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Abstract

The role of the arbuscular mycorrhizal (AM) fungus Glomus intraradices in assisting its
host plant tomato in nitrate assimilation was studied. Parts of the genes coding for putative
low- and high-affinity nitrate transporters (NTR), nitrate and nitrite reductases were
specifically amplified from tomato root cDNA (or DNA) by PCR, subsequently cloned and
sequenced.

Some characteristics of nitrate transporter genes were investigated: The low-affinity nitrate
transporter gene Tomate-lol (LeNRT 1;1) and the putative high-affinity nitrate transporter
genes Tomate-hi2 (LeNRT2;2) and Tomate-hi3 were expressed in nitrate-grown tomato
roots, as demonstrated by Northern-analysis. In addition, the expression of tomato NTR-,
nitrate and nitrite reductase genes was influenced by different external N-sources.
Tomate-hi2 and Tomate-hi3 differ in their transcript levels when glutamine was the sole N-
source in the nutrient solution.

In situ-hybridization experiments showed a tissue-specific localization of Tomate-lol and
Tomate-hi3 transcripts in tomato roots. The results of RT-PCR-experiments indicate that
the expression of tomato high-affinity nitrate transporter genes is not restricted to roots.
Northern-analyses show that the mRNA level of the putative high-affinity nitrate
transporter gene Tomate-hi3 is significantly increased in mycorrhizal plants, whereas
transcript levels of Tomate-hi2 and Tomate-lol remain more or less unaltered in
mycorrhizal plants in comparison to non-colonized controls. The expression of Tomate-hi3
is expanded into cortical cells of mycorrhizal roots, in contrast to the situation in non-
colonized roots, as shown by in situ-hybridization experiments. A specific expression in
cells containing arbuscules was not observed.

Transcript levels of the tomato nitrate reductase gene were only weakly increased in leaves
of mycorrhizal plants, whereas a significant increase in tomato nitrite reductase transcript
levels in leaves of mycorrhizal tomato was observed. The specific nitrate reductase activity
of mycorrhizal plants was slightly increased in all experiments.

Glomus nitrate reductase MRNA was detected in mycorrhizal tomato roots by Northern-
analysis. RT-PCR-experiments and activity measurements indicate that the fungal nitrate
reductase is expressed in the extraradical mycelium of Glomus intraradices.

The data-set obtained is discussed with respect to the role of AM-fungi in nitrate-
assimilation in the arbuscular mycorrhizal symbiosis.

Data on AM-fungal biomass do not necessarily represent the fungal rRNA content in
mycorrhizal roots. Therefore RNA-Dot-Blot experiments were performed using the
internal transcribed spacer-5.8S ribosomal DNA as a molecular probe to assess the
proportion of fungal rRNA in mycorrhizal roots. The obtained data suggest that the AM-
fungal rRNA might represent up to 50% of total mycorrhizal root RNA.

Insufficiently surface-disinfected spores of Glomus intraradices allowed the isolation of an
AM-associated bacterium (Paenibacillus sp.). The co-culture of germinating spores of
Glomus intraradices Sy167 with Paenibacillus sp. was monitored. Presence of
Paenibacillus sp. led to an improved growth of Glomus-hyphae and to morphological
alterations of the formed mycelium. A more intense branching, the formation of arbuscule-
like structures and spores was observed. The morphology of Glomus intraradices
germinated with Paenibacillus sp. differed in comparison to structures observed in an AM-
culture system with Ri T-DNA transformed carrot-roots.



Kurzzusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe molekularbiologischer Methoden der Einflul3
einer Mykorrhizierung mit dem arbuskuldren Mykorrhizapilz Glomus intraradices auf die
Expression von Genen des Nitratassimilations-Systems der Wirtspflanze Lycopersicon
esculentum (Tomate) untersucht.

PCR-Experimente fithrten zur Klonierung von 3’-nicht-translatierten Bereichen je zweier low-
und high-affinity Nitrattransportergene (Tomate-lol (=LeNRTI;1), Tomate-lo2(=LeNRTI;2),
Tomate-hi2 (=LeNRT2;2) und Tomate-hi3) von Tomate. Wie Sequenzvergleiche und
Southern-Hybridisierungen zeigen, handelt es sich bei Tomate-hi3 um ein bisher unbekanntes
zu high-affinity Nitrattransportern homologes Gen aus Tomate. Untersuchungen zur
Nitratinduzierbarkeit von Tomate-lol, Tomate-hi2 und Tomate-hi3 ergaben, dal} alle
untersuchten Nitrattransportergene durch exogenes Nitrat induzierbar sind und daher deutlich
erhohte Transkriptmengen nach einer Nitratgabe aufweisen.

Dariiber hinaus wird die Expression der untersuchten Tomaten NTR-, Nitrat- und Nitrit-
reduktasegene durch unterschiedliche von aulen angebotene Stickstoffquellen beeinfluft.
Deutliche Unterschiede beziiglich der Transkriptmengen von Tomate-hi2 und Tomate-hi3
treten mit Glutamin als einziger Stickstoffquelle auf.

Durch RNA /n situ-Hybridisierungen konnte in Tomatenwurzeln eine gewebsspezifische
Transkript-Lokalisierung fiir Tomate-lol und Tomate-hi3 gezeigt werden. Die Resultate von
RT-PCR-Experimenten deuten allerdings auch auf eine Expression in oberirdischen
Pflanzenteilen von Tomate hin.

Durch Northern-Hybridisierungen konnte gezeigt werden, da3 die Transkriptmenge von
Tomate-hi3 in mykorrhizierten Tomatenwurzeln, im Vergleich zu nicht-mykorrhizierten
Wurzeln, etwa zweifach erhoht ist. Die Expression der beiden weiteren untersuchten Nitrat-
transportergene Tomate-lol und Tomate-hi2 wird durch eine Mykorrhizierung unter den
gewihlten Bedingungen nur in geringem Mal3e beeinfluft.

In den Wurzeln mykorrhizierter Tomatenpflanzen wird Tomate-hi3, im Gegensatz zu nicht-
mykorrhizierten Wurzeln, zusitzlich zur Rhizodermis in weiter innen gelegenen Schichten
des Rindenparenchyms élterer Wurzelabschnitte exprimiert. Eine verstiarkte Expression in
Arbuskel-enthaltenden Zellen konnte nicht beobachtet werden.

Im Vergleich zu den Wurzeln der Kontrollpflanzen ist die Expression des Nitritreduktasegens
in den mykorrhizierten Wurzeln leicht erhoht, wéhrend kein deutlicher Unterschied fiir das
Nitratreduktasegen zu erkennen ist. In den Bléttern mykorrhizierter Pflanzen sind fiir beide
Gene leicht erhohte Transkriptmengen zu beobachten. Die Nitratreduktase-Aktivitdt mykor-
rhizierter Tomatenpflanzen ist, im Vergleich zu nicht-mykorrhizierten Kontrollpflanzen, in
Wurzeln und Blittern leicht erhoht.

Durch Northern-Hybridisierungen mit einer Sonde fiir ein Nitratreduktasegen aus Glomus
intraradices Sy167 konnte gezeigt werden, daB3 dieses in mykorrhizierten Wurzeln exprimiert
wird. Erstmals konnte eine /n vitro-NR-Aktivitit mit Rohextrakten des extraradikalen Myzels
von Glomus intraradices nachgewiesen werden.

Die Rolle arbuskuldrer Mykorrhizapilze bei der Nitratassimilation in der Symbiose wird unter
Bezugnahme auf die erhaltenen Ergebnisse diskutiert.

RNA-Dot-Blot Hybridisierungen mit einer ITS-5,8S-rDNA Sonde von Glomus intraradices
deuten auf einen bis zu 50%igen Anteil pilzlicher rRNA an der Gesamt-RNA mykorrhizierter
Wurzeln hin.

Die Co-Kultur des als obligat biotroph geltenden AM-Pilzes Glomus intraradices Syl167 mit
dem AM-assoziierten Bakterium Paenibacillus sp., fihrt zu deutlich verstirktem Wachstum,
morphologischen Verdnderungen und zur Ausbildung von Sporen.
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Einleitung

1.Einleitung

1.1 Mykorrhiza

Der als Sammelbegriff fiir mehrere unterschiedliche Formen des symbiotischen Zusam-
menlebens von Landpflanzen und Pilzen gebrdauchliche Ausdruck Mykorrhiza setzt sich
aus den griechischen Wortern mikés (Pilz) und rhiza (Wurzel) zusammen und wurde erst-
malig von Frank (1885) zur Bezeichnung der Symbiose zwischen Baumen und Pilzen ver-
wendet (,,Mycorhiza®). Aufgrund morphologischer Kriterien werden endo- und ektotrophe
Mykorrhizen unterschieden. Die von Frank (1885) beschriebene Symbiose wird heute als
ektotrophe - oder Ektomykorrhiza bezeichnet. Bei der ektotrophen Mykorrhiza bilden die
Pilzhyphen eine Art Mantel, der die Wurzeln umgibt, sowie ein dichtes Hyphengeflecht
zwischen den Waurzelrindenzellen, das als Hartigsches Netz (Hartig, 1851) bezeichnet
wird. Dabei bleiben die Pilzhyphen von wenigen Ausnahmen abgesehen extrazelluléar
(Werner, 1987).

Bei den endotrophen Mykorrhizen kdnnen die Pilzhyphen in Pflanzenzellen eindringen
ohne jedoch das Plasmalemma zu tberschreiten. Diese Gruppe wird im wesentlichen in
drei Unterformen gegliedert (Werner, 1987): 1. die Orchideenmykorrhiza, 2. die Erica-
ceenmykorrhiza und 3. die arbuskuldre Mykorrhiza (AM). Die in der vorliegenden Arbeit
durchgefihrten Untersuchungen befassen sich ausschlieBlich mit den letztgenannten AM-
Pilzen.

Die weltweit verbreiteten AM-Pilze gehoren zur Klasse der Zygomycetes und werden in
der eigenen Ordnung Glomales zusammengefaft. Sechs beschriebene Gattungen mit der-
zeit insgesamt etwa 160 Arten werden in drei Familien unterteilt (Morton, 1990; Simon et
al., 1993; Simon, 1996): 1. Acaulosporaceae (Acaulospora, Enterophospora), 2. Gigaspo-
raceae (Gigaspora, Scutellospora) und 3. Glomaceae (Glomus, Sclerocystis). Die Taxono-
mie beruht dabei im wesentlichen auf den morphologischen Charakteristika der Sporen
(Walker und Trappe, 1993). Molekularbiologische Untersuchungen, wie die Sequenz-
analyse der 18S-rDNA, deuten allerdings an, dal} es sich bei der Gattung Glomus
maoglicherweise um ein polyphyletisches Konglomerat verschiedener Linien handeln
konnte (Simon et al, 1993; Gehrig et al., 1996; Redecker et al., 2000). Somit wére eine
Charakterisierung hinsichtlich morphologischer Merkmale nicht ausreichend.

Die arbuskuldre Mykorrhiza ist die weitverbreitetste Symbiose Gberhaupt (Hayman, 1982).
So sind uber 80% aller hoheren Pflanzen potentielle Wirte von AM-Pilzen. Im allgemeinen
wird die Wirtsspezifitat der AM-Pilze als gering beschrieben (Werner, 1987). Nur von we-
nigen Pflanzenfamilien, wie den Brassicaceae, den Chenopodiaceae und den Cyperaceae,
ist bekannt, dal? diese am natirlichen Standort nicht oder nur in geringem Male mykorrhi-
ziert vorkommen (Harley und Smith, 1983; Peat und Fitter, 1993). Die arbuskulare
Mykorrhiza gilt als eine der altesten Symbiosen. So konnten den heute existierenden
Mykorrhizastrukturen der Gattung Glomus stark dhnelnde Pilzinfektionen anhand fossiler
Funde aus dem Devon (400 Mio. Jahre) in Rhynia und anderen Psilophytales
nachgewiesen werden (Pyrozynski, 1981; Webster, 1983). Dabei wird eine Funktion der
AM bei der Entstehung der Landpflanzen im Devon diskutiert (Simon et al., 1993).
Arbuskulare Mykorrhizapilze sind obligat biotrophe Symbionten, d.h. sie sind zur Vollen-
dung ihres Lebenszyklus auf eine Kolonisierung von Wirtswurzeln und eine damit einher-
gehende Versorgung mit Kohlenhydraten durch den pflanzlichen Partner angewiesen. Da-
bei spielt vermutlich der Transfer von Hexosen eine wichtige Rolle (Pfeffer et al., 1999).
In axenischer Kultur, d.h. in Abwesenheit eines Wirtes, kénnen AM-Pilze, ausgehend von
keimenden Sporen, ein Myzel von nur wenigen Zentimetern L&nge ausbilden (Mosse,
1987).
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Die Kolonisierung von Wurzeln durch AM-Pilze besteht aus einer komplexen Interaktion
zwischen AM-Pilz, Pflanze und anderen Mikroorganismen. Sowohl Bodenextrakte (Dani-
els und Graham, 1976), Wurzelexsudate, CO, und Bodenbakterien (Elias et al., 1987;
Bécard und Piché, 1989b; Fester et al., 1999) sind in der Lage, das Wachstum von AM-
Pilzen zu stimulieren, ermdglichen jedoch kein unbegrenztes Wachstum des Myzels. Die
Erkennung von Wirtspflanzen durch AM-Pilze beruht auf der Abgabe von Signal-
substanzen durch die Wurzeln der potentiellen Wirtspflanzen. Diese bislang nicht identifi-
zierten Substanzen fithren nach Keimung der AM-Sporen zum Ubergang von der prasym-
biotischen zur symbiotischen Phase im Lebenszyklus der AM-Pilze und damit einherge-
hend zu einer Veranderung der Hyphenmorphologie. Diese Verénderungen lassen sich in
der Umgebung von Nicht-Wirtspflanzen wie z.B. Brassica oleracea nicht beobachten
(Giovanetti et al., 1994). Mit Flavonoiden aus Luzerne konnte eine Stimulation des
Wachstums von AM-Pilzen beobachtet werden (Tsai und Phillips, 1991; Bécard et al.,
1992). Flavonoide sind jedoch in der arbuskulédren Mykorrhiza fiir eine Kommunikation
zwischen Makro- und Mikrosymbiont nicht unbedingt erforderlich, wie dies in der
Symbiose zwischen Rhizobium und Leguminosen der Fall ist (Bécard et al., 1995).

Abbildung 1:

Appressorium Vesikel
Arbuskel
Intra- Cortex .
radikale mgse-l
Hyphe

Schematische Darstellung der Strukturen der arbuskulédren Mykorrhiza. ALS: Arbuskel-&hnliche
Struktur; ERM: Extraradikales Myzel

Nach erfolgreicher Infektion der Wurzel Gber Appressorien breiten sich die Hyphen inter-
zelluldr in der Wurzelrinde aus. Dort differenzieren die intraradikalen Hyphen, d.h. die
Hyphen, die sich innerhalb der Wurzel ausbreiten, in die fir AM-Pilze charakteristischen
Strukturen: Arbuskeln und Vesikel (Abb. 1). Bei den bdumchenartig fein verzweigten Ar-
buskeln handelt es sich um den Ort des intensivsten Stoffaustausches zwischen Pilz und
Pflanze (Cox und Tinker, 1976; Bonfante-Fasolo, 1984; Gianinazzi-Pearson, 1996). Die
Arbuskeln fullen einen grofRen Teil der Wirtszellen im Cortex der Wurzel aus, dabei
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durchdringt der pilzliche Symbiosepartner zwar die Zellwand, nicht aber das Plasmalemma
der Wirtszellen (Harley und Smith, 1983). In den Arbuskel-enthaltenden Zellen kommt es
zu erheblichen cytologischen Modifikationen. Die De-novo-Synthese der die Arbuskeln
umgebenden periarbuskuldren Membran (PAM), die aus der Plasmamembran der Zelle
hervorgeht, fihrt zur Ausbildung einer apoplasmatischen symbiotischen Matrix zwischen
Pilz und Pflanze, die dem Nahrstoffaustausch der beiden Symbiosepartner dient (Gia-
ninazzi-Pearson, 1996). Bei den Arbuskeln handelt es sich um relativ kurzlebige Struktu-
ren, die innerhalb weniger Tage ausgebildet werden und wieder degenerieren (Alexander et
al., 1988). Die meisten AM-Pilze bilden innerhalb der Wurzel Hyphenanschwellungen,
sogenannte Vesikel, die zur Speicherung von Lipiden dienen sollen (Werner, 1987). Die
Ausbildung von Arbuskeln und Vesikel im Verlauf der Mykorrhizierung stellt einen dy-
namischen Prozel3 dar. Im zeitlichen Verlauf der Kolonisierung werden die Arbuskeln
kontinuierlich neu gebildet. Erst gegen Ende der Vegetationsperiode kommt es dann zu
einer deutlich verringerten Neubildung von Arbuskeln. Die Anzahl von Vesikeln nimmt
hingegen im Verlauf der Kolonisierung stdndig zu. Der Anteil der AM-Pilze an der Bio-
masse mykorrhizierter Wurzeln ist abhangig vom Grad der Mykorrhizierung und kann
zwischen 4 bis 20% liegen (Hepper, 1977).

Trotz der massiven pilzlichen Kolonisierung der Wirtswurzel kommt es in nur sehr be-
grenztem Umfang zur Ausbildung von pflanzlichen Abwehrreaktionen. In nicht-
mykorrhizierbaren (myc’) Pflanzenmutanten hingegen werden durch AM-Pilze starke
pflanzliche Abwehrreaktionen ausgeldst, die darauf hindeuten, daR die myc™ Pflanzen AM-
Pilze nicht mehr als Symbionten sondern als Pathogene erkennen. Inwieweit die reduzierte
Pflanzenabwehr an einer Kontrolle der Entwicklung des pilzlichen Symbionten beteiligt
ist, kann derzeit noch nicht beantwortet werden (Gianinazzi-Pearson et al., 1996).
Gleichzeitig mit Wachstum und Ausbreitung der AM-Strukturen innerhalb der Wirts-
wurzel kommt es aulRerhalb zur Ausbildung des extraradikalen Myzels (ERM). Dieses bil-
det im Boden ein weitverzweigtes Netzwerk (Giovannetti et al., 1999) und ermdglicht dem
AM-Pilz Zugang zu weiter entfernten Bereichen des Bodens, die von der Pflanze allein
nicht erreicht werden konnen.

Der geringe Hyphendurchmesser (bis 1 pum) erméglicht den Hyphen das Eindringen in
feinste Bodenpartikel. Aufgrund der groRen Hyphenoberflache des ERM konnen dort sehr
viel effizienter, als die Pflanzen mit ihren Wurzeln dazu in der Lage waren, N&hrstoffe
aufgenommen und zur Wirtspflanze transportiert werden. Die durchschnittliche L&nge von
AM-Hyphen x g™ Boden betragt etwa 1-20 m (Sylvia, 1990). Dabei verbinden die AM-
Pilze nicht nur die Wirtspflanzen mit weiter entfernten Bodenbereichen, sondern vernetzen
gleichzeitig die Wirtspflanzen untereinander. Von Newman et al. (1992) konnte der Trans-
port von Stickstoff zwischen einzelnen Pflanzen (Plantago lanceolata) uber die Hyphen
von AM-Pilzen nachgewiesen werden. Solche Verbindungen kdnnten in vielen Habitaten
von groRer 6kologischer Bedeutung sein (Read, 1997).

Der Lebenszyklus von AM-Pilzen schlie3t sich mit beginnender Ausbildung von Sporen
(Bago et al, 1998a). Die vermutlich asexuell gebildeten Sporen der AM-Pilze dienen der
Uberdauerung und Vermehrung und enthalten je bis zu mehrere tausend Kerne (Hosny et
al., 1998; Viera und Glenn, 1990). Uber das genetische System der AM-Pilze gibt es nur
wenige Informationen. Es wird vermutet, dall sich AM-Pilze ausschlieRlich asexuell fort-
pflanzen. Inwieweit und ob sie eine genetische Rekombination aufweisen, ist derzeit nicht
bekannt.

Nur wenige Wirtspflanzen, wie z.B. Coffea arabica, sind auf AM-Symbionten angewiesen
und werden daher als obligat mykotroph bezeichnet (Werner, 1987). Die meisten Pflanzen
sind jedoch fakultativ mykotroph, d.h. sie profitieren dann von einer Mykorrhizierung,
wenn eine Nahrstofflimitation oder verschiedene Stref3faktoren vorliegen. In n&hrstoffli-
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mitierten Boden werden mykorrhizierte Pflanzen besser erndhrt und zeigen ein gesteigertes
Wachstum im Vergleich zu nicht-mykorrhizierten Pflanzen (Gerdemann, 1964). Ein wich-
tiger Faktor ist dabei die verbesserte Versorgung der Wirtspflanze mit Phosphat. In Béden
mit limitierendem Phosphatgehalt sind AM-Pilze in der Lage, Phosphat aktiv gegen einen
Konzentrationsgradienten aufzunehmen, tiber die Hyphen zur Wurzel zu transportieren und
dort an die Pflanzen abzugeben (Smith und Gianinazzi-Pearson, 1988). Harrison und van
Buuren (1995) konnten einen Phosphattransporter aus Glomus versiforme klonieren, der
vermutlich unmittelbar an der Aufnahme von Phosphat aus dem Boden beteiligt ist. Die
weitere mogliche Beteiligung eines pflanzlichen Phosphattransporters an der Aufnahme
von Phosphat an den Arbuskel-enthaltenden Zellen konnte kirzlich von Rosewarne et al.
(1999) gezeigt werden.

Ein erhohter Phosphatgehalt fihrt neben einer Forderung des Pflanzenwachstums zu einer
verstarkten Trockentoleranz der mykorrhizierten Pflanzen (Nelsen und Safir, 1982). Neben
der verstarkten Phosphataufnahme koénnen AM-Pilze auch die Versorgung ihrer
Wirtspflanzen mit Mikrondhrelementen wie Calcium, Eisen, Kalium, Kupfer und Zink
verbessern (Kothari et al., 1991; Khaliel, 1993). Als weitere wichtige Faktoren sind eine
durch die AM-Pilze erleichterte Wasseraufnahme (Kothari et al., 1990), eine erhdhte Tole-
ranz gegenuber Salz- und SchwermetallstreR (Pond et al., 1984; Hildebrandt et al., 1999;
Kaldorf et al., 1999) sowie eine erhéhte Resistenz gegeniiber pathogenen Pilzen und Ne-
matoden anzufiihren (Dehne, 1982). Der Hauptvorteil fir den pilzlichen Symbiosepartner
liegt zum einen in der Einnahme einer tkologischen Nische und zum anderen in der Ver-
sorgung mit bis zu 20% des von der Wirtspflanze fixierten Kohlenstoffs (Hayman, 1982;
Jakobsen und Rosendahl, 1990).

Mykorrhizierung beeinfludt nicht nur die Versorgung der Pflanzen mit Nahrstoffen, son-
dern fihrt bei einigen Substanzen zu signifikanten Konzentrationsénderungen in den AM-
kolonisierten Pflanzenwurzeln. Dies konnte sowohl fir Phytohormone (Danneberg et al.,
1992; Kaldorf et al., 2000) als auch fur den Sterolgehalt mykorrhizierter Wurzeln (Schmitz
et al., 1991) gezeigt werden. Daruiber hinaus wird bei Poaceen infolge Mykorrhizierung
mit AM-Pilzen die Bildung von Mykorradicin, einem Carotinoid (Klingner et al., 1995),
und von Blumenin, einem Cyclohexenon-Derivat (Maier et al., 1995), beschrieben. Die
Funktionen der genannten Substanzen innerhalb der Symbiose konnten bisher nicht
aufgeklart werden.

1.2 N-Assimilation

Der EinfluB einer Mykorrhizierung mit AM-Pilzen auf die Stickstoffversorgung der
Wirtspflanze wurde von verschieden Gruppen untersucht. Einige dieser Untersuchungen
(Tobar et al., 1994; Subramanian und Charest, 1998; Kaldorf et al., 1998) deuten darauf
hin, dal die Kolonisierung mit AM-Pilzen zu einer verstarkten Aufnahme bzw. Assimilati-
on von Stickstoff fihrt.

In den meisten Boden stehen den Pflanzen im wesentlichen NH," und NO3™ als Stickstoff-
quelle zur Verfugung. Die durchschnittlichen Ammoniumkonzentrationen liegen dabei
10-1000fach unter den vorliegenden Nitratkonzentrationen (Marschner, 1995). Das wenig
mobile NH," wird jedoch bevorzugt aufgenommen, da im Vergleich zu NOjz’, das zunachst
reduziert werden muB, insgesamt weniger Energie fur die Assimilation aufzuwenden ist.
Liegt Ammonium als einzige Stickstoffquelle vor, konnen durchaus negative Effekte auf
das Pflanzenwachstum beobachtet werden, die durch das Fehlen von NOs und dessen
Funktionen als Osmotikum, Gegenion und Regulator bedingt sind (von Wirén et al., 2000;
Stitt, 1999).
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In den meisten BAden ist das mobile Nitrat die Hauptform des pflanzenverfugbaren Stick-
stoffs. Daher ist neben vielen anderen Faktoren wie Licht oder Temperatur (Hoff et al.,
1992; Oaks, 1994; Wolt, 1994) die Aufnahme von Nitrat durch die Pflanze ein bestimmen-
der Faktor der Nitratassimilation. Die Nitrataufnahme aus der Bodenldsung erfolgt dabei in
Wourzeln (iber die Plasmamembran von Zellen der Rhizodermis und des Cortex. NOs™ wird
iiber einen Protonen-Symport Mechanismus (2H":1NOj3") aufgenommen (Abb. 2), der von
der Aktivitat der Plasmamembran H*-ATPase abhangig ist (McClure et al., 1990). In Wur-
zeln gibt es mindestens zwei unterschiedliche Nitrataufnahmesysteme, die sich hinsichtlich
ihrer kinetischen Charakteristika unterscheiden: Konstitutive und durch Nitrat induzierbare
high-affinity Aufnahmesysteme (Ky: 6-20 pM bzw. Kn: 20-100 pM) sowie induzierbare
und konstitutive low-affinity Aufnahmesysteme (Kn,: 5 mM). Zu Beginn der vorliegenden
Arbeit waren aus hoheren Pflanzen bereits Komponenten des low-affinity Nitrataufnahme-
Systems und des induzierbaren high-affinity Nitrataufnahme-Systems identifiziert, die
wiederum Bestandteile zweier unterschiedlicher Nitrattransportergenfamilien sind, der
NRT1- (= low-affinity Nitrattransporter) und der NRT2- (= high-affinity Nitrattransporter)
-Familie (Crawford und Glass, 1998). Die Proteine beider Familien sind typische
Membrantransporter mit vermutlich zw6lf membranspannenden Helices. Die Regulation
der Nitrat-Aufnahme erfolgt im wesentlichen durch Nitrat und den N-Status der Pflanze
(Forde, 2000).

Abbildung 2: Wege des Nitrat in der Zelle
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P Aminosauren
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(modifiziert, nach Crawford und Glass, 1998)

Legende zu Abbildung 2:

Nitrat wird aus der Bodenlosung im Protonensymport durch low- und high-affinity Nitrattranspor-
ter Gber die Plasmamembran in die Zelle transportiert. Dort kann es uber die Enzyme der Nitratas-
similation in Aminosduren eingebaut (1), in die Vakuole transportiert und dort gelagert (2) oder
uber einen symplasmatischen Transport von Zelle zu Zelle an das Xylem abgegeben und in den
Sprol? transportiert werden (3). Nitrat kann des weiteren einem Efflux aus der Zelle unterliegen (4).
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Innerhalb der Zelle wird Nitrat durch die assimilatorische Nitratreduktase (NR) zu Nitrit
und weiter durch die assimilatorische Nitritreduktase (NiR) zu Ammonium reduziert (Abb.
2). Die eukaryontischen Nitratreduktasen werden in Abhéngigkeit von den verschiedenen
Elektronendonoren in drei Gruppen unterteilt: NADH-spezifische (EC 1.6.6.1) und
NAD(P)H-bispezifische (EC 1.6.6.2) in Algen und hoéheren Pflanzen, sowie NADPH-
spezifische (EC 1.6.6.3) Nitratreduktasen in Pilzen (Guerrero et al., 1981; Zhou und
Kleinhofs, 1996). Da bislang Untersuchungen zur Nitratreduktion bei Pilzen (iberwiegend
mit den Ascomyceten Aspergillus nidulans und Neurospora crassa durchgefuhrt wurden
(Marzluf, 1997), die NADPH-spezifische Nitratreduktasen aufweisen, ist die Verbreitung
der anderen NR-Typen in Pilzen bislang unklar. Die assimilatorische NR hoherer Pflanzen
ist kernkodiert und liegt im Cytoplasma als Homodimer mit Untereinheiten von 100-120
kDa vor, von denen jede die drei prosthetischen Gruppen Molybdan-Cofaktor, Haem und
FAD enthalt. In Tomate gibt es nur ein Gen fur das Apoenzym der NR (Daniel-Vedele et
al., 1989), wohingegen z.B. in Arabidopsis thaliana und Nicotiana tabacum zwei unter-
schiedliche Gene vorhanden sind (Zhou und Kleinhofs, 1996). Die pflanzliche NR unter-
liegt auf Ebene der Genexpression und der posttranslationalen Modifikation durch
Faktoren wie Nitrat, Licht, N-Metabolite und Phytohormone einer komplexen Regulation
(Bothe, 1993; Kaiser et al., 1999).

Die in hoheren Pflanzen kernkodierten jedoch plastidar lokalisierten Nitritreduktasen (EC
1.7.7.1) sind monomere Enzyme (63 kDa) und enthalten Sirohaem und ein 4Fe-4S-
Zentrum als prosthetische Gruppen. In Nicotiana tabacum konnten vier unterschiedliche
Nitritreduktasegene nachgewiesen werden (Kronenberger et al., 1993), wéhrend in Spinat
nur ein Gen pro haploidem Genom vorliegt (Wray und Ward, 1994).

Die Regulation der NiR-Genexpression erfolgt im wesentlichen durch Faktoren wie Nitrat,
Licht, und Phytochrom (Crawford und Arst, 1993). Eine Endprodukthemmung durch N-
Metabolite wurde beschrieben (Vincentz et al., 1993).

Die weitere Assimilation in Aminoséduren erfolgt vorwiegend uber die Glutamin-
Synthetase (GS) und die Glutamatsynthase (GOGAT). Der Weg lber die Glutamatdehy-
drogenase (GDH) ist dabei in héheren Pflanzen von untergeordneter Bedeutung (Oaks,
1994). Die Reaktionsprodukte Glutamin und Glutamat nehmen eine zentrale Position im
Stickstoffmetabolismus ein. In der Wurzel wird das aufgenommene Nitrat jedoch Gberwie-
gend in die Vakuole transportiert und dort gelagert oder zum Transport in die Blatter an
das Xylem abgegeben. Der tberwiegende Teil der Nitratassimilation findet in der Regel
nicht in den Wurzeln, sondern im SproR statt (Campbell, 1988; Oaks, 1994). Uber die Na-
tur der an den Transportprozessen an der Tonoplastenmembran und am Efflux von Nitrat
uber die Plasmamembran beteiligten Nitrattransporter ist bislang nichts bekannt.

Wurzeln konnen insbesondere bei ausreichender Bodenfeuchte sowohl Ammonium,
welches zu einem groRen Teil an Bodenpartikel gebunden vorliegt, als auch Nitrat, das
leicht 16slich und mobil ist, effektiv aus der Rhizosphére aufnehmen. Mit der Zeit entsteht
in der Rhizosphére eine Zone mit reduziertem Stickstoffangebot. Wahrend Nitrat relativ
schnell nachflieRen kann, ist aufgrund der geringen Mobilitdt des Ammoniumions ein
Ausgleich dieses Mangels nur bedingt moglich (Ames et al., 1983). Daher wurde ange-
nommen, dall AM-Pilze mit groRer Wahrscheinlichkeit die Ammoniumversorgung der
Wirtspflanze, nicht aber deren Versorgung mit Nitrat wesentlich beeinflussen kénnen (Ba-
rea, 1987). Diese Annahme konnte nicht aufrecht erhalten werden, da Untersuchungen mit
>N zeigten, daB AM-Pilze in der Lage sind, effektiv NH," und NO3™ aufzunehmen (George
et al., 1992; Johansen et al., 1996) , weiter zu reduzieren und Uber das extraradikale Myzel,
insbesondere unter Wassermangelbedingungen, zur Wirtspflanze zu transportieren (Frey
und Schiepp, 1993; Tobar et al., 1994 a,b; Subramanian und Charest, 1999). Die aktive
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Aufnahme von Nitrat in monoxenischer Kultur mit Ri T-DNA transformierten Karotten-
wurzeln konnte von Bago et al. (1996) nachgewiesen werden. Uber ihr weitverzweigtes
Myzel besitzen AM-Pilze damit Zugang zu Stickstoffreserven des Bodens, die fur Nicht-
AM-Pflanzen unzuganglich sind (Tobar et al., 1994 a,b). Cliquet und Stewart (1993)
konnten zeigen, dal} die Aktivitdten von Nitratreduktase (NR) und Glutamin-Synthetase
(GS) bei mit Glomus fasciculatum mykorrhizierten Maispflanzen in SproR und Wurzeln
deutlich erhéht waren. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dal} das vom AM-Pilz aufge-
nommene Nitrat direkt an die Wirtspflanze weitergegeben wird, um dann dort zu erhéhten
Aktivitaten der an der Nitratassimilation beteiligten Enzyme zu fihren. Kaldorf et al.
(1998) hingegen konnten eine deutliche Reduktion der NR-Aktivitat in Blattern von mit
Glomus intraradices mykorrhizierten Maispflanzen im Vergleich zu nicht-mykorrhizierten
Kontrollpflanzen zeigen. Darliber hinaus konnte Nitratreduktase-mRNA von Glomus
intraradices in den mykorrhizierten Maiswurzeln nachgewiesen werden (Kaldorf et al.,
1998). Diese Resultate deuten darauf hin, daR die pilzliche Nitratreduktase einen Teil der
Nitratassimilation fur die Pflanze tbernimmt und daraus die reduzierte NR-Aktivitat der
Maispflanzen resultiert. In weiteren Untersuchungen konnten in Abhangigkeit von der
Mykorrhizierung mit AM-Pilzen sowohl erhéhte (Azcén et al., 1992; Mathur und Vyas,
1995) als auch erniedrigte NR-Aktivitaten (Oliver et al., 1983) ermittelt werden. McArthur
und Knowles (1993) und Thapar et al. (1990) fanden keine unterschiedlichen Nitratreduk-
taseaktivitaten in mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Pflanzen.

Bisher konnten somit keine eindeutigen Aussagen gemacht werden, in welcher Art und
Weise der pilzliche Symbiont an der Nitratassimilation des pflanzlichen Partners beteiligt
ist.

Durch die Identifizierung von Nitrattransportergenen aus héheren Pflanzen, deren Genpro-
dukte fir die Aufnahme von Nitrat verantwortlich sind (Tsay et al., 1993; Trueman et al.,
1996), besteht jetzt die direkte Moglichkeit mit molekularbiologischen Methoden den Ein-
flul} einer Mykorrhizierung mit AM-Pilzen auf die Expression von Nitrattransportergenen
der Wirtspflanze zu untersuchen.

Zu Beginn dieser Arbeit waren nur wenige Sequenzdaten zu Nitrattransportern in hoheren
Pflanzen und Pilzen verfligbar. Als erste Sequenz eines Nitrattransporters aus hoheren
Pflanzen war CHL1 als Bestandteil des low-affinity-Transportsystems in Arabidopsis tha-
liana identifiziert worden (Tsay et al., 1993). Im weiteren lagen zwei zu CHL1 homologe
cDNA-Sequenzen aus Tomate vor: LeNRT1;1 und LeNRT1;2 (Lauter et al., 1996) und eine
Sequenz aus Brassica napus: BnANRT1 (Muldin und Ingemarsson, 1995). Die ersten Se-
quenzen von Homologen aus hoheren Pflanzen zu den high-affinity-Nitrattransportern aus
der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii und aus dem Pilz Aspergillus nidulans (Quesada
et al., 1994; Unkles et al., 1991) konnten von Trueman et al. (1996) aus Gerste (HYNRT2;1
und HVNRT2;2) und von Quesada et al. (1997) aus Nicotiana plumbaginifolia (NpNRT2;1)
kloniert werden.

Durch Entwicklung von Gensonden fir low- und high-affinity Nitrattransporter aus To-
mate, anschlielende Transkriptanalysen von Nitrattransporter-, Nitrat- und Nitritredukta-
segenen sowie RNA-In situ-Hybridisierungen im Vergleich von mykorrhizierten und
nicht-mykorrhizierten Pflanzen, sollte versucht werden, die Auswirkungen einer méglichen
Beteiligung von AM-Pilzen an der Nitratassimilation in der Symbiose zu dokumentieren.
Uber diese Untersuchungen wird in der vorliegenden Arbeit berichtet.
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1.3 Axenische Kultur von AM-Pilzen

Die obligat biotrophe Lebensweise der AM-Pilze behindert molekularbiologische und bio-
chemische Untersuchungen der Eigenschaften dieser Pilze. Ein Grof3teil der Hyphen und
die namensgebenden Strukturen der AM-Pilze, Arbuskeln und Vesikel befinden sich in
engem Kontakt mit Pflanzenzellen innerhalb von Wurzeln und sind so kaum zugéanglich
(Jabaji-Hare et al., 1984). Das den Boden durchdringende extraradikale Myzel ist ebenfalls
nur in sehr begrenztem Male zuganglich, zumal langere intakte Hyphen nur als Bruch-
stiicke aus Bodensubstraten isoliert werden kdnnen (Horn et al., 1992). Die Entwicklung
eines kompartimentierten Kultursystems, das eine Trennung des extraradikalen Myzels von
den Wurzeln der Wirtspflanze durch ein feinmaschiges Netz erlaubt, erleichterte vor allem
Transportuntersuchungen mit radioaktiv markierten Substanzen und ermdoglichte die Isolie-
rung groRerer Mengen extraradikalen Myzels fir biochemische Untersuchungen. In den
letzten Jahren konnten durch die Etablierung eines dualen monoxenischen Kultursystems
mit Ri T-DNA transformierten Karottenwurzeln (Bécard und Fortin, 1988) Einblicke in
Lebenszyklus, Physiologie und N&hrstoffaufnahme von AM-Pilzen erhalten werden (Cha-
bot et al., 1992; Johansen et al., 1996; Pfeffer et al., 1999), wie dies mit herkdmmlicher
Topfkultur nicht moglich gewesen ware. Allerdings ist dieses Kultursystem aufgrund sei-
ner Beschréankung auf transformierte Wurzeln nicht mit den physiologischen Bedingungen
einer griinen, im Boden wurzelnden Pflanze vergleichbar.

Das Ziel vieler Bemuhungen der letzten Jahrzehnte war jedoch, AM-Pilze in axenischer
Kultur, in Abwesenheit von lebenden Wirtswurzeln, vermehren zu kdnnen. Eine axenische
Kultur wirde weitergehende biochemische und molekularbiologische Untersuchungen,
insbesondere aber die Selektion bestimmter Isolate, auch im Hinblick auf eine mogliche
genetische Transformation von AM-Pilzen, erlauben. Neben dem wissenschaftlichen gibt
es durchaus ein mittlerweile stark gestiegenes wirtschaftliches Interesse an einer axeni-
schen Kultur von AM-Pilzen, wéhrend im Gartenbau ein verstarktes Interesse an den posi-
tiven Effekten einer Mykorrhizierung durch AM-Pilze besteht. Die Produktion von Inoku-
lum ist trotz der Entwicklung aeroponischer, oder auf der Karottenwurzelkultur beruhender
Vermehrungssysteme immer noch relativ teuer und nicht standardisiert. Eine effektive
axenische Kultur unter kontrollierten Bedingungen konnte die Produktion von Inokulum
hoher Qualitat ohne mikrobielle Kontamination gewéhrleisten.

Unterschiedlichste Substanzen (Wurzelexsudate, Pflanzenextrakte etc.) und Mikroorga-
nismen wurden in ihrer Wirkung auf AM-Pilze untersucht. Es konnten zwar wachstums-
stimulierende Faktoren ausgemacht werden, diese erlaubten jedoch kein unbegrenztes
Wachstum oder die Vollendung des pilzlichen Lebenszyklus mit der Bildung von Sporen.
In der vorliegenden Arbeit werden Effekte auf das Wachstum von Glomus intraradices
Sy167 durch Co-Kultur mit einem AM-assoziierten Bodenbakterium beschrieben. Diese
kdnnten zu neuen Ansétzen bei der Etablierung einer Kultur von AM-Pilzen ohne Wirts-
wurzeln fuhren.
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2.Material und Methoden

2.1. Versuchsobjekte
2.1.1 Organismen

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

Zur Isolierung von DNA wurden ferner verwendet:
Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH.

Nicotiana plumbaginifolia VIV.

Zea mays L. cv. Honeycomb

Zur dualen monoxenischen Kultur von arbuskuléaren Mykorrhizapilzen (AM) wurde eine
mit Ri T-DNA aus Agrobacterium rhizogenes transformierte Wurzelkultur von Daucus
carota L. (Ausgangskultur von G. Bécard, CRBF, Quebec, Kanada) eingesetzt (siehe Ka-
pitel 2.1.4.1).

Tomatenpflanzen wurden mit einem arbuskuldren Mykorrhizapilz der Gattung Glomus
(Glomus intraradices Schenck & Smith INVAM Sy167, isoliert in Syrien) inokuliert
(siehe Abschnitt 2.1.6).

Tagetes patula L. "Bonita del Sol”, bezogen von Samen Walz, Stuttgart, wurde als
Wirtspflanze zur Inokulumproduktion, d.h. fur die Vermehrung der AM-Pilze eingesetzt.
Né&here Informationen zur Inokulumproduktion sind in Abschnitt 2.1.5 aufgefihrt.

Fir Transformationen wurde eingesetzt:
Escherichia coli XL1-Blue (supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46thi relAl lac’) F'[proAB”
lagl? lacZ AM15Tn10(tet")] (Sambrook et al., 1989, Quelle: Stratagene, Heidelberg)

Die Anzucht der E.coli-Stamme erfolgte ausgehend von Glycerin-Kulturen (50% Glycerin,
50% Ubernachtkultur, Lagerung bei —70°C) oder ausgehend von LB-Platten (Kapitel
2.2.5) in LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin als Selektionsagens (siehe Abschnitt
2.4.3).

2.1.2 Oberflachensterilisierung von Saatgut

Zur Oberflachensterilisierung wurden die verwendeten Pflanzensamen jeweils 5 min mit
70% EtOH und 0.1% HgCl, behandelt (Neuer et al. 1985). Das Saatgut wurde im An-
schluB in sechs 5 min Waschgéngen mit destilliertem Wasser gespult und fur 24 Stunden
zum Quellen und Keimen in frischem sterilen Wasser stehengelassen.

2.1.3 Oberflachensterilisierung von Glomus-Sporen
Die Oberflachensterilisierung von Glomus-Sporen erfolgte nach einem modifizierten Pro-
tokoll zur Oberflachensterilisierung von mykorrhizierten Wurzelsegmenten (Gryndler et

al., 1997). Die Sporen mit anhaftenden Hyphen wurden funfmal fir 2 min in sterilem 0,1%
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MgSO, x 7H,0 gewaschen und anschlielend fur 4 h bei RT in einer Losung bestehend aus
0,1% MgSO4 x 7H,0, je 5 mg/l Penicillin G (Kaliumsalz, Sigma), Streptomycinsulfat
(Calbiochem) und Neomycinsulfat (Sigma) sowie Tetracyclinhydrochlorid (2,5 mg/l) und
50 pul Tween80 (Sigma) inkubiert. Nach 4 min Inkubation in einer 1:50 verdiinnten
NaOCI-Ldsung, die einen Tropfen Tween80 enthielt, wurden die Sporen mindestens
zehnmal mit insgesamt 250 ml sterilem H,O gewaschen. Die Sporen wurden unmittelbar
danach zur Keimung in Petrischalen mit M-Medium Gberfuhrt (siehe Kapitel 2.1.4).

2.1.4 Kultur von AM-Pilzen

2.1.4.1 Duale monoxenische Kultur von AM-Pilzen mit transformierten
Karottenwurzeln

Die Verwendung von nicht wachstumslimitierten, transformierten Karottenwurzeln als
Wirtsmatrix fir AM-Pilze ermdglicht effektives Etablieren und Aufrechterhalten einer
dualen axenischen Kultur (Bécard und Fortin, 1988). Die transformierten Karottenwurzeln
werden auf MW-(= Modified White’s) Medium (Bécard und Fortin, 1988) bei RT im
Dunkeln herangezogen. Zur Etablierung einer dualen Kultur mit Glomus intraradices wur-
den etwa 2 cm lange Wurzelstiicke, vorzugsweise mit Wurzelspitze oder Verzweigungen,
zusammen mit oberflachensterilisierten Sporen auf ein modifiziertes M-Medium Gberflhrt
(Karandashov et al., 2000). Die Unterschiede im Vergleich zum von Bécard und Fortin
(1988) publizierten M-Medium lagen im Zusatz von 10 mM MES (Sigma) als pufferndem
Agens und der Reduktion von Zink- und Mangankonzentration um 50%. Diese Modifika-
tion des Mediums soll eine effektivere Keimung von AM-Sporen ermdglichen. Die Ldsun-
gen wurden mit HCIl oder NaOH auf die entsprechenden pH-Werte eingestellt (siehe
Tabellel) und 15 min bei 121°C autoklaviert.

Die Kolonisierung der Wurzeln erfolgte nach der Keimung der Sporen auf den M-
Medium-Platten. Die Inkubation erfolgte bei RT im Dunkeln.

2.1.4.2 Wachstum von AM-Pilzen ohne Wirt

Oberflachensterilisierte Glomus-Sporen wurden in Aggregaten von je etwa 20-50 Sporen
mit sterilen Pipettenspitzen in Petrischalen auf M-Medium Gberfuhrt und bei RT im
Dunkeln inkubiert. Die Vermessung der neugebildeten Sporen erfolgte mit einem
MeRokular an einem Mikroskop (Zeiss PM6) bei 125facher Vergrof3erung.

2.1.5 AM-Pilz-Inokulumproduktion

Fur die Inokulumproduktion bzw. -vermehrung wurde das Blahtonverfahren verwendet.
Hierbei sind die Blahtonpartikel aufgrund ihrer porésen Oberflache in der Lage, besonders
viele Chlamydosporen und Pilzmyzel zu binden (Dehne und Backhaus 1986). Um die
Gefahr einer Fremdinfektion zu verringern, wurde zur Inokulumvermehrung eine andere
Wirtspflanze als die spéter verwendete Versuchspflanze benutzt (Menge, 1983 und 1986).
Zur Inokulumvermehrung wurde Tagetes eingesetzt, da diese vom verwendeten Glomus-
Isolat schnell infiziert wurde und zudem einer Verbreitung von Pythium mit dem Inokulum
entgegenwirkt (v. Alten et al., 1990). Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in nicht sterilen
1,5-1-Plastiktopfen, die als Substrat 1,1 | Lecaton® (2-4 mm, Porenvolumen 75%:; Leca
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Deutschland, Halstenbek) und 0,1 | Inokulum enthielten. In jeden Topf wurden drei ober-
flachensterilisierte Tagetessamen gegeben. Nach einer Wachstumsperiode von zehn bis
zwoOIf Wochen wurde zur Stimulierung der Sporulation der AM-Pilze die Bewasserung der
Pflanzen eingestellt und die oberirdischen Pflanzenteile entfernt. Nach weiteren drei bis
vier Wochen wurden die Topfe geerntet. Das Inokulum wurde in Plastiktuten bei Raum-
temperatur gelagert, wobei das Material seine Infektiositat Uber mehrere Jahre hinweg
behalten soll (Grunewaldt-Stocker, 1989).

Tabellel: Zusammensetzung der verwendeten Medien zur Kultur von AM-Pilzen:

MW- M-
Medium:[mg/l] Medium:
[mg/l]

MgSO, x 7TH,0 731 731
Na,SO4 x 10H,0 453 -
KNO3 80 80
KCI 65 65
NaH2P04 22 -
KH,PO, - 4,8
Ca(NOs); x 4H,0 288 288
NaFeEDTA 8 8
Kl 0,75 0,75
MﬂClz X 4H20 6 3
ZnS0O4x 7TH,0 2,65 1,3
H3;BO3 15 15
CuS0O4 x 5H,0 0,13 0,065
Na,Mo0O,4 x 2H,0 0,0024 0,0012
Glycin 3 3
Thiaminhydrochlorid 0,1 0,1
Pyridoxolhydrochlorid 0,1 0,1
Nikotinséure 0,5 0,5
myo-Inositol 50 50
Saccharose 30000 10000
MES - 1952
Bacto Agar (Difco) 8000 8000
pH-Wert 55 6,5

2.1.6 Kulturbedingungen zur Anzucht der Versuchspflanzen

Die Tomaten wurden im Gewadchshaus bei einer Temperatur von 20-35°C und einer relati-
ven Luftfeuchte von etwa 70% angezogen. Als zusatzliche Lichtquellen zum normalen
Tageslicht dienten Hochdruck-Quecksilberdampflampen (HPL-N, 400W, Phillipps) und
Hochdruck-Metallhalogendampflampen (HPL-T, 400W, Phillipps), die eine Tagesléange
von mindestens 12 Stunden gewahrleisteten. Bei kiinstlicher Beleuchtung lag die Lichtin-
tensitat 30 cm oberhalb der Topfe bei etwa 150 HEm™s™. Bei starker Sonneneinstrahlung
wurden bis zu 600 pEm?s™ erreicht.
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Sowohl hohe Temperaturen als auch hohe Lichtintensitaten stimulieren die Infektion der
Pflanzen mit Mykorrhizapilzen wie auch die Sporenbildung, da vermehrt Photosynthese-
Produkte zu den Wurzeln transportiert werden und als Exsudate die Mykorrhizierung re-
gulieren (Hayman, 1974).

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Kompartimentsystems

Legende zu Abbildung 3: Schematische Darstellung des verwendeten Kompartimentsystems zur
Isolierung von Myzel von Glomus intraradices Sy167 A: Hyphenkompartiment; B: Lochscheibe
mit Nylonnetz (30pum @); C: Wurzelkompartiment;. Die AM-Pilzstrukturen sind rot markiert dar-
gestellt.

Die in Mykorrhizierungsexperimenten eingesetzten Tomatenpflanzen wurden in einer Le-
caton”-Einheitserde-Mischung (siehe Kapitel 2.1.5) entweder in Tépfen oder Komparti-
ment-Systemen (nach George et al., 1992) herangezogen. Diese Pflanzsysteme, schema-
tisch dargestellt in Abbildung 3, ermdéglichen die Isolierung von extraradikalen Sporen und
Hyphen arbuskul&rer Mykorrhizapilze ohne eine Kontamination durch die Wirtspflanze.
Die Kompartiment-Behélter wurden aus 5 mm dicken PVC-Platten gefertigt und besitzen
ein Gesamtvolumen von 1500 cm?®. Das Wurzelkompartiment (C) hat ein Volumen von
1000 cm® und ist durch eine mehrfach perforierte (Lochdurchmesser 5 mm) 2 mm dicke
PVC-Scheibe (B) vom Hyphenkompartiment (A in Abb.3; 500 cm® Volumen, gefiillt mit
autoklaviertem, gewaschenen Quarzsand, @ 2-4mm) abgetrennt. Auf beiden Seiten wurde
diese Scheibe mit einem 30 um Nylon-Netz (Hydro-Bios, Kiel) bespannt. Hyphen, nicht
jedoch Wurzeln, sind aufgrund ihres Durchmessers in der Lage, das Nylon-Netz zu pene-
trieren. Dartiber hinaus kommt es zur Ausbildung eines luftgefiillten Raumes zwischen den
Kompartimenten, der den direkten physikalischen Austausch von Né&hrstoffen behindert
(Hawkins und George, 1999).
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Die Topfe mit den Pflanzen wurden auf Gitterroste gestellt, um Staunésse in den Topfen
zu vermeiden, da diese eine erfolgreiche Mykorrhizierung verhindern kann (Sieverding,
1980; Saif, 1981). Die Pflanzen wurden taglich gegossen und dreimal wdochentlich mit
einer 0.5 x Hoagland-L&sung pH 6,0 gediingt (Hoagland und Arnon, 1939; Eschrich, 1976;
Oliver et al. 1983, Burleigh und Harrison, 1999). Die Tomatenpflanzen erhielten einmal
wadchentlich Phosphat in Form des leicht verfigbaren KH,PO,4. Ein héheres Phosphat-
angebot kann die Mykorrhizierung der Pflanzen stark reduzieren (Daft und Nicolson,
1969; Menge et al., 1978; Ratnayake et al., 1978). Pro Topf und Kompartiment-System
wurde daher jeweils 30 ml 0.5 x Hoagland-L6sung (pH 6.0) der in Tabelle 2 beschriebenen
Zusammensetzung verabreicht. Bei den Kompartiment-Systemen erfolgte die Dingung
ausschlief3lich in die Hyphen-Kompartimente.

Tabelle 2: Zusammensetzung der 0,5 x Hoagland-N&hrlésung

Makroelemente Verbindung Konzentration [uM]
K, N KNO3 2500
Ca, N C&(NOg)z x 4H,0 2500
Mg, S MgSOq4 X 7TH,0 1000
K, P KoHPO, 500*
Mikroelemente

Cl KCI 25

B HsBO3 12,5
Mn MHSO4 X HQO 2,5
Zn ZnS0O4 X H,O 1

Cu CuSO,4 x H,O 0,25
Mo (NH4)5M07027 X Hzo 0,007
Fe Fe-EDTA 20**

* KH2PO,4 wurde nur fur die phosphathaltige Nahrlésung zugegeben; sonst wurden 3000
statt 2500uM KNOj3 eingesetzt.

** Eir die Fe-EDTA- Stammlésung wurde 3,72 g Na;EDTA und 2,78 g FeSO4 x 7H,0 bei
80°C inl | H,O gelost.

Tomatenpflanzen, die nicht fir Mykorrhizierungsexperimente eingesetzt werden sollten,
wurden in 0,4 | Plastiktdpfen herangezogen. Diese waren mit gewaschenem, autoklavier-
tem Quarzsand (@ 2-4 mm) gefullt. Die Topfe standen dabei in Kunststoffschalen, die mit
0,5 x Hoagland-Nahrlésung (pH 6,0) bis zu einer Hohe von 1 cm gefullt waren (Daram et
al., 1998; Palms et al., 1996; Lauter et al., 1996; Jones, 1982; Tourraine et al. 1997). Die
Né&hrlosung wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt. Flr Experimente mit unterschiedli-
chen Néhrstoffbedingungen wurden die Pflanzen in kleinere Schalen tberfiihrt und die
entsprechenden Nahrldsungen mindestens alle zwei Tage gegen frische Losungen ausge-
tauscht.

Zur Herstellung von nahezu N-freier 0,5 x Hoagland- wurden statt Ca(NOs), und KNO3
gleiche Mengen an CaCl, und KCI eingesetzt und der pH-Wert mit NaOH auf 6,0 einge-
stellt. Fur die anderen N-Bedingungen wurden Ca(NOs), und KNOj3 durch entsprechende
Mengen NH.CI oder Glutamin ersetzt.
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2.1.7 Ernte der Versuchspflanzen

Die Ernte, der in Mykorrhizierungsexperimenten eingesetzten Versuchspflanzen erfolgte
nach 14 bzw. 15 Wochen. Die oberirdischen Pflanzenteile wurden sofort in Flissigstick-
stoff eingefroren. Nach griindlicher Sduberung der Wurzeln unter flieBendem Wasser
wurden diese mittels mehrerer Lagen Zellstoff abgetrocknet. Danach erfolgte die Ent-
nahme von Proben zur Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades. Unmittelbar im An-
schluB wurde das restliche Wurzelmaterial in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Bei dem zur RNA-Isolierung und fir In situ-Hybridisierungsexperimente eingesetzten
oberirdischen Pflanzenteilen ist folgendes zu beachten:

1. Bei den ,jungen Blattern“ handelt es sich um noch nicht voll entfaltete Blatter.

2. Als ,Bléatter” werden vollentwickelte Blatter bezeichnet.

3. Bei den verwendeten Bliten handelt es sich um vollstdndige Bluten mit allen zuge-
horigen Teilen.

4. Als ,junge Friichte* werden solche bezeichnet, die einen Durchmesser von
maximal 1 cm aufweisen.

2.1.7.1 Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades
2.1.7.1.1 Farbung der Wurzeln mit Lactophenolblau

Nach der Sduberung des Wurzelmaterials wurde von jeder Pflanze an verschiedenen Be-
reichen des Wurzelballens eine Probe entnommen, in Schnappdeckelglaschen Gberfiihrt
und in 5 ml FAA-Fixierlosung (s.u., nach Phillips und Hayman, 1970) fixiert. Bis zur
Féarbung wurden die Wurzelproben bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert.

Zusammensetzung der FAA-Fixierlésung:

- 45,85% H,0

- 45,85% (v/v) Ethanol
- 6% (v/v) Formaldehyd
- 2,3% (v/v) Eisessig

Zur eindeutigen Identifizierung von Pilzstrukturen im mikroskopischen Bild erfolgte die
Farbung der fixierten Wurzelabschnitte mit Lactophenolblau in Abwandlung der Férbe-
methoden von Phillips und Hayman (1970) und Kormanik et al. (1980) wie folgt:

Zuné&chst wurden die Wurzeln zur Aufhellung fiir 35 min bei 90°C im Heizblock mit 10%
KOH inkubiert. Nach mehrfachem griindlichem Spulen mit Leitungswasser wurde das
Material fur 10 min in 3,7% HCI bei Raumtemperatur angesduert und anschlielend durch
90 min Inkubation in Lactophenolblau (C.l. Nr.47780; 1 g/l; pH 2,3; Merck) angefarbt.
Zum Entfarben des Pflanzengewebes wurden die Wurzeln in 50% Lactat Gberfuhrt und bis
zur Bonitierung gelagert.
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2.1.7.1.2 Farbung der Wurzeln mit Tinte und Haushaltsessig

Als nichttoxische Alternative zur Farbung der Wurzeln mit Lactophenolblau wurde die
von Vierheilig et al. (1998) publizierte Methode verwendet. Hierzu wurden die in FAA-
Fixierlosung gelagerten Wurzelproben fur 5 min in kochender 10%iger KOH aufgehellt,
mehrfach in Leitungswasser gewaschen und anschliefend in einer Losung bestehend aus
5% Tinte (Pelikan, Heidelberg) und 5% Eisessig 5 min gekocht. Die Entfarbung und Lage-
rung der Wurzeln erfolgte in mit wenigen Tropfen Eisessig angesduertem Leitungswasser.

2.1.7.2 Mikroskopische Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades

Zur Bonitierung des Verpilzungsgrades wurde die von Schmitz et al. (1991) modifizierte
”grid-line-intersect”- Methode nach Ambler und Young (1977) benutzt. Hierzu wurden die
mit Lactophenolblau gefarbten Wurzelsegmente auf einem Objekttrager ausgelegt und
unter dem Mikroskop (Zeiss PM6) bei 125facher VergroRerung betrachtet. Der so er-
haltene Bildausschnitt entspricht einer L&nge von 1,4 mm. Jeder innerhalb eines solchen
Bildausschnittes sichtbare Wurzelabschnitt wurde auf das Auftreten von Myzel, Arbuskeln
und Vesikeln hin tberprift. Dabei gilt ein Segment als mykorrhiziert, wenn mindestens
eine der genannten Pilzstrukturen auftritt. Um statistisch abgesicherte Resultate zu erhal-
ten, muBten mindestens 300 Wurzelabschnitte untersucht werden. Der Gesamt-
mykorrhizierungsgrad ergab sich aus dem prozentualen Verhaltnis der als mykorrhiziert
eingestuften Wurzelsegmente zur Gesamtmenge der betrachteten Wurzelabschnitte.
Berechnet wurden der arithmetische Mittelwert und der mittlere quadratische Fehler des
Mittelwertes.

2.1.8 Isolierung und Reinigung von AM-Sporen und -Hyphen

Als Standardmethode zur Isolierung von AM-Sporen gilt das Aussieben der Sporen aus
wélrigen Bodenaufschlammungen mit anschlieBender Saccharose-Dichtegradienten-
zentrifugation (Werner, 1987). Das hier angewendete Verfahren entspricht der von Esch et
al. (1994) publizierten Methode. Etwa 1 | des mit Pilzmaterial infizierten Substrates wurde
in 5 | Wasser aufgenommen. Durch kraftiges Ruhren wird das Ablésen von Sporen und
anderem organischen Material von den Substratpartikeln erreicht. Das Wasser-Substrat-
Gemisch wurde anschliel’end iber eine Siebkombination absteigender Porenweite gegeben
(2 mm; 0,5 mm; 0,08 mm; 0,045 mm). Je nach SporengroRe des eingesetzten AM-Isolats
wurde die 45 pm- oder 80 um-Fraktion weiter verwendet. Die so erhaltene Sporenfraktion
wurde mit Wasser in eine Petrischale gespilt. Durch leichtes kreisférmiges Schitteln
wurden die Sporen aufgewirbelt, was zu einer groben Abtrennung von Verunreinigungen
wie Wurzel- und Sandpartikeln, aber auch Kleininsekten und Nematoden fuhrt. Die auf-
gewirbelten Sporen wurden mit einer 20 ml-Spritze abgesaugt, an deren Spitze ein
Gummischlauch (Innendurchmesser ca. 2 mm) befestigt war. Etwa 40 ml dieses Wasser-
Sporengemisches wurden in groRen Glaszentrifugenréhrchen mit gleichem Volumen 70%
(w/v) Saccharoseldsung unterschichtet und 10 min bei 14009 zentrifugiert (Hettich Rotixa
KS). Die sich nun in der Saccharose-Wasser-Grenzschicht befindlichen Sporen wurden mit
der o0.a. Spritze abgenommen und zur Entfernung der Saccharose auf dem 45 pm-Sieb
grindlich gewaschen. Zur weiteren Reinigung der Sporenfraktion wurde diese wiederum
in eine Petrischale gespult. Uber offener Gasflamme auf 100-200 pm Spitzendurchmesser
ausgezogene Pasteurpipetten, die an ihrem oberen Ende mit einem Gummischlauch ver-

-15-



Material und Methoden

sehen wurden, dienten zum Abpipettieren der Sporen, bzw. der noch vorhandenen Verun-
reinigungen in entsprechende Gefalie.

2.1.8.1 Ernte von Pilzmaterial aus den Kompartimentsystemen

Die im Hyphen-Kompartiment der Kompartiment-Systeme gewachsenen extraradikalen
Hyphen und Sporen (Abschnitt 2.1.6) wurden mitsamt umgebendem Quarzsand in 2 |
Leitungswasser aufgeschwemmt und im Anschlul Gber die o.a. Siebkombination gegeben.
Die Hyphen und Sporen wurden hierbei in Sieben mit 500 pm und 80 pum Maschenweite
angereichert. Die so gewonnenen Fraktionen wurden in ein 50 ml Reaktionsgefal} (iber-
fuhrt, wo ein Grof3teil der an den Hyphen und Sporen anhaftenden Partikel durch leichtes
Schiitteln abgeldst werden konnte. Die so grob gereinigten Hyphen und Sporen wurden
mittels leichtem Vakuum auf ein Sieb mit 30 um Maschenweite gesogen und anschlielRend
durch leichtes Andricken auf Whatman-Filterpapier angetrocknet. Unmittelbar darauf
erfolgte das Einfrieren in flissigem Stickstoff zur Nukleinséureextraktion und zur Be-
stimmung der Nitratreduktaseaktivitat.

2.2 Isolierung von Nukleinsauren

Fur die Isolierung von genomischer DNA und RNA aus Pflanzen und Pilzen sind ver-
schiedene Methoden publiziert worden (u.a. Tilburn et al., 1983; Raeder und Broda, 1985;
Doyle und Doyle, 1990; Nagy et al., 1988). Die Resultate bezlglich Qualitat und Intaktheit
der mit diesen Methoden isolierten DNA und RNA waren je nach verwendetem Organis-
mus recht unterschiedlich.

2.2.1 Isolierung genomischer DNA mit CTAB nach Doyle und Doyle

Frisches Myzel von Glomus intraradices aus dem Kompartiment-System (0.1g) wie auch
Blattmaterial der Versuchspflanzen (0.5 g) wurde in einem vorgekihlten Marser in flissi-
gem N eingefroren und mit wenig Seesand zu einem feinen Pulver gemorsert.
AnschlieBend wurde das Material in 5 ml 60°C warmen CTAB-Puffer aufgenommen und
auf 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalie verteilt.

Zusammensetzung des CTAB-Puffers:

- 2% (w/v) CTAB (Hexadecyltrimethylammoniumbromid; Sigma)
-1,4 M NaCl

-20 mM EDTA

- 100 mM Tris/HCI pH 8,0

- 0,2% (v/v) B-Mercaptoethanol

Nach 30 min Inkubation bei 60°C und gelegentlichem leichten Schutteln wurde mit
gleichem Volumen eines Chloroform/lIsoamylalkohol-Gemisches (24:1) ausgeschittelt und
5 min bei 1600g zentrifugiert. Die wélrige Oberphase wurde abgenommen, zur Fallung
der DNA mit 0,7 Volumen eiskaltem Isopropanol versetzt und nach 20 min Inkubation bei
-20°C fir 15 min bei 18300g zentrifugiert.
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Der Zentrifugationsriickstand wurde mit 70% EtOH gewaschen, etwa 15 min in der Vaku-
umzentrifuge getrocknet und in je 10 pul H,O pro Reaktionsgefél’ resuspendiert. Die so
gewonnene DNA wurde fiir PCR-Experimente verwendet.

2.2.2 Isolierung genomischer DNA nach Raeder und Broda

Das geerntete Pflanzenmaterial wurde mit Flussigstickstoff in einer vorgekihlten Reib-
schale zu einem feinen Pulver gemdrsert. Je 100 mg des Pulvers wurden mit 1 ml eines 1:1
Gemisches aus Extraktionspuffer und PCI (TE-gesattigtes Phenol, Chloroform, Isoamyl-
alkohol; 25:24:1) homogenisiert, in ReaktionsgeféaRe Gberfuhrt, kurz ausgeschiittelt und 20
min bei 13000g in der auf 4°C gekiihlten Laborzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen, mit 10 pul/ml RNase-L6sung versetzt und 1 h bei 37°C inkubiert.
Nach Ausschiitteln mit PCI und 10 min Zentrifugation bei 13000g wurde die Oberphase
zur selektiven Fallung von hochmolekularer DNA mit 0,6x Vol. eiskaltem 100% Iso-
propanol versetzt und 15 min bei 183009 zentrifugiert. Das Prazipitat wurde mit 70%
EtOH gewaschen, 1 min bei 183009 zentrifugiert, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und
in 100 pl 10 mM Tris/HCI pH 8,5 resuspendiert. Die Lagerung dieser fur Southern-
Analysen eingesetzten DNA erfolgte bei 4°C.

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

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 8,0
1 mM EDTA

RNase-L6sung: 10 mg RNase A (Merck) wurden in 15 mM NaCl,
10 mM Tris/HCI pH 7,5 gelost.
Eventuell vorhandene DNasen wurden durch 15 min Inkubation
bei 100°C denaturiert.

2.2.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial erfolgte leicht modifiziert nach
Nagy et al. (1988) in Kombination mit einer von Eggermont et al. (1996) publizierten
Methode. Zum Schutz vor einer Kontamination mit RNasen wurden alle zur RNA-
Isolierung verwendeten Ldsungen mit Ausnahme des Extraktionspuffers mit Diethyl-
pyrocarbonat (DEPC) behandelt (Fedorcsak und Ehrenberg, 1966). Destilliertes Wasser
und 8 M Lithiumchlorid wurden fir mindestens 1 h unter Rihren mit 0,1% DEPC (v/v) bei
RT inkubiert und anschlieRend autoklaviert (Sambrook et al., 1989).

Das Pflanzenmaterial wurde unmittelbar nach der Ernte mit Flissigstickstoff 15 min ge-
maorsert. Zu 100 mg feinem Pulver wurden nun 1 ml Extraktionspuffer (100 mM Natrium-
acetat, 1 mM EDTA, 4% SDS, pH 5,0) und 1 ml wassergesattigtes saures PCI (pH 4-4,5)

-17 -



Material und Methoden

gegeben, bis zum Auftauen weitergemorsert und auf ReaktionsgefalRe verteilt. Nach
kurzem Ausschiitteln der Proben und 5 min Inkubation auf Eis wurde bei RT und 10000g
fir 5 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in frischen GefaRen mit
gleichem Vol. PCI ausgeschiittelt, 1 min heftig ausgeschttelt und fur 3 min bei 10000g
und RT zentrifugiert. Nach erneuter Abnahme der Oberphase, Uberfiihrung in frische Re-
aktionsgefalie und Zugabe des gleichen Vol. Cl wurde wieder 1 min kraftig ausgeschiittelt
und anschliefend bei RT und 10000g 2 min zentrifugiert. Die obere Phase wurde abge-
nommen, in frische 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefalie gegeben, mit 0,5 x VVol. 8 M LiCl-
pepc Versetzt und 1 h bei -20°C gefallt. Nach 10 min Zentrifugation bei 10000g wurde der
Uberstand abgegossen, das Prazipitat mit 80% EtOH gewaschen, in der Vakuumzentrifuge
getrocknet und in 50 pl H2Opepc aufgenommen. Das Extinktionsverhéltnis bei den
Wellenléangen 260/280 (siehe Kapitel 2.2.6) der isolierten RNA lag meistens zwischen 1,7
und 2,0, so daB diese fur Northern-Analysen und cDNA-Synthesen eingesetzt werden
konnte. Stdrker verunreinigte Praparationen wurden nochmals wie oben beschrieben mit
PCI ausgeschiittelt, und die Oberphase mit 0,5 Vol. 8 M LiClpgpc gefallt. Die Ausbeute lag
zwischen 100 und 500 pg RNA pro g Frischgewicht.

2.2.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus AM-Hyphen und Sporen

Zur lsolierung von Gesamt-RNA aus isolierten AM-Hyphen und -Sporen wurde das
Rneasy Plant Mini Kit der Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Das Funktionsprinzip dieses
Kits beruht auf den selektiven Bindungseigenschaften einer auf Silica-Gel basierenden
Membran in einem Zentrifugationsséulchen. Pro Prdparation konnten maximal 100 mg
Pilzmaterial eingesetzt werden. Die groBRte Ausbeute wurde mit dem mitgelieferten Lysis-
Puffer RLC, der Guanidinhydrochlorid enthalt, erzielt. Die Ausbeute lag zwischen 10 und
20 pg pro 100 mg Frischgewicht.

Das geerntete Pilzmaterial (maximal 100 mg) wurde in einem vorgekuhlten Moérser mit
flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver zerrieben und zusammen mit dem Stickstoff in
ein Reaktionsgefal’ Uberflihrt. Nach Verdampfen des Stickstoffs wurde die noch gefrorene
Probe mit 450 pl RLC-Lysis-Puffer (mit 1% R-Mercaptoethanol) versetzt und kraftig
gemischt. Zur Homogenisierung der Probe wurde diese in ein QIAshredder™-Sdulchen
tberfiihrt und 2 min bei RT und 18300g zentrifugiert. Der Uberstand des Eluates wurde
mit 0,5 x Vol. EtOH versetzt und in ein RNeasy-S&aulchen pipettiert. Nach 15 s Zentri-
fugation bei 10000g wurde das S&ulchen nacheinander mit 700 pl RW1-Puffer und 500 pl
RPE-Puffer mit jeweils anschlielender Zentrifugation (15 s, 10000g) gewaschen. Nach
erneuter Aufgabe von 500 pl RPE-Puffer und 2 min Zentrifugation bei 183009 erfolgte die
Elution der RNA durch Aufpipettieren von 30 pl RNase freiem H,O und 1 min Zentri-
fugation bei 18300g. Die isolierte RNA wurde bei -70°C gelagert.
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2.2.5 Isolierung von Plasmiden aus transformierten Kulturen von Escherichia coli

Das verwendete Protokoll basiert auf der von Birnboim und Doly (1979) publizierten Me-
thode. Das Verfahren ermdglicht in kurzer Zeit die Isolation von Plasmid-DNA in fur Re-
striktionsanalysen und In vitro-Transkriptionen erforderlicher Menge und Reinheit. Dazu
wurden folgende Losungen bendtigt:

BD1: 50 mM Glukose
10 mM EDTA
25 mM Tris/HCI pH 8,0
4 mg/ml Lysozym

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

BD3: 5 M Kaliumacetat pH 4,8

Ubernachtkulturen der Bakterien wurden in 5 ml LB-Medium auf einem Schiittler bei 37°C
(Sambrook et al., 1989) angezogen.

Zusammensetzung des LB-Mediums: 10 g/l Bacto Trypton (Difco)
5 g/l Hefeextrakt (Difco)
10 g/l NaCl

Je 1,5 ml der Ubernachtkulturen wurden in einem Eppendorf-ReaktionsgefdR 2 min bei
183009 abzentrifugiert. Der Bakterienzentrifugationsriickstand wurde in 100 pl BD1
resuspendiert und zur Lyse 200 pl BD2 hinzugegeben. Die Anséatze wurden griindlich ge-
mischt und 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 150 ul BD3, das die Fallung von
genomischer DNA und Proteinen bewirkt, und 5 min Inkubation auf Eis wurde 10 min bei
4°C und 18300g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in einem frischen Eppendorf-
Reaktionsgefal? mit dem gleichen Volumen PCI ausgeschittelt und 15 min bei 183009
zentrifugiert. Die Oberphase wurde mit 2,5-fachen VVolumen EtOH 10 min bei -20°C ge-
fallt und anschlieBend 15 min bei 18300g zentrifugiert. Nach Waschen mit 70% EtOH, und
Trocknung in der Vakuumzentrifuge wurde die DNA in 50 pl H,O aufgenommen und bei
-20°C gelagert.

2.2.6 Bestimmung der Reinheit und Konzentration von Nukleinsauren

Die Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren wurde durch Messen der Absorption
bei 260nm (Azo) und 280nm (Azso) in Quarzkiivetten mit einem Spektralphotometer be-
stimmt (Lambda 15 UV-VIS Spektrophotometer, Fa. Perkin-Elmer Holding GmbH,
Mdinchen).

DNA und RNA weisen ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm auf. Eine Absorption von 1,0
bei 260 nm (Aazso) entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml bei doppelstrangiger DNA,
40 pg/ml bei RNA und 20 pg/ml bei einzelstrangigen Oligonukleotiden (Sambrook et al.,
1989). Das Verhaltnis der Absorptionen Azso und Aggo erlaubt eine Abschatzung der
Reinheit der Nukleinsaurepréaparation. Reine Nukleinsaureldsungen besitzen Absorptions-
quotienten zwischen 1,8 und 2,0 (Sambrook et al., 1989).
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2.3 Amplifizierung von DNA-Segmenten durch die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) wird die spezifische Amplifikation von DNA-
Segmenten ermdglicht, die von spezifischen Oligonukleotidprimern flankiert werden (Sai-
ki et al. 1985). Diese Methode besteht aus drei charakteristischen Phasen: Denaturierung,
Primer-Bindung (annealing) und DNA-Polymerisation (elongation). Die automatisierte
Wiederholung dieser Schritte in Kombination mit der hitzestabilen Tag-DNA-Polymerase
aus Thermophilus aquaticus (Saiki et al. 1988) erméglicht die Polymerasekettenreaktion.

2.3.1 Oligonukleotidprimer

Ein entscheidender Faktor flr Erfolg und Spezifitat einer PCR sind die Nukleotidsequen-
zen der zur Amplifikation eines DNA-Segmentes eingesetzten Oligonukleotidprimer. Die-
se sollten nicht selbstkomplementér oder kombiniert zueinander komplementér sein, da
dies in der PCR zu einer verringerten Verfligbarkeit von Oligonukleotidprimern bei der
Bindung an die Zielsequenz wie auch zu vermehrt auftretenden unspezifischen Amplifika-
tionsprodukten, den sogenannten Primer-Artefakten oder Primer-Dimeren fuhren kann.

2.3.1.1 Auswahl geeigneter Sequenzbereiche zur Entwicklung von Oligonukleotid-
primern:

Als Datengrundlage zur Auswahl geeigneter Sequenzen zur Herstellung von Oligo-
nukleotidprimern fir pflanzliche Nitrattransportergene dienten folgende bei Beginn dieser

Arbeit veréffentlichte Sequenzen:

Low-affinity Nitrattransportergene hoherer Pflanzen:

LeNRT1;1 (Lauter et al., 1996) EMBL-Eintrag X92853
LeNRT1;2 (Lauter et al., 1996) EMBL-Eintrag X92852
AtCHL1(AtNRT1;1) (Tsay et al., 1993) EMBL-Eintrag L10357
High-affinity Nitrattransportergene hoherer Pflanzen

HvNRT2;1 (Trueman et al., 1996) EMBL-Eintrag U34198
HvNRT2;2 (Trueman et al., 1996) EMBL-Eintrag U34920
NpNRT2;1 (Quesada et al., 1997) EMBL-Eintrag Y08210

Aufgrund von Vergleichen der abgeleiteten Aminosauresequenzen der oben aufgefiihrten
DNA-Sequenzen wurden in den Sequenzen auftretende konservierte Bereiche zur
Entwicklung von degenerierten Oligonukleotidprimern verwendet.

Die lyophilisierten Primer (Gibco BRL Custom Primers, Palo Alto, USA) wurden in H,O

resuspendiert, wenn nicht anders vermerkt auf eine Konzentration von 50 pmol DNA pro
pl eingestellt und bei -20°C gelagert.
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2.3.1.2 Bei der Polymerasekettenreaktion (PCR) verwendete Primer

Tabelle 3:

Liste der verwendeten Primersequenzen in 5°-3"-Richtung

CHL1
CHL2
ITS4
ITS5
PNT5-6
PNTS5-7
PNT2A
PNT2B
T17S-1
T17S-2
RACE1

RACE2
RACE3
LEMIT1
LENIT2
THAT1
THAT?2
RTHAT1A
RTHAT2A
RTHAT1B
RTHAT2B
RLEMIT1
RLENIT1

ATTTGCGTCCAACATCGTCT
ACAATCATACCGGGACTTCG
TCCTCCGCTTATTGATATGC
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
GGATGCACTCTTCCTGTTACATTTTG
GCGTGTACACTTCCAGTAATGTTAGT
CAAAGTAACGGGGGATAAACCATG
TATGGTTACTGGGACAAAACATCC
ATTCCTAGTAAGCGCGAGTCAT
GTTCACCTACGGAAACCTTGTT
CCACGAGTCGACTCTAGAGCTCGGA
TCCTTTTTTTTTTTTTTTTI
CCACGAGTCGACTCTAG
CTCTAGAGCTCGGATCC
CTTTAATGGAAGGGTTACGTATG
CAGGATCACACTCTGTCACTACT
ACTTACTTCGCAGTTCATGCTCGT
GATCGGGATTGATGATCGTCA
ACGAGCATGAACTGCGAAGTAAG
TGACGATCATCAATCCCGATC
ATGAGGAAGTGATTACAAATG
TTCCAGCGTATTGACAAGC
CTTTGGAAATTGCTCATTCGA
AGTAGTGACAGAGTGTGATCCTG

degenerierte Primer:

PFL1
PFL2
FU3
FU4
TNIRF2
TNIRR1
PNT1
PNT2
PNT3
PNT4

TTGATGATGTACTCTGGYTTRTACCACCA
AAYATGGTGCAGCAGACGGTGGGNTTCAA
ACCCGGAACCAAGGGTTGTTCATCATNCC
GCAGGCAACAGACGGAAAGANCARAA
CAGAARTGTMGNATGATGTGG
TTCGGGCANCCNGTCCARTGCAT
ACGTATTTGACGGGAACNATGCAYYT
GCGCAAATTCCMTANCCCCAYTC
TTCGTGTCGTGYCARRAYTGGATG
CATGGATCCCCAYTGNGGRAARTG

Tm(°C): 47
Tm(°C): 45
Tm(°C): 58
Tm(°C): 63
Tm(°C): 51
Tm(°C): 51
Tm(°C): 51
Tm(°C): 49
Tm(°C): 49
Tm(°C): 48

Tm(°C): 60
Tm(°C): 44
Tm(°C): 44
Tm(°C): 47
Tm(°C): 50
Tm(°C): 51
Tm(°C): 47
Tm(°C): 50
Tm(°C): 47
Tm(°C): 41
Tm(°C): 44
Tm(°C): 43
Tm(°C): 50

Tm(°C): 50
Tm(°C): 50

Tm(°C): 50
Tm(°C): 50
Tm(°C): 46
Tm(°C): 55
Tm(°C): 52
Tm(°C): 53
Tm(°C): 52
Tm(°C): 54

Die Bezeichnung der gemischten Basen erfolgte nach folgender Kodierung:
N=A+C+T+G

R=A+G
Y=C+T
M=A+C
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2.3.2 PCR-Reaktionsbedingungen

Fur die PCR-Reaktionen wurde ein ”Personal Cycler Version 3.02” (Biometra) mit
Heizdeckel verwendet. Ein Uberschichten des Reaktionsansatzes mit Mineral6l, um das
Verdunsten von Wasser wéhrend der Denaturierungsphasen zu verhindern, war daher nicht
erforderlich. In 0,5 ml ReaktionsgefaRen wurden folgende Komponenten auf Eis gemischt:

34 pl H20 bidest., steril

5 ul PCR- Thermo-Reaktionspuffer (Promega)

4 ul 25 mM MgCl, (Promega)

4 ul  dNTP-Mischung; je 10 nmol dATP, dCTP, dGTP, dTTP (MBI-Fermentas)
1 pl Primerl, 50 pmol

1 pl Primer2, 50 pmol

1 pl DNA als Matrize, ca. 1-50 ng

Die einleitende Denaturierungsphase bei 95°C erfolgte iber eine Zeitspanne von 5 Minu-
ten. Nach Zugabe der Tag-Polymerase (2U) bei 90°C folgten 30-45 Zyklen mit einer 30-45
sekiindigen Primerbindungsphase bei der entsprechenden Primerbindungstemperatur, einer
einminitigen Synthesephase bei 72°C und einer 30sekiindigen Denaturierungsphase bei
94°C. Im Anschluf3 erfolgte eine Endelongation fiir 10 min bei 72°C. Die Zugabe der Tag-
Polymerase bei 90°C (”hot-start”-Verfahren) verhindert eine mogliche Inaktivierung des
Enzyms wéhrend des ersten Denaturierungsschrittes bei 95°C.

In manchen Féllen wurde Uber einige Zyklen innerhalb der ersten zehn Zyklen der PCR
die Primerbindungstemperatur pro Zyklus um einen bestimmten Temperaturbetrag (in der
Regel 1°C/Zyklus) abgesenkt. Diese PCR-Variante, die als ,,touch-down* bezeichnet wird,
kann auch bei Benutzung von Primern mit stark unterschiedlichen Schmelztemperaturen
zu einer effektiven Amplifikation fiihren. Dariiber hinaus wird in einer ,,touch-down-PCR*
ein grolerer Temperaturbereich fur die Primerbindung abgedeckt. Dies kann insbesondere
bei Verwendung von stark degenerierten Primern zu verbesserten Resultaten beitragen.

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

Die Verwendung des viralen Enzyms Reverse Transkriptase, das in der Lage ist, aus RNA-
Molekilen komplementidre DNA-Strénge (cDNA) zu synthetisieren, erlaubt in einer an-
schlielenden PCR-Reaktion die Amplifizierung dieser cDNA. Zum Nachweis, d.h.
Amplifizierung einer Ziel-DNA, wird theoretisch nur ein einziges Ausgangsmolekil beno-
tigt, wohingegen zum Nachweis einer mMRNA in einer Northern Analyse mindestens 300 fg
des Zielmolekiils vorliegen miissen (The DIG Systems User’s Guide for Filter Hybridizati-
on, Boehringer Mannheim). Somit besitzt die RT-PCR eine weit hohere Sensitivitat als das
Northern-Blot-Verfahren (siehe Kapitel 2.6). Dies ermdglicht in der RT-PCR den
Nachweis von mMRNA-Molekulen, die nur in bestimmten Zelltypen oder nur zu einem sehr
geringen Umfang in Geweben vorhanden sind.
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2.3.3.1 Erststrangsynthese

Zur Herstellung von cDNA wurde ein modifiziertes Protokoll, basierend auf dem Hand-
buch zum ,,SUPERSCRIPTO Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis*
(Gibco BRL) verwendet (personliche Mitteilung, Beate Saal, Kdln).

Zundchst wurden die isolierten Gesamt-RNA’s einem DNase-Verdau unterzogen, um eine
Verfalschung der Ergebnisse durch Kontamination mit genomischer DNA in der nach-
folgenden PCR zu unterbinden. Folgende Komponenten wurden in 0,5 ml Reaktions-
gefalen gemischt:

2 ug Gesamt-RNA

5 ul 5x Erststrangpuffer (Gibco)

1 pl DNasel (Amplification Grade, Gibco)
HQODEPC ad 25 |J.|

Diese Mischung wurde 15 min bei 37°C inkubiert, die Reaktion durch Zugabe von 2,5 pul
25 mM EDTA abgestoppt und die RNA durch 10 min Inkubation bei 65°C denaturiert.
Nach sofortiger Uberfilhrung auf Eis wurden jeweils 13 pl der Ansatze in die Reverse
Transkription eingesetzt. Der Einsatz des Primers RACE1 kombiniert die Eigenschaften
eines sonst gebréuchlichen Oligo(dT)i2-1s-Primers, der an den polyA-Schwanz eukaryo-
tischer mRNA binden kann und somit die Transkription vom 3"-Ende der mRNA gewéhr-
leistet, mit einem Adapter, der die Amplifikation von nichttranslatierten mRNA 3"-Enden
(3 -RACE, siehe Kapitel 2.3.3.2) ermdglicht. Die Verwendung eines genspezifischen
Primers in der Erststrangsynthese erlaubt eine sehr spezifische Synthese von cDNA aus
den Ziel-mRNA-Molekiilen. Dies kann in einer verbesserten PCR-Effektivitat resultieren.
Auf Eis wurden in 0,5 ml Reaktionsgeféalien gemischt:

13 ul DNase-verdaute RNA

1 ul RACEL (1pg/pl) oder

1 pl genspezifischer Primer (2 uM)

7,5 ul 5 x Erststrangpuffer (Gibco)

10 pl ANTP’s (2,5 mM pro dNTP)

5ul0, 1 MDTT

1 ul SUPERSCRIPT 1I™ Reverse Transkriptase (200 U/ul, Gibco)
1 1,5 },l| HzODEpC

Die Ansétze wurden 1,5 h bei 42°C inkubiert. Die Reverse Transkriptase wurde durch 15
min Erhitzen bei 70°C inaktiviert.

Sollten in der anschlieenden PCR Amplifikate von mehr als 1 kb entstehen, so wurden
die Ansatze noch mit jeweils 1 pl RNase H (2U/ul, Gibco) versetzt und fiir 30 min bei
37°C inkubiert. RNase H ist eine Endoribonuklease, die spezifisch die Phosphodiester-
bindungen der RNA in RNA/DNA-Duplex-Molekilen hydrolysiert und somit die Zugang-
lichkeit von Primern zur cDNA verbessert.

Die cDNA wurde im AnschluB mit dem QIAgiuck PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)
aufgereinigt (siehe Kapitel 2.3.6). Der Einsatz der cDNA in die PCR entsprach dem in
Kapitel 2.3.1 aufgefiihrten Protokoll.
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2.3.3.2 3'-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Die RACE-Methode (Frohman et al., 1988) ermdoglicht nach Herstellung von cDNA die
Amplifikation von Transkriptbereichen zwischen einem bestimmten Punkt innerhalb eines
Transkriptes und seinem 3"- oder 5"-Ende unter Verwendung der PCR.

Die Amplifizierung von 3"-cDNA-Enden setzt eine Erststrangsynthese mit einem OligodT-
Adapterprimer (RACE1L) voraus. Die Verwendung von genspezifischen Primern in Kom-
bination mit zueinander komplementaren Adapterprimern (RACE1, RACE2, RACE3) in
aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen ermdglicht dann die selektive Amplifizierung von
cDNA-Enden der entsprechenden Zieltranskripte.

Zur Zweitstrangsynthese wurden folgende Komponenten zu einem PCR-Ansatz gemischt:

2 ul cDNA (Erststrang)

1 pl RACEL (1pg/pl)

1 ul RACEZ2 (5 pmol/ul)

2 ul genspezifischer Primerl (GSP1; 50 pmol; bei degeneriertem Primer 100 pmol)
5 pl 10 x PCR- Thermo-Reaktionspuffer (Promega)

4 ul 25 mM MgCl, (Promega)

4 ul dNTP-Mischung; je 10 nmol dATP, dCTP, dGTP, dTTP (MBI-Fermentas)
30 ul H,0

Nach 5 min Denaturierung bei 95°C und Zugabe von 2 U Tag-DNA-Polymerase (Prome-
ga) pro Ansatz erfolgte eine Inkubation der Anséatze bei der vorgesehenen Primerbindungs-
temperatur fir 10 min und eine erste Elongationsphase bei 72°C fur 30 min (Frohman,
1990), um dann (ber 35-40 Zyklen einem gewohnlichen PCR-Reaktionschema zu folgen
(siehe Kapitel 2.3.1). Die Primerbindungs- und Elongationszeiten waren allerdings auf 1
min, respektive 2 min ausgedehnt.

Die Produkte einer solchen Zweitstrangsynthese erscheinen auf einem Agarosegel in der
Regel als ein Amplifikatschmier von etwa 0-2 kb.

Ein Teil dieses Reaktionsansatzes wurde 1:100 mit H,O verdinnt und 1pl dieser Verdiin-
nung in eine Standard-PCR-Reaktion (siehe Kapitel 2.3.1) eingesetzt. Unter Verwendung
eines stromabwaérts von der Bindungsstelle des GSP1 gelegenen GSP2 und RACE3
(Primerbindungstemperatur 48-58°C) erfolgte die Amplifizierung des erwarteten spezifi-
schen Produktes (Drittstrangsynthese).

2.3.4 PCR mit einzelnen Glomus-Sporen und anschlieBende RFLP-Analyse

Aufgrund ihrer hohen Evolutionsgeschwindigkeit ermdglichen die ITS (internal transcri-
bed spacer)-Regionen der nukledren rRNA die Ausbildung einer méglichen Varianz bis
zur Populationsebene (White et al., 1990). Amplifikation dieser DNA- Bereiche mittels
PCR und anschlieende RFLP-Analyse erlauben somit die Unterscheidung von Spezies
anhand molekularer Parameter.

2.3.4.1 Einzelsporen-PCR-Ansatze

Isolierte Glomus-Sporen wurden mittels einer an ihrer Spitze ausgezogenen Pasteurpipette
auf einer sterilen Petrischale mehrfach in sterilem H,O gewaschen und anschlieRend ein-
zeln auf einen mit EtOH gereinigten, sterilen Objekttrager tiberfiihrt. Dort wurden sie mit
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einer an ihrer Spitze angeschmolzenen Pasteurpipette zerquetscht, in 4 pl Reaktionsansatz
aufgenommen und zum verbliebenen Reaktionsansatz in die 0,5 ml - Reaktionsgefale pi-
pettiert. Die Reaktionsmischungen wurden mit 30 pl leichtem Mineraldl (Sigma) Uber-
schichtet. Dies fuhrt bei dieser speziellen Anwendung erfahrungsgemal zu reproduzierbar
besseren Resultaten (personl. Mitteilung, Fouad Ouziad, Koln). Die Vorbereitung der An-
sétze erfolgte auf Eis, um einer unspezifischen Bindung der Primer oder vorzeitiger DNA-
Synthese vorzubeugen. Anschliefend wurden die Ansatze fir 10 min bei 95°C inkubiert,
um eine vollstandige Denaturierung der Matrizen-DNA zu gewéhrleisten.

2.3.4.2 Verdau von Einzelsporen-PCR-Amplifikaten zur Analyse von Restriktions-
fragmentlangenpolymorphismen (RFLP’s)

Je 8 pl eines positiven PCR-Ansatzes wurden mit 1ul Restriktionsenzym sowie 1 pl des
vom Hersteller mitgelieferten 10fach konzentrierten Reaktionspuffers versetzt und 2 h bei
der angegebenen Temperatur im Heizblock inkubiert. Nahere Informationen zu den Re-
striktionsenzymen und Reaktionsbedingungen gibt Tabelle 4.

Im AnschluB wurde je ein Restriktionsansatz mit 2,5 pl Blaumarker (bestehend aus: 0,1%
(w/v) Bromphenolblau in 50% (v/v) Glyzerin) gemischt auf ein 2%-Agarosegel aufgetra-
gen.

Tabelle 4: Verwendete Restriktionsendonukleasen, Aktivitdt und Inkubations-
bedingungen

Restriktionsenzyme |U/ul | Inkubations-
temperatur [°C]

Alul 8 37

BsURI 10 37

Hinfl 10 37

Hpall 10 37

Taql 10 65

Legende zu Tabelle 4: Darstellung der verwendeten Restriktionsenzyme, Aktivitaten der
Restriktionsenzyme und Inkubationsbedingungen. Alle Restriktionsenzyme und dazu-
gehorigen Reaktionspuffer wurden von der Firma MBI-Fermentas bezogen.

2.3.5 Analyse der PCR-Produkte

Nach Beendigung der PCR wurden 8 pl der PCR-Ansatze mit 2 pl Blaumarker (bestehend
aus: 0,1% (w/v) Bromphenolblau in 50% (v/v) Glyzerin) gegen einen 100 bp L&ngenstan-
dard (Gibco) auf 1%-Agarosegelen aufgetragen. Nach 40 min Elektrophorese bei 10-14
V/cm wurden mit einer Intas-Geldokumentationsanlage oder mit einer Polaroid-Kamera
unter UV-Licht Bilder der Gele erstelit.
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2.3.6 Aufreinigung und Gelelution von PCR-Amplifikaten und DNA-Fragmenten

Fir die Elution von DNA-Fragmenten und PCR-Amplifikaten aus Agarosegelen wurde ein
QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Das gewiinschte DNA-
Fragment oder -Produkt wurde mdglichst genau mit einem scharfen Skalpell unter UV-
Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die dem Kit zugrunde liegende Methode beruht
nach Aufschmelzen der Agarose auf der Adsorption von DNA-Fragmenten an Glasmilch.
Nach Entfernen von unerwinschten Agaroseresten und Salzen durch das mitgelieferte
Puffersystem wurde die DNA mit 20 pl H,O von der Glasmilch eluiert. Hierbei wurde
exakt nach den Angaben des Herstellers verfahren.

Die Aufreinigung von PCR-Amplifikaten, die nur eine sichtbare Produktbande aufwiesen,
wurde mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) durchgefiihrt. Uber
eine spezielle Silica-Matrix in einem Zentrifugationsréhrchen und unter Verwendung der
mitgelieferten Puffer werden die PCR-Amplifikate von verunreinigenden Salzen, Primer-
Artefakten und Oligonukleotidprimern gereinigt. Die Elution der DNA von den Saulchen
erfolgte mit 50 pl H,O oder mitgeliefertem Elutionspuffer (10 mM Tris/HCI, pH 8,5). Die
Durchfiihrung richtete sich exakt nach den VVorgaben des Herstellers.

2.4 Klonierung und Sequenzierung von PCR-Amplifikaten

Die terminale Transferaseaktivitat der Tag-DNA-Polymerase fuhrt zur Addition von
einzelnen Deoxyadenosinen an die 3"-Enden der PCR-Amplifikate. Kompatible 3"-T-
Uberhange an der Insertionsstelle der verwendeten Klonierungsvektoren pCR"II
(Invitrogen) und pGEM"-T Easy (Promega) fiihren zu einer deutlich verbesserten
Ligationseffizienz von PCR-Produkten in diese Vektoren und verhindern gleichzeitig
eine maogliche Rezirkularisierung der Plasmide. Der Vektor pCR" 1l besitzt Gene fir
eine Ampicillin- und Kanamycinresistenz, wohingegen pGEM"-T Easy nur ein Gen fir
Ampicillinresistenz aufweist (Abb. 4). Diese Resistenzen ermoglichen eine Selektion
der transformierten Klone.

2.4.1 Ansatze zur Ligation von PCR-Amplifikaten in die Klonierungsvektoren
pCR™ 11 und pGEM®-T Easy

Ligationen wurden im Falle des Vektors pCR™ Il mit dem TA Cloning™ System (Invi-
trogen) und bei pGEM®-T Easy mit dem pGEM®-T Easy Vector System (Promega)
den Vorschriften des Herstellers folgend durchgefuhrt.

Die Ligationsansatze mit dem pGEM®-T Easy Vektor System (Promega) enthielten:

1 pl 10 x T4 DNA-Ligase-Puffer oder

5 ul 2 x Rapid T4 DNA-Ligase Puffer

1 pl pGEM®-T Easy Vektor (50 ng)

1 ul T4 DNA-Ligase (3 Weiss U/ul)

1 pl PCR-Produkt

H2Obigest, Steril, ad 10 pl Gesamtvolumen
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Die Ligationsansatze wurden bei Benutzung des 10 x Ligase-Puffers t.N. bei 4°C inku-
biert. Die Verwendung des 2 x Rapid Ligase-Puffers ermdglichte die Durchfiihrung der
Ligationsreaktion innerhalb einer Stunde bei RT.

Ligationsansétze mit pCR™ 1l mit dem TA Cloning™ System (Invitrogen) enthielten:

6 I HaOpigest,, Steril

1 pl 10 x Ligationspuffer

1 pl pCR™ 1 Vektor, 25 ng

1 pl PCR-Produkt

1 pl T4 DNA-Ligase (4 Weiss U/ul)

Die Ligationsansétze wurden G.N. bei 12°C inkubiert.

2.4.2 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen wurde eine modifizierte Anleitung nach
Chung und Miller (1993) benutzt. Hierzu wurden 2 ml LB-Medium, das Tetracyclin
(50 pg/ml) enthielt, mit E. coli XL1-Blue angeimpft und G.N. unter Schitteln bei 37°C
inkubiert. Mit 400 pl dieser Kultur wurden 40 ml LB-Medium angeimpft und im
Schiittler bei 37°C bis zu einer optischen Dichte (ODsg) von 0,3 angezogen. Nach 5
min Zentrifugation bei 1000g wurden die Bakterien in 4 ml eiskaltem TSS-Puffer
aufgenommen und nach 5 min Inkubation auf Eis in Flissigstickstoff eingefroren. Zur
Herstellung von TSS-Puffer (50 ml) wurden 5 g PEG 8000 (Polyethylenglykol, Merck)
mit LB-Medium auf etwa 45 ml aufgefillt, mit 0,75 ml 2 M MgCl, versetzt und mit
HCl auf pH 6,5 eingestellt. Nach Filtration durch einen Sterilfilter (Pall Acrodisc, @0,2
pm) wurden der Losung 2,5 ml DMSO (Dimethylsulfoxid, Merck) beigefligt und diese
mit sterilem LB-Medium auf 50 ml aufgefiillt.

Fur die Transformation wurden 100 pl der bei -70°C gelagerten kompetenten E. coli -
Zellen 5 min auf Eis aufgetaut, mit 2 pl eines Ligationsansatzes versetzt und 20 min auf
Eis inkubiert. Durch einen anschlielenden Hitzeschock von 1 min bei 42°C wurde die
Permeabilitat der Bakterienzellwande erhoht. Dies fihrt zu einer effektiveren Auf-
nahme der Plasmid-DNA aus dem die Bakterien umgebenden Medium.

2.4.3 Blau-Weil-Selektion der transformierten Klone

Im E. coli Wirtsstamm XL1-blue ist der fir die ersten vierzig Aminosauren der [3-
Galaktosidase kodierende Teil des lacZ-Gens deletiert, d.h. es wird keine funktions-
fahige (-Galaktosidase gebildet. Durch Transformation mit einem Plasmid, das diesen
Teil des lacZ-Gens besitzt, der flr das sog. a-Peptid kodiert, kann durch Komplemen-
tation eine aktive [3-Galaktosidase gebildet werden (Sambrook et al., 1989). Zum
Nachweis der B-Galaktosidase-Aktivitat wird das kiinstliche Substrat 5-Brom-4-chlor-
3-indolyl-[3-galaktopyranosid (X-Gal) eingesetzt. Dieses wird von der [3-Galaktosidase
zu intensiv blau gefarbtem 5,5"-Dibrom-4,4"-dichlorindigo umgesetzt. Kolonien, die
nach Induktion des lacZ-Gens mit IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalaktosid) blau gefarbt
sind, besitzen eine aktive 3-Galaktosidase.

-27-



Material und Methoden

Abbildung 4: Karte der verwendeten Klonierungsvektoren

> . . ——
\Sp6 Promoter \ multiple Klonierungsstelle / T7 Promoter /

—ep .
\Sp6 Promoter \ multiple Klonierungsstelle / T7 Promoter /

Legende zu Abbildung 4: Karten der verwendeten Plasrrlhide in vereinfachter, modifi-
zierter Darstellung nach den Angaben der Hersteller: PCR "1l (3932 bp) mit Ampicillin-
und Kanamycinresistenzgen; pGEM®-T Easy (2999 bp) mit Ampicillinresistenzgen

Die benutzten Klonierungsvektoren pCR™ Il und pGEM®-T Easy enthalten den fiir das a-
Peptid der B-Galaktosidase kodierenden Teil des lacZ-Gens aus E. coli. Innerhalb dieses
Sequenzbereiches befindet sich eine multiple Klonierungsstelle (Multiple Cloning Site,
MCS), in welche PCR-Produkte ligiert werden kdnnen. Wird nun durch Insertion eines
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PCR-Produktes das Leseraster des lacZ-Gens verschoben, kommt es nicht mehr zur Bil-
dung eines funktionsféahigen a-Peptids der 3-Galaktosidase und somit auch nicht mehr zur
einer Komplementation. Kolonien, die ein solches Plasmid enthalten, kénnen X-Gal nicht
mehr umsetzen und erscheinen daher weiR.

Nach erfolgter Transformation wurden die Bakterien zur Expression der mit der Aufnahme
der Plasmide erworbenen Antibiotikaresistenzen mit 900 pl LB-Medium verdiinnt und
unter Schitteln 1,5 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien 1 min bei
183009 abzentrifugiert und in 100 pl LB-Medium resuspendiert. 10 pl dieser Suspension
wurden mit 90 pl LB-Medium verdunnt. Jeweils 90 pl der verdiinnten und 90 pl der un-
verdiinnten Bakteriensuspension wurden mit einem Drygalski-Spatel auf Selektionsplatten
ausgestrichen und 0.N. bei 37°C inkubiert.

Zur Herstellung der Selektionsplatten wurde zu 60°C warmem 1,2% LB-Agar 1/500 Vol.
einer Ampicillin-Stammlésung (50 mg/ml) gegeben und je 25 ml dieses LB-Agars
schaumfrei in Petrischalen gegossen. Nach Erkalten des Agars wurden 20 pl X-Gal-
Losung (20 mg/ml in Dimethylformamid) und 4 pl IPTG-L6sung (200 mg/ml in H,O) mit
einem Drygalski-Spatel auf den Platten verteilt. Nach 30 min konnten Bakterien auf den so
behandelten Platten ausgestrichen werden. Die Lagerung der Antibiotika-, X-Gal- und
IPTG-L6sung erfolgte bei -20°C.

Zur Uberpriifung der Transformation muBten aus den {i.N. gewachsenen weiRen Bakterien-
kolonien die Plasmide isoliert werden. Mit einer durchgegliihten Impfose wurden Bak-
terien aus den weiRen Kolonien aufgenommen, in Reagenzglaser mit 5 ml LB-Ampicillin-
Medium (100 pg/ml Ampicillin) Gberfuhrt und unter Schiitteln bei 37°C G.N. inkubiert.
Die Isolierung der Plasmide ist in Kapitel 2.2.5 beschrieben. 5 pl der isolierten Plasmid
DNA-L6sung wurden mit 1 pl des Restriktionsenzyms EcoRI (10 U/ul, MBI-Fermentas),
2 pl des zugehorigen 10 x Reaktionspuffers und 0,2pl R Nase-Ldsung (siehe Kapitel 2.2.2)
in einem Gesamtvolumen von 20 pl bei 37°C 1h inkubiert. Die Auftrennung der
Restriktionsfragmente erfolgte auf 1%igen Agarosegelen. Die Transformanden konnten
anhand der Fragmentgrol3e identifiziert werden.

2.4.4 Aufbereitung von Plasmid-DNA fir die Sequenzierung

Die in der alkalischen Minipréparation gewonnene Plasmid-DNA war vor allem wegen der
mitpréparierten RNA, aber auch wegen Phenol- und EtOH-RUckstanden, fir den Einsatz in
einer Sequenzierungsreaktion nicht rein genug. Daher wurde die DNA mit der ent-
sprechenden Menge RNase-Losung (siehe Kapitel 2.2.2) 1 h bei 37°C inkubiert. Nach
einer PCI-Extraktion (siehe Kapitel 2.2.2) wurde mit CI (24:1 (v/v) Chloroform
/lsoamylalkohol) ausgeschiittelt und 15 min bei 18300g abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und mit dem 2,5fachen Vol. EtOH und 20 pl 5M K*-Acetat bei RT
gefallt. Nach 30 min Zentrifugation bei RT und 18300g, Waschen mit 70% EtOH und
Trocknen in der Vakuumzentrifuge wurde die so aufbereitete DNA in 50 pl H,O
aufgenommen.

2.4.5 Sequenzierung der klonierten DNA-Segmente

Zur automatischen Sequenzanalyse der klonierten PCR-Amplifikate wurde ein ABI
PRISM™ 310 Genetic Analyzer unter Verwendung des ABI PRISM™ Ready Reaction
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (beides PE-Biosystems, Weiterstadt) eingesetzt. Die
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Sequenzierungsreaktion erfolgte von doppelstrangiger Plasmid-DNA ausgehend nach der
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) mit fluoreszenzmarkierten Didesoxy-
nukleotiden (ddNTP). Die DNA-Synthese wird in nur einer alle vier unterschiedlich mar-
kierten Didesoxynukleotide enthaltenden PCR-Reaktion durchgefiihrt. Die Sequenz-
detektion erfolgt im Genetic Analyzer bei der Auftrennung der Proben in einer Matrix-
kapillare durch Laser-angeregte Fluoreszenz.

Der Sequenzierungsansatz enthielt in 10 pl:
4 ul Premix (Puffer, dANTP-Mix, ddNTP-Mix, Tag-DNA-Polymerase)
1 pg dsDNA (Praparation siehe Kapitel 2.2.5)

5 pmol Primer

Folgende Primer wurden fir die Sequenzierungsansatze benutzt:

pUC/M13 forward GTTTTCCCAGTCACGAC
pUC/M13reverse CAGGAAACAGCTATGAC
T7-Primer TAATACGACTCACTATAGGG

Dieser Ansatz wurde fur eine PCR-Reaktion im Personal Cycler (Biometra) mit folgenden
Parametern eingesetzt:

96°C 30s Denaturierung
50°C 15s Annealing 30 Zyklen
60°C 4 min Elongation

Nach Beendigung der Sequenzreaktion wurde die DNA zur Abtrennung von nicht einge-
bauten Nukleotiden durch Zugabe von 10 ul H,0, 2 pl 3M Natriumacetat pH 5,0 und 55 pl
EtOH gefallt und bei RT 30min bei 183009 abzentrifugiert. Der Uberstand wurde sorg-
faltig entfernt und die DNA mit 200 pl 70% EtOH gewaschen, 5 min bei 183009 zentri-
fugiert und nach erneutem Entfernen des Uberstandes in der Vakuumzentrifuge getrocknet.
Anschlielend wurde die DNA in 25 pl Terminationspuffer (TSR-Puffer, Perkin Elmer)
aufgenommen. Die Probe wurde sofort zur Sequenzierung eingesetzt oder bei 4°C gelagert.
Die so vorbereitete Probe wurde in spezielle Mikroreaktionsgeféalie (Perkin Elmer) tber-
fuhrt und mit Septen verschlossen. Nach 2 min Denaturierung bei 95°C wurden die Proben
in den Genetic Analyzer Uberfuhrt und das Sequenzierungsprogramm gestartet.
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2.5 Herstellung markierter DNA- und RNA-Sonden fur Hybridisierungs-
Experimente

2.5.1 Markierung von DNA-Sonden mit Digoxigenin durch PCR

Zur Hybridisierung der Southern-Blot-Filter wurden mit Digoxigenin markierte DNA-
Sonden eingesetzt. Die Tag-DNA-Polymerase kann wéhrend einer PCR-Reaktion mit
hoher Effizienz Digoxigenin-11-dUTP in PCR-Produkte einbauen, die dann als Gensonden
eingesetzt werden konnen. Die Herstellung der Dig-markierten Sonden erfolgte unter Ver-
wendung des PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche) nach den Angaben des Herstellers.
Isolierte Plasmid-DNA wurde in einer Konzentration von etwa 1-10 ng/pul DNA als
Matrize eingesetzt. Die verwendete PCR-Methode war dabei abhéngig von den Bindungs-
temperaturen der verwendeten Primer und von der Lange des erwarteten PCR-Produktes.
Der Einbau des Digoxigenin-11-dUTP konnte durch Agarose-Gelelektrophorese Gberpriift
werden. Mehrfacher Einbau von Digoxigenin-11-dUTP fiihrt zu einer Erhdhung des Mole-
kulargewichts des PCR-Produkts und damit zu einer Retardation des Laufverhaltens in
einer Gelelektrophorese gegeniuber einem PCR-Ansatz ohne Digoxigenin-11-dUTP. Die
Lagerung der mit Digoxigenin markierten PCR-Produkte erfolgte bei -20°C.

2.5.2 Herstellung von RNA-Sonden durch In vitro-Transkription

Zur Herstellung von RNA-Sonden war zundchst die Linearisierung der Plasmide mit den
klonierten Gensonden durch Schneiden mit Restriktionsenzymen erforderlich. Die nun
nicht mehr zirkuldren Vektoren wurden dann als Matrize in eine In vitro-
Transkriptionsreaktion eingesetzt. Die benutzten Klonierungsvektoren pCR ™11 (Invitrogen)
und pGEM®-T Easy (Promega) besitzen in entgegengesetzter Orientierung Promotoren fiir
die Sp6- und die T7-RNA-Polymerase (Abb. 4). Somit konnten Sense- und Antisense-
RNA vom selben Vektor transkribiert werden.

Die Hybridisierung der Northern- und RNA-Dot-Blot-Filter erfolgte mit Digoxigenin mar-
kierten RNA-Sonden, die dann immunologisch mit Chemilumineszenz- und kolorimetri-
schem Verfahren (Roche) nachgewiesen wurden. Bei den In situ-Hybridisierungen wurden
%°S-markierte RNA-Sonden eingesetzt, da diese bei mikroautoradiographischem Nachweis
eine hohere Sensitivitat gewahrleisten als vergleichbare mit Digoxigenin markierte RNA-
Sonden (Schmelzer E., pers. Mitteilung).

2.5.2.1 Linearisierung der als Matrize eingesetzten Plasmide

In einem Endvolumen von 200 pl wurden 30 pg der isolierten Plasmid-DNA mit 2 pl
RNase Losung (siehe Abschnitt 2.2.2), 5 pl des benétigten Restriktionsenzyms (BcUI,
5U/ul und Ncol, 10U/ul, MBI-Fermentas) und mit 20 pl des zugehdrigen 10fach konzen-
trierten Restriktionspuffers 2 h bei 37°C und zur Inaktivierung des Enzyms weitere 10 min
bei 65°C inkubiert. Die Restriktionsansidtze wurden mit gleichem Vol. Phe-
nol/Chloroform/lIsoamylalkohol (25:24:1; = PCI) ausgeschittelt und 15 min bei 18300g
zentrifugiert. Die Oberphase wurde abgenommen, mit 2,5 VVol. 100% EtOH und 0,05 Vol.
3 M Natriumacetat pH 5,2 30 min bei -20°C geféllt und 20 min bei 183009 abzentrifugiert.
Die DNA wurde mit 70% EtOH gewaschen, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 20
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pl H,O aufgenommen. Die Endkonzentration des linearisierten Plasmids lag bei etwa 1
Ho/pl.

2.5.2.2 Herstellung von mit Digoxigenin markierten RNA-Sonden

Zur In vitro-Transkription wurden folgende Komponenten in der angegebenen Reihenfolge
zu einem Gesamtvolumen von 20pul gemischt:

1 pg linearisierte Matrizen-DNA (variables Volumen)

2 I INTP’s (je 10 mM ATP, CTP, GTP; 6,5 mM UTP, 3,5 mM Dig-11-dUTP)
2 pl 10 x Transkriptionspuffer (Roche)

1 pl RNaseOUTO (40 U/ul, Gibco)

ad 18 pl mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandeltes H,O

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

Die Anséatze wurden kurz abzentrifugiert und 3 h bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 2
pl DNasel (Amplification Grade, 1U/ul, Gibco) und 15 min Inkubation bei 37°C wurde die
Reaktion durch Zugabe von 2 pl 0,2 M EDTA pH 8,0 gestoppt. Die Lagerung der Ansétze
erfolgte bei -70°C. Die mit Digoxigenin markierten Sonden waren so Uber ein Jahr lang
verwendbar.

2.5.2.3 Herstellung radioaktiv markierter RNA-Sonden

Zur In vitro-Transkription wurden folgende Komponenten in der angegebenen Reihenfolge
zu einem Gesamtvolumen von 20 pl gemischt:

1 pg linearisierte Matrizen-DNA (variables Volumen)

3 ul INTP’s (je 10 mM ATP, CTP, GTP)

2 pl 10 x Transkriptionspuffer (Roche)

1ul0,75MDTT

1 pl RNAsin (40 U/ul, Promega)

ad 18 pl mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandeltes H,O
1 pl RNA-Polymerase (Sp6 oder T7, 10 U/ul, Roche)

5 pl **S-UTP (50 pCi, 400 Ci/mmol)

Die Ansétze wurden gemischt, kurz abzentrifugiert und 35 min bei 37°C inkubiert. Nach
Zugabe von 0,5 pl DNasel (Roche) und weiteren 15 min bei 37°C wurde die Reaktion
durch Zugabe von 10 pl 0.5 M EDTA gestoppt. Zu Trennung der Transkripte von den
nicht eingebauten Nukleotiden wurden die Ansatze mit 65 pl TE versetzt und Uber
Sephadex G25-S&aulen gereinigt (Sambrook et al., 1989). Hierzu wurden 1 ml-Spritzen
unter Wasserstrahlvakuum mit vorgequollenem Sephadex G25 gefillt, mit TEpgpc
aquilibriert und 3 min bei 1600g zentrifugiert. Die Transkriptionsansdtze wurden auf die
Saulen gegeben und ebenfalls 3 min bei 1600g zentrifugiert. Die Eluate wurden in
Eppendorf-Reaktionsgefdlien aufgefangen. Je 1 ul des Transkripteluates wurde mit 4 ml
Szintillationscocktail (Rotiszint 22, Roth) versetzt und die Aktivitat der Probe mit einem
Beckman LS 1800-Szintillationszahler gemessen. Die Einbauraten lagen in verschiedenen
Ansétzen zwischen 20 und 90%
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2.5.2.4 GroRRenbestimmung und partielle Hydrolyse der Transkripte

Zur Kontrolle der Transkriptgrofie wurden 2 pl der mit Digoxigenin und 5 pl der gereinig-
ten radioaktiv markierten Transkripte zusammen mit einem RNA-L&ngenstandard (Prome-
ga, 0,28-6,58 kb) auf einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt und mittels Kapillar-
oder Vakuum-Blot auf Hybond-N-Membran (Amersham) oder Biodyne B-Membran (Pall)
transferiert. (siehe Kapitel 2.6.4.2)

Zur GroRRenbestimmung der mit Digoxigenin markierten Transkripte wurden die Membra-
nen nach dem Protokoll des Roche Chemilumineszenz-Detektionssystems behandelt (siehe
Kapitel 2.6.5). Die Filter mit den radioaktiv markierten Transkripten wurden 3 h bei RT
mit Kodak X-AR 5-Rontgenfilm belegt, der wie in Kapitel 2.6.6 beschrieben entwickelt
wurde.

Die radioaktiv markierten Transkripte wurden anschlielend partiell hydrolysiert, um die
fur die In situ-Hybridisierung optimalen Transkriptgrofien von 150-200 bp zu erzielen. Die
notwendigen Hydrolysezeiten wurden gemél folgender Formel berechnet:

Hydrolysezeit (min) = La-Lg / 0,11 (bp/min) x La X Lg

La = Ausgangslange der Transkripte (in kb)
Le = Endlange der Fragmente

Die markierten Transkripte wurden mit dem gleichen Vol. Hydrolysepuffer (80 mM
NaHCO3, 120 mM Na,;COs, pH 10,2; Somssich et al., 1988) versetzt und fur die berech-
nete Zeit bei 60°C inkubiert. Die Hydrolyse wurde anschlieRend auf Eis gestoppt und die
RNA-Fragmente pro 200 pl Hydrolysat durch Zugabe von je 6,75 pl 3 M Natriumacetat
pH 6,0, 1 ul 1 M Essigsédure, 550 pl EtOH und 6l hitzedenaturierter Heringssperma-
DNA (10 mg/ml) 30 min bei -20°C gefallt. Nach 30 min Zentrifugation bei 18300g und
Trocknung an der Luft wurden die Prazipitate in 30 pul TE aufgenommen. Nach erneuter
Bestimmung der Probenaktivitat (siehe Kapitel 2.5.3) konnten die Proben mit 1x TE auf
eine RNA-Konzentration von 1 ng/ul eingestellt werden.

Die **S-markierten RNA-Sonden wurden bei -80°C gelagert und waren iiber etwa drei
Monate verwendbar.

2.6 Hybridisierung von DNA und RNA mit Dig-markierten Gensonden

2.6.1 Verdauung genomischer DNA mit Restriktionsenzymen

Fur Southern-Analysen wurden 20 pg genomische DNA aus Tomate mit 10 U Restrik-
tionsenzym/pug DNA unter Verwendung der vom Hersteller (Promega) mitgelieferten

Reaktionspuffer in einem Gesamtvolumen von 500 ul geschnitten. Die Restriktionsansétze
wurden 6 h bei 37°C und zur Inaktivierung des Enzyms 10 min bei 65°C inkubiert.
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2.6.2 Auftrennung von DNA-Fragmenten auf Agarosegelen

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher GroRe erfolgte mit einer hori-
zontalen Agarose-Gelelektrophorese. Die verwendeten Gele hatten Konzentrationen von
0,8 bis 2% Agarose in TAE-Puffer (= 40 mM Tris, 1 mM EDTA,; die 50fache Stamm-
I6sung wurde mit Eisessig auf pH 8 eingestellt). Zugabe von 0,5 pug EtBr pro ml Gel er-
maoglichte eine deutlich verbesserte Darstellung der DNA-Fragmente unter UV-Licht. Die
Proben wurden zum Auftragen mit 0.2 x Vol eines Blaumarkers (bestehend aus: 0,1%
(w/v) Bromphenolblau in 50% (v/v) Glyzerin) versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei 10-14
V/cm (ber einen Zeitraum von 20-120 min gegen einen 100 bp oder 1 kb Langenstandard
(Gibco). Die Dokumentation der Gele erfolgte unter UV-Licht mit einer Geldoku-
mentationsanlage der Firma Intas oder mit einer Polaroid-Sofortbildkamera.

2.6.3 Auftrennung von RNA auf denaturierenden Agarosegelen

Die Auftrennung isolierter RNA erfolgte unter denaturierenden Bedingungen mit form-
aldehydhaltigen Agarosegelen (Sambrook et al., 1989). Folgende Lésungen wurden dazu
bendtigt:

* 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 einge-
stellt. Der Puffer wurde autoklaviert und bei 4°C gelagert.

* Probenpuffer (2 x konzentriert): 500 pl deionisiertes Formamid wurden mit 190 pl 37%
Formaldehydlésung und 100 pl 10 x Northern-Puffer gemischt.

» Blaumarker (10 x konzentriert): 0,1% Bromphenolblau und 175 pg/ml EtBr in 50%
Glyzerin

Die denaturierenden Agarosegele enthielten 1,2% Agarose (Gibco BRL) und 7% Form-
aldehyd in 1 x Northern-Puffer. Fur 50 ml Gel wurden 0,6 g Agarose in 35 ml H,O und 5
ml 10 x Northern-Puffer in der Mikrowelle geldst. Nach Abkihlen der Losung auf 60°C
wurden 10 ml 37% Formaldehyd zugesetzt. Dann konnte das Gel in ein entsprechendes
Gelbett gegossen werden.

Die RNA-Proben wurden mit gleichem Vol. Probenpuffer und 0,1Vol. Blaumarker ver-
setzt, 10 min bei 65°C denaturiert, sofort auf Eis gestellt und auf die Gele aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte in 1 x Northern-Puffer bei 2-5 V/cm (iber einen Zeitraum von 60-120
min.

2.6.4 Transfer von Nukleinsduren auf Nylonmembranen

Zur Ubertragung von Nukleinsauren auf Nylonmembranen (Biodyne B, Pall; HybondN,
Amersham) wurde ein 2016 VacuGeneXL Vakuum Blotting System (Pharmacia LKB)
eingesetzt. Dieses System erlaubt durch die Erzeugung eines Niedrigdruckvakuums die
Ubertragung von Nukleinsauren auf eine Transfermembran. Die Gele miissen wahrend des
Transfers standig mit Transferpuffer bedeckt sein, um einen gleichméaiigen und schnellen
Transfer zu gewéhrleisten. Die Transferzeit betrdgt hierbei fur RNA etwa 4 h und fur
hochmolekulare DNA nur etwa 1 h. Dies bedeutet gegenuber dem Kapillarblotverfahren
von Southern (1975) einen deutlichen Zeitvorteil.
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2.6.4.1 Transfer von DNA auf Nylonmembran (Southern-Transfer)

Zum Transfer von PCR-Amplifikaten und Plasmid-Restriktionsfragmenten wurde ohne
weitere Vorbehandlung der Gele 0,4 N NaOH als Transferpuffer eingesetzt. Nach etwa 20
min bei 50 mbar Vakuum war der Transfer abgeschlossen. Die Membran (Biodyne B, Pall)
wurde kurz in 2 x SSC (0,3 M NaCl, 30 mM Natriumcitrat, pH 7,0) gewaschen, getrocknet
und zur irreversiblen Bindung 5 min mit UV-Licht bestrahlt.

Der Transfer von verdauter genomischer Tomaten-DNA wurde hingegen nach einem
modifizierten Protokoll der Firma Pall durchgefihrt. Dieses Protokoll unterscheidet sich
vom klassischen Southern-Transfer-Verfahren (Sambrook et al., 1989) dadurch, daR das
Gel nach der Denaturierung mit einer stark basischen, NaCl-haltigen Ldsung nicht
neutralisiert wird. Dies bedeutet, daB die ersten Schritte des Transfers bei alkalischem pH
stattfinden. Die Anhaftung von DNA an die Membran wird somit gefordert.

Nachdem das Gel luftblasenfrei auf die mit 20 x SSC befeuchtete Membran (Biodyne B,
Pall) aufgebracht wurde, konnte leichtes Vakuum (40 mbar) angelegt werden. Unmittelbar
darauf wurde fur 4 min 50 ml Depurinierungslosung (0,25 M HCI) auf das Gel gegeben
und sofort wieder entfernt. Nachdem 50 ml Denaturierungslosung (0,5 M NaOH, 1,5 M
NaCl) das Gel fir 3 min bedeckt hatten wurde die Transferkammer mit Transferpuffer (20
x SSC) soweit aufgefullt, dal das Gel vollstandig bedeckt war. Der Transfer dauerte in der
Regel nicht langer als 60 min. Die Membran wurde bei RT getrocknet und im Anschlul}
zur Immobilisierung der DNA 30 min bei 80°C gebacken.

2.6.4.2 Ubertragung von RNA auf Nylonmembran (Northern-Transfer)

Der Transfer von mit denaturierenden Agarosegelen aufgetrennter RNA auf Nylon-
membran (Biodyne B, Pall oder Hybond N, Amersham) erfolgte ohne weitere VVorbehand-
lung des Gels mit 10 x SSC. Die Membran wurde luftblasenfrei auf die mit 20 x SSC
angefeuchtete Membran aufgebracht und ein Vakuum von 60 mbar angelegt. Je nach
Dicke des Gels dauerte der Transfer zwischen 1 und 4h. Die Membran wurde bei RT
getrocknet und 5 min zur Fixierung der RNA an den Filter mit UV-Licht bestrahit.

2.6.4.2.1 Vakuum-RNA-Dot-Blotting

Dot- und Slot-Blotting sind schnelle und effektive Methoden zur qualitativen und quantita-
tiven Analyse von Nukleinsduren. Die direkte Auftragung von DNA und RNA auf Trans-
fermembran wird beim Vakuum-Dot-Blotting durch Anlegen eines leichten Vakuums un-
terstutzt, das die Nutzung von rdumlich definierten Auftragungspunkten auf der Membran
ermoglicht. Die verwendete Dot-Blotting-Anlage erlaubt die gleichzeitige Auftragung von
144 Proben auf eine Membranflache von etwa 7mm? pro Probe. Dabei wurde nach einem
Protokoll von Sambrook et al. (1989) verfahren.

Die Transfermembran (Biodyne B, Pall) wurde in 20 x SSC angefeuchtet und
luftblasenfrei auf ein in der Dot-Blotting-Apparatur befindliches, ebenfalls mit 20 x SSC
befeuchtetes Whatman-Papier (Chromatography Paper 3MM, Whatman) gelegt.
Anschliefend wurde die Dot-Blotting-Apparatur vollstdéndig zusammengesetzt, alle
Probenauftragungsmulden mit 500 pl 10 x SSC gefullt und dieses durch Anlegen eines
leichten Vakuums (Vakuum Pumpe 2016-012, Pharmacia LKB) durch die Membran
gesogen. Die in H2Opgpc aufgenommenen RNA-Proben wurden mit dem dreifachen Vol.
Aufnahmepuffer (Formamid, Formaldehyd [37%], 20 x SSC; 20:7:2) gemischt, 15 min bei
68°C denaturiert und sofort auf Eis gesetzt.
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AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 2 x Vol. 20 x SSC und das Beladen des Filters mit
den RNA-Proben tiber die Auftragungsmulden. Nach Anlegen eines leichten Vakuums und
Passieren der Proben wurde die Membran an jedem Auftragungspunkt mit 1 ml 10 x SSC
gewaschen. Anschlielend wurde noch weitere 5 min Vakuum gezogen, um die Membran
leicht anzutrocknen. Die Membran wurde aus der Dot-Blotting-Apparatur entnommen und
fir 5 min mit UV-Licht bestrahlt, um eine irreversible Bindung der RNA sicherzustellen.
Bis zur Hybridisierung konnten die Membranen einige Tage gelagert werden.

2.6.5 Hybridisierung der Filter mit Dig-markierten DNA- oder RNA-Sonden

Hybridisierungen mit Dig-markierten Sonden und der Nachweis der entstandenen Hybride
wurden nach Protokollen des "The DIG System User’s Guide for Filter Hybridization”
(1995) der Firma Boehringer (seit 1999: Roche) durchgefiihrt.

Zur Herstellung des Vorhybridisierungs- und Hybridisierungspuffers wurden DIG Easy
Hyb Granules (Roche) in der vorgesehenen Menge H;Opgpc bei 37°C geldst. Zur Vorhy-
bridisierung wurden die Filter mit 20 ml DIG Easy Hyb (Roche)/100 cm? Membranflache
in Polyethylenfolie eingeschweilit und im Schiittelwasserbad bei der vorgesehenen Hybri-
disierungstemperatur inkubiert. Nach 2 h Vorhybridisierung wurde der VVohybridisierungs-
puffer entfernt und die Membran in gleicher Weise U.N. in mindestens 3 ml Hybridisie-
rungspuffer pro 100 cm? Membranflache hybridisiert. Der Hybridisierungspuffer enthielt
zusétzlich ca. 20 ng/ml der mit Digoxigenin markierten DNA-Sonde oder ca. 100 ng/ml
der mit Digoxigenin markierten RNA-Sonde. Die Vorhybridisierungs- und Hybridi-
sierungstemperaturen lagen fir DNA-DNA-Hybridisierungen bei 42°C und fur RNA-
RNA-Hybridisierungen bei 68°C. Die Dig-markierten Sonden wurden vor Zugabe zum
Hybridisierungspuffer in je 50 pl H,O fur 10 min bei 95°C denaturiert.

2.6.6 Waschen der Filter und Nachweis der mit Digoxigenin markierten Sonden

Zum immunologischen Nachweis der hybridisierten Sonden wurde ein Konjugat aus poly-
klonalen Schaf-anti-Digoxigenin-Antikérpern und alkalischer Phosphatase eingesetzt.
Nach Bindung dieses Antikorperkonjugates an die hybridisierte Sonde erfolgte der
Nachweis der Signale durch Zugabe von kolorimetrischen oder Chemilumineszenz-
Substraten der alkalischen Phosphatase. Die Benutzung eines kolorimetrischen Substrates
fuhrt zur Bildung eines Signales (Farbniederschlag) direkt auf der Membranoberflache,
wohingegen fur den Nachweis eines Chemilumineszenz-Signales die Verwendung von
Rontgenfilm bzw. elektronischer Detektionssysteme (z.B. Lumilmager, Roche) notwendig
ist.

Uberschiissige DNA-Sonden, die nicht durch Hybridisierung an die Membran gebunden
waren, wurden zunéchst 2 x 5min bei RT mit einem Puffer bestehend aus 2 x SSC und
0,1% SDS und anschlielend 2 x 15min bei 68°C mit 0,5 x SSC/0,1% SDS abgewaschen,
wobei 50 ml Puffer pro 100 cm? Membran eingesetzt wurden. Bei RNA-Sonden wurde bis
auf eine Verlangerung der Inkubationszeit bei RT (2 x 15min) wie 0.a. verfahren.

Die weiteren Arbeitsschritte bis zur Zugabe der Substrate der alkalischen Phosphatase
wurden unter leichtem Schutteln bei RT durchgefuhrt.
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Fir den Nachweis wurden folgende Puffer und Losungen benétigt:

Puffer 1: 100 mM Maleinséure, 150 mM NaCl, pH 7,5, eingestellt mit NaOHyon,.
Puffer 2: 1% (w/v) Blockierungsreagens in Puffer 1
Puffer 3: 100 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, pH 9,5

Waschpuffer: Puffer 1 mit 0,3% (v/v) Tween20 (Sigma)

Antikorperldsung: Anti-Dig-AP-Konjugat/Fab-Fragmente (Roche),
Kolorimetrischer Nachweis: 1:5000 (150 mU/ml) in Puffer 2
Chemilumineszenznachweis: 1:10000 (75 mU/ml) in Puffer 2

NBT-L6sung: 75 mg/ml NBT (= Nitroblau-Tetrazoliumsalz), gelést in 70%
Dimethylformamid

BCIP-Losung: 50 mg/ml BCIP (=5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat), gel6st in 100%
Dimethylformamid

CSPD®-Lésung:  1:100 in Puffer 3 verdiinnte 25 mM CSPD®(= Dinatrium 3-(4-
methoxyspiro{1,2-dioxetan-3,2"-(5"-chloro)tricyclo
[3.3.1.1*"]decan}-4-yl) phenylphosphat) -Stammlésung (Roche)

Die Membranen wurden 1 min in Waschpuffer, 30 min in 50 ml/100 cm? Puffer 2 und an-
schliefend 30 min in Antikorperlosung inkubiert. Nicht gebundene Antikdrper wurden in
zwei Waschschritten von je 15 min in 100 ml/100 cm? Waschpuffer entfernt. Nach 2 min
in Puffer 3 erfolgte die Zugabe der Substratlésungen. Fur den kolorimetrischen Nachweis
wurden die Filter nun mit 10 ml/100 cm? einer Farbelésung bestehend aus 45 pl NBT-
Losung und 35 pl BCIP-Ldsung in Puffer 3 in eine Polyethylenfolie eingeschweilit und im
Dunkeln bei RT inkubiert. Die alkalische Phosphatase katalysiert die Dephosphorylierung
von NBT. Durch Anwesenheit von BCIP kommt es zur Bildung eines braunvioletten Nie-
derschlages. Die Dauer der Farbereaktion war abhangig von der Signalintensitat und betrug
zwischen 5 min und 16 h. Zum Abstoppen der Reaktion wurden die Filter in sterilem 1 x
TE gewaschen und an der Luft getrocknet. Beim Chemilumineszenz Nachweis mit CSPD®
wurden die Filter nach Aquilibrierung in Puffer 3 fir 5 min in 5 ml/100 cm? CSPD®-
Losung inkubiert. Die Membranen wurden feucht zwischen zwei Polyethylenfolien gelegt
und die Gberschiissige Substratlésung durch Uberstreichen mit einem Tuch entfernt. Nach
dem Einschweillen der Membranen in die Kunststoff-Folie und 15 min Inkubation bei
37°C wurden die Filter mit Lumi-Film (Roche) oder Hyperfilm™ ECL™ (Amersham) be-
legt. Die Auflagezeiten betrugen 2 min bis 48 h. Die Entwicklung der Filme erfolgte durch
5 min Inkubation in Eukobrom-Entwickler (Tetenal) und weitere 5 min in Superfix-
Fixierer (Tetenal). Nach griindlichem Wassern wurden die Filme getrocknet und bei RT
gelagert.

2.6.7 Quantifizierung von Hybridisierungssignalen

Bilder der erstellten gefarbten Filter und RoOntgenfilme wurden mit der Intas-
Geldokumentationsanlage oder einem Flachbettscanner (MD 9850, Medion) digitalisiert
und gespeichert. Die Auswertung der Signale erfolgte unter Verwendung des Computer-
programms NIH Image 1.61 (,,Public-domain“-Programm von W. Rasband, U.S. National
Institute of Health, Bethesda, USA). Durch Bestimmen der Farbintensitaten einzelner Hy-
bridisierungssignale (Banden, Dots) und Subtraktion der Farbintensititen gleich grofer
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Flachen unmittelbar ober- und unterhalb des Signals konnte die Signalstéke in relativen
Einheiten angegeben werden.

2.6.8 Entfernen der mit Digoxigenin markierten RNA-Sonden

Zunachst wurde durch kurzes Waschen mit sterilem H,O das Chemilumineszenzsignal
entfernt. Das Ablosen der hybridisierten Sonde wurde durch UbergieBen mit kochender
0,1% SDS-L6sung und anschliefender 10 min Inkubation unter heftigem Schutteln
erreicht. Nach 5 min Inkubation in 2 x SSC/0,1% SDS konnte erneut mit der
Vorhybridisierung begonnen werden.

2.7 In situ-RNA-Hybridisierungen
2.7.1 Fixierung und Einbettung des verwendeten Pflanzen- und Pilzmaterials

Zur Fixierung von pflanzlichen Geweben kdnnen unterschiedliche Fixative eingesetzt
werden. Aldehyde eignen sich hierfiir ganz besonders. Wahrend Paraformaldehyd zur
Fixierung von jungen, weichen Geweben benutzt wird, ist Glutaraldehyd zur Fixierung
alterer Gewebe mit groRen Vakuolen, dicken Zellwénden und mit ausgedehntem Inter-
zellularraum besonders gut geeignet. (Schmelzer et al , 1989). Zur Fixierung von Teilen
mykorrhizierter und nicht-mykorrhizierter Tomatenpflanzen wurde daher Glutaraldehyd
als Fixativ verwendet.

2.7.2 Fixierung von mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Tomatenwurzeln mit
Glutaraldehyd

Zur Fixierung wurden 0,3 bis 1 cm lange Wurzelabschnitte und etwa 0,3 x 0,3 cm groRe
Stiicke der Tomatenbl&tter sowie ganze Bluten und Friichte mit einem Fixativ aus 1%
Glutaraldehyd in 0.1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,0 (Schmelzer et al. 1989) in ein 50
ml Reaktionsgefal} tberfihrt. Um eine optimale Infiltration des Fixativs in das Proben-
material zu gewahrleisten, wurden die Probengeféalie mehrfach fur je 2 min evakuiert und
sofort wieder bellftet, bis die Wurzelstiicke auf den Boden der Probengefalie sanken.

Nach 1 h Inkubation auf Eis wurde das Probenmaterial kurz in 20 ml eiskaltem Natrium-
phosphatpuffer pH 7,0 gewaschen, bevor mit der Entwasserung und Einbettung des Wur-
zelmaterials begonnen wurde.

2.7.3 Einbettung in Fibrowax
Zur Einbettung in Fibrowax wurde das Probenmaterial in einer aufsteigenden Alkoholreihe
entwéssert und anschlieBend schrittweise mit tertidrem Butanol und Fibrowax (Plano,

Marburg, Germany) infiltriert.

Es erfolgten nacheinander Inkubationen in folgenden Ldsungen (Tabelle 5):
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Tabelle 5:
EtOH- Inkubationszeit Inkubations-
Konzentration [%] temperatur [°C]
30 20 min 0
50 20 min 0
70 U.N. 4
85 20 min RT
90 20 min RT
96 20 min RT
96 20 min RT
EtOH : t-BuOH
3:1 30 min RT
1:1 30 min RT
1:3 30 min RT
t-BuOH (100%) 30 min 30
Infiltrationslosung | Infiltrationszeit Inkubations-
temperatur [°C]
t-BuOH, bei 30°C 5h 30
mit Fibrowax 30 min 42
gesattigt
t-BuOH, bei 42°C Uu.N. 42
mit Fibrowax 30 min 60
gesattigt
Fibrowax (100%) U.N 60

Die Entwésserung und anschlieBende Infiltration mit Butanol/Fibrowax erfolgte in 50 ml
ReaktionsgeféalRen, wohingegen der letzte Inkubationsschritt mit 100% Fibrowax in offenen
Petrischalen erfolgte, um das Ausdampfen von Butanolresten zu ermdglichen. Nach abge-
schlossener Infiltration wurden die Wurzelstlicke in den Petrischalen ausgerichtet und die
Petrischalen dann zur Aushartung des Paraffins in einen Kihlschrank bei 4°C Gberfunhrt.
Die Wurzelproben konnten so iber mehrere Monate bis zur weiteren Verwendung gelagert
werden.

2.7.4 Beschichtung von Objekttragern mit Poly-L-Lysin

Die feste Haftung von Gewebsschnitten auf Objekttrédgern stellt eine wichtige Vorausset-
zung fur eine erfolgreiche In situ-Hybridisierung dar. Um die erforderliche Bindung zu
erreichen, wurden Objekttrager mit Poly-L-Lysin beschichtet (Angerer et al., 1987).

Die Objekttrager wurden zunéchst 10 min in 0,2 N HCI gereinigt und dann kurz mit H,O
gespult. Nach je 10 min Inkubation in 100% EtOH und H,O wurden sie fur weitere 10 min
in eine Poly-L-Lysin-L6ésung (0,1 mg/ml H,O; MG 70000-150000, Sigma) getaucht.
Anschlielend wurden die Objekttrager bei RT getrocknet und bis zu Verwendung staubfrei
bei 4°C gelagert.

-39-



Material und Methoden

2.7.5 Schneiden der eingebetteten Wurzeln

Zum Schneiden der eingebetteten Wurzelproben wurde ein Mikrotom 2800 Frigocut E
(Reichert-Jung) verwendet. Mit diesem Gerdt konnte bei einer Temperatur von 4°C ge-
arbeitet werden. Durch diese relativ niedrige Temperatur ist das Fibrowax hérter, so dal
starke Stauchungen, die zur Zerstérung der Schnittstruktur fuhren, vermieden werden. Dies
erhoht insgesamt deutlich die Qualitat der Schnitte (Reinold, 1995). Es wurden Wurzel-
langsschnitte mit einer Schnittdicke von 5-12 um angefertigt. Je sechs bis zehn Parallel-
schnitte wurden auf mit Wasser benetzte, Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager tberfuhrt
und U.N auf einer Heizplatte bei 40°C getrocknet.

2.7.6 In situ-Hybridisierung mit radioaktiv markierten RNA-Sonden
2.7.6.1 Vorbehandlung der Schnitte

Zuné&chst wurde das Fibrowax mit Xylol aus den Schnitten herausgeltst. Dazu wurden die
Objekttrager nacheinander 10 min in 100% Xylol, 5 min in Xylol:EtOH (1:1) und an-
schlieRend jeweils 5 min in 100%, 95%, 80%, 60% und 30% EtOH inkubiert. Nach Trock-
nen an der Luft konnten die Préparate bis zur weiteren Verwendung einige Tage bei 4°C
gelagert werden.

Der Zugang von radioaktiv markierten Sonden zur zellularen RNA wird durch eine kon-
trollierte Proteolyse verbessert (Schmelzer et al., 1989). Die Schnitte wurden daher einem
Pronaseverdau unterzogen. Hierzu wurden die Objekttrager zun&chst 5 min in 0,2 M
Natriumphosphatpuffer pH 7,0, dann 10 min in einer Losung aus vorverdauter Pronase
(Calbiochem; 250 pg/ml) inkubiert. Daraufhin erfolgte eine nochmalige Fixierung der
Schnitte far 20 min in 1% Glutaraldehyd mit anschlielender Entwdasserung in einer
aufsteigenden Ethanolkonzentrationsreihe (30%, 60%, 80%, 95% und 100% EtOH) und
Trocknung an der Luft.

2.7.6.2 Hybridisierung mit radioaktiv markierten RNA-Sonden

Fur jeden Objekttrager wurden 10 pl Hybridisierungspuffer der folgenden Zusammen-
setzung hergestellt:

50 pl Formamid (deionisiert)

20 pl 50% Dextransulfat

6 ul 5 M NaCl

2ul50x TE

2 ul 50 x Denhardt-Losung, bestehend aus: Je 10 g/l Ficoll 400, Polyvinylpyrolidon und
BSA in H2Opgpc (alle Chemikalien von Sigma)

6 ul 0,75 MDTT

4 pl H2Opepc

10 pl *S-markierte RNA-Sonde, 1 ng/pl

Die Schnitte auf einem Objekttrager wurden mit 10ul Hybridisierungspuffer bedeckt und
mit einem Deckglas (20 x 20 mm) abgedeckt. Die Rander des Deckglases wurden mit
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einem 1:1-Gemisch aus Fixogum (Marabu) und Petroleumether abgedichtet. Die Objekt-
réger wurden dann horizontal in eine Feuchtekammer gelegt und u.N. bei 50°C inkubiert.

2.7.6.3 Waschen der Schnitte

Nach der Hybridisierung wurde die Fixogum-Abdichtung der Deckgléser mit einem Skal-
ell entfernt, moglichst ohne die Deckgléaser zu verschieben, da dies zu Beschadigungen des
Schnittes fiihren kann. Die Objekttrager wurden kurz in 1 x SSC getaucht, wobei sich
bereits die meisten Deckgléser ablosten. Die Objekttrager wurden nacheinander in folgen-
en Ldsungen gewaschen:

Tabelle 6:

Losungen Inkubationszeit Inkubations-
[min] temperatur

1x SSC 5 RT

1 x SSC, 50% Formamid, 10 mM DTT 45 45°C

1 x SSC, 50% Formamid, 10 mM DTT 45 45°C

1xSSC, 10 mM DTT 5 RT

RNase-Puffer (0,5 M NaCl, 10 mM 30 37°C

Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0)

mit 20 pg/ml RNaseA

1 x SSC, 50% Formamid, 10 mM DTT 45 45°C

1 x SSC, 50% Formamid, 10 mM DTT 45 45°C

1xSSC, 10 mM DTT 5 RT

1xSSC, 10 mM DTT 5 RT

AnschlieBend wurden die Schnitte tber eine aufsteigende Konzentrationsreihe von 30%,
60%, 80%, 90%, 95% und 100% EtOH entwassert und an der Luft getrocknet. Die Schnitte
konnten nun zur mikroautoradiographischen Detektion eingesetzt werden.

2.7.7 Mikroautoradiographie zum Nachweis der Hybridisierungssignale

Der mikroautoradiographische Nachweis erfolgte nach Schmelzer et al. (1988). Alle
Avrbeitsschritte wurden in vollstandiger Dunkelheit durchgefiihrt.

2.7.7.1 Beschichtung der Objekttrager mit Fotoemulsion

In einem Wasserbad wurde NBT2-Filmemulsion (NBT Nuclear Track Emulsion,
Technorama) bei 42°C geschmolzen und mit gleichem Vol. 0,6 M Ammoniumacetat
verdinnt (Hafen et al., 1983). Die luftblasenfreie Beschichtung der Objekttréger erfolgte
durch Eintauchen in die Fotoemulsion. Die Objekttrager wurden zum Trocknen fur 2 h
hochkant aufgestellt und danach in lichtdichte Dosen verpackt und bei 4°C zwei bis vier
Wochen exponiert.
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2.7.7.2 Entwicklung der Mikroautoradiogramme

Vor der Entwicklung wurden die lichtdichten Behélter mit den Objekttrdgern, Entwickler
und Fixierer und Wasser 2 h bei 15°C inkubiert, um Temperaturunterschiede, die zu Rissen
in der Fotoemulsion fihren kénnen, zu vermeiden. Zur Entwicklung wurden die Objekt-
rager 2,5 min in Kodak D19 Entwickler getaucht, kurz mit H,O gespdilt, 5 min in Kodak
Unifix Fixierer fixiert, anschliefend 20 min gewassert und bei RT an der Luft getrocknet.

2.7.7.3 Herstellung von Dauerpréaparaten

Die getrockneten Schnitte wurden mit 30 pl Moviol-Lésung benetzt und mit einem
Deckglas abgedeckt. Zur Herstellung des Moviol-Einbettungsmediums wurden 2,4 g
Polyvinylethanol (Moviol 4-88, Hoechst) 2 h bei RT mit 6 g Glycerin und 6,4 ml H,O
inkubiert und nach Zugabe von 12 ml 0,2 M TrisHCI pH 8,5 bei 50°C fir 10 min unter
Ruhren geldst und 15 min bei 50009 zentrifugiert. Die so erhaltene Losung wurde in 1 ml-
Portionen bei 4°C gelagert.

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

Dunkelfeldaufnahmen der Schnitte wurden mit einem Zeiss-Axiophot-Mikroskop ange-
fertigt. Dazu wurde als Filmmaterial Kodak Ektachrom 320T Professional - Diafilm ver-
endet.

Mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogrammes Image-Pro®-Plus (Version 4.1 fiir Windows™,
Media Cybernetics, Silver Spring MD, U.S.A.) wurde die Silberkorndichte einer ent-
sprechenden Fl&che bestimmt. Dies erlaubt ndhere Aussagen zur Transkriptlokalisation in
Gewebsschnitten.

2.8 Bestimmung der Nitratreduktaseaktivitat (NRA) von Pflanzen- und Pilzextrakten
2.8.1 Herstellung von Proteinrohextrakten aus Pflanzen- und Pilzmaterial

Tomatenwurzeln, Tomatenblatter oder isoliertes Myzel von Glomus intraradices Sy167
wurden sofort nach der Ernte mit Flussigstickstoff in einer Reibschale zu einem feinen
Pulver gemorsert. Von diesem Pulver wurden 200-400 mg mit 1ml NR-Extraktionspuffer
(modifiziert nach Kaiser und Huber, 1994; Lohaus et al., 1998) versetzt, gut gemischt und
bei 4°C und 18300g fur 30 s abzentrifugiert.

NR-Extraktionspuffer:

100 mM N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonsdure (HEPES)-KOH, pH 7,5
(Serva)

10% (v/v) Glyzerin (Merck)

1 mM EDTA (Merck)

5 mM Mg-Acetat (Merck)

0,1% (v/v) Triton X100 (Sigma)
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0,5% (w/v) Rinderserumalbumin (BSA, Sigma)

5 UM Na-Molybdat (Merck)

1% (w/v) Polyvinylpolypyrolidon (PVVPP,Sigma)

5 mM Dithiothreitol (DTT, Sigma)

25 uM Leupeptin (Sigma)

0,5 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, Roche)
20 pM Flavinadenindinukleotid (FAD, Roche)

2.8.2 Messung der Nitratreduktaseaktivitat in Proteinrohextrakten

Die Aktivitat der Nitratreduktase wurde in vitro durch Messung der Konzentration von
Nitrit als Produkt der enzymatischen Umsetzung von Nitrat zu Nitrit nach der folgenden
Reaktionsgleichung bestimmit:

NOs + NAD(P)H + H* — NO; + NAD(P)* + H,0

Jeweils 50 pl des Uberstandes (Rohextrakt) wurden zu 300 pl Reaktionspuffer gegeben,
gut gemischt und 30 min bei 30°C inkubiert.

NR-Reaktionspuffer

100 mM HEPES-KOH pH 7,5 (Serva)
6 mM KNO; (Merck)

6 mM EDTA (Merck)

0.5 mM NADH oder

0,5 mM NADPH (beides Roche)

Der Nitritgehalt der Proben wurde mit der Gries-llovay Methode (modifiziert; nach Snell
und Snell, 1949) bestimmt. Losungen von Sulfanil-Essigsaure und a-Naphthyl-Essigséure
(s.u.) wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt.

Jeweils 1 ml dieses Gemisches wurde mit 300 pl Probe versetzt, gut gemischt und 15 min
bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion des entstehenden rot-violetten Farb-
toffes bei 540 nm in einem Spektralphotometer (PM6, Zeiss) gemessen. Aufgrund der
linearen Abhé&ngigkeit einer Eichkurve im Nitrit-Konzentrationsbereich von 0,01-1 mM
wurden die Nitritkonzentrationen der Proben durch Mitfiihren eines Eichwertes (0,1 mM
NO;) bestimmt. Die Bezugsgrofe fur die Nitratreduktaseaktivitaten ist das Frischgewicht
der Proben, da die Anwesenheit von BSA im Extraktionspuffer eine Proteinbestimmung
der eingesetzten Proben unmdoglich macht.

Zur Herstellung von Sulfanil-Essigsdure wurden 3,3 g Sulfanilséure in 750 ml H,O gel6st
und mit 250 ml Eisessig versetzt.

Fur die a-Naphthyl-Essigsdure wurde 1 g a-Naphthylamin in 250 ml Eisessig gelost und
mit H,O auf 1 | aufgefullt.
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2.9 Computer-Analyse von DNA- und Proteinsequenzen
2.9.1 DNA-Sequenzanalyse und Translation von DNA-Sequenzen

Die Analyse von DNA-Sequenzdaten, d.h. die Invertierung und Translation von DNA-
Sequenzen und die Ermittlung offener Leseraster erfolgte mit dem Computerprogramm
»Sequency* von Dr. Wofgang Zimmer und Dr. Thomas Kentemich (ehemals im Labor von
Prof. Bothe, Koln) sowie mit dem (ber das Internet verfligbaren Analyseprogrammpaket
»DNA and Protein Analysis Toolkit*
(http://www.rockefeller.edu/rucs/toolkit/translate.html ).

2.9.2 Vergleich von DNA- und Aminosauresequenzen

Zur Ermittlung von Sequenzhomologien bei DNA- und Proteinsequenzen wurde das
Programm ,,Clustal W, Version 1.5“ eingesetzt (Thompson et al., 1994).

2.9.3 Primeranalyse

Die Analyse und Auswahl von nicht degenerierten Primersequenzen erfolgte mit Hilfe der

in Internet frei verfigbaren PCR-Software ,,Primers!* und ,,Primer-Calculator* unter
http://www.williamstone.com/primers/.

2.9.4 Benutzung von Datenbanken

Unter Verwendung des Programms BLAST 2.0 (Altschul et al., 1997, Altschul et al.,
1990) wurden homologe DNA und Proteinsequenzen ermittelt. Der BLAST-Server ist Gber
die Homepage des NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.
ncbi.nlm.nih.gov) zugénglich.

Der Zugang zu in Datenbanken abgelegten DNA- und Aminoséuresequenzen erfolgte tber
das ,Sequence Retrieval System* des EMBL, Heidelberg (http://www.embl-
heidelberg.de/srs5/).
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3. Ergebnisse

3.1 PCR-Amplifizierung von DNA-Segmenten aus Genen, die fur Bestandteile des
Nitratassimilationssystems hoherer Pflanzen kodieren

Ein wesentlicher Faktor bei der Amplifizierung von Gensegmenten unbekannter Sequenz
mit Hilfe der PCR ist eine vorangegangene Analyse der DNA- und Aminosauresequenz
homologer Gene unterschiedlicher Organismen. Aus dem Vergleich der Aminosdure-
sequenzen von Proteinbereichen, die mdglicherweise fur die Funktion des Proteins von
besonderer Bedeutung sind und daher eine hohe Konservierung aufweisen, lassen sich
Bereiche ermitteln, die als VVorlage zur Synthese von Oligonukleotidprimern geeignet er-
cheinen. Insbesondere sind hochkonservierte Bereiche mit verstarktem Auftreten der
Aminosauren (AS) Asparagin, Asparaginsdure, Cystein, Glutamin, Glutaminsdure,
Histidin, Lysin, Methionin, Tryptophan oder Tyrosin geeignet, da diese durch nur jeweils
ein oder zwei Nukleotid-Tripletts kodiert sind. Oligonukleotidprimer, deren Sequenzen auf
solch hochkonservierten Bereichen basieren, ermdglichen die Amplifizierung entsprechen-
er Regionen aus Genfamilien verschiedener Spezies (McPherson et al., 1991). Bei der
Verwendung von degenerierten Primern, d.h. einem Primergemisch, das die verschiedenen
Triplettmoglichkeiten der zugrunde liegenden Aminosauren abdeckt, ist fir die spezifische
Bindung der Primer an die Zielsequenz und damit eine erfolgreiche Amplifizierung, die
100%ige Ubereinstimmung der duBersten drei Nukleotide am 3"-Ende der Oligonukleotid-
rimer mit der Zielsequenz erforderlich (McPherson et al., 1991).

Aufgrund der teilweise uniibersichtlichen Nomenklatur bei Nitrattransportergenen hoherer
Pflanzen werden in dieser Arbeit die in der Literatur gebrauchlichen Benennungen durch
vereinfachte Bezeichnungen ersetzt. Diese Malinahme soll durch eine sofort ersichtliche
Zuordnung zu den beiden Nitrattransporterfamilien Verwechslungsmoglichkeiten minimie-
en. So werden Mitglieder der low-affinity Nitrattransporterfamilie mit dem Kurzel ,,-lo*
und einer entsprechenden Nummer versehen. Mitglieder der high-affinity Nitrattranspor-
terfamilie werden durch den Zusatz ,,-hi* und mit einer entsprechenden Zahl gekenn-
zeichnet. Diese Zahlen vermitteln keinerlei Informationen zu Homologie, Funktion oder
Regulation der einzelnen Gene der verschiedenen Pflanzenspezies, sondern dienen ledig-
lich der Nummerierung. In Tabelle 7 sind die abgednderten Bezeichnungen aufgelistet. Da
fur die meisten bekannten Sequenzen der Mitglieder beider Nitrattransporterfamilien (low-
und high-affinity) ein direkter Nachweis der Funktion ihrer Genprodukte noch aussteht,
sind diese mit der Ausnahme von CHL1 aus Arabidopsis und Brassica-lol als putative
Nitrattransporter anzusehen. Aus Griinden der Vereinfachung wird im weiteren auf eine
ausdrickliche Bezeichnung als mutmaRliche oder putative Nitrattransporter verzichtet.

3.1.1 Identifizierung konservierter Sequenzbereiche in Nitrattransportergenen
hoéherer Pflanzen

Zur Entwicklung von Primern, die die Amplifizierung von Teilsegmenten von low- und
high-affinity Nitrattransportergenen ermdglichen sollten, wurden zunéchst die zu diesem
Zeitpunkt bereits publizierten Sequenzen auf Aminosdureebene miteinander verglichen
(Abb.5 und Abb.6). Ziel der durchgefiihrten Sequenzvergleiche war es, moglichst univer-
selle Primer zu entwickeln, die eine Vielzahl verschiedener Nitrattransportergensequenzen
in unterschiedlichen Organismen amplifizieren kdnnen. Da es sich bei den zugrunde-
liegenden Sequenzen um cDNA-Sequenzen handelte, bestand mit genomischer DNA als
PCR-Matrize die Gefahr, dal3 sich innerhalb der gewahlten Primersequenzen auf Ebene der
genomischen DNA Introngrenzen befinden, die eine erfolgreiche Amplifizierung verhin-
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dern konnten. Dieses Problem wurde in weiteren Versuchen (siehe Abschnitt 3.1.6.2)
durch Einsatz von cDNA als PCR-Matrize gelost.

Tabelle 7:
neue Bezeichnung | Organismus ubliche Nomenklatur Verfasser
Arabidopsis-hil A. thaliana AtNRT2;1 ; ACH1 Zhou et al., 1999
Arabidopsis-hi2 A. thaliana AtNRT2;2 ; ACH2 Zhou et al., 1999
Arabidopsis-hi3 A. thaliana AtNRT2;3 - (AB015472)
Arabidopsis-hi4 A. thaliana AtNRT2;4 - (AB015472)
Arabidopsis-lol A. thaliana CHL1 Tsay etal., 1993
Arabidopsis-lo2 A. thaliana AtNRT1;2 ; NTL1 Huang et al., 1999
Brassica-lol Brassica napus BnNRT1 Muldin und Ingemarsson,
1995

Gerste-hil Hordeum vulgare HvNRT2;1 ; BCH1 Trueman et al., 1996
Gerste-hi2 Hordeum vulgare HVNRT2;2 ; BCH2 Trueman et al., 1996
Gerste-hi3 Hordeum vulgare HVNRT2;3 ; BCH3 Vidmar et al., 2000
Gerste-hi4 Hordeum vulgare HvVNRT2;4 ; BCH4 Vidmar et al., 2000
Reis-lol Oryza sativa OsNRT1 Lin et al., 2000
Soja-hil Glycine max GmNRTZ2;1 Amarasinghe et al., 1998
Tabak-hil N. plumbaginifolia | NpNRT2;1/ NRT2;1Np Quesada et al., 1997
Tomate-hil L. esculentum LeNRTZ2;1 Ono et al., 2000
Tomate-hi2 L. esculentum LeNRT2;2 Ono et al., 2000
Tomate-lol L esculentum LeNRTZ1;1 (lemitl) Lauter et al., 1996
Tomate-lo2 L. esculentum LeNRTZ1;2 (lenit2) Lauter et al., 1996

3.1.1.1 Identifizierung konservierter Sequenzbereiche von low-affinity Nitrat-

transportern

Durch Vergleich der aus den o.a. DNA-Sequenzen ermittelten AS-Sequenzen konnten
zwei hochkonservierte Bereiche ermittelt werden, die sich als Vorlage zur Synthese von
Oligonukleotidprimern eigneten (Abb. 5). Diese sollten auf cDNA-Ebene die Amplifizie-
rung eines Bereiches von etwa 500 bp erméglichen

Abbildung 5: Vergleich der zur Primersynthese verwendeten AS-Sequenzbereiche

Arabidopsis-1lol
Tomate-l1ol
Tomate-102

Arabidopsis-lol
Tomate-lol
Tomate-102

S0GIGVNLVTYLTGTMHLGNATAANTV™

SIGIAVNLVTYLTGTMHLGNASSANNV™®

SIGIAVNLVTYLTGTMHLGNATAANNV™®
—

PNT1

207yLVYVQDDVGRKWGYG I CAFAIVL20

207 LVY 1QDNLGREWGYG I CACAIVI122°

2071 LVYVQDNLGREWGYG I CACAIVI122°
4—_

PNT2

Legende zu Abbildung 5: Darstellung der zur Synthese der Primer PNT1 und PNT2
verwendeten AS-Sequenzen (fett hervorgehoben) von low-affinity Nitrattransportern aus
Arabidopsis (Arabidopsis-lo1) und Tomate (Tomate-lol und Tomate-102).
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3.1.1.2 Ildentifizierung konservierter Sequenzbereiche von high-affinity Nitrat-
transportern

Die zu Beginn dieser Arbeit vorliegenden drei DNA-Sequenzen aus hoheren Pflanzen er-
laubten nach Vergleich die Synthese der degenerierten Oligonukleotidprimer PNT3 und
PNT4 aus den in Abbildung 6 dargestellten AS-Sequenzbereichen. Diese Primer umfassen
auf cDNA-Ebene einen zu amplifizierenden Bereich von etwa 900 bp.

Abbildung 6:
Tabak-hil 160\ | GFSLATFVSCQYWMSTMFNSQI 1185
Gerste-hil B7L1IGFSLATFVSCQYWMSTMFNSK 1 1162

-hi2 139 1GFSLATFVSCQYWMSTMFNSK 1 1164
Gerste-hi GFS SCQ S S

PNT3
Tabak-hil 4S1GCTLPVTLCHFPQWGSMFFPPTKDP*"
Gerste-hil 428ACTLPVALVHFPQWGSMFFPASADA**2
Gerste-hi2 430ACTLPVALVHFPQWGSMLLPPNANA*%4
—
PNT4

Legende zu Abbildung 6: Darstellung der zur Synthese der Primer PNT3 und PNT4
verwendeten high-affinity Nitrattransporter-AS-Sequenzen (fett hervorgehoben) aus Tabak
(Tabak-hil) und Gerste (Gerste-hil und Gerste-hi2).

3.1.2 Vergleich von AS-Sequenzen zweier Nitritreduktase-AS-Sequenz-Bereiche

Als Grundlage zur Synthese von Oligonukleotidprimern zur Amplifizierung einer Toma-
ten-Nitritreduktase-Teilsequenz dienten die abgeleiteten AS-Sequenzen von drei Tabak-
Nitritreduktase cDNA-Sequenzen sowie AS-Sequenzen von Nitritreduktasen aus Mais
(Zea mays) und Spinat (Spinacia oleracea) (Kronenberger et al., 1993).

Die ausgewdhlten Oligonukleotidprimer (Abb.7) fihren auf cDNA-Ebene zu PCR-
Produkten von erwarteten 540 bp Lange, die den fiir die Sirohdm-Bindungsdoméne der
Nitritreduktase kodierenden Bereich enthalten.

Abbildung 7:

Mais 298 RDLGSRGNRQKTRMMWL IDELGMEV324

Spinat 329RDLGFRGNRQKCRMMWL I DELGMEA33

nirl 318RDLGFRGNRQKCRMMWL IDELGVEG3*2

nir2 160RDLGTRGNRQKTRMMWLVDELGVEG*®*

nir3 191RDLGFRGNRQKCRMMWL IDELGVEG*®
—>

TNirF2
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Mais 4T1KRVAVPRPVRMHWTGCPNSCGQVQV4%®
Spinat 499RLVSVTRPVRMHWTGCPNSCGQVQV5Z
nirl 487RQVSLTRPVRMHWTGCPNTCAQVQVS!!
nir2 330RLVSVTKPVRMHWTGCPN34" - ———
nir3 360RQVSLTKPVRMHWTGCPNTCAQVQV38
«—
TNIrR1

Legende zu Abbildung 7: Darstellung der zur Synthese der Primer TNirF2 und TNirR1
verwendeten Nitritreduktase-AS-Sequenzen (fett hervorgehoben) aus Tabak (nirl, nir2,
nir3), Mais und Spinat (Kronenberger et al., 1993).

3.1.3 Primer fur die Amplifizierung eines Segmentes aus dem Nitratreduktasegen von
Tomate

Die degenerierten Oligonukleotidprimer PL1 und PL2, die von Kaldorf et al. (1998) zur
Amplifizierung eines Teilsegmentes eines Nitratreduktasegens von Mais verwendet wor-
den waren, wurden nun auch zur Amplifizierung eines Teilbereiches des Nitratreduktase-
gens von Tomate eingesetzt (Daniel-Vedele et al., 1989). Die Sequenzen dieses Primer-
paares waren von Kaldorf et al. (1998) anhand von AS-Sequenzen aus Bereichen der
Molybdéan-Bindungsdomane der Nitratreduktase ermittelt worden. Die zu erwartende
Amplifikatgrolie liegt bei Tomate aufgrund des Vorhandenseins eines Introns von 74 bp
Lénge bei 544 bp (Daniel-Vedele et al., 1989).

3.1.4 Resultate der PCR-Experimente

3.1.4.1 PCR-Experimente zur Gewinnung von Gensonden fur Nitrattransporter
hoherer Pflanzen

Die Amplifizierung von Segmenten aus low-affinity Nitrattransportergenen erfolgte
zundchst mit dem Primerpaar PNT1/PNT2. Da zu Beginn dieser Arbeit bereits Sequenzen
von Nitrattransportergenen aus Arabidopsis und Tomate vorlagen, wurde versucht, mit
DNA aus beiden Organismen spezifische PCR-Produkte zu erhalten. Mit isolierter geno-
mischer DNA aus Arabidopsis und Tomate konnten bei einer Primerbindungstemperatur
von 50°C und nach 40 PCR-Zyklen Amplifikate erhalten werden. Mit DNA aus Arabi-
dopsis traten deutlich sichtbare Amplifikate von etwa 600 und 750 bp Lange und bei
Tomate von etwa 490 bp Lange auf (Abb.8).

Die Klonierung der 490 bp-Amplifikatbande aus Tomate in den Vektor pGEM"-T Easy
(Kapitel 2.4) und anschlieBende Sequenzierung des Inserts zeigte, dal® keinerlei Homo-
logien zu den bekannten low-affinity Nitrattransportersequenzen vorlag und es sich somit
um ein unspezifisches Amplifikat handelte. Die nach der Klonierung durchgefihrte
Sequenzierung des 750 bp-Amplifikates aus Arabidopsis ergab eine eindeutige
Identifizierung des klonierten Segmentes als Teil von Arabidopsis-lol.

Aus diesem Insert wurde mit Hilfe der PCR und den internen Primern CHL1 und CHL2
eine Dig-markierte Sonde von 297 bp L&nge (Nukleotide 442-739; gbL10357) hergestellt,
die keine Intronsequenz enthielt. Diese wurde zur heterologen Hybridisierung mit PCR-
Produkten aus Tomate eingesetzt (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 8:

Abbildung 8 zeigt die Ergebnisse der PCR mit den

Primern PNT1 und PNT2.

Spur 1: PCRmit 100 ng Arabidopsis-DNA
Spur 2: PCR mit 50 ng Arabidopsis-DNA
Spur 3: PCR mit 50ng Tomaten-DNA
Spur 4: PCRmit 100 ng Tomaten-DNA
Spur 5: L&ngenstandard, 100 bp-Leiter (Gibco)

Die Reaktion umfalte 40 Zyklen bei einer
Primerbindungstemperatur von 50°C. 8 ul der
PCR-Produkte wurden auf einem 1% Agarose-
gel bei 10 V/cm aufgetrennt.

Abbildung 9:

PCR-Reaktion und heterologe Hybridisierung
von PCR-Produkten ausgehend von je 100 ng
DNA aus Tomate mit den Primern PNT1 und
PNT2 (Spuren 1 und 2). Spur 3: 100 bp
Léngenstandard (Gibco). Die PCR-Methode
umfalite 10 Zyklen mit einem ,touch-down*
der Primerbindungstemperatur von 60°C auf
40°C (2°C/Zyklus) und 30 Zyklen bei 50°C.
Die Farbung des Nylon-Filters erfolgte mit
NBT/BCIP (siehe Abschnitt 2.6.6).

1 2 345

Zur Amplifizierung von high-affinity Nitrattransportergensegmenten hoherer Pflanzen
(Arabidopsis, Mais, Tabak und Tomate) wurden PCR-Experimente mit dem Primerpaar
PNT3/PNT4 durchgefihrt. Mit DNA aus Arabidopsis, Tabak und Tomate konnten Ampli-
fikatbanden mit einer Grofze von 1,0 bis 1,1 kb erhalten werden (Abbildung 10). Nach
Gelelution, Klonierung und Ansequenzieren wurden zwei unterschiedliche Klone aus Ara-
bidopsis (A3-1 und A3-29) und Tomate (T1-6 und T1-7) sowie ein Klon aus Tabak (Np2-
2) identifiziert, deren Plasmid-Inserts deutliche Homologien zu den bereits publizierten
high-affinity Nitrattransporterhomologen aus héheren Pflanzen aufwiesen bzw. im Falle
von Np2-2 im sequenzierten kodierenden Bereich mit diesen identisch waren.
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3.1.4.2 PCR-Amplifizierung eines Segmentes des Nitratreduktasegens von Tomate

Ausgehend von 100 ng DNA aus Tomate wurde ebenfalls mit einer ,,touchdown-PCR*-
Methode (siehe Kapitel 2.3.2) ein spezifisches PCR-Produkt von erwarteten 544 bp Lange
erhalten (Abbildung 11). Nach Gelelution, Klonierung und Sequenzierung konnte die
Identitat des Amplifikates als Teil des Gens fur die assimilatorische Nitratreduktase von
Tomate bestatigt werden.

Abbildung 10:

PCR-Experiment mit dem Primerpaar
PNT3/PNT4 zur Amplifizierung von Segmen-
ten aus high-affinity Nitrattransportergenen.
Die PCR-Methode bestand aus 7 Zyklen mit
einem ,touch-down* der Primerbindungs-
temperatur von 54°C auf 40°C (2°C/Zyklus) 1k
und weiteren 33 Zyklen bei einer Primer-
bindungstemperatur von 50°C. 8 ul der PCR-
Produkte wurden auf einem 1% Agarosegel bei
10 V/cm aufgetrennt.

Spur 1: Langenstandard 1 kb-Leiter (1 kb-Plus, Gibco)
Spur 2: 100 ng DNA aus Mais

Spur 3: 100 ng DNA aus Tomate

Spur 4: 100 ng DNA aus Arabidopsis

Spur 5: 100 ng DNA aus Tabak

Abbildung 11:

Zur Isolierung einer Gensonde aus dem NR-Gen von
Tomate wurden 100 ng genomische DNA in einen PCR-
Ansatz mit dem Primerpaar PFL1/PFL2 eingesetzt. Die
PCR-Methode bestand aus 5 Zyklen mit einem
»touchdown* der Primerbindungstemperatur von 54°C auf
44°C um 2°C pro Zyklus und weiteren 30 Zyklen bei 500 bp —»
54°C.

8 pl des PCR-Produktes wurden auf einem 1% Agarosegel
bei 10 V/cm aufgetrennt (A). Als Langenstandard diente
die 1 kb-Plus Leiter von Gibco (L).

LN |

3.1.4.3 PCR-Amplifizierung eines Segmentes eines Nitritreduktasegens von Tomate

Zur lIsolierung einer Gensonde fiir die assimilatorische Nitritreduktase (NiR) von Tomate
wurde in PCR-Reaktionen mit dem Primerpaar TNiRF2/TNiRR1 sowohl genomische
DNA als auch Tomatenwurzel-cDNA (Kapitel 2.3.3.1) als Matrize eingesetzt. Die PCR
fihrte mit genomischer DNA zur Amplifizierung eines etwa 700 bp groflen Segmentes,
wohingegen bei Verwendung von cDNA ein Amplifikat von ca. 540 bp entstand (Ab-
bildung 12). Dieses Resultat deutet auf das Vorkommen eines Introns innerhalb des
amplifizierten Segmentes auf Ebene der genomischen DNA hin.
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Abbildung 12:

Zur lsolierung einer Gensonde aus einem NiR-Gen
von Tomate wurden 100 ng genomische Tomaten-
DNA (Spur 1) und 1 pl Tomatenwurzel-cDNA-
Erststrang (Spur 2) mit dem Primerpaar
TNiRF2/TNiRR1 in PCR-Ansétze eingesetzt. Die
PCR-Methode bestand aus 40 Zyklen mit einer
Primerbindungstemperatur von 52°C. Je 8 pl der PCR-
Produkte wurden auf 1% Agarosegelen bei 10 V/cm
aufgetrennt. Als Langenstandard (L) diente die 100 bp-
Leiter (Gibco).

600 bp

3.1.5 Analyse der PCR-Produkte — Klonierung und Sequenzierung von Teilsegmenten
von Nitrattransporter-, Nitratreduktase- und Nitritreduktasegenen

Das zum intensivsten Hybridisierungssignal fihrende 1,3 kb PCR-Produkt aus Abbildung
9 wurde, wie in Abschnitt 2.4 beschrieben, nach Gelelution kloniert (T2-2) und vom 5’-
Ende her ansequenziert. Der Datenbankvergleich ergab in den sequenzierten kodierenden
Bereichen eine 100%ige Ubereinstimmung mit der von Lauter et al. (1996) publizierten
Tomate-lo1-cDNA-Sequenz eines low-affinity Nitrattransporters aus Tomate. Das Lese-
raster wird durch zwei mutmaBliche Intronbereiche von 87 bp und etwa 0,7 kb unter-
brochen (siehe Anhang).

Mit dem Primerpaar PNT1/PNT2 konnten somit aus Arabidopsis und Tomate Bereiche aus
low-affinity-Nitrattransportergenen kloniert werden. Die Primer PNT1 und PNT2 sind zur
Amplifizierung einer Teilsequenz von low-affinity Nitrattransportergenen hoherer Pflan-
zen aus unterschiedlichen Spezies und Familien geeignet.

Nach Gelelution und Klonierung wurden die mit dem Primerpaar PNT3/PNT4 erhaltenen
PCR-Produkte von beiden Seiten Uber einen Bereich von jeweils etwa 300 bp sequenziert
(siehe Anhang). Diese Bereiche umfassen die fir die mutmallichen Transmembran-
domaénen 3-6 und 10-12 kodierenden Sequenzen von high-affinity Nitrattransportergenen.
Es konnten zwei unterschiedliche Klone aus Arabidopsis (A3-1 und A3-29) und Tomate
(T1-6 und T1-7), sowie ein Klon aus Tabak (Np2-2) identifiziert werden, die deutliche
Homologien bzw. Identitdten zu den bereits publizierten high-affinity Nitrattransporter-
homologen aus hoheren Pflanzen aufweisen (siehe Abb.13). Die Insertsequenz des Klons
Np2-2 stimmt ausgehend von Primer PNT3 (ber einen Bereich von 285 bp exakt mit der
von Quesada et al. (1997) publizierten cDNA-Sequenz (Tabak-hil) aus Nicotiana plum-
baginifolia Gberein. Unmittelbar im AnschluB an diesen Bereich ist jedoch keine Sequenz-
homologie zu beobachten. Aufgrund der Verwendung von genomischer DNA als PCR-
Matrize kénnte ein Intron den abrupten Homologieabbruch erkléaren. Deutliche Consensus-
Spleilistellen sind jedoch nicht zu erkennen. Eine Zusammenfassung der erhaltenen
Resultate ist in Tabelle 8 aufgefihrt.

Die Klone A3-1, A3-29, T1-6 und T1-7 weisen auf Aminosaureebene alle das fir Mit-
glieder der high-affinity Nitrattransporter-Familie typische, hochkonservierte Sequenz-
motiv A/G-G-W/L-G-N-M-G in der mutmallichen Transmembrandoméne 5 auf (siehe
Abb.13).
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Der Arabidopsis Klon A3-1 zeigt im BLAST-Vergleich (Altschul et al., 1997) auf Nukleo-
tidebene Uber einen Bereich von 286 bp eine mit 83% signifikante Homologie zu einer
DNA-Sequenz aus Arabidopsis thaliana (Chromosom 5, P1Klon: MAE1; AB015472). Auf
AS-Ebene in einem Bereich von 113 AS weist A3-1 hingegen Sequenzidentitaten von 71%
zu Arabidopsis-hil und 72% zu Arabidopsis-hi2 auf.

A3-29 zeigt demgegeniiber auf DNA-Sequenzebene (siehe Kapitel 7.2) in einem Bereich
von 576 bp eine 100%ige Ubereinstimmung mit der publizierten Arabidopsis-cDNA-
Sequenz Arabidopsis-hi2 und eine 92%ige Identitit zu Arabidopsis-hil (Zhuo et al. 1999).
Bei A3-29 handelt es sich daher mit hoher Wahrscheinlichkeit um ein Segment des high-
affinity Nitrattransportergens Arabidopsis-hi2, wohingegen A3-1 aufgrund der vorliegen-
den Sequenzvergleiche Segment eines bisher unbekannten zu high-affinity Nitrattranspor-
tern homologen Gens sein konnte.

Die erhaltenen DNA-Sequenzen des Klons T1-6 sind zu 99% mit den von Ono et al.
(2000) publizierten cDNA-Sequenzen Tomate-hil und Tomate-hi2 identisch, die innerhalb
des offenen Leserasters nur 22 unterschiedliche Basenpaare besitzen. Der Klon T1-7 weist
innerhalb des sequenzierten Bereichs (396 bp) gegenuber den publizierten Sequenzen
Tomate-hil und Tomate-hi2 eine Identitit von nur 85% auf.

Da die beiden Klone T1-6 und T1-7 von beiden Seiten (iber einen Bereich von etwa 300 bp
sequenziert wurden (siehe Kapitel 7.2), konnten nach Translation der DNA-Sequenz zwel
Bereiche mit einer L&nge von jeweils etwa 80-100 AS fiir einen Vergleich mit den publi-
zierten Sequenzen eingesetzt werden. Die beiden publizierten high-affinity Nitrattranspor-
ter-Sequenzen aus Tomate, Tomate-hil und Tomate-hi2, unterscheiden sich innerhalb des
offenen Leserasters um nur 22 Nukleotide. Dies fiihrt zu nur zwei unterschiedlichen AS
(Ono et al., 2000). Auf AS-Ebene ergeben sich fir T1-6 somit Identitdten von 99% in
einem Bereich von 182 AS zu Tomate-hil und Tomate-hi2. Der Klon T1-7 hingegen weist
zu den publizierten Sequenzen von Tomate in einem Bereich von 163 AS eine AS-ldentitat
von 92% zu Tomate-hil und 93% zu Tomate-hi2 auf. Die grofite ldentitat ergibt sich
jedoch mit 95% zu Tabak-hil. Bei T1-7 handelt es sich demnach mit grof3er Wahrschein-
lichkeit um einen Teilbereich eines bisher unbekannten, zu high-affinity Nitrattransportern
homologen Gens aus Tomate. Die geringen Unterschiede, die zwischen T1-6 und den
beiden publizierten Sequenzen (Tomate-hil und Tomate-hi2) auftreten, kénnten auf im
Elektropherogramm nicht erkennbare Sequenzierfehler zurtickzufiihren sein.

Tabelle 8: Zusammenfassung der Resultate der PCR-Experimente

PCR- Primerpaar Lange |hdchste Identitéat zu identische

Produkt Nukleotide

T1-6 PNT3/PNT4 1,05 kb | Tomate-hil embAF092655 99% (674 bp)

Tomate-hi2 embAF092654

T1-7 PNT3/PNT4 1,05 kb | Tabak-hil embY08210 85% (485 bp)
A3-1 PNT3/PNT4 0,95 kb | Arabidopsis gbAB015472 83% (286 bp)
A3-29 PNT3/PNT4 1,1 kb | Arabidopsis-hi2 embAF019749 100% (576 bp)
Np2-2 PNT3/PNT4 1,0kb | Tabak-hil embY08210 100% (285 bp)
T2-2 PNT1/PNT2 1,3kb | Tomate-lol embX92853 100% (457 bp)
T3-1 PL1/PL2 544 bp | Tomate-NIA embX14060 100% (544 bp)
TNir2-1 TNiRF2/TNIRR1 | 533 bp | Tabak-nirl embX66145 90% (533 bp)

Legende zu Tabelle 8: Auflistung der klonierten PCR-Produkte, deren Lénge, die zur Amplifizie-
rung eingesetzten Primerpaare sowie die Sequenzen, zu denen die jeweils héchsten Homologien in
einer BLAST-Analyse (Altschul et al., 1997) auftreten. Der Prozentsatz identischer Nukleotide
bezieht sich mit Ausnahme von T3-1 auf die sequenzierten mutmallich kodierenden Bereiche der
klonierten DNA-Segmente. Die Langen dieser Bereiches sind jeweils in Klammern angegeben.
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Abbildung 13: Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen der
Transmembrandomaénen 5, 6, 11 und 12 verschiedener Mitglieder der pflanzlichen

high-affinity Nitrattransporter-Familie mit den Klonen A3-1, A3-29, T1-6 und T1-7:

Tabak-hil
Gerste-hil
Arabidopsis-hil
Arabidopsis-hi2
Arabidopsis A3-1
Arabidopsis A3-29
Tomate-hil
Tomate-hi2
Tomate T1-6
Tomate T1-7

Tabak-hil
Gerste-hil
Arabidopsis-hil
Arabidopsis-hi2
Arabidopsis A3-1
Arabidopsis A3-29
Tomate-hil
Tomate-hi2
Tomate T1-6
Tomate T1-7

Tabak-hil
Gerste-hil
Arabidopsis-hil
Arabidopsis-hi2
Arabidopsis A3-1
Arabidopsis A3-29
Tomate-hil
Tomate-hi2
Tomate T1-6
Tomate T1-7

4 5

FVSCQYWMSTMFNSQ | GLVNGTAAGWGNMGGGATQLI MPI LYDI |

FVSCQYWVSTMFNSKI | GTVNGLAAGNGNMGGGATQL I MPLVFHAI
FVSCQYWMSTMFNSQ I IGLVNGTAAGWGNMGGGITQLLMPIVYEL I
FVSCQYWMSTMFNSQ I IGLVNGTAAGWGNMGGGITQLLMPIVYEL I
FVSCQYWMSVMFTGKI | GLVNGCAGGWENMGGEGEYTQL L MPMVFHVI
FVSCQYWMSTMFNSQ | GLVNGTAAGWGNMGGEE TQLLMPI VYEI |
FVSCQYWMSTMFNSK 1 IGLVNGTAAGWGNMGGGATQLIMPLLYDI1 I
FVSCQYWMSTMFNSK 1 IGLVNGTAAGWGNMGGGATQL IMPLLYDI1 I
FVSCQYWMSTMFNSKI | GLVNGTAAGWGNMGGGATQLI MPLLYDI |
FVSCQYWMSTMFNSQ | GLVNGTAAGWGNMGGGATQLI MPLLYDI |

* k%

kkhkkkkkhk *x k(khkhkkkkhkkk *kk **% *

6

RKAGATPFTAWR TAFFIPGWLHVVMGILVLTLGQDLPDGNRGDLQKK
QKCGATPFVAWRITAYFVPGMMHIVMGLLVLTMGQDLPDGNLASLQKK
RRCGSTAFTAWRIAFFVPGWLHI IMGILVLNLGQDLPDGNRATLEKA
RRCGSTAFTAWRIAFFVPGWLHI IMGILVLTLGQDLPGGNRAAMEKA
KLTGATPFTAWRFAFFI PG, . . . ...
RRCGSTAFTAVRI AFFVPGALHI | MG LVLTLGQDLPGGNRAAME. .
RRAGATPFTAWRIAFFIPGWLHVVMGILVLTLGQDLPDGNRGTLQKT
RRAGAIPFTAWRIAFFIPGWLHVVMGILVLTLGQDLPDGNRGTLQKT
RRAGATPFTAVRI AFFI PGALHVVME LVLTLGQDL PDGNRGTLKT
RRAGATPFTAVRI AFFI PGALHVI M3 LVLTLGQDLPDGNLASLQ(K

* * FXxkkhk X K* KXk X E Rk = **xkkk Xk

10 11

GGVSKDKFT----CGATFG | PFlI SRRSLA | SGMTGAGGNFGSGLT
GDGDMAKDK----CGAl FGVAPFVSRRSLAG | SGLTGAGGNVGAGLT
GEVAKDKFG----CGATFAIVPFVSRRALGI I SGLTGAGGNFGSGLT
GEVAKDKFG----CGATFAIVPFVSRRALGI I SGLTGAGGNFGSGLT
......... -——-—-CGATFGVAPFVSRRSLGLI SCLTGAGENFGSGVT
......... -——-—-CGATFAI VPFVSRRALG | SCLTGAGENFGSA-T
GTVAKDKFG----CGATFGI IPFISRRSLGI I SGMTGAGGNFGSGLT
GTVAKDKFG----CGATFGI IPFISRRSLGI I SGMTGAGGNFGSGLT

GI'VAKDKFG----CGATFA | PFlI SRRSLG | SGMTGAGGNFGSALT
GDVSKDKFS----CGATFA | PFlI SRRSLG | SGMTGAGGNFGSALT

* *

* Kk Kk k% %k **kk K*hkkkkhk *kkkhkkhkhkkkk *
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Fortsetzung Abb.13:

12
Tabak-hil QLLFFTSSKYSTATG.TYMGW | GCTLPVTLCHFPQAGSM
Gerste-hil QLLFFTSSQYSTCRGLEYMAE MTT GLTLPVALVHFPQAGSM 72% ( 161)

Arabidopsis-hil QLLFFSTSHFTTEQGLTWMGVMIVACTLPVTLVHFPQWGSM 76% (161)
Arabidopsis-hi2 QLVFFSTSRFTTEEGLTWMGVMIVACTLPVTLIHFPQWGSM 76% (153)
Arabidopsis A3-1 QLLFFSSSRFSTAEG. SL MGVMAVACSL PVAFI HFPQAGSM 70% ( 124)
Arabidopsis A3-29  QLVFFSTSRFTTEEGLTWMGVMIVACTLPVTLIHFPQWGSM 76% (150)

Tomate-hil QLLFFTSSKYSTATGLTYMGFMI IGCTLPVTFCHFPQWGSM 93% (161)

Tomate-hi2 QLLFFTSSKYSTATGLTYMGFMI IGCTLPVTFCHFPQWGSM 93% (161)

Tomate T1-6 QLLFFTSSKYSTATGLTYMGFM | GCTLPVTFCHFPQAGSM 93% ( 161)

Tomate T1-7 QLLFFTSTKYSTGTGLTYMAGW | ACTLPVMLVHFPQAGSM 92% ( 161)
**x X% * ** **x * **xx

Legende zu Abb.13: Identische Aminoséuren in allen verglichenen Sequenzen sind mit einem Stern
gekennzeichnet. Die zur Synthese der Primer verwendeten Aminosduren sind durch Kursivdruck
hervorgehoben. In diesen Bereichen muf die aus der Nukleotidsequenz des PCR-Produktes abge-
leitete Aminosauresequenz nicht mit der tatséchlichen Sequenz des Proteins im Ausgangsorganis-
mus (Arabidopsis, Tomate) ubereinstimmen. Die bei den Klonen A3-1 und A3-29 auftretenden
Licken sind auf flr diesen Bereich nicht vorhandene Sequenzdaten zuriickzufiihren. Die Markie-
rung der Transmembranregionen (4,5,6 und 10,11,12) erfolgte nach Trueman et al. (1996). Die
Aminoséureidentitdten im Vergleich zu Tabak-hil sind hinter den jeweiligen Sequenzen mit der
Anzahl der zum Vergleich herangezogenen Aminosauren (in Klammern), angegeben. Die Gen-
bank-Zugangsnummern der aufgefuhrten Sequenzen lauten fir Arabidopsis-hil: AF019748;
Arabidopsis-hi2: AF019749; Gerste-hil: U34198; Tabak-hil: Y08210; Tomate-hil: AF092655;
Tomate-hi2: AF092654.

Der Vergleich der Aminosauresequenzen der Mitglieder der high-affinity Nitrattransporter-
Familie zeigt auch deutlich, daB zwei Bereiche der Proteine klare Homologien zueinander
aufweisen. In Abbildung 14 ist beispielhaft ein Aminosauresequenzvergleich zwischen der
Region mit den Transmembrandomanen No. 3, 4 und 5 mit dem Bereich der Transmem-
brandoménen No. 9, 10 und 11 von Tomate-hil dargestellt. Der Bereich mit den Trans-
membrandoménen No. 3, 4 und 5 besitzt etwa 30% Sequenzidentitidt und etwa 50% Se-
quenzahnlichkeit zu dem Bereich der Transmembrandoménen No. 9, 10 und 11. Eine hohe
Sequenzhomologie innerhalb von Proteinen (,,internal repeat®) deutet auf eine Gendupli-
kation bzw. Duplikation einer Protein-Domane als Ursache einer solchen Sequenzwieder-
holung hin.

Das nach Klonierung sequenzierte 544 bp PCR-Produkt, das mit dem Primerpaar
PFL1/PFL2 erhalten werden konnte (Abbildung 11), wurde mit 100% Ubereinstimmung
als Segment des Nitratreduktasegens aus Tomate (Daniel-Vedele et al., 1989) identifiziert
(Tab.8).

Bei dem klonierten 533 bp groRen PCR-Produkt, das mit dem Primerpaar
TNiRF2/TNIRR1 erhalten wurde (Abbildung 12), handelt es sich mit groRer Wahrschein-
lichkeit um ein Segment eines Nitritreduktasegens aus Tomate. Nach Translation der
DNA-Sequenz des Plasmidinserts des Klons TNiR2-1 ergab sich eine Uber 94%ige AS-
Identitat zu einer Nitritreduktase aus Nicotiana tabacum (nirl). Die ermittelte DNA-
Sequenz des Segmentes ist in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 14:
Vergleich der Aminosduresequenz verschiedener Bereiche von Tomate-hil
9 10

Tomate-hil GRLWVLWILQTLGGVFCVLWGRSNSLPLAVTFMILFSIGAQAACGATEGI I
G +++ + VEC+ + S +AV FMI FS+  +C + +
Tomate-hil GCAFLIMLSA--PTVFCMSFVSSAGGYVAVRFMIGFESLATFVSC--QYWMS

3 4

11

Tomate-hil PFISRRSLGI ISGMTGAGGNFGSGLTQLL
+ ++++++G GN G G TQL+
Tomate-hil TMFENSQI IGLVNGTAAGWGNMGGGATQLI

5

27% AS-ldentitat
50% AS-Homologie

Legende zu Abb.14: Darstellung von Sequenzhomologien innerhalb eines Mitglieds der high-
affinity Nitrattransporter-Familie (Tomate-hil) zwischen der Region mit den Transmembrandomé-
nen No. 3, 4 und 5 mit der Region mit den Transmembrandomanen 9, 10 und 11. Ahnliche
Aminosduren sind durch Kreuze markiert. Die Bezeichnung und Position der Transmembran-
regionen erfolgte nach Trueman et al. (1996). Die Aminosdureidentitdten und -homologien der
beiden Bereiche sind hinter den AS-Sequenzen angegeben. Die Genbank-Zugangsnummer der
aufgefuhrten Sequenz (Tomate-hil) lautet: AF092655.

Abbildung 15: Nukleotidsequenz des PCR-Produktes aus einem putativen
Nitritreduktasegen von Tomate

CAGAAATGTC
GTCGTAAAGA
AAACAATGGG
TTTATTGGTC
CGTTTGGCTG
ATTCCCAACA
TTTTCACCTG
TGTGGACAAG
AGGCAAGTAT

GGATGATGTG
GAATGCCTCA
AAAGAAGAGA
TTCACATTCC
ATGAGTACGG
TTGAGAACTC
ATCCACCTAT
CCATTATGAA
CTCTAACGAG

Legende zu Abb.15:

GTTGATCGAT
GCAAGAGCTA
TTATCTTGGT
AGTGGGTCGT
GTCAGGAGAG
AAAGATTGAC
TCTCATGAAA
AACGAAAGCT
GCCAGTAAGG

GAACTGGGTG
GAGAGAGCAT
GTACATCCAC
GTCCAAGCAG
CTACGGCTGA
GCACTGCTAA
GGTTTAGTGG
CGTTCCCTGA
ATGCACTGGA

TAGAAGGATT
CTCCGGAAGA
AGAAACAGGA
ATGACATGGA
CTGTGGAACA
AAGAGCCTAT
CTTGTACTGG
AGATCACCGA
CGGGCTGCCC

CAGGGCAGAG
CTTGGTTCAG
AGGCTATAGC
TGATCTAGCT
GAACATTATT
TTTGAGCAAA
TAACCAGTTT
AGAGGTTCAA
GAA

Die Primersequenzen sind in Fettdruck hervorgehoben. Die zur Amplifizierung verwendeten PCR-
Bedingungen sind in Abschnitt 3.1.4.3 dargestellt.

Fir einen Vergleich auf Aminosdaureebene wurden NiR-Sequenzen von Nicotiana tabacum
(nir-1), Zea mays (Mais) und Spinacia oleracea (Spinat) (Kronenberger et al., 1993) zur
Gegenuberstellung der nach Translation erhaltenen AS-Sequenz aus Tomate (TNiR2-1)
ausgewdhlt. Dabei ergeben sich AS-ldentitaten von 68-94 %, wie in Abbildung 16 dar-
gestellt.
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Abbildung 16: Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen verschiedener NiR-
Segmente

Tabak nir-1 QKCRMMWL I DELGVEGFRAEVEKRMPQQELERASPEDLVQKQWERRDYLG
Mais QKTRMMWL IDELGMEVFRSEVEKRMPNGVLERAAPEDLVDKRWERRDYLG
Spinat QKCRMMWL IDELGMEAFRGEVEKRMPEQVLERASSEELVQKDWERREYLG
TNir2-1 QKCRMMWL IDELGVEGFRAEVVKRMPQQELERASPEDLVQKQWERRDYLG

*xkkhkkxk K Kk Kk Kkhkk *xkx * ** X Xkkxk Kk*k

Tabak nir-1 VHPQKQEGYSF IGLHIPVGRVQADDMDELARLADEYGSGEIRLTVEQNI I
Mais VHPQKQEGLSYVGLHVPVGRLQAADMFELARLADEYGTGELRLTVEQNIV
Spinat VHPQKQQGLSFVGLHIPVGRLQADEMEELARIADVYGSGELRLTVEQNTI I
TNir2-1 VHPQKQEGYSFIGLHIPVGRVQADDMDDLARLADEYGSGELRLTVEQNI I

*xkkikkk X K **k Kkkxk Kk * *xkkhkkxk Kk KhkIxkhkAkkhkAikikk

Tabak nir-1 IPNIENSKIEALLKEPVLS--TFSPDPP ILMKGLVACTGNQFCGQATIET
Mais LPNVSNERLDALLAEPLLQEQRLSPRPSMLLRGLVACTGNQFCGQAITIET
Spinat IPNVENSKIDSLLNEPLLKE-RYSPEPP ILMKGLVACTGSQFCGQAIIET
TNir2-1 IPNIENSKIDALLKEP ILS--KFSPDPP ILMKGLVACTGNQFCGQAIMET

*x ** * ** * *Ixkkhkkhkkh Khxkkhkxkikik XX

Tabak nir-1 KARSLMITEEVQRQVSLTRPVRMHWTGCP  (94%)
Mais KARALQVAREVEKRVAVPRPVRMHWTGCP  (68%)
Spinat KARALKVTEEVQRLVSVTRPVRMHWTGCP  (79%)
TNir2-1 KARSLKITEEVQRQVSLTRPVRMHWTGCP

**x*k * *x * *x*kx

Legende zu Abb.16: Identische Aminoséuren in allen verglichenen Sequenzen sind mit einem Stern
gekennzeichnet. Die Aminosédureidentitat im Vergleich zu Klon TNiR2-1 ist in Klammern hinter
den jeweiligen Sequenzen angegeben. Die zur Synthese der Primer verwendeten Aminoséuren sind
durch Fettdruck hervorgehoben. In diesen Bereichen muR die aus der Nukleotidsequenz des PCR-
Produktes abgeleitete Aminoséuresequenz nicht mit der tatsachlichen Sequenz des Proteins im
Ausgangsorganismus (Tomate) ubereinstimmen. Die Sequenzen von Nicotiana tabacum (Tabak
nir-1), Zea mays (Mais; M23456), Spinacia oleracea (Spinat; X07568) sind der Literatur entnom-
men (Back et al., 1988; Kronenberger et al., 1993; Lahners et al., 1988;).

3.1.6 Entwicklung von Sonden unter Verwendung des 3"-RACE-Verfahrens zur
Analyse der Expression von pflanzlichen Nitrattransportergenen

Da Arabidopsis im Gegensatz zu Tomate nicht mykorrhizierbar ist, wurde Tomate als Ver-
suchspflanze eingesetzt und resultierend als weitere Arbeitsgrundlage die aus Tomate er-
haltenen Nitrattransporter-DNA-Sequenzen verwendet. Die beobachteten hohen Homolo-
gien der klonierten Teilsequenzen, sowohl innerhalb der Mitglieder der low-affinity wie
auch innerhalb der high-affinity Nitrattransporter-Familie, konnten bei einer Expressions-
analyse durch starke Kreuzhybridisierung die Unterscheidung der Transkripte der unter-
schiedlichen Gene einer Nitrattransporterfamilie erschweren. Daher wurde unter Verwen-
dung des RACE-Verfahrens (siehe Abschnitt 2.3.3.2) versucht, die am 3"-Ende der Gene
gelegenen, transkribierten, aber nicht translatierten, weniger stark konservierten Bereiche
der Nitrattransportergene zu klonieren. Diese Bereiche sollten dann als Sonden eingesetzt
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werden und in Hybridisierungsexperimenten die Unterscheidung von Transkripten ver-
schiedener Mitglieder einer Nitrattransporterfamilie ermdglichen.

3.1.6.1 Auswahl geeigneter Sequenzbereiche zur Herstellung von Primern fur low-
und high-affinity Nitrattransportergene zur Durchfihrung von 3-RACE-
Experimenten

Die beiden Klone T1-6 und T1-7 weisen, wie auch die Sequenzen der low-affinity Nitrat-
transporter Tomate-lol und Tomate-lo2 (Lauter et al., 1996) untereinander, auf DNA-
Ebene eine Sequenziibereinstimmung von tber 80% auf. Nur wenige Bereiche unter-
scheiden sich stérker voneinander. Entscheidend fir die Auswahl genspezifischer Primer
sind Sequenzbereiche, in denen sich Tripletts nicht nur in der dritten Base unterscheiden,
sondern iber mindestens drei Basen unterschiedlich sind. Diese Bereiche kdnnen dann als
3"-gelegene Basen der Primer eine spezifische Amplifizierung des gewiinschten Segmentes
ermoglichen. Ein solcher Bereich ist innerhalb der letzten funf Basenpaare vor der Bin-
dungsstelle des Primers PNT4 innerhalb der Sequenzen T1-6 und T1-7 vorhanden. Dieser
wurde zur Synthese von Oligonukleotidprimern (PNT5-6 und PNT5-7) eingesetzt (Ab-
bildung 17). Ebenso diente ein Sequenzbereich der low-affinity-Nitrattransportergene
Tomate-lol und Tomate-lo2, der vier unmittelbar aufeinander folgende unterschiedliche
Basenpaare auf-weist, als Grundlage zur Synthese der Oligonukleotidprimer PNT2A und
PNT2B (Abb.17)

Abbildung 17:
PNT5-7
T1-7 ATGATCATCGCGTGTACACTTCCAGTAATGTTAGﬁ'— PNT4
T1-6 ATGATCATAGGATG CACTCTTCCTGTTACATTTTGJ— PNT4
PNT5-6
PNT2A

Tomate-lol “GACAATTGTGCACAAAGT AACGGGGGATAAACCATCOTTALS
Tomate-102 1693TACAATTGTACATATGGTTACTGGGACAAAACATCC>ATGG”2°

PNT?2B

Legende zu Abbildung 17: Darstellung der zur Synthese der Primer PNT2A, PNT2B, PNT5-6 und
PNT5-7 ausgewdahlten Nukleotidsequenzen. Die angegebenen hochgestellten Zahlen entsprechen
den jeweiligen Positionen der Nukleotide in der cDNA-Sequenz von Tomate-lol und Tomate-lo2
(Lauter et al., 1996; Genbank-Zugangsnummern: X92853 und X92852). Die einander nicht
entsprechenden Nukleotide sind innerhalb der Primersequenz durch Fettdruck hervorgehoben.

3.1.6.2 3"-RACE-Experimente zur Amplifizierung von 3"-nicht-translatierten cDNA-
Enden von Nitrattransportergenen von Tomate

Zur Herstellung von cDNA als Grundlage fur die RACE-Experimente wurde Wurzel-
Gesamt-RNA einer 8 Wochen alten Tomatenpflanze eingesetzt, deren Wurzeln zuvor fir
12h in einer nahezu stickstofffreien 0,5 x Hoagland-Né&hrlosung (pH 6,0) und anschliel’end
5 hin 0,5 x Hoagland-Né&hrlésung (pH 6,0) mit 7,5 mM Nitrat inkubiert worden war. Diese
Behandlung sollte die Isolierung von Nitrattransporter-cDNA-Sequenzen erleichtern, da in
anderen Spezies die Nitratinduktion der Nitrataufnahme eine De novo-RNA-Synthese er-
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fordert (Jackson et al., 1973; Hole et al., 1990; Laine et al., 1995). In die Zweitstrangsyn-
these (siehe Abschnitt 2.3.3.2 ) wurden in Kombination mit den Primern RACE1/RACE2,
die degenerierten Primer PNT1, zur Amplifizierung von low-affinity-, und PNT3, zur
Amplifizierung von high-affinity-Nitrattransporter-cDNA eingesetzt. In der Drittstrang-
synthese-PCR konnten mit den genspezifischen Primern PNT2A, PNT2B, PNT5-6 und
PNT5-7 spezifische Amplifikationsprodukte erhalten werden (Abb.18), die nach Geleluti-
on kloniert wurden. Der erhaltene RACE-Klon PNT2A-6 (470bp-Insert) entspricht bis auf
vier unterschiedliche Basen in der Nukleotidsequenz am &ufersten 3"-Ende der nichttrans-
latierten Region dem erwarteten Teilbereich des low-affinity Nitrattransportergens Tomate-
lol. Bei dem mit dem Primer PNT2B erhaltenen Amplifikat von etwa 300 bp L&nge
handelt es sich bei einer erwarteten AmplifikatgroRe von etwa 450 bp um das verkdrzte 3"-
Ende des low-affinity Nitrattransportergens Tomate-lo2 (RACE-Klon PNT2B-2). Uber
einen Bereich von 258 Nukleotiden stimmt die Sequenz des Inserts zu 100% mit dem
entsprechenden Bereich von Tomate-lo2 tberein. Die reduzierte Amplifikatgréfie 183t sich
vermutlich auf eine bevorzugte Bindung von RACEL wahrend der Erststrangsynthese an
einen Adenosin-reichen Bereich etwa 130 bp vor dem eigentlichen poly-A-Schwanz
erklaren.

Abbildung 18: RACE-Drittstrangsynthese

Zur Isolierung von genspezifischen Sonden wurden die Amplifikationsprodukte der
Zweitstrangsynthesen 1:100 verdiinnt und in die Drittstrang-PCR-Reaktionen eingesetzt.
Die PCR-Methode bestand aus 40 Zyklen mit einer Primerbindungstemperatur von 60°C.
Je 8 pl der PCR-Produkte wurden auf einem 1,5% Agarosegel bei 10 VV/cm aufgetrennt.
Als Langenstandard wurde eine 100 bp-Leiter (Gibco) aufgetragen.

Spur L: Langenstandard

Spur 1: Zweitstrang mit PNT1 — PNT2A/RACE3
Spur 2: Zweitstrang mit PNT1 — PNT2B/RACE3
Spur 3: Zweitstrang mit PNT3 - PNT5-6/RACE3
Spur 4: Zweitstrang mit PNT3 - PNT5-7/RACE3
Die zur Klonierung aus dem Gel eluierten Bereiche 600 bp —>
sind weil umrandet dargestellt.

Mit dem Primer PNT5-6, der im 3"-RACE die spezifische Amplifizierung der 3"-Enden der
high-affinity Nitrattransportergene Tomate-hil oder Tomate-hi2 ermdglichen sollte, konnte
ein Amplifikat von 440 bp L&nge erhalten werden, das abziiglich der Primerse-quenzen
uber einen Bereich von 399 bp der Nukleotidsequenz des entsprechenden Be-reiches von
Tomate-hi2 entspricht. Ein PCR-Produkt, das der Sequenz von Tomate-hil ent-sprach,
konnte nicht kloniert werden. Die Ubereinstimmung der Sequenzen, gerade auch im 3’-
nicht-translatierten Bereich, legt die Identitat des RACE-Klones PNT5.6-1 als um etwa 50
Nukleotide verkirztes 3"-Ende der Tomate-hi2-cDNA nahe. Die Drittstrangsyn-these mit
dem Primer PNT5-7 fuhrte zur Amplifizierung eines Gensegmentes von 500 bp-Lé&nge.
Klonierung und Sequenzierung dieses PCR-Produktes ergaben, dal} auch hier ein von
Tomate-hil und Tomate-hi2 verschiedenes Gensegment erhalten wurde (RACE-Klon
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PNT5.7-1). Innerhalb des mutmaRlich translatierten Bereiches (siehe Abb. 19) besteht zu
Tomate-hi2 eine Sequenzidentitat von 77% auf Nukleotid- und 86% auf Aminosaureebene.
Die 3"-nichttranslatierten Bereiche unterscheiden sich erheblich voneinander. So ergibt
sich (ber einen Bereich von 220 bp eine nur etwa 30%ige Sequenzidentitat zwischen
Tomate-hi2 und PNT5.7-1 (Abb.19). Aufgrund der hohen Homologien zu anderen high-
affinity Nitrattransportergenen wird das zur Sequenz PNT5.7-1 gehorige Gen als drittes
putatives high-affinity Nitrattransportergen in Tomate angesehen und im weiteren als
Tomate-hi3 bezeichnet.

Die Klonierung der vier unterschiedlichen Nitrattransportergensegmente (PNT5.7-1,
PNT5.6-1, PNT2A-6, PNT2B-2) aus Tomatenwurzel-cDNA zeigt, dalR unter den
gegebenen Bedingungen gleichzeitig mindestens vier unterschiedliche Nitrattransporter-
gene in den Wurzeln von Tomate transkribiert werden.

Bei Tomate-hi3 und Arabidopsis-hi2 ist eine putative Serin-Phosphorylierungsstelle am
mutmalilichen C-Terminus des Proteins, die bei anderen high-affinity Nitrattransportern
konserviert ist (Amarasinghe et al., 1998), durch Threonin ersetzt. Tomate-hi3 besitzt
demnach wie die anderen Mitglieder der 111b-Subgruppe der high-affinity Nitrattranspor-
ter-Familie (Forde, 2000) in einem Abstand von neun AS zwei mutmagliche Phosphorylie-
rungsstellen der Protein-Kinase C am C-Terminus des Proteins (siehe Abb.19)

Abbildung 19:

Tomate-hi2 GGATGCACTCTTCCTGTTACATTTTGTCATTTCCCACAATGGGGAAGCATGTT
PNT5.6-1 GGATGCACTCTTCCTGTTACATTTTGTCATTTCCCACAATGGGGAAGCATGTT
PNT5.7-1 GCGTGTACACTTCCAGTAATGTTAGTTCATTTCCCACAGTGGGGTAGTATGTT

* ** KKk Fkhkkhkkkhk Kk X *x *xkkhkkkhkkhkkikkkkh *Xxkkik * *kkk*kx

Tomate-hi2 TCTCCCACCAACAAAAGATCCAGTCAAGGGAACGGAAGAACATTATTATACTT
PNT5.6-1 TCTCCCACCAACAAAAGATCCAGTCAAGGGAACGGAAGAACATTATTATACTT
PNT5.7-1 TTTGCCTCCATCTAAAGATCCTATTAAGGGTACTGAAGAACATTATTTTGGTT

* X Kk Kkhkkh Kk KExkkhkkxkkhKk * FKhIxkhkkh Kk KExkhkEAkkAkAAkAAAkAA K *x

Tomate-hi2 CAGAGTACACAGAGGCAGAGAGGCAAAAAGGGATGCACCAAAACAGCTTGAAA
PNT5.6-1 CAGAGTACACAGAGGCAGAGAGGCAAAAAGGGATGCACCAAAACAGCTTGAAA
PNTS5.7-1 CTGAGTATACTGAGGATGAGAAACAAAAGGGAATGCACCAGAACAGCATCAAG

*xkkhkKk KXk Kkhkkik *xkx *xkkhkKk Kk FhkAAkkAkkkAhk KxkkiAkkkhk K Kk

Tomate-hi2 TTCGCTGAAAATTGCCGATCGGAGCGTGGTAA . . .GCGCGTTGGTTCCGCACC
PNT5.6-1 TTCGCTGAAAATTGCCGATCGGAGCGTGGTAA. . .GCGCGTTGGTTCCGCACC
PNT5.7-1 TTCGCGGAAAACAGCAGGACAGAGCGTGGGAAGAAGCGCGTTGGTTCAGCACC

*xkkhkk Kkkikkk ** * * XXk kkhkkikk KKk *xkkhkkkhkkhkkikxkkh *xkkik

Tomate-hi2 CACTCCACCAAATTTGACACCAAACCGTGTCT A
PNT5.6-1 CACTCCACCAAGTTTGACACCAAACCGTGTCT A
PNT5.7-1 TACTCCGCCTAATGTAACACCAAATCGCGTCTGATGGGGAAAAAATTAAAATA

*xkkhkKk F*Kk K Kk Kk FKEhIxkhkAkkhkk KKk KhkAhkkkAkAAk Kk

Tomate-hi2 TCTTTAGTTCAATGAGCTGAGTTGTTTCAATAAGCAAAATAAGTCTGCATTTT
PNT5.6-1 TCTTTAGTTCAATGAGCTGAGTTGTTTCAATAAGCAAAATAAGTCTGCATTTT
PNT5.7-1 CTTACTCCGCAGTTCATGCTCGTATAACATAAAATAAAGAGTGATATATGTAT

** * * * *x *x *x*x * * *
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Fortsetzung Abb.19:

Tomate-hi2 TTTTTCTTCTTTCTTTTTTGTTTTTTTCTTAAATGATGTTGCTTGTCAATACG
PNT5.6-1 TTTTTCTTCTTTCTTTTTTGTTTTTTTCTTAAATGATGTTGCTTGTCAATACG
PNT5.7-1 GCCTTTTCGTTTGAATGAGTTGATTTACCGAAGTGTAGTCTTTCCTTTTCGGG

Tomate-hi2 CTGGAATCTACTAAGGTGTATGTGGTTTTAAATTTACGTATATATAATATATA
PNT5.6-1 CTGGAATCTACTAAGGTGTATGTGGTTTTAAA-RACE1/RACE3
PNT5.7-1 GAATCTGAACTTTCATTTTGTCGATGAATGTTGGATTCCCATTTGTAATCACT

* * * * *x *x * *x

Tomate-hi2 TATATATATATATTACACATTTTAATGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
PNT5.6-1
PNT5.7-1 TCCTCATAACCCCAAATCTGAAAAAAAGAAGAAGGTGATTCCCTAAAAAAAAA

*x * * *x*kx

PNT5.7-1 AAAAAAA-RACE3

AS-Sequenzvergleich:

PNT5.6-1 GCTLPVTFCHFPQWGSMFLPPTKDPVKGTEEHYYTSEYTEAERQ
PNT5.7-1 ACTLPVMLVHFPQWGSMFLPPTKDP IKGTEEHYFGSEYTEDERQ
Tabak-hil GCTLPVTLCHFPQWGSMFFPPTKDPVKGSEEHYYAAEYTEAERQ
Soja-hil ACTLPVSVVHFPQWGSMFFPPSKDVSKSTEEFYYTSEWNEEEKQ

R Rk = *xkkhkkkkikkkik Xk X% * ***x * * * * *

PNT5.6-1 KGMHQNBLKFAENCRBERGK-RVGSAPTPPNLTPNRVStP
PNT5.7-1 KGMHQNE I KFAEKSRIIERGKKRVGSAPTPPNVTPNRVStP
Tabak-hil KGMHQNBLKFAENCRSERGK-RVGSAPTPPNLTPNRVStP
Soja-hil KGLHQQBLKFAENSRSERGK-RVASAPTPPNATPTHYStP

**x KKk K Kkxkkhk K Kkxkhkk KKk KhkkhkkkAkAk Kk *

Legende zu Abbildung 19: Vergleich der Nukleotid- und abgeleiteten Aminosduresequenzen der
erhaltenen RACE-Klone PNT5.6-1 und PNT5.7-1 mit Tomate-hi2 (Nukleotide 1401 bis 1870;
AF092654), Tabak-hil (Y08210) und Soja-hil (AF047718). Identische Nukleotide und Amino-
sauren in allen verglichenen Sequenzen sind mit einem Stern gekennzeichnet. Die Positionen
mutmalilicher Protein-Kinase C Phosphorylierungsstellen sind rot unterlegt. Stop-Codons sind im
Nukleotidsequenzvergleich durch Fettdruck hervorgehoben. Die Primersequenzen PNT5-7 und
PNT5-6 und die von diesen abgeleiteten Aminosduren sind durch Kursivdruck hervorgehoben. In
diesen Bereichen muR die Nukleotidsequenz und die aus der Nukleotidsequenz des PCR-Produktes
abgeleitete Aminosduresequenz nicht mit der tatsdchlichen Sequenz im Ausgangsorganismus
(Tomate) Ubereinstimmen.
Markierungen DNA-Sequenzen:
Rote Markierung: Primerbindungsstelle THAT1 und komplementar RTHAT1A

Markierung: Primerbindungsstelle THAT2 und komplementédr RTHAT2A
Blaue Markierung : Primerbindungsstelle RTHAT2B
Rosafarbene Markierung: Primerbindungsstelle RTHAT1B
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Das durch die RACE-Primer bedingte Vorhandensein von poly-A-Bereichen am 3"-Ende
der RACE-Inserts kann zu Problemen bei der RNA-RNA-Hybridisierung fihren (Krapp et
al, 1998). Durch Amplifizierung mit spezifischen reversen Primern, die kurz vor den 3-
Enden der Inserts komplementdre Bindungsstellen aufweisen (LEMIT1, LENIT2,
RTHAT1B und RTHAT2B), konnten um die poly-A-Regionen verkdrzte Inserts erhalten
werden (Abb.20). Nach Klonierung der RACE-PCR-Produkte in den Vektor pGEM"-T
Easy (Promega) wurden die erhaltenen Klone zur Herstellung von Hybridisierungssonden
verwendet (Tabelle 9).

Tabelle 9:
Hybridisierungs- |amplifiziert |Primerpaar L&nge | Segment aus
sonde aus (bp)
lol PNT2A-6 |PNT2A/RLEMIT1 | 432 |Tomate-lol
l02 PNT2B-2 |PNT2B/RLENIT1 231 |Tomate-lo2
hi2 PNT5.6-1 |PNT5-6/RTHAT2B | 374 |Tomate hi2
hi2’ PNT5.6-1 |THAT2/RTHAT2B | 133 |Tomate hi2
hi3 PNT5.7-1 |PNT5-7/RTHAT1B | 431 |Tomate-hi3
hi3” PNT5.7-1 |THAT1/RTHAT1B | 163 |Tomate-hi3

Legende zu Tabelle 9: Zusammenfassung der Eigenschaften der im weiteren eingesetzten
Hybridisierungssonden, die mit Hilfe der aufgefiihrten Primerkombinationen durch PCR-
Amplifizierung aus den klonierten RACE-Produkten gewonnen wurden.

3.1.6.3 RT-PCR-Nachweis: T1-7 und PNT5.7-1 sind Bestandteile von Tomate-hi3

Die zur Amplifizierung von PNT5.7-1 verwendete Primersequenz stammte aus der Se-
quenz des Klons T1-7. Somit lag die Vermutung nahe, es konnte sich bei beiden Insert-
sequenzen um Bestandteile des gleichen Gens, ndmlich von Tomate-hi3, handeln. Zur
Uberpriifung dieser Vermutung wurden RT-PCR-Experimente durchgefiihrt. Wie in
Abbildung 21A zu erkennen ist, konnte aus der cONA von Tomatenwurzeln mit den
Primern PNT3 und RTHAT1A ein etwa 1,15 kb grolRes PCR-Produkt erhalten werden, das
der erwarteten GroRe eines cDNA-Amplifikates (d.h. ohne Introns) aus Tomate-hi3 ent-
spricht. Dieses PCR-Produkt wurde nun in weitere PCR-Reaktionen eingesetzt. Mit dem
fir Tomate-hi2 spezifischen Primer PNT5-6 in Kombination mit RTHAT1A konnte im
Gegensatz zur fir Tomate-hi3 spezifischen Primerkombination PNT5-7/RTHAT1A kein
PCR-Produkt der erwarteten Grol3e erhalten werden (Abb. 21B). Mit diesen Experimenten
konnte somit klar bestatigt werden, dal? T1-7 und PNT5.7-1 Bestandteil von Tomate-hi3
sind.
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Abbildung 20:
Tomate-hi2 (PNT5.6-1) hi2’
hi2
THAT?2
PNT5-6 R l
O ee— STO4 < < AAAAAAAA
RTHAT2A RTHAT2B lRACE1-3
THAT1
PNT5-7 |
.e ) S—O < AAAAAAAA
4 RTHAT1A RTHAT1B RACE1-3
Tomate-hi3 (PNT5.7-1) hi3’
Tomate-lol (PNT2A-6)
lol
LEMIT1
PNT2A
STOP ———b AAAAAAAA
A < RLEMIT1 4 RACEL3
PNT2B LENIT?2
—> STO AAAAAAAA
A «— «—
RLENIT1 RACE1-3
o2

Tomate-lo2 (PNT2B-2)

Legende zu Abb.20: Schematische Darstellung der Primerbindungsstellen des 3'-
terminalen Bereiches der cDNA der Nitrattransportertranskripte von Tomate-hi2, Tomate-
hi3, Tomate-lol und Tomate-lo2 (schwarze Linien). Die farbig dargestellten Bestandteile
markieren die zur Herstellung von Hybridisierungssonden verwendeten Bereiche. Die
ungefahre Position der Stop-Codons ist durch einen roten Pfeil sowie mit der Beschriftung
STOP markiert.
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Abbildung 21:

A: PCR-Experiment mit dem
Primerpaar PNT3/RTHAT1A mit
cDNA aus mykorrhizierten
Tomatenwurzeln:
1: 100 bp-Leiter, Gibco
2: 2 ul cDNA 600 bp
B: PCR-Experiment mit jeweils 1
pl 1:250 verdunntem PCR-Produkt
aus Abb. 21A:

1. PNT5-7/RTHAT1A

2. PNT5-6/RTHAT1A

3. 100 bp-Leiter, Gibco

Die PCR-Methode bestand aus 40
Zyklen mit einer
Primerbindungstemperatur von
50°C.

3.2 Kreuzhybridisierung zwischen den unterschiedlichen RACE-Produkten

Die klonierten Segmente sollten als Gensonden eingesetzt werden, um die Expression von
Nitrattransportergenen von Tomate in der Symbiose mit dem arbuskulédren Mykorrhizapilz
Glomus intraradices zu untersuchen. Wesentliche Voraussetzung hierfir ist jedoch, daf3
zwischen den unterschiedlichen Nitrattransporter-Sonden keine Kreuzhybridisierung auf-
tritt bzw. diese erheblich schwécher ist als eine homologe Hybridisierung. Auf einem
Agarosegel (Abb.22) wurden in absteigender Konzentration PCR-Produkte der jeweiligen
Gensegmente aufgetrennt. Nach Transfer auf eine Nylonmembran wurde die DNA mit den
unterschiedlichen mit Digoxigenin markierten DNA-Sonden hybridisiert (Abb.22). Durch
unmittelbaren optischen Vergleich der Signalstarken in direktem Bezug zu den einge-
setzten DNA-Konzentrationen kann man in Abbildung 22 erkennen, dal} die homologe
Hybridisierung der Sonden jeweils mindestens um den Faktor 10° stéarker ist als bei Ver-
wendung von heterologen Sonden. Eine Kreuzhybridisierung zwischen den Segmenten aus
high- und low-affinity-Nitrattransportergenen tritt nur im Falle der Hybridisierung von hi3
mit der Sonde lo2 auf (Pfeil, Abb.22). Die Signalstarke der heterologen Hybridisierung
liegt etwa um den Faktor 10* unter der des homologen Hybridisierungssignals. Die Spezi-
fitat der Sonden sollte demnach hoch genug sein, um eine Untersuchung der Expression
einzelner Nitrattransportergene in mykorrhizierten Tomatenwurzeln zu ermdglichen.
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Abbildung 22: Kreuzhybridisierung zwischen den Nitrattransportersonden lol, lo2,
hi2 und hi3

lol 102 hi3 hi2 lol lo2 hi3 hi2 hybridisiert
mit:

lol

lo2

hi3

L hi2

Legende zu Abb. 22:

Ein 1% Agarosegel mit jeweils vier Auftragungsreihen der PCR-Produkte hi3 (aus Toma-
te-hi3), hi2 (aus Tomate-hi2), lol (aus Tomate-lol), 102 (aus Tomate-l02) mit je 100, 10, 1,
0,1, 0,01 und 0,001 ng DNA (v.l.n.r.) wurde auf einen Nylonfilter Ubertragen, dieser in vier
Teile geteilt und G.N. mit den am rechten Bildrand angegebenen mit Digoxigenin markier-
ten DNA-Sonden (lol, 102, hi2, hi3) hybridisiert. Waschen und Farben der Filter erfolgte
wie in Abschnitt 2.6.6 angegeben. Als Langenstandard wurde in jeder Reihe rechts und
links auBen eine 100bp-Leiter (Gibco) aufgetragen. Der Pfeil markiert die zwischen hi3
und lo2 auftretende Kreuzhybridisierung.

3.3 Resultate von Hybridisierungen zwischen PCR-Produkten klonierter high-affinity
Nitrattransportergensegmente mit genomischer DNA aus Tomate

Zu Beginn der Untersuchungen zur Expression von low- und high-affinity-
Nitrattransportergenen waren die beiden high-affinity-Nitrattransportersequenzen aus
Tomate Tomate-hil und Tomate-hi2 (Ono et al., 2000) noch nicht publiziert. Ono et al.
(2000) konnten durch Southern-Analysen zeigen, da Tomate-hil und Tomate-hi2 vermut-
lich gekoppelt (d.h. in enger rdumlicher N&he) im Genom lokalisiert sind. Die von Ono et
al. (2000) Hybridisierungsmuster waren fir Tomate-hil und Tomate-hi2, bis auf
Intensitatsunterschiede der Banden, nahezu identisch. Um nun Tomate-hi3 mit Tomate-hil
und Tomate-hi2 in einer Southern-Analyse zu vergleichen, wurde wie bei Ono et al. (2000)
genomische DNA aus Tomate mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI, EcCoRV und
Hindlll geschnitten. Nach Auftrennung im Agarosegel und Southern-Transfer auf Nylon-
filter (Abschnitt 2.6.4.1) wurden Hybridisierungsexperimente unter stringenten Bedingun-
gen zwischen genomischer DNA aus Tomate und den mit Digoxigenin markierten (Ab-
schnitt 2.5.1) PCR-Produkten hi3 (Tomate-hi3) und hi2 (Tomate-hi2) durchgefiihrt.

Wie aus Abbildung 23 deutlich wird, treten in Spur 1 (EcoRI-Verdau) nach Hybridisierung
mit der Sonde fur Tomate-hi2 Banden von 2,7 kb und 2,1 kb Lange auf. Im EcoRV-Verdau
(Spur 2) ist eine etwas schwéchere Signalbande bei 12 kb und in der Restriktion mit
HindlIl (Spur 3) eine kréftigere Bande bei 7 kb zu erkennen. Bei der Hybridisierung mit
der Sonde fir Tomate-hi3 tritt ein Signalbandenmuster (Abb.23A) auf, das von dem bei
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Hybridisierung mit hi2 erhaltenen Muster (Abb.23B) deutlich verschieden ist. Die Restrik-
tion mit EcoRl fiihrt zu Signalbanden bei 11 kb und 6 kb. Im EcoRV-Verdau ist ein deut-
liches Signal bei 3 kb und im Hindlll-Verdau zwei Signale bei 1,4 kb und 0,9 kb zu
erkennen.

Abbildung 23:
Tomate-hi3 Tomate-hi2
1 2 3 1 2 3
A —
11kh 12 kb
6 kb e 7 kb
3K i
2,7kb
2,1 kb
1LAKD el
09kh ==

Legende zu Abb. 23:

Genomische DNA von Tomate (je 20 pg) wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI (Spur 1),
EcoRV (Spur 2) und Hindlll (Spur 3) 6 h bei 37°C geschnitten, auf einem 0,8% Agarosegel
aufgetrennt und durch Southern-Transfer auf einen Nylonfilter ibertragen. Filter A wurde U.N. bei
42°C mit dem Dig-markierten PCR-Produkt hi3 (Tomate-hi3) und Filter B mit Produkt hi2
(Tomate-hi2) hybridisiert. Die weitere Behandlung der Filter erfolgte wie in Kapitel 2.6.6
angegeben.

3.4 Untersuchungen zur Expression von Nitrattransportergenen in Wurzeln und
oberirdischen Pflanzenteilen von Tomate

Aus Blattern, Bluten, Fruchten und Wurzeln von Tomatenpflanzen (siehe Kap. 2.1.7) wur-
de Gesamt-RNA isoliert. Damit wurden Northern-Hybridisierungen zwischen der isolier-
ten Tomaten-Gesamt-RNA und RNA-Sonden der vorliegenden Gensegmente aus Nitrat-
transportergenhomologen sowie mit RNA-Sonden fir das Tomaten-Nitratreduktasegen und
fr ein Tomaten-Nitritreduktasegen durchgefiuhrt. RT-PCR-Experimente wurden
durchgefiihrt, um auch geringe Transkriptmengen qualitativ nachweisen zu kénnen. Durch
In situ-RNA-Hybridisierungen wurde versucht, Transkripte von Nitrattransportergenen im
Gewebe zu lokalisieren.
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3.4.1 Untersuchungen zur Induzierbarkeit von Nitrattransportergenen in Tomate
durch Nitrat

Kinetische Untersuchungen deuten darauf hin, dall Bestandteile der Nitrataufnahme-
systeme hoherer Pflanzen nitratinduzierbar sind (Clarkson, 1986; Glass, 1988). Zur Unter-
suchung der Induzierbarkeit von Nitrattransportergenen durch Nitratgabe wurden zwolf
Wochen alte nicht-mykorrhizierte Tomatenpflanzen eingesetzt. Dieser Zeitpunkt in der
Entwicklung von Tomatenpflanzen wurde gewahlt, weil bei einem spéteren Vergleich mit
mykorrhizierten Pflanzen, die erst nach zehn bis zw0lf Wochen eine ber 70%ige
Mykorrhizierung aufweisen, entwicklungsbedingte Unterschiede in der Expression von
Genen so gering wie mdglich gehalten werden sollten. VVon Lee et al. (1986ab) konnte fiir
Gerstenwurzeln gezeigt werden, dal sowohl Nitrateinstrom als auch Nitrat-Nettoaufnahme
durch eine kurze Nitratmangelphase stimuliert werden. Daher wurden die in 0,5 x
Hoagland-L6sung (pH 6,0) herangezogenen Pflanzen flr finf Tage in einer modifizierten,
nahezu stickstofffreien 0,5 x Hoagland-Losung (pH 6,0) (siehe Kapitel 2.1.6) gehalten
(Padgett und Leonard, 1993). Im AnschluR wurden Pflanzen fir 6 h in eine Schale mit
nitrathaltiger (7,5 mM NO3’) 0,5 x Hoagland-Ldsung (pH 6,0) Uberfuhrt.

Nach Isolierung von Gesamt-RNA aus Blattern und Wurzeln wurden Northern-Analysen
(RNA-RNA-Hybridisierungen) und In situ-RNA-Hybridisierungen durchgefuhrt. Wie in
Abbildung 24 dargestellt, konnten fir Tomate-lo1 Transkripte mit einer Lange von etwa 2-
2,2 kb erhalten werden. Die L&nge der Transkripte von Tomate-hi2 und Tomate-hi3 betragt
etwa 1,8-1,9 kb. Nitrat- und Nitritreduktase-Transkripte konnten in der RNA aus Wurzeln
und Blattern der in N-freier Nahrlosung gehaltenen Pflanzen nicht nachgewiesen werden
(nicht dokumentiert). Mit der fir Tomate-lo2 spezifischen Sonde wurden wiederholt nur
sehr starke unspezifische Hintergrundsignale erhalten. Daher wurde diese Sonde zu weite-
ren Untersuchungen nicht eingesetzt.

Mit der Sonde fir Tomate-hi2 und mit der flir Tomate-hi3 spezifischen Sonde konnten in
Northern-Analysen Transkripte bei mit nitrathaltiger Nahrldsung versetzten Tomaten-
wurzeln nachgewiesen werden (Abb. 24A und 24B). In den in nahezu N-freier Nahrldsung
gehaltenen Tomatenpflanzen hingegen konnten keine Transkripte von Tomate-hi3 nachge-
wiesen werden (Abbildung 24B). Im Gegensatz zu den Ergebnissen fur Tomate-hi3 wurde
mit der flr Tomate-lol spezifischen Sonde auch mit der RNA aus in nahezu N-freier
Né&hrldsung gehaltenen Tomatenwurzeln ein Hybridisierungssignal erhalten (Abb. 24C).
Fir Tomate-lol ist jedoch ein deutlich schwécheres Signal auch mit der Blatt-Gesamt-
RNA aus Tomatenpflanzen zu erkennen, die in Schalen mit nitrathaltiger N&hrlésung tber-
fuhrt worden waren. In der Northern-Analyse mit der Sonde fur Tomate-hi3 wurden keine
Signale mit Blatt-Gesamt-RNA detektiert. Die vorliegenden Ergebnisse sind in Tabelle 10
zusammengefalit.

Tabelle 10: Ergebnisse der Northern-Analysen zur Induzierbarkeit von Nitrat-
transportergenen durch Nitratgabe

Gene W |W, |B |[B; W: Wurzel-RNA, nicht-induziert
Tomate-lol [+ |[++ |- + Wi: Wurzel-RNA, induziert
Tomate-hi3 |- +4++ |- - B: Blatt-RNA, nicht induziert
Tomate-hi2 |n.d. |+ nd. |- Bi: Blatt-RNA, induziert

+ = schwache Expression

++ = méRige Expression

+++ = starke Expression

- = keine in der Northern-Analyse nachgewiesene Expression

n.d. = nicht durchgefuhrt
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Abbildung 24: Induktion von Nitrattransportergenen in Blattern und Wurzeln von
Tomatenpflanzen durch Nitrat

Wi Bi Wi B; B B W W, B Bi W W,

——

2 kb=

Wi:  Wurzel-RNA, induziert

W: Wurzel-RNA, nicht-induziert
Bi: Blatt-RNA, induziert

B: Blatt-RNA, nicht induziert

Legende zu Abbildung 24:

Aus Blattern und Wurzeln von zw0If Wochen alten Tomatenpflanzen wurde Gesamt-RNA isoliert.
Die Pflanzen wurden (ber einen Zeitraum von funf Tagen vor der Ernte mit nahezu stickstofffreier
0,5 x Hoagland-Nahrlésung (pH 6,0) kultiviert. Ein Teil der Pflanzen wurde vor der Ernte flr 6 h
mit nitrathaltiger (7,5 mM NOg’) 0,5 x Hoagland-Nahrldsung (pH 6,0) versetzt. Pro Spur wurden 20
pHg Gesamt-RNA aufgetragen. Die RNA wurde durch Gelelektrophorese aufgetrennt und auf
BiodyneB-Membran (Pall) transferiert. A: Hybridisierung mit einer RNA-Sonde aus Tomate-hi2.
B: Hybridisierung mit einer RNA-Sonde aus Tomate-hi3. C: Hybridisierung mit RNA-Sonde aus
Tomate-lol. Die Detektion der Signale erfolgte kolorimetrisch.

3.4.2 Expression von low- und high-affinity Nitrattransportergenen in der Lichtphase
im Tagesgang

Zu Beginn dieser Arbeit waren nur sehr wenige Informationen zum zeitlichen Verlauf der
Transkription von Nitrattransportergenen unter konstant gehaltenen Nahrstoffbedingungen
in der N&hrldsung verfligbar. Von Arabidopsis war bekannt, dal} es gegen Ende der Licht-
phase zu einem Expressionsmaximum und nach Beginn der Dunkelphase zu einer erhebli-
chen Abnahme der Transkriptmengen von high- und low-affinity Nitrattransportern kommt
(Lejay et al., 1999). Daher wurde der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrte
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Versuch auf die Lichtphase beschrankt. Hierbei stand die Auswahl eines geeigneten Zeit-
punktes zur vergleichenden Transkript-Analyse bei mykorrhizierten und nicht-
mykorrhizierten Tomatenpflanzen im Vordergrund. Die Dokumentation einer detaillierten
Kinetik war nicht Ziel des durchgefiihrten Versuchs. Je zwei fiinfzehn Wochen alte, konti-
nuierlich in 0,5 x Hoagland-Né&hrlésung (pH 6,0) gewachsene Tomatenpflanzen wurden
innerhalb der Lichtphase (Lichtphase von 8.00 Uhr bis 20.00 Uhr; siehe Kapitel 2.1.6) zu
vier verschiedenen Zeitpunkten geerntet. Nach Isolierung von Gesamt-RNA wurden
Northern-Analysen zur Untersuchung der Expression von Tomate-lol, Tomate-hi3,
Tomate-NIA (Nitratreduktasegen) und Tomate-NII (Nitritreduktasegen) in Tomatenwurzeln
durchgefiihrt. In Abbildung 25 sind die erhaltenen Signalstérken verschiedener Zeitpunkte
graphisch aufgetragen.

Abbildung 25: Transkriptmengenanalyse mit Gesamt-RNA aus Tomatenwurzeln im
Verlauf der Lichtphase im Tagesgang

Tomate-hi3 Tomate-lol
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Legende zu Abbildung 25: Darstellung der Transkriptmengen von Tomate-hi3, Tomate-lol,
Nitratreduktase (NIA) und Nitritreduktase (NII) aus kontinuierlich in 0,5 x Hoagland-N&hrlésung
(pH 6,0) gewachsenen Wurzeln von15 Wochen alten Tomatenpflanzen innerhalb der Lichtphase.
Jeweils 20 pg Gesamt-RNA wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt und auf Nylon-
membranen transferiert. Die anschlielende Hybridisierung mit den jeweiligen Antisense-RNA-
Sonden erfolgte U.N bei 68°C. Nach Chemilumineszenznachweis der spezifischen Transkripte
erfolgte die Normalisierung durch Hybridisierung mit einer Sonde fur die 18S-rRNA aus Tomate
und anschlieBendem kolorimetrischem Nachweis. Die unterhalb der jeweiligen Balken ange-
gebenen Zahlen entsprechen der Uhrzeit des jeweiligen Erntezeitpunktes. Die Fehlerbalken re-
prasentieren die beobachteten Varianzen der Signalstdrken der untersuchten Pflanzen pro
Erntezeitpunkt.
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Bei der Nitritreduktase-Transkriptmenge 1aBt sich Uber den Tag eine deutliche Zunahme
erkennen. Einen dhnlichen Verlauf weisen die Transkriptmengen des Nitratreduktasegens
auf. Diese zeigen allerdings ein Maximum beim MeRpunkt um 15.00 Uhr. Fir die
Transkriptmenge des low-affinity Nitrattransportergens Tomate-lol kdnnte ebenfalls ein
Maximum bei dem 15.00 Uhr MeRpunkt vorhanden sein. Die Unterschiede bei den
Signalstérken innerhalb der untersuchten Pflanzen war jedoch zu diesem Zeitpunkt bei
allen Hybridisierungen, im Vergleich zu den anderen MeRpunkten, deutlich erhoht.
Innerhalb der Varianz befinden sich die ermittelten Signalstarken bei Tomate-lol an den
ersten drei MeRpunkten zumindest auf einer vergleichbaren Ebene. Der 18.00 Uhr-Wert
liegt jedoch klar unter dem 9.00 Uhr-Ausgangswert. Die Transkriptmenge des high-affinity
Nitrat-transporters Tomate-hi3 zeigt einen Verlauf, der zu Tomate-lol komplementar
erscheint. Im Tagesverlauf erhéht sich, mit einem kleinen Einbruch bei 15.00 Uhr, die
Signalstérke etwa auf das Doppelte.

Ausgehend von diesen Resultaten wurde, um vergleichende Transkriptanalysen auch unter
weniger optimaler N&hrstoffversorgung zwischen mykorrhizierten und nicht-
mykorrhizierten Tomatenpflanzen durchfiihren zu kénnen, der Erntezeitpunkt der Pflanzen
auf den spaten Nachmittag, in das letzte Drittel der Lichtphase gelegt. Im Vergleich zu
anderen Zeitpunkten kann hier mit einer verstarkten Expression von Nitrattransportergenen
gerechnet werden.

3.4.3 Einflul verschiedener Stickstoffquellen auf die Expression von Nitrat-
transportergenen in Tomatenwurzeln

Zur Untersuchung der Expression von low- und high-affinity-Nitrattransportergenen in
Tomatenwurzeln wurden zwolf Wochen alte Tomatenpflanzen, die in 0,5 x Hoagland-
Né&hrlésung (pH 6,0) gewachsen waren, fir funf Tage in Schalen mit nahezu stickstofffrei-
er (0,042 uM NH,"; siehe Kapitel 2.1.6), nitrathaltiger oder reduzierten Stickstoff (Am-
monium, Glutamin) bzw. Kombinationen dieser Komponenten enthaltenden Nahrlosungen
vergleichbarer lonenstarke Gberfiihrt. Nach Ernte der Pflanzen und Isolierung von Gesamt-
RNA wurden Northern-Analysen durchgefihrt und die auftretenden Signale quantifiziert
(Abb.26 und 27). Fur Tomate-hi3 treten die starksten Signale bei Kultur mit Glutamin,
bzw. der Kombination von Glutamin und Nitrat als Stickstoffquellen auf. Ein vergleichbar
starkes Signal ist weiterhin auch im Ansatz mit 7,5 mM Nitrat als wesentliche
Stickstoffquelle in der Nahrlosung (0,042 uM NH,"; Kapitel 2.1.6) zu erkennen. Ein
deutlich schwacheres Signal ist fir die Kombination von Nitrat und Ammonium zu
beobachten. Ammonium reprimiert offensichtlich, wie in Spur 4 (Abb.26) zu erkennen, die
Expression von Tomate-hi3 in erheblichem MaRe. Bei Wachstum in nahezu N-freier
Né&hrlosung treten fur Tomate-hi3 ebenfalls nur schwache Signale auf. Bei Hybridisierung
mit der Gensonde fur Tomate-hi2 ist ein &hnliches Expressionsmuster wie fur Tomate-hi3
zu beobachten. Allerdings ist mit Glutamin als Stickstoffquelle (Spur3) die Expression von
Tomate-hi2, im Gegensatz zu Tomate-hi3, in erheblichem Male (etwa 75%) reduziert.

Fir Tomate-lol sind in der Northern-Analyse in Tomatenwurzeln aller Versuchsansatze
Transkripte nachweisbar. Die Signalstarke mit Glutamin als einziger Stickstoffquelle ist
sogar noch geringer als im Ansatz mit nahezu stickstofffreier Nahrldsung. Im Ansatz mit
Ammonium als Stickstoffquelle (4) ist, im Vergleich zu Spur 5 oder 6 (NO3” & NH," bzw.
NOjs als Stickstoffquelle), keine deutliche Reduktion des Signals zu erkennen. Zur
weiteren Absicherung dieser Resultate wurden die Wurzel-RNA-Proben aus den unter-
schiedlichen Ansétzen zuséatzlich mit Sonden fur eine Nitritreduktase und die
Nitratreduktase aus Tomate hybridisiert und die Nitratreduktase-Aktivitaten (NRA) der
Wurzeln zum Erntezeitpunkt gemessen (Abb. 26 und 27).
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Abbildung 26: 1 2 3 4 5 6
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Legende zu Abbildungen 26 und 27:

Northern-Analyse zur Untersuchung der Expression von low- und high-affinity Nitrattransporter-
genen, eines Nitrat- (NIA) und Nitritreduktasegens (NII) sowie Darstellung der NADH-abhé&ngigen
Nitratreduktaseaktivitdt (NRA) von Tomatenwurzeln (Abb.27), die fir finf Tage in mit ver-
schiedenen Stickstoffquellen (1-6) modifizierter 0,5 x Hoagland-Né&hrldsung (pH 6,0) kultiviert
worden waren. Die aus den Wurzeln von jeweils drei Pflanzen isolierte RNA wurde durch Gel-
elektrophorese aufgetrennt (20 pg/Spur) und auf BiodyneB-Membran (Pall) Gbertragen. Jede Spur
entspricht der isolierten RNA aus Pflanzen, die mit den angegebenen verschiedenen Nahrlésungen
behandelt worden waren. Die Hybridisierungen erfolgten .N. bei 68°C mit Digoxigenin markier-
ten RNA-Sonden. Eingesetzt wurden die fur Tomate-hi3, Tomate-hi2 und Tomate-lol spezifischen
Sonden (siehe Kapitel 3.1.6.2) sowie Sonden fiir Nitratreduktase- und Nitritreduktasegen (T3-1;
TNiR2-1) aus Tomate. Zur Auftragungskontrolle wurden die Filter nach der Chemilumineszenz-
detektion der spezifischen Transkripte mit einer RNA-Sonde aus dem 18S-rRNA-Gen von Tomate
hybridisiert. Der Nachweis erfolgte kolorimetrisch. Die erhaltenen Signale wurden densitometrisch
vermessen und mit den Signalen der 18S-rRNA normalisiert. Angegeben ist das Mittel der relati-
ven Signalstarken zweier unabhéngiger Northern-Hybridisierungen. Die Signalstarke von Ansatz 6
wurde willkirlich gleich 100 gesetzt (Ausnahme: NIA) Die Nitratreduktaseaktivitdt (NRA) in
Waurzelextrakten wurde durch Messung der enzymatischen Bildung von Nitrit aus zugesetztem
Nitrat mit NADH als Elektronendonor bestimmt. Fiir jede Probe wurde die NRA in zwei unabhén-
gigen Ansétzen gemessen. Die angegebenen Fehlerbalken reprasentieren die Varianz innerhalb der
Messungen.
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Abbildung 27: Erhaltene Signalstéarken und Nitratreduktase-Aktivitaten

Tomate-hi2 Tomate-hi3
S ﬁH | Slm I HH
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Tomate-lol NIl
ZSHHH N B ol s
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
VA . NRA (NADH)
w{ [mol/ g FW x h] —
‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘ O?DBUSG
1: Stickstoff nur in Spuren (NH,") vorhanden (,,N-frei*)
2: 7,5 mM Glutamin
3: 3,75 mM Glutamin und 3,75 mM NOj3
4:7,5mM NH," (NH,CI)
5: 3,75 mM NH;" und 3,75 mM NOj’
6: 7,5 MM NO3
Angegeben sind die gemessenen Signalstarken in relativen Einheiten

Das Expressionsmuster der Nitritreduktase ahnelt dem mit Tomate-hi2 auftretenden
Muster. Allerdings sind in den Spuren 1 und 2 kaum Signale zu erkennen und die in den
Spuren 3 (Glutamin & NO3) und 4 (nur NH,") auftretenden Signale sind erheblich
schwacher als die in den Spuren 5 und 6 (NH;* & NOs™ bzw. nur NO3") zu beobachtenden
Signale. Das Signal in Spur 4 ist darlber hinaus deutlich schwécher als das in Spur 3 auf-
tretende Hybridisierungssignal. Die mit der Sonde aus dem Nitratreduktasegen von Tomate
erhaltenen Signale stimmen weder in Verteilung noch Stérke mit denen des Nitritredukta-
segens Uberein. Das starkste Hybridisierungssignal tritt fur die Nitratreduktasetranskripte
(NIA) interessanterweise in Spur 4 mit Ammonium als einziger Stickstoffquelle in der
Né&hrlosung auf.

Weitere deutliche Signalbanden sind bei je 3,75 mM NH," und NO3 (Spur 5) sowie bei 7,5
mM NO3" (Spur 6) mit abnehmender Intensitat zu erkennen.
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Ohne sichtbare einheitliche Korrelation zu den Nitratreduktase-Transkriptanalysen tritt die
hochste Nitratreduktaseaktivitat bei den in 7,5 mM Nitrat gehaltenen Tomatenwurzeln auf.
Die niedrigste NRA ist in Rohextrakten von Tomatenwurzeln, die in nahezu stickstofffreier
Né&hrlésung gewachsen waren, zu beobachten. Deutlich geringere Nitratreduktaseaktivita-
ten als im Ansatz mit 7,5mM Nitrat sind bei den Ansatzen mit Zusatz der reduzierten
Stickstoffformen Ammonium und Glutamin zu erkennen. Bei Vorhandensein von 50%
Nitrat in den N&hrldsungen treten intermedidre Nitratreduktaseaktivitaten auf (2 und 4).

3.4.4 RT-PCR-Nachweis von Nitrattransportertranskripten in oberirdischen
Pflanzenteilen von Tomate

Die in Abbildung 24 dargestellten Hybridisierungssignale zeigen, dal3 Nitrattransporter-
transkripte Uberwiegend in den Wurzeln der untersuchten Pflanzen nachzuweisen sind.
Transkripte des low-affinity Nitrattransportergens Tomate-lol konnten mit geringer
Signalintensitat auch in isolierter Gesamt-RNA aus Sprofimaterial nachgewiesen werden.
Far high-affinity Nitrattransportertranskripte wurden keine Signale erhalten.

Abbildung 28:

Tomate-lo2
192 3 4

Tomate-lol
192 3 451

Tomate-lo2
2 3 4

Tomate-lol

1 2 3 45 1 1

600 bp

A: B:

1: Wasserkontrolle

2: 2 ul cDNA aus jungen Friichten
3: 2 pl cDNA aus Bluten

4: 2 ul cDNA aus jungen Blattern
5: 2 pl cDNA aus Bléattern

1: Wasserkontrolle

2: 1 ul DNase verdaute RNA aus jungen Friichten
3: 1 pl DNase verdaute RNA aus Bliiten

4:1 pl DNase verdaute RNA aus jungen Bléattern
5: 1 pl DNase verdaute RNA aus Blattern

Legende zu Abbildung 28:

RT-PCR-Reaktion zum Nachweis von low-affinity Nitrattransportertranskripten (Tomate-lo1 und
Tomate-l02) in oberirdischen Pflanzenteilen von Tomate. Die PCR-Methode bestand aus 40 Zyklen
mit einer Primerbindungstemperatur von 50°C. Je 10 pl der PCR-Produkte wurden auf 1% Agaro-
segelen bei 10 V/cm aufgetrennt. Zur weiteren Bezeichnung siehe Kap. 2.1.7 oder Tabelle 11.

Die RT-PCR erlaubt durch groBere Sensitivitdt, im Vergleich zu RNA-RNA-
Hybridisierungen, den Nachweis von sehr geringen Transkriptmengen. Von in 0,5 x
Hoagland-Nahrlésung (pH 6,0) gehaltenen Tomatenpflanzen wurde Gesamt-RNA aus
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Blattern, Bliten und jungen Friichten isoliert (siehe Kapitel 2.1.7 und Tabelle 11). Die
nach Erststrangsynthese mit dem Primer RACEL erhaltene cDNA wurde dann in PCR-
Reaktionen eingesetzt.

Eine Zusammenfassung der erhaltenen Ergebnisse ist in Tabelle 11 dargestellt.

Mit den fur das low-affinity Nitrattransportergen Tomate-lo1 spezifischen Primern PNT2A
und RLEMIT1 konnten in allen vier Ansatzen PCR-Produkte der erwarteten Lange von
432 bp erhalten werden (Abb.28A). Mit dem fur Tomate-lo2 spezifischen Primerpaar
PNT2B und RLENIT1 wurde mit der cDNA aus Friichten ein sehr schwaches Amplifikat
und mit der cDNA aus Bliten und jungen Blattern deutliche Amplifikate der erwarteten
GroRe von 231 bp erhalten. Mit der cDNA aus Blattern trat kein nach EtBr-Farbung sicht-
bares PCR-Produkt der erwarteten Grof3e auf (Abb.28A).

Die mit DNase verdauter RNA durchgefiihrten Kontrollreaktionen, die eine mogliche
Kontamination der cONA mit genomischer DNA aufzeigen sollten, fihrten in keinem Fall
zu einem PCR-Produkt der erwarteten GrolRe (Abb.28B) Aus den erhaltenen Resultaten
folgt, daR die beiden low-affinity Nitrattransportergene aus Tomate (Tomate-lol und
Tomate-102) in oberirdischen Pflanzenteilen transkribiert werden.

Der Nachweis von high-affinity Nitrattransportertranskripten (Tomate-hi2 und Tomate-hi3)
war mit den spezifischen Primern PNT5-7 und PNT5-6 in Kombination mit RTHAT1B
bzw. RTHAT2B (siehe Kapitel 3.1.6.2) in jeweils einer PCR-Reaktion mit 35-40 Zyklen,
wie fur Tomate-lo1l und Tomate-lo2 in Abbildung 28 dargestellt, nicht moglich. Es konnten
keine im Agarosegel nach EtBr-Farbung sichtbaren Amplifikate der erwarteten Grofe
erhalten werden (nicht dokumentiert).

Abbildung 29:

A:

1: Wasserkontrolle (keine Matrize)
2: 1 pl DNase verdaute RNA

3: 2 ul cDNA aus jungen Frichten
Primer: PNT5-7 und RTHAT1B

B:

1": 1:50 verdiinntes PCR-Produkt Al
2": 1:50 verdinntes PCR-Produkt A2
3": 1:50 verdiinntes PCR-Produkt A3
Primer: PNT5-7 und RTHAT1A

L: 1 kb-Leiter (Gibco)

516 bp

Legende zu Abbildung 29:
Darstellung eines ,nested“-RT-PCR-Experimentes zum Nachweis von Transkripten des high-
affinity Nitrattransporters Tomate-hi3 in RNA aus jungen Fruchten von Tomate. Die erste PCR-
Reaktion bestand nach einer Eingangsdenaturierung von 3 min bei 94°C mit anschlielendem
»touch-down* der Primerbindungstemperatur in Schritten von 1°C/Zyklus von 48°C auf 41°C mit
weiteren 35 Zyklen mit einer Primerbindungstemperatur von 45°C. Fir die zweite ,,nested“-PCR
wurden je 1 pl der 1:50 verdinnten PCR-Produkte der ersten PCR eingesetzt. Die zweite PCR-
Reaktion wurde uber 40 Zyklen mit einer Primerbindungstemperatur von 50°C durchgefthrt.

Je 10 pl der PCR-Produkte wurden auf einem 1% Agarosegel bei 10 V/cm aufgetrennt.

Daher wurden die in den ersten Reaktionen erhaltenen PCR-Produkte 1:50 verdiinnt und in
eine zweite ,,nested“-PCR-Reaktion eingesetzt. Dabei wurden nun neben den Primern
PNT5-7 und PNT5-6 die weiter 5" -gelegenen spezifischen reversen Primer RTHAT1A und
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RTHATI1B eingesetzt. Wie in Abbildung 29 dargestellt, konnte nur mit der cDNA aus
jungen Frichten ein deutliches Amplifikat der erwarteten GroRe von 288 bp erhalten
werden. In den zugehdorigen Kontrollreaktionen (Wasserkontrolle und Kontrolle mit DNase
verdauter RNA) waren keine Amplifikate der entsprechenden GréRe zu beobachten.

Mit der isolierten Gesamt-RNA aus Bléattern, Bluten und Friichten durchgefihrte 3’-
RACE-Experimente (siehe Kapitel 2.3.3.2) und anschlieBende Hybridisierung mit
spezifischen Sonden fiir den 3"-nichttranslatierten Bereich der high-affinity Nitrat-
transporter cDNA von Tomate-hi2 und Tomate-hi3 (hi2” bzw. hi3", siehe Abb.20) be-
statigen die im ,,nested“-PCR Experiment gezeigte Expression von Tomate-hi3 in jungen
Frichten (Abb.30).

Abbildung 30:

A B
12 1 2 L1 2 1 2 12 1 2 L1 2 1 2

600 bp
4_

-

F B L OL F B L OL

Tomate-hi2 Tomate-hi3
3"-RACE-Drittstrangsynthese mit THAT1 und RACE3
3

-RACE-Dirittstrangsynthese mit THAT2 und RACE3
3"-RACE mit cDNA aus jungen Friichten
B: 3"-RACE mit cDNA aus Bliiten
L: 3"-RACE mit cDNA aus jungen Bléattern
OL: 3"-RACE mit cDNA aus Blattern

1:
2:
F:

Legende zu Abbildung 30: Darstellung der PCR-Produkte (I.) von 3"-RACE-Drittstrangsynthesen
mit Primern fur die high-affinity Nitrattransportergene Tomate-hi2 und Tomate-hi3, ausgehend von
cDNA aus jungen Frichten (F), Bliten (B), jingeren und dalteren Blattern (L, OL) von in 0,5 x
Hoagland-Né&hrlésung gewachsenen Tomatenpflanzen. Zur Erststrangsynthese wurde der Primer
RACEL! eingesetzt. Die Zweitstrangsynthese erfolgte mit dem degenerierten Primer PNT3 in Kom-
bination mit den Primern RACE1 und RACE?2 (siehe Kapitel 2.3.3.2). Je 1 pl der cDNA wurde in
die PCR-Reaktion zur Zweitstrangsynthese eingesetzt. Nach 3 min Denaturierung bei 94°C, 5 min
bei 52°C und 10 min bei 72°C folgten 40 Zyklen bei 52°C mit je 1 min Primerbindungs- und 3 min
Elongationszeit. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden 1:50 verdiinnt und je 1 pl in die Drittstrang-
synthese-PCR-Reaktion mit den Primern THAT1 und THATZ2 in Kombination mit RACE3 einge-
setzt. Nach 3 min bei 94°C, 2 min bei 55°C und 5 min bei 72°C folgten 40 Zyklen bei 55°C mit je
30 s Primerbindungs- und 1,5 min Elongationszeit. Je 8 ul der PCR-Produkte wurden mit einem
1% Agarosegel bei 10 V/cm aufgetrennt und auf eine Nylonmembran (BiodyneB) ubertragen. Die
Hybridisierung mit den mit Digoxigenin markierten DNA-Sonden hi3" und hi2" (siehe Abb.20)
erfolgte U.N. bei 42°C. Die Signale wurden anschlieBend kolorimetrisch nachgewiesen (l1).
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Fur Tomate-hi3 ist in Abbildung 30 innerhalb weiterer schwécherer Signale im PCR-
Produkt ausgehend von der cDNA aus jungen Friichten ein deutliches Signal bei etwa 240
bp zu erkennen. Wesentlich schwachere Signale treten mit der cDNA aus Bliten und jun-
gen Bléattern mit der erwarteten Grof3e von etwa 240 bp auf. Fur Tomate-hi2 lassen sich nur
zwei deutliche Signale ausmachen. Ein auBerordentlich starkes Hybridisierungssignal mit
einem Intensitatsschwerpunkt bei etwa 200 bp tritt im PCR-Produkt ausgehend von der
cDNA aus alteren Blattern auf. Deutlich geringere Signalintensitat zeigt das bei etwa 190
bp zu erkennende Signal in der Spur des RACE-PCR-Produktes ausgehend von der cDNA
aus jungen Frichten. Die Langen der signalgebenden Amplifikate entsprechen, bei Be-
trachtung der Resultate der RACE-Experimente mit Wurzel cDNA, der Erwartung (Klone
PNT5.6-1 - 189bp und PNT5.7-1 - 239bp, Abschnitt 3.1.6.2, Abb. 19). Die visuell im mit
EtBr geférbten Agarosegel sichtbaren Amplifikatbanden entsprechen zum Teil nicht den
nach Hybridisierung erhaltenen Signalbanden.

Zwischen den unterschiedlichen RACE-Ansatzen (Spuren 1 und 2, Abb.30) kommt es trotz
Verwendung der identischen RACE-Primer (RACEL-3) zu keinen wesentlichen Kreuz-
hybridisierungen. Dies bestatigt die Spezifitat der im 3"-RACE verwendeten Primer und
der zur Hybridisierung eingesetzten mit Digoxigenin markierten Sonden. Eine Kontamina-
tion der cDNA mit genomischer DNA konnte durch entsprechende Ansétze mit DNase
verdauter RNA, die auch zur cDNA-Synthese eingesetzt worden war, ausgeschlossen
werden (nicht dokumentiert).Die erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dal} auch high-
affinity Nitrattransportergene (Tomate-hi2 und Tomate-hi3) in oberirdischen Pflanzenteilen
von Tomate transkribiert werden.

Aus den durchgefiihrten RT-PCR- und RACE-Versuchen ergibt sich folgendes Bild:

Tabelle 11: Zusammenfassung der Resultate zur Expression von Nitrattransporter-
genen in oberirdischen Pflanzenteilen von Tomate

Gene junge Frichte Bliten junge Blatter Blatter
Tomate-lol + + + +
Tomate-l02 + + + -
Tomate-hi2 - (+) -(9) - () -(4)
Tomate-hi3 +(+) - (+) - (+) - (-)

+: Transkripte nachgewiesen (RT-PCR)
- © Transkripte nicht nachgewiesen (RT- PCR)
() : Resultate der RACE-Experimente

Bei dem zur RNA-Isolierung und fur In situ-Hybridisierungsexperimente eingesetzten
oberirdischen Pflanzenteilen ist folgendes zu beachten:
1. Bei den ,jungen” Blattern handelt es sich um noch nicht voll entfaltete Blatter.
2. Als ,Bléatter” werden voll entwickelte Blatter bezeichnet.
3. Bei den verwendeten Bliten handelt es sich um vollstandige Bliten mit allen
zugehorigen Teilen.
4. Als ,junge* Frichte werden solche bezeichnet, die einen Durchmesser von
maximal 1 cm aufweisen.
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3.5 Lokalisierung von Nitrattransportertranskripten in mykorrhizierten und nicht-
mykorrhizierten Tomatenpflanzen

3.5.1 Lokalisierung der Transkripte von low- und high-affinity Nitrattransporter-
genen in Tomatenwurzeln

Zur Untersuchung des Expressionsmusters von low- und high-affinity-Nitrattransporter-
genen in Tomate wurden In situ-RNA-Hybridisierungen mit radioaktiv markierten Anti-
sense- und Sense-RNA-Sonden (hi3 aus Tomate-hi3 und lol aus Tomate-lo1l) mit L&ngs-
schnitten von in Fibrowax eingebetteten (Kap. 2.7.3) Tomatenwurzeln (Kap.3.4.1) durch-
gefuhrt. Zur Steigerung der mMRNA-Gehalte der zu untersuchenden Gene waren die einge-
setzten Tomatenpflanzen nach einwdchigem Wachstum in nahezu N-freier N&hrlosung 6 h
vor der Ernte der Pflanzen in Schalen mit nitrathaltiger Nahrldsung uberfiihrt worden (Kap.
3.4.1). Wegen des hohen experimentellen Aufwandes wurden die Untersuchungen auf nur
je einen Vertreter der low- und high-affinity-Nitrattransporter-Familie beschrénkt. Die in
den Abbildungen 31 und 32 dargestellten Mikroautoradiographien von In situ-Hybri-
disierungen zeigen Expressionsmuster fiir die beiden untersuchten Gene Tomate-lol und
Tomate-hi3. Fur Tomate-lol sind Transkripte in jungen Wurzelteilen in der Wurzelspitze,
in der Rhizodermis (Abbildung 31A) und in &lteren Wurzelabschnitten (Abb. 31B)
verstérkt in den inneren Schichten des Cortex und deutlich reduziert in der Rhizodermis zu
erkennen. Die in Abb. 31A im Schnitt mit der Sense-Hybridisierung zu erkennenden Quer-
streifen sind auf Stauchungen des Schnittes wahrend des Schneidens zurtickzufiihren. Die
Signale der Transkripte von Tomate-hi3 sind ebenfalls recht deutlich in Zellen der
Wurzelspitze und in den Zellen der Rhizodermis zu erkennen (Abbildung 32A), bleiben
dann aber in &lteren Wurzelteilen im wesentlichen auf die Rhizodermis beschrankt
(Abbildung 32B). Weniger deutliche Signale fiir Tomate-hi3 treten zusatzlich an den
Zellen des Zentralzylinders auf. Diese Signale konnten jedoch nicht bei allen untersuchten
Schnitten be-obachtet werden. Die mit der jeweiligen Sense-RNA-Sonde durchgefihrten
Kontrollen zeigen in den Bereichen, in denen bei den Antisense-Hybridisierungen starke
Signale auftreten, eine leicht tiber den unspezifischen Hintergrundsignalen liegende Dichte
von Silberkdrnern. Ein im Dunkelfeld zum Teil recht intensives Leuchten einiger
Zellwéande, insbesondere der Rhizodermis, erschwert die optische Unterscheidung von
ebenfalls stark leuchtenden Silberktrnern. Interessanterweise sind sowohl fiir Tomate-lol
wie auch fiir Tomate-hi3 deutliche Signale in den noch nicht ausdifferenzierten Zellen der
Rhizodermis (moglicherweise auch in Zellen der Wurzelhaube) und des Rinden-
parenchyms an den Wurzelspitzen zu erkennen (Abb. 31 und 32). Um prézisere Aussagen
zur Lokalisation von signalgebenden Silberkdrnern zu machen, wurden die Resultate der In
situ-RNA-Hybridisierungen, wie in Tabelle 12 dargestellt, quantifiziert. Es wurde jeweils
die Anzahl von Silberkérnern auf einer Flache von 100 pum? mit Hilfe eines
Bildbearbeitungs-programms ausgezéhlt. Als problematisch erwiesen sich dabei die Zellen
in den Wurzelspitzen. Sowohl die relativ dicken Schnitte (810 um), die relativ kleinen
Zellen und die z.T. sehr hohe Silberkorndichte, die eine Unterscheidung einzelner
Silberkdrner nicht mehr ermoglichte, verhindern eine direkte Zuordnung der Signale zu
bestimmten Zelltypen. Daher wurde die Quantifizierung der Silberkdrner im wesentlichen
auf Wurzelabschnitte unmittelbar hinter der Wurzelspitze und auf &altere Wurzelteile
beschrénkt (Tabelle 12). Zellen des Rindenparenchyms, die offenbar mit grof3en Vakuolen
ausgestattet sind, fihren flachenbezogen zu reduzierten Silberkorn-Durchschnittswerten.
Allgemein sind nur die fur jeweils eine Sonde und einen Sondentyp (Antisense- oder
Sense-RNA-Sonden) erhaltenen Daten miteinander vergleichbar. Die erhaltenen Daten
bestatigen die mit bloBem Auge erkennbare Verteilung von Silberkérnern in den
Abbildungen 31 und 32.
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Abbildung 31: Lokalisation der Transkripte von Tomate-lol durch In situ-RNA-
Hybridisierung in Tomatenwurzeln

Antisense-Sonde Sense-Sonde

Legende zur Abbildung 31: Dunkelfeldaufnahmen von in Fibrowax eingebetteten Tomatenwurzel-
Langsschnitten junger (mit Wurzelspitze) (31A) und &lterer Wurzelbereiche (31B). Diese wurden
mit der Antisense-RNA-Sonde lol (Tomate-lo1) oder der entsprechenden Sense-RNA-Sonde bei
50°C U.N. in situ hybridisiert. Die Signale wurden durch Mikroautoradiographie in situ nach-
gewiesen. Die zwolf Wochen alten Pflanzen wurden Uber einen Zeitraum von finf Tagen mit
nahezu N-freier 0,5 x Hoagland-N&hrlosung (pH 6,0) kultiviert und dann 6 h vor der Ernte mit
nitrathaltiger (7,5 mM NO3") 0,5 x Hoagland-Nahrlésung (pH 6,0) versetzt.
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Abbildung 32: : Lokalisation der Transkripte von Tomate-hi3 durch In situ-RNA-
Hybridisierung mit Tomatenwurzeln

Antisense-Sonde Sense-Sonde

Legende zur Abbildung 32: Dunkelfeldaufnahmen von in Fibrowax eingebetteten Tomatenwurzel-
Langsschnitten junger (mit Wurzelspitze) (32A) und &lterer Wurzelbereiche (32B). Diese wurden
mit der Antisense-RNA-Sonde hi3 (Tomate-hi3) oder der entsprechenden Sense-RNA-Sonde bei
50°C U.N. in situ hybridisiert. Die Signale wurden durch Mikroautoradiographie in situ nach-
gewiesen. Die zwolf Wochen alten Pflanzen wurden Uber einen Zeitraum von finf Tagen mit
nahezu N-freier 0,5 x Hoagland-N&hrlosung (pH 6,0) kultiviert und dann 6 h vor der Ernte mit
nitrathaltiger (7,5 mM NO3’) 0,5 x Hoagland-Nahrlésung (pH 6,0) versetzt.
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Die mit der Antisense-Sonde fiir Tomate-lo1 erhaltene Silberkorndichte in Cortex und Epi-
dermis &lterer Wurzelteile ist signifikant verschieden von den in der Nahe der Wurzel-
spitzen gemessenen Werten. So erscheinen die flir Rhizodermis und Cortex ermittelten
Daten im Vergleich zwischen Wurzelspitze und é&lteren Wurzelabschnitten nahezu
invertiert. Die Expression von Tomate-hi3 bleibt der gemessenen Silberkorndichte zufolge
in signifikanter Weise auf die Zellen der Rhizodermis beschrankt. Mit den Sense-Sonden
fir Tomate-lol und Tomate-hi3 kommt es im Vergleich zu den Hintergrundsignalen des
Objekttragers zu leicht verstarkten Silberkorndichten an den Wurzelschnitten. Die Anzahl
der Silber-korner ist innerhalb der Wurzelschnitte stets hoher als auf der Oberflache der
Objekttrager. Diese Signale lassen sich moglicherweise auf eine unspezifische Bindung
oder Hybridisierung zurtckfihren.

Eine mogliche Expression der beiden untersuchten Gene in Wurzelhaaren konnte aufgrund
der geringen Intaktheit von Wurzelhaaren nach der Ernte der Wurzeln, bedingt durch die
Kultivierungsmethode der Pflanzen (in Topfen mit Quarzsand als Substrat), nicht weiter
untersucht werden.

Tabelle 12: Anzahl der Silberkdérner in Rhizodermis und Cortex von Tomaten-
wurzeln (n =10)

Antisense-Sonde

Sense-Sonde

Tomate-lol Rhizodermis | Cortex | Hintergrund | Rhizodermis | Cortex | Hintergrund
Wurzelspitze 75+ 26 8+4 8+4 15+6 15+11 2%1
altere Wurzelteile 10£3 50+ 14 3+2 85 10£5 3+2
Tomate-hi3

Wurzelspitze 43+18 9+5 2+2 5+4 76 2%1
altere Wurzelteile 49+5 74 4+1 4+2 8+2 4+£2

Legende zu Tabelle 12:

L&ngsschnitte von in Fibrowax eingebetteten Tomatenwurzeln wurden in situ mit Sense-, bzw.
Antisense-RNA-Sonden fiir Tomate-lol oder Tomate-hi3 hybridisiert. Die zw6lf Wochen alten
Pflanzen wurden Uber einen Zeitraum von finf Tagen mit nahezu N-freier 0,5 x Hoagland-
Né&hrlosung (pH 6,0) kultiviert und dann 6h vor der Ernte mit nitrathaltiger (7,5 mM NOj) 0,5 x
Hoagland-Nahrlésung (pH 6,0) versetzt. Die durchschnittliche Anzahl der Silberkérner einer
Flache von 100 pm? wurde ermittelt. Die auftretenden Hintergrundsignale (Hintergrund: Silber-
korner auf der Oberflache des Glas-Objekttragers in unmittelbarer N&he der Wurzelschnitte)
wurden von den in den Wurzelschnitten auftretenden Werten subtrahiert. Es wurden je zehn
Z&hlungen an mindestens zwei verschiedenen Schnitten durchgefiihrt. Angegeben sind die je-
weiligen Standardabweichungen.

3.5.2 Lokalisierung der Transkripte von low- und high-affinity Nitrattransporter-
genen in mykorrhizierten Tomatenwurzeln

Zur Untersuchung einer moglichen Anderung in der Lokalisation von Nitrattransporter-
transkripten in mykorrhizierten Tomatenwurzeln wurden In situ-Hybridisierungen mit
stark mykorrhizierten Wurzeln (> 90%) 12 Wochen alter Tomatenpflanzen durchgefuhrt.
Zur Kontrolle wurden unter gleichen Bedingungen kultivierte, nicht-mykorrhizierte
Tomatenwurzeln eingesetzt. Die Pflanzen unterschieden sich dabei hinsichtlich ihres
Wachstums nur im Blihzeitpunkt, der bei den mykorrhizierten Pflanzen etwa eine Woche
friher zu beobachten war. Die Hybridisierung erfolgte mit den spezifischen Sonden fiir
Tomate-lol und Tomate-hi3. Am Tag vor der Ernte waren die Pflanzen mit 30 ml einer 0,5
x Hoagland-Nahrlésung (pH 6,0) gediingt worden. Fiir Tomate-lol konnten sowohl in den
mykorrhizierten wie auch in den nicht-mykorrhizierten Tomatenwurzeln keine deutlichen
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Signale erhalten werden. Im Gegensatz dazu fihrte die In situ-Hybridisierung mit der Son-
de fiir Tomate-hi3 zu deutlichen Signalen in mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten
Wurzeln. Dabei entspricht das Expressionsmuster von Tomate-hi3 in den nicht-
mykorrhizierten Wurzeln (Abb. 33B und 33C) im wesentlichen den Resultaten der In situ-
Hybridisierung mit der Sonde fir Tomate-hi3 in Tomatenwurzeln, die 6 h vor der Ernte mit
7,5 mM Nitrat versetzt worden waren (Abb.32). Aufgrund unterschiedlicher Schnittebenen
sind jedoch keine Aussagen uber eine Expression von Tomate-hi3 in der Umgebung des
Zentralzylinders moglich. In mykorrhizierten Wurzeln erkennt man hingegen, dal Tran-
skripte von Tomate-hi3, im Gegensatz zu nicht-mykorrhizierten Wurzeln, nicht mehr nur
auf die Rhizodermis beschréankt sind, sondern auch in umliegenden Zellen des Cortex zu
Signalen fuhren (Abb.33A). Eine verstarkte Expression in unmittelbarer N&he der
pilzlichen Arbuskeln tritt nicht auf. Deutliche Signale sind in den Zellen des &uf3eren
Cortex zu erkennen.

Abbildung 33: Lokalisierung von Transkripten des high-affinity Nitrattransporter-
gens Tomate-hi3 in mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Tomatenwurzeln

Antisense-Sonde Sense-Sonde
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Fortsetzung Abbildung 33:

Legende zu Abbildung 33: Dunkelfeldaufnahmen von in Fibrowax eingebetteten Tomatenwurzel-
L&ngsschnitten mykorrhizierter (A) und nicht-mykorrhizierter (B und C) junger und &lterer
Wurzelbereiche. Diese wurden mit der Antisense-RNA-Sonde fiur Tomate-hi3 oder der ent-
sprechenden Sense-RNA-Sonde bei 50°C 0.N. in situ hybridisiert. Einige Arbuskeln sind durch
weile Pfeile markiert. Die Signale wurden durch Mikroautoradiographie in situ nachgewiesen.

Um prazisere Aussagen zur Signalstarke bei Hybridisierungen mit Sense- und Antisense-
Sonde in Rhizodermis und Cortex der mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Wurzeln
machen zu koénnen, wurden die bei der In situ-Hybridisierung alterer Wurzelteile er-
haltenen Signale quantifiziert. An Wurzelspitzen liel? sich wegen der dort auftretenden z.T.
extrem hohen Silberkorndichte keine Quantifizierung durchfiihren, da dort eine Differen-
zierung der einzelnen Silberkdrner nicht moéglich ist. Aufgrund der unterschiedlichen Zell-
groRen wurde in Rhizodermis, Hypodermis und in Zellen des Cortex die durchschnittliche
Anzahl der Silberkdrner einer Flache von jeweils 100 pm? bestimmt (Tabelle 13).

Dabei wird deutlich, dal? es mit allen Sonden zu geringen unspezifischen Signalen an den
Wurzelschnitten kommt. Die Anzahl der Silberkdrner ist innerhalb der Wurzelschnitte stets
hoher als auf der Oberflache der Objekttrager. Die Anzahl der Silberkdrner in der Epi-
dermis von mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Tomatenwurzeln bei der Hybridi-
sierung mit der Antisense-RNA-Sonde flir Tomate-hi3 unterscheidet sich kaum.
Signifikante Unterschiede treten allerdings, wie auch in Abb.33A zu erkennen, in Hypo-
dermis und Cortex der mykorrhizierten Wurzeln auf, die eine etwa drei- bis vierfach
erhohte Silberkorndichte im Vergleich zu den nicht-mykorrhizierten Wurzeln aufweisen.
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Tabelle 13: Quantifizierung der Resultate der In situ-Hybridisierungen fir Tomate-
hi3 in mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Tomatenwurzeln

(n =10) Rhizodermis | Hypodermis Cortex Hintergrund
mykorrhiziert, sense 32+14 18+ 3 23+9 11+£2
nicht mykorrhiziert, sense 18+ 4 14 +2 16 + 3 20+4
mykorrhiziert, antisense 120 £ 25 105 + 34 63 + 36 35+14
nicht mykorrhiziert, 111+ 32 32+2 10+3 30+6
antisense

Legende zu Tabelle 13:

L&ngsschnitte von in Fibrowax eingebetteten mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten
Tomatenwurzeln wurden in situ mit Sense-, bzw. Antisense-RNA-Sonden fiir Tomate-hi3
hybridisiert. Die durchschnittliche Anzahl der Silberkérner einer Flache von 100 um? wurde ausge-
zahlt. Die unmittelbar an die Rhizodermis anschliefenden beiden Zellschichten wurden als zur
Hypodermis zugehdrig angesehen. Die auftretenden Hintergrundsignale (Hintergrund: Silberkorner
auf der Oberflache des Glas-Objekttragers in unmittelbarer N&dhe der Wurzelschnitte) wurden von
den in den Wurzelschnitten auftretenden Werten subtrahiert. Es wurden je mindestens zehn
Zahlungen an zwei verschiedenen Schnitten durchgefiihrt. Angegeben sind die jeweiligen
Standardabweichungen.

Hyphen von Glomus intraradices sind in den Schnitten nicht zu erkennen. Demzufolge
kdnnen auch keine Aussagen uber eine mogliche Expression von Tomate-hi3 in der N&he
der intraradikalen Hyphen gemacht werden.

Ferner kommt es an den Vesikeln sowohl mit Sense- und Antisense-RNA-Sonden zu z.T.
recht starken Signalen, die sich wahrscheinlich auf eine unspezifische Hybridisierung zu-
rickfuhren lassen (nicht dokumentiert).

3.5.3 Lokalisierung von Nitrattransportertranskripten in Geweben oberirdischer
Pflanzenteile von Tomate

Zur Lokalisierung von Nitrattransportertranskripten in oberirdischen Pflanzenteilen von
Tomate wurden Schnitte von Blattern, Stengeln, Fruchten und Bliten von 12 Wochen
alten, in 0,5 x Hoagland-Né&hrlosung (pH 6,0) herangewachsenen Pflanzen angefertigt.

Die In situ-Hybridisierung dieser Schnitte erfolgte mit den Sonden hi3, fur das high-
affinity Nitrattransportergen Tomate-hi3, und lo1, fur das low-affinity Nitrattransportergen
Tomate-lol. Dabei konnten keine (iber die auftretenden Hintergrundsignale hinaus-
gehenden spezifischen Depositionen von Silberkdrnern in Gewebeschnitten, die mit Sense-
oder Antisense-RNA-Sonden hybridisiert worden waren, festgestellt werden (nicht doku-
mentiert).

3.6 Northern-Analysen zur Untersuchung der Expression von Nitrattransportergenen
in mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Tomatenwurzeln

Zur Klarung einer moglichen differentiellen Expression von Nitrattransportergenen in
mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Tomatenwurzeln wurden Northern-Analysen
durchgefiihrt. Die bei den Kontrollpflanzen zu beobachtenden Mykorrhizierungswerte von
4% sind vermutlich durch Kreuzinfektionen, ausgehend von den mykorrhizierten Pflanzen
im Gewaéchshaus, zu erklaren. Im weiteren werden diese Pflanzen als nicht-mykorrhiziert
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bezeichnet (Tabelle 14). In der Regel betrachtet man Pflanzen mit einer Mykorrhizierung
der Wurzellange unter drei Prozent als nicht signifikant und damit als nicht-mykorrhiziert.
Die bei den Northern-Analysen erhaltenen Signale wurden densitometrisch vermessen. Der
Vergleich der erhaltenen Signalintensitaten bei Hybridisierungen mit der Sonde lol (To-
mate-lol) und der Sonde hi2 (Tomate-hi2) mit RNA aus mykorrhizierten und nicht-
mykorrhizierten Wurzeln ergab keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 34).

Abbildung 34:
A:
Tomate-lol Tomate-hi2
W; NM M NM NM M NM M Wi
NM M
Tomate-hi3 e D Seeen SN 0
B:
Tomate-lol Tomate-hi2 Tomate-hi3

14 12 - 25 -

10 4

20 -

15 4

Signalstarke

10 4

Signalstarke
Signalstarke

2 M
= NN
N\

Legende zu Abbildung 34: Aus Wurzeln von 14 Wochen alten Tomatenpflanzen mit und ohne
Kolonisierung mit Glomus intraradices Sy167 wurde RNA isoliert. Die RNA wurde durch Gel-
elektrophorese aufgetrennt und auf HybondN-Nylonmembran (Amersham) bertragen. Die Filter
wurden mit den spezifischen digoxigeninmarkierten Antisense-RNA-Sonden lo1(Tomate-lol), hi3
(Tomate-hi3) und hi2 (Tomate-hi2) bei einer Inkubationstemperatur von 68°C U.N. hybridisiert.
Der Chemilumineszenznachweis erfolgte wie in Kapitel 2.6.6 beschrieben. Nach Entfernung der
hybridisierten nitrattransporterspezifischen Sonden erfolgte eine Hybridisierung mit einer Sonde
fir die 18S-rRNA (Kiss et al., 1989) aus Tomate. Die erhaltenen Signale wurden densitometrisch
vermessen und gegen die Signale der 18S-rRNA normalisiert. A: Exemplarische Darstellung der
erhaltenen Signale eines Versuches von insgesamt drei unabhéngigen Versuchsansatzen mit RNA
aus je vier mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Pflanzen (n = 4). B: Grafische Darstellung
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der Ergebnisse der drei unabh&ngigen Versuche. Die Fehlerbalken représentieren die mittleren
quadratischen Fehler der Mittelwerte der ermittelten Signalstdrken von je mindestens zwei
Blotsignalen. Die Signalstdrken der Kontrollpflanzen wurden willklrlich auf einen relativen
Signalstarkedurchschnittswert von 10 gesetzt, um einen Vergleich der voneinander unabhangig
durchgefuhrten Northern-Analysen zu erméglichen.( Wi = Wurzel-Gesamt-RNA, nitratinduziert)

Im Gegensatz dazu zeigen die Northern-Analysen mit RNA aus AM-kolonisierten und
nicht-kolonisierten Tomatenwurzeln einen deutlichen Unterschied in der Expression des
high-affinity Nitrattransportergens Tomate-hi3. Bei mykorrhizierten Wurzeln traten nach
Hybridisierung mit der Antisense-RNA-Sonde hi3 (Tomate-hi3) starkere Signale auf als
bei den nicht-mykorrhizierten Wurzeln der Kontrollpflanzen. Die mit der RNA aus
mykorrhizierten Wurzeln erhaltenen Signale sind etwa doppelt so stark wie die Signale mit
isolierter RNA aus nicht-mykorrhizierten Kontrollwurzeln.

In Abhéngigkeit von der RNA-Menge und der Auflagezeit des Chemilumineszenz-Films
beim Nachweis der Signale besteht in der Regel zwischen der Menge der nachgewiesenen
mMRNA und der Signalstarke auf dem Film ein logarithmischer Zusammenhang. Daher
kann der Unterschied zwischen der Konzentration der nachgewiesenen mRNA und der
Signalintensitat durchaus wesentlich gréRRer sein als der Unterschied der gemessenen
Signalintensitaten. Zur Quantifizierung dieses Unterschiedes wurden je 5, 10 und 20 ug
RNA aus den Wurzeln von je vier mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Tomaten-
pflanzen in einer weiteren Northern-Analyse mit der Sonde hi3 fir das high-affinity
Nitrattransportergen Tomate-hi3 hybridisiert (Abb.35).

Abbildung 35: Quantifizierung der mit der Sonde hi3 fir Tomate-hi3 in der
Northern-Analyse erhaltenen Signale

5 ug 10pg 20 pg 35
M NM M NM M NM 30 -
A g 25
T 20
‘_é: 15 -
B T
5
0 * ‘ =
A: Gelauftragung 0 5 10 15 20
B: Tomate-hi3 eingesetzte RNAMenge [ug]

Legende zu Abbildung 35: Je 5, 10 und 20 pg RNA aus den Wurzeln von je vier mykorrhizierten
(M) und nicht-mykorrhizierten (NM) Tomatenpflanzen wurden mit einer Dig-markierten Antisen-
se-RNA-Sonde (hi3) fur das high-affinity-Nitrattransportergen Tomate-hi3 bei 68°C hybridisiert.
Die Gber Chemilumineszenznachweis (4 h Auflagezeit) erhaltenen Signale wurden quantifiziert
und gegen die eingesetzte RNA-Menge aufgetragen.

I : RNA aus den Wurzeln der nicht-mykorrhizierten Pflanzen (NM)

€@ : RNA aus den Wurzeln mykorrhizierter Pflanzen (M)

Aus den erhaltenen Daten kann abgelesen werden, dal3 innerhalb der gewéahlten Parameter
(RNA-Menge, Sondenkonzentration, Auflagezeit, Filmentwicklungsdauer) eine mogli-
cherweise nahezu lineare Abhéngigkeit der Signalstirke zur eingesetzten RNA-Menge
besteht. Dies bedeutet, dal} die erhaltene Signalstarke mit der RNA aus mykorrhizierten
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Wurzeln einer etwa um den Faktor zwei erh6hten Transkriptmenge im Vergleich zur RNA
aus nicht-mykorrhizierten Wurzeln entspricht.

Tabelle 14:
n=12 Gesamt | Arbuskel | Vesikel | Innenmyzel
Mykorrhizierte Pflanzen (M) 78+ 3 45+ 8 67+5 77+3
Nicht-mykorrhizierte Pflanzen (NM) 4+3 4+2 4+3 4+4

Legende zu Tabelle 14: Mykorrhizierung der zu Northern-Analysen eingesetzten 14 Wochen alten
Tomatenpflanzen. Angegeben sind Mittelwerte aus drei unabh&ngigen Experimenten mit je vier
mykorrhizierten (M) und vier nicht-mykorrhizierten Pflanzen (NM). Bei den Fehlerwerten handelt
es sich um den mittleren quadratischen Fehler des Mittelwertes. Der Mykorrhizierungsgrad wurde
durch Auszéhlen der Pilzstrukturen an mit Lactophenolblau oder mit Tinte gefarbten Wurzelproben
ermittelt. Farbung und Bonitur sind in Kapitel 2.1.7 beschrieben.

3.7 Expression von Nitratreduktase- und Nitritreduktasegenen von Tomate in
mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Tomatenpflanzen

Zur Untersuchung der Expression pflanzlicher und pilzlicher Nitratreduktasegene sowie
des Nitritreduktasegens von Tomate in mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten
Tomatenpflanzen wurden Northern-Analysen durchgefiihrt. Die Expression dieser Gene,
die fiir die Enzyme der beiden den Nitrattransportern unmittelbar folgenden Schritte der
Nitratassimilation kodieren, kdnnte Hinweise auf eine Beteiligung von Glomus intrara-
dices an der assimilatorischen Nitratreduktion in mykorrhizierten Tomatenpflanzen liefern.
Drei unabhé&ngige Experimente mit RNA aus insgesamt 12 mykorrhizierten und 12 nicht-
mykorrhizierten Pflanzen ergaben dhnliche Ergebnisse. In Abbildung 36 sind die erhalte-
nen Signalstarken zusammenfassend grafisch dargestellt

Mit der RNA aus Wurzeln von mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten 14 Wochen
alten Tomatenpflanzen lassen sich nach Hybridisierung mit den RNA-Sonden fir die
Nitratreduktase und einer Nitritreduktase aus Tomate keine statistisch signifikanten Unter-
schiede in den erhaltenen Signalstarken feststellen. Die aus Blattern von mykorrhizierten
Tomatenpflanzen isolierte RNA fiuhrt im Vergleich zu RNA aus nicht-mykorrhizierten
Pflanzen nach Hybridisierung mit der Antisense-RNA-Sonde fir die Nitritreduktase aus
Tomate zu um durchschnittlich etwa 30% starkeren Hybridisierungssignalen. Die mit der
Sonde fir die Nitratreduktase aus Tomate erhaltenen Signale mit Blatt-RNA aus
mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Pflanzen weisen im Rahmen der Varianz keine
deutlichen Unterschiede auf. In den Blattern der mykorrhizierten Pflanzen 148t sich eine
statistisch nicht abgesicherte Tendenz zu einer leicht erhéhten Transkriptmenge des
Nitratreduktase- und Nitritreduktasegens erkennen.

3.8 Expression des Nitratreduktasegens von Glomus intraradices Syl167 in
mykorrhizierten Tomatenwurzeln

Mit der Antisense-RNA-Sonde (My46) fiir ein Nitratreduktasegen aus Glomus intraradices
Sy167 (Kaldorf et al., 1994; Kaldorf et al., 1998) konnten Signale mit der RNA aus
mykorrhizierten Tomatenwurzeln (>80% Mykorrhizierung) und mit der RNA aus
Kontrollpflanzenwurzeln erhalten werden. Die Hybridisierungen zwischen der RNA aus
mykorrhizierten Wurzeln und der Glomus-Sonde ergeben eindeutig starkere Signale als die
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Hybridisierungen mit der RNA aus den Wurzeln der Kontrollpflanzen. Nach densitometri-
scher Analyse und Normalisierung der Werte gegen die Signale der 18S-rRNA ergeben
sich etwa funfmal stérkere Signale mit der RNA aus mykorrhizierten Wurzeln (Abb.37).

Abbildung 36: Unterschiede in der Expression von Nitratreduktase- und Nitrit-
reduktasegenen in mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Tomatenpflanzen
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Legende zu Abb. 36: Aus Wurzeln und Blattern von 14 Wochen alten Tomatenpflanzen mit und
ohne Kolonisierung mit Glomus intraradices Sy167 (M = mykorrhiziert, NM = Kontrollpflanze)
wurde RNA isoliert. Die RNA wurde durch Gelelektrophorese aufgetrennt und auf HybondN-
Nylonmembran (Amersham) Ubertragen. Die Filter wurden mit den spezifischen digoxigenin-
markierten Antisense-RNA-Sonden T3-1 (Tomate-NIA), und TNir2-1 (Tomate-NII) bei einer
Inkubationstemperatur von 68°C U.N. hybridisiert. Der Chemilumineszenznachweis erfolgte wie in
Kapitel 2.6.6 beschrieben. Nach Entfernung der hybridisierten nitrattransporterspezifischen Sonden
erfolgte eine Hybridisierung mit einer Sonde fur die 18S-rRNA aus Tomate. Die erhaltenen Signale
wurden densitometrisch vermessen und mit den Signalen der 18S-rRNA normalisiert. Grafische
Darstellung der Ergebnisse von drei unabhdngigen Versuchen. Die Fehlerbalken représentieren die
mittleren quadratischen Fehler der Mittelwerte der ermittelten Signalstdrken von je mindestens
zwei Blotsignalen pro Versuch. Die Signalstarken der Kontrollpflanzen wurden willkirlich auf
einen relativen Signalstarkedurchschnittswert von 10 gesetzt, um einen Vergleich der voneinander
unabhangig durchgefiihrten Northern-Analysen zu ermdglichen.

Daraus folgt, dall das Glomus-Nitratreduktasegen in mykorrhizierten Tomatenwurzeln
transkribiert wird. In den Wurzeln der Kontrollpflanzen wurde nach Anférbung der Pilz-
strukturen (Kapitel 2.1.7.1) eine AM-Kaolonisierung von nur etwa 1% festgestellt. Die etwa
funffach geringeren, mit der RNA aus Kontrollpflanzen erhaltenen Signale sind offenbar
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auf eine Kreuzhybridisierung mit den Transkripten des Tomaten-Nitratreduktasegens
zuruckzufihren.

Abbildung 37:
M M NM NM
= - Glomus-NR
e— ﬂ Tomate 18S-rRNA
33,5+6,3 6,9+18

Legende zu Abb. 37: Aus Wurzeln von 14 Wochen alten Tomatenpflanzen mit und ohne Koloni-
sierung mit Glomus intraradices Sy167 (M = mykorrhiziert, NM = Kontrollpflanze) wurde RNA
isoliert. Die RNA (je 20 pg) wurde durch Gelelektrophorese aufgetrennt und auf Hybond N-
Nylonmembran (Amersham) Ubertragen. Die Filter wurden mit der spezifischen digoxigenin-
markierten Antisense-RNA-Sonde My46 aus dem Nitratreduktasegen von Glomus intraradices bei
einer Inkubationstemperatur von 68°C u.N. hybridisiert. Der Chemilumineszenznachweis erfolgte
wie in Kapitel 2.6.6 beschrieben. Nach Entfernung der hybridisierten My46-Sonde erfolgte eine
Hybridisierung mit einer Sonde flr die 18S-rRNA aus Tomate. Die erhaltenen Signale wurden
densitometrisch vermessen und mit den Signalen der 18S-rRNA normalisiert. Die Signalstérken
sind in relativen Einheiten angegeben. Als Fehler angegeben ist die auftretende Signalstarken-
varianz von je zwei Signalbanden.

3.9 Bestimmung der Nitratreduktaseaktivitat in Rohextrakten von mykorrhizierten
und nicht-mykorrhizierten Tomatenpflanzen sowie in Rohextrakten aus extra-
radikalem Myzel (ERM) von Glomus intraradices Sy167

Zur Uberpriifung einer moglichen Korrelation zwischen Enzymaktivitat und den Signalen
der Northern-Analysen wurde die NR-Aktivitdt von Wurzel- und Blattrohextrakten
mykorrhizierter und nicht-mykorrhizierter Tomatenpflanzen bestimmt. Aus den in Tabelle
15 dargestellten MeRergebnissen wird deutlich, dal? in den Blattextrakten der mykor-
rhizierten Tomatenpflanzen eine im Vergleich zu den Blattextrakten der Kontrollpflanzen
leicht erhohte NADH- und NADPH-abhéngige Nitratreduktaseaktivitat auftritt. In den
Wurzelextrakten lassen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Tomatenpflanzen erkennen. Unter den
gewahlten Anzuchtbedingungen treten sowohl bei der Expression des Nitratreduktasegens
von Tomate in der Wurzel wie auch bei der Enzymaktivitdt von Wurzelextrakten keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten
Tomatenpflanzen auf. Allerdings konnte die bei den NR-Aktivitdten zu erkennende
Tendenz einer erhohten NR-Aktivitat in mykorrhizierten Wurzeln auf die Aktivitat der
Glomus-Nitratreduktase zurtickgefihrt werden, sofern die in Northern-Analysen nach-
gewiesenen Transkripte zur Bildung von aktiver Glomus-NR fihren. Die Resultate der
Northern-Analyse von Nitratreduktase-Transkripten in Blattern von mykorrhizierten
Tomatenpflanzen zeigen einen ebenfalls statistisch nicht abgesicherten Trend zu einer
leicht verstérkten Expression. Messungen der Nitratreduktase-Aktivitat bestatigen diesen
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Trend mit einer um etwa 10-20% hdheren NR-Aktivitat in den Blattextrakten der
mykorrhizierten Pflanzen.

Tabelle 15:
Eingesetztes Material zur Mykorrhi- |  Spezifische NR- Spezifische NR-
Herstellung von Rohextrakten zierung @ Aktivitat Aktivitat
n = 16 (fur Wurzeln und Blatter) n [%] [umol/ g FW x h] | [pmol/ g FW x h]
= 6 fir ERM NADH-abhéngig NADPH-abhangig
Blatter, mykorrhizierte Pflanzen - 1.95+0.11 1.89+0.14
Blatter, Kontrollpflanzen - 1.68 + 0.09 1.47 +£0.13
Wurzeln, mykorrhizierte Pflanzen 80 0.49+0.10 0.33+0.08
Wurzeln, Kontrollpflanzen 5 0.32+0.11 0.23+0.08
Extraradikales Myzel (ERM) 1.13+0.16 1.16 +0.20
von Glomus intraradices Sy167

Legende zu Tabelle 15: Nitratreduktase-Aktivitdt (NRA) in den Extrakten aus 14 Wochen alten
mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Pflanzen (Kontrollpflanzen) sowie in Extrakten aus
extraradikalem Myzel von Glomus intraradices Sy167 (isoliert aus dem Kompartiment-System).
Die NRA wurde durch Messung der enzymatischen Umsetzung von Nitrat zu Nitrit mit NADH und
NADPH als jeweiligem Elektronendonor bestimmt. Die NRA der Extrakte aus Pflanzenteilen
wurde in zwei unabhdngigen Versuchen mit je vier mykorrhizierten und vier nicht-mykorrhizierten
Pflanzen mit vier Doppelproben pro Pflanze ermittelt. Die gewonnenen Daten fir die NRA aus
extraradikalem Myzel resultieren aus je zwei Doppelproben von Myzel aus Hyphen-
Kompartimenten von drei Kompartimentsystemen. Bei den angegebenen Fehlerwerten handelt es
sich um den mittleren quadratischen Fehler des Mittelwertes.

Bei den fir mykorrhizierte und nicht-mykorrhizierte Tomatenpflanzen erhaltenen
MeRwerten féllt auf, dal die NADPH-abhangige NR-Aktivitét stets nur wenig geringer ist
als die entsprechende NADH-abh&ngige NR-AKktivitat.

Die erhaltene NR-Aktivitat in Rohextrakten des isolierten extraradikalen Myzels von
Glomus intraradices liegt oberhalb der MelRwerte, die fiir Wurzelrohextrakte mykor-
rhizierter und nicht-mykorrhizierter Pflanzen ermittelten werden konnten. Zwischen der
NADH- und der NADPH-abhangigen NR-Aktivitat in Extrakten aus extraradikalen
Hyphen konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Die
erhaltenen MeRwerte zeigen deutlich, dall das extraradikale Myzel von Glomus intra-
radices Nitratreduktaseaktivitat besitzt. Somit konnten erstmals, durch die Verwendung
des Kompartiment-Kultursystems (siehe 2.1.6), NR-Aktivitaten des extraradikalen Myzels
eines AM-Pilzes bestimmt werden.

3.10 RT-PCR-Nachweis von Nitratreduktasetranskripten mit RNA aus extra-
radikalem Myzel (ERM) von Glomus intraradices Sy167

Durch den Nachweis von Nitratreduktasetranskripten im extraradikalen Myzel von Glomus
intraradices sollten die durch Enzymaktivitdtsmessungen vorliegenden Daten zur Nitrat-
reduktion von AM-Pilzen weiter bestatigt werden. Einige der als Teil des extraradikalen
Myzels isolierten Sporen von Glomus intraradices Sy167 wurden, um sie molekular zu
charakterisieren und zu identifizieren, einer Einzelsporen-PCR-RFLP-Analyse unterzogen
(siehe Kapitel 2.3.4). Damit sollte sichergestellt werden, daR es sich tatsdchlich um
Material des Untersuchungsobjektes Glomus intraradices Sy167 handelte. Dabei konnte
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fiir die aus dem Kompartimentsystem isolierten Sporen das in Abbildung 38 dargestellte
fir Glomus intraradices Sy167 typische Restriktionsmuster (Ouziad, 1999) erhalten wer-
den.

Abbildung 38:

0 1 2 3 4 5 RFLP-Muster eines Einzelsporen-PCR-
Produkts von Glomus intraradices Sy167,
isoliert aus dem Kompartimentsystem.
Verwendet wurden folgende Restriktions-
N . enzyme:

600 bp—»- - - Spur 0: 1 kb Plus-Léngenstandard (Gibco),
Spur 1: Alul, Spur 2: BsURI, Spur 3: Hinfl,
Spur 4: Hpall, Spur 5: Taqgl

Eingesetzt wurden jeweils 8 pl des ent-
sprechenden PCR-Produkts.

Die Auftrennung erfolgte auf einem 2%
Agarosegel bei 10V/cm.

Nach der Erststrangsynthese mit isolierter Gesamt-RNA aus extraradikalem Myzel von
Glomus intraradices mit dem Primer RACE1 konnten in einer nachfolgenden PCR-
Reaktion unter Verwendung der Primerkombination FU3/FU4 (Kaldorf et al., 1998)
Nitratreduktase-Transkripte nachgewiesen werden (Abb.39, Spur3).

Abbildung 39:
1: 100 bp-DNA-Leiter (Gibco) 600 bp
2: 1yl DNase verdaute RNA —»

3: 1pl Erststrang (cDNA)
4:100 ng Plasmid-DNA My46
5: 100 ng DNA aus extraradikalem Myzel

Legende zu Abbildung 39: RT-PCR-Experiment zur Expression von Nitratreduktasegenen in extra-
radikalem Myzel von Glomus intraradices Sy167. Die verwendete PCR-Methode mit der Primer-
kombination FU3/FU4 bestand nach 4 min Denaturierung bei 94°C aus zun&chst zwei Zyklen mit
einer Primerbindungstemperatur von 46°C, dann 38 Zyklen bei einer Primerbindungstemperatur
von 52°C. Je 8 pl der PCR-Produkte wurden bei 10 V/cm mit einem 1% Agarosegel aufgetrennt.
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Mit der cDNA aus extraradikalem Myzel von Glomus intraradices wurde ein PCR-Produkt
mit einer Hauptbande bei etwa 850 bp erhalten. In Spur 4 (My46 als PCR-Matrize) tritt das
der Erwartung entsprechende 991 bp Amplifikat des von Kaldorf et al. (1998) klonierten
Nitratreduktasegenteilbereiches aus Glomus intraradices auf. In dem PCR-Ansatz mit der
isolierten genomischen DNA aus extraradikalen Glomus-Hyphen und -Sporen sind zwei
Hauptamplifikatbanden bei etwa 850 bp und 1 kb zu beobachten. Die zur Kontrolle ein-
gesetzte, DNase-verdaute RNA fihrte zu keinen sichtbaren PCR-Produkten (Spur 2). Das
mit cDNA aus den extraradikalen Hyphen erhaltene 850 bp Hauptprodukt wurde kloniert
und ansequenziert. Dabei konnten zwei unterschiedliche DNA-Sequenzen (siehe Anhang)
erhalten werden, die nach Translation (NR1 und NR2) deutliche AS-Sequenzhomologien
zu Nitratreduktasen aus Pilzen und Pflanzen aufweisen (Abb.40), jedoch nicht mit dem von
Kaldorf et al. (1998) unter Verwendung der gleichen Primerkombination aus Glomus
intraradices klonierten Genabschnitt (My46) Ubereinstimmen. Da es sich bei dem ein-
gesetzten extraradikalen Myzel von Glomus intraradices um nicht-steriles Material
handelte, ist eine Kontamination der isolierten Nukleinsduren durch DNA und RNA
anderer Organismen nicht vollig ausgeschlossen. Da eine sichere Zuordnung der er-
haltenen Sequenzen zu ihrem Ursprungsorganismus nicht moglich ist, wurde auf die
weitere Analyse der klonierten Genabschnitte verzichtet. In Abbildung 40 sind abgeleitete
AS-Sequenzen von Teilbereichen der PCR-Produkte NR1 und NR2 den AS-Sequenzen der
entsprechenden NR-Bereiche aus Arabidopsis thaliana, Aspergillus nidulans und Glomus
intraradices gegenubergestellt.

Abbildung 40:
NR1 VFKRSNGFSWGPLPSTCATWTGVPLCELLSRCGVNMNDSDAPMQYV
NR2 VVRKSKGFSWGAAGLSTALWTGVP IGALLRMAKPSR-—--- AAKYV

Glomus intraradices MVRKSQGFSWGPAGVSTSLWTGPMLCD ILALAKPDRRR---GARYV
Arabidopsis thaliana MVKKSKGFNWGSAGVSTSVWRGVPLCDVLRRCG IFSRKG--GALNV
Aspergillus nidulans TVRKSKGFSWGSAALSTALFTGPMMAD I IKSAKPLRR----- ARYV

* *kkxk*kx

NR1 NFDGCDDLPKN 40%o
NR2 CFEGADKLPNG 60%
Glomus intraradices CFEGGDTLPTG

Arabidopsis thaliana CFEGSEDLPGG 60%
Aspergillus nidulans CMEGADNLPNG 65%

* **

AS-Identitat innerhalb der dargestellten AS-Sequenzabschnitte zur NR von Glomus
intraradices (My46: Kaldorf et al., 1998)

Legende zu Abbildung 40: Vergleich der abgeleiteten Aminoséuresequenzen verschiedener NR-
Segmente. Die Positionen, an denen identische AS auftreten, sind durch einen Stern
gekennzeichnet. Die Sequenzen von A. thaliana (Crawford et al., 1988), A. nidulans (Johnstone et
al., 1990) und G.intraradices (Kaldorf et al., 1998) sind der Literatur entnommen.
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3.11 Einsatz einer rRNA-Sonde zur Abschatzung des rRNA-Anteils von Glomus
intraradices Sy167 an der Gesamt-RNA mykorrhizierter Tomatenwurzeln

Die arbuskuldare Mykorrhiza besteht zu einem wesentlichen Teil aus einer sehr engen
raumlichen Anordnung pilzlicher und pflanzlicher Zellen. Die quantitative Unterscheidung
von pilzlicher und pflanzlicher RNA mykorrhizierter Wurzeln wirde eine Normalisierung
von Signalen spezifischer Transkripte ermdglichen. Eine exakte Normalisierung von
Transkripten, die in der Symbiose vermindert oder verstarkt auftreten, war jedoch bisher
nicht moglich.

Zu RNA-RNA-Hybridisierungsexperimenten mit RNA aus mykorrhizierten und nicht-
mykorrhizierten Tomatenwurzeln wurde eine mit Digoxigenin markierte RNA-Antisense-
Sonde (ITS1) aus der ITS-Region der rDNA aus Glomus intraradices (Abb. 41) eingesetzt.
Diese Sonde umfaf3t einen Bereich bestehend aus der 5,8S-rDNA und den flankierenden
hochvariablen ITS ( = Internal-Transcribed-Spacer)-Regionen und relativ kleinen Be-
reichen (jeweils etwa 20 bp) der pilzlichen 18S- und 28S-rDNA-Regionen.

Abbildung 41:

rDNA Einheit rDNA Einheit rDNA Einheit

<
ITS4

IGS = intergenic spacer ITS = internal transcribed spacer

Legende zu Abb. 41: Schematische Darstellung der rDNA-Bereiche im Eukaryonten-Genom. Die
rDNA-Bereiche liegen als ,,Tandem“-Wiederholungen (,,tandem repeats*) vor. Dabei werden die
rDNA-Bereiche Uber sogenannte ,,intergenic spacer” (IGS) voneinander getrennt. Innerhalb der
rDNA-Bereiche sind Gene fir die 18S-, 5,85 und 28S-rRNA lokalisiert. Die zwischen diesen
Genen liegenden Bereiche werden als ,internal transcribed spacer” (ITS) bezeichnet.

Zur Amplifikation der ITS-Regionen mittels PCR wurden die spezifischen Oligonukleotidprimer
ITS4 und ITS5 (White et al., 1990) eingesetzt.

Das Schema wurde modifiziert nach Lanfranco et al. (1998).

Die pilzlichen ITS-Regionen unterscheiden sich deutlich stérker von den pflanzlichen ITS-
Bereichen als die relativ hoch konservierten 5,8S rDNA-Sequenzen bei Pflanzen und
Pilzen. Bei den Hybridisierungen zwischen RNA aus mykorrhizierten und RNA aus nicht-
mykorrhizierten Wurzeln mit der ITS-1-Sonde fiel auf, dal deutliche Unterschiede in der
Signalstéarke auftreten (Abb. 42). Mit der RNA aus mykorrhizierten Pflanzen konnten fir
die 5,8S-rRNA bis zu dreifach stirkere Signale im Vergleich zu RNA aus nicht-
mykorrhizierten Pflanzen erhalten werden. Daraus folgt, dal die Kreuzhybridisierung
zwischen pflanzlicher und pilzlicher ITS-Region, inklusive der 5,8S-rDNA, gering genug
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ist, um eine quantitative Differenzierung zwischen pilzlicher und pflanzlicher rRNA zu
ermoglichen. Wegen der offensichtlich starken Kreuzhybridisierung mit der pilzlichen
rRNA und dem mdglichen UberschuR der pflanzlichen rRNA in der isolierten Gesamt-
RNA aus mykorrhizierten Tomatenwurzeln, ist eine Differenzierung zwischen pilzlicher
und pflanzlicher rRNA (Abbildung 42D) mit einer Sonde fur die 18S-rRNA aus Tomate
nicht moglich.

Unter der Voraussetzung eines konstanten rRNA-Anteils in der Gesamt-RNA des
pilzlichen Symbiosepartners in extra- und intraradikalen Strukturen wurde versucht, eine
Abschatzung des pilzlichen rRNA-Anteils in mykorrhizierten Tomatenwurzeln durchzu-
fihren. Hierzu wurden RNA-Dot-Blot-Analysen mit der ITS-1-Sonde und isolierter
Gesamt-RNA aus Hyphen und Sporen von Glomus intraradices sowie aus mykorrhizierten
und nicht-mykorrhizierten Tomatenwurzeln durchgefiihrt.

3.11.1 RNA-Dot-Blot-Analysen zur Abschatzung des pilzlichen rRNA-Anteils an der
Gesamt-RNA mykorrhizierter Tomatenwurzeln

Gesamt-RNA aus 12 Wochen alten mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten
Tomatenpflanzen, sowie Gesamt-RNA aus Hyphen und Sporen von Glomus intraradices
(gewonnen aus den Kompartiment-Systemen) wurde mit Hilfe einer Dot-Blotting-
Apparatur (siehe Kapitel 2.6.4.2.1) in unterschiedlichen Verdinnungen auf eine BiodyneB-
Nylonmembran transferiert und anschlieBend mit der ITS-1-Antisense-RNA-Sonde (Ka-
pitel 3.11) hybridisiert. Dabei waren erhebliche Unterschiede bei den erhaltenen
Signalstarken zwischen den einzelnen RNA-Spezies zu erkennen (Abb. 43).

Die RNA aus Glomus intraradices ergibt bei Hybridisierung mit der ITS-1-Sonde ein-
deutig die starksten Signale gefolgt von den Signalen der RNA aus mykorrhizierten
Tomatenwurzeln (Abb.43B). Zu deutlich schwécheren Signalen fiihrt die Hybridisierung
von ITS-1 mit RNA aus nicht-mykorrhizierten Tomatenwurzeln. Subtrahiert man nun nach
Quantifizierung der Signale die MeRBwerte der RNA aus nicht-mykorrhizierten Wurzeln
von den Werten der RNA aus mykorrhizierten Wurzeln, so sollten die erhaltenen Werte,
im Vergleich zu den MeRwerten fir die RNA aus Glomus intraradices, den Anteil
pilzlicher rRNA in der RNA aus mykorrhizierten Wurzeln wiedergeben. Man erhélt aus
den vorliegenden Daten fir den pilzlichen rRNA-Anteil an der Gesamt-RNA mykor-
rhizierter Tomatenwurzeln Werte von etwa 40-50%. Zur Uberpriifung dieser Werte wurde
Gesamt-RNA aus nicht-mykorrhizierten Wurzeln zu 25 und 50% mit Glomus-Gesamt-
RNA (NMG25 und NMG50) und zusatzlich Gesamt-RNA aus mykorrhizierten Wurzeln
mit 50% Glomus-Gesamt-RNA versetzt (MG50). Innerhalb eines nahezu linearen Be-
reiches der erhaltenen Kurven, die exponentiellen Sattigungskurven entsprechen (zwischen
1 und 10 ng RNA/Auftragungspunkt, in Abhangigkeit von der Auflagezeit beim Chemi-
lumineszenznachweis), liegen die NMG25-Werte deutlich unterhalb der fiir die RNA aus
mykorrhizierten Wurzeln erhaltenen Daten. Die NMG50-Werte hingegen Uberlappen im
Rahmen der Varianz mit den Signalstarkedaten der RNA aus mykorrhizierten Wurzeln.
Die fur MG50 ermittelten MeRwerte liegen zwischen den Werten fiir die RNA aus Glomus
und der RNA aus mykorrhizierten Wurzeln. Aufgrund dieser Daten l4i3t sich die GréRen-
ordnung des pilzlichen rRNA-Anteils in isolierter Gesamt-RNA aus mykorrhizierten
Tomatenwurzeln (73% Mykorrhizierung) mit 40-50% bestatigen.
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Abbildung 42:
NM M NM M NM NM M NM M NM
A — B
28S bzw.
18S-rRNA
-
<
5,8S5-rRNA
el R
NM M NM NM M NM
C D
185-TRNA 18S-rRNA
4—

Legende zu Abb.42: Darstellung von Signalstarken bei der Hybridisierung von Gesamt-RNA aus
mykorrhizierten (M) und nicht-mykorrhizierten (NM) Tomatenwurzeln mit der Sonde ITS-1, die
die beiden ITS-Regionen und das 5,8S rRNA-Gen aus Glomus intraradices Sy167 umfafit
(Abbildung 42B), sowie mit einer Sonde fir einen Teilbereich des 18S-rRNA-Gens aus Tomate
(Abb. 42 D). Die RNA (20 pg/Spur) wurde durch Gelelektrophorese aufgetrennt (Abbildung 42 A
und C) und auf BiodyneB-Membran transferiert. Die Filter wurden anschlieBend mit jeweils einer
der mit Digoxigenin markierten Antisense-RNA-Sonden hybridisiert.

Der Nachweis der Hybridisierungssignale erfolgte kolorimetrisch.

Abbildung 43: RNA-Dot-Blot-Analyse mit RNA aus Glomus intraradices Sy167,
mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Tomatenwurzeln

A: I —
M:  Tomatenwurzel-RNA \ L “ * =
NM: Tomatenwurzel-RNA NM |[& & =
nicht mykorrhiziert G|l®® s
G:  Glomus-RNA M| ®®@ @ &
(Kompartiment-System) NM |@ &
MG50: M +50% G C  O® &S
. 0
NMG50:  NM +50% G MG50 (& & & &
NMG50: NM + 25% G NMG50 | & & =&
NMG25 | & & &
MG50 | & & & =
NMG50 | & & & .
NMG25 |® & & & .
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Fortsetzung Abbildung 43:

100
[¢D]
> _|
z & Y
=560 - ikt
L3 —G
g =40 - —MG50
= W - NMG50
& 20 —e—NMG25
(V5] .
O 1 I I |
0 5 10 15

RNA [ng]

Legende zu Abbildung 43: Gesamt-RNA zwdlf Wochen alter mykorrhizierter (73%) und nicht-
mykorrhizierter (0%) Tomatenwurzeln wurde in folgenden Mengen mittels einer Dot-Blotting-
Apparatur auf eine BiodyneB-Nylonmembran transferiert: 100, 50, 10, 5, 1, 0,5, 0,1, 0,05 ng RNA.
Die aus Hyphen und Sporen von Glomus intraradices Sy167 isolierte Gesamt-RNA wurde in
absteigender Reihe wie folgt aufgetragen: 50, 10, 5, 1, 0,5, 0,1, 0,05, 0,01 ng RNA. Es wurden je-
weils Doppelproben auf eine Membran aufgetragen Die anschlieRende Hybridisierung mit der ITS-
1-Antisense-RNA-Sonde erfolgte U.N. bei 68°C. Zum Chemilumineszenznachweis waren 3 min
Auflagezeit ausreichend. A: Signale nach Chemilumineszenznachweis. B: Graphische Darstellung
der Signalstiarken nach Quantifizierung mit dem Programm NIH Image 1.61. Die angegebenen
Fehlerbalken geben die Varianz innerhalb der jeweiligen Doppelproben auf einer Membran wieder.

3.12 Wachstum von AM-Pilzen ohne Wirt

Mit Hilfe des Kompartimentsystems, das die schonende Isolierung von extraradikalem
Myzel von AM-Pilzen erlaubt, wurden Sporen von Glomus intraradices gewonnen. Diese
wurden oberflachensterilisiert und keimten, nach Ubertragung auf ein modifiziertes
Kulturmedium (siehe Kapitel 2.1.4.2), innerhalb von ein bis zwei Wochen aus. Dazu
wurden etwa 50, zum Teil noch durch Hyphen verbundene Sporen, auf eine Petrischale mit
Kulturmedium uberfihrt. Die Ausbildung des Keimschlauches erfolgte dabei stets aus dem
bestehenden Hyphenansatz heraus. Bei einem Grofteil der so angesetzten Petrischalen war
etwa zwei bis drei Wochen nach der Ubertragung der Sporen auf das Kulturmedium eine
reproduzierbar auftretende Kontamination mit schleimig-weifl3 erscheinenden Bakterien
direkt an den ausgekeimten Sporen zu beobachten. Dabei handelt es sich vermutlich um
von der Oberflachensterilisierung nicht abgetotete Bakterien, die moglicherweise innerhalb
der Sporenwand lokalisiert waren (Walley und Germida, 1996). Diese Kontamination hatte
jedoch keinen negativen EinfluB auf das Wachstum der Pilzhyphen. Zunéchst wurden nur
wenige lange Hyphen (einige cm), sogenannte ,,Runner“-Hyphen, ohne sichtbare
Verzweigungen ausgebildet. Nur bei den Ansétzen, die mit Bakterien kontaminiert waren,
konnte nach etwa 8 Wochen ein verstarktes Wachstum mit intensiver Verzweigung der
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Hyphen beobachtet werden (Abb. 44A). Bei einigen der Hyphen traten bladschenartige
Anschwellungen auf, die sich zu sporenghnlichen Strukturen entwickelten (Abb.45). Zu
Beginn der Entwicklung war die Hyphe unmittelbar hinter einer solchen Anschwellung
(apikale Hyphe) deutlich septiert. Die Sporen entstehen also nicht terminal sondern
interkalar. In diese Schwellung der Hyphe werden im weiteren Verlauf der Entwicklung
als kleine Tropfchen sichtbare Lipide eingebracht.

Dariber hinaus werden stark verzweigte, an Arbuskeln erinnernde Strukturen (ALS =
arbuscule-like-structures = Arbuskel-&hnliche-Strukturen), die oftmals mit neugebildeten
Sporen assoziiert vorliegen, ausschlieBlich in den mit Bakterien kontaminierten Ansétzen
ausgebildet (Abb.44B). Diese ALS werden dabei oftmals in nahezu gleichbleibenden Ab-
standen an den sogenannten ,,Runner-Hyphen* (weit ins Medium hineinwachsende
Hyphen) gebildet (Abb.46C). Die anfanglich beobachtete starke Apikaldominanz der
»-Runner-Hyphen* terminierte in Anwesenheit der Bakterien in tannenbaumartigen ALS
(Abb.46B). Einige Wochen nach ihrer Ausbildung traten in einigen Hyphen der ALS
Septen auf, die moglicherweise auf einen degenerativen ProzeR hindeuten, wie er auch bei
Arbuskeln zu beobachten ist (Toth und Miller, 1984).

In den Ansétzen, die nicht mit Bakterien kontaminiert waren, wurden zunéchst ,,Runner-
Hyphen* von wenigen cm L&nge gebildet, die sich im weiteren zeitlichen Verlauf ebenfalls
starker verzweigten. Nach etwa zehn Wochen konnten jedoch auf diesen Platten keine
weiteren Verénderungen bezuglich fortgesetzten Wachstums oder starkerer Verzweigung
der Hyphen oder Sporenbildung festgestellt werden (Abb.46D-F).

Abbildung 44:

Legende zu Abbildung 44: AM-Strukturen in Agarplatten etwa sieben Monate nach der
Keimung von oberflachensterilisierten Sporen von Glomus intraradices Sy167 ohne
Anwesenheit einer Wirtswurzel, aber mit kontaminierenden Bakterien:

A: Hyphennetzwerk mit Arbuskel-&hnlichen Strukturen (Pfeil)

B: Arbuskel-&hnliche Struktur

Der in der unteren Bildecke eingeblendete Balken =100 pm.
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Abbildung 45:

Legende zu Abbildung 45: AM-Pilz-Strukturen in Agarplatten etwa funf bis sieben Monate
nach der Keimung von oberflachensterilisierten Sporen von Glomus intraradices ohne
Anwesenheit einer Wirtswurzel, aber mit kontaminierenden Bakterien:

A und B: Neugebildete Sporen

C und D: Neugebildete Sporen (apikale Hyphe durch Pfeil markiert)

C: Mit ALS assoziierte Sporenbildung; D: Sporenbildung an einer ,,Runner“-Hyphe
(schwarzer Pfeil)

Der in der unteren Bildecke eingeblendete Balken =100 pm.
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Abbildung 46:

Legende zu Abbildung 46: AM-Pilz-Strukturen in Agarplatten etwa drei Monate nach der
Keimung von oberflachensterilisierten Sporen von Glomus intraradices ohne Anwesenheit
einer Wirtswurzel.

A: Ausgangssporen mit bakterieller Kontamination

B: Apex einer ,,Runner“-Hyphe mit bakterieller Kontamination

C: Anordnung von ALS an einer ,,Runner-Hyphe* mit bakterieller Kontamination
D: Ausgangssporen ohne bakterielle Kontamination

E: Apex einer ,,Runner“-Hyphe ohne bakterielle Kontamination

F: Typisch schraubenartig gewundene Hyphe ohne bakterielle Kontamination

Der jeweils in der unteren Bildecke eingeblendete Balken =100 pum.
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Abbildung 47:

Legende zu Abbildung 47: AM-Kultur mit Ri-T-DNA transformierten Karottenwurzeln.

A: Extraradikales Myzel von Glomus intraradices Sy167

B: Sporenbildung etwa 8 Wochen nach Keimung der ausgelegten oberflachensterilisierten
Sporen von Glomus intraradices Sy167

C: Arbuskel-&hnliche Struktur (mit Pfeil markiert)

D: Neugebildete Sporen 3 Monate nach Keimung der ausgelegten oberflachensterilisierten
Sporen von Glomus intraradices Sy167

E: Schraubenartig gewundene Hyphe

Der in der unteren Bildecke eingeblendete Balken entspricht einer L&nge von 100 pm.
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Beim AM-Karottenwurzel-System (Becard et al., 1988) werden AM-Pilzstrukturen in einer
symbiosedhnlichen Situation mit in ihrem Wachstum nicht limitierten Ri T-DNA
transformierten Karottenwurzeln, die als Wirtsmatrix dienen, ausgebildet. Eine Gegen-
uberstellung der extraradikalen Pilzstrukturen des Karottenwurzelsystems mit den auf den
Agarplatten mit bakterieller Kontamination ohne Anwesenheit eines Wirtes gebildeten
pilzlichen Strukturen sollte n&heren Aufschlul uUber die Vergleichbarkeit der dort
auftretenden Strukturen liefern. Da in der Literatur nur sehr wenig Bildmaterial der im
Karottenwurzelsystem auftretenden AM-Strukturen fir einen solchen Vergleich vorhanden
war, wurde das Karottenwurzel-AM-Kultursystem mit Glomus intraradices Sy167
etabliert.

In Kombination mit Karottenwurzeln war unmittelbar nach der Keimung der Sporen (nach
etwa 1-2 Wochen) ein intensives Wachstum mit stark verzweigenden Hyphen zu
beobachten (Abb. 47A). Nach weiteren zwei Wochen traten auch hier bl&schenartige
Hyphenanschwellungen auf, die sich innerhalb einer Woche zu mit bloRem Auge
erkennbaren Sporen entwickelten (Abb. 47B und 47D). Knduelartig stark verzweigende
Arbuskel-&hnliche Strukturen (ALS), wie bei den mit Bakterien kontaminierten Platten
ohne Karottenwurzeln, konnten nicht beobachtet werden. Die im Karottenwurzelsystem
ausgebildeten ALS sind zwar ebenfalls starker verzweigt (Abb. 47C), zeigen aber nicht die
typisch knduelartig-knotige Struktur, die in Kombination mit den kontaminierenden
Bakterien auftritt (Abb. 44B).

Typisch schraubenartig im Agar-Medium verdrehte Hyphen treten sowohl bei der
Karottenwurzel-AM-Kultur und bei den nicht mit Bakterien kontaminierten ausgekeimten
Sporen recht h&aufig auf. Diese Wuchsform war hingegen bei den mit Bakterien
kontaminierten Ansétzen kaum zu beobachten (Abb. 46F und 47E ).

Tabelle 16: Sporendurchmesser neugebildeter Sporen von Glomus intraradices Sy167

Sporendurchmesser [um] Karottenwurzel- bakterielle

+ Standardabweichung system Kontamination
Ausgangssporen 73 15 73 15
neugebildet, nach 3 Monaten 62 + 15 20 + 10
neugebildet, nach 5 Monaten n.b. 34 +9
neugebildet, nach 9 Monaten n.b. 53 +3

Die GroRe der in beiden Systemen gebildeten Sporen wurde als weiterer Vergleichs-
parameter herangezogen (Tabelle 16). Die Anzahl der neugebildeten Sporen liel3 sich
aufgrund der die Oberflache des Agars teilweise bedeckenden bakteriellen Biomasse nicht
bestimmen. Da viele der untersuchten Platten nach etwa sechsmonatiger Inkubation schon
deutliche Austrocknungserscheinungen aufwiesen, ist ein direkter Vergleich, der in ihrer
zeitlichen Entwicklung unterschiedlichen Kultursysteme nicht moglich. In den Platten mit
Karottenwurzeln erreichen die neugebildeten Sporen schon nach etwa 3 Monaten einen mit
den Ausgangssporen vergleichbaren Durchmesser. Die ohne Anwesenheit von Wurzeln,
d.h. nur mit bakterieller Kontamination neugebildeten Sporen, sind nach 3 Monaten
Inkubation um mindestens 60% kleiner als die in der Kultur mit den transformierten
Karottenwurzeln herangewachsenen Sporen. Auch nach 9 Monaten Kultur erreichen die
ohne Wurzel-Co-Kultur gebildeten Sporen von Glomus intraradices nicht den
durchschnittlichen Durchmesser der Ausgangssporen.

Zur Uberpriifung der Vitalitit und Reinfektiositat der ohne Wirtswurzel aber mit
bakterieller Kontamination gebildeten Sporen wurden erste Inokulationsversuche mit
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Tomatenpflanzen durchgefuhrt. Hierzu wurden einzelne Sporen aus dem Agar
herausprépariert (etwa 10 pro Ansatz) und in unmittelbarer N&he eines keimenden
Tomatensamens in einen mit Lecaton und Einheitserde gefiillten Topf Gberfiihrt (Kap.
2.1.6). Nach 8 Wochen Kultur wurden die Pflanzen geerntet und die Wurzeln auf eine
Mykorrhizierung untersucht. In keinem der zehn angesetzten Topfe war es zur Ausbildung
einer Symbiose zwischen den eingesetzten Sporen von Glomus intraradices Sy167 und
Tomate gekommen.
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4. Diskussion

4.1 Eigenschaften der zur Herstellung von Gensonden amplifizierten Bereiche aus
Nitrattransporter-, Nitratreduktase- und Nitritreduktasegenen

Aus hoheren Pflanzen sind zwei unterschiedliche Nitrattransporter-Genfamilien bekannt,
die, grob betrachtet, fir low-affinity Nitrattransporter und high-affinity Nitrattransporter
kodieren. Ziel der in Kapitel 3.1 beschriebenen PCR-Experimente war die Gewinnung von
Gensonden, die zur Untersuchung der Expression an der Nitratassimilation beteiligter
Gene in der arbuskuldaren Mykorrhiza eingesetzt werden sollten. Insbesondere sollten dabei
Sonden fir verschiedene Nitrattransportergene sowie flr Nitrat- und Nitritreduktasegene
aus Tomate entwickelt werden. Zu Beginn der Versuche waren vier Sequenzen von
Mitgliedern der low-affinity und drei Sequenzen von Mitgliedern der high-affinity
Nitrattransporterfamilien aus hoheren Pflanzen publiziert (siehe Kapitel 3.1). Die Sequenz
fur das Strukturgen der assimilatorischen Nitratreduktase von Tomate war ebenfalls bereits
veroffentlicht (Daniel-Vedele et al., 1989). Eine Nitritreduktasesequenz aus Tomate lag
nicht vor.

Zundchst sollten auch Sonden fur Nitrattransportergene aus Glomus entwickelt werden.
Ausgehend von den wenigen Sequenzinformationen zu Nitrattransportergenen von Pilzen
wurden degenerierte Primer entwickelt, die jedoch in keinem Fall zur Amplifizierung eines
Gensegmentes fiihrten, das Homologien zu den beiden bekannten Nitrattransportergenen
aus Aspergillus nidulans und Pichia angusta aufwies. Daher konnte dieses VVorhaben im
weiteren nicht realisiert werden.

Vergleiche der vorliegenden Nitrattransporter-Sequenzdaten von héheren Pflanzen machen
deutlich, dal innerhalb der beiden Nitrattransporterfamilien konservierte Bereiche vor-
liegen, die die Entwicklung von degenerierten Oligonukleotidprimern zur Amplifizierung
eines entsprechenden Segmentes aus low- und high-affinity Nitrattransportergenen von
verschiedenen hoheren Pflanzen ermdéglichen sollten. Mit den ausgewahlten Primern
konnten Segmente von low-affinity-Nitrattransportergenen aus Arabidopsis und Tomate
sowie Segmente von high-affinity-Nitrattransportergenen aus Arabidopsis, Tomate und
Tabak amplifiziert werden. Die eingesetzten Primerpaare sind demnach zur Amplifizierung
von Teilsequenzen aus low- und high-affinity Nitrattransportergenen verschiedener
Organismen geeignet. Allerdings konnten mit isolierter DNA aus Mais keine spezifischen
Amplifikate erhalten werden. Das Fehlen von spezifischen Amplifikaten in den PCR-
Produkten mit Mais-DNA konnte zufallsbedingt oder auf eine zu grof3e Distanz zwischen
den beiden Primern, moglicherweise durch das Vorliegen von langen Intronsequenzen im
zu amplifizierenden Bereich, zurtickzufiihren sein. Weitere mdgliche Ursachen, die eine
effiziente Primerbindung verhindern kdnnten, wéren Introngrenzen innerhalb der Primer-
zielsequenzen oder abweichende Sequenzen in Primerbindungsbereich. Die in nahezu allen
PCR-Produkten auftretenden, unspezifischen Amplifikate sind vermutlich auf die
Verwendung von degenerierten Primern, relativ niedrigen Primerbindungstemperaturen
und die hohe Zyklenzahl der PCR-Reaktionen zurtickzufihren.

Das Primerpaar PNT1/PNT2 wurde zur Amplifizierung von Segmenten aus low-affinity
Nitrattransportergenen von Tomate eingesetzt. Die erhaltenen PCR-Produkte fiihrten bei
Hybridisierung mit einer Sonde aus Arabidopsis-lol zu verschiedenen Hybridisierungs-
signalen (Abb. 9). Die zu den stérksten Signalen fihrende Amplifikatbande konnte kloniert
und als Segment des low-affinity Nitrattransportergens Tomate-lol (Lauter et al., 1996)
identifiziert werden. Vermutlich weisen die weiteren signalgebenden Banden ebenfalls
eine entsprechende Sequenzhomologie zu Arabidopsis-lol auf. Das Ansequenzieren der
stets zu Hybridisierungssignalen fuhrenden 490 bp Amplifikatbande zeigte aber, daf3
innerhalb des sequenzierten Bereiches (300 bp) keine signifikanten Sequenzhomologien zu
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low-affinity Nitrattransportergenen auftraten. Vermutlich besteht daher eine Region des
nicht-sequenzierten Amplifikatbereiches aus einer zu Arabidopsis-lol dhnlichen DNA-
Sequenz.

Beim Sequenzvergleich der mit DNA aus Arabidopsis erhaltenen PCR-Amplifikate A3-1
und A3-29 mit bereits publizierten high-affinity Nitrattransportersequenzen wird deutlich,
dall A3-1 mit hoher Wahrscheinlichkeit Segment eines bisher nicht bekannten, zu high-
affinity Nitrattransportern homologen Gens und A3-29 Teilbereich von Arabidopsis-hi2
(Zhou et al., 1999) ist. Die 84% DNA-Sequenzidentitat der erhaltenen Insertteilsequenzen
des Klons A3-1 zu einem genomischen Klon von Chromosom 5 (ghAB015472), in dem
Arabidopsis-hi3 und Arabidopsis-hi4 enthalten sind, gibt einen Hinweis auf weitere zu
high-affinity Nitrattransportergenen homologe Sequenzen im Genom von Arabidopsis
thaliana, deren Existenz auch von Forde (2000) vermutet wird.

Der aus Tomate erhaltene Klon T1-6 weist in den sequenzierten Bereichen eine 99%ige
DNA-Sequenzidentitat zu Tomate-hil und zu Tomate-hi2 auf (Ono et al., 2000). Eine ein-
deutige Zuordnung von T1-6 zu einem dieser beiden Gene ist aufgrund der &ufRerst gerin-
gen Sequenzunterschiede zwischen Tomate-hil und Tomate-hi2 (nur 22 unterschiedliche
Nukleotide im mutmaRlich translatierten Bereich der publizierten cDNA-Sequenzen; Ono
et al., 2000) nicht moéglich. Die wenigen Unterschiede in der ermittelten Sequenz von T1-6
zu den beiden high-affinity-Nitrattransportergenen Tomate-hil und Tomate-hi2 sind wahr-
scheinlich auf Fehler der Tag-DNA-Polymerase wéhrend der PCR-Amplifikation oder auf
nicht zu erkennende Sequenzierfehler zurtickzufiihren. Beim Klon T1-7, dessen sequen-
zierte Insertbereiche sehr deutliche Unterschiede zu Tomate-hil und Tomate-hi2 aufweisen
(nur 84% Sequenzidentitat), handelt es sich daher wahrscheinlich um ein Segment eines
bisher unbekannten zu high-affinity-Nitrattransportern homologen Gens von Tomate.
Aufgrund der hohen Homologien zu bekannten high-affinity Nitrattransportern und aus
dem Vorhandensein des fiir die high-affinity Nitrattransporter-Familie charakteristischen
AS-Sequenzmotivs A/G-G-W/L-G-N-M-G in der mutmaliilichen Transmembrandoméne 5
(Trueman et al., 1996) ergibt sich die Zugehdrigkeit der erhaltenen Klone aus Arabidopsis
und Tomate zur high-affinity Nitrattransporter-Familie innerhalb der MFS (major facilita-
tor superfamily)-Membrantransporter-Familie. Dieses typische Sequenzmotiv tritt ebenso
bei Genprodukten weniger eng verwandter Organismen wie bei dem Nitrattransporter
CRNA aus Aspergillus nidulans (Unkles et al., 1991), den high-affinity Nitrattransportern
NAR-3 und NAR-4 aus Chlamydomonas reinhardtii (Quesada et al., 1994) und NARK aus
E.coli (Noji et al., 1989) auf. Mdglicherweise handelt es sich bei diesem Sequenzmotiv um
ein fir Nitrat/Nitrit-Transporter spezifisches Motiv innerhalb der MFS (Trueman et al.,
1996).

Fur die assimilatorische Nitritreduktase aus hoheren Pflanzen lag eine Vielzahl von Se-
quenzen in den Datenbanken vor. Der Vergleich dieser Sequenzen erlaubte die Entwick-
lung von degenerierten Primern, die die Amplifizierung eines Segments aus einem Nitrit-
reduktasegen aus Tomate ermdglichte. Aus heterologen Southern-Analysen von Migge et
al. (1998) kann geschlossen werden, da im Tomatengenom mindestens zwei Nitrit-
reduktasegene existieren, die moglicherweise fir die Expression zweier unterschiedlicher
Isoenzyme in den Blattern bzw. Kotyledonen verantwortlich sein kénnten (Kutscherra et
al., 1987; Migge et al., 1998).

Bei der PCR-Amplifizierung des NiR-Gensegmentes aus Tomate wurde allerdings aus
Wurzeln gewonnene cDNA eingesetzt. Somit handelt es sich beim Klon TNiR2-1 um ein
Segment eines Nitritreduktasegens aus Tomate, das in Wurzeln transkribiert wird. Auf-
grund der hohen Sequenzidentitdten der in Tabak vorkommenden Nitritreduktasegene
(Kronenberger et al., 1993) ist eine heterologe Hybridisierung einer TNir2-1-Sonde mit
den Transkripten des zweiten Tomaten-Nitritreduktasegens in Northern-Analysen wahr-
scheinlich.

-102 -



Diskussion

Das Nitratreduktasegen von Tomate liegt hingegen in nur einer Kopie im haploiden Ge-
nom vor (Daniel-Vedele et al., 1989).

Aufgrund der relativ hohen Homologien zwischen T1-6 und T1-7 sowie zwischen Tomate-
lol und Tomate-lo2, die eine Unterscheidung der Transkripte in Northern-Analysen
erschweren wirde, wurde mit sequenzspezifischen Primern versucht, die 3"-nicht-
translatierten Bereiche der Transkripte von low- und high-affinity-Nitrattransportergenen
aus Tomatenwurzel-cDNA zu klonieren (3"-RACE). In der Drittstrangsynthese des 3’-
RACE tritt eine Vielzahl von Amplifikaten auf, bei denen es sich moglicherweise um
Amplifikate verschiedener Transkripte oder um durch Verwendung der RACE-Primer
verkirzte Amplifikate derselben Transkripte handelt. Daruber hinaus treten auch vollig
unspezifische Produkte auf, wie aus Abbildung 30 (RACE mit oberirdischen Pflanzen-
teilen) zu entnehmen ist.

Das mit dem fur T1-6 spezifischen Primer klonierte Transkriptende PNT5.6-1 entspricht
auch im 3-nicht-translatierten Bereich der Sequenz von Tomate-hi2. Die Plasmid-
Insertsequenz PNT5.7-1, die mit dem fir T1-7 spezifischen Primer erhalten wurde, ist ein
von Tomate-hil und Tomate-hi2 eindeutig verschiedenes Transkriptende eines zu high-
affinity Nitrattransportern homologen, in Tomatenwurzeln exprimierten Gens. Dieses
wurde aufgrund der deutlichen Homologien als Tomate-hi3 bezeichnet. Durch RT-PCR-
Experimente und anschliefende Sequenzierung der PCR-Produkte konnte gezeigt werden,
daf es sich bei den Klonen PNT5.7-1 und T1-7 um Bestandteile desselben Gens, also von
Tomate-hi3, handelt. Ono et al. (2000) hatten Tomate-hil und Tomate-hi2 aus einer
wurzelhaar-spezifischen cDNA-Bank isoliert. Aus einer cDNA-Bank aus Wurzeln von
ausgewachsenen Tomatenpflanzen konnten 70% der signalgebenden Klone als Tomate-
hi2, aber 95% der Klone der Wurzelhaar-cDNA-Bank als Tomate-hil identifiziert werden
(Ono et al., 2000). Uber die weiteren 30% der signalgebenden Klone aus der Gesamt-
Wurzel-cDNA-Bank werden jedoch keine ndheren Angaben gemacht. Tomate-hi3 kdnnte
daher Bestandteil dieser Subpopulation in der von Ono et al. (2000) verwendeten cDNA-
Bank sein.

Die tatséchliche Funktion von Tomate-hi3 als high-affinity-Nitrattransportergen mdifite
jedoch in zukinftigen Untersuchungen durch eine Expression des Tomate-hi3-Proteins in
einem Nitrattransport-defizienten System tberpruft werden. Hierzu wirde sich die Injekti-
on von Tomate-hi3-mRNA in Xenopus-Oocyten (Tsay et al., 1993; Miller und Zhou, 2000)
und die heterologe Expression in Nitrattransporter-defizienten Hefemutanten anbieten.
Voraussetzung fur diese Experimente wére allerdings eine vollstandig klonierte cDNA von
Tomate-hi3. Bisher sind etwa 50% der kodierenden DNA-Sequenz von Tomate-hi3 be-
kannt.

Zur Uberprifung der erhaltenen RACE-Klone aus high-affinity Nitrattransportergenen
wurden Southern-Hybridisierungen mit genomischer DNA aus Tomate durchgefihrt. Die
fir Tomate-hi2 erhaltenen Resultate entsprechen den von Ono et al. (2000) dargestellten
Ergebnissen mit einer Sonde fiir Tomate-hi2. Bei Hybridisierung mit einer Sonde fir
Tomate-hi3 tritt ein Hybridisierungsmuster auf, das von den mit Sonden fiir Tomate-hil
und Tomate-hi2 erhaltenen Signalmustern (Ono et al., 2000) deutlich verschieden ist.
Daraus folgt, daR im Genom von Tomate mit groRBer Wahrscheinlichkeit mindestens drei
unterschiedliche, zu high-affinity Nitrattransportern homologe Gene existieren. Die high-
affinity Nitrattransporter-Familie besteht in verschieden Pflanzenfamilien aus mehr als
zwei Mitgliedern. So konnte duch eine Southern-Analyse mit geringer Stringenz flr Gerste
gezeigt werden, daR dort sieben bis zehn zu high-affinity Nitrattransportergenen homologe
Sequenzen im Genom vorliegen (Trueman et al., 1996). Bislang wurden vier Mitglieder
der high-affinity Nitrattransporter-Familie aus Gerste kloniert (Vidmar et al., 2000a). Aus
Arabidopsis wurden mittlerweile ebenfalls drei weitere zu Arabidopsis-hil homologe Ge-
ne identifiziert (Filleur und Daniel-Vedele, 1999). Dabei gibt es deutliche Hinweise, dal je
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zwei dieser Gene in Arabidopsis in entgegengesetzter Orientierung in geringem Abstand
voneinander (wenige kb) auf demselben DNA-Strang lokalisiert sind (Zhuo et al., 1999;
Forde, 2000). Ahnliches wird auch von Ono et al. (2000) fiir Tomate-hil und Tomate-hi2
aus Southern-Analysen, die nahezu identische Bandenmuster fir Tomate-hil und Tomate-
hi2 ergaben, geschlossen. In der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Southern-
Analyse weist Tomate-hi3 keine Ahnlichkeiten zum fiir Tomate-hi2 erhaltenen Banden-
muster auf. Daher ist eine enge Kopplung mit Tomate-hil und Tomate-hi2 eher
unwahrscheinlich.

Weitere Untersuchungen missen zeigen, ob es sich bei der fiir Arabidopsis beschriebenen
inversen Tandem-Anordnung der high-affinity Nitrattransportergene um ein generelles
Organisationsprinzip handelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden deutliche Hinweise auf
weitere zu high-affinity-Nitrattransportergenen homologe Sequenzen im Genom von
Arabidopsis thaliana erhalten.

Mit den fir die beiden low-affinity Nitrattransporter aus Tomate spezifischen Primern
konnte die cDNA der Transkriptenden von Tomate-lol und von Tomate-lo2 kloniert
werden. Fur Tomate-lo2 wurde allerdings nur ein stark verkirztes Transkriptende erhalten
(siehe Kapitel 3.1.6.2).

Die ausreichende Spezifitat der mit Hilfe der RACE-Klone (zwischen 200-500 bp) her-
gestellten Hybridisierungssonden konnte durch einen Kreuzhybridisierungstest bestatigt
werden (Kapitel 3.2).

4.2 Tomate-lol, Tomate-hi2 und Tomate-hi3 sind durch Nitrat induzierbar

Innerhalb des high-affinity Nitrataufnahme-Systems konnten bislang nur Gene, die als Be-
standteile des induzierbaren high-affinity Nitrataufnahme-Systems gelten, kloniert werden
(Vidmar et al, 2000b). Daher kennt man von Komponenten des konstitutiv exprimierten
high-affinity Nitrataufnahme-Systems bisher nur ihre kinetischen Eigenschaften. Gut cha-
rakterisierte Arabidopsis-Mutanten (Wang und Crawford, 1996), die einen Defekt in ihrem
konstitutiv exprimierten high-affinity Nitrataufnahme-System aufweisen, fihrten bislang
nicht zur Klonierung eines entsprechenden Gens. Die Mutanten waren durch Mutagenese
mit Ethansulfonséduremethylester (EMS) erzeugt worden. Dies behindert die Identifizie-
rung der fur den Phanotyp verantwortlichen Mutation(en).

Bestandteile eines konstitutiven Nitrataufnahmesystems sind derzeit nur innerhalb des low-
affinity Nitrataufnahme-Systems bekannt, so z.B. Reis-lo1 (Lin et al., 2000) und Arabidop-
sis-lo2 (Huang et al., 1999). Hierzu zahlt aber nicht das erste aus héheren Pflanzen klo-
nierte low-affinity Nitrattransportergen Arabidopsis-lo1(Tsay et al., 1993), dessen Produkt,
ein Nitrattransporter mit dualer Affinitat, sowohl an high- wie auch low-affinity Nitrat-
transport beteiligt ist (Liu et al., 1999).

Arabidopsis-lol besitzt nur etwa 40% Sequenzidentitat zu Reis-lol und Arabidopsis-102,
die mit den Peptidtransportergenen HVPTR1 aus Gerste (West et al., 1998) und AtPTR2B
aus Arabidopsis (Frommer et al., 1994; Rentsch et al., 1995; Song et al., 1996) eine Sub-
gruppe innerhalb der low-affinity Nitrattransporterfamilie bilden (Lin et al., 2000). Alle
anderen bislang bekannten low-affinity-Nitrattransportergene, darunter auch Tomate-lol
und Tomate-lo2, zeigen im Vergleich mit Reis-lol weitaus héhere Sequenzidentitaten zu
Arabidopsis-lol (Lin et al., 2000).

Arabidopsis-lol und Tomate-lo2 sind eindeutig nitratinduzierbar. Transkripte von Arabi-
dopsis-lo1 sind auRerdem nur in Anwesenheit von Nitrat nachweisbar (Tsay et al., 1993;
Huang et al., 1996). Innerhalb des low-affinity Nitrataufnahme-Systems existieren somit
auch nitratinduzierbare Komponenten. (Lauter et al., 1996; Huang et al., 1996). Diese Ei-
genschaft von Mitgliedern der Nitrattransporter-Familien unterscheidet sie von anderen
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Transportergenen, wie z.B. Phosphat- und Sulfattransportergene (Smith et al., 1997;
Daram et al., 1998), die durch ihr Substrat nicht induziert werden.

Zur Uberprifung der Induzierbarkeit von Tomate-lol, Tomate-hi2 und Tomate-hi3 durch
Nitratgabe, wurden Northern-Analysen mit isolierter Gesamt-RNA aus Pflanzen durchge-
fuhrt, die zuvor flr sieben Tage in nahezu N-freier Nahrlésung gewachsen waren.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Induzierbarkeit mit Nitrat von Tomate-lol in
Wourzeln erhaltenen Ergebnisse stehen im wesentlichen im Einklang mit den fur Tomate-
lol gezeigten Resultaten von Lauter et al. (1996). Allerdings war bei den eigenen
Versuchen im Gegensatz zu Lauter et al. (1996) ein deutlicher Anstieg von Tomate-lo1-
Transkripten in den Wurzeln der nitratinduzierten Pflanzen festzustellen. Lauter et al.
(1996) beschreiben eine wurzelhaarspezifische Induktion von Tomate-lol. Die etwa zehn
Wochen alten Pflanzen waren zum Erhalt der Wurzelhaare in einem aeroponischen Kultur-
system herangezogen worden. Bei der aus der Wurzelfraktion gewonnenen RNA konnten,
im Gegensatz zur RNA aus Wurzelhaaren, keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich
der Expression von Tomate-lol in nitrathaltiger und N-freier Nahrlosung festgestellt
werden. Der Erhalt von Wurzelhaaren war mit den in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Tomatenwurzeln nur sehr bedingt maglich, da diese in einer Quarzsandkultur und damit
weder hydroponisch noch aeroponisch gewachsen waren. Die erhebliche Zunahme von
Tomate-lol-Transkripten bei Nitratinduktion ist daher mdglicherweise nicht auf eine
wurzelhaarspezifische Induktion zuriickzufiihren. Dies konnte einerseits auf die deutlich
langere Verweildauer der Pflanzen in nahezu N-freier N&hrlosung (sieben Tage zu 36 h)
und andererseits auf die erhohte Nitratkonzentration in der zur Induktion eingesetzten
Né&hrlosung (7,5 zu 5 mM NOg’) zuruckgefihrt werden. Die Zusammensetzung der
Né&hrlésung, die zur Anzucht der Pflanzen vor der N-freien Phase eingesetzt wurde, spielt
maoglicherweise ebenfalls eine Rolle. So wurde von Lauter et al. (1996) eine Nahrldsung
verwendet, die relativ hohe Konzentrationen von NH;" und NO3™ (2 und 5 mM) enthielt.
Die Stickstoffquelle der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Nahrlosung bestand nahe-
zu ausschlieBlich aus Nitrat (Ammonium nur in Spuren vorhanden).

Die flir Tomate-hi2 und Tomate-hi3 erhaltenen Resultate stehen im Einklang mit der be-
schriebenen Nitratinduzierbarkeit fur die bislang bekannten Mitglieder der high-affinity
Nitrattransporter-Familie hoherer Pflanzen (Ono et al., 2000; Trueman et al., 1996; Amara-
singhe et al., 1998; Krapp et al., 1998).

Die erhaltenen Signale entsprechen dabei den erwarteten Transkriptgrof3en von 2 bis 2,1 kb
fur die low-affinity-Nitrattransportertranskripte und 1,8-1,9 kb fiir die high-affinity Nitrat-
transportertranskripte (Ono et al., 2000; Lauter et al., 1996).

4.3 Expression der Nitrattransportergene Tomate-lol und Tomate-hi3 sowie des
Nitratreduktase- und eines Nitritreduktasegens von Tomate im Tagesgang

Ziel der durchgefuhrten Northern-Analysen zur Untersuchung der Expression von Tomate-
lol und Tomate-hi3 im Tagesgang war nicht eine detaillierte Beschreibung des Expressi-
onsverlaufes, sondern vielmehr eine grobe Abschéatzung von mdglicherweise auftretenden
deutlichen Unterschieden zu den bereits bekannten diurnalen Verénderungen der
Transkriptmengen von low- und high-affinity Nitrattransportergenen im Tagesverlauf (Ono
et al., 2000; Lejay et al., 1999).

Von Tomate war bekannt, daR die Nitrataufnahme einer diurnalen Regulation unterliegt
(Cardenas-Navarro et al., 1998; Le Bot und Kirkby, 1992). Die durchgefiihrte Unter-
suchung sollte die Auswahl eines geeigneten Erntezeitpunktes zur Untersuchung der
Expression von Nitrattransportergenen in mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten
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Tomatenpflanzen erlauben. Daher wurden pro Erntezeitpunkt nur zwei Pflanzen fiir diesen
Versuch eingesetzt.

Die fiir Tomate-hi3 erhaltenen Ergebnisse &hneln den von Ono et al. (2000) fiir Tomate-hil
und Tomate-hi2 aufgefuhrten Daten mit zwei deutlichen Expressionsspitzen in der Mitte
und gegen Ende der Lichtphase, obwohl die erheblich langere Lichtphase (18h) und die
unterschiedliche Zusammensetzung der Nahrlosung (2 mM KNOg) einen direkten Ver-
gleich erschweren.

Die von Lejay et al. (1999) fir Arabidopsis-hil dargestellten Expressionsdaten weisen
vermutlich aufgrund der geringen Anzahl von Mef3punkten nur ein Expressionsmaximum
gegen Ende der Lichtphase auf. Allerdings besitzt die mit °NO3;™ (1 mM) gemessene
Nitrataufnahme von Arabidopsis neben dem Maximum gegen Ende bzw. kurz nach Ende
der Lichtphase ein weiteres Maximum gegen Mitte der Lichtphase (Lejay et al., 1999).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Hybridisierungen mit einer Sonde
fur Tomate-lol ergaben einen zu Tomate-hi3 ann&hernd komplementéren Verlauf in der
Intensitat der erhaltenen Signale. Dabei scheinen, im Gegensatz zu den fiir Tomate-lo1 von
Ono et al. (2000) dargestellten Daten, diese offenbar leicht phasenverschoben vorzuliegen.
Dies konnte aber auch mdglicherweise auf die unterschiedlichen Versuchsbedingungen
oder auch auf wechselnde Lichtintensitaten im Gewachshaus zurlickgefiihrt werden. Die in
der vorliegenden Arbeit dokumentierte ungewdohnlich starke Varianz der Signalintensitaten
ist auf die geringe Anzahl eingesetzter Versuchspflanzen zurtckzufihren.

Die Expression des Nitratreduktasegens ahnelt, wie auch von Ono et al. (2000) dargestellt,
dem zeitlichen Verlauf der Expression von Tomate-lo1.

Scheible et al. (1997) erhielten in Abhangigkeit von der Nitratkonzentration der eingesetz-
ten Diingeltsung erhebliche Unterschiede im diurnalen Rhythmus der Expression von NR-
Genen in Tabakblattern. Moglicherweise fiihren auch unterschiedliche Nitratkonzentratio-
nen und damit unterschiedliche Bedarfssituationen der Pflanzen in Wurzeln zu Ver-
schiebungen der diurnalen Veranderungen in der Expression von NR-, NiR und Nitrat-
transportergenen. Die Expression von Nitritreduktasegenen folgt hier offenbar jedoch nicht
unmittelbar dem Expressionsverlauf des Nitratreduktasegens. Ein Maximum der Signal-
intensitat wird wie bei Tomate-hi3 erst gegen Ende der Lichtphase erreicht. Die vorliegen-
den Expressionsdaten zeigen, trotz der geringen Anzahl von Probenpunkten, da Tomate-
hi3 einer vergleichbaren diurnalen Regulation wie die beiden anderen high-affinity Nitrat-
transportergene aus Tomate (Tomate-hil und Tomate-hi2) unterworfen ist. Ausgehend von
diesen Daten wurde der Erntezeitpunkt der Pflanzen festgelegt, da die untersuchten Gene
zu diesem Zeitpunkt (17-18 Uhr) jeweils relativ hohe Transkriptmengen aufweisen.

4.4 Einflull verschiedener Stickstoffquellen auf die Expression von
Nitrattransportergenen, des Nitratreduktase- und eines Nitritreduktasegens in
Tomatenwurzeln

Die Expression von Nitrattransportergenen wird durch die der Pflanze zur Verfugung
stehenden Stickstoffquellen in erheblichem MaRe beeinfluf3t. (Amarasinghe et al., 1998,
Krapp et al., 1998 ; Zhuo et al., 1999 ; Vidmar et al., 2000b). Ebenso wird die Nitratauf-
nahme durch reduzierte Stickstoffverbindungen wie Ammonium und Glutamin gehemmt
(Muller und Tourraine, 1992; Kronzucker et al., 1999). Das Expressionsverhalten mit
unterschiedlichen dufReren Stickstoffquellen ist daher ein wichtiger Baustein zum
Verstandnis der Regulation von Nitrattransportergenen. Allerdings muf? die Aktivitat der
Genprodukte keinesfalls mit der Transkriptmenge der entsprechenden Gene korreliert sein
(Soualmi und Champigny, 1986). Ebenso bedeutet eine erhohte Transkriptmenge nicht
zwangsléufig eine Steigerung der Transkriptionsaktivitat. So kénnte z.B. eine veranderte
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MRNA-Stabilitdt ebenfalls Einflu auf zu einem bestimmten Zeitpunkt vorhandene
Transkriptmengen haben.

Fir Tomate-hi2 und Tomate-hi3 konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit relativ hohe
Transkriptmengen in mit Nitrat (7,5 mM) als Stickstoffquelle gewachsenen Pflanzen fest-
gestellt werden. Deutlich weniger Transkripte traten in Pflanzen auf, die mit nahezu N-
freier Nahrlosung gewachsen waren. Hier konnten nun, im Gegensatz zu den Experimen-
ten zur Nitratinduzierbarkeit in den Wurzeln, bei denen der Nachweis der Signale kolori-
metrisch erfolgte, Transkripte von Tomate-hi2 und Tomate-hi3 auch bei Wachstum in
nahezu N-freier N&hrlésung nachgewiesen werden. Dies kdnnte auf die hohere Sensitivitét
des verwendeten Chemilumineszenz-Detektionssystems zuriickgefihrt werden. In den mit
Ammonium als einziger Sticktoffquelle gewachsenen Pflanzen waren Transkripte der bei-
den high-affinity Nitrattransportergene Tomate-hi2 und Tomate-hi3 kaum nachweisbar.
Dies steht im Einklang mit Ergebnissen fir high-affinity Nitrattransportergene bei Arabi-
dopsis (Zhuo et al., 1999), Tabak (Krapp et al., 1998) und Soja (Amarasinghe et al., 1998).
Dort konnte ebenfalls eine deutliche Repression von high-affinity Nitrattransporter-
transkripten mit Ammonium als Stickstoffquelle beobachtet werden. Durch Experimente
mit verschiedenen Inhibitoren der N-Assimilation wurden von Zhuo et al. (1999) deutliche
Hinweise erhalten, da NH," selbst ein Regulator der Expression von Arabidopsis-hil ist.
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Transkripte von Tomate-hi2 und
Tomate-hi3 werden verstérkt mit Nitrat als Stickstoffquelle gebildet - also auch in Kombi-
nation mit den reduzierten Stickstoffverbindungen Ammonium und Glutamin. Interessan-
terweise ist flr Tomate-hi3 auch eine starke Expression mit Glutamin als Stickstoffquelle
zu beobachten. Die fur Tomate-hi3 erhaltenen Signale waren dabei im Vergleich zu
Tomate-hi2 in ihrer Intensitat vierfach erhoht. Diese Resultate bezlglich Glutamin kdnnten
auf eine unterschiedliche Regulation von Tomate-hi2 und Tomate-hi3 durch Glutamin
hinweisen.

Als Ursache fur die deutlich verschiedenen Signalstarken der Transkripte von Tomate-hi2
und Tomate-hi3 mit Glutamin als Stickstoffquelle ware eine zeitlich differenzierte Expres-
sion der beiden Gene denkbar. Dies ist jedoch relativ unwahrscheinlich, da so deutliche
Unterschiede in der Expression von Tomate-hi2 und Tomate-hi3 ausschlielich im Ansatz
mit Glutamin als einziger Stickstoffquelle auftreten.

Krapp et al. (1998) erhalten fiir Tabak-hil bei in vitro gewachsenen Pflanzen ebenfalls sehr
hohe Transkriptmengen mit 10 mM Nitrat (KNOs3) als einziger Stickstoffquelle und
deutlich reduzierte Transkriptmengen mit Ammonium oder Glutamin als einzige Stick-
stoffquellen (jeweils 5 mM). Allerdings sind die bei Tabak auftretenden Transkriptmengen
bei Wachstum mit Ammonium oder Glutamin nur geringfiigig verschieden (30-50% der
Transkriptmenge von nur mit Nitrat gewachsenen Pflanzen). Die Kombination von
Ammonium und Glutamin mit gleichen Mengen Nitrat fihrt dort jedoch zu nochmals
deutlich reduzierten Transkriptmengen, die etwa zwischen 10 und 20% der mit nur Nitrat
erhaltenen Transkriptmengen liegen. Dies ist allerdings ein wesentlicher Unterschied zu
den Resultaten mit Tomate-hi2 und Tomate-hi3, die in den Ansédtzen mit Nitrat in Kombi-
nation mit Ammonium und Glutamin zu vergleichbar starken Hybridisierungssignalen
fihren wie in den Ansétzen mit Nitrat als einziger Stickstoffquelle. Dies gilt insbesondere
fur die Kombination von Nitrat mit Glutamin. Dort liegen die Signalintensitaten fur
Tomate-hi2 und Tomate-hi3 sogar etwa 10% Uber den mit Nitrat als Stickstoffquelle
erhaltenen Werten (Abb.27).

Krapp et al. (1998) machen keine Angaben Uber das Alter der in vitro gewachsenen
Pflanzen oder Uber den Erntezeitpunkt im Tagesverlauf, so daR, trotz &hnlicher Kon-
zentrationen der unterschiedlichen Stickstoffquellen, ein direkter Vergleich zu den in der
vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnissen problematisch erscheint.
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Wachstum mit Nitrat (10 mM KNOg) als einziger Stickstoffquelle fuhrt auch bei Soja-hil
zur groBten Transkriptmenge, wohingegen nur mit Ammonium (10 mM NH4CI) Tran-
skripte kaum nachweisbar sind (Amarasinghe et al., 1998). Die Kombination von Ammo-
nium mit Nitrat ergibt Signalstarken von nur etwa 10% im Vergleich zu den mit Nitrat als
Stickstoffquelle erhaltenen Signalen (Amarasinghe et al., 1998). Diese Experimente wur-
den mit mindestens zwei Wochen alten Soja-Pflanzen durchgefihrt. Allerdings werden
auch hier wiederum keine detaillierten Angaben zur Dauer des Experimentes, d.h. zur
Dauer der Exposition mit den unterschiedlichen Stickstoffquellen und zum Erntezeitpunkt
der Pflanzen gemacht. Vidmar et al. (2000b) beschreiben Transkriptmengenmessungen
von high-affinity Nitrattransportergenen in Gerste nach Induktion mit Nitrat und Kombi-
nationen mit verschiedenen Aminosauren (Asn, Asp, GIn, Glu). Die dabei verwendete
Gensonde soll in der Lage sein, alle Transkripte der Mitglieder der high-affinity Nitrat-
transporter-Familie zu erkennen. Es wurden sieben Tage alte Gerstenkeimlinge verwendet,
die zuvor mit N-freier N&hrlosung gewachsen waren. Die Induktion erfolgte dann Uber
einen Zeitraum von 6h. Die starksten Hybridisierungssignale bei Northern-
Hybridisierungen wurden wiederum mit Nitrat als einziger Stickstoffquelle erhalten. Alle
eingesetzten AS (1 mM) in Kombination mit jeweils 10 mM Nitrat fihrten zu mindestens
60% Reduzierung der Transkriptmengen von high-affinity Nitrattransportergenen aus
Gerste (Vidmar et al., 2000Db).

Aufgrund von Untersuchungen mit unterschiedlichen Hemmstoffen der Nitratassimilation
in Kombination mit verschiedenen Stickstoffquellen kommen Vidmar et al. (2000b) zur
Aufstellung der Hypothese, dall Glutamin und nicht Ammonium der wesentliche negative
Regulator der Transkriptmengen der Mitglieder der high-affinity Nitrattransporter-Familie
in Gerste ist. Bei hohen &uReren Ammonium-Konzentrationen kam es auch zu einer
drastischen Erhohung der Glutamin-Konzentration in Gerstenwurzeln. Dieser Effekt
kénnte mit der Umwandlung von NH," zu Glutamin erklart werden. Auch die Zugabe
verschiedener Aminosduren in die Nahrlésung fuhrte zu deutlich erhdhten Glutamin-
Konzentrationen in den Wurzeln der untersuchten Pflanzen (Vidmar et al., 2000b).

In einer Studie von Wolt (1994) wurden 35 landwirtschaftlich genutzte Bdden auf ihren
Nitrat- und Ammoniumgehalt untersucht. Dabei waren durchschnittlich 6,0 mM NO3™ und
0,77 mM NH," in der Bodenldsung vorhanden. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete
Né&hrldsung kommt bezuglich ihres Nitratgehaltes den Bedingungen einer gut mit N ver-
sorgten landwirtschaftlichen Nutzflache nahe. Nitrat kann nun aber, wie flr Gerste gezeigt,
bei Konzentrationen von 100puM in der Nahrldsung als negativer Regulator des high-
affinity Nitrataufnahmesystems fungieren (King et al., 1993). Bei der in der vorliegenden
Arbeit gewéhlten Nitratkonzentration (7,5 mM) im Ansatz mit Nitrat als einziger N-Quelle
kommt es offensichtlich auch nach 5 Tagen zu keiner wesentlichen Endprodukt-Regulation
der Transkriptmenge von Tomate-hi2 und Tomate-hi3.

Daher erfolgt die von King et al. (1993) beschriebene Regulation des high-affinity
Nitrataufnahme-Systems durch Nitrat offenbar nicht auf der Ebene der Transkription.

Fur Nitrit wird derzeit ebenfalls eine Rolle bei der Regulation von high-affinity Nitrat-
transporter-Transkripten diskutiert. Nitrit, als toxisches Produkt der Nitratreduktase, ist in
der Lage, die Nitrataufnahme zu induzieren (Siddiqi et al., 1992; King et al., 1993). Auch
Vidmar et al. (2000a) konnten fir high-affinity Nitrattransportergene in Gerste eine
deutliche Zunahme der Transkriptmenge in Abhangigkeit von Nitritexposition feststellen.

Aus den Daten der vorliegenden Arbeit ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zum
von Vidmar et al. (2000b) aufgestellten Modell der Transkript-Regulation von Kompo-
nenten des induzierbaren high-affinity Nitrataufnahme-Systems in Gerste. Fiir Tomate-hi2
und Tomate-hi3 wird daher in leichter Abwandlung ein Modell zur Expressionsregulation
vorgeschlagen (Abbildung 48). Derzeit liegen allerdings keine Daten vor, die Hinweise auf
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die bei der Regulation verwendeten Mechanismen (Transkriptionsfaktoren, Beteiligung
einer Signaltransduktionskette, Vorhandensein eines Nitratsensors etc.) geben kdnnten.

Abbildung 48:

NOs O; = NO, —I> NH, > Glutamln

R Repressmn o*

Induktion

kodierende Region
Tomate-hi2, Tomate-hi3

Legende zu Abbildung 48: Vorgeschlagenes Modell fur die Transkript-Regulation der
high-affinity Nitrattransportergene Tomate-hi2 und Tomate-hi3. Positive regulatorische
Effekte (Induktion) sind als geschlossene Linie und negative Effekte (Repression) als
gepunktete Linien dargestellt.

Abbildung 49:

NO3 NOs =3 NO; =P NH, =B Glytamin
“‘

Induktion

Repression

kodierende Region
Tomate-lol

Legende zu Abbildung 49: Vorgeschlagenes Modell fir die Transkript-Regulation des low-
affinity Nitrattransportergens Tomate-lo1. Positive regulatorische Effekte (Induktion) sind
als geschlossene Linie und negative Effekte (Repression) als gepunktete Linie dargestellt.
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Zur Expression von low-affinity Nitrattransportergenen mit verschiedenen Stickstoff-
quellen Gber einen langeren Zeitraum liegen in der Literatur bisher nur wenige Daten vor.
Von Lejay et al. (1999) wurden Northern-Analysen zur Expression von low-affinity Nitrat-
transportergenen in Arabidopsis mit NH;NO3z; im Vergleich zu Nitrat als einziger
Stickstoffquelle durchgefuhrt. Fur die beiden bekannten low-affinity Nitrattransportergene
aus Tomate (Tomate-lol und Tomate-lo2) liegen bislang keine publizierten Unter-
suchungen zur Expression bei mehrtagiger Kultur mit unterschiedlichen Stickstoffquellen
vor.

Bei Tomate-lol handelt es sich offensichtlich um ein konstitutiv exprimiertes, jedoch
durchaus nitratinduzierbares Gen (Lauter et al., 1996). Transkripte von Tomate-lol sind
daher auch in allen Ansatzen mit verschiedenen Stickstoffquellen eindeutig nachweisbar.
Waéhrend jeweils im Ansatz mit N-freier N&hrldsung und mit Glutamin als einziger Stick-
stoffquelle nur sehr schwache Hybridisierungssignale auftreten, sind in allen anderen
Ansatzen deutliche Signale zu erkennen. Bei Kombination von Glutamin und Nitrat ist
eine etwa 50%ige Reduktion der Signalintensitat im Vergleich zum Ansatz mit Nitrat als
einziger Stickstoffquelle zu erkennen.

Die deutlichen Hybridisierungssignale mit Ammonium als einziger Stickstoffquelle stehen
im Einklang mit den von Lauter et al. (1996) fur Tomate-lol gezeigten Transkriptmengen
nach 6h Induktion von sechs Wochen alten Tomatenpflanzen mit 2 mM NH,".
Interessanterweise verhalt sich Tomate-lol bei den Untersuchungen zur Substratspezifitat
von Lauter et al. (1996) wie das Ammoniumtransportergen LeAmtl aus Tomate. Lauter et
al. (1996) raumen jedoch ein, dal3 die fiir Ammonium dargestellten Transkriptmengen von
Tomate-lol nicht reproduzierbar auftraten.

Aus den im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhaltenen Resultaten folgt, daf die
Transkriptmenge von Tomate-lo1 nicht wesentlich durch Ammonium beeinfluRt wird. Dies
gilt offenbar auch bei low-affinity Nitrattransportergenen von Arabidopsis (Lejay et al.,
1999). Die in Abb.27 der vorliegenden Arbeit dargestellte deutliche Repression von
Tomate-lol in Anwesenheit von Glutamin (nur 20% der Signalintensitat im Vergleich zum
Ansatz mit Nitrat als Stickstoffquelle) entspricht nicht der von Lejay et al. (1999) fur low-
affinity Nitrattransportergene in Arabidopsis geduBerten Vermutung, daR diese keiner
Endprodukt-Regulation durch N-Metabolite unterliegen. Dies trifft den eigenen Untersu-
chungen zufolge flr Tomate-lol nicht zu. Fiir Tomate-lo1 wird ausgehend von den in der
vorliegenden Arbeit erhaltenen Resultaten ein in Abbildung 49 dargestelltes Modell zur
Transkriptionsregulation vorgeschlagen. Uber die molekularen Mechanismen, die bei der
Transkript-Regulation von low-affinity Nitrattransportergenen eine Rolle spielen, ist bisher
nichts bekannt.

Die beiden der Nitrataufnahme folgenden enzymatischen Schritte der Nitratassimilation
hoherer Pflanzen werden durch die Nitrat- und Nitritreduktase katalysiert. Die Nitrat-
reduktase ist das Schlisselenzym der Nitratassimilation. Aus diesem Grunde kénnte man
erwarten, daf Nitratreduktasegen und Nitrattransportergene in einer vergleichbaren Weise
reguliert werden. Faure et al. (1991) konnten zeigen, daB die Expression von Nitrat- und
Nitritreduktasegenen koordiniert verlauft. Die Regulation erfolgt dabei durch N- und C-
Metabolite (Vincentz et al., 1993).

Die Expression der Nitritreduktasegene dhnelt in den verschiedenen Ansatzen stark der
Expression von Tomate-hi2. So sind in allen Ansdtzen bei Anwesenheit von Nitrat
deutliche Hybridisierungssignale zu erkennen. Das Expressionsmuster des Nitritreduktase-
gens ist durchaus mit den von Krapp et al. (1998) dargestellten Ergebnissen bei mit
verschiedenen Stickstoffquellen gewachsenen Pflanzen vergleichbar. Die Nitratreduktase-
Transkripte hingegen fuhren zu den starksten Signalen im Ansatz mit Ammonium als
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einziger Stickstoffquelle und sind daher nicht mit der Expression des Nitritreduktasegens
und auch nicht mit den Resultaten der Nitratreduktaseaktivitits-Messungen korreliert.
Krapp et al. (1998) zeigen bei mit verschiedenen Stickstoffquellen gewachsenen Pflanzen
eine koordinierte Expression von high-affinity Nitrattransporter-, Nitrat- und Nitritredukta-
setranskripten.

Bei den Messungen der Nitratreduktase-Aktivitaten der Tomatenwurzeln war eine nahezu
vollstandige Hemmung der Nitratreduktaseaktivitat bei Wachstum mit Ammonium als
einziger Stickstoffquelle, wie von Crawford et al. (1988) fur Arabidopsis beschrieben, mit
reduzierten Formen des Stickstoffs nicht zu beobachten. Die fir Ammonium erhaltene NR-
Aktivitat entspricht, in Relation zur NR-Aktivitdt von nur mit Nitrat gewachsenen
Tomatenwurzeln, den von Quetz et al. (1982) beschriebenen Daten bei Wurzeln von Mais-
keimlingen. Untersuchungen von MacKown et al. (1982) zeigen, daR exogenes NH," die
Induktion der NR-AKktivitdt von Maiswurzeln mit 1 mM NOgs” verhindert, es bei 5 mM
bzw. 10 mM Nitrat jedoch zu einer Stimulation der Induktion der NR-Aktivitat von Mais-
wurzeln bzw. Mungo-Bohnen kommt (Oaks et al. 1977; Oaks et al., 1979; Higgins et al.,
1974).

Ammonium ubt daher offensichtlich in Abh&ngigkeit von der &uReren Konzentration eine
differenzierte Regulatorfunktion fur die NR-Aktivitat aus. Eine naheliegende Erklarung fur
die offenbar vorhandene Korrelation zwischen Expression von Nitritreduktase- und high-
affinity-Nitrattransportergenen mit den gemessenen Nitratreduktaseaktivitaten, aber nicht
mit den Signalstarken der Nitratreduktase-Transkripte, kann nicht gegeben werden. Hierbei
konnten weitere Untersuchungen, unter Einbeziehung von photosynthetischen Parametern,
der Messung von N-Metaboliten in Wurzeln und Sprossen der Pflanzen sowie Messungen
der Glutaminsynthetase-Aktivitat einen Beitrag zur Aufklarung der regulativen Zusam-
menhange der an der Nitratassimilation beteiligten Gene unter den gegebenen Be-
dingungen leisten. Dariber hinaus konnte die Untersuchung von diurnalen Expressions-
schwankungen von mit verschiedenen Stickstoffquellen gewachsenen Pflanzen weitere
interessante Daten liefern, die zum Verstandnis der bisher erhaltenen Resultate beitragen.
Die im Vergleich zu anderen Untersuchungen (z.B. Krapp et al., 1998) in der vorliegenden
Arbeit auftretenden Unterschiede im Expressionsverhalten von low- und high-affinity
Nitrattransportergenen und Nitratreduktasegenen bei Wachstum mit verschiedenen Stick-
stoffquellen lassen sich moglicherwiese auf die unterschiedlichen Versuchsbedingungen
(verschiedene Nahrlosungen, unterschiedliche Nahrsalzkonzentrationen, die Verwendung
von unterschiedlichem Pflanzenmaterial (-spezies), verschiedene Erntezeitpunkte etc.) zu-
rackfihren.

Eine verschiedenartige Regulation einzelner Mitglieder der beiden Nitrattransportergen-
Familien (z.B. Tomate-hi2 und Tomate-hi3 als Mitglieder der high-affinity Nitrat-
transportergen-Familie) ist grundsatzlich denkbar, zumal die Existenz von jeweils mehre-
ren Mitgliedern der beiden Nitrattransporterfamilien innerhalb einer Spezies eine
differentielle Regulation dieser Gene (z.B. in Abhangigkeit vom Entwicklungszustand der
Pflanzen) durchaus wahrscheinlich macht.

4.5 Lokalisierung der Transkripte von Tomate-lol und Tomate-hi3 in Tomaten-
wurzeln

Zwischen einzelnen Wurzelabschnitten konnen deutliche anatomische und physiologische
Unterschiede bestehen. Somit kdnnte auch die Expression von Nitrattransportergenen im
Verlauf einer Wurzellangsachse unterschiedlich ausgepragt sein. Die zur Transkript-
Lokalisierung durchgefuhrten In situ-Hybridisierungen erfolgten mit Tomatenwurzeln, die
fur finf Tage in nahezu N-freier Nahrldsung gewachsen waren und dann fur 6h in Schalen
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mit einer nitrathaltigen Nahrlosung tberfuhrt worden waren. Bei den erhaltenen Resultaten
der In situ-Hybridisierungen handelt es sich um die erste Darstellung einer Lokalisation der
Transkripte eines high- und eines low-affinity Nitrattransportergens in den Wurzeln der-
selben Spezies unter identischen Nahrstoffbedingungen. Damit wird ein direkter VVergleich
der Expressionsmuster eines low- und eines high-affinity Nitrattransportergens moglich.
Die Resultate der zur Transkriptlokalisierung von Tomate-lol durchgefiihrten In situ-
Hybridisierungen &hneln den fir Arabidopsis-lol beschriebenen Expressionsmustern in
Wurzeln von Arabidopsis (Huang et al. 1996). Tomate-lo1l wird wie Arabidopsis-lol in
Zellen der Wurzelspitze und jungen differenzierten Rhizodermiszellen exprimiert. In
alteren Wurzelteilen mit weiter entwickelter Stele und Xylem tberwiegt die Akkumulation
von Tomate-lol-mRNA in Zellen des Cortex. Wie bei Arabidopsis-lol kommt es hier
ebenfalls in Lé&ngsrichtung der Wurzelachse zu einer Verlagerung der Expression
ausgehend von Zellen der Rhizodermis in die Zellen des Cortex.

Die fir Tomate-hi3 erhaltenen Resultate entsprechen dem Expressionsmuster von Tabak-
hil bei den von Krapp et al. (1998) mit Tabakwurzeln durchgefiihrten In situ-
Hybridisierungs-Experimenten. Eine deutliche Expression ist nahe der Wurzelspitze in
Zellen der Rhizodermis aber auch in oder an Zellen des jungen Zentralzylinders zu
beobachten. In &lteren Teilen der Wurzel bleibt die Expression auf die epidermalen Zellen
beschrankt.

Die starke Expression von Nitrattransportergenen in der noch nicht differenzierten Rhizo-
dermis und in Zellen der Wurzelhaube (Tomate-hi3, Abb. 33C) bzw. in nicht ausdifferen-
zierten Zellen der Rhizodermis und des Rindenparenchyms (Tomate-lol, Abb. 31A)
konnte auf einen gesteigerten N-Bedarf der im Wachstum befindlichen Zellen der
Wurzelspitzen zuruckgefiihrt werden. In solchen stark wachsenden Bereichen von
Wurzelspitzen konnten Siebrecht et al. (1995) hohe Nitratreduktaseaktivitaten nachweisen.
Allerdings nimmt die Aufnahme von Nitrat, wie von Taylor und Bloom (1998) fur
Maiswurzeln gezeigt wurde, innerhalb des ersten Zentimeters von der Wurzelspitze an
deutlich zu, um dann abgesehen von geringen Schwankungen Uber die nachsten 5 cm mehr
oder minder konstant zu blei-ben.

Zur Uberpriifung der auf Transkriptebene erhaltenen Lokalisierungen konnten Immun-
lokalisierungen der entsprechenden Komponenten der Nitrataufnahmesysteme héherer
Pflanzen einen wichtigen Beitrag leisten.

4.6 Tomate-lol, Tomate-lo2, Tomate-hi2 und Tomate-hi3 werden auch in oberirdischen
Pflanzenteilen exprimiert

Zur Untersuchung der Expression von low- und high-affinity Nitrattransportergenen in
oberirdischen Pflanzenteilen von Tomate wurden Northern-Analysen, RT-PCR-
Experimente und In situ-Hybridisierungen durchgefihrt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten Transkripte des low-affinity Nitrat-
transportergens Tomate-lol im Gegensatz zu den Aussagen von Lauter et al. (1996) durch
Northern-Analysen auch in Blatt-RNA nachgewiesen werden. Lauter et al. (1996) hatten
Hybridisierungssignale von Tomate-lol und Tomate-lo2 ausschlieRlich mit Wurzel-RNA
erhalten. Tsay et al. (1993) konnten allerdings mit Northern-Analysen Transkripte des zu
Tomate-lol und Tomate-lo2 homologen low-affinity Nitrattransportergens Arabidopsis-lol
auch in Blatt-RNA von Arabidopsis thaliana nachweisen.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten RT-PCR-Experimente belegen, dal
Tomate-lol und Tomate-lo2 in oberirdischen Pflanzenteilen transkribiert werden und daf
sie somit in ihrer Expression nicht auf die Wurzeln der Pflanzen beschrénkt sind. Diese
Befunde konnten auch auf eine Funktion fur die beiden low-affinity-Nitrattransportergene
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bei Nitrattransportprozessen aulRerhalb der Wurzel hindeuten, so z.B. bei der Xylem-
entladung in Blattern. Das Nicht-Auftreten eines spezifischen PCR-Produktes fiir Tomate-
02 mit der cDNA aus vollstdndig entwickelten Blattern und nur im Agarosegel kaum
erkennbaren PCR-Produkten mit cDNA aus jungen Fruchten deutet auf geringere
Transkriptmengen von Tomate-lo2 in diesen Pflanzenteilen hin. Lauter et al. (1996)
konnten eine zelltypspezifisch unterschiedliche Expression von Tomate-lol und Tomate-
l02 in Tomatenwurzeln zeigen. Moglicherweise werden Tomate-lo1l und Tomate-lo2 auch
in oberirdischen Pflanzenteilen zelltypspezifisch exprimiert. Bei den durchgefihrten In
situ-Hybridisierungs-Experimenten konnten jedoch, vermutlich wegen der geringen
Transkriptmengen in den verschiedenen oberirdischen Pflanzenteilen (Bléatter, Stengel,
Bliiten, Friichte), keine spezifischen Signale erhalten werden. Diese hatten Aufschluf3
geben koénnen ber eine zelltypspezifische Funktion der Genprodukte von Tomate-lo1 und
Tomate-lo2 in oberirdischen Pflanzenteilen von Tomate.

Transkripte von high-affinity Nitrattransportergenen héherer Pflanzen konnten bisher in
nur zwei Fallen durch Northern-Analysen und in einem Fall durch In situ-Hybridisierung
in oberirdischen Pflanzenteilen nachgewiesen werden. Zhuo et al. (1999) erwéhnen, dal}
die mit Blatt-RNA aus Arabidopsis flr Arabidopsis-hil erhaltenen Hybridisierungssignale
nur 1% der Signalintensitat der mit Wurzel-RNA erhaltenen Signale ausmachen. Durch
RT-PCR-Experimente konnten sie ferner zeigen, dal Arabidopsis-hil und Arabidopsis-hi2
offenbar in Abh&ngigkeit vom Alter der verwendeten Arabidopsis-Keimlinge differentiell
exprimiert werden. Von Krapp et al. (1998) wurden in Nitratreduktase-defizienten, high-
affinity Nitrattransporter-Gene Uberexprimierenden Tabakmutanten Transkripte von
Tabak-hil in Blattern nachgewiesen. Ebenfalls in Nicotiana plumbaginifolia konnten
Quesada et al. (1997) Transkripte von Tabak-hil in Blattern, Knospen, Bliten und Samen
nachweisen.

In keiner der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Northern-Hybridisierungen mit
RNA aus Blattern und Stengeln von Tomate wurden Transkripte der beiden high-affinity
Nitrattransportergene Tomate-hi2 und Tomate-hi3 nachgewiesen. Dies kdnnte moglicher-
weise auf eine nicht ausreichendende Sensitivitat der verwendeten Chemilumineszenz-
detektions-Methode zuriickzufiihren sein. Doch auch in ,,nested“-RT-PCR-Experimenten
war nur mit cDNA aus jungen Frichten der Nachweis von Tomate-hi3-Transkripten mog-
lich. Dieses Resultat konnte durch Hybridisierung von RACE-PCR-Produkten mit einer fir
Tomate-hi3 spezifischen Sonde bestétigt und auf Bluten und junge Blatter ausgeweitet
werden. Mit dieser Methode war auch der Nachweis von Tomate-hi2-Transkripten in
Friichten und vollstandig entwickelten Blattern moglich. Da es sich bei dieser RACE-
Methode um eine Abfolge von PCR-Reaktionen handelt, sagt die Signalstarke, wie auch
bei einer einfachen RT-PCR-Reaktion, kaum etwas tiber Transkriptmengen in den einzel-
nen Pflanzenteilen aus. Das Nicht-Auftreten von spezifischen PCR-Produkten oder Signa-
len bedeutet daher auch nicht automatisch, daB in den entsprechenden Pflanzenteilen keine
Transkripte des betreffenden Gens vorliegen.

Die erhaltenen Resultate deuten im Vergleich zu high-affinity Nitrattransportergenen auf
eine starkere Expression von low-affinity Nitrattransportergenen in oberirdischen Pflan-
zenteilen von Tomate hin. Dies steht im Einklang mit der von Zhuo et al. (1999) geéul3er-
ten Vermutung, dal’ aufgrund der in der Regel recht hohen Nitratkonzentrationen im Xy-
lemsaft (Glass und Siddigi, 1995) von 5-20 mM, insgesamt eher die low-affinity Nitrat-
transporter eine relevante Funktion beim Transport von Nitrat in die Blatter besitzen
konnten. Das reproduzierbare Nicht-Auftreten von spezifischen PCR-Produkten in den RT-
PCR-Experimenten deutet auf eine moglicherweise organspezifische Expression der unter-
suchten Nitrattransportergene hin. Ein deutliches Muster, wie z.B. eine spezifische Expres-
sion bestimmter Nitrattransportergene ausschliellich in ,,Sink*- oder ,,Source“-Geweben,
1413t sich dabei jedoch nicht feststellen.
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Die zur Lokalisierung von Tomate-hi3-Transkripten in oberirdischen Pflanzenteilen
durchgefihrten In situ-RNA-Hybridisierungen erlaubten in keinem Falle den Nachweis
von spezifischen Signalen beim Vergleich der Sense- und Antisense-Hybridisierungen.
Diese Resultate lassen sich mit hoher Wahrscheinlichkeit durch die offenbar sehr niedrigen
Tran-skriptmengen in den untersuchten Geweben erklaren.

Zur Aufklarung der Funktion von Nitrattransportern in den oberirdischen Pflanzenteilen
waren demnach wiederum Untersuchungen zur Immunlokalisation der betreffenden Pro-
teine hilfreich.

4.7 Expression von Nitrattransportergenen in der arbuskularen Mykorrhiza

Voraussetzung fur die Untersuchung der Expression von Tomatengenen in der arbuskul&-
ren Mykorrhiza ist die Verwendung von Pflanzenmaterial mit einer intensiven Kolonisie-
rung der Wurzeln durch den pilzlichen Symbiosepartner.

In nicht-Nahrstoff-limitierten Bdden, z.B. bei intensiver Diingung im Ackerbau, sind
Pflanzen in der Regel nur geringfligig mykorrhiziert (Daft und Nicolson, 1969; Peat und
Fitter, 1993). Um nun eine optimale Mykorrhizierung der Pflanzen zu erreichen, wurden
die in dieser Arbeit untersuchten Pflanzen unter Phosphat-limitierenden Bedingungen her-
angezogen (Koide und Li, 1990). Die zur Dungung der Pflanzen verwendete Hoagland-
Né&hrlosung enthélt vorwiegend Nitrat als Stickstoffquelle, wohingegen Ammonium nur in
Spuren vorhanden ist. Die unter diesen Bedingungen erzielten Mykorrhizierungsgrade
lagen durchschnittlich bei etwa 80% (siehe Kap. 2.1.6). Durch die nicht-limitierte Ver-
sorgung des Systems mit Nitrat erscheint die N-Versorgung von Pilz und Pflanze tiber den
Weg der Nitratassimilation als sehr wahrscheinlich. Wenn in der Symbiose die Versorgung
der Wirtspflanze mit Nitrat durch den AM-Pilz verbessert wiirde, so sollte man unter
Umsténden eine verstarkte Expression von an der Nitratassimilation beteiligten Genen und
eine Aktivitatssteigerung der entsprechenden Enzyme beobachten kénnen. Erfolgt hin-
gegen die verbesserte N-Versorgung durch den pilzlichen Symbiosepartner in Form von
reduzierten Stickstoffformen (z.B. NH;", Aminosauren), so wire eine Reduktion der
Genexpression und Aktivitat der an der Nitratassimilation beteiligten Gene bzw. Enzyme
der Wirtspflanze denkbar.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine allgemeine Reduktion von Nitrattransporter-
transkripten in mykorrhizierten Tomatenwurzeln beobachtet werden. Vielmehr lassen sich
fir Tomate-lol und Tomate-hi2 keine deutlichen Unterschiede der in den Northern-
Analysen erhaltenen Signalstarken zwischen mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten
Tomatenwurzeln feststellen. Bei den durchgefiihrten In situ-Hybridisierungen konnten
sowohl in mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Tomatenwurzeln keine spezifischen
Signale fur Tomate-lol erhalten werden. Dies kann durch die im Vergleich zu Tomate-hi3
erheblich schwacheren Hybridisierungssignale von Tomate-lol, die zum Nachweis wesent-
lich langere Auflagezeiten bendtigten (3h zu 24h), erklart werden. Im Gegensatz zu
Tomate-hi2 und Tomate-lol ist die Expression von Tomate-hi3 in mykorrhizierten Wurzeln
deutlich erhoht. Die mit RNA aus mykorrhizierten Wurzeln auftretenden Signale sind da-
bei etwa doppelt so stark wie die mit RNA aus nicht-mykorrhizierten Pflanzen erhaltenen
Signale. Es konnte gezeigt werden, dal dieser Unterschied in der Signalstarke einer zwei-
fach erhohten Transkriptmenge entspricht. Dabei war unter den gewéhlten Bedingungen
ein offenbar nahezu linearer Zusammenhang zwischen Konzentration und Signalstarke zu
beobachten.

Die zur Transkriptlokalisierung durchgefuhrten In situ-RNA-Hybridisierungen ergaben,
daB die Expression von Tomate-hi3 in mykorrhizierten Wurzeln nicht auf die Rhizodermis
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beschrankt bleibt, sondern auf Zellen des Rindenparenchyms ausgedehnt wird. Eine
Akkumulation von Transkripten an den Arbuskel-enthaltenden Zellen, wie dies von
Rosewarne et al. (1999) fur die Transkripte eines Phosphattransportergens (LePT1) aus
Tomate gezeigt wurde, konnte flr Transkripte von Tomate-hi3 nicht beobachtet werden.
Arbuskeln werden als bevorzugter Ort des N&hrstoffaustausches zwischen Pilz und Pflanze
angesehen (Bonfante-Fasolo, 1984; Smith und Smith, 1990). Rosewarne et al. (1999)
beschreiben dartiber hinaus eine in nicht-mykorrhizierten Pflanzen im Vergleich zu
mykorrhizierten Pflanzen deutlich erhéhte Transkriptmenge von LePT1, wahrend Liu et al.
(1998a) eine Reduktion der Transkriptmengen zweier Phosphattransportergene (MtPT1
und MtPT2) aus Medicago truncatula in mit Glomus versiforme mykorrhizierten Wurzeln
zeigen konnten. Beide Gene von Medicago werden unter Phosphatmangelbedingungen
induziert. Fur das vorwiegend in Zellen der Rhizodermis und des Zentralzylinders
exprimierte LePT1 konnte ebenfalls eine Zunahme der Transkriptmenge bei
Phosphatmangel gezeigt werden (Daram et al.,1998; Liu et al., 1998b). Die Induzierbarkeit
durch ihre Substrate unterscheidet die pflanzlichen Nitrattransportergene von bekannten
Phosphat- und Sulfattransportergenen hoherer Pflanzen (Smith et al., 1997; Daram et al.,
1998).

Eine ahnliche Erweiterung der rdumlichen Expression wie bei Tomate-hi3 sowie eine
Erhohung der Transkriptmenge in Abh&ngigkeit von der Mykorrhizierung mit Glomus
versiforme wurde von Harrison (1996) flr einen Hexosetransporter (Mtstl) von Medicago
truncatula beschrieben. Hier war die Expression in Wurzelbereichen mit intensiver
Kolonisierung mit Glomus versiforme ebenfalls auf Zellen des Cortex ausgeweitet. Aller-
dings wiesen auch hier die Arbuskel-enthaltenden Zellen keine intensivere Expression auf.
Die rdumliche Erweiterung der Expression von Tomate-hi3 kdnnte auch fir die hoheren
Transkriptmengen von Tomate-hi3 in mykorrhizierten Pflanzen verantwortlich sein.
Tomate-hi3 wird somit in Abhéangigkeit von der Mykorrhizierung, mdglicherweise durch
eine veranderte Nahrstoffsituation in den Zellen des Cortex, unter den gewahlten Bedin-
gungen in mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Pflanzen rdumlich und quantitativ
differentiell exprimiert. Dies konnte damit erklart werden, dal eine in den Wirtswurzeln
als Folge der Mykorrhizierung auftretende lokale Erhéhung der Nitratkonzentration zur
verstarkten Expression des mutmaRlichen high-affinity Nitrattransportergens fuhrt. In
diesem Erklarungsmodell muiRten sich weitere Nitrattransportergene beziglich ihrer
Regulation oder kinetischen Eigenschaften von Tomate-hi3 unterscheiden. Dies ist, wie im
Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, fiir die Repression durch Gluta-
min bei Tomate-hi2 der Fall. Ist Tomate-hi3 durch Glutamin weniger stark reguliert als
Tomate-hi2, so konnte Tomate-hi3 bei einer Versorgung mit reduzierten N-Formen (z.B.
Aminoséuren) durch den pilzlichen Symbionten nicht wie die anderen Transporter repri-
miert, sondern heraufreguliert werden und so eine parallele Nitrat-Versorgung (unter Um-
stdnden ebenfalls durch den pilzlichen Symbiosepartner) ermdéglichen. Fir diese An-
nahmen gibt es derzeit jedoch keine experimentellen Nachweise, zumal das Substrat-
spektrum und die kinetischen Eigenschaften von Tomate-hi2 und Tomate-hi3 noch nicht
untersucht worden sind. Da Tomate-hi3 nicht spezifisch verstarkt in den Arbuskel-
enthaltenden Zellen des Cortex exprimiert wird, ist eine unmittelbare Beteiligung an den
zwischen Pilz und Pflanze an den Arbuskeln stattfindenden Transportprozessen eher
unwahrscheinlich. Dennoch deuten die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten auf
eine spezifische Beteiligung von Tomate-hi3 an Prozessen der Nitratassimilation in der
arbuskuldaren Mykorrhiza hin.
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4.8 Expression von Nitrat-und Nitritreduktasegenen in der arbuskuldaren Mykorrhiza

Wie von Kaldorf et al. (1998) fir mykorrhizierte Maiswurzeln gezeigt werden konnte, wird
auch in den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten mykorrhizierten Tomatenwurzeln das
Nitratreduktasegen des pilzlichen Symbionten (Glomus intraradices) transkribiert. Die
deutlich schwécheren, mit RNA aus Kontrollpflanzen erhaltenen Signale sind dabei auf
eine Kreuzhybridisierung mit Transkripten der Nitratreduktase (Kaldorf et al., 1998) von
Tomate zuriickzufihren.

Das extraradikale Myzel (ERM) von AM-Pilzen, das fir Aufnahme und Transport von
Né&hrstoffen zur Wirtspflanze verantwortlich ist, kann bis zu 92% der Wurzelmasse der
Wirtspflanze betragen (Fujiyoshi et al., 2000). Das ERM konnte somit einen wesentlichen
Beitrag zur Nahrstoffversorgung des pflanzlichen Partners leisten. In der vorliegenden
Arbeit konnte erstmals mittels RT-PCR gezeigt werden, dal Nitratreduktasegene in aus
dem Kompartimentsystem isoliertem extraradikalen Myzel (ERM) von Glomus intra-
radices transkribiert werden. Die beiden klonierten PCR-Produkte deuten dabei
maoglicherweise auf mehrere Nitratreduktasegene im Genom von Glomus intraradices hin.
Die Ascomyceten Neurospora crassa und Aspergillus nidulans besitzen jedoch nur je ein
Nitratreduktasegen (Marzluf, 1997). Die durchgefiihrten RT-PCR-Experimente bestatigen
aber die erstmals mit Rohextrakten des ERM gemessenen Nitratreduktaseaktivitaten.

Bei den zur Herstellung der Rohextrakte verwendeten Teilen des ERM handelte es sich um
nicht-steriles Material. Die gewéhlte Kulturmethode zur Separation der extraradikalen
Hyphen ist nicht axenisch, so daR grundsétzlich mit der Anwesenheit von chemolitho-
trophen und mit AM-Pilzen assoziierten Bakterien zu rechnen ist. Daher ist mdglicher-
weise ein Teil der gemessenen NRA auf zusatzliche mikrobielle Aktivitat zurtickzufihren.
Allerdings sind in dem zur Kultur benutzten gewaschenen autoklavierten Quarzsand kaum
organische Materialien vorhanden, die ein grofleres Vorkommen saprophytischer Orga-
nismen erlauben wirden. Daruber hinaus konnten unter dem Mikroskop neben Hyphen
und Sporen von Glomus intraradices keine anderen Pilze beobachtet werden.

Das von Kaldorf et al. (1994, 1998) publizierte Gensegment einer Nitratreduktase aus
Glomus intraradices Sy167 konnte auch mit aus ERM des gleichen AM-Isolats isolierter
DNA in PCR-Experimenten nicht amplifiziert werden. Aufgrund der von einigen Arbeits-
gruppen gezeigten Heterogenitét der rDNA von arbuskuldren Mykorrhizapilzen (Zézé et
al., 1997; Lloyd-MacGilp et al., 1996; Pringle et al., 2000) kdnnte man vermuten, dal auch
auf Ebene der ,,Haushaltsgene* mehrere unterschiedliche Gene in genetisch unterschiedli-
chen Kernen vorliegen und moglicherweise differentiell exprimiert werden. Eine variable
genetische Ausstattung bei AM-Pilzen konnte erkldren, weshalb das von Kaldorf et al.
(1994) aus Glomus intraradices Sy167 erhaltene Gensegment der pilzlichen Nitrat-
reduktase nicht amplifiziert werden konnte. Dieser Problematik bei der Untersuchung und
Charakterisierung von AM-Pilzen sollte in Zukunft eine verstarkte Aufmerksamkeit ent-
gegengebracht werden.

Die gemessenen NR-Aktivitdten des ERM bestétigen die Fahigkeit von AM-Pilzen, Nitrat
reduzieren zu kénnen (Ho und Trappe, 1975, Kaldorf et al., 1994, Johansen et al., 1996).
Allerdings sind zwischen den gemessenen NADH- und NADPH-abhangigen NR-
Aktivitaten des ERM keine deutlichen Unterschiede zu erkennen. Kaldorf et al. (1998)
hatten aufgrund einer Erh6hung der NADPH-abhangigen NRA in mykorrhizierten
Maiswurzeln die Vermutung gedufert, dal diese Erhohung auf die Aktivitét des pilzlichen
Enzyms zuriickgefuhrt werden koénne, zumal die Nitratreduktasen von Ascomyceten
(Neurospora sp.) NADPH als Elektronendonor bevorzugen (Crawford und Arst, 1993).
Eine verstarkt NADPH-abhangige NRA konnte mit Rohextrakten des ERM nicht beob-
achtet werden. Die bisherigen Befunde zeigen, dal extraradikale Bestandteile des Myzels
arbuskul&rer Mykorrhizapilze in der Lage sind, Nitrat zu Nitrit zu reduzieren. In intra-
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radikalen Bereichen des Myzels konnten pilzliche Nitratreduktasetranskripte nachgewiesen
werden. Moglicherweise sind an der Nitratreduktion, darauf deuten die RT-PCR-
Experimente hin, unterschiedliche Nitratreduktasen in verschiedenen Bereichen des
pilzlichen Myzels beteiligt. Weitere Untersuchungen kdnnten die dargestellten Resultate
erweitern, wobei insbesondere der In situ-Nachweis von Glomus-Nitratredukase-
transkripten und die Immunlokalisation der pilzlichen NR im ERM und in der Wirtswurzel
einen Beitrag zur Aufkl&rung von Funktion und Aktivitat der NR von Glomus intraradices
leisten konnten.

In der vorliegenden Arbeit konnte durch den Einsatz von Gensonden fur Nitrat- und
Nitritreduktasen von Tomate gezeigt werden, daR sich die Expression der entsprechenden
Gene in den Wurzeln der mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Pflanzen nur wenig
(innerhalb der Fehlergrenzen) voneinander unterscheidet. In den Bl&ttern der mykorrhi-
zierten Pflanzen sind leicht erhohte Transkriptmengen von Nitrat- und Nitritreduktase-
genen zu beobachten.

Die Expression eines Gens ist nicht unbedingt mit Vorhandensein und Aktivitat des Gen-
produktes korreliert. So konnten z.B. in Weizen mit immunologischen Verfahren wesent-
lich hohere NR-Konzentrationen in den Wurzeln als in den Blattern festgestellt werden,
obwohl die NR-Aktivitat in den Blattern deutlich héher war (Soualmi und Champigny,
1986). Diese Befunde kdnnten mit einer hoheren Umsatzrate bei der Bildung und Inakti-
vierung der Nitratreduktase in Wurzeln erklart werden. Dies gilt moglicherweise auch fir
die pilzliche NR, deren Transkripte in den mykorrhizierten Wurzeln nachweisbar sind, dort
jedoch zu keiner erheblich erhdhten NRA im Vergleich zu Kontrollpflanzen fihrt.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen zum Einfluf? der
Mykorrhizierung auf die NRA in Tomatenpflanzen ergeben ein &hnliches Bild wie die
Nitratreduktase-Transkriptanalysen. So unterscheiden sich die gemessenen NR-Aktivitaten
von mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Wurzeln im Rahmen der Fehlergrenzen
nur wenig voneinander. Die NRA aus nicht-mykorrhizierten Wurzeln ist jedoch um bis zu
35% niedriger als in mykorrhizierten Wurzeln. Fir die leicht erhdhte NRA in den Wurzeln
der mykorrhizierten Pflanzen kdnnte durchaus die moglicherweise in den mykorrhizierten
Wurzeln exprimierte Nitratreduktase von Glomus intraradices verantwortlich sein. Der
Anteil der pilzlichen NRA an der Gesamt-NRA &0t sich jedoch nicht bestimmen, da die
pilzliche NR offenbar nicht nur tberwiegend eine NADPH-spezifische Aktivitat aufweist.
Die NRA in Blattern von mykorrhizierten Pflanzen liegt signifikant um etwa 15-20%
héher als in nicht-mykorrhizierten Kontrollpflanzen. Obwohl es in Tomate nur ein NADH-
spezifisches Enzym geben soll (Daniel- Vedele et al., 1989), liegt auch in nicht-
mykorrhizierten Pflanzen interessanterweise die gemessene NADPH-abhéngige NRA stets
nur wenig unterhalb der NADH-abh&ngigen NRA.

Die im Vergleich von mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Pflanzen erhaltenen Re-
sultate zur Aktivitat der Nitratreduktase sind durchaus mit den Ergebnissen einiger anderer
Studien vergleichbar. Von Hawkins und George (1999) konnten unter Phosphat-
limitierenden Bedingungen in mit Glomus mosseae mykorrhizierten Weizenpflanzen
(> 90% Kaolonisierung) ebenfalls erhohte In vitro-NRA-MeRwerte erhalten werden. Dabei
waren allerdings, im Gegensatz zu den vorliegenden Untersuchungen bei Tomate, die
groRten Unterschiede in den Wurzeln der mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten
Pflanzen zu beobachten. Messungen der In vivo-NRA fiihrten zu erheblich deutlicheren,
statistisch signifikanten Unterschieden in Wurzeln und Blé&ttern von mykorrhizierten und
nicht-mykorrhizierten Pflanzen. In der Untersuchung von Cliquet und Stewart (1993), die
unter optimalen, nicht-limitierenden N&hrstoffbedingungen mit Maispflanzen durchgefiihrt
wurde, war die In vivo-NRA in Sprossen und Wurzeln mykorrhizierter Pflanzen etwa dop-
pelt so hoch wie in den nicht-mykorrhizierten Kontrollpflanzen. Aus den Messungen des
Chitingehaltes der mykorrhizierten Wurzeln wird allerdings deutlich, daR3 die von Cliquet
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und Stewart (1993) untersuchten Maispflanzen Mykorrhizierungsgrade deutlich unter 50%
aufwiesen. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tomatenpflanzen zeigten hingegen
eine Mykorrhizierung von etwa 80% (Kap. 3.6). Inwieweit die relativ geringe Mykorrhi-
zierung bei Cliquet und Stewart (1993) die deutlich erhohten Nitratreduktaseaktivitaten
beeinfluBt hat, bleibt unklar.

Mathur und Vyas (1995) konnten fir mit Glomus mosseae mykorrhizierte Ziziphus mauri-
tiana ahnliche In vivo-NRA-Werte wie Cliquet und Stewart (1993) erhalten. Eine weitere
Studie zum Einflul} der Mykorrhizierung auf die Aktivitat der an der Nitratassimilation
beteiligten Enzyme von Zea mays wurde von Subramanian und Charest (1998) publiziert.
Die dort mit einfacher Hoagland-Nahrlésung gediingten Pflanzen waren zu 75% mit
Glomus intraradices kolonisiert. Die gemessenen NRA-Werte (NADH-abhéngig) fir my-
korrhizierte und nicht-mykorrhizerte Pflanzen dhneln durchaus den in der vorliegenden
Arbeit erhaltenen Daten fir Tomate in Symbiose mit Glomus intraradices. So liegen die
Werte der mykorrhizierten Pflanzen eines gegentiber TrockenstreR sensitiven Kultivars in
den Blattern um etwa 20%, in den Wurzeln hingegen sogar 40% oberhalb der mit Extrak-
ten der Kontrollpflanzen erhaltenen NRA-Mel3werte. Diese Effekte traten unter Trocken-
streBbedingungen deutlich verstérkt auf. Fiir die in mykorrhizierten Wurzeln von Mais und
Weizen (Subramanian und Charest, 1998; Hawkins und George, 1999) beobachtete ver-
starkte Erhéhung der NRA konnte die Nitratreduktase des pilzlichen Symbionten verant-
wortlich gemacht werden. Andererseits kdnnte es sich auch um einen fiir Poaceen spezifi-
schen Effekt handeln.

Vergleichbare Resultate, in Abh&ngigkeit von Trockenstrel3, wurden von Ruiz-Lozano und
Azcon (1996) publiziert. Dort wurden bei mit Glomus deserticola mykorrhizierten Salat-
pflanzen, die TrockenstrelR ausgesetzt waren, deutlich erhohte NRA-MeRwerte erhalten.
Die bei Trockenheit zunehmende Immobilisierung von Nitrat und eine daraus resultierende
effektivere Versorgung mit Nitrat durch den pilzlichen Symbiosepartner konnten diese
Effekte erklaren. Allerdings kommt es offensichtlich auch ohne Trockenstrel3 zu erhéhten
Nitratreduktaseaktivitaten in mykorrhizierten Pflanzen. In einer Untersuchung von Oliver
et al. (1983) mit Trifolium subterraneum besteht ein deutlicher Zusammenhang zwischen
NRA und der pro Zeiteinheit mit dem GielRwasser vor der Ernte der Pflanzen verabreichten
Menge Nitrat. Bei relativ grof3en Nitratmengen (450 pumol/Topf und Tag) traten in Spros-
sen und Wurzeln der mykorrhizierten Pflanzen hohere NR-Aktivitaten als in den Kontroll-
pflanzen auf. Ein vollig anderes Bild ergab sich bei einer geringeren Menge Nitrat (112,5
pmol/Topf und Tag). Hier waren die NR-Aktivitaten in den Kontrollpflanzen,
insbesondere in den Wurzeln, bis zu finfmal hoher als in den mykorrhizierten Pflanzen.
Eine mdgliche Abhéngigkeit von den duReren N-Bedingungen konnte eine Erklarung fiir
die in der Literatur auftretenden Diskrepanzen hinsichtlich der NRA in mykorrhizierten
und nicht-mykorrhizierten Pflanzen sein. Die von Kaldorf et al. (1998) beschriebene deut-
liche Reduktion von Nitratreduktaseaktivitaten in mykorrhizierten Maispflanzen kdénnte
maoglicherweise so erklart werden. Die in der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung der
Nitratreduktase-Aktivitat eingesetzten Tomatenpflanzen wurden, im Vergleich zu den von
Kaldorf et al. (1998) untersuchten Maispflanzen, etwa mit der doppelten Menge Nitrat pro
Zeiteinheit gedungt. Dies konnte einen entsprechenden EinfluR auf die gemessenen
Nitratreduktase-Aktivitaten gehabt haben.

Von Oliver et al. (1983) wurde eine mogliche Korrelation von Phosphatversorgung und
NRA aufgezeigt. Dies konnte von Hawkins und George (1999) nicht bestatigt werden.

Eine weitere Ursache der uneinheitlichen Resultate verschiedener Arbeitsgruppen kénnte
in der verwendeten AM-Pilz-Spezies bzw. der Kombination von Pilz und Pflanze begrin-
det liegen. Die Untersuchungen von Mathur und Vyas (1995) zum Einfluf3 verschiedener
AM-Isolate auf die NRA von Ziziphus mauritiana zeigen, dal3 in Abhangigkeit vom jewei-
ligen AM-Pilz die NRA im SproR der Pflanzen, im Vergleich zu den nicht-mykorrhizierten
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Kontrollpflanzen, entweder erh6ht oder erniedrigt sein kann. Ebenso kann der Gesamt-
stickstoffgehalt von Pflanzen in Abhéngigkeit vom AM-Isolat deutlich variieren (Azcén et
al., 1992). Ein anderer wichtiger Anhaltspunkt konnte das Alter der VVersuchspflanzen sein.
Bei Oliver et al. (1983) unterscheiden sich die NR-Aktivitaten von Trifolium subterraneum
im zeitlichen Verlauf des Experimentes, d.h. mit der weiteren Entwicklung der Pflanzen
erheblich voneinander (Tag 19-52). Mdglicherweise sind entwicklungsspezifische Verén-
derungen der NRA fur jede Pflanze-/Pilz-Kombination in Abhé&ngigkeit von den auf3eren
Bedingungen in verschiedenartiger Weise ausgepragt.

Darlber hinaus werden bei den meisten Untersuchungen trotz der bekannten diurnalen
Verénderungen der NRA keine Angaben zum Erntezeitpunkt der Pflanzen gemacht. Auch
dies konnte die Interpretation der angegebenen Daten erleichtern.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten mit der in mykorrhizierten Pflanzen deutlich erhéhten
Transkriptmenge und verénderten raumlichen Expression des high-affinity Nitrat-
transportergens Tomate-hi3, den leicht erhohten NR-Aktivitdten und Transkriptmengen des
Nitratreduktase- und Nitritreduktase-Gens (vor allem in den Blattern) auf eine durchaus
verbesserte Versorgung der mykorrhizierten Pflanzen mit Nitrat durch den pilzlichen Sym-
bionten hin. Allerdings zeigt die relativ hohe NR-Aktivitdt des ERM von Glomus intra-
radices, dall vom Pilz aufgenommenes Nitrat auch auBerhalb der Wirtswurzel reduziert
wird. Unter welchen physiologischen Bedingungen Stickstoff an die Wirtspflanze abgege-
ben wird und in welcher Form dies Gberwiegend geschieht, bleibt unklar. Der Nachweis
pilzlicher Nitratreduktase-Transkripte in den intraradikalen Strukturen des Mikro-
symbionten deutet moglicherweise auf die Abgabe von stérker reduzierten Stickstoff-
formen an die Wirtspflanze hin, kdnnte aber auch der Eigenversorgung des AM-Pilzes
dienen.

Versuchsergebnisse, die unmittelbar gegen eine Beteiligung von AM-Pilzen an der Nitrat-
assimilation in der Symbiose sprechen, wurden in der vorliegenden Arbeit nicht erhalten.

4.9 Abschatzung des pilzlichen rRNA-Anteils an der Gesamt-RNA mykorrhizierter
Tomatenwurzeln

Innerhalb einer AM-Wirtswurzel befinden sich Pilzstrukturen und pflanzliches Gewebe in
einer kaum auflésbaren raumlichen Nahe. Der pilzliche Partner besitzt in der arbuskuléren
Mykorrhiza innerhalb der Wurzeln, in Abh&ngigkeit von der kolonisierten Wurzellange,
einen durch Messung des Chitin-Gehaltes ermittelten Biomasseanteil von 4-20% (Hepper,
1977). Dies laRt jedoch nicht automatisch auf den pilzlichen Anteil der aus mykorrhizier-
ten Wurzeln isolierten Gesamt-RNA schliefen. Von AM-Pilzen sind bisher keine Gene
bekannt, die als konstitutiv exprimiert gelten und eine Normalisierung von Transkriptmen-
gen gewahrleisten kdnnen oder sowohl prasymbiotisch als auch in der symbiotischen Pha-
se konstitutiv transkribiert werden. Die bei Pflanzen h&ufig zur Transkriptmengen-
Normalisierung eingesetzten Gene fir Actin und Tubulin werden in der arbuskuldren My-
korrhiza und anderen Pilz-/Pflanze-Interaktionen differentiell exprimiert und sind daher
wenig geeignet (Bonfante et al., 1996; Genre und Bonfante, 1998; Jin et al., 1999).

Unter der Voraussetzung, daR die AM-Pilz-mRNA nur wenige Prozent der pilzlichen Ge-
samt-RNA ausmacht, wiirde die genaue Kenntnis des pilzlichen rRNA-Anteils die Norma-
lisierung von Transkriptmengen in der arbuskuldren Mykorrhiza erleichtern. In vielen
Untersuchungen zur Genexpression in der AM wurde eine Normalisierung von Transkript-
mengen wegen des offenbar geringen pilzlichen Biomasseanteils mykorrhizierter Wurzeln
als nicht notwendig erachtet. Wird ein pflanzliches Gen in seiner Expression stark herauf-
reguliert, stellt dies qualitativ gesehen kein Problem dar. Kommt es aber bei der Signal-
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stérke zu einer leichten Absenkung, kdnnte dafir der pilzliche RNA-Anteil an der Gesamt-
RNA mykorrhizierter Wurzeln verantwortlich sein und nicht etwa eine verénderte Gen-
expression.

In der Ektomykorrhiza-Symbiose zwischen Eucalyptus globulus und Pisolithus tinctorius
konnten Carnero Diaz et al. (1997) durch vergleichende Hybridisierungen mit pflanzlichen
und pilzlichen rRNA-Sonden zeigen, dal bis zu 80% der rRNA-Transkripte pilzlichen
Ursprunges sein konnen. Mit Hilfe solcher ITS-Sonden wurden bislang Transkriptmengen
pilzlicher Hydrophobine und pflanzlicher-a-Tubuline in der Ektomykorrhiza-Entwicklung
normalisiert (Carnero Diaz et al., 1996; Tagu und Martin, 1996).

In ahnlicher Weise sollte auch die Bestimmung des pilzlichen rRNA-Anteils von mit AM-
Pilzen mykorrhizierten Wurzeln eine Normalisierung spezifischer Transkripte in der Sym-
biose erlauben. Dies wiirde gesichertere Aussagen tber Verringerung oder Zunahme der
Transkriptmenge eines Gens in der arbuskuldaren Mykorrhiza erlauben. Dies gilt nattrlich
nur unter der Voraussetzung einer konstitutiven Expression der rRNA-Gene von Glomus
intraradices in verschiedenen Stadien der Symbiose, wie auch in extraradikalen Hyphen
und in den Strukturen innerhalb der Wirtswurzel.

Mit der rRNA-Sonde aus der ITS-Region der rDNA von Glomus intraradices ist eine
Differenzierung zwischen pilzlicher und pflanzlicher RNA aufgrund der gezeigten unter-
schiedlichen Hybridisierungseigenschaften mdglich. Allerdings ist die Verwendung der
ITS1-Sonde von Glomus intraradices als absolut spezifische Sonde ohne auftretende
Kreuzhybridisierung, wie im Falle der Ektomykorrhizasymbiose fir 5,8S-rRNA-Sonden
von Eucalyptus globulus und Pisolithus tinctorius von Carnero Diaz (1997) gezeigt werden
konnte, wegen der dargestellten Kreuzhybridisierung mit der rRNA von Tomate offenbar
nicht moglich (Kap. 3.10, Abb.42).

Die durchgefiihrten RNA-Dot-Blot Experimente erlaubten eine Abschétzung des pilzlichen
rRNA-Anteils in mykorrhizierten Wurzeln, der mit etwa 40-50% der Gesamt-RNA, im
Vergleich zu den in der Literatur beschriebenen Biomasseanteilen, relativ hoch ist. Diese
Abschéatzung ist erst durch die Verfligbarkeit von relativ grofen Mengen extraradikalen
Myzels aus dem Kompartiment-System mdglich geworden. Nur so konnte die Isolierung
von ausreichenden Mengen pilzlicher RNA (einige pg) gewahrleistet werden. Die Modifi-
zierung der verwendeten Sonde, d.h. eine Erhdhung der Spezifitat durch Beschrankung auf
eine der ITS-Regionen, ohne den stirker konservierten 5,8S-rDNA-Bereich, konnte die
Ergebnisse dieser Untersuchungen mdoglicherweise weiter verbessern. Harrison und van
Buuren (1995) nutzten ein offenbar semiquantitatives RT-PCR-Verfahren mit pilz-
spezifischen rDNA-Primern, um die Menge pilzlicher rRNA in mykorrhizierten Wurzeln
und extraradikalen Hyphen miteinander zu vergleichen. Mit RNA aus extraradikalen Hy-
phen konnte ein nur 1,83-fach stérkeres Signal als mit RNA aus mykorrhizierten Wurzeln
erhalten werden. Dies ist ein weiterer Hinweis auf relativ hohe pilzliche RNA-Anteile in
mykorrhizierten Wurzeln. Allerdings wurden von Krajinski et al. (2000) bei Northern-
Hybridisierungen mit einer Sonde bestehend aus den ITS-Regionen, inklusive 5,8S-rDNA
von Medicago truncatula, keine wesentlichen Unterschiede in der Signalintensitat zwi-
schen RNA aus mit Glomus mosseae mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Wurzeln
festgestellt. Die eingesetzte Sonde soll dabei zu keiner Kreuzhybridisierung mit der 5,8S-
rRNA des pilzlichen Symbionten (Glomus mosseae) fiihren. Aus diesen Resultaten wurde
geschlossen, daB der pilzliche RNA-Anteil an der Gesamt-RNA der untersuchten 19 Tage
alten Pflanzen mit einer Mykorrhizierung von uber 90% vernachlassigbar gering sei. Mog-
licherweise sind die von Krajinski et al. (2000) beobachteten minimalen Unterschiede der
Signalstarken auf das geringe Alter der untersuchten mykorrhizierten Pflanzen zurtickzu-
fihren. Es wére durchaus denkbar, dal3 erst in einer spateren Phase der Symbiose eine ver-
starkte RNA-Synthese des AM-Pilzes in der Wirtswurzel erfolgt. Die Ergebnisse von Kra-
jinski et al. (2000) deuten darauf hin, daf moglicherweise in Abhé&ngigkeit vom Alter der
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untersuchten Pflanzen und von der verwendeten Pilz-/Pflanze-Kombination Unterschiede
hinsichtlich der Expression von rRNA-Genen des AM-Pilzes in der Symbiose auftreten
konnten.

Die Resultate der in dieser Arbeit mit RNA aus mykorrhizierten Wurzeln durchgefiihrten
Northern-Hybridisierungen, deren Signale gegen die 18S-rRNA von Tomate normalisiert
worden waren, miifdten bei einem pilzlichen rRNA-Anteil von tiber 40% an der isolierten
Gesamt-RNA neu interpretiert werden. So lagen die Transkriptmengen von Tomate-lo1,
Tomate-hi2, Nitratreduktase und Nitritreduktase in den Wurzeln der mykorrhizierten
Pflanzen deutlich oberhalb der in Kontrollpflanzen auftretenden Transkriptmengen. Die
verstarkte Expression von Tomate-hi3 ware ebenfalls weitaus deutlicher. Da die erhaltenen
Daten zum rRNA-Anteil in mykorrhizierten Wurzeln derzeit nur eine Momentaufnahme
aus der Entwicklung der Symbiose darstellen und auch mit weiteren Methoden (z.B. quan-
titativer RT-PCR) uberpruft werden sollten, wurden diese noch nicht zur Normalisierung
der erhaltenen Signalstarken benutzt. Dennoch machen die erhaltenen Resultate deutlich,
dall bei der weiteren molekularen Untersuchung der arbuskuldren Mykorrhiza der
Quantifizierung des pilzlichen RNA-Anteils eine wichtige Rolle zukommen sollte.

4.10 Wachstum von Glomus intraradices ohne Wirt

Untersuchungen mit AM-Pilzen werden durch die symbiotische, obligat biotrophe
Lebensweise dieser Organismen erheblich erschwert. Die Entwicklung eines Kultur-
systems mit Ri T-DNA transformierten Karottenwurzeln (Mugnier und Mosse, 1987;
Bécard und Fortin, 1988) erlaubte nahere Untersuchungen zum Lebenszyklus (Chabot et
al., 1992; Bago et al., 1998b; de Souza und Berbara, 1999) und zu funktionellen physiolo-
gischen Aspekten der Symbiose mit AM-Pilzen (Bécard und Piché, 1989a; Bago et al.,
1996; Villegas et al., 1996; Johansen et al., 1996; Bago et al., 1998a; Bago et al., 1999;
Pfeffer et al., 1999).

In Abwesenheit von Wirtswurzeln bilden auf Agar gekeimte AM-Sporen kaum verzweigte
Hyphen mit starker Apikaldominanz (,,Runner*“-Hyphen) von wenigen cm Lénge, die nach
kurzer Zeit (2-3 Wochen) ihr Wachstum einstellen (Mosse, 1987). Die Auswirkungen einer
Vielzahl von Substanzen (Wurzelexsudate, N&hrstoffe etc.) auf das Wachstum von AM-
Pilzen wurden in der Hoffnung untersucht, Faktoren zu finden, die eine axenische Kultur
von AM-Pilzen ermdglichen kdnnten (Daniels und Graham, 1976; Hepper, 1983; Elias und
Safir, 1987; Glenn et al., 1988; Bécard und Piché, 1989b).

Als Voraussetzung fur eine axenische Kultur missen AM-Sporen, bevor sie auf Agar aus-
keimen, oberflachensterilisiert werden. Mayo et al. (1987) beschreiben bei keimenden
AM-Sporen, die aufgrund unzureichender Sterilisierung mit moglicherweise Sporen-
assoziierten Bakterien kontaminiert waren, einen Wachstum und Verzweigung der Hyphen
fordernden Effekt. Die von Mayo et al. (1987) dargestellten Abbildungen zeigen nur in
Anwesenheit von kontaminierenden Bakterien die Bildung von vermutlich wegen ihrer
vesikelartigen Form als ,,sekundire Vesikel“ bezeichneten Strukturen. Ahnliches wird von
Azcon-Aguilar et al. (1986) fur das Wachstum von Glomus mosseae in Anwesenheit ver-
schiedener, aus Boden isolierter Mikroorganismen beschrieben. Bei Experimenten mit
steril gekeimten Sporen von Glomus intraradices konnten von Mosse (1987) Strukturen,
die von ihr als ,,sekundédre Sporen* und ,,Arbuskel-&hnliche* Verzweigungen bezeichnet
wurden, ausschlieflich in Anwesenheit von transformierten Karottenwurzeln erhalten
werden. Dies war auch ohne sichtbare Kolonisierung der Wurzeln durch die AM-
Pilzhyphen der Fall. Allerdings wird von ihr eingerdumt, dal die dualen Wurzelkulturen
nach einiger Zeit ebenfalls eine bakterielle Kontamination aufwiesen, die mdglicherweise
fir die beobachteten Effekte verantwortlich gewesen sein kénnte. Nach Oberflachen-
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sterilisierung von Glomus clarum-Sporen konnten von Walley und Germida (1996) inner-
halb der duf3eren Sporenwand Bakterien nachgewiesen werden, die nur durch Inkubation
der oberflachensterilisierten Sporen auf geeigneten Medien nachweisbar waren. Dariiber
hinaus sind innerhalb der Sporen Bakterien der Gattung Burkholderia gefunden worden,
die dort moglicherweise als Endosymbionten fungieren (Bianciotto et al., 1996). Diese an
oder innerhalb von Sporen vorkommenden Bakterien sind mit groRer Wahrscheinlichkeit
auch fur die in der vorliegenden Arbeit beobachteten bakteriellen Kontaminationen bei
auskeimenden Sporen verantwortlich. In Anwesenheit der kontaminierenden Bakterien
waren erhebliche morphologische Unterschiede zu steril wachsenden Hyphen von Glomus
intraradices Sy167 zu beobachten. Die nach einiger Zeit einsetzende Bildung von Sporen,
die ohne bakterielle Kontamination nicht beobachtet werden konnte, verlief sehr ahnlich zu
der von de Souza und Berbara (1999) beschriebenen Entwicklung von Sporen von Glomus
clarum in Karottenwurzelkultur. So entstehen die Sporen von Glomus intraradices Sy167
ebenfalls nicht terminal, sondern interkalar. In Wurzelkultur werden von Chabot (1992)
und Bago et al. (1998ab) sowohl terminal als auch interkalar neugebildete Sporen von
Glomus intraradices beschrieben. Die in der vorliegenden Arbeit mit Karottenwurzelkultur
erhaltenen Sporen von Glomus intraradices Sy167 wurden jedoch ausschlieBlich interkalar
gebildet. In ihrer Studie konnten de Souza und Berbara klar zeigen, daf es sich bei den in
anderen Untersuchungen als ,,sporendhnliche Strukturen®, ,,sekunddre Sporen®, vegetative
Sporen* oder ,,sporendhnliche Vesikel“ bezeichneten Strukturen um juvenile Sporen han-
delt. So sind die in Anwesenheit der kontaminierenden Bakterien auftretenden Sporen von
Glomus intraradices Sy167 durchaus mit denen in Wurzelkultur gebildeten vergleichbar.
Die Praparation der ohne Wirtswurzel gebildeten Sporen aus dem sie umgebenden Agar ist
recht schwierig, so daf? nur wenige aufRerlich intakt erscheinende Sporen gewonnen werden
konnten. Die Inokulation mit nur etwa zehn Sporen pro Pflanze kann aber auch mit aus
Topfkulturen stammenden Sporen durchaus problematisch sein. Somit erlauben die bislang
durchgefihrten Reinfektions-Experimente noch keine fundierten Aussagen tber die funk-
tionelle Intaktheit der ohne Wurzel-Co-Kultur gebildeten Sporen. Daher mussen weiter-
fuhrende Untersuchungen die Keimungsféhigkeit der ohne Wirtswurzel neugebildeten
Sporen sowie deren Reinfektiositdt und damit den Vollzug des pilzlichen Lebenszyklus
nachweisen.

Die zwischen Ausgangssporen und neugebildeten Sporen auftretenden GroRenunterschiede
werden auch bei Kultur mit transformierten Karottenwurzeln beschrieben (Chabot et al.,
1992; Pawlowska et al., 1999). Allerdings kénnten dafiir bei den Ansatzen ohne Wirts-
wurzeln, neben der beobachten Austrocknung der Agarplatten, moglicherweise auch
toxische bakterielle Stoffwechselprodukte verantwortlich sein, die nach einiger Zeit im
Medium akkumulieren, und das weitere Wachstum der AM-Pilze beeintréchtigen.

Die beobachteten Unterschiede beim Wachstum mit und ohne Wirtswurzel hinsichtlich der
Sporenentwicklung kdnnte aber auch auf eine zeitlich verzogerte Fahigkeit zur N&hrstoff-
aufnahme der ohne Wirtswurzel wachsenden AM-Pilze hindeuten. Das zum Teil intensive
Wachstum der Hyphen in Anwesenheit der Bakterien 1aRt sich wegen der feinen, dreidi-
mensional im Agar wachsenden Hyphen nicht unmittelbar quantifizieren. Dieses Wachs-
tum kann jedoch nicht ausschlieBlich mit der Nutzung des Nahrstoffreservoirs (iberwie-
gend Lipide) der Ausgangssporen erklart werden. Um tberhaupt ein solches Wachstum zu
ermoglichen, muB Stickstoff assimiliert und Kohlenstoff aufgenommen werden. Ein weite-
rer Gesichtspunkt, der diese Vermutung stutzt, ist die Ausbildung von extraradikalen ALS
(arbuscule-like-structure = Arbuskel-&hnliche-Struktur), die bisher ausschliellich bei in
Wurzelkultur gewachsenen AM-Pilzen als charakteristische Strukturen beschrieben wur-
den (Chabot, 1992; Bago et al., 1998b; Karashandov et al., 2000). Allerdings weisen die in
Anwesenheit von Bakterien und ohne Wirtswurzel gebildeten ALS deutliche morpho-
logische Unterschiede zu den in Karottenwurzelkultur mit Glomus intraradices auftreten-
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den ALS auf. Die knéuelige, knétchenartige Struktur der ohne Wirtswurzel mit Bakterien
entstandenen ALS-Hyphen ist dabei das markanteste Unterscheidungsmerkmal zu den glatt
und eher strauchartig, klar dichotom verzweigten ALS in der Karottenwurzelkultur. Die
Bildung von Sporen ist bei beiden Formen oftmals mit diesen Strukturen assoziiert. Diese
ALS werden von Bago et al. (1998a) als BAS (= branched absorbing structure) bezeichnet,
um sie als Bestandteil des extraradikalen Myzels gegen die in den Wirtswurzeln aus-
gebildeten Arbuskeln abzugrenzen. Nach Bago et al. (1998a) ist Glomus intraradices nicht
in der Lage, diese Strukturen ohne Kontakt mit einer Wirtswurzel auszubilden. Eine weite-
re Gemeinsamkeit zwischen BAS und den in Anwesenheit der kontaminierenden Bakterien
gebildeten ALS ist das Auftreten dieser Strukturen in oftmals nahezu regelmaRigen Ab-
stdnden an extraradikalen Hyphen. Interessanterweise ist fir die intraradikalen Arbuskeln
ebenfalls ein Auftreten in nahezu gleichméRigen Intervallen an intraradikalen Hyphen
beschrieben (Toth et al., 1990). Eine von Bécard und Piché (1989c) aufgestellte Hypothese
besagt, dal} das zur Ausbildung von BAS fiihrende Signal mit der Bildung von Arbuskeln
und mit der Aufnahme von C-Metaboliten verbunden sei. Mit monoxenischen Karotten-
wurzelkulturen mit Glomus intraradices konnten Pfeffer et al. (1999) zeigen, dal} aus-
schliel3lich die pilzlichen intraradikalen Strukturen Kohlenstoff in Form von Hexosen auf-
nehmen und Lipide synthetisieren, wéhrend die extraradikalen Strukturen an diesen Pro-
zessen nicht beteiligt sind. In der asymbiotischen Phase sind AM-Pilze zwar in der Lage,
Hexosen und Acetat aufzunehmen, konnen diese aber nur in stark beschranktem Mal3e in
Lipide umwandeln (Bago et al., 1999). Somit kdnnte die asymbiotische Wachstums-
limitierung der AM-Pilze auf eine beschrankte Fahigkeit zur Aufnahme oder Meta-
bolisierung von Kohlenstoff zuriickgefihrt werden. Diese Blockade zwischen pré-
symbiotischer und symbiotischer Phase wird in der Literatur durch zwei unterschiedliche
Hypothesen erklart: 1. Verlust genetischer Ausstattung im Verlauf der Co-Evolution mit
den Wirtspflanzen, und 2. die fehlende Fahigkeit in Abwesenheit von Wirtswurzeln die
den Pilz ernéhrenden Strukturen (Arbuskeln) auszubilden. Diese Blockade in der pilzlichen
Entwicklung wird erst durch die Anwesenheit bzw. den Kontakt mit der Wirtswurzel
durchbrochen (Bago et al., 1996).

Da in Anwesenheit der kontaminierenden Bakterien, die als Paenibacillus sp. identifiziert
werden konnten (DSMZ, Braunschweig; 1D99-617/618), Sporen gebildet werden, die wie
auf den dargestellten Abbildungen (Kap.3.12) zu erkennen ist, typischerweise ebenfalls mit
Lipiden gefillt sind, liegt die Vermutung nahe, daf? es sich bei den dort auftretenden ALS
maoglicherweise auch in physiologischer Hinsicht um Arbuskel-&hnliche, vielleicht sogar
Arbuskel-homologe Strukturen auf3erhalb der Wirtswurzel handeln konnte. Die durch die
Anwesenheit von Paenibacillus hervorgerufene Stimulation des Wachstums und die mor-
phologischen Veranderungen konnten auf eine fir Glomus intraradices verbesserte
Mobilisierung von Né&hrstoffen zurtickgefihrt werden. Da die beschriebenen morpho-
logischen Verénderungen aber auch ohne direkten physischen Kontakt von Bakterien und
Glomus intraradices beobachtet werden kénnen (Katharina Janetta, Kéln; personliche
Mitteilung), besteht weiterhin die Mdglichkeit, dal3 eine von Paenibacillus sp. gebildete
und an das Medium abgegebene, gut diffusible oder leicht fliichtige Substanz, als Signal
fungiert, das zur Ausbildung der ALS fihrt.

Budi et al. (1999) beschreiben ein die Kolonisierung in der dualen Karottenwurzelkultur
forderndes, aus der Mykorrhizosphéare von Sorghum bicolor stammendes Paenibacillus-
Isolat, das dartiber hinaus eine antagonistische Wirkung gegentiber pilzlichen Wurzel-
pathogenen aufweist. Bakterien der Gattung Paenibacillus sind also offenbar Bestandteil
der AM-assoziierten Bakterienflora und kénnten dort eine spezifische Funktion erfullen.
Das Pflanzenwachstum fordernde Paenibacillus polymixa ist dartiber hinaus in der Lage,
die Expression strefBresponsiver Gene in Arabidopsis thaliana zu verandern (Timmusk und
Wagner, 1999).
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Eine weitere Erklarungsmadglichkeit der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Effekte
ergibt sich aus Untersuchungen von Bécard und Piché (1989b), die eine deutliche
Stimulation des Wachstums von Hyphen von Gigaspora margarita mit erhohten CO,-
Konzentrationen beobachten konnten. Erhdhte CO,-Konzentrationen konnten in der
prasymbiotischen Phase die Fixierung von CO; durch den anaplerotischen Stoffwechsel
und somit die Synthese von Kohlenhydraten aus den in den Sporen gespeicherten Lipiden
ermdglichen. Eine durch die Atmungsaktivitat der Bakterien hervorgerufene gesteigerte
CO,-Konzentration konnte somit durchaus fur die beschriebenen Effekte verantwortlich
sein. Allerdings wurden von Bécard und Piché (1989b) keine morphologischen Unter-
schiede in Abhéngigkeit von einer erhdhten CO,-Konzentration festgestellt.

Durch Mykorrhizierung hervorgerufene Veranderungen in der Zusammensetzung der Rhi-
zosphérenflora konnten mehrfach beschrieben werden (Bagyaraj und Menge, 1978; Bansal
und Mukerji, 1994; Andrade et al., 1997). Daruber hinaus ist ebenso bekannt, daB viele
Rhizobakterien in der Lage sind, Wachstum und Nahrstoffaufnahme von Pflanzen zu ver-
bessern (Hoflich et al., 1994) und die Mykorrhizierung von Pflanzen zu fordern (Fester et
al., 1999). Rhizobakterien sind aber auch in der Lage, die Genexpression von AM-Pilzen
zu beeinflussen (Requena et al., 1999).

Durch den Zusatz von Paenibacillus sp. kann offensichtlich die Blockade zwischen
prasymbiotischer und symbiotischer Phase in der Entwicklung von AM-Pilzen tberbrickt
werden. Inwieweit Paenibacillus sp. in der Lage ist, die physiologischen Eigenschaften
von AM-Pilzen zu verandern oder zu beeinfluf3en, und welchen Beitrag diese Bakterien zur
Ausbildung und Aufrechterhaltung der arbuskulédren Mykorrhiza leisten, mussen zu-
kinftige Untersuchungen zeigen.

4.11 Ausblick auf weitere Untersuchungen

Der Nachweis und die Lokalisation von Plasmamembran-Transportproteinen ist innerhalb
der arbuskuldaren Mykorrhiza von besonderem Interesse. Der Nahrstoffaustausch zwischen
den beiden Symbiosepartnern in der Wirtswurzel, der Schnittstelle der beiden Organismen,
wurde bisher Gberwiegend mit physiologisch-biochemischen Methoden untersucht. Erst
innerhalb der letzten finf Jahre wurden einzelne Aspekte der arbuskuldren Mykorrhiza mit
molekularbiologischen Methoden bearbeitet. Dabei wird die Untersuchung dieser Sym-
biose, auch mit molekularbiologischen Methoden, durch die obligat biotrophe Lebensweise
der AM-Pilze behindert. Dennoch erdffnet die Anwendung molekularbiologischer Metho-
den, in Kombination mit modernen physiologischen Methoden, eine neue Sichtweise, auch
im Hinblick auf die experimentelle Herangehensweise zur Analyse der arbuskuléren My-
korrhiza.

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Resultate deuten darauf hin, dall AM-Pilze in
der Lage sind, die Nitratversorgung ihrer Wirtspflanzen zu verbessern. Erstmals konnte ein
Einflul der Mykorrhizierung auf die Expression eines mutmalilichen pflanzlichen Nitrat-
transportergens (Tomate-hi3) gezeigt werden. Die genaue Funktion von Tomate-hi3 als
Nitrattransporter muR dabei allerdings noch gezeigt werden. Hierzu ist zun&chst die Isolie-
rung einer vollstandigen cDNA dieses Gens notwendig. Die Injektion von in vitro syntheti-
sierter Tomate-hi3-mRNA oder doppelstréngiger cDNA (in einem geeigneten Expressi-
onsvektor) in Xenopus-Oocyten (Miller und Zhou, 2000) und die anschlielende Messung
von nitratabhéngigen Stromen konnte die Beteiligung von Tomate-hi3 am Nitrataufnahme-
system von Tomate bestdtigen. Die heterologe Komplementation Nitrattransport-
defizienter Hefemutanten mit Tomate-hi3 konnte alternativ Hinweise auf Funktion und
Substratspezifitat von Tomate-hi3 erbringen.
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Die Untersuchungen von Zhuo et al. (1999) lassen vermuten, dal} die Expression von
Nitrattransportergenen entwicklungsspezifisch reguliert wird. Daruber hinaus ist zu
erwarten, daR die Expression der Nitrattransportergene, wie auch der NR- und NiR-Gene,
von verschiedenen Umweltfaktoren (Nahrstoffe im Boden, Lichtstdrke und -menge, pH-
Wert, Wassergehalt des Bodens etc.) abhé&ngig ist. Unter Verwendung der vorhandenen
Gensonden konnten mit Northern-Hybridisierungen die Auswirkungen dieser Umweltfak-
toren in unterschiedlichen Entwicklungsstadien der Symbiose untersucht werden. Insbe-
sondere die Expression von Nitrattransportergenen in mykorrhizierten Pflanzen unter
TrockenstreR3, der offenbar einen verstarkten Nitrattransport vom AM-Pilz zur Wirtspflan-
ze bewirkt (Frey und Schiiepp, 1993; Tobar et al., 1994 a,b; Subramanian und Charest,
1999), sollte dabei Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Die Methode der In situ-RNA-Hybridisierung liefert eindrucksvolle und wertvolle Hin-
weise zur Genexpression in Geweben, ist aber durch ausschlieBliche Betrachtung von
Transkripten hinsichtlich ihrer Aussagekraft limitiert. Die bei Transmembranproteinen
oftmals problematische Herstellung von Antikdrpern wiirde hingegen die Lokalisierung
der Proteine im Gewebe bis in den subzellularen Bereich erlauben.

Alternativ zur In situ-Hybridisierung konnte die Expression von Tomate-hi3 durch trans-
gene Expression von Promoter-Reportergen-Konstrukten mit 3-Glucuronidase (GUS), Lu-
ciferase (LUC) oder ,,green fluorescent protein* (GFP) in der Wurzel untersucht werden.
Voraussetzung dafur ist allerdings die genaue Kenntnis der Promotersequenz von Tomate-
hi3. Diese Methode hatte gegenuber der sehr aufwendigen In situ-Hybridisierung einen
grofRen Vorteil. Nach Herstellung der transgenen Pflanzen kdnnte die Expression von z.B.
Tomate-hi3 innerhalb einer kurzen Zeitspanne in mykorrhizierten und nicht-
mykorrhizierten oder unter unterschiedlichen Umweltbedingungen (z.B. N-Mangel, Trok-
kenstrel3 etc.) gewachsenen Pflanzen untersucht bzw. nachgewiesen werden. Auch der Ein-
fluB verschiedener AM-Isolate auf die beobachteten Effekte kdnnte so unter gleichen Um-
weltbedingungen untersucht werden.

Versuchsreihen mit weiteren mykorrhizierbaren Spezies, bei denen mittlerweile eine Viel-
zahl verschiedener Nitrattransporter identifiziert werden konnte (z.B. Gerste), wiirden Auf-
schlul® dartiber geben, ob die beschriebenen Effekte spezifisch fir die Wirtspflanze, re-
spektive die Kombination von Wirtspflanze und AM-Pilz sind.

Daruber hinaus waren Untersuchungen zu einer moglichen systemischen Expression von
Tomate-hi3 in mykorrhizierten Wurzeln auBerordentlich interessant. Hierzu kdnnten
sogenannte ,,split-root“-Kultursysteme, mit getrennten mykorrhizierten und nicht-
mykorrhizierten Teilen des Wurzelsystems, wie von Burleigh und Harrison (1999) einge-
setzt, verwendet werden.

Die in dieser Arbeit, beztglich der Rolle der AM-Pilze bei der Stickstoffversorgung ihrer
Wirtspflanzen erhaltenen Ergebnisse werfen weitere Fragen auf. So beschrénkt sich offen-
bar der Einflull der Mykorrhizierung auf die Expression von Nitrattransportergenen auf
den mutmalilichen high-affinity Nitrattransporter Tomate-hi3 und mdglicherweise andere,
in dieser Arbeit nicht untersuchte weitere Nitrattransportergene. Erst wenn alle putativen
Nitrattransporter von Tomate identifiziert und ihre physiologischen und regulatorischen
Charakteristika bekannt sind, kénnen Ruckschlusse auf die zugrundeliegenden Mechanis-
men der differentiellen Regulation von Nitrattransportergenen in Abhangigkeit von der
Mykorrhizierung gezogen werden. Dann konnte die Herstellung von transgenen, in ihrer
Nitrataufnahme defizienten Pflanzen und deren anschlieBender Einsatz in Mykorrhizie-
rungs-Experimenten wertvolle Erkenntnisse zur molekularen Grundlage der Stickstoff-
versorgung der AM-Wirtspflanze liefern. Ahnliches gilt fiir Pflanzen, die keine Nitrat-
oder Nitritreduktaseaktivitat besitzen. In diesem Zusammenhang sollte dann auch die Ex-
pression von Ammoniumtransportern und deren Zusammenspiel mit den Nitrattransportern
bei der Stickstoffversorgung der Wirtspflanze in der arbuskuldren Mykorrhiza untersucht
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werden. Mikroarray-Studien ermdglichen derzeit die gleichzeitige Expressionsanalyse
mehrerer tausend Gene von Arabidopsis thaliana. Erst durch die weitere Genomanalyse
mykorrhizierbarer Pflanzen mit relativ kleinem Genom (Medicago truncatula) kénnte die-
se neue Technologie in Kombination mit quantitativer RT-PCR auch bei der Untersuchung
der arbuskul&ren Mykorrhiza Anwendung finden.

Ein weiterer wichtiger Punkt bei der Analyse der arbuskuldren Mykorrhiza ist die geneti-
sche Ausstattung des pilzlichen Symbiosepartners. Aus AM-Pilzen konnten bisher auch
mit gerichteten, PCR-basierenden Ansétzen nur wenige Gene isoliert werden, bei denen
die mutmaliliche Funktion ihrer Genprodukte durch Homologievergleiche zu bekannten
Proteinen anderer Spezies ermittelt werden konnte (Kaldorf et al, 1994; Harrison und van
Buuren, 1995; Franken et al., 1997; Burleigh und Harrison, 1998; Requena et al., 1999).
Ein erhebliches Problem besteht darin, reines pilzliches Ausgangsmaterial in ausreichender
Menge zur Isolierung von DNA und RNA zu erhalten. Sowohl das Kompartimentsystem,
das die Isolierung von relativ groRen Mengen Myzel ermdglicht, als auch das Karotten-
wurzel-Kultursystem bieten hervorragende Alternativen zur herkémmlichen Isolierung von
AM-Pilz-Material aus einfachen Topfkulturen.

Die heterologe Durchmusterung von cDNA- oder genomischen AM-Pilz-Banken, die aus-
gehend von Material dieser beiden Kultursysteme erstellt werden kdnnen, wirde mogli-
cherweise die Identifizierung einer Vielzahl weiterer Gene (z.B. Nitrattransportergene)
ermoglichen. Die weitere Einbeziehung des pilzlichen Symbiosepartners in die molekular-
biologisch gepragten Untersuchungen zur Analyse der arbuskuldren Mykorrhiza ist eine
Hauptaufgabe zukiinftiger Studien.

Das Karottenwurzelsystem konnte als Modell fiir die Untersuchung von pilzlichen rRNA-
Anteilen an der Wurzel-Gesamt-RNA zu verschiedenen Zeitpunkten der Mykorrhiza-
Entwicklung eingesetzt werden. Parallel zu diesem artifiziellen System sollte allerdings die
Mykorrhizierung von Pflanzen in Topfkultur untersucht werden.

Dazu kdnnte neben herkdmmlichen Northern-Analysen die Methode der quantitativen RT-
PCR, insbesondere die sogenannte ,,Real-Time PCR-Quantifizierung von Nukleinsauren®
(Heid et al., 1996) eingesetzt werden. Vor allem bei geringen cDNA-Mengen ware damit
noch eine Quantifizierung von Transkripten, also auch von pilzlicher rRNA mdglich. Vor-
aussetzung hierfiir wére die Entwicklung von pilz- und pflanzenspezifischen Primerkom-
binationen. Diese Untersuchungen werden zukunftig im Labor durchgefiihrt werden kon-
nen, da ein Gerét zur ,,Real-Time PCR-Quantifizierung* kurzlich bereitgestellt worden ist.

Zur weiteren Untersuchung der bei der Co-Kultur von Glomus intraradices mit Paeni-
bacillus sp. auftretenden Effekte mifite CO, als spezifischer Effektor ausgeschlossen
werden. Dies konnte einerseits durch Begasung der keimenden Sporen mit CO; in An- und
Abwesenheit von Paenibacillus oder durch stetiges Entfernen von CO, aus der Umgebung
(z.B. durch “KOH-Fallen“; Bécard und Piché, 1989) untersucht werden. Der ndchste
Schritt bestunde in der ldentifizierung des Effektors mit biochemischen Methoden. Diese
Untersuchungen werden jedoch durch das aufRerordentlich langsame Wachstum der AM-
Pilze behindert.

Erst eine Reinfektion von Pflanzenwurzeln durch die in Co-Kultur mit Paenibacillus ge-
bildeten Sporen wiirde deren Homologie zu in Anwesenheit von Wirtswurzeln entstande-
nen Sporen bestatigen. Hierzu sind Experimente unter Verwendung eines ohne Hitze-
einwirkung verflissigbaren Kulturmediums (Doner und Bécard, 1991), das eine unproble-
matische Isolierung der Sporen aus dem festen Medium erlaubt, geplant. Dabei sollen die
neugebildeten Sporen auf ihre Keimungsfahigkeit tberprift werden. Verlduft dieser Test
erfolgreich, sind weitere Reinfektionsexperimente unter anderem mit Ri T-DNA trans-
formierten Karottenwurzeln geplant.
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5. Zusammenfassung

1. Durch Vergleiche publizierter Sequenzen von low- und high-affinity Nitrat-
transportergenen hoherer Pflanzen wurden hochkonservierte Bereiche identi-
fiziert. Diese wurden als Grundlage zur Synthese degenerierter Oligo-
nukleotidprimer verwendet. Mit diesen Primerpaaren konnten Segmente von
low- und high-affinity Nitrattransportergenen aus Arabidopsis, Tabak und
Tomate amplifiziert werden. In &hnlicher Weise wurden Segmente eines
Nitratreduktase- und eines Nitritreduktasegens von Tomate amplifiziert.

2. Die erhaltenen PCR-Segmente wurden kloniert und teilweise sequenziert. Die
erhaltene Sequenzinformation erlaubte die Durchfihrung von 3"-RACE-
Experimenten, die zur Klonierung von 3’-nicht-translatierten Bereichen je
zweier low- und high-affinity Nitrattransportergene (Tomate-lol, Tomate-lo2,
Tomate-hi2 und Tomate-hi3) von Tomate fuhrten. Wie Sequenzvergleiche
zeigen, handelt es sich bei Tomate-hi3 um ein bisher unbekanntes zu high-
affinity Nitrattransportern homologes Gen aus Tomate.

3. Durch Kreuzhybridisierungsexperimente konnte gezeigt werden, dal} die
Sequenzunterschiede zwischen den jeweiligen RACE-PCR-Segmenten aus-
reichen, um eine genspezifische Hybridisierung zu ermdglichen. Die heterologe
Hybridisierung zwischen diesen Sonden fir die untersuchten low- und high-
affinity Nitrattransportergene ergibt Signalstarken von weniger als 0,1% im
Vergleich zu den bei homologer Hybridisierung erhaltenen Signalintensitéten.
Damit konnten die PCR-Segmente als Gensonden zur Untersuchung der
Expression der betreffenden Gene in mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten
Tomatenpflanzen eingesetzt werden.

4. Southern-Hybridisierungen bestétigen die Identitat von Tomate-hi3 als Bestand-
teil des Genoms von Tomate und erlauben eine deutliche Abgrenzung zu den
kirzlich publizierten Sequenzen von Tomate-hil und Tomate-hi2.

5. Untersuchungen zur Nitratinduzierbarkeit von Tomate-lol, Tomate-hi2 und
Tomate-hi3 ergaben, daR alle untersuchten Nitrattransportergene durch exogenes
Nitrat induzierbar sind und daher deutlich erhdhte Transkriptmengen nach einer
Nitratgabe aufweisen.

6. Die Expression der untersuchten Nitrattransportergene ist berwiegend auf die
Wourzel beschrankt. In Northern-Analysen, durch RT-PCR- und 3"-RACE-
Experimente konnte gezeigt werden, daB low- und high-affinity Nitrat-
transportergene von Tomate auch in oberirdischen Pflanzenteilen exprimiert
werden.

7. Durch Northern-Hybridisierungen wurde gezeigt, daR die Expression von
Tomate-hi2 und Tomate-hi3 durch exogen appliziertes NH," deutlich reprimiert
wird, wohingegen bei Tomate-lol keine wesentlichen Effekte zu beobachten
sind. Tomate-hi3 unterscheidet sich bezuglich der Expression mit Glutamin als
einziger Stickstoffquelle deutlich von Tomate-hi2. Dabei wird Tomate-hi3
offenbar durch Glutamin nicht so stark reprimiert wie Tomate-hi2. Die
intensivsten Hybridisierungssignale traten fur die beiden high-affinity Nitrat-
transportergene Tomate-hi2 und Tomate-hi3 mit der Kombination von Nitrat und
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Glutamin als Stickstoffquelle auf. Glutamin als einzige Stickstoffquelle fiihrt
ebenfalls zur Repression des low-affinity Nitrattransportergens Tomate-lo1.

8. Gensonden fir die Nitrattransportergene Tomate-lol und Tomate-hi3 wurden bei
In situ-RNA-Hybridisierungen zur Lokalisierung der Transkripte beider Gene in
Tomatenwurzeln eingesetzt. Die Expression von Tomate-lol konnte in jungen
Wurzelabschnitten in Zellen der Wurzelspitze und der Rhizodermis
nachgewiesen werden. In alteren Wurzelbereichen treten Signale verstarkt in den
Zellen des Cortex auf. Tomate-hi3 wird ebenfalls in Zellen der Wurzelspitze und
in jungen wie auch dlteren Wurzelabschnitten in Zellen der Rhizodermis
exprimiert.

9. In den Wurzeln mykorrhizierter Tomatenpflanzen wird Tomate-hi3, im Gegen-
satz zu nicht-mykorrhizierten Wurzeln, zusétzlich zur Rhizodermis in weiter
innen gelegenen Schichten des Rindenparenchyms &lterer Wurzelabschnitte
exprimiert. Eine verstarkte Expression in Arbuskel-enthaltenden Zellen konnte
nicht beobachtet werden.

10. Durch Northern-Hybridisierungen konnte gezeigt werden, dal3 die Transkript-
menge von Tomate-hi3 in mykorrhizierten Tomatenwurzeln, im Vergleich zu
nicht-mykorrhizierten Wurzeln, etwa zweifach erhoht ist. Die Expression der
beiden weiteren untersuchten Nitrattransportergene Tomate-lo1l und Tomate-hi2
wird durch eine Mykorrhizierung unter den gewahlten Bedingungen offenbar
nur in geringem Mal3e beeinfluft.

11.Die PCR-Segmente aus den Nitratreduktase- und Nitritreduktasegenen von
Tomate wurden als Sonden eingesetzt, um mit Hilfe von Northern-Analysen den
Einflul einer Mykorrhizierung auf die Expression dieser Gene zu untersuchen.
Im Vergleich zu den Wurzeln der Kontrollpflanzen ist die Expression des
Nitritreduktasegens in den mykorrhizierten Wurzeln leicht erhoht, wéhrend kein
deutlicher Unterschied fiir das Nitratreduktasegen zu erkennen ist. In den Blat-
tern mykorrhizierter Pflanzen sind fir beide Gene leicht erhohte Transkript-
mengen zu beobachten.

12 Die Nitratreduktase-Aktivitat mykorrhizierter Tomatenpflanzen ist, im
Vergleich zu nicht-mykorrhizierten Kontrollpflanzen, in Wurzeln und Bléattern
leicht erhoht.

13.Durch Northern-Hybridisierungen mit einer Sonde fiir ein Nitratreduktasegen
aus Glomus intraradices Sy167 konnte gezeigt werden, dal3 dieses in mykor-
rhizierten Tomatenwurzeln exprimiert wird.

14. Erstmals konnte eine In vitro-NR-Aktivitdt mit Rohextrakten des extraradikalen
Myzels von Glomus intraradices nachgewiesen werden.

15. RNA-Dot-Blot-Hybridisierungen deuten auf einen pilzlichen rRNA-Anteil von
bis zu 50% in mit Glomus intraradices Sy167 mykorrhizierten Tomatenwurzeln
hin.

16.Die Co-Kultur des als obligat biotroph geltenden AM-Pilzes Glomus intra-
radices Sy167 mit dem AM-assoziierten Bakterium Paenibacillus sp., fihrt zu
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deutlich verstarktem Wachstum, morphologischen Verénderungen und zur
Ausbildung von Sporen.
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7 Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis

A
Abb.
ALS
AM
AS
Asn
Asp
ATP
BAS
BCIP
bp
BSA
bzw.
C
cDNA
Ci

Cl
cpm
CSPD

CTAB
dATP
dCTP
ddNTP
DEPC
dGTP
Dig
DNA
DNase
dNTP
dsDNA
DSMZ
DTT
dTTP
dUTP
EDTA
EtBr
EtOH
FG

G
GOGAT
Gln
Glu

GS

h
HEPES
IPTG

Adenosin

Abbildung

Arbuskel-ghnliche Struktur

arbuskulére Mykorrhiza
Aminoséure(n)

Asparagin

Aspartat

Adenosintriphosphat

branched absorbing structure
5-Brom-4-chlor-3-indolylphospha)
Basenpaare

Rinderserumalbumin

beziehungsweise

Cytidin

complementare DNA

Curie = 3,7x10" Bequerel = 2,2x10" cpm
Chloroform/Isoamylalkohol (24 :1)
Z&hlimpulse pro Minute

Dinatrium 3-(4methoxyspiro{1,2-dioxetan-3,2"-(5 -chloro)tricyclo
[3.3.1.1%"]decan}-4-yl) phenylphosphat
Hexadecyltrimethylammoniumbromid
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Didesoxynukleosidtriphosphat
Diethylpyrocarbonat
Desoxyguanosintriphosphat
Digoxigenin

Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonuklease
Desoxynukleosidtriphosphat
doppelstrangige DNA

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
Dithiothreitol
Desoxythymidintriphosphat
Desoxyuridintriphosphat
Ethylendiamintetraacetat, Na-Salz
Ethidiumbromid

Ethanol

Frischgewicht

Guanosin

Glutamatsynthase

Glutamin

Glutamat

Glutaminsynthetase

Stunde
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonsdure
Isopropyl-[3-D-thiogalactosid
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Kap.
kb
kDa

LB

MES
MG
min
MRNA
MW
NAD"
NADH
NADP*
NADPH
n.b.
NBT
n.d.
NiR
NR
NRA
oD
PCI
PCR
PEG
RACE
rDNA
RNA
rRNA
RNase
rNTP
RT
RT-PCR
SDS

SSC

Tab.
TAE
TE
t-BuOH
Tris
U.N.
UTP
uv
v.l.n.r.
Vol.
viv
wiv
X-Gal
z.T.

Kapitel

Kilo-Basenpaare

Kilo-Dalton

Liter

Luria-Bertani (Kulturmedium nach Luria und Bertani, modifiziert)
Molar

N-Morpholinoethansulfonséure
Molekulargewicht

Minuten

Messenger-(Boten)-RNA

modifiziertes Kulturmedum nach White
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid, oxidiert
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid, reduziert
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, oxidiert
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, reduziert
nicht bestimmt

Nitroblau-Tetrazoliumsalz

nicht durchgefiihrt

Nitritreduktase

Nitratreduktase

Nitratreduktase-Aktivitét

Optische Dichte
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
Polymerasekettenreaktion

Polyethylenglykol

Schnelle Amplifizierung von cDNA-Enden
Ribosomale Desoxyribonukleinséure
Ribonukleinsdure

Ribosomale Ribonukleinsdure

Ribonuklease

Nukleosidtriphosphate

Raumtemperatur
Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
Natriumdodecylsulfat

Sekunden

Natriumcitrat-Puffer

Thymidin

Tabelle
Tris/Acetat/EDTA-Elektrophoresepuffer
TrissEDTA-Puffer

tertidres Butanol
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

uber Nacht

Uridintriphosphat

Ultraviolettes Licht

von links nach rechts

Volumen

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-galactopyranosid
zum Teil
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7.2 DNA-Sequenzen

A3-1:

AGTGTTATGTTCACT
GCTGGAGGGTGGGGA
ATGCCAATGGTCTTC
TTCACGGCTTGGAGG

TTTGGTGTTGCTCCT
TCGGGATTAACTGGT
CAACTTCTTTTCTTC
CTATCGTTGATGGGC
CGTTTATA

A3-29:

AGCACTATGTTCAAC
GCAGCCGGATGGGGA
ATGCCCATTGTGTAT
TTCACGGCCTGGAGG
ATCATCATGGGAATC
GGTGGAAACAGAGCT

CCCTTTGTCTCCCGG
GGGGCTGGAGGGAAC
TTCTCGACTTCGCGC
GGAGTGATGATAGTT

T1-6:

AGTACTATGTTTAAT
GCTGCTGGATGGGGT
ATGCCACTTTTGTAT
TTCACTGCTTGGAGA
GTGGTGATGGGTATT
GACGGAAATCGTGGC

GGAGGAGTATTTTGT
CTTGCTGTAACCTTT
GCTTGTGGTGCAACT
TCGTTAGGAATTATA
GGTTCTGGATTGACT
TCGACAGCGACAGGG
TGCACTCTTCCTGTT

GGAAAGATTATCGGA
GATATGGGAGGAGGA
CACGTCATCAAACTC

TTCGTTTCCCGCCGT
GCTGGTGGAAATTTT
TCTTCCTCGAGGTTT
GTTATGGCTGTTGGT

AGTCAGATCATCGGT
AACATGGGTGGCGGC
GAAATCATTAGGCGC
ATCGCCTTCTTTGTC
TTGGTGCTCACGCTA

CGAGCTCTAGGCATT
TTTGGGTCAGGACTC
TTCACAACTGAAGAA
GCTTGCACGTTGCCT

AGTAAGATCATAGGG
AATATGGGTGGAGGT
GATATAATTCGGAGG
ATTGCATTTTTTATT
TTAGTGTTGACTCTT
ACTTTACAGAAGACG

GTTCTTTTGGGTCGT
ATGATCCTTTTCTCA
TTTGGTATTATTCCA
AGCGGAATGACAGGG
CAATTGTTGTTTTTC
TTAACTTACATGGGA
ACATTTTGT

CTCGTTAACGGATGT
GTGACTCAGCTACTA
ACCGGAGCCACTCCC

TCTCTTGGACTTATC
GGGTCGGGAGTTACT
AGTACGGCGGAAGGA
GCTCTCTTCCGGTTG

CTGGTGAACGGGACA
ATAACGCAGTTGCTC
TGCGGATCAACAGCG
CCCGGTTGGTTGCAC
GGTCAAGATCTGCCA

ATCTCGGGTTTAACC
ACACAGCTCGTCTTT
GGGCTAACGTGGATG
GTTACCTTAATC

CTAGTGAACGGAACG
GCAACTCAACTCATT
GCGGGTGCAACTCCG
CCTGGATGGCTTCAT
GGCCAAGATTTACCC
GGTACTGTT.....

TCGAATTCTCTACCA
ATCGGAGCTCAAGCT
TTCATTTCTCGACGA
GCAGGTGGAAATTTT
ACGAGCTCAAAGTAC
TTCATGATCATAGGA
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T1-7:

AGTACGATGTTTAAT
GCTGCTGGATGGGGT
ATGCCTTTGCTCTAC
TTCACTGCTTGGAGA
GTTATTATGGGAATT
GATGGTAACCTCGCT

CANTGTGGTGCAACG
TCATTAGGTATAATA
GGTTCCGGATTGACA
TCGACAGGAACAGGA
TGTACACTTCCAGTA

NR1:

GTATTCAAACGATCG
GATTGCGCAACCTGG
AGGTGTGGAGTGAAC
GTCAATTTCGATGGC

NR2:

AATGTTGTCCGAAAA
CTCTCGACTGCGCTC
GAATGGCAAAACCAA
GAGCAGACAAGCTGC

T2-2:
AGGAAATGCAAGTTC
TTCATTTATGTTAAC
TCTTGGACGGTTCGT
ATTATGTCATGACTA
AATCAGGTACCTTAC
GGTACGTGTTAATTA
AAATAGATAAATAGA
TTTATATACTTTTTA
TGGTCATCATCATTA
CTTACGTGAGATTGA
GTGTTACGATCTTGA
CCACCAAAGTGCGAG
GTGGCAAACAACTCA
CACTCGGGACCGGGG
CGGACCAATTTGATG
TAAAATTCTTCAATT
TAGGTGCAGTGACAA
GA

AGTCAAATCATTGGA
AATATGGGTGGTGGT
GATATAATACGTAGA
ATCGCATTTTTTATT
TTAGTTTTAACTCTT
TCTTTACAGAAGAAA

TTTGGAATTATTCCC
TCAGGTATGACAGGA
CAACTACTGTTTTTC
CTAACGTATATGGGG
ATGTTAGTT

AACGGGTTCAGTTGG
ACTGGAGTTCCACTC
ATGAATGACTCGGAC
TGTGACGACCTACCA

TCGAAAGGTTTTTCG
GGACCGGCGTACCGA
GCAGAGCTGCCAAAT
CTAACGG

AGCCAACAACGTTAC
TTTACTTGGTGGATT
AAATTTCTATGATTT

CTTGTGAATGGTACA
GCTACTCAACTTATT
GCAGGGGCAACCCCG
CCTGGATGGCTTCAT
GGACAAGATTTACCT
GGCGATGTT. ... ..

TTTATTTCGCGAAGA
GCTGGAGGCAATTTT
ACGAGCACAAAGTAC
ATGATGATCATCGCG

GGTCCGCTGCCGTCG
TGCGAGTTGCTCTCC
GCCCCAATGCAATAC
AAG

TGGGGAGCGGCTGGT
TTGGTGCTCTGCTAA
ATGTGTGTTTTGAGG

AAATTTTCTTGGGAC
TGTAGCCGACACTTT
AAAATTTATATAATA

GCTAACATATTTTTT

AATTGGTATCTTTAC
TTTTCTTGAATATTG
AAATTTTTTATTTTT

AGTGCCATCATGTTG
TCATCATCAAATCAA
TGCATGGCAAATTTA

CCATTTCAACTATAA
CTAGGTAGTTCAACA
TGGTCCTATACATCG
GGTTAAAATCCAGCG
AAACGGACAAAAAAG
GGTTCTTTTTCTTTA
TATTAGTGTACATTC

ATTTTTTTTAAAATT
TACTATTCAAGCTAT
ATTGGTTGATTACTT
ATGAAGTGACTTAGC
GAATCGGACTTAACT
GTTTTTTATTTTCTT
TAAAAACTTTTTCTA

TCCCAQAGCCTCCAA
TGCATCCCCGCCCGA
CGCTATACATGACCG
TGTCCGGGTTCGGGT
AAAGAGGACAAATGA
TTAACGTGGGATCAC
AAGATAATTTGGGAA

MutmalRliche Intronbereiche sind durch Kursiv- und Fettdruck hervorgehoben
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