCATA
GTTTCAGTGCTGTTGGACTC- - -TCCACCAGAGATATGGTTGCTCTCTCTGGCGCACACA
GCTTCAGAAATGTTGGTCTCGATCGTCCTTCTGATCTCGTTGCTCTCTCCGGTGGTCACA

* % * %k k* * * % * * k% * **% *x% *x * % %

CATTAGGATTCGCGCATTGCACAAAAGTTTTCAATCGGCTATACAATTTCAACAAGACAA
CGTTCGGGCGTGCTCGATGTGGAGTATTCAACAACAGACTATTTAACTTCAGCGGGACAG
CGATCGGACAATCCCGTTGCACGAACTTCCGAGCGAGAATCTACAA----~-~- CGAGACAA

CATTTGGTAAAAATCAATGTCAGTTTATTCTTGACAGATTATACAATTTCAGCAACACAG
* ok kK * k% * * ok ok kK * * k k

ATAACGTGGATCCCACGATTAACAAAGATTACGTGACAGAGCTAAAAGCGTCGTGTCCTC
GAAATCCCGATCCAACTCTAAACTCAACGCTTCTGAGCACTCTTCAACAGCTATGTCCTC
ACAT---CAATGCCGCCTTCGCCACGACACGTCAACGAACTTGCCCTAGAGC---CTCCG
GTTTACCCGACCCTACACTCAACACTACTTACCTCCAAACTCTTCGTGGACTATGCCCCC

* * * * * *

AAAACATAGATCCAAGAGTGGCTATTAACATGGATCCCAATACACCAAGACAATTCGACA
AAAACGGTAGCGCATCAACGATCACCAATCTTGATTTGAGCACACCAGATGCGTTCGATA
GTTCCGGCGACGGAAA- - -CCTAGCTCCACTAGACGTCACCACGGCAGCTTCTTTCGACA

TTAATGGCAATCGAAGTGCCTTGGTAGATTTTGATCTACGTACGCCTACGGTTTTCGACA
* * k% *% *kkkk ok

ACGTTTACTACAAAAACTTGCAACAAGGGAAAGGATTGTTCACGTCTGATCAAG---TCT
ACAATTACTTCGCCAACCTTCAGAGCAACGATGGACTTCTTCAGTCAGACCAAGAGCTGT
ACAACTACTTCAAGAATCTCATGACTCAGAGAGGGCTCCTCCATTCCGACCAAG---TGC

ACAAATACTACGTGAATCTCAAAGAGCGAAAAGGTCTTATCCAGAGCGACCAAGAGTTGT
* % *hk* * **  x ** ok ok *k kkkk *
TATTCACCGATAGTCGGTCAA--AGC-CAACCGTTG------ ACTTATGGGCTAATAATG
TCTCTACCACCGGTTCATCCACCATCGCGATTGTTA---~-~-- CTTCGTTCGCAAGTAACC
TCTTCAACGGCGGC- - -TCTACTGACTCCATCGTCC------ GTGGATACAGCAACAATC
TCTCTAGCCCCAAT - - -GCCACTGACACAATCCCCTTGGTGAGAGCATATGCTGATGGCA
* kK ok * % * ok *x *

GACAGTTGTTTAATCAAGCTTTTATTAGCTCGATGATCAAGCTTGGTCGTGTTGGTGTTA
AGACTCTGTTTTTTCAGGCCTTTGCACAGTCCATGATCAATATGGGGAATATTAGTCCCT
CGTCGAGCTTTAACTCTGACTTCACGGCGGCGATGATAAAAATGGGTGATATCAGCCCGT

CACAAACATTCTTCAATGCATTTGTGGAGGCAATGAATAGGATGGGAAACATTACACCAA
* % * Kk * kkkk ok * Kok *

AAACTGGTAGTAATGGTAATATTCGTCGTGATTGCGGAGCTTTCAATT - -AATTTAAATA
TGACTGGGAGTAATGGAGAGATTAGGTTAGACTGTAAGAA- - - -GGTT- -AATGGAAGTT
TGACTGGTAGTAGCGGTGAAATCCGCAAGGTTTGCGGGAGGACCAACT - -GATTCAAGTC

CTACAGGAACTCAAGGACAAATCAGATTGAACTGTAGAGTTGTGAACTCCAACTC-~--TC
*k kk Kk ok *k ok kk ok * % * * *

TATCTGTTTAAGATATTGTTTATTTGCACTCATTTGTATTGGGATTTGGGAATGGGATGG
GATTTCCTTAAAGCTCATTTTCTTTGAAAAAACAT -TGGCAAGCTTTGG- - -TTGAATAA
TACTCCACGTGTCTTTTTCCTATTGGATTTACCTTTTATTATTTGAGTTGGTGAGTATAA

TGCTCCATG-ATGTGGTGGATATCG- -TTGAC- -TTTGTTAGCTCTAT - -GTGAGAATTG
* ok * ok * Kk

GTCTCATGAAGCTGGTT-CAGCTAAAATGTA-ATAATTCTGGTT - -TTGGGTTTTAGTT -
TTTTTGTTATCATAATCACATCAAATCTGTA-TTGCACTTAAATCATTCTAAGCAAATT -
TAAAGATTGATCTTCTCCAAAAAAATTCGAAGGTCCCTTTCAATGTTTTTTTTTTGTTTG

TTTACCCAATATGTGGCTACAAGAATACATATATATTAATGAATAAAACTCTCAAGAC- -
* % * ok * *

- - -TGCTATATATCGCAAAACTAAATTGTAGATATGGAGTGGCAAAAAGGAAATAATATA
- - ~TATGATAAAT - - -GAAATTAAATCARAAAC - - === === === === === === — ===
CTTTGCTTTGTGTTGAAGTGTGTATTTCCGCATTAAAAATCTAATGAAAATTATTCCATT

* * * %

CATGATTAGTCCCAATGGGCAATGAC 1198

537
690
591
709

594
746
648
769

654
806
702
829

714
866
756
889

774
926
813
949

831
986
870
1009

882
1040
921
1066
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9.2  Uberpriifung der T-DNA Insertion in das Chitinase-Gen At5g24090

Die Lange der codierenden Sequenz des Chitinase-Gens betragt 909 bp, wobei die T-DNA
nach Basenpaar 846 bp inseriert ist. Mittels PCR-Analyse wurde die T-DNA Insertion in das
Zielgen Uberprift (Abb. 8.1). Mit den Gen-spezifischen Primern RP und dem T-DNA Primer
LBb1 wurde ein 600 bp groRes PCR-Produkt amplifiziert, welches zeigt, dass die
untersuchten Pflanzen homozygot fiir die T-DNA Insertion in das Gen At5g24090 sind. Die
Wildtyp (WT) Pflanzen dienten als Negativkontrolle, hier wurde kein PCR-Produkt im Gel
sichtbar.

WT CHI M

Abb. 8.1: Insertionsiberprifung der T-DNA. Das Agarosegel zeigt Wildtyp (WT) Arabidopsis als
negative Kontrolle und die Chitinase Mutante (CHI) mit inserierter T-DNA jeweils aus drei Blattproben
von verschiedenen Pflanzen. Zur Verfligung gestellt von Dr. Thomas Teichmann.

9.3 Expressionsvergleich des Chitinase-Gens At59g24090 in Wildtyp- und Mutanten-
Pflanzen

In Abbildung 8.2 ist die Expression des Chitinase-Gens At5g24090 unter Einfluss von
Verticillium longisporum dargestellt. In mock-inokulierten Wildtyp-Pflanzen war keine
sichtbare Expression nachzuweisen. Die Behandlung mit Verticillium (VL43) flhrte bei den
Wildtyp-Pflanzen zu einer verstarkten Expression. Bei der Chitinase-Mutante wurde erwartet,
dass eine Insertion von T-DNA in ein Exon die Transkription des Gens verhindern wirde.
Stattdessen zeigte die T-DNA Insertionsmutante eine konstitutiv hochregulierte Expression,
die durch Verticillium-Infektion nicht noch starker erhéht wurde.

WT WT CHI CHI
mock VL43 mock VL43

T <

Abb. 8.2: Expressionsanalyse des Chitinase-Gens At5g24090 in mock- und Verticillium longisporum
(VL43)-infizierten Wildtyp (WT) Arabidopsis und der Chitinase T-DNA Insertionsmutante (CHI) aus
jeweils drei bzw. zwei unterschiedlichen Pflanzen. Zur Verfigung gestellt von Dr. Thomas Teichmann.
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