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Kurzzusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand molekularbiologischer Methoden der Einflu3 der
Mykorrhizierung mit dem arbuskuldren Mykorrhizapilz Glomus intraradices Brl bzw.
Glomus geosporum auf die Schwermetall- bzw. Salztoleranz der Wirtspflanze Tomate unter-
sucht. Mittels PCR-Experimenten wurden Teilsequenzen fiir Phytochelatin synthase-
(LePCS), Metallothionein- (Lemtl, Lemt2, Lemt3, Lemt4), Nramptransporter- (LeNrampl,
LeNramp?2, LeNramp3), Aquaporin- (LePIPI, LePIP2, LeTIP) und Na'/H -Antiportergene
(LeNHX1, LeNHX2) aus Tomate amplifiziert und kloniert.

Bei der Anzucht von Tomatenpflanzen unter Schwermetallbelastung, durch Verwendung von
Schwermetallerde oder Zusatz von Schwermetallen (CdCl2), mit und ohne Glomus intra-
radices Brl zeigen die erhaltenen Ergebnisse eine deutliche Stimulierung des Wachstums von
mykorrhizierten Tomatenpflanzen im Vergleich zu den Kontrollpflanzen.

Das LePCS-Gen ist unter den angegebenen Versuchsbedingungen konstitutiv exprimiert und
dessen Expression wird unter Schwermetallstress durch die Mykorrhizierung nicht beeinfluf3t.
Durch Northern-Analysen und Real-Time PCR-Quantifizierung wurde gezeigt, dall die
Transkriptmengen von LeNrampl und LeNramp2 mit der Mykorrhizierung und unter
Schwermetallstress reduziert wird, wohingegen bei LeNramp3 keine Effekte beziiglich einer
Mykorrhizierung zu beobachten sind.

Transkript-Analysen der Metallothioneingene Lemtl, Lemt3 und Lemt4 wiesen keine
deutlichen Unterschiede in der Expression zwischen mykorrhizierten und nicht mykorrhi-
zierten Pflanzen unter Schwermetallbelastung auf. Im Gegensatz dazu konnte mittels
Northern-Analysen und Real-Time PCR-Quantifizierung gezeigt werden, dal} die Transkript.-
menge von Lemt2 mit der Mykorrhizierung unter Schwermetallstress um den Faktor 12
reduziert wird.

Durch RNA In situ-Hybridisierungen konnten Transkripte von LeNramp1 in den nicht myko-
rrhizierten Wurzeln in unmittelbarer Umgebung des Zentralzylinders nachgewiesen werden.
In den mykorrhizierten Wurzeln waren keine Signale nachweisbar. Lemt2 wird stark in den
nicht mykorrhizierten jungen Wurzelbereichen in den Rindenparenchym- und Rhizodermis-
zellen exprimiert. Im Gegensatz dazu ist die Expression von Lemt2 in den mykorhizierten
Wurzeln auf einige Rindenparenchymzellen beschrinkt.

Unter den gegebenen Versuchsbedingungen 46t sich durch Vergleich der ermittelten
Frischgewichte zwischen den mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Versuchspflanzen
unter Salzstress keine Wachstumsstimulierung durch die Mykorrhizierung erkennen

In den Wurzeln wird die Transkriptmenge von LePIPI und LeTIP mit der Mykorrhizierung
unter Salzbelastung herunterreguliert, wahrend die Expression des LePIP2-Gens durch die
Mykorrhizierung unter den gewéhlten Bedingungen nicht beeinfluflt wird. In den Blittern
mykorrhizierter Pflanzen sind fiir die drei Gene eine deutliche Erhohung der Transkript-
mengen unter Salzstress zu beobachten

Unter den angegebenen Versuchsbedingungen wurde keine Induzierung der Na'/H'-
Antiporter LeNHXI und LeNHX2 unter Salzstress festgestellt. Durch Northern-Analysen
konnten keine Unterschiede in der Expression beider Gene zwischen mykorrhizierten und
nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen unter Salzbelastung beobachtet werden.

Die Ergebnisse zeigen, dafl die an der Schwermetall- bzw. Salztoleranz wahrscheinlich
beteiligten Gene mit der Mykorrhizierung in der Transkriptionsrate in der Regel herunter-
reguliert werden, allerdings von Gen zu Gen in unterschiedlichem Mafe.



Abstract

The role of the arbuscular mycorrhizal (AM) fungi Glomus intraradices Brl respectively
Glomus geosporum on heavy metal and salt tolerance in their host tomato was studied. Parts
of the genes for phytochelatin synthase (LePCS), Metallothioneins (Lemtl, Lemt2, Lemt3,
Lemt4), Nramptransporters (LeNrampl, LeNramp2, LeNramp3), aquaporins (LePIPI,
LePIP2, LeTIP) and Na+/H+—antiporters (LeNHX1, LeNHX?2), all from tomato, were amplified
by PCR and sequenced.

Tomato plants cultivated in the presence of heavy metals and inoculated with Glomus
intraradices Brl showed a significant stimulation of growth in comparison to non-mycorrhizal
plants.

The gene for phytochelatin synthase was constitutively expressed. Any difference in the
expression levels of LePCS between mycorrhizal plants and controls was not significant.

The transcript levels of the Nramptransportergenes LeNrampl and LeNramp2 were reduced in
mycorrhizal tomato in comparison to controls but the transcript amount of LeNramp3 was the
same as in controls. This result was shown by Northern analyses and real time PCR.

Northern analyses and real time PCR showed that transcripts of Lemt2 are significantly
reduced in mycorrhizal plants by the factor of 12, whereas transcript levels of Lemtl, Lemt3
and Lemt4 remain more or less unaltered in mycorrhizal plants in comparison to non-
colonized controls.

In-situ hybridization experiments showed that transcripts of LeNrampl were localized near
the central cylinder in non-colonized roots, whereas no signals were detectable in mycorrhizal
roots. Non-mycorrhizal plants showed a strong expression of Lemt2 in the parenchyma and
the rhizodermal cells, whereas the expression of Lemt2 in mycorrhizal roots is restricted to
few cortical parenchyma cells.

A significant difference in growth stimulation between plants colonized with Glomus
geosporum and controls under salt stress was not detected.

The transcript levels of LePIPI1 and LeTIP were downregulated under salt stress in myco-
rrhizal roots, whereas the transcript amount of LePIP2 was the same in controls. A significant
increase in the expression of these three genes under salt stress was observed in the leaves of
mycorrhizal plants.

Differences in gene expression of LeNHXI and LeNHX2 in mycorrhizal plants and controls
under salt stress could not be observed.

It is generally concluded that colonization of the roots by AM fungi affects the expression for
genes coding for proteins presumably involved in salt or heavy metal resistance, respectively,
however, from gene to gene in a different manner.
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Einleitung

1. Einleitung

1. 1 Mykorrhiza als Form der Symbiose zwischen Pilzen und hoheren Pflanzen

Der Begriff Mykorrhiza (griechisch: mykes = Pilz; rhiza = Wurzel) wurde zum
erstenmal von A.B. Frank (1885) verwendet, um die Symbiose zwischen Bidumen und
Pilzen zu beschreiben. Man unterscheidet im Wesentlichen zwei Ausbildungsformen
der Mykorrhiza: die ekto- und die endotrophe Mykorrhiza.

Bei der ektotrophen Mykorrhiza umgibt ein dicker Mantel aus Pilzhyphen die Wurzel
der Wirtspflanze. Einige der Hyphen wachsen in den Interzellularen der Wurzelrinde
und umgeben sie mit einem dichten Geflecht, dem sogenannten Hartigschen Netz
(Hartig, 1851). Die symbiotischen Pilze gehoren zur Klasse der Ascomycetes und der
Basidiomycetes. Arten aus mehr als 140 Gattungen von Samenpflanzen sind an der
Ausbildung einer ektotrophen Mykorrhiza beteiligt (Werner, 1987).

Die endotrophe Mykorrhiza lésst sich in drei Grundtypen gliedern (Werner, 1987): die
Orchideenmykorrhiza, die Ericaceenmykorrhiza und die arbuskuldre Mykorrhiza (AM).
Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen befassen sich
ausschlieflich mit den zu letzt genannten AM-Pilzen.

Die AM-Pilze gehoren zur Klasse der Zygomycetes und werden in der Ordnung
Glomales zusammengefalit. Diese wird neuerdings in sechs Gattungen: Glomus, Acau-
lospora, Scutellospora, Gigaspora, Paraglomus und Archaeospora unterteilt (Morton
und Redecker, 2001). Die AM ist eine sehr alte Symbiose. Der Fund von @hnlichen
AM-Pilzstrukturen (Sporen, Arbuskeln) aus dem Ordovizium spricht dafiir, daf3
Glomales-dhnliche Pilze bereits vor 460 Millionen Jahren existiert haben (Redecker et
al., 2000) und eine Rolle bei der Eroberung des Festlandes durch die GefaB3pflanzen
gespielt haben konnten (Simon et al., 1993, Redecker, 2002). Sie gilt als die wichtigste,
weltweit verbreitete Symbiose (Hayman, 1982). Etwa 80% der hoheren Pflanzen bilden
eine Symbiose mit AM-Pilzen aus. Dabei spielt die Wirtsspezifitdt bei den AM-Pilzen
eine untergeordnete Rolle. AM-Pilze einer Art sind in der Lage eine Symbiose mit
Pflanzen aus verschiedenen Genera, Familien, Ordnungen und Klassen einzugehen
(Harley und Smith, 1983; Harley, 1984). Nur wenige Familien, wie die Brassicaceae,
die Chenopodiaceac und die Cyperaceaec werden als nicht oder nur schwach
mykorrhizierbar angesehen (Harley und Smith, 1983; Peat und Fitter, 1993).

Die AM-Pilze sind obligat biotrophe Organismen. Sie sind fiir Wachstum und
Vermehrung darauf angewiesen, die Wurzel der Wirtspflanze zu kolonisieren. Der Pilz
bekommt Kohlenhydrate in Form von Hexose (Shachar-Hill et al, 1995, Solaiman und
Saito, 1997). Im Gegensatz zu dem extraradikalen Myzel (ERM), das nicht in der Lage
ist, Hexose aufzunehmen, werden Hexose von den intraradikalen Hyphen aktiv aufge-
nommen. (Douds et al., 2000).

Der Lebenszyklus des Pilzes beginnt mit der Sporenkeimung. Wéihrend dieses
begrenzten Wachstums werden Triacylglyceriden und Glykogen mobilisiert (Bécard et
al., 1991; Gaspar et al., 1994, 1997). Diese Mobilisierung dient der Entwicklung von
Keimschlduchen und der Bereitstellung der Kohlenstoffgeriiste fiir anabolische Vor-
ginge wie die Novosynthese der Zellwand (Bonfante-Fasolo et al., 1990; Bago et al.,
1996). Die auswachsenden Hyphen konnen innerhalb von ein bis zwei Wochen einige
Zentimeter lang werden. Treffen sie in dieser Zeit nicht auf eine Wurzel einer
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Einleitung

Wirtspflanze, stellen sie ihr Wachstum ein. Die Hyphe zerfillt, die Zellkerne 16sen sich
auf und die Spore kehrt in den Ruhezustand zuriick (Bago et al., 1998a).

Trifft die auskeimende Spore auf eine Wurzel der Wirtspflanze, wird der Pilz als
Symbiosepartner anerkannt. Diese Erkennung der Wirtpflanze durch die AM-Pilze soll
auf der Abgabe von Signalsubstanzen durch Wurzeln potentieller Wirtspflanzen beru-
hen. Der Pilz reagiert mit einem starken Hyphenwachstum und Verzweigung (Giova-
netti et al., 1993). Wahrend Wurzelexudate von Wirtspflanzen das Hyphenwachstum
stimulieren (Mosse und Hepper, 1975; Bécard und Piché, 1989a, 1989b, Tawaraya et
al., 1996), haben Wurzelexudate von nicht Wirtspflanzen entweder keinen Effekt
(Gianinazzi-Pearson et al., 1989; Bécard und Piché, 1990; Giovanetti und Sbrana, 1998)
oder scheinen einen inhibitorischen Effekt zu haben (Koide und Schreiner, 1992;
Vierheilig und Piché, 1995). Die Substanzen konnten bislang nicht chemisch identi-
fiziert werden. Flavonoiden stimulieren zwar das Wachstum von AM-Pilzen (Tsai und
Phillips, 1991; Bécard et al., 1992; Fries et al., 1997) sind aber nicht erforderlich als
Pflanzensignal in der Symbiose (Bércard et al., 1995). Buee et al. (2000) erzielten mit
einem Wurzelextrakt (branching factor) aus Daucus carota, der kein Flavonoid ist, eine
Stimulierung des Hyphenwachstums in Gigaspora margarita. Diese Substanz konnte in
nicht mykorrhizierbaren Pflanzen wie Brassica spp. Nicnt identifiziert werden. Dieser
Befund bekriftigt die Vermutung, da den nicht mykorrhizierbaren Pflanzen die
stimulatorische Komponente fehlt, die normalerweise in den Wirtspflanzen zu finden ist
(Glenn et al., 1988; Bécard und Piché, 1990; Giovanetti und Sbrana, 1998).

Die Entwicklung der Symbiose wird durch den Kontakt zwischen der Wurzel der
Wirtspflanze und dem Pilzhyphen initiiert. Dabei bilden die Hyphen ein Appressorium
aus. Die Penetration in die Wurzel ist charakterisiert durch eine lokalisierte Produktion
von zellwandabbauenden hydrolytischen Enzymen durch den Pilz und die Ausiibung
eines hydrostatischen Drucks durch die Hyphenspitze (Bonfante und Perotto, 1995).
Trotz der Penetration durch den Pilz weist die Wirtspflanze nur eine sehr begrenzte
Abwehrreaktion auf. In Allium porrum ist die Aktivitidt der Chitinase und die an der
Zellwand gebundene Peroxidase deutlich geringer in den mykorrhizierten als in den
Kontrollpflanzen (Spanu et al., 1989; Spanu und Bonfante, 1988). Dazu haben immuno-
zytochemische Untersuchungen gezeigt, dass die Chitinase bei den mykorrhizierten
Pflanzen in der Vakuole lokalisiert ist (Spanu et al., 1989). Die Regulation der Abwehr-
reaktion der Wirtpflanze konnte auf der Ebene der Gen-Expression stattfinden. Medi-
cago sativa und Medicago truncatula reagieren auf pathogene Pilze mit einer raschen
Produktion der Abwehrkomponente Medicarpin. Die Kolonisierung durch AM-Pilze
fiihrt zu einem Herrunterregulieren der Transkriptmenge des kodierenden Gens fiir die
Isoflavon Reduktase, das vorletzte Enzym der Medicarpin-Biosynthese, was zu einer
Verhinderung der Akkumulation von Medicarpin fithrt (Harrison und Dixon, 1993;
Volpin et al., 1995). In situ-Hybridisierungen zeigten, dal3 diese Herrunterregulierung
nur in der Umgebung der Arbuskeln stattfindet (Harrison und Dixon, 1994).

Nach der Infektion erstrecken sich die Pilze in der Wurzelrinde inter- und intrazellular.
Die Hyphen durchbrechen die Pflanzenzellwand, ohne jedoch das Plasmalemma des
Wirtes zu tiberwinden (Harley und Smith, 1983). In den Rindenparenchymzellen bilden
sich die typischen Strukturen dieser Mykorrhiza, die Arbuskeln aus. Diese bdumchen-
artigen Gebilde stellen diejenigen Strukturen der AM-Pilze dar, iiber die der Stoff-
austausch von Néhrelementen und Kohlenhydraten erfolgt (Saito 2000). In den
Arbuskeln enthaltenden Zellen erfolgt eine Vielzahl zytomorphologischer Prozesse:
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Fragmentierung der Zentralvakuole, Erhohung des Cytoplasmavolumens, Verlagerung
des Zellkernes in eine zentrale Position (Bonfante und Perotto, 1995; Gianinazzi-
Pearson, 1996). Begleitet werden diese Umstrukturierungen von einer Neubildung des
Cytoskelettes, wobei Mikrotubuli ein neues Netzwerk ausbilden (Bonfante, 1996). Die
arbuskelnbildende Hyphe wird vollstindig von der pflanzlichen Plasmamembran
umgeben, die damit zur periarbuskuldren Membran wird. Der Zwischenraum zwischen
Pilzwand und Plasmamembran bildet ein Kontinuum mit der pflanzlichen Zellwand.
Strukturell ist dieser Zwischenraum einer pflanzlichen Primédrwand dhnlich, das heif3t,
es finden keine Vernetzungen der Zellwandbestandteile statt (Harrison, 1999).

Die Arbuskeln sind vier bis 15 Tage lebensfahige Strukturen (Carling und Brown,
1982). Bei den meisten AM-Pilzen entstehen blasenformige Aufbreitungen der Hyphen,
die als Vesikel bezeichnet werden. Diese Strukturen enthalten gro3e Mengen Lipide und
haben somit eine Speicherfunktion (Werner 1987).

Wihrend der Wurzelkolonisation kommt es zur Ausbildung des extraradikalen Myzels
(ERM) mit den charakterischen Arbuskel-dhnlichen Strukturen (BAS: branched abso-
rbing structures) (Moose und Hepper, 1975; Bago et al., 1998b; 1998c). Diese Struk-
turen spielen moglicherweise eine Rolle bei der Aufnahme von Néhrstoffen (Bago et al.,
1998b). Der ERM dient der Aufnahme von Nihrstoffen aus dem Boden und der
Kolonisierung von Wurzeln sowie der Produktion von Sporen. ERM trigt auBBerdem zur
Stabilisierung des Bodens, moglicherweise durch Produktion von Glykoproteine, bei
(Wright et al., 1996; Wright und Upadhyaya, 1996). Mit der Ausbildung der extrara-
dikalen Sporen kommt es zur Vollendung des Pilzzyklus.

In der Symbiose durchwachsen die Pilze mit ihren feinen Pilzhyphen den Boden und
mobilisieren dadurch fiir die Pflanzen Néhrstoffe. Mykorrhizierte Pflanzen zeigen ein
verbessertes Wachstum in néhrstoffarmen Bdden gegeniiber nicht mykorrhizierten
Pflanzen (Gerdemann, 1964). Die Pilzhyphen stellen eine enorme Vergroferung des
Wurzelsystems dar und sind an der Aufnahme, neben anderen Néhrstoffen, an Phosphat
beteiligt. In Béden mit limitierendem Phosphatgehalt ist die Phosphataufnahme bei
mykorrhizierten Pflanzen zwei- bis dreimal hoher als bei nicht mykorrhizierten Pflanzen
(Tinker et al., 1992). Dabei nehmen die Pilzhyphen Phosphat aktiv auf und trans-
portieren es durch die Hyphen zur Wurzel (Smith und Gianinazzi-Pearson, 1988).
Neben der gesteigerten Phosphataufnahme ermdglichen die AM-Pilze eine verbesserte
Versorgung der Wirtspflanzen mit Kalium, Kalzium, Eisen, Kupfer und Zink (Kothari
et al., 1991; Khaliel, 1993) und eine erhohte Salz- und Schwermetalltoleranz (Pond et
al., 1984; Hildebrandt et al., 1999; Kaldorf et al., 1999). Weitere wichtige Wirkungen
des AM-Pilzes auf die Wirtspflanze sind eine erhohte Wasseraufnahme (Kothari et al.,
1990) und eine gesteigerte Resistenz gegeniiber pathogenen Pilzen und Nemathoden
(Dehne, 1982).
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Abbildung 1:
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Phasen in der Entwicklung der arbuskiiliren Mykorrhiza. Sporenkeimung und begrenztes
Hyphenwachstum (1). Verstirkte Verzweigung der Hyphen in der Néhe der Wirtswurzel (2) und Bildung
des Appressoriums an der Wurzeloberflaiche (3). Penetration und Wachsen der intraradikalen Hyphen
(IRH) in der Wurzelrinde (4). Durchwachsen der Hyphen und Bildung im inneren Rindenbereich von
Arbuskeln und Vesikeln (5). Bildung von Sporen und extraradikalem Myzel (ERM) (6). (verdndert nach
Marsh und Schultze, 2001).

1.2 Mechanismen der Schwermetalltoleranz bei hoheren Pflanzen

Schwermetalle zeichnen sich durch ein spezifisches Gewicht > 5g/cm’ aus (Holleman
und Wiberg, 1960; Lapedes, 1974). Zu den Schwermetallen gehdren biologisch
wichtige Elemente wie die Mikronédhrsoffe Eisen, Mangan, Zink, Kupfer, Kobalt und
Molybdén (Marschner, 1995), Elemente mit eingeschrankter physiologischer Bedeutung
wie Nickel und Vanadium und Elemente ohne bekannte bzw. ohne physiologische
Funktion wie Cadium, Arsen, Uran, Blei, und Chrom. Uberschreitet die Konzentration
der Schwermetalle im Boden einen bestimmten Wert, so konnen sie sehr toxisch sein.
Ihre Toxizitdt beruht auf der Blockierung von funktionellen Gruppen (SH-Gruppen),
Verdanderung von Molekiilkonformationen und Verdringung essentieller Metalle aus
Enzymen. Einige Schwermetalle sind in der Lage, freie Sauerstoffradikale zu bilden und
damit zu einem oxidativen Stress zu fiihren (Dietz et al., 1999). Dadurch kommt es zu
schidlichen Verdnderungen des Stoffwechsels, die bis zum Absterben der Pflanzen
fiihren konnen (Ernst, 1996). Cd-Stress ruft eine Beeintrachtigung der Photosynthese,
Inhibition von Enzymaktivitit, Proteindenaturierung und Verdnderungen der Eigen-
schaften des Membrantransports hervor (Das et al., 1997; Hernandez und Cooke, 1997;
4
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Williams et al., 2000). Durch Zn-Stress kommt es zur Beeintrichtigung der CO;-
Fixierung und des photosynthetischen Elektronentransports (Wallnoffer und Engelardt,
1995).

AuBerlich zeigt sich der Schwermetallstress durch ein verringertes Lingenwachstum,
eine Abnahme der Biomasseproduktion, Nekrosen und Chlorosen (Wallnoffer und
Engelhand, 1995).

Pflanzen haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um gegen den Schwermetall-
stress tolerant zu werden: Bindung der Schwermetalle an die Zellwand, verringerte
Aufnahme durch die Plasmamembran, aktiver Transport aus der Zelle, Komparti-
mentierung in die Vakuole und Chelatierung im Cytoplasma (s. Abb. 2).

Abbildung 2:
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Darstellung der moglichen Mechanismen der Schwermetalltoleranz in hoéheren Pflanzen. 1:
Komplexierung durch Phytosiderophore. 2: Bindung an der Zellwand. 3: Verringerte Aufnahme durch die
Plasmamembran. 4: Aktiver Transport aus der Zelle. 5: Komplexierung von Schwermetallen im
Cytoplasma durch unterschiedliche Chelatoren. 6: Transport von PC-Cd-Komplexen in die Vakuole
mittels ABC-Transporter. 7: Vakuolirer Transport von Metallionen durch Metall/H'-Antiporter. PC =
Phytochelatine, M = Metallionen, MTs = Metallothioneine, 0. Sdure = organische Siure. (verandert nach
Marschner, 1995).
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1.2.1 Komplexierung der Schwermetalle im Cytoplasma durch Chelatoren

Einer der wichtigsten Toleranzmechanismen beruht auf einer Verminderung der Menge
an freien Schwermetallen im Cytosol durch Bildung von Chelat-Komplexen. Mdgliche
Chelatoren im Cytosol sind organische Sduren, Glutathion, Phytochelatine und Metallo-
thioneine.

1.2.1.1 Metallothioneine

Das Strukturprinzip der Metallothioneine zeigt eine mehrfach geknickte Polypeptidkette
mit cysteinreichen N- und C-Terminalbereichen. Metallothioneine zeichnen sich durch
das niedere Molekulargewicht (< 10 kD) und durch das Fehlen von aromatischen
Aminosduren und Histidin aus (Rauser 1990). Nach ihrer Struktur werden zwei Typen
von Metallothioneinen unterschieden (Robinson et al., 1993). Bei Typl sind die
Cysteine (C) immer in der Folge C-X-C angeordnet, wobei X fiir Aminosduren aufler
Cystein steht. Typ I MT-Gene wurde bei Mais, Pisum sativum und Triticum aestivum
isoliert (De Framond, 1991; Evans et al., 1990; Snowden und Gardner, 1993). Metallo-
thioneine vom Typ II besetzen neben dem C-X-C zwei weitere Motive (C-C und C-X-
X-C) und wurden bei Glycin max und Arabidopsis beschrieben (Kawashima et al.,
1991; Zhou und Golsbrough, 1995).

Das erste isolierte pflanzliche Metallothionein-Protein ist das Ec-Protein (Lane et al.,
1987). Ec-Protein (early Cys-labeled), das eine Rolle bei der Embryogenese zu spielen
scheint, wurde aus Weizen-Embryos gereinigt und ist in der Lage, Zn und Cd zu binden.
Die Expression des Ec-Gens wird durch Abscisinsédure, nicht jedoch durch Zn, induziert
(Reynolds und Crawford, 1996). Bis heute sind mehr als 50 Metallothionein-Sequenzen
in verschiedenen Pflanzen beschrieben worden (Rauser, 1999). Die genaue Funktion
dieser Proteine in der Schwermetalltoleranz ist noch unklar (Zhou und Goldsbrough
1994; Schat et al., 2000). Zahlreiche Hinweise deuten aber darauthin, dass Metallo-
thioneine Schwermetalle komplexieren kdnnen und somit zu deren Entgiftung in der
Zelle beitragen konnen (Dameron und Harrison, 1998). MT2-Gen aus Arabidopsis wird
durch Kupfer, Zink und Cadmium induziert (Zhou und Golsbrough, 1994). Heterologe
Expression des MT2-Gens flihrte bei MT-defizienten Hefe-Mutanten zu gesteigerter Cd-
Toleranz. Murphy und Taiz (1995) konnten zeigen, da3 verschiedene MT-Gene von
verschiedenen Arabidopsis-Okotypen unterschiedlich reguliert sind. Wihrend MTI
konstitutiv exprimiert ist, wird die Transkription des MT2-Gens durch Cu induziert. Es
wurde ebenso eine Korrelation zwischen der Toleranz der Okotypen und der
Transkriptmenge des MT2-Gens festgestellt.

1.2.1.2 Phytochelatine

Eine 4&hnliche Rolle wie den Metallothioneine bei der Komplexierung der
Schwermetalle in der Zelle wird den Phytochelatinen (PC) zugeschrieben. Phyto-
chelatine, mit der allgemeinen Formel (Glu-Cys),-Gly (n = 2 bis 11), wurden zum
erstenmal aus Zellkulturen von Rauvolfia serpentina gereinigt und deren Amino-
sduresequenz aufgeklart (Grill et al., 1985). Danach wurden sie in allen untersuchten
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Pflanzen und einigen Pilze nachgewiesen (Grill et al., 1987; Gekeler et al., 1988;
Rauser, 1990, Kneer et al., 1992). In der Literatur gibt es Untersuchungen, die die Rolle
der Phytochelatine bei der Schwermetallentgiftung nachweisen. Howden et al. (1995)
zeigten, dafl die Konzentrationen an gebildeten Phytochelatinen in Cd-sensitiven-
Mutanten aus Arabidopsis mit dem Grad der Sensivitét korreliert. Die Hemmung der
PC-Synthese erhoht bei Rauvolfia serpentina und Tabak die As-Sensitivitit (Nakazawa
et al., 2000; Schmoger et al., 2000). Die Synthese der Phytochelatine wird bei
Schwermetallstress induziert (Rauser, 1995; Zenk, 1996; Cobbett, 2000). Dabei fun-
gieren Cd, As, Zn und Cu als starke Induktoren der PC-Synthese (Schat et al., 2002).
Die Synthese der Phytochelatine geht vom Glutathion aus, wobei es zur Bildung von
Phytochelatinen mit zwei (y-Glu-Cys)-Einheiten kommt oder durch Kettenverldngerung
hoher molekulare Phytochelatine entstehen (Grill et al., 1989). Die Reaktion wird durch
die Phytochelatin synthase (PCS) katalysiert. Das Enzym wurde zum erstenmal aus
Zellkulturen von Silene vulgaris isoliert und charakterisiert (Grill et al., 1989). Die
Phytochelatin synthase, deren Aktivitit bei Pisum sativum (Klapheck et al., 1995),
Tomate (Chen et al., 1997) und Arabidopsis (Howden et al., 1995) festgestellt wurde,
wird durch Schwermetalle wie Cd, Ag, Pd, Zn und As stimuliert (Grill et al., 1987;
Maitani et al., 1996). PCS-Gene wurden aus Arabidopsis, Weizen und Schizosaccha-
romyces isoliert (Clement et al., 1999; Ha et al., 1999; Vatamaniuk et al., 1999). Das
Protein ist charakterisiert durch konservierte Cysteinreste im N-Terminus und durch
eine hohe Zahl Cysteinreste am C-Terminus. Die Expression der PCS-cDNA aus
Weizen und Arabidopsis in Saccharomyces cerevisiae fiihrte zu einer gesteigerten Cd-
Toleranz (Clement et al., 1999).

1.2.2 Verminderte Aufnahme der Metallionen durch die Plasmamembran und
Kompartimentierung in der Vakuole

Eine weitere Moglichkeit, die Schwermetallkonzentration im Cytoplasma niedrig zu
halten, ist die verminderte Aufnahme durch die Plasmamembran und die Komparti-
mentierung von Metallionen in die Vakuole. Hierbei konnen Metalltransporter, die in
der Plasmamembran oder in den Tonoplasten lokalisiert sind, eine wesentliche Rolle
spielen.

Bei hoheren Pflanzen ist eine ganze Reihe von Metallionen-Transportern identifiziert
worden (Guerinot, 2000; Williams et al., 2000; Clement et al., 2001). ZIP-Transporter
(ZRT, IRT related protein) wurden zunéchst bei Pflanzen identifiziert (Eide et al., 1996)
und vermitteln die Aufnahme von Fe und Zn (Grotz et al., 1998). Die CPx-ATPasen ist
eine weitere Transporter-Familie, die metallbindende Doménen aufweist, und die Auf-
nahme von Schwermetallen wie Cu und Cd gewéhrleistet (Williams, 2000). Aus Schizo-
saccharomyces pombe wurde ein ABC-Transporter (ATP-binding cassette) identifiziert
(HTM1), der den Cd-Phytochelatin-Komplex in die Vakuole transportiert (Ortiz et al.,
1992, 1995). Dieser abhdngige Tonoplast-Transport des PC-Cd-Komplexes und die
Kompartimierung in der Vakuole wurde ebenso bei Hafer und Tabak beobachtet (Vog-
eli-Lange und Wagner, 1990; Salt und Rauser, 1995).

Nramp-Transporter reprasentieren eine konservierte Proteinfamilie, die bei Bakterien,
Pilzen, Tieren und Pflanzen identifiziert wurde (Cellier et al., 1995). Der Nrampl aus
der Maus ist das erste identifizierte Transportergen dieser Familie (Vidal et al., 1993).
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Er ist ausschlieBlich in Makrophagen und polymorphonuklidren Leucocyten exprimiert
und kodiert fiir ein integrales Membranprotein (Vidal, 1993). Nrampl spielt eine
wesentliche Rolle bei der Kontrolle von Infektionen durch intrazelluldre Parasiten
(Govoni und Gros, 1998). Das Nramp2-Gen aus der Ratte, auch DCT1 (divalent cation
transporter 1) genannt, ist in der Lage, eine Vielzahl von Metallionen wie Zn, Mn, Cu,
Ni und Cd zu transportieren (Gunshin et al., 1997). Bei Saccharomyces cerevisiae
wurden drei Nramptransporter (SMF1, SMF2 und SMF3) identifiziert, deren Rolle bei
der Metallionenaufnahme und Translokation beschrieben wurde (Liu et al., 1997; West
et al., 1992; Portnoy et al., 2000). Untersuchungen zur Expression der Nramp-Gene bei
den hoheren Pflanzen sind auf Reis und Arabidopsis beschrinkt (Belouchi et al., 1997,
Thomine et al., 2000; Curie et al., 2000). Die Nramptransportergene OsNramp 1, OsNra-
mp2 und OsNramp3 aus Reis weisen eine organspezifische Expression auf (Belouchi et
al., 1997), ihre Funktion bei dem Metallionentransport ist bislang nicht untersucht
worden. Bei Arabidopsis wurde bei dem Nramp-Gen EIN2 (ethylen-insensitive 2), das
eine Rolle bei der Signaltransduktion spielt, keine Metalltransport-Funktion festgestellt
(Alonso et al., 1999). Im Gegensatz dazu sind AtNrampl, AtNramp3 und AtNramp4,
aber nicht AtNramp?2, durch Eisenmangel induziert und sind mdglicherweise in der
Lage, Fe und Mn zu transportieren (Thomine et al., 2000, Curie et al., 2000). Dariiber
hinaus fiihrt die Expression von A¢tNrampl, 3 und 4 in der Hefe zu Cd-Akkumulation
(Thomine et al., 2000). Dies konnte ein Hinweis auf eine multispezifische Funktion
dieser Transportproteine sein.

1.2.3 Einflufl der AM-Pilze auf die Schwermetalltoleranz der Wirtspflanze

AM-Pilze sind ein wesentlicher Bestandteil der Pflanzenwurzeln und stellen eine direkte
Verbindung zwischen dem Boden und der Wurzel dar. Die Pilze scheinen in beson-
derem Mafle dafiir geeignet zu sein, im Boden, vor allem wenig mobile Elemente mit
geringen Diffusionsraten, stirker aufnehmen zu konnen als Pflanzen, was eine bessere
Exploration des Bodenraumes durch ihre feinverzweigten Hyphen bedeutet. Dies ist in
Bezug auf die im Boden als Mikrondhrstoffe vorhandenen Metalle von hoher Bedeu-
tung. AM-Pilze tragen zum Wachstum der Pflanze nicht nur durch eine verbesserte
Versorgung mit Nihrelementen (Harrison, 1999) sondern auch durch eine Schiitz-
funktion gegen unterschiedlichen biotischen und abiotischen Stress einschlieBlich den
Schwermetallstress (Leyval et al., 1997) bei. Viele Arbeiten weisen auf eine hdohere
Toleranz von mykorrhizierten Pflanzen gegeniiber toxischen Metallkonzentrationen im
Boden hin ( Shetty et al.,1994.; Hildebrandt et al., 1999; Gonzalez-Chavez et al., 2002).
Der EinfluB8 aber von AM-Pilzen auf die Schwermetallauftnahme ihrer Wirtspflanze ist
in der Literatur zum Teil widerspriichlich. Bei hohen Schwermetallgehalten zeigten
einige Untersuchungen eine erhdhte Schwermetallaufnahme bei den mykorrhizierten
Pflanzen (Gildon und Tinker, 1983; Killham und Firestone, 1983; Weissenhorn und
Leyval, 1995). Andere Autoren fanden im Gegenteil eine Reduzierung der
Schwermetallkonzentration in den Pflanzen aufgrund der Mykorrhizierung (Schiiepp et
al., 1987; Elkherbawy et al., 1989, Weissenhorn et al., 1995; Kaldorf et al., 1999). Diaz
et al. (1996) untersuchten den EinfluB der Mykorrhizierung auf die Zn- und Pb-
Aufnahme bei Lygeum spartum und Anthyllis cytisoides innokuliert mit Glomus mo-
sseae und Glomus macrocarpum unter verschiedenen Metallkonzentrationen. Die
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Ergebnisse zeigten, daB3 bei geringeren Metallkonzentrationen die mykorrhizierten
Pflanzen eine hohere Zn- und Pb-Konzentration aufwiesen als die Kontrollen. Bei
hoheren Metallkonzentrationen aber waren die Metallgehalte in den mit Glomus
mosseae inokulierten Pflanzen niedriger als in den Kontrollpflanzen, wihrend die mit
Glomus macrocarpum inokulierten Pflanzen eine hohere Metallaufnahme als die nicht
mykorrhizierten Pflanzen aufwiesen. Es 148t sich jedoch sagen, daf} bei geringen Kon-
zentrationen der Schwermetalle die Aufnahme in den mykorrhizierten Pflanzen in
nahezu allen Féllen erhoht ist. Steigen aber die Metallgehalte stark an, nehmen die
mykorrhizierten Pflanzen aber allgemein weniger auf als die Kontrollpflanzen. Die
Bestimmungen von Schwermetallgehalten in mykorrhierten und Kontroll-Maispflanzen
unter Schwermetallbelastung wiesen darauf hin, dal das verbesserte Wachstum der
mykorrhizierten Maispflanzen im Schwermetallboden auf eine mdgliche Immobi-
lisierung der Metalle innerhalb der pilzstrukturenthaltenden Wurzelzellen zuriick-
gefiihrt werden konnte (Kaldorf et al., 1999). Neben der Konzentration der Schwer-
metalle im Boden kann die Toleranz der Pilzart gegeniiber Schwermetallen und vor
allem seine Effizienz bei der Aufnahme und Festlegung von Schwermetallionen von
groBer Bedeutung sein. Das Glomus-Isolat Brl, isoliert von den Wurzeln des Galmei-
veilchens (Viola calaminaria) aus dem Schwermetallstandort Breinigerberg, trug zu
einem verbesserten Wachstum der Maispflanzen in schwermetallbelasteter Erde im
Vergleich zu dem Isolat Glomus intraradices Sy167 bei (Hildebrandt et al., 1999).

1.3 Mechanismen der Salztoleranz bei hoheren Pflanzen

Das gemeinsame Merkmal aller Salzstandorte ist ein erhohter Gehalt von leicht
16slichen Salzen. Ein groBes Problem in der Landwirtschaft stellt die Versalzung durch
die Bewisserung dar. Wasser verdunstet in Form von Wasserdampf durch Evaporation
aus dem Boden. Dadurch steigt der Salzgehalt des Bodens an. Enthélt das Bewisserung-
swasser hochkonzentrierte geloste Mineralien, erreicht der Bodensalzgehalt Werte, die
fiir salzempfindliche Pflanzen toxisch sind. Man schétzt, daBB etwa ein Drittel des
bewisserten Landes auf der Erde versalzen sind.

Belastung durch Salz, die zu erhdhten Salzkonzentrationen in der Zelle fiihrt, ruft bei
den Pflanzen Funktionsstorungen und Schiadigungen hervor. Ein Uberschuss an Na" und
CI' im Protoplasma fiihrt zu Einschrinkung der Photosynthese (Seemann und Critchley,
1985; Locy et al., 1996), Herabsetzung der Proteinsynthese (Hurkman und Tanaka,
1987), Verdnderung der Zellwand (Iraki et al., 1989) und der Membraneigenschaften,
was wiederum zu einer Herabsetzung der Aufnahme mineralischer Nihrstoffe, vor
allem von K" und Ca®" fiihren kann.

Gegen erhohten Salzgehalt im Boden haben die sogenannten Halophyten, in salinen
Habitaten lebende Pflanzen, verschiedene Schutzmechanismen entwickelt, um tolerant
gegeniiber dieser Strefsituation zu werden. So konnen manche Pflanzen durch eine
Erweiterung des Speichervolumens der Zelle eine Verdiinnung des Zellsaftes erreichen
und die toxisch wirkende Salzkonzentration erniedrigen (Salzsukkulenz). Eine weitere
Strategie zur Vermeidung von Salzstress ist die Salzausscheidung durch Salzdriisen und
Blasenhaare und Entsalzung durch Abwurf von Pflanzenteilen (Salzelimination).
Manche Pflanzen produzieren unter Salzstress kompatible organische Osmolyten wie
Proline, Glycinbetain, um Polyole (Greenway und Munns, 1980; Yancey et al, 1982;
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Delauney und Verma, 1993). Diese Osmolyten dienen dem Ausgleich des osmotischen
Gleichgewichtes zwischen Cytoplasma und Zellkompartimenten.

Die Entlastung des Cytosols durch Entfernung der Na'-Ionen aus dem Cytoplasma in
die Vakuole und in den Apoplasten geschieht hauptsichlich iiber Na'/H -Antiporter,
sowohl im Plasmalemma als auch im Tonoplasten (Zhang et al., 2001; Blumwald et al.,
2000). Na'/H'-Antiporter regulieren den Na'/H -Austausch durch die Membran und
tragen zur Regulation von pH-Wert, Zellvolumen und Natriumkonzentration im Cyto-
plasma bei (Orlowski und Grinstein, 1997). Thre Beteiligung an der Salztoleranz wurde
in verschiedenen Untersuchungen beschrieben (Fukuda et al., 1999; Xia et al., 2002).
Diese Antiporter wurden durch erhohte cytosolische NaCl-Konzentrationen induziert.
Die Uberexpression eines vakuoliren Na'/H -Antiporter-Gens in Arabidopsis erhohte
deutlich dessen Salztoleranz (Apse et al., 1999).

Neben der ionenspezifischen toxischen Wirkung weisen saline Boden ein niedriges
Wasserpotential auf, und dementsprechend ist die Wasserverfiigbarkeit gering. Salinitat-
stress ist somit zugleich ein Trockenstress. Hierbei konnen Aquaporine, die den
Wassertransport durch die Membran erleichtern (Schéftner, 1998), durch die Regulation
des pflanzlichen Wasserhaushaltes, an der Salztoleranz beteiligt sein (Bohnert und
Jensen, 1996). Die Aquaporine gehdren zu der MIP (major intrinsic protein)-Familie
und sind bei den Pflanzen sowohl in der Plasmamembran (PIP: plasma membrane
intrinsic protein) als auch im Tonoplast (TIP: tonoplast intrinsic protein) lokalisiert
(Hofte et al., 1991; Kammerloher et al., 1994). Einige Untersuchungen deuten darauf
hin, dal die Aktivitdt von Aquaporinen durch Phosphorylierung reguliert wird (Maurel
et al.,, 1997; Johanson et al., 1998). Die Phosphorylierung erhcht die Aktivitit der
Plasmamembran-Aquaporin PM28A aus Spinat. Unter Wasserstress ist die PM28A
wenig phosphoryliert. Dies 146t vermuten, daB3 die pflanzlichen Zellen unter Wasser-
defizit die Aquaporine partiell verschlieBen und dadurch einen Wasserverlust verhin-
dern. Die differentielle Expression mancher Aquaporingene unter Salzbelastung wurde
von einigen Arbeitsgruppen beschrieben (Guerrero et al., 1990; Yamada et al., 1995;
Yamaguchi-Shinozaki et al., 1992). Bei Arabidopsis wird das Aquaporingen RD28-Gen
unter Wasserstress induziert (Yamaguchi et al., 1992). Im Gegensatz dazu haben Yama-
da et al. (1995) eine Salzrepression eines Aquaporingens aus Mesembryanthemum
crystallinum beobachtet. Parallel zur der Regulation der Aktivitit von Aquaporinen
durch Phosphorylierung (Maurel et al., 1995) konnte die Modulation deren Expression
ein wichtiger Faktor zur Anderung der Wasserpermiabilitit der Membran bei den
pflanzlichen Zellen als Reaktion auf den osmotischen Stref3 sein.

Das Vorkommen von AM-Pilzen in salinen Habitaten (Hildebrandt et al., 2001;
Carvalho et al., 2001; Landwehr et al., 2002) konnte ein Hinweis auf ihre Beteiligung an
der Salztoleranz der Wirtspflanze sein. Dieses wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen
untersucht. Al-Karaki et al. (2001) zeigten, dal mykorrhizierte Tomatenpflanzen, im
Gegensatz zu den Kontrollpflanzen, unter zunehmender Salz-Konzentration ein verbe-
ssertes Wachstum aufwiesen. Solch positiver EinfluB der Mykorrhizierung auf das
Wachstum der Wirtspflanze wurde durch weitere Untersuchungen bestitigt (Gupta und
Krishnamurthy, 1996; Ruiz-Lozano et al., 1996; Cantrell und Linderman, 2001).

Der Mechanismus des positiven Einflusses von AM-Pilzen auf die Wirtspflanze bleibt
unklar. Poss et al. (1985) und Pfeiffer und Bloss (1988) haben beobachtet, dall die
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erhohte Salztoleranz der Wirtspflanze auf die verbesserte Phosphataufnahme durch den
AM-Pilz zuriickgefiihrt werden konnte. Eine weitere Moglichkeit wire, dal der AM-
Pilz zur Erhaltung der Membranintegritit der Wirtszelle unter Salzbelastung beitrigt,
was zu einer effizienten Kompartimierung in der Vakuole und selektiven Aufnahme von
Ionen fithren konnte (Rinaldelli und Mancuso, 1996; Mancuso und Rinaldelli, 1996).
Diese gesteigerte Salztoleranz der Wirtspflanze konnte mdglicherweise auf eine durch
den AM-Pilz verbesserte Versorgung mit Nahrstoffen (Al-Karaki und Al-Raddad, 1997,
Al-karaki und Clark, 1998) und eine erhohte Wasseraufnahme (Ruiz-Lozano und
Azcon, 1995), was zu einer Wachstumstimulierung der Wirtspflanze und einer Verdii-
nnung der toxischen Ionen fithren konnte (Juniper und Abbott, 1993), zuriickzufiihren
sein.

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Der positive Einflul der Mykorrhizierung auf die Schwermetall- und Salztoleranz der
Wirtspflanze wurde bisher hauptsichlich durch physiologische und biochemische
Ansdtze untersucht. Fine andere Herangehensweise ist der molekularbiologische
Ansatz. Die Zielsetzung dieser Arbeit ist es, diese durch den symbiotischen Pilz
vermittelte Toleranz anhand Transkriptanalysen von Genen, die moglicherweise an der
Schwermetall- und Salztoleranz beteiligt sind, zu untersuchen. Hierzu wurden
verschiedene Methoden wie Northern-Blot, RT-PCR, quantitative Real-Time-PCR und
In situ-Hybridisierung eingesetzt. Ein PCR basierender Ansatz erlaubte die Herstellung
von Sonden aus Tomate fiir Phytochelatin synthase-, Metallionentransporter-, Metallo-
thionein-, Aquaporin-, und Na'/H - Antiportergene. Durch den Vergleich der Expression
dieser Gene zwischen mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen, die
unter Schwermetall- bzw. Salzbelastung angezogen wurden, wird in der vorliegenden
Arbeit der Einfluf einer Mykorrhizierung auf die Schwermetall- und Salz-Toleranz der
Wirtspflanze untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchsobjekte
2.1.1 Organismen

Als Versuchspflanze wurde Lycopersicon esculentum MILL.var.Tamina, GS (Schmitz
und Laux, Hilden) verwendet.

Zwei arbuskulidre Mykorrhizapilze aus der Gattung Glomus wurden zum Inokulieren der
Versuchspflanzen eingesetzt:

- Glomus intraradices Brl, isoliert von den Wurzeln des Galmeiveilchens (Viola cala-
minaria) aus dem Schwermetallstandort Breinigerberg (Stolberg-Breinigerberg, bei Aa-
chen)

- Glomus geosporum-Mischinokulum, dieser AM-Pilz wurde aus Vermehrungskulturen
eins Salzbodens bei Jerxheim (Siidost-Niedersachsen) gewonnen. Vermutlich durch ei-
ne Kontamination im Gewéchshaus ist neben Glomus geosporum auch Glomus intrara-
dices Sy 167 (Glomus intraradices Schenck & Smith INVAM Sy167, isoliert in Syrien)
in diesem Inokulum enthalten.

Von folgenden Schwermetallstandorten wurden Bodenproben zur Anzucht der Pflanzen
unter Schwermetallbelastung entnommen:

- Stolberg-Breinigerberg bei Aachen

- Abraumhalde der Erzabbauflidche Kalenberg (Bleibergbau) bei Mechernich

Als Wirtsbakterium fiir die eingesetzten Klonierungsvektoren wurde der Stamm Esche-
richia coli XL1-Blue (supE44 hsdR17 recAl endAl gyrd46thi reldAl lac)
F'[proAB lagl® lacZ AM15Tn10(tet")] (Sambrook et al., 1989) benutzt.

2.1.2 Oberfichensterilisierung von Saatgut

Die Tomatensamen wurden durch eine Behandlung mit 70% EtOH (5 min) und 0.1%
HgCl, (5 min) sterilisiert (Neuer et al., 1985). Das Saatgut wurde dann fiinfmal fiir je 5
min mit destilliertem Wasser gespiilt und anschlieend zur Keimung in Petrischalen ge-
legt, die ein mit sterilem Wasser befeuchtetes Filterpapier enthielten. Nach ca. sieben
Tagen wurden die Tomatenkeimlinge fiir die Versuche eingesetzt.

2.1.3 Oberfichensterilisierung der AM-Sporen
Die Oberfliachensterilisierung der AM-Sporen erfolgte nach einem modifizierten Ver-
fahren zur Sterilisierung von Wurzelsegmenten (Gryndler et al., 1997). Die AM-Sporen

wurden in 0,1% MgSO4 Losung fiinfmal fiir 2 min gewaschen. Anschlieend folgte die
Behandlung mit einer Antibiotikalosung:
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Penicillin G (Kaliumsalz, Sigma) 5 mg/l
Streptomycinsulfat (Calbiochem) 5 mg/l
Neomycinsulfat (Sigma) 5 mg/l

Tetracyclinhydrochlorid (Boeringer Mannheim) 2,5 mg/l

Dieser Losung wurde 50 pl Tween 80 (Sigma) hinzugefiigt. Die Sporen wurden fiir 4h
in dieser Losung bei RT inkubiert, anschlieBend fiir 4 min in 0,3% NaOCI-Losung in-
kubiert und zehnmal mit 250 ml sterilem H,O gewaschen. Die Sporen wurden in ein 50
ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt und fiir die PCR-Experimente eingesetzt.

2.1.4 AM-Pilz-Inokulumproduktion

Zur Gewinnung des Inokulums wurde das Bldhtonverfahren (Dehne und Backhaus,
1986) benutz. Dabei kann die Gefahr von Fremdinfektion verringert werden, wenn zur
Inokulumproduktion eine andere Wirtzpflanze benutzt wird als die spitere Versuchs-
pflanze (Menge, 1983, 1986). Als Pflanze wurde Tagetes gewihlt, da diese von AM-
Pilzen schnell besiedelt wird und die Verbreitung von Pythium iiber das Inokulum ver-
hindert (v. Alten et al., 1990). Die Anzucht erfolgte in Plastiktopfen, die mit 1,1 1 Leca-
ton® (O 2-4 mm, Porenvolumen 75%; Leca Deutschland, Halstenbek) und 0,1 1 Inoku-
kum gefiillt wurden. In jedem Topf wurden jeweils mehrere Tagetes-Samen ausgelegt.
Nach drei Monaten wurden die Pflanzen nicht mehr begossen, wodurch die Sporulation
der AM-Pilze stimuliert wird. Drei Wochen spiter wurden die Pflanzen geerntet. Das
Inokulum wurde in Plastiktiiten bei Raumtemperatur gelagert, wobei die Vitalitit meh-
rere Jahre erhalten bleiben soll (Grunewaldt-Stocker, 1989).

2.1.5 Kulturbedingungen und Ernte der Versuchspflanzen

Die Versuchspflanzen wurden im Gewéchshaus bei einer Temperatur von ca. 20-35°C
und einer relativen Luftfeuchte von etwa 70% angezogen. Als zusitzliche Lichtquellen
zum normalen Tageslicht dienten Hochdruck-Quecksilberdampflampen (HPL-N, 400W,
Phillipps und Hochdruck-Metallhalogendampflampen (HPL-T, 400W, Phillipps). Da-
durch wurde eine kiinstliche Tagesldnge von 12 h gewihrleistet. Bei kiinstlicher Be-
leuchtung lag die Lichtintensitit 30 cm iiber den Tépfen bei ca. 150 pE/s x m”. Bei star-
ker Sonneneinstrahlung wurden bis zu 600 pE/s x m” erreicht.

Die eingesetzten Tomatenpflanzen wurden entweder in Topfen oder Kompartiment-
systemen angezogen. Die Kompartimentsysteme erlauben die Isolierung von extraradi-
kalen Sporen und Hyphen von AM-Pilzen. Sie bestehen aus einem Wurzel- und einem
Hyphen-Kompartiment. Beide Kompartimente sind durch eine mehrfach perforierte
PVC-Platte und ein Nylonnetz (Maschenweite 30 um) getrennt. Dadurch kénnen nur
die Hyphen, aufgrund ihres kleinen Durchmessers, das Netz penetrieren und in das
Hyphen-Kompartiment hineinwachsen. Als Substrat wurde fiir das Hyphen-
Kompartiment autoklavierter Quarzsand eingesetzt.

Die Versuchspflanzen wurden téglich mit Wasser begossen. Einmal pro Woche wurde
mit phosphatfreier und einmal im Monat mit phosphathaltiger Hoagland-Néhrlsung
(s. Tabelle 1) gediingt. Das Diingen erfolgte erstmals vier Wochen nach der Aussaat.
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Tabelle 1: Zusammensetzung der Hoagland-N&hrldsung

Makroelemente Verbindung Konzentration(uM)
K, N KNO; 5000
Ca,N Ca(NOs), x 7TH,0 5000
Mg, S MgSO,4 x 7H,0 2000
K, P K,HPO, 1000*
Mikroelemente

Cl KCl 50

B H;BO; 25
Mn MnSO,4 x H,0 5

/n ZHSO4 X HZO 2

Cu CuSO4 x H,O 0,5
Mo (NH4)6M0702 X7H20 0,014
Fe Fe-EDTA 40%*

* KobHPO4 wurde nur fiir die phosphathaltige Néahrlosung zugegeben; sonst wurden
6000 statt 5000 uM KNO; eingesetzt.

** Fiir die Fe-EDTA-Stammlosung wurden 3,72 Na,EDTA und 2,78g FeSO4 x 7H,0
bei 80°C in 11 H,O gelost.

2.1.5.1 Anzucht der Tomatenpflanzen unter Schwermetallstress

Zur Anzucht der mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen wurden
zwei verschiedene Substrate verwendet. Ein Substrat mit einer Mischung aus 10% Ein-
heitserde, 10% Lecaton® (@ 2-4 mm, Porenvolumen 75%; Leca Deutschland, Halsten-
bek), 70% sterilisierter Schwermetallerde aus dem Standort Breinigerberg bzw. Me-
chernich und 10% Inokulum (bei Kontrollpflanzen: 20% Lecaton®). In einem zweiten
Versuch wurden die Tomatenpflanzen in einer Mischung aus 10% Einheitserde, 10%
Inokulum und 80% Lecaton® bzw. 90% bei Kontrollpflanzen herangezogen. Dabei
wurden die Pflanzen in diesem zweiten Versuch ab der dritten Woche jeden zweiten
Tag mit CdCL,-Losungen begossen (0 mM, 0,5 mM und 1 mM). Als Inokulum wurde
fiir beide Versuche Glomus intraradices Brl eingesetzt.

2.1.5.2 Anzucht der Versuchspflanzen unter Salzbelastung

Die Anzucht der Tomaten erfolgte mit 10% Einheitserde, 15% Inokulum bzw. Leca-
ton® (bei den Kontrollansétzen) und 75% autoklaviertem Quarzsand. Drei verschiedene
NaCl-Konzentrationen (0, 8 und 12 g NaCl/l Bodensubstrat) wurden eingestellt. Fiir die
8 und 12 g NaCl-Konzentrationen wurde im Alter von sieben Wochen eine NaCl-
Konzentration von 1 g/l Bodensubstrat eingesetzt. Danach wurde die Endkonzentratio-
nen durch wochentliches Verdoppeln des NaCl-Gehaltes erreicht, um einen osmotischen
Schock bei den Pflanzen zu vermeiden. Glomus geosporum-Mischinokulum wurde zum
Inokulieren der Pflanzen eingesetzt.

Ein Leitfdhigkeitsmessgerdt (IMAG-DLO; Institut of Agricultural and Environmental
Engineering, Department of Instrumentation and Measurement Technology, Neder-
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lands), das eine In situ- Messung des Salzgehaltes ermoglichen sollte, erlaubte die Ein-
stellung und die wochentliche Uberpriifung des erwiinschten NaCl-Gehaltes pro Topf.

2.1.5.3 Ernte der Versuchspflanzen

Nach 14 Wochen Anzucht wurden die oberirdischen Pflanzenteile unmittelbar in fliissi-
gem Stickstoff eingefroren. Die Wurzeln wurden griindlich mit flieBendem Wasser aus-
gewaschen, um die haftenden Bodenpartikel zu entfernen. Danach wurden Wurzelpro-
ben fiir die Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades entnommen und das restliche
Wurzelmaterial sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren.

2.1.6 Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades
2.1.6.1 Farbung der Wurzeln mit Lactophenolblau

Die Wurzelstiicke wurden nach griindlichem Spiilen in Schnappdeckelgldschen {iiber-
fithrt. Zur Fixierung wurden 5 ml FAA-Fixierlosung (nach Phillips und Hayman, 1970)
zugegeben und die Wurzelproben bis zur Farbung bei RT gehalten.

Zusammensetzung der FAA-Fixierlosung:
- 45,85% H,O

- 45,85% (v/v) Ethanol

- 6% (v/v) Formaldehyd

- 2,3% (v/v) Eisessig

Die Féarbung der fixierten Wurzelstiicke mit Lactophenolblau erlaubt die Identifizierung
von AM-Strukturen. Nach 35 min Inkubation der Proben in 10% KOH bei 90°C wurden
die aufgehellten Wurzeln mit H,O gespiilt und 10 min bei RT in 3,7% HCI angesduert.
AnschlieBend wurde das Wurzelmaterial 90 min in Lactophenolblau (C.I.Nr 47780;
1g/l; pH 2,3; Merck) angefarbt. Die Wurzeln wurden danach in 50% Lactat gelagert,
was zur Entfairbung des Pflanzenmaterials fiihrte. Die mit Lactophenolblau gefirbten
Wurzelstiicke wurden bei 125-facher VergroBerung unter einem Mikroskop (Zeiss
PM6) auf das Vorhandensein von AM-Strukturen (Mycel, Arbuskel und Vesikel) ge-
priift, indem man die mit Lactophenolblau gefiarbten Wurzelstiicke auf einen Objekttré-
ger Uberfiihrte und unter dem Mikroskop (Zeiss PM6) bei 125-facher VergroBerung un-
tersuchte.
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2.1.6.2 Mikroskopische Bonitierung der gefirbten Wurzeln

Zur Bonitierung des Verpilzungsgrades wurde eine Modifizierung (Schmitz et al., 1991)
der “grid-line-intersect”’-Methode nach Ambler und Young (1977) herangezogen. Die
gefarbten Wurzelstiicke wurden auf einen Objekttriger ausgelegt und unter dem Mikro-
skop (Zeiss PM6) bei 100-facher Vergroferung betrachtet. Der bei der VergroBerung
vorliegende Bildausschnitt, der einer Wurzelldnge von 1,4 mm entsprach, wurde syste-
matisch auf das Vorhandensein von Vesikeln, Arbuskeln sowie Innen-und Auflenmyzel
untersucht. Ein Wurzelabschnitt gilt als mykorrhiziert, wenn mindestens eine der er-
wihnten Strukturen vorliegt. Der prozentuale Gesamtmykorrhizierungsgrad ergab sich
aus dem Verhiltnis der infizierten Segmente zur Gesamtmenge aller betrachteten Wur-
zelabschnitte. Zur statistischen Absicherung muften mindestens 300 Wurzelabschnitte
pro Probe untersucht werden.

2.1.6.3 Isolierung von AM-Sporen

Das hier beschriebene Verfahren wurde, wie bei Esch et al. (1994) publiziert, durchge-
fiihrt. Das mit dem Pilzmaterial infizierten Substrat wurde in ca. 5 Liter Wasser aufge-
nommen. Ein griindliches Riithren ermdglicht das Abldsen der Sporen vom Substrat.
Das Wasser-Substrat-Gemisch wurde auf einer Kombination von mehreren Sieben mit
absteigender Porenweite getrennt (1 mm; 0,5 mm; 0,08 mm; 0,045 mm). Die auf dem
0,045 mm- und/oder 0,08 mm-Sieb zuriickgebliebene Fraktion wurde in eine Petrischale
gesplilt und mit Wasser aufgefiillt. Die Sporen wurden durch vorsichtiges Schiitteln der
Fraktion aufgewirbelt und mit einer 20 ml-Spritze, an deren Spitze ein Gummischlauch
befestigt war, abgesaugt. Etwa 60 ml dieser Sporen-Suspension wurden auf zwei grofle
Glaszentrifugenrohrchen verteilt, mit der gleichen Menge 70%iger Saccharose unter-
schichtet und 10 min bei 1400 g zentrifugiert (Hettich Rotixa KS). Die in der Was-
ser/Saccharose-Grenzschicht befindlichen Sporen wurden mit einer 20 ml-Spritze abge-
nommenen und zur Entfernung der Saccharose auf das 45 pm-Sieb gegeben und griind-
lich mit Wasser gewaschen. Die Sporenfraktion, in der sich noch Wurzelreste befanden,
wurde zur weiteren Reinigung in eine Petrischale gespiilt. Mittels einer Pasteurpipette,
deren unteres Ende mit einem Gummischlauch versehen wurde, konnten die Sporen
leicht von den kleinen Wurzel- und Schmutzpartikeln getrennt werden. Die Sporen
wurden in Wasser bei 4°C gelagert.

2.1.6.4 Ernte von Pilzmaterial aus den Kompartimentsystemen

Die Hyphen und Sporen, die im mit Quarzsand gefiihltem Hyphen-Kompartiment ge-
wachsen sind, wurden in 2 1 Wasser aufgeschwemmt und durch starkes Riihren von dem
Quarzsand getrennt. Das Wasser-Quarzsand-Gemisch wurde anschliefend iiber eine
Sieb-Konbination absteigender Porenweite gegeben (1 mm; 0,5 mm; 0,08 mm; 0,045
mm). Die in der 0,5 und 0,08 mm Maschenweite isolierten Hyphen und Sporen wurden
in 50 ml Reakstionsgeféfe tiberfiihrt. Ein Teil der gewonnenen Sporen wurde anschlie-
Bend sterilisiert und fiir die PCR-Experimente eingesetzt. Der Andere Teil des isolierten
Pilzmaterials wurde in fliissigem Stickstoff zur Nukleinséureextraktion eingefroren.

16



Material und Methoden

2.1.7 Bestimmung der Schwermetallverfiigbarkeit im Boden mittels Lux-Reporter-
System

Die Metallkonzentration von Bodenproben aus den Schwermetallstandorten Breiniger-
berg und Mechernich wurde unter der Verwendung des Lux-Reporter-Systems gemes-
sen. Die Lux-Konstrukte sind in Ralstonia eutropha Stimme eingebaut. Das Bakterium
fungiert als Biosensor-System fiir verschiedene toxische Metalle wie Kupfer, Kobalt,
Kadmium, Zink, Nickel und Chrom.

5 g Bodenprobe wurde in 30 ml RM-Losung (s. Tabelle 2) fiir 10 min gevortext, in
RM-L6sung verdiinnt (1:1, 1:2, 1:4) und {iber Nacht bei 4°C inkubiert. Die verdiinnten
Bodenproben wurden mit einem Nickel-Biosensor-Stamm (AE 2515), einem Zink-
Biosensor-Stamm (AE 1433) und einem Pb-Biosensor-Stamm (AE 2450) getestet. Dazu
wurde pro Ansatz 180 pl Bakterien-Kultur und 20 pl verdiinnte Bodenprobe gemischt.
In jedem Versuch wurde eine Metall-Standard-Losung sowie eine negative Kontrolle
(bidistilliertes Wasser) durchgefiihrt. Die Lumineszenz wurde mit einem ANTHOS
LUCY 1 Luminometer (Anthos Labtech b.v., Heerhugowaard, the Netherlands) bei
23°C tiber 8 h in 30 min Zeitabstinden gemessen. Fiir die Quantifizierung der Ergebnis-
se wurde eine Standardreihe mit bekannter Menge der zu untersuchenden Metalle (Zink,
Pb und Ni) in dem Versuch mitgefiihrt.

Tabelle 2: Zusammensetzung der RM (reconstitution medium)-Ldsung:

Losung Konzentration (mg/l)
NaCl 4680
KCI 1490
NH,4C1 1070
Na,SO04 430
MgClz X 6H20 200
CaCl, x 2H,0 30
B-Glycerophosphate 294
Fe(NH,)-Citrate 4,8
Gluconate 1000
Ml’lClz X 4H20 0,1
H;BO; 0,062
CoCl, x 6H,O 0,19
CuCl, x 2H,0 0,017
NiCl, x 6H,O 0,024
NaMoO4 x 2H,0 0,036
ZnSO4 x 7TH,0 0,144
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2.2 Isolierung von Nukleinsiiuren
2.2.1 Isolierung genomischer DNA
2.2.1.1 Isolierung genomischer DNA mit CTAB nach Doyle und Doyle

Das Pflanzenmaterial der Versuchspflanzen (0,5 g) wurde in einem Mdrser mit fliissi-
gem Stickstoff eingefroren und zu feinem Pulver gemorsert. Danach wurde das Material
in 5 ml 60°C warmem CTAB-Puffer aufgenommen und auf Reaktionsgefile verteilt.
Nach 30 min Inkubation bei 60°C unter leichtem Schiitteln wurde mit gleichem Vol.
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 v/v) ausgeschiittelt und die Ansétze anschlieend
5 min bei 1600 g abzentrifugiert. Die wéssrige Oberphase wurde abgenommen und zur
Féllung der DNA mit 0,7 x Vol. kaltem Isopropanol versetzt. Die DNA wurde nach
15 min Zentrifugation bei 18300 g mit 70% EtOH gewaschen, in der Vakuumzentrifuge
getrocknet und anschlieBend in 100 ul TE-Puffer geldst.

CTAB-Puffer: 2% (w/v) CTAB (Hexadecyltrimethylammoniumbromid; Sigma)
1,4 M NaCl
20 mM EDTA
100 mM Tris/HCL pH 8,0
0,2% (v/v) B-Mercaptoethanol

2.2.1.2 Isolierung genomischer DNA nach Raeder und Broda

Mit fliissigem Stickstoff wurde das Pflanzenmaterial zu feinem Pulver gemorsert. In ei-
nem Reaktionsgefdll wurden je 100 mg des Pulvers mit 500 pl Extraktionspuffer ge-
mischt und anschlieBend mit 500 pl PCI (TE-gesittigtes Phenol, Chloroform, Isoamy-
lalkohol; 25:24:1) homogenisiert und 20 min bei 13000 g und 4°C abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, mit 5 pl RNase-Ldsung versetzt und 1 h bei 37°C inku-
biert. Danach wurden die Ansitze mit gleichem Volumen PCI ausgeschiittelt und 10
min bei 13000 g zentrifugiert. Die Oberphase wurde zur selektiven Féllung hochmole-
kularer DNA mit 0,6 x Vol. eiskaltem 100% Isopropanol versetzt und 15 min bei 1800 g
zentrifugiert. Nach dem Waschen mit 70% Ethanol wurde die DNA 2 min bei 3000 g
zentrifugiert, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und dann in 100 pl 10 mM Tris/HCI
pH 8,5 gelost. Die isolierte DNA wurde bei 4°C gelagert.

Extraktionspuffer: 200 mM Tris/HCI pH 8,5
250 mM NaCl
25 mM EDTA
0,5% (v/v) SDS
0,2% (v/v) B-Mercaptoethanol

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl
1 mM EDTA
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RNase-Losung: 10 mg RNase A (Merck) wurden in 15 mM NaCl, 10 mM
Tris/HC1 pH 7,5 gelost. Vorhandene DNasen wurden durch 15
min Inkubation bei 100°C inaktiviert.

2.2.2 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Gesamt-RNA aus den Tomatenpflanzen wurde nach der Methode von Nagy et al.
(1988) in Kombination mit einer von Eggermont et al. (1996) publizierten Methode iso-
liert. Alle zur RNA-Isolierung verwendeten Losungen mit Ausnahme des Extrationspuf-
fers wurden mit dem RNase-Inhibitor Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt (Fedorc-
sak und Ehrenberg, 1966), um einen Schutz vor RNasen zu gewihrleisten. Dazu wurden
sowohl destilliertes Wasser als auch 8 M Lithiumchlorid mit 0,1% DEPC (v/v) fiir 1 h
inkubiert und danach autoklaviert (Sambrook et al., 1989). Das Tomatenmaterial wurde
mit Fliissigstickstoff zu feinem Pulver gemdrsert und 100 mg mit 1 ml Extraktionspuf-
fer und 1 ml wassergesittigtem PCI (pH 4-4,5) gemischt. Es wurde weiter gemorsert bis
zum Auftauen des Puffers. Danach wurde das Material auf Reaktionsgefille verteilt,
kurz ausgeschiittelt, 5 min auf Eis gestellt und bei 20°C und 10000 g 5 min abzentrifu-
giert. In frischen GefiBen wurde der Uberstand mit gleichem Vol. PCI 1 min kriftig
ausgeschiittelt und 3 min bei 10000 g und 20°C zentrifugiert. Nach einer erneuten Uber-
fiihrung des Uberstandes in neue ReaktionsgefiBe und kriftigem Ausschiitteln mit glei-
chem Vol. CI (1 min) wurde bei 20°C und 10000 g 2 min zentrifugiert. Die Oberphase
wurde abgenommen und zur Féllung mit 0,6 x Vol. 8 M LiCl 1 h bei —20°C inkubiert.
Die RNA wurde danach 10 min bei 10000 g abzentrifugiert, mit 100% EtOH gewa-
schen, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und anschlieend in 50 ul H,Opgpe gelost.
Das Extinktionsverhéltnis 260 nm/280 nm (s. Kap 2.2.4) lag meistens bei ca. 1,7-2.
Damit konnte diese isolierte RNA fiir Northern-Analysen eingesetzt werden. Die Aus-
beute lag zwischen 100 und 400 pg RNA pro g Frischgewischt.

Extraktionspuffer: 100 mM Natriumacetat
1 mM EDTA
4% SDS
pH 5,0

2.2.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus AM-Sporen

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus isolierten Sporen erfolgte nach dem Rneasy Plant
Mini Kit der Firma Qiagen (Hilden).

Das Pilzmaterial (ca. 1000 Sporen) wurde in ein Mikro-Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt. Nach
dem Abziehen von Wasser wurde das Reaktionsgefd3 kurz in fliissigen Stickstoff ge-
taucht und anschliefend wurden die Sporen mit einer an der Spitze angeschmolzenen
Pasteurpipette zerquetscht. Danach wurden die zerquetschten Sporen mit 450 pul RLC-
Lysis-Puffer (mit 1% B-Mercaptoethanol) versetzt und gemischt. Das Gemisch wurde in
eine QIAshredderTM-Séule iiberfiihrt und 2 min bei RT und 18300 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit 0,5 x Vol. EtOH versetzt, in eine RNeasy-Séule pipetiert und 15 s
bei 10000 g zentrifugiert. Die Sdule wurde anschlieBend mit 700 ul RW1-Puffer (15 s,
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10000 g) und 500 pl RPE-Puffer (15 s, 10000 g) gewaschen. Nach erneuter Zugabe von
500 pl RPE-Puffer und 2 min Zentrifugation bei 18300 g wurde die RNA durch Aufpi-
pettieren von 50 ul H,O und 1 min Zentrifugation bei 18300 g eluiert. Die isolierte
RNA wurde bei —70°C gelagert.

2.2.4 Isolierung von Plasmiden aus transformierten Kulturen von E. coli

Die verwendete Methode (Birnboim und Doly, 1979) erlaubt die Isolierung von Plas-
mid-DNA in ausreichender Menge und Reinheit fiir Restriktionsanalysen und in Vitro-
Transkription.

Ubernachtkulturen der Bakterien wurden in 5 ml LB-Medium auf einem Schiittler bei
37°C angezogen. In einem Reaktionsgefdl wurden 1,5 ml dieser Kulturen 2 min bei
18300 g abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Bakterien in 100 pl BD1 resuspen-
diert und 5 min bei RT inkubiert. Dann wurden 200 pl BD2 hinzugefiigt und 5 min auf
Eis gestellt. Nach Zugabe von 150 ul BD3 wurde der Ansatz fiir 5 min auf Eis inkubiert
und 10 min bei 18300 g abzentrifugiert. Der Uberstand mit der Plasmid-DNA wurde in
ein neues Gefdl} iiberfithrt und mit dem gleichen Vol. PCI versetzt. Nach 10 min Zentri-
fugation bei 18300 g wurde die wissrige Oberphase abgenommen und mit 2,5-fachem
Vol. Ethanol versetzt. Zur Féllung der DNA wurde 30 min bei —20°C inkubiert, das
Prizipitat dann 15 min bei 18300 g abzentrifugiert. Der DNA enthaltende Riickstand
wurde mit 70% Ethanol gewaschen, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und anschlie-
Bend in 50 pl sterilem Wasser resuspendiert und bei —20°C gelagert.

LB-Medium: 10 g/l Bacto Trypton (Difco)
5 g/l Hefeextrakt (Difco)
10 g/l NaCl

BDI: 50 mM Glukose
10 mM EDTA
25 mM Tris/HCI pH 8,0
4 mg/ml Lysozym

BD2: 0,2 N NaOH
1% (v/v) SDS

BD3: 5 M Kaliumacetat pH 4,8

2.2.5 Bestimmung der Reinheit und Konzentration von Nukleinsiiuren

Anhand eines Photometers (Lambda 15 UV-VIS Spektrophotometer, Fa. Perkin-Elmer)
wurde die Konzentration und die Reinheit von Nukleinsduren durch Bestimmen der Ab-
sorption bei 260 nm und 280 nm in Quarzkiivetten gemessen. Das Absorptionsmaxi-
mum von DNA und RNA liegt bei 260 nm. Aus dem Verhéltnis der ODjsp nm und
ODsgp nm erhélt man eine Aussage iiber Proteinkontaminationen in der Lésung. Eine
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proteinfreie Nukleinsdurelosung weist ein Verhéltnis von 1,8 bis 2,0 auf (Sambrook et
al., 1989). Eine OD2¢p nm von 1 entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml bei dop-
pelstrangiger DNA, 40 ug/ml bei RNA und 20 pg/ml bei einzelstrangiger DNA.

2.3 Amplifizierung von DNA-Bereichen durch die Polymerasekettenreaktion
(PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Amplifikation von DNA-
Abschnitten mittels sequenzspezifischer Oligonukleotid-Primer (Saiki et al., 1985). Ein
PCR-Verlauf besteht in der Regel aus Wiederholungen dreier Schritte: Denaturierung,
Annealing (Primer-Bindung) und Elongation (Polymerisation).

2.3.1 Oligonukleotid-Primer

Bei der PCR héngen Spezifitit, Sensitivitit und Reproduzierbarkeit im wesentlichen
von der Sequenz der verwendeten Olinukleotid-Primer ab. Im allgemeinen sollten so-
wohl die Schmelztemperatur und die Nukleotidzusammensetzung des Primers als auch
die Primer-Primer-Wechselwirkungen betrachtet werden. Ein Primer sollte weder stabi-
le Sekundirstrukturen noch Dimere bilden konnen, da sonst beim Annealing ein grof3er
Teil der Oligonukleotide fiir die Bindung an die Zielsequenz nicht verfiigbar wére. Die
beiden in der PCR eingesetzten Primer sollten die gleiche Schmelztemperatur besitzen,
um optimale Bindungen einstellen zu kdnnen.

2.3.1.1 Auswahl geeigneter Sequenzbereiche zur Entwicklung von Oligonukleo-
tidprimern

Zur Herstellung von Olinukleotid-Primern, fiir die in dieser Arbeit untersuchten Gene
aus Tomate, dienten als Datenbasis die in der Tabelle 3 aufgelisteten Sequenzen:
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Tabelle 3:
Organismus Name EMBL-Eintrag
Phytochelatin synthase Lycopersicon esculentum AW154892
Arabidopsis thaliana AJ006787
Zea mays AF160475
Metallothioneine Lycopersicon esculentum | Lemtl 768138
Lycopersicon esculentum | Lemt2 768185
Lycopersicon esculentum | Lemt3 768309
Lycopersicon esculentum | Lemt4 768310
Nramptransporter Arabidopsis thaliana AtNrampl AC004401
Arabidopsis thaliana AtNramp? AF141204
Arabidopsis thaliana AtNramp3 AB007645
Arabidopsis thaliana AtNramp4 AL035526
Oryza sativa OsNrampl L412117
Oryza sativa OsNramp?2 L81152
Oryza sativa OsNramp3 U60767
Lycopersicon esculentum | Nramp Al637357
Saccharomyces cerevisiae | SMF1 P38925
Zink-Transporter Arabidopsis thaliana ZIP1 T52183
Arabidopsis thaliana ZIP3 T52185
Saccharomyces cerevisiae | ZRT1 P32804
Saccharomyces cerevisiae | ZRT3 CAA97701
Plasmamembran- Lycopersicon esculentum | Agp2 AF218774
aquaporinen
Zea mays PiP]-2 AF131201
Nicotiana tabacum NtPIP] AF440271
Solanum tuberosum MIP] Y18311
Tonoplastaquaporinen Lycopersicon esculentum | RB7 U95008
Nicotiana tabacum RB7-5 P21653
Arabidopsis thaliana P21652
Orysa sativa P50156
Na'/H'-Antiporter Atriplex gmelini AgNHX] BAB11940
Arabidopsis thaliana AtNHX1 AAM34759
Ipomea tricolor ItNHX1 BAB60901
Suaeda maritima subsp. AAKS53432
salsa
Lycopersicon esculentum | NHXI, Iso- AJ306630
forml
Lycopersicon esculentum | NHX2, Iso- CACR3608
form2

Die oben aufgefiihrten Sequenzen wurden auf konservierte Bereiche miteinander vergli-
chen. Aus derartigen Bereichen wurden degenerierte Oligonukleotid-Primer entwickelt.
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Tabelle 4: Ubersicht der eingesetzten Oligonukleotid-Primer

Primer Sequenz (5'— 3°) Liinge (bp)
PC1 ATG GGA GCT CAA ACA ACA GAG 21
PC2 CAR TTR TCN CCR TTR AAR TA 20
META ATG TCT KGC TGY GGA GGA AGY TGT 24
MET1 GTT AAA ATT AAC AGA TGC 18
MET?2 CAT CAA TTA GTT GCT TAA 18
MET22 ACT TTC ATT ATT ATT AAG TCT 21
METR2 TGG CTG TGG AGG AAG CTG TAA 21
METR22 AGG TGC AAC TCC CTC GAT GAT 21
MET3 CTA AAA CAA GAA GTGATT AAAC 22
MET33 TTC TTA TTT CCC AAA ACA 18
MET4 TAT TGA TAA AGA TGT GAA 18
NrmA GAY ATH CMN GAR GTN ATH GG 20
NrmB RAA NAV RTT RTG NGG CAT 18
Nrml GAC AGC ATT TGC TCT TAA TAT 21
Nrml1 GAG TTC TTT GCA CTG GTG TTA 21
Nrm2 TGA GTC GAG GGT TCT TGC CT 20
Nrm22 TGG TGT TGT CAT CAC TGC TCT TG 23
Nrm3 AAG GAC CTT TTA GCA GGT CTCT 22
Nrm33 TCA GTT CAA GGA CAGTTC G 19
NrmR 1 GTT GTG ACC TAC ATT GAT CCA ATC A 25
NrmR11 TCA GCA AGA TCC TCT CTA TAA GGC A 25
NrmR2 TGT GCT ATC GTC CCA ACT CTG AT 23
NrmR22 TGG ACA CAC TGA AGA ACG TTG AG 23
ZP1 TTY CAY CAR WNN TTY GAR GG 20
7P2 RTA NAD NAR DAT NCC NGC 18
PMA CAC ATT AAC CCT GCT GTG ACA 21
PMB AGG TCC CAC CCA GAA AAT CCA 21
PM1 GGC AAG AAA AGT ATC ACT AAT CA 23
PM2 TGG TGG TGC TAA TGT TGT TA 20
TPA GGT GGA CAT TTG AAT CCA GCT GT 23
TPB ATG TTG GCA CCA ACA ATA AA 20
TP1 GGG TTG CTC AAT TAC TTG G 19
TPR1 TCA TTG GTG GAG GAT TGG CT 20
TPR2 ACA CTG TTG AAG ACT TGT TCT TTCTTC T 28
NHA1 AAR AAR AAR CAR TTY TTY 18
NHA?2 CAT NAC DAT NCC RCA RAA RAA 21
ISO1 TCC TGG AAA ATC TGT TGG GG 20
ISO11 TGA ATC CCC TTT AGC TCC GC 20
1SO2 ATT TAT CTT CTT CTC AAT TC 20
1SO22 CTT ACA ATC AAC AAGCCA CT 20
Racel CCA CGA GTC GAC TCT AGA GCT CGG ATC CTT TTT 46
TTT TTT TTT TTT
Race2 CCA CGA GTC GACTCT AG 17
Race3 CTC TAG AGC TCG GAT CC 17
T17S1 ATT CCT AGT AAG CGC GAGTCA T 22
T17S2 GTT CAC CTA CGG AAACCTTGTT 22

Wobble-Positionen sind durch Grof3buchstaben gekennzeichnet: R=A+ G, Y=C+ T,
M=A+C,H=A+T,V=A+C+G, N=A+C+G+T
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Die Primer (Gibco BRL Custum Primers, Palo Alto, USA; SIGMA-ARK, Darmstadt)
wurden in sterilem H,O aufgelost und auf eine Konzentration von 50 pmol/pl einge-
stellt. Die Primer fiir die Real-Time quantitativen PCR wurden in einer Konzentration
von 5 pmol /ul eingesetzt.

2.3.2 Reaktionsbedingungen fiir die PCR

Die PCR-Experimente wurden mit einem “Personal Cycler Version 3.02”’(Biometra) mit
Heizdeckel durchgefiihrt. Die Reaktionen wurden in 0,5 ml Mikroreaktionsgefdflen an-
gesetzt.

Reaktionsansatz: 34 ul HyOpigest steril
5 ul PCR-Reaktionspuffer (Promega)
4 ul 25 mM MgCl, (Promega)
4 pl ANTP-Mischung; je 10 nmol dATP, dCTP, dGTP, dTTP
(MBI-Frementas)
1 pl Primer 1, 50 pmol
1 pl Primer 2, 50 pmol
1 ul DNA als Matrize, ca. 1-50 ng

Die Ansitze wurden fiir 5 min bei 95°C inkubiert, um eine vollstdndige Denaturierung
der Template-DNA zu ermoglichen. Die Zugabe der Tag-DNA Polymerase (2U) erfolg-
te bei 90°C. Diese ,,hot start”-Methode wurde verwendet, um zu vermeiden, dass die
Tag-Polymerase beim ersten langen Denaturierungsschritt inaktiviert wird. Danach
folgten 35 bis 40 Zyklen mit der entsprechenden Primerbindungsphase fiir 30-60s, die
Synthesephase bei 72°C fiir 1-2 min und die Denaturierungsphase bei 94°C fiir 30s.
Nach dem letzten Zyklus erfolgte eine Endelongation fiir 10 min bei 72°C, so dass mog-
lichst viele Fragmente vervollstdndigt werden konnten.

In den PCR-Experimenten, in denen der Grad der Homologie zwischen Primer und
Zielsequenz vollig unbekannt war, wurde eine sukzessive Herabsetzung der Primerbin-
dungstemperatur um jeweils 1°C in den ersten 10 PCR-Zyklen vorgenommen. Diese
sogenannte ,,touch-down“-Methode wurde eingesetzt, um eine unspezifische Bindung
der Oligonukleotide bei niedrigeren Temperaturen gerade wihrend der ersten PCR-
Zyklen zu vermeiden. Die anfingliche Primerbindungstemperatur sollte ca. 10°C iiber
dem berechneten optimalen Tm-Wert liegen. Auf diese Weise hybridisieren nur die op-
timal bindenden Oligonukleotide an die denaturierten Template, so dass die Bindung
von unspezifischen Fragmenten minimiert wird.

2.3.3 Die Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Mit Hilfe der RT-PCR lassen sich spezifisch RNA-Sequenzen amplifizieren. Dabei er-
folgt zuerst eine cDNA-Erststrangsynthese mit RNA als Matrize, darauf folgt eine PCR,
in der die zuvor gebildete cDNA als Matrize dient. Diese Methode ist besonders dann
von Bedeutung, wenn seltene Transkripte nachgewiesen und analysiert werden sollen.
Im Vergleich zu RNA-Nachweisverfahren, wie die Northern-Blot-Analyse (s. Kap 2.6),
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ist die Sensitivitdt der RT-PCR wesentlich groBer. Weiterhin ist sie der Ausgangspunkt
der RACE-PCR (s.Kap. 2.3.3.2) und der Real-Time-PCR (s. Kap. 2.3.4).

2.3.3.1 Erststrangsynthese mit isolierter RNA aus Tomate

Ein modifiziertes Protokoll, das auf dem Handbuch zum "SUPERSCRIPT™ Preampli-
fication System for First Strand cDNA Synthesis“(Gibco BRL) basiert, wurde zur Syn-
these von cDNA verwendet.

Um eine Kontamination durch genomische DNA auszuschliessen, erfolgte ein DNase-
Verdau der isolierten Gesamt-RNA.

DNase-Verdau-Ansatz : 2 pg Gesamt-RNA
5 pl 5x Erststrangpuffer
1 pl DNasel (Amplification Grade, Gibco)
H,0 ad 25 ul

Nach 15 min Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 2,5 pl 25 mM
EDTA abgestoppt, die RNA durch 10 min Inkubation bei 65°C denaturiert und unmit-
telbar auf Eis gestellt. Die Reverse-Transkription wurde mit dem Primer RACE]1 einge-
fiihrt. Dieser ist ein Oligo(dT)-Primer, der im Bereich des Poly(A)-Schwanzes der
mRNA-Molekiile hybridisiert und zusitzlich eine Adaptorsequenz trigt, was die Ampli-
fikation von nichttranslatierten mRNA 3’-Enden ermoglicht (s. Kap. 2.3.3.2).

In 0,5 ul ReaktionsgefaBBen wurden folgende Komponenten gemischt:

13 pl DNase-verdaute RNA
1 ul RACE1 (1pg/ul)
7,5 ul 5 x Erststrangpuffer (Gibco)
10 ul ANTP’s (2,5 mM pro dNTP)
5ul0,1 M DTT
1 ul SUPERSKRIPT II"™™ Reverse Transkriptase (200U/ul, Gibco)
12,5 },ll H20DEPC

Die Ansitze wurden 1,5 h bei 42°C inkubiert und die Reverse Transkriptase wurde an-
schlieBend durch 15 min bei 70°C inaktiviert. Die Verwendung der cDNA in der PCR
entsprach dem in Kapitel 2.3.2 aufgefiihrten Protokoll.

2.3.3.2 3’-RACE (Rapid Amplifikation of cDNA Ends)

Die Methode der RACE-PCR (Frohman, 1988) erlaubt die Vervollstdndigung der Se-
quenzen von Transkripten mit unbekannter Sequenz am 5 oder 3’'-Ende, ausgehend von
einer bekannten Sequenz.

Bei der 3"-RACE fiihrt man die cDNA-Synthese mit einem Oligo-dT-Adapterprimer
(RACE1) durch. Die cDNA-Enden der entsprechenden Zieltranskripte amplifiziert man
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in aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen unter Verwendung von Transkriptprimern
und zueinander komplementéren Adapterprimern (RACE1, RACE2, RACE3).
Zur Zweitstrangsynthese wurden folgende Komponenten gemischt:

2 ul cDNA (Erststrang)

1 ul RACEL (1 pg/ul)

1 ul RACE2 (5 pmol/pl)

2 pl Transkriptprimerl (50 pmol)

5 ul 10 x PCR-Thermo-Reaktionspuffer (Promega)

4 ul ANTP-Mischung; je 10 nmol dATP, dCTP, dGTP, dTTP (MBI-Frementas)

Die Ansdtze wurden gemischt, kurz abzentrifugiert und 5 min bei 95°C denaturiert.
Nach Zugabe von 2 U Taq-DNA-Polymerase (Promega) pro Ansatz und einer weiteren
Inkubation von 10 min Dauer bei der optimalen Primerbindungstemperatur erfolgte eine
erste Elongationsphase bei 72°C fiir 30 min (Frohman, 1990) und ein normaler PCR-
Verlauf (s. Kap. 2.3.2). Die gelelektophoretische Analyse von RACE-PCR-Produkten
zeigt einen Produktschmier. Dies liegt daran, dass bereits die Produkte der RT-Reaktion
unterschiedliche Gréflen haben. Hinzu kommt, daB8 es auch zu unspezifischen Produkt-
bildungen kommt.

1 pl einer 1:100 Verdiinnung dieses Reaktionsansatzes wurde in einer darauffolgenden
Standard-PCR-Reaktion (s. Kap. 2.3.2) eingesetzt. Dabei wurde das erwartete spezifi-
sche Produkt durch Verwendung eines stromabwérts von der Bindungsstelle des
Transkriptprimers1 befindlichen Transkriptprimers 2 und RACE 3 amplifiziert.

2.3.4 PCR mit einzelnen Glomus-Sporen

Einzelne Glomus-Sporen wurden mittels einer Pasteurpipette, deren unteres Ende ver-
engt wurde, auf einen mit Ethanol gereinigten sterilen Objekttriger iiberfithrt und an-
schlieBend mehrfach mit sterilem Wasser gewaschen. Nach dem Abziehen des Wassers
wurden die Sporen mit einer an ihrer Spitze angeschmolzenen Pasteurpipette zer-
quetscht, in 5 ul Reaktionsansatz aufgenommen und in die Mikroreaktiosgefdlie iiber-
fiihrt. Um das Verdampfen des Wassers zu vermeiden, wurde der komplette Ansatz mit
40 pl sterilem Mineral6l (Sigma) liberschichtet.

2.3.5 Real-Time quantitative PCR

Die Real-Time PCR ist eine Methode zur Quantifizierung der PCR-Produkte wahrend
ihrer Bildung in den ReaktionsgefdBen. Dafiir wurde die SYBRGreen'"-Detektion zum
Realtime-Nachweis eingesetzt. Die SYBRGreen"™-Detektion beruht auf der Fahigkeit
von SYBRGreen™ (Interkalator), zwischen doppelstringigen Nukleinsduren eingebun-
den zu werden. Darauthin emittieren diese Molekiile unter Anregung von kurzwelligem
UV-Licht ldngerwelliges Licht (530 nm). In Abhingigkeit der Quantitit amplifizierter
DNA steigt die Fluoreszenzintensitit an. Der Vorteil dieser Methode ist die universale
Verwendbarkeit, weil damit jede beliebige PCR-Reaktion verfolgt werden kann. Aul3er-
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dem ist die Signalstirke hoch, weil jedes DNA-Molekiil mehrere Farbstoffmolekiile
bindet. Der Nachteil liegt darin, dafl spezifische und unspezifische PCR-Produkte
Signale erzeugen konnen. Daher ist die Primer-Herstellung von Bedeutung, damit
unspezifische Produkte oder Primer-Artefakte vermieden werden kdnnen.

2.3.5.1 Entwicklung von Oligonukleotidprimer-Sequenzen

Die Herstellung der Primer erfolgte mit dem Primer Express® -Programm. Die Oli-
nukleotidprimer waren mindestens 18 bp-lang, mit einem Tm-Wert von 60°C und ei-
nem GC-Gehalt zwischen 30-80%. Die Primer sollten keine Primer-Dimere bilden und
maximal 2 C und/oder G in den 5 letzten Basen am 3'-Ende haben, um eine mdgliche
Bildung von unspezifischen Produkten zu vermeiden, die wiederum zu nicht spezifi-
schen Signalen fithren kénnen. Vor dem Einsatz der Primer fiir die Realtime-Versuche
wurden diese in einer normalen PCR-Reaktion auf die Bildung von Primer-Dimeren
oder Nebenprodukten gepriift.

2.3.5.2 Reaktionbedingungen fiir die Real-Time quantitativen PCR

Als erster Schritt erfolgte eine cDNA-Erststrangsynthese mit RNA als Matrize (s. Kap.
2.3.3.1). Die synthetesierte cDNA diente anschlieend als Matrize fiir die Real-Time-
PCR. Die Reaktionen wurden in Mulden einer Mikrotiterplatte bei RT angesetzt.

Reaktionsansatz: 7 ul HyOpigest steril
1 pl Primer 1 (5 pmol/ul)
1 pl Primer 2 (5 pmol/ul)
1 ul c-DNA
10 ul SYBR Green Master Mix (10 x SYBR Green PCR-Puffer,
AmpErase"UNG, AmpliTag Gold®DNA Polymerase, dNTP
Mix und 25 mM MgCl,)

Die Ansétze wurden 2 min bei 50°C inkubiert. Die anschliefende 10 min Inkubation bei
95°C dient der Aktivierung der AmpliTaq Gold®DNA Polymerase. Die Eingenschaft
der AmpliTaq Gold®DNA Polymerase bei RT inaktiv zu sein, ermdglicht wihrend der
Probenvorbereitung die Vermeidung von Primer-Dimere-Bildung. Nach der Aktivie-
rung der AmpliTaq Gold*DNA Polymerase erfolgten 40 Zyklen mit einer Denaturie-
rungsphase bei 92°C fiir 15 s und einer Primerbindung-Elongationsphase bei 60°C fiir 1
min.

Die Detektion der Fluoreszenz wihrend der PCR wurde mittels eines GeneAmp® 5700
Sequence Detection Systems (PE Biosystems) durchgefiihrt. Die 96 PCR-Reaktions-
gefdle einer Mikrotiterplatte werden mit einer weillen Lichtquelle bestrahlt und die re-
sultierende Fluoreszenz, die zu der in jedem PCR-Zyklus amplifizierten DNA proporti-
onal ist, wird durch eine CCD-Kamera aufgezeichnet. Die Auswertung der Daten er-
folgt in einem Computer durch die mitgelieferte GeneAmp 5700 Sequence Detection
System (SDS) Software.
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2.3.5.3 Quantitative Auswertung der PCR-Ergebnisse

Die Auswertung der Analyse erfolgte iiber den sogenannten Ct-Wert (,,threshold cyc-
le®). Der Ct-Wert gibt die Zyklenzahl an, bei der die Fluoreszenz einen festgelegten
Schwellenwert {iberschreitet. Dieser Fluoreszenzwert liegt im linearen Bereich der Re-
aktion. Je hoher die in der PCR eingesetzte DNA-Menge ist, desto geringer ist der Ct-
Wert.

Fiir die absolute Quantifizierung wurde eine Standardreihe mit bekannter DNA-Menge
der Zielsequenz bei der PCR mitgefiihrt. Die erstellte Standardkurve erlaubte dann, aus
einem Ct-Wert, die Matrize-Menge zu bestimmen. Zur Normalisierung der Ergebnisse
diente die 18S rRNA.

2.3.6 Analyse der PCR-Produkte

Im Anschluf3 an die PCR wurden je 8 ul der Ansétze mit 1 ul Blaumarker [0,1% (w/v)
Bromphenolblau in 50% (v/v) Glycerin] auf 1%igen Agarosegelen aufgetragen. Als
Léingenstandard diente eine 100 bp-DNA-Leiter (Gibco). Nach 30 min Elektrophorese
bei 10 V/cm ermdglichte eine Intas-Geldokumentationsanlage unter UV-Licht, Bilder
von den Gelen anzufertigen.

2.3.7 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Das im Agarose-Gel aufgetrennte DNA-Fragment wurde bei Betrachtung unter UV-
Licht aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefd3 gegeben. Die Elution er-
folgte mit dem QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden). Das Verfahren beruht
auf der Adsorption von DNA an Glasmilch. Zu dem ausgeschnittenen Gelfragment
wurden 3 Vol. QX1-Puffer und 15 pul QIAEX II Glasmilch zugegeben, 10 min bei 50°C
inkubiert und 1 min bei 18300 g zentrifugiert. Danach wurde der Riickstand einmal mit
500 pl QX1 und zweimal mit PE-Losung gewaschen und anschlieBend bei RT getrock-
net. Die DNA wurde durch Zugabe von 20 pl H,O oder Elutionspuffer (10 mM
Tris/HCI, pH 8,5) von der Glasmilch eluiert. Nach 1 min Zentrifugation bei 18300 g
wurde der DNA enthaltende Uberstand in ein neues ReaktionsgefB iiberfiihrt.

2.4 Klonierung und Sequenzierung von PCR-Produkten

Durch die Transferaseaktivitit der Tag-DNA-Polymerase entstehen PCR-Produkte, de-
ren beide Enden ein ungepaartes Desoxyadenosin aufweisen. Der Klonierungsvektor
pGEM®-T Easy (Promega; s. Abb. 3) besitzt an beiden Enden iiberhiingende Thymin-
Reste, an die die adenylierten Produkte ligiert werden konnen. Der Vektor trigt ein Re-
sistenzgen fiir Ampicillin. Diese Resistenz wurde fiir die Selektion transformierter Klo-
ne genutzt.
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2.4.1 Ligation von PCR-Produkten in den Vektor pGEM®-T Easy

Die Ligationen wurden nach dem angegebenen Protokoll des pGEM®-T Easy Systems
(Promega) durchgefiihrt.

Die Ligationsansitze enthielten:

1 ul 10 x T4 DNA-Ligase Puffer

1 ul pGEM®™-T Easy Vektor (50 ng)
1 pul PCR-Produkt

1 ul T4 DNA-Ligase

6 1l HaOpigest, steril

Die Ligationsansétze wurden iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Abbildung 3: Karte des Klonierungsvektors pGEM®-T Easy; vereinfachte Darstellung
nach Herstellerangaben. Grofle 3015 bp mit Ampicillinresistenzgen (Amp)

T7 multiple Klonierungsstelle SP6

f1 ori

pGEMP®-T Easy

ori
(3015bp)

Amp

2.4.2 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli Zellen

Fiir die Préparation kompetenter Zellen nach einem modifizierten Verfahren von Chung
und Miller (1993) wurde der E.coli-Stamm XL1-Blue verwendet. Eine Vorkultur dieses
Bakteriums wurde in 2 ml LB-Medium mit 5 pl Tetracyclin (50 pg/ml) gegeben. Die
Inkubation dieser Kultur erfolgte unter Schiitteln bei 37°C iiber Nacht. Danach wurden
40 ml LB-Medium mit der Vorkultur im Verhiltnis 1:100 angeimpft und bis zum Errei-
chen einer ODgponm von etwa 0,3 bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert. Die Bakterien
wurden danach 5 min bei 1000 g und bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde ver-
worfen und die Bakterien in 10 ml TSS-Puffer aufgenommen und 5 min auf Eis gestellt.
Die kompetenten Zellen wurden in Mikroreaktionsgefdfen aliquotiert (je 100 pl) in
fliissigem Stickstoff eingefroren und anschlieBend bei —70°C gelagert.
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Zur Herstellung des TSS-Puffers wurden 5 g PEG (Polyehylenglykol, Merck) mit 45 ml
LB-Medium gelost. Nach Zugabe von 0,75 ml 2 M MgCl,-Losung wurde anschlieend
der pH-Wert mit HCI auf 6,5 eingestellt. Die Losung wurde sterilfiltriert (durch einen
Sterilfilter, @ 0,2 um; Pall Acrodisc) und mit 2,5 ml DMSO (Dimethylsulfoxid, Merck)
gemischt. Danach wurde der Puffer mit sterilem LB-Medium zu einem Endvolumen
von 50 ml aufgefiillt.

Fiir die Transformation wurden 100 ul kompetente E. coli Zellen zu 2 pl der Ligation-
sansitze gegeben und fiir 20 min auf Eis gestellt. Anschlieend wurden die Ansétze ei-
nem Hitzeschock von 1 min bei 42°C ausgesetzt, um die Permeabilitdt der Bakterien-
zellwinde fiir die DNA zu erh6hen.

2.4.3 Selektion der transformierten Klone

Die Selektion der positiven Klone erfolgte auf ampicillinhaltigen 1,5%igen LB-
Agarplatten mit 4 pl IPTG-Losung (200 mg/ml) und 20 pl X-Gal-Losung (20 mg/ml).
Der E. coli Wirtsstamm XL 1-blue besitzt kein funktionsfahiges p-Galaktosidase-Gen.
Durch Transformation mit einem Plasmid, das den Teil des lacZ-Gens enthilt, der fiir
den N-Terminalen Bereich der B-Galaktosidase kodiert, kann durch Komplementation
eine aktive P-Galaktosidase-Aktivitit gebildet werden (Sambrook et al., 1989). Die
Transkription dieses Gens kann durch IPTG (Isopropylthiogalactosid) induziert werden.
Zum Nachweis der B-Galaktosidase-Aktivitit dient das Substrat X-Gal (5-Bromo-4-
chlor-3-indolyl-B-galaktopyranosid), dessen Umsetzung zur Bildung eines blauen Pro-
duktes fiihrt, so dafl Kolonien mit 3-Galaktosidase-Aktivitét blau geféarbt sind. Nach ei-
ner erfolgreichen Ligation zwischen Vektor und PCR-Produkt ist das -Galaktosidase-
Gen unterbrochen, da sich die Klonierungsstelle innerhalb des Gens befindet. Kolonien,
die ein solches Plasmid enthalten, setzen X-Gal nicht um und erscheinen weil3.

Die transformierten Zellen wurden mit 900 pl LB-Medium verdiinnt und 1,5 h bei 37°C
unter Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien 2 min bei 18300 g ab-
zentrifugiert und in 100 ul LB-Medium resuspendiert. Je 90 ul der konzentrierten und
der verdiinnten Bakterien-Suspension wurden auf ampicillinhaltigen LB-Agarplatten
ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Um das Ergebnis der Transformation iiberpriifen zu konnen, wurden ausgewahlte weille
Kolonien in 5 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin iiber Nacht auf einem Schiittler
bei 37°C angezogen. Die Isolierung der Plasmide aus diesen Kulturen ist in Kap. 2.2.3
beschrieben.

Die isolierte Plasmid-DNA wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI (10 U/ul, MBI-
Fermentas) geschnitten. Beim anschlieBenden Auftragen auf ein 1%iges Agarosegel
konnten die gewiinschten Klone anhand der FragmentgroBe selektioniert werden.

2.4.4 DNA-Sequenzierung der PCR-Produkte

Die Sequenzierung der PCR-Fragmente wurde mit einem ABI Prism 310 Genetic Ana-
lyser durchgefiihrt. Die Sequenzierungsreaktion erfolgte nach der Kettenabbruchmetho-
de (Sanger et al., 1977). Die Plasmid-DNA wurde zunichst einem RNase-Verdau un-
terworfen, mit CI (24:1 (v/v) Chloroform/Isoamylalkohol) extrahiert, bei Raumtempera-
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tur mit Ethanol gefallt, mit 70%igem Ethanol gewaschen und in der Vakuumzentrifuge
getrocknet. Die Resuspendierung des Prézipitats erfolgte in 50 pul Wasser.

Sequenz-PCR-Ansatz: 4 pl Pramix (Puffer, INTP-Mix, ddNTP-Mix, Taq-DNA-Poly-
merase)
1 pg Plasmid-DNA
1 pl Primer (5 pmol)
ad 10 pul H,O

Folgende Primer wurden fiir die Sequenzierungsansitze verwendet:

pUC/M13 forward
pUC/M13 reverse
Sp6-Primer
T7-Primer

Die spezifische Markierung des zu sequenzierenden DNA-Fragements wurde in einer
zyklischen Sequenzierung im Thermocycler (Personal Cycler Version 3.02 Biometra)
durchgefiihrt. Nach einer ersten Denaturierung (20 s bei 96°C) erfolgten 30 Zyklen, die
eine Denaturierungsphase (10 s bei 96°C), eine Primerbindungsphase (5 s bei 50°C) und
eine Synthesephase (4 min bei 60°C) enthielten. Anschlieend wurden dem Sequenzie-
rungsansatz 10 ul Wasser, 2 pl Na 3M Natriumacetat pH 5,0 und 55 pl Ethanol zugege-
ben. Zur Féllung der DNA wurden die Ansitze bei RT fiir 30 min bei 18300 g abzentri-
fugiert, mit 250 pl 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in TSR (Template
Suppression Reagent)-Puffer (Perkin Elmer) aufgenommen. Vor der Sequenzierung
wurde die Probe fiir 2 min bei 95°C denaturiert und sofort auf Eis tiberfiihrt.

2.5 Herstellung markierter DNA-und RNA-Sonden fiir Hybridisiersungsexperi-
mente

2.5.1 Markierung von DNA-Sonden mit Digoxigenin durch PCR

Digoxigenin markierte DNA-Sonden wurden fiir die Hybridisierung der Southern-Blot-
Filter verwendet. In die Gensonden eingesetzte PCR-Produkte kann Digoxigenin-11-
dUTP mit hoher Effizienz mittels PCR eingebaut werden. Dazu wurde der PCR DIG
Probe Synthesis Kit (Roche) verwendet, um die Dig-markierten Sonden herzustellen.
Isolierte Plasmid-DNA wurde in einer Konzentration von 10 ng/ul als Matrize in der
PCR-Reaktion eingesetzt. Nach einer ersten Denaturierung (5 min bei 95°C) erfolgten
35 Zyklen mit 30 s bei 94°C, 1 min bei 54°C und 90 s bei 72°C. Der Einbau des Dig-
dUTP wurde durch eine gelelektophoretische Analyse der PCR-Ansdtze mit und ohne
Dig-dNTP iiberpriift. Mit Dig markierte Amplifikate wandern im Gel langsamer als
nicht markierte Amplifikate. Die mit Digoxigenin markierten PCR-Produkte wurden bei
—20°C gelagert.
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2.5.2 Herstellung von RNA-Sonden durch in vitro-Transkription

Fiir Northern-Blot- und /n situ-Hybridisierungs-Experimente wurden RNA-Sonden ein-
gesetzt. Dazu wurde der Vektor mit der klonierten Gensonde linearisiert. Restriktions-
enzyme wurden gewéhlt, die 5’-iiberstehende Enden produzieren, um eine nicht spezifi-
sche Bindung der RNA-Polymerase an freie 3"-Enden zu vermeiden. Durch die flankie-
renden RNA-Polymerase-Promotoren des Klonierungsvektores pGEM®-T Easy ist es
moglich, mit der entsprechenden Polymerase, Sense- und Antisense-RNA herzustellen.
Sowohl die Northern-Blots als auch die In situ-Hybridisierungen wurden mit Dig-
markierten RNA-Sonden hybridisiert, die mit dem Lumineszenz-System von Roche de-
tektiert wurden.

2.5.2.1 Linearisierung der als Matrize verwendeten Vektoren

Isolierte Plasmid-DNA wurde mit dem entsprechenden Restriktionsenzym 4 h bei 37°C
verdaut und zur Inaktivierung des Enzymes weitere 10 min bei 65°C inkubiert. Danach
wurden die Restriktionsansitze mit gleichem Vol. PCI (24:24:1) ausgeschiittelt (Zentri-
fugation 15 min bei 18300 g) und die Oberphase mit 2,5 Vol. 100% Ethanol und 0,05
Vol. 3 M Natriumacetat 1 h bei —20°C gefallt. Die DNA wurde nach 20 min Zentrifuga-
tion bei 18300 g mit 70% EtOH gewaschen, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in
20 ul H,O gelost, so daBl die Konzentration der linearisierten Plasmide bei 1 pg/ul lag.

Restriktionsansatz: 30 pg isolierte Plasmid-DNA
2 ul RNase Losung
5 ul Restriktionsenzym (Bsp120I und MLU I, 10U/ul)
20 pl 10 x Restriktionspuffer
ad 200 pl H,O

2.5.2.2 Markierung von RNA-Sonden mit Digoxigenin durch In vitro-Trans-
kription

In 0,5 ml ReaktionsgefdBBen wurden folgende Komponenten gemischt:

2 ul 10 x Transkriptionspuffer

2 ul RNA-Polymerase (Sp6 oder T7, 10 U/ul Roche)

2 pl tNTP (je 10 mM ATP, CTP, GTP; 6,5 mM UTP, 3,5 mM Dig-UTP)
1 ul RNaseOUT™ (40 U/pl, Gibco)

1 pg linearisierte Matrizen-DNA

ad 20 Ml HZODEPC

Nach 2,5 h Inkubation bei 37°C wurde den Ansdtzen 2 ul DNasel (Amplification Gra-
de, 1U/ul, Gibco) zugegeben und fiir weitere 15 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde
die Reaktion durch Zugabe von 2 pul 0,2 M EDTA pH 8,0 gestoppt. Die hergestellten
Sonden wurden bei —70°C gelagert.
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2.5.2.3 Kontrolle der Transkriptgrofie und partielle Hydrolyse der hergestellten
RNA-Sonden

Die GroBenbestimmung erfolgte, indem die Transkripte zusammen mit einem RNA-
Langenstandard (Promega, 0,8-6,58 kb) auf einem denaturierenden Agarosegel aufge-
trennt und anhand von Vakuum-Blot auf Hybond-N-Membran (Amersham) transferiert
wurden (s. Kap. 2.6.4).

Fiir die GroBenbestimmung erfolgte die Behandlung der Filter nach dem Protokoll des
Roche Chemilumineszenz-Detektionssystems (s. Kap. 2.6.5).

Fiir die In situ-Hybridisierung wurden die hergestellten Sonden einer partiellen Hydro-
lysierung unterzogen, um eine optimale Fragmentgrofle von ca. 200 bp zu erreichen.
Kleine Sonden in dieser Grofenordnung geben stirkere Signale und einen schwachen
Hintergrund.

Die Zeitdauer der Hydrolyse wurde wie folgt berechnet:
Hydrolysezeit (min) = La —Lg/0,11(kb/min) x La x Lg

La: Ausgangslidnge der Fragmente (in kb)
Lg: Endlédnge der Fragmente (in kb)

Die Dig-markierten Transkripte wurden mit dem gleichen Vol. Hydrolysepuffer (80
mM NaHCOs, 120 mM Na,COs; pH 10,2) gemischt und bei 60°C fiir die berechnete
Zeit inkubiert. Nach der Hydrolyse wurde der Ansatz mit 1 pul 1 M Essigsdure, 7 ul 3 M
Natriumacetatpgpc pH 6,0 und 210 pl kaltem Isopropanol versetzt und zur RNA-Féllung
tiber Nacht bei —20°C inkubiert. Nach 45 min Zentrifugation bei 18300 g wurde das
Prazipitat mit 80% EtOH gewaschen und die RNA in 50 ul H,Opgpe gelost. Nach der
neuen Bestimmung der RNA-Konzentration wurden die RNA-Sonden bei —70°C gela-
gert.

2.6 Hybridisierung von DNA und RNA mit Dig-markierten Sonden
2.6.1 Restriktion genomischer DNA fiir ”Southern Blots*

Fiir die Restriktion genomischer DNA aus Tomate wurden 15-20 pg DNA mit 10 U Re-
striktionsenzym und dem entsprechenden Puffer in 500 pul Reaktionsvolumen verdaut.
Die Restriktionsansitze wurden 6 h in einem Heizblock bei 37°C inkubiert. Eine weite-
re Inkubation bei 65°C fiir 10 min diente der Inaktivierung des Enzyms.

2.6.2 Agarose-Elektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden horizontale Agarose-Gele der Konzent-
ration 1,0-2,0% (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer bereitet. Die Gele enthielten 0,5
ug/ml Ethidiumbromid, welches eine Betrachtung der DNA unter UV-Licht und eine
Dokumentation mit einer Geldokumentationsanlage der Firma Intas ermdglichte. Vor
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dem Auftragen der DNA-Proben wurden diese mit 1/5 Vol. Bromphenolblau-Glycerin
[0,1% Bromphenolblau (w/v) in 50% Glycerin (v/v)] versetzt. Die Auftrennung der
Fragmente erfolgte bei 10-14 V/cm iiber eine Zeitdauer von 30-120 min gegen einen
100bp bzw. 1 kb DNA-Léngenstandard (Gibco).

TAE-Puffer: 40 mM Tris
2 mM Eisessig
1 mM EDTA/pH 8 geldst in Eisessig

2.6.3 Auftrennung von RNA auf denaturierenden Agarosegelen

Zur Auftrennung von isolierter RNA unter denaturierenden Bedingungen wurden for-
maldehydhaltige Agarosegele verwendet (Sambrook et al., 1989). Dazu wurden folgen-
de Losungen angesetzt:

Northern-Puffer 10 x konzentriert: 200 mM MOPS (Sigma), 50 mM Natriumacetat und
10 mM EDTA in H,O; der pH des Puffers wurde mit 10 M NaOH auf
7,0 eingestellt. Der Puffer wurde nach dem Autoklavieren bei 4°C ge-
lagert.

Probenpuffer: 570 pl deionisiertes Formamid wurde mit 170 ul 37% Formaldehyd,
150 pl 10 x Northern-Puffer und 1,5 pl EtBr gemischt.

Fiir die denaturierenden Agarosegele wurden 0,6 g Agarose mit 35 ml H,O und 5 ml 10
x Northern-Puffer gemischt und in der Mikrowelle gelost. Nach dem Abkiihlen der Lo-
sung auf 60°C wurden 10 ml 37% Formaldehyd zugegeben und in die entsprechenden
Gel-Kammern gegossen.

Die RNA-Proben wurden mit gleichem Vol. Probenpuffer versetzt und nach 10 min
Denaturierung sofort auf Eis gestellt und anschlieBend auf das Gel aufgetragen. In einer
Parallelspur wurde als Laufmarkierung 5 pul Bromphenolblau-Glycerin aufgetragen. Das
RNA-Gel wurde bei einer Spannung von 2-5 V/em nach 2/3 der Laufstrecke der Brom-
phenolbau-Front gestoppt.

2.6.4 Transfer von Nukleinsiuren auf Nylonmembran

Zur Ubertragung von Nukleinsiuren auf Nylonmembrane (HybondN, Amersham) wur-
de ein 2016 VacuGeneXL Vakuum Blotting System (Pharmacia LKB) verwendet.
Durch die Erzeugung eines Niedrigdruckvakuums mittels dieses Systems ist die Uber-
tragung von Nukleinsduren auf eine Transfermembran schneller als das Kapillarblot-
verfahren von Southern (1975). Die Transferzeit betragt fiir RNA etwa 4 h und fiir DNA
nur ca. lh.
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2.6.4.1 Transfer von DNA aus Agarosegelen auf Nylonmembran (Southern-Blot)

Der Transfer von PCR-Fragmenten dauerte ca. 30 min bei 50 mbar Vakuum. Die Uber-
tragung auf die Membran (Biodyne B, Pall) erfogte alkalisch mit 0,4 N NaOH als
Transferlosung, sodass eine Vorbehandlung des Gels nicht notwendig war. Hierbei
wurde die Denaturierung der DNA wéhrend des Transfers erreicht. Die Membran wurde
danach kurz in 2 x SSC (0,3 M NaCl, 30 mM Natriumcitrat, pH 7,0) gewaschen und
luftgetrocknet. Die DNA wurde danach durch UV-Bestrahlung auf der Membran fixiert.
Zum Transfer verdauter genomischer DNA aus Tomate wurde ein modifiziertes Proto-
koll der Firma Pall verwendet. Dazu wurde das Agarose-Gel auf eine mit 20 x SSC an-
gefeuchtete Membran (Biodyne B, Pall) gelegt und ein Vakuum von ca. 40 mbar er-
zeugt. Sofort danach wurde 50 ml Depurinierungslosung (0,25 M HCI) auf das Gel ge-
geben und nach 4 min wieder entfernt. AnschlieBend wurde das Gel mit 50 ml einer
Denaturierungsldsung fiir 3 min bedeckt. Darauf folgte eine einstiindige Ubertragung
mit 20 x SSC als Transferpuffer. Die Membran wurde luftgetrocknet und die Bindung
der DNA an die Membran durch Inkubation fiir 40 min bei 80°C ermdglicht.

2.6.4.2 Transfer von RNA auf Nylonmembran (Northern-Transfer)

Der Transfer der RNA auf Filter (Hybond N, Amersham) wurde ohne Vorbehandlung
des Gels mit 20 x SSC (bzw. 10 x SSC) durchgefiihrt. Nachdem das denaturierende A-
garosegel auf die mit 20 x SSC angefeuchtete Membran gelegt wurde, dauerte der
Transfer bei 60 mbar Vakuum ca. 4h. AnschlieBend wurde die Membran bei RT ge-
trocknet und durch 5 min UV-Bestrahlung die RNA an die Membran fixiert.

2.6.5 Hybridisierung der Filter mit digoxigeninmarkierten DNA- und RNA-
Sonden

Die Hybridisierungen mit Dig-markierten Sonden sowie die Detektion von Hybriden
wurde anhand der Arbeitsanleitung der Firma Boehringer (Roche) “The DIG System
User “s Guide for Filter Hybridisation” durchgefiihrt.

Die Herstellung der Vorhybridisierungs- und Hybridisierungspuffer wurde durch das
Losen von DIG Easy Hyb Granules (Roche) in der vorhergesehenen Menge H,Opgpc
durchgefiihrt. Zur Vorhybridisierung wurden die Filter mit ca. 20 ml DIG Easy Hyb
(Roche) pro 100 cm” Membranfliche fiir 2h im Schiittelwasserbad inkubiert und dann
{iber Nacht in ca. 3 ml Hybridisierungspuffer pro 100 cm® Filter hybridisiert. Sowohl bei
der Vorhybridisierung als auch bei der Hybridisierung wurden die Filter in Folien ein-
geschweisst und bei 42°C fiir die DNA bzw. 68°C fiir die RNA inkubiert. Der Hybridi-
sierungspuffer enthielt 20 ng/ml Dig-markierte DNA-Sonde oder 100 ng/ml Dig-
markierte RNA-Sonde. Die Sonden wurden erst nach der Hitzedenaturierung bei 95°C
fiir 10 min in 50 pl HOpgpe dem Hybridisierungspuffer zugegeben.
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2.6.6 Waschen der Filter und Detektion der mit Digoxigenin markierten Sonden

Der Nachweis der mit Digoxigenin markierten Sonden beruht auf einer enzymatisch ge-
koppelten Antikorperreaktion. Es wird ein Konjugat aus alkalischer Phosphatase und
polyklonalen Schafantikorpern gegen das Alkaloid Digoxigenin eingesetzt. Der Nach-
weis der Signale erfolgte durch Zugabe von kolorimetrischen oder Chemilumineszenz-
substraten der alkalischen Phosphatase. Im Falle eines kolorimetrischen Substrates kata-
lysiert die Phosphatase die Dephosphorylierung von 5-Brom-4-chlor-3-Indolyl-
phosphatase (X-Phosphat), wobei es in Gegenwart von Nitroblau-Tetrazoliu-msalz
(NBT) zu einer violetten Farbkomplexbildung kommt. Die Verwendung eines Chemi-
lumineszenzsubstrates erfordert den Einsatz von Lumineszenz-Detektionsfilmen.

Das Herunterwaschen der nicht gebundenen Sonden erfolgte zunéchst fiir 2 x 5 min bei
RT in 2 x SSC/0,1% SDS, dann fiir weitere 2 x 15 min bei 68°C in 0,5 x SSC/0,1% SDS
in einem Volumen von 50 ml/100 cm® Membranfliche. Die folgenden Schritte wurde
bei RT unter leichtem Schiitteln durchgefiihrt. Es kamen dabei folgende Puffer und Lo-
sungen zum Einsatz:

Pufferl: 100 mM Maleinsdure, 150 mM NaCl, pH 7,5, eingestellt mit
NaOHKonz

Puffer2: Puffer] mit 0,3% (v/v) Tween20 (Sigma)

Puffer3: Puffer] mit 1% (w/v) Blockierungsreagenz

Puffer4: 100 mM Tris/HCIL, 100 mM NacCl, pH 9,5

Antikorperlosung: Anti-Dig-AP-Konjugat/Fab-Fragmente (Roche)
Kolorimetrischer Nachweis: 1:5000 (150 mU/ml) in Puffer3
Chemilumineszenznachweis: 1: 10000 (75 mU/ml) in Puffer3

NBT-Ldsung: 75 mg/ml NBT (Nitroblau-Tetrazoliumsalz), gelost in 70%
Demethylformamid

BCIP-Losung: 50 mg/ml BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphatase), gelost
in 100% Dimethylformamid

CSPD®-Losung: 1:100 in Puffer4 verdiinnte 25 mM CSPD®(Dinatrium 3-(4-

methoxyspiro{1,2dioxetan3,2"(5 chloro)tricyclo
[3.3.1.1%"]decan}-4-yl)phenylphosphat)-Stamml3sung (Roche)

Die Filter wurden 1 min in Puffer 2 gewaschen, 30 min in 50 ml/100 cm® Puffer 3 und
danach 30 min in Antikorperlésung inkubiert. Es folgten zwei 15-miniitige Waschs-
chritte in 100 ml/100 cm® Puffer 2, die Aquilibrierung des Filters in Puffer 4 fiir 2 min
sowie die Zugabe der Substratlosungen. Fiir die kolorimetrische Detektion wurden die
Filter mit 10 ml/100 cm® Firbelosung (45 pl NBT-/35 ul BCIP-Losung in 10 ml Puf-
fer4) in Kunststoffolie eingeschweiflt. Bei RT im Dunkeln konnte sich die Farbreaktion
entwickeln. Je nach Stirke des Hybridisierungssignals konnte die Reaktion nach 5 min
bis 18 h durch Waschung in TE-Puffer gestoppt werden. Die Filter wurden luftgetrock-
net. Bei Chemilumineszenz-Detektion mit CSPD® wurden die Filter nach der Aqui-
librierung in Puffer 4 fiir 10 min in 5 ml/100 cm” CSPD-Losung inkubiert. Danach wur-
den die Filter in Folien eingeschweif3t, 15 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit
Lumi-Film (Roche) belegt. Die Auflage der Filme dauerte 5 min bis 24 h. Die Filme
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wurden durch 5 min Inkubation in Eukobrom-Entwickler (Tetenal) und weitere 5 min in
Superfix-Fixierer (Tetenal) entwickelt.

2.6.7 Quantifizierung der Hybridisierungssignale

Die Bilder der Rontgenfilme bzw. der gefiarbten Filter wurden mit der Intas-
Geldokumentationsanlage digitalisiert und gespeichert. Die quantitative Auswertung der
Signale wurde mittels des Computerprogramms ,,NIH Image“1.61 (,,Public domain*-
Programm von W. Rasband, U.S. National Institute of Health, Bethesda, USA) vorge-
nommen. Die Signalstirke als Differenz der Mittelwerte der Farbintensititen in der
Bande und dem Hintergrund kann in relativen Einheiten angegeben werden.

2.6.8 Entfernen der gebundenen RNA-Sonden

Zur vollstdndigen Entfernung des Chemiluminenszenzsignals und der RNA-Sonde wur-
den die Filter mit sterilem Wasser fiir 5 min gewaschen. Die darauf folgende Inkubation
von 10 min mit heiler 0,1% SDS-Losung und unter starkem Schiitteln ermoglichte das
Entfernen der Sonde. Der Filter konnte nach anschlieBender Inkubation 5 min in 2 x
SSC/0,1% SDS fiir eine neue Hybridisierung verwendet werden.

2.7 RNA-In situ-Hybrisidierung von Wurzellingsschnitten

Die In situ-Hybridisierung erlaubt die Detektion gewebespezifischer Genexpression.
Die Dig-In situ-Hybridisierung wurde nach einem modifizierten Protokoll nach Coen et
al. (1990) durchgefiihrt. Die unterschiedlichen Schritte beinhalten die Fixierung des fti-
schen Gewebes, dessen Einbettung in Paraffin, die Herstellung der Schnitte sowie die
Detektion der Transkripte mittels Dig-markierter RNA-Sonden.

2.7.1 Fixierung und Einbettung des Pflanzenmaterials fiir die In situ-RNA-
Hybrisidierung

2.7.1.1 Fixierung von Planzenmaterial mit Paraformaldehyd

Wurzelabschnitte aus Tomate von ca. 0,5-0,8 mm Linge wurden in ein Fixativ aus 4%
Formaldehyd in 100 ml PBS-Puffer (130 mM NaCl, 7 mM Na,HPO,4, 3 mM NaH,PO,)
gelegt und fiir 3 x 2 min in einem Vakuum-Exsikkator infiltriert. Danach wurden die
Proben tiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Herstellung des Fixativs:

100 ml PBS-Puffer wurden mit NaOH auf pH 11 eingestellt und in der Mikrowelle auf
70°C erhitzt. Nach Zugabe von 4 g Paraformaldehyd und kréftigem Schiitteln, wurde
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der pH-Wert mit H,SO4 auf 7 eingestellt und das Fixativ auf Eis gestellt. Das Fixativ
wurde unmittelbar vor dem Gebrauch hergestellt.

2.7.1.2 Einbettung des Wurzelmaterials in Paraffin

Zur Einbettung in Paraffin wurden die Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe de-
hydriert und anschlieBend gefarbt und in Paraffin iiberfiihrt. Dazu wurde das Probenma-
terial nacheinander in den folgenden Losungen in 50 ml Reaktionsgefdlen inkubiert:

1 h 50% EtOH auf Eis

1 h 70% EtOH auf Eis

30 min 80% EtOH bei 4°C

30 min 90% EtOH bei 4°C

2 h 100% EtOH + Eosin Y (2-3 ml 1% Eosin Y-Losung in 100% EtOH)
30 min 100% EtOH bei RT

1 h EtOH/Xylol (3 + 1) bei RT

1 h EtOH/Xylol (1 + 1) bei RT

1 h EtOH/Xylol (1 + 3) bei RT

1 h Xylol bei RT

Xylol mit Paraffin geséttigt bei RT iiber Nacht

6 h Xylol mit Paraffin geséttigt bei 30°C

4 h Xylol mit Paraffin gesittigt bei 42°C

Xylol mit Paraffin geséttigt bei 60°C {iber Nacht

Danach wurden die Proben in reinem Paraffin fiir 2 Tage inkubiert, dabei wurde das Pa-
raffin 2 x am Tage erneuert. Nach vollstdndiger Infiltration des Pflanzenmaterials mit
Paraffin wurden die Wurzelstiicke mit reinem Paraffin in Petrischalen {iberfiihrt und
zum Aushérten des Paraffins bei RT stehen gelassen. Die eingebetteten Wurzelproben
konnten fiir mehrere Monate bei 4°C gelagert werden.

2.7.2 Beschichtung der Objekttriager zur Bindung von Gewebe

Eine feste Bindung der Gewebeschnitte an die Objekttriger ist eine notwendige Voraus-
setzung wihrend der /n situ-Hybridisierung. Um diese Voraussetzung erfiillen zu kon-
nen, wurden die Objekttrager silanisiert.

Die Objekttrager wurden 1 h in 1 M HCI gereinigt und danach 2 x 5 min in H,O und
weitere 5 min in 96% EtOH gespiilt. AnschlieBend wurden die Objekttriger fiir 10 s in
eine Losung von 2% (v/v) 3-Aminopropyl-trimethoxysilan in Aceton getaucht, je 2 x 10
s mit Aceton und H,O gespiilt und bei RT getrocknet. Die silanisierten Objekttriager
konnten bei RT ca. zwei Monate gelagert und verwendet werden.

2.7.3 Schneiden der eingebetteten Wurzeln

Die in den Petrischalen eingebetteten Wurzelproben wurden in kleine Blocke geschnit-
ten. Der Gewebeblock wurde dann auf einem Halter fixiert und parallel zum Messer im
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Mikrotom eingespannt. Es wurden Schnitte mit einer Breite von 12 um hergestellt, die
mit Hilfe eines feinen Pinsels auf beschichtete mit sterilem H,O benetzte Objekttrager
tiberfiihrt wurden und auf einer 42°C Heizplatte iiber Nacht getrocknet. Es wurden
sechs bis 12 Wurzelldngsschnitte von jedem Priparat auf einen Objekttrdger aufgetra-
gen.

2.7.4 In situ-Hybridisierung mit Dig-markierten RNA-Sonden

2.7.4.1 Vorbehandlung der Gewebeschnitte

Um das Gewebe fiir die RNA-Sonden zuginglich zu machen und unspezifische Bin-
dungen zu reduzieren, wurden die Gewebeschnitte vor der Hybridisierung vorbehandelt.
Die auf Objekttrager aufgezogenen Gewebeschnitte wurden in einen Tréger gestellt und
nacheinander in folgenden Losungen inkubiert:

Tabelle 5: Losungen zur Vorbehandlung der Gewebeschnitte

Losungen Inkubationszeit (min)
2 x 100% Xylol 2x10
2 x 100% EtOH 2x 10
95% EtOH 1
85% EtOH 1
70% EtOH 1
50% EtOH 1
30% EtOH 1
H,O 1
0,2 M HCl 10
H,O 5
PBS(130 mM NaCl, 7 mM Na,HPO,, 3 mM NaH,PO,) 2
*Pronase-Puffer (0,05 M Tris-HCI1 pH 7,5, 0,005 M EDTA) 7
mit 0,125 mg/ml Pronase

Glycin (0,2% in PBYS) 2
PBS 2
Formaldehyd (4% in PBS) 10

2 x PBS 2x2
Essigsdureanhydrid (1 ml in 100 ml 0,1 M Triethanolamin 10
pH 8,0

PBS 2

* durch einen Pronaseverdau der Schnitte wurde der Zugang der Sonde zur zelluldren
RNA verbessert. Hierbei wurden die Schnitte fiir 7 min bei 37°C in einer Losung aus
Pronase (0,125 mg/ml) inkubiert.

Die Gewebeschnitte wurden danach in einer aufsteigenden Ethanolreihe (30%, 50%,
70%, 85%, 95% und 100% EtOH) dehydriert, dann nochmals in 100% EtOH gewa-
schen und luftgetrocknet.
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2.7.4.2 RNA-In situ-Hybridisierung mit Dig-markierten RNA-Sonden

Die Dig-markierten RNA-Sonden wurden in einer Konzentration von 1 ng/ul eingesetzt.
Es wurde insgesamt 100 pl Hybridisierungsgemisch verwendet, um eine vollstdndige
Bedeckung der auf den Objekttragern aufgezogenen Schnitte zu gewéhrleisten.

Ansatz des Probengemischs:

- 1 ng/pl hydrolysierte Dig-markierte RNA-Sonde

- 8 ul deionisiertes Formamid

-ad 18 ul H,O

Der Ansatz wurde gemischt, bei 95°C fiir 10 min inkubiert und dann auf Eis gestellt.

Herstellung des Hybridisierungspuffers (fiir 24 Objekttriger):

- 200 pl 10 x Salzlosung (3 M NacCl, 0,1 M Tris-HCI pH 6,8, 0,1 M NaPO,, 0,05 M
EDTA)

- 800 pl Formamid (deionisiert)

- 400 ul 50% Dextransulfat

- 20 pl 100 mg/ml tRNA

- 40 pl 50 x Denhard’s (2 g BSA, 2 g Ficoll, 2 g Polyvinylpyrrolidone in 100 ml H,O)

- 140 pl H,O

18 pul Probegemisch wurden mit 82 ul Hybridisierungspuffer versetzt und auf den Ge-
webeschnitt aufgetragen. Die Hybridisierungsreaktion fand in einem mit 2 x SSC/50%
Formamid-Losung getridnkten Papiertiichern ausgelegten Kasten iiber Nacht bei 49°C
statt.

2.7.5 Waschen der Schnitte

Zum Waschen der Schnitte wurden die Objekttrdger nacheinander in folgenden Lsun-
gen inkubiert:

2 x SSC, 50% Formamid 2 x 60 min 50°C
NTE (0,5 M NacCl, 0,01 M Tris-HCI pH 7.5, 2 X 5 min 37°C
0,001 M EDTA)

NTE + 20 pg/ml RNase A 30 min 37°C
NTE 2 X 5 min RT

2 x SSC, 50% Formamid 60 min 50°C
PBS 5 min RT

2.7.6 Detektion der Hybridisierungssignale

Der Nachweis der hybridisierten Proben-RNA erfolgte mit einem Anti-Dig-Antikorper,
der an alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Alle Inkubationen wurden in kleinen Scha-
len auf einem Schiittler bei RT durchgefiihrt. Dabei sollte darauf geachtet werden, daf3
der Puffer wihrend des Schiittelns die Objekttrager gleichmaBig bedeckte.
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Das Protokoll zur Detektion der Hybridisierungssignale umfasste die folgenden Inkuba-
tionsschritte:

Tabelle 6: Inkubationsschritte zur Detektion der Hybridisierungssignale

Losungen Inkubatioszeit
Puffer 1: 0,1 M Tris-HCI pH 7,5, 0,15 M NaCl 5 min
Puffer 2: Puffer 1 mit 0,5% Blockierungsreagenz 60 min
Puffer 3: Pufferl mit 1% BSA, 0,3% Triton X 100 60 min

Puffer 4: Puffer 3 mit Anti-Dig-AP-Konjugat/Fab-Fragment (Roche) 60 min
1:2000

Puffer 1 mit 0,3% Triton X100 4 x 20 min
Puffer 1 5 min
Puffer 5: 0,1 M Tris-HCI pH 9,5, 0,1 M NaCl, 0,05 M MgCl, 5 min
Puffer 6: Puffer 5 mit 10% Polyvinylalkohol, 1,5 pul/ml NBT und 1,5| bis zu 3 Tagen
ul/ml BCIP im Dunkeln

Die Inkubation in Puffer 6 fand in Glasschalen statt, so dal die Reaktion leicht unter
dem Binokkular verfolgt werden konnte. Inkubationszeiten von mehr als drei Tagen
Dauer fiihrten zu einem starken Hintergrund.

Zum Abstoppen der Reaktion wurden die Schnitte jeweils 5 min mit H,O, 70% EtOH,
95% EtOH, 70% EtOH und H,O gewaschen. AnschlieBend wurden die Objekttrager
luftgetrocknet und mit einem Deckglas versiegelt.

2.7.7 Fotografische Dokumentation der Ergebnisse der In situ-Hybridisierungen
und Quantifizierung der Hybridisierungssignale

Bildaufnahmen der Schnitte wurden mit einer digitalen Kamera (Hamamatsu digital
camera C 4742-95) angefertigt.

Um eine genaue Aussage tiber die unterschiedlichen Signalstirken von mykorrhizierten
und nicht mykorrhizierten Tomatenwurzeln machen zu kénnen, wurden die Ergebnisse
der In situ-Hybridisierungen mittels des Bildbearbeitungsprogrammes ,,Image tool*
quantifiziert.

41



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. PCR-Amplifizierung von DNA-Fragmenten aus Genen, die an der Schwerme-
tall- und Salz-Toleranz beteiligt sind

Zur Entwicklung von Oligonukleotidprimern wurden die in den Datenbanken vorhan-
denen AS-Sequenzen auf konservierte Bereiche miteinander verglichen. Dabei sind jene
konservierte Aminosduren von besonderer Bedeutung, die nur durch ein oder zwei Tri-
pletts kodiert sind (Methionin, Asparagin, Asparaginsidure, Cystein, Histidin, Lysin,
Glutamin, Glutaminsdure). Je niedriger die Degeneration der ausgewéhlten Aminosiu-
ren ist, desto hoher ist die Spezifizitdt der zu synthetisierenden Primer. Dariiberhinaus
wurde beim Konstruieren von degenerierten Primern darauf geachtet, daf3 die drei letz-
ten Basen am 3'-Ende eine 100%ige Ubereinstimmung mit der Zielsequenz haben, um
die Wahrscheinlichkeit der Bindung von Primern an der Zielsequenz erhéhen zu kon-
nen.

3.1.1 Identifizierung konservierter Sequenzbereiche von Genen, die an Schwerme-
talltoleranz beteiligt sind

3.1.1.1 Vergleich von Aminosiuresequenzen der Phytochelatin synthase

Der Vergleich der abgeleiteten AS-Sequenzen der Phytochelatin synthase-Teilsequenz
aus Tomate mit zwei AS-Sequenzen der Phytochelatin synthase aus Arabidopsis thalia-
na und Zea mays diente der Synthese von zwei Nukleotidprimern PC1 und PC2 (Abb.
4), die die Amplifizierung eines Teilbereiches der Phytochelatin synthase aus Tomate
von ca. 900 bp auf cDNA-Ebene ermoglichen sollten.

Abbildung 4: Vergleich von publizierten Aminosduren-Sequenzen der Phytochelatin
synthasen aus Tomate (Lycopersicon esculentum), Arabidopsis (Arabidopsis thaliana)
und Mais (Zea mays)

Tomate MMGAQTTEQGDCSKFKGNIPHCCKRDPTVVDLLPGTPYNQQTIANCCKGGVINSWGQDPET
Arabidopsis MVGAQTTEQGDCSKYKGNIPHCCKKDPTVVDLLPGTPYNQQIANCCKGGVMNSWVQDPAT
Mais MVGAQT;EQGDCSKFKSSPPHCCKKDPTIVDLLPGTPYNMQIANCCKAGVVNTFNQDPAN
PC1
Tomate ADSSFQVSVGAAGTTNKTVRVPKNFTLKAPGPGYTCGP-—====—=—=————————————
Arabidopsis AASSFQISVGAAGTTNKTVRVPRNFTLMGPGPGYTCGPAKIVRPTKFVTTDTRRTTQAMM
Mais AASSFQISVGLAGTTNKTVKVPRNFTLKTPGPGYTCGRAIVGRPTKFFTADGRRATQALM
Tomate W = === -mm oo
Arabidopsis TWNITCTYSQFLAQRTPTCCVSLSSFYNETIVGCPTCACGCONNRTESGACLDPDTPHLA
Mais TWNVTCTYSQFLAQKTPSCCVSLSSFYNDTIVNCPTCSCGCQNPSGSN--CVNEDSPNLQ
Tomate - @ S mm oo
Arabidopsis SVVSPPTKKGTVLPPLVQCTRHMCPIRVHWHVKONYKEYWRVKITITNFNYRLNYTQWNL
Mais AATDGPGK--WTGQPLVQCTSHMCPIRIHWHVKLNYKDYWRVKITITNENFRMNY TQWNL
Tomate = —omm oo oo
Arabidopsis VAQHPNLDNITQIFSFNYKSLTPYAG-LNDTAMLWGVKFYNDFLSEAGPLGNVQSETILFR
Mais VAQHPNFDNITQLFSEFNYKPLTPYGGGINDTAMFWGVKFYNDLLMQAGKLGNVQSELLLR
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Tomate = —ommm oo e
Arabidopsis KDOSTFTFEKGWAFPRRIYFNGDNCVMPPPDSYPFLPNG-—=-————————————-—— GSRS
Mais KDSRTFTFEKGWAFPRRVYFNGDNCVMPSPENYPWLPNASPLTKPLALPLLGILGLGCSV

C2

Darstellung der zur Synthese der Primerpaare PC1 und PC2 ausgewéhlten Aminosduresequenzen. Die
Positionierung der PCR-Primer wird mittels Pfeilen unterhalb der Sequenzen angegeben, und die fiir die
Herstellung der Oligonukleotide ausgewédhlten Aminosauren sind in Fettdruck wiedergegeben.

3.1.1.2 Identifizierung konservierter Sequenzbereiche von Nramptransportern

Als Basis zur Herstellung von degenerierten Olinukleotidprimern NrmA und NrmB
dienten die AS-Sequenzbereiche der Nramptransportergene aus Arabidopsis (Arabi-
dopsis thaliana), Reis (Oryza sativa) und Saccharomyces cerevisiae. Die synthetisierten
Primer erlauben mittels PCR die Amplifizierung eines 300 bp-langen cDNA-Bereiches.

Abbildung 5: Vergleich der publizierten AS-Sequenzen unterschiedlicher
Nramptransportergene aus Arabidopsis , Reis und Saccharomyces cerevisiae

OsNrampl 1L AELAVIASDIPEVIGTGFAFNLL"*’
OsNramp3 ' LAELAVVACDIPEVIGTAFALNML""
AtNrampl 1 'MAELALIGSDIQEVIGSAIAIKIL'®
AtNramp3 13MAEIALIGADIQEVIGSAIAIKILY’
AtNramp2 1>MAELALIGADIQEVIGSAIAIQIL'"?
AtNramp4 1>2MAEVALIGADIQEVIGSAIALQIL''®
OsNramp?2 ?MTELALVGADIQEVIGSAIAIKIL'®
SMF1 S FARCAVIATDIAEVIGTATALNIL®?
NrmA
OsNrampl 1S TALLGALVMPHNLFLHSALVLSRNT?*
OsNramp3 181 A T SLLGAMVMPHNLFLHSELVLSRKE??’
AtNrampl 23°AVGVVGCIIMPHNVFLHSALVQSREV?®®
AtNramp3 23 AVGIVGCIIMPHNVFLHSALVQSREV?®!
AtNramp?2 2% AVGVVGCVIMPHNVFLHSALVQSRKI?®*
AtNramp4 #>*AVGVVGCVITPHNVFLHSALVQSRKT?"’
OsNramp?2 YIAVGIVGCIIMPHNVFLHSALVESRKIZ!'
SMF1 26'AISILGATVMPHSLFLGSALVQPRLL?%®
NrmB

Konservierte AS-Sequenz-Bereiche der Nramptransporter AtNrampl (AC004401), AtNramp2
(AF141204), AtNramp3 (AB007645), AtNramp 4 (AL035526) aus Arabidopsis, OsNrampl (L412117),
OsNramp?2 (L81152), OsNramp3 (U60767) aus Reis und SMF1 (P38925) aus Saccharomyces cerevisiae.
Die Lage der zur Amplifikation verwendeten Primer NrmA und NrmB wird mittels Pfeilen unterhalb der
Sequenzen angegeben, und die fiir die Herstellung der Oligonukleotide ausgewéhlten Aminosiuren sind
durch den fettgedruckten Teil dargestellt.
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3.1.1.3 Identifizierung konservieter Sequenzbereiche von Zink-Transportern

Zur Herstellung von degenerierten Primern (ZP1 und ZP2) fiir eine mogliche Amplifi-
zierung von Zink-Transportern aus Tomate und aus AM-Pilze dienten die Aminosdure-
Sequenzen der Zink-Transporter aus Arabidopsis und Saccharomyces cerevisiae.

Abbildung 6: Vergleich der publizierten AS-Sequenzen unterschiedlicher Zink-
Transportergene aus Arabidopsis und Saccharomyces cerevisiae

ZIP1 22°DTIKPLMAALSFHQFFEGLGLGGCISLA®
ZIP3 212DAAKALFIALMFHQCFEGLGLGGCIAQG?*Y
ZRT1 24°DEFSSLYPVLVFHQSFEGLGIGARLSAI?"’
ZRT2 288EEFETLFIVLTFHQMFEgLGLGTRVAET316
ZP1
ZIP1 291 SKEAIMVEGMLNAASAGILIYMSLVDLLATD???
ZIP3 215 PTALIVQGVLNAASAGILIYMSLVDLLAAD?
ZRT1 SSYTALVISGVLDAISAGILLYTGLVELLARD?
ZRT2 3°°SRRALIANGVFDSISAGILIYTGLVELMAHE®'
P2

Konservierte AS-Sequenz-Bereiche der Zink-Transporter ZIP1 (T52183), ZIP3 (T52185) aus Arabidopsis
und ZRT1 (P32804), ZRT2 (CAA97701) aus Saccharomyces cerevisiae. Die Lage der zur Amplifikation
verwendeten Primer ZP1 und ZP2 wird mittels Pfeilen unterhalb der Sequenzen angegeben, und die fiir
die Herstellung der Oligonukleotide ausgewéhlten Aminoséduren sind durch den fettgedruckten Teil dar-
gestellt.

3.1.1.4 Vergleich von Nukleotidsequenzen der Metallothioneine aus Tomate

Zur Herstellung von Primern fiir die Amplifizierung von Metallothionein-Nukleotid-
sequenzen aus Tomate dienten die in der Arbeit von A.Giritch et al., 1998 publizierten
Nukleotidsequenzen . Unter Verwendung der Primerpaare META/MET1 und ME-
TA/MET4 (Abb. 7) sollten mittels PCR Nukleotid-Teilsequenzen von ca. 480 bp und
440 bp auf cDNA-Ebene erhalten werden.

Abbildung 7 : Vergleich der publizierten Nukleotidsequenzen zweier Metallothionein-
gene LemtI und Lemt4 aus Tomate

META >
LEMT1 ® AATCAATCATGTCGTGCTGTGGAGGAAACTGTGGCTGT !
LEMT4 67AAAAAATCATGTCTTGCTGCGGAGGAAGCTETGGCTGT“”
MET 1
LEMT1 52 ATGAATATCTCTGCATCTGTTAATTTTAACATATASS?
LEMT4 486TGGGCTTGTAAT’I::ACATCTTTATCAATATGAAT“9
MET4
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Darstellung der zur Synthese der Primerpaare META/MET1 und META/MET4 ausgewahlten Olinukleo-
tidsequenzen der Metallothioneine Lemt 1 (Z68138) und Lemt 4 (Z68310) aus Tomate. Die Positionie-
rung der PCR-Primer wird mittels Pfeilen unterhalb der Sequenzen angegeben, und die fiir die Herstel-
lung der Primer ausgewahlten Nukleotide sind in Fettdruck wiedergegeben.

3.1.2 Identifizierung konservierter Sequenzbereiche von Genen, die an der Salzto-
leranz beteiligt sind

3.1.2.1 Vergleich von Aminosiuresequenzen der Plasmamembran (PIP)- und To-
noplast (TIP)-Aquaporingene

Die Aquaporine gehoren zu der MIP (major intrinsic protein)-Familie und sind bei den
Pflanzen sowohl in der Plasmamembran (PIP: plasma membrane intrinsic protein) als
auch im Tonoplast (TIP: tonoplast intrinsic protein) lokalisiert (Hofte et al., 1991;
Kammerloher et al., 1994). Diese Protein-Familie spielt eine Rolle bei dem Wasser-
transport (Maurel et al., 1993), somit konnten Aquaporine an der Salztoleranz beteiligt
sein (Bohnert und Jensen, 1996).

Als Grundlage fiir die Konstruktion von Oligonukleotiprimern zur Amplifizierung von
Tomaten-Aquaporinteilsequenzen dienten die in der Abbildung 8 dargestellten Amino-
sduresequenzen der PIP- und TIP-Aquaporine aus héheren Pflanzen. Die Primerpaare
PMA/PMB und TPA/TPB umfassen auf cDNA-Ebene ein zu amplifizierendes Stiick
von ca. 450 bp bzw. 330 bp.

Abbildung 8: Vergleich der publizierten AS-Sequenzen unterschiedlicher PIP- und
TIP-Aquaporingene aus hoheren Pflanzen

A: PIP-Aquaporine

Nicotiana tabacum 105YCTAGISGGHINPAVTFGLFLARKL®®
Solanum tuberosum 104YCTAGISGGHINPAVT IWSVLGKKL??
Lycopersicon esculentum 102y CTAGI SGGHINPAVTFGLFLARKL?’
Zea mays 106YCTAGISGGHINPE.VTFGLFLARKL131
PMA
Nicotiana tabacum 2510 AWDDHWIFWVGPFIGAALAAVYHQ?'®
Solanum tuberosum 2500 AWDDHWIFWVGPFIGQALAAVYHQ?"®
Lycopersicon esculentum 24 HAWDDHWIFWVGPFIGAALAALYHQ?"?
Zea mays 252 AWNDHWIFWVGPFIGAALAAIYHQ?'’
PMB
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B: TIP-Aquaporine

Arabidopsis thaliana "WAVSVGANISGGHVNPAVTFGAFIGGN’®
Oryza sativa "WAVSVGANISGGHVNPAVTFGAFVGGN®
Lycopersicon esculentum ®%VGVSMAANISGGHLNPAVTLGLAVGGN®®
Nycotiana tabacum %VGVSIAANISGGHLNP%VTLGLAVGGN%
TPA
Arabidopsis thaliana YL,GTIAPIAIGFIVGANILAGGAFSGAS®®®
Oryza sativa Y,GTIAPIAIGFIVGANILVGGAFDGAS'?®
Lycopersicon esculentum 19LGTIAPIAIGFIVGANILAAGPFSGGS!Y®
Nicotiana tabacum 1L, GTIAPIAIGFIVGANILAAGPFSGGS!'?®
TPB

A: Konservierte AS-Sequenzbereiche der PIP-Aquaporingene aus Lycopersicon esculentum (AF218774),
Zea mays (AF131201), Nicotiana tabacum (AF440271) und Solanum tuberosum (Y18311). B: Konser-
vierte AS-Sequenzbereiche der TIP-Aquaporingene aus Lycopersicon esculentum (U95008), Nicotiana
tabacum (P21653), Arabidopsis thaliana (P21652) und Oryza sativa (P50156). Die Lage der zur Amplifi-
kation verwendeten Primerpaare PMA/PMB und TPA/TPB wird mittels Pfeilen unterhalb der Sequenzen
angegeben, und die fiir die Herstellung der Oligonukleotide ausgewédhlten Aminoséuren sind durch den
fettgedruckten Teil dargestellt.

3.1.2.2 Identifizierung konservierter Sequenzbereiche von Na'/H'-Antiporter

Zur Herstellung von Nukleotidprimern, die die Amplifizierung von Teibereichen der
Na'/H'-Antiportergene erlauben sollten, wurden die publizierten AS-Sequenzen aus
Arabidopsis thaliana, Atriplex gmelini, Ipomea tricolor und Suaeda maritima miteinan-
der verglichen (Abb. 9). Mittels PCR-Experimenten sollte unter Verwendung der syn-
thetesierten Primer NHA1 und NHA2 ein 600 bp-langen cDNA-Bereich amlifiziert wer-
den.

Abbildung 9: Vergleich der zur Herstellung von Oligonukleotidprimern eingesetzten
AS-Sequenzbereiche

Atriplex gmelini S IFNAGFQVKKKQFFRNFITIVLFGAV*?!
Suaeda maritima I FNAGFQVKKKQFFRNFITIILFGAV!?!
Arabidopsis thaliana ol I FNAGFQVKKKQFFRNFVTIMLFGAV!!’
Ipomea tricolor 93 I FNAGFQVKKKQFFVNFMT IMLFGAI?
NHA1
Atriplex gmelini 212pY1L,SGILTVFFCGIVMSHY TWHNVTESSR3%!
Suaeda maritima 212pYLSGILTVFFCGIVMSHY TWHNVTESSR3%!
Arabidopsis thaliana 258 FDLSGILTVFFCGIVMSHY TWHNVTESSR?%®
Ipomea tricolor 2°FYLSGILTVEFCGIVMSHY TWHNVTESSR?%®
NHA2

Darstellung der zur Synthese der Primerpaare NHA1/NHA2 ausgewéhlten AS-Sequenzen. Die Positionie-
rung der PCR-Primer wird mittels Pfeilen unterhalb der Sequenzen angegeben, und die fiir die Herstel-
lung der Oligonukleotide Aminosduren sind im Fettdruck wiedergegeben. Die Genbank-
Zugangsnummern der ausgewihlten Sequenzen sind, fiir Atriplex gmelini (BAB11940), Suaeda maritima
(AAKS53432), Arabidopsis thaliana (AAM34759), Ipomea tricolor (BAB60901).
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3.1.3 Resultate der PCR-Experimente zur Amplifikation von Genen, die mogli-
cherweise an der Schwermetall- bzw. Salz-Toleranz beteiligt sind

3.1.3.1 Amplifikation eines Teilbereiches von Phytochelatin synthase aus Tomate

Das Primerpaar PC1/PC2 wurde anhand der publizierten Phytochelatin synthase-
Sequenzen aus Tomate, Arabidopsis und Mais ausgewihlt. PC1 wurde spezifisch aus
der Tomate-Nukleotidteilsequenz hergestellt. PC2 ist ein degenerierter Primer, der aus
dem Vergleich der AS-Sequenzen von Arabidopsis und Mais konstruiert wurde. Mit
cDNA aus Tomate konnte in einem PCR-Experiment ein Amplifikat von ca. 900 bp er-
halten werden (Abb. 10).

Um zu tiberpriifen, ob es sich bei der in der PCR erhaltenen 900 bp gro3en Bande wirk-
lich um ein Teilstiick des Gens der Phytochelatin synthase aus Tomate handelte, wurde
das PCR-Amplifikat in dem Vektor pGEM®-T Easy kloniert und anschlieBend sequen-
ziert.

Die Sequenzierung des Inserts des erhaltenen Klons PT1 ergab unter Verwendung des
BLAST-Programms eine Identifizierung des Amplifikates als Teil der Phytochelatin
synthase. Die abgeleitete Aminosiduresequenz enthielt keine Stop-Codons und konnte
daher als offenes Leseraster des Gens betrachtet werden (Abb. 11). Der Vergleich der
abgeleiteten Aminosduresequenz des PCR-Fragments mit der publizierten Sequenz aus
Arabidopsis ergab, dal 79% der Aminosduren identisch sind. Zu der publizierten Ami-
noséure-Teilsequenz aus Tomate wurde eine 100%ige Identitét erhalten.

Abbildung 10: PCR zur Amplifizierung eines Teilbereichs des Phytochelatin synthase-
gens aus Tomate

1: PCR mit cDNA aus Tomate

900 bp—> L: 1kb-Leiter

Als Matrize fiir die PCR diente die cDNA aus Tomate. Es wurden die Oligonukleotidprimer PC1 und
PC2 verwendet. Die PCR Methode umfafite in den ersten 10 Zyklen eine Reduzierung der
Bindungstemperatur von 56°C auf 46°C, gefolgt von weiteren 35 Zyklen mit 52°C Bindungstemperatur. 6
ul des PCR-Ansatzes wurden auf einem 1% Agarosegel bei 10 V/cm aufgetrennt.
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Abbildung 11: Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen unterschiedlicher
Phytochelatin synthasen aus Arabidopsis, Tomate und Mais mit der Sequenz des Klons
PT1 aus Tomate

Tomate GMMGAQTTEQGDCSKFKGNIPHCCKRDPTVVDLLPGTPYNQQIANCCKGGVINSWGQDPE
PT1 --MGAQTTEQGDCSKFKGNIPHCCKGDPTVVDLLPGTPYNQQIANCCKGGVINSWGQDPE
Arabidopsis -MVGAQTTEQGDCSKYKGNIPHCCKKDPTVVDLLPGTPYNQQIANCCKGGVMNSWVQDPA
Mais -MVGAQTTEQGDCSKFKSSPPHCCKKDPTIVDLLPGTPYNMQIANCCKAGVVNTENQDPA
khkkhkkhkkikkkhkkhkkhkkkk * khkkhkkhk kkhkkhk khkkhkkhkkhkikkkhkkhkk kkhkkhkkkkhkk Kk K * % %
Tomate TADSSFQVSVGAAGTTNKTVRVPKNFTLKAPGPGYTCGP-——=———=———=——————————
PT1 TAVSSFQVSVGAAGTTNKTVRVPKNFTLKAPGPGYTCGPAKVVKPTKFSSGDGRRITQAM
Arabidopsis TAASSFQISVGAAGTTNKTVRVPRNFTLMGPGPGYTCGPAKIVRPTKEVTTDTRRTTQAM
Mais NAASSFQISVGLAGTTNKTVKVPRNFTLKTPGPGYTCGRAIVGRPTKFFTADGRRATQAL
* hkkkk kkhkk Kkkhkkhkhkkhkkhkkhkk kk kkk*k *khkkkkkk*k

Tomate @ mm oo
PT1 MTWNVTCTHSQFLAQKTPTCCVSLSSFYNDTIVPCPTCTCGCQKNGTQHGNCVDQDEPHL
Arabidopsis MTWNITCTYSQFLAQRTPTCCVSLSSFYNETIVGCPTCACGCQNNRTESGACLDPDTPHL
Mais MTWNVTCTYSQFLAQKTPSCCVSLSSFYNDTIVNCPTCSCGCON--PSGSNCVNEDSPNL
Tomate ~  —omm oo
PT1 ASVVSGLGKN--NYAPLVQCTSHMCPIRIHWHVKLNYKEYWRVKVTITNFNYNMNYTQWN
Arabidopsis ASVVSPPTKKGTVLPPLVQCTRHMCPIRVHWHVKONYKEYWRVKITITNENYRLNYTQWN
Mais QAAIDGPGK--WTGQPLVQCTSHMCPIRIHWHVKLNYKDYWRVKITITNENFRMNYTQWN
Tomate @ —omm oo
PT1 LVVQHPNFDNLTQLFSFHYKSLTPYGA-INDTAMLWGMKFYNDLLMQAGPLGNVQSELLF
Arabidopsis LVAQHPNLDNITQIFSFNYKSLTPYAG-LNDTAMLWGVKFYNDFLSEAGPLGNVQSEILF
Mais LVAQHPNEFDNITQLFSENYKPLTPYGGGINDTAMFWGVKEFYNDLLMQAGKLGNVQSELLL
Tomate  —————=

PT1 RKDMST

Arabidopsis RKDQST

Mais RKDSRT

Vergleich der abgeleiteten Aminosdresequenzen des erhaltenen Klons PT1 mit Phytochelatin synthase-
Sequenzen aus Arabidopsis (AJ006787), Tomate (AW 154892) und Mais (AF160475). Die Positionen, an
denen identische Nukleotide vorkommen, sind durch einen Stern gekennzeichnet. Die Sequenz des Klo-
nes PT1 ist in Fettdruck angegeben.

3.1.3.2 PCR-Amplifizierung eines Bereiches von Nramptransportergenen aus
Tomate

Durch Verwendung der degenerierten Primer NrmA und NrmB wurde in einer ,,touch
down“-PCR mit cDNA als Matrize ein PCR-Fragment von ca. 300 bp amplifiziert
(Abb. 12). Zwei Klone (NT1 und NT2) des erhaltenen PCR-Produktes wurden zur Iden-
tifizierung sequenziert. Beide Klone weisen zueinander auf Aminosdureebene 42%
Identitét und 57% Homologie auf. Der Tomate-Klon NT1 zeigt auf Aminosédureebene in
einem Bereich von 108 AS eine 75%ige Identitdt und eine 86%ige Homologie zu einer
Nramptransportersequenz aus Reis (OsNrampl). Der Klon NT2 weist auf AS-Ebene
tiber einen Bereich von 109 AS 77% Identitdt und 88% Homologie zu AtNramp2 aus
Arabidopsis thaliana auf. Bei den Klonen NT1 und NT2 handelt es sich sehr wahr-
scheinlich um Teilbereiche zweier bisher unbekannter Nramptransportergene aus Toma-
te.
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Abbildung 12: PCR zur Amplifizierung eines Teilbereiches aus Nramptransporterge-
nen aus Tomate

1: PCR mit Wurzel-cDNA aus
Tomate
L: 100 bp-Leiter

300 bp—>

Die Wurzel-cDNA aus Tomatenpflanzen, die in Breinigerbergerde angezogen wurden, diente als Matrize
fiir die PCR. Es wurden die degenerierten Oligonukleotidprimer NrmA und NrmB verwendet. Die PCR
Methode umfalite in den ersten 10 Zyklen eine Reduzierung der Bindungstemperatur von 58°C auf 48°C,
gefolgt von weiteren 35 Zyklen mit 53°C Bindungstemperatur. 6 ul des PCR-Ansatzes wurden auf einem
1% Agarosegel bei 10 V/cm aufgetrennt.

Abbildung 13: Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen unterschiedlicher

Nramptransporter aus Arabidopsis und Reis mit den Sequenzen der Klone NT1 und
NT2

OsNramp? DIQEVIGSAIAIKILSAGTVPLWGGVVITAFDCFIFLFLENYGVRKLEAFFGVLIAVMAY
AtNramp3 DIQEVIGSATAIKILSNGLVPLWAGVVITALDCFIFLFLENYGIRKLEAVFAILIATMAL
AtNrampl DIQEVIGSATATKILSNGILPLWAGVVITALDCFVFLFLENYGIRKLEAVFAVLIATMGY
AtNramp?2 DIQEVIGSATIAIQILSRGFLPLWAGVVITASDCFLFLFLENYGVRKLEAVFAVLIATMGL
NT2 DIPEVIWSATTCKILMPGVLPLWAGVLITASDCFLLLVLENYGIRKLEAVFAVLISTMAL
NT1 DIPEVIGTAFALNILFH--IPVWAGVLCTGVSTLLFIGLQRYGVRKLELLIAILVFVMAA
OsNrampl DIPEVIGTGFAFNLLFH--IPVWTGVLIAGSSTLLLLGLORYGVRKLEVVVALLVFVMAG
*k kk*k * * Kk k% * *k Kkkkk * *
OsNramp2 SFAIMFGETKPSGKDLLIGLVVPKLSS-RTIKQAVGIVGCI IMPHNVFLH
AtNramp3 AFAWMFGQTKPSGTELLVGALVPKLSS-RTIKQAVGIVGCIIMPHNVFLH
AtNrampl SFAWMFGQAKPSGSELLIGILVPKLSS-RTIQKAVGVVGCI IMPHNVFLH
AtNramp?2 SFAWMFGETKPSGKELMIGILLPRLSS-KTIRQAVGVVGCVIMPHNVFLH
NT2 SFAWMFGDAKPNGKELLAGLLIPKLSS-RTVRQAVGVVGCY IMPHNVFLH
NT1 CFFGEMSYVKPPANELFKGMFIPKLNGDGATADATALLGALVMPHNLFLH
OsNrampl CFFVEMSIVKPPVNEVLQGLFIPRLSGPGATGDS IALLGALVMPHNLFLH
* * % * * ok * *kkk Kkk*k

Vergleich der abgeleiteten Aminosaresequenzen der erhaltenen Klone NT1 und NT2 mit den Aminoséu-
resequenzen der Nramptransporter AtNrampl (AC004401), AtNramp2 (AF141204), AtNramp3
(AB007645) aus Arabidopsis und OsNramp1 (L412117), OsNramp2 (L81152) aus Reis. Die Positionen,
an denen identische Aminosdure vorkommen, sind durch einen Stern gekennzeichnet. Der fettgedruckte
Teil der Sequenzen gibt die fiir die Herstellung der degenerierten Primer NrmA und NrmB ausgewahlten
Aminosiuren an.
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3.1.3.3 PCR-Amplifizierung eines Bereiches von Metallothioneingenen aus Tomate

Zur Isolierung einer Gensonde fiir die Methalothioneine aus Tomate in PCR-Reaktionen
mit dem Primerpaar META/MET 1 und META/MET 4 wurde cDNA aus Tomate als
Matrize verwendet. Wéahrend das Primerpaar META/MET1 zur Amplifikation von ei-
nem PCR-Produkt von ca. 480 bp fiihren konnte, wurde mittels META/MET4 ein PCR-
Fragment von etwa 440 bp erhalten (Abb. 14). Nach dem Eluieren aus dem Gel, Klonie-
ren und Sequenzieren, erwies sich der Insert des Klons MT1 (480 bp-Fragment), mit
100%iger Identitit, als Teilsequenz des Metallothioneingens Lemt! (Giritch et al.1998).
Der Klon MT4 (440 bp-Fragment) zeigte eine 100%ige Ubereinstimmung mit der von
Giritch et al.(1998) publizierten cDNA-Sequenz des Metallothioneingens Lemt4.

Abbildung 14: PCR zur Amplifizierung von Teilbereichen der Metallothioneingene aus
Tomate

1: PCR mit dem Primer META und MET1
2: PCR mit dem Primer META und MET4
<— 500 bp L: 100 bp-Leiter

< 600 bp

Die Wurzel-cDNA aus Tomate diente als Matrize fiir die PCR. Es wurden das Primerpaar META/MET1
(Spur 1) und META/MET4 (Spur 2) verwendet. Die PCR Methode umfaite 35 Zyklen mit 56°C Bin-
dungstemperatur. 6 ul des PCR-Ansatzes wurden auf einem 1% Agarosegel bei 10 V/cm aufgetrennt.

Abbildung 15: Vergleich der cDNA-Sequenzen beider Klone MT1 und MT4

MT1 ATGTCGTGCTGTGGAGGAAACTGTGGCTGTGGATCTAGCTGCAAGTGCGACAACGGCTGT
MT4 ATGTCTTGCTGCGGAGGAAGCTGTGGCTGTGGATCTGGCTGCAAGTGCGGCAGTGGCTGT
Kkkkk KAk hhkhkhkrxk hhkhkhk kX Xk kkkhkhkhx Ahkkhkhkhkxxxkk K*k  *xxkkk
MT1 GGAGGTTGCAAGATGTACCCAGACATGAGCTACACCGAAAGCAGCACAACCACTGAGACT
MT4 GGAGGATGTGGGATGTACCCCGACTTGGAGAGCACCACTACCTTTACCATCATTGAG———
*kokKkKk Kk hkkhkrkx XAk kkKk Kx * % Kk * * ok *k K xx kokokok
MT1 TTGGTGCTTGGGGTGGGACCTGAGAAGACAAGCTTCGGCGCCATGGAGATGGGTGAATCC
MT4 --GGTGTT--—-———-— GCACCTATGAAGA---ACTATGGAGTGGCTGAGA-————— AAGCA
* Kok Kk Kx Kk kkkx kokokkk K,k kK K * K kK *k K
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MT1 CCTGTTGCTGAGAATGGCTGCAAATGTGGATCTGACTGCAAGTGCAACCCTTGCACTTGT
MT4 ACAGAAGGAGGAAATGGCTGCAAATGTGGATCAAACTGCACATGTGACCCTTGCAACTGT

* % * * *hkhkkhkrkkhkhkkkhkkhkrxkkkkhkkk*k * Kk ok k k ok * % * ok ok k ok ok ok ok x * % %

MT1 TCTAAGTGAACGAAAATATAGTTGAAACAGAGCAGAGATCATGGTGTTAGCCTTCTATGG
MT4 TGAGAC---ACCAAAATGTCTCTTTTTC-—--TATTAATTAT--TACTAG---TGTGTGT
* * Kk Kk kkk K * * * *k kK * * * * * k k%
MT1 CTGAAGAAAAATAGTTGAAAAAATGTGTGTGTCTAGTGTTTTAGTGTGTCTGTCTGTTGA
MT4 TTAAATAAAATTA-CTAAGCCAATTGAACTGACCA-——-— TCTGCAAATCTTTTTTACAA
* kK kkkk kK *  x * K * **k k% * * * Kk Kk Kk K *
MT1 AAACAGGGAAAAAAATGTGTTCTTT--TTTCCCTGTAATAAGAAATATA-GTAATGGAGT
MT4 AAGGTTTGTCTGATGTTTAGTCCATGGCTTTTTTATGTTTGGTTGTCTATGTTCTCAATT
* * * * *x X * x * * x *x % * * * kkx k% * * %
MT1 CTTTATGTGTAAGTAACCAGTAAAATGGTTTGTGTAAACATGAATATCTCTGCATCTGTT
MT4 AGTTATATTTGTATTG-—--- AAGGAAGTTTATTTGGGCTTGTA-ATTCACATCTTTATC
*Kkkk Kk K * * K *kkkKk kK * kkx Kk k% * Kk K
MT1 AATTTTAA
MT4 AATA-—--

* kK

Der Vergleich der Nukleotidsequenzen der erhaltenen Klone MT1 und MT4 wurde mit dem Programm
Clustal X (1.8) durchgefiihrt. Die Positionen, an denen identische Nukleotide vorkommen, sind durch ei-
nen Stern gekennzeichnet. Die Sequenzen des degenerierten Primers META und der spezifischen Primer
MET]1 und MET4 sind in Fettdruck wiedergegeben.

3.1.3.4 Amplifikation von Teilbereichen von PIP-Aquaporingenen aus Tomate

Der Einsatz des Primerpaares PMA/PMB zur Isolierung einer Gensonde fiir die PIP-
Aquaporine mit genomischer und cDNA aus Tomate fiihrte zu unterschiedlichen PCR-
Ergebnissen. Die PCR mit genomischer DNA fiihrte zur Amplifizierung von drei PCR-
Produkten von etwa 500 bp, 800 bp und 1000 bp (Abb.16 A). Bei Verwendung von
cDNA wurde nur ein Amplifikat von etwa 400 bp erhalten (Abb.16 B). Dieses Resultat
deutet darauf hin, dal das Primerpaar mehr als eine Aquaporinsequenz erfallen konnte.
Das Amplifizieren von PCR-Fragmenten mit unterschiedlichen GroBen unter Verwen-
dung von genomischer DNA koénnte wahrscheinlich auf das Vorhandensein von Introns
zurlickgefiihrt werden.

Die mit genomischer DNA erhaltenen Amplifikate wurden aus dem Gel eluiert, kloniert
und sequenziert. Die 1000 bp-Amplifikatbande zeigte keine Homologie zu den bekann-
ten PIP-Sequenzen und war damit ein unspezifisches PCR-Produkt. Die Sequenzierung
des 500 bp- (Klon PT1) und 800 bp-Isertes (Klon PT2) erlaubte unter Verwendung des
BLAST-Programms eine Identifizierung der klonierten Segmente als Teil von PIP-
Aquaporinsequenzen. Das Amplifikat von 500 bp wies auf Nukleotidebene und iiber
zwei Bereiche von 285 bp und 128 bp eine 85%ige bzw. 90%ige Identitdt zu einer PIP-
Aquaporinsequenz aus Nicotiana glauca auf und enthielt ein Intron von 87 bp. Die In-
sertsequenz des Klones PT2 zeigte iiber zwei Bereiche von 237 bp und 141 bp eine
91%ige bzw. 90%ige Identitit zu einer PIP-Aquaporinsequenz aus Solanum tuberosum.
Das Fragment enthilt aufgrund der Verwendung von genomischer DNA als Matrize fiir
die PCR zwei Introns (283 bp und 133 bp).
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Abbildung 16: PCR zur Amplifizierung eines Teilbereiches von Plasmamembran-
aquaporingenen

A B

1: PCR mit 100 ng genomischer DNA aus Tomate
2: PCR mit 1ul Tomatenwurzel-cDNA

3: PCR mit 1pl Tomatenblatt -cDNA

L: 1kb-Leiter

<«— 500 bp

Genomische DNA (A) und Wurzel-cDNA (B) aus Tomate dienten als Matrizen fiir die PCR. Es wurden
die Oligonukleotidprimer PMA und PMB verwendet. Die PCR Methode umfafite 35 Zyklen mit 57°C
Bindungstemperatur. 6 pl des PCR-Ansatzes wurden auf einem 1% Agarosegel bei 10 V/cm aufgetrennt.

3.1.3.5 Amplifikation von Teilbereichen von TIP-Aquaporingenen aus Tomate

Zur Amplifizierung eines Teilstiickes des TIP-Aquaporingens wurden PCR-
Experimente mit den Primern TPA und TPB durchgefiihrt. Dabei lie8 sich mit Tomaten
cDNA ein PCR-Produkt von ca. 300 bp amplifizieren (Abbildung 17). Durch Klonieren
und Sequenzieren wies das klonierte Fragment (Klon TT1) eine 100%ige Identitit auf
Nukleotidebene zu der bereits publizierten TIP-Aquaporinsequenz aus Tomate
(U95008) auf.

Abbildung 17: Ergebnisse der PCR zur Amplifizierung eines Teilbereiches des TIP-
Aquaporingens mit den Primern TPA und TPB

1: PCR mit 1ul Tomatenwurzel-cDNA
2: PCR mit 1pl Tomatenblatt -cDNA
L: 1kb-Leiter

300 bp —»

Das Produkt der PCR-Reaktion (PCR: 34 Zyklen mit einer Bindungstemperatur von 54°C) wurde mit
Wurzel- (Spur 1) und Blatt-cDNA (Spur 2) aus Tomate unter Verwendung der Primer TPA und TPB er-
halten. 6 pl des PCR-Ansatzes wurden auf einem 1% Agarosegel bei 10 V/cm aufgetrennt.
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3.1.3.6 Amplifikation von Teilbereichen aus Na'/H -Antiportergenen aus Tomate

Das degenerierte Primerpaar NHA 1/NHA2 wurde anhand der zu dieser Zeit publizierten
Sequenzen des Na'/H'-Antiporter aus Atriplex gmelini, Arabidopsis thaliana, Ipomea
tricolor und Suaeda maritima ausgewihlt. In einem PCR-Experiment und unter Ver-
wendung von cDNA aus Tomate konnte bei einer Primerbindungstemperatur von 52°C
und 35 Zyklen ein Amplifikat von ca. 600 bp erhalten werden (Abb. 18 A). Das PCR-
Amplifikat wurde in den Vektor pGEM®-T Easy kloniert. Die anschlieBende Sequenzie-
rung des Inserts HT1 ergab eine Identifizierung des Amplifikates als Teil eines Na"/H -
Antiporters. ¢cDNA-Sequenzen zweier Isoformen (Isol und Iso2) eines Na'/H'-
Antiporters aus Tomate wurden publiziert. Der Vergleich der Isol-Sequenz mit der In-
sert-Sequenz des Klones HT1 ergab auf Nukleotidebene eine 100%-ige Identitdt. Dar-
auffolgend wurden zwei neue spezifische Primerpaare ISO1/ISO11und ISO2/ISO22
entwickelt, um beide Isoformsequenzen erfassen zu konnen. Die PCR-Reaktion mit
cDNA aus Tomate ergab jeweils ein Amplifikat von 700 bp (Abb.18 B). Nach der Klo-
nierung und Sequenzierung wurden zwei Klone HT2 und HT3 erhalten. HT2 wies auf
Nukleotidebene eine 100%ige Identitit zu der publizierten Isoformesequenz 1 auf. Der
Klon HT3 zeigte eine 100%ige Ubereinstimmung zu der Isoformsequenz 2 des Na'/H'-
Antiportergens aus Tomate.

Abbildung 18: Ergebnisse der PCR zur Amplifizierung eines Teilbereiches aus
Na'/H'-Antiportergenen aus Tomate

A B

1: PCR mit 1pul Tomatenwurzel-cDNA
2: PCR mit 1pul Tomatenblatt-cDNA
3: PCR mit 1pul Tomatenwurzel-cDNA
4: PCR mit 1pul Tomatenwurzel-cDNA
L: 100 bp-Leiter

600 bp—>
700 bp—>

Sowohl Wurzel- als auch Blatt-cDNA aus Tomate dienten als Matrize fiir die PCR. A: Es wurden die de-
generierten Oligonukleotidprimer NHX1 und NHX2 verwendet. Die PCR Methode umfafite 35 Zyklen
mit einer Bindungstemperatur von 52°C. B: PCR-Reaktion (40 Zyklen mit einer Bindungstemperatur von
55°C) mit dem spezifischen Primerpaar ISO1/ISO11 (Spur 3) und ISO2/ISO22 (Spur 4). 6 ul des PCR-
Ansatzes wurden auf einem 1% Agarosegel bei 10 V/cm aufgetrennt.
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Abbildung 19:  Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen unterschiedlicher
Na'/H'-Antiporter aus héheren Pflanzen und den Sequenzen der Klone HT2 und HT3

Atriplex gmelini PGISVAVSSILLGLVMVGRAAEFVFPLSWLMNFAKKSQSEKVTENQQIVIWWAGLMRGAVS
Suaeda maritima PGTSVAVSSILLGLHMVGRAAFVFPFAFLMNLSKKSNSEKVTFNQQIVIWWAGLMKSAVS
Triticum aestivum PGKSIGISSILLGLVLVGRAAFVFPLSFLSNLTKKTELEKISWRQQIVIWWAGLMRGAVS
HT2 PGKSVGVSAALLGLVLVGRACFVFPLSLFSNCLKRSEHDKFGLKQQVTIWWAGLMRGSVS

* Kk Kk * * Kk Kk k *kkkKk Kkkk * * * * * * Kk Kk kk Kk Kk * k

Atriplex gmelini  MALAYNQFTRSGHTQLRGNAIMITSTISVVLFSTMVEGLLTKPLIMFLLPQPKHFTSCST
Suaeda maritima VALAYNQFSRSGHTQLRGNAIMITSTITVVLESTMVFGLLTKPLILFMLPQPKHFTSAST
Triticum aestivum IALAYNKFTRSGHTQLHGNAIMITSTITVVLEFSTMLFGILTKPLIRFLLPAS----SNGA
HT2 MALAYNQFTRFGHTQQPGNAVMITSTITIVLFSTVVFGLITKPLVRFLLPSS----- QGF

*kxkkkhkkx Kk Kk kkkx * Kk k Kk kkxokk * % Kk k% * % * K x Kk *  xk

Atriplex gmelini VSDVGSPKSYSLPLLEGNQDYEVDVGNGNHEDTTEPRTIVRPSSLRMLLNAPTHTVHHYW
Suaeda maritima  VSDLGSPKSFSLPLLEDRQDSEADLGN-DDEEAYPRGTIARPTSLRMLLNAPTHTVHHYW

Triticum aestivum ASDPASPKSLHSPLLT----S--QLGS----DLEAPLPIVRPSSLRMLITKPTHTIHYYW
HT2 NNLISSEQSFARPLLTNEQELELEMGN--------- VDPVRPSGLSILLKEPSYTIHNHW
* * * Kk x * * * * * * * X *

Atriplex gmelini RKFDDSFMRPVFGGRGEFVPFVP-—-———————————————
Suaeda maritima RRFDDYFMRPVFGGRGFVPFVPGSPTEQSITNFVTENIS
Triticum aestivum RKFDDALMRPMFGGRGFVPYSPGSPTDP---NVLVE---—
HT2 RRFDDAFMRPLFGGRGFVPDAPELSKGG---—-—-- CDQY-

*  kk Kk Kkhkk khkkkkkkKk *

HT3 FIFFSILFIVIARAANVFGCAYLVNLVRPPHQKIPAKHQOKALWYSGLRGAMAFALALQSV

Arabidopsis FIFFSILFIVIARAANVFGCGYLVNLARPAHRKI PMTHQKALWY SGLRGAMAFALALQSV
khkkhkkhkkhkhkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkrhkkhk,kx *khkk kk*x (% *x **k*% khkkhkkhkkhkhkhrkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhrhkkhkhkxkx*k

HT3 HDLPEGHGQTIFTATTAIVVLIVLIIGGSTGTMLEALEVVGDGQSGSMDETFEGNNGYIA

Arabidopsis HDLPEGHGQTIFTATTAIVVLTVLLIGGSTGTMLEALEVVGDSHDTSLGDGFEVVNSRYM
Ak hkhkhkhrhkkhkkhkhkhkhkhkkhhkrhkkhkkhkhkhkkhkhk, *hkhkhkhhkkhkhkkhkhrkhkhkxkx*k * * x *

HT3 PSYSDESYDGEPSSGNRFRMKLKEFHKSTTSFSALDKNYLTPFFTTQGGDEDEDEPIMHS

Arabidopsis TSYDDE--DTPPGSG--FRTKLREFHKSAASFTELDRNYLTPFFTSNNGDYD-DEGNMEQ
* Kk k% * * Kk *k Kk kk Kkkhkkk*k * x * Kk kkhkkhkkkkk*k **x Kk k% *

HT3 SRRAGYDGH

Arabidopsis HHGNNIIL-

Vergleich der abgeleiteten Aminosdresequenzen der erhaltenen HT2 und HT3 mit den Aminosdurese-
quenzen der Na'/H'-Antiporter aus Atriplex gmelini (BAB11940), Suaeda maritima (AAK53432), Triti-
cum aestivum (AAK76738) und Arabidopsis thaliana (NP178079). Die Positionen, an denen identische
Aminosdure vorkommen, sind durch einen Stern gekennzeichnet. Die Sequenzen der Klone HT2 und
HT3 sind in Fettdruck angegeben.

3.1.3.7 Amplifikation eines Teilbereiches von Zink- und Nramp-Transportern aus
AM-Pilzen

Es konnten durch PCR-Experimente sowohl mit isolierten Sporen als auch mit cDNA
aus Glomus intraradices Brl und Glomus intraradices Syl167 unter Verwendung von
degenerierten Primern fiir Zink- und Nramp-Transporter keine Amplifikate erhalten
werden, die eine Homologie zu den bekannten pflanzlichen oder pilzlichen Genen auf-
weisen.
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3.1.4 Entwicklung von Sonden mittels 3"-RACE-Verfahrens

Die Methode der 3'-RACE-PCR ermoglicht die Vervollstdndigung der Sequenzen von
Transkripten am 3’-Enden. Die Bereiche, die am 3’-Ende der Gene liegen, werden nicht
translatiert und sind weniger stark konserviert. Daher sollten diese Bereiche als Sonden
wihrend der Hybridisierungsversuche eingesetzt werden, um eine Kreuzhybridisierun-
gen zu vermeiden und die Unterscheidung von Transkripten bei den Expressions-
Analysen zu ermdglichen. Dariiberhinaus dienen diese 3’-Ende-Bereiche als Grundlage
zur Entwicklung von genspezifischer Oligonukleotidprimern, die in der Real-Time-PCR
eingesetzt werden sollen.

3.1.4.1 3’-RACE-Experimente zur Amplifizierung von 3’-cDNA-Enden von zwei
Metallothioneinen aus Tomate

Zur Auswahl geeigneter Sequenzbereiche zur Herstellung von spezifischen Oligonukle-
otidprimern, um Teilsequenzen zweier Metallothioneingene mit den 3’-Ende amplifizie-
ren zu konnen, wurden die publizierten cDNA-Sequenzen von zwei Metallothioneinse-
quenzen (Lemt2 und Lemt3) aus Tomate (Giritch et al., 1998) als Basis verwendet (Abb.
20).

Abbildung 20:

Lemt2 1CAAAACATCAATTAGTTGCTTP&TTZ—\ATTTTC32
MET2
33TGAAGTACTTTCATTATTATTAAGT(;I‘TTCAA65
MET22

LemT3 1ATCACAACTAAAACAAGAAGTGATTA%CTTT(?3
MET3
“4AAT TAATTTCTTATTTCCCAAAA%AAAAAT TAA’S
MET33

Darstellung der zur Synthese der Primerpaare MET2/MET22 und MET3/MET33 ausgewahlten Olinukle-
otidsequenzen der Metallothioneine Lemt2 (Z68185) und Lemt3 (Z68309) aus Tomate. Die Positionie-
rung der PCR-Primer wird mittels Pfeilen unterhalb der Sequenzen angegeben, und die fiir die Herstel-
lung der Primer ausgewéhlten Nukleotide sind in Fettdruck wiedergegeben.

Die Primer RACE1I/RACE2 wurden in Kombination mit dem Primer MET2 bzw.
MET3 in der Zweitstrangsynthese ( s. Kap. 2.3.3.2) eingesetzt, um Metallothionein-
cDNA Lemt2 und Lemt3 zu amplifizieren. Die darauffolgende Drittstrangsynthese-PCR
erlaubte mittels der Primer MET22 und MET33 die Amplifizierung von PCR-Produkten
(Abb.21), die anschlieBend kloniert und sequenziert wurden. Der erhaltene Klon MT2
(570 bp) erwies eine 100%ige Identitdt zu den Metallothionein Lemt2 (Giritch et al.,
1998) auf. Bei dem mit dem Primer MET33 erhaltenen Amplifikat von ca. 460 bp Lén-
ge (Klon MT3) handelt es sich um eine Teilsequenz des Metallothioneingens Lemt3
(Giritch et al., 1998).
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Abbildung 21: Ergebnisse der RACE-PCR (Drittstrang-PCR) zur Amplifizierung von
Teilbereichen der Metallothioneingene Lemt2 und Lemt3

1: Zweitstrang mit MET2-MET22/RACE3
2: Zweitstrang mit MET3-MET33/RACE3
3: 100 bp-Leiter

<«— 600 bp

Firr die RACE-PCR wurde 1pul von einer 1/100 verdiinnten Zweitstrangsynthese eingesetzt. Die PCR-
Methode umfaBte 35 Zyklen mit einer Bindungstemperatur bei 52°C. 6 pl des PCR-Ansatzes wurden auf einem
1% Agarosegel bei 10 V/cm aufgetrennt. Das mit dem Primerpaar MET33/RACE3 erhaltene PCR-
Fragment, das aus dem Gel eluiert und kloniert wurde, ist weill umrandet dargestellt.

Abbildung 22: Vergleich der cDNA-Sequenzen beider Klone MT2 und MT3

MT2 ACTTTCATTATTATTAAGTCTTTCAAGTTCAAATATTATAATGTCTGGCTGTGGAGGAAG
MT3 ---TTCTTATTTCCCAAAACA---AAAATTAAGTG--AACATGTCTTGCTGTGGTGGAAG
* Kk *x K * x * * * * x * kk  Xx * kAhkkkkhkk khkkhkkkhkkhkk kkkkk

MT?2 CTGTAATTGTGGTTCTAGCTGCAGTTGCGGCAAGGGC—--GGAGGGTGCAACATGTACCC
MT3 CTGTGGCTGTGGATCTGGCTGCAAGTGCGGCAACGGCTGTGGAGGATGTGGAATGTACCC
* Kk Kk Kk kkhkkkk kkhkk kkkkkk Kk kkkhkkhkkk Kkhk *khkKkkk Kk Kk kkkkkk

MT?2 TGATTTGGAGAAGTCAACTACCCTTACCATCATCGAGGGAGTTGCACCTATGAACAACAA
MT3 AGACATGGAGAAGTCTGCCACGTTTAGCATCGTTGAAGGTGTTGCACCCGTCCACAACTA

* * Kk Kk kkkhkkk kKK *x kK kkk Kkkhkkk Kk Kk kk Khkkkhkkkkk * Kk kxk Kk

MT2 GGGAATGGTTGAAGGATCAATTGAGAAAGCTACAGAAGGGGGGAATGGGTGCAAGTGTGG
MT3 TGGAAGGGTTGAGG——=—————— AGAAGGCAGCTGGAGAAGG-A-———— TGCAAATGTGG
kkhkkk kkhkkkkkk K kkkKk kK * Kk k% R kkkkk Kkkhkkk*k
MT2 CTCAAGCTGCAAGTGTGACCCTTGCAACTGTTGTAGTGCTTCCACTATATGGACATGAAA
MT3 ATCAAACTGCACTTGTGACCCTTGCAATTGCT--A-————————————————————————

kkkk Kk kkKk kkhkkkAkhkkhkkhkhkkhkkkkk Kk K*k X *

MT2 ATAAATAAATTGTGTTTTTATGTATTTATTATCAAGTGTGTTATGTAATATTGTGTTGTA
MT3  —————e- AGTTTAATTTAAGTGTGTTTAT-—-—=--—-—~ GTTATAAAAGCTTA-ATTCTG
* kK * k% *kk Kk kk*k * Kk k Kk k * % * % **x K

MT2 TAATAATTTGAATAAGACTATAGTCATGTAATTAATAGTGTGGGATGCTACTATACACTA
MT3 CAATAATA-AAGTACAATCATGG--GACTGATCAATTCTTATGTTTGTGCCTTTCTTCTA
* Kk ok ok kK * Kk *k * **x K * kK kK% * * * % *k  x * % %

MT2 TACTCTCATGGCTTT-TGTGTTTTGGTTATTTAATTTGATGTTTGTTTGAAGGAGGCTTA
MT3 TGTTTGTTTGAAGTGACATATTTCTGTAGTGTGATTTGAATTTGGGGTGTACACAGA--A
* * * % * * ok k ok * % * ok ok k ok ok kK * % *x * % *x * *
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MT2 TTATCTGAGCTATAACATAAACCTTATTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
MT3 ATATACAAATCATATAACTTACCTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA-————
* ok * * *kk Kk dok ok ok ok ok ok ok ko ok kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok kK ok kK ok

Der Vergleich der Nukleotidsequenzen der erhaltenen Race-Klone MT2 und MT3 wurde mit dem Pro-
gramm Clustal X (1.8) durchgefiihrt. Die Positionen, an denen identische Nukleotide vorkommen, sind
durch einen Stern gekennzeichnet. Die Primersequenzen MET22 und MET33 sind in Fettdruck wiederge-
geben.

3.14.2 3’-RACE-Experimente zur Amplifizierung von 3’-cDNA-Enden von
Nramptransportergenen aus Tomate

Sequenzbereiche der Klone NT1 und NT2 wurden zur Synthese von Oligonukleo-
tidprimern (Nrm1/Nrm11 und Nrm2/Nrm22) eingesetzt (Abb.23 A und B). Dariiberhi-
naus wurde aus einer publizierten 164 bp-langen Nukeotid-Teilsequenz eines Nramp
Transportergens aus Tomate (AI637357) ein weiteres Primerpaar Nrm3/Nrm33 (Abb.
23 C) konstruiert, um einen groBeren Sequenzbereich mit dem 3’-Ende amplifizieren zu
konnen.

Abbildung 23:

A: Klon NT1 TGATCGGGACAGCATTTGCTCTTAATzﬂATTGTTC
Nrml
TGGGCTGGAGTTCTTTGCACTGGTGTT,AGTACTCT
Nrml1

B: Klon NT2 AATGGGAAGGAGCTTTTAGCAGGTCTC',I‘TGAT TC
Nrm3
CAAAACTCAGTTCAAGGACAGTTC%GCAGGCT GT
Nrm33

C: LeNramp ATTTTGAGTCGAGGGTTCTTGCC';CTAT
Nrm2
GGT CTGGTGTTGTCATCACTGCTCTT%TT G
Nrm22

Darstellung der zur Synthese der Primerpaare Nrm1/Nrm11, Nrm3/Nrm33 und Nrm2/Nrm22 ausgewdhl-
ten Olinukleotidsequenzen der Klone NT1 (A), NT2 (B) und der Teilsequenz (C) des Nramp-Transporters
(AI637357) aus Tomate. Die Positionierung der PCR-Primer wird mittels Pfeilen unterhalb der Sequen-
zen angegeben, und die fiir die Herstellung der Primer ausgewédhlten Nukleotide sind in Fettdruck wie-
dergegeben.

Zur Amplifizierung von Nramptransporter-cDNA wurden in Kombination mit den Pri-
mern RACE1/RACE2, die Primer Nrm1, Nrm2 und Nrm3 verwendet. In einer weiteren
PCR-Reaktion (Drittstrangsynthese-PCR) konnten mit den Primern Nrm11, Nrm22 und
Nrm33 spezifische PCR-Produkte erhalten werden (Abb. 24). Die PCR-Produkte wur-
den zunéchst kloniert. Die Identifizierung der Klone erfolgte dann, nach der Sequenzie-
rung, durch den Vergleich mit publizierten Sequenzen. Der Vergleich der abgeleiteten
Aminoséduresequenz des mit dem Primer Nrm11 erhaltenen 1300 bp-Fragmentes (Klon
NT3) ergab eine 57%ige Identitit und 69%ige Homologie zu dem Nramptransporter 1
aus Reis (OsNrampl). Das 1100 bp PCR-Produkt (Klon NT4), das mit dem Primer
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Nrm33 erhalten wurde, zeigte eine 81%ige Identitit und 93%ige Homologie zu dem
Nramptransporter 2 aus Arabidopsis (AtNramp2). Das Insert des Klons NT5 (1130 bp)
ist auf Aminosédure-Ebene zu 71% mit dem Nramptransporter 3 (AtNramp3) aus Arabi-
dopsis identisch .

Abbildung 24: Ergebnisse der RACE-PCR (Drittstrang-PCR) zur Amplifizierung von
Teilbereichen der Nramptransportergene aus Tomate

1: Zweitstrang mit Nrm1-Nrm11/RACE3
2: Zweitstrang mit Nrm3-Nrm33/RACE3
3: Zweitstrang mit Nrm2-Nrm22/RACE3
L: 100 bp-Leiter

Fiir die RACE-PCR wurde 1pl von einer 1/100 verdiinnten Zweitstrangsynthese eingesetzt. Die PCR-
Methode umfalite 40 Zyklen mit einer Bindungstemperatur bei 51°C (A), 54°C (B) und 57°C (C). 6 ul
des PCR-Ansatzes wurden auf einem 1% Agarosegel bei 10 V/cm aufgetrennt.

Abbildung 25: Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen unterschiedlicher
Nramptransporter aus Arabidopsis thaliana (At) und Oryza sativa (Os) mit den Sequen-
zen der Klone NT3, NT4 und NT5

M5
AtNramp2 SRGFLPLWAGVVITASDCFLFLFLENYGVRKLEAVFAVLTATMGLSFAWMFGETKPSGKE
AtNramp4 TRGFLPIWVGVIITSFDCFLISYLEKCGMRKLEGLFAVLIATMALSFAWMFNETKPSVEE
OsNramp?2 SAGTVPLWGGVVITAFDCFIFLFLENYGVRKLEAFFGVLTAVMAVSFATMFGETKPSGKD
AtNrampl SNGILPLWAGVVITALDCFVFLFLENYGIRKLEAVFAVLTATMGVSFAWMFGQAKPSGSE
AtNramp3 SNGLVPLWAGVVITALDCFIFLFLENYGTRKLEAVFATLTATMALAFAWMFGQTKPSGTE
NTS = —mm———m- GVVITALDCFVFLFLENYGVRKLEALFAVLIAVMAVSFAWMFGVVRNQMEW
NT4 e
OsNrampl FH--TPVWTGVLIAGSSTLLLLGLORYGVRKLEVVVALLVFVMAGCFFVEMS TVKPPVNE
sNramp3 FK--SLCGVVILITGLSTLMLLLLQQYGVRKLEFLTATLVSLTATCFLVELGYSKPNSSV
NT3 ~ —mmmm——— VLCTGVSTLLFIGLORYGVRKLELLIAILVFVMAACFFGEMSYVKPPANE
M6
AtNramp2 -LMIGILLPRLSSKTIR-QAVGVVGCVIMPHNVFLHSALVQSRKID--PKRKSRVQEALN
AtNramp4 ~-LFIGIIIPKLGSKTIR-EAVGVVGCVITPHNVFLHSALVOSRKTD--PKEINRVQEALN
OsNramp?2 -LLIGLVVPKLSSRTIK-QAVGIVGCI IMPHNVFLHSALVESRKID--TNKKSRVQEAVFE
AtNrampl -LLIGILVPKLSSRTIQ-KAVGVVGCT IMPHNVFLHSALVQSREVD--KRQKYRVQEALN
AtNramp3 -LLVGALVPKLSSRTIK-QAVGIVGCT IMPHNVFLHSALVQSREVD--PKKRFRVKEALK
NT5 YLLVGVVVPKLRLQNNKDRQWELSGCDIMPHNVLLHSALDAGPETYDNSNRFGRVREALN
NT4  ——————— KLSSRTVR-QAVGVVGCVIMPHNVFLHSALVQSREID--LKKKGQVQEALN
OsNrampl -VLOGLFIPRLSGPGATGDSTALLGALVMPHNLFLHSALVLSRNT P-—-ASAKGMKDACR
sNramp3 -VVRGLFVPELKGNGATGLATSLLGAMVMPHNLFLHSELVLSRKEK-—--RSVAGIKEACR
NT3 -LFKGMFIPKLNGDGATADAIALLGALVMPHNLFLHSALVLSRKIP---NSVRGVNDACK
* * * % % * Kk kx K *
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AtNramp2
AtNramp4
OsNramp?2
AtNrampl
AtNramp3
NT5

NT4
OsNrampl
sNramp3
NT3

AtNramp2
AtNramp4
OsNramp?2
AtNrampl
AtNramp3
NT5

NT4
OsNrampl
sNramp3
NT3

AtNramp2
AtNramp4
OsNramp?2
AtNrampl
AtNramp3
NT5

NT4
OsNrampl
sNramp3
NT3

AtNramp?2
AtNramp4
OsNramp?2
AtNrampl
AtNramp3
NT5

NT4
OsNrampl
sNramp3
NT3

AtNramp2
AtNramp4
OsNramp?2
AtNrampl
AtNramp3
NT5

NT4
OsNrampl
sNramp3
NT3

Vergleich der abgeleiteten Aminoséresequenzen der erhaltenen RACE-Klone NT3, NT4 und NT5 mit den
Aminosduresequenzen der Transmembrandomdnen M5, M6, M7, M8, M9, M10, M11 und M12 der
Nramptransporter AtNrampl (AC004401), AtNramp2 (AF141204), AtNramp3 (AB007645), AtNramp4
(AL035526) aus Arabidopsis und OsNrampl (L412117), OsNramp2 (L81152), OsNramp3 (U60767) aus

M7
YYLIESS-VALFISFMINLFVTTVFARGFYGTEK-——-———- ANNIGLVNAGQYLQEKFGG
YYTIESS-AALFVSEFMINLEFVTAVFAKGFYGTKQ-—-————— ADSIGLVNAGYYLQEKYGG
YYNIESI-LALVVSFEFINICVTTVFAKGFYGSEQ-—————- ADGIGLENAGQYLQQOKYGT
YYTIEST-IALFISFLINLEVTTVFAKGEFYNTDL-—————— ANSIGLVNAGQYLQEKYGG
YYSIEST-GALAVSFIINVFVTTVFAKSFYGTEI-——-—-—-—- ADTIGLANAGQYLQDKYGG
YYSIEST-IALAISFMINLFVITVFAKSFYGSEI-—------ ANSIGLENAGQYLQDKYGG
YYSIESS-FALLISFMINLFVTTVFAKGFYGSEQ-—------ AGSLGLVNAGQFLQDKYGG

FFLFESG-IALFVALLVNIAIISVSGTVCNATNLSPEDAVKCSDLTLDSSSFLLRNVLGK
FYMIESAFLALTIAFLINISIISVNNTVCGSDNLSPEDQMNCSDLDLNKASFLLKNVLGN
FFLIESG-FALFVSFLINVAVVSVSGTVCGADNLSDONKESCGDITLILCFFSSQECTWK

* x * * * * *

MS8 M9

GLLPILYIWGIGLLAAGQSSTITGTYAGQFIMGGFLNLRLKKWMRAVITRSCAIVPTMIV
GVFPILYIWGIGLLAAGQSSTITGTYAGQFIMEGFLDLOMEQWLSAFITRSFAIVPTMEV
AFFPILYIWAIGLLASGQSSTITGTYAGQFVMGGFLNLRLKKWLRAMITRSFAIIPTMIV
GVFPILYIWAIGLLAAGQSSTITGTYAGQFIMGGFLNFKMKKWLRALITRSCAIIPTIIV
GFFPILYIWAIGVLAAGQSSTITGTYAGQFIMGGFLNLKMKKWVRALITRSCAIIPTMIV
GSFPILYIWAIGLLAAGQSSTITGTYAGQFIMGGFLHMRLKKWQRALITRSCAIVPTLIV
GLFPILYIWGIGLLAAGQSSTITGTYAGQFIMGGFLDLRLKKWLRALITRSCAIVPTIIV
SS—-—--ATVYGVALLASGQSSTITGTYAGQYVMQGFLDIKMKQWLRNLMTRSTIAIVPSLIV
WS—---SKLFAVALLASGQSSTITGTYAGQYVMQGFLDLRMTPWIRNLLTRSLAILPSLIV
IKF--YCLCPLALLASGQSSTITGTYAGQFIMQGFLDLKMKTWLRNLFTRLIAITPSLVV

* Kk kkkk Ak kkkkxkxk * Kk kx * * % ** X *

M10 M11

ATIVLNTSVASLDVLNEWLNVLQSVQIPFALLPLLTLVSKEEIMGVFKIGPILQRIAWTVA
AIMEFNTSEGSLDVLNEWLNILQOSMQIPFAVIPLLTMVSNEHIMGVFKIGPSLEKLAWTVA
ALFFDTEDPTMDILNEALNVLQSIQIPFALIPLITLVSKEQVMGSFVVGPITKVISWIVT
ALVFDSSEATLDVLNEWLNVLOSIQIPFALIPLLCLVSKEQIMGSFKIGPLYKTIAWLVA
ALVFDSSDSMLDELNEWLNVLQSVQIPFAVIPLLCLVSNEQIMGSFKIQPLVQTISWIVA
ALAFDTSEKSLDVLNEWLNVLQCVQIPFALIPLLCLVSREEIMGVFKIGSTMKVISWLVA
ALIFNRSESSLDALNEWLNVLQSIQIPFALIPLLTLVSKEDIMGTFMLPIGSTYSAQKDI
SIIGGSS--GAGRLIVIASMILSFELPFALIPLLKFSSSSNKMGENKNSIYIVGEFSWVLG

SIIGGSS--AAGQLITIIASMILTFEPSFA-—-————— SSSTPKIHKQQD-—=====—————
SIIGGSS--GAGRLIIIASMILSFELPFALIPLLKFSRSSTKVGTTQELNLYYRISWILG
* * *
Mi12
ALVMIIN----—-———- GYLLLDFFVSEVDGFLEFGVIVCVWTTAYIAFIVYLISHSN-FFP
VEVMMIN-—-——————— GYLLLDFFMAEVEGFLVGFLVFGGVVGYISFIIYLVSYRS-SQS
VFLMLIN--—-—-————— GYLILSFYATEVRGALVRSSLCVVLAVYLAFIVYLIMONT-SLY
ALVIMIN---—-————— GYLLLEFFSNEVSGIVYTGFVTLFTASYGAFILYLIARG--ITF
ALVIAIN-—-——————— GYLMVDFFSGAATNLILLVPVIIFAIAYVVEVLYLISRG--LTY
VLVMLIN--------- GYLLMDSLSSAVK----WDVVYICCSCFYRCIHCLHCIPH-FTG
AMLVNET------—---— SKQYIQSNPDVVS--IVNHYIAERPWPWGSLITEAFFSSEEVPI
FVIIGINIYFLSTKLVGWILHNALPTFAN-VLIGIVLFPLMLLYVVAVIYLTFRKDTVKF
————————————————————— KNG--AA-————-—--——————————————————————HKF

SPWSSSST-——-——--—=~ ELPKRVSVSNS == === === ———m e
SSWS--SL-—==——=-—=~ EMSERVVSTET—=-—======—==——————————
SRLR--=S-—=————==—=~ AMTKST === === === === ——————m o
TPWP--FK-—-——--—=-— AESSH-——=—— === ———mmmmm e
TPWQ--LV-—-——————-— ASSHKEPQRDDE-——————-———-———————————
NYLP--—--—=--———-——~ QLVC——=——=——m——mm e
SLCPNCHN-----=--—=-~-— SFSETASVCF-——=-=—==—===—==——— ===
VSRRELQAGDDTEK-~--~ AQVATCVADEDSKEPPV-=——==——=——=—————
KT R~ — = =~ ==~ m

VTYIDPIKDDHMENGINSMELVDRVPYREDLADIPLPQKGFFSFVVIHFNFHS
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Reis. Die Positionen, an denen identische Aminosdure vorkommen, sind durch einen Stern gekennzeich-
net. Die Sequenzen der Klone NT3, NT4 und NT5 sind in Fettdruck angegeben.

3.1.4.3 3’-RACE-Experimente zur Amplifizierung von 3"-cDNA-Enden von Aqua-
poringenen aus Tomate

Das Primerpaar PMA/PMB erlaubte die Amplifizierung von zwei unterschiedlichen
PIP-Aquaporin-Teilsequenzen (Klon PT1 und PT2) unter Verwendung von genomi-
scher DNA (Abb. 16). Auf cDNA-Ebene konnte aber nur ein PCR-Produkt erhalten
werden. Es wurde die RACE-PCR eingesetzt, um beide Sequenzen mit ihren 3'-Enden
amplifizieren zu konnen. Dafiir wurden Sequenzbereiche der Klone PT1 und PT2 zur
Herstellung von zwei spezifischen Primern PM1 und PM2 verwendet (Abb. 26).
Dartiiberhinaus wurde bei dem Klon TT1 ebenso versucht durch einen RACE-PCR das
3’-Ende zu amplifizieren, indem ein spezifischer Primer TP1 von dem Insert des Klons
TT8 hergestellt wurde (Abb. 26).

In der Zweistrangsynthese dienten in Kombination mit den Primern RACE1/RACE?2,
die Primer PMA zur Amplifizierung von PIP-, und TPA zur Amplifizierung von TIP-
Aquaporinen. Die darauffolgende Drittstrangsynthese mit den Primern PM1, PM2, TP1
und RACE3 ermdéglichte die Amplifizierung von PCR-Produkten (Abb. 27). Der Ver-
gleich der abgeleiteten Aminosiuresequenz des mit dem Primer PM1 erhaltenen 722
bp-Fragments (Klon PT3) ergab eine 88%ige Identitdt und 92%ige Homologie zur PIP-
Sequenz aus Arabidopsis thaliana. Das 527 bp PCR-Produkt (Klon PT4), das mit dem
Primer PM2 erhalten wurde, zeigte eine 94%ige Identitdt und 96%ige Homologie zu ei-
ner PIP-Sequenz aus Solanum tuberosum. Der erhaltene Insert (606 bp) des Klons TT2
ist zu 100% mit einer TIP-Aquaporinsequenz aus Tomate identisch.

Abbildung 26:

Klon PT1 TGTTTTTGGCAAGAAAAGTATCACTAATCAGAﬁCAGTA
PM1

Klon PT2 AGACTGGTGGTGGTGCTAATGTTGTTACTCCTGGT
PM2

Klon TT1 CTACTGGGTTGCTCAATTACTTGGCTCCA

TP1

Darstellung der zur Synthese der Primer PM1, PM2 und PT1 ausgewahlten Olinukleotidsequenzen der
Klone PT1, PT2 und TT1 aus Tomate. Die Positionierung der PCR-Primer wird mittels Pfeilen unterhalb
der Sequenzen angegeben, und die fiir die Herstellung der Primer ausgewahlten Nukleotide sind in Fett-
druck wiedergegeben.
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Abbildung 27: Ergebnisse der RACE-PCR (Drittstrang-PCR) zur Amplifizierung von
Teilbereichen der PIP- und TIP-Aquaporingene aus Tomate.

1: Zweitstrang mit PMA-PM1/RACE3
2: Zweitstrang mit PMA-PM2/RACE3
3: Zweitstrang mit TPA-TP1/RACE3
4: 100 bp-Leiter

< 600 <+ 600

Fir die RACE-PCR wurde 1ul von einer 1/100 verdiinnten Zweitstrangsynthese eingesetzt. Die PCR-
Methode umfafite 35 Zyklen mit einer Bindungstemperatur bei 52°C (A) und 58°C (B). 6 ul des PCR-
Ansatzes wurden auf einem 1% Agarosegel bei 10 V/cm aufgetrennt.

Abbildung 28: Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen verschiedener Plas-
mamembranaquaporine aus hoheren Pflanzen mit den erhaltenen Klonen PT3 und PT4

aus Tomate

Lycopersicon esculentum
Zea mays

Solanum tuberosum

PT4

Nicotiana tabacum

PT3

Lycopersicon esculentum
Zea mays

Solanum tuberosum

PT4

Nicotiana tabacum
PT3

Lycopersicon esculentum
Zea mays

Solanum tuberosum

PT4

Nicotiana tabacum
PT3

GGMIFALVYCTAGISGGHINPAVTEFGLEFLARKLSLTRAVEFYIVMQCLGATI
GGMIFALVYCTAGISGGHINPAVTFGLFLARKLSLTRALFYIIMQCLGAV
GGMIFALVYCTAGISGGHINPAVTIWSVLGKKLSLTRAVFYIVMQCLGATI
GGMIFVLVYCTAGISGGHINPAVTFGLFLARKVSLLRAVGYIIAQSLGAT
————————————————————————————— ARKVSLIRAVLYMVAQCLGAI

CGAGVVKGFQPSLFGTKGGGANVVAHGYTKGDGLGAEIIGTFVLVYTVES
CGAGVVKGFQQGLYMGNGGGANVVAPGYTKGDGLGAEIVGTFILVYTVES
CGAGVVKGEFMVGPYERLNGGANVVNPGYTKGDGLGAEIIGTFVLVYTVES
—————————————————— GGANVVNPGYTKGDGLGAEIIGTFVLVYTVFS
CGVGLVKGEFMKHYYNTLGGGANFVQPGYNKGTALGAEIIGTFVLVYTVES
CGVGFVKAFMTHPYNALGGGANFVQSGYNNGTALGAEIIGTFVLVYTVFS

*kkkx K * K * kkkhkkk Kkkhkk kkkkkkk

ATDAKRNARDSHVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGTGINPARSLGAAT
ATDAKRNARDSHVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGTGINPARSLGAAT
ATDAKRSARDSHVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPTTGTGTNPARSLGAAT
ATDAKRSARDSHVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGTGINPARSLGAATI
ATDPKRSARDSHVPVLAPLPIGFAVFMVHLATIPITGTGINPARTFGAAV
ATDPKRSARDSHIPVLAPLPIGFAVFMVHLATIPITGTGINPARSFGAAV

kkk kk hhkkhkkk Kk Kkhkkhkkkkhkhkkhkkhkhkkhk Kkkhkhkkhkkhkkk Kkkhkkk KAk k * k%
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l&wqpaskwnemcuknnun VYNKEHAWDDHWIFWVGPFIGAALAALYHQVIIRAIPFKSGN-—---—-——-—

Zea mays IYNRDHAWNDHWIFWVGPFIGAALAAIYHOVIIRAIPFKSRS————————

Solanum tuberosum IYNQDQAWDDHWIFWVGPFIGQALAAVYHQIIIRAIPFKSSRS———————

PT4 IFNKDEAWDDHWIFWVGPFIGAALAAVYHQIIIRAIPFKSSRS———————

Nicotiana tabacum IYNTEKIWDDQWIFWVGPFVGALVAAVYHQYILRGSATIKALGSFRSNPTN

PT3 IADNKNVWDDQWIFWVGPFVGALLAAAYHQYILRAAATIKALGSFRSNATN
* k kkk Kk Kk khkkk *x **x kk*x Kk Kk *

Vergleich der abgeleiteten Aminoséresequenzen der erhaltenen RACE-Klone PT3 und PT4 mit Plasma-
membranaquaporinsequenzen aus Lycopersicon esculentum (AF218774), Nicotiana tabacum
(AF440271), Solanum tuberosum (Y18311) und Zea mays (AF131201). Die Positionen, an denen identi-
sche Aminosédure vorkommen, sind durch einen Stern gekennzeichnet. Die Sequenzen der Klone PT3 und
PT4 sind in Fettdruck angegeben.

Abbildung 29: Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen verschiedener To-

noplastaquaporine aus hoheren Pflanzen mit dem erhaltenen Klon TT2 aus Tomate

Lycopersicon esculentum
TT2

Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Orysa sativa

Lycopersicon esculentum
TT2

Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Orysa sativa

Lycopersico nesculentum
TT2

Nicotia natabacum
Arabidopsis thaliana
Orysa sativa

Lycopersicon esculentum
TT2

Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Orysa sativa

LTGLFYWVAQLLGSTVACLLLKYVTNGLAVPTHGVAAGMSGAEGVVMEIV
——————— VAQLLGSTVACLLLKYVTNGLAVPTHGVAAGMSGAEGVVMEIV

LTGFFYWIAQLLGSTVACLLLKYVTNGLAVPTHGVAAGLNGLQGVVMETIT
LRGILYWIAQLLGSVVACLILKFATGGLAVPPFGLSAGVGVLNAFVFEIV
FRGLLYWIAQLLGSTVACFLLRFSTGGLATGTFGLTG-VSVWEALVLEIV

khkkkkk KAk k * Kk kK%K * * Kk x

ITFALVYTVYATAADPKKGSLGTIAPIAIGFIVGANILAAGPEFSGGSMNP
ITFALVYTVYATAADPKKGSLGTIAPIAIGFIVGANILAAGPFSGGSMNP
ITFALVYTVYATAADPKKGSLGTIAPIAIGFIVGANILAAGPEFSGGSMNP
MTEFGLVYTVYATAIDPKNGSLGTIAPIAIGFIVGANILAGGAFSGASMNP
MTEFGLVYTVYATAVDPKKGSLGTIAPIAIGFIVGANILVGGAFDGASMNP

Kk kA khkAkhkhkkhhk Ak AAhkhkAhkAkkhkkhAkhhkkhkhkhAhk Ak hk*k * kK kK kkk Kk

ARSFGPAVVAGDEFSONWIYWVGPLIGGGLAGFIYGDVFIGCHTPLPTSED
ARSFGPAVVAGDFSQNWIYWVGPLIGGGLAGFIYGDVFIGCHTPLPTSED
ARSFGPAVVAGDEFSONWIYWAGPLIGGGLAGEFIYGDVFIGCHTPLPTSED
AVAFGPAVVSWIWTNHWVYWAGPLVGGGIAGLIYEVFFINTTHTSSSNHR

AVSFGPALVSWSWESQWVYWVGPLIGGGLAGVIYEVLFISHTHEQLPTTD
Kk kkxkk K Kk kk kkk kkk kk Kk *

YA-
YA-
YA-
LLN
Y__

Vergleich der abgeleiteten Aminosdresequenzen des erhaltenen RACE-Klons mit Tonoplast-
aquaporinsequenzen aus Arabidopsis thaliana (P21652), Nicotiana tabacum (P21653), Lycopersicon
esculentum (U95008) und Orysa sativa (P50156). Die Sequenze des Klons TT2 ist in Fettdruck angege-

ben.
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Tabelle 7:
PCR-Fragment | Bezeichnung | Liange Homologie
(bp)
Phytochelatin PTI LePCS 903 LePCS: 100% (97 AS)
Synthase
Metallothioneine MTI1 Lemtl 480 Lemt1: 100% (480 bp)
MT2 Lemt2 570 Lemt2: 100% (570 bp)
MT3 Lemt3 460 Lemt3: 100% (460 bp)
MT4 Lemt4 440 Lemt4: 100% (440 bp)
Nramptransporter NT3 LeNrampl 1300 | OsNrampl: 69% (376 AS)
NT4 LeNramp3 1100 | AtNramp?2: 93% (208 AS)
NTS5 LeNramp2 1130 | AtNramp3: 83% (302 AS)
PIP-Aquaporine PT3 LePIP1 722 SIMIP: 92 % (171 AS)
PT4 LePIP2 527 MIP1:96% (125 AS)
TIP-Aquaporine TT2 LeTIP 606 TIPRbH7:100% (145 AS)
Na'/H'-Antiporter HT2 LeNHX]I 692 | NHXI: 100% (692 bp)
HT3 LeNHX2 692 NHX2: 100% (692 bp)

Darstellung der klonierten PCR-Produkte, deren Lénge und der Sequenzen, zu denen die jeweils hdchste
Homologien in einer BLAST-Analyse auftreten. Die Langen dieser Bereiche sind in Klammern angege-
ben. LePCS (AW154892), Lemtl (Z68138), Lemt2 (Z68185), Lemt3 (268309), Lemt4 (Z68310), OsN-
rampl (L412117), AtNramp2 (AF141204), AtNramp3 (AB007645), MIP1 (Y18311), TIPRB7 (U95008),
NHXI (AJ306630), NHX2 (CAC83608).

3.2 Einflul der AM-Pilze auf das Wachstum von Tomate unter Schwermetall-
belastung

Zur molekularbiologischen Untersuchung der Ubertragung von Schwermetalltoleranz
durch AM-Pilze auf die Wirtspflanze wurden zundchst mykorrhizierte und nicht my-
korrhizierte Tomatenpflanzen unter Schwermetallstress angezogen. Zum Inokulieren
der Versuchspflanzen wurde Glomus intraradices Brl, isoliert von den Wurzeln des
Galmeiveilchens (Viola calaminaria) vom Schwermetallstandort Breinigerberg (Stol-
berg-Breinigerberg bei Aachen) verwendet. Die Fahigkeit dieses AM-Pilzes,
Schwermetalltoleranz auf Wirtspflanzen zu iibertragen, wurde von Hildebrandt et al.
(1999) gezeigt. Eine Schwermetallbelastung in den durchgefiihrten Versuchen wurde
entweder durch Zusatz von Schwermetallen (CdCl,) als 16sliches Salz oder durch
Verwendung von Schwermetallerde aus dem Standort Breinigerberg und Mechernich
gewahrleistet.

3.2.1 Bestimmung der Schwermetallverfiigbarkeit im Boden mittels Lux-Reporter-
System

Zur quantitativen Bestimmung der Bioverfiigbarkeit von Zink, Pb und Ni wurden Bo-
denproben aus Breinigerberg und Mechernich mittels des Lux-Reporter-System-
Verfahrens untersucht (s. Kap. 2.1.7). Fiir die Quantifizierung der Ergebnisse wurde ei-
ne Standardreihe mit bekannter Menge der zu untersuchenden Metalle (Zink, Pb und
Ni) in den Versuch mitgefiihrt. Die erstellte Standardkurve (s. Abb. 30) erlaubte aus ei-
nem Lumineszenz-Wert die Metall-Konzentration zu bestimmen.
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Aus der Tabelle 8 geht hervor, da3 im Boden aus Mechernich die Konzentration an ver-
fiigbarem Pb sehr hoch ist (991 mg/Kg Boden). Die Werte an verfiigbarem Zink und Ni
lagen in der Mechernicherde bei 93 und 29 mg/kg Boden. Die Bodenproben aus Breini-
gerberg wiesen mit 31 und 6 mg/kg niedrigere Werte an verfiigbaren Zink und Ni im
Vergleich zu den Proben aus Mechernich auf. Die Erde aus Mechernich erwies sich als
zu toxisch, daB es nicht moglich war, Kontrollpflanzen zur Gewinnung der RNA fiir die
Northern-Analysen in ausreichender Masse anzuziehen. Fiir weitere Versuche konnte
somit nur die Breinigerbergerde verwendet werden.

Abbildung 30: Standardkurve zur Bestimmung der Zink-Konzentration

40
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Biolumineszenz (S/N)

1 2 3 4 5 6 7
Zink-Konzentration (uM)

Darstellung der Korrelation zwischen Zink-Konzentration (uM) und der Lumineszenz (S/N = Sig-
nal/Noise). Der Versuch wurde mit dem Zink-Biosensor Stamm (AE 1433) aus Ralstonia eutropha
durchgefiihrt. Dazu wurde pro Ansatz 180 pl Bakterien-Kultur und 20 pl der entsprechenden Konzentra-
tion gemischt. Die Lumineszenz wurde mit einem ANTHOS LUCY 1 Luminometer (Anthos Labtech
b.v., Heerhugowaard, the Netherlands) bei 23°C {iber 8 h in 30 min Zeitabstdnden gemessen.

Tabelle 8: Bestimmung der Bioverfiigbarkeit der Metallionen Zink, Pb und Ni in der
Schwermetallerde aus Breinigerberg und Mechernich

Metall | Bioverfiigbarkeit
(mg/kg Boden)
Mechernich Pb 991 +0,3
Zn 93 +£ 0,06
Ni 29+0,5
Breinigerberg Pb 59+0,2
Zn 31£04
Ni 6£0,9

Die Bestimmung der Zink-, Pb- und Ni-Konzentrationen in den Bodenproben wurde mittels Biosensoren
aus Ralstonia eutropha-Stammen durchgefiihrt. Dazu wurde pro Ansatz 180 pl Bakterien-Kultur und 20
ul verdiinnte Bodenprobe gemischt. Die Lumineszenz wurde mit einem ANTHOS LUCY 1 Luminometer
(Anthos Labtech b.v., Heerhugowaard, Netherlands) bei 23°C iiber 8 h in 30 min Zeitabstdnden gemes-
sen. Angegeben sind die arithmetischen Mittel und die Standardabweichungen bezogen auf zwei unab-
héngige Ansitze.
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3.2.2 Wachstum der mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen
in der Schwermetallerde aus Breinigerberg und Mechernich

Tomatenpflanzen wurden in der Schwermetallerde der Standorte Mechernich und Brei-
nigerberg mit und ohne Glomus intraradices Brl kultiviert. Die Wachstumsunterschiede
zwischen 14 Wochen alten mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen
wurden durch Bestimmung des Frischgewichtes der Pflanzen ermittelt. Beim Vergleich
der Frischgewichte der Versuchspflanzen ist ein deutlicher Wachstumsvorteil fiir die
mykorrhizierten Pflanzen sowohl in dem Boden aus Breinigerberg als auch aus Me-
chernich festzustellen (Abb. 31). So weisen die mykorrhizierten Pflanzen des Breini-
gerbergversuchs ein etwa zweifaches Gesamtgewicht im Vergleich zu den Kontroll-
pflanzen auf (Tabelle 9). Bei dem Mechernichversuch ist das Frischgewicht der my-
korrhizierten Tomaten sogar um ca. den Faktor 5,5 hoher als bei den Kontrollen (Tabel-
le 9). Der Wert des Verhiltnisses Sprofl/Wurzel liegt in Mechernicherde bei 1 fiir den
Kontrollpflanzen und 2,4 fiir die mykorrhizierten Pflanzen. In Breinigerbergerde liegt
der Wert Sprof3/Wurzel bei den nicht mykorrhizierten Pflanzen mit 1 ebenso unter dem
der mykorrhizierten Pflanzen, die einen Spross/Wurzel-Wert von 1,9 aufweisen.

Aus Tabelle 10 geht hervor, da3 die Mykorrhizierungsgrade der in Breinigerberg- bzw.
Mechernicherde angezogenen Pflanzen und der Kontrollpflanzen (ohne Schwermetall-
belastung) keine signifikanten Unterschiede zeigen. Die mit Lactophenolblau gefarbten
Wurzelabschnitte von nicht mykorrhizierten Pflanzen wiesen unter dem Mikroskop kei-
ne AM-Pilzstrukturen auf.

Abbildung 31: Anzucht der mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflan-
zen in der Schwermetallerde

A: Breinigerberg B: Mechernich

Tomatenpflanzen wurden in der Schwermetallerde der Standorte Mechernich und Breinigerberg mit und
ohne Glomus intraradices Brl kultiviert. Die Anzuchtbedingungen sind im Kap. 2.1.5.1 dargestellt. Die
Ernte der Versuchpflanzen erfolgte nach 14 Wochen. M = mykorrhiziert, NM = nicht mykorrhiziert.
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Tabelle 9: Frischgewichte der in Breinigerberg- und Mechernicherde angezogenen To-
matenpflanzen

Gesamt Wurzel Spross
Breinigerberg | nicht mykorrhiziert 12,7+ 1,1 5,5+0,6 72+0,5
mykorrhiziert 256 £1,3 8,8+0,4 16,8 £ 1
Mechernich nicht mykorrhiziert 5,5+0,9 2,7+0,4 2,8+0,5
mykorrhiziert 30,7+ 1,5 8,9+0,7 21,8+ 1,6

Die Bestimmung der Frischgewichte der in Schwermetallerde (Breinigerberg und Mechernich) angezoge-
nen mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen wurde nach 14 Wochen Anzucht durch-
gefiihrt. Angegeben sind die arithmetischen Mittel und die Standardabweichungen, bezogen auf je vier
Pflanzen pro Ansatz.

Tabelle 10: Gesamt-Mykorrhizierungsgrad von mykorrhizierten und nicht mykorrhi-
zierten Tomatenpflanzen in Abhédngigkeit von der Schwermetallbelastung

Breinigerberg | Kontrolle | Mechernich | Kontrolle

Gesamt- M 76 +4 74+ 6 79+3 72+5
Mykorrhizierungsgrad (%)

NM 0+0 0+0 0+0 0+0

Mykorrhizierung der in Schwermetallerde (aus den Standorten Breinigerberg und Mechernich) angezoge-
nen Tomatenpflanzen und der Kontrollpflanzen (ohne Schwermetallstress). Angegeben sind die arithme-
tischen Mittel und die Standardabweichungen, bezogen auf je vier Pflanzen pro Ansatz. M = mykorrhi-

ziert, NM = nicht mykorrhiziert.

3.2.3 Wachstum der mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen
unter Cadmiumbelastung

Um den Einfluss der AM-Pilze auf die Wirtsplanzen unter Cadiumbelastung zu untersu-
chen wurden mykorrhizierte und nicht mykorrhizierte Tomatenpflanzen ab der dritten
Woche jeden zweiten Tag mit CdCl, Lésungen begossen (0 mM, 0,5 mM und 1 mM).
Als Inokulum wurde Glomus intraradices Brl eingesetzt.

Der Cadmium-Versuch zeigt ein dhnliches Bild wie bei dem Schwermetallerde-Ansatz.
Unter Cadmiumstress wiesen die mykorrhizierten Pflanzen ein deutlich verbessertes
Wachstum im Vergleich zu den Kontrollpflanzen auf (Abb. 32).

Sowohl bei der mykorrhizierten als auch bei den Kontrollpflanzen konnte eine Reduzie-
rung der Wurzel- und Blattfrischgewicht in Abhédngigkeit von der ansteigenden Cd-
Konzentration festgestellt werden (Abb. 33A und 33B). Ohne Cadmiumbelastung zeig-
ten die Frischgewichte von Wurzel und Sprof3 zwischen mykorrhizierten und Kontroll-
pflanzen keine relevanten Unterschiede. Im Gegensatz dazu besallen die inokulierten
Pflanzen ein etwa viermal (bei 0,5 mM) bzw. zweimal (bei 1 mM) hoheres Wurzel-
Frischgewicht als die nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen (Abb. 33A). Der Wert
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des Spross-Frischgewichts bei den Kontrollpflanzen liegt um ca. 75% (bei 0,5 mM)
bzw. 50% (bei 1 mM) niedriger als bei den mykorrhizierten Pflanzen (Abb. 33B).

Abbildung 32: Anzucht der mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflan-
zen unter Cadmiumstress

0,5 mM CdCl, 1 mM CdCl,

Die Tomatenpflanzen wurden in einer Mischung aus 10% Einheitserde, 10% Inokulum und 80% Leca-
ton® bzw. 90% bei Kontrollpflanzen herangezogen. Dabei wurden die Pflanzen ab der dritten Woche je-
den zweiten Tag mit CdCL, Losungen begossen ( 0,5 mM und 1 mM). Als Inokulum wurde Glomus
intraradices Brl verwendet. Die Anzuchtbedingungen der Versuchspflanzen sind dem Kap. 2.1.5.1 zu
entnehmen.. M = mykorrhiziert, NM = nicht mykorrhiziert.

Tabelle 11: Mykorrhizierungsgrad von mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten To-
matenpflanzen in Abhdngigkeit von der NaCl-Konzentration des Bodensubstrates

Kontrolle 0,5mM CdCl, | 1 mM CdCl,
Gesamt- M 71 +£8 7316 69+3
Mykorrhizierungsgrad (%)

NM 0x0 0x0 0+0

Mykorrhizierung der unter Cadium-Belastung angezogenen Tomatenpflanzen und der Kontrollpflanzen
(ohne Cadium-Stress). Angegeben sind die arithmetischen Mittel und die Standardabweichungen, bezo-
gen auf je vier Pflanzen pro Ansatz. M = mykorrhiziert, NM = nicht mykorrhiziert

Tabelle 11 zeigt, daBB die Mykorrhizierungsgrade der Tomatenpflanzen unter Einfluf3 der
ansteigenden Cadmium-Konzentrationen keine wesentlichen Unterschiede aufwiesen.
Die nicht mykorrhizierten Pflanzen zeigten, wie zu erwarten, keine AM-Strukturen.
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Abbildung 33: Frischgewicht von mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Toma-
tenpflanzen in Abhéngigkeit von der CdCl,-Konzentration des Bodensubstrates
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Die Bestimmung der Frischgewichte der unter Cadmiumbelastung angezogenen mykorrhizierten und
nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen wurde nach 16 Wochen Kultur durchgefiihrt. Angegeben sind die
arithmetischen Mittelwerte und die Standardabweichungen, bezogen auf je vier Pflanzen pro Ansatz. NM
= nicht mykorrhiziert, M = mykorrhiziert.

3.3 Einflu} von AM-Pilzen auf das Wachstum von Tomatenpflanzen unter Salz-
stress

Zur Untersuchung moglicher Ubertragung von Salztoleranz der AM-Pilze auf Wirts-
pflanzen wurden mykorrhizierte und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen unter
Salzstress angezogen. Die Anzucht der Versuchpflanzen erfolgte unter drei verschiede-
nen NaCl-Konzentrationen (0, 8 und 12 g NaCl/l Bodensubstrat). Zum Inokulieren wur-
de Glomus geosporum-Mischinokulum (beinhaltet Glomus intraradices Sy 167 als
Kreuzkontamination) eingesetzt. Glomus geosporum wurde urspriinglich aus Vermeh-
rungskulturen aus dem Boden des Salzstandortes Seckertrift bei Jerxheim isoliert. Die
unter der hochsten Salzkonzentration (12 g NaCl/l Bodensubstrat) angezogenen Toma-
tenpflanzen sind innerhalb einer Woche abgestorben. Daher konnten aus diesem Ansatz
keine Daten ermittelt werden.
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Aus Tabelle 12 geht hervor, daB eine Reduzierung des Wurzelfrischgewichtes in Ab-
héngigkeit von der angesetzten Salzkonzentration sowohl bei den mykorrhizierten als
auch bei den Kontrollpflanzen festgestellt werden konnte. Im Gegensatz dazu bewirkte
der Salzstress keine relevante Reduzierung des Sprossfrischgewichtes weder bei den i-
nokulierten Tomatenpflanzen noch bei den Kontrollpflanzen.

Unter Salzstress wiesen die mykorrhizierten Pflanzen kein verbessertes Wachstum im
Vergleich zu den Kontrollpflanzen auf (Abb. 34). Beim Vergleich der Frischgewichte
der mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Pflanzen unter Salzstress (8 g/l NaCl) ist
kein signifikanter Unterschied feststellbar (Tabelle 12). Im Gegensatz zu den Ergebnis-
sen des Schwermetallversuches bewirkt die Mykorrhizierung unter den angegebenen
Versuchsbedingungen keinen Wachstumsvorteil unter Saltstress.

Abbildung 34: Anzucht der mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflan-
zen unter Salzstress

Darstellung der unter 8 g NaCl-Konzentration angezogenen mykorrhizierten (M) und nicht nicht my-
korrhizierten (NM) Tomatenpflanzen. Es wurde im Alter von 7 Wochen eine NaCl-Konzentration von 1
g/l Bodensubstrat eingesetzt. Danach wurde die 8§ g NaCl-Endkonzentration durch wochentliches Ver-
doppeln des NaCl-Gehaltes erreicht, um einen osmotischen Schock bei den Pflanzen zu vermeiden. Glo-
mus geosporum-Mischinokulum wurde zum Inokulieren der Pflanzen eingesetzt.
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Tabelle 12: Frischgewicht von mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomaten-
pflanzen in Abhéngigkeit von der NaCl-Konzentration des Bodensubstrates

Gesamt Wurzel Sprof3
0 g NaCl/l M 53,8+ 14,6 13,6 £6,1 40,2 + 8,5
NM 61,3+6,9 16,5+3 44,8 £5,1
8 g NaCl/l M 54,5+ 6,6 8,4+0,5 46,1 £ 6,7
NM 55,6+73 9,615 46 £ 7.4

Bestimmung der Frischgewichte der unter 0 und 8 NaCl/l angezogenen mykorrhizierten (M) und nicht
mykorrhizierten (NM) Tomatenpflanzen. Angegeben sind die arithmetischen Mittel und die Standardab-
weichungen, bezogen auf je fiinf Pflanzen pro Ansatz.

3.4 Kreuzhybridisierung zwischen den wunterschiedlichen Nramptransporter-
Sonden

Die klonierten PCR-Amplifikate aus den Nramptransportergenen und Metallothionein-
genen von Tomate sollten als Gensonden verwendet werden, um die Expression dieser
Gene bei der Symbiose und unter Schwermetallbelastung zu untersuchen. Dabei sollen
zwischen den verschiedenen Nramptransporter-Sonden bzw. Metallothionein-Sonden
keine Kreuzhybridisierungen auftreten oder die Signale wesentlich schwicher als bei
den homologen Hybridisierungen sein.

Auf ein 1% Agarosegel wurden 100, 10, 1, 0,1 und 0,001 ng PCR Produkte der jeweili-
gen Genfragmente eingetragen. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-
Produkte wurde die DNA auf eine Nylonmembran transferiert und mit den Dig-
markierten PCR-Fragmenten hybridisiert.

Der Vergleich der Signalstirke (Abb. 35) zeigt, da3 eine Kreuzhybridisierung zwischen
den Fragmenten aus Nramptransportergenen nur im Fall der Hybridisierung von LeN-
ramp2 mit der Sonde von LeNramp3 auftrat. Die Signalintensitit der homologen
Hybridisierung liegt um 10° héher als die des heterologen Hybridisierungssignals. Die
Homologien zwischen den verschiedenen Sonden sind so gering, dal man die Expressi-
on einzelner Nramptransportergene untersuchen kann.

Zwischen den Fragmenten aus Metallothioneingenen Lemtl, Lemt2, Lemt3 und Lemt4
traten keine Kreuzhybridisierungssignale auf (Abbildung 36).
Kreuzhybridisierungsversuche zwischen den Fragmenten der Aquaporingene LePIPI,
LePIP2 und LeTIP waren nicht notwendig, da die Hybridisierungen der eingesetzten
RNA-Sonden mit isolierten RNA aus Wurzeln und Blittern der mykorrhizierten und
nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen zu deutlich unterschiedlichen Expressionsmus-
tern in den Northern-Analysen gefiihrt haben (s.Kap 3.6.2).
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Abbildung 35: Kreuzhybridisierung zwischen den Nramptransportersonden LeNrampl,
LeNramp?2 und LeNramp3

LeNrampl LeNramp?2 LeNramp3

LeNramp1-Sonde

LeNramp2-Sonde

LeNramp3-Sonde

Nylonmembran mit jeweils drei Reihen der PCR-Produkte LeNrampl, LeNramp2 und LeNramp3 mit je
100, 10, 1, 0,1 und 0,01 ng DNA. Die Membran wurde durch drei geteilt und iiber Nacht bei 42°C mit
den Dig-markierten Sonden LeNrampl, LeNramp?2 und LeNramp3 hybridisiert. Die drei Filter wurden
danach gewaschen und geférbt (s. Kap. 2.6.6). Die auftretende Kreuzhybridisierung zwischen dem Frag-
ment aus Nramtransportergen 2 mit der Sonde von LeNramp3 ist schwarz umrandet dargestellt.

Abbildung 36: Kreuzhybridisierung zwischen den Metallothionein-Sonden Lemtl,
Lemt2, Lemt3 und Lemt4

Lemtl Lemt2 Lemt3  Lemt4

LemtI-Sonde

Lemt2-Sonde

Lemt3-Sonde

Lemt4-Sonde

Nylonmembran mit jeweils drei Reihen der PCR-Produkte Lemt!, Lemt2, Lemt3 und Lemt4 mit je 100,
10, 1, 0,1 und 0,01 ng DNA. Die Membran wurde durch vier geteilt und iiber Nacht bei 42°C mit den
Dig-markierten Lemtl, Lemt2, Lemt3 und Lemt4 Sonden hybridisiert. Die vier Filter wurden danach ge-
waschen und gefarbt (s. Kap. 2.6.6).
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3.5 Southern-Analyse der klonierten Nramptransportergene aus Tomate

Um die Nramptransporter LeNrampl, LeNramp2 und LeNramp3 in einer Southern-
Analyse zu vergleichen, wurde genomische DNA aus Tomate mit den Restriktionsen-
donukleasen EcoRI, EcoRV und HindIll geschnitten. Nach der elektrophoretischen
Auftrennung der geschnittenen DNA und dem Transfer auf eine Nylon-Membran (s.
Kap 2.6.4.1) wurde mit den Dig-markierten (s. Kap 2.5.1) PCR-Fragmenten LeNramp1,
LeNramp?2 und LeNramp3 hybridisiert.

Nach der Hybridisierung mit der Sonde fiir LeNramp1 fiihrt die Restriktion mit EcoRI
zu Signalbanden bei 12 Kb und 4 Kb (Abb.37). Bei HindllI-Verdau ist eine einzige
Bande bei 12 Kb zu erkennen. EcoRV fiihrt zu einer Bande bei 10 Kb. Die Hybridisie-
rung mit der Sonde fiir LeNramp?2 weist ein Signalbandenmuster auf, das von dem bei
der Hybridisierung mit LeNrampl erhaltenen Muster unterschiedlich ist. EcoRI-Verdau
zeigt eine starke 1Kb-Bande und eine schwéchere bei 1,2 Kb. Die Restriktion mit Hin-
dIII 14Bt zwei Banden bei 11 Kb und 10 Kb erkennen. In Spur 3 (EcoRV-Verdau) treten
Banden von 3 Kb und 10 Kb auf. Die Hybridisierung mit der Sonde fiir Nramp3 zeigt
zwar bei der Spur 2 (Hindlll-Verdau) eine 12 Kb-Bande wie bei der Hybridsierung mit
Nrampl, weist aber bei dem Verdau mit EcoRI und EcoRV ein anderes Signalbanden-
muster auf. Bei der Restriktion mit EcoRlI tritt eine Signalbande bei 5 Kb auf. Im E-
coRV-Verdau ist ein Signal bei 12 Kb zu erkennen.

Die Hybridisierungen mit den Sonden LeNrampl, LeNramp2 und LeNramp3 fihrten zu
unterschiedlichen Signalbandenmustern. Damit wurde gezeigt, dal im Genom von To-
mate mindestens drei unterschiedliche zu Nramptransportern homologe Gene vorhanden
sind.

Abbildung 37:
LeNrampl LeNramp2 LeNramp3
= >
. : -
A ' B C T
12 Kb— [ e 12Kb—p w—
10 Kb —p> - Kb S
4 Kb P | — 5 Kb — s

3Kb—p S

1,2 Kb::g
1 Kb

Es wurden 20 pg genomischer DNA aus Tomate mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI (Spurl), Hin-
dIII (Spur 2) und EcoRV (Spur 3) geschnitten. Nach dem elekrophoretischen Auftrennen in einem
1%igen Agarosegel wurde die DNA auf eine Nylonmembran transferiert. Die Dig-markierten PCR-
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Fragmente LeNramp1, LeNramp2 und LeNramp3 wurden bei 42°C iiber Nacht jeweils zur Hybridisierung
der Filter A, B und C eingesetzt. Das Waschen und Férben der Filter wurde nach der in Kap. 2.6.6
beschriebenen Methode durchgefiihrt.

3.6 Expression der Gene von Tomate fiir Schwermetall-und Salztoleranz

Aus Blittern und Wurzeln wurde Gesamt-RNA von mykorrhizierten und nicht my-
korrhizierten Tomatenpflanzen, die unter Schwermetall- bzw. Salzbelastung angezogen
wurden, isoliert, um mdégliche Expressionsunterschiede von Genen, die moglicherweise
an der Schwermetall- oder Saltztoleranztoleranz beteiligt sind, feststellen zu konnen.
Dazu wurden Northern-Experimente durchgefiihrt. Nach Chemilumineszenzdetektion
der spezifischen Transkripte (s. Kap. 2.6.6) wurden die erhaltenen Signale densito-
metrisch vermessen und mit den Signalen der 18S-rRNA normalisiert. Die Signalstirke
des schwicheren Hybridisierungssignals wurde auf 1 gesetzt, um einen Vergleich der
erhaltenen Signale zu ermoglichen.

Vergleichende Untersuchungen zur Expression dieser Gene wurden zusitzlich mittels
Real-Time quantitativen PCR ebenso durchgefiihrt (s. Kap. 3.6.3).

Durch In Situ-Hybridisierung wurde versucht, die Transkriptlokalisierung und eine mit
der Mykorrhizierung mogliche Anderung der rdumlichen Expression mit dem Metal-
lothioneingen Lemt2 und dem Nramtransportergen LeNrampl in den Tomatenwurzel
festzustellen (s. Kap 3.7).

3.6.1 Northern-Analysen zur Untersuchung der Expression der Gene, die an der
Schwermetalltoleranz beteiligt sind

Zur Untersuchungen der Expression der Gene, die moglicherweise an der Schwerme-
talltoleranz beteiligt sind, wurden mykorrhizierte und nicht mykorrhizierte Tomaten-
pflanzen fiir 14 Wochen unter Schwermetallbelastung angezogen. Der Schwermetall-
stress wurde entweder durch das Anziehen der Pflanzen in Schwer-metallerde aus Brei-
nigerberg oder durch Gieflen mit einer CdCI2-Losung (500 uM und 1 mM) erreicht.
Nach Isolierung von Gesamt-RNA aus Wurzeln oder Bléttern wurden Northern-
Versuche durchgefiihrt.

3.6.1.1 Northern-Analyse zur Expression der Phytochelatinsynthase- und Metal-
lothioneingene in mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen

Mit der Sonde fiir Phytochelatin synthase und mit der fiir Metallothioneine Lemtl,
Lemt2 und Lem3 spezifischen Sonden konnte in Northern-Experimenten sowohl mit
RNA aus Wurzeln als auch aus Blittern von mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten
Tomatenpflanzen Transkripte nachgewiesen werden (Abb. 38). Im Gegensatz dazu
konnten mit der Sonde fiir das Metallothioneingen Lemt2 Hybridisierungssignale nur
mit RNA aus Wurzeln von mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomaten erhalten
werden (Abb.39). Transkripte mit der Blatt-RNA waren nicht nachweisbar (Abb. 39).

Weder in den Wurzeln noch in den Bléttern konnte durch den Vergleich der erhaltenen
Signalstdrken bei der Hybridisierung mit der Sonde LePCS (Phytochelatin synthase) mit
der RNA aus mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen, ein signifi-
kanter Unterschied festgestellt werden (Abb. 38 A). Das Expressionsmuster der Metal-
lothioneingene Lemtl, Lemt3 und Lemt4 (Abb. 38 B) dhnelt dem des Phytochelatin-
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synthasegens . Allerdings ist bei Lemt4 eine Tendenz der Reduzierung der Expression
(ca. um den Faktor 1,4) in den Biéttern der mykorrhizierten Tomatenpflanzen im Ver-
gleich zu den Kontrollpflanzen unter Schwermetallstress zu beobachten.

Im Gegensatz dazu ergaben die Northern-Analysen mit RNA aus mykorrhizierten und
nicht mykorrhizierten Tomatenwurzeln unter Schwermetallbelastung einen deutlichen
Unterschied in der Expression des Metallothioneingens Lemt2 (Abb.39). Mit der My-
korrhizierung der Tomatenpflanzen wird im Breinigerbergboden, nicht aber in nicht be-
lasteten Boden, die Transkriptmenge ca. um den Faktor 12 reduziert (Abb. 39).

Abbildung 38: Expression des Gens fiir die Phytochelatin synthase LePCS und Metal-
lothioneine Lemtl, Lem3 und Lemt4 in Wurzeln und Blittern von mykorrhizierten und
nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen.
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Darstellung der Northern-Ergebnisse von drei unabhéngigen Versuchen. Tomatenpflanzen mit und ohne
Glomus intraradices Brl wurden 14 Wochen in der Schwermetallerde aus Breinigerberg angezogen. Da-
nach wurde aus Blittern und Wurzeln die Gesamt-RNA isoliert. AnschlieBend wurde die RNA e-
lektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylon-Membran (HybondN-Nylon-Membran, Amersham)
transferiert. Die Filter wurden mit den Dig-markierten Antisense-RNA-Sonde LePCS (Phytochelatin
synthase) (A) bzw. mit den Dig-markierten spezischen RNA-Sonden fiir die Metallothioneine Lemt!,
Lemt3, und Lemt4 (B) bei 68°C iiber Nacht hybridisiert. Die Detektion der Hybridisierungssignale wurde,
wie in Kap. 2.6.6 beschrieben, durchgefiihrt. Danach wurden die Sonden entfernt und die Filter mit einer
Sonde fiir die 18S-rRNA aus Tomate hybridisiert. Die Signalsstirken wurden densitometrisch vermessen
und gegen die Signale der 18S-rRNA normalisiert. Die Signalstirke des schwécheren Hybridisierungs-
signals wurde auf 1 gesetzt, um einen Vergleich der erhaltenen Signale zu ermdglichen. (NM = nicht my-
korrhiziert, M = mykorrhiziert).

Abbildung 39: Expression des Gens Metallothionein Lemt2 in Wurzeln und Bléttern
von mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen

Wurzel Blatt
M NM M NM M NM M NM
Kontrolle Kontrolle
1 1.5 1.3

15
—— —— s G -

Tomatenpflanzen mit und ohne Glomus intraradices Brl wurden 14 Wochen in der Schwermetallerde aus
Breinigerberg bzw. Lecaton® (Kontrollpflanzen) angezogen. Danach wurde aus Bléttern und Wurzeln
die Gesamt-RNA isoliert. AnschlieBend wurde die RNA elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Ny-
lon-Membran (HybondN-Nylon-Membran, Amersham) transferiert. Der Filter wurde mit der Dig-
markierten spezischen RNA-Sonde fiir die Metallothionein Lem?2 bei 68°C iiber Nacht hybridisiert. Das
Vermessen und Normalisieren der Signalstdrke sind der Legende in der Abb. 38 zu entnehmen. (NM =
nicht mykorrhiziert, M = mykorrhiziert, Kontrolle = angezogene Tomatenpflanzen in nicht schwermetall-
belasteten Substrat).

3.6.1.2 Northern-Analyse zur Expression der Nramptransportergene in mykorrhi-
zierten und nicht mykorrhizieten Tomatenpflanzen

Northern-Analysen wurden durchgefiihrt, um mdgliche Unterschiede in der Expression
von Nramptransportergenen in mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomaten-
pflanzen unter Schwermetallbelastung untersuchen zu konnen. Wéahrend Transkripte der
Nramptransportergene 2 und 3 mit der RNA aus Wurzeln und Blittern in Northern-
Experimenten nachgewiesen werden konnten (Abb.40), traten mit der Sonde fiir den
LeNramp1 Hybridisierungssignale nur mit der RNA aus Wurzeln auf (Abb.40).

Die Expression des Nramptransportergensl zeigt mit RNA aus mykorrhizierten und
nicht mykorrhizierten Tomatenwurzeln einen deutlichen Unterschied. Bei den Kontroll-
pflanzen (ohne Schwermetalle) sind die mit der RNA aus mykorrhizierten Wurzeln er-
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haltenen Signale dreifach starker als die Signale mit isolierter RNA aus nicht mykorrhi-
zierten Wurzeln. Im Gegensatz dazu wird die Transkriptmenge des Tomaten-Gens LeN-
rampl deutlich unter Schwermetallbelastung mit der Mykorrhizierung um den Faktor 2
herunterreguliert. Bei der Hybridisierung mit der Sonde fiir LeNramp?2 ist mit Wurzel-
RNA ein dhnliches Expressionsmuster wie bei LeNrampl zu beobachten. Die My-
korrhizierung fiihrt unter Schwermetallbelastung zu einer Reduzierung der Expression
des Nramptransportergens 2 in den Wurzeln. Dariiberhinaus zeigt die Hybridisierung
mit der Blatt-RNA eine Reduzierung der Transkriptmenge in Breinigerbergerde sowohl
in den mykorrhizierten als auch in den nicht mykorrhzierten Tomatenpflanzen.

Im Gegensatz zu den Nramptransportergenen 1 und 2 weisen die Hybridisierungen mit
der spezifischen RNA-Sonde flir LeNramp3 keine signifikanten Unterschiede zwischen
mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Pflanzen auf.

Abbildung 40: Expression von Nramptransportergenen in Wurzeln und Bléttern von
mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen

Wurzel Blatt
M NM M NM M NM M NM
Kontrolle Kontrolle
3 1 6 13
LeNramp] - - 2
O —— N
LeNramp?2
LeNramp3

Darstellung der Northern-Ergebnisse von drei unabhéngigen Versuchen. Tomatenpflanzen mit und ohne
Glomus intraradices Brl wurden 14 Wochen in der Schwermetallerde aus Breinigerberg bzw. Lecaton®
(Kontrollpflanzen) angezogen. Danach wurde aus Bléttern und Wurzeln die Gesamt-RNA isoliert. An-
schlieBend wurde die RNA elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylon-Membran (HybondN-
Nylon-Membran, Amersham) transferiert. Die Filter wurden mit den Dig-markierten spezischen RNA-
Sonden fiir die Nramptransportergene LeNramp1, LeNramp2 und LeNramp3 bei 68°C iiber Nacht hybri-
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disiert. Das Vermessen und Normalisieren der Signalstirke sind der Legende in der Abb. 38 zu entneh-
men. (NM = nicht mykorrhiziert, M = mykorrhiziert, Kontrolle = angezogene Tomatenpflanzen in nicht
schwermetallbelastetem Substrat).

3.6.1.3 Northern-Analyse zur Expression der Phytochelatin synthase-, Metallothi-
onein Lemt2- und Nramptransportergene 1, 2 und 3 in mykorrhizierten und nicht
mykorrhizieten Tomatenpflanzen unter Cadmium-Stress

Zur Untersuchung des Einflusses von Cadmium auf die Expression der Schwermetallto-
leranzgene wurden mykorrhizierte und nicht mykorrhizierte Tomatenpflanzen fiir 16
Wochen unter Cadmium-Belastung angezogen. Dafiir wurden die Pflanzen ab der drit-
ten Woche jeden zweiten Tag mit drei unterschiedlichen Cadmium-Losungen begossen
(0 mM, 0,5 mM und 1 mM). Sowohl die mykorrhizierten als auch die Kontrollpflanzen
wiesen eine Abnahme des Wurzel- und Blattfrischgewichts in Abhéngigkeit von der an-
steigenden Cd-Konzentration auf, wobei die mykorrhizierten Tomatenpflanzen ein deut-
lich verbessertes Wachstum im Vergleich zu den Kontrollpflanzen zeigten (s. Abb. 32).
Der Mykorrhizierungsgrad der Tomatenpflanzen lag bei 71% (0 mM), 73% (0,5 mM)
und 69% (1 mM). Eine wesentliche Reduzierung der Mykorrhizierung unter Cd-
Belastung trat nicht auf.

Nach Ernte der Pflanzen und Isolierung der RNA aus Blittern und Wurzeln wurden
Northern-Analysen durchgefiihrt. Dabei wurden die Untersuchungen auf die Gene be-
schrinkt, die bei dem Breinigerberg-Versuch eine signifikante differentielle Expression
zeigten. Das Gen fiir die Phytochelatin synthase wurde in den Versuch miteinbezogen,
da die Phytochelatine eine bedeutende Rolle bei der Cadmium-Entgiftung in der Zelle
spielen (Grill et al., 1985; Zenk, 1996).

Durch den Vergleich der erhaltenen Signalstirken konnte bei der Hybridisierung der
Sonden fiir die Phytochelatin synthase, Nrampl, Nramp2 und Nramp3 mit der RNA aus
mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomaten kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (Abb.41 A). Die Tendenz aber, die bei dem Versuch mit der Breini-
gerbergerde festgestellt wurde, ndmlich eine leichte Reduzierung der Expression mit der
Mpykorrhizierung, wurde auch in dem Cadmium-Versuch und besonderes bei der 1 mM
Konzentration bestétigt.

Die Expression des Metallothioneingens Lemt2 zeigt einen deutlichen Unterschied
(Abb. 41 B). Dabei ist eine Abhédngigkeit der Transkriptmenge sowohl von der My-
korrhizierung als auch von der Cadmium-Konzentration zu beobachten. Bei der 0 mM
und 1 mM Konzentrationen sind die mit der RNA aus mykorrhizierten und nicht my-
korrhizierten Wurzeln erhaltenen Signale etwa gleich stark. Im Gegensatz dazu wird die
Transkriptionsmenge des Gens Lemt2 mit ansteigender CdCl,-Konzentration deutlich
mit der Mykorrhizierung um den Faktor 2,6 reduziert.
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Abbildung 41: Northern-Analyse zur Untersuchung der Expression der Nramptranspor-
tergene, des Metallothioneingens Lem¢2 und des Phytochelatin synthasegens LePCS in
den Wurzeln von mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen unter
Cadmium-Stress.
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Glomus intraradices Brl wurden 16 Wochen in einer Mischung aus Lecaton® und Einheitserde angezo-
gen. Dabei wurden die Pflanzen ab der dritten Woche jeden zweiten Tag mit CdCl,-Lésungen begossen
(0 mM, 0,5 mM und 1 mM). Danach wurde aus den Wurzeln die Gesamt-RNA isoliert. AnschlieBend
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wurde die 20 pg RNA elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylon-Membran (HybondN-Nylon-
Membran, Amersham) transferiert. Die Filter wurden mit der Dig-markierten spezischen RNA-Sonden
fiir die Nramptransportergene (1, 2 und 3), Phytochelatin synthasegen LePCS und fiir das Metallothio-
neingen Lemt2 bei 68°C tiber Nacht hybridisiert. Das Vermessen und Normalisieren der Signalstarke sind
der Legende in der Abb. 38 zu entnehmen. (NM = nicht mykorrhiziert, M = mykorrhiziert).

Abbildung 42: Northern-Analyse zur Untersuchung der Expression der Nramptranspor-
tergene 2 und 3 und des Phytochelatin synthasegens in den Blédttern von mykorrhizierten
und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen unter Cadmium-Stress.
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Tomatenpflanzen mit und ohne Glomus intraradices Brl wurden 16 Wochen in einer Mischung aus Leca-
ton® und Einheitserde angezogen. Dabei wurden die Pflanzen ab der dritten Woche jeden zweiten Tag
mit CdCl,-Losungen begossen (0 mM, 0,5 mM und 1 mM). Danach wurde aus Blittern die Gesamt-RNA
isoliert. Anschliefend wurde die 20 pg RNA elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylon-Membran
(HybondN-Nylon-Membran, Amersham) transferiert. Die Filter wurden mit der Dig-markierten spezifi-
schen RNA-Sonden fiir das Phytochelatin synthasegen LePCS und die Nramptransportergene 2 und 3 bei
68°C iiber Nacht hybridisiert. Das Vermessen und Normalisieren der Signalstirke sind der Legende in
Abb. 38 zu entnehmen. (NM = nicht mykorrhiziert, M = mykorrhiziert).
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3.6.2 Northern-Analyse zur Expression von PIP-, TIP-Aquaporingenen und
Na/H+-Antiportergenen in mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomaten-
pflanzen unter Salzstress

Zur Untersuchung der Expression der Salztoleranzgene wurden mykorrhizierte und
nicht mykorrhizierte Tomatenpflanzen unter Salzstress angezogen. Drei verschiedene
NaCl-Konzentrationen wurden eingestellt (0, 8 und 12 g NaCl/l Bodensubstrat). Die 8
und 12 g NaCl-Konzentrationen wurden schrittweise erreicht, um einen osmotischen
Schock bei den Pflanzen zu vermeiden. Dafiir wurde ab der siebten Woche eine NaCl-
Konzentration von 1 g/l Bodensubstrat eingesetzt. Danach wurde die Endkonzentratio-
nen durch wochentliches Verdoppeln des NaCl-Gehaltes erreicht. Nach 16 Wochen
wurden die Pflanzen geerntet, die Gesamt-RNA aus Wurzeln und Blittern isoliert und
Northern-Analysen durchgefiihrt.

Mit den Sonden fiir die Aquaporine (LePIPI, LePIP2 und LeTIP) und mit der fiir die
Na'/H'-Antiportergene (LeNHX! und LeNHX2) spezifischen Sonden wurde in Nor-
thern-Experimenten sowohl mit isolierter RNA aus den Wurzeln als auch aus den Blat-
tern von mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen Transkripte erhal-
ten (Abb. 43 und 44).

Die Expression der Aquaporingene weist mit RNA aus mykorrhizierten und nicht my-
korrhizierten Tomatenpflanzen deutliche Unterschiede zwischen Blatt und Wurzel auf.
Auf Wurzelebene zeigen LePIPI und LeTIP ein dhnliches Expressiosmuster und zwar
eine Reduzierung der Transkriptmenge mit der Mykorrhizierung (Abb. 43A). Diese Re-
duzierung ist sowohl bei den unter Salzstress angezogenen Pflanzen als auch bei den
Kontrolltomaten (ohne Salzbelastung) zu beobachten. Unter Salzstress sind bei LePIP
1-Gen die mit der RNA aus nicht mykorrhizierten Wurzeln erhaltenen Signale 4,5 x
starker als die Signale mit isolierter RNA aus mykorrhizierten Pflanzen. Im Gegensatz
dazu konnte durch den Vergleich der Signalstirke bei der Hybridisierung der Sonde fiir
das LePIP2-Gen mit der RNA aus mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Toma-
tenwurzeln keine Unterschiede festgestellt werden.

Auf Blattebene und unter Salzbelastung dhneln sich die Expressionmuster der LePIP1-,
LePIP2- und LeTIP-Gene und zeigen im Gegensatz wie bei den Wurzeln eine Erho-
hung der Transkriptmenge mit der Mykorrhizierung (Abb. 43 B). Beispielweise wird
die Transkriptionsmenge des Gens LeTIP in der isolierten Blatt-RNA aus mykorrhizier-
ten Tomatenpflanzen unter Salztress um den Faktor 6 deutlich erh6ht im Vergleich zu
den nicht mykorrhizierten Tomatepflanzen.

Bei der Hybridisierung der Sonden fiir Na'/H'-Antiporter (LeNHXI und LeNHX2) mit
der RNA aus mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomaten konnten durch den
Vergleich der erhaltenen Signale keine Unterschiede beobachtet werden (Abb. 44).
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Abbildung 43: Northern-Analyse zur Untersuchung der Expression der PIP- und TIP-
Aquaporingene in Wurzeln und Blittern von mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten
Tomatenpflanzen unter Salzstress
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Darstellung der Northern-Analysen von zwei unabhingigen Versuchen. Tomatenpflanzen mit und ohne
Glomus geosporum (Mischinokukum) wurden 16 Wochen unter Salzbelastung angezogen. drei NaCl-
Konzentration wurden eingestellt (0, 8 und 12 g NaCl/l Bodensubstrat). Danach wurde aus Wurzeln und
Blattern die Gesamt-RNA isoliert. AnschlieBend wurde die 20 pg RNA elektrophoretisch aufgetrennt und
auf eine Nylon-Membran (HybondN-Nylon-Membran, Amersham) transferiert. Die Filter wurden mit der
Dig-markierten spezischen RNA-Sonden fiir die PIP-, TIP-Aquaporingene (LePIP1, LePIP2 und LeTIP)
bei 68°C tiber Nacht hybridisiert. Das Vermessen und Normalisieren der Signalstéirke sind der Legende in
der Abb. 38 zu entnehmen. (NM = nicht mykorrhiziert, M = mykorrhiziert).

Abbildung 44: Northern-Analyse zur Untersuchung der Expression der Na'/H'-
Antiportergene (LeNHXI und LeNHX2) in Wurzeln und Bléttern von mykorrhizierten
und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen unter Salzstress
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Darstellung der Northern-Analysen von zwei unabhingigen Versuchen. Tomatenpflanzen mit und ohne
Glomus geosporum (Mischinokulum) wurden 16 Wochen unter Salzbelastung angezogen. Drei NaCl-
Konzentrationen wurden eingestellt (0, 8 und 12 g NaCl/l Bodensubstrat). Danach wurde aus Wurzeln
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und Blittern die Gesamt-RNA isoliert. AnschlieBend wurden die 20 pg RNA elektrophoretisch aufge-
trennt und auf eine Nylon-Membran (HybondN-Nylon-Membran, Amersham) transferiert. Die Filter
wurden mit den Dig-markierten spezifischen RNA-Sonden fiir die Na'/H'-Antiportergene (LeNHX und
LeNHX?) bei 68°C iiber Nacht hybridisiert. Das Vermessen und Normalisieren der Signalstirke sind der
Legende in Abb. 38 zu entnehmen. (NM = nicht mykorrhiziert, M = mykorrhiziert).

3.6.3 Quantitative Real-Time PCR-Ergebnisse zur Untersuchung der Expression
der an der Schwermetall- und Salztoleranz beteiligten Gene

Vergleichend wurden die Transkriptmengen der Gene, die bei den Northern-Analysen
eine differentielle Expression in mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomaten-
pflanzen aufwiesen, mit der quantitativen RT-PCR untersucht. Die Versuche wurden
mit dem GeneAmp® 5700 Sequence Detection System (PE Biosystems) durchgefiihrt.
Hierbei wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green I verwendet. Dieser Fluorophor
hat die Eigenschaft, unspezifisch in Doppelstrang-DNA zu interkalieren. Dieses fiihrt
mit fortschreitender PCR-Reaktion zu einem Anstieg des Fluoreszenzsignals. Anschlie-
Bend wurde die urspriinglich in die Reaktion eingesetzte Kopienzahl in einem Computer
durch ein GeneAmp 5700 Sequence Detection System (SDS) Software bestimmt. Als
Parameter fiir die Bestimmung der Startkopienzahl wird der Ct-Wert (threshold cycle)
berechnet, der die Zahl angibt, bei der die Fluoreszenz einen festgelegten Schwellen-
wert iiberschreitet. Die absolute Quantifizierung der Ergebnisse erfolgte durch das Mit-
filhren von Standards, die eine bekannte Menge der Zielsequenz enthalten. Zur Norma-
lisierung der Ergebnisse diente die 18S-RNA.

Zur Untersuchung der Expression des Metallothioneingens Lemt2 und der
Nramptransportergene LeNrampl und LeNramp2 wurde Wurzel-cDNA sowohl aus der
in dem Boden aus Breinigerberg angezogenen mykorrhizierten und nicht mykorrhizier-
ten Tomatenpflanzen als auch aus den Kontrollpflanzen (ohne Schwermetallbelastung)
als Matrize fiir die quantitative Real-Time PCR eingesetzt. Das Expressionmuster des
Metallothioneingens Lemt2 dhnelt dem bei der Northern-Analyse erhaltenen Muster.
Die Transkriptmenge des Gens Lemt2 wird unter Schwermetallbelastung mit der My-
korrhizierung ca. um den Faktor 10 reduziert (Abb. 45). Die Expression beider
Nramptransportergene LeNrampl und LeNramp?2 zeigt einen dhnlichen Verlauf. In den
mykorrhizierten Wurzeln der Kontrollpflanzen (ohne Schwermetallstress) ist die Ex-
pression beider Gene ca. zweifach stirker als in den nicht mykorrhizierten Wurzeln
(Abb. 45). Im Gegensatz dazu wird die Transkriptionsmenge von LeNrampl und LeN-
ramp?2 deutlich mit der Mykorrhizierung unter Schwermetallbelastung ca. um den Fak-
tor drei herrunterreguliert (Abb. 45).
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Abbildung 45: Quantitative RT-PCR-Ergebnisse des Metallothioneingens Lemt?2 und
der Nramtransportergene LeNrampl und LeNramp?2

LeNrampl
Lemt2

12

4
14
01 [ ﬁ || 0 |—‘ ’—‘ I
M NM M NM

M NM M NM

N w » [&)]
f | |

LeNramp?2

3
2]
i N
: B
M NM M NM

Als Matrize fiir die quantitativen Real-Time PCR wurde Wurzel-cDNA aus den in der Breinigerbergerde
angezogenen mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen eingesetzt. Nach 2 min Inku-
bation bei 50°C und 10 min bei 95°C folgten 40 Zyklen mit einer Bindungstemperatur bei 60°C. Die De-
tektion der Fluoreszenz wihrend der PCR wird durch ein GeneAmp® 5700 Sequence Detection System
(PE Biosystems) durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten erfolgt in einem Computer durch eine Ge-
neAmp 5700 Sequence Detection System (SDS) Software.(M = mykorrhizierte Pflanzen, NM = nicht
mykorrhizierte Pflanzen,Johne Schwermetallbelastung, g unter Schwermetallbelastung. Der niedrigs-
te Wert der erhaltenen Kopienzahl wurde auf 1 gesetzt, um einen Vergleich der Ergebnisse zu ermogli-
chen

Zur Untersuchung des Tonoplast-Aquaporingens LeTIP diente die Wurzel- und Blatt-
cDNA aus der unter 0 und 8 g NaCl/l Konzentration kultivierten Tomatenpflanzen.

Aus der Abbildung 46 (A) geht hervor, daB3 die Expression des LeTIP-Gens in den Wur-
zeln mit der Mykorrhizierung herabgesetzt ist. Diese Reduzierung findet sowohl bei den
unter Salzstress angezogenen mykorrhizierten Tomatenpflanzen als auch bei den my-
korrhizierten Kontrollpflanzen (ohne Salzbelastung) statt. Auf Blattebene und unter
Saltstress wies das LeTIP-Gen eine deutliche Erhohung der Expression mit der My-
korrhizierung auf. Im Blatt wird die Transkriptionsmenge des LeTIP-Gens bei den my-
korrhizierten Tomaten unter Salzbelastung ca. um den Faktor 6 erhoht im Vergleich zu
den nicht mykorrhizierten Tomatepflanzen (Abb. 46 B).
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Abbildung 46: Real-Time PCR-Ergebnisse des Tonoplast-Aquaporingens LeTIP
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Als Matrize fiir die quantitativen Real-Time PCR wurde Wurzel- und Blatt-cDNA aus der unter O und 8 g
NaCl/l Konzentration kultivierten mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen einge-
setzt. Nach 2 min Inkubation bei 50°C und 10 min bei 95°C folgten 40 Zyklen mit einer Bindungstempe-
ratur bei 60°C. Die Detektion der Fluoreszenz wihrend der PCR wird durch ein GeneAmp® 5700 Se-
quence Detection System (PE Biosystems) durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten erfolgt in einem
Computer durch eine GeneAmp 5700 Sequence Detection System (SDS) Software.(M = mykorrhiziert
Pflanzen, NM = nicht mykorrhizierte Pflanzen, [] ohne Salzbelastung, i unter Salzbelastung, A: Wur-
zel; B: Blatt). Der niedrigste Wert der erhaltenen Kopienzahl wurde auf 1 gesetzt, um einen Vergleich der
Ergebnisse zu ermdglichen.
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3.7 RNA-In Situ-Hybridisierungen zur Lokalisierung der mRNA fiir das Metal-
lothioneingen Lemt2 und das Nramtransportergen Le/Nrampl

Anhand der RNA-/n situ-Hybridisierung mit Dig-markierten Sense- und Antisense-
Sonden wurde die Lokalisierung der Expression des Metallothioneingens Lemt2 und des
Nramptransportergens LeNrampl in den mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten
Tomatenwurzeln untersucht, die fiir 14 Wochen in der Schwermetallerde aus Breiniger-
berg angezogen wurden. Die rdumlichen Expressionsmuster beider untersuchten Gene
(Lemt 2 und LeNrampl) sind in den Abbildungen 47, 48 und 49 dargestellt.

Die In situ-Hybridisierung mit der Antisense-Sonde fiir Lem¢2 fiihrte zu deutlichen Un-
terschieden in der Signalstirke zwischen mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten
Tomatenwurzeln. Die Signale der Transkripte von Lem?2 treten in den Wurzelabschnit-
ten von nicht mykorrhizierten Wurzeln stark auf und sind gleichmifBig sowohl in den
Rhizodermis- als auch in den Rindenparenchymzellen verteilt (Abb. 47 A, B und C). Im
Gegensatz dazu ist die Signalstirke bei den mykorrhizierten Wurzeln auf einige Rin-
denparenchymzellen beschriankt (Abb. 48, A und B). Diese Ergebnisse bestitigen die
Aussage der Northern-Analysen, da3 die Expression des Metallothioneingens Lemt2 in
den nicht mykorrhizierten Wurzeln wesentlich stirker ist als in den mykorrhizierten
Wurzeln. Mit der Sense-Sonde wurden weder in den mykorrhizierten noch in den nicht
mykorrhizierten Tomatenwurzeln Signale erhalten (Abb. 47 D und 48 D und E).

Bei der Hybridisierung mit der Antisense-Sonde fiir LeNrampl wurden schwache Sig-
nale nur in den nicht mykorrhizierten Tomatenwurzeln festgestellt. Wie in der Abbil-
dung 49 A dargestellt ist, sind die Signale in unmittelbarer Umgebung der Zentralzylin-
der lokalisiert. In den mykorrhizierten Wurzeln konnten keine Signale mit der Anti-
sense-Sonde festgestellt werden (Abb. 49 C und E). Bei der Hybridisierung mit der
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Sense-Sonde wurden in den mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Wurzeln keine
Signale erhalten (Abb. 49 B, D und F).

In unmittelbarer Néhe der pilzlichen Arbuskeln traten weder bei Lemt2 (Abb. 48 C)
noch bei LeNrampl (Abb. 49 E) Signale auf.

Um eine genaue Aussage iiber die Signalstirke zwischen mykorrhizierten und nicht
mykorrhizierten Tomatenwurzeln machen zu koénnen, wurden die Ergebnisse der In si-
tu-Hybridisierungen quantifiziert. Mittels eines Bildbearbeitungsprogramms “Image
tool* konnen die Signalstirke als Mittelgrauwerte ermittelt werden. Mit Hilfe dieses
Programms konnen Grauwerte zwischen 0 (schwarz) und 255 (weil3) bestimmt werden.
Als problematisch erwiesen sich die Wurzelschnitte mit einem starken Hintergrund, da
die optische Unterscheidung zwischen Signalen und Hintergrund erschwert wird. Daher
wurde die Quantifizierung der Signale auf Wurzelabschnitte mit einem schwachen Hin-
tergrund beschrénkt.

Tabelle 13: Quantifizierung der In situ-Hybridisierung

Mittelgrauwert
Antisense-Sonde | Sense-Sonde

Lemt2

Nicht mykorrhiziert 160 + 21 2326
mykorrhiziert 208 + 14 229+5
LeNrampl

Nicht mykorrhiziert 185+ 26 235+5
mykorrhiziert 234+ 8 23117

Langschnitte von in Paraffin eingebeteten Tomatenwurzeln wurden In sifu mit Sense-, bzw. Antisense-
RNA-Sonde fiir Lemt2 oder LeNrampl hybridisiert. Mit Hilfe eines Bildbearbeitungsprogramms ,,Image
tool* wurden die erhaltenen Signale als Grauwerte zwischen 0 (schwarz) und 255 (weif3 ) ermittelt. An-
gegeben sind die Mittelgrauwerte und die jeweiligen Standardabweichungen.
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Abbildung 47: Lokalisation der Transkripte von Metallothioneingen Lemt2 durch In si-
tu-Hybridisierung in nicht mykorrhizierten Tomatenwurzeln
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In situ Lokalisation der Transkripte des Metallothioneingens Lemt2 in Tomatenwurzel-Langsschnitten
nicht mykorrhizierter Wurzelbereiche. Diese wurden mit der Dig-markierten Antisense-RNA-Sonde fiir
Lemt2 (A, B und C) oder der entsprechenden Sense-RNA-Sonde (D) bei 49°C iiber Nacht hybridisiert.
Der Nachweis der hybridisierten Proben-RNA erfolgte mit einem Anti-Dig-Antikorper, der an alkalische
Phosphatase gekoppelt ist (s. Kap. 2.7.6).
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Abbildung 48: Lokalisation der Transkripte von Metallothioneingen Lemt2 durch In si-
tu-Hybridisierung in den mykorrhizierten Tomatenwurzeln

In situ Lokalisation der Transkripte des Metallothioneingens Lemt2 in Tomatenwurzel-Langsschnitten
mykorrhizierter Wurzelbereiche. Diese wurden mit der Dig-markierten Antisense-RNA-Sonde fiir Lemt2
(A, B und C) oder der entsprechenden Sense-RNA-Sonde (D und E) bei 49°C iiber Nacht hybridisiert.
Der Nachweis der hybridisierten Proben-RNA erfolgte mit einem Anti-Dig-Antikorper, der an alkalische
Phosphatase gekoppelt ist (s. Kap. 2.7.6). Einige Arbuskeln sind durch schwarze Pfeile markiert.
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Abbildung 49: Lokalisation der Transkripte von LeNrampl durch In situ-
Hybridisierung in mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenwurzeln
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In situ Lokalisation der Transkripte des Nramptransportergens LeNrampl in Tomatenwurzel-
Léngsschnitten mykorrhizierter und nicht mykorrhizierten Wurzelbereiche. Diese wurden mit der Dig-
markierten Antisense-RNA-Sonde fiir LeNrampl (A, C und E) oder der entsprechenden sense-RNA-
Sonde (B, D und F) bei 49°C {iiber Nacht hybridisiert. Der Nachweis der hybridisierten Proben-RNA er-

folgte mit einem Anti-Dig-Antikorper, der an alkalische Phosphatase gekoppelt ist (s. Kap. 2.7.6). Einige
Arbuskeln sind durch schwarze Pfeile markiert.
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4 Diskussion

In der Literatur wurden verschiedene Ansdtze zur Untersuchung des Einflusses von
AM-Pilzen auf das Wachstum der Wirtspflanze unter Schwermetall- und Salzstress be-
schrieben. Bislang erfolgten vor allem Wachstumsversuche, Bestimmung des My-
korrhizierungsgrades und Vergleiche der Metallionen-Konzentration in den mykorrhi-
zierten und nicht mykorrhizierten Pflanzen. In dieser Arbeit hingegen wurde ein mole-
kularbiologischer Ansatz herangezogen. So ist es in dieser Arbeit gelungen, den Einfluf3
der Mykorrhizierung auf die Expression von Genen zu untersuchen, die moglicherweise
eine Rolle bei der Schwermetall- bzw. Salztoleranz bei den Pflanzen spielen.

4.1 Gewinnung von Sonden zu Untersuchungen der Expression von den an
Schwermetall- bzw. Salztoleranz beteiligten Genen aus Tomate

Ziel der in Kap. 3.1 dargestellten PCR-Experimente war die Gewinnung von Genson-
den, um die Expression der an den Schwermetall- bzw. Salztoleranz beteiligten Genen
in der arbuskuldren Mykorrhiza zu untersuchen. Vor allem sollten Sonden fiir eine Phy-
tochelatin synthase-, Metallothionein-, Nramp-Transporter-, Aquaporin- und Na/H -
Antiportergene entwickelt werden.

Zu Beginn dieser Arbeit waren eine Teilsequenz des Phytochelatin synthase-Gens aus
Tomate (AW154892) und zwei Sequenzen aus Arabidopsis und Mais publiziert. Durch
Verwendung eines spezifischen Primers aus einer Tomate-Teilsequenz und eines dege-
nerierten Primer aus den Sequenzen von Arabidopsis und Reis konnte mittels PCR ein
groferes Segment des publizierten Phytochelatin  synthase-Gens aus Tomate
(AW154892) amplifiziert werden.

Die Amplifikation von Teilsequenzen der von Giritch et al. (1998) publizierten Metal-
lothioneingene Lemtl, Lemt2, Lemt3 und Lemt4 erfolgte durch Verwendung sowohl von
spezifischen als auch von 3’'RACE-Primern. Die Aminoséduresequenzen der vier Metal-
lothioneingene weisen das Strukturprinzip der Metallothioneine mit zwei cysteinreichen
N- und C-terminalen Bereichen auf. Nach der Verteilung der cysteinreichen Bereiche
werden Metallothioneine in Typ 1- und Typ 2-Metallothioneine unterteilt (Robinson et
al., 1993). Lemtl, Lemt3 und Lemt4 zeigen eine charakteristische Verteilung der Cystei-
ne-Reste des Types 2 (Giritch et al., 1998). Das Cystein-Verteilungsmuster des Lemt2-
Gens, das ein ungewohnliches Cys-X-Cys-Cys Motiv am C-Terminus besitzt, entspricht
weder Typ 1 noch Typ 2 und konnte somit als Vertreter eins bis lang noch nicht be-
schriebenen Gruppe von Metallothioneine gelten (Giritch et al., 1998).

Durch Vergleiche der publizierten Nramptransporter-Sequenzen von Arabidopsis und
Reis konnten aus den konservierten Bereichen degenerierte Primer entwickelt werden.
Die eingesetzten Primer ermdglichten mittels PCR die Amplifikation von zwei 310 bp-
langen Segmenten von Nramptransportergenen aus Tomate LeNrampl und LeNramp3.
In Kombination von spezifischen Primern aus diesen beiden Sequenzen als auch aus ei-
ner publizierten 164 bp-langen Nukeotid-Teilsequenz eines Nramptransportergens aus
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Tomate (LeNramp?2) mit den 3’-RACE-Primern konnten groflere Sequenzbereiche der
3" nicht translatierten Bereiche der Gene amplifiziert werden.

Aufgrund der Sequenzvergleiche lassen sich die pflanzlichen Nramptransporter in zwei
Gruppen unterteilen (Williams et al., 2000). Nach Sequenzvergleichen auf AS-Ebene
gehort LeNrampl zu der Gruppe I und LeNramp?2 und Nramp3 zu der Gruppe II (s.
Abb. 50).

Abbildung 50:
AtNramp4
AtNramp2
AtNramp3
OsNramp2
AtNrampl
OsNrampl
LeNramp?2
LeNramp3
OsNramp3
LeNrampl

Darstellung der Sequenzverwandtschaften der Nramptransporter (Teilsequenzen) aus Arabidopsis AtN-
rampl(AC004401), AtNramp2 (AF141204), AtNramp3 (AB007645), AtNramp4 (AL035526), Reis OsN-
rampl (L412117), OsNramp2 (L81152), OsNramp3 (U60767) und Tomate LeNrampl, LeNramp2 und
LeNramp3. Bei den unterstrichenen Nramptransportern LeNrampl und LeNramp3 handelt sich um bisher
unbekannten Gene aus Tomate.

Zur Uberpriifung der erhaltenen RACE-Amplifikate aus Nramptransportergenen wur-
den Southern-Hybridisierungen mit genomischer DNA aus Tomate durchgefiihrt. Die
Hybridisierungen mit den Sonden LeNrampl, LeNramp2 und LeNramp3, deren ausrei-
chende Spezifitit durch einen Kreuzhybridisierungstest bestétigt werden konnte (s. Kap.
3.4), fiihrten zu unterschiedlichen Signalbandenmustern. Damit wurde gezeigt, dall im
Genom von Tomate mindestens drei unterschiedliche, zu Nramptransportern homologe,
Gene vorhanden sind. Die Nramptransporter-Familie besteht in verschiedenen Pflanzen-
familien aus mehr als zwei Mitgliedern. Bislang wurden drei Mitglieder der
Nramtransporter aus Reis (Belouchi et al., 1997) und sechs aus Arabidopsis (Williams
et al., 2000) kloniert.

Die genaue Funktion und die Metallionenspezifitit der Nramptransporter LeNrampl,
LeNramp?2 und LeNramp3 aus Tomate miiliten in weiteren Untersuchungen tiberpriift
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werden. Dafiir eignet sich die Untersuchung der Expression dieser Gene unter Schwer-
metallbelastung, die durch Zusatz von unterschiedlichen Metallen als 16sliches Salz ge-
wihrleistet ist. Eine weitere Moglichkeit wére, die heterologe Expression dieser Gene in
einem Metalliontransporter-defizienten Hefemutanten zu iiberpriifen (Curie et al.,
2000).

Fiir die Aquaporingene aus hoheren Pflanzen waren mehrere Sequenzen in den Daten-
banken vorhanden. Der Vergleich dieser Sequenzen erlaubte die Herstellung von Pri-
mern, die die Amplifikation von Teilsequenzen von Aquaporingenen ermdglichen soll-
ten. Aufgrund der hohen Homologie zu bekannten Aquaporinen und aus dem Vorhan-
densein des flir die Aquaporine-Familie charakteristischen AS-Sequenzmotivs NPA
(Park und Saier, 1996), gehoren die erhaltenen Klone PT3 (LePIPI), PT4 (LePIP2)und
TT2 (LeTIP) aus Tomate zu der Aquaporin-Familie. Dieses Sequenzmotiv ist hoch kon-
serviert und spielt moglicherweise eine Rolle beim Wassertransport (Jung et al., 1994).
Wiéhrend PT3 und PT4 auf AS-Ebene eine hohe Homologie zu den Plasmamembran-
Aquaporinen zeigten, wies der Klon TT2 eine 100%ige Identitdt auf Nukleotidebene zu
einem Tonoplast-Aquaporingen aus Tomate auf.

Die Aquaporine sind multifunktionelle Proteine und kénnen neben Wasser andere Mo-
lekiile, Glycerin und Formamid transportieren (Maurel und Chrispeels, 2001). Die ge-
naue Transport-Spezifitit der Aquaporingene LePIPI, LePIP2 und LeTIP miifite in zu-
kiinftigen Versuchen untersucht werden. Hierzu bietet sich das Xenopus-Oocyten-
System an (Miller und Zhou, 200). Fiir diesen Ansatz wire aber eine vollstdndige Klo-
nierung der cDNA dieser Gene notwendig.

Die spezifischen Primerpaare ISO1/ISO11 und ISO2/ISO22 wurden zu Amplifizierung
von Segmenten aus Na'/H -Antiportern aus Tomate eingesetzt. Der mit dem Primerpaar
ISO1/ISO11 erhaltene Klon HT2 wies auf cDNA-Ebene eine 100%ige Identitit zu dem
publizierten Na'/H -Antiportergen NHXI (AJ306630) aus Tomate auf. Die PCR-
Reaktion mit den Primern ISO2 und ISO22 ergab ein Amplifikat HT3, das eine
100%ige Ubereinstimmung zu dem Na'/H -Antiportergen NHX2 (CAC83608) aus To-
mate zeigte.

Es sollten Gene der AM-Pilze erfalit werden, die moglicherweise an der Schwermetall-
bzw. Salztoleranz beteiligt sind. Allerdings konnten durch PCR-Experimente unter
Verwendung von degenerierten Primern keine Amplifikate erhalten werden, die eine
Homologie zu den bekannten pflanzlichen oder pilzlichen Genen aufweisen. Das Fehlen
von Amplifikaten in der PCR konnte darin begriindet sein, daB3 die Sequenzen der AM-
Pilze moglicherweise sehr unterschiedlich zu den pflanzlichen und pilzlichen Sequen-
zen sind, die zur Entwicklung von degenerierten Primer einbezogen wurden. Ein weite-
rer Grund fiir das Fehlen von Amplifikaten konnte auf eine gro3e Distanz zwischen den
beiden eingesetzten Primern, moglicherweise durch das Vorhandensein von langen
Intronsequenzen, zuriickgefiihrt werden.
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4.2 Einflufl der Mykorrhizierung auf die Schwermetalltoleranz von Tomatenpflan-
zen

4.2.1 Bestimmung der Schwermetallverfiigbarkeit im Boden mittels Lux-Reporter-
System

Im Boden liegen Schwermetalle sowohl in der wéssrigen Phase als auch in Adsorpti-
onskomplexen vor. Die toxische Wirkung dieser Metalle hdngt von ihrer Bioverfiigbar-
keit ab. Diese ist definiert als die Fahigkeit der Ionen aus dem Boden zu den lebenden
Organismen transferiert zu werden (Juste, 1988). Die Bioverfiigbarkeit der Metallionen
hingt sowohl von deren Gesamtkonzentration als auch von physiko-chemischen (pH,
Redoxpotential, organisches Material) und biologischen (Biosorption, Bioakkumulati-
on) Faktoren ab (Berthelinet al., 1995).

Zur Ermittlung der Bioverfiigbarkeit von Metallen im Boden sind, neben chemischen
Extraktionsverfahren, biologische Methoden mit Mikroorganismen als Biosensoren von
grofler Bedeutung (Hertz, 1991). Metallspezifische Biosensorverfahren auf der Basis
der Biolumineszenz—Reportergen-Systeme wurden von verschiedenen Autoren entwi-
ckelt und verwendet (Van der Lelie et al., 1994; Brown et al., 1998; Corbisier et al.,
1999). Dieses Verfahren beruht auf der Fahigkeit bestimmter Enzyme, Photonen als
Nebenprodukte ihrer Reaktionen zu emittieren. Bekannt ist dieser Vorgang als Biolumi-
neszenz. Die bakterielle Luciferase ist ein solches Enzym. Sie katalysiert die Oxidation
des reduzierten FMNH, (Flavinmononukleotid) und eines aliphatischen Aldehydes mit
molekularem Sauerstoff [FMNH,; + RCHO + O, — FMN + RCOOH + H,0 + h.v (490
nm)]. Die bakterielle Luciferase ist ein heterodimeres Enzym. Neben den strukturellen
Genen /ux A und lux B, die die Untereinheiten o und B kodieren, sind drei weitere Gene
(lux C, D und E) bei allen Lumineszenz-Bakterien gefunden worden.

Die Schwermetallresistenz bei Bakterien wird in manchen Féllen durch Metalle indu-
ziert. Diese Resistenzgene werden unter Schwermetallbelastung aktiviert und verlethen
den Bakterien eine Resistenz gegen Schwermetalle. Eine Vielzahl solcher Gene ist bei
verschiedenen Bakterien identifiziert worden und kann der Detektion von Schwermetal-
len dienen.

Die /ux-Gene werden, wenn sie hinter die Promotoren der Schwermetallgene eingebaut
sind, in Anwesenheit von Metallen transkribiert und die Reaktion wird ausgelost (Ab-
bildung 51). Die Aktivitit der Luciferase kann danach in einem Lumineszenz-Test ge-
messen werden und ist proportional zum Schwermetallgehalt.
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Abbildung 51 :
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Darstellung des Lux-Reporter-Systems fiir die Bestimmung der Bioverfligbarkeit der Schwermetalle. X: =
Schwermetallresistenz-Gen , luxAB: = Luciferase-Gene.

Zur Bestimmung der Bioverfiigbarkeit von Zink, Pb und Ni wurden Bodenproben aus
Breinigerberg und Mechernich mittels des /ux-Reporter-System-Verfahrens untersucht.
Die lux-Konstrukte sind in Ralstonia eutropha Stimme eingebaut. Die Konzentration an
verfiigbarem Pb im Boden aus Mechernich erwies sich als sehr hoch (991 mg/Kg Bo-
den) im Vergleich zur Breinigerbergerde (59 mg/Kg Boden). Die Werte an verfiigbarem
Zink und Nickel waren in der Mechernicherde ebenfalls hoher als in dem Boden aus
Breinigerberg.

4.2.2 Einflul der Mykorrhizierung auf das Wachstum von Tomatenpflanzen un-
ter Schwermetallbelastung

Zur molekukarbiologischen Untersuchung des Einflusses der AM-Pilze auf das Wachs-
tum der Tomatenpflanzen unter Schwermetallstress wurde Glomus intraradices Brl ein-
gesetzt. Dieser AM-Pilz, der in der Lage ist, die Schwermetalltoleranz auf die Wirt-
pflanze zu iibertragen (Hildebrandt et al., 1999), wurde aus den Wurzeln des Galmei-
veilchens (Viola calaminaria) aus dem Schwermetallstandort Breinigerberg isoliert. Die
Schwermetallbelastung der Tomatenpflanzen wurde entweder durch Zusatz von
Schwermetallen (CdCl,) als losliches Salz oder durch Verwendung von Schwermetall-
erde vom Standort Breinigerberg und Mechernich gewihrleistet. Der Einsatz von
Schwermetallerde bietet die Moglichkeit, die Komplexbildung von Schwermetallen mit
anderen Bodenbestandteilen beriicksichtigen zu konnen. Die Verwendung von CdCl,
hat den Vorteil, gezielt den Einflu3 dieses Metalles auf die Expression der ausgewihlten
Gene, mit und ohne den AM-Pilz, zu untersuchen. Cadmium ist eines der mobilsten
Schwermetalle im Boden. Direkte Folgen der Cd-Belastung sind eine Stérung des lo-
nengleichgewichts der Zellen und die Anderung der Permeabilitit der Plasmamembran
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fiir Jonen und Wasser (Williams et al., 2000). Cadmium ist besonders durch seine Bin-
dung an Protein und seine hohe Affinitdt zu SH-Gruppen sehr giftig. Entsprechend fiih-
ren hohe Cadmium-Gehalte in der Zelle zur Inaktivierung von Enzymen mit SH-
haltigen reaktiven Gruppen und zur Proteindenaturierung (Das et al., 1997). Als weitere
Folgen von Cd-Stress wurden eine Abnahme der Chlorophyll-Synthese, Hemmung der
Rubisco-Aktivitit im Calvin-Zyklus, ein Abbau der inneren Chloroplastenstruktur und
eine Verringerung der Aktivitdt vom Photosystem I und II (Siedlecka et al., 1997; Kru-
pa et al., 1993; Siedlecka und Krupa, 1996) beobachtet.

Bei der Kultivierung der Tomatenpflanzen in Breinigerberg- und Mechernicherde, mit
und ohne Glomus intraradices Brl, wurden die Pflanzen regelméBig mit Hoagland-
Néhrlosung gediingt und somit, mit Ausnahme von Phosphat, optimal mit Néhrstoffen
versorgt. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen eine deutliche Stimulierung des Wachstums
von mykorrhizierten Tomatenpflanzen unter Schwermetallbelastung im Vergleich zu
den Kontrollpflanzen.

In einem von Hildebrandt et al. (1999) durchgefiihrten Versuch konnte ebenfalls eine
Stimulierung des Pflanzenwachstums mit der Mykorrhizierung festgestellt werden. Da-
bei fiihrte die Inokulation von verschiedenen Pflanzen (Mais, Gerste, Medicago) mit
Glomus intraradices Brl und Glomus intraradices Sy 167 zu einer deutlichen Erh6hung
des Wachstums von mykorrhizierten Pflanzen in schwermetallbelasteter Erde aus Brei-
nigerberg und Mechernich im Vergleich zu nicht mykorrhizierten Kontrollpflanzen.
Derart deutliche positive Effekte der Mykorrhizierung auf das Pflanzenwachstum unter
Schwermetallstress traten bei den von Weissenhorn et al.(1995) durchgefiihrten Versu-
che mit Zea mays und zwei Glomus mosseae-Isolaten nicht auf, wobei die erzielten My-
korrhizierungsgrade mit maximalen 37% relativ niedrig waren. Sowohl die in dieser
Arbeit verwendete Inokulationsmethode als auch die optimale Diingung der Pflanzen
filhrten zu relativ hohen Mykorrhizierungsgraden (bis zu 79%) der Tomatenpflanzen
unter Schwermetallstress.

Im Cadmium-Versuch trat eine Frischgewichtsreduzierung mit steigender Cd-
Konzentration sowohl bei den mykorrhizierten als auch bei den nicht mykorrhizierten
Pflanzen auf. Dabei ist aber ein Stimulierungseffekt des Pflanzenwachstums mit der
Mykorrhizierung deutlich feststellbar. Das Gesamtfrischgewicht der nicht mykorrhizier-
ten Pflanzen liegt um etwa 73% (bei 0,5 mM) und 81% (bei 1mM) niedriger als ohne
Cd-Belastung. Im Gegensatz dazu zeigen die mykorrhizierten Pflanzen nur eine 19%ige
(bei 0,5 mM) bzw. 62%ige (bei ImM) Reduzierung des Gesamt-Frischgewichts. Eine
Abnahme der Mykorrhizierungsgrade mit steigender Cd-Konzentration (Weissenhorn
und Leyval, 1995; Gildon und Tinker, 1983) trat nicht auf. Dies konnte auf eine hohe
Cadmium-Toleranz der verwendeten Glomus intraradices Brl und auf die optimale
Néhrstoffversorgung der Versuchspflanzen zuriickgefiihrt werden.

Unter den gegebenen Versuchsbedingungen zeigen Vergleiche der Werte vom Frisch-
gewicht von mykorrhizierten und Kontrollpflanzen einen deutlichen positiven Einfluf3
der Mykorrhizierung auf das Wachstum der Wirtspflanze unter Schwermetallstress.
Dieses verbessertes Wachstum der Tomatenpflanzen durch die Mykorrhizierung trat
sowohl bei der Anzucht der Pflanzen in der Schwermetallerde (Breinigerberg, Mecher-
nich) als auch unter Camium-Belastung auf. Es ist moglich, da3 durch die Mykorhizie-
rung die Aufnahme der Schwermetalle verhindert wird, oder die aufgenommenen Me-
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talle in den mykorrhizierten Wurzeln zuriickgehalten werden und nicht zu dem oberirdi-
schen Teil der Pflanze weiter transportiert werden, was zu einer Wachstumsstimulie-
rung der Wirtspflanze beitragen konnte. Dabei konnte der symbiotische Pilz die
Schwermetalle komplexieren oder aber eine Komplexierung durch die Wirtspflanze in-
duzieren, indem er die Expression von pflanzlichen Genen beeinfluft, die eine mogliche
Rolle bei der Schwermetalltoleranz spielen.

4.2.3 Expression der Nramptransportergene aus Tomate in der arbuskuliren My-
korrhiza unter Schwermetallbelastung

Nramp-Proteine bilden eine groBe Metallionentransporter-Familie, die sowohl bei Bak-
terien, Pilzen und hoheren Pflanzen konserviert ist (Cellier et al., 1995; 1996). Meist
wurde ihnen eine Rolle beim Eisen- und Mangan-Transport zugeschrieben (Fleming et
al., 1998; Forbes und Gros, 2001; Kehres et al., 2000). Dartiber hinaus sind sie in der
Lage, eine Vielzahl verschiedener Metallionen (Nickel, Zink, Kupfer, Kobalt und Cad-
mium) zu transportieren (Gunshin et al., 1997; Chen et al., 1999). Bei der Hefe wurden
drei Nramptransportergene (SMF1, SMF2 und SMF3) identifiziert (Supek, 1996; Port-
noy et al;, 2002). Das SMF1-Protein (suppressor of mitochondria import function) ist in
der Plasmamembran lokalisiert und wurde urspriinglich als high-affinity Mangan-
Transporter charakterisiert (Supek, 1996). Spatere Untersuchungen haben gezeigt, daf3
Fe, Mn, Zn, Cd, Co und Cu als Substrate fiir dieses Protein fungieren kénnen ( Liu et
al., 1997). SMF2 ist in der Membran von intrazelluldren Vesikeln lokalisiert und spielt
eine Rolle bei der Mangan-Mobilisierung im Cytoplasma (Cohen et al., 2000; Luk und
Culotta, 2001). Beide Gene, SMF1 und SMF2, werden durch Mangan- und Eisen-
Mangel induziert (Liu und Colotta, 1999; Portnoy et al., 2000). SMF3-Protein ist im
Tonoplasten lokalisiert, und das SMF3-Gen wird unter Eisen-Mangel induziert (Portnoy
et al., 2000). Bei den hoheren Pflanzen waren die Untersuchungen von Nramptranspor-
tergenen bislang auf Reis und Arabidopsis beschrankt. Die Funktion der Nrampproteine
aus Arabidopsis bei dem Transport von Metallionen ist in unterschiedlichen
Untersuchungen gezeigt worden (Alonso et al., 1999; Curie et al., 2000; Thomine et al.,
2000). Die Féhigkeit, Mangan und Eisen zu transportieren, wurde fiir AtNramp1, 3 und
4 aus Arabidopsis durch heterologe Expression in Mangan- und Eisentransporter-
defizienten Hefemutanten nachgewiesen (Curie et al., 2000; Thomine et al., 2000).
Dartiiber hinaus fiihrt die heterologe Expression von AtNrampl, 3 und 4 in der Hefe zu
Cd-Sensitivitit, Cd-Aufnahme und Akkumulation (Thomine et al., 2000). Dies deutet
darauthin, daB3 diese Nramptransporter aus Arabidopsis eine Vielzahl von Metallionen
transportieren konnen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten Transkripte des Nramptransportergens
LeNrampl durch Northern-Analysen nur in Wurzel-RNA nachgewiesen werden. Fiir
LeNramp?2 und LeNramp3 dagegen wurden Hybridisierungssignale sowohl mit Wurzel-
als auch mit Blatt-RNA erhalten. Eine organspezifische Expression der pflanzlichen
Nramptransportergene wurde bei Arabidopsis und Reis fetsgestellt. Belouchi et al.
(1997) konnten mittels Northern-Analysen Transkripte von OsNramp1 hauptsichlich in
der Wurzel, Transkripte von OsNramp2 in Blatt und von OsNramp3 gleichmiBig in
Wurzel und Blatt-RNA nachweisen. AtNrampl aus Arabidopsis ist liberwiegend in der
Wurzel exprimiert, wahrend die Transkripte von AtNramp3 und 4 gleichermallen in

96



Diskussion

Wurzel- und Blatt-RNA nachgewiesen wurden (Thomine et al., 2000).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte sowohl in den Northern-Analysen als auch
in der quantitativen Real-Time PCR eine deutliche Reduktion der Transkripte von LeN-
rampl und LeNramp2 mit der Mykorrhizierung in Breinigerbergerde beobachtet wer-
den. Unter Cadmiumstress lassen die Northern-Ergebnisse keine relevanten Unterschie-
de der Transkriptmengen von LeNrampl und LeNramp?2 zwischen mykorrhizierten und
Kontrollpflanzen erkennen. Fiir LeNramp3 wurden keine Unterschiede der in den Nor-
thern-Analysen erhaltenen Signalstirken zwischen mykorrhizierten und nicht mykorrhi-
zierten Tomatenpflanzen, weder in dem Boden aus Breinigerberg noch unter Cd-
Belastung festgestellt. Mdglicherweise konnte diese mit der Mykorrhizierung herunter-
regulierte Expression dieser Gene zu einer Einschrinkung der Metallaufnahme durch
die Wurzel fiihren, und somit eine gesteigerte Schwermetalltoleranz der Wirtspflanze
ermoglichen. In Arabidopsis fiihrt das Ausschalten des AtNramp3 Gens zu einer gestei-
gerten Cd-Toleranz, wihrend dessen Uberexpression zu einer zunehmenden Cd-
Sensitivitét fithrte (Thomine et al., 2000).

Eine dhnliche Reduzierung der Transkriptmenge wie bei LeNrampl und 2 in Abhéngig-
keit von der Mykorrhizierung wurde von Burleigh und Bechmann (2002) fiir einen
Zink-Transporter aus Medicago truncatula beschrieben. Hier wurde die Expression die-
ses Gens unter Zink-Diingung in den mykorrhizierten Wurzeln herrunterreguliert. Es
wire auch moglich, dall der Transport von Metallionen in der Symbiose unter Metall-
stress im wesentlichen vom AM-Pilz tibernommen werden konnte und somit durch die-
se verdnderte Néhrstoffsituation in den mykorrhizerten Pflanzen die direkte Aufnahme
tiber die Wurzeln reduziert werden konnte. Die Klonierung eines pilzlichen Phosphat-
transporters aus Glomus versiforme (Harrison und Buuren, 1996) zeigte, dass die
Transkripte dieses Gens auf das externe Pilzmyzel beschrinkt sind. So scheint dieser
Transporter im wesentlichen fiir die Phosphataufnahme in den Pilz zusténdig zu sein.
Parallel dazu werden Phosphattransporter von Medicago truncatula in den mykorrhi-
zierten Wurzeln herunterreguliert (Liu et al., 1998). So scheint die direkte Aufnahme
tiber die Wurzeln reduziert zu sein (Harrison, 1999).

Die zur Transkriptlokalisierung des Gens LeNrampl durchgefithrten RNA-In situ-
Hybridisierungen erfolgten mit Tomatenwurzeln von mykorrhizierten und nicht my-
korrhizierten Pflanzen, die in Breinigerbergerde angezogen wurden. Bei der Hybridisie-
rung mit der Antisense-Sonde fiir LeNrampl wurden Signale in den nicht mykorrhizier-
ten Tomatenwurzeln festgestellt, die in unmittelbarer Umgebung des Zentralzylinders
lokalisiert sind. In den mykorrhizierten Wurzeln konnten keine Transkripte des
Nramptransportergens LeNrampl nachgewiesen werden. Dies konnte moglicherweise
auf eine nicht ausreichende Sensitivitdt der verwendeten Detektion-Methode zuriickge-
fiihrt werden. Das Fehlen von Signalen in den mykorrhizierten Wurzeln erlaubte keine
Aussagen iiber eine mogliche Akkumulation von Transkripten des LeNrampl-Gens in
den Arbuskeln-enthaltenden Zellen, wie es fiir das Phosphattransportergen LePT] aus
Tomate beobachtet wurde (Rosewarne et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit zeigen die Versuchsergebnisse der Northern-Analysen eine
organspezifische Expression der Nramptransportergene aus Tomate, was mdglicherwei-
se darauthin deutet, daB3 sie unterschiedliche Metallionen transportieren, die fiir be-
stimmte physiologische Prozesse in den unterschiedlichen Teilen der Pflanze benotigt
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werden (Williams et al, 2000). Die Reduzierung der Transkriptmenge der Gene LeN-
rampl und LeNramp?2 in der Wurzel und die Vermutung der Ubernahme der Metallion-
Aufnahme unter Metallstress durch den AM-Pilz wiirde implizieren, dal3 parallel zu der
Reduzierung der pflanzlichen Metallionentransporter eine Verstirkung der Expression
der entsprechenden pilzlichen Gene zu erwarten wére. Die Ergebnisse in der vorliegen-
den Arbeit erlauben keine Aussage zur Expression der pilzlichen Metallionentranspor-
ter, da die PCR-Experimente mit den entwickelten degenerierten Primern in keinem Fall
zur Amplifikation von Genbereichen fiihrte, die eine Holmologie zu den publizierten
Sequenzen von Metallionentransportern aufwiesen. Weitere Ansétze wie der ,,differen-
tial display” und die Erstellung von subtraktiven cDNA-Banken, ausgehend von
Pilzmaterial mit und ohne Schwermetalle, konnten zur Identifizierung von pilzlichen
Gene beitragen.

4.2.4 Expression der Metallothioneingene aus Tomate in der arbuskuliren Mykor-
rhiza unter Schwermetallbelastung

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Transkripte des Metallothioneingens Lemt2 durch
Northern-Analysen nur in Wurzel-RNA nachgewiesen werden. Bei Lemtl, Lemt3 und
Lemt4 wurden Hybridisierungssignale sowohl mit Wurzel- als auch mit Blatt-RNA er-
halten. Vergleichbare Resultate wurden von Giritch et al. (1998) publiziert. Dort wurden
mittels Northern-Analysen Transkripte von Lemt2 ausschlieSlich mit Wurzel-RNA aus
Tomate erhalten, wihrend Transkripte von Lemtl, Lemt3 und Lemt4 in Wurzel und
Blatt nachgewiesen wurden.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Northern-Analysen lassen filir Lemt],
Lemt3 und Lemt4 keine deutlichen Unterschiede der erhaltenen Signalstérken zwischen
mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Pflanzen unter Schwermetallbelastung fest-
stellen. Im Gegensatz dazu wird die Transkriptmenge von Lemt2 mit der Mykorrhizie-
rung in der Schwermetallerde aus Breinigerberg etwa um den Faktor 12 reduziert. Diese
deutliche Herabsetzung der Transkriptmenge des Lemt2-Gens in der schwermetallbelas-
teten Erde aus Breinigerberg konnte ebenso durch die quantitativen Real-Time PCR
bestdtigt werden.

Unter Cadmium-Stress wurde das Gen Lemt2 in Abhingigkeit von der ansteigenden Cd-
Konzentration sowohl in den mykorrhizierten als auch in den nicht mykorrhizierten
Tomatenwurzeln induziert. Giritch et al. (1998) konnten eine differentielle Expression
des Lemt2 Gens unter Einflu von Schwermetallen nachweisen: Lemt2 wurde durch
Mangan und Zink hochreguliert, wiahrend Kupfer zu einer Reduzierung der Transkript-
menge dieses Gens fiihrte. Die Regulation der Expression von Metallothioneingenen
durch Metalle wurde von mehreren Arbeitsgruppen an unterschiedlichen Pflanzen un-
tersucht. Bei Mimulus guttatus und Glycine max wurde unter Schwermetallstress eine
Reduzierung der Transkripte von Metallothioneingenen festgestellt (De Miranda et al.,
1990; Kawashima et al., 1991). Im Gegensatz dazu wurden Metallothioneingene aus
Weizen (Snowden und Gardner, 1993), Erbse (Robinson et al., 1993), Arabidopsis
(Zhou und Goldsbrough, 1994) und Reis (Hsieh et al., 1995) durch Schwermetallbelas-
tung induziert. Foley und Singh (1994) fanden keinen signifikanten Einflu3 von Kupfer,
Zink und Cadmium auf die Expression eines Metallothioneingens aus Vicia faba.

Ein vergleichbares Ergebnis hinsichtlich des Einflusses der Mykorrhizierung auf die
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Expression von Lemt2 wie beim Breinigerberg-Versuch, trat unter der Cd-Belastung
deutlich bei der hochsten Cd-Konzentration (1mM) auf. Bei dieser Konzentration ist die
Transkriptmenge des Lemt2-Gens mit der Mykorrhizierung um den Faktor 2,7 herrun-
terreguliert. Es besteht daher die Moglichkeit, da Glomus intraradices Brl die
Schwermetalle durch Komplexierung zuriickhilt und somit ihre toxische Wirkung und
ihre Translokation zu Wurzel und Sprof} reduzieren. Diese Mdglichkeit wird durch Er-
gebnisse von Schiiepp et al. (1987), Turnau et al. (1993) und Kaldorf et al. (1999) un-
termauert. Die von Kaldorf et al. (1999) durchgefiihrten Elementmikroanalysen von in
Breinigerbergerde gewachsenen mit Glomus intraradices Brl inokulierten Maiswurzeln,
ergab eine Anreicherung der Schwermetalle vor allem in den pilzstrukturenthaltenden
Wurzelzellen. Die Metallkonzentration in den mykorrhizierten Maiswurzeln und vor al-
lem in dem Zentralzylinder waren gegeniiber den Kontrollpflanzen geringer, wo die An-
reicherung der Schwermetalle in den inneren Cortexbereichen und im Zentralzylinder
stattfand. Moglicherweise durch die Filterfunktion des AM-Pilzes findet in der pflanzli-
chen Zellen keine hohe Anreicherung der Metalle und somit keine Induktion der Gene
statt, die eine Rolle in der Schwermetalldetoxifikation und Komplexierung spielen kon-
nen.

Die zur Transkriptlokalisierung des Gens Lemt2 durchgefiihrten /n situ-Hybridisie-
rungen erfolgten mit Wurzeln von mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomaten-
pflanzen, die in Breinigerbergerde angezogen wurden. Die /n situ-Hybridisierung mit
der Antisense-Sonde fiir Lemt2 bestétigte die Northern-Analysen. In den Wurzeln der
mykorrhizierten Pflanzen ist die Expression des Lemt2 Gens im Vergleich zu den Kon-
trollpflanzen deutlich niedriger. Die Signale bei den mykorrhizierten Wurzeln sind auf
einige Rindenparenchymzellen beschriankt. In unmittelbarer Néhe der pilzlichen Ar-
buskeln traten keine Signale auf. Bei den Wurzeln der Kontrollpflanzen waren deutliche
Signale im Bereich des Rindenparenchyms und der Rhizodermiszellen zu erkennen.

Die im Rahmen dieser Arbeit gezeigte erhohte Transkripmenge des Lemt2 Gens in Ab-
héngigkeit von der ansteigenden Cd-Konzentration spricht fiir eine mdgliche Rolle des
Gens in der Schwermetalltoleranz bei Tomate. Bei der deutlichen Reduzierung der Ex-
pression von Lemt2 mit der Mykorrhierung unter Schwermetallbelastung wire eine In-
duzierung der Expression der entsprechenden pilzlichen Gene zu erwarten. Bislang sind
nur zwei Metallothioneingene von AM-Pilzen bekannt (Stommel et al., 2001; Lanfranco
et al., 2002). Die Expression des Metallothioneingens aus Gigaspora rosea (Stommel et
al., 2001) wurde bislang nicht untersucht. Lanfranco et al. (2002) konnten ein Metal-
lothioneingen GmarMT1 aus dem AM-Pilz Gigaspora margarita identifizieren (2002).
Ohne Schwermetallstress wird das Gen GmarMTI sowohl in den presymbiotischen
Sporen als auch im symbiotischen Myzeln konstitutiv exprimiert. Die Transkripmenge
des Gens wird unter Cu-Stress nur in den mykorrhizierten Wurzeln hochreguliert, wéh-
rend dessen Expression in den presymbiotischen Sporen unverindert bleibt. Dies konnte
ein Hinweis auf eine mogliche spezifische Expression des pilzlichen Gens in den intra-
radikalen Hyphen durch Anreicherung von Schwermetallen sein. Hierbei konnte das
Anziehen von mykorrhizierten Pflanzen unter Schwermetallstress in einem Komparti-
ment-System, das aus einem Wurzel- und einem Hyphen-Kompartiment besteht und
somit die Isolierung von extraradikalen Hyphen ermdglicht, verwendet werden, um die
Expression des Gens in den exraradikalen und intraradikalen Hyphen vergleichen zu
konnen. Dieser Vergleich erlaubt es, eine mogliche differentielle Expression in den
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intra- und extraradkalen Hyphen festzustellen und somit eine Schutzfunktion des Pilzes
innerhalb der Wurzel aufklidren zu konnen.

4.2.5 Expression des Phytochelatin synthasegens aus Tomate in der arbuskuliren
Mykorrhiza unter Schwermetallbelastung

Phytochelatine (PC) sind eine Familie metallkomplexierender Peptide. Thre Synthese
wird bei Pflanzen durch Schwermetalle wie, Cd, Ni, Cu, Zn und Pb induziert (Rauser,
1995; Cobbett, 2000). Es wurde durch biochemische und genetische Verfahren besti-
tigt, daB Glutathion (GSH) als Substrat fiir die PC-Biosynthese fungiert (Rauser, 1995;
1999; Zenk, 1996). Glutathion wird aus einem Glutamylrest, einem Cysteinylrest und
Glycin in zwei Reaktionsschritten synthetisiert. Diese Synthese wird durch zwei Enzy-
me, die y-Glu-Cys-Synthetase und die Glutathion-Synthetase katalysiert. GSH-
defiziente Arabidopsis-Mutanten zeichnen sich durch das Fehlen der PC-Biosynthese
und ihre Cd-Sensitivitit aus (Cobbett et al., 1998). Die Reaktion der PC-Synthese aus
Glutathion wird durch das Enzym Phytochelatin synthase (PCS) katalysiert (Grill et al.,
1989). Das Enzym wird durch viele Metalle wie Cd, Ag, Pb, Cu, Hg, Zn aktiviert (Grill
et al., 1989; Maitani et al., 1996), wobei Cd als der effektivste Aktivator beschrieben
wird (Cobbett, 2000). In vielen Untersuchungen wurde die Funktion der Phytochelatin
synthase in Schwermetall- und besonders Cd-Toleranz beschrieben (Clement et al.,
1999; Ha et al., 1999). Heterologe Expression des PCS-Gens aus Arabidopsis in der He-
fe fiihrt zu einer gesteigerten Schwermetalltoleranz und zu Cd-abhéngiger intrazellula-
rer Akkumulation von Phytochelatinen (Vatamaniuk et al., 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Transkripte des LePCS-Gens aus Tomate durch Nor-
thern-Analysen sowohl in Wurzeln als auch in Blittern nachgewiesen werden. Eine In-
duktion der Expression des Gens wurde unter Schwermetallbelastung nicht beobachtet.
Dies steht im Einklang mit dem von einigen Arbeiten beschriebenen Befund, da3 das
PCS-Gen konstitutiv exprimiert wird und die Menge des Enzymes unter Cd-Belastung
unverdndert bleibt (Grill et al., 1989; Klapheck et al., 1995). Vatamaniuk et al. (2000)
konnten unter verschiedenen Cd- und Cu-Konzentrationen keine Unterschiede in der
Expression des PCS-Gens AtPCSI aus Arabidopsis feststellen. Interessanterweise zeig-
ten RT-PCR-Analysen des Phytochelatin synthase-Gens aus Weizen eine Heraufregulie-
rung der Expression des Gens unter Cd-Belastung (Clemens et al., 1999). Dies konnte
darauf schlieffen lassen, dal bei manchen Pflanzen die Regulation der Phytochelatin
synthase sowohl auf der transkriptionalen als auch auf der posttranslationalen Ebene
stattfinden konnte.

Aus den Daten der in dieser Arbeit durchgefiihrten Northern-Analysen ergab sich unter
Schwermetallbelastung kaum ein Einflu8 der Mykorrhizierung auf die Expression des
PCS-Gens. Weder in den Wurzeln noch in den Bléttern konnte durch den Vergleich der
erhaltenen Signalstdrken bei der Hybridisierung mit der Sonde LePCS mit RNA aus
mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen, die in Breinigerbergerde
angezogen wurden, ein signifikanter Unterschied beobachtet werden. Dies konnte auf
das Fehlen von hoher Cd-Konzentration in dem Boden aus Breinigerberg, der im we-
sentlichen einen hohen Zink-Gehalt aufweist, zuriickgefiihrt werden. Allerdings wurden
unter Cd-Belastung ebenso keine Unterschiede in der Expression des PCS-Gens zwi-
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schen mykorrhizierten und Kontrollpflanzen festgestellt. Mdglicherweise spielt die
transkriptionale Regulation des Phytochelatin-synthase-Gens LePCS unter den angege-
benen Versuchbedingungen keine Rolle bei der Schwermetalltoleranz.

4.3 Einflufl der Mykorrhizierung auf die Salztoleranz von Tomatenpflanzen

4.3.1 Einflufl der Mykorrhizierung auf das Wachstum von Tomatenpflanzen unter
Salzstress

Die Mykorrhizierung von Pflanzen in den Salzstandorten durch AM-Pilze (Sengupta
und Chaudhuri, 1990; Hildebrandt et al., 2001) und die Charakterisierung von AM-
Sporen, deren liberwiegende Zahl zu Glomus geosporum gehoren, aus den Boden un-
terschiedlicher Salzstellen (Hildebrandt et al., 2001; Carvalho et al., 2001; Landwehr et
al., 2002) sind Hinweise auf eine mogliche Beteiligung von AM-Pilzen und besonderes
Glomus geosporum an der Salztoleranz der Wirtzpflanze.

Um einen moglichen positiven Einflu des symbiotischen AM-Pilzes auf die Wirts-
pflanzen unter Salzstress untersuchen zu kdnnen, wurden Tomatenpflanzen mit und oh-
ne Glomus geosporum-Mischinokulum unter drei verschiedenen NaCl-Konzentrationen
(s. Kap. 2.1.3.2) kultiviert. Die mit der hochsten Salzkonzentration (12 g NaCl/l Boden-
substrat) angezogenen Tomatenpflanzen waren innerhalb einer Woche abgestorben und
daher konnten aus diesem Ansatz keine Daten ermittelt werden. Unter den gegebenen
Versuchsbedingungen liel sich durch Vergleich der ermittelten Frischgewichte zwi-
schen den mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Versuchspflanzen bei der § g
NaCl-Konzentration keine Wachstumsstimulierung durch die Mykorrhizierung erken-
nen.

In der Literatur sind mehrere Ansétze zur Untersuchung des Einflusses von AM-Pilzen
auf das Wachstum der Wirspflanze unter Salzstress beschrieben. Der von Al-Karaki et
al. (2001) durchgefiihrte Versuch mit Tomatenpflanzen und Glomus mosseae als Inoku-
lum zeigte einen positiven Effekt der Mykorrhizierung auf das Wachstum der Wirts-
pflanzen unter ansteigender Salzbelastung (0, 2, 4 g/l NaCl). Vergleichbare Resultate
wurden von Ruiz-Lozano und Azcon (1995), Gupta und Krishnamurthy (1996) publi-
ziert. Cantrell und Linderman (2001) zeigten, da3 mykorrhizierte Kopfsalatpflanzen, die
unter Salzstress kultiviert waren, im Vergleich zu den nicht mykorrhizierten Pflanzen
erhohte SproBtrockengewichte aufwiesen. Es wire durchaus denkbar, daf3 dieser positi-
ve Effekt der Mykorrhizierung auf die Pflanze unter Salzstress von verschiedenen Fak-
toren wie der Wirtspflanze, der verwendeten AM-Pilze und der ausgewihlten Ver-
suchsbedingungen (Bodensubstrat, Licht, Temperatur, Salzkonzentration) abhidngig sein
konnte. Der im Versuch eingesetzte Glomus geosporum-Mischinokulum enthilt, ver-
mutlich durch eine Kontamination im Gewichshaus, im wesentlichen Glomus intrara-
dices Syl167. Wichtig wire in einem erneuten Versuch ein reines Glomus geosporum-
Inokulum einzusetzen.

Bei salzemfindlichen Pflanzen tritt eine Beeintrachtigung des Wachstums ab einer Salz-
konentration von etwa 2g/l Bodensustrat ein (Larcher, 1994). Da die 8 g NaCl-Konzen-
tration keinen Effekt auf das Wachstum der Tomatenpflanzen zeigte, wire denkbar, daf3
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der eingesetzte Tomatenkultivar salztolerant sein konnte. Daher sollten in einem weite-
ren Versuch hohere Salzkonzentrationen eingesetzt werden, die in einem Bereich zwi-
schen 8 und 11g NaCl/l Bodensubstrat liegen, da die hdchste eingesetzte NaCl-
Konzentration (12g NaCl/l) zum Absterben der Pflanzen gefiihrt hat.

4.3.2 Expression von Aquaporingenen LePIP1, LePIP2 und LeTIP aus Tomate in
der arbuskuliren Mykorrhiza unter Salzstress

Aquaporine sind integrale Membranproteine und gehdren zu der MIP (major intrinsic
protein)-Protein-Familie (Heymann und Engel 1999). Diese Kanéle erleichtern den
Wassertransport durch die Membran (Weig et al., 1997; Schiffner, 1998). Manche A-
quaporine sind in der Lage neben Wasser auch andere osmokompatible Stoffe zu trans-
portieren (Maurel und Chrispeels, 2001). Das erste pflanzliche Aquaporinprotein mit
breiter Spezifitdt war NOD26, das neben Wasser auch Glycerin und Formamid transpor-
tieren kann (Rivers et al, 1997). Bei Tabak wurden zwei nicht fiir Wasser spezifische
Aquaporine identifiziert. Nt-AQP1 ist an der Plasmamembran lokalisiert und transpor-
tiert Wasser, Glycerol und Harnstoff (Biela et al., 1999). Das Tonoplast-Aquaporin-
protein Nt-TIPa transportiert neben Wasser und Glycerin hauptsidchlich Harnstoff (Ger-
beau, 1999).

Die Salzbelastung in der Zelle fiihrt zu einem Ungleichgewicht im Wasserhaushalt der
Pflanze. Salinitétstress ist damit zugleich Dehydratationsstress. Durch ihre Funktion bei
der Kontrolle des Wassertransportes konnen Aquaporine die Wasseraufnahme durch die
Wurzel regulieren und somit zu einer moglichen gesteigerten Salztoleranz bei der
Pflanze beitragen (Bohnert und Jensen, 1996).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Transkripte der Aquaporingene LePIPI, LePIP2 und
LeTIP aus Tomate durch Northern-Analysen sowohl in Wurzel- als auch in Blatt-RNA
aus Tomate nachgewiesen werden. Die Expression der LePIPI, LePIP2 und LeTIP Ge-
ne ist bei den Kontrollpflanzen (nicht mykorrhiziert und ohne Salzbelastung) in den
Wurzeln hoher als in den Blittern. Eine organspezifische differentielle Expression wur-
de ebenso fiir drei Aquaporingene NeMipl, NeMip2 und NeMip3 aus Nicotiana excelsi-
or festgestellt (Yamada et al., 1997). Wihrend die Akkumulation der mRNA von Ne-
Mipl und NeMip?2 iiberwiegend in den Wurzeln auftrat, war die Transkriptmenge von
NeMip3 in der Blatt-RNA hoher als in der Wurzel-RNA.

Unter Salzstress weisen LePIP1, LePIP2 und LeTIP bei nicht mykorrhizierten Pflanzen
unterschiedliche Expressionsmuster auf. In den Wurzeln fiihrt der Salzstress (8g NaCl/l)
zu einer Reduzierung der Transkriptmenge von LePIP] und LeTIP, wihrend die Ex-
pression der LePIP2 unverdndert bleibt. Im Blatt wurde eine Herabsetzung der
Transkriptmenge von LePIP2 unter Salzbelastung festgestellt. Der Einflufl der Salzbe-
lastung auf die Expression von Aquaporingene wurde von einigen Arbeitsgruppen an
unterschiedlichen Pflanzen untersucht. Bei Arabidopsis kodiert das RD28-Gen fiir A-
quaporin und wird durch Wasserstress induziert (Yamaguchi et al., 1992). Vergleichba-
re Resultate wurden von Yamada et al. (1997) beschrieben. Transkriptmengen von A-
quaporingenen NeMipl, NeMip2 und NeMip3 wurden mit dem Salzstress in Blittern
von Nicotiana excelsior hochreguliert. Im Gegensatz dazu wurde in den ersten 30 Stun-
den nach der Salzbelastung eine Reduzierung der Transkriptmenge fiir Mip4 und MipC
aus Mesembryanthemum crystallinum beobachtet (Yamada et al., 1995). Diese Redukti-
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on der Transkriptmenge der Aquaporingene aus Tomate steht im Einklang mit der von
manchen Autoren beschriebenen Reduzierung der Wasseraufnahme unter Salzstress
(Hasegawa et al., 2000, Carvajal et al., 2000). Bei Tomate wurde eine Reduktion der
Wasseraufnahme mit ansteigender NaCl-Konzentration festgestellt (Romero-Aranda et
al., 2001). Azaizeh et al. (1992) konnten zeigen, dall unter Salzstress eine fiinffache Re-
duzierung der Wasseraufnahme in Maiswurzeln auftrat. Diese Anderung in der Wasser-
permeabilitit konnte durch eine Reduzierung der Expression von Aquaporingenen unter
Salzbelastung erklirt werden (Hasegawa et al., 2000).

Die Expression der Aquaporingene mit RNA aus mykorrhizierten und nicht mykorrhi-
zierten Tomatenpflanzen weist deutliche Unterschiede zwischen Blatt und Wurzel auf.
In den Wurzeln zeigen LePIPI und LeTIP eine Reduzierung der Transkriptmenge mit
der Mykorrhizierung. Im Gegensatz zu diesem Ergebnis konnten Krajinski et al. (2000)
zeigen, dall das Aquaporingen MtAQPI aus Medicago truncatula durch die Kolonisie-
rung mit dem AM-Pilz Glomus mosseae induziert wird. Dieser unterschiedliche Einfluf3
der Mykorrhizierung auf die Expression der pflanzlichen Aquaporingene konnte, neben
den unterschiedlichen Versuchsbedingungen, auf den verwendeten AM-Pilz bzw. die
Kombination von Pilz und Pflanze zuriickgefiihrt werden.

Die Reduzierung der Transkriptmenge von LePIP1 und LeTIP mit der Mykorrhizierung
unter Salzbelastung 14t vermuten, dafl unter Salzstress die Wasseraufnahme zum Grof3-
teil durch den Pilz gewdhrleistet werden konnte. Eine gesteigerte Wasseraufnahme
durch die Pilz-Hyphen wurde bei Helianthus annuus beobachtet. Rosendahl und Rosen-
dahl (1991) haben ebenso eine Zunahme der Wasseraufnahme unter Salzbelastung bei
mykorrhizierten Pflanzen festgestellt. Der geringe Hyphendurchmesser ermoglicht den
Hyphen das Eindringen in kleine Bodenpartikel und somit sind sie in der Lage, Wasser
unter Strefl aufzunehmen und weiter zu der Pflanze zu Transportieren.

Auf Blattebene zeigen die Expressionsmuster der LePIPI-, LePIP2- und LeTIP-Gene
unter Salzbelastung eine Erhohung der Transkriptmenge mit der Mykorrhizierung. Die-
se differentielle Expression der Aquaporingene konnte auf die Unterschiede in der
Salzbelastung in den oberirdischen Pflanzenteilen zwischen den mykorrhizierten und
Kontrollpflanzen zuriickgefiihrt werden. Fiir diese Annahme gibt es experimentelle
Nachweise, die zeigen, daB Kontrollpflanzen unter Salzstress eine hohere Na'-
Konzentration in den Bléttern im Vergleich zu den mykorrhizierten Pflanzen aufweisen
(Al-Karaki, 2000; Hatimi, 1999). Ein dhnliches Ergebnis wurde von Cantrell und Lin-
derman (2001) beschrieben. Wéhrend mykorrhizierte Wurzeln von Allium cepa eine
hohere Na'-Konzentration im Vergleich zu den nicht mykorrhizierten Wurzeln aufwie-
sen, wurde im Gegensatz dazu in den oberirdischen Pflanzenteilen eine hohere Na'-
Konzentration in den Kontrollpflanzen festgestellt. Mdglicherweise werden die Na'-
Ionen von den Pilz-Hyphen durch intrazelluldre Kompartimentierung zuriickgehalten,
und somit nicht zu den Bléttern weiter transportiert.
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4.3.3 Expression von Na'/H -Antiportergenen aus Tomate in der arbuskuliren
Mykorrhiza unter Salzstress

Unter Salzbelastung verfiigen pflanzliche Zellen {iber drei Mechanismen zur Vermei-
dung der Akkumulation von Na'-Ionen im Cytosol (Niu et al., 1995; Zhu, 2001): Ers-
tens durch eine verringerte Aufnahme der Na'-Ionen durch die Plasmamembran, zwei-
tens durch eine Entlastung des Cytosols durch Entfernung der Na'-Ionen aus dem Cy-
toplasma in die Vakuole durch die in der Tonoplasten befindlichen Na'/H'-Antiporter.
Vakuolire Na'/H -Antiporter-Gene sind bei einigen Pflanzen kloniert worden (Apse et
al., 1999; Fukuda et al., 1999; Gaxiola et al., 1999). Die Uberexpression eines vakuoli-
ren Na'/H -Antiporter-Gens AtNHX]I in Arabidopsis fiihrte zu einer Erhohung der Salz-
toleranz (Apse et al., 1999). Der dritte Mechanismus zur Vermeidung der Akkumulation
von Na'-Ionen im Cytosol ist ein aktiver Transport aus der Zelle. Dabei spielen mogli-
cherweise die an der Plasmamembran lokalisierten Na'/H'-Antiporter eine groBe Rolle
(Blumwald et al., 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Transkripte der Na'/H' -Antiporter LeHNXI und
LeNHX?2 in Wurzel- und Blatt-RNA nachgewiesen werden. Eine differentielle Expressi-
on in Wurzeln und Blittern, wie dies von Fukuda et al. (1999) fiir einen Na'/H'-
Antiporter (OsNHX1) aus Reis gezeigt wurde , konnte fiir Transkripte von LeHNX1 und
LeNHX?2 nicht beobachtet werden. Unter den gegebenen Versuchsbedingungen wurde
ebenso keine Hochgerulierung der Expression von LeHNXI und LeNHX2 unter Salz-
stress festgestellt, wie dies in verschiedenen Arbeiten beschrieben wurde. Die
Transkriptmenge des OsNHX1-Gens aus Reis war in Blatt und Wurzel nach der NaCl-
Belastung um den Faktor 2,3 und 1,8 hoher als in den Kontrollpflanzen (Fukuda et
al.,1999). In Arabidopsis konnte ebenso eine Erhdhung in der Expression von einem
Na'/H'-Antiporter (AtNHX1) unter Salzbelastung nachgewiesen werden (Gaxiola et al.,
1999). Bei der verstarkten Expression dieser Gene scheint die Erhdhung des cytosoli-
schen Ca”"-Spiegels unter Salzstress eine Rolle zu spielen. Bei Arabidopsis wurde eine
Genfamilie entdeckt, deren Mutation die Pflanzen besonders Na“ empfindlich macht
(SOS: salt ovely sensitive). Die Funktion von drei SOS-Proteinen konnte aufgeklért
werden. SOSI ist ein Na'/H -Antiporter in der Plasmamembran, SOS2 eine Serin-
Threonin-Proteinkinase, die SOS1 aktiviert, und SOS3 ein Calciumbindendes Protein,
welches nach Aktivierung seinerseits SOS2 aktiviert (Hasegawa et al., 2000).

Bei der Hybridisierung der Sonden fiir Na'/H'-Antiporter (LeNHXI und LeNHX2) mit
der RNA aus mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomaten mit und ohne Salzbe-
lastung konnten durch den Vergleich der erhaltenen Signale keine Unterschiede beo-
bachtet werden. So scheint die Mykorrhizierung unter den angegeben Versuchsbedin-
gungen keinen Einfluf3 auf die Expression dieser Gene zu haben.

Die Ergebnisse der Northern-Analysen fiir die in dieser Arbeit untersuchten Gene
LeHNXI und LeNHX2 lassen vermuten, da3 die Regulation dieser Gene auf der tran-
skriptionalen Ebene unter den ausgewihlten Versuchsbedingungen keine Rolle bei der
Salztoleranz bei Tomate spielen. Die Salzbelastung wurde in diesem Versuch durch 8
und 12 g NaCl/l-Konzentrationen gewahrleistet. Aufgrund des friihzeitigen Absterbens
der Versuchspflanzen, die der hochsten Salzkonzentration (12 g NaCl/l) ausgesetzt
waren, konnten aus diesem Ansatz keine Daten gewonnen werden. Eine mogliche Be-
teiligung der Na'/H -Antiporter-Gene aus Tomate konnte in einem weiteren Versuch
tiberpriift werden, indem man die Versuchspflanzen Salzkonzentrationen aussetzt, die in
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einem Bereich zwischen 8 und 11 g NaCl/l Bodensubstrat liegen. Neben der Salzkon-
zentration ist moglicherweise der verwendete AM-Pilz ein wichtiger Faktor bei der
Ubertragung von Salztoleranz auf die Wirtspflanze. Aus diesem Grund kdnnte, neben
dem in diesem Versuch eingesetzten Glomus geosporum, vergleichend in einem paralle-
len Versuch, ein anderer AM-Pilz verwendet werden.

4.4 Ausblick auf weitere Untersuchungen

Durch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche konnte gezeigt werden, dall mole-
kularbiologische Methoden wie PCR, Southern-Blot, Northern-Blot, In situ-
Hybridisierung und die quantitative Real-Time PCR bei der Untersuchung der AM-
Symbiose unter extremen Bedingungen (Schwermetall- und Salzbelastung) eingesetzt
werden konnen. Der EinfluBl der AM-Pilze auf die Schwermetall- und Salztoleranz der
Wirtspflanze konnte bisher hauptsdchlich nur durch physiologischen und chemischen
Verfahren untersucht werden. Der Einsatz der Real-Time PCR bietet neben dem gerin-
geren experimentellen Aufwand gegeniiber der Northern-Blot-Methode die Moglichkeit
auch ausgehend von relativ geringen RNA-Mengen, die Expression von Genen untersu-
chen zu konnen. Dies ist vor allem fiir die Untersuchung der Expression von pilzlichen
Genen von Bedeutung, da AM-Pilze obligat biotroph sind und die Gewinnung von pilz-
lichem Material limitiert ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmals den EinfluB der Mykorrhizierung auf die
Expression der Nramptransporter unter Schwermetallstress. Nrampproteine konnen eine
Vielzahl von Metallionen transportieren (Chen et al., 1999), daher sollen die genaue
Substratspezifitdt und Funktion der Nramptransporter LeNramp1, LeNramp2 und LeN-
ramp3 aus Tomate in weiteren Versuchen gezeigt werden. Hierzu bietet sich das Xeno-
pus-Oocyten-System an, wie es fiir die Charakterisierung der Nramptransporter aus der
Hefe SMF1, SMF2 und SMF3 verwendet wurde (Chen, et al., 1999). Dazu miifite jedoch
eine vollstdndig klonierte cDNA dieser Gene erhalten werden. Eine weitere Mdoglich-
keit, die Substratspezifitit dieser Metallionentransporter aufzuzeigen ist, die Expression
dieser Gene in einem metalliontransporter-defizienten Hefemutanten (Curie et al., 2000)
zu untersuchen.

Die Northern-Analysen haben gezeigt, da3 das Phytochelatin synthase-Gen bei Tomate
konstitutiv exprimiert ist. Die Aktivitdit des Enzyms unterliegt moglicherweise einer
posttranslationalen Regulation. Messungen der Enzymaktivitit in den mykorrhizierten
und Kontrollpflanzen unter Schwermetallbelastung konnte einen moglichen Einfluf3 der
Mykorrhizierung auf die Aktivitit des Enzyms nachweisen.

Der in der vorliegenden Arbeit dargestellte EinfluB der Mykorrhizierung auf die
Regulation der Expression der pflanzlichen Aquaporingene unter Salzstress deutet
darauf hin, dal AM-Pilze den Wasserhaushalt der Pflanze und somit ihre Salztoleranz
beeinflussen konnten. Die Untersuchungen von Biela et al. (1999) haben gezeigt, dass
Aquaporine neben Wasser Glycerin und Harnstoff transportieren konnen. Daher sollte
die genaue Funktion der LePIPI, LePIP2 und LeTIP mittels des Xenopus-Oocyten-
Systems iiberpriift werden.

Im Gegensatz zu der in der Literatur beschriebenen Rolle von Na'/H -Antiportergenen
bei Salztoleranz und deren Induktion unter Salzstress (Apse et al., 1999) wiesen
LeNHXI und LeNHX2 aus Tomate keine Unterschiede in der Expression auf, weder
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unter Salzstress noch unter der Mykorrhizierung. Hier konnten in einem weiteren Ver-
such auf der einen Seite weitere Salzkonzentrationen in dem Bereich zwischen 8 und 11
g NaCl/l Bodensubstrat eingesetzt werden. Auf der anderen Seite konnte als Inokulum
parallel zu Glomus geosporum ein weiterer AM-Pilz wie Glomus mosseae verwendet
werden, dessen positiver Einflul auf das Wachstum der Tomatenpflanzen unter Salz-
stress gezeigt wurde (Al-Karaki, 2000). Moglicherweise ist sowohl die gewéhlte AM-
Spezies als auch die Kombination Pilz-Pflanze entscheidende Faktoren fiir eine erfolg-
reiche Ubertragung der Salztoleranz auf die Wirtspflanze.

Um ein Bild iiber den EinfluBl der AM-Pilze auf die Schwermetall- und Salztoleranz der
Wirtspflanze vervollstdndigen zu kdnnen, sollten die pilzlichen Gene erfalit werden, die
an der Schwermetall- und Salztoleranz beteiligt sein kdnnten. Die Erfassung pilzlicher
Gene fiihrt bislang durch PCR-basierende Ansédtze unter Verwendung von degenerierten
Primern zu keinen erfolgreichen Ergebnissen. Aufgrund ihrer obligat biotrophen Le-
bensweise ist es schwer, geniigend pilzliches Material zur Isolierung von DNA und
RNA zu erhalten. Hier bietet sich das Kultur-Systems mit Ri T-DNA transformierten
Karottenwurzeln an (Mugnier und Mosse, 1987; Bécard und Fortin, 1988). Bei der
Verwendung von gekammerten Agarplatten wachsen die Pilzhyphen in eine wurzelfreie
Kammer hinein. Die wurzelfreie Kammer kann mit definierten Mengen unterschiedli-
cher Schwermetalle bzw. unterschiedlicher NaCl-Konzentrationen versetzt werden, was
zur Induktion von Genen, die an der Schermetall- bzw Salztoleranz beteiligt sind, fiih-
ren konnte. Eine Herstellung von substraktiven cDNA-Banken, ausgehend von Pilzma-
terial mit und ohne Schwermetalle aus diesem Karottenwurzelsystem, konnte mogli-
cherweise zur Identifizierung von pilzlichen Gene fiihren.
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5. Zusammenfassung

1.

Durch Vergleiche der publizierten Sequenzen von Genen, die bei der Schwermetall-
bzw. Salztoleranz hoherer Pflanzen beteiligt sind, konnten aus den konservierten
Bereichen degenerierte Primer entwickelt werden. Die verwendeten Primer
ermoglichten mittels PCR, die Amplifikation von Segmenten fiir Phytochelatin
synthase-, Metallothionein-, Nramptransporter-, Aquaporin- und Na'/H'-Antiporter-
gene aus Tomate.

Die amplifizierten PCR-Segmente wurden kloniert und sequenziert. Die Verwen-
dung von RACE-Primern erlaubte die Amplifzierung und Sequenzierung von-3’-
nicht translatierten Endbereichen von den erhaltenen Gensegmenten. Sowohl bei
den Nramptransportern LeNrampl, LeNramp3, als auch bei den Aquaporingenen
LePIPI und LePIP2 handelt sich um bisher unbekannte Gene aus Tomate.

Bei der Anzucht von Tomatenpflanzen in Breinigerberg- und Mechernicherde, mit
und ohne Glomus intraradices Brl, zeigen die erhaltenen Ergebnisse eine deutliche
Stimulierung des Wachstums von mykorrhizierten Tomatenpflanzen unter Schwer-
metallbelastung im Vergleich zu den Kontrollpflanzen. Vergleichbare Ergebnisse
konnten ebenso unter Cadmium-Belastung erhalten werden.

Durch Southern-Hybridisierungen konnte gezeigt werden, dal im Genom von To-
mate mindestens drei unterschiedliche zu Nramptransportern homologe Gene vor-
handen sind.

Kreuzhybridisierungsversuche haben gezeigt, dal die Homologien zwischen den
verschiedenen Sonden so gering sind, dal man die Expression einzelner Nramp-
transportergene und Metallothioneingene untersuchen kann.

Durch Northern-Analyse wurde gezeigt, dass das Gen der Phytochelatin synthase
konstitutiv exprimiert ist und dessen Expression nicht durch die Mykorrhizierung
beeinflufit wird.

Die Expression des Nramptransporters LeNrampl ist auf die Wurzel beschrinkt,
wihrend Transkripte von LeNramp2 und LeNramp3 sowohl in der Wurzel als auch
im Blatt nachgewiesen wurden. Durch Northern-Analysen und durch Real Time
PCR-Quantifizierung wurde gezeigt, da3 die Transkriptmenge von LeNrampl und
LeNramp?2 mit der Mykorrhizierung und unter Schwermetallstress reduziert wird,
wohingegen bei LeNramp3 keine Effekte der Mykorrhizierung zu beobachten sind.

Northern-Analysen lassen fiir die Metallothioneingene Lemtl, Lemt3 und Lemt4
keine deutlichen Unterschiede in der Expression zwischen mykorrhizierten und
nicht mykorrhizierten Pflanzen unter Schwermetallbelastung feststellen. Im Gegen-
satz dazu konnte durch Northern-Analysen und durch Real-Time PCR-
Quantifizierung gezeigt werden, dafl die Transkriptmenge von Lemt2 mit der My-
korrhizierung in der Schwermetallerde aus Breinigerberg um den Faktor 12 redu-
ziert wird. Diese deutliche Herabsetzung der Expression des Lemt2-Gens wurde
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10.

11.

12.

ebenso unter Cd-Belastung beobachtet.

Zur Lokalisierung der Transkripte von LeNrampl und Lemt2 in den mykorrhizierten
und nicht mykorrhizierten Tomatenwurzeln unter Schwermetallstress wurden Dig-
markierte RNA-Sonden beider Gene eingesetzt. Die Expression von LeNrampl
konnte in den nicht mykorrhizierten Wurzeln in unmittelbarer Umgebung des Zent-
ralzylinders nachgewiesen werden. In den mykorrhizierten Wurzeln waren keine
Signale nachweisbar. Lemt2 wird stark in den nicht mykorrhizierten jungen Wurzel-
bereichen in den Rindenparenchym- der Rhizodermiszellen exprimiert. Im Gegen-
satz dazu ist die Expression von Lemt2 in den mykorhizierten Wurzeln auf einige
Rindenparenchymzellen beschrinkt. In unmittelbarer Nihe der pilzlichen Arbuskeln
traten keine Signale auf.

Unter den gegebenen Versuchsbedingungen 1d6t sich durch Vergleich der ermittel-
ten Frischgewichte zwischen den mykorrhizierten und nicht mykorrhizierten Ver-
suchspflanzen unter Salzstress keine Wachstumsstimulierung durch die Mykorrhi-
zierung erkennen.

Die untersuchten Aquaporingene LePIP1, LePIP2 und LeTIP sind bei den Kontroll-
pflanzen in den Wurzeln starker exprimiert als in den Bléttern. In den Wurzeln wird
die Transkriptmenge von LePIPI und LeTIP mit der Mykorrhizierung unter Salzbe-
lastung (8g NaCl/l) herrunterreguliert, wihrend LePIP2 durch die Mykorrhizierung
unter den gewihlten Bedingungen nicht beeinfluft wird. In den Bléttern mykorrhi-
zierter Pflanzen sind fiir die drei Gene eine deutliche Erhhung der Transkriptmen-
gen unter Salzstress zu beobachten.

Unter den angegebenen Versuchsbedingungen wurde keine Induzierung der Na'/H'-
Antiporter LeHNXI und LeNHX2 unter Salzstress festgestellt. Durch Northern-
Analysen konnten keine Unterschiede in der Expression beider Gene zwischen my-
korrhizierten und nicht mykorrhizierten Tomatenpflanzen unter Salzbelastung beo-
bachtet werden.
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7. Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

A
Abb.
AM
Amp.
AS
ATP
BAS
BCIP
Bp
BSA
bzw.

cDNA
CI
CSPD

Cys
CTAB
dATP
dCTP
dNTP
DEPC
dGTP
Dig
DNA
DNase
DTT
dTTP
EDTA
EtBr
EtOH
FG
FMN"
FMNH,

Glu
Gly
IPTG
Kap.
Kb
KDa

Adenosin

Abbildung

Arbuskuldre Mykorrhiza
Ampicillin

Aminosdure(n)
Adenosintriphosphat

branched absorbing structure
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphatase
Basenpaare

Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Cytidin

complementire DNA
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
Dinatrium 3-(4-methoxyspiro{1,2dioxetan3,2" (5 chloro)tricyclo
[3.3.1.1>"]decan}-4-yl)phenylphosphat
Cystein
Hexadecyltrimethylammoniumbromid
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Desoxynukleosidtriphosphat
Diethylpyrocarbonat
Desoxyguanosintriphosphat
Digoxigenin
Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonuklease

Dithiothreitol
Desoxythymidintriphosphat
Ethylendiamintetraacetat, Na-Salz
Ethidiumbromid

Ethanol

Frischgewicht
Flavinmononukleotid, oxidiert
Flavinmononukleotid, reduziert
Guanosin

Glutamin

Glycin
Isopropyl-B-D-thiogalactosid
Kapitel

Kilo-Basenpaare

Kilo-Dalton

Liter
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LB Luria-Bertani (Kulturmedium nach Luria und Bertani, modifiziert)
M Molar

Min Minuten

mRNA Messenger (Boten)-RNA

NBT Nitroblau-Tetrazoliumsalz

OD Optische Dichte

PBS Phosphate buffered saline

PCI Phenol/Chlorophorm/Isoamylalkohol (25:24:1)
PCR Polymerasekettenreaktion

RACE Schnelle Aplifizierung von cDNA-Enden
RNA Ribonukleinsdure

rRNA Ribosomale Ribonukleinsédure

RNase Ribonuklease

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse-Transkriptase- Polymerasekettenreaktion
SDS Natriumdodecylsulfat

S Sekunden

SSC Natriumcitrat-Puffer

T Thymidin

Tab. Tabelle

TAE Tris/Acetat/EDTA-Elektrophoresepuffer

TE Tris/EDTA-Puffer

Tris Tris (Hydroxymethyl)aminomethan

i.N iiber Nacht

UTP Uridintriphosphat

uv Ultraviolettes Licht

Vol : Volumen

v/iv Volumen pro Volumen

w/v Gewicht pro Volumen

X-Gal 5-Bromo-4-chlor-3-indolyl-p-galaktopyranosid
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7.2 DNA-Sequenzen

LePCS

ATGGGAGCTCAAACAACAGAGCAAGGAGATTGTTCAAAATTTAAAGGAAACATTCCCCATTGCTGCAAGG
GGGATCCAACCGTCGTCGATTTACTGCCCGGAACTCCTTACAATCAGCAGATTGCAAATTGCTGTAAGGG
AGGAGTGATCAACTCATGGGGACAAGATCCTGAAACTGCCGTTAGCTCATTCCAAGTCAGTGTTGGTGCA
GCTGGGACAACAAATAAAACAGTTAGAGTTCCTAAGAATTTCACCCTTAAGGCACCAGGGCCTGGTTATA
CTTGTGGACCCGCTAAAGTTGTTAAACCCACCAAGTTCTCTAGTGGTGATGGGAGACGAATAACACAAGC
CATGATGACTTGGAATGTCACATGCACACACTCACAGTTCCTAGCTCAAAAGACTCCTACATGCTGTGTC
TCCCTTTCATCCTTCTACAATGACACCATTGTACCGTGTCCAACATGCACTTGTGGCTGCCAGAAGAATG
GTACCCAGCATGGAAATTGTGTAGATCAAGACGAACCACACTTAGCTTCAGTTGTTTCAGGCCTTGGAAA
AAACAATTATGCTCCTTTGGTTCAGTGCACTAGTCATATGTGCCCTATTAGAATTCACTGGCATGTGAAA
CTCAACTACAAGGAGTATTGGAGGGTGAAGGTCACTATAACTAACTTCAATTACAATATGAATTATACGC
AATGGAACTTAGTTGTCCAGCATCCCAATTTCGACAACCTCACTCAGCTATTCAGCTTTCATTACAAGTC
ATTAACTCCTTATGGAGCAATAAATGACACTGCTATGCTCTGGGGTATGAAATTCTACAACGATCTGCTC
ATGCAAGCTGGTCCATTAGGAAATGTCCAGTCTGAGCTTCTATTCCGCAAGGATATGTCGACG

LeNrampl

GACATCCCGGAAGTGATCGGGACAGCATTTGCTCTTAATATATTGTTCCATATTCCTGTTTGGGCTGGAG
TTCTTTGCACTGGTGTTAGTACTCTTCTATTCATTGGCCTGCAGAGATATGGGGTTAGGAAGTTAGAATT
GTTAATAGCAATTCTAGTATTTGTAATGGCAGCTTGTTTCTTTGGGGAAATGAGTTATGTAAAACCTCCT
GCTAATGAATTATTCAAAGGAATGTTCATTCCTAAGCTCAACGGTGACGGAGCCACCGCTGATGCTATCG
CCTTGTTGGGCGCCCTTGTTATGCCACACAATCTCTTCCTTCACTCTGCCCTTGTACTATCTAGGAAGAT
ACCTAACTCGGTTCGTGGCGTTAATGATGCATGTAAATTCTTCTTGATAGAGAGCGGTTTCGCGTTGTTT
GTGTCCTTCCTAATCAATGTGGCAGTTGTGTCTGTGTCTGGTACTGTTTGTGGAGCTGACAATCTTTCAG
ATCAGAATAAAGAAAGTTGTGGTGACATTACATTGATACTCTGCTTCTTTTCTTCTCAAGAATGTACTTG
GAAAATCAAGTTCTACTGTTTATGCCCATTGGCATTATTAGCCTCAGGACAAAGCTCTACCATTACTGGT
ACTTATGCTGGCCAATTTATCATGCAAGGATTTTTGGATCTTAAAATGAAGACGTGGTTAAGGAACTTGT
TTACTAGACTTATTGCTATTACTCCAAGCCTTGTTGTTTCAATTATTGGAGGATCGTCAGGAGCGGGAAG
ACTAATCATCATTGCTTCTATGATACTTTCCTTTGAACTTCCATTTGCACTCATTCCACTACTCAAATTC
AGCAGGAGCTCCACTAAAGTTGGGACCACACAAGAACTCAATTTATATTATCGGATCTCGTGGATTCTTG
GACTAGGCATCATTGGGATCAACATCTACTACCTTAGCACAGCTTTCGTGGGTTGGCTGATAAGCAACAA
TTTGCCTAAAGTTGGAAATGTATTGATTGGGATCGTAGTATTTCCATTGATGGCTATATATATTCTAGCT
GTGATATACCTTATGTTTCGAAAAGATAAAGTTGTGACCTACATTGATCCAATCAAGGATGATCATATGG
AAAATGGAATAAACAGTATGGAATTAGTAGATCGTGTGCCTTATAGAGAGGATCTTGCTGATATTCCATT
GCCACAAAAAGGTTTTTTTTCATTTGTTGTAATACACTTCAATTTTCACTCTTAATTTTATGTCTAGTCT
AATAATGAAACTATAAAGTGGTTTGTGTCAAAAAAAAAA

LeNramp?2

GGGTCATGACCGAATTGGCTCTAATTGGGGCTGATATTCAAGAGGTTATTGGAAGTGCTATTGCTATAAA
GATTTTGAGTCGAGGGTTCTTGCCTCTATGGTCTGGTGTTGTCATCACTGCTCTTGATTGCTTTGTATTC
TTATTTCTTGAGAACTATGGAGTGAGGAAGCTGGAAGCACTCTTTGCTGTCCTTATTGCAGTTATGGCCG
TCTCATTTGCATGGATGTTTGGAGTAGTACGAAACCAAATGGAGTGGTATCTTCTTGTTGGTGTGGTGGT
CCCAAAACTTAGGCTCCAAAACAATAAAGACAGGCAGTGGGAATTGTCAGGGTGTGATATCATGCCTCAC
AATGTGTTACTACATTCGGCGCTAGATGCAGGTCCAGAGACATATGACAACTCGAACAGATTTGGCAGAG
TTCGAGAAGCACTTAATTACTACTCCATAGAGTCGACAATTGCCTTGGCAATTTCATTCATGATCAATTT
GTTTGTTACAACAGTGTTCGCAAAGTCATTTTATGGTAGTGAAATAGCCAATAGCATTGGCCTAGAAAAT
GCTGGTCAATATCTTCAGGATAAGTATGGTGGGGGATCGTTCCCCATCCTTTATATCTGGGCTATTGGAT
TGTTGGCTGCTGGACAGAGTAGTACTATAACTGGTACTTATGCTGGACAATTTATTATGGGAGGTTTTCT
GCACATGAGGTTGAAAAAATGGCAGAGAGCGTTAATAACAAGAAGTTGTGCTATCGTCCCAACTCTGATA
GTTGCTCTTGCTTTTGACACCTCTGAGAAATCATTAGATGTTCTGAACGAGTGGCTCAACGTTCTTCAGT
GTGTCCAAATCCCTTTTGCCCTGATCCCCCTTCTTTGTCTTGTATCCAGAGAAGAAATCATGGGTGTTTT
CAAGATTGGCTCTACTATGAAGGTGATATCATGGCTAGTAGCTGTGCTGGTTATGCTGATTAATGGCTAT
CTTTTGATGGACTCTTTATCTTCTGCTGTCAAGTGGGATGTTGTTTACATCTGTTGTAGTTGCTTTTACA
GGTGCATACATTGCCTTCATTGTATACCTCATTTCACGGGGAATTACCTTCCCCAATTGGTTTGTAAAAA
AAAAAA
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Anhang

LeNramp3

GGGGTTTTACCACTCTGGGCTGGTGTCCTTATTACTGCTTCTGATTGCTTTCTTCTTTTGGTTCTTGAGA
ACTATGGTATAAGGAAGTTGGAAGCTGTGTTTGCTGTTCTTATTTCGACTATGGCACTGTCCTTTGCTTG
GATGTTTGGAGATGCCAAACCAAATGGGAAGGAGCTTTTAGCAGGTCTCTTGATTCCAAAACTCAGTTCA
AGGACAGTTCGGCAGGCTGTTGGAGTAGTTGGTTGTGTAATAATGCCTCACAATGTCTTCTTGCATTCAG
CTTTGGTGCAATCCAGAGAGATCGATTTGAAGAAAAAAGGGCAGGTTCAGGAGGCACTGAATTACTACTC
CATAGAATCTTCCTTTGCCCTTCTTATCTCCTTTATGATCAATTTGTTTGTTACAACTGTCTTTGCCAAG
GGATTTTATGGCAGTGAGCAAGCTGGTAGTTTAGGCCTTGTAAATGCAGGGCAGTTTCTTCAAGACAAGT
ATGGTGGGGGACTGTTCCCAATTCTCTATATTTGGGGCATTGGGTTACTGGCAGCTGGGCAGAGTAGTAC
GATAACTGGTACTTATGCTGGACAGTTTATTATGGGAGGTTTTCTAGATCTACGTTTGAAGAAATGGCTT
AGGGCACTGATTACTCGAAGTTGTGCCATTGTGCCAACAATCATTGTCGCTCTGATTTTTAATAGATCTG
AATCATCACTCGACGCTTTGAATGAGTGGCTTAACGTGCTTCAGTCTATACAGATCCCTTTTGCGCTTAT
TCCCCTTCTGACATTGGTGTCCAAGGAGGATATAATGGGTACTTTCCAATGTTGCCAATTGGTTCAACCT
ACTCCGCACAAAAGGATATAGCTATGCTGGTCAATGAGACATCTAAGCAATACATTCAATCAAATCCAGA
CGTCGTAAGTATAGTAAATCACTACATTGCAGAGAGGCCATGGCCATGGGGAAGTTTGATTACTGAAGCA
TTCTTTTCATCTGAAGAGGTTCCAATTTCTTTATGTCCTAACTGTCATAATAGCTTTTGAGAAACTGCCA
GCGTTTGCTTTTAGCTGTAGGTTCCCCAAAAGAAATAATGGAACAAACTATCCCGGATATTGACAACAGT
TATATATAGAGGATGAAGAAAGTATATAGTCCGCCGGATGAAGATACTTGTTCATTGCAGGCGTAAACAA
TCCACAAAAAAATGTTGTATTTATCGAATAGAGACGCAGAACTTTAAAGTGATTAAATTTTTTGCAAGAA
AAAAAAAAAAAAAAA

LePIP1

GGCAAGAAAAGTATCACTAATCAGAGCAGTATTGTACATGGTAGCACAATGTTTGGGTGCCATTTGTGGA
GTTGGTTTTGTCAAGGCATTCATGACGCACCCATACAACGCACTAGGTGGTGGTGCTAATTTTGTGCAAT
CTGGGTACAATAATGGCACTGCTTTGGGTGCTGAAATTATTGGTACTTTTGTCCTTGTTTACACTGTTTT
CTCTGCTACTGACCCTAAGAGAAGCGCCCGCGATTCCCATATCCCCGTGTTGGCTCCATTACCAATTGGG
TTTGCTGTATTCATGGTTCATTTGGCTACAATTCCTATTACTGGAACTGGTATCAACCCCGCTAGGAGCT
TTGGAGCTGCTGTTATTGCTGATAATAAAAATGTCTGGGATGACCAGTGGATCTTTTGGGTTGGACCATT
TGTGGGAGCATTGTTAGCAGCAGCATATCACCAATACATTTTGAGAGCTGCAGCTATTAAGGCCTTGGGT
TCTTTCCGCAGCAACGCCACCAATTAAATCAATAACTAAAGCATTCAATTGATCTTTTTGTTTATTTATT
TAATTCAATATGTGTTTGAAAGAGAAATGTATGCAACTCTTTCATTATGTTGTATGTAATGCTAGTTTTA
TCTTAGCCTTGGATCTGTACTGTATTTATTTGTATCATCCTTATTAGTATTGGTCATATTTTTCATTTCA
ATCTTAAAAAAAAAAAAAAAA

LePIP2

TGGTGGTGCTAATGTTGTTAATCCTGGTTACACCAAAGGTGATGGACTTGGTGCTGAGATTATTGGTACT
TTCGTCCTTGTTTACACTGTTTTCTCTGCCACTGATGCCAAAAGAAGTGCTAGAGACTCACATGTTCCTA
TTTTGGCACCTCTTCCAATTGGATTCGCGGTGTTCTTGGTTCATTTGGCTACCATTCCAATCACCGGAAC
TGGTATCAACCCCGCAAGGAGTCTTGGAGCTGCTATCATCTTTAACAAAGACGAGGCATGGGATGACCAC
TGGATTTTCTGGGTTGGACCATTCATTGGAGCAGCTCTTGCTGCAGTTTACCATCAGATAATCATCAGAG
CTATTCCATTCAAGAGCAGCAGGTCTTGAAGAGTTGAAGAGACCTTTTATCTTTTCATTTTCCCATGTCT
GGTGCTGTTGTTTTTTGTGTTATTTTCTACTTTTTCTCAGATGTTGATTATGTGTGTAAATTTGATCAGG
TTTAATGTTTGTATCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAR

LeTIP

GGGTTGCTCAATTACTTGGCTCCACTGTTGCTTGCCTCCTCCTTAAATATGTCACTAATGGTTTGGCTGT
TCCAACTCATGGAGTTGCTGCTGGGATGAGTGGAGCTGAGGGAGTAGTTATGGAGATAGTCATCACCTTT
GCACTTGTCTACACTGTTTATGCCACAGCAGCAGATCCCAAAAAGGGCTCACTTGGAACCATTGCACCCA
TTGCAATTGGTTTTATTGTTGGTGCCAACATTTTGGCAGCTGGCCCATTCAGTGGTGGATCTATGAACCC
AGCACGATCATTTGGGCCAGCTGTCGTTGCTGGAGACTTTTCTCAGAACTGGATTTACTGGGTCGGACCA
CTCATTGGTGGAGGATTGGCTGGGTTTATTTATGGAGATGTCTTTATTGGATGCCACACACCACTTCCAA
CCTCAGAAGACTATGCTTAGAACAAAGAAGAAAGAACAAGTCTTCAACAGTGTTTTCTTTCAGTGTGTTT
TCAAAAATGCAATGTTGATTTTAATTTAAGCTTTGTATATTCTGTTACGCAAGAAGTTTGTTTCCAATGA
AATATCATGTTTGGTTCATTTTGACAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAA
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Anhang

LeNHX1

TCCTGGAAAATCTGTTGGGGTAAGCGCTGCACTGCTTGGTCTGGTTCTGGTTGGAAGGGCATGTTTTGTG
TTCCCGTTGTCTCTTTTTTCCAATTGCTTGAAGCGATCTGAGCATGACAAGTTTGGTCTTAAACAACAGG
TTACGATATGGTGGGCTGGTTTAATGCGGGGATCTGTTTCCATGGCATTGGCTTATAACCAGTTTACGAG
ATTTGGCCACACCCAACAGCCAGGAAATGCAGTTATGATCACCAGCACAATTACAATAGTCCTCTTCAGT
ACAGTGGTGTTTGGGCTGATAACCAAGCCTCTTGTAAGGTTCTTGTTGCCTTCATCACAAGGTTTCAACA
ACCTGATCTCTTCTGAACAATCGTTTGCACGCCCACTTCTCACTAACGAGCAAGAACTCGAACTTGAGAT
GGGAAATGTTGATCCTGTACGACCATCTGGTTTGAGTATTCTACTGAAGGAACCTTCTTACACTATACAT
AACCATTGGAGAAGGTTTGATGATGCTTTTATGCGACCCCTGTTCGGAGGCAGGGGATTCGTGCCCGATG
CACCTGAGTTGTCAAAGGGAGGATGTGATCAATATTGACAAGTGTAAACGCAGCAGAGTTTCTTGAATTT
GCTGTTAGACTTCAGTGTAAAGTTCTTTAACTATGATAAAGGCGGAGCTAAAGGGGATTCA

LeNHX?2

ATTTATCTTCTTCTCAATTCTGTTCATTGTGATTGCGAGGGCTGCTAATGTGTTTGGTTGTGCATATTTG
GTCAATCTTGTACGACCTCCACACCAAAAGATACCAGCAAAACATCAAAAAGCACTCTGGTACAGTGGAC
TTCGAGGCGCTATGGCTTTTGCCCTTGCTTTGCAGTCAGTCCATGATCTTCCTGAAGGACATGGTCAGAC
AATATTCACTGCTACCACTGCCATTGTTGTATTAACGGTTTTGATTATTGGAGGATCGACAGGAACCATG
CTAGAAGCTTTGGAAGTTGTGGGTGATGGTCAATCTGGCTCCATGGATGAAACCTTTGAGGGGAACAATG
GATATATAGCTCCTTCTTATAGTGATGAATCTTATGATGGTGAACCGTCATCAGGGAACAGGTTCAGGAT
GAAACTTAAGGAATTCCACAAGAGTACTACTTCGTTCTCAGCATTGGACAAAAACTACCTCACTCCATTC
TTTACTACTCAAGGTGGAGACGAAGATGAAGATGAGCCAATTATGCACAGCTCCAGAAGAGCTGGTTATG
ACGGCCACTGACTTTCAAATAGCACAATCAAAATTTCAAGATGGCAAGATAAGTACGAACCACATTTTGC
TGCAAAGATAAACTTAACTTCAAGTTTACTCAACGGATAATGAGaGGCTTGTTGATTGTAAG
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