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1. Einleitung

1.1 Karnivorie im Pflanzenreich — Mythen und Fakten

Die Faszination fiir karnivore Pflanzen geht bishin zu fantasievollen Berichten des deutschen
Entdeckers Carl Liche zuriick, welcher in diversen Briefen behauptete auf seinen Reisen durch
Madagaskar einen menschenfressenden Baum (man-eating-tree), von den Ureinwohnern
Halavata (Spinnenbaum) genannt, aufgefunden zu haben. Er schrieb ,, ... it is a large plant with
.. a set of long, hairy green tendrils and tentacles, constantly and vigorously in motion...” und
weiter, dass der groflen, Tentakeln besitzenden Pflanze eine Frau des Mkodo-Ureinwohner-
stammes zum Opfer fiel (Chase et al., 2009). Eine weitere menschenfressende Pflanze, Ya-te-veo
genannt (Abb. 1), dhnelt dem Halavata-Baum
sehr und wurde angeblich vom Journalisten
James William Buel im Siiden Mittelamerikas
entdeckt und folglich in seinem Werk ,,Sea
and Land* (Buel, 1887) beschrieben. Wie der
man-eating-tree hat auch der Ya-te-veo seinen
Ursprung in den Legenden der anséssigen
Ureinwohner. Nicht nur in der Literatur,
sondern auch in Filmen wie z. B. Tarzan, The
day of the Triffids (1962, Abb. 2A) und The
Little Shop of Horrors (1882, Abb. 2B)
wurden diese Pflanzen als Blumen des Bdsen
beschrieben. Carl Liches Geschichte wurde
von Chase Osborn in seinem Werk

»Madagscar, Land of the Man-Eating Tree*

(Osborn, 1924) aufgegriffen und bestitigt.

Selbige Erzéhlung in Hinblick auf den : THR Ya-r3v80, 08, CAXNCYOROUS PLANT., 48
menschenfressenden Baum und den Mkodo-| Abbildung 1: The man-eating-tree, Ya-te-veo

o . (Buel, 1887, S. 478)
Stamm, sowie die Person ,,Carl Liche* selbst,
wurden 1955 von Willy Ley als erfunden erklédrt (Ley, 1955). Kein Wunder das der Mythos
»~menschenfressende Pflanzen” uns {iber Jahrhunderte begleitete, ist es doch eine andauernde
Faszination in diesen Geschichten die Merkmale wirklich existierender Karnivoren iibertrieben
darzustellen und in Menschen die Angst zu schiiren, von iiberdimensionalen Pflanzen

verschlungen zu werden.
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BEWARE THE TRIFFIDS... they grow
woknow...walk...talk...stalk...and KILL!

A e

Abbildung 2: “Bése Blumen” in Filmen.

A The day of the Triffids
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/06/Dayofthetr
¢ iffids.jpg).

B Pflanze Audrey Il aus dem Film ,,The Little Shop of Horrors”,
(http://www.tvbomb.co.uk/wp/wp-content/uploads
/2009/09/Little-Shop-of-Horrors-Audrey-Plant2.jpg).

Einer mehr ernsthaften Seite dieses Themengebietes zugewandt, gibt es fiir den Begriff
,.Karnivorie* im Pflanzenreich verschiedene Definitionen. Die Grunddefiniton beinhaltet, dass
eine karnivore Pflanze die Fahigkeit besitzt, Produkte der Beutezersetzung absorbieren zu
konnen. Dies geschieht entweder direkt durch die Blétter oder tiber die Wurzeln und steigert
zugleich Fitness und Samenproduktion (Chase et al., 2009). Alle Pflanzen koénnen demnach zu
einem bestimmten Grad karnivor sein, jedoch werden als "echte Karnivoren nur jene bezeichnet,
welche die Fahigkeiten aufweisen, (1) ihre Beute eigens anzulocken, (2) die Beute zu fangen und
(3) diese im Anschluss zu verdauen, die Stoffwechselprodukte zu verwerten und fiir das eigene
Wachstum zu nutzen (Lloyd, 1942; Chase et al., 2009). Die Verdauung kann durch eigens
sekretierte Enzyme (echte Karnivoren), aber auch iiber Enzyme, welche z. B. von Bakterien oder
Pilzen sekretiert werden, geschehen (Chase et al., 2009). Pflanzen, die nicht alle Voraussetzungen
erfilllen, um als echte fleischfressende Pflanzen anerkannt zu werden bzw. jene, welche die
Féhigkeit besitzen die Beute zwar anzulocken, jedoch die zur Verdauung benétigten Enzyme
nicht bereitstellen konnen, werden als prékarnivor bezeichnet (Juniper et al., 1989). Ein Beispiel
hierfiir ist Darlingtonia californica (die Kobralilie), die fiir die Verdauung ihrer Beutetiere die
Mithilfe der in den passiven Fallen lebenden Bakterien bendtigt, aber die resultierenden
Nébhrstoffe selbst absorbieren kann (Barthlott ez al., 2004; Chase et al., 2009).

Charles Darwin legte den Grundstein fiir karnivore Pflanzen in der modernen Wissenschaft und
belegte die Tatsache ,,Karnivorie“ 1875 in seinem Werk ,, Insectivorous Plants* experimentell. Er
gab erste detaillierte Beschreibungen zu den Strukturen der Fallen, mit denen acht
Pflanzengattungen (Drosophyllum, Drosera, Dionaea, Aldrovanda, Roridula, Pinguicula,
Utricularia, Byblis) in der Lage sind, Insekten oder andere Beutetiere zu fangen. Er stellte dazu

erstmals fest, dass tierische Proteine direkt von Pepsin-dhnlichen Enzymen aufgeldst und sofort
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von der Pflanze absorbiert werden (auch in Hepburn, 1922; Hepburn et al., 1927). Dies wiederum
trigt zum Pflanzenwachstum bei (Darwin, 1875). Karnivore Pflanzen ergidnzen ihren
Néhrstoftbedarf v.a. mit Phosphor und Stickstoff, indem sie mit den spezialisierten Fallen kleine
Arthropoden vorwiegend aber Insekten anlocken und verdauen. Aufgrund dieser Eigenschaft sind
sie dazu befdhigt an besonders ndhrstoffarmen Standorten zu gedeihen. Darwin beschrieb
ausfiihrlich den Aufbau von Klebe-, Klapp- und Saugfallen, aber erwihnte auch die Gleitfallen.
Phylogenetisch wurden die Karnivoren frither aufgrund struktureller Homologien
bestimmten Fallentypen zugeordnet. Heute weil man, basierend auf kombinierten
Sequenzanalysen, dass sich die Karnivorie mehrfach in der Klasse der Angiospermen entwickelt
hat (Stevens, 2001 onwards; Ellison & Gotelli, 2009). Die bisher iiber 600 bekannten karnivoren
Pflanzenarten, welche sich nach aktueller phylogenetischer Einteilung auf vier Grogruppen der
Angiospermen (Monokotyledonen, Kerneudikotyledonen, Rosiden, Asteriden) verteilen, sind in
den 5 Ordnungen, Poales, Caryophyllales, Oxalidales, Ericales und Laminales vertreten. In
Abbildung 3 sind zusédzlich die flinf Fallentypen durch farbige Unterstriche gekennzeichnet, die
sich neben dem Unterschied ihrer Funktionsweisen in aktive und passive Fallen gliedern lassen.
Aktive Fallen (Klapp- und Saugfallen) filhren Bewegungen durch, um die Beutetiere zu fangen,
wihrendessen passive Fallen (Gleit- und Reusenfallen) sich nicht bewegen konnen. Die Evolution
der Fallentypen in der Ordnung Laminales reicht von Klebe- (Pinguicula, Ibicella, Byblis) bishin
zu den komplexeren Reusen- (Genlisea) und Saugfallen (Utricularia) (Lloyd, 1942; Guisande et
al., 2007). Der Ordnung Poales gehorten urspriinglich nur prékarnivore Pflanzen (Brocchinia,
Catopsis) mit Gleitfallen an, bei denen die Blattrosetten zu krugartigen Fallengruben
umgewandelt sind. Fiir Brocchinia reducta wurde aber spiter gezeigt, dass sie eigens
Phosphatasen produzieren kann und somit als echte Karnivore gilt (Plachno et al., 2006).
Wihrend Cephalotus der einzige fleischfressende Vertreter der Ordnung Oxalidales ist, gibt es
unter den Ericales drei Gleitfallen besitzende pridkarnivore Pflanzengattungen — Sarracenia,
Heliamphora und Darlingtonia, sowie Roridula als Klebfalle (Abb. 3). Die zwei Arten
Aldrovanda  vesiculosa und Dionaea muscipula mit ihren Klappfallen wurden als
Schwesterngruppen des Sonnentaus (Drosera) iber Sequenzanalysen des #7nK-Introns und dem
assoziierten matK-Gen, den Chloroplasten-Genen atpB und rbcL und der nukledren 18S rDNA
innerhalb der Caryophyllales bestimmt (Heubl ez al., 2006). Mehr als 95 % aller Karnivoren
lassen sich in die Ordnungen Laminales und Caryophyllales einteilen, wobei zu letzterer die
Familie der Nepenthaceae gehort (Abb. 3). Diese stellt eine Schwesterngruppe der Droseraceae
dar (Ellison & Gotelli, 2009). Die Nepenthaceae, bzw. die Nepenthes-Pflanzen an sich, waren
Darwin nur iiber Beobachtungen von Dr. Hooker bekannt (Hooker, 1873; Hooker, 1874), zu dem

er engen Kontakt pflegte.
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Abbildung 3: Aktuelle Eingliederung der bisher bekannten karnivoren Pflanzen in die
Angiospermen-Phylogenie.

Ausgehend von vier Grofigruppen der Bedecktsamer (Angiospermen): den
Monokotelydonen, den Rosiden, Asteriden und Kerneukotelydonen (dunkelgriin), erfolgt
die Einteilung iiber die Ordnungen und Familien (mittelgriin) bishin zu den Gattungsnamen
(hellgriin). Die fiir die jeweilige Gattung auftretenden Fallentypen sind wie folgt
gekennzeichnet: Gleit-, Saug-, Reusen, Klapp- und Klebfallen. Hochgestelle Zahlen hinter
den Gattungen beschreiben die Anzahl der Arten (Stand 2009) in jeweiliger Gattung
(phylogenetische Einteilung und Bilder nach Ellison & Gotelli, 2009).
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1.2 Nepenthaceae

Die monotypische Familie der karnivoren Kannenpflanzen umfasst rund 120 bisher beschriebene
Nepenthes- Arten (McPherson, 2009 ). Thr Diversitatszentrum liegt in den Tropen der Alten Welt
und erstreckt sich von Madagaskar (N. madagascariensis, N. masoalensis) tiber die Seychellen
(N. pervillei), Indien (N. khasiana), Sri Lanka (N. distillatoria) und Stidost-Asien bis Nordost-
Australien und Neukaledonien. Die grole Mehrheit beschréinkt sich auf das Malayische Archipel,
insbesondere auf Borneo und Sumatra (Meimberg ef al., 2001; Barthlott ef al., 2004; Meimberg &
Heubl, 2006). Nepenthes-Pflanzen weisen eine grofle Vielfalt in Kannengréfie und -form auf und
besitzen eine erhebliche Auswahl an Beutetieren (Clarke, 2006). Auch die groBten aller
Karnivoren gehoren dieser Pflanzenfamilie an. Die kleinsten Kannen haben ein Fassungs-
vermogen von weniger als 2 ml, wobei die grofiten sogar 2000 ml iiberschreiten konnen.
Unterschieden werden 2 Formen der Nepenthes-Pflanzen. Zum einen die Tieflandarten, die
vorwiegend vom Meeresspiegel ausgehend bis auf etwa 1000 m Hohe vorkommen und zum
anderen die Hochlandarten, welche in weitaus hoheren Arealen wachsen. Nepenthes wurzeln im
Boden (terrestrisch) oder wachsen auf Baumen (epiphytisch) und Felsen (lithophytisch). Die
meisten von ihnen treten aber terrestrisch auf, wahrend das lithophytische Habitat nur sehr
vereinzelt besiedelt wird (Clarke, 2001; Clarke, 2006; Moran & Clarke, 2010). Sie sind meist
verholzende, Lianen-artige Pflanzen, die als aufrechte Strducher (z.B. N. pervillei, N.
madagascariensis) oder auch kriechend am Boden (z.B. N. rajah, N. villosa) vorkommen.
Kletternde Arten wie z.B. N. bicalcarata und N. ampullaria kdnnen ein Ausmafl bis zu 15 m
Linge erreichen (Barthlott et al., 2004; Clarke, 2006). In Abbildung 4 sind die Blétter der
Kannenpflanzen zu sehen, die denselben Grundbauplan wie normale Laubblitter aufweisen. Der
laubblattférmige Basalteil, aus dem sonst eher kleinen Blattgrund hervorgegangen, ist hier
dagegen groB und flachig. An der Spitze des Basalteils (Apex) entwickeln sich geschlungene
Ranken (tatsdchlicher Blattstiel), mit denen sich die meisten Arten an der angrenzenden
Vegetation fixieren (Moran & Clarke, 2010). Die Kanne als Gleitfalle ist eine Metamorphose der
eigentlichen Blattspreite, die fiir den Beutefang meist invertebrater Tiere verantwortlich ist (Kaul,

1982; Kato, 1993; Barthlott et al., 2004).

Stangel
Apex

laubblattférmiger Basalteil

sich entwickelnde Kanne

Abbildung 4: Struktur eines Nepenthes Blattes (modifiziert aus Clarke, 2006).
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1.2.1 Die Nepenthes-Gleitfalle: Entwicklung und Grundstruktur

Die Kannenentwicklung ist ein langsam voranschreitender Entwicklungsprozess, der in der Dauer
stark speziesabhidngig ist. Zu Beginn ist nur eine abgeflachte Knospe (< 10 mm Lénge) zu
erkennen (Abb. 5A), welche sich schlieBlich bis hin zur typischen Kannenform verlangert (Abb.
5B, C). Nach mehreren Tagen beginnt ein Stadium, indem diese junge, flache Kanne anfingt
anzuschwellen (Abb. 5D) und stark an GréBe zuzunehmen. Kurz vor Offnung wird die Kanne mit
Luft aufgebldht und anschlieBend mit eigens sekretiertem Saft gefiillt. Ein paar Tage spater 6ffnet
sich die ausgewachsene Kanne und ist nach wenigen weiteren Tagen funktionsfahig (Abb. 5E).
Oft kann der gesamte Entwicklungsprozess mehrere Wochen andauern. Bei manchen Arten dauert
er weniger als einen Monat (z.B. N. alata), andere brauchen nahezu ein Jahr bis die funktions-
fihige Kanne (z.B. N. bicalcarata) ausgebildet ist. Ahnlich stark wie die Dauer der Kannen-
entwicklung variiert auch die Lebensdauer einer Kanne von Spezies zu Spezies stark. Wéhrend
Kannen von N. bicalcarata und N. ampullaria + 200 Tage alt werden konnen, ist die Lebensdauer
einer Gleitfalle von N. mirabilis mit = 30 Tagen eher kurz (Phillipps & Lamb, 1996; Clarke,
2000).

&L/

Abbildung 5: Fotos von verschiedenen Stadien der Kannenentwicklung einer N. alata Pflanze. Ausgehend von
A der abgeflachten Knospe, welche sich zur typischen Kannenform hin verlangert, schlieBlich anschwillt B, C und
sich mit Luft und sekretiertem Saft fiillt D. Das funktionsfihige Stadium ist nach der Offnung der Kanne E erreicht
(Textinformationen nach Clarke, 2006).

Die Kannen aller Nepenthes-Arten sind passive, gravitationsabhingige Gleitfallen ohne
Bewegungsapparat (Barthlott e al., 2004), welche eine funktionelle Gliederung aufweisen
(MacFarlane, 1893; Lloyd, 1942; Adams & Smith, 1977; Juniper et al., 1989; Owen & Lennon,
1999). Innerhalb einer Art kann man oft zwei verschiedene Kannentypen unterscheiden
(Dimorphismus): 1. die obere (Luft-) Kanne und 2. die untere (terrestrische-/ Boden-) Kanne
(Juniper et al., 1989; Clarke, 1997; Clarke, 2001; Benz et al., 2012). Die jungen Nepenthes-
Pflanzen produzieren die Rosetten der Bodenkannen. Dieser Kannentyp ist meist klein, eiférmig,

sitzt auf dem Boden auf und besitzt 2 Fliigelleisten (Abb. 6). Die sogenannten Luftkannen werden
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wiahrend des Wachstumsprozesses von der Pflanze gebildet und weisen eine cher zylinder- bis
trichterformige Gestalt auf. Zeitweise werden Zwischenformen beider Kannentypen ausgebildet
(Moran & Clarke, 2010). Es wurde unter anderem an N. rafflesiana (Moran, 1996; Di Giusto et
al., 2008) und N. mirabilis (Jebb, 1991) gezeigt, dass die verschiedenen Kannentypen sich nicht
nur in Morphologie, sondern auch im Beutespektrum unterscheiden. Unabhingig von dem
ontogenetischen Kannendimorphismus besitzen alle Nepenthes-Gleitfallen einen identischen
Grundaufbau (Abb. 6).

Die sogenannte Anlockungszone besteht aus Deckel und Peristom (Abb. 6). Der Deckel
agiert als blattformige Scheibe, die das innere der Kanne vor Staub, Regenwasser und anderen
Verunreinigungen schiitzt und gleichzeitig auch die Evaporation des Verdauungssaftes reduziert
(Wang et al., 2009). Auch extraflorale Nektarien und Stomata sind an der Innenseite des Deckels
ausgebildet (Gaume et al., 2002). Das Peristom (Abb. 6A) bildet eine kragenformige Struktur
(Querschnitt, Abb. 6A3, A4), welche die Kannendffnung umschlieft. Die meisten Nepenthes-
Arten besitzen auch hier groBe, extraflorale Nektarien (Juniper et al, 1989), welche in
Vertiefungen zwischen den zahnartigen Strukturen lokalisiert sind (Abb. 6A1). Die Oberfliche
des Peristoms (Abb. 6A2) besteht aus verschiedenen, radial verlaufenden Furchen, die aus
anisotrop ausgerichteten, iiberlappenden epidermalen Zellen aufgebaut sind und so in Richtung
,Kannenmund® fiihren (Moran et al., 2013). Die Gleitzone bzw. Wachszone (Abb. 6B) besteht im
Inneren der Kanne aus zum Kannengrund gerichteten sichel- bzw. halbmondférmigen Zellen,
welche mit Wachskristallen bedeckt sind (Gaume et al., 2002). Die Anzahl dieser Zellen und
folglich der Wachskristalle ist stark artspezifisch und reicht von kompletter Wachsbedeckung
(Abb. 6B1, B2) iiber vereinzelt auftretende sichelférmige Zellen (Abb. 6B3), bis hin zu
vollstindigem Fehlen dieser Zellen und Wachskristalle (Abb. 6B4) (Benz et al., 2012).

Der untere Teil der Pflanze wird Verdauungszone genannt (Abb. 6C), ist mit einer von ihr selbst
sekretierten viskoelastischen Fliissigkeit gefiillt und besitzt multizelluldre, bifunktionale Driisen
(Gaume & Forterre, 2007; Di Giusto et al., 2008) (Abb. 6C1, C2, C3). Diese Driisen sitzen in
Vertiefungen der Epidermis und bestehen aus Sekretionszellen, die zum Teil von einem
Héubchen bedeckt werden (Abb. 6C4) (Gorb et al., 2004; Thornhill et al, 2008). Die
beschriebenen Strukturen der Kanne erfiillen verschiedene Funktionen, ausgehend von Anlocken
und Fangen bis hin zur Retention und Verdauung der Beutetiere, sowie anschlieBendem

Aufnehmen der Nahrstoffe (Gorb & Gorb, 2011).
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Abbildung 6: Kannenanatomie.

Foto einer N. mirabilis-Kanne; A Peristom, 1: Unterseite des inneren Peristomrandes mit zahnartigen
Auskragungen und Nektarporen (Pfeil), 2: Aus Furchen bestehende Oberfliche mit {iberlappenden
epidermalen Zellen (Pfeil zeigt zum Inneren der Kanne), 3 + 4: Querschnitt (Aufnahmen A1- A3 von
N. bicalcarata, A4 von N. alata entnommen, Bohn & Federle, 2004). B Cryo-SEM Mikrographie der
inneren Oberfliche der Gleitzone (Benz et al., 2012), 1: N. alata + 2: N. macrophylla, seitliche
Ansicht der oberen (UL= upper layer) und unteren (LL= lower layer) Wachsschicht, verbunden
durch Stiele (S= stalks), 3: N. ventricosa, Oberfliche mit einer sporadisch auftretenden halbmond-
formigen Zelle, 4: N. veitchii, ohne Wachskristalle und halbmondférmige Zellen (Pfeil zeigt in
Richtung Kannengrund). C Innenseite der Verdauungszone mit zahlreichen multizelluldren,
bifunktionalen Driisen, N. alata, 1: Foto (Mafistab 1:1), durch den gedéffneten Kannenmund, von der
Verdauungszone mit Verdauungssaft, 2: Driisen bevor und 3: nach der Farbung mit Methylenblau
(0.16 mg/ ml ddH,0) — Driisen zeigen Absorption der Verdauungsprodukte (Methylenblau), 4:
Driisenzone eine N. maxima-Kanne (Rottloff, 2012).
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1.2.2 Anlocken, Fangen und Verdauen der Beutetiere

Der Deckel und das Peristom der Nepenthes-Kannen sind in erster Linie verantwortlich fiir das
Anlocken der Beutetiere (Jebb & Cheek, 1997; Owen & Lennon, 1999; Gaume et al., 2002; Gorb
et al., 2004), wobei der Deckel mit einer vielfdltigen Kombination diverser Farben die erste
Kontaktstelle fiir fliegende Insekten darstellt (Clarke, 2006).

Eine hohe Attraktivitit der Luftkannen flir anthophile Insekten, hervorgerufen durch einen stark
stiBlichen Duft, konnte am Beispiel von N. rafflesiana von Di Giusto et al. (2008) gezeigt werden.
Eine weitere Rolle im Anlocken von Gliedertieren iibernechmen die spektralen Reflexions-
eigenschaften der Gleitfalle. Bei N. rafflesiana steht das Peristom in hohem Kontrast zum
restlichen Kannenkorper und ist im Vergleich dazu im ultravioletten- (360nm), blauen- (430nm-
470nm) und griinen (490nm-540nm) Wellenldngenbereich stark absorptionsfahig. Dies kann man
als visuellen Stimulus fiir trichromate Insekten beschreiben, da sie deren optischen Sensitivitits-
maxima entsprechen (Moran, 1996; Moran ef al., 1999).

Die Deckelunterseite, der Innenrand des Peristoms und die zwei Fliigelleisten, weisen neben
verschiedenen Farbmustern zahlreiche Nektar produzierende Driisen auf. Diese Nektarien geben
zuckerhaltige Ausscheidungen ab und locken so die Insekten in Richtung Kanneninneres. Thre
Anzahl ist von Art zu Art verschieden. Das Peristom kann leicht durch Kapillarkréfte zwischen
den jeweiligen Furchen (Abb. 6A2) benetzt und durch Nektar-Absonderungen, darauf fallenden
Regen oder Kondensation angefeuchtet werden, sodass die Insekten ihre Haftung verlieren
(insect aquaplaning*) und in das Innere der Kanne fallen. Dagegen konnen sie auf einem
trockenen Peristom ohne grofle Probleme entkommen (Bohn & Federle, 2004; Bauer et al., 2008;
Bauer et al., 2009; Bauer et al., 2011; Bauer ef al., 2012a; Bauer et al., 2012b). Zudem spielt die
Grofle des Peristoms eine entscheidende Rolle beim Beutefang. Je grofler es ist, desto
wahrscheinlicher wird es von nahrungssuchenden Insekten wahrgenommen (Moran ef al., 1999).
Die ins Innere liberhdngenden Zéhne des Kragens dienen als Fluchtbarriere (Clarke, 2001).

Ist die Beute gefangen, verhindern Gleit- und Verdauungszone ein Entkommen. Die nach unten
gerichteten, tiberlappenden, halbmondférmigen Zellen der Gleitzone verhindern das Aufwirts-
klettern der Insekten im Kanneninneren. Die zusétzlich darauf vorhandenen Wachsplatten (Abb.
6B) sind sehr fragil und brechen ab, sobald sich Insekten darauf fortbewegen wollen. Neben
diesen Eigenschaften variiert auch die chemische Zusammensetzung der Gleitzone zwischen
einzelnen Arten. Einheitlich aber bestehen alle Wachse aus sehr langkettigen Aldehyden (C; -
Cs,) und einfachen Alkoholen (Riedel ef al., 2003; Riedel et al., 2007; Moran & Clarke, 2010;
Scholz et al., 2010). AuBerdem bildet die Wachsschicht eine Struktur geringer Oberflachen-
energie und macht somit die innere Wand unbenetzbar. Hinzu kénnen sich Wachskristalle in die
Tarsen der Insekten setzen und verhindern, dass die Tiere Halt gewinnen (Owen & Lennon, 1999;

Gorb et al., 2004; Gorb & Gorb, 2006).
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Der Verdauungssaft im unteren Teil der Kanne (Abb. 6C1) ist hauptséchlich ein wissriges Sekret,
das auch dem Zuriickhalten der Beute in der Falle dient. Einige Nepenthes-Arten produzieren
einen mehr oder weniger viskoelastischen Saft, welcher es den Insekten unmdglich macht sich zu
befreien und sie schlielich ertrinken. Beispiele fiir diese hohe Viskoelastizitat stellen die Kannen
von N. rafflesiana, N. inermis Danser, N. aristolochioides Jebb & Cheek dar (Clarke, 2001;
Moran & Clarke, 2010). Interessanterweise ist das Sekret der Luftkannen deutlich mehr
viskoelastisch, als das der Bodenkannen (Di Giusto et al., 2008). Dieser viskdse Saft wird meist
von Gebirgsarten sekretiert, wihrend eine sehr gut ausgebildete Wachsschicht hiufiger bei
Flachlandarten auftritt. Letzteres stellt die effizientere Methode dar, um Ameisen zu fangen
(Bonhomme et al., 2011b). Die Hauptbeute der Luftkannen sind dagegen eher fliegende Insekten.
Demnach spielt die Viskoelastizitit des Kannensekrets scheinbar beim Fangen dieser
Arthropoden eine grofere Rolle (Bauer er al, 2011). Deutlich wird hier, dass die Gattung
Nepenthes eine groBe Vielfalt in der Kannenmorphologie aufweist und diverse Strategien
entwickelt hat, um Nihrstoffe zu gewinnen. Einfache Verdnderungen der Kannengeometrie und
deren Physiologie machen es moglich die verschiedensten Nahrungsquellen zu nutzen (Chin et

al.,2010; Moran et al., 2010; Bonhomme et al., 2011b; Pavlovi¢, 2012).

Besondere Fangmethoden und ungewohnliche Nihrstoffquellen

Nepenthes-Kannen kdnnen den Néhrstofthaushalt der Pflanze durch bestimmte morphologische
Ausbildungen ergénzen und somit, unter anderem, nicht-tierische Quellen nutzen.

Einmalig im karnivoren Pflanzenreich ist die Spezialisierung von Nepenthes
albomarginata, deren Nahrungsquelle sich auf nur ein Beutetaxon beschriankt. Mit einem Kranz
aus weillen Futterhaaren (Trichomen) direkt unter dem Peristom sitzend, lockt sie ausschlieBlich
Termiten der Unterfamilie Nasutitermitinae (vorwiegend Hospitalitermes) an (Abb. 7A). Diese
versammeln sich dort in enormer Anzahl, fallen folglich ins Kanneninnere und werden verdaut
(Merbach et al., 2002).

Eine weitere Besonderheit beschreibt N. ampullaria, welche ein Beispiel fiir die Nutzung
nicht-tierischer Nahrungsquellen darstellt. Morphologisch besitzen die Kannen dieser Art einen
dem Kannenmund abgewendeten, zuriickgebogenen Deckel und sitzen als Kannenteppich auf der
Oberfliche eines stark bewachsenen Erdbodens auf. Diese Wachstumsstrategie und
Kannengeometrie ermdglicht es den Pflanzen eine Vielzahl des Blattwurfs der hoher
gewachsenen Baume aufzufangen und zu verwerten (Abb. 7B). Das herabfallende Laub dient der
Pflanze als Stickstoffquelle und erhoht somit die Chlorophyll- und Stickstoffkonzentration
(Cresswell, 1998; Moran et al., 2003; Pavlovi¢ et al., 2011).
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Abbildung 7: Artspezifische Fangmethoden.
N A N. albomarginata besitzt weifle Trichome unter
dem Peristom, welche spezifisch angelegt wurden,
um Termiten der Unterfamilie Nasutitermitinae
anzulocken und folgend zu fangen.

b (Merbach et al., 2002)

BB N. ampullaria kann durch ein artspezifisches
zurlickklappen des Deckels, Laub der Baume
auffangen und es fiir sich verwerten.

a (Pavlovic et al., 2011)

Nepenthes bicalcarata ist als einzige der zirka 120 Arten dieser Gattung ein
Myrmekophyt. Dies bedeutet, dass diese Pflanze eine symbiotische Verbindung mit Ameisen
eingeht. An der Basis jeder Kanne befindet sich die Ranke, die hier artspezifisch angeschwollen
ist und den Ameisen, speziell Camponotus schmitzii, als Behausung dient (Abb. 8A) (Burbidge,
1880; Clarke & Kitching, 1995). Thr Futter beziehen sie aus Nektar, welcher vom Kannenrand
und 2 riesigen ,,Fangzdhnen™ gebildet wird (Abb. 8B, Pfeil). C. schmitzii kann also auf der
Pflanze hausen und so in sicherer Umgebung fressen, da keine oder nur wenig Konkurrenz durch
andere Tierarten besteht. N. bicalcarata profitiert vermutlich von den Ameisen, wihrend diese
schwimmend oder tauchend im Kannensaft grof3ere Beutetiere zerlegen und so bei der Verdauung
helfen. Sie entfernen Beuteiiberschuss aus der Kannenfliissigkeit und retten moglicherweise so
das Nepenthes-Verdauungssystem vor z.B. Faulnis (Clarke & Kitching, 1995). Zugleich schiitzen
die Ameisen die Pflanze, indem sie Riisselkafer der Gattung Alcidodes attackiert, welche sonst an
der Pflanze fressen und die sich entwickelnden Kannen zerstéren (Merbach et al., 2007,

Bonhomme ef al., 2011a; Bazile et al., 2012).

Abbildung 8 : Pflanze-Ameise Interaktion.

A C. schmitzii haust und briitet in der Ranke von
N. bicalcarata
(http://i.huffpost.com/gen/601111/original.jpg).
B Als Nahrung dient ihnen Nektar, welcher vom
Peristom und den beiden Fangzihnen gebildet
wird (weifler Pfeil)
(http://cdni.wired.co.uk/1240x826/k _n/Nepenth

es-bicalcarata.jpg).

Ein weiterer, einzigartiger Mechanismus, um an essentielle Néhstoffe zu gelangen, ist
jener von Nepenthes lowii. Die Luftkannen weisen enorme Unterschiede gegeniiber denen anderer
Arten auf, wobei Merkmale der Karnivorie fehlen (Wachszone) bzw. reduziert sind (Peristom)
(Clarke, 2006; Pavlovi¢, 2012). Anstelle dessen werden diese Kannen von Spitzhérnchen (Tupaia
montana) besucht, die ihren Kot nach dem Fressen eines vom Deckel produzierten Sekrets
ausscheiden. Die Pflanzen entnehmen dem Kot die Nahrstoffe und profitieren somit stark von
Besuchern auf ihren Kannen (Clarke et al., 2009; Pavlovi¢, 2012). Die Fangapparate von N.

rajah und N. macrophylla haben ebenso mutualistische Verbindungen. Erstere zu Rattus
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baluensis und zweitere zu Tupaia montana. Diese Arten behielten aber die Moglichkeit lebende
Beute zu fangen und zu verwerten (Clarke ef al., 2010; Greenwood et al., 2011; Wells et al.,
2011). Die Kannengeometrie und Grofe von N. rajah, N. macrophylla und N. lowii ist passend
zum mutualistischen Verhalten verdndert, indem sie enorm grofle Kannendffnungen besitzen und
die Deckel zu dieser nahezu rechtwinklig stehen. Letzteres ist entscheidend fiir das Sitzverhalten
der kleinen Sdugetiere auf dem Kannenmund, wahrend diese am Deckel fressen (Chin et al.,
2010; Pavlovic, 2012). Ein weiteres Beispiel fiir Mutualismus stellen kleine Flederméuse der Art
Kerivoula hardwickii dar, die in den Fangtrichtern der Pflanze N. rafflessiana elongata leben und
iiberleben. Hier bietet die Kanne einen sicheren, sauberen Schlafplatz und bekommt auch hier
niahrstoffreichen Kot als Gegenleistung (Grafe ef al., 2011).

Neben dem Anlocken, Fangen und Verdauen der Beute bieten die Nepenthes-Kannen
interessanterweise auch Wohnraum fiir die verschiedensten Tiere (Clarke, 2006). Viele von ihnen
sind so spezialisiert, dass sie an keinem anderen Ort mehr iiberleben konnen und deshalb
Nepenthebionts genannt werden (Beaver, 1979). Beispicle hierflir sind Moskitos bzw. deren
Larven, welche sich von Uberresten der von der Kanne gefangenen Insekten ernihren. Nur die
adulten Tiere der Moskitos verlassen die Kanne, kehren aber zum Eier legen wieder zuriick
(Clarke, 1992; Clarke, 2006). Eine andere groBe Bewohnergruppe stellen verschiedene
Fliegenlarven dar, die die Leichen groBerer, gefangener Tiere attackieren. Die bekanntesten
Nepenthes-Bewohner sind rote Krabbenspinnen der Art Misumenops nepenthicola, welche unter
dem Peristom auf Beute warten oder im Kannensaft auf Larvenjagd gehen bzw. diese packen,
sobald sie versuchen an der Oberfliche zu atmen. Solche Tierarten, welche die Kanne nur
gelegentlich heimsuchen, aber in keinem Stadium ihres Lebens abhédngig von ihr sind, nennt man
Nepenthesphiles. Die meisten Tiere mit denen die Nepenthes-Pflanze mutualistische Beziechungen
eingeht, kann man darunter zusammenfassen. Warum diese Tiere in der sauren Kannenflissigkeit
iiberleben und nicht verdaut werden, ist nicht bekannt. Klar ist aber, dass viele Organismen
resistent gegeniiber Verdauungsenzymen sind, solange sie leben. Nach dem Versterben jedoch,
sind die Tiere durch jene Enzyme angreifbar (Clarke, 1992; Clarke, 2006). Die bislang beste
Erklarung fiir die Verbindung zwischen Nepenthes-Pflanzen und Tieren ist, dass die
Kannenpflanzen eine fakultativ-mutualistische Beziehung zu ihrer Infauna (in Kannen lebende
Organismen) besitzen. Das bedeutet, dass Nepenthes ohne diese Bezichung iiberleben kann, aber
von ihrer Prisenz profitiert. Die Spezies der Infauna sind dagegen meist abhdngig von der Pflanze
(Pflichtpartnerschaft), welche fiir sie oft das einzige Habitat fiir Entwicklung, Nahrung und
Reproduktion darstellt (Clarke, 2006).

Ob Wohnraum oder Falle, die Nepenthes-Kanne verwertet nahezu alle nicht-tierischen und

tierischen Nahrstoffquellen im nachfolgend beschriebenen Verdauungsprozess.
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Der Verdauungsprozess

“...it is a far more remarkable problem how..., as Dr. Hooker recently shown, Nepenthes, could

all have acquired the power of secreting a fluid which dissolves or digests animal matter...’

(Darwin, 1875, S. 361).

Wie dieses Zitat zeigt, ist die Prdsenz proteolytischer Enzymaktivitit in karnivoren Pflanzen,
speziell in der Verdauungsfliissigkeit, seit der Zeit Darwins bekannt. Diese Enzyme werden
bendtigt, um die Nahrstoffe aus der angelockten und gefangenen Beute freizusetzen. Nachweisen
lassen sich im Kannensaft der Fallen die Aktivititen von Amylasen, Chitinasen, Esterasen,
Lipasen, Peroxidasen, Phosphatasen, Proteasen und Ribonucleasen (Matthews, 1960; Tokés et al.,
1974; Jentsch et al., 1989; Higashi et al., 1993; Athauda et al., 2004; Takahashi et al., 2005;
Eilenberg et al., 2006; Plachno et al., 2006; Stephenson & Hogan, 2006; Hatano & Hamada,
2008; Mithofer, 2011; Rottloff et al., 2011). Diese kommen bei Nepenthes schon in geschlossenen
Kannen vor (Lloyd, 1942; Bauer et al., 2009; Adlassnig et al., 2011; Adlassnig et al., 2012). Der
pH-Wert der eigens in geschlossenen Kannen sekretierten Fliissigkeit ist leicht sauer, selten
neutral und veréndert sich mit dem Fangen der Beute von z. B. pH 5.5 auf pH 3.0 stark (Lloyd,
1942; Barthlott et al., 2004; Adlassnig et al., 2011). Die gezielte pH-Wert Anderung bzw.
Ansduerung des Kannensaftes nach Fangen der Beute, wird durch eine Plasmamembran-H -
ATPase gewihrleistet (An et al., 2001). Die Expression von Transporter Genen fiir
Stickstoffverbindungen (Ammonium-lonen, Aminosduren, Peptide) wurde fiir Kannen von N.
alata beschrieben (Schulze et al., 1999). Die Effizienz der Verdauung scheint zwischen
verschiedenen Arten zu variieren, korreliert aber bei allen Spezies mit dem pH-Wert der
Kannenfliissigkeit (Takahashi, 2007). Der Verdauungssaft aller Spezies wird von multizelluldren
Driisen produziert und apoplastisch ins Kanneninnere sekretiert (Owen et al., 1999). Auch die
Expression und Sekretion der hydrolytischen Enzyme und anderer Proteine erfolgt im unteren
Teil der Kanne, einerseits durch die Driisen, andererseits auch durch das Driisen-umgebende
Gewebe (Owen et al., 1999; Takahashi et al., 2005; Moran & Clarke, 2010; Mithofer, 2011;
Rottloff et al., 2011). Umgekehrt verlduft die Absorption der Néhrstoffe aus dem Kannensaft
zunidchst symplastisch durch die erste Zellschicht, weiter aber apoplastisch durch das vorhandene
Endodermisgewebe (Owen ef al., 1999). Aufgenommen werden beispielsweise geloste Néhrstoffe
wie N, P, K, S oder Fe (Juniper et al., 1989; Barthlott er al., 2004; Adlassnig et al., 2012).
Zusitzlich konnen ,,ganze* Proteine liber Endozytose aufgenommen werden, was einen Teil der
Verdauung ins Innere der Driisen verlagert. Die entstandenen Endosome (Vesikel) verschmelzen
mit Lysosomen, welche abbauende Enzyme enthalten. Endsozytose wurde fiir Nepenthes mithilfe
von Endozytosemarkern wie FITC-BSA gezeigt (Adlassnig et al., 2012). In zwei Arten (V.

rafflessiana, N. alata x merilliana) konnte keine Verdauung von Proteinen verzeichnet werden, in
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anderen wiederum wurde Proteaseaktivitét festgestellt, wovon N. thorelli die hochste Aktivitét
aufweist (Adlassnig et al., 2011). In N. gracilis fordert die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies und freien Radikalen die Verdauung, indem Proteine und Biomembranen der
Beute zerstort werden (Chia ef al, 2004; Moran & Clarke, 2010). Zusétzlich zu den in die
Verdauung involvierten Proteinen wurden niedermolekulare Verbindungen wie Naphthochinone
(N. khasiana) im Kannensekret nachgewiesen. So traten Droseron und sein Derivat 5-O-
Methyldroseron nach der Zugabe von Chitin auf (Eilenberg, 2010). Beide Substanzen hemmen
das Wachstum von Pilzmyzel bzw. die Sporenbildung bekannter Pflanzen- (Botrytis cineria,
Alternaria solani) und Humanpathogene (Aspergillus fumigatus, Candida spp.) (Eilenberg, 2010;
Mithofer, 2011; Raj et al., 2011). Auch in Geweben der Pflanze konnten Sekundirmetabolite
detektiert werden (Bringmann et al., 2000; Aung et al., 2002; Rischer et al, 2002), jedoch
beschrieb bis zum heutigen Zeitpunkt nur Eilenberg ef al. (2010) diese im Verdauungssekret. Da
der Saft geschlossener Kannen in keinem direkten Kontakt zur Umwelt steht, wurde
angenommen, dass all seine Proteine und Verbindungen der Pflanze selbst entstammen und der
Saft somit steril sei. Frithzeitig wurden beziiglich der Sterilitdt Studien durchgefiihrt, in denen der
Saft geschlossener Kannen auf Agar plattiert wurde, um so bakterielles Wachstum auszu-
schlieBen (Hepburn, 1918; Liittge, 1964). Fir die damalige Zeit galt die Sterilitit als
experimentell bewiesen.

Die meisten Proteine, die im Kannensaft detektiert wurden, gehdren Familien der PR-
Proteine an, von denen eine groe Anzahl hydrolytische Aktivitdt zeigen (Mithdfer, 2011). In
Pflanzen-Pathogen-Interaktionen wird genau diese Eigenschaft gegen mikrobielle Angreifer
gerichtet. Zugleich benétigt man dieselbe Aktivitit zum Verdauen der Beutetiere, was in
karnivoren Pflanzen sehr wahrscheinlich zu einer Funktionsverlagerung von Abwehr zu

Nihrstoffzersetzung fithrte (Mithofer, 2011).

1.3 PR (pathogenesis-related)-Proteine

Befallen Herbivore oder pathogene Viren, Bakterien und Pilze eine Pflanze wirken vorerst
sogenannte passive Mechanismen wie z.B. Dornen und Stacheln oder dicke, komplexe Zellwénde
als praformierte Invasionsbarriere (Thatcher e al., 2005). Diese konnen sowohl physikalischer,
als auch chemischer Natur sein. Beispielsweise zeigen Trichome (als Barriere gegen kleine
Herbivoren) sekretorische Strukturen, welche antimikrobielle Stoffe produzieren (Sitte et al.,
2002; Mithofer, 2011). Die aktive Abwehr einer Pflanze wird im Gegensatz dazu nur bei
Bedrohung induziert. Eine direkte Antwort darauf ist z.B. die induzierte Bildung und Speicherung

von Toxinen. Eine indirekte Abwehr ist unter anderem das Anbieten von alternativen Néahrstoff-
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quellen, wie extrafloraler Nektar, zum Anlocken von Ameisen, welche die befallene Pflanze
verteidigen (Sitte et al., 2002; Mithofer et al., 2009). Die langsame Abwehr setzt erst nach einigen
Stunden oder Tagen ein und ist hdufig durch Genaktivierungen charakterisiert. Ein Beispiel ist die
Synthese von Phytoalexinen (Harborne, 1988). Bei der sogenannten ,,systemisch erworbenen
Resistenz® (systemic aquired resistance, SAR) wird iber eine lokale Resistenzantwort ecin
mobiles Signal generiert und durch die Pflanze transportiert. Signalmolekiile konnen hierbei
Jasmonséure (JA), Salizylsdure (SA) und Ethylen (ET) sein. Dies wiederum stimuliert Abwehr-
reaktionen, die z.B. mit der Induktion von PR-Proteinen einhergehen und die Pflanzen resistenter
gegeniiber nachfolgenden Infektionen machen (Van Loon et al., 2006). Die Bezeichnung der PR-
Proteine bezieht sich auf durch Mikroben-induzierte Proteine. Jedoch werden nur jene, die extrem
gering in gesundem Gewebe vorkommen und die, die einer Induktion nach Infektion bediirfen, als
»induzierbare, abwehrspezifische Proteine* bezeichnet (Van Loon et al., 2006). Meist besitzen die
PR-Proteine ein Signalpeptid (SP) am N-Terminus, welches die Translokation in das
Endoplasmatische Retikulum (ER) und die anschlieende Sekretion in den Apoplasten bestimmt.
Diese Proteine akkumulieren lokal extrazelluldr (Van Loon ef al., 2006).

Die Haupteigenschaften der bislang klassifizierten PR-Proteine sind in Tabelle 1 (griin
hinterlegt) zusammengefasst. Insgesamt werden 17 Familien beschrieben, wobei der erste
Vertreter jeder Einzelnen ausgewdhlt und anhand dessen die Familie weiter biologisch und
biochemisch charakterisiert wurde (Van Loon et al., 2006). Die Nummerierung der Familien liegt
der Reihenfolge ihrer Entdeckung zugrunde. Die ersten induzierbaren, abwehrspezifischen
Proteine wurden in Tabak-Pflanzen entdeckt, in denen sie gegen das Tabacco mosaic virus
(TMV) wirkten (Tab. 1, PR-Familie 1-5). Beispielsweise wurden Vertreter der PR-2 Familie als
Endoglukanasen beschrieben, die das Pathogenwachstum und deren Verbreitung in der Pflanze
hemmen. Andere, als Chitinasen agierende Enzyme der PR-Familien 3, 4, 8, 11, wirken gegen
Pilzbefall (Van Loon & Van Strien, 1999; Van Loon et al., 2006). Ein Weg, die verschiedenen
Typen der Chitinasen zu unterscheiden, sind ihre Substrat-Spezifititen. Chitinase Typ III (PR-8)
zum Beispiel besitzt Lysozym-Aktivitit (Van Loon & Van Strien, 1999). PR-5 (Thaumatin-like-
proteins, TLPs) sind den Permatinen sehr homolog und permeabilisieren die Membranen von
Pilzen (Vigers et al., 1991; Van Loon & Van Strien, 1999). Fiir Vertreter der PR-1 und PR-5
Familien wird eine Wirkung gegen Oomyceten beschrieben, wobei PR-1 oft als Marker fiir einen
erhohten Abwehrstatus genutzt wird (Van Loon & Van Strien, 1999).

Die molekularen Massen der verschiedenen PR- Proteine reichen von 10 bis 75 kDa. Kleinere
Proteine mit einer GroBle <10 kDa werden als PR-Peptide bezeichnet und sind durch die PR-
Familien 6, 12, 13, 14, siche Tabelle 1, vertreten (Sels et al., 2008). PR-6 sind Serinproteinase-
Inhibitoren (PIs), welche diese Enzyme binden und deren Aktivitdt kontrollieren konnen. Diese
Eigenschaft ist Teil vieler biochemischer Prozesse und erfiillt somit mehrere Funktionen in

Pflanzen, einschlielich einer Rolle in der Abwehr gegen Insekten und andere Herbivoren,
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Mikroben und Nematoden (Ryan, 1990; Koiwa et al., 1997; Van Loon & Van Strien, 1999; Sels
et al., 2008). PR-12 waren die ersten pflanzlichen Defensine, welche aus Weizen und Gerste
isoliert wurden. Diese wurden als PR-12 in die Klassifizierung mit aufgenommen, als 2
antimykotische Defensine in Rettich detektiert wurden (Terras et al., 1995; Sels et al., 2008). Die
Thionine (PR-13), Cystein-reiche Peptide, wurden urspriinglich aus Getreide isoliert (Bohlmann
et al., 1988; Sels et al., 2008) und zeigen auch induzierte Expression nach Pilzbefall (Bohlmann
et al., 1988; Epple et al., 1995; Sels et al., 2008). PR-14 sind sogenannte Lipid-Transfer-Proteine
(Lipid transfer proteins, LTPs), denen es moglich ist verschiedene Lipidtypen wie
Phosphatidylinositol, Phosphatidylcholin und Galaktolipide zu transportieren. Auch LTP-Gene
werden nach Pathogenbefall exprimiert (Garcia-Olmedo et al., 1995; Castro & Fontes, 2005).
PR-7 wurde hauptsdchlich iiber Tomatenpflanzen charakterisiert, ist als Endoproteinase aktiv,
hilft bei der Auflésung der mikrobiellen Zellwand und ist somit Teil der antimykotischen Abwehr
(Van Loon & Van Strien, 1999; Van Loon et al., 2006). Die PR-9 Familie beinhaltet Peroxidasen,
die wahrscheinlich die Verholzung der pflanzlichen Zellwinde bei mikrobiellem Angriff
katalysieren (Passardi et al., 2004; Van Loon et al., 2006). Die PR-10-Familie ist sehr komplex
und besitzt verschiedenste Vertreter, welche je nach Funktion in Untergruppen gegliedert sind
(Liu & Ekramoddoullah, 2006). Einige Vertreter sind strukturell den Ribonukleasen zugeordnet
und mutmaBlich aktiv gegen Viren, indem sie virale RNA spalten (Moiseyev et al., 1997; Van
Loon & Van Strien, 1999). Die Familien PR-15, 16 und 17 wurden spéter der Klassifizierung
beigefiigt (Tab. 1). PR-15 und 16 generieren Wasserstoffperoxide, welche auf die verschiedensten
Angreifer toxisch wirken. Hinzu stimulieren sie direkt oder indirekt die pflanzliche
Abwehrreaktion. Sie sind typische Germin- oder Oxalatoxidasen-dhnliche Proteine, welche
Superoxiddismutase-Aktivitdt zeigen (Donaldson ef al., 2001; Hu et al., 2003). PR-17 wurde in
infizierten Tabak-, Weizen- und Gerste-Pflanzen gefunden und besitzt Sequenzen, die dem
aktiven Zentrum von Zink-Metallproteinasen dhneln (Christensen et al., 2002; Van Loon ef al.,
2006).

Wie im Absatz ,der Verdauungsprozess erwidhnt, sind auch die meisten im Nepenthes-
Kannensaft vorkommenden und charakterisierten Proteine den PR-Familien zuzuordnen

(Mithofer, 2011).
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PR-1a (Tabak)

PR-2 (Tabak) B-1,3-Glukanase Ypr2, [Gns2("GIbY)]

P, Q (Tabak) Chitinase (LILIV, V, VLVII) Ypr3, Chia

"R’ (Tabak) Chitinase (I, IT) Yprd, Chid

antimykotisch

S (Tabak) Thaumatin- like Yprs

Inhibitor I (Tomate) Proteinase- Inhibitor Ypr6, Pis ( Pirl")

P69 (Tomate) Endoproteinase Ypr7
Chitinase (Gurke) Chitinase (III) Ypr8, Chib

Lignin-formende Peroxidase (Tabak) Peroxidase Ypr9, Prx

"PR-1" (Petersilie) Ribonuklease- dhnlich Ypri0

Chitinase V (Tabak) Chitinase (I) Yprll, Chic
Rs-AFP3 (Rettich) Defensin Ypri2

THI2.1 (Arabidopsis) Theonin Ypri3, Thi

LTP4 (Gerste) Lipid-Transfer-Protein Yprid, Ltp
0OxOa, germin (Gerste) Oxalat- Oxidase Yprls
OxOLP (Gerste) Oxalat- Oxidase- dhnlich Yprl6

PRp27 (Tabak) unbekannt Yprl7

Tabelle 1: Anerkannte Familien der PR-Proteine (griin) mit Vertretern in Nepenthes sp. (rot hinterlegt).
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1.3.1 PR-Proteine im Nepenthes-Kannensaft

In Tabelle 1 (S. 17) sind die im Kannensaft vorkommenden PR-Proteine (rot hinterlegt)
vergleichend zu den anerkannten PR-Familien (griin hinterlegt) aufgefiihrt. Auch die in Nepenthes
sp. vertretenen Proteine weisen grofitenteils Signalpeptide auf, welche hier der Sekretion in die
Verdauungsfliissigkeit dienen (Van Loon et al., 2006; Rottloff, 2012). Viele der im Kannensaft
vorhandenen PR-Proteine sind sehr wahrscheinlich in die Verdauung der gefangenen Beutetiere
involviert, bspw. Nepenthesin I und II (Tab. 1, PR-7). Jedoch dienen nicht alle Enzyme im
Kannensaft der Verdauung. Auch Abwehrproteine wie beispielsweise die TLPs, wurden
beschrieben (Hatano & Hamada, 2008; Rottloff et al., 2009). Des Weiteren wurde eine PR-1
Protein cDNA-Sequenz aus N. mirabilis ermittelt (Tab. 1, Rott, 2009). Die genaue biochemische
Funktion und die Wirkungsweise von PR-1 Proteinen sind bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht
bekannt. Dieser Fakt macht gerade dieses Protein in Bezug auf den Nepenthes-Verdauungssaft
interessant, soll in vorliegender Studie in seiner Rolle weiter untersucht und im folgenden Absatz

zuvor nidher beschrieben werden.

PR-1 Proteine

Das aus Nepenthes mirabilis identifizierte Protein gehort zur PR-1 Familie, welche die ersten
entdeckten PR-Proteine mit molekularen Massen von 15- 17 kDa reprasentiert (Van Loon & Van
Strien, 1999). Erste Vertreter wurden in den Bléttern von Tabakpflanzen nach einer Infektion mit
TMYV detektiert (Gianinazzi et al., 1970; Van Loon & Van Kammen, 1970). Unterschieden
werden saure und basische PR-1 Proteine aufgrund ihrer isoelektrischen Punkte (Van Loon &
Van Strien, 1999). Beispielsweise sind die sauren Tabak PR-1 Proteine im Apoplasten (PR-1a, -b,
-c) lokalisiert, wihrend die Basischen in der Vakuole akkumulieren (PR-1g) (Bol et al., 1990).
Diese generelle Einteilung sollte jedoch nicht verallgemeinert werden. Das saure N. tabacum PR-
la war das erste aufgereinigte und charakterisierte Protein (Antoniw & Pierpoint, 1978). 22
Homologe dieses Vertreters wurden iiber Sequenzvergleiche in Arabidopsis gefunden (Van Loon
et al., 2006), in Tabak selbst weitere 15 (Cornelissen ef al., 1987) und in Reis 39 (Mitsuhara et
al., 2008). In Tomatenpflanzen sind die sauren Tabak PR-1a, -b, -¢ Proteine basisch (Van Loon et
al., 1994). Seit ihrer Erstentdeckung wurden mehrere dieser Proteine auch in zahlreichen anderen
Pflanzen wie Gerste, Pfeffer, Weizen und Mais identifiziert (Liu & Xue, 2006). PR-1 Proteine
weisen antimykotische Aktivitit gegeniiber einer Reihe von phytopathogenen Pilzen wie z.B.
Erysiphe graminis und Uromyces fabae und einem Pathogen aus der Klasse der Oomyceten,
Phytophthora infestans, auf (Niderman et al., 1995; Borad V & S, 2008). Da ihre Genexpression

nach Pathogenbefall enorm induziert wird, werden PR-1 Proteine oftmals als molekulare Marker
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einer SAR genutzt. Wihrend in Arabidopsis nach Infektion nur ein PR-1 Protein induziert wird
(Van Loon et al., 2006), sind es in Reis schon 12 (Mitsuhara et al., 2008). Dies veranschaulicht,
wie unterschiedlich die Induzierbarkeit von PR-1 Proteinen von Art zu Art sein kann. PR-1
Proteine sind stark konserviert und kommen in nahezu allen Pflanzenfamilien vor. Strukturell sehr
dhnlich besitzen sie 4 a- Helices, 4 B- Faltbldtter und 6 konservierte Cysteinreste, welche 3
Disulfidbriicken bilden (Van Loon ef al., 1994; Van Loon et al., 2006). Die kompakte Struktur
macht die PR-1 Proteine sehr stabil und unempfindlich gegeniiber Proteasen (Van Loon &
Gerritsen, 1989), welche auch im Kannensaft nachgewiesen wurden.

Nur wenig ist bekannt {iber die eigentliche Regulation und Produktion der in den
Verdauungsprozess involvierten Proteasen von Nepenthes-Pflanzen. Dies soll daher auch im

Rahmen dieser Studie untersucht werden.

Proteasen

Durch engen Kontakt zu Charles Darwin und durch ihn inspiriert, dokumentierte Hooker (1874)
erstmalig, dass Nepenthes-Pflanzen karnivor sind. Seit jener Zeit wurde untersucht wie Nepenthes
diesen Prozess eigentlich realisieren kann (Frazier, 2000). Hooker bestimmte die Verdauungs-
aktivitdit indem er nachwies, dass Eiweil}, Fleisch und Knorpel innerhalb von 24 Stunden
zerfallen. Diese Aktivitit konnte durch Ansduern gesteigert werden. So zeigte z.B. Vines (1877),
dass nach Ansduern die Kannenextrakte in der Lage waren Fibrin zu verdauen. Die Annahme kam
auf, dass Nepenthes endogene Verdauungsenzyme besitzt. Dubois (1890) und Tischutkin (1892)
widersprachen dem, als sie feststellten, dass Saft geschlossener Kannen keine Verdauungseffekte
zeigte. Sie schlossen daraus, dass die Aktivitit maBgeblich von Bakterien ausgeht, welche nach
dem Offnen ins Kanneninnere gelangen. Vines (1897) zeigte daraufhin, dass Saft geschlossener
Kannen nach Ansduerung mit 0.2 % HCI Proteine verdaute, angesduertes Wasser dagegen nicht.
Er suggeriert den Namen nepenthin fir das Verdauungsenzym im Kannensaft (Vines, 1901),
welches ungewohnlich stabil gegeniiber Hitze und Alkali ist (Vines, 1897) und auf eine grofle
Zahl verschiedener Substrate wirken kann (Stern & Stern, 1932). Neben Vines (1897) zeigten
spéter auch andere Studien, dass Nepenthes-Pflanzen ihre eigenen sauren Proteinasen wie die
Nepenthesine produzieren und diese die hochste proteolytische Aktivitit im Kannensaft
bereitstellen (Nakayama & Amagase, 1968; Amagase et al., 1969; Woessner, 1998). Lobareva et
al. (1973) und Takahashi et al. (1974) postulierten, dass Nepenthesine Vertreter von sogenannten
Aspartatproteasen (aspartic proteases, APs) sind. Diese APs sind weit verbreitete proteolytische
Enzyme, die in Viren, Bakterien, Hefen, Pilzen, Tieren und Pflanzen vorkommen (Davies, 1990;
Dunn, 2002; Kadek et al., 2014). Alle Aspartatproteasen werden als Zymogen exprimiert und sind
zur Autoaktivierung in saurem Milieu fahig, indem sie das Propeptid abspalten (Dunn, 1997;

Khan & James, 1998; Kadek ef al., 2014). Im Vergleich zu anderen APs bilden Pflanzen-APs eine
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Gruppe mit speziellen Verdanderungen in Struktur und Sequenz. Die grofBite Untergruppe bilden
die vakuoldren Aspartatproteasen, welche ein pflanzenspezifisches Insert (plant-specific Insert,
PSI) am C-terminalen Ende besitzen, das Ahnlichkeit zu Saposinen hat (Runeberg-Roos et al.,
1991; Simdes & Faro, 2004).

Eine weitere Klasse pflanzlicher APs wird durch die oben erwahnten Nepenthesine
repriasentiert. Diese werden im unteren Teil der Nepenthes-Kannen produziert, genauer in den
Driisen-umgebenden Zellen exprimiert (Takahashi et al., 2005) und sind auBlerdem in Drosera
und Arabidopsis zu finden (Hooker, 1874; Frazier, 2000). Nepenthesine unterscheiden sich stark
von anderen APs, da die Aminoséduresequenz signifikant verschieden ist und ihnen das PSI fehlt.
Dariiber hinaus besitzen sie ein Insert (nepenthesin-type AP-specific Insert), welches zu
zusitzlichen Cysteinen in der Primérstruktur fithrt und fiir mehr Stabilitét sorgt (Athauda et al.,
2004; Takahashi et al., 2005; Kadek et al., 2014). Verantwortlich fiir eine hohe Stabilitdt, auch
iiber ein breites pH-Spektrum hinweg, sind wahrscheinlich die dadurch erzeugte hohere Anzahl
an Disulfidbindungen und eine vermutete N-Glykosylierung. Dagegen sind sie ziemlich sensitiv
gegeniiber Denaturierung und Reduktionsmitteln (Kubota er al., 2010; Kadek et al., 2014).
Nepenthesine sind PR-Proteine der Familie 7 (Tab. 1). Aufgrund ihrer Einmaligkeit im Vergleich
zu anderen Aspartatproteasen, sollten ihre Wirkungsweisen im Nepenthes-Verdauungssystem in

Bezug auf das Phianomen ,,Karnivorie* genauer untersucht werden.
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1.4  Zielstellung dieser Arbeit

Bevor die tierische Beute verdaut werden kann, miissen die Karnivoren aus dem Pflanzenreich
diese vorerst auf oder in ihre Fallen locken. Dies geschieht durch optische Reize, wird aber
zusétzlich durch Nektarien und Duftsignale verstiarkt. Karnivore Nepenthes-Pflanzen besitzen
passive, aus der Blattspreite gebildete Gleitfallen, welche durch die eben genannten
Anlockungsmechanismen ihre Beute fangen und anschlieBend verdauen. Letzteres geschicht
durch die in Kannen vorhandene Verdauungsfliissigkeit, die hydrolytische Enzymaktivititen
aufweist. Trotz dieses Wissens sind die Informationen iiber die genaue Komposition des
Nepenthes-Verdauungssaftes, sowie deren Regulation bis heute sehr limitiert. Daher bedarf es

einer detaillierten Betrachtung auf biochemischem und molekularem Level.

Ziel dieser Arbeit war,

e dieses Wissen durch weitere Analysen der Kannenfliissigkeit in Bezug auf seine nicht
proteindre Zusammensetzung zu ergidnzen. Auch die frithzeitig unternommenen Studien
zur Sterilitdt des Saftes, sollten auf molekularer Ebene erweitert werden.

e aufzukldren, ob und wenn ja, welche Effekte der Nepenthes-Verdauungssaft auf
mikrobielles Wachstum in (in vivo) und aulerhalb (in vitro) der Kanne zeigt.

e folgend exemplarisch ein in unserer Arbeitsgruppe iiber Peptidsequenzen gewonnenes
Abwehrprotein, PR-1, zu charakterisieren und seine bisher unbekannte Funktion im
Kannensaft zu untersuchen.

e cine FRET (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer)-basierte Methode unter
Verwendung eines synthetischen, Protease-spezifischen Substrates fiir Nepenthes-
Pflanzen zu optimieren und zu charakterisieren. Eine direkte Detektion von Protease-
aktivititen im Kannensaft konnte so neue Dimensionen im Beobachten der just
ablaufenden Verdauungsprozesse offenlegen. Parallel sollte die Spezifitit des Substrates

zu den Nepenthes-eigenen Proteasen genauer untersucht werden.
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2. Ubersicht zu den Manuskripten

Manuskript 1

Franziska Buch, Matthias Rott, Sandy Rottloff, Christian Paetz, Ines Hilke, Michael Raessler,
Axel Mithofer (2013)

Secreted pitfall-trap fluid of carnivorous Nepenthes plants is unsuitable for microbial

growth
Veroftentlicht, Annals of Botany 111: 375 — 383

In dieser Studie wurde die Nepenthes-Verdauungsfliissigkeit auf Sterilitdit und antimikrobielle
Eigenschaften untersucht und die Kenntnis iiber deren chemische Zusammensetzung mithilfe
verschiedener Ansitze erweitert. Das Ergebnis zeigte ein von der Pflanze eigens abgesondertes
steriles, bakterienfreies Sekret, welches ungeeignet flir mikrobielles Wachstum ist. Somit kénnen
Nepenthes-Pflanzen die mikrobielle Besiedlung ihrer Kannen verhindern bzw. kontrollieren.

Dadurch reduzieren sie ein Wetteifern mit Mikroben, um von der Beute stammende Néhrstoffe.

FB / AM: Planten die Experimente und schrieben das Paper.

FB / MaR / SR: Fiihrten einen GroBteil der Experimente durch und analysierten die Daten.

CP: Identifizierung der Sekundérmetabolite via LC-MS und NMR.

IH / MiR: Analyse der Mineralstoffe via lonenchromatografie und induktiv gekoppelter Plasma-
Emissionsspektroskopie (ICP-OES).
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Manuskript 2

Franziska Buch, Yannick Pauchet, Matthias Rott, Axel Mithofer (2014)

Characterization and heterologous expression of a PR-1 protein from traps of the

carnivorous plant Nepenthes mirabilis

Veroftentlicht, Phytochemistry 100: 43-50

Diese Studie beschreibt die Identifikation und Charakterisierung des Abwehrproteins PR-1 aus
karnivoren Nepenthes mirabilis-Pflanzen (NmPR-1). Hierzu ermittelte Indikatoren, wie das
Vorhandensein eines Signalpeptids, die Identifikation PR-1-dhnlicher Peptidsequenzen im
Kannensaft und die vorgefundene Glykosylierung, stehen fiir eine Sekretion des NmPR-1 in die
Verdauungsfliissigkeit. Molekularphylogenetische Analysen zeigten, zu welchem Level die
NmPR-1 Sequenz homolog zu denen anderer Pflanzenspezies ist. Die Arten, die mit N. mirabilis
eine Abstammungslinie bilden, wurden wie NmPR-1 selbst als glykosyliert vorhergesagt. Nach
erfolgreicher Expression in Sf9-Insektenzellen wurden Experimente beziiglich biologischer
Aktivitit durchgefiihrt. Erstmalig unter allen bekannten PR-1 Proteinen im Pflanzenreich, wurde
fiir NmPR-1 antibakterielle statt antimykotische Aktivitdt nachgewiesen. Diese, fiir NmPR-1
unerwarteten Eigenschaften, kdnnen moglicherweise durch das spezifische Umfeld ,,Kannen-

flissigkeit™ begriindet werden.

FB / AM: Planten die Experimente und schrieben das Paper.
YP / FB: Planung und Durchfiihrung der Expressions-Experimente in Insektenzellen.
FB: Fiihrte den groBten Teil der Experimente durch.

MR: Fiihrte erste Experimente zur Charakterisierung des NmPR-1 Proteins durch.
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Manuskript 3

Franziska Buch, Wendy E. Kaman, Floris J. Bikker, Ayufu Yilamujiang, Axel Mithofer

Nepenthesin protease activity displays the digestive fluid dynamics in carnivorous Nepenthes

plants

Eingereicht am 04.08.2014, Journal of Experimental Botany

Ein Vorteil im Arbeiten mit der karnivoren Nepenthes-Pflanze, liegt in der Sterilitdt ihrer
Verdauungsfliissigkeit. Das Arbeiten dem Kannensaft geschlossener Gleitfallen ist schlieBlich
ohne Kontamination vom Umfeld mdglich. Im Rahmen dieser Studie wurde eine fiir Nepenthes-
Pflanzen neuartige FRET-basierte Methode etabliert, optimiert und erfolgreich angewendet.
Durch die Nutzung eines synthetisch hergestellten, fluoreszierenden und fiir Proteasen hoch
spezifischen Substrates (PFU-093), war eine schnelle Detektion von Proteaseaktivitdten direkt im
Nepenthes-Verdauungssaft moglich. Die Dynamik dieser Proteaseaktivititen konnte iiber den
Substratabbau, als Antwort auf verschiedene Stimuli, nachstehend untersucht werden. Parallele
Tests, einbezogen Klonierung und heterologe Expression, zeigten eine Beteiligung der
Aspartatproteasen Nepenthesin I und II am Degradierungsprozess des spezifischen PFU-093

Substrates.

FB / AM: Planten die Experimente und schrieben das Paper.

FB: Fiihrte die Experimente durch.

WEK / FJB: Entwickelten das PFU-093-Substrat und stellten es fiir unsere Untersuchung zur
Verfiigung.

AY: Fiihrte einen Teil der pH-Messungen durch.
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Secreted pitfall-trap fluid of carnivorous Nepenthes plants is unsuitable

for microbial growth

Franziska Buchl, Matthias Rottf, Sandy Rottloffl#, Christian Paetz2, Ines Hilke3,
Michael Raessler® and Axel Mithofer!*

and *Max Planck Institute for Biogeochemistry, Hans-Knoll-Strafe 10, 07745 Jena, Germany
Carl-von-Linné-Weg 10, D-50829 Kéln, Germany.

54500 Vandoeuvre, France.
* For correspondence. E-mail: amithoefer@ice.mpg.de

* Background and Aims Carnivorous plants of the genus Nepenthes possess modified leaves that form pitfall traps
in order to capture prey, mainly arthropods, to make additional nutrients available for the plant. These pitchers
contain a digestive fluid due to the presence of hydrolytic enzymes. In this study, the composition of the digestive
fluid was further analysed with regard to mineral nutrients and low molecular-weight compounds. A potential
contribution of microbes to the composition of pitcher fluid was investigated.

® Methods Fluids from closed pitchers were harvested and analysed for mineral nutrients using analytical tech-
niques based on ion-chromatography and inductively coupled plasma—optical emission spectroscopy. Secondary
metabolites were identified by a combination of LC-MS and NMR. The presence of bacteria in the pitcher fluid
was investigated by PCR of 16S-rRNA genes. Growth analyses of bacteria and yeast were performed in vitro with
harvested pitcher fluid and in vivo within pitchers with injected microbes.

» Key Results The pitcher fluid from closed pitchers was found to be primarily an approx. 25-mm KCI solution,
which is free of bacteria and unsuitable for microbial growth probably due to the lack of essential mineral nutri-
ents such as phosphate and inorganic nitrogen. The fluid also contained antimicrobial naphthoquinones, plumba-
gin and 7-methyl-juglone, and defensive proteins such as the thaumatin-like protein. Challenging with bacteria or
yeast caused bactericide as well as fungistatic properties in the fluid. Our results reveal that Nepenthes pitcher
fluids represent a dynamic system that is able to react to the presence of microbes.

» Conclusions The secreted liquid of closed and freshly opened Nepenthes pitchers is exclusively plant-derived.
It is unsuitable to serve as an environment for microbial growth. Thus, Nepenthes plants can avoid and control, at
least 1o some extent, the microbial colonization of their pitfall traps and, thereby, reduce the need to vie with
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*Present address: Laboratoire Agronomie et Environnement, Université de Lorraine, 2 Avenue Forét de Haye,
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microbes for the prey-derived nutrients.

Key words: Antimicrobial activity, carnivorous plants, defensive proteins, digestive pitcher fluid,
naphthoquinones, Nepenthes spp., mineral nutrients, pitfall traps.

INTRODUCTION

Carnivorous or insectivorous plants fascinate scientists, in par-
ticular botanists, since the times of Charles Darwin. He was
the first to write a book on this topic, which still represents
the standard work about insectivorous plants (Darwin, 1875).
Although in that work Darwin described plants that are
equipped with pitfall traps, so-called pitchers, to catch their
prey such as Sarracenia spp. and Darlingtonia californica,
he never saw species of the genus Nepenthes occurring basic-
ally in south-east Asia. Like other carnivorous plants,
Nepenthes spp. grow on poor soil. Therefore, they need to
complement their mineral nutrients — primarily with nitrogen
and phosphorus — from caught and digested prey. When visit-
ing the pitfall traps, the attracted prey, mainly arthropods, falls
into the trap (Gaume et al.,, 2002; Bohn and Federle, 2004),

drowns and is digested by the enzyme cocktail of the pitcher
fluid (Heslop-Harrison, 1975; Juniper er al., 1989). Because
the digestive liquid can be easily harvested from the pitcher,
Nepenthes plants are ideal objects to study enzymes and
other compounds involved in this plant carnivory. As a conse-
quence, compared with other carnivorous taxa, the protein
composition of the digestive fluid of Nepenthes is fairly well
analysed and documented (Mithofer, 2011).

In Nepenthes, the trap-bearing leaf consists of a photosyn-
thetic part, originally the enlarged leaf base, and a tendril
that at its end might develop the pitfall trap, which is
formed from a leaf by epiascidiation, i.e. by in-rolling of the
adaxial leaf surface followed by marginal fusion (Juniper
et al., 1989; Owen and Lennon, 1999). The digestive fluid
can already be collected from young, still closed and prey-free
pitchers (Fig. 1). Due to the fact that closed pitchers have no

© The Author 2012. Published by Oxford University Press on behalf of the Annals of Botany Company. All rights reserved.
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Fis. 1. Closed pitcher of Nepenthes alata.

direct contact to the environment it has been widely claimed
that (a) their pitcher fluid is sterile and (&) all proteins and
compounds identified in this pitcher fluid are solely plant-
derived. Interestingly, only two experiments have been con-
ducted to demonstrate the sterility of pitcher liquid: fluid
taken from a closed pitcher was plated either on plain nutrient
agar (Hepburn, 1918) or on meat agar plates (Liittge, 1964)
and incubated for several days. In no case was any bacterial
colony detected growing and the authors concluded that the
pitcher fluid is sterile. However, this conclusion was chal-
lenged, at least for N. alata, when a few bacteria were found
in closed pitchers by Sota er @l (1998). Moreover, for
Sarracenia spp. the presence of endophytic fungi has been
described (Glenn and Brodi, (2012). In any case, the presence
of microbes cannot be excluded completely by such simple
experiments because most micro-organisms cannot be grown
in culture (Riesenfeld ez al, 2004).

In closed as well as in open pitchers any contamination by
unwanted microbes will stress the plant and, probably more
important, represent a population of organisms that compete
with the plant for nutrients from the pitcher fluid. Thus, it
seems necessary to generate an environment that is at least un-
suitable or even hostile to microbes. The presence of pathogen-
related proteins in the pitcher fluid that have no obvious
hydrolytic function in the digestion of caught prey suggests
that these proteins might be directed against micro-organisms
(Hatano and Hamada, 2008; Mithofer, 2011). Moreover, indu-
cible low molecular-weight compounds with antimicrobial
properties could be identified in the fluid of N. khasiana, dro-
serone and S5-O-methyl-droserone (Eilenberg er al., 2010).
These findings strongly suggest that Nepenthes plants try to
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keep their pitchers free from bacteria as long as possible to
avoid the growth of microbial competitors and cheaters to
ensure that all nutrients available from the pitchers only
benefit the plant. However, such questions have not been
addressed experimentally.

Here, we analysed the composition of Nepenthes digestive
fluid from closed pitchers to examine whether or not pitchers
are really sterile inside and how these plants manage to keep
microbial growth under control. Therefore, beyond proteins,
inorganic ion compositions as well as secondary metabolites
were studied. In addition, the effect of pitcher fluid on micro-
bial growth was investigated. Our results reveal that the fluid of
closed Nepenthes pitchers is so composed as to gain anti-
microbial growth conditions.

MATERIALS AND METHODS
Plants

Nepenthes plants (N. alata, N. fusca, N.gracilis, N. mirabilis,
N. superba, N. thorelii and N. ventricosa) were grown either
in the greenhouses of the Botanical Gardens in Jena and
Munich, Germany, or at the MPI for Chemical Ecology.
Plants grew at 24-30 °C, at a humidity of 60-90 %, with a
minimum of 12 h and a maximum of 16 h light. Due to the
limited number of well-developed but still closed pitchers
and the limited volumes of pitcher fluid (often <0.5mL)
available from them, various Nepenthes species had to be
included in this study. However, as will be seen from the
results, in all experiments where different species were inves-
tigated in parallel, the results obtained were strikingly similar
suggesting that all results are very likely representative for the
genus Nepenthes.

Analysis of Nepenthes pitcher fluid for the presence
of bacterial 168-rDNA

The digestive fluids of closed Nepenthes pitchers of
N. alata, N. fusca, N. mirabilis, N. superba, N. thorelii and
N. ventricosa were sampled with sterile syringes and stored
at —80°C till further analysis. For lyses of bacterial cells,
the pitcher fluid was mixed 1:1 with the Lyse and Go
reagent (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) and treated
according to the manufacturer’s instructions. Two microlitres
of the treated pitcher fluid was added to a final volume of
25 pL. PCR mixture [1 mm MgCl,, 0-2 mm dNTPs, 10 mm
Tris—HCI, 50 mm KCI, 0-8 % (v/v) Nonidet P40, 0.025 U
Taq polymerase and 4 pm forward (E334F. 5-AGA CTC
CTA CGG GAG GCA GC-3’; Baker and Smith; 2003, modi-
fied from Rudi et @i, 1997) and reverse primer (U529R:
5-ACC GCG GCK GCT GGC-3'; DasSarma and
Fleischmann, 1995; Baker and Smith, 2003)]. The bacterial
16S-1RNA gene was amplified as follows: unitial denaturation
at 94 °C for 3 min, followed by 25 cycles of denaturation at
94 °C for 30 s, annealing at 60-5 °C for 1 min, amplification
at 72 °C for 1 min and a final amplification step at 72 °C for
7 min. No-templates were included as negative controls in
every PCR. Positive controls contained 2 pL of pitcher fluid
and Escherichia coli cells. Reactions were checked for positive
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amplification by gel electrophoresis on 1% agarose gels
stained with ethidium bromide.

Microbial growth analyses

Pitcher fluids were tested in vitre for antimicrobial effects
on the growth of E. coli and Pseudomonas syringae pv.
syringae, as well as on veast Saccharomyces cerevisiae.
Therefore, 500 L. of overnight cultures from these strains
were inoculated in 10 mL fresh LB-medium (Luria Bertani
medium: 5g L ! yeast extract, 10g L ! trypton, 10g L !
NaCl) for E. coli and P. syringae, and ME-medium (malt
extract broth: 17g L ' malt extract, 3g L ' pepton) for
5. cerevisiae, respectively, and incubated at 37 °C (E. coli)
or 30 °C (P. syringae, S. cerevisiae), shaking at 220 rpm up
to an ODygyg of 0-5. For microbial-growth analyses, 20 pL. of
these cultures plus 80 pl. LB- or ME-medium and 100 pL.
of pitcher fluid from closed or just opened (i.e. maximum
16 h after opening) Nepenthes pitchers were incubated in
cavities of a 96-well microtiter plate at the respective tempera-
tures. As a positive control we used 100 pL. H>O (pH 4)
instead of pitcher fluid; as a negative control 100 pL of
pitcher fluid plus 100 pL. LB/ME-medium was used. The
respective cultures’ growth was determined for up to 20 h at
ODgoo using a SPECTRAmax 250-Photometer (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) against a reference (100 pL
H,0 plus 100 pI. LB-/ME-medium) and documented every
hour. Six technical replicates were carried out and the experi-
ments were repeated independently three times.

For in vivo growth analyses, 100 pL of S. cerevisiae and
P. syringae cultures (ODggp approx. 0-5), respectively, were
injected into the fluid of closed pitchers and gently slewed.
Immediately after injection, 100 pl. of this suspension was
harvested (0 h, 7o) and after 72 h (175) a second sample was
taken to determine the number of living bacteria and yeast
cells. For a control, cultures were also injected into sterile
pitcher fluid of closed pitchers after removal from the living
plant and left with the Nepenthes plants in the greenhouse to
have identical growth conditions. The collected samples
were diluted and plated on LB-/ME-medium on Petri dishes.
After incubation for 24 h, the colony-forming units (cfu)
were counted and the ratio of cfu r72/tp was calculated. Data
are from experiments carried out in triplicate.

Anions and nitrogen analyses

Fluoride, chloride, bromide, nitrate, phosphate and sulfate
measurements were performed on the ion chromatography
system DX-500 (Dionex, Idstein, Germany), equipped with an
electrical conductivity detector (CD40) with auto-regenerating
anion suppressor (ASRS™ 300) and UV/VIS-detector (AD20).
The stationary phase consisted of a guard column (TonPac
AGl4, 4 x 50mm; Dionex) and an anmalytical column
(IonPac® AS14, 4 x 250 mm; Dionex). As the mobile phase,
a 3-5-mm sodium carbonate/1.0-mm sodium bicarbonate solu-
tion with a flow rate of 1.2 mL min ' was used. An integrated
sample pre-treatment and pre-concentration unit working with
an OnGuard® cartridge (OnGuard® II RP; Dionex) and
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ultra-low-pressure trace-anion-concentrator column (TAC-
ULPL™; Dionex) allowed detection of small amounts of the
analytes in samples, which were potentially contaminated
with aromatic dyes, lipids, aromatic carboxylic acids, hydro-
carbons, surfactants or other contaminants.

Sample measurements were performed in duplicate, using a
sample volume of 50 pL for each injection. Because of different
ionic concentrations from traces up to several hundred mg L 1
pitcher fluids were analysed in different dilution steps.
Statistical parameters of the measurements such as the limit of
detection and the limit of quantification were calculated using
the signal-to-noise ratio and the corresponding multi-point cali-
brations, respectively. Acceptable instrument performance,
long-term precision and accuracy of measurements were verified
by analysing quality-control samples, e.g. anion standard solu-
tions (Fluka, grade: TraceCERT®, for ion chromatography;
Sigma-Aldrich Corporation, St Louis, MO, USA), and certified
reference material, e.g. river water MISSIPPI-03 (Environment
Canada, Burlington, Canada).

Measurements of total bound nitrogen were performed using
the sum parameter analyser TN-100 (Mitsubishi; al-enviros-
ciences GmbH, Diisseldorf, Germany) which was equipped
with a high-temperature reaction unit where both inorganic
and organic nitrogen compounds were oxidized to NOx and con-
verted subsequently into NO (temperature, 800 °C; catalyst,
platinum; carrier/reaction gas, oxygen 5-0). After drying, NO
reacts in the chemiluminescence cell with ozone to NO, and
hv. This emitted light was detected using a photomultiplier
tube. Pitcher fluids were measured in triplicate with a selectable
sample volume of 30 pL for each injection. Using a multi-point
calibration, statistical parameters (limits of detection and quan-
tification) were calculated. Acceptable instrument performance,
long-term precision and accuracy of measurements were verified
by analysing quality-control samples, e.g. NH; standard solu-
tion (CcrtiPUR@; Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and cer-
tified reference material, e.g. Nutrients QCI-042-2 (RT Corp,
Laramie, WY, USA).

Inductively coupled plasma-—optical emission spectroscopy

To analyse the elements in the pitcher fluid, an OptimaTM
3300 DV inductively coupled plasma—optical emission spec-
troscope (PerkinElmer Inc., Shelton, CT, USA) equipped
with a 40-MHz, free-running RF-generator and an array detect-
or allowing for the simultaneous determination of the elements
was used. According to Boumans (1987) and DIN EN ISO
11885 (1998), the wavelengths listed in Supplementary Data
Table S1 were selected for element determination.

A two-point calibration {at 025 mgL 'and2-5mgL ' for
Al, B, Cu, Fe, Mn, Ni, Si, Sr and Zn; at 5-0 and 50 mg L ' for
Na, P and S; at 10 and 100 mgL ' for Mg; and at 25 and
250 mg L ! for Ca and K) was carried out using a multi-
element standard solution (Spex CertiPrep, Metuchen, NJ,
USA). Except for K and Na, which were analysed using the
radial plasma viewing mode, all other elements were analysed
using the axial viewing plasma mode. Other instrumental op-
erating parameters are summarized in Supplementary Data
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Table S2. The fluid from five closed N. alata pitchers was col-
lected and combined for the analyses.

Secondary-metabolite analysis of Nepenthes pitcher fluid

Pitcher fluid collected from N. ventricosa was transferred
into a 150-mL Erlenmeyer flask and 50 mL of dichloro-
methane was added. The flask was subsequently sealed with
a piece of aluminium foil and kept on a shaker at room tem-
perature overnight. Then, the organic phase was transferred
into a 100-mL round bottom flask and removed under
vacuum to dryness. The residue was reconstituted with 1 mL
of methanol and subjected to HPLC-MS and NMR analyses.

HPLC-MS analysis. Metabolites extracted from Nepenthes
pitcher juices were separated on a Nucleodur Isis RP18ec
column (250 x 4-6 mm, 5-pm particle size; Macherey Nagel,
Diiren, Germany) using an Agilent 1100 series HPLC
(Agilent Technologies GmbH, Boblingen, Germany). The
flow rate for chromatographic separation was 0-8 mL min™ .
Column temperature was maintained at 25 °C. The metabolites
were separated using 0-1 % (v/v) formic acid and methanol as
mobile phases A and B, respectively, with the following
elution profile: 0-1 min, 100 % A; 1-41 min, 0-100 % B in
A; 41-50 min 100 % B; 50-55 min, 100-0% B in A and
55-60 min 100 % A. Compound detection and quantification
were accomplished with an Esquire 3000 ESI ion-trap mass
spectrometer (MS) (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
Flow coming from the column was diverted in a ratio of 3:
1 before entering the mass spectrometer electrospray
chamber. The MS was operated in positive mode scanning
mfz between 150 and 1500 with an optimal target mass of
200 m/z. The mass spectrometer was operated using the fol-
lowing specifications: skimmer voltage, 60 V; capillary
voltage, 4000 V; nebulizer pressure, 35 psi; drying gas, 12 L
min~ ; gas temperature, 330 °C. Capillary exit potential was
kept at 121 V. Compounds in chromatograms were identified
based on retention time and their m/z ratio.

NMR analysis. "H NMR, *C NMR, 'H-'"H COSY, HMBC and
HSQC spectra were measured on a Bruker Avance 500 NMR
spectrometer (Bruker Biospin, Karlsruhe, Germany), operating
at 500-13 MHz for *H and 125-75 MHz for *C. A TCI cryop-
robe (5 mm) was used to measure spectra at a probe tempera-
ture of 300 K. Spectra are referenced to the residual solvent
signals of acetone-d6 at & 2.04/206-0 ppm and compared
with spectra of standard compounds. Standard tubes (5 mm
i.d.) and capillary tubes (2 mm i.d.) were used for all NMR
measurements.

Structural modelling

For homology modelling of protein structure, 3-dimensional
models of thaumatin-like protein (TLP) were calculated using
SWISS-MODEL, an automated comparative modelling
program (http:/swissmodel.expasy.org/workspace) (Guex and
Peitsch, 1997; Schwede et al., 2003; Arnold et @l., 2006). As hom-
ologous protein template for Nepenthes gracilis TLP (EMBL:
ABC73397:1), the crystal structure of TLP from banana (Musa
acuminata) (Ban-TLP, 1Z3Q_A, (Leone et al., 2006) was used
as a template.
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RESULTS

Sterility and microbial growth properties of closed pitcher
fluids from Nepenthes

Due to the fact that often less than half of bacterial phylotypes
present in a sample grow on plates, a molecular approach was
employed to identify bacteria in the fluid of closed pitchers.
Using a PCR technique with domain-specific primers of
highly conserved bacterial 16S-TDNA sequences that cover
about half a million bacteria species (Baker and Smith,
2003), it was only in the positive E. coli control that the bac-
terial DNA could be proved to be the expected 200-bp PCR
product detected (Fig. 2). None of the six Nepenthes species
tested showed amplification of DNA fragments. Based on dilu-
tion series of E. coli, the detection limit for this method was
determined to be 150 cells.

Further, to analyse the impact of closed pitcher fluid on mi-
crobial growth, in wvitro growth curves with two bacteria
species, Pseudomonas syringae pv. syringae (Fig. 3A) and
E. coli (Fig. 3B), were recorded. Therefore, pitcher fluid
from N. mirabilis, growth medium, and bacteria suspension
cultures were incubated in a 10:8:2 ratio. Both bacterial
species showed typical growth behaviour. No obvious differ-
ence in growth was detected when the pitcher fluid was
replaced by water, pH 4, indicating that the liquid did not
affect the growth conditions (Fig. 3). To exclude bacterial con-
tamination of the liquid, growth medium and pitcher fluid was
mixed 1 : 1 and analysed. No growth was detected (Fig. 3). To
test fungal growth in addition, Saccharomyces cerevisiae
(baker’s yeast), was used in a similar approach (Fig. 4).
Here, the presence of fluid from closed pitchers clearly
affected, by delaying, yeast growth. Because open pitchers
are expected to contain higher biological activities, the experi-
ment was repeated with fluid from just opened pitfalls. As
shown in Fig. 4, in this case, inhibition of S. cerevisiae
growth was even stronger. This result forced us to carry out
similar experiments in vive, i.e. within closed N. mirabilis
pitchers. Pseudomonas syringae as well as S. cerevisiae cul-
tures were injected into closed pitchers. An aliquot was har-
vested directly (f5, Oh) and 72h (t75) after injection to
determine the number of colony forming units (cfu). The
ratio of cfu (#7,/1;) was calculated to deduce the growth of
the particular microbes. For P. syringae, in the pitchers the
ratio  (#75/tg) was determined to be 01 +0.06; for
S. cerevisiae, this ratio was 1-1 + 0-2. These results indicate
that bacteria incubated within the pitfall trap died because

M 1 2 3 4 5 & M NC PC
= - «1000 bp
= — « 500 bp
— = < 200 bp

Fio. 2. Proof of the absence of bacteria in Nepenthes pitcher fluids.

PCR-based amplification of highly conserved 16S-tDNA sequence (200 bp)

using selected domain-specific primers. Lanes: 1, N. alata; 2, N. fusca; 3,

N. mirabilis; 4, N. superba; 5, N. thorelii, 6, N. ventricosa; M: 100-bp DNA

ladder; NC, negative control without cells; PC, positive control using
E. coli cells.
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the ratio (#72/tp) was lower than 1.0; whereas the yeast cells
with a ratio (#,5/1p) of about 1.0, did not die but they also
did not grow. In the controls where the cultures were injected
in removed pitcher fluid, both P. syringae and S. cerevisiae

040 - A

e — Pitcher fluid
— Water

0-30 —— Control

ODgq

Time (h)

Fi1G. 3. Bacterial growth analyses (measured as ODgqq) in the presence and

absence of Nepenthes pitcher fluid: (A) Pseudomonas syringae pv. syringae;

(B) E. coli. Growth was monitored for 9 h in a total volume of 200 uL, con-

sisting of 100 uL. growth medium + 20 pL bacterial suspension culture +

80 pL pitcher fluid or water, pH 4, as indicated in the key. For a control

of contamination, 100 ul. growth medium + 100 pL pitcher fluid were
incubated.
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grew with ratios (f72/1) of 18-1 and 2-7, respectively. Thus,
we concluded that the pitcher fluid has bactericide as well as
fungistatic properties if challenged with the injection of
microbes.

Anion and element composition in Nepenthes pitcher fluid

To understand better why the microbes hardly grow or even
die in the pitcher fluid, a detailed investigation of the inorganic
ion composition in closed pitchers was performed for three dif-
ferent Nepenthes species with a focus on nitrogen- and
phosphorus-containing anions. Because the differences among
the three species tested were quite small their results are com-
bined and summarized in Table 1 showing the average anion
composition in Nepenthes. Both phosphate and nitrate were
hardly detectable, although the total nitrogen content
(inorganic + organic) could be determined at a low concentra-
tion of 2.5 + 2.0 mg L . Using inductively coupled plasma—
optical emission spectroscopy, the element composition in
fluid collected from pitchers of N. alara was also analysed
(Table 2). Actually, the liquid represents an approx. 25-mm
KCl solution with 2-5mm calcium, 1-0 mM magnesium,
sodium, sulfate and traces of a few other elements.

Antimierobial compounds in Nepenthes pitcher fluid

The limitation of mineral nutrients (N, P) in the pitcher
liquid can explain why the yeast cells did not grow.
However, the question why the bacteria died had to be
solved. The presence of defence-related proteins including
pathogenesis-related proteins has already been described
(Mithofer, 2011). Among them, cDNAs and/or encoding
genes of TLP were isolated from pitchers for nine different
Nepenthes species, including all Nepenthes species used in

Closed

0 2 4 6 8

Time (h)

F16. 4. Saccharomyces cerevisiae growth analysis (measured as ODgy) in the presence and absence of Nepenthes pitcher fluid. Growth was monitored for 20 h
in a total volume of 200 pL, consisting of 100 pLL growth medium + 20 L S. cerevisiae suspension culture + 80 pL closed pitcher fluid, or open pitcher fluid,
or water, as indicated on the graph. The 100 L growth medium + 100 pL pitcher fluids did not show any growth.
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TaBLE 1. Anion composition of pitcher fluids from the genus

Nepenthes

Anions mgL !
F Trace

Cl 873 £105
Br 07+02
N033 Trace
PO, Trace
507 1.8 +3.0

Mean values + s.d. are given, calculated from the values of three species,
N. alata, N. gracilis and N. mirabilis.
Trace: below the detection limit of 0-1 mg L *.

TABLE 2. Mineral nutrients composition of fluid from closed
Nepenthes alata pitchers

Nutrient mgl !
Elements

Al nd

B 1.36
Ca 993
Cu 008
Fe 048
K 1019
Mg 267
Mn 035
Na 398
Ni 0.02
P nd

S 241
Si 035
Sr 010
Zn 0-04
Anions

F Trace
1 995
Br 061
NO; Trace
PO’ nd
S04 544

nd, not detectable. Trace: below the detection Emit of 0-1 mg L *.

the present study (Hatano and Hamada, 2008; Rottloff ez al.,
2009). A comparison of all the respective amino acid
sequences showed a similarity of at least 92 %. Because anti-
microbial activity has yet to be demonstrated for any of these
TLPs, an in silico approach was chosen to test whether or not
the Nepenthes TLPs are structurally similar to other known
TLPs with biological activities. Structural modelling using
the N. gracilis TLP revealed that they all belong to the
group of L-type TLPs showing the 16 conserved cysteine resi-
dues of the Thaumatin_2-motif (Prosite no. PS51367) that can
form eight putative disulfide bonds which stabilize the protein
structure (Liu er el., 2010). In addition, it consists of three
domains (I, II and II). The spatial structure of this
N. gracilis TLP was modelled by comparative modelling
based on the known X-ray crystallography-solved structure
of TLPs from banana (Ban TLP, 1Z3Q_A; Leone er al.,
2006) (Fig. 5). In both TLPs, a highly similar surface-exposed
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Fi6. 5. Calculated 3-D structure of the thaumatin-like protein (TLP) from
Nepenthes gracilis. The structure was suggested by the SWISSMODEL web
server upon comparative modelling using a TLP from banana (Musa
acuminate; Ban-TLP, 123Q_A) as the homologous template structure. The
model shows three domains (I, II and IOI): domain I which is a B-sandwich
consisting of 11 B-sheets; domain II which contains one a-helix and one
B-sheet; domain Il which forms a hair-pin, built by two B-sheets.

electronegative cleft is formed between domains I and II,
which could be responsible for antifungal activities (Leone
et al., 2006; Wang et al., 2011). This suggests an antimicrobial
activity for Nepenthes TLPs as well.

In addition to such defensive proteins, low molecular-weight
compounds that belong to the naphthoquinones were identified
in the pitcher fluid of N. ventricosa. Both compounds, plumba-
gin and 7-methyl-juglone (Fig. 6), could be detected, especially
in the liquid of open pitchers containing debris of formerly
trapped insects, and only in very low concentrations in the
fluid from closed pitchers. Since both compounds show a
(m/z) of 189 in positive-mode ESI-MS, further structure deter-
mination by NMR was necessary. Both naphthoquinones
exhibit distinct signals in the "H NMR spectrum (Fig. 6).
For plumbagin, four characteristic multiple signals appear at &
773, & 758, & 7-27 (all dd, J=7-5/1-0Hz), together with
another signal at 8 6-92 (dd, J = 3-0/1-5 Hz). The latter couples
to a methyl doublet (J=1.5Hz) at & 2.15. Characteristic
signals for 7-methyl-juglone appear at & 7-37, & 7-13 (both
broad singlets), and at & 7-02 and & 6-98 (both 4, J = 10-0 Hz).
The methyl singlet appears at & 2-47. Both structures were
further determined by 2-D heteronuclear experiments. As
described for other naphthoquinones, such compounds exhibit
antimicrobial activities (Didry et al, 1994; Eilenberg et al,
2010). However, droserone and 5-O-methyldroserone, described
for N. khasiana (Eilenberg et al., 2010}, could not be detected in
our study.

DISCUSSION
Sterility of pitcher fluid

It has been previously claimed that the fluid from closed
Nepenthes pitchers is sterile (Hepburn, 1918; Liittge, 1964).
Unfortunately, the growth assays used for those studies were
not suitable to prove the absence of micro-organisms since it
is not possible to cultivate most of them (Riesenfeld er al.,
2004). Recently, there has been some debate about this issue
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2.44
21.6

OH o
7-methyl-juglone

77 76 75 74

73

72 71

3 (ppm)

F16. 6. Structures and characteristic 'H-NMR signals of plumbagin and 7-methyl-juglone isolated from N. alata pitcher tissue. Characteristic multiple signals

for plumbagin: four signals at 8 773, 8 7-58, & 7-27 (dd, ] = 7-5/1-0 Hz) and at 8 6:92 (dd, J = 3.0/1-5 Hz). The latter comresponds to a methyl signal (d, ] =

1-5 Hz) at 8 2-15. Characteristic signals for 7-methyl-juglone: at  7-37 and 8 7-13 (broad singlets), together with two signals (d, ] = 10-0 Hz) at & 7-04 and & 7-00.

A methyl singlet appears at § 2.44. The positions in the molecule and their respective "H-NMR signals are indicated by different colours (red, plumbagin; blue.
7-methyl-juglone).

because, using microscopic techniques, bacteria have been
found in unopened N. alata pitchers (Sota er al, 1998).
However, these authors themselves critically discussed this
finding as they could not rule out contamination. As a conse-
quence, the application of an assay based on molecular
traits such as the PCR-amplification of highly conserved
16S-rDNA seemed to be the better approach. As shown in
Fig. 2, neither in the fluid from N. alara nor from any other
Nepenthes species was the amplification of bacterial DNA
detected. The number of bacteria detected in the work of
Sota er al. (1998), 1-6 x 107 cells mL ', would have been
easily detected by our approach as the detection limit was
about 150 cells, suggesting that it was indeed contamination.
Thus, the bacteria-free nature of fluid from closed Nepenthes
pitchers suggests that the closed pitchers are sterile inside.

Nepenthes pitcher fluid and microbial growth

The ability of Nepenthes pitcher fluid to affect microbial
growth was further investigated both in vitro with collected
fluid and in vive within the pitchers. As shown in Fig. 3,
in vitro, bacterial growth was not affected by the fluid as
E. coli as well as P. syringae grew as the controls did.
However, S. cerevisiae growth was only slightly inhibited in
the presence of fluid from closed pitchers but was more so

in the presence of fluid from open pitchers (Fig. 4). These
results suggested that the composition of the pitcher fluid
was changing, probably due to the particular developmental
stage or challenge. Further experiments did support this idea,
when either bacteria or yeast cells were injected into closed
pitchers and, after 3 d of incubation, the number of microbial
cell was determined and compared with the particular controls.
Clearly, bacterial cells died; yeast cells did not grow inside the
pitcher but survived. These results reveal two features of
Nepenthes pitcher fluid: (1) it is a dynamic system that is
able to react to the challenge of microbe injections; (2) the
fluid can exhibit bactericide as well as fungistatic properties.
There are two conceivable reasons why the yeast did not
grow within the pitcher: (1) the presence of compounds that
actively inhibit the growth; and (2) there are not sufficient
nutrients in the fluid. To follow up this latter hypothesis, the
mineral content of the pitcher fluid was analysed. Up to now
only two studies addressed such an analysis: Morrissey
(1955) quantified the chloride concentration in newly opened
pitchers as between 600 and 900 mg L ' (17-26 mm) and
Nemcek er al. (1966) found a chloride concentration of
19-5 mym in closed pitchers; both represented the same range
detected by us (Table 1). In addition to chloride, we also deter-
mined other anions and found that there were actually neither
phosphate nor nitrate detectable (Table 1). The total amount of
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bound nitrogen present in inorganic and organic forms —
25mgL ' — was very low. Actually, when compared with
the data from Table 2, the pitcher fluid is a 25-mm KCI solu-
tion with few additional ions. Moreover, the NMR analysis
showed that there were almost no detectable sugar signals
(C. Paetz, MPI Chemical Ecology, Jena, Germany, pers.
comm.) Taken together, these results indicate that the fluid
from closed or newly opened pitchers per se is an extremely
poor substrate, lacking phosphate and nitrogen sources and
thus unsuitable for microbial growth.

However, this finding cannot completely explain why bac-
teria died during inoculation within the pitchers. Here,
additional components are necessary. The presence of anti-
microbial compounds in the fluid such as the naphthoquinones,
droserone and 5-O-methyldroserone (Eilenberg er al., 2010),
can provide this explanation. Both compounds are described
as inducible (Eilenberg er al., 2010; Raj er al., 2011), a fact
that strengthens our finding that the bacteria only die when
inoculated within the pitcher, not when grown outside. It
might be interesting to mention that in N. ventricosa pitcher
fluid we did not find the naphthoquinones described for
N. khasiana but two other derivatives, plumbagin and
7-methyl-juglone (Fig. 6), indicating the metabolic plasticity
of the genus Nepenthes.

It is generally accepted that pitcher fluid is responsible for
the digestion of trapped prey to make nutrients available for
the plant. This is due to the activities of various hydrolytic
enzymes. However, these proteins also play a role in affecting
microbial growth within the pitcher fluid (Eilenberg et al.,
2006; Hatano and Hamada, 2008, 2012; Mithdfer, 2011).
Similar to the naphthoquinones, some of those enzymes are
inducible by prey or chitin such as the type I basic chitinases
Nkchitlb in N. khasiana, the class III acid endochitinase
NrChitl in N. mirabilis, and class III peroxidase from
N. alata (Eilenberg et al., 2006; Rottloff ef al., 2011; Hatano
and Hamada, 2012). Such a point of view is supported by
the presence of additional proteins in the pitcher fluid, which
have no known hydrolytic activities but are antimicrobial,
e.g. the pathogenesis-related TLPs (Hatano and Hamada,
2008; Rottloff et al., 2009; Mithofer, 2011). It is tempting to
speculate that the TLPs also contribute to the antimicrobial ac-
tivities in the pitcher fluid. On-going experiments with fruit
flies as prey have already shown that a 2-fold induction of
TLP-mRNA could be observed in N. mirabilis. All these
results, as well as the results with the naphthoquinones, dem-
onstrate how dynamically Nepenthes plants can react in order
to adapt the fluid to the particular needs.

Open pitchers, microbes and food webs

Once the pitchers are open, unwanted micro-organisms can
enter the traps just by chance. They are introduced by rain or
directly from the air into the traps. Probably, most of the
microbes are carried by caught prey where they live on the
surface or inside the body. Besides the various micro-
organisms such as bacteria, yeast, algae and protozoa, many
arthropod species are often present (Shivas and Brown,
1989; Adlassnig er al, 2011). Eventually, when opened
Nepenthes pitchers grow older, they are often colonized and
even food webs might be generated (Beaver, 1985; Kitching,
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2001; Sota et al., 1998). Interestingly, this is possible although
the pitcher fluid appears toxic or unsuitable for most organ-
isms. But, obviously, some species are adapted to this environ-
ment, live inside the pitcher and subsist on the captured prey.
Such colonizers might contribute to the digestion of prey but
they are also consumers of nutrients and, therefore, competi-
tors for nutrients. In particular, microbes are competing with
the plants, whereas many arthropods feed on the micro-
organisms (Ratsirarson and Silander, 1996; Sota et al.,
1998). Once the arthropods die inside the pitcher, they are
digested and available for the plant again. Therefore, the pres-
ence of micro-communities in pitchers is not necessarily nega-
tive for the plant. However, it seems that, at least in the
beginning when the pitfall traps start to open and to catch
prey, the plant tries to control the microbial colonization.
Actually the selective influence of the pitcher fluid provides
a possibility of affecting and, maybe, selecting certain organ-
isms. For instance, after prey capture the pH of the pitcher fluid
decreases in Nepenthes. This occurs when the number of bac-
teria has reached its maximum so as to inhibit further bacterial
growth (Higashi er al., 1993), which is in agreement with our
results of the dynamic defence reactions in Nepenthes. Only
later can the number of microbes be too high and not manage-
able any more. In such a situation, more investment in defen-
sive compounds could be too costly for the plant and might
also affect other members of the food web. An established
food web might suppress high microbial densities more effi-
ciently by predation (Sota er al., 1998). This aspect will be
investigated in further studies.

Conclusions

In the present study, we addressed some old but still-open
questions concerning the sterility and putative antimicrobial
properties of the digestive fluid from closed and just-opened
pitchers of the genus Nepenthes. Using different independent
approaches, we analysed the chemical composition of the
fluid, on one hand, and, on the other hand, we investigated its
abilities to affect microbes. Our results reveal that the secreted
fluid of Nepenthes pitchers is a bacteria-free, very likely sterile
liquid and is unsuitable of serving as an environment for micro-
bial growth. Thus, the plants can avoid, at least to some extent,
the growth of microbes that compete with the plant for the prey-
derived nutrients that are available in the pitcher.

SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary data are available online at www.aob.oxford-
journals.org and consist of the following. Table S1: wavelengths
used for element determination. Table S2: operating parameters
of Optima™ 3300 DV, used for element determination.
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TABLE S1: Wavelengths used for element determination

Element Detection wavelength (nm)
Al 396.153
B 208.957
Ca 315.887
Cu 324.752
Fe 259.939
K 766.490
Mg 279.077
Mn 257610

Na' 589.592
Ni 231.604
P 177.434
S 181.975
Si 251.611
Sr 460.733
Zn 213.857

! Analysed using the radial plasma viewing mode

TABLE 82: Operating parameters of Optima™ 3300 DV, used for element determination

Parameter Set-up

RF power 1300 Watts

Plasma gas 151 min™
Auxiliary gas 0.5 L min™"
Nebulizer gas 0.8 L min™"

Pump rate 1.8 mL min™
Nebulizer Cross-flow

Spray chamber Scott-type, Ryton
Plasma view Axial (except K, Na)
Viewing distance 15 mm
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Carnivorous plants capture and digest prey to obtain additional nutrients. Therefore, different trapping
mechanisms were developed in different species. Plants of the genus Nepenthes possess pitfall-traps filled
with a digestive fluid, which is secreted by the plants themselves. This pitcher fluid is composed of var-
ious enzymes to digest the captured prey. Besides hydrolytic enzymes, defense-related proteins have
been identified in the fluid. The present study describes the identification and heterologous expression
of a pathogenesis-related protein, NmPR-1, from pitchers of Nepenthes mirabilis with features that are
unusual for PR-1 proteins. In particular, it was proven to be highly glycosylated and, furthermore, it
exhibited antibacterial instead of antifungal activities. These properties are probably due to the specific
environment of the pitcher fluid.

@ 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

In 1875, Charles Darwin published the standard work on insec-
tivorous plants that still covers a major part of our knowledge on
these fascinating organisms (Darwin, 1875). Insectivory, or in a
broader sense carnivory, in plants depends on a successful capture
of prey, mainly arthropods, and contributes to the nutrition of the
plants, which usually live on poor soils. Different trapping mecha-
nisms have been identified and described (Darwin, 1875; Juniper
et al, 1989). Among them, so-called pitfall traps can be found in
pitcher plants of the New-World (Sarracenia spp., Heliamphora
spp., Darlingtonia californica) as well as in the species-rich genus
Nepenthes that is distributed primarily in South-East Asia. At least
in Nepenthes, the fluid of closed pitchers is sterile and completely
plant derived (Buch et al., 2013).

Pitfall traps or pitchers are specialized organs originated from
leaves and can be divided into zones which include: (i) a lid and
a peristome both involved in attracting and trapping prey (Juniper
et al., 1989), (ii) a slippery waxy zone for trapping and preventing
prey from escaping (Gaume et al., 2002; Riedel et al,, 2003), and
(iii) a digestive zone at the bottom equipped with bifunctional
glands to secrete digestive enzymes and take up the nutrients

* Corresponding author. Tel.: +49 (0)3641 571263; fax: +49 (0)3641 571256.
E-mail addresses: (buch@ice.mpg.de (F. Buch), ypauchet@ice.mpg.de (Y. Pauchet),
matthias.rott@hotmail.de (M, Rott), amithoefer@ice.mpg.de (A, Mithofer).

http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2014.01.014
0031-9422@ 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

(Heslop-Harrison, 1975; Juniper et al, 1989; Mithofer, 2011).
When visiting the pitchers, insects fall into the traps, drown and
are digested by the enzyme cocktail of the pitcher fluid to provide
nutrients such as nitrogen and phosphate for the plant.

In recent years, significant progress has been made concerning
the analysis of the digestive pitcher fluid. Not only its mineral con-
tent was exemplarily determined for Nepenthes alata, indicating
that the fluid is a 25 mM KCl solution that is supplemented with
traces of other ions (Buch et al., 2013) but also antimicrobial sec-
ondary metabolites, naphthoquinones, could be identified (Buch
et al., 2013; Eilenberg et al., 2010). Additionally, the protein com-
position of the digestive fluid was studied in detail; among the
identified proteins many pathogenesis related (PR) proteins were
found (Eilenberg et al., 2006; Hatano and Hamada, 2008, 2012;
Mithéfer, 2011; Rottloff et al., 2011). For almost 140 years it is
known that enzymes with proteolytic activities are present in
insectivorous plants (Darwin, 1875). This also holds true for Nepen-
thes spp.; here, proteases as well as other hydrolytic activities were
described (ribonuclease, esterase, phosphatase, different chitinas-
es) (Eilenberg et al., 2006; Heslop-Harrison, 1975; Juniper et al.,
1989; Rottloff et al., 2011) or at least suggested (p-1,3-glucanase,
p-D-xylosidase, peroxidase) (Hatano and Hamada, 2008, 2012;
see Mithofer, 2011, for an overview). Interestingly, besides such
hydrolytic enzymes that are involved in digestion of caught prey,
other PR proteins with antimicrobial function but without known
enzymatic activities have been identified in the pitcher fluids,
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e.g. thaumatin-like proteins {(Buch et al., 2013; Hatano and Hamad-
a, 2008; Rottloff et al.,, 2009). In addition, the presence of a PR-1
protein in the pitcher fluid was mentioned {Mithofer, 2011).

The PR-1 protein family is highly conserved and appears to oc-
cur in almost all plant species. The PR-1 family represents the first
discovered PR proteins with molecular masses of about 15-17 kDa
(van Loon and van Strien, 1999). All PR-1 proteins share a similar
structure, having four a-helices and one p-sheet formed by four
p-strands, and possess a number of strictly conservative residues,
including six cysteines forming three disulfide bridges {(van Loon
et al., 2006). Two groups of PR-1 proteins are known, acidic and ba-
sic ones. In tobacco, acidic PR-1 proteins seem to be localized in the
apoplast, whereas the basic form accumulates in the vacuole {Bol
et al., 1990). However, this cannot be generalized. In plants, PR-1
proteins have been proposed to be involved in defenses, e.g. pre-
venting virus diffusion, restricting fungal invasion, or protection
against oomycete infection (Cutt et al., 1989; Rauscher et al,
1999; van Loon et al., 2006). Strikingly, the exact biochemical func-
tions and mode of action of PR-1 are yet not clear.

Here, we report on the characterization of a PR-1 protein from
the pitfall trap of carnivorous Nepenthes mirabilis plant, NmPR-1.
The encoding ¢cDNA was heterologously expressed in Sf9 insect
cells and the recombinant protein obtained was used for further
biochemical investigation and the determination of its antimicro-
bial activities both revealing unusual PR-1 properties.

Results and discussion
Characterization and heterologous expression of NmPR-1

A peptide sequence {n-TWDDTVAAYA(I/L)NYANQR-c) obtained
from a protein sample that was harvested from digestive fluids
of closed Nepenthes traps showed clearly similarities with PR-1
proteins from various other plant species { Nicotiana tabacum, Cap-
sicum annuum, Vitis vinifera, Glycine max, Populus trichocarpa),
which was detected by blast searches {NCBI database). In order

A MAFSNSNLPYYCVIMAIAIGIIQPLHAQNDKQDFLDGHNIARAQVGVKNL  [C
TWNNTVAAYALNYANQRRGDCELIHSNGSYGENLARGSPDLSATEAVNLW
VNEKAYYNYTSNSCIDGKECHHYTQVVWRNSTHLGCARVHCANNTGTFVI

CNYDPAGNIVGQYPY

to study a PR-1 protein from Nepenthes in detail, the full-length
c¢DNA of NmPR-1 was cloned {EMBL Accession No. for RNA:
GQ337079). It showed an open reading fame of 498 bp correspond-
ing to 165 amino acid residues {NCBI Accession No. for protein:
ACT99721), including the conserved PR-1-like domain (aa 28-
165) (Fig. 1A). Therein, an amino acid motif that is typical for PR-
1 proteins is present {aa 122-136): n-HYTQVVWI[R/K]X[S/T][V/
T]XGC-c (van Locn and van Strien, 1999; van Loon et al., 2006),
although in NmPR-1 an additional Leu-134 was found. Also present
are six highly conserved cysteine residues, responsible for disulfide
bridges and, thus, for secondary structure (Fig. 1A). Further se-
quence analyses (SignalP 4.1) predicted the presence of an N-ter-
minal region, representing a signal peptide; this peptide first
directs the protein to the endoplasmatic reticulum and eventually
causes secretion. The predicted cleavage site is between aa Ala-27
and GIn-28 (Fig. 1A) (Bendtsen et al., 2004). Without the signal
peptide, the protein comprises 136 amino acids, a mass of
15,392 Da and a calculated isoelectric point (pI) of 6.5. Thus,
NmPR-1 neither belongs to the basic {(pI 8-10) nor to the acidic
(p! 4-5), often secreted type of PR-1.

Secretion of the protein is further confirmed by the fact that the
PR-1 protein-related peptide (n-TWDDTVAAYA(I/L)NYANQR-c)
was determined in a sample from pitcher fluid. Its aa sequence is
well-fitting to the deduced sequence of NmPR-1 (aa 51-68;
Fig. 1A); the deduced sequence also indicated a Leu at position
61. Only two N-terminal aspartate residues identified in the pep-
tide are replaced by asparagine in the deduced sequence. This
might be due to the fact that the micro-sequencing was done on
pooled proteins from different Nepenthes species (Rottloff et al.,
2011). A single nucleotide exchange in the codon GA[U/C] to
AA[U/C] {asparagine) causes an exchange from Asp to Asn and is
easily conceivable within the evolution of Nepenthes species.

As the 3D-structure of a PR-1 protein from tomato, Pl4a, is
solved by NMR-analysis (Fernandez et al., 1997), the spatial struc-
ture of the NmPR-1 was modeled by comparative modeling using
the sequence of that tomato P14a protein {Swiss Prot: P04284)
as homologous template structure. Considering the level of

cm- cm+ PR-1
5ul 10 pl
35 kDa=— - et
D
kba 1 2 3 4 5 6
25 — r-—.—
— -—
15 — —

Fig. 1. (A) Deduced amino acid (aa) sequence of PR-1 gene from Nepenthes mirabilis. The predicted signal peptide (aa 1-27) is indicated in green. The aa (asparagine, N) of the
predicted N-glycosylation sites is shown in red. Related N-X-S/T sequons are underlined. A PR-1-typical and conserved aa sequence motif (aa 122-136) is presented in italics
and all six highly conserved cysteines are indicated in blue and bold. The sequenced peptide from the pitcher fluid (aa 51-67) is shown in bold. (B) Calculated 3D structure of
the NmPR-1 protein. Structure was suggested by SWISS-MODEL web server upon comparative medeling using the PR-1 sequence from P14a of tomato (Swiss Prot: P04284) as
the homologous template structure. The modeled residue range is without signal peptide from aa 28 to 165. Two different views of the medeled structure are shown. (C)
Western blot of recombinant N. mirabiiis PR-1, expressed in 5f9 insect cell line, using an anti-V5 herseradish peroxidase antibody and ECL for detection. Negative (cm—, only
cell culture medium, 5 pl) and positive (cm+, recombinant catalase with V5-tag, 5 pl) controls are included, in comparison to the Sf9 line stably expressing NmPR-1/Sf9,
pointed out with 5 pl and 10 pl, respectively. (D) Western blot detection of recembinant N, mirabilis PR-1, expressed in Sf9 insect cell line with a V5-tag after various
treatments. Negative control (only cell culture medium, lane 1); pesitive control (recombinant catalase with V5-tag, lane 2); NmPR-1/5f9 without treatment (lane 3); NmPR-
1/5f9 treated with 8 M urea (lane 4); NmPR-1/5f¢ undergoing deglycosylation procedure without PNGase F (lane 5); PNGase F treated NmPR-1/Sf9 (lane 6).



Manuskript 2 |40

F. Buch et al /Phytochemistry 100 (2014) 43-50 45

sequence similarities between the template and NmPR-1, the mod-
el was obviously evaluated to be a good quality structure employ-
ing SWISS-MODEL web server. The modeled residue range was
without the signal peptide. The sequence of NmPR-1 was then
structurally compatible with the fold of PR-1 proteins. Similar to
other PR-1, the predicted NmPR-1 structure was composed of four
a-helices and five p-strands, four of which forming a p-sheet local-
ized in the same plane and surrounded by the a-helices. Thus, the
typical architecture of PR-1 proteins was suggested, an o-[f-a
sandwich (Fernandez et al., 1997). The predicted fifth p-strand
can be found outside that structure {Fig. 1B) and does not affect
the core structure.

Using the NCBI Conserved Domain Search due to a 136 aa long
stretch between aa 32 and aa 165, the predicted NmPR1 protein
was classified as SCP (sperm coating protein)-PR-1_like: SCP-like
extracellular protein domain, PR-1 like subfamily {Marchler-Bauer
et al, 2011). The family of SCP containing proteins includes PR-1
from plants but also many other proteins such as CRISPs, mamma-
lian cysteine-rich secretory proteins and various venom proteins
(Cantacessi et al., 2009).

For further characterization, isolated RNA from N. mirabilis
pitcher tissue was used for cDNA synthesis. With this template,
a 414 bp fragment of NmPR-1 lacking the signal peptide-encod-
ing region was amplified by PCR using specific primers (see
above), cloned into pMIBjV5-His vector B, and transfected into
Sf9 insect cell line for heterologous expression with a C-terminal
V5-tag. Successful expression was confirmed by Western blot
using the anti-V5 horseradish peroxidase antibody (Fig. 1C).
The expected size of the recombinant protein consisting of
NmPR-1, V5 epitope and 6xHis region was about 19 kDa. How-
ever, as shown in Fig. 1B, a molecular mass of ~36 kDa was de-
tected. Although Western blot analysis was carried out after
denaturing SDS-PAGE, this result could not exclude the possibil-
ity that the PR-1 protein from N. mirabilis might constitute as a
dimer as recently shown for a PR-1-5 protein from wheat (Triti-
cum aestivum) {Lu et al., 2013), or for the human Golgi-associ-
ated plant pathogenesis related protein, GAPR-1, (Serrano et al.,
2004). For PR-1-5, dimerization was shown to provide higher
protease resistance; for GAPR-1, a catalytic triad for serine prote-
ase activity at the dimer interphase was proposed. However, in
both cases under denaturing conditions dimers were not detect-
able {Lu et al, 2013; Serrano et al., 2004). By contrast, neither
stronger reducing conditions (5% 2-mercaptoethanol, 5 mM dithi-
othreitol) nor the presence of 8 M urea as an effective chaotropic
agent were able to reduce the detectable mass of NmPR-1/5f9
protein (Fig. 1D), suggesting a different reason for that finding.
Secreted proteins often undergo glycosylation, which contributes
to their stability by making them more polar, hinder access for
proteases and also may helpful for correct folding (Shental-Be-
chor and Levy, 2008). In order to examine whether the higher
mass was due to protein glycosylation, firstly a prediction of
N-glycosylation sites with NetNGlyc program was carried out
revealing that there are 5 to 6 putative N-glycosylation sites in
NmPR-1 protein (Fig. 1A). To test this prediction, a PNGase F
treatment was performed, where N-linked glycans were success-
fully removed (Fig. 1D) resulting in a protein of about 19 kDa
and indicating a high level of glycosylation of the NmPR-1/5f9
protein {approximately 17 kDa, ~100% of the NmPR-1 protein
mass). The only other experimentally proved example for PR-1
protein glycosylation, the Cyn d 24 protein from Bermuda grass
{Cynodon dactylon) pollen, has a carbohydrate content of about
5.7% (Chow et al, 2005). Particularly in the environment of the
digestive pitcher fluid consisting of various hydrolytic enzymes
it is easily conceivable that plant-derived proteins need to be
protected against digestion by endogenous proteases. Glycosyla-
tion of proteins might be a mechanism to achieve this goal.

In order to investigate the expression status of NmPR-1, real
time PCR was performed. The pitcher-carrying part of Nepenthes
plants actually represents a leaf metamorphosis. The leaf morphol-
ogy consists of a photosynthetic part, originally the enlarged leaf
base, and a tendril that at its end develop a pitcher. The leaf base
was analyzed and taken as the control tissue. This was compared
to both the upper part and the lower, glands harboring part of a
closed pitcher. As can be seen in Fig. 2, no significant difference
was detectable between the two parts of the pitcher but an about
ten-fold higher expression level compared to the leaf base tissue.
The result indicates that even in closed pitchers without contact
to insect prey there is a constitutive high level of NmPR-1. More-
over, the presence or absence of glands made no difference. This
supports the results of a recent study showing that mRNA of other
PR proteins, a chitinase and a thaumatin-like protein, also accumu-
late in all pitcher tissue {Rottloff et al., 2011). The conclusion from
those experiments was that all pitcher tissues might be employed
in the generation of enzymes, but only the glands can secrete them
into the digestion fluid {Rottloff et al., 2011).

Phylogenetic analysis

To investigate to which level the PR-1 protein sequence of N.
mirabilis is homolog to other plant species, a molecular phyloge-
netic analysis by Maximum Likelihood and Neighbor-Joining meth-
od was performed. The analysis involved the PR-1 protein
sequences from 23 different plant species, including N. mirabilis
(Supplementary Fig. 1). Using MUSCLE software for alignment
and MEGAS program to reconstruct the evolutionary histories of
the applied species, in Fig. 3A the bootstrap consensus tree inferred
from 1000 replicates is shown (Felsenstein, 1985). Here, ML and NJ
method were combined in one tree regarding to the bootstrap val-
ues, pointed out next to each branch in Fig. 3A (ML value/N] value).
One lineage consists of N. mirabilis (NEMI1), V. vinifera (VIVI1) and
Ricinus communis (RICO1) with bootstrap support values of 52%
and 65% respectively, to NEMI1. Bootstrap values of N. mirabilis
with respect to the other tested species were lower than 50%. To
address the feature of glycosylation sites found in NmPR-1 protein,
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Fig. 2. Real-time PCR analyses for the expression level of the NmPR-1 gene in two
different parts of a pitcher (digestion zone, slippery zone) and in Nepenthes mirabilis
leaf base tissue. The calculatien and normalization of the pitcher data were carried
out against the leaf base datasets (control tissue) including two internal genes for
actin and 185 rRNA. Results are expressed in x-fold difference compared te the
control tissue (leal base) set to one.
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Fig. 3. (A) Phylogenetic tree of PR-1 proteins from different plants based on ML (Maximum Likelihood} and NJ (Neighbor Joining) methods. Both methods were combined in
one tree regarding to the bootstrap values. Branches corresponding to partitions reproduced in less than 50% bootstrap replicates are collapsed. The percentages of replicate
trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) are shown next to the branches. One particular lineage covers Nepenthes mirabilis
(NEMI1), Viris vinifera (VIVI1) and Ricinus communis (RICO1) with beetstrap support values from 52% and 65% similarity from NEMI1 to RICO1 and VIVI1, respectively.
Bootstrap values outgoing from N. mirabilis to the other tested species were almost lower than 50%. (B) Predicted N-glycosylation sites in PR-1 amino acid sequences of
different plant species. Prominent is, that no PR-1 protein sequences were predicted te be glycosylated except N. mirabilis (NEMI1) PR-1 with at least five predicted N-
glycosylation sites and the two species in the same lineage, R communis and V, vinifera, both with one predicted N-glycosylation site, Full names of the species included as

well as the accession numbers of related PR-1 protein sequences are given in Fig. 51,

all other 22 protein sequences were further analyzed using the
NetNGlyc program. Strikingly, the two neighboring species, R. com-
munis and V, vinifera, that form a lineage with N. mirabilis were pre-
dicted to contain one N-glycosylation site each (Fig. 3B). To our
knowledge, NmPR-1 is the first example of a highly glycosylated
PR-1 protein in plants.

Biological activity of NmPR-1

To gain insight into the function of NmPR-1 in the pitcher fluid
of N. mirabilis, the recombinant protein was applied to various bio-
assays to test for any biological activities. Accordingly, PR-1/5f9
was used at protein concentrations of 15, 30, and 75 pgfml, respec-
tively, in agar diffusion assays against two fungi, Metarhizium ani-
sopliae and Penicillium roqueforti, against a yeast (Saccharomyces
cerevisiae) culture, and the Gram negative bacteria Pseudomonas

syringae and Escherichia coli as well as Gram positive Bacillus subtil-
is. The arrangement of controls and different PR-1/5f9 concentra-
tions on the Petri dishes is shown in Fig. 4A. After 24 h {bacteria,
yeast) and 72 h (fungi) of incubation, the zone of growth inhibition
was determined. As shown in Fig. 4B, growth of S. cerevisiae was
not affected. The same result was obtained for bacterial growth
in the case of E. coli {(Fig. 4C; however the presence of PR-1/59
did show an effect on the growth of both B. subtilis and P. syringae
(Fig. 4C). Here, growth inhibition zones were visible and their sizes
were determined to be 1.0, 1.28, 1.80 cm for B. subtilis and 1.34,
1.70, 1.94 cm for P. syringae (at 15, 30, 75 pg/ml of PR-1/Sf9 pro-
tein) indicating that the level of inhibition was depending on the
concentrations of PR-1/5Sf9. Strikingly, no growth inhibition was
detectable for the fungi tested (Fig. 4D). In an additional assay all
three bacterial species were tested for their growth in liquid cul-
tures in the absence and presence of PR-1/Sf9 (Fig. 4E). Whereas
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B Saccharomyces cerevisiae

Pseudomonas syringoe

Bacilfus subtilis
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Fig. 4. (A) Distribution pattern of controls and different PR-1/Sf9 protein concentraticns being tested on Petri dishes. Shown are 5 cavities for 50 ml each, 2 for control
samples, water and Sf9 cell culture medium, and 3 for the different concentrations of PR-1/S19 protein (15, 30, 75 ug/ml). (B) Agar plates cultivating S. cerevisiae (72 h); (C)
Plates with three bacteria cultures, B. subtls, P. syringae and E coii (24 h); (D) Plates with two fungi, M. anisopiige and P. roqueforti (72 h); all microorganisms were grown in
the presence of different concentrations of PR-1/Sf9. After the time indicated the growth inhibiticn zones were measured. (E) Bacterial growth assay in a microtiter plate
testing antimicrobial property of NmPR-1/ S19 on Bacillus subtilis, Pseudomonas syringae pv. glycinea and Escherichia coli cultures. Culture growth (at 30 °C) was measured
every 30 min for 22 h with and without PR-1/Sf9. ODggs of the inhibited cultures did not reach a value above 0.1.

without PR-1/5f9 the bacteria grew well (Fig. 4E, line 1, 2, 3), in the
presence of PR-1/Sf9 the growth of all three species was strongly
affected (Fig. 4E, line 4, 5, 6). These results confirmed the results
of agar diffusion assay, except that here in addition the growth of
E. coli was inhibited as well.

Often the activities of PR-1 proteins have been studied in trans-
genic systems where the proteins were constitutively expressed.
For example, in tobacco, transformed plants became slightly more
resistant to various diseases induced by oomycetes, but not to dis-
eases caused by a fungus, Cercospora nicotianae, or the bacterium P.
syringae pv. tabaci { Broekaert et al., 2000). In contrast, overexpres-

sion of a TMV-inducible basic PR-1-encoding gene from pepper in
tobacco enhanced tolerance not only to Phytophthora parasitica var.
nicotianae, but also to the bacteria Ralstonia solanacearum and P.
syringae pv. tabaci (Sarowar et al,, 2005). A direct antibacterial ef-
fect due to the presence of a PR-1 is shown in the present study
for the first time and may offer biotechnological approaches.
Very recently, it has been shown that the pitcher fluid in Nepen-
thes is an unsuitable environment for microbes, exhibiting fungi-
static and bactericidal activities, very likely in order to suppress
the presence of nutrient competitors (Buch et al., 2013). A combi-
nation of antimicrobial secondary compounds and the presence of
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proteins without known hydrolytic but antimicrobial activities
such as thaumatin-like proteins (Buch et al, 2013; Hatano and
Hamada, 2008; Rottloff et al., 2009) seems to accomplish this fea-
ture. Thus, it is tempting to speculate that PR-1 proteins contribute
to the antimicrobial activities in the pitcher fluid of Nepenthes as
well. To what extent the glycosylation of NmPR-1 might have an
effect on its antibacterial activity remains to be elucidated in fur-
ther studies where the protein will be expressed in a plant system
to ensure similar glycosylation pattern like the one occurring in
Nepenthes.

Conclusions

The presence of defense-related compounds in the pitcher fluid
of Nepenthes suggests that the plant actively generates an environ-
ment which is unsuitable for microbes. Consequently, PR-proteins
are employed as well, including PR-1. In case of NmPR-1, the pres-
ence of a signal peptide, the identification of a related peptide in
the pitcher fluid, as well as its glycosylation strongly indicates that
NmPR-1 is secreted into the digestive fluid. Due to the strong pro-
teolytic activities in the digestive fluid it is comprehensible that
many plant-derived proteins need to be protected by modifications
such as glycosylation as it has been found for NmPR-1. Its antibac-
terial, in place of antifungal, activity however was an unexpected
feature that nicely indicates the importance for a detailed analysis
of obviously known proteins.

Experimental
Organisms, culture conditions and chemicals

N. mirabilis plants were grown in the greenhouse of the Max
Planck Institute for Chemical Ecology in Jena under controlled con-
ditions: photoperiod of 15 h light/9 h dark; day/night temperature
of 18-20°C{16-18°C; about 55% humidity. Plants were sprayed
every day and watered every second day using rain water.

SI9 insect cells were used for transfection and expression of PR-
1 protein, This cell line was originated from the IPLBSF-21 cell line,
which was derived from the pupal ovarian tissue of the moth spe-
cies Spodoptera frugiperda. Sf9 cells were cultured at 27 °C in Sf-900
Il serum-free medium {Gibco®) containing 50 pg/ml gentamycin.

Microorganisms for agar diffusion assays were grown on agar
plates with respective media; B. subtilis and E. coli on LB- (Luria
Bertani) medium (5 g/l yeast extract; 10 g/l trypton; 10 g/l NaCl),
incubated at 37°C; Pseudomonas syringae pv. glycinea, cultured
and maintained on King's B agar {King et al, 1954) at 28 °C. The
yeast, S. cerevisiae, and both fungi, M. anisopliae and P. rogueforti
were cultured on YM- (Yeast medium; 3 g/l yeast extract, 3 g/l malt
extract, 5 g/l pepton, 10 g/l glucose) agar at 28 °C.

All chemicals used were of analytical grade and purchased from
Roth {Karlsruhe, Germany), if not specified elsewise.

RNA preparation and cDNA synthesis

Plant tissue was collected by cutting off a pitcher and using only
the lower third with multicellular glands for homogenization. Total
RNA was isolated using the InviTrap® Spin Plant RNA Mini Kit
(Stratec Molecular, Berlin, Germany) following the manufacturer’s
protocol. Total RNA was further cleaned-up and concentrated using
RNeasy MinElute Cleanup Kit {Quiagen, Hilden, Germany). First-
Strand ¢DNA was synthesized applying SuperScript® 1II First-
Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, Darmstadt, Germany)
using 2 pg total RNA, according to the manufacturer’s protocol.

Cloning and heterologous expression

Degenerate primers, which were designed according to con-
served protein sequences of known plant PR-1 proteins {NCBI Gen-
Bank), were used for amplification of a fragmental cDNA sequence.
Cloning the 5'- and 3'-end of N. mirabilis PR-1 {NmPR-1) cDNA was
accomplished by rapid amplification of ¢cDNA ends (RACE PCR)
using total RNA and the FirstChoice® RLM-RACE Kit (Applied Bio-
systemsfAmbion, Darmstadt, Germany) guided by the manufac-
turer’'s protocol. Primers were designed by using DNASTAR
Lasergene® Software (GATC BIOTECH, Konstanz, Germany). The
resulting amplified products were cloned into a pCR4*-TOPO™-
vector, and the resulting plasmid was subjected to nucleotide
sequencing {Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Germany). The
complete NmPR-1 cDNA sequence was amplified by PCR using
Pfu DNA Polymerase {(Fermentas, St. Leon-Rot, Germany), and the
primers: forward 5'-CCAAATGGCTTTTTCCAACTC-3' and reverse
5'-TCAGGTCACATAACAAGACATGAA-3' (PCR-protocol: 0.5 min at
98°C; 35 cycles of 10s at 98 °C, 15s at 66°C, 15min at 72 °C;
and 5 min at 72 °C).

The open reading frame lacking the signal peptide from N. mira-
bilis PR-1 was amplified by PCR using AccuPrime™ Taq DNA Poly-
merase High Fidelity {Invitrogen, Darmstadt, Germany) and cDNA
as a template with the following primers: forward 5-TAAT
GCATGCAGAACGACAAACAAGAC TCCT-3, containing Sphl restric-
tion site (underlined) and reverse S5-ATTACCGCGGGTACGG
ATACTGTCCGACAATA-Z', containing Sacll restriction site (under-
lined), designed according to the conserved protein sequence of
PR-1 from N. mirabilis {Genbank Accession No. GQ337079); (PCR-
protocol: 1 min at 95 °C; 30 cycles of 15 s at 95 °C, 30s at 60 °C,
1 min at 68 °C; and 5 min at 68 °C).

The NmPR-1 PCR product obtained was further cloned into
pMIB{V5-His vector B (Invitrogen) in order to provide a C-terminal
peptide that contains both a VS epitope for immunoblot-based
detection, a His-tag for purification, and the feature that expressed
proteins are secreted into the medium. The correct insertion of the
PCR product was verified by DNA sequencing {Eurofins MWG Op-
eron; Ebersberg, Germany). $f9 cells were transfected in 60-mm
diameter Petri dishes with 4 pg of plasmid DNA using Insect Gene
Juice {Novagen®, Nottingham, UK) as transfection reagent. 48 h
post-transfection, cells were splitted 1:5 in a new 60-mm diameter
Petri dish and were selected with 80 pg/ml blasticidin until they
reached confluency. PR-1/5f9 cell culture medium was harvested
after 4 days of culturing past splitting. Subsequently, 80 ml of PR-
1/519 culture media were concentrated 10-fold using Pierce® Con-
centrater 20 mlj9 K (MWCO: 9000), and subsequently dialyzed
using Slide-A-Lyzer® 10K {MWCO: 10,000) Dialysis Cassettes
{Thermo Scientific, Rockford, USA), following the manufacturer's
protocol.

Protein biochemistry

Protein analysis of collected fluids of various Nepenthes species
using SDS-PAGE of TCA-precipitated proteins followed by in-gel
tryptic digestion, desalting and concentration (ZipTip columns,
C18-RP, Millipore, Schwalbach, Germany) and subsequent
micro-sequencing of peptides obtained was done exactly as
described (Rottloff et al, 2011). Expression of the recombinant
NmPR-1 protein in stably transfected Sf9 cells (NmPR-1/Sf9)
was analyzed by Western blot after SDS-PAGE and transfer of
the proteins cn PVDF-membranes using the anti-V5 horseradish
peroxidase antibedy (Invitrogen) for detection. For treatments of
PR-1/Sf9 protein, either 8 M urea or the peptide-N-glycosidase
PNGase F (NEB, Frankfurt/Main, Germany) was used following
exactly the manufacturer's protocol. Such experiments were
analyzed via Western blot using an anti-V5 horseradish
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peroxidase-labeled antibody (Invitrogen) and ECL (enhanced che-
moluminescence) for detection.

Real-time PCR

Total RNA was isolated from N. mirabilis leaf base and from two
different parts of a closed pitcher: the slippery zone at the top and
the digestive zone at the bottom, using the InviTrap® Spin Plant
RNA Mini Kit (Stratec Molecular, Berlin, Germany), following the
manufacturer’s protocol. cDNA synthesis was performed as de-
scribed above using 300 ng total RNA. Actin {NmAct) and 18S rRNA
(Nm18SrRNA) were chosen as internal control genes. The following
primers were used: NmAct_f: 5'-CTCTTAACCCCAAAGCAAACAGG-3',
NmAct_r: 5-GTGAGAGAACAGCCTGGATG-3 Rottloff et al. (2011);
NmI8SrRNA_f: 5-CTTGATTCTATGGGTGGTGGTG-3", Nm18SrRNA_r:
5'-GTTAGCAGGCTGAGGTCTC-3"  Rottloff (2011). Primers for
NmPR-1 were designed using Primer3Plus software (http://
www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi): Nm
PR-1_f: 5'-ACTGTTGCGGCTTATGCTCT-3" and NmPR-1_r: 5'-GCTGA-
TAAGTCGGGTGATCC-3'. Quantitative real-time PCR was performed
on a CFX96™ Real-Time PCR Detection System {BIO-RAD, Munich,
Germany). The process was done with Brilliant II SYBR® Green
QPCR Master Mix {Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)
using 60 ng of ¢cDNA following the manufacturer's guidelines. The
following PCR- program was used: initial polymerase activation
at 95 °C for 3 min, 40 cycles at 95 °C for 30s, 60°C for 1 min and
72 °C for 1 min. Relative RNA levels were calibrated and normal-
ized with the levels of actin- and 18S rRNA mRNA by determining
the efficiency of every single reaction using the CFX Manager™
Software (Version 3.0, BIO-RAD). Calculation of expression levels
and statistical analyses were also performed with the BIO-RAD-
software. Data are from triplicates.

Analysis of antimicrobial activities of PR-1

NmPR-1/S9 protein was tested at different concentrations in
agar diffusion assays against various bacteria, P. syringae pv.
glycinea strain 1a, B. subtilis and E. coli, against yeast S. cerevisiae,
and against two fungi, M. anisopliae and P. roqueforti. Because
PR-1/Sf9 culture medium was diluted with pure water to get dif-
ferent protein concentrations, a H>0 control was included. In
addition, culture medium from untransfected $f9 cells that was
treated as the PR-1/Sf9 cell culture medium was used as a con-
trol as well.

To receive suitable results, five replicates for each strain were
used. All organisms were grown on agar plates providing their spe-
cific composition {see above). From that, fresh cells were taken,
resuspended in 3 ml pure water and set to an ODgyy value of 1.
Two ml of each cell suspension were given to 48 ml, 50 °C tem-
pered organism- specific medium, mixed and filled in Petri dishes
(# 135 mm). Per plate, 5 holes (@ 7-8 mm) were stamped and filled
with 50 pl test- and control solution. After a certain incubation
time {24 h for bacteria and yeast cells; 72 h for fungi), growth inhi-
bition zone was measured and documented.

NmPR-1/Sf9 was further tested for antimicrobial effects on bac-
teria, B. subtilis, P. syringae pv. glycinea and E. coli. Therefore, 100 pl
of PR-1/5f9 solution {75 pg protein/ml) and 80 ul LB-medium were
pipetted in a sterile 96-well microtiter plate and filled up with
20 ul of freshly grown bacterial cultures (ODggp = 0.5-0.6) to a fi-
nal volume of 200 ul. As a control, 100 pl NmPR-1/SM9 solution
with only 100 pl LB-medium was used. For this test six technical
replicates were used. Bacterial growth was determined at ODggo
for 22 h every 30 min by using the SPECTRAmax 250-Photometer
against the control.

Bioinformatics and phylogenetic analysis

The putative signal peptide was predicted using the SignalP 4.1
server (http:/fwww.cbs.dtu.dk/services/SignalP) (Bendtsen et al.,
2004). Prediction of putative N-glycosylation sites was done
employing NetNGlyc server available at: (http://www.cbs.dtu.dk/
services/-NetNGlyc/). For homology modeling a three-dimensional
model of NmPR-1 was built with the automated comparative mod-
eling program SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.orgf
workspace, Arnold et al., 2006; Schwede et al., 2003). As homolo-
gous protein template, the NMR solution structure of P14a (Swiss
Prot: P04284) a PR-1 protein from tomato {Solanum lycopersicon)
(Ferndndez et al., 1997), with a sequence similarity to NmPR-1 of
68% was used. For identification and prediction of protein domains
the NCBI Conserved Domain Search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Structure/cdd/wrpsb.cgi?) was used (Marchler-Bauer et al., 2011).

For phylogenetic analysis, the amino acid sequence of PR-1 from
N. mirabilis was blasted against protein sequences of other plants
(NCBI), followed by a protein alignment using MUSCLE 3.7, which
was available at (http://www.phylogeny.fr/version2_cgi/one_-
task.cgi-?task_type=muscle) (Dereeper et al., 2008). To carry out
comparative analysis of the molecular data set of PR-1, “Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 5" { MEGAS) software {Tam-
ura et al., 2011) was used to reconstruct the evolutionary histories
of species and to infer phylogenetic relationships. After loading the
aligned PR-1 sequences, a Maximum Likelihood (ML) analyses for
inferring evolutionary trees was done and in parallel a Neighbor-
Joining tree was built. The Maximum Likelihood method based
on the before selected best-fit substitution model called Whelan
and Goldman meodel {Whelan and Goldman, 2001). For this a dis-
crete gamma distribution was used to model evolutionary rate dif-
ferences among sites. ML as well as N] analysis involved 23 PR-1
amino acid sequences. In addition, for NJ method {Saitou and
Nei, 1987), the evolutionary distances were computed using the
JTT matrix-based technique (Jones et al., 1992) and are in the units
of the number of amino acid substitutions per site. The rate varia-
tion among sites was modeled with a gamma distribution. In this
study the ML and N] method were combined in one tree regarding
to the bootstrap values. Branches corresponding to partitions
reproduced in less than 50% bootstrap replicates are collapsed.
The percentages of replicate trees in which the associated taxa
clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) are
shown next to the branches (Felsenstein, 1985).

In addition, a prediction of N-glycosylation sites for the other
tested plant species was done with NetNGlyc software.
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Franziska Buch, Yannick Pauchet, Matthias Rott, Axel Mithofer (2014): Characterization
and heterologous expression of a PR-1 protein from traps of the carnivorous plant Nepenthes

mirabilis. Phytochemistry 100: 43-50.

Supplementary material

Figure S1

Full and short names of all plant species included in the phylogenetic analysis as well as the

accession numbers of related PR-1 protein sequences.

Short name Plant Species Accession no.
ARTH1 Arabidopsis thaliana NP_179064.1
BEVU1 Beta vulgaris CAP66260.1
BRNAL1 Brassica napus AAB06458.1
CAAN1 Capsicum annuum AAK30143.1
CYOBI1 Cydonia oblonga AFK64734.1
ELGU1 Elaeis guineensis ACF06544.1
EUWAL1 Eutrema wasabi BAF03626.1
FIPU1 Ficus pumila var. awkeotsang AFK93500.1
LOJA1 Lotus japonicas AFK39516.1
MADO1 Malus x domestica ABC47922.1
METRI1a Medicago truncatula XP_003593358.1
METRI1b Medicago truncatula AFK38989.1
METRI1c Medicago truncatula AFK35640.1
NITAla Nicotiana tabacum CAA29022.1
NITA1b Nicotiana tabacum CAA31010.1
POTRI1a Populus trichocarpa XP_002313934.1
POTRI1b Populus trichocarpa XP_002313935.1
PRPE1 Prunus persica AEV57468.1
PYCO1 Pyrus communis AFM76999.1
RICO1 Ricinus communis XP_002522071.1
SOTO1 Solanum torvum BAB78476.1
VIVI1 Vitis vinifera ADN43427.1

NEMI1 Nepenthes mirabilis ACT99721
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Abstract

Carnivorous plants use different morphological features to attract, trap and digest
prey, mainly insects. Plants from the genus Nepenthes possess specialized leaves,
pitfall-traps or pitchers. These pitchers are filled with a digestive fluid that is
generated by the plants themselves. In order to digest caught prey in their pitchers,
Nepenthes plants produce aspartic proteases, nepenthesins (Nep). Today, knowledge
about the generation and induction of these proteases is limited. Here, we describe a
FRET (fluorescent resonance energy transfer)-based technique that uses a synthetic
fluorescent substrate for the easy and rapid detection of protease activities in the
digestive fluids of various Nepenthes species. Inhibitor studies and the heterologously
expressed Nep II from Nepenthes mirabilis proved that the proteolytic activity relied
on aspartic proteases after an acid-mediated auto-activation mechanism. Employing a
FRET-based approach, the induction and dynamics of nepenthesin in the digestive
pitcher fluid of various Nepenthes plants could be studied directly with insect
(Drosophila melanogaster) prey or plant material. Moreover, we observed that
proteolytic activity was induced by the phytohormone jasmonic acid but not by
salicylic acid suggesting that jasmonate-dependent signaling pathways are involved in

plant carnivory.

Keywords: carnivorous plants; digestive fluid; aspartic protease induction;

Nepenthes; FRET (fluorescent resonance energy transfer); jasmonic acid
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Introduction

Charles Darwin’s work “Insectivorous Plants” published in 1875 (Darwin, 1875) still
contains much of what we know about those specialized plants. However, Darwin did
not know about the genus Nepenthes, which is distributed primarily in Southeast Asia.
Nepenthes pitcher plants have so-called pitfall-traps that are divided into i) an upper
part representing the attraction zone, ij) a part in the middle representing the slippery
zone, and iii) a lower part, the digestion zone. Pitchers are filled with a digestive fluid,
or enzyme cocktail, to digest caught prey (Heslop-Harrison, 1975, Juniper BE et al.,
1989). Even closed pitchers have such a fluid, which is both plant-derived and sterile
(Buch et al, 2013). Since Darwin, scientists have known that hydrolytic activity -- in
particular, proteolytic activity -- is present in insectivorous plants. In addition to
proteases, the digestive fluid of Nepenthes spp. is known to contain various esterases,
phosphatases, ribonucleases and different chitinases (e.g. Heslop-Harrison, 1975,
Juniper BE et al., 1989, Eilenberg et al., 2006, Rottloff et al., 2013, Mithofer, 2011).
Proteases in digestive fluid from several species of Nepenthes have also been
described (Vines, 1897), purified and characterized (Steckelberg et al., 1967,
Nakayama and Amagese, 1968, Amagase et al., 1969, Jentsch, 1972, Tokés et al.
1974). However, only An et al. (2002) cloned nepenthesins from the pitcher tissue of
N. alata. Two years later nepenthesin I and II from N. distillatoria were purified and
characterized (Athauda et al., 2004). After the nepenthesin cDNAs were cloned from
N. gracilis pitchers (Athauda et al., 2004), these proteases were identified as members
of a new subfamily of aspartic proteases (Athauda et al., 2004, Takahashi et al., 2005,
Takahashi, 2006). In addition, Stephenson and Hogan (2006) reported a cysteine

protease in N. ventricosa.
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Otherwise, little is known about the regulation and induction of hydrolytic
enzymes involved in the digestive process in carnivorous plants. In recent years, gene
induction analyses were carried out on the tissue of the pitcher to search for hydrolytic
enzymes (Eilenberg et al., 2006, Rottloff et al., 2013, Kadek et al., 2014). This also
holds true for the very prominent aspartic proteases in Nepenthes (An et al., 2002),
although the proteolytic activity in the pitcher fluid represents an ideal target to follow
and study dynamic processes during carnivory in Nepenthes pitfalls. But up to now,
the low amounts of enzymes in the pitchers have made it impossible to analyze
changes in the digestive fluid depending on developmental stages of the pitcher or in
response to prey capture.

Here, we report on the introduction of a new technique, the highly sensitive
FRET (fluorescent resonance energy transfer), for the direct, easy and rapid detection
and characterization of protease activity in the digestive fluids of Nepenthes. Using a
synthetic fluorogenic substrate, i.e. FRET peptide, we investigated the dynamics of
protease activity in response to various stimuli. In addition, we cloned and expressed

the proteases involved in the enzymatic reaction, nepenthesin I and II.

Material and methods

Organisms and culture conditions

Nepenthes plants (N. mirabilis, N. alata) were grown in the greenhouse of the Max
Planck Institute for Chemical Ecology in Jena under controlled conditions. The plants
were cultivated in a growth chamber with a photoperiod of 15 h light/9 h dark,
day/night temperature of 18-20 °C/ 16-18 °C and humidity about 55%. Every day,

plants were sprayed and every second day they were watered with rain water.
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Both tissue from the lower part of the pitchers and pitcher fluid from N.
mirabilis and N. alata were used for this study. As well, the pitcher fluid of other
Nepenthes species (N. reinwardtiana, N. distillatoria, N. wittei, N. hookariana, N.
boschiana, N. maxima, N. eymae and the hybrid N. alata x N. ventricosa), which were
grown in the greenhouses of the Botanical Gardens in Jena and Munich, were used for
fluorescence intensity measurements. The pitcher fluid samples were collected from
closed pitchers using a sterile syringe, from open pitchers by pouring fluid directly
into 15 ml sterile Falcon tubes.

Spodoptera frugiperda S19 cells, derived from the pupal ovarian tissue of the
insect and originating from the IPLBSF-21 cell line, were used for the transfection
and expression of the Nepenthes aspartic proteinases, nepenthesin (Nep) I and IIL.
They were cultured at 27 °C in Sf-900 II serum-free medium (sf- medium) (Gibco®)

in presence of 50 pg/ml gentamycin.

Measuring protease activity with fluorescent substrate and FRET

Using a small and highly specific FRET peptide substrate (FITC(Ahx)-Val-Val-
LysDbc), encoded as PFU-093 by Kaman et al. (2011, 2013), we measured the
proteolytic activity of the pitcher fluid. PFU-093, one of many substrates developed to
study the presence of bacteria in sifu (saliva, sputa, serum), was designed with
fluorescein isothiocyanate (FITC) operating as a fluorophore and LysDbc acting as its
quencher. When both molecules are physically close, the connection made by the two-
amino acid bridge quenches the fluorescence and no activity can be detected (Fig.
S1A). However, when proteolytic activity separates the fluorophore and quencher,
fluorescence intensity can be measured using a microplate reader (Tecan infinite

M200, Ménnedorf, Switzerland) (Fig. S1B). We mixed 50 pl of Nepenthes pitcher
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fluid, 49 pl pure water (GIBCO®) for dilution and 1 pl of 80 uM PFU-093 in black
96-well microtiter plates (Greiner Bio-one GmbH®, Frickenhausen, Germany), and
measurements were taken for up to 11 h. The fluorescence activity was measured at
42 °C and a manual gain of 80 by top reading with an excitation/ emission wavelength

of 485 nm/ 530 nm.

Biochemical studies

The impact of pH on the FRET method was tested by incubating 500 pl N. alata
pitcher fluid mixed with 245 ul pure water and 5 pl of 80 uM PFU-093. After 10 h at
42 °C, 50 pl each of this mixture was transferred into 10 different wells and mixed
with another 50 pl of various 30 mM buffer solutions (pH 2, pH 3, pH 4, up to pH 10)
with H,O as a control. Then fluorescence was measured and the following categories
were used: for an acidic range, citrate buffer from pH 2 to 4.9; for an acid-base
balance, phosphate buffer from pH 4.9 to pH 8.5; and for a basic pH range, glycine
buffer from pH 8.5-10.

To verify the stability of the reaction, digestive fluid was pre-incubated with
30 mM citrate buffer pH 4.0 for 10 h at 42 °C; as a control, pre-incubation was done
with water. For fluorescence measuring, 50 pl of this mixture was either topped up
with 30 mM phosphate buffer pH 8 or with 30 mM citrate buffer pH 4.

Inhibitor tests were performed by mixing 50 pl of pitcher fluid, 1 pl of 80 uM
PFU-093 and various inhibitors at different concentrations: including 100 pM
phenanthroline, 100 uM AEBSF, 20 uM E-64 and 100 uM pepstatin A. Samples were
topped off with pure water to 100 ul final volume and measured as described earlier,
including the inhibitors solvents (DMSO, MeOH, H20) and pure pitcher fluid for

control.
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Determination of substrate cleavage site

To determine the cleavage site of PFU-093 substrate cleaved by Nepenthes aspartic
proteases, Nep I/ II, HPLC-MS was performed. For this measurement, 495 pl pitcher
fluid of both N. mirabilis and N. alata, as well as 5 ul of 80 uM PFU-093 substrate,
was added to 1.5 ml safe-lock tubes (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) and
incubated for 11 h at 42 °C. This mixture was concentrated by drying and
subsequently resolved in 60 pl H,O. Of the concentrated probe, 20 pl was injected
into a Dionex UltiMate 3000 HPLC system, equipped with a Kinetex C18 column and
connected to a Thermo Fisher LTQ for MS. ESI-MS in positive ion mode was used
for searching three different fragment masses; m/z 397.47, m/z 496.28, m/z 619.8 (Fig.

S10).

RNA preparation and cDNA synthesis

Tissue samples were collected by cutting a pitcher for homogenization, using only the
lower third, i.e. the part that possesses the multicellular glands (Buch et al., 2014).
Total RNA from the lower part of one N. mirabilis pitcher was isolated using the
InviTrap® Spin Plant RNA Mini Kit (Stratec Molecular, Berlin, Germany) following
the manufacturer’s protocol. For RNA cleanup and concentration RNeasy MinElute
Cleanup Kit (Qiagen, Hilden, Germany) was used. First-strand cDNA was
synthesized using SuperScript® III First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen,
Darmstadt, Germany) as well as up to 5 pug total RNA according to the specified

protocol.
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Rapid amplification of cDNA ends (RACE), cloning and sequencing
Known nucleotide nepenthesin sequences from N. gracilis and N. alata (NCBI
genbank accession numbers: NgNepl: AB114914.1, NgNepll: AB114915.1, NaNepl:

AB266803.1) were aligned (CLASTALW-software, http://www.genome.jp/tools/

clustalw/) and compared. Specific primers for both nepenthesin I and II were designed
in regions where 100% identity was found (for primer sequences 1-4, see Tab. S1).
These primers were used to amplify fragments of cDNA sequences using N. mirabilis
cDNA as a template for the PCR reactions. Subsequently, the amplified products were
cloned into a pCR® 2.1-TOPO® vector following the described TOPO TA cloning
protocol (Invitrogen, Darmstadt, Germany) and sent for sequencing (Eurofins MWG
Operon, Ebersberg, Germany). The resulting partial sequences were used to design V.
mirabilis Nep 1 and II RACE primers via version 4.0.0. of Primer3Web software
(Untergrasser et al.,, 2012) (for RACE primer sequences 5-8, see Tab. S1). For
generating 5°- and 3’- RACE-Ready cDNA, the manual of the SMARTer RACE
cDNA Amplification Kit (Clontech, Mountain View, CA, Canada/ USA) was
followed. The generation of 5° and 3” cDNA fragments of Nep I and II was described
as 5’- RACE and 3’- RACE PCR reactions in the manufacturer’s manual. To clean
and concentrate DNA, DNA Clean & Concentrator™-5 (Zymo Research, Irvine, CA,
USA) was used. The resulting amplified products were cloned into a pCR® 2.1-
TOPO® vector following the described procedure (see above). The resulting plasmids
were sequenced by Eurofins MWG Operon. The complete Nep [ and 11 ¢cDNA
sequences were identified by using the DNASTAR Lasergene® Software SeqMan
Pro (Madison, WI, USA). Subsequently, known Nep I and II protein sequences from
N. gracilis (Ng) and N. alata (Na) were compared with the sequences of N. mirabilis

(Nm). Protein sequences from NCBI Genbank were aligned by using “Jalview- Open
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Source Bioinformatics”- Software (Waterhouse et al., 2009) and “MegAlign

(DNASTAR)”- software version 10.1.2.

Expression in insect cells and Western blot

For functional identification, cDNA was amplified with primer sequences 9-10 for
Nep I and primer sequences 11-12 for Nep. II (see Tab. S1) to obtain an open reading
frame (ORF) that lacks the predicted signal peptide (SP). The cDNA from Nep I and
I was subcloned in pMIB/V5-His vector A (Invitrogen, Darmstadt, Germany) for
transfection into Sf9 cells using lipid-mediated transfection. Cells were transfected in
60-mm diameter Petri dishes with 4 pg of plasmid DNA using Insect Gene Juice
(Novagen®, Nottingham, UK) as a transfection reagent. After 48 h, cells were split
1:5 in a 60-mm diameter Petri dish and selected with 80 pg/ ml blasticidin until they
reached confluency. Expression was analyzed by Western blot using the anti-V5

horseradish peroxidase antibody (Invitrogen).

Auto-activation of Nepenthes mirabilis nepenthesin 11

Recombinant nepenthesin II (NmNepll/Sf9) from N. mirabilis, expressed in Sf9
culture medium, was dialyzed against pure H,O (Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes;
10.000 MWCO, Thermo Fisher Scientific, Bonn, Germany) for 24 h; the same was
done with Sf9 culture medium (Sf9c¢cm) only for a control. Next, 500 ul of the
dialyzed NmNepll/Sf9 and 500 pl of Sf9cm were incubated at room temperature; 60
ul 1 M glycine- HCI- buffer (pH 4) was added to promote auto-cleavage of the
protease and to get rid of the pro-peptide (in Nep II protein sequence at position 73)
by acidification. After 24 h of incubation at pH 4, 100 ul of 100 mM Tris- HCI buffer

pH 8.5 was added to both mixtures to achieve a more basic pH range to measure
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fluorescence. Furthermore, 500 pl of NmNepll/SF9 and SF9cm was measured without
pre-incubation in pH 4 buffer. Fluorescence intensity measurements of each mixture
were taken every 5 min for 6 h in a microplate reader in a black 96-well plate with 5

technical replicates.

Protease activities in Nepenthes pitcher fluids induced by different treatments

To induce protease activity, the pitcher fluids of two Nepenthes species, N. alata and
N. mirabilis, were supplemented with i) fruit flies, Drosophila melanogaster, as
insects represent the natural food, and ii) a piece of Nepenthes leaf as plant-derived
food material. In addition, the phytohormones iii) jasmonic acid (JA), and iiii)
salicylic acid (SA) were also tested for their ability to induce protease activity. In both
cases the phytohormones were injected directly into the pitcher fluid.

Fluorescence activity was measured first for control values before feeding/ treating
Nepenthes plants (time point 0 h) and subsequently at different time points (from 24 h
to 240 h) samples were taken and analyzed for proteolytic activity using the PFU-093
substrate. Ten D. melanogaster flies, two pieces of 1.5 x 1.5 cm damaged Nepenthes
leaf, and approximately 200 uM each of JA and of SA were added to the pitcher fluid.
Usually, three replicates were done; duplicates for feeding with Nepenthes leaf
material, and four repeats in the case of SA. Experiments were performed under semi-
sterile conditions by covering the pitchers with gauze before plants opened their lids
(Fig. 1).

As an additional experiment, the pH regulation in the digestive fluid was observed in
vivo: 5 pitchers were each challenged with 40 D. melanogaster flies. The pH of
digestive fluids was measured before (0 h) and at different time points (between 2 and

192 h) after treatment by immersing test strips directly into the pitcher fluid.
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Measurements included two control pitchers without fruit flies. In addition, 200 pl
samples taken at various time points (0, 96, 144, 192 h) were tested for protease
activity by incubating 50 pl pitcher fluid mixed with 39 pl H,O and 1 pl of 80 uM
PFU-093 substrate per reaction for 5 h at room temperature. Afterwards, probes were
topped off with 10 pl of 100 mM Tris- HCI buffer, pH 8.5, to a final volume of 100 pl
and pH 8 in each sample, and subsequently, samples were measured in a microplate

reader. The removed volume was replaced with 25 mM KCI.

Results and discussion

Proteolytic activity in Nepenthes pitchers

Employing the FRET technique with PFU-093 as substrate, proteolytic activity was
detected in the pitcher fluid of all ten Nepenthes species tested although at different
intensities (Fig. 2A). Because fluids from closed pitchers were found to be sterile and
contain only plant-derived components (Buch et al. 2013, Hepburn,1918, Liittge,
1964), the digestive fluids from closed and open pitchers of N. alata were also
compared. In Figure 2B, proteolytic activity was detectable in both samples,
indicating that the activity in the closed pitcher originated exclusively from the plant
itself. Based on that, sterile digestive fluids from closed or newly opened pitchers
(kept semi-sterile with gauze, Fig. 1B) were used for further measurements.

The pH of the substrate cleavage reaction was close to 8. This contradicted
published results for pitcher fluids containing proteases, describe acidic pH ranges
(An et al., 2002, Liittge, 1964). Therefore, the proteolytic reaction was performed at
neutral pH (water) for 10 h, and afterwards the pH was adjusted with buffers of high

molarity before the final fluorescence was measured. In the control, only water was
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added. The result (see Fig. S2A) suggests that the PFU-093 intrinsic fluorescence was
quenched under acidic conditions and depended on decreasing pH levels, whereas at
neutral and basic pH levels it was detectable. This forced us to keep or adjust the pH
value between 7 and 8 in all fluorescence measurements.

In order to analyze whether the proteolytic reaction takes place not only at neutral pH
but also under acidic conditions, a subsequent incubation experiment at pH 4 was
undertaken. Results revealed that it was possible to restore measurable fluorescence
simply by adding a strong buffer and adjusting the pH of the sample to 8 directly after
incubation (Fig. S2B). This result also demonstrates that the proteases, which cleave
the artificial substrate, are stable and active at acidic as well as slightly basic pH
ranges, suggesting that these enzymes act like the aspartic proteinases nepenthesin I
and II, purified and characterized from several Nepenthes species (Vines, 1897.,
Nakayama and Amagase, 1968, Steckelberg et al. 1967, Amagase et al., 1969,
Jentsch, 1972, Tokés et al., 1974. An et al., 2002, Athauda et al. 2004, Takahashi et
al., 2005, Takahashi et al., 2006, Stephenson and Hogan, 2006).

Since the most prominent proteases in Nepenthes pitcher fluid are nepenthesins, it was
conceivable that the activity we measured was due to those aspartic proteases. To
challenge this idea, various inhibitors with specificities against different types of
proteases were used in combination with the proteolysis assay. The inhibitors for
metalloproteases (phenanthroline), serine-proteases (AEBSF), and cysteine-proteases
(E-64) showed no or minor effects (Fig. 3). In contrast, the proteolytic activity in the
pitcher fluid is strongly inhibited (4.0 to 4.5% remaining activity) by the aspartic
protease inhibitor pepstatin A. This result is in agreement with results obtained for
pepstatin-inhibition of nepenthesin activity in N. alata (An et al., 2002) and N.

distillatoria (Athauda et al., 2004).
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A detailed analysis of the cleavage reaction determined the cleavage site in the
substrate (Fig. S1B,C) shows the putative cleavage sites and the resulting products).
An HPLC-MS analysis of the PFU-093 cleavage products after treatment with
Nepenthes proteases proved that, as expected, the substrate was cleaved between the
two valines (Fig. 4). Although the molecular weight of the substrate was 1098 g/mol
(Fig. 4B), a fragment ion with m/z 620, corresponding to the FITC(Ahx)-Val fragment
(Fig. 4C), was detected after flies were digested in pitcher fluid from both N. mirabilis
and N. alata (Fig. 4A). Searching for a fragment m/z = 397-398, we found a smaller
peak in the chromatogram (Fig 4B, green line) at R, 17.1 min. This peak likely
represents the “LysDbc” cleavage fragment and indicates that the second valine was
also cleaved off. No fragment representing “Val-LysDbc” (m/ z= 497- 498) was

detected.

Cloning and heterologous expression of nepenthesin

To confirm that nepenthesin is the active protease involved in PFU-093 degradation,
the cDNAs of nepenthesin I and II were cloned. First RNA was isolated from M.
mirabilis pitchers. After synthesizing cDNA, RACE PCR was further used to isolate
the missing 5’ and 3’ regions. The resulting complete cDNA sequences of both Nep I
and II, which include 5°- and 3’- untranslated regions, had 1570 and 1610 base pairs,
respectively. The ORFs for Nep I and II both had 1314 base pairs, encoding 437
amino acid proteins (NCBI Acc. No. for protein: AFV26024 (Nep 1), AFV26025
(Nep II). Both Nep I and II possess a signal peptide for secretion which is predicted to
have 24 amino acids (prediction was made using SignalP 4.1 Server (Nordahl et al.,
2011). The predicted molecular weights of Nep I and II without signal peptides were

calculated with 43.7 and 43.5 kDa, respectively. In addition, Nep I possesses seven
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predicted N-glycosylation sites (NetNGlyc 1.0 Server, Gupta et al., 2004), whereas
Nep I possesses only two. These observations support the fact that the glycosylation
of nepenthesin proteins has been previously observed in Nepenthes distillatoria
(Athauda et al., 2004).

To check N. mirabilis NmNepl/ 11 protein sequences for identity to those of N. alata
and N. gracilis NaNepl/ 11 and NgNepl/ 1I, protein sequences were aligned with
specific software (see above) (Fig. S3), showing identities of NmNepl : NgNepl =
94.1%, NmNepl : NaNepl = 99.1% and NmNepll : NgNepll = 96.1%, respectively.
The maximum identity is about 66% when sequences of NmNep I are compared to
those of NmNep Illn figure S3 the predicted signal peptide (SP) cleavage sites
(predicted by SignalP- software, Nordahl et al., 2011) are shown to be located
between amino acid positions 24 and 25: THS/ TS. Thus, the active proteins start with
the amino acids “NGPS” (Nepl) and “QSSS” (Nepll), respectively. Between the SPs
and the active protein, propeptide sequences (Athauda et al., 2004) were detected
(Fig. S3). The N. mirabilis proteases were found to be typical nepenthesin-aspartic
proteases: on one hand they lack the PSI (plant-specific insertion), which is typical for
vacuolar APs (Simdes et al., 2004), and on the other hand, they possess a special
insertion assigned to residues 148-169 and known as ‘the nepenthesin- type AP
(NAP)- specific insertion’ (Athauda et al., 2004). This insertion contains four
additional cysteine residues (arranged pairwise to form disulphide bonds), shown in
Figure S3 as yellow, dark green, light green and orange; these residues contribute to
the primary structure (Athauda et al., 2004, Takahashi et al., 2005) and precede the
tyrosine residue that is shown as a small green box above the sequence. The other two
cysteine residues are red and light red. The two catalytic aspartic acid residues are

shown as small black boxes.
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For heterologous expression in insect Sf9 cells, primers (see above) were used to
amplify the ORFs of Nep I and II excluding their native signal peptide and stop
codon. These fragments were cloned in frames with the sequence corresponding to the
signal peptide from the bee mellitin at the 5’-end and with a V5-(His)s tag at the 3’-
end. After 72 h, culture medium was harvested and tested by Western blotting, using
an anti-V5 horseradish peroxidase antibody that showed the expression of
NmNepll/S19 (Fig. S4) but not of NmNepl/Sf9. However, NmNepll/St9 did not show
proteolytic activity.

The proteolytic activity of NmNepll/Sf9 was activated by an acid-mediated cleavage
of the expressed propeptide as described for nepenthesin-1 from N. gracilis expressed
in E. coli (Runeberg-Roos et al., 1991). After being activated, NmNepll/Sf9 was
incubated for 24 h at pH 4; then its protease activity could be measured (Fig. 5) at
different protein concentrations (lines 1-3). The control without the presence of PFU-
093 substrate (line 4) and the NmNepll/Sf9 control lacking auto-activation (line 5)
show no detectable activity. The activity of NmNepll/Sf9 confirms our initial
assumption that the aspartic proteases in the pitcher fluid, i.e. nepenthesins, are
responsible for cleaving the fluorescent substrate.

To see a direct correlation between proteolytic activity and the pH of the pitcher fluid,
an additional experiment was done in which pitchers were supplemented with fruit
flies and pH was determined every time samples were taken (Fig. 6A). In Fig. 6A, the
pH of pitcher fluid decreased after flies were added to the fluid, and a value of 4 was
reached in only 48 h, a value of around 3 after 96 h. pH continued decreasing until
192 h. Just as nepenthesins become auto-activated when the surrounding medium is
acidified (Fig. 6) (Kadek et al., 2014), so does protease activity increase when pitcher

fluid is acidified by the addition of D. melanogaster. In Figure 6B, a significant
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increase of protease activity is shown 96 h after the addition of fruit flies, confirming

the role of nepenthesins as active proteases.

Induction of nepenthesins

FRET is a tool to directly analyze proteolytic, namely nepenthesin, levels in the
digestive fluids of Nepenthes. Compared with others (e.g. An et al., 2002), this
method is faster, more convenient, and specific for aspartic proteases. Moreover,
kinetics can be easily measured with the same sample. The direct analysis of
nepenthesins as one of the most prominent enzymes in the digestive fluid of
Nepenthes pitchers can be seen as the leading-activity for changes in the pitcher fluid
activities that occur, for example, after the plants capture prey. Recently, induction of
hydrolytic enzymes in the pitcher was investigated only indirectly by gene induction
analyses of the pitcher tissue (Eilenberg et al., 2006, Rottloff et al. 2011,An et al.,
2002,Rottloff et al., 2009). Now, we are able to follow such dynamic processes
simply by determining the Nep protease activity. Such analyses require pitchers of V.
mirabilis and N. alata to first be treated by supplementing them with prey such as D.
melanogaster. This treatment resulted in a significant increase in proteolytic activity
after 48 h (Fig. 7A). With some delay, the same effect was visible after supplementing
the pitchers with Nepenthes leaf material (Fig. 7B). Although the latter finding might
suggest a kind of ‘cannibalism’ in Nepenthes, this was not surprising because it is
known that carnivorous plants actually take whatever they get for their nutrition. For
example, N. ampullaria is specialized to capture leaf litter from the canopy above
(Pavlovi¢ et al., 2011). When phytohormones were added to the pitcher, only the
addition of jasmonic acid (JA), not salicylic acid (SA), significantly increased of Nep-

activities (Fig. 7C,D).
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Conclusion

Carnivorous plants of Nepenthes, unlike other plant carnivores, offer the possibility of
working with sterile digestive fluids as long as the pitchers are closed or the open
pitchers kept somewhat sterile by means of gauze. Here, a novel FRET-based method
regarding Nepenthes plants was established, optimized and successfully applied by
using the fluorogenic PFU-093 substrate for easy and rapid detection of protease
activities in digestive fluids of Nepenthes species. The specificity of the substrate for
aspartic proteases provides a means of unravelling the processes involved in prey
digestion in carnivorous pitcher plants and possibly in other carnivorous plants. The
ability to measure induced protease activity in pitcher fluids is much more reflecting

the digestive process as quantifying transcripts of the corresponding genes.

Supplementary data

Figure S1. FRET-peptide, -method and putative cleavage sites.

Figure S2. Substrate/ product fluorescence dependence on different pH values.

Figure S3. N. mirabilis nepenthesin I, II (NmNepl/ II) protein alignment compared to
N. gracilis (Ng) and N. alata (Na) nepenthesin amino acid sequences.

Figure S4. Western blot of recombinant N. mirabilis nepenthesin I1.

Table S1. List of primer sequences used in this study.
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Figure legends

Figure 1 Nepenthes alata pitchers. A Without and B covered with gauze. Pitchers/
pitcher fluid of Nepenthes species can be kept under semi-sterile conditions by using

gauze.

Figure 2 Proteolytic activity in Nepenthes. A Samples of the pitcher fluid of ten
different Nepenthes species were investigated for their PFU-093 cleaving activity. B
Kinetics of proteolytic PFU-093 cleaving activity in pitcher fluid from open (grey line)
and closed (black line) pitchers of Nepenthes alata. Relative fluorescence was measured

over 12 h at 42°C.

Figure 3 Inhibitor experiments. Different protease inhibitors -- phenanthroline,
AEBSF, E-64 and pepstatin A -- were tested for their ability to inhibit protease activity
responsible for PFU-093 cleavage. Individual working concentrations are indicated in
brackets. Pitcher fluid from N. mirabilis without any inhibitor was used as a control (from
left, first bar). Additional controls were carried out with the particular solvents of the
inhibitors (DMSO, MeOH, H,O). Statistics was done using one-way ANOVA, All
Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method), P<0.05;

different letters indicate significant differences.

Figure 4 Determination of protease cleavage site. A sample of PFU-093 after
digestion with pitcher fluid proteases (N. mirabilis and N. alata) was analyzed by HPLC-
MS. A Single ion chromatograms for mass ranges m/z = 620-621 amu (black line), m/z =

497-498 amu (red line) and m/ z = 398-399 amu (green line). B Mass spectrum of PFU-
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093 (FITC(Ahx)-Val-Val-LysDbc). C Mass spectrum of the FITC(Ahx)-Val fragment
after cleavage of PFU-093, FITC(Ahx)-Val-Val-LysDbc (MS was done with ESI in the

positive ion mode).

Figure 5 Proteolytic activity of recombinant N. mirabilis Nepenthesin II
(NmNepll/S19). PFU-093 fluorescence was measured over 6 h every 5 min after pre-
incubation at pH 4 for 24 h for auto-activation. Different concentrations of NmNepll/Sf9
were tested with constant concentrations of PFU-093 substrate. Line 1: 99 pl of
NmNepll/S19; line 2: 49 pl NmNepll/St9 ; line 3: 24.5 pul NmNepll/S19 . All were topped
off with pure H0 and 1 pl of 80 uM fluorescent substrate to a total volume of 100 pl per
well. Controls: line 4: 99 ul NmNepll/Sf9 and H,O without the addition of fluorescent
substrate; line 5: 99 ul NmNepll/Sf9 and 1 ul of 80 uM PFU-093 without pre-incubation/

auto-activation in pH 4 glycine-buffer.

Figure 6 Influence of Drosophila melanogaster on pitcher fluid- pH and
nepenthesin levels. Pitchers were supplemented with 40 fruit flies each. A The pitcher
fluid pH was continuously determined at different time points until 192 h after treatment
(black line); control without treatment (gray line). B Protease activity was measured
before (0 h) and after the addition of fruit flies (96, 144, 192 h; gray bars) by using PFU-
093 substrate for each sample. Measurement included 2 control pitchers (white bars). For

B One-way ANOVA, P<0.05, Post Doc Test SNK, was performed.

Figure 7 Induction of nepenthesin protease activity in Nepenthes mirabilis
pitcher fluid. Proteolytic activity was measured with PFU-093 substrate at different time

points after various treatments: A supplementation with D. melanogaster (n=3); B
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supplementation with Nepenthes leaf (n=2); C injection of jasmonic acid (200 uM end
concentration) (#=3) D injection of salicylic acid (end concentration 200uM) (n=4).
Statistics employed one-way ANOVA, P<0.05, Post Hoc Tests SNK (A, C, D), Dunnett

T3 (B).
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Figures 1-7

Figurel
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Zusitzliche Informationen (Supplementary Material) zu Manuskript 3:

Franziska Buch, Wendy E. Kaman, Floris J. Bikker, Ayufu Yilamujiang, and Axel Mithofer:
Nepenthesin protease activity displays the digestive fluid dynamics in carnivorous Nepenthes
plants

Figures S1-S4

Table S1
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Figure S1

FRET-peptide, -method and putative cleavage sites. A Simplified structure of the artificial substrate
PFU-093, according to Kaman et al. [19]. The substrate contains a fluorescein isothiocyanate (FITC) as
fluorophore (F) and Lysin-Dabeyl (LysDbc) as its quencher (Q) connected by a two valine (Val) bridge.
The close vicinity of Q to F quenches the fluorescence. B Putative proteolytic cleavage sites of PFU-093
substrate either between the two Val or between the last Val and the LysDbc, resulting in cleavage
products: 1) FITC-Val, 2) Val-LysDbe, 3) LysDbe; C predicted molecular masses of these products: 1)
619.68 g/mol, 2) 496.28 g/mol and 3) 397.47 g/mol.
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Figure S2

Substrate/ product fluorescence dependence on different pH values. A Pitcher fluid was incubated
with PFU-093 substrate and pure water at 42 °C for 10 h. 50 pul each of this mixture were given in
different wells and mixed with additional 50 ul of 30 mM buffer solutions to adjust the final pH (2, 4, 6,
8, 10, black dots), before fluorescence was measured. Control with water instead of buffer was included,
representing the original fluorescence. Arrows indicate the pH-depending change of fluorescence.

B Digestive fluid and PFU-093 substrate were incubated in 1 mM citrate buffer pH 4, for 10 h at 42 °C.
Subsequently, the mixture was split up and pH was adjusted by topping with either 30 mM phosphate
buffer, pH 8, (dark grey bar) or 30 mM citrate buffer, pH 4, (striped) before fluorescence measurement.
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Figure S3

N. mirabilis nepenthesin I, II (NmNepl/ II) protein alignment compared to N. gracilis (Ng) and
N. alata (Na) nepenthesin amino acid sequences. The four levels of shading used are: blue > 80 %
sequence identity, mid-blue > 60 % identity, light blue > 40 % identity and ro shading < 40 %.
Regions of predicted signal peptides and propeptides are named and the endings marked by a black
stroke. Aspartic acid residues of the active center are indicated by a small black box and the flap
tyrosine residue by a small green box, both above the sequences. The cysteine residues are
represented through the colors: yellow, orange, green, light green, red and light red. The colored
pairing of the residues show the disulphide bond arrangements in the primary structures of

nepenthesin

HEPK-V.
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Figure S4

Western blot of recombinant N. mirabilis nepenthesin II. NmNepll/S{9 was expressed in S{9 insect cell
line, using an anti-V5 horseradish peroxidase antibody and ECL for detection Lanes represent 1) lysate,
negative control, 2) culture medium, negative control, 3) lysate, positive control, 4) culture medium,
positive control (CAT, catalase of 34 kDa); the blot also contains duplicates (clone 1 and 2) shown by the
lanes 5) NmNepll/Sf9, clone 1, lysate, 6) NmNepll/S9, clone 1, culture medium, 7) NmNepll/S19, clone
2, lysate, 8) NmNepIl/Sf9, clone 2, culture medium, all in comparison to the Sf9 cell line stably
expressing NmNepIl/Sf, pointed out with 5 pl (lane 9) and 10 pl (lane 10) , respectively. Line between
Nr. 8 and 9 denotes two different western blots.
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List of primer sequences used in this study.
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1 Nepl forward partialSequence

5° CGGGCAAAAACTTAACCAAA 3¢

2 Nepl reverse partialSequence

5° ACCGTCAAAATGCATCACAA 3¢

3 Nepll forward partialSequence

5* TTCCTTGCGAGAGCCAGTAT 3¢

4_Nepll_reverse_partialSequence

5° GCTGCTGGATATTCCCAAAA 3°

5 Nepl 3-RACE

5° GTGCTGTCGAAAGGGGGAGTCGTAG 3°

6 Nepl 5-RACE

5° CGGAGAAAGGTTGTGCCGGAGTC 3¢

7 Nepll_3°-RACE

5¢ CTCCTCACCCAGCACTCTCGCACTT 3¢

8 Nepll 5°-RACE

5° ACCGCATTGTAAGCGTCTTGTGGAAG 3¢

9 Nepl forward pMIB/V5-HisAvector

5° TAATGCATGCTAACGTCAAGAACAGCTCTCAATC 3°

10_Nepl reverse pMIB/V5-HisAvector

5" ATTATCTAGACGACGCACCACATTGAGCAC 3°

11_NeplII_forward pMIB/V5-HisAvector

5" TAATGCATGCTAACCTCAAGAGGAACCCTTCTTCATCAT 3’

12_NepllI_reverse_pMIB/V5-HisAvector

5" ATTATCTAGACGACGCACCACACTGAGTAGGAACGAA 3’




Abschlussdiskussion |85

4. Abschlussdiskussion

In Millionen Jahren der Evolution entstanden sonderbare Kreationen im Pflanzenreich, wobei die
vermutlich auflergewohnlichsten denjenigen Pflanzen angehdren, die ihre Beutetiere zuerst
anlocken, fangen, anschliefend verdauen und folgend als Karnivoren, Darwins ,,most wonderful
plants in the world“ (Darwin, 1875), bezeichnet werden.

Wo liegt aber der Ursprung dieser Karnivorie und wie haben sich ihre Merkmale im Laufe der
Zeit herausgebildet? Basierend auf Sequenzanalysen, entwickelte sich die Karnivorie mehrfach in
der Klasse der Angiospermen. Die 600 bekannten karnivoren Pflanzenarten verteilen sich auf vier
GroBgruppen der Angiospermen und sind in 5 Ordnungen vertreten. Uber 95% aller Karnivoren
gehoren zu den Ordnungen Laminales und Caryophyllales, wobei zu letzteren die Nepenthaceae
gehdren (Abb. 3) (Ellison & Gotelli, 2009). Vergleichende DNA-Sequenz-Analysen belegten eine
monophyletische Herkunft der Karnivorie innerhalb der Caryophyllales. Basierend auf
morphologischen-, anatomischen-, palynologischen-, karyologischen- und phytochemischen
Untersuchungen, konnte eine Hypothese des evolutiondren Prozesses hinsichtlich Karnivorie
dargelegt werden (Bsp. Metcalfe, 1951; Erdtman, 1958; Schmid, 1963; Chanda, 1965; Kondo,
1973; Williams et al., 1994; Bringmann et al., 1998; Schlauer et al., 2005). Aus diesen Griinden
kann angenommen werden, dass ein gemeinsamer Vorfahre der karnivoren Caryophyllales fiir
Karnivorie ,,vor-angepasst“ war. Schwestertaxa wie bspw. Plumbago und Frankenia werden
durch multizelluldre Driisen, die klebrigen Schleim oder Salz produzieren, charakterisiert. Diese
sekretorischen Absonderungen sind besonders wichtig fiir, i) die Anpassung an salzige
Bedingungen, ii) Epizoochorie, die Verbreitung der Samen durch Anhaftung an Tiere, und iii) den
Schutz gegen Tiere, genauer gegen ein Pridationsverhalten von Insekten (Heubl et al., 2006).
Dies wird auch ,,defence trapping™ (Juniper et al., 1989), ein Fangen der Insekten, welches der
Verteidigung dient, genannt (Heubl ez al., 2006). AuBlerdem soll das Fangen kriechender Insekten
eine Fremdbestdubung durch fliegende Gliedertiere begiinstigen (Schlauer, 1997).
Moglicherweise fand eine Translokation der klebrigen Driisen von der Bliitenregion zur
Blattoberflache statt, oder die Driisen entwickelten sich zeitgleich auch an den Bléttern (Heubl et
al., 2006). Zudem war ein Umwandlungsprozess von den klebrigen Bléttern zu Fangapparaturen,
in denen der Verdau der Beute moglich werden konnte, von Noten. Eine Voranpassung, die die
Evolution eines ,,Karnivorensyndroms* (Barthlott et al., 2004) ermdglicht ist bspw. der Besitz
klebriger Driisenhaare, wie bei Drosera, Dionaea und Aldrovanda, sowie bei der prikarnivoren
Roridula ohne Enzymausstattung und bei anderen. Auch der Besitz schlauchblattformiger Bldtter
stellt eine Voranpassung dar. Die Entstehung der Karnivorie durch die Ausbildung von Gleitfallen

lasst sich schon frith bei Sarraceniaceae erkennen. Ein anderes Beispiel sind Heliamphora-
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Pflanzen, mit ihren Schlauchblatt-féormigen Bléttern, in denen sich das Wasser sammelt und wo
gelegentlich Tiere hineinfallen (Abb. 9A). Verdauungsenzyme wurden hier noch nicht
nachgewiesen, jedoch sind absorbierende Strukturen entstanden. Ein anderes Beispiel sind die
Bromelien-Gewichse, die Trichterrosetten bilden und das Wasser darin sammeln (Abb. 9B). Uber
Saugschuppen konnen diese Pflanzen Wasser absorbieren. Unter den Bromeliaceae sind nur 2
Arten bekannt, die als prikarnivor gelten, Brocchinia reducta und Catopsis berteroniana

(Barthlott et al., 2004).

Wy : 8tk :
B TETY N N 2

Abbildung 9: Schlauchartige Blitter - eine Voranpassung, die die Evolution der
Karnivorie erméglicht.

A Heliamphora-Schlauchblatter
(http://www.carnivorousplants.org/seedbank/species/Images/Heli 20130316 _3 800px.jpg).
B Trichterrosetten der Bromelien
(http://www.exo-terra.com/download/high_res/products/images/Bromelia_Use 3.jpg).

Die Entstehung einer Gleitfalle bei Nepenthes-Pflanzen hingegen ldsst sich an der Entwicklung
der Blatt- und Insekten-fangenden Kanne beschreiben. Die Kannen entstanden durch
Epiascidiation, dem Einrollen der Driisenblatter, gefolgt von einer Verschmelzung der
Randleisten. Bei dieser Blattumwandlung wird die Blattoberseite mit den multizelluldren Driisen
ins Innere der Kanne verlagert und Teile davon mit epidermalem Gewebe bedeckt. Ein Vorteil
entstand moglicherweise durch neue Wasserspeicherkapazititen und mehr Raum fiir
Néhrstoffaufnahme (Heubl et al., 2006). Nepenthes und andere ,fleischfressende Pflanzen*
wiirden durch das Fangen von Beute einen kleinen Vorteil gegeniiber anderen Pflanzen erzielen
und evolutiondre Selektion, fiir verbesserten Beutefang und bessere Nahrstoffabsorption, wiirde
einsetzen (Grunwald, 2011). Okologisch extrem spezialisiert, dient diesen Karnivoren ihre Beute
als Nahrung und erlaubt ihnen an nihrstoffarmen Standorten zu {iberleben und zu wachsen.
Beziiglich Nepenthes dienen unter anderem Flavonoide und Anthocyane der Farbung und
somit der Anlockung in die Gleitfalle. Die Verdauung der Beutetiere erfolgt anschlieBend im
Inneren mithilfe von pflanzeneigenen Enzymen (Barthlott et al., 2004; Mithofer, 2011). Diese
werden kontinuierlich iiber die Verdauungsdriisen sekretiert, was eine permanente Verdauung der
Beute im ,,digestive pool“ (Joel, 1986), dem Verdauungsbecken, ermoglicht (Barthlott et al.,

2004). Schon frithzeitig begann die Identifizierung von Proteinen aus der Verdauungsfliissigkeit



Abschlussdiskussion |87

(Steckelberg et al., 1967; Amagase et al., 1969; Amagase, 1972; Amagase et al., 1972; Jentsch,
1972; Jentsch et al, 1989; Juniper et al., 1989; Stephenson & Hogan, 2006). Wie in der
Einleitung dieser Arbeit beschrieben, nahm bis heute auch der Nachweis von Proteinen auf
molekularbiologischer Ebene zu (Athauda et al., 2004; Takahashi et al., 2005; Eilenberg et al.,
2006; Stephenson & Hogan, 2006; Hatano & Hamada, 2008; Rottloff ef al., 2011). Im Gegensatz
zu anderen Karnivoren mit Gleitfallen (z.B. Sarracenia), ist das Spektrum eigener Verdauungs-
enzyme bei Nepenthes-Pflanzen sehr grofl. Wiahrend Nepenthes selbst Nahrstoffe erschlieen
kann, sind andere Gattungen dieses Fallentypes von Enzymen verschiedener Organismen
abhingig, die auf der Pflanze leben (Bakterien, Pilze, Kommensalen) (Barthlott et al., 2004).
Wihrend Nepenthes-Pflanzen aber von Kommensalen profitieren konnen, stellen Mikro-
organismen wie Bakterien und Pilze fiir sie in erster Linie Konkurrenz um Néhrstoffe dar (Clarke,
2006).

In diesem Zusammenhang wurde die Kannenflissigkeit beziiglich ihrer nicht proteindren
Zusammensetzung auf Sterilitdt und ihren Einfluss auf mikrobielles Wachstum getestet und

dariiber hinaus exemplarisch auf zwei in ihr vorhandene Proteine funktionell charakterisiert.

Die Nepenthes-Kannenfliissigkeit und ihre Eigenschaften

Der Verdauungssaft geschlossener Kannen steht in keinem direkten Kontakt zur Umwelt und
wurde schon friihzeitig durch Untersuchungen von Hepburn (1918) und Liittge (1964) fiir steril
erklart. Der Kannensaft wurde zum einen auf einfachem Néhragar (Hepburn, 1918) und zum
anderen auf Fleischagar (Liittge, 1964) ausplattiert und inkubiert. In keinem Fall wurde
bakterielles Wachstum verzeichnet und somit die Sterilitdt bewiesen. Mit der Arbeit von Sota et
al. (1998) kam dieses Thema erneut auf, da im Saft ungedffneter Kannen von N. alata, Bakterien
gefunden wurden. Die Autoren diskutierten diesen Punkt sehr kritisch, da sie eine Kontamination
nicht ausschlieBen konnten. Zu bedenken ist allerdings, dass die meisten Mikroorganismen/
Bakterien sich nicht kultivieren lassen und selbst Vollmedien-Agarplatten nur zum Teil einen
geeigneten Néahrboden darstellen (Riesenfeld et al., 2004). Mit den Experimenten von Hepburn
(1918) und Liittge (1964) konnte die Anwesenheit von Bakterien im Kannensaft also nicht
vollkommen ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund wurde im Rahmen vorliegender
Untersuchung nach alternativen Nachweismethoden gesucht. Um das Problem der
Kultivierbarkeit zu umgehen, wurde eine PCR-basierte Detektionsmethode angewendet. Als
Zielsequenz wurde das die kleine Untereinheit des Ribosoms kodierende 16S-Gen gewéhlt. Mit
dieser Technik konnen iiber eine halbe Millionen bakterielle Spezies nachgewiesen und selbst nah
verwandte Arten unterschieden werden (Baker er al, 2003). Grund hierfiir ist eine hoch
konservierte Sequenz (16S-rDNA), die iiber lange Zeitrdume nur sehr kleine strukturelle

Anderungen aufweist. Mit der hier gewihlten Methode war bei verschiedenen Nepenthes-Spezies
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keine baktericlle DNA nachweisbar (Manuskript 1, Abbildung 2). Das Innere geschlossener
Kannen mit den sekretierten Verdauungssiften konnte hier auf molekularbiologischem Level als
steril beschrieben werden.

In vitro Experimente zeigten, dass der entnommene Kannensaft von Nepenthes sp. keine
Wirkung auf Bakterien (E. coli, P. syringae) hat, jedoch Hefewachstum inhibiert wird
(Manuskript 1, Abbildung 3/4). Interessant war folglich, wie Nepenthes-Pflanzen -einen
Mikrobenbefall in vivo bewiltigen konnen. Nach Injektion von Bakterien- oder Hefezellen in
ungebffnete Kannen zeigten sich stark Bakterien totende sowie Hefen hemmende Eigenschaften
der Kannenfliissigkeit (Manuskript 1). Die Fangvorrichtungen mit sekretierten Verdauungs-
flissigkeiten fungieren demnach als dynamische Systeme, welche auf Verdnderungen reagieren
und Konkurrenten um eigene Nahrstoffe durch gezieltes Entgegenwirken abtdten oder stark im
Wachstum hemmen kdnnen.

Wie bzw. durch was genau wird dieses Entgegenwirken bewerkstelligt und wie versuchen
diese karnivoren Pflanzen ihre Kannen bakterienfrei zu halten? Um diese Fragestellung
beantworten zu kdnnen, ist die Kannensaftzusammensetzung von wichtiger Bedeutung. Einzig
zwel Studien existierten zu den mineralischen Komponenten der Flissigkeit. Morrissey (1955)
und Nemcek ef al. (1966) quantifizierten eine 17-26 mM bzw. 19.5 mM Chlorid-Konzentration in
geschlossenen Kannen. Wir stellten in Nepenthes-Kannensaft 25 mM KCIl fest, welcher trotz
weiteren von uns im mikromolarem Bereich detektierten Anionen und Kationen ein an
Inhaltsstoffen extrem armes Medium darstellt (Manuskript 1, Tabelle 1). Das ndhrstoffarme
Milieu kann eine mogliche Erklarung fiir das Absterben von Mikroorganismen sein, darf jedoch
nicht als alleinige Begriindung dafiir herangezogen werden. Antimikrobielle Kannensaft-
komponenten wie Naphthochinone, Droseron und 5-O-Methyldroseron, beschrieben von
Eilenberg (2010), spielen hierbei anscheinend eine grofle Rolle. Wir konnten nachweisen, dass
lediglich nach Injektion von Bakterien in das System ,Kanne“, eine Abtdtung dieser
Mikroorganismen zu verzeichnen war, nicht aber bei zuvor entnommener Fliissigkeit, welche mit
Bakterienkultur inkubiert wurde. Diese Feststellung geht konform mit der in fritheren
Publikationen beschriebenen Induzierbarkeit dieser Kannensaftkomponenten (Eilenberg, 2010;
Raj et al., 2011). Unterschiede in der Kannensaftkomposition zwischen Nepenthes-Arten wurden
deutlich, da wir statt den von Eilenberg et al. (2010) fir N. khasiana beschriecbenen
Naphthochinon, Droseron und 5-O-Methyldroseron, fiir N. ventricosa zwei andere
Naphthochinon-Derivate, 7-Methyl-Juglon und Plumbagin, identifizierten (Manuskript 1,
Abbildung 6). Nach phytochemischen Analysen wurde die Prisenz von Plumbagin in fritheren
Studien neben den Nepenthaceae auch fiir Droseraceae, Drosophyllaceae, Dioncophyllaceae, etc.
nachgewiesen (Hegnauer & Hegnauer, 1990). Wie schon fiir andere Naphthochinone belegt,
weisen auch Plumbagine antimikrobielle Aktivitdt auf (Didry et al., 1994; Eilenberg, 2010). So

tragen auch diese Substanzen hochstwahrscheinlich zur Abwehr von potenziellen
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Nahrungskonkurrenten und zum Schutz vor Infektionen in der Kanne bei und haben sich im
Evolutionsverlauf in speziell diesen Pflanzen etabliert.

Neben diesen niedermolekularen Kannensaftkomponenten weisen auch Proteine in der
Verdauungsfliissigkeit antimikrobielle Aktivitdten auf. Eines davon ist das PR-Protein ,,PR-1%,
identifiziert in Nepenthes mirabilis (NmPR-1). Dieses dient wie das TLP als Abwehrprotein in der
Verdauungsfliissigkeit und wird nicht im Verdauvorgang der Beute benétigt. Da bis heute die
genaue Funktion von PR-1 in Bezug auf Karnivorie noch unbekannt war, wurde hier an dessen
Charakterisierung gearbeitet. Nach ausfiihrlicher molekularer Beschreibung der fiir PR-1 Proteine
typischen Sequenz, wurde via 3D- Struktur- Modellierung auch die Architektur als ,,typisch® fiir
solche festgestellt. Diese ist als a-B-o Sandwich beschrieben (Fernandez et al., 1997). Fiir die
weitere Charakterisierung exprimierte ich das NmPR-1 heterolog. Zuvor war es aber priméir

notwendig, ein geeignetes Expressions-system zu finden.

Wahl eines geeigneten Expressionssystems fiir das NmPR-1 Protein

Proteinisolierung im Allgemeinen, aber speziell aus der Pflanze, kann sehr kostspielig, schwierig
und zeitaufwendig sein. Heterologe Expression ist aus diesem Grund eine geeignete Alternative,
da sie die Produktion grofer Proteinmengen erlaubt und folglich biochemische Eigenschaften
untersucht werden konnen. Jedoch ist die Wahl eines Expressionssystems und eines dafiir
nutzbaren Expressionsplasmids ein kritischer Schritt, in dem Vor- und Nachteile verschiedener
Faktoren mit einbezogen werden miissen.

Die erste Entscheidung fiel auf das prokaryotische Expressionssystem Escherichia coli.
Dieses gilt als das meist genutzte System dieser Art fiir heterologe Proteinexpression (Frommer &
Ninnemann, 1995). Die Vorteile lagen hier in der Einfachheit des Nutzens, der hohen
Wachstumsrate und der geringen Kosten. Auflerdem sind umfassende biochemische und
genetische Informationen vorhanden, welche beim Exprimieren von Bedeutung sein konnen. Das
NmPR-1 lie sich allerdings nicht im E. coli System exprimieren. Selbst nach mehrmaligem
Wechsel des E. coli Stammes, der Expressionsvektoren und einigen Anderungen im Verfahren
selbst gelang dies nicht. Nachteile dieses prokaryotischen Expressionssystems liegen in der
Unfihigkeit posttranslationale Modifikationen (PMTs) wie z.B. Glykosylierungen, Phosphorylier-
ungen oder auch Disulfid-Isomerisierungen durchzufiihren, was fiir das rekombinante Protein
bspw. eine inkorrekte Faltung oder/und eine Beeintrichtigung der Funktion zur Folge haben kann
(Lueking et al., 2000; Yin et al., 2007). Da die Synthese des rekombinanten Proteins NmPR-1
wahrscheinlich ohne jene Modifizierung bzw. korrekte Faltung in E. coli nicht moglich war,
musste auf hohere, eukaryotische Expressionssysteme ausgewichen werden. Neben den anderen
bekannten Systemen wie Hefe-, Menschen- und Pflanzenzellen, habe ich mich fiir eine

Expression in Insektenzellen entschieden. Die Expression in Insektenzellen ermdglicht eine
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verhdltnismaBig starke Expression mit der Fahigkeit zur Durchfiihrung der meisten
posttranslationalen Modifikationen (Jones & Morikawa, 1996). Konkret fiel die Entscheidung auf
die Insektenzellen Sf9, ein Klon aus dem Isolat von Spodoptera frugiperda Sf21 Zellen (IPLB-
SF21-AE), welche aus dem Gewebe der Ovarien im Puppenstadium stammen (Vaughn et al.,
1977). Beispiele fiir erfolgreiche Expressionen von Pflanzengenen in Sf9-Insektenzellen sind die
Arabidopsis thaliana Reduktase-Isoformen (Mizutani & Ohta, 1998) und die Ethylen-
induzierende Xylanase aus der Tabakpflanze (Nicotiana tabacum). Kloniert wurde NmPR-1 in
den pMIB/V5-His Vektor B, folgend in Sf9 Insektenzellen transfiziert und erfolgreich heterolog
exprimiert. Die Klonierung erfolgte ohne das PR-1 eigene Signalpeptid, denn im genutzten
Expressionsvektor befindet sich eine Signalsequenz (Honeybee melittin secretio signal, HBM),
welche eine Sekretion bzw. Expression des Zielgens in Insektenzellen moglich macht und steuern
kann (Tessier et al., 1991). Die erfolgreiche Expression wurde iiber einen Western Blot via
Nutzung eines geeigneten Antikdrpers zur Detektion des rekombinanten Proteins sichergestellt
(Manuskript 2, Abbildung 1C). Die angenommene Grofe des rekombinanten NmPR-1 Proteins
lag mit zugehdrigem V5-Epitop und einer 6xHis- Region bei zirka 19 kDa. Entgegen der
Erwartung detektierte ich eine molekulare Masse von 36 kDa (Manuskript 2, Abbildung 1C). Wie
von Lu et al. (2013) fiir ein PR-1-5 Protein aus Weizen, oder von Serrano et al. (2004) fiir das
GAPR-1 Protein (Golgi-associated plant pathogenesis related protein) beschrieben, bestand auch
hier die Moglichkeit einer Dimerisierung des NmPR-1 Proteins. PR-1-5 und auch GAPR-1 wiesen
nach Dimerisierung beide eine hohere Stabilitét gegeniiber Proteaseaktivititen auf, jedoch waren
beide Dimere unter denaturierenden Bedingungen nicht mehr detektierbar (Serrano et al., 2004;
Lu et al., 2013). Kontrédr dazu zeigte NmPR-1 selbst unter stark denaturierenden Bedingungen wie
5% 2-Mercaptoethanol, 5 mM Dithiothreitol und 8 M Urea (Harnstoff) keine Reduktion seiner
molekularen Masse (Manuskript 2, Abbildung 1D), was weitere Untersuchungen zur Folge hatte.
Da Glykosylierung eine der am hédufigsten auftretenden PMTs darstellt und sekretorische Proteine

oft glykosyliert werden (Shental-Bechor & Levy, 2008), wurde dies auch fiir NmPR-1 analysiert.

Glykosylierung und antimikrobielle Eigenschaften von NmPR-1

Glykosylierung ist nicht nur eine der am haufigsten auftretenden PMTs sondern auch eine der
wichtigsten und erfolgt als komplexer Prozess wihrend oder nach der Proteinbiosynthese (Lis &
Sharon, 1993; Varki, 1993). Um fiir NmPR-1 eine eventuelle Glykosylierung zu ermitteln,
untersuchte ich das Protein mithilfe eines Programmes (NetNGlyc) auf vorhandene N-
Glykosylierungsstellen. Das Programm durchsucht die Sequenz anfangs auf ein vorhandenes
Signalpeptid, da wie oben erwihnt sekretorische Proteine oft eine Glykosylierung erfahren. Wird
ein Signalpeptid erfolgreich detektiert, wird gezielt nach Asparaginresten (N) gesucht, welche

unbedingt als Teil einer bestimmten Tripeptid Sequenz, Asn(N)-X-Ser/Thr, vorliegen miissen.
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Dabei kann ,,X*“ kann jede Aminosdure auller Prolin darstellen (Hubbard & Ivatt, 1981). In
NmPR-1 wurden ein Signalpeptid und 5-6 putative N-Glykosylierungsstellen detektiert
(Manuskript 2, Figur 1A). Um diese Vorhersage zu verifizieren, wurde NmPR-1 einer PNGase F
Behandlung unterzogen. PNGase F ist eine rekombinante Glukosidase, welche vorhandene N-
Glykane am NmPR-1 Protein erfolgreich entfernt, was wiederum zu der anfangs vorhergesagten
Reduktion der Molmasse auf 19 kDa fiihrte (Manuskript 2, Figur 1D). Dieses Ergebnis impliziert
eine starke N-Glykosylierung von NmPR-1/S9, denn die angelagerten Zucker machen allein
nahezu die Halfte des Gesamtgewichtes aus (17 kDa ~ 100% der NmPR-1 Masse) (Manuskript 1).
Zuckeranlagerungen konnen die Proteinfaltung beeinflussen, was wiederum wichtig fiir die
Funktionalitit der Proteine ist (Dwek, 1996). Zudem sorgen die Zucker fiir mehr Schutz und
Stabilitdt der Proteinstruktur (Shental-Bechor & Levy, 2008). Die einzige experimentelle
Bestitigung eines glykosylierten PR-1 Proteins stellt das ,,Cyn d 24 Protein vom Bermudagras
dar (Chow et al., 2005). Nach heutiger Kenntnis ist das NmPR-1 das erste Beispiel fiir ein so hoch
glykosyliertes PR-1 Protein im Pflanzenreich. Eine gute Begriindung dafiir konnte der Nepenthes-
Kannensaft sein, in dem ein Verdau des eigenen PR-1 Proteins erst einmal verhindert werden
muss, damit es eindringende Organismen abwehren kann. Da allerdings das hier untersuchte
Pflanzenprotein die N-Glykosylierung nach Expression in Insektenzellen zeigte, sollten im
Folgenden einige Punkte erwihnt werden.

N-Glykosylierung bzw. die N-Glykan-Struktur, welche eventuell an die des Proteins bindet, ist
die zum hochsten Grad konservierteste Form einer Glykosylieung in Eukaryoten (Wilson, 2002),
so auch zwischen Pflanzen und Insekten. Ein Unterschied liegt also nicht in der Mglichkeit einer
Glykosylierung des Nepenthes PR-1 Proteins, da 6 potentielle Glykosylierungsseiten (N-X-
Ser/Thr) in der NmPR-1 Sequenz gefunden wurden. Maximal die N-Glykan verarbeitenden
Enzyme unterscheiden sich in verschiedenen Organismen, was eine Spezies-spezifische N-
Glykan Struktur zur Folge hat. So kdnnen aufgrund des im Expressionssytem genutzten Zelltyps
und der Nutzung verschiedener Zelllinien, die Zuckerverzweigungen und Muster einen
Unterschied in der Glykosylierung zur Folge haben (Dwek, 1996). Dies konnte sich in der Grofie
des Proteins widerspiegeln.

Da die N-Glykosylierung einen Einfluss auf korrekte Faltung und somit auf Funktionalitit haben
kann, untersuchte ich das NmPR-1/Sf9 Protein auf seine Funktion im Kannesaft und priifte es
gegen mikrobielles Wachstum. Wachstumsuntersuchungen bei Prdsenz von NmPR-1/Sf9 via
Agar-Diffusion-Tests und Fliissigkulturen zeigten starke Wachstumshemmungen von Bakterien
(Manuskript 2, Abbildung 4 C/E), im Gegensatz zu Pilzen und Hefen (Manuskript 2, Abbildung 4
B/D). PR-1 Aktivititen wurden laut Literatur schon hdufiger in transgenen Systemen getestet.
Beispielsweise zeigten transformierte Tabakpflanzen Resistenz gegen Infektionen durch
Oomyceten, aber nicht gegen den Pilz Cercospora nicotianae bzw. das Bakterium Pseudomonas

syringae pv. tabaci (Broekaert et al., 2000). Eine gesteigerte Toleranz zu Phytophthora parasitica
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var. nicotianae und den Bakterien Ralstonia solanacearum und P. syringae pv. tabaci konnte
auch fiir ein PR-1- kodierendes Gen (TMV- induzierbar) von Pfeffer in Tabak gezeigt werden
(Sarowar et al., 2005). Eine direkte antibakterielle Wirkung durch die Présenz eines PR-1 Proteins
wurde in vorliegender Studie erstmalig gezeigt und ist somit moglicherweise fiir
biotechnologische Ansdtze interessant. Die beschriebene antibakterielle Wirkung konnte
moglicherweise Grund fiir die gescheiterte Expression in E. coli darstellen. Spekulativ kann
zusitzlich als Ursache fiir die fehlgeschlagene Expression auch die benétigte Glykosylierung von
NmPR-1 genannt werden, da E. coli nicht in Lage ist Zuckeranlagerungen durchzufiihren.
Aufgrund des vorhandenen Signalpeptides, der Identifikation eines zugehorigen Peptides im
Kannensaft und der vorgefundenen N-Glykosylierung, ist es nahezu sicher, dass NmPR-1 ein in
die Verdauungsfliissigkeit sekretiertes Protein darstellt. NmPR-1 muss sich, wie oben bereits
erwihnt, gegen zusitzlich zum Verdau der Beute vorhandene hydrolytische Enzyme schiitzen.
Diese sind unter anderem die in der Fliissigkeit nachgewiesenen Aspartatproteasen, Nepenthesin [
und II (z.B. Steckelberg et al., 1967; Nakayama & Amagase, 1968; Jentsch, 1972), welche neben
einer Cysteinproteinase (Stephenson & Hogan, 2006) als einzig bisher existierende Proteasen im

Kannensaft beschrieben wurden und dem Verdau der Beute dienen.

Optimierung einer Methode

In Bezug auf den Verdauungsprozess der Beutetiere ist die Regulation und Produktion der
Nepenthesine noch nicht gekldrt. Ein Grund dafiir stellt die im Allgemeinen geringe
Proteinkonzentration von ~ 1 pg/ml im Nepenthes-Kannensaft dar (Rottloff, 2006). Daraus kann
abgeleitet werden, dass viel Kannensaft bendtigt wird, um Proteine zu isolieren und
aufzureinigen. Athauda e al (2004) sammelten beispielsweise zirka 30 Liter der
Verdauungsfliissigkeit, um die Proteine Nepenthesin I und II iiberhaupt isolieren zu kénnen. Ein
weiterer Punkt stellt die Begrenztheit der Fliissigkeit pro Kanne dar. Aus einer Kanne, der fiir
diese Studie genutzten Arten, war nur zirka 1-3 ml Saft zu entnehmen.

Um die enzymatischen Aktivititen von diesen in geringen Konzentrationen vorkommenden
Proteasen hinsichtlich stattfindender Karnivorie schneller und mit weniger Materialkosten
untersuchen zu konnen, wurde an dieser Stelle eine sensitivere Methode zur Analyse in vivo
etabliert und optimiert. Die Methode basiert auf FRET (Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer),
und einem fiir Proteasen spezifischen, fluoreszierenden Substrat, PFU-093 (Kaman et al., 2014),
das im Kannensaft gespalten wird. Da die Nepenthesine die prominentesten Proteasen des
Verdauungssaftes darstellen, war die Annahme sehr groB3, dass die im Kannensaft gemessenen
Aktivititen auf diesen Aspartatproteasen beruhen. Jedoch fehlte noch der endgiiltige Beweis fiir
diese Idee. Um sicherzustellen, dass Nepenthesin die aktive Protease im Abbau des

fluoreszierenden Substrates ist, wurden zuerst die cDNAs von Nepl/II kloniert (Manuskript 3). Da
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PR-1 erfolgreich in Insekten exprimiert wurde und beide Nepenthesine, wie PR-1 auch, auf
mogliche N-Glykosylierung positiv getestet wurden, fiel auch hier die Entscheidung fiir eine
Expression in Insektenzellen. Vermutet wurde eine N-Glykosylierung dieser Proteine auch zuvor
fiir N. distillatoria (Athauda et al., 2004). Eine Expression konnte nur fiir Nepenthes mirabilis
Nepenthesin 11 (NmNepll) gezeigt werden (Manuskript 3, Abbildung S4). Warum Nepenthesin |
nicht in der Insektenzelllinie exprimiert werden konnte ist bis jetzt unklar. Die
konzentrationsabhéngige Aktivitit von NmNepll/Sf9 zeigt (Manuskript 3, Abbildung 5), dass die
Aspartatproteasen im Verdauungssaft wie vermutet fiir das Degradieren des fluoreszierenden
Substrates PFU-093 verantwortlich sind.
Ein wichtiger Punkt im Optimierungsprozess der FRET-basierenden Methode fiir
Proteaseaktivititsmessungen in Nepenthes waren die Einstellungen des richtigen pH-Wertes
wihrend des Messvorgangs. Die Proteasen im Kannensaft bevorzugen einen eher sauren pH-Wert
(Littge, 1964; An et al., 2002), was dem widersprach, was als Optimum in der Substrat-
degradierenden Reaktion zu messen war. Hier wurde ein Optimum von pH 8 verzeichnet
(Manuskript 3, Abbildung S2 A), was allerdings zur Folge hatte, dass die proteolytische Reaktion
bei einem neutralen pH durchgefiihrt werden musste. Im sauren pH-Bereich war keine Substrat-
Fluoreszenz mehr zu sehen, da diese hochstwahrscheinlich unterdriickt wurde. Alle folgenden
Messungen wurden aus diesem Grund im neutralen Puffer als Medium durchgefiihrt. Um den
Nachweis zu geben, dass die proteolytsiche Reaktion nicht nur unter neutralen Bedingungen
stattfinden konnte, sondern wie im natlirlichen Medium Kannensaft auch im sauren Bereich,
wurde die Reaktion bei pH 4 angesetzt und inkubiert. Nach Hinzugabe von starkem pH 8-Puffer,
konnte ein Wiederherstellen der Fluoreszenz erreicht werden (Manuskript 3, Abbildung S2 B)
und somit als experimenteller Nachweis fiir das Ablaufen der Reaktion im sauren pH-Bereich
gelten. Resultierend sind die Proteasen, die das Substrat letzten Endes spalten bzw. abbauen,
sowohl unter sauren-, als auch unter leicht basischen pH-Bedingungen stabil und aktiv
(Manuskript 3). AuBler der gezeigten Aktivitdt von NmNepll/Sf9, weist dies zusétzlich auf die
Beteiligung der Nepenthesine am Abbau des Substrates hin, da sie mit jenen Eigenschaften schon
von bspw. Vines (1897), Steckelberg et al. (1967), Jentsch (1972) und Kadek et al. (2014)
beschrieben wurden. Mit dieser Methode kann in Zukunft ein einfaches und schnelles Detektieren
von Proteaseaktivitidten im Kannensaft verschiedener Nepenthes-Spezies gewiahrleistet werden.
Nach Optimierung wurde die FRET-Methode erfolgreich fiir Nepenthes-Pflanzen
angewendet. Das Messen von Induzierbarkeiten der Nepenthesine ist dadurch direkt in
Kannensiften moglich und wurde bspw. anhand von Pflanzenmaterial und Fruchtfliegen
dargestellt (Manuskript 3, Abbildung 7). Sowohl pflanzliche Reste, als auch Drosophila-Fliegen
zeigten einen signifikanten Anstieg der Nepenthesin-Enzymaktivitdt nach mehreren Stunden.
Eine Induzierbarkeit dieser Enzyme ist vollkommen schliissig, da Insekten (die meisten

Nepenthes-Arten) und auch Blattmaterial (speziell N. ampullaria) natiirliche Néhrstoffquellen
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dieser karnivoren Pflanzen sind. Aulerdem wird in Manuskript 3 (Abbildung 7) deutlich, dass ein
Induzieren der Expression von Nepenthesin durch Jasmonsdure (JA) aber nicht durch
Salicylsdure (SA) erfolgt. Interessant ist, dass Jasmonate als Pflanzenhormone normalerweise an
Abwehrreaktionen gegen Herbivorie und Verwundung beteiligt sind. Bei den karnivoren
Nepenthes-Pflanzen ist JA jedoch in die Verdauung der Beute und dem dadurch Verfiigbar
machen der Nihrstoffe involviert. Dies wurde zuvor auch fiir den Sonnentau (Drosera)
beschrieben (Nakamura ef al., 2013). Die Rolle der Jasmonate im Regulieren der proteolytischen
Aktivitit als Antwort auf verschiedene Stimuli der gefangenen Beute wurde aulerdem fiir die
Venusfliegenfalle (Dionaea) dokumentiert (Libiakova et al., 2014). Dies gibt Hinweis darauf,
dass sich die Rolle der Jasmonate mdglicherweise in Bezug auf die Karnivorie dieser Pflanzen
(Nepenthes siche Manuskript 3, Drosera, Dionaea) im Laufe der Evolution verlagerte. Wie fiir
Drosera in Mithofer et al. (2014) beschrieben, sind die Jasmonate an Insekten-induzierten
Reaktionen beteiligt, einschlieBlich Reaktionen beziiglich Herbivorie und Karnivorie.

Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurde flir Nepenthes eine Induktion hydrolytischer Enzyme nur
indirekt ber Geninduktionsanalysen vom Kannengewebe durchgefiihrt. Mit der hier
vorgestellten Methode (Manuskript 3) war erstmalig die Moglichkeit gegeben, induzierte
Enzymaktivititen direkt in Kannenséften zu analysieren, was den Verdauungsprozess in Bezug
auf Karnivorie viel besser widerspiegelt, als andere bisher angewendete Methoden (z.B. in
Athauda ef al. 2004). Neben der weiteren Analyse der Kannensafteigenschaften und neu
hinzugefiigten Kannensaftkomponenten (Manuskript 1), ist ein Ergdnzen der Tabelle 1 (Seite 17)
vom einleitenden Teil dieser Arbeit fiir die PR-1 und PR-7 Familien vergleichend in Tabelle 2 zu
sehen. Fir das hier untersuchte Nepenthes mirabilis PR-1 Protein konnte eine antibakterielle
Eigenschaft experimentell belegt werden (Manuskript 2). Des Weiteren wurden fiir eine weitere
Nepenthes-Art (N. mirabilis) die Verdauungsproteine Nepenthesin I und II beschrieben und die
cDNA-Sequenzen in der NCBI-Genbank hinterlegt (Manuskript 3). AuBerdem wurde eine fiir
Nepenthes neue Methode optimiert und etabliert, durch diese eine direkte Detektion von

Proteaseaktivitdten im Kannensaft méglich wurde.

Familie Typ Eigenschaften Gensym./Akzession-Nr. Referenz
PR-1 PR-1a (Tabak) antimykotisch Yprl
PR-1 (Nepenthes mirabilis) antibakteriell NmPR-1/ ACT99721 Manuskript 2
PR-7 P69 (Tomate) Endoproteinase Ypr7
Nepenthesin (I) & Aspartat nepl/ BAD07474 (Athauda et al.,
Nepenthesin (II) (V. gracilis) Proteinase nep2/ BAD07475 2004)

Nepenthesin I & NmNepl/AFV26024 Manuskript 3
Nepenthesin 11 (N. mirabilis) - NmNepll/AFV26025

Tabelle 2: Familien 1 und 7 der PR-Proteine (griin) mit Vertretern in Nepenthes sp. (rot hinterlegt). Ergdnzungen
sind vergrofert und unterstrichen dargestellt.
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4.1 Ausblick

Wie in vorliegender Arbeit beschrieben, kdnnen karnivore Nepenthes-Pflanzen die in die Kannen
eindringenden Mikroben bis zu einem bestimmten Grad kontrollieren bzw. hemmen oder gar
toten. Steigt die Dichte der Eindringlinge zu stark an, ist auch die Konkurrenz um vorhandene
Néhrstoffe dementsprechend hoch. Eine Investition in eigene Abwehrsubstanzen wire in solch
einem Fall zu kostspielig fiir die Pflanze selbst und wiirde unter Umsténden auch andere Vertreter
des bestehenden Nahrungsnetzwerkes angreifen. Ein Nahrungsnetz (food web) représentiert auf
Nahrung bezogene Interaktionen zwischen Arten (Nepenthes und Infauna), die in einem Habitat
oder einer Gemeinschaft leben. Im Falle einer Ubersittigung an Mikroben in der Kanne ist ein gut
ausgebautes food web von Vorteil, da es einen weiteren Anstieg der Dichte, beispielsweise durch
Pradation, unterdriicken kann. Dieser Punkt sollte neben der grundlegenden Analyse von
Kannensaftkomponenten ein Thema weiterfithrender Studien sein.

Weiterhin konnte NmPR-1 als Abwehr bezogenes Protein ergénzend untersucht werden.
Dies betrifft vor allem seine hohe N-Glykosylierung. Um zu schauen, ob das in Insektenzellen
exprimierte Pflanzenprotein dhnliche N-Glykosylierungsmuster in Pflanzen aufweist, sollte es
z.B. in Nicotiana bentamiana exprimiert und iber Western Blot ausgewertet werden. Dies soll
ausschlieBen, dass die Glykosylierung Einfluss auf die hier beschriebene antibakterielle Wirkung
hat. Diese Experimente sind bereits im Prozess.

Um zu testen, ob sich das NmPR-1 durch seine Zuckeranlagerungen wie vermutet gegen
im Kannensaft pflanzeneigene Proteasen schiitzen kann, konnte es in Kontakt zu dem in derselben
Insektenzelllinie exprimierten NmNepll (Nepenthes-Aspartatprotease) gebracht werden. Als
Kontrolle miisste ein Kontakt zum unglykosylierten NmPR-1 erfolgen, welches ohne
Zuckeranlagerugen von NmNepll abgebaut werden miisste. Beides konnte im Western Blot
vergleichend ausgewertet werden.

Mit der hier fiir Nepenthes optimierten FRET-basierenden Methode ist unter Verwendung
eines sehr spezifischen Substrates ein selektives Werkzeug zur direkten Beobachtung der
dynamisch verlaufenden Prozesse in der Kanne seitens der Insektenverdauung etabliert worden.
Die Methode kann in Zukunft auf karnivore Kannenpflanzen angewendet werden und ist
hochstwahrscheinlich auch auf andere Karnivoren im Pflanzenreich iibertragbar. Induzierbare
Enzymaktivitdt kann nun unmittelbar im Verdauungssaft gemessen werden, was den natiirlichen
Prozess der Insektenverdauung besser beschreiben kann, als es ein bisheriges Arbeiten mit
isolierten Enzymen zeigen konnte. Mit der Herstellung weiterer Substrate, welche spezifisch fiir

andere Enzyme des Kannensaftes sind, konnte die Methode fortfithrend angewendet werden.
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5. Zusammenfassung

Ein groBer Vorteil im Arbeiten mit karnivoren ,,Nepenthes gegeniiber anderen Fleischfressern
im Pflanzenreich ist der sterile Verdauungssaft, welcher in geschlossenen Kannen ohne
Kontamination vom Umfeld von der Pflanze eigens produziert wird. Seine Sterilitdt wurde hier
erstmalig auf molekularem Level gezeigt. Der Kannensaft wird vorliegend anhand seiner
bakteriziden und fungistatischen Eigenschaften als ein dynamisches System beschrieben, welches
in der Lage ist auf eindringende Mikroorganismen zu reagieren und diese bis zu einem
bestimmten Grad zu kontrollieren. Dies wird zum einen durch im Saft enthaltene antimikrobielle
Substanzen, wie die in vorliegender Arbeit fir Nepenthes ventricosa neu beschriebenen
Naphthochinonderivate, Plumbagin und 7-Methyl-Juglon, bewerkstelligt. Zum anderen existieren
zusitzlich Proteine im Kannensaft, welche interessanterweise alle den PR-Familien zugeordnet
werden konnen. Eines davon ist das abwehrbezogene PR-1, welches hier iiber einen
proteomischen Ansatz kombiniert mit molekularbiologischen Analysen fiir N. mirabilis (NmPR-1)
charakterisiert wurde. Im Gegensatz zu anderen PR-1 Proteinen weist das in Sf9-Zellen
exprimierte, rekombinante Protein antibakterielle statt antimykotische Wirkung auf und zeigt
zudem ein ausgesprochen hohes Level an N-Glykosylierung. Diese Eigenschaften wurden noch
nicht fir andere PR-1 Proteine aus dem Pflanzenreich beschrieben, was vermutlich auch an dem
speziellen Medium ,,Kannensaft” liegt. Andere in der Verdauungsfliissigkeit vorkommenden PR-
Proteine sind fiir den Verdau der Beute verantwortlich und weisen hydrolytische Aktivitdten auf.
Auf Grund der geringen Proteinkonzentration in Kannensiften, der damit verbundenen
Schwierigkeit einer Proteinisolierung und nicht zuletzt aus Griinden des hinzukommendem
Zeitaufwandes fiir Isolierung und Proteinaufreinigung, wurde fiir Nepenthes eine alternative
Methode zur Proteaseaktivititsmessung gesucht, nachfolgend optimiert und erfolgreich
angewendet. Diese Methode beruht auf ist FRET (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer) und
ist mit der Verwendung eines fiir Proteasen spezifischen, synthetisch hergestellten Substrates
hoch sensitiv. Somit ist der Zeitaufwand minimal und Proteaseaktivititen konnen nun direkt im
Kannensaft verschiedener Nepenthes- Spezies detektiert werden. Die hier gewonnene Moglichkeit
induzierte Enzymaktivitit in Kannensiften zu messen, beschreibt den Verdauungsprozess
beziiglich Karnivorie weitaus besser, als es bisher verwendete Techniken wie z. B indirekte
Geninduktionsanalysen vom Kannengewebe taten. Nach Klonierung von Nepenthesin I und II
(NmNepl/IT) und der erfolgreichen heterologen Expression von NmNepll in Sf9-Insektenzellen,
wurde NmNepll/Sf9 als pflanzeneigene Aspartatprotease positiv auf die Beteiligung im
Degradierungsprozess des Substrates getestet. Nepenthesin konnte folglich durch Beimpfen der

Kannen mit verschiedenen Materialien bzw. Organismen einfach auf seine Induzierbarkeit, z.B.
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durch Jasmonate, getestet werden. Da die Nepenthesine die prominentesten Enzyme im
Nepenthes-Kannensaft darstellen, reflektieren die messbaren Aktivititsinderungen nach dem
Beutefang direkt die proteolytischen Aktivititen. Diese FRET-basierte Methode ist
hochstwahrscheinlich auch auf andere Karnivoren des Pflanzenreiches anwendbar. Die zukiinftige
Entwicklung dhnlicher FRET-basierender Substrate, welche auf andere hydrolytische Enzyme
abzielen, konnte fiir bessere Einblicke in den dynamischen Verdauungsmechanismus von

karnivoren Nepenthes-Pflanzen sorgen.
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6. Summary

A big advantage working with plants of the genus Nepenthes compared to other carnivorous
plants resides in the production of a sterile, plant-derived digestion fluid, which is protected from
any contact with the environment and is therefore exempt from any contamination coming from
outside. In the present work the sterility of this digestion fluid was for the first time
experimentally proved on a molecular level. Here, the detected bactericide and fungastatic
characteristics show that pitcher fluids are dynamic systems, which can react to and, to a certain
level, also control invasive microbes. On the one hand, this is achieved by the presence of
antimicrobial compounds such as the two recently described naphthoquinone derivatives,
plumbagin and 7-methyl-juglone, from Nepenthes ventricosa. On the other hand, many different
proteins have been described in the digestive fluid, which interestingly all belong to pathogenesis-
related (PR)- families. One of those, the PR-1 protein from Nepenthes mirabilis (NmPR-1), was
characterized via proteomic approaches combined with molecular analyses in the present study.
Unlike other plant-derived PR-1 proteins, NmPR-1 shows antibacterial instead of antifungal
activities and exhibits an exceptionally high level of N-glycosylation. Such properties have never
been described before in the plant kingdom for a PR-1 protein. This is presumably due to the
specificity of the “pitcher fluid”. In this fluid, several categories of hydrolytic enzymes, including
proteases, are responsible for prey digestion and high level of N-glycosylation might be a way to
protect endogenous pitcher fluid proteins from being degraded by the plant’s own proteolytic
enzymes. Because of the very low protein concentration observed in pitcher fluids, isolation and
purification of proteins has proved to be very difficult and extremely time-consuming. Until now,
only indirect methods such as gene induction analyses and heterologous protein expression have
been employed to analyze digestive processes in Nepenthes. For those reasons, an alternative
method allowing a direct investigation of these digestive processes in Nepenthes plants was
sought, found, optimized and successfully applied. This method is FRET (fluorescence energy
resonance transfer)-based by using a synthetic, fluorescent substrate which is very sensitive to
proteases. From now on, protease activities can directly be detected in Nepenthes pitcher fluids
more simple and in less time. These results gain the possibility to describe the digestive process
during carnivory much better than previously used standard techniques. After cloning and
successful expression of N. mirabilis nepenthesin I and II (NmNepl/Il) in insect cells, the
NmNepll/Sf9 as a plant derived aspartic protease was positively proved to be involved in
degrading the fluorogenic substrate. Nepenthesins can therefore simply be tested for their
inducibility after adding different materials or organisms in the pitcher, as already shown for

jasmonates. Because nepenthesins are the most prominent proteolytic enzymes present in pitcher
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fluids, the measureable changes in activities observed after prey capture reflect the activity of
proteases. This FRET-based method can be most likely applied also to other carnivorous plants
and the future development of similar FRET-based substrates targeting other hydrolytic enzymes
will certainly help in getting better insights into the digestion mechanisms evolved in Nepenthes

plants.
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