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1 EINLEITUNG

1.1 Plasmodesmen als symplastische Zell-zu-Zell-Ver  bindungen

Plasmodesmen (PDs) sind einzigartige, Membran-durchspannende Kanéle in der
Zellwand. Als solche verbinden sie benachbarte Pflanzenzellen und ermdglichen die
Aufrechterhaltung der zytoplasmatischen Kontinuitat fur Zell-zu-Zell-Transport und —
Kommunikation. PDs bilden das symplastische Netzwerk fiir die Bereitstellung von
Photoassimilaten, den Energietrdgern des pflanzlichen Stoffwechsels, in Richtung
der kleinen Leitbindel ausgewachsener source-Blatter und tragen wesentlich zur
Entladung der Kohlenhydrate und Aminosauren in sich entwickelnde sink-Organe bei
(Stitt, 1996; Imlau et al., 1999; Baluska et al., 2001; Haupt et al., 2001; Viola et al.,
2001; Hoth et al., 2005). Sie wurden friher lange Zeit als einfache Poren mit einem
geringen GrolRenauschlussvolumen (,Size exclusion limit*, SEL) angesehen, die nur
den Durchtritt kleiner Metabolite erlaubten. In den letzten Jahren wurde jedoch
gezeigt, dass PDs dynamische Strukturen bilden, welche auch den spezifischen
Transport von gréf3eren Molekilen, wie RNA- und Proteinmakromolekilen, bewerk-
stelligen, die an lokaler und systemischer Signalgebung beteiligt sind (Lucas und
Lee, 2004; Oparka, 2004; Ruiz-Medrano et al. 2004; Kim und Zambryski, 2005).
Neben der Beobachtung, dass sich die Architektur individueller PDs als Reaktion auf
Umweltbedingungen betrachtlich andern kann, wurden fundamentale Eingriffe in PD-
Struktur und —Funktion wahrend der Entwicklung und in verschiedenen
Pflanzengeweben detektiert (Crawford und Zambryski, 2001; Roberts und Oparka,
2003; Zambryski, 2004, Liarzi und Epel, 2005).

Ausgehend von der Struktur werden zwei grundsatzliche PD-Typen unterschieden (s.
Abb. 1-1, links). So genannte primare PDs entstehen wahrend der Zytokinese durch
Positionierung des Endoplasmatischen Retikulums (ER) zwischen fusionierenden
Vesikeln der sich entwickelnden Zellplatte, wobei das ER in einen zuammenge-
driickten Zylinder umgewandelt wird (Hepler, 1982; Lucas et al., 1993). Im Allge-
meinen sind diese primaren PDs lineare, einzelstrangige Einheiten und kommen
vorrangig in niederen Pflanzen (Franceschi et al., 1994; Cook et al. 1997) oder sink-
Zellen junger Pflanzengewebe vor (Oparka et al., 1999). Unverzweigte, einfache PDs
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sind durch ein hohes SEL (<50 kDa) gekennzeichnet und ermdglichen den passiven
Durchtritt eines Grol3teils der Phloemproteine (10-40 kDa) als auch von GFP (Oparka
et al., 1999; Oparka und Santa Cruz, 2000). Auch nach abgeschlossener Zytokinese
kénnen PDs quer durch etablierte Zellwande gebildet werden. Diese als sekundare

sink-Zellen (jung) source-Zellen (ausgewachsen)
d B * 0 0.0
oo o ° Zytoplasma ° °
(X R -@9-*8-9.
Zellmembran
Zellwand
Mittellamelle
Zellwand
Zellmembran
° ° Zytoplasma ° ° °
A L AN . T
’ . ’. 74 [ ] ° [ ) [ ]
einfach verzweigt

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der struktu rellen Anderungen beim Ubergang von
einfachen zu verzweigten PDs

Wahrend der Entwicklung von Assimilat-verbrauchenden sink-Zellen (z. B. junge Blatter) in Kohlenhy-
drat-produzierende source-Zellen (ausgewachsene Blatter) gehen einfache PD-Poren in komplexe,
verzweigte Strukturen mit einer zentralen Hohle tber. Diese Transformation erfolgt entlang der Mittel-
lamelle der Zellwand Uber ein H-férmiges Intermediat, welches sich durch die Bildung einer neuen
protoplasmatischen Briicke zwischen benachbarten, einfachen PDs zu bilden scheint. Verbunden
damit nimmt das basale Grdl3enausschluBvolumen (SEL) ab. Wahrend Proteine bis 50 kDa durch
einfache PDs transportiert werden (dicker Pfeil, griine Kreise) sinkt das SEL verzeigter PDs auf etwa 1
kDa und ist lediglich fiir kleine Molekile durchléassig (diinner Pfeil, blaue Kreise). D: Desmotubulus,
ER: Endoplasmatisches Retikulum, PD: Plasmodesmos, ZH: Zentralhdhle. Modifiziert nach Pickard
und Beachy (1999), Roberts und Oparka (2003).

PDs bezeichneten, verzweigten Strukturen bestehen aus zwei oder mehr Kanalen
auf jeder Seite der Mittellamelle, welche oft durch eine Zentralhéhle verbunden sind
(s. Abb. 1-1, rechts). Im Gegensatz zu einfachen PDs sind verzweigte PDs in ausge-
wachsenen Geweben weit verbreitet und stellen evolutiondr fortgeschrittenere
Strukturen dar (Lucas et al., 1993; Oparka et al., 1999). Neben der Neubildung
zwischen Zellen verschiedener Abstammung (Kollmann und Glockmann, 1985;
Kollmann und Glockmann, 1991) kénnen sekundare PDs von zunachst einfachen,
linearen Strukturen ausgehend gebildet werden, welche sich wahrend der Entwick-
lung verzweigen. Die Umwandlung von einfachen zu verzweigten PD-Strukturen ,

wie fur Epidermis und Mesophyll von Tabakblattern gezeigt, erfolgt wahrend der sink-
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source-Transition und ist mit einer betrachtlichen Abnahme der plasmodesmalen
Permeabilitat verbunden (Oparka et al., 1999; Roberts et al., 2001). Diese enge
Korrelation zwischen Import/Export-Ubergang von Photoassimilaten und Anderungen
im plasmodesmalen Leitvermégen lasst vermuten, dass PDs als wichtige
Kontrollpunkte des symplastischen Assimilattransportes sowie der Ressourcen-
verteilung zwischen source- und sink-Geweben dienen (Lucas und Wolf, 1999; Lucas
und Lee, 2004).

(A) (B)

100 - 200 nm

30-40nm

Zelle 1 Zelle 2

Abbildung 1-2: Schematisches Model der Struktur pri marer PDs im longitudinalen (A) und
transversalen (B) Querschnitt durch die Zellwand (Z W)

Die Molekile werden durch den zytoplasmatischen Transportkanal (TK) zwischen Plasmamembran
(PM) und Desmotubulus (D), welcher sich vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) ableitet,
transportiert. Speichenartige Proteinstrukturen (P), die den TK in mehrere Mikrokanale unterteilen,
verbinden D und TK. Maodifiziert nach Ding (1998) und Wu et al. (2002).

Aus diesem Grund ist die ldentifizierung von Komponenten und Prozessen des
plasmodesmalen Transportes von essentieller Bedeutung. Die feste Verankerung in
der Zellwand erschwert jedoch die biochemische Isolation intakter PDs aus
Zellwandstrukturen. Daher begriinden sich PD-Strukturmodelle hauptsachlich auf
elektronenmikroskopischen Untersuchungen (Robards, 1971; Robards und Lucas,
1990; Beebe und Turgeon, 1991; Ding et al., 1992b; Botha et al., 1993; Overall und
Blackmann, 1996; Waigmann et al., 1997). Das derzeitige Modell der PD-Struktur (s.
Abb. 1-2) geht von einem zentralen Desmotubulus aus, der sich vom ER ableitet
(Robards und Lucas, 1990; Ding et al., 1992b; Lucas und Wolf, 1993b; Epel, 1994).
Globulare Proteine, die eng mit Transmembranproteinen assoziiert sind, sind

speichenartig im Transportkanal zwischen Desmotubulus und Plasmamembran
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angeordnet und untergliedern ihn in zahlreiche Mikrokanale. Demnach reduzieren die
speichenartigen Kanale den funktionellen PD-Durchmesser auf 3-4 nm (Lucas et al.,
1993; Fisher, 1999) mit einem basalen SEL von 0,8-1,0 kDa (Epel, 1994; Lucas und
Wolf, 1993; Overall und Blackmann, 1996), wobei der Ubliche Durchmesser von PDs
etwa 40 nm betragt (Robards und Lucas, 1990; van Bel und van Kesteren, 1999).
Des weiteren deuten Studien an, dass einige Zytoskelettkomponenten, wie
spezifische Formen von Aktin, Myosin und Calreticulin, Bestandteile der PD-
Mikrokanale bilden oder mit ihnen zusammenwirken konnten (Blackmann und
Overall, 1998; Radford und White, 1998; Reichelt et al., 1999; Chaffey und Barlow,
2001). Zudem wurde in Arabidopsis erst kirzlich eine tUber GPI-Anker mit PDs
assoziierte Glukanase identifiziert, fur die eine Beteiligung am Kalloseabbau
vermutet und somit eine mdgliche Funktion bei der Regulation der plasmodesmalen
Leitfahigkeit zugesprochen wird (Levy et al., 2007). Dartber hinaus bleibt trotz
langjahriger Untersuchungen die konkrete Struktur, Zusammensetzung und Funktion
von PD-Mikrokanélen weitestgehend unbekannt.

Verschiedene, kurzlich entwickelte genetische und proteomische Ansatze bergen
das Potential, strukturelle Komponenten der PDs zu identifizieren und genauere
Aufschlusse Uber ihre Prozesse zu geben (Cutler et al., 2000; Escobar et al., 2003;
Oparka, 2004; Tian et al., 2004). Einen weiteren Beitrag zum besseren Verstandnis
Uber Komponenten und Mechanismen von PDs als symplastische Verbindungen der
interzellularen Kommunikation koénnten die in der vorliegenden Arbeit charakte-
risierten Mutanten mit veranderten plasmodesmalen Bindungs- und Trans-

porteigenschaften leisten.

1.2 Transport endogener und viraler Molekile in Pfl  anzen

1.2.1 Assimilattransport

Der Transport der Photoassimilate ausgehend von den Mesophyllizellen ausge-
wachsener source-Blatter, den Orten ihrer Synthese, zu den Phloemparenchym-
zellen kleiner Leitbtndel erfolgt tblicher Weise tUber PD-vermittelte, symplastische
Diffusion. Gewahrleistet wird dieser Transportweg durch das Vorhandensein einer
hohen Dichte an PDs zwischen benachbarten Mesophyllzellen sowie zwischen
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Zellen von Mesophyll und des vaskularen Parenchyms (McCauley und Evert, 1989;
Evert und Russin, 1993). In den meisten hoheren Pflanzen bildet Saccharose die
hauptsachliche Transportform der photoassimilierten Kohlenhydrate (Zimmermann
und Ziegler, 1975) und tbernimmt somit eine entscheidende Rolle bei der Regulation
zwischen sink- und source-Geweben (Turgeon, 1989).

Fur die anschlieBende Phloembeladung werden zwei Strategien diskutiert,
apoplastische und symplastische Beladung in Geleitzell/Siebelement- (GZ/SE) Kom-
plexe. Sie begrinden sich auf der Beobachtung, dass die Anzahl von PDs in kleinen
Leitbtindeln hoch variabel ist (Gamalei, 1989; Evert und Russin, 1993, van Bel, 1993;
Grusak et al., 1996; Gamalei, 2000; Turgeon et al., 2001). Kurzliche Ergebnisse von
Turgeon und Medville (2004) deuten darauf hin, dass die symplastische Phloembe-
ladung auf Pflanzenspezies beschrankt ist, die Oligosaccharide grofRer als
Saccharose, wie z. B. Raffinose und Stachyose (Raffinose-Familie Oligosaccharide,
sog. ROF), transportieren. Fir diese Pflanzen wurde ein thermodynamisch
zuldssiger Mechanismus, der Polymerfallen-Mechanismus, beschrieben (Turgeon,
1991; Turgeon, 1996). Wahrenddessen postulieren Voitsekhovkaja et al. (2004),
dass die Diffusion von Zuckerverbindungen entlang ihres Konzentrationsgefalles
wahrscheinlich nicht den Hauptschritt der Phloembeladung darstellt, sondern dass
der symplastische Eintritt ins Phloem tiber Massenstrom erfolgt. Nach den Befunden
von Turgeon und Medville (2004) erfolgt bei allen anderen Pflanzen die Beladung
apoplastisch und unabhangig davon, wie viele symplastische Verbindungen das
Phloem enthalt. Dabei gelangt Saccharose in den apoplastischen Raum und wird als
elektrisch neutrales Molekil durch einen Protonen/Saccharose-Symport sekundar
aktiv durch die Plasmamembran geschleust (Riesmeier et al., 1994). Die daflr
notwendige Energie liefert ein Protonengradient an der Plasmamembran, der durch
eine Protonen-ATPase aktiv aufgebaut wird. Unter Verwendung verschiedener
biochemischer und molekularbiologischer Methoden wurden am apoplastischen
Saccharosetransport beteiligte und im GZ/SE-Komplex lokalisierte Transportproteine
identifiziert und ihre Bedeutung fir Phloembeladung und Assimilatverteilung
aufgedeckt (Riesmeier et al, 1994; Stadler et al., 1995; Truernit und Sauer, 1995;
Kihn et al., 1996; Lemoine et al., 1996; Burkle et al, 1998; Gottwald et al., 2000).

Die im Phloemgewebe beladenen Assimilate werden mit dem Massenstrom, der auf
der Druckdifferenz im Phloem beruht (Minch, 1930) und auf die Beladung in source-
und die Entladung in sink-Gewebe zurtickzufihren ist, Uber spezialisierte Siebrohren
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in der Pflanze verteilt. Die Phloementladung in sink-Geweben, wie Wurzeln, Repro-
duktions- und Speicherorganen sowie jungen Blattern, setzt sich aus einer komple-
xen Serie von Kurzstreckentransportereignissen zusammen. Der erste Schritt
beinhaltet den Austritt aus den SE (Oparka, 1990). Er kann zum einen uber die weit
verbreitete, PD-vermittelte symplastische Diffusion aus dem SE/GZ-Komplex
erfolgen (Fischer und Oparka, 1996). Im Falle einer apoplastischen Entladung beruht
der Austritt aus SE auf dem Assimilattransport Gber membranstandige Transporter
(Oparka, 1990). Offenbar gibt es auch Ubergangsformen, da mit fortschreitendem
Knollenwachstum in Kartoffeln eine entwicklungsspezifische Umstellung von
apoplastischer zu symplastischer Entladung demonstriert wurde (Viola et al., 2001).
Bei der apoplastischen Entladung kann Saccharose uber sink-spezifische
Saccharosetransporter oder nach Hydrolyse in Glukose und Fruktose durch
Zellwand-gebundene Monosaccharidtransporter in sink-Zellen gelangen (Williams et
al., 2000). Doch unabhangig von der Entladungsstrategie tragt letztendlich die
Speicherung der Photoassimilate bzw. die direkte metabolische Verwertung zur
Aufrechterhaltung des osmotischen Gradienten bei, wobei der sink-Bedarf als
weitere wichtige Kontrollinstanz des Assimilattransportes angesehen wird (Ho, 1988).

1.2.2 Transport von endogenen Makromolekulen

Neben dem Austausch von lonen und Metaboliten ermoglichen PDs den Transport
von Makromolekilen. Durch PDs translozierte Proteine werden als Nicht-Zell-
Autonome Proteine (NZAPSs) bezeichnet und von RNA wird angenommen, dass sie
als Ribonukleoproteinkomplex (RNPK) transportiert wird.

Der erste Nachweis, dass Pflanzenproteine durch PDs transportiert werden kénnen,
wurde mittels Knotted1- (KN1) Studien erbracht (Jackson und Hake, 1997). Dieser
Homeodomanen-Transkriptionsfaktor ist an der Kontrolle der Zelldifferenzierung im
pflanzlichen Meristem beteiligt und forderte den raschen Zell-zu-Zell-Transport des
Fluoreszenz-markierten Proteins durch die Erhdéhung des plasmodesmalen SEL.
Zusatzlich war KN1 befahigt, den Transport seiner mRNA zu bewerkstelligen
(Jackson und Hake, 1997; Jackson, 2002; Kim et al., 2003a; Kim et al., 2005a).
Kragler et al. (1998) gelang die Identifizierung eines plasmodesmalen Rezeptors, der
die Translokation von KN1 vermittelt und als universaler Bindungspartner fir den

Transport sowohl von endogenen Molekilen als auch viralen MPs vorgeschlagen
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wird. Zusatzlich zeigten die Autoren, dass der zweite Schritt im NZAP-Transport
durch den PD-Mikrokanal an die Entfaltung des Proteins gebunden ist. Die Protein/-
Protein-Interaktion an der PD-Mindung, von der angenommen wird, dass sie die

Plasmodesmos

g,

' R\

o 2C PD-Rezeptor @ '
RNPK (putatives Rab) Mvosin ® ? el
. |
A NEF Aktin y & PD-Kinase O eK

Abbildung 1-3: Potentielle Transportwege von endoge
und Frachtmolekilen (rechts) zu und durch Plasmodes

nen Ribonukleoproteinkomplexen (links)
men (PDs)

(Links) Unter Begleitung eines nuklearen Exportfaktors (NEF) wird ein Ribonukleoproteinkomplex
(RNPK) vom Zellkern ins Zytoplasma transportiert. Ein zytoplasmatisches Chaperon (zC) interagiert
mit dem Makromolekulekilkomplex (MK) und bindet ihn an einen spezifischen Myosinmotor. Dadurch
wird die Transportspezifitdt zu PDs bestimmt. An der Halsregion von PDs bindet der MK an einen
putativen PD-Rezeptor, welcher eine Myosin-spezifische Kinase zur Phosphorylierung des Myosins
und seiner Freisetzung von der Membran aktiviert. Der freie MK wird tGber den Myosinmotor entlang
von Aktinfilamenten transportiert, die mit dem PD-durchspannenden Desmotubulus assoziiert sind.

(Rechts) Fur die Sekretion an oder in der Umgebung von PDs vorgesehene Proteinfrachten werden
auf der trans-Seite des Golgi-Apparates verpackt. Ein zC assoziiert mit der Vesikelmembran, bindet
sie an Myosin und bestimmt die Vesikeltransportrichtung. An der PD-Halsregion werden die
Vesikelinhalte Giber regulierte Exozytose freigesetzt. Die Plasmamembran an dieser Region wird durch
einen Endozytoseschritt recycelt. Modifiziert nach Oparka (2004).

strukturellen Anderungen in Form von Proteinentfaltung und SEL-Erh6hung
vermittelt, bedingt die Spezifitdt des symplastischen Zell-zu-Zell-Transportes von
weiteren Makromolekilen (Haywood et al., 2002) mit Ausnahme von LEAFY (LFY)
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(Sessions et al., 2000; Wu et al., 2003). Ein weiterer potentieller Kontrollpunkt fir den
Transport von NZAPs scheint die Bildung von NZAP-Chaperon-Komplexen darzu-
stellen, die von zellularen Komponenten erkannt und zur PD-Mindung transportiert
werden (Kragler et al., 1998) und vom PD-Apparat erkannt werden (Lucas und Lee,
2004). Dem kdrzlich isolierten NZAP NCAPP1 aus Kirbis scheint eine Schlussel-
funktion zuzukommen. Es ist in der Lage, Cucurbita maxima Phloemproteinl6
(CmPP16) und eine grofRe Anzahl weiterer Phloem-NZAPs zu binden. Eine mutierte
Version hemmt den Transport zahlreicher NZAPs, akkumuliert im ER in der Nahe
von PDs (Lee et al, 2003) und ist identisch zu einem Aldolase-1-Epimerase-
verwandten Protein (Heese-Peck und Raikhel, 1998). In den letzten Jahren nahm die
Anzahl der identifizierten NZAPs und die Kenntnis ihrer Wirkungsweise zu. Dabei ist
erwiesen, dass der Transport von NZAPs und RNPKs haufig zur Zelldifferenzierung
beitragt (Ruiz-Medrano et al., 1999; Xoxonostle-Cazares et al. 1999; Kragler et al.,
2000; Sessions et al., 2000; Xoxonostle-Cazares et al., 2000; Nakajima und Benfey,
2001; Haywood et al.,, 2002; Lucas und Lee, 2004; Gallager und Benfey, 2005;
Kurata et al., 2005a; Kurata et al., 2005b).

Allerdings wurde in einigen Untersuchungen belegt, dass der interzellulare Transport
von fluoreszierenden Dextranen an Stelle des symplastischen Austausches auch
Uber das Endomembransystem erfolgen kann (Cantrill et al., 1999).

Von Oparka (2004) wurde ein Modell vorgeschlagen, welches die bekannten
strukturellen zellularen und plasmodesmalen Komponenten mit potentiellen regula-
torischen Mechanismen verbindet (s. Abb. 1-3). In diesem Modell regulieren
Proteinkinasen die Aktivitat von plasmodesmalen Hauptkomponenten. Zusatzlich
durchspannen helikale Aktinfilamente den plasmodesmalen Kanal und bilden das

Gerust fur den aktiven Transport.

1.2.3 Der virale Transport

Die systemische Ausbreitung von Viren in Pflanzen erfordert zwei distinkte
Mechanismen: zum einen den erfolgreichen lokalen Transport von Zelle zu Zelle und
zum anderen die Verteilung des Virusgenoms bis in weit von der Infektionsstelle
entfernte Organe (Carrington et al., 1996; Gilbertson und Lucas, 1996; Oparka und
Santa Cruz, 2000). Zu diesem Zweck nutzen Pflanzenviren das vorhandene makro-

molekulare Transportsystem der Pflanze, bestehend aus PDs und dem vaskularen
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Siebrohrensystem im Phloem. So wurde von viral kodierten Transportproteinen
(,Movement* Proteinen, MPs) gezeigt, dass sie an sekundare, verzweigte PDs
binden und das basale plasmodesmale SEL zur Zell-zu-Zell-Translokation MP-
gebundener viraler Genome durch PDs deutlich erh6hen (Wolf et al., 1989; Wolf et
al., 1991, Ding et al, 1992; Waigmann et al., 1994; Itaya et al., 1998; Oparka et al.,
1999; Lazarowitz und Beachy, 1999a; Hofius et al., 2001; Lucas, 2006).

Zur effektiven Virusausbreitung tUber PDs sind zahlreiche, spezifische Interaktionen
der MPs mit anderen viralen Faktoren und pflanzlichen Komponenten notwendig
(Lazarowitz und Beachy, 1999a; Lazarowitz und Beachy 1999b). Um diese Anforde-
rungen zu erfillen, wurden in verschiedenen Virusfamilien unterschiedliche Strate-
gien entwickelt (Lazarowitz und Beachy, 1999b; Lucas, 2006):

(1) Vertreter der Virusfamilien Tobamovirus, Dianthovirus und Ubravirus (z. B.
Tobacco mosaic virus, TMV; Red clover necrotic mosaic viurs, RCNMV) kodieren ein
einzelnes, nicht-strukturelles MP, welches virale RNA in Form eines RNPK bindet
und durch Modifikation der PDs den Transport des infektbsen Materials in
benachbarte Zellen vermittelt.

(2) Geminiviren (u. a. Bean dwarf mosaic virus, BDMV; Squash leaf curl virus,
SqLCV) bendtigen zwei MPs, eines fur den intrazellularen Transport der viralen DNA
und eines, das den Viruskomplex tiber PDs von Zelle zu Zelle transportiert.

(3) Einige Virusgruppen, wie Bromovirus, Caulimovirus, Cucumuvirus und
Tospoviren (z. B. Brome mosaic virus, BMV; Cowpea chlorotic mottle virus, CCMV;,
Cauliflower mosaic virus, CaMV; Cucumber mosaic virus, CMV; Tomato spotted wilt
virus, TSWV), verfiigen tber MPs und Capsid-Proteine (CPs). Das Genom dieser
Viren wird Uber MP-enthaltende Tubuli, die modifizierte PDs ohne Desmotubulus
durchspannen, als subvirale oder virale Partikel transportiert.

(4) In der Familie der Potexviren (z. B. Potato virus X, PVX) werden mehrere
verschiedene MPs von einem speziellen, konservierten und als ,tripple gene block"
bezeichneten Abschnitt des Virusgenoms kodiert und tragen zum interzellularen
Transport des infektiossen Materials bei. Dies erfolgt unter Beteiligung eines CP als
essentielle Komponente.

(5) Alternativ kodieren Potyviren (Tobacco etch virus, TEV; Lettuce mosaic virus,
LMV) nicht ein bestimmtes MP, sondern verschiedene Virusproteine Ubernehmen
wéahrend des Transportes eine multifunktionale Rolle. Dazu zahlen ein CP zur
Assemblierung (Dolja et al., 1994; Dolja et al., 1995) und eine ,Helper-component®
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Proteinase (HC-Pro). Beide sind befahigt, das plasmodesmale SEL zu erh6hen,
durch PDs zu translozieren und den interzellularen Transport von viraler RNA
(VRNA) zu vermitteln (Rojas et al., 1997). Zudem wurden Funktionen von einem
.Vviral Genome-linked“ Protein (VPg), ,Cylindrical Inclusion® (Cl) Protein (RNA-
Helikase bei der Genomreplikation) und dem 6K2-Protein (Membranverankerung des
Replikationskomplexes) beim interzellularen Transport nachgewiesen (Carrington et
al., 1998).

‘ Replikase
VWV virale RNA

MP oder anderes
Protein fur Transport

weitere virale oder
endogene Molekile

Calreticulin
Bindungspunkt

Hsp70-ahnliches
Protein
Aktin/Myosin

Mikrotubuli

RQ.‘O%@OO<

Richtungspfeil

Abbildung 1-4: Schematische Darstellung einiger Vir us-Wirt-Interaktionen wahrend der viralen
Ausbreitung

An Replikationszentren (RZ) des Endoplasmatischen Retiulums (ER) neu synthetisierte virale RNA
wird von am Transport beteiligten Proteinen gebunden und assembliert zu einem Movement Komplex
(MK) aus viralen und endogenen Faktoren (a). Der MK wird mit hoher Geschwindigkeit entlang des
ER Uber Aktin/Myosin zur Zellperipherie transportiert, wie durch die Richtungspfeile angegeben (b).
Virale Proteine binden an periphere Marker, wie z. B. Bindungspunkte oder plasmodesmal lokalisierte
Proteine (z. B. Calreticulin) (c). Durch die Interaktion mit Zellwandenzymen, wie Pektinmethylesterase
(PME), o6ffnen virale Movement-assoziierte Proteine Plasmodesmen (PDs) in der Zellwand (ZW) (d)
und Hsp70-a&hnliche Proteine mégen den MP-RNA-Komplex durch PDs translozieren (e). In spateren
Infektionsstadien werden Movement-assoziierte Proteine wahrscheinlich abgebaut. Im Falle von TMV
ist Calreticulin von gro3er Bedeutung beim Ablésen der Movement Proteine (MPs) vom ER zum
Proteasom-vermittelten (P) Abbau unter Bindung an Mikrotubuli (f). Z: Zellkern. Modifiziert nach
Boevink und Oparka (2005).

Als Modell fur den Zell-zu-Zell-Transport viraler Genome in Form von RNPKs dient
TMV-MP (Boevink und Oparka, 2005, Abb. 1-4). Zur Bewaltigung dieser Funktion
wurde gezeigt, dass TMV-MP vom Ort der viralen Replikation und viralen Protein-
biosynthese am ER ausgehend (Heinlein et al., 1998) TMV-RNA bindet (Citovsky et
al., 1992) und mit Komponenten des ER (Heinlein et al., 1998; Reichel et al., 1999)
und Zytoskeletts, d. h. Mikrotubuli und Aktinfilamente, (Heinlein et al., 1995; McLean
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et al., 1995; Boyko et al., 2000a; Ashby et al., 2006) assoziiert, um den RNPK zu
PDs zu geleiten. Dabei tbernimmt MPB2C die Rolle eines negativen Regulators
(Kragler et al., 2003). Zudem modifiziert TMV-MP die Wirtsgenexpression durch die
Interaktion u. a. mit dem Transkriptionsfaktor MBF1 (Matsushita et al., 2002). An PDs
wurde die Bindung von TMV-MP an Calreticulin (Chen et al., 2005), Pektinmethyl-
esterase (PME) (Dorokhov et al., 1999; Chen et al., 2000) und einer PD-assoziierten
Proteinkinase (PAPK) (Lee et al., 2005) nachgewiesen. In Abhangigkeit vom Phos-
phorylierungsstatus durch PAPK- und PME-Aktivitat ist TMV-MP befahigt, das
plasmodesmale SEL zu erhdhen, so dass RNPKs hindurchgelangen und benach-
barte Zellen infizieren kdnnen.

Der Potato leafroll virus (PLRV) gehort zur Familie der Phloem-limiterten Luteoviren,
Untergruppe Poleoviren. Sein 5,8 kb grof3es Einzelstrang-(+)-RNA-Genom wird am
5’-Ende von einem ,Genome-linked" Protein (VPg) geschiitzt (Mayo et al., 1982). Es
wird angenommen, dass das vom Leserahmen 4 (ORF4) kodierte, 17 kDa grof3e MP
(MP17) die Zell-zu-Zell-Transportfunktion vermittelt und biochemische Charakteri-
sierungen zeigten, dass MP17 in Analogie zu TMV-MP Uber eine Doméne zur
Nukleinsaurebindung (C-Terminus) und eine fur Protein/Protein-Wechselwirkungen
(N-Terminus) verfugt (Tacke et al., 1991; Tacke et al., 1993) und von einer Calcium-
abhéangigen, membranstandigen Proteinkinase phosphoryliert wird (Sokolova et al.,
1997). Weitere Interaktionen des MP17 mit pflanzlichen Wirtsfaktoren und Prozesse
wahrend des interzellularen Transportes sind bislang nicht bekannt.

Die Fahigkeit, in das Langstreckentransportsystem des Phloems zur systemischen
Ausbreitung in der Pflanze zu translozieren, scheint fir viele Viren kritisch und der
entscheidende Schritt bei der Bestimmung der Wirtsspezifitat zu sein (Gilbertson und
Lucas, 1996). Als Kontrollinstanz fir den Ein- und Austritt in bzw. aus GZ/SE werden
die PDs zwischen Bindelscheide und Phloemparenchym und GZ/SE-Komplexen
angesehen (Stitt, 1996; Ding et al., 1998; Nelson und van Bel, 1998; Wang et al.
1998; Qi et al., 2004). Dartber hinaus scheinen fiur den Langstreckentransport
weitere Virusproteine notwendig zu sein, da einige Viren, wie TMV und RCMV, der
Mitwirkung von CPs zur Bildung von Viruspartikeln bedurfen (Saito et al., 1990;
Vaewhongs und Lommel, 1995; Ding et al. 1996). Und in genetischen und Hefe-
Zwei-Hybrid-basierten Ansatzen wurde gezeigt, dass die Interaktion von Virus-
faktoren mit pflanzlichen Komponenten des Langstreckentransportes eine entschei-

dende Rolle bei der systemischen Virusausbreitung spielt (Vaewhongs und Lommel,
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1995; Xoxonostle-Cazares et al., 1999; Chisholm et al., 2001). Ebenso wie endogene
Makromolekile werden Virusgenome symplastisch Uber einfache, unverzweigte PDs
aus dem SE/GZ-Komplex entladen und unter Mitwirkung spezifischer Transport-
faktoren im Postphloemgewebe verteilt (Santa Cruz, 1999).

1.3 Faktoren, die Assimilattransport und Biomassepr oduktion

beeinflussen

Die beschriebenen Fahigkeiten viraler MPs, an sekundare PDs zu binden, ist ein
weiterer Hinweis, dass PDs eine entscheidende Funktion bei der Regulation von
symplastischen Transportprozessen und Ressourcenverteilung uUbernehmen. Die
ektopische Expression der MPs des TMV und CMV in transgenen Tabak-, Kartoffel-
und Melonenpflanzen resultierte in der Erweiterung von PDs, die von auffalligen
Veranderungen in Kohlenhydratmetabolismus und Biomasseverteilung begleitet war
(Lucas et al., 1993; Balachandran et al., 1995; Lucas et al., 1996; Shalitin et al.,
2002). Diese MP-vermittelten Veranderungen variierten jedoch wesentlich in Bezug
auf Pflanzenspezies, Gewebespezifitat des Promotors und Entwicklungsstadium. So
fuhrte z. B. die Expression von TMV-MP in transgenen Tabakpflanzen unter Kontrolle
eines konstitutiven Promotors (Balachandran et al., 1995; Olesinski et al., 1995) als
auch eines Phloem-spezifischen Promotors in transgenen Kartoffeln (Almon et al.,
1997) zu Kohlenhydratakkumulation und geringeren Saccharoseexportraten der
source-Blatter. Wahrend dessen induzierte die ST-LS1-Promotor-vermittelte TMV-
MP-Expression in chloroplastenhaltigen Zellen von Kartoffel geringere Kohlenhydrat-
gehalte bei gleichzeitig erhbhtem Saccharosetransport (Olesinski et al., 1996).
Bemerkenswerter Weise traten die MP-vermittelten Effekte in transgenen
Kartoffelpflanzen unter entwicklungsspezifischer Kontrolle auf und wurden lediglich
nach Knollenbildung beobachtet. Eine Reduktion der Kohlenhydratgehalte von
source-Blattern wurde auch bei Expression von TMV-MP und CMV-MP in
transgenen Melonenpflanzen detektiert (Shalitin et al., 2002). Die Expression dieser
MPs war begleitet von signifikant erh6hten Saccharosegehalten im Phloemsaft der
symplastisch beladenden Melonen. Diese Ergebnisse begriinden das Modell, in dem
MPs den plasmodesmalen Transport von makromolekularen Signalen, die an
Kohlenhydratmetabolismus und Regulation von sink-source-Beziehungen beteiligt
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sind, beeintrachtigen (Lucas et al., 1996; Lucas und Wolf, 1999). Hingegen zeigte die
kirzliche Analyse Tomato spotted wilt virus (TSWV) MP (NSy)-exprimierender
Tabakpflanzen, dass der schwerwiegende, infektionsahnliche und Saccharose-
export-defiziente Phanotyp mit der Hitze-revertierbaren Blockierung NSy-lokalisierter
Mesophyll-PDs durch Kalloseablagerung korrelierte (Rinne et al., 2005). Daraus
schlossen die Autoren, dass die Auswirkungen von NSy auf die Funktion von source-
Blattern eher die Folge basaler Abwehrmechanismen nach anhaltender MP-
Akkumulation an PDs sind als ein direkter Einfluss auf Kohlenhydratmetabolismus
und —transport.

In Ergdnzung zu den MPs von TMV, CMV und TSWV wurde das 17 kDa-grol3e
MP17 des Phloem-limitierten PLRV als weiteres Modell eingefuhrt, die Folgen
veranderter PD-Funktion auf symplastischen Photoassimilattransport und sink-
source-Beziehungen zu analysieren (Herbers et al.,, 1997; Hofius et al., 2001). Ein
deutlicher Einfluss von PLRV-MP17 auf Kohlenhydrat- und Biomasseverteilung
wurde durch die konstitutive Expression einer N-terminal verlangerten Version von
MP17 (MP17N) in transgenen Tabaklinien demonstriert (Herbers et al., 1997).
Verschiedene MP17N-exprimierende Tabakpflanzen zeigten ernsthafte Wachstums-
retardierungen und ein auffalliges Ausbleichen der Interkostalregionen unterer
source-Blatter, die begleitet waren von drastischen Kohlenhydratakkumulationen,
veranderter Genexpression und eingeschrankter Resistenz gegeniber Potato virus Y
(PVY)—Infektion. Dartber hinaus gaben zellbiologische Untersuchungen MP17N- und
nicht-phanotypischer  MP17:GFP-exprimierender  Tabakpflanzen Uber eine
allgemeine Affinitat von MP17 gegeniber verzweigten PDs in vaskularen und nicht-
vaskuléren Geweben von source-Blattern sowie einen Anstieg des plasmodesmalen
SEL in Mesophyllzellen Aufschluss (Herbers et al., 1997; Hofius et al., 2001). Dabei
scheinen Lokalisierungs- und Durchgangskapazitat von MP17 an Mesophyll-PDs
unabhéngig vom MP17-Proteingehalt zu sein, wahrend Kohlenhydratstatus und
Virusresistenz einem Dosis-abhéangigen Mechanismus folgten. Bei niedrigen MP17-
Expressionsleveln zeigten die transgenen Linien, wahrscheinlich infolge
angestiegener PD-Permeabilitat, niedrigere Zuckergehalte und eine beschleunigte
PVY-Ausbreitung. Hingegen schienen Kohlenhydratakkumulation, Wachstums-
hemmung und virale Abwehrreaktionen eher die Folge indirekter metabolischer
Effekte bei hohen MP17-Proteingehalten zu sein (Hofius et al., 2001).
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So fuhrte bereits die Modifikation individueller enzymatischer Schritte des Kohlen-
hydratmetabolismus zu Kohlenhydratakkumulationen in Verbindung mit reduzierten
Wachstumsraten (Sonnewald, 1992; Lawson et al.,, 2006). Auch die Beeinflussung
der sink-Starke wirkt sich auf die Ressourcenverteilung aus. Zellwandinvertasen sind
essentiell fur die Entwicklung von sink-Speicherorganen verschiedener Spezies
(Weschke et al, 2003), wie Samen (Weber et al., 1998) oder Kartoffelknollen
(Sonnewald et al.,, 1995). So stimulierte die erhohte Aktivitat einer apoplastischen
Invertase in Arabidopsis Uber die Zunahme der Phloementladung reproduktives
Wachstum und Leistung (Heyer et al., 2004). Hingegen war die Expression einer
artifiziellen zytoplasmatischen Invertase, fur die gezeigt wurde, dass sie den sink-
Bedarf reduziert (Sonnewald et al., 1995), von gegenteiligen Effekten begleitet
(Heyer et al., 2004).

Deutliche Veranderungen in der Entwicklungs- und Reproduktionsleistung waren
ebenfalls ein charakteristisches Merkmal bei der Expression von plasmodesmal loka-
lisierten Pathogenizitats-bezogenen Genen aus Mais (PRm) in transgenen Tabak-
pflanzen und standen mit erhdhten Saccharoseexportraten in Verbindung (Murillo et
al., 2003).

Diese Beobachtungen verdeutlichen die Bedeutung der Photoassimilatbereitstellung
und —verteilung fur Pflanzenwachstum und —entwicklung. Neue Erkenntnisse, wie
Pflanzen den Fluss dieser energiereichen Verbindungen kontrollieren, kdnnten zu
einem besseren Verstandnis der pflanzlichen Zellbiologie beitragen. Dartber hinaus
bieten sie fur landwirtschaftliche Aspekte das Potential, neue Anséatze zur Verbesse-

rung von Ernteertragen und —qualitat zu entwickeln.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Wirkungsweise des viralen PLRV-MP17 auf
plasmodesmal vermittelte Transportmechanismen und die Regulation der
Photoassimilatverteilung zwischen sink- und source-Geweben in der Modellpflanze
Arabidopsis untersucht werden.

(1) Im Mittelpunkt des ersten Ansatzes stand die Analyse metabolischer,
physiologischer und virologischer Auswirkungen MP-induzierter Veranderungen der
plasmodesmalen Transporteigenschaften. Die Untersuchungen sollten in transgenen
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Arabidopsis-Pflanzen der Okotypen Columbia, Landsberg erecta und C24 erfolgen,
welche konstitutiv eine Fusion des Potato leafroll virus MP (MP17) und GFP expri-
mierten. Sie sollten in verschiedenen Wachstumsstadien durchgeftihrt und auf Dosis-
abhéngige Korrelationen mit der MP17:GFP-Proteinmenge analysiert werden. Zur
Verifizierung, ob die beobachteten Effekte im Zusammenhang mit dem
Molekulargewicht des exprimierten MPs und/oder einer Fusion mit GFP stehen,
sollten MP17-transgene Arabidopsis-Linien ohne GFP-Fusion auf die gleiche Weise
charakterisiert werden. Um zudem zwischen direkter Unterbrechung des
symplastischen Transportweges durch MP17-Akkumulation an PDs und Abwehr-
reaktion der Pflanze durch Kalloseablagerung an PDs unterscheiden zu kdnnen,
sollten die MP17-vermittelten Anderungen unter Kalloseabbau-induzierenden
Bedingungen analysiert werden.

(2) In einem zweiten Ansatz sollten Zelltypen identifiziert werden, denen eine
Schlusselfunktion bei der Auspragung der MP17-vermittelten Dosis-abhangigen
Effekte zukommt. Dazu sollten die entwicklungsspezifischen, biochemischen und
physiologischen Konsequenzen in transgenen Arabidopsis-Linien mit MP17.GFP-
Expression in chloroplastenhaltigen, Biindelscheiden- und Geleitzellen charakterisiert

werden.

(3) Ein weiterer Aspekt bestand in der genetischen, molekularen, metabolischen und
physiologischen Charakterisierung von Mutanten mit potentiellen Defekten in
pflanzlichen MP17-Interaktionspartnern, welche ausgehend von einer phé&no-
typischen Col-0-35S-MP17:GFP-16 (Col-0-16, NM) Linie mittels Ethylmethan-
sulfonat- (EMS) Mutagenese erzeugt wurden (Hofius, 2003). Dariiber hinaus sollte
zur markergestutzten Isolierung der zugrunde liegenden Mutation in den genetisch
identifizierten Kandidaten ein homozygoter Kreuzungspartner in einem anderen
Arabidopsis-Okotyp generiert werden, welcher sich durch die gleichen molekularen,
biochemischen und physiologischen Charakteristika auszeichnet wie die
phanotypische Parentallinie der EMS-Mutagenese.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien wurden, sofern
nicht weiter spezifiziert, in analytischer Qualitat von den Firmen Amersham
Pharmacia (Braunschweig), Biomol (Hamburg), Boehringer Mannheim (Mannheim),
Bio-Rad (Munchen), Calbiochem (San Diego, USA), Difco (Detroit, USA), Duchefa
(Haarlem, Niederlande), Fluka (Buchs, Schweiz), New England Biolabs (Frankfurt),
Merk (Darmstadt), Qiagen (Hilden), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Stratagene
(Amsterdam, Niederlande), Sigma Aldrich (Steinheim), und Whatman (Maidstone,
England) bezogen.

2.2 Pflanzenmaterial und Anzucht

2.2.1 Arabidopsis thaliana

Saatgut der Arabidopsis thaliana Okotypen Columbia (Col-0), C24 und Landsberg
erecta (Ler) wurden von S. Misera, R. Jost (friher IPK Gatersleben) sowie von H.
Hillebrand (friher Sungene, Gatersleben) zur Verfiigung gestellt. Die Anzucht in
Gewebekultur erfolgte nach Stratifizierung der Aussaat (zwei Tage Dunkelheit, 4C)
unter einem 16 h Licht / 8 h Dunkelrhythmus bei 21°C, 50% Luftfeuchte sowie einer
Belichtung von 150 pE auf modifiziertem Murashige Skoog (MS) Medium (Sigma)
erganzt durch Gamborg's Vitaminldsung (1:1000, Sigma). Die Anzucht von
Arabidopsis unter Kurztagbedingungen erfolgte in einem Klimaraum bei 21C, 9 h
Licht (120 pE) und 60% relativer Luftfeuchte mit einer Nachtabsenkung auf 18<C.
Pflanzen fur virologische Analysen wurden unter vergleichbaren Anzucht-
bedingungen in einem Klimaschrank kultiviert. Die Arabidopsis-Pflanzen fir
Phanotyp-Reversionsexperimente wurden unter Kurztagbedingungen bei permanent

32%T in einem Klimaschrank gehalten.
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Nach Kultivierung im Klimaraum wurden die Pflanzen fur physiologische Analysen
wahrend der generativen Wachstumsphase und von Harvest-Parametern im
Gewéchshaus bei 16 h Licht mit Zusatzbeleuchtung (ca. 95 pE) und 8 h Dunkelheit
angezogen. Sofern nicht anders spezifiziert wurden die Arbeiten zur
Charakterisierung von Ethylenmonosulfat-Mutanten (EMS) unter Langtagbedingun-
gen im Gewéachshaus durchgefuhrt.

2.2.2 Nicotiana tabacum

Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L. Varietat Samsun NN) wurden von Vereinigte
Saatzuchten EG (Ebstorf) bezogen und in Gewebekultur unter vergleichbaren Licht-/
Feuchte-Bedingungen wie Arabidopsis, aber bei 24T und auf MS-Medium mit 2%
(w/v) Saccharose und geeigneten Hormonen und Antibiotika gehalten. Im Gewéchs-
haus wurden die Pflanzen bei 16 h Licht mit Zusatzbeleuchtung (ca. 300 pE) und 8 h
Dunkelheit kultiviert. Die relative Luftfeuchte lag zwischen 60 und 70%, die
Temperatur betrug 22T wahrend der Lichtperiode und 20C wahrend der
Dunkelphase. Die Tabakpflanzen fur Phanotyp-Reversionsexperimente wurden unter

Langtagbedingungen bei permanent 32T in einem Klim aschrank gehalten.

2.3 Bakterienstamme und Vektoren

Fur allgemeine Klonierungsverfahren und Pflanzentransformation wurden die in
Tabelle 2-1 aufgefiihrten Bakterienstamme und die in Tabelle 2-2 aufgefiihrten

Vektoren eingesetzt.

Tabelle 2-1: Verwendete Bakterienstamme

Stamm relevanter Genotyp Herkunft/Referenz
E. coli XL1 Blue recAl endA, gyrA96 thi-1 hsdR17supE44 (Bullock et al., 1987)
relAl lac [F’, proAB, laclZAM15, Tn10 Stratagene
(Tet))*
E. coli TOP10F F (tet’) mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen

@80lacZAM15 AlacX74 ceoR recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rspL(StrR) end Al
nupG
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Stamm relevanter Genotyp Herkunft/Referenz
Agrobacterium pGV2260 in C58C1 (Deblaere et al., 1985)
tumefaciens

Tabelle 2-2: Verwendete Plasmide

Bezeichnung Verwendung/Resistenz Herkunft/Referenz

pBi101 binarer Vektor mit GUS, Kan"  (Jefferson et al., 1986)
pBIinAR binarer Vektor, Kan' (Ho6fgen und Willmitzer, 1990)
pBlueskript SK® E. coli Klonierungsvektor, Amp" Stratagene

pCR-Blunt E. coli Klonierungsvektor, Amp" Invitrogen

pCR2.1 E. coli Klonierungsvektor, Kan" Invitrogen

2.4 Pflanzentransformation

2.4.1 Stabile Pflanzentransformation

Stabile  Pflanzentransformationen wurden durch  Agrobacterium-vermittelten
Gentransfer unter Verwendung des Agrobacterien-Stamms C58C1 mit dem
Helferplasmid pGV2260 (Deblaere et al., 1985) durchgefiihrt. Dabei erfolgte die
Anzucht von Agrobacterium tumefaciens in YEB-Medium (Vervliet et al, 1975) und
die Transformation von Agrobacterium mit bindren Vektoren wurde entsprechend der
Methode von (Ho6fgen und Willmitzer, 1988) ausgefihrt.

Arabidopsis-Pflanzen (Okotypen Col-0, C24, Ler) wurden zur Transformation etwa 4
Wochen unter Kurztagbedingungen angezogen und danach zur Bluteninduktion in
den Langtag transferiert (s. 2.2.1). Blutensprosse 6-8 Wochen alter Pflanzen wurden
mit Agrobacterium-Suspension [ODgp0=0,8; 5% (w/v) Saccharose; 0,05% (v/v) Silvet
L-77 (Lehle Seeds, Round Rock, USA)] entweder nach der Vakuum-

Infiltrationsmethode von (Bechthold et al., 1993) oder nach dem Protokoll von
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(Clough und Bent, 1998) transformiert, wobei bei letzterer Methode der Blutenstand
ohne Anlegen eines Vakuums fir ca. 5 s in die Agrobacterium-Suspension
eingetaucht wurde (,floral dip“). Die Pflanzen wurden anschlieBend unter einer
abgedunkelten Haube fur 24 h bei RT stehen gelassen und danach im Gewachshaus
bis zur Samenreife gehalten. Das reife Saatgut (T1-Generation) wurde sterilisiert (s.
2.5), zur Selektion der transgenen Pflanzen auf MS-Medium mit Kanamycin
(50 pg/ml) ausplattiert und unter Langtagbedingungen kultiviert. Kanamycin-
resistente Keimlinge wurden auf MS-Medium umgesetzt und nach 2-3 Wochen ins
Gewéchshaus in Erdkultur transferiert.

2.4.2 Transiente  Pflanzentransformation durch  Agrobacterium-

Infiltration

Zu 50 ml der Agrobacterium-Kultur wurden Endkonzentrationen von 10 mM MES
pH 5,2 (KOH) und 20 uM Acetosyringon (in Dimethylsulfoxid gelést) gegeben. Nach
15 min Zentrifugation bei 2000 g wurde das Pellet in 10 mM MgCl, geldst, so dass
bei 600 nm Wellenlange eine optische Dichte von 0,7 bis 1,0 eingestellt wurde. Die
Suspension wurde mit Endkonzentrationen von 10 mM MES pH 5,2 (KOH) und
100 puM Acetosyringon versetzt und zwei bis drei Stunden bei RT geschittelt. Mittels
einer Spritze ohne Nadel wurde die Bakterien-Suspension in die Unterseite fast
ausgewachsener Blatter gespritzt.

2.5 Sterilisierung von Samen

Zur Sterilisierung von Tabak- oder Arabidopsis thaliana-Samen wurden diese in ein
dinnes Gewebe eingeschlagen. Tabaksamen wurden 3 min in 70% (v/v) Ethanol
und 10 min in 1% (v/v) NaOCI inkubiert, anschlie@end dreimal kurz in H,O
gewaschen. Arabidopsis thaliana Samen wurden 2 min in 70% (v/v) Ethanol und 5
min in 5% (v/v) NaOCI inkubiert und anschlieend finfmal kurz mit H,O gewaschen.
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2.6 Kreuzen von Arabidopsis thaliana

Arabidopsis-Pflanzen (Okotypen Col-0, Ler) wurden zur Kreuzung etwa 2 Wochen
unter Kurztagbedingungen kultiviert und danach zur Bluteninduktion in den Langtag
transferiert (s. 2.2.1). An den ca. 5 Wochen alten Pflanzen wurden die jeweils 8-10
am besten geeigneten, vollstandig geschlossenen Bliten des weiblichen Elter fir die
Bestaubung identifiziert und alle folgenden Arbeiten am Binokular mit einer
Feinpinzette durchgefihrt. Ohne Beschadigung des Karpells wurden Sepalen,
Petalen und Antheren der ungeotffneten Knospen des weiblichen Elter entfernt.
Anschliel3end wurden alle anderen Knospen entfernt, um Selbstungen zu verhindern.
Die praparierten Knospen wurden ein bis zwei Tage weiter kultiviert, bis die Narbe fur
den méannlichen Pollen empfanglich war. Reife Staubblatter vollstdndig geotffneter
Bluten des mannlichen Elters wurden entfernt, und mit der konvexen Seite der
Anthere wurde der Pollen des mannlichen Elters auf die stigmatische Oberflache der
Narbe des praparierten weiblichen Elters gestrichen und danach im Gewachshaus
bis zur Samenreife gehalten. Das reife Saatgut wurde im Gewachshaus in Erdkultur
kultiviert.

In den Rickkreuzungen zur Bestimmung des Dominanzverhaltnisses diente die zu
untersuchende Pflanze als weiblicher Elter und die Ausgangslinie fir die
Mutagenese, der mannliche Elter, wurde als genetischer Hintergrund eingesetzt
(Weigel und Glazebrook, 2002). Die Mutanten wurden zwei Rickkreuzungszyklen mit
der nicht-mutagenisierten Ausgangslinie (NM16) unterzogen, um Seitenmutationen
zu entfernen, bevor sie genetisch charakterisiert wurden (Scheible et al., 2003).
Kreuzungen zum Test der Allelizitdt der Mutationen wurden in beide Richtungen
durchgefuhrt.

2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 Allgemeine Verfahren der Nukleinsdure-Manipulation

Grundlegende Techniken der Nukleinsaure-Manipulation wie z.B. Amplifikation von
DNA durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), Schneiden von DNA mit Restrik-
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tionsenzymen, Verknipfen von DNA mit Hilfe von Ligasen, Reinigung von DNA-
Fragmenten, Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsauren, Transfer von Nuklein-
sauren auf Nitrozellulose und Nylon-Membranen, Anzucht von Bakterien, Transfor-
mation von E. coli-Zellen, Praparation von Plasmiden, und die radioaktive Markierung
von DNA-Fragmenten zur Verwendung als Hybridisierungssonde wurden nach
(Sambrook et al., 1989) durchgefuhrt.

2.7.2 Oligonukleotide und Sequenzierungen

Universelle Sequenzierprimer (SK, KS, M13 universal, BK reverse, T7) wurden von
der Firma Stratagene bezogen. Spezielle Sequenzier- und PCR-Primer wurden von
MWG Biotech (Ebersberg) und Metabion (Martinsried) synthetisiert (s. Anhang I).
Sequenzierungen wurden als Serviceleistung von Susanne Konig und Bettina
Brickner am IPK Gatersleben (PGRC) durchgefihrt.

2.7.3 Isolierung genomischer DNA aus Pflanzen

Fur die Praparation genomischer DNA nach (Reichardt und Rogers, 1993) wurde das
nicht-ionische Detergenz Hexadecyltrimethylammoniumbromid (CTAB) verwendet.
0,25 g Pflanzenmaterial wurden unter flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver
zermorsert. In einem vorgewarmten zweiten Morser wurde das Pulver mit 1 ml 65C-
warmem CTAB I-Puffer [100 mM Tris-HCI pH 8,0; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA;
2% (w/v) CTAB] versetzt und homogenisiert. Der Extrakt wurde in ein 2 ml
Eppendorfgefal3 dberfihrt und 30 min bei 65T im The rmomixer inkubiert. Nach
zweimaliger Extraktion in je 1 Vol. Chloroform/Octanol (24:1) wurde zu dem
Uberstand 1/10 Vol. 65C-warmer CTAB II-Puffer [0,7 M NaCl; 10% (w/v) CTAB]
gegeben und erneut mit 1 Vol. Chloroform/Octanol extrahiert. Der Uberstand aus der
5-minutigen Zentrifugation bei 7.500 g und RT wurde mit 1 Vol. vorgewarmtem
CTAB Il [50 mM Tris-HCI pH 8,0; 10 mM EDTA; 1% (w/v) CTAB] solange bei 65T
inkubiert, bis die DNA in Flocken ausfiel (ca. 30 min). Nach 5-minutiger Zentrifugation
bei 5.000 g und 4T wurde die DNA in 250-750 pl vor gewarmtem CTAB IV [10 mM
Tris-HCI pH 8,0; 0,2 mM EDTA; 1 M NaCl] geldst und anschlieRend bei -20C in
2,5 Vol. 100% (v/v) Ethanol Uber Nacht (. N.) geféllt. Der Zentrifugation bei 7.500 g
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und 4T folgten zwei Waschschritte mit je 1 ml 70% (v/v) Ethanol. AnschlieRend
wurde das Sediment 15 min bei RT getrocknet und in 50 pl TE-Puffer pH 7,5 mit 100
pg/ml RNase A bei RT resuspendiert.

2.7.4 Southern-Analyse

30 pug genomische DNA (s. 2.7.3) wurde mit Kpnl, BamHI bzw. Hindlll und in einem
einprozentigen TBE-Gel aufgetrennt. Zur Mobilisierung grof3er DNA-Fragmente
wurde das Gel anschlieend 20 min in 0,25 N HCI inkubiert, kurz in Wasser
gewaschen, 20 min in 0,4 N NaOH inkubiert und abschlieend noch einmal kurz mit
Wasser gewaschen. Uber mindestens 14 Stunden wurde die DNA mit 0,4 N NaOH
auf ,Hybond-N+* Membran (Amersham) Uubertragen. Geeignete cDNA-Sonden
wurden mittels ,High Prime* Kits (Boehringer Mannheim) und [a-**P]-dCTP
(Amersham) radioaktiv markiert. Die Hybridisierung der Membranen in ,Church*-
Puffer (Church und Gilbert, 1984) wurde wie bei (Herbers et al, 1995) beschrieben
durchgefuhrt. Transkript-spezifische Signale wurden durch Exposition gegen einen
Rontgenfilm (Kodak, Stuttgart) detektiert oder mit Hilfe eines Phosphoimagers (Fuji
FLA-3000, Fuji, Tokio, Japan) sichtbar gemacht.

2.7.5 Isolierung pflanzlicher RNA, Northern-Analyse

RNA aus Pflanzengewebe wurde nach der Methode von (Logemann et al., 1987)
isoliert. Zwischen 20 und 40 pg Gesamt-RNA wurden nach einem Denaturierungs-
schritt in einem 1,5% (w/v) Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt und durch Kapillar-
transfer . N. auf GeneScreen Membranen (NEN, Boston, USA) Ubertragen. Die
radioaktive Markierung von cDNA Fragmenten erfolgte durch Verwendung des ,High
Prime* Kits (Boehringer Mannheim) und [a-*P]-dCTP (Amersham). Die Hybridi-
sierung der Membranen in ,,Church“-Puffer (Church und Gilbert, 1984) wurde wie bei
(Herbers et al., 1995) beschrieben durchgefuhrt. Transkript-spezifische Signale
wurden durch Exposition gegen einen Rontgenfilm (Kodak, Stuttgart) detektiert oder
mit Hilfe eines Phosphoimagers (Fuji FLA-3000, Fuji, Tokio, Japan) aufgenommen.
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2.7.6 Reverse Transkription

Die reverse Transkription pflanzlicher RNA und Amplifizierung der einzelstrangigen
cDNA Uber PCR erfolgte nach dem Protokoll der M-MLV (H-) Reversen
Transkriptase (Promega, Madison, USA). 20 ug pflanzlicher RNA wurden zunéchst
mit DNase (Boehringer Mannheim) bei 37<C fir 45 min behandelt und anschlieRend
10 min bei 65T inhibiert. Nach Reinigung mit Pheno I/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) wurde die RNA mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat pH 5,2 gefallt, mit 70%
(v/v) Ethanol gewaschen und in 100 pl DEPC-behandeltem H>O geltst. Die cDNA
Erststrang-Synthese wurde in einem Ansatz mit 12,5 yl DNase-behandelter RNA, 5
pl 5x Reaktionspuffer, 2 pl dNTPs (2,5 mM), 1 ul Oligo-dT-Primer (50 mM;
dTpoVIG/C/A]) und 2,5 pl DEPC-behandeltem H,O nach Inkubation flr 5 min bei
65C, dann fur 5 min bei 37<C, und schliel3lich nach Zugabe von 1 pl Reverser
Transkriptase [M-MLV (H-), Promega] und 1pul RNase-Inhibitor (Boehringer
Mannheim) bei 37<C fur 60 min durchgefuhrt. Nach Hitzeinaktivierung fir 5 min bei
95 wurde die cDNA als Matrize fur anschlieende P CR-Reaktionen mit rTaq DNA-
Polymerase (Takara Shouzo, Japan) eingesetzt. Die PCR-Reaktion wurde parallel
mit genspezifischen Primern und Kontrollprimern fur Aktin (D256 und D257, s.
Anhang 1) durchgefuhrt. Es wurden mehrere Amplifikationen mit unterschiedlicher
Zyklenzahl (25-35 Zyklen) durchgefihrt, Aliquots des PCR-Ansatzes (1/10 des
Gesamtvolumens) gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Signalstarke der PCR-

Produkte verglichen, um den Bereich exponentieller Amplifikation zu bestimmen.

2.8 Proteinbiochemische Methoden

2.8.1 Western-Analyse

Gewebeproben gleicher Blattflache (0,81 cm?) von Tabak- und Arabidopsis-Pflanzen
wurden in 2x SDS-Probenpuffer [50 mM Tris-HCI pH 6,8; 5% (v/v) B-
Mercaptoethanol; 10% (v/v) Glycerin; 2% (w/v) SDS] homogenisiert. Nach
Hitzedenaturierung fur 10 min wurden die Zelltrimmer pelletiert und gleiche Volumen

des Uberstandes auf 12,5% (v/v) SDS-Polyacrylamidgelen durch Gelelektrophorese
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getrennt (LAmmli, 1970). Die Proteine wurden auf Nitrocellulose-Membranen
(Porablot, Macherey-Nagel, Duren) transferiert.

Die Entwicklung der Membranen erfolgte alternativ auf zwei verschiedene Weisen.
Dabei wurde TBS/T-Puffer aus 20 mM Tris, 500 mM NaCl und 0,1% (v/v) Tween 20
(Sigma) verwendet.

2.8.1.1 Entwicklung mittels Chemilumineszenz  durch Meerrettich-

Peroxidase und Quantifizierung von Immunosignalen

Die Membran wurde fur eine Stunde in TBS/T-Puffer mit 5% (w/v) filtriertem Mager-
milchpulver abgesattigt und nachfolgend dreimal mit TBS/T-Puffer gewaschen. Die
Inkubation mit dem spezifischen ersten Antikorper erfolgte in einer Verdinnung von
1:3000 bis 1:5000 in TBS/T mit 1% (w/v) filtriertem Magermilchpulver fur 1 h bei RT
oder U. N. bei 4C. Die Entwicklung der Immunoblots erfolgte mit dem ,SuperSignal
West Dura Extended Duration“-Substrat (Pierce, Rockford, USA) nach 1 h Inkubation
mit an Meerrettich-Peroxidase gekoppeltem sekundaren Antikorper (Pierce,
Verdinnung 1:100000 in TBS/T mit 1% (w/v) Milchpulver). Antikérper-spezifische
Signale wurden durch Exposition gegen Rontgenfilme (Kodak, Stuttgart) detektiert
oder mit Hilfe einer CCD-Kamera und dem ChemiDoc-System (Bio-Rad, Miinchen) in
Echtzeit aufgenommen und quantifiziert. Die Normalisierung der Western-Blots
erfolgte, wie bei Badur (1998) beschrieben, durch eine zusétzliche Beprobung und
Quantifizierung mit dem ersten Antikorper anti-Transketolase Antiserum (Verdinnung
1:5000 in TBS/T mit 1% (w/v) Milchpulver).

2.8.1.2 Entwicklung mittels Farbreaktion durch alka  lische Phosphatase

Die Membran wurde fur eine Stunde in TBS/T-Puffer mit 3% (w/v) Rinderserum-
Albumin (BSA) abgesattigt und dreimal mit TBS/T-Puffer gewaschen. Die Inkubation
mit dem spezifischen ersten Antikorper erfolgte in einer Verdinnung von 1:3000 in
TBS/T mit 1% (w/v) BSA fir 1 h bei RT oder bei 4C . N. Nach drei 5-minltigen
Waschschritten mit TBS/T wurde der zweite, biotinylierte Antikorper (Amersham) in
einer Verdinnung von 1:1000 in TBS/T mit 1% (w/v) BSA zugegeben und eine
Stunde inkubiert. Nach drei 5-minttigen Waschschritten wurde die Membran fur
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30 min mit Streptavidin-alkalischer Phosphatase (Amersham), 1:1000 verdinnt in
TBS/T, behandelt und erneut dreimal 5 min gewaschen. Durch Zugabe der Substrate
Nitro Blue Tetrazolium (NBT) und 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat-p-toluidin
(BCIP) in 0,017 bzw. 0,033 prozentiger Verdinnung in Diethanolamin-Puffer (10%
(v/v) Diethanolamin; 1 mM MgCl,; 0,002% (w/v) Nas; pH 9,6 mit HCI) wurden die
Bindungsstellen des ersten Antikorpers markiert.

2.8.2 Proteinfarbung mit Coomassie Brillantblau

Die auf SDS-Polyacrylamidgelen (Lammli, 1970) aufgetrennten Proben (s. 2.8.1)
wurden fur 5-30 min in einer Losung aus 0,2% (w/v) Coomassie R250, 42,3% (v/v)
Wasser, 42,5% (v/v) Ethanol, 10% (v/v) Essigsaure und 5% (v/v) Methanol gefarbt.
Die Entfarbung erfolgte in einer Lésung aus 10% (v/v) Essigséaure und 50% (v/v)

Methanol.

2.9 Physiologische Untersuchungen

2.9.1 Biomasse und Ertragsparameter

Die Arabidopsis-Samen wurden auf Erdkultur ausgelegt und unter kontrollierten
Kurztagbedingungen in einem Klimaraum (s. 2.2.1) angezogen. Nach etwa 10 Tagen
wurden 35 Pflanzen pro Linie vereinzelt und in neue Topfe Uberfihrt. Anschlie3end
wurden die Pflanzen fur weitere 32 Tage unter den beschriebenen Kurztagbedingun-
gen kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt wurden die gesamten Rosettenblatter von jeweils
10 Pflanzen vom Wourzelsystem entfernt fir die Bestimmung der Blattflache
ausgewachsener source Blatter mit Hilfe des Portable Area Meter LI-3000 (Lambda
Instruments Corporation, Lincoln, USA) sowie von Blattfrischgewicht und Blattanzahl
wahrend der nicht-induktiven, vegetativen Wachstumsphase. Durch Trocknen der
Rosetten fur zwei Tage bei 50C wurde das Trockenge wicht ermittelt. Unmittelbar
darauf wurden die verbleibenden Pflanzen ins Gewachshaus transferiert und fur
einen Zeitraum von 10-20 Tagen unter den beschriebenen Langtagbedingungen
kultiviert (s. 2.2.1), bis sich der Hauptspross ausbildete. Zu Beginn der Sprossbildung
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wurden erneut die Rosettenblatter von jeweils 10 Pflanzen vom Wurzelsystem
entfernt fur die Bestimmung der Blattflache ausgewachsener source-Blatter sowie
von Blattfrischgewicht und Blattanzahl wahrend der induktiven, generativen
Wachstumsphase. Anschlielend wurden die verbleibenden Pflanzen in Aracons
(Lehle Seeds, Round Rock, USA) verpackt, weitere zwei Wochen gegossen und
dann trocken gehalten, bis die Pflanzen vollstandig seneszent waren und sich die
Samenanlagen zu 6ffnen begannen. Das Gesamtgewicht der trockenen Rosetten-
Blatter sowie von Spross und Samen wurde pro Topf bestimmt. Das Samengewicht
von jeder individuellen Pflanze wurde ermittelt und zur Bestimmung des Ernte-
Indexes vom Gesamtgewicht abgezogen. Weiterhin wurde zur Berechnung des 1000
Korngewichtes das Gewicht von 100 einzeln abgezahlten Samen bestimmt.
Ausgehend von ermittelter Schotenzahl, Ertrag und 1000 Korngewicht jeder indivi-
duellen Pflanze wurde die Samenanzahl pro Samenanlage errechnet. Die Anzahl der
Samenanlagen wurde von Pflanzen ermittelt, deren Bliten vollstandig in den
Samenstand Ubergegangen waren Zur Bestimmung des Bluhinduktionszeitpunktes
wurden die Pflanzen 6 Wochen unter nicht induktiven Kurztagbedingungen
angezogen. Nach Transfer ins Gewachshaus mit induktiven Bedingungen wurden die
Tage ausgezahlt, bis die Petalen der ersten Blite am Hauptspross sichtbar wurden
(Alonso-Blanco et al., 1998).

2.9.2 Bestimmung von l6slichen Kohlenhydraten und Starke

Fur die Bestimmung von l0slichen Zuckern und Stérke transgener Tabak- und
Arabidopsis-Pflanzen wurde Blattgewebe identischer Flache (0,33 cm?) mit 80% (v/v)
Ethanol (20 mM HEPES-KOH pH 7,5) bei 80T fur 2 h e xtrahiert. Die Bestimmung
von Glukose, Fruktose und Saccharose im Uberstand erfolgte mit einem gekoppelten
optisch-enzymatischen Test wie bei (Stitt et al., 1989) beschrieben. Zur Starke-
bestimmung wurde das extrahierte Gewebe mit 0,2 N KOH fir 1 h bei 95T
aufgeschlossen und anschlieBend der pH-Wert mit 1 N Essigsaure auf 5,5-6,0
eingestellt. Die Quantifizierung der Starke erfolgte nach Hydrolyse mit Amylo-
glukosidase (2 U/ml, Boehringer, Mannheim) fur 2 h bei 55C Uber die Messung der
Glukoseeinheiten.

Die qualitative Analyse der Starkeverteilung in Blattern transgener Pflanzen wurde

mit Hilfe der Jodfarbung durchgefihrt. Blatter wurden zunéachst mit 80% (v/v) Ethanol
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im Wasserbad bei 55T vollstdndig entfarbt und ansc hlieBend fir 5-10 min mit
Lugol’scher Lésung [0,3% (w/v) Jod; 0,7% (w/v) Kaliumiodid] inkubiert. Die Farbung
wurde schlie3lich durch Waschen der Blatter mit H,O gestoppt.

Die Bestimmung von Phloemexudaten erfolgte zu drei verschiedenen Zeitpunkten
zum einen mit Pflanzen, die 6 Wochen unter Kurztag (vegetative Wachstumsphase)
zum anderen mit Pflanzen, die 6 Wochen unter Kurztag und zwei Wochen Langtag
(generative Wachstumsphase) sowie mit Pflanzen, welche eine weitere Woche unter
Langtag (beginnende Blattseneszenz) kultiviert wurden. Phloemexudate wurden von
jeweils 5 Pflanzen pro Linie erhalten. Pro Pflanze wurden zwei ausgewachsene
source-Blatter mit einer Rasierklinge an der Petiolbasis abgetrennt. Die Blatter
wurden in ein 1,5 ml-Eppendorfreaktionsgefald mit 200 pl 5 mM EDTA Uberfuhrt. Die
Exudation unter 150 pE Zusatzbeleuchtung und Wasser-gesattigter Atmosphare
(Corbesier et al., 1998) wurde uber einen Zeitraum von 6 Stunden durchgefihrt.
Aliquots wurden nach einer, zwei, vier und 6 Stunden abgenommen und die l6slichen

Zucker, wie oben beschrieben, gemessen.

2.9.3 Virusinfektion und immunologische Bestimmung des Virustiters

Fur die Infektion von Arabidopsis-Pflanzen wurde ein Turnip Mosaic Virus (TuMV)
Isolat von der Bundesanstalt fir Zichtungsforschung und Kulturpflanzen (Aschers-
leben) erhalten und Virusextrakt durch Homogenisieren von infiziertem Blattmaterial
in 100 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 7,0 (~ 1 g Blattmaterial in 20 ml Puffer)
hergestellt. Zur Pflanzeninokulation wurden untere source-Blatter mit Carborundum
(SIC, Sigma) bestreut, der Virusextrakt mit einem Pistill auf der Blattoberflache
gleichméafig verrieben, und die behandelten Blatter nach wenigen Minuten
Einwirkzeit mit Wasser abgespult. Virussymptome konnten in systemischen Blattern
etwa 10-12 Tage nach der Inokulation detektiert werden.

Zur Quantifizierung des Virustiters wurde Blattmaterial identischer Flache (0,66 cm?)
in PBS-Puffer mit 0,05% (v/v) Tween 20, 2% (w/v) PVP 25000 und 0,2% (w/v) BSA
homogenisiert. Serielle Verdinnungen des Pflanzenextraktes (1:1-1:64) wurden
mittels Doppeltem Antikdrper Sandwich (DAS)-ELSA unter Verwendung eines
monoklonalen Antikdrpers gegen TuMV (BIOREBA, Reinach, Schweiz) analysiert.
Der ELISA-Test wurde dabei nach dem Protokoll von BIOREBA durchgefiihrt und
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Extinktionen bei 405 nm mit dem ELISA-Lesegerat 340 ATTC (SLT, Crailsheim)
bestimmt (vergl. Auch (Herbers et al., 1996a)).

2.9.4 Bestimmung von Kallose

Die Kalloseextraktion und -bestimmung wurde nach dem Protokoll von (Kdhle et al.,
1985) durchgefiihrt. Blattgewebe gleicher Flache (0,81 cm?) von transgenen Tabak-
und Arabidopsis-Pflanzen wurde mit 80% (v/v) Ethanol (5 mM EDTA) homogenisiert
und mindestens 1 h bis 4. N. auf Eis inkubiert. Nach 5-mindtiger Zentrifugation bei
8000 g wurden die Zelltrimmer erneut in 80% (v/v) Ethanol (5 mM EDTA)
homogenisiert und pelletiert. Das Sediment wurde mit Aceton gewaschen und
anschlieend das Pellet fir 15 min im Vakuum getrocknet. Danach wurde das
Sediment in 1 M NaOH gelost, fir 20 min bei 80T in kubiert und die Zelltrimmer
durch 5 min Zentrifugation bei 8000 g entfernt. Parallel mit dem Anhydroglukose-
standard Pachyman (Megazyme, Bray, Irland) wurde der Uberstand mit 0,1% (w/v)
Anilinblau versetzt. Nach Zugabe von 1 N HCI wurde mit 1 M Glycin (pH 9,5)
neutralisiert. AnschlielRend wurde der Ansatz 20 min bei 50C und 50 min bei RT
inkubiert. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte im ELISA-Lesegerat Synergy HAT
(Bio-Tek, Bad Friedrichshall) bei einer Anregung von 400 nm und Emission von
510 nm.

2.10 Mikroskopische Techniken

2.10.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse von GFP-Fusionsproteinen in transgenen
Pflanzen erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135 (Carl Zeiss, Jena)
und dem konfokalen Laserscanning Mikroskop LSM 510 META (Carl Zeiss, Jena).
Die Signaldetektion erfolgte mit Hilfe von geeigneten Filtersatzen in den aufgefihrten

Wellenldngenbereichen (s. Tabelle 2-3).
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Tabelle 2-3: Filtersatze mit Wellenlangenbereichen zur Anregung und Detektion von GFP und
Chlorophylifluoreszenz

Aiovert135 LSM 510 META
Anregung Emission Anregung Emission
GFP 450-490 nm 515-565 nm 488 nm 510-525 nm
Chlorophyll  450-490 nm 517-700 nm 488 nm 645-700 nm

2.10.2 Transmissionselektronenmikroskopie und Immunolokali-

sierung

Elektronenmikroskopische Techniken wurden von Dr. Twan Rutten und Dr. Michael
Melzer am IPK Gatersleben durchgefuhrt. Gewebeproben wurden in HM20- oder
Spurr-Harz (Plano GmbH, Marburg) fixiert. Die Untersuchung der Objekte erfolgte an
einem Zeiss CEM 902A Transmissionselektronenmikroskop bei 80 kV.

2.11 Statistische Analyse

Die Rohdaten wurden in Microsoft Excel-Tabellen (Microsoft Inc., Redmond, WA,
USA) abgelegt.

Ein Teil der erhaltenen Daten wurde mittels Student’s t-Test in der SigmaPlot 7.1-
Software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) auf statistisch signifikante Werte hin
analysiert (Matros et al., 2006).

Zur statistischen Absicherung von Spaltunszahlen wurde der Chi?-Test angewendet
(Sachs, 2004). Er vergleicht die beobachteten Werte mit den erwarteten. Mit dem aus
der Chi’-Tabelle abgelesenen Wahrscheinlichkeitswert P fiir die entsprechenden
Freiheitsgrade wurde die Ubereinstimmung zwischen Hypothese und Beobachtung

Uberpruft.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Die Auswirkung des Potato leafroll virus Movement Proteins
(PLRV-MP17) auf das Wachstum transgener  Arabidopsis

thaliana-Pflanzen ist Dosis-abhéngig

Pflanzenviren kodieren Transportproteine, so genannte virale Movement Proteine
(MPs), welche den Zell-zu-Zell-Transport des viralen Genoms fir eine erfolgreiche
systemische Infektion der Pflanze vermitteln (Ghoshroy et al., 1997; Lazarowitz und
Beachy, 1999a). Dabei interagieren sie mit strukturellen Komponenten der
Plasmodesmen (PDs) und modifizieren die plasmodesmale Leitfahigkeit. Die stabile
Expression von MPs in transgenen Pflanzen wird begleitet von Veranderungen des
Kohlenhydratmetabolismus und der Photoassimilatverteilung sowie von Anderungen
in der Biomasseproduktion (Lucas et al., 1993; Balachandran et al., 1995; Olesinski
et al., 1995; Olesinski et al., 1996; Almon et al., 1997; Lucas und Wolf, 1999; Hofius
et al., 2001; Shalitin et al. 2002). Dies resultierte in der Hypothese, dass virale MPs
mit endogenen Molekilen (Protein, RNA) um das plasmodesmale Transportsystem
konkurrieren oder symplastische Netzwerke verandern und damit in sink/source-
Interaktionen eingreifen (Lucas und Wolf, 1999). Somit bieten MP-transgene
Pflanzen ein geeignetes System, um die Wirkungsweise von MPs auf PD-vermittelte
Transportmechanismen und die Regulation der Photoassimilatverteilung zwischen
sink und source zu untersuchen. Aus diesem Grund wurde aufbauend auf bisherigen
Untersuchungen, die im Wesentlichen in Nicotiana tabacum und Solanum tuberosum
erfolgten, das PLRV-MP17-System in dem Model-Organismus Arabidopsis thaliana
etabliert (Hofius, 2003).

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit lag ein wesentlicher Schwerpunkt in der wei-
teren zellbiologischen, biochemischen und physiologischen Analyse der MP17:GFP-
exprimierenden Columbia-Linien (Col-0). Dies sollte in Ergdnzung zu neu
transformierten, MP17:GFP-exprimierenden Linien in den Arabidopsis-Okotypen C24
und Landsberg erecta (Ler) erfolgen. Damit sollte der Einfluss von MP17 auf den
Kohlenhydratmetabolismus, die Biomasseverteilung, die sink/source-Beziehungen
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und die Virusanfélligkeit in transgenen Arabidopsis-Pflanzen untersucht werden.
Hierdurch sollten folgende Fragen beantwortet werden:
- Sind die in anderen Organismen beobachteten Effekte auch auf Brassicaceae
Ubertragbar und damit eine generelle Eigenschaft der MP17-PD-Interaktion?
- Gibt es in verschiedenen Arabidopsis-Okotypen eine &hnliche Wirkungs-
weise?
- Unterliegen die Veranderungen in Assimilattransport, Kohlenhydrat- und
Ressourcenverteilung sowie in der Resistenz gegeniber Virusinfektion einer

Korrelation mit der MP17-Proteinmenge?

3.1.1 Primarcharakterisierung von MP17:GFP-transgenen Arabidop-

sis thaliana-Linien

Zu Beginn der Arbeit standen konstitutiv MP17:GFP-exprimierende Arabidopsis-
Pflanzen des Okotyps Col-0 bereit. Sie wurden im Vorfeld von Dr. Daniel Hofius uiber
Vakuuminfiltration mit dem binaren Konstrukt p35S-1 (Hofius et al., 2001, Abb. 1A),
transformiert und homozygotes Saatgut generiert (Hofius, 2003).

Um die Frage zu beantworten, ob die Auswirkungen der MP17-Expression auf
pleiotrope Effekte oder spezifische Modifikationen von PDs zurtickzufihren und diese
auf verschiedene Arabidopsis-Okotypen zu (bertragen sind, wurden Wildtyp-
Pflanzen der Okotypen C24 und Ler stabil transformiert. Die Transformation wurde
mit dem oben genannten Konstrukt mittels Vakuuminfiltration (s. 2.4.1) nach
Agrobacterien-vermittelter Transformation durchgefihrt. Das gewonnene T1-Saatgut
wurde auf Kanamycin selektiert und resistente Keimlinge tiber Western-Analysen mit
Hilfe des anti-MP17 Antiserums (Tacke et al., 1993) bzw. Uber Fluoreszenz-
mikroskopie auf Expression von MP17:GFP durchmustert. Von 18 Transformanden
im Ler-Okotyp war bei 11 Pflanzen ein spezifisches Signal in einer Laufhthe von 45
kDa nachweisbar, was dem berechneten Molekulargewicht fir das Fusionsprotein
von 17 kDa (MP17) und 27 kDa (GFP) entsprach. Im C24-Okotyp wurden 150
Kanamycin-resistente Primartransformanden erhalten und mittels Fluoreszenz-
mikroskopie 70 Pflanzen identifiziert, welche eine punktuelle GFP-Fluoreszenz im

plasmodesmalen Zellwandbereich von Epidermiszellen zeigten.
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Transgene Pflanzen der Linien C24-35S-MP17:GFP 74, 81 und 84, die sich durch
unterschiedlich starke Fluoreszenzsignale auszeichneten und im Folgenden als C24-
81, -84 und -74 bezeichnet werden, wurden nach Verifizierung der MP17-Expression
in der T2-Generation analysiert. Von den beiden Linien Ler-35S-MP17:GFP 1 und 12

(A) (D) . 140
p35S-1 £ 120
o ©
£ 100 |
EcoRlI  BamHI EcoRlI Sall Hindlll 22 g0, *
e &S
—CaMV 35S \0CS.— ds 60 *k
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s 0
(Hofius et al., 2001) NS AR $ & >
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Pflanzenlinie
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WT 9 14 16 WT 1 12 WT 81 84 74
(B)
- B ‘
©

—_ -
-‘..__..... w — e <«— 45 KkDa

Abbildung 3-1: Expressionsanalyse von MP17:GFP in t ransgenen Arabidopsis-Linien der
Okotypen Columbia (Col-0), Landsberg erecta (Ler) und C24

(A) Schematische Darstellung der bindren Expressionskassette p35S-1, die zur Transformation von
Arabidopsis eingesetzt wurde. GFP wurde am 5°-Ende von MP17 fusioniert und die gesamte
kodierende Region (1209 bp) zwischen den CaMV-35S-Promotor und den ocs-Terminator des Bin19-
Vektors in die BamHI/Sall-Schnittstellen inseriert.

(B) Northern-Analyse von MP17:GFP-spezifischen Transkripten. Gesamt-RNA wurde von den ent-
sprechenden Kontrollpflanzen (WT) und MP17:GFP-transgenen Linien isoliert und 30 pg RNA pro
Spur aufgetragen. Der Northern-Blot wurde mit einer MP17-spezifischen cDNA-Sonde hybridisiert.

(C) Western-Analyse der MP17:GFP-Proteinakkumulation in verschiedenen transgenen Linien und der
jeweiligen WT-Kontrolle. Auf jede Spur wurden identische Mengen an Gesamtprotein (20 pg)
aufgetragen und unter Verwendung eines polyklonalen anti-MP17-Antiserums (1:5000 Verdinnung)
sowie eines sekundaren HRP-konjugierten IgG-Antikdrpers (1:100000) analysiert.

(D) Quantifizierung der MP17:GFP-Proteingehalte in den transgenen Arabidopsis-Linien. Die
Proteingehalte sind als prozentuale Mittelwerte + Standardfehler von 4 Pflanzen bezogen auf die
Referenzlinie Col-0-16 angezeigt. Unter Verwendung des Student’s t-Test wurde die Verschiedenheit
von der Bezugslinie Col-0-16 bestimmt. Signifikante Unterschiede sind als * P < 0,05, ** P < 0,01 und
*** P < 0,001 angegeben.
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(Ler-1 und Ler-12), die in der Western-Analyse das starkste MP17:GFP-Signal
zeigten, wurde Saatgut gewonnen und Uber mehrere Generationen so vermehrt,
dass fur die Analysen Pflanzenmaterial mit einheitlichem Phéanotyp erhalten wurde.
Die Untersuchungen der transgenen Linien im Ler- und C24-Hintergrund wurden
parallel zu den bereits homozygot MP17:GFP-exprimierenden Linien 9, 14 und 16 im
Col-0-Okotyp durchgefiihrt.

In Abb. 3-1 ist die Expressionsanalyse ausgewahlter transgener Arabidopsis-Linien
dargestellt, welche fiur die nachfolgenden Untersuchungen verwendet wurden. Bis
zur Probennahme fur die Bestimmung der MP17:GFP-Expression wurden die
Pflanzen 6 Wochen unter Kurztagbedingungen kultiviert.

Es konnte bestatigt werden, dass im Col-0-Okotyp die Linie 16 sowohl in der
Northern- als auch der Western-Analyse das starkste MP17-Expressionssignal
aufweist. Aus diesem Grund wurde die Linie Col-0-16 als Referenzlinie ausgewahlt
und bei der Bestimmung des MP17-Proteingehaltes in den verschiedenen
transgenen Linien der drei Arabidopsis-Okotypen wurden alle Werte auf den
Proteingehalt von Col-0-16 bezogen.

Die Quantifizierung der MP17:GFP-Proteinmengen erfolgte Uber quantitative
Western-Analyse unter Verwendung des polyklonalen anti-MP17-Antikdrpers. Zum
Abgleich des Gesamtproteingehaltes der verschiedenen Extrakte wurde eine
zusatzliche Beprobung der Western-Blots mit dem anti-Transketolase-(anti-TK)
Antiserum (Henkes et al.,, 2001) durchgefuhrt. Mdgliche Unterschiede in der
Signalstarke zwischen einzelnen Blots wurden durch jeweils drei unabhangige
Positivkontrollen ausgeglichen. Die Proteingehalte wurden als prozentuale Werte
Uber 4 Pflanzen gemittelt und der Standardfehler bestimmt. Dabei wurde die
Verschiedenheit von der Referenzlinie Col-0-16 mit Hilfe des Student’s t-Test
ermittelt.

Die Analysen ergaben, dass innerhalb des Col-0-Okotyps das MP17:GFP-
Expessionsniveau in den Linen 9 und 14 signifikant niedriger war als das von Col-0-
16. Dabei akkumulierten die beiden Linien MP17:GFP mit 28% (Col-0-9) im
niedrigeren und mit 78% (Col-0-14) im mittleren Expressionsbereich. Auch im
transgenen C24-Hintergrund war die Expression gegeniber der Bezugslinie deutlich
vermindert, und es ergab sich ein &dhnliches Bild wie in Col-0. Der MP17:GFP-
Proteingehalt in den ausgewahlten Linien erreichte 30% (C24-81), 45% (C24-84) und
80% (C24-74) im Verhaltnis zur Bezugslinie Col-0-16 und war fir C24-81 und C24-84
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statistisch signifikant niedriger. Im Gegensatz dazu Uberschritten beide transgene
Linien im Ler-Okotyp das MP17:GFP-Proteinexpressionsniveau von Col-0-16 um
12% bzw. 16%.

Die Expressionsanalyse zeigte, dass die MP17:GFP-spezifischen RNA-Signale der
Linien Col-0-16, Ler-1 und Ler-12 mit hohem Proteinexpressionslevel starker markiert
waren als in den schwacher exprimierenden C24-Linien, Col-0-9 und Col-0-14. Somit
konnte festgestellt werden, dass die Expressionsstarke des Fusionsproteins mit der
MP17:GFP-Transkriptmenge korrelierte. Daher sollte mittels Southern-Analyse
Uberpruft werden, ob die hohen Transkriptmengen der stark exprimierenden Linien
durch mehrere Insertionen des binaren Konstruktes p35S-1 bedingt wurden. Dazu
wurden als Restriktionsenzyme Kpnl, BamHI und Hindlll ausgewahlt. Sie schneiden
innerhalb der Expressionskassette an distinkten Restriktionsschnittstellen und fihren
somit zum Herausschneiden des Fusionskonstruktes bzw. zur Linearisierung der
DNA. Die so behandelte genomische DNA von 5 Wochen alten Pflanzen wurde mit
einem radioaktiv markierten MP17-Fragment als Sonde hybridisiert.

In der geschnittenen DNA von Col-0-14 wurde ein komplexes Bandenmuster
markiert, welches vermutlich auf multiple Insertionen der binaren
Expressionskassette zuriickzufiihren ist (Daten nicht gezeigt). Hingegen tragen die
Linien Col-0-9, Col-0-16 vermutlich nur eine Kopie.

Auffallig in den Southern-Analysen war, dass bei gleichméalig aufgetragenen
Mengen an genomischer DNA die Banden in Col-0-16 und den beiden Ler-Linien
eine deutlich geringere Signalstarke aufwiesen als in Col-0-9 und -14.

Die vorliegenden Ergebnisse bestéatigen, dass kein Zusammenhang zwischen Anzahl
an Insertionen der bindren Expressionskassette und Expressionsstarke von
MP17:GFP besteht.

3.1.2 Kohlenhydratstatus in MP17:GFP-transgenen Arabidopsis
Col-0, Ler und C24

Aus den Berichten einiger Autoren zu Untersuchungen TMV-MP30-transgener
Pflanzen, die hauptséachlich in Kartoffel und Tabak erfolgten, sind Veranderungen in
Kohlenhydratmetabolismus und —verteilung bekannt (Lucas et al, 1993;
Balachandran et al, 1995; Olesinski et al., 1995; Olesinski et al., 1996; Almon et al.,
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1997; Lucas und Wolf, 1999). Auch fur das MP17 des Phloem-limitierten Potato
leafroll virus (PLRV) wiesen Herbers et al. (1997) in Tabakpflanzen nach, dass die
Expression in einer Akkumulation von Kohlenhydraten und reduzierten
photosynthetischen Kapazitat in source-Blattern resultierte. Hofius et al. (2001)
konnten zeigen, dass die Modulationen des Kohlenstoffhydrathaushaltes mit der
Menge an MP17-Protein Kkorrelierte. Wohingegen die Verdnderung des
GroRRenausschlussvolumens der PD unabhéngig von der Expressionshdhe erfolgte.
Weiterhin war die konstitutive Expression des plasmodesmal lokalisierten, Pathogen-
responsiven Proteins PRms aus Mais in transgenen Tabakpflanzen mit der
Aktivierung des Saccharose-Effluxes aus photosynthetisch aktiven Blattern
verbunden (Murillo et al., 2003).

Daher wurde in Erganzung zur Expressionsanalyse der MP17:GFP-transgenen
Arabidopsis-Pflanzen ihr Kohlenhydratgehalt bestimmt, um zu Gberprtfen, ob diese
Linien und verschiedenen Arabidopsis-Okotypen ebenfalls Dosis-abhangigen
Veranderungen in Kohlenhydratmetabolismus und —verteilung unterliegen.

Die Gehalte an l6slichen Zuckern und Starke wurden in ausgewachsenen source-
Blattern von 5 Wochen alten Pflanzen homozygoter Col-0- und Ler-Linien gemessen.
Vor der Probennahme in den C24-Linien wurden zunachst alle T2-Pflanzen uber
Western-Analyse getestet und nur solche selektiert, die MP17:GFP-Protein
exprimieren.

Wie in Abb. 3-2 dargestellt, konnten frihere Beobachtungen zur Photoassimilat-
verteilung in den transgenen Col-O-Linien bestatigt werden (Hofius, 2003) und
belegen somit die Ubertragbarkeit der an Solanaceae erhobenen Daten auf
Arabidopsis.

In Ubereinstimmung mit den Daten aus Col-0-16 wiesen die beiden Ler-Linien, die
sich ebenfalls durch ein hohes MP17:GFP-Expressionsniveau auszeichneten, auch
signifikante Mengen an |6slichen Kohlenhydraten und Starke in source-Blattern auf.
Allerdings war die Akkumulation von Starke gegentber der entsprechenden WT-
Kontrolle nicht so ausgepragt wie in Col-0-16. In diesem Zusammenhang war in den
stark exprimierenden Linien das Verhaltnis von l6slichen Zuckern zu Starke um das
1,9- bis 2,6-fache erhdht.

Dagegen konnte in den schwacher exprimierenden C24-Linien 81 und 84 ein
tendenziell geringerer Gehalt an loslichen Zuckern beobachtet werden. Jedoch
erwiesen sich die Unterschiede im Vergleich zur jeweiligen WT-Referenz nicht als



3 ERGEBNISSE 36

statistisch signifikant. Lediglich im Starkegehalt von C24-74 konnte ein minimaler und
ebenfalls nicht statistisch abgesicherter Anstieg gegenuber der WT-Kontrolle
verzeichnet werden, wahrend der Gehalt an Hexosen und Saccharose unveréndert
blieb.

Die Werte der einzelnen Kohlenhydratmessungen sind mit den ermittelten
Signifikanzen tabellarisch im Anhang Il zusammengefasst.

16

Losliche Zucker Abbildung 3-2: Kohlenhydratgehalte in
MP17:GFP-transgenen Linien der
12 4 Okotypen Columbia (Col-0), Landsberg
10 1 ok erecta (Ler) und C24 im Vergleich zur
jeweiligen Wildtyp-Kontrolle (WT)
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Kurztagbedingungen angezogenen. 8
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von 10 Pflanzen pro Linie mit Fehlerbalken,
der den Standardfehler kennzeichnet,
angegeben. Mittels Student’s t-Test wurde die
Verschiedenheit von der jeweiligen WT-
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sind als * P < 0,05, ** P < 0,01 und *** P <
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3.1.3 Verifizierung von Phanotyp und Biomasseverteilung

Da die Anderungen im Kohlenhydrathaushalt infolge von MP-Expression haufig von
phénotypischen Auspragungen begleitet werden (Lucas et al., 1993; Balachandran et
al., 1995; Olesinski et al., 1995; Lucas et al., 1996; Olesinski et al., 1996; Almon et
al., 1997; Balachandran et al., 1997; Lucas und Wolf, 1999; Hofius et al., 2001;
Shalitin et al., 2002; Rinne et al., 2005) wurde im n&achsten Schritt die Verteilung der

Biomasse in verschiedenen Entwicklungsstadien untersucht.
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3.1.3.1 Anderung der vegetativen Blattbiomasse nach MP17-Expression

Zu diesem Zweck wurden jeweils 35 Pflanzen der ausgewahlten transgenen Linien in
den drei Okotypen Col-0, Ler und C24 unter Kurztagbedingungen in einer Phyto-
kammer angezogen. Reprdsentative, 5 Wochen alte Vertreter der homozygoten
Linien im Col-0- und Ler-Hintergrund sowie MP17:GFP-exprimierende Linien des
C24-Okotyps in der T2-Generation sind in Abb. 3-3 dokumentiert. Sie zeigten
erhebliche Veranderungen in der Verteilung der oberirdischen Biomasse.

Col-0 WT Col-0-9 Col-0-14 Col-0-16

Ler-1 Ler-12

C24 WT C24-81 C24-84 C24-74

Abbildung 3-3: Phanotyp MP17:GFP-transgener  Arabidopsis-Linien der Okotypen Columbia
(Col-0), Landsberg erecta (Ler) und C24 im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (WT ) nach 5
Wochen unter Kurztagbedingungen

Die Linien Col-0-16, Ler-1, Ler-12 und C24-74 mit einem hohen MP17:GFP-
Expressionsniveau zeichneten sich, wie bereits bei Hofius (2003) fir Col-0-16
beschrieben, durch einen verminderten Wuchs und ein auffalliges Ausbleichen der
Interkostalregionen in den unteren source-Blattern aus. Hingegen schienen die
Pflanzen der schwéacher exprimierenden Linien Col-0-9 und C24-81 grofRer zu sein
als der entsprechende WT, wahrend Col-0-14 und C24-84 mit einem mittleren
MP17:GFP-Expressionsniveau unverandert aussahen.

Um diese Veradnderungen zu verifizieren, wurden die MP17:GFP-exprimierenden
Linien der drei Arabidopsis-Okotypen Col-0, Ler und C24 nach 6 Wochen
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Kultivierung unter Kurztagbedingungen analysiert (s. Tab. 3-1). Dazu wurden von
jeweils 5-10 Pflanzen pro Linie durch Abtrennen der Rosettenblatter vom
Wourzelsystem die Blattfrischgewichte ermittelt, die Gesamtblatter pro Pflanze
ausgezahlt und mittels Portable Area Meter die Blattflache von zwei reprasentativen
source-Blattern je Pflanze bestimmt. Im Col-0-Hintergrund wurden die Werte tber
drei unabhangige Anzuchten (Set 1, 3 und 4) gemittelt, die im Anhang Ill angegeben

sind.

Tabelle 3-1: Analyse der vegetativen Blattbiomasse von MP17:GFP-exprimierenden
Arabidopsis-Pflanzen

Linie Blattfrischgewicht Blattzahl Blattflache
[a] [cm?]
Col-OWT 1,923 + 0,076 32,800 £ 0,520 5,062 + 0,412
Col-0-9 2,226 +0,078* 34,000 £ 0,500 5,159 £ 0,128
Col-0-14 1,754 + 0,069 32,800 £ 0,412 4,799 £ 0,550
Col-0-16 0,264 £ 0,017*** 20,600 + 0,424*** 1,890 £ 0,175***
Ler WT 2,414 + 0,136 30,286 £ 0,768 4,992 £ 0,301
Ler-1 0,155 + 0,017*** 16,200 % 0,265*** 1,632 £0,117***
Ler-12 0,204 + 0,024*** 18,000 + 0,316*** 1,783 + 0,055***
C24 WT 1,350 £ 0,022 35,500 £ 0,224 3,835+£0,217
C24-81 1,900 + 0,146* 35,000 +£1,470 4,022 +0,167
C24-84 1,383 + 0,099 30,000 + 1,058 3,302 £0,175
C24-74 0,400 + 0,071*** 18,714 + 0,539*** 1,814 £0,218***

Aufgefuihrt sind Blattfrischgewicht, Gesamtblattzahl und Uber zwei Blatter pro Pflanze gemittelte
Blattflache der transgenen Linien im Vergleich zur jeweiligen WT-Kontrolle. Die Pflanzen wurden 6
Wochen unter Kurztagbedingungen kultiviert und die Daten sind angegeben als Mittelwert *
Standardfehler von 5-10 Pflanzen von Landsberg erecta (Ler) und C24. Die Werte des Columbia-
Okotyps (Col-0) wurden aus drei unabhéngigen Datensets ermittelt. Signifikante Unterschiede von der
jeweiligen Kontrolle (* P < 0,05, ** P < 0,01 und *** P < 0,001) wurden unter Verwendung des
Student’s t-Test bestimmt.

Die Analyse der oberirdischen Biomasse wahrend der vegetativen, nicht-induktiven
Wachstumsphase ergab, dass das Blattfrischgewicht in Col-0-16 nur 14% vom WT-
Niveau betrug und damit aufgrund einer deutlich geringeren Blattzahl bei gleichzeitig
wesentlich kleineren Blattern statistisch signifikant reduziert war. Weil die Blattanzahl
auf 63% reduziert war und die Blattflachen 37% vom WT ausmachten, missen die
einzelnen Blatter signifikant leichter sein. Ahnlich verhielt es sich in den beiden Ler-
Linien (Datenset 4), die ebenfalls ein sehr hohes MP17:GFP-Expressionsniveau
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aufwiesen. Bei ihnen erreichte die Blattbiomasse sogar nur 6% bzw. 8% vom
zugehorigen WT und stand gleichfalls mit einer signifikanten Reduktion von Blattzahl,
-flache und -gewicht in Zusammenhang. Auch in der Linie C24-74 war mit 30% der
WT-Blattbiomasse das Wachstum deutlich gehemmt.

Im Gegensatz dazu produzierten die schwacher exprimierenden Linien Col-0-9 und
C24-81 mehr Blattbiomasse (116% und 141%) als die entsprechenden WT-
Kontrollen. In Ubereinstimmung damit deutete sich an, dass Col-0-9 und C24-81
tendenziell aber nicht statistisch signifikant mehr und grél3ere Blatter ausbildeten als
der jeweilige WT. Daraus konnte errechnet werden, dass die Blatter in diesen Linien
signifikant schwerer sein missen.

Insgesamt fiel auf, dass die hochste MP17:GFP-Expression und starkste
Akkumulation von l6slichen Zuckern und Stéarke in den source-Blattern von Col-0-16,
Ler-1 und Ler-12 von der geringsten Biomasseproduktion begleitet war. Ein etwas
schwacheres Expressionsniveau und eine weniger ausgepragte
Wachstumshemmung in C24-74 waren nur mit einem minimalen Anstieg des
Gesamtkohlenhydratgehaltes verbunden. Demgegeniber schien die erhohte
vegetative Blattbiomasse in den schwacher exprimierenden Linien Col-0-9 und C24-
81 mit einer leichten Reduktion von Saccharose und Starke in Zusammenhang zu

stehen.

3.1.3.2 Bestimmung von generativer Blattbiomasse un  d Bluhinduktions-
zeitpunkt

Um weiterhin aufzukléaren, ob neben den beobachteten Veranderungen in vegetativer
Blattbiomasse und der Photoassimilatverteilung auch der Ubergang der MP17:GFP-
transgenen Linien von vegetativem zu generativem Wachstum betroffen ist, wurde
die oberirdische Blattbiomasse im generativen, induktiven Entwicklungsstadium
untersucht (s. Abb. 3-4). Dazu wurden die verbleibenden 25 Pflanzen jeder Linie
unmittelbar nach 6 Wochen Kurztag unter Langtagbedingungen transferiert.

Etwa zwei Wochen nach Transfer begann die Sprossbildung. In diesem Stadium
naherte sich die Gesamtblattzahl der transgenen Linien dem Okotyp-spezifischen
WT-Niveau an. Das traf sowohl auf die schwacher exprimierenden als auch die stark
MP17:GFP-akkumulierenden Linien zu. Lediglich in allen transgenen Linien des C24-
Okotyps war die Anzahl der Blatter gegeniiber der WT-Kontrolle deutlich erniedrigt.
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Im Gegensatz dazu blieben die spezifischen Unterschiede der transgenen Linien in
Flache und Gewicht von zwei reprasentativen source-Blattern pro Pflanze auch
wéahrend der generativen Wachstumsphase weitestgehend bestehen. Die source-
Blattflache der schwach exprimierenden Linien Col-0-9 und C24-81 war gegeniber
dem entsprechenden WT um 28% bzw. 16% erhoht. Dies war begleitet von einem
groReren Frischgewicht dieser Blatter als in der dazugehdrigen Kontrolle. In der
statistischen Analyse erwies sich die Erhdhung in GroRe und Gewicht der source-
Blatter von Col-0-9 als signifikant.

Demgegenuber war die Blattgrof3e der stark exprimierenden Linien Col-0-16, Ler-1
und Ler-12 signifikant auf 42%, 62% bzw. 64% im Vergleich zum jeweiligen WT
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reduziert, was sich auch auf das Gewicht auswirkte. Im Zusammenhang mit dem
Anstieg in der Gesamtblattzahl wahrend der generativen Wachstumsphase wuirde
sich in diesen Linien eine geringere Reduktion im Gesamtfrischgewicht der
oberirdischen Biomasse ergeben als im vegetativen Stadium. Es fiel auf, dass das
Wachstum in Form von Blattflache und -frischgewicht der mittelhoch exprimierenden
Linie C24-74 um etwa 16% bzw. 27% gehemmt war und die Inhibierung der
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Abbildung 3-5: Bluhverhalten MP17:GFP-transgener Arabidopsis-Linien der Okotypen
Columbia (Col-0), Landsberg erecta (Ler) und C24 im Vergleich zur entsprechenden WT-
Kontrolle

Die Pflanzen wurden 6 Wochen unter Kurztag angezogen, anschlielend unter Langtagbedingungen
transferiert und die Anzahl der Tage unter Langtag bis zum Offnen der ersten Bliite ermittelt. Unter (A)
ist die Dokumentation 14 Tage (Col-0), 15 Tage (Ler) und 10 Tage (C24) nach Transfer unter Langtag
abgebildet. Der Hauptspross wurde heraus vergroert und der GréBenmalstab gibt 10 cm an. Unter
(B) ist die Differenz des Bluhinduktionszeitpunktes im Verhaltnis zum Okotyp-spezifischen WT als
Mittelwert + Standardfehler von 10 Pflanzen pro Linie angegeben (Col-0 WT = 11,9, Ler WT = 8,8,
C24 WT = 10,1 Tage unter Langtag bis Bluhinduktion). Unter Verwendung des Student’s t-Test wurde
die Verschiedenheit zur jeweiligen WT-Kontrolle bestimmt. Signifikante Unterschiede sind als *** P <
0,001 angegeben.

Ausbildung von oberirdischer Biomasse wahrend der generativen Wachstumsphase

damit ebenfalls deutlich geringer ausfiel als in Col-0-16, Ler-1 und Ler-12. In der
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statistischen Analyse erwies sich diese Reduktion lediglich fur das Blattfrischgewicht
als statistisch signifikant. Wahrend dessen war in den Linien Col-0-14 und C24-84
mit einem mittleren Expressionsniveau kein Unterschied gegentiber der WT-Kontrolle
zu beobachten.

Das mit dem Ubergang von vegetativer zu generativer Wachstumsphase verbundene
Bluhverhalten war in den MP17:GFP-transgenen Linien ebenfalls verandert. Dabel
wurden nach 6-woéchiger Kultivierung unter Kurztag und anschlieRendem Transfer
unter Langtagbedingungen die Tage unter Langtag bis zum Offnen der ersten Bliite
am Hauptspross von jeweils 10 Pflanzen ausgezahlt. In den niedrigen und mittelstark
exprimierenden Linien C24-81, C24-84 und Col-0-9 war der Bluhinduktionszeitpunkt
um ungefahr sechs, drei und einen Tag(e) im Vergleich zum entsprechenden WT
vorverlegt (s. Abb. 3-5). Die statistische Analyse ergab, dass diese Linien mit einer
Wahrscheinlichkeit von P < 0,001 signifikant friher blihen als die Kontrolle.
Wahrenddessen war die Induktion des Blihzeitpunktes in den stark MP17:GFP-
akkumulierenden Linien C24-74, Col-0-16, Ler-1 und Ler-12 gegeniiber der Okotyp-
spezifischen WT-Kontrolle signifikant um sieben, sechs und vier Tage verzdgert.
Trotz dieser ahnlichen Tendenzen im Bluhverhalten in Abh&ngigkeit von der
MP17:GFP-Expressionsstarke war zu beobachten, dass sich der Zeitpunkt der
Bluhinduktion in den verschiedenen Okotypen spezifisch unterscheidet. Der
Mittelwert unter Langtagbedingungen bis zum Offnen der ersten Bliite lag im Col-0
WT bei etwa 12 Tagen, im Ler WT bei fast 8 Tagen und fir den C24 WT betrug er 10
Tage.

3.1.3.3 Untersuchungen zum Samenertrag und Ernteind  ex

Die Verschiebung des Bluhinduktionszeitpunktes deutete an, dass der Dosis-
abhéngige Einfluss des MP17:GFP-Gehaltes auf die Kohlenhydratverteilung im
Zusammenhang mit der Akkumulation von vegetativer und generativer Biomasse mit
spezifischen Veranderungen der reproduktiven Leistung verbunden sein kbnnte. Aus
diesem Grund wurde der Samenertrag von 5-10 Pflanzen pro transgener Linie und
WT bestimmt, die nach der Untersuchung von vegetativer und generativer
Blattbiomasse verblieben waren. Die Schoten am Hauptspross begannen sich zu

offnen und die Pflanzen waren alle vollstandig seneszent, nachdem sie zunachst 6
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Wochen unter Kurztag angezogen und anschlieRend unter Langtag transferiert
wurden.

Wie in Abb. 3-6 gezeigt, war die hohe MP17:GFP-Expression der stark im Wachstum
gehemmten Linie Col-0-16 in drei unabh&ngigen Anzuchten (Set 1, 3 und 4) mit einer
konsistenten und signifikanten Zunahme im Samenertrag um durchschnittlich 29%
beziglich der WT-Kontrolle verbunden. Zur Verifizierung, ob der Samenertrag auch
in den beiden stark exprimierenden Ler-Linien 1 und 12 verbessert ist, wurden im
unabhangigen Anzuchtset 4 die Col-0- und Ler-Linien parallel kultiviert. In
Ubereinstimmung mit den Daten aus Col-0-16 war die Samenproduktion in diesen

beiden Linien ebenfalls signifikant um 49% bzw. 26% erhght.
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Abbildung 3-6: Samenertrag MP17:GFP-transgener  Arabidopsis-Pflanzen

Die reproduktive Leistung wurde von 5-10 vollstandig seneszenten Pflanzen der Okotypen Landsberg
erecta (Ler) und C24 bestimmt. Im Columbia-Okotyp (Col-0) resultieren die Daten aus drei
unabhangigen Anzuchten mit jeweils 10 Pflanzen pro Linie. Angegeben sind die Mittelwerte des
Samenertrages pro Pflanze. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Unter Verwendung
des Student’s t-Test wurde die Verschiedenheit zur jeweiligen WT-Kontrolle bestimmt. Signifikante
Unterschiede sind als * P < 0,05, ** P < 0,01 und *** P < 0,001 angegeben.

Hingegen erschien der Samenertrag in den schwacher exprimierenden Linien Col-0-
9 und Col-0-14 nur leicht erhdht. Wahrenddessen war er in den C24-Linien, deren
Daten aus einer unabhangigen Anzucht stammen, entweder unverandert oder in
Linie C24-84, welche unter Kurztagbedingungen die hochste Akkumulation an
vegetativer Blattbiomasse zeigte, sogar leicht reduziert.

Die Werte der einzelnen Datensets von Col-0 und Ler sind im Anhang Ill angegeben.
Um die Frage zu beantworten, worin die Ursache der Verdnderungen im

Samenertrag liegt, wurde in einem weiteren Datenset mit jeweils 5-10 Pflanzen pro
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Linie die Anzahl der Schoten ausgezahlt sowie von vollstandig seneszenten Pflanzen
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Abbildung 3-7: Analyse der Ressourcenverteilung zum Erntezeitpunkt von MP17:GFP-

exprimierenden Arabidopsis-Linien der Okotypen Columbia (Col-0), Landsberg erecta (Ler) und
C24

Die Untersuchungen wurden mit jeweils 5-10 Pflanzen pro Linie durchgefuhrt. Das Auszahlen der
Schotenanzahl erfolgte an Pflanzen, deren Bliten in den Samenstand Ubergegangen waren. Zum
Zeitpunkt der Ernte waren die Pflanzen vollstindig seneszent. Es sind Mittelwert + Standardfehler
angegeben. Die Verschiedenheit zur jeweiligen WT-Kontrolle wurde mittels Student’s t-Test bestimmt.
Signifikante Unterschiede sind als * P < 0,05, ** P < 0,01 und *** P < 0,001 gekennzeichnet.
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die Auswirkungen auf die Verteilung der reproduktiven Biomasse und den Ernteindex
untersucht. Der Ernteindex ist definiert als das Verhaltnis von Samen- zu
Pflanzengewicht. Damit ist er ein wichtiger Indikator fur die Ressourcenverteilung in
erntefdhigen Organen und ein entscheidender landwirtschaftlicher Parameter fur die
Ertragsfahigkeit einer Sorte. Zur Vergleichbarkeit der Daten wurden die zu
untersuchenden Pflanzen identisch zu den Linien fur die Bestimmung des
Samenertrages angezogen.

Die in Abb. 3-7 dargestellte Produktion an Gesamttrockengewicht veranschaulicht,
dass Col-0-16, Ler-1 und Ler-12 ca. 44%, 69% und 70% der jeweiligen WT-
Biomasse akkumulierten. Dies gibt einen weiteren Hinweis darauf, dass die Induktion
des generativen Entwicklungsstadiums die dramatische Hemmung in der Bildung von
vegetativer Biomasse dieser transgenen Linien teilweise kompensiert. In
Ubereinstimmung mit friiheren Ergebnissen manifestierte sich das verbesserte
reproduktive Wachstum in allen drei Linien ebenfalls in einer erhdhten
Samenproduktion. Dies resultierte in einer wesentlichen und statistisch signifikanten
Erhdhung des Ernteindex um das 2,8-fache bei Col-0-16 und um das 1,8-fache flr
die beiden Ler-Linien 1 und 12 im Vergleich zur Okotyp-spezifischen WT-Kontrolle.
Fur die Verifizierung des erhbhten Samenertrages infolge hoher MP17:GFP-Protein-
expression wurde das 100-Samengewicht von je 5 Pflanzen pro Linie bestimmt und
fur alle Linien wurde kein gro3erer Unterschied zur WT-Referenz gefunden. Das wies
auf einen Anstieg der Samenanzahl in den stark exprimierenden Linen Col-0-16, Ler-
1 und Ler-12 hin. Das Auszahlen der Schoten pro Pflanze liel3 eine kontinuierliche
Abnahme in den transgenen Linien im Verhaltnis zum jeweiligen WT erkennen. Der
Mittelwert der Schoten pro Pflanze betrug 498 in Col-0-16 vs. 516 im Col-0 WT, 302
in Ler-1 und 298 in Ler-12 vs. 320 im Ler WT. Folglich zeichnete sich der Trend ab,
dass die durchschnittliche Anzahl von Samen pro Schote von etwa 12 in der Col-0
WT-Kontrolle auf 15 in Col-0-16 und von 20 in der Ler WT-Referenz auf 25 in den
beiden Linien Ler-1 und Ler-12 anstieg. Diese Werte wurden rechnerisch aus den
Mittelwerten von Schotenzahl, Samenertrag und 100-Samengewicht ermittelt.

Fur die niedriger exprimierenden Linien Col-0-9 und Col-0-14 zeichnete sich ab, dass
das Pflanzentrockengewicht leicht aber nicht statistisch signifikant erhoht war,
wahrend der Samenertrag keinen Unterschied im Vergleich zur WT-Kontrolle zeigte.
Das fuhrte zu einer schwachen Reduktion im Ernteindex, die sich in der statistischen
Analyse fur Col-0-9 als signifikant erwies, in der bereits die vegetative und generative
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Blattbiomasse erhdht war. Da das 100-Samengewicht dieser beiden Col-O-Linien
gegenuber der Kontrolle unverandert und parallel dazu ein minimaler Anstieg in der
Schotenzahl nachweisbar war, resultierte daraus rechnerisch eine tendenziell
geringere Samenanzahl pro Schote.

In den MP17:GFP-transgenen C24-Linien mit geringerem Expressionsniveau als in
Col-0-16 zeigte sich ein etwas anderes Bild. Sie wiesen generell ein deutlich
geringeres Trockengewicht als ihre Okotyp-spezifische WT-Referenz auf. Dabei war
dennoch in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus den beiden anderen
Okotypen die Tendenz erkennbar, dass das Trockengewicht mit zunehmender
Expressionsstarke abnahm und gleichzeitig der Samenertrag umgekehrt proportional
dazu minimal anstieg. Er unterschied sich jedoch nicht signifikant von der WT-
Kontrolle. Aus deutlich geringerer Schotenanzahl und 100-Samengewicht liel3 sich
somit ein Anstieg in der Samenanzahl pro Schote errechnen.

3.1.4 Resistenzeigenschaften gegentber der Infektion mit TuMV

Die Veranderungen der transgenen Arabidopsis-Linien in der Akkumulation von
Biomasse, die sich wahrend des gesamten Generationszyklus bis hin zur
reproduktiven Leistung beobachten lassen, sowie in der Photoassimilatverteilung
legen einen Eingriff von MP17:GFP in den Kohlenhydratmetabolismus bzw.
Assimilattransport nahe. Zudem wurde in MP17-exprimierenden Tabaklinien eine
eingeschrankte Resistenz gegentber dem nicht-verwandten Potato virus Y (PVY)-
Potyvirus nachgewiesen (Herbers et al.,, 1997), wobei die erhdhten Resistenz
eigenschaften von der MP17-Dosis abhangig waren und nur in transgenen Pflanzen
auftraten, die sich durch Kohlenhydratakkumulation und Wachstumsretardierung
auszeichneten (Hofius et al., 2001).

Aus diesem Grund sollte im Rahmen der Charakterisierung quantitativ bestimmt
werden, ob sich auch in den MP17:GFP-transgenen Arabidopsis-Linien
Veranderungen in der Virusanfalligkeit zeigen. Fur das Virusinfektionsexperiment
wurden aufgrund der Okotyp-unabhéngigen Effekte der MP17:GFP-Expression
lediglich die Linien im Col-0- und Ler-Hintergrund ausgewabhlt.

Die Infektion erfolgte mit dem RNA-Virus Turnip mosaic virus (TuMV), da es
Hinweise gab, dass dieser Potyvirus Brassicaceae wie Arabidopsis befallt (Kaneko et
al., 2004).
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Abbildung 3-8: TuMV-Infektion von MP17:GFP-transgen  en Arabidopsis-Linien

Die Aufnahmen dokumentieren die Symptome TuMV-infizierter Arabidopsis-Pflanzen der Okotypen
Columbia (Col-0) und Landsberg erecta (Ler) in Gegenlberstellung zu nicht infizierten Pflanzen und
den entsprechenden WT-Kontrollen. Im Diagramm ist die Quantifizierung der TuMV-Capsid-
Proteingehalte 18 Tage nach Infektion in systemischen Blattern mittels ELISA-Virustiterbestimmung
dargestellt. Die Werte représentieren die Mittelwerte von 20 Pflanzen + Standardfehler und sind in
Prozent des WT-Gehaltes angegeben. Die Pflanzen waren zum Zeitpunkt der TuMV-Infektion drei
Wochen alt und hatten 8-12 Bléatter ausgebildet. Der GréRenmalstab gibt 10 cm an. n. inf.: nicht
infiziert, inf.: infiziert.

Der TuMV-Virusextrakt wurde auf drei untere source-Blatter pro Pflanze aufgetragen
(n=20 Pflanzen pro Linie). Zum Zeitpunkt der Infektion waren die Pflanzen drei
Wochen alt und hatten 8 bis 12 Blatter ausgebildet. Zwei Wochen nach Infektion
traten erste Infektionssymptome auf (s. Abb. 3-8). Erste Anzeichen einer Infektion
sind vorzeitige Gelbfarbung und der Verlust alterer Blatter. Jingere Blatter, die nach
der Infektion gebildet werden, sind verkimmert und eingerolit.

Die ELISA-Bestimmung der Virustiter 18 Tage nach Infektion ergab in den
systemischen Blattern von Col-0-14, welche einen MP17:GFP-Proteingehalt von 78%
im Vergleich zur Referenzlinie Col-0-16 aufwies, eine signifikante Erhéhung des
TuMV-Levels um 52% gegenuber der WT-Kontrolle. Dabei fiel auf, dass nur in Col-0-
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14 der Gehalt an |oslichen Zuckern leicht erhéht war, wahrend die Starke
unverandert blieb. Ein geringerer MP17:GFP-Expressionslevel in Linie Col-0-9 hatte
keinen Einfluss auf die TuMV-Ausbreitung. Dagegen fiihrte ein sehr hohes
MP17:GFP-Expressionsniveau in den Linien Col-0-16 und Ler-1, welche drastische
Mengen an Kohlenhydraten akkumulierten und eine drastische Wachstumsretar-
dierung zeigten, zu einer deutlichen, aber nicht signifikanten Reduktion des TuMV-
Capsid-Proteins um 25% bzw. 11%.

3.1.5 Korrelationsanalyse der MP17:GFP-induzierten Veranderungen

Zur Verifizierung des direkten Verhaltnisses von MP17:GFP-Proteingehalt,
veranderter Kohlenhydratverteilung, Virustransport, Biomasse, Samenproduktion,
Ernteindex und Bluhinduktion wurden die relativen Werte der transgenen Col-0-, Ler-
und C24-Linien (angegeben als Prozente der Okotyp-spezifischen WT-Kontrolle)
gegeneinander aufgetragen.

Die in Abb. 3-9 dargestellte lineare Regressionsanalyse offenbarte, dass keine
Korrelation zwischen MP17:GFP-Expressionsniveau und TuMV-Virusausbreitung
(r*=0,063) besteht. Das lasst darauf schlieRen, dass der Virustransport in diesen
Pflanzen einer Optimumskurve der MP17:GFP-Expressionsstarke zu folgen scheint.

Dagegen zeigte sich eine hoch signifikante negative Korrelation zwischen
MP17:GFP-Proteingehalt und Blattfrischgewichtproduktion sowohl unter vegetativen
Kurztagbedingungen (r>=0,889) als auch in der generativen Wachstumsphase
(r’=0,864), wahrend der Samenertrag positiv mit dem Proteinlevel korrelierte
(r’=0,678). Es fallt dabei auf, dass die negative Korrelation der MP17:GFP-
Expressionsstarke mit der Biomasseverteilung im Falle des generativen
Pflanzentrockengewichtes deutlich auf r’=0,167 abnahm.

Bemerkenswerter Weise zeigte sich, dass die Saccharosegehalte in gleicher Art und
Weise mit dem vegetativen und generativen Blattfrischgewicht sowie dem
Samenertrag korrelierten wie der MP17:GFP-Proteingehalt. Die negative Korrelation
mit vegetativem und generativem Blattfrischgewicht betrug 0,728 bzw. 0,852. Fir die
positive Korrelation mit dem Samenertrag ergab sich ein Korrelationskoeffizient von
r’=0,669. In diesem Zusammenhang lieR sich eine positive Korrelation von
MP17:GFP-Proteinexpressionsniveau und Saccharosegehalt (r?=0,695) nachweisen.

Weiterhin konnte auch fur die Auftragung der Fruktosegehalte gegen den
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Samenertrag eine positive  Korrelation (r’=0,916) festgestellt  werden.
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Abbildung 3-9: Korrelationsanalyse der Veranderunge n in MP17:GFP-exprimierenden
Arabidospsis-Pflanzen der Okotypen Columbia, Landsberg erecta und C24 im Vergleich zur
entsprechenden WT-Referenz
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Es wurden aufgetragen: (A) MP17:GFP-Proteingehalte vs. Kohlenhydrate, (B) MP17:GFP-
Proteingehalte vs. TuMV-Virusausbreitung und Biomasse, (C) Glukosegehalte vs. TuMV-
Virusausbreitung und Biomasse, (D) Fruktosegehalte vs. TuMV-Virusausbreitung und Biomasse, (E)
Saccharosegehalte vs. TuMV-Virusausbreitung und Biomasse, (F) Gehalte I8slicher Zucker vs. TuUMV-
Virusausbreitung und Biomasse, (G) Starkegehalte vs. TuMV-Virusausbreitung und Biomasse, (H)
Gesamtkohlenhydratgehalte vs. TuMV-Virusausbreitung und Biomasse. Die Daten reprasentieren
Mittelwerte + Standardfehler und sind in Prozent bezogen auf die Okotyp-spezifische WT-Kontrolle
dargestellt. Unter Verwendun% der SigmaPlot 7.1-Software wurde die Korrelation ermittelt und der
Korrelationskoeffizient ist mit r* angegeben. Miteinander signifikant korrelierende Faktoren wurden rot
hervorgehoben. gen.: generativ, veg.: vegetativ, ges.: gesamt, CP: Capsid-Protein, FG: Frischgewicht,
TG: Trockengewicht, ZP: Zeitpunkt.

3.1.6 Wachstumsspezifische Anderungen der Saccharoseexportraten

Wie die Bestimmung von Kohlenhydratgehalten und Biomasseverteilung zeigten,
vermittelte die konstitutive MP17:GFP-Expression in transgenen Arabidopsis-
Pflanzen phanotypische Anderungen. Um einen eventuellen Zusammenhang
zwischen dem Dosis-abhéangigen und gegensatzlichen Einfluss von MP17 auf Blatt-
biomasse- und Samenproduktion mit der Assimilatbereitstellung zu untersuchen,
wurde die Saccharosetransportkapazitat der source-Blatter ermittelt. Dies erfolgte im
Vergleich zur Okotyp-spezifischen WT-Kontrolle mit jeweils 10 Proben pro Linie
wahrend vegetativer und reproduktiver Wachstumsphase. Dazu wurden die Pflanzen
unter identischen Bedingungen angezogen wie bei Analysen zu vegetativem und
generativem Wachstum. Im vegetativen (6 Wochen Kurztag), generativen (6 Wochen
Kurztag und etwa zwei Wochen Langtag) und beginnenden seneszenten
Blattentwicklungsstadium (6 Wochen Kurztag und etwa drei Wochen Langtag). Die
Abgabe l6slicher Kohlenhydrate von an der Petiole abgetrennten source-Bléattern
wurde Uber einen Zeitraum von 6 Stunden gemessen.

Wie in Abb. 3-10 dargestellt, waren in Ubereinstimmung mit der erhéhten Produktion
von vegetativer Blattbiomasse in den Arabidopsis-Linien Col-0-9 und C24-81 mit
niedrigem MP17:GFP-Expressionsniveau etwa 20% ho6here Saccharoseexportraten
zu verzeichnen als im Vergleich zum jeweiligen WT. Im Gegensatz dazu zeigten die
im Wachstum gehemmten Linien Ler-1, Ler-12, Col-0-16 und C24-74 nach 6 Stunden
Exudation deutlich geringere Saccharosekonzentrationen im Phloemexudat. Sie
erreichten lediglich 29%-48% der entsprechenden WT-Kontrolle.
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Abbildung 3-10: Saccharoseefflux von  source-Blattern MP17:GFP-exprimierender Arabidopsis-
Linien der Okotypen Columbia (Col-0), Landsberg erecta (Ler) und C24 Vergleich zur jeweiligen
WT-Kontrolle

Die Phloemexudate wurden von jeweils 10 ausgewachsenen Bléattern pro Linie im vegetativen (6
Wochen Kurztag), generativen (6 Wochen Kurztag und etwa zwei Wochen Langtag) und beginnenden
seneszenten Blattentwicklungsstadium (6 Wochen Kurztag und etwa drei Wochen Langtag)
gesammelt. Die Saccharosegehalte wurden nach 1, 2, 4 und 6 h Exudationszeit ermittelt. Die Daten
sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.

Nachdem die Pflanzen anschlie3end unter Langtagbedingungen transferiert und fur
zwei Wochen kultiviert wurden war ein leichter Anstieg der Saccharosekonzentration
im Phloemexudat der phanotypischen Linien auf 48%-78% zu beobachten (Abb. 3-
10, generativ). Dieser Anstieg fiuhrte nach einer weiteren Woche unter
blihinduzierenden Bedingungen sogar zu einer Erhéhung des Saccharosegehaltes
von Col-0-16, Ler-1 und Ler-12 um 15%, 25% bzw. 31% gegeniiber den Okotyp-
spezifischen Kontrollen (s. Abb. 3-10, senszent). Wéahrend dessen traten keine
wesentlichen Unterschiede der schwacher MP17:GFP-exprimierenden Linien Col-0-
9, Col-0-14, C24-81, C24-84 und C24-74 im Vergleich zur entsprechenden WT-

Kontrolle auf.

3.2 Einfluss der GroRe des Movement Proteins auf di e

Phanotyp-Ausbildung

Die konstitutive Expression von MP17:GFP fihrte in Arabidopsis-Pflanzen der
Okotypen Col-0, Ler und C24 zu auffalligen Veranderungen in Biomasse- und
Kohlenhydratverteilung (vergl. Abschn. 3.1). Weil eine direkte Abhangigkeit dieser
Merkmalsauspragungen vom MP17:GFP-Proteingehalt nachgewiesen wurde, sollte
untersucht werden, ob eine mogliche Ursache fir diesen Effekt in der GroRRe des
exprimierten Proteins und/oder der Fusion mit GFP besteht. Grundlage hierfir
stellten Beobachtungen dar, dass Mitochondrien, welche membrangebundenes
Hxk::GFP oder HxkN::GFP ulberexprimierten, zur Ausbildung von Konglomeraten
neigten (Giese, 2005). Dabei schien aktives GFP alleiniger Verursacher des
Phanomens zu sein.

Aus diesem Grund wurden von Dr. D. Hofius bereitgestellte Arabidopsis-Pflanzen
des C24-Okotyps, welche mit dem Plasmid pET15 (Herbers et al., 1997)

transformiert wurden, fir diese Analysen ausgewahlt. Bereits in transgenen
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Tabakpflanzen fuhrte die pET15-vermittelte hohe Expression des N-terminal um 24
Aminosauren verlangerten MP17-Proteins zu den beschriebenen phanotypischen
Anderungen (Herbers et al., 1997; Hofius, 2003). Auch die transgenen C24-Linen
waren von den MP17-induzierten Effekten betroffen (Hofius, 2003). Die Linien C24-
35S-MP17-12, -14 und -16, welche im Folgenden als C24-12, -14, und -16
bezeichnet werden, wurden im Vergleich zur Referenzlinie Col-0-16 in Bezug auf
MP17-Proteingehalt, Verteilung der Biomasse in verschiedenen Entwicklungsstadien

und Assimilatverfigbarkeit verifiziert.

3.2.1 Expressionsanalyse in MP17-transgenen Arabidopsis C24

In Abb. 3-11 ist die Expressionsanalyse der MP17-exprimierenden Arabidopsis-
Linien des C24-Okotyps dargestellt, wobei die homozygoten C24-Pflanzen der T6-

(A) (B)
kDa WT 16 12 14 16
. 100—
EcoRl BamHI  Sall Hindlll s «—Transketolase
—CaMV 35 0CS--
55—
— — +«—MP17:GFP
500 bp 40—
(Herbers et al., 1997)
33—
& an == «—\|P17
24—

Abbildung 3-11: Expressionsanalyse von MP17 in tran  sgenen C24-Linien im Vergleich zur
MP17:GFP-exprimierenden Referenzlinie 16 im Columbi  a-Hintergrund (Col-0)

(A) Schematische Darstellung der bindren Expressionskassette pET15, die zur Transformation von
Arabidopsis C24 eingesetzt wurde. Die Konstruktion des N-terminal um 24 Aminosauren verlangerten
PLRV-MP17 wurde, wie bei Tacke et al., 1996 beschrieben, durchgefiihrt.

(B) Western-Analyse der MP17-Proteinakkumulation in transgenen C24-Linien im Vergleich zur WT-
Kontrolle und der Referenzlinie Col-0-16. Auf die Spuren der Kontrollen wurden 30 pl und die Spuren
der transgenen C24-Linien wurden 3 pl Gesamtprotein aufgetragen. Die Detektion erfolgte unter
Verwendung eines polyklonalen anti-MP17-Antiserums (1:5000 Verdinnung) sowie eines sekundéren
HRP-konjugierten 1gG-Antikorpers (1:100000).
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Generation bis zur Probennahme 6 Wochen unter Kurztagbedingungen kultiviert
wurden. Das MP17:GFP-spezifische Proteinsignal der Kontrolllinie Col-0-16 war in
einer Hohe von 45 kDa nachweisbar, wahrend im C24-Hintergrund das MP17 ohne
Fusionspartner in einer Hohe von etwa 25 kDa migrierte (s. Abb. 3-11 B).

Das war in Ubereinstimmung mit MP17-transgenen Kartoffel- (Schmitz et al., 1997)
und Tabakpflanzen (Herbers et al., 1997) und wurde auf mogliche post-transkrip-
tionale Modifizierungen, wie z. B. Phosphorylierung des 17kDa-grofen MP17
zuruckgefuhrt. Dabei waren in den C24-Linien, von denen 90% weniger
Gesamtproteinextrakt aufgetragen wurde als in den Kontrollen, mindestens ebenso
starke MP17-spezifische Proteinsignale detektierbar wie in der Col-0-16-Referenz.
Somit war das MP17-Expressionsniveau im C24-Okotyp um ein Vielfaches hoher als
in der Col-0-16-Kontrolle. Die hohe MP17-Expressionsstarke verhinderte eine
Quantifizierung der Proteingehalte. Dennoch war erkennbar, dass C24-12 das
hochste und C24-16 das niedrigste MP17-Expressionsniveau innerhalb des C24-

Okotyps aufwies.

3.2.2 Phéanotyp und Kohlenhydratstatus

Die Transformation mit dem pET15-Konstrukt vermittelte ein hohes MP17-
Expressionsniveau in transgenen Arabidopsis- und Tabakpflanzen, was sich als
Voraussetzung fur die Entwicklung des pleiotropen Phanotyps erwies (Herbers et al.,
1997; Hofius, 2003). Um zu verifizieren, inwieweit diese phanotypischen Anderungen
an den MP17-Proteingehalt gebunden sind, wurden pro ausgewahlter transgener
C24-Linie 35 Pflanzen unter Kurztagbedingungen angezogen und je 5-10 davon in
Bezug auf Kohlenhydratstatus und vegetative Blattbiomasse analysiert.

Diese Untersuchungen wurden parallel zur MP17:GFP-exprimierenden Linie Col-0-
16 und den Okotyp-spezifischen WT-Kontrollen durchgefiihrt.

Reprasentative, 5 Wochen alte Vertreter der homozygoten Linien im C24-Okotyp, die
sich analog den MP17:GFP-transgenen Linien ebenfalls durch Veranderungen in der
Verteilung der oberirdischen Biomasse auszeichneten, sind in Abb. 3-12 doku-
mentiert. Die Linie C24-12 mit dem hochsten MP17-Expressionsniveau zeigte in
Ubereinstimmung mit der Kontrolllinie Col-0-16 gleichfalls eine deutliche Reduktion
im Wachstum und ein auffélliges Ausbleichen der Interkostalregionen in den unteren



3 ERGEBNISSE 56

6 4
Hexosen xx#*
51 —
* = 31 i
o 4 1 %
' g
33 S92
E 1] *kk
0 0
Saccharose
2,5 1 e
* EEG 40 -
o 2,0 1 N . k% [
|S g 30 1 Fkk
E 1,51 g
£ 20
€10 5
Q
05 | © 10
0,0
' Starke *kk
20
o~ NE 6 1
'c 15 1 =
€ Q
E S
£ 101 g4
©
o
5 1 2
0 0
5 g \g/\ \g/\ '\')’ '\P o
o ¥ v v 0’ v e
& C;L“ SR &
Pflanzenlinie Pﬂanzenllnle

Abbildung 3-12: Phéanotyp und Kohlenhydratgehalte MP 17-transgener Arabidopsis-Pflanzen
des Okotyps C24 im Vergleich zur MP17:GFP-exprimier enden Referenzlinie 16 im Columbia-
Hintergrund (Col-0) und entsprechenden WT-Kontrolle  n

Unter (A) ist die Dokumentation nach 5 Wochen unter Kurztagbedingungen abgebildet. (B) zeigt die
Kohlenhydratgehalte 5 Wochen alter Pflanzen. 8 Stunden nach Beginn der Lichtphase wurden Proben
von jeweils zwei vollstandig entwickelten source-Blattern pro Pflanze genommen. Es wurden l8sliche
Zucker und Starke bestimmt. Die Daten wurden von jeweils 5-10 Pflanzen erhalten, wobei die beiden
Werte von jeder Pflanze gemittelt wurden. (C) fasst die Verteilung der vegetativen Blattbiomasse von
je 5-10 Pflanzen zusammen, die 6 Wochen unter Kurztagbedingungen Kkultiviert wurden. Die
Blattflache wurde Uber zwei source-Bléatter pro Pflanze gemittelt. In der Abbildung sind die Mittelwerte
+ Standardfehler angegeben. Signifikante Unterschiede von der jeweiligen WT-Kontrolle (* P < 0,05, **
P < 0,01 und *** P < 0,001) wurden unter Verwendung des Student’s t-Test bestimmt.
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source-Blattern. Auch in den MP17-exprimierenden Linien deutete sich an, dass ein
geringeres Expressionsniveau, wie in C24-16, mit einer leichten Zunahme der
Blattbiomasse verbunden zu sein scheint, wahrend C24-14 mit einem mittleren
MP17-Proteingehalt unverandert aussah.

Die Analyse der Blattbiomasse wahrend der nicht induktiven, vegetativen
Wachstumsphase von 6 Wochen alten Pflanzen belegte (s. Abb. 3-12 C), dass C24-
12 nur 46% vom WT-Niveau an Blattfrischgewicht produzierte. Damit war die
oberirdische Biomasse aufgrund einer deutlich geringeren Blattzahl bei gleichzeitig
wesentlich kleineren Blattern statistisch signifikant reduziert. Weil die Blattzahl auf
72% reduziert war und die Blattflachen 50% vom WT ausmachten, missen die
einzelnen Blatter signifikant leichter gewesen sein. Damit verhielt sich C24-12 analog
zu der phanotypischen Referenzlinie Col-0-16 mit hohem MP17:GFP-Proteingehalt.
In der Linie C24-14 mit mittlerem Expressionsniveau war das Blattfrischgewicht um
14% gegenuber der WT-Kontrolle reduziert und konnte auf weniger, kleinere und
leichtere Blatter zurtckgefuhrt werden. Aufgrund dessen kann sie mit der
MP17:GFP-transgenen Linie Col-0-14 verglichen werden. Demgegenuber war das
Blattfrischgewicht von C24-16 infolge tendenziell grof3erer und schwerer Blatter
sogar leicht, aber nicht statistisch signifikant, um 20% gegentber der WT-Kontrolle
erhoht. Somit ist C24-16, die Linie mit der geringsten MP17-Expressionsstarke,
ahnlich den schwach exprimierenden Linien Col-0-9 und C24-81.

Die Kohlenhydratgehalte in ausgewachsenen source-Blattern der transgenen C24-
Linien nach 5 Wochen unter Kurztagbedingungen (s. Abb. 3-12 B) zeigten parallel zu
der Auspragung des MP17-vermittelten Phanotyps eine deutliche Akkumulation von
l6slichen Zuckern und Starke in der Linie C24-12. In der weniger stark MP17-
exprimierenden und nur leicht im Wachstum reduzierten Linie C24-14 konnte
ebenfalls eine generelle Erhéhung an Hexosen und Starke nachgewiesen werden,
die im Vergleich zum WT jedoch nicht signifikant war. Hingegen war die erhéhte
Biomasseproduktion von C24-16, entsprechend den Daten in Col-0-9 und C24-81,
von einer leichten Reduktion der Saccharose- und Starkegehalte begleitet.

3.2.3 Verteilung der generativen Biomasse

Um zu untersuchen, ob sich diese Veranderungen der MP17-exprimierenden

Arabidopsis-Pflanzen des Okotyps C24 auch im generativen Wachstum fortsetzen,
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wurden die verbleibenden Pflanzen im Anschluss an die Analysen der vegetativen

Blattbiomasse unter Langtagbedingungen transferiert.

3.2.3.1 Untersuchung von generativer Blattbiomasse und Bluhinduktions-

zeitpunkt

Die Analyse der generativen Blattbiomasse (s. Abb. 3-13) von 5-10 Pflanzen pro

Linie zwei Wochen nach Transfer der Pflanzen in Langtagbedingungen offenbarte,

dass sich zu Beginn der Sprossbildung die Gesamtblattzahl der transgenen Linien

dem WT-Niveau anndherte, wie bereits in den MP17:GFP-transgenen Col-0-, Ler-

und C24-Linien beobachtet. Lediglich in der besonders stark MP17-exprimierenden
C24-12 blieb die Anzahl der Blatter gegentber der WT-Kontrolle deutlich erniedrigt.
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Abbildung 3-13: Analyse der generativen
Blattbiomasse von MP17-transgenen
Arabidopsis-Pflanzen des C24-Hintergrunds

Im Vergleich zur MP17:GFP-exprimierenden
Kontrolllinie 16 im Columbia-Okotyp (Col-0)
wurden die Pflanzen 6 Wochen unter Kurztag
und anschlieend zwei Wochen unter Langtag
kultiviert. Zu Beginn der Sprossbildung wurde
die Gesamtblattanzahl pro Pflanze ausgezahilt,
die Blattflache unter Verwendung eines
Portable Area Meter Uber zwei reprasentative
source-Blatter gemittelt und das Blattfrisch-
gewicht der zwei source-Blatter bestimmt. Die
Daten reprasentieren Mittelwert + Standard-
fehler von 5-10 Pflanzen je Linie. Unter
Verwendung des Student’s t-Test wurde die
Verschiedenheit zur jeweiligen WT-Kontrolle
bestimmt. Signifikante Unterschiede sind als *
P < 0,05, * P < 0,01 und ** P < 0,001
dargestellt.
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Die spezifischen Unterschiede der transgenen Linien in Bezug auf Flache und
Gewicht von zwei reprasentativen source-Blattern pro Pflanze blieben, &hnlich den
MP17:GFP-exprimierenden  Arabidopsis-Pflanzen, wahrend der generativen
Wachstumsphase ebenfalls weitestgehend bestehen. Die source-Blattflache der
schwacher exprimierenden C24-16-Linie war gegentuber der WT-Kontrolle signifikant
um 33% erhoht. Parallel dazu war auch das Frischgewicht dieser Blatter deutlich
groRRer als im WT. Diese Faktoren wirkten sich auf einen mindestens gleich starken
Anstieg der Gesamtblattbiomasse gegentber der WT-Kontrolle aus wie nach 6
Wochen Kurztagbedingungen.

Demgegenuber war die Blattgro3e der stark exprimierenden C24-12 signifikant auf
46% im Vergleich zum WT reduziert. Das fuhrte zu einem deutlich geringeren
Gewicht der untersuchten source-Blatter. Weil die Gesamtblattzahl wahrend der
generativen Wachstumsphase weiterhin geringer als in der WT-Referenz war, wirde
sich fur diese Linie eine &hnliche Reduktion im Gesamtfrischgewicht der
oberirdischen Biomasse ergeben wie im vegetativen Stadium.

Zudem war ebenfalls eine tendenzielle Reduktion in Blattflache und -frischgewicht
der mittelstark exprimierenden Linie C24-14 gegenuber der WT-Kontrolle zu
beobachten, die mit den Ergebnissen wahrend der vegetativen Wachstumsphase
vergleichbar war.

Das induktive, generative Wachstumsstadium ist mit der Entwicklung von Spross und
Blutenstand gekennzeichnet. Wie in Abb. 3-14 dargestellt, zeigten sich auch in der
Blutenentwicklung deutliche Unterschiede zwischen den transgenen Pflanzen und
der WT-Kontrolle. Wahrend der WT bereits einen ausgepragten Blutenstand mit
geotffneten Bluten und jungen Schoten aufwies, war der Spross bei den stark MP17-
exprimierenden Linien C24-12 und C24-14 gerade erst hervorgetreten. Das
Auszahlen der Tage unter Langtag bis zum Offnen der ersten Bliite am Hauptspross
von jeweils 10 Pflanzen offenbarte ebenfalls eine signifikante Entwicklungs-
verzogerung der C24-Linien mit einem sehr hohen MP17-Proteingehalt um 9 bzw. 6
Tage. Demgegentiber bildete die Linie C24-16 mit dem niedrigsten MP17-
Epressionsniveau den Blutenstand vorzeitiger aus und bliihte einen Tag eher als die
WT-Kontrolle. Das war in Ubereinstimmung mit den MP17:GFP-transgenen Linien
C24-81, C24-84 und Col-0-9, welche sich durch einen niedrigen bzw. mittelstarken

Proteinlevel auszeichneten.
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Abbildung 3-14: Blihverhalten MP17-exprimierender Arabidopsis-Linien C24 im Vergleich zur
WT-Kontrolle

Die Pflanzen wurden 6 Wochen unter Kurztag angezogen, anschlielend unter Langtagbedingungen
transferiert und die Anzahl der Tage unter Langtag bis zum Offnen der ersten Bliite ermittelt. Unter (A)
ist die Dokumentation 10 Tage nach Transfer unter Langtag dargestellt. Der Hauptspross wurde
heraus vergroRert und der GroBenmafstab gibt 10 cm an. Unter (B) ist die Differenz des
Bluhinduktionszeitpunktes im Verhaltnis zum WT als Mittelwert + Standardfehler von 10 Pflanzen pro
Linie angegeben (C24 WT = 10,1 Tage unter Langtag bis Bluhinduktion). Die Verschiedenheit zur
entsprechenden WT-Kontrolle wurde mittels Student’s t-Test ermittelt. Signifikante Unterschiede sind
als ** P < 0,01 und *** P < 0,001 gekennzeichnet.

3.2.3.2 Untersuchungen zum Samenertrag und Ernteind  ex

In den konstitutiv MP17-exprimierenden C24-Linien deutete sich eine &hnlich Dosis-
abhangige Wirkungsweise des MP17-Proteinlevels auf die Kohlenhydratverteilung,
begleitet von Verschiebungen in Biomasseproduktion und Bluhinduktionszeitpunkt,
an wie in den MP17:GFP-transgenen Arabidopsis-Linien. Aus diesem Grund sollte im
nachsten Schritt die Auswirkung auf die reproduktive Leistung analysiert werden. Die
von den vorherigen Untersuchungen verbliebenen Pflanzen waren zu diesem
Zeitpunkt vollstdndig seneszent und die Schoten am Hauptspross begannen sich zu
offnen.

Abb. 3-15 zeigt, dass im Gegensatz zu den stark MP17:GFP-exprimierenden Linien
Col-0-16, Ler-1 und Ler-12 fur die Linie C24-12 mit einem hohen MP17-

Expressionsniveau kein Anstieg im Samenertrag nachgewiesen werden konnte.
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Vielmehr zeichnete sich C24-12 durch eine drastische Abnahme der reproduktiven
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Abbildung 3-15: Analyse der
exprimierenden Arabidopsis-Linien des C24-Okotyps im Vergleich zur MP17:GFP-t  ransgenen

Linie Col-0-16

Pflanzenlinie

Ressourcenverteilung zu m Erntezeitpunkt von MP17-

Die Untersuchungen wurden mit jeweils 5-10 Pflanzen pro Linie durchgefuhrt. Das Auszahlen der
Schotenanzahl erfolgte an Pflanzen, deren Bliten in den Samenstand Ubergegangen waren. Zum
Zeitpunkt der Ernte waren die Pflanzen vollstindig seneszent. Es sind Mittelwert + Standardfehler
angegeben. Die Verschiedenheit zur entsprechenden WT-Kontrolle wurde mittels Student’s t-Test
ermittelt. Signifikante Unterschiede sind als * P < 0,05, ** P < 0,01 und *** P < 0,001 gekennzeichnet.
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Leistung aus, die im Vergleich zur WT-Kontrolle auf 21% gesunken war. Das
Auszahlen der Schoten pro Pflanze und die Bestimmung des 100-Samengewichts
legten offen, dass die geringere Samenproduktion aus einer signifikant geringeren
Schotenanzahl (253 in C24-12 vs. 510 im C24 WT) und rechnerisch ermittelt etwa 10
weniger gebildeten Samen pro Schote resultierte. Das manifestierte sich auch in
einem deutlich niedrigeren Trockengewicht, infolge dessen eine leichte Abnahme
des Ernteindex zu verzeichnen war.

Es liel3 sich feststellen, dass mit sinkender MP17-Expressionsstarke der Samen-
ertrag in einem umgekehrt proportionalen Verhaltnis dazu anstieg. Wahrend C24-14
noch signifikant weniger Samenertrag produzierte, lag die reproduktive Leistung von
C24-16 im WT-Bereich. Parallel dazu war ein leichter Anstieg in der Schotenanzahl
zu beobachten, die jedoch weiterhin deutlich unterhalb des WT-Niveaus blieb. Die
Bestimmung des 100-Samengewichts liel3 keinen Unterschied der transgenen Linien
C24-14 und C24-16 gegenuber dem WT erkennen. Folglich liel3 sich aus den
Mittelwerten von Schotenzahl, Samenertrag und 100-Samengewicht berechnen,
dass die durchschnittliche Zahl an Samen pro Schote von 13 in C24-14 auf 18 in
C24-16 im Vergleich zu 15 im C24 WT tendenziell anstieg. Weil das
Pflanzentrockengewicht dieser niedriger exprimierenden Linien leicht und lediglich fur
C24-16 statistisch signifikant reduziert war, wahrend sich der Samenertrag der WT-
Produktion annédherte, ergab sich daraus ein tendenzieller Anstieg im Ernteindex.

3.3 Der MP17-vermittelte Phanotyp ist nicht Hitze-r  evertierbar

Vergleichbar den phanotypischen Anderungen in MP17- und MP17:GFP-transgenen
Arabidopsis-Pflanzen induzierte die konstitutive Expression von NSy-MP des Tomato
spotted wilt virus (TSWV) in Nicotiana tabacum ernste, Infektions-ahnliche
Symptome (Rinne et al., 2005). Unter Anwendung verschiedener Techniken wurde
gezeigt, dass diese Symptome mit dem Verschluss NSy-gebundener Mesophyll-PDs
im source-Gewebe durch die Ablagerung von 1,3-R-D-Glukan bzw. Kallose
korrelierten. Das Umsetzen der transgenen Pflanzen von 22T auf permanent 32C
hob die Effekte durch Wiederherstellung der plasmodesmalen Transportkapazitat
infolge des Kallase-vermittelten Kalloseabbaus wieder auf.

Aufgrund dieser Hinweise sollte untersucht werden, ob der MP17-vermittelte

Phanotyp auf einen Verschluss der PDs bedingt durch Kalloseablagerungen zur



3 ERGEBNISSE 63

Pathogenabwehr oder die Bindung grofRer Mengen von MP17, die einen direkten
Einfluss auf Kohlenhydratmetabolismus und —transport austibt, zuriick zu fuhren ist.
Fur diese Analysen wurden sowohl phanotypische Arabidopsis-Linien im Col-0O-
Hintergrund als auch Tabaklinien des SNN-Okotyps in Betracht gezogen, um
auszuschlieRen, dass es sich bei der moglichen Phanotypreversion ausschlief3lich
um einen Effekt in MP-transgenen Tabakpflanzen handelt. Die verwendeten
phanotypischen Tabaklinien wurden von Dr. D. Hofius (Hofius, 2003) bereitgestellt.
Die transgenen Pflanzen wurden im Vergleich zur jeweiligen WT-Kontrolle zunachst
5 Wochen entsprechend Arabidopsis- und Tabak-spezifischer Anzuchtbedingungen
(vergl. Abschn. 2.2) kultiviert bis Wachstumsretardierung und auffélliges Ausbleichen
der Interkostalregionen in den unteren source-Blattern deutlich sichtbar wurden.
Anschliel3end wurde ein Teil der Pflanzen fir drei Wochen unter permanent 32C
angezogen.

In Abb. 3-16 B ist das Erscheinungsbild der unter 32<C transferierten Arabidopsis-
und Tabakpflanzen im Vergleich zu den unter 20C bzw. 22T kultivierten Linien
dokumentiert. Die transgenen Linien zeichneten sich weiterhin durch die drastische
Wuchshemmung und einen chlorotischen Phanotyp aus. Die Immunolokalisierung
von Kallose in source-Blattern von Arabidopsis-WT und transgener Col-0-16 (s. Abb.
3-16 C), die mit Hilfe von Immunogoldmarkierungen unter Verwendung des anti-
Kallose-Antikorpers erfolgte (durchgefuhrt von Dr. T. Rutten), lie3 keine augen
scheinlichen Unterschiede in der Anzahl der Kallose-markierenden Goldkdrner
erkennen, sowohl zwischen WT und transgener Linie als auch Anzucht unter 20C
und 32C. Auch die Messung der Kallosegehalte in source-Blattern zwei Wochen
nach Transfer unter 32C offenbarte, dass alle unte rsuchten Pflanzen vergleichbare
Mengen an Kallose enthielten (s. Abb. 3-16 D, oben).

Um zu Uberpriifen, ob die beibehaltenen phanotypischen Anderungen mit MP17-
Expressionsniveau und Kohlenhydratstatus korrelierten, wurden die Pflanzen zwei
Wochen nach Transfer auf Akkumulation von MP17- bzw. MP17:GFP-Protein sowie
von loslichen Zuckern und Starke analysiert. Die Untersuchungen bestétigten ein
unverandert hohes MP17-Expressionsniveau der phanotypischen Arabidopsis- und
Tabakpflanzen (s. Abb. 3-16 A). In diesem Zusammenhang fiel auf, dass in
Ubereinstimmung mit den Beobachtungen in transgenen Arabidopsis-Linien auch in
den MP17-exprimierenden Tabakpflanzen ein deutlich ho6herer Proteingehalt
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notwendig war, um zu einem &hnlichen Phanotyp zu fihren wie in Col-0-16. Infolge
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Abbildung 3-16: Analyse der MP17-vermittelten Phano typreversion MP17-transgener Tabak-
(SNN) und MP17:GFP-exprimierender Arabidopsis-Pflanzen (Columbia, Col-0) nach Transfer
unter 32C im Vergleich zu den Kontrollen (WT und K  ultivierung unter herkédmmlichen
Anzuchtbedingungen)

Die Pflanzen wurden 5 Wochen unter spezifischen Bedingungen kultiviert (20C Kurztag Arabidopsis,
22<C Langtag Tabak) und anschlieRend unter permanent 32°C angezogen. (A) Western-Analyse der
MP17- und MP17:GFP-Expression mittels eines polyklonalen anti-MP17-Antiserums (1:5000). Der
GroRenstandard ist in kDa angegeben. Unter (B) ist der Phénotyp drei Wochen nach Transfer
dargestellt. Der Mal3stab zeigt 10 cm bzw. 30 cm. (C) Immunogoldmarkierung in source-Blattern von
Arabidopsis-WT und transgener Col-0-16. Kallose wurde mit polyklonalem anti-Kallose-Antikoérper und
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Gold (10nm)-konjugiertem Protein A detektiert. Pfeile geben Kallosemarkierungen an, Dreiecke
markieren Plasmodesmen, Zw: Zellwand. Der MaRstab zeigt 100 nm an. (D) Kallose- und
Kohlenhydratgehalte zwei Wochen nach Transfer. Die Proben wurden 8 Stunden nach Beginn der
Lichtphase von jeweils zwei source-Blattern pro Pflanze genommen und I6sliche Zucker, Starke und
Kallose bestimmt. Daten reprasentieren Mittelwerte (n=5) + Standardfehler.

der starken MP17- bzw. MP17:GFP-Akkumulation konnte ein drastischer Anstieg an
l6slichen Zuckern und Stérke im Vergleich zum entsprechenden WT nachgewiesen
werden (s. Abb. 3-16 D, unten). Die Gehalte der transgenen Col-0-16-Linie an
[6slichen Zuckern und Starke waren um das 4,4- bzw. 2,4-fache gegenuber der WT-
Kontrolle erh6ht. Auch in den ph&notypischen Tabakpflanzen konnte eine generelle
Erhohung um 244% fir I6sliche Zucker und um 121% fir Starke gezeigt werden.
Somit konnte die von Rinne et al. (2005) beschriebene Reversion des MP-
vermittelten Phanotyps durch Reversion der Kalloseablagerungen zur Abwehr gegen
Virusinfektionen nicht mit MP17-transgenen Arabidopsis- und Tabakpflanzen
beobachtet werden.

34 Zellspezifische MP17:GFP-Expression  Arabidopsis

Die Bindung von MP17 an PDs in konstitutiv MP17- und MP17:GFP-exprimierenden
Arabidopsis-Pflanzen erwies sich als entscheidender Faktor, um je nach
Expressionsstarke Uber die Transportkapazitat von PDs gegeniiber Photoassimilaten
und Signalmolekuilen einen férdernden oder nachteiligen Einfluss auf vegetatives und
reproduktives Wachstum in Arabidopsis auszuiben.

Es gibt Hinweise, dass PDs in einzelnen Zelltypen eine besondere Bedeutung im
symplastischen Transport zukommt. Insbesondere von Bindelscheidenzellen wird
angenommen, dass sie als Kontrollpunkte fir den PD-vermittelten Transport von
Assimilaten und Makromolekilen zwischen vaskularem und nicht-vaskularem
Gewebe dienen (Russin et al., 1996; Ding, 1998; Nelson und van Bel, 1998; Botha et
al., 2000; Hofius et al., 2001; Provencher et al., 2001). Zudem Ubernehmen PDs
zwischen Siebelement und Geleitzellen ebenfalls spezifische Funktionen (van Bel,
1993; Cronin et al., 1995; Kasschau et al., 1997; Lucas, 1999; Oparka und Turgeon,
1999).

Aus diesem Grund sollte untersucht werden, ob und inwieweit sich die Expression
von MP17:GFP in spezifischen Zellen von Arabidopsis auf Assimilatverteilung und
Biomasseproduktion auswirkt. Zu diesem Zweck stellt die Zell-spezifische Expression
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in transgenen Pflanzen tUber ausgewahlte Promotoren eine alternative Strategie zur
konstitutiven Expression dar, um die Wirkungsweise von MPs auf symplastische
Transportprozesse und Assimilatverteilung zu analysieren und Zellen mit einer
eventuellen Schlisselfunktion zu identifizieren. Daher sollten die in Abschn. 3.1
beschriebenen Analysen mit Arabidopsis-Linien durchgefuhrt werden, die MP17:GFP
unter der Kontrolle Zell-spezifischer Promotoren exprimieren.

Zur Verifizierung, ob und welchen Einfluss die Bundelscheiden-spezifische
Expression von MP17:GFP auf Assimilatverteilung sowie vegetatives und gene-
ratives Wachstum ausubt, wurde der TPA-Promotor ausgewahlt. Er tragt das gdcsT-
Gen aus Flaveria anomala und seine Bundelscheidenspezifitat wurde ber
Deletionskonstrukte in Fusion mit dem GUS-Reportergen in transgenen Tabak-
pflanzen charakterisiert (Chu, 1996).

Die Untersuchung des Einflusses der MP17:GFP-Expression in Geleitzellen von
Arabidopsis sollte unter Kontrolle des Geleitzell-spezifischen Promotors AtSUC?2
erfolgen. Histochemische Analysen belegten, dass das Protein AtSUC2
ausschlief3lich in der Plasmamembran von Geleitzellen nachweisbar war (Stadler und
Sauer, 1996).

Weiterhin wurde fur die Analysen das Konstrukt pBin-L700 ausgewahlt, um zu
Uberprifen, ob die spezifische Expression von MP17:GFP in chloroplastenhaltigen
Zellen ausreichend ist, um &hnliche phanotypische Veradnderungen wie bei
konstitutiver Expression zu induzieren. Im Rahmen der Diplomarbeit von Dr. D.
Hofius (Hofius, 1998) wurde das Konstrukt pBin-L700 hergestellt, welches die
Expression des N-terminal um die Aminosauren Methionin und Gluthamin
verlangerten MP17:GFP unter Kontrolle des ST-LS1-Promotors vermittelt (s. Abb. 11
A) und als L700-MP17:GFP bezeichnet wird. Die Spezifitdt dieses aus Solanum
tuberosum stammenden Promotors fur chloroplastenhaltige Zellen wurde von

Stockhaus et al. (1989) nachgewiesen.

3.4.1 Konstrukte zur Zell-spezifischen Expression von MP17:GFP

Zur Zell-spezifischen Expression von MP17:GFP in transgenen Arabidopsis-Pflanzen
wurden binare Konstrukte mit den ausgewahlten Promotoren AtSUC2 und TPA
erstellt (s. Abb. 3-17).
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Der AtSUC2-Promotor weist eine hohe Zellspezifitat fir Geleitzellen in source-
Blattern auf und vermittelt zudem eine starkere Expression als der ebenfalls
Geleitzell-spezifische rolC-Promotor. Daher wurde von R. Stadler und N. Sauer
(Universitat Erlangen) ein Plasmid erhalten, das eine Fusion aus dem deletierten
AtSUC2-Promotor (903 bp; AtSUC2ASphl) und GFP enthielt. Unter Verwendung der
Oligonukleotide D98/D197 wurde MP17 mittels PCR amplifiziert, so dass an den 5"-
und 3"-Enden Ncol-Restriktionsschnittstellen eingefiihrt wurden. Als Matrize diente
dabei das binare Plasmid p35S-1 mit der MP17:GFP-Fusion unter Kontrolle des 35S-
Promotors (vergl. 3.1.1). Das MP17-Fragment wurde anschlieend in die Ncol-
Schnittstelle am N-Terminus von GFP inseriert und die gesamte Kassette aus
AtSUC2ASphI-MP17:GFP im Austausch gegen GUS uUber Hindlll/Sacl in den bin&ren
Vektor pBil01 kloniert. Die positiven Plasmide wurden Uber Sequenzanalyse
verifiziert. Das Konstrukt wurde als PEP-MP17:GFP bezeichnet und Uber
Agrobacterien-vermittelten Gentransfer mittels ,floral dip” (vergl. 2.4.1) in Arabidopsis

Col-0 transferiert.

(A) L700-MP17:GFP

EcoRI I|3amHI EcoRl Sall Hindlll
— ST-LS1 ocs |-
(B) PEP-MP17:GFP
Hindlll l}lcol Ncol Sacl Hindlll
—At SUC2A Sphl nos |-
(C) TPA-MP17:GFP
!Fall I|3amHI Sacl Hindlll
_ TPA nos |-
—
500 bp

Abbildung 3-17: Konstrukte zur Zell- und Gewebe-spe  zifischen Expression von MP17:GFP in
Arabidopsis

Schematische Darstellung der bindren Expressionskassetten, die zur spezifischen Expression des
Fusionsproteins in chloroplastenhaltigen Zellen (A), Geleitzellen (B) und Biindelscheidenzellen (C)
eingesetzt wurden. Die gesamte kodierende Region wurde zur Expression in chloroplastenhaltigen
Zellen zwischen den ST-LS1-Promotor aus Solanum tuberosum und den ocs-Terminator in die
BamHlI/Sall-Schnittstellen des pBin-L700-Vektors inseriert (Hofius, 1998). Zur Expression in
Geleitzellen und Bindelscheide wurden die Konstrukte in den pBil01-Vektor kloniert. Die
Richtungspfeile markieren den ausgewahlten Promotor und grau unterlegt ist der entsprechende
Terminator abgebildet. AuRerdem eingezeichnet sind einige interne Schnittstellen der Konstrukte. Der
GrolRenmalistab gibt 500 bp an.
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Da von C. Chu (1996) gezeigt werden konnte, dass die TPA-Promotorregion des
gdcsT-Gens 1500-1600 bp stromaufwarts des Start-ATG ausreichend fur die
Spezifitat der Expression in Blndelscheidenzellen war, wurde Uber PCR mit den
Oligonukleotiden D213/D214 ein BamHI/Sall-gelinktes TPA-Fragment von 1644 bp
erhalten. Dieses Fragment wurde zun&chst stromaufwarts des GUS-Gens in den
pBi101-Vektor kloniert. Das Konstrukt zur Blindelscheiden-spezifischen Expression
der MP17:GFP-Fusion wurde Uber den Austausch des GUS-Gens durch ein
BamHI/Sacl-flankiertes MP17:GFP-Fragment erhalten, welches unter Verwendung
von p35S-1 als Matrize und den Oligonukleotiden D221/D222 PCR-amplizifiert
wurde. Das durch Sequenzierung Uberprifte und als TPA-MP17:GFP bezeichnete
Plasmid wurde schlief3lich mittels Agrobacterien-vermittelten Gentransfer tber ,floral
dip* in Arabidopsis-Pflanzen des Okotyps Col-0 transformiert und Kanamycin-

resistente Transformanden regeneriert.

3.4.2 Verifizierung der MP17:GFP-Expression in transgenen

Arabidopsis-Linien

Nach Transformation von L700-MP17:GFP in Col-0 wurden 40 Kanamycin-resistente
Pflanzen erhalten, von denen 14 Pflanzen eine deutliche Akkumulation des
Fusionsproteins in der Western-Analyse zeigten (Daten nicht gezeigt). Von den
transgenen Linien zeichneten sich einige Pflanzen in der T2-Generation dariber
hinaus durch die Auspragung eines charakteristischen, MP17-vermittelten Phanotyps
aus, der mit den zuvor in der 35S-MP17:GFP-transgenen Linie Col-0-16 beob-
achteten  Veranderungen Ubereinstimmte. Aufgrund starker MP17:GFP-
Proteinsignale in der Western-Analyse wurden die Linien L700-MP17:GFP 10 und
12, die nachfolgend als L700-10 und L700-12 bezeichnet werden, ausgewahlt und
Uber mehrere Generationen so vermehrt, dass fur die Analysen Pflanzenmaterial mit
einheitlichem Phanotyp zur Verfiigung stand.

Durch Kanamycin-Selektion des T1-Saatgutes der PEP-MP17:GFP-Transformation
wurden etwa 20 transgene Pflanzen erhalten, die Gber Fluoreszenzmikroskopie auf
Expression des Fusionsproteins im Leitgewebe getestet wurden. Es konnten 6
Pflanzen identifiziert werden, die MP17:GFP spezifisch in Geleitzellen exprimierten

und &ahnlich starke GFP-Fluoreszenzsignale aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Zudem
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schienen die transgenen Pflanzen in der T1-Generation einen deutlichen
Wachstumsdefekt auszupragen. Dieser Eindruck lie@ sich in den MP17-
exprimierenden Pflanzen der T2-Generation jedoch nicht bestatigen. Mittels
Northern-Analyse wurden positive Pflanzen bis zur T4-Generation selektiert, in der
sie jedoch noch nicht homozygot waren.

(A) (B)
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WT 16 10 12
WT 16 10 12 4 14 6 8 16 (45 kDa)
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MP17:GFP-Proteingehalt
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Pflanzenlinie

Abbildung 3-18: Expressionsanalyse von MP17:GFP unt er Kontrolle Zell- und Gewebe-
spezifischer Promotoren in transgenen  Arabidopsis-Linien des Okotyps Col-0 im Vergleich zur
WT-Kontrolle und konstitutiv exprimierenden Referen zlinie Col-0-16

(A) Northern-Analyse von MP17:GFP-spezifischen Transkripten. Gesamt-RNA wurde aus source-
Blattmaterial von Kontrollen und transgenen Arabidopsis-Linien isoliert. Pro Spur wurden 30 pg
geladen und zur Bestimmung der MP17:GFP-Expression mit einem MP17-cDNA-Fragment
hybridisiert. Zur Uberpriifung der Beladung erfolgte eine zusétzliche Beprobung mit rbcS-cDNA.

(B) Western-Analyse und Quantifizierung der MP17:GFP-Proteinakkumulation in MP17:GFP-
exprimierenden L700-Linien. Gesamtprotein wurde aus source-Blattern isoliert. ldentische
Proteinmengen (20 pg) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulosemembran Ubertragen
und unter Verwendung eines polyklonalen anti-MP17-Antiserums (1:5000 Verdiinnung) sowie eines
sekundaren HRP-konjugierten 1gG-Antikérpers (1:100000) detektiert. Zur Normalisierung der MP17-
spezifischen Signale wurden die Immunoblots mit polyklonalem anti-Transketolase- (TK) Antikorper
beprobt. Die Quantifizierung der MP17-Proteingehalte wurde mit 5 Pflanzen pro Linie durchgefihrt
und die Werte in Prozent bezogen auf die Referenzlinie Col-0-16 angegeben. Fehlerbalken geben den
Standardfehler an. L700: Konstrukt zur MP17:GFP-Expression in chloroplastenhaltigen Zellen unter
Kontrolle des ST-LS1-Promotors aus Solanum tuberosum, PEP: Konstrukt zur MP17:GFP-Expression
in Geleitzellen unter Kontrolle des AtSUC2-Promotors aus Arabidopsis thaliana, TPA: Konstrukt zur
MP17:GFP-Expression in Bindelscheidenzellen unter Kontrolle des TPA-Promotors des gdcsT-Gens
aus Flaveria anomala.

Weiterhin wurden 20 TPA-MP17:GFP-Primértransformanden generiert und Uber

Fluoreszenzmikroskopie auf MP17:GFP-Expression durchmustert. In der
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mikroskopischen Analyse wiesen 6 der TPA-MP17:GFP-transgenen Arabidopsis-
Pflanzen eindeutige GFP-Fluoreszenz auf, wobei MP17:GFP mit PDs von
Biindelscheidenzellen assoziiert war. Auch in diesen Linien waren keine offensicht-
lichen Unterschiede in Haufigkeit und Starke der Fluoreszenzsignale zu erkennen.
TPA-MP17:GFP-transgene Pflanzen, deren Expression Uuber Northern-Analyse
getestet wurde, wurden bis zur T4-Generation vermehrt, in der sie ebenfalls noch
nicht homozygot vorlagen.

In Abb. 3-18 ist die Expressionsanalyse von Arabidopsis-Pflanzen, die MP17:GFP
spezifisch in chloroplastenhaltigen Zellen, Geleit- und Bundelscheidenzellen
exprimieren, im Vergleich zur WT-Kontrolle und Col-0-16-Referenzlinie dargestellt.
Dazu wurden die Pflanzen ausgewahlter, spezifisch exprimierender Linien, die in den
nachfolgenden Analysen eingesetzt wurden, 6 Wochen unter Kurztagbedingungen
angezogen. Von den Linien L700-10 und L700-12 stand homozygotes
Pflanzenmaterial zur Verfigung. Die Linien PEP-MP17:GFP 4 und 14 sowie TPA-
MP17:GFP 6, 8 und 16, die im Folgenden als PEP-4, PEP-14 bzw. TPA-6, -8 und -16
bezeichnet werden, wurden in der T4-Generation zuvor mittels Northern-Analyse auf
MP17:GFP-Expression verifiziert. Dabei wurde Gesamt-RNA aus source-
Blattmaterial isoliert und zur Detektion der MP17:GFP-Transkripte mit einer MP17-
spezifischen cDNA-Sonde eingesetzt. In Ubereinstimmung mit &hnlichen GFP-
Fluoreszenzsignalen innerhalb der unabhéngigen Linien, die entweder mit dem
Konstrukt PEP- oder TPA-MP17:GFP transformiert wurden, zeigte die Hybridisierung
mit einer rbcS-cDNA-Sonde als interner Standard und einer MP17-cDNA-Sonde
keine wesentlichen Unterschiede in der Starke der MP17:GFP-Signale zwischen den
transgenen Linien eines Konstruktes. Da identische RNA-Mengen eingesetzt wurden,
kann davon ausgegangen werden, dass die Unterschiede in der Signalstarke
zwischen den transgenen Linien eines Konstruktes auf einen ungleichmalligen
Transfer der RNA auf die GeneScreen Membran zurtick zu fuhren ist. Hingegen fallt
auf, dass die Bundelscheiden-spezifischen TPA-Linien héhere MP17:GFP-
Transkriptmengen aufwiesen als die Geleitzell-spezifischen PEP-Linien.

Die Expression von MP17:GFP in chloroplastenhaltigen Zellen der Arabidopsis-
Linien L700-10 und L700-12 =zeigte sich in &hnlich hohen MP17:GFP-
Transkriptmengen wie in der Kontrolllinie Col-0-16 und fiihrte zu nachweisbaren
MP17:GFP-Proteinsignalen. Die wie in Abschn. 2.8.1.1 und 3.1.1 durchgefiihrte
Quantifizierung der MP17:GFP-Proteinakkumulation im Vergleich zur Referenzlinie
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Col-0-16 von jeweils 5 Pflanzen pro Linie offenbarte ebenfalls ein vergleichbares
MP17:GFP-Proteinexpressionsniveau der Col-0-16- und L700-Linien. Wahrend L700-
10 mit 95% MP17:GFP einen ahnlichen Proteingehalt wie Col-0-16 aufwies,
akkumulierte L700-12 30% mehr Protein. Jedoch erwies sich dieser Anstieg im
MP17:GFP-Proteinlevel bezogen auf die Referenzlinie Col-0-16 in der statistischen
Analyse nicht als signifikant.

3.4.3 Zellulare Lokalisierung von MP17:GFP

Die subzellulare Lokalisierung von MP17:GFP in verschiedenen Zell- und
Gewebetypen von source-Blattern wurde in transgenen Arabidopsis-Linien, die das
Fusionsprotein unter Kontrolle der spezifischen Promotoren L700 (chloroplasten-
haltige Zellen), AtSUC2 (Geleitzellen) und TPA (Bundelscheide) exprimieren, tber
die Detektion von GFP mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (CLSM)
durchgefuhrt.

Grunfluoreszierende GFP-Punkte lieRen sich in beiden transgenen L700-Linien
detektieren, und die Arabidopsis-Linie mit der starksten Expression (L700-12) wurde
fur eine detallliertere Analyse ausgewahlt. Im Mesophyll von source-Blattern war
entsprechend der Spezifitat des ST-LS1-Promotors fur chloroplastenhaltige Zellen
eine punktuelle Fluoreszenz im Zellwandbereich der Zell-zu-Zell-Verbindungen von
Palisaden- und Schwammparenchym zu lokalisieren (s. Abb. 3-19 C-D). AulRerdem
war eine eindeutige GFP-vermittelte Fluoreszenz in Mesophyll und Bundelscheide
erkennbar, aber keine sichtbare Markierung im Xylem (s. Abb. 3-19 E). Auch in der
Zellwand von oberer und unterer Epidermis (s. Abb. 3-19 A, D) sowie zwischen
Schliel3zellen der Spalt6ffnungen und angrenzender Epidermiszelle war GFP-
Markierung zu finden (s. Abb. 3-19 B). Bei letzterem handelt es sich um einen
Bereich, fur den halbseitige PDs auf Seiten der Epidermiszelle nachgewiesen wurden
(Itaya et al., 1998).

Weiterhin wurde das Leitgewebe verschiedener Venenklassen [Klassifizierung fur
Nicotiana ssp. nach Roberts et al. (1997)] in den transgenen Linien mit Geleitzell-
und Bundelscheiden-spezifischer Expression von MP17:GFP auf das Auftreten von
GFP-Fluoreszenz analysiert.

In beiden unabhangigen PEP-Linien war die GFP-Markierung entsprechend der
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SchwPar

Abbildung 3-19: Lokalisierung des MP17:GFP-Fusionsp  roteins in verschiedenen Geweben
transgener Arabidopsis-Pflanzen
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Gezeigt ist die Lokalisierung von MP17:GFP bei Expression unter Kontrolle des L700-Promotors fir
chloroplastenhaltige Zellen (A)-(E), des AtSUC2-Promotors fiur Geleitzellen (F)-(H) sowie des TPA-
Promotors fir Bundelscheidenzellen (1)-(J).

(A) Obere Epidermiszellen von source-Blattern. Grinfluoreszierende Punkte sind in
Zellwandbereichen benachbarter Zellen zu detektieren.

(B) Obere Epidermis mit dem Stomataapparat eines source-Blattes. GFP-vermittelte Fluoreszenz ist in
den Zellwéanden zwischen Epidermis und SchlieRzelle (Pfeile) erkennbar. Die rote Fluoreszenz stammt
vom Chlorophyll in den Chloroplasten.

(C) schwammparenchymzellen mit GFP-Markierung zwischen zwei benachbarten Zellen eines
source-Blattes.

(D) Querschnitt durch Epidermis mit Stomataapparat eines source-Blattes. Griine Fluoreszenz (Pfeil)
ist zwischen lateralen Zellwanden der Epidermis und Palisadenparenchym, deren GFP-Markierung mit
dem Vorhandensein von Chloroplasten korreliert, nachweisbar.

(E) Langsschnitt durch das Leitgewebe der Mittelrippe (Venenklasse 1) mit Verzweigung eines source-
Blattes. Fluoreszierende Punkte sind in den Zellwdnden zwischen einzelnen Mesophylizellen und
auch zwischen Bindelscheidenzellen (Pfeile) erkennbar.

(F), (G) Im Langsschnitt (F) und Querschnitt (G) durch die Petiole eines source-Blattes markiert die
grune Fluoreszenz die Verbindungen zwischen benachbarten Bindelscheidenzellen, zwischen
Bindelscheide und Phloem sowie zwischen Bindelscheide und Mesophyll.

(H) Die VergroRerung des Leitgewebes der Venenklasse | (Mittelrippe) im Querschnitt eines source-
Blattes verdeutlicht die GFP-Markierung zwischen benachbarten Biindelscheidenzellen.

(1), (J) Der Langsschnitt durch das Leitgewebe der Venenklasse | (I) und Il (J) eines source-Blattes
zeigt ausschlieBlich die Beschrankung der GFP-Fluoreszenz auf Geleitzellen.

Malstédbe geben jeweils 20 um (E-J), 10 um (A, C, D) und 5 (B) um an. BS: Bindelscheide, GZ:
Geleitzelle, Intz: Interzellularraum, M: Mesophyll, Ph: Phloem, SchwPar: Schwammparenchymzelle,
SP: Siebplatte, SR: Siebrohre, X: Xylem.

AtSUC2-Promotorspezifitat ausschlieBlich in Geleitzellen in Form einer perlen
schnurartigen Anordnung zu detektieren (s. Abb. 3-19 I, J). Die punktuelle GFP-
Fluoreszenz war dabei auf beiden Seiten der Geleitzellen als auch an den
Verbindungsstellen zwischen den Geleitzellen sichtbar. Hingegen war keine
MP17:GFP-Fluoreszenz in den Siebelementen nachweisbar. Weiterhin konnte
festgestellt werden, dass sich die in der Expressionsanalyse nachgewiesenen
geringen MP17:GFP-Transkriptmengen der PEP-Linien auch in der GFP-Markierung
niederschlugen, die deutlich schwécher ausgepragt war als in den Bilndelscheiden-
spezifischen TPA-Linien.

Entsprechend der Promotorspezifitat war in den TPA-Linien die GFP-Lokalisierung
nur in der Bundelscheide zu beobachten (s. Abb. 3-19 F-H). Die grine Fluoreszenz
war deutlich zwischen benachbarten Buindelscheidenzellen, zwischen Blindelscheide
und Phloem sowie zwischen Bindelscheide und Mesophyll nachweisbar. Dabei kann
angemerkt werden, dass sich im Leitgewebe von Mittelrippe, Petiole und

Venenklasse Il ein dhnliches Bild der punktuellen GFP-Markierung zeigte. Das lasst
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eine Bulndelscheiden-spezifische Expression von MP17:GFP in diesen transgenen
Arabidopsis-Pflanzen vermuten.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine Assoziation von MP17:GFP
mit plasmodesmalen Strukturen nahe liegend war, da sich die punktuelle Fluores-
zenz in den einzelnen transgenen Linien ausschlief3lich auf Zellwandbereiche in den
verschiedenen untersuchten Zelltypen beschrankte. Dartber hinaus belegen die
Expressions- und Lokalisierungsstudien, dass Linien generiert wurden, die
MP17:GFP entsprechend der erwarteten Promotorspezifitat in chloroplastenhaltigen
Zellen, Geleitzellen und der Biindelscheide exprimieren. Damit konnen schlie3lich die
Folgen der Gewebe-spezifischen Expression von MP17:GFP unter Kontrolle der
verschiedenen Promotoren biochemisch, physiologisch und zellbiologisch
miteinander verglichen und den konstitutiv MP17:GFP-exprimierenden Arabidopsis-
Linien gegenubergestellt werden.

3.4.4 Anderungen des Kohlenhydratstatus nach Zell-spezifischer
MP17:GFP-Expression

In den transgenen Arabidopsis-Linien mit MP17:GFP-Expression unter Kontrolle der
Zell-spezifischen Promotoren ST-LS1 (L700), AtSUC2 (PEP) und TPA sollte
zunachst Uberprift werden, ob die spezifische Expression von MP17:GFP, wie
bereits vorher in den konstitutiven Arabidopsis-Linien beobachtet, ebenfalls mit
Veradnderungen in der Assimilatverteilung in Verbindung steht. Folglich wurden die
Gehalte an ldslichen Zuckern und Starke in ausgewachsenen source-Blattern der
Fusionsprotein-exprimierenden Linien nach 5 Wochen unter Kurztagbedingungen
bestimmt. Vor der Probennahme in den Geleitzell-spezifischen PEP- und
Bindelscheiden-spezifischen TPA-Linien wurden zunachst alle T4-Pflanzen Uber
Northern-Analyse getestet und nur solche selektiert, die MP17:GFP exprimieren. Die
L700-Linien mit MP17:GFP-Expression in chloroplastenhaltigen Zellen lagen bereits
homozygot vor.

Wie in Abb. 3-20 dargestellt, war in L700-10 und L700-12 eine deutliche
Akkumulation an Kohlenhydraten etwa 8 h nach Beginn der Lichtperiode gegentber
den WT-Kontrollpflanzen nachweisbar. Sie war der konstitutv MP17:GFP-

exprimierenden Col-0-16 vergleichbar und deutete eine &hnliche Dosisabhangigkeit
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vom MP17:GFP-Proteingehalt an. In L700-10 mit einem MP17:GFP-
Expressionsniveau von 95% bezogen auf die Referenzlinie Col-0-16 konnte ein
etwas geringerer Anstieg sowohl an l6slichen Zuckern als auch an Starke festgestellt
werden als in Col-0-16 und L700-12. Bemerkenswert ist, dass L700-12 eine
ausgepragtere Erhohung an Kohlenhydraten zeigte als die konstitutiv exprimierende
Vergleichslinie Col-0-16. Hierbei ist anzumerken, dass sich L700-12 durch einen 30%
hoheren MP17:GFP-Proteinlevel als Col-0-16 auszeichnete. Die MP17:GFP-
Expression resultierte in den L700-Linien in einer 2,2- bis 2,5-fachen Erhdhung des
Verhaltnis von loslichen Zuckern zu Stéarke.

12
Losliche Zucker Abbildung 3-20: Kohlenhydratgehalte in
10 1 n MP17:GFP-transgenen Arabidopsis-
Jok Linien des Okotyps Columbia (Col-0)
~ 8 unter Kontrolle der Promotoren ST-LS1
S (L700), AtSUC2 (PEP) und TP A im
E 61 Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle (WT)
E 4] . . und Referenzlinie Col-0-16
Blattproben wurden von 5 Wochen alten
21 Pflanzen 8 h nach Beginn der Lichtphase
von vollstandig entwickelten source-
01 Starke okk Blattern geerntet. Die Daten l@slicher
25 | ek Zucker und Stérke wurden von 10 Pflanzen
der WT-, Col-0-16- und L700-Linien und
20 A von 4-6 Pflanzen der PEP- und TPA-Linien
o erhalten, wobei von jeder Pflanze zwei
£ 151 Proben gemessen und gemittelt wurden.
g * Die Werte sind als Mittelwert =
€ 10 1 Standardfehler angegeben und signifikante
Unterschiede (* P < 0,05, ** P < 0,01 und
5 1 *»* P < 0,001) im Vergleich zur WT-
Kontrolle wurden mit Hilfe des Student’s t-
0 - < NI Test ermittelt.
© O O © 2 O
s &S S E TR
ORI Q

Pflanzenlinie

Im Gegensatz dazu traten in den Geleitzell-spezifisch MP17:GFP-exprimierenden
PEP-Linien keine Unterschiede im Starkegehalt im Vergleich zur WT-Kontrolle auf.
Lediglich bei den I6slichen Zuckern konnte ein leichter und signifikanter Anstieg
verzeichnet werden. Das fiihrte zu einer statistisch signifikant veranderten Verteilung
zwischen loéslichen Zuckern und Starke. Hingegen lagen die Gehalte an l6slichen
Zuckern in den TPA-Linien im WT-Bereich. Nur in der Linie 16 zeichnete sich

aufgrund eines Anstieges im Glukosegehalt eine Erh6éhung der l6slichen Zucker ab.
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Wahrend dessen war bei Bundelscheiden-spezifischer MP17:GFP-Expression eine
generelle Verminderung des Starkegehaltes zu beobachten, der sich fir die Linie 6
als statistisch signifikant erwies. Jedoch wirkte sich dies in den TPA-Linien nicht auf
das Verhaltnis zwischen I6slichen Zuckern und Stéarke aus.

Die Werte der einzelnen Kohlenhydratmessungen sind mit den ermittelten
Signifikanzen tabellarisch im Anhang V zusammengefasst.

Da sich in den TPA-Linien geringere Starkegehalte abzeichneten, wurde mittels
Jodfarbung die Starkeverteilung visualisiert, um zu detektieren, ob eine Korrelation
zwischen Zell-spezifischer Expression von MP17:GFP und der Verteilung der
Kohlenhydratgehalte besteht.

(A)

Col-OWT Col-0-16 L700-12 PEP-14 TPA-6

Abbildung 3-21: Akkumulation von Stérke in konstitu tiv (Col-0-16) sowie spezifisch in
chloroplastenhaltigen (L700), Geleit- (PEP) und Bin delscheidenzellen (TP A) MP17:GFP-
exprimierenden Linien im Vergleich zur Wildtyp (WT)  -Kontrolle

(A) Dargestellt sind 6 Wochen alte Pflanzen, die am Ende der Dunkelphase zunéachst mit Ethanol
entfarbt wurden. Die anschlieBende Farbung mit Lugol’scher Losung (lod/Kaliumiodid) zeigt die
Starkeverteilung in den Arabidopsis-Rosetten. Der Maf3stab entspricht 10 cm.

(B) Lichtmikroskopische VergroRerung der Mittelrippenbereiche (Venenklasse 1) aus source-Blattern
von Col-0 WT und TPA-6 (10-fach) sowie von Col-0-16 (20-fach). LB: Leitbindel, M: Mesophyll,
PalPar: Palisadenparenchym, oEpd: obere Epidermis.
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In Ubereinstimmung mit den Kohlenhydratmessungen belegt die Farbung der
Rosetten von Col-0 WT, Col-0-16, L700-12, PEP-4 und TPA-6 mit Jodlésung
(Lugol’sches Reagenz) zum Ende der Dunkelphase die drastische Akkumulation von
Starke in den source-Blattern von Col-0-16 und L700-12 (s. Abb. 3-21). Dabei
erschien die Linie L700-12, welche durch ein hoheres MP17:GFP-Expressionsniveau
als die Kontrolllinie Col-0-16 gekennzeichnet ist, starker angefarbt.

Bemerkenswerter Weise waren im Gegensatz dazu in einigen source-Blattern von
TPA-6 nicht Starke-angefarbte Mittelrippen zu beobachten. Dies wurde durch
VergroRerung der Venenklasse | und umgebender Bereiche in lichtmikroskopischen
Aufnahmen bestétigt (s Abb. 3-21 untere Reihe). Sie verdeutlichen, dass die
Speicherung von Starke in der Linie mit Bundelscheiden-spezifischer MP17:GFP-
Expression auf Mesophyllbereiche beschrankt blieb. Hingegen war in dem direkt tber
dem Leitgewebe liegenden Palisadenparenchym kaum Starke nachweisbar.
Weiterhin konnten, ebenso wie in den vorherigen Zuckermessungen, auch in der
Jodfarbung der Rosetten keine Unterschiede in der Starkeverteilung der Geleitzell-
spezifisch MP17:GFP-exprimierenden PEP-Linie im Vergleich zur WT-Kontrolle
detektiert werden.

3.4.5 Einfluss der spezifischen Expression von MP17:GFP auf die

Biomassen-Verteilung

Neben den nachweisbaren Unterschieden der Zell-spezifisch MP17:GFP-exprimie-
renden Arabidopsis-Linien in der Photoassimilatverteilung im Vergleich zu WT-
Kontrolle und konstitutiv exprimierender Linie Col-0-16 wurden Phanotypentwicklung
und generatives Wachstum verfolgt. Damit sollte ein ebenfalls mdglicher
Zusammenhang zwischen MP17-vermittelter Beeinflussung des Kohlenhydratstatus
der Zell-spezifischen MP17:GFP-Expression und spezifischen phé&notypischen

Auspragungen untersucht werden.

3.4.5.1 Phanotyp, vegetative und generative Blattbi omasse

Um die Auswirkung der Zell -spezifischen MP17:GFP-Expession zu analysieren,

wurden jeweils 40 Pflanzen der ausgewéhlten transgenen Columbia-Linien mit



3 ERGEBNISSE 78

MP17:GFP-Expression unter Kontrolle des AtSUC2- bzw. TPA-Promotors sowie 35
Pflanzen der L700-Linien mit Chloroplasten-spezifischer MP17:GFP-Expression im
Vergleich zu je 25 Pflanzen der WT- und konstitutiv MP17:GFP-exprimierenden Col-
0-16-Kontrolle unter Kurztagbedingungen in einer Phytokammer angezogen.
Reprasentative, 5 Wochen alte Vertreter der homozygoten Kontrollen und L700-
Linien sowie MP17:GFP-exprimierende PEP- und TPA-Linien in der T4-Generation
sind in Abb. 3-22 dokumentiert. Sie zeigten teilweise erhebliche Verdnderungen in
der Produktion von oberirdischer Biomasse.

In den Linien PEP-4 und PEP-14 waren keine Unterschiede zur WT-Kontrolle
offensichtlich. Auffallig war jedoch die deutliche Wachstumsretardierung und der
chlorotische Phanotyp in den source-Blattern der L700-Linien, wie sie bereits bei den
konstitutiv MP17:GFP-exprimierenden Col-0-16, Ler-1, Ler-12 und C24-74 mit einem
hohen MP17:GFP-Proteingehalt beobachtet werden konnten. Dabei fiel auf, dass
L700-12 mit einem héheren MP17:GFP-Expressioniveau als die Referenzlinie Col-0-
16 noch starker in der Ausbildung oberirdischer Biomasse betroffen war, wahrend die
schwécher exprimierende Linie L700-10 gréf3er aussah als Col-0-16. Demgegeniber
schienen die Pflanzen der Bulndelscheiden-spezifisch MP17:GFP-exprimierenden
TPA-Linien tendenziell grofl3er zu sein als der WT.

Col-OWT  Col-0-16 L700-10 L700-12 PEP-4 PEP-14 TPA-6

Abbildung 3-22: Phanotyp MP17:GFP-transgener  Arabidopsis-Linien des Okotyps Columbia
(Col-0) unter Kontrolle der Promotoren ST-LS1 (L700 ), AtSUC2 (PEP) und TP A im Vergleich zur
Wildtyp-Kontrolle (WT) und Referenzlinie Col-0-16 n  ach 5 Wochen unter Kurztagbedingungen

Zur Verifizierung dieser Veranderungen wurden die Zell-spezifisch MP17:GFP-
exprimierenden Linien des Arabidopsis-Okotyps Col-0 nach 6 Wochen Kultivierung
unter Kurztagbedingungen analysiert. Dies erfolgte durch Ermitteln von
Blattfrischgewicht, Rosettenblattzahl und Blattflache von reprasentativen source-
Blattern von 5 Pflanzen pro Linie (s. Abb. 3-23 A). Zuvor wurde die Expression von
MP17:GFP der PEP- und TPA-Linien mittels Northern-Analyse in der T4-Generation

verifiziert.
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Abbildung 3-23: Analyse der vegetativen (A) und gen  erativen Blattbiomasse (B) in konstitutiv
(Col-0-16) sowie spezifisch in chloroplastenhaltige  n (L700), Geleitzell- (PEP) und Bindel-
scheidenzellen (TP A) MP17:GFP-exprimierenden Linien im Vergleich zur W ildtyp (WT)-Kontrolle

Aufgefiihrt sind Blattfrischgewicht, Gesamtblattzahl und Uber zwei Blatter pro Pflanze gemittelte
Blattflache. Zur Bestimmung der vegetativen Blattbiomasse wurden die Pflanzen 6 Wochen unter
Kurztagbedingungen kultiviert (A). Die generative Blattbiomasse wurde zu Beginn der Sprossbildung
untersucht, nachdem die Pflanzen nach 6 Wochen Kurztag unter Langtagbedingungen transferiert und
fur ca. zwei Wochen unter Langtag kultiviert wurden (B). Die Daten reprasentieren Mittelwert +
Standardfehler von 5 Pflanzen je Linie. Unter Verwendung des Student’s t-Test wurde die
Verschiedenheit zur jeweiligen WT-Kontrolle bestimmt. Signifikante Unterschiede sind als * P < 0,05,
** P < 0,01 und ** P < 0,001 angegeben.

Die Analyse der oberirdischen Biomasse wahrend der vegetativen Wachstumsphase
offenbarte, dass das Blattfrischgewicht in L700-12 mit dem hochsten MP17:GFP-
Proteingehalt lediglich 17% vom WT-Niveau erreichte, wahrend Col-0-16 21% des
WT-Blattfrischgewichtes ausbildete. Damit war es in beiden Linien aufgrund einer
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deutlich geringeren Blattzahl bei gleichzeitig wesentlich kleineren Blattern statistisch
signifikant reduziert. Ahnlich den konstitutiv exprimierenden Linien miissen auch in
L700-12 die einzelnen Blatter signifikant leichter gewesen sein, denn die Blattzahl
war auf 58% reduziert, wahrend die Blattflachen 34% vom WT betrugen. An dieser
Stelle muss angemerkt werden, dass der optische Eindruck einer drastischeren
Verminderung im vegetativen Wachstumsverhalten von L700-12 als in Col-0-16
damit bestatigt werden konnte.

In Ubereinstimmung mit der in den konstitutiv exprimierenden Arabidopsis-Linien
beobachteten strikten Dosisabhangigkeit vom MP17:GFP-Proteinlevel war das
Wachstum der Linie L700-10, deren MP17:GFP-Expressionsniveau 95% von der
Referenzlinie Col-0-16 erreichte, deutlich aber nicht so stark gehemmt. Das Frisch-
gewicht der Rosettenblatter war auf 52% der WT-Kontrolle reduziert und stand
gleichfalls mit einer signifikanten Abnahme von Blattzahl, -flache und -gewicht in
Zusammenhang. Das minimal, aber nicht statistisch signifikant geringere
Blattfrischgewicht der beiden PEP-Linien 4 und 14 (93% und 98%) konnte
entsprechend der vegetativen Blattbiomasseanalyse auf etwa 20% kleinere Blatter
zuruckgefuhrt werden, wahrend in der Gesamtblattzahl keine Unterschiede zur WT-
Kontrolle auftraten. Somit missen die Blatter in diesen Linien mindestens so schwer
sein wie im WT.

Im Gegensatz dazu deutete sich an, dass die drei Blndelscheiden-spezifisch
MP17:GFP-exprimierenden TPA-Linien tendenziell mehr Blattbiomasse (113%, 112%
und 113%) produzierten als die entsprechende WT-Kontrolle. In der statistischen
Analyse erwies sich diese Zunahme im Blattfrischgewicht jedoch nicht als signifikant.
In Anlehnung an vorherige Biomasseanalysen wurde anschliel3end die oberirdische
Blattbiomasse im generativen, induktiven Entwicklungsstadium zu Beginn der
Sprossbildung untersucht. Zu diesem Zweck wurden die verbliebenen Pflanzen
unmittelbar darauf unter Langtagbedingungen transferiert.

Wie bereits von den konstitutiv MP17:GFP-exprimierenden Linien bekannt, ndherte
sich die Anzahl der Blatter von L700-10 und L700-12 etwa zwei Wochen nach
Transfer weitestgehend dem WT-Niveau an (s. Abb. 3-23 B). Auch die Blattzahl der
PEP-Linien blieb weiterhin gegeniber dem WT unverandert. Lediglich in den TPA-
transgenen Linien zeichnete sich eine leichte Zunahme der Gesamtblattzahl im
Vergleich zum WT ab, die fur TPA-8 und TPA-16 signifikant war.
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Jedoch blieben die spezifischen Unterschiede der transgenen Linien in Flache und
Gewicht von zwei reprasentativen source-Blattern pro Pflanze auch wahrend der
generativen Wachstumsphase bestehen.

Die source-Blattflache der Linien L700-10 und L700-12 mit MP17:GFP-Expression in
chloroplastenhaltigen Zellen war signifikant auf 66% bzw. 41% im Vergleich zur WT-
Kontrolle reduziert, was auch zu einer Abnahme des Gewichtes auf 54% bzw. 31%
fuhrte. Parallel mit dem Anstieg in der Gesamtblattzahl wahrend der generativen
Wachstumsphase wirde sich in diesen Linien, analog zu den ektopisch MP17:GFP-
exprimierenden Arabidopsis-Pflanzen, eine geringere Reduktion im Gesamt-
frischgewicht der oberirdischen Biomasse ergeben als im vegetativen Stadium. Es
fiel auf, dass das Wachstum in der starker exprimierenden Linie L700-12 im
generativen Entwicklungsstadium, im Gegensatz zur vegetativen Biomasse-
produktion, um den gleichen Faktor gehemmt war wie in Col-0-16.

Wahrend dessen war in den PEP-Linien 4 und 14 mit MP17:GFP-Expression in
Geleitzellen kein Unterschied gegeniber der WT-Kontrolle zu detektieren.

Dagegen war die BlattgroBe der Bundelscheiden-spezifisch MP17.GFP-
exprimierenden Linien TPA-6, -8 und -16 gegenuber dem WT um 15%, 16% bzw.
15% erhoht, deren Frischgewicht ebenfalls gré3er war als in der Kontrolle.
Gemeinsam mit der Erh6hung der Blattzahl zeichnet sich fir diese Linien eine
groRere Zunahme der generativen Gesamtblattbiomasse als dem vegetativen Blatt-
frischgewicht nach 6 Wochen Kurztagbedingungen ab.

Im Anhang IV ist die Ubersicht der vegetativen und generativen Biomasseproduktion
vom beschriebenen Datenset 3 und der anderen beiden unabhangigen Anzuchten
dargestelit.

3.4.5.2 Untersuchungen zum Blihinduktionszeitpunkt und Ernteindex

Da die Ausbildung von Spross und Blutenstand ein charakteristisches Merkmal der
generativen Wachstumsphase ist, wurde in diesem Zusammenhang der
Bluhinduktionszeitpunkt der Zell-spezifisch MP17:GFP-exprimierenden Pflanzen
durch Auszéhlen der Tage unter Langtagbedingungen im Gewachshaus bis zum
Offnen der ersten Bliite am Hauptspross bestimmt.

In Abb. 3-24 ist dargestellt, dass die Induktion des Bluhzeitpunktes der Linien L700-
10 und L700-12 mit detektierbarem MP17:GFP-Protein im Western-Blot signifikant
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um einen und acht Tage gegenuber der WT-Kontrolle verzégert war. Dabei scheint
auch das Bliuhverhalten von der MP17:GFP-Dosis abhéngig zu sein, denn mit
zunehmender Expressionsstarke blihten diese transgenen Linien spéater.

Wahrend dessen zeigten die PEP-Linien ein &hnliches Bluhverhalten wie der WT und
der Bluhzeitpunkt der Bundelscheiden-spezifischen TPA-Linien war statistisch
signifikant um etwa drei Tage im Vergleich zur WT-Referenz vorverlegt.

Col-0 WT Col-0-16 L700-10 L700-12 PEP-4 PEP-14  TPA-6  TPA-8 TPA-16

*k%k

6 1 Kk

Tage unter Langtagbedingungen bis
zur Bluhinduktion

Pflanzenlinie

Abbildung 3-24: Bluhverhalten MP17:GFP-transgener Arabidopsis-Linien des Okotyps
Columbia (Col-0) unter Kontrolle der Promotoren ST-  LS1 (L700), AtSUC2 (PEP) und TP A im
Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle (WT) und Referenzli  nie Col-0-16

Die Pflanzen wurden 6 Wochen unter Kurztag angezogen, anschlielend unter Langtagbedingungen
transferiert und die Anzahl der Tage unter Langtag bis zum Offnen der ersten Bliite ermittelt. Der
Bluhphanotyp ist 14 Tage nach Transfer unter Langtag dokumentiert. Der Hauptspross wurde heraus
vergroBert und der GroRenmalstab gibt 10 cm an. Im Diagramm ist die Differenz des
Bluhinduktionszeitpunktes im Verhaltnis zum WT als Mittelwert + Standardfehler von 10 Pflanzen pro
Linie angegeben (Col-0 WT = 12 Tage unter Langtag bis Blihinduktion).

Ahnlich den konstitutiv MP17:GFP-exprimierenden Arabidopsis-Linien der Okotypen
Col-0, Ler und C24 war der Bluhinduktionszeitpunkt der Linien mit Zell-spezifischer
MP17:GFP-Expression damit ebenfalls verschoben. Diese Ergebnisse lielRen auch
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hier vermuten, dass neben der Auswirkung von MP17:GFP-Proteingehalt und -
Expression in ausgewahlten Zellen auf Kohlenhydratverteilung und Biomasse-
produktion auch die reproduktive Leistung verandert sein konnte. Aus diesem Grund
wurde der Samenertrag von 5-10 Pflanzen pro transgener Linie und WT bestimmt,
die vollstandig seneszent waren und nach 6 Wochen unter Kurztag bis zur Ernte
unter Langtag kultiviert wurden.

Wie in Abb. 3-25 gezeigt, konnte fir die Linien L700-10 und L700-12 mit MP17:GFP-
Expression in chloroplastenhaltigen Zellen ebenfalls ein Anstieg im Samenertrag
gegenuber der WT-Referenz um 8% bzw. 15% nachgewiesen werden, der laut
statistischer Analyse jedoch nicht signifikant war. Dennoch zeichnete sich die
Tendenz ab, dass die Samenproduktion der schwécher exprimierenden Linie L700-
10 geringer war als in Col-0-16 und mit dem Proteingehalt von Col-0-16 ein oberer
Schwellenwert fir den Samenertrag erreicht sein konnte, da in L700-12 mit einem
30% hoheren Expressionsniveau als in Col-0-16 kein weiterer Anstieg in der
reproduktiven Leistung gefunden werden konnte. Fur die Verifizierung des erhdhten
Samenertrages wurde das 100-Samengewicht von je 5 Pflanzen pro Linie bestimmt.
Hierbei wurde fur alle Linien kein groRerer Unterschied zur WT-Kontrolle entdeckt.
Das Auszahlen der Schoten pro Pflanze offenbarte eine &hnlich leichte Abnahme in
den transgenen Linien Col-0-16 und L700-12 mit dem hochsten MP17:GFP-
Proteingehalt auf 496 bzw. 493 im Verhaltnis zu 516 vom WT, wahrend die
Schotenzahl der schwacher exprimierenden L700-10 mit 514 nicht betroffen war. Aus
diesem Grund stieg die rechnerisch ermittelte durchschnittliche Anzahl von Samen
pro Schote, die aus Mittelwert von 100-Samengewicht, Gesamtamenertrag und
Schotenzahl berechnet wurde, von etwa 12 in der Col-0 WT-Kontrolle auf 15 in Col-
0-16, 13in L700-10 und 15 in L700-12 an.

Der Anstieg im Trockengewicht der seneszenten Pflanzen von L700-10 und L700-12
auf 61% bzw. 42% der WT-Biomasse im Vergleich zu 58% bzw. 17% vegetativer
Biomasse lie3 teilweise die Kompensation der drastischen Hemmung des
vegetativen Wachstums wahrend des generativen Entwicklungsstadiums erkennen.
Dennoch fuhrten der Anstieg im Samenertrag und die geringere Biomasseproduktion
der beiden L700-Linien zu einer erheblichen Erhéhung des Ernteindexes um das 1,7-
und 2,6-fache im Vergleich zur WT-Referenz.

Im Gegensatz dazu traten in den beiden PEP-Linien 4 und 14, in Ubereinstimmung

mit den Untersuchungen zum Kohlenhydratstatus sowie vegetativer und generativer
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Blattbiomasseproduktion, auch bei Ertragsparametern und Ernteindex keine
Unterschiede im Vergleich zur WT-Kontrolle auf.
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Abbildung 3-25: Analyse der Ressourcenverteilung zu m Erntezeitpunkt von Arabidopsis-Linien
des Okotyps Columbia (Col-0) mit MP17:GFP-Expressio n in chloroplastenhaltigen (L700),
Geleit- (PEP) und Biundelscheidenzellen (TP A) im Vergleich zur Wildtyp (WT)-Kontrolle und
konstitutiv exprimierenden Col-0-16

Die Untersuchungen wurden mit jeweils 5-10 Pflanzen pro Linie durchgefiihrt. Das Auszahlen der
Schotenanzahl erfolgte an Pflanzen, deren Bliten in den Samenstand Ubergegangen waren und zum
Zeitpunkt der Ernte waren die Pflanzen vollstdndig seneszent. Es sind Mittelwert + Standardfehler
angegeben. Die Verschiedenheit zur WT-Kontrolle wurde mittels Student’s t-Test bestimmt.
Signifikante Unterschiede sind als * P < 0,05, ** P < 0,01 und *** P < 0,001 gekennzeichnet.
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Hingegen konnte der deutlich erh6hte Samenertrag der TPA-Linien auf einen leichten
Anstieg der Schotenzahl pro Pflanze und des 100-Samengewichtes zurlckgefuhrt
werden, welche sich in der statistischen Analyse nicht als signifikant erwiesen.
Weiterhin zeichnete sich bei der Berechnung der gebildeten Samen pro Schote eine
Erhohung von 12 in der WT-Kontrolle auf etwa 15 in den TPA-MP17:GFP-transgenen
Pflanzen ab, und wies damit ein vergleichbares Niveau wie in den konstitutiv und
Chloroplasten-spezifisch MP17:GFP-exprimiereden Arabidopsis-Linien auf. Es fiel
aulBerdem auf, dass die TPA-Linien einen erheblicheren und signifikanteren Anstieg
in der reproduktiven Leistung zeigten als die konstitutiv MP17:GFP-exprimierenden
Arabidopsis-Pflanzen. Aufgrund des gleichzeitig etwas hoheren Pflanzentrocken-
gewichtes als im WT manifestierte sich der Anstieg im Samenertrag jedoch nur in
einer leichten Zunahme im Ernteindex.

Im Anhang IV ist die Ubersicht der reproduktiven Leistung des beschriebenen

Datensets 3 und der anderen beiden unabh&ngigen Anzuchten zusammengefasst.

3.4.6 Entwicklungsspezifische Saccharosetransportraten

Zur Verifizierung, ob in den Zell-spezifisch MP17:GFP-exprimierenden Col-0-Linien
ein  ahnlicher Zusammenhang zwischen MP17-vermitteltem Einfluss auf
Biomasseproduktion und Assimilatverteilung besteht wie in den konstitutiv
exprimierenden Linien, wurden die Saccharoseexportraten ermittelt.

Von jeweils 10 abgetrennten ausgewachsenen source-Blattern pro Linie wurden im
vegetativen (6 Wochen Kurztag), generativen (6 Wochen Kurztag und etwa zwei
Wochen Langtag) und beginnenden seneszenten Blattentwicklungsstadium (6
Wochen Kurztag und etwa drei Wochen Langtag) die Saccharosekonzentrationen im
Phloemexudat nach 1, 2, 4 und 6 Stunden gemessen.

Abb. 3-26 zeigt, dass die Saccharosegehalte der phanotypischen Linien L700-10 und
L700-12 in Ubereinstimmung mit der geringeren vegetativen Blattbiomasse-
produktion nach 6 Stunden Exudationszeit um 42% bzw. 71% niedrigerer waren als
in der WT-Kontrolle. In den Geleitzell-spezifisch MP17:GFP-exprimierenden Linien
PEP-4 und PEP-14 traten hingegen keine offensichtlichen Unterschiede im
Saccharoseefflux im Vergleich zum WT auf. Bei Bindelscheiden-spezifischer
Expression in den Linien TPA-6, -8 und -16 waren entsprechend der leicht erhdhten
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Abbildung 3-26: Saccharoseefflux von source-Blattern transgener Arabidopsis-Linien mit
MP17:GFP-Expression in chloroplastenhaltigen Zellen (L700), Geleitzellen (PEP) und
Bindelscheidenzellen (TP A) im Vergleich zur jeweiligen WT-Kontrolle

Die Phloemexudate wurden von jeweils 10 ausgewachsenen Bléattern pro Linie im vegetativen (6
Wochen Kurztag), generativen (6 Wochen Kurztag und etwa zwei Wochen Langtag) und beginnenden
seneszenten Blattentwicklungsstadium (6 Wochen Kurztag und etwa drei Wochen Langtag)
gesammelt. Die Saccharosegehalte wurden nach 1, 2, 4 und 6 h Exudationszeit ermittelt. Die Daten
sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.

vegetativen Blattbiomasse tendenziell angestiegene Saccharosekonzentrationen
(106%, 109% und 105%) zu detektieren.

Zu Beginn der reproduktiven Phase nach zwei Wochen Kultivierung unter
Langtagbedingungen stiegen die Saccharosegehalte der TPA-Linien auf etwa 115%
des WT-Niveaus an (s. Abb. 3-26, generativ) bis sie nach einer weiteren Woche
unter blahinduzierenden Anzuchtbedingungen 30% hdher waren als in der WT-
Kontrolle (s. Abb. 3-26, seneszent). Gleichzeitig waren sie gegenuber der Col-0-16-
Referezlinie um ungefahr 10% erhoht. Ein &hnlicher Anstieg im Saccharoseefflux war
in den im Wachstum gehemmten Linien L700-10 und L700-12 zu beobachten.
Nachdem die Pflanzen unter Langtagbedingungen transferiert und fur zwei Wochen
kultiviert wurden betrug die Saccharosekonzentration im Phloemexudat der
phanotypischen Linien 80% bzw. 46% vom WT-Gehalt (Abb. 3-26, generativ). Im
beginnenden senseszenten Blattstadium erreichten die Saccharosekonzentrationen
103% fur L700-17 und 120% fur L700-12 im Vergleich zum WT

3.5 Charakterisierung  von Arabidopsis-Mutanten  mit

Defekten in putativen Pflanzenrezeptoren des PLRV-M P17

Die konstitutive und induzierbare Expression von MP17 in transgenen Tabakpflanzen
(Herbers et al., 1997; Hofius et al., 2001; Hofius, 2003) als auch die konstitutive und
spezifische MP17-Expression in Arabidopsis-Pflanzen (Hofius, 2003; eigene
Arbeiten) und dariber hinaus anderer viraler MPs in transgenen Pflanzen
(Balachandran et al., 1995; Olesinski et al., 1995; Shalitin et al., 2002; Rinne et al.,
2005) belegte ihren spezifischen Einfluss auf PDs, Assimilattransport und
sink/source-Beziehungen. Da sich ein komplexes System der Pflanze-MP-Interaktion
andeutete, die sich in Abhangigkeit von der MP17-Dosis und -Expression in
spezifischen Zellen und Geweben unterscheidet, kbnnen die zugrunde liegenden
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Mechanismen nur Uber die ldentifizierung der/des pflanzlichen Bindungspartner(s)
aufgeklart werden.

In diesem Zusammenhang gibt die Lokalisierung von MP17 (Schmitz et al., 1997;
Hofius et al., 2001; eigene Arbeiten) und TMV-MP30 (Tomenius et al., 1987; Aktins
et al., 1991; Ding et al., 1992) an plasmodesmalen Zellwandbereichen einen Hinweis
auf die Bindung viraler MPs an Plasmodesmenstrukturen. In der Tat wurde an Hand
der ldentifizierung eines Rezeptors, der die Translokation des Transkriptionsfaktors
Knotted 1 bewerkstelligt, ein universaler plasmodesmaler Bindungspartner fir den
Transport von endogenen Molekilen und viralen MPs durch PDs gleichermalien
vorgeschlagen (Kragler et al., 1998). Dennoch konnten trotz zahlreicher
biochemischer und genetischer Ansatze bisher keine plasmodesmalen MP-
Interaktoren identifiziert werden.

Am besten untersucht ist das Transportprotein MP30 des TMV. Hierfir wurden
Interaktionen mit Komponenten des Zytoskeletts und Endoplasmatischen Retikulums
(Heinlein et al., 1995; McLean et al., 1995; Heinlein et al., 1998; Dorokhov et al.,
1999; Reichel und Beachy, 1999; Chen et al., 2000; Boyko et al., 2000) nachge-
wiesen, die eher fur den Transport von MPs innerhalb der Zelle zur Peripherie hin
verantwortlich sind.

Auch fur das MP17 des Phloem-limitierten PLRV konnten bisher weder mittels Pull
down und Overlay Assay (Paap, 2002) noch Uber Hefe-Zwei-Hybrid (Hofius, 2003)
pflanzliche, plasmodesmale Bindungspartner identifiziert werden. Aus diesem Grund
wurde von Dr. D. Hofius ein genetischer Ansatz zur ldentifizierung von Mutanten mit
veranderten plasmodesmalen Bindungs- und Transporteigenschaften und damit zur
Isolierung putativer pflanzlicher MP17-Interaktionspartner entwickelt (Hofius, 2003).
Da die Expression von MP17 in Arabidopsis zu ahnlichen phéanotypischen
Anderungen filhrte wie in transgenen Tabaklinien, wurden vergleichbare
Wirkmechanismen des MP17-Proteins auf plasmodesmale Funktion und
Assimilattransport sowie konservierte endogene Interaktionspartner von MP17 bei
verschiedenen Pflanzenspezies postuliert (Hofius, 2003). Gestltzt wird diese
Hypothese dadurch, dass vergleichbare MP17-vermittelte Effekte in transgenen
Arabidopsis-Pflanzen verschiedener Okotypen zu beobachten waren (eigene
Arbeiten).

Somit stand die Modelpflanze Arabidopsis als genetisches System zur Verfiigung
und die phanotypische Linie Col-0-16 diente als Ausgangslinie fur die chemische
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Samenmutagenese mittels Ethylmethansulfonat (EMS). Chemische Mutagene wie
EMS erzeugen mit hohen Mutationsraten vorrangig Einzelbasenaustausche, die eine
Anderung und nicht den Verlust der Funktionalitat eines kodierenden Proteins
beglnstigen. Die daraus resultierenden veranderten Bindungs- und Transporteigen-
schaften des plasmodesmalen MP17-Interaktionspartners wirden die Aufhebung der
plasmodesmalen Bindung und/oder der MP17-induzierten Assimilatakkumulation
bedingen und koénnten somit dber die Reversion der Wachstumsretardierung
identifiziert werden.

Diese sogenannten Suppressormutanten wurden in 24 Parentalgruppen (PG) auf
Revertanten mit einem WT-ahnlichen Wuchs durchmustert. Auf diese Weise konnten
31 putative MP17-Suppressormutanten isoliert werden, die in der vorliegenden Arbeit
molekular, biochemisch, physiologisch, zellbiologisch und genetisch charakterisiert

werden sollten.

3.5.1 Molekulare Charakterisierung der MP17-Suppressormutanten

Aufgrund einer Primarcharakterisierung, die Uber Fluoreszenz-, Northern- und
Western-Analyse erfolgte, wurden die MP17:GFP-Mutanten in verschiedene Klassen
eingeteilt (Hofius, 2003).

Die identifizierten M2-Revertanten wurden von Dr. D. Hofius erhalten und der
Schwerpunkt auf 10 Mutanten gelegt, wobei mehrere Vertreter aus jeder Kategorie
ausgewahlt wurden. Zwei der Mutanten zeichneten sich durch keine bzw. kaum
nachweisbare MP17:GFP-RNA aus. Sie werden nachfolgend mit PG nr bezeichnet.
Weiterhin akkumulierten zwei der MP17-Revertanten nur MP17-Transkript. Sie
zahlen zur Klasse | und werden im Folgenden mit PG r bezeichnet. Dartiber hinaus
war in vier der ausgewdahlten Mutanten, die in Klasse Il (PG p) zusammengefasst
sind, neben spezifischem MP17:GFP-Transkript auch Protein detektierbar. Aus der
Kategorie Il (PG f) wurden zwei Transkript- und Fusionsprotein-akkumulierende
Mutanten, die punktuelle GFP-Fluoreszenz im Zellwandbereich zeigten, gewahlt. Ihre
GFP-Lokalisierung gibt einen Hinweis darauf, dass MP17:GFP in diesen
Suppressormutanten weiterhin mit PDs assoziieren kann.

Zur Uberpriifung der Stabilitat der Mutationen wurden die M2-Revertanten geselbstet
und der Suppressorphanotyp in der M3-Generation mit je 15 Individuen verifiziert.
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Die Charakterisierung der Mutanten erfolgte parallel zur nicht-transgenen WT-
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Abbildung 3-27: Expressionsanalyse von MP17-Suppres  sormutanten im Vergleich zur nicht
transformierten WT-Kontrolle und nicht-mutagenisier ten Linie Col-0-16 (NM)

(A) Northern-Analyse von MP17:GFP-spezifischen Transkripten. Gesamt-RNA wurde aus source-
Blattmaterial isoliert und 30 pg pro Spur aufgetragen. Der Northern-Blot wurde mit einer MP17-
spezifischen Sonde hybridisiert. Zur Uberpriifung der Beladung erfolgte eine zusatzliche Beprobung
mit rbcS-cDNA.

(B) Western-Analyse und Quantifizierung der MP17:GFP-Proteinakkumulation. Auf jede Spur wurden
identische Mengen an Gesamtprotein (20 pg) aufgetragen und unter Verwendung eines polyklonalen
anti-MP17-Antiserums (1:5000 Verdinnung) sowie eines sekundaren HRP-konjugierten 19G-
Antikérpers (1:100000) analysiert. Zur Normalisierung der MP17-spezifischen Signale wurden die
Immunoblots mit polyklonalem anti-Transketolase- (TK) Antikdrper beprobt. Die Quantifizierung der
MP17-Proteingehalte wurde mit 5 Pflanzen pro Linie durchgefuhrt. Die Werte sind in Prozent bezogen
auf die Referenzlinie Col-0-16 als Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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Kontrolle und nicht-mutagenisierten, konstitutiv MP17:GFP-exprimierenden Linie Col-
0-16 (NM). Zunachst wurde die Akkumulation von MP17:GFP-spezifischen
Transkripten mittels Northern-Analysen untersucht. Wie in Abb. 3-27 A fir je einen
Vertreter der Mutanten dargestellt, war bei den beiden Revertanten PG nr 12-1-1 und
PG 17-4-1 kaum MP17:GFP-spezifische RNA detektierbar. Stattdessen wiesen sie
einen ,Schmier” auf, der mit ribosomalen Banden assoziiert zu sein schien. Diese
Hybridisierungssignale lassen weiterhin eine mutationsbedingte Transkriptinstabilitat
vermuten, so dass sie weder MP17-Protein noch GFP-Fluoreszenz zeigen kdnnen.
Die anderen 8 Suppressormutanten zeigten dagegen ein spezifisches MP17:GFP-
Signal von vergleichbarer Intensitat wie die nicht-mutagenisierte Parentallinie NM. In
der Western-Analyse (s. Abb. 3-27 B) lieR sich, in Ubereinstimmung mit der friiheren
Charakterisierung, bei PG r 10-5-1 und PG r 23-2-1 mittels MP17-Antikérper kein
Fusionsprotein detektieren. Lediglich bei Mutanten der Klasse Il und Ill war MP17-
Protein in der erwarteten Laufhbéhe von 45 kDa nachzuweisen. Da der Eindruck
entstand, dass die spezifischen Proteinsignale der einzelnen Mutanten eine
unterschiedliche Intensitat aufwiesen und um aufzuklaren, ob eine kritische Menge
an MP17.GFP-Protein zur lokalisierbaren GFP-Fluoreszenz notwendig ist, wurde der
MP17:GFP-Proteingehalt bezogen auf die nicht-mutagenisierte Referenzlinie NM,
wie in Abschn. 3.1.1 beschrieben, von jeweils 5 Pflanzen quantifiziert. Dabeli
offenbarte sich, dass die Suppressormutanten PG p 8-2-2 und PG p 17-4-2 mit 26%
und 28% das niedrigste MP17-Proteinexpressionsniveau aufwiesen. Der MP17:GFP-
Proteingehalt von PG p 6-2-1 und PG p 6-3-1 betrug 42% bzw. 32%.
Interessanterweise erreichten die Linien PG f 8-6-2 und PG f 10-3-1 aus der Klasse
[l mit jeweils 47% die hochste MP17-Proteinmenge, die im Vergleich zu den anderen
MP17-Protein akkumulierenden Mutanten gegentber der Referenzlinie lediglich um
den Faktor 0,53 erniedrigt war.

Ein weiterer Aspekt bestand in der Uberpriifung der Plasmodesmenspezifitat des
MP17:GFP-Fusionsproteins in den Suppressormutanten im Vergleich zur nicht-
mutagenisierten Kontrolle NM mittels Fluoreszenzmikoskopie. Entgegen friiherer
Lokalisierungen am CLSM (Hofius, 203) waren bei PG p 6-2-1 und PG p 6-3-1 sehr
vereinzelte GFP-Markierungen zu beobachten. Sie traten ausschlief3lich in Zellwand-
bereichen von Epidermiszellen auf, welche die Trichombasiszelle strahlenférmig
umgeben (s. Abb. 3-28). Die anderen Mutanten stimmten mit der friheren Fluores-

zenz-Analyse Uberein.
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Abbildung 3-28: GFP-Fluoreszenz in der Epidermisvo  n PG p 6-2-1 und PG p 6-3-1

Punktuelle Dekorierung am Zell-zu-Zell-Kontakt zwischen Epidermiszellen, die an Trichombasiszellen
angrenzen. Aber keine Markierung der Zellwand zwischen source-Epidermiszellen. Die Pfeile
markieren GFP-Signale und der Grol3enmalistab gibt 20 um an.

Auf Basis dieser molekularen Untersuchungen kann davon ausgegangen werden,
dass die ausgewahlten EMS-mutagenisierten MP17-Revertanten stabile Mutationen
tragen und fur die nachfolgenden Analysen geeignet sind.

3.5.2 Reversion des MP17-induzierten Phanotyps in den
MP17:GFP-Mutanten

Wie oben beschrieben, unterschieden sich die Suppressormutanten in ihren
molekularbiologischen Eigenschaften deutlich von der NM-Kontrolllinie. Da die Dosis-
abhangige MP17-Expression einen wesentlichen Einfluss auf Biomasse- und
Samenproduktion zu haben scheint (Hofius et al., 2001; eigene Arbeiten), wurden im
nachsten Schritt die physiologischen Auspragungen der MP17-Revertanten in
Gegenuberstellung zu WT- und NM-Kontrolle analysiert.

Die in Abb. 3-29 A dargestellten Pflanzen, die 5 Wochen unter Kurztagbedingungen
kultiviert wurden, zeigen, dass die Rosettenblatter nicht mehr phanotypisch verandert
waren wie in der transgenen Parentallinie NM. Um zu verifizieren, ob das WT-
ahnliche Erscheinungsbild der Keimblatter mit einer Reversion der Photoassimilat-
akkumulation einherging, wurden die Kohlenhydratgehalte von jeweils 8 Individuen
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Abbildung 3-29: Phanotyp und Kohlenhydratgehalte vo
nicht transformierten WT-Kontrolle und nicht-mutage

n MP17-Revertanten im Vergleich zur
nisierten Linie Col-0-16 (NM)

Unter (A) ist die Dokumentation nach 5 Wochen unter Kurztagbedingungen abgebildet. (B) fasst die
die oberirdische Biomasse von je 13 Pflanzen zusammen, die 6 Wochen unter Kurztagbedingungen
kultiviert wurden. (C) zeigt die Kohlenhydratgehalte 5 Wochen alter Pflanzen. 8 Stunden nach Beginn
der Lichtphase wurden Proben von jeweils zwei vollstandig entwickelten source-Blattern pro Pflanze
genommen. Es wurden l8sliche Zucker und Starke bestimmt. Die Daten wurden von jeweils 8
Pflanzen erhalten, wobei die beiden Werte von jeder Pflanze gemittelt wurden. In der Abbildung sind

die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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der 5 Wochen alten Pflanzen ermittelt. Tatsachlich lagen die Gehalte der MP17-
Mutanten an ldslichen Zuckern und Starke im WT-Bereich und die Kohlenhydrat-
akkumulation war entsprechend der Erwartung aufgehoben (s. Abb. 3-29 C).

Zur Verifizierung der Reversion der MP17-vermittelten Wachstumshemmung wurde
von je 13 Pflanzen, die 6 Wochen unter Kurztagbedingungen angezogen wurden, die
vegetative Blattbiomasse bestimmt (s. Abb. 3-29 B). Auch hier fiel auf, dass das
Blattfrischgewicht aller MP17-Suppressormutanten WT-Niveau erreichte bzw. sogar
groRer war. Diese Aufhebung der Wuchsretardierung wurde durch Ermitteln des
Trockengewichtes untermauert, wozu die vom Wurzelsystem abgetrennten Rosetten

zwei Tage im Trockenschrank bei 50C getrocknet wur den.
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Abbildung 3-30: Bluhverhalten und Samenertrag von M P17-Suppressormutanten im Vergleich
zur nicht transformierten WT-Kontrolle und nicht-mu tagenisierten Linie Col-0-16 (NM)

Die Pflanzen wurden 6 Wochen unter Kurztag angezogen, anschlielend unter Langtagbedingungen
transferiert und die Anzahl der Tage unter Langtag bis zum Offnen der ersten Bliite ermittelt. Unter (A)
ist die Dokumentation 12 Tage (oben) und 19 Tage (unten) nach Transfer unter Langtag abgebildet.
Der Hauptspross wurde heraus vergrof3ert und der GrolRenmaRstab gibt 10 cm an. Unter (B) ist die
Differenz des Bluhinduktionszeitpunktes im Verhéltnis zum WT von 10 Pflanzen pro Linie angegeben
(Col-0 WT = 13,4 Tage unter Langtag bis Bluhinduktion). (C) fasst die reproduktive Leistung von
jeweils 6-12 vollstandig seneszenten Pflanzen zusammen. Die Werte sind als Mittelwert +
Standardfehler dargestellt.
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Die bereits beschriebenen Verschiebungen im Bluhverhalten MP17-transgener
Arabidopsis-Pflanzen konnten fir die M3-Revertanten ebenfalls bestatigt werden. Fur
diese Analyse wurden die Pflanzen 6 Wochen unter Kurztag gehalten, anschliel3end
unter Langtagbedingungen ins Gewachshaus transferiert und die Tage unter Langtag
bis zum Offnen der ersten Bliite am Hauptspross von jeweils 10 Pflanzen ausgezahlt.
Der Bluhinduktionszeitpunkt von PG p 8-2-2 und PG p 6-3-1, den Mutanten mit dem
niedrigsten MP17-Proteinexpressionsniveau, war um ein bis zwei Tage gegeniber
der WT-Kontrolle vorverlegt, die nach durchschnittlich 13,4 Tagen Langtag blihten
begann (s. Abb. 3-30 A, B). Die anderen Transkript- und Fusionsprotein-akkumu
lierenden Mutanten zeigten ein mit dem WT vergleichbares Blihverhalten. Hingegen
blihten die Revertanten mit kaum nachweisbarem MP17-Transkript in source-
Blattern deutlich spater als der WT und sogar leicht verzogert gegenuber der NM-
Parentallinie.

Abschliel3end wurde die reproduktive Leistung von je 6-12 Pflanzen untersucht, die
nach 6 Wochen Kurztag unter Langtagbedingungen kultiviert wurden und zum
Zeitpunkt der Ernte vollstandig seneszent waren. Im Gegensatz zur MP17:GFP-
transgenen NM-Parentallinie war der Samenertrag aller Supppressormutanten nicht
gegenuber dem WT-Niveau erhoht sondern lag teilweise sogar leicht unterhalb (s.
Abb. 3-30 C).

3.5.3 Phytopathologische Charakterisierung

Neben der Wiederherstellung des WT-ahnlichen Wachstums, begleitet von einer
Reversion der Kohlenhydratakkumulation, sollte Uber die phytopathologische
Analyse die Virusanfalligkeit und damit die Kapazitat zur symplastischen Assimilat-
verteilung in den MP17-Suppressormutanten untersucht werden.

Fur die Analyse der TuMV-Virusmultiplikation und systemischen Ausbreitung in den
systemischen Blattern 18 Tage nach Infektion wurden MP17-Revertanten
ausgewahlt, die aufgrund der nachfolgend beschriebenen genetischen Analyse in
das markergestutzte Kartierungsverfahren zur Isolation der mutierten Gene
eingesetzt werden.

Wie bereits in Abschn. 3.1.4 und 3.4.6 beschrieben, wurden je 20 Pflanzen im Alter
von drei Wochen mit TuMV-Virusextrakt inokuliert und entwickelten etwa zwei

Wochen nach Infektion erste Symptome.
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Abbildung 3-31: TuMV-Infektion ausgewahlter MP17-Su  ppressormutanten im Vergleich zur
nicht transformierten WT-Kontrolle und nicht-mutage nisierten Linie Col-0-16 (NM)

In der Aufnahme sind die Symptome TuMV-infizierter Arabidopsis-Pflanzen in Gegeniberstellung zu
nicht infizierten Pflanzen gezeigt. Im Diagramm ist die Quantifizierung der TuMV-Capsid-
Proteingehalte 18 Tage nach Infektion in systemischen Blattern mittels ELISA-Virustiterbestimmung
dargestellt. Die Werte représentieren die Mittelwerte von 20 Pflanzen + Standardfehler und sind in
Prozent des WT-Gehaltes angegeben. Die Pflanzen waren zum Zeitpunkt der TuMV-Infektion drei
Wochen alt und hatten 8-12 Bléatter ausgebildet. Der GréRenmalstab gibt 10 cm an. n. inf.: nicht
infiziert, inf.: infiziert.

Die in Abb. 3-31 dargestellte ELISA-Bestimmung der Virustiter offenbarte, dass in
den drei infizierten MP17:GFP-Mutanten PG p 6-2-1, PG p-6-3-1 und PG f 10-3-1 die
aus der NM-Parentallinie bekannte Verzdgerung der Virusausbreitung aufgehoben
war. Der quantifizierte TuMV-Capsid-Proteingehalt war sogar um 65%, 45% bzw.
21% gegenuber der WT-Kontrolle erh6ht und legt nahe, dass durch die EMS-
Mutagenese eine Komponente des pflanzlichen Transportsystems und/oder des
putativen plasmodesmalen MP17-Interaktionspartners in den Bindungs- und
Transporteigenschaften verandert sein konnte.
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3.5.4 Genetische Analyse der Suppressormutanten

Da chemische Mutagene wie EMS hohe Mutationsraten beglnstigen, war eine
Auskreuzung aller zusatzlichen Mutationen in den MP17-Suppressormutanten

notwendig. Dazu wurden, wie in Abb. 3-32 dargestellt, zwei Riuckkreuzungszyklen in

F,: phanotypische
o Fcol0-16 (NM) X Suppressormutante
F,: Selbstung
F.: Selbstung , ,
cp Bestimmung und Korrelation von
Mutanten-ahnlicher  ppinavn'und MP17:GFP-Protein
Revertanten
F;: phanotypische Mutanten-ahnliche
Col-0-16 (NM) Suppressormutante in F
: M Bestimmung und Korrelation von
Fa Selbstung Phé&notyp und MP17:GFP-Protein
Fs: Selbstung

Mutanten-ahnlicher Bestimmung und Korrelation von

Revertanten Phanotyp und MP17:GFP-Protein

Fe: phanotypische y Mutanten-ahnliche
Ler-Linie Suppressormutante in F

v

Kartierung

Abbildung 3-32: Ruckkreuzungsschema der MP17-Suppre  ssormutanten zur Beseitigung von
Seitenmutationen bis zur Kreuzung der homozygoten M utanten mit dem Partner zur
Generierung der Kartierungspopulation

Fo-Fs: Tochtergeneration, Ler: Landsberg erecta, NM: nicht-mutagenisiert
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den Parentalgenotyp NM ausgefuhrt. Zur besseren Unterscheidung von den M3-
Revertanten und der einzelnen Rilckkreuzungsschritte wurde das Ende der
Mutantenbezeichnung nach einer Ruckkreuzung mit R bzw. nach zwei
Ruckkreuzungen mit RR versehen.

Die Nachkommen in der uniformen, heterozygoten ersten Tochtergeneration (F;) aus
der Kreuzung der 10 verschiedenen PG-Mutanten mit NM, die durch einen NM-
ahnlichen Wuchs gekennzeichnet waren, wurden geselbstet. Die Individuen in der F;
wurden in Hinblick auf Ph&notyp und MP17:GFP-Protein untersucht. Fur die
Selbstung der F,-Generation wurden nur Mutanten-a&hnliche Vertreter der einzelnen
Revertanten ausgewahlt, bei denen der WT-ahnliche Wuchs mit dem Fehlen bzw.
Vorhandensein und entsprechenden Gehalt an MP17:GFP-Protein der M3-Mutanten
korrelierte.

Diese Analyse wurde ebenfalls mit den Nachkommen in der F3; durchgeftihrt und nur
solche in die zweite Ruckkreuzung mit NM eingesetzt, bei denen das WT-ahnliche
Erscheinungsbild mit dem jeweiligen Mutanten-spezifischen MP17-Transkript und
MP17-Protein Ubereinstimmte (s. Abb. 3-33 A). Die daraus resultierende Fy-
Generation zeichnete sich durch einen NM-ahnlichen Phanotyp aus. Dieser wurde
ebenfalls mit der Akkumulation von MP17:GFP-RNA und MP17:GFP-Protein in
Northern- und Western-Analysen abgeglichen. Wie in Abb. 3-33 B und C gezeigt,
wiesen die Individuen der uniformen, heterozygoten Fs,-Generation nach zwei Ruck-
kreuzungen NM-spezifische Transkript- und Proteinmengen von MP17:GFP auf. Dies
war in Ubereinstimmung mit dem NM-ahnlichen Phanotyp.

Neben dem Auskreuzen zuséatzlicher Mutationen diente die zweite Einkreuzung der
Suppressormutanten in den NM-Parentalhintergrund ihrer genetischen Charakte-
risierung. In der Fi-Generation (entspricht F4 nach zwei NM-Ruckkreuzungen) kann
das Dominanzverhaltnis zwischen mutiertem und WT-Allel bestimmt werden. Da, wie
schon bei den heterozygoten Nachkommen der ersten Rickkreuzung in den NM-
Parentalgenotyp beobachtet, ausschliel3lich NM-typische Merkmalsauspragungen in
der F4-Generation vorlagen, wirde dies auf eine rezessive Vererbung der Mutation in
den verifizierten M3-Revertanten hindeuten.

Uber das Segregationsmuster der F,-Generation (entspricht Fs nach zwei NM-Riick-
kreuzungen) kann die Anzahl der beteiligten Loci bestimmt, das Dominanzverhéltnis
bestatigt und zudem ermittelt werden, in wieweit ein Mendel sches Vererbungs-
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muster vorliegt. Aus diesem Grund wurden fir diese genetischen Analysen durch
Selbstung der Fs,-Generation Individuen der Fs-Nachfolgegeneration erhalten.
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Abbildung 3-33: Expressionsanalyse der in den nicht  -mutagenisierten (NM) Hintergrund
zurlick-gekreuzten MP17-Suppressormutanten

Gezeigt ist die Northern-Analyse geselbsteter, Mutanten-ahnlicher Pflanzen der Fs;-Generation, die
nach einer Rlckkreuzung der MP17-Revertanten in den NM-Hintergrund in einen zweiten
Ruickkreuzungszyklus eingesetzt wurden (A). Unter (B) dargestellt ist die Northern- und unter (C) die
Western-Analyse der NM-&hnlichen Suppressormutanten in der F,-Generation nach der zweiten NM-
Ruckkreuzung. Fir die Northern-Blots wurde Gesamt-RNA von Kontrollen (WT, NM) und
rickgekreuzten MP17-Mutanten isoliert. Pro Spur wurden 30 pg RNA aufgetragen und mit einer
MP17-spezifischen cDNA-Sonde hybridisiert. Zur Uberpriifung der Beladung erfolgte eine zusatzliche
Beprobung mit rbcS-cDNA. In der Western-Analyse wurden auf jede Spur identische Mengen an
Gesamtprotein (20 pg) aufgetragen und unter Verwendung eines polyklonalen anti-MP17-Antiserums
(1:5000 Verdunnung) sowie eines sekundaren HRP-konjugierten 1gG-Antikérpers (1:100000)
analysiert.

Genetische Untersuchungen beschréanken sich in der Regel auf eine kleine Auswahl
von Individuen. Daher wurde zur Uberpriifung, ob die in der Stichprobe gewonnen
Ergebnisse so eindeutig sind, dass sie Ruckschlisse auf das Gesamtverhalten
zulassen, der Chi>-Test angewendet. Fiir einen bestimmten Erbgang vergleicht er die
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beobachteten Werte mit den erwarteten. Der aus der Chi’-Tabelle abgelesene
Wahrscheinlichkeitswert P fir die entsprechenden Freiheitsgrade gibt die
Ubereinstimmung zwischen Hypothese und Beobachtung an und ist umso groRer, je
kleiner der Wert von Chi? (X?) ist (Giinther, 1984).

Da sich eine markergestitzte Kartierung der Mutationen anschliel3t, wird als
Voraussetzung dafir angenommen, dass die zu kartierenden Mutationen rezessiv
und in einem monohybriden Erbgang vorliegen. Bei dieser 3:1-Spaltung besteht ein
Freiheitsgrad. Ein P-Wert zwischen 0,20 und 0,50 liegt innerhalb und gréf3ere Werte
oberhalb der Zufallsgrenze. Unter diesen Gegebenheiten besteht ausreichend
Ubereinstimmung zwischen empirischem und theoretischem Wert, so dass die
Annahme einer 3:1-Spaltung fur eine rezessive Mutation mit monohybridem Erbgang
berechtigt ist.

Darauf basierend wurden die Nachkommen in der Fs-Generation auf ihre Spaltungs-
verhéltnisse hin analysiert. Dies erfolgte mit jeweils 50 Individuen aus jeder Kreuzung
der 10 Suppressormutanten mit dem NM-Parentalgenotyp unter Bestimmung von
Phanotyp und MP17:GFP-Proteinsignalstarke. Beide Merkmalsauspragungen
wurden ausgezahlt und miteinander abgeglichen.

Wie Tab. 3-2 zu entnehmen ist, zeigten die MP17-Revertanten PG nr 12-1-1RR, PG
nr 17-4-1RR, PG r 10-5-1RR, PG r 23-2-1RR, PG p 6-3-1RR, PG p 8-2-2RR und PG
f 8-6-2RR in dieser Analyse kein statistisch abgesichertes rezessives Spaltungs-
verhéltnis. Dartiber hinaus war auch bei einigen Nachkommen der Rickkreuzung
von PG nr 17-4-1RR und PG p 17-4-2RR keine Korrelation von NM-Phéanotyp und —
Proteingehalt gegeben. Zwar ergab sich in der Spaltungsanalyse der Klasse I-
Mutanten PG r 10-5-1RR und PG r 23-2-1RR eine &hnliche Verteilung der Pflanzen
beim Auszéhlen in Bezug auf Phanotyp und MP17:GFP-Proteinsignal, jedoch
stimmten Phanotyp und Protein auch hier nicht immer tberein.

Hingegen offenbarte die statistische Analyse, dass nach Auszéhlen und Abgleich von
Phanotyp und MP17-Protein fur die Spaltungsanalyse der Suppressormutanten PG p
6-2-1RR und PG f 10-3-1RR ausreichend Ubereinstimmung zwischen empirischem
und theoretischem Wert besteht, so dass eine 3:1-Spaltung flr eine rezessive
Mutation mit monohybridem Erbgang angenommen werden kann. AulRerdem
korrelierten bei der Nachkommenschaft aus der NM-Riickkreuzung dieser beiden
Revertanten NM-Protein und NM-Phanotyp miteinander.
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Tabelle 3-2: Spaltungsanalyse zur Bestimmung des Do minanzverhéltnis der MP17-Suppressor-
mutanten nach zwei Riickkreuzungen in den NM-Hinterg  rund
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Phéanotyp (PT) und Protein (Prot.) wurden von jeweils 5-10 Nachkommen in der ersten
Tochtergeneration (F;) und von 50 Nachkommen in der zweiten Tochtergeneration (Fs) der NM-
Rickkreuzung im Vergleich zur Wildtyp- (WT) und nicht-mutagenisierten (NM, entspricht Col-0-16)
Kontrolle ausgezahlt und miteinander verglichen. Angegeben sind berechnetes und angenommenes
Spaltungsverhaltnis der Fs-Generation. Die Spaltungszahlen sind statistisch abgesichert durch X-Test
und die mit dem X*-Wert ermittelte Wahrscheinlichkeit P fiir die Ubereinstimmung zwischen
Spaltungshypothese und Beobachtung. Rot hervorgehoben sind MP17-Revertanten, fir die eine
rezessive Mutation mit einer 3:1-Spaltung statistisch nachgewiesen wurde.

Da sich die MP17-Suppressormutanten durch einen ahnlichen Phanotyp

auszeichneten, bestand ein weiterer Aspekt der genetischen Charakterisierung in der
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Uberpriifung der Allelizitat der Mutanten. Dies erfolgte mittels Komplementationstest
unter der Voraussetzung, dass beide miteinander gekreuzte Mutanten rezessiv sind.
Die genetische Grundlage hierflr besteht darin, dass sich Mutationen, die Allele
verschiedener Gene betreffen, komplementieren kénnen. Infolge dessen zeigt die F;-
Nachkommenschaft aus der Kreuzung der Mutanten untereinander den Ph&notyp
der nicht-mutierten Parentallinie. Entsprechen die Individuen der F;-Folgegeneration
dem Phanotyp der mutierten Eltern, gibt das einen Hinweis darauf, dass die
Mutationen in den Allelen des gleichen Gens vorliegen und sich somit nicht
komplementieren kdnnen (Weigel und Glazebrook, 2002).

Dazu wurden die durch einen NM-Ruckkreuzungszyklus von zusatzlichen Mutationen
gereinigten Individuen der F3-Generation, die durch Merkmalsauspragungen der M3-
Revertanten gekennzeichnet sind (s. Abb. 3-32), in beide Richtungen miteinander
gekreuzt. In der daraus resultierenden Fi-Generation wurden Phanotyp und Protein
im Vergleich zur WT- und NM-Kontrolle untersucht und miteinander abgeglichen (s.
Tab. 3-3).

Tabelle 3-3: Analyse der allelischen Kreuzungen der MP17-Revertanten

Kreuzungskombination Phanotyp Protein
NM p 6-2-1 x NM f 10-3-1 NM-Wuchs, k. Chlorosen wie f 10-3-1
NM f 10-3-1 x NM p 6-2-1 NM-Wuchs, k. Chlorosen wie NM

NM p 6-3-1 x NM f 10-3-1 grolRer als NM, k. Chlorosen mind. wie f 10-3-1
NM f 10-3-1 x NM p 6-3-1 grolRer als NM, k. Chlorosen mind. wie f 10-3-1

NM p 6-2-1 x NM p 6-3-1 wie Mutante wie Mutanten
minimal groRer als NM, k.
NM p 6-3-1 x NM p 6-2-1  Chlorosen mind. wie Mutanten

Die durch eine Ruckkreuzung in den NM-Parentalhintergrund von zuséatzlichen Mutationen gereinigten
Mutanten-ahnlichen Suppressormutanten der F3;-Generation wurden in beide Richtungen miteinander
gekreuzt. Aufgefiihrt sind ausgewahlte Kreuzungskombinationen der MP17-Mutanten, deren F;-
Nachkommenschaft NM-&hnliche Charakteristika der Parentallinie zeigte und auf komplementierende,
nicht-allelische Mutationen verweist. k: keine, mind.: mindestens, NM: nicht-mutagenisiert Parentallinie
(entspricht Col-0-16).

Die Nachkommen der meisten allelischen Kreuzungskombinationen zeigten sowohl
in der phanotypischen als auch der biochemischen Analyse die Merkmalsauspragun-
gen der mutierten Eltern. Das lasst vermuten, dass sich die Mutationen allelisch
zueinander verhalten. Entsprechend der Analyse des Dominanzverhéltnisses kann
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diese Merkmalsauspragung jedoch auch damit begrindet werden, dass mindestens
eine der beiden untersuchten Mutationen dominant ist. Aufgrund der Beobachtung,
dass Phéntoyp und Akkumulation von MP17-Protein nicht bei allen Nachkommen der
Ruckkreuzungen ubereinstimmten, kann es auch moglich sein, dass eventuell noch
nicht alle zusatzlich erzeugten EMS-Mutationen ausgekreuzt wurden.

Lediglich die Nachkommenschaft der Kreuzungen von f 10-3-1R x p 6-2-1R, p 6-3-1
x f 10-3-1R, f 10-3-1R x p 6-3-1R und p 6-3-1 x p 6-2-1 war durch Phanotyp und
MP17:GFP-Proteingehalt der NM-Parentallinie gekennzeichnet. Dies legt nahe, dass
Mutationen dieser Revertanten die Allele verschiedener Gene betreffen und sich
gegenseitig komplementieren kénnen. Diese nicht-allelischen MP17:GFP-Mutanten
waren somit fur eine Identifizierung der mutierten Allele mittels markergestitzter
Kartierungsverfahren und Isolation der betroffenen Gene geeignet. Bei der Protein-
biochemischen Analyse fiel auf, dass die F;-Folgegeneration der Kreuzung von p 6-
2-1R x f 10-3-1R trotz NM-ahnlichem Wuchs nur eine MP17-Proteinsignalstarke der
Suppressormutante f 10-3-1 erreichte. Die Tochtergeneration der Kreuzung von p 6-
2-1 x p 6-3-1 entsprach sowohl phanotypisch als auch biochemisch den Merkmals-
auspragungen der Mutanten.

Somit wurden uber die genetische Analyse PG p 6-2-1RR, PG p 6-3-1RR und PG f
10-3-1RR isoliert, die als potentielle Kandidaten zur ldentifizierung der mutierten
Allele mittels markergestitzter Kartierungsverfahren geeignet sind. Zu diesem Zweck
wurden durch Selbstung Mutanten-ahnlicher Individuen der Fs-Generation
homozygote Nachkommen in der Fg-Folgegeneration erhalten, welche fur die

Erzeugung der Kartierungspopulationen geeignet sind (s. Abb. 3-32).

3.5.5 Erzeugung und Charakterisierung des Kreuzungspartners flr

die Kartierungspopulation

Fur das markergestutzte Kartierungsverfahren zur Identifizierung und Isolierung von
Mutationen muss der Kreuzungspartner zur Generation der Kartierungspopulation
der nicht-mutagenisierten Parentallinie entsprechen und in einem anderen Okotyp
vorliegen. Mittels markergestitzte Kartierungsverfahren kann die einem Mutanten-
phanotyp zugrunde liegende genetische Ursache ulber die Kombination klassischer

Mendel scher Vererbungslehre und moderner Molekularbiologie identifiziert und
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das/die entsprechende(n) Gen(e) kloniert werden. Dabei werden naturlich auftreten-
de Unterschiede zwischen distinkten, vollstandig sequenzierten Okotypen
ausgenutzt. Zwischen den am haufigsten verwendeten und am besten
charakterisierten Arabidopsis-Akzessionen Col-0 und Ler koénnen sie 0,5-1,0%
betragen (Lukowitz et al., 2002). Daher sollte eine Linie im Ler-Hintergrund erzeugt
werden, welche die gleichen phénotypischen Eigenschaften wie die NM-Parentallinie
zeigt. AulRerdem sollte sie nur eine Insertion von MP17:GFP enthalten, wobei die
Insertion am gleichen Genort wie in NM vorliegt. Wie in Abschn. 3.1 beschrieben,
induziert die konstitutive, hohe Expressionsrate von MP17:GFP in den beiden
Arabidopsis-Okotypen Col-0 und Ler vergleichbare phanotypische Veranderungen
und kann als Grundvoraussetzung hierflr angesehen werden.

Damit gewahrleistet werden kann, dass die Einzelinsertion von MP17:GFP am
gleichen Genort vorliegt wie in der nicht-mutagenisierten, phé&notypischen
Parentallinie NM (Col-0-16) der Suppressormutanten und in vergleichbarer Starke
exprimiert wird, wurde der NM-Parentalgenotyp in den Hintergrund des Ler-WTs
eingekreuzt (s. Abb. 3-34). Die Einkreuzung MP17:GFP-exprimierender Individuen
erfolgte insgesamt dber 8 Zyklen, um MP17 in einem mdglichst reinen Ler-
Hintergrund zu erhalten. Die Uberprifung der Reinheit wurde mittels genomweiter
Kartierung (,genome wide mapping“) unter Verwendung von 21 SSLP-Markern (s.
Anhang 1) durchgefihrt, welche tber die 5 Chromosomen von Arabidopsis verteilt
sind (Lukowitz et al., 2002).

Die PCR-Analyse mit diesen ko-dominanten genetischen Markern lieferte
polymorphe PCR-Fragmente, die mit den parallel analysierten Col-0- und Ler-WT-
Kontrollen verglichen wurden. In der Fg-Generation konnten zwei Individuen
identifiziert werden, bei denen die Uber das gesamte Arabidopsis-Genom verteilten
SSLP-Marker ein Muster an PCR-Fragmenten ergab, das in allen Primerkombi-
nationen dem homozygoten Ler-Okotyp entsprach. In Abb. 3-34 C ist die
Markeranalyse fir einen Vertreter abgebildet. Bei den Markern ciw7 und ciw10 in der
unteren Reihe von Abb. 3-34 C sind jeweils bei der Ler WT-Kontrolle als auch dem
Kreuzungspartner zwei Banden erkennbar. Kontaminationen kénnen
ausgeschlossen werden, da andere Primerkombinationen nicht betroffen sind.
Daruber hinaus entspricht das Muster der PCR-Fragmente nicht dem heterozygoten
Zustand. Der Kreuzungspartner wurde als LerNM8 bezeichnet. Um homozygotes
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Saatgut zu erhalten, wurden beide Fs-Individuen geselbstet und mit LerNM8S

benannt.
A) (B) 1 ] | v v
. . o § iw CTR 1
) phanotyp|sche F21MI12 ciw 2 ciw SE
Ler WT X 'Col-0-16 (NM) wi T
ciw 12 ciw 69
l ciw 11 ¢ w8
nga 1126
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nga 1107 L
98 cM 101 cM
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Abbildung 3-34: Generierung (A) und Markeranalyse (B, C) der MP17:GFP-exprimierenden Ler-
Linie LerNM8

(A) Schematisch dargestellt ist die Erzeugung des Kreuzungspartners LerNM8, um durch Kreuzung
mit ausgewdahlten MP17-Revertanten die Population fur die markergestitzte Kartierung zu erhalten.
Ler-WT-Pflanzen wurden mit der phanotypischen Parentallinie Col-0-16 (NM) gekreuzt. Nach
Western-Analysen unter Verwendung eines polyklonalen anti-MP17-Antiserums und sekundéren
HRP-konjugierten 1gG-Antikdrpers wurden MP17:GFP-exprimierende Individuen Uber mehrere
Generationen mit Ler-WT-Pflanzen gekreuzt, um MP17 in einem reinen Ler-Hintergrund zu erhalten.

(B) Schematische Darstellung der SSLP-Markerpositionen (Lukwitz et al., 2002).

(C) Die Reinheit des putativen Kreuzungspartners wurde durch PCR-Analyse mit 21 (ber das
gesamte Genom verteilten SSLP-Markern im Vergleich zur Col-0- und Ler-Kontrolle getestet. 1: Ler, 2:
Col-0, 3: LerNM8.

Col: Columbia, Ler: Landsberg erecta, NM: nicht-mutagenisierte Parentalinie Col-0-16, SSLP: “Simple
Sequence Length Polymorphism”.
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Abbildung 3-35: Molekulare, biochemische und physio logische Charakterisierung der
homozygoten, MP17:GFP-exprimierenden Linie LerNM8S im Vergleich zu den Okotyp-
spezifischen WT-Kontrollen und der phanotypischen P arentallinie NM (Col-0-16)

(A) Phanotyp der Pflanzen, die 5 Wochen unter Kurztagbedingungen kultiviert wurden.

(B) ) Western-Analyse der MP17:GFP-Proteinakkumulation. Auf jede Spur wurden identische Mengen
an Gesamtprotein (20 pg) aufgetragen und unter Verwendung eines polyklonalen anti-MP17-
Antiserums (1:5000 Verdinnung) sowie eines sekundaren HRP-konjugierten IgG-Antikorpers
(1:200000) analysiert.
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(C) Bestimmung der Kohlenhydratgehalte. Blattproben wurden von 5 Wochen alten Pflanzen 8 h nach
Beginn der Lichtphase von vollstdndig entwickelten source-Blattern geerntet. Die Daten ldslicher
Zucker und Starke wurden von 5 Pflanzen erhalten, wobei von jeder Pflanze zwei Proben gemessen
und gemittelt wurden. Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben

(D) Analyse von vegetativem Blattfrischgewicht und Samenertrag. Die Pflanzen wurden 6 Wochen
unter Kurztagbedingungen angezogen und das Blattfrischgewicht ermittelt. Die reproduktive Leistung
wurde von jeweils 5 vollstandig seneszenten Pflanzen bestimmt, nachdem sie nach 6 Wochen unter
Kurztagbedingungen bis zur Samenreife unter Langtag im Gewachshaus kultiviert wurden.
Angegeben sind die Mittelwerte pro Pflanze und die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler.

Anschliel3end wurde die homozygote, MP17:GFP-tragendene Linie LerNM8S mittels
Proteinquantifizierung, Bestimmung der Kohlenhydratgehalte sowie Analyse von
vegetativer Blattbiomasse und Samenertrag charakterisiert und verifiziert, ob sie
durch gleiche Merkmalsauspragungen gekennzeichnet ist wie die NM-Parentallinie.
Der Kreuzungspartner der MP17-Suppressormutanten zeigte einen vergleichbar
verminderten Wuchs und ein auffalliges Ausbleichen der Interkostalregionen in den
unteren source-Blattern wie die phanotypische NM-Parentallinie, wie in Abb. 3-35 A
bei 5 Wochen unter Kurztagbedingungen kultivierten Vertretern dargestellt. Dabei
war das Blattfrischgewicht der NM-Linie nach 6 Wochen Kurztag auf 9,7% und das
der LerNM8S-Linie auf 8,6% im Vergleich zur Okotyp-spezifischen WT-Kontrolle
reduziert (s. Abb. 3-35 C). Dartiber hinaus offenbarte die Western-Analyse in Abb. 3-
34 B ein ahnlich starkes MP17:GFP-Proteinexpressionsniveau der NM- und
LerNM8S-Linien. Des Weiteren zeichnete sich ein Erhohung der Gehalte an I6slichen
Zuckern und Stérke gegentber der WT-Kontrolle ab (s. Abb. 3-35 C). Auch in Bezug
auf die Analyse der reproduktiven Leistung konnte ein tendenzieller Anstieg im
Samenertrag beobachtet werden.

Somit wurde Uber die Bereitstellung des homozygoten, phé&notypischen
Kreuzungspartners LerNM8S die Voraussetzung dafur geschaffen, dass die
mutierten Allele der infolge zweier Riickkreuzungszyklen gereinigten M3-Suppressor-
mutanten PG p 6-2-1RR, PG p 6-3-1RR und PG f 10-3-1RR mittels markergestutzter

Kartierungsverfahren identifiziert werden konnen.
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4 DISKUSSION

Im Pflanzenreich stellen Plasmodesmen (PDs) spezielle interzellulare Strukturen dar,
welche die Zellulose-haltige Zellwand tGberwinden und benachbarte Zellen zytoplas-
matisch verbinden. Uber diese Verbindung ermoglichen sie den Austausch von
niedermolekularen Verbindungen, wie lonen, Photoassimilaten und Wachstums-
regulatoren als auch den selektiven Transfer von endogenen Makromolekilen, wie
RNA und Proteine. Somit bilden PDs einen wesentlichen Bestandteil des sym-
plastischen Transportweges und gewahrleisten die interzellulare Kommunikation
(Ruiz-Medrano et al., 2004; Lucas und Lee, 2004; Oparka, 2004; Kim und Zambryski,
2005).

Zahlreiche elektronenmikroskopische Studien konnten die Ultrastruktur von PDs
weitestgehend aufdecken (Heinlein und Epel, 2004; Roberts und Oparka, 2003).
Trotzdem ist bislang wenig uber die Proteine bekannt, die am strukturellen Aufbau
von PDs beteiligt sind, da sie durch ihre feste Verankerung in der Zellwand
biochemischen Anséatzen schwer zugéanglich sind.

Eine alternative Strategie zur biochemischen Aufreinigung bieten virale Movement
Proteine (MPs), seit bekannt ist, dass sie mit strukturellen Komponenten der PDs
interagieren und ihre Leitfahigkeit verandern, um die interzellulare Ausbreitung von
infektibsem Virusmaterial zu bewerkstelligen (Carrington et al., 1996; Ghoshroy, et
al.,, 1997; Ding et al.,, 1999; Lucas, 1999). Bisherige Untersuchungen von MP-
vermittelten Effekten erfolgten hauptsachlich in Kartoffel und Tabak, welche flr
genetische Ansatze zur Entschlisselung molekularer Faktoren und Mechanismen
nicht geeignet sind.

Im Rahmen dieser Arbeit lag ein wesentlicher Schwerpunkt in der Charakterisierung
der Wirkungsweise des MP des Phloem-limitierten Potato leafroll virus (PLRV-MP17)
in dem genetischen System Arabidopsis. Dabei wurden insbesondere die Auswir-
kungen konstitutiver und zellspezifischer MP17-Expression auf Assimilat- und Bio-
masseverteilung untersucht und mit entwicklungsspezifischen Prozessen in Zusam-
menhang gebracht. Darauf aufbauend wurden zur genetischen Isolierung Mutanten
mit Defekten in potentiellen MP17-Interaktoren analysiert.
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4.1 Dosis-abhangige Effekte von PLRV-MP17 auf Assim ilat-

transport und Phanotypauspragung

Konstitutiv MP17-exprimierende Arabidopsis-Linien verschiedener Expressionsstar-
ken in den Okotypen Columbia (Col-0), Landsberg erecta (Ler) und C24 wurden
genutzt, um die PD-vermittelte Photoassimilat- und Ressourcenverteilung zu
verandern. Dabei traten signifikante Anderungen in Kohlenhydratgehalten,
vegetativer Biomasseakkumulation und reproduktivem Wachstum in strikter Dosis-
abhéangigkeit vom MP17-Expressionsniveau auf. Niedrige MP17-Expressionslevel
erhohten die Blattbiomasseproduktion, wahrend hohe MP17-Proteingehalte eine
erhebliche Wachstumsretardierung und Assimilatakkumulation induzierten. Hingegen
war die geringere Blattbiomasse von einer erh6hten Samenproduktion begleitet und

begrindet damit einen stark verbesserten Ernteindex.

4.1.1 Vegetative Wachstumsphase

Die MP17:GFP-vermittelten phanotypischen Veranderungen in Form von
Wachstumsretardierung sowie die Entwicklung chlorotischer Interkostalfelder in
ausgewachsenen source-Blattern stark exprimierender Arabidopsis-Linien (Col-0-16,
Ler-1, Ler-12 und C24-72, Abschn. 3.1.3.1) ahnelte Tabaklinien, welche die N-
terminal verlangerte Version von MP17 (MP17N) exprimierten (Herbers et al., 1997).
Das lasst vermuten, dass die in Tabak beobachteten Effekte auch auf Brassicaceae
Ubertragbar und somit eine generelle Eigenschaft der MP17-PD-Interaktion sind.
Weiterhin lasst die Tatsache, dass in drei verschiedenen Arabidopsis-Okotypen
vergleichbare Veranderungen auftraten, auf eine konservierte Wirkungsweise von
MP17 schlieen. In Tabakpflanzen wurde der Phanotyp mit der Akkumulation von
Kohlenhydraten infolge einer Hemmung der Phloembeladung in Verbindung gebracht
(Herbers et al., 1997).

Einen weiteren Hinweis flr einen unterbrochenen Photoassimilatfluss gibt die
Regressionsanalyse der MP17:GFP-induzierten Veranderungen (3.1.5, Abb. 3-9).
Durch Quantifizierung der MP17-Proteingehalte konnte verifiziert werden, dass
Saccharose- und MP17:GFP-Proteinlevel, deren Auftragung eine positive Korrelation

zeigte, beide negativ mit der vegetativen Blattbiomasse korreliert waren. Dies ist in
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Ubereinstimmung mit dem hinlanglich bekannten Wissen, dass in den meisten
hoheren Pflanzen Saccharose die hauptsachliche Transportform der photo-
assimilierten Kohlenhydrate darstellt und als solche einen tUberwiegenden Anteil an
der Zusammensetzung des Siebrohrensaftes hat (Zimmermann und Ziegler, 1975).
Das legt nahe, dass eine Inhibierung des Assimilattransportes als wahrscheinliche
Ursache fir die beobachteten Effekte angesehen werden kann.

4.1.1.1 Apoplastischer oder symplastischer Photoass imilatstrom?

Eine Arabidopsis-Mutante mit Defekt im Saccharosetransporter SUC2, die infolge
von reduziertem Saccharosetransport und massiver Starkeakkumulation in source-
Blattern kleinwichsig und steril war, erbrachte den Nachweis, dass sich Arabidopsis,
wie Kartoffel und Tabak, durch eine apoplastische Phloembeladung auszeichnet
(Gottwald et al., 2000). Diese apoplastische Phloembeladung scheint somit kritisch
zu sein fur Wachstum, Entwicklung und Reproduktion in Arabidopsis. Daher lasst
sich spekulieren, ob eine veranderte Zusammensetzung des Phloemsaftes, wie
durch geringere Saccharoseexportraten in Phloemexudatmessungen angezeigt
(3.1.6, Abb. 3-10), auf eine Beeinflussung der apoplastischen Phloembeladung durch
die Aktivitdt von Saccharosetransportern zurickzufihren sein kénnte. So ist z. B.
gezeigt worden, dass erhohte apoplastische Saccharosegehalte in Blattern von Beta
vulgaris den Level an Saccharosetransportern senken (Chiou und Bush, 1999;
Vaughn et al., 2002). Daraus wurde geschlossen, dass ausreichend Saccharose im
apoplastischen Raum, der die kleinen Venen als Orte der Phloembeladung in ausge-
wachsenen source-Blattern umgibt, als negatives Signalmolekll agiert, welches die
Aktivierung des Geleitzell-spezifischen AtSUC2-Saccharosetransporters in Arabi-
dopsis verhindert, wahrend dies in den grof3en Venen nicht der Fall zu sein scheint
(Wright et al., 2003). Aul3erdem wurde gezeigt, dass ausreichend ATP eine unbe-
dingte Voraussetzung fur funktionelle Saccharosetransporter ist (von Schaewen et
al., 1990; Lerchl et al., 1995), wobei Eingriffe in den Phloemmetabolismus ATP-
Gehalte in den Mittelrippen MP17-transgener Pflanzen verandern kbnnen (Herbers et
al., 1997).

Bret-Harte und Silk (1994) postulieren auf Basis der damaligen Kenntnisse von
Konzepten zur PD-Struktur sowie theoretischen Berechnungen, dass die sym-
plastische Diffusion von Saccharose nicht ausreichend ist, den Bedarf an
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Kohlenstoffen zur Bildung von Biomasse im Wurzelmeristem in Mais zu decken. Sie
diskutieren daher alternative Transportmechanismen. In hoheren Pflanzen wurden
bereits mehrere Isoformen von Saccharosetransportern mit spezifischen
Expressionsmustern und kinetischen Eigenschaften identifiziert. Fir Arabidopsis sind
es insgesamt 9 verschiedene Transporter (Lalonde et al., 1999; Williams et al., 2000)
und fur Tabak wird eine &hnliche Anzahl angenommen (Wright et al., 2003). Es ist
jedoch noch nicht bekannt, ob Saccharosetransporter auch am Zell-zu-Zell-Transport
von Saccharose im nicht-vaskularen Gewebe autotropher source-Blatter beteiligt sind
(Williams et al., 2000; Truernit, 2001).

Aufgrund ihrer hohen Dichte zwischen benachbarten Mesophyllzellen sowie
zwischen Zellen von Mesophyll und des vaskularen Parenchyms werden PDs als das
symplastische Netzwerk angesehen, das zu dem Transport von Photoassimilaten zu
den Leitgeweben kleiner Venen in ausgewachsenen source-Blatten beitragt (Stitt,
1996). Gestltzt wird diese Annahme dadurch, dass der Kallose-vermittelte
Verschluss von PDs in Mesophyllzellen sowie an der Verbindung zwischen Biundel-
scheide und vaskularem Parenchym zur Unterbrechung des Saccharosetransportes
fuhrte und damit zu einer drastischen Akkumulation von Starke (Rinne et al., 2005;
Russin et al., 1996; Botha et al., 2000).

4.1.1.2 Unterbrechung des plasmodesmalen Transporte s in Linien mit
hohem MP17:GFP-Proteingehalt und Auswirkungen auf d en
Phanotyp

Auf Basis der oben beschriebenen Faktoren sind MP-vermittelte Verdnderungen der
plasmodesmalen Transporteigenschaften eher in Betracht zu ziehen, welche sich auf
die symplastische Transportkapazitat gegentber Saccharose auswirken. Jedoch ist
die Wirkungsweise, wie MPs mit Kohlenhydrat- und Ressourcenverteilung
interagieren noch wenig verstanden. Aul3erdem scheinen MP17-induzierte Effekte in
hohem Mal3e abhéngig zu sein von dem ausgewahlten MP, der Pflanzenspezies,
den exprimierenden Zelltypen sowie entwicklungsspezifischen Kontrollen zu
unterliegen (Olesinski et al. 1996; Lucas et al., 1996; Almon et al, 1997; Hofius et al.,
2001; Shalitin et al, 2002). Da die Auswirkungen der MP17-Expression auf
Assimilattransport, Kohlenhydrat- und Ressourcenverteilung in hohem Maf3e mit der
MP17-Proteinmenge korrelierten, muss an dieser Stelle angemerkt werden, dass die
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bisherigen Untersuchungen — bis auf bei (Hofius et al., 2001) — weitestgehend ohne
Beruicksichtigung des MP-Expressionsniveaus erfolgten. Das Wissen Uber den MP-
Proteingehalt der unabhangigen Pflanzenlinien kodnnte zu einem besseren
Verstandnis der beobachteten Effekte beitragen.

Fluoreszenz- und Immunogoldmarkierungen transgener Arabidopsis-Linien (Hofius,
2003) zeigten ahnliche MP17:GFP-Lokalisierungsmuster wie in Tabak- (Herbers et
al., 1997; Hofius et al., 2001) und Kartoffelpflanzen (Schmitz et al., 1997). Die
Inhibition des Saccharoseexportes aus source-Blattern in stark MP17:GFP-exprimie-
renden Linien kénnte durch eine MP17-vermittelte Unterbrechung des symplasti-
schen Transportweges zwischen vaskularem Gewebe und Mesophyll verursacht
sein. Hierfur spricht die Unfahigkeit des Fluoreszenzmarkers Carboxyfluoreszein
(CF) in der Col-0-16-Linie aus dem Phloem in umgebende Mesophyllzellen zu
diffundieren (Daten F. Vogel in der eingereichten Verdffentlichung Kronberg et al.
2007, Abb. 8). Diese Beobachtung scheint mit friheren elektronenmikroskopischen
Studien phéanotypisch veranderter Blatter in MP17N-exprimierenden Tabakpflanzen
konsistent zu sein, die deformierte PDs zwischen Phloemzellen aber nicht innerhalb
des Mesophyllgewebes zeigten (Herbers et al., 1997). Dies stimmt auch mit dem
offensichtlichen Widerspruch tberein, dass die plasmodesmale Transportkapazitat
im Mesophyll von source-Blattern nicht vom MP17-Proteingehalt beeinflusst wurde
(Hofius et al., 2001). Vielmehr waren sowohl ph&anotypische als auch nicht-phanoty-
pische MP17-transgene Tabaklinien durch eine erhdohte plasmodesmale
Permeabilitat im Mesophyll gekennzeichnet. Das hatte die Autoren veranlasst davon
auszugehen, dass die Interaktion von MP17 mit PDs des nicht-vaskularen Gewebes
vermutlich nicht zur Assimilatexportdefizienz von Tabakpflanzen mit hohen MP17-
Proteingehalten beitragt. Stattdessen stellten sie die Hypothese auf, dass indirekte
metabolische Effekte von MP17 die Kohlenhydratakkumulation und Wachstumsretar-
dierung verursachen, die unabhéangig vom veranderten basalen GroRenausschluss-
vermogen (,Size exclusion limit*, SEL) der Mesophyll-PDs auftreten. Oder sie
vermuteten eine MP17-Expressionslevel-abhangige Beeinflussung der PD-Funktion
im vaskularen Leitbindel (Hofius et al., 2001). Das letztere Szenario konnte durch
die Ergebnisse der MP17:GFP-exprimierenden Arabidopsis-Linien in der
vorliegenden Arbeit gestiitzt werden. Gleichwohl bleibt es noch im Detail aufzuklaren,
in welchen Zelltypen die plasmodesmalen Verbindungen fir die beobachteten



4 DISKUSSION 113

Veranderungen verantwortlich sind. Dies kann z. B. an Hand von Zell-spezifischer
MP17-Expression erfolgen (vergl. 3.4 und 4.2).

Ebenso ist relevant, ob der symplastische Transportweg direkt durch die
Akkumulation grol3er MP17-Mengen unterbrochen ist oder eher indirekt, z. B. durch
MP-induzierte Kalloseablagerung an PDs. Letzteres wird gestitzt durch die nach-
gewiesene Korrelation von Symptomentwicklung, d. h. drastische Wachstums-
hemmung und Akkumulation grof3er Mengen an Starke, mit der Behinderung von
Mesophyll-PDs durch die Ablagerung von Kallose in TSWV-NSy-transgenen
Tabakpflanzen (Rinne et al., 2005). Unter der Voraussetzung, dass Hitzestress eine
Klasse | 1,3-3-D-Glukanase aktiviert (Dinar et al., 1983), konnte dieser Ph&notyp
revertiert werden. Einen weiteren Hinweis, dass Kallose eine wichtige Rolle bei der
Kontrolle der PD-Permeabilitdt, auch in Arabidopsis, Ubernimmt, erbrachte die erst
kurzliche Identifizierung einer mit PDs assoziierten 3-1,3-Glukanase in Arabidopsis
(Levy et al., 2007). Dartber hinaus wurde gezeigt, dass Kallose als physiologische
Barriere bei Virusinfektionen dient (lglesias und Meins, 2002). Jedoch konnte der
oben beschriebene Phénotyp der Arabidopsis- und Tabaklinien mit hohem
MP17:GFP- bzw. MP17N-Expressionsniveau bei hohen Temperaturen nicht aufge-
hoben werden (3.3, Abb. 3-16). Die phanotypischen Pflanzen zeichneten sich
weiterhin durch hohe MP17N- bzw. MP17:GFP-Proteinlevel aus und in source-
Blattmaterial lieRen sich keine Unterschiede im Kallosegehalt, weder zwischen WT
und transgenen Pflanzen noch bei verschiedenen Anzuchttemperaturen, detektieren.
Das lasst vermuten, dass in MP17-transgenen Pflanzen die Unterbrechung des
symplastischen Transportweges wahrscheinlich nicht auf den Verschluss von PDs
bedingt durch Kalloseablagerungen zurickzuftuhren ist, zumindest nicht in source-
Blattern, welche bislang in Bezug auf Kallosegehalte untersucht wurden.

Vielmehr kénnte in den MP17-transgenen Pflanzen eine gegenseitige Beeinflussung
des plasmodesmalen Transportes von MP17 und endogenen Verbindungen, sowohl
von kleinen (Photoassimilate) als auch gréfReren Molekulen (Signalmolekiile, z. B.
Transkriptionsfaktoren fiir die Photoassimilatverteilung), angenommen werden. Es ist
sogar eine Konkurrenz um plasmodesmale Bindungsstellen beim selektiven
Transport durch die erweiterten, MP-gedffneten PDs nicht auszuschlie3en, wie es
bereits von Almon et al. (1997), Balachandran et al. (1995) Lucas et al. (1993) und
Olesinski et al. (1995) fur TMV-MP geschlussfolgert wurde. Bei diesen Annahmen
wird bertcksichtigt, dass MPs das vorhandene makromolekulare Transportsystem
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von Pflanzen fir endogene Moleklle zu ihrer eigenen Ausbreitung ausnutzen
(Jorgensen et al., 1998; Crawford und Zambryski, 1999; Ruiz-Medrano et al., 1999).
Daruber hinaus wird die Beobachtung mit einbezogen, dass der Einfluss von MPs auf
Kohlenhydratverteilung und Biomasseproduktion unabhéngig von der MP-
vermittelten Erhéhung des SEL sekundéarer PDs im Mesophyll ist (Lucas et al., 1993;
Balachandran et al., 1995; Hofius et al., 2001). Zugleich wird eine Funktion des PD-
vermittelten Transportes im Mesophyll nicht ausgeschlossen, da auch eine
Unterbrechung des plasmodesmalen Netwerkes im Mesophyll zu schweren,
infektionsahnlichen Symptomen infolge von Kohlenhydratakkumulation fuhrte (Rinne
et al., 2005).

Die nachgewiesene strikte Dosisabhangigkeit der MP17-induzierten Effekte auf
Bereitstellung und Verteilung von Kohlenhydraten und demzufolge der Biomasse-
produktion vom MP17:GFP-Expressionsniveau wirde diese Hypothese untermauern.
Es scheint jedoch auch die Grofl3e des exprimierten MPs in Kombination mit der
Expressionsstarke entscheidend zu sein. Von dem 27kDa-kleineren MP17 waren
deutlich hohere Proteinlevel notwendig, damit vergleichbare ph&notypische
Veranderungen wie in den MP17:GFP-transgenen Linien auftraten (3.2). Da bekannt
ist, dass MP17 sowohl in vitro als auch in planta bevorzugt zur Bildung von
Homodimeren neigt (Tacke et al.,, 1993), ware es moglich, dass kleinere Homo-
dimere aus MP17 den Transport endogener Molekile nicht so stark behindern wie
groRere Homodimere aus MP17:GFP.

Da PLRV ausschlie3lich auf das Phloem begrenzt ist (Taliansky et al., 2003), wére
es denkbar, dass MP17 gegentiber PDs dieser Zelltypen eine andere Affinitat und
Wirkungsweise aufweist als im nicht-vaskularen Gewebe. Das konnte die
gegenseitige Beeinflussung oder Konkurrenz von MP17 und endogenen Molekilen
noch verstarken, zumal angenommen wird, dass das Leitgewebe besondere
Kontrollzentren fur den PD-vermittelten Transport enthalt (Stitt, 1996; Nelson und van
Bel, 1998; Qi et al., 2004). So wurde eine Absattigung von PD-Rezeptoren des
Makromolekultransportes bei PVY-Infektion MP17-exprmierender Kartoffellinien
postuliert, da eine Breitspektrumresistenz gegenuber verschiedenen Viren beobach-
tet wurde, ohne dass eine signifikante Induktion von PR-Proteinen nachgewiesen
werden konnte (Tacke et al., 1996). Es ware auch eine negative Beeintrachtigung
der PD-Funktion aufgrund von MP-Akkumulation mdglich. Allerdings gibt es zurzeit
keine direkten Hinweise fur diese Hypothese. Die Anwesenheit funktioneller MPs in
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Pflanzen durch transiente und stabile Expression oder Virusinfektion war mit einer
Erhohung des plasmodesmalen SEL in verschiedenen Geweben verbunden (Wolf et
al., 1989; Ding et al., 1992; Balachandran et al., 1995; Olesinski et al., 1995; Almon
et al.,, 1997; Itaya et al., 1997; Hofius et al., 2001). Jedoch wurden in MP17N-
transgenen  Tabaklinien mit ausgesprochen  hohem  Expressionsniveau
Deformationen von MP17-lokalisierten PDs im Phloem dokumentiert (Herbers et al.,
1997), was diese Theorie — zumindest in Phloemzellen MP17-transgenener Pflanzen
- nicht ausschlielR3en lasst. Es wurde fur MPs verschiedener Viren gezeigt, dass sie
von einer Zellwand-assoziierten, Calcium-abhangigen Kinase phosphoryliert werden:
TMV-MP (Citovsky et al, 1993); PLRV-MP (Sokolova et al., 1997); ToMV-MP
(Matsushita et al., 2000); CMV-MP (Matsushita et al., 2002). Diese Phosphorylierung
ist essentiell fur die Stabilitdt und Funktion viraler MPs die plasmodesmalen Permea-
bilitatseigenschaften zu verandern (Waigmann et al., 2000). Es wurde sogar gezeigt,
dass eine membranstandige Kinase entwicklungsspezifisch reguliert wird und ihre
Aktivitat mit der Entwicklung sekundarer PDs korreliert (Citovsky et al, 1993). Da
Pflanzenviren an verschiedenen Stellen mit pflanzlichen endogenen Mechanismen
interagieren, um ihre eigene Replikation und Ausbreitung zu fordern (Oparka, 2004),
wére es denkbar, dass sie in begrenztem Mal3e in Prozesse zur Bereitstellung des
fur ihre Ausbreitung notwendigen Calciums eingreifen. Bei Anwesenheit sehr hoher
MP17-Proteinmengen, wie fir phanotypische Arabidopsis- und Tabakpflanzen
gezeigt (diese Arbeit; Herbers et al., 1997), konnte sich dieser Eingriff gegenteilig
auswirken. Ein Anstieg in der zytoplasmatischen Calciumkonzentration bewirkt eine
verminderte Phosphorylierung von Calreticulin (Martindale und Salisbury, 1990).
Calreticulin ist ein kontraktiles Protein, welches in der eingeschnirten Region von
PDs lokalisiert ist (Blackmann et al., 1999). Die Dephosphorylierung veranlasst
Centrizinnanofilamente, schnell zu kontrahieren und PDs mdglicher Weise zu
schliel3en (Martindale und Salisbury, 1990; Blackmann et al., 1999).

Der oben diskutierte MP17-induzierte Transportblock von Photoassimilaten in
source-Blattern von transgenen Pflanzen mit hohem Expressionslevel resultierte in
einem deutlich verminderten Wuchs. Die Gesamtblattbiomasse der betroffenen
Linien betrug nur noch 6%-30% (3.2.3.1). Sie wurde auf eine Reduktion in Gesamt-
blattzahl und source-Blattflache zurtckgefuhrt, wobei die auffalligste Veranderung in
der Abnahme der souce-Blattflaiche bestand. Dies ist in Ubereinstimmung mit
transgenen Kartoffelpflanzen, die TMV-MP unter der Kontrolle des Chloroplasten-
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spezfischen ST-LS1-Promotors exprimierten und bei denen das geringere Blatt-
gewicht der reduzierten Blattflache zugeschrieben wurde (Olesinski et al., 1996). Die
Reduktion in Gesamtblattzahl und source—Blattflache war jedoch nicht so ausgepragt
wie die Abnahme des Blattfrischgewichtes. Daraus liel3 sich rechnerisch ermitteln,
dass die Blatter trotz drastischer Akkumulation von l8slichen Zuckern und
Kohlenhydraten (3.2.1, Abb. 3-2) signifikant leichter gewesen sein mussen. Eine
mogliche Ursache fir das deutlich geringere Blattgewicht kdnnte in einem geringeren
Blattquerschnitt bestehen. Dieser Parameter wurde zwar nicht Gberprift, deutet sich
jedoch in lichtmikroskopischen Aufnahmen von Blattquerschnitten an (3.4.4, Abb. 3-
21). Besonders auffallig war der kleinere Durchmesser der Mittelrippe von Col-0-16.
Bei 10-facher VergrofRerung betrug der Durchmesser von Col-0-16 nur 61% vom WT-
Wert. Einen Hinweis fir eine MP-induzierte Beeinflussung von Blattstiel und Spross
geben konstitutiv. TMV-MP-exprimierende Tabakpflanzen, in denen signifikante
Reduktionen im Sprosstrockengewicht auftraten (Balachandran et al., 1995).

Daruber hinaus konnen in MP17-exprimierenden Pflanzen auch MP-vermittelte
Beeintrachtigungen des Wurzelsystems, wie fur TMV-MP-transgene Tabak- und
Kartoffelpflanzen beschrieben (Balachandran et al., 1995; Balachandran et al., 1997;
Almon et al., 1997), moglich sein. Es ware aufschlussreich, dies in weiterfuhrenden
Arbeiten aufzuklaren.

4.1.1.3 Erhbhte plasmodesmale Transporteigenschafte n und Virusaus-
breitung

Im Gegensatz zu der augenscheinlich nachteiligen Auswirkung hoher MP17-Protein-
gehalte auf den Saccharosetransportweg in source-Blattern, welche in drastischer
Kohlenhydratakkumulation und Wachstumshemmung resultierten, scheint die
erhohte Blattbiomasseproduktion von Arabidopsis-Linien mit niedrigem MP17:GFP-
Expressionsniveau (Col-0-9 und C24-81, 3.1.3.1) in einem verbesserten Potential zu
Photoassimilatexport und -verteilung begrindet zu sein. Der Anstieg der Blattbio-
masse war auf eine leichte Zunahme sowohl von Gesamtblattzahl als auch source-
Blattflache zurtickzufuihren, so dass die Blatter — eventuell aufgrund eines verstarkten
Blattstieles — signifikant schwerer gewesen sein mussen. Es ware auch eine
Zunahme des Sprossgewichtes denkbar, da TMV-MP-transgene Tabakpflanzen mit
entgegengesetzten Auswirkungen auf die Biomasseverteilung durch deutlich
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reduzierte Sprossgewichte gekennzeichnet waren (Balachandran et al., 1995). Damit
scheint sich die Expression viraler MPs auf die Gesamtanatomie von Pflanzen
auszuwirken. Laut Regressionsanalyse zeichnet sich ab, dass sich MP17:GFP-
Expressionsraten unterhalb von 30-35% forderlich auf Assimilatbereitstellung und
Blattbiomasseproduktion auswirken, wahrend sie beides oberhalb eines
Expressionsniveaus von 80% vermindern. Gleichzeitig untermauert es die Bedeutung
von symplastischen Netzwerken und Photoassimilatverteilung fur das
Pflanzenwachstum. In Ubereinstimmung damit wurden bei veranderten plasmo-
desmalen Transporteigenschaften infolge von Tocopheroldezienz-induzierter
Kalloseablagerung (Russin et al., 1996; Botha et al., 2000; Sattler et al., 2003; Hofius
et al, 2004; Madea et al., 2006) und Expression von PD-lokalisierten PR-Proteinen
(Murillo et al., 2003) sowie veranderten Expressionen von Enzymen des Kohlen-
hydratmetabolismus (Heyer et al., 2004; Lawson et al., 2006) ebenfalls deutliche
Auswirkungen auf Assimilat- und Biomasseverteilung beobachtet.

Die Annahme einer verbesserten plasmodesmalen Transportkapazitat in niedrig
MP17:GFP-exprimierenden Arabidopsis-Pflanzen wird gestitzt durch einen erhdhten
Saccharoseefflux (3.1.6, Abb. 3-10), der begleitet wird von niedrigeren Gehalten an
Saccharose und Starke in source-Blattern (3.1.2, Abb. 3-2). Letzteres wurde bereits
friher in MP17N- und MP17:GFP-transgenen Tabaklinien mit geringem MP17-
Proteingehalt beobachtet (Hofius et al., 2001). Gleichermalien erhdhte Saccharose-
exportraten wurden infolge konstitutiver Expression von CMV-MP und TMV-MP in
Melone (Shalitin et al., 2002) oder Mesophyll-spezifischer Expression von TMV-MP in
Kartoffel (Olesinski et al., 1996) nachgewiesen. Sie gingen einher mit geringeren
Kohlenhydratgehalten in source-Blattern und deuten auf eine verbesserte
Transportkapazitat aufgrund MP-vermittelter Veranderungen des plasmodesmalen
SEL hin. Zwar wurde die plasmodesmale Leitfahigkeit in source-Blattern niedrig
exprimierender Arabidopsis-Linien nicht Uberprift. Dennoch lasst die spezifische
Fahigkeit von MP17, PDs im Mesophyll von Tabakpflanzen unabhangig vom
Proteingehalt zu erweitern (Hofius et al., 2001) vermuten, dass eine erhdhte
plasmodesmale Permeabilitat im Mesophyll und/oder Phloemgewebe als primare
Ursache fur den erhohten Saccharosetransport, reduzierte Kohlenhydratkkumulation
und verbessertes vegetatives Wachstum in den Arabidopsis-Linien angesehen

werden kann.
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Hingegen ergab die Analyse MP17:GFP-transgener Arabidopsis-Linien nach
Infektion mit dem Potyvirus TuMV, dass keine Korrelation zwischen MP17:GFP-
Expressionsniveau und TuMV-Virusausbreitung besteht (3.1.5, Abb. 3-9; 3.1.4, Abb.
3-8). Ahnlich wie in MP17N- und MP17:GFP-transgenen Tabakpflanzen, welche mit
dem Potyvirus PVY infiziert wurden (Hofius et al., 2001), deutete sich an, dass es
einen unteren Schwellenwert fir eine fordernde Wirkung von MP17 auf die TuMV-
Ausbreitung gibt. Trotz erhohter Nahrstoffversorgung und Blattbiomasseproduktion
lie3 sich kein Effekt auf die Virusausbreitung ermitteln (Col-0-9). Das ist in Analogie
zur schwach MP17:GFP-exprimierenden Tabaklinie 35S-1-20, bei der eine MP17-
induzierte Veranderung in der plasmodesmalen Leitfahigkeit nachgewiesen wurde
(Hofius et al., 2001). Bei mittlerer MP17:GFP-Expressionsstarke zeigte sich eine
deutliche Erh6hung des TuMV-Virustiters (Col-0-14), wahrend bei hoher MP17:GFP-
Expressionsrate eine Verzdgerung in der Virusausbreitung zu verzeichnen war. In
MP17N-transgenen Tabakpflanzen wurde die verminderte Suszeptibilitdt der
Kohlenhydrat-abhangigen Induktion von PR-Proteinen zugeschrieben (Hofius et al.,
2001).

4.1.2 Reproduktive Wachstumsphase

4.1.2.1 MP17:GFP-Dosis-abhéngige Effekte auf die Bl uhinduktion in
Arabidopsis

Zusatzliche Unterstitzung fir die Annahme eines erhdhten Nahrstoffflusses in
verbrauchende sink-Organe scheint durch die signifikant beschleunigte Bluhinduktion
von Col-0-9, C24-81 und C24-84 unter bluhinduzierenden Langtagbedingungen
gegeben zu sein (3.1.3.2, Abb. 3-5). Es ist bekannt, dass Saccharose eine
stimulierende Wirkung auf die Bluhinduktion im Sprossapikalsystem (SAM) von
Arabidopsis und anderen Pflanzenspezies austibt (Bernier et al., 1993; Corbesier et
al., 1998; Roldan et al., 1999). Demzufolge l6sten Veranderungen in der sink-Starke
zu Gunsten der Assimilatversorgung, wie z. B. bei der Meristem-spezifischen Expres-
sion einer Hefe-Zellwand-Invertase, ein vorzeitiges Blihen aus. Im Gegensatz dazu
verzdgerte eine Reduktion der sink-Starke, vermittelt durch transgene Expression der
Invertase im Zytosol, die Bltuhinduktion (Heyer et al., 2004).
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Neben diesem potentiell direkten Effekt einer erhdhten Kohlenhydratverteilung auf
die Bluhinduktion koénnte die verbesserte Assimilatvertsorgung des SAMs auch
indirekt den Phloem-vermittelten Transport von Signalmolekilen, wie den Transkrip-
tionsfaktor FLOWERING LOCUS T (FT), erhoht haben. Kirzlich wurde gezeigt, dass
FT im Langstreckentransport als Signalprotein zur Blihinduktion in Arabidopsis dient
(Corbesier et al., 2007). Der entgegengesetzte Effekt von reduziertem Assimilatex-
port und Versorgung des SAMs scheint sich in der stark verzogerten Blihinduktion
der phanotypischen MP17-transgenen Linien widerzuspiegeln. Allerdings kann auch
die schwerwiegende Reduktion in der Biomasseproduktion per se der Grund fur die
beobachtete Entwicklungsverzégerung sein. Dennoch war die MP17-induzierte
Assimilatexportdefizienz von Arabidopsis-Linien mit hohem MP17:GFP-Proteinlevel,
drastischer Wachstumsretardierung und verzogerter Bluhinduktion von einem
verbesserten reproduktiven Wachstum gefolgt. Letzteres manifestierte sich in der
teilweisen Aufhebung der vegetativen Wachstumsretardierung bis zur Samenreife.

Erste Effekte waren in der Blattbiomasseproduktion zu Beginn der Bluhinduktion
erkennbar (3.1.3.2, Abb. 3-4). Bei dieser so genannten generativen Blattbiomasse
war die Reduktion in der Gesamtblattzahl der Col-0- und Ler-Linien mit hohem
MP17:GFP-Expressionsniveau fast vollstdndig aufgehoben. Es war auch eine
Zunahme der source-Blattflache von 32%-37% wahrend der vegetativen Wachstums-
phase auf 42%-64% unmittelbar vor Blihbeginn zu beobachten. Dies war begleitet
von einem Anstieg des Assimilatexportes im Vergleich zum vegetativen Stadium
(3.1.6, Abb. 3-10). Da sich die erhbhte Transportrate am starksten auf die Blattzahl
auswirkte, kann daraus geschlossen werden, dass sie zu Gunsten verbrauchender
sink-Organe erfolgte. Das resultierte bemerkenswerter Weise in einem signifikanten
Anstieg im Samenertrag der beiden Okotypen Col-0 und Ler (3.1.3.3, Abb. 3-6 und 3-
7, 3.1.3.4, Abb. 3-9). Die Bestimmung der Ertragsparameter belegte, dass die
verbesserte reproduktive Leistung nicht die Konsequenz eines Anstieges in
Schotenanzahl oder Samengewicht war, sondern vielmehr aus einer erhthten
Anzahl an Samen pro Schote resultierte. Sie wurde rechnerisch aus dem Mittelwert
von Schotenzahl, Samenertrag und 100-Samengewicht ermittelt. Daraus kann
vermutet werden, dass die verbesserte Ressourcenverteilung wahrend Samen-
bildung und -—entwicklung die Haufigkeit des Absterbens von Samenanlagen
reduziert haben konnte. Dieser Prozess tritt wahrend der reproduktiven Phase haufig
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auf, vornehmlich infolge von Na&hrstofflimitierungen und umweltbedingtem Stress
(Sun et al., 2004; Sun et al., 2005).

Interessanter Weise zeigte sich in der Korrelationsanalyse, dass der Fruktosegehalt
der konstitutiv MP17:GFP-exprimierenden Arabidopsis-Linien ausgesprochen hoch
signifikant positiv mit dem Samenertrag korrelierte, wahrend dies fir Glukose nicht
gegeben war (3.1.5, Abb. 3-9). Hierbei ergeben sich bislang unbekannte Zusammen-
hange, in wieweit Fruktose zum Anstieg der reproduktiven Leistung phanotypischer
MP17:GFP-transgener Arabidopsis-Linien beitragen konnte. Jedoch ist bekannt,
dass Glukose und Fruktose als hydrolytische Spaltungsprodukte von Saccharose
nicht immer in einem Verhaltnis noch 1:1 vorliegen. Beide Monosaccharide sind
Abbauprodukte von vakuolarer, Zellwand-gebundener und zytosolischer Invertase
(Rolland et al., 2006). Dartiber hinaus entsteht Glukose gemeinsam mit Maltose beim
Abbau von Starke durch die Aktivitdit von plastidarer R-Amylase und
Glukosyltransferase, Maltose-Phosphorylase oder a-Glukosidase. Des weiteren wird
Glukose bei der Spaltung von Maltose durch zytosolische Glukosyltransferase
freigesetzt sowie beim Zellwandabbau durch 1,3- und 1,4-a-Glukanase und Zellulase
(zusammengefasst in Giese, 2005, Abb. 2). Glukose ist ein wichtiger Bestandteil des
pflanzlichen Stoffwechsels (Giese, 2005). Dieses Monosaccharid ist am Aufbau von
Kohlenhydraten und Strukturpolysacchariden beteiligt, geht aber auch in die
Synthese von sekundaren Pflanzenstoffen, Aminoséauren, Fettsduren und Vorstufen
von Nukleotidzuckern ein. Daher wére denkbar, dass es unmittelbar nach seiner
Entstehung in einen dieser Prozesse eingeschleust wurde, da die Glukosegehalte in
der Regel niedriger waren als die Fruktosegehalte. Lediglich in den phanotypischen
Linien Col-0-16, Ler-1 und Ler-12 waren sie gegenuber Fruktose erhtht und geben
Anlass zur Spekulation, dass der Stoffwechsel dieser Linien verandert sein kdnnte.
Es wurde jedoch auch aufgedeckt, dass der Kohlenhydratmetabolismus im Pollen
einiger Pflanzen eher tber Fruktokinasen als Hexokinasen erfolgt, wie z. B. im Pollen
von Paprika (Karni und Aloni, 2002), Camellia japonica und in zwei Lilienarten
(Nakamura et al., 1991). Bislang wurden nur wenige Daten Uber Fruktokinasen in
Arabidopsis veroffentlicht. Doch lasst die unterschiedliche Gewebespezifitat zweier
Fruktokinasen in Arabidopsis (Gonzali et al., 2001) spezifische und physiologische
Funktionen vermuten. Im Genom von Tomate sind vier Fruktokinase-Gene bekannt
(Damari-Weissler et al., 2006). Moglicherweise sind auch im Arabidopsis-Genom

weitere Isoformen vorhanden, die noch nicht gefunden wurden.
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Im Gegensatz zu den im Wachstum gehemmten MP17:GFP-exprimierenen
Arabidopsis-Linien war die phéanotypische C24-12-Linie, welche durch ein vielfach
hoheres MP17-Expressionsniveau gekennzeichnet war als MP17:GFP-transgene
Linien, wahrend der reproduktiven Wachstumsphase nicht in der Lage, den drasti-
schen MP17-induzierten Effekten entgegenzuwirken (3.2.3, Abb. 3-15). Sie war mit
25% vom WT-Niveau weiterhin signifikant in der Biomasseproduktion reduziert, was
sich ebenfalls in der reproduktiven Leistung widerspiegelte (21%). Es ware moglich,
dass die MP17-vermittelten Eingriffe in Assimilat- und Biomasseverteilung zu
schwerwiegend gewesen sind, um sie abzumildern. Gleichzeitig verdeutlichen sie
den Bedarf der Pflanze an Mechanismen, um schadlichen Einflissen gewachsen zu

sein.

4.1.2.2 Einfluss hoher MP17:GFP-Expression auf den  Ernteindex

Obwohl die stark exprimierenden MP17-transgenen Linien befahigt waren, ihre
dramatische vegetative Wachstumsretardierung ab der Bluhinduktion abzu-
schwachen, erreichte die gesamte Biomasseproduktion zum Erntezeitpunkt lediglich
60-70% des Okotyp-spezifischen Wildtyps. Gemeinsam mit dem gleichzeitigen
Anstieg im Samenertrag konnte ein stark verbesserter Ernteindex verzeichnet
werden (Abb. 3-7). Dieser demonstriert in verstarktem Mal3e den MP17-vermittelten
Erfolg in der Verteilung von Photoassimilatressourcen gegeniber erntefahigen
Organen. Anderungen im Ernteindex von Getreidenutzpflanzen wurden bereits friiher
fur den grof3en Anstieg im weltweiten Weizen- und Reisertrag wahrend der ,,Griinen
Revolution” verantwortlich gemacht (Hay, 1995; Sinclair, 1998). Neben neuen Kulti-
vierungsmethoden wurde dieser Fortschritt besonders durch die Einfihrung neuer
Varietaten erreicht. Diese neuen Varietdten waren durch ein Zwergen-ahnliches
Wachstum charakterisiert, welches auf mutationsbedingte Anderungen in
Biosynthese oder Signaltransduktionsweg des Wachstumshormons Gibberellin
zuruckzufihren war (GA) (Peng et al., 1999; Sasaki et al, 2002; Hedden, 2003). So
war die Zunahme im Ertrag von verbesserten Reissorten aufgrund des Einbringens
von Zwergenwuchs-bestimmenden Genen das Resultat eines von 0,3 auf 0,5 ange-
stiegenen Ernteindexes (Hay, 1995). Die Erhdhung des Ernteindexes MP17:GFP-
exprimierender Arabidopsis-Linien zeigte sich in einem ahnlichen Verhaltnis, wie bei
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der 1,8-fachen Verbesserung in den Linien Ler-1 und Ler-12 nachgewiesen oder
sogar hoher, wie fir Col-0-16 (2,8-fach).

Somit kdnnte die konstitutive, starke Expression von MP17 eine attraktive Strategie
zur Kontrolle von Pflanzenarchitektur und —ertrag sein, eventuell sogar in mit Arabi-
dopsis entfernt verwandten Nutzpflanzen. GleichermaRen kénnte die strikte, Okotyp-
unabhangige negative Korrelation zwischen vegetativer Biomasseakkumulation und
MP17-Proteingehalt die Selektion auf transgene Linien mit niedrigen MP17-Protein-
gehalten zur erhdhten Blattbiomasseproduktion beinhalten.

4.1.2.3 PD-Lokalisation und ihre physiologische Aus  wirkungen unter

entwicklungsspezifischer Kontrolle

Der forderliche Effekt von MP17 jeweils entweder auf vegetative oder generative
Leistungsfahigkeit bei niedrigen oder hohen Expressionsniveaus scheint durch
Veranderungen im symplastischen Transport Uber die Interaktion mit PDs vermittelt
zu sein. Wie oben diskutiert, scheint die verbesserte Assimilatbereitstellung bei
niedrigen MP17-Expressionsleveln direkt durch einen Anstieg von symplastischer
Permeabilitat und Saccharoseefflux im Mesophyll und/oder vaskuldren Gewebe von
source-Blattern verursacht. Im Gegensatz dazu unterbricht die Akkumulation grol3er
Mengen von MP17 an PDs vaskularer Zellen zunadchst die symplastische
Permeabilitat und den Saccharosetransport in das Phloem kleiner Venen. Das
resultiert in der Akkumulation Uberschissiger Kohlenhydrate in source-Blattern.
Jedoch erscheint diese schadliche Wirkung von MP17 mit fortschreitendem
Pflanzenalter reversibel zu sein, wie durch die Umstellung auf einen erhdhten
Saccharosetransport nach langerem Wachstum unter Langtagkonditionen
angedeutet. Zusatzliche Unterstitzung fir eine Seneszenz-assoziierte Verminderung
der MP17-induzierten Unterbrechung von symplastischem Transport und
Assimilatexport war durch eine reduzierte Starkefarbung (Daten F. Vogel in der
eingereichten Veroffentlichung Kronberg et al. 2007, Abb. 6) gegeben. Des weiteren
wurden abnehmende Gehalte an PD-lokalisiertem MP17:GFP (Daten F. Vogel in der
eingereichten Verdoffentlichung Kronberg et al. 2007, Abb. 7) und eine unbeschrankte
Entladung von CF aus dem Netzwerk kleiner Venen von alteren Blattstadien im
Vergleich zu ausgewachsenen source-Blattern gezeigt (Daten F. Vogel in der
eingereichten Veroffentlichung Kronberg et al. 2007, Abb. 8). Die Quantifizierung der
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Gehalte an loslichen Zuckern, Starke und Maltose in diesen Blattstadien weist
aulBerdem darauf hin, dass akkumulierte Starke sukzessive metabolisiert wurde
(Daten F. Vogel in der eingereichten Veroffentlichung Kronberg et al. 2007, Abb. 6)
und somit nach der Blihinduktion zusatzliche Kohlenhydratressourcen fur die
Translokation in reproduktive sink-Organe verfligbar gemacht wurden.

In alteren Blattstadien war eine Abnahme der plasmodesmalen Lokalisation und
Proteinakkumulation von MP17:GFP (Daten F. Vogel in der eingereichten Veroffent-
lichung Kronberg et al. 2007, Abb. 6 und 7) zu beobachten. Diese Tatsache lasst die
Abwesenheit oder eine reduzierte Affinitdt putativer PD-Rezeptorproteine und den
anschlieBenden proteolytischen Abbau von nicht-lokalisiertem MP17 in seneszenten
Blattern vermuten, was an die Situation in sink-Blattern erinnert (Vogel et al., 2007).
Allgemein wird Blattseneszenz als ein entwicklungsspezifischer Prozess angesehen,
der zur Rickgewinnung und Mobilisierung von Nahrstoffen fur die Neuverteilung in
andere Pflanzenorgane, wie z. B. zur Samenproduktion, eingeleitet wird (Lim et al.,
2006). Daher konnte angenommen werden, dass PDs seneszenter Blatter ein
ahnlich hohes Leitvermogen fur den symplastischen Transport von Nahrstoffen aus
dem Mesophyll in vaskulare Leitgewebe zur Verfiigung stellen missen, wie bei der
entgegengesetzten Richtung in sink-Blattern (Imlau et al, 1999; Oparka et al., 1999).
Die nicht-selektive und unbeschrankte Transportkapazitat von PDs in sink-Blattern
wird wahrend dem Import-Export-Ubergang von Photoassimilaten betrachtlich
herabgesetzt und von strukturellen Anderungen priméarer zu sekundarer PDs im
source-Gewebe begleitet (Oparka et al., 1999). Obwohl die Ultrastruktur von PDs in
seneszenten Blattern nicht im Detail analysiert wurde, deutet die Beobachtung, dass
PDs sowohl in sink- als auch in seneszenten Blattern nicht von MP17 lokalisiert
werden, darauf hin, dass sie strukturelle und eventuell auch funktionelle
Gemeinsamkeiten teilen konnten. Aus diesem Grund konnte spekuliert werden, dass
der entwicklungsspezifische und physiologische Ubergang von source-Blattern
wahrend der Seneszenz von Anderungen in der PD-Architektur und —Durchl&ssigkeit
begleitet wird. Dies konnte zu der Bildung einer distinkten, noch nicht bekannten
Klasse von PDs fuhren, welche zumindest einige funktionelle Analogien zu priméaren

PDs aus sink-Blattern aufweist.
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4.2 Zell-spezifische MP17-Assoziation und Modulatio n von

Kohlenhydratstatus und Wachstum

Zur Aufklarung, welche plasmodesmalen Verbindungen fir die beobachteten MP17-
induzierten Effekte in konstitutiv exprimierenden Arabidopsis-Linien verantwortlich
sein konnten, wurden Arabidopsis-Linien mit Zell-spezifischer MP17:GFP-Expression
generiert. Sie wurden auf Assimilatbereitstellung und Biomasseproduktion wahrend

vegetativem und reproduktivem Entwicklungsstadium untersucht (3.4).

4.2.1 MP17:GFP-Expression in chloroplastenhaltigen Zellen

Die Expression von MP17:GFP in chloroplastenhaltigen Zellen wurde durch die
Spezifitat des ST-LS1-Promotors aus Solanum tuberosum vermittelt. Das ST-LS1-
Gen kodiert im Zellkern eine Komponente des Wasser-spaltenden Komplexes aus
dem Photosystem Il und seine Expression korreliert sehr stark mit dem Vorhanden-
sein von Chloroplasten (Stokhaus et al., 1989). Entsprechend dieser Promotorspezifi-
tat war GFP-vermittelte Fluoreszenz in chloroplastenhaltigen Zellen, wie Mesophyll
und Bundelscheide, detektierbar jedoch nicht im Xylem (3.4.3, Abb. 3-19). Zunachst
unerwarteter Weise trat GFP-Markierung auch in der Zellwand von oberer und
unterer Epidermis auf. Wie allerdings in Abb. 3-19 D erkennbar und in personlicher
Diskussion von Dr. M. Melzer (IPK Gatersleben, noch nicht publizierte Daten)
bestétigt, enthalten Epidermiszellen ebenfalls voll funktionstiichtige Chloroplasten,
die lediglich nicht so grol3 und zahlreich wie in Mesophyll auftreten. Nach biolistischer
Transformation konnte fir CMV-MP:GFP gezeigt werden, dass das Fusionsprotein
aufgrund von MP-spezifischer Funktion beféahigt war, in benachbarte Zellen zu
translozieren (Itaya et al., 1997). Ahnliches wurde fiir das MP dieses Pflanzenvirus
bei Expression unter Kontrolle des Mesophyll-spezifischen FBPase-Promotors
gezeigt (Wolf, Plasmodesmata-Konferenz 2006). Vermittelte dieser Promotor die
Expression von freiem GFP im Mesophyll, verblieb es in diesen Zellen. Hingegen war
CMV-MP nach SEL-Erhéhung auch im Phloem detektierbar. Solch ein MP17-
vermittelter Transport von GFP in Epidermiszellen scheint hierbei unwahrscheinlich,
da GFP nicht in Siebelementen detektierbar war. Das traf sowohl auf die beiden
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unabhangigen Linien L700-10 und L700-12 zu als auch auf TuMV-infizierte Pflanzen
(Daten nicht gezeigt).

Die spezifische Expression von MP17:GFP in chloroplastenhaltigen Zellen war
ausreichend, um in L700-Linien mit hohem MP17:GFP-Expressionsniveau ahnlich
schwerwiegende Auswirkungen auf Assimilatverteilung und Biomasseproduktion zu
vermitteln wie in den konstitutiv exprimierenden Linien Col-0-16, Ler-1 und Ler-12
(3.4). Hierbei bestatigte sich der Dosis-abhangige Einfluss von MP17:GFP ektopisch
exprimierenden Arabidopsis- (Hofius, 2003; diese Arbeit 3.1) und Tabakpflanzen
(Hofius et al., 2001). MP17:GFP-Proteingehalte oberhalb von 90% wirkten sich in der
vegetativen Wachstumsphase nachteilig aus auf Kohlenhydratstatus (3.4.4, Abb. 3-
20), Blattbiomasse (3.4.5.1, Abb. 3-23 A) und Saccharosetransportkapazitat (3.4.6,
Abb. 3-26). Wahrend der generativen Wachstumsphase war, konsistent mit
konstitutiv MP17:GFP-exprimierenden Arabidopsis-Linien, die Zunahme der Blattbio-
masseproduktion mit einem leichten Anstieg im Saccharoseefflux verbunden (3.4.5.1,
Abb. 2-23 B; 3.4.6, Abb. 3-26) und fuhrte bis zur Samenreife zu einer Abschwachung
der MP17-induzierten Hemmungen (3.4.5.2, Abb. 3-25; 3.4.6, Abb. 3-26). Diese
Effekte kdnnten mit der oben beschriebenen entwicklungsspezifischen Kontrolle der
plasmodesmalen Lokalisierung von MP17 erklart werden. In Ubereinstimmung mit
MP17-transgenen Arabidopsis-Pflanzen vermittelte die Expression von TMV-MP
unter Kontrolle des ST-LS1-Promotors in transgenen Kartoffeln ebenfalls Veran-
derungen in Kohlenhydratverteilung und Biomasseproduktion (Olesinski et al., 1996).
Die TMV-MP-transgenen Kartoffelpflanzen waren gleichfalls deutlich im Wachstum
reduziert, wobei die auffalligsten Effekte die Blattgrof3e betrafen. Gleichzeitig wurden
entsprechend der SEL-Erh6hung geringere Kohlenhydratgehalte in source-Blattern
gemessen, die von hoéheren Saccharoseexportraten begleitet waren. Diese MP-
vermittelten Effekte auf den Kohlenhydrathaushalt waren jedoch unter Knollen-
induzierenden Kultivierungsbedingungen am offensichtlichsten und wurden daher mit
dem Knollenwachstum assoziiert. Damit unterstitzen die Ergebnisse TMV-MP-
transgener Kartoffelpflanzen die Hypothese, dass plasmodesmale Lokalisation von
MP17 und ihre physiologischen Effekte unter entwicklungsspezifischer Kontrolle
stehen.

Die Auswirkungen Chloroplasten-spezifischer MP-Expression legen nahe, dass die
plasmodesmalen Verbindungen von Biindelscheide und/oder Mesophyll an der Aus-
pragung der MP17-indzierten Phanotypen beteiligt sind. Zur genaueren Eingrenzung
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der Zellen mit Schltsselfunktion im symplastischen Transportprozess bietet sich die
spezifische Expression in Bundelscheidenzellen an (3.4, 4.2.3) oder im Mesophyll

unter Kontrolle des FBPase-Promotors.

4.2.2 Geleitzell-spezifische MP17:GFP-Expression

Zur spezifischen Expression von MP17:GFP in Geleitzellen wurde der AtSUC2-
Promotor ausgewahlt. Er vermittelt eine starkere Expression als der ebenfalls
Geleitzell-spezifische rolC-Promotor. Die AtSUC2-Promotor-gesteuerte Expression
von B-Glukoronidase (GUS) in Arabidopsis ist auf das Phloem begrenzt (Truernit und
Sauer, 1995) und in histochemischen Analysen war das AtSUC2-Protein ausschliel3-
lich in der Plasmamembran von Geleitzellen nachweisbar (Stadler und Sauer, 1996).
Entsprechend der Promotorspezifitait waren punktuelle, perlschnurartige
Anordnungen der GFP-Fluoreszenz ausschliel3lich auf Geleitzellen beschrankt
(3.4.3, Abb. 3-19). Da keine MP17:GFP-Fluoreszenz in den Siebelementen, an
Siebplatten oder anderen Zellen ohne Promorotaktivitit nachweisbar war, kann
davon ausgegangen werden, dass das Expressionsniveau von MP17 in den
untersuchten Geleitzell-spezifisch exprimierenden Linien vermutlich zu gering war,
um eine MP17-Assoziation an Siebplatten detektieren zu kénnen. Jedoch muss das
Fusionsprotein in Siebrohren transportierbar sein, da MP17.:GFP bei konstitutiver
Expression an Siebplatten nachweisbar war (Hofius et al., 2001; Hofius, 2003), wie
es bei freiem GFP (Imlau et al., 1999; Oparka et al., 1999) und CMV-MP:GFP (ltaya
et al, 2002) beobachtet wurde. In den untersuchten Arabidopsis-Linien war die
Geleitzell-spezifische MP17:GFP-Expression nicht mit offensichtlichen Anderungen
der Biomasseproduktion und Assimilatverteilung verbunden (3.4.5; 3.4.6). Zwar
waren vegetative und generative Leistungsfahigkeit von PEP-4 in einer Anzucht
gegenuber der WT-Kontrolle erhdht (Anhang 1V, Anzucht 1), allerdings konnte dies in
anschlieRenden Anzuchten nicht wiederholt werden.

In Analogie dazu konnten auch in transgenen Tabakpflanzen, die TMV-MP Geleitzell-
spezifisch unter Kontrolle des rolC-Promotors exprimierten, keine Anderungen im
Vergleich zum WT beobachtet werden (Balachandran et al., 1995). Hingegen
resultierte die rolC-vermittelte Expression von TMV-MP in Tabak in reduzierter
Kohlenhydratakkumulation und geringerem Saccharoseexport aus source-Bléattern

(Almon et al., 1997). Ursachen fur diese gegensatzlichen Effekte der MP-Expression
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in Pflanzen kénnen darin vermutet werden, dass die Untersuchungen in verschie-
denen Pflanzenspezies mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund erfolgten, die
eine Variabilitat der plasmodesmalen Komponenten und infolge dessen der PD-MP-
Interaktion bedingen kdnnte. Es ware aufgrund der beobachteten Dosis-abhéngigen
Effekte in konstitutiv MP17-exprimierenden Tabak- (Hofius et al. 2001) und
Arabidopsis-Linien (diese Arbeit) auch mdglich, dass Arabidopsis-Linien ausgewahlt
wurden, in denen die Geleitzell-spezifische MP17:GFP-Expression nicht ausreichend
war, um sich auf vegetative und generative Leistung auszuwirken. Oder die MP17-
Expression in Geleitzellen von Arabidopsis hat per se keinen Einfluss auf Assimilat-
und Makromolekiltransport. Gottwald et al. (2000) haben gezeigt, dass die apo-
plastische Phloembeladung von Saccharose in Arabidopsis fir Wachstum und
Entwicklung von essentieller Bedeutung ist. Die Anzahl plasmodesmaler Verbin-
dungen zwischen Siebelement-Geleitzell-Komplex (SE/GZ) und benachbarten Zellen
nehmen in den Kkleinen Venen ausgewachsener source-Blatter drastisch ab
(Gamalei, 1989; Grusak et al., 1996; Turgeon et al., 2001). Die wenigen verbliebenen
PDs werden vermutlich durch Energie-abhangige Mechanismen geschlossen
gehalten (Wright und Oparka, 1997). Diese Eigenschaften weisen den SE/GZ-
Komplex als wichtige symplastische Doméane aus, die notwendig ist, den hohen
Turgordruck im SE/GZ-Komplex aufrecht zu erhalten, um den Langstreckentransport
zu ermdglichen (Oparka und Turgeon, 1999). Der noch nicht vollstandig aufgeklarte
Transport zwischen GZ und SE ist unerlasslich zur Lebenserhaltung der kernlosen
SE (Raven, 1991). Durch den Transport von 10 kDa Dextran (Kempers und van Bel,
1997), 27 kDa GFP (Imlau et al., 1999; Oparka et al., 1999), 57 kDa CMV-MP:GFP
(Itaya et al., 2002) und 67 kDa GFP:Patatin (Stadler et al., 2005) wurde gezeigt, dass
PDs zwischen GZ und SE ein hohes SEL aufweisen. Daraus wurde ein méglicher
Transport durch Diffusion zwischen GZ und SE geschlossen (Santa Cruz, 1999;
Oparka und Santa Cruz, 2000; Zambryski und Crawford, 2000). Hingegen scheint
dies nicht auf die untersuchten Geleitzell-spezifisch MP17:GFP-exprimierenden
Arabidopsis-Linien zuzutreffen, da GFP-Fluoreszenzsignale ausschliel3lich auf GZ
beschrankt waren (3.4.3, Abb. 3-19) und Immunogoldmarkierungen vorrangig an der
Grenze GZ/SE detektierbar waren (Daten nicht gezeigt).
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4.2.3 MP17:GFP-Expression in Buindelscheidenzellen

Die Expression von MP17:GFP in Blundelscheidenzellen erfolgte unter Kontrolle des
TPA-Promotors, der aus Flaveria anomala stammt und dort dem gdcsT-Gen vorge-
schaltet ist. Die Spezifitat dieses Promotors fur Bundelscheidenzellen wurde utber
Deletionskonstrukte in Fusion mit dem GUS-Reportergen in transgenen Tabak-
pflanzen charakterisiert (Chu, 1996). Entsprechend dieser Zellspezifitat waren GFP-
Markierungen auf Zellwandbereiche von Bundelscheidenzellen beschréankt (3.4.3,
Abb. 3-19).

In der vegetativen Wachstumsphase wurden in diesen Linien leicht verminderte
Saccharose- und Starkegehalte nachgewiesen (Anhang V), die begleitet waren von
tendenziell erhbhten Saccharoseexportraten (3.4.6, Abb. 3-26) und resultierten in
einem minimalen Anstieg der Blattbiomasse (3.4.5.1, Abb. 3-23 A).

Es wird angenommen, dass die Grenzen von Bilindelscheidenzellen, entweder mit
dem Mesophyll oder Phloem, als Kontrollpunkte fir den PD-vermittelten Transport
von Photoassimilaten und Makromolekilen, wie viralen und pflanzlichen RNA-
Spezies, zwischen vaskularem und nicht-vaskularem Gewebe fungieren (Stitt, 1996;
Nelson und van Bel, 1998; Qi et al., 2004). Verschiedene Studien haben auch
angedeutet, dass vaskulare Gewebe empfindlich auf Verdnderungen der Umwelt-
bedingungen reagieren und somit entscheidend sind fir die Regulation von Stress-
antworten (Orozco-Cardenas et al, 2001; Fryer et al., 2003; Narvaez-Vasquez und
Ryan, 2004; Madea et al., 2006). In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass
PDs der Maismutante sxdl am Ubergang Biindelscheide/vaskulares Parenchym
bedingt durch Tocopheroldefizienz-vermittelte Kalloseablagerungen verschlossen
waren. Das fuhrte zu einer Unterbrechung des Saccharosetransportes zum Phloem
kleiner Venen und somit zu Starkeakkumulationen in source-Blattern (Russin et al.,
1996; Botha et al., 2000; Sattler et al., 2003).

Aufgrund der beobachteten tendenziell positiven Auswirkung kann vermutet werden,
dass Bundelscheidenzellen eventuell eine zentrale Rolle in der Regulation PD-
vermittelter Transportprozesse in MP17:GFP-exprimierenden Arabidopsis-Linien
Ubernehmen. Es ware mdoglich, dass die Expressionsrate der Bindelscheiden-
spezifisch MP17:GFP-transgenen Arabidopsis-Linien hdéher war als in den konstitutiv
exprimierenden Linien Col-0-9 und C24-81, so dass keine signifikanten Effekte

beobachten werden konnten. Da die MP17:GFP-Expression nur in Bindelscheiden-
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zellen erfolgte, waren in Western-Analysen keine MP17-Proteinsignale zu detektieren
und demzufolge konnten keine Proteingehalte quantifiziert werden. In Northern-
Analysen lieRen sich keine offensichtlichen Unterschiede in der MP17.GFP-
Expressionsstarke der TPA-Linien detektieren (3.4.2, Abb. 3-18).

Die forderlichen Effekte der Bulndelscheiden-spezifischen MP17:GFP-Expression
waren wahrend dem generativen Entwicklungsstadium in Bezug auf Bluhinduktion
und reproduktive Leistung am offensichtlichsten (3.4.5.2, Abb. 3-24 und Abb. 3-25)
und korrelierten mit angestiegenen Saccharoseexportraten (3.4.6, Abb. 3-26). Es
ware denkbar, dass sie gleichfalls durch entwicklungsspezifische Veranderungen in
der plasmodesmalen Transportkapazitat seneszierender source-Blatter bedingt

werden.

4.3 Vom Phanotyp zum Gen - Charakterisierung und Is  olierung
von MP17-Suppressormutanten zur genetischen Identif  i-

zierung von pflanzlichen MP17-Interaktionspartnern

Die konstitutive und Zell-spezifische Expression von MP17 in transgenen
Arabidopsis- und Tabakpflanzen belegte den spezifischen Einfluss des viralen MPs
auf PDs, Assimilattransport und sink/source-Beziehungen (Herbers et al., 1997,
Hofius et al.,, 2001; diese Arbeit). Diese Untersuchungen deuten auf komplexe
Interaktionen zwischen Pflanze und MP17 hin, die abhangig sind von MP17-
Proteingehalt, -Expression in spezifischen Zellen und Entwicklungsstadium der
Pflanze. Somit konnen die zugrunde liegenden Mechanismen nur Uuber die
Identifizierung der/des pflanzlichen Bindungspartner(s) identifiziert werden. Da
plasmodesmale Komponenten biochemischen Aufreinigungsansatzen schwer
zuganglich zugénglich sind, wurde in der Modelpflanze Arabidopsis ein genetischer
Ansatz zur ldentifizierung von Mutanten mit veranderten plasmodesmalen Bindungs-
und Transporteigenschaften entwickelt (Hofius, 2003)

Ausgehend von der phanotypischen Linie Col-0-35S-MP17:GFP-16 (NM) wurde eine
EMS-mutagenisierte Population erzeugt und tber optische Durchmusterung in der
M2-Nachkommenschaft ca. 30 Revertanten mit WT-&hnlichem Wachstum
identifiziert, welche mittels molekularer und zellbiologischer Analyse klassifiziert
wurden (Hofius, 2003). Es wurden Mutanten mit instabilem MP17-Transkript, mit
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MP17-Transkriptakkumulation, mit nachweisbarem Fusionsprotein sowie mit
detektierbarer GFP-Lokalisierung des Fusionsproteins in Zellwandbereichen
erhalten.

Die molekulare Analyse einiger ausgewahlter Vertreter der verschiedenen Kategorien
in der M3-Generation lasst darauf schliel3en, dass es sich um stabile Mutationen
handelt (3.5.1, Abb. 3-27). Im Wesentlichen konnte auch die plasmodesmale
Lokalisierung bestatigt werden. Mit Immunogoldmarkierungen der Klasse 1l-Suppres-
sormutanten waren keine Lokalisierungen an intrazellularen Strukturen oder Zell-
wandbereichen nachweisbar. Diese lieRen jedoch auch keine strukturellen Veran-
derungen der PDs in den Mutanten erkennen (Daten nicht gezeigt). Lediglich bei den
Mutanten PG p 6-2-1 und PG p 6-3-1 liel3en sich entgegen friherer Fluoreszenz-
lokalisierungen vereinzelte, schwache GFP-Markierungen detektieren. Sie waren auf
den Zell-zu-Zell-Kontakt von Epidermiszellen in source-Blattern beschrankt, welche
die Trichombasiszellen strahlenférmig umgeben (3.5.1, Abb. 3-28). Trichom-PDs
unterscheiden sich strukturell und funktionell deutlich von Mesophyll-PDs. Im
Mesophyll kbnnen MPs das plasmodesmale SEL fir den Transport von Dextranen
erh6hen (Fujiwara et al., 1993; Noueiry et al., 1994; Waigmann et al., 1994; Hofius et
al., 2001). Allerdings war mikroinjiziertes TMV-MP in Trichomzellen von Tabak nicht
befahigt, das basale SEL von 7 kDa fir den Transport von Dextranen anzuheben,
obwohl es selber (30 kDa) und (GUS):TMV-MP (90 kDa) zwischen den Trichom-
zellen translozierten (Waigmann und Zambryski, 1995). Ultrastrukturelle Analysen
gaben Aufschluss, dass die Komplexitdt von Trichom-PDs von der Spitze zur
Basiszelle zunimmt und sich auch die Halsregion, von der angenommen wird, dass
sie den molekularen Transport durch PDs kontrolliert, deutlich von Mesophyll-PDs
unterscheidet (Waigmann et al., 1997). Darauf basierend kann spekuliert werden,
dass PDs in Epidermiszellen an der Basis von Trichomen andere Komponenten als
Mesophyll-PDs enthalten, die eine plasmodesmale Lokalisierung von MP17
ermoglichen, wéahrend dies in anderen Zelltypen nicht der Fall war.
Interessanterweise war ein Zusammenhang zwischen MP17-Expressionsniveau der
Suppressormutanten und ihrer plasmodesmalen Lokalisierung erkennbar (3.5.1).
Revertanten der Klasse Il mit Zellwand-lokalisierter GFP-Fluoreszenz zeichneten
sich durch einen MP17:GFP-Proteingehalt von 47% bezogen auf die Referenz- und
Parentallinie NM aus. In den MP17:GFP-Mutanten der Klasse Il erreichte er 26%-
42%.
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Diese Ergebnisse untermauern die Annahme, dass eine Mutation im
plasmodesmalen Rezeptor zu einer veranderten Positionierung von MP17 an PDs
gefuhrt haben konnte, zu einer Inhibierung der MP17-Bindung an den plasmodes-
malen oder einen intrazellularen Rezeptor (Hofius, 2003). Inzwischen konnte fur
einen Grol3teil der Mutanten ausgeschlossen werden, dass Mutationen in Promotor-
region oder offenem Leserahmen erzeugt wurden (Daten F. Vogel). Dartber hinaus
gibt es deutliche Anzeichen, dass MP17:GFP-Transkripte der Suppressormutanten
PG nr 12-1-1 und PG nr 17-4-1 durch mikroRNA-vermitteltes Silencing abgebaut
werden (Diplomarbeit K. Paulus).

Physiologische und zellbiologische Untersuchungen der M3-Suppressormutanten
belegen, dass sich die Reversion des MP17-vermittelten Ph&notyps (3.5.2, Abb. 3-29
A, B) auch in der Aufhebung von Kohlenhydratakkumulation (3.5.2, Abb. 3-29 C),
leicht verminderter Virusanfalligkeit (3.5.3, Abb. 3-31), verzogerter Bluhinduktion
(3.5.2, Abb. 3-30 A, B) und erhohter Samenproduktion (3.5.2, Abb. 3-30 C) wider-
spiegelte. Lediglich die Revertanten mit instabilem MP17-Transkript in source-
Blattern blihten deutlich verspatet. Allerdings kann an Hand der genetischen
Analyse nicht ganz ausgeschlossen werden, dass dieser entwicklungsspezifische
Effekt auf multiple Mutationen zuriickzufihren ist.

Neben der Reversion des MP17-induzierten Phanotyps wurden die Suppressormu-
tanten genetisch untersucht. Da sich eine markergestitzte Kartierung der Mutationen
anschlie3t, wird als Voraussetzung dafir angenommen, dass die zu kartierenden
Mutationen rezessiv und in einem monohybriden Erbgang vorliegen. Die Spaltungs-
analyse in der F,-Generation nach zwei Ruckkreuzungszyklen wies PG p 6-2-1RR
und PG f 10-3-1RR als Linien aus, in der eine einzelne Mutation rezessiv vorliegt
(3.4.5, Tab. 3-2). In Bezug auf PG nr 12-1-1RR, PG nr 17-4-1RR, PG r 10-5-1RR,
PG r 23-2-1RR, PG p 6-3-1RR, PG p 8-2-2RR und PG f 8-6-2RR konnte kein
rezessives Spaltungsverhaltnis ermittelt werden. Mégliche Ursachen hierfir kbnnen
darin bestehen, dass eine dominante Mutation vorliegt und/oder die Mutation nicht
entsprechend der klassischen Mendel schen Genetik vererbt wird und/oder mehrere
Loci von EMS-bedingten Mutationen betroffen sind. Sollten die Suppressormutanten
weiterhin multiple Mutationen enthalten, kénnten diese durch weitere Ruckkreu-
zungszyklen ausgekreuzt werden.

Der Komplementationstest kann nicht durchgefihrt werden, um die Allelizitat
dominanter Mutationen zu bestimmen. Stattdessen ist es mdglich, Rekombinations-
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tests fur diese Untersuchungen anzuwenden. Dazu werden die homozygoten
Mutanten zunachst miteinander gekreuzt, die F;-Generation geselbstet und die
Phanotypen der daraus resultierenden F,-Generation durchmustert. Wenn zwei
dominante Mutationen unabhangig voneinander sind, so wiurde 1/16 der Nach-
kommenschaft homozygot flr das rezessive, nicht-mutagenisierte Allel der beiden
Mutationen sein. Sollten keine nicht-mutagenisierten Parentalpflanzen erhalten
werden, waren beide Mutationen allelisch zueinander oder miteinander verbunden
(Weigel und Glazebrook, 2002). Des weiteren kann mittels der so genannten ,bulked-
segregant analysis“ der Kartierungspopulation (Lukowitz et al.,, 2000) verifiziert
werden, auf welchem Chromosomenarm die Mutation durch das chemische Agens
EMS eingefuhrt wurde. Voraussetzung hierflr ist jedoch, dass das Dominanz-
verhéltnis bekannt ist. Uber diese Alternativen des Komplementationstestes kann
letztendlich auch fir dominante Mutationen festgestellt werden, ob die Mutation in
den Allelen des gleichen Gens vorliegt.

Hingegen ahnelte die Nachkommenschatft der Kreuzungen von f 10-3-1R x p 6-2-1R,
p 6-3-1 x f 10-3-1R, f 10-3-1R x p 6-3-1R und p 6-3-1 x p 6-2-1 ph&anotypisch und im
MP17-Expressionsniveau der NM-Parentallinie (3.4.5, Tab. 3-3). Daraus kann ge-
schlussfolgert werden, dass Mutationen dieser Revertanten die Allele verschiedener
Gene betreffen und sich gegenseitig komplementieren koénnen. Diese nicht-
allelischen MP17:GFP-Mutanten waren somit fir eine ldentifizierung der mutierten
Allele mittels markergestiutzter Kartierungsverfahren und Isolation der betroffenen
Gene geeignet. Allerdings deutete sich an, dass die Suppressormutante p 6-2-1R
maternal eventuell noch eine weitere Mutation vererben kdnnte, da sich nur die
Nachkommen aus den Kreuzungskombinationen f 10-3-1R x p 6-2-1R und p 6-3-1R
X p 6-2-1R komplementieren konnten und den Phanotyp der NM-Parentallinie
zeigten, wahrend dies nicht zutraf, wenn p 6-2-1R als Mutterpflanze eingesetzt
wurde.

Zur Genklonierung mittels markergestutzter Kartierungsverfahren wurde ein Ler-
Kreuzungspartner der Mutanten zur Erstellung der Kartierungspopulation erzeugt,
der wie die NM-Parentallinie nur eine MP17:GFP-Insertion tragt und diese am
gleichen Genort vorliegt. Da sich dieser Kreuzungspartner aufgrund dessen durch die
gleichen molekularen Eigenschaften auszeichnet wie die NM-Parentallinie, besteht
ein wesentlicher Vorteil darin, die aus 3000-4000 oder sogar mehr Individuen beste-
hende F,-Generation optisch durchmustern zu kénnen, um 200-300 Rekombinante
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fur die Feinkartierung zu identifizieren (Jander et al., 2002). Die Generation des Kreu-
zungspartners erfolgte durch die Kreuzung von NM mit Ler WT-Pflanzen und die
Einkreuzung MP17:GFP-exprimierender Pflanzen in Ler WTs uber mehrere Zyklen,
um MP17 in einem mdglichst reinen Ler-Hintergrund zu erhalten (3.5.5, Abb. 3-34).
Diese Strategie birgt die Gefahr, dass der Kreuzungspartner noch Col-0-Verun-
reinigungen enthalt. Durch eine genomweite Kartierung mit 21 zuféallig Gber das
gesamte Arabidopsis-Genom verteilten SSLP-Markern wurde dies weitestgehend
versucht auszuschlieRen. Wiirde eine Kartierungspopulation mit Ler WT-Pflanzen als
Kreuzungspartner generiert, ware keine phanotypische Durchmusterung der F,- und
Fs-Tochtergenerationen maglich. Optional kdnnen auch unabhangige, mit dem p35S-
1-Konstrukt (Hofius et al., 2001) transformierte Ler-Linien mit vergleichbaren
phanotypischen Anderungen wie in NM in die Kreuzung eingesetzt werden. Der
Nachteil dieser Methode besteht darin, dass die Spaltungsanalysen erschwert
werden, da die Insertion mit hoher Wahrscheinlichkeit an einem anderen Genort
erfolgt und die homozygoten Linien eventuell mehr als eine Kopie der binaren
Expressionskassette tragen.

Die homozygoten Nachkommen des durch NM-Einkreuzung erhaltenen Kreuzungs-
partners LerNM8S wiesen ein mit NM vergleichbares MP17:GFP-Expressionsniveau
auf, welches ahnliche biochemische und physiologische Auswirkungen auf die
Phanotypauspragung zur Folge hatte (3.5.5, Abb. 3-35). Aufgrund dessen, dass der
Samenertrag nur von einer kleinen Population aus 5 Pflanzen bestimmt wurde und
die reproduktive Leistung starken Schwankungen unterworfen ist, war nur ein
tendenzieller Anstieg im Samenertrag von LerNM8S nachzuweisen. Fir eine
abgesicherte Statistik waren mehr Pflanzen notwendig. Allerdings ist dieser Faktor
fur die nachfolgenden Kartierungsarbeiten nicht essentiell, denn die phanotypische
Durchmusterung der F,-Generation erfolgt wahrend der vegetativen Wachstums-
phase. In diesem Entwicklungsstadium liel3 sich eine auffallige und konsistente
Reduktion der Blattbiomasse nachweisen. Auch die Starkeakkumulation war nicht so
ausgepragt wie in der NM-Parentallinie. Dies traf jedoch auch bei Ler-1 und Ler-12
zu (3.1.2, Abb. 3-2).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Von Viren kodierte ,Movement Proteine” (MPs) interagieren mit Komponenten des
pflanzlichen Transportsystems, wobei Plasmodesmen (PDs) als zytoplasmatische
Zell-zu-Zell-Verbindungen eine zentrale Rolle im symplastischen Transport
ubernehmen. Ziel dieser Arbeit war die Analyse von MP17-vermittelten Anderungen
plasmodesmaler Transporteigenschaften in Hinblick auf entwicklungsspezifische und

MP17-Dosis-abhangige Effekte in genetisch zuganglichen Arabidopsis-Pflanzen.

(1) Die konstitutive Expression von PLRV-MP17:GFP in transgenen Arabidopsis-
Pflanzen mit Lokalisierung des GFP-fusionierten MP17 an verzweigten PDs
verschiedener Zelltypen (Hofius, 2003) resultierte in Verdnderungen von Kohlenhy-
dratstatus, Biomasseakkumulation und Samenertrag, unabhangig vom Okotyp aber
streng gebunden an die MP17:GFP-Proteinmenge. Niedrige MP17:GFP-Expres-
sionslevel fuhrten zu einer erhdhten vegetativen Blattbiomasseproduktion in Beglei-
tung von geringeren Kohlenhydratgehalten bei gleichzeitig angestiegenen Saccharo-
setransportraten. Gegenteilige Effekte in Form von starker Wachstumsretardierung,
massiver Kohlenhydratakkumulation in source-Blattern und verzdgerte Virus-
ausbreitung traten bei hohen MP17:GFP-Proteingehalten auf. In der reproduktiven
Wachstumsphase war die Inhibition des Assimilatexportes in stark MP17:GFP-
exprimierenden Arabidopsis-Pflanzen aufgehoben und fiihrte zu verbessertem
Samenertrag und Ernteindex. Die Reversion des symplastischen Transportblocks in
spateren Entwicklungsstadien lasst auf Anderungen der PD-Struktur und —Funktion
wahrend fortschreitender Blattseneszenz schliel3en.

Die beobachteten Effekte konnten auch bei Expression von MP17 ohne GFP-
Fusionspartner erreicht werden. Allerdings waren hierbei wesentlich hdhere
Proteinlevel zur Auspragung vergleichbarer, phanotypischer Anderungen notwendig
als in Fusionsprotein-exprimierenden Pflanzen. Die beobachteten phanotypischen
Veranderungen sind vermutlich nicht auf Kallose zuriickzufuhren, da keine signifikant
erhohten Kallosegehalte nachzuweisen waren. Daher deutet sich an, dass die
Effekte eher durch MP17 induziert werden.
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(2) Um den Zelltyp zu bestimmen, der fir die phanotpischen, MP17-induzierten
Anderungen verantwortlich ist, wurde MP17:GFP unter der Kontrolle von spezifi-
schen Promotoren fur chloroplastenhaltige, Bundelscheiden- und Geleitzellen expri
miert. Mittels biochemischer und physiologischer Analysen konnte die Dosis-
abhangige Auspragung des MP17-vermittelten Phanotyps auf die plasmodesmalen
Verbindungen in chloroplastenhaltigen Zellen eingegrenzt werden. Dabei scheint es
einen oberen Schwellenwert des MP17:GFP-Expressionsniveaus fur den forderlichen
Effekt in Hinblick auf Samenertrag zu geben. Eine erhdhte reproduktive Leistung
korrelierte mit der MP17:GFP-Expression in Bundelscheidenzellen, so dass vermutet
werden kann, dass diesen Zelltypen eine Schlisselfunktion an der Regulation der
PD-vermittelten  Assimilat- und Biomasseverteilung zukommt, wobei die
Veradnderungen erst wahrend dem reproduktivem Entwicklungsstadium signifikant
waren. Der Beitrag der plasmodesmalen Verbindungen von Geleitzellen an
Assimilatbereitstellung und —verteilung konnte in den analysierten transgenen Linien,
in denen keine augenscheinlichen Auswirkungen auf Kohlenhydratgehalte und
Biomasseproduktion auftraten, aufgrund der geringen Expressionsstarke nicht
abschlieRend aufgeklart werden.

(3) Durch Selbstung von M2-Suppressormutanten mit Reversion der MP17-
vermittelten Wachstumshemmung konnte gezeigt werden, dass die identifizierten
Revertanten molekular stabile Mutationen tragen. Metabolische, physiologische und
virologische Analysen belegen, dass der MP17-induzierte Ph&notyp in den
Suppressormutanten vollstandig aufgehoben war. Mittels genetischer Charakterisie-
rung konnten PG p 6-2-1RR und PG f 10-3-1RR als Kandidaten mit rezessiver
Mutation identifiziert werden, die zur Identifizierung der zugrunde liegenden Mutation
mittels markergestutzter Kartierungsverfahren geeignet sind. Zu diesem Zweck
wurde, ausgehend von der phanotypischen Parentallinie Col-0-35S-MP17:GFP-16
(Col-0-16, NM), durch Einkreuzung MP17:GFP-exprimierender Individuen Uuber
insgesamt 8 Zyklen, ein Kreuzungspartner zur Erzeugung der Kartierungspopulation
erhalten, der durch identische molekulare und vergleichbare phanotypische Eigen-
schaften gekennzeichnet ist wie die NM-Parentallinie.
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Bezeichnung Sequenz Verwendung

D256 5-ATGGCAGACGGTGAGGATATTCA-3’ 5" Aktin AC1 (neu)

D257 5-GCCTTTGCAATCCACATCTGTTG-3’ 3" Aktin AC2 (neu)

D98 5-AT CC ATG GCA ATG TCA ATG GTG GTG TAC AAC-3’ 5-MP17, AtSUC2¢Bm. (Ncol)
D197 §5-C CAT GGC TCC GCG CTT GAT AAG TTT TGG-3 3"-MP17,AtSUC2-Prom. Kcol)
3’-Tprom(BamHl)
5-Tprom_DL(-1645%all)
D221 5-AT GAG CTC TTATTT GTATAG TTC ATC CAT GC-3° 3’-GFP f. TRA-Fusion Gacl)

D213 5-GGATCC TGT GCT TTATTC TTT AGA AAC AAA AAA TAA-3"

D214 5-GTC GAC GTT GAT GTT AAT ACA CGT TTC ACA ACT GAG3’

D222

5-AT GGA TCC TCC GCG CTT GAT AAG TTT TGG-33-MP17 f. TRA-GUS BamH]I)

KK8 5-AGG TTT TAT TGC TTT TCA CA-3’ 5" ciwl2, Cht, Genomk.
KK9 5-CTT TCAAAA GCACATCACA-3 3" ciwl2, Chi, Genomk.
KK10 5°-TGT TTT TTA GGA CAA ATG GCG -3’ 5" ngalll, CHr Genomk.
KK11 5°-CTC CAG TTG GAA GCT AAA GGG-3’ 3" ngalll, ChyrGenomk.
KK12 5°-CCC AAA AGT TAATTATAC TGT -3 5 ciw2, Chrll, Genomk.
KK13 5°-CCG GGT TAATAATAAATG T-3 3" ciw2, Chr. JIGenomk.
KK14 5°-GCA CAG TCC AAG TCA CAACC-3 5" ngall26, Chi, Genomk.
KK15 5°-CGC TAC GCT TTT CGG TAA AG-3’ 3" ngall26, CHr Genomk.
KK16 5-CTC TGT CACTCT TTT CCT CTG G-3° 5" ngal62,rChl, Genomk.
KK17 5°-CAT GCA ATT TGC ATC TGA GG-3 3" ngal62, ChiH, Genomk.
KK18 5-ATG GAG AAG CTT ACACTG ATC-3 5" nga6, Chill|Genomk.
KK19 5°-TGG ATT TCT TCC TCT CTT CAC-3’ 3" nga6, Chit, Genomk.
KK20 5°-GGT TAA AAATTA GGG TTA CGA-3 5 ciw5, Chr.M, Genomk.
KK21 5-AGATTTACG TGG AAG CAAT-3 3’ ciw5, Chr. IVGenomk.
KK22 5°-AAT TTG GAG ATT AGC TGG AAT-3’ 5" ciw7, ChrM, Genomk.
KK23 5°-CCA TGT TGA TGA TAA GCA CAA-3’ 3" ciw7, ChrM, Genomk.
KK24 5°-TAG TGA AAC CTT TCT CAG AT-3 5" ciw8, Chr. MGenomk.
KK25 5-TTATGT TTT CTTCAA TCA GTT-3' 3" ciw8, Chr. MGenomk.
KK26 5°-CCA CATTTTCCT TCT TTC ATA-3’ 5 ciwl0, Chr. \Genomk.
KK27 5°-CAA CAT TTA GCA AAT CAACTT-3 3" ciwl0, ChrV, Genomk.
KK28 5°-GGC TTT CTC GAA ATC TGT CC-3° 5 F21M12, ChyGenomk.
KK29 5°-TTACTT TTT GCC TCT TGT CAT TG-3° 3" F21M12h€ |, Genomk.
KK30 5-ACATTT TCT CAATCC TTACTC-3 5 ciwl, Cht, Genomk.
KK31 5-GAG AGC TTC TTT ATT TGT GAT-3’ 3’ ciwl, Chr, Genomk.
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KK32
KK33
KK34
KK35
KK36
KK37
KK38
KK39
KK40
KK41
KK42
KK43
KK44
KK45
KK48
KK49
KK50
KK51

5-CTG ATC TCA CGG ACA ATA GTG C-3°
5-GGC TCC ATA AAA AGT GCA CC-3
5-GAA ACT CAA TGA AAT CCACTT-3
5-TGA ACT TGT TGT GAG CTT TGA-3’
5-TCG TCT ACT GCA CTG CCG-3’

5-GAG GAC ATG TAT AGG AGC CTC G-3

5-CCC CGA GTT GAG GTATT-3’
5-GAA GAA ATT CCT AAAGCATTC-3
5-GTT CAT TAAACT TGC GTG TGT-3'
5-TAC GGT CAG ATT GAG TGATTC-3’
5-CTC GTA GTG CAC TTT CAT CA-3
5-CAC ATG GTT AGG GAA ACA ATA -3
5-GCG AAA AAA CAA AAA AAT CCA-3’
5-CGA CGA ATC GACAGA ATT AGG-3’

5-CTC AGA GAA TTC CCA GAA AAATCT-3
5-AAA CTC GAG AGT TTT GTC TAG ATC-3

5°-CAG ACG TAT CAA ATG ACA AAT G-3°
5-GAC TAC TGC TCA AAC TAT TCG G-3°

5" nga280, Ch, Genomk.
5" ciw3, Chrl,IGenomk.
5" ciw3, Chr.l] Genomk.
3" ciw3, Chrl, IGenomk.
5" ngal68, Chr.Glenomk.
3" ngal68, IC, Genomk.
5" ciwll, Chr. liGenomk.

3" ciwll, Chill, Genomk.
5 ciw4, Chrll) Genomk.

3" ciw4, Chrll) Genomk.
5" ciw6, ChiV] Genomk.
3" ciw6, ChilV, Genomk.

5" ngall07, ChrlV, Genomk.
3" ngall07, CHK, Genomk.
5" PHYC, ChV, Genomk.
3" PHYC, GhV, Genomk.
5" ciw9, ChrV, Genomk.

3" ciw9, Ch¥/, Genomk.

Il Kohlenhydratgehalte in MP17:GFP-transgenen  Arabidopsis
Glukose Fruktose Saccharose Starke

Pflanzenlinie (mmol m-2) (mmol m-2) (mmol m2) (mmol m2) Ldsliche Zucker/Starke
Col-O WT 0,48 + 0,06 0,92+0,11 1,15 + 0,07 11,29 + 0,46 0,23 +0,01
Col-9 0,52 + 0,06 1,87 + 0,36* 0,99 + 0,08 10,43 + 0,56 0,32 +0,03*
Col-14 1,01 + 0,15** 1,64 £ 0,06*** 1,07 + 0,07 10,88 + 0,43 0,34 £ 9,61e-3***
Col-16 5,26 + 0,54*** 2,11 + 0,16*** 2,65+ 0,24*** 23,10 £ 2,01** 0,44 + 0,0***
Ler WT 0,82 +0,10 1,62 +0,13 1,21 £ 0,04 12,04 £ 0,43 0,30 + 0,02
Ler-1 552 +0,58** 472 +0,37** 2,48 +0,15*** 17,10+1,26** 0,78 + 0,09***
Ler-12 3,49 £ 0,61*** 3,37 £ 0,29*** 2,02 £ 0,26** 13,21 +1,43 0,76 £ 0,16*
C24WT 1,18 £ 0,15 1,02 +0,18 1,00 + 0,06 13,05+ 0,66 0,25+ 0,03
C24-81 0,92+0,12 0,93+0,12 0,78 + 0,06* 12,05+ 0,85 0,22 +0,01
C24-84 0,84 + 0,07 1,08 £ 0,09 0,79 + 0,06* 13,90 + 0,93 0,20+ 0,01
C24-74 1,10+ 0,15 1,20 + 0,10 1,09 + 0,06 14,76 £ 0,52 0,20 + 0,03

Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehler der einzelnen Zuckermessungen aus je 10
Doppelproben von 5 Wochen alten source-Blattern. Signifikante Unterschiede (* P < 0,05, ** P < 0,01,
*** P < 0,001) im Vergleich zur jeweiligen Wildtyp-Kontrolle wurden mit Hilfe des Student’s t-Test

ermittelt. Col-0: Columbia, Ler: Landsberg erecta.
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[l Biomasseverteilung in konstitutiv MP17:GFP-exp  rimierenden
Arabidopsis
Anzucht Linie vegetative vegetative generative Samenertrag Anmerkungen
Biomasse Biomasse Biomasse
(Blattfrisch- (Blatttrocken- (Blattfrisch-
gewicht) gewicht) gewicht)
[ [d] [d] [d]

1 Col-0WT 2,026 + 0,068 0,180 + 0,005 0,152 + 0,015 A Sept. 2004
Col-0-9 2,532 + 0,098 0,227 + 0,008 0,140 + 0,007 nach 6 Wochen
Col-0-14 1,948 + 0,062 0,185 + 0,009 0,199 + 0,010 Kurztag
Col-0-16 0,361 + 0,021 0,044 + 0,003 0,217 +£0,012 Transfer unter
Ler WT 2,381+ 0,102 0,199 + 0,007 0,128 + 0,007 Langtag
Ler-1 0,222 + 0,008 0,027 + 0,001 0,215 + 0,016

2 Col-0WT 0,158 + 0,009 A Feb. 2005
Col-0-9 0,132 + 0,013 nach 2 Wochen
Col-0-14 0,174 £ 0,010 Kurztag
Col-0-16 0,188 + 0,012 Transfer unter

Langtag

3 Col-0WT 2,106 + 0,151 0,184 + 0,010 0,120 + 0,012 A Aug. 2005
Col-0-9 2,242 + 0,135 0,185 + 0,009 0,165 + 0,009 nach 6 Wochen
Col-0-14 1,774 £0,173 0,150 + 0,011 0,138 +0,012 Kurztag
Col-0-16 0,255 + 0,020 0,037 + 0,002 0,151 + 0,060 Transfer unter
Ler WT 1,972+ 0,131 |0,154 + 0,009 0,084 + 0,009 Langtag
Ler-1 0,219 + 0,022 0,026 + 0,002 0,168 + 0,020

4 Col-0WT 1,563 + 0,106 0,1748 + 0,0084 | A Dez. 2005
Col-0-9 1,839 + 0,044 0,177 + 0,016 nach 6 Wochen
Col-0-14 1,343 + 0,057 0,188 + 0,012 Kurztag
Col-0-16 0,158 + 0,012 0,197 + 0,006 Transfer unter
Ler WT 2,414 £ 0,136 0,124 + 0,014 Langtag
Ler-1 0,155 + 0,017 0,185+ 0,011
Ler-12 0,204 + 0,024 0,156 + 0,011

5 Col-0WT 1,739 + 0,103 0,323 +0,028 |0,139 + 0,005 A Aug. 2006
Col-0-9 1,907 + 0,057 0,411 +0,019 {0,133 +0,008 nach 6 Wochen
Col-0-14 1,548 + 0,078 0,327 £0,022 |0,145 + 0,011 Kurztag
Col-0-16 0,367 + 0,011 0,102 + 0,003 |0,163 + 0,005 Transfer unter
Ler WT 2,167 + 0,138 0,375+0,022 |0,125 + 0,002 Langtag
Ler-1 0,368 + 0,036 0,147 +£0,007 |0,153 + 0,008
Ler-12 0,464 + 0,007 0,148 +£0,009 |0,151 + 0,009

Die Daten reprasentieren die Verteilung der Biomasse in unterschiedlichen Entwicklungsstadien von 5
unabhangigen Anzuchten. Die vegetative Blattbiomasse wurde nach 6 Wochen Kurztag ermittelt, die
generative Blattbiomasse zu Beginn der Sprossausbildung, nachdem die verbleibenden Pflanzen der



8 ANHANG iv

vegetativen Biomassebestimmung unter Langtagbedingungen transferiert wurden. Nach voll-
standigem Abreifen der Pflanzen wurde der Samenertrag bestimmt. Pro Datenset wurden die
Mittelwerte mit Standardfehler von 5-10 Pflanzen bestimmt. Angegeben sind die absoluten Werte in
[0]. A: Aussaat, Col-0: Columbia, Ler: Landsberg erecta.

IV Biomasseverteilung in Col-0- Arabidopsis mit Zell-spezifischer

MP17:GFP-Expression

vegetative
Anzucht Linie vegetative Biomasse Biomasse Samenertrag Anmerkungen
(Blattfrischgewicht) | (Blattfrischgewicht)
[d] [d] [d]

1 Col-0WT 2,196 + 0,154 0,218 + 0,040 A Nov. 2005
Col-0-16 0,256 + 0,013 0,234 + 0,043 nach 6 Wochen
L700-10 0,717 £ 0,087 0,228 + 0,023 Kurztag
L700-12 0,275 + 0,021 0,226 + 0,008 Transfer unter
PEP-4 2,788 + 0,237 0,204 + 0,008 Langtag
PEP-14 1,758 £ 0,176 0,210 + 0,036
TPA-6 2,496 + 0,218 0,302 + 0,300
TPA-8 2,302 +0,13 0,288 + 0,00
TPA-16 2,240 + 0,198 0,339 + 0,027

2 Col-0WT 1,644 +0,101 0,346 + 0,020 0,131 +0,013 A April 2006
Col-0-16 0,251 + 0,017 0,162 + 0,010 0,166 + 0,008 nach 6 Wochen
L700-10 0,714 + 0,048 0,229 + 0,009 0,165 + 0,010 Kurztag
L700-12 0,079 + 0,007 0,157 + 0,010 0,173 + 0,006 Transfer unter
PEP-4 1,587 £ 0,078 0,291 +£ 0,017 0,136 £ 0,011 Langtag
PEP-14 1,696 + 0,103 0,340 + 0,018 0,128 + 0,005
TPA-6 1,388 + 0,102 0,321 + 0,019 0,190 + 0,008
TPA-8 1,731 + 0,061 0,371 + 0,015 0,191 + 0,008
TPA-16 1,937 +0,182 0,346 + 0,017 0,195 + 0,006

3 Col-0WT 1,739 + 0,103 0,323 + 0,028 0,139 + 0,005 A Aug. 2006
Col-0-16 0,367 + 0,011 0,102 + 0,003 0,163 + 0,005 nach 6 Wochen
L700-10 0,904 + 0,060 0,175 + 0,008 0,150 + 0,005 Kurztag
L700-12 0,299 + 0,028 0,100 + 0,003 0,160 + 0,009 Transfer unter
PEP-4 1,618 + 0,185 0,316 + 0,025 0,128 + 0,007 Langtag
PEP-14 1,714 £ 0,136 0,337 £ 0,044 0,135 + 0,013
TPA-6 1,968 + 0,215 0,372 + 0,029 0,185 + 0,008
TPA-8 1,949 + 0,026 0,376 + 0,049 0,182 + 0,015
TPA-16 1,964 + 0,037 0,371 + 0,020 0,184 + 0,008

In der Tabelle ist die Verteilung der Biomasse wahrend unterschiedlicher Entwicklungsstadien von drei
unabhangigen Anzuchten transgener Arabidopsis-Pflanzen zusammengefasst, die im Vergleich zur
WT- und konstitutiven Col-0-16-Referenz MP17:GFP unter der Kontrolle eines Photosystem Il- (L700),
Geleitzell- (PEP) und Bundelscheiden-spezifischen (TPA) Promotors exprimieren. Die vegetative
Blattbiomasse wurde nach 6 Wochen Kurztag ermittelt, die generative Blattbiomasse zu Beginn der
Sprossausbildung, nachdem die verbleibenden Pflanzen der vegetativen Biomassebestimmung unter
Langtagbedingungen transferiert wurden. Nach vollstandigem Abreifen der Pflanzen wurde der



8 ANHANG v

Samenertrag bestimmt. Pro Datenset wurden die Mittelwerte mit Standardfehler von 5-10 Pflanzen
bestimmt. Angegeben sind die absoluten Werte in [g] sowie der prozentuale Anteil bezogen auf die
WT-Referenz. A: Aussaat, Col-0: Columbia.

\% Kohlenhydratgehalte in
MP17:GFP-Expression

Arabidopsis mit Zell-spezifischer

Glukose Fruktose Saccharose Starke
Pflanzenlinie  (mmol m2) (mmol m-2) (mmol m?2) (mmol m?2) Losliche Zucker/Starke
Col-O WT 0,72 +0,08 0,80 +0,12 0,70 £ 0,04 13,00 + 0,55 0,17 £ 0,01
Col-16 4,62 + 0,30*** 1,77 £ 0,21** 1,84 +0,18** 22,88 + 2,64** 0,41 + 0,06**
L700-10 4,14 + 0,57*** 1,49 +0,11** 1,84 +0,13** 22,19+ 2,16** 0,37 + 0,05**
L700-10 5,67 + 0,95*** 2,04 +0,24**  215+0,19*** 24,99 +2,14*** (0,42 + 0,06***
PEP-4 1,56 + 0,26** 0,77 +0,13 0,75 +0,04 12,18 + 0,45 0,25 + 0,02**
PEP-14 2,09 + 0,40** 0,67 +0,11 0,72 +£0,07 12,62 + 0,55 0,28 + 0,04*
TPA-6 0,92 +0,25 0,81 +0,19 0,45 + 0,04** 10,73 + 0,54* 0,21+ 0,02
TPA-8 0,69 +0,12 1,09 + 0,09 0,69 + 0,05 11,54 + 0,79 0,22 + 0,02
TPA-16 1,45 + 0,20** 0,89 + 0,07 0,67 + 0,05 10,77 +1,28 0,32+0,10

Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehler der einzelnen Zuckermessungen aus je 10
Doppelproben der WT-, Col-0-16- und L700-Linien und aus 4-6 Doppelproben der PEP- und TPA-
Linien von 5 Wochen alten source-Blattern. Signifikante Unterschiede (* P < 0,05, ** P < 0,01, ** P <
0,001) im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle wurden mit Hilfe des Student’s t-Test ermittelt. Col-0:
Columbia, L700: Konstrukt zur MP17:GFP-Expression in chloroplastenhaltigem Gewebe unter
Kontrolle des ST-LS1-Promotors aus Solanum tuberosum, PEP: Konstrukt zur MP17:GFP-Expression
in Geleitzellen unter Kontrolle des AtSUC2-Promotors aus Arabidopsis thaliana, TPA: Konstrukt zur
MP17:GFP-Expression in Bindelscheidenzellen unter Kontrolle des TPA-Promotors des gdcsT-Gens
aus Flaveria anomala.

VI Erganzende Bestimmung von Frisch- und Trockenge  wicht von

MP17- und MP17:GFP transgenen Arabidopsis-Pflanzen mit konsti-

tutiver und spezifischer Expression

Zur Uberpriifung der Biomasseverteilung wahrend der vegetativen Wachstumsphase
wurde neben dem Frischgewicht das Trockengewicht der konstitutiv MP17:GFP-
bzw. MP17-exprimierenden Arabidopsis-Linien im Col-0-, Ler- und C24-Hinterund
sowie von Col-O-Linien, welche MP17:GFP unter der Kontrolle eines Geleitzell-,
Bundelscheiden- und Chloroplasten-spezifischen Promotors exprimieren, ermittelt.

Nach 6 Wochen unter Kurztagbedingungen wurde das Frischgewicht und nach
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weiteren zwei Tagen im Trockenschrank bei 50C das Trockengewicht bestimmt (s.
Abb.).
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Abbildung 8-1: Frisch- und Trockengewichte konstitu tiv MP17:GFP- und MP17 sowie spezifisch
MP17:GFP-exprimierender Arabidopsis-Linien wéhrend vegetativem Wachstumsstadium im
Vergleich zur Okotyp-spezifischen WT-Kontrolle

Nach 6 Wochen Kurztagbedinungen wurden die Frischgewichte und nach weiteren zwei Tagen im
Trockenschrank bei 50C wurden die Trockengewichte bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte in
Gramm mit Standardabweichung von 6-10 Pflanzen je Linie. Col-0: Columbia, Ler: Landsberg erecta,
L700: Chloroplasten-spezifische Expression (ST LS-1-Promotor)), PEP: Geleitzell-spezifische
Expression (At SUC2A Sphl-Promotor), TPA: Biindelscheiden-spezifische Expression (TPA-Promotor).
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