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Verzeichnis verwendeter Abkurzungen

A

Abb.
ACN
AcOH
AHL
APOX
APS
BPDS
Bq
BSA

C

°C
C6-HSL
C8-HSL
C10-HSL
CA
CDNB
cGST
CHAPS
CHES
Ci

cm

Cys

d

dest.
DCNB
DHA
DHAR
DTE
DTT
E.C.
EDTA
EGTA
EtOH
FG
FTICR-MS
g
GC-MS
Glu

Gly
GPOX
GR

Ampere

Abbildung

Acetonitril

Essigsaure

N-Acyl-Homoserinlacton
Ascorbatperoxidase

Ammoniumpersulfat
Bathophenanthrolindisulfonat-Natriumsalz
Bequerel

Rinderserumalbumin

Kohlenstoff

Grad Celsius
N-Hexanoyl-Homoserinlacton
N-Octanoyl-Homoserinlacton
N-Decanoyl-Homoserinlacton
Cellulose-Acetat
1-Chloro-2,4-Dinitrobenzol

cytosolische GST
(3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat
2-[N-Cyclohexylamino]ethan-sulfonséure
Curie

Zentimeter

Cystein

Tag

destilliert

1,2-Dichlornitrobenzol

Dehydroascorbat
Dehydroascorbatreduktase

Dithioerythrit

Dithiothreit

Enzyme Commission
Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglycol-bis-([3-aminoethylether)-N,N’-tetraacetat
Ethanol

Frischgewicht

Fouriertransform ion-cyclotron-resonance mass spectrometry
Gramm oder Erdbeschleunigung (9,81 m*s?)
Gaschromatograph-Massenspektrometer
Glutamin

Glycin

Glutathionperoxidase
Glutathionreduktase
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GSH Glutathion reduziert

GSSG Glutathion oxidiert

GST Glutathion S-Transferase

h Stunde

SH Tritium

H,O Wasser

H-0, Wasserstoffperoxid

HCI Salzsaure

HPLC High Pressure Liquid Chromatograpy
HS Homoserin

HSL Homoserinlacton

IEP Isoelektrischer Punkt

IPG Immobilisierter pH-Gradient
kat Katal (Mol/Sekunde)

kDa Kilodalton

Km Michaelis-Menten-Konstante
KOH Kaliumhydroxid

L Liter

L. Linné, Carl von (1707-1778)
LB-Medium Luria-Bertani-Medium

logP Verteilungskoeffizient Octanol-Wasser (= logKow)
M Molar

m Meter

MeOH Methanol

MgCl; Magnesiumchlorid

mGST mikrosomale GST

min Minute

N2 Stickstoff

NaCl Natriumchlorid, Kochsalz
NaClO Natriumhypochlorit

NADPH Nicotinamidadenindinucleotidphosphat
NaN3 Natriumazid

NaOH Natriumhydroxid, Natronlauge
NB Nahrbouillon

NBC 4-Nitrobenzylchlorid

NBOC 4-Nitrobenzoylchlorid

nm Nanometer

oD Optische Dichte

P Phosphor

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
POX Peroxidase

PTFE Polytetrafluorethylen

PVP Polyvinylpyrrolidon

QS Quorum sensing

R? Korrelationskoeffizient

rLF relative Luftfeuchte

rpm Umdrehung pro min

S Sekunde

SDS Natriumdodecylsulfat

SPE Solid-phase extraction

T Zeitpunkt

Tab. Tabelle
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Tris
TEMED
U
UPLC
uv
UV/Vis
v/v

Vv

w/v

Trichloressigsaure
Trishydroxymethylaminomethan
Tetramethylethylendiamin

Unit; Umsatz von 1 Mikromol Substrat pro min
Ultra Pressure Liquid Chromatography
Ultraviolette Strahlung

UV und sichtbares Licht

Volumenprozent

Volt

Gewichtsprozent
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1 Einleitung

1.1 Quorum sensing

1.1.1 Die Kommunikation der Bakterien

Zell-Zell-Kommunikation ermdglicht die zeitlich koordinierte Expression von Genen in
bakteriellen Populationen (Mole et al., 2007). Diese knappe Formulierung stellt die poin-
tierte Beschreibung eines faszinierenden Phanomens dar, welches in den letzten Jahren
beachtlich wachsendes Interesse erfahren hat: der Tatsache, dass Bakterien zu einer
,2Unterhaltung® auf molekularer Ebene fahig sind und dadurch das Verhalten einer Ge-
meinschaft von Einzellern gezielt steuern kdnnen.

Vor dem Hintergrund, dass man lange Zeit glaubte, Bakterien seien nichts weiter als
stumm und blind umherstreunende Einzelganger (Obst, 2007), erschien diese Idee na-
hezu ketzerisch. Daher mag es nicht verwundern, dass eine betrachtliche Zeitspanne
verging, bis die Bedeutung des heute als ,Quorum sensing“ (Fuqua et al., 1994) bezeich-
neten Phanomens erkannt wurde, wobei der Begriff des ,,Quorum® aus der Politik stammt
und die kleinste fir eine Entscheidungsfindung nétige Zahl an Stimmberechtigten be-
schreibt.

Erste Publikationen wiesen bereits vor Uber 40 Jahren auf die Existenz des Quorum
sensing hin. Tomasz postulierte im Jahr 1965, dass die Zellkompetenz von grampositiven
Pneumokokken (Streptococcus pneumoniae) durch ein hormonahnliches Produkt regu-
liert werde. Nealson und seine Mitarbeiter erkannten spéter, dass Bakterien der gramne-
gativen Spezies Vibrio (Photobacterium) fischeri, welche in Symbiose mit dem KopffuB3ler
Euprymna scolopes leben, in Abhangigkeit von der Populationsdichte Biolumineszenz
ausbilden (Nealson et al., 1970). In der Natur dient diesen nur etwa 2 cm langen nachtak-
tiven Zwergtintenfischen ein Leuchtorgan, in welchem sich die lumineszierenden Bakteri-

en befinden, zur Imitation des Mond- und Sternenlichts, das sie fir Fressfeinde praktisch
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1 Einleitung

Abbildung 1.1: Der nachtaktive Zwergtintenfisch Euprymna scolopes neben fluoreszenzgefarbten Vi-
brio fischeri-Zellen. Bildnachweis: MJ McFall-Ngai, EG Ruby, University of Hawaii sowie E Nelson, L
Sycuro, Vibrio fischeri Genome Project. http://serc.carleton.edu/microbelife/topics/marinesymbiosis/squid-
vibrio/index.html
unsichtbar macht (Fuqua und Greenberg, 2002), weil sie keinen Schatten werfen. Inter-
essant ist hierbei, dass in freier See lebende Vibrio fischeri-Zellen keine Biolumineszenz
ausbilden (Gonzalez und Keshavan, 2006). Erst wenn die Bakterien vom Tintenfisch aus
dem Meerwasser aufgenommen werden, sich im Leuchtorgan des Tieres vermehren und
eine Population von etwa 10° Zellen aufgebaut haben (Visick und Ruby, 2006), kommt es
zur charakteristischen Lichtentwicklung, an welcher das Enzym Luciferase beteiligt ist.

Wie ist es zu erklaren, dass Vibrio fischeri erst ab einer ganz bestimmten Zellzahl zu
lumineszieren beginnt? Wahrend anfangs noch davon ausgegangen wurde, dass bei zu
geringer Populationsdichte die Luciferase-Synthese durch einen Inhibitor unterdriickt wer-
de, wurde spater erkannt, dass die Steuerung der Biolumineszenz durch einen Aktivator
erfolgt (Eberhard, 1972), welcher erst in den frGhen 80er Jahren als N-([3-Ketocaproyl)-
Homoserinlacton klassifiziert wurde (Eberhard et al., 1981), der heute als N-(3-oxo-
Hexanoyl)-L-Homoserinlacton oder kurz 3-oxo-C6-HSL bzw. OHHL bezeichnet wird. Die-
ses Molekul wird von Vibrio fischeri kontinuierlich gebildet, reichert sich innerhalb des
Leuchtorgans des Zwergtintenfisches an und initiiert erst ab einer bestimmten Konzentra-
tionsschwelle beziehungsweise Populationsdichte die Lumineszenz. Die genaue Funktion
des Mechanismus wird in Kapitel ausfuhrlich beschrieben.

Die Signalmolekile des Quorum sensing, so wie das 3-oxo-C6-HSL in Vibrio fischeri,
zeichnen sich durch ein niedriges Molekulargewicht aus, sind tberwiegend diffusionsfa-

hig und gehoéren unterschiedlichen Stoffklassen an. Wahrend Oligopeptide als typische
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Signalstoffe in grampositiven Arten gelten, wirken die N-Acyl-L-Homoserinlactone (AHLS)
in den gramnegativen Bakterien des Stammes der Proteobacteria als Signalmolekule und
stellen gleichzeitig die bisher am besten untersuchte Klasse von QS-Signalen dar (Hense
et al., 2007). Uber 50 Spezies der Proteobacteria (von Bodman et al., 2003) oder un-
geféhr 7 % allein aus den gro3en Klassen der Alpha-, Beta- und Gammaproteobacteria
(McDougald et al., 2006) nutzen AHLs im Quorum sensing; mehr als 70 Quorum sensing-
Systeme ahnlich dem von Vibrio fischeri (,LuxIR") sind bekannt (Taga und Bassler, 2003).

Neben AHL existieren noch weitere Komponenten, die verschiedenen Mikroorganismen
als Signalstoffe (auch bezeichnet als Autoinducer) im Quorum sensing dienen, wie bei-
spielsweise Quinolone, zyklische Dipeptide oder der sowohl in grampositiven wie gramne-
gativen Bakterien nachgewiesene Autoinducer-2 (Al-2) (McDougald et al., 2006), auf die
hier aber nicht naher eingegangen werden soll.

Neben der Lumineszenz unterliegt eine ganze Reihe anderer Vorgdnge der Regulati-
on durch Quorum sensing. Dazu gehdrt beispielsweise auch die Bildung von Biofilmen,
die in Abbildung[1.2]vereinfacht dargestellt ist. Neben einer frei lebenden, planktonischen
Wuchsform kénnen sich wahrscheinlich fast alle Bakterienarten als Biofilm etablieren,
welcher sich durch festes Anhaften an einer Unterlage und einen strukturierten Aufbau
auszeichnet (Folwaczny und Hickel, 2003). In einem Biofilm sind Bakterienpopulationen
in eine extrazellulare Polysaccharidmatrix eingebettet und bilden typische pilz- oder turm-
férmige Gebilde aus (Davies et al., 1998). Die Organisation als Biofilm verleiht bakteriel-
len Krankheitserregern eine au3erordentlich hohe Resistenz gegen nahezu jede Art von
antibakterieller Behandlung, die inzwischen als eine der Hauptursachen fir eine Reihe
von schwierig zu behandelnden chronischen Infektionen angesehen wird (Folwaczny und
Hickel, 2003). Biofilme spielen eine Rolle bei dentalen Erkrankungen wie Karies und Par-
odontitis, aber auch bei Mittelohrentziindungen, Endocarditis (Entzindung der Herzklap-
pen), Osteomyelitis (Entzindung des Knochenmarks) und anderen chronischen Infektio-
nen (Kaplan, 2005). Experten schatzen sogar, dass in 65 % aller Infektionen die Bildung
von Biofilmen eine Rolle spielt (Breuer, 2005). Da der geordnete Aufbau eines Biofilmes
von der Regulation der Genexpression durch Quorum sensing abhangt, stellt die Stérung
der Zell-Zell-Kkommunikation einen alternativen Ansatz zur Eliminierung von Infektionen
dar (Stewart, 2003). Ein fihrender Ziricher Forscher vergleicht dies gar drastisch mit mo-

derner Kriegsfihrung, bei der zunéchst die Kommunikationswege des Gegners zerstort
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Ausbildung von bakteriellen Biofilmen, modifiziert nach Fu-
qua und Greenberg (2002).
werden (Blech, 2001).

Lumineszenz und Biofilmbildung reprasentieren zwei sehr geeignete Beispiele, um die
Bedeutung und den Einfluss von Quorum sensing in Bakterien zu veranschaulichen, doch
nicht nur diese beiden Vorgange unterliegen einer gezielten Regulation durch ,bakteriel-
le Zwiegesprache®. Weiterhin kénnen zahlreiche andere Prozesse wie zum Beispiel die
Produktion von Antibiotika, Motilitdt durch Schwérmen oder Schwimmen, Zellkompetenz,
Plasmidtransfer, die Produktion von Virulenzfaktoren, Nodulation und viele andere Vor-
gange unter der Kontrolle von Quorum sensing stehen (siehe hierzu Reviews von Miller
und Bassler, 2001; Loh et al., 2002; von Bodman et al., 2003; Quifiones et al., 2005).
In pflanzenpathogenen Bakterien beispielsweise hilft Quorum sensing dabei, die Koloni-
sierung sowie die Produktion von Antibiotika zu koordinieren. Auf diese Weise wird nicht
nur der Befall des Wirtsgewebes erleichtert, sondern auch gleichzeitig verhindert, dass
andere Mikroben an der Mahlzeit teilhaben (Obst, 2007). Zudem wdirde eine verfrihte
Aktivierung von Virulenzgenen, beispielsweise fir Toxinproduktion, Abwehrmechanismen
des Wirtes auslésen und ihm damit einen Vorteil gegenlber den Bakterien verschaffen,
da eine zu geringe Population die pflanzliche Abwehr kaum tberwinden kann. Koordinier-
te Genexpression verhindert dabei ebenfalls, dass wertvolle Energie fir die Synthese von

Verbindungen zum unpassenden Zeitpunkt verschwendet wird (Gonzalez und Keshavan,
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2006).

Das Konzept der bakteriellen Verstdndigung war anfangs seiner Zeit voraus (Fuqua
und Greenberg, 2002), da jahrzehntelang davon ausgegangen wurde, dass die Kontrol-
le der Lumineszenz nicht recht viel mehr darstelle als eine kuriose Besonderheit mari-
ner Bakterien. Die ersten wenigen bekannten Falle von interzelluldarem Signalling wurden
gar als Anomalie betrachtet (Miller und Bassler, 2001). Nealson hatte dementsprechend
um 1970 einen schweren Stand, als er seine Erkenntnisse publizieren wollte. Der Arti-
kel wurde mehrfach abgelehnt- “Bakterien tun so etwas einfach nicht“, so die pauscha-
le Begriindung (Silberman, 2003). Heute hingegen weif3 man, dass viele Mikroben die
Zell-Zell-Kkommunikation unter Verwendung vielféltigster Signalmolekile nutzen. Daher
ist es nicht verwunderlich, dass sich die Zahl der jahrlich erschienenen Publikationen
zum Thema Quorum sensing zwischen 1993 und 2003 von weniger als 20 auf Gber 200
pro Jahr erhdht hat (Frommberger et al., 2005). Das Thema hat mittlerweile sogar Einzug
in populare Medien wie Zeitungen und lllustrierte gefunden, wo besonders das Potenti-
al des Quorum sensing beziglich neuer antibakterieller Therapiemethoden unter Titeln
wie ,Geheimsprache der Bakterien“ (Der Spiegel), ,Flower-Power gegen Bakterien* (NZZ
am Sonntag) oder ,Schluss mit dem Bakterien-Geplapper“ (SonntagsZeitung, Schweiz)
publiziert wurde (Blech, 2001; Behr, 2005; Breuer, 2005).

1.1.2 Quorum sensing auf Basis von N-Acyl-L-Homoserinlactonen (AHLSs)

Bevor naher auf die Verbreitung, die Regulationsfunktionen und Bedeutung des Quorum
sensing eingegangen wird, sollen hier zunachst die strukturelle Beschaffenheit und der
regulatorische Ablauf erlautert werden. Da sich diese Arbeit auf die Signalstoffe von
gramnegativen Bakterien konzentriert, werden hier die AHLs sowie typische Beispiele
von Zell-Zell-Kommunikationssystemen von gramnegativen Arten, wie beispielsweise der

LuxIR-Zyklus von Vibrio fischeri, besprochen.

1.1.2.1 Struktur der N-Acyl-L-Homoserinlactone (AHLS)

Wodurch wird ein Signalmolekul definiert? Gemaf Winzer et al. (2002) ist diese Bezeich-
nung reserviert flr kleine, diffusionsfahige Molekile, die eine Funktion in der Zell-Zell-
Kommunikation Gbernehmen. Dies sind Kritierien, die AHLs erfillen, auch wenn fir lang-

kettige AHLs ein durch Pumpen bewerkstelligter aktiver Efflux statt freier Diffusion postu-
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liert wird (Pearson et al., 1999).

AHLs sind grundsétzlich, wie in Abbildung|[1.3|deutlich wird, so aufgebaut, dass eine ali-
phatische Seitenkette mit variablen Substituenten und Kettenlangen mit einem aus Homo-
serin gebildeten Lactonring verbunden ist. Die Fettsaure ist hierbei GUber eine Acylbindung

an die Aminogruppe des Homoserinlactons gekoppelt. Die Variabilitat der Acyl-Gruppe

I -
2
M\/X\/\ 1O
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Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau von N-Acyl-L-Homoserinlactonen (AHLs) nach Nasser und Rever-
chon (2006). AHLs bestehen aus einer ringférmigen Homoserinlacton-Einheit und Acyl-Seitenketten mit
variablen Kettenlangen (fakultativ ungesattigt) und maéglicher Substitution am C3 der Acyl-Seitenkette, ge-
kennzeichnet mit X.

entsteht durch unterschiedliche Kettenlangen (C4 bis C18), fakultative Oxo- und Hydro-
xysubstitution am C3 der Acylkette oder Doppelbindungen bzw. Sattigungen (Frommber-
ger, 2005). Daraus resultiert eine hohe Zahl méglicher Verbindungen. AHLs werden nach
der Zahl der C-Atome in der Seitenkette benannt; N-Octanoyl-Homoserinlacton entspricht
dem zur Folge C8-HSL, obwohl das Molekll zusammen mit der Homoserinlacton-Einheit
insgesamt 12 C aufweist. GemanB Gonzalez und Keshavan (2006) gelten AHLs mit Acyl-
gruppen von 4 bis 8 C-Atomen als kurzkettig und jene mit gré3erer Anzahl C-Atomen als
langkettig. AHLs bendtigen jedoch zur Stabilitdt immer eine Acylkette aus mindestens 4
C-Atomen. Homoserinlacton selbst kann nicht als Signalstoff wirken, da es bei pH-Werten
>2 sofortiger Lactonolyse unterliegt (Yates et al., 2002). Lactonolyse kann jedoch auch
bei den AHLs unter der Einwirkung von Enzymen oder bei ungunstigen pH-Werten, z.B.
im basischen Bereich, geschehen (Englmann et al., 2007). Dies wird in Kapitel
naher erbrtert werden.

Die einfachsten AHLs mit unsubstituierten Acylgruppen ohne Doppelbindungen stellen
erwartungsgeman die stabilsten AHLs dar (Cataldi et al., 2007; A. Fekete, persdnliche
Kommunikation). Bei dieser Gruppe von AHLs steigt die Lipophilie mit jeder zusatzlichen

C2-Einheit um das Zehnfache bzw. der logP um je ungeféhr eine ganzzahlige Stufe (ver-
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gleiche Englmann et al., 2007). Dies bedeutet, dass die lipophilen Eigenschaften dieser
AHLs von der Acyl-Seitenkette bestimmt werden.

Der Aufbau von Semiochemikalien mit einem Gerlst aus Fettsdureketten stellt in gram-
negativen Bakterien im Ubrigen keine Besonderheit dar. Auch andere bakterielle Sig-
nalstoffe wie 3-OH-Palmitinsaure-Methylester (3-OH-PAME) in Ralstonia solanacearum,
dem Erreger der Schleimkrankheit an Nachtschattengewachsen, oder cis-11-Methyl-2-
Dodecenséaure (DSF, diffusible signal factor) in Xanthomonas campestris pv. campestris
(Brassica-Adernschwaérze) basieren in ihrer Grundstruktur auf Fettsaureketten (Gonzélez
und Keshavan, 2006; Horswill et al., 2007; Mole et al., 2007).

In den Experimenten zur vorliegenden Arbeit wurden unsubstituierte AHLs mit drei un-
terschiedlichen Kettenlangen verwendet. Es handelte sich hierbei um das N-Hexanoyl-
(C6-HSL), das N-Octanoyl- (C8-HSL) sowie das N-Decanoyl-Homoserinlacton (C10-
HSL). Diese AHLs zeichnen sich durch Léslichkeit in Ethanol aus, wahrend langerkettige
AHLs starkere organische Lésungsmittel erfordern, was aber aufgrund der Applikation auf
lebende Pflanzen ungeeignet war. Selbstverstandlich spielen C6-HSL, C8-HSL und C10-
HSL eine wichtige Rolle im Quorum sensing als haufige Signalstoffe. Eine kleine Auswahl
von bakteriellen Spezies, in denen die in diesen Experimenten verwendeten AHLs nach-

gewiesen wurden, findet sich in Tabelle [1.1]

1.1.2.2 Funktionsweise des AHL-basierten Quorum sensing

Der Signalweg des AHL-basierten Quorum sensing soll hier am Beispiel von Vibrio fi-
scheri besprochen werden. Der LuxIR-Regulationsmechanismus dieser Spezies, der die
Biolumineszenz wéhrend der Symbiose mit dem KopfflB3ler reguliert, ist eines der wohl
am besten erforschten Beispiele fir diese Art von Zell-Zell-Kommunikation (Gonzalez und
Marketon, 2003), welches in Abbildung schematisch dargestellt ist.

Solange die Bakterien frei bzw. planktonisch leben oder die Zelldichte niedrig ist, bleibt
die Transkription der Gene fir Biolumineszenz (luxICDABEG) auf einem geringem Ni-
veau, welches fir die Lichtemission nicht ausreicht (Whitehead et al., 2001). Die Sequenz
luxl am Anfang des Operons, die fir ein Enzym namens Lux| kodiert, wird hierbei konsti-
tutiv, aber in geringem Maf3e exprimiert. Bei Luxl handelt es sich um eine AHL-Synthase,
welche stetig den Signalstoff, in diesem Falle 3-oxo-C6-HSL oder OOHL, bildet. Sind

die AHLs synthetisiert, verlassen sie die bakterielle Zelle entweder diffusiv oder im Falle
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Tabelle 1.1: Eine Auswahl an Beispielen bakterieller Spezies, in denen die hier untersuchten AHLs C6-HSL,
C8-HSL sowie C10-HSL als Signalstoffe nachgewiesen wurden.

HSL-Signalstoff Spezies Referenz

C6-HSL Aeromonas hydrophila Williams et al., 2000
Aeromonas salmonicida Bosgelmez-Tinaz, 2003
Burkholderia cepacia Aguilar et al., 2003
Burkholderia thailandensis Ulrich et al., 2004 c
Chromobacterium violaceum  Bosgelmez-Tinaz, 2003
Pantoea ananatis Pomini et al., 2006
Pectobacterium chrysanthemi Barnard und Salmond, 2007
Pseudomonas aureofaciens De Kievit und Iglewski, 2000
Pseudomonas corrugata Licciardello et al., 2007
Pseudomonas fluorescens Gonzaélez und Keshavan, 2006
Pseudomonas syringae Elasri et al., 2001
Ralstonia solanacearum von Bodman et al., 2003
Rhizobium leguminosarum Blosser-Middleton und Gray, 2001
Serratia liquefaciens Gonzalez und Keshavan, 2006
Yersinia pestis Atkinson et al., 2006
Yersinia pseudotuberculosis ~ Atkinson et al., 2006

C8-HSL Burkholderia cepacia Aguilar et al., 2003
Burkholderia mallei Ulrich et al., 2004 b
Burkholderia pseudomallei Ulrich et al., 2004 a
Burkholderia thailandensis Ulrich et al., 2004 c
Pantoea ananatis Pomini et al., 2006
Pseudomonas corrugata Licciardello et al., 2007
Ralstonia solanacearum von Bodman et al., 2003
Rhizobium leguminosarum Blosser-Middleton und Gray, 2001
Sinorhizobium meliloti Marketon und Gonzalez, 2002
Vibrio fischeri Lupp et al., 2003
Yersinia pestis Atkinson et al., 2006
Yersinia pseudotuberculosis ~ Atkinson et al., 2006

C10-HSL Aeromonas salmonicida Cataldi et al., 2007
Burkholderia mallei Ulrich et al., 2004 b
Burkholderia pseudomallei Ulrich et al., 2004 a
Burkholderia thailandensis Ulrich et al., 2004 ¢
Burkholderia vietnamiensis Conway and Greenberg, 2002
Methylobacterium spec. Poonguzhali et al., 2007
Pectobacterium chrysanthemi  Barnard und Salmond, 2007
Pseudomonas aeruginosa Cataldi et al., 2007
Pseudomonas fluorescens Elasri et al., 2001
Yersinia enterocolitica Cataldi et al., 2007
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Abbildung 1.4: Regulation von Biolumineszenz durch Quorum sensing in Vibrio fischeri, modifiziert nach
Whitehead et al., 2001. Bei geringer Zelldichte wird das Signalmolekiil, hier 3-oxo-C6-HSL oder OHHL,
konstitutiv gebildet. Im Leuchtorgan des Tintenfisches kommt es zur Anreicherung des OHHL, worauf die-
ses an den Rezeptor LuxR bindet. Der Komplex lagert sich an eine spezielle Sequenz, die ,lux box* an und
initiiert die Transkription der Zielgene fir Biolumineszenz luxCDABEG sowie der AHL-Synthase lux/.
langkettiger AHLs Uber Pumpen (Pearson et al., 1999). Solange einzelne Zellen von Vi-
brio fischeri planktonisch im Meer leben, werden die kontinuierlich auf niedrigem Niveau
gebildeten Signalstoffe im umgebenden Wasser verdiinnt. Die Wahrscheinlichkeit, dass
ein AHL-Signalmolekull auf eine solche freie Zelle trifft und in diese zurlckdiffundiert, ist
daher gering.

Die Situation &ndert sich jedoch grundlegend, sobald Vibrio fischeri-Bakterien vom Tin-
tenfisch aufgenommen und in seinem speziellen Leuchtorgan angesiedelt werden. In die-
sem geschlossenen Kompartiment vermehren sich die Zellen und produzieren kontinu-

ierlich AHLs, nur dass diese Signalstoffe nun nicht mehr verdiinnt werden, sondern sich

mit steigender Populationsdichte im Leuchtorgan anreichern, aus dem sie nicht entwei-
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chen kénnen. Auf diese Art und Weise steigt die Konzentration an AHLs stetig an und
wird dabei im Leuchtorgan mindestens 100 nM erreichen (Boettcher und Ruby, 1995). In
Biofilmen von Pseudomonas aeruginosa wurden sogar Konzentrationen von tber 600 1M
nachgewiesen (Charlton et al., 2000). Derartig aufkonzentriert, diffundieren die Signalmo-
lekUle durch die Bakterienmembran und akkumulieren sowohl intra- als auch extrazellular
proportional zur Zelldichte (Bassler, 2002).

Innerhalb der Bakterienzelle befindet sich ein Rezeptor- oder Regulatorprotein, wel-
ches eine Bindungsstelle fur AHL aufweist. Das Vibrio fischeri-LuxR Protein zum Beispiel
besteht aus einer N-terminalen Doméane, welche AHL bindet, und einer C-terminalen Do-
mane, die an DNA binden kann (Atkinson et al., 2006). Dieses Protein ist allerdings ohne
AHL so konformiert, dass die Bindung an DNA nicht méglich ist (Choi und Greenberg,
1992). Bindet nun AHL an das LuxR-Protein, so erfahrt dieses eine Veranderung der
Konformation und kann sich an eine spezielle Region der DNA anlagern. In Vibrio fische-
ri handelt es sich bei dieser spezifischen Stelle um die sogenannte ,lux box“. Die ,lux
box“ besteht aus 20 Basenpaaren und ist dem Startpunkt fir die Transkription der Zielge-
ne vorgelagert (Gonzalez und Keshavan, 2006). Sobald der Protein-AHL-Komplex an die
Llux box“ angelagert ist, kommt es zur erhéhten Transkription der Zielgene, die aus zwei
unterschiedlich transkribierten Einheiten bestehen, zum einen dem luxICDABEG Operon
und zum anderen dem /uxR Gen (Lupp et al., 2003). Infolge dieser Aktivierung werden
die einzelnen zur Synthese der Enzyme fur die Biolumineszenz notwendigen Sequenzen
(CDABEQG) in verstarktem Mafe im Vergleich zur planktonischen Lebensweise gebildet
und das typisch blau-grine Leuchten (Swift et al., 1996) wird intensiviert.

Entscheidend flr das Quorum sensing ist das /ux/-Gen, welches fir das AHL-
produzierende Enzym (AHL-Synthase, Luxl) kodiert (Fuqua and Greenberg, 2002). lux/
wird zusammen mit den Lumineszenz-Genen transkribiert, so dass das Signalmolekdl in
einer Art positivem Regelkreislauf effektiv fir eine Erhéhung seiner eigenen Produktion
sorgt. Auf diese Art und Weise erfolgt nach der Bindung des AHL an den Rezeptor ein
rapider Anstieg der Synthese von AHL, welches die Konzentration des Signalstoffes in
der Umgebung schlagartig ansteigen lasst. Da nun in der Umgebung aller Zellen bald
eine sehr hohe Konzentration an AHLs vorliegt, wird in allen Zellen die gleiche Antwort
ausgeldst: Vibrio fischeri beginnt im Organ des Tieres zu lumineszieren.

Die Gene fur die AHL-Synthase in anderen Bakterien wie Rhizobium, Agrobacterium,
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Pseudomonas, Serratia, Erwinia, Pectobacterium, Burkholderia und anderen sind homo-
log zu luxl. Dies lasst darauf schlieBen, dass der Wirkmechanismus der LuxI-Varianten

ahnlich zueinander sein kénnte (Gonzalez und Keshavan, 2006).

1.1.2.3 Degradation von AHLs

Quorum sensing unterstitzt oft Prozesse, die andere Organismen in der Umgebung
schadlich beeinflussen (Taga und Bassler, 2003). Daher ist es nicht verwunderlich, dass
sich zahlreiche Mechanismen in verschiedensten Spezies entwickelt haben, um die bak-
terielle Kommunikation zu stéren. Neben den bereits erwahnten abiotischen Degrada-
tionsmechanismen wie beispielweise pH-abhangiger Hydrolyse kdénnen die Signalstof-
fe auch durch enzymatische Aktivitdten abgebaut und inaktiviert werden (Englmann et
al., 2007). Dieses ,Ausschalten” des Signalstoffes spielt sowohl bei der Regulation des
Quorum sensing als auch bei der Interaktion verschiedener Spezies eine wichtige Rol-
le. In Abbildung sind die mdglichen enzymatischen Angriffspunkte am AHL-Molekul
dargestellt. Lactonasen sowie Decarboxylasen (1 und 2) kénnten den Lactonring hydro-
lysieren, wahrend Acylasen und Deaminasen (3 und 4) die Acyl-Seitenkette von der
Homoserinlacton-Einheit trennen kdnnten. Tatsachlich nachgewiesen werden konnten
von diesen vier enzymatischen Mechanismen allerdings nur zwei, und zwar die der AHL-
Acylase und die AHL-Lactonase (Dong und Zhang, 2005). In Abbildung[1.6]sind die Wir-
kungen dieser beiden Enzyme genauer dargestellt. Beide bewirken effektiv eine Hydroly-
se. Die Lactonase 6ffnet den Lactonring, so dass ein Acyl-Homoserin entsteht, wahrend
die Acylase die AHLs in die Homoserinlacton-Einheit und einen Fettsaurerest trennt. Bei-

des fuhrt zur biologischen Inaktivierung der Signalstoffe.

Abbildung 1.5: Mdgliche Angriffspunkte fir enzymatische Spaltung von AHLs nach Dong und Zhang
(2005) durch Lactonase (1); Decarboxylase (2); Acylase (3); Deaminase (4).
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Abbildung 1.6: Wirkungsweise der AHL-Acylasen und AHL-Lactonasen nach Dong und Zhang (2005).

1.1.3 Quorum sensing in Proteobacteria
1.1.3.1 Quorum sensing in humanpathogenen Arten

Sicherlich einer der Grinde, warum AHL-basiertes Quorum sensing in den letzten Jahren
solch beachtliches Interesse erfahren hat, ist die Verbindung dieser Signalmolekile mit
pathogenen Bakterien. Dies betrifft sowohl human- als auch pflanzenpathogene Spezies,
bei denen zahlreiche Faktoren, die fur Virulenz und den erfolgreichen Befall des Wirtes
notwendig sind, unter der Kontrolle der AHL-abhangigen Zell-Zell-Kommunikation stehen.

Eine der wohl bekanntesten Gattungen der Proteobacteria, in denen AHLs als Auto-
inducer nachgewiesen wurden, dirfte Yersinia darstellen, der unter anderem auch der
Erreger der Pest, Yersinia pestis, zugeordnet wird. Von Yersinia pseudotuberculosis bei-
spielsweise, welcher neben Yersinia enterocolitica zu den Erregern der meldepflichtigen
enteralen Yersiniose zahlt (Weber, 1982), ist bekannt, dass diese Art mindestens acht ver-
schiedene AHLs produziert, welche in die Regulation von Zellaggregation und -motilitat
involviert sind; bei Yersinia pestis ist die Rolle des AHL-basierten Quorum sensing bei der
Pathogenese allerdings noch nicht vollstandig geklart (Atkinson et al., 2006).

Neben den Yersinia-Pathogenen existieren zahlreiche weitere Beispiele flr bakterielle
Krankheitserreger, die sich das Quorum sensing zunutze machen. Die bekanntesten Ar-
ten, in denen AHL als Signalstoffe identifiziert wurden, gehéren unter anderem zu den
Gattungen Pseudomonas oder Burkholderia, von denen beispielsweise Pseudomonas
aeruginosa und Burkholderia cepacia als opportunistische Pathogene bekannt sind, die
die Lungen von Mukoviszidose-Patienten kolonisieren (Govan und Deretic, 1996; Conway

und Greenberg, 2002; Wagner et al., 2006). Im zahen Lungensekret dieser Patienten fin-
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den die Keime einen idealen Nahrboden und bilden unter Induktion durch AHLs Biofilme,
so dass ihnen mit Antibiotika schwer beizukommen ist. Ansétze fir neuartige Medikamen-
te zur Bekdmpfung solcher opportunistischer Pathogene zielen daher statt auf Abtétung
oder Inhibition vielmehr auf die Stérung der bakteriellen Kommunikation (Hentzer et al.,
2003) und somit die Unterdrickung der Biofilm-Formation.

Auch die beiden Arten Burkholderia mallei und B. pseudomallei, die aufgrund ihrer
Eignung als biologische Kampfstoffe (B. pseudomallei: unsichere Diagnose, schwierige
Behandlung, septischer Schock) im Zuge der Angst vor Bioterrorismus erst kirzlich in
den Blickpunkt der Forschung gerlckt sind (Aldhous, 2005), regulieren ihre Pathogeni-
tat durch AHL-basiertes Quorum sensing (Ulrich et al., 2004 a; Ulrich et al., 2004 b).
Als letzte Beispiele sollen hier Brucella melitensis, der Erreger der auch als Maltafieber
bezeichneten Brucellose (Taminiau et al., 2002) und das Gastroenteritis verursachende

Pathogen Aeromonas hydrophila (Williams et al., 2000) genannt werden.

1.1.3.2 Quorum sensing in pflanzenpathogenen Arten

Neben den im vorangegangenen Abschnitt besprochenen Krankheitserregern beim Men-
schen wirken die pflanzenpathogenen Arten der Proteobacteria vergleichsweise harmlos.
Dennoch sind diese in der Lage, oft unter der Regulation durch AHL, betrachtliche Scha-
den in der Land- und Gartenbauwirtschaft anzurichten.

Ein Pathogen von wirtschaftlicher Bedeutung stellt beispielsweise Pectobacterium (Er-
winia) carotovorum dar, der Erreger von Weichfaule an zahlreichen Nutzpflanzen wie
zum Beispiel Kartoffeln, Méhren oder Gurken (Bosgelmez-Tinaz, 2003). Bei der Unter-
art Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum wird die Produktion eines Antibioti-
kums durch 3-oxo0-C6-HSL reguliert und die Bildung von Virulenzfaktoren wie zellwand-
degradierender Enzyme gesteuert, indem das AHL an ein Regulatorprotein bindet und
es in diesem speziellen Falle deaktiviert, so dass die durch das Protein zuvor gehemm-
te Bildung dieser Virulenzfaktoren ablaufen kann (Mole et al., 2007). Die Produktion von
Virulenzfaktoren wie Exoenzymen durch einige wenige Zellen wirde das Pflanzengewe-
be nicht beeintrachtigen, sondern mit einiger Wahrscheinlichkeit eine Abwehrreaktion der
Wirtspflanze auslésen. Aus diesem Grunde kommt es bei diesem Pflanzenpathogen auf
die straffe Regulation des Timings an, um den Wirt erfolgreich zu befallen (Bosgelmez-

Tinaz, 2003).

29



1 Einleitung

Abbildung 1.7: Schadsymptome von Pseudomonas tomato pv. tomato an Blattern und Friichten der To-
mate. Bildquelle: The World Vegetable Center, www.avrdc.org/photos/tomato_diseases/index.html

Es ist davon auszugehen, dass vermutlich jeder Nutzgartenbesitzer schon einmal un-
liebsame Bekanntschaft mit Pseudomonas-Arten gemacht haben diirfte, den Auslésern
einer ganzen Reihe von Krankheiten an verschiedensten Wirtspflanzen wie zum Beispiel
an der Tomate (Pseudomonas tomato (syringae) pv. tomato), wo sich die Infektion durch
Chlorosen und nekrotische Flecken an den Blattern bemerkbar macht (Chang et al.,
2000), wie in Abbildung gezeigt. Auch in Pseudomonas-Pathovaren kommen dabei
AHL-basierte QS-Systeme zur Anwendung. Es werden zahlreiche Faktoren durch AHL-
QS regquliert; als Beispiele seien hier Exoproteasen und die Produktion von bakteriellen
Toxinen wie Tabtoxin genannt (Dumenyo et al., 1998; Heeb und Haas, 2001). Die Bedeu-
tung der AHLs konnte auch am Beispiel transgener, AHL-produzierender Tabakpflanzen
gezeigt werden, in denen die Anfalligkeit gegentber der ,wild-fire-disease®, verursacht
durch Pseudomonas syringae pv. tabaci (OBwald, 1995), in frthem Stadium durch die
exogene Zufuhr an AHL entscheidend reduziert war (Quifiones et al., 2005), denn die-
ses Pathogen etabliert erst grof3e epiphytische Populationen an gesunden Blattern, bevor
es die Krankheit initiiert (Rouse et al., 1985). Interessant ist auBerdem zu wissen, dass
pflanzenassoziierte Pseudomonaden haufiger AHLs zu produzieren scheinen als ihre bo-
denburtigen Verwandten (Elasri et al., 2001).

Zu den am meisten geflirchteten Pflanzenkrankheiten ist mit Sicherheit der Feuerbrand
an Apfel, Birne und anderen Rosaceen zu zahlen. Der Trivialname rihrt vom typischen Er-
scheinungsbild der Erkrankung her, bei dem betroffene Zweige und Aste oft den Eindruck
vermitteln, als seien sie verbrannt (Abbildung [1.8). Vor kurzem wurde auch bei diesem

nekrotrophen Pflanzenpathogen festgestellt, dass es Zell-Zell-Kommunikation anwendet,
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und als Signalstoffe wurden AHLs identifiziert (Venturi et al., 2004). Auch Vertreter der
Gattung Xanthomonas sind als Krankheitserreger an Pflanzen bekannt, ebenso wie eini-
ge Pantoea- oder Ralstonia-Arten und viele mehr, auf die hier nicht mehr naher eingegan-
gen werden soll. In mehreren dieser Pflanzenpathogenen wurde AHL-basiertes Quorum
sensing nachgewiesen (von Bodman et al., 2003; Pomini et al., 2006; Mole et al., 2007);

dies zeigt die Bedeutung der Zell-Zell-Kkommunikation in pflanzenpathogenen Bakterien

auf.

Abbildung 1.8: Zusammenstellung einiger typischer Merkmale der Feuerbrandkrankheit, ausgel6st durch
das Bakterium Erwinia amylovora. Kennzeichnend sind die meist dunkelbraun bis schwarz geférbten Stiele
der abgestorbenen Bliten und Blatter an den erkrankten Zweigen. Infizierte Bliten und Triebe vertrock-
nen und das Gewebe verfarbt sich braun oder schwarz. Eine Feuerbrand-Erkrankung ist grundséatzlich
meldepflichtig. Quelle und Bildnachweis: Bayerisches Staatsministerium fir Landwirtschaft und Forsten,
http://www.lfl.bayern.de/ips/haus_und_kleingarten/17312/index.php

1.1.3.3 Quorum sensing in PGPR und symbiotischen Bakterien

Neben all diesen pathogenen Arten darf nicht vergessen werden, dass auch harmlose
ebenso wie den Pflanzen nitzliche Bakterienarten auf das Quorum sensing angewie-
sen sind. Die als ,plant growth promoting rhizobacteria“ oder kurz PGPR bezeichneten
wurzelbesiedelnden Arten zeichnen sich durch eine férderliche Wirkung auf Pflanzen-
wachstum und -entwicklung aus (Bakker et al., 2007). Die Verwendung von PGPR hat
sich bereits in vielen Regionen der Welt zur gangigen Praxis entwickelt (Siddiqui, 2006).
Sie kénnen atmosphéarischen Stickstoff fixieren, die Keimung, die Wurzelentwicklung, die
Nahrstoffaufnahme und die Wasseraufnahmekapazitat grundlegend verbessern, toxische

Verbindungen reduzieren und das Pflanzenwachstum durch die Produktion von Hormo-
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nen beeinflussen (Bloemberg und Lugtenberg, 2001; Persello-Cartieaux et al., 2003; Sid-
diqui, 2006).

PGPR-Arten spielen aber auch eine wichtige Rolle bei der Biokontrolle von Pflanzen-
pathogenen, denn sie sind in der Lage, ein breites Spektrum an Bakterien-, Pilz- und Ne-
matodenkrankheiten zu unterdrliicken und sogar Schutz gegen virale Pathogene zu bieten
(Bloemberg und Lugtenberg, 2001; Siddiqui, 2006). Dies kann unter anderem durch die
Induktion von pflanzlichen Abwehrmechanismen oder durch die Produktion von Sidero-
phoren und Antibiotika vonstatten gehen (Persello-Cartieaux et al., 2003). Am Beispiel
der beiden fur Biokontrolle bekannten Arten Pseudomonas aureofaciens (Pierson et al.,
1994) und Pseudomonas fluorescens (Thomashow und Weller, 1988) erfolgt dies durch
die Produktion eines antibiotischen Wirkstoffes (Phenazin), welcher fir die Unterdriickung
der Krankheit Schwarzbeinigkeit (,take-all disease®), hervorgerufen durch den Pilz Gaeu-
mannomyces graminis, verantwortlich ist. Die Produktion dieses Antibiotikums unterliegt
hierbei der Kontrolle durch Quorum sensing unter der Wirkung von AHL (Pierson et al.,
1994).

Als Paradebeispiele fir PGPR kdnnen die stickstofffixierenden Knélichenbakterien ge-
nannt werden. Rhizobium- und Bradyrhizobium-Spezies stellen aufgrund ihrer Fahigkeit
zur Stickstofffixierung in Wurzeln von Leguminosen héchstwahrscheinlich die am meisten
genutzten PGPR in der Landwirtschaft dar (Bakker et al., 2007). In Vetretern der Gat-
tungen Rhizobium, Bradyrhizobium und Sinorhizobium wurden allesamt AHL-abhangige,
teils hochkomplexe Quorum sensing-Systeme nachgewiesen, welche an der Regula-
tion von Prozessen wie der Nodulation beteiligt sind (Marketon und Gonzalez, 2002;
Wisniewski-Dyé und Downie, 2002; Gonzéalez and Marketon, 2003; Pongsilp et al., 2005).
Gemaf Wisniewski-Dyé und Downie (2002) besitzen Rhizobien eine der kompliziertes-
ten QS-Kaskaden dberhaupt; in Sinorhizobium meliloti wurden sogar mindestens neun
unterschiedliche AHLs nachgewiesen (Marketon und Gonzalez, 2002). Die koordinierte
Expression von spezifischen Genen ist fir die erfolgreiche Etablierung der Beziehung mit

dem eukaryotischen Partner erforderlich (Gonzalez and Keshavan, 2006).
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Abbildung 1.9: Der Turmbau zu Babel von Pieter Brueghel dem Alteren (1563), Kunsthistorisches Museum
Wien. Bildnachweis: http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:Brueghel-tower-of-babel.jpg

1.2 Interaktion von Signalstoff und Pflanze

,2Crosstalk; ,Quorum quenching®; diese Begriffe sind in den letzten Jahren vermehrt in
der Literatur zu finden. Nachdem die Bedeutung des Quorum sensing von mit Mensch,
Tier und Pflanze assoziierten Mikroorganismen mittlerweile in ihrem vollen Umfang er-
fasst zu werden beginnt, wachst auch das Interesse an Mechanismen, die eukaryotische
Spezies entwickelt haben, um der Kommunikation der Bakterien entweder zu lauschen,
sie zu stdéren oder gar zu unterbinden. Die Idee ist im Grunde nicht neu. Im Ubertragenen
Sinne findet sich schon im Alten Testament mit der Erzdhlung vom Turmbau zu Babel
(Abbildung ein Beispiel fur die Bedeutung stérungsfreier Kommunikation. In der Na-
tur ist allerdings keine hohere Macht vonnéten, um Bakterien an der Koordination ihrer
Aktionen zu hindern oder sie zu erschweren. Eukaryoten inklusive Algen und héherer
Pflanzen produzieren verschiedene Verbindungen, die mit dem bakteriellen Quorum sen-
sing interferieren. Solche Komponenten imitieren entweder das Signalmolekil in seiner
Struktur oder Funktion oder verhalten sich antagonistisch zu den Signalstoffen (Gonzalez
and Keshavan, 2006). Bakterien selbst bekdmpfen sich untereinander allerdings ebenso.
Als ein bekanntes Beispiel fur die Unterdriickung der Kommunikation, auch als Quorum
quenching bezeichnet, zwischen Bakterien selbst sei hier Bacillus spec. genannt, bei
dem in bodenburtigen Isolaten nachgewiesen wurde, dass es gramnegative Konkurren-
ten mittels einer Lactonase auBBer Gefecht setzt (Dong et al., 2000; Dong et al., 2001).

Ein Stamm von Variovorax paradoxus ist sogar imstande, AHLs als einzige Energie- und
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Stickstoffquelle zu nutzen (Leadbetter und Greenberg, 2000), und als Schlisselenzym
des Abbaus wird AHL-Acylase vermutet. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir auch fiir AHL-
Lactonase in Arthrobacter spec. (Park et al., 2003) und in mindestens 10 anderen Bak-
terienspezies gezeigt. Die Enzyme nehmen aber auch regulative Funktionen ein wie zum
Beispiel beim Ubergang in die stationare Phase in Agrobacterium tumefaciens (Dong und
Zhang, 2005).

Wo gesprochen wird, wird auch gelauscht. Bakterien stellen hierbei keine Ausnahme
dar, denn einige Arten kdnnen zwar selbst kein eigenes Signalmolekil produzieren, doch
auf AHLs reagieren, die von anderen Spezies abgesondert werden. Ein bekanntes Bei-
spiel findet sich bei Escherichia coli, welches ein LuxR-ahnliches Rezeptorprotein na-
mens SdiA besitzt, aber keine passende AHL-Synthase (Michael et al., 2001). Amino-
sauretransport, Metabolismus und Regulation von Transkription kénnen in Escherichia
coli durch fremde AHLs beeinflusst werden (Fuqua et al., 1994; McDougald et al., 2006).

Auch Algen und Pflanzen haben einige trickreiche Mechanismen entwickelt, um mit bak-
terieller Kommunikation zu interferieren. Das prominenteste Beispiel ist wohl die marine
Rotalge Delisea pulchra, die AHL-ahnliche Stoffe, sogenannte ,AHL mimics* produziert,
welche die Kommunikation von Serratia liquefaciens stéren und verhindern, dass diese
auf ihrer Blattoberflache unerwiinschte Bakterienfilme bildet. Im Falle von Delisea pulchra
handelt es sich bei den AHL mimics um halogenierte Furanone (Rasmussen et al., 2000;
Bauer und Mathesius, 2004, siehe Abbildung [1.10). Auch L-Canavanin aus Legumino-
sensamen wird als AHL-Antagonist diskutiert (Gonzalez und Keshavan, 2006). Solche
AHL-Analoga binden an die Rezeptorproteine, aktivieren sie jedoch nicht, und kénnen
so durch die Blockade des Rezeptors die Quorum sensing-Kaskade zum Stillstand brin-
gen. Dass dies méglich ist, wurde schon an einigen Bakterien inklusive Vibrio fischeri,
Agrobacterium tumefaciens und Aeromonas salmonicida gezeigt (De Kievit und Iglewski,
2000).

Die Leguminose Medicago truncatula scheint weiterhin mindestens 15 bis 20 Substan-
zen zu produzieren, die in QS-Reporterbakterien spezifische stimulierende oder hem-
mende Antworten auslésen kdnnen, dabei primar solche, welche die AHL-abhangige Re-
gulation betreffen (Gao et al., 2003). Zu den Pflanzen, die QS stdéren oder manipulieren
kénnen, gehdren auch Nutzpflanzen wie Erbse, Sojabohne, Reis oder Tomate. Die ver-

antwortlichen Substanzen sind noch nicht identifiziert, scheinen sich aber chemisch von
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Abbildung 1.10: Struktureller Vergleich eines halogenierten Furanons aus Delisea pulchra mit dem Bei-
spiel C4-HSL. Quelle: Bauer und Mathesius (2004)
AHLs zu unterscheiden (Bauer und Robinson, 2002; Bauer und Mathesius, 2004).

Pflanzen sind aber auch zu einer zielgenauen Stérung des QS beféhigt. So wurde zum
Beispiel gezeigt, dass Pflanzen unter Befall mit Pectobacterium carotovorum die Befalls-
stelle alkalisieren und so den pH-Wert auf tber 8,2 anheben, um die AHLs zu hydroly-
sieren (Nachin und Barras, 2000; Byers et al., 2002). In Keimlingen des Hornklees Lotus
corniculatus wurde eine natlrliche Fahigkeit zur Inaktivierung von mehreren AHLs wie
C6-HSL nachgewiesen. Viele Anhaltspunkte sprechen daflr, dass es sich bei dieser Akti-
vitat um eine pflanzliche Lactonase handelt (Delalande et al., 2005). Dieser Befund duirfte
wegweisend fir alle zuklnftigen Untersuchungen der AHL-Pflanzen-Interaktion sein, da
er belegt, dass ein bislang nur in Bakterien nachgewiesenes Quorum quenching-Enzym
in der Tat auch von bakterienassoziierten Pflanzen gezielt eingesetzt wird.

In derselben Studie zeigte sich auBerdem, dass die Fahigkeit zur Signalinaktivierung
auch bei anderen Leguminosen vorhanden sein kdnnte, jedoch nicht oder bestenfalls in
geringem Maf3e in monokotyledonen Pflanzen wie Weizen oder Mais. Bedenkt man die
natdrliche Verbundenheit der Fabaceae zu stickstofffixierenden Rhizobien, so erscheint
es nicht unwahrscheinlich, dass Leguminosen im Laufe der Symbiose hatten lernen kén-
nen, gezielt in die bakterielle Kommunikation einzugreifen. Da andere Nutzpflanzen wie
die monokotyledonen Graminaceen keine solch spezielle Verbindung zu Bakterien entwi-
ckelt haben, auch wenn ihre Wurzeln durchaus von PGPR und anderen kolonisiert wer-
den kdnnen, ist die Fahigkeit zur Interferenz flr diese womdglich weniger essentiell als fur
Leguminosen. Wie auch immer, sehr wenige Fakten sind tatsachlich zu diesem Thema
veroffentlicht; in dieser Arbeit wird sich jedoch dieser Fragestellung unter Vergleich einer

Getreideart mit einer Leguminose (siehe Kapitel [2.1.1) angenommen werden.
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In den letzten Jahren beginnt sich also vermehrt zu zeigen, dass nicht nur Bakterien,
sondern auch Pflanzen zum ,crosstalk® beim Quorum sensing befahigt sind. In Folge
dessen stellt sich auch die Frage, ob Signalstoffe wie AHLs in den Pflanzen noch weitere
Reaktionen auslésen kénnen als offensichtliche Abwehrmechanismen wie die Absonde-
rung von Inhibitoren und degradierenden Enzymen. Hierzu sollen im Folgenden zunachst

die in dieser Arbeit untersuchten Parameter n&her vorgestellt werden.

1.2.1 Pigmente

Chlorophylle sind die Schliusselsubstanzen der Photosynthese. Bei Chlorophyll a han-
delt es sich laut Lichtenthaler (1987) um das Haupt- und bei Chlorophyll b um ein Hilfs-
pigment, welche in einem Verhaltnis von circa 3:1 in der Pflanze vorkommen und der
Absorption von Strahlungsenergie in der Photosynthese dienen. Die Carotinoide teilen
sich auf in die Carotine und die Xanthophylle, welche beide auf einem C40-Carotingerist
basieren; sie erscheinen gelb bis rot gefarbt und dienen neben ihrer Funktion in der Pho-
tosynthese auch als Schutz vor Radikalen des Sauerstoffs. Der Schutz der Zellen vor
Singulett-Sauerstoff 'O, wird nach géngiger Meinung durch Carotinoide bewerkstelligt
(Mittler et al., 2004). Die Chlorophylle und die photosynthetisch aktiven Carotinoide bil-
den den ,light-harvesting-complex® und die Chlorophyll-Antennen (Nultsch, 1996). Eine
moglicherweise durch AHL-Behandlung hervorgerufene Veranderung der Pigmente wur-

de eine Pflanze erheblich beeinflussen und wurde deswegen in dieser Arbeit untersucht.

1.2.2 Glutathion und Glutathion S-Transferasen
1.2.2.1 Das Tripeptid Glutathion

Glutathion (GSH) ist ein reichlich und ubiquitéar vorhandenes Thiol in Pilzen, Pflanzen
und Tieren (May et al., 1998; Potters et al., 2002). Die reduzierte Form des Glutathion
(y-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin) ist ein Tripeptid (Noctor und Foyer, 1998), wie in Abbildung
[1.11]dargestellt. Die chemische Reaktivitat der Thiogruppe, die relativ hohe Stabilitat so-
wie die gute Wasserldslichkeit machen GSH zu einem besonders geeigneten Eletronen-
akzeptor oder -donator in physiologischen Reaktionen. Durch Oxidation werden zwei re-
duzierte Moleklle mittels einer Cystein-Disulfidbriicke verbunden; diese oxidierte Form

des Glutathion wird als GSSG bezeichnet (Potters et al., 2002). Glutathion gilt als die
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bedeutendste Form eines freien Thiols in den meisten héheren Pflanzenarten, wobei ei-
nige Leguminosen Homoglutathion (hGSH; y-Glutamyl-Cysteinyl-{3-Alanin) anstelle von
Glutathion enthalten (Lamoureux und Rusness, 1989). GSH als das haufigste intrazellu-
lare Thiol kann in Konzentrationen von 0,2-10 mM (Komatsu und Obata, 2003) bzw. 1-4,5
mM in Chloroplasten (Potters et al., 2002) vorliegen. Die Aufgaben des GSH sind sehr
vielfaltig. Geman Noctor und Foyer (1998) kdnnen sie in die zwei Kategorien Schwefelme-
tabolismus und Abwehr eingeteilt werden. GSH ist gemaf3 erster Kategorie involviert in die
Lagerung und den Transport von reduziertem Schwefel und dessen Aufnahme durch die
Wurzel, in die Modulation der redoxregulierten Signaltransduktion, in die DNA- und Pro-
teinsynthese, oder dient als Redoxpuffer; in seiner Abwehrfunktion dient es als Substrat
fur die Entgiftung von organischen elektrophilen Xenobiotika und bestimmter Metaboliten
wie Anthocyanine durch Glutathion S-Transferasen, als Antioxidans bei der Abwehr von
oxidativem Stress, als Vorlaufer der Phytochelatine, als Regulator von Abwehrgenen oder
generell als Toleranzfaktor gegenliber abiotischem und biotischem Stress (Sen, 1997;
May et al., 1998; Noctor und Foyer, 1998; Matamoros et al., 1999; Xiang et al., 2001;
Potters et al., 2002).

NH

)

HOOC H COOH

Abbildung 1.11: Die chemische Struktur des Tripeptids Glutathion (y-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin). Die re-
aktive Thiogruppe ist hervorgehoben (Diekmann, 2005).

1.2.2.2 Pflanzliche Glutathion S-Transferasen und ihre Bedeutung

Die Glutathion S-Transferasen (EC 2.5.1.18, Cho et al., 2007) oder kurz GSTs wurden
erstmalig im Tier beschrieben. Neun Jahre spater, im Jahre 1970, wurden durch Frear
und Swanson die ersten pflanzlichen GSTs im Mais nachgewiesen (in Schréder, 2001).
Die Entdeckung der Regulation der Biolumineszenz durch Quorum sensing (Nealson et

al., 1970) und die der pflanzlichen GSTs fiel also kurioserweise in den gleichen Zeitraum.
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GSTs sind haufig vorkommende Proteine aus einer hochdivergenten alten Genfamilie.
Pflanzen besitzen 25 und mehr fir GSTs kodierende Gene, wobei die Proteine unter-
einander weniger als 10 % Aminosdurehomologie aufweisen (Edwards et al., 2000). In
Maisblattern betragt der Anteil der GSTs am gesamten Iéslichen Protein mehr als 1 %.
Sie setzen sich typischerweise aus zwei 23-29 kDa groBen Untereinheiten zusammen
und kénnen Homo- ebenso wie Heterodimere ausbilden (Marrs, 1996). Individuelle GST-
Isoenzyme sind zur selektiven Entgiftung spezifischer Xenobiotika befahigt, wobei die
Herbizidselektivitat in verschiedenen Spezies durch unterschiedliche Spezifitdt und Ka-
pazitat variieren kann (Edwards et al., 2000).

GSTs katalysieren die Konjugation von Xenobiotika mit GSH. Die Xenobiotika weisen
dabei typischerweise ein elektrophiles Zentrum mit geringer Elektronendichte auf, wel-
ches in der Lage ist, mit einem nukleophilen Donor eine kovalente Bindung einzuge-
hen (Marrs, 1996; Schrdder, 2006). Bei diesem Donor handelt es sich im unglnstigsten
Fall um Proteine und Nukleinsauren, worin das Geféahrdungspotential der elektrophilen
Fremdstoffe besteht (Neustifter, 2007); eine effektive Entgiftung solcher Xenobiotika ist
daher entscheidend flr die tierische wie die pflanzliche Zelle.

Man unterscheidet drei Mechanismen der GST-katalysierten Entgiftung von Xenobioti-
ka durch Konjugation mit Glutathion: nukleophile Substitution, nukleophile Addition oder
Michael-Reaktion sowie Konjugation an sogenannten ,non-carbon sites®, wobei die nu-
kleophile Substitution den am haufigsten beobachteten Reaktionstyp darstellt (Lamou-
reux und Rusness, 1989; Schrdéder 2001; Schréder und Collins, 2002).

Eine typische, durch GST katalysierte Konjugationsreaktion durch nukleophile Substi-
tution ist in Abbildung am Beispiel des CDNB dargestellt. Bei CDNB (1-Chlor-2,4-
dinitrobenzol) handelt es sich um das gelaufigste Substrat zur Bestimmung der Aktivitat
von GST (Marrs, 1996; Pflugmacher et al., 2000), welches erfahrungsgeman in cytosoli-

schen Extrakten die hdchsten Umsatzraten aufweist.

NO, NO,
GSH

GST
OZN al \ > 02N SG + H*CI-

Abbildung 1.12: GST-katalysierte Konjugationsreaktion mit Glutathion (GSH) am Beispiel des CDNB (1-
Chlor-2,4-dinitrobenzol) (Lyubenova, 2007).
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In dieser Arbeit wurden zudem vier weitere Substrate der GSTs getestet. Es handelt
sich dabei zum einen um das dem CDNB &hnliche DCNB (1,2-Dichlor-4-nitrobenzol),
fir welches allerdings haufig keine oder nur geringe Aktivitdten gemessen werden. Ne-
ben CDNB und DCNB wurden hier auch die Substrate NBC (4-Nitro-Benzylchlorid) und
NBOC (4-Nitro-Benzoylchlorid) untersucht, welche sich zueinander ahnlich verhalten wie
erstgenannte Komponenten, da die Umsatzraten des NBC im Cytosol fir gewdhnlich
héher und haufiger nachzuweisen sind als die fir NBOC. Als letztes Substrat wurde
in diesen Experimenten das Diphenyletherherbizid Fluorodifen ausgewahlt. Fluorodifen
unterscheidet sich von den anderen Substraten durch eine spezielle Funktion der GST
(siehe Abbildung [1.13), bei der in einer nukleophilen Additionsreaktion (Schréder und
Collins, 2002) die Etherbindung des Molekilles gedéffnet und anschlieBend das S-(2-
Nitro-4-Trifluoromethylphenyl)-Glutathionkonjugat unter gleichzeitiger Entstehung von 4-
Nitrophenol gebildet wird (Lamoureux und Rusness, 1989).

Allen Mechanismen ist gemein, dass als Folge der Reaktion mit Glutathion ein weniger

toxisches, hydrophileres und leichter transportierbares Produkt entsteht (Schréder, 2006).

NO,
N o) CF, GS CF,+ HO

Abbildung 1.13: GST-katalysierte Konjugationsreaktion von Fluorodifen mit Glutathion (GSH) unter Ent-
stehung des S-(2-Nitro-4-Trifluoromethylphenyl)-Glutathionkonjugats sowie 4-Nitrophenol (Lamoureux und
Rusness, 1989; Lyubenova, 2007).

1.2.3 Enzyme des antioxidativen Systems

Der groBe Widerspruch des aeroben Lebens besteht in der Abh&ngigkeit von Sauer-
stoff und dem gleichzeitigen Gefahrdungspotential dieses Elementes. Das Bedirfnis nach
Sauerstoff verschleiert die Tatsache, dass es sich um ein toxisches, mutagenes Gas han-
delt und dass Aerobier nur Gberleben, weil sie antioxidative Abwehrmechanismen ausge-
bildet haben (Halliwell, 2006). Alle intrazellularen Kompartimente aerober Zellen produ-
zieren aktivierte Sauerstoffspezies und -radikale (Elstner et al., 1996). Oxidativer Stress

durch schadliche Reaktionen des Sauerstoffs wurde daher auch als die bedauerliche
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Konsequenz des Lebens eines jeden aeroben Organismus (Bowler et al., 1992) bezeich-
net. Die negativen Folgen einer nicht kompensierten Aussetzung von Zellen gegenuber
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) &uBBern sich in vielfaltigen Symptomen wie der Des-
integration von Membranen bis hin zur Veranderung genetischen Materials und zum Tod
der Zelle. ROS kénnen jedoch auch regulative Funktionen in der Pflanze einnehmen. Ihre
Rolle in vielerlei Prozessen wie Wachstum, Seneszenz, Fruchtreifung oder dem program-
mierten Zelltod (PCD) wurde inzwischen beschrieben (Jiménez et al., 1997; Mittler et al.,
2004).

Reaktive Sauerstoffspezies sind Formen des atmospharischen Sauerstoffs O,. Sau-
erstoff ist trotz seiner Eigenschaft als Biradikal relativ unreaktiv (Scandalios, 1993) und
wird erst nach Anregung oder Elektronentransfer zu aktivierten Sauerstoffspezies wie
dem Singulettsauerstoff ('O,), dem Superoxidanion (O,~) oder in weiterer Reaktion zum
auBerst reaktiven Hydroxylradikal (OH-) mit einem Redoxpotential nahe +2 V und einer
Lebensdauer von weniger als einer Mikrosekunde, aber auch zum stabilen Wasserstoff-
peroxid H,O, oder organischen Peroxiden (Elstner et al., 1996), wobei diese zwar zu
den ROS zahlen, aber keine Radikale darstellen (Halliwell, 2006). Im Gegensatz zum at-
mospharischen Sauerstoff sind ROS hochreaktiv, toxisch und zur unlimitierten Oxidation
zellularer Komponenten befahigt (Mittler, 2002; Mittler et al., 2004; Halliwell, 2006).

Die Notwendigkeit einer effektiven Entgiftung und Regulation potentiell gefahrlicher
Sauerstoffspezies in Pflanzen steht daher auBer Frage. In der Pflanze sind zahlreiche
Mechanismen in die Detoxifikation von reaktiven Sauerstoffspezies involviert. Zu den
wichtigsten antioxidativ wirksamen Enzymen z&hlen die Katalasen, Peroxidasen, Super-
oxiddismutasen und jene aus dem Ascorbat-Glutathion-Zyklus (Palma et al., 2006; Tejera
Garcia et al., 2007), der auch als Halliwell-Asada-Zyklus bekannt ist. Dieser bedeutende
antioxidative Zyklus involviert die vier Enzyme Ascorbatperoxidase, Monodehydroascor-
batreduktase, Dehydroascorbatreduktase sowie die Glutathionreduktase (Vanacker et al.,
1998). Daneben zahlt auch die Glutathionperoxidase zu den ROS-entgiftenden Enzymen
in der Pflanze (Mittler et al., 2004). Ein vereinfachtes Schema der in planta hochkomplex-
en Ablaufe der antioxidativen Regulation ist in Abbildung[1.14] dargestellt, welches auBBer

den Peroxidasen alle im folgenden besprochenen Enzyme beeinhaltet.
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H,0 NAD(P)H
MDAR
H,0, MDA NAD(P)*
ASA + DHA GSSG NAD(P)*
DHAR
AsA NAD(P)H

GSSG
GPX
H,O GSH

H202 > H202 \
M ? CAT

O,

\ 4

Abbildung 1.14: Schema der Entgiftungswege von ROS in Pflanzen nach Mittler (2002). ROS sind rot,
Antioxidantien blau und Enzyme in griin dargestellt. Das obere Feld zeigt den Ascorbat-Glutathionzyklus,
das mittlere Feld die Funktionsweise der Glutathionperoxidase, und im untersten Feld ist die Wirkung der
Katalase dargestellt. Alle Enzyme werden in den folgenden Kapiteln nédher besprochen.

NAD(P \

)
=

NAD(P)H

.
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1.2.3.1 Superoxiddismutase

Das Enzym Superoxiddismutase (EC 1.15.1.1), im weiteren als SOD abgekirzt, kann in
Chloroplasten, Mitochondrien, Mikrosomen, Cytoplasma bzw. Cytosol und auch im Apo-
plasten nachgewiesen werden (Alscher et al., 2002; Mittler, 2002; Palma et al., 2006).
SOD katalysiert folgende Dismutation (Scandalios, 1993):

20, + 2 H* 2P 0, + H,0,

Diese Reaktion geht auch ohne Enzym vonstatten, wird jedoch durch die SOD drei-
bis vierfach beschleunigt (Lederer, 2002). Die drei Typen der SOD werden durch ihren
metallischen Kofaktor klassifiziert: Eisen (FeSOD), Mangan (MnSOD) und Kupfer/Zink
(Cu/ZnSOD) (Bowler et al., 1992). FeSOD wurde in allen bisher untersuchten Pflanzen
als chloroplastenlokalisiert beschrieben, wahrend die MNnSODs in Mitochondrien und Mi-
krosomen vorkommen und die Cu/Zn-SODs Uberall in der Pflanzenzelle anzutreffen sind

(Alscher et al., 2002).

1.2.3.2 Katalase

Die Katalase (H2O,:H,O, Oxidoreduktase, EC 1.11.1.6, (Tejera Garcia et al., 2007)) wird
laut verschiedener Quellen als lberwiegend bis ausschlieBlich peroxisomales bzw. mi-
krosomales Enzym und Marker dieser Organellen beschrieben (Heinze und Gerhardt,
2002; Lederer, 2002; Mittler, 2002; Mizuno et al., 2005; Palma et al., 2006). Sie kataly-
siert die Dismutation von H,O, zu Wasser und O, (Tseng et al., 2007). Die Katalase ist
ein Enzym mit hoher Umsatzrate (> 40.000 Molekile s, Qureshi et al., 2007) bei gleich-
zeitig schwacher Affinitat (k,, nahe 1 M) zum Substrat H,O, (Foyer, 1993). Die Aufgabe
der Katalase scheint somit iiberwiegend in der Beseitigung eines UbermafBes an ROS zu
liegen (Mittler, 2002). Die Katalasen sind tetramere Enzyme mit je einer Hamgruppe pro
Untereinheit und Eisen als Zentralatom des Ham. Sie stellen 10-25 % des peroxisomalen
Proteins (Heinze und Gerhardt, 2002; Tejera Garcia et al., 2007). Nachweise von Katalase
in anderen Kompartimenten als den Peroxisomen oder im Apoplasten (Zellwand) werden
von Heinze und Gerhardt (2002) aufgrund von Limitierungen in den Extraktionsmethoden

und der Fragilitat der Peroxisomen als unsicher angesehen.
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1.2.3.3 Peroxidasen

Peroxidasen (POX) nehmen in der Pflanze eine prominente Stellung ein, da sie nicht nur
Peroxide inklusive H,O, entgiften, sondern auch an der Zellelongation und dem Aufbau
und der Differenzierung der Zellwand beteiligt sind (Passardi et al., 2004). Pflanzliche
Hamperoxidasen werden in drei Klassen eingeteilt (Hiraga et al., 2001; Teixeira et al.,
2004), wobei die Beseitigung von H,O, in der Pflanze neben anderen Enzymen durch die
-Klassischen® Peroxidasen (class Ill) wie der Meerrettich-POX vonstatten geht, die im Cy-
tosol, in der Vakuole oder in der Zellwand lokalisiert sind, jedoch nicht in den Organellen
vorkommen (Shigeoka et al., 2002). In Arabidopsis werden diese Enzyme von einer 73
Gene umfassenden Familie codiert (Tognolli et al., 2002), in Reis gar von doppelt so vielen
(Passardi et al., 2004). Die hier untersuchten Peroxidasen (EC 1.11.1.7) werden aufgrund
ihres Kosubstrates auch als Guajacol-Peroxidasen bezeichnet (Noctor und Foyer, 1998).
Sie katalysieren dementsprechend den Abbau von H,O, zu Wasser unter Oxidation des

Guajacol zum mesomeriestabilisierten Guajacylradikal.

1.2.3.4 Glutathionperoxidase

Glutathionperoxidase (GPOX; EC 1.11.1.9) wird zwar der Familie der tierischen Peroxida-
sen zugeordnet, sie ist aber auch in der Pflanze zu finden (Hiraga et al., 2001). Dieses En-
zym ist auf GSH als Kosubstrat angewiesen, welches im Verlaufe der Reaktion zu GSSG
oxidiert wird. Sie katalysiert unter der Anwesenheit von GSH als H-Donor die Reduktion
von H,>O,, organischen Hydroperoxiden und Lipidperoxiden (Ursini et al., 1995). Im Ge-
gensatz zum tierischen Enzym enthalten sie Cystein statt Selenocystein am aktiven Zen-
trum. Einige pflanzliche GPOX reduzieren Peroxide effizienter oder ausschlieBlich durch
Thioredoxin (Rouhier and Jacquot, 2005). In Arabidopsis thaliana wurde GSH-abhangige
GPOX bislang im Cytosol und den Chloroplasten nachgewiesen (Rodriguez Milla et al.,
2003), die thioredoxinabhangige GPOX hingegen in fast allen Kompartimenten der Zelle
(Rouhier and Jacquot, 2005).

1.2.3.5 Ascorbatperoxidase

Die Ascorbatperoxidase (EC 1.11.1.11) oder kurz APOX nimmt eine grundlegende Rolle

in Pflanzen ein. In Chloroplasten, der Hauptquelle fir Superoxid und H,O,, fehlt die Kata-
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lase, so dass H,O, durch die Reaktion mit Ascorbat, die von der APOX beschleunigt wird,
entgiftet werden muss. Das Enzym findet sich jedoch auch im Cytosol und den Peroxiso-
men (Noctor und Foyer, 1998; Teixeira et al., 2004). Die Funktion der APOX besteht in der
Reduktion von H,O, zu Wasser. Als Elektronendonator fungiert das Ascorbat, welches
im Zuge der Reaktion zum Monodehydroascorbatradikal (MDHA) oxidiert wird (Shigeoka
et al., 2002). Die APOX spielt zusatzlich eine Rolle in der Feinabstimmung des ROS-
Signalling, im Gegensatz zur Katalase, deren Aufgabe Uberwiegend in der Beseitigung

von Ubermaf an ROS liegt (Mittler, 2002).

1.2.3.6 Monodehydroascorbatreduktase

Monodehydroascorbat (MDHA) kann entweder spontan disproportionieren oder durch
Ferredoxin oder das NAD(P)H-abhangige Enzym Monodehydroascorbatreduktase (MD-
HAR; EC 1.6.5.4) direkt zu Ascorbat reduziert werden (Lederer, 2002; Shigeoka et al.,
2002). MDHAR kommen als 55 kDa-Form in Chloroplasten und als 47 kDa-Form im Cy-
tosol vor, wurden aber auch in Mitochondrien und Mikrosomen nachgewiesen. Sie ka-
talysieren die Reaktion von 2 MDHA und NAD(P)H zu 2 Ascorbat und NAD(P). Trotz
der effizienten Regeneration des Ascorbat durch MDHAR ist es unvermeidlich, dass ein
gewisser Anteil der MDHA-Radikale spontan zu Ascorbat und Dehydroascorbat dispro-
portioniert (Polle, 2001; Lederer, 2002).

1.2.3.7 Dehydroascorbatreduktase

MDHA-Radikale, die nicht wie vorher beschrieben durch enzymatische Aktivitat reduziert
werden, disproportionieren laut Morell et al. (1997) mit einer Rate von 10° M s zu
Ascorbat und zu Dehydroascorbat (DHA). Das instabile DHA wird durch die Aktivitat der
Dehydroascorbatreduktase (DHAR, EC 1.8.5.1) wieder in den Ascorbat-Pool zuriickge-
fihrt und so ein irreversibler Ascorbatverlust (Lederer, 2002) vermieden. Das Enzym wur-
de als Monomer mit einem Molekulargewicht von 23 kDa und ky,-Werten von 2,5 mM flr
GSH sowie 0,07 mM fir DHA beschrieben (Hossain und Asada, 1984). Neben der DHAR
kénnen noch viele andere Enzyme in der Pflanze diese Reaktion mit unterschiedlicher
Effizienz katalysieren (Mittler et al., 2004). Die Bedeutung und Identitat der DHAR wurde

in den letzten Jahren kontrovers diskutiert (Morell et al., 1997; Potters et al., 2002).
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1.2.3.8 Glutathionreduktase

Der Zyklus schlief3t sich mit der Glutathionreduktase (GR; EC 1.6.4.2), einem Enzym mit
Molekulargewichten zwischen 90 und 140 kDa mit gewdhnlich zwei Unterheiten (Qures-
hi et al., 2007), welches das in den von DHAR und GPOX katalysierten und in anderen
teils nichtenzymatischen Reaktionen entstandene GSSG unter Oxidation von NAD(P)H
zu 2 GSH reduziert (Apel und Hirt, 2004). Auf diese Weise liefert die GR stets reduziertes
GSH, unter anderem flr den Ascorbat-Glutathionzyklus, und stellt sicher, dass das Ver-
haltnis GSH/GSSG in einer normal gesunden Zelle hochgehalten wird. Der Verbrauch von
NAD(P)H agiert als energetischer ,sink* (Qureshi et al., 2007) und stellt NAD(P) wieder

zur Verfligung.

1.2.3.9 Cytosol und Mikrosomen

Im Cytosol finden sich mit Ausnahme der Katalase alle vorher besprochenen Enzyme
der Detoxifizierung und des Ascorbat-Glutathionzyklus, wobei die Existenz einer cytosoli-
schen Katalase kontrovers diskutiert wird (Scandalios, 1993; Heinze und Gerhardt, 2002).
Beim Cytosol handelt es sich um die I6sliche Fraktion des Cytoplasmas ohne Organellen
und Membranfraktionen (Nultsch, 1996).

Bei den hier allgemein als Mikrosomen bezeichneten Organellen (auch bekannt als Per-
oxisomen, Mikrokérper oder Microbodies) handelt es sich um ubiquitar in eukaryotischen
Zellen vorkommende kugelférmige kleine Kérper mit einem Durchmesser zwischen 0,1
und 1 um, die eine feinkdrnige Matrix enthalten und von einer einfachen Membran umge-
ben sind (Schrader und Fahimi, 2004). In den héheren Pflanzen spielen Mikrosomen eine
zentrale Rolle in drei Stoffwechselwegen, namlich dem Lipidabbau, der Photorespiration
und der Entgiftung von H,O, ((Lopez-Huertas et al., 2000; Hayashi and Nishimura, 2003).
Sie werden daher in Glyoxysomen, Blattperoxisomen und unspezialisierte Peroxisomen
unterteilt (Minorsky, 2002). Die Katalase kommt in allen drei Subtypen vor (Hayashi and
Nishimura, 2003). Pflanzliche Mikrosomen enthalten neben SOD und Katalase die En-
zyme des Ascorbat-Glutathionzyklus (Jiménez et al., 1997; Palma et al., 2006), keine
GPOX (Mittler, 2002; Rodriguez Milla et al., 2003) oder Peroxidasen (Mittler, 2002), je-
doch mikrosomale GSTs (Pflugmacher et al., 2000), hier kurz als mGST bezeichnet, die

sich evolutionar von I6slichen GSTs unterscheiden (Frova, 2003).
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1.3 Fragestellungen

Berilicksichtigt man den langen Zeitraum, in dem Bakterien und Eukaryoten nebeneinan-
der existierten, so ist es nicht allzu Uberraschend, dass sich die Fahigkeit zur ,Dechiff-
rierung“ von Signalen zwischen den Reichen entwickelt hat (Shiner et al., 2005). Unter

diesem Aspekt wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen behandelt:

e Gibt es Quorum quenching-Mechanismen gegenlber den hier gewahlten AHLs? In
der Studie von Delalande et al. (2005) zeigte sich, dass enzymatische Signalinakti-
vierung typischerweise bei Leguminosen zu beobachten ist, jedoch kaum in mono-
kotyledonen Pflanzen wie Weizen oder Mais. In dieser Arbeit soll daher der Abbau
von AHLs anhand der Leguminose Yambohne und der Gerste verglichen und fest-
gestellt werden, ob und in welcher der Pflanzen es zu signifikanter Degradation von
AHLs kommit.

e Bislang existieren keine Informationen tber eine mégliche Aufnahme und Translo-
kation von AHLs in planta. Neben der Untersuchung des AHL-Abbaus durch die
Einwirkung von Pflanzen soll hier deshalb auch das Schicksal des Signalstoffes in
Kontakt mit der Pflanze geklart werden. Werden AHLs in die Wurzel oder gar in den
Spross aufgenommen? Gibt es, wenn ja, Unterschiede zwischen den beiden Pflan-
zenspezies und den drei unterschiedlichen AHLs? Findet eine Metabolisierung der
AHLs in der Pflanze statt?

e Ist ein Einfluss von bakteriellen AHLs auf morphologische und physiologische Para-
meter der Pflanzen zu beobachten? Kommt es durch die Signalstoffe zu Verande-
rungen der Biomasse, der Sprosslange, oder zu Variationen in den Pigmentgehal-
ten, wie beispielsweise durch ,greening“-ahnliche Effekte oder, in kontrarer Wirkung,
durch erh6hte Seneszenz? Treten Veréanderungen in der Strukturierung der Wurzeln

oder des pH-Wertes auf?

e Kann die Pflanze die Qualitét des Signals ,erkennen“? Anhand der drei AHLs C6-
HSL, C8-HSL und C10-HSL soll Gberprift werden, ob die strukturelle Variation in der
Acylkette sich im Kontakt mit der Pflanze in unterschiedlichen Reaktionen duf3ern
kann. Dies soll sowohl bei den verschiedenen pflanzlichen Parametern als auch bei

den Enzymaktivitaten und der Charakterisierung des Schicksals der AHLs im axeni-
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schen System im direkten Vergleich aller drei Komponenten untersucht werden.

e Sind Auswirkungen des AHL-Signals auf die Entgiftungskapazitaten der Pflanze zu
beobachten? Der Fokus soll hierbei auf der Entgiftung von Xenobiotika durch GST
und dem antioxidativ wirksamen Ascorbat-Glutathionzyklus liegen. Wird die Pflanze
eher Abwehrmechanismen aktivieren, sich unbeeinflusst zeigen oder diese reduzie-

ren? Sind die Reaktionen in Leguminosen und anderen Pflanzen vergleichbar?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Die Versuchspflanzen Gerste und Yambohne
2.1.1.1 Gerste, Hordeum vulgare L., Kultivar ,,Barke*

Die Gerste (Hordeum vulgare L., siehe Abbildung[2.1)), eine der bedeutendsten Getreide-
arten weltweit, wird von der Welterndhrungsorganisation FAO mit einer Erntemenge von
ca. 140 Mio. Tonnen im Jahr 2005 als die funftwichtigste Nutzpflanze eingestuft. Sie kann
wie viele andere Graminaceen als typischer Vertreter monokotyledoner Pflanzen gelten.
Der Bekanntheitsgrad dieser Nutzpflanze ertbrigt eine detaillierte Vorstellung. Zahlreiche
Sorten finden als zwei- oder mehrzeilige Zichtungen ihre Verwendung in der Erndhrung
von Tier wie Mensch. In diesen Versuchen wurde die Sommerbraugerste ,Barke® als Mo-
dellpflanze ausgewahlt. Sie ist eine derzeit noch aktuelle Sorte, die vor allem wegen ihrer
Mehltauresistenz und Braueigenschaften geschatzt, aber allmahlich von anderen Sorten
abgeldst wird. ,,Barke* wird jedoch zur Zeit fir einen Microarray-Chip sequenziert und da-
her haufig als Modellgerste fiir biochemische und molekulare Untersuchungen gewahilt.
Saatgut dieser Sommerbraugerstensorte wurde von der Firma Saatzucht Josef Breun
GdbR in Herzogenaurach zur Verfligung gestellt. Das Gerstensaatgut wurde kuihl, trocken

und dunkel gelagert und behielt eine stets ausreichende Keimfahigkeit.

2.1.1.2 Yambohne, Pachyrhizus erosus (L.) Urban ,,EC 550“

Die tropische Leguminose Pachyrhizus erosus (L.) Urban erfreut sich im Gegensatz zur
Gerste eines weit geringeren Bekanntheitsgrades, obwohl es sich bei dieser Spezies um
eine duBerst interessante und nachhaltige Nutzpflanze fir den Anbau in vielen tropischen
und subtropischen Landern der Erde handelt, da sie hohe Ertragsleistungen bei beschei-

denen Ansprtichen bringt (Belford, 2004).
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Abbildung 2.1: Die Versuchspflanzen Gerste (Hordeum vulgare L.) und Yambohne (Pachyrhizus erosus
(L.) Urban). Bildquellen: http://caliban.mpiz-koeln.mpg.de; http://de.wikipedia.org/wiki/Yambohnen.

Der aus dem Altgriechischen stammende Name ,Pachyrhizus* bedeutet in der Uber-
setzung ,dicke Wurzel®, in Anlehnung an die starkehaltigen und nahrhaften Wurzelknol-
len, die diese Pflanze ausbildet. Sie kann sowohl in Zentralamerika wie auch in Std-
ostasien in kultivierter Form gefunden werden. Pachyrhizus erosus ist dort unter Namen
wie ,Jicama“ (Mexiko), ,bang kuang“ (Indonesien) oder allgemein als ,Mexikanische Yam-
bohne“ bekannt (Zanklan, 2003). Der Einfachheit halber wird im folgenden Text nur von
,Yambohne® gesprochen, auch wenn diese Bezeichnung generell ebenso fir andere Pa-
chyrhizus-Arten (Belford, 2004) Verwendung finden kann. Die Gattung wird der Familie
der Fabaceae, Unterfamilie Faboidae, Stamm Phaseoleae, Unterstamm Diocleinae zu-
geordnet und steht verwandtschaftlich den Glycininae und Phaseolinae nahe (Zanklan,
2003). Drei Pachyrhizus-Spezies, die Mexikanische Yambohne P, erosus (L.) Urban, die
Anden-Yambohne P ahipa (Wedd.) Parodi und die Amazonas-Yambohne P tuberosus
(Lam.) Sprengel (Zanklan, 2003) werden landwirtschaftlich genutzt, wobei P erosus die

am haufigsten kultivierte Art ist, was vor allem auf die hdheren Ertréage zurickzufihren

50



2 Material und Methoden

ist (Serensen, 1996).

Pachyrhizus erosus (Abbildung ist eine krautige kletternde Kurztagspflanze mit
dreigeteilten Blattern, deren Umriss je nach Standort sehr stark schwanken kann (Sgren-
sen, 1996). Je nach Sorte sind die Blatter gezahnt oder gelappt mit variabler Behaarung.
Die zwittrigen, selbstbefruchtenden Bliiten finden sich in Stdnden von vier bis 11 Bliten
an der Pflanze (Diethelm, 2005). Die Knollen werden in GréBen von 350 g in Thailand
bis Gber 1200 g in Mexiko vermarktet (Sgrensen, 1996). Die Yambohne liefert im Ver-
gleich zu den traditionellen Knollenpflanzen wie StBkartoffel oder Maniok drei- bis fiinfmal
mehr Protein (in Santos et al., 1996). Sie kann roh wie gekocht verzehrt werden und ver-
flgt Gber einen neutral-stiBlichen Geschmack und eine apfelartige Konsistenz (Diethelm,
2005). Die glatten Samen der hier verwendeten Sorte ,EC 550“ wiesen eine flach-runde
Form und eine olivgriine bis dunkelbraune, gleichmafige Farbe auf. Anders als bei vielen
Hulsenfriichten sind die Samen von Yambohnen aufgrund ihres hohen Rotenon-Gehaltes
(rund 1 % des Korngewichtes) nicht zum Verzehr geeignet (Santos et al., 1996). Die Sub-
stanz hat daflr eine nltzliche insektizide Wirkung aufzuweisen (Zanklan, 2003). Diese
vielen positiven Eigenschaften verdeutlichen das 6konomische Potential der bislang zu
wenig genutzten Kulturpflanze Yambohne (Belford, 2004).

Saatgut der Yambohne (Pachyrhizus erosus) wurde von Dr. E. Belford, Universitat Free-
town, Sierra Leone, zur Verfiigung gestellt. Die Sorte EC 550 wurde am Department of
Biological Sciences, Fourah Bay College, Freetown, Universitat von Sierra Leone ver-
mehrt. Das Saatgut wurde wie das der Gerste kihl, trocken und dunkel gelagert und

zeigte Uber drei Jahre hinweg kein Nachlassen der Keimfahigkeit.

2.1.2 Simulationskammern

Die Anzucht der Gersten erfolgte in einer Heraeus-Vétsch GroBraumzelle vom Typ VEZ-
PHL. Die Tagphase wurde mit 14 Stunden Belichtung von 6 bis 20 Uhr simuliert. Wahrend
der Tagphase wurde die Temperatur auf 15 °C reguliert, wahrend der Dunkelphase auf
12 °C. Die Luftfeuchtigkeit stellte aufgrund des geschlossenen Anzuchtsystems keinen
Einflussfaktor dar. An der Unterkante der Anzuchtgefaf3e (Abstand von 108 cm zur Lam-

pendecke) wurden folgende GréBen gemessen:

PAR, Photosynthetisch aktive Strahlung (400-700 nm) 34,35 W/m?

UV-A (315-400 nm) 0,9106 W/m?
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UV-B (280-315 nm): 0,2739 W/m?

Die Anzucht axenischer Yambohnen erfolgte in einem Heraeus-Voétsch Klimaschrank
vom Typ VSK 04/500/U/S. Die Temperaturbedingungen in der GroBraumzelle hatten sich
als zu kalt fur die Leguminose erwiesen. Die Pflanzen erhielten wie Gerste 14 Stunden
Licht, jedoch bei konstanter Temperatur von 20 °C, da eine Tag-Nacht-Regulation der
Temperatur bauartbedingt nicht méglich war. Folgende Werte wurden an der Unterkante

der AnzuchtgefaB3e (im Abstand von 61 cm zur Lampendecke) ermittelt:
PAR, Photosynthetisch aktive Strahlung (400-700 nm) 19,45 W/?
UV-A (315-400 nm) 0,35 W/m?

UV-B (280-315 nm): ca. 0,1 W/m?

2.2 Methoden

2.2.1 Pflanzenanzucht

Oberflachensterilisierung wurde nach der Methode von Rothballer (2003) durchgefihrt.
Grundséatzlich wurde bei allen Schritten steriles destilliertes Wasser aus einer MilliQ-
Anlage verwendet. Zunachst wurden je circa 40 (Yambohne) bis 60 (Gerste) Samenkor-
ner 2 min lang in einer 1 %igen (v/v) Tween 20-Lésung (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) bei
niedriger Umdrehung gerlhrt. Die Rihrgeschwindigkeit wurde so gewahlt, dass das Saat-
gut zwar bewegt, aber nicht beschadigt wurde. Beim zweiten Schritt wurde die Tween-
Lésung durch ein gleiches Volumen an 70 % EtOH (v/v) ersetzt und 5 min gerthrt. An-
schlieBend wurde das Saatgut 2-3mal in H,O dd gewaschen. Danach wurden die Kérner
mit rund 30 mL NaClIO (circa 8-12 % aktives Chlor, Carl Roth GmbH, Karlsruhe) versetzt
und 20 min gerlhrt. Die Samen der Yambohne waren nach dem anschlie3enden zweima-
ligen Waschen in Wasser bereits ausreichend oberflachensteril. Gerstenkdrner hingegen
wurden nach dem ersten Schritt unter langsamer Rihrbewegung Uber 4 Stunden in ste-
rilem H,O dd, welches zwischenzeitlich gewechselt wurde, vorgequollen. Dieser Schritt
diente der Verbesserung der Zuganglichkeit der Kornoberflache und der Lockerung der
Deckspelze der Gerstenkdrner. Danach erfolgte eine 10-minttige Behandlung mit NaCIO,
worauf das Saatgut 2-3mal in H,O dd gewaschen wurde. Die oberflachensterilisierten Sa-

menkdrner wurden nun auf NB-Agar-Platten (Zusammensetzung siehe Abschnitt [2.2.2)
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verteilt. Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen, in lichtdichte Behalter verpackt und
in der jeweiligen Klimakammer (Gerste in Typ VEZ-PHL, Yambohne Typ VSK 04/500/U/S)
vorgekeimt. Gerstenkeimlinge wurden nach 4 Tagen in das sterile System umgesetzt,
Yambohnenkeimlinge nach 7 Tagen, da die Pflanzen zu dieser Zeit optimale Wurzellan-
gen fur die Umsetzung aufwiesen. Bei der Auswahl der Keimlinge wurden nur solche
bertcksichtigt, welche ohne sichtbare bakterielle oder pilzliche Kontamination auf den
NB-Agarplatten geblieben waren. Diese Keimlinge wurden gemaf Rothballer (2003) und
Kutter et al. (2006) als axenisch und somit endophytenfrei betrachtet. Die Methode, mittels
Mikrowellenbehandlung (Hengen, 1997) oberflachensteriles Gerstensaatgut zu erhalten,
erbrachte zwar keimfreie Samen, jedoch unter zu hohen Verlusten an Keimféahigkeit.

Als AnzuchtgefaBe wurden Duran-Reagenzgléser (Schott, Mainz) mit 30 mm Offnungs-
durchmesser verwendet. Die Glaser wurden vor Verwendung mit anderen in Frage kom-
menden AnzuchtgefaBen, dem PhytoTray (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) sowie einer trans-
parenten Kunststoffdose auf ihre Licht- und UV-Durchlassigkeit getestet und verglichen,
wobei die Duran-Reagenzglaser im Schnitt die besten Eigenschaften aufwiesen (Tabel-

le 2.1). Die Reagenzglaser wurden mit 50 g Glasperlen (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Tabelle 2.1: Licht- und UV-Durchlassigkeit verschiedener Anzuchtgefaie.

Offene Einstrahlung | Duranglas | PhytoTray | Dose

UV-A (W/m?) 66,6 43,7 37,9 34,7
UV-B (W/m?) 3,49 1,14 2,6 1,6

PAR (umol/m?/s) 2100 1500 1500 1400

vom Durchmesser zwischen 1,7 und 2 mm befillt, anschlieBend mit Alusteckkappen
verschlossen und bei 121 °C fir 20 min autoklaviert. Stammlésungen von N-Hexanoyl-
(C6-HSL), N-Octanoyl- (C8-HSL) und N-Decanoyl-homoserinlacton (C10-HSL), alle von
Sigma-Aldrich (Taufkirchen), wurden mit EtOH p.a. in einer Konzentration von 10 mM an-
gesetzt. Mineralisches Medium (Zusammensetzung siehe Seite wurde mit sterilem
H>O dd hergestellt und anschlieBend AHL-Stammlésungen zur Endkonzentration von 10
uM AHL appliziert. Die Konzentration des EtOH in der Losung betrug hierbei 0,1 %. Kon-
trollen erhielten nur reinsten Ethanol im selben Verhaltnis. Je 10 mL der Lésungen wurden
durch sterile CA-Membranen (0,22 um, Schleicher & Schuell) in ein steriles Anzuchtgefafi
filtriert und anschlieBend je ein Keimling appliziert. Die Pflanzen wurden in der jeweiligen

Klimakammer untergebracht und wuchsen 17 Tage (Gerste) oder 21 Tage (Yambohne)
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in den AnzuchtgeféBen. Nach dieser Anzucht befanden sich beide Arten in einem ver-
gleichbaren Wachsstumsstadium, was die unterschiedliche Wuchsdauer begrindet. Al-
le Pflanzen, welche verkimmert waren oder im Vergleich zu den anderen Pflanzen ein
nicht-konformes Wachstum z.B. aufgrund Beschadigung wahrend der Oberflachensteri-
lisierung aufwiesen, wurden verworfen. Insgesamt betrug die Ausbeute an korrekt ge-
wachsenen, axenischen Pflanzen in den einzelnen Chargen daher zwischen 54 % und
92 %.

Im Bakterienversuch wurden die Keimlinge wie beschrieben axenisiert und anschlief3-
end unter sterilen Bedingungen 1 Stunde in PBS-Lésung inkubiert, welche Bakterien in
der Dichte von OD=1,0 enthielt. Die beimpften Keimlinge wurden danach in das sterile
System Uberfuhrt, welches reines MS-Medium enthielt, und wie die AHL-behandelten
Pflanzen angezogen. Als Versuchsorganismus wurde Pseudomonas putida gewahlt, da
hier neben einem AHL-produzierenden Stamm (IsoF) eine AHL-negative Mutante (F117)

zum direkten Vergleich verflgbar war.

Abbildung 2.2: Das axenische System mit Gerste (linkes Bild) und Yambohne (Mitte). Zur rechten die
Darstellung einer Einzelpflanze von Yambohne mit Wurzelbereich.

2.2.2 Medien

Das von der Firma Duchefa Biochemie BV (Niederlande) bezogene Medium nach Mura-
shige und Skoog (1962) wurde 1:1 verwendet. Es wies die in Tabelle 2.2 beschriebenen

Konzentrationen von Makro- und Mikrondhrelementen auf. NB-Platten wurden aus Nahr-
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bouillon (8 g/ L, Merck, Darmstadt) und Agar-Agar (15 g/ L) hergestellt.

Tabelle 2.2: Zusammensetzung des Mediums nach Murashige und Skoog (1962).

Makronahrelement | Konzentration | Mikronahrelement | Konzentration
CaCl, 2,99 mM CoCl, * 6H>0 0,11 uM
KH>PO4 1,25 mM CuSQOq4 * 5H,0 0,1 uM

KNO3; 18,79 mM FeNaEDTA 0,1 mM
MgSOq4 1,5mM H3;BO3 0,1 mM
NH4NO4 20,61 mM Kl 5uM

— — MnSQO, * 4H,0 0,1 mM

— — NasMoO,4 * 2H,0 1,03 uM

— — ZnS0O4 * 7H-0 29,91 uM

Zur Trennung des MS-Mediums von den Glasperlen, die bei der axenischen Anzucht
verwendet wurden, wurde der Inhalt eines Reagenzglases in eine 60 mL-Spritze mit Luer-
Lock (Brand, Wertheim) umgefullt und der wassrige Anteil mittels Luftdruck von den Gilas-
perlen separiert. Die so gewonnenen Medienproben wurden in sterilen Falcon-Rdhrchen
aus Polyethen (PE) aufbewahrt. In Polystyrol-GeféaBen (PS) war eine starkere Adsorption
der AHLs zu beobachten, insbesondere bei C10-HSL.

Die Bestimmung des pH-Wertes im Medium erfolgte durch ein pH-Meter der Firma

Hanna Instruments (Kehl am Rhein) mit Referenzelektrode fir Temperaturmessung.

2.2.3 Untersuchung der AHL-Dynamik im axenischen System
2.2.3.1 Probenvorbereitung aus Medium und Pflanze

Abiotische Verluste in diesem Versuchsdesign wurden ermittelt, indem das sterile Sys-
tem exakt wie in Kapitel beschrieben angesetzt wurde, jedoch ohne Pflanzen. Zur
Untersuchung méglicher Einfliisse von abiotischen Prozessen wie zum Beispiel photo-
katalysierter Oxidation wurde das sterile System auBerdem ohne Glasperlen angesetzt.
Alle Ansatze wurden unter identischen Konditionen wie im Pflanzenexperiment inkubiert
und hierbei zusatzlich die beiden unterschiedlichen Klimabedingungen (siehe auf
Unterschiede in den abiotischen AHL-Verlusten miteinander verglichen. Von jeder Be-
handlung wurde zum Zeitpunkt des Ansetzens eine sogenannte ,T=0“-Probe (Zeitpunkt
Null) entnommen. Nach der Inkubation wurde das Medium durch sterile CA-Membranen
(0,22 um, Schleicher & Schuell) filtriert, wobei im Adsorptionsversuch das Medium erst

mittels Luftdruck von den Glasperlen getrennt wurde. Die pH-Werte der Proben wurden

55



2 Material und Methoden

vor und nach der Inkubation geprift und lagen stets unter pH 6. Da es sich um rein mine-
ralisches Medium handelte, war eine Vorbehandlung der Proben vor der Messung an der
UPLC nicht nétig. Es zeigte sich auBerdem, dass die im Folgenden beschriebene UPLC-
Methode ausreichend sensitiv war und sich somit eine Aufkonzentration bei Proben aus
Mineralmedium ertbrigte.

Die Proben aus Pflanzengewebe von Gerste und Yambohne wurden zunachst unter
Stickstoffkiihlung sehr fein gemdrsert und anschlieBend 1 g Spross- bzw. 0,5 g Wurzel-
material in 10 mL kaltem Acetonitril (25 % v/v) homogenisiert. Nach 20 min im Ultraschall-
bad wurden die Proben bei 5.000 x g (15 min) zentrifugiert und die Uberstande vorsichtig
entnommen. Der pH-Wert der Uberstande betrug 6,5 und konnte als wenig problematisch
fir Hydrolyse betrachtet werden. Die Proben wurden anschlieBend mittels SPE nach der
Methode von Li et al. (2006) aufgereinigt. Hierzu wurde eine MegaBond Elute C18-Saule
(Varian, Darmstadt) bei einer Flussrate von 1 mL/min bei Raumtemperatur mit je 2 mL
MeOH und Wasser konditioniert und danach 10 mL der Probe aufgetragen. Die Saule
wurde anschlieBend mit 4 mL 15 % MeOH (v/v) gewaschen, unter Vakuum getrocknet
und die gesuchte Fraktion mit 2 mL Hexan/Isopropanol-Mischung (25/75 v/v) eluiert. Das
Eluat wurde unter Stickstoff getrocknet, in 0,5 mL 30 % ACN (v/v) aufgenommen und
durch 0,22 um PTFE-Membranen (VWR, Darmstadt) filtriert.

2.2.3.2 AHL-Nachweis an UPLC

Die Analyse mittels der Acquity Ultra Pressure Liquid Chromatography oder kurz UPLC
(Waters, Eschborn), ausgestattet mit einem 2996 PDA-Detektor, erfolgte unter Verwen-
dung einer BEH C18-Saule von Waters mit einem Partikeldurchmesser von 1,7 um und
der Saulenabmessung 100 x 2,1 mm. Der Saulenofen wurde auf 60 °C temperiert, der
Autosampler auf 27 °C. Bei einer Flussrate von 0,9 mL/min bei rund 900 bar wurde ein
Uber full loop* injiziertes Volumen von 20 uL Probe gemessen. Der lineare Gradient be-
gann mit 10 % ACN (J.T. Baker, Niederlande) in Wasser (v/v) und stieg in 1 min auf 100
% ACN (Li et al. 2006). Die AHLs wurden bei einer Wellenlange von 197 nm analysiert.
Vor allen Messungen wurden 5-Punkt-Kalibrationen durchgefuhrt, welche hohe Linearitat
aufwiesen (siehe Abbildung [2.3).

56



2 Material und Methoden

250000
& C6-HSL o C8-HSL A C10-HSL C6 = 39164x
R2 = 0,9999
200000 -
C8 = 32111x
R2 = 0,9999
150000 -
© C10 = 30261x
= R2 = 0,9969
100000 -
50000 -
O 7 T T T T T T T T T T

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5
AHL [ppm]

Abbildung 2.3: Beispiel flr 5-Punkt-Kalibriergeraden zum AHL-Nachweis an der UPLC.

2.2.3.3 AHL-Nachweis am FTICR-MS

Die qualitative AHL-Analyse wurde an einem Apex Qe 12 T FTICR-MS (Bruker Dalto-
nics, Bremen), ausgestattet mit einer APOLLO Il ,lon Source* ESI-Quelle, im positiven
Modus bei einer Mikrospray-Infusion von 120 ulL/h durchgeftihrt. Die Spektren wurden im
Breitband-Modus mit einer Scanrate von 256 ermittelt und extern mit Arginin (10 mg/L
in 50 % MeOH (v/v) mit 0,1 % Ameisensaure) unter Bestimmung der Arginin-Cluster
(m/z siehe Anhang, Tabelle bei einem maximal akzeptierten Fehler von 0,01 ppm
kalibriert. Vor jeder Messung wurde zunéchst die Hamilton-Spritze zweimal mit MeOH
gespult und anschlieBend die Spray-Einheit des FTICR-MS mit zweimal 100 uL MeOH,
zweimal 100 uL 50 % MeOH (v/v) mit 0,1% NH3; und 100 uL MeOH in dieser Reihenfol-
ge gereinigt und danach mit mindestens 10 uL der jeweilig folgenden Probe vorgespult.
m/z, deren ,signal-to-noise“-Verhaltnis einen Wert von 4 Uberschritten, wurden in eine
Liste exportiert. Auf diese Weise wurden pro Messung Uber 6500 m/z gelistet, welche
zun&chst einer internen Kalibration durch Abgleich mit Diestern (,solvent impurities®, m/z
siehe Tabelle[7.1]im Anhang) mit einem maximal akzeptierten Fehler von 0,01 ppm unter-
zogen und danach mittels einer Software (www.python.org) nach méglichen protonierten
und Na-kationisierten Homoserinlacton-Massen tberprift wurden. Die Massengenauig-

keit trug einen Fehler von 1 ppm, was eine relative Abweichung von 0,0001 % bedeutet.
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Die Identitat der AHLs wurde neben der hohen Genauigkeit der Messung durch das Auf-
finden beider AHL-Formen im positiven Messmodus ([M+H] und [M+Na]) sowie durch die

Prasenz der respektiven 3C-Isotopenpeaks verifiziert.

2.2.3.4 Szintillation Tritium-markierter AHLs

Tritium ([*H])-markiertes C8- und C10-HSL wurde synthetisiert von Dr. Kvétoslava Fuk-
sova an der First Faculty of Medicine, Charles University in Prag, Tschechische Repub-
lik. Als Ausgangsstoffe dienten N-(Trans-2-Octenoyl)-Homoserinlacton und N-(Trans-2-
Decenoyl)-Homoserinlacton, welche unter Katalyse durch Palladium tritiiert wurden. Die
gesamte Radioaktivitat der Produkte lag bei 8,1 GBq (220 mCi) fur [3H]-C8-HSL und bei
6,3 GBq (170 mCi) fur [H]-C10-HSL. Die radioaktiven AHLs wurden in Ethylacetat gela-
gert, welches vor Verwendung der Stoffe evaporiert und durch EtOH p.a. ersetzt wurde.

Der [H]AHL-Versuch wurde in zwei Ansatze gegliedert. In ersten Teil des Experimen-
tes wurden axenische Pflanzen in Duranglasern exakt wie in Kapitel beschrieben
angezogen, wobei das Medium in der Gesamtkonzentration von 10 uM AHL einen Anteil
von 3,7 MBq (100 uCi) [*HJAHL pro 10 mL Medium bzw. Anzuchtgefa3 enthielt. Gers-
tenkeimlinge wurden nach der Vorkeimung auf NB-Medium direkt im [*H]AHL-haltigen
Medium inokuliert. Da die Pflanzen von Beginn an in Kontakt mit AHL standen, wurde
dieser Ansatz als ,friihe Applikation (FA)* bezeichnet.

In einem zweiten Ansatz, der sogenannten ,spaten Applikation (SA)*, sollte die Kinetik
der Aufnahme des radioaktiven Signals von [H]JAHL in bzw. an die Wurzel und insbeson-
dere in den Spross der Gerste untersucht werden. Da in den ersten Tagen der Anzucht
nach der Inkubation der Gersten deutliche und nicht kalkulierbare Schwankungen in der
Geschwindigkeit des Aufwuches der Keimlinge beobachtet worden waren, wurde dieses
Experiment mit Pflanzen durchgeflhrt, welche zunachst 5 Tage ohne AHL angezogen
und dann einer Auslese nach mdglichst einheitlichem Erscheinungsbild unterzogen wur-
den, um den Einfluss der pflanzlichen Variabilitat auf die Ergebnisse mdéglichst zu mini-
mieren. Hierzu wurden die Gersten ohne Zusatz von AHL fur 5 Tage in 9,5 mL Mineralme-
dium in Spezialglasern vorgezogen und anschlieBend in Wuchs und Gestalt vergleichba-
re Pflanzen ausgewéahlt. Durch Silikon-Septen an speziell gefertigen seitlichen Auslassen
(siehe Abbildung wurden mit Spritzen 0,5 mL einer AHL-Mixtur steril appliziert. Die

Mixtur enthielt [*H]-markiertes und nicht radioaktives AHL in einer Menge, die im fertigen
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Abbildung 2.4: Spezialglas zur sterilen Applikation von AHL und Entnahme von Proben. Der seitliche Aus-
lass wurde mit einem autoklavierbaren Silikonseptum verschlossen. Applikation und Entnahme erfolgten
mittels steriler Hamilton-Spritzen.

Ansatz von 10 mL- wie bei der friihen Applikation- eine Konzentration von 10 uM und 3,7
MBq (100 uCi) Aktivitat ergab. Proben wurden 4, 29, 54, 145, 197 und 315 Stunden nach
AHL-Applikation entnommen. Das weitere Verfahren war bei beiden Applikationen iden-
tisch. Wurzeln wurden in zwei Halften geteilt und eine Halfte 30 s unter flieBendem dest.
H.O zur Entfernung oberflachlicher Mediumreste gewaschen, wahrend die andere Half-
te unbehandelt blieb. Danach wurden umgehend die Frischgewichte der Pflanzenproben
bestimmt. Die Extraktion wurde durchgefihrt, indem die vollstandige Probe in 1 mL 25 %
ACN (v/v) mittels eines Ultra-Turrax T25 (IKA, Staufen) gleichmafig homogenisiert wur-
de. Nach 20 min im Ultraschallbad wurden die Extrakte bei 5000 x g 15 min zentrifugiert
und die Uberstande abgezogen. 250 uL des Extraktes wurden in 5 mL Szintillations-
Flussigkeit Rotiszint eco plus (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) homogenisiert und je 5 min
auf einem LS 6500 Szintillations-Zahlgerat (Beckman, USA) gemessen. Proben aus dem

Medium wurden ohne Vorbehandlung analysiert.

2.2.3.5 Chirale Trennung von D/L-AHL

Die chirale Trennung der AHLs wurde von Dr. |. Gebefuegi am Institut fir Okologische

Chemie (Helmholtz Zentrum Midnchen) nach folgendem Protokoll wie bei Gétz et al.
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(2007) beschrieben an einem GC 3900 Gaschromatographen mit einem Saturn 2100T
Massenspektrometer (beides Varian, Darmstadt) durchgeftihrt. 5 mL Aliquots der Pro-
ben aus Mineralmedium wurden im Stickstoffstrom getrocknet und in 200 uL Dichlor-
methan resuspendiert. Die Salze fielen hierdurch aus, so dass der salzfreie Uberstand
entnommen werden konnte. 1 uL der Probe wurde im ,splitless mode“ (2 min) unter ul-
trareinem Helium bei einer Flussrate von 1,3 mL/min und ,pulse mode injection“ (0,25
min bei 15 psi pro Puls) injiziert. Bei der Trennsaule handelte es sich um eine Fused-
Silica-HYDRODEX B-TBDAc-Séaule der Dimension 0,25 mm Durchmesser x 25 m Lan-
ge (Macherey-Nagel, Diren) mit einem 0,25 mm Film Heptakis-(2,3-di-O-Acetyl-6-O-t-
Butyldimethyl-Silyl)-3-Cyclodextrin. Die Temperatur stieg von 80 °C Uber Schritte von 30
°C/min auf 220 °C. Die Konditionen des Massenspekirometers waren wie folgt: lonen-

quelle 70 eV, Massenspektrometer-Falle bei 500 mA und 190 °C.

2.2.3.6 Analyse von AHL-Metaboliten

Zur Suche nach wahrend der Zeitdauer der Anzucht durch pflanzliche Aktivitat entstan-
denen Metaboliten der AHLs wurde die vorher beschriebene FTICR-MS-Methode zur
qualitativen Bestimmung angewandt. Als Proben wurden hierzu neben den Spross- und
Wurzelproben aus Gerste und Yambohne (siehe Kapitel die Mineralmedien aus
der Pflanzenanzucht inklusive Kontrollen sowie die dazugehdérigen T=0-Proben heran-
gezogen. Zur Aufreinigung der Zielmolekile aus dem Mineralmedium wurde SPE mit
Bakerbond ,light load® C18-Saulen (J.T. Baker, Niederlande) durchgefihrt. Nach Kon-
ditionierung der Saulen mit MeOH und Wasser wurden 0,5 mL der Probe appliziert, mit
0,3 mL Wasser gesplilt und anschlieBend mit 0,3 mL MeOH eluiert. Ausgehend von der
Annahme, dass AHL-Metaboliten in Pflanzenextrakten in nur sehr geringen Konzentratio-
nen vorliegen wirden, wurden zusatzlich Aliquote der Extrakte aus Spross und Wurzel
vor der Messung alkalisch hydrolysiert und im ,negative-ion“-Modus analysiert. Die intern
kalibrierten Spektren (siehe Anhang, Tabelle [7.1) mit bis zu 6000 m/z-Werten wurden mit
der FORMULAE-Software (AG BioGeoanalysis, Helmholtz Zentrum Minchen) auf theore-
tisch mogliche AHL-Derivate durchsucht. Hierbei wurden alle m/z verworfen, die folgende
Kriterien nicht erflllten: N#£1; 3< O >5; C ungerade. Die resultierenden Dateien wurden
unter Verwendung einer Software der AG BioGeoanalysis (Helmholtz Zentrum Minchen)

mit Referenzlisten zu AHL bzw. HS abgeglichen und dadurch gemal Masse oder Mole-
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kilkomposition unpassende m/z eliminiert. Auf diese Weise verblieben zwischen 4 und 29
m/z in den Listen. Zur Vermeidung falsch positiver Treffer wurden alle in den Proben aus
der Zeit nach Pflanzenanzucht gefunden Massen mit den Listen der korrespondierenden
Kontrollen (Matrix-Abgleich) und die Proben aus dem Mineralmedium zusatzlich mit den

Listen der T=0-Proben abgeglichen.

2.2.4 Pigmentanalyse

Die Extraktion von Chlorophyll und Carotinoiden in Gerste und Yambohne erfolgte nach
der Methode von Lichtenthaler (1987). Tiefgefrorenes Blattmaterial aus einer axenischen
Anzucht wurde in flissigem Stickstoff zu einem sehr feinen Pulver gemahlen. Hiervon
wurden jeweils 0,5 g mit 10 mL kaltem 80 % (v/v) Aceton (Fluka, Steinheim) versetzt.
Die Mischung wurde homogenisiert und anschlieBend bei 39.250 xg fir 20 min bei 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand gesammelt. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt,
um eine komplette Extraktion der Pigmente zu gewahrleisten, wobei die resultierenden
Uberstande zu 30 mL vereinigt wurden. Das letztendlich weif3 entfarbte Pellet wies auf
die Vollstandigkeit der Extraktion hin. Die Extrakte wurden vor der Messung durch sterile
CA-Membranen (0,22 um, Schleicher & Schuell) filtriert. Die Pigmentbestimmung folgte
direkt im Anschluss an die Extraktion in 1,5 mL Kunststoffklvetten (Brand, Wertheim). Die
Absorptionswerte der Pigmente wurden bei Raumtemperatur bei den Wellenlangen 663,2
nm (Chlorophyll a, C,), 646,8 nm (Chlorophyll b, ;) sowie 470 nm (Carotinoide, C,,.) an
einem Beckman DU640-Spektrophotometer bestimmt und anschlieBend mit folgenden
Gleichungen nach Lichtenthaler (1987) in die tatsachlichen Konzentrationen (ug Pigment

/mL Pflanzenextrakt) und daraus folgend die Gehalte in ng/g Frischgewicht umgerechnet:
Co = 12,25A6632 — 2, 79A646 8
Cy = 21,5A6468 — 5, 1 A3 2
Cotp = 7,15 A6632 + 18, T1 Agus 8

Core = (1000A470 — 1,82C, — 85,02C}) /198

2.2.5 Bestimmung von Wurzelparametern

Zur Untersuchung der Wurzelmorphologie von axenischer Gerste und Yambohne wurden

die folgenden Parameter bestimmt: Durchmesser, Wurzelgesamtlange, Zahl der Wurzel-
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spitzen, Gesamtoberflache, Gesamtvolumen sowie die Verteilung der Wurzellangen be-
zogen auf Durchmesserklassen. Die Wurzeln wurden vom Spross und dem verbliebenen
Samenkorn getrennt und als Ganzes in einem abgedunkelten und wassergeftllten Plexi-
glasbehélter auf einem Epson Perfection 3170 Scanner im Graustufenmodus (600 DPI)
als jpg-Bild gescannt. AnschlieBend erfolgte die Auswertung mit Hilfe der Software Win-
RHIZO 2005 Pro (Régent Instruments, Kanada) nach Anleitung des Herstellers. Aus den
genannten Daten wurde von jedem einzelnen Wurzelgeflecht der mittlere Durchmesser
sowie die Gesamtlange aller Wurzeln durch die Software errechnet und daraus fur jede
Wurzel einzeln die Werte flir Gesamtoberflache und Gesamtvolumen abgeleitet. WinRHI-
ZO ermittelte weiterhin die Zahl an Wurzelspitzen sowie die Verteilung der Gesamtwur-
zellange in Durchmesserklassen. Da der Punkt, an dem die Wurzelpakete vom Spross
getrennt worden waren, als Spitze erfasst wurde, wurde von jeder Wurzelspitzenzahl der
Wert 1 subtrahiert. Es bleibt anzumerken, dass die Erfassung der sehr feinen Wurzelhaa-
re besonders von Gerste auch bei héchster Auflésung nicht méglich war und diese somit

nicht in die Berechnungen eingeflossen sind.

2.2.6 Blattflachenmessung

Die Bestimmung der Blattflachen von Gerste und Yambohne nach AHL-Behandlung wur-
de in Anlehnung an die Methode von O’Neal et al. (2002) durchgeflihrt. Die Anzucht der
Pflanzen erfolgte auch hier nach dem bereits beschriebenen axenischen Verfahren. Bei
den Gersten wurden hierzu die Blatter am Ansatz der Spreite getrennt und im Graustufen-
modus (600 DPI) eingescannt. Die beiden voll entwickelten Blatter der Yambohne wurden
getrennt vom Spross gescannt. Zur Kalibration der Messung wurde ein Lineal neben den
Proben mit gescannt. Die Bilddaten wurden zunachst von Fehlerquellen wie Schatten
oder Flecken digital bereinigt und anschlieBend in Schwarzwei3-Bitmap konvertiert. Die-
se modifizierten Dateien wurden anschlieBend mittels einer Software (Scnimage 4.0.3,
Scion Corp., USA) wie bei O’'Neal et al. (2002) beschrieben verarbeitet.

2.2.7 Extraktion cytosolischer und mikrosomaler Enzyme

Die Extraktion der Enzyme aus der cytosolischen und der mikrosomalen Fraktion erfolgte
auf modifizierte Weise nach der bei Belford (2004) und Menone und Pflugmacher (2005)

beschriebenen Methode. Hierzu wurden zunéchst 2 g Pflanzenmaterial unter flissigem
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Stickstoff zu einem sehr feinen Pulver gemahlen. Zu jeweils 1 g des entstandenen Pulvers
wurden 5 mL Extraktionspuffer zugesetzt und 10 min lang auf Eis gerihrt. Der Extrakti-
onspuffer wies folgende Zusammensetzung auf: 0,1 M Na-Phosphat-Puffer (pH 6,5) mit
20 % Glycerin, 1 mM EDTA, 1 % PVP K90 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), 14 mM DTE (Carl
Roth GmbH, Karlsruhe) sowie 0,66 % Protease-Inhibitor Cocktail Set VI (Calbiochem,
Merck, Darmstadt). Der Ansatz wurde ohne DTE und Protease-Inhibitoren Gber Nacht
kihl gelagert, um das PVP vorzuquellen. Letztere Zutaten wurden dem Extraktionspuf-
fer erst kurz vor Verwendung frisch zugegeben. Die Verwendung eines Protease-Inhibitor
Cocktails war bei der Yambohne unerlasslich, da bei dieser Spezies Enzymdegradation
durch Proteasen beobachtet wurde. Bei Gerste wurde aus Griinden der Vergleichbarkeit
der Aufarbeitungspuffer in identischer Zusammensetzung verwendet. Nach der Homoge-
nisierung von Puffer und Pflanzenmaterial wurde der Extrakt durch eine Lage Miracloth
(22-25 um PorengréBe, Calbiochem, Merck, Darmstadt) filtriert, um grobe Partikel ab-
zusondern. AnschlieBend wurde der Extrakt fir 10 min bei 10.000 xg und der daraus
resultierende Uberstand 60 min lang bei 39.500 xg zentrifugiert. Hieraus ergab sich ein
Pellet mit dem mikrosomalen Anteil sowie I8slicher cytosolischer Extrakt als Uberstand.
Die Mikrosomen wurden in 0,5 mL Na-Phosphat-Puffer (20 mM; pH 7,0) mit 20 % Gly-
cerol und 1,4 mM DTE aufgenommen und homogenisiert. Der Uberstand wurde einer
Ammoniumsulfatfallung von 35 % bis 80 % in zwei Schritten unterzogen. Das Salz wurde
vor Verwendung fein gemérsert. Die Menge des hierzu bendtigten Ammoniumsulfats fur

beide Schritte wird wie folgt berechnet (Jaenicke, 1984):

Ammoniumsulfatmenge [g] =V * 1,77 * (S-s) / (3,5-S)
S: gewinschte Konzentration an Ammoniumsulfat (als Dezimalbruchteil von 1)

s: vorgelegte Konzentration an Ammoniumsulfat (als Dezimalbruchteil von 1)

Ammoniumsulfat wurde dem Uberstand in kleinen Portionen zugegeben und vollstindig
geldst. Nach der ersten Fallung zu 35 % wurde der Rohextrakt 20 min lang bei 20.000 xg
zentrifugiert, das Pellet verworfen und anschlieBend der zweite Fallungsschritt zu 80 %
Ammoniumsulfat durchgeftihrt. Diesem folgte eine Zentrifugation bei 30.000 xg fir 30 min.
Das nach diesem Schritt erhaltene Pellet wurde mittels PD10-Saulen (GE Healthcare,
Freiburg) nach Angaben des Herstellers entsalzt und in Na-Phosphat-Puffer (20 mM; pH
7,0) resuspendiert. Die Extrakte wurden bei -85 °C gelagert.
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2.2.8 Enzymatische Assays

Enzymassays wurden in Mikrotiterplatten mit dem 96-well-Spektrophotometer Spekira-
Max Plus 384 (Molecular Devices, Ismaning) durchgefihrt und mit der Software ,Soft-
Max Pro 4.6 ausgewertet. Sofern nicht anders vermerkt, wurden die Tests 5 min lang
bei konstanten 25 °C in 15-sekiindigen Intervallen gemessen und enthielten im endgul-
tigen Volumen 5 % Proteinextrakt. Fir Messungen im UV-Wellenlangenbereich wurden
speziell durchlassige Platten (Greiner, Frickenhausen) verwendet, wahrend bei den Ubri-
gen Wellenlangen 96-well-Platten der Marke Nunc (Brand, Wertheim) eingesetzt wurden.
Kontrollmessungen wurden mit Puffer statt Enzymextrakt durchgefthrt. Die Aktivitat der

Enzyme wurde in ukat (= umol/s) ausgedrticki.

2.2.8.1 Substrate der Glutathion S-Transferasen

Glutathion S-Transferasen, hier kurz als GSTs bezeichnet, haben geringe Substratspezi-
fitdt und kdnnen zahlreiche Substrate konjugieren. Die hier gewéahlten Substrate sind in
Tabelle [2.3 dargestellt, wobei die Wellenlange der jeweiligen Messung in nm angegeben
ist und e hier fir den molaren Extinktionskoeffizienten mit der Einheit mM" cm™ steht. Al-
le Tests wurden mit Tris/HCI-Puffer (0,1 M; pH 6,4) durchgefiihrt, lediglich beim Substrat
DCNB wurde ein Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 7,5 verwendet. Die Konzentration des
GSH betrug im fertigen Ansatz 1 mM, ebenso wie die von CDNB und DCNB. NBC und
NBOC lagen im Ansatz 0,5 mM vor. Alle Chemikalien wurden in HPLC-Grade-Qualitat

(299 %, Fluka, Steinheim) verwendet.

Tabelle 2.3: Verwendete Substrate der Glutathion-S-Transferasen.

Substrat Abkilirzung | Wellenlange | Ext.koeff. ¢

1-Chlor-2,4-dinitrobenzol | CDNB 340 nm 9,6 mM' cm!
1,2-Dichlor-4-nitrobenzol | DCNB 345 nm 8,5mM' cm’
4-Nitro-Benzylchlorid NBC 310 nm 1,8 mM' cm
4-Nitro-Benzoylchlorid NBOC 310 nm 1,9 MM cm’

2.2.8.2 Fluorodifen

GST-Aktivitat fir die Konjugation von Fluorodifen (Pestanal-Standard von Fluka, Stein-

heim) wurde nach der Methode von Scalla und Roulet (2002) gemessen. Dieser Assay
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bestimmte die Bildung des 4-Nitrophenol aus Fluorodifen (50 uM) in einem Glycin-NaOH-
Puffer (0,1 M; pH 9,5) unter Zusatz von GSH (1 mM) 60 min lang bei einer konstanten
Temperatur von 30 °C. Der molare Extinktionskoeffizient e der Messung bei 400 nm be-
trug 17,2 mM" cm™'. Fluorodifen wird von GSTs zum S-(2-Nitro-4-Trifluoromethylphenyl)-
Glutathionkonjugat unter gleichzeitiger Entstehung von 4-Nitrophenol umgewandelt (La-
moureux and Rusness, 1989). Da in zu niedrigen pH-Bereichen das 4-Nitrophenol auch
nichtenzymatisch gebildet wird (R. Scalla, persénliche Kommunikation), wobei ein spon-
taner Zerfall oder die nichtenzymatische Bildung des GSH-Konjugats angenommen wer-
den kann, wurde hier um dies auszuschlieBen die spezifizierte Methode nach Scalla und

Roulet (2002) angewandt.

2.2.8.3 Superoxid-Dismutase, SOD

Aktivitat der Superoxid-Dismutase wurde ahnlich dem bei Kréniger (1994) beschriebenen
Epinephrin-Test (Adrenalin-Test) bestimmt. Adenochrombildung wurde bei einer Wellen-
lange von 480 nm und 25 °C gemessen. Der Ansatz enthielt neben Natriumcarbonat-
Puffer (62,5 mM; pH 10,4; mit 125 mM EDTA) 130 U/mL Katalase aus Rinderleber (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) sowie 10 % Epinephrin-Lésung (25 mg (-)-Epinephrin (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen)) in 30 mL 0,1 N HCL. Die Epinephrin-L6sung wurde so eingestellt,
dass sich im nachstehend beschriebenen Adenochromabgleich ein Endpoint-Wert (OD)
von circa 0,024 ergab. Die Messung wurde nach Zugabe von Enzymextrakt (10 % des
Gesamtvolumens) gestartet. Neben dem aus Puffer und Epinephrin-Lésung bestehen-
den Null-Blank wurde zusétzlich ein Adenochromabgleich gemessen, welcher den kom-
pletten Ansatz, allerdings statt Enzymextrakt nur ein gleiches Volumen an Wasser ent-
hielt und folglich die Umsatzrate von Epinephrin zu Adenochrom ohne Hemmung durch
SOD angab. Durch Zusatz von SOD-haltigem Enzymextrakt in den Testansatz wird diese
Umsatzgeschwindigkeit erniedrigt. Die Umsatzraten unter Hemmung wurden vom Ade-
nochromabgleich subtrahiert und stellten die Aktivitat der SOD als Hemmung der Adeno-
chrombildung (umol Adenochrom s mg™) dar. Als Extinktionskoeffizient wurde e= 4,02

mM-" cm™" verwendet (Lara-Nufiez et al. 2006).
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2.2.8.4 Katalase, CAT

Der Katalase-Test nach Verma und Dubey (2003) wurde in 100 mM Kaliumphosphat-
Puffer (pH 7,0) mit 200 mM H,O, (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) ohne weiteres Substrat
durchgefthrt. Der Ansatz enthielt im Endvolumen 6,7 % Proteinextrakt. Die Abnahme an
H.O. wurde bei einer Wellenlange von 240 nm gemessen. Gelegentlich entstehende Sau-
erstoffblaschen wurden durch dreisekiindiges Rutteln zwischen den Messungen entfernt.
Der molare Extinktionskoeffizient e betrug 0,036 mM' cm™'. Es wurde neben der mikro-
somalen Umsatzrate auch die Restaktivitat der in das Cytosol Ubergetretenen Katalase
ermittelt und diese den mikrosomalen Werten eingegliedert. Bei jeder Enzymaufreinigung
kann es aufgrund der Fragilitdt der Mikrosomen zu Membranfraktur kommen. Selbst bei
schonendster Aufarbeitung tritt in der Folge immer in gewissem Maf3e ein Austritt der

Katalase ins Cytosol auf (van Roermund et al., 1998).

2.2.8.5 Peroxidase, POX

Peroxidase-Aktivitat wurde in Anlehnung an die Methode von Nepovim et al. (2004) ge-
messen. Der Test enthielt neben Tris/HCI-Puffer (50 mM; pH 6,0) 68 uM Guajacol (Fluka,
Steinheim) sowie 0,18 mM H,O,. Der molare Extinktionskoeffizient e flr die Entstehung

von Tetraguajacol betrug 26,6 mM™ cm™ bei einer Messwellenlange von 420 nm.

2.2.8.6 Glutathion-Peroxidase, GPOX

Der GPOX-Test, modifiziert nach Dixon et al. (1998), enthielt neben Kaliumphosphat-
Puffer (50 mM, pH 7,0) mit 2,5 mM Na,EDTA auBBerdem 10 mM GSH, 6 U/mL Glutathion-
reduktase aus Béackerhefe, 250 uM NADPH (alles Fluka, Steinheim) sowie 1 mM H,O,
bei einem Anteil des Proteinextrakts am Gesamtvolumen von 10 %. Bestimmt wurde hier-
bei der NADPH-Verbrauch. Die Messung wurde bei 340 nm durchgefiihrt und mit e= 6,22

mM" cm™ ausgewertet.

2.2.8.7 Ascorbatperoxidase, APOX

Vanacker et al. (1998) beschrieben die Messung der Aktivitat der APOX unter Verwen-
dung von 50 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0). Der Test enthielt weiterhin 1 mM H,O,
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sowie 250 uM Ascorbat bei einem Proteinanteil von 10 %. Der Extinktionskoeffizient bei

290 nm betrug e= 2,8 mM' cm™.

2.2.8.8 Monodehydroascorbatreduktase, MDHAR

Die Aktivitat des Enzyms Monodehydroascorbatreduktase wurde geman Vanacker et al.
(1998) bestimmt. Der Testansatz bestand aus 100 mM Hepes/KOH-Puffer (pH 7,6) mit 25
uM NADPH sowie 2,5 mM Ascorbat und 0,4 U/mL Ascorbatoxidase aus Cucurbita pepo
(AppliChem, Darmstadt), welche in gesattigter Ammoniumsulfatiésung gelagert wurde
(Maritano et al. 1996). Der Test enthielt 10 Volumenprozent Protein und wurde bei 340

nm gemessen (e= 6,22 mM' cm™).

2.2.8.9 Dehydroascorbatreduktase, DHAR

DHAR wurde ebenfalls nach einer Methode von Vanacker et al. (1998) gemessen. Neben
50 mM Hepes/KOH-Puffer (pH 7,0) enthielt der Ansatz 0,1 mM EDTA sowie 2,5 mM GSH
und 0,2 mM Dehydroascorbat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen). Der Extinktionskoeffizient bei

265 nm war e= 7,0 mM' cm™.

2.2.8.10 Glutathionreduktase, GR

Die Aktivitat der GR wurde in Anlehnung an die Methode von Zhang und Kirkham (1996)
bestimmt. Als Puffer wurde 100 mM Tris/HCI (pH 7,5) mit 100 uM EDTA verwendet. Neben
1 mM GSSG enthielt der Test im Ansatz 2 mM NADPH (alles von Fluka, Steinheim). Der
Extinktionskoeffizient bei 340 nm betrug e= 6,22 mM cm™.

2.2.8.11 Quantifizierung der Proteingehalte

Die Bestimmung der Proteingehalte der Enzymextrakte wurden nach der Methode von
Bradford (1976) durchgefihrt. Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G250 (Fluka, Stein-
heim), hier in zehnfacher Verdinnung eingesetzt, andert sein Absorptionsmaximum unter
Anlagerung von Proteinen von 465 nm auf 595 nm. Die Messung wurde mit BSA (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) als Referenz kalibriert und die Proteingehalte in mg/mL Extrakt an-

gegeben.
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2.2.9 2D-PAGE
2.2.9.1 Herstellung der Gele

Zur Herstellung eines Polyacrylamid-Gels der Dimension 150 x160 x1 mm wurden 18 mL
dest. H,O mit 12 mL Acrylamid-Bis-37,5:1-Lésung (40 % w/v) und 10 mL Gelpuffer (1,5
M Tris/HCI pH 8,8 mit 0,04 % (w/v) SDS) vermischt und 15 min entgast. Anschlie3end
wurden 400 uL APS (10 % w/v) sowie 20 uL TEMED zum Ansatz pipettiert. Die Lésung
wurde in eine SE 600 Ruby Gel Caster GelgieBvorrichtung (GE Healthcare) geftllt und
anschlieBend mit Isopropanol (70 % v/v) Uberschichtet. Die Lagerung der Gele erfolgte

bei 4 °C far maximal 5 Tage.

2.2.9.2 Erste Dimension

Alle Schritte der ersten Dimension der 2D-Gel Elektrophorese erfolgten unter Verwen-
dung des IPGphor-Systems und der zugehérigen Komponenten (GE Healthcare, Frei-
burg). Die erste Dimension der 2D-Elektrophorese wurde mittels des Gerates ,IPGphor
[I“ durchgefihrt. Hierzu wurden zunachst 20 pg Protein aus dem cytosolischen Extrakt mit
Rehydratationspuffer flir Gelstrips im pH-Bereich 4-7 (siehe Tabelle versetzt. Die L6-
sung wurde in Ettan IPGphor ,strip holders“ aus beschichteter Keramik mit Platinelektro-
den Uberfahrt. Ein Gelstreifen (13 cm, pH 4-7, Immobiline Dry Strip Gels) wurde blasenfrei
auf die FlUssigkeit appliziert, anschlieBend mit 1 mL IPG Cover Fluid Uberschichtet und
verschlossen. Die so vorbereiteten ,strip holders® wurden nun auf der nivellierten IPGphor
Il parallel angeordnet und anschlief3end die isoelektrische Fokussierung (IEF) gestartet.
Diese begann mit einer zwdélfstiindigen Rehydratationsphase unter geringem Stromfluss
(10 V, 1-2 pA), danach 500 V (1h), 1000 V (1h) und 8000 V (4h). Eine Stromstarke von
50 pA pro Gelstreifen durfte hierbei nicht Gberschritten werden. Auf angemessene lonen-
starke bzw. mdglichst niedrigen Salzgehalt der Probe war zu achten und unter Umstéan-
den eine Entsalzung (Zeba Desalt Spin Columns, Pierce, USA) durchzufihren. Auch die
grundliche Reinigung der ,strip holders“ nach Verwendung stellte eine wichtige Vorausset-
zung fur eine erfolgreiche |IEF dar. Hartnackig anhaftende Proteinreste konnten mit hei3er
(< 95 °C) SDS-Lésung (1 % w/v) entfernt werden, ansonsten wurden die ,strip holders*
nach dem Spulen mit dest. H,O unter Verwendung eines speziell fiir Keramik geeigneten

Spllmittels (IPGphor strip holder cleaning solution) mit Hilfe einer weichen Zahnbdrste
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sorgfaltig gereinigt, in dest. H,O gespult und hernach getrocknet. Herkdmmliches Spul-

mittel greift die Beschichtung der ,strip holders® an und darf keinesfalls verwendet werden.

Tabelle 2.4: Rehydratationspuffer fir Immobiline DryStrips, pH-Bereich 4-7.

9 M Harnstoff 2 % CHAPS

0,15 % DTE oder DTT 50 puL 2,5 mM Na,-EDTA
50 uL 2,5 mM EGTA 200 puL IPG-Puffer (pH 4-7)
50 uL Bromphenolblau (0,5 % w/v)

ad 10 mL H,O

2.2.9.3 Zweite Dimension, Farbung und Auswertung

Nach erfolgreicher IEF wurde je ein Immobiline Gelstreifen mit 5 mL Equlibrierlésung B1
(Tabelle unter leichter Bewegung 15 min inkubiert. Der Streifen wurde danach in
Lésung B2 Gberfuhrt und ebenfalls 15 min equilibriert.

Nach der Equilibrierphase wurden die Streifen auf das Polyacrylamidgel appliziert. Ein
kleines Stiick Filterpapier am rechten Rand des Geles wurde mit 3 uL ,SM0661“ Marker
(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) beladen. Auf 60 °C temperierte Agarose (0,5 % w/v in
1x Laufpuffer (1 g SDS, 3 g Tris, 14,4 g Glycin ad 1 L dest. H,O)) wurde zur Uberschich-
tung der auf dem Gel aufliegenden Streifen verwendet. Die so vorbereiteten Gele wurden
in die mit gekihltem Laufpuffer geflillten Elektrophoresekammern (SE 600 Ruby Cooled
Vertical Unit) eingebracht und der Elektrophorese-Prozess bei 300 V und 300 mA ge-
startet. Die Kihlung wahrend des dreistindigen Laufes erfolgte durch ein mit Kiihlakkus
bestlcktes Wasserreservoir und eine Membranpumpe Uber die Kuhlrippen der SE 600
Ruby-Einheit.

Nach diesem Prozess wurden die Gele aus den Glaskammern entnommen, 1 h lang

in 10 % MeOH mit 7 % Eisessig (v/v) fixiert und anschlieBend mit 200 mL ,Roti-Red"-

Tabelle 2.5: Equilibrierldsungen fir Immobiline Dry Strips

Stammlésung A Lésung B1 Lésung B2

2mL 1 M Tris/HCI pH 6,8 | 20 mL Stammlésung A | 20 mL Stammlésung A
14,4 g Harnstoff 0,4 g DTE 0,5 g lodacetamid

12 mL Glycerin (80 % v/v) 70 uL Bromphenolblau
4 mL SDS (20 % w/v) (0,5 % w/v)

ad 40 mL H,O
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Fluoreszenzfarbel6sung (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) pro Gel nach den Angaben des
Herstellers gefarbt. Die Dokumentation der Gele erfolgte im TIF-Format auf einem Fuiji
FLA 3000 Scanner (Genomanalysezentrum des Helmholtz Zentrum Mulnchen) bei ei-
ner Anregungswellenlange von 473 nm und einem 580 nm-Filter mit 100 um Pixelgrofe,
Sensitivitdt 1000 und 16 bits per Pixel. Die TIF-Dateien der 2D-Gele wurden schlieBlich
mit der Definiens-,Proteom-Weaver“-Software (BioRad, Miinchen) ausgewertet. Von je-
der einzelnen Proteinprobe wurden dabei insgesamt vier bis sechs Gele angefertigt, aus
denen ein sogenanntes ,average gel“ berechnet wurde, in welches nur solche Spots auf-

genommen wurden, die in mehr als der Halfte der Gele nachweisbar waren.

2.2.10 Bestimmung der Thiolgehalte

Die Gehalte an Cystein, y-Glutamylcystein, Glutathion, Homoglutathion und Glutathion-
disulfid (GSSG) in pflanzlichen Extrakten wurden mit dem Waters AccQeFluor™ Re-
agent Kit in Anlehnung an die bei Cohen und Michaud (1993) beschriebene Metho-
de ermittelt. Das AccQ-Derivatisierungsreagenz 6-Aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl-
Carbamat reagiert mit Aminosauren (siehe Abbildung[2.5) schnell unter Bildung eines sta-
bilen Derivats, welches bei 250 nm angeregt und bei einer Emissionswellenlange von 395
nm detektiert werden kann. Uberschiissiges Reagenz wird in einem zweiten, langsame-
ren Reaktionsschritt unter Entstehung von 6-Aminoquinolin (AMQ), N-Hydroxysuccinimid
und CO, hydrolysiert, so dass nach 1 min keine weitere Derivatisierung mehr stattfinden
kann (Cohen und Michaud, 1993). Erwarmung auf 55 °C wird empfohlen, um labile De-
rivate, beispielsweise von Tyrosin, in die stabile Form zu konvertieren, und wurde hier
beibehalten. AccQeFluor-Reagenz wird aufgrund der Reaktivitat mit Wasser bei Raum-
temperatur abgedunkelt unter konstantem Vakuum gelagert, da normale Luftfeuchtigkeit,
wie in dieser Arbeit ermittelt wurde, bereits ausreichte, um den Abbau der Substanz her-
beizufihren.

Die Extraktion der Thiole aus Pflanzenmaterial erfolgte unter Verwendung einer TCA-
Lésung (5 % w/v), welche zusatzlich BPDS (1 mM) enthielt, um Oxidation des GSH vor-
zubeugen (Komatsu und Obata 2003). Fein gemahlenes tiefgefrorenes Pflanzenmaterial
wurde im Verhaltnis 1:10 mit TCA/BPDS-Lésung versetzt und bei 4 °C sorgfaltig homo-
genisiert. AnschlieBend wurden die Suspensionen bei 48.000 x g und 4°C 20 min lang

zentrifugiert. Die Uberstande wurden entnommen und durch sterile Membranfilter (0,22
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Abbildung 2.5: Reaktionschema des AccQ Tag™ mit Aminosauren. © 2007 Waters Corporation

um, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) gefiltert. Danach wurde die Probe bis zur Verwendung
bei -85 °C gelagert. 10 uL der Probe wurden mit 70 uL 200 mM Boratpuffer (pH 8,8)
versetzt, bevor 20 uL der in hochreinem ACN gelésten AccQeFluor-Reagenz (10 mM)
zugegeben wurden. Nach 1 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Proben
bei 55 °C im Sandbad 10 min lang erhitzt. AnschlieBend wurde durch die Zugabe von 8
uL TCA (5 % w/v) der pH-Wert der Probe auf circa pH 3,2 gesenkt. Jede Messung wurde
mit mindestens finf Punkten zwischen 10 uM und 100 uM Thiol kalibriert, siehe Beispiel-
grafik [2.6] Stammlésungen wurden mit TCA/BPDS-L&sung angesetzt und anschlieBend
wie oben beschrieben mit AccQeFluor-Reagenz derivatisiert.

Die Thiolgehalte der Pflanzen wurden an einer Acquity Ultra Pressure Liquid Chroma-
tography (UPLC) (Waters, Milford, USA) unter Verwendung einer BEH C18-Saule von
Waters mit einem Partikeldurchmesser von 1,7 um und der Sdulenabmessung 100 x 2,1
mm analysiert. Der Saulenofen wurde auf 35 °C temperiert, der Autosampler auf 27 °C.
Bei einer Flussrate von 0,6 mL/min und rund 750 bar wurde ein Uber ,partial loop with
needle overfill“ injiziertes Volumen von 5 uL Probe gemessen. Als polares Laufmittel wur-

de 0,2 % (v/v) AcOH (pH ca. 3,1) verwendet. Der lineare Gradient begann mit 0 % ACN
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Abbildung 2.6: Beispiel fiir die Kalibrierung von Thiolgehalten an der UPLC.

(JT Baker) und stieg in 5 min auf 10 % ACN . AnschlieBend wurde der Lauf nach 1
min Spllen mit der wassrigen Phase beendet. Da zum Zeitpunkt des Experimentes noch
kein adaquater Fluoreszenzdetektor mit ausreichender Auflésung fir das UPLC-System
verfigbar war, wurden die AccQ-derivatisierten Thiole bei 260 nm mit einem 2996 PDA-

Detektor analysiert.

2.2.11 Statistische Analyse

Alle Messungen der enzymatischen Aktivitaten, der Thiolkonzentrationen sowie der AHL-
Bestimmung an der UPLC wurden mindestens in Triplikaten mit Pflanzenmaterial bzw.
Medien verschiedener unabhangiger Anzuchtdurchldufe unter kontrolliert gleichbleiben-
den Bedingungen durchgefuhrt. Mittelwerte wurden mit der Standardabweichung aus der
Stichprobe versehen.

KenngréBen wie Frischgewicht, Blattflache, Pigmentgehalte, Wurzelparameter etc. wur-
den aus unterschiedlich groBen Probenumféangen von n=17-76 ermittelt und mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Test (KS-Test) (Kirkman, 1996) sowie dem Test nach Shapiro und
Wilk (1965) auf Normal- bzw. Lognormalverteilung geprift. Zur Bestimmung der Signi-
fikanz der Effekte einer einzelnen AHL-Behandlung gegentiber der Kontrolle wurde bei

normalverteilten oder groBen Datensatzen (n>50) der t-Test nach Student flir ungepaarte
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Gruppen und der KS-Test angewandt. Bei nicht normalverteilten ungepaarten Daten kam
der Mann-Whitney U-Test zum Einsatz. Bei allen Tests wurde eine errechnete Uberschrei-
tungswahrscheinlichkeit p von <5 % bzw. <0,05 als Signifikanz eines Effektes gewertet
und mit dem Sternsymbol * gekennzeichnet. Boxplots wurden neben dem Median (durch-
gangige Linie) mit dem Mittelwert (gestrichelte Ausfihrung) sowie den 5./95. Perzentilen
dargestellt. Zur Analyse und Darstellung der Daten wurden die Programme Excel (Mi-
crosoft), G*Power 3 (Faul et al., 2007), WIinSTAT fur Excel (R. Fitch Software, 2007) und

SigmaPlot (Systat Software, Inc.), Version 10.0, herangezogen.
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3.1 AHL-Dynamik im axenischen System

3.1.1 Abiotisch bedingte AHL-Abnahme

Mdogliche Einflussfaktoren auf AHL im axenischen System stellen abiotische Prozesse
wie photokatalysierte Oxidation oder pH-abhangige Hydrolyse dar (Yates et al., 2002).
Auch Adsorption der AHLs an die Oberflache der Glasperlen kann die Konzentration die-
ser Stoffe im Medium beeinflussen. Zur Klarung dieser Einflussfaktoren wurde das sterile
System wie im Pflanzenexperiment vorbereitet, jedoch keine Pflanzen inkubiert, und die
GefaBe den experimentellen Bedingungen in den jeweiligen Klimakammern (siehe Seite
ausgesetzt. Die abiotischen Faktoren Oxidation und Hydrolyse wurden untersucht, in-
dem das axenische System ohne Pflanzen und Glasperlen angesetzt wurde. Der Einfluss
von Adsorption wurde in einem separaten Versuch geklart, bei dem die pflanzenfreien
GefaBBe mit Glasperlen geflllt waren. Am Ende der jeweiligen Inkubationszeiten wurden
die wassrigen Medien entnommen und mittels UPLC die verbliebenen Konzentrationen an
AHL untersucht. Die pH-Werte der Proben wurden vor und nach der Inkubation geprift
und lagen stets unter pH 6. Typische UPLC-Chromatogramme aus diesem Experiment
sind auf Seite [76|am Beispiel von C8-HSL gezeigt.

In Tabelle [3.7]wird deutlich, dass im Mittel weniger als 10 % der Ausgangskonzentration
durch die abiotischen Prozesse der Oxidation und Hydrolyse verloren gegangen waren,
wobei dieser Wert noch im Bereich der zuldssigen relativen Standardabweichung der
Quantifizierung (Horwitz et al., 1980) liegt. Der Einfluss der beiden letztgenannten Pro-
zesse auf die AHL-Dynamik in diesem Versuchsdesign ist daher eher vernachlassigbar.
Dies trifft auf den Prozess der Adsorption nicht zu. Tabelle 3.1| zeigt, dass die Konzentra-
tionen an AHL bei Anwesenheit von Glasperlen nach der Inkubationszeit niedriger waren

als ohne Glasperlen, mit tendenziell starkeren Abnahmen unter den Wuchsbedingungen
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Abbildung 3.1: Beispiel-Chromatogramme flr den Nachweis von C8-HSL im Medium aus der Gersten-
und Yambohnenanzucht. Der Pfeil markiert den jeweiligen zu C8-HSL korrespondierenden Peak.
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Tabelle 3.1: AHL-Stabilitét im axenischen System ohne Pflanzen. Der Stern (*) kennzeichnet signifikanten
Unterschied (p<0,05) zu Tag 0.

\ C6-HSL % | C8-HSL % | C10-HSL %
Ohne Glasperlen (15 °C)
Tag 0 100 +£ 4,3 100 £ 1,6 100 £ 2,2
Tag 8 101,4+2,3 | 982+29 98,5+ 2,3
Tag 17 98,3+7 912+75"* 91,56+ 15
15 °C mit Glasperlen
Tag 0 100 + 5,1 100 + 6,1 100 + 11,2
Tag 8 91,3+ 12,6 949 + 4 72,7 146"
Tag 17 90 + 3,7 92,7+ 3,4 722+59"*
20 °C mit Glasperlen
Tag 0 100 +£ 0,6 100 £ 2,9 100 + 4,2
Tag 8 87,1+05*| 853+5* | 756+6,3~
Tag 21 846+09*|841+09*| 733+75"

fir Yambohnen bei 20 °C und 21 statt 17 Tagen, was sich mit Berichten zu temperaturab-
héangigen Stabilitdt von AHLs deckt (Yates et al., 2002; Delalande et al., 2005; Atkinson
et al., 2006). Yambohnen als tropische Pflanzen wiesen einen héheren Temperaturbedarf
auf als Gersten und benétigten vier Tage mehr Zeit, um einen zu Gerste vergleichbaren
Entwicklungsstand zu erreichen. Wahrend die Komponenten C6- und C8-HSL weniger
stark von Adsorptionsprozessen beeintrachtigt waren, konnte eine starke Reduktion der
Konzentration von C10-HSL unter beiden Temperaturbedingungen um rund 25-30 % be-
obachtet werden. Die Unterschiede zu den Proben von Tag 0 waren bei C10-HSL in Glas-
perlen stets bei p<0,05 signifikant. Dieser Ruckgang der AHL-Konzentration war mit der
Adsorption des C10-HSL an der Oberflache der Glasperlen verbunden. Die Beobachtung,
dass unter den Konditionen zur Anzucht von Yambohnen bei 20 °C sichtlich héhere Ver-
luste an C6- und C8-HSL im Vergleich zu den bei 15 °C gewonnenen Proben auftraten,
jedoch die Werte fir C10-HSL unter Beachtung der Standardabweichung bei beiden An-
zuchtbedingungen in einem &hnlichen Bereich (72-75 %) angesiedelt waren, untermauert
die These, dass Adsorption bei C10-HSL wohl den bedeutendsten abiotischen Prozess
im axenischen System darstellte. In einem zeitabhangigen Adsorptionsexperiment (Ab-
bildung konnte dargelegt werden, dass der Vorgang der Adsorption an Glasperlen
sehr schnell ablauft. Die Konzentration der AHLs im Medium &nderte sich ohne Glasper-
len Uber einen Zeitraum von rund 17,5 Stunden nicht wesentlich. Unter Verwendung der

Glasperlen hingegen zeigte sich, dass die abiotische Adsorption aller getesteten AHLs
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im axenischen System schon nach rund 130 min weitgehend abgeschlossen war. Die
in Tabelle [3.1] beschriebenen Parameter wurden somit bestétigt: wahrend die Verluste
durch Adsorption nach etwa 1000 min bei C6- und C8-HSL im Bereich weniger Prozent

angesiedelt waren, betrug die Abnahme an C10-HSL nach dieser Zeit schon rund 20 %.

X 80~

)

3 —e— C6-HSL

N ®  C8-HSL

& a0 4 —¥— C10-HSL
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Abbildung 3.2: Zeitablauf der abiotischen Adsorption

Insgesamt kann gefolgert werden, dass die Stabilitdt der AHLs bezlglich abiotischer
Faktoren in diesen Experimenten ausreichend war. Dies liegt auch in der Verwendung
eines rein mineralischen Mediums ohne organische Bestandteile und einem glinstigen
pH-Wert (5,7 + 0,1) begrindet. Die Neigung der AHLs zu alkalischer Hydrolyse, auch
als chemische Lactonolyse bezeichnet (Byers et al., 2002; Frommberger, 2005; Wang
und Leadbetter, 2005), wird, wie hier gezeigt werden konnte, unter den experimentellen

Bedingungen nicht erheblich geférdert.

3.1.2 Pflanzenbedingte AHL-Abnahme

Gersten- und Yambohnenpflanzen wurden nach der Anzucht vorsichtig aus den Glas-
perlen entfernt und das Mineralmedium zur Untersuchung an der UPLC herangezogen.
Hierbei wurden die Konzentrationen der nach dem Pflanzenwachstum im Medium ver-
bliebenen AHLs in Prozentanteilen vom Ausgangswert bestimmt. Diese sind in Tabelle
dargestellt. Klar zu erkennen sind der Einfluss der Pflanzenart und der Lange der
Acylketten der AHLs. Bei Yambohne wurden nach dem Aufwuchs der Pflanzen deutlich
geringere Restkonzentrationen an AHL detektiert im Vergleich zur Gerste, wobei dies

auch zu einem gewissen Teil durch die 5 °C héhere Anzuchttemperatur und die vier Tage
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Tabelle 3.2: Abnahme der AHL-Konzentration im Medium unter Anwesenheit von Pflanzen.
C6-HSL % C8-HSL % C10-HSL %
Gerste Tag 0 100 + 0,64 100 £+ 4,32 100 + 11,15
Gerste Tag 17 72,51 + 3,12 | 66,06 £ 5,10 | 37,24 + 6,14
Yambohne Tag 0 100 + 3,43 100 + 9,56 100 + 11,51
Yambohne Tag 21 | 36,38 + 3,67 | 17,38 +2,80 | 1,63 + 0,17

langere Dauer verursacht ist. Ebenso deutlich zeigt sich, dass AHLs mit steigender Lange
der Seitenketten starkere Konzentrationsriickgange erfahren. In Abbildung wird dar-
gestellt, welchen Anteil die Restwerte an AHL sowie die Einfliisse abiotischer Prozesse
an der ursprunglichen AHL-Konzentration einnehmen. Abzlglich dieser Werte ergibt sich
der Anteil, welchen die Pflanzen zur Abnahme des AHLs beigetragen haben muissen.
Zur Veranschaulichung aller Faktoren konzipiert, basieren die Kreisdiagramme auf den
Mittelwerten und enthalten keine Standardabweichungen, diese sind jedoch den jewei-
ligen Tabellen und zu entnehmen. Die Messung bezog sich ausschlieBlich auf
die Lactonkomponenten, das heif3t, dass AHLs, welche in ihre Homoserin-Formen Gber-
fihrt worden waren, in der Messung nicht berlcksichtigt wurden. Folglich handelt es sich
bei den hier dargestellten Beobachtungen nicht nur um reine Verluste an AHLs, sondern
zu gewissem Teil auch um die Abnahme der Ausgangskomponente in der Lactonform
zugunsten verschiedener Derivate, wobei Homoserine wahrscheinlich die anteilsmafig
bedeutendsten darstellen. Deutlich ist zu erkennen, dass Yambohnen erheblich héhere
Abnahmen der zugegebenen AHLs verursachten. Wéahrend in den Gerstenmedien nicht
mehr als 17 % bis 35 % der Ausgangskonzentration durch die Anwesenheit der Pflan-
zen umgesetzt wurden, so sind es bei der Yambohne zwischen 49 % und 71 %. Als
Ursache dieser Diskrepanz zwischen den beiden Versuchspflanzen kénnen Lactonasen
in Betracht gezogen werden. Wie bereits beschrieben (Delalande et al., 2005), unter-
scheiden sich einige Leguminosen dadurch von monokotyledonen Pflanzen wie Gerste,
dass sie zur Offnung des Lactonringes der AHLs durch Lactonasen beféhigt sind und
somit die bakteriellen Signale in die respektiven Homoserine umwandeln. Erganzende
Untersuchungen (siehe Kapitel unterstutzen die Vermutung, dass der Abbau der
AHLs im Medium der Yambohne von Lactonase bedingt ist. Alternative enzymatische Ein-
flussfaktoren kdnnten neben der Lactonase von anderen Enzymen wie Aminopeptidasen
(Acylasen) oder Dehydrogenasen ausgehen. Auch die Wirkung der 3-Oxidation kénnte

zu Veranderungen der AHLs durch Reduktion der Acyl-Seitenketten flhren. Es bleibt je-
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PFLANZLICH ABIOTISCHE PFLANZLICH ABIOTISCHE
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Abbildung 3.3: Einfluss abiotischer und pflanzlicher Faktoren auf die AHL-Konzentration im Medium.

doch fraglich, in welchem Mafe diese Prozesse tatsachlich im Medium auB3erhalb des
Pflanzengewebes stattfinden kdnnen. Hier scheinen Lactonasen den mafBgeblichen Ein-
flussfaktor darzustellen.

Daneben sind zahlreiche weitere Einflussfaktoren auf AHL im Medium denkbar. Beson-
ders interessant erscheint die Mdglichkeit, dass AHLs in die Pflanze aufgenommen und
verteilt werden, was im Folgenden in Kapitel [3.1.4] untersucht wurde. Weiterhin kénnten
die bakteriellen Signalstoffe von vergleichsweise passiven Prozessen wie Adsorption an
Wurzeloberflachen oder Zellwanden beeinflusst sein. In einem Nebenexperiment unter

Verwendung von Spezialglasern (siehe Seite im Methodenteil) wurden zum einen in
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der direkten Nahe zu Wurzeln und zum anderen am Rand des Glases in einiger Entfer-
nung zu den Wurzeln Proben entnommen. Der Versuch wurde nur einmal durchgefihrt,
weshalb keine Standardabweichungen vorliegen. Die Ergebnisse, dargestellt in Tabelle
3.3, deuten auf das Stattfinden von Adsorptions- und Abbauprozessen hin, da die Kon-
zentrationen in der Nahe zur Wurzel stets geringer waren als zum Rand des Glases hin,
wobei C10-HSL offensichtlich erneut starker betroffen war als die beiden kurzkettigeren
AHLs. Die Konzentration des C6-HSL fand sich sowohl bei Gerste wie bei Yambohne in
der Nahe zur Wurzel um rund 4 % im Vergleich zur Probe aus der Distanz zur Wurzel er-
niedrigt, wahrend die Absenkung der Konzentration bei C8-HSL circa 9 % bei Gerste und
26 % bei Yambohne betrug. In der Nahe zur Wurzel der Gerste betragt die Verminderung
an C10-HSL etwa 44 %. Die Konzentration des C10-HSL an der Wurzel der Yambohne
unterschritt das Detektionslimit der Methode, weshalb hier kein Wert angegeben werden

konnte.

Tabelle 3.3: Konzentration von AHL absolut in [uM] in Distanz (D) am Rand des Glasbehaltnisses und in
der direkten N&he (N) zur Wurzel.

CoD|C6N||C8B8D|C8N | Ci1OD | CiON
Gerste 7,35 | 7,09 || 7,22 | 6,61 5,81 3,28
Yambohne | 3,04 | 2,91 1,33 | 0,98 | 0,11 n.d.

Desweiteren wurden Experimente zur Erfassung der Kinetik der AHL-Abnahme im Sys-
tem mit radioaktiv markiertem AHL am Institut flir Experimentelle Botanik an der Tsche-
chischen Akademie der Wissenschaften in Prag durchgeflihrt. Als Versuchskomponenten
wurden C8- und C10-HSL ausgewahlt, da aufgrund der vorhergegangenen Experimente
bekannt war, dass der vergleichsweise kleine strukturelle Unterschied einer C2-Gruppe
erhebliche Verédnderungen der Eigenschaften wie beispielsweise bei der Adsorptionsnei-
gung zur Folge hatte und dennoch beide Verbindungen ausreichend groBBe Ahnlichkeit
in ihrer Zusammensetzung aufwiesen, um Vergleiche zu erlauben. Als Versuchspflanze
fir diese Experimente wurde Gerste gewahlt, da aus den vorangegangenen Versuchen
zur AHL-Abnahme deutlich geworden war, dass Yambohnen einen erheblich starkeren
Rlckgang der bakteriellen Signale in ihrer urspriinglichen Form verursachen als Gerste,
also mehr AHLs metabolisieren. Aus diesem Grunde hatte eine Untersuchung der AHL-
Aufnahme in die Pflanze, welche das primare Ziel des Experiments darstellte, mit radio-

aktivem AHL bei Yambohne falsch positiven Treffern geflihrt, da im Gegensatz zur Unter-
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suchung an UPLC und FTICR-MS bei dieser Form der Erprobung keine Unterscheidung
zwischen AHL und deren Ab- und Umbauprodukten jedweder Struktur méglich gewesen
ware. Signale von Derivaten und Abbauprodukten mit radioaktiver Markierung kénnen
im [*H]AHL-Experiment nicht von denen der urspriinglichen AHLs unterschieden werden,
was eine Aussage Uber Aufnahme und Translokation bei Yambohne erheblich erschwert
héatte. Die Daten der folgenden Experimente sind daher nur flr Gerste verflgbar.

In Grafik ist der zeitliche Verlauf der Abnahme von AHLs im Medium unter dem
Einfluss der Gerste dargestellt. Da zum eigentlichen Endpunkt des Versuches (408 Stun-
den bzw. 17 Tage) keine Probenahme madglich war, musste diese am darauf folgenden

Tag durchgeftihrt werden. Der Verlauf des Rickgangs an AHL im Medium erscheint an-
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Abbildung 3.4: Abnahme des Signales aus tritiiertem AHL im Medium der Gerste im Zeitverlauf.

néhernd einem linearen Trend zu folgen. Die Regressionskoeffizienten beziglich eines
linearen Zusammenhangs betragen R?= 0,9 bei C8-HSL und R?= 0,85 bei C10-HSL und
liegen somit héher als die der verglichenen Trendlinien. Allerdings erweist es sich in die-
sem speziellen Experiment als schwierig, den Verlauf des AHL-Rlckgangs im Medium in
mathematischem Zusammenhang zu charakterisieren, da verschiedene Einflussfaktoren
unabhangig voneinander auf dessen Verlauf einwirken. Dies wurde in Zusammenarbeit
mit dem Institut fir Biomathematik und Biometrie des Helmholtz Zentrum Munchen unter

Verwendung eines mathematischen Modelles (Kapitel [3.1.4.4) ausfihrlich bearbeitet.
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Grundsatzlich zeigt sich auch hier der Trend zur starkeren Abnahme des C10-HSL im
Medium im Vergleich zu C8-HSL, allerdings liegen die nach der Anzuchtdauer verbliebe-
nen AHL-Konzentrationen (interpoliert auf den Zeitpunkt 408 Stunden) mit rund 84 % bei
C8- und 58 % bei C10-HSL circa 20 % Uber den mit UPLC ermittelten AHL-Restwerten
im Medium der Gerste (siehe Abbildung [3.3), was den Schluss zulasst, dass es sich bei
diesen 20 % um radioaktiv markierte Ab- und Umbauprodukte der AHLs handelt, die im
Medium verblieben sind. Nach Abzug der abiotischen Verluste, welche wie in Tabelle [3.1]
beschrieben etwa 7 % bei C8- und 28 % bei C10-HSL ausmachen, und des mit [*HJAHL
ermittelten ,Restsignals® vom Ausgangswert 100 % erscheint es, dass demnach rund
9 % des applizierten C8-HSL und etwa 14 % des C10-HSL tatsachlich aus dem Medi-
um entfernt worden sein kdnnten, da sich diese Differenz nur durch die Pflanze erklaren
lasst. Der hdhere Wert des C10-HSL scheint unter Berlcksichtigung der lipophilen Eigen-
schaften plausibel, beispielsweise aufgrund starkerer Adsorption an Wurzeloberflachen.
Insgesamt kann Uber AHLs unter dem Einfluss von Gerste gefolgert werden, dass die in
Kapitel beschriebene ,pflanzlich bedingte AHL-Abnahme* im Medium sich an An-
naherung wie folgt aufteilt: 18 % des C8-HSL und 21 % des C10-HSL wurden im Medium
durch pflanzliche Einflisse derivatisiert, wahrend 9 % des C8-HSL bzw. 14 % des C10-
HSL durch Adsorption an oder Aufnahme in die Pflanze effektiv aus dem Medium entfernt

wurden.

3.1.3 Chirale Selektion von AHL

Mittels GC-MS wurde untersucht, ob die beiden Versuchspflanzen zur Selektion von op-
tischen Isomeren befahigt sind. In diesen Experimenten wurden AHLs als D/L-Racemate
eingesetzt, da zum Zeitpunkt des Experimentes nur eine sehr geringe Zahl an AHLs
in reiner L-Form erhéltlich war. AuBerdem ist bislang ungeklart, ob bei unsubstituierten
AHLs wie den hier verwendeten C6-, C8- und C10-HSL nicht eine Auto-Racemisierung
der Substanzen auftreten kann. Die AHL-Stereoisomere wurden am GC-MS auf einer chi-
ralen Kapillare getrennt. Der Vergleich der D/L-Ratio in Tabelle [3.4] zeigt, dass D-AHLs im
Vergleich zu den L-Isomeren im Medium verhaltnismafig angereichert wurden. In Bak-
terien stellen hauptsachlich L-AHLs die biologisch aktiven Komponenten dar, wahrend
D-lsomere héchstens zu vernachlassigende biologische Wirkung ausliben (Chhabra et

al., 2003; Pomini et al., 2006). Insofern steht ein erhdhtes Verschwinden der L-Form nicht
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Tabelle 3.4: D/L-Ratio nach Pflanzenanzucht

D/L-C6-HSL | D/L-C8-HSL | D/L-C10-HSL
Gerste T=0 0,92 0,99 0,99
Gerste T=17 1,04 1,08 1,11
Yambohne T=0 0,97 1,02 1,07
Yambohne T=21 2,70 1,25 1,65

im Widerspruch zu der natlrlichen Funktionalitat der Substanz. Bei Betrachtung der bei-
den Spezies fallt die unterschiedlich starke Selektion auf. Gersten bewirken einen eher
gleichmaBigen Anstieg des D/L-Verhaltnisses um durchschnittlich 11 % bezogen auf alle
drei AHLs. Starkere Diskriminierung der D-Isomere wird in Yambohne beobachtet, aller-
dings mit deutlicheren Unterschieden zwischen den einzelnen Behandlungen. W&hrend
das Verhaltnis D/L-AHL in den Behandlungen mit C8- und C10-HSL um 23 % beziehungs-
weise 54 % stieg, erhdhte sich der Anteil des D-C6-HSL im Medium der Yambohne um
177 %. Diese Daten weisen darauf hin, dass D-lsomere der AHLs durch beide Pflanzen

in unterschiedlichem Ausmarf diskriminiert werden.

3.1.4 Nachweis von AHL in Pflanzenextrakten
3.1.4.1 AHL-Nachweis an UPLC

Extrakte aus Spross- und Wurzelgewebe wurden auf AHL-Gehalte mittels derselben
UPLC-Methode untersucht wie bei den Proben aus Medium. In den Wurzelextrakten von
Gerste konnten alle drei verwendeten AHLs nachgewiesen werden, jedoch wurden die
Peaks wéahrend der Separation meist von anderen Bestandteilen des Extrakies beein-
flusst oder konnten aufgrund von Ko-Elution oder der Entfernung zur Basislinie nicht ver-
lasslich quantifiziert werden. Die respektiven Chromatogramme sind in den Abbildungen
bis dargestellt. Im Gegensatz dazu konnten weder in den Sprossextrakien der
Gerste noch in Spross und Wurzel der Yambohne Anzeichen fir AHLs detektiert werden.

Aus der Literatur ist bekannt, dass AHLs nicht in Pflanzchen der Leguminose Lotus
corniculatus (Gemeiner Hornklee) akkumulieren (Delalande et al., 2005). Daher war es
nicht unerwartet, dass die UPLC-Messung der AHLs in keinem der Extrakte aus Yam-
bohne einen Hinweis auf aufgenommenes AHL lieferte. Die Moglichkeit, dass das Detek-
tionslimit der Methode (circa 0,1 uM) unterschritten war, wurde jedoch nicht au3er Acht

gelassen und im Anschluss eine qualitative Analyse am FTICR-MS durchgeflhrt.
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Abbildung 3.5: UPLC-Chromatogramm zum Nachweis von C6-HSL in Gerstenwurzelextrakt. Der korres-
pondierende Peak ist mit dem Pfeil gekennzeichnet. RT= Retentionszeit des Standards.
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Abbildung 3.7: UPLC-Chromatogramm zum Nachweis von C10-HSL in Gerstenwurzelextrakt. Der korres-
pondierende Peak ist mit dem Pfeil gekennzeichnet. RT= Retentionszeit des Standards.

3.1.4.2 Qualitativer AHL-Nachweis am FTICR-MS

Zur Bestéatigung der korrekten Identitat der AHLs in den Pflanzenextrakten wurde eine
qualitative Messung am FTICR-MS durchgefihrt. FTICR-MS erlaubte eine Zuordnung
von Molekilen aufgrund praziser elementarer Zusammensetzung (Fehler <2ppm oder
<0.0002 % im Vergleich zur theoretischen Masse), wenn es auch keine strukturellen
Informationen bieten konnte noch eine Quantifizierung der AHL-Gehalte erlaubte. Der
Nachweis der AHLs am FTICR-MS in Kombination mit den UPLC-Ergebnissen ergibt je-
doch eine hohe Sicherheit bei der Identifikation des Zielmolekdls. Wie in Abbildung
gezeigt, wurden alle AHLs, welche in den Wurzelextrakten der Gerste detektiert wurden,
auch durch das FTICR-MS bestétigt. C6-, C8- und C10-HSL liegen somit zweifelsfrei in
den Wurzelextrakten vor. In den Kontrollen waren keine interferierenden m/z aufgetreten.
In den Extrakten aus dem Spross der Gerste hingegen konnten nur C6- und C8-HSL
nachgewiesen werden. Somit scheint C10-HSL nicht in den Spross der Gerste translo-
ziert zu werden. Eine dem C10-HSL nahe m/z (278.16951) steht nicht in Zusammenhang
mit AHL.

Es zeigte sich bei der Yambohne, dass mit FTICR-MS auch bei dieser Pflanze die m/z
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Abbildung 3.8: Nachweis von AHL (Na-Addukte) in Spross- und Wurzelextrakten der Gerste. K=Kontrolle;
S=Spross; W=Wurzel; Sta= gemessener Standard
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aller applizierten AHLs in den Wurzelextrakten nachgewiesen werden konnten (Abbildung
B.9), so dass die Schlussfolgerung nahe liegt, dass die Konzentrationen der Signalstoffe
an der Yambohnenwurzel unter dem Detektionslimit der UPLC-Methode lagen. Die einzi-
ge Signalkomponente, die im Sprossextrakt der Yambohne detektiert wurde, war C6-HSL,
wahrend die beiden langerkettigen AHLs nicht festgestellt wurden. Dies ist interessant im
Ruckblick auf die pflanzlich bedingten AHL-Abnahmen im Medium, welche bei Yambohne
deutlich héher waren als bei der Gerste (Abbildung(3.3). Da trotz hohem Riickgang in der
Konzentration an AHL im Medium keine oder nur eine sehr geringe Aufnahme in der AHL-
Form mit intaktem Lactonring in den Spross der Yambohne erfolgt, spricht dies erneut fir
die Annahme, dass diese Leguminose die Fahigkeit besitzt, AHL gezielt zu derivatisieren,
beispielsweise durch die bereits diskutierten Lactonasen.

Die Zuverlassigkeit der Identifikation der Zielmolekile konnte neben der Kombination
mit UPLC-Daten durch weitere Fakten bestatigt werden. Zum einen lagen die AHLs im
positiven Messmodus sowohl in einer protonierten [MH]*-Form als auch als Na-Addukte
vor [MNa]*. Die m/z beider Formen wurden berechnet und mit den m/z aus den Spektren
der Extrakte verglichen. Die detektierte m/z von 250.14161 im Wurzelextrakt der Ger-
ste beispielsweise korrespondiert mit der chemischen Zusammensetzung Ci2H>1NOsNa
(250.14137) mit einer Abweichung von 0,96 ppm, so dass es sich hier um das Na-Addukt
von C8-HSL handelt. Zusatzlich zu [MH]* und [MNa]* konnten nach erhéhter Zahl von
Scans auch die korrespondierenden Isotopen-m/z einiger AHLs aufgefunden werden. All
diese Fakten belegen die korrekte |dentifikation der Zielkomponenten in diesem Experi-

ment.

3.1.4.3 Translokation von radioaktiv markiertem AHL in Gerste

Zu Beginn des Versuches wurde Tritium-markiertes C8- und C10-HSL steril auf finf Tage
alte Gerstenpflanzen appliziert. Es hatte sich gezeigt, dass dieses Experiment bei Ver-
wendung von Keimlingen, welche von Beginn an [*H]JAHL-haltigem Medium ausgesetzt
waren, mit zu groBen Schwankungen belastet war, da die Keimlinge sich zum Teil er-
heblich in ihrer Entwicklungsgeschwindigkeit unterschieden. Aus diesem Grunde wurden
altere Pflanzchen verwendet, welche nach Wuchs und Gré3e vor der Applikation selek-
tiert worden waren, um den Einfluss der Wachstumsgeschwindigkeit und des Habitus in

diesem Versuch zu minimieren. Der Versuch erstreckte sich wie (blich Uber einen Zeit-
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Abbildung 3.9: Nachweis von AHL (protonierte Form) in Spross- und Wurzelextrakten der Yambohne.
K=Kontrolle; S=Spross; W=Wurzel; Sta=Theoretische m/z
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Abbildung 3.10: Verteilung des radioaktiven Signals aus [*HJAHL in Wurzel (W) und Spross (S) von Gerste.

raum von 21 Tagen, wobei die Pflanzen ungeféahr 300 Stunden AHL-exponiert waren.
Abbildung zeigt, dass das radioaktive Signal aus [*H]JAHL schnell in der Pflan-
ze akkumuliert. Nicht nur im Wurzel-, sondern auch im Sprossextrakt konnten bereits 4
Stunden nach Applikation der AHL-Mixtur die ersten *H-Zerfélle detektiert werden. Rund
50 Stunden nach der Auftragung schien ein gewisser Schwellenwert der AHL-Aufnahme
erreicht zu sein. Zu berlcksichtigen war hierbei der kontinuierliche Aufwuchs der Pflan-
zen, weshalb die Darstellung [3.10] auf Bq pro Frischgewicht (Bg/mg FG) bezogen wurde.
Effektiv stieg zwar die Gesamtkonzentration des [*HJAHL und seiner Fragmente in der
Gerste stetig an, wurde jedoch durch die gleichzeitige Steigerung der pflanzlichen Masse
nivelliert. Nach 300 h schien die Zahl der gemessenen Zerfalle pro mg Frischmateri-
al der Pflanze sogar leicht zu sinken, was mit dem schnellen Wachstum der Gerste zu
dieser Phase (Erscheinen des dritten Blattes) zusammenhangen werden kann. Insge-
samt akkumulierten die Wurzeln nach rund 300 Stunden circa 6 kBg /mg FG aus C8-
und durchschnittlich 12 kBg/mg FG aus C10-HSL, wahrend in den Sprossen rund 0,2
(C8-HSL) und 0,1 kBg/mg FG (C10-HSL) gezahlt wurden. Wie bereits in Kapitel
erwahnt, kann die radioaktive Methode allerdings nicht zwischen intaktem AHL und De-

rivaten oder gar Fragmenten, die das Label tragen, unterscheiden. Aus diesem Grunde
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wurde Gerste als Versuchspflanze herangezogen, da aus den vorherigen Experimenten
bekannt war, dass Yambohnen erheblich mehr mit AHL interagieren und deren Struktur
modifizieren, was die Interpretation erschwert. Dies wird auch im Hinblick auf die in den
Sprossextrakten determinierten [PHJAHL-Werte deutlich. Hier zeigt es sich, dass mittels
der radioaktiven Methode im Spross sowohl C8-HSL als auch C10-HSL ermittelt wur-
den, wahrend mit UPLC und FTICR-MS belegt wurde, dass nur C8-HSL im Spross der
Gerste vorlag, jedoch kein C10-HSL nachgewiesen werden konnte. Die relative Konzen-
tration des C10-HSL im Spross betrug allerdings nur rund die Haélfte im Vergleich zu
C8-HSL. Insgesamt konnten zu Ende des Experiments aus der gesamten Sprossmasse
etwa 40 kBq von [*H]C10-HSL extrahiert werden, was rund 1 % der anfanglich vorlie-
genden Radioaktivitat (3,7 MBq) entspricht. Bezogen auf Gesamt-AHL wiirde dies einer
Konzentration von 0,1 uM C10-HSL gleichkommen. Wiirde C10-HSL tatsachlich in die-
ser Konzentration als intaktes, strukturell unverandertes Molekdl in der Pflanze vorliegen,
so hatte dies mit den anderen verwendeten Methoden nachgewiesen werden kdnnen.
Bei den aufgenommenen Komponenten muss es sich also zu erheblichem Anteil um De-
rivate und Fragmente des C10-HSL handeln, was sicherlich in geringerem Mafe auch
fir C8-HSL zutreffen sollte. Die [P°HJAHL-Methode stellt jedoch bei der Untersuchung der
AHL-Dynamik die sensitivste Nachweistechnik dar, weshalb nicht ausgeschlossen wer-
den kann, dass ein sehr niedriger Bruchteil des C10-HSL dennoch intakt in den Spross
der Gerste transloziert wird.

Die Untersuchung der Wurzeln gliederte sich in zwei Teile, bei denen ein Teil der Wur-
zel gewaschen und von lose anhaftendem Medium befreit wurde, wahrend die andere
Halfte ungewaschen blieb. Mit diesem Vorgehen sollte ergriindet werden, wie grof3 der
Anteil des lose assoziierten AHL in den vorangegangenen Experimenten war, da hierbei
die Pflanzenteile nach der Ernte zur gréBtmdglichen Erhaltung von Inhaltsstoffen und ins-
besondere Enzymen umgehend ohne weitere Vorbehandlung eingefroren werden muss-
ten. Sowohl bei C8- als auch bei C10-HSL ist ersichtlich, dass nach einer Schwankun-
gen unterworfenen Anfangsphase stets héhere Werte in Bg/mg FG bei ungewaschenen
denn gewaschenen Wurzelhalften gemessen wurden. Ein Teil der AHLs war also nicht
an die Wurzeloberflache gebunden, sondern durch Wasser entfernbar. Der Anteil nicht
abwaschbarer Radioaktivitéat betrug durchschnittlich 65 + 21 % bei C8-HSL und 67 + 9
% bei C10-HSL. Grundsatzlich wird in Abbildung [3.10] deutlich, dass die in den Wurzel-
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extrakten messbare Radioaktivitat aus [*HJAHL unabhangig von den Waschungen ab der
50. Stunde nach Applikation bei C10-HSL stets héher war als die des C8-HSL, was er-
neut einen eindeutigen Hinweis auf die Bedeutung der Adsorption an Wurzeloberflachen
liefert. Wie bereits beschrieben, ist im C10-HSL-behandelten Wurzelextrakt mit ungeféhr
12 kBg/mg FG anndhernd doppelt so hohe Radioaktivitat nachweisbar wie in den Wur-
zelextrakten der C8-Behandlungen, so dass auch hier Adsorption einen maf3geblichen

Beitrag geleistet haben muss.

3.1.4.4 Mathematische Modellierung
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Abbildung 3.11: Beispiel der Kalkulation des zeitlichen Verlaufes der Abnahme von C6-HSL im Medium
von Gerste und Yambohne unter Verwendung des mathematischen Modelles. Auf der Ordinate dargestellt
ist die relative Konzentration des AHL in %, auf der Abszisse der Zeitverlauf in Minuten.

Die Daten zur AHL-Dynamik in der axenischen Modellrhizosphare sowie der physio-
logischen GréBen wie dem Frischgewicht der Pflanzen und insbesondere der Parameter
des Wurzelsystems wurden im Zuge einer Kooperation mit dem Institut fir Biomathematik
und Biometrie des Helmholtz Zentrums Minchen (IBB Research Group 3: Computational
Mathematics) unter der Mitwirkung von Dr. Christina Kuttler und Maria Vittoria Barbarossa
zur Erstellung eines mathematischen Modelles der AHL-Dynamik in Pflanzen herangezo-
gen. Dieses Modell erlaubt die Darstellung der Abnahme von AHL im Medium sowie der
Distribution der Signalstoffe in Spross und Wurzel im Zeitverlauf und wird Gegenstand
einer Publikation sein, welche sich derzeit in Bearbeitung befindet. Mit freundlicher Ge-
nehmigung kann hier als Beispiel der Modellierung die Abnahme der Konzentration von
C6-HSL unter Gerste und Yambohne im Zeitverlauf gezeigt werden (Abbildung [3.11).
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3.1.5 Screening nach AHL-Metaboliten
3.1.5.1 Metaboliten in Pflanzenextrakten

Das Augenmerk lag in diesem Experiment auf der |dentifizierung der jeweiligen Hydroxy-
und Oxo-Derivate von C6-, C8- und C10-HSL sowie deren einfach ungesattigten For-
men oder Derivaten mit verkirzten Seitenketten. Es handelt sich hierbei also um frihe
Metaboliten der Originalsubstanzen. Neben der Hydrolyse des Lactonrings, welche den
bedeutendsten Startpunkt flir den Abbau der AHLs darstellen dlrfte, kann auch die Ein-
bringung einer reaktiven Gruppe in die aliphatische Seitenkette ungesattigter AHLs oder
die Verkirzung selbiger Ketten den Metabolismus der bakteriellen Signalstoffe initiieren.
AHL-Abbau durch Trennung der Acyl-Seitenkette vom Lactonring, beispielsweise durch
Aminoacylasen, wurde hier aufgrund der niedrigen Massenladungszahl des spezifischen
Lactonrings (m/z 102) nicht analysiert, da das Apex Qe 12 T FTICR-MS im Bereich ab
m/z 150 bis 10.000 bestimmt und Fettsauren sich bei Pflanzenextrakten aufgrund der er-
schwerten Zuordnung zu AHL nicht als Target fir die Metabolitenanalyse eignen. Die Zahl
maoglicher weiterer Umbauprodukte, die aus oben genannten Derivaten resultieren kdn-
nen, ist theoretisch grof3. Aufgrund der gro3en Fiille potentieller Ab- und Umbauprodukte
sowie der erschwerten Zuordnung zum Ausgangsstoff mit fortschreitender Metabolisie-
rung wurde die Suche in diesem Experiment auf AHL-Derivate beschrankt, die am Anfang
der Verstoffwechselung stehen und sich in ihrer Struktur noch eindeutig den AHLs bzw.
deren Homoserinen zuordnen lassen. Die Suche nach den Metaboliten von AHLs wur-
de mit den FTICR-MS-Spektren aus der Messung im positiven Modus, mit denen auch
der qualitative Nachweis erbracht wurde, durchgefuhrt. Zusatzlich wurde je ein Aliquot
der Proben einer alkalischen Hydrolyse unterzogen, was zur Uberfiihrung aller AHLs in
die respektiven Homoserine diente. Diese wurden anschlieBend im ,negative-ion“ Mo-
dus gemessen, da HS im Elektrospray leicht in negativ geladene lonen zu Uberflhren
sind. Auf3erdem liefert der negative Modus geringere Hintergrundsignale als der positi-
ve Messmodus (bedingt durch ,ion suppression® nicht ionisierter Matrixbestandteile) und
somit zusatzlich eine héhere Intensitat der Signale der Metaboliten. Aus den so gewon-
nenen bis zu 6000 m/z wurde die Auswahl mittels spezieller Software auf 4 bis 14 mdgli-
che Kandidaten pro Behandlung eingeschrankt. Die Spekiren aus den AHL-behandelten

Pflanzenextrakten wurden mit den jeweiligen AHL-freien Kontrollen abgeglichen (Matrix-
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Abgleich). Auf diese Weise verblieben nur solche m/z in den Listen, welche bestimmten
AHL-Derivaten aufgrund von Masse und Molekllzusammensetzung zuzuordnen waren,
sich durch entsprechende '*C-m/z verifizieren lieBen oder die in ihrer Intensitat Gber den
Masseninterferenzen der Kontrollen lagen. Letzteres wurde abgesichert durch den Ver-
gleich mit der natlrrlichen Schwankungsbreite der Intensitadten von m/z aus den Pflanzen-
proben. Hierzu wurden aus den Spekiren von Gerste und Yambohne je 10 zuféllige m/z
ausgewabhlt, die in der Kontrolle und allen drei Behandlungen vorkamen und deren Stan-
dardabweichung aus diesen vier Messungen berechnet. Hieraus ergaben sich mittlere
Abweichungen der Intensitaten, welche bei + 26,5 % in den Gersten- und bei + 27,4 %
in den Yambohnen-Proben lag. Kandidaten, deren Intensitatssteigerung gegentber den
Kontrollen im Bereich dieser mittleren Schwankungen lag und die keine '*C-m/z aufwie-
sen, wurden nicht als potentielle Metaboliten bertcksichtigt.

Bei der Gerste ,Barke® konnten auf diese Weise die in Tabelle dargestellten Me-
taboliten identifiziert werden. In den Sprossextrakten konnte bei keiner Behandlung ein
Kandidat gefunden werden, ebenso wenig bei den mit C6-HSL behandelten Pflanzen, da-
flr jedoch um jeweils eine C2-Gruppe verkirzte Seitenketten in den Wurzelextrakten mit
C8- und C10-HSL-Behandlung neben den jeweiligen Hydroxy-Derivaten. Zudem konnte
auch ein C8-Metabolit mit einfach ungesattigter Seitenkette sowie ein Oxo-C10 nachge-
wiesen werden.

Tabelle 3.5: AHL-Metaboliten in Gerstenextrakten; n.d.=nicht detektierbar; '3C=identische Struktur mit 1
schwerem '3C-Isotop; det.=detektiert.

Behandlung | Gerste Spross | Gerste Wurzel | rel. Intensitét | rel. Int. Kontrolle | 13C
C6-HSL n.d. n.d. — — —
C8-HSL n.d. C6 1,41E+07 1,10E+06 det.
C8:1 8,51E+06 4,94E+06 det.
OH-C8 1,77E+07 8,25E+06 det.
C10-HSL n.d. C8 5,40E+06 2,27E+06 n.d.
0-C10 6,55E+06 3,02E+06 n.d.
OH-C10 1,75E+07 2,04E+06 det.

Tabelle[3.6]zeigt, dass in den C8-HSL-behandelten Sprossextrakten der Yambohne das
OH-C8 als potentieller Metabolit nachweisbar war. Die Hydroxy-Form des C10-HSL wur-
de zwar im entsprechend behandelten Sprossextrakt detektiert, jedoch wurde diese auf-
grund einer im Bereich der mittleren Schwankung liegenden Intensitat und der fehlen-

den "®C-m/z nicht als Kandidat beriicksichtigt. In den mit C6-HSL behandelten Pflanzen
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konnten, wie bei Gerste, keine moglichen Metaboliten identifiziert werden, jedoch wurden
ebenfalls Hydroxy-Derivate von C8- und C10-HSL in den jeweiligen Wurzelextrakten der
Yambohne gefunden, zusétzlich zu einem Oxo-C10-Derivat in den mit C10-HSL behan-
delten Wurzeln. Im Gegensatz zur Gerste konnten AHLs mit verklrzten Seitenketten oder

Doppelbindungen bei der Yambohne nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 3.6: AHL-Metaboliten in Yambohne; n.d.=nicht detektierbar; "®C=identische Struktur mit 1 schwe-
rem '3C-Isotop; det.=detektiert.

Behandlung | Yambohne Spross | rel. Intensitét | rel. Int. Kontrolle | 13C
C6-HSL n.d. — — —
C8-HSL OH-C8 5,04E+06 2,53E+06 det.
C10-HSL n.d. — — —

Behandlung | Yambohne Wurzel | rel. Intensitét | rel. Int. Kontrolle | 13C
C6-HSL n.d. — — —

C8-HSL OH-C8 5,60E+06 3,74E+06 n.d.
C10-HSL O-C10 3,27E+06 6,66E+05 n.d.
OH-C10 5,69E+07 1,87E+06 det.

3.1.5.2 Metaboliten im Medium

AHL-Metaboliten in Mineralmedium nach Anzucht von Gerste konnten nicht nachgewie-
sen werden. Obwohl die Ausgangssubstanzen in hoher Intensitat detektiert wurden, zeig-
te sich kein Kandidat fur AHL-Metaboliten im Gersten-Medium. In den Medien der Yam-
bohne hingegen wurden die gleichen Metaboliten detektiert wie in den Wurzelextrakten.
Auch hier wurden keine Kandidaten bei C6-HSL gefunden, jedoch OH-C8 bzw. OH-C10
und O-C10 zusammen mit ihren Isotopen-m/z.

Das Verhéltnis AHL:HS (siehe Tabelle war gemessen an der relativen Intensitat
des Signals am FTICR-MS nach der Anzucht der Gerstenpflanzen stets >1, so dass an-
zunehmen ist, dass die Signalstoffe im Medium der Gersten in héherer Konzentration als
Lactone denn als Homoserine vorlagen. HS entstanden allerdings auch in geringem Ma-
Be wahrend der Aufbewahrung der Proben durch Hydrolyse im wassrigen Medium, aber
insbesondere im Elektrospray des FTICR-MS (A. Fekete, persénliche Kommunikation),
so dass eine exakte Angabe, zu welchem Grad die Offnung des Lactonrings durch die-
se abiotischen Prozesse erfolgte, nicht mdglich ist. Die hier bestimmten Verhaltnisse von
AHL zu HS kénnen daher nicht mehr den eigentlichen Zustand direkt nach der Ernte der

Pflanzen wiederspiegeln. Berlcksichtigt werden muss auch, dass FTICR-MS eine rein
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qualitative Methode darstellt und nur in bestimmten Fallen eine maximal semi-quantitative
Auswertung erlaubt. Die Messung der hier gezeigten Proben erfolgte zeitgleich, so dass
die Intensitaten der m/z zwar nicht quantifiziert, aber in ein Verhaltnis gesetzt werden kdn-
nen, welches wie bereits erwahnt nicht auf tatsédchliche Konzentrationen bezogen werden

kann. Deutlich zeigt sich jedoch im Vergleich zur Yambohne, dass diese eine starkere

Tabelle 3.7: Verhaltnis AHL:HS in Gerste und Yambohne.
C6-HSL:HS | C8-HSL:HS | C10-HSL:HS
Gerste Medium T=17 14,31 19,99 19,55
Yambohne Medium T=21 | 0,26 0,02 0,51

Lactonolyse der AHLs bedingt als die Gerste, wobei der pH-Wert zu bericksichtigen ist,
welcher nach der Ernte in den Gerstenmedien bei 4,1+0,2 lag, bei Yambohnenmedien
jedoch bei 5,84+0,3 (Ausgangswert: pH 5,7+0,1). Der niedrigere pH-Wert im Mineral-
medium der Gersten kdnnte mit fur die héhere Stabilitdt der AHLs verantwortlich sein,
welche zu alkalischer Hydrolyse neigen. Der Einfluss des bereits postulierten Abbaus
von AHLs durch Lactonasen in Leguminosen dirfte jedoch eine weit gréBere Rolle spie-
len, da schon in Kapitel [3.1.2] gezeigt wurde, dass vor allem bei Yambohne ein starker
Ruckgang von AHL im Medium stattfindet und der pH-Wert sich zudem gegentber dem

Ausgangswert nicht entscheidend erhoht hatte.

3.1.6 Nachweis von AHL aus realer bakterieller Kolonisation

In einem weiterflihrenden Experiment in Zusammenarbeit mit den beteiligten Arbeitsgrup-
pen des Projektes ,Molekulare Interaktionen in der Rhizosphare® wurde untersucht, ob
neben der Translokation von reinen AHLs im axenischen System auch von wurzelassozi-
ierten Bakterien produzierte Signalstoffe in die Gerste aufgenommen und verteilt werden.
Als Modellbakterium wurde hierzu Pseudomonas putida gewahlt, welches 3-oxo-C6-HSL,
3-0x0-C8-HSL, 3-0x0-C10-HSL und 3-ox0-C12-HSL produziert (Steidle et al., 2001). Da
von dieser Art eine AHL-negative Mutante (F117) des Stammes IsoF existiert, wurden
diese wegen der Mdglichkeit des direkten Vergleiches von AHL-Produzent und AHL-
negativer Mutante herangezogen. Die Keimlinge der Gerste wurden in einer Lésung der
Bakterien inokuliert und anschlie3end wie in den vorherigen Experimenten angezogen.
Mittels UPLC und FTICR-MS wurde nach den Zielmolekilen in den Pflanzenextrakten ge-

sucht. Es konnte allerdings- trotz mehrfach wiederholter Messungen- keines der drei von
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Pseudomonas putida produzierten AHLs, weder in Spross noch Wurzel, nachgewiesen
werden.

Im Zuge des Experimentes wurden jedoch einige physiologische Parameter gewonnen,
welche in der folgenden Tabelle [3.8|dargestellt sind. Hierbei war auféllig, dass unter bei-
den Isolaten die Pflanzen kleiner und deutlich starker seneszent wirkien als nach der
Behandlung mit reinen AHLs, was auch durch die Daten bestéatigt werden konnte. Das

Frischgewicht der Sprosse war auBBerdem durch P, putida F117 signifikant reduziert.

Tabelle 3.8: Einfluss zweier Isolate von Pseudomonas putida auf Gerste. Bei IsoF handelt es sich um
eine AHL-produzierende Form, wahrend F117 eine AHL-negative Mutante darstellt. Pigmentgehalte sind
dargestellt als pug/g Frischgewicht. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle sind mit * gekennzeichnet.

Kontrolle P. putida IsoF | P. putida F117
Sprosslange (cm) 19,96+3,38 | 18,91+1,58* 17,82+1,54*
Chlorophyll a 18,63+1,45 | 14,75+1,68* 14,43+1,76*
Chlorophyll b 6,01+0,84 | 4,63+1,91 5,60+2,34
Chlorophyll a+b 24,54+1,97 | 19,39+4,60 20,03+3,86
Carotinoide x+c 5,04+0,57 | 4,60+£0,48 4,39+0,39
a/b 3,10 3,60 2,94
a+b/x+c 4,87 4,19 4,56
Frischgewicht Spross (g) | 0,47+0,06 | 0,43+0,07 0,41+0,06*
Frischgewicht Wurzel (g) | 0,17+0,03 | 0,18+0,03 0,1740,04
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3.2 Einfluss von AHL auf physiologische KenngroBen

3.2.1 Frischgewicht von Spross und Wurzel

Die Frischgewichte der Sprosse und Wurzeln der Versuchspflanzen wurden umgehend
nach deren Ernte bestimmt. Die Ergebnisse sind als Boxplots in Abbildung [3.12] darge-
stellt.

Es ist zu erkennen, dass die bakteriellen Signalstoffe (alle 10 uM) auf Gerste im we-
sentlichen nur geringen Einfluss auf das Frischgewicht der Pflanzenteile austbten. Keine
der AHL-Behandlungen flhrte zu signifikanten Veranderungen bei p<0,05 von der je-
weiligen Kontrolle, bei allesamt als normalverteilt klassifizierten Datensatzen (n>28). Alle
Mittelwerte lagen innerhalb des zugehdrigen Konfidenzintervalles der Kontrolle. Es zeigte
sich jedoch die Tendenz zu héheren Sprossfrischgewichten insbesondere bei den mit C8-
und C10-HSL behandelten Gersten.

Die Bestimmung der Frischgewichte bei Yambohne lieferte im Vergleich zu den Gers-
tendaten ein weniger einheitliches Bild. Wahrend die Frischgewichte der mit C6- und C8-
HSL behandelten Sprosse gegenulber der Kontrolle leicht absanken, so schien das mitt-
lere Frischgewicht unter dem Einfluss des C10-HSL im Spross der Yambohne dagegen
leicht anzusteigen. Signifikant unterschiedlich mit p<0,05 laut Student’s t-Test war jedoch
nur der Effekt bei C8-HSL, was vom Konfidenzintervall bestatigt wird, da der Mittelwert
bei C8-HSL auBerhalb des Bereiches des wahres Mittelwertes lag.

Der gleiche Trend lief3 sich auch bei den Frischgewichten der Wurzel verfolgen, mit
leicht gesunkenen Werten bei den mit C6-HSL und C8-HSL behandelten Pflanzen, und
einer leichten Steigerung bei C10-HSL-behandelten Yambohnenwurzeln, wobei hier keine
der Behandlungen statistisch signifikante Unterschiede zu den Kontrollpflanzen aufzeigte.

Insgesamt wiesen besonders die Wurzeln der beiden Arten durch die gewéahlten An-
zuchtzeiten vergleichbare Frischgewichte auf, und auch die Werte der Sprosse lagen in

einem weitgehend &hnlichen Bereich.

3.2.2 Blattflachen

Die Blattflachen der ersten drei voll entwickelten und des erscheinenden vierten Blat-
tes von Gerste (siehe |3.13) zeigten im Mittelwert, dargestellt als gestrichelte Linie, beim

Vergleich der Kontrollen zu den mit 10 uM AHL behandelten Pflanzen nur geringe Un-
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Abbildung 3.12: Frischgewichte von Spross und Wurzel der Gerste und Yambohne unter AHL-Einfluss.
Der Median ist als durchgangige, der Mittelwert als gestrichelte Linie dargestellt. Das Sternsymbol * kenn-
zeichnet einen signifikanten Unterschied (p<0,05) der Behandlung zur Kontrolle gemafn Student’s t-Test
und Konfidenzintervall.
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Abbildung 3.13: Absolute Blattflache pro Pflanze in cm?.

terschiede. Zum Zeitpunkt der Ernte wiesen die Pflanzen eine durchschnittliche absolute
Blattflache von rund 5,5 cm? pro Spross und Pflanze auf. Die absoluten Flachen unter-
schieden sich nur gering und nicht signifikant untereinander, wenn auch der Trend auf ei-
ne geringfligige Erhdhung der Blattflachen, besonders bei C8- und C10-HSL, im Vergleich
zur Kontrolle hinweist. Dies stimmt mit den spateren Beobachtungen der Sprosslangen
(Abschnitt[3.2.3) Uberein.

Die Blattflachen der Yambohne bestanden zum Uberwiegenden Teil aus den beiden ers-
ten voll entwickelten Blattern, da Folgeblatter zwar oft schon erschienen, aber aufgrund
ihrer anfénglichen Entwicklung selten mafBgebliche Flachen aufwiesen. Nach der Entfal-
tung der beiden ersten Blatter konnte bei Yambohne zunéachst vielmehr eine deutliche

Langenentwicklung des Stengels beobachtet werden. Im Gegensatz zur Gerste waren
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Abbildung 3.14: Blattflachen pro Gramm Frischgewicht unter AHL-Einfluss.

die absoluten Blattflachenwerte in cm? von Pachyrhizus gréBeren Schwankungen, wenn
auch ohne signifikante Unterschiede unterworfen und folgten in ihrer Verteilung anna-
hernd dem Verlauf des Frischgewichts (Kapitel [3.2.1). Die durchschnittliche Flache pro
Pflanze zum Erntezeitpunkt lag mit rund 5 bis 6 cm? jedoch in einem &hnlichen Bereich
wie bei den Gersten.

Die Messung der Blattflache wurde zusatzlich auf das Frischgewicht der Sprosse bezo-
gen. Bei Gerste unterschied sich die verzeichnete geringe Erhéhung der mittleren Blatt-
flache pro Gramm Frischgewicht (Abbildung [3.14) insbesondere nach der Behandlung mit
C6-HSL statistisch nicht signifikant von den Kontrollen, zumal auch schon beim Frisch-
gewicht keine entscheidenden Veranderungen beobachtet werden konnten. Ein Einfluss

der bakteriellen Signalstoffe AHL auf die Auspragung der Blattflachen von Gerste kann
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insgesamt kaum beobachtet und statistisch nicht abgesichert werden.

Abbildung zeigt, dass die Yambohnen-Blattflachen in Bezug auf das durchschnitt-
liche Frischgewicht unter dem Einfluss der drei AHLs (10 uM) anndhernd gleich blieben.
Der leichte Anstieg der Blattflache bei den mit C8-HSL behandelten Pflanzen ergibt sich
durch den vergleichsweise niedrigeren Frischgewichtwert und kann statistisch nicht be-
legt werden. Auch bei Yambohne konnte daher kein maf3geblicher Einfluss von AHL auf

die Blattflachen nachgewiesen werden.

3.2.3 Sprosslangen der Gerste
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Abbildung 3.15: Lange der Gerstensprosse nach AHL-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle. Der Median
ist als durchgangige, der Mittelwert als gestrichelte Linie dargestellt. Gemaf t-Test signifikante Unterschie-
de (p<0,05) der AHL-Behandlung zur Kontrolle sind mit * gekennzeichnet.

Wuchs und aufrechte Blattstellung der Gersten erméglichten die Erfassung der Spross-
langen, was bei Yambohne aufgrund deren krautiger Wuchsform nicht méglich war. Die
Lange wurde vom Ansatz des Sprosses an der Karyopse bis zur Spitze des jeweils lang-
sten Blattes vermessen. Die Pflanzen unter AHL-Behandlung (n=48-76) wiesen im Durch-
schnitt allesamt eine leichte Erhéhung der Sprosslange um rund 1 cm gegenlber der
Kontrolle auf, wie in Abbildung ersichtlich ist. Die Sprosslangen der Gerste geben

daher anndhernd den Trend der Frischgewichtmessungen wieder, bei welchen ein leich-
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ter, wenn auch nicht signifikanter Anstieg bei den mit 10 uM C8- und C10-behandelten
Gersten erfasst wurde. Bei den Sprosslangen erwies sich die statistische Absicherung
der beobachteten Effekte bei allen erlaubten Tests als stets knappe Entscheidung. Ge-
maf t-Test konnte nur bei C8-HSL (p=0,04) ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle
festgestellt werden, wobei der Mittelwert dieser Behandlung sehr knapp an der obersten
Grenze innerhalb des Konfidenzintervalls der Kontrolle lag. Nach Prifung der Normalver-
teilung der Datensatze kann hier eine gentgende Robustheit des t-Tests angenommen
werden. Die mit C6-HSL und C10-HSL behandelten Gersten waren erst bei p=0,15 und
p=0,09 signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. AuB3reif3er konnten bei n*o=4 und p=0,05
in den Datenséatzen nicht identifiziert werden. Wahrend multiple Vergleiche nach Vari-
anzanalyse (F abgelehnt wegen p=0,14) bei Uberschreitungswahrscheinlichkeit p=0,05
geman Scheffé und Tukey erwartungsgeman keine signifikanten kritischen Mittelwertdif-
ferenzen ergaben, wurde von der LSD-Methode (least significant difference) der signi-
fikante Unterschied von C8-HSL zur Kontrolle bestatigt. Die bekannte Schwéche jenes
Test liegt aber darin, dass es vorkommen kann, dass mindestens eine Mittelwertdifferenz
falschlicherweise als signifikant eingestuft wird. Eine interessante Beobachtung bei die-
sem Experiment war die geringe absolute Anzahl der kleineren Sprosslangen mit weniger

als 19 cm bei den AHL-Behandlungen.

3.2.4 pH-Wert des Mediums

In der Literatur wurde berichtet, dass mit dem Weichfaulepathogen Pectobacterium (Erwi-
nia) chrysanthemi infizierte Chicoree-Pflanzen an der Stelle der Infektion mit einer Erhé-
hung des pH-Wertes reagierten (Nachin und Barras, 2000). Pectobacterium chrysanthemi
besitzt ein QS-abhangiges Genregulationssystem, bei dem z.B. im Stamm Echr 3937 C6-
HSL und C10-HSL als Signalstoffe produziert werden (Barnard und Salmond, 2007). Da
der pH-Wert mitbestimmend fiir die Stabilitat von AHLs ist, wurde er in diesem Experiment
untersucht. Dabei wurde vor jedem axenischen Experiment der pH-Wert in einem Aliquot
des frisch zubereiteten mineralischen Anzuchtmediums bestimmt, in welches spater die
Keimlinge eingebracht wurden, und die Werte gemittelt. Diese als ,, T=0“ bezeichnete Pro-
be enthielt bei der Messung des pH-Wertes bereits AHL (10 uM) bzw. EtOH (0,1 %) bei
den Kontrollen. Der pH-Wert dieser Probe lag im Durchschnitt bei 5,7 + 0,1. Nach der

Ernte der Pflanzen wurde das Medium weitgehend von den Glasperlen getrennt und der
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Abbildung 3.16: Anderung des pH-Wertes im Medium wahrend der Anzuchtphase.T=0= Startpunkt des
Experimentes; G= Gerste; Y= Yambohne. Das Sternsymbol * kennzeichnet einen signifikanten Unterschied
(p<0,05) zu T=0 geman Student’s t-Test.

pH-Wert erneut geprift. Die Ergebnisse sind in Abbildung dargestellt. Deutlich zu
erkennen ist der starke Einfluss der Gerste auf den pH-Wert im Medium. Diese Spezi-
es verursachte im Durchschnitt aller Behandlungen eine deutlich signifikante Absenkung
des pH-Wertes von circa 5,7 + 0,1 auf pH 4,1 + 0,2. Innerhalb der Behandlungen mit
je 10 uM C6-, C8- und C10-HSL (G C6 bis G C10) konnte jedoch keinerlei signifikanter
Unterschied zur Gersten-Kontrolle (G K) belegt werden. Die Anderung des pH-Wertes
im Anzuchtmedium der Gersten kann auf saure Exsudate aus der Wurzel zurtickgefthrt
werden. Als wichtiger Hinweis gilt, dass die durch Gersten verursachte pH-Absenkung
auf 4,1 sich glinstig auf die Stabilitdt der AHLs auswirkt, welche im alkalischen Bereich
zu rascher Hydrolyse (McDougald et al., 2006) neigen.

Bei Yambohne zeigte sich im Vergleich zur Gerste ,Barke” ein gegenlaufiger Trend.
Die Leguminose bewirkte insgesamt sogar eine geringfligige Erhdhung des pH-Wertes
von 5,7 + 0,1 auf durchschnittlich pH 5,8 + 0,3 nach der Anzucht der Pflanzen, was
als signifikant unterschiedlich zu T=0 bewertet wurde. Die Veranderung gegeniber T=0
bezlglich der einzelnen Behandlungen war allerdings lediglich bei den Kontrollen (Y K)
und den mit 10 uM C6-HSL behandelten Yambohnen (Y C6) signifikant, wahrend die pH-
Werte bei den beiden anderen AHL-Behandlungen (Y C8 und Y C10) sich nicht von der

T=0-Probe abgrenzen lieBen. Wie schon bei Gerste beobachtet, unterschieden sich die
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pH-Werte der AHL-behandelten Medien nach der Pflanzenanzucht nicht signifikant von
der Kontrolle (Y K), so dass nicht nachgewiesen werden konnte, dass eine Behandlung
mit AHL dazu fuhrt, dass der pH-Wert im Medium der behandelten Yambohnen weniger

ansteigt als bei Kontrollpflanzen ohne AHL.

3.2.5 Wurzelparameter

Mit der Software WinRHIZO konnten aus digitalen Aufnahmen verschiedene Daten zur
Charakterisierung mdéglicher Einflisse von AHL auf Struktur und Geometrie der Wur-
zelbiomasse gewonnen werden. Neben der Gesamtlange der Wurzeln, ihrem mittleren
Durchmesser, Oberflache und Volumen wurde durch das Programm auch die Anzahl an
Spitzen pro Gesamtwurzel ermittelt und eine Einteilung der Wurzeln geman ihrer Lange
in Durchmesserklassen vorgenommen. Oberflache und Volumen wurden aus dem jewei-
ligen Durchmesser und der zugehdrigen Gesamtlange einer jeden einzelnen Pflanze be-
rechnet und anschlie3end die daraus erhaltenen Einzelwerte gemittelt, statt sie aus den
mittleren Langen und Durchmessern zu berechnen.

Es bleibt anzumerken, dass die Erfassung der extrem feinen Wurzelhaare der jungen
Gersten auch bei héchster Auflésung nicht méglich war, so dass diese nicht in die Be-
rechnungen einflieBen konnten, wahrend an den Wurzeln der Yambohne zum Zeitpunkt

der Ernte keine Wurzelhaare erkennbar waren.

3.2.5.1 Gerstenwurzeln

Die Wurzelparameter der Gerste mit ihrer fiir Monokotyledonen typischen homorhizen
Bewurzelung sind in Tabelle dargestellt. Die Gesamtlange der Wurzeln schwankt im
Bereich zwischen 31 cm und 36 cm, wobei die Werte annahernd dem Trend der Frischge-
wichtmessungen folgen. Insbesondere mit 10 uM C8-HSL behandelte Gersten, welche im
Durchschnitt eine hdhere Frischmasse besaf3en als die anderen Behandlungen, wiesen
auch die héchste Gesamtwurzelldnge auf.

Der mittlere Durchmesser der Gerstenwurzeln lag nach allen Behandlungen im Be-
reich von 0,8 mm. Wesentliche Unterschiede konnten hierbei jedoch aufgrund der hohen
Schwankungsbreite von bis zu + 25 % bei diesem Parameter nicht postuliert werden.
Wurzelpakete der Gersten wiesen erfahrungsgeman beziglich der Zusammensetzung

von einzelnen Wurzeln verschiedener Durchmesser eine hohe Variabilitat auf. Eine ge-
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Tabelle 3.9: Wurzelparameter der Gerste unter Einfluss von AHL.

Kontrolle C6-HSL C8-HSL C10-HSL
Gesamtlange [cm] 338+8,7 |31,6+£5,7 |358+75 |31,2+7,0
Mittlerer Durchmesser [mm] | 0,80 + 0,15 | 0,82 + 0,15 | 0,81 + 0,20 | 0,85 + 0,19
Gesamte Oberflache [cm?] | 8,09 + 1,48 | 7,91 +1,18 | 8,74 + 453 | 8,44 + 2,15
Gesamtvolumen [cm?] 0,16 £ 0,04 | 0,16 == 0,04 | 0,18 &= 0,06 | 0,18 &+ 0,07
Zahl der Wurzelspitzen 14,1 £ 3,8 15,0 + 3,1 17,0+ 7,0 14,5 + 3,8
Lange / Wurzelspitze [cm] 239+061|211+£038|2,10+0,44 | 2,15+ 0,48

naherte Einteilung der Gerstenwurzeln in Durchmesserklassen, dargestellt in Abbildung
8.17] konnte jedoch verdeutlichen, dass sich rund zwei Drittel der gesamten Wurzellange
der Durchmesserklasse zwischen 0,5 mm und 1 mm zuordnen lie3en. Der restliche Anteil
verteilte sich Uberwiegend auf die beiden benachbarten Durchmesserklassen, wahrend
der Anteil der Wurzeln mit einem Durchmesser von mehr als 1,5 mm bei Gerste im axe-
nischen System von zu vernachlassigender Bedeutung war. Die natirliche Streuung der
Wurzellangen pro Durchmesserklasse umfasste einen sehr grof3en Bereich und wurde
daher aus Griinden der Uberschaubarkeit nicht dargestellt, so dass die Abbildung bei
Gerste wie spater auch bei Yambohne als genaherte Ubersicht zu verstehen ist. Insge-
samt zeigte sich bei der Verteilung der Durchmesserklassen kein expliziter Einfluss der
AHL-Behandlungen.

Aus den beiden vorher beschriebenen Gré3en wurden die durchschnittliche Oberflache
und das Volumen der Gesamtwurzel der Gerste ermittelt. Augenscheinlich folgte auch
die Veranderung der Oberflache einem ahnlichen Muster wie vorher die Gesamtlange, da
hier C8-HSL-behandelte Gersten in Folge der erh6hten Gesamtwurzellange die groBte
Oberflache in cm? aufwiesen, gefolgt von den Pflanzen, die mit 10 uM C10-HSL behan-
delt wurden, deren gegeniber der Kontrolle gesteigerter Oberflachenwert aus dem leicht
erhdhten mittleren Durchmesser resultiert. Dementsprechend erschienen die Volumina
der mit letzteren beiden AHLs behandelten Gerstenwurzeln unter Berlcksichtigung der
hohen Streuung geringfligig erhdht. Anzumerken bleibt allerdings, dass alle beschriebe-
nen Veranderungen bei Gesamtlange, Durchmesser, Oberflache und Volumen in diesem
Setup keine signifikanten (p<0,05) Unterschiede zu den Kontrollpflanzen zeigten.

Dies traf auch auf die Bestimmung der durchschnittlichen Zahl an Wurzelspitzen pro
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Abbildung 3.17: Einteilung der Gesamtwurzellange der Gerste in Durchmesserklassen.

Pflanze zu, die alle unter AHL erhdht waren, wobei hier der bei C8-HSL deutlich erhdh-
te Wert mit p=0,17 als erheblich wahrscheinlicher einzustufen war als die Ubrigen, so
dass Gersten, die dieser Behandlung unterzogen wurden, mehr Wurzelspitzen auszubil-
den schienen als die anderen Gersten im axenischen Experiment. Spitzen von teilweise
wie voll ausgebildeten Seitenwurzeln wurden allerdings gleichwertig von WinRHIZO in
diese Auswertung mit einbezogen. Berechnet man die durchschnittliche Lange pro Wur-
zelspitze, so nivelliert sich der Effekt aufgrund des héheren Wertes unter C8-HSL bei
der Gesamtwurzellange. Daraus kann gefolgert werden, dass insbesondere mit C8-HSL
behandelte Gerstenwurzeln mehr Wurzeltriebe ausgebildet hatten als die Gersten der
Kontrolle. Bei der Bestimmung der durchschnittlichen Wurzellange pro Spitze wurde zur
Vereinfachung angenommen, dass jede Spitze eine einzelne Wurzel reprasentiert. Bei
allen Behandlungen mit AHL schien die durchschnittliche L&nge pro Wurzel im Vergleich
zur Kontrolle um rund 0,25 bis 0,3 cm zu sinken, was jedoch statistisch nicht mit gen(-
gender Sicherheit bestatigt werden konnte. Der Rickgang der durchschnittlichen Wur-
zellange kann durch eine sinkende Gesamtwurzellange wie auch durch eine Erhéhung
der Zahl an Wurzelspitzen begriindet sein. In diesem Falle ist der Effekt auf die beob-
achtete leichte Steigerung der Wurzelspitzenzahl zurtickzufihren. Wie bereits erwahnt,

war die Erfassung der sehr filigranen Wurzelhaare der Gerstenpflanzen in diesem jun-
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gen Stadium nicht méglich. Es muss daher bei der Interpretation beriicksichtigt werden,
dass die hier gezeigten Werte nur fir die vollwertigen Haupt- und Seitenwurzeln gelten.
Augenscheinlicher Bewertung zufolge schien die Behandlung mit C10-HSL einen stark
férdernden Einfluss auf die Ausbildung von Wurzelhaaren auszuiben. Dies ist aufgrund

der bereits erwahnten experimentellen Limitierung allerdings nicht nachweisbar.

3.2.5.2 Yambohnenwurzeln

Yambohnen weisen im Vergleich zur Gerste einen allorhizen Aufbau ihrer Wurzelmasse
auf, bei dem die Wurzeln ausgehend von einer Haupt- oder Primarwurzel gebildet wer-
den, an welcher sich in spaterem Stadium auch die flir Ernahrungszwecke verwendbaren
Knollen befinden. Die Wurzelparameter der Yambohne sind in Tabelle dargestellt.

Die gesamte Lange der Wurzeln war im Bereich zwischen 19 und 24 cm angesiedelt, wo-

Tabelle 3.10: Wurzelparameter der Yambohne unter Einfluss von AHL.

Kontrolle C6-HSL C8-HSL C10-HSL
Gesamtlange [cm] 21,9 +10 19,9+ 105 | 21,1 +10,1 | 23,3 + 13,9
Mittlerer Durchmesser [mm] | 1,05+ 0,11 | 1,00 + 0,12 | 1,04 + 0,16 | 1,08 + 0,12
Gesamte Oberflache [cm?] | 6,97 &+ 2,67 | 5,93 +£2,68 | 6,57 £ 2,69 | 7,64 + 4,32
Gesamtvolumen [cm?] 0,18 + 0,06 | 0,14 + 0,06 | 0,17 + 0,06 | 0,20 + 0,11
Zahl der Wurzelspitzen 10,0 £ 3,4 |94+34 9,3+3,0 10,3 + 5,8
Lange / Wurzelspitze [cm] 2,18 +0,99 | 2,11 +1,11 | 227 £1,09 | 2,26 + 1,35

bei die Werte analog zur Gerste dem Trend der Frischgewichtmessungen folgten, wenn
auch nicht signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Neben den mit 10 uM C6- und C8-
HSL behandelten Yambohnen, deren durchschnittliche Gesamtwurzellange auf niedrige-
rem Niveau lag als die der Kontrolle, fallt die erhdhte Gesamtlange bei 10 uM C10-HSL
auf.

Yambohnenwurzeln wiesen einen mittleren Durchmesser von rund 1 mm mit deutlich
geringerer Schwankungsbreite als bei Gerste auf. Die AHL-Behandlungen unterschieden
sich statistisch nicht von der Kontrolle. Die Einteilung der Gesamtlange in Durchmesser-
klassen ist in Abbildung[3.18|wiedergegeben. Die gréBte Klasse stellte auch hier diejenige
von 0,5 mm bis 1 mm dar, und weitere 25 % wurden der Klasse zwischen 1 und 1,5 mm

zugeordnet. Weniger als 7 % fielen bei Yambohne der kleinsten Klasse zu. Im Gesamt-

108



3 Ergebnisse

70
(O]
2 60 -
Ly [ Kontrolle 0 C6-HSL
& 50
>
£ 40 W C8-HSL [0 C10-HSL
19}
b} 30
O
o} 20
©
2 10
0 - — = T T
pot Q 5 Q e} Q 5 Q S
OL//Q‘ ° L//\‘ o L//\,\ o /_//7" ° /_//7" ° L/ﬁ‘ o L/ﬁ‘ o L//b“ o /_//b“
L L L L L L L L L
07 QP7  AdT BT 4D BT a2 adT ad

Durchmesserklasse D [mm)]

Abbildung 3.18: Einteilung der Gesamtwurzellange der Yambohne in Durchmesserklassen.

bild zeigte sich bei der Verteilung der Durchmesserklassen wie bei Gerste kein expliziter
Einfluss der AHL-Behandlungen.

Bei Oberflache und Volumen der Wurzeln von Yambohne kamen aufgrund der relativen
Ahnlichkeit der mittleren Durchmesser besonders die Unterschiede in der Gesamtlange
zum Tragen, so dass die Effekte deren Muster folgten. Die Verringerung der Oberflache
nach Behandlung mit 10 uM C6-HSL war mit p<0,19 signifikant unterschiedlich zur Kon-
trolle. Beim Volumen wurde die géngige Uberschreitungswahrscheinlichkeit von 5 % mit
p<0,08 nur knapp verfehlt. Die beiden anderen Behandlungen, 10 uM C8- und C10-HSL,
unterschieden sich nicht signifikant zur Kontrolle. Es kann gefolgert werden, dass die
Effekte bei C6-HSL-Behandlung vor allem auf die niedrigere Gesamtwurzellange zurlck-
zufGhren sind.

Die Yambohnen wiesen zum Zeitpunkt der Ernte im Durchschnitt etwa 10 Wurzelspitzen
auf. Dieser Parameter zeigte wie auch die Berechnung der mittleren Lange pro Wurzel-
spitze keinen erkennbaren Effekt zwischen Kontrolle und den drei AHL-Behandlungen.
Wurzelhaare, wie schon erwéhnt, waren bei Yambohnen dieses Alters im axenischen Ex-

periment nicht erkennbar.
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3.2.6 Einfluss von AHL auf Pigmentgehalte

Um zu ergriinden, ob die Behandlung mit AHL bei Gerste und Yambohne eine Verande-
rung in den Gehalten der photosynthetisch aktiven Pigmente Chlorophyll a und Chloro-
phyll b sowie der Carotinoide hervorrufen kann, wurden die Methode und die Gleichungen

von Lichtenthaler (1987) herangezogen.

3.2.6.1 Pigmente der Gerste
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Abbildung 3.19: Pigmentgehalte der Gerste unter AHL-Einfluss.

Ein Vergleich zwischen Kontrolle und den drei Behandlungen mit C6-, C8- und C10-AHL
(je 10 uM) zeigte bei den Gerstenpflanzen im axenischen Versuch keinerlei Auswirkun-
gen auf die Konzentration der Chlorophylle und Carotinoide. In Abbildung[3.79]sind die auf
ug/g frisches Pflanzenmaterial umgerechneten Pigmentgehalte dargestellt. Das Verhalt-
nis der Chlorophylle a und b lag in dem von Lichtenthaler (1987) beschriebenen Bereich
von 3:1 und schwankte nur geringflgig und nicht signifikant unterschiedlich zur Kontrolle.
Letzteres traf auch fir die bei Gerste gemessenen Konzentrationen an Carotinoiden zu.
Dementsprechend konnte auch an den Verhéltnissen von Chlorophyll a zu Chlorophyll b
(a/b) bzw. der Ratio Gesamtchlorophyll zu Carotinoiden (a+b/x+c) kein entscheidender

Einfluss der AHL-Behandlung festgestellt werden.
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3.2.6.2 Pigmente der Yambohne
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Abbildung 3.20: Pigmentgehalte der Yambohne unter AHL-Einfluss.

Ahnlich wie bei der Gerste ergaben sich bei der Yambohne (Abbildung keine signi-
fikanten Effekte einer AHL-Behandlung auf die Konzentration an Chlorophyllen, obwohl
ein Trend zu einem geringflgigen Rickgang beobachtet werden konnte. Das Verhaltnis
Chlorophyll a/b zeigte keine Veranderung durch Zusatz von AHL. Es konnten hingegen
Auswirkungen bei den Gehalten an Carotinoiden dokumentiert werden. Unter der Einwir-
kung von 10 uM C8-HSL erfolgte ein Riickgang des Carotinoidgehaltes im Vergleich zur
Kontrolle um circa 0,6 ng/g FG (p=0,17). Als Folge einer Behandlung mit 10 uM C10-HSL
sank der Gehalt sogar um rund 2 pg/g FG. Dies wurde als signifikant unterschiedlich
zu den Kontrollpflanzen (p=0,03) klassifiziert. Aufgrund dieses niedrigeren Wertes stieg
das Verhaltnis von Chlorophyllen zu Carotinoiden (a+b/x+c) bei C10-HSL um das etwa
1,5-fache, wahrend die anderen sich nicht wesentlich unterschieden. Als mdgliche Ursa-
che kommen Veranderungen der Parameter Blattflache und Frischgewicht in Frage. Die
absolute Blattflache in cm? war unter C10-HSL im Vergleich zur Kontrolle geringflgig er-
héht, ebenso das Frischgewicht der mit der gleichen Substanz behandelten Yambohnen.
Daher kénnte das Sinken der Carotinoidgehalte bei C10-HSL von einer relativen Verdin-
nung im Bezug auf gestiegene Flache und Frischgewicht herriihren. Méglicherweise sind
auch Metaboliten des C10-HSL, welches in der Yambohne starkem Abbau unterliegt, fur

den Ruckgang der Carotinoidgehalte verantwortlich.
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3.3 Ergebnisse der enzymatischen Assays

Die Ergebnisse der Enzymtests sind im folgenden Abschnitt in Form von Balkendiagram-
men mit Standardabweichung dargestellt, welche die spezifische Aktivitdt des Enzyms,
sofern nicht anders vermerkt, als pkat mg” Protein des Rohextraktes auf der linken
Ordinate wiedergegeben. Zusatzlich ist auf der rechten Ordinate der Proteingehalt mit
Standardabweichung dargestellt, um die Konzentration der Enzyme im Extrakt zu zeigen.
Zur schnellen und Ubersichtlichen Verdeutlichung der Effekte der AHLs sind im Anhang
ab Seite alle Veranderungen der Aktivitaten im Vergleich zur Kontrolle in Darstel-
lungen als Netzdiagramm zusammengefasst, wahrend die Balkendiagramme als exakie
Darstellungsform mit Standardabweichungen und den zu den Aktivitdten korrespondie-

renden Proteingehalten konzipiert sind.

3.3.1 Cytosolische Enzyme der Gerste
3.3.1.1 cGST : CDNB in Gerste

Bei CDNB (1-Chlor-2,4-dinitrobenzol) handelt es sich um das gelaufigste Substrat zur
Bestimmung der Aktivitat von GST, welches fir gewdhnlich in den meisten Pflanzenar-
ten die héchsten Konjugationsraten aufweist (Lyubenova et al., 2007). Es stellte auch fur
die GSTs aus dem cytosolischen Extrakt der Gerste das Substrat mit der héchsten Um-
satzrate dar. Wie aus Abbildung ersichtlich wird, fihrte eine AHL-Behandlung in der
Wurzel zu einer Erhéhung von +32 % (C8-HSL) bis zu +72 % (C6-HSL) der GST-Aktivitat
gegenlber diesem Substrat. Die GSTs der Wurzel reagierten in starkerem MaB3e als die
des Sprosses, in welchem die Umsatzraten nur bis zu 45 % (C6-HSL) gesteigert wurden.
Die deutlichste Steigerung der cGST:CDNB-AKktivitat wurde also in beiden Pflanzenteilen
durch die Behandlung mit C6-HSL ausgel6st. Die Exposition zu C8-HSL verursachte bei
CDNB die geringsten Erhéhungen der GST-Aktivitat im cytosolischen Gerstenprotein.

3.3.1.2 cGST : NBC in Gerste

Die Behandlung der Gersten mit AHL flhrte in den Sprossen und den Wurzeln zu
einem Anstieg der spezifischen Aktivitdt der GST gegenuber dem Substrat NBC (4-
Nitro-Benzylchlorid), wie in Abbildung[3.22]gezeigt. Insbesondere die Aktivitatssteigerung
durch C6-HSL im Spross (+72 %) war auffallig, wahrend die Werte bei C8-HSL und C10-
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Abbildung 3.21: Spezifische cGST:CDNB-Aktivitat in Gerste.

HSL im Bereich der Kontrollmessung lagen. Wie schon bei CDNB bewirkte C6-HSL in
der Wurzel die deutlichsten Effekte (+67 %), gefolgt von C10-HSL (+43 %) und schlief3-
lich C8-HSL (+25 %).

Insgesamt glich der Einfluss der AHLs auf die cGST:NBC-Aktivitat im Cytosol sehr
derjenigen von CDNB, bei welcher ebenfalls die starksten Effekte nach der Behandlung

mit C6-HSL festgestellt wurden.

3.3.1.3 ¢GST : NBOC in Gerste

Auch das Umsatzmuster des Substrates NBOC (4-Nitro-Benzoylchlorid) ahnelte sehr dem
des CDNB und des NBC. Erneut zeigten alle spezifischen GST-Aktivitdten unter dem
Einfluss von AHL einen Anstieg im Vergleich zur Kontrolle. Die Behandlung mit C8-HSL
fihrte wie bei den beiden vorherigen Substraten in Spross und Wurzel stets zu einer
geringeren Aktivitatssteigerung als C6-HSL und C10-HSL. In der Wurzel zeigte sich, dass
bei NBOC das C6-HSL (+54 %) und das C10-HSL (+58 %) &hnlich starke Effekte auf
die GST ausuUbten. Die Behandlung mit C6-HSL konnte auch bei NBOC die insgesamt

gréBten Einflisse auf die GST-Aktivitat austben.
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Abbildung 3.22: Spezifische cGST:NBC-Aktivitat in Gerste.
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Abbildung 3.23: Spezifische cGST:NBOC-Aktivitat in Gerste.
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3.3.1.4 cGST : DCNB in Gerste

Anders als bei den vorher getesteten Substraten zeigte sich bei DCNB (1,2-Dichlor-4-
nitrobenzol) ein ganzlich anderer Einfluss von AHL auf die Aktivitat der GST, besonders
in der Wurzel (Abbildung [3.24). Obwohl auch bei DCNB ein steigernder Einfluss der AHL-
Behandlungen im Spross verzeichnet werden konnte, war dieser gering und nur im Falle
von C6-HSL (+71 %) auffallig erhdht. Der interessantere Effekt zeigte sich allerdings in
den Wurzelextrakten. Hier fihrte eine Behandlung mit 10 uM der drei verwendeten AHLs
zu einem gleichméBigen Riickgang der spezifischen GST:DCNB-AKktivitat auf jeweils rund
50 % der in den Kontrollen gemessenen Enzymaktivitat. Keines der drei AHLSs fiel hierbei
explizit auf, denn der Rickgang der Aktivitdt war in allen AHL-behandelten Extrakien

annahernd gleichwertig.
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Abbildung 3.24: Spezifische cGST:DCNB-AKktivitat in Gerste.

3.3.1.5 cGST : Fluorodifen in Gerste

Das Diphenylether-Herbizid Fluorodifen unterscheidet sich von den anderen Substraten
durch eine spezielle Funktion der GST, bei der die Etherbindung des Molekiiles ge-
6ffnet und anschlieBend das S-(2-Nitro-4-Trifluoromethylphenyl)-Glutathionkonjugat un-
ter gleichzeitiger Entstehung von 4-Nitrophenol gebildet wird (Lamoureux and Rusness,

1989). Da in zu niedrigen pH-Bereichen das 4-Nitrophenol auch nichtenzymatisch ge-
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bildet wird (R. Scalla, persénliche Kommunikation), wurde, um dies auszuschlieB3en, die
Methode nach Scalla und Roulet (2002) angewandt. Wie in Abbildung ersichtlich,
gleicht der Einfluss von AHL auf die cGST:Fluorodifen-Aktivitat in Gerste sehr den flr
das Substrat DCNB ermittelten Effekten. Auch hier wurde eine Steigerung der Aktivitat im
Spross beobachtet, die nach der Behandlung mit C6-HSL mit +68 % am deutlichsten war.
In den Wurzelextrakten der Gerste hingegen fiihrte die Behandlung mit jedem der getes-
teten AHLs zu einem gleichmaBigen Rickgang der cGST-Aktivitat gegenlber Fluorodifen

auf rund 60 % des Ausgangswertes der Kontrolle.
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Abbildung 3.25: Spezifische cGST:Fluorodifen-Aktivitat in Gerste.

3.3.1.6 SOD der Gerste im Cytosol

Wie bereits erwahnt, steht die SOD (EC 1.15.1.1) bei der Abwehr von oxidativem Stress
in vorderster Reihe (Alscher et al., 2002). Das Prinzip des Assay beruht darauf, dass
SOD, die Superoxidradikale zu H,O, konvertiert, eine Unterdriickung der Adenochrom-
Bildung bwirkt, welches sich ohne die Einwirkung der SOD aus Adrenalin durch Autoxi-
dation im basischen Milieu mittels dem Intermediat Superoxidradikalanion bildet (Misra
und Fridovich, 1971; Kréniger 1994). Die SOD in den cytosolischen Extrakten der Gerste,
dargestellt in Abbildung [3.26], zeigte sich in der Wurzel stark durch die Behandlung mit
AHL beeinflusst. Hier sanken die Aktivitaten der SOD auf rund ein Drittel (C8-HSL) bis et-
wa ein Viertel (C6-HSL, C10-HSL) der in der Kontrolle gemessenen Aktivitat. Im Spross
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hingegen konnte keine signifikante Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle festgestellt

werden.
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Abbildung 3.26: Spezifische cytosolische SOD-Aktivitat in Gerste.

3.3.1.7 POX der Gerste im Cytosol

Die Aktivitat der Guajacol-Peroxidase im Cytosol der Gerste (Abbildung zeigte einen
Anstieg in Spross und Wurzel. Wahrend im Spross eine Steigerung zwischen +14 %
(C10-HSL) und +29 % (C6-HSL) eintrat, so erhdhte sich die Aktivitat der POX in der Wur-
zel um +64 % (C8-HSL) bis zu +84 % (C6-HSL). Es kann hier von einer Kompensations-

reaktion der POX gegenuber erhéhten Konzentrationen an H,O, ausgegangen werden.

3.3.1.8 GPOX der Gerste im Cytosol

Glutathionperoxidase-Aktivitat im cytosolischen Extrakt der Gerste (Abbildung folg-
te in seinem Muster den bei SOD festgestellten Veranderungen. Auch hier war der starke
Rackgang der Aktivitat in der Wurzel deutlich erkennbar. Die GPOX-Aktivitdten betrugen
hier unter dem Einfluss von AHL in der Wurzel nur noch rund 50 % der in den Kontrol-
len gemessenen Werte, wobei die Behandlung mit C6-HSL in der Wurzel mit nur 44 %

des Kontrollwertes den starksten und C10-HSL mit 52 % den vergleichsweise gerings-
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Abbildung 3.27: Spezifische cytosolische POX-Aktivitat in Gerste.

ten Aktivitatsverlust ausléste. Auch im Spross erwies sich C6-HSL als das am starksten
und C10-HSL als das am schwéchsten auf die GPOX wirkende AHL, allerdings kam es
im Spross, ganz im Gegensatz zur Wurzel, zu einer Erhéhung der Enzymaktivitat, wie
es in ahnlicher Weise schon bei den GST-Substraten DCNB und Fluorodifen festgestellt

werden konnte.

3.3.1.9 APOX der Gerste im Cytosol

Das Enzym Ascorbatperoxidase stellt den Startpunkt des Ascorbat-Glutathionzyklus dar,
welcher der Entgiftung potentiell schadlicher Derivate des Sauerstoffs dient. Die Aktivitat
dieses Enzymes (Abbildung in den Sprossextrakten der Gerste zeigte sich durch
AHL-Gabe gesteigert. Wie schon bei den vorher besprochenen Enzymen beobachtet,
verursachte C6-HSL im Spross auch bei der APOX mit +223 % die deutlichste Steige-
rung der Aktivitat, wahrend C10-HSL +180 %, aber C8-HSL eine Erhéhung von nur +68 %
bewirken konnte. Die AHL-Effekte auf die APOX in der Wurzel zeigten sich sehr uneinheit-
lich. Wahrend C6-HSL und C10-HSL eine Erhdhung der APOX-Aktivitat bewirkten, fihrte
die Behandlung mit C8-HSL zu einem gegenteiligen Effekt. Die hohe Schwankungsbreite
der APOX-Ergebnisse sollte dabei berticksichtigt werden.
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Abbildung 3.28: Spezifische cytosolische GPOX-Aktivitat in Gerste.
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Abbildung 3.29: Spezifische cytosolische APOX-Aktivitét in Gerste.
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3.3.1.10 MDHAR der Gerste im Cytosol

Monodehydroascorbatreduktase Uberfihrt MDHA-Radikale im Ascorbat-Glutathionzyklus
wieder in Ascorbat und ist dabei unabhangig von GSH. Die Wirkungen der AHL-
Behandlungen auf dieses Enzym im Cytosol (Abbildung zeigten Ahnlichkeit zu
GPOX, vor allem in den Sprossextrakten, wo ebenfalls C6-HSL (+75 %) die héchste
und C10-HSL die niedrigste Aktivitatsteigerung (+26 %) ausléste. In den Wurzelextrak-
ten hingegen wurde eine bei allen AHL-Behandlungen sehr gleichmaf3ige Reduktion der

MDHAR-AKktivitat auf circa zwei Drittel der in den Kontrollen gemessenen Aktivitat festge-

stellt.
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Abbildung 3.30: Spezifische cytosolische MDHAR-Aktivitat in Gerste.

3.3.1.11 DHAR der Gerste im Cytosol

Das Enzym Dehydroascorbatreduktase (EC 1.8.5.1) dient der Reduktion von DHA zu
Ascorbat und ist hierbei abhangig von GSH. Anders als bei den meisten bisher bespro-
chenen cytosolischen Enzymen mit antioxidativer Wirkung erfolgte bei DHAR (Abbildung
keine Reduktion der Aktivitat in der Wurzel, sondern eine geringfligige Steigerung
um +13 % (C6-HSL) bis +22 % (C10-HSL). Die auffalligste Wirkung von AHL auf DHAR
zeigte sich allerdings im Spross, wo Steigerungen der Aktivitat zwischen +57 % (C6-HSL)
und +284 % (C10-HSL) beobachtet wurden. Anders als bei den anderen Enzymen im Cy-
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tosol der Gerste tbte C6-HSL hier die schwachste Wirkung auf die Aktivitat aus, wahrend

die deutlichsten Effekte bei C10-HSL auftraten.

3.3.1.12 GR der Gerste im Cytosol

Glutathionreduktase (EC 1.6.4.2) schlie3t den Ascorbat-Glutathionzyklus durch Bereit-
stellung von GSH und Reaktionsaquivalent NADP. Die Gabe von C8-HSL und C10-HSL
|6ste bei der cytosolischen GR der Gerste (Abbildung keine erheblichen Verande-
rungen der Aktivitat dieses Enzyms aus, welche meist im Bereich der Kontrolle angesie-
delt war. Einzig C6-HSL zeigte eine nennenswerte Wirkung auf GR. Unter der Einwirkung
dieser Substanz stieg die Aktivitat der GR im Spross um +33 % und um +26 % in der
Waurzel. Dies lasst den Schluss zu, dass der Pool an Glutathion trotz der beschriebenen
Anderungen der Aktivitaten der antioxidativ wirksamen Enzyme durch C8-HSL und C10-
HSL noch keine Beeinflussung erfahren hatte. Andererseits zeigte sich bei C6-HSL ein
Einfluss auf die GR, was wiederum mit der Beobachtung korrelierte, dass gerade dieses

AHL bei den meisten anderen Enzymen ebenfalls die starkste Wirkung ausubte.
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Abbildung 3.31: Spezifische cytosolische DHAR-AKktivitat in Gerste.
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Abbildung 3.32: Spezifische cytosolische GR-Aktivitat in Gerste.
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3.3.2 Mikrosomale Enzyme der Gerste

3.3.2.1 mGST : CDNB in Gerste

In den Mikrosomen aus Gerste (siehe hierzu die Kapitel [1.2.3.9/und [2.2.7)) &nderte sich
die mGST:CDNB-Aktivitat nach AHL-Behandlung (Abbildung [3.33) im Vergleich zum Cy-

tosol nur geringfligig. In beiden Pflanzenteilen bewegten sich die Umsatzraten fir CONB

unter C6-HSL und C10-HSL im Bereich der Kontrolimessung, wahrend ein schwacher
Effekt des C8-HSL beobachtet werden konnte, der sich in einer Erhéhung der Aktivitat
im Spross (+14 %) und in der Wurzel (+24 %) bemerkbar machte. Im Gegensatz zum
Cytosol war in den Mikrosomen das CDNB hinter NBC und NBOC nur das drittstarkste
Substrat.
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Abbildung 3.33: Spezifische mGST:CDNB-Aktivitat in Gerste.

3.3.2.2 mGST : NBC in Gerste

In der mikrosomalen Fraktion des Gerstensprosses kam es zu einem relativ gleichmagi-
gen Anstieg der mGST:NBC-Aktivitat (Abbildung nach AHL-Behandlung zwischen
+74 % und +93 %, wobei das C6-HSL die stéarkste Veranderung hervorrief. In der Wurzel
der Gerste war jedoch die mGST:NBC-Aktivitat am starksten durch das C10-HSL beein-
flusst, wo es zu einer Erhéhung um +148 % im Vergleich zur Kontrolle kam, wéhrend

C6-HSL (+46 %) und C8-HSL (+95 %) geringere, aber dennoch deutliche Steigerungen
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der Aktivitat verursachten. Die Effekte gleichen denen des cytosolischen Extraktes, bei
dem es ebenfalls zu einer Steigerung der NBC-Umsatzraten in beiden Pflanzenteilen
kam. NBC stellte in den Gerstenmikrosomen zusammen mit NBOC, welches im Mittel

annahernd gleiche Raten zeigte, das Substrat mit den héchsten GST-Aktivitaten dar.
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Abbildung 3.34: Spezifische mGST:NBC-Aktivitat in Gerste.

3.3.2.3 mGST : NBOC in Gerste

Die mGST:NBOC-AKktivitat in den Gerstenmikrosomen zeigte sich durch AHL Uberwie-
gend negativ beeinflusst. Im Spross kam es bei allen verwendeten AHLs zu einer unge-
fahren Halbierung der Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle, wobei hier der starkste Einfluss
von C8-HSL ausging, welches die Aktivitat auf 42 % des Ausgangswertes reduzierte. In
den Wurzelextrakten hingegen gab es kein einheitliches Bild, denn wahrend C6-HSL und
C8-HSL zu einem Riickgang der mGST:NBOC-Aktivitat auf 69 % bzw. 79 % des Kontroll-
wertes fuhrten, erhdhte sich die Aktivitét in den mit C10-HSL behandelten Gerstenwur-
zeln auf 157 % des Kontrollwertes. Die Effekte von AHL auf die mGST:NBOC-Aktivitat
in den mikrosomalen Wurzelextrakten der Gerste sind allerdings mit relativ hohen Ab-
weichungen belastet. Das Substrat NBOC lieferte jedoch neben NBC im mikrosomalen

Extrakt insgesamt die h6chsten GST-Umsatzraten.
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3.3.2.4 mGST : DCNB in Gerste

In der mikrosomalen Fraktion von Gerste konnte keine mGST-Aktivitat fiir das Substrat

DCNB nachgewiesen werden.

3.3.2.5 mGST : Fluorodifen in Gerste

Die Auswirkungen einer AHL-Behandlung auf die GST:Fluorodifen-Aktivitat glichen sich
im cytosolischen und mikrosomalen Extrakt auffallig. Wie auch bei den cytosolischen En-
zymen beobachtet, kam es im Spross zu einem Anstieg des mGST:Fluorodifen-Umsatzes
unter dem Einfluss der AHLs, wobei der geringste Effekt wie im Cytosol bei C10-HSL zu
beobachten war (+10 %), wahrend C6-HSL und C8-HSL eine etwa gleichwertige Steige-
rung der Aktivitdt um rund +30 % verursachten. In der Wurzel hingegen war die mGST-
Aktivitat gegentber Fluorodifen nach den AHL-Behandlungen um circa 20 % reduziert.
Wie bereits erwahnt, glich das Muster dem cytosolischen Extrakt, bei welchem die Effekte

allerdings starker ausgepragt waren.

3.3.2.6 Mikrosomale SOD der Gerste

SOD der Mikrosomen konnte aus materialtechnischen Griinden (Verfligbarkeit der Kata-

lase) nicht bestimmt werden.

3.3.2.7 Katalase der Gerste

Die Katalase (EC 1.11.1.6) aus den Mikrosomen der Gerste zeigte erhebliche Anderun-
gen in ihrer Aktivitat nach der Behandlung mit AHL (Abbildung[3.37). Im Spross bewirkten
alle drei AHLs eine Reduktion der Katalase-Aktivitat bis fast um die Halfte, wobei C8-HSL
(78 % des Kontrollwertes) den schwéachsten Effekt ausléste. Ein noch deutlicherer Effekt
der AHL-Behandlung wurde in den Wurzelfraktionen gemessen, wo die Aktivitat des En-
zymes eine Steigerung von +100 % bis hin zu +139 % erfuhr. Die auffallig gegensétzliche
Reaktion der Katalase kann als Kompensationsreaktion zum Cytosol interpretiert wer-
den, wo es bei den Enzymen des Ascorbat-Glutathionzyklus oft zu einem Rlckgang der

Aktivitat in der Wurzel, aber zu einem Anstieg im Sprossextrakt kam.
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Abbildung 3.35: Spezifische mGST:NBOC-Aktivitat in Gerste.
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Abbildung 3.36: Spezifische mGST:Fluorodifen-Aktivitat in Gerste.
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Abbildung 3.37: Spezifische Katalase-Aktivitat der Gerste.
3.3.2.8 Mikrosomale APOX der Gerste

Trotz wiederholter Messung mit Abwandlungen der Konzentration an Substraten, Verdin-
nung der Mikrosomen oder Variation des Enzymgehaltes im Testansatz war es nicht még-
lich, die Aktivitat der APOX (EC 1.11.1.11) im mikrosomalen Extrakt zu bestimmen. Eine
erste naheliegende Erklarung fir diese Beobachtung erschlief3t sich bei Berlicksichtigung
der typischen Eigenschaften der APOX. Hierzu zahlt namlich die ausgesprochene Insta-
bilitdt des Enzymes bei Abwesenheit von Ascorbat. Bei Ascorbat-Konzentrationen unter
20 uM geht die APOX-Aktivitat rapide verloren, wobei cAPOX und mAPOX allerdings zu
den stabileren Formen z&hlen (Shigeoka et al., 2002). Da jedoch die hier angewandte
Extraktionsmethode im Cytosol Aktivitat zeigte, muss nach weiteren Ursachen gesucht
werden. Hierzu kann die Betrachtung des Verlaufes der Messungen hilfreich sein, wel-
cher bei mikrosomalen Fraktionen der Gerste und Yambohne linear korrelierte Geraden
mit hohen und stabilen Werten im positiven Verlaufsbereich lieferte. Der Test zur Messung
der APOX-Aktivitat nach Vanacker et al. (1998) bestimmt allerdings die enzymatisch be-
dingte Abnahme des Ascorbats in der Loésung und sollte somit zu einem negativen éx
des Testverlaufes flihren. Eine Erklarung fir diese Beobachtung kann bei Chen und Asa-
da (1992) gefunden werden, welche die Méglichkeit der Inhibition von APOX durch Thiole
beschreiben. Thiole wie Glutathion, Mercaptoethanol, Cystein oder Dithiothreit (DTT) al-

lein inaktivieren das Enzym zwar nicht, doch unter Anwesenheit von H,O,, wie hier im
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Testansatz, werden diese durch APOX zu Thiylradikalen oxidiert. Die Inaktivierung der
APOX ist hierbei die Folge der Interaktion der Thiylradikale mit dem Enzym an dessen
Reaktionszentrum. Wie im Kapitel beschrieben, enthalt der Puffer, in dem die Mi-
krosomen aufgenommen werden, das Thiol Dithioerythrit (DTE), ein Strukturisomer des
DTT, welches bei Chen und Asada (1992) als effektivster APOX-Inhibitor aller getesteten
Thiole beschrieben wird. Der positive Verlauf der Adsorption im Test erklart sich durch
die Reaktion der Thiylradikale mit ungesattigten Fettsduren der Mikrosomen, in deren
Verlauf das Pentadienylradikal mit seiner starken und charakteristischen Absorption bei
280 nm (APOX-Test: 290 nm) gebildet wird (Schwinn et al., 1998). Der Puffer fir die cy-
tosolischen Enzyme enthielt kein DTE, zur Erhaltung der Integritat und Lagerfahigkeit der

Mikrosomen war es jedoch unabdingbar.

3.3.2.9 Mikrosomale MDHAR der Gerste

Der Verlauf der MDHAR-Aktivitaten in den Gerstenmikrosomen (Abbildung kam
dem beim Cytosol festgestellten Muster recht nahe. Besonders der Rickgang der Um-
satzraten in der Wurzel bewegte sich mit Werten von 62 % bis 70 % der Kontrolle in
einem sehr dhnlichen Bereich. Im Spross hingegen konnten weniger eindeutige Effekte
nachgewiesen werden. Wahrend unter der Behandlung mit C8-HSL und C10-HSL jeweils
eine tendenzielle Erhdhung der Aktivitat um +13 % bzw. +56 % auftrat, sank diese unter
C6-HSL auf 87 % des Wertes der Kontrollmessung. Mit Ausnahme bei C10-HSL festge-
stellten Messwert Uberschnitten sich die Werte unter C6-HSL und C8-HSL im Spross mit

dem Schwankungsbereich der Kontrolle.

3.3.2.10 Mikrosomale DHAR der Gerste

Auch die Veranderung der Aktivitat des Enzymes DHAR nach AHL-Behandlung glich an-
ndhernd den im Cytosol nachgewiesenen Effekten; vergleiche hierzu Abbildung [3.39
Es konnte ein Anstieg der Aktivitadt der mikrosomalen DHAR im Spross nachgewiesen
werden, wobei einmal mehr der starkste Effekt von C6-HSL (+150 %) ausging, welches
hiermit den Umsatz rund doppelt so stark anregte wie C8-HSL und C10-HSL. In den
mikrosomalen Wurzelextrakten der Gerste ergab sich hingegen eine eher gleichmaBige

Reduktion der DHAR-Aktivitat auf 79 % bis 70 % des Kontrollwertes.
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Aktivitit (pkat mg™?)

Aktivitit (ukat mg™)

mMDHAR Spross CImMDHAR Wurzel —&- Protein Spross —e— Protein Wurzel

0,30 0,80
b + 0,70
0,25 + /T
- 0,60
0,20 +
- 0,50
0115 T 1 T 0,40
I [ - 0,30
0,10 + l
l + 0,20
0,05 +
+ 0,10
0,00 : : 0,00
Kontrolle 10 C6-HSL 10 C8-HSL 10 C10-HSL
Abbildung 3.38: Spezifische mikrosomale MDHAR-AKktivitat in Gerste.
mDHAR Spross 1 mDHAR Wurzel —&- Protein Spross —e— Protein Wurzel
5,00 0,70
4,50 + %L T - 0,60
400 1 I 10,50
3,50 i/r
- - + 0,40
3,00 + L
+ 0,30
2,50 +
I + 0,20
2,00 +
+ 0,10
1,50 +
1,00 + -+ 0,00
0,50 + - -0,10
0,00 : : -0,20
Kontrolle 10 C6-HSL 10 C8-HSL 10 C10-HSL

Abbildung 3.39: Spezifische mikrosomale DHAR-AKktivitat in Gerste.
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3.3.2.11 Mikrosomale GR der Gerste

Das Muster der mikrosomalen GR (EC 1.6.4.2) unter AHL-Einfluss ist in Abbildung
dargestellt. Ubereinstimmend mit MDHAR und DHAR konnte bei der GR in den Wurzel-
mikrosomen ein Ruckgang der Aktivitdt gemessen werden, welcher sich auf 54 % bis 33
% der Kontrolle belief. Im Spross lagen alle Werte im Schwankungsbereich der Kontroll-
messung, ein Trend zur Abnahme der GR-Aktivitat auf im Mittel etwa 80 % konnte jedoch

festgestellt werden.

CImGR:NADPH Spross 1 mGR:NADPH Wurzel —&- Protein Spross —e— Protein Wurzel

0,60 0,70
oso | - I + 0,60
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SR [ 2
2 0,30+ 5
= - T + 0,30 S
S I ' S
3 j I [ E I £
0,20 + ne 2
- ;;l;; N L I T 020 g
RN R l o
010 | - +0,10
0,00 R } S } s } R 0,00

Kontrolle 10 C6-HSL 10 C8-HSL 10 C10-HSL

Abbildung 3.40: Spezifische mikrosomale GR-Aktivitat in Gerste.
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3.3.3 Cytosolische Enzyme der Yambohne

3.3.3.1 ¢cGST : CDNB in Yambohne

Das gelaufigste Substrat zur Bestimmung der GST-Aktivitat, CDNB, wies auch bei der
Yambohne die héchsten spezifischen Umsatzwerte aller getesteten Substrate auf, auch
wenn diese insgesamt um rund die Halfte niedriger lagen als beim cytosolischen Extrakt
der Gerste. Im Gegensatz zur monokotyledonen Gerste zeigte sich die Yambohnen-GST
deutlich weniger von AHL beeinflusst, wie in Abbildung dargestellt. In der Wurzel
zeigte sich keinerlei Einfluss einer AHL-Behandlung auf die cGST:CDNB-Aktivitat der
Yambohne. Ahnlich verhielt sich dies im Spross, wo lediglich C10-HSL einen Anstieg
der Aktivitdt um +32 % ausldésen konnte. Insgesamt kann der Effekt von AHL auf die

cGST:CNDB-AKktivitat in Yambohne als gering charakterisiert werden.

CGST:CDNB Spross 1 cGST:CDNB Wurzel —&- Protein Spross —e— Protein Wurzel

2,50 1,60
*‘T\E,M‘J\a I
2,00 | I J i -
~ l + 1,20 ‘:'_'
g ,..E
= 1,50 T 100 g
©
> N
S O 1080 =
= B * S
- 4
'é 1,00 1 0,60 g:
[J]
) 2
RICER T 0’40 o
0,50 +
- 0,20
0,00 R } Rt } S } G 0,00
Kontrolle 10 C6-HSL 10 C8-HSL 10 C10-HSL

Abbildung 3.41: Spezifische cGST:CDNB-Aktivitat in Yambohne.

3.3.3.2 ¢cGST : NBC der Yambohne

Wie bei CDNB zeigte sich die cGST:NBC-Aktivitat (Abbildung der Yambohne we-
niger durch AHL beeinflusst als die der Gerste. C6-HSL I8ste die deutlichste Anderung
im Vergleich zur Kontrolle aus, da die Aktivitat im Spross um +26 % und um +37 % in
der Wurzel anstieg. Ansonsten war auch hier der Einfluss der AHL-Behandlungen, insbe-

sondere bei C8-HSL, geringer als bei der Gerste. Die Ergebnisse fur cGST:NBC gleichen
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denen fir cGST:CDNB, so dass angenommen werden kann, dass gleiche Isoenzyme
involviert sein kdnnten. Obwohl die Umsatzraten fir NBC im cytosolischen Extrakt der
Yambohne die zweithéchsten nach CDNB darstellten, konnte dennoch keine GST-Aktivitat

gegeniber dem zu NBC strukturell sehr &hnlichen Substrat NBOC festgestellt werden.

CGST:NBC Spross [ cGST:NBC Wurzel —&- Protein Spross —e— Protein Wurzel

0,50 1,60
0,45 + + 1,40
040 | é\{ﬂ%/d%\a _
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“ 035+
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~ 030+ T J + 1,00 g,
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2 025+ 1 i 108 =
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L] 1 [}
:E 0,20 { 1 0,60 ga
< o015 2
+ 0,40 a
0,10 +
0,05 + + 0,20
0,00 ] } o } } R 0,00
Kontrolle 10 C6-HSL 10 C8-HSL 10 C10-HSL

Abbildung 3.42: Spezifische cGST:NBC-Aktivitat in Yambohne.

3.3.3.3 cGST : NBOC der Yambohne

Im cytosolischen Extrakt von Yambohne konnte keine cGST-Aktivitat fir das Substrat

NBOC nachgewiesen werden.

3.3.3.4 cGST : DCNB der Yambohne

Die Aktivitaten der cGST von Yambohne zum Substrat DCNB lagen in einem niedrigen
Bereich und waren verhaltnismafiig hohen Schwankungen unterworfen, wie in Abbildung
[3.43] ersichtlich ist. Die leichten Steigerungen der Aktivitat in der Wurzel lagen im Bereich
der Schwankungsbreite der Kontrollmessung. Ahnlich verhlt es sich im Spross, wo der
Rickgang der cGST:DCNB-AKktivitat unter dem Einfluss von C10-HSL auffallig schien.
Allerdings sollte bei DCNB davon ausgegangen werden, dass dieses Substrat so wie

CDNB und NBC keinem ausgepréagten Einfluss durch AHL unterliegt.
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Aktivitit (pkat mg™?)

Aktivitit (pkat mg™?)

CGST:DCNB Spross [ cGST:DCNB Wurzel —&- Protein Spross —e— Protein Wurzel

0,12 1,60

+ 1,40
0,10

+1,20
0,08 +

+ 1,00
0,06 [ oo

+ 0,60
0,04

+ 0,40
0,02

+0,20
0,00 0,00

Kontrolle 10 C6-HSL 10 C8-HSL 10 C10-HSL

Abbildung 3.43: Spezifische cGST:DCNB-Aktivitat in Yambohne.

3 cGST:Fluorodifen Spross [ cGST:Fluorodifen Wurzel —=-Protein Spross —e— Protein Wurzel
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Abbildung 3.44: Spezifische cGST:Fluorodifen-Aktivitét in Yambohne.
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3.3.3.5 cGST : Fluorodifen der Yambohne

Fluorodifen stellte sich bei Yambohne als das Substrat mit den deutlichsten Einwirkungen
einer AHL-Behandlung auf die cGST-Aktivitat heraus (Abbildung [3.44). Im Gegensatz
zur Wurzel, in deren Extrakten keine erheblichen Veranderungen der Aktivitat beobachtet
wurden, kam es im Spross zu betréchtlichen Aktivitatssteigerungen unter AHL-Einfluss.
C6-HSL zeigte sich hier als das am schwéachsten wirksame AHL mit einer Erhéhung der
cGST:Fluorodifen-Aktivitat um +150 %. C8-HSL und C10-HSL hingegen fihrten zu einer
Steigerung der Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle um rund 210 %. Es ist daher anzuneh-
men, dass wie bei der Gerste durch AHL spezielle GST-Isoenzyme flr die Konjugation

des Substrats Fluorodifen induziert werden.

3.3.3.6 SOD der Yambohne im Cytosol

Bei der SOD, einem Schliisselenzym des antioxidativen Stoffwechsels, wurde in der Yam-
bohne keine signifikante Beeinflussung der Aktivitat durch AHL festgestellt (Abbildung
[3.45), was ganz im Gegensatz zur cytosolischen SOD der Gerste steht, bei der ein star-
ker Rickgang der Aktivitat in der Wurzel festgestellt wurde. Das Enzym im Cytosol der
Yambohne zeigte allerdings in allen Pflanzenteilen und unabh&ngig von der Art des AHL

keine mafBgeblichen Anderungen gegeniiber der Kontrolle.

¢cSOD Spross [1¢SOD Wurzel —&- Protein Spross —e— Protein Wurzel
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Abbildung 3.45: Spezifische cytosolische SOD-Aktivitat in Yambohne.
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3.3.3.7 POX der Yambohne im Cytosol

Ahnlich zur SOD konnten im cytosolischen Sprossextrakt der Yambohne keine Einwir-
kungen einer AHL-Behandlung auf POX festgestellt werden. Die Aktivitdten bewegten
sich stets auf dem Niveau der Kontrolle. Im Wurzelextrakt kam es lediglich bei C8-HSL zu
einer Reduktion der POX-Aktivitat. Die Wirkung von AHL auf POX im Cytosol der Yam-
bohne ist daher als gering einzustufen, siehe Abbildung[3.46]

3.3.3.8 GPOX der Yambohne im Cytosol

Die Untersuchung der Aktivitat von Glutathionperoxidase (Abbildung lieferte ein in-
teressantes Muster. Wahrend keine Anderungen in der Enzymaktivitat nach der Behand-
lung mit C8-HSL und C10-HSL eintraten, sank diese unter dem Einfluss von C6-HSL, und
zwar auf je ungeféhr 70 % der Kontrolle im Spross und in der Wurzel. Dieser auffallige

Effekt kann dabei nicht auf die Proteinkonzentration zurlickgefihrt werden.

3.3.3.9 APOX der Yambohne im Cytosol

Bei der cytosolischen APOX der Yambohne kam es in beiden Pflanzenteilen zu einer
gleichmaBigen Steigerung der Aktivitdt durch AHL (Abbildung [3.48). Im Spross konn-
te die Umsatzrate durch die drei AHLs im Vergleich zur Kontrolle um +30 % gesteigert
werden. In der Wurzel erfolgte eine etwa 20-prozentige Zunahme der Aktivitat nach der
Behandlung mit C6-HSL und C8-HSL, bei C10-HSL konnte sogar eine Steigerung um

+45 % gemessen werden.

3.3.3.10 MDHAR der Yambohne im Cytosol

Die Behandlung mit den AHLs bewirkte im Spross der Yambohne eine einheitliche Aktivi-
tatssteigerung des Enzyms MDHAR um rund +60 %, die sich deutlich von der Kontrolle
unterschied. Weniger klar war der Effekt der Signalstoffe auf die Wurzeln der Yambohne,
wo eine leichte Erhéhung der Aktivitat bei C8-HSL und C10-HSL auftrat, die im Bereich
der Abweichung der Kontrollmessung angesiedelt war, sowie keine Veranderung bei C6-
HSL. Siehe hierzu Abbildung [3.49]
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Aktivitat (pkat mg'1)

Aktivitat (pkat mg'l)

POX Spross 1 POX Wurzel —=— Protein Spross —e— Protein Wurzel

2,80 1,80
240 1 { : + 1,60
=== I b i B S S
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1,60 T + 1,00
1,20 | . . 1080
- 0,60
0,80 +
+ 0,40
0,40 + 1 0,20
0,00 = === 1 = 1 == 0,00
Kontrolle 10 C6-HSL 10 C8-HSL 10 C10-HSL
Abbildung 3.46: Spezifische cytosolische POX-Aktivitat in Yambohne.
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Abbildung 3.47: Spezifische cytosolische GPOX-Aktivitat in Yambohne.
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Aktivitat (pkat mg'l)

Aktivitit (ukat mg™)

1 cAPOX Spross [ cAPOX Wurzel —&-Protein Spross —e— Protein Wurzel

4,50 1,60
w001 — 3 [ e
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0,00 1 — 1 0,20
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Abbildung 3.48: Spezifische cytosolische APOX-Aktivitat in Yambohne.
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0,60 1,60
L — S 1,40
0,50 +
[ + 1,20
0,40 + I
T T + 1,00
L Il
0,30 + [ . _ + 0,80
-+ 0,60
0,20 +
-+ 0,40
0,10 +
+ 0,20
0,00 1 1 0,00
Kontrolle 10 C6-HSL 10 C8-HSL 10 C10-HSL

Abbildung 3.49: Spezifische cytosolische MDHAR-Aktivitat in Yambohne.
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3.3.3.11 DHAR der Yambohne im Cytosol

Beim Enzym DHAR konnte kein pragnanter Einfluss der AHL-Behandlung festgestellt
werden (Abbildung [3.50). Im Spross waren die nach AHL-Behandlung gemessenen Akti-
vitaten im Bereich der Kontrolle angesiedelt. In der Wurzel konnte eine tendenzielle Stei-
gerung der DHAR-AKktivitat gemessen werden, welche +13 % bei C6-HSL und +25 % bei
C8-HSL betrug, wahrend der Wert bei C10-HSL im Bereich der Kontrolle lag.

3.3.3.12 GR der Yambohne im Cytosol

Das Muster, das sich nach der AHL-Behandlung von Yambohne im cytosolischen Extrakt
bei der GR ergab, glich dem, welches bei der MDHAR festgestellt wurde. Neben einem
leichten Anstieg der GR-Aktivitat im Spross blieben die Umsatzraten in der Wurzel unver-
andert. Im Spross hingegen wurde die GR-Aktivitat nach AHL-Behandlung zwischen +10
% bei C6-HSL und C8-HSL bis zu maximal +20 % (C10-HSL) erhéht. Vergleiche hierzu

Abbildung
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Aktivitit (pkat mg™?)

Aktivitat (pkat mg™)

cDHAR Spross [ cDHAR Wurzel -8-Protein Spross —e— Protein Wurzel
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Abbildung 3.50: Spezifische cytosolische DHAR-AKktivitat in Yambohne.
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Abbildung 3.51: Spezifische cytosolische GR-Aktivitat in Yambohne.
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3.3.4 Mikrosomale Enzyme der Yambohne
3.3.4.1 mGST : CDNB in Yambohne

Obwohl im cytosolischen Extrakt der Yambohne keine spezifische Auswirkung auf die
cGST:CDNB festgestellt werden konnte, zeigte sich die GST-Fraktion der Mikrosomen
deutlich von AHL beeinflusst (Abbildung [3.52). Besonders klar war der Effekt auf die
mGST:CDNB-Aktivitat in den Sprossen erkennbar. Hier fihrte die AHL-Exposition zu ei-
nem generellen Rickgang der Umsatzrate auf circa 75 % des Kontrollwertes bei C6-HSL
und C10-HSL. Die im Schnitt starkste Wirkung war hier mit nur 62 % im Vergleich zur Kon-
trolle bei C8-HSL zu verzeichnen. In der Wurzel hingegen konnte durch die bakteriellen
Signalstoffe die mGST:CDNB-Aktivitat gesteigert werden. Neben gemaBigten Erhéhun-
gen auf 119 % bei C6-HSL und 110 % bei C10-HSL fiel hier wie beim Spross die Wirkung
des C8-HSL besonders auf, welche zu einer Aktivitatssteigerung auf 162 % der Kontroll-

messung gefuhrt hatte.

mGST:CDNB Spross 1 mGST:CDNB Wurzel —&- Protein Spross —e— Protein Wurzel

0,45 0,35
0,40 + I
T +0,30
03+ /—7"§ o
o 1t : - 1025 ¢
o 0,30 + R T -
£ T I I o
8 025 [ I [ tox &
3 J_ l i :}J.f:}: %
® 0201 Lo || BO S fo1s @
£ o015 3
’ T []
< 1010 8
0,10 | *
o0s | 10,05
0,00 o } S ; RN } S 0,00
Kontrolle 10 C6-HSL 10 C8-HSL 10 C10-HSL

Abbildung 3.52: Spezifische mGST:CDNB-Aktivitat in Yambohne.

3.3.4.2 mGST : NBC in Yambohne

Das Muster der AHL-Effekte auf die mGST:NBC-Aktivitat der Yambohne, dargestellt in
Abbildung [3.53| zeigt groBe Ahnlichkeit zum vorher besprochenen Substrat CDNB. Auch
bei NBC fihrte die Behandlung mit AHL im Spross zu einer auffalligen Reduktion der
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mGST-Aktivitat auf 73 % bis etwa 60 % des Kontrollwertes, wobei der schwéchste Ein-
fluss von C10-HSL ausging, wie es auch in der Wurzel dargelegt werden konnte, wo sich
die Behandlung mit C10-HSL nicht von der Kontrolle unterschied. Neben dem Anstieg der
Aktivitat in der Wurzel unter C6-HSL (+ 25 %) konnte wie schon bei CDNB der stérkste
Effekt (+ 44 %) auf den mGST:NBC-Umsatz bei C8-HSL-behandelten Yambohnen nach-
gewiesen werden. Aufgrund der Ahnlichkeit im Muster der relativen Effekte im Vergleich
zur Kontrolle kann vermutet werden, dass CDNB und NBC in der mikrosomalen Fraktion
der Yambohne von den gleichen mGSTs umgesetzt werden. Die Anzeichen hierfir sind
noch besser ausgepragt als in der cytosolischen Fraktion, bei der eine ahnliche Korrelati-

on beobachtet werden konnte.
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Abbildung 3.53: Spezifische mGST:NBC-Aktivitat in Yambohne.

3.3.4.3 mGST : NBOC in Yambohne

NBOC reprasentiert ein sehr interessantes Substrat fir die Untersuchung der GST-
Aktivitat in Mikrosomen der Yambohne. Nicht nur kann in den Mikrosomen der Umsatz
nachgewiesen werden, wo im cytosolischen Extrakt keine Aktivitat gefunden wurde, viel-
mehr lieferte NBOC im Schnitt auBerdem die héchste GST-Aktivitat aller Substrate in der
mikrosomalen Fraktion von Pachyrhizus, was das Vorhandensein einer speziellen mGST

nahelegt. Auch in der Gerste war NBOC neben NBC das am schnellsten umgesetzte Sub-
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strat mikrosomaler GSTs. Die Wirkungen von AHL auf die mGST:NBOC-Aktivitat wiesen
eine vergleichbare Tendenz wie bei den Substraten CDNB und NBC auf. Die Auspra-
gung war bei NBOC jedoch weniger deutlich als bei den anderen beiden Substraten. Der
Trend zur Abnahme der Aktivitat im Spross und zur Steigerung in der Wurzel kann aus
Abbildung abgelesen werden, dieser ist jedoch mit teils erheblichen Schwankungen
behaftet. Die deutlichsten Effekte traten im Spross bei C6-HSL (72 % der Kontrolle) und
in der Wurzel bei C10-HSL (127 % der Kontrolle) auf.
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Abbildung 3.54: Spezifische mGST:NBOC-Aktivitat in Yambohne.

3.3.4.4 mGST : DCNB in Yambohne

In der mikrosomalen Fraktion von Yambohne konnte wie bei Gerste keine mGST-Aktivitat

flr das Substrat DCNB nachgewiesen werden.

3.3.4.5 mGST : Fluorodifen in Yambohne

Der Vergleich von cytosolischer und mikrosomaler GST-Aktivitat gegeniber Fluorodifen
zeigt ahnlich wie bei den vorangegangenen Substraten interessante Diskrepanzen zwi-
schen diesen beiden zelluldaren Komponenten in der Yambohne. Wéhrend im cytosoli-
schen Extrakt die Konjugation von CDNB und NBC kaum, die von Fluorodifen aber er-

heblich durch AHL-Behandlung beeinflusst war, verhélt es sich in den Yambohnenmi-

142



3 Ergebnisse

krosomen genau gegensétzlich. Den signifikanten Aktivitatssteigerungen bei Fluorodifen
im Spross beim Cytosol steht eine anndhernde Wirkungslosigkeit der AHL-Gabe in den
Mikrosomen gegeniber. Kein AHL konnte in einem Pflanzenteil die mGST:Fluorodifen-

Aktivitat in deutlicher Weise beeinflussen.
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Abbildung 3.55: Spezifische mGST:Fluorodifen-Aktivitat in Yambohne.

3.3.4.6 Mikrosomale SOD der Yambohne

SOD der Mikrosomen konnte aus materialtechnischen Griinden (Verfligbarkeit der Kata-

lase) nicht bestimmt werden.

3.3.4.7 Katalase der Yambohne

Die Bestimmung der Aktivitat von Katalase der Yambohne ergab in diesen Experimenten
enorme Umsatzraten bis in den Bereich von mehr als 20 mkat mg™ Protein in der Wurzel,
wobei die Katalase der Gerste nur etwa die Halfte dieses Wertes erreichte, was jedoch
immer noch eine beachtliche Aktivitat darstellt. Das mikrosomale Enzym der Yambohne
zeigte sich in den Wurzelextrakten durch AHL beeinflusst (Abbildung [3.56). Unter Zusatz
aller drei bakteriellen Signalstoffe kam es zu einer Reduktion der Aktivitat in der Wurzel
auf 89 % bis 63 % im Vergleich zur Kontrolle. Der starkste Effekt ging hierbei von C10-HSL

aus, und im Spross war dies genauso der Fall, wo 121 % des Kontrollwertes gemessen

143



3 Ergebnisse

wurden. C6-HSL und C8-HSL konnten jedoch keine Effekte auf die Katalase im Spross

bewirken, denn die Aktivitdten schwankten um die Kontrolle.
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Abbildung 3.56: Spezifische Katalase-Aktivitat der Yambohne.

3.3.4.8 Mikrosomale APOX der Yambohne

Bei der Messung der APOX-Aktivitat in den Mikrosomen der Yambohne trat der identische
Effekt wie bei den Mikrosomen der Gerste auf, so dass auch bei der Yambohne keine
Angaben zur Aktivitat dieses Enzymes gegeben werden kdnnen. Vergleiche hierzu den
Abschnitt bei Gerste ab Seite 127!

3.3.4.9 Mikrosomale MDHAR der Yambohne

MDHAR, das Enzym zur Regeneration von Ascorbat aus Monodehydroascorbatradikalen,
wurde durch die Applikation der drei AHLs insbesondere in den Mikrosomen der Wurzel
beeinflusst (Abbildung In diesem Pflanzenteil wurde ein recht einheitlicher Ruick-
gang der Aktivitat auf 45 bis 61 % der Kontrolle verzeichnet. In den Sprossextrakten war
der Effekt hingegen weniger eindeutig. Trotz des niedrigeren Wertes bei C8-HSL sollte
aufgrund der relativ hohen Standardabweichung der Messergebnisse davon ausgegan-

gen werden, dass es im Spross keinen signifikanten Effekt gab.

144



3 Ergebnisse
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Abbildung 3.57: Spezifische mikrosomale MDHAR-Aktivitat in Yambohne.

3.3.4.10 Mikrosomale DHAR der Yambohne

Die mikrosomale DHAR der Yambohne zeigte zwar insgesamt hohe Aktivitaten, jedoch
keine Beeinflussung durch AHL, wie die anderen Enzyme Katalase und MDHAR wirden
vermuten lassen. Die Einwirkung von AHL fuhrte im Schnitt zu keiner Beeintrachtigung
der DHAR (Abbildung[3.58). In Spross wie Wurzel konnte kein Effekt der drei eingesetzten
AHLs auf dieses Enzym festgestellt werden. Der leichte Rickgang in der mit C6-HSL
behandelten Sprossprobe féllt in den Schwankungsbereich der anderen Messungen im

Spross.

3.3.4.11 Mikrosomale GR der Yambohne

Die GR in den Yambohnenmikrosomen wies eine deutliche reduktive Beeinflussung durch
AHL auf, da es in beiden Pflanzenteilen zu einem Rickgang der Aktivitdt kam (siehe
Abbildung [3.59). Der stérkste Einfluss ging hierbei, wie schon bei Katalase, von C10-HSL
aus, wo in der Wurzel 55 % und im Spross 39 % der Kontrollaktivitat festgestellt wurden,
doch auch C6-HSL und C8-HSL fiihrten zu einem Riickgang der GR-Raten auf 69 % und
75 % in der Wurzel bzw. 65 % und 77 % im Sprossextrakt.
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Aktivitat (pkat mg'l)
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Abbildung 3.58: Spezifische mikrosomale DHAR-Aktivitat in Yambohne.
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Abbildung 3.59: Spezifische mikrosomale GR-Aktivitat in Yambohne.
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3.4 Thiolgehalte unter AHL-Einfluss

Glutathion gilt als die bedeutendste Form eines freien Thiols in den meisten héhe-
ren Pflanzenarten, wobei einige Leguminosen Homoglutathion (y-Glutamylcysteinyl-{3-
Alanin) anstelle von Glutathion enthalten (Lamoureux und Rusness, 1989). Neben die-
sen beiden reduzierten Formen des Glutathions wurden in diesen Experimenten auch
die Gehalte an GSSG, der oxidierten Form, sowie des Grundbausteins Cystein unter-
sucht, wobei der Peak des y-Glutamylcysteins in beiden Pflanzenspezies Koelution an-
derer Peaks unterworfen war. Pro Behandlung wurden jeweils drei Proben aus unabhan-
gigen Pflanzenaufzuchten getestet, was neben der sehr geringen methodischen Stan-
dardabweichung die hohe biologische Schwankungsbreite der Messwerte bedingte.

Die GSH-Gehalte im Spross der axenischen Gersten waren im Bereich zwischen 600
und 700 nmol g' FG angesiedelt. Als Ausnahme hiervon betrug der Wert nach Behand-
lung mit C6-HSL fast 900 nmol g™' FG. Auch in der Wurzel wurde der héchste Gehalt an
GSH bei C6-HSL gemessen, wobei die GSH-Gehalte unter den beiden anderen AHLs
niedriger als bei der Kontrolle, bei C6-HSL jedoch héher waren. Die Untersuchung des
GSSG ergab in der Wurzel und besonders im Spross hohe Gehalte. Die Konzentration an
GSSG war in diesem Experiment insgesamt mit rund 70-130 nmol g”' FG bei Gerste und
rund 60-100 nmol g FG bei Yambohne vergleichsweise hoch, was héchstwahrscheinlich
durch den Stress der Oberflachensterilisierung und des unnatlrlichen axenischen Auf-
wuchses bedingt war. Im Spross konnte gezeigt werden, dass bei C6-HSL der héchste
GSSG-Messwert vorlag. In der Wurzel zeigte sich eine Tendenz zu sinkenden GSSG-
Gehalten nach AHL-Behandlung. Auch beim Cystein wurde die héchste Konzentration in
den mit C6-HSL behandelten Pflanzenproben detektiert werden, und das Verhéaltnis von
Gesamtglutathion zu GSSG in der Wurzel war nach Behandlung mit C6-HSL erhdht, so
dass gefolgert werden kann, dass C6-HSL den starksten Einfluss auf die Thiolgehalte in
der Gerste ausulbte.

In der Yambohne lag GSH nur etwa halb so konzentriert vor wie in der Gerste. Im
Ausgleich verflgte die Leguminose jedoch Uber das Homoglutathion (HGSH), welches
in den Kontrollen in ann&hernd gleicher Konzentration wie das GSH vorlag. Das Cystein
wurde mit circa 30 nmol g' FG im Spross detektiert und nur bei C10-HSL war der Wert
leicht reduziert. Die Gehalte an GSH waren im Spross auf3er bei C8-HSL niedriger als

die der Kontrolle, am niedrigsten bei C6-HSL. In der Wurzel befanden sich alle Werte der
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Tabelle 3.11: Gehalte an Thiolen in Gerste in nmol g™' FG in den Kontrollen und nach Behandlung mit 10
uM AHL. Die Ratio gibt das Verhaltnis von Gesamtglutathion (GSH+GSSG) zu GSSG wieder; n.d.=nicht

detektierbar.

CYS GSH GSSG | Ratio
Kontrolle Spross | 59 + 35 | 685+ 163 | 126 + 28 | 6,4
C6-HSL Spross | 93 +54 | 887 +59 | 187 £69 | 5,7
C8-HSL Spross | 45+28 | 695 + 134 | 126 + 8 6,5
C10-HSL Spross | 25 +13 | 595+ 135 | 129 + 18 | 5,6
Kontrolle Wurzel n.d. 565 + 207 | 97 + 40 6,8
C6-HSL Wurzel n.d. 595+ 98 | 74 +45 9,0
C8-HSL Wurzel n.d. 513+ 182 | 80 + 52 7,4
C10-HSL Wurzel n.d. 460 +160 | 75+ 25 7,1

GSH-Gehalte in einem engen Bereich mit einem Trend zu héheren Gehalten nach AHL-
Behandlung. Deutlicher erkennbar war dieser Effekt beim HGSH, da im Vergleich zur
Kontrolle alle AHL-Behandlungen zu einer Erh6hung der HGSH-Gehalte geflihrt hatten.
Wie bei Gerste lagen auch bei der Yambohne relativ hohe Gehalte an GSSG vor, die aber
wie bereits erwahnt auf die axenische Prozedur zurlickzufiihren waren. Das Verhaltnis
des Gesamtglutathions zum GSSG schien in den Sprossen durch die AHL-Behandlungen

anzusteigen, wahrend in der Wurzel ein tendenzieller Rickgang zu beobachten war.

Tabelle 3.12: Gehalte an Thiolen in Yambohne in nmol g' FG in den Kontrollen und nach Behandlung mit
10 uM AHL. Die Ratio gibt das Verhaltnis von Gesamtglutathion (GSH+HGSH+GSSG) zu GSSG wieder;
n.d.=nicht detektierbar.

CYS GSH HGSH GSSG | Ratio
Kontrolle Spross | 34 +6 | 329 +64 | 386 + 135 | 98 + 21 8,3
C6-HSL Spross 32+5 | 224 +84 | 401 +162 | 57+30 | 12,0
C8-HSL Spross | 36 23 | 355 + 102 | 522 + 167 | 91 +24 | 10,6
C10-HSL Spross | 21 +6 | 249+ 112 | 518 +231 | 67 +29 | 124
Kontrolle Wurzel n.d. 315+ 96 | 510+ 295 | 64 +42 | 13,9
C6-HSL Wurzel n.d. 344 + 114 | 613+ 355 | 74 + 41 13,9
C8-HSL Wurzel n.d. 337 +28 | 615+256 | 106 =66 | 10,0
C10-HSL Wurzel n.d. 356 +11 | 663 +386 | 100 =51 | 11,2
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3.5 2D-Gelelektrophorese

Separation von Proteinen aus den cytosolischen Extrakten nach Aufarbeitung erfolgte
mittels des IPGphor-Systems und der zugehérigen Komponenten von GE Healthcare
(Freiburg, ehemals Amersham Biosciences). Bei dieser Methode werden Proteine im ers-
ten Schritt oder der ,ersten Dimension® mittels eines fixierten pH-Gradienten und schwa-
chem Strom gemaB ihres isoelektrischen Punktes fokussiert. Die so separierten Protei-
ne kénnen danach in der sogenannten ,zweiten Dimension“ auf einem Polyacrylamidgel
nach kDa aufgetrennt werden. Der grof3e Vorteil dieses Verfahrens im Vergleich zur 1D-
Elektrophorese liegt darin, dass auch Proteine mit ahnlicher Masse oder identischen iso-
elektrischen Punkten aufgetrennt und in Form sogenannter ,Spots*® sichtbar gemacht wer-
den. Diese Rohdaten wurden durch die Software ,ProteomWeaver” (BioRad) analysiert,
indem mehrere Gele vom Extrakt aus einer Behandlung angefertigt und anschlieBend
diese innerhalb von Gruppen miteinander abgeglichen wurden, um so die Variabilitat der
Gele untereinander zu bericksichtigen.

Bei Gerste wurden die Kontrollpflanzen mit den C6-, C8- und C10-HSL (je 10 uM)
behandelten Pflanzen innerhalb von Gelgruppen verglichen. Hierzu wurden die aus den
Einzelgelen errechneten ,Average Gels“ bzw. Durchschnittsgele herangezogen.

In den Abbildungen[3.60]bis[3.62|sind die AHL-Behandlungen im Vergleich zur Kontrolle
bei den Gersten dargestellt, welche stets auf der linken Halfte platziert ist. Aus den neben-
stehenden Abbildungen sind die Veranderungen des cytosolischen Sprossproteinextrakts
ersichtlich. Die hierbei verwendeten gelben, blauen und roten Markierungen kennzeich-
nen die sogenannten ,matches®, bei denen ein bestimmter Spot einem korrespondieren
Spot aus dem Durchschnittsgel der Kontrolle zugeordnet und mit dessen relativer Intensi-
tat abgeglichen werden konnte. Die rot umrandeten Spots indizieren, dass dieses Protein
im Vergleich zur Kontrolle eine dreifach héhere relative Intensitat aufweist, wahrend die
blaue Umrandung eine dreifache Reduktion kennzeichnet. Bei den gelb markierten Spots
lagen die Intensitaten im Bereich der Kontrolle. Der relative Intensitatsfaktor errechne-
te sich dabei mittels der durchschnittlichen Intensitat eines Spots im ,average gel“ einer
Gelgruppe. Die Intensitat dieses Spots der auf der X-Achse aufgetragenen Gelgruppe
(der AHL-Behandlung) wurde hierbei durch jene des korrespondierenden Spots der Kon-
trollgruppe, aufgetragen auf der Y-Achse, geteilt. Wies der relative Intensitatsfaktor einen

Wert auf, der im Vergleich zur Kontrollgruppe mindestens um Faktor 3 erhéht oder ernied-
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rigt war, so wurde dies als signifikante Anderung gewertet. Neben den ,matches* finden
sich in den Gelen der AHL-Behandlungen auch griin umrandete Spots, welche zwar in
das Durchschnittsgel aufgenommen worden waren, denen die Software ,ProteomWea-
ver” jedoch kein Pendant in der Kontrolle zuordnen konnte.

Anhand der Auswertung der Regulation einzelner Proteinspots wird der Einfluss von
AHL auf die Gerste auch auf der Proteinebene deutlich. Die unter den Durchschnittsge-
len gezeigten ,Scatter Plots“ visualisieren die relative Regulation in Bezug auf die Kon-
trolle. Punkte im Bereich der gestrichelten Mittellinie deuten an, dass die Spots in beiden
Gelgruppen ahnliche relative Intensitéaten aufzeigten. Erst Unterschiede ab Faktor 3, wie
oben bereits erwahnt, wurden als signifikant gewertet. Spots oberhalb der ,,1/3“-Linie wa-
ren daher gegentber der Kontrolle in ihrer Intensitat dreifach reduziert, solche unter der
Linie ,3" dreifach induziert. In den Durchschnittsgelen der Gerste konnte gezeigt werden,
dass in den Extrakten der Gersten, die mit AHL behandelt worden waren, Proteine im
Vergleich zur Kontrolle unterschiedlich reguliert worden waren. Insgesamt wurden in den
Behandlungen 20 (C6-HSL), 25 (C8-HSL) und 21 Spots (C10-HSL) als induziert bewertet,
wahrend 28 (C6-HSL), 37 (C8-HSL) und 38 Spots (C10-HSL) im Vergleich zur Kontrolle
schwacher exprimiert waren.

Dies kann die bei den Enzymtests beobachteten Effekte auf die GSTs im Spross al-
lerdings nicht erklaren, denn gerade im Bereich der GSTs zwischen den Markern 20
kDa und 30 kDa war nur eine geringe Zahl von Spots differentiell reguliert. Dies wider-
spricht vor allem den unter dem Einfluss von C6-HSL gemessenen Aktivitatssteigerun-
gen der GSTs im Spross. Zu erklaren ist dies mit dem Erscheinen von Spots, welche in
der Kontrolle nicht aufzufinden waren. In dem Durchschnittsgel von C6-HSL zeigte sich
die Expression neuer Spots im Bereich der GSTs (circa 20-30 kDa, pl 4,5-5,4. Siehe
Anhang, Abbildung besonders deutlich. Dies deutet darauf hin, dass hier spezielle
GST-Isoenzyme induziert worden sein kénnten, was sich auch mit den Ergebnissen der
Enzymtests deckt, wo ein expliziter Anstieg im Umsatz der selteneren Substrate DCNB
und Fluorodifen festgestellt wurde. Fehlende ,matches“ zur Kontrolle bedeuten jedoch
nicht zwingend, dass das entsprechende Protein in der Kontrolle nicht vorhanden war,
denn die hier streng gesetzten Kriterien flr Spotradius und -intensitat sowie die Limitie-
rung, dass ein Spot nur dann in ein Durchschnittsgel Gbernommen wurde, wenn er in

mehr als 60 % der Gele vorlag, konnten die Nichtbeachtung eines Spots verursachen.
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Die deutlich erhéhte Zahl an Spots, vor allem in den Gelen von C6- und C10-HSL, I&sst
jedoch durchaus die Schlussfolgerung zu, dass im Bereich der GSTs neue Proteine in-
duziert wurden.

Wie schon bei Gerste, so zeigte sich die Mehrzahl der dominierenden Spots im GST-
Bereich auch bei der Yambohne (ab Abbildung nicht unterschiedlich zur Kontrolle
reguliert. Insgesamt konnte jedoch nachgewiesen werden, dass mehr Proteine durch eine
AHL-Behandlung verandert worden waren als bei der Monokotyledonen. Im Rohextrakt
der Yambohne konnten aus zeitlichen Grinden jedoch nur die Behandlungen C8-HSL
und C10-HSL mit der Kontrolle verglichen werden. 29 (C8-HSL) und 53 Spots (C10-HSL)
wurden als induziert und 44 (C8-HSL) bzw. 24 Spots (C10-HSL) im Vergleich zur Kontrol-
le als schwacher exprimiert bewertet. Damit sind unterschiedliche Reaktionen auf AHLs
mit verschiedenen Kettenlangen bei der Yambohne klar nachweisbar. Die Gerste zeig-
te bei allen AHLs eine sehr &hnliche Tendenz bei der Proteinregulation, da stets eine
héhere Zahl an Spots in ihrer Intensitat reduziert als induziert war. Im Gegensatz dazu
reagierte die Leguminose sehr unterschiedlich auf C8-HSL und C10-HSL, da bei letz-
terem eine vergleichsweise hohe Zahl an Spots intensiver als in der Kontrolle war. Da
bei Yambohne keine Affinitditschromatographie durchgeflihrt werden konnte, wurde der pl
der Yambohnen-GST auf den Bereich zwischen 4,5 und 6 geschatzt. Interessanterwei-
se konnte im Gegensatz zu den nicht beeinflussten GST-Aktivitdten beobachtet werden,
dass in diesem Bereich dennoch viele Proteine differentiell reguliert waren, deren Iden-
titdt aber noch ungeklart ist. Es erschienen aber auch in den Sprossen der Yambohne
im Bereich der GSTs neue Spots, die nicht mit der Kontrolle abgeglichen werden konn-
ten, bei welchen es sich mdglicherweise um GSTs aus einem speziellen Cluster handeln
kénnte, welche flr die auffallig gesteigerten Umsatzraten des Herbizids Fluorodifen ver-
antwortlich sein kdnnten.

Naturlich stellte sich bei der Yambohne die Frage nach der Regulation einer potentiellen
Lactonase, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit fir den Abbau der AHLs zu Homoseri-
nen verantwortlich ist, und ob diese im nicht direkt AHL-exponierten Pflanzenteil ebenso
induziert sein kénnte. Gemaf Angaben der Literatur wurde eine entsprechende AHL-
Lactonase aus Bacillus sp. als Enzym mit einer molekularen Masse von 28 kDa (Wang et
al., 2004) und einem pl von 4,7 (Dong et al., 2000) charakterisiert. In den Sprossextrak-

ten der Yambohne konnte in diesem Bereich ein Spot detektiert werden, bei dem es sich
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aufgrund der Ahnlichkeit der Eigenschaften (circa 25 kDa, pl rund 4,8) um eine Lactonase
handeln kdnnte. Dieser Spot war zudem in den Behandlungen mit C8-HSL und C10-HSL

deutlich gegenuber der Kontrolle induziert.
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Abbildung 3.60: Gele aus dem Rohproteinextrakt von Kontrolle und 10C6-Behandlung der Gerste. Der
pH-Gradient der isoelektrischen Fokussierung betrug von links nach rechts pH 4-7. Am rechten Rand ist
der kDa-Marker gezeigt und hierbei der Markerbereich von 20 bis 30 kDa hervorgehoben. Die Bande in der
Mitte markiert 25 kDa.
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Abbildung 3.61: Gele aus dem Rohproteinextrakt von Kontrolle und 10C8-Behandlung der Gerste. Der
pH-Gradient der isoelektrischen Fokussierung betrug von links nach rechts pH 4-7. Am rechten Rand ist
der kDa-Marker gezeigt und hierbei der Markerbereich von 20 bis 30 kDa hervorgehoben. Die Bande in der
Mitte markiert 25 kDa.
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Abbildung 3.62: Gele aus dem Rohproteinextrakt von Kontrolle und 10C10-Behandlung der Gerste. Der
pH-Gradient der isoelektrischen Fokussierung betrug von links nach rechts pH 4-7. Am rechten Rand ist
der kDa-Marker gezeigt und hierbei der Markerbereich von 20 bis 30 kDa hervorgehoben. Die Bande in der
Mitte markiert 25 kDa.
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Abbildung 3.63: Gele aus dem Rohproteinextrakt von Kontrolle und 10C8-Behandlung der Yambohne. Der
pH-Gradient der isoelektrischen Fokussierung betrug von links nach rechts pH 4-7. Am rechten Rand ist
der kDa-Marker gezeigt und hierbei der Markerbereich von 20 bis 30 kDa hervorgehoben. Die Bande in der
Mitte markiert 25 kDa.
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Abbildung 3.64: Gele aus dem Rohproteinextrakt von Kontrolle und 10C10-Behandlung der Yambohne.
Der pH-Gradient der isoelektrischen Fokussierung betrug von links nach rechts pH 4-7. Am rechten Rand
ist der kDa-Marker gezeigt und hierbei der Markerbereich von 20 bis 30 kDa hervorgehoben. Die Bande in
der Mitte markiert 25 kDa.
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4 Diskussion

Es wird zunehmend klar, dass an Oberflachen von Pflanzen bakterielle Kommunikation
vonstatten geht, und die Beteiligten sind langst nicht nur die Produzenten des Signals,
sondern ebenso die ,Lauscher” und die Pflanze selbst. Die Produktion von AHL-mimics
und AHL-degradierenden Enzymen durch Pflanzen lasst vermuten, dass diese gelernt
haben, AHL als Schlisselmolekil zu benutzen, um so die Interaktion von Mikroben und
Pflanzen zu beeinflussen (Loh et al., 2002).

Um den Einfluss reiner AHLs auf Pflanzen zu ergriinden, wurden hier zwei unterschied-
liche pflanzliche Spezies, die Leguminose Yambohne und die monokotyledone Gerste
in einer weitmoglichst vereinfachten, axenischen Modellrhizosphare mit den bakteriellen
Signalstoffen behandelt. Aus der Vielzahl der méglichen AHL-Strukturen wurden in diesen
Experimenten, in denen erstmalig der turnover dieser Signalstoffe unter Berticksichtigung
abiotischer wie biotischer Einflisse mittels Kombination mehrerer hochsensitiver analy-
tischer Techniken charakterisiert wurde, das C6-HSL, das C8-HSL und das C10-HSL
ausgewahlt. Obwohl besonders die AHLs mit Oxo-Substitution an der Position C3, wie
beispielsweise das 3-oxo-C6-HSL als wichtigstes Signalmolekil in Enterobacteriaceae
(Gram et al., 1999), eine sehr bedeutende Klasse von AHLs im bakteriellen Quorum sen-
sing darstellen, wurden in diesen Versuchen gezielt AHLs ohne Substitution oder Doppel-
bindungen in der Acyl-Seitenkette ausgewahlt, da eine mdglichst hohe Stabilitat der AHLs
fur die hier durchgefiihrten Versuche zum abiotischen und biotischen Abbau von AHL in
einem axenischen System von groB3er Bedeutung war. Um diese Parameter zu bestim-
men, war es notwendig, Fehlerquellen durch Instabilitdt der Komponenten zu minimieren.
Wie bereits erwahnt, zédhlen AHLs mit unsubstituierten Acylgruppen ohne Doppelbindun-
gen die stabilsten AHLs (Cataldi et al., 2007; A. Fekete, persénliche Kommunikation).

Nach Vorversuchen und in Absprache mit den anderen beteiligten Arbeitsgruppen des
Uberzeichnungsprojektes wurden stets 10 uM AHL pro Pflanze appliziert. Zu geringe oder

zu hohe Konzentrationen sollten vermieden werden, einerseits um mit gewisser Sicherheit
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Effekte zu erhalten und andererseits, um mit einer realistischen Dosis im Vergleich zu den
in reellen Bakterienpopulationen gebildeten Mengen zu arbeiten. Die Konzentration von
10 uM liegt in den Grenzen, die von verschiedenen Quellen als Bereich der natirlichen
AHL-Produktion von weniger als 1 nM bis tber 600 1M beschrieben werden (Charlton et
al. 2000; Mathesius et al., 2003; Frommberger, 2005; Schuhegger et al., 2006; Woppe-
rer et al., 2006) und welche gemaf eines mathematischen Modelles bis zu millimolare
Konzentrationen erreichen kann (Fekete et al., 2007).

Neben der bekannten Gerstensorte ,Barke* wurde hier aufgrund der bereits vorhan-
denen Kenntnisse Uber Pachyrhizus erosus als Modellleguminose in der Arbeitsgruppe
(vergleiche die Arbeiten von Belford (2004) und Diethelm (2005)) diese Spezies zur Un-
tersuchung der AHL-Interaktionen gewahlt. Die Art bot sich zudem durch die GréBe der
Samenkdrner an, die fur die AnzuchtgefaBe mit Glasperlen gut geeignet waren, sowie
durch die im Vergleich zu Modellpflanzen wie Medicago truncatula hbhere Produktion von
Biomasse. Pachyrhizus erosus baut wie andere Leguminosen eine Symbiose mit stick-
stofffixierenden Kndllchenbakterien auf, wobei es sich in ihrem Fall um Rhizobien und
Bradyrhizobien handelt (Sgrensen, 1996). Somit wird diese tropische Leguminose unter

natlrlichen Bedingungen stets dem Signalstoff AHL ausgesetzt sein.
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4.1 AHL-Dynamik im axenischen Modellsystem

4.1.1 Wechselwirkung von AHL und Pflanzen im Medium

Vor der Untersuchung der Einwirkung von Pflanzen auf AHLs war es notwendig, die nicht
durch Pflanzen bedingten AHL-Verluste im Medium zu analysieren. Es zeigte sich, dass
der Einfluss von abiotischen Abbauprozessen in dem Modellsystem mit Glasperlen bei
allen drei AHLs wenig bedeutend war. Dies traf bei C6-HSL und C8-HSL auch fiir die
Adsorption an die Glasoberflachen zu. Beim C10-HSL hingegen kam es zu einem dras-
tischen Rickgang der Konzentration an freiem AHL im Medium um fast 30 %. Dieser
Rlckgang der AHL-Konzentration war mit der Lipophilie (logKqw= 2,96) des C10-HSL und
der damit einhergehenden raschen Adsorption an der Oberflache der Glasperlen verbun-
den. Trotz der Beeinflussung der Gehalte an C10-HSL durch Adsorption an der Oberfla-
che stellten die Glasperlen in diesem experimentellen Ansatz das am besten geeignete
Mittel zur Stabilisation der Pflanzen und der Simulierung eines Untergrundes dar. Die
alternative axenische Anzuchtmethode nach Battke et al. (2003) fihrte zu einem Gber 80-
prozentigen Verlust an C10-HSL durch Adsorption am verwendeten Polyethylengranulat.
Andere Stoffe wie autoklavierter Quarzsand oder Boden schieden aufgrund zahlreicher
Einflussfaktoren wie mangelnder Homogenitat, zu groBer Oberflachen oder interagieren-
der Stoffe generell aus.

Unter dem Einfluss von Pflanzen wurden nach der Ernte deutlich reduzierte AHL-
Gehalte im Medium gemessen. Die Pflanzenart ebenso wie die Lange der Acylkette der
AHLs konnten hierbei als die bestimmenden Faktoren ermittelt werden. Die Leguminose
Yambohne reduzierte den AHL-Gehalt im Medium deutlich starker als die einkeimblattri-
ge Gerste. Nach Kalkulation des Anteils der abiotischen Faktoren konnte gezeigt werden,
dass die von Yambohne hervorgerufene AHL-Abnahme stets mindestens doppelt so hoch
war wie bei der Gerste. Erstaunlicherweise spielte, wie bereits erwahnt, die Struktur der
AHLs eine entscheidene Rolle. Mit jeder zusatzlichen C2-Einheit an der Acylgruppe kam
es zu einer kontinuierlichen Steigerung des durch die Pflanze bedingten AHL-Abbaus,
welcher bei Gerste sogar linear mit logP korrelierte. Der abweichende Wert bei C10-HSL
in der Yambohne kann hierbei durch die starke Interaktion der adsorptiven Prozesse be-
dingt sein.

Dass es an der Wurzel zu Adsorption kommt, kann auch durch die Feststellung be-
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Abbildung 4.1: Pflanzenbedingte AHL-Abnahme in Relation zu logP. Die Daten sind dargestellt als Diffe-
renz zur vorgelegten Konzentration (10 uM), bereinigt von abiotischen Verlustfaktoren.

legt werden, dass in der Nahe zur Wurzel niedrigere AHL-Konzentrationen als in einiger
Distanz am Rand des Glasbehaltnisses gemessen werden konnten. Dies kann durch dif-
fusive Prozesse zur Wurzeloberflache hin vonstatten gehen, jedoch darf nicht auBer Acht
gelassen werden, dass in unmittelbarer Nahe zur Wurzel eine erhdéhte Konzentration von
AHL-beeinflussenden Faktoren wie degradierende Enzyme vorliegen dirfte, die neben
der Adsorption zu einem Rickgang des AHL durch Abbau beitragen kénnen.

Der deutliche Verlust an AHL im Medium der Yambohne provoziert die Frage nach dem
Mechanismus der Deaktivierung des Signalstoffes. In Bakterien zéhlen AHL-Lactonasen
zu den sehr bedeutenden Quorum quenching-Enzymen, und inzwischen wurde auch die
Existenz einer pflanzlichen Lactonase in einer Leguminose postuliert, wahrend in Mono-
kotyledonen keine solche Aktivitat nachweisbar war (Delalande et al., 2005). In dieser
Arbeit konnten zwar mit FTICR-MS, wie schon in den Ergebnissen beschrieben, keine
fir Acylase typischen Fragmente untersucht werden, jedoch lieferte die Auswertung der
relativen Intensitaten im Medium von AHL und HS, welche hier aufgrund des zeitglei-
chen Ablaufes und des identischen Setups erlaubt war, einen sehr klaren Hinweis auf die
Lactonase als die Ursache der AHL-Abnahme bei der Yambohne, da hier das Verhalt-

nis AHL:HS im Gegensatz zur Gerste stets <1 war. Es ist daher als sehr wahrscheinlich
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einzustufen, dass die Leguminose Yambohne ebenso wie Lotus corniculatus tatsachlich
Uber eine pflanzliche Lactonase-Aktivitat verfigt und somit gezielt in das Quorum sensing
eingreift. Dies wird auch aus den Ergebnissen der 2D-PAGE klar. Die AHL-Lactonase
z.B. aus Bacillus sp. wird zudem als Enzym mit exzellenter Temperaturstabilitat unter 37
°C beschrieben (Wang et al., 2004), so dass eine langzeitige und effektive Aktivitat die-
ses Enzyms aufgrund der hier gewahlten Temperaturen in jedem Falle realistisch ist. Die
AHL-Verluste bei Gerste, die erheblich niedriger waren als bei der Yambohne, kénnen
dagegen nicht eindeutig auf einen bestimmten Faktor zurlckgefihrt werden. Wenn die
Pflanze Uber eine Acylase oder Lactonase verfligen sollte, dann ware deren Effizienz als
eher gering zu bewerten. Es ist daher eher anzunehmen, dass andere Einflisse als En-
zyme den Riuckgang der AHLs verursacht haben kénnten. Die Interaktion mit Exsudaten
aus der Gerstenwurzel wie zum Beispiel phenolischen Substanzen kdnnte eine Erklarung
liefern, es darf jedoch nicht vergessen werden, dass bei Gerste auch eine erheblich hé-
here Anreicherung der AHLs an und im Gewebe als bei Yambohne stattgefunden hat.
AuBerdem wirkt sich der niedrigere pH-Wert in Mineralmedium der Gersten glnstig auf
die Stabilitdt der AHLs aus, welche zu alkalischer Hydrolyse neigen.

In einem Experiment unter Verwendung tritiierter AHLs wurde das Schicksal der beiden
Signalstoffe C8-HSL und C10-HSL im Medium naher untersucht. Es hatte sich gezeigt,
dass zwischen diesen beiden Substanzen eine Schwelle bezlglich des Verhaltens im
axenischen System zu liegen schien. C8-HSL z&hlt noch zu den kurzkettigen AHLs, wah-
rend das C10-HSL schon als langkettig gilt (Gonzalez und Keshavan, 2006), und auch in
den lipophilen Eigenschaften unterscheiden sich beide AHLs grundlegend. C8-HSL glich
in diesen Untersuchungen eher dem C6-HSL und kaum dem C10-HSL, welches auch auf-
grund seiner hohen Adsorptionskapazitat deutlich von den beiden kurzkettigen AHLs ab-
zugrenzen war und auBerdem unter dem Einfluss der Pflanzen die starksten Verluste im
Medium erfuhr. Nachdem sich gezeigt hatte, dass Yambohnen einen deutlich drastische-
ren Ruckgang der AHL-Konzentration im Medium verursachten, wurden die Versuche mit
Gerste durchgeflhrt, da hier weniger falsch positive Signale durch metabolisierte AHLs zu
erwarten waren. Wie bereits erwahnt, ist bei der radioaktiven Methode im Gegensatz zur
Untersuchung an UPLC und FTICR-MS keine Unterscheidung zwischen AHL und deren
Ab- und Umbauprodukten méglich. In diesem Experiment konnte unter Verwendung triti-

ierter AHLs aufgrund der Differenz zu den mit vorhin genannten Methoden gemessenen
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AHL-Restwerten im Medium nachgewiesen werden, dass ein Teil der pflanzenbedingten
AHL-Abnahme tats&chlich dadurch bedingt ist, dass AHL mit den Pflanzen entfernt wird,
wahrend der andere Teil der AHLs durch degradierende Prozesse im Medium strukturell
umgewandelt wird, beispielsweise durch Hydrolyse des Lactonringes.

AHLs sind optisch aktive Substanzen. Es ist bekannt, dass die L-Form der chiralen
AHLs das biologisch Gberwiegend aktive Isomer in Bakterien darstellt (Chhabra et al.,
2003; Pomini et al., 2006). Unter Verwendung von D/L-Racematen konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass es im Medium der Gerste lediglich zu einer geringfligigen Anrei-
cherung der biologisch unbedeutenden D-Isomere kommt, wahrend diese von der Yam-
bohne, besonders das C6-HSL, deutlich starker diskriminiert wurden. Mégliche Ursachen
hierfGr kdnnten entweder verstarkte Aufnahme oder schnellerer Abbau der L-AHLs dar-
stellen, da die lipophilen Eigenschaften der Stereoisomere sich nicht unterscheiden. AHL-
Lactonasen beispielsweise werden als sehr stabile Enzyme mit hoher Substratspezifitat
fir L-AHL beschrieben (Wang et al., 2004; Dong and Zhang, 2005), wobei keine Daten far
D-AHL vorliegen. Es stellt sich daher die Frage, ob diese Spezifitat sich nicht auch auf op-
tische L-Isomere beschrankt. Interessanterweise zeigte eine AHL-Lactonase aus Bacillus
bei C6-HSL die héchste Aktivitat von 10 getesteten AHLs (Wang et al., 2004), und auch
bei Yambohne wurde die héchste Anreicherung bei dem D-C6-HSL beobachtet. Die Yam-
bohnen kénnten weiterhin auch Uber einen Ausschlussmechanismus fir D-Isomere ver-
flgen. Als weitere Mdglichkeit kommt das Wirken von Isomerasen in Betracht. Wie schon
in der Einleitung beschrieben, sind Pflanzen in der Lage, die Kommunikation von Bak-
terien durch Interferenzen mit deren Signalstoffen zu stéren. Daher ist es denkbar, dass
auch die Umwandlung von L-AHLs in ihre im Signalling unbedeutenderen D-Isomere zu
den Strategien von Pflanzen bei der Unterdriickung von Bakterienpopulationen gehéren

kdonnte.

4.1.2 Nachweis von AHL und seinen Metaboliten in Pflanzen

Bislang war es unklar, ob AHLs in die Pflanze aufgenommen und wenn ja, ob und wie
sie in den verschiedenen Pflanzenteilen verteilt werden. Durch die Kombination mehre-
rer sensitiver analytischer Methoden konnte dieser Fragestellung in diesen Experimenten
zielgenau nachgegangen werden. Auch hier wurde der erhebliche Unterschied zwischen

den beiden Pflanzenspezies deutlich. Wahrend in der Gerste alle AHLs in den Wurzel-
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extrakten sowohl mit FTICR-MS als auch UPLC nachgewiesen werden konnten, wurden
in den Wurzelextrakten der Yambohne zwar alle AHLs gefunden, jedoch nur mit FTICR-
MS; die Konzentrationen der AHLs an der Yambohnenwurzel lagen also im Gegensatz
zur Gerste unter dem Detektionslimit der UPLC-Methode (unter circa 0,1 uM). Im Spross
der Gerste wurden mittels FTICR-MS das C6-HSL und das C8-HSL detektiert, aber ein
Nachweis von C10-HSL in seiner urspriinglichen Struktur gelang nicht. Bei der Yambohne
hingegen konnte nur das C6-HSL im Spross nachgewiesen werden, aber kein weiteres
AHL. Die Vermutung, die sich hier stellt, deutet darauf hin, dass aufgrund des bereits er-
wahnten deutlich héheren Abbaus der AHLs durch die Leguminose praktisch kaum bis
kein AHL in intakter Form in den Spross gelangt. Da allerdings auch bei Gerste kein C10-
HSL im Spross gefunden wurde, muss bedacht werden, dass speziell bei diesem AHL
erneut die lipophile Beschaffenheit eine entscheidende Rolle beim Transport der AHLs
spielen durfte, da es im Wurzelgewebe festgelegt worden sein kann.

Dass dem so ist, zeigten Messungen, bei denen das radioaktive Signal von C8-HSL
und C10-HSL in der Gerste verfolgt wurde. In den Wurzelextrakten der Gerste zeigte sich
erneut die signifikante Bedeutung des Prozesses der Adsorption. Zum einen konnten
stets nur rund 30 % der in der ungewaschenen Wurzel bestimmten AHL-Konzentration
durch einen Waschschritt von den Wurzeln entfernt werden, andererseits wurden beim
lipophilen C10-HSL im Mittel aller Proben fast doppelt so hohe AHL-Gehalte detektiert
wie beim kurzkettigen C8-HSL.

Obwohl keine der anderen Nachweismethoden einen Hinweis auf die Translokation von
C10-HSL in den Spross lieferte, konnte in diesem Pflanzenteil die Anreicherung des Si-
gnales aus [*H]AHL gezeigt werden. Bei der Szintillation handelt es sich um die sensi-
tivste aller hier verwendeten Methoden, dennoch darf nicht auBBer Acht gelassen werden,
dass Fragmente und Metaboliten der AHLs, welche das radioaktive Signal tragen, zu
einem falsch positiven Signal gefhrt haben kénnen. Die relativen Gehalte im Spross
bezogen auf das Frischgewicht waren bei beiden AHLs zu Ende des Experimentes im
Vergleich zur Wurzel rund 30-mal (C8-HSL) bis 120-mal (C10-HSL) geringer, wobei im
Spross effektiv etwa doppelt so viel C8-HSL wie C10-HSL in Bg/mg Frischgewicht vor-
handen war. Jedenfalls ergab sich bei der Bestimmung des [*H]AHL-Signales im Spross-
und Wurzelextrakt bei beiden AHLs ein annahernd als Sattigung charakterisierbarer Ver-

lauf, welcher sicher auch dadurch bedingt ist, dass sich das Frischgewicht der Pflanzen
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im Zeitverlauf standig erhoht und somit trotz einer steten Anreicherung an [*H]AHL die
relative Konzentration nivelliert wird.

Die genaue Zusammensetzung des radioaktiven Signals in den Sprossextrakten muss
hier weitgehend ungeklart bleiben; die Vielfalt mdglicher aus AHL resultierender Struktu-
ren kann von Homoserinen, verklrzten Ketten, Lacton- und Fettsaurekomponenten hin-
unterreichen bis zu einem hypothetischen [*H]-markierten Bruchstlick, dessen Molekdle
womadglich schon in den Stoffwechsel der Pflanze integriert wurden. Die Spektren aus
der FTICR-MS-Messung wurden jedoch mit spezieller Software nach potentiellen Me-
taboliten der AHLs durchsucht, um der Frage nach dem Abbau der Signalstoffe in den
Pflanzen nachzugehen. Aus der Fille méglicher Produkte wurden hier die ,primaren” Me-
taboliten der AHLs als Targets ausgewahlt. Hierunter ist in diesem Falle die Einbringung
einer reaktiven Gruppe (Oxo- und Hydroxygruppen, Doppelbindungen) in das Molekil
zu verstehen, welche neben der bereits besprochenen Hydrolyse des Lactonringes als
Startpunkt fir den weiteren Abbau dienen kann.

Die Suche nach solchen Metaboliten lieferte ein klares Ergebnis, da in beiden Pflanzen
die hydroxylierten Formen von C8-HSL und C10-HSL als die dominierenden Metaboli-
ten vorkamen, welche bei Yambohne sogar im Medium nachgewiesen werden konnten.
Zu den Enzymkandidaten zahlen hierbei die Cytochrom P450-Monooxygenasen, welche
in der pflanzlichen 3-Phasen-Entgiftung in Phase | den GSTs vorgelagert sind und durch
Elektronen aus NADPH die Aktivierung von Sauerstoff katalysieren, um hydrophobe Sub-
strate in ein reaktiveres und hydrophileres Produkt umzuwandeln (Belford, 2004). Sie sind
in der Lage, die Einbringung einer Hydroxy-Gruppe in einen aliphatischen Rest zu kata-
lysieren. Daneben konnten in den Extrakten auch einige korrespondierende Oxo-Formen
sowie ein mdglicherweise durch Dehydrogenasen entstandenes C8-HSL mit Doppelbin-
dung nachgewiesen werden.

Interessanterweise wurden in den Gerstenextrakten auch AHLs mit verkirzten Seiten-
ketten detektiert. Dass die Gerste diesen Schritt durchfihrt, der bei Yambohnen nicht ge-
zeigt werden konnte, kénnte als Ausgleich fur fehlende Enzyme zur AHL-Degradation wie
Lactonase interpretiert werden. Beiden Pflanzen hingegen ist gemein, dass von C6-HSL
keinerlei Metaboliten in einem der Pflanzenteile detektiert wurden. Hinzu kommt, dass
C6-HSL auch als einziges AHL im Spross der Yambohne nachweislich auffindbar war.

Dies legt nahe, dass C6-HSL nicht nur am leichtesten aufgenommen und transportiert,
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sondern auch strukturell am wenigsten durch die Pflanze angegriffen wird und hierdurch
maoglicherweise die haufig beobachtete starkste Wirkung auf die untersuchten Enzyme
zeigt.

Zusammenfassend kann hier also bestéatigt werden, dass die Struktur, in diesem Falle
bestimmt durch die Lange der Acylseitenkette, bestimmend fir die Adsorption, die Auf-

nahme, die Translokation und die Metabolisierung von AHLs ist.

4.1.2.1 AHL aus realer bakterieller Kolonisation

In den Extrakten der mit dem Modellbakterium Pseudomonas putida behandelten Gersten
konnte weder in der Wurzel noch im Spross eines der von dieser Art produzierten AHLs
(3-0x0-C6-HSL, 3-0x0-C8-HSL, 3-0x0-C10-HSL und 3-ox0-C12-HSL) nachgewiesen wer-
den. Der Abgleich von Extrakten aus der Behandlung mit der AHL-negativen Mutante
F117 im Vergleich zum AHL-Produzenten IsoF lieferte keine Unterschiede geschweige
einen Hinweis auf die Translokation der Signalstoffe aus bakterieller Besiedlung inner-
halb des Pflanzengewebes. Es ist als sehr wahrscheinlich anzunehmen, dass die gegen-
Uber den unsubstituierten AHLs erheblich instabileren oxo-Verbindungen durch die Pflan-
ze, moglicherweise durch die Bakterien selbst, aber auch in jedem Fall durch abiotische
Einwirkungen derart rasch metabolisiert worden waren, dass es zu keiner messbaren
Anreicherung der Signalstoffe im Pflanzengewebe kommen konnte.

Nachdem die geringe Stabilitat der oxo-AHLs bekannt ist, Iage die Durchfiihrung dieses
Versuches mit anderen gramnegativen Bakterien wie beispielsweise Burkholderia cepa-
cia oder Serratia liquefaciens nahe, welche Quorum sensing mittels gesattigter, unsubsti-
tuierter AHLs auslben. Zum Zeitpunkt dieser Experimente waren jedoch auf3er IsoF und
F117 von Pseudomonas putida keine AHL-negativen Mutanten von Stdmmen anderer
Arten verfugbar. Die Durchfihrung des Versuches unter Verwendung von AHL-Produzent
und Mutante ist aber zwingend erforderlich, um die Chromatogramme sowie die mittels
FTICR-MS gewonnenen Spektren mit mehreren tausend m/z auf Interferenz anderer un-
bekannter Substanzen bakteriellen Ursprunges abgleichen zu kénnen. Im jeden Fall stellt
dieser Versuch einen interessanten Ansatzpunkt fir weiterfhrende Projekte dar, wenn

adaquate Linien zur Verfigung stehen.
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4.2 Einfluss von AHL auf morphologische und physiologische

Parameter

Der nachste Punkt der Diskussion ist der Einfluss von AHL auf verschiedene physiolo-
gische und morphologische Parameter. Das Ziel der hier durchgefihrten Untersuchun-
gen war die Charakterisierung von méglichen Auswirkungen einer AHL-Behandlung auf
morphologische Kenngré3en wie die Frischgewichte, die Blattflachen, Sprossléangen bei
Gerste sowie verschiedener WurzelkenngréBBen. In einer friheren Arbeit wurde bereits
nachgewiesen, dass Homoserin und das AHL-Fragment Homoserinlacton die stomatare
Leitfahigkeit von Bohne beeinflussten, AHL selbst allerdings nicht (Joseph und Phillips,
2003). Es stellte sich daher die Frage, ob auch oben erwahnte Parameter durch AHL
beeinflusst werden kénnten.

Laut Mathesius et al. (2003) kam es auch bei der Applikation von hohen lokalen AHL-
Dosen nie zu sichtbaren Verbraunungen oder Nekrosen. Dieses Ergebnis konnte in der
hier vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Die Pflanzen wirkten gesund und entwickelten
sich normal. Im Gegensatz zu den Gersten, die in einem spateren Experiment Pseudo-
monas putida ausgesetzt waren, wiesen die mit reinen AHLs behandelten Pflanzen stets
eine héhere Biomasse und geringere Seneszenzerscheinungen auf (vergleiche Seite [97).
AHLs scheinen der Pflanze also nicht als generelle Elicitoren eines Pathogenbefalls zu
dienen, sondern eher als wichtige qualitative wie quantitative ,Informationsquelle” (Ma-
thesius et al., 2003).

Die oben genannten Untersuchungen fihrten gréBtenteils zu dem Ergebnis, dass kein
signifikanter Einfluss einer AHL-Behandlung nachgewiesen werden konnte. Das Frisch-
gewicht beider Pflanzen schwankte in dem Niveau der Kontrollen, und auch die Blattfla-
chen unterlagen keiner mafBgeblichen Veranderung durch die bakteriellen Signalstoffe.
Obwohl die Sprosslangen unter Zusatz von AHL rund 1 cm langere Sprosse aufwiesen,
konnte dieser Effekt auBer bei C8-HSL statistisch nicht abgesichert werden. Die Erho-
hung der Sprossléange korrespondiert jedoch mit dem tendenziellen Anstieg des Frisch-
gewichts der Sprosse nach Behandlung mit C8- und C10-HSL.

Obwohl die AHLs keine Veranderung des pH-Wertes im Medium gegenlber der Kon-
trolle bewirkten, zeigte die Untersuchung dennoch interessante Hinweise auf die unter-

schiedlich saure Exsudation der beiden Testpflanzen. Wahrend der pH-Wert bei der Yam-
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bohne in einem ahnlichen Bereich lag wie der aus der T=0-Probe, die vor der Anzuchtpha-
se genommen wurde, verursachten die Gersten einen starken Rickgang des pH-Wertes
im Medium. Dies ist insofern bedeutend, als dass die AHLs zur alkalischen Lactonolyse
neigen und der niedrigere pH-Wert zu ihrer Stabilisierung beitragen kann.

Die Wurzelparameter von Gerste und Yambohne wiesen aufgrund der hohen natirli-
chen Variabilitat der Wurzelausbildung keine als statistisch signifikant beschreibbaren Un-
terschiede zwischen der Kontrolle und den AHL-Behandlungen auf, es konnten aber den-
noch interessante Tendenzen der AHL-Wirkung bei beiden Pflanzen beschrieben werden.
Auffallig ist, dass sowohl bei der Leguminose als auch bei der Getreideart das kurzkettige
C6-HSL zu einer Reduktion im Wurzelsystem zu flihren schien, welche besonders stark
bei der Wurzeloberflache zum Tragen kam, die stets niedrigere Werte aufwies als die der
weiteren drei Proben. Auch die anderen Parameter wie zum Beispiel die Gesamtlange
entwickelten sich nach Gabe von C6-HSL meist unterdurchschnittlich im Vergleich zur
Kontrolle, zu C8-HSL und zu C10-HSL. Es erscheint demnach, als ob C6-HSL eine leicht
reduktive Wirkung auf das Wurzelsystem der Pflanzen auslbte. Der zweite interessante
Effekt war bei der Auswertung der Lange pro Wurzelspitze bei Gerste zu beobachten,
denn hier flhrte jede der AHL-Behandlungen zu einem klaren Rickgang der Ratio, wah-
rend bei der Yambohne hingegen das Verhéltnis auBBer beim C6-HSL leicht anstieg. Bei
der Gerste kann der Effekt dabei primar auf die erhéhte Zahl an Wurzelspitzen pro Pflanze
zurlckgefuhrt werden. AHLs schienen also die Ausbildung neuer Lateralwurzeln anzure-
gen, was auf einen Effekt &hnlich einem Phytohormon (z.B. Cytokinin) hindeuten kénnte.

Zuletzt wurde eine Bestimmung der Pigmentgehalte durchgeflhrt. Weder bei der Gers-
te noch bei der Yambohne konnte ein signifikanter Einfluss festgestellt werden, lediglich
bei den Carotinoiden der Yambohne zeigte sich bei C10-HSL ein Rickgang der Konzen-
tration, dessen Ursache bislang ungeklart bleiben musste. Es kann insgesamt gefolgert
werden, dass die Exposition zu AHLs die Pigmentgehalte in Gerste und Yambohne Uber-

wiegend nicht beeinflusst.
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4.3 Antioxidativer und detoxifizierender Stoffwechsel auf

Proteomebene

Es wurden bereits Untersuchungen angestellt, die den Einfluss von AHLs auf Pflanzen
auf breiterer Basis untersucht haben, und auch diese Arbeit hat sich mit dieser Frage-
stellung beschaftigt. Der Einfluss bakterieller AHLs auf pflanzliche Enzyme konnte zum
Beispiel an der Leguminose Medicago truncatula gezeigt werden. Mathesius et al. (2003)
legten dar, dass AHLs in dieser Modellpflanze bereits in nanomolaren Konzentrationen
die Akkumulation von 154 Proteinen aus Wurzelextrakten signifikant beeinflussten. 99
dieser Wurzelproteine wurden identifiziert und es konnte gezeigt werden, dass ungefahr
23 % davon eine Rolle in Abwehrmechanismen und Stressantwort einnahmen. Schuheg-
ger et al. (2006) stimmen der Bedeutung von AHLs als Mediatoren der Kommunikation
zwischen Pro- und Eukaryoten zu. In Experimenten mit Tomate konnten die Autoren die
Funktion von AHLs bei der Induktion von systemischer Resistenz und der Expression von
Abwehrgenen belegen.

Anhand von Gerste und Yambohne sollte nun untersucht werden, ob selbiges Ergebnis
auch auf diese beiden Spezies tbertragbar ist. Daher wurden in dieser Arbeit die Auswir-
kungen von bakteriellen AHLs mit besonderer Berlcksichtigung der Entgiftungsenzyme

GSTs sowie reprasentativer Enzyme des antioxidativen Stoffwechsels untersucht.

4.3.1 Glutathion S-Transferasen

Bei den cytosolischen GSTs der Gerste konnten zwei unterschiedliche Wirkungen der
AHLs dokumentiert werden. Die Aktivitat dieser Entgiftungsenzyme stieg gegentber den
Substraten CDNB, NBC und NBOC in beiden Pflanzenteilen an, wahrend es bei DCNB
und Fluorodifen nur im Spross zu einer Erhdhung der Aktivitdt kam. In den Wurzeln
zeigte die Umsatzrate fir diese beiden Komponenten einen deutlichen Rickgang auf
rund die Halfte der Kontrollmessung. Fluorodifen unterscheidet sich von den anderen
Substraten, da die Etherbindung des Molekiles gebffnet und anschlieBend das S-(2-
Nitro-4-Trifluoromethylphenyl)-Glutathionkonjugat unter gleichzeitiger Entstehung von 4-
Nitrophenol gebildet wird (Lamoureux and Rusness, 1989). Auch das DCNB gehért zu
den Substraten, die im allgemeinen seltener konjugiert werden und zudem geringe Kon-

jugationsraten in Pflanzen aufweisen. Anscheinend wurden in der Wurzel der Gerste unter
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dem Einfluss der AHLs solche GST-Isoenzyme angesprochen, die speziell an der Konju-
gation der Substrate DCNB und Fluorodifen beteiligt sind. Einzelne Substrate kénnen auf
verschiedene GST-Cluster der Pflanze hinweisen, die ahnliche Charakteristika besitzen
(Lyubenova et al., 2007). Dass in den anderen Pflanzenteilen und Substraten die GST-
Aktivitaten stiegen, spricht flr eine erhdhte Detoxifizierungskapazitat der cytosolischen
Gersten-GSTs gegentiber Xenobiotika nach AHL-Behandlung.

In den Mikrosomen der Gerste blieb die Aktivitat der GST zu CDNB Uberwiegend un-
verandert, wahrend die Behandlung mit AHL um das rund 2,5fache gesteigerte Umsatz-
raten fir das Substrat NBC verursachte. Das strukturell &hnliche NBOC verhielt sich dazu
gegensatzlich, da die Raten unter dem Einfluss von AHL im Vergleich mit der Kontrolle
sanken. Beim Substrat Fluorodifen konnte ein leichter Anstieg der Aktivitat im Spross bei
einer gleichzeitigen geringen Reduktion in der Wurzel dokumentiert werden. Die Effekte
der bakteriellen Signalstoffe auf die kompartimentierten mikrosomalen GSTs der Gerste
unterscheiden sich daher grundlegend von denen des Cytosols.

Die Entgiftungsenzyme aus der cytosolischen Fraktion der Yambohne zeigten eine le-
diglich geringe Beeinflussung durch eine Behandlung mit den drei AHLs. Als einzige Aus-
nahme kam es in den Sprossen der Leguminose zu einem extremen Anstieg der Umsatz-
raten flr das Herbizid Fluorodifen um das 2,5- bis 3fache im Vergleich zur Kontrolle, was
wiederum flir das Vorhandensein von speziellen Isoenzym-Clustern spricht. Dies |asst
auch die racklaufige Tendenz im Spross beim Substrat DCNB vermuten.

Wie schon bei der Gerste gezeigt, reagierten die mikrosomalen GSTs auch bei der
Yambohne nicht entsprechend der cytosolischen Fraktion. Bei den drei Substraten CDNB,
NBC und NBOC standen reduzierte Umsatzraten in den Sprossextrakten einem gleich-
zeitigen Anstieg der GST-Aktivitat in den Wurzeln gegentber. Wahrend die Umsatzraten
flr Fluorodifen durch eine AHL-Gabe nicht beeinflusst wurden, konnte analog zur Gerste
keine Aktivitat fir das Substrat DCNB ermittelt werden.

Im direkten Vergleich von Gerste und Yambohne zeigten die GSTs aus der monokoty-
ledonen Pflanze die starkeren Reaktionen auf die bakteriellen Signalstoffe, insbesondere
im Cytosol. Die GST-Aktivitdten gegendber den Substraten CDNB und NBC wiesen Uber-
wiegend eine Steigerung auf, so dass die AHLs im Falle der Gerste von der Wirkung
her am besten mit einem Elicitor oder Safener verglichen werden kénnen. Die Yambohne

hingegen hat eine Symbiose mit AHL-Produzenten entwickelt. Diese Pflanze leitete keine
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Abwehrreaktion ein und lie3 auBer beim Substrat Fluorodifen keine eindeutigen Anzei-
chen fur die Notwendigkeit einer Erhdéhung der Entgiftungskapazitat erkennen.

Die auf einem Lacton basierende Struktur der AHLs weist interessante Analogien zu
bekannten GST-Aktivatoren ebenso wie GST-Inhibitoren auf. Studien an furanhaltigen
Naturprodukten beispielsweise deuten darauf hin, dass die Furaneinheit fir die Induktion
von GSTs verantwortlich ist (Lam et al., 1989). Auf die strukturelle Ahnlichkeit von AHLs
mit pflanzlichen Furanonen wurde schon auf Seite [35] hingewiesen. Au3erdem konnten
Sparnins et al. (1982) zeigen, dass auch bestimmte Lactonverbindungen direkt zu einer
Aktivierung von GSTs in menschlichem Gewebe flihren kébnnen. Andererseits existieren
GST-Inhibitoren, die ebenfalls deutliche strukturelle Homologien mit AHLs aufweisen. Zu
den wirksamsten GST-Inhibitoren sind die Haloenollactone zu zahlen. Diese Stoffe bilden
Thioesterverbindungen mit dem Cys-47 von pi-GSTs in Saugern, was zur Inhibition der
katalytischen Fahigkeit fihrt (Mahajan und Atkins, 2005). Interessanterweise werden sol-
che Haloenollactone nicht nur als potente und irreversible Inhibitoren beschrieben, son-
dern auch als selektiv fir GST-Isoenzyme (Zheng et al., 1996).

Unter Berlcksichtigung genannter Interaktionen mit GSTs flhrt die Interpretation der
hier ermittelten GST-Daten zu dem Schluss, dass die Lactoneinheit der Signalstoffe auch
in diesem Zusammenhang eine wichtige Rolle spielen muss. Bei der Gerste konnte der
Rlckgang der Aktivitat spezieller GST-Cluster in der Wurzel gezeigt werden; AHLs kdnn-
ten bei diesen zu einer selektiven Inhibition ahnlich den Haloenollactonen gefiihrt haben.
Tatsachlich konnte in einem Nebenexperiment (Anhang, Tabelle festgestellt werden,
dass die urspringlich gemessene GST:CDNB-AKktivitat eines Gerstenextraktes durch Zu-
gabe einer aguimolaren Konzentration von C8-HSL um bis zu 42 % reduziert wurde.
Neben dem inhibierenden Effekt ist auch die Nutzung von AHL als Substrat der GSTs
denkbar. Im Gegenzug wirkten die AHLs bei den anderen Substraten und im Spross der
Gerste induzierend auf die GST-Aktivitat, was wiederum fir die bereits erwédhnte Funktion
von Lactonen und &hnlichen Verbindungen als Aktivator spricht. Die Induktion im Spross
erklart sich im Hinblick auf die Translokation der AHLs, welche besagt, dass sie in der
Wurzel erheblich starker angereichert werden als im Spross. Letztere sind daher nicht
gleichermafen den Signalstoffen exponiert wie die Wurzeln mit inrem direkten Kontak.

Bei der Yambohne zeigte sich im Cytosol auB3er bei Fluorodifen, was wiederum auf spe-

zielle GSTs deutet, kein Effekt. Unter der Voraussetzung der Notwendigkeit einer intakten
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Lactoneinheit I&sst sich dies im Zusammenhang mit der Untersuchung der AHL-Dynamik
im System erldutern, wo gezeigt wurde, dass die Yambohne Uber einen effektiven Weg,
mit hoher Wahrscheinlichkeit durch das Enzym Lactonase, zur Hydrolyse der Lactonbin-
dung verflgt. Der Verlust dieser fur die biologische Funktionalitat entscheidenden Gruppe
kénnte auch die Einwirkung auf Yambohnen-GSTs verhindert haben.

Bei beiden Pflanzen war in den Mikrosomen insgesamt aufféllig, dass keine DCNB-
Aktivitat messbar war und die Fluorodifenumsatzraten im Gegensatz zum Cytosol deut-
lich weniger bis gar nicht durch die AHL-Behandlung beeinflusst wurden. Es ist schwierig
zu ergrinden, welchem Reiz die GSTs der Mikrosomen exakt unterlagen. Aufgrund der
Kompartimentierung der Mikrosomen durch die einfache Membran und das Vorkommen
spezieller mikrosomaler GSTs (Pflugmacher et al., 2000; Schrdder, 2001), die sich evolu-
tionar von léslichen GSTs unterscheiden (Frova, 2003), ist es zu erwarten, dass mGSTs
anderen Effekten durch AHLs unterliegen als die cGSTs. Grundsatzlich unterschied sich
die mikrosomale Fraktion vom Cytosol durch die Aufteilung der GST-Cluster, denn in ers-
teren waren stets NBC bzw. NBOC die am effektivsten konjugierten und am deutlichsten
durch AHL beeinflussten Substrate, wahrend im Cytosol das CDNB, das haufigste Sub-
strat zur Bestimmung von GST-Aktivitat, die hdchsten Umsétze lieferte, was wiederum flr

spezielle Cluster von GST-Isoenzymen spricht, die auf AHL ansprechen.

4.3.1.1 Nutzung von AHLs zur Pflanzenstarkung?

GSTs zahlen zu den prominentesten detoxifizierenden Enzymen in zahlreichen Spezi-
es. In der Pflanze nehmen sie durch ihr Potential zur Erhéhung der Widerstandsfahigkeit
gegeniber Umweltgiften eine bedeutende Stellung ein. Durch die Applikation stimulieren-
der Substanzen, z.B. Safenern, kann die Aktivitat dieser Entgiftungsenzyme in Nutzpflan-
zen signifikant erhéht werden. Die Idee, mittels der Aufbringung natlrlich vorkommender
Komponenten wie den AHLs zu einer Steigerung der Widerstandskraft dieser Nutzpflan-
zen zu gelangen, bietet sich daher durchaus an. AHLs oder deren Derivate in Zukunft
zur Starkung der pflanzlichen Abwehr und damit der nachhaltigen Erzeugung gesinderer
Lebensmittel zu nutzen, ist ein duBerst interessanter Ansatz.

Dieser Idee stehen einige der in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse
Uber die Interaktion von Pflanzen und AHLs entgegen. Zum einen muss berlcksichtigt

werden, dass die GST-Effekte der AHL-Behandlung bei der Yambohne deutlich schwa-
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cher ausgepragt waren als bei der Gerste. Dies rihrt sicherlich von der Koevolution
der Leguminosen mit AHL-produzierenden Rhizobien her. AHLs scheinen sich bei den
Fabaceen nicht als Safener zu eignen, nicht nur aufgrund der geringeren GST-Effekte,
sondern auch aufgrund des raschen Abbaus der Signalstoffe in der Rhizosphéare sowie
der kaum geklarten Auswirkungen einer externen AHL-Applikation auf die symbiotischen
Kndllchenbakterien. Andererseits spricht auch die Labilitat und die von der Kettenlange
abhangige rasche adsorptive Festlegung der Komponenten gegen eine industrielle Nut-
zung dieser Signalstoffe. Mit strukturellen Modifikationen zur Verbesserung der genann-
ten Schwachpunkte mag es jedoch durchaus méglich sein, AHL-Derivate in Zukunft zur

Starkung von Nutzpflanzen, méglicherweise speziell der Monokotyledonen, einzusetzen.

4.3.2 Antioxidativer Stoffwechsel und Thiole

Die Entstehung von ROS speziell in Pflanzen kann vielerlei Ursachen haben. Einerseits
kénnen sie als Nebenprodukte des gangigen Metabolismus wie der Photosynthese, der
Fettsaureoxidation, der Photorespiration und sogar bei den von Cytochrom katalysierten
Entgiftungsreaktionen entstehen (Mittler, 2002; Mittler et al., 2004), aber auch durch exter-
ne Faktoren bedingt sein. Zu den bekanntesten Auslésern von oxidativem Stress zahlen
anthropogene Quellen wie Xenobiotika und Pestizide aus Industrie und Landwirtschaft
und der Eintrag von Schwermetallen ebenso wie biotische Faktoren, sei es Pathogenbe-
fall oder Verwundung durch FrafB3feinde, doch auch abiotische Einwirkungen von Durre,
Wasserstress, Salzstress, Licht- und UV-Strahlung oder Belastung mit gasférmigen Stof-
fen wie beispielsweise Ozon oder SO, (Mittler, 2002; Belford, 2004). Aufgrund ihrer ses-
silen Lebensweise sind Pflanzen einer weit gréBeren Reihe von schadlichen Substanzen
ausgesetzt und deutlich verletzbarer (Belford, 2004) als andere Organismen.

Die Pflanze ist daher gezwungen, sich gezielt und effektiv gegen oxidativen Stress zu
wappnen. Zusétzlich zu der Aufgabe, die Toxizitat der ROS zu kontrollieren, muss die
regulative Funktion der ROS sichergestellt sein; dies scheint in Arabidopsis ein grof3es
Netzwerk aus mindestens 152 Genen zu erfordern (Mittler et al., 2004), um die kompli-
zierte Balance aus Signalwirkung und Toxizitat aufrecht zu erhalten.

In photosynthetisierenden griinen Blattern entsteht H,O, vorwiegend in den Peroxiso-
men wahrend der Photorespiration und in den Chloroplasten durch Mehler-Reaktion mit

anschlieBender Dismutation des Superoxids (Tejera Garcia et al., 2007). In den Peroxiso-
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men wird H.O, wéhrend der Photorespiration, der Fettsaure-p-Oxidation und der Dis-
proportionierung von Superoxidradikalen generiert (Jiménez et al., 1997). ROS kénnen
aber auch durch enzymatische Aktivitat wie die der NADPH-Oxidasen entstehen, um an-
schlieBend durch eine Reihe von ROS-entgiftenden Enzymen beseitigt zu werden (Mittler,
2004).

Die Enzyme des antioxidativen Stoffwechsels zeigten sich bei der Gerste in Cytosol wie
Mikrosomen ahnlich beeinflusst, da die Aktivitaten in der Wurzel typischerweise sanken,
wahrend im Spross ein Anstieg zu verzeichnen war. Besonders deutlich zeigte sich der
Rlckgang der Umsatzraten in der Wurzel, besonders bei der SOD. Dem wirkte jedoch die
Induktion anderer ROS-Entgiftungsenzyme wie der POX oder der mikrosomalen CAT ent-
gegen. Die Balance zwischen SOD und den verschiedenen H,O,-entgiftenden Enzymen
wird als grundlegend flrr ein stabiles Niveau an H,O, angesehen (Mittler et al., 2004).
Es kann angenommen werden, dass durch AHLs in der Gerstenwurzel Sauerstoffstress
ausgeldst wird, welcher zu einer Inhibition der SOD durch das Peroxid H.O, (Bowler et
al., 1992) fuhrt. In den Wurzeln der Gerste werden demnach die in Cytosol und Mikroso-
men gesunkenen Aktivitdten der Enzyme des Ascorbat-Glutathion-Zyklus und der SOD
durch die gesteigerten Umsatzraten der Peroxidasen bzw. der Katalase ausgeglichen.
Es scheint folglich eine deutliche Verschiebung der Aktivitdten von der regulativen Funk-
tion des antioxidativen Zyklus hin zur Notwendigkeit der ROS-Entgiftung stattgefunden
zu haben. Hierflr spricht auch, dass diese Reaktion besonders gravierend in dem direkt
AHL-exponierten Pflanzenteil auftrat, wahrend im Spross Gberwiegend eine Induktion der
Enzymaktivitaten zu verzeichnen war. Dies deutet auf die Ausbildung einer systemischen
Antwort hin. Schuhegger et al. (2006) konnten bereits bei Tomate zeigen, dass AHL-
Molekulle systemisch von Salicylsdure und Ethylen abhangige Abwehrgene induzieren.
Daflr spricht, dass die meisten Enzyme des Ascorbat-Glutathionzyklus in den Sprossex-
trakten eindeutig induziert wurden, wahrend die Aktivitédt der Katalase sank. Die starkste
Wirkung ging hierbei meist vom C6-HSL aus.

Als einziges der untersuchten Enzyme verhielt sich hierbei die cytosolische GR wider-
sprichlich zu den Reaktionen der ihr vorgeschaltenen Enzyme. GR zeigte im cytosoli-
schen Extrakt keine Beeinflussung durch C8- und C10-HSL, sondern war nur nach der
Behandlung mit C6-HSL in Spross und Wurzel erhéht. In den Mikrosomen hingegen glich

das Muster dem der tbrigen Enzyme mit der Reduktion der Aktivitat in der Wurzel, auch
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wenn die Aktivitat im Spross leicht sank. Es Iasst sich daraus folgern, dass die cytosoli-
sche GR noch nicht an die Grenzen ihrer Kapazitat gelangt war und ihre Umsatzraten flr
die Verénderungen unter AHL-Einfluss ausreichend waren. Lediglich die Behandlung mit
C6-HSL verursachte die erwahnte hdhere Aktivitat der GR. Dies korrelliert mit der Beob-
achtung, dass der Gehalt am freien Thiol GSH durch C6-HSL sowohl im Spross wie auch
in der Wurzel erhéht war. Da die Konzentrationen an Cystein und oxidiertem Glutathion,
dem GSSG, ebenfalls erhdht waren, kann gefolgert werden, dass das C6-HSL, durch
dessen Einfluss in den meisten Enzymen die héchsten Aktivitatsveranderungen verur-
sacht wurden, eine Steigerung der Entgiftungskapazitat in der Gerste notwendig machte.
Insofern schien die Gerste durch C6-HSL einen erheblich intensiveren oxidativen Stress
zu erfahren als durch die beiden langkettigeren Komponenten.

Die Reaktionen der Enzyme des Ascorbat-Glutathion-Zyklus von Yambohne zeigten
einen grundlegenden Unterschied zu denen der einkeimblattrigen Gerste. Zwar konnte
bei APOX sowie bei MDHAR und GR im Spross eine Erhdhung der Aktivitat festgestellt
werden, was darauf hindeutet, dass auch die Yambohne das AHL-Signal durchaus wahr-
nimmt, jedoch fiel diese Erhéhung im Vergleich zur Gerste schwéacher aus. Zudem konnte
in den Mikrosomen sogar eine rucklaufige Tendenz der Enzymaktivitaten festgestellt wer-
den, was daflr spricht, dass die Leguminose sich durch den Signalstoff nicht in gleichem
MafRe wie die Gerste gegen einen oxidativen Stress wappnet oder wappnen muss, zu-
mal weder SOD noch POX eine eindeutige Reaktion auf die AHL-Behandlung erkennen
lieBen. Der interessanteste Effekt konnte in der Yambohne dagegen bei der GPOX fest-
gestellt werden, wo das C6-HSL einen bemerkenswerten Einbruch der GPOX-Aktivitat
bewirken konnte. Im Spross der Yambohne wurden unter C6-HSL auch gesunkene GSH-
Gehalte nachgewiesen, jedoch nicht in der Wurzel, wo der Effekt mdglicherweise von
anderen Faktoren Uberlagert wurde. Wichtig ist es auBerdem zu bedenken, dass C6-HSL
als einziges AHL in seiner intakten Form in die Yambohne transportiert und transloziert
wurde, so dass eine Hemmung der GPOX durch dieses AHL in den Bereich des Mdgli-
chen fallt.

Leguminosen wie Yambohne stellen ein interessantes Material zur Untersuchung der
Thiole dar, nicht nur weil in den Wurzelknéllchen ein aktiver Ascorbat-Glutathion-Zyklus
nachgewiesen ist, sondern auch weil der kontinuierliche Nachschub an Glutathion die

Stickstofffixierung vor giftigen ROS schitzt (Dalton et al., 1986). Bei der Interaktion von
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Leguminosen mit Bakterien spielen GSH und HGSH demnach eine wichtige Rolle bei
der Nodulation, denn Defizite an diesen beiden Thiolen fihren zur Inhibition der Knéll-
chenbildung (Frendo et al., 2005). Es war daher zu erwarten, dass die Behandlung der
Yambohne mit diversen AHLs zu einer Steigerung der Gehalte an freien Thiolen in der
Wurzel fihren wirde, nachdem die Gabe der AHLs den Pflanzen die Anwesenheit eines
potentiellen Symbionten signalisieren kénnte. Es konnte in der Tat bestatigt werden, dass
es in der Wurzel zu einer Erhéhung der Gehalte an GSH und HGSH kam, die bei HGSH
besonders deutlich ausfiel. Bei dieser Form des Glutathions konnte auch im Spross der
steigernde Einfluss der AHLs gezeigt werden, wahrend die Werte des GSH keinen ein-
deutigen Trend aufwiesen.

Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, dass die Yambohne, die aufgrund der Sym-
biose mit stickstofffixierenden Bakterien standig deren Signalstoffen ausgesetzt ist, die
AHLs wahrnimmt und aufgrund der Reaktion der Thiole in der Wurzel auch zu ,erkennen®
scheint, aber im Gegensatz zur monokotyledonen Gerste keinem ausgepragten oxidati-

ven Stress oder einer Abwehrantwort unterliegen durfte.

4.3.3 2D-PAGE Analyse

Mathesius und Mitarbeiter konnten 2003 eine bemerkenswerte Veranderung des Pro-
teoms der Wurzel von Medicago truncatula nach Behandlung mit AHL dokumentieren.
Dies geschah sowohl unter der Behandlung mit einem AHL aus Pseudomonas aerugi-
nosa (3-oxo-C12-HSL) als auch einem fir die symbiotische Art Sinorhizobium meliloti
spezifischen AHL (3-oxo-C16:1-HSL). Die bakteriellen Signalstoffe beeinflussten in der
Modellpflanze bereits in nanomolaren Konzentrationen die Akkumulation von 154 Protei-
nen aus Wurzelextrakten signifikant. Rund 2/3 der Proteine zeigten bei beiden AHLs die
gleichen Veranderungen, wahrend das restliche Drittel der Proteine untereinander abwei-
chend reagierte. Dies lasst vermuten, dass Medicago truncatula neben einem Satz allge-
meiner AHL-Antworten auch Uber die Fahigkeit verfligt, auf unterschiedliche AHLs spe-
zifisch zu reagieren (Mathesius et al., 2003), zumindest in der Wurzel. Nachdem bislang
jedoch keine Daten Uber eine mégliche Beeinflussung von Proteinen der oberirdischen
Pflanzenteile verflgbar waren, wurde in der vorliegenden Arbeit der Effekt von AHLs auf
dass Sprossproteom von Gerste und Yambohne untersucht.

Obwohl die oberirdischen Sprossteile nicht direkt AHL-exponiert waren wie die Wurzel-
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fraktion, so konnte der bei Mathesius et al. (2003) in den Wurzeln beschriebene Effekt der
bakteriellen Signalstoffe in den Sprossen von Gerste und Yambohne ebenso beobachtet
werden. Zwischen 20 und 53 mit der Kontrolle abgleichbare Proteinspots (,matches®) wur-
den je nach Pflanze und Typ des AHL nachweislich durch die Zugabe von AHL in ihrer
Intensitat im Vergleich zur Kontrolle differentiell reguliert. Dies legt nahe, dass der Einfluss
der AHLs in beiden Pflanzen gegeben war. Daneben konnte festgestellt werden, dass im
Bereich der GSTs nach der AHL-Behandlung neue Spots detektierbar waren, welche
flr die bereits besprochenen Induktionen von Aktivitdten gegenlber den Substraten wie
DCNB und vor allem Fluorodifen verantwortlich sein kénnten. Obwohl die Anderungen
im antioxidativen System und den GSTs bei der Yambohne mit wenigen Ausnahmen ge-
man enzymatischer Bestimmungen schwacher waren als bei der Gerste, so kam es bei
der Leguminose insgesamt in der hier verwendeten cytosolischen Fraktion des Proteoms
zu gréBeren Veranderungen als bei der Gerste. Die Yambohne schien dementsprechend
gezielter oder selektiver auf das AHL-Signal zu reagieren, wahrend die Monokotyledone
in groBen Teilen die Symptomatik einer Stressantwort aufwies. Zuletzt wurde im Extrakt
der Yambohne ein Proteinspot beobachtet, welcher deutlich hochreguliert war und so-
wohl nach molekularer Masse wie auch isoelektrischem Punkt einen Kandidaten fir die

putative Lactonase der Leguminose darstellt.
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4.4 Schlussfolgerungen

e AHLs unterliegen gemaf ihrer physikochemischen Eigenschaften unterschiedlich
stark abiotischen Prozessen, wobei die Adsorption an lipophilen Oberflachen in Ab-

hangigkeit von steigender Kettenlange zum maf3geblichen Faktor wird.

e Der von Delalande et al. (2005) postulierte Abbau von C6-HSL durch Leguminosen
konnte in dieser Arbeit an der Yambohne bestatigt und auf C8-HSL und C10-HSL
erweitert werden. Als mafgebliche Ursache fir die AHL-Verluste im Medium der
Yambohne gilt das Enzym Lactonase. In der Gerste waren keine derart expliziten
Quorum-quenching-Mechanismen nachweisbar, was unterstreicht, dass die Hydro-

lyse durch Lactonase eine flr Leguminosen spezifische Fahigkeit darstellt.

e Die drei AHLs C6-, C8- und C10-HSL werden in Abhangigkeit von der Lange der
Ketten unterschiedlich schnell im Medium abgebaut, wobei die Degradation mit stei-
gender Kettenldnge deutlich zunimmt. Der Einfluss der Pflanzenart wurde nachge-
wiesen, da bei der Yambohne erheblich gro3ere AHL-Abnahmen messbar waren als

bei der Gerste.

e AHLs wurden aufgenommen und schnell in der Pflanze verteilt. Kiirzere Ketten be-
dingten eine héhere Aufnahme und Anreicherung des Signalstoffes im Spross. In
der Yambohne war nur C6-HSL im Spross nachweisbar, bei Gerste au3erdem das
C8-HSL, wahrend das C10-HSL nur metabolisiert, aber nicht in intakter Struktur in
den Spross zu gelangen schien, wie mit Tritium-markiertem AHL gezeigt werden
konnte. In den Wurzelextrakten konnten alle AHLs bei beiden Pflanzen nachgewie-

sen werden, welche sicher dort auch an Oberflachen anlagern.

e Beide Pflanzen wandelten extern applizierte AHLs in Metaboliten um, wobei die
AHLs mit Hydroxy-Substitution am C3 die typischen Produkte darstellten. In Yam-
bohne waren Metaboliten der AHLs auch im Spross und im Medium nachweisbar,
bei Gerste nicht. Gerste erzeugte im Gegensatz zur Leguminose jedoch zusatzlich
AHLs mit verkirzten Seitenketten. Die hier nachgewiesenen Metaboliten stellen ne-
ben dem Wirken der Acylasen und Lactonasen einen méglichen ersten Schritt bei

der Degradation der AHLs im Pflanzengewebe dar.

e Der Einfluss von bakteriellen AHLs auf morphologische und physiologische Parame-
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ter der Pflanzen war in diesen Experimenten selten deutlich ausgepragt. Es konn-
ten im Allgemeinen keine eindeutig signifikanten Verdnderungen der Biomasse, der
Blattflachen, der Wurzelparameter oder der Pigmentgehalte durch AHL-Behandlung
festgestellt werden. Die interessante Tendenz zu einer Anregung des Sprosslangen-
und Lateralwurzelwachstums speziell bei Gerste war jedoch gegeben. Bei Yamboh-
ne wurde ein Rickgang der Carotinoidgehalte speziell bei C10-HSL dokumentiert.
Die pH-Werte waren durch die Pflanzen, nicht aber wesentlich durch AHL beein-

flusst, kbnnen aber mit der Stabilitat der Signalkomponenten interagieren.

Die Pflanzen erkannten das AHL-Signal, weil spezielle Isoenzym-Cluster der GSTs
reagierten. Es zeigte sich, dass das C6-HSL in beiden Pflanzen und besonders bei
Gerste die starkste Wirkung auf die Enzymaktivitadten auslbte. Im Gegensatz zur
Gerste wies die Yambohne geringere Anzeichen einer Stress- oder Abwehrreakti-
on als Folge der AHL-Exposition auf, obwohl die Zahl der regulierten Proteine im
cytosolischen Extrakt héher war als bei Gerste. Bei letztgenannter Art schien dage-
gen eine deutliche Verschiebung der Aktivitaten von der regulativen Funktion des

antioxidativen Zyklus hin zur Initiierung der Detoxifizierung stattgefunden zu haben.

Die weiterfuhrende Untersuchung der Wirkung von AHLs auf Pflanzen stellt eine in-
teressante Herausforderung fur weitere anschlieBende Experimente dar. Viele Fra-
gen, die sich aus den hier gewonnenen Ergebnissen ableiten lassen, zum Beispiel
nach der genauen Funktion des innerpflanzlichen Transports, der Entstehung der
AHL-Metaboliten oder nach der Signaltransduktion der Enzymantwort werden nach
ihrer Beantwortung durch anschlieBende Untersuchungen mit Sicherheit zu einem
besseren Verstandnis der Interaktion bakterieller Signalstoffe und Pflanzen beitra-

gen.
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Das Ph&nomen der bakteriellen Kommunikation hat in den letzten Jahren vermehrte Auf-
merksamkeit erfahren, da die Bedeutung des sogenannten ,Quorum sensing“ flr die
menschliche Gesundheit wie auch den Bereich der Umwelt und der mikrobiellen Okologie
immer deutlicher wird. Bei letzteren wird insbesondere Uber den méglichen Einfluss bak-
terieller Signalstoffe auf die Interaktion mit Nutzpflanzen diskutiert, sei es zu deren Star-
kung, zur Férderung von PGPR oder zur Bekdmpfung von pathogenen Arten. In der vor-
liegenden Arbeit wurde daher untersucht, welchen Einfluss die N-Acyl-Homoserinlactone
(AHLs) als Botenstoffe Gram-negativer Bakterien auf die Gerste (Hordeum vulgare L.)
und die tropische Leguminose Yambohne (Pachyrhizus erosus (L.) Urban) austben. Die
AHLs dienen den Mikroorganismen zur Regulation verschiedenster wichtiger Prozesse
wie Virulenz, Biofilmformation, Produktion von Antibiotika oder Motilitdt. Mittels Quorum
sensing wird dabei sichergestellt, dass ein metabolischer Aufwand zu einem maoglichst
effizienten Zeitpunkt geschieht, also dann, wenn raumliche und zeitliche Gegbenheiten
ebenso passend sind wie die Populationsdichte.

Uber das Schicksal der AHLs in Kontakt mit der Pflanze liegen allerdings derzeit nur
limitierte Kenntnisse vor, auch wenn eine zunehmende Zahl an Publikationen darauf hin-
deutet, dass Pflanzen durchaus in der Lage sind, dem Signal der Bakterien zu ,lauschen®
und entsprechende Antworten auszubilden. Informationen dartber, welchen Wechselwir-
kungen der Signalstoff mit der Pflanze unterliegt, ob er abgebaut, adsorbiert oder un-
ter Umstédnden gar in die Pflanze transportiert wird, existierten bislang kaum. Aus die-
sem Grunde wurde selbige Fragestellung in dieser Arbeit untersucht. Hierzu wurde eine
spezielle axenische Modellrhizosphéare aus Glasréhren verwendet, die zur Stabilisierung
mit Glasperlen beflllt war. Als Signalstoffe wurden das N-Hexanoyl- (C6-HSL), das N-
Octanoyl- (C8-HSL) sowie das N-Decanoyl-Homoserinlacton (C10-HSL) eingesetzt. Es
konnte nachgewiesen werden, dass die hier untersuchten AHLs in Abh&ngigkeit von ihrer

strukturellen Konformation in unterschiedlich starkem Mal3e abgebaut, metabolisiert und
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in der Pflanze verteilt werden. Maf3geblicher Faktor hierbei war die Lange der Acylket-
te bzw. der lipophile Charakter des Signalmolekiils. Verluste vor allem durch Adsorption
bei C10-HSL an der Glasoberflache von rund 25-30 % waren gegenlber den beiden
kurzkettigen AHLs deutlich héher. Mittels radioaktiv markiertem Signalstoff wurde zudem
belegt, dass erhéhte Adsorptionsraten von C10-HSL auch an der Wurzeloberflache auf-
traten (ca. doppelt so hoch wie bei C8-HSL). Im Spross lag dagegen C8-HSL doppelt so
hoch konzentriert vor wie C10-HSL. Der Transport in den Spross der Pflanzen ging dabei
geman der Ergebnisse in dieser Arbeit umso leichter vonstatten, je kirzer die Seitenkette
war, da das kurzkettige C6-HSL als einziges im Spross beider Pflanzen nachgewiesen
werden konnte, C8-HSL nur bei Gerste, C10-HSL hingegen in keiner der beiden Pflan-
zen. Die AHLs unterlagen neben Adsorption an abiotischen wie pflanzlichen Oberflachen
genauso aktiver Degradation durch die Pflanzen, speziell durch die Yambohne. Diese Le-
guminose zeigte im Gegensatz zur Gerste einen aktiven Abbaumechanismus auf, dem
das Enzym Lactonase zugrunde gelegt wird. Wahrend die ursprtingliche Konzentration
an AHL durch den Einfluss der Gerste im Medium nur um 17-35 % reduziert wurde,
kam es bei der Yambohne zu pflanzlich bedingten AHL-Abnahmen von 49-71 %. AuB3er-
dem trat im Nahrmedium der Yambohne eine erheblich starkere Anreicherung des als
Signal unbedeutenden D-AHLs gegenliber dem L-Stereoisomer (bis 177 %) auf als dies
in der Gerste (ca. 11 %) beobachtet werden konnte. Eine Untersuchung der Metaboliten
von AHL im Pflanzengewebe zeigte klar, dass in beiden Pflanzen vor allem hydroxylierte
Formen der Signalstoffe als primare Metaboliten gebildet worden waren. Bei keiner der
beiden Pflanzen wurden Metaboliten des C6-HSL nachgewiesen, dafir jedoch AHLs mit
um eine C2-Einheit verkurzten Seitenketten im Gewebe der Gersten.

Wahrend die AHL-Behandlung auf physiologische Parameter wie das Frischgewicht,
die Blattflachen, den Wurzelaufbau oder die Pigmentgehalte nur vereinzelte Effekte mit
einem Hinweis auf eine Anderung der Wurzelarchitektur (Férderung der Ausbildung von
Seitenwurzeln) und Erhéhung der Sprosslangen um rund 1 cm zeigte, wurde der Einfluss
der Signalstoffe auf die Glutathion S-Transferasen (GSTs) und die Enzyme des antioxi-
dativen Ascorbat-Glutathionzyklus deutlich. Die Leguminose Yambohne schien aufgrund
ihrer natdrlichen Exposition zu AHL-produzierenden Kndllchenbakterien besser als Gers-
te diesen Signalstoffen angepasst zu sein, was aus dem gezielten Abbau der Substanzen

ebenso ersichtlich ist wie aus einer sehr gemaBigten enzymatischen Beeinflussung. Die
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geringe Reaktion der untersuchten Enzyme von Yambohne, mit Ausnahme einer um das
bis zu dreifache erhéhten Aktivitat einer GST fur die Konjugation eines Diphenyletherher-
bizids, kénnte hierbei allerdings auch durch den zeitigen Abbau der Signalstoffe bedingt
sein. In der Gerste wurden Isoenzym-Cluster der GSTs gemaf der verschiedenen un-
tersuchten Substrate (CDNB, DCNB, NBC, NBOC, Fluorodifen) unterschiedlich reguliert,
was auf eine differenzierte AHL-Antwort schlieBen lasst. Wie bei den GSTs, so zeigte
sich auch der antioxidativ wirksame Ascorbat-Glutathionzyklus bei der Yambohne deut-
lich weniger durch die AHL-Gabe beeinflusst als die Gerste, bei der die Aktivitaten der
involvierten Enzyme tendenziell in der Wurzel einem Rickgang unterlagen, sich jedoch
im Spross erhéht zeigten. Die Enzymaktivitaten in den Mikrosomen unterschieden sich
bei beiden Pflanzen in ihrer Reaktion auf AHL von denen der cytosolischen Fraktion,
was mit deren Kompartimentierung in der Zelle und dem Vorkommen spezieller Isoen-
zyme mikrosomaler GSTs begriindet werden kann. Mittels 2D-Gelelektrophorese konnte
schlie3lich gezeigt werden, dass in beiden Pflanzenarten eine bestimmte Zahl an Pro-
teinen des Sprosses (Gerste bis zu 38, Yambohne bis zu 53 Spots) einer Regulation
durch die AHL-Exposition unterlag. Im Bereich der GST konnten zwar kaum differentiell
regulierte Proteinspots gezeigt werden, das Erscheinen neuer Spots im GST-Bereich be-
sonders bei der Gerste liefert jedoch einen Hinweis auf die Expression von Isoenzymen
nach AHL-Behandlung. Ein Proteinspot, der gemaf pl und Molekulargewicht eine puta-
tive Lactonase darstellen kann, konnte in der Yambohne als signifikant induziert (>3fach
im Vergleich zur Kontrolle) beschrieben werden.

Die hier erhaltenen Ergebnisse verdeutlichen, dass Pflanzen durchaus auf den bak-
teriellen Signalstoff AHL reagieren kénnen. Leguminosen wie die Yambohne scheinen
durch ihre Symbiose mit Knéllchenbakterien dem Signal evolutionar besser angepasst
zu sein als die Gerste. Bemerkenswert ist sicherlich der Befund, dass nicht nur Bakte-
rien zum ,,Quorum quenching®, also der gezielten Interferenz mit Signalmolekilen fahig
sind, sondern dass auch Pflanzen sehr wohl die Méglichkeit besitzen, in der bakteriellen

Kommunikation ein Wort mitzureden.
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7 Anhang

Tabelle 7.1: Kalibration FTICR-MS

Arginin Cluster + | m/z Ladung || Arginin Cluster - | m/z Ladung
(Arg)H 175.118952 | 1+ (Arg)-H 173.104399 | 1-
(Arg)2H 349.230628 | 1+ (Arg)2-H 347.216075 | 1-
(Arg)3H 523.342304 | 1+ (Arg)3-H 521.327751 1-
(Arg)4H 697.453979 | 1+ (Arg)4-H 695.439426 | 1-
(Arg)5H 871.565655 | 1+ (Arg)5-H 869.551102 | 1-
(Arg)6H 1045.677331 | 1+ (Arg)6-H 1043.662778 | 1-
(Arg)7H 1219.789006 | 1+ (Arg)7-H 1217.774456 | 1-
(Arg)8H 1393.900682 | 1+ (Arg)8-H 1391.886129 | 1-
(Arg)9H 1568.012358 | 1+ (Arg)9-H 1565.997805 | 1-
(Arg)10H 1742.123034 | 1+ (Arg)10-H 1740.109481 | 1-
Diester + m/z Ladung || Fettsauren - m/z Ladung
C10H2304 207.159086 | 1+ C12H2302 199.170354 | 1-
C10H2204Na 229.141030 | 1+ C14H2702 227.201654 | 1-
C14H1904 251.127786 | 1+ C16H3102 255.232950 | 1-
C14H1804Na 273.109730 | 1+ C18H3502 283.264254 | 1-
C16H2304 279.159086 | 1+ C20H3902 311.295554 | 1-
C16H2204Na 301.141030 | 1+ C22H4302 339.326854 | 1-
C18H3504 315.252986 | 1+ C24H4702 367.358154 | 1-
C18H3404Na 337.234931 1+

C24H3904 391.284286 | 1+

C24H3804Na 413.266231 1+

C28H4704 447.346886 | 1+

C28H4604Na 469.328831 1+

Tabelle 7.2: Reduktion der GST:CDNB-AKktivitat (ukat/mg) im cytosolischen Extrakt der Gerste nach Zu-
gabe von C8-HSL. Neben einem unverédnderten CDNB-Assay wurde der gleiche Test mit der gleichen
Konzentration (1 mM) an C8-HSL durchgefihrt.

1 mM CDNB | 1 mM CDNB + 1 mM C8-HSL | Reduktion
Spross | 5,21 £0,45 3,89 £ 0,34 -25,3 %
Wurzel | 17,98 £+ 0,25 10,39 + 0,41 -42,2 %
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Abbildung 7.1: Einfluss von AHL auf die spezifische Aktivitat (ukat/mg Protein) cytosolischer Enzyme der
Gerste (Teil 1)
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Abbildung 7.2: Einfluss von AHL auf die spezifische Aktivitat (ukat/mg Protein) cytosolischer Enzyme der

Gerste (Teil 2)
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Abbildung 7.3: Einfluss von AHL auf die spezifische Aktivitat (pkat/mg Protein) mikrosomaler Enzyme der

Gerste (Teil 1)
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Abbildung 7.4: Einfluss von AHL auf die spezifische Aktivitat (ukat/mg Protein) mikrosomaler Enzyme der
Gerste (Teil 2)
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Abbildung 7.5: Einfluss von AHL auf die spezifische Aktivitat (ukat/mg Protein) cytosolischer Enzyme der

Yambohne (Teil 1)
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Abbildung 7.6: Einfluss von AHL auf die spezifische Aktivitat (ukat/mg Protein) cytosolischer Enzyme der

Yambohne (Teil 2)
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Abbildung 7.7: Einfluss von AHL auf die spezifische Aktivitat (ukat/mg Protein) mikrosomaler Enzyme der

Yambohne (Teil 1)
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Abbildung 7.9: Bereich der GSTs (pl und kDa) der Gerstensorte Barke
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