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Einleitung

L. Einleitung

1. Biocontrol-Aktivitat von Rhizosphirebakterien

Die Rhizosphére einer Pflanze beinhaltet die Wurzelepidermis einschlielich der Wurzelhaare
und des Cortex, eine Mucusschicht aus pflanzlichen oder bakteriellen Polysacchariden und
den Boden, der die Wurzel bis zu einem Abstand von drei Millimetern umgibt (Belandreau &
Knowles, 1978). Sie stellt einen Lebensraum fiir eine Vielzahl von Mikroorganismen dar. In
ihr finden Interaktionen zwischen Mikroorganismen und Pflanzen wie z. B. der Austausch
von Nihrstoffen statt. Die Entwicklung aktiver mikrobieller Populationen rund um die
Wurzeln ist als Rhizosphiren-Effekt bekannt (Whipps, 2001).

Es wurde beobachtet, dass eine Besiedelung der Wurzeln mit bestimmten
Rhizosphiarenbewohnern wie Bakterien oder Pilzen positive Effekte auf Pflanzen ausiiben
kann. Bakterien, die auf verschiedene Weise das Pflanzenwachstum stimulieren und so den
Ertrag von Nutzpflanzen steigern, werden als ,,plant growth promoting rhizobacteria® (PGPR)
bezeichnet (Kloepper et al., 1980). Aufgrund ihrer physico-chemischen und mikrobiellen
Eigenschaften konnen bestimmte Boden natiirlicherweise Krankheiten gegen pilzliche Erreger
wie z. B. Fusarium-, Gaeumannomyces-, Pythium- oder Phytophthora—Arten unterdriicken
(Whipps, 2001). In diesen Boden lebende Mikroorganismen {iiben iiber verschiedene
Mechanismen eine Biocontrol-Aktivitdt aus. Darunter versteht man die Unterdriickung von
Krankheitserregern mit Hilfe natiirlich vorkommender Mikroorganismen ohne den Einsatz
von chemischen Pflanzenschutzmitteln. In den letzten Jahren wurden grole Anstrengungen
zur Erforschung der zugrunde liegenden Wirkmechanismen unternommen, um geeignete
Organismen als Pflanzenstirkungsmittel und / oder Biocontrol-Wirkstoffe in Pflanzenbau und
Landwirtschaft einzusetzen (Zehnder et al., 2001).

Die unterschiedlichen Wirkmechanismen lassen sich in drei grole Gruppen unterteilen
(Tabelle 1). Die Produktion von Antibiotika oder fungizider Metabolite und die Kompetition
um Néhrstoffe hemmen direkt das Wachstum von Krankheitserregern in der Rhizosphére
(Bloemberg & Lugtenberg, 2001). Insbesondere Vertreter der Gattungen Pseudomonas,
Serratia und Burkholderia reduzieren so vor allem Pilzkrankheiten, hervorgerufen durch z. B.
Gaeumannomyces spp., Pythium spp. oder Verticillium spp. in diversen Pflanzenarten wie
z. B. Mais, Weizen, Raps oder Tomate (Buysens et al., 1996; Kalbe et al., 1996; Ligon et al.,
2000; Picard et al., 2000; s. Einleitung 1.1.1; 1.1.2).
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Tabelle 1: Zusammenstellung der wichtigsten Mechanismen der Unterdriickung von
Krankheiten und Steigerung des pflanzlichen Wachstums durch Rhizosphérebakterien.

Mechanismus

| Organismus

| Pflanzenspezies | Pathogen

| Literatur

Direkte Interaktionen zwischen Rhizosphirebakterien und Pathogenen

Antagonismus durch
die Produktion von
Antibiotika oder
Exoenzymen

Pseudomonas
spp.

Serratia spp.
Burkholderia spp.

Mais, Weizen,
Baumwolle, Raps

Gaeumannomyces spp.
Rhizoctonia solani,
Pythium ultimum,
Verticillium spp.

Kalbe et al., 1996;
Ligon et al., 2000;
Picard et al., 2000;
Raaijmakers et al.,
1997

Kompetition um
Nihrstoffe, z. B. Fe

Pseudomonas

spp-
Serratia spp.

Tomate, Raps

Pythium splendens,
Verticillium dahliae,
Rhizoctonia solani,
Sclerotinia
sclerotiorum

Buysens et al., 1996;
Kalbe et al., 1996

Induktion von pflanzlichen Abwehrreaktionen

Systemisch erworbene | Pseudomonas Bohne, Tabak, Botrytis cinerea Audenaert et al., 2002;
Resistenz (SAR) aeruginosa Tomate De Meyer et al., 1999;
TNSK2 De Meyer & Hofte,
1997
Induzierte systemische | Pseudomonas Rettich, Nelke, Fusarium oxysporum, | Pieterse et al., 2001;
Resistenz (ISR) fluorescens Tomate, Alternaria brassicicola, | Van Loon et al., 1998
WCS417r Ackerschmal- Pseudomonas syringae,
wand Peronospora parasitica
Stimulierung des Pflanzenwachstums
Biofertilisation Rhizobium spp. Leguminosen - Bloemberg &
Bradyrhizobium Lugtenberg, 2001;
spp-, Steenhoudt &
Azospirillum spp. Vanderleyden, 2000
Produktion von Pseudomonas Gurke - Beyeler et al., 1999;
Wachstumshormonen | spp. Kalbe et al., 1996;

(z. B. Auxine)

Serratia spp.
Azospirillum spp.

Steenhoudt &
Vanderleyden, 2000

Eingriff in den
Ethylenstoffwechsel

Pseudomonas
spp.

Glick et al., 1998

Im Gegensatz zu diesen direkten Interaktionen konnen manche Biocontrol-Bakterien auch
eine erhohte Resistenz in der Pflanze stimulieren, wobei die Unterdriickung der
Krankheitserreger allein durch die pflanzliche Abwehr erfolgt (Van Loon et al., 1998). Dabei
kann es sich zum einen um eine durch den Signalstoff Salicylsdure vermittelte Resistenz
handeln (systemisch erworbene Resistenz, SAR; s. Einleitung 4.1). Der Pseudomonas
aeruginosa Stamm 7NSK2 bewirkte in Bohnen-, Tabak- und Tomatenpflanzen eine erhdhte
Resistenz gegen Botrytis cinerea (Pers.: Fr.; Audenaert et al., 2002; De Meyer et al., 1999; De
Meyer & Hofte, 1997). Ein Salicylsdure-unabhéngiger Signalweg (induzierte systemische
Resistenz, ISR; s. Einleitung 4.2) wurde vor allem in Ackerschmalwand (A4rabidopsis

thaliana L.) beschrieben. Er wurde durch den Biocontrol-Stamm Pseudomonas fluorescens

WCS417r induziert und fiihrte zu einer erhohten Widerstandsfahigkeit gegen pilzliche (z. B.

2
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Fusarium oxysporum, Alternaria brassicicola) und bakterielle Erreger (Pseudomonas
syringae; Pieterse et al., 2001; Van Loon et al., 1998).

Dariiber hinaus erhdhen Rhizosphirebakterien das Wachstum und den Ertrag von
Nutzpflanzen, indem sie die Verfligbarkeit von Nahrstoffen, insbesondere von Stickstoff,
verbessern (Biofertilisation, Bloemberg & Lugtenberg, 2001; s. Einleitung 1.2). Die
Produktion von Wachstumshormonen oder die Beeinflussung des Ethylenhaushalts konnen

ebenfalls das Wachstum anregen (Glick et al., 1998; s. Einleitung 1.2).

1.1. Mechanismen der Biocontrol-Aktivitit von Rhizosphirebakterien

1.1.1  Antibiosis und Produktion fungizider Metabolite

Weit verbreitet sind direkte Interaktionen zwischen Bakterien untereinander oder auch
Bakterien und Pilzen. Viele Rhizosphirebakterien, die Pflanzenwurzeln besiedeln,
produzieren bakterizide oder fungizide Substanzen und unterdriicken so Krankheitserreger,
die im gleichen Habitat leben (Whipps, 2001). Wichtige fungizide Metabolite sind Phenazin,
Pyoluteorin, 2,4-Diacetylphloroglucinol (DAPG) und Pyrrolnitrin, die vorwiegend von
Vertretern der Gattungen Pseudomonas und Burkholderia produziert werden (Ligon et al.,
2000). DAPG-produzierende Bakterien finden sich aber auch in der Familie der
Enterobacteriaceae (Enterobacter oder Pantoea), wie Untersuchungen der Biodiversitit von
DAPG-produzierenden Bakterien in der Maisrhizosphére gezeigt haben (Picard et al., 2000).
Dabei machten die DAPG-Produzenten bis zu 26 % aus. Raaijmakers et al. (1997) isolierten
aus der Weizenrhizosphire diverser Boden, die natiirlicherweise die Schwarzbeinigkeit von
Weizen unterdriicken, DAPG-produzierende Pseudomonaden, die je nach Boden einen Anteil
von 3 bis 12 % an den fluoreszierenden Pseudomonaden hatten. Phenazin-Produzenten
wurden in dieser Studie in den untersuchten Boden nicht nachgewiesen.

Besondere Aufmerksamkeit erregte das Antibiotikum Pyrrolnitrin aufgrund seines
breiten Wirkspektrums gegen verschiedene Pilzgruppen bei der Pharmaindustrie und den
Herstellern von Pflanzenschutzmitteln. Ein Pyrrolnitrin-Derivat wird kommerziell als
Fungizid in der Landwirtschaft eingesetzt (Ligon et al., 2000). Fiir die am héufigsten
detektierten Antibiotika wurde inzwischen der Biosyntheseweg entschliisselt (Bloemberg &
Lugtenberg, 2001). Dies erdffnet neue Moglichkeiten, bekannte Biocontrol-Stimme durch
genetische Modifikationen zu verbessern. Die Erhohung der Pyrrolnitringehalte in dem

Pseudomonas  fluorescens Stamm BL915 steigerte seine Biocontrol-Aktivitit gegen
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Rhizoctonia solani und Pythium ultimum in Feldversuchen mit Baumwollkeimlingen (Ligon
et al., 2000).

Ebenfalls fungizide Eigenschaften besitzen Vertreter der Gattung Serratia, so gehorten
12 % der Bakterien mit Pilz-hemmenden Eigenschaften, die aus der Rapsrhizosphire isoliert
wurden, zu dieser Gattung (Kalbe et al., 1996). Diese Stimme produzierten zum einen
Antibiotika wie Pyrrolnitrin oder das rote Pigment Prodigiosin, das ebenfalls fungizide
Eigenschaften besitzt, und zum anderen Exoenzyme, wie -1,3-Glucanasen oder Chitinasen,

die pilzliche Zellwinde angreifen konnen (Kalbe et al., 1996).

1.1.2  Kompetition um Nihrstoffe

Konkurrenz um Nihrstoffe und Lebensraum zwischen Bakterien und potentiell pathogenen
Pilzen wurde schon lange als Biocontrol-Mechanismus erkannt, doch das grofite Interesse
fand die Kompetition um Eisen in der Rhizosphdre (Whipps, 2001). Unter Eisen-
limitierenden Bedingungen produzieren viele Bakterien und Pilze eine Reihe von Substanzen
mit geringem Molekulargewicht, die eine hohe Affinitit fiir Eisen (Fe’") besitzen und als
Siderophore bezeichnet werden. Zur Zeit sind etwa 200 verschiedene Siderophore bekannt,
die beziiglich ihrer Struktur in verschiedene Klassen unterteilt werden kénnen (Winkelmann,
2002). Die wichtigsten Gruppen sind Siderophore vom Catecholat-, Hydroxamat- und
Carboxylat-Typ. Diese Eisen-Chelatoren binden den geringen Eisenvorrat in der Rhizosphire
und entziehen ihn pathogenen Pilzen, die so in ihrem Wachstum eingeschriankt werden (Loper
& Henkels, 1999).

Neuere Studien zeigten deutlich, dass der Status der Eisenversorgung in Pflanzen die
Struktur der Rhizosphirengemeinschaft beeinflusst (Yang & Crowley, 2000). Dariiber hinaus
beeinflussen verschiedene Umweltfaktoren die Menge der produzierten Siderophore wie z. B.
Mineralstoffe (Cobaltchlorid, Ammoniummolybdat) oder die Art der Kohlenstoffquelle im
Verhiltnis zur Nahrstoffkonzentration (Duffy & Défago, 1999).

Fluoreszente Pseudomonaden sind charakterisiert durch die Produktion von gelb-
griinen Pigmenten, den Pyoverdinen oder Pseudobactinen, die unter UV-Licht fluoreszieren
und zu den Catechol-Siderophoren zédhlen. Pyoverdine stellen eine sehr heterologe
Substanzklasse dar, bis heute sind etwa 50 verschiedene Molekiile bekannt (Meyer et al.,
2002). Sie bestehen aus drei Domainen: einem Quinolin-Derivat, das als Chromophor dient,
einer Acylseitenkette und einer hochvariablen Peptidkette (Meyer, 2000). Daneben bilden

Pseudomonaden das Siderophor Pyochelin, ein Derivat von Salicylsdure; letztere wird von
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vielen Autoren ebenfalls als Siderophor bezeichnet (Buysens et al., 1996). Mit Hilfe von
Pyoverdin- bzw. Pyochelin-Minusmutanten konnte festgestellt werden, dass die Siderophor-
Produktion von Pseudomonas aeruginosa TNSK2 zum Schutz vor Wurzelfdule durch
Pythium splendens in Tomatenpflanzen beitrdgt (Buysens et al., 1996).

Auch Serratia spp. produziert diverse Siderophore unter Eisen-limitierenden
Bedingungen: Ethylendiamin Di-O-Hydroxyphenylessigsdure, das Catechol Enterobactin und
das Hydroxamat Aerobactin (Grimmont & Grimmont, 1992). 13 von 18 Isolaten der Gattung
Serratia aus der Rapsrhizosphdre, die antagonistische Eigenschaften gegeniiber den
pathogenen Pilzen Verticillium dahliae, Rhizoctonia solani und Sclerotinia sclerotiorum
zeigten, produzierten Siderophore (Kalbe et al., 1996). Die Autoren gehen davon aus, dass
zum Antagonismus von Serratia spp. gegen verschiedene pathogene Pilze auch die

Kompetition um Eisen beitrdgt (Kalbe et al., 1996).

1.2. Stimulierung des Pflanzenwachstums

Das Wachstum von Pflanzen kann nicht nur indirekt durch die Unterdriickung von
Krankheitserregern gesteigert werden, sondern auch direkt durch Erhéhung der Verfiigbarkeit
von Nihrstoffen (Stickstoff, Phosphor, Eisen) oder die Produktion von Pflanzenhormonen
(Bloemberg & Lugtenberg, 2001). Dazu gehort z. B. die Gruppe der Stickstoff-fixierenden
Bakterien, die sowohl freilebend im Boden vorkommen als auch in engen Symbiosen,
insbesondere mit Leguminosen leben. Biofertilisation, d. h. die verbesserte Versorgung von
Pflanzen mit Nahrstoffen durch Mikroorganismen, ist fiir etwa 65 % des weltweiten
Stickstoffvorrates in Nutzpflanzen verantwortlich (Bloemberg & Lugtenberg, 2001).
Besonders effektive Stickstoff-Fixierer sind Kndllchenbakterien der Gattungen Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium und Allorhizobium, die alle
Wirts-spezifische Symbiosen mit Leguminosen bilden. Lipooligosaccharid-Signale der
Bakterien leiten die Bildung von Kndllchen an den Wurzeln ein, in die die Bakterien dann
eindringen. Im Inneren der Kndllchen erfolgt die Differenzierung der Bakterien zu
sogenannten Bakteroiden, unbeweglichen Zellen, die den Nitrogenase-Enzymkomplex
exprimieren, der unter anaeroben Bedingungen Stickstoff zu Ammoniak reduziert (Long,
2001). Aber auch freilebende Stickstoff-Fixierer, wie z. B. Azospirillum spp. tragen zur
Versorgung der Pflanzen mit Stickstoff bei. Diese Bakterien leben in der Rhizosphére und
verwenden eine Nitrogenase, die auch noch bei geringem Sauerstoffgehalt arbeitet

(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).
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Dariiber hinaus sekretiert Azospirillum spp. auch Pflanzenhormone wie Auxine, Gibberelline
und Cytokinine, die das Wachstum der Pflanzen anregen konnen (Steenhoudt &
Vanderleyden, 2000). Die Produktion von Indolessigsdure, einem Auxin, ist unter Pflanzen-
assoziierten Bakterien, z B. den Gattungen Pseudomonas oder Serratia, weit verbreitet
(Beyeler et al., 1999; Kalbe et al., 1996). Ausgangsstoff der Synthese von Indolessigsdure ist
Tryptophan. In Bakterien erfolgt sie auf mindestens zwei verschiedenen Wegen, dem Indol-3-
acetamid Weg und dem Tryptophan Seitenketten Oxidaseweg (Patten & Glick, 1996). Auxin
ist ein wichtiger Wachstumsregulator in Pflanzen. In geringen nanomolaren Konzentrationen
stimuliert es die Zellelongation in Wurzeln, in hoheren Konzentrationen wirkt es hemmend.
Gurkenpflanzen, die mit einem Indolessigsdure-iiberproduzierenden Stamm von
P. fluorescens CHAO inokuliert wurden, hatten ein um 20 % gesteigertes Wurzelwachstum
(Beyeler et al., 1999). Wurden die Pflanzen statt in unsterilem Boden in autoklavierter Erde
angezogen und inokuliert, so hatten sie dickere und kiirzere Wurzeln und ein vermindertes
Sprosswachstum. In autoklavierter Erde war die Kolonisationsrate des modifizierten Stammes
etwa 60 % hdoher als in unbehandelter. Damit stieg auch die Konzentration an Indolessigsidure
an den Wurzeln (Beyeler et al., 1999). Die Menge des produzierten Auxins bestimmte den

Effekt auf die Pflanze, der zudem abhingt von Art und Alter der Pflanzen.

Ein weiterer wichtiger Wachstumsregulator in Pflanzen ist Ethylen, es wirkt haufig als
Gegenspieler zu Auxin und hemmend auf die Zellelongation (Johnson & Ecker, 1998). Von
Glick et al. (1998) wurde ein Modell vorgeschlagen, wie Rhizosphdrebakterien den
Ethylenhaushalt in Pflanzen beeinflussen und durch Senken der endogenen
Ethylenproduktion das Pflanzenwachstum stimulieren konnen.

In hoheren Pflanzen erfolgt die Ethylenbiosynthese ausgehend von der Aminosdure
Methionin {iber S-Adenosylmethionin (SAM) und der zyklischen Aminosdure 1-
Aminocyclopropan-1-carbonsiure (ACC, Abb. 1). Uber den Yang-Zyklus werden die
Vorstufen von Ethylen bereitgestellt und der Methionin-Pool wieder aufgefiillt (Johnson &
Ecker, 1998; Yang & Hoffman, 1984). SAM dient nicht nur als Vorstufe fiir ACC und
Ethylen; in erster Linie wird SAM fiir Methylierungsreaktionen und flir die
Polyaminbiosynthese benotigt (Bouchereau et al., 1999).

Drei Familien von Isoenzymen sind fiir die Reaktionen wéhrend der Ethylensynthese
verantwortlich. Die S-Adenosylmethionin Synthetase katalysiert die Bildung von SAM aus
ATP und Methionin, die ACC-Synthase (ACS) bildet ACC, die direkte Vorstufe von Ethylen.
In einem letzten Schritt setzt dann ACC-Oxidase (ACO) Ethylen aus ACC frei. Um den
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Gehalt an freiem ACC fiir die Ethylensynthese bei hohen Ethylenemissionen zu verringern,
kann es mit Malonat zu Malonyl-ACC (MACC, Martin & Saftner, 1995), bzw. mit Glutamat
zu y-Glutamyl-ACC (GACC) konjugiert werden (Abb. 1, Martin et al., 1995)).

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Ethylensynthese ist vermutlich die
Umwandlung von SAM zu ACC durch die hochregulierten Mitglieder der ACC-Synthase-
Isoenzymfamilie (Johnson & Ecker, 1998). In Tomate sind mindestens neun verschiedene
ACS-Gene vorhanden (Zarembinski & Theologis, 1994), in Arabidopsis wurden bisher sechs
Gene beschrieben (Arteca & Arteca, 1999).

Y HZC\— CH,

ang H.C = CH,

Zyklus o

ad%hﬂoe;ik;]yl(tth}DA) Methionin ACC Ethylen
S-Adenosyl- T

methionin ——> ACC =———— Ethylen

¢

GACC

Abb. 1: Reaktionsschema der Ethylenbiosynthese. SAM-S = SAM-Synthetase, ACS = ACC-
Synthase, ACO = ACC-Oxidase, ACC = 1-Aminocyclopropan-1-carbonsdure, MACC
= Malonyl-ACC, GACC = y-Glutamyl-ACC (aus Langebartels et al., 2000, verdandert).

Die Transkription dieser Gene wird differentiell wiahrend Entwicklungsprozessen (Nakatsuka
et al., 1998) und nach externen Reizen wie Verwundung (Lincoln et al., 1993), Pathogenbefall
(Spanu & Boller, 1989) oder Elicitor-Behandlung (Oetiker et al., 1997) reguliert. In
Arabidopsis wurde von Arteca & Arteca (1999) eine Isoform (ASC-6) identifiziert, die durch
Beriihrung induziert wird. Ozon als abiotischer Stressfaktor bewirkt ebenfalls eine
Transkriptakkumulation spezifischer ACC-Synthase-Gene in Tomaten und Kartoffeln
(Moeder et al., 2002; Schlagnhaufer et al., 1997; Tuomainen et al., 1997).
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Zusétzlich findet eine post-transkriptionelle Regulation der Biosynthese-Enzyme durch
Phosphorylierung / Dephosphorylierung statt, wie Versuche mit Proteinkinase- und
Phosphatase-Inhibitoren zeigten (Spanu & Boller, 1989; Tuomainen et al., 1997).

In den letzten Jahren mehrten sich die Hinweise, dass auch ACC-Oxidase eine
hochregulierte Enzymfamilie darstellt (Barry et al., 1996; Nakatsuka et al., 1998). In
Tomatenblittern und —friichten wurden bisher vier Isoformen dieses Genes beschrieben, die
eine differentielle Expression in Blittern und Friichten zeigen (Barry et al., 1996; Nakatsuka
et al.,, 1998). In Tabak wurden zwei Isoformen durch Pathogenbefall, Verwundung oder
externes Ethylen induziert, wihrend eine dritte Isoform eher konstitutiv exprimiert wurde

(Kim et al., 1998).

»Plant growth promoting rhizobacteria“ (PGPR), die an der Wurzeloberfliche anhaften,
konnen Indolessigsdure sekretieren, welches die Pflanze aufnimmt. Zusammen mit endogen
gebildeter Indolessigsdure stimuliert es die Zellteilung und —elongation und zugleich die
ACC-Synthase Aktivitit (Kende, 1993). Uberproduziertes ACC wird iiber die Wurzeln
ausgeschieden und kann von den Bakterien aufgenommen und verstoffwechselt werden. Viele
Bodenbakterien, insbesondere Pseudomonas spp., bauen ACC mit Hilfe der ACC-Deaminase
zu Ammonium und a-Ketobutyrat ab (Campbell & Thomson, 1996). Dadurch wird die ACC-
Konzentration auBlerhalb der Wurzeln gesenkt und die Pflanzen exudieren mehr ACC, um das
Gleichgewicht zwischen internen und externen ACC-Gehalten aufrechtzuerhalten. Die
Bakterien stimulieren die Pflanze, mehr ACC zu exudieren. Die ACC-Konzentration
innerhalb der Pflanze geht zuriick und im gleichen Mall auch die Ethylenproduktion.
Hemmende Einfliisse des Ethylens auf das Pflanzenwachstum sinken ebenfalls. Manche
PGPR niitzen ACC als zusidtzliche Stickstoff-Quelle und haben dadurch einen
Wachstumsvorteil gegeniiber anderen Bodenbewohnern, die ACC nicht verwerten kdnnen

(Glick et al., 1998).

2. Quorum Sensing in Pflanzen-assoziierten Bakterien

2.1. N-Acyl-L-homoserinlacton-vermittelte Zell-Zell Kommunikation in gram-
negativen Bakterien

In den frithen 80er Jahren wurde das erste N-Acyl-L-homoserinlacton (AHL) abhingige

»Quorum Sensing System in dem marinen Leuchtbakterium Vibrio fischeri beschrieben. Bei
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dieser Art der Regulation messen Bakterien mit Hilfe der N-Acyl-L-homoserinlacton-
Molekiile ihre eigene Populationsdichte und exprimieren bestimmte Gene nur dann, wenn
eine geniigend hohe Zellkonzentration erreicht ist. Dieses Phdnomen der Zelldichte-
abhédngigen Regulation wurde ,,Quorum Sensing“ genannt, wobei ,,Quorum* definiert wurde
als die kleinste Einheit, bei der die Transkription stattfinden kann (Fuqua et al., 1996).

In V. fischeri reguliert dieses System den Phénotyp der Biolumineszenz. Lebt das
Bakterium frei-schwimmend im Wasser, ist es nicht-biolumineszent, wohingegen es bei einer
engen Symbiose in den Leuchtorganen von Tintenfischen blau-griines Licht emittiert
(Boettcher & Ruby, 1995). Wihrend des Wachstums von V. fischeri synthetisiert das LuxI
Protein das AHL-Signalmolekiil N-(3-Oxohexanoyl)-L-homoserinlacton (OHHL, Abb. 2). Da
OHHL frei durch Membranen diffundieren kann, ndhert sich die Konzentration im Medium
und in den Zellen an (Kaplan & Greenberg, 1985). Beim Erreichen eines kritischen
Schwellenwertes bindet OHHL an sein korrespondierendes Rezeptormolekiil LuxR. Dieser
Komplex wiederum bindet an eine 20 bp lange Region des luxI Promotors, der lux-Box, und
aktiviert damit die Transkription des lux Operons. Da das erste Gen in diesem Operon, [uxI,
fir die OHHL-Synthase kodiert, wird dessen Transkription {iber eine positive
Riickkopplungsschleife verstirkt. Dies fiihrt zu einem starken Anstieg der Biolumineszenz.
Diese Art der Autoinduktion bewirkt, dass die Bakterien nur in den Leuchtorganen bei hohen
Zelldichten biolumineszent sind (Eberl, 1999; Fuqua et al., 1996; Whitehead et al., 2001).

Viele Autoren hielten diesen Prozess anfangs nur fiir ein interessantes Beispiel der
Genregulation in einem exotischen Leuchtbakterium (Hastings & Greenberg, 1999). Sie
mussten ihre Meinung aber dndern, als immer mehr Regulationssysteme in gram-negativen
Bakterien gefunden wurden, die homolog zu dem LuxRI System von V. fischeri waren
(Whitehead et al., 2001). Neben der Biolumineszenz sind ,,Quorum Sensing® gesteuerte
Prozesse z. B. die Produktion von Antibiotika, Exoenzymen, Virulenzfaktoren, die
Biofilmbildung, der konjugative Transfer von Plasmiden, die Knéllchenbildung oder das
Schwirmen tiber feste Oberflachen (Eberl, 1999; Whitehead et al., 2001).

Die AHL-Signalmolekiile, die von den verschiedenen LuxI Homologen synthetisiert
werden, unterscheiden sich in der Lange und Substitution ihrer N-Acyl-Seitenketten (Eberl,
1999). Bisher wurden N-Acyl-Seitenketten mit 4-14 Kohlenstoffatomen und Oxo-,
Hydroxygruppen oder keiner Substitution an der Cs-Position beschrieben (Abb. 2). Das in
dieser Arbeit hauptsidchlich untersuchte Rhizosphérebakterium Serratia liquefaciens MGI
produzierte N-Butanoyl-L-homoserinlacton (BHL) und N-Hexanoyl-L-homoserinlacton

(HHL).
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Die Mitglieder der /uxI Genfamilie codieren fiir AHL-Synthasen, die fiir die Biosynthese der
AHL-Molekiile zustindig sind. Studien mit aufgereinigten AHL-Synthasen aus
Agrobacterium tumefaciens, Vibrio fischeri und Pseudomonas aeruginosa zeigten klar, dass
diese Enzyme Acyl-Acyl-Carrier-Proteine (Acyl-ACP) und S-Adenosylmethionin (SAM) als
Substrate verwenden (Eberl, 1999; Parsek et al., 1999; Schaefer et al., 1996). Die Synthese
erfolgt dabei schrittweise. SAM bindet an das aktive Zentrum der AHL-Synthase, dann wird
die entsprechende Acylgruppe von einem geladenen Acyl-ACP-Molekiil zu diesem Komplex
transferiert. Die Acylgruppe bildet eine Aminobindung mit der Aminogruppe des SAM.
Durch SchlieBung des Lactonrings wird das AHL-Molekiil fertiggestellt, und 5'-
Methylthioadenosin als Beiprodukt freigesetzt (Hanzelka et al., 1999).

R Name Abkiirzung
CH; N-Butanoyl-L-homoserinlacton BHL
0 CH;(CH,), N-Hexanoyl-L-homoserinlacton HHL
/\)I\ ] o) CH;(CH,), N-Octanoyl-L-homoserinlacton OHL
R H H CH;(CH,)s N-Decanoyl-L-homoserinlacton DHL
o) CH3(CH,)sCHCH(CH,); 7,8-cis-N-(Tetradecanoyl-L- 7,8-cis-tDHL
homoserinlacton
(@] (0]
M 5 CH;(CH,), N-(3-Oxohexanoyl)-L-homoserinlacton OHHL
R H 5 CH;(CH,),4 N-(3-Oxooctanoyl)-L-homoserinlacton ~OOHL
H O CH;3(CH,)s N-(3-Oxodecanoyl)-L-homoserinlacton ODHL
CH;(CH,)s N-(3-Oxododecanoyl)-L- OdDHL
homoserinlacton

homoserinlacton
CH;(CH,)sCHCH(CH,); 7,8-cis-N-(3-Hydroxytetradecanoyl)-L-  7,8-cis-
homoserinlacton HtDHL

OH O
MN§O CH; N-(3-Hydroxybutanoyl)-L- HBHL
R £
H 4
o}

Abb. 2: Ausgewdhlte chemische Strukturen von N-Acyl-L-homoserinlactonen (AHL, Eberl,
1999).

Neben den am hiufigsten vorkommenden AHL-Synthasen des LuxI-Types wurden noch zwei
weitere Familien von AHL Biosynthese-Enzymen gefunden (Fray, 2002). Mitglieder des
LuxM-Types zeigen keine signifikante Homologie zum LuxI-Typ; sie scheinen aber die
gleichen Substrate zu benutzen. Eine dritte Klasse von AHL-Synthasen, HdtS, wurde in dem
Biocontrol-Stamm Pseudomonas fluorescens F113 gefunden. Dieses Enzym zeigt weder

Homologien zu LuxI noch zu LuxM (Laue et al., 2000). Viele Bakterien verwenden mehrere
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AHL-Synthasen zur Produktion von AHL-Molekiilen unterschiedlicher N-Acyl-
Seitenkettenldnge und in einigen Fillen gehoren sie zu verschiedenen Familien von AHL-
Synthasen (Hanzelka et al., 1999).

Die Regulation der Transkription ,,Quorum Sensing“ -abhédngiger Gene erfolgt iiber
transkriptionelle Regulatoren des LuxR-Types. Diese Proteine bestehen aus zwei Modulen,
einer AHL-bindenden Domaine am N-Terminus und einer DNA-bindenden Doméne am C-
Terminus (Eberl, 1999). Durch eine Konformationsdnderung nach Bindung des AHL-
Molekiiles wird die DNA-bindende Domine aktiv und LuxR lagert sich an
Zielpromotorregionen an. Eine spezielle Erkennungssequenz stellt dabei die lux Box dar, eine
20 bp lange palindromische Sequenz, die meist mit der —35 Region von ¢’’-Typ Promotoren
tiberlappt. Die Transkription der Zielgene kann durch Mitglieder der LuxR-Familie sowohl
aktiviert als auch reprimiert werden und die DNA-Bindung kann sowohl bei gebundenem
AHL-Molekiil als auch ohne stattfinden (Whitehead et al., 2001). Dies fiihrte zur Definition

von Untergruppen der LuxR-Typ Familie von transkriptionellen Regulatoren.

2.2. Quorum Sensing regulierte Eigenschaften in pflanzenassoziierten Bakterien

Die Produktion von AHL ist unter pflanzenassoziierten gram-negativen Bakterien weit
verbreitet. Cha et al. (1998) untersuchten 106 Isolate aus 7 Gattungen von Bakterien, die mit
Pflanzen assoziiert sind. In Gegenwart der meisten der Agrobacterium-, Rhizobium- und
Pantoea-Isolate und etwa der Hilfte der Erwinia- und Pseudomonas-Stimme reagierten
AHL-Sensorstimme mit der Expression ihres Reportergens und zeigten damit eine AHL-
Synthese an. Eine andere Studie ergab, dass Pseudomonas-Isolate aus der Rhizosphére von
Pflanzen hiufiger AHL produzieren als Bewohner des Bodens (Elasri et al., 2001).
AHL-vermittelte Genregulation wurde sowohl in pflanzenpathogenen Bakterien als
auch in Biocontrol-Stimmen beschrieben. Gene, die Zelldichte-abhéngig reguliert werden,
kodieren fiir Antibiotika, Virulenzfaktoren, Harpine und Exoenzyme wie z. B. Proteasen,
Cellulasen oder Pectinasen (Pierson III et al., 1998). Harpine, extrazelluldre Proteine, die von
pflanzenpathogenen Bakterien wie z. B. Pseudomonas syringae oder Erwinia amylovora im
Zuge der Infektion iliber ein Typ III Sekretionssystem ausgeschieden werden, kdnnen
pflanzliche Abwehrreaktionen auslosen (Charkowski et al., 1998; Desikan et al., 1998, 1999;
He et al, 1993). Auch Exoenzyme, die von bakteriellen Krankheitserregern produziert
werden, konnen Bestandteile von pflanzlichen Zellwidnden freisetzen, die ihrerseits die

pflanzliche Abwehr stimulieren (Mée et al., 2001).
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Pathogene Stimme von Agrobacterium tumefaciens, dem Erreger von Pflanzentumoren,
enthalten ein 100 bp groBes Ti (tumor-inducing) -Plasmid. Als Ergebnis eines komplexen
Signalaustausches zwischen Erreger und Pflanze werden bestimmte Virulenzgene (vir) auf
dem Plasmid induziert. Dies fiihrt zum Transfer eines kleinen Teiles des Ti-Plasmides (T-
DNA) in die Pflanzenzelle und zur anschlieBenden Integration ins Pflanzengenom. Die T-
DNA enthélt mehrere Gene, die im Pflanzennukleus exprimiert werden und u. a. fiir die
Synthese pflanzlicher Hormone und Opine, ungewohnliche Aminosdurederivate,
verantwortlich sind. Die Opine dienen als Energiequelle fiir die Bakterien im Tumor. Manche
Ti-Plasmide kontrollieren die Produktion verschiedener Klassen von Opinen, den Octopinen
oder Nopalinen (Zupan et al., 2000). Allen gemeinsam ist, dass fiir den konjugativen Transfer
der Ti-Plasmide zwischen verschiedenen Agrobacterium-Stimmen der jeweilige Opin-Typ
anwesend sein muss. Der Regulationsfaktor, der fiir die Expression der Transfergene (tra) in
Ti-Plasmiden vom Octopintyp hauptsdchlich verantwortlich ist, ist OccR, ein LuxR-Homolog.
OccR aktiviert in Gegenwart der Octopine die Expression von traR. TraR kontrolliert direkt
die Transkription der tra Gene, bendtigt dazu aber die Anwesenheit von N-(3-Oxaoctanoyl)-
L-homoserinlacton (OOHL, Abb. 2), das von Tral synthetisiert wird. TraR und Tral sind
beide homolog zu LuxR und LuxI (Fuqua & Winans, 1994). Durch Autoinduktion wird die
Transkription von tral mit zunehmender OOHL-Konzentration verstirkt, da tral das erste
Gen im tra-Operon ist. Durch diese Art der Zelldichte-abhdngigen Regulation stellt A.
tumefaciens sicher, dass die gesamte Agrobacterium-Population das Ti-Plasmids enthélt
(Whitehead et al., 2001).

Ein drittes Protein, TraM fungiert als Repressor der tra Gene. TraM inhibiert die
Transkription von tral und trad (einem der tra Strukturgene) aber nicht von traR. TraM
scheint direkt mit TraR zu interagieren und unterdriickt vermutlich die TraR/OOHL-
vermittelte Genexpression bis eine geniigend hohe Konzentration von OOHL vorhanden ist.
Ein dhnliches System wurde auch in Vibrio harveyi beschrieben, wo LuxO die Aktivierung
der /ux Gene durch LuxR reprimiert (Pierson III et al., 1998; Whitehead et al., 2001).

Viele pathogene Organismen exprimieren ihre Virulenzfaktoren erst ab einer
geniigend hohen Zelldichte, um die Abwehrmechanismen des Wirtes nicht vorzeitig zu
aktivieren, sondern ihn dann mit einer hohen Erregerzahl regelrecht zu iiberschwemmen. Ein
Beispiel dafiir ist die ,,Quorum Sensing™ -abhingige Produktion von Exoenzymen durch
Erwinia carotovora (Whitehead et al., 2001). Vertreter der Gattung Erwinia sind wichtige
Pflanzenpathogene, die Weichfdule in verschiedenen Pflanzenarten, darunter auch

kommerziell wichtigen Gemiisearten wie Karotte, Kartoffel oder Zwiebel hervorrufen
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kénnen. E. carotovora—Stimme produzieren eine hohe Anzahl an Exoenzymen wie
Pectinmethylesterasen, Pectatlyasen, Pectinlyasen, Polygalacturonasen, Cellulasen und
Proteasen, die zur Maceration des Pflanzengewebes beitragen (Thomson et al., 1999).

Die Regulation der Exoenzyme in Erwinia carotovora erfolgt durch N-(3-
Oxohexanoyl)-L-homoserinlacton (OHHL, Abb. 2). Dieses AHL-Molekiil wird durch die
AHL-Synthasen Expl, Carl und Hsll (Ahll) produziert, die je nach Stamm unterschiedliche
Namen tragen (Pierson III et al., 1998). Das korrespondierende Regulatorprotein ist ExpR; es
scheint die Transkription der Exoenzymgene negativ zu regulieren. Zusétzlich produzieren
viele E. carotovora-Staimme p-Lactam-Antibiotika, z. B. Carbapenem. Mit Hilfe dieses
Antibiotikums hemmt E. carotovora andere Bakterien, die das zerstorte Pflanzengewebe als
Nahrungsquelle nutzen wollen. Auch die Produktion von Carbapenem ist OHHL-abhingig.
Die Transkription der verantwortlichen Gene wird durch ein weiteres LuxR-Homolog CarR
reguliert. E. carotovora besitzt zwar nur eine OHHL-Synthase, aber mindestens zwei

Regulatorproteine vom LuxR-Typ (Whitehead et al., 2001).

Als Beispiel fiir die Beteiligung von AHL-vermittelter Genregulation in einem Biocontrol-
Stamm sei die Produktion von Phenazinantibiotika in Pseudomonas aureofaciens genannt.
Insbesondere der Erreger der Schwarzbeinigkeit von Weizen, Gaeumannomyces graminis var.
tritici, wird durch Phenazine gehemmt. Analog zu anderen ,,Quorum Sensing® Systemen ist
die Regulation der Phenazinproduktion von den LuxRI Homologen PhzRI abhédngig (Wood et
al., 1997). Phzl ist dabei verantwortlich fiir die Synthese von N-Hexanoyl-L-homoserinlacton
(HHL, Abb. 2), dem korrespondierenden AHL-Molekiil fiir PhzR. Der Komplex aus
PhzR/HHL stimuliert die Transkription der phz-Gene, die fiir die Synthese des Antibiotikums
verantwortlich sind (Wood et al.,, 1997). Die Transkription der AHL-Synthase phzl wird
durch das Zwei-Komponenten System GacA/GacS reguliert (Chancey et al., 1999). Solch
eine libergeordnete Regulation von ,,Quorum Sensing* Systemen durch globale Regulatoren
wie dem Zwei-Komponentensystem GacA/GacS ist auch in anderen Pseudomonaden
beschrieben, wie z. B. in der humanpathogenen Spezies Pseudomonas aeruginosa (Whitehead
et al., 2001). Pierson III & Pierson (1996) vermuten, dass eine Infektion der Wurzeln mit dem
Pilz einen Stimulus fiir die Phenazinproduktion darstellen konnte, hervorgerufen durch
wihrend der Infektion freigesetzte Wurzelexudate. Da fluoreszente Pseudomonaden an den
Wurzeln von z. B. Tomatenpflanzen Mikrokolonien mit hohen Zelldichten bilden, wurde die

Hypothese aufgestellt, dass dabei geniigend hohe Populationsdichten aufgebaut werden
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konnen und somit ein ,,Quorum* ausreichend fiir die Phenazinproduktion erreicht wird (Chin-

A-Woeng et al., 1997; Wood et al., 1997).

2.3. Quorum Sensing in Serratia liquefaciens

Das in dieser Arbeit untersuchte Rhizosphirebakterium Serratia liquefaciens gehort zur
Familie der Enterobacteriaceae und kann aus vielen verschiedenen Habitaten wie z. B. aus
dem Boden, aus Wasser oder aus dem Intestinaltrakt von Tieren isoliert werden. Manche
Stamme sind opportunistisch pathogen fiir den Menschen (Grimmont & Grimmont, 1992).
Wie andere Spezies der Gattung Serratia produziert auch S. liqguefaciens verschiedene
Virulenzfaktoren wie Nukleasen, Lipasen, Phospholipasen oder Chitinasen (Givskov et al.,
1988, 1997). S. liquefaciens ist beweglich und ein Stamm (MG1) hat die Fahigkeit, iiber feste
Oberfldchen, z. B. Agar, zu schwdrmen. Die Bakterien differenzieren sich dabei in
spezialisierte Schwirmerzellen am Rand der Bakterienkolonie. Schwirmerzellen sind lang,
hyper-flagelliert und kolonisieren aufgrund ihrer starken Beweglichkeit groBBe Flidchen (Eberl
et al., 1999).

S. liquefaciens MGI1 produziert zwei N-Acyl-L-homoserinlactone, N-Butanoyl-L-
homoserinlacton (BHL, Abb. 2) und N-Hexanoyl-L-homoserinlacton (HHL, Abb. 2), in
einem molaren Verhéltnis von 10:1 mit Hilfe der AHL-Synthase Swrl (Eberl et al., 1996).
AulBlerdem wurde ein LuxR-homologer Transkriptionsregulator gefunden, SwrR (Givskov et
al., 1997). Eine Knock-out Mutation des swrl Genes (in dem Stamm S. /iquefaciens MG44)
fiihrte zu einer fiinffachen Reduktion der extrazelluldren Proteaseaktivitit und einer fast vollig
reduzierten Fahigkeit zu schwirmen. Die Féhigkeit zu Schwimmen oder zur Differenzierung
in Schwérmerzellen war nicht beeintrachtigt (Eberl et al., 1996). Durch exogene Applikation
von BHL konnte der Defekt komplementiert werden. Uber Transposonmutagenese wurde das
Gen swrA isoliert, das durch BHL und HHL reguliert wird. Es codiert fiir eine die
Oberflichenspannung herabsetzende Substanz, Serrawettin W2, und ist essentiell fiir das
Schwirmen tiber feste Oberflachen (Eberl et al., 1999).

Eine 2D-Gelanalyse zeigte, dass mindestens 28 Gene liber SwrRI reguliert werden
(Givskov et al., 1998). Die Analyse weiterer Insertionsmutanten, die keine AHL mehr
synthetisieren und auch nicht durch eine externe Zugabe von BHL wiederhergestellt werden
konnen, fiihrte zur Identifizierung eines weiteren Genes, das ,,Quorum Sensing™ reguliert ist.

LipB ist Bestandteil des Lip Transporters, einem Typ I Proteinsekretionssystems, das fiir den
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Export einer Lipase, Metalloprotease und eines S-Layer Proteins zustindig ist (Riedel et al.,

2001).

24. N-Acyl-L-homoserinlacton-vermittelte Interaktionen mit Eukaryoten

Viele Bakterienspezies verwenden gleichartige AHL-Molekiile zur Regulation ,,Quorum
Sensing* -abhéngiger Gene. Ein Informationsaustausch zwischen Bakterien unterschiedlicher
Spezies ist daher sehr wahrscheinlich in Habitaten wie der Rhizosphére, wo verschiedene
AHL-produzierende Bakterien auf engem Raum miteinander leben (Whitehead et al., 2001).
Es wurde gezeigt, dass etliche LuxR Homologe auch mit nicht-korrespondierenden AHL
interagieren konnen (Cha et al., 1998). Wood et al. (1997) konnten in vivo eine Zell-Zell
Kommunikation zwischen verschiedenen P. aureofaciens —Populationen in der Rhizosphire
nachweisen. Die Phenazinbiosynthese in einem AHL-negativen Stamm wurde durch AHL,
produziert von einem anderen Stamm, stimuliert.

Da viele AHL-produzierende Bakterien mit hoheren Organismen assoziiert sind (z. B.
in Symbiosen oder pathogenen Beziehungen), ist es nicht iiberraschend, dass einige
Eukaryoten Systeme entwickelt haben, mit den bakteriellen Systemen zu interagieren (Eberl,
1999). Die marine Rotalge Delisea pulchra produziert halogenierte Furanone, die eine stark
inhibitorische Wirkung auf Mikroorganismen und Herbivore haben. Diese Substanzen dhneln
in ihrer Struktur kurzkettigen AHL und sie konnen mit AHL-regulierten Funktionen
interagieren. Sie hemmen z. B. das Schwiarmen von S. liqguefaciens MG1, die Lumineszenz
von V. fischeri oder die Carbapenem-Synthese und Exoenzymproduktion in E. carotovora
(Givskov et al., 1996; Manefield et al., 2001). Furanone scheinen dabei als AHL-Analoga, die
AHL-Bindestelle der LuxR-Proteine zu besetzen (Manefield et al., 2001). Zudem initiieren sie
einen beschleunigten Abbau von LuxR.

Manche AHL scheinen auch direkt als Virulenzfaktoren zu fungieren. Das langkettige
AHL N-(3-Oxododecanoyl)-L-homoserinlacton (OdDHL), das von dem humanpathogenen
Keim P. aeruginosa produziert wird, kann als immunmodulierendes Agens im Immunsystem
von Sdugern wirken (Telford et al., 1998). Es konnte die Proliferation von Lymphozyten und
die Produktion des Tumornekrose Faktors durch Macrophagen hemmen. Au3erdem stimuliert
es die Produktion von Interleukin-8 (IL-8) in menschlichen Fibroblasten und Epithelzellen
(Smith et al., 2001). Die erhohte IL-8-Produktion in einem frithen Stadium der Infektion der
Lunge mit P. aeruginosa 16st durch angelockte Neutrophile Entziindungsreaktionen aus.

Neueste Studien dieser Gruppe fanden heraus, dass noch weitere entziindungsfordernde

15



Einleitung

Reaktionen (Induktion von Cyclooxygenase-2, Prostaglandin E2) durch OdDHL ausgelost
werden konnen (Smith et al., 2002).

3. Pilze als Krankheitserreger bei Tomatenpflanzen

Die Tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), ein Vertreter der Solanaceae, stellt heute eine
der wichtigsten Gemiisepflanzen dar. Sie ist eine alte Kulturpflanze Siidamerikas und
gelangte nach der Entdeckung Amerikas als Zierpflanze nach Europa. Erst nach dem ersten
Weltkrieg riickte sie zur Weltwirtschaftspflanze auf. Heute wird sie in den meisten Landern
der tropischen und gemaiBigten Zonen kommerziell im Freiland oder Gewéchshaus angebaut.
Im Jahr 2000 wurden 98 Millionen Tonnen Tomatenfriichte produziert

(http://www.bba.de/english/database/psmengl/pilz.html). Als Tropenpflanze benétigt sie viel

Licht und Warme und ist in unseren Breiten bei kiihlem regnerischen Wetter oft anfillig
gegeniiber einer Reihe von bakteriellen und pilzlichen Krankheitserregern. Im intensiven
Tomatenanbau konnen besonders Pilzkrankheiten zu hohen ErnteeinbuBlen fithren und zu
ihrer Kontrolle ist ein hoher Verbrauch an chemischen Pflanzenschutzmitteln nétig.

Die wichtigsten pathogenen Pilze bei Tomatenpflanzen wie z. B. Alternaria spp.,
Botrytis spp. oder Cladosporium spp. haben eine perthotrophe Lebensweise, d. h. sie befallen
lebendes Gewebe, toten es ab und erndhren sich von den freigesetzten Nihrstoffen (Prell &
Day, 2001). Die meisten Pilze weisen ein enges Wirtsspektrum auf, das von
Pathogenitdtsgenen und —faktoren, meist Toxinen oder Exoenzymen, bestimmt wird. Eine
Ausnahme stellen z. B. Vertreter der Gattungen Botrytis oder Alternaria dar, die ein sehr
weites Wirtsspektrum besitzen (Prell & Day, 2001). Als opportunistische Krankheitserreger
kolonisieren sie lebende Pflanzen, die bereits gestresst oder senescent sind. Sie dringen iiber
Verwundungen der Blétter oder des Sprosses ein, manchmal niitzen Hyphen auch Stomata als
Eintrittspforten in den interzelluliren Raum. Manche Pilze bilden spezielle
Penetrationsstrukturen (Appressoria) aus und dringen damit aktiv durch die Epidermis ins
Blatt ein (Prell & Day, 2001).

Im kommerziellen Tomatenanbau ist vor allem die Diirrfleckenkrankheit gefiirchtet,
die von Alternaria solani Sorauer hervorgerufen wird (Agrios, 1997). Der weltweit
verbreitete Pilz wird durch regnerisches Wetter begiinstigt. Zu Beginn der Infektion treten
kleine braune Flecken bevorzugt auf den élteren Bléttern auf, die sich vergrofern und eine

schwarze Farbe annehmen. Das Blatt wird gelb, welkt und fallt schlieBlich ab. Der Blattfall
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beginnt an der Stingelbasis, die Infektion kann so weit gehen, dass stark befallene Pflanzen
keine Blitter mehr besitzen und dadurch die Qualitdt und Menge der Friichte stark leidet. Die
Bekdampfung dieser Krankheit erfolgt mit Fungiziden, es werden dafiir jdhrlich ca. 32

Millionen Dollar ausgegeben  (http://www.bba.de/english/database/psmengl/pilz.html).

Weitere Alternaria-Spezies wie z. B. A. alternata (Fr.:Fr.) Keissler verursachen Fruchtfiulen
oder Stingelkrebs (Agrios, 1997).

Ein weiterer Pilz, der bevorzugt Friichte befillt, ist Cladosporium herbarum. Er
verursacht besonders an griinen Friichten kleine oliv-griine Flecken, die sich vergrofern und
gelb-oliv werden. Ein weiterer Vertreter dieser Gattung, C. fulvum, der Erreger der
Samtfleckenkrankheit, stellt in Gewéchshédusern ein gro3es Problem dar (Agrios, 1997).

Die Grauschimmelkrankheit, deren Verursacher Botrytis cinerea einen sehr groflen
Wirtsbereich besitzt und nicht nur im Gemiiseanbau, sondern vor allem im Weinbau zu
groflen Ertragsausfillen flihrt, wird wie die meisten Pilzkrankheiten durch feuchte und kalte
Witterung begiinstigt (Blancard, 1997).

GroBe Schidden kann Phytophthora infestans (Mont.) de Bary als Erreger von
Krautfdulen bei Solanaceen anrichten. Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen
Krankheitserregern ist die Lebensweise von P. infestans nicht ausschlieBlich perthotroph,
sondern, vor allem wéhrend des asexuellen Wachstums, in hohem Mafe biotroph, d. h. der
Organismus ernéhrt sich von lebendem Gewebe (Judelson, 1997). Die Gattung Phytophthora
gehort zu der Gruppe der Oomyceten, die sich in Metabolismus, Zusammensetzung der
Zellwand und rRNA Sequenz von den hdheren Pilzen unterscheidet. Sie wird daher von
Taxonomen mit den Braun- und Kieselalgen in eine eigene Gruppe eingeordnet (Judelson,
1997). Bei niedrigen Temperaturen und hoher Luftfeuchtigkeit breitet sich der Erreger rasch
aus und kann innerhalb einer Woche befallene Pflanzen zerstéren. Als Infektionsquellen

dienen infizierte Samenvorréte, Friichte oder vom Wind verbreitete Sporen.

4. Systemische Resistenz in Pflanzen

Pflanzen haben eine Reihe von Abwehrstrategien entwickelt, um sich gegen den Angriff von
Pathogenen zur Wehr zu setzen. Manche dieser Abwehrmechanismen sind konstitutiv, d. h.
sie sind in der Pflanze schon vor dem Pathogenbefall vorhanden, andere werden erst nach
einem Kontakt mit den Eindringlingen aktiviert. Diese Reaktionen werden unter dem Begriff

induzierte oder erworbene Resistenz zusammengefasst (Sticher et al., 1997).
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In inkompatiblen Interaktionen reagieren pflanzliche Resistenzgene (R-Gene) mit
korrespondierenden Avirulenzgenen (avr) der Pathogene (Bonas & Van den Ackerveken,
1997). Es wird eine Signalkaskade in Gang gesetzt, die zu Zelltod an den befallenen Stellen
fiihrt und den Krankheitserreger so an seiner weiteren Verbreitung innerhalb des Blattes oder
der Pflanze hindert. Fehlen Resistenzgene, so fiihrt eine Infektion mit virulenten Pathogenen
hiufig zu einer Ausbreitung des Pathogens iiber die ganze Pflanze und zur Schidigung ganzer
Blatter bis zum Tod der Pflanze. Die Bildung von scharf abgegrenzten Lisionen durch
kontrollierten Zelltod ist Teil der hypersensitiven Antwort (hypersensitive response, HR), die
noch weitere Reaktionen wie z. B. Verstirtkung der Zellwand durch Lignifizierung oder
Ablagerung von Callose sowie eine Produktion von antimikrobiell wirksamen Substanzen wie
Phytoalexinen und Proteinen (Chitinasen, 3-1,3-Glucanasen) beinhaltet (Hammond-Kosack &
Jones, 1996; Lam et al., 2001). HR kann nicht nur durch die Interaktion von Resistenzgen-
mit Avirulenzgenprodukten ausgelost werden, auch andere Elicitoren wie z. B. Bestandteile
von Pilz- und Pflanzenzellwinden konnen als Ausloser wirken (Ebel, 1999; Ebel & Mithofer,
1998). Wichtige Signale bei der Auslosung des Zelltods sind reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) wie Superoxidradikale (O,”) oder Wasserstoffperoxid (H,0,), die bereits wenige
Minuten nach der Infektion als Teil des ,,Oxidativen Burst“ akkumulieren (Beers &
McDowell, 2001; Jabs, 1999; Lamb & Dixon, 1997). Hohe Mengen an ROS konnen nicht nur
direkt Pathogene hemmen, sondern spielen bei HR eine bestimmende Rolle in Kombination
mit weiteren Signalen bei der Lésionenbildung (Chamnongpol et al., 1998; Jabs, 1999). Eines
dieser Signale, Stickstoffmonoxid (NO), kann selbst zwar keinen Zelltod ausldsen, trigt aber
zusammen mit ROS, vor allem H;0;, zur Induktion des Zelltodes und zur Induktion von
ROS-vermittelten Abwehrgenen bei (Delledonne et al., 2001; Durner & Klessig, 1999). Eine
Infektion mit einem HR-auslosenden Pathogen kann zu einer lokalen Resistenz (local
acquired resistance, LAR) fiihren, dabei zeigten Tabakpflanzen bei einer erneuten Infektion in
einer Zone von ca. 5 mm rund um die Lasionen eine erhohte Resistenz gegen das Tabak
Mosaik Virus (TMV, Costet et al., 1999).

Neben diesen lokalen Reaktionen verfiigen Pflanzen {iber eine Reihe von
Mechanismen und Signalwegen, um in einen Zustand der erhohten Krankheitsresistenz bei
nachfolgenden Infektionen zu gelangen (Abb. 3). Infektionen mit nekrotisierenden
Pathogenen, nicht-pathogenen Rhizosphirebakterien oder Verwundung durch z. B.

InsektenfraB3 konnen diese systemischen Reaktionen ausldsen (Pieterse & Van Loon, 1999).
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Abb. 3: Ubersicht iiber Signalwege in Pflanzen, die zu einer systemisch erhdhten
Krankheitsresistenz fiihren konnen. Als Ausloser konnen Pathogeninfektionen, nicht-
pathogene Rhizosphédrebakterien oder Verwundung durch z. B. Insektenfra3 fungieren.
Jeder dieser Signalwege flihrt zu einem typischen Spektrum an Abwehrproteinen (u. a.
,pathogenesis-related proteins®, PR-Proteine) und niedermolekularen Substanzen, die
z. T. noch nicht charakterisiert sind. Das regulatorische Protein NPR1 wird sowohl fiir
SAR als auch fiir ISR benétigt. Arabidopsis-Mutanten, deren Signaltransduktion fiir
Jasmonat (jarl) oder Ethylen (etrl, ein2) gestort ist, konnen keine ISR entwickeln.
Transgene nahG-Pflanzen, die keine Salicylsdure akkumulieren konnen, bilden keine
SAR aus. SA: Salicylsdure, JA: Jasmonat. Die Abbildung wurde modifiziert nach
Pieterse & Van Loon (1999).

Eine Infektion mit Pathogenen aktiviert in den meisten Fillen einen Salicylsdure-abhingigen
Signalweg, der zur systemisch erworbenen Resistenz (SAR) fiihrt (Abb. 3, Mitte). Der
Salicylsdure nachgeordnet ist das regulatorische Protein NPR1; es bewirkt die Transkription
Salicylsdure-abhingiger Abwehrgene, die zu den PR(pathogenesis related)-Proteinen gehdren
(Kinkema et al., 2000; Van Loon, 1999). Bei Pathogenbefall kénnen aber auch die

Pflanzenhormone Ethylen und Jasmonat beteiligt sein (Durner et al., 1997; Pieterse & Van
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Loon, 1999), die aulerdem eine wichtige Rolle bei Verwundungsreaktionen und bei einer
durch nicht-pathogene Rhizosphérebakterien ausgelosten Form der erhdhten Resistenz in
Arabidopsis thaliana (induzierte systemische Resistenz, ISR) spielen (Abb. 3, links; Pieterse
& Van Loon, 1999).

Verwundungen, z. B. nach InsektenfraB3, induzieren in Pflanzen erhohte Gehalte an
Ethylen und Jasmonat (Abb. 3, rechts). Diese beiden Signalstoffe wiederum fithren zu einer
erhohten Produktion von Proteinase-Inhibitoren, pflanzlichen Defensinen, Thioninen und PR-
Proteinen (Leon et al., 2001). Defensine und Thionine sind relativ kleine, basische Cystein-
reiche Polypeptide, die toxisch auf phytopathogene Bakterien wirken und denen daher eine
Rolle bei der pflanzlichen Abwehr zugesprochen wird (Vignutelli et al., 1998).

Eine intakte Ethylen- und Jasmonat-Signaltransduktion wird auch fiir den ISR-
Signalweg bendtigt (Abb. 3, links). Den beiden Pflanzenhormonen nachgeordnet ist ISR/, ein
noch nicht nédher charakterisiertes Gen, dessen Locus aber im Genom von A. thaliana
beschrieben wurde und das regulatorische Protein NPR1, das auch bei SAR benétigt wird
(Pieterse et al., 2001; Ton et al., 1999; vgl. Einleitung 4.2). Arabidopsis-Mutanten, deren
Signaltransduktion fiir Ethylen (etr/, ein2) und Jasmonat (jarl) gestort ist, konnen keine ISR
entwickeln (Pieterse et al., 2001). Der SAR-Signalweg kann in nahG unterbrochen werden, da
diese Linie ein bakterielles Gen (nahG) besitzt, das Salicylsdure abbaut, so dass keine

Salicylsdure akkumulieren kann (Durner et al., 1997).

4.1. Systemic acquired resistance (SAR) — ein Salicylsidure-abhéingiger Signalweg

Eine lokale Resistenz kann sich systemisch innerhalb weniger Stunden bis Tage nach
Auftreten von HR iiber die ganze Pflanze ausbreiten (Durner et al., 1997). Bei einer erneuten
Infektion mit dem gleichen oder auch mit anderen Pathogenen aktiviert die Pflanze schneller
und effektiver ihre Abwehrreaktionen und zeigt weniger starke Krankheitssymptome
(Conrath et al., 2002; Sticher et al., 1997).

Ein unbedingt notwendiges Signalmolekiil bei der systemisch erworbenen Resistenz
(systemic acquired resistance, SAR) ist Salicylsdure (Abb. 3, 4). Sie wird sowohl in
infiziertem Gewebe bei HR als auch in weiter entfernten gesunden Teilen der Pflanze gebildet
und ist in vielen dikotylen Pflanzenarten (Gurke, Tabak, Tomate, Kartoffel,
Ackerschmalwand) mit dem Auftreten der SAR assoziiert (Alvarez, 2000). Eine exogene

Applikation von Salicylsdure oder Acetyl-Salicylsdure (Aspirin) an Tabakpflanzen erhdht die
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Resistenz gegeniiber verschiedenen Pathogenen, z. B. TMV, und induziert die gleichen

Abwehrgene, die auch bei SAR auftreten (Durner et al., 1997).

Shikimat-Stoffwechsel
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Abb. 4: Mogliche Biosynthesewege der Salicylsdure. PAL = Phenylalanin-Ammoniak-Lyase,
BA2H = Benzoesédure-2-Hydroxylase, SAGase = Salicylsdure-B-Glucosidase, SAGT =
UDP-Glucose:Salicylsdure Glucosyltransferase, ICS = Isochorismat-Synthase, PL =
Pyruvat-Lyase, zusammengestellt aus Hock & Elstner (1995) und Wildermuth et al.
(2001).

Im Gegensatz zu Tieren sind Pflanzen in der Lage, Salicylsdure zu synthetisieren und
Salicylsdure-abhingige physiologische Programme zu aktivieren (Alvarez, 2000).
Salicylsdure wird iiber den Shikimat-Stoffwechselweg aus Chorismat gebildet, woraus in
mehreren Schritten zunichst Phenylalanin und schlieBlich Salicylsdure gebildet wird (Abb. 4,
rechts). Das Enzym Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) katalysiert den ersten Schritt der
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Synthese, die Umsetzung von Phenylalanin zu trans-Zimtséure (Ribnicky et al., 1998). PAL
ist ein hochreguliertes Enzym, dessen Transkription durch Pathogene, mechanische Schiden
oder abiotischen Stress induziert werden kann (Alvarez, 2000).

Nach mehreren Zwischenschritten wird aus trans-Zimtsdure Benzoesdure gebildet,
welche durch Benzoesdure-2-Hydroxylase zu Salicylsdure umgesetzt wird (Abb. 4, Ribnicky
et al., 1998). Neueste Erkenntnisse zeigten, dass es moglicherweise noch einen zweiten
Syntheseweg in Pflanzen gibt. Manche Bakterien, wie z. B. Pseudomonas aeruginosa,
verwenden zur Synthese von Salicylsdure Isochorismat-Synthase (ICS) und Pyruvat-Lyase
(PL, Abb. 4, links). In Arabidopsis wurden kiirzlich Isoformen der Isochorismat-Synthase
kloniert, deren Expression durch Pathogenbehandlung induziert werden konnte (Wildermuth
et al., 2001). Die Autoren vermuten, dass dieser Syntheseweg auch in anderen Pflanzenarten
vorhanden sein konnte, da sie {iber Sequenzvergleiche in Datenbanken zur ICS homologe
Sequenzen auch in Soja und Tomate fanden.

Ein groBer Anteil der Salicylsdure liegt in Pflanzen in konjugierter Form, meist
glycosyliert, vor (Abb. 4). Das wichtigste Konjugat in Tabak ist Salicylsdure-2-O-f3-glucosid.
Es akkumuliert bevorzugt in der Ndahe von HR-Lésionen durch die Aktivitdt von Salicylsdure-
Glycosyltransferasen, die durch hohe Salicylsdure-Konzentrationen induziert werden konnen
(Enyedi & Raskin, 1993; Lee & Raskin, 1999). Daneben kann Salicylsdure zu Gentisinsdure
(2,5-Dihydroxybenzoeséure) umgesetzt werden (Abb. 4). In Tomate scheint Gentisinséure
auch an Abwehrreaktionen beteiligt zu sein, da nach einer Behandlung mit Gentisinséure
erhohte Mengen an PR-Proteinen beobachtet wurden (Bellés et al., 1999). Diese PR-Proteine
(Isoformen von basischen Chitinasen und Thaumatin-dhnliches Protein) wurden nicht durch
Salicylsdure induziert. Es ist daher anzunehmen, dass sich Gentisinsdure und Salicylsdure in
der Abwehr von Tomatenpflanzen gegenseitig erginzen (Bellés et al., 1999). Methylsalicylat,
ein gasformiges fliichtiges Derivat von Salicylsdure, konnte als Botenstoff innerhalb des
Gasraumes der Blétter oder zwischen benachbarten Pflanzen fungieren (Heiden et al., 1999;
Ribnicky et al., 1998).

Systemic acquired resistance (SAR) geht mit der Bildung eines charakteristischen
Spektrums an Abwehrproteinen einher, die zu den PR (pathogenesis-related) —Proteinen
gehoren (Abb. 3). PR-Proteine sind pflanzliche Proteine, die wéahrend der Pathogenese oder
verwandten Situationen in infiziertem Gewebe akkumulieren (Van Loon, 1997, 1999).
Aufgrund ihrer Eigenschaften und Homologien wurden sie in 14 Klassen aufgeteilt (Van
Loon & van Strien, 1999). PR-Proteine wurden bisher in neun Pflanzenfamilien identifiziert;

am besten charakterisiert sind sie in Tabak und Tomate (Alvarez, 2000). In Tomatenpflanzen
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wurden zwei Familien von Chitinasen (PR3, -4), eine von -1,3-Glucanasen (PR2), eine von
Proteinase-Inhibitoren (PR6) und eine von spezifischen Peroxidasen (PR9) beschrieben.
Daneben gibt es noch eine Familie, deren Funktion bisher unbekannt ist (PR1) und die
Thaumatin-dhnlichen PR-Proteine (PRS; Alvarez, 2000; Van Loon & van Strien, 1999).

In Tabak werden bei der SAR ausschlieBlich saure PR-Proteine gebildet, die im
intrazelluliren Raum akkumulieren (Van Loon, 1997). Als Marker fir SAR wurde PR1a
definiert, ein saures PR-Protein, das durch Applikation von Salicylsdure induziert werden
kann und dessen Funktion unbekannt ist (Durner et al., 1997).

Die Bedeutung der Salicylsdure bei SAR konnte mit Hilfe von transgenen Pflanzen
demonstriert werden, die ein bakterielles Gen (nahG) fiir eine Salicylsdure Hydroxylase
besitzen (Abb. 3). In diesen Pflanzen wird Salicylsdure zu Catechol abgebaut und kann nicht
mehr akkumuliert werden (Durner et al., 1997; You et al., 1991). Eine Konsequenz davon ist,
dass nahG-Pflanzen eine reduzierte PR-Proteingenexpression zeigen, keine SAR ausprigen
konnen und ihre Fahigkeit verlieren, das Wachstum und die Ausbreitung von Pathogenen zu
begrenzen (Durner et al., 1997). Obwohl bekannt ist, das Salicylsdure im Phloem iiber weite
Strecken transportiert werden kann, scheint Salicylsdure nicht das alleinige mobile Signal zu
sein, welches SAR auch in distalen Bléttern auslost (Durner et al., 1997; Shulaev et al., 1995).

Der Mechanismus, durch den Salicylsdure eine erhohte Resistenz vermittelt und ihr
Zusammenspiel mit reaktiven Sauerstoffspezies, wird kontrovers diskutiert. Salicylsdure kann
in Tabak die H,O,-abbauenden Enzyme Catalase und Ascorbatperoxidase inhibieren und den
Gehalt an H,O; erhdhen (Chen et al., 1993; Durner & Klessig, 1995). Aullerdem konnte
Salicylsdure in Tabak-Zellkulturen die Bildung von Superoxid induzieren (Kawano & Muto,
2000). Diese Befunde sprechen fiir eine Rolle von Salicylsdure in der Signalkette oberhalb
von ROS. Andere Modelle vermuten Salicylsdure den ROS nachgeordnet, da die
Salicylsdaurebiosynthese durch H,O; induziert werden kann (Bi et al., 1995; Neuenschwander
et al.,, 1995). Bei einer Infektion von Tabakpflanzen mit einem avirulentem Stamm von
P. syringae konnte ein biphasischer Anstieg der Salicylsduregehalte nachgewiesen werden
(Draper, 1997). Jede Phase der ROS-Akkumulation war von einem Anstieg der
Salicylsdaurekonzentration gefolgt. Van Breusegem et al. (2001) schlagen vor, dass
Salicylsdure und ROS bei der Pathogenabwehr als selbst-amplifizierendes System wirken:
H;0, induziert Salicylsdure, Salicylsdure verstirkt die H,;O,-Akkumulation. Beide
Signalstoffe fordern den Zelltod.

Im Signalweg der Salicylsdure nachgeordnet ist das regulatorische Protein NPR1 bei der

Aktivierung der PR1 Expression (Abb. 3, Glazebrook, 2001). Salicylsdure bewirkt einen
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Anstieg in der Konzentration von NPR1 im Nukleus. Dieses Protein wird dort fiir die
Aktivierung der Expression von PR-1 benétigt (Kinkema et al., 2000). Es scheint also direkt
an der transkriptionellen Kontrolle der Expression von Abwehrgenen beteiligt zu sein. Zudem
zeigt es Homologien zu einem Protein, das Bestandteil des ROS-regulierten NFxB
Signalweges in Sdugern ist (Ryals et al., 1997). Wie dieses Protein besitzt es Ankyrin-reiche
Wiederholungen, die bei Protein-Protein Interaktionen eine Rolle spielen. Zudem wurde eine

Interaktion mit bZIP Transkriptionsfaktoren aus Arabidopsis gezeigt (Zhang et al., 1999).

4.2. Durch Rhizosphirebakterien induzierte systemische Resistenz — ein Jasmonat-
und Ethylen-abhéngiger Signalweg

Nicht-pathogene Rhizosphérebakterien konnen die pflanzliche Abwehr stimulieren und
Pflanzen so gegen verschiedene Pathogene resistenter machen (vgl. Tabelle 1). Die ersten
Berichte, dass Abwehrreaktionen durch Rhizosphérebakterien ausgelost werden konnen,
wurden unabhéngig voneinander 1991 fiir drei Pflanze-Pathogen Systeme beschrieben: Gurke
und Anthracnose (Wei et al., 1991), Nelke und Fusarienwelke (Van Peer et al., 1991), sowie
Bohne wund Fettfleckenkrankheit (Alstrom, 1991). Obwohl das phénotypische
Erscheinungsbild der systemischen Resistenz, ausgelost durch die Kolonisierung der Wurzeln
mit bestimmten Rhizosphdrebakterien, abiotischen Faktoren oder nekrotisierenden
Mikroorganismen sehr dhnlich ist, unterscheiden sich die biochemischen Anderungen in der
Pflanze ~ (Whipps, 2001). Daher wurde der Begriff ,durch nicht-pathogene
Rhizosphirebakterien induzierte systemische Resistenz®“ (ISR) fiir bakterielle Ausloser
eingefithrt und ,,systemisch erworbene Resistenz*“ (SAR) fiir andere Formen beibehalten
(Pieterse et al., 1996). In den letzten Jahren wurden von der Gruppe um C. Pieterse und
L. Van Loon grofle Anstrengungen unternommen, um anhand eines Modellsystems aus
Arabidopsis und dem Rhizospharebakterium Pseudomonas fluorescens WCS417r die
involvierten Signalstoffe und —wege zu charakterisieren (Pieterse et al., 2001). Im Moment
stellt dieses System das am besten charakterisierte Beispiel fiir ISR dar, daher wird der
Begriff ISR in dieser Arbeit ausschlieBlich in Bezug auf P. fluorescens WCS417r vermittelte
Resistenz verwendet.

Eine Beteiligung von Salicylsdure an ISR von P. fluorescens WCS417r in Arabidopsis
konnte ausgeschlossen werden, da dieser Stamm sowohl in Wildtyp-Arabidopsis- als auch in
nahG-Pflanzen eine ISR gegeniiber P. syringae pv. tomato auslosen konnte (Van Wees et al.,

1997). Die Symptome der P. syringae-Infektion, Chlorosen, die sich zu Nekrosen entwickeln,
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konnten dabei auf die Hilfte der Blitter beschriankt werden, im Vergleich zu nicht-induzierten
Pflanzen. Eine Akkumulation der mRNAs oder Proteine fir PR1, 2 und 5 wurde in ISR-
ausbildenden Pflanzen nicht beobachtet, somit scheint ISR unabhingig von Salicylsdure und
typischen PR-Proteinen zu sein (Pieterse et al., 1996).

Studien mit Arabidopsis-Mutanten zeigten, dass eine intakte Jasmonat- und
Ethylenperzeption und Signaltransduktion fiir ISR-Auspriagung noétig ist (Pieterse et al.,
1998). Die Arabidopsis-Mutanten etrl und ein2-ein7, deren Ethylensignalweg defekt ist, wie
auch jarl, die eine verminderte Sensitivitit fiir Jasmonat besitzt, sind in ihrer Fahigkeit, eine
ISR zu entwickeln, gestort (Abb. 3). Im Gegensatz dazu konnen sie eine Pathogen-induzierte
SAR unverédndert exprimieren (Knoester et al., 1999; Pieterse et al., 1998).

Das pflanzliche Hormon Ethylen reguliert eine Vielzahl von Wachstums- und
Entwicklungs-abhédngigen Prozessen wie z. B. Samenkeimung, Zellelongation, Fruchtreife,
Seneszenz und  Abzission, wéhrend Jasmonat als  Stresssignal primdr bei
Verwundungsreaktionen eine Rolle spielt (Johnson & Ecker, 1998; Reymond & Farmer,
1998). Erhohte Ethylenemissionen werden bei Pathogenbefall oder Verwundung gemessen,
treten aber auch bei abiotischem Stress wie Ozonbehandlung oder Uberflutung auf (Abeles et
al., 1992; Chang & Shockey, 1999; Sandermann et al., 1998). Pflanzen, deren
Ethylensignalweg nicht mehr intakt ist, zeigen entweder eine erhdhte Anfilligkeit oder eine
erhohte Resistenz bei Pathogenbefall abhidngig von der Pflanzenart und dem jeweiligen
Erreger (Reymond & Farmer, 1998).

Die Steuerung Ethylen-abhéngiger Prozesse in Pflanzen wird durch die Fahigkeit der
Zellen bestimmt, das Phytohormon wahrzunehmen, das Signal von der Membran zum
Zellkern weiterzuleiten und die Expression der spezifischen Effektorgene zu aktivieren. Die
Untersuchung der Ethylenperzeption und weiteren Signaltransduktion begann mit
Arabidopsis-Mutanten, die einen Defekt in der Ethylenantwort besitzen. Mutanten, die
Ethylen nicht wahrnehmen konnen, wurden als nicht sensitiv fiir Ethylen (ethylene
insensitive, ein) beschrieben. Daneben gibt es noch eine Reihe Ethylen iiberproduzierende
oder konstitutive Signalmutanten (Stepanova & Ecker, 2000). Der Signaltransduktionsweg
von der Erkennung bis zur Expression Ethylen-abhidngiger Gene besteht bisher aus {iber
einem Dutzend Proteinen (Johnson & Ecker, 1998; Stepanova & Ecker, 2000). Auch in
Tomatenpflanzen wurden Ethylenmutanten identifiziert (Barry et al., 2001; Tieman et al.,
2000).

Die Erkennung von Ethylen erfolgt durch eine Familie integraler Membranrezeptoren, die

Ahnlichkeiten zu bakteriellen Zwei-Komponentensystemen besitzen (Chang & Shockey,
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1999). In Arabidopsis und Tomate wurden bisher fiinf bzw. sechs Mitglieder beschrieben, die
differentielle Expressionsmuster zeigen (Ciardi et al., 2000; Stepanova & Ecker, 2000;
Tieman & Klee, 1999; Wang et al.,, 2002). In Abwesenheit von Ethylen wird die
Signalweiterleitung durch die Rezeptoren reprimiert, vermutlich aktivieren sie ein negatives
Regulatorprotein (CTR1). CTRI1 scheint Bestandteil einer Kaskade aus Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) zu sein, die aber noch nicht néher identifiziert ist (Chang & Shockey,
1999). Bindet Ethylen an den Rezeptor, bleibt die Aktivierung von CTR1 aus und eine
Kaskade aus weiteren positiven regulatorischen Elementen (z. B. EIN2) fiihrt iiber spezifische
Transkriptionsfaktoren (z. B. ERF1) zur Expression Ethylen-abhingiger Gene (Stepanova &
Ecker, 2000).

Jasmonsdure und sein Methylester Methyljasmonat sind Metabolite von poly-
ungesittigten Fettsduren, die als Oxylipine zusammengefasst werden (Langebartels &
Kangasjirvi, 2003). Jasmonséure ist ein Fettsdurederivat aus zwolf Kohlenstoffatomen und
wird liber den Octadecanoid-Stoffwechselweg via Linolensdure synthetisiert (Mueller, 1997).
Linolensdure wird aus pflanzlichen Membranen nach Verwundung durch Phospholipasen
freigesetzt. Lipoxygenasen katalysieren den Einbau von molekularem Sauerstoff in
Linolensdure, es entsteht Hydroperoxylinolenséure, woraus nach Cyclisierung und Oxidation
Jasmonsdure entsteht. Von der Hydroperoxy-Verbindung kénnen mindestens sieben weitere
Stoffwechselwege ausgehen, die alle zu Signalsubstanzen fiihren, die an diversen
Entwicklungsprozessen oder Antworten auf Umwelteinfliisse beteiligt sein konnten (Berger,
2002). Jasmonsdure kann noch weiter modifiziert werden, z. B. durch die Addition von
Methyl- oder Hydroxylgruppen oder durch Konjugation von Aminoséduren (Berger, 2002). All
diese Derivate kommen in verdnderlichen Anteilen in Pflanzen vor und spielen als
Signalsubstanzen eine Rolle.

Der Gehalt an Jasmonaten ist in jungen wachsenden Geweben am hochsten und steigt
in Zellkulturen nach Behandlung mit Elicitoren, UV-Licht, Pathogenen oder Ozon an
(Conconi et al., 1996; Creelman & Mullet, 1995; Rao et al., 2000). Eine Applikation von
exogenen Jasmonaten induziert eine Reihe von Genen, die auch auf andere Stressoren wie
Verwundung oder Pathogeninfektion ansprechen (Berger, 2002). Uber die Perzeption von
Jasmonat und Weiterleitung des Signals ist noch nicht viel bekannt, obwohl inzwischen eine
Reihe von Arabidopsis-Mutanten beschrieben wurden, die Defekte im Jasmonatsignalweg
besitzen (Berger, 2002).

Uberraschenderweise blieb wihrend der ISR der Gehalt an Jasmonat und die

Ethylenproduktion sowohl in den Wurzeln wie auch in den Blittern unverdndert, d. h.
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wihrend der ISR werden nicht die Gehalte der Signalstoffe erhdht, sondern die pflanzliche
Sensitivitdt gegentiber diesen beiden Hormonen (Pieterse et al., 2000). Es konnte auch keine
erhohte Expression typischer Ethylen- und / oder Jasmonat-induzierbarer Gene wie HEL
(Hevein-Typ Chitinase), ChiB (ChitinaseB), PDFI1.2 (pflanzliches Defensin), AtVSP
(vegetative storage protein), LOXI (Lipoxygenasel), LOX2, PAL1, PIN2 (Proteinase-Inhibitor
IT) festgestellt werden (Van Wees et al., 1999). Nach einer Infektion mit P. syringae pv.
tomato zeigten induzierte Pflanzen erhdhte Transkriptmengen von AtVSP; scheinbar werden
bei der ISR ganz spezifische Jasmonat-abhidngige Gene erst nach der Pathogeninfektion in
ihrer Expression verstéirkt. Diese Art der schnelleren und stirkeren Aktivierung der Abwehr,
auch ,,Priming* oder Sensibilisierung genannt, findet man als erhéhte Transkriptakkumulation
von PR-Genen auch wihrend der Expression einer pathogen-induzierten SAR (Conrath et al.,
2002; Durner et al., 1997).

Die meisten Arabidopsis thaliana-Okotypen entwickeln nach Behandlung mit
P. fluorescens WCS417r oder P. putida WCS358 ISR, nur die Okotypen RLD und WS-0
besitzen nicht diese Fahigkeit (Ton et al., 1999; Van Wees et al., 1997). AuBlerdem sind diese
beiden Okotypen wesentlich anfilliger gegeniiber P. syringae pv. tomato, die Symptome
entwickeln sich schneller und stirker als z. B. im Okotyp Col. Kreuzungen zwischen RLD
und WS-0 auf der einen Seite und RLD und WS-0 mit den ISR-ausbildenden Okotypen Col
und Landsberg erecta (Ler) auf der anderen Seite ergaben, dass RLD und WS-0 ein
rezessives Allel eines Genes besitzen, das flir eine natiirlich vorhandene Resistenz gegen
P. syringae pv. tomato und fiir die Féhigkeit ISR auszuprigen, verantwortlich ist. Der
entsprechende Locus wurde Isr/ genannt (Ton et al., 1999). RLD und WS-0 zeigten sich
weniger sensitiv  gegeniiber einer Ethylen-induzierten Hemmung des primiren
Wurzelwachstums.  AuBBerdem war nach  Applikation der Ethylenvorstufe 1-
Aminocyclopropan-1-carbonsdure (ACC) die Expression der Ethylen-induzierbaren Gene
HEL (Hevein-Typ Chitinase) und PDF[.2 (pflanzliches Defensin) reduziert (Ton et al., 2001).
In weiteren Kreuzungsexperimenten koseggregierte die reduzierte Ethylensensitivitit mit den
rezessiven Allelen des Isr/ Locus, also mit der Unfdhigkeit, ISR zu entwickeln. Damit lag der
Schluss nahe, dass der Isr/ Locus fiir eine Komponente der Ethylenantwort codiert, die fiir
eine Expression der Rhizosphirebakterien-vermittelten ISR notwendig ist (Ton et al., 2001).

Auch die Arabidopsis-Mutante nprl, deren Salicylsdure-Signalweg unterbrochen ist,
und die weder SAR entwickeln noch PR-Proteine exprimieren kann, wurde in diesen Studien
verwendet. Uberraschenderweise konnten weder P. fluorescens WSC417r noch P. putida

WCS358 ISR in diesen Pflanzen auslosen, was darauf hindeutet, dass ein funktionsfahiges
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NPR1-Protein fiir eine durch Rhizosphirebakterien induzierte ISR genau wie fir SAR
notwendig ist (Abb. 3, Pieterse et al., 1996). Aullerdem konnte ISR in der npri-Mutante
weder durch Zugabe von Ethylen noch durch Jasmonat ausgeldst werden.

Eine Ausbildung der ISR in Arabidopsis hingt von dem verwendeten Bakterien-
Stamm ab, denn andere Pseudomonas spp. (z. B. P. fluorescens WCS374) konnten in Rettich
eine Resistenz induzieren, in Arabidopsis aber nicht. Umgekehrt war der Stamm P. putida
WCS358 in der Lage, in Arabidopsis sowohl in Wildtyp- als auch in transgenen nahG-
Pflanzen ISR auszuldsen, in Rettich war er aber unwirksam (Leeman et al., 1995; Van Wees
et al., 1997). Alle diese Stimme kolonisierten die Wurzeln mit dhnlich hohen Zellzahlen, so
dass ausgeschlossen werden konnte, dass die Nicht-Induktion der ISR durch den Stamm

WCS347 an mangelnder Besiedelung der Wurzeln lag (Pieterse et al., 1996).

4.3. Interaktionen zwischen den Signalwegen

Die pflanzliche Abwehr wird hauptsichlich durch drei Signalstoffe reguliert: Salicylsdure,
Jasmonat und Ethylen. Jeder dieser Regulatoren ist Teil eines Signaltransduktionsweges, der
zur Induktion spezifischer Abwehrsubstanzen und —proteine fiihrt, je nachdem welcher
Stimulus (Pathogene, Verwundung, Insektenfra3, nicht-pathogene Rhizosphédrebakterien,
abiotischer Stress) auf die Pflanze einwirkt (Abb. 3). Die einzelnen Abwehrwege
kontrollieren oder verstirken sich gegenseitig; damit wird sichergestellt, dass die Pflanze
immer die geeignetste Kombination von Abwehrkomponenten, angepasst an die spezifische
Stresssituation, produziert (Reymond & Farmer, 1998).

Sowohl bei Verwundungsreaktionen als auch bei Pathogenangriff werden Jasmonat
und Ethylen produziert. Dennoch gibt es Hinweise, dass verschiedene Abwehrprogramme
ablaufen, so werden durch Verwundung in Tabak vorwiegend basische PR-Proteine induziert,
wiéhrend bei Pathogenbefall die Expression saurer PR-Proteine zunimmt (Pieterse & Van
Loon, 1999). Ein Grund dafiir konnte sein, dass Pathogene zusitzlich zu Jasmonat und
Ethylen héufig Salicylsdure induzieren. Salicylsdure und ihre funktionellen Analoga scheinen
hemmend auf Jasmonsdure-induzierte Genexpression zu wirken (Pieterse & Van Loon, 1999).
In Arabidopsis wurde eine erhohte Expression des Jasmonat-abhidngigen PDFI.2 Gens in
transgenen nahG-Pflanzen beobachtet, die keine Salicylsdure akkumulieren konnen
(Penninckx et al., 1996). Aber auch synergistische Effekte konnen auftreten, so fiihrte eine
gleichzeitige Behandlung von Tabakpflanzen mit Methyljasmonat und Salicylsdure zu einer

hoheren PR1 Genexpression als eine Salicylsdurebehandlung alleine (Xu et al., 1994). Auch
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Ethylen scheint die Pflanzen sensitiver fiir Salicylsdure zu machen, in Arabidopsis war eine
erhohte PRI mRNA-Akkumulation nach Ethylenbehandlung nachzuweisen (Reymond &
Farmer, 1998).

Diese verstiarkenden Effekte von Signalstoffen auf die Genexpression in Kombination
mit hemmenden Interaktionen scheinen eine Feinabstimmung der Genexpression gegen
spezifische Pathogene zu ermoglichen. Ein Ergebnis davon ist, dass nicht alle Erreger die

gleichen Abwehrgene induzieren (Reymond & Farmer, 1998).

4.4. Bakterielle Komponenten, die eine systemische Resistenz in Pflanzen auslosen
konnen

Um moglichst effektiv auf einen Angriff von Krankheitserregern mit der Aktivierung
geeigneter Abwehrmechanismen reagieren zu konnen, miissen Pflanzen die Anwesenheit von
Fremdorganismen frithzeitig wahrnehmen konnen. Substanzen, die bei einer
Pathogeninfektion freigesetzt werden, konnen, als Elicitoren iiber Rezeptoren in der Pflanze
erkannt, eine Kaskade an Signalen auslosen, die zu typischen Abwehrreaktionen wie z. B.
HR, ,,oxidativer Burst* oder Verstirkung der Zellwand, fiihren (Ebel & Mithofer, 1998).
Generelle oder allgemeine Elicitoren werden dabei von vielen Pflanzengattungen erkannt, im
Gegensatz zu spezifischen Elicitoren (Avirulenzgenprodukten), die nur mit Pflanzenlinien
interagieren konnen, in denen ein entsprechendes Resistenzgen vorhanden ist (Niirnberger &
Brunner, 2002). Generelle Elicitoren werden meist von Zellwidnden pathogener Pilze oder
Bakterien oder von pflanzlichen Zellwidnden freigesetzt wie z. B. Glucane, Chitin, Chitosan
oder Oligogalacturonide, die alle Oligosaccharide darstellen (Ebel & Mithofer, 1998). Auch
(Glyco)peptide und Proteine konne als Elicitoren wirken, wie z. B. Elicitine, kleine
extrazelluldre Proteine, die von Phytophthora spp. sekretiert werden oder Harpine, die von
bakteriellen Pathogenen wie z. B. Erwinia carotovora oder Pseudomonas syringae stammen
(Ebel & Mithofer, 1998).

Uber welche Komponenten  nicht-pathogene  Rhizosphirebakterien  von
Pflanzenwurzeln erkannt werden, ist in vielen Fillen noch unklar. Bei dem Stamm
P. fluorescens WCS417r wurden als Ausloser der induzierten systemischen Resistenz in
Rettich und Arabidopsis thaliana bisher Lipopolysaccharide (LPS) und ein Eisen-regulierter
Faktor identifiziert (Leeman et al., 1995, 1996; Van Wees et al., 1997). Lipopolysaccharide
sind der dullere Bestandteil der Zellwand gram-negativer Bakterien und stellen eine komplexe

Familie amphipatischer Molekiile dar, welche eine wichtige Rolle bei der Interaktion von
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Bakterien mit ihrer Umwelt, z. B. ihrem eukaryotischen Wirt, spielen (Newman et al., 2001).
Der duBlerste Teil des LPS wird O(outer)-Antigen genannt und besteht aus einer Kette von
Oligosaccharid-Einheiten. Diese Komponente des LPS wird vom Immunsystem in Sdugern
erkannt und viele Klassifikationssysteme pathogener Bakterien basieren auf Variationen in
der O-Antigenstruktur. Daran schlieft sich der innere und duBlere Oligosaccharid Core-
Komplex an, wobei der innere Core-Komplex den ungewohnlichen Zucker 3-Deoxy-D-
manno-2-octulosonat (KDO) enthédlt. Damit verbunden ist die dritte Doméne des LPS, das
Lipid A. Es besteht hauptsidchlich aus Glucosamin-Dimeren, die N- und O-substituiert mit
mittellangen Hydroxyfettsduren, sind. Die Fettsduren bilden die duflere Schicht der dufleren
Membran gram-negativer Bakterien (Lerouge & Vanderleyden, 2001).

Eine Infiltration von aufgereinigtem LPS von pflanzenpathogenen Bakterien, wie z. B.
Xanthomonas campestris, in Blétter kann zu einem lokalen Zustand der erhohten Sensitivitét
und bei einer erneuten bakteriellen Infektion zu rascheren und intensiveren Abwehrreaktionen
fihren (Newman et al., 2001). In Rettich- und Ackerschmalwandpflanzen konnte
aufgereinigtes LPS von P. fluorescens WCS417r eine systemische Resistenz gegen pilzliche
und bakterielle Erreger induzieren (Leeman et al., 1995; Van Wees et al., 1997). Dabei
scheint insbesondere das O-Antigen an der Signalweiterleitung beteiligt zu sein, da
Zellwandpréparationen einer Mutante von P. fluorescens WCS417r, die keine O-Antigen
Seitenkette mehr besitzt, die pflanzliche Abwehr nicht mehr stimulierten (Leeman et al.,
1995; Van Wees et al., 1997). Lebende Inokulate dieser Mutante konnten zwar in
Arabidopsis-Pflanzen die Krankheitsresistenz in vergleichbarem Umfang erhdhen wie
Inokulate mit dem Wildtyp, in Rettich dagegen nicht (Van Wees et al., 1997). Daraus kann
man schlieBen, dass bakterielles LPS nur zum Teil als Elicitor der induzierten systemischen
Resistenz in Arabidopsis thaliana in Frage kommt. In Rettich scheinen zusitzliche Ausloser
der induzierten systemischen Resistenz (ISR) Eisen-regulierte Komponenten zu sein, da unter
Eisen-limitierenden Bedingungen auch die LPS-Mutante des Stammes WCS417r ISR ausldste
(Leeman et al., 1996).

Von Felix et al. (1999) wurde erkannt, dass das Strukturprotein bakterieller Geif3eln,
Flagellin, als Elicitor Reaktionen in Tomatenzellkulturen auslésen kann. Pflanzen erkennen
eine spezielle Doméne des Flagellins mit Hilfe eines Rezeptorproteins (Meindl et al., 2000).
Aufgereinigte Flagellen des Biocontrol-Stammes P. putida WCS358r konnten in Arabidopsis
systemische Resistenz auslosen (Pieterse et al., 2001). Eine Mutante dieses Stammes, die
keine Flagellen besitzt, war allerdings genauso effektiv. Dies zeigt deutlich, dass mehrere

bakterielle Faktoren existieren, die als Ausloser systemischer Resistenzen fungieren.
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S. Themenstellung

Unter Pflanzen-assoziierten Bakterien ist die Produktion von N-Acyl-L-homoserinlactonen
(AHL) zur Zelldichte-abhéngigen Regulation verschiedener Gene, die z. B. fiir die Synthese
von Virulenzfaktoren oder Antibiotika kodieren, weit verbreitet. Dennoch ist nur wenig iiber
die Beteiligung dieser Substanzen an der Erhohung der pflanzlichen Resistenz durch
Rhizosphirebakterien und ihren Interaktionen mit der Pflanze bekannt.

In dieser Arbeit sollte nun mit Hilfe eines Modellsystems aus Tomatenpflanzen der
Sorte MicroTom und Rhizosphérebakterien der Gattungen Serratia und Pseudomonas der
Einfluss der AHL-Produktion auf die Biocontrol-Aktivitdt hin untersucht werden. Zu Beginn
der Arbeit sollten mogliche wachstumsstimulierende Eigenschaften der Bakterien auf die
Pflanze und das Kolonisierungsverhalten an der Wurzel untersucht werden. In einem zweiten
Schritt sollte die Biocontrol-Aktivitdit des AHL-produzierenden Wildtyp-Stammes
S. liguefaciens MG1 anhand der pflanzlichen Resistenz gegeniiber sprosspathogenen Pilzen
beurteilt und mit der korrespondierenden AHL-negativen Mutante MG44 verglichen werden.
Neben der visuellen Bonitur der Blattschéden sollte dazu auch eine Quantifizierung der DNA-
Gehalte der Pilze in den befallenen Blittern mittels Real-Time PCR Auskunft {iber die
Befallsrate in inokulierten Pflanzen im Vergleich zu Kontrollpflanzen geben.

In weiterfiihrenden Studien zum Mechanismus dieser durch Rhizosphirebakterien
vermittelten Resistenz sollten die Gehalte wichtiger Signalstoffe bei der pflanzlichen
Resistenz und die Expressionsmuster Abwehr-assoziierter Gene untersucht werden. Es
wurden zudem mogliche lokale und systemische Reaktionen der Signalstoffe Salicylsdure und
Ethylen nach Zugabe von AHL-Molekiilen als Reinsubstanzen ermittelt. Untersuchungen zur
Genexpression bekannter Abwehrgene sollten mit Hilfe der Makroarray-Technik und
Northern-Blot Analysen durchgefiihrt werden. Der dabei verwendete Makroarray ermoglichte
die gleichzeitige Analyse von 80 Genen, die an Signaltransduktion, Abwehr sowie

Entwicklungsprozessen in der Tomate beteiligt sind.
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II. Material und Methoden
1. Geriite
Analysenwaage Sartorius, Géttingen

Gaschromatograph AutoSystem XL

Perkin-Elmer, Uberlingen

Heizblock

Liebisch, Bielefeld

Heizschrank

Memmert, Schwabach

Horizontalgel-Elektrophorese-Apparaturen

Easy-Cast, Erlangen

HPLC

Merck, Darmstadt

Hybridisierungsofen

H. Saur, Reutlingen

Image-Master VDS mit Software
Imagemaster 1D Elite, Version 2.0

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Inkubationsschiittler

New Brunswick Scientific, Edison, USA

Milli-Q Water System

Millipore, Eschborn

PCR-Maschinen
PTC-200
PCR-Express
UNO-Thermoblock
ABI Prism 7700

MJ Research (Biozym Diagnostik), Oldendorf
Thermo Hybaid, Frankfurt

Biometra, Gottingen

Applied Biosystems, Weiterstadt

pH-Meter 743

Knick, Berlin

Photometer Ultrospec 3100 pro

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Rotationsverdampfer

Biichi, Flawil, CH

Scanner FLA-3000

Fuji, Nakanuma, Japan

Szintillationszédhler LS 1801

Beckmann, Miinchen

UV-Crosslinker Stratalinker 1800

Stratagene, La Jolla, USA

Wasserbad

Bachofer, Reutlingen

Zentrifugen
Kiihlzentrifuge 3K 12
Kiihlzentrifuge J2-21
Tischzentrifuge MiniSpin

Sigma Laborzentrifugen, Osterode (Harz)
Beckman Coulter, UnterschleiSheim
Eppendorf, Hamburg

2. Chemikalien

2.1. Feinchemikalien

ACC (1-Aminocyclopropan-1-carbonséiure)

Sigma, Deisenhofen

Agarose Biozym Diagnostik, Oldendorf
Ampicillin Sigma, Deisenhofen
N-Butanoyl-L-Homoserinlacton (BHL) Fluka, Seelze

Cyclohexan Riedel-de Haen, Seelze
Ethylacetat Riedel-de Haen, Seelze
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Ethylen

Linde, Unterschlei3heim

N-Hexanoyl-L-Homoserinlacton (HHL)

Fluka, Seelze

Kanamycin

Sigma, Deisenhofen

Metaphosphorsiure Sigma, Deisenhofen
Natriumhypochlorit Sigma, Deisenhofen
Quecksilber(Il)chlorid Merck, Darmstadt
Rifampicin Sigma, Deisenhofen
Salicylsdure Sigma, Deisenhofen
2.2 Radiochemikalien

a-[*°P]-dATP

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

v-[*P]-ATP

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

2.3.

Molekularbiologische Reagenzien

Agarose Gel DNA Extraction Kit

Roche Diagnostic, Mannheim

GoldStar DNA Polymerase

Eurogenetec, Seraing, Belgien

Northern Blot Reagenzien

Roche Diagnostic, Mannheim

Nucleon PytoPure Resin

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

pGEM-T Vector System

Promega, Heidelberg

Polynukleotid Kinase

MBI Fermentas, St- Léon-Rot

QIAprep Spin, Miniprep Kit

Qiagen, Hilden

RNA-Marker, High Range, ready-to-use

MBI Fermentas, St. Léon-Rot

StripAble™ cDNA Probe Synthesis and
Removal Kit

Ambion, Austin, Texas, USA

SYBR Green PCR Mastermix

Applied Biosystems, Weiterstadt

Trizol

Invitrogen, Heidelberg

3. Rhizosphirebakterien

3.1.

Art und Herkunft der Rhizosphirebakterien

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Organismen mit ihren
genotypischen Merkmalen und ihrer Herkunft aufgelistet. Die Bakterienstimme wurden
freundlicherweise von L. Eberl, Institut fiir Mikrobiologie, TU Miinchen bzw. C. Baron,
Institut fiir Mikrobiologie, LMU Miinchen zur Verfiigung gestellt.
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Tabelle 2: Verwendete Organismen

Stamm Relevanter Genotyp Herkunft / Referenz
Burkholderia viethamienses | Typstamm, Genomovar V Vandamme et al., 1997
LMG 10929
Pseudomonas putida Wildtyp; Isolat aus der Tomaten- Steidle et al., 2001
IsoF::gfp rhizosphére mit mini Tn5-Km-
PAI/O4/03 RBSII—gfpmut?)*-To-Tl
Pseudomonas putida N-Acyl-L-homoserinlacton-negative | Steidle et al., 2001
Fl117:rfp Mutante von IsoF, Putl mit
P]aci IdSi’ed-To-Tl
Pseudomonas fluorescens Wildtyp; Isolat aus der Weizen- Pieterse et al., 1996
WCS417r rhizosphére mit Biocontroleigen-
schaften
Serratia liquefaciens Wildtyp; Amp~, Tc¥, L. Eberl, Institut fiir
MGl::gfp mit mini Tn5-Km-P ay04/03 RBSII- Mikrobiologie, TU
gfpmut3*-T-T) Miinchen,
unverdffentlicht
Serratia liquefaciens N-Acyl-L-homoserinlacton-negative | L. Eberl, Institut fiir
MG44::.¢gfp Mutante von MG1, Swrl; AmpR, Mikrobiologie, TU
TcR, Miinchen,
mit mini Tn5-Km-P ay04/03 RBSII- unveroffentlicht
gfpmut3 * -T()-T]

3.2. Anzucht und Stammbhaltung

3.2.1 Verwendete Nihrmedien und Hemmstoffe

Alle verwendeten Nidhrmedien wurden zur Sterilisation in einem Wasserdampf-
hochdruckautoklaven fiir 20 min bei 121 °C und 1,2 bar autoklaviert. Temperatur-
empfindliche Zusdtze wurden sterilfiltriert (PorengroBe 0,2 pum, Millipore, Eschborn) und
spater zugegeben. Festmedien wurde vor dem Autoklavieren 16 g Agar (Merck, Darmstadt)
pro Liter zugesetzt.

Zur Anzucht von Serratia liquefaciens und Pseudomonas putida wurde kommerziell
erhiltliches Vollmedium nach Luria-Bertani (LB) der Firma Fluka, Seelze, verwendet.
Pseudomonas fluorescens WCS417r wurde in King’s Medium B (King et al., 1954) kultiviert

(Zusammensetzung s. u.).
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King’s Medium B zum Nachweis fluoreszierender Pseudomonaden (King et al., 1954)

Pepton 20g
Glycerin 10g
K,HPO4* 1,5¢
MgSO,4 x 7 H,O* 1,5¢g
Agar 20g
H2Ogest. ad. 11
pH 7,2

*als 10 %ige (w/v) Stammlosung getrennt

autoklavieren und anschlieBend zugeben

Hemmstoffe (Tabelle 3) wurden sterilfiltriert und nach Abkiihlung der Medien auf 50 °C

(Festmedien) bzw. vor der Inokulation (Fliissigmedien) zugesetzt.

Tabelle 3: Hemmstoffe

Hemmstoff Stammlosung Endkonzentration
Ampicillin (Amp) 100 mg ml" in HyOpigest  |100 mg I

Chloramphenicol 10 mg ml™ in 96 % 10 mg I

(Cm) Ethanol

Kanamycin (Kan) 50 mg ml ! in H>O4idest 50 mg 1!

Tetracyclin (Tc) 10 mg ml™ in 96 % 10 mg I
Ethanol

Rifampicin (Rif) 50 mg ml™ in 96 % 100 mg I'!
Ethanol

Streptomycin 50 mg ml" in H,Opidest 50 mg 1!

3.2.2  Zellanzucht und Stammhaltung

Das Uberimpfen von Bakterienstimmen auf Festmedien und die Inokulation von 5-10 ml
Flissigkulturen (Reagenzgldser) wurde mit einer Impfose bzw. sterilen Zahnstochern,
ausgehend von einer Einzelkolonie auf Platte, durchgefiihrt. Fliissigkulturen mit gréferem
Volumen wurden mit iiber Nacht gewachsenen Vorkulturen 1:1000 beimpft. Die Inkubation
erfolgte bei 30 °C in Brutschrianken bzw. lufttemperierten Rundschiittlern bei 200 rpm.

Ausgehend von Einzelkolonieausstrichen auf Agarplatten wurden zur langfristigen Lagerung

Glycerinkulturen angelegt. Dabei wurden Einzelkolonien mit einem sterilen Zahnstocher
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gepickt und in 5 ml selektivem LB—Medium iiber Nacht bei entsprechenden Temperaturen
inkubiert. Diesen Kulturen wurde 1 ml entnommen und mit 0,5 ml 50 %igem (v/v) Glycerin
in Kryorohrchen (Nunc A/S, Dénemark) pipettiert. Darauthin konnte die Kultur bei —80 °C
gelagert werden. Das Glycerin bewirkt eine Unempfindlichkeit der Zellen gegeniiber der

Lagerung bei tiefen Temperaturen.

4. Pflanzenmaterial

4.1. Art und Herkunft des Pflanzenmaterials

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden ausschlieSlich mit der Tomatensorte
MicroTom (Lycopersicon esculentum Mill. cv. MicroTom) durchgefiihrt. Diese kommerziell
erhéltliche Sorte wird nicht groBer als 20 cm und trdgt kleine feste Friichte. Aufgrund ihres
Zwergwuchses eignet sie sich besonderes gut fiir Forschungszwecke, da sie auch bei wenig
Platz in hoher Anzahl kultivierbar ist. Die Samen wurden von Bruno Nebelung (Kiepenkerl-

Pflanzenziichtung, Everswinkel) bezogen.

4.2. Anzuchtbedingungen

Die Pflanzen wurden in einer mit Reinluft versorgten Klimakammer (HPZ 90/50, Voétsch,
Balingen) mit einem Tag/Nacht-Rhythmus von 14/10 h bei einer Lufttemperatur von 25/20 £
2 °C und einer konstanten relativen Luftfeuchte von 70 + 5 % angezogen. Die Lichtphase
begann um 6:00 Uhr MEZ, die Lichtintensitit betrug auf Pflanzenhdhe ca. 120 pmol m™ s™
(Leuchtstoffrohren F6OT12/CW/VHO/SS 195 W, cool white, Sylvania).

4.2.1 Oberflichensterilisierung der Samen

Zur Gewihrleistung gleicher Ausgangsbedingungen fiir die in den Inokulationsexperimenten
mit Rhizosphirebakterien verwendeten Tomatenpflanzen wurden die Samen oberflédchen-
sterilisiert. Zundchst wurden sie 2-3 min in deinoisiertem Wasser mit 0,1 % (v/v) Tween 20

gewaschen, mit sterilem Wasser nachgespiilt und in 70 % (v/v) Ethanol (absolut) 2-3 min
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geschiittelt. Im AnschluB daran wurden die Samen 20 min mit 5 % (v/v) NaOCl

oberflachensterilisiert und fiinfmal mit sterilem Wasser gewaschen.

4.2.2 Anzucht in Erde

Die oberflachensterilisierten Samen wurden auf Friihstorfer Einheitserde ausgesét. Nach zwei
Wochen konnten die Keimlinge in Einzeltdpfe (5 x 5 cm, ca. 80 ml Volumen) pikiert und in
Pflanzschalen gestellt werden (bis zu 24 Einzeltopfe pro Schale). Die Pflanzen wurden alle
zwei Tage mit deinonisiertem Wasser von unten gegossen, sowie zweimal pro Woche mit
Mineraldiinger (30 pl Substral, Thompson, Diisseldorf, pro Topf, gelost in 1 1 Wasser pro
Schale) versorgt.

Vier bis fiinf Wochen nach Aussaat wurden die Pflanzen bei einer Héhe von ca. 6 cm

und einer Blattzahl von 5-6 fiir Versuche eingesetzt (Abb. 5).

Abb. 5: Tomatenpflanzen der Sorte MicroTom kultiviert in handelsiiblicher Anzuchterde. Im
Alter von vier bis fiinf Wochen wurden die Pflanzen fiir Experimente eingesetzt.

4.2.3  Anzucht in Quarzsand unter keimreduzierten Bedingungen

Die Anzucht der Tomatenpflanzen fiir Versuche zum Einflul von N-Acyl-Homoserinlactonen

auf pflanzliche Abwehrmechnismen wurde unter keimreduzierten Bedingungen in kleinen
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Plastikgefdlen mit einem Volumen von ca. 350 cm’ (PhytaTray, Sigma, Taufkirchen)
durchgefiihrt.

Aus Kristallquarzsand (Dorsilit, Hirschau) wurde eine homogene 1:1 - Mischung von Nr. 3
(2-3,5 mm) und Nr. 7 (0,6-1,2 mm) hergestellt. Diese beiden Korngréf3en haben sich bewéhrt,
da sie einen guten Halt der Tomatensetzlinge im Boden gewihrleisten. Zugleich ermdglichen
sie, die Tomaten ohne groBere Verletzungen der Wurzel aus dem Sand zu entfernen. Das
Sandgemisch wurde zweimal bei 134 °C autoklaviert, um sicherzustellen, da3 eventuell
enthaltene Pilzsporen unschiddlich gemacht wurden. In jedes PhytaTray wurden 250 g
Kristallquarzsand und 45 ml sterile Nahrlosung (Simons et al., 1996; Tabelle 4) gegeben.
Unter sterilen Bedingungen wurden je zehn oberfldchensterilisierte (s. 0.) Samen etwa vier
mm unter den Sand in ein PhytaTray gelegt. Die Anzuchtgefifle wurden offen in eine grofe,
mit Isopropanol oberfldchensterilisierte Schale gegeben und, mit einer Haube verschlossen, in
die Klimakammer gestellt. Der Feuchtigkeitsverlust wurde alle drei bis vier Tage mit HyOgest

ausgeglichen.
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Abb. 6: Vier Wochen alte, in Quarzsand kultivierte Tomatenpflanzen der Sorte MicroTom

Nach 14 Tagen wurden alle Pflinzchen aus dem PhytaTray genommen und aufler flinf etwa
gleich groBen verworfen. Diese Pflanzen konnten vier Wochen nach Aussaat mit einer
durchschnittlichen Héhe von 5-6 cm und einer durchschnittlichen Primérblattlinge von
2,3 cm fiir die Versuche eingesetzt werden (Abb. 6). Entscheidend hierfiir war die Biomasse,

die fiir die Experimente in groBeren Mengen erforderlich war.
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Tabelle 4: Zusammensetzung der Nahrlosung fiir die Kultivierung von Tomatenpflanzen in
Quarzsand (modifiziert nach Simons et al., 1996)

Makroelemente Konzentration Stammlosung
Ca(NO3)2 x4 HZO 5 mM
KNO; 5 mM 100fach
MgSO4x 7 H,0O 2mM 100fach
KH,PO,4 1 mM 100fach
Mikrolemente

FeEDTA 0,013 mM 1000fach
MnSO4 x H,O 0,099 mM )
H;BO; 0,100 mM
ZnSO04 x 7 H,0 0,037 mM
Na;MoO; x 2 H,0 0,001 mpM [ 1000fach
CuSO4 x 5 H,O 0,001 mM
CoCl x 6 H,O 0,001 mM

5. Inokulation der Pflanzen mit Rhizosphirebakterien

Fiinf Wochen alte Tomatenpflanzen cv. MicroTom wurden in Inokulationsexperimenten mit
Suspensionen verschiedener Rhizosphdrebakterien behandelt. Zur Herstellung der
Bakteriensuspension wurden Fliissigkulturen (1 1) mit Selektivmedium in 2 1
Erlenmeyerkolben angesetzt und iiber Nacht bei 30 °C unter Schiitteln bei 200 rpm inkubiert.
Die Zellen wurden bei 6000 rpm abzentrifugiert und in 1/10 10 mM MgSO, resuspendiert.
Diese 10fach aufkonzentrierten Suspensionen enthielten eine Lebendkeimzahl von bis zu
10'° koloniebildenden Einheiten (colony forming units, cfu) ml” (Tabelle 5)

Zur Bestimmung der Lebendkeimzahl nach Miles & Misra (1938) wurde eine
Verdiinnungsreihe in 1 ml 10 mM MgSOy hergestellt (Verdiinnungsfaktor jeweils 1:10). Von
verschiedenen Verdiinnungsstufen wurden 5 x 10 pl Tropfen auf Agarplatten pipettiert
(Verdiinnungsfaktor 1:100). Die Lebendkeimzahl berechnet sich aus der Anzahl der
gewachsenen Kolonien multipliziert mit dem Verdiinnungsfaktor.

Pro Pflanze wurden dann 2 x 5 ml der Bakteriensuspension im Abstand von einer
Stunde rund um den Sprossansatz pipettiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Blétter
nicht mit der Bakteriensuspension in Kontakt kamen. Kontrollpflanzen wurden mit 2 x 5 ml

10 mM MgSO, behandelt.

39



Material und Methoden

Tabelle 5: Lebendkeimzahlbestimmung (LKZ) von verschiedenen Rhizosphérebakterien in
colony forming units (cfu) ml" aus drei unabhingigen Ansitzen In dieser Arbeit
wurden Serratia liquefaciens MG1 (Wildtyp) bzw. MG44 (N-Acyl-L-homoserinlacton
— Nullmutante), Pseudomonas putida IsoF (Wildtyp) bzw. F117 (N-Acyl-L-
homoserinlacton—Nullmutante) sowie Pseudomonas fluorescens WCS417r verwendet.

UN-Kultur (1) 10 x konz. UN-Kultur (2)

Serratia liqguefaciens MG1 1,6 £02x 10° 1,7+0,3x 10"
Serratia liqguefaciens MG44 1,8+0,7 x 10° 1,9+0,6 x 10"
Pseudomonas putida IsoF 1,9+0,5x 10’ 2,1+0,4x10°
Pseudomonas putida F117 1,6 £0,6 x 107 1,7+02x 10
Pseudomonas fluorescens WCS471r 3,0+0,2x 10° 2,8+0,3x 10°

(1) LKZ einer Uber-Nacht (UN)-Kultur in LB-Medium mit 50 mg Kanamycin ml”

(2) LKZ einer 10fach aufkonzentrierten UN-Kultur. Ein Liter UN-Kultur in LB-Medium mit
50 mg Kanamycin ml" bzw. ohne Antibiotika fir WCS417r wurde abzentrifugiert und in
100 ml 10 mM MgSO4—Ldsung resuspendiert. Diese Suspension wurde anschlieBend fiir
Inokulationsexperimente verwendet.

6. Pathogeninfektion

Zur Untersuchung der Biocontrol-Aktivitit verschiedener Rhizosphirebakterien wurden
Tomatenpflanzen drei Tage nach Zugabe der Bakterien mit verschiedenen sprosspathogenen
Pilzen infiziert. Von Alternaria alternata wurden zwei verschiedene Stimme verwendet, ein
Isolat von Tomatenpflanzen (G. Bahnweg, personliche Mitteilung) und A4. alternata 2177/00,
der freundlicherweise von H.-P. Seidl, Institut fiir Mikrobiologie, TU Miinchen, zur
Verfligung gestellt wurde. Bei Botrytis cinerea handelte es sich um ein Isolat von
Weinpflanzen (Vitis vinifera B1.4, Rostock) und Cladosporium herbarum DSM 63422
stammte aus der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen (DSMZ) aus Braunschweig.

Die Pflanzen wurden dazu mit 5 ml einer Sporensuspension (ca. 4 x 10* Sporen ml™
bei Alternaria alternata bzw. 1 x 10° Sporen ml™' bei Botrytis cinerea und Cladosporium
herbarum) des jeweiligen Pilzes mit einem handelsiiblichen Pumpzerstduber bespriiht, so dass
alle Blitter gleichmédBig benetzt waren. Sie wurden mit Plexiglashauben, die innen mit
Wasser ausgespritht wurden, abgedeckt und bei 100 % Luftfeuchte und 23/20 °C Tag/Nacht-
Rhythmus in einer Klimakammer inkubiert. Nach ca. 48 h traten die ersten Schiden in Form
von dunklen Flecken bevorzugt entlang der Blattadern auf.

Zur Herstellung der Sporensuspension wurden Pilzhyphen aus einer Dauerkultur auf

Agarblocken (in dest. Wasser) zundchst auf Malzagar (2 % w/v Malzextrakt, 1,5 % w/v Agar)
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in Petrischalen zum Wachsen gebracht. Nach zwei Wochen konnten die bewachsenen
Agarplatten in einem Mixer (Waring Blendor, Schrader, Gottingen) in sterilem deinoisiertem
Wasser piiriert werden. 5 ml dieser Suspension wurde dann auf Hafer-Agar (2 % w/v
Haferflocken und 1,5 % w/v Agar) oder auf Tomatensaft-Agar (10 % v/v Tomatensaft, 0,2 %
w/v CaCOs, 0,8 % w/v Agar, modifiziert nach Stevens (1974) ausplattiert. Nach etwa 2-4
Wochen Wachstum im Licht (Fensterbank, Nordseite) bildeten die Pilze Sporen. Durch
Autfbringen von 10 ml Sporensuspensionslosung (5,5 mM KHPO,, 62,5 mM Glucose, 0,1 %
Tween, pH 6,0, modifiziert nach Leone & Tonneijk (1990) und vorsichtigem Schaben mit
einem Spatel konnten die Sporen von den Agarplatten geerntet werden.

Eine Schiadigung der Blétter durch die Sporensuspensionslosung allein konnte
vermieden werden, wenn der pH-Wert mit 6,0 im schwach sauren Bereich lag (Abb. 7).
Verwendet man die Sporensuspensionslosung wie in der Literatur beschrieben (Leone &
Tonneijk, 1990), so betrug der pH-Wert 4,6. Diese schon saure Losung fiihrte auch ohne
Pilzsporen zu starken Schidden vor allem an den alten Bléttern unserer Tomatenpflanzen (bis
zu 80 % der Blattfldche), wihrend eine Erhohung des pH-Wertes auf 6,0 die Schiden auf ein

Minimum reduzierte.
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Abb. 7: Blattschidden in Abhédngigkeit vom Blattalter nach Besprithen von Tomatenbléttern
mit Sporensuspensionslosung (5,5 mM KHPO,, 62,5 mM Glucose, 0,1 % Tween)
pH 4,6 und pH 6,0. Als Blatt 1 wurde das erste Blatt von oben bezeichnet, das > 3,5
cm ist. Gezeigt sind Mittelwerte = SE (n = 4).
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7. Bonitur von Blattschiden

Die Blattschdden wurden frithestens nach 48-stiindiger Pilzinfektion visuell als prozentualer
Anteil der geschédigten Fliache an der Gesamtblattflaiche abgeschétzt. Die Bonitur erfolgte
meist durch zwei voneinander unabhingigen Wissenschafler/-innen. Die Bldtter wurden,
ausgehend vom Vegetationspunkt, von oben nach unten durchnummeriert. Da Blatt eins sehr

variabel erschien, wurde Blatt zwei durch eine Blattlinge von > 3,5 cm definiert.

8. Ernte der Blitter und Wurzeln

Die Fiederblittchen der Tomatenbldtter wurden am Stielansatz abgeschnitten. Die
Fiederbléttchen der Blatter 3-5 wurden vereinigt, in Aluminiumtiiten verpackt und sofort in
fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Bis zur weiteren Analyse wurden sie bei —80 °C aufbewabhrt.
Bei den in Quarzsand kultivierten Pflanzen wurden nur die Fiederbldttchen der Blaitter 3-4
geerntet. Zusétzlich wurden auch die Wurzeln eingefroren, sie wurden dazu am Sprossansatz

abgetrennt und kurz in deinonisiertem Wasser gewaschen.

9. Bestimmung der Lebendkeimzahl an den Wurzeln

Zu jedem Erntezeitpunkt der Blitter wurde auch die Lebendkeimzahl der zugegebenen
Bakterien an den Wurzeln bestimmt. Zunédchst muflte die Erde von den Wurzeln in 1 x PBS-
Puffer (10 x PBS: 100 mM NaH,PO,4, 100 mM Na,HPO,, 1,3 M NacCl, pH 7,2) abgewaschen
werden. AnschlieBend wurden ca. 100 mg der Wurzeln in 1 ml 4 % Saccharose-Losung
(steril) in einem abgeflammten Morser homogenisiert. Von dieser Suspension wurde eine
Verdiinnungsreihe hergestellt und die Lebendkeimzahl der Suspension nach Miles & Misra
(1938) bestimmt (vgl. Abschnitt 5). Alle Bakteriensuspensionen wurden auf Selektivmedium
(LB-Medium) mit 50 mg I Kanamycin aufgebracht, auBer Pseudomonas fluorescens
WCS417r. Letzterer wurde mit King's B Medium mit Ampicillin (50 mg 1),
Chloramphenicol (10 mg 1) und Rifampicin (150 mg 1) selektiv angezogen (Pieterse et al.,
1998).
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10. Applikation von N-Acyl-L-homoserinlactonen

Unbewurzelte Kopfstecklinge:

Fiinf Wochen alte Tomatenpflanzen in Erdsubstrat wurden unter Wasser am Sprossansatz
abgeschnitten und der Spross in Losungen mit 10 pM N-Hexanoyl-L-homoserinlacton
(HHL, Fluka, Seelze), 5 mM Salicylsdure und 0,1 mM 1-Aminocyclopropan-1-carbonsdure
(ACC) gestellt. Je 10 ml der Losung befanden sich in einem kleinen Plastikgefal3
(Scintillationsgefdl). Die Inkubation erfolgte weiter in den Klimakammern, nach fiinf und

zehn Stunden wurden die mittelalten Blétter geerntet.

Kultur in Quarzsand:

In Quarzsand kultivierte Tomatenpflanzen cv. MicroTom wurden vier Wochen nach Aussaat
mit N—Acyl-L-homoserinlactonen (AHL) unterschiedlicher Seitenkettenldnge behandelt. Die
Substanzen wurden von Fluka, Seelze, bezogen. Von den Verbindungen wurde eine 100-
fache Stammldsung der gewiinschten Konzentration mit 100 %igem Methanol hergestellt und
sterilfiltriert (PorengroBe 0,2 pm, Millipore, Eschborn). 50 pl der Stammldsung wurden mit
4,95 ml deionisiertem Wasser gemischt und im Anzuchtgefdll gleichméBig verteilt. Vor der
Applikation enthielten die Anzuchtgefdfle 45 ml Néahrlosung (vgl. Abschnitt 4.2.3). Sollte also
eine Endkonzentration von 10 uM erreicht werden, so wurde eine 10 mM Stammldsung
zunéchst 1:100 verdiinnt (50 pl auf 5 ml) und durch Zugabe dieser 5 ml zu den 45 ml Losung
in den GefdBBen nochmals 1:10. In gleicher Art und Weise wurden auch Pflanzen mit 0,5 mM

Salicylsdure behandelt.
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11. Interaktionen von Rhizosphirebakterien mit tomatenpathogenen
Pilze

Zur Untersuchung des Einflusses von N-Acyl-L-homoserinlacton produzierenden
Rhizosphérebakterien auf das Wachstum von tomatenpathogenen Pilzen wurde ein
Hemmassay auf Agarplatten durchgefiihrt.

Dazu wurden in 5 ml aufgeschmolzenes 10 %iges Malzmedium mit 0,5 % Agar je
1 ml einer Pilzsporensuspension (ca. 700 Sporen/ml) gegeben, gut vermischt und ein 2 %
(w/v) Malzagar in einer Petrischale damit {iberschichtet. Nachdem die Platten mindestens
Y Stunde unter der Sterilbank trockneten, wurden je 5 pl einer Uber-Nacht-Kultur der
Rhizosphirebakterien in die Mitte aufgetropft. Kontrollplatten enthielten keine Bakterien. Pro
Ansatz wurden 3 Parallelplatten angesetzt. Die Auswertung erfolgte nach einer Woche

Inkubation bei 20 °C.

12. Messung von Parametern der Ethylenbiosynthese

12.1. Bestimmung der Ethylenemission

Je eine Seitenfieder der Blitter 3-5 pro Tomatenpflanze wurden zusammen in mit Wasser
angefeuchtete Filterpapiere mit der Unterseite nach oben eingerollt, in Glasréhrchen
(Volumen V = 6,5 ml) gesteckt und diese mit Silikonsepten verschlossen. Nach einer Stunde
Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur wurde 1 ml Gas mit einer Insulineinwegspritze
(Becton Dickinson, Dublin, Irland) aus dem Ro&hrchen entnommen und in einen
Gaschromatographen (AutoSystem XL, Perkin Elmer, Uberlingen) mit einer Porapack Q-
Sdule (Durchmesser 1/8“, Linge 60 cm) und einem Flammen-Ionisations-Detektor (FID)
eingespritzt. Die Injektor-, Sdulen- und Detektortemperaturen betrugen 150, 40 und 200 °C.
Als Tréagergas wurde Stickstoff (5.0, Linde, UnterschleiBheim) mit einer Flussrate von
30 ml min" verwendet. Die Flussraten der fir den Detektor bendtigten Gase betrugen

' fiir Wasserstoff. Unter diesen

450 ml min™ fiir synthetische Luft und 45 ml min
Bedingungen betrug die Retentionszeit fiir Ethylen 0,75, fir Ethan 1,1 Minuten. Zur
Umrechnung der gemessenen Ethylenflicheneinheiten in nmol g FG' h™ wurde eine Eichung

mit Ethylenstandardgas (1056, Messer, Griesheim) durchgefiihrt. 1 ml dieses Standardgases,
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welches 0,0641 nmol Ethylen entsprach, wurde dreimal in den Gaschromatographen
eingespritzt und der Mittelwert der erhaltenen Flacheneinheiten gebildet. Die Umrechnung

der Probenkonzentrationen erfolgte nach folgender Formel:

Fléache des Probenpeaks o 05 ml

Ethylen [nmol g FG™"] =0,0641 nmol ml™ * ' .
MW (Flachen des Eichpeaks) Einwaage[g] R

e

0,0641 nmol Ethylen in 1 ml Standardgas

6,5 ml entspricht dem Gesamt-
volumen der Glasrohrchen.

Die Flache des Eichgaspeaks wurde aus
drei Wiederholungen der Einspritzung von
1 ml Ethylenstandardgas ermittelt.

12.2. Bestimmung des Gehalts an 1-Aminocyclopropan-1-carbonsaure

Das geerntete Pflanzenmaterial wurde sofort in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zum
Zeitpunkt der Analyse bei —80 °C gelagert. Die Bestimmung von 1-Aminocyclopropan-1-
carbonsdure (ACC) und Konjugaten (Gesamt-ACC minus freies ACC) erfolgte in
Abwandlung nach Tuomainen et al. (1997). 200 mg in Stickstoff gemorsertes Pflanzen-
material wurde in Eppendorf-Reagenzgefilen mit 1,2 ml einer 2 %igen (v/v)
Metaphosphorsdure und einer Spatelspitze Polyvinylpolypyrrolidonphosphat (PVPP) versetzt
und fiir 15 min bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Nach einer Zentrifugation
bei 20000 g und 4 °C fiir 15 Minuten wurden 1000 ul Uberstand abgenommen, erneut
zentrifugiert und ca. 900 pl Uberstand bei —80 °C aufbewahrt. Fiir die Bestimmung von
freiem ACC und Gesamt-ACC wurden jeweils 200 pl des Extraktes eingesetzt.

Fiir die ACC-Bestimmung wurde dem auf Eis gehaltenen Extrakt 500 pl HyOpigest, und
100 pl einer 10 mM HgCl-Losung zugefiigt und das Rohrchen gasdicht verschlossen. Die
Umsetzung von ACC zu Ethylen erfolgte durch Zugabe von 200 ul Oxidationslésung
(gesittigte NaOH-Losung und NaClO-Losung, Sigma, Deisenhofen im Verhiltnis 1:3 v/v).
Die Messung erfolgte nach 13miniitiger Inkubation unter kréftigem Schiitteln mit dem
Gaschromatographen wie fiir Ethylen (Material und Methoden, Abschnitt 12.1) beschrieben.

Gesamt-ACC, bestehend aus freiem ACC und ACC-Konjugaten, wurde zundchst einer
sauren Hydrolyse unterzogen (Zugabe von 40 pl 12 N HCI, 3 h bei 120 °C). Diese wurde mit
240 pl 2 N NaOH nach dem Abkiihlen gestoppt. Danach wurden die Proben auf Eis gestellt

45



Material und Methoden

und 220 ul H,O und 100 ul HgCl, zugegeben. Die Umsetzung zu Ethylen erfolgte wie bei
ACC mit Hilfe der Oxidationslosung, die Messung wurde in Abschnitt 12.1 beschrieben.
Der ACC-Gehalt berechnet sich wie folgt:

ACC [nmol gFG™'] =

Fliche des Probenpeaks ACC Standard [nmol]  * Endvol. [ml] * Gasraum Glasrohrchen [ml]

Fliche des Eichpeaks Testvol. [ml] * Testvol. Gas [ml] * Einwaage [g}

Die Menge an konjugiertem ACC wurde durch Subtraktion des Gehalts an freiem ACC von
der Gesamt-ACC-Menge berechnet.

13. Bestimmung der Salicylsduregehalte

Die Extraktion erfolgte nach einer modifizierten Methode von Meuwly & Métraux (1993).
0,1 g unter fliissigem Stickstoff homogenisiertes Blatt- bzw. Wurzelmaterial wurde mit 5 ml
100 %igem Methanol fiir 60 Sekunden unter Schiitteln extrahiert. Nach Zentrifugation bei
30000 g (10 Minuten, 4 °C) wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet nochmals mit
4 ml 100 %igem Methanol fiir 30 Sekunden extrahiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden
die beiden Uberstinde vereinigt und das Methanol bei 38 °C im Vakuum mit Hilfe eines
Rotationsverdampfers (RE 111, Biichi, Flawil, CH) abgezogen.

Nach Aufnahme in 2 ml 20 %iger (v/v) Ameisensdure und Ansduerung mit 50 pl
32 %iger (v/v) Salzsdure auf einen pH—Wert < 1,5 wurden die Proben zweimal mit
Ethylacetat:Cyclohexan (1:1, v/v) ausgeschiittelt (5 und 3 ml) und die vereinigte organische
Phase im Vakuum einrotiert.

Die wissrige Phase, die die konjugierte Salicylsdure enthielt, wurde mit 1,3 ml
32 %iger Salzsdure auf 4 N HCI eingestellt und dann in verschlossenen Pyrexgldschen fiir
eine Stunde im Heizofen bei 80 °C hydrolysiert. Die freigesetzten Verbindungen wurden wie
oben beschrieben zweimal mit Ethylacetat:Cyclohexan (1:1, v/v) ausgeschiittelt und
anschlieend einrotiert.

Die Proben wurden dann in 500 pl Laufmittel A, 20 % (v/v) Methanol, aufgenommen
und nach Zentrifugation bei 20000 g, 10 Minuten und 4 °C mittels HPLC aufgetrennt.
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Die Quantifizierung wurde mit folgender HPLC — Anlage durchgefiihrt:

Intelligent Pump 1 6200A Merck/Hitachi, Darmstadt
Autosampler Basic Marathon Spark, Holland
Fluoreszenz — Detektor RF-535 Shimadzu, Miinchen
Chromato Integrator D 2500 Merck/Hitachi, Darmstadt
RP-C-18 Nucleosil-Siule Bischoff, Leonberg
Gradientenprogramm:
Laufmittel A: 27 mM Natriumacetat, 30 mM Zitronenséure, pH 5,0
Laufmittel B: 27 mM Natriumacetat, 30 mM Zitronensdure in 95 % (v/v) Methanol
Bedingungen: 0 —20 min 100 % A
20 — 25 min auf 100 % B
25 —-35 min 100 % B
35— 40 min auf 100 % A
40 — 45 min 100 % A

Aliquots von 20 pl wurden mittels einer Pumpe auf eine RP—C—18 Nucleosil-Sédule (150 x
4,6 mm, 5 um, 120 A, Bischoff, Leonberg) aufgetragen, wobei der FluB3 konstant 1,5 ml min’!
betrug. Die Proben wurden in einem automatischen Probengeber auf 4 °C temperiert.
Salicylsdure wurde mit dem Fluoreszenzdetektor bei Anregungs- und Emissionswellenldngen
von 305 und 407 nm detektiert.

Die Retentionszeit fiir Salicylsdure betrug ca. 11 Minuten. In Abb. 8 ist links ein
Chromatogramm der Referenzsubstanzen gezeigt. Neben Salicylsdure konnte parallel 2,5-
Dihydroxy-Benzoesédure (Gentisinsdure) quantifiziert werden, die bei einer Retentionszeit von
ca. 5 Minuten eluierte. Die Messung von Salicylsdure war tiiber einen groflen
Konzentrationsbereich linear (Abb. 8). Proben, die oberhalb dieser Konzentration lagen,

wurden vor dem Auftragen mit Probenpuffer verdiinnt.
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Abb. 8: Links ist ein HPLC-Chromatogramm mit den Referenzsubstanzen Gentisinsdure
(5 min) und Salicylsdure (11 min) gezeigt, rechts eine Eichgerade fiir Salicylsdure.
Dabei wurde die Referenzsubstanz in verschiedenen Konzentrationen eingespritzt
bzw. dem Protokoll zur Extraktion der Salicylsdure unterworfen. Die gemessenen
Flacheneinheiten sind gegen die Salicylsduremenge in nmol aufgetragen und
Mittelwerte + SE (n = 3) sind angegeben.

Aus den Fliacheneinheiten der Chromatogramme wurde mit Hilfe folgender Formeln die
Gehalte an Salicylsdure (SA) berechnet. Die Salicyl- und Gentisinsduregehalte wurden in

nmol g FG™' angegeben.

Freie Salicylsdure:

1 Flache des Probenpeaks

Freie SA [nmol g FG ] =25 # 1,3 % 0,0724 * — .
Einwaage [g] MW der Flachen der Standardpeaks

/ |

Von in 500 pl in Laufmittel A Mittelwert aus 3-5 Wieder-
aufgenommener Probe wurden SA-Standard-Stoffmenge holungen pro Lauf
20 ul eingesetzt in eingespritzten 20 ul

Wiederfindungsrate 75 %
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Konjugierte Salicylsidure:

1 Flache des Probenpeaks

Konj. SA[nmol g FG™"]=25%1,43%0,0724 * — *
Einwaage [g] MW der Flachen der Standardpeaks

!

Wiederfindungsrate 70 %

14. Molekularbiologische Methoden

14.1. Hiufig verwendete Medien, Puffer-Systeme und Losungen

Die Losungen wurden nach Sambrook & Russel (2001) hergestellt.

SOC-Medium: 2 % (w/v) Bacto-Trypton, pH 7,0
0,5 % Bacto-Hefeextrakt
0,05 % (w/v) NaCl
2,5 mM KCl
10 mM MgCl, x 6 H,O
10 mM MgSO4 x 7 H,O
20 mM Glucose

20 x SSC: 0,3 M Na-Citrat, pH 7,0
3 M NaCl

TBE-Puffer: 45 mM Tris-HCI, pH 8,3
45 mM Borsiure

I mM EDTA

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCL, pH 8,0
1 mM EDTA
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14.2. Sterilisation und RNase-Inhibition

Alle verwendeten Losungen, Puffer, deinoisiertes Wasser und Kunststoff-Utensilien wurden
vor Gebrauch fiir 20 min bei 121 °C autoklaviert. Glaswaren wurden iiber Nacht bei 200 °C
im Heizofen gebacken. Nicht autoklavierbare Losungen wurden durch Membranfilter
sterilfiltriert. Losungen fiir RNA-Analysen wurden mit 0,1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat
(DEPC) iiber Nacht geriihrt und anschlieend autoklaviert.

14.3. Primer

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von U. Linzner (Institut fiir
Pathologie, GSF Neuherberg) nach der Di-phosphoramidit-Methode unter Verwendung eines
ABI Synthesizer 394 hergestellt. Die Sequenzen sind im Anhang angegeben.

14.4. Isolierung von Nukleinsiduren

14.4.1 Isolierung der Gesamt-RNA nach der TRIZOL-Methode

100-150 mg unter fliissigem Stickstoff gemdrsertes Pflanzenmaterial wurde mit 1 ml TRIZOL
(Invitrogen, Karlsruhe) versetzt und 10 min bei Raumtemperatur (RT) auf einem Schiittler
inkubiert. Es wurden 200 pl eiskaltes Chloroform (Merck, Darmstadt) hinzugegeben,
gemischt und wieder 3 min inkubiert. Nach Zentrifugation (12000 g, 15 min, 4 °C) wurde die
wissrige obere Phase abgenommen, erneut mit Chloroform versetzt und zentrifugiert. Auf die
wissrige Phase wurden 500 ul Isopropanol pipettiert und die Mischung fiir mindestens 10 min
auf Eis gestellt. Eine anschlieBende Zentrifugation (15000 g, 10 min, 4 °C) pelletierte die
RNA. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen.
Nach dem Trocknen des Pellets wurde die RNA in 0,1 % (w/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC)

behandeltem Wasser aufgenommen und die Konzentration photometrisch bestimmit.
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14.4.2 Genomische DNA

Genomische DNA aus tomatenpathogenen Pilzen und Tomatenblittern wurde nach Bahnweg
et al. (1998) isoliert.

100-200 mg unter fliissigem Stickstoff gemorsertes Pilzmaterial wurde zunidchst mit 1 ml
50 % Methanol und 50 pl 20 % CaCl, + 1 % PB-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt) auf
einem Riittler 10 min bei 4 °C extrahiert. Nach Zentrifugation (17530 g, 10 min, 4 °C) und
Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet erneut mit 50 % Methanol, 10 min bei 4 °C
unter Riitteln extrahiert. Nach dem Zentrifugieren (17530 g, 10 min, 4 °C) wurde der
Uberstand wieder verworfen. Der dritte Extraktionsschritt bestand aus 500 ul CTAB-Puffer
(100mM Tris, 20 mM EDTA, 1,4 M NacCl, 2 % v/v CTAB) mit 1 % p-Mercaptoethanol und
2 % Polyvinylpyrrolidon (PVP, Merck, Darmstadt) sowie aus 400 pul Benzylchlorid (10 min
riitteln, 4 °C). Zu dieser Mischung wurden dann 300 pl Chloroform und 100 pl Kunstharz
(PhytoPure Resin, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) pipettiert und weitere 5 min bei
4 °C gertittelt. Daran schlof} sich eine Zentrifugation an (10 min, 4 °C, 1500 g). Dieser Schritt
mit Chloroform und Kunstharz wurde mit dem wissrigen Uberstand einmal wiederholt.

Fir die Isolierung der genomischen DNA aus Tomatenbléttern geniigte es, in
flissigem Stickstoff gemorsertes Material einmal mit 500 pl Chloroform und 500 ul CTAB-
Puffer mit 1 % B-Mercaptoethanol zu extrahieren. Nach erneuter Zentrifugation wurde der
Uberstand zu 500 ul Chloroform mit 100 pl Kunstharz gegeben und 5 min bei 4 °C unter
Riitteln inkubiert.

Zur Trennung der organischen von der wéssrigen Phase wurde die Mischung bei
7245 g, 5min bei 4 °C zentrifugiert. 400 ul Uberstand wurden anschlieBend zu 200 pl
eiskaltem Isopropanol gegeben und 10 min auf Eis gestellt. Durch 10 miniitiges
Zentrifugieren bei 17530 g und 4 °C wurden die Nukleinsduren pelletiert. Das Pellet wurde
anschliefend mit 1 ml 0,1 M Natriumacetat/70 % Ethanol, 80 % Ethanol und 100 % Ethanol
jeweils fiir 5 min gewaschen. Bei Pilzmaterial schloB sich daran noch ein Waschschritt mit
100 % Chloroform an. Nach dem Trocknen wurde das Pellet in 100-200 pl TE-Puffer gelost
(20 min riitteln, 4 °C) und bei 4 °C aufbewahrt.
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14.4.3 Plasmid DNA (QIAprep Spin)

In 5 ml selektivem LB-Fliissigmedium wurden erfolgreich transformierte Zellen (Material
und Methoden Abschnitt 14.11) bei 37 °C unter Schiitteln bei 250 rpm iiber Nacht vermehrt.
2 ml dieser Bakterienkultur wurden anschlieBend zur Isolierung der Plasmid DNA eingesetzt,
welche nach der Qiagen Anleitung (QIAprep Spin, Miniprep Kit, Qiagen, Hilden)
durchgefiihrt wurde. Die Plasmid DNA wurde zum Schlu8 mit 50 ul Wasser eluiert und nach
Bestimmung der Konzentration bei —20 °C aufbewahrt oder direkt zum Sequenzieren

gegeben.

14.5. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Konzentration und Reinheit der Nukeinséduren wurden spektrophotometrisch (Ultrospec 3100
Pro, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) durch Messung der Adsorption bei A = 260 nm
(Nukleinsduren), A = 280 nm (Proteine) und A = 320 nm (kurze Nukleinsdurefragmente)
bestimmt. Eine Uberpriifung der Ergebnisse fiir RNA erfolgte durch das Auftragen von 1 pg
RNA auf ein Agarose-Gel.

14.6.  Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren in nicht-denaturierenden
Agarose-Gelen

RNA und DNA wurden in Horizontalgelapparaturen (Easy-Cast, Erlangen) in 0,8-1 %igen
Agarose-Gelen aufgetrennt. Sollten sehr kleine Fragmente (ca. 100 bp) aufgetrennt werden, so
wurden 2 %ige Gele aus MetaPhor™—-Agarose (Biozym, Hessisch Oldendorf) verwendet. Als
Puffersystem diente TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borsédure, 2 mM EDTA, pH 8,3). Fiir
RNA-Elektrophorese wurde die Gelapparatur vor Gebrauch gut mit RNase ZAP (Biohit,
Helsinki) gereinigt, um eine Kontamination mit RNasen auszuschlieen. Zur Anfarbung der
Nukleinsiuren wurde der Gellosung Ethidiumbromid (0,1 pg ml™) zugefiigt, so dass sie im
UV-Durchlicht (A = 302 nm) sichtbar waren. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die
Proben mit 10 % (v/v) Probenpuffer (50 % TE pH 8,0, 50 % (v/v) Glycerin, 0,1 %
Bromphenolblau) versetzt. Als Léngenstandard wurde der DNA-Standard 1000 bp Gene
Ruler™ von MBI Fermentas, St. Leon-Rot eingesetzt. Die Elektrophorese wurde bei einer

Spannung von 5-9 V cm™ fiir 1-2 Stunden durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Gele mit
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einem Transilluminator (ImageMaster VDS, Amersham Pharmacia Biotech) photographisch

dokumentiert.

14.7.  Northern Analyse

Alle wahrend der Northern Analyse verwendeten Gerdte mullten zum Schutz gegen RNasen

zuvor griindlich mit RNase ZAP gereinigt werden.

14.7.1 Herstellung von spezifischen, mit Digoxigenin-dUTP markierten Sonden

Die Sonden wurden mit Hilfe des PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche, Mannheim) nach
Angaben des Herstellers aus 20-40 ng Plasmid DNA hergestellt. Folgendes Programm wurde
verwendet, wobei sich die Annealing-Temperatur nach den spezifischen Primern der

betreffenden Gene richtete:

Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
95 2 1
95 0,75 40
spezif. Temp. 0,75
72 1
72 10 1

Wihrend der Amplifikation wurden in die Sonden DIG-dUTP eingebaut, die bei der spiteren
Detektion (Material und Methoden, Abschnitt 14.7.5) durch die Anti-DIG-Antikorper erkannt
wurden. Es wurden Sonden fiir die Detektion von Tomaten-Abwehrgenen verwendet, die von
Dr. G. Vogg zur Verfiigung gestellt wurden. Die in den Vector pGEM T-Easy (Promega,
Madiso, USA) klonierten Sonden wurden mit den Primern T7 und Sp6 amplifiziert
(s. Anhang 1.3). Die Aufbewahrung der Sonden erfolgte bei —20 °C.

14.7.2 Elektrophoretische Auftrennung der RNA in denaturierenden Gelen

Die RNA wurde unter denaturierenden Bedingungen in einem 1,2 %igen Agarosegel
aufgetrennt. Der hierzu verwendete Gelpuffer enthielt 20 mM MOPS (pH 7,0), 3 % (v/v)
Formaldehyd, 5 mM Na-Acetat und 1 mM EDTA. Die RNA-Proben (5 pg Gesamt-RNA)
wurden vor dem Auftragen mit 0,8 Volumen Probenpuffer (20 mM MOPS pH 7,0, 5 mM Na-
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Acetat, 1 mM EDTA, 1,5 % (v/v) Formaldehyd, 25 % (v/v) Formamid deionisiert, eine
Spatelspitze Bromphenolblau) versetzt, fiir 10 min bei 65 °C hitzedenaturiert, auf Eis gekiihlt
und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in Horizontalgelapparaturen (Easy
Cast) bei einer Spannung von 3-6 V cm’™ fiir 3-4 Stunden. Als Laufpuffer diente eine Losung
aus 20 mM MOPS pH 7,0, 5 mM Na-Acetat und 1 mM EDTA. Ein gleichméBiges Auftragen

der Proben wurde mit einem Transilluminator iiberpriift.

14.7.3 Northern Blotting

Nach der denaturierenden Gelelektrophorese wurde das Gel kurz mit 20 x SSC gewaschen
und die aufgetrennte RNA mittels Kapillarblot (Sambrook & Russel, 2001) iiber Nacht auf
eine Nylonmembran (Nylon membranes, positivly charged; Roche, Mannheim) transferiert.
Als Transferpuffer diente ebenfalls 20 x SSC. Am néichsten Tag wurden die Membranen und
das Gel auf einen moglichst vollstdndigen Transfer iiberpriift und zur Dokumentation unter
UV-Licht photographiert. Zur Fixierung der RNA wurde die Membran mit 254 nm UV-Licht
bestrahlt (UV-Stratalinker 1800, Stratagene, La Jolla, USA) und zusitzlich eine Stunde bei
80 °C im Heizofen gebacken. Bis zur Hybridisierung wurde sie in Folie eingeschweilit im

Kiihlschrank aufbewahrt.

14.7.4 Hybridisierung der Transkripte

Zur Prahybridisierung wurden 5 ml Hybridisierungslosung (DIG Easy Hyb, Granules, Roche,
Mannheim) mit der Membran in Hybridisierungsrohrchen gegeben und bei 50 °C mindestens
30 min in einem Hybridisierungsofen (Hybrid 2000, H. Saur, Reutlingen) inkubiert. In der
Zwischenzeit wurde ein Aliquot der hergestellten DIG-Sonden fiir 10 min bei 95 °C
denaturiert und sofort auf Eis gelagert. Die Hybridisierung erfolgte nach Zugabe von 1 pl
Sonde in 5 ml Hybridisierungslésung bei 50 °C iiber Nacht. Nach der Hybridisierung wurde
die Membran fiir 2 x 5 min mit 2 x SSC und 0,1 % SDS bei Raumtemperatur, dann 2 x
15 min mit 0,1 x SSC und 0,1 % SDS bei 50 °C gewaschen. Zur Vermeidung unspezifischer
Hintergrundfarbung musste bei allen Schritten das Antrocknen der Membran sorgfiltig

verhindert werden.
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14.7.5 Detektion der Transkripte

Alle zur Detektion der Transkripte benétigten Reagenzien, Waschpuffer und Antikdrper
wurden von Roche, Mannheim bezogen und nach den Angaben des Herstellers verwendet.
Zundchst wurde die Membran noch einmal fiir 20 min mit 1 x Waschpuffer
gewaschen. Anschlieend wurde sie fiir 30 min in einer 1 %igen Blockierlosung inkubiert.
Die Antikdrperbindung erfolgte wihrend einer 30miniitigen Inkubation der Membran mit dem
in Blockierlosung 1:10000 verdiinnten Antikdrper (Anti-DIG-AP). Danach wurde die
Membran wieder 2 x fiir je 15 min mit Waschpuffer gewaschen. Fiir die anschlieBende
Aquilibrierung wurde die Membran fiir 2 min in 3 ml Detektionspuffer gegeben. Wihrend der
Sminiitigen Inkubation der Membran im Lumineszenz-Reagenz CSPD, katalysierte das an
den Antikorper gekoppelte Enzym alkalische Phosphatase die Umsetzung des Lumineszenz-
Reagenz zu Lichtenergie. Vor der Exposition wurde die feuchte Membran in eine Plastikhiille
eingeschweil3t und fiir 10 min bei 37 °C inkubiert. AbschlieBend wurde der Film in einer
Rontgenkassette fiir 15-120 min der Membran exponiert. Die Entwicklung des Films erfolgte

mit Hilfe einer Filmentwicklungsmaschine Curtix 60 (Agfa-Gevaert, Leverkusen).

14.8. Macroarray-Analyse

Die Macroarray-Analyse ermoglicht die parallele Analyse zahlreicher Gene auf
Transkriptebene in einem einzigen Versuch. Die eingesetzten genspezifischen Sonden wurden
mittels Polymerasekettenreaktion amplifiziert und auf Membranen fixiert. Durch die
Hybridisierung mit einer komplexen Sonde, die durch reverse Transkription von mRNA bei
der Umschreibung in cDNA radioaktiv markiert wurde und der anschlieBenden Messung der
radioaktiven Signale nach der Hybridisierung, kdnnen Aussagen iiber die relativen

Transkriptaktivitdten der ausgewdhlten Gene gemacht werden.

14.8.1 Aufbau des Macroarrays

Die in dieser Arbeit verwendeten Filter wurden im Rahmen des EU-Projektes TOMSTRESS
entwickelt und von D. Inzé und F. van Breusegem, Gent, Belgien hergestellt. Die
genspezifischen Sonden und EST-Klone wurden von D. Grierson, Nottingham, D. Inz¢, Gent,
J. Kangasjérvi, Helsinki, W. Schuch, Berkshire, P. Vera, Valencia und G. Vogg, Miinchen zur
Verfligung gestellt und richteten sich gegen Abwehr- (pathogenesis-related, PR-Proteine),
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Das Auftragsschema ist in Abb. 9 gezeigt, wobei Spalte I Spalte II und III entspricht,

d. h. jede Gensonde ist dreimal auf dem Filter fixiert. Zur Verechnung des lokalen

Hintergrundes wurden je zwei Positionen pro 4 x 3 Einheit nicht beladen (grau unterlegt).

Eine Liste mit den aufgetragenen Gensonden, ihrer Accession und Herkunft ist im Anhang

wiedergegeben.
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Abb. 9: Schematische Darstellung des Macroarrays fiir 80 Abwehrgene der Tomate. Jede der
Gensonden wurde dreimal aufgetragen (Spalte I entspricht II und III). So befindet sich
z. B. das Gen PRla (P4) auf Position B2 (Pfeil). Eine vollstindige Liste der
Gensonden befindet sich im Anhang. Seitlich sind Gensonden fiir Actin 2 und 8 als
Kontrollgene (gelb bzw. orange) aufgetragen, grau unterlegte Spots enthalten keine
Sonden, sie dienen zum Abziehen des Hintergrundes. Der Array wurde im Rahmen
des EU-Projektes TOMSTRESS entwickelt.
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14.8.2 Verwendete Losungen

100 x Denhardt: 2 % (w/v) Ficoll (Type 400, Amersham Pharmacia)
2 % (w/v) Polyvinylpyrrelidon (PVP-360, Sigma)
2 % (w/v) BSA (Fraction V, Sigma)

Losung sterilfiltrieren, aliquotieren und bei —20 °C lagern.

Heringssperma-DNA-Losung: 10 mg ml™

aliquotieren, bei —20 °C lagern

Pra- bzw. Hybridisierungslosung 5 x SSC
5 x Denhardt
0,5 % SDS
100 pg ml™ Heringssperma-DNA

14.8.3 Referenzhybridisierung

Zur Qualititskontrolle und fiir die Quantifizierung der fixierten DNA auf den einzelnen
Punkten wurden die Filter zundchst mit einem radioaktiv markiertem Referenz-
Oligonukleotid hybridisiert (Thimm et al., 2001).

Die Prihybridisierung erfolgte in Hybridisierungsrohrchen (Lénge 15 cm, & 3,5 cm,
Biozym, Hessisch Oldendorf) in einem Volumen von 3 ml Prihybridisierungslésung bei
38 °C in einem Hybridisierungsofen (H. Saur, Reutlingen) fiir mindestens vier Stunden. Die
radioaktive Markierung des Oligonukleotids T7, dessen Sequenz, bis auf wenigen
Ausnahmen, in allen auf der Membran aufgetragenen Gensonden enthalten ist, erfolgte durch
die T4-Polynukleotid-Kinase, die das mit P markierte y-Phosphat des Adenosintriphophats

an das 5'-Ende des Oligonukleotids einbaute.

Ansatz:
2 uM T7-Oligonukleotid
1 x Polynukleotid-Kinase Puffer A
40 pCi y-[°P]-ATP
20 U Polynukleotid-Kinase (MBI Fermentas, St. Léon-Rot)
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Nach einer Inkubation von 30 min bei 37 °C wurde der Reaktionsansatz auf 50 pl mit
H;Ovigest. aufgefiillt. Nicht eingebaute Nukleotide wurden mit den MicroSpin Columns (G-25,
Amersham Pharmacia) nach Angaben des Herstellers abgetrennt. Von dem Zentrifugat wurde
1 ul im Szintillationszdhler gemessen. Dabei ergab sich bei erfolgreicher Markierung eine
Gesamtaktivitdt des Zentrifugats von 10—15 Mio cpm. Das restliche Zentrifugat wurde zu der
Priahybridisierungslosung gegeben. Die Hybridisierung mit dem radioaktiv markiertem

Oligonukleotid erfolgte ca 20 h iiber Nacht bei 38 °C.

AnschlieBend wurden die Filter wie folgt gewaschen:
1 x kurz in 2 x SSC/0,1 % SDS, RT
1 x 20 min in 2 x SSC/0,1 % SDS, 38 °C
1 x 20 min in 0,2 x SSC/0,1 % SDS, 38 °C

Zum Schlufl wurden die Filter auf einen feuchten Whatmanfilter gelegt und luftblasenfrei in
Folie eingeschlagen. Die Membranen durften auf keinen Fall antrocknen, da dies ein spéteres
Entfernen der Oligonukleotide verhinderte. Die eingeschweillten Filter wurden fiir ca. 15-20
Stunden iiber Nacht auf Imaging Platten (Fuji, Nakanuma, Japan) exponiert. Am folgenden
Tag wurden die gespeicherten Signale auf den Platten mit dem Scanner FLA-3000 (Fuji,
Nakanuma, Japan) eingelesen.

Die weitere Auswertung erfolgte wie unter Abschnitt 14.8.5 beschrieben. Um die
radioaktiv markierten Oligonukleotide von der Membran zu entfernen, wurden diese 2 x 30
min in 0,4 M NaOH bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln gewaschen und
anschliefend mit 2 x SSC neutralisiert. Um sicher zu stellen, dass die radioaktive Markierung
vollstidndig entfernt wurde, wurden die Membranen erneut in Folie eingeschlagen, {iber Nacht
exponiert und die Signale am néichsten Tag gemessen. Die Membranen wurden nur dann
erneut fiir eine weitere komplexe Hybridisierung eingesetzt, wenn keine Signale mehr

detektierbar waren.

In dieser Arbeit wurden Filter aus drei unterschiedlichen Chargen verwendet, d. h. sie wurden
zu verschiedenen Zeiten mit Sonden hergestellt, die in neuen PCR-Reaktionen amplifiziert
wurden. Abb. 10 und Abb. 11 zeigen den Vergleich dieser drei Filterchargen anhand der
Signalintensititen (Auswertung vgl. Abschnitt 14.8.5).
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Abb. 10: Qualititsvergleich der Macroarrays. Filter, zu unterschiedlichen Zeiten hergestellt,
(Charge 1-3) wurden vor Verwendung der komplexen Sonden mit >°P-T7-
Oligonukleotid hybridisiert, um ein gleichmdfiges Auftragen der Sonden zu
iiberpriifen. Die Sonde fiir das Gen PR1a (P4) auf Position B2 ist als Beispiel fiir
unterschiedlich hohe Auftragsmengen angegeben (rote Pfeile). Einige Sonden konnten
nicht mit T7 detektiert werden, da sie in Vektoren kloniert wurden, die keine Sequenz
fiir das T7-Oligonukleotid enthielten (Beispiel: ACS-1b, Position F2, orange Pfeile).
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Abb. 11: Vergleich der normalisierten Signalintensititen der Sonden auf den verschiedenen
Filterchargen anhand ausgewdhlter Gene. Gezeigt sind Mittelwerte + SE (n = 3).
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Einige der Gensonden konnten nicht iiber die Referenzhybridisierung detekiert werden, da sie
in Vektoren kloniert wurden, die keine Sequenz fiir das T7-Oligonukleotid enthielten (z. B.
ACS-1b, Position F2, orange Pfeile in Abb. 10). Innerhalb einer Filtercharge waren die
Sonden relativ  gleichmdBig aufgetragen; die Signalintensititen wiesen einen
durchschnittlichen Standardfehler von 2-5 % auf. Zwischen den einzelnen Chargen konnte es
aber auch zu deutlichen Schwankungen kommen, wie am Beispiel des Genes PR1a (P4) auf
Position B2 gezeigt wird (rote Pfeile in Abb. 10). Auf Filtern der ersten Charge war die Sonde
fiir dieses Gen in 7fach hoherer Menge aufgetragen als auf der zweiten Charge, die dritte
Charge wies sogar 1lfach hohere Signalintensititen auf. Sollen hybridisierte Filter
verschiedener Chargen verglichen werden, miissen diese Unterschiede beriicksichtigt und in

die Auswertung miteinbezogen werden.

14.8.4 Komplexe Hybridisierung mit cDNA

Fiir die komplexe Hybridisierung wird die in der Gesamt-RNA enthaltene mRNA in cDNA
umgeschrieben, wobei wéhrend des Umschreibens radioaktiv  markierte
Desoxyadenosintriphosphate (o-[>°P]-dATP) eingebaut werden. Die so markierte cDNA wird
in der Hybridisierung eingesetzt.

Das Umschreiben in cDNA erfolgte mit dem Strip-EZ™ RT Kit von Ambion (Austin,
Texas) Die Technologie dieses Herstellers erlaubt ein sicheres Entfernen der radioaktiv
markierten cDNA nach der Hybridisierung, so dass die Membranen bis zu fiinfmal ohne
Verlust an aufgetragenen PCR-Produkten wiederverwendet werden konnen. Wihrend des
Umschreibens in cDNA wird ein modifiziertes Desoxycytidin eingebaut, welches durch einen

speziellen Degradationspuffer wieder abgebaut werden kann.

Vor der Hybridisierung mit radioaktiv markierter cDNA wurden die Filter in 3 ml Pré-
hybridisierungslésung mindestens vier Stunden im Drehofen prahybridisiert.

Bei der Herstellung der radioaktiv markierten cDNA wurde dem Protokoll des Herstellers
weitgehend gefolgt. Es wurden 4 pg Gesamt-RNA und 40 pCi a-[>*P]-dATP in die Reaktion
eingesetzt. Anschliefend wurde der Reaktionsansatz mit Wasser auf 100 pl aufgefiillt, 1 pl
0,5 M EDTA zugegeben und die nicht eingebauten Nukleotide iiber Sdulchen (MicroSpin
Columns, Amersham Pharmacia) abgetrennt. 1 pul des Zentrifugats wurden im
Szintillationszdhler gemessen, die Gesamtaktivititen betrugen ca. 5-10 Millionen cpm pro

Ansatz. Das restliche Zentrifugat wurde zum Denaturieren der Sekundirstrukturen fiir 2 min
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auf 100 °C erhitzt und anschlieBend auf Eis moglichst schnell abgekiihlt. Die jetzt radioaktiv
markierte cDNA wurde nun zu den Filtern in die Prahybridisierungslosung gegeben. Die

Hybridisierung erfolgte bei 60 °C iiber Nacht im Drehofen.

Am nichsten Morgen wurden die Filter gewaschen:
1 x kurz in 2 x SSC/0,1 % SDS, RT
1 x 20 min in 2 x SSC/0,1 % SDS, 68 °C
1 x 20 min in 0,2 x SSC/0,1 % SDS, 68 °C

Das Exponieren und Entwickeln der Filter wurde wie bei der Referenzhybridisierung
beschrieben durchgefiihrt. Waren die Signale sehr schwach, so wurde die Image-Platte bis zu
zwei Wochen exponiert.

Das Entfernen der radioaktiv markierten ¢cDNA erfolgte nach dem Protokoll von
Ambion. Die Filter wurden zundchst 5-10 min bei RT in Degradationspuffer und
anschlieBend 20 min bei 68 °C im ,,Reconstitution Buffer” inkubiert. Wurden nach einer
erneuten 24-stiindigen Exposition der Filter keine Signale mehr detektiert, so konnten die

Membranen wieder hybridisiert werden.

14.8.5 Auswertung der radioaktiven Signale

Die Quantifizierung der radioaktiven Signale erfolgte mit dem von der Firma Interfocus
erworbenen Programm ArrayVision. Die bei einer Auflosung von 25 um eingelesenen Daten
(FLA-3000, Fuji, Nakanuma, Japan), konnten mit diesem Programm gedffnet und die
Intensititen der einzelnen Punkte vermessen werden. Auch die ersten Schritte zur Auswertung
wurden mit Hilfe dieses Programmes durchgefithrt. Zundchst wurde von den
Signalintensititen die Intensitdt der Hintergrundpositionen, gemittelt {iber den ganzen Filter,
subtrahiert. AnschlieBend erfolgte die Normalisierung iiber die Gesamtheit aller
Signalintensititen, um Unterschiede in der Markierungseffizienz und bei der Hybridisierung
abzugleichen. Dazu wurde die Signalintensitdt jeder Position durch die Gesamtheit aller
Signalintensititen dividiert. Die so normalisierten Werte konnten dann als Excel-Arbeitsblatt
abgespeichert werden. Nun wurden die dreifach aufgetragenen PCR-Produkte den
entsprechenden Gennamen zugeordnet, und der Mittelwert aus den normalisierten
Signalintensitdten gebildet. Signalintensititen, die geringer als der Hintergrund waren,

wurden durch den fiir den jeweiligen Filter geringste gemessene Genaktivitdt ersetzt und
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gekennzeichnet. Diese Werte sind dann zwar artifiziell, aber der Wahrheit angenédhert. Zum
Schluf3 konnten die Induktionsfaktoren der einzelnen Gene berechnet werden, dazu wurde das

Verhiltnis der Behandlung zur jeweiligen Kontrolle bestimmt.

Eine alternative Moglichkeit zur Normalisierung ist die Verwendung von Stoffwechselgenen,
die unter den jeweiligen Versuchsbedingungen in ihrer Genexpression unverdndert bleiben.
Auf dem Array sind Gensonden fiir Actin2 und 8 seitlich aufgetragen, die zur Normalisierung
herangezogen werden konnen. In der folgenden Tabelle sind die Induktionsfaktoren
ausgewdhlter Gene nach Normalisierung tliber die Gesamtheit der Signalintensititen und nach
einer Normalisierung {iber Actin-Sonden gegeniibergestellt. Dabei zeigte sich, dass die
Induktionsfaktoren bei beiden Normalisierungsstrategien in einem &hnlichen Bereich lagen;
bei einer Normalisierung {iber Actin-Sonden waren sie im allgemeinen etwas hoher.

Fiir die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurde eine Normalisierung der
Filter iiber die Gesamtheit der Signale durchgefiihrt. Diese Strategie schien zuverldssiger, da
in manchen Experimenten auch Unterschiede bei der Genexpression des Actins festgestellt

wurden.

Tabelle 6: Vergleich der Induktionsfaktoren nach Anwendung verschiedener
Normalisierungsstrategien. Die Proben fiir diese komplexe Hybridisierung stammen
aus einem Infektionsversuch mit Alternaria alternata, es wurden nach 1-tdgiger
Infektion die mittelalten Blétter geerntet.

Induktionsfaktoren nach Normalisierung iiber
die Gesamtheit der Actin-Sonden
Signalintensitiiten
Cab-1b 0,1 0,1
Chi9 55,7 73,0
Fe-SOD 1,5 1,8
InvLpll 117,1 145,6
Le-ETRI1 19,4 24,7
P23 112,7 156,3
P4 46,4 62,5
Qb 10,7 12,9
SAM-1 0,8 0,6
Ubi 1,9 1,5
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14.8.6 Methodische und biologische Varianz der Macroarray-Analysen

Mit Hilfe der Macroarray-Analysen sollte in dieser Arbeit ein erstes Screening der
Genexpression verschiedener Abwehrgene durchgefiihrt werden. Da die Anzahl der zur
Verfligung stehenden Filter limitiert war, konnte nicht jede einzelne Probe mehrmals
hybridisiert werden. Um dennoch die methodische und auch biologische Varianz der
Analysen abschdtzen zu konnen, wurde diese anhand eines Experimentes beispielhaft
bestimmt. Fiir die methodische Varianz wurden drei unabhéngige Pflanzenproben gemischt,
daraus dreimal die Gesamt-RNA extrahiert und die markierte ¢cDNA hergestellt. Die
biologische Varianz wurde anhand desselben Pflanzenmaterials beurteilt, nur dass nun aus
jeder unabhdngigen Probe die Gesamt-RNA extrahiert und fiir die Hybridisierung verwendet
wurde (Tabelle 7). Die einzelnen Hybridisierungen schwanken bei Verwendung des gleichen
Ausgangsmaterials mit einem Standardfehler zwischen 1 und 9 %. Der biologische Fehler ist

wie zu erwarten deutlich hoher, hier betrdgt der Standardfehler zwischen 4 und 27 %.

Tabelle 7: Darstellung der methodischen und biologischen Varianz der Macroarray-
Experimente anhand reprédsentativ ausgewihlter Gensonden. Zur Bestimmung der
methodischen Varianz wurden drei unabhédngige Pflanzenproben (Tomatenblétter der
Sorte MicroTom nach 1-tdgiger Infektion mit 4. alternata) gemischt, und daraus fiir
die Hybridisierung der Filter dreimal die Gesamt-RNA extrahiert. Die biologische
Varianz wurde anhand derselben Pflanzenproben beurteilt; aus jeder unabhidngigen
Probe wurde die Gesamt-RNA extrahiert und fiir die Hybridisierung verwendet.
Gezeigt sind Mittelwerte = SE % (n = 3).

Normalisierte Signalintensitiit + SE %
Methodische Varianz Biologische Varianz
SAM-1 0,288 + 6 0,289 + 17
Qb 0,459+ 9 0,557 +23
Fe-SOD 0,485+ 7 0,487 + 27
Ubi 1,269 + 4 0,802 + 15
Le-ETRI1 1,739+ 2 1,213 £ 15
P4 2,819 +£2 1,508 + 8
InvLpll 2,876 £ 1 1,965+ 6
Cab-1b 4,702 £ 1 6,578 £ 25
Chi9 7,313 +£2 6,005 £9
P23 7,729 £ 6 10,722 + 4
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14.9. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

14.9.1 Design der Primer

Alle Primer besallen eine Lange von 20-26 Basen.

Spezifische Primer fiir die tomatenpathogenen Pilze Alternaria alternata und Cladosporium
herbarum wurden in die ITS (internal transcribed spacer)-Regionen gelegt. Fiir Botrytis
cinerea wurde mit Hilfe des Zufallsprimers OPA-13 (Qiagen Operon) eine SCAR (sequence
characterised amplified region)-Region amplifiziert. In die Sequenz dieser Region konnten

dann spezifische Primer gelegt werden.

14.9.2 PCR-Amplifikation

Alle Reaktionen wurden in einem Volumen von 25 pl durchgefiihrt, welches sich aus 1 x
Reaktionspuffer, 0, mM dNTPs, 1 U DNA-Polymerase, 2 mM MgCl,, 5 pmol Primer
(forward und reverse), 20-40 ng DNA und sterilem Wasser zusammensetzte.

Folgendes Cycler-Programm wurde verwendet. Annealingtemperatur und —dauer wurde den

Primern, der GroB3e und der Expression des betreffenden Genes entsprechend angepalt.

Bezeichnung Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
Denaturierung 94 3 1
Denaturierung 94 0,5 30

Annealing spezifisch fiir Primer 1

Extension 72 2

Extension 72 5 1

14.9.3 Real-Time PCR (Tagman)

Mit Hilfe der Real-Time PCR mit dem AbiPrism 7700 (Applied Biosystems, Weiterstadt)
konnte Pilz-DNA aus Bléttern infizierter Tomatenpflanzen quantitativ nachgewiesen werden.
Dabei wird die Menge des PCR-Produktes nach jedem PCR-Zyklus anhand der Zunahme der
Fluoreszenz verfolgt, die bei der Bindung des Farbstoffes SybrGreen an doppelstrangige
DNA gemessen wird. Am Ende des Laufes wird die Menge des DNA-Templates anhand der
Cr (cycle-threshold)-Werte ermittelt. Der Cr-Wert ist die Nummer des Zyklus, bei der die

Fluoreszenz den Hintergrundwert {ibersteigt.
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Die Reaktionen wurden in einem Volumen von 50 pl durchgefiihrt und enthielten 50 % (v/v)
SYBR Green PCR Mastermix (Applied Biosystems, Weiterstadt), der aus Reaktionspuffer,
Fluoreszenzfarbstoff und DNA-Polymerase bestand. Dazu muf3ten noch die jeweiligen Primer
(forward und reverse) in einer Konzentration von 10 pmol, 1 ul genomische DNA und steriles

Wasser gegeben werden.

Die Reaktionsbedingungen waren wie folgt:

Bezeichnung Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
Eliminierung von 50 2 1
Uracil-DNA

Denaturierung 95 10 1
Denaturierung 95 15 sec 40
Annealing 60 1

Um aus den Cr-Werten DNA-Gehalte in ng mg FG™' berechnen zu kénnen, wurden bei jedem
Lauf Reaktionen mit definierten Pilz-DNA-Gehalten durchgefiihrt, um eine Eichkurve (Cr-

Werte gegen eingesetzte DNA-Mengen) erstellen zu konnen.

14.10. Elution von DNA aus Agarose-Gelen

Zur Elution von DNA aus Agarose-Gelen wurde der Agarose Gel DNA Extraction Kit von
Roche, Mannheim gemidl den Angaben des Herstellers verwendet. Die DNA wurde

abschlieend in 20 ul Wasser eluiert.

14.11. Klonierung und Sequenzierung von PCR-Produkten

14.11.1 Ligation

Die Ligation in einen Vektor erfolgte mit Hilfe des pGEM-T Vector Systems (Promega,
Madison, USA) nach dem Protokoll des Herstellers.

Ligationsansatz
5 ul 2 x Rapid Ligation Buffer
1 ul pGEM-T Vector
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2 ul PCR-Produkt
1 ul T4 DNA-Ligase
1 ul HyOpidest.

Die Ligation wurde eine Stunde bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

14.11.2 Transformation

Bei der Transformation nach dem Protokoll von Promega wurden 2 ul des Ligationsansatzes
zu den kompetenten Zellen (JM109 High Efficiency Competent Cells) gegeben, und der
Vector durch Hitzeschock bei 42 °C in die Zellen eingeschleust. 100 und 200 pl des
Transformationsansatzes wurden anschliefend auf einer LB/Ampicillin/IPTG/X-Gal Platte
(Ampcillin 100 pg ml’, 20 pl 0,1 M IPTG, 50 pl X-Gal 20 mg ml' in N,N-
dimethylformamid ausplattiert. Von den wachsenden Kolonien wurden stets mehrere gepickt

und das Vorhandensein des Inserts mit einer PCR-Analyse bestatigt.

14.11.3 Sequenz-Analysen

Jede Klonierung wurde durch Sequenzieren auf ihre Richtigkeit hin iiberpriift. Die Klone
wurden zum Sequenzieren entweder zur Firma Toplab, Miinchen, oder MWG Biotech,
Ebersberg, gegeben. Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte mit den Software Programmen

DiAlign von Genomatix (http://www.geomatix.gsf.de/cgi-bin/dialign.pl), Blast vom National

Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) und Vector NTI

(InforMax Inc.).

15. Statistik

Ergebnisse dieser Arbeit, die mit Fehlerbalken angegeben wurden, stammen aus
Experimenten mit n = mindestens 3 Parallelen. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte *
Standardfehler (SE). Vergleiche von Datengruppen auf signifikante Unterschiede, sowie
lineare Regressionen wurden mit dem Programm StatGraphics Version 2.6 nach dem ,,Least

Significant Difference® (LSD)-Test durchgefiihrt.
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III.  Ergebnisse

1. Induktion der Resistenz von Tomatenpflanzen gegeniiber Alternaria
alternata durch das Rhizosphirebakterium Serratia liquefaciens

In der Rhizosphére lebende Bakterien sind in der Lage, die pflanzliche Abwehr zu stiarken und
bei einem Pathogenbefall eine systemische Resistenz in der Pflanze zu induzieren (Van Loon
et al., 1998). Dies fiihrt zu einer erhohten Krankheitsresistenz, das Pathogen wird in seinem
Wachstum gehindert, die Pflanzen zeigen weniger starke Schéden. Ein gut charakterisiertes
System stellt die Interaktion von Arabidopsis thaliana mit dem nicht-pathogenen
Rhizosphérebakterium Pseudomonas fluorescens WCS417r dar (Pieterse et al., 1996, 1998;
Van Wees et al., 1997). Mit diesem Bakterium vorbehandelte Pflanzen hatten um 40-60 %
weniger Schdden bei einer Infektion mit dem pflanzenpathogenen Bakterium P. syringae pv.
tomato oder dem wurzelpathogenen Pilz Fusarium oxysporum pv. raphani.

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden mit Tomatenpflanzen der
Sorte MicroTom durchgefiihrt. Diese Sorte zeichnet sich durch ihre Kleinwiichsigkeit aus und
wurde urspriinglich als Sorte fiir Kleingirtner mit eingeschrinktem Platz z. B. zur
Kultivierung in Balkonkésten geziichtet (Scott & Harbough, 1989). Aufgrund ihres geringen
Platzbedarfs und ihres schnellen Lebenszyklusses (Fruchtreife 70-90 Tage nach der Aussaat)
eignet sich diese Sorte in hervorragender Weise fiir Forschungszwecke (Meissner et al.,
1997).

In dieser Arbeit wurde zunidchst der Einfluss des Rhizosphirebakteriums Serratia
liquefaciens MG1 auf die pflanzliche Krankheitsresistenz von Tomatenpflanzen untersucht.
Dieses ubiquitir vorhandene Rhizosphérebakterium produziert zwei N-Acyl-L-
homoserinlactone (AHL) mit einer N-Acylseitenkette aus 4 bzw. 6 Kohlenstoffatomen
(Abb. 2). Mit Hilfe dieser Pheromon-dhnlichen Substanzen regulieren die Bakterien
Zelldichte-abhéngig die Produktion einer die Oberfldchenspannung herabsetzende Substanz,
die es spezialisierten Zellen ermoglicht, {iber feste Oberflichen zu schwiarmen (Eberl et al.,
1999). Um die Bakterien anschlieend leichter an den Wurzeln nachweisen zu kénnen, wurde
in den Versuchen ein transgener Bakterienstamm verwendet, der mit dem griin
fluoreszierenden Protein (Gfp) markiert war (vgl. Material und Methoden, Tabelle 2; Givskov
et al., 1988).
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Abb. 12: Abhingigkeit der Blattschdden vom Blattalter nach Inokulation von Tomaten-
pflanzen der Sorte MicroTom mit Serratia liquefaciens MG1 und anschlieBender
Infektion mit Alternaria alternata. K steht fiir Kontrollpflanzen, die nicht mit dem
Bakterienstamm inokuliert wurden, MG1 fiir inokulierte Pflanzen. Der Zusatz ,a“
kennzeichnet Pflanzen, die drei Tage spiter mit einer Suspension aus 4. alternata
Sporen bespriiht wurden, die restlichen Pflanzen wurden mit der Resuspensionsldsung
ohne Sporen behandelt. Als Blatt 1 wurde das erste Blatt von oben bezeichnet,
das > 3,5 cm ist. Gezeigt sind Mittelwerte + SE (n = 3). Unterschiedliche Buchstaben
geben im LSD Multiple Range Test signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungsvarianten an.

Die Pflanzen wurden mit einer Bakteriensuspension aus S. liquefaciens MG1 beimpft, dann
drei Tage spéter mit dem sprosspathogenen Pilz Alternaria alternata, einem Isolat von
Tomatenpflanzen, infiziert (G. Bahnweg, personliche Mitteilung, vgl. Material und
Methoden; Abschnitte 5, 6). Zwei Tage spéter zeigten die Blétter schwarze punktformige
Nekrosen, die sich rasch ausbreiteten. Der Anteil an nekrotischer Blattfliche war um so
hoher, je dlter die Blétter waren (Abb. 12). Alte Blitter (Blatt 5, 6) waren im Mittel zu 80 %
geschidigt. Vor allem in den mittelalten und alten Bléttern waren die Schdden signifikant um
30-40 % bei den mit S. liguefaciens MG1 inokulierten Pflanzen reduziert, bei Blatt 4 sogar
um 80 %. Abb. 13 zeigt reprisentativ eine mit MGI vorbehandelte Pflanze und eine
Kontrollpflanze. Nach vier Tagen waren vorwiegend die alten Bldtter (Blatt 5, 6; Pfeil) bei

den Kontrollpflanzen vollstdndig von Nekrosen iiberzogen.
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Abb. 13: Einfluss von Serratia liquefaciens MG1 auf die pflanzliche Krankheitsresistenz von
Tomatenpflanzen der Sorte MicroTom nach 4-tidgiger Infektion mit dem
sprosspathogenen Pilz Alternaria alternata. Links ist eine Pflanze gezeigt, die mit den
Bakterien vorbehandelt wurde, rechts eine Kontrollpflanze. Unterschiede in den
Blattschdden zwischen den inokulierten Pflanzen und Kontrollen sind besonders
deutlich bei den mittelalten Blittern (Blattnummer 5 und 6) zu sehen (Pfeile).

2. Interaktionen  von  N-Acyl-L-homoserinlacton-produzierenden
Rhizosphirebakterien mit Tomatenpflanzen

Nachdem das Rhizosphérebakterium Serratia liquefaciens MG1 in der Lage war, die
pflanzliche Krankheitsresistenz gegen den pathogenen Pilz Alternaria alternata zu stérken,
wurde das verwendete Modellsystem aus Tomatenpflanzen und dem Rhizosphéarebakterium
S. liqguefaciens MG1 genauer hinsichtlich des Wachstums der Pflanze und dem

Kolonisierungsverhalten der Bakterien charakterisiert.

2.1. Charakterisierung des Wachstums von Tomatenpflanzen der Sorte MicroTom

Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass die Pflanzen je nach Entwicklungsstadium
unterschiedlich in der Empfindlichkeit gegeniiber Pathogenen oder der Ausbildung der
induzierten Resistenz reagieren, wurde das Entwicklungsstadium der Pflanzen anhand von
Hohe und Blattzahl charakterisiert. Damit wurde sichergestellt, dass alle Experimente unter

gleichen Bedingungen durchgefiihrt wurden.
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Die Anzucht der Tomatenpflanzen erfolgte in handelsiiblicher Erde in Topfen mit 80 ml
Volumen. Unter diesen Bedingungen wurden die Pflanzen 10-15 cm hoch, besalen etwa 14
Blatter und begannen ca. 35 Tage nach Aussaat zu blithen (Abb. 14). Fiir die Experimente
wurden Pflanzen im Alter von fiinf Wochen mit 6-7 Bléttern und einer Hohe von ca. 8 cm
eingesetzt. Zu diesem Zeitpunkt nahmen Hohe und Blattzahl noch stetig zu; die Pflanzen
befanden sich in einem linearen Wachstumsstadium. Die ersten Knospen erschienen etwa 14
Tage nach dem Pikieren, im Durchschnitt besalen die Pflanzen eine Anzahl von iiber 50
Knospen wihrend des Untersuchungszeitraumes von 70 Tagen. Nach etwa 42 Tagen
stagnierte das Wachstum eine Woche nach dem Einsetzen der Bliite. Die Knospenbildung

erreichte ihr Maximum etwa acht Tage spiter.
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0 0]

O | | | | | | | | | | |
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14 || —°— Knospen 150 c
12 q/ 140 @
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Abb. 14: Zeitverlauf des Wachstums von Tomatenpflanzen der Sorte MicroTom. Die
Pflanzen wurden im Alter von zwei Wochen pikiert (Zeitpunkt 0). Fiir die Versuche
wurden Pflanzen im Alter von fiinf Wochen (Pfeil, ca. 21-28 Tage nach dem Pikieren)
noch vor Beginn der Bliite eingesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte + SE (n = 6).
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2.2, Kolonisierung der Tomatenwurzel durch Rhizosphirebakterien

Voraussetzung fiir eine Erhohung der Widerstandskraft von Pflanzen gegeniiber Pathogenen
durch Rhizosphirebakterien ist eine erfolgreiche Besiedelung der Wurzel. Die zugegebenen
Bakterien miissen in ausreichender Zahl und iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg an der
Wurzel nachzuweisen sein. Um die Bakterien leichter an der Wurzel detektieren zu konnen,
wurden Stamme verwendet, die eine Insertion des gfp Gens, das fiir das griin fluoreszierende
Protein kodiert, im Chromosom aufweisen (Chalfie et al., 1994).

Die meisten der in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden mit dem
Rhizosphérebakterium Serratia liquefaciens MG1 durchgefiihrt. Aus der Literatur ist bekannt,
dass Vertreter der Gattung Serratia Tomatenwurzeln kolonisieren kdnnen (Raupach et al.,
1996) und auch Biocontrol-Aktivitét besitzen (Kalbe et al., 1996).

Zur Inokulation der Pflanzen wurden 10fach aufkonzentrierte Uber-Nacht-Kulturen
von S. liquefaciens MG1 verwendet, die anschlieend auf die gewlinschte Zelldichte verdiinnt
wurden (10°, 10® und 10"° colony forming units, cfu ml™"). Die Inokulation mit den Bakterien
und die Bestimmung der Lebendkeimzahl erfolgte wie in Material und Methoden,
Abschnitt 9, beschrieben.

Die Lebendkeimzahlen an den Wurzeln waren abhidngig von der Menge an
zugegebenen Bakterien (Abb. 15). Nach Zugabe von 10" Zellen pro Pflanze betrug die
Lebendkeimzahl zwischen 1 x 10° und 5 x 10° cfu g FG™'. Bei einer Inokulationsdichte von
10° Zellen wurden zwischen 2 x 10° und 4 x 10* cfu g FG' wiedergefunden. Die
Lebendkeimzahl an den Wurzeln sank zwar leicht innerhalb von neun Tagen, die Bakterien
waren aber noch sehr gut zu detektieren. Bei geringeren Inokulationsdichten konnten bereits
nach sechs Tagen keine Bakterien mehr an den Wurzeln nachgewiesen werden.

Fiir die nachfolgend beschriebenen Experimente mit S. liquefaciens MG1 wurden
ausschlieBlich Inokulationsdichten von 10'' Zellen pro Pflanze verwendet, um eine
ausreichende Besiedelung der Wurzeln zu gewéhrleisten. Eine Kolonisierung mit
10° cfu g FG' wurde als Schwellenwert zur Induktion einer induzierten systemischen
Resistenz (ISR) in Rettich und Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) beschrieben
(Raaijmakers et al., 1995; Van Wees et al., 1997).
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Abb. 15: Abhéngigkeit der Lebendkeimzahlen von S. liguefaciens MG1 an Tomatenwurzeln
von der Inokulationsdichte. Fiinf Wochen alte Pflanzen wurden mit 10 ml
unterschiedlich konzentrierten Bakteriensuspensionen beimpft. Kontrollpflanzen
wurden mit 10 mM MgSO, behandelt. Gezeigt sind Mittelwerte = SE (n = 3).

In Tabelle 8 wird die Entwicklung der Lebendkeimzahlen an Tomatenwurzeln, die mit
S. liqguefaciens MG1 inokuliert wurden, in einem Zeitraum von fiinf Stunden bis zu neun
Tagen nach Zugabe der Bakterien zusammengefasst. Dieser Zeitraum umfasst die Dauer der
nachfolgend beschriebenen Experimente von der Inokulation bis zum letzten Erntezeitpunkt.
Auffillig war dabei der exponentielle (mehr als 1000fache) Anstieg der Zellzahl zwischen
finf Stunden und einem Tag, anschlieBend nahmen die Zahlen wieder ab, um sich ab fiinf
Tagen bei einem Wert von 10° cfu g FG™' einzupendeln. Zusitzlich wurden auch Pflanzen mit
der N-Acyl-L-homoserinlacton—Nullmutante von S. liguefaciens MG1, MG44, inokuliert (vgl.
Ergebnisse, Abschnitt 2.4). Dieser Stamm war ebenfalls mit dem griin fluoreszierenden
Protein Gfp markiert (vgl. Material und Methoden, Tabelle 2). Der Wildtyp-Stamm MG1 und
die AHL-Nullmutante MG44 zeigten ein vergleichbares Kolonisierungsverhalten, das sich in
dhnlichen Lebendkeimzahlen der Wurzeln niederschlug (Tabelle 8).

Da direkte Interaktionen zwischen S. liguefaciens —Stimmen und pflanzenpathogenen
Pilzen in der Literatur bereits beschrieben sind (Kalbe et al., 1996), wurde untersucht, ob
S. liguefaciens MG1 in der Lage ist, sich von den Wurzeln durch die Sprossachse in die
Blatter auszubreiten. Nach dem Ausplattieren der homogenisierten Blétter auf

Selektivmedium konnten drei, sechs und neun Tage nach Inokulation der Wurzeln keine
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Kolonien von S. liguefaciens MG1 gezédhlt werden (Tabelle 8). Daher konnen direkte
Interaktionen zwischen den Rhizosphérebakterien und sprosspathogenen Pilzen in den

nachfolgend beschriebenen Experimenten ausgeschlossen werden.

Tabelle 8: Zeitverlauf der Lebendkeimzahlen an den Wurzeln [cfu g FG' x 10°] nach
Inokulation von Tomatenpflanzen mit Serratia liquefaciens MG1 und MG44 in einer
Konzentration von 10'' Zellen pro Pflanze. Gezeigt sind Mittelwerte + SE (n = 3).
Zusatzlich wurde untersucht, ob auch in den Bléttern S. liguefaciens MGI1
nachzuweisen ist. (n.n. = nicht nachweisbar, — nicht untersucht)

Wurzel Blatt
5h 10h 1d 3d 5d 7d 9d 3d 6d 9d
MGI | 0,9+0,1 17,6%+2,5 6379+ 2514 + 69+25 72+13 11,0+ |nn nn nn
152,0 126,0 2,3
MG44 | 1,1 +0,4 6,4+12 10303+ 2938+ 10,4+4,1 93+23 11,1% - - -
240,0 126,0 2,0

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit Rhizosphdrebakterien der Gattung Pseudomonas
untersucht. Pseudomonas putida 1soF ist ein Isolat aus der Tomatenrhizosphire, das von
A. Steidle, Institut fiir Mikrobiologie, TU Miinchen charakterisiert wurde (Steidle et al.,
2002). Neben dem Wildtyp-Stamm wurde auch die N-Acyl-L-homoserinlacton-Nullmutante
in den Studien zur Biocontrol-Aktivitit verwendet. Zu Vergleichszwecken wurde der Stamm
Pseudomonas fluorescens WCS417r eingesetzt, der eines der am besten charakterisierten
Biocontrol-Bakterien darstellt und bereits in Studien mit Ackerschmalwand (4. thaliana),
Nelke und Tomate untersucht wurde (Duijff et al., 1997; Pieterse et al., 1996; Van Peer et al.,
1991).

10fach aufkonzentrierte Uber-Nacht Kulturen der beiden P. putida —Stimme IsoF und
F117 erreichten maximale Lebendkeimzahlen von 10® colony forming units (cfu) ml™, der
Stamm P. fluorescens WCS417r 10° cfu ml’ (vgl. Material und Methoden, Tabelle 5).
Tomatenpflanzen, die mit einem der drei Pseudomonas-Stamme inokuliert wurden, wiesen an
den Wurzeln Lebendkeimzahlen von 10° bis 10° cfu g FG' wihrend eines Zeitraumes von
neun Tagen auf (Tabelle 9). Die Lebendkeimzahlen waren damit zu spdteren Zeitpunkten
vergleichbar zu S. liquefaciens, obwohl die Inokulate 100 bzw. 10fach geringere Zelldichten

besal3en.
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Tabelle 9: Lebendkeimzahlen an den Wurzeln [cfu g FG' x 10°] nach Inokulation von
Tomatenpflanzen mit den Rhizosphérebakterien Pseudomonas putida IsoF (Wildtyp),
F117 (N-Acyl-L-homoserinlacton-Nullmutante) und Pseudomonas fluorescens
WCS417r in einer Konzentration von 10® (IsoF und F117) bzw. 10° (WSC417r) cfu

pro Pflanze.
5d 7d 9d
P. putida 1soF 51+1,1 3,5£0,8 58+1,9
P. putida F117 10,6 £5,7 52+2,5 42+1,4
P. fluorescens WCS417r 11,5+3,1 11,8 +2,5 2,609

S. liquefaciens MG besiedelte die Wurzeln von Tomatenpflanzen bevorzugt in der
Wurzelhaarzone (Abb. 16). Die Bakterien befanden sich in lockeren Verbdnden aus
Einzelzellen auf der Oberfliche der Wurzelepidermis und einzelne Zellen besiedelten auch
die Wurzelhaare. Ein endophytisches Wachstum konnte nicht nachgewiesen werden

(S. Gantner, A. Hartmann, GSF-Institut fiir Bodendkologie, personliche Mitteilung).

Abb. 16: Kolonisierung der Wurzelhaarzone von Tomatenpflanzen mit dem gfp-markierten
Serratia liquefaciens Wildtyp-Stamm MGI1. Die konfokale Laser Scanning
Mikroskopie-Aufnahme wurde freundlicherweise von S. Gantner, GSF-Institut fiir
Bodenokologie, zur Verfiigung gestellt.
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2.3. Einfluss von Serratia liquefaciens MG1 auf das pflanzliche Wachstum

Aus der Literatur ist bekannt, dass eine Kolonisierung der Wurzeln mit bestimmten
Rhizosphirebakterien das pflanzliche Wachstum stimulieren kann (Barka et al., 2000;
Raupach et al., 1996). Ob auch Serratia liquefaciens MG1 dazu in der Lage ist, wurde anhand
der Hohe der Pflanzen, der Blattzahl und der Biomasse von Spross und Wurzeln beurteilt.

Zu Beginn des Experimentes waren die Pflanzen vier Wochen alt. Wéhrend des
Untersuchungszeitraumes von neun Tagen nahmen die gemessenen Wachstumsparameter
sowohl in den behandelten wie auch in den unbehandelten Pflanzen stetig zu (Abb. 17). Die
Pflanzen wuchsen dabei um ca. 3,5 cm. Pflanzen, die mit Serratia liquefaciens MG1
inokuliert wurden, waren bereits nach drei Tagen geringfiigig hoher als die Kontrollpflanzen.
Diese Tendenz setzte sich bis ans Ende des Untersuchungszeitraumes von neun Tagen fort
(Abb. 17A). Parallel dazu nahm die Zahl der Blitter um drei bei den inokulierten Pflanzen
und um 2,5 bei den unbehandelten zu (Abb. 17B). Das Gewicht der oberirdischen Teile der
Pflanzen, Blatter und Spross, stieg bei den Kontrollpflanzen 1,6 bzw. 1,7fach zwischen dem
dritten und sechsten bzw. dem sechsten und neunten Tag von 1,5 auf 4,0 g FG an (Abb. 17C).
Die Biomasse von Blittern und Spross der inokulierten Pflanzen nahm zunéchst ebenfalls um
den Faktor 1,6 zu (zwischen Tag 3 und 6), dann verlangsamte sich aber die Steigerung der
Biomasse im Vergleich zu den Kontrollen, sie betrug nur noch Faktor 1,3. Am neunten Tag
war die Biomasse von Bléttern und Spross bei den vorbehandelten Pflanzen um 17 % geringer
als bei den Kontrollen. Ein dhnliches Bild ergab sich bei der Biomasse der Wurzeln. Nachdem
zwischen dem dritten und sechsten Tag die Gewichtszunahme der Wurzeln in beiden
Behandlungsvarianten noch vergleichbar war (Faktor 1,4 und 1,5), so stieg die
Wurzelbiomasse der Kontrollpflanzen innerhalb der nichsten drei Tage 2,4fach an, die der
inokulierten Pflanzen dagegen nur um den Faktor 1,8 (Abb. 17D). Neun Tage nach
Inokulation mit S. liguefaciens MG1 hatten die Pflanzen ein um 22 % reduziertes

Wurzelgewicht im Vergleich zu den Kontrollen.
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Abb. 17: Einfluss einer Inokulation von S. liguefaciens MG1 auf Hohe, Blattzahl (A, B) und
Biomasse von Tomatenpflanzen (C, D). Kontrollpflanzen (K) wurden mit 10 mM
MgSO, behandelt. Gezeigt sind Mittelwerte + SE mit (n = 6).

24. N-Acyl-L-homoserinlacton-Produktion in der Rhizosphire von Tomaten-
pflanzen

Viele Pflanzen-assoziierte Bakterien produzieren N-Acyl-L-homoserinlactone (AHL), frei
durch Zellmembranen diffundierende, Pheromon-dhnliche Substanzen, die Zelldichte-
abhingig die Produktion von Antibiotika, Virulenzfaktoren oder Exoenzymen steuern
(Pierson III et al., 1998; Wood et al., 1997). Auch Serratia liquefaciens MG1 produziert diese
Substanzen und steuert {iber dieses als ,,Quorum Sensing” bezeichnete Phdnomen, z. B. die
Féhigkeit tiber feste Oberflichen zu schwdrmen und die Expression eines Exoenzym-
Transporters (Eberl et al., 1999; Riedel et al., 2001).

Im Rahmen dieses Projektes sollte untersucht werden, ob N-Acyl-L-homoserinlactone
(AHL) in der Rhizosphire von Tomatenpflanzen detektierbar sind. Dazu wurden am Institut

fiir Mikrobiologie, TU Miinchen, Weihenstephan, von A. Steidle, K. Sigl und L. Eberl AHL-
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Sensorstimme konstruiert, die einen Nachweis von AHL in ithrer Umgebung ermdglichen.
Verwendet wurden dazu AHL-negative Mutanten von S. liguefaciens MG1 (S. liquefaciens
MG44) und von Pseudomonas putida 1soF (P. putida F117), in die iiber konjugativen
Transfer AHL-Reporterkonstrukte bestehend aus dem Gen fiir das griin fluoreszierende
Protein, gfp, und einem AHL-induzierbaren Promotor eingefiihrt wurden (Steidle et al., 2001).
Inokuliert man nun die Wurzeln mit einem dieser Biosensoren und fiigt gleichzeitig ein AHL-
produzierendes Rhizosphirebakterium hinzu, so beginnt die Expression des gfp-Gens und der
Sensorstamm kann aufgrund der grinen Fluoreszenz nachgewiesen werden. Eine
gnotobiotische Anzucht der Pflanzen, d. h. eine Anzucht unter sterilen Bedingungen bei der
alle Parameter des Systems bekannt sind, ist Vorraussetzung fiir Experimente dieser Art. Die
verwendeten Sensorkonstrukte besitzen eine unterschiedliche Sensitivitit fiir AHL
verschiedener Kettenlidnge, sind aber nie vollig spezifisch fiir einen Typ von AHL, so dass
Interferenzen mit anderen sich an den Wurzeln befindlichen AHL-produzierenden Bakterien
nicht ausgeschlossen werden konnen (Steidle et al., 2001). Die gnotobiotische Anzucht der
Tomatenpflanzen erfolgte in festverschlieBbaren sterilen Kunstoffgefdlen in autoklaviertem
Quarzsand fiir etwa zwei Wochen (vgl. Material und Methoden, Abschnitt 4.2.3).

In Abb. 18, links, ist beispielhaft die Interaktion eines AHL-Produzenten mit einem
Sensorstamm im gnotobiotischen System gezeigt. Der AHL-Produzent (Rhanella aquatilis
T13) ist ein Isolat aus der Tomatenrhizosphire, das iiberwiegend AHL-Molekiile mit einer
Seitenkettenldnge von sechs Kohlenstoffatomen (N-Hexanoyl-L-homoserinlacton, HHL)
produziert. Als Biosensor wurde S. liguefaciens MG44 verwendet, der Stamm trigt das auf
gfp basierende Sensorplasmid pJBA132, das eine besonders hohe Sensitivitit fiir N-(3-
Oxohexanoyl)-L-homoserinlacton (OHHL) und HHL aufweist (Anderson et al., 2001; Steidle
et al., 2001). Etwa 28 Stunden nach Inokulation mit den beiden Bakterienstimmen konnten
im Laser Scanning Mikroskop auf der Wurzelepidermis griin fluoreszierende Zellen
beobachtet werden, d.h. der Sensorstamm reagierte auf die von Rhanella aquatilis T13 in die
Umgebung abgegebenen HHL-Molekiile mit der Expression des Reportergenes gfp.

AufBlerdem wurden in Erdkultur gewachsene Tomatenpflanzen mit dem konstitutiv rot-
markierten (trdgt das Gen flir das rot fluoreszierende Protein, rfp) Sensorstamm KS35
(F117::Tn5 Las) beimpft, einem Derivat von P. putida F117, dessen Sensorkonstrukt durch
Transposonmutagenese ins Chromosom integriert wurde. Dieser ebenfalls auf gfp basierende
Sensorstamm spricht auf drei verschiedene AHL-Molekiile an, auf N-(3-Oxododecanoyl)-L-
homoserinlacton (OdDHL), N-(3-Oxodecanoyl)-L-homoserinlacton (ODHL) wund N-
Dodecanoyl-L-homoserinlacton (ADHL).
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Abb. 18: AHL-vermittelte Zell-Zellkommunikation in der Tomatenrhizosphire. Axenisch
kultivierte Tomatenpflanzen wurden mit einer Mischung eines auf gfp basierenden
AHL-Monitorstammes (S. liqguefaciens MG44, pJBA132) und eines AHL-
produzierenden Isolats (Rhanella aquatilis T13) inokuliert (links). Zudem wurde der
rfp-markierte Monitorstamm Pseudomonas putida KS35 (F117::Tn5-LAS) in die
Rhizosphdre von Tomatenpflanzen eingebracht, die in unsteriler Erde wuchsen
(rechts). Durch die Uberlagerung der roten und der griinen Fluoreszenz erscheinen die
Zellen rechts gelb. Die Aufnahmen mit dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop
wurden freundlicherweise von A. Steidle und Dr. L. Eberl, Institut fiir Mikrobiologie,
TU Miinchen, Weihenstephan zur Verfiigung gestellt (Steidle et al., 2001).

In Abb. 18, rechts, ist die Induktion des Sensorstammes durch die an den Wurzeln natiirlich
vorkommende Rhizosphirengemeinschaft gezeigt (Steidle et al., 2001). Eine Uberlagerung
der roten Fluoreszenz mit der griinen resultiert in gelb erscheinenden Zellen. Die griin bzw.
blau erscheinenden Partikel sind auf die hohe Autofluoreszenz von Erdbestandteilen
zuriickzufithren. Es konnte damit eine Produktion von AHL-Molekiilen durch die natiirlich
vorkommende Bakterienpopulation in der Rhizosphidre von Tomatenpflanzen nachgewiesen

werden.
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3. Etablierung eines Infektionssystems mit pathogenen Pilzen und
Quantifizierung der Pilz-DNA

3.1. Zeitverlauf der Blattschiden wihrend einer Infektion mit Alternaria alternata

Die Untersuchung des Einflusses der Rhizosphérebakterien auf die pflanzliche
Krankheitsresistenz setzt als ersten Schritt die Etablierung eines Infektionssystems mit
pathogenen Pilzen voraus. Die meisten der Versuche wurden mit dem perthotrophen Pilz
Alternaria alternata (Fr.:Fr.) Keissler durchgefiihrt, anhand dieses Pilzes wurde auch das
Infektionssystem optimiert. Perthotrophe Pilze befallen lebendes Gewebe, toten es ab und
erndhren sich von den freigesetzten Nahrstoffen (Hoffmann et al., 1994; Prell & Day, 2001).
Fiir die Infektion mit A. alternata wurden die Pflanzen mit der Pilzsporensuspension
gut eingespritht und bei 100 % Luftfeuchte in einer Klimakammer inkubiert (vgl. Material
und Methoden, Abschnitt 6), um fiir den Pilz optimale Bedingungen zur Keimung zu
schaffen. Nach 24 Stunden konnten bereits erste Reaktionen der Pflanzen beobachtet werden.
Die jungen und mittelalten Blitter zeigten eine deutlich ausgeprigte Epinastie, d. h. die
Blattstiele, insbesondere die der Endfieder, rollten sich nach innen ein. Dies ist ein typisches

Zeichen fiir Stressethylen (Abeles et al., 1992).

Abb. 19: Typische Schiden hervorgerufen durch den sprosspathogenen Pilz Alternaria
alternata auf einem Primarblatt von Tomatenpflanzen, vier Tage nach Bespriihen der
Pflanzen mit einer Sporensuspension.

Sichtbare Schidden traten ab 48 Stunden in Form von schwarzen punktférmigen Flecken

entlang der Blattadern auf, die sich in den ndchsten Tagen im Zuge der fortschreitenden
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Infektion ausbreiteten (Abb. 19), bis einzelne Blétter zu 100 % nekrotische Blattschiden
aufwiesen und abfielen.

Mit zunehmendem Blattalter nahmen die Schdden zu. Abb. 20 zeigt die Entwicklung
der Schédden {iber einen Zeitraum von einer Woche. Nach vier Tagen ist der Hohepunkt der
Schiden mit ca. 30 % gemittelt iiber alle Blitter, erreicht. In den ndchsten Tagen ist ein
leichter Riickgang der Schidden zu beobachten. Dies ldsst sich dadurch erkldren, dass die

nachwachsenden jungen Blitter nicht mehr oder nur sehr schwach befallen werden.
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Abb. 20: Zeitverlauf der Blattschiden, gemittelt iiber alle Blatter pro Pflanze, nach Bespriihen
von Tomatenpflanzen mit einer Suspension von Alternaria alternata-Sporen.
Kontrollpflanzen wurden mit Sporensuspensionslésung pH 6,0 behandelt. Gezeigt sind
Mittelwerte + SE (n = 6).

3.2. Entwicklung spezifischer Primer fiir die Quantifizierung von Pilz-DNA aus
befallenen Blittern

Eine visuelle Bonitur der Blattschdden gibt zwar die Menge und Ausbreitung der Nekrosen
wieder, trifft aber keine Aussagen iiber das Wachstum der Pilzhyphen im Blatt. So konnte
eine einzige gekeimte Spore mit weniger Hyphen bei sehr aggressiven Pilzarten genauso
starke Blattschdden verursachen wie ein umfangreiches Hypengeflecht bei nicht so
aggressiven. Um das Wachstum der Pilze im Blatt abschitzen zu kénnen, wurden, fiir die in

dieser Arbeit verwendeten Pilze, spezifische Primer zur Quantifizierung der Pilz-DNA mittels
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Real-Time PCR entwickelt. Neben Alternaria alternata waren dies Cladosporium herbarum
Pers., der Erreger der Samtfleckenkrankheit und Botrytis cinerea (Pers.: Fr.), der Verursacher
von Grauschimmel. Diese drei Pilze zdhlen zu den wichtigsten Krankheitserregern im
kommerziellen Tomatenanbau (Agrios, 1997; Hoffmann et al., 1994).

Fir A. alternata und C. herbarum wurden spezifische Primer in die ITS (internal
transcribed spacer)-Region ribosomaler Gene gelegt. Die Anordnung dieser hoch variablen
Bereiche zwischen den konservierten rRNA-Genen ist in Abb. 21 veranschaulicht. Zunéchst
wurden die ITS-Regionen 1 und 2 mit dem Primerpaar ITS1/ITS4 in PCR-Reaktionen
amplifiziert, dann kloniert und sequenziert. Dieses Primerpaar ist universell bei allen Pilzen
einsetzbar, da es bereits in den hochkonservierten rRNA-Genbereichen liegt (White et al.,

1990).

ITS4
ITS1 ITS2 +—
18S 5,8S 23S
—
ITS1

Abb. 21: Schema der ITS (internal transcribed spacer)-Region ribosomaler Gene. Zwischen
den hoch konservierten rRNA-Genen liegen die variablen Bereiche ITS1 und 2, die
durch das Primerpaar ITS1/ITS4 amplifiziert werden kdnnen (White et al., 1990).

Durch Vergleiche der ITS-Sequenzen von A. alternata, C. herbarum mit weiteren ITS-
Sequenzen wichtiger tomatenpathogener Pilze wie B. cinerea und Vertretern der Gattungen
Fusarium und Pyrenochaeta konnten spezifische Bereiche flir Primer ausgewéhlt werden.
Fusarium spp. verursacht die sogenannte Fusarienwelke bei Tomaten, es werden aber auch
andere Gemiisepflanzen, wie z. B. Kartoffel, Karotte oder Gurke befallen. Pyrenochaeta spp.
ist der Erreger der Korkwurzelkrankheit (Hoffmann et al., 1994). Das Alignment der ITS-
Sequenzen ist im Anhang 2.1 wiedergegeben. Die Primerpaare fiir A. alternata und
C. herbarum sind darin eingezeichnet. AnschlieBend wurde die Spezifitidt der Primer gegen
eine DNA-Bank aus 86 tomatenpathogenen Pilzen sowie gegen Tomaten-DNA (Spur 2 in
Abb. 22) in PCR-Reaktionen getestet. Im Folgenden soll das Vorgehen anhand der

Primerentwicklung fiir 4. alternata im Detail erklart werden.
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Abb. 22: Test der Primerspezifitit fiir A. alternata gegen eine DNA-Bank bestehend aus 86
tomatenpathogenen Pilzen und Tomaten-DNA (Spur 2) in PCR-Reaktionen. Der
Vorwirtsprimer A.alt F3 (A) und der Riickwirtsprimer A.alt R1.1 (B) wurden
zundchst mit den universellen ITS Primern ITS1 bzw. 4 kombiniert und anschlieBend
zusammen in PCR-Reaktionen eingesetzt (C). Die PCR-Produkte wurden mit Gelen
aus 1,5 % Agarose (A, B) bzw. 2 % MetaPhor-Agarose aufgetrennt (C). Eine
vollstdndige Liste der verwendeten DNAs als Templates in den PCR-Reaktionen
findet sich im Anhang.
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Zunichst wurden der Vorwirtsprimer, A.alt F3 und der Riickwértsprimer A.alt R1.1 jeweils
getrennt auf ihre Spezifitdt hin gegen die DNA-Bank getestet (Abb. 22A, B). Dazu wurden sie
mit den entsprechenden ITS-Primern 1 und 4 kombiniert. Alle getesteten DNAs von
A. alternata (Spuren 3-6) ergaben Amplifikate von ca. 200 bp (A.alt F3/ITS4) bzw. 500 bp
(A.alt R1.1/ITS1). In beiden Féllen wurden aber auch bei weiteren Pilz-DNAs Amplifikate
gefunden, z. B. im Falle des Vorwirtsprimers (Abb. 22A) bei weiteren Alternaria-Arten
(Spur 7, A. solani; Spur 10, A. tenuissima) und Vertretern der Gattungen Colletotrichum,
Geotrichum und Phoma (Spuren 21, 41, 46). Wurden die beiden Primer zusammen in den
PCR-Reaktionen eingesetzt, so konnte eine fast 100 %ige Spezifitit erreicht werden, nur
A. tenuissima (Spur 10) ergab noch ein Signal (Abb. 22C). Dieses Primerpaar wurde fiir die
weiteren Real-Time PCR-Reaktionen verwendet.

Nachdem die Primer fiir Alternaria alternata eine fast 100 %ige Spezifitit bewiesen
hatten, wurde mit Hilfe des Primerpaares A.alt F3/A.alt R1.1 4. alternata DNA aus infizierten
Tomatenbldttern in Real-Time PCR Reaktionen quantifiziert (Material und Methoden,
Abschnitt 14.9.3).
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Abb. 23: Amplifikation definierter Mengen an Alternaria alternata DNA in Real-Time PCR-
Reaktionen (links). Eingesetzt wurden jeweils 20 ng (blaue Kurve), 2 ng (braun),
200 pg (rosa), 20 pg (griin) genomischer A. alternata DNA. Aus den so erhaltenen Cr-
Werten konnte bei jedem PCR-Lauf eine Eichkurve (Mittelwerte £ SE, n = 3) erstellt
werden (rechts).

Bei der Real-Time PCR mit dem TaqMan (AbiPrism 7700, Applied Biosystems, Weiterstadt)
wird die Fluoreszenzerh6hung gemessen, die bei der Bindung des Fluoreszenzfarbstoftes

SybrGreen (Applied Biosystems) an doppelstrangige DNA entsteht. Der Cr-Wert gibt dabei
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die Nummer des Zyklus an, bei dem die Fluoreszenz einen bestimmten Schwellenwert
ibersteigt.

Bei jedem PCR-Lauf wurden Reaktionen mit definierten Mengen an Pilz-DNA
durchgefiihrt, um aus den Cr-Werten eine Eichkurve erstellen zu kénnen. Fiir 4. alternata ist
dies beispielhaft in Abb. 23 gezeigt. Die Nachweisgrenze liegt dabei im Bereich von pg pl”
eingesetzter DNA. Eine Quantifizierung der 4. alternata DNA aus Tomatenbldttern ergab mit
fortschreitender Infektion einen 6fachen Anstieg der DNA-Gehalte von ca. 1 auf 6 ng mg
FG™' in einem Zeitraum von vier Tagen, wobei die Zunahme der Pilz-DNA in den ersten drei

Tagen am groBten ist (Abb. 24, oben).
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Abb. 24: Quantifizierung von Alternaria alternata DNA aus mittelalten Tomatenblittern
mittels Real-Time PCR (oben) und Korrelation der visuell bonitierten Blattschdden
mit der Menge an Alternaria alternata DNA (unten). Gezeigt sind Mittelwerte = SE
(n=23).
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Ein Vergleich zwischen der Menge an visuell bonitierten Blattschiden (Abb. 20) mit den
Gehalten an A. alternata DNA (Abb. 24, oben) fiihrt zu einer sehr guten Korrelation der
beiden Datensétze. Der Korrelationskoeffizient betrdgt dabei 0,94 (Abb. 24, unten), d.h. eine
Zunahme der Blattschiden geht mit steigenden Mengen an 4. alternata DNA einher.

Das Entwickeln und Testen der spezifischen Primer fir Cladosporium herbarum
erfolgte in gleicher Art und Weise wie fiir A. alternata beschrieben. Aus dem Alignment der
ITS-Regionen (vgl. Anhang 2.1) wurden geeignete Primersequenzen gesucht und diese
Oligonukleotide gegen die oben beschriebene DNA-Bank in PCR-Reaktionen getestet (Abb.
25). Nur die DNA von C. herbarum ergab in den PCR-Reaktionen mit dem Primerpaar Clad
F1 und Clad R2 ein Amplifikat von ca. 100 bp (Spur 19). Mit diesem Primerpaar wurde aus
infizierten Tomatenblittern die DNA von C. herbarum in Real-Time PCR-Reaktionen

amplifiziert.
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Abb. 25: PCR-Reaktionen zum Test der Spezifitit der Primer Clad F1 und Clad R2 fiir
Cladosporium herbarum. In Spur 19 ist eine PCR-Reaktion mit DNA von
C. herbarum aufgetragen. Eine vollstindige Liste der verwendeten DNAs als
Templates in den PCR-Reaktionen findet sich im Anhang.
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Zur Entwicklung spezifischer Primer fiir Botrytis cinerea musste ein anderer Ansatz verfolgt

werden, da es nicht mdglich war, spezifische Primer in den ITS-Regionen zu finden.

123456789

2600

1600

1000
800
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400

Abb. 26: Amplifikation von SCAR-Regionen mit dem Zufallsprimer OPA-13 (Qiagen
Operon) aus genomischer DNA verschiedener Botrytis cinerea lsolate (Spur 1:
B. cinerea CBS6676.89, 2-9: B. cinerea-Isolate von A. von Tiedemann, Rostock). Das
Amplifikat bei 800 bp (Pfeil) wurde kloniert und sequenziert. In diese Sequenz
wurden dann spezifische Primer fiir B. cinerea gelegt.

Zunichst wurden mit Hilfe des Zufallsprimers OPA-13 (Qiagen Operon) in PCR-Reaktionen
aus genomischer DNA von B. cinerea zufillige Regionen amplifiziert. Eine Bande (ca.
800 bp, Abb. 26, Pfeil), die bei allen getesteten B. cinerea Isolaten auftrat, wurde kloniert und
sequenziert. Aus diesen Sequenzen der SCAR-Regionen (sequence characterised amplified
region) wurden nun Primer ausgewéhlt (O-13 f3/0O-13 rl), deren Spezifitit ebenfalls mit der
oben beschriebenen DNA-Bank getestet wurde (Abb. 27). Nur wenn DNA von B. cinerea als
Template eingesetzt wurde, konnten Amplifikate von ca. 100 bp nachgewiesen werden (Spur

14-16). Andere Pilz-DNAs sprachen nicht auf dieses Primerpaar an.
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Abb. 27: Test der Primerspezifitit von O-13 {3 und O-13 rl zur Amplifikation der DNA von
B. cinerea in PCR-Reaktionen. Aufgetragen auf den Spuren 14 — 16 sind PCR-
Reaktionen mit B. cinerea-DNA als Templates. Eine vollstindige Liste der
verwendeten DNAs als Templates in den PCR-Reaktionen findet sich im Anhang.

3.3. Hemmung von tomatenpathogenen Pilzen durch Rhizosphiirebakterien

In der Rhizosphédre lebende Bakterien konnen durch die Produktion von antimikrobiell
wirksamen Substanzen wie z. B. Antibiotika oder Exoenzymen andere, fiir die Pflanze
pathogene Mikroorganismen hemmen und durch diese direkte Interaktion pflanzliche
Krankheiten unterdriicken (Bloemberg & Lugtenberg, 2001). Insbesondere Vertreter der
Gattungen Pseudomonas (Duijff et al., 1999; Wood et al., 1997) und Serratia sind in der
Lage, pflanzenpathogene Pilze in ihrem Wachstum zu reduzieren. Serratia spp. produziert z.
B. lytische Enzyme wie Chitinasen oder 3-1,3-Glucanasen, die pilzliche Zellwiande angreifen
konnen (Givskov et al., 1997; Kalbe et al., 1996).

Auf ihre pilzhemmenden Eigenschaften gegen wichtige tomatenpathogene Pilze

wurden drei der in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme getestet. Die meisten der
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Inokulationsversuche ~wurden mit Serratia liquefaciens MGl und der dazu
korrespondierenden N-Acyl-L-homoserinlacton (AHL)-Nullmutante MG44 durchgefiihrt,
aber auch ein Vertreter der Gattung Pseudomonas (P. putida 1soF) kam zum Einsatz. Zum
Vergleich dazu wurde im Hemmassay auch Burkholderia vietnamiensis LMG10929
verwendet. Die Gattung Burkholderia zeichnet sich durch eine aullergewdhnlich vielfaltige
Produktion von Exoenzymen und antimikrobiell wirksamen Substanzen aus (Govan et al.,
1996). Getestet wurde der Einfluss der Bakterien auf das Wachstum verschiedener
tomatenpathogener Pilze. Mit A. alternata und B. cinerea wurden in dieser Arbeit
Infektionsversuche durchgefiihrt, widhrend die beiden folgenden Fusarien-Stamme, das
Sprosspathogen F. oxysporum f. sp. lycopersici und das Wurzelpathogen F. oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici, als Vergleich dienten. Die Fusarienwelke stellt eine der groften
Bedrohungen fiir Tomatenkulturen dar.

Fir den Hemmassay wurde eine Sporensuspension auf Agarplatten gleichmiBig
verteilt und ein Tropfen einer Uber-Nacht-Kultur der Bakterien in die Mitte pipettiert. Nach
acht Tagen Inkubation wurden das Wachstum der Pilze ausgewertet. Alle vier verwendeten
Pilzarten {liberzogen die Agarplatten mit einem dichten Mycel. Auf den Kontrollplatten ohne
Bakterien konnten keine Einschrinkungen des Pilzwachstums beobachtet werden (Tabelle
10).

Bei dem Stamm S. liguefaciens MG1 (Wildtyp) und der dazu korrespondierenden N-
Acyl-L-homoserinlacton (AHL)-Nullmutante MG44 konnten bei dem sprosspathogenen Pilz
A. alternata zwei bis finf mm breite Zonen verminderten Pilzwachstums beobachtet werden
(Tabelle 10). Die anderen in dieser Arbeit verwendeten Pilze zeigten entweder kein
Wachstum auf der Bakterienkolonie (B. cinerea) oder konnten die Bakterien sogar
iiberwuchern (F. oxysporum f. sp. lycopersici). Auftillig war der Unterschied zwischen dem
Wildtyp-Stamm S. liguefaciens MG1 und der AHL-Nullmutante MG44 in Gegenwart des
Wurzelpathogens F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici. Der Pilz konnte auf dem Wildtyp-
Stamm nicht wachsen, wohingegen die AHL-Nullmutante von dem Pilz {iberwachsen wurde
(Tabelle 10).

Die beiden Fusarien-Stamme zeigten in Kombination mit P. putida IsoF, einem Isolat
aus der Tomatenrhizosphdre (Steidle et al., 2001) kein eingeschrinktes Wachstum auf der
Bakterienkolonie, wohingegen A. alternata und B. cinerea nicht direkt auf der Kolonie
wachsen konnten (Tabelle 10). Am starksten war ein hemmender Effekt von B. vietnamiensis
LMG10929 auf B. cinerea. Es bildete sich ein 2 mm groBer Hemmhof rund um die
Bakterienkolonie (Tabelle 10).
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Tabelle 10: Beeinflussung des Wachstums von tomatenpathogenen Pilzen durch Rhizosphére-

bakterien
Alternaria alternata | Botrytis cinerea Fusarium Fusarium
oxysporum f. sp. | oxysporum f. sp.
Iycopersici radicis-
Iycopersici
Kontrolle + + + +
(ohne Bakterien)
Serratia liquefaciens MG1 - - + -
(Wildtyp) 2 mm Zone mit
vermindertem Pilz-
Wachstum um
Bakterienkolonie

Serratia liquefaciens MG44 - - + +
(N-Acyl-L-homoserinlacton- 5 mm Zone mit
Nullmutante) vermindertem Pilz-

Wachstum um

Bakterienkolonie

Pseudomonas putida IsoF - - + +
Burkholderia vietnamiensis —/+ - + -
LMG10929 (2mm Hemmbhof)
+: Wachstum der Pilze auch auf den Bakterien

- kein Pilz-Wachstum auf den Bakterien
—/+: z.T. Pilz-Wachstum auf den Bakterien

Abb. 28: Einfluss von Rhizosphéarebakterien auf das Wachstum von tomatenpathogenen
Pilzen. Malzagarplatten wurden mit einer Sporensuspension aus Alternaria alternata
(A, B) und Botrytis cinerea (B, C) iiberzogen. In die Mitte der Platten wurden
anschlieBend Uber-Nacht-Kulturen von Serratia liquefaciens MG1, Wildtyp (A),
MG44, N-Acyl-L-homoserinlacton-Nullmutante (B), Pseudomonas putida IsoF (C)
und Burkholderia vietnamiensis LMG 10929 (D) aufgetropft. Gezeigt sind
reprasentative fotographische Aufnahmen aus drei Parallelansdtzen nach acht Tagen
Inkubation.
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Als Beispiele fiir den Einfluss der Rhizosphdrebakterien auf das Wachstum verschiedener
Pilze sind in Abb. 28 reprisentative photographische Aufnahmen des Assays gezeigt. In der
Mitte der Bilder befindet sich die Bakterienkolonie als heller runder Bereich, abhdngig von
der Art bilden die Bakterien unterschiedlich gro3e Kolonien. Umrandet wird die Kolonie vom
Mycel des Pilzes, auf den Bildern als dunkle strukturierte Bereiche sichtbar. Gut erkennbar ist
die Zone mit einem verminderten Wachstum von A. alternata in Gegenwart von
S. liguefaciens MG1 und MG44 als heller Bereich rund um die Bakterienkolonie, der aber
auch Pilzstrukturen aufweist (Abb. 28A, B). Pseudomonas putida IsoF wuchs in Gegenwart
von B. cinerea zu einer relativ groBen Kolonie heran, die vom Pilz nicht {iberwuchert werden
konnte (Abb. 28C). Auftillig sind hier die ringformigen Strukturen des Pilzes rund um die
Bakterienkolonie mit einer vermehrten Sporangienbildung. Die Ausbildung eines klassischen
Hemmbhofes, wo kein Pilzwachstum mehr stattfinden konnte, wurde nur durch
B. vietnamiensis bei B. cinerea verursacht (Abb. 28D). Auf dem Bild erkennbar ist er als

weille Zone rund um die hellgrau erscheinende Bakterienkolonie.

4. Einfluss von N-Acyl-L-homoserinlacton produzierenden
Rhizospharebakterien auf die Krankheitsresistenz von Tomaten-
pflanzen

4.1. Abhingigkeit der Biocontrol-Aktivitit von der /N-Acyl-L-homoserinlacton
Produktion in Serratia liquefaciens MG1

4.1.1 Induktion der pflanzlichen Krankheitsresistenz gegen Alternaria alternata

Zu Beginn dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Rhizosphirebakterium Serratia
liquefaciens MG1 die Resistenz von Tomatenpflanzen gegen den sprosspathogenen Pilz
Alternaria alternata induziert. Diese Befunde sollten nun genauer hinsichtlich des
Zeitverlaufs der Blattschdden und des Gehaltes an Pilz DNA untersucht werden. Auflerdem
wurde der Wildtyp-Stamm von S. liguefaciens MG1 mit der N-Acyl-L-homoserinlacton
(AHL) negativen Mutante MG44 beziiglich seiner Fahigkeit zur Biocontrol-Aktivitat
verglichen.

Die Tomatenpflanzen wurden zundchst mit den beiden Bakterienstimmen mit einer

Lebendzelldichte von 10'' Zellen pro Pflanze inokuliert und drei Tage spiter mit einer
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Suspension aus A. alternata-Sporen bespriiht. Nach zwei Tagen konnten die ersten
Blattschiden beobachtet werden, die sich innerhalb von weiteren zwei Tage so stark
ausbreiteten, dass Unterschiede in der Ausprigung der Krankheitssymptome zwischen den
verschiedenen Vorbehandlungen sichtbar wurden. Pflanzen, die mit dem Wildtyp-Stamm
MGI inokuliert wurden, zeigten nach vier Tagen wesentlich weniger Schiden als die
Kontrollpflanzen oder Pflanzen, die mit der AHL-negativen Mutante MG44 beiimpft wurden.
Besonders deutlich waren die Unterschiede in den Nekrosen der alten Blitter zu sehen (Abb.

29).

Kontrolle MG1

Abb. 29: Einfluss einer Vorbehandlung von Tomatenpflanzen mit Serratia liquefaciens MG1
und MG44 auf die Ausbildung von Blattschiden nach 4-tigiger Infektion mit
Alternaria alternata. Gezeigt sind Primirblétter.

Bei Betrachtung der geschéddigten Blattflaichen in Abhdngigkeit der Vorbehandlungen, stellt
man fest, dass nach zwei Tagen die ersten Schidden sichtbar wurden und bereits erste
tendenzielle Unterschiede zwischen den Behandlungsvarianten beobachtet werden konnten.
Signifikant verschieden ist die geschddigte Blattfliche erst nach 4-tigiger Pilz-Infektion
(Abb. 30A). Nekrotische Schidden waren bei Pflanzen, die mit S. /liquefaciens MG1 inokuliert
wurden, signifikant um 70 % reduziert, bei MG44 um 20 %.

Ein dhnliches Bild ergab sich bei der Quantifizierung der A. alternata-DNA in den
Blittern (Abb. 30B). Wihrend nach zwei Tagen noch keine signifikanten Unterschiede
gemessen werden konnten, zeigten die Kontrollpflanzen ohne Vorbehandlung nach vier
Tagen 79 % hohere A. alternata DNA-Gehalte als die mit dem Stamm MG1 inokulierten
Pflanzen. Mit dem Stamm MG44 inokulierte Pflanzen waren nicht signifikant verschieden zu
den Kontrollpflanzen. Die Blattschdden korrelierten dabei sehr gut mit den Mengen an
A. alternata DNA (r* = 0,85; Abb. 30C).
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Abb. 30: Visuelle Bonitur von Blattschdden (A) und Quantifizierung der Pilz-DNA (B) bei
Tomatenpflanzen, die drei Tage nach einer Inokulation mit Serratia liquefaciens MG1
und MG44 mit dem Sprosspathogen Alternaria alternata infiziert wurden. Fiir eine
Korrelationsanalyse wurden die Blattschiden gegen die A. alternata DNA-Mengen
aufgetragen (C), dabei wurden die Werte nach 1-, 2-, und 4-tdgiger Pilzinfektion mit
Kreisen, Quadraten, und Dreiecken dargestellt. Gezeigt sind Daten mit Mittelwerten +
SE (n = 6 bei A und n = 3 bei B) bzw. die Korrelation der Einzeldaten (C).
Unterschiedliche Buchstaben geben im LSD Multiple Range Test signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungsvarianten an.

Diese Befunde konnten in unabhingigen Experimenten weitgehend bestétigt werden (Abb.
31). Wieder zeigten Pflanzen, die mit S. liguefaciens MG1 inokuliert wurden weniger
Blattschiden als Kontrollpflanzen nach einer 4-tigigen Infektion mit A. alternata. Die
Vorbehandlung der Pflanzen mit dem Wildtyp-Stamm MG] fiihrte zu einer Reduktion der
nekrotischen Schiaden um 33 % und der A. alternata DNA-Gehalte sogar um 43 % (Abb.
31A, B). Der AHL-negative Stamm MG44 hatte dhnlich hohe Blattschiden wie die
Kontrollpflanzen, die DNA-Gehalten waren allerdings um 52 % vermindert im Vergleich zu
den Kontrollen. Schdden und DNA-Mengen korrelierten auch  hier; der
Korrelationskoeftizient betrug 0,81 (Abb. 31C).
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Abb. 31: Schiden (A) und A. alternata DNA-Gehalte (B) von Tomatenblittern nach
Vorbehandlung der Pflanzen mit S. liguefaciens MG1 und MG44 und anschlieBender
Infektion mit A. alternata. In C wurden die Blattschiden mit den DNA-Mengen
korreliert, wobei die Werte nach 1-, 2-, und 4-tdgiger Pilzinfektion mit Kreisen,

Quadraten, und Dreiecken dargestellt wurden. Gezeigt sind Daten mit Mittelwerten +
SE (n = 6 bei A und B) bzw. die Korrelation der Einzeldaten (C).

4.1.2 Entwicklung der pflanzlichen Krankheitsresistenz gegen Botrytis cinerea und
Cladosporium herbarum

Wie aus der Literatur bekannt, ist die Fahigkeit zur Erhohung der pflanzlichen
Krankheitsresistenz bei Bakterien mit Biocontrol-Aktivitdt hdufig nicht nur auf ein Pathogen
beschriankt, sondern erstreckt sich auf ein breites Spektrum an Pathogenen, das z. B.
verschiedene Pilzarten oder auch bakterielle bzw. virale Krankheitserreger umfassen kann
(Van Wees et al., 1997). Daher wurden Untersuchungen durchgefiihrt, inwieweit dies auch
auf die Biocontrol-Aktivitidt von Serratia liquefaciens MG1 zutrifft. Als weitere Pathogene
wurden die perthotrophen sprosspathogenen Pilze Botrytis cinerea und Cladosporium

herbarum ausgewdhlt.
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Botrytis cinerea Cladosporium herbarum

MG1

MG44

Abb. 32: Schiden auf mittelalten Tomatenbldttern nach Inokulation der Pflanzen mit
S. liguefaciens MG1 und MG44 und nach 4-tigiger Infektion mit den
sprosspathogenen Pilzen Cladosporium herbarum und Botrytis cinerea.

Eine Inokulation der Pflanzen mit dem Wildtyp-Stamm S. liguefaciens MG1 oder mit seiner
AHL-negativen Mutante MG44 filihrte zu &dhnlich hohen Schidden nach einer 4-tigigen
Infektion mit Botrytis cinerea im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (Abb. 32, 33A). Auch
die mit Cladosporium herbarum infizierten Pflanzen unterschieden sich kaum in der
Auspriagung der Blattschdden bei den verschiedenen Behandlungsvarianten. Von Bléttern, die
nach 4-tdgiger Pilzinfektion geerntet wurden, erfolgte eine Quantifizierung der Pilz-DNA
(Abb. 33B). Dabei waren die Gehalte an Botrytis cinerea DNA bei den mit dem Wildtyp-
Stamm MG]1 inokulierten Pflanzen doppelt so hoch wie bei den Kontrollpflanzen, wihrend
die Pflanzen, die mit MG44 vorbehandelt wurden, einen 1,7fach niedrigeren DNA-Gehalt
aufwiesen. Bei den mit C. herbarum infizierten Pflanzen unterschieden sich die DNA-Gehalte
kaum zwischen den Behandlungsvarianten, nur die mit dem Stamm MG44 vorbehandelten

Pflanzen wiesen einen 1,4fach geringeren DNA-Gehalt auf (Abb. 33B).
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Abb. 33: Visuelle Bonitur von Blattschiden (A) und Quantifizierung der Pilz-DNA aus
mittelalten Bléttern (B) bei Tomatenpflanzen, die drei Tage nach einer Inokulation mit
S. liquefaciens MG1 und MG44 mit den sprosspathogenen Pilzen B. cinerea und
C. herbarum infiziert wurden. Fiir eine Korrelationsanalyse wurden die Blattschiden
gegen die DNA-Mengen aufgetragen (C). Gezeigt sind Daten mit Mittelwerten = SE
(n =5 bei A und n =4-5 bei B) bzw. die Korrelation der Einzeldaten (C).
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4.2. Biocontrol-Aktivitit von Vertretern der Gattung Pseudomonas

Verschiedene nicht pflanzenpathogene Vertreter der Gattung Pseudomonas konnen die
Widerstandskraft in Pflanzen erhéhen und sie weniger anfillig gegeniiber Krankheiten
machen (Barka et al., 2000; Duijff et al., 1999; Ligon et al., 2000). Insbesondere der Stamm
Pseudomonas fluorescens WCS417r, ein Isolat aus der Weizenrhizosphire (Van Peer et al.,
1991) 16st sowohl in Tomatenpflanzen als auch bei Arabidopsis thaliana eine induzierte
systemische Resistenz gegen Pathogene wie Pseudomonas syringae und Fusarium sp. aus
(Duijff et al., 1997; Pieterse et al., 1996). Das Modellsystem aus Arabidopsis thaliana und
P. fluorescens WCS417r stellt im Moment wohl das am besten untersuchte Beispiel fiir eine
durch nicht-pathogene Rhizosphérebakterien induzierte systemische Resistenz dar (Pieterse et
al., 1998; Ton et al., 2001).

In dieser Arbeit wurde daher dieser Stamm zur Inokulation von Tomatenpflanzen
eingesetzt und Anderungen in der Anfilligkeit gegen die drei sprosspathogenen Pilze
Alternaria alternata, Botrytis cinerea und Cladosporium herbarum untersucht. Daneben
wurde noch ein weiterer Vertreter der Gattung Pseudomonas getestet, ein Isolat aus der
Tomatenrhizosphére, das von Steidle et al. (2001) im Rahmen dieses Projektes charakterisiert
wurde. Pseudomonas putida IsoF ist wie Serratia liquefaciens in der Lage, N-Acyl-L-
homoserinlactone zu produzieren. Nachdem die AHL-Synthase aus diesem Stamm kloniert
wurde, konnte durch Transposon-Mutagenese ein AHL-negatives Derivat P. putida F117
hergestellt werden (Steidle et al., 2002).

Gegeniiber 4. alternata konnten sowohl P. fluorescens WCS417r als auch P. putida
IsoF eine Resistenz induzieren, die sich nach 4-tdgiger Pilzinfektion in 80 % bzw. 70 %
verminderten Blattschdden niederschlug (Abb. 34, 35A). Auch eine Vorbehandlung der
Tomatenpflanzen mit der AHL-negativen Mutante von IsoF, F117, flihrte zu einer Reduktion
der Schiden um 50 %. Die Unterschiede zwischen dem Wildtyp-Stamm und der AHL-
negativen Mutante waren allerdings nicht signifikant. Betrachtet man die DNA-Gehalte von
A. alternata der mittelalten Blétter vier Tage nach der Pilzzugabe, so stellt man eine 1,5fache
Zunahme bei den mit P. putida IsoF vorbehandelten Pflanzen fest, wihrend eine Inokulation
mit F117 und mit P. fluorescens WCS417r zu einer Abnahme der Menge an Pilz-DNA um
Faktor 2,2 bzw. 3,0 fiihrte (Abb. 35B). Die bonitierten Schiden korrelierten dabei mit den
DNA-Mengen der mit P. putida F117 und P. fluorescens WCS417r inokulierten Pflanzen,
aber nicht mit den DNA-Gehalten der mit P. putida IsoF vorbehandelten Pflanzen im

Vergleich zu den Kontrollpflanzen.

96



Ergebnisse

IsoF

7, S
\‘i'\ "3
) N
e = &
¢ _

F117

WCS417r

Abb. 34: Einfluss einer Vorbehandlung von Tomatenpflanzen mit Pseudomonas putida 1soF,
F117 und Pseudomonas fluorescens WCS417r auf die Bildung von Blattschiaden nach
4-tagiger Infektion mit 4. alternata, B. cinerea und C. herbarum. Gezeigt sind
mittelalte Blétter.

Bei einer Infektion der Tomatenpflanzen mit Botrytis cinerea fiel zundchst der deutlich
starkere Krankheitsverlauf auf (Abb. 34). Die Pflanzen zeigten schon nach zwei Tagen mehr
als doppelt so viele Blattschdden als bei einer Infektion mit Alternaria alternata und nach vier
Tagen waren die Schdden bei den Kontrollpflanzen ebenfalls um Faktor 1,7 hoher als nach
der A. alternata Infektion (Abb. 35A). Eine Vorbehandlung der Pflanzen mit den drei
Pseudomonas-Stammen lie eine Tendenz zur Reduktion der Schidden hervorgerufen durch
B. cinerea nach vier Tagen erkennen, sie war aber nicht signifikant. Interessant war der
Riickgang der Mengen an B. cinerea DNA unabhingig von den Behandlungsvarianten

innerhalb des Untersuchungszeitraumes, obwohl die Blattschaden zunahmen (Abb. 35B). Bei

97



Ergebnisse

den Kontrollpflanzen und den mit P. putida IsoF inokulierten Pflanzen waren nur noch 1/10
der B. cinerea DNA am vierten Tag nachzuweisen im Vergleich zum zweiten Tag, bei den

anderen beiden Behandlungsvarianten war der Riickgang nicht so stark (Faktor 2,3).
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Abb. 35: Einfluss einer Inokulation von Tomatenpflanzen mit P. putida IsoF, F117 und
P. fluorescens WCS417r auf die Krankheitsresistenz wihrend einer Infektion mit
verschiedenen tomatenpathogenen Pilzen (4. alternata, B. cinerea und C. herbarum).
Gezeigt sind Mittelwerte = SE mit n = 5-6.

Die schwichste Symptomentwicklung wiesen die mit Cladosporium herbarum infizierten
Tomatenpflanzen in diesem Experiment auf (Abb. 34, 35A). Selbst nach 6-tigiger Infektion
stiegen die Blattschdden kaum {iber 10 % der Gesamtblattfliche an. Mit P. fluorescens
WCS417r inokulierte Pflanzen hatten nach sechs Tagen dhnlich hohe Blattschiden wie die
Kontrollpflanzen, die Gehalte an C. herbarum DNA waren allerdings leicht erniedrigt (Abb.
35B). Im Gegensatz dazu reduzierte eine Vorbehandlung mit P. putida IsoF die Blattschdden
signifikant um 64 % und auch die mit der AHL-negativen Mutante F117 inokulierten
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Pflanzen hatten um 61 % weniger Blattschiden. Die Mengen an C. herbarum DNA waren bei
den Kontrollpflanzen ungefihr doppelt so hoch wie bei den mit P.putida IsoF
vorbehandelten, aber 1,6fach niedriger als bei der Behandlungsvariante mit P. putida F117.
Die C. herbarum DNA-Gehalte konnten nicht mit den Blattschdden korreliert werden (Abb.
35B).

5. Einfluss von Serratia liquefaciens auf die Gehalte pflanzlicher
Signalstoffe
5.1. Verlauf der Salicylsiuregehalte nach Behandlung von Tomatenpflanzen mit

Serratia liquefaciens und Alternaria alternata

Bei vielen pflanzlichen Stressreaktionen kommt es zu einer Induktion von Salicylsdure, die
als Signalsubstanz an der Ausbildung der hypersensitiven Reaktion (HR) sowie an der
systemisch erworbenen Resistenz (SAR) beteiligt ist (Durner et al., 1997). Uber die
Beteiligung von Salicylsdure bei der durch nicht-pathogene Rhizosphérebakterien induzierten
systemischen Resistenz (ISR) ist aus der Literatur noch nicht viel bekannt. In Arabidopsis
thaliana scheint Salicylsdure bei der ISR gegen Pseudomonas syringae keine Rolle zu
spielen, da transgene Pflanzen (nahG), die eine bakterielle Salicylat-Hydroxylase exprimieren
und somit keine Salicylsdure akkumulieren konnen, vergleichbare Reaktionen zeigen wie
Wildtyp-Pflanzen (Pieterse et al., 1996). In dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, ob die
Gehalte an Salicylsdure in Tomatenpflanzen von einer Kolonisierung der Wurzeln mit
Serratia liqguefaciens MG1 beeinflusst werden.

Fiinf Wochen alte Pflanzen wurden mit S. /iguefaciens MG1 in einer Zelldichte von
10" cfu pro Pflanze inokuliert. Dann wurde der Gehalt an freier und konjugierter Salicylsdure
in mittelalten Bldttern untersucht. Zusétzlich wurden noch die Gehalte an Gentisinsédure (2,5-
Dihydroxybenzoesdure) bestimmt, die in Tomatenpflanzen durch verschiedene Pathogene
induziert werden und aus exogen zugegebener Salicylsdure gebildet werden kann (Bellés et
al., 1999). Nach der Aufreinigung der Salicylsdure aus den Bldttern nach einer modifizierten
Methode von Meuwly & Métraux (1993) wurde der Extrakt mittels HPLC aufgetrennt und
mit einem Fluoreszenzdetektor bei einer Anregungs- und Emissionswellenldinge von 305 und
407 nm detektiert (Abb. 36). Salicylsdure eluierte bei ca. 10,5 min. In Chromatogrammen von

Proben, die nicht hydrolysiert wurden, trat noch ein zusétzlicher Peak bei ca. 9 min auf, er
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konnte aber keiner Substanz zugeordnet werden. Freie Gentisinsdure konnte in
Tomatenbldttern nicht nachgewiesen werden. Konjugate von Salicyl- und Gentisinsdure
wurden durch saure Hydrolyse in freie Sduren umgewandelt, welche dann mit der gleichen
Methode detektiert wurden. Konjugierte Gentisinsdure wurde in den Proben in hoher Menge

nachgewiesen; sie besal} eine Retentionszeit von ca. 5,0 min (Abb. 36, unten).
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Abb. 36: Typische HPLC-Chromatogramme mit (oben) und ohne Hydrolyse (unten) wahrend
der Salicylsdureextraktion von Tomatenblittern. Salicylsdure (SA) besitzt eine
Retentionszeit von ca. 10.5 min, Gentisinsdure (GA) konnte nur in hydrolysierten
Proben nachgewiesen werden, sie wurde nach ca. 5,0 min detektiert. Links sind
Chromatogramme von Kontrollpflanzen gezeigt, rechts von Pflanzen, die drei Tage
vorher mit Serratia liquefaciens MG1 inokuliert wurden.

100



Ergebnisse

In mittelalten Tomatenblittern von Pflanzen, die mit Serratia liquefaciens MG1 inokuliert
wurden, konnte bereits nach drei Tagen eine deutliche Induktion des Gehaltes an freier
Salicylsdure von 0,9 auf 3,7 nmol g FG™ festgestellt werden (Abb. 37, oben). Auch die
konjugierte Salicylsdure war um den Faktor 3,6 erhoht. Die konjugierte Gentisinsdure war
sogar iiber einen Zeitraum von neun Tagen 1,5fach hoher in den mit S. liguefaciens MG1

kolonisierten Pflanzen als in den Kontrollen (Abb. 37, unten).
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Abb. 37: Gehalte an freier und konjugierter Salicylsdure in mittelalten Bléttern drei Tage nach
Inokulation von Tomatenpflanzen mit S. liquefaciens MG1 (oben) und Gehalte an
Gentisinsdure-Konjugaten nach drei bis neun Tagen (unten). Gezeigt sind Mittelwerte
+ SE (n =3).
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Verschiedene Nekrosen-auslosende Pathogene konnen Salicylsdure induzieren (Cameron et
al., 1999; Enyedi et al., 1992). In Tomatenpflanzen fiihrte eine Infektion mit Alternaria
alternata zu keiner Veranderung des Gehaltes an freier Salicylsdure wihrend der Gehalt an
konjugierter Salicylsdure schwach anstieg, wobei er in den ersten drei Tagen noch leicht {iber

dem der Kontrollpflanzen lag (Abb. 38).
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Abb. 38: Zeitverlauf der Gehalte an freier und konjugierter Salicylsdure in mittelalten
Tomatenblittern wihrend einer Infektion mit 4. alternata. Erste Blattschdden wurden
ab Tag 2 beobachtet. Gezeigt sind Mittelwerte £ SE (n = 3).

Auffallig war die 3-4fache Zunahme an freier Salicylsdure bei den Kontrollpflanzen zwischen
dem zweiten und vierten Tag der Infektion. Auch die Gehalte der Konjugate stiegen wéihrend
des Untersuchungszeitraumes an. Moglicherweise reagierten die Kontrollpflanzen auf die

Inkubation bei 100 % Luftfeuchtigkeit mit der Induktion von Salicylsdure.
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Eine Bestimmung der Salicylsduregehalte in mittelalten Bléttern von Pflanzen, die drei Tage
vor der Infektion mit Alternaria alternata, mit S. liquefaciens MG1, dem Wildtyp, und der
korrespondierenden AHL-negativen Mutante MG44 inokuliert wurden, ergab wihrend der
ersten beiden Tage der Infektion gleichbleibend niedrige Gehalte sowohl von freier als auch

konjugierter Salicylsdure, die dann beide am vierten Tag zunahmen (Abb. 39).
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Abb. 39: Einfluss einer Vorbehandlung von Tomatenpflanzen mit S. liguefaciens MG1 und
MG44 auf die Gehalte an freier und konjugierter Salicylsdure wihrend einer Infektion
mit A. alternata. Blattschidden traten erst ab Tag 2 auf. Gezeigt sind Mittelwerte £ SE
(n=23).

Insbesondere die Kontrollpflanzen und die mit dem Stamm MG44 behandelten Pflanzen
zeigten diesen Anstieg bei der freien Salicylsdure (Faktor 2-2,5), wahrend die Gehalte in den
mit S. liguefaciens MGI1 inokulierten Pflanzen anndhernd gleich blieben. Die Menge an

konjugierter Salicylsdure nahm in allen drei Behandlungsvarianten zu, aber auch hier war der
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Anstieg bei den mit S. liguefaciens MG1 vorbehandelten Pflanzen geringer (Abb. 39). Die
Gehalte lagen um 23 % unter den Werten fiir die Kontrollpflanzen und mit dem Stamm
MG44 inokulierten Pflanzen. Diese Unterschiede in den Gehalten an freier und konjugierter
Salicylsdure zwischen dem Wildtyp-Stamm MG1 und der AHL-negativen Mutante MG44
dhneln den Unterschieden in der Stirke der Blattschdden nach 4-tdgiger Infektion mit

A. alternata.

5.2. Anderungen von Parametern der Ethylenbiosynthese durch Serratia
liquefaciens und Alternaria alternata

Das Pflanzenhormon Ethylen ist nicht nur an entwicklungsabhingigen Prozessen wie
Fruchtreife und Seneszenz beteiligt, es stellt auch einen wichtigen Signalstoff bei
Stressreaktionen nach Verwundung oder Pathogenbefall dar (Diaz et al., 2002; Johnson &
Ecker, 1998). Bei der Ausbildung der induzierten systemischen Resistenz (ISR) in
Arabidopsis thaliana ist ebenfalls eine intakte Ethylenperzeption und —Signalkette ndtig, die
aber nicht mit erhohten Ethylenemissionen einhergeht (Pieterse et al., 1998, 2000). Nach den
Ergebnissen dieser Arbeit konnten in Tomatenpflanzen wéhrend der ersten fiinf Stunden nach
Zugabe einer Suspension von Serratia liquefaciens MGl an die Wurzeln erhohte
Ethylenemissionen festgestellt werden (Abb. 40, oben).

Die Werte stiegen dabei innerhalb einer Stunde von 0,07 auf 0,14 nmol g FG' h”' um
das Doppelte an und fielen nach fiinf Stunden wieder ab. Kontrollpflanzen reagierten auf die
Zugabe von 10 mM MgSO, mit einem verzdgerten Anstieg der Ethylenemission, welche nach
acht Stunden ihren Hohepunkt erreichte. Vergleicht man die Ethylengehalte der beiden
Behandlungsvarianten innerhalb der ersten drei Stunden (Abb. 40, unten), so findet man bei
den Pflanzen, die mit S. liquefaciens MG1 behandelt wurden, nach ein und drei Stunden 1,3

und 1,7fach hohere Emissionen an Ethylen.
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Abb. 40: Zeitverlauf der Ethylenemission aus mittelalten Tomatenblittern (oben) und
Ethylengehalte wihrend der ersten Stunden (unten) nach Zugabe von S. liquefaciens
MGT1 an die Wurzeln. Kontrollpflanzen wurden mit 10 mM MgSO4 behandelt. Gezeigt

sind Mittelwerte = SE (n = 3).

Parallel zu der Messung von Ethylen wurden die Gehalte an freier und konjugierter 1-
Aminocyclopropan-1-carbonsdure (ACC) bestimmt. ACC ist bei der Biosynthese die Vorstufe
von Ethylen und héufig korrelieren die ACC-Gehalte mit den Ethylenemissionen (Moeder,
1999). Die Werte lagen dabei knapp am Detektionslimit. Pflanzen, die mit S. liquefaciens
MG1 und MG44 inokuliert waren, zeigten dhnlich niedrige Werte wie die Kontrollpflanzen

(Tabelle 11).
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Tabelle 11: Gehalte an freiem und konjugiertem ACC in mittelalten Tomatenbléttern nach
Zugabe von Serratia liquefaciens MG1 und MG44 an die Wurzeln. Gezeigt sind
Mittelwerte £ SE (n = 3), n. d. = nicht detektierbar.

Freies ACC [nmol g FG™'] Konj. ACC [nmol g FG™']
5h 10h 5h 10h
K n. d. 0,11 40,11 0,74 + 0,03 0,54 0,11
MG1 0,06 £ 0,06 0,08 £ 0,08 0,76 £ 0,39 0,58 + 0,02
MG44 0,08 + 0,08 n. d. 0,75 + 0,05 0,92 +0,16

Nach einer Infektion der Tomatenpflanzen mit Alternaria alternata war ein starker Anstieg
der Gehalte an freiem und konjugiertem ACC zu beobachten, wobei das Maximum beim

freien ACC einen Tag friiher auftrat (Abb. 41).
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Abb. 41: Zeitverlauf der Gehalte an freiem und konjugiertem ACC in Alternaria alternata
infizierten mittelalten Tomatenbldttern. Beginn der Schidden am zweiten Tag. Gezeigt
sind Mittelwerte = SE (n = 3).
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Dabei stieg der Gehalt an freiem ACC innerhalb eines Tages um den Faktor 3,4 an, um
ebenso rasch wieder abzufallen. Im Vergleich zu den Kontrollpflanzen waren die Gehalte an
freiem ACC 77fach induziert. Beim konjugierten ACC begann der Anstieg am zweiten Tag
von 0 auf 26,6 nmol g FG" und die Gehalte verdoppelten sich innerhalb der nichsten beiden
Tage. Nach acht Tagen nédherten sich die Gehalte an freiem und konjugiertem ACC wieder
den Ausgangswerten an.

Tomatenpflanzen, die mit Serratia liquefaciens MG1 und der AHL-Nullmutante
MG44 inokuliert wurden, reagierten wéhrend der nachfolgenden Infektion mit Alternaria

alternata deutlich schwicher (Abb. 42).
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Abb. 42: Einfluss einer Vorbehandlung von Tomatenpflanzen mit S. liguefaciens MG1 und
MG44 auf die Gehalte an freiem und konjugiertem ACC in mittelalten Bléttern nach
Infektion mit Alternaria alternata. Gezeigt sind Mittelwerte £ SE (n = 3).
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Pflanzen, die keine Zugabe von Bakterien erfahren hatten, zeigten am zweiten Tag der
Infektion fiinfmal hohere Gehalte an freiem ACC als die mit den Stimmen MG1 und MG44
inokulierten Pflanzen. Die Menge an konjugiertem ACC nahm in allen Behandlungsvarianten
erst am vierten Tag zu, der schwichste Anstieg war bei Pflanzen, an deren Wurzeln

S. liqguefaciens MG44 siedelte zu beobachten.

6. Pflanzliche Reaktionen nach Applikation von N-Acyl-L-
homoserinlactonen

6.1. Induktion des Salicylsduregehaltes durch N-Hexanoyl-L-homoserinlacton

Da die Biocontrol-Aktivitdt von Serratia liqguefaciens MG1 von der Produktion von N-
Acyl-L-homoserinlactonen abhéngig ist (vgl. 4.1.1), wurde untersucht, inwiefern diese
Substanzen per se Tomatenpflanzen beeinflussen konnen. S. liquefaciens MG1 produziert
zwel kurzkettige AHL, das N-Hexanoyl-L-homoserinlacton (HHL) und N-Butanoyl-L-
homoserinlacton (BHL, vgl. Einleitung, Abschnitt 2.3; Eberl et al., 1999), daher wurden
zunéchst die Reaktionen der Tomatenpflanzen auf diese beiden Substanzen untersucht.

Um Stérungen von Seiten der natiirlich vorkommenden Rhizospharengemeinschaft an
der Wurzel ausschlieBen zu konnen, wurde ein System etabliert, das es erlaubt,
Tomatenpflanzen unter keimreduzierten Bedingungen in sterilem Quarzsand zu kultivieren
(Material und Methoden, Abschnitt 4.2.3).

In einem ersten Experiment wurden verschiedene Mengen an N-Hexanoyl-L-
homoserinlacton zu den Wurzeln gegeben, und fiinf Stunden spiter die mittelalten Blitter und
Wurzeln geerntet, um daraus Salicylsdure extrahieren zu konnen. Der Gehalt an freier
Salicylsdure nahm in den Bléttern konzentrationsabhidngig maximal um das 1,6fache zu,
wobei die Unterschiede aber nicht signifikant waren (Abb. 43). Die Menge an konjugierter
Salicylsdure war bei einer Applikation von 1 uM erst 1,5fach erhoht, stieg aber bei 10 und
100 uM auf das Doppelte an. Bei einer Konzentration von 10 uM war der Anstieg signifikant.

Auch in den Wurzeln stieg der Gehalt an freier Salicylsdure nach einer Behandlung
mit 10 pM HHL signifikant auf 0,63 + 0,05 nmol g FG™' um den Faktor 2 an (Abb. 43). Die
beiden anderen Behandlungsvarianten zeigten keine Anderungen in ihren Gehalten an freier
Salicylsdure. Bei der konjugierten Salicylsdure konnten zwar bei 1 uM HHL leicht erhohte
Werte festgestellt werden, der Gehalt war aber bei keiner der angewandten Konzentration

signifikant verschieden.
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Abb. 43: Gehalte an freier und konjugierter Salicylsdure in Blédttern und Wurzeln (rechts,
schraffiert) fiinf Stunden nach Applikation verschiedener Konzentrationen von N-
Hexanoyl-L-homoserinlacton (HHL) an Wurzeln von Tomatenpflanzen kultiviert in
Quarzsand. Gezeigt sind Mittelwerte = SE (n = 3).

Da bei einer Konzentration von 10 uM die stirksten Reaktionen zu beobachten waren,
wurden Tomatenpflanzen mit dieser Konzentration an HHL weiterhin behandelt, und die
Anderungen der Salicylsiuregehalte iiber einen Zeitraum von 24 Stunden verfolgt (Abb. 44).
Innerhalb der ersten zehn Stunden war in den Bléttern ein signifikanter Anstieg der Gehalte
an freier Salicylséure zu beobachten, der dann wieder leicht abfiel.

Der Gehalt an konjugierter Salicylsdure lag in den Bléttern zum Zeitpunkt 0 bei etwa
3,5+£0,4nmol g FG'. Sowohl bei den Kontroll- als auch bei den HHL-behandelten Pflanzen
sanken die Gehalte signifikant im weiteren Zeitverlauf. In beiden Behandlungsvarianten

wurden anndhernd gleiche Gehalte von etwa 1,6 nmol g FG™' gemessen (Abb. 44).
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In den Wurzeln konnte nach zehn Stunden eine starke Induktion von freier Salicylsidure
festgestellt werden. Die Gehalte waren bei den mit HHL behandelten Pflanzen etwa achtmal
hoher als bei den Kontrollpflanzen. Die Gehalte an konjugierter Salicylsdure nahmen in den
Wurzeln zundchst sowohl bei den Kontrollpflanzen als auch bei den mit HHL-behandelten ab,
stiegen dann nach zehn Stunden in den Kontrollen wieder an (Abb. 44). Im Gegensatz dazu
blieben sie bei den behandelten Pflanzen auf gleichbleibend niedrigem Niveau mit z. T.

signifikant niedrigeren Werten.
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Abb. 44: Zeitverlauf des Gehalts an freier und konjugierter Salicylsdure in Bléttern (links)
und Wurzeln (rechts) nach Applikation von 10 pM N-Hexanoyl-L-homoserinlacton
(HHL). Die Pflanzen wurden in Quarzsand kultiviert. Gezeigt sind Mittelwerte = SE
(n = 3), unterschiedliche Buchstaben geben im LSD Multiple Range Test signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungsvarianten an.

In unabhingigen Experimenten wurden diese Induktionen an freier Salicylsdure auf ihre
Reproduzierbarkeit hin iiberpriift (Abb. 45). Dabei konnte in den Blittern in dem zweiten

Experiment kein Anstieg an freier Salicylsdure beobachtet werden, die Werte der
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Kontrollpflanzen lagen nach fiinf Stunden sogar hoéher im Vergleich zu den behandelten.
Beziiglich der konjugierten Salicylsdure ergab sich ein &hnliches Bild: nach fiinf Stunden
konnten bei den Kontrollpflanzen ebenfalls hohere Gehalte beobachtet werden; nach zehn
Stunden waren die Werte etwa gleich.

Ein anderes Ergebnis ergab die Extraktion der freien Salicylsdure aus den Wurzeln.
Hier konnte die Induktion der freien Salicylsdure durch HHL bestétigt werden (Abb. 45).
Nach fiinf und zehn Stunden war der Gehalt in den mit HHL behandelten Pflanzen mehr als
viermal so hoch wie in den Kontrollpflanzen. Der Gehalt an konjugierter Salicylsdure dnderte

sich nicht im Vergleich zu den Kontrollpflanzen.
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Abb. 45: Gehalte an freier und konjugierter Salicylsdure in Blattern (links) und Wurzeln
(rechts) nach Applikation von 10 uM N-Hexanoyl-L-homoserinlacton (HHL) an die

Wurzeln. Die Pflanzen wurden in Quarzsand kultiviert. Gezeigt sind Mittelwerte = SE
(n=23).

Um die Reaktionen auf eine Zugabe von HHL mit den Reaktionen auf andere Signalstoffe
vergleichen zu konnen, wurden die Pflanzen in der gleichen Art und Weise mit 0,5 mM

Salicylsdure behandelt. Salicylsdure kann iiber die Wurzeln aufgenommen und zu den
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Blattern transportiert werden (Moeder, 1999). Es sind also erhdhte Gehalte an Salicylsédure zu
erwarten.
Bereits nach fiinf Stunden lag der Gehalt an freier Salicylsdure in den Wurzeln 40fach héher
in den Pflanzen, denen Salicylsdure zugegeben wurde und selbst nach 24 Stunden war der
Gehalt an freier Salicylsdure nur leicht abgesunken (Abb. 46). Parallel dazu begannen die
Gehalte der konjugierten Salicylsdure erst nach fiinf Stunden anzusteigen und erreichten den
héchsten Wert mit 86 nmol g FG™' am Ende des Untersuchungszeitraumes.

Auch in den Blittern konnte eine Induktion der freien Salicylsdure beobachtet werden.
Das Maximum war aber schon nach zehn Stunden mit 57,0 £ 18,8 nmol g FG™! erreicht, dann
sanken die Werte wieder fast auf den Anfangswert. Die konjugierte Salicylsdure stieg
ebenfalls nach zehn Stunden stark an und blieb auf diesem Niveau bis ans Ende des

Untersuchungszeitraumes (Abb. 46).
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Abb. 46: Zeitverlauf des Gehalts an freier und konjugierter Salicylsdure in Bléttern (links)
und Wurzeln (rechts) nach Zugabe von 0,5 mM Salicylsdure (SA) an die Wurzeln. Die
Pflanzen wurden in Quarzsand kultiviert. Gezeigt sind Mittelwerte £ SE (n = 3).
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6.2. Anderungen der Salicylsiuregehalte nach Zugabe von weiteren N-Acyl-L-
homoserinlactonen

Insbesondere ldngerkettige N-Acyl-L-homoserinlactone konnen mit eukaryotischen Zellen
(Macrophagen) interagieren und Entziindungsreaktionen auslosen (Smith et al., 2001). Daher
wurden neben den beiden von Serratia liquefaciens MG1 produzierten AHL N-Hexanoyl-L-
homoserinlacton (HHL) und N-Butanoyl-L-homoserinlacton (BHL) auch AHL mit einer
Seitenkettenldnge von acht (N-Octanoyl-L-homoserinlacton, OHL) bzw. zehn (N-Decanoyl-

L-homoserinlacton, DHL) C-Atomen eingesetzt.
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Abb. 47: Gehalte an freier (oben) und konjugierter (unten) Salicylsdure in Wurzeln nach
Zugabe von N-Acyl-L-homoserinlactonen mit unterschiedlicher Seitenkettenlédnge (V-
Butanoyl-L-homoserinlacton, BHL [links], N-Octanoyl-L-homoserinlacton, OHL und
N-Decanoyl-L-homoserinlacton, DHL [rechts]) in einer Konzentration von 10 uM an
Wurzeln von Tomatenpflanzen, kultiviert in Sandkultur. Die Ernte der OHL und
DHL-behandelten Wurzeln erfolgte fiinf Stunden nach Applikation. Gezeigt sind
Mittelwerte = SE, mit n = 3.
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Behandelt man die Wurzeln von Tomatenpflanzen, die in Quarzsand kultiviert wurden, mit
10 uM BHL, so lagen die Gehalte an freier Salicylsdure in den Kontrollpflanzen zu allen
Zeitpunkten hoher als in den mit BHL behandelten Pflanzen (Abb. 47). Die Gehalte an
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konjugierter Salicylsdure in den behandelten Pflanzen unterschieden sich kaum von den
Kontrollpflanzen.

Eine Applikation von ldngerkettigen AHL wie OHL und DHL fiihrte nach fiinf
Stunden in den Wurzeln zu einem leichten Anstieg der Gehalte an freier Salicylsdure (Faktor
1,7) im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (Abb. 47). Im Gegensatz dazu waren die Gehalte
an konjugierter Salicylsdure nach einer Behandlung mit OHL leicht erhdht und bei DHL

etwas niedriger. Die Unterschiede waren aber nicht signifikant.

6.3. Einfluss von N-Hexanoyl-L-homoserinlacton auf den Gehalt an 1-Aminocyclo-
propan-1-carbonsiure

Der Gehalt der unmittelbaren Vorstufe des Ethylens, 1-Aminocyclopropan-1-carbonsdure
(ACC), blieb durch die Applikation von HHL weitgehend unbeeinflusst. Freies ACC war
sowohl in den Bléttern als auch in den Wurzeln entweder {iberhaupt nicht oder nur in &duf3erst
geringen Mengen nachweisbar (Abb. 48, oben).

Nach der Applikation von 10 uM HHL an die Wurzeln konnte ein signifikanter
Anstieg von konjugiertem ACC in den Blittern iiber den gesamten Untersuchungszeitraum
beobachtet werden (Abb. 48, links unten). In Pflanzen, die mit 0,5 mM Salicylsdure behandelt
wurden, nahm der Gehalt an konjugiertem ACC nach zehn Stunden ab und stieg im weiteren
Verlauf um das 11fache wieder an. Auch bei den Kontrollpflanzen fiel der Gehalt nach zehn
Stunden signifikant ab, um anschlieend wieder auf den Ausgangswert anzusteigen.

In den Wurzeln waren ausschlieBlich ACC-Konjugate zu messen, signifikante
Unterschiede zeigten sich nur bei den mit Salicylsdure behandelten Pflanzen, hier lag der
Gehalt etwa um das Vierfache niedriger als noch fiinf Stunden vorher (Abb. 48, rechts unten).
Nach 24 Stunden erreichte der Gehalt an konjugiertem ACC wieder das Ausgangsniveau.
Eine Zugabe von Salicylsdure kann die Ethylenbiosynthese hemmen (Dong, 1998).
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Abb. 48: Zeitverlauf der Gehalte an freier und konjugierter 1-Aminocyclopropan-1-
carbonsdure nach Applikation von 10 pM N-Hexanoyl-L-homoserinlacton (HHL) in
Blittern und Wurzeln. Die Tomatenpflanzen wurden in Quarzsand kultiviert. Gezeigt
sind Mittelwerte = SE (n = 3).

7. Untersuchungen zur Genexpression nach Inokulation mit Serratia
liquefaciens und Applikation von N-Acyl-L-homoserinlactonen

Mit Hilfe der Microarray-Technologie ist eine gleichzeitige Transkriptanalyse hunderter Gene
moglich. Dabei werden spezifische Gensonden auf Membranen oder Glasobjekttragern
immobilisiert und anschliefend mit einer radioaktiv- oder fluoreszenzmarkierten cDNA
hybridisiert (Donson et al., 2002; Van Hal et al., 2000).

In dieser Arbeit wurde ein Screening der Genexpression mit Hilfe eines Makroarrays
durchgefiihrt, der im Rahmen des EU-Projektes TOMSTRESS entwickelt wurde. Auf diesem
Array sind 80 Sonden fixiert, die gegen Abwehrgene, Gene der Ethylenbiosynthese und —
perzeption sowie der Signaltransduktion gerichtet sind. Auch Gene, die am Stoffwechsel, an

der Entwicklung (Fruchtreife) oder des antioxidativen Systems beteiligt sind, wurden
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aufgetragen, sowie einige ESTs, deren Funktion noch unbekannt ist. Jede Sonde wurde
dreimal aufgetragen. Eine Liste der fixierten PCR-Produkte ist im Anhang 3 zu finden, eine
schematische Darstellung der Auftragung in Material und Methoden, Abschnitt 14.8.1.

Vor der Hybridisierung mit der komplexen Sonde wurde die Qualitdt der Filter mit
einer Referenzhybridisierung mit dem T7-Oligonukleotid iiberpriift (Thimm et al., 2001).
Dabei zeigte sich, dass bei Filtern, die zu unterschiedlichen Zeiten hergestellt wurden,
Schwankungen in der Menge des aufgetragenen PCR-Produktes auftreten konnen (vgl.
Material und Methoden, Abschnitt 14.8.3). Innerhalb einer Herstellungscharge waren die
Schwankungen allerdings vernachldssigbar, so dass eine Referenzhybridisierung nur
berticksichtigt werden musste, wenn Filter unterschiedlicher Chargen miteinander verglichen
werden sollten.

Ein weiteres wichtiges Kriterium fiir die Verldsslichkeit der Array-Technik ist die
Normalisierung der einzelnen Filter, um die Daten vergleichen zu konnen. Héufig
angewandte Strategien sind dabei die Normalisierung der Daten iiber die Gesamtheit der
Spots oder die Verwendung von sogenannten ,,house-keeping™ Genen, die nicht durch die
Experimente beeinflusst werden diirfen (Finkelstein et al., 2002). Die dafiir verwendeten
Gene haben meist essentielle metabolische Funktionen oder sind Bestandteile des
Cytoskeletts wie z. B. Actin oder Tubulin. Das fiir diesen Macroarray zur Normalisierung
vorgesehene Actingen konnte nicht in allen Féllen verwendet werden, da es sich als
verdnderlich z. B. nach Pathogenbefall zeigte. Daher mussten die Filter iiber die Gesamtheit
der Signale normalisiert werden, obwohl die Zahl der aufgetragenen Gensonden dafiir zu
klein ist. Diese Strategie wird sonst nur bei Arrays angewandt, die einen genomweiten Ansatz
verfolgen, davon ausgehend, dass sich die Gesamtheit der Gene nicht dndert (Finkelstein et
al., 2002). Vergleicht man beide Normalisierungsvarianten, so konnten keine wesentlichen
Unterschiede nachgewiesen werden. Die Induktionsfaktoren bewegten sich in &dhnlichen

GroBenordnungen (Material und Methoden, Tabelle 6).

7.1. Anderungen der Genexpression nach Infektion der Pflanzen mit Alternaria
alternata

Auf eine Infektion mit nekrotisierenden Pathogenen reagieren Pflanzen mit einer Reihe von
Abwehrreaktionen, u. a. der Expression von diversen Abwehrgenen (Van Loon, 1997). Daher
wurden in dieser Arbeit zunichst Anderungen der Genexpression nach einer Infektion mit

Alternaria alternata untersucht, da hier die deutlichsten Unterschiede zu erwarten waren.
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Vor allem am ersten Tag, noch vor Auspriagung sichtbarer Blattschdaden, bewirkte der Pilz
starke Expressionsdnderungen vorwiegend unter den PR (pathogenesis related)-Proteingenen
und weiteren Abwehr-assoziierten Genen. Unterschiede in den Signalintensititen waren auf

den Filtern schon mit bloBem Auge zu erkennen (Abb. 49).

K A. alternata

Abb. 49: Analyse der Expression von 80 Tomatengenen in mittelalten Blittern mit Hilfe der
Macroarray-Technik. Gezeigt werden Filter nach einer Hybridisierung mit **P-
markierter cDNA, wobei das verwendete Blattmaterial von Pflanzen nach 1-tigiger
Infektion mit 4. alternata stammt. Fiir die cDNA Synthese aus 4 pg Gesamt-RNA
wurden je drei unabhéngige Proben gemischt. Jede Gensonde ist dreimal aufgetragen,
als Beispiele fiir induzierte Gene sind die Sonden fiir PR1a (P4) und das Thaumatin-
dhnliche Protein P23 mit roten Pfeilen markiert (Position B2 bzw. D1). Eine Ubersicht
des Auftragsschemas befindet sich in Material und Methoden, Abschnitt 14.8.1, eine
vollstdndige Liste der Gensonden und ihre Positionen auf dem Filter im Anhang.

22 der 80 untersuchten Gene wiesen Induktionsfaktoren iiber 2,5 auf, wobei 16 Gene mehr als
10fach und drei mehr als 100fach erh6ht waren (Tabelle 12). Zu den am stirksten induzierten
Genen zidhlten die Abwehrgene PRla und b, 26kD extrazelluldre Chitinase, 30 kD
intrazelluldire Chitinase, P23, PR10 und eine putative Lipoxygenase. Auch der
Ethylenrezeptor Le-ETR1 und die ACC-Synthase Isoformen 4 und 5 waren mehr als 10fach
erhoht. Bemerkenswert waren auch die erhohten Transkriptmengen an Actin wihrend der

Pilzinfektion. In den Bléttern waren nur wenige Gene durch eine Infektion mit A. alternata
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reprimiert, wie z. B. das Gen fiir das Chlorophyll,;, bindende Protein, das um Faktor 10

verringert war.

Tabelle 12: Anderungen der Genexpression nach Infektion von Tomatenpflanzen mit
Alternaria alternata in mittelalten Bléttern. Angegeben sind Induktionsfaktoren,
berechnet aus den Signalintensitidten der Behandlung zur Kontrolle. Orange markiert
sind Gene mit einem Induktionsfaktor > 2,5, griin Gene < -2,5, n. n.: nicht
nachweisbar. Gensonden fiir noch unveroffentlichte Gene wurden von P. Vera,
Valencia, Spanien zur Verfligung gestellt.

Infektion mit

Gen / Funktion Accession / EST A. alternata
1d 2d
Abwehr
PR1a (P4), unbekannt AJ011520.1 46,4 7,5
PR1b1 (P6), unbekannt M69248 33,5 9,1
Qa, saure [3-1,3-Glucanase X74905.1 6,2 n. n.
Qb, basische 3-1,3-Glucanase X74906 10,7 1,9
26 kD saure extrazell. Chitinase 715141 28,0 n. n.
27 kD saure extrazell. Chitinase Z15139 6,3 n. n.
30 kD basische intrazell. Chitinase 715140 55,7 9,8
P23, Thaumatin-dhnliches Protein X70787 112,7 8,0
Proteinase-Inhibitor X94946 38,2 7,0
CEVI-1, Ligninperoxidase Y 19023 14,2 1,9
PR-10, TSI-1 Protein Y15846 88,9 n. n.
Jasmonatbiosynthese
Lipoxygenase C U37839 3,9 n. n.
LOX, Lipoxygenase (putativ) P. Vera, unverdffentlicht 1294 n. n.
[Ethylenbiosynthese und -
perzeption
Le-ETR1 U38666 19,4 7,0
SAM-Synthetase 1 724741 0,6 n. n.
SAM-Synthetase 2 724742 n. n. n. n.
SAM-Synthetase 3 724743 0,8 0,3
ACC-Synthase 1a U74459 n. n. n. n.
ACC-Synthase 1b U18057 n. n. n. n.
ACC-Synthase 2 X59139 n. n. n. n.
ACC-Synthase 3 L34171 n. n. n. n.
ACC-Synthase 4 X59146 10,2 4,3
ACC-Synthase 5 U18058 40,6 n. n.
ACC-Synthase 6 AB013100 n. n. n. n.
Antioxidatives System
APx20, Ascorbatperoxidase (putativ) | P. Vera, unverdffentlicht 2,9 0,7
Signaltransduktion
SENU3, Cysteinproteinase 748736 4,8 0,7
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Infektion mit

Gen / Funktion Accession / EST A. alternata
1d 2d
MAP Kinase Kinase AJ000728 3,6 n. n.

‘Weitere Gene

'Vacuolare Invertase 712026 117,1 14,1
Actin-2 ATU37281 11,1 4,6
Actin-8 ATU42007 18,3 2,9
Chlorophyll a/b bindendes Protein AW217861 0,1 0,1
ERT16, Stress-assoziiertes Protein X72733 n. n. 0,3
SENU1, unbekannt 775523 1,1 0,3
SEND32, unbekannt 775519 0,1 0,1
7.2. Genexpressionsinderungen nach Behandlung der Pflanzen mit Serratia
liquefaciens

Eine Induktion bekannter Abwehrgene in der Pflanze durch die Anwesenheit nicht-
pathogener Rhizosphdrebakterien konnte bisher nur in Ausnahmefillen gefunden werden. So
wurde in Arabidopsis thaliana eine erhohte Transkriptmenge an PR-1 gefunden, nachdem die
Pflanzen mit dem Bakterium Paenibacillus polymyxa behandelt wurden (Timmusk &
Wagner, 1999). In Studien der Gruppe um C. Pieterse wurden keine Anderungen der
Genexpression durch Pseudomonas fluorescens WCS417r in Blattern und Wurzeln von A.
thaliana detektiert (Van Wees et al., 1999).

In dieser Arbeit wurde die Genexpression von mittelalten Tomatenblittern untersucht,
wobei die Pflanzen mit Serratia liquefaciens MG1 und der AHL-Nullmutante MG44
inokuliert wurden. Finf und zehn Stunden nach Zugabe der Bakterien konnten keine
Anderungen in der Genexpression bei Pflanzen, die mit Serratia liquefaciens MG1 inokuliert

wurden, festgestellt werden (Tabelle 13).
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Tabelle 13: Einfluss der Inokulation von Tomatenpflanzen mit den Rhizospharebakterien Serratia liqguefaciens MG1 und MG44 auf die Expression
von Abwehrgenen. Die Untersuchungen wurden mit Hilfe eines Macroarrays durchgefiihrt, dabei wurde die Gesamt-RNA mittelalter Blatter
in cDNA umgeschrieben und radioaktiv markiert. Angegeben sind Induktionsfaktoren, die iiber das Verhiltnis der normalisierten
Signalintensititen der Behandlung zur Kontrolle berechnet wurden. Orange markiert sind Gene mit einem Induktionsfaktor > 2,5, griin Gene
< -2,5; n.n.: nicht nachweisbar. Gensonden fiir noch unveroffentlichte Gene wurden von D. Grierson, Nottingham, GrofB3britannien, und P.
Vera, Valencia, Spanien, zur Verfligung gestellt.

Anschlieflende Infektion mit A. alternata
Gen / Funktion Accession / EST MG1 MG44 MG1 MG44

5h 10 h 5h 10 h 1d 2d 1d 2d
Abwehr
PR1a (P4), unbekannt AJ011520.1 n. n. n. n. n. n. n. n. 1,9 1,0 0,2 1,0
P6, unbekannt M69248 0,8 1,3 0,5 1,3 2,1 0,7 2.8 0,8
Qb, basische -1,3-Glucanase X74906 n. n. n. n. n. n. n. n. 5.3 0,5 8.5 0,6
30 kD basische intrazell. Chitinase 715140 n. n. 0,1 n. n. n. n. 1,0 0,7 0,2 0,7
Proteinase-Inhibitor IT (PinlI) K03291 1,5 0,7 2,5 0,7 n. n. 0,3 2.8 0,5
P69, Subtilisin-dhnliche Endoproteinase X95270 1,0 0,7 2,4 1,0 4,6 n. n. 6,3 1,2
CEVI-1, Ligninperoxidase Y19023 n. n. n. n. 2.8 n. n. 0,7 0,8 0,4 0,8
Jasmonatbiosynthese
Lipoxygenase A U09026 1,0 1,8 1,4 0,6 0,7 1,4 n. n. 0,5
Lipoxygenase B U09025 n. n. 0,5 3,0 0,5 n. n. n. n. n. n. n. n.
Lipoxygenase C U37839 1,5 1,6 1,9 1,6 n. n. n. n. 19,2 1,1
Ethylenbiosynthese und -perzeption
SAM Synthase 1 724741 1,2 0,8 1,7 0,8 n. n. 1,0 n. n. 1,6
SAM Synthase 2 724742 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. 0,8 n. n. 1,1
SAM-Synthetase 3 724743 1,1 0,5 2.5 0,8 0,9 23 0,2 1,4
ACC-Synthase 1a U74459 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
ACC-Synthase 1b U18057 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.




Anschlieflende Infektion mit A. alternata

Gen / Funktion Accession / EST MG1 MG44 MG1 MG44

5h 10 h 5h 10 h 1d 2d 1d 2d
(ACC-Synthase 2 X58139 1,7 n. n. 0,4 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
ACC-Synthase 3 L34171 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
[ACC-Synthase 4 X59146 1,0 0,9 2,6 1,1 1,9 0,7 3,6 0,9
ACC-Synthase 5 U18058 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. 0,4 n. n. 0,9
(ACC-Synthase 6 AB013100 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. 7,2 n. n.
ACC-Oxidase 1 X58273 1,4 0,7 3,3 2,0 n. n. n. n. n. n. n. n.
ACC-Oxidase 2 Y00478 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
ACC-Oxidase 3 754199 0,7 1,2 n. n. 2,2 n. n. n. n. n. n. n. n.
Antioxidatives System
Ascorbatperoxidase Al776158 1,2 1,3 1,5 1,5 n. n. n. n. 3,6 n. n.
Glutathionperoxidase Al782805 1,4 n. n. 2,1 0,8 n. n. 0,3 5.4 0,6
Catalase 1 AlI782815 0,8 0,8 1,8 1,0 0,9 1,4 0,3 1,7
Mn Superoxiddismutase Al774691 0,8 1,0 1,6 0,7 1,0 1,4 0,2 0,9
Signaltransduktion
SENU3, Cysteinproteinase 748736 1,6 0,8 3,2 0,8 1,7 1,4 n. n. 1,0
SENU2, Cysteinproteinase AJ003137 1,6 0,7 1,6 1,4 2,1 1,1 3.8 1,2
MAP Kinase Kinase Kinase AJ005077 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. 2,9 n. n. 1,5
weitere Gene
Actin-2 ATU37281 1,1 1,1 3,1 1,2 1,2 0,6 2,6 0,8
Actin-8 ATU42007 n. n. 0,1 n. n. 0,2 0,1 1,0 n. n. 0,9
Pectinesterase A24196 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. 5,1 n. n.
Chlorophyll a/b bindendes Protein AW217861 1,4 0,6 2,0 0,5 0,9 3.0 0,7 2,3
TOM?75, Reife assoz. Membranprotein X73847 1,4 1,0 2,6 1,8 1,0 0,9 1,1 0,8
ERT10, kurzkettige ADH X72730 1,8 n. n. 1,9 n. n. n. n. n. n. 3,9 n. n.
ERT13, unbekannt X72731 1,6 0,5 1,9 0,5 0,6 2,5 0,0 1,5




Anschlieflende Infektion mit A. alternata

Gen / Funktion Accession / EST MG1 MG44 MG1 MG44

5h 10 h 5h 10 h 1d 2d 1d 2d

ERT17, Ubiquitin konjugierendes Enzym X73419 2,4 0,5 2,2 1,2 n.n. 0,9 3,4 1,0

SEND32, unbekannt 775519 0,8 0,5 2,6 1,1 0,9 3,8 1,3 2,3
INT22, dDTP-Glucose-4-6-Dehydratase D. Grierson,

; . . n. n. n. n n. n. n. n. n.n n.n 60,4 0,8

(putativ) unverdffentlicht

. . D. Grierson,

INT23, Chaperonin (putativ) unveréffentlicht n.n. 0,5 n. n. 0,8 n.n n.n 3,6 n. n.

INT107, unbekannt D. Grierson, o 0,1 o 0,1 0.8 7.6 o 3,6

unverdffentlicht
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Fiinf Stunden nach Zugabe der AHL-Nullmutante S. liguefaciens MG44 waren die mRNA-
Gehalte von zehn Genen erhoht, die Induktionsfaktoren lagen zwischen 2,5 und 3,3 (Tabelle
12). Es handelte sich dabei um Gene, die bei abiotischem Stress wie Verwundung
(Proteinase-Inhibitor 1I) oder nach Pathogenbefall (Ligninperoxidase, CEVI-1 und
Lipoxygenase B) eine Rolle spielen konnen (Fidantsef et al., 1999). AuBlerdem waren Gene
erhoht, die an verschiedenen Schritten der Ethylensynthese beteiligt sind, je eine Isoform der
S-Adenosylmethionin-Synthetase (SAM-Synthetase 3), der ACC-Synthase (ACS 4) und der
ACC-Oxidase (ACO 1). Eine Cysteinproteinase (SENU3), die an der Signaltransduktion
beteiligt ist, war 3,2fach induziert, ebenso Actin-2.

Reprimiert waren in diesem Experiment nur wenige Gene (Tabelle 12). Pflanzen, die
mit S. liguefaciens MG1 inokuliert wurden, wiesen 10fach geringere Transkriptgehalte an
mRNA der 30kD basischen intrazelluldren Chitinase nach zehn Stunden auf als
Kontrollpflanzen. Bei den anderen Untersuchungsvarianten lag dieses Gene unter dem
Detektionslimit. Auch das Gen fiir Actin-8 war entweder gar nicht nachweisbar, oder nach
Behandlung mit MG1 bzw. MG4410 bzw. 5fach reprimiert.

Wihrend einer Infektion mit Alternaria alternata wurden zahlreiche Abwehrgene,
insbesondere PR-Proteingene, aktiviert (Tabelle 12). Die Untersuchung des Einflusses des
Rhizosphérebakteriums S. liqguefaciens MG1 und der korrespondierenden AHL-Nullmutante
auf die Genexpression von Tomatenbléttern wéhrend einer Infektion mit A. alternata, ergab
eine verstirkte Expression einiger Gene in Pflanzen, die vor der Infektion mit den Bakterien
inokuliert wurden. Die Anwesenheit der AHL-Nullmutante MG44 scheint auch bei diesem
Experiment wieder die stirkeren Effekte hervorzurufen (Tabelle 13). Wahrend in mit MG1
behandelten Pflanzen nur sieben Gene verstidrkt transkribiert werden, so sind es bei den mit
MG44 inokulierten Pflanzen mit 16 Genen mehr als doppelt so viele. Erhohte
Transkriptmengen an Genen fiir basische Glucanase (Qb), Subtilisin-dhnliche Endoproteinase
(P69) und fiir ein Protein, dessen Funktion noch unbekannt ist (INT107), konnten nach
Behandlung sowohl mit dem Wildtyp-Stamm MG als auch mit der AHL-Nullmutante MG44
detektiert werden. Zusétzlich waren bei Pflanzen, die mit S. liguefaciens MG44 inokuliert
wurden, weitere Abwehrgene wie z. B. Lipoxygenase C oder Proteinase-Inhibitor II (PinlI)
induziert, aber auch Gene der Ethylenbiosynthese wie ACC-Synthase 4 und 6. Den hochsten
Induktionsfaktor mit 60,4 erreichte ein Gen, das Homologien zu einer dDTP-Glucose-4,6-

Dehydratase (INT22) aufwies.
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7.3. Induktion von Abwehrgenen durch N-Acyl-L-homoserinlactone, Salicylsiure
und 1-Aminocyclopropan-1-carbonsiure

Nachdem Anderungen in der Genexpression durch S. liguefaciens gezeigt werden konnten,
wurde untersucht, ob N-Acyl-L-homoserinlactone (AHL) selbst auch Auswirkungen auf die
Expression von Abwehrgenen haben kdnnen. Um Einfliisse der natiirlich vorkommenden
Rhizosphirengemeinschaft auf die zugegebenen AHL weitgehend ausschlieBen zu konnen,

wurden die Pflanzen unter keimreduzierten Bedingungen in sterilem Quarzsand kultiviert.

K 10 uM HHL
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Abb. 50: Analyse der Expression von 80 Tomatengenen in mittelalten Blittern mit Hilfe der
Macroarray-Technik. Fiir die Hybridisierung mit **P-markierter cDNA wurde
Blattmaterial verwendet, das von Pflanzen nach fiinfstiindiger Behandlung mit 10 uM
N-Hexanoyl-L-homoserinlacton stammt. Es wurden je drei unabhéngige Proben
gemischt und 4 pg Gesamt-RNA in die cDNA-Synthese eingesetzt. Jede Gensonde ist
dreimal aufgetragen, mit roten Pfeilen ist die Sonde fiir PR1a (P4) markiert (Position
B2). Eine Ubersicht des Auftragsschema befindet sich in Material und Methoden,
Abschnitt14.8.1, eine vollstandige Liste der Gensonden und ihre Positionen auf dem
Filter im Anhang 3.

Fiinf und zehn Stunden nach Applikation der beiden von S. liquefaciens MG1 produzierten
AHL, N-Hexanoyl-L-homoserinlacton (HHL) und N-Butanoyl-L-homoserinlacton (BHL) in
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einer Konzentration von 10 pM wurde aus den mittelalten Blattern die Genexpression mittels
Macroarray-Analyse bestimmt. Eine Abbildung von Arrays nach der Hybridisierung mit
cDNA-Sonden, hergestellt aus Blattmaterial fiinf Stunden nach Zugabe von 10 uM HHL, ist
in Abb. 50 gezeigt.

Eine Applikation von 10 pM HHL an die Wurzeln fiihrte zu einer Induktion von sechs
der 80 Gene, u.a. wurden die wichtigen PR-Proteine PR1a (P4) und PR1b (P6) mehr als
finffach (9,6 und 6,4) induziert (HHL A in Tabelle 14). Es waren aullerdem die mRNA-
Gehalte eines Proteinase-Inhibitors (CEVI-57) sowie von P69, einer Subtilisin-dhnlichen
Endoproteinase, erhoht. In unabhidngigen Wiederholungen des Experimentes konnten
ebenfalls Genexpressionsidnderungen festgestellt werden (HHL B in Tabelle 14). PR1a wurde
in diesem Versuch mit einem Faktor von 3 induziert. Zwei Chitinasegene, 26 kD saure
extrazelluldre und 30 kD basische intrazelluldre Chitinase, waren mit einem Faktor 14,2 bzw.
11,8 am stirksten induziert. AuBBerdem waren die Transkriptmengen der Stoffwechselgene
Actin-8 und einer vakuoldren Invertase erhoht, sowie das Gen fiir eine Cysteinproteinase
(SENU3), welche an der Signaltransduktion beteiligt ist. Diese sehr schnellen Anderungen
nach fiinf Stunden konnten bereits nach zehn Stunden nicht mehr nachgewiesen werden.

Eine systemische Induktion verschiedener PR-Proteingene in den Bléttern konnte auch
nach Behandlung mit BHL beobachtet werden. BHL ist ebenfalls in der Lage, Gene fiir die
beiden PRI1-Proteine PR1a (P4) und PR1b (P6) sowie fiir 26 kD Chitinase zu induzieren.
Letztere war mit einem Faktor von 17,8 am stirksten erhoht (Tabelle 14).

Um diese Gendnderungen besser einschétzen zu konnen, wurden Pflanzen auch mit
Salicylsdure und 1-Aminocyclopropan-1-carbonsdure (ACC) behandelt. Von beiden
Signalstoffen ist bekannt, dass spezifische Gene induziert werden, z. B. héidngt die
Transkription von PR1a von Salicylsdure ab (Durner et al., 1997). Salicylsdure wurde zum
einen an Wurzeln von Pflanzen, kultiviert in Quarzsand, in einer Konzentration von 0,5 mM
zugegeben, zum anderen wurden in Erde kultivierte Pflanzen am Sprossansatz abgeschnitten
und in eine 5 mM Ldsung gestellt. Das gleiche Verfahren wurde auch fiir die Behandlung mit

0,1 mM ACC verwendet.
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Tabelle 14: Vergleich der Genexpressionsdnderungen nach Applikation von N-Acyl-L-homoserinlactonen (N-Hexanoyl-L-homoserinlacton, HHL
und N-Butanoyl-L-homoserinlacton, BHL) und Salicylsdure und 1-Aminocyclopropan-1-carbonséure (ACC). Fiir die Macroarray-Analysen
wurden ausschlieBlich mittelalte Blétter geerntet. Mit A und B sind zwei unabhédngige Experimente gekennzeichnet. Angegeben sind
Induktionsfaktoren, berechnet aus dem Verhéltnis der Signalintensitdten der Behandlung zur Kontrolle. Orange markiert sind Gene mit
einem Induktionsfaktor > 2,5, griin Gene < -2,5; n.n.: nicht nachweisbar.

Applikation von N-Acyl-L-homoserinlactonen und Signalstoffen

Gen / Funktion Accession / EST HHLA' HHLB' HHLA' BHL' | SAA' SAB' SA’ ACC?

5h 5h 10 h 5h 5h 5h 5h 10 h 5h 10 h
[Abwehr
PR1a (P4), unbekannt AJ011520.1 9,6 3,0 n. d. 10,3 n. n. 33 n. n. 314 n. n. n n.
PR1b1 (P6), unbekannt M69248 6,4 1,3 0,8 4,2 0,6 1,6 2,2 65,8 2,9 n. n.
Qa, saure 3-1,3-Glucanase X74905.1 n. n. n. n. n. n. 7,8 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
Qb, basische -1,3-Glucanase X74906 n. n. 0,7 0,9 1,2 n. n. 0,3 n. n. n. n. n. n. n. n.
26 kD saure extrazell. Chitinase 715141 n. n. 14,2 n. n. 17,8 n. n. 34,7 50,0 13,3 25,0 0,7
27 kD saure extrazell. Chitinase 715139 n. n. 0,8 n. n. n. n. n. d. 2.4 3,1 1,2 1,8 0,7
30 kD basische intrazell. Chitinase 715140 1,3 11,8 0,8 2,2 4,3 10,2 n. n. 6,4 n. n. 3.6
P23, Thaumatin-dhnliches Protein X70787 1,2 1,3 1,9 1,1 1,3 0,9 n. n. n. n. 57,2 n n.
Proteinase-Inhibitor IT (PinlI) K03291 n. n. n. n. n. n. n. n. 14,8 n. n. 0,5 0,0 33 0,5
Proteinase-Inhibitor X94946 4,1 1,1 1,4 2,6 0,9 1,9 n. n. 4,3 7,0 0,7
P69, Subtilisin-dhnliche Endoproteinase X95270 3,0 0,9 1,0 1,3 1,5 0,7 1,1 0,5 2,7 1,1
CEVI-1, Ligninperoxidase Y 19023 2,2 2,0 0,5 1,5 1,1 1,9 n. n. 2,1 34 n. n.
Ethylenbiosynthese und -perzeption
Le-ETR1 U38666 2,7 0,8 1,6 1,2 0,9 1,5 3,3 7,4 4,1 1,4
SAM-Synthetase 1 724741 n. n. 1,7 0,5 1,7 n. n. 0,7 0,3 0,1 1,1 0,8
SAM-Synthetase 2 724742 0,7 n. n. 0,3 n. n. 1,2 6,6 n. n. n. n. n. n. n. n.
SAM-Synthetase 3 724743 0,8 0,8 1,5 0,8 1,1 1,0 0,8 0,6 1,2 0,6
ACC-Synthase 1a U74459 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
ACC-Synthase 1b U18057 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
[ACC-Synthase 2 X59139 n. n. n. n. 2,2 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.




Applikation von N-Acyl-L-homoserinlactonen und Signalstoffen

Gen / Funktion Accession / EST HHLA' HHLB' HHLA' BHL' | SAA" SAB! SA’ ACC?

5h 5h 10h 5h 5h 5h 5h 10h 5h 10h
ACC-Synthase 3 L34171 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
[ACC-Synthase 4 X59146 0,8 0,7 1,0 0,7 1,1 0,7 1,3 0,8 2,3 0,7
IACC-Synthase 5 U18058 1,1 n. n. n. n. n. n. 1,1 n. n. 35 1,3 4,3 n. n.
ACC-Synthase 6 ABO013100 0,8 n. n. n. n. n. n. 1,5 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
[Antioxidatives System
Glutathionperoxidase (GPX) Al782805 1,4 1,2 0,7 0,6 1,8 3,6 42,6 4,2 2,0 1,2
APx20, Ascorbatoxidase (putativ) P. Vera, unveroffentlicht 0,8 2.8 0,9 1,6 1,2 33 1,6 1,8 1,6 0,5
Signaltransduktion
Psenu3, Cysteinproteinase 748736 2,7 1,2 1,0 1,5 1,0 1,0 0,7 0,6 2,2 0,9
weitere Gene
[Vacuolére Invertase 712026 n. n. 8,2 1,7 0,8 n.n 15,1 n. n. n. n. n. n. n. n.
Actin-2 ATU37281 n. n. 1,1 1,7 0,6 n. n. 1,2 1,4 0,9 2,7 1,1
Actin-8 ATU42007 n. n. 3,0 n. n. 1,3 n. n. n n. n. n. 2,7 n. n. n n.
ERT16, Stress-assoziertes Protein X72733 0,8 0,2 1,2 0,6 1,4 0,6 0,8 n. n. 1,3 1,3
SENUI, unbekannt 775523 0,3 0,8 1,4 1,1 0,3 1,3 0,6 0,3 1,5 0,5

' Anzucht der Pflanzen in sterilem Quarzsand
*Anzucht der Pflanzen in Erde. Fiir die Behandlung mit den Signalstoffen wurden die Pflanzen am Sprossansatz abgeschnitten und in eine 5 mM Salicylsdure- bzw. eine 0,1 mM

1-Aminocyclopropan-1-carbonsdureldsung gestellt.




Ergebnisse

Pflanzen, die in Quarzsand kultiviert wurden, zeigten flinf Stunden nach Zugabe der
Salicylsdure erhohte Transkriptgehalte an PRla, der 26kD und 30kD Chitinase sowie
Glutathionperoxidase und einer putativen Ascorbatperoxidase (Tabelle 14). Zudem war die
Transkriptmenge einer vakuoldren Invertase deutlich erhoht. Pflanzen, die in
Salicylsdurelosung gestellt wurden, hatten ein vergleichbares Induktionsmuster, die
Induktionsfaktoren waren aber deutlich hoher, bei einigen Genen z. T. > 50. Wie zu erwarten,
fiihrte eine Behandlung mit ACC zu einem unterschiedlichen Spektrum an verdnderten
Genen. Gene, die durch Salicylsdure induziert wurden, konnten nach einer Behandlung mit
ACC entweder iiberhaupt nicht oder nur in deutlich geringeren Mengen nachgewiesen werden
(PR1a und b), wihrend andere Gene nur durch ACC induziert wurden (P23, Pinll, die
Ligninperoxidase CEVI-1). Gene der Ethylenperzeption und —biosynthese wurden durch
beide Substanzen erhoht (Le-ETR1, ACC-Synthase 5).

8. Northern-Blot Analysen induzierter Abwehrgene

Die Macroarray-Analysen dienten einem ersten Screening der Genexpression. Ausgewéhlte
Gene wurden anschlieend {iber Northern-Blot Analysen ndher untersucht. Die Gensonden
fiir PR-Proteine wurden dazu freundlicherweise von Dr. G. Vogg zur Verfiigung gestellt.

Uber den Macroarray konnten v. a. nach einer Infektion mit Alternaria alternata
starke Anderungen in der Genexpression in den mittelalten Blittern festgestellt werden (Abb.
51). Die hochsten Induktionsfaktoren wurden dabei am ersten Tag der Infektion beobachtet,
noch bevor sichtbare Schiden auf den Blattern zu sehen waren. Am vierten Tag erreichten die
mRNA-Gehalte der untersuchten PR-Proteine auch bei den Kontrollen das Niveau der
infizierten Pflanzen. Besonders stark induziert (Faktor > 100, bzw. nur in den infizierten
Pflanzen nachweisbar, so dass kein Induktionsfaktor berechnet werden konnte) waren die
Gene fir die beiden PRI-Proteine PRla (P4) und PR1bl (P6), sowie der basischen
intrazelluliren 30 kD Chitinase. Ubiquitin, das oft als ,,house-keeping™ Gen zur Uberpriifung
der gleichméBigen Beladung der Membran herangezogen wird, zeigte in allen Proben eine

relativ gleichméBige Expression.
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K A alternata Xfache Induktion
12 4 124 1 2 4 Zeit [d]
PR1a (P4) — et +++ +++ 1,5
PR1b1 (P6) i +++ 2,8 1,2
Saure Glucanase (Qa) - ean G +++ 9.0 0,7
Bas. Glucanase (Qb) - e 111 10,7 1,0
26 kD Chitinase ~- 3,8 4,5 1,4
27 kD Chitinase - e 3,8 2,8 1,0
30 kD Chitinase -  anghes +++ 8,1 1,4
P23 2,3 2,8 1,1
Ubiquitin - 1.4 1,8 0,9

Abb. 51: Northern-Blot-Analysen induzierter PR-Proteine nach einer Infektion von
Tomatenpflanzen mit Alternaria alternata. Fiir jeden Zeitpunkt wurde das
Blattmaterial von drei Pflanzen gemischt und 5 pg Gesamt-RNA auf eine
Nylonmembran geblottet. Die Hybridisierung erfolgte mit spezifischen DIG-
markierten Sonden, die von Dr. G. Vogg zur Verfiigung gestellt wurden. Als
Nachweis eines gleichmiBigen Probenauftrags wird die 25S rRNA gezeigt, aulerdem
wurde Ubiquitin als ,,house-keeping”“ Gen zum Uberpriifen eines gleichmiBigen
Transfers auf die Membran herangezogen. Die Bandenintensititen der infizierten
Proben in Relation zu Kontrollproben ergab den relativen Induktionsfaktor. War in
Kontrollproben die Transkriptmenge O und konnte daher kein Induktionsfaktor
berechnet werden, wurde eine starke Induktion mit +++ veranschaulicht.

Pflanzen, die mit N-Hexanoyl-L-homoserinlacton an den Wurzeln behandelt wurden, wiesen
bei dem PR-Protein PRla (P4) in zwei unabhidngigen Experimenten erhohte
Transkriptmengen in den Blittern auf. In Northern-Blot Analysen wurde dieses Gen daher
genauer untersucht (Abb. 52). Da Pflanzen, die in Quarzsand kultiviert wurden, weniger
Biomasse bildeten und damit das Probenmaterial limitiert war, wurde bei den mit Salicylsdure

behandelten Proben weniger Gesamt-RNA aufgetragen. Die geringeren Auftragsmengen
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wurden iiber die Bandenintensitit der 25S rRNA mit in die Berechnung der relativen
Induktionsfaktoren einbezogen. Dennoch war das Gen fiir PRla (P4) in den mit HHL-
behandelten Pflanzen nach fiinf Stunden 9,4fach hoher induziert als in den Kontrollen. Die
Transkriptmengen nahmen dann im weiteren Zeitverlauf wieder ab. Durch Salicylsdure wurde
PR1a erst nach 24 Stunden induziert (Faktor 4,8). Auch die Expression der 30 kD basischen

Chitinase war nach HHL-Applikation viermal hoher als in den Kontrollen.

K HHL SA HHL SA
10uM  0,5mM 10 uM 0,5 mM
51024 51024 510 24 5 10 24 5 10 24 Zeit[h]
PR1a (P4) - - 94 06 16 07 05 48
30 kD Chitinase —— 40 15 1.4 16 14 1,1

255 rRNA

Abb. 52: Zeitverlauf der Expression der PR-Proteine PRla (P4) und basischen 30 kD
Chitinase nach Applikation von 10 uM N-Hexanoyl-L-homoserinlacton (HHL) und
0,5 mM Salicylsdure (SA) in mittelalten Bléttern. Tomatenpflanzen wurden in
Quarzsand angezogen, fiir die Northern-Blot Analyse mit DIG-markierten Sonden
wurde Blattmaterial von drei Proben gemischt. Die 25S rRNA wurde zur Uberpriifung
des gleichmiBigen Probenauftrages verwendet, evtl. Unterschiede in der
Auftragsmenge wurden bei der Berechnung der Induktionsfaktoren beriicksichtigt.

Auch das zweite von Serratia liquefaciens MG1 produzierte N-Acyl-L-homoserinlacton, N-
Butanoyl-L-homoserinlacton (BHL) beeinflusste die Genexpression von PRla (P4) in
mittelalten Bldttern. Im Northern-Blot war die Transkriptmenge nach fiinf Stunden viermal
hoher in BHL-behandelten Pflanzen als in den Kontrollproben (Abb. 53). Nach zehn und 24
Stunden sanken die mRNA-Gehalte dieses Gens wieder auf die Werte der Kontrollpflanzen
ab.
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K BHL Xfache
10 uM Induktion
510 24 510 24 5 10 24 Zeit]h]
PR1a (P4) - ‘ 397 15 05

2ss A TN

Abb. 53: Zeitverlauf der Genexpression des PR-Proteins PR1a (P4) in mittelalten Bléttern
nach Applikation von 10 uM N-Butanoyl-L-homoserinlacton (BHL) an die Wurzeln
von Tomatenpflanzen. Der gleichméBige Auftrag von 5 ug Gesamt-RNA ist anhand
der mit Ethidiumbromid gefirbten Bande der 25S rRNA gezeigt. Die Northern-
Hybridisierung wurde mit einer DIG-markierten Sonde durchgefiihrt. Die
Induktionsfaktoren berechnen sich aus dem Verhiltnis der Bandenintensititen der
behandelten Proben zu den Kontrollen.

Des Weiteren wurde die Genexpression ausgewahlter PR-Proteine in Pflanzen untersucht, die
mit den Signalstoffen Salicylséure und 1-Aminocyclopropan-1-carbonsidure (ACC) behandelt
wurden. Am Sprossansatz abgeschnittene Pflanzen wurden dazu in 5 mM Salicylsdure- bzw.
0,1 mM ACC-Losung gestellt. Die mittelalten Blatter wurden nach fiinf und zehn Stunden
geerntet.

Die stérkste Induktion zeigte PR1a nach zehnstiindiger Behandlung mit Salicylséure
(Induktionsfaktor 66). Aber auch schon nach fiinf Stunden war dieses Gen durch Salicylsdure
und ACC 5-6fach erhoht. 30 kD Chitinase reagierte auf die Behandlung mit beiden
Signalstoffen. Nachdem in den mit Salicylsdure behandelten Pflanzen erst nach zehn Stunden
ein 6,5facher Anstieg der Expression zu beobachten war, begann die Induktion durch ACC
bereits nach fiinf Stunden und erreichte nach zehn Stunden einen Induktionsfaktor von 7,8.

Die Genexpression fiir das Thaumatin-dhnliche Protein P23 wurde nur durch
Salicylsdure leicht induziert (Faktor 3), wéhrend der Proteinase-Inhibitor II (PINII) reprimiert
wurde. Ubiquitin als Kontrollgen blieb in seiner Expression relativ konstant in diesem

Versuch.
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PR1a (P4)

30 kD Chitinase

P23

PINII

Ubiquitin

25S rRNA

K SA ACC
5 10 5 10 5 10 5
- 53
- 1.1
s R e 32
0,8
1,4
des Signalstoffes Salicylsdure

Abb. 54: Einfluss
Aminocyclopropan-1-carbonsidure (ACC) auf die Transkriptmenge verschiedener PR-
Proteine in mittelalten Bléttern. Fiinf Wochen alte Tomatenpflanzen wurden am
Sprossansatz abgeschnitten und in Losungen mit 5 mM Salicylsdure sowie 0,1 mM
ACC gestellt. Die Northern-Hybridisierungen wurden mit DIG-markierten Sonden
durchgefiihrt, eine gleichméBige Beladung des Gels wurde iiber die 25S rRNA
kontrolliert. Als Induktionsfaktor wurde der Quotient aus den Bandenintensitdten der
behandelten Proben und der Kontrollen angegeben.
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Diskussion

IV. Diskussion

1. Biocontrol-Aktivitat von N-Acyl-L-homoserinlacton-produzierenden
Rhizosphéirebakterien

Die Anwesenheit bestimmter Mikroorganismen an Pflanzenwurzeln kann die pflanzliche
Krankheitsresistenz steigern und so den Ertrag von Nutzpflanzen erhéhen. Diese Art der
Biocontrol-Aktivitdt, d. h. die Reduktion von Krankheitserregern mit Hilfe natiirlich im
Boden vorkommender Mikroorganismen fand in den letzten Jahren grofe Beachtung als
Alternative zu chemischen Pflanzenschutzmitteln (Whipps, 2001; Zehnder et al., 2001).
Zugrunde liegende Wirkmechanismen sind zum einen direkte Interaktionen der
Rhizosphérebakterien mit den pathogenen Mikroorganismen wie die Produktion von
Antibiotika oder die Kompetition um Nihrstoffe und zum andern die Stimulierung
pflanzlicher Abwehrreaktionen, die zu einer erhohten Krankheitsresistenz fiihrt (vgl.
Einleitung, Tabelle 1; Van Loon et al., 1998; Whipps, 2001).

Viele der gram-negativen  Rhizosphérebakterien  produzieren = N-Acyl-L-
homoserinlactone (AHL) zur Zelldichte-abhingigen Regulation von z. B. Antibiotika,
Virulenzfaktoren oder Exoenzymen (Pierson III et al., 1998; Whitehead et al., 2001). Eine
wichtige Rolle spielt die Produktion von AHL in dem Biocontrol-Stamm Pseudomonas
aureofaciens 30-84, dessen Synthese von Phenazinantibiotika mit Hilfe dieser Substanzen
reguliert wird (vgl. Einleitung, Abschnitt 2.2). Zudem ist bekannt, dass AHL-produzierende
Bakterien mit Eukaryoten interagieren konnen. So wurde in einer Studie von Teplitski et al.
(2000) gezeigt, dass hohere Pflanzen wie Erbse oder Tomate noch nicht charakterisierte
Substanzen produzieren, die mit AHL-abhidngigen Regulationssystemen interagieren. Es gab
zudem bisher keine Daten dariiber, inwieweit die Féhigkeit zur AHL-Produktion in
Rhizosphirebakterien die Stimulation von Abwehrmechanismen in Pflanzen beeinflusst.

Viele der ,,Quorum Sensing® -regulierten Phinotypen sind mit der Pathogenitit von
Krankheitserregern in Mensch und Pflanze verbunden. Daher wére es wiinschenswert, direkt
in AHL-vermittelte Regulationssysteme eingreifen zu konnen. Ein erster Schritt dazu wurde
mit der Produktion von AHL durch transgene Pflanzen getan. Tabakpflanzen, die ein AHL-
Synthasegen (yvenl aus Yersinia enterocolitica) besitzen, produzieren so hohe Mengen an
HHL und OHHL, dass die Phenazinsynthese in einem HHL-defizienten P. aureofaciens
Stamm wieder mdglich war (Fray et al., 1999). Zudem konnte die Pathogenitit eines

E. carotovora—Stammes wiederhergestellt werden, der durch eine Mutation im OHHL-
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Synthasegen keine Antibiotika mehr synthetisieren konnte. Diese Studie war ein erstes
Beispiel, wie modifizierte Pflanzen mit Biocontrol-Bakterien oder Krankheitserregern
kommunizieren kdnnen.

In dieser Arbeit wurden Stimme der Gattungen Serratia und Pseudomonas verwendet,
da Vertreter dieser Gattungen in einer Vielzahl von Studien ihre Biocontrol-Eigenschaften
bereits unter Beweis gestellt haben. Van Loon et al. (1998) stellten 1998 eine Liste von
Pseudomonas spp. und Serratia spp. zusammen, die in verschiedenen Pflanzenarten (Bohne,
Nelke, Gurke, Rettich, Tabak oder Tomate) systemische Resistenz induzieren konnten. Nach
den Ergebnissen dieser Arbeit zeigte sich, dass eine Vorbehandlung von Tomatenpflanzen mit
den Rhizosphirebakterien Serratia liquefaciens MG1 und P. putida IsoF nekrotische
Blattschédden bei einer anschlieBenden Infektion mit A. alternata um bis zu 70 % reduzieren
konnte (vgl. Ergebnisse, Abb. 30, 35). Die Bakterien bewirkten also eine Stimulierung der

pflanzlichen Krankheitsresistenz.

1.1. Rolle von N-Acyl-L-homoserinlactonen bei der Biocontrol-Aktivitit von
Serratia liquefaciens MG1

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit ist bei dem ubiquitir vorkommenden
Rhizosphirebakterium Serratia liquefaciens MG1, die Fahigkeit zur Synthese von AHL an
der Erhohung der Krankheitsresistenz von Tomatenpflanzen gegen Alternaria alternata
beteiligt. Tomatenpflanzen, die mit S. /iquefaciens MG1 inokuliert und anschlieend mit dem
sprosspathogenen Pilz A. alternata infiziert wurden, wiesen 70 % weniger nekrotische
Blattschdden auf als Kontrollpflanzen. Pflanzen, die mit dem AHL-negativen Stamm MG44
vorbehandelt waren, zeigten eine Reduktion der Schiaden um nur 20 % (vgl. Ergebnisse, Abb.
30).

Die Produktion von N-Acyl-L-homoserinlactonen in der Rhizosphire von
Tomatenpflanzen konnte im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden (vgl. Ergebnisse,
Abb. 18). Ein in die Tomatenrhizosphére eingebrachter AHL-Monitorstamm reagierte mit der
Expression seines Reportergens (Steidle et al., 2001). Er sprach damit auf AHL-Molekiile an,
die von der natiirlich vorkommenden Bakterienpopulation in so hoher Menge in die
Umgebung abgegeben wurden, dass das Reportergen exprimiert wurde. Da unter
pflanzenassoziierten Bakterien die Produktion von AHL viel weiter verbreitet ist als bei
Isolaten aus dem Boden (Elasri et al., 2001), kann man annehmen, dass gerade auf der

Oberfliche der Wurzeln, dem Lebensraum dieser Mikroorganismen, die AHL-
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Konzentrationen so hoch sein konnen, dass die Pflanzenwurzeln diese wahrnehmen und in der
Pflanze Reaktionen ausldsen konnen.

Das von Rhizosphdrebakterien gebildete Spektrum an AHL-Molekiilen umfasst
sowohl kurzkettige wie auch langkettige AHL-Molekiile (Eberl, 1999). So produziert der
Biocontrol-Stamm  P. aureofaciens 30-84 wie S. liquefaciens MGl und das
pflanzenpathogene Bakterium Ralstonia solanacearum HHL (Eberl, 1999; Wood et al.,
1997). Andere Pathogene, wie z. B. Erwinia carotovora oder E. chrysanthemi verwenden 3-
Oxo-substituiertes HHL, das N-(3-Oxohexanoyl)-homoserinlacton (OHHL). Langkettige
AHL-Molekiile findet man bei Agrobacterium tumefaciens oder bei Rhizobium spp., wobei
letztere bis zu sieben verschiedene AHL-Molekiile bilden konnen (Eberl, 1999). Der ebenfalls
in dieser Arbeit verwendete Stamm P. putida IsoF, ein Isolat aus der Tomatenrhizosphére,
produziert ein breites Spektrum an AHL-Molekiilen, neben kurzkettigen mit sechs C-Atomen,
etwa N-(3-Oxohexanoyl)-L-homoserinlacton (OHHL), auch langkettige mit acht bis zwolf C-
Atomen, etwa N-(3-Oxooctanoyl)-L-homoserinlacton (OOHL), N-(3-Oxodecanoyl)-L-
homoserinlacton (ODHL) und N-(3-Oxododecanoyl)-L-homoserinlacton (OdDHL, Steidle et
al., 2001). Das hdufige Auftreten von AHL-produzierenden Bakterien in der Rhizosphire
konnte auf eine weitaus groBere Bedeutung der AHL-Molekiile hinweisen als bisher
angenommen wurde.

Ein Unterschied in der Kolonisierungsdichte an den Wurzeln zwischen dem Wildtyp-
Stamm und der AHL-negativen Mutante konnte in den Experimenten nicht festgestellt
werden. Beide Stimme erreichten an den Wurzeln Lebendkeimzahlen in der gleichen
GroBenordung unabhédngig von ihrer Féhigkeit, AHL zu produzieren (Tabelle 8). Eine
niedrigere Zelldichte als Grund fiir die fehlende Biocontrol-Aktivitit der AHL-negativen

Mutante MG44 kann daher ausgeschlossen werden.

1.2. Einfluss der durch N-Acyl-L-homoserinlacton-produzierenden Rhizosphire-
bakterien vermittelten systemischen Resistenz auf das pilzliche Wachstum

Die Bonitur von Blattschdden liefert zwar Aussagen iiber die Empfindlichkeit der Pflanzen
gegeniiber Pathogenen, Riickschliisse auf das Wachstum der Pilze konnen aber nicht gezogen
werden. Moglicherweise geniigen bei manchen Pilzarten schon wenige Hyphen, um starke
Schéden zu verursachen, wihrend bei anderen Pilzarten mehr Hyphen noétig sind. Zudem ist
es wiinschenswert, pilzliche Pathogene in Kulturpflanzen bereits vor dem Auftreten von

Schadsymptomen spezifisch nachweisen zu kdnnen. Eines der Ziele der vorliegenden Arbeit
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war damit die Entwicklung spezifischer PCR-Testsysteme fiir die in Infektionsexperimenten
eingesetzten Tomatenpathogene, die einen schnellen und sicheren quantitativen Nachweis der
Pathogene in der Wirtspflanze ermdglichen sollen.

Der Nachweis des pilzlichen Wachstums kann entweder durch immunologische oder
molekularbiologische Verfahren erfolgen (Bahnweg et al., 2000; Mitchell, 1988). Gerade der
Einsatz molekularer Marker auf der Grundlage der Polymerasekettenreaktion (PCR) fiir
diagnostische Testverfahren ist im vergangenen Jahrzehnt ausgesprochen beliebt geworden
(Miller, 1996, Schots et al., 1994). Unter Verwendung geeigneter Primer und optimaler PCR-
Bedingungen ist die PCR duflerst empfindlich, schnell und verhdltnismaBig leicht zu
handhaben. Viele der PCR-Nachweise fiir Pathogene nutzen Sequenz-Polymorphismen
innerhalb der transkribierten Spacerregionen (ITS) der kernkodierten ribosomalen RNA-Gene
(rDNA). Andere greifen auf mitochondriale oder nucleare Sequenzen zuriick (Doss & Welty,
1995; Minsavage et al., 1994; Schesser et al., 1991). Die Sequenzierung von polymorphen
PCR-DNA Fragmenten (RAPD, random amplified polymorphic DNA), die mit
Zufallsprimern amplifiziert wurden, fiihrt zu Sequenz-charakterisierten Regionen (SCAR), die
erfolgreich zur Primerentwicklung herangezogen werden koénnen. Diese Strategie wurde
erstmals von Paran & Michelmore (1993) im Zusammenhang mit Mehltaubefall bzw. —
resistenz von Salat, spiter dann fiir eine Vielzahl weiterer Pilze wie z. B. Poryphyromonas
gingivalis (Ménard et al., 1994), Peronospora tabacina (Wiglesworth et al.,, 1994),
Phytophthora infestans (Niepold & Schober-Butin, 1995), Sirococcus conigenus (Bahnweg et

al., 2000) und Fusarium culmorum sowie F. graminearum (Schilling et al., 1996) eingesetzt.

Der erste Schritt zur Entwicklung eines spezifischen PCR-Testes war die Wahl einer
geeigneten DNA-Sequenz bzw. eines pathogen-typischen RAPD-DNA Fragmentes.
Favorisiert wurden zunidchst DNA-Sequenzen der ITS1 und ITS2 Regionen der rDNA (s.0.).
Diese liegen im Pilzgenom in mehrhundertfachen Kopien vor, so dass die Sensitivitit des
PCR-Nachweises gegeniiber solchen Sequenzen, die nur in wenigen Kopien vorliegen,
erheblich gesteigert werden kann (Schulze et al., 1997). Nur dort, wo dieses Vorgehen nicht
erfolgreich war, wurde auf SCAR-Sequenzen zuriickgegriffen (z.B. bei Botrytis cinerea).
Wichtigstes Kriterium bei der Entwicklung spezifischer Primer ist die Spezifitit flir nur eine
Zielsequenz, wobei es je nach Fragestellung um eine Spezifitit auf der Art- oder
Rassenebene, ggf. aber auch auf hoheren taxonomischen Ebenen gehen kann. Im
vorliegenden Fall wurde die Spezifitit aller ausgewédhlten Primer(paare) durch

Kreuzamplifikation einer Sammlung von tiber 80 DNAs verschiedener tomatenpathogener
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Pilzstimme getestet (vgl. Anhang 2.2). Alle in diesen Spezifitdtstesten eingesetzten DNAs
wurden aus Organismen isoliert, die fiir die Tomate pathogen sein kénnen (Blancard, 1997).
So kann bei einem positiven PCR-Signal, auch von Freiland- oder Gewéchshaustomaten,
durch die eingesetzten Primer auf ein bestimmtes Pathogen geschlossen werden. In den
gezielten Inokulationsexperimenten dagegen reichte es aus, das eingesetzte Pathogen von
seinem Wirt, der Tomate, unterscheiden zu konnen.

Die kleinste Menge an pilzlicher DNA, die ausreicht, um ein Amplikon zu bilden,
welches auf einem konventionellen Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel sichtbar gemacht
werden kann, war ca. 1 pg. Diese Menge entspricht etwa 10 pilzlichen Genomiquivalenten,
wenn die Genomgrdfen, die durch Pulsfeld-Elektrophorese ermittelt wurden (Xu et al., 1995),
und die DNA-Konzentrationen, die hier durch Gelelektrophorese und anschlieBender
quantitativer Image Analyse des Ethidiumbromid-gefarbten Gels fiir die Berechnung
zugrunde gelegt werden. Die quantitative Analyse mittels Real-Time PCR (TagMan) brachte

noch einmal eine Erh6hung der Nachweisempfindlichkeit um den Faktor 10.

Bei A. alternata besteht in der Regel eine sehr gute Korrelation zwischen den DNA-Gehalten
mit der Ausbreitung der Nekrosen (Tabelle 15). Steigende DNA-Gehalte gehen mit einer
Zunahme der Schédden einher. Bei C. herbarum war ebenfalls iiberwiegend eine Korrelation
der Blattschaden mit den DNA-Gehalten zu beobachten. Bei B. cinerea nimmt die Menge an
Pilz-DNA mit der Zeit ab, obwohl die Schiden zunehmen (Abb. 29). Dies zeigt, dass die
DNA-Gehalte nicht immer mit der Schadentwicklung iibereinstimmen. Bei einer Infektion
mit B. cinerea wird in den Pflanzen HR ausgeldst. Es wurde zwar berichtet, dass HR-
assoziierter kontrollierter Zelltod das Fortschreiten der Infektion weiter begiinstigt (Govrin &
Levine, 2000), aber moglicherweise wird der Pilz doch durch die hochgefahrene Abwehr
teilweise in seinem Wachstum eingeddmmt, wihrend der durch seine Toxine und Elicitoren
verursachte ungeordnete Zelltod weiterlduft.

S. liquefaciens MGI1 und P. putida IsoF induzierten in den Tomatenpflanzen
Abwehrmechanismen, die das Wachstum von A. alternata eindimmen konnten (Tabelle 15).
Dieser Effekt war bei der AHL-Nullmutante MG44 nicht zu beobachten. Im Gegensatz dazu
waren die DNA-Gehalte von B. cinerea in der Regel in den Pflanzen hoher, die mit den
Rhizosphérebakterien inokuliert wurden. Erstaunlicherweise waren auch in Pflanzen, die mit
dem AHL-negativen Stamm P. putida F117 inokuliert waren, die DNA-Gehalte von

C. herbarum hoher als in den Kontrollpflanzen, obwohl die Symptome reduziert waren
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(Tabelle 15). Moglicherweise stimuliert die aktivierte Abwehr in diesen Pflanzen die

Aggressivitit des Pilzes.

Tabelle 15: Zusammenfassende Darstellung der Biocontrol-Experimente mit AHL-
produzierenden Rhizosphérebakterien und ihren korrespondierenden AHL-
Nullmutanten, sowie dem Biocontrol-Stamm Pseudomonas fluorescens WCS417r.
Angegeben sind die Anderungen der nekrotischen Blattschiiden und der DNA-Gehalte
von pathogenen Pilzen in mittelalten Bléttern in % nach viertdgiger Pilzinfektion
bezogen auf die jeweiligen Kontrollpflanzen. Rot: signifikante Reduktionen der
Nekrosen und DNA-Gehalte, wenn sie mit den Blattschdden korrelieren.

Alternaria alternata Botrytis cinerea Cladosporium
herbarum
Nekrosen  DNA- | Nekrosen  DNA- | Nekrosen  DNA-
[%] Gehalte [%] Gehalte [%] Gehalte
[%o] [%o] [%o]
Serratia liquefaciens -70 -79 +3 + 86 -6 +6
MG1
Serratia liquefaciens -20 -10 -13 - 64 -8 -32
MG44 (AHL-negativ)
Pseudomonas putida -70 +48 -10 + 72 -64 -55
IsoF
Pseudomonas putida -50 -55 -20 +543 - 61 +61
F117 (AHL-negativ)
Pseudomonas - 80 - 67 -20 + 607 -10 -23
fluorescens WCS417r

Die Moglichkeit, pilzliche Pathogene in Kulturpflanzen bereits vor dem Auftreten von
Schadsymptomen spezifisch nachweisen zu konnen, erdffnet neue Perspektiven im
Pflanzenschutz und in der Pflanzenziichtung. SchutzmaBnahmen koénnen gezielt und mit
geringerer Belastung der Umwelt eingesetzt werden. Ziichtungsprogramme zur Gewinnung
resistenter Kulturpflanzen werden erheblich beschleunigt durch friilhe und quantifizierbare
Erfassung der Pathogenbelastung, vor allem dann, wenn diese (wie z. B. Fusarium spp.) sich
auch endophytisch (also ohne sichtbares Krankheitsbild) in der Pflanze ausbreiten konnen.
Die klassische Identifizierung von pathogenen Pilzen mittels morphologischer Charakteristika
erfordert vor allem bei anamorphen Entwicklungsstadien erhebliche Erfahrung.
Phanotypische Merkmale wie Myzelfarbe oder Form und Groéfe von Konidiosporen sind
sogar intraspezifisch hochvariabel und kénnen durch Kulturbedingungen, Medienzusammen-

setzung oder Umwelteinfliisse beeinfluBt werden. Die Anwendung von Kreuzungstesten
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hingegen erfordert nicht nur geeignete Tester-Stimme, sie ist auch sehr zeitaufwindig und

damit fiir Pflanzenziichter und Pflanzenschutzimter kaum brauchbar.

1.3. Spezifitit der Biocontrol-Aktivitiit gegen verschiedene perthotrophe Pilze

Charakteristisch fiir die durch P. fluorescens WCS417r in Arabidopsis thaliana induzierte
systemische Resistenz (ISR) ist der unspezifische Schutz gegen verschiedene Typen von
Krankheitserregern. So erhohte sich der Schutz sowohl gegen bakterielle Erreger (P. syringae
pv. tomato, Xanthomonas campestris pv. armoraciae) als auch gegen pathogene Pilze
(Fusarium oxysporum f. sp. raphani, Peronospora parasitica; Pieterse et al., 1996, 2001; Van
Wees et al., 1997).

Die in dieser Studie eingesetzten Rhizosphéarebakterien erwiesen sich am effektivsten
gegeniiber A. alternata, wobei S. liquefaciens MG1 einen spezifischen Schutz nur gegen
diesen einen Pilz induzierte, nicht aber gegen die beiden anderen verwendeten Pathogene
Botrytis cinerea und Cladosporium herbarum (Tabelle 15). Mit P. putida IsoF inokulierte
Pflanzen hatten 64 % weniger Nekrosen nach Infektion mit C. herbarum und die AHL-
negative Mutante F117 zeigte eine &dhnlich hohe Biocontrol-Aktivitit wie der Wildtyp-
Stamm. Dieses Rhizosphéirebakterium erhohte damit die pflanzliche Resistenz gegeniiber
zwei der drei verwendeten Pathogene (A. alternata, C. herbarum) und bewirkte bei einer
Infektion mit B. cinerea einen geringen Riickgang der Schéiden.

Die Griinde fiir die Unterschiede in der Biocontrol-Aktivitit konnten zum einen in der
unterschiedlich stark ausgepriagten Aggressivitit der einzelnen Pilze liegen und zum anderen
in unterschiedlichen Abwehrantworten der Tomatenpflanzen. Dabei konnten entweder die
drei Pilze jeweils andere Abwehrreaktionen ausldsen oder auch die Rhizosphérebakterien, so
dass nicht bei jeder Rhizosphérebakterium / Pathogen Kombination die optimalen Abwehr-
mechanismen induziert werden.

Perthotrophe Pilze zeichnen sich in ihrer Erndhrungsweise dadurch aus, dass sie
lebende Gewebe befallen, diese mit Hilfe von toxischen Substanzen abtéten und sich dann
von dem absterbenden und spéter auch toten Gewebe erndhren (Hoffmann et al., 1994; Prell
& Day, 2001). Eine Infektion mit Botrytis cinerea verlduft im allgemeinen in drei Stadien:
wiahrend der ersten 24 Stunden bilden sich primire Ldsionen und im Wirt wird eine
hypersensitive Antwort (HR) ausgelost (Benito et al., 1998). In der zweiten Phase verdndern
sie sich nicht, sie scheinen eingegrenzt zu sein. Im dritten Stadium breitet sich der Pilz

aggressiv iiber das Blatt von nur 10-30 % der priméren Lésionen aus. Eine HR kann also
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perthotrophe Pilze nicht einddmmen, sie scheint sogar die Infektion mit diesen Pilzen zu
begiinstigen (Govrin & Levine, 2000). Die HR ist zwar ein erfolgreicher
Abwehrmechanismus gegeniiber biotrophen Pathogenen, da durch den lokalen Zelltod die
Erreger von ihrer Nahrstoffversorgung durch lebende Zellen abgeschnitten werden, nicht aber
gegeniiber perthotrophen (Heath, 2000). Zudem scheinen diese Organismen gut an die
wihrend der HR freigesetzten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) adaptiert zu sein (Mayer et
al., 2001). Sie besitzen z. B. diverse Enzyme, darunter Superoxiddismutasen, Catalasen oder
Peroxidasen, die ROS inaktivieren und entgiften konnen. Zudem scheint B. cinerea besonders
unempfindlich gegeniiber H,O, zu sein, da Sporen selbst bei einer Konzentration von
180 mM noch auskeimen kénnen (Gil-ad & Mayer, 1999). Die Virulenz des Pathogens wird
nicht nur durch die Effektivitit seiner Entgiftungsenzyme bestimmt, sondern in weitaus
stirkerem Malle auch von sogenannten induzierbaren Angriffsenzymen (Staples & Mayer,
1995). Mit Hilfe dieser Enzyme baut B. cinerea pflanzliche Zellwénde ab, um die Infektion
auszuweiten. Besondere Bedeutung fiir die Virulenz haben dabei [-Glucosidasen,
Pectinmethylesterasen und Polygalacturonasen (Staples & Mayer, 1995).

Inwieweit diese Virulenzfaktoren auch bei anderen perthotrophen Pilzen von
Bedeutung sind, ist noch weitgehend unklar. Es ist davon auszugehen, dass aufgrund der
dhnlichen Erndhrungsweise auch vergleichbare Infektionsverldufe vorhanden sind. Dennoch
konnen Unterschiede in der Aggressivitit der in dieser Arbeit verwendeten Pilze der Grund
fiir die Unterschiede in der Effektivitit der Biocontrol-Mechanismen der drei
Rhizosphirebakterienstimme sein. Die Ausbreitung der Nekrosen verlief bei B. cinerea
deutlich schneller als bei A. alternata; dieser Pilz scheint also wesentlich aggressiver zu sein
(vgl. Ergebnisse Abb. 30, 35). Moglicherweise ddmmen die durch die Rhizospharebakterien
induzierten Abwehrreaktionen A. alternata schon wihrend der ersten Stadien der Infektion
ein, wohingegen B. cinerea diese iiberwinden kann. Mikroskopische Beobachtungen vom
Zeitpunkt der Auskeimung und dem weiteren Wachstum der Hyphen sollten Aufschluss

dariiber geben, wann die pflanzliche Abwehr die Infektion eindimmt.

1.4. Induktion systemischer Resistenz in Tomatenpflanzen durch Serratia
liquefaciens MG1

Eine systemische Resistenz in Pflanzen ist dadurch gekennzeichnet, dass nach einer lokalen
Infektion mit einem Pathogen, der Applikation von chemischen Substanzen oder von nicht-

pathogenen Rhizosphirebakterien Signalwege aktiviert werden, die zu einem erhdhten

140



Diskussion

systemischen Abwehrstatus fiihren, so dass nachfolgende Infektionen weniger starke
Symptome hervorrufen (Heil, 2001; Van Loon et al., 1998). Systemische Resistenzen, die von
nicht-pathogenen Rhizosphédrebakterien ausgeldst werden, unterscheiden sich von anderen
Biocontrol-Mechanismen dadurch, dass keine antagonistischen Effekte zwischen dem
Rhizosphérebakterium und dem Pathogen stattfinden, und die erhdhte Widerstandsfédhigkeit
allein auf der Aktivierung von pflanzlichen Abwehrreaktionen beruht (Van Loon et al., 1998).
Der beobachtete Riickgang von Blattschiden in Tomatenpflanzen, die mit S. liguefaciens
MG1 vorbehandelt wurden, ist auf die Induktion systemischer Abwehrreaktionen
zuriickzufiihren, da eine rdumliche Trennung von Pilz und Bakterium gewihrleistet war. Die
Zugabe der Bakterien erfolgte an den Wurzeln; eine Wanderung der Bakterien iiber den
Spross in die Blitter war nicht nachweisbar (vgl. Ergebnisse, Tabelle 8). S. liqguefaciens MG1
kolonisierte die Pflanzenwurzeln nur auf der Oberfliche (vgl. Ergebnisse, Abb. 16), ein
endophytisches Wachstum wurde nicht beobachtet (S. Gantner, A. Hartmann, GSF-Institut fiir
Bodendkologie, pers. Mitteilung). Das Verhindern eines Kontaktes zwischen Serratia
liquefaciens MGl und den pathogenen Pilzen ist deshalb so wichtig, weil diese
Bakteriengattung antagonistische Wirkungen auf das Wachstum von Pilzen haben kann (Berg
et al.,, 2002; Kalbe et al., 1996). Untersuchungen des Einflusses dieses Stammes auf das
Wachstum von A. alternata in Hemmassays auf Agarplatten zeigten eine 2-5 mm breite Zone
mit vermindertem Pilzwachstum rund um die Bakterienkolonie (vgl. Ergebnisse Tabelle 10,
Abb. 28) Gegeniiber B. cinerea war der hemmende Effekt geringer, der Pilz konnte in
unmittelbarer Umgebung der Bakterienkolonie uneingeschriankt wachsen, nur nicht auf der
Kolonie selbst. S. liguefaciens MG1 produziert eine Reihe von Exoenzymen, wie z. B.
Chitinasen, Nucleasen und Proteasen, die pilzliche Zellwénde angreifen und auch Elicitoren
freisetzen konnen(Givskov et al., 1997). Eine Aktivierung der pflanzlichen Abwehr durch
Elicitoren scheint in den hier beschriebenen Versuchen eine eher untergeordnete Rolle zu
spielen, da der AHL-negative Stamm nur eine geringfiigige Reduktion der Schéden in den
Pflanzen bewirkte.

In der Regel liegt zwischen der Applikation des induzierenden Agens und dem
Einsetzen der Resistenz in der Pflanze ein Zeitintervall. Meist dauert es einige Tage bis zu
einer Woche, bis sich SAR oder eine durch nicht-pathogene Rhizosphdrebakterien vermittelte
systemische Resistenz etabliert (Durner et al., 1997; Van Loon et al., 1998). Nach den
Ergebnissen dieser Arbeit wurde eine induzierte systemische Resistenz drei Tage nach
Zugabe der Bakterien etabliert. Dies stimmt mit den meisten Studien iiberein, bei denen ein

Zeitraum von einigen Tagen zwischen der Inokulation der Pflanzen mit den Bakterien und der
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Pathogeninfektion gewdhlt wurde (Pieterse et al., 1996, 2000). Es wurden aber auch Beispiele
beschrieben, nach denen eine Resistenz bereits einen Tag nach Zugabe von P. fluorescens
WCS374 in Rettichpflanzen etabliert wurde (Leeman et al., 1995) bzw. der Schutz bis zu drei
Wochen anhielt (Van Wees et al., 1999).

Zum leichteren Nachweis der Rhizosphérebakterien an der Wurzel wurden Stimme
verwendet, die mit dem Gen fiir das griin fluoreszierende Protein gfp bzw. fiir das rot
fluoreszierende Protein rfp markiert waren. Eine Beeintrachtigung des Wachstums gegentiber
den Wildtyp-Stdmmen konnte durch die gfp bzw. rfp —Markierung nicht festgestellt werden
(Steidle et al., 2002; S. Gantner, A. Hartmann, GSF-Institut fiir Bodendkologie, personliche
Mitteilung). Die Induktion der Resistenz durch Rhizosphérebakterien erfolgte, nachdem ein
bestimmter Schwellenwert der Inokulatdichte {berschritten ist. Wurde die zugegebene
Zellzahl weiter erhoht, so hatte dies keine Auswirkungen auf die Stirke der Resistenz
(Leeman et al, 1995; Raaijmakers et al., 1995). Fir die Versuche wurden hohe
Inokulationsdichten gewdhlt, um sicherzugehen, dass die Bakterien wihrend des ganzen
Versuchszeitraumes anwesend sind, da eine Abnahme der Zellzahlen innerhalb von neun
Tagen bei geringen Inokulationsdichten beobachtet wurde (vgl. Ergebnisse Abb. 15). Der
Schwellenwert von 10° cfu (colony forming units) g FG™, der fir die Induktion einer
systemischen Resistenz als notwendig beschrieben wurde (Raaijmakers et al., 1995), wurde in
allen Experimenten erreicht bzw. sogar iiberschritten (vgl. Ergebnisse Tabellen 8, 9). Die
Unterschiede in der Biocontrol-Aktivitdt der einzelnen Rhizosphirebakterien / Pathogen-
kombinationen liegen daher nicht an einer ungeniigenden Kolonisierung der Wurzeln.
Moglicherweise sind diese hohen Zellzahlen aber nicht nétig, da beschrieben wurde, dass eine
systemische Resistenz, einmal etabliert, unabhingig von der verbleibenden Population
bestehen bleibt (Liu et al., 1995). Es sollte in weiteren Studien iiberpriift werden, ob geringere
Zellzahlen bei einer Inokulation mit den AHL-produzierenden Rhizosphérebakterien
ausreichen, um eine Resistenz gegen A4. alternata zu etablieren.

Nicht vollig ausgeschlossen ist ein Transport von Antibiotika oder anderer
antagonistisch wirkender Metabolite iiber die Pflanze zum Ort des Pathogenbefalls. Diese
Metabolite konnten auch toxisch auf die Pflanze wirken und als milder Stress eine systemisch
erworbene Resistenz (SAR) auslosen (Van Loon et al., 1998). So konnte ein modifizierter
Stamm von P. fluorescens CHAO, der erhohte Mengen der Antibiotika Diacetylphloroglucinol
und Pyoluteorin produzierte, die Pflanzen zwar besser gegen Wurzelfdule schiitzen, reduzierte

aber gleichzeitig das Wachstum der Pflanzen (Maurhofer et al., 1994, 1995).
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2. Abwehrreaktionen und Signalstoffe bei induzierter systemischer
Resistenz gegen Alternaria alternata

Pflanzen erkennen pathogene Bakterien oder Pilze iiber verschiedene Substanzen, die von der
Zelloberfliche der Mikroben stammen oder beim Eindringen in die Gewebe freigesetzt
werden. Diese Substanzen, allgemeine Elicitoren genannt, werden unspezifisch von
verschiedenen Pflanzenspezies erkannt und setzen anschlieBend eine Kaskade von
Abwehrreaktionen in Gang (Niirnberger & Brunner, 2002). Als Elicitoren konnen
verschiedene Substanzklassen wirken, wie (Glyco)proteine, Peptide oder Lipide. Bei der
Aktivierung einer Reihe von Abwehrreaktionen auf Pathogenbefall {ibernehmen insbesondere
die Molekiile Salicylsdure, Ethylen und Jasmonat, aber auch Stickstoffmonoxid (NO) eine
wichtige Funktion bei der Signalweiterleitung und Aktivierung von Abwehr-assoziierten
Proteinen und niedermolekularen Substanzen (Alvarez, 2000; Durner et al., 1997; Klessig et
al., 2000; Langebartels & Kangasjirvi, 2003; Pieterse & Van Loon, 1999).

Von groflem Interesse war es, in dieser Arbeit die Gehalte von Salicylsdure und der
Ethylenvorstufe 1-Aminocyclopropan-1-carbonsdure (ACC) nach Einwirkung von AHL-
produzierenden Rhizosphérebakterien und anschlieBender Pathogeninfektion zu untersuchen
bzw. nach Behandlung der Pflanzen mit AHL-Molekiilen. Da zudem die Moglichkeit besteht,
dass AHL-Molekiile selbst von der Pflanze wahrgenommen werden kénnen, wurden Pflanzen
mit den beiden von S. liquefaciens MG1 produzierten AHL-Molekiillen HHL und BHL
behandelt. Die gewéhlte Konzentration von 10 uM entspricht der Konzentration an BHL und
HHL, die S. liguefaciens MGl in Fliissigkultur produzieren kann (Eberl et al., 1999). Es darf
davon ausgegangen werden, dass in der Rhizosphére oder in Biofilmen AHL-Konzentrationen
in dieser Grofenordnung erreicht, wenn nicht sogar iliberschritten werden (L. Eberl, Institut
fiir Mikrobiologie, TU Miinchen, personliche Mitteilung). Ein Zerfall der AHL-Molekiile
kann weitgehend ausgeschlossen werden, da diese in wissrigen Losungen bei neutralen oder
sauren pH-Werten relativ stabil sind. Der Homoserinlactonring wird erst unter stark

alkalischen Bedingungen geoffnet (Leadbetter & Greenberg, 2000; Schaefer et al., 2000).

In Tabelle 16 sind die Anderungen der Gehalte von Ethylen bzw. ACC und Salicylsiure nach
Behandlungsvarianten, Zeitraum der Anderung und Ort der Reaktion aufgeschliisselt
zusammenfassend dargestellt. Auffillig war dabei die sehr schnelle systemische Erhohung der
Ethylenemission nach Inokulation der Pflanzen mit S. liguefaciens MG1 innerhalb weniger

Stunden. Neben diesen kurzfristigen Anderungen der Signalstoffgehalte waren auch
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Reaktionen in einem Zeitraum von Tagen zu beobachten: S. liguefaciens MG1 bewirkte einen
Anstieg von freier und konjugierter Salicylsdure, sowie konjugierter Gentisinsdure (2,5-
Dihydroxybenzoesdure), die einen zu Salicylsdure verwandten Inhaltsstoff darstellt. Nach
Applikation von N-Hexanoyl-L-homoserinlacton reagierten die Pflanzen innerhalb von fiinf
Stunden mit einer Erhohung der Gehalte an freier Salicylsdure in den Wurzeln und weniger
stark ausgeprigt systemisch in den Bléittern (Tabelle 16). Freies ACC war nicht
nachzuweisen, bei den ACC-Konjugaten war ein geringer Anstieg zu verzeichnen. Die

Gehalte an konjugierter Salicylsdure blieben von HHL unbeeinflusst.

Tabelle 16: Zusammenfassende Darstellung der Einfliisse von Serratia liquefaciens MGI
(Wildtyp), S. liguefaciens MG44 (N-Acyl-L-homoserinlacton-Nullmutante) und N-
Hexanoyl-L-homoserinlacton (HHL) auf die Ethylenvorstufe 1-Aminocyclopropan-1-
carbonsdure (ACC) und der pflanzlichen Signalstoffe Ethylen, Salicylsiure, (SA) und
Gentisinsdure (GA). + : Anstieg der Gehalte, - : nicht messbar, n. d.: nicht untersucht.

Behandlungsvariante Zeit Organ | Ethylen, | konj. SA konj. SA,
ACC ACC konj. GA
= Stunden Blatt et - n. d. n d.
) MG1 .
= Tage Blatt - - S o+
= % Stunden | Wurzel - - R -
A~ HHL
Stunden Blatt - ++ ++ -
K
(ohne Pilz) - - + +
K 2
s . (ohne Bakterien) 0-1 Tage t + ++ ++
S Keine MG1 nach der >
§ sichtbaren Infektion ++ + + +
< | Schiéden
S
< MG44 2 N N N
.*é K Blatt
- - - ++ ++
_§ (ohn;; Pilz)
Z | s - | e |
< s1cht"b r¢ | (ohne Bakterien) 2-4 Tage ++t
£ | Schiden MGI1 nach der 5
bei Infektion ++ -+ ++ ++
infizierten
Pflanzen MGd4 ++2 | -+

Anderungen in der Ethylenemission
?Anderungen in den Gehalten von freiem ACC
3 Anderungen sowohl der SA- als auch der GA-Gehalte

Vergleicht man nun die Einfliisse einer Vorbehandlung mit dem AHL-produzierenden
Wildtyp-Stamm MG1 bzw. mit der AHL-negativen Mutante MG44 auf die Gehalte von
Salicylsdure und ACC wihrend einer anschlieBenden Infektion mit A. alternata, so fallt auf,

dass die stirksten Reaktionen erst beim Einsetzen von sichtbaren Schiden auftreten (Tabelle
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16). Dabei wiesen die Pflanzen ohne Vorbehandlung mit den Bakterien die hochsten Gehalte
an freiem ACC und freier Salicylsdure auf, wobei die Gehalte der freien Salicylsdure in den
mit S. liguefaciens MG44 inokulierten Pflanzen genauso hoch waren wie die der
Kontrollpflanzen ohne Vorbehandlung. Die Gehalte an konjugierter Salicylsdure verhielten
sich dhnlich. Damit konnte in dieser Arbeit ein Einfluss von S. liguefaciens MG1 und HHL

auf pflanzliche Signalstoffe bei Tomate gezeigt werden.

2.1. Rolle von Ethylen bei der systemischen Resistenz durch Serratia liquefaciens
MG1

Eine der schnellsten Reaktionen, die in den hier beschriebenen Experimenten beobachtet
wurde, war die Erhohung der Ethylenemission in den Blittern nur ein bis drei Stunden nach
Applikation von S. liguefaciens MG1 an die Wurzeln von Tomatenpflanzen (Tabelle 16, Abb.
40). Auch Pflanzen, die verwundet wurden, emittieren bereits nach einer Stunde erhdhte
Mengen an Ethylen, damit stellt Ethylen eines der frithesten Signalmolekiile dar (O'Donnell et
al., 1996).

Die Vorlduferverbindung 1-Aminocyclopropan-1-carbonséure (ACC) konnte in den
inokulierten Pflanzen nicht detektiert werden, obwohl die ACC-Gehalte im allgemeinen sehr
gut mit der Freisetzung des gasformigen Pflanzenhormons korrelieren (Moeder et al., 2002;
Tuomainen et al., 1997). Da sich die gemessene Ethylenemission nur in einem sehr geringen
Konzentrationsbereich bewegte (0,14 nmol h! gFG'l) ist es moglich, dass keine erhohte
ACC-Synthese stattfand oder dass das ACC vollstindig durch konstitutive ACC-Oxidasen
umgesetzt wurde. Im Vergleich dazu werden bei Pathogenbefall Ethylenwerte von iiber 3
nmol h”' g FG™ induziert (Biles et al., 1990; Elad, 1990).

Wihrend der anschlieBenden Infektion mit 4. alternata stiegen die Gehalte an freiem
ACC parallel zur Entwicklung der Blattschdden stark an, wobei das Maximum mit dem
Einsetzen von sichtbaren Schiden zusammenfiel (Tabelle 16). Die Konjugate reagierten etwa
mit einem Tag Verzogerung. Bei Pflanzen, die mit S. liguefaciens MG1 oder der AHL-
Nullmutante MG44 vorbehandelt wurden, fehlte das Maximum an freiem ACC am zweiten
Tag. Zu diesem Zeitpunkt waren die Kontrollpflanzen schon etwa doppelt so stark geschidigt
wie die behandelten Pflanzen. Die Gehalte an gebundenem ACC erreichten erst am vierten
Tag ihre hochsten Werte, wobei auch hier die behandelten Pflanzen weniger hohe Mengen
akkumulierten. Interessant ist, dass die mit dem AHL-negativen Stamm MG44 behandelten

Pflanzen die geringste Akkumulation zeigten, obwohl die Schiden im Vergleich zu den
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Kontrollpflanzen nur um 20 % reduziert waren. Die ACC-Gehalte im spéteren Verlauf der
Infektion sind daher eher als ein MaB fiir die Symptomentwicklung anzusehen als fiir eine
Beteiligung an einer erfolgreichen Abwehr gegen A. alternata.

Pieterse und Kollegen konnten zeigen, dass die durch P. fluorescens WCS417r
induzierte systemische Resistenz (ISR) von einem intakten Jasmonat — und Ethylensignalweg
abhingig ist. Wurden die Arabidopsis-Mutanten etrl-1 und jarl-1 mit exogenem ACC
behandelt, so konnte in jarl-I ein erhohter Schutz gegen P. syringae pv. tomato ausgelost
werden, in etrl-1 dagegen nicht (Pieterse et al., 1998). Daraus ldsst sich schlieen, dass
Komponenten des Jasmonat- vor denen des Ethylensignalweges liegen. Die ISR geht nicht
mit erhohten Emissionen dieser Signalstoffe einher, sondern basiert eher auf einer erhdhten
Sensitivitdt gegeniiber diesen Pflanzenhormonen (Pieterse et al., 2000). Bei der induzierten
systemischen Resistenz durch S. liquefaciens MGl konnten die Induktionen der
Ethylenemission die Pflanzen ebenfalls sensitiver gegeniiber diesem Hormon machen.

Verschiedene Pathogene induzieren in A. thaliana unterschiedliche Abwehrwege. So
werden bei Infektionen mit biotrophen Pathogenen héufig Salicylsdure-abhingige Signalwege
aktiviert, bei perthotrophen Pathogenen wie B. cinerea oder A. brassicicola greifen in der
Regel Jasmonat- und Ethylenvermittelte Abwehrreaktionen. (Thomma et al., 1998, 1999,
2000, 2001). Eine exogene Applikation von Ethylen fiihrte zu einer verminderten Anfalligkeit
von Tomatenpflanzen gegeniiber B. cinerea, wihrend die Behandlung mit Inhibitoren der
Ethylenperzeption in stirker ausgepragten Symptomen resultierte (Diaz et al., 2002). Ethylen-
insensitive Tabakpflanzen verlieren ihre nicht-wirtspezifische Resistenz gegen natiirlich im
Boden vorkommende Pilze (Knoester et al., 1998). Auf der anderen Seite fordert Ethylen
Seneszenz und Fruchtreife, was manchen perthotrophen Pathogenen die Infektion erleichtern
kann (Abeles et al., 1992; Diaz et al., 2002). Ethylen fordert auch die Entwicklung von
Nekrosen (Lund et al., 1998). In Ethylen-insensitiven Tomatenpflanzen fiihrt eine Infektion
mit den virulenten Bakterienstimmen Xanthomonas campestris oder Pseudomonas syringae
zu einer abgeschwichten Symptomentwicklung, wobei die Entwicklung der priméren
Liasionen genauso verlief wie in Wildtyp-Pflanzen, wihrend die nachfolgende Ausbreitung
von Chlorosen und Nekrosen deutlich schwécher war. Eine defekte Ethylenperzeption
etabliert in diesem Beispiel eine erhohte Toleranz in den Pflanzen. Dieser Effekt wird v. a.
durch die Wirkung von Ethylen-abhéngiger Salicylséure vermittelt, die in einer verdnderten
Zelltod-Entwicklung resultiert (O'Donnell et al., 2001). Diese Beispiele lassen erkennen, dass
die Beteiligung von Ethylen-vermittelten Abwehrreaktionen, je nach Pathogen /

Wirtkombination zu einer verstirkten oder erniedrigten Anfdlligkeit fiihrt. Nach den
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Ergebnissen dieser Studie scheint die spdte Ethylenbildung bei einer Infektion mit
A. alternata eher die Stérke der Infektion widerzuspiegeln als Teil einer erfolgreichen Abwehr
gegen den Pilz zu sein.

Verwundungen der Pflanze erleichtern das Eindringen von Pathogenen, auch wenn die
meisten perthotrophen Pilze iiber Mechanismen verfiigen, die ihnen die Penetration durch die
Blattepidermis ermdglichen. Eine Infektion mit nekrotisierenden Pilzen selbst kann ebenfalls
Verwundungsreaktionen auslosen. Ethylen wird von verwundetem Gewebe freigesetzt und
agiert zusammen mit anderen Komponenten des Verwundungs-Signalweges wie z. B.
Jasmonat, Oligogalacturonide, Abscisinsdure, H,O, und bei Solanaceen dem Oligopeptid
Systemin (Ryan, 2000). Es werden Abwehrreaktionen ausgeldst, die gewohnlich gegen
Herbivore gerichtet sind, in manchen Féllen aber auch effektiv gegen Pathogene wirken
(Bostock, 1999). B. cinerea setzt wihrend der Infektion Oligogalacturonide frei, die
Elicitoren fiir Verwundungsreaktionen darstellen konnen (Ten Have et al., 1998).
Tomatenlinien, die einen Defekt im Jasmonat oder im Systeminsignalweg besitzen, waren
anfélliger gegen eine Infektion mit B. cinerea, was auf eine Beteiligung von Jasmonat und
Systemin an der Resistenz gegen diesen Pilz hindeutet (Diaz et al., 2002). Werden diese
beiden Mutanten und Wildtyp-Pflanzen mit Ethylen behandelt, so beobachtet man in den drei
Linien eine vergleichbare Erh6hung der Resistenz gegen B. cinerea (Diaz et al., 2002). Die
Autoren schlossen daraus, dass in Tomatenpflanzen der Ethylen- und der Jasmonatsignalweg
unabhingig voneinander agieren konnen, beide aber an einer Resistenz gegen B. cinerea
beteiligt sind. Im Gegensatz dazu wirken die beiden Signalwege in A. thaliana synergistisch

(Thomma et al., 1999).

2.2. Beteiligung von Salicylsiure bei der systemischen Resistenz induziert durch das
N-Acyl-L-homoserinlacton produzierende Rhizosphirebakterium Serratia
liquefaciens MG1

Unbestritten ist die Beteiligung von Salicylsdure bei der systemisch erworbenen Resistenz
(SAR), die sich nach einer lokalen Infektion mit nekrotisierenden Pathogenen entwickeln
kann und mit einer langandauernden Resistenz gegeniiber einem breiten Spektrum von
Pathogenen einhergeht (Alvarez, 2000; Durner et al., 1997; Klessig et al., 2000). Eine
Erhohung der Gehalte an Salicylsdure wiahrend Pathogeninfektionen wurde in einer Vielzahl
von Pflanzen beschrieben, z. B. in Gurke (Métraux et al., 1990), Tabak (Costet et al., 1999;
Enyedi et al., 1992) oder Ackerschmalwand (Cameron et al., 1999).
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Drei Tage nach Zugabe des AHL-produzierenden Bakteriums Serratia liquefaciens MGI
wurden erhohte Gehalte sowohl der freien als auch der konjugierten Salicylsdure in den
Tomatenblittern gemessen (Abb. 37, Tabelle 16). Die Pflanzen konnten entweder von den
Bakterien produzierte Salicylsdure {iiber die Wurzeln aufnehmen und in die Blatter
transportieren oder die Bakterien produzieren eine Substanz, die die Biosynthese von
Salicylsdure induziert. Obwohl Salicylsdure im Phloem transportiert werden kann, ist ein
noch unbekannter Signalstoff fiir das Auslésen der SAR in distalen Pflanzenteilen zustdndig
(Durner et al., 1997).
Viele Rhizosphdrebakterien wie z. B. Pseudomonas spp. oder Serratia spp. produzieren
Salicylsdure unter Eisen-limitierenden Bedingungen, da diese zur Synthese von Siderophoren
dienen kann (De Meyer & Hofte, 1997; Mercado-Blanco et al., 2001; Press et al., 1997). Ein
Transport von den Wurzeln in die Blitter ist moglich, wie Experimente mit radioaktiv
markierter Salicylsdure in Tabakpflanzen gezeigt haben (Moeder, 1999). M. Hoéfte und
Kollegen beschreiben in ihren Arbeiten die Induktion einer systemischen Resistenz in Bohnen
und Tabak durch Salicylsdure, die von dem Stamm P. aeruginosa TNSK2 gebildet wurde (De
Meyer et al., 1999; De Meyer & Hofte, 1997). Dabei geniigten schon nanomolare
Konzentrationen, um eine Resistenz gegen B. cinerea in Bohnenpflanzen hervorzurufen (De
Meyer et al., 1999). AuBlerdem war die Etablierung, nicht aber die Induktion einer Resistenz
abhédngig von einer in planta Akkumulation von Salicylsdure, wie Pfropfexperimente mit
nahG-Tabakpflanzen und Wildtyp Wurzelstocken als Unterlage zeigten (De Meyer et al.,
1999). In diesen Pflanzen konnte sich eine systemische Resistenz entwickeln. NahG-
Tomatenpflanzen konnten ebenfalls keine Resistenz gegen B. cinerea etablieren (Audenaert et
al., 2002). Zudem wurden erhohte Salicylsduregehalte in Blédttern von Bohnenpflanzen
gemessen, die mit dem P. aeruginosa Stamm KMPCH inokuliert wurden, der zwar
Salicylsdure, aber keine weiteren Siderophore bildet (De Meyer et al., 1999). In Bohnen- und
Tomatenpflanzen wurde durch diesen Stamm die Aktivitit der Phenylalanin-Ammoniak-
Lyase in den Wurzeln erhoht (Audenaert et al.,, 2002; De Meyer et al., 1999). Die durch
P. aeruginosa TNSK2 vermittelte Resistenz ist damit wie die SAR von Salicylsdure-abhéingig.
Zusatzlich zur Induktion der Salicylsdure war bei den mit S. liguefaciens MGI1
inokulierten Pflanzen ein weiterer pflanzlicher Signalstoff, die verwandte 2,5-
Dihydroxybenzoesdure (Gentisinsdure) erhoht (Tabelle 16, Abb. 37). In wunseren
Experimenten war nur die konjugierte Form detektierbar. Nach einer Viroidinfektion von
Tomatenpflanzen konnte neben konjugierter auch freie Gentisinsdure in Tomatenpflanzen

nachgewiesen werden (Bellés et al., 1999). Es wird vermutet, dass Salicylsdure in
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Gentisinsdure umgewandelt werden kann, denn nach Besprithen von Pflanzen mit 10
millimolar Salicylsdureldosung steigen auch die Gehalte an Gentisinsdure und bei Zugabe von
radioaktiv markierter Salicylsdure findet man die Radioaktivitidt auch in der Gentisinsdure
wieder (Bellés et al., 1999). Die Rolle von Gentisinsdure als Signal in Abwehrreaktionen ist
noch weitgehend unklar. Sie kann ein zu Salicylsdure unterschiedliches Spektrum an PR-
Proteinen in Tomatenpflanzen induzieren, darunter zwei Isoformen von basischen Chitinasen
und P23, ein Thaumatin-dhnliches Protein (Bellés et al., 1999). Sie scheint daher unabhéngig
von Salicylsdure zu wirken.

Noch schnellere Reaktionen wurden beobachtet, wenn in Sandkultur gezogene
Pflanzen mit N-Hexanoyl-L-homoserinlacton (HHL) behandelt wurden. Innerhalb weniger
Stunden konnte ein lokaler Anstieg von Salicylsdure in den Wurzeln und in geringerem
Ausmal} auch in den Blittern beobachtet werden (Tabelle 16; Abb. 44). Die systemische
Induktion der Salicylsdure in den Bléttern wurde nicht in allen Experimenten beobachtet. Ein
Grund dafiir konnte sein, dass, obwohl die Pflanzen unter keimreduzierten Bedingungen in
sterilem Quarzsand angezogen wurden, Kontaminationen mit AHL-abbauenden Bakterien
nicht ausgeschlossen werden konnen, und die Konzentrationen der AHL-Molekiile zwar fiir
eine lokale, nicht aber fiir eine systemische Erhohung der Salicylsduregehalte ausreichte. Aus
der Literatur ist bekannt, dass AHL-Molekiile von bestimmten Bakterien abgebaut werden
konnen, so konnte das Bodenbakterium Variovorax paradoxus den Lactonring spalten und
AHL-Molekiile als Stickstoffquelle nutzen (Leadbetter & Greenberg, 2000). Erst kiirzlich
wurde mit den N-Acyl-homoserinlactonasen eine neuartige Enzymfamilie in Bacillus spp.
beschrieben, die AHL-Molekiile durch die Spaltung des Lactonringes inaktivieren kann
(Dong et al., 2000, 2002).

Bei der induzierten systemischen Resistenz (ISR), hervorgerufen durch P. fluorescens
WCS417r in Arabidopsis thaliana, ist die Signaltransduktion unabhingig von Salicylsdure
(Pieterse et al., 2001). Transgene Pflanzen (nahG), die keine Salicylsdure akkumulieren
konnen, entwickelten eine dhnlich stark ausgeprédgte Resistenz gegen P. syringae pv. tomato
DC3000 nach Kolonisierung der Wurzeln mit P. fluorescens WCS417r wie Wildtyp-Pflanzen
(Pieterse et al., 1996; Van Wees et al., 1997). Die Mutanten sid/-1 und sid2-1, die einen
Defekt in der Induktion der SAR durch Salicylsdure besitzen, konnten ebenfalls eine
WCS417r vermittelte ISR ausprigen (Pieterse et al., 2001). Zudem wurden nie erhohte
Salicylsdauregehalte nach Inokulation von Arabidopsis thaliana mit P. fluorescens WCS417r
gemessen (Pieterse et al., 2000). Neben P. fluorescens WCS417r konnen auch weitere

Rhizosphérebakterien (z. B. P. fluorescens WCS358r) diesen Salicylsdure-unabhéngigen ISR-
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Signalweg in A. thaliana induzieren (Van Wees et al., 1997), aber auch in anderen
Pflanzenarten scheint dieser Signalweg vorhanden zu sein. Press et al. (1997) berichten, dass
Serratia marcescens 90-166 sowohl in Wildtyp-Tabakpflanzen als auch in transgenen nahG-
Pflanzen eine Resistenz gegen P. syringae pv. tabaci induzieren konnte. Die Induktion der
hier beschriebenen systemischen Resistenz durch S. liguefaciens MG1 in Tomatenpflanzen
unterscheidet sich damit deutlich von der ISR, da in dieser Studie erstmals erhohte Gehalte an
Salicylsdure nach Inokulation mit den Bakterien gemessen werden konnten.

Bei einer Infektion mit 4. alternata wurde in infizierten Pflanzen keine Induktion von
Salicylsdure gefunden (Tabelle 16). Infizierte Pflanzen, die vor der Zugabe des Pathogens mit
S. liquefaciens MG1 behandelt wurden, zeigten eine Korrelation der Salicylsdure-Gehalte mit
der Symptomentwicklung (Tabelle 16). Pflanzen, die weniger Schiaden aufwiesen, hatten auch
geringere Salicylsdurewerte. In der Literatur sind zahlreiche Beispiele beschrieben, wonach
wiahrend Pathogeninfektionen die Ausprigung der Schidden hdufig mit den Salicylsdure-
Gehalten korreliert (zusammengefasst in Alvarez, 2000; Durner et al., 1997).

Salicylsdure-abhingige Abwehrwege wie z. B. SAR sind in A. thaliana nicht oder nur
in sehr geringem Male effektiv gegen perthotrophe Pathogene wie B. cinerea oder
A. brassicicola (Thomma et al., 1998; Zimmerli et al., 2000). Im Gegensatz dazu stehen
Beobachtungen von Murphy et al. (2000) und De Meyer et al. (1999), dass eine Applikation
von Salicylsdure in Tabak- oder Bohnenpflanzen eine erhohte Widerstandsfahigkeit
gegeniiber B. cinerea bewirken kann. Ein weiteres Beispiel ist die systemische Resistenz
durch P. aeruginosa TNSK2, die nicht in nahG-Tabak- oder Tomatenpflanzen induziert
werden kann, also auf einem Salicylsdure-abhingigen Weg basiert (s. 0., Audenaert et al.,

2002; De Meyer et al., 1999).

3. Anderungen in der  Genexpression durch  N-Acyl-L-
homoserinlactone und Serratia liquefaciens MG1

Die durch die Signalstoffe Salicylsdure, Ethylen und Jasmonat vermittelten Abwehrwege
filhren zur Aktivierung spezifischer Abwehrproteine und —substanzen. In der vorliegenden
Arbeit wurde eine parallele Analyse von 80 Tomatengenen mit Hilfe eines Macroarrays
durchgefiihrt. Die aufgetragenen Sonden sind gegen PR-Proteingene gerichtet, gegen Gene

der Ethylenbiosynthese und —perzeption, des antioxidativen Systems, sowie Gene fiir
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Stoffwechsel und Entwicklungs-abhéngige Prozesse, wie z. B. Fruchtreife und Seneszenz
(vgl. Anhang 3). Bei einigen Genen ist die Funktion noch unbekannt.

Die beiden von S. liguefaciens MG1 produzierten AHL-Molekiille N-Hexanoyl-L-
homoserinlacton (HHL) und N-Butanoyl-L-homoserinlacton (BHL) bewirkten eine
systemische Anderung der Genexpression in den Blittern (Abb. 55). Werden die Anderungen
der Transkriptmengen aus mehreren Versuchen mit HHL und BHL zusammengefasst, so
waren 12 Gene induziert und 2 reprimiert. Damit war die Anzahl der durch AHL induzierten
Gene vergleichbar mit der Anzahl an Genen, die durch Gaben von Salicylsédure (10) bzw. von
der Ethylenvorstufe 1-Aminocyclopropan-1-carbonsidure (ACC, 13) erh6ht exprimiert wurden
(Abb. 55).

12
HHL/BHL

Abb. 55: Venn-Diagramm der Anzahl iiberlappender bzw. nicht-iiberlappender induzierter
Gene nach Infektion mit Alternaria alternata (A) oder Applikation von Salicylsdure
(SA), 1-Aminocyclopropan-1-carbonséure (ACO) bzw. N-Hexanoyl-L-
homoserinlacton (HHL) und N-Butanoyl-L-homoserinlacton (BHL).

Vergleicht man die durch HHL/BHL induzierten Gene mit den durch Salicylsdure und ACC
induzierten, so fallt auf, dass ca. die Halfte dieser Gene (7 bzw. 6 von 12) auch durch einen
dieser beiden Stoffe induziert wurden. Einige Gene wurden sogar durch alle drei
Behandlungsvarianten verdndert. Von den fiinf Genen, die sowohl auf AHL-Molekiile als
auch auf Salicylsdure und ACC ansprachen, gehorten vier zu den PR-Proteinen (PR1bl,

26 kD saure extrazellulire Chitinase, 30 kD basische intrazellulire Chitinase, Proteinase-
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Inhibitor CEVI-57). Auflerdem wurde noch der Ethylenrezeptor Le-ETR1 von allen drei
Substanzklassen induziert.

Dies zeigt deutlich, dass die einzelnen Signalwege nicht unabhdngig voneinander
agieren, sondern miteinander in Verbindung stehen. Zu dhnlichen Ergebnissen kam Schenk et
al. (2000) in seinen Versuchen mit A. thaliana, bei denen etwa 5 % der untersuchten Gene
durch mehr als eine Behandlungsvariante (Salicylsdure, Methyljasmonat, Ethylen oder einem
avirulenten Stamm von A. brassicicola) induziert waren. In unseren Untersuchungen waren
wiéhrend der Infektion mit 4. alternata die Anzahl der induzierten (22; Abb. 55) und
reprimierten (5) Gene am hdochsten. Dies war zu erwarten, da Infektionen mit Pathogenen

hiufig mit starken Reaktionen auch auf Genebene einhergehen (Schenk et al., 2000).

Tabelle 17: Systemisch induzierte Gene durch N-Hexanoyl-L-homoserinlacton (HHL) bzw.
N-Butanoyl-L-homoserinlacton (BHL) in Tomatenbléttern (vgl. Ergebnisse, Tabelle

14).
Gen Induziert | Maximaler Funktion
durch Induktions-
faktor
Salicylsidure- PR1a (P4) HHL, BHL 10 Abwehr
abhingige Gene | PR1b1 (P6) HHL, BHL 6 Abwehr
Ethylen- CEVI-57, Proteinase- HHL, BHL 4 Abwehr
abhiingige Gene | Inhibitor
P69, Subtilisin-dhnliche HHL 3 Abwehr
Endoproteinase
Durch Qa, saure Glucanase BHL 8 Abwehr
Salicylsiure 26 kD saure Chitinase HHL, BHL 18 Abwehr
und Ethylen 30 kD basische Chitinase HHL 12 Abwehr
induzierte Gene | Le-ETR1 HHL 3 Ethylenperzeption
Weitere Gene | Ascorbatperoxidase HHL 3 Antioxidatives
System
SENU3, HHL 3 Signaltransduktion,
Cysteinproteinase Seneszenz
Invertase HHL 8 Stoffwechsel
Actin-8 HHL 3 Cytoskelett

In Tabelle 17 sind die systemisch induzierten Gene nach einer Applikation von HHL bzw.
BHL zusammengestellt. Eine erhohte Transkriptakkumulation wurde dabei sowohl von
Salicylsdure- als auch Ethylen-abhéngigen Genen gefunden; einige der Gene lassen sich nach
den Ergebnissen dieser Arbeit und Vergleichen mit der Literatur nicht eindeutig in einen

Signalweg einordnen. Neben den an der Abwehr beteiligten Genen wurde auch die
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Expression von Genen anderer Bereiche wie z. B. des antioxidativen Systems, des

Cytoskeletts oder der Signaltransduktion verdndert.

Die Arraydaten ausgewdhlter Gene wurden anhand Northern Blot Analysen iiberpriift. In
Tabelle 18 st ein Vergleich der beiden Techniken zur Untersuchung von
Genexpressionsinderungen zusammengefasst. In der Mehrzahl der Fille konnten die
Arraydaten bestétigt werden, wobei sich die Northern Blot Analysen sensitiver erwiesen,

obwohl vergleichbare Gesamt-RNA-Gehalte eingesetzt wurden.

Tabelle 18: Induktionsfaktoren ausgewéhlter Gene nach Macroarray- bzw. Northern Blot
Analysen. Waren bei den Kontrollen keine Signale messbar und konnten daher auch
keine Induktionsfaktoren berechnet werden, so ist eine starke Induktion mit +++
gekennzeichnet, n. n.: nicht nachweisbar.

Behandlung Gen / Funktion Macroarray | Northern Blot
A. alternata PR1a (P4) 46,4 ++
PR1b1 (P6) 33,5 +++
Qa, saure Glucanase 6,2 ++
Qb, basische Glucanase 10,7 11,1
26 kD Chitinase 28,0 3.8
27 kD Chitinase 6,3 3,8
30 kD Chitinase 55,7 +++
P23 112,7 2,3
HHL PR1a (P4) 9,6 9,4
30 kD Chitinase 11,8 4,0
BHL PR1a (P4) 10,3 3,9
SA PR1a (P4) n.n. /31,4 5,3/65,9
30 kD Chitinase n.n/64 1,1/6,5
P23 n.n./n n 3,2/3,1
Proteinase-Inhibitor II 0,5/0 0,8/0,3
ACC PR1a (P4) n.n./n.n. 5,6/2,5
30 kD Chitinase n.n. /3,6 34/7,8
P23 57,2 /n.n. 1,6/0,8
Proteinase-Inhibitor 11 3,3/0,5 1,0/0,8

In Tomatenpflanzen wird in den hier beschriebenen Experimenten PRla (P4) durch
Salicylsdure induziert (Tabelle 19). Auch das zweite untersuchte PR1-Protein PR1b1l wird
deutlich stdrker durch Salicylsdure induziert, spricht aber auch auf ACC an.
Interessanterweise wird PR1a (P4) und PR1b1 sowohl durch HHL als auch durch BHL bereits
nach fiinf Stunden systemisch in den Blittern induziert. Tornero et al. (1997) konnten

ebenfalls eine Induktion von PR1bl in Tomate durch Salicylsdure und ACC feststellen,
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zudem akkumulierte dieses Protein auch lokal im Gewebe wihrend der HR, nicht aber
systemisch. AuBlerdem werden diese extrazelluliren PRI-Proteine durch verschiedene
pilzliche oder bakterielle Pathogene wie z. B. Cladosporium fulvum (Van Kan et al., 1992),
Phytophthora infestans (Fidantsef et al., 1999), A. alternata (diese Studie) oder Pseudomonas
syringae pv. tomato (Fidantsef et al., 1999) induziert. Auch bei Insektenfral durch Léuse
akkumulierte P4-mRNA in Tomatenbléttern (Fidantsef et al., 1999).

PR-Proteine der Klasse 1 in Tabak und Tomate gehoren zu kleinen Multigenfamilien
mit acht Mitgliedern bei Tabak und drei Mitgliedern bei Tomate (Van Loon & van Strien,
1999). Das saure Protein PR1a aus Tabak wurde als erstes aufgereinigt und als Typ-Protein
festgelegt (Van Loon & van Strien, 1999). Die basischen PR1-Proteine aus Tomate PR1a (P4)
und PR1b (PR1b1) zeigen mehr Ahnlichkeiten zu dem basischen Protein PR1g als zu den
sauren Isoformen PR1a und PR1b von Tabak. In Tabakpflanzen werden die Gene fiir die
basischen und sauren Isoformen differentiell reguliert, so wird eine basische Isoform durch
Ethylen aktiviert (Eyal et al., 1993) und saure Isoformen wihrend der HR und dem Beginn
der SAR durch Salicylsdure (Uknes et al., 1993).

Die Funktion der PR1-Proteinfamilie konnte bisher noch nicht entschliisselt werden,
obwohl sie in vielen eukaryotischen Organismen, z. B. Hefe, vorkommt, was auf einen
gemeinsamen Ursprung hindeutet (Van Loon & van Strien, 1999). Eine Uberexpression von
saurem PRI1-Protein in Tabakpflanzen fiihrte zu einer erhohten Resistenz gegen die
Oomyceten Peronospora tabacina und Phytophthora infestans (Alexander et al., 1993).
AuBerdem wurde eine inhibitorische Wirkung auf P. infestans in vitro und in vivo durch ein
basisches PR1-Protein festgestellt (Niderman et al., 1995).

Weitere Gene, die durch AHL induziert werden konnen, kodieren zum einen fiir 26 kD
saure extrazelluldre (HHL / BHL) und 30 kD basische intrazelluldre Chitinase (HHL), beide
gehoren zu den PR3-Proteinen (Tabellen 17, 19). Wéhrend die mRNA fiir 26 kD saure

Chitinase auch nach Behandlung mit Salicylsdure und ACC stark akkumulierte, waren bei der
basischen Isoform die Induktionsfaktoren insbesondere bei den mit ACC behandelten
Pflanzen deutlich niedriger. Eine dritte untersuchte Isoform, die 27 kD saure extrazellulédre
Chitinase, konnte nur durch Salicylsdure leicht induziert werden. Damit reagierten diese
Chitinase-Isoformen mit unterschiedlichen Expressionsmustern auf verschiedene Signalwege
(Tabelle 19).

Aus der Literatur ist bekannt, dass diese drei Chitinasen in Tomatenpflanzen wiahrend
einer kompatiblen oder inkompatiblen Infektion mit C. fulvum akkumulieren, wobei die

beiden sauren Isoformen schneller reagieren (Danhash et al., 1993). Zudem wurde durch eine
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Behandlung mit Salicylsdure die 26 kD Chitinase induziert, die basische 30 kD Chitinase
dagegen nicht (Van Kan et al., 1995). Hydrolytische Enzyme wie Chitinasen oder B-1,3-
Glucanasen spielen eine wichtige Rolle bei einer Infektion mit pathogenen Pilzen, da sie
pilzliche Zellwinde, die hauptsidchlich Chitin und Glucan enthalten angreifen und durch die
Freisetzung von Elicitoren die Abwehr stimulieren kdnnen (Lawrence et al., 2000). So waren
Tomatenlinien, die eine hohere konstitutive Produktion dieser hydrolytischen Enzyme
aufwiesen widerstandsfahiger gegeniiber einer Infektion mit A. solani (Lawrence et al., 2000).
Durch Infektion mit verschiedenen Pathogenen werden diese PR-Proteine in
Tomatenpflanzen induziert, z. B. durch eine Infektion mit 4. alternata (diese Studie),
A. solani (Lawrence et al., 2000) oder B. cinerea (Benito et al., 1998; Diaz et al., 2002).

Der Proteinase-Inhibitor CEVI-57 wurde urspriinglich aus Tomatenpflanzen isoliert,
die mit dem Citrus Exocortis Viroid infiziert waren (Gadea et al., 1996). Auch dieses Gen
sprach auf eine Behandlung mit AHL-Molekiilen an (Tabelle 17). Es konnte durch
Salicylsdure und in stirkerem MaBle auch durch ACC induziert werden (Tabelle 19). Dies
stimmt mit Angaben in der Literatur {iberein, wonach CEVI-57 durch die Ethylen freisetzende
Substanz Etephon verstirkt transkribiert wurde (Gadea et al., 1996).

Proteinase-Inhibitoren, insbesondere die Proteinase-Inhibitoren I und II aus Tomate,
werden in Verbindung mit pflanzlichen Antworten auf Verwundungsreaktionen und
InsektenfraB gebracht. Diese Proteine akkumulieren dabei in den Vakuolen von
Mesophyllzellen einige Stunden nach dem Zeitpunkt der Verwundung (Ryan, 2000). Bei der
Signaltransduktion wéihrend Verwundungsreaktionen wird Jasmonat und Ethylen bendtigt.

Proteinase-Inhibitor II Gene werden durch beide Pflanzenhormone induziert, durch

Salicylsdure aber reprimiert (O'Donnell et al., 1996). In Ubereinstimmung mit diesen
Beobachtungen akkumulierte die mRNA fiir Pinll nur nach Behandlung mit ACC,
Salicylsdure verringerte die Genexpression in den Tomatenbléittern. Durch die beiden AHL-
Molekiile wurde die Transkriptmenge nicht beeinflusst (Tabelle 19).

Eine geringe mRNA Akkumulation war bei P69, Subtilisin-dhnliche Endoproteinase,
nach Behandlung mit HHL und ACC, nicht aber mit Salicylsdure zu beobachten (Tabelle 19).

P69 akkumuliert im intrazelluliren Raum nach Viroidinfektion, wird aber auch durch
pathogene Pilze oder Nematoden, sowie durch Salicylsdure und Ethylen induziert (Tornero et
al., 1996). In Tomate werden Subtilisin-dhnliche Endoproteinasen durch eine Multigenfamilie
bestehend aus sechs Mitgliedern kodiert, deren Genexpression differentiell bei Pathogenbefall

oder Entwicklungs-abhangigen Prozessen reguliert wird (Jorda et al., 1999, 2000).
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Tabelle 19: Einfluss von Rhizosphérebakterien und N-Acyl-L-homoserinlactonen auf die Genexpression mittelalter Tomatenblitter. Pflanzen
wurden mit Serratia liquefaciens MG1 (Wildtyp), S. liqguefaciens MG44 (AHL-Nullmutante) inokuliert und anschlieBend mit Alternaria
alternata infiziert. Zudem sind Anderungen der Genexpression nach Applikation von 10 pM N-Hexanoyl-L-homoserinlacton (HHL) und N-
Butanoyl-L-homoserinlacton (BHL) sowie von 5 mM Salicylsdure (SA) und 1 mM 1-Aminocyclopropan-1- carbonsdure (ACC) gezeigt.
Ausfiihrliche Angaben zu Versuchsdurchfiihrungen und Erntezeitpunkte sind den Tabellen 12-14, Ergebnisse, Abschnitt 7) zu entnehmen.
Rot hinterlegt sind induzierte Gene, griin reprimierte, =: unverdndert, n. n.: nicht nachweisbar. Je dunkler die Farbe, desto stirker die
Anderungen der mRNA-Gehalte.

Anschliefiende Infektion
mit A. alternata

Gen / Funktion Accession / EST HHL/BHL SA ACC MGl MG44 MGl MG44 | A. alternata
Abwehrproteine
PR1a (P4), unbekannt AJ011520.1 n.n n.n n. n. = W
PR1b1 (P6), unbekannt M69248 0 = = = 0
PR2, Qa, saure -1, 3-Glucanase X74905.1 n. n. n. n. n. n. = =
PR2, Qb, basische B-1, 3-Glucanase X74906 = n. n. n. n. ™ ™
PR3a, 26 kD saure extrazell. Chitinase 715141 n. n. n. n. =
PR3d, 27 kD saure extrazell. Chitinase 715139 n. n. n. n. = =
PR3b, 30 kD basische intrazell. Chitinase 715140 J n. n. = W
PRS5, P23, Thaumatin-dhnliches Protein X70787 n. n. n. n. = =
PRGb, Proteinase-Inhibitor 11 K03291 = 0 b o
PR6, Proteinase-Inhibitor, CEVI-57 X94946 n.n n.n = =
PR7, P tilisin-dhnlich = = n. n.
Endoprotenase X95270 B
PR, Ligninperoxidase, CEVI-1 Y19023 = = 0 n.n. 0 = = =
PR-10, TSI-1 Protein Y 15846 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. = =
Jasmonatbiosynthese
Lipoxygenase A U09026 = = = = = = = =
Lipoxygenase B u09025 = = = = T n. n. n. n. =
Lipoxygenase C U37839 = n. n. n. n. = = n. n. 0
LOX, putative Lipoxygenase P. Vera, unveroffentlicht n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. n. n.




Anschlieflende Infektion
mit A. alternata

Gen / Funktion Accession / EST HHL/BHL SA ACC MG1 MG44 MG1 MG44 | A. alternata

Ethylenbiosynthese und -perzeption

Le-ETRI U38666 T 7 ™ n.n. n. n.

SAM-Synthetase 1 724741 - B - = =

SAM-Synthetase 2 724742 = n. n. n. n. n. n. n. n.

SAM-Synthetase 3 724743 = = = = 1

ACC-Synthase 1a U74459 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.

[ACC-Synthase 1b U18057 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.

ACC-Synthase 2 X59139 n.n n. n. n. n. = =

ACC-Synthase 3 L34171 n.n. n. n. n. n. n.n n.n

ACC-Synthase 4 X59146 = = = = T

ACC-Synthase 5 U18058 n. n. 0 0 n. n. n. n.

ACC-Synthase 6 ABO013100

[ACC-Oxidase 1 X58273

[ACC-Oxidase 2 Y00478 n. n.
ACC-Oxidase 3 754199 n. n.
[Antioxidatives System

APx20, putative Ascorbatperoxidase P. Vera, unverdffentlicht 0 = = = = = = 0
Ascorbatperoxidase Al776158 = n. n. n. n. = = n. n. 0 n. n.
Glutathionperoxidase AI782805 - 1 - = = 5 ™ =
Catalase 1 Al782815 = = = = = = J =
Mn Superoxiddismutase Al774691 = = = = = = W =
Signaltransduktion

Psenu3, Cysteinproteinase 748736 0 = = = 0 = = ™
SENU2, Cysteinproteinase AJ003137 = = T = = = T =
MAP Kinase Kinase AJ000728 = n.n. n. n. = = = = ™M
MAP Kinase Kinase Kinase AJ005077 n. n. n. n. n. n. n. n., n. n. 0 = n. n.




Anschliefiende Infektion
mit A. alternata
Gen / Funktion Accession / EST HHL/BHL SA ACC MG1 MG44 MGl MG44 | A. alternata
[Weitere Gene
Actin-2 ATU37281 = = t = t
Actin-8 ATU42007 0 5 = e W
Vacuolire Invertase 712026 ™ n.n. n. n. n. n. nn
Pectinesterase A24196 = = = n. n. n. n.
Chlorophyll a/b bindendes Protein AW217861 = = = = =
TOM?75, Reife assoz. Membranprotein X73847 = = = = 0 = = =
ERT10, kurzkettige ADH X72730 = n. n. n. n. = = n. n. 0 n. n.
ERT13, unbekannt X72731 = = = = = I -
ERT16, Stress-assoziiertes Protein X72733 L = = = = n.n n. n. J
ERT17, Ubiquitin konjugierendes Enzym X73419 = = 1 = = = 1 =
SENUI, unbekannt 775523 I J = = = = = {
SEND32, unbekannt 775519 = = = = T t
ipNI;l;thi;)dDTP—Glucose:A,6-Dehydratase D. Grierson, unveréffentlicht = n.n n.n n.n n.n n.n
INT23, Chaperonin (putativ) D. Grierson, unverdffentlicht = = = = = n. n.
INT107, unbekannt D. Grierson, unverdffentlicht = n. n. n. n. _ W ™
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Diese Proteinasen sind wahrscheinlich am Umbau und der Neuorganisation der Zellen
wihrend des Zell- oder des Gewebewachstums, aber auch an Umbauprozessen der
extrazelluldren Matrix bei Pathogenbefall beteiligt (Heath, 2000; Jorda et al., 2000).

Ebenfalls durch HHL induziert wurde das Gen fiir den Ethylenrezeptor Le-ETRI
(Tabelle 19). Die Ethylenperzeption in Pflanzen erfolgt {iber eine Familie von
Ethylenrezeptoren, von denen in Arabidopsis thaliana fiinf Mitglieder beschrieben wurden
und in Tomate sechs (Wang et al., 2002). Le-ETR1 ist ein modular aufgebautes Protein mit
drei Transmembrandomainen, die die Bindungsstelle fiir Ethylen enthalten. Das Protein kann
aullerdem eine konservierte Histidinkinase und eine ,,receiver Domaine mit signifikanten
Homologien zu bakteriellen Zwei-Komponenten Systemen enthalten (Chang & Shockey,
1999; Parkinson & Kofoid, 1992; Urao et al., 2000). Die Ethylenrezeptorfamilie in Tomate
zeigt eine differentielle Expression in verschiedenen Geweben bei diversen Stressfaktoren
(Ciardi et al., 2000; Tieman & Klee, 1999). So reagierten drei der Rezeptoren, darunter auch
Le-ETRI1, mit einer differentiellen Regulation auf Ozonexposition (Moeder et al., 2002) und
andere auf Pathogeninfektion (Ciardi et al., 2000). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass A. alternata infizierte Pflanzen ebenfalls Le-ETRI1 in verstirktem Malle exprimierten.
Von den an der Ethylenbiosynthese beteiligten Genen filir die Isoformen der S-
Adenosylmethionin (SAM) Synthetase, der ACC-Synthase (ACS) und der ACC-Oxidase
(ACO) wurde unter den gegebenen Versuchsbedingungen keines durch die AHL-Molekiile
und nur ACC-Synthase 5 durch Salicylsdure und ACC induziert. Insbesondere die Isoenzyme
der ACC-Synthase und der ACC-Oxidase stellen hochregulierte Genfamilien dar, die schnell
induziert und abgeschaltet werden. Erst kiirzlich wurde in einer Studie gezeigt, wie Ozon die
Genexpression der Ethylenbiosynthesegene in Tomatenpflanzen beeinflusst (Moeder et al.,
2002). Dabei konnten schnelle Reaktionen innerhalb der ersten Stunde von langsameren nach
zwei Stunden unterschieden werden, was eine biphasische Regulation der Ethylenbiosynthese
und Perzeption nach Ozonbehandlung vermuten ldsst. In unseren Versuchen wurden durch
A. alternata zwei ACC-Synthase Isoformen induziert, ACS4 und -5. Transkripte fiir diese
beiden Isoformen wurden auch nach Elicitor-Behandlung von Tomatenzellkulturen in
erhohten Mengen nachgewiesen, wobei ACS5 zusammen mit ACS2 und -6 wesentlich stirker

induziert wurde als ACS4 (Oetiker et al., 1997).

Neben den PR-Proteinen und dem Ethylenrezeptor LeETR1 waren Gene des antioxidativen

Systems (Ascorbatperoxidase), des Cytoskeletts (Actin-2), des Zuckerstoffwechsels
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(vacuoldre Invertase) und eine Cysteinproteinase (SENU 3) durch die Applikation der AHL-
Molekiile erhoht.

Ascorbatperoxidasen spielen zusammen mit weiteren Peroxidasen und Catalasen eine

wichtige Rolle bei der Entgiftung von reaktiven Sauerstoffspezies. Auf verschiedene
Stressarten reagieren Pflanzen mit der vermehrten Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies, daher sind Pflanzen auf effektive Entgiftungsenzyme angewiesen (Dat et
al., 2000; Desikan et al., 2001; Langebartels et al., 2002). Niedermolekulare Antioxidantien,
vor allem Ascorbat und Glutathion, wirken dabei als Reduktionsmittel von ROS (Horemans et
al., 1999; Neill et al., 2002). Ascorbat- und Glutathionperoxidasen kommen in nahezu allen
Zellkompartimenten vor, wahrend Catalasen auf Peroxisomen beschréankt sind (Mittler, 2002).
Aufgrund ihrer unterschiedlichen Affinitdt zu H,O, scheinen Peroxidasen eher fiir die
Feinregulation von ROS zusténdig zu sein und Catalasen fiir das Entfernen hoher Mengen an
ROS in Stress-Situationen (Mittler, 2002).

Die Cysteinproteinase SENU3 wurde als ein wihrend der Seneszenz von Blittern

auftretendes Transkript isoliert und nahm mit zunehmenden Blattalter zu (Drake et al., 1996).
Eine Beteiligung von Cysteinproteasen am programmierten Zelltod wéhrend HR wird
diskutiert (Heath, 2000). In Sdugern wird bei der Apoptose, einer Form von programmiertem
Zelltod, eine Familie von Cysteinproteasen, die Caspasen aktiviert, die eine Reihe von
Zellbestandteilen degradieren (Green & Reed, 1998). HR assoziierter Zelltod konnte in
Tabakpflanzen durch Caspaseinhibitoren ebenfalls gehemmt werden (Lam et al., 2001).
Moglicherweise ist dies aber auch ein Zeichen, dass HHL-behandelte Pflanzen etwas friiher in
die Seneszenz eintreten, auch wenn keine Unterschiede zu den Kontrollpflanzen sichtbar
waren.

Geringe Verdnderungen konnten auch bei Actin, einem Bestandteil des Cytoskeletts
beobachtet werden und bei dem Stoffwechsel-assoziierten Gen fiir vakuoldre Invertase

(Tabelle 19). Dies deutet darauf hin, dass durch AHL-Molekiile weite Bereiche des

pflanzlichen Transkriptoms verdndert werden. Auch nach Infektion mit A. alternata waren
Actingene erhoht. Eine verstiarkte Expression von Genen des Cytoskeletts wurde auch in
Malvenpflanzen beschrieben, die mit Colletotrichum gloeosporioides infiziert waren (Jin et
al., 1999). Dabei stiegen die Transkriptgehalte nur wéhrend der biotrophen Phase der
Infektion und nahmen wéhrend der nekrotrophen Phase wieder ab. Bei den A. alternata —
infizierten Pflanzen waren die hdochsten Actin-Induktionen noch vor der Entwicklung

sichtbarer Schidden nachzuweisen. Bei Pathogeninfektionen finden hdufig Umbauprozesse des
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Cytoskeletts statt, insbesondere wenn eine hypersensitiven Antwort (HR) ausgelost wird

(Heath, 2000). Das Actin-Cytoskelett ist dabei an Bewegungen der Organellen beteiligt.

In Tomatenpflanzen, die mit S. liquefaciens MG1 behandelt wurden, waren unter den 80 mit
der Arraytechnik untersuchten Genen keine Induktionen in den Blittern feststellbar.
Erstaunlicherweise konnte die AHL-negative Mutante MG44 deutlich stirkere
Expressionsdnderungen hervorrufen, die zudem schon nach fiinf Stunden nachweisbar waren.
Zehn Gene wurden mit einem Faktor zwischen 2,5 und 3,3 induziert. Es werden im Wildtyp-
Stamm bakterielle Gene unbekannter Funktion durch AHL-Molekiile reprimiert (Givskov et
al., 1998), deren Genprodukte mdglicherweise Anderungen in der pflanzlichen Genexpression
hervorrufen konnen und dies bei fehlender AHL-Produktion auch tun.

Aus der Literatur sind nur wenige Beispiele fiir Transkriptinderungen nach
Inokulation mit nicht-pathogenen Rhizosphérebakterien bekannt. So konnte das
Rhizosphérebakterium Paenibacillus polymyxa in A. thaliana Gene induzieren, die sowohl fiir
biotischen Stress (PRI1; HEL; AtVSP, A. thaliana vegetative storage protein) als auch fiir
abiotischen Stress charakteristisch sind (Timmusk & Wagner, 1999). Die Autoren vermuten,
dass die Bakterien in diesem System einen milden Stress auf die Pflanzen ausiiben und so
verschiedene Abwehrmechanismen aktivieren.

Eine durch P. fluorescens WCS417r vermittelte ISR in 4. thaliana geht nicht mit
typischen PR-Proteinen einher. So konnte trotz intensiver Studien keine erhéhte Expression
bekannter Abwehrgene in Wurzeln oder Blittern inokulierter Pflanzen nachgewiesen werden
(Van Wees et al., 1999). Es wurden dabei sowohl Salicylsdure als auch Ethylen und / oder
Jasmonat induzierbare Gene getestet. Selbst eine Analyse von 8000 Genen mit Hilfe der
Chip-Technik ergab nur wenige Anderungen in der Genexpression, was den Schluss zulisst,
dass die ISR nicht mit starken Gendnderungen assoziiert ist (Pieterse et al., 2002).Damit
liegen deutliche Unterschiede in der hier beschriebenen AHL-induzierten Resistenz vor. Doch
auch ohne messbare Expressionsinderungen typischer Abwehr-assoziierter Gene wird durch
nicht-pathogene Rhizosphérebakterien die Resistenz in den Pflanzen erhdht. Pieterse et al.
(2001) vermuten, dass bei A. thaliana eine erhohte Abwehrkapazitdt in den Pflanzen besteht,
die zu einer rascheren und stirkeren Stimulierung der Abwehrmechanismen fiihrt. Fiir diese
These spricht die Beobachtung, dass in den vorbehandelten Pflanzen das Jasmonat-
induzierbare Gen AtV SP bei einer anschlieBenden Pathogeninfektion verstiarkt exprimiert wird

(Van Wees et al., 1997).
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Solch eine potenzierte Expression (,,priming) von Abwehrgenen wihrend einer
Pathogeninfektion konnte auch nach Inokulation mit dem AHL-produzierenden
Rhizosphirebakterium S. liguefaciens MG1 festgestellt werden. Moglicherweise tragen AHL-
Molekiile in den Pflanzen zu einer erhdhten Sensitivitét (,,priming*) gegeniiber nachfolgenden
Pathogeninfektionen bei (Conrath et al., 2002).

In unseren Experimenten waren unabhdngig von der AHL-Produktion nach
Applikation der Rhizosphdrebakterien und anschlieBender Infektion mit A. alternata, Qb,

basische B-1.3-Glucanase und P69, Subtilisin-dhnliche Endoproteinase z. T. mehr als fiinffach

induziert (Tabelle 19). Dariliber hinaus waren in den Pflanzen, die mit der AHL-Nullmutante
MG44 vorbehandelt und gleichzeitig mit 4. alternata infiziert waren, noch 15 weitere Gene
verstirkt exprimiert und in den mit S. liguefaciens MG1 vorbehandelten Pflanzen vier Gene
(Tabelle 19). Damit bewirkte die fehlende AHL-Produktion bei S. liqguefaciens MG44 auch
wiéhrend der Pathogeninfektion stirkere Expressionsanderungen. Erhoht waren dabei noch die
PR-Proteingene PR1bl, Proteinase-Inhibitor II, Gene des antioxidativen Systems, der
Ethylenbiosynthese, des Stoffwechsels und der Signaltransduktion. Auch Gene unbekannter
Funktion wurden verstirkt transkribiert. Die in der Pflanze durch S. liguefaciens MG44
verdnderten Gene scheinen jedoch keinen groflen Effekt auf die Resistenz gegen 4. alternata
zu haben, da Pflanzen, die mit diesem Stamm inokuliert wurden, nur geringfiigig resistenter

sind als Kontrollpflanzen.

4. Zusammenfassende Darstellung der an der AHL-induzierten
systemischen Resistenz beteiligten Signalwege und Abwehrproteine

Bei Serratia liquefaciens MG1 konnte nur der AHL-produzierende Wildtyp-Stamm eine
erhohte Resistenz in Tomatenpflanzen auslosen. Das von S. liquefaciens MG1 produzierte
AHL-Molekiil HHL bewirkte zudem pflanzliche Antworten auf Ebene der Signalstoffe und
typischer PR-Proteine.

Diese Befunde und die Beobachtung, dass AHL keine HR oder Nekrosen ausldsen,
deuten darauf hin, dass AHL als neue generelle Elicitoren angesehen werden koénnen,
vergleichbar Flagellin und Lipopolysacchariden (LPS; Felix et al., 1999; Newman et al.,
2001). Aufgereinigte LPS des Pflanzenpathogens Xanthomonas campestris konnten
Anderungen in Abwehr-assoziierten Genen hervorrufen, z. B. die Erhdhung einer B-1,3-

Glucanase in Brassica sp. (Newman et al., 2001). AuBerdem wurden phenolische
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Verbindungen (Hydroxycinnamoyl-Tyramin-Konjugate) nach einer Infiltration von LPS in
Blattern und anschlieBender Infektion mit X. campestris rascher und in hoheren Mengen
gebildet (Newman et al.,, 2001). Flagellin flihrte in Arabidopsis-Keimlingen zu einer
Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies und induzierte die PR-Proteine PR1 und PR5
(Gomez-Gomez & Boller, 2000). Die Perzeption von Flagellin erfolgt wahrscheinlich tiber
die Rezeptor-Kinase FLS2, die nach Bindung von Flagellin eine Kaskade von
Phosphorylierungsreaktionen in Gang setzt, die am Ende des Signalweges zur Aktivierung
von Abwehrgenen und —reaktionen fithrt (Goémez-Gomez & Boller, 2000; Meindl et al.,
2000).

Im Gegensatz zu diesen sehr komplexen Molekiilen findet man unter den generellen
Elicitoren auch niedermolekulare Substanzen, wie z. B. Chitinfragmente oder Ergosterol, die
aus pilzlichen Zellwianden bzw. Membranen freigesetzt werden (Boller, 1995). Ergosterol, das
wichtigste Sterol hoherer Pilze, kann von Tomatenzellen spezifisch erkannt werden und 16st
fiir Elicitoren charakteristische ~Antworten aus, wie z. B. Anderungen der
Membraneigenschaften, einen K'-Efflux und eine damit einhergehende Alkalinisierung des
Mediums (Granado et al., 1995). Aullerdem werden nach einer Behandlung mit Ergosterol
vermehrt reaktive Sauerstoffspezies, insbesondere H,0,, freigesetzt (Fauth et al., 1998).
Neuere Studien berichten, dass Ergosterol spezifisch MAP Kinase Signalwege aktivieren
kann (Cardinale et al., 2000). Dabei reagierten sowohl Stress-assoziierte MAP Kinasen als
auch MAP Kinasen, die bisher als nicht induzierbar durch externe Stimuli galten. AuBlerdem
bindet Ergosterol an Elicitine, kleine Peptidmolekiile, die von Phytophthora —Arten
freigesetzt werden und als Elicitoren wirken. Der Elicitin-Sterol Komplex kann dann an
pflanzliche Rezeptoren binden und Abwehrreaktionen wie HR und SAR auslésen (Blein et
al., 2002; Osman et al., 2001a, 2001Db).

AHL-Molekiile als neue niedermolekulare Elicitoren konnen die Anwesenheit von
Fremd-Mikroorganismen anzeigen, wobei die Pflanzen nicht zwischen harmlosen
Rhizosphérebakterien und Pathogenen (z. B. Erwinia carotovora) unterscheiden konnen.
Moglicherweise fungiert zusitzlich zu der Wirkung der AHL-Molekiile ein noch nicht
identifiziertes AHL-reguliertes Genprodukt als Ausléser einer erhohten Resistenz in der
Pflanze. Am besten charakterisiert ist in Serratia liquefaciens MG1 die Zelldichte-abhingige
Produktion von Serrawettin W2, einer die Oberflichenspannung herabsetzenden Substanz
(Eberl et al., 1999). Serrawettin ermdglicht es, spezialisierten, hyper-flagellierten Zellen iiber
feste Oberflaichen zu schwirmen. Inwieweit diese Art der schnellen Fortbewegung in der

Rhizosphére auf der Oberfliche von Pflanzenwurzeln von Bedeutung ist, ist noch weitgehend
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ungeklért, da das Phianomen des Schwirmens bisher nur auf Agarplatten beobachtet wurde
(Eberl et al., 1999). Neben den Genen zur Serrawettin-Synthese werden in S. liquefaciens
MG1 auch Komponenten eines Exoenzymexporters iiber ein ,,Quorum Sensing“ -abhéngiges
System reguliert. Dieses Typ I Proteinsekretionssystem ist fiir den Export einer Lipase, einer
Metalloprotease und eines S-Layer Proteins zustdndig (Riedel et al., 2001). Eine Knock-out
Mutation des Gens fiir die AHL-Synthase in dem Stamm MG44 fiihrte zu einer flinffachen
Reduktion der extrazelluliren Proteaseaktivitdt, wodurch Elicitoren freigesetzt werden
konnten (Eberl et al.,, 1996). AuBlerdem sind noch nicht alle AHL-regulierten Gene
identifiziert, da in vergleichenden Analysen des Proteoms zwischen dem AHL-bildenden
Stamm MGI1 und dem AHL-negativen MG44 mittels 2D-Gelelektrophorese 28 Proteine mit
einer verdnderten Expression gefunden wurden (Givskov et al., 1998).

AHL-Molekiile als generelle Elicitoren aktivierten in Tomatenpflanzen sowohl
Salicylsdure- als auch Ethylen-abhéngige Abwehrantworten, was sich in der erhdhten
Produktion der beiden Signalstoffe und der Aktivierung der fiir beide Signalwege typischen
Abwehrgene widerspiegelt (Abb. 56). Diese Befunde flihren zur Definition eines neuen
Signalweges, der AHL induzierten systemischen Resistenz (AIR). Die AIR erfiillt die drei
wichtigsten Kriterien fiir eine systemische Resistenz nach Van Loon et al. (1998). So ist
erstens eine rdumliche Trennung der Rhizosphdrebakterien von dem Ort der
Pathogeninfektion gewihrleistet, die eventuelle antagonistische Wirkungen auf die Pathogene
ausschlie3t. Die erhohte Krankheitsresistenz ist allein auf systemische Reaktionen der Pflanze
zuriickzufithren. Zweitens wird ein Zeitraum vom Auslosen der Abwehrreaktionen bis zur
Etablierung der Resistenz benétigt. Bei S. liquefaciens MG1 vergingen drei Tage von der
Inokulation mit den Bakterien und der Pathogeninfektion. Drittens sollte das induzierende
Agens keine toxischen Effekte auf die Pflanze ausiiben. Eine Behandlung mit AHL fiihrte zu
keinen Lisionen oder Wachstumsriickgéngen.

Eine Gegeniiberstellung der verschiedenen Signalwege und Abwehrkomponenten
findet sich in Abb. 56. Im Unterschied zu der hier postulierten AIR verlduft die durch
P. fluorescens WCS417r induzierte systemische Resistenz (ISR) in A. thaliana ohne
Beteiligung von Salicylsdure, aber abhdngig von einer intakten Jasmonat- und Ethylen-
Signaltransduktion (Pieterse et al., 2001). Bei diesem Signalweg wird durch die Bakterien die
Sensitivitidt gegeniiber dem Pflanzenhormon Ethylen erhoht, so dass sich die Pflanzen in
einem Status der erhohten Resistenz befinden, der dann bei Pathogenbefall zu einer
schnelleren und stirkeren Mobilisierung der Abwehr fiihren kann. Pflanzen, in denen ISR

ausgelost wurde, hatten eine erhohte Kapazitidt, ACC in Ethylen umzuwandeln, obwohl ISR
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nicht mit erhohten Emissionen dieses Pflanzenhormons einhergeht (Pieterse et al., 2000).
AuBerdem wurde ein Jasmonat-induzierbares Gen (A¢VSP) bei einer anschlieBenden

Pathogeninfektion in den induzierten Pflanzen verstirkt transkribiert (Van Wees et al., 1999).

Nicht-pathogene

e e e Pathogeninfektion Verwundung
Flagellin, LPS, HR, Lésionen
weitere Substanzen
m 1
jarl —I q q ) @ JA + Ethylen
Signaltransduktion SA Produktion, — > Produltion
. . 9
Signaltransduktion | €—— Signaltransduktion
etrl, Ethylen
ein2 Signaltransduktion ¢ @
ISRI NPR1
NPR1 v ¢ Pflanzl. Defensine
Proteinase-Inhibitoren Thionine

JA/ET-abhingige SA-abhingige

PR Proteine PR Proteine JA/ET-abhingige

PR Proteine
ISR-assoz.

Abwehrsubstanzen ‘
x J JA / Ethylen Resistenz

Erhohte Krankheitsresistenz

Abb. 56: Zusammenfassende Darstellung der zu einer erhohten Krankheitsresistenz fiihrenden
Signalwege in Pflanzen. Bei der durch AHL-produzierende Rhizosphérebakterien
vermittelten Resistenz (AIR) ist sowohl Salicylsdure als auch Ethylen beteiligt, wobei
PR-Proteine induziert werden, die von beiden Signalstoffen abhingig sind. Das
regulatorische Protein NPR1 wird sowohl bei der systemisch erworbenen Resistenz
(SAR) als auch bei durch nicht-pathogene Rhizosphirebakterien ausgelosten ISR
bendtigt, wobei nur bei der SAR charakteristische PR-Proteine induziert werden.
Arabidopsis-Mutanten, die einen Defekt in der Jasmonat- (jar/) oder Ethylen-
Signaltransduktion (etrl, ein2) haben konnen keine ISR ausbilden. Transgene
Pflanzen (nahG), die keine Salicylsdure akkumulieren, haben einen Defekt in der
SAR. Die einzelnen Signalwege konnen sich gegenseitig aktivieren oder hemmen. Das
Schema wurde modifiziert nach Pieterse & Van Loon (1999) und Pieterse et al.
(2001).
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Diese Art des ,,priming® findet man auch bei anderen Varianten der induzierten systemischen
Resistenz, z. B. bei SAR (Conrath et al., 2002). Auch chemische Substanzen, z. B.
Salicylsdure-Analoga oder B-Aminobuttersdure, fithren in Pflanzen zu einem Status erhdhter
Resistenz, der dann bei Pathogenbefall mit einer potenzierten Expression von Abwehrgenen
einhergehen kann (Conrath et al., 2002; Zimmerli et al., 2000).

Inwieweit dieses Phdnomen auch bei der durch S. liquefaciens MGI1 ausgelosten
Resistenz eine Rolle spielt, ist noch weitgehend unklar. Moglicherweise reicht die geringe
Erhohung der Ethylenemission bei Zugabe der Bakterien aus, um die Pflanzen in einen
Zustand der ,,erhohten Wachsamkeit zu versetzen. Dafiir spricht, dass bei anschlieBender
Infektion mit A. alternata einige Abwehrgene (z. B. basische -1,3-Glucanase, P69) verstarkt
transkribiert werden, wihrend vor der Pathogeninfektion bei S. liquefaciens MGI1 keine
Abwehrgene erhoht vorliegen (Tabelle 19).

Die unterschiedlichen Signalwege bei AIR und der durch P. fluorescens WCS417r
ausgelosten ISR konnten moglicherweise dadurch erkldrt werden, dass P. fluorescens keine
detektierbaren Mengen an AHL bildet. Der AHL-Sensorstamm E. coli MT102, der das
Sensorplasmid pJB132 trigt, reagierte nicht mit der Expression des Reportergenes gfp in
Gegenwart des Stammes WCS417r (A. Steidle, L. Eberl, Institut fiir Mikrobiologie, TU
Miinchen, unveroffentlicht). Dieses Konstrukt enthélt das luxR-Gen aus Vibrio fischeri und
den Promotor der AHL-Synthase /ux/ und reagiert am stirksten auf OHHL (Nachweisgrenze
etwa 5 nM) und etwa 10fach schwacher auf HHL, OHL und OdDHL (Anderson et al., 2001).
Fiir BHL nimmt die Sensitivitit etwa 500fach ab. Dennoch deckt dieser Sensorstamm eine
breite Palette an AHL-Molekiilen ab, wobei nicht ausgeschlossen werden kann, dass P.

fluorescens WCS417r nicht noch andere AHL-Molekiile bildet.

Die einzelnen Signalwege agieren nicht unabhingig voneinander, sondern stehen in einem
hochregulierten Netzwerk untereinander (Kunkel & Brooks, 2002). Microarray-Analysen mit
Tausenden von Genen zeigten dies sehr deutlich, da diverse Gene auf verschiedene
Signalstoffe wie Salicylsdure, Ethylen oder Jasmonat ansprechen (Schenk et al., 2000).
Ahnliche iiberlappende Geninduktionen waren in dieser Studie zu beobachten, obwohl nur
eine verhéltnisméfBig geringe Anzahl von Genen (80) untersucht wurde, die aber die
wichtigsten bisher bekannten Abwehrproteine in Tomate umfasste (Abb. 55).

Jasmonat- und Ethylen-abhédngige Signalwege haben meist eine synergistische
Wirkung, wihrend Salicylsdure antagonistisch auf Jasmonat-vermittelte Reaktionen wirkt

(Abb. 56; Kunkel & Brooks, 2002; Reymond & Farmer, 1998). Daneben sind aber auch
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Beispiele beschrieben, wonach Abwehrgene ohne Beteiligung bekannter Signalwege induziert
werden (Guo et al., 2000). Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass auch bei AIR Salicylsdure
bzw. Ethylen / Jasmonat-unabhédngige Signalwege involviert sind.

Eine gleichzeitige Aktivierung verschiedener Signalwege kann zu einer hoheren
Resistenz fiihren als ein Weg allein. Solch eine additive Wirkung entsteht, wenn in Pflanzen
eine ISR zusammen mit einer SAR ausgelost wird (Van Wees et al., 2000). Ob AIR
zusammen mit SAR ebenfalls zu einer erhohten Widerstandskraft fiihren oder das Spektrum
der Resistenz gegen verschiedene Pathogene erweitern kann, muss in weiteren Studien erst

noch geklart werden.

5. Ausblick

Nachdem in dieser Arbeit ein erster Einblick in die Bedeutung von N-Acyl-L-
homoserinlactonen (AHL) als generelle Elicitoren von pflanzlichen Abwehrreaktionen
gelungen ist, sollte in weiterfiihrenden Studien das Zusammenspiel der verschiedenen
Signalwege genauer charakterisiert werden. Mutanten, die entweder in der Biosynthese oder
der Signaltransduktion der Signalstoffe Ethylen, Jasmonat und Salicylsdure defekt sind,
konnten Informationen liefern, welche Rolle diese Substanzen bei AIR im Vergleich zu ISR
und SAR spielen. So stellt sich z. B. die Frage, ob auch AIR, dhnlich wie ISR und SAR, von
dem regulatorischen Protein NPR1 abhéngig ist (Pieterse et al., 1998).

Untersuchungen pflanzlicher Abwehrreaktionen bei einer Interaktion mit AHL-
Molekiilen unterschiedlicher N-Acylseitenketten sollten weiter intensiviert und auf reaktive
Sauerstoffspezies und an deren Bildung bzw. deren Abbau beteiligte Enzymsysteme
ausgedehnt werden. Die Verwendung einer cDNA-Bank von AlIR-ausbildenden Pflanzen in
Kombination mit Microarray-Technik konnte zur Identifizierung weiterer AIR-assoziierter
Gene fithren. Eine dhnliche Studie zur Genexpression Viroid-behandelter Tomatenptflanzen
wurde erst kiirzlich verdffentlicht, wonach mit Hilfe einer tiber 1000 Gene umfassenden
subtraktiven cDNA-Bank Transkriptinderungen untersucht wurden (Itaya et al., 2002). Dabei
bietet es sich an, die Untersuchungen auch auf die Modellpflanze Arabidopsis thaliana
auszudehnen. Fiir diese Pflanze sind bereits genomweite Microarrays kommerziell erhéltlich
und gut charakterisierte Signalmutanten stehen zur Verfiigung (Glazebrook, 2001). Die in

Tomatenpflanzen cv. MicroTom und A. thaliana gefundenen AIR-assoziierten Gene und
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Abwehrsubstanzen konnten dann hinsichtlich ihres Auftretens mit weiteren Tomatensorten
und anderen Nutzpflanzen wie Tabak oder Kartoffel verglichen werden.

Wichtig zu wissen wére auch, ob eine Infiltration von AHL-Molekiilen in Blétter oder
eine Applikation an die Wurzeln ausreicht, um eine systemische Resistenz gegen
verschiedene Pathogene hervorzurufen. Die Identifizierung des Genlocus ISR/ in A. thaliana
gelang mit Hilfe des Vergleichs verschiedener Okotypen dieser Pflanze (Ton et al., 1999).
Ahnliche Studien kénnten auch zur Identifizierung AIR-assoziierter Genloci fithren. Ein
anderer Ansatz wire das Untersuchen von mutagenisierten Pflanzenpopulationen auf ihre
Féhigkeit hin, AIR zu entwickeln. Die Sorte MicroTom eignet sich aufgrund ihres
Zwergwuchses besonderes gut fiir diese Art von Experimenten, z. B. fiir eine chemische
Mutagenese mit Ethylmethansulfonat (EMS). Beispiele fiir EMS-mutagenisierte Populationen
von Tomate sind in Emmanuel & Levy (2002) beschrieben. EMS induziert Punktmutationen
und man schitzt, dass eine Population von 3000 Pflanzen ungefdhr 20 Mutationen pro Gen
umfasst (Colbert et al., 2001).

Die Perzeption von AHL-Molekiilen, ihre Aufnahme und moglicher Transport in
Pflanzen ist noch vollig ungeklart. Generelle Elicitoren wie Flagellin, Glucane oder Elicitine
werden liber spezifische Rezeptoren in der Zellwand erkannt (Blein et al., 2002; Ebel &
Mithofer, 1998; Gomez-Goémez & Boller, 2002). Daher steht die Suche nach einem
moglichen pflanzlichen AHL-Rezeptor im Vordergrund weiterfithrender Studien. In gram-
negativen Bakterien binden AHL-Molekiile an spezielle Rezeptoren der /uxR-Familie, die an
spezielle Promotorsequenzen binden und dann die Transkription bestimmter Gene aktivieren
oder reprimieren (Fuqua et al., 1996). Die Suche nach luxR Consensussequenzen im Genom
von A. thaliana konnte zur Klonierung moglicher AHL-Rezeptorgene fiihren. Gleichzeitige
Studien mit radioaktiv markierten AHL-Molekiilen sollten Hinweise liefern, ob und wie AHL
in pflanzlichen Zellen aufgenommen werden und an Proteine binden. Kurzkettige AHL-
Molekiile diffundieren durch bakterielle Zellwdnde, langkettige passieren durch aktiven
Transport die Zellwiande (Eberl, 1999).

Von groBBem Interesse ist schlieBlich eine mogliche Anwendung von AHL-
produzierenden Rhizosphirebakterien oder von AHL-Molekiilen als Pflanzenstiarkungsmittel
in der Landwirtschaft. Die Ausbringung von Biocontrol-Bakterien im Freiland gestaltet sich
héufig als schwierig, da sich die Bakterien erst in der natiirlichen Flora etablieren miissen, um
thre Wirkung zu entfalten (Zehnder et al., 2001). Die Ausbringung von AHL-Molekiilen oder

Derivaten von AHL-Molekulen wire daher eine einfache Alternative.
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V. Zusammenfassung

In der Rhizosphédre lebende Bakterien konnen die Widerstandskraft von Pflanzen gegeniiber
Pathogeninfektionen steigern und so das Wachstum und den Ertrag von Nutzpflanzen
erhohen. Viele dieser Pflanzen-assoziierten  Bakterien produzieren  N-Acyl-L-
homoserinlactone (AHL), die Zelldichte-abhingig die Produktion von Antibiotika oder
Exoenzymen steuern. Ziel dieser Arbeit war es, die Abwehrreaktionen von Tomatenpflanzen

bei einer Interaktion mit AHL — produzierenden Rhizospharebakterien zu untersuchen.

(1) Eine Inokulation mit dem ubiquitir vorkommenden Rhizosphéirebakterium Serratia
liquefaciens MG1 konnte die Krankheitsresistenz der Pflanzen gegeniiber dem
sprosspathogenen Pilz Alternaria alternata erhdhen. Dies dullerte sich in einer signifikanten
Reduzierung der Blattschiden um bis zu 70 %. Diese Biocontrol-Aktivitit war von der
Produktion von N-Acyl-L-homoserinlactonen (AHL) abhingig, da eine Inokulation der
Pflanzen mit der AHL-negativen Mutante MG44 zu dhnlich hohen Blattschidden flihrte wie
bei Kontrollpflanzen. Gegeniiber anderen perthotrophen Pilzen wie Botrytis cinerea und

Cladosporium herbarum konnte keine Biocontrol-Aktivitét festgestellt werden.

(2) Es konnte erstmals eine in situ Produktion von N-Acyl-L-homoserinlactonen in der
Rhizosphédre von Tomatenpflanzen cv. MicroTom nachgewiesen werden. Tomatenpflanzen
wurden dabei mit einem AHL-Sensorstamm inokuliert, der AHL-Molekiile durch die Bildung
des griin fluoreszierenden Proteins (Gfp) anzeigte. Das Kolonisierungsverhalten des Wildtyp-
Stammes von S. liquefaciens und seiner korrespondierenden AHL-Nullmutante war
vergleichbar. Ein Vordringen von S. liquefaciens MG1 von den Wurzeln in die Blitter konnte
nicht nachgewiesen werden. Direkte Interaktionen der Bakterien mit den im Sprossbereich

inokulierten pathogenen Pilzen kénnen daher ausgeschlossen werden.

(3) Eine Quantifizierung von A. alternata DNA in Bléttern mittels Real-Time PCR ergab in
Pflanzen, die mit S. liquefaciens MG1 vorbehandelt wurden, um 79 % niedrigere DNA-
Gehalte als in Kontrollpflanzen. Bei Pflanzen, die mit der AHL-Nullmutante MG44 inokuliert
wurden und bei Kontrollpflanzen war die Menge an Pilz-DNA vergleichbar. Die Blattschiden
korrelierten dabei sehr gut mit den DNA-Gehalten. Zuvor wurden im Rahmen dieser Arbeit
Primer, basierend auf den ITS-Regionen fiir 4. alternata entwickelt, deren Spezifitit gegen

eine DNA-Bank aus iiber 80 verschiedenen tomatenpathogenen Pilzen getestet wurde.
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(4) Zum ersten Mal konnte ein Einfluss von Rhizosphirebakterien auf die Produktion
pflanzlicher Signalstoffe gezeigt werden. Eine Besiedelung der Wurzeln mit S. liquefaciens
MGTH fiihrte zu einer systemischen Erhohung der Ethylenbiosynthese in den Bléttern in den
ersten Stunden nach Zugabe der Bakterien und einer Induktion von Salicylsdure und
Gentisinsdure (2,5-Dihydroxybenzoesdure) drei Tage nach Inokulation. Zudem fiihrte eine
Applikation von  N-Hexanoyl-homoserinlacton (HHL) zu signifikant erhdhten

Salicylsduregehalten in den Wurzeln.

(5) Untersuchungen der Expression von Abwehrgenen aus Tomate mit der Macroarray-
Technik zeigten eine systemische Induktion von wichtigen PR- (pathogenesis related)
Proteingenen, insbesondere des Salicylsiure-abhiingigen PR-Proteins PR1a, durch HHL. Uber
Northern-Blot-Analysen wurden diese Befunde verifiziert. Auch Ethylen-abhingige Gene
waren aktiviert, z. B. Proteinase-Inhibitor CEVI-57 oder 30 kD basische Chitinase. Eine
Inokulation der Tomatenpflanzen mit der AHL-Nullmutante S. /iquefaciens MG44 bewirkte
nur leicht erhdhte Gehalte an Abwehrgenen, sowie Genen des Ethylenstoffwechsels; diese
Anderungen konnte der Wildtyp-Stamm nicht hervorrufen. Nach einer Infektion mit dem
Pathogen A. alternata waren 22 der 80 untersuchten Gene erhoht und 5 reprimiert. Zudem
zeigten die PR-Proteine Qb, basische -1,3-Glucanase und P69, Subtilisin-dhnliche

Endoproteinase eine verstirkte Transkriptakkumulation in den inokulierten Pflanzen.

(6) Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Produktion von N-Acyl-L-
homoserinlactonen eine wichtige Rolle bei der Biocontrol-Aktivitét, d. h. der Reduktion von
pflanzlichen Krankheitssymptomen, von S. liguefaciens MGI1, spielt. Bei dieser AHL-
induzierten systemischen Resistenz (AIR) sind mehrere Signalwege beteiligt; es werden
sowohl Salicylsdure- wie auch Ethylen-abhingige Abwehrgene in ihrer Expression erhoht. Es
kann gefolgert werden, dass AHL als neue generelle Elicitoren pflanzliche Abwehrreaktionen

aktivieren und damit zur Erhéhung der pflanzlichen Resistenz beitragen kdnnen.
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VII. Anhang

1. Verwendete Primer

1.1. Primer fiir die Amplifikation der transkribierten Spacerregionen (ITS) der
kernkodierten ribosomalen RNA-Gene (rDNA) pathogener Pilze

Die Sequenzen wurden White et al. (1990) entnommen.

5" -TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3~ ITS1
5 -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3" ITS4
1.2. Primer fiir die Quantifizierung tomatenpathogene Pilze mittels Real-Time PCR

Alternaria alternata:
5 -TCTAGCTTTGCTGGAGACTC -3~ A.alt F1
5 -AGACCTTTGCTGATAGAGAGT-3" A.alt R1.1

Cladosporium herbarum:
5" -GCTACGGCCGGGATGTTC-3" Clad F1
5" -GCAAAGTTAGGCAAGAGTTTG Clad R2

Botrytis cinerea:
5 -GGATTTATACATCCAATGGGAA-3" Bcin 013 £3
5" -GAGTAGGTAGGTATAGGTAAG-3" Bcin 013 rl

1.3. Primer zur Amplifikation von klonierten PCR-Produkten aus dem Vector
pGEM-T-Easy

5"-taatacgactcactataggg-3- T7

5"-tatttaggtgacactatag-3~ Sp6

Der Vector stammt von der Firma Promega, Madison, USA.
Der Primer T7 wurde aulerdem fiir die Referenzhybridisierung der Filter in den Macroarray-
Analysen verwendet (s. Material und Methoden, 14.8.3)
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2. Entwicklung von PCR-Primern fiir den quantitativen Nachweis von
tomatenpathogenen Pilzen

2.1. Alignment der I'TS-Regionen wichtiger tomatenpathogener Pilze

Alignment der Sequenzen der transkribierten Spacerregionen (ITS) der kernkodierten
ribosomalen RNA-Gene (rDNA) von den drei in dieser Arbeit verwendeten Pilzen (A4lternaria
alternata, Botrytis  cinerea, Cladosporium  herbarum) und weiteren wichtigen
tomatenpathogenen Pilzen (Alternaria solani, Fusarium oxysporium, Fusarium solani und
Pyrenochaeta lycopersici). Die ITS-Regionen wurden mit den universellen Primern ITS1 und ITS4
amplifiziert, die Sequenzen der Primer sind unterstrichen. Gelb eingezeichnet sind die spezifischen
Primer flir Alternaria alternata, grau fiir Cladosporium herbarum, diese wurden fiir die Real-
Time PCR verwendet. Die Sequenzen der Riickwértsprimer sind in den nachfolgenden Sequenzen
als ,,reverse complement® zu lesen.

Primer ITS1 23S rDNA << —> ITS1-Region

189

A. alternata 1 TCCGTAGCTG AACCTGCGGA GGGATCATTA CACAAATATG AAGGCGGGCT
A. solani 1 TCCGTAGCTG AACCTGCGGA GGGATCATTA CACAAATATG AAGGCGGGCT
B. cinerea 1 TCCGTAGCTG AACCTGCGGA AGGATCATTA CA-—-——=-—== —————————-—
C. herbarum 1 TCCGTAGCTG AACCTGCGGA GGGATCATTA CAagtgacc- —-—-————-——---
F. oxysporum 1 TCCGTAGCTG AACCTGCGGA GGGATCATTA CC-—=——==== —=—————————
F. solani 1 TCCGTAGCTG AACCTGCGGA GGGATCATTA CC-——=——=—= —————————-—
P. lycopersici 1 TCCGTAGCTG AACCTGCGGA AGGATCATTA actgtaacat tgg--GGGCT
Clad F1
A. alternata 51 GGAACCTCTC GG-======= —————————— -GGTTA-CAG CCTTGCTGAA
A. solani 51 GGCACCTCCC GG—======= —————————— -GGTggcCAG CCTTGCTGAA
B. cinerea 33 —mmmmmmmmm s s e e GAG
C. herbarum 40 mmmmmmmmmm e e C CGGCTA-CGG CCGGGATG--
F. oxysporum 33 mmmmmmmmm s mmmmmm e mmm e mmm e e GAG
F. solani 33 —mmmmmmmmm s s e GAG
P. lycopersici 49 GGtggagggt tgcgcacttt gtgcgtgttC CTTCCC-CGC CCTGTCTG--
A. alternata 81 TTATT----= —=————————— ————— C-ACC C-=———-- TTG TCTTTTGCGT
A. solani 82 TTATT--=—= —————————— ————— CcACC C-=———-- GTG TCTTTTGCGT
B. cinerea 36 TTcatgcccg aaagggTAGA CCTCCC-ACC C--——-- TTG TGTATTATTA
C. herbarum 58 @ ——mmmmmmmm e -TTCAT-AAC C---—--- CTT TGTTGTCCGA
F. oxysporum 36 TT--—--—--= —————= TACA ACTCCC-AAA C————-—-— CCC TGTGAA-CAT
F. solani 36 TTATT--=== —————=—=———— ————— C-Aac tcatcaaCCC TGTGAA-CAT
P. lycopersici 96 ———mmmmmmm - -CTACT-GCC C-———-—-— ATG TCTTTTGCGT
A. alternata 104 ACTTCTT-GT TTCCTTGG-- —-—-———=————-— TGGGTTCGCC CACCACTAGG
A. solani 106 ACTTCTT-GT TTCCTCGG-= —-=————————-— TGGGCTCGCC CACCACAAGG
B. cinerea 79 CTTTGTT-GC TTTGGCGag- ---CTGCCTT CGGGCcttgt at--------
C. herbarum 80 CTCTGTT-GC CTCCGGGGecg accCTGCCTT CGGGCGGGGG CTCCGGGT--
F. oxysporum 64 ACCACTT-GT TGCCTCGG-= —=—==—=———-— CGGATCAGCC CGCtCCCGGT
F. solani 64 ACCtaaacGT TGCTTCGG-- —-=—==—————- CGGGaacaga cgg-CCCCGT
P. lycopersici 118 ACCCATT-GT TTCCTCGG-- —-=——=-=——- CGGGTTTGCC CGTCGATT--
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SRmAwM»

AR ARCRCRE R vEmRAEN»

DEmRAwN»

vEmRawN»

SRRnADM»

alternata
solani
cinerea
herbarum
oxysporum
solani
lycopersici

alternata
solani
cinerea
herbarum
oxysporum
solani
lycopersici

alternata
solani
cinerea
herbarum
oxysporum
solani
lycopersici

alternata
solani
cinerea
herbarum
oxysporum
solani
lycopersici

alternata
solani
cinerea
herbarum
oxysporum
solani
lycopersici

alternata
solani
cinerea
herbarum
oxysporum
solani
lycopersici

alternata
solani
cinerea
herbarum
oxysporum
solani
lycopersici

141
143
116
127
101
101
153

164
169
153
154
149
150
176

209
215
191
198
192
194
221

259
265
241
248
242
244
271

309
315
291
298
292
294
321

rDNA
359
365
341
348
342
344
371

405
412
388
385
379
394
416

AAAACGGGAC
GAAACGGGCC

GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
c——-GTCTGAG
GCAGTCTGAG
AACTTCTGAG
TTCTTCTGAG
GCAATCAGCG

GGATCTCTTG
GGATCTCTTG
GGATCTCTTG
GGATCTCTTG
GGATCTCTTG
GGATCTCTTG
GGATCTCTTG

AGTGTGAATT
AGTGTGAATT
AATGTGAATT
AATGTGAATT
AATGTGAATT
AATGTGAATT
AGTGTGAATT

CGCCCTTTGG
CGCCCTTTGG
CGCCCCTTGG
CGCCCCCTGG
CGCCTGCCAG
CGCCCGCCAG
CGCCCCTTGG

= =
TCAAGCTTT-
TCAAGCTTT-
TCAAGCTTA-
TCAAGCCTC-
TCAAGCACA-
TCAGGCCccc
TCAAGCATT-

GACTCG--CC
GACTCG--CC

----CGTGCC
----CGTTCC
acgcCGTCCC
GACTCG--CC

GG-CCCGCCA
GceCCCGCCA

TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TActata---
TAA--ACttA
TAA--AACcC-
TAA--AACAA
TCAGAAAact

GTTCTGGCAT
GTTCTGGCAT
GTTCTGGCAT
GTTCTGGCAT
GTTCTGGCAT
GCTCTGGCAT
GTTCTGGCAT

GCAGAATTCA
GCAGAATTCA
GCAGAATTCA
GCAGAATTCA
GCAGAATTCA
GCAGAATTCA
GCAGAATTCA

TATTCCAAAG
TATTCCAAAG
TATTCCGGGG
TATTCCGGGG
TATTCTGGCG
TATTCTGGCG
TATTCCATGG

----AC--AT
-——-ACCCAT
GAGAATACCA
--GGACACTT
GAGGACCCCT
GAGGACCCCT
--GGACACTA

Clad R2

AAACC-TTTT
AAACCLTTTT
AAACT-CTTT
CAAAC-TCTT
AAACT-CTGT
AACTC-TGTT
CAACC-CTTT

GTAA--—--TT
GCAA----TG
TTATTAATGT
GCGTAACTTT
TTCTATATGT
TCTATAATGT
GTAA----TT

ITS1-Region < —> 5,8S rDNA

ATTAATAA-T
TGTAATAATT
--TAATAG-T
ATTAATAAAT
ATAAATAAAT
GCAAATAAAT
—-—-—--ATAA-T

CGATGAAGAA
CGATGAAGAA
CGATGAAGAA
CGATGAAGAA
CGATGAAGAA
CGATGAAGAA
CGATGAAGAA

GTGAATCATC
GTGAATCATC
GTGAATCATC
GTGAATCATC
GTGAATCATC
GTGAATCATC
GTGAATCATC

GGCATGCCTG
GGCATGCCTG
GGCATGCCTG
GGCATGCCTG
GGCATGCCTG
GGCATGCCTG
GGCACGCCTG

ITS2 Region

-—GCTTGGTG
-—GCTTGGTG
-—GCTTGGTA
-—GCTTGGTA
-—GCTTGGTG
ggGCCTGGCG
-—GCTTGGTG

TTAAAGTAAT
TTAAAGTCAT

TCAAATcgtc
CCAAATTGAT
CCAAATACAG
TTGAAGCAAT
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TTGGGCGTCT
TTGGGCGTCT
TTGAGTCTAT
TTGGGCAACG
TTGGGACTCG
TTGGGGATCG
TTGGGTGTTT

TGGCAGCCGG
TGGCAGCCGG
CAGTGGCGGC

TGGCGGTCAC
TGGCGGTCCC
TGGCAGCCGG

TA----CAAC
TA----CAAC
TA----AAAC
TA----AAAC
CA----AAAC
TA----AAAC
TAttacAACC

CGCAGCGAAA
CGCAGCGAAA
CGCAGCGAAA
CGCAGCGAAA
CGCAGCAAAA
CGCAGCGAAA
CGCAGCGAAA

GAATCTTTGA
GAATCTTTGA
GAATCTTTGA
GAATCTTTGA
GAATCTTTGA
GAATCTTTGA
GAATCTTTGA

TTCGAGCGTC
TTCGAGCGTC
TTCGAGCGTC
TTCGAGCGTC
TTCGAGCGTC
TTCGAGCGTC
TTCGAGCGTC

TTTCAACAAC
TTTCAACAAC
TTTCAACAAC
TTTTAACAAC
TTTCAACAAC
TTTCAACAAC
TTTCAACAAC

TGCGATAAGT
TGCGATAAGT
TGCGATAAGT
TGCGATAAGT
TGCGATAAGT
TGCGATAAGT
TGCGATAAGT

ACGCACATTG
ACGCACATTG
ACGCACATTG
ACGCACATTG
ACGCACATTG
ACGCACATTG
ACGCACATTG

ATTTGTACCC
ATTTGTACCC
ATTTCAACCC
ATTTCACCAC
ATTTCAACCC
ATTACAACCC
ATTTGTACCC

Aalt F3

Tgtctectage
TTTTGTCTCC
GTCagtaatg
CGGTCCGCCG
CGTTAATTCG
GCGGAGCCCC
GTCccgctgt

CCTACTGGTT
CCTACTGGTT
GCCGCTGGGT
-——-GCTGGGT
GTCG-AGCTT
GCCGCAGCTT
CaatCTGGTG

t-TTGCTGGA
CCTTGCGGGA
gcaggctcta

CCGTGGGcac
tacgcgtg--
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SRRnAawM»

DEmRAEN»

SRRnADMD»

alternata
solani
cinerea
herbarum
oxysporum
solani
lycopersici

alternata
solani
cinerea
herbarum
oxysporum
solani
lycopersici

alternata
solani
cinerea
herbarum
oxysporum
solani
lycopersici

447
454
416
420
418
438
458

488
497
461
469
465
485
497

535
547
505
515
510
532
544

-—-—-AGCGCAG
-—-—-AGCGCAG
-—-—-AACGTAG
ctaAGCGTTG
-—--AGCGTAG
-—-—-CGCGTAG
-—-—-AGCGCAG

ATCCATTAAG
ATCCACCAAG
—-——AAAACCC
GTAAAACAAC
GTTAAACCCC
GTAAAACACC
GTCCATCAAG

ACCCGCTGAA
ACCCGCTGAA
ACCCGCTGAA
ACCCGCTGAA
ACCCGCTGAA
ACCCGATGAA
ACCCGCTGAA

CACAAGTCGC
CACAAGTCGC
TAATAtct--
TGGAAActat
TAGTAAAACC
TAGCTAACAC
CACATTTTGC

CC-=-TTTTT
CCLLtTTTTT
AA-—--ATTTT
CCca—-——--TT
AA---CTTCT
CA---ACTCT
CC-=-TTTTT

CTTAAGCATA

Aalt R1,1

ACTCTCTATC
GCTCTCTTCC
CTCGTTACAG
-TCGCTAAAG
CTCGTTACTG
CTCGCGACTG
GCTtcttgct

TCAACTTTTG
TCAACTTTTG
TCTATGGTTG
TCTAAGGTTG
G--AATGTTG
TCTGAAGTTG
TTTGCTCTTG

Primer ITS4
TCAATAAGCG

AGCa--AAGG
AGCcccAAGG
GTTCTCGGTG
GGTGTTCGGG
GTAATCGtcg

Gagagcgggc

ITS2-Region < — 18S rDNA

ACCTCGGATC
ACCTCGGATC
ACCTCGGATC
ACCTCAGATC
ACCTCGGATC
ACCTCAAATC
ACCTCGGATC

GAGGA

CTTAAGCATA

TCAATAAGCG

GAGGA

CTTAAGCATA

TCAATAAGCG

GAGGA

CTTAAGCATA

TCAATAAGCG

GAGGA

CTTAAGCATA

TCAATAAGCG

GAGGA

CTTAAGCATA

TCAATAAGCG

GAGGA

CTTAAGCATA

TCAATAAGCG

GAGGA
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TCTA----GC
TCTA----GC
TGCTTCTGCC
AGGCTACGCC
cGGCCACGCC
gGGCCACGCC

AGGTAGGGAT
AGGTAGGGAT
AGGTAGGGAT
AGGTAGGGAT
AGGTAGGAAT
AGGTAGGAAT
AGGTAGGGAT
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2.2. DNA-Bank der tomatenpathogenen Pilze und Auftragsschema der PCR-

Reaktionen auf die Agarosegele

Die einzelnen Pilzstimme stammen groftenteils von der Deutschen Sammlung fiir
Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig (DSM) und vom Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS), Utrecht, NL.

Nr. der Gelspur Name des Templates Herkunft
1 DNA-Gro8enstandard
2 Lycopersicon esculentum cv. MicroTom Diese Arbeit
3 Alternaria alternata DSM 62006
4 Alternaria alternata G. Bahnweg, Isolat aus Buche
5 Alternaria alternata DSM 62010
6 Alternaria sp. Tomate G. Bahnweg, Isolat aus Tomate
7 Alternaria solani DSM 62028
8 Alternaria solani CBS 347.79
9 Alternaria solani CBS 105.51
10 Alternaria tenuissima DSM 63360
11 Athelia rolfsii DSM 63030
12 Athelia rolfsii DSM 2652
13 Athelia rolfsii DSM 2651
14 Botrytis cinerea A. von Tiedemann, Rostock (NL Bc21/1.22)
15 Botrytis cinerea A. von Tiedemann, Rostock (NL Bc25/1.23)
16 Botrytis cinerea A. von Tiedemann, Rostock (NL Bc26/1.24)
17 Cladosporium fulvum CBS 178.54
18 Cladosporium fulvum CBS 120.46
19 Cladosporium herbarum DSM 63422
20 Colletotrichum dematium CBS 371.67
21 Colletotrichum dematium DSM 62147
22 Colletotrichum gloeosporioides DSM 62146
23 Colletotrichum gloeosporioides DSM 62136
24 Colletotrichum coccodes CBS 527.77
25 Colletotrichum coccodes DSM 62126
26 Corynespora cassiicola DSM 62475
27 Corynespora cassiicola DSM 2496
28 Didymella lycopersici CBS 735.74
29 Didymella lycopersici CBS 378.67
30 Fusarium acuminatum DSM 62148
31 DNA-GréBenstandard
32 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici DSM 62059
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Nr. der Gelspur Name des Templates Herkunft
33 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici CBS 160.85
34 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici CBS 646.78
35 Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici CBS 873.95
36 Fusarium oxysporum f. sp.radicis-lycopersici CBS 874.95
37 Fusarium solani DSM 1164
38 Fusarium solani DSM 62416
39 Fusarium sambucinum DSM 62433
40 Fusarium sambucinum DSM 62397
41 Geotrichum candidum DSM 6593
42 Geotrichum candidum DSM 10452
43 Helminthosporium solani CBS 359.49
44 Helminthosporium solani CBS 640.85
45 Mycocentrospora acerina DSM 62101
46 Phoma destructiva CBS 133.93
47 Phoma exigua var. exigua CBS 119.94
48 Phoma terrestris DSM 62936
49 Phoma terrestris CBS 377.52
50 Phytophthora infestans CBS 430.90
51 Phytophthora infestans CBS 439.78
52 Phytophthora infestans CBS 327.90
53 Phytophthora parasitica H. Prell, Géttingen
54 Phytophthora nicotianae J.P.Helgeson, Madison
55 Phytophthora nicotianae DSM 1828
56 Pullularia pullulans DSM 2404
57 Pyrenochaeta lycopersici CBS 267.59
58 Pyrenochaeta lycopersici DSM 62931
59 Pyrenochaeta lycopersici CBS 306.65
60 Pythium aphanidermatum CBS 634.70
61 \DNA-Gréfenstandard
62 Pythium debaryanum DSM 62946
63 Pythium irregulare DSM 62956
64 Pythium irregulare CBS 469.50
65 Pythium myriotylum CBS 315.33
66 Pythium ultimum DSM 62987
67 Pythium ultimum CBS 805.95
68 Rhizoctonia solani CBS 168.83
69 Rhizoctonia solani CBS 209.84
70 Rhizopus stolonifer DSM 63011
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Nr. der Gelspur Name des Templates Herkunft
71 Rhizopus stolonifer DSM 2194
72 Sclerotinia sclerotiorum CBS 537.77
73 Sclerotinia sclerotiorum CBS 499.50
74 Sclerotinia sclerotiorum DSM 1946
75 Septoria lycopersici CBS 354.49
76 Septoria lycopersici var. malagutii CBS 106.80
77 Stemphylium lycopersici CBS 321.87
78 Stemphylium sarciniforme DSM 63045
79 Stemphylium solani CBS 408.54
80 Stemphylium vesicarium CBS 668.80
81 Pleospora herbarum var. herbarum CBS 406.76
82 Pleospora herbarum var. herbarum CBS 205.82
83 Pleospora herbarum DSM 62928
84 Thielaviopsis basicola DSM 63050
85 Tiarosporella phaseolina DSM 62744
86 Verticillium albo-atrum CBS 321.91
87 Verticillium albo-atrum CBS 385.91
88 Verticillium dahliae DSM 63083
89 Verticillium dahliae DSM 63084
90 Helminthosporium triseptatum CBS 319.69
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3. Auftragsschema des Macroarrays fiir Tomaten-Abwehrgene

Die Sonden fiir die Gene wurden von F. van Breusegem, Gent, B; G. Vogg, Wiirzburg; J.
Kangasjarvi, Helsinki, FIN; P. Vera, Valencia, ES und D. Grierson, Nottingham, GB zur
Verfiigung gestellt. Die Filter wurden im Rahmen des EU-Projektes TOMSTRESS in der

Arbeitsgruppe von F. Van Breusegem, Gent, Belgien, hergestellt.

Position auf Filter
1. Charge | 2.,3. Charge Name Gen / Funktion Accession / EST

Al Al Chi9 30 kD basische intrazell. Chitinase 715140

Bl Bl Chi3 26 kD saure extrazell. Chitinase 715141

Cl Cl Chil7 27 kD saure extrazell. Chitinase Z15139

D1 D1 P23 Thaumatin-dhnliches Protein X70787

El El INIF1 INPR1-interagierendes Protein AF143442

Fl F1 Qb Basische p-1,3-Glucanase X74906

Gl Gl TGAS118 y-Thionin LES133601

HI HI PAL Phenylalanin Ammoniak-Lyase MS83314.1

A2 A2 Qa Saure B-1,3-Glucanase X74905.1

B2 B2 PR1a (P4) [Unbekannt AJ011520.1

C2 C2 WIPII Proteinase-Inhibitor 11 K03291

D2 D2 UBI3 Ubiquitin X58253

E2 E2 InvLpll Vacuoldre Invertase 712026

F2 F2 ACS1b ACC-Synthase 1b U18057

G2 G2 pEGTCTR2 MAP Kinase Kinase Kinase AJ318955
H2 ACT2 Actin-2 ATU37281
A3 ACTS Actin-8 ATU42007

H2 B3 Psenu3 Cysteinproteinase 748736

A3 C3 Le-ETR1 Ethylenrezeptor U38666

B3 D3 ACSla ACC-Synthase la U74459

C3 E3 ACS2 (ACC-Synthase 2 X59139

D3 F3 SAM1 SAM-Synthetase 1 724741

E3 G3 SAM?2 SAM-Synthetase 2 724742

F3 H3 Le-ACS6 ACC-Synthase 6 AB013100

G3 A4 SAM3 SAM-Synthetase 3 724743

H3 B4 Le-ACOL1 ACC-Oxidase 1 X58273

A4 Cc4 PR-10 TSI-1 Protein Y 15846

B4 D4 PR-1b Unbekannt Y 08804

C4 E4 Le-ACSS ACC-Synthase 5 U18058

D4 F4 Le-ACS4 ACC-Synthase 4 X59146

E4 G4 Le-ACS3 [ACC-Synthase 3 L34171

F4 H4 pinll Proteinase Inhibitor II K03291

G4 AS CEVI-1 Ligninperoxidase Y19023

H4 B5 CEVI-19 Desaturase P. Vera, unveroffentlicht

AS C5 CEVI-34 Lipoxygenase (putativ) P. Vera, unverdffentlicht

BS D5 CEVI-57 Proteinase-Inhibitor X94946

C5 E5 APx20 Ascorbatperoxidase (putativ) P. Vera, unverdffentlicht
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Position auf Filter
1. Charge | 2.,3. Charge Name Gen / Funktion Accession / EST

D5 F5 P69 Subtilisin-dhnliche Endoproteinase X95270

ES G5 tAPX Ascorbatperoxidase Al776158

F5 HS5 GPX Glutathionperoxidase Al782805

G5 A6 CAT1 Catalase 1 AI782815

HS5 B6 MnSOD Mn Superoxiddismutase Al774691

A6 C6 FeSOD Fe Superoxiddismutase AI898983

B6 D6 ChlCu/ZnSOD  [chloropl. Cu/Zn Superoxiddismutase AI781095

C6 E6 Le-ACO2 ACC-Oxidase 2 Y00478

D6 F6 Le-ACO3 ACC-Oxidase 3 754199

E6 G6 ERT1 Unbekannt X72729

F6 H6 ERT10 kurzkettige Alkohol-Dehydrogenase X72730

G6 A7 ERT13 Unbekannt X72731

Ho6 B7 ERT14 Unbekannt X72732

A7 C7 ERT15 Unbekannt X72734

B7 D7 ERT16 Tomate stress-assoz. Protein X72733

C7 E7 ERT17 Ubiquitin-konjugierendes Enzym X73419

D7 F7 INT7 [Unbekannt D. Grierson, unveroffentlicht
E7 G7 INT22 dDTP-Glucose-4,6-Dehydratase D. Grierson, unverdffentlicht
F7 H7 INT23 Chaperonin D. Grierson, unverdffentlicht
G7 A8 INT107 [Unbekannt D. Grierson, unverdffentlicht
H7 B8 INT106 Tetratricopeptid repeat Protein D. Grierson, unverdffentlicht
A8 C8 INT119 UFD1 (ubiquitin fusion degradation | D. Grierson, unver6ffentlicht

Protein)

B8 D8 INT129 Unbekannt D. Grierson, unverdffentlicht
C8 ES8 LOX3 (LOXc) [Lipoxygenase C U37839

D8 F8 NR Ethylenrezeptor, never ripe (NR) 754099

E8 G8 TOM75 Reife-assoz. Protein X73847

(NY507)

F8 HS8 PEI Pectinesterase A24196

G8 A9 PTL1 (LOXa) [Lipoxygenase A U09026

HS8 B9 PTL2 (LOXb) [Lipoxygenase B U09025

A9 C9 SENU1 Unbekannt 775523

B9 D9 SENU3 Cysteinproteinase 748736

C9 E9 SENU2 Cysteinproteinase AJ003137

D9 F9 SENU4 P6, unbekannt M69248

E9 G9 SENUS Unbekannt 775524

F9 H9 SEND32 Unbekannt 775519

G9 Al10 TCTR2 MAP Kinase Kinase Kinase AJ005077

H9 B10 TOMS (p2la)  |Phytoensynthase Y00521
Al0 C10 TMEK1 MAP Kinase Kinase AJ000728

B10 D10 TRE (Le-ACO1) |[ACC-Oxidase 1 X58273

C10 E10 UidA B-Glucuronidase X02395
D10 F10 Dehydrin putativ AW036449

El10 G10 AOX Alternative Oxidase (putativ) AWO034721

F10 H10 Cab-1b Chlorophyll,, bindendes Protein AW217861
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Allen, die in irgendeiner Form zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben, gilt an dieser
Stelle mein herzlicher Dank:

e Herrn Prof. K.-H. Schleifer und Herrn Prof. H. Sandermann fiir ihr Interesse an meinem
Thema, sowie die Vertretung meiner Arbeit an der Universitit bzw. die Moglichkeit, die
Arbeit an diesem Institut anzufertigen.

e Herrn Dr. C. Langebartels fiir die hervorragende, sorgfiltige Betreuung meiner Arbeit und
fiir sein unermiidliches Interesse an meinem Thema, selbst bei hoher eigener Belastung.

e Frau Alexandra lhring fiir die freundschaftliche Zusammenarbeit und fiir die vielen
schonen Ergebnisse, die sie im Rahmen ihrer Diplomarbeit zu diesem Projekt beisteuern
konnte.

e Herrn Dr. G. Bahnweg und Frau Claudia Knappe nicht nur fiir die Hilfe bei den
Infektionsversuchen, Ernten und der Pilzquantifizierung sondern auch fiir ihre
freundschaftlichen und mitfithlenden Aufmunterungen, wenn im Laboralltag ,,nicht immer
alles nach Wunsch verlief.*

e Allen an diesem Projekt Beteiligten, besonders Herrn Dr. L. Eberl und Herrn Prof Dr.
A. Hartmann, sowie meinen Mitstreitern in diesem Projekt, Anette Steidle, Katja Sigl und
Stephan Gantner, fiir die vielfdltigen Diskussionen und Anregungen und fiir die
Bereitstellung der Bakterienstimme und schoner LSM-Aufnahmen.

e Herrn Dr. H.-P. Seidl, Institut fiir Mikrobiologie, TUM, fiir die rasche Bereitstellung
sporulierender A. alternata Kulturen, sowie Herrn Dr. C. Baron, Institut fiir
Mikrobiologie, LMU, fiir den Bakterienstamm P. fluorescens WCS417r.

e Frau Dr. Heike Wohlgemuth fiir ihre Freundschaft, ihre unermiidliche Hilfsbereitschaft
und nicht zuletzt ihr botanisches ,,Know-How*.

e Allen Kollegen im Labor 22 fiir die auBlerordentlich gute Zusammenarbeit, vielseitigen
Hilfen und freundschaftliche Atmosphédre im Laboralltag, insbesondere Elke Gerstner,
Lucia G681, Dr. Sebastian Griin, Dr. Florian Kaffarnik, Sabine Kschieschan, Judith Mayr,
Wolfgang Mayr, Elke Mattes, Rosina Ludwig und Dr. Gerd Vogg.

e Frau Susanne Stich fiir ihre kompetente Hilfe bei immer wieder neuartigen HPLC-
Phinomenen

e Frau Bérbel GroB3 und Frau Renate Kreitmeyer fiir die liebevolle und sorgféltige Aufzucht
meiner Versuchspflanzen, sowie fiir die vielen kleinen Hilfen (Puffer, Medien...) im
Labor, die die Arbeit doch sehr erleichtern.

e Frau Evi Bieber fiir ihr immer offenes Ohr in Sachen Computer und Molekularbiologie.

e Matthias Affenzeller, Sabine Glombitza, Michael G6tz, und Tobias Sahr fiir ihre stete
Diskussionsbereitschaft und Hilfestellungen in Fragen zur Molekularbiologie im
allgemeinen und der Arraytechnik im besonderen.

e Allen jetzigen und ehemaligen Mitgliedern des Instituts fiir Biochemische
Pflanzenpathologie fiir die angenehme Atmosphire, Arbeitsgruppen-iibergreifende
Hilfsbereitschaft und Kollegialitét.

e Den Technikern von EPOKA fiir ihre Hilfe bei kaputten Gerédten und Problemen mit den
Klimakammern.

e Meinen Eltern und meinen Freunden fiir ihre Unterstiitzung wihrend meiner Doktorarbeit.
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