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1 EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Asgmilattransport in Pflanzen

Die in Mesophyllzellen ausgewachsener Blétter (source-Organe) synthetisierten
Photoassmilate - Kohlenhydrate und Aminoséauren - sind de Energietrager des pflanzlichen
Stoffwedhsels und blden de Bausteine fur Wadistum und Entwicklung in alen nicht-
phaosynthetisch aktiven Geweben wie jungen Bléttern, Wurzeln, Bliten und Samen (sink-
Organe). Dabel missen die Asdmilate innerhalb des Blattes zundchst durch mehrere
Zéellschichten in Richtung der kleinen Leitbinda (, minor veins®) transportiert werden, wo sie
in das Phloemgewebe beladen undanschlieffend mit dem Massenstrom in der Pflanze verteilt
werden. Saccharose stellt die Haupttransportform von Kohlenhydraten in den meisten
hoheren Pflanzen dar und erflllt somit die Funktion eines Bindegli eds zwischen source- und
sink-Geweben (Turgeon, 1989. Der Transport von Sacdarose aus dem Mesophyllgewebe
Uber die Bunddscheiden- in de Phloemparenchymzellen erfolgt in der Regel auf
symplastischem Wege mittels Diffusion duch die Plasmodesmen (PDs), die interzelluléren,
cytoplasmatischen Verbindurgen, de zwischen desen Zelltypen in relativ grof¥er Dichte
auftreten. Die anschliel’ende Beladung in den Geleitzell-Siebelement-Komplex (GZ/SE-
Komplex) verlangt bei den meisten Pflanzen der gemaliigten Breiten einen apogastischen
Schritt und somit die Funktion passver und aktiver membranstandiger Transportsysteme, da
diese Pflanzen nu Uber sehr wenige plasmodesmae Verbindungen zwischen den
Phloemparenchymzellen und cn Geleitzellen verfigen (Evert und Russn, 1993 van Bdl,
1993. Die Sactarose gelangt dabel zunadst in den apopastischen Raum undwird von dat
aktiv gegen einen Konzentrationsgradienten tber einen Saccharosetransporter in den GZ/SE-
Komplex transportiert (Riesmeier et al., 1992 Riesmeier et al., 1994). Dabel erfolgt der
Sactarosetransport im Symport mit Protonen, de durch de Aktivitdt einer in der
Plasmamembran der Geleitzellen lokalisierten Protonen-ATPase in den Apodasten gepumpt
werden. Der Photoassmil atexport aus dem source-Gewebe kdnrte somit durch Modifikation
biochemischer Stoffwechselwege (z.B. Sacharose- und Stérkesynthese), die Veranderung von
Membrantransporteigenschaften sowie die plasmodesmale Leitféhigkeit reguliert werden
(Schobert et al., 2000. Mit Hilfe molekulargenetischer Ansétze konrte die Rolle der im
GZ/SE-Komplex lokalisierten Sacdarosetransporter und ATPasen eindeutig belegt werden
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(Kihn et al., 1996 Lemoine et al., 1996 Birkle et al., 1998 Zhao et al., 20).
Demgegentber ist der Antell des symplastischen Transportweges an der Regulation des
Sactaroseexportes aus den Bléattern weit weniger verstanden (Stitt 1996; Schobert et al.,
2000. Die Anayse wird vor allem dadurch erschwert, dasstiber die Proteinzusammensetzung
und de kodierenden Gene der PDs nur sehr wenig bekannt ist, was den genetischen Zugang
Uber die Manipulation des plasmodesmalen Transportweges bisher weitestgehend verschli ef3t.

Die Phloementladung der Photoassmil ate in die sink-Gewebe kann in Abhéangigkeit von
der Pflanzenspezies, dem Gewebetyp und dem Entwicklungszustand entweder einer
auschlieldich symplastischen Route folgen oder aber einen apopastischen Schritt beim
Ubergang vom GZ/SE-Komplex zu den umgebenden sink-Parenchymzedlen bzw. zwischen
verschiedenen Typen von Parenchymzellen wahrend des Postphloem-Transportes enthalten
(Turgeon et al., 1989 Patrick 1997. Bei der symplastischen Entladung diffundert die vom
Masenstrom angelieferte Sacarose aus den GZ/SE-Komplexen in das umgebende sink-
Gewebe entlang eines Konzentrationsgefal es durch de PDs. Dabei wird de Sacdarose aur
Aufrechterhaltung des Gradienten in Starke umgewandelt, oder unverdndert bzw. nadc
Spaltung in Hexosen in der Vakuadle zwischengel agert. Im Fall e der apopastischen Entladung
gelangt die Sactarose zunachst mit Hilfe a@nes sink-spezifischen Sacdarose-Transporters
oder aber nach Invertase-katalysierter Spaltung in  Glucose und Fructose Uber
Plasmamembran-lokalisierte Hexosetransporter in de umgebenden sink-Zellen. Der sink-
Bedarf (sink-Starke) an Kohlenhydraten sowie die Effizienz des Sactarosestoff wechsels in
sink-Organen wird dabel as ein weiterer Kontrollpunk fur den Assmilattransport in der
Pflanze betrachtet (Ho, 1988§. So konrte durch Manipulation des Sacdarosestoffelwedhsels
in sink-Organen de Assimilatverteillung in transgenen Pflanzen verdndert werden, was sch
nachhaltig auf die Synthese von Speicherstoffen und en Ertrag auswirkte (Herbers und
Sonrewald, 199§.

In den letzten Jahren ist im Hinblick auf die Regulation des Assmil attransportes zwischen
source undsink ein Konzept in den Mittelpunkt geriickt, wonach Pflanzen tiber ein endogenes
Kommunikationssystem verfligen, mit dem durch Austausch regulatorischer Makromolekiile
physiologische und entwicklungsgezifische Prozese gesteuert werden (Lucas und Wolf,
1999, Ruiz-Medrano et al., 200). Zentrae Bedeutung hat dabei offensichtlich der
kontrolli erte Zell-zu-Zell und systemische Transport von Informationsmolekilen (Proteine
und RNA) Uber die PDs und dbs Phloem (Jorgensen et al., 1999 Crawford undZambryski,
1999 Ruiz-Medrano et al., 1999 Haywood et al., 2002, Wu et al., 2003. Einen
entscheidenden Beitrag leisteten dabei Ergebnise au der Ausbreitung vonViren in Pflanzen,



1 EINLEITUNG 3

die im wesentlichen dem Transportweg der Photoassmilate von source nadch sink folgen
(Leisner und Turgeon, 1993; Roberts et al., 1997.

1.2  Ausbreitung von Viren in Pflanzen

Die efolgreiche systemische Infektion einer Pflanze durch Viren erfordert sowohl den
effizienten Zell-zu-Zell Transport von infektiosem Materia innerhalb des loka infizierten
Blattes, als auch den Langstreckentransport des Virus Uber das Phloem in weiter entfernte
Blétter und Organe (zusammengefasd in Carrington et al., 1996 Gil bertson undLucas 1996
Nelson und an Bel 1998).

1.2.1 Zell-zu-Zdl Transport

Der Kurzstreckentransport von Viren erfolgt durch PDs entlang des Infektionsweges von
einer zumeist mecdhanisch infizierten Epidermiszelle Gber Mesophyll, Blndelscheide und
vaskuldres Parenchym in den GZ/SE-Komplex, von wo es mit dem Assimilatstrom in der

Pflanze verteilt wird. Zu desem Zwed koderen de meisten Virusfamilien Transportproteine

(-Movement Proteins‘, MPs), die durch Interaktion mit PDs den Zell-zu-Zell Transport von

Virusmaterial ermogli chen (Goshroy et al., 1997 Lazarowitz und Beachy, 1999. MPs sndin

der Lage, das plasmodesmale Ausschlussrermogen fur Makromolekile eheblich zu erhdhen,

virale Nukleinsduren zu binden und dese aktiv in Form eines Ribonicleoprotein-Komplexes
oder Viruspartikels von Zelle zu Zell e zu transportieren. Dieser MP-vermittelte Transport von

Virusgenomen durch de PDs stzt sich aus einer Serie von Prozessen zusammen, de ane

Interaktion von MPs mit anderen Virusproteinen und planzlichen Wirtsfaktoren umfasg

(Lazarowitz, 1999. Das koordinierte Zusammenspiel dieser Komporenten ist in

verschiedenen Virusfamilien urterschiedlich gelst, weshalb de folgenden Strategien zur

MP-Funktion dskutiert werden:

(1) Virusfamilien mit einem Tobamovirus-dhnlichen Medanismus (u.a. Tobacco mosaic
virus, TMV) bendtigen nur die Wirkung eines einzelnen nicht-strukturellen MP, das direkt
das Virusgenom bindet und deses als Ribonucleoprotein-Komplex nach Modifikation der
PDs in de Nadbarzellen transportiert. Der intrazelluldre Transport der MP-RNA-
Komplexe in Richtung der PDs erfolgt dabei vermutlich durch transiente Interaktion mit
Komporenten des Cytoskeletts (Heinlein et al., 1995 McLean et al., 1995 und s
endodasmatischen Retikulums (Heinlein et al., 1998 Reichel et al., 1999.
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(2) Einige Virusgruppen verfiigen Uber eine Reihe verschiedener MPs, die im Falle der
Potexvren vom sogenannten ,triple gene block® kodiert werden und koordinativ unter
Betelligung des Capsid Proteins (CP) zum Transport des Virusgenoms durch de PDs
beitragen. Closteroviren benétigen aufl3erdem ein Virus-kodiertes HSP70 Homolog, das
sowohl mit PDs as®ziiert as auch an Mikrotubui bindet, womit ein drekter
Zusammenhang zwischen intra  bzw. interzellul&rem  Virustransport und
Hitzeschockproteinen (Chaperone) gezeigt wurde (Karasev et al., 1992 Medina et al.,
1999 Alzhanovaet al., 200)).

(3) Alternativ erfolgt bei verschiedenen Virusfamilien, wie z.B. den Tospoviren, der
Transport des Virusgenoms a's sibvirale oder virale Partikel durch MP-induzierte Tubui,
die sich duch strukturell modifizierte PDs in de Nachbarzelle estredken. Die direkte
Interaktion des Tomato spatted wilt virus MP (NSm) mit einem Myosin/Kinesin-dhnlichen
Protein sowie Vertretern der HSP70-aktivierenden Dnal-Proteine, legt dabei die
Betelligung des Cytoskeletts und molekularer Chaperone am Virustransport nahe
(Soellick et al., 200Q von Bargen et al., 2007).

Fur die Familie der Potyviren bleibt hingegen der Zell-zu-Zell Transport in vielen Bereichen
ungeklart (Revers et al., 1999 Urcuqu-Inchima et al., 2003 Kelmann, 200). Im
Unterschied zu den meisten anderen Viren kodieren sie nicht fur ein spezifisches MP,
sondern Transportfunktionen wurden fr verschiedene Virusproteine gezeigt, die wahrend des
Infektionszyklus eine multifunktionale Rolle @nnehmen. Dabel handelt es sch um das ,, Vira
Genome-linked” Protein (VPg), de ,Helper-comporent® Proteinase (HC-Pro), das
»Cylindrical Inclusion® (CI) Protein sowie das Capsid Protein (CP). Gebildet werden dese
Proteine aus einem einzelnen Polyprotein, das von einem einzelstrangigen RNA-Genom
kodiert und duch viruseigene Proteinasen gespalten wird (Abb. 1A). So wurden im Falle des
CP neben der Betelligung am Kurzstrekentransport, spezifische Funktionen bei der
Genomamplifzierung, der Blattlausiibertragung, der Virusasemblierung sowie dem
Langstredkentransport postuliert. Die Rolle wahrend des Zell-zu-Zell Transportes leitet sich
daraus ab, dass zum einen fir die Ausbildung des Transportkomplexes ein Assembli erungs-
kompetentes CP erforderlich ist (Dolja et al., 194; Dolja et al., 19%) und zum anderen die
Interaktion mit PDs und de CP-vermittelte Erweiterung des plasmodesmalen
Auschlussrermégens gezeigt werden konrte (Rojas et al., 1997). Darliber hinaus wurde fir
das Cl-Protein, einer an der Genomreplikation betelligten RNA-Helicase, die esentiele
Bedeutung beim Zell-zu-Zell Transport genetisch Glker eine systematische Mutationsanayse
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nadhgewiesen (Carrington et al., 1999. Es wurde ein Model postuliert, wonach Cl
Strukturen einen PD-as®ziierten Kanal ausbilden, duch den der CP-umhtilte
Transportkomplex nach CP-indwzierter Erwelterung des plasmodesmalen

Ausgchlussrermdgens transloziert wird (Carrington et al., 1998,Abb. 1B).

(A)
P1 HC-Pro Nla
v VoW Wb v 3
VPg .—[ PL [ HCPro| P3 | - [vpg Nia|  Nib A,
6K1
(B)
0
0 00 Plasmodesmaler
00 Virion oder Transpt.)r‘tkomplex
Ribonucleoprotein-Komplex (RNP) (1, Virion oder
ER (CP, VPg-gebundene RNA)
— :.
o——
— PD
o——
—
o— % Membran-gebundener
— Replikationskomplex
E% (Nla, Nib, CI, 6K, weitere?)

Abb. 1: Schematische Darstellung der Genomstruktur (A) nach Urcuqui-Inchima et al. (2001) sowie des
postulierten Zell-zu-Zell Transportes von Potyviren (B) nach Carrington et al. (1998).

(A) Potyviren haben ein einzdstrangiges RNA-Genom von etwa 10 kb Lange. Die RNA ist am 3"-Ende
polyadenyliert (A,) und am 5 -Ende kovalent mit dem viralen ,,Genome-linked" Protein (VPg) verbunden. Die
RNA kodiert ein einzenes Polyprotein, das durch Virus-kodierte Proteinasen proteolytisch in die angezegten 9
funktionellen Proteine gespalten wird. Die Positionen, an denen die viralen Proteinasen das Polyprotein
schneiden, ist durch Pfeile angezegt. Proteine mit Transportfunktion (farbig unterlegt) sind die kombinierte
VPg-Proteinase (Nla, ,Nuclear Inclusion a), die ,, Helper-Component” Proteinase (HC-Pro), die ai3erdem RNA-
Silencing Suppresooraktivitét besitzt und als Blattlausiibertragungsfaktor wirkt, das ,,Cylindricd Inclusion* (Cl)
Protein und das Capsid Protein (CP). Weitere Funktionen wurden fur das Nlb Protein (,Nuclea Inclusion” b,
RNA-abhdngige RNA-Polymerase) und das 6K2 Protein (Membranverankerung des viraen
Repli kationskomplexes) beschrieben.

(B) Neusynthetisierte Genome fur den Zell-zu-Zell Transport asziieren mit dem Capsid Protein in Form eines
Virions oder eines Ribonucleoprotein-Komplexes. Das Virion bzw. der Komplex interagiert mit einem PD-
asziierten und aus Cl-Einheiten gebil deten Kanal und wird durch diesen mdgli cherweise nach CP-vermittelter
Erweiterung des plasmodesmalen Ausschlussvermdgens (Rojas et al., 1997) in die Nachbarzdle transportiert.
ER, Endodasmatisches Retikulum; ZW, Zellwand; PD, Plasmodesma.
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1.2.2 Langstreckentransport

Der Eintritt in das Phloemgewebe ist der kritische Schritt fir die systemische Ausbreitung
von Viren und ist damit wohl ein bestimmender Faktor bei der Wirtspezifitdt
(zusammengefasd in Gilbertson und Lucas 1996, Thompson und Schulz 1999. Als
entscheidende Barriere fur viele Viren scheinen dabei die PDs zwischen Blinde scheiden
undoder Phloemparenchymzellen und GZ/SE-Komplexen zu fungieren, was fundamentale
Unterscheide der plasmodesmalen Struktur innerhalb des Mesophylls und der vaskuléren
Bundd vermuten lasg (Wang et al., 1998 Ding et al., 1998.

Sobald de Viren den GZ/SE-Komplex erreichen, werden sie mit dem Assimilatstrom in
die sink-Gewebe verfrachtet, wobei in vielen Féll en intakte Viruspartikel transportiert werden
(Nelson and van Bel 1998 Simon-Buela and Garcia-Arena 1999 Oparka and Santa Cruz
2000. Aus diesem Grund hat das Capsid Protein (CP) esentielle Bedeutung fir den
Langstrekentransport vieler Viren (z.B. TMV), aber auch de Mitwirkung weiterer
Virusproteine ist an einigen Beispielen belegt (Cronin et al, 1995 Carrington et al., 1996
Ryabov et al., 1999. Daneben spielt vermutlich de Interaktion von Virusfaktoren mit
endogenen Komporenten des Langstredkentransportes eine wichtige Rolle, denn Gker das
Phloem werden nicht nur Photoassmilate, sondern eine Vielzahl an Proteinen und RNA-
Spezies transportiert, denen eine Rolle ds Informationsmolekile bei der Entwicklung und
Regulation physiologischer Prozesse zugesprochen wird (Lucas and Wolf 1999 Ruiz-
Medrano et al., 200]). Interessanterweise werden dese Phloemproteine durch PDs aus den
Geletzellen in de Siebelemente trandoziert und sind in der Lage, die plasmodesmale
Leitfahigkeit von Mesophyllzellen dhnlich wie virde MPs zu erh6hen (Balachandran et al.,
1997. In desem Zusammenhang wurde an pflanzliches Paralog (CmPPL6) zu viralen MPs
von Xoconastle-Cazares et al. (1999 isoliert, das RNA-Bindurgskapazitédt besitzt und den
Transport von RNA Uber das Phloem vermittelt. Die Aktivitét dieser Proteine im GZ/SE-
Komplex fuhrt offensichtlich zu einem gegentber PDs im Mesophyll deutlich erhéhten
molekularen Ausschlussvermdgen (Kempers und van Bel, 1997, was den Transport nicht-
pflanzlicher Proteine wie GFP aus den Geleitzellen in de Siebelemente und von drt in
wadsende sink-Gewebe ermdglicht (Imlau et al., 1999. Dort geschieht die Entladung der
endogenen Makromolekille symplastisch Uber unverzweigte priméare, einfache PDs, die ein
hohes Ausshlussrermégen (<50 kDa) haben und somit den passven Durchtritt eines
Grof¥eil s der Phloemproteine (10-40 kDa), so auch von GFP, erlauben (Oparka et al., 1999
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Oparka and Santa Cruz 2000. Die meisten Viren werden entsprechend aus dem GZ/SE-
Komplex in sink-Gewebe atladen, dach erfordert die weitere Ausbreitung in des

Postphloem-Gewebe die Wirkung spezifischer Transportfaktoren (Santa Cruz, 1999.

1.3  Einfluss von Virusinfektionen auf den Wirtsmetabolismus und den Transport

von Phototassmil aten

Die suszeptible Infektion einer Pflanzen mit Viren fuhrt hdufig neben der Entwicklung
systemischer Symptome zu starken Verénderungen im Wirtsmetabolismus. So wurde die
Akkumulation vonKohlenhydraten, der Anstieg in der Atmungsrate, eine Verminderung der
Photosynthesekapazitdt, sowie ehdhte Gehalte an Aminosauren und organischen Sauren
beschrieben (Goodmann et al., 1986 Fraser, 1987; Balachandran et al., 1997 Herbers et al.,
2000. Aul¥erdem konnte der Anstieg von Transkripten der apogastischen Zellwand-Invertase
in virusinfiziertem Gewebe beobadtet werden (Sturm und Tang, 1999 Herbers et al., 2000,
was auf eine erhdhte Kapazitét zum Kohlenhydratimport in das betroff ene Gewebe schli ef3en
lasd. Diese Anderungen in Photosynthese, Kohlenhydratverteil ung und Genexpresson lassn
sich daher as Umstellung von source- auf sink-Metabolismus interpretieren. Allerdings
konrte mit detailli erten biochemischen, physiologischen und hstochemischen Studien am
Beispiel der Infektion von Kirbiskotyledonen mit dem Cucumber mosaic virus (CMV)
gezeigt werden, dass die metabolischen Anderungen in Abhéngigkeit von cer
Virusreplikation eine hohe raum-zeitliche Komplexitét aufweisen und sich das befallene
Gewebe nicht generell as einhetlicher sink darstellt (Tésci et al., 1996. Neuere
Untersuchungen an CMV-infizierten Meonen zeigen zudem enen Einfluss der
Virusinfektion auf den Asamilattransport Uber das Phloem (Shalitin und Wolf, 2000. So
konne @an dggnifikanter Anstieg an Saccharose gegentber der vorherrschenden
Zuckertransportform Stadchyose im Phloemsaft infizierter Pflanzen detektiert werden. Da
Cucurbitaceen in der Regel eine symplastische Phloembeladung aufweisen (Turgeon, 1991
Grusak et al., 1996, wurde eén Umschalten von einer symplastischen auf eine gpopastische
Beladung, moglicherweise durch einen CMV-MP vermittelten Block des plasmodesmalen
Transportweges, pastuliert (Shalitin undWaolf, 2000).

Neben der direkten Auswirkung von Virusinfektionen auf die Expresson vonGenen, de
am Metabali smus beteili gt sind (Wang und Maule, 1995, werden haufig Gene indwziert, die
Abwehrfunktion haben und beispielsweise fir , pathogenesis-related (PR)-Proteine kodieren
(White und Antoniw, 199]. Die zugrunddliegenden Medhanismen der Virus-vermittelten
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Genexpresson konren vidfdtig sein und Signalmolekile wie Salicylsdure beinhalten
(Yalpani et al., 1991 Yalpani et al., 1993. Daneben wurde l6slichen Zuckern, de an den
Infektionsgellen akkumulieren, eine wichtige Rolle bei der Genregulation zugesprochen. So
konnte in transgenen Pflanzen, deinfolge der Expresson einer apop astischen Hefe-Invertase
l6sliche Zucker akkumulieren (von Schaewen et al., 1990, gleichzeitig aber durch
Einkreuzen der bakteriellen Sdlicylat-Hydroxylase (nahG) kein aktives Salicylat produzieren,
eine Zucker-vermittelte und Sali cylat-unabhéngige Pflanzenabwehr detektiert werden, de zu
einer erhdhten Resistenz gegentiber PVY flhrte (Herbers et al., 2000. Neben der Indultion
Abwehr-relevanter Gene wurde an Bespiel der Infektion mit Potyviren gezeigt, dass in
direkter Abhéngigkeit von der Virusreplikation Transkripte fir das Hitzeschockprotein 70
(Hsp70) sowie Polyubiquitin (Pub) akkumulieren (Arandaet al., 1996. Die Bedeutung dieser
Gene fr die Virusmulti plikation, de Virusausbreitung oder die Entwicklung von Symptomen
bleibt all erdings ungeklart, wobel die Induktion von HSP70 urebhdngig von einer generellen
Hitzeschockantwort erfolgt (Aranda et al., 1999 und auch bei der Infektion mit einer Reihe
von Vertretern anderer Virusfamilien zu beobadhten ist (Escder et al., 2000Q.

1.4  Expresson viraler Transportproteinein transgenen Pflanzen

Die Expresson \raer Zell-zu-Zell Transportproteine (,Movement Proteins‘, MPs) in
transgenen Pflanzen hat wesentlich zum bisherigen Verstdndns der Transportprozesse von
Viren undAsgamilaten beigetragen. Durch Mikroinjektionen von Farbstoffen in verschiedene
Zelltypen MP-exprimierender Pflanzen komte die Kapazitdt zur Erhdhurg der
plasmodesmalen Leitfahigkeit fir einige MPs wie beispielsweise das TMV-MP (Wolf et al.,
1991 Ding et al., 1999 undCMV-MP (Vaguero et al., 1999 gezeigt werden. Entsprechende
MP-vermittelte Anderungen plasmodesmaler Eigenschaften wurden mit weiteren, transienten
Testsystemen wie Koinjektion von rekombinanten MPs mit Farbstoffen sowie durch
Partikelbeschuss mit GFP-markierten MPs bestétigt (Waigmann et al., 1994 ltaya et al.,
1998 Oparka et al., 1999. Dabel zeigte sich, dass die Kapazitdt zur plasmodesmaen
Interaktion von TMV und CMV-MP auf ,verzweigte* PDs der sourceBlattbereiche
beschrankt bleibt, und demnadh keine MP-Akkumulation an ,einfachen* PDs in sink-
Geweben zu detektieren war (Ding et al., 1992 Itayaet al., 1998 Oparkaet al., 1999.
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141 TMV-MP

Im Hinblick auf die metabdischen Konsequenzen modifizierter PDs kommt der
Untersuchung stabil transformierter Pflanzen entscheidende Bedeutung zu. TMV-MP
transgene Tabak- und Kartoffelpflanzen sind in desem Zusammenhang detailli ert anaysiert
worden und liden de Basis des Konzeptes, wonach virde MPs in endagene
Transportvorgange fur Makromolekile eéngreifen und adurch sink-source Beziehungen und
die Verteilung von Photoassmil aten in der Pflanze stdren (zusammengefasd in Lucas et al.,
1996 Lucas and Wolf 1999. Bei konstitutiver Expresson van TMV-MP in Tabak fuhrte
dieser Eingriff zur Akkumulation von Stérke und léslichen Zuckern infolge reduzierter
Exportraten aus den sourceBléttern, was in einer Verminderung des Wurzel-Spross
Verhaltnisss resultierte (Balachandran et al., 1995. Ahnliche Effekte konrten bei Phloem-
spezifischer Expresson in transgenen Kartoffelpflanzen beobaditet werden, wahrend de
spezifische Akkumulation von TMV-MP in Blndelscheiden und Mesophyllzellen de
Reduktion vonKohlenhydraten durch Erh6hung des Sacdaroseexportes bewirkte (Almon et
al., 1997 Olesinski et al., 1999. Diese komplexen, scheinbar widersprichlichen Befunde
sind kisher wenig verstanden undgaben zu der Hypothese Anlass dass MPs bei Expressonin
verschiedenen Zeltypen mit unterschiedlichen Signamolekilen um gemeinsame
plasmodesmale Rezeptoren konkurieren, was dch in spezifischen Effekten auf
Asdgmilattransport und-verteilung auswirkt (Lucas and Wolf 1999. Diese Ergebnise zigten
auch de Notwendigkeit, weitere MPs beziglich ihres Einflusees auf PDs und
Kohlenhydratstoffwedhsel in transgenen Pflanzen zu urtersuchen. Das MP des Phloem-
limiti erten Potato leafroll virus (PLRV) wurde unter diesen Gesichtspunkten as weiteres
Modedllsystem ausgewahlt und von Herbers et al. (1997 in transgenen Tabakpflanzen
untersucht (s. 1.4.2.

1.4.2 PLRV-MP17

PLRV wird der Unterguppe der Poleroviren innerhalb der Familie der Luteoviren zugeordnet
und ist genomisch in einer etwa 5,8 kb grof¥en Einzelstrang-(+)RNA organisiert, die aus 8
offenen Leserastern (,open reading frame*, ORFs) besteht und am 5-Ende kovalent mit
einem ,Genome-linked” Protein (VPg) verbunden ist (Abb. 2A). Die Zdl-zu-Zell
Transportfunktion wird dabei einem 17 kDa grof3en Protein (MP17) zugeschrieben, das vom
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ORF4 der subgenomischen RNA (sgRNA1) kodiert wird (Tadke et al., 1991, Tade et al.,
1993. Diese Annahme beruhte vor allem auf biochemischen Gemeinsamkeiten mit dem
TMV-MP (Citovski et al., 1992, Citovsky et al., 1993, wie die durch zwei funktionelle
Doméanen vermittelte Kapazitdt zur Nukleinsdurebindung und  Protein/Protein-
Wedselwirkung, sowie der in panta Phosphorylierung durch eine Membran-gebundcene
Proteinkinase (Tadke et al.,, 1991, Tadke et al., 1993 Sokdova et al., 199).
Immundokalisierungen in MP17 exprimierenden und PLRV-infizierten Kartoffelpflanzen
belegten zudem die plasmodesmale Lokalisierung von MP17 (Schmitz et al., 1997%. Dartber
hinaus liefd sich ein indirekter Bewels tiber die Analogie zum ORF4-kodierten 17 KDa Protein
des verwandten Barley ydlow dwarf luteovirus (BYDV) ableiten, fur das eine
Transportfunktion wahrend der systemischen Ausbreitungin der Wirtspflanze gezeigt wurde
(Chay et al., 1996.

(A)
) Genomische RNA (5.8 kb) ’
Pl I — I ——— 3
I T
VPg L Lol
; ; 3
sgRNAL S[3 5 IEll 7]

\
B /! h
i \
/ \
' \
AN
! \

LY MP17

Abb. 2: (A) Schematische Darstellung der Organisation des PLRV-Genoms. Die éwa 5,8 kb grof3e genomische
Einzdstrang (+) RNA kodiert fir 8 grofi offene Leserahmen (ORFs), ist nicht polyadenyliert und wird am 5°-
Ende durch ein ,,Genome-linked" Protein geschiitzt. Die ORFs snd in zwei Blécken organisiert, die durch eine
intergene Region getrennt sind. Der Genblock bestehend aus ORFO, ORF1 und ORF2 wird drekt von der
genomischen RNA trandatiert, wéhrend die Expresson der offenen Leseraster ORF3, ORF4 sowie ORF5 von
einer 2,3 kb grofen subgenomischen RNA1 (sgRNA1L) und die Expresson von ORF6 und ORF7 von der
sgRNA2 (nicht dargestellt) erfolgt. Das MP17 Zell-zu-Zell Transportprotein wird dabei von ORF4 kodiert
(modifiziert nach Tacke et al., 1993).

Die konstitutive Expression einer um 24 Aminosauren (As) N-terminal verlangerten Version des MP17 unter
Kontrolle des CaMV 35S Promotors (B) fihrte zu einer drastischen Wuchsretardierung in transgenen
Tabaklinien (U-15-10, U-15-2) im Vergleich zum Wildtyp (WT) (C). Die transgenen Pflanzen zeigen in source-
Bléttern ein charakteristisches chlorotisches Mosaik, das von einer massiven Akkumulation an 16slichen Zuckern
und Stérke begleitet wurde (Herbers et al., 1997).

Die konstitutive Expresson des N-termina verlangerten MP17 urter Kontroll e des CaMV
35S Romotors (Abb. 2B) fuhrte in transgenen Tabakpflanzen zu einem drastischen Phanaotyp,
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der durch reduzierten Wuchs und chlorotische Aufhellungen der Interkostalfelder in source-
Blattern gekennzeichnet war (Abb. ZC). Phanotypisch betroffene Blétter zeigten eine
Akkumulation von lédichen Kohlenhydraten und Starke, was in einer verdnderten
Genexpresson urd redwzierter  Photosynthesekapazitdt  resultierte.  Strukturelle
Veranderungen Phloem-spezifischer PDs wahrend der friihen Pflanzenentwicklung sowie
deutlich erniedrigte Kohlenhydrat- und ATP-Gehalte in den Mittelrippen der transgenen
Pflanzen deuteten dabei auf einen spezifischen Effekt des MP17 auf Sacharosemetabali smus
und Assmil attransport im Phloemgewebe hin. Darliber hinaus flhrte die MP17-Expresson zu
einer eingeschrankten Resistenz gegeniber einer Virusinfektion mit dem Potato virus Y
(PVY). Der MP17-vermittelte Schutz gegenuber der Virusmultiplikation und -ausbreitung
war vor allem wahrend der frithen Infektionsphase zu beobachten und unerschied sich daher
deutlich von dbr beschriebenen effizienten Breitspektrumresistenz, die nach Transformation
des identischen Konstruktes in Kartoffel pflanzen zu beobadhten war (Tacke et al., 1999. Die
Grunce fur die beobachteten Unterschiede awvischen Tabak und Kartoffel sind dabel

weitestgehend un\erstanden.

1.5 Komponenten des plasmodesmalen Transportweges

Trotz der zentralen Bedeutung der PDs fir den symplastischen Assmilattransport und de
Zell-zu-Zell Kommunikation, sind sowohl die Beschaffenheit der strukturellen Komponrenten
as auch de Medanismen des plasmodesmalen Transportprozesses wenig verstanden.
Ultrastrukturelle Studien zur Charakterisierung der Basisdruktur der PDs haben gezeigt, dass
proteintse Partikel sowohl in de innere und &ufRere Hille des zentralen, vam
endodasmatischen Retikulum abgeleiteten Desmotubuus, als auch in die innere Oberfladce
der Plasmamembran eingebettet sind. Desmotubuus und Plasmamembran sind zudem Uber
Proteinstrukturen miteinander verbunden, wodurch der cytoplasmatische Kanal, durch den der
Molekultransport von Zelle zu Zelle efolgt, Uberbriickt und in 810 Mikrokanédle unterteilt
wird (zusammengefasg in Ding 1998 Abb. 3). Durch Kombination kochemischer
Behandlungen und mikroskopischer Methoden konrte zudem die proteintse Beschaffenheit
einiger plasmodesmaler Komporenten bestétigt werden (Tilney et al., 1991 Turner et al.,
1994 Ritzenthaler et al., 2000Q. Proteinbiochemische Ansétze zur Reinigung intakter PDs aus
Zellwandfraktionen sind vielfach belegt, doch erwiesen sich die geringe Proteinmenge und
die Kontamination mit Zellwandproteinen als limitierend (Epel, 1994 Epel et al., 1995.

Dennach wurden mit einigen gegen dese Proteine hergestellten Antikorpern plasmodesmale
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Epitope in immunacytol ogischen Studien erkannt, auch wenn keines der fur die potentiellen
PD-Proteine kodierenden Gene bisher isoliert werden konrte (Epel, 1994 Epd et al., 1996
Waigmann et al., 1997. Die Verwendung verschiedenster Antikorper gegen tierische und
pflanzliche  Proteine gab  zusédtzliche Hinweise af die plasmodesmae
Proteinzusammensetzung. So konrten ,gap junction‘-verwandte Proteine (Yahaom et al.,
1991, Actin- (White et al., 1994 und Myosin-ahnliche Proteine (Radford and White 199§
sowie Myosin VIII (Reichelt et al., 1999 und Careticulin (Baluska et al., 1999 in

plasmodesmalen Strukturen mikroskopisch identifiziert werden.

(A) (B)

100-200 nm
]30-40nm

Zellel ' ' Zelle2
DT\‘ zZw « PM

Abb. 3: Schematische Darstellung eines die Zellwand (ZW) durchspannenden PD im longitudinalen (A) und
transversalen (B) Querschnitt. Der Molekiltransport erfolgt durch den cytoplasmatischen Transportkanal (TK)
zwischen der Plasmamembran (PM) und dem aus dem ER abgel eiteten Desmotubulus (DT). Verbunden sind PM
und DT Uber speichenartige Proteinstrukturen (P), die den TK in mehrer Mikrokanédle unterteilen. Modifiziert
nach Ding (1998 und Wu et al. (2002).

Erste Ansétze zum Verstandns der Mechanismen des plasmodesmalen Transportes von
endogenen Poteinen urd viralen MPs lieferten Mikroinjektionsgudien mit strukturell (Uber
Crosdinking) modifiziertem KNOTTED1 (KN1) sowie Goldpartikel-gebundenem KN1 und
CMV-MP (Kragler et al., 1998 Kragler et al., 200Q. Es konrte gezeigt werden, dass die
KN1Z/CMV-MP vermittelte Erhéhurg des plasmodesmalen Ausschlussrermégens von dem
eigentlichen Transportvorgang durch den plasmodesmaen Mikrokanal entkoppelt werden
kann und dss Transport-kompetente Proteine durch de Wirkung von molekularen
Chaperonen entfatet werden missen. Somit wurde fur den Transport durch PDs ein Prozess
aus zwei Schritten pcstuliert, der physikalische Anderungen sowohl des plasmodesmalen
Transportweges als auch der transportierten Proteine efordert (Haywood et al., 2002.
Daneben gibt es Hinweise, dassdie Transportkapazitdt endogener und \iraler Proteine durch
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weitere strukturelle Modifikationen, wie proteol ytische Prozesserung (Xoconastle-Cézares et
al., 200Q und Protein-Phosphaylierung (Waigmann et al., 2000 kontrolliert werden kann.
Letzteres wurde durch Expresson van verschiedenen TMV-MP Varianten in transgenen
Pflanzen demonstriert, die durch Aminosduresubstitutionen in  der  C-terminaen
Phosphaylierungsdoméane den phophaylierten Status imitierten und dbadurch  den
plasmodesmalen Transport inhibierten (Waigmann et al., 2000.

1.6  Transportmutanten

Mutanten spielen bel der Aufklarung physiologischer, biochemischer, phytopathologischer
und entwicklungsbiologischer Prozesse eine zentrale Rolle, wobel Arabidopsis thaliana as
genetische  Modedlpflanze besondere Bedeutung hat. Mit  der  vollstandigen
Sequenzinformation des Arabidopsis-Genoms (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000 und
der Verfugbarkeit einer geséttigten Markerpopuation ist es nun méglich, auch Mutationen,
die nicht Gber T-DNA oder Transposoninsertion markiert sind, in einem Uberschaubaren
Zeitrahmen zu identifizieren (Lukowitz et al., 2000). Damit kénren die Vortelle chemischer
Agentien wie beispielsweise Ethylmethansulfonat (EMS) verstérkt genutzt werden, de hohe
Mutationsraten aufweisen und vanehmlich Einzelbasenaustausche induzieren.

In den letzten Jahren hat man sich dese Vorteile von Arabidopsis zunutze gemacht, um
Wirtskomporenten zu identifizieren, de die Suszeptibilitdt oder Resistenz gegentiber Viren
kontrollieren. Durch verschiedene Ansdize basierend auf der Analyse der natirlichen
Variabilit & zwischen Arabidopsis-Okotypen sowie der Durchmusterung von mutagenisierten
Popuationen im Hinblick auf Multi plikation undsystemische Ausbreitung vonViren, wurden
einige Loci innerhalb von Arabidopsis-Genen isoliert, die Virus-Pflanzen-Interaktionen
bedanflussen. Zu desen gehdren auch Loci, die die systemische Ausbreitung der Viren
kontrollieren und dher als Mutanten fir den Langstredkentransport von Viren anzusehen
sind. Beispielsweise sind RTM1 und RTM2 koodinativ an der Beschrdnkung der
systemischen Ausbreitung des Tobacco etch virus beteiligt, wobei RTM1 fur ein Jacdin-
dhnliches Protein und RTM2 fir ein Protein mit Homologie zur Familie der , kleinen®
Hitzeschockproteine (HSP) kodiert (Chishdm et al., 2000 Whitham et al., 200Q. Beide
Proteine des RTM-Systems wirken im Phloem, alerdings ist die exakte Rolle dieser Proteine
beim Block der systemischen TEV-Infektion nach nicht geklart (Chishdm et al., 200J).

Im Hinblick auf die Identifizierung von Mutanten des Photoassmil attransportes gibt es

nur wenige Hinweise auf systematische Ansitze in Arabidopsis. Wesentlich fur die
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erfolgreiche Identifizierung von Mutanten ist die Verflgbarkeit geagneter Testverfahren. Als
Konsequenz eines verminderten Assmil attransportes ist ein gehemmter Wuchs bzw. die
Akkumulation von Assmilaten in source-Bléttern zu erwarten. Die auf diese Weise
identifizierten sex (starch exces9-Mutanten zeigten alerdings in den meisten Féallen
Mutationen im Stérkemetabolismus und waren somit nicht in einer spezifischen
Transportfunktion ketroffen (Caspar et al., 1991,Zeeman et al., 199&; Zeeman et al., 1998h
Yu et al., 200)). Dafur wurde aer die Isolierung einer Transportmutante beschrieben, de in
der  Sacdarosetransporter  (SUC2)-vermittelten,  apopastischen  Phloembeladurng
beantradtigt ist (Gottwald et al., 200Q. Die SUC2-defizienten Mutanten zeigten im
homozygoten Zustand einen reduzierten Wuchs, eine verzodgerte Entwicklung sowie Sterilit &t.
Die Inhibierung des effizienten Sacdarosetransportes resultierte in der Akkumulation van
Starke in den source-Bléttern undlieferte den genetischen Nadchweis, dass die gpogastische
Phloembeladung auch in Arabidopsis kritisch fur Wadistum, Entwicklung undReproduktion
ist. Einige Eigenschaften deses Export-defizienten Phéanotyps wurden auch fir eine
Maismutante, sed1 oder sxd1 (sucrose export defectivel) beschrieben, deinfolge strukturell er
Veranderungen der PDs zwischen Blndelscheide und vaskuldrem Parenchym lange Zeit als
einzige Transportmutante mit spezfischem Defekt in einer PD-Komporente angesehen wurde
(Russn et al., 1996 Botha et al., 2000. Das SXD1-Gen kodert all erdings fur ein neuartiges,
Chloroplasten-lokalisiertes Protein, das offensichtlich nu indirekt, Uber eine postulierte
Signafunktion zwischen Chloroplasten und Zellkern, an der Differenzierung von
Biindel scheidenzell wanden undPDs wahrend des sink/source-Ubergangs beteili gt sein konrte
(Provencher et al., 200). Mittlerwelle konrte gezeigt werden, dasses sch bel dem SXD1-
Protein un ene Tocopherol Cyclase handelt (Porfirova et al., 2002, wobe der
Zusammenhang zwischen Tocopherol (Vitamin E) und der Ausbildung funktioneller PDs
vollig ungeklart ist. ,,Echte” PD-Mutanten mit verdnderten Transporteigenschaften infolge
beantradhtigter Strukturkomporenten sind daher weiterhin nicht eindeutig identifiziert, auch
wenn es einen ersten Hinweis fur einen systematischen Screeningansatz gibt. So beschreiben
Kim e al. (2002 die Durchmusterung von Embryo-Letallinien auf veranderte
Transporteigenschaften fur fluoreszierende Farbstoffe und de Isolierung einer Mutante, ise-1
(increased size ecclusion limit-1), die an gegenuber Wildtyp-Embryonen erhdhes
plasmodesmales Auschlussrermdgen zeigt. Der Ansatz verdeutli cht, dasszur Identifizierung
von PD-Mutanten Strategien gewahlt werden missen, de die Annahme berlicksichtigen, dass
Mutanten mit verénderter PD-Struktur eine erhebliche Wuchsretardierung oder Letalitéat

aufweisen.
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1.7  Zidsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene Ansétze verfolgt werden, um
molekulare Faktoren des plasmodesmalen Transportes von Viren und Photoassmilaten zu
identifizieren.

(1) Im ersten Ansatz sollten de zellbiologischen, metaboischen und \rologischen
Auswirkungen MP-vermittelter Anderungen des plasmodesmalen Transportweges am
Beispiel des Potato leafroll virus MP (PLRV-MP17) untersucht und cdiran beteili gte
Wirtsfaktoren identifiziert werden. Dazu sollten zunadhst Tabaklinien, de konstitutiv eine
Fuson aus MP17 und GFP exprimierten, mit Hilfe von subzelluldren
Lokalisierungsgudien, Farbstoff-gekoppelten Mikroinjektionen, Kohlenhydratanalysen
und Virusresistenz-Bestimmungen charakterisiert und mit MP17-transgenen Pflanzen
verglichen werden, fur die zuvor ein pleiotroper Phanatyp beschrieben wurde (Herbers et
al., 1997. Um dartiber hinaus zwischen priméren Effekten vonMP17 urd metaboli scher
Adaptation der Pflanzen infolge hoher und kanstitutiver Expresson wunterscheiden zu
koénren, sollte MP17 urter Kontroll e eines Ethanol-indwzierbaren Promotors (alc-System)
in transgenen Pflanzen exprimiert und de MP17-vermittelten Anderungen kinetisch
aufgeschlisslt werden. Schliefflich sollte die etopische Expresson von MP17 auf
Arabidopsis thaliana Ubertragen und ein genetisches System etabliert werden, um
Mutanten mit potentiell en Defekten in pflanzlichen MP17-Interaktoren zu identifizieren.

(2) Im zweiten Ansatz sollten Wirtsfaktoren des intra- und interzellul&ren Transportes von
Potyviren identifiziert werden. Da potyvirale Capsid Proteine (CPs) sowohl an der
Asemblierung des Transportkomplexes als auch an der Modifikation der
plasmodesmalen Leitfahigkeit beteiligt sind, sollten im Hefe Zwei-Hybrid System PVY
CP-bindende pflanzliche Proteine isoliert und die Interaktionen molekular charakterisiert
werden. Um die funktionale Rolle der Interaktion in planta zu verifizieren, sollte die
Expresson der PVY CP-bindenden Wirtsfaktoren in transgenen Pflanzen moduiert und
Anderungen der Suszeptibilit & gegentiber der Infektion mit PVY analysiert werden.

(3) In einem dritten Ansatz sollte die Bedeutung des pflanzlichen SXD1-Proteins fur die
Ausbildung funktionaler PDs und n symplastischen Assmilattransport untersucht
werden. Die sxd1l-Mutante in Mais wurde auvor as Assmilatexport-defiziente
Transportmutante mit spezifischem Defekt in einer PD-Komponrente betrachtet. Hingegen

erfolgte die Isolierung einer homologen Mutante in Arabidopsis (vtel) auf Basis eines
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Vitamin E-defizienten Phénotyps, der durch einen Defekt in der SXD1/VTEL-kodierten
Tocopherol Cyclase hervorgerufen wurde. Um zu Ubkerprifen, ob das SXD1/VTE1-
Protein gleichermalen fur die Ausbildung funktionaler PDs und de Biosynthese von
Tocopheral (Vitamin E) verantwortlich ist, sollte das homologe SXD1-Gen aus Sdanum
tuberosum isoliert und de Expresson van SSXD1 in transgenen Pflanzen Uber RNA-
Silencing supprimiert werden. Durch hiochemische und physiologische Analysen sollten
die Auswirkungen des SSXD1-Silencing einerseits auf den Tocopherolstoffwedsd,
andererseits auf den symplastischen Asdgmil attransport und de Kohlenhydratverteilung in

den transgenen Kartoff el pflanzen urtersucht werden.
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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 anaytischer Qualitdé von den Firmen Amersham Pharmada
(Braunschweig), Biomol (Hamburg), Boehringer Mannheim (Mannheim), Bio-Rad
(Minchen), Cabiochem (San Diego, USA), Difco (Detroit, USA), Duchefa (Haarlem,
Niederlande), Fluka (Buchs, Schweiz), New England Biolabs (Frankfurt), Merck (Darmstadt),
Qiagen (Hilden), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Stratagene (Amsterdam,
Niederlande), Sigma Aldrich (Steinheim), undWhatman (Maidstone, England) bezogen.

2.2  Pflanzenmaterial und Anzucht

2.2.1 Nicotiana tabacum

Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L. Varietdt Samsun NN) wurden von Verenigte
Sadzuchten EG (Ebstorf) bezogen undin Gewebekultur unter einem 16 h Licht / 8 h
Dunkelrhythmus bel 24°C, 50% Luftfeuchte sowie e@ner Belichtung von ca 150 pE auf
Murashige Skoog (MS) Medium (Sigma) mit 2% (w/v) Sacdarose und geeigneten Hormonen
und Antibiotika gehalten. Pflanzen fir biochemische, mikroskopische und \irologische
Analysen wurden bei 16 h Licht mit Zusatzbeleuchtung (ca 300 pmol m? s?) und 8h
Dunkelheit im Gewadshaus kultiviert. Die relative Feuchte lag zwischen 60 und 706 und de
Temperatur betrug wahrend der Lichtperiode 25°C sowie 18°C wéhrend der Dunkelphase.
Die Tabakpflanzen fur Mikroinjektionsexperimente wurden in einem Temperatur-
kontrolli erten Gewédhshaus (25°C Tag / 16°C Nadit) unter nattrlichem Sonrenlicht

angezogen.
2.2.2 Solanum tuberosum

Kartoffelpflanzen (Sdanum tuberosum L. Varietdt Solara) wurden von Verenigte
Saazuchten EG (Ebstorf) erhalten undin Gewebekultur unter vergleichbaren Licht/Feuchte-
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Bedingungen wie Tabakpflanzen (2.2.7), aber bei 21°C kultiviert. Die physiologischen urd
biochemischen Analysen erfolgten bel einem Rhythmus von 16 hLicht und 8 hDunkelheit
unter kontrolli erten Bedingungen in einer Klimakammer (70% Luftfeuchte; 19°C Tag / 15°C
Nadt; 500 pE Licht) oder unter Gewachshausbedingungen mit Zusatzbel euchtung (ca 250

HE).

2.2.3 Arabidopsisthaliana

Saagut der Arabidopsis thaliana Okotypen Columbia (Col-0), C24 urd Landsberg ereda
(Ler) wurden vonS. Misera (friher IPK Gatersleben), R. Jost (IPK Gatersleben) sowie von H.
Hill ebrand (Sungene, Gatersleben) zur Verfigung gestellt. Die Anzucht in Gewebekultur
erfolgte nach Stratifizierung der Aussaa (2 Tage in Dunkelheit, 4°C) unter vergleichbaren
Bedingungen wie die Kultivierung von Kartoffelpflanzen (2.2.2 aber auf modifiziertem MS-
Medium (Sigma) erganzt durch Gamborg's Vitaminldsung (1:1000,Sigma). Die Anzucht von
Arabidopsis unter Kurztagbedingungen erfolgte in einem Klimaraum bei 21°C, 9 hLicht (150
ME) und 6065% rel. Luftfeuchte mit einer Nachtabsenkung auf 18°C. Die Arbeten zur
Identifizierung und Charakterisierung von EMS-Mutanten wurden, sofern nicht anders
spezifiziert, urnter Langtagbedingungen (16 h Licht/ 8 h Dunkelheit) im Gewé&chshaus mit
einem Temperatur/Feuchte-Regime wie bei der Anzucht von Tabak (2.2.1) durchgefihrt.

2.3 Pflanzentransfor mation

Pflanzentransformationen wurden mit Hilfe des Agrobacterium-vermittelten Gentransfers
unter Verwendung des Agrobacterien-Stamms C58C1 mit dem Helferplasmid pGVv2260
(Deblaire et al., 1985 durchgefuihrt. Dabel erfolgte die Anzucht von Agrobacterium
tumefaciens in YEB-Medium (Vervliet et al., 1975 und de Transformation van
Agrobacterium mit bindren Vektorplasmiden wurde entsprechend der Methode von Hofgen
undWill mitzer (1988 ausgefihrt.

Die Transformation von Tabakpflanzen folgte der in Rosahl et al. (1987 beschriebenen
Methode, und Kartoffelpflanzen wurden nadh dem Protokall von Rocha-Sosa et al. (1989
transformiert.

Arabidopsis-Pflanzen (Okotypen Col-0, C24, Ler) wurden zur Transformation etwa 4
Wochen urter Kurztagbedingungen angezogen und danach zur Blitenindultion in den

Langtag transferiert. Blltensprosse 6-8 Wochen ater Pflanzen wurden mit Agrobacterium-
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Suspension [ODgyo= 0,8, 5% (wW/v) Saccharose; 0,05% (v/v) Silwet L-77 (Lehle Seeds, Rourd
Rock, USA)] entweder nach der Vakuum-Infiltrationsmethode von Bedithold et al. (1993
oder nach dem Protokoll von Clough und Bent (1998 transformiert, wobei bel letzterer
Methode der Blitenstand ohre Anlegen eines Vakuum fir ca. 5 s in de Agrobacterium-
Suspension eingetaucht wurde (,,floral dip*). Die Pflanzen wurden anschlief3end urter einer
abgedunkelten Haube fur 24 h e RT stehen gelasen und @nad im Gewadshaus bis zur
Samenreife gehalten. Das reife Saagut (T1-Generation) wurde sterilisiert [2 min 70% (v/v)
Ethand, 5 min 5% (v/v) NaOCl, 510x Waschen mit H,O bidest], zur Selektion der
transgenen Pflanzen auf MS-Medium mit Kanamycin (50 pg/ml) ausplattiert und urter
Langtagbedingungen kutiviert. Kanamycin-resistente Keimlinge wurden auf MS-Medium

umgesetzt und rach 2-3 Wochen ins Gewéachshaus in Erdkultur transferiert.

2.4  Oligonukleotide und Sequenzierungen

Universelle Sequenzierprimer (SK, KS, M13 universal, BK reverse, T7) wurden von dbr
Firma Stratagene bezogen. Speziell e Sequenzier- und PCR-Primer wurden vonMWG Biotech
(Ebersberg) und Metabion (Martinsried) synthetisiert (vgl. Anhang). Sequenzierungen wurden
entweder as Servicdeistung von Susanne Konig am IPK Gatersleben (PGRC) oder von der
Firma GATC Biotech AG (Konstanz) durchgefihrt.

2.5 AllgemeineKlonierungsverfahren

Grundegende Techniken der Nukleinduremanipulation wie z.B. Amplifikation von DNA
durch de Polymerase-Kettenretion (PCR), Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen,
Verknipgfen von DNA mit Hilfe von Ligasen, Reinigung von DNA-Fragmenten, Agarose-
Gelelektrophaese von Nukleinsdurem, Transfer von Nukleinsauren auf Nitrozellulose und
Nylon-Membranen, Anzucht von Bakterien, Transformation vonE. coli-Zellen, Prgparation
von Plasmiden, und dle radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten zur Verwendung als
Hybridisierungssonde wurden nach Sambrook et al. (1989 durchgefiihrt.

2.6 Bakterien-/Hefestamme und Vektoren

Fur allgemeine Klonierungsverfahren, de heterologe Expresson vonProteinen in E. coli, die

Durchmusterung von Phagen-cDNA-Bibli otheken, de Orts-gerichtete M utagenese von DNA
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sowie fur Arbeiten mit dem Zwei-Hybrid System in Hefe wurden folgende Bakterien-
/Hefestdamme und V ektoren eingesetzt.

Tab. 2-1: Verwendete Bakterien- und Hefestamme.

Samm relevanter Genotyp Herkunft/Referenz
E. coli XLI Blue recAl endA, gyrA96thi-1 hsdR17 supE44relAl  Bullock et al., 1987
lac [F, proAB, lacl9ZAM15, Tn10 (Tet)]¢ Stratagene
E. coli XLI Blue MRF A(merA)183 A(merCB-hsdSMR-mir)173endAl  Stratagene
SUpE44thi-1recAl gyrA96 relAl lac [F proAB
lacl9ZAM15 Tn10 (Tet")]°
E. coli XLOLR A(merA)183A(merCB-hsdSVIR-mrr)173endAl  Stratagene
thi-1recAl gyrA96 relAl lac [F proAB
lacl9ZAM15 Tn10 (Tet)]° Su A"
E. coli M15 [pREP4] nal®strérifSthi lac ara’ gal* mtl frecA” uwr®  Qiagen
lon
E. coli TOP10F F(tet") merA A(mrr-hsdRMS-merBC) Invitrogen
¢BOlacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139
Aara-leu)7697 gaU galK rspL (Sr7) end Al
nupG
E. coli KC8 hsdR leuB60o trpC9830 pyrF:: Tn5 hisB463 Clontech

lacDX74 strA galU K

MATa ura3-52 his3-200 ade2-1011ys2-801trpl- Harper et al., 1993
901leu2-3 112 gal4A gal80A cyh'2

LY S2::GAL 1yas-HIS37a1a-HIS3

URA3:GAL 1yas-GAL Lyara-lacz

S.cerevisae Y190

Tab. 2-2: Verwendete Vektoren.

Bezeichnung Verwendung/Resistenz Herkunft/Referenz

BinAR binarer Vektor, Kan' Hofgen undWillmitzer, 1990

p355-alcR binarer Vektor, alc-System, Kan' Caddick et al., 1998

pUC-alcA Klonierungsvektor alc-System, Amp' Caddick et al., 1998

pUC-RNAI Klonierungsvektor hpRNA-K onstrukt von Chenca Chu; Peking
mit SGA20-Oxidase Intron, Amp' Chen et al., eingereicht

pBlueskript SK” E. coli Klonierungsvektor, Amp' Stratagene

pCR-Blunt E. coli Klonierungsvektor, Amp' Invitrogen

pCR2.1 E. coli Klonierungsvektor, Kan' Invitrogen

pGEM-T E. coli Klonierungsvektor, Amp’ Promega

puC18, jJC19 E. coli Klonierungsvektor, Amp' Yanisch-Perronet al., 198

pQE11 E. coli Expressionsvektor, Amp' Qiagen

pAD-GAL4 GAL4 AD-Vektor, Amp' Stratagene

pGBT9 GAL4 BD-Vektor, Amp' Clontech

pGBKT7 GAL4 BD-Vektor, Kan' Clontech
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2.7 RNA-Isolierung und Northern Blot-Analyse

RNA aus Pflanzengewebe wurde nach der Methode von Logemann et al. (1987 isoliert.
Zwischen 20 und 40ug Gesamt-RNA wurden nach einem Denaturierungsschritt in einem
1,5% (w/v) Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt und duch Kapill artransfer Gber Nadt auf
GeneScrean Membranen (NEN, Boston, USA) Ubertragen. Die radioaktive Markierung von
cDNA Fragmenten erfolgte durch Verwendung des ,High Prime*-Kits (Boehringer,
Mannheim) und [0-3?P]-dCTP (Amersham Pharmada Biotech). Die Hybridisierung der
Membranen in ,,Church”-Puffer (Church und Gilbert, 1984 wurde wie bei Herbers et al.
(1994 beschrieben durchgeftihrt und Transkript-spezifische Signale wurden durch Expasition
gegen einen Rontgenfilm (Kodak) detektiert oder mit Hilfe e@nes Phosphoimagers (Fuji Bas
200Q Fuji, Tokio, Japan) quantifiziert.

2.8 Reverse Transkription und semiquantitative RT-PCR

Die reverse Transkription von flanzlicher oder viraler RNA und Amplifizierung der
einzelstrangigen cDNA Uber PCR efolgte entweder in einem gekoppelten Reverse-
Transkriptions/cDNA-Amplifikations-Assay nach dem Protokdl der Tth DNA-Polymerase
(Biomaster, Koln), oder in einem Zwei-Schritt-Ansatz, der die dNA-Synthese mit Reverser
Transkriptase [M-MLV (H-), Promega] und Oligo-dT-Primer (dTsqV[G/C/A]) sowie
anschliesseende PCR-Amplifizierung mit rTaq DNA-Polymerase (Takara Shouzo, Japan) und
genspezifischen Oligonukleotiden umnfasde.

Zur Analyse der Uber RNA-Silencing verminderten Expresson endogener Gene wurde die
Methode der semiquantitativen RT-PCR von Romeis et al. (2001) adaptiert. 20 pg Gesamt-
RNA (vgl. 2.7 wurde zunachst mit DNase (Boehringer Mannheim) bel 37°C fir 45 min
verdaut und dese anschliefend fir 10 min bei  65°C inhibiert. Nad
Phend/Choroform/Isoamylalkohd (25:24:1) Behandlung wurde die RNA mit /10 Vol.
Natriumacdat (3 M, pH 5,2) gefdlt, mit 70% (v/v) Ethand gewaschen undin 100ul DEPC-
behandeltem H,0 gelost. Die dMNA Erststrangsynthese wurde in einem Ansatz mit 12,5 ul
DNase behandelter RNA, 5 pl 5x Reaktions-Puffer, 2 ul dNTPs (2,5 mM), 1 ul Oligo-dT-
Primer (50 mM, dT3qV[G/C/A]) und 2,5 ul DEPC-behandeltem H,O nach Inkubetion fir 5
min bel 65°C, dann fir 5 min bei 37°C, und schliefdlich nach Zugabe von 1 ul Reverser
Transkriptase [M-MLV (H-), Promega] und 1 ul RNase-Inhibitor (Boehringer, Mannheim)
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bei 37°C (60 min) durchgefuihrt. Nach Hitzeinaktivierung fur 5 min bel 95°C wurde die
cDNA als Matrize fir die anschliel3ende PCR eingesetzt. Die PCR-Re&ktion wurde parall el
mit genspezifischen Primern und Kontroll primern fir Actin (AC1 und AC2; Romeis et al.,
2007 durchgefuhrt. Aliquas des PCR-Ansatzes (1/10-1/20 des Gesamtvolumens) wurden
sukzessve im lineaen PCR-Bereich in Abhéngigkeit von dem zu urtersuchenden Gen (25-35
Zyklen) genommen, gelelektrophaetisch getrennt und de Signalstérke der PCR-Produkie

verglichen.

2.9 Orts-gerichtete Mutagenese von cDNA mittels PCR

Die EinfUhrung von Mutationen in  DNA-Sequenzen zur Generierung von
Aminosiureaustauschen wurde durch eine PCR-basierte Strategie mittels des QuickChange™
Systems (Stratagene) nach den Angaben des Herstellers und den Modifikationen von Wang
undWilkinson (2000 erzielt. Bel dieser Methode wird zunadst tber PCR unter Verwendung
von PfuTurbo DNA-Polymerase, einem komplementéren Primerpaa mit der gewlnschten
Mutation, sowie doppelstrangiger Plasmid-DNA as Matrize én mutiertes Plasmid generiert.
Durch den Restriktionsverdau mit Dpnl wird anschliessend de nicht-mutierte und methylierte
Parental-DNA abgebaut und das mutierte Plasmid in superkompetente E. coli XL1-Blue
Zdlen transformiert.

Fur die Orts-gerichtete Mutagenese der PVY CP cDNA setzten sich de PCR-Ansétze aus
150-200 ng der jeweiligen Primer (33-mer), 10-20 ngPlasmid-DNA, 400 uM dNTPs, 2,5U
PfuTurbo DNA-Polymerase und dem 10x Puffer in einem Gesamtvolumen von 50 pl
zusammen. Die PCR-Re&tion wurde bei folgenden Bedingungen durchgefihrt:
Denaturierung bei 95°C fur 30 s, gefolgt von 16Zyklen bestehend aus 30 s Denaturierung bei
95°C, Anlagerung der Primer bei 55°C fir 1 min, und Pirmerverléangerung bel 68°C fir 2
min/kb. Konrte kein PCR-Produld in der erwarteten Grosse ehalten werden, so wurden 10%
DMSO zum Ansatz beigefugt, um Sekundirstrukturen der Primer aufzubredhen. Aul¥erdem
wurde gegebenenfall s der Denaturierungsschritt auf 45 s verlangert und die Temperatur zur
Primeranlagerung auf 60°C erhoht. Die Einfuhrung der korrekten Mutation wurde schliefdlich
Uber Sequenzierung der Plasmide verifiziert.
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210 ,RACE"-PCR

Die Isolierung von 5- und 3-RACE (Rapid Amplification d cDNA Ends) Fragmenten des
Ssxd1 EST-Klons wurde mit dem , SMART™ RACE cDNA Amplification Kit* der Firma
Clontech (Palo Alto, USA) nach Herstellerangaben durchgefuihrt. Dazu wurden spezifische
OligonuKeotide der SSXD1 cDNA (StSXD1-5"RACE; StSXD1-3'RACE, s. Anhang), die
Primer des ,SMART™ RACE cDNA Amplificaion Kit* [5-RACE (5 CDS), 3 -RACE
(3CDS), Smartll, UPM, NUP) sowie Gesamt-RNA aus Blattmateria von Sdanum
tuberosum Var. Solara verwendet. Nadch der reversen Transkription wurden de Stsxdl-
spezifischen 5- und 3-cDNA-Enden mit Hilfe des ,, Advantagell 2 Polymerase Mix"
(Clontech) und ener ,touch down“-PCR (Temperaturgradient zur Anlagerung der
OligonuKeotide) nach dem folgenden Programm amplifiziert: 5 Zyklen Denaturierung bei
94°C (10 s) sowie Primeranlagerung und Extension kel 72°C (3 min), danach 5 Zyklen
Denaturierung bei 94°C (10 s), Primeranlagerung bei 70°C (20 s) und Extension kel 72°C (3
min), undschliefdlich 252Zyklen mit Denaturierungsschritt (94°C, 10s), Primeranlagerung bei
68°C (20 s) und Primerverlangerung bei 72°C (3 min). Die ehatenen 5" und 3 PCR-
Fragmente wurden mit Hilfe des ,TOPO TA Cloning” Kit* (Invitrogen) nach
Herstellerangaben in den pCR2.1 Vektor kloniert und de ehatenen Plasmide sequenziert.
Aus den gewonnenen Sequenzdaten wurden spezfische OligonuKeotide abgeleitet, um die
Volll ahgen-cDNA mittels PCR unter Verwendurng der PfuTurbo DNA-Polymerase zu

amplifizieren.

2.11 Durchmusterung von Phagen cDNA-Bibliotheken

Die Durchmusterung einer Phagen A-ZAP |1 cDNA-Bank aus Tabak-Blattmaterial (Herbers et
al., 1995 zur Isolierung des Volll &ngen cDNA-KIlons und puativen Isoformen von NtCPIP1
erfolgte mit einem radioaktiv markierten cDNA-Fragment nach Standardprotokollen
(Sambrook et al., 1989.

2.12 Western Blot-Analyse und Quantifizierung von Immunosignalen

Gewebeproben gleicher Menge (50-100 mg FG) oder Blattflache (0,64 cm?) von Tabak-,
Kartoffel-, und Arabidopsis-Pflanzen wurden in 2x SDS-Probenpufer [50 mM Tris-HCI, 5%
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(viv) B-ME, 10% (v/v) Glycerin, 26 (w/v) SDS, pH 6,8 homogenisiert. Nad
Hitzedenaturierung fur 10 min wurden de Zelltrimmer pelletiert und gleiche Volumen des
Uberstandes auf 12,5 odr 15% (v/v) SDS-Polyacrylamidgelen (ber Gelelektrophaese
getrennt (Lammli, 197Q. Die Proteine wurden auf Nitrocdlulose-Membranen (Porablot;
Madherey-Nagel, Duren) transferiert und anschlief3end de Membran zunéchst fur eine Stunde
in ,Blocking*-Puffer [TBS/T: 20 mM Tris, 500mM NaCl, 0,1% (w/w) Tween 20 (Sigma)]
mit 5% Milchpuver und danach mindestens fur 1 h oder Gber Nacht mit Antiserum [1:5000in
TBS/T mit 1% (w/v) Milchpuver] inkuhert. Die Entwicklung der Immunoblots erfolgte mit
dem , SuperSignal West Dura Extended Duration”-Substrat (Pierce, Rockford, USA) nach
Inkubation (1 h) mit ,,Horseradish Peroxidase” (HRP)-gekoppeltem sekundéren Antikorper
[1:100000Verdunnury in TBS/T mit 1% (w/v) Milchpuver]. Antikorper-spezifische Signale
wurden duch Expasition gegen Kodak Rontgenfilme (Sigma) detektiert oder mit Hilfe e@ner
CCD-Kamera und dem ChemiDoc-System (Bio-Rad, Minchen) in Echtzeit aufgenommen
und quantifiziert. Die Normalisierung der Western Blots erfolgte durch eine asétzliche

Beprobung und Quantifizierung mit dem anti-Transketolase Antiserum (Henkes et al., 2001)).

2.13 Proteinexpresson in E. coli und Preparation von Enzymextrakten

Zur Bestimmung der in vitro Enzymaktivitéat von StSXD1 wurden die cDNA-Fragmente in
den Expressonsvektor pQEL1 ligiert und de erhatenen Plasmide in E.coli M15 (pREP4)-
Zéllen transformiert. Mit 1 ml einer U.N.-Kultur wurden 50ml LB-Medium (Sambrook et al.,
1989 mit gedagneten Antibiotika inokuiert und bs zu einer ODggp von etwa 0,5 kei 37°C
inkubert. Die Expression der Proteine wurde durch Zugabe von IPTG mit einer
Endkoreentration von 1mM indwziert und de Zellen nach 3-4 Stunden durch Zentrifugation
far 15 min bei 2500g und 4 geantet. Das Pellet wurde in 5 ml 0,1 M Kaliumphosphat-
Puffer (pH 8,00 gewaschen, in 0,5 ml Puffer resupendiert und de Bakterien duch
zweimaliges Sonifizieren fur 20 s aufgeschlossen. Die Suspension wurde nadh Zugabe von
CHAPS[Endkoreentration 0,2% (v/v)] fur 30 min bei 4°C geschittelt, die Zeltrimmer flr
10 min bei 2500g und £C pelletiert und der Uberstand fiir die Enzymmessungen eingesetzt.
Zur Verifizierung der Proteinexpresson wurde ein Aliqua (1 ml) der Induktionskultur
separat pelletiert, mit 2x Probenpufer (Lammli, 1970 Uber einen Denaturierungs<hritt (5
min, 95C) aufgeschlossen undmittels SDS-PAGE und Coomasde-Farbung im Vergleich zur

nicht-induzierten Kontroll kultur analysiert.
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2.14 Proten-Interaktionsanalysen mit dem Zwei-Hybrid System in Hefe

Zur Isolierung und Charakterisierung von PVY CP-interagierenden pflanzlichen
Wirtsfaktoren wurde das GAL4-basierte Hefe Zwei-Hybrid System (Fields und Song, 1989
unter Verwendung konventioneller Techniken und Protokalle von MadDonad (Hrsg.) et al.
(2001 und dem Y east Protocol Handbook(1999 eingesetzt.

Die verwendete Hefe Zwei-Hybrid cDNA Bank war zuvor, wie von Bornke (2001)
beschrieben, aus Gesamt-RNA von source Tabakbléttern (Nicotiana tabacum L. Varietét
Samsun NN) mit Hilfe des , HybriZAP™ Two-Hybrid cDNA Gigapack Cloning Kit* und
dem Vektor pAD-GAL4 (Stratagene) erstellt worden. Dabei wurden die verwendeten
Tabakblatter vor der Aufarbeitung mit den Petiolen GN. in 300 mM Sacdarosel 6sung
inkubert, um zum einen de Redundanz phaosynthetischer Gene ai reprimieren urd zum
anderen de Haufigkeit Abwehr-relevanter Transkripte zu erhéhen (Herbers et al., 19960.

Zur Durchmusterung der gerichteten, mit der GAL4-Aktivierungsdoméne (GAL4-AD)
trandational fusionierten cDNA-Bank, wurde die ,Koder* (Bait) cDNA in offenem
Leserahmen mit der GAL4-Bindungsdoméane (GAL4-BD) in den Vektor pGBT9 (Clonted)
kloniert. Das,, Bait”-Plasmid wurde zunadst in den Hefe-Reporterstamm Y 190 (Harper et al .,
1993 transferiert, undin desen de GAL4-AD cDNA-Plasmide nach der in Schiestl und
Gietz (1989 beschriebenen PEG/LiIAc/sDNA-Methode transformiert. Zur Selektion
interagierender Plasmide wurden de Hefezellen auf Minimalmedium ohre die Aminosauren
Tryptophan, Leucin, Histidin (SD Trp/Leu/His) und mit 25 mM 3-Amino-1,2,4triazol (3-
AT; Gietz et al., 1995 Bartel und Fields 1995 ausplattiert. Die Transformationseffizienz
wurde durch Ausplattieren vonAliquas auf SD Trp/Leu Platten bestimmt. Nach 7-10 Tagen
Inkubation kei 30°C wurden Hefekolonien mit deutlichem Wadhstum (mind. 2 mm im
Durchmeser) isoliert und auf Expresson des lacZ-Reportergens nadch der von Breeden urd
Nasmyth (198) beschriebenen [>Galaktosidase Filterlift-Assay-Methode  getestet.
Hefekolonien, die sowohl Wadstum in Abwesenheit von Histidin as auch lacZ-Aktivitét
zeigten, wurden zur weiteren Charakterisierung ausgewahlt. Gesamt-DNA wurde aus den
Hefezellen isoliert und rach Elektroparation in den E. coli-Stamm KC8 (Clontedh) auf
Anwesenheit der GAL4-AD cDNA-Plasmide selektioniert. Die Spezifitét der Interaktion
wurde Uber Kotransformation der cDNA-Plasmide bzw. des ,,Bait*-Plasmids mit den nicht-
verwandten Kontroll plasmiden pBD-p53 (Iwabuchi et al., 1993, pBD-SNF1 und AD-SNF4
(Harper et al., 1993 verifiziert.
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Zur Analyse der direkten Interaktion vonzwe bekannten Proteine wurden zunadst die
entsprechenden Plasmide in den Reporterstamm Y 190 transformiert und de Transformanden
fir 3-4 Tage bei 30°C auf SD Trp/Leu selektiert. Danach wurden de Zellen auf SD Trp/Leu
/His Medium Uber tberimpft undauf HIS3 undlacZ-Expresson cgtestet.

2.15 Bestimmung von |6slichen Kohlenhydraten und Starke

Fur die Bestimmung von léslichen Zuckern und Stéarke wurde Blattgewebe gleichen
Frischgewichtes (50-100 mg) oder identischer Flache (0,33 cm?) mit 80% (v/v) Ethand (20
mM HEPES-KOH, pH 7,5 bei 80°C fur 2 h extrahiert. Die Bestimmung von Glucose,
Fructose, und Saccharose im Uberstand erfolgte mit einem gekoppelten optisch-
enzymatischen Test wie bel Stitt et al. (1989 beschrieben. Zur Starkebestimmung wurde das
extrahierte Gewebe mit 0,2 N KOH fur 1 h bai 95°C aufgeschlossen und anschlief3end der
pH-Wert mit IN Esdgsaure auf 5,5-6,0 eingestellt. Die Quantifizierung der Starke efolgte
nach Hydrolyse mit Amyloglukosidase (2U/ml, Boeringer, Mannheim) fur 2 h kei 55°C Uber
die Mesaung der Glucoseeinheiten.

Die qualiti ative Analyse der Starkevertellung in Bléattern transgener Pflanzen wurde mit
Hilfe der Jodféarbung durchgefiihrt. Blatter wurden zundchst mit 80% (v/v) Ethand im
Wasserbad bel 55°C vollstandig entfarbt und anschlief?end fur 5-10 min mit Lugol scher
Losung [0,3% (w/v) lod, 0,76 (w/v) Kaliumiodid] inkukiert. Die Farbung wurde schliefdlich
durch Waschen der Blé&tter in H,0 abgestoppt.

2.16 Bestimmung des Chlorophyllgehaltes

Der Gesamtchlorophyllgehalt von Kartoffel-Blattmaterial wurde nach Extraktion mit 80%
(v/v) Ethand Uber die Extinktion kel 652 nm phaometrisch bestimmt und rach Arnon (1949
mit Egs; / 34,5= mg Chlorophyll m™ berechnet.

2.17 Virusinfektion und immunologische Bestimmung des Virustiters

Fir die Infektion van Tabakpflanzen wurde ein PVYM (Stamm N) Isolat von der
Bundesanstalt fur Zichtungsforschung and Kulturpflanzen (Aschersleben) erhalten urd
Virusextrakt durch Homogenisieren von infiziertem Blattmaterial in 100 mM
Kaiumphosphet-Puffer, pH 7,0 (~1 g Blattmaterial in 20 ml Puffer) hergestellt. Zur
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Pflanzeninokuation wurden urtere source-Bléter mit Carborundum (SIC, Sigma) bestreut,
der Virusextrakt mit einem Pistill auf der Blattoberflache gleichmaliig verrieben, und de
behandelten Blétter nach wenigen Minuten Einwirkzeit mit Wasser abgesplilt.
Virussymptome konrten in systemischen Bléttern etwa 6-7 Tage nach der Inokuation
detektiert werden (Herbers et al., 1996).

Zur Quantifizierung des Virustiters wurde Blattmaterial in PBS-Puffer mit 0,036 (v/v)
Tween 20, 26 (w/v) PVP 25000 und 0,2 (w/v) BSA homogenisiert. Serielle Verdiinnungen
des Pflanzenextraktes (1:2 — 1:128) wurden mittels Doppeltem Antikorper Sandwich (DAS)-
ELISA unter Verwendung eines monokonalen Antikorpers gegen PVY (BIOREBA, Reinad,
Schweiz) analysiert. Der ELISA-Test wurde dabel nach dem Protoko von BIOREBA
durchgefuihrt und Extinktionen bei 405 mMm mit dem ELISA-Lesegerdt 340 ATTC (SLT,
Crail sheim) bestimmt (vgl. auch Herbers et al., 1996a).

2.18 Farbstoff-gekoppelte Mikroinjektionen

Mikroinjektionstechniken mit Farbstoffen unterschiedlichen Molekulargewichtes (MG)
wurden zur Bestimmung des plasmodesmalen Ausschlussrermdgens in MPL17 transgenen
Tabakpflanzen wie in Shalitin et al. (2002 beschrieben eingesetzt. Bei den Farbstoffen
handelte es gch um Lucifer yellow CH (LYCH, MG von 4% Da) sowie Fluorescan
| sothiocyanat-gekoppelte Dextrane (FITC-Dextran) mit 9,7 und 12,0kDa MG. Injizierte
Blétter (i.d.R. 4. s 5. Blatt von olen, Nr. 1 as Blatt mit der Lange von 3 cm definiert)
wurden mit der abaxialen Seite nach oben urter einem Fluoreszenzmikroskop (Modell BH-2,
Olympus Opticd Co., Tokio, Japan) auf einem Glasobjekttrager mit Doppelklebeband fixiert.
Die Epidermis wurde von einem 20-50 mny groRen Mesophyll bereich vorsichtig abgezogen
und dbs freigelegte Gewebe sofort mit H,O Uberschichtet. Glas-Mikropipetten mit einem
inneren Durchmesser von 0,5mm wurden mit Hilfe enes Mikropipettenziehers (Modell Nr.
P-87, Sutter Instrument Co., Novato, USA) aus 1 mm Borsili kat-Glaskapill aren (World
Predsion Instruments, Sarasota, USA) hergestellt. Die Druckinjektion der Farbstoffprobe in
die Zielzelle afolgte mit einer gekoppelten Apparatur aus Mikromanipulator (Modell 5242
Eppendaf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg) und Mikroinjektor (Modell 5171, Eppendarf-
Netheler-Hinz), und de Ausbreitung des Farbstoffs in de Nachbarzellen wurde mit dem

Fluoreszenzmikroskop verfolgt.
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2.19 Bestimmung von Chlorophyllfluoreszenz und Photosyntheser aten

Chlorophyll fluoreszenz wurde mit einem pulsmoduli ertem PAM-2000 Fluoreszenzmesgyerét
(Walz, Effeltrich) nach dem experimentellen Protokadll von Schreiber et al. (1986 und urter
Verwendung der Nomenklatur von van Kooten und Snell (1990 gemessn. Die
Grundfiluoreszenz (Fo) wurde in durkeladaptierten (30 min) Pflanzen durch Applikation
schwach pusierenden Rotlichtes (< 1 pmol m? s) erhalten und de maximale Fluoreszenz
(Fm) wahrend eines WeiRlichtblit zes (3500 pmol m™ s*) von 08 s bestimmt Die maximale
Quantenausbeute des Photosystems Il wurde schliefdich nach der Formel (F-Fo) / Fm=F, /
Fm berechnet.

Gaswechselmesaungen an endstandigen Bléttern von Kartoffelfiedern wurden mit Hilfe
des portablen Photosynthese-Systems LI-6400 (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA)
durchgefuhrt, wobei die CO,-Konzentration in der Meskivette auf 400 ppn und die
Temperatur auf 20°C eingestellt wurde. Fur die Bestimmung vonLichtsattigungkurven des
CO,-Gaswedhsels wurde die phaosynthetisch aktive Strahlung (PAR) zwischen 0 und 2000
pmol Photonen m? s variiert.

2.20 Fluoreszenzmikroskopie

Die mikroskopische Analyse von GFP-Fusionsproteinen in transgenen Pflanzen erfolgte mit
einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop (Modell LSM 410 oder LSM 510 META, Carl
Zeiss Jena) sowie @nem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 135, Carl Zeiss Jena) mit Hilfe

von geeigneten Filtersétzen (Carl Zeiss Jena) in den aufgefihrten Well enléngenberei chen.

Tab. 2-3: Filtersitze mit Wellenlangenbereichen zur Anregung wnd Detektion von GFP und
Chlorophyllfluoreszenz.

Axiovert 135 LSM 410/ 510META
Anregung Emisgon Anregung Emisson
GFP 450 -490 m 515-565m 488 m 510 -525m

Chlorophyll 450-490m  515-700 m 488 m 645 — 700 m
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3 ERGEBNISE

3.1 Analysen zur Wirkungsweise des Potato leafroll virus Movement Proteins
(PLRV-MP17) auf symplastische Transportprozessin transgenen Pflanzen

Virdle Movement Proteine (MPs) interagieren mit strukturellen Komporenten der
Plasmodesmen (PDs) und ermdglichen durch Modifikation der plasmodesmalen Leitfahi gkeit
den Zell-zu-Zell Transport von Virusmaterial im infizierten Pflanzengewebe. Die stabile
Expresson von MP in transgenen Pflanzen fihrt dariber hinaus zu Anderungen des
Kohlenhydratmetabolismus und der Photoassmil atverteil ung, was in dem Konzept resulti erte,
dass MPs mit endogenen, regulatorischen Makromolekilen (Proteine, RNA) um die
plasmodesmale Transportmaschinerie konkurieren und somit in sink/source-Interaktionen
eingreifen (Lucas und Wolf, 1999. MP exprimierende Pflanzen hieten somit ein wertvoll es
experimentelles System, um die Wirkungsweise von MP auf PD-vermittelte
Transportprozesse sowie die Regulation der Photoassmil atverteilung zwischen source und
sink zu analysieren undKomporenten des plasmodesmalen Transportweges zu identifizieren.
Da MP transgene Pflanzen héufig eine erh6hte Resistenz gegeniiber Virusinfektionen zeigten,
lassen sich zudem Medhanismen der Pathogen- (Baulcombe, 1996 Lomonosoff 1995 oder
Kohlenhydrat-vermittelten Resistenz (Herbers et al., 1996 analysieren. Unter diesen
Gesichtspunken wurde in Ergénzung zu den friheren Studien an TMV-MP exprimierenden
Pflanzen, vonHerbers et al. (1997 sowie Hofius (1998 das PLRV-MP17 ads Modell system
etabliert und begonren, den Einfluss des MP eines Phloem-limitierten Viruses auf
Kohlenhydratmetabalismus, sink/source-Beziehungen und Resistenzeigenschaften in
transgenen Tabakpflanzen zu urtersuchen. Im ersten Tell der vorliegenden Arbeit sollten de
vorhandenen transgenen Linien weliter zell biologisch, kiochemisch und vrologisch analysiert
werden unddariiber hinaus ein indwzierbares Expressonssystem in Tabakpflanzen sowie a@n
genetisches System in Arabidopsis etabliert werden, um den Wirkmedanismus von MP17

auf PDs undsymplastische Transportprozesse aufzuklaren.
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3.1.1 Konstitutive Expresson von MP17und MP17:GFP in Nicotiana tabacum

Die konstitutive und rohe Expresson von MP17 in Nicotiana tabacum fihrte in friheren
Studien (Herbers et al., 1997, . 1.4.9 zu einer starken Wadstumsretardierung transgener
Linien urd deutlichen phanatypischen Anderungen in source-Bléttern, de von einer
drastischen Akkumulation an l6dichen Zuckern und Stérke begleitet waren. MP17
exprimierende Pflanzen zeigten zudem eine ehdhte, wenn auch limitierte Resistenz
gegeniiber der Infektion mit PVY . Um zu urtersuchen, do die MP17-vermittelten Anderungen
des Kohlenhydratmetabolismus und der Virusresistenz auf die Modifikation spezifischer PDs
oder eher auf pleiotrope Effekte bedingt durch das hohe MPL17-Expressonsniveau
zurlckzufiihren sind, wurden phanotypisch unveranderte Tabaklinien, de MPL17 in
tranglationaler Fusion mit GFP exprimierten (Hofius 1998 Abb. 4A), mit den phanotypischen
Linien verglichen. In einem integrativen Ansatz, der subzelluldre Lokalisierungsgudien,
Farbstoff-gekoppelte  Mikroinjektionen, Kohlenhydratanalysen und  Virusresistenz-
Bestimmungen umfasge, sollten dabei die folgenden Fragen beantwortet werden.
* Mit welchen PDs interagiert MP17 in transgenen Pflanzen?
* Fihrt die Asoziation von MP17 mit PDs zu einer Veranderung der symplastischen
Permeabilit &?
* Gibt es eine Korrelation zwischen MP17-Proteinmenge, verénderter plasmodesmaler
Leitfahigkeit, Kohlenhydratstatus und Virusresistenz?

3.1.1.1Verifizierung der MP17:GFP-Expresgon in transgenen Tabaklinien

Das binare Konstrukt zur kongtitutiven Expression von MP17 in C-terminaler Fusion mit
einem optimierten GFP-Derivat (MGFP5, Siemering et al., 1999 wurde im Rahmen der
Diplomarbeit von Hofius (1998, Abb. 4A) erstellt und in Tabakpflanzen transformiert. Es
wurden 50 Kanamycin-resistente Transformanden (TO-Generation) tber Northern-Analyse
getestet und de T1-Generation von 4 Linien mit deutlicher Akkumulation MP17:GFP-
spezifischer Transkripte fir weitere Analysen eingesetzt (Abb. 4B). Diese Linien werden im
Folgenden als 355-1-18, 35S-1-20, 355-1-23 urd 35S-1-41 bezeichnet. Zur Verifizierung cer
Expresson des MP17:GFP-Fusionsproteins wurden Blattextrakte der verschiedenen Linien
Uber Western Blot-Analyse mit Hilfe des anti-MP17 Antiserums (Tacke et al., 1993
untersucht. Ein spezifisches Proteinsignal lief3 sich in einer Hohe von 44-45 kDa detektieren,
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was in guter Ubereinstimmung mit dem berechneten Wert fiir das Fusionsprotein von 17kDa
(MP17) und 27 Iba (GFP) ist. Allerdings wurde friher beobadtet, dass MP17 ohre
Fusionspartner in transgenen Kartoffel- (Schmitz et al., 1997 und Tabakpflanzen (Herbers et
al., 1997 in einer Hohe von etwa 24 kDa migriert, was auf mdgliche post-trandationale
Modifizierungen, wie z.B. Phosphaylierung zurtickgefuhrt wurde. In Abb. 4C sind de
MP17:GFP-Mengen fur jeweils 4 reprasentative Pflanzen der ausgewdhiten Tabaklinien
gezeigt, wobei Linie 35S-1-41 de stérkste Expresson und 3%-1-20 dbs niedrigste Niveau
aufweist. Allerdings war die Expressonin alen 4 Linien im Vergleich zu U-15-2 (Herbers et
al., 1997 deutlich vermindert, und entsprechend zeigten ale MP17:GFP transgenen Linien
im Unterschied zu U-152 keine phanotypischen Veranderungen gegeniber den

Kontroll pflanzen.

Abb. 4: Expressonsanayse von MP17.GFP
transgenen Linien.

(A) Schematische Darstellung der bindren

Expressonskasstte  p355-1, die ar

— CaMV 35S 0Cs — Transformation von Tabak eingesetzt wurde.

GFP wurde am 3"-Ende von MP17 fusioniert

o und de gesamte kodierende Region (1209 by)

zwischen CaMV 35S-Promotor und ocs-

Terminator des Binl9-Vektors in die

(B) 1 23 45 6 BamHI/Sdl Schrittstellen inseriert (Hofius,

1998).
- - (B) Northern-Analyse MP17:GFP-spezfischer
' Transkripte. Gesamt-RNA wurde aus Wildtyp

(A) p35s-1

EcoRI BamHI EooRI Sdl  Hindlll

(Spur 5) und MP17:GFP transgenen Pflanzen
der Linien 3551-18, 35S51-20, 3551-23,
sowie 355-1-41 (Spur 1-4) isoliert. RNA der
Linie U-15-2 dente ds Positivkontrolle (Spur
(©) )
'\,o?’ (C) Immunoblot-Analyse der MP17.GFP-
[kDa] 355-1-18 WT 3551-20 WT 355123 O 355141 Proteinakkumulation.  Pflanzenextrakte von

jeweils vier verschiedenen Pflanzen der
MP17:GFP transgenen Linien 355-1-18, 355-1-
30— 20, 3551-23, 355141, der MP17
exprimierenden Linie U-15-2 sowie von
215— : Kontrollpflanzen (WT), wurden iber Western
Blotting unter Verwendung eines polyklonalen
anti-MP17 Antiserums (1:5000 Verdinnung) sowie eines skundéren HRP-konjugierten 1gG Antikorpers
(1:100000) analysiert. Identische Mengen an Gesamtprotein wurden auf jede Spur aufgetragen. Das MP17.GFP-
Fusionsprotein migrierte bel etwa 45 kDa, wahrend MP17 alleine bei 24 kDa a1 detektieren war.

Mmoo e -
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3.1.1.2Subzdlulére L okaliserung von MP17 und MP17.GFP

Die subzellulére Lokalisierung von MP17 undMP17:GFP wurde in transgenen Tabaklinien
Uber die Detektion vonGFP mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (CLSM) und cer
Immundokalisation van MP17 und MP17:GFP mit Hilfe von Immunogold-Markierungen
unter Verwendung des anti-MP17 Antikorpers durchgefuhrt.

GZ/SE-K

Abb 5: Lokalisierung des MP17.GFP-Fusionsproteins in verschiedenen Geweben transgener Tabakpflanzen
(355-1-41)

(A), (B) und (C) Trichomzellen von sink-Bléttern (2 cm). Grinfluoreszierende Punkte sind nur in den
Zellwandbereichen angrenzender Zellen urd nicht in den lateralen Zellwanden zu detektieren. Dies wird deutlich
in der Ubersicht eines Blatttrichoms (A), an den Kontaktzonen eines verzweigten Trichoms (B) sowie an dem
Ubergang einer Trichombasiszelle arr Epidermiszdle (C).
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(Fortsetzung Abb. 5)

(D) Epidermis mit dem Stomatagoparat eines sourceBlattes. Grinfluoreszierende Punkte sind in den
Zellwanden zwischen einzednen Epidermiszellen urd auch zwischen Epidermis und Schliefizdle (Pfeil)
erkennbar.

(E), (F) Langs- (E) und Querschnitt (F) durch das Pali sadenparenchym eines source-Blattes verdeutlichen die
Beschrankung der Fluoreszenz auf die Kontaktstell en angrenzender Zellen.

(G) Léangsschnitt durch das Schwammparenchym eines source-Blattes mit fluoreszierenden Punkten im
Zellwandbereich von vier benachbarten Parenchymzdlen.

(H) Schwammparenchymzdlen in unmittelbarer Nahe von Venen htherer Ordnung (, minor veins‘) mit GFP-
Markierung an allen Zell-zu-Zell Verbindungen.

(1) Langs<hnitt durch das Leitgwebe der Venenklasse Il eines source-Blattes ze gt deutliche GFP-Fluoreszenz
zwischen verschiedenen Phloemzdlen und de Markierung einer Siebplatte (SP) zwischen zwei Siebelementen.
(J) Querschnitt durch die kleinste Venenklase des ,minor vein® Phloems eines sourceBlattes. Griine
Fluoreszenz markiert die Verbindungen zwischen zwei Bindelscheidenzdlen (BS), zwischen BS und
vaskuldrem Parenchym (VP), BS und Geleitzdle (GZ), VP und GZ sowie zwischen GZ und Siebelementen (SE).
(K) Querschnitt durch das Leitgewebe der Venenklasse | (Mittelrippe) eines source-Blattes. GFP-vermittelte
Fluoreszenz ist Uberwiegend im vaskuldren Parenchym zwischen einzelnen XylemgeféRen und zwischen Xylem-
und Phloemgewebe (Ph) zu detektieren.

(L) Die VergréRerung des Phloemgewebes der Venenklase | (Mittelrippe) eines source-Blattes verdeutlicht die
starkste Fluoreszenz zwischen vaskuldren Parenchymzdlen. Die Markierung mit GFP ist dagegen kaum
innerhalb der GZ/SE-Komplexe zu detektieren.

Mal3stabe geben jeweils 25 um (A-G) und 10um (H-L) an.

GFP-Fluoreszenz lief3 sich in alen 4 transgenen Linien detektieren, urd die Tabaklinie
mit der stérksten Expresson (35S-1-41) wurde fur eine detailli erte Analyse verschiedener
Zelltypen und Gewebe ausgewdhlt. Im Mesophyll von source-Blétern war eine punktuelle
Fluoreszenz im Zellwandbereich der Zell-zu-Zell Verbindungen in der Epidermis, dem
Palisaden- sowie dem Schwammparenchym zu lokalisieren (Abb $-H). Interessanterweise
war GFP-Fluoreszenz auch in der Zellwand zwischen Schlief3zelle und angrenzender
Epidermiszelle zu finden (Abb. D), ein Bereich, fir den halbseitige PDs auf Seiten der
Epidermiszell e nachgewiesen wurden (Itaya et al., 1998. Trichome zeigten fluoreszierende
Punkte sowohl an der Kontaktstelle zwischen Epidermis und Trichombasiszelle ds auch
zwischen einzelnen Trichomzellen. Die Akkumulation von MP17.GFP war ebenfalls in
Trichomen wachsender sink-Blétter (bis 2 cm) zu detektieren (Abb. 5A-C), wéhrend Zellen
des Mesophyllgewebes keine Fluoreszenz aufwiesen (Daten nicht gezeigt).

Dain friheren Arbeiten fir MP17 in transgenen Kartoffel pflanzen eine hohe Affinitét zu
PDs des Phloemgewebes nachgewiesen werden konrte, wurde das vaskuldre Gewebe
verschiedener Venenklassen [Klasdfizierung fir Nicotianasg. nach Roberts et al. (1997)] in
source-Bléattern auf das Auftreten von GFP-Fluoreszenz analysiert. Abbildung 5 (1,J) zeigt das
typische Fluoreszenzmuster zwischen vaskuldren Parenchymzellen undinnerhalb des GZ/SE-

Komplexes von Klass Il und IV Venen (,minor veins'). Auf¥erdem war die Fluoreszenz in
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Xylem- und Phloemgewebe von Klasse [-Venen zu detektieren, alerdings in GZ/SE-
Komplexen kaum nachweisbar (Abb.5K,L).

Abb 6: Immunogold-Markierung von MP17 (U-152) und MP17:GFP (355-1-41) an Plasmodesmen
verschiedener Zelltypen in source-Bléttern trangener Tabakpflanzen. MP17 und MP17:GFP wurden mit
polyklonalem anti-M P17 Antikérper und Gold (10 nm)-konjugiertem Protein A detektiert.

(A), (B) Markierung won PDs zwischen zwei Epidermiszellen von MP17:GFP (A) und MP17 (B) transgenen
Pflanzen.

(C) PDs zwischen Epidermiszell e (EZ) und Pali sadenparenchym (PaP) in einer MP17 exprimierenden Pflanze
(D) Markierung von filamenttsen, nicht-plasmodesmalen Strukturen innerhalb des Pali sadenparenchyms einer
phénotypischen, MP17 transgenen Pflanze

(E), (F) Komplexe, verzweigte PDs im Schwammparenchym von MP17 (E) und MP17:GFP (F) transgenen
Pflanzen.

(G) PDs zwischen vaskuldren Parenchymzdlen in MP17:GFP transgenen Pflanzen.

(H) Markierung der plasmodesmalen Verbindung zwischen einer Geleitzdle (GZ) und einer vaskuldren
Parenchymzdle (VP) in einer MP17 exprimierenden Pflanze.
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(Fortsetzung Abb. 6)

(1) PD zwischen zwel Geleitzellen in einer MP17 transgenen Pflanze.

(J) Markierungeines PD zwischen GZ und Siebelement (SE) in einer MP17 akkumuli erenden Pflanze

(K) Markierung filamentdser, nicht-plasmodesmaler Strukturen innerhalb einer Siebréhre ener phanotypischen
MP17 transgenen Pflanze.

(L) PD zwischen zwei Siebelementen in einer MP17 exprimierenden Pflanze

Mal3stab zegt jeweils 0,2 um an.

Da sich de punkuelle Fluoreszenz ausschliefdlich auf Zellwandbereiche verschiedener
Zelltypen beschrankte, war eine Assoziation vonMP17:GFP mit plasmodesmalen Strukturen
naheliegend. Aus diesem Grund wurde die MP17-Lokali sation tler Immunogold-Markierung
in den Linien 355-1-41 und U-15-2 dberpruft. Eine Markierung von MP17:GFP mit anti-
MP17 Antiserum konnte ausshlieflich an plasmodesmalen Verbindurgen zwischen
verschiedenen Zelltypen im Mesophyll und vaeskuléaren Gewebe detektiert werden (Abb.
6A,F,G) Die Markierung der PDs in phanotypischen MP17 transgenen Linien erschien
alerdings gérker ausgepragt als in MP17:GFP exprimierenden Pflanzen undwar in source-
Blattern an komplexen plasmodesmalen Strukturen des nicht-vaskuldren und \askuldren
Gewebes zu detektieren (Abb. 8,C,E,H-J,L), wahrend einfache PDs des sink-Gewebes nicht
markiert waren. Bemerkenswert war, dass in der phdnotypischen Linie im Gegensatz zu
MP17:GFP transgenen Pflanzen auch filamenttse, nicht-plasmodesmae Strukturen in
Mesophyll zellen und Siebelementen markiert waren, de an Komporenten des Cytoskeletts
erinnerten (Abb. @,K).

3.1.1.3Bestimmung der plasmodesmalen Per meabili tat mittels Mikroinjektionen

Die aus<hliefdliche Ausbreitung von Luteoviren im vaskuldren Gewebe wurde in friheren
Arbeiten mit der Phloem-limiti erten Wirkung des Movement Proteins erklart (Derrick und
Barker, 1997). Allerdings l&se die As®ziation des MP17 mit PDs des nicht-vaskuldren
Gewebes in MP17 transgenen Kartoffeln (Schmitz et al., 1997 und Tabakpflanzen (vgl.
3.1.1.9 einen eher generellen, ncht nur auf Phloemzellen beschrénkten Einfluss des MP17
auf plasmodesmale Funktionen vermuten. Aus diesem Grund sollte mit Hilfe von Farbstoff-
gekoppelten Mikroinjektionen das plasmodesmale Auschlussrermdgen im Mesophyllgewebe
MP17 und MP17.GFP exprimierender Pflanzen untersucht werden. Dazu wurden Lucifer
yellow (457 Da) sowie FITC-markierte Dextrane mit unterschiedlichen Molekulargewichten
(9,7 und 12,0 Ra) in Zellen des Schwammparenchyms von source-Bléttern injiziert unddie
Ausbreitung dr Farbstoffe in de Nachbarzellen mikroskopisch verfolgt. Fir die

Mikroinjektionsexperimente wurden Pflanzen der phanatypischen MP17 transgenen Linien
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(U-15-2 und U-15-9) sowie die MP17:GFP exprimierenden Linien mit dem niedrigsten (355
1-20) und héhsten Expressonsniveau (355-1-41) eingesetzt.

Wie in Tabelle 3-1 zusammengefasd, zeigten Kontroll pflanzen nu eine symplastische
Ausbreitung des 457 Da Farbstoffes, wahrend de 9,7 und 12,0 Ra FITC-Dextrane nicht aus
den injizierten Mesophyllzellen in de axgrenzenden Zellen gelangten. Im Gegensatz dazu
ergaben die Injektionen FITC-markierter Dextrane, dass die MP17- und MP17.GFP-
Expresson zur Erh6hung @s plasmodesmalen Ausschlussrermégens biszu 12 KDafihrte.

Tab. 3-1. Ausbreitung fluoreszierender Proben Uber den symplastischen Transportweg innerhalb des
Mesophyllgewebes der MP17:GFP (355-1-20, 355-1-41) oder MP17 exprimierenden Tabaklinien (U-15-2, U-
159).

FITC-Dextran
Pflanzenlinie LYCH?

9,7kDa 12kDa

Kontrolle 4(4) 1(12) 2(13)
U-15-2 5 (5) 11(13) 11(13)
U-15-2° 6 (7) 11(15) 12 (14)
U-15-9 n.d. 5(8) 10(13)
3551-20 6 (6) n.d. 20(25)
355-1-41 n.d. 7(12) 12 (16)

Daten représentieren Anzehl an Injektionen, die zu einer Ausbreitung des ezfischen Farbstoffes in de
Nadhbarzdlen fuhrten (Werte in Klammern geben die Gesamtzahl an I njektionen an).

 ucifer yellow CH; °phanotypische sourceBlétter der MP17 exprimierenden Linie U-15-2, n.d., nicht
durchgefuhrt.

Die phanotypischen Anderungen in source-Blattern MP17 transgener Pflanzen wurden
von Herbers et al. (1997) auf die masdve Akkumulation vonldslichen Zuckern urd Stérke
zurckgefuihrt. Um zu Uberprifen, ob de Phéanotypentwicklung mit den MP17-vermittelten
Anderungen der plasmodesmalen Permeabilit & im Mesophyll korreli erte, wurden auch &tere
source-Blatter der Linie U-152 mit den typischen chlorotischen Interkostalfeldern auf
symplastische Ausbreitung der inji zierten Farbstoff e getestet. Interessanterweise war in diesen
Bléttern de plasmodesmale Leitfahigkeit in vergleichbarer Weise ehoht wie in den nicht
betroffenen Bléttern. Dies zeigt, dass offensichtlich keine direkte Abhéngigkeit zwischen
plasmodesmaler Lokalisation von MP17 im Mesophyll und der Kohlenhydratakkumulation
sowie Phanotypentwicklung besteht.
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3.1.1.4Korrelation zwischen MP17-Proteingehalten und Kohlenhydratstatus

Da die MP17.GFP transgenen Linien keinen Phanotyp zeigten, sollte Uberprift werden, ob
dies auf nur geringfuigige Anderungen im Kohlenhydratmetabolismus zurtickgefuhrt werden
kann. Folglich wurden de Gehate a I6slichen Zuckern urd Stérke in ausgewadsenen
source-Bléttern der Fusionsprotein exprimierenden Linien bestimmt. Wie in Tabelle 3-2
dargestellt, war keine Akkumulation an Kohlenhydraten etwa 6 h nach Beginn der
Lichtperiode gegeniiber den Kontrollpflanzen nachweisbar. Vielmehr war eine generelle
Verminderung des Kohlenhydratstatus in den vier transgenen Linien zu beobadten, die sich
als datistisch signifikant fur 16sliche Zucker in den Linien 355-1-18 und 355-1-41 sowie fir
Starke in alen 4 Linien erwies. Hingegen war die Verteil ung zwischen 16sli chen Zuckern und

Stérke leicht aber nicht statistisch signifikant verandert.

Tab. 3-2: Kohlenhydratgehalte in source-Blattern MP17.GFP transgener Linien.

Linie Glucose Fructose Sacdtarose Stérke Losgliche
[mmol m] [mmol m] [mmol m?  [mmol Hexosen m?] Zucker/Stérke
Kontrolle 2.28t0.35 1.99:0.18 2.38:0.11 28.15:1.94 0.25
355-1-18 1.38t0.25* 1.26£0.22** 1.88:0.17* 14.95:2.17** 0.34
355-1-20 1.91+0.13 1.52+0.07* 2.04£0.08 20.6'A#2.38* 0.29
3551-23 1.24+0.16** 1.29:0.14** 1.81+0.19**  16.43t2.78** 0.30
355141 2.12£0.18 1.89:0.13 2.13:0.16 20.812.79* 0.32

Blattproben wurden 6 h nach Beginn der Lichtperiode geeantet. Die Pflanzen hatten 14 Blatter und Proben
wurden von vollsténdig entwickelten source-Blattern genommen (Blatt Nr. 9, wobei Nr. 1 als sink-Blatt mit
einer Lange von 1 cm definiert wurde). Die Daten wurden von sechs Pflanzen der transgenen Linien und von 10
Pflanzen der Kontrolle ehalten, wobei fur jedes Einzdblatt 4 Proben gemessen und gemittelt wurden. Die Werte
sind as Mittelwert + Standardfehler angegeben und signifikante Unterschiede (*P<0,05; **P<0,01;
***P<(0,001) im Vergleich zu den Kontroll en wurden mit Hilfe des Sudent’st-Test ermittelt.

Da die Expresson won MP17 und MP17:GFP gleichermal3en de plasmodesmae
Leitfahigkeit in Mesophyllzellen erh6hte und damit nicht mit der Phanotypentwicklung
korrelierte, wurde der  Einfluss des  MPl7-Expressonsniveaus auf  den
Kohlenhydratmetabolismus untersucht. Zu desem Zwed wurde die T3-Generation cder
heterozygoten Linie U-152, de infolge multipler Transgen-Insertionen eine grofe
Variationsbreite phénotypisch betroffener Pflanzen umnfasge (Abb. 7A), ausgewahlt, um den
Status an 16slichen Zuckern und Stérke mit der MP17-Proteinmenge innerhalb eines source-
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Blattes zu karrelieren. Vor der Probennahme wurden zunadist alle angezogenen T3-Pflanzen
Uber Northern-Analyse getestet und nu solche selektiert, die MP17-spezfische Transkripte
akkumuli erten. So wurden schliefdlich in Blattproben von 2 ausgewahlten Pflanzen, de unter
den gleichen Bedingungen wie die MP17:GFP transgenen Linien angezogen wurden,
Kohlenhydratgehalte und MP17-Proteingehalt bestimmt. Die Quantifizierung der MP17-
Immunasignale erfolgte dabel Gber quantitative Western-Analyse unter Verwendung des
poyklonalen anti-MP17 Antikdrpers. Zum Abgleich des Gesamtproteingehaltes der
verschiedenen Extrakte wurde die zusétzliche Beprobung der Western Blots mit dem anti-
Transketolase (anti-TK) Antiserum (Henkes et al., 200) durchgefihrt und mogliche
Unterschiede in der Signalstarke zwischen einzelnen Blots durch jeweils 4 urebhéangige
Positi vkontroll en ausgegli chen.

Infolge der unterschiedlich starken Auspragung der Phanotypen variierten de
Kohlenhydratgehalte zwischen einzelnen Pflanzen erheblich. So lagen die Gehalte fir
Glucose zwischen 0,29 und 20,74(mmol m™), fir Fructose zwischen 0,64 und 5,34mmol
m ), fir Saccharose zwischen 1,23 und 5,8%mmol m™), sowie fiir Stérke zwischen 9,27 und
81,11 (mmol Hexosen m?). Im Vergleich dazu wurden die Werte fiir die Kontrollen (n=10)
mit 2,28+ 0,35mmol m? (Glucose), 1,99+ 0,18mmol m™ (Fructose), 2,38 + 0,11 mmol m™
(Saccharose), und 28,8 + 1,94 mmol Hexosen m? (Stérke) bestimmt (vgl. Tab. 3-2). Die
Daten zeigten, dbass neben der bereits friher beobadteten drastischen Akkumulation von
|6glichen Zuckern und Stérke (Herbers et al., 1997 in source-Bléttern einer Reihe von
Pflanzen eine signifikante Reduktion in den Kohlenhydratgehalten gegentiber den Wil dtyp-
Pflanzen zu beobadten war.

In Ubereinstimmung mit den starken Unterschieden in der Phanotypauspragung erwiesen
sich auch de quantifizierten MP17-Proteinmengen als shr variabel und lagen zwischen
102,70 und 738,69INT-BG mm?) relativer Signalstarke. Wurden de MP17-Gehalte gegen
die entsprechenden Kohlenhydratkonzentrationen aufgetragen, so zeigte sich eine strikte
lineae Korrelation. Die errechneten Korrelationskoeffizienten waren dabei am hochsten fur
Glucose (r?=0,729 gefolgt von Starke (r>=0,642 und Saccarose (r’=0,613, wahrend de
Korrelation van MP17 mit dem Fructosegehalt nur relativ gering ausgepragt war (r°=0,479.
Allerdings zeigten de Gesamtgehalte an |6slichen Zuckern eine signifikante Abhangigkeit
(r*=0,693 von der steigenden MP17-Proteinmenge (Abb. 7). Das Expressonsnivau von
MP17:GFP der Linien 355-1-18, 35-1-23 wnd 355-1-41 wurde ebenfalls in jeweils 5
Pflanzen Gbker quantitative Western-Analyse bestimmt. Es zeigte sich, dass MP17.GFP zu
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einem deutlich geringeren Grad akkumulierte ds MP17 in nicht-phénotypischen Linien (Abb.
7B).

Abb. 7: Phanotypische Variabilitd MP17
(A) transgener Pflanzen der Linie U-152 und
Korrelation zwischen den quantifizierten MP17-
Proteingehalten und der Akkumulation wvon
Kohlenhydraten in source-Bléttern.
(A) MP17 exprimierende Pflanzen der
heterozygoten Linie U-152 (T3-Generation)
wurden fur sieben Wochen urter
Gewéchshausbedingungen angezogen. In

(B) Abhéngigkeit von der MP17-Expression konnte

eine hohe Variation in der Ausprégung des

20 Lg%'gggzwkef ® Phéanotyps beobachtet werden. Beispielhaft sind
r<=0.

einige Pflanzen der Linie U-15-2 zusammen mit
einer Wildtyp (WT)-Kontrolle desslben Alters
gezeagt.

(B) Postive Korrelation zwischen MPL17-
Proteinmenge und Kohlenhydratakkumulation.
Blattproben wurden 6 Stunden nach Beginn der
Lichtperiode von 23 Pflanzen der Linie U-15-2
geantet. Die Pflanzen hatten 14 Blatter (nicht-
phénotypische Pflanzen) und Proben wurden von
ausgewachsenen source-Bléttern (Nr. 9, wobei
Nr. 1 alsjungstes sink-Blatt mit einer Lange von
1 cm definiert wurde) genommen.
Kohlenhydratgehalte wurden in 4 unabhangigen
: : Proben bestimmt und gemittelt. Die MP17-
0 200 400 600 800 Proteinexpresgon in den entsprechenden Bléttern

-2
mmol Hexosen m

MPL17 Protein Le;vel wurde Uber Western-Analyse unter Verwendung
(INT-BG mm™) des polyklonalen anti-MP17 Antiserums sowie

eines Chemiluminiszenz Kits detektiert. Die
Signale wurden quantifiziert und gegen die Gehalte an |6slichen Kohlenhydraten (Summe aus Glucose, Fructose
und Saacharose) sowie Starke aifgetragen. Die Signalstarke ist mit INT-BG mmi? angegeben, was fir die
Intensitét des Chemiluminiszenz-Signal's abziigli ch des Hintergrundwertes pro mnt’ steht. Die lineare Regresson
ist als durchgezogene Linie dargestellt und der Korrelationskoeffizient r? aufgefiihrt. AuRerdem wurde der
MP17.GFP-Proteingehat in 5 Pflanzen der Linien 355-1-18, 355-1-20 und 355-1-41 ermittelt und de
Mittelwerte gegen die entsprechenden Kohlenhydratgehalte aufgetragen (leere Kreise mit Standardfehler). Die
Gehalte an l6dichen Zuckern und Stdrke der Wildtyp-Kontrolle sind as Mittelwerte (schwarzer Kreis;
gestrichelte Linie) + Standardfehler (gepunktete Linie) von 10 Pflanzen angezeagt (vgl. Tabelle 3-2).

3.1.1.5Resistenzagenschaften gegentiber der Infektion mit PVY

Die Expresson der N-terminal um 24 Aminosauren verlangerten Version des MPL17 in

transgenen Kartoffeln flhrte zu einer Breitspektrumresistenz gegen einige nicht-verwandte
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Viren (Tacke et al., 1996. Hingegen konrte in entsprechenden transgenen Tabakpflanzen nur
eine limiti erte Resistenz gegentber der Infektion mit PVY festgestellt werden, die sich vor
allem wahrend der friihen Infektionsphase manifestierte (Herbers et al., 1997). Es sllte daher
untersucht werden, ob der Schutz gegentiber PVY in den MP17 exprimierenden Linien auf
eine Kohlenhydrat-vermittelte Resistenzantwort (Herbers et al., 19%a) oder eher auf
Pathogen-vermittelte Mechanismen zuriickzuftihren ist (Tadke et al., 1996. Eine ehdhte
Virusresistenz gegentber PVY wurde bereits friher fur andere Zucker-akkumulierende
Pflanzen pastuliert (Herbers et al., 1996), wahrend eine Pathogen-vermittelte Resistenz mit
dem Eingriff der MP-Expresson in intra- und interzellulére Transportfunktionen erkléart
wurde (Take et al., 1996 Kotlizky et al., 2007).

Fur die Infektionsexperimente wurde zundchst die Nachkommenschaft einer nicht-
phanotpyischen sowie @aner phanotypischen Pflanze der Linie U-15-2 generiert, um
einheitliche Popuationen zu erhalten, de in Kohlenhydratstatus und Phanotypentwicklung
deutlich voreinander abwichen unddaher als U-15-2p (phanaotypisch) und U-15-2np (nicht-
phanotypisch) bezeichnet wurden. Auflerdem wurden de Linien 355-1-20 und 3%-1-41
eingesetzt, fur die zuvor eine MP17.GFP-vermittelte Modifikation der plasmodesmalen
Leitfahigkeit, aber keine Kohlenhydratakkumulation undPhanaotypausprégung nachgewiesen
wurde (vgl. 3.1.1.3, 3L.1.4). Die Expresson von MP17 und MP17:GFP wurde in alen
eingesetzten transgenen Pflanzen vor der PVY -Infektion Ulker Western Blot-Analyse mit Hilfe
des anti-M P17 Antiserums verifiziert.

Zur Infektion wurden untere source-Bléatter der transgenen Linien U-15-2p (n=51), U-15-
2np (n=32), 355-1-20 (n=38), 355-1-41 (n=50) sowie Wildtyp-Pflanzen (SNN) mit PVY -
Virusextrakt inokdiert, und de Multiplikation und systemische Ausbreitung nach 6 Tagen
anaysiert. Wie in Abb. 8 dargestellt, waren die Gehalte an PVY Capsid Protein in lokalen
Bléattern der Popuation U-15-2p sehr stark reduziert, wéhrend Ukerraschenderweise der Titer
in den Linien U-152np und 3%-1-41 un den Faktor 4,6 lew. 2,3 gegeniber den
Kontroll pflanzen erhoht war. In systemischen Blattern waren das virale Capsid Protein um
66% in der Linie U-15-2p vermindert, hingegen signifikant um 61% und 54% in U-15-2np
bzw. 355-1-41 erhoht. Die Linie 355-1-20 mit dem geringsten MPL17-Expressonsniveau
zeigte dlerdings wohl in lokalen als auch systemischen Bléttern ein vergleichbares
Infektionsniveau wie die Kontroll en.
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Um zu Uberprifen, db diese deutlichen Unterschiede im Resistenzniveau mit der
Expresson Abwehr-relevanter Genen koarelierten, wurde die Akkumulation PR-Protein
spezifischer Transkripte in Abhéngigkeit vom MP17-Expressonsniveau Uber Northern Blot-
Anayse untersucht. So wurde die Expresson der Kohlenhydrat- und PVY -indwzierbaren
Gene PAR-1 und PR-Q (Herbers und Sonrewald 1998 Herbers et al., 2000, Herbers et al.,
19960 in den phanotypisch urterschiedlich stark betroffenen Pflanzen der Linie U-15-2
bestimmt und mit der entsprechenden MPL17-Transkriptmenge verglichen. Wie aus Abb. 9A
hervorgeht, akkumuli erten PR-Q undPAR 1 spezifische Transkripte in transgenen Pflanzen in
Abhangigkeit vom steigenden MP17-Expressonsniveau. Die Expresson von PR-Genen
wurde daraufhin in den transgenen Linien urtersucht, die fur die PVY -Infektionsexperimente
eingesetzt wurden. Zusétzlich wurden die Transkripte von PR-1b und SAR8.2 analysiert, die
dhnlich wie PR-Q und PAR1 in Zucker-akkumulierenden Tabakpflanzen indwziert waren
(Herbers et al., 1995 Herbers et al., 1996). Es konnte gezeigt werden, dass PR-Protein
Transkripte nur in den phanotypischen Pflanzen der Linien U-15-2p akkumuli erten, wahrend
in den Ulrigen Linien de Transkripte auf @hnlichem Niveau wie in Kontrollen blieben (Abb.
9B).
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Abb. 9: Die Akkumulation wvon PR-Protein spezfischen Transkripten korreliert mit dem MP17-
Expressonsniveau und beschrénkt sich auf phanotypische Pflanzen der Linie U-15-2p.

(A) MP17-Expresson in Anhangigkeit von PR-Q und PAR-1 Transkriptmengen in Pflanzen der heterozygoten
Linie U-15-2. Gesamt-RNA wurde ais source-Bléttern von verschiedenen Pflanzen im 12-14 Blattstadium
isoliert und de Northern Blots mit MP17, PRQ und PAR1 cDNA-Fragmenten hybridisiert. Die
Transkriptsignale wurden mit einem Phospho-Imager quantifiziert und MP17 Transkriptmengen gegen PR-Q
und PAR1 aufgetragen. Die Signalstérke ist in PS.-BG/sec angegeben, was der Strahlungsdosis des Signals
abzlglich des Hintergrundes pro Sekunde entspricht.

(B) PR-Genexpresson in MP17 urd MP17:GFP transgenen Linien, die fir die PVY-Infektion eingesetzt
wurden. RNA wurde aus source-Blattmaterial von Wildtyp- (Spur 1), U-15-2p (Spur 2), U-15-2np (Spur 3),
355-1-41 (Spur 4) sowie 355-1-20 (Spur 5) Pflanzen isoliert. 25 pg RNA wurden pro Spur geladen und mit PR-
Q, PAR1, PR1b und SAR8.2 cDNA-Sonden beprobt. Die MP17- und MP17:GFP-Expresson wurde zusétzlich
durch Hybridisierung mit einem MP17 cDNA-Fragment bestimmnt.
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3.1.2 Induzierbare Expresson von MP17und MP17:GFP in Nicotiana tabacum

Die zelbiologische Analyse der konstitutive MP17 urd MPL17:GFP exprimierenden
Tabakpflanzen zeigte, dass MP17 eine generelle Affinitat zu PDs des vaskuléren und mcht-
vaskul&ren Gewebes in source-Bléttern het. Die Lokaisation von MP17 an PDs des
Mesophyllgewebes flhrte darlber hinaus zu ener signifikanten Erhéhurg der
plasmodesmalen Leitfahigkeit, die sich urebhdngig von der MPL17-Proteindosis und
phanotypischen  Veranderungen erwies. Hingegen konrten  Kohlenhydratstatus,
Phanotypentwicklung sowie Resistenzmedhanismen gegentber der PVY -Infektion mit dem
MP17-Expressonsniveau korreliert werden. Verminderte Kohlenhydratgehalte im Mesophyll
sowie @ne Erhdhung der Suszeptibilitét gegeniiber PVY bei niedriger MP17-Menge scheinen
dabel die direkte Folge der erhbhten plasmodesmalen Permeabilitét zu sein, wahrend mit
steigender MP17-Expresson dese primdre Wirkung von eher indirekten metabali schen
Effekten Uberlagert wird (Hofius et al., 2001 diese Arbeit). Dies resultiert letztendich in
einem ,, Exportblock” und einer gesteigerten, vermutlich Kohlenhydrat-vermittelten Resistenz
gegenuber PVY, wobei die verdnderte plasmodesmale Leitfahigkeit als Folge der direkten
Wirkung des MP17 auf die PD-Funktionim Mesophyll erhalten bleibt.

Um zwischen den direkten Effekten des MP17 undder metabadlischen Adaptation der
transgenen Pflanzen bei hohem Expressonsniveau urterscheiden zu konren, sollte én
indwzierbares System zur Anwendung kommen, so dass die Prozesse mit hoherer zeitli cher
Auflosung untersucht werden konren. Die indwzierbare Expresson vonMP17 wirde zudem
eher eine nattrliche Infektionsstuation simulieren, bei der Virusproteine auf einen intakten
Wirtsmetabaoli smus einwirken und ncht wahrend der ganzen Entwicklung anwesend sind.

Eine Reilhe demisch regulierbarer Genexpressonssysteme sind fur den Einsatz in
Pflanzen entwickelt worden (zusammengefasd in Gatz, 1997 Gatz und Lenk, 1998 Zuo und
Chua, 200Q. Dazu gehort ein Ethand-indwierbarer Genschalter, der auf dem alc-Regulon
aus Aspergill us nidulans beruht (Salter et al., 1998). In A. nidulans kodert das alcA-Gen fir
die Alkohddehydrogenase | (ADHI), desseen Expresson duch den spezifischen AlcR-
Transkriptionsfaktor reguliert wird. Das AlcR-Protein wird duch Ethandmolekile direkt
aktiviert, was die Bindung von AlcR an de Promotorregion des alcA-Gens erlaubt und
dadurch de Genexpresson indwziert. Im pflanzlichen Expressonsvektor wird das Transgen
hinter einen chimdren Promotor kloniert, der aus der AlcR-Bindurgsregion des alcA-
Promotors und einem minimalen CaMV 35S-Promotor besteht (alcA:CaMV 35S). Das alcR-
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Gen wird vom gleichen Expressonsvektor unter Kortrolle des CaMV 35S-Promotors
konstitutiv exprimiert und de Transkription des Transgens durch Applikation von Ethanol
Uber Wurzelbewésserung oder as Ethanodampf indwziert (Abb. 10). Die Eignung des
Systems fur die Moduation vonsink/source-Beziehungen wurde auvor in der Arbeitsgruppe
durch de induwzierbare Expresson einer Hefe-Invertase in transgenen Tabakpflanzen gezeigt
(Caddick et al., 199B). Dariber hinaus wurde in neueren Arbeiten das System fur die
reguli erte Genexpresson in Kartoffelkndlen, Raps (Swedeman et al., 2002) und Arabidopsis
(Rogdlan et al., 200]) charakterisiert.

— CaMV3SS(>{ alcR I nos H alcA:35S Zielgen

inaktiver AlcR

Transaktivator ‘ d
(#) aktives

Ethanol O AlcR Protein

o

Abb. 10: Schematische Darstellung des Ethanol-induzierbaren Expressonssystems, das auf dem AlcR-Regulon
aus dem Ascomyceten Aspergill us nidulans beruht. Dabei sind die Zielgene unter Kontrolle énes minimalen
35S-Promotors, der mit der Transaktivator-Erkennungssequenz alcA fusioniert ist. Der Transaktivator AlCcR

selbst wird konstitutiv durch den CaMV 35S Promotor exprimiert, aber braucht die Bindung von Ethanol, um die
Expresson des Zielgens zu aktivieren.

Zielprotein

3.1.2.1Konstrukte aur Ethanol-induzierbaren Expresson von MP17 und MP17:GFP

Zur indwzierbaren Expresson von MP17 undMP17:GFP in Tabakpflanzen wurden binédre
Konstrukte mit dem chiméren Ethanad-indwzierbaren alcA-Promotor erstellt (Abb. 11). Dazu
wurde MP17 und MP17:GFP mittels PCR unter Verwendung der Oligonukleotide D83/D84
(MP17) und D83/D85 (MP17:GFP) amplifiziert, so dassan den 5°- und 3"-Enden BamHI-
Restriktionschnittstellen  eingefihrt  wurden und  dartber hinaus en  opimaler
Trandationsgart mit dem Konsensus asaA CA ATG GC erflllt war (Joshi et al., 1997. Als
Matrize diente dabei das bindre Plasmid p355-1 mit der MP17: GFP-Fusion urter Kontrolle
des 355-Promotors (vgl. 3.1.1.9). Die PCR-Fragmente wurden in den pCR-Blunt Vektor
kloniert, Gber BamHI-Restriktionsverdau isoliert und in de BamHI-Schnittstelle des pUC-
alcA-Plasmids integriert. Die Orientierung wurde Uber einen EcoRI/Hindll Doppelverdau
(MP17, interne HindlI-Schnittstelle bei 435 bp bzw. EcoRI-Verdau (MP17:GFP, MP17 und
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GFP Uber EcoRI fusioniert) Uberprift und de positiven Plasmide Uber Sequenzanayse
verifiziert. Die alcA-MP17-nos bzw. alcA-MP17:GFP-nos Kassetten wurden Uber einen
HindllI-Verdau isoliert und in den Hindll | gedffneten Vektor pBin-alcR ligiert. Die ds pBin-
AlcMP17 und mBin-AlIcMP17.GFP bezeichneten Plasmide wurden schliefdich ber
Agrobacterien-vermittelten Gentranfer in Tabakpflanzen transformiert und Kanamycin-

resistente Transformanden regeneriert.

PCR-Amplifizierung

D83—» D83—»
MP17 MP17 SSGEP
<+ D84 «+—D85

!

Klonierung in pCR Blunt

l BamHI l

BamHI BamHl  BamHI BarHI pUC-alcA

“ipir weemm

Hindlll  EcoRI BamHI Hindlll

nos

BamH|
Hindlll BamHI BEIT'II'" }I'ﬁndll

MV 355 alcR " nos Hindlll  EcoRIBamHI BamHI  Hindill

pBin-alcR
pUC-alcA-MP17 (MP17:GFP)

Hindlll
Hlml” Hindill BamHI BamHI  Hindlll
v
Hindlll BamHI BarmH| Tindll
“aMV 35S alcR__|[nos H alcA:358)

pBin-AlcM P17 (M P17:GFP)

Abb. 11: Klonierung der bindren Konstrukte pBin-AlcMP17 und pBin-AlcMP17:GFP zur Ethanol-
induzierbaren Expression von MP17 urd MP17:GFP in transgenen Pflanzen. Die amplifizierten PCR-Produkte
wurden in den Vektor pCR-Blunt subkloniert, tiber einen BamHI-Verdau isoliert und in das Plasmid pUC-alcA
ligiert. Die richtige Orientierung wurde Uber einen EcoRI/Hindll-Doppelverdau (pUC-alcA-MP17) und EcoRl-
Verdau (pUC-alcA-MP17:GFP) verifiziert. Uber Hindll | wurden die alcA-MP17-nos und alcA-MP17:GFP-nos
Kasstten isoliert und in den bindren Vektor pBin-alcR integriert.



3 ERGEBNISE 46

3.1.2.2Priméarcharakterisierung AlcM P17 und AlIcMP17:GFP transgener Linien

Die regenerierten Primértransformanden wurden ins Gewadshaus transferiert und im 6-
Blattstadium zunadhst 50 ml Ethand [1% (v/v)] und rach 72 hweitere 100 ml Ethanal Uber
die Wurzeln appliziert. Zwei Tage nach der zweiten Induktiion komten phéanotypische
Veranderungen in Form von Aufhellungen um die Venen héherer Ordnung (Klasse I11) in
basalen Bereichen wadhsender Blétter beobaditet werden. Da dies aber nur bel 2
Primértransformanden je Transformation auftrat, wurde 9 h nach einer erneuten Ethanal-
Applikation Blattmaterial von jeweils 52 Pflanzen geentet, Gesamt-RNA isoliert und de
Akkumulation vonMP17 undMP17:GFP spezifischen Transkripten tber Northern-Anayse
bestimmt. In Abbildung 12 sind de identifizierten MP17 und MP17.GFP exprimierenden
Linien zusammengefasd.

(A) WT 6 7 15 18 23 29 36 46 52

o W

(B) WT 5 8 20 37 46 56 65

Abb. 12 Ethanol-induzierbare Akkumulation von MP17- und MP17:GFP-spezfischen Transkripten in
AlcMP17 (A) bzw. AlcMP17.:GFP (B) transgenen Primértransformanden. Die Isolierung der Gesamt-RNA
erfolgte aus Blattmaterial, das 9 h nach Ethanolapplikation [1% (v/v)] geentet wurde. 30 ug Gesamt-RNA
wurden aufgetragen urd die Northern Blots mit einer MP17 cDNA-Sonde hybridisiert Die Ziffern bezechnen
die ausgewahlten transgenen Linien im Vergleich zu den Wil dtyp-Kontrollen (WT).

Da kinetische Analysen mit den transgenen Linien eine grose Zahl an hanogenem
Pflanzenmaterial erfordert, wurde von ausgewahlten Linien das Segregationsmuster der T1-
Generation ubker die Kanamycinresistenz der Keimlinge bestimmt. Dartiber hinaus wurden zur
Verifizierung phénotypischer Veranderungen Kanamycin-resistente  Pflanzen ins
Gewéchshaus transferiert und im 6-Blattstadium mit 50 ml Ethand [1% (v/v)] indwziert.
Beraits nadh 30 Stunden konrte der in der TO-Generation beobadtete Phanotyp in mehreren
Linien der beiden Konstrukte detektiert werden, der sich bis etwa 72 Stunden nach Indukion
weiter verstérkte. Eine deutliche Auspragung des Phanotyps zeigten dabei die AlcMP17
transgenen Linien 6, 7,15, und 29%owie die AIcMP17:GFP-Linien 5 urd 8 (Abb. 13. Dadie
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Segregation der Linien AICMP17-6, -7, und -29 einem Verhdltnis von etwa 3:1 folgte und
somit Einzelinsertionen nahe legte, wurden dese fir die Gewinnung as T2-Sadgutes
ausgewahlt. Die Aufspaltung bei den Linien AICMP17.GFP-5 und -8 deutete zwar auf
Mehrfachinsertionen hin, dach wurden dese fir weitere Analysen herangezogen, da die 3:1
segregierende Linie 56 nu relativ schwacdhe phéanotypische Anderungen im Vergleich zu den
anderen Linien zeigte.

Abb 13: Phanotypische Anderungen in AIcMP17 und AICMP17:GFP transgenen Linien 3 Tage nach
Ethanolapplikation im Vergleich zur Wildtyp (WT)-Kontrolle. Dargestellt sind die transgenen Linien, die fir
weitere Analysen ausgewdahlt wurden.

Uber die Segregationsanalyse des T2-Saatgutes konrte schliefilich fiir alle ausgewahlten
Linien mindestens eine a1 100 Kanamycin-resistente Nadckommenschaft unter den
phénotypisch verdnderten Pflanzen selektiert werden. Die Anayse des Phanotyps nach
Ethandindulktiion ergab fur ale AlcMPL17-Linien sowie AICMP17:GFP-5 einen uriformen
Phanatyp, wéahrend Pflanzen der Linie AIcMP17.GFP-8 eine hohe phanotypische Variabilit &
zeigten und cher nicht fur die weiteren kinetischen Analysen herangezogen wurden.

3.1.2.3MP17-Expressonskinetik und Phanotypentwicklung nach Ethanol-Induktion

Fur eine detailli erte Induktionskinetik wurde die Linie AIcMP17-29 ausgewéahlt und de
MP17-Expresson Ubker Northern-Analyse in unterschiedlichen Blattstufen verfolgt.
Kanamycin-resistente Pflanzen der T2-Generation wurden im 6-Blattstadium (in 2,5 I-
Topfen) im Gewadhshaus 1 h rach Beginn der Lichtphase (7:00 Uhr) mit 200 ml Ethand [1%
(v/v)] induziert. Blattproben wurden var (TO) und 1, 3, 6, 9, 12, 24, 383, 60, 72sowie 84
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Stuncden nach der Induktion vonjeweils 5 Pflanzen pro Zeitpunk genommen, hamogenisiert
und Gesamt-RNA aus den vereinigten Proben isoliert. Dabei wurden mit sink- (<4 cm),
sink/source- (I, 10-12 cm), sowie dteren source-Blattern (I, 20-25 cm) drel Blattstufen
ausgewahlt. Abb. 14 zeigt, dass MP1l7 spezifische Transkripte bereits 1 h madch
Ethanodlapplikation akkumulierten und dese bis zu 48 Stunden nadh Induktion detektierbar
waren, wobei die Induktionskinetik in allen Blattstufen einen vergleichbaren Verlauf zu

nehmen schien.

Stunden nach Induktion (hpi)
Blattgr dsse 0 1 3 6 9 12 243648 6072 84

<4cm ”"ngg.

10-12cm o L 4 2 A A R

20-25¢cm T T L

Abb. 14: Northern-Analyse der Expressonkinetik von MP17 in AIcMP17 transgenen Tabakpflanzen der Linie
29 nach Induktion mit 200 ml Ethanol [1% (v/v)]. Blattproben wurden vor (TO) und 1, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 60,
72, sowie 84 Stunden nach der Induktion von jewells 5 Pflanzen pro Zeitpunkt genommen und Gesamt-RNA
isoliert. 30 pg RNA wurden pro Spur geladen und de RNA-Blots mit einem MP17 cDNA-Fragment
hybridisiert. Dargestellt ist die MP17 Expresson in der Blattlamina von sink-Bléttern (< 4 cm) sowie in
sink/source Ubergangs- (10-12 cm) und &lteren source-Bléttern (20-25 cm).

Parallel zu der Akkumulation vonMP17-Transkripten wurde tber Western-Analyse unter
Verwendung des anti-M P17 Antiserums versucht, das MP17-Protein in Pflanzenextrakten zu
detektieren. Uberraschenderweise lie3 sich jedoch zu keinem Zeitpunk ein MP17-
spezifisches Signal in den drei Blattstufen nachweisen (Daten nicht gezeigt).

Neben der MP17-Expresson wurde die Entwicklung des Phanotyp in der Linie AlcMP17-
29 verfolgt und Uler die Visualisierung der Stérkeverteilung mittels Jodféarbung ein mégli cher
Zusammenhang zwischen den spezifischen phanotypischen Anderungen (vgl. 3.1.22) und der
MP17-vermittelten Beeinflusaung des Kohlenhydratstatus untersucht. Wie bereits vorher
beobadtet, traten erste phdnatypische Anderungen in Form von chlorotischen Aufhell ungen
um die Venenklas= 111 und \ereinzelt um Klasse IV etwa 30-36 h nadh Ethandapplikation
auf, wobei dies auf die im Wadstum befindichen Blattbereiche beschrankt blieb (Abb. 15.

Die Entwicklung des Phanotyps shien direkt mit dem sink/source-Gradienten zu karrelieren,



3 ERGEBNISE 49

was an de Ausprégung von systemischen Symptomen nach Virusinfektion erinnerte. 48
Stunden nadh Indultion war dieser Venen-as9zii erte Phanotyp deutlich ausgeprégt und rach
weiteren 24 Stunden (72 hg) hatten sich de Chlorosen um die Klasse Il1-Venen soweit
ausgedehnt, dass $e in einem scheinbar kontinuierlichen Bereich de Venenklasse Il
flankierten, wobei der basipetale Gradient innerhalb der Blétter erhalten blieb. Danach konrte
keine VergrofRerung der chlorotischen Bereiche mehr detektiert werden, vielmehr schien sich
in den betroffenen Bléttern der Phanotyp zu revertieren und ,, auszuwacdhsen”. Im Gegensatz
Zu der transgenen Linie 29 zeigten de Wildtyp-Kontrollen zu keinem Zeitpunk nach der
Ethandapplikation phénoypische Auffdligkeiten, woduch sich urspezifische Ethanal-
Effekte in den transgenen Linien ausschlief3en lief3en (Daten nicht gezeigt).

Abb. 15 Entwicklung des spezfischen Phénotyps in der transgenen Linie AlcMP17-29 nach Ethanol-
induzierter Expresson von MP17. Dargestellt sind transgene Pflanzen vor (TO0), sowie 24, 36, 48, 72 urd 84
Stunden nach Applikation von 100ml 1% (v/v) Ethanol Gber die Wurzdn.

Farbungen der Blétter von AIcCMP17-29 und WT-Pflanzen mit Joddsung (Lugol sches
Reagenz) zum Ende der Dunkelphase belegten eine spezifische Akkumulation vonStérke um
die Venen der Klase Ill undtellweise der Klasse IV in wachsenden Blattbereichen undwar
demnach nicht in vdlstandig expandierten source-Béttern zu detektieren (Abb. 16).
Bemerkenswerter Weise war der ventse Starkephénotyp bereits 24 Stunden nach Indukion
zu beobadten, folglich zu einem Zeitpunk, wo noch keine Chlorosen um die betroffenen
Bereiche auftraten. Nach weiteren 24 Stunden (48 hp) hatte sich der Bereich der
Starkeakkumulation zwischen den Venen der Klasse Il soweit ausgebreitet, dass die
Venenklase |l vollstandig mit akkumulierender Stérke umgeben schien, also de Bereiche
umfasde, die nach 72 h Chlorosen zeigten (vgl. Abb. 15). Somit schien de
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Stérkeskkumulation cder  Entwicklung des Chlorosephdnotyps um mindestens 12 h
vorauszugehen, was auf einen direkten Zusammenhang zwischen Kohlenhydratakkumulation
und cer Entwicklung von Chlorosen schli ef3en |&sst.

AlcMP17-29

24 hpi 48 hpi

Abb. 16. Farbung wn Ethanol-entfarbten Bléttern verschiedener Blattstadien mit Lugol scher-Lésung
(lod/Kaliumiodid) auf Vorhandensein von Starke gegen Ende der Dunkel periode (7:00 Uhr) 24 und 48 Stunden
nach Ethanol-Induktion (hpi) der transgenen Linie AICMP17-29 sowie den Wildtyp-Kontrollen (WT). Die
zusétzliche linke Abbil dung zeigt einen Ausschnitt des basalen Bereiches eines dlteren Blattstadiums 24 Stunden
nach Induktion, wo bereits eine spezfische Akkumulation um die Blattadern hdherer Ordnung, v.a. Klasse llI
Venen zu detektieren ist.

Bemerkenswert sind de deutlichen Unterschiede des indwzierbaren Phanotyps zu den
phanotypischen Anderungen bei konstitutiver Expresson von MP17 (Abb. 17. Die
Entwicklung chlorotischer Interkostalfelder infolge massver Starkeakkumulation beschrankte
sich bel der Expresson vonMP17 urter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors auschliefdlich
auf source-Blattbereiche und zeigte daher in sink/source-Ubergangsbl&ttern immer einen
akropetalen Gradienten. Zudem blieb de Stérkeakkumulation in korstitutiv MP17 transgenen
Linien auf die nicht-vendsen Bereiche beschrénkt. Somit schienen indwzierbarer und
konstitutiver Phanotyp ein , inverses’ Muster auszupragen.
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Y T

Abb. 17: Soucespezfische Akkumulation von Stérke in Bléttern der konstitutiv MP17 exprimierenden Linie
U-152 im Vergleich zur Wildtyp (WT)-Kontrolle. Dargestellt sind Blatter zunehmendes Alters (von rechts nach
links), die aunachst mit Ethanal entfarbt wurden. Die anschlielfende Farbung mit Lugol scher Losung zegt die
zunehmende, in akropetaler (source-sink) Richtung verlaufende Akkumulation von Stérke in der MP17
transgenen Linie am Ende der Dunkelphase, wadhrend de Kontrollpflanzen stérkefrei sind. Der Mal3stab
entspricht 2 cm.

3.1.2.4Anderungen des K ohlenhydratstatus nach Ethanol-Induktion von MP17

Die Akkumulation von Stérke zum Ende der Dunkelphase nach indwzierter Expresson van
MP17 legt enen Eingriff des MP17 in den Kohlenhydratmetabolismus bzw.
Assgmilattransport spezifisch in wadsenden Blattbereichen nahe, der letztendich in der
Ausprégung des Venen-asoziierten Phanotyps resultiert. Aus diesem Grund sollten de
kinetischen Anderungen des Kohlenhydratstatus nach Ethand-Induktion in mehreren
transgenen Linien im Vergleich zu den WT-Kontrollen quantitativ bestimmt werden. Die
Kanamycin-resistente T2-Nachkommenschaft der transgenen Linien AlcMP17-6 und
AlcMP17-29 sowie AlIcMP17:GFP-5 wurde im Gewéachshaus 7 h nach Beginn der Lichtphase
(13:00 Uhr) mit jeweils 100 ml Ethand [1% (v/v)] induziert und Proben der Lamina sowie
von Venenbereichen der Klass | undll von Bléttern der Blattstufe I (10-12cm, vgl. 3.1.2.3
Abb. 14 morgens (7:00 Uhr) und abends (19:00 Uhr) genommen. Das ausgewdhlte
Blattstadium (sink/source-Ubergang) zeigte zuvor eine relativ homogene Auspragung des
Phanatyps mit dem geringsten Gradienten in der Stérkeakkumulation zwischen Blattbasis und
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-spitze, was ,, Verdunnungseffekte® durch Vermischen von unerschiedlich stark betroffenen
Blattbereichen bei der Probennahme minimierte. Zur Bestimmung des Kohlenhydratstatus vor
der MP17-Indukion wurde der morgendiche Zetpunk (7:00 Uhr) 6 Stunden var der
Ethanadl-Applikation ausgewahlt undals TO bezeichnet.

Wie in Abb. 18 drgestellt, zeigte sich in der Lamina bereits nadh 6 Stunden (T6) ein
deutlicher Anstieg der Stérkegehalte in den transgenen Linien im Vergleich zu den
Kontrollen, wobei dies fur die Linien AIcMP17-6 und -29 stérker ausgepragt war als fur
AlIcMP17.GFP-5. Die Starkeakkumulation gegen Ende der Lichtphase war auch zu den
Zeitpunken T30 urd T54 in den transgenen Linien zu beobaditen, und AlcCMP17:GFP-5
erreichte dabel ein ahnliches Niveau wie die transgenen Linien olme GFP-Fusion. Nach Ende
der Dunkelphasen zeigten alle MP17-indwzierten Linien zu den Zeitpunken T18, T42, T66
und T90 erhohte Gehalte an Stérke in der Blattlamina im Vergleich zum Wil dtyp, wahrend
vor der Ethand-Applikation zum Zeitpunk TO keine signifikanten Unterschiede zu
verzeichnen waren. Die Stérkegehalte in den Venen der transgenen Linien bieben bis zum
Zeitpunkt T18 trotz der deutlichen Veranderungen in der Blattlamina unbeeanflusg, erst beim
Zeitpunk T30 war eine tendenzielle Erhdhury festzustellen, de éer aufgrund der starken
Variabilit & in den Kontrollen nicht signifikant war. Ahnliches galt fir T42 undT54, wahrend
sich de Unterschiede zu den spateren Zeitpunken T66 undauch T90 as sgnifikant erwiesen.

Im Gegensatz zu den Stérkegehaten waren die l6slichen Zucker durch die indwzierte
MP17-Expresson innerhalb der transgenen Linien weniger enheitlich bednflusg.
Tendenziell lief3 sich in der Blattlamina & 6 Stunden nach Indukion eine Erh6hung der
[6slichen Zucker feststellen, de aer fur die @nzelnen Linien urterschiedlich stark auspragt
undim wesentlichen auf eine Erhéhung der Hexosegehalte aurtickzufihren war. Nur im Fall
der Linie AIcMP17-6 beruhten de zum Zeitpunk T30 undT54 signifikant gegentiber den
Werten der beiden anderen transgenen Linien erhéhten 16slichen Zucker (als Summe nicht
gezeigt) auf einer Zunahme des Sacdarosegehaltes, der sich ansonsten relativ unverandert
von der MP17-Induktion zeigte. Eine signifikante Erh6hurg der 16slichen Zucker infolge der
erhbhten Hexosegehalte liel3 sich in der Blattlamina definitiv for alle Linien zu den
Zeitpunken T42 undT66im Vergleich zu den Kontrollen nachweisen, wahrend in den Venen
nur zum Zeitpunkt T66 ein signifikanter Unterschied in den Hexosegehalten auftrat, was mit
den deutlich erhhten Starkegehalten korrelierte.
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Abb. 18 Kohlenhydratgehalte in Lamina und Venenbereichen (Klasse | + II) 10-12 cm grol¥er Blétter
(Blattstufe II) von AlcMP17 und AlcMP17:GFP transgenen Linien im Vergleich zu den Kontrollen (WT) vor
(TO) und 6, 18, 42, 54, 66, und 20 Stunden nach Ethanolapplikation (13:00). Die Probennahme afolgte entweder
morgens (7:00 Uhr) oder abends (19:00 Uhr) wie angezegt. Die Werte sind as Mittelwerte (n=5) +
Standardabweichung dargestellt und die énzelne Linien sind farblich hervorgehoben.

3.1.2.5Anderungen der Genexpresson nach Ethanol-Induktion von MP17

Die spezifische Akkumulation vonStéarke bereits 6 Stunden nach Ethano appli kation gefolgt
von einem beginnenden chlorotischen Phanotyp etwa 30-36 Stunden nach Indukion legten
die Vermutung nahe, dass $ch auch Kohlenhydrat-vermittelte Anderungen der Genexpresson
manifestiert haben komten, wie e zuvor bel konstitutiv MPL17-exprimierenden Pflanzen
(Herbers et al., 1997 Hofius et al., 2001, dese Arbeit) und anderen Zucker-akkumuli erenden
transgenen Pflanzen beobadtet wurde (Herbers et al., 199@G). Aus diesem Grund wurde aus
dem in 3.1.2.4fUr die Bestimmung des Kohlenhydratstatus eingesetzten Pflanzenmaterial der
Linien AlcMP17-29, AlcMP17:GFP-5 sowie der WT-Kontrollen Gesamt-RNA isoliert und
die Expresson dor Kohlenhydrat-resporsiven Gene PR-Q, rbcS sowie AGPase Uber
Northern-Analyse untersucht und zudem die Ethand-indwzierte Expresson des MP17-
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Transgens bestimmt. Wie in Abb. 19dargestellt, waren MP17- und MP17:GFP-spezifische
Transkripte von 6 Stunden hbis 42 Stunden nach Ethandindukion zu detektieren. Die Zucker-
indwierbaren PR-Q Transkripte zeigten 30 h nadch Ethandapplikation eine verstérkte
Akkumulation gegentber der WT-Kontrolle, ab 42 Stunden nach Induktion waren sie sowohl
in Lamina ds auch Venen drastisch erhdht. Die Expresson rbcS-spezifischer Transkripte
reagierte weniger sengitiv auf die Ethanad-indwzierte Expresson vonMP17 undzeigte sich
am deutlichsten zu den Zeitpunkten T42 undT54 in den Venen undin geringerem Malie in
der Lamina gegenlber den Kontrollen redwziert. Paralel zur Induktion von PR-Q in der
Lamina zeigten sich auch die Transkripte der AGPase zwischen T30 und T54 signifikant
gegenuber den Kontroll pflanzen erh6ht.

TO T6 T18 T30 T42 T54 T66 T90
(A) WT 29 5 WT 29 5 WT 29 5 WT 29 5 WT 29 5 WT 29 5 WT 29 5 WT 29 5

of ¥ of of .

- e -
= gegwEeTTeEYY pYRRTYRIYTYIY

AGPase - - - e
B TO T6 T18 T30 T42 T54 T66 T90
( ) WT 29 5 WT 29 5 WT 29 5 WT 29 5 WT 29 5 WT 29 5 WT 29 5 WT 29 5

ne-

rbcS - - e W e W B e 'w".".”,.

Abb. 19 Northern-Analyse der Expresson Kohlenhydrat-responsiver Gene nach Ethanol-Induktion der
transgenen Linien AlcMP17-29 und AlcMP17:GFP-5 sowie Kontroll pflanzen (WT). Gesamt-RNA wurde aus
dem identischen Probenmaterial gewonnen, das zuvor fir die Bestimmung der Kohlenhydratgehalte in Lamina
und Venen eingesetzt wurde (vgl. Abb. 18). 30 ug RNA wurden gelelektrophoretisch getrennt und die Northern
Blots mit den cDNA-Sonden rbcS, PR-Q, AGPase sowie d@ner MP17-spezfischen Sonde hybridisiert.
Dargestellt ist die Transkriptakkumulation in (A) Lamina und (B) Venen (Klasse | + II) der 10-12 cm grofen
Blétter (Blattstufe I1) zu den angezegten Zeitpurkten (TO bis T90) nach Ethanolapplikation.
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Um zu Ukerprifen, ob de raschen MP17-induzierten Anderungen in der Expresson
Abwehr-relevanter und phaosynthetischer Gene auf Kohlenhydrat-vermittelte Signale oder
eher auf eine direkte Perzeption des MP17-Proteins zurtickgefiihrt werden konrten, wurden in
einem weiteren Experiment transgene Pflanzen der Linien AIcMP17-29 und AIcMP17.GFP-5
nadh Ethanol-Indulktion in Dunkelheit transferiert und Blattproben vor (0) und 6, 18, 3042,
54 sowie 66 Stunden madh Induktion im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen genommen.
Gesamt-RNA wurde aus dem Pflanzenmaterial isoliert und de Northern Blots mit MP17-,
PR-Q- undrbcS-spezifischen cDNA-Sonden hybridisiert. Dabel konrte weder die Indukion
von PRQ noch eine Anderung der rbcSExpresson im Vergleich zu den Kontrollen
nachgewiesen werden, wobel rbcS Transkripte nach Transfer der Pflanzen in Dunkelheit in
allen Linien vergleichbar abnahmen. Hingegen konrte in den urtersuchten Linien de
Indukion von MP17 und MP17:GFP 6 Stunden nach Ethand-Applikation belegt werden,
und de Transkripte waren bis 66 Stunden nadh Ethanad-Indukion rachweisbar, also deutlich
langer asin den Pflanzen, de @nen namalen Licht/Dunkel-Rhythmus aufwiesen (s. 3.1.2.3,
Abb. 14 3.1.2.5Abb. 19.

WT AlcM P17-29 AlcM P17:GFP-5
[hpi] 0 6 18 30 42 54 66 0 6 18 30 42 54 66 0 6 18 30 42 54 66
[ ] o
MP17 bl Yeww
PR-Q

rbcS '.- ". _ ". -

Abb. 20: Northern-Analyse der Genexpression von MP17, rbcS und PR-Q in den Linien AlcMP17-29
AlcMP17:GFP-5 sowie WT-Kontrollen nach Ethanol-Applikation und Transfer der Pflanzen in Dunkelheit. Die
Probennahme efolgte vor (0) und 6, 18, 30, 42, 54 sowie 66 Stunden nach Ethanol-Induktion (hpi). Geamt-RNA
wurde aus dem Blattmaterial isoliert und Northern-Blots mit 30 ug RNA nach gelelektrophoretischer Trennung
mit den angezeigten cDNA-Sonden hybrisidisiert.

Ubereinstimmend mit der fehlenden Transkriptindukion von PR-Q konrten auch keine
phanotypischen Anderungen in  den Ethanol-indwzierten transgenen Linien urter
Dunkelbehandlung detektiert werden, was einen drekten Zusammenhang zwischen dem
Kohlenhydrat-vermittelten Phanotyp und ar Anderungen in der Genexpression rehe legt.
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3.1.2.6Resistenzagenschaften gegentiber der Infektion mit PVY

In korstitutiv MP17 exprimierenden Tabaklinien komte zuvor eine @ngeschrankte Resistenz
gegenuber dem nicht-verwandten PVY Potyvirus (Herbers et al., 1997) nadgewiesen
werden. Dabei waren de erhdhten Resistenzeigenschaften von der MP17-Dosis abhdngig und
traten nu in transgenen Pflanzen auf, die Kohlenhydratakkumulation undWuchsretardierung
zeigten (Hofius et al., 2001; diese Arbeit). Zudem korrelierte die MP17-indwzierte Resistenz
mit der Expresson vonPR-Protein spezifischen Transkripten, was all erdings nicht als direkte
Ursadhe fur die ehdhte Resistenz, sondern vielmehr als Indikator fir eine unspezifische
Kohlenhydrat-vermittelte Abwehrreaktion gelten kann. Aus diesem Grund sollte untersucht
werden, ob dr durch Ethand-indwzierte MPL17-Expresson hervorgerufene Phanotyp
ebenfalls zu verdnderten Resistenzeigenschaften gegentiber PVY fihrt. Darliber hinaus
konnte die Suszeptibili & systemischer Blatter gegenlber der Besiedelung mit PVY Hinweise
darauf geben, ob dr Venen-asoziierte Starkephanotyp in wadhsenden Blattbereichen auf
eine spezifische, MP17-vermittelte Beeinflussung des Photoassmil atimportes zurtickgefihrt
werden kann, da die systemische Ausbreitung von Viren dem Assmilatstrom in der Pflanze
folgt undsomit as,,Marker” fur importierende Gewebe dienen kann.

In einem Infektionsexperiment wurden de Linien AlcMP17-6, AlcMP17-29 und
AlIcCMP17.GFP-5 sowie Wildtyp-Kontrollen zunachst mit Ethand indwiert und rac
Auspradgung des Phanotyps - 48 Stunden nach Ethandindukion - mit PVY infiziert. Eine
phanotypisch verénderte Pflanze der Linie AICMP17-29 zum Zeitpurkt der Infektion ist
beispielhaft in Abbildung 21 dargestellt und dhs lokal infizierte Blatt angezeigt. Nach
weiteren 6 Tagen wurden Proben fir die Bestimmung des Virugtiters im 4. systemischen
Blatt, das zum Zeitpunk der Infektion das jungste Blatt mit phénotypischen Veranderungen
darstellte, sowie dem 5. systemischen Blatt genommen, das sch vornehmlich erst nach
Ethanal-Indukiion entwickelte und daher keinen Phénotyp ausprégte (Abb 21A).

Die ELISA-Bestimmung der Virustiter ergab, dass im 4. systemischen Blatt eine
signifikante Reduktion des PVY Levels um jeweils 68%, 626 und 53% fur die Linien
AIcMP17-6, AIcMP17-29 undAlcMP17:GFP-5 gegentiber der Kontrolle zu verzeichnen war
(Abb. 21B), wahrend im 5. systemischen Blatt die PVY -Gehalte @n vergleichbaren Niveau
wiein den Kontrollen erreichten. Somit haben offensichtlich de phanatypischen Anderungen
as Folge der transienten MP17-Indukion einen limiti erten lokalen Einfluss auf den Import

undoder die Multi plikation des Virusin den transgenen Linien.
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Abb. 21: PVY -Infektion von AlcMP17 und AlcMP17:GFP transgenen Linien. (A) Phénotyp 48 Stunden nach
Ethanolapplikationin AIcMP17-29 zum Zeitpurkt der PVY -Infektion des lokalen Blattes und Markierung des 4.
und 5. systemischen Blattes, von denen nach weiteren 6 Tagen Proben fir die ELISA Virustiter-Bestimmung
genommen wurde. (B) PVY-Virustiter in 4. und 5. systemischem Blatt 6 Tage nach Infektion der Linien
AlcMP17-6, AlcMP17-29, AlcMP17:GFP-5 sowie Wildtyp-Kontrollen (WT). Die Werte représentieren die
Mittelwerte (n=20) + Standardfehler und sind in Prozent des WT-Gehaltes angegeben. Die Pflanzen waren zum
Zeitpunkt der Ethanol-1nduktion 6 Wochen alt und hatten 8-9 Bl étter.

3.1.2.7Subzdlulére Lokalisierung von MP17 nach Ethanol-Induktion

Trotz deutlicher und gleichmaBiger Akkumulation von MP17 und MP17: GFP-spezifischen
Transkripten nadh Ethanolindukion (Abb. 14,Abb. 19 in urterschiedli chen Blattalterssufen,
konnte in keinem der Induktionsexperimenten ein MP17-Proteinsignal Uber Western-Analyse
detektiert werden. Denkbar ist, dassim Unterschied zu korstitutiv exprimierenden Pflanzen,
in denen sich eine generelle Akkumulation des MP17 an den PDs des vaskulédren und nicht-
vaskuldren Gewebes in source-Bléattern nachweisen lésd (3.1.1.2,Abb. 5), die Affinitdt des
Ethand-indwierten MP17 zu pglasmodesmalen Komponrenten eine héhere Zell spezifitét sowie
eine starkere Abhéngigkeit vom physiologischen Status und Entwicklungszustand der PDs
aufweist. Das MP17-Protein trifft nach Induktionin einem relativ kleinen Zeitfenster auf eine
intakte Pflanze undist nicht, wie bei konstitutiver Expresson, Uler die gesamte Entwicklung
anwesend. Es ist zudem anzunehmen, dass nicht-plasmodesmal lokalisiertes MP17 rasch
degradiert wird, denn in sink-Blattern MP17:GFP transgener Pflanzen, wo eine Assziation
des MP17 aus<chliesdich mit PDs der Trichome detektierbar war (3.1.12, Abb. 5, konrten
keine Signale des MP17:GFP im Cytosol mikroskopisch lokalisiert werden. Um zu
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Uberprifen, ob de Lokaisation von MP17 madch Ethand-Indukion mit dem Venen-
aszii erten Phanaotyp korreliert und eine hohe Zell spezifitét fur die fehlende Detektionin der
Western-Analyse ds Erklarung dienen kann, wurden transgene Pflanzen der Linie
AICMP17.GFP-8 mit Ethand indwziert und fluoreszenzmikroskopisch analysiert.
AlcMP17.GFP-8 wurde =zuvor in den kinetischen Analysen aufgrund der fehlenden
Homogenitét in der Phanotypausprégung infolge multipler Transgeninsertionen nicht
berticksichtigt, doch erschien die Linie aifgrund des hohen Expressonsniveaus im Vergleich
zu anderen AICMP17.GFP transgenen Linien (3.1.2.2,Abb. 12 am besten fUr subzelluldre
Lokalisierungsgudien geeignet. Die mikroskopischen Anaysen wurden 48-72 Stunden nadh
Ethandindulion zu einem Zeitpunk durchgefiihrt, wo der Phéanotyp deutli ch ausgepragt war.

Abb. 22 Lokaliserung von MP17:GFP in Epidermisbereichen verschiedener Venenklassen der Linie
AlcMP17:GFP-8, 48-72 Stunden nach Ethanolapplikation. (A) Trichom im phénotypischen Venenbereich der
Klas Il eines sink/source-Ubergangsblattes (3. Blatt von oben, Blatt Nr. 1 Blatt entspricht sink-Blatt mit 1 cm
Lange) 3 Tage nach Ethanolapplikation. Pfeile markieren GFP-Fluoreszenz in Zellwandbereichen der basalen
Trichomzdle. (B) Epidermisbereich der Venenklase Il im basalen Bereich des Blattes wie in (A). (C)
Epidermisbereich der Venenklasse Il des Blattes wie in (A) und (B). GFP-Fluoreszenz ist auf einzene
Epidermiszdle mit Trichomansatz beschrankt. (D) Querschnitt durch Klasse Il1-Vene im basalen Bereich eines
14 cm grofien, phanotypischen Blattes 48 h nach Ethanolapplikation. GFP-Fluoreszenz ist tberwiegend auf den
Parenchymbereich unter der Epidermis beschrankt (Pfeil). (E) Querschnitt durch Klasse II-Vene im terminalen
Bereich des Blattes wie (D) zegt ebenfalls eine limitierte Lokalisierung in einzenen Parenchymzdlen. (F)
Trichom Uber Mittelrippe (Venenklasse 1) im mittleren Bereich eines 8,5 cm grof¥en phéanotypischen Blattes mit
GFP-Fluoreszenz im Zellwandbereich der Trichon/Epidermis-Grenzschicht. Mal3stab in (A) und (E) zegt 50
pm, in (B), (C), (D) und (F) jeweils 100 um an.
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In Abb. 22 sind leispielhaft einige LSM-Aufnahmen gezeigt, die die plasmodesmae
Lokalisation des MP17:GFP-Fusionsproteins belegen. Dabel zeigt sich, dass MP17.GFP vor
allem in Zellen der Epidermis (einschliefdich der Trichome) sowie der darunterliegenden
Zellschicht von phinotypischen Venenbereichen (vornehmlich Klasse 11 und 111) zu
detektieren ist.

3.1.3 Etablierung eines genetischen Systems zur ldentifizierung von Arabidopsis-

Mutanten mit potentiellen Defekten in pflanzlichen MP17-Rezeptoren

Die kongtitutive und indwzierbare Expresson von MP17 in transgenen Pflanzen zeigte, dass
virdle Movement Proteine sehr spezifisch auf PDs, Asdmilattransport und sink/source-
Beziehungen einwirken konren, was vermutlich auf primare und sekundére Effekte
zurickzufiihren ist. Letztendich lasen sich aber die zugrundelegenden Medhanismen der
MP/Pflanze-Wedselwirkung nur  Uber die Identifizierung des/der pflanzlichen
Interaktionspartner(s) aufklaren. Dabei legt die spezifische Assziation des MP17 mit PDs
Protein/Protein-Wedselwirkungen mit plasmodesmalen Proteinkomporenten nahe. Von
Kragler et al. (1999 wurde en universaler Rezeptor fir die Transokation duch PDs
postuliert, der gleichermal3en fir endogene Proteine und virae MPs als Bindurgspartner
dient. Trotz zahlreicher beschriebener Arbeiten zur Isolierung von MP-Rezeptoren wurde
bisher kein PD-spezifischer MP-Interaktionspartner Gber biochemische Methoden wie , Filter-
Binding-Assay* oder genetische Ansdtize in Hefe (Zwe-Hybrid System) identifiziert.
Vielmehr wurden Interaktoren gefunden, de eine Beteiligung am intrazellularen Transport
des MPs in die Zéll peripherie wahrscheinlich machen, wie die Interaktion des TMV-MP mit
der Pektinmethylesterase (Dorokhovet al., 1999 Chen et al., 2000 oder die Asziation des
TSWV-MP mit Dnal-dhnlichen und Myosin/Kinesin-ahnlichen Proteinen (Soellick et al.,
2000 von Bargen et al., 200]). Im Falle des MP17 fuhrte weder das Hefe Zwei-Hybrid
System (eigene Arbeiten, Daten nicht gezeigt) noch ein bhiochemischer Ansatz (Pagp, 2003
zur abschlielfenden Identifizierung eines Bindurgspartners, so dass ein aternativer
genetischer Ansatz zur Isolierung von Mutanten mit putativen Defekten im MP17-
Bindungspartner entwickelt werden sollte. Obwohl sich Tabak als wertvoll es und geagnetes
Modell system zum Studium der physiologischen Effekte der MP17 Expresson erwiesen hat,
ist es als genetisches System denkbar ungeeignet. Es wurde daher Gberprift, ob sich das
System auf Arabidopsis Ubertragen 18sd.
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3.1.3.1Phanotyp und Kohlenhydratstatusin MP17 transgenen Arabidopsis C24

Arabidopsis-Pflanzen des C24-Okotyps wurden mit dem Plasmid pET15 (vgl. 1.4.9
transformiert, das zuvor in Tabakpflanzen zu einer hohen Expresson des N-terminal um 24
Aminosduren verldngerten MP17-Proteins und infolgedessen zu den beschriebenen
phanatypischen Anderungen fiihrte (Herbers et al., 1997 diese Arbeit). Das Saagut der tiber
Vakuuminfiltration transformierten Pflanzen wurde auf Kanamycin selektiert, wobei die
meisten resistenten Pflanzen einen auffalligen Phanotyp zeigten, der durch ein Ausbleichen
der unteren Blatter charakterisiert war (Abb 23A). 18 resistente Pflanzen wurden Uber
Western-Analyse auf MP17-Expresson getestet. In Extrakten von 16Pflanzen lief3 sich ein
spezifisches MP17-Signal in der erwarteten Laufhéhe von 2425 kDa (Abb. 23B) nachweisen.

(A)

(B)
[kDa] WT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
46— pre

T g ———— *—‘
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Abb. 23: Identifizierung MP17 exprimierender Arabidopsis-Linien nach Transformation des Plasmids pET15in
den C24-Okotyp. (A) Phanotyische Anderungen transgener Pflanzen (ET15) in Gewebekultur im Vergleich zur
Kontrolle (WT). (B) MP17-Expresson in transgenen Arabidopsis-Pflanzen (T1). Auf einem 15%igen SDS-Gel
wurde Gesamtprotein aufgetragen, gelelektrophoretisch getrennt und anschlief3end eine Western-Analyse mit
dem MP17-Antikorper durchgefihrt. WT, Kontrolle; 1-18, Kanamycin-resistente Transformanden.

Nadch Transfer ins Gewdadhshaus zeigten die phanotypischen Pflanzen eine deutliche
Wouchsretardierung und einen chlorotischen Phanotyp in den sourceBléttern, was an de
phanatypischen Anderungen der MP17 transgenen Tabakpflanzen erinnerte. Fir weitere
Anaysen wurde von den Linien ET15-12, ET15-14 undET15-16 Saagut gewonren und de
Linien Uber mehrere Generationen vermehrt, so dass Pflanzenmaterial mit einheitli chem

Phanatyp erhalten wurde. Um zu Gbkerprifen, ob de beobadtete Wuchsretardierung mit
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Anderungen im Kohlenhydratstatus korreli erte, wurden transgene Pflanzen der T6-Generation
unter Kurztagbedingungen angezogen und 8Wochen nach der Aussaat auf Akkumulation von
[6glichen Zuckern und Stérke analysiert. In Abb. 24A ist der Phanotyp zum Zeitpunk der
Ernte dargestellt. Alle drei Linien zeigen einen deutlich verminderten Wuchs gegentiber den
Kontrollen (C24), wobei ET15-14 den starksten Eff ekt aufwies. Acht Tage nach Transfer der
Pflanzen in Langtagbedingungen zeigten sich ebenfalls deutliche Unterschiede in der
Blltenentwicklung zwischen den transgenen Pflanzen und a@n Kontrollen (Abb. 24B).
Wahrend der Wildytp bereits einen ausgepragten Blitenstand mit gedff neten Bliten und
jungen Schoten aufwies, war bel den transgenen Linien ET15-16 und-12 der BlUtenstand
gerade ast hervorgetreten und kel der am starksten betroffenen Linie noch nicht sichtbar,

was auf eine generell e Entwicklungsverzégerung in den transgenen Linien schlief3en 18sd.
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Abb. 24 Phanotyp MP17 transgener Arabidopsis-Linien des Okotyps C24 nach 8 Wochen unter
Kurztagbedingungen (A) und nach weiteren 8 Tagen unter Langtagbedingungen (B) im Vergleich zur Wil dtyp-
Kontrolle (C24). (C) Kohlenhydratgehalte in transgenen Linien nach 8 Wochen unter Kurztagbedingungen.
Proben wurden 8 Stunden nach Beginn der Lichtphase von jeweils zwel source-Bléttern pro Pflanze genommen
und l6gliche Zucker und Stérke bestimmt. Daten sind als Mittelwerte (n=6) = Standardfehler angegeben.

Die Kohlenhydratgehalte in den transgenen Linien urter Kurztagbedingurngen (Abb. 24C)
zeigten in Ubereinsimmung mit der Auspragung des Phanotyps eine drastische
Akkumulation von l6slichen Zuckern und Stérke in der Linie ET15-14. In den weniger
betroffenen Linien ET15-12 und ET1516 kante eenfals eine generelle Erhdhung an
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Hexosen, Sacdarose und Stérke beobachtet werden, dach erwiesen sich de Unterschiede im
Vergleich zum Wildtyp nu fir die Gehalte an Hexosen (ET15-12 und-16) und Sacdtarose
(ET1512) as gatistisch signifikant. Es fiel auf, dass die Hexosegehalte offensichtlich am
empfindlichsten auf die Expresson des MP17 reagierten und um die Faktoren 1,6 (ET15-16),
3,2 (ET1512) bzw. 148 (ET15-14) gegentiber den Kontrollen erhdoht waren. Demgegeniber
waren de Gehalte an Saccharose und Starke maximal um den Faktor 5,7 kezw. 2,5in der Linie
ET15-14 verandert.

Insgesamt lasg sich feststellen, dassdie Expresson vonMPL17in Arabidopsis thaliana zu
phanatpyischen Anderungen fiihrte, die tibereinstimmend mit MP17 transgenen Tabaklinien
(vgl. 3.1.1.4 Abb. 7 durch Wuchsretardierung, Entwicklungsverzogerung und deutli cher
Akkumulation von Kohlenhydraten in sourceBléttern charakterisiert sind. Dies lasd einen
vergleichbaren Wirkmechanismus des MP17-Proteins auf plasmodesmale Funktion und
Asdmilattransport sowie konservierte endogene Interaktionspartner von MP17 Lel
verschiedenen Pflanzenspezies vermuten urd unterstreicht die Ubertragbarkeit des

experientell en Ansatzes auf das genetisch analysierbare Arabidopsis-System.

3.1.3.2Phanotyp und Kohlenhydratstatusin MP17:GFP transgenen Arabidopsis Col-0

Die Transformation des Konstruktes ET15 vermittelte @n holes MP17-Expresgonsniveau in
transgenen Tabak- und Arabidopsis-Pflanzen, was $ch als Voraussstzung fir die
Entwicklung ces pleiotropen Phanotyps erwies. Hingegen fihrte die konstitutive Expresson
der MP17:GFP Reportergenfusion in Tabak als Folge eines relativ niedrigen Proteingehaltes
weder zur Kohlenhydratakkumulation nah zu enem retardierten  Wadstum in
Tabakpflanzen. Allerdings erwies sch dabei die Fahigkeit von MP17 zur plasmodesmalen
Asoziation undModifikation urabhéngig vom Expressonslevel.

Um zu urtersuchen, db die Expresson vonMP17:GFP zur visualisierbaren ,, Markierung®
der PDsin Arabidopsis fuihrte und ein @hnlich hohes Expressonsniveau erreicht werden muss
um Uber die plasmodesmale Asoziation hinaus MP17-vermittelte Anderungen des
Assmilattransportes zu indwzieren, wurde das bindre Konstrukt p35S-1 in Arabidopsis
transformiert. Dabei wurde der Okotyp Col-0 ausgewahlt, um gegebenenfalls die transgenen
Linien als genetisches Materia fur die Generierung vonMutanten nach Samenmutagenese
einzusetzen.

Nadch Agrobacterien-vermittelter Transformation von Col-0 Wildtyp-Pflanzen Uber

Vakuuminfiltration wurde das gewonrene Saagut auf Kanamycin selektiert und resistente
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Pflanzen Uber Western-Analyse auf Expresson des Fusionsproteins durchmustert. Von 16
Transformanden zeigten 7 Pflanzen ein spezifisches Signal in der Laufhohe von etwa 45 kDa,
was der zu erwartenden Grof%e des Fusionsproteins entsprach undmit dem Signal im parall e
aufgetragenen Extrakt aus der MPL17:GFP exprimierenden Tabaklinie 35S-1-41
Ubereinstimmte (Daten nicht gezeigt). In Abb. 25 ist die Expressonsanayse von 5
ausgewahlten transgenen Arabidopsis-Linien dargestellt. Von desen Linien zeigte 35S
MP17:GFP-16 den hdchsten Proteingehalt und zudem phdnatypische Verénderungen, die sich
unter Langtagbedingungen wie in den ET15Linien dastelten (Abb. 2%C).
Fluoreszenzmikroskopische Analysen belegten, dass sch in alen Linien das MP17.GFP-
Fusionsprotein as punktuelle Fluoreszenz im Zellwandbereich der Epidermis lokalisieren lief3
(vgl. 3.13.3), was eine plasmodesmale Assoziation des MP17-Proteins wie in Tabakpflanzen
nahe legte.

Abb. 25  Expresgonsandyse von

(A) 8 9 11 14 16 WT MP17:GFP in transgenen Arabidopsis-
Linien des Okotyps Col-0 und

1.4kb —» " phénotypische Anderungen unter
Langtagbedingungen.

. (A) Northern-Analyse von MP17:GFP
spezfischen Transkripten. Gesamt-RNA
wurde von Kontrollpflanzen (WT) und
MP17:GFP transgenen Linien isoliert und
30 ug RNA pro Spur aufgetragen. Der
Northern-Blot wurde mit einer MP17
spezfischen cDNA Sonde hybridisiert.

(B) Western-Andyse der MP17:GFP

Protein-Akkumulation in  verschiedenen

: transgenen Linien und einer Wildtyp-

355 MP17:GFP-16 Kontrolle mittels eines palyklonalen anti-
MP17 Antiserums (1:5000V erdiinnung).
(C) Wouchsretardierung urd chlorotische
Aufhellungen in  sourceBléttern der
transgenen Linie 35S-MP17:GFP im
Vergleich zu einer untransformierten
Kontrolle (WT).

(B)

45kDa —»

(C)

Von cen transgenen Linien 355-MP17:GFP-9, -14 und-16 wurde Saagut gewonren und Uler
mehrere Generationen vermehrt, so dasshomozygotes Pflanzenmaterial fur die Kohlenhydrat-
Anayse ehaten wurde. Die Pflanzen der transgenen Linien wurden fir 8 Wochen unter
Kurztagbedingungen angezogen und ve der Probennahme die Expresson des
Fusionsproteins in den nicht-phdnatypischen Linien 355-MP17:GFP-9 und -14 ibker die
mikroskopische Detektion der GFP-Fluoreszenz verifiziert. Die Probennahme zur
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Kohlenhydratbestimmung erfolgte paralel zu den MP17 exprimierenden Linien ET15 (vgl.
3.1.3.). Die Analysen ergaben, dassdie phanotypische Linie 35S-MP17:GFP-16 signifikante
Mengen l6sliche Zucker und Stérke in den sourceBléttern gegentber den Kontrollen
akkumulierte (Abb. 26). Die nicht-phanctypischen Linien zeigten nu eine tendenzielle
Erhohurg in den Hexosegehalten, de sich aber statistisch nicht absichern lief3, wahrend cer
Sactarosegehalt unveréndert blieb. Interessanterweise war der Stérkegehalt in der Linie 355
MP17:GFP-9 sogar leicht vermindert, eine Beobachtung, die zuvor bei MP17.GFP transgenen
Tabaklinien bei niedrigem Expressonsniveau gemadit wurde. Allerdings erwies sch dese

Veranderung gegeniiber den Kontrollen als nicht signifikant.
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Abb. 26: Phanotyp MP17:GFP transgener Arabidopsis-Linien des Okotyps Columbia (Col-0) nach 8 Wochen
unter Kurztagbedingungen (A) im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle (Col-0). (B) Kohlenhydratgehalte in
transgenen Linien nach 8 Wochen unter Kurztagbedingungen. Proben wurden 8 Stunden nach Beginn der
Lichtphase von jeweils zwei source-Bléttern pro Pflanze genommen urd 16dliche Zucker und Stérke bestimmt.
Daten sind als Mittelwerte (n=6) + Standardfehler angegeben.

3.1.3.3Subzdlulére L okaliserung von MP17:GFP

Dadie Primércharakterisierung der MP17:GFP transgenen Arabidopsis-Linien eine Zellwand-
asziierte Lokalisation des Fusionsproteins ergab und de Interaktion des MP17 mit
plasmodesmalen Strukturen auch in Arabidopsis wahrscheinlich madite, sollte die
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phanaotypische Linie 35S-MP17.GFP-16 cetailli erter auf die plasmodesmale Préferenz von
MP17 in Arabidopsis untersucht werden. Fluoreszenzmikroskopische Analysen zeigten, dass
vergleichbar zu MP17:GFP exprimierenden Tabakpflanzen das Fusionsprotein mit Zell-zu-
Zell Verbindungen des vaskularen und mcht-vaskuldren Gewebes in source-Blétern
asziiert vorlag. Wie in Abb. 27 @rgestellt, ist eine deutliche Fluoreszenz in der Epidermis,
dem Mesophyll, sowie in den vaskul&ren Bundeln der Petiolen zu detektieren (Abb. 2B-D)
Darliber hinaus zeigten de Wurzeln im Bereich des Zentralzylinders eine aufféllig starke
Fluoreszenz, die zuvor in Tabak nicht gefunden wurde (Abb. 2°F). Hingegen war in sink-
Blattern nur eine Asoziation mit Zellwénden der Trichomzellen am Ubergang zur Epidermis
zu beobadhten, nicht aber mit den Zell-zu-Zell Kontakten zwischen den Epidermiszellen
(Abb. 27A).

(D)

Abb. 27. GFP-Fluoreszenz in verschiedenen Geweben der ArabidopsisLinie 35S-MP17:GFP-16. (A)
Punktuelle Dekorierung der Trichombasiszdle am Zell-zu-Zell Kontakt mit Epidermis eines sink-Blattes (<0,3
cm), alerdings ohne Markierung der Zellwandbereiche zwischen den sink-Epidermiszdlen. (B) Aufsicht auf
Epidermis mit Trichom in einem source-Blatt, Fokusebene aif darunter liegendem Palisadenparenchym
eingestellt (s. auch vergréRerter Ausschnitt). (C) Punktuell e Dekorierung der Zellwandbereiche der Epidermisin
einem source-Blatt, (D) im Parenchym und (E) im Leitbindel einer quergeschnittenen Petiole, sowie (F) im
Zentralzylinder einer Hauptwurzd mit Seitenwurzdansatz. Mal3stab gibt in (A), (C), (F) 20 um, in (B), (D) und
(E) 50 pm an.

Um zu verifizieren, ob die punkuelle Fluoreszenz auf eine plasmodesmale Lokalisation

wie in Tabak zurickgefuhrt werden konrte, wurden mit dem anti-MP17 Antiserum
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Immunogold-Markierungen duchgefuhrt. Dabei  bestétigte sich, dass MP17.GFP
aus<chliefdlich an PDs verschiedener Zelltypen des vaskuldren und ncht-vaskul&ren Gewebes
lokalisiert war (Abb. 28).

(A) ' (B)

Abb. 28 Immunogold-Markierung von MP17:GFP an Plasmodesmen (PDs) verschiedener Zelltypen der
transgenen Linie 355-MP17.:GFP-16 mit polyklonalem anti-MP17 Antikdrper und Gold (10nm)-konjugiertem
Protein A. (A) Markierung von PDs zwischen zwei Parenchymzdlen im Mesophyllgewebe. (B) PDs zwischen
vaskuléren Parenchymzdlen im Leitgewebe enes source-Blattes (VP). (C) Markierung einer Siebplatte (SP).
(D) Markierung eines PD zwischen zwel Siebelementen (SE). (E) PD-Markierung zwischen Geleitzelle und SE
im Zentralzylinder der Wurzd. (F) Lokalisierung von MP17:GFP an PD zwischen zwei SE im Zentralzylinder
der Wurzd. Mal3stab gbtin (A), (B), (D), (E) 0,15 um, in (C) und (F), 0,25 um an. [Bilder von Dr. Twan Rutten
nach der Methode in Hofius et al., (2001)].

3.1.3.4Strategie zur Isolierung von MP17-Suppressormutanten und Optimierung des
Testsystems

Die plasmodesmale Markierung durch MP17 (3.1.3.3 sowie der beobachtete Einfluss der
MP17-Expresson auf Pflanzenentwicklung und Assmilatvertellung (3.1.3.1, 3.1.3.2 lasd
konservierte MP17-Interaktionspartner zwischen Arabidopsis und Sdanaceen vermuten. Die
transgenen Arabidopsis-Linien hieten somit ein genetisches System zur Identifizierung von
Mutanten mit verénderten plasmodesmalen Bindurgs- und Transporteigenschaften urd damit
zur Isolierung putativer MP17-Rezeptoren. Vorausstzung dazu ist die Samenmutagenese
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einer homozygoten MP17 transgenen Linie und ein gedgnetes, effizientes Testverfahrens zur
Durchmusterung einer grof¥en Mutantenpopuation.

Unter der Annahme, dass Mutanten mit einem Nullale ener plasmodesmaen
Proteinkomporente a@ne starke Wuchsretardierung oder gar Letalitét aufweisen, muss eine
Strategie gewahlt werden, de die Isolierung von Mutanten mit Anderungen (,change of
function®) und ncht dem Verlust (,loss of function®) der Funktionalitét des koderten
Proteins anstrebt. Verdnderte Bindungselgenschaften des plasmodesmalen MP17-Rezeptors
konnten somit entweder Uber die Aufhebung der plasmodesmalen Assoziation oder die
Reversion ces MP17-vermittelten Exportblocks und somit der Wuchsretardierung identifiziert
werden. Solche sogenannten MP17-Suppressormutanten musden sich im Wadstum ahnlich
wie die nicht-transgenen Kontrollpflanzen verhalten und aher relativ einfach aus einer
grof3en Popuation phanotypischer Pflanzen zu isolieren sein.

Aus diesem Grund wurden in eéinem Vorversuch Samen von WT-Pflanzen (Col-0) mit
dem Saagut der phanotypischen MP17:GFP transgenen Linie 355-MP17:GFP-16 vermischt
und in Pflanzschalen ausgesét. Um die optimale Aussaadichte a1 bestimmen wurden dabei
~250 Samen (5 mg), ~500 Samen (10 mg) und ~1000 Samen (20 mg) der transgenen Linie
mit jeweils 10 WT-Samen versetzt und arall el mit den entsprechenden Kontrollen ohre WT-
Saagut unter Langtagbedingungen angezogen.

250 Pflanzen 500 Pflanzen 1000 Pflanzen

Y

gy L BB RIS, NP 5
) ! £% v 7 i W",_‘-*"&';.‘q‘,* el pgP .'.gﬂ ek .

=,

Abb. 29 Uberprifung der optimalen Saadichte der MP17.GFP exprimierender Arabidopsis-Linie 35S
MP17:GFP-16 zur Isolierung von MP17-Suppresormutanten. 250, 500 oder 1000 Samen wurden entweder ohne
(-WT) oder mit jeweils 10 Wildtyp-Samen (+WT) ausgesét. Nicht-phanotypische WT-Pflanzen sind mit Pfeilen
markiert und bel einer Dichte von 250und 500 Samen deutlich, bei 1000 Samen hingegen schwieriger zu
erkennen.
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Es liel3en sich bel alen vorgenommenen Saadichten zwischen 58 WT-Pflanzen urter
den Transgenen wiederfinden, allerdings bei 1000Pflanzen nur mit grofieren Schwierigkeiten
(Abb. 29. Aus diesem Grund erschien die Dichte von 5@ Samen pro Schale ds optimales
Testsystem zur Identifizierung von MP17-Suppressormutanten.

3.1.3.5EM S-Mutagenese @ner MP17:GFP transgenen Arabidopsis-Linie

Da sowohl die T-DNA oder Transposonvermittelte Insertionsmutagenese ds auch der
Einsatiz ionisierender Strahlung darauf abzielen, ,loss of function® Mutationen und
tatsddiliche Nullalele a1 erzeugen, war die demische Samenmutagenese mittels
Ethylmethansulfonat (EMS) die Methode der Wahl zur Erzeugung einer Mutantenpopuation
basierend auf einer phanotypischen MP17 transgenen Linie. Chemisch mutagene Substanzen
wie EMS zeigen hole Mutationsraten und legiinstigen den Einzelbasenaustausch gegentber
grof3eren genetischen Veranderungen und resultieren daher haufig in dem Austausch einer
einzelnen Aminosdure des kodierten Proteins. Fir die Samenmutagenese wurde die
phanaotypische und hanozygote Linie 355-MP17:GFP-16 im Col-0 Hintergrund ausgewahit.
Uber die GFP-Fluoreszenz lassen sich de generierten MP17-Suppressormutanten einfach auf
Anderungen der plasmodesmalen Lokaisation von MP17:GFP untersuchen, was erste
Hinweise auf eine mogliche Mutation des PD-assozii erten MP17-Bindungspartners gabe.

Die Samenmutagenese wurde von der Firma LEHLE SEEDS (Round Rock, TX, USA)
durchgefuhrt und dibel 1,44 g honozygotes Saagut der Linie 355-MP17:GFP-16 (T4) mit
0,21% (v/iv) EMS mutagenisiert. Anschlief3end wurde ene ageschétzte M1-Popuation van
34848 Pflanzen in 24 Parentalgruppen (1453t58 Pflanzen pro Gruppe) angezogen und as
M2-Saagut von LEHLE SEEDS erhalten.

3.1.3.6ldentifizierung und Primarcharakterisierung von MP17-Suppressor mutanten

Die Durchmusterung der M2-Nachkommenschaft auf MP17-Suppressormutanten erfolgte in
Pflanzschalen urter Langtagbedingungen im Gewadshaus. Basierend auf den in 3.1.4.1.
beschriebenen Vorversuchen wurden parale die 24 Parentalgruppen (PG) mit jeweil s einer
Saddichte von 500Samen pro Schale sukzessve auf Revertanten durchmustert. Dabel zeigte
sich, dbss bereits die Keimblétter ein charakteristischer Indikator fur phéanotypische
Anderungen sind. So konrte man bei alen nicht-mutierten MP17:GFP exprimierenden

Pflanzen ein Ausbleichen der Keimblétter beobachten, was haufig mit einer Akkumulation
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von Anthocyanen his hin zum Absterben in spdteren Entwicklungsdadien verbunden war.
Mutanten mit frihzeitig identifizierten grinen Keimbléttern zeigten in der Regel im spéteren
Stadium ein deutlich verbessertes Wadhstum gegentiber den transgenen Kontrollen und leine
phéanotypischen Verénderungen der Rosettenbl dtter.

Insgesamt wurden in 7 Anzuchten abgeschéizte 84000 Samen auf Revertanten
durchmustert. Dabel wurden 31 puative MP17-Suppresormutanten identifiziert, die dle en
gegenuiber der nicht-mutierten Kontrollli nie deutlich verbessertes, Wil dtyp-ahnliches
Wadstum zeigten. Die Primércharakterisierung erfolgte Uber Fluoreszenz- und Western-
Analysen, un eine aste Eintellung der Mutanten varzunehmen. Dabei konrten bel den
meisten Mutanten weder GFP-Fluoreszenz noch MP17-Proteinexpresson detektiert werden
(Klase 1). Be vier Mutanten blieb alerdings trotz fehlender GFP-Fluoreszenz im
Zellwandbereich (Abb. 31) weiterhin das Fusionsprotein mittels MP17-Antikorper
detektierbar (Klasse I1; Abb. 32. Schliefdlich lief}en sich zwei Mutanten in einer dritten
Klase zusammenfassen, die ane vergleichbare GFP-Lokalisation (Abb. 31) und auch en

Proteinsignal wie die nicht-mutierte Kontrolle (Daten nicht gezeigt) aufwiesen (Klasse I 1).

Tab. 3-3. Einordnung ausgewahlter MP17-Suppressormutanten in verschiedene Klassen (1-111) gemél der GFP-
Fluoreszenz nach Fluoreszenzmikroskopie, der MP17:GFP-Proteinexpresson nach Western-Analyse sowie der
MP17: GFP-Transkriptakkumulation nach Northern-Analyse. (n.b., nicht betimmt)

Mutante Klasse E]T;eszenz |\P/|r(|;)'[:|.el.7li]GFP' 'II\'/IrI;rl1$I7<SthP-
PG10-5-1 | - - +
PG23-2-1 | - - +
PG17-4-2 I - + n.b.
PG6-3-1 I - + n.b.
PG6-2-1 I - + n.b.
PG8-2-2 I - + n.b.
PG10-3-1 Il + + n.b.
PG8-6-2 Il + + n.b.

Um zu kléren, ob de grol®e Anzahl von Suppressormutanten, de weder ein MP17 Western-
Signal noch GFP-Fluoreszenz zeigten, im wesentlichen auf ,,Knockout“-Mutationen im
Transgen (Promotor) beruhten, wurde in 17 Mutanten de Akkumulation von MP17:GFP
spezifischen Transkripten Uber Northern-Analyse getestet. Dabei zeigten nu zwei Mutanten
(PG10-5-1, PG23-2-1) ein spezifisches Signal von vergleichbarer Intensitét wie die nicht-
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mutierte Kontrolle, wahrend bei einigen (6) kein Transkript detektierbar war.
Interessanterweise konrte bel den Ulrigen Mutanten ein Hybridisierungssgna identifiziert
werden, dass as ,Schmier“ mit den ribosomalen Banden asziiert schien und
Transkriptinstabilit & vermuten liefd (Abb. 30.

PG17-4-1 WT PG8-51 PG8-5-2 PG10-51 NM PG23-5-1

- " - - < MP17.GFP
- Y LA e

Abb. 30: Northern-Analyse ausgewéhlter MP17-Suppresoormutanten (Klasse 1) im Vergleich zur nicht-
transformierten Kontrolle (WT) und zur nicht-mutagenisierten transgenen Linie 355-MP17:GFP-16 (NM).
Gesamt-RNA wurde aus Blattmaterial isoliert und 30 g pro Spur aufgetragen. Der Northern Blot wurde mit
einer MP17-spezfischen cDNA-Sonde hybridisiert. Signale in Pflanzen der Suppressormutanten PG17-4-1,
PG8-5-2 und PG23-5-1 lassen Transkriptinstabilitét vermuten.

PG10-3-1

—
20 pm '

A
.

Abb. 31: GFP-Fluoreszenz in der Epidermis von source-Bléttern verschiedener MP17-Suppressormutanten im
Vergleich zur nicht-mutierten MP17:GFP transgenen Kontrolle (NM). PG10-3-1 und PG8-6-2 zdgen
vergleichbare Fluoreszenz wie die Kontrollen, wahrend PG6-2-1, PG6-3-1 sowie PG8-2-2 keine Signae
aufweisen. Mal3stab gibt 20 um an.
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[kDa] PG6-2-1 PG6-3-1 NM PG8-2-2 WT
66 —1 - n g -
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Abb. 32 Immunoblot-Analyse der MP17:GFP-Proteinexpresson in MP17-Suppresormutanten PG6-2-1, PG6-
3-1 und PG8-2-2 (Klasse II) im Vergleich zur nicht-mutierten MP17:GFP transgenen Linie (NM) und einer
nicht-exprimierenden Kontrolle (Col-0). Pflanzenextrakte von jeweils 4 verschiedenen M 3-Pflanzen der MP17-
Suppressormutanten und jewells 2 Pflanzen der Kontrollen wurden tber Western Blotting unter Verwendung
eines palyklonalen anti-MP17 Antiserums (1:5000V erdiinnung) sowie eines kundéren HRP-konjugierten 1gG
Antikorpers (1:100000) anaylsiert. Identische Mengen an Gesamtportein wurden auf jede Spur aufgetragen. Das
MP17:GFP-Fusionsprotein migrierte bei etwa 45 kDa (Pfeil).

Neben den beschriebenen Charakteristika e@ner veranderten MP17-Proteinexpresson ocer
GFP-Fluoreszenz zeigten einige MP17-Suppresormutanten  entwicklungsphanaotypische
Auffalligkeiten gegentber den nicht-mutagenisierten undoder der nicht-transgenen
Kontrollen. So konrten Anderungen in der Blattmorphdogie und Verschiebungen der
Blltenindukion (frih- und spétblihende Mutanten, Abb. 33 beobadtet werden, was einen
ersten Hinweis auf mogliche Veradnderungen in plasmodesmalen Transporteigenschaften fur
Assgmilate und Makromolekile mit Signalfunktion (Protein, RNA) gab.

6--2-1- 17-4-2 Col-0 12-1-1 17-4-1 10-3-1 NM Col-0

Abb. 33: Frih- (A) und spatbl ihende (B) M P17-Suppressormutanten im Vergleich zu der nicht-transgenen WT-
Kontrolle (Col-0) und der nicht-mutierten transgenen Linie 35S-MP17:GFP-16 (NM).
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3.2 Analysen zur Interaktion des potyviralen Capsid Proteins mit pflanzlichen
Wirtsfaktoren wahrend der Infektion mit Potato virus'Y

Potyviren verfigen im Unterschied zu den meisten anderen Virusgruppen nicht Gber ein
spezifisches Movement Protein des Zell-zu-Zell Transportes, sondern Transportfunktionen
werden von verschiedenen Proteinen mit anderen Aufgaben im Infektionszyklus
Ubernommen. Dazu zahlt das multifunktionale Capsid Protein, dbs eine esentielle Rolle
sowohl beim Zell-zu-Zell as auch beim Langstreckentransport spielt (Dolja et al., 1994
Dolja et al., 1995. Daneben ist das CP an der Blattlausiibertragung (konserviertes DAG-
Motiv im N-Terminus), der Enkapsidierung der viralen RNA (Assmblierung) sowie an der
Regulation der Genomamplifikation ketelligt (zusammengefasg in Revers et al., 1999
Urcuqu-Inchima et al., 200)). Die spezifische Funktion des CP beim Zell-zu-Zell Transport
leitet sich daraus ab, dass zum einen fur die Ausbildung des Transportkomplexes en
Assembli erungs-kompetentes CP erforderlich ist (Dolja et al., 1994 Dolja et al., 1995 und
zum anderen die Interaktion des CPs mit PDs wie der CP-vermittelte Zell-zu-Zell Transfer
virdler RNA durch Erweiterung des plasmodesmalen Ausschlussrermdgens gezeigt werden
konrte (Rojas et al., 1997). Allerdings gibt es bisher zu Art und Zusammensetzung des
potyvirden Transportkomplexes keine direkten Beweise und auch de an intra und
interzelluldren Transport betelli gten Wirtsfaktoren sind weitestgehend unbekannt (Revers et
al., 1999. Da das CP offensichtlich eine entscheidende Funktion sowohl bel der Ausbildung
und Asemblierung des Transportkomplexes as auch beim plasmodesmaen Transfer der
potyviralen Genome austibt, wirde die Identifizierung von CP-interagierenden Wirtsproteinen
wichtige Hinweise Gber Komponrenten des zelluléren Virustransport von Potyviren undsomit
auch Uker endogene Transportmechanismen geben. Aus diesem Grund wurde das bereits zur
Charakteriserung der MPl7-vermittelten Resistenzeigenschaften eingesetzte, kompatible
Potyvirus/Pflanze-System aus Potato virus Y (PVY') und Nicotiana tabacum (Herbers et al.,
1997 vgl. 3.1.1.5 ausgewahlt, um CP-bindende Wirtsfaktoren zu identifizieren und ihre

Rolle wahrend dcer Infektionin planta zu untersuchen.

3.2.1 Identifizierung eines PVY CP interagierenden Proteins aus Tabak (NtCPIP1)
und Charakterisierung der Interaktion im Hefe Zwei-Hybrid System

Zur Isolierung von PVY CP-interagierenden Tabakproteinen wurde das Hefe Zwei-Hybrid
System (Fields und Song, 1989 zusammengefasst in Causier und Davies 2002 ausgewahlt,
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das zuvor bereits fur die Charakterisierung der Interaktion verschiedener potyviraler Proteine
(Hong et al., 1995 Li et al.,, 1997 Merits et al.,, 1999 Guo et al.,, 200) sowie aur
Identifizierung  von  pflanzlichen  Interaktoren  pdyviraler  Determinanten  des
Langstredkentransportes, VPg (Wittmann et al., 1997 und HC-Pro (Anandalakshmi et al.,
2000, erfolgreich eingesetzt wurde. Dartiber hinaus snd mit diesem experimentellen Ansatz
fur einige MPs pflanzliche Bindungspartner isoliert worden, wie beispielsweise fur das
TSWV-MP (Sodllick et al., 200Q van Bargen et al., 2001, CaMV-MP (Huang et al., 200));
Tomato mosaic virus (ToMV)-MP (Matsushita et al., 200]), Cucumber mosaic virus (CMV)-
MP (Ham et al., 1999 und Tomato bushy stunt virus (TBSV)-MP (Desvoyes et al., 2002.
Allerdings <heint der Erfolg des Systems shr stark von den biochemischen Eigenschaften
des MPs undoder des putativen Interaktionspartners abzuhangen, sicherlich ein Grund dif U,
dass bisher mit diesem Ansatz keine hydrophdoen, membransténdigen oder PD-asozii erten

Rezeptoren identifiziert werden konrten.
3.2.1.1lsolierung von NtCPIP1 und Verifizierung der Interaktion mit PVY CP

Zur |Isolierung von PVY CP-interagierenden Proteinen mit Hilfe des Hefe Zwei-Hybrid
Systems wurde zunéchst die kodierende dDNA iiber RT-PCR aus PVY™ (N-Stamm)-
infiziertem Blattmaterial (Feldisolat der Bundesanstalt fur Kulturpflanzen Aschersleben; vgl.
Herbers et al., 199@) amplifiziert. Dazu wurden spezifische PCR-Primer (D44 undD45, s.
Anhang) von einer versffentlichten PVY M-Sequenz (GenBank Accesson-Nr. D00441, Basen
85739573 abgeleitet und mit EcoRI- (D44) sowie Sdl-Schnittstellen (D45) versehen. Die
RT-PCR erfolgte in einem gekoppelten Reverse-Transkription/cDNA-Amplifikations-Assay
nach Standardprotokall (Biomaster) und de Identitét der amplifizierten cDNA wurde nach
Subkonierung in den pGEM/T Vektor mittels Sequenzanalyse verifiziert (Sequenz 1.4 im
Anhang). Das EcoRI/Sall-Fragment wurde anschlief3end in doffenem Leserahmen mit der
GAL4-Bindurgsdoméne in den Vektor pGBT9 (Clontedh) kloniert und deses as , Bait®-
Plasmid (BD-PVY CP) zur Durchmusterung einer mit der GAL4-Aktivierungsdoméane (AD)
fusionierten cDNA-Bank aus Nicotiana tabacum source-Blattmaterial eingesetzt. Aus etwa
8x10" duchmusterten Hefe-Transformanden wurden 4 paitive Kolonien identifiziert, die
sowohl HIS3 as auch lacZ-Reportergen Aktivitét zeigten. Die entsprechenden AD/cDNA -
Plasmide wurden aus den Hefezellen isoliert und de Spezifizitét der Interaktion Uker
verschiedenene Kotransformationen mit dem ,Bait“-Plasmid bzw. urabhdngigen
Kontroll plasmiden (pBD-p53, BD-SNF1, pAD-SNF4, pGBT9-Vektor) Uberprift (Abb. 39.
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Trp/Leu Trp/Leu/His

+
AD-NtCPIPL

BD-PVYCP BD-p53
+ +

AD-SNF4 AD-NtCPIPL

+
AD-NtCPIP1

R-Gal

Abb. 34. Speizfische Interaktion zwischen PVY CP und NtCPIP1 im Hefe Zwei-Hybrid System. Y190
Hefezdlen wurden mit den angezegten ,Bait“- (BD-Fusionen oder leaer Vektor pGBT9) und ,Prey“-
Konstrukten (AD-Fusionen) transformiert (Abbil dung links unten) und auf SD Leu/Trp-Medium als Nachweis
fur die Anwesenheit beider Plasmide angezogen (links oben). Nach Uberimpfen auf SD Leu/Trp/His-Medium
zeigten nur die Hefen mit BD-PVY CP und AD-NtCPIP1 bzw. mit BD-SNF1 und AD-SNF4 (Positi vkontroll €)
Wachstum, da durch spezfische Protein/Protein-Wechselwirkungen das HIS3Reportergen aktiviert wurde.
Entsprechend wurde auch Aktivitdt des lacZ-Reportergens (visualisiert durch 3-Galaktosidase Filter-Assay, 13-
Gal) nur durch die Positivkontrolle und die spezfische Interaktion von PVY CP mit NtCPIP1 und nicht durch
K ombinationen mit anderen K ontroll plasmiden induziert (rechts unten).

Die Sequenzanalyse zeigte, dassdie 4 isolierten cDNAs fur ein identisches Protein koderten,
das as , capsid protein interading protein, NtCPIP1, bezeichnet wurde. Dabei kodierte der
langste mit GAL4-AD fusionierte ORF fir 270 Aminosauren, und @r Volléangen cDNA-Klon
wurde Uber die Durchmusterung einer Phagen cDNA-Bank aus Nicotiana tabacum (Herbers
et al., 1995 isoliert. Die aus dem cDNA-Klon abgeleitete NtCPIP1-Proteinsequenz bestand
aus 306 Amincsduren, wobei am N-terminalen Ende éne J-Doméne (Position 1-68)
identifiziert werden konnte, die @ne darakteristische Signatur fur die Familie der DnalJ-
Proteine darstellt. Datenbank-Vergleiche zeigten gdf¥e Homologie (max. 63,86 auf
Proteinebene) zu verschiedenen Dnal-dhnlichen Proteinen von Arabidopsis thaliana
(GenBank Acc.-Nrn. AAD39315, AAD 32885 AAFQ07844, AAD256% und AAM67147%.
Darliber hinaus war eine hohe Identitét zu einem Dnal-8hnlichen Protein aus Nicotiana
tabacum (NtDnal M541, 59,20) sowie dessen Orthologen AtA39 (59,8%) aus Arabidopsis
thaliana und Lel9/8 (59,5%) aus Lycopersicon esculentum nachweisbar, die ds pflanzliche
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Interaktionspartner des TSWV-MP (NSm) identifiziert wurden (Soellick et al., 200Q von

Bargen et al., 200)).

o

I
I
I
I
I

Nt CPI P1
Nt M641

Lel9-8
At A39

Abb. 35 Aminosaurevergleich von NtCPIP1 und Dnal-ahnlichen Proteinen aus Nicotiana tabacum (NtM541,

AJ295232) und Arabidopsis thaliana

GenBank Acc-Nr. AF191497, Lycopersicon esculentum (Lel9-8,

2000 von Bargen et al., 2007). Aminosduren, die mit der Konsensussequenz Ubereinstimmen sind schwarz
unterlegt und de J-Doméane von NtCPIP1 (Position 1-68) mit hellgrauem Balken angezeigt. Die in den NSm-
Boxen eingefasst. Die beiden grau unterlegten Motive sind dabei in der NtCPIP1-Sequenz vorhanden (Position
172-177 und 289294), die schraffierten hingegen nicht. Aminosdurevergleich erfolgte mit der ClustalW-

(AtA39, AL021749, die ds interagierende Proteine des TSWV-MP (NSm) identifiziert wurden (Soellick et al.,
interagierenden Proteinen identifizierten vier K-X-X-X-K-E/K Motive der Lysin-reichen Domanen sind in

USA).

Wisconsin

-Programm (DNAStar Inc.,

Methode im MegAlign

Domaéne zeigten sie keine weiteren Dnal-spezifischen Eigenschaften wie Cysteine-reiche
Domaénen, de ds charakteristisch fir Dnal-Chaperone mit Funktionen bei der Hitzeschock-
Antwort angesehen werden (Bukau undHorwich, 1998 Martinez-Yamout et al., 20; vgl.

Diese NSm-interagierenden Proteine waren zuvor in einer Unterklasse der Dnal-dhnlichen
Proteine zusammengefasst worden (von Bargen et al., 2001, denn auf3er der gemeinsamen J-

Abb. 36. Im Gegensatz dazu wurde fUr die Gruppe NSm-bindender Proteine vier Lysin-
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reiche Domanen (K-X-X-X-K-E/K Motiv, Abb. 35) (von Bargen et al., 2001) identifiziert, die
in der NtCPIP1 Proteinsequenz alerdings durch 2 Motive nur unvdlstandig ausgebil det
waren (Aminosauren 172-177 und 28294).

N-L.J IG/F[ Cys -C | Abb. 36: Strukturelle Doméanen des E.coli Dnal-Proteins,
die in eukaryotischen Dnal-dhnlichen Proteinen der
HSP40-Familie konserviert sind [modifiziert nach Kelley

L J-Domane (1998) und Cyr et al. (1994)]. Das Vorhandensein einer J-
[] Gly/Phe-reiche Region Domane von etwa 70 Aminosduren (As) definiert das
[  Cystein-reiche Zink-Finger Doméne Protein as Dnal Homolog. G/F zeigt einen Glycin- und

(4x CXXCXGXG) Phenylalanin-reiche Linkerregion von etwas 35 As an.
@  Variable C-terminale Doméne Die d@wa 150 As grofe Cystein-reiche Zink-Finger

Domane enthalt 4 Motive mit der Sequenz CXXCXGXG.
Daran schlief3t sich eine variable C-terminale Doméane an.

3.2.1.2Analysen zur Spezfitat der Interaktion zwischen PVY CP und NtCPIP1

Um zu testen, obNtCPIP1 auch mit weiteren payviralen Capsid Proteinen interagieren kann,
wurden de CP kodierenden cDNAs des TEV, Potato virus A (PVA), Tobacco vein mottling
virus (TVMV) und Turnip mosaic virus (TuMV) tber PCR amplifiziert, wobei die Plasmide
pTEV7D-GUSHC (Doljaet al., 1992 im Origina von J.C. Carrington, Berkeley, USA; zur
Verfigung gestellt von J. Hinrichs-Berger, Stuttgart), pXBS1 (von T.P. Pirone, Kentucky,
USA), pUCNIDb.CP (von J.-F. Laliberté, Québed, Kanada) und pQE-PVA CP (Merits et al.,
1998 von K. Maékinen, Helsinki, Finnland) als Matrize engesetzt wurden. Die
OligonuKleotide (s. Anhang I11.) wurden von dn veroffentli chten Sequenzen [Genbank Acc.-
Nrn. M15239(TEV CP), X04083(TVMV CP), D10601(TuMV CP) und Y11427(PVACP)]
abgeleitet, so dassNdel-Sdl (TVMV CP, TuMV CP, PVACP) oder EcoRI-BamHI (TEV-CP)
Schnittstellen eingefiigt wurden. Die PCR-Fragmente wurden in den pCR-Blunt Vektor
subKoniert undanschliefendin den ,, Bait“-Vektor pGBKT7 (Clontec) ligiert. Als Kontrolle
wurde en weiteres PVY CP ,Bait“-Konstrukt durch Insertion des EcoRI-Sdl Fragmentes in
den pGBKT7 Vektor erstellt. Darliber hinaus sollte auch das TSWV-MP (NSm) auf
Interaktion mit NtCPIP1, sowie das NSm-interagierende Dnal-dhnliche Protein
(NtDnal_M541) auf mégliche Bindung mit den payviralen CPs gestestet werden, wobei die
entsprechenden Plasmide von T.R. Sodlick (Kdln) und J.-W. Kelmann (Rostock) zur
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Verfigung oestellt wurden. Die Reportergen-Aktivierung nadh Kotransformation der
jewelligen Plasmide zeigten neben PVY CP eine spezifische Interaktion von TEV CP und
NtCPIP1, wéhrend PVA CP, TVMV CP und TuMV CP nicht interagierten (Abb. 37).
Allerdings konnten weder die untersuchten poytviralen CPs an NtDnal M541 nah NSm an
NtCPIP1 im Hefe Zwei-Hybrid System binden, was eine hohe Spezifitét fir die Interaktion
der viralen Proteine mit Vertretern der DnaJ-ahnlichen Chaperone vermuten 18s4.

AD-NtCPIP1 AD-NtDnaJ_M541

BD-PVY CP

BD-TEV CP oy
Potyvirus | BD-PVACP

BD-TVMV CP
BD-TuMV CP
Tospovirus BD-TSWV NSm

Abb. 37: Analyse der Protein/Protein-Interaktionen von NtCPIP1 urd NtDnal M541(Soellick et al., 2000) mit
potyviraen CPs (PVY, TEV, TVMV, TuMV) und dem TSWV NSm (Soellick et al., 2000) Uber qualitative
Bestimmung der 3-Galaktosidase-Aktivitét nach Kotransformation der angezegten BD- und AD-fusionierten
Plasmide in Y190-Zellen. Die Blauférbung belegt die spezfische Interaktion von PVY CP und TEV CP mit
NtCPIP1 sowie NSm und NtDnaJ M541

3.2.1.3Mutations- und Deletionsanalysen von PVY CP und NtCPIP1 zur Identifizierung

esentieller Bindungsdomanen

Um zu analysieren welche Doménen von PVY CP fir die Interaktion mit NtCPIP1
entscheidende Bedeutung haben, wurden in Analogie au friiheren Arbeiten (Doljaet al., 1994
Doljaet al., 1995 Rojas et al., 1997 eine Rethe von PVY CP Mutanten hergestellt, die mit
der GAL4-BD im pGBT9-Vektor fusioniert wurden. So wurden mittels PCR-Tedhniken
Deletionen von 29Aminasauren (AS) am N-Terminus (PVY CPA29N) und von 18AS am C-
Terminus (PVY CPA18C) generiert sowie Uber Orts-gerichtete Mutagenese Einzel- und
Doppel-Aminosduresubstitutionen  eingefuhrt. Die in desen Mutanten substitutierten
Aminosauren sind innerhalb der patyviralen CPs hochgradig konserviert (Dolja et al., 1997
und retten sowohl fir die Assemblierung und den Zell-zu-Zell Transport eines infektidsen,
mit dem GUS-Reportergen versehenen TEV cDNA-Klones (Dolja et al., 1994 Dolja et al.,
1995, as auch fur die plasmodesmale Ausbreitung mikroinjizierter rekombinanter BCMNV
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und LMV CPs (Rojas et al., 1997 essntielle Bedeutung. Die Deletionen des variablen N-
und C-Terminus zeigten hingegen einen Effekt auf den Langstreckentransport des GUS-
markierten TEV.

Hefe Zwei-Hybrid Analysen wurden mit den PVY CP Substitutionsmutanten S125W,
R15AW, D201R sowie S125W/R157D, S125W/D201R und R157D201R durchgefihrt (Abb.
38). Uber Orts-gerichtete Mutagenese waren zuvor die Mutationen in das pGEM/T-PVY CP
Konstrukt (3.2.1.1 eingefuhrt und de mutagenisierten CP-Fragmente nach Sequenzanalyse in
den pGBT9-Vektor ligiert worden. Wie in Abb. 38 drgestellt, wurde die Bindurg zwischen
PVY CP undNtCPIP1 nicht durch de N- undC-terminalen Deletionen beeinflus<. Hingegen
wurde die Expresson ks lacZ-Reportergens sowohl durch ale drel Einzelsubstitutionen als
auch durch alle Kombinationen der Doppelsubstitutionen urterbuncden. Daraus lésd sich eine

esentiell e Bedeutung der zentralen Domaéne fir die Interaktion mit NtCPIP1 ableiten.

PVY CP AD-NtCPIP1
1 S125 R157 D201 267 As
— I BD-wt

' ] BD-A2N
Sl|25W
' ] BD-S125W
R1|57D
. ] BD-R157D
D201R
. . ] BD-D201R
Sl|25W D?OJR
. ] BD-S125W/D201R
5125|W||?157D
. ] BD-S125W/R157D
R15|7D D|201R
' 1 BD-R157D/D201R

[ ] BD-A18C

Abb 38: Interaktion von NtCPIP1 mit verschiedenen Deletions- und Aminosaurensubstitutions-Mutanten von
PVY CP im Vergleich zur unverénderten Variante (wt). Y190-Zellen wurden mit den angezegten ,Bait"-
Plasmiden (BD) und AD-NtCPIP1 kotransformiert und lacZ Reportergen-Expression qualitativ Uber ein 13-
Galaktosidase Filt er-Assay bestimmt.

NtCPIP1 gehdrt zur Familie der Dnal (HSP40) Proteine, die ds Co-Chaperone und
Schltusslregulatoren von HSP70-Proteinen an einer Vielzahl zellulérer Prozes< betelli gt sind
(zusammengefasg in Buckau und Horwich, 1998. Die regulatorische Funktion der Dnal-
Proteine wird dabel durch drekte Interaktion der J-Doméne mit HSP70 vermittelt, wobel
deren Substrataffinitét Gber Stimulierung der ATP-Hydrolyse verandert wird (Kelley, 199§.
Um zu urtersuchen welche Doméne von NtCPIP1 fur die Interaktion mit PVY CP
verantwortlich ist, wurden verschiedene Deletionskonstrukte von NtCPIP1 im Zwei-Hybrid
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System getestet. Zusétzlich zu denen aus der Zwei-Hybrid cDNA-Bank isoli erten, N-terminal
verkirzten Varianten (NtCPIP1A11IN, NtCPIP1A36N) wurden dafir N-terminale Deletionen
von 65(A65N), 90 (A90N) und 115(A115N) Aminosduren hergestellt sowie verschiedene C-
terminale Deletionen von 25 (A1IN/A25C), 50 (A11N/A50C), und 100 (A11N/A100C)
Aminosduren generiert, denen jewells auch de 11 Aminosduren am N-Terminus fehlten
(Abb. 39. Der quditative [-Galaktosidase Filter-Assay nach Kotransformation cer
Deletionskonstrukte mit dem PVY CP, Bait"-Konstrukt in Hefe egab, dassdie lacZ-Aktivitat
durch Deletion der J-Doméne nicht wesentlich verdndert war, wéahrend ale C-terminalen

Deletionen zu einer voll standigen Aufhebung der Interaktion fuhrten.

NtCPIP1 BD-PVY CP
i xe
. - AD-ALIN | g ngy
[ - AD-A36N | £ )
AD-AB5N
[—] AD-A90N
[— AD-A115N
—— AD-A11N/100C
— - AD-A1IN/50C
[ 1 l AD-A11N/25C

Abb. 39: Interaktion von PVY CP mit verschiedenen Deletionsmutanten von NtCPIP1. Y190-Zell en wurden mit
den angezigten ,,Prey”-Plasmiden (AD) und BD-PVY CP kotransformiert und die lacZ-Expresson tber ein 3
Galaktosidase Filter-Assay bestimmt.

3.2.2 Verifizierung der in planta Bedeutung der Interaktion durch RNA-Silencing von
NtCPIP1 und PVY Infektion transgener Pflanzen

Die ldentifizierung eines PVY CP-bindenden Wirtsfaktors aus Nicotiana tabacum und de
nadhgewiesene Spezifitdt der Interaktion im Hefe Zwei-Hybrid System ist nicht ausreichend,
um eine esentielle Rolle von NtCPIP1 und somit die Rekrutierung pflanzlicher Chaperone
fur die potyvirale Infektion zu pastulieren. Notwendig wére der funktionale Nachweis in
planta, beispielsweise Uber die Moduation der Genexpresson von NtCPIP1 und ar damit
verbuncenen Anderung in der Suszeptibilitdt gegeniiber der Infektion mit PVY . Aus diesem
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Grund sollten tber ein RNA-Silencing (RNAI) Ansatz doppelstrangige NtCPIP1-Fragmente
in Form von selbst-komplementarer ,,hairpin® (hp) RNA (Smith et al., 2000, Wedley et al.,
2007 in transgenen Tabakpflanzen exprimiert und somit die endogene Genexpresson van
NtCPIP1 gehemmt werden. Nadh Infektion deser Pflanzen mit PVY wirde man eine ehthe
Resistenz infolge verminderter Gehalte des CP-bindenden Wirtsfaktors postulieren.

3.2.2.1Konstrukt zum RNA-Silencing (RNAIi) von NtCPIP1 in Tabak

Zur Erzeugung eines hpRNA-Konstruktes von NtCPIP1 wurde tber PCR ein 616 bp
grofRes, BamHI/Sdl gelinkertes Fragment (Basen 721-1336 d NtCPIP1 cDNA, s. Anhang
[.1) unter Verwendung der Primer D153 undD154 amplifziert, in den pCR-Blunt Vektor
subKkoniert und sukzessive in sense (s) und antisense (a) Orientierung in den zunadst
BamHI/Sdl, danach Bglll/Xhol gedffneten pUC-RNAI Vektor (von Chenca Chu, friher
Gatersleben) inseriert. Dadurch wurde @ne RNAi-Kasstte ais komplementaren NtCPIP1-
Fragmenten erhalten, de durch ein kurzes Intron (199 bp der GA20-Oxidase aus Sdanum
tuberosum (StGA20axIN, von S. Biemelt, urverdffentlicht) getrennt waren. Die gesamte
Kasstte bestehend aus aNtCPIP1-StGA20axIn-sNtCPIP1 wurde schliefdlich tber Pstl aus
dem pUC-RNAI isoliert, in einen SHI geschnittenen BinAR ligiert und so das Plasmid
pBinNtCPIP1-RNAI erhalten (Abb. 4A).

3.2.2.2Verifizierung des Silencing von NtCPI P1 durch Northern-Analyse und RT-PCR

Das hpRNA-Konstrukt pBinNtCPIP1-RNAiI  wurde Uber Agrobacterien-vermittelten
Gentransfer in Tabakpflanzen (Nicotianatabacum L. Varietét Samsun NN) transformiert und
81 Kanamycin-resistente primére Transformanden auf Reduktion des NtCPIP1-Transkriptes
Uber Northern-Analyse getestet. Bel 24 Pflanzen konrte en Hybridisierungssgnal detektiert
werden, des as charakteristischer ,Schmier® (ber die RNA-Spur auftrat und ene
Degradierung des Transgens andeutete (Abb 40B). Die Reduktion des endogenen NtCPIP1
lief3 sich all erdings aufgrund der niedrigen Expression in den Kontrollen nicht nachweisen, so
dass 4 Linien ausgewdhlt und Uler semiquantitative RT-PCR unter Verwendung der
NtCIPIP1-spezifischen Primer D172 undD154 sowie der Actin-spezifischen Kontroll primer
D202 undD203auf Akkumulation vonNtCPIP1-Transkripten analysiert wurden.
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(A) pBinNtCPIP1-RNAI

EcoRI Pstl (Xhol)
| S

(B)
NtCPIP1 >
©
NtCPIP1
Actin

- cavvsss Hintror ™ ——F>
aNtCPIP1 sNtCPIP1

wtl wt2 2 3 69 79

~e

i

(Bglll)  BanHI sdl Pstl Hindil
4+— { ocs
500 bp
NtCPIP1-RNAI

Abb. 40 Expressonsanalyse NtCPIP1-
RNAI transgener Linien.

(A) Schematische Darstellung der binaren
Expressonskassette pBinNtCPIP1-RNAI,
die aim RNA-Silencing von NtCPIP1 in
Tabakpflanzen eingesetzt wurde.

(B) Northern-Analyse NtCPIP1-
spezfischer Transkripte. Gesamt-RNA
wurde von Wildtyp-Pflanzen (wtl, wt2)
und den transgenen Linien NtCPIP1-
RNAI-2, -3, -69 und -79 isoliert und 30 g
RNA pro Spur geladen. Die Hybridisierung
des Northern Blot erfolgte anschlief3end
mit dem NtCPIP1 cDNA-Fragment. Das
endogene NtCPIP1-Signal in der WT-
Kontrolle ist mit einem Pfeil markiert. Die
transgenen Linien zdgen einen
charakteristischen ,, Schmier”, der auf den
RNAi-induzierten Abbau des Transgens
hindeutet.

(C) Verifizierung des RNA-Silencing von
NtCPIP1 Uber RT-PCR unter Verwendung
NtCPIP1-spezfischer Primer D172 und
D154 sowie Actin-spezfischer Primer
D202 und D203 Die  ONA-
Amplifizierung nach Reverser
Transkription von Gesamt-RNA aus den
transgenen Linien erfolgte im lineaen
PCR-Bereich mit 32 Zyklen fur NtCPIP1
und 25 Zyklen fir Actin, wobe 1/5
(NtCPIP1) bzw. 1/10 (Actin) des PCR-
Ansatzes aufgetragen wurden.

Wiein Abb. 4QC dargestellt, zeigten de ds NtCPIP1-RNAI-2, -3, -69 und -79 bezeichneten
Linien im linearen PCR-Bereich (32 Zyklen) im Vergleich zu der Wil dtyp-Kontrolle nur ein
sehr schwach zu detektierendes PCR-Produk von NtCPIP1, wahrend in der Kontroll reaktion
Actin (25 Zyklen) zu vergleichbaren Mengen amplifiziert wurde. Trotz des RNA-Silencing

von NtCPIP1 erwiesen sich de aisgewahlten Linien sowohl gegeniber nicht-transformierten

Wil dtyp-Pflanzen (WT) as auch gegeniber einer transgenen Kontrolle, die das GUS

Reportergen unter Kontrolle e@nes Mesophyll-spezifischen Promotors exprimierte (ME-4,
Ebneth, 1996, as phénotypisch urauffalig.
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3.2.2.3PVY-Infektion von NtCPIP1-RNAIi transgenen Tabaklinien

Um den Effekt der reduzierten Expresson von NtCPIP1 auf die Akkumulation und de
systemische Ausbreitung von PVY zu urtersuchen, wurde die Kanamycin-resistente T1-
Nachkommenschaft der ausgewdhlten transgenen Linien mit PVY infiziert. Um
Positionseffekte im Gewéadshaus als Folge der grof3en Zahl an Pflanzen auszuschlief3en,
wurden zwei Infektionsexperimente paralel durchgefihrt. Dabei wurden de transgenen
Linien NtCPIP1-RNAIi-2 (n=49) und NtCPIP1-RNAI-3 (n=50) mit SNN Wil dtyp-Pflanzen
(n=47) verglichen, wahrend NtCPIP1-RNAI-69 (n=25) und NtCPIP1-RNAIi-79 (n=25) im
Vergleich zu der transgenen Korntrolle ME4 (n=23) analysiert wurde. Innerhalb der
Pflanzensets wurden de transgenen Linien mit den jewelligen Kontrollen randomisiert und
PVY CP-Gehalte 4 Tage nach medhanischer Inokulationim lokalen (inokuierten) und 6Tage
nach Infektion im lokalen und systemischen Blatt (5. Blatt Gber dem inokuierten) mittels
ELISA (Herberset al., 199G) bestimmt.

(A)
ST e Abb. 41: PVY-Infektion NtCPIP1-RNAI transgener
g % 100 | Linien. PVY CP-Gehdte wurden (A) 4 Tage nach
DX 80 Infektion im lokalen (inokulierten) und (B) 6 Tage
§% 60 1 nach Infektion im lokalen undsystemischen Blatt in
> & ‘z‘g “ i_[ den Linien NtCPIP1-RNAi-2 (n=49) und NtCPIP1-
- o RNAi-3 (n=50) im Vergleich zu nicht-
wT 2 3 ME-4 69 79 transformierten  Wildtyp-Kontrollen (WT) und
(B) NtCPIP1-RNAi-69 (n=25) sowie NtCPIP1-RNAi-79
140 1 | okalesBlatt (n=25) im Vergleich zu der transgenen Kontrolle
120 1 ME-4 (n=23) bestimnt. Die Werte représentieren die
100 Mittelwerte + Standardfehler und sind in Prozent der

80
60
40
20

Kontrollen angegeben.

140 1 SystemischesBlatt
120

100 4
80
60
40 +
20

PVY Capsid Protein
[% von der Kontroll €]
o

WT 2 3 ME-4 69 79
Pflanzenlinie
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Wiein Abb. 41 @rgestellt, zeigte sich 4 Tage nach Infektion de Virusakkumulation deutlich
um 53,26 und 57,86 in den lokalen Blé&tern der Linien NtCPIP1-RNAi-2 und NtCPIP1-
RNAIi-3 gegentiber den WT-Pflanzen sowie um 56,006 und und 60,% in den Linien
NtCPIP1-RNAIi-69 (n=25) und NtCPIP1-RNAIi-79 (n=25) im Vergleich zu der transgenen
Kontrolle ME-4 reduziert. Allerdings war 6 Tage nadh Infektion dieser Effekt fast
Uberkommen und fuhrte dartiber hinaus nicht zu einer Beanflussung der systemischen
Virusausbreitung wie an den vergleichbaren Virustitern in den systemischen Bléttern
gegenuiber den Kontrolle @zulesen war. Dieser offensichtlich spezifische Effekt des
NtCPIP1-Silencing auf die Virusmultiplikation zu einem frihen Zeitpunk im lokalen Blatt
wurde in einem weiteren urebhéngigen Experiment bestétigt, bel dem eine signifikante
Reduktion des Virusgehaltes um 59,36 und 652% in den Linien NtCPIP1-RNAI-2 (n=44)
und NtCPIP1-RNAi-3 (n=50) im Vergleich zu der transgenen Kontrolle ME-4 (n=50)
bestimmt wurde (Daten nicht gezeigt).

Als mogliche Ursadhen fur diese transiente Reduktion der PVY -Gehalte in lokalen
Bléttern 4 Tage nach Infektion sind dabei (i) die nicht ausreichende Hemmung von NtCPIPL,
(ii) die Aufhebung des NtCPIP1-Silencing durch die Aktivitét Virus-kodierter Suppressoren,

oder (iii ) das Vorhandensein weiterer Isoformen von NtCPIP1 varstell bar .

3.2.2.4Analyse der Stabilitat des RNA-Silencing nach PVY Infektion

Im Hinblick auf eine mdgliche Reversion des Silencing von NtCPIP1 wéhrend der
Virusinfektion konrte zuvor die multifunktionale ,, Helper-comporent” Proteinase (HC-Pro)
von PVY ads effizienter Silencing-Suppressor beschrieben werden (Brigneti et al., 1999.
Entsprechend fihrte die PVY -Infektion vontransgenen Tabakpflanzen, de durch Expresson
eines CP-spezifischen Transgens resistent gegentber PVA waren, zur Aufhebung dieser
Silencing-basierten Resistenz (Savenkov undValkonen, 2008). Um die Hypothese zu testen,
dass das NtCPIP1-Silencing durch akkumulierendes HC-Pro Protein wahrend der PVY -
Infektion Ukerkommen wird, wurden transgene Pflanzen der Linie NtCPIP1-RNAI-69 und
WT-Pflanzen mit PVY infiziert und de NtCPIP1-Expresson im inokuierten Blatt vor und 4
bzw. 8 Tage nad Infektion sowie im systemischen Blatt 4, 6, ur 10 Tage nach Infektion
Uber RT-PCR bestimmt. Dabei zeigten sich zu dlen Zetpunken de NtCPIP1-Signae
deutlich gegentiber der WT-Kontrolle reduziert, so dasseine PVY -vermittelte Reversion des
Silencing as Ursacdhe fir die @ngeschrankte Resistenz wenig wahrscheinlich erscheint (Abb.
42).
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lokal  systemisch lokal  systemisch
0 4 8 4 6 10 0 4 8 4 6 10 dpi

NtCPIP1

WT NtCPI P1-RNAi-69

Abb. 42: Verifizierung der Stabilit & des Silencing von NtCPIP1 in lokalen urd systemischen Bléttern nach PVY
Infektion (ber RT-PCR unter Verwendung NtCPIP1-spezfischer Primer D172 und D154 sowie Actin-
spezfischer Primer D202 wnnd D203 Die dDNA-Amplifizierung nach Reverser Transkription von Gesamt-RNA
aus der transgenen Linie NtCPIP1-RNAI-69 sowie WT-Kontrollen erfolgte im lineaen PCR-Bereich mit 35
Zyklen fir NtCPIP1 und 25Zyklen fir Actin. Dargestellt sind de PCR-Produkte von NtCPIP1 und Actin vor (0)
und 4, 8 Tage nach PVY -Infektion (dpi) im lokal infizierten Blatt und 4, 6 sowie 10 dp im systemischen Bl att.

Esfdlt alerdings auf, dassnach PCR-Amplifikation mit 35 Zyklen deutlich ein PCR-Produkt
von NtCPIP1 zu detektieren ist, das RNAi-vermittelte Silencing demnach in den transgenen
Linien nicht zu einer vollstdndig Represson des endogenen NtCPIP1 gefihrt hatte.

3.2.2.5Analyse PVY CP-bindender Isoformen von NtCPIP1

Eine dternative Erklarung fir den transienten und lokalen Eff ekt des NtCPIP1-Silencing auf
die PVY-Akkumulation kdnnte das Vorhandensein von NtCPIP1-Isoformen sein, de auf
ahnliche Weise wie NtCPIP1 mit PVY CP interagieren und a@her mdgli cherweise den Verlust
von NtCPIP1 kompensieren konren. Aus diesem Grund wurden cDNA-Klone, die zusétzlich
zu dem NtCPIP1 Gen bel der Durchmusterung der Phagen cDNA-Bank (vgl. 3.1.1.) isoliert
wurden, auf Interaktion mit potyvirden CPs im Hefe Zwei-Hybrid System getestet. Der
Sequenzvergleich zeigte, dass zwei weitere Klone identifiziert wurden, de deutlich
verschieden von NtCPIP1, aber untereinander sehr dhnlich waren, undfolglich als NtCPIP2a
und NtCPIP2b bezeichnet wurden (Sequenzen s. Anhang 1.2 undl.3). Auf Proteinebene war
NtCPIP1 zu 81,36 und 82,8% identisch mit NtCPIP2a bzw. NtCPIP2b, wdhrend NtCPIP2a
und NtCPIP2b zu 97,46 homolog waren. Abb. 43 zeigt die phylogenetische Einordnung der
beiden Proteine (NtCPIP2a/b) im Vergleich zu der postuli erten Unterklasse der TSWV NSm-
interagierenden DnalJ-ahnlichen Proteine sowie DnaJ-dahnlichen Proteinen aus anderen

Organismen, denen eine Cystein-reiche Domane gemeinsam ist.
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Abb. 43: Phylogenetische Einordnung won

R1_DnaJ NtCPIP2a und 2b (rot) im Vergleich zu NtCPIPL,
NSm-interagierenden Proteinen NtM541, Le19-8

und AtA39 (von Bargen et al., 2001) sowie DnalJ

Proteinen aus verschiedenen  Organismen.

Ca_DnaJ Ca DnaJ, Hitzeschockprotein mit Beteiligung an
DnaK und GroEL Chaperon-Aktivitdt in
Clostridium acetobytylicum (GenBank Acc.-Nr

P30725); R1_Dnal, Protein mit Funktion bel der

Symbiose zwischen Rhizobium leguminasarum

Sc_DnaJ

At_Dnal

St_DnaJ

Nt_DnaJ

NtCPIPL und Phaseolus wulgaris (Y14648); Sc Dnal,

N(CPIP2a Protein aus Hefe, das am Proteinimport in

Lel98 NtCPIP2b Mitochondrien urd ER beteiligt ist (NP_014335);

01 e St Dnal, wahrend der Knolleninduktion in

Sdanum tuberosum und Blidhinduktion in
Nicotiana tabacum induziertes Gen (T07371);
At_DnaJ, uncharakterisiertes DnalJ-Protein aus A.
thaliana (T49127). Phylogenetischer Baum wurde
mit dem TreeView Programm erstellt.

In Analogie zu dem im Zwei-Hybrid System isoli erten, N-terminal um 11 Aminosauren
deletierten NtCPIP1-Klon, wurden entsprechende GAL4 BD-fusionierte ,Bait“-Konstrukte
von NtCPIP2a und NtCPIP2b erstellt und mit den verschiedenen paotyviralen CPs und TSWV
MP in den Hefe-Reporterstamm Y 190 kdransformiert. Wiein Abb. 44 dargestellt, belegte die
lacZ-Reportergen-Aktivitét jewell s die Interaktion von NtCPIP2a und NtCPIP2b mit PVY CP
und TEV CP, nicht aber mit PVA CP, TVMV CP, TuMV CP sowie TSWV NSm. Die
Isoformen zeigen also eine vergleichbare Spezifitdt der Interaktion im Hefe Zwei-Hybrid
System wie NtCPIP1 und konrten damit mdglicherweise den Verlust von NtCPIP1 in den

transgenen Pflanzen kompensiert haben.

AD-NtCPIP2a AD-NtCPIP2b

BD-PVY CP T -
BD-TEV CP v ) QS .
Potyvirus BD-PVA CP

BD-TVMV CP
BD-TuMV CP
Tospovirus BD-TSWV NSm

Abb. 44: Analyse der Protein/Protein-Interaktionen von NtCPIP2a und NtCPIP2b mit potyviraen CPs (PVY,
TEV, TVMV, TuMV) und dem TSWV-MP NSm (Soellick et al., 2000) Uber qualitative Bestimmung der 3
Galaktosidase-Aktivitdt nach Kotransformation der angezeigten BD- und AD-fusionierten Plasmide in Y190
Zellen. Die Blauférbung belegt die spezfische Interaktion von PVY CP und TEV CP mit NtCPIP2a und
NtCPIP2b.
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3.3  Funktionelle Analyse des SXD1 (sucrose export deficient 1) Proteinsin transgenen
Kartoffelpflanzen

Die sxd1-Mutante in Mais wurde lange Zeit as einzige Transportmutante mit spezfischem
Defekt in einer PD-Komporente betrachtet. Dies beruhte auf der beobaditeten source-
spezifischen Kohlenhydratakkumulation in Kombination mit strukturell en Ver&nderungen der
PDs zwischen Bindelscheide und Phloemparenchym, was eine Inhibierung des
symplastischen Transportweges in das Leitgewebe und damit der Phloembeladung nahe legte
(Russn et al., 1996 Botha et al., 200Q. Die Isolierung des sxd1-Locus ergab all erdings, dass
das SXD1-Gen ein neuartiges Protein mit plastidarer Lokalisation koderte. Daher wurde fur
SXD1 zunachst eine indirekte Signalfunktion bei der Ausbildung Bulndescheiden-
spezifischer PDs wahrend des sink/source-Ubergangs postuliert (Provencher et al., 2007).
Uberraschenderweise zeigte jedoch das kiirzlich in einer Vitamin E-defizienten Arabidopsis-
Mutante identifizierte Gen fir die Tocopherol Cyclase (VTEL) eine hohe Homologie zu SXD1
(Porfirova et al., 2002, undbasierend auf Datenbank-Analysen wurde vermutet, dasses sch
bei SXD1/VTEL um Orthologe handelt. Daraus ergibt sich zunachst die Moglichkeit, dass
entweder Vitamin E einen Einflussauf die plasmodesmale Struktur austibt oder SXD1/VTEL
eine duale Funktion besitzt. Alternativ wére vorstellbar, dass die beiden Proteine zwar
strukturhomolog, aber nicht funktionshomolog sind. Da weder in der Mais- noch in der
Arabidopsis-Mutante PDs und Vitamin E-Gehalte parallel untersucht wurden, sollte tber die
funktionelle Analyse enes SXD 1-Orthologs aus Kartoffeln Gkerprift werden, obVTE/SXD1
gleichermal3en fur die Ausbildung funktionaler PDs und de Biosynthese von Tocopherolen

verantwortlich ist.

3.3.1 Klonierung eines orthologen SXD1-Gens aus Solanum tuberosum und

Verifizierung der Enzymaktivitat in vitro

Die Durchmusterung trandlatierter EST-Datenbanken (tBlastn, Altschul et al., 1990 mit der
SXD1-Sequenz aus Mais (GenBank Acc.-Nr. AF302187 und Arabidopsis (Acc.-Nr.
AF302189 fuhrte zur Identifizierung eines homologen EST aus ausgewadsenen
Kartoffelknalen (GenBank Acc.-Nr. BF46007Q. Es wurden 5- und 3"-Primer von der 765
bp grofRen EST-Sequenz abgeleitet (D184 undD185) und dhs entsprechende dMNA-Fragment
mittels RT-PCR aus Blattmaterial von Sdanum tuberosum L. Varietét Solara anplifiziert.
Nad Verifizierung der Sequenz wurden urter Verwendung spezifischer Oligonuleotide
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(XSXD1-5'RACE; Basen 148177, SSXD1-3'RACE Basen 556585 dbr EST-Sequenz) und
dem , SMART™ RACE cDNA AmplificaionKit* 5'- und 3-RACE Fragmente ehalten, urd
nach SubKonierung in den pCR2.1 Vektor sequenziert. Aus den Sequenzdaten konrten
schliefdlich Primer abgeleitet werden (D278,D279; s. Anhang I11.), mit denen ein cDNA-Klon
amplifiziert wurde, der die gesamte kodierende Region umfasge (Sequenz s. Anhang 1.5).
Dabel liefd sich aus der cDNA ein Protein von 501 Aminosauren (StSXD1) ableiten, dbs zu
61,6 und 62,86 identisch mit den Orthologen aus Arabidopsis (AtSXD1) und Mais
(ZmSXD1) war und dartber hinaus Homologie zu Proteinen von phaosynthetischen
Mikroorganismen wie Trichodesmium erythraeum (TeSXD1, GenBank Acc.-Nr.
ZP_00073283, 50% Identitét), Nostoc sp. (NoSXD1, Acc.-Nr. BAB77769, 49,86 Identitat)
und Synechocystis 9. (SySXD1, Acc.-Nr. BAA17775 344% ldentitét) zeigte. Der
Aminosdurevergleich der Proteinsequenzen ist im Abschnitt 11 des Anhangs dargestellt.

Um zu dberprifen, do das SSXD1-Gen, wie zuvor fir AtSXDL/VTEL1 demonstriert,
tatsadhlich eine funktionale Tocopherol Cyclase kodiert, sollte StSXD1 zunadhst in E. coli
exprimiert und de Enzymaktivitét des rekombinanten Proteins bestimmt werden. Dazu
wurden sowohl die gesamte kodierende Region des SSXD1-Gens (Basen 52-1556 as cDNA-
Klons, vgl. Anhang 1.5) as auch ein verkirztes cONA-Fragment (Basen 319-1556, bel dem
die 5"-Sequenz fir das postuli erte plastidare Transitpeptid (TP) deletiert wurde (SSSXD1ATP),
mit den Primern D292/D291 (XSXD1) bzw. D290'D291 (XSXD1ATP) tber PCR amplifiziert
und in de BamHI- und Sdl-Schnittstellen des pQE11-Expressonsvektors ligiert. Die
erhaltenen Plasmide wurden in E. coli M15 (pREP4)-Zell en transformiert und de Expresson
des rekombinanten Proteins 4 Stunden nach IPTG-Indukion tber SDS-PAGE verifiziert.
Abbildung 45A zeigt, dassrekombinantes Protein in der erwarteten GrofRe von ~56 kDa fur
das Gesamtprotein undvon ~46 kDafur StSXD1ATP in E. coli exprimiert wurde.

Fur die Aktivitétsmessungen wurden Bakterienzellen 3 h rach Indukion tUber Sonifikation
aufgeschloseen und Tocopherol Cyclase-Aktivitdt im Rohextrakt mit den Substraten 2,3
Dimethyl-5-geranylgeranyl-1,4-hydroqunore (DMGQ) und 2,3-Dimethyl-5-phytyl-1 4-
hydroqunone (DMPQ) Uber die Bildung von y-Tocotriend und y-Tocopherol bestimmt
(Porfirova et al., 2009. Wie in Abb. 48 dargestellt, konrte e@ne hohe Cyclase-Aktivitét mit
beiden Substraten festgestellt werden, wobel das N-terminale Transitpeptid keinen Einfluss
auf die Enzymaktivitét hatte. Die Spezifitat der Reaktionen wurde durch Analysen mit E. coli
Zéellen verifiziert, die den legen Vektor (pQEL1l) exprimierten und leine nennenswerte

Umsetzung der Substrate au y-Tocotrienad undy-Tocopherol zeigten.
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Abb 45: Tocopherol Cyclase-Aktivitédt von StSXD1 nach heterologer Expresson in E.coli. (A) Coomassie-
Farbung von Proteinen im Rohextrakt von rekombinanten E.coli Zellen vor (Spur 1, 3, 5, 7) und 4 Stunden nach
(Spur 2, 4, 6, 8) IPTG-Induktion. Dargestellt sind jeweils zwei unabhéngige Proteinexpressonen des ,reifen”
Proteins ohne Transitpeptid (StSXD1ATP, ~46 kDa) sowie des Gesamtproteins (StSXD1, ~56 kDa). (B)
Tocopherol Cyclase-Assay des rekombinanten StSXDIATP- und StSXD1-Proteins im E. coli Rohextrakt 3
Stunden nach Induktion unter Verwendung der Substrate DMGQ und DMPQ. Die Produkte, y-Tocotrienol und
y-Tocopherol wurden mittels Fluoreszenz-HPLC quantifiziert. Die Werte reprasentieren den Mittelwert +
Standardabweichung von drel unabhéngigen Induktionsexperimenten. E. coli Zellen die den leaen Vektor
PQE11 exprimierten dienten dabei als Kontrolle und akkumulierten weniger als 2 ng y-Tocotrienol mg™” Protein
mit DMGQ als Substrat bzw. weniger als 1 ngy-Tocopherol mg™ Protein mit DMPQ als Substrat. [Daten zu (B)
von Dr. Michael Geiger nach der Methode in Porfirovaet al. (2002) und Geiger et al. (2001), WO 02/00901].

Diese Ergebnisse gaben einen eindeutigen Hinwels, dass das SXD1-Orthdog aus Kartoffel
wie das Arabidopsis VTEL/SXD1-Gen eine funktionale Tocopherol Cyclase kodiert, die an der
Synthese sowohl von Tocopherolen as auch Tocotrienolen beteili gt ist.

3.3.2 RNA-Silencing (RNAi) von StSXD1 in Kartoffeln und Charakteriserung

transgener Linien

Um die funktionelle Rolle von StSXD1 in panta zu urtersuchen, sollte dessen endogene
Aktivitét Uber RNA-Silencing in transgenen Kartoffelpflanzen reprimiert werden. Zur
Erzeugung eines hpRNA-Konstruktes wurde das BamHI/Sdl-gelinkerte, tber PCR
amplifizierte EST-Fragment (765 bp Basen 503-1268 as SSXD1 cDNA-KIons, s. Anhang
[.5) in sense (s) und antisense (a) Orientierung in den als pUC-RNAI bezeichneten Vektor
(vgl. 3.2.21) ligiert, und anschlief3end de durch ein Intron (199 bpder GA20-Oxidase ais
Sdanum tuberosum) getrennten komplementaren SISXD1-Fragmente in pBinAR ligiert. Das
erhaltene bindre hpRNA-Konstrukt pBIinStSXD1-RNAi  (Abb. 46A) wurde Uber
Agrobacterium-vermittelten Gentransfer in Kartoffel pflanzen (Sdanum tuberosum L. Varietét
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Solara) transformiert und 28 Kanamycin-resistente Primértransformanden erhaten, de
zunadhst Uber Northern-Analyse auf SISXD1-Silencing getestet wurden. Es konnten 5
Pflanzen identifiziert werden, de @ne deutlich verminderte Akkumulation von endogenen

SSXD1-Transkripten bzw. eine aufféllige Degradierung des Transgen zeigten (Abb. 4@).

Abb. 46; Identifizierung von SSXD1-
(A) pBinStSXD1-RNAi spezfischer RNA in transgenen
Kartoffellinien.
(A) Schematische Darstellung der binédren
- camvass +—— — Expressonskasstte pBinStSXD1-RNAI, die
asISXD1 sSISXD1 zum RNA-Silencing von SSXD1 in
500bp Kartoffelpflanzen eingesetzt wurde. Das
(B) _ SSXD1-Fragment wurde mit abgeleiteten
StSXDI-RNA Primern des EST-Klons (GenBank Acc.-Nr.
wilwt2 18 14 21 22 25 27 BF460070) amplifiziet und umfasste die
Basen 5031268 dbs cDNA-Klons (s. Anhang).
(B) Northern-Analyse SSXD1-spezfischer
Transkripte.  Gesamt-RNA  wurde  von
Wildtyp-Pflanzen  (wtl, wt2) und den
angezegten StSXD1-RNAI transgenen Linien
isoliert und 30 pg pro Spur geladen. Die
Hybridisierung des Northern Blot erfolgte
anschliefend mit dem SSXD1 EST-Fragment.
Das endogene SXSXD1-Signal in den Wildtyp-
Kontrollen sowie in der nicht-supprimierten
transgenen Kontrolle (NtCPIP1-RNAI-18) ist
mit einem Pfeill markiert. In Linie 22 183t die
RNAi-vermittelte Degradierung des hoch-
exprimierten  Transgens auf  effizientes
Silencing schlieBen, was bei  kirzerer
Exposition des Northern Blots verifiziert
wurde (Daten nicht gezegt).

EcoRl Pstl (Xhol) (Bglll)  BarHI Sall Pstl Hindlll

SISXD1 —p [

Die ds StSXD1-RNAi-14, -21,-22 und -27 bezeichneten Linien wurden zusammen mit einer
nicht-supprimierten transgenen Linie (StSXD1-RNAi-18) sowie nicht-transformierten
Wil dtyp-Pflanzen vegetativ vermehrt und 5Wochen nach Transfer aus Gewebekultur in den
Pflanzen de endogenen Tocopherolgehalte und Tocopherol Cyclase-Aktivitdt bestimmt. Es
konnte verifiziert werden, dassdie SSXD1-supprimierten Linien eine drastisch verminderte
Cyclase-Aktivitét in source-Bléattern aufwiesen, was in einer Reduktion an Endproduken der
Tocopherolbiosynthese, a- undy-Tocopherol, resultierte (Abb. 47A,B). Hingegen wurden in
der transgenen Kontrolle NtCPIP1-RNAI-18 bei unverdnderter Transkriptakkumulation keine
signifikanten Anderungen der Enzymaktivitét oder der Tocopherolgehalte gegeniiber den
WT-Pflanzen detektiert; ein eindeutiges Indiz, dass das SXD1-Orthoog in Kartoffel eine
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funktionale Tocopherol Cyclase kodiert. Innerhalb der SSXD1-supprimierten Linien war
insbesoncere auf Basis der Tocopherolgehate ane deutliche Abstufung (14>21>27>22)
erkennber, wobei die Linie 22 bei 0,26 Restaktivitdt und kaum detektierbarem a-
Tocopherolgehalt als Nullmutante betrachtet werden konrte.
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Abb. 47. Tocopherol Cyclase-Aktivitét (A) und Tocopherolgehalte (y- und a-Tocopherol) (B) in SSXD1-
supprimierten Linien im Vergleich zu einer transformierten, nicht signifikant veranderten Kontrolle (StSXD1-
RNAI-18) sowie den untransformierten Wildtyp-Pflanzen (WT). Daten représentieren den Mittelwert +
Standardfehler von jeweils 5 Pflanzen fiinf Wochen nach Transfer in Gewéchshausbedingungen [Daten von Dr.
Michad Geiger nach der Methode in Porfiova et al. (2002) und Geiger et al. (2001); WO 02/00901].

3.3.3 Einfluss verminderter Tocopherolgehalte auf die Stresdoleranz und

Photosyntheseratein transgenen Pflanzen

Obwohl die exakte in vivo Funktion von Tocopherolen in Pflanzen nicht geklart ist, wird
ihnen insbesondere eine Rolle bei dem Schutz des phaosynthetischen Apparates vor
oxidativem Stress zugesprochen (Fryer, 1992. Dies beruht zum einen auf der Beobachtung,
dass Tocopherol in in vitro Experimenten reektive Sauerstoff spezies zu entgiften vermochte
und camit Membranlipide vor oxidativem Abbau schiitzte. Zum anderen liegt der Hauptteil
des a-Tocopherol in Thylakoidmembranen der Chloroplasten var, was zu der Annahme
fUhrte, dass Tocopherol direkt an dem Schutz plastidéarer Lipide und des Chlorophylls vor
Sauerstofftoxizitét betelligt ist (zusammengefasd in Munré-Bosch und Alegre, 2002 Hofius
und Sonrewald, 2003. Da in der Tocopherol-defizienten Arabidopsis vtel-Mutante unter
oxidativen Stress eine Abnahme der phaosynthetischen Effizienz zu detektieren war
(Porfirova et al., 20@), sollte der Effekt reduzierter Tocopherolgehate in den transgenen

Kartoffeln auf Stresgoleranz und Photosyntheseraten urtersucht werden. Dazu wurde die
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Linie StSXD1-RNAIi-22 ausgewdhlt, die die geringsten Tocopherolgehalte aifwies und am
ehesten mit der Arabidopsis-Mutante zu vergleichen war.

Fur das Stressexperiment wurden jeweil s 10 Pflanzen der transgenen Linie und der WT-
Kontrolle bei kontrolli erten Bedingungen in der Klimakammer (500 pmol Photonen m? s*
Licht, 70% Feuchte, 19°C Tag/15°C Nadt) angezogen und 6Wochen nach Transfer aus der
Steril kultur fir 72 Stunden bei Niedrig-Licht (50 pmot m?s™?) adaptiert. Die Pflanzen wurden
dann fur 16 h bei Hoch-Licht Bedingungen (730 pmot m? s?) und riedriger Temperatur
(9°C) exponert und de Chlorophyllfluoreszenz sowie die Chlorphyllgehalte in terminalen
Blé&ttern vonsource-Fiedern (5./6. Fieder von doen) bestimmit.
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Abb. 48 Stress-induzierte Anderungen der Chlorophylifluoreszenz (A), des Chlorophyllgehaltes (B) und der
Blattsymptome (C) von transgenen Pflanzen der Linie StSXD1-RNAI-22 im Vergleich zur Wil dtyp-Kontolle
(WT).

(A) Maximale Quantenausbeute des Photosystems Il von Niedrig-Licht adaptierten Kartoffelpflanzen nach
Applikation von photooxidativem Stressin Form von 16 h Licht (730 umot mi? s*) bei einer Temperatur von
9°C. Dargestellt sind de Mittelwerte + Standardfehler von jeweils 10 Pflanzen vor (Kontrolle), unmittelbar im
Anschluss (oxid. Stres9, und 2 Stunden nach (, Recovery*) der Stressehandlung.

(B) Chlorophyligehalt in den fur die Fluoreszenzmessungen ausgewahlten Blattern vor (Kontrolle) und 2
Stunden nach der 16-stiindgen Stresdoehandlung (,Recvery”). Dargestellt sind de Mittelwerte +
Standardfehler von jeweil s 10 Pflanzen.

(C) Blattsymptome 4 Tage nach Beendigung der Stressbehandlung. Irreversible, nekrotische Blattschaden in der
weniger stresstoleranten transgenen Linie 22 sind mit einem Pfell angezeigt.
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Die Stresdehandiung fuhrte in den Kontrollpflanzen zu einer Abnahme der maximalen
Quantenausbeute des Photosystems 11 um 50,%% direkt nach Exposition und um 49,4% nadch
2h Erholung im Dunkeln (,Remvery”). Die transgene Linie war hingegen gegenliber dem
Ausgangswert um 62,86 unmittelbar nach dem Stress und sogar um 66,26 nach der
Erholungsphase reduziert und zeigte somit eine signifikant hohere Sensitivitét gegentber
phaooxidativen Stress Auch de Chlorophyllgehalte waren in der Linie 22 gegentiber den
Kontrollen verandert. So war in den Niedrig-Licht adaptierten Pflanzen vor der Behandlung
(am Ende der Dunkelphase) bereits ein um etwa 9% verminderter Chlorophyllgehalt im
Vergleich zu den WT-Pflanzen zu detektieren, und nadch Stressappli kation war diese Differenz
infolge @ner Zunahme des Chlorophyllgehaltes in den WT-Pflanzen und einer leichten
Abnahme in der transgenen Linie auf 23% angewachsen. In Ubereinstimmung mit den
beobahteten Effekten auf Chlorophyllfluoreszenz und Chorophyllgehalt waren auch de
Stressindwzierten Blattsymptome in den transgenen Pflanzen deutlich starker ausgepragt und
selbst einige Tage nach der Stressapplikation nach als irreversible, nekrotische Blattschaden
zu erkennen (Abb. 4B).

Photosynthesemessungen wurden urter ambienten Bedingungen im Gewéadhshaus
durchgefihrt und de Abhéngigkeit der CO,-Assmilationsraten von urterschiedlichen
Lichtintensitéten (Lichtséttigungskurven) in drei verschiedenen Blattetagen bestimmt (Blatt 5,
8 und 1).
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Abb. 49: Lichtséttigungskurven von Wil dtyp-Kontrollen und transgenen Pflanzen der Linie StSXD1-RNAi-22.
Gaswedhselmessungen wurden bei einer CO,-Konzentration von 400 ppn an drei verschiedenen Blattstufen mit
Hilfe eines LICOR-Gaswedselgerétes (L16400 durchgefiihrt. Die Pflanzen wurden 8 Wochen nach Transfer ins
Gewéachshaus analysiert und hatten zu diesem Zeitpunkt etwa 14 Blattfiedern. Die Daten représentieren den
Mittelwert + Standardfehler von jeweil s 4 Pflanzen.
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Wie aus Abb. 49zu erkennen, war die Photosyntheserate bel annghernder Séttigung (1500
pmol Photonen m? s?) in den urteren source-Blétten drastisch um 503% (Blatt 11) bzw.
33,P%6 (Blatt 8) gegenlber den Kontrollen vermindert, wahrend interessanterweise in dem
jungsten source-Blatt eine signifikante Erhohung der COx-Assmilation um 11,76 zu

verzeichnen war.

3.3.4 Einflussdes Tocopherol-Cyclase/SXD 1-Proteins auf den Assmilattransport

Die drastische Reduktion der Phaotosyntheseraten in den urteren Blattetagen im Vergleich zu
den Wildtyp-Pflanzen 1&/% einen source-spezifischen Effekt in der Tocopherol-defizienten
Linie vermuten, der durch Kohlenhydratakkumulation verursadht sein konrte. Aus diesem
Grund wurden zunadst die fur die Photosynthesemesaungen eingesetzten Pflanzen qualitativ
auf Starkeakkumulation mittels Jodféarbung untersucht.

Linie22

s )

Abb. 50: Akkumulation von Stérke in Bléttern der ISXD1-supprimierten Linie StISXD1-RNAi-22im Vergleich
zur Wildtyp-Kontrolle. Dargestellt sind Blétter zunehmenden Alters (von redhts nach links), die aundchst mit
Ethanol entférbt wurden. Die anschlielfende Farbung mit lodlésung zeigt die source-spezifische, in akropetaler
(source-sink) Richtung verlaufende Akkumulation von Stérke in der transgenen Linie am Ende eéner
verlangerten Dunkelphase. Die fir die Photosynthesemessungen (vgl. 3.3.3) ausgewdahiten Blattstadien sind
angezegt (*). Der Mal3stab gibt 2 cm an.

Wie as Abb. 50 zu esehen, war in der transgenen Linie eine massve
Stérkeskkumulation in den Interkostalfeldern zu detektieren, de direkt mit der source
Entwicklung korrelierte. Zwar zeigte sich auch in den Wil dtyp-Pflanzen eine dtersabhangige
Akkumulation von Stérke in den urteren Bléttern, dach war diese weit weniger ausgepragt
und zudem eher mit den Venen asoziiert. Bel der transgenen Linie zeigten sich de Venen
(Klass2 | + 11) hingegen Uberwiegend stérkefrei, was einen direkten Hinweis auf einen Defekt
im Asgmilatexport gibt und damit Parallelen zu der sxd1-Mutante in Mais offensichtlich
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madt. Es ist zudem zu sehen, dass die jlngste fir Photosynthesemessungen ausgewahlte
Blattetage keine offensichtliche Starkeskkumulation aufweist und damit ein drekter
Zusammenhang zwischen Kohlenhydratgehalten und Photosynthesekapazitét in  den
transgenen Pflanzen hergestellt werden kann.

Um zu untersuchen, ob de Kohlenhydratgehalte in Abhéngigkeit von den verminderten
Cyclase-Enzymaktivitdten undTocopherolgehaten verdndert waren, wurden in den zuvor fr
Tocopherol- und Cyclase-Mesaungen eingesetzten transgenen Linien (vgl. 3.3.3 lédliche
Kohlenhydrate und Stérke an Ende der Dunkel phase bestimmt.
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Abb. 51: Photoassmilatverteilung in StSXD1-RNAI transgenen Kartoffelpflanzen. (A) Phéanotyp in SSXD1-
supprimierten Linien 14, 21, 22 urd 27 im Vergleich zu der transgenen Kontrolllinie 18 und der nicht-
transformierten Wil dtyp-Kontrolle (WT) 5 Wochen nach Transfer der Pflanzen aus Gewebekultur in ambiente
Gewachshausbedingungen. *,** Blattstadien, die fur die Bestimmung der Kohlenhydratgehate in (B)
ausgewdahlt wurden. (B) Kohlenhydratgehalte in zwei Blattstadien (Blatt 4 und 8) der SSXD1-inhibierten
transgenen Linien und in den Kontrollen am Ende der Dunkel phase. Die Daten wurden von 5 Pflanzen pro Linie
erhalten, wobel fur jedes Einzeblatt zwei Proben gemessen urd gemittelt wurden. Die Werte sind als
Mittelwerte + Standardfehler angegeben und reprasentieren im Fall der l6dlichen Zucker die Summe von
Glucose, Fructose und Sacdarose. (C) Knollenertrag der transgenen Linien im Vergleich zu den Kontrollen.
Dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler des Knoll enfrischgewichtes pro Pflanze, wobei die Pflanzen bis
zur Ernte fir 13 Wochen angezogen wurden.

Abbildung 51A zeigt den Phanatyp der Pflanzen zum Zeitpunk der Probennahme. Es ist
zu erkennen, dassdie Linien entsprechend ihrer Minderungin den Tocopherolgehalten auch
eine Wuchsreduktion gegenuber den WT-Pflanzen und ar nicht-supprimiertern Kontrolle
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auspragten. Damit Ubereinstimmend waren in den Linien 22 und 27 ik Stérkegehalte in der
unteren source-Blattstufe signifikant undin der Line 21 tendentiell gegentiber den Kontrollen
erhéht (Abb. 5B). Hingegen erwiesen sich de Gehdte an lésichen Zuckern in dem
wachsenden Blatt in allen supprimierten Linien gegentiber den Kontrollen reduziert, was auf
einen verminderten Assmilattransport aus den exportierenden Bléttern in de wadisenden
Pflanzenteile schlief3en 18s4. Da in Kartoffeln de Knallenentwicklung und der Ertrag ein
wichtiges Indiz fur den Assmilattransport zwischen source und sink ist, wurde von cen
transgenen Linien das Knall engewicht bestimmt. Dabei wird deutlich, dasstendenziell bei der
Line 27 undsignifikant bel Pflanzen der Linie 22 eine Minderung des Ertrages infolge
source-spezifischer Kohlenhydratakkumulation festzustellen war, wahrend der Effekt in den
weniger stark betroffenen Linien 14 und 21 icht ausgepragt wurde (Abb. 51C).

Die massve Starkeakkumulation fihrte in den am starksten betroffenen Linien (StSXD1-
RNAI-22 und -27) zur Auspragung sichtbarer phénotypischer Anderungen der unteren
source-Blétter mit zunehmendem Pflanzendter, die sich in Form von chlorotischen
Interkostalfeldern, Randnekrosen undeinem ,, Aufwolben® der Blattrénder zeigten. In Abb. 52
ist beispielhaft eine phanatypische Blattfieder der Linie 22 im Vergleich zur WT-Kontrolle
dargestellt.

Abb. 52 Phénotypische Anderungen in
unteren source-Bléttern transgener
Pflanzen der Linie StSXD1-RNAi-22 im
Vergleich mit der Kontrolle (WT) etwa 10
Wochen nach Transfer ins Gewéchshaus.

3.3.5 Ultrastruktur und Kallose-Markierung von Plasmodesmen in Vitamin E-
defizienten Pflanzen

Der Assmilatexport-defiziente Phanotyp in der Maismutante sxdl wurde zvor auf
ultrastrukturelle Verénderungen der PDs zwischen Blindel scheide und Phloemparenchym als
Folge ener massven Kalloseablagerung und der dadurch bedingten Unterbrechung des
symplastischen Transportweges ins Leitgewebe zurtickgefuhrt (Russn et al., 1996 Botha et
al., 2000. Da die Hemmung von SXD1 in den transgenen Kartoffellinien enen
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vergleichbaren source-spezifischen Effekt auf den symplastischen Assimilattransport nahe
legte, sollte Uberpriift werden, ob der Phanotyp mit ultrastrukturellen Anderungen an der
zuvor postulierten Grenzschicht zwischen Biindelscheiden- und Phloemparenchymzellen
korreliert werden konrte. Zu desem Zwedk wurde die Linie StSXD1-RNAi-22, de den
stérksten Effekt auf Tocopherolstoffwechsel und Assmil atvertellung zeigte, ausgewahlt und
Immunogol d-Markierungen mit einem anti-(1,3)-3-Glucan Antiserum (Biosuppies, Parkvill e,
Australia) im Vergleich zu Bléttern der Wil dtyp-Kontrolle (WT) durchgefuhrt. Es zeigte sich
in verschiedenen Zelltypen eine spezifische Markierung der PDs, doch war bereitsim WT ein
grofRes Spektrum ultrastrukturell verschiedener und unerschiedlich stark markierter PDs
offensichtlich. Obwohl jewells 10 PDs an verschiedenen Grenzschichten (Mesophyll-
Mesophyll, Mesophyll-Blindelscheide, Bundelscheide-Blndelscheide, Blndescheide-
Phloemparenchym, Phloemparenchym-GZ/SE-Komplex) in den Kontrollen und ar
transgenen Linie analysiert wurden, war keine e@ndeutige Aussage bezlglich utrastrukturell er
Modifikationen infolge der Vitamin E-Defizienz mdglich. Beispielhaft sind in Abb. 53
verschiedene PDs an der Grenzschicht zwischen Blindel scheide und Phloemparenchym in der
Blattspitze von WT und der transgenen Linie dargestellt, um die grof3e Variabilitét in der
Ultrastruktur und Kall osemarkierung zwischen verschiedenen PDs zu veranschauli chen.
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Abb. 53 Immunogold-Markierung von Kallose an Plasmodesmen der Bundelscheiden/Phloemparenchym-
Grenzschicht in Klasse 11l -Venen im source-Bereich (Blattspitze) von Bléttern der StSXD1-RNAI transgenen
Linie 22 (A) und der WT-Kontrolle (B). [Bilder von Dr. Michad Melzer nach der Methode in Hofius et al.
(2001) unter Verwendurg eines anti-(1,3)-3-Glucan Antiserums (Biosupplies, Parkville, Australia)].
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4 DISKUSSION

Plasmodesmen (PDs) bilden den symplastischen Transportweg zwischen benadhbarten Zellen
und leisten Uber den Austausch niedermolekularer Verbindungen, wie Photoassmil aten,
lonen und Wacdstumsregulatoren, und a@n selektiven Transport von endogenen
Makromolekilen, wie Transkriptionsfaktoren und RibonuKkeoprotein (RNP)-Komplexen,
einen entscheidenden Beitrag zur interzelluldren Kommunikation (Zambryski und Crawford,
200Q Jadkson, 2001 Haywood et al., 200). Durch das wadsende Verstandns der
suprazelluldren Kontrolle von pflanzlichen Entwicklungsprozessen tber den zelluléaren urd
systemischen Transport von RNA und Proteinsignalen kammt nun der Identifizierung von
Medhanismen und Komporenten des plasmodesmalen Makromolekultransportes besondere
Bedeutung zu (Lucas und Wolf, 1999 Heinlein 2003. Der erste Nachwels fur die Existenz
eines lchen endogenen Transportweges geht auf funktionelle Analysen viraler Movement
Proteine (MPs) zuriick, die durch Interaktion mit strukturellen Komporenten der PDs deren
Leitfahigkeit modfizieren und dmit den interzelluldren Transport von infektiGsem
Virusmaterial ermoglichen (Carrington et al., 1996 Goshroy und Citovsky, 1997 Lucas
1999, Ding et al., 1999. Die Analyse der metabadlischen und entwicklungsgezifischen
Konsequenzen MP-vermittelter Anderungen der plasmodesmalen Transporteigenschaften
sowie die Identifzierung MP-interagierender Wirtsfaktoren sind daher vielversprechende
Ansitze, molekulare Faktoren und Prozese des interzellularen Transfers von
Makromolekilen zu  entschlissln. Alternativ.  dazu  kbnrten  plasmodesmale
Transporteigenschaften durch Moduation der Expresson endogener Proteine mit paostuli erter
Rolle bei der Ausbildung funktionaler Plasmodesmen manipuliert werden, dach bleibt dieser
Ansatz aufgrund der bisher geringen Zahl an moglichen Kandidaten begrenzt. Dies wiederum
zeigt die Notwendigkeit, basierend auf bekannten PD-aszii erten Proteinen, wie z.B. viralen

MPs, systematische Screeningstrategien aufzubauen, un pflanzli che Interaktoren zu isolieren.
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4.1  Wirkungsweise von PLRV-MP17 af plasmodesmale Transportprozesse und
Etablierung eines genetischen Systems zur Identifizierung von MP17-

Interaktoren

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag in der Charakterisierung der Wirkungsweise des
Potato leafroll virus MP (PLRV-MPL17) auf plasmodesmale Transporteigenschaften, wobel
insbesondere die Folgen korstitutiver und indwierbarer MP17-Expresson fir den
symplastischen Assmilat- und Virustransport in transgenen Pflanzen urtersucht wurden.
Basierend auf den MP17-vermittelten Effekten auf Kohlenhydratvertellung und
Pflanzenentwicklung konnte so erstmals ein genetisches System in Arabidopsis beschrieben

werden, um Mutanten mit Defekten in pdentiellen MP-Interaktoren zu identifizieren.

4.1.1 Asoziation von MP17 mit verzweigten Plasmodesmen und Modifikation der

plasmodesmalen L eitfahigkeit

MP17.:GFP exprimierende Tabakpflanzen wurden genutzt, um die plasmodesmale Affinitét
von MP17 in verschiedenen Geweben und Zelltypen zu bestimmen. Dabel ergaben GFP-
Fluoreszenzanalysen in Kombination mit Immundokalisierungen, dass MP17 mit
plasmodesmalen Strukturen im vaskuléren und richt-vaskuléren Gewebe von source-Bléttern
asziiert, wie es zuvor bereits fir transgene Kartoff el pflanzen beschrieben wurde (Schmitz et
al.,, 1997. Im Vergleich mit hoch-exprimierenden, phanotypisch verénderten Pflanzen der
Linie U-152 (Herbers et al., 1997 konrte verifiziert werden, dass die plasmodesmale
Affinitdt unabhdngig von der MP17-Proteinmenge gegeben war. Allerdings wurde mit
steigendem MP17-Gehalt in der Line U-15-2 eine Markierung von ncht-plasmodesmalen
Strukturen beobachtet, die an Komporenten des Cytoskeletts erinnerten (3.1.1.2,Abb. @,K).
Es bleibt jedoch zu Kéaren, ob MP17 tatsddlich in vergleichbarer Weise wie das TMV-MP
mit Mikrotubui oder Mikrofilamenten zu interagieren vermag (Boyko et al., 200Q Heinlein
et al., 1995 McLean et al., 1995, oder ob die nicht-plasmodesmale Lokalisation eher die
Konsequenz  abgeséttigter plasmodesmaler Rezeptormolekile infolge der starken
Akkumulation des MP17-Liganden war. Die generelle As®ziation von MP17 mit PDs in
vaskuldren und nicht-vaskuléren Zelltypen in source-Bléttern urterschied sich deutlich von
der fir TMV-MP beschriebenen Praferenz. So zeigte TMV-MP eine Affinitét zu PDs des
nicht-vaskuléren Gewebes und zwischen Biindel scheiden- und Phloemparenchymzellen, war
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alerdings nicht innerhalb des Phloemgewebes mit Hilfe von TMV-MP Antikorpern zu
detektieren (Ding et al., 1999. Es ist bemerkenswert, dass die generelle plasmodesmale
Affinitét von MP17 auf source-Gewebe beschrénkt bleibt, was frihere Daten zur Lokalisation
von TMV-MP und CMV-MP bestétigt, wonach MPs nicht mit einfachen, unverzweigten PDs
des sink-Gewebes interagieren (Ding et al., 192; Itaya et al., 1999. PDs in sink-Bléttern
haben ein erheblich horeres Auschlussrermégen (>50 kDa) als verzweigte (,, branched) PDs
des source-Gewebes und erlauben somit den urspezifischen Transport von Makromolekilen
(z.B. GFP) sowie die interzellulére Ausbreitung MP-defizienter Viren (Oparka et al., 1999.
Interessanterweise war in sink-Bléttern de Akkumulation vonMP17 an PDs von Trichomen
zu detektieren (Abb. 5A-C), die zuvar as grukturell verschieden von Mesophyll-PDs
charakterisiert wurden (Waigmann et al., 1997. Zudem haben detailli erte Untersuchungen
zur Haufigkeit und Dynamik der strukturellen Anderungen von PDs beim sink/source-
Ubergang in Tabakblattern gezeigt, dassin Trichomzellen var alen anderen Zelltypen de
Entwicklung von einfadhen (,, simple®) zu verzweigten PDs zu beobaditen undsomit auch as
erstes eine Markierung der PDs durch MPs zu erwarten ist (Roberts et al., 200). Da die
untersuchten sink-Blétter in den MP17:GFP trangenen Pflanzen eine Grof3e von etwa 1-2 cm
aufwiesen, ist anzunehmen, dassin den Trichomen das plasmodesmale ,, Branching” bereits
eingesetzt hatte undso de Interaktion vonM P17 mit verzweigten PDs erfolgen konrte. In der
terminalen Trichomzelle herrschen jedoch Uber die gesamte Blattentwicklung einfache PDs
vor (Roberts et al., 200J), entsprechend war dort keine MP17 Akkumulation sichtbar (Abb.
5A).

Mittels Farbstoff-gekoppelter Mikroinjektionen konrte gezeigt werden, dass die
Lokalisation van MP17 an PDs des Mesophylls zu einer signifikanten Erhéhung der
plasmodesmalen Leitfahigkeit in MP17 urd MP17:GFP exprimierenden Linien fuhrte (Tab.
3-1). Die ehohe Kapazitdt MP1l7-modfizierter PDs, Farbstoffe von 12 Da a
transportieren, lag dabei in der Grolenordnung, die fur TMV-MP (Ding et al., 1992 Wolf et
al., 1989 Wolf et al., 1991), CMV-MP (Vaguero et al., 1994 und Alfalfa mosaic virus MP
(Poirson et al., 1993 exprimierende Pflanzen ermittelt wurde. Dies zeigt eindeutig, dass
MP17im Mesophyll in vergleichbarer Weise wie eine Reihe verschiedener MPs wirken kann,
und dss die immanente Fahigkeit von MP17 zur generdllen, nicht auf das Phloem
beschrankten plasmodesmalen Assoziation zu signifikanten Anderungen der symplastischen
Transporteigenschaften fuhrt.
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4.1.2 Dosisabhéangige Modulation des Kohlenhydratstatus und der Virusresistenz

Die Entwicklung chlorotischer Interkostalfelder in ausgewacdhsenen source-Bléttern von
hoch-exprimierenden MP17-Linien wurde zuvor der Akkumulation von l6slichen Zuckern
und Stéarke infolge einer Inhibierung der Phloembeladung (,, Exportblock®) zugeschrieben
(Herbers et al., 1997. Bel niedrigem Expressonsniveau konrte dlerdings in MP17 urd
MP17.:GFP exprimierenden Pflanzen eine Verminderung des Kohlenhydratgehaltes
festgestellt werden, was eher auf einen stimulierten Export hinweist. Interessanterweise war
in beiden Féllen eine vergleichbare Erhdhung des molekularen Ausschlussrermdgens in
Mesophyllzellen zu detektieren. Dies zeigt, dass die Modifikation von PDs nur geringe
MP17-Proteinmengen erfordert und Kohlenhydratakkumulation und Phanotypentwicklung
unabhdngig von Anderungen der symplastischen Permeabilitdt im Mesophyll induwziert
wurden.

Durch Quantifizierung der MP17-Proteingehalte in der Line U-15-2 sowie in MP17:GFP
transgenen Pflanzen konnte verifiziert werden, dassdie Akkumulation van 16slichen Zuckern
und Stérke sowie die Wuchsretardierung paositiv mit der Proteindcsis korreliert war. Bei
niedrigem Proteingehalt fuhrte die ehohte plasmodesmale Permeabilitét vermutlich Uber
einen stimulierten  symplastischen  Asdmilattransport  zur  Verminderung  der
Kohlenhydratgehalte in source-Bléttern (3.1.1.4 Abb. 7). Dies ist in Ubereinstimmung mit
transgenen Kartoffelpflanzen, de TMV-MP unter Kontrolle des Mesophyll-spezifischen
Promotors ST-LS1 exprimierten und infolge @nes modfizierten plasmodesmaen
Ausghlussrermdgens hohere Saccharoseexportraten und verminderte Kohlenhydratgehalte
gegeniber den Kontrollen aufwiesen (Olesinski et al., 1999. Ein dhnlicher Effekt auf die
Assmilatverteilung ist auch fur die Expresson von CMV-MP und CMV-MP.GFP in
Tabakpflanzen beschrieben (Shalitin et al., 2003, was alerdings friheren Arbeiten
entgegenstent, bel denen das entsprechende MP in Tabakpflanzen trotz erhoher
plasmodesmal er Leitfahigkeit keinen signifikanten Einfluss  auf den
Kohlenhydratmetabadlismus zeigte (Lucas et al., 1996. Mit steigendem MP17-Proteingehalt
wird der priméare Effekt von MP17 auf die plasamodesmae Leitfahigkeit im Mesophyll
wahrscheinlich von eher pleiotropen, metabdlischen Konsequenzen der MP17-Expresson
uberlagert, was letztendich  duch  Inhibierung der  Phloembeladung in
Kohlenhydratakkumulation und Wadstumsdefekt resultiert. Es ist denkbar, dass diese
Auswirkungen bel hoher MP17-Dosis unabhangig vom Eff ekt auf die PDs erfolgen und dirch
einen Eingriff in den Phloemmetabadlismus verursadit werden. Deutlich verminderte ATP-
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Gehalte in Mittelrippen phanotypisch veranderter Pflanzen sprechen fir diese Mogli chkeit
(Herbers et al, 1997. Dies wirde auch erkldren, warum die Phloem-spezifische
Akkumulation des TMV-MP unter Kontrolle des rolC-Promotors trotz fehlender
plasmodesmaler Asgziation des TMV-MP in Geeit- und Phloemparenchymzellen zu
verminderten Saccharoseexportraten und erhohten Kohlenhydratgehalten im Mesophyll
transgener Kartoffeln fuhrte (Almon et al., 1997. Im Fall des MP17 kann alerdings ein
spezifischer, expressonsabhangiger Einflussauf die Funktion vonPDs im Leitgewebe nicht
ausgeschlosen werden, da MP17 im Gegensatz zu TMV-MP auch im Phloem mit PDs
asziiert (Schmitz et al.,, 1997 Hofius et al., 200, diese Arbeit). Die
Kohlenhydratakkumulation bei  hoher Expresson konre somit die Konsequenz
unterschiedlicher Affinitdten bzw. Wirkungen auf PDs verschiedener Zelltypen sein. Diese
Hypothese wird duch Daten von Herbers et al. (1997 unterstiitzt, wonach PDs im
Phloemgewebe von phanoptypisch veranderten Bléttern deformiert erscheinen, wahrend
Mesophyll-PDs im gleichen Entwicklungsgadium (7-Blattstadium) Wil dtyp-ahnli che Struktur
aufweisen. Insgesamt ladt sich feststellen, dass alein duch Moduation des MPL17-
Expressonsniveaus die Konsequenzen fur die Assmil atverteilung sehr verschieden sind und
damit Situationen widerspiegeln, de im Falle des TMV-MP durch Einsatz zell spezifischer
Promotoren erzielt wurden. Damit erscheinen nun auch de teillweise widerspriichlichen
Ergebniss bel Verwendung unterschiedlicher M Ps, Pflanzenspezies und Konstrukte in einem
anderen Licht. Diese wurden zuvor alein mit spezifischen Einflissen der MPs auf den
Transport endogener Signalmolekile eklart (Lucas undWolf, 1999 Lucas et al., 1996, dach
ist nun ebenso denkbar, dass eine gewise Variabilitd in der MP-Expresson infolge
verschiedener Pflanzenlinien und eingesetzter Promotoren de Ursadhe fur die beobadteten
Effekteist.

Die Analyse MP17 undMP17:GFP transgener Linien nach Infektion mit dem Potyvirus
PVY zeigte e@ndeutig, dass auch de MP17-vermittelten Resistenzmedanismen eine starke
Expressonsabhdngigkeit aufwiesen. So konrte eén erhdher Schutz gegeniiber PVY nur in
Zucker-akkumulierenden und plénotypisch betroffenen Pflanzen detektiert werden (Linie U-
152p; 3.1.1.5,Abb. 8, was mit der Induktion von PR-Protein spezifischen Transkripten
korrelierte. Dies l&s4 eine Kohlenhydrat-vermittelte Resistenzantwort vermuten und zeigt
gute Ubereinstimmung mit anderen Zucker-akkumulierenden Pflanzenlinien, de déne Hefe-
Invertase in der Vakuole oder der Zellwand exprimierten undsowohl die Induktion vonPR-
Transkripten als auch eine ehdhte Resistenz gegentiber der Multi plikation undsystemischen
Ausbreitung vonPVY aufwiesen (Herbers et al., 1996a). Interessanterweise fuhrte die MP17-
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Expresson urterhalb der Dosis, die Assmilatakkumulation und PR-Protein Expresson
indwzierte, zu einer erhGhten Suszeptibili & gegentiber PVY (Linien U-15-2np, 35S-1-41). Die
gesteigerte PVY Akkumulation madit dabel einen komplementéren Eff ekt des MP17-Proteins
far PVY -kodierte Transportfunktionen wahrscheinlich, vermutlich bedingt durch de MP17-
vermittelte Erh6hung der plasmodesmalen Permedbilitét. Dies wird von friheren
Untersuchungen mit transgenen Tabakpflanzen urterstiitzt, die en funktionales oder nicht-
funktionales TMV-MP exprimierten. Nur die Expresson der mutierten Variante, die nicht
mehr in der Lage war PDs in vergleichbarer Art und Weise wie das Wildtyp TMV-MP zu
modifizieren, flihrte zu einer Resistenz gegentiber einer Reihe verschiedener Viren, wahrend
das funktionale MP die Suszeptibilitét erhdhte (Cooper et al., 1995 Lapidat et al., 1993.
Allerdings <hient es auch einen urteren Schwellenwert fir die fordernde Wirkung des MP17
auf die Virusausbreitung des MP17 zu geben, da die MP17:GFP exprimierende Linie mit der
niedrigsten Expresson (355-1-20) trotz verdnderter plasmodesmaler Leitfahigkeit (3.1.1.3
Tab. 3-1) keinen Effekt auf den PVY Titer zeigte. Diese Ergebnisse weichen im Ganzen
deutlich von dn Beobadtungen an MP17 transgenen Kartoffellinien ab, fur die ene
Breitspektrumresistenz gegentiber mehreren Viren (u.a. auch PVY) beschrieben wurde.
Obwohl auch in desen Pflanzen Anderungen im Kohlenhydratmetabolismus beobadtet
wurden, konrte keine signifikant erh6hte Expresson vonPR-Proteinen detektiert werden. Es
wurde @n Pathogen-vermittelter Resistenzmedhanismus postuliert, der auf der
plasmodesmalen Lokalisation des MP17 und damit der Abséttigung algemeiner PD-
Rezeptoren des Makromolekiltransportes basierte und somit mit den Transportfunktionen
nicht-verwandter Viren interferierte (Take et al., 1996. In den MP17 transgenen
Tabakpflanzen erwiesen sich hingegen Kohlenhydrat-indwzierte Abwehrrestionen als
esentiell fir einen erhdhten Schutz gegentiber PVY ; die plasmodesmale Lokalisation urd
Modifikation per se war nicht ausreichend fur die MP17-vermittelte Resistenz, sondern flihrte

sogar zu einer erhOhten Suszeptibil itét.

4.1.3 Venose Phanotypentwicklung und Modulation sink-assoziierter Transport-

prozesse nach Ethanol-induzierter M P17-Expresson

Unter Verwendung des alc-Expressonssystems (Salter et al.,, 1998 Caddick et al., 1998
Rodlan et al., 2001) konnten transgene Tabakpflanzen erhalten werden, die MP17 unddie
Reportergenfusion MP17:GFP unter Kontrolle eines Ethand-indwzierbaren Promotors

exprimierten. Damit war eine experimentelle Alternative zu den hisher beschriebenen
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konstitutiven und Gewebe-spezifischen Expressionen von MPs in transgenen Pflanzen
gegeben (Lucas et al., 1996 Lucas und Wolf, 1999, was insbesondere die Analyse des MP-
vermittelten Einflusses auf symplastische Transportprozesse und sink/source-Beziehungen
mit hoher zeitli cher Auflosung erlaubte. Entscheidender Vorteil dabei ist, dassdie transgenen
Pflanzen bis zum Zeitpunkt der Ethanad-Appli kation wie Kontroll pflanzen wadhsen und @mit
pleiotrope und adaptive Effekte ds Folge aner MP-Akkumulation Gbker die gesamte
Pflanzenentwicklung ausgeschlossen werden konren. Dartber hinaus lasen sich urter
indukiven Bedingungen hole Expressonsraten erzielen. Da Ethand im Gegensatz zu vielen
anderen chemischen Indultoren in der eingesetzten Konzentration nu  minimale
Phytotoxizitdt aufweist, sind stérende Nebenwirkungen bei der Manipulation und Analyse
von Stoff wecdhselwegen auszuschli ef3en (Caddick et al., 1998.

In mehreren AIcM P17 transgenen Linien konrte Gbereinstimmend de rasche Entwicklung
eines ezifischen Phanotyps nach Ethanol-Induktion detektiert werden, der im Unterschied
zu den korstitutiv exprimierenden Pflanzen nicht in source-Bléttern auftrat, sondern auf die
im Wadhstum befindichen Blétter beschrankt war und drekt mit dem sink/source-Ubergang
innerhalb des Blattes korreliert schien. Dabei zeigte sich der Phanotyp in Form von Chlorosen
zunadst (30-48 Stunden nadh Indultion) spezifisch mit der Venenklasse Il assoziiert
(3.1.2.2, Abb. 15. Erst spater (72 Stuncen nmadh Indukion) waren de phanotypischen
Anderungen als kortinuierlich chlorotische Bereiche um die Venenklasse |l sichtbar und
haufig von Blattdeformationen begleitet. Insgesamt erinnerte der Venen-aszii erte Phanotyp
sowie die endeutige Korreation mit wadsenden, basalen Blattbereichen sehr an die
Auspradgung von systemischen Virussymptomen. Diese entwickeln sich vornehmlich in den
Bléttern, de zum Import und d&r symplastischen Entladung von Photoassmilaten und @mit
auch von infektiossem Virusmaterial befdhigt sind (Leisner und Turgeon, 1993.
Interessanterweise wurde zuvor Ubereinstimmend fir Viren und Phloem-mobile Substanzen
(wie z.B. Carboxyfluorescein) das Netzwerk aus Klasse Il1-Venen as Ort der
Phloementladung in sink-Bléttern identifiziert (Roberts et al., 1997. Die Beobachtung, dass
bereits vor der sichtbaren Ausprégung des chlorotischen Phanotyps eine spezifische
Akkumulation vonStérke an Ende der Dunkelphase im Bereich der Venenklas< Il auftrat,
lasg daher einen priméren Effekt des MP17 auf den Assmilattransport in de importierenden
sink-Blattbereiche vermuten. Der Vergleich der Starkeskkumulation und -vertellung in
verschiedenen Blattaltersdufen bel  konstitutiver und Ethand-induzierter Expresson
bestétigte das ,, inverse” Muster der beiden MP17-vermittelten Phanotypen (3.1.2.3,Abb. 16
und Abb. 17. Die be konstitutiver MP17 Expresson leobaditete massve
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Starkeakkumulationist infolge einer postulierten Inhibierung der Phloembeladung (Herbers et
al., 1997 source-spezifisch und nmmt daher mit dem Blattalter in akropetaler Richtung zu,
wahrend der vendse Starkephanotyp nach indwzierter MP17 Expresson ausschliefdlich in den
wacdhsenden sink-Bereichen in basipetaler Ausdehnurg zu detektieren ist. In beiden Félen
konren damit die phanotypischen Blattsymptome direkt mit der MP17-vermittelten
Akkumulation vonStarke korreli ert werden.

Die quantitative Analyse der kinetischen Anderungen des Kohlenhydratstatus in
sink/source-Ubergangsbléttern nach Ethand-induzierter MP17 Expresson belegte zudem,
dassin den transgenen Linien gegeniiber der Kontrolle bereits 6 Stunden nach Induktion
Stérke in der Blattlamina (einschliefdich des Netzwerkes der Klas= I11-Venen) akkumulierte
(3.1.2.4,Abb. 18. Eine vergleichbare Akkumulation zum Ende der Lichtphase war auch 30
bzw. 54 Stunden nach Induktion deutlich ausgepragt, doch erst zu diesen Zeitpunkten zeigten
sich de I6slichen Zucker, insbesondere die Hexosen, signifikant gegentiber den Kontrollen
erhoht. Paralel zum Anstieg 16slicher Kohlenhydrate wurden 30-42 Stunden nadh der
Indukion signifikante Anderung in der Genexpresson Kohlenhydrat-resporsiver Gene
detektiert (3.1.2.5 Abb. 19, was nicht Folge aner direkten Perzeption des MP17 war, wiedie
Northern-Analysen der in Dunkelheit gehaltenen MP17-indwzierten Pflanzen belegten (Abb.
20). Die Represson plotosynthetischer Gene (wie z.B. rbcS) sowie die Induktiion Abwehr-
relevanter (wie z.B. PR-Q) und an der Synthese von Speicherstoffen (wie z.B. AGPase)
beteiligter Gene wurde auvor direkt auf die Signalfunktion van 16slichen Zuckern
zuruckgefuhrt (Koch, 1996; Herbers et al., 1995 Herbers et al., 19961). Entsprechend hatte
die innerhalb der ersten 30 Stunden nach Induktion keobadhitete Akkumulation von Stérke
keine signifikanten Auswirkungen auf die Expression deser Gene.

Eine rasche und spezifische Akkumulation von Starke ewies sch zuvor haufig mit der
Auspragung von lokalen und systemischen Virussymptomen asoziiert (zusammengefasg in
Goodman et al., 198G Fraser 1987. Detallli erte biochemische, physiologische und
histochemische Analysen an CMV-infizierten Kirbiskotyledoren zeigten all erdings, dass $ch
der Virus-vermittelte Einflussauf Kohlenhydratmetaboli smus und Symptomauspragung nicht
einheitlich darstellt, sondern eine hohe raum-zeitliche Komplexitdt aufweist (Técsi et al.,
1994b, Técs et al., 1996. So wurde wéahrend der frihen Infektionsphase zunadst ein
Anstieg des Stérke- und eine Abnahme des Sactarosegehaltes detektiert, wahrend zu einem
gpateren Zeitpunkt ein verstérkter Einbau des fixierten Kohlenstoffs in [6sliche Zucker zu
verzeichnen war (Técs et al., 1994). Die Feinanalyse der CMV-indwzierten Lesionen zeigte

zudem, dass die Virusreplikation in einzelnen Zellen eine Serie von metabalischen
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Anderungen in den Nadbarzellen verursachte und Effekte af Photosynthese und
Stérkegehalt nicht die direkte Konsegquenz der Virusakkumulation waren (Técsi et al., 19941).
Interessanterweise wurde in CMV-infizierten Melonen (Cucumis melo L.) ein drekter
Einflussder Infektion auf den Asdmilattransport tber das Phloem beschrieben. So wurde im
Phloemexudat eine signifikante Erhdhung von Sactarose gegentber der in Cucurbitaceen
vorherrschenden Zuckertransportform Stacchyose festgestellt, was ein Umschalten von einer
symplastischen auf eine apopastische Phloembeladung vermuten lief3 (Shalitin urd Wolf,
2000. Dabei waren Anderungen in der Zuckerkomposition des Phloemsaftes auch in Bléttern
zu sehen, de nachweidlich keine Viruspartikel enthielten, so dassdie Effekte nicht nur Gber
eine unmittelbare Virusprotein (z.B. MP) vermittelte Modifikation des plasmodesmalen
Transportweges erklart werden konnte. Es wurde vermutet, dass es sch eher um eine
generelle Abwehrrestion der Pflanze handelte, die zu einem Block der symplastischen
Phloembeladung auch in entfernten Bléttern duch de Wirkung von Signalmolekilen fuhrte
(Shalitin undWolf, 200).

Es lasg sich daher spekulieren, dass die indwierte Expresson des MPL7 zu
metabolischen Konsequenzen dhnlich denen einer Virusinfektion in systemischen Bléttern
fuhrte, was zunddst Uber eine massve Starkeakkumulation in den sink-asziierten
Blattbereichen sichtbar wurde. Dabel ist vorstellbar, dass MP17 unmittelbar Gber die
Interaktion mit PDs den Assmilattransport bedanflusg hat, oder aber als Viruskomporente
erkannt wurde und dr symplastische Transportweg in das sink-Gewebe infolge aner
pflanzlichen Abwehrregktion Hockiert wurde.

Die im Gegensatz zur konstitutiven Expresson dfensichtliche Beanflussung des sink-
asziierten Kohlenhydratmetabolismus undoder Asganilattransportes nach MP17-Indultion
wurde durch Analysen zur Virusresistenz unterstitzt. So konrte an signifikant verminderter
PVY-Gehalt in den systemischen Blattern von Ethand-indwzierten Pflanzen detektiert
werden, de zum Zeitpunk der Infektion einen MP17-vermittelten Phanotyp ausprégten. In
der folgenden, jingeren Blattstufe, die sich erst nach Abklingen der MP17-Expresson
ausbil dete undinfolgedessen keine phanotypischen Anderungen zeigte, war hingegen eine mit
den Kontrollen vergleichbare Suszeptibilit & gegenltber PVY festzustellen (3.1.2.6, Abb. 2)).
Damit wird einerseits deutlich, dass der MP17-indwzierte Phanotyp in Bléttern auftritt, die
zum Import von PVY beféhigt sind unddamit einen sink fir Photoassmil ate darstellen. Zum
anderen konrnte nachgewiesen werden, dassdie MP17-vermittelte Resistenz lokal auf Blatter
mit phénotypischen Anderungen begrenzt bleibt und richt Giber systemische Signale in de

nachwachsenden Blattstufen ,transportiert® werden kann. Eine systemisch vermittelbare
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Resistenz (,systemic acquired resistance”, SAR) wurde fir transgene Tabakpflanzen
beschrieben, de in Folge der apopastischen Expresson einer Hefe-Invertase neben grolier
Mengen lodlicher Zucker auch PR-Protein spezifische Transkripte und Salicylat (SA)
akkumulierten (Herbers et al., 1996, vgl. 4.1.2. Nad indwierbarer Expresson der Hefe-
Invertase mit Hilfe des alc-Systems (Caddick et al., 199§ konnte ene Kohlenhydrat-
vermittelte Resistenz gegeniiber PVY bestétigt werden, dach war sie in Ubereinstimmung mit
den beobadhteten Effekten in den AlcMPL17-Linien lokal auf Zucker-akkumulierende und PR-
Protein exprimierende Blatter beschrénkt und fihrte trotz systemisch erhdhter SA-Gehalte
nicht zu einer SAR (Qu, 200). Neben deser indrekten, Kohlenhydrat-induzierten
Abwehrre&ktion konne MP17 allerdings auch direkt Gber den Block des Virusimportes und
der symplastischen Entladung in de systemischen Blétter zu der beobadteten
Resistenzerh6hurg gefiihrt haben. Das primére Auftreten des ventsen Phanotyps an den
Klase Il1-Venen, den préferentiellen Orten der Virus- und Photoassmilatentladung in sink-
Geweben (Roberts et al., 1997, ist dafUr ein wichtiges Indiz.

Der MPl7-indwierte Phanotyp legt eine auf das vaskuldre Gewebe begrenzte
Wirkungsweise des MP17-Proteins nahe. Dies wirde mit der nattrlichen Funktion des MP17
beim Transport des PLRV in Einklang stehen, der sich nu innerhalb des GZ/SE-Komplexes
und zwischen Phloem-asziierten Zellen, nicht aber in Mesophyll zellen effizient ausbreiten
kann (Barker 1987 Nurkiyanova et al., 2000). Eine engeschrénkte Besiedelung des
Mesophyll konrte durch synergistische Effekte a@ner Koinfektion mit Potyviren oder
effizienter mit Umbraviren erziet werden, vermutlich duch Bereitstellung von
Transportfunktionen und/oder der Suppresson RNA-vermittelter Abwehrmedanismen [wie
z.B. ,post-transcriptional gene silencing® (PTGS)] in nicht-vaskuldrem Gewebe (Barker,
1989 Savenkov undVakonen, 2001b Ryabov et al., 200]). Das generelle Fehlen einer
Transportfunktion fir die dfiziente Ausbreitung in Mesophyll und Epidermis wird dabei als
eine wesentliche Ursache der Phloemlimitierung patuliert (zusammengefasg in Taliansky
und Barker, 1999. So war MP17 in transgenen Kartoffelpflanzen, die einen Volll &ngen
(biologisch aktiven) cDNA-Klon des PLRV-Genoms exprimierten, préferentiell im
vaskuldren Gewebe mit PDs assziiert, im Mesophyll hingegen nu an nicht-plasmodesmalen
Strukturen zu lokalisieren (Schmitz et al., 1997. Die konstitutive Expression vonMP17 in
Kartoffeln (Schmitz et al., 1997 und Tabak (Hofius et al., 2001 diese Arbeit) belegte
alerdings eine generelle Affinitét zu PDs, undin der vorliegenden Arbeit konrte zudem die
MP17-vermittelte Modifikation der plasmodesmalen Leitfahigkeit im  Mesophyll
nachgewiesen werden. Es bleibt daher unkar, warum bel Anwesenheit anderer PLRV-
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kodierter Faktoren MP17 nu im Phloem mit PDs as®ziiert, obwohl offensichtlich eine
intrinsische Fahigkeit zur plasmodesmalen Interaktion auch im Mesophyll gegeben ist.

Interessanterweise lield auch de Lokalisierung von MP17:GFP nach Ethand-Indukion
eine praferentielle Affinitdt des MP17 zu PDs in Venen-asziierten Zelltypen vermuten.
Allerdings konrte @ne plasmodesmale Assziation nu zwischen Zellen von Trichomen, der
Epidermis und chrunter liegenden Parenchymzellen in phanotypischen Bereichen der Klasse
II- und Il1-Venen eindeutig nachgewiesen werden (3.1.2.7, Abb. 22). Dabei kann nicht
ausgeschlossen werden, dassin anderen Zelltypen, z.B. im Phloem, plasmodesma undoder
cytoplasmatisch lokali siertes Protein varhanden war, aber unterhalb des Detektionslimits lag.
Tatsadlich zeigten Immunaogold-Markierungen von MP17 in den AICMP17 transgenen
Linien geringe Proteinmengen an nicht-plasmodesmalen Zellstrukturen etwa 48 h nach
Induktion im vaskuldren Gewebe (Daten nicht gezeigt). Dennoch ist auffallig, dass die
MP17:GFP-Interaktion mit PDs in den Zelltypen auftrat, fir die beim sink/source-Ubergang
innerhalb des Blattes als erstes die Entwicklung von einfachen zu verzweigten PDs paostuli ert
wurde (Roberts et al., 2001). Dies deutet auf eine hohe Affinitét von MP17 zu einem PD-
Entwicklungstadium hin, das direkt mit dem sink/source-Ubergang korreliert zu sein scheint.
Fehlende Assoziation mit einfachen PDs im sink-Bereich sowie geringer ausgepragte
Affinitéten zu bereits vollstandig verzweigten PDs in source-Bereichen konrie daher zum
raschen Abbau des nicht-plasmodesmal lokaisierten MP17 gefihrt haben. Es ist lange
bekannt, dassviele MPs nur transient wahrend friher und mittlerer Phasen der Virusinfektion
akkumulieren (Maule, 1991), und es wurde vermutet, dass proteolytischer Abbau daflr
verantwortlich ist. In desem Zusammenhang wurde fir TMV-MP gezeigt, dass es in vivo
Uber das 26S Ubiquitin-Proteasomsystem degradiert (Reichel und Beachy, 2000 und Uler
Phaospharylierung durch eine PD-as0zii erte Proteinkinase stabili siert wird (Kawakami et al.,
1999. Interessanterweise konrte Uber ,, DNA-Shuffling* eine TMV-MP Variante mit deutlich
verbesserter Transportfunktion erhalten werden, was auf eine ehohte Akkumulation infolge
der Umgehung des Mikrotubui-aszii erten M P-Abbauweges zuriickgefuhrt wurde (Gill espie
et al., 2009. Auch de beobadtete Instabilit & des Turnip ydlow mosaic virus MP in vitro
wurde mit dem selektiven Abbau Uber den Ubiquitin-vermittelten Proteasomweg erklart
(Drugeon undJupin, 2002. Eine entsprechend geringe Stabilit& und de Degradierung des
nicht PD-assziierten MP17 Uber das 26S-Proteasom wirde daher erklaren, warum mittels
Western-Analyse trotz hoher Transkriptakkumulation kein Protein in den verschiedenen
Geweben wéahrend der Induktionskinetik detektiert werden konrte.
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Auf Basis der vornehmlich in der Venenperipherie aiftretenden plasmodesmalen MP17-
Lokalisation nach Ethanol-Induktion ist allerdings anzunehmen, dass die Entwicklung des
vendsen Phanaotyps nicht ausschliedlich durch Interaktion von MP17 mit PDs verursacht
wurde. Vielmehr missen direkte Effekte auf den Wirtsmetabali smus postuli ert werden, dein
PD-unabhéngiger aber Phloem-spezifischer Weise beispielsweise durch de Interaktion mit
zellularen Proteinen oder RNAs hervorgerufen wurden. Die Identifizierung verschiedener
MP-interagierender  Transkriptionsfaktoren weist auf ene mogliche, ummittelbare
Einflusshnahme Uber die Moduation der zell uléren Genexpresson hin (Masushita et al., 2007,
Matsushita et al., 20®; Desvoyes et al., 2003. Zudem koénnen MPs aufgrund ihrer
unspezifischen Nukleinsaure-Bindungsfahigkeit in de Funktion richt-zellautonamer RNA-
Spezies eingreifen, die z.B. as Elizitoren fur PTGS und Entwicklungsprozess wirken urd
dafir Uber das Phloem, vermutlich urter Beteiligung MP-ghnlicher RNA-Bindeproteine,
transportiert werden (Xoconastle-Cézares et al., 1999 Ueki und Citovsky 2001 Lucas et al.,
200]). Daneben kann ncht ausgeschlossen werden, dass die bereits 1-3 Stunden nach
Ethand-Indukion akkumulierenden MP17-Transkripte von der Pflanze ds fremd erkannt
wurden und Uler direkte Perzeption eine Abwehrregktion indwzierten, de in der Inhibierung
der symplastischen Phloementladung in den wadsenden Pflanzenbereiche resultierte. Uber
die Ethand-indwierbare Expresson ncht-trandatierbarer MP17-Transkripte bleibt diese

Mogli chkeit im Detail zu urtersuchen.

4.1.4 Plasmodesmale Affinitat von MP17 und Beanflusaung des Assmilatexportes in
Arabidopsis

Die Analysen zur konstitutiven und induzierbaren Expresson von MP17 haben deutlich
gemadt, dass letztendlich nur Uber die Identifizierung der pflanzlichen MP17-Interaktoren
die komplexe Wirkungsweise von MP17 auf plasmodesmale Transportprozesse verstanden
werden kann. Alternativ zu den zuvor beschriebenen biochemischen urd Hefe-Zwei-Hybrid
Ansdtzen zur Isolierung MP-bindender Proteine (Kellmann 2001,Heinlein 2003 sollte an
genetisches System in Arabidopsis entwickelt werden, um Mutanten mit veranderten
Bindungseigenschaften der putativen MP17-Rezeptoren zu identifizieren. Zunéchst konrten
unter Verwendung der in Tabak eingesetzten Konstrukte pET15 (Herbers et al., 1997, wl.
1.4.2,Abb.2B) und p35S-1 (Hofius et al., 2001 vgl. 3.1.1.1Abb. 4A) transgene Arabidopsis-
Linien erhalten werden, die MP17 und MP17:GFP konstitutiv exprimierten. Da die relativ
wenigen Wirtspflanzen vonPLRV Uberwiegend in der Familie der Sdanaceen zu finden sind
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(Harrison, 1984, wurden zunachst die physiologischen und zell biologischen Konsequenzen
der MP17-Expresson in dem wirtsfremden (,,non-host*) Pflanzenhintergrund Ulerprift. Dies
war insofern bedeutsam, als dass in Arabidopsis exprimiertes TMV-MP proteolytisch
inaktiviert wurde und somit nicht in der Lage war, einen MP-defizienten TMV-Stamm zu
komplementieren (Hughes et al., 1995. Diese fehlende Funktionalitdt von TMV-MP erwies
sich hisher offenbar as limitierend fur die intensivere Nutzung von Arabidopsis als
Moddlsystem fur die Anayse von MP-Funktionen in Pflanzen, denn detallli erte
physiologische und genetische Arbeiten in MP-exprimierenden Arabidopsis-Linien sind in
der Literatur nicht weiter zu finden. Demzufolge gilt hervorzuheben, dassdas MP17-Protein
in Arabidopsis phanotypische Anderungen in Form einer starken Wuchsretardierung und
Entwicklungsverzégerung sowie dlorotische Aufhellungen in den source-Bléttern hervorrief,
was dem MPLl7-vermittelten Phanotyp in Tabak (Herbers et al., 1997) sehr dhnlich war
(3.1.3.1,Abb. 24A B). Anaysen des Kohlenhydratstatus in den transgenen Linien bestétigten,
dass die phdnotypischen Anderungen mit der Akkumulation von léslichen Zuckern urd
Stérke in sourceBléttern karrelierten urd damit eine Inhibierung des Assmil atexportes als
Ursache fir die beobadcteten Eff ekte wahrscheinlich macdte (Abb. 24C). Es gibt inzwischen
direkte Hinweise, dass Arabidopsis wie Tabak und Kartoffedl eine gopatische
Phloembeladungaufweist, da @éne Mutante mit Defekt im Saccharosetransporter SUC2 einen
charakteristischen  Export-defizienten  Phanotyp in Form  von  verminderten
Sactarosetransportraten, massver Kohlenhydratakkumulation in  source-Bléttern und
drastischer Inhibierung von Wadstum und Reproduktion zeigte (Gottwald et al., 2000Q. Ein
veranderter metabalischer Status im Phloem, wie zuvor in den hach-exprimierenden MP17-
transgenen Tabakpflanzen beobachtet (Herbers et al.,, 1997, konrte somit auch in
Arabidopsis die Phloembeladung Uber die Aktivitat der Saccharosetransporter beeinflusg
haben. Wahrscheinlicher sind aber Effekte der MP17-vermittelten Anderungen
plasmodesmaler Transporteigenschaften urd der damit verbuncenen Modifikation der
symplastischen Transportkapazitat fur Saccharose. Uber GFP-Fluoreszenzanalysen und
Immunogold-Markierungen in den MP17.GFP transgenen Linien konrte bestétigt werden,
dass MP17 auch in Arabidopsis in vergleichbarer Weise wie in Tabak- (Hofius et al., 2001,
diese Arbeit) und Kartoffel pflanzen (Schmitz et al., 1997 eine generelle Affinitét zu PDs des
vaskuldren und ncht-vaskularen source-Gewebes besitzt (3.1.3.3,Abb. 27 und Abb. 2§.
Dabel erwies sch das mit dem bindgren Konstrukt p355-1 in Arabidopsis erziete
Expressonsniveau, im Unterschied zu transgenen Tabakpflanzen, as ausreichend, um
Kohlenhydratakkumulation undWadstumshemmung zu indwzieren (Linie 35S-MP17:GFP-
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16) (3.1.3.2, Abb. 5 und Abb. 2§. Allerdings war auch in Arabidopsis ene
expressonsabhéngige Moduation ds Kohlenhydratstatus festzustellen, denn in
Ubereinstimmung mit niedrig-exprimierenden MP17:GFP transgenen Tabaklinien (3.1.1.4,
Tab. 32) war bei geringem MP17-Proteingehalt eine Verminderung des Stérkegehaltes
festzustellen (Linie 355-MP17:GFP-9). Dies lasd auf gesteigerte Exportraten aus den source-
Blattern mogli cherweise infolge einer erhdhten plasmodesmalen Permeabilitat im Mesophyll
schlieffen, undtatsachlich gibt es erste Hinweise, dass die entsprechende Linie @ne leichte
Zunahme (1520%) des oberirdischen Frisch- und Trockengewichtes gegentber den
Kontrollen aufweist (Daten nicht gezeigt). Insgesamt lassen sich aus der plasmodesmaen
Markierung durch MP17 sowie der dosisabhangigen Einflussnahme auf Pflanzenentwicklung
und Asdmilatvertellung korservierte Wirkmechanismen urd MPL17-Interaktionspartner
zwischen Arabidopsis und Sdanaceen ableiten. Damit war die Grundworaussetzung gegeben,
um die mutagenisierte Popuation einer phénotpyischen Arabidopsis-Linie nach MP17-
Suppresormutanten zu duchmustern, de infolge verdnderter Bindungseigenschaften der
patentiellen MP17-Rezeptoren de MP17-vermittelte Wadhstumshemmung revertierten.

4.1.5 ldentifizierung von MP17-Suppresoormutanten mit potentiellen Defekten in
MP17-Interaktionspartnern

Auf Basis eines einfachen und opimierten Testsystems, dassdie Selektion vonMutanten mit
Wiltyp-&hnlichem Wadstum aus der EMS-mutagenisierten Popuation der phanotypischen
Linie 355-MP17.GFP-16 erlaubte (3.1.3.4.,Abb. 29), wurden aus ~84000ausgel egten Samen
der M2-Nachkommenschaft etwa 30 Revertanten identifiziert und Uber die plasmodesmale
Lokalisierung und Expresson des MP17.GFP-Proteins klassfiziert. Von den Mutanten, de
dabel weder ein GFP-Fluoreszenzsignal noch eine Proteinakkumulation in der Western-
Analyse zeigten, wurden zudem Uber Northern-Analyse digenigen Revertanten ausrtiert,
die wahrscheinlich infolge von Mutationen im Transgen keine Expresson ocder aber
Anzeichen von Transkriptinstabilit & zeigten (3.1.3.6, Abb. 3Q. Die Ubrigen Mutanten lief3en
sich in verschiedene Kategorien einteilen (3.1.36, Tab. 33), was darauf hindeutet, dassdie
Suppresson des MP17-vermittelten Phanotyps auf unterschiedlichen Mutationen des PD-
lokalisierten oder auch eines putativen, am plasmodesmalen ,Targeting” beteiligten
intrazell uldren Rezeptors beruhen kann.
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Abb. 54: Schematische Darstellung mdglicher Mutationen des putativen plasmodesmalen (pRz) oder
intrazeéluldren MP17-Rezeptors (iRz), die zur Aufhebung des Transportblockes in den Wadstums-retardierten
MP17:GFP transgenen Arabidopsis-Pflanzen (WT) fihren. Eine verénderte Positionierung des MP17 an den
PDs resultiert in keinen detektierbaren Anderungen der punktuellen GFP-Fluoreszenz im Zellwandbereich, der
Effekt auf den Transport ist aber vermindert (M1). Die Aufhebung der plasmodesmalen Bindung revertiert
ebenfalls den Phanotyp, das Fusionsprotein ist nicht mehr mit PDs assoziiert und kénrte daher rasch (ber das
Ubiquituin/26S-Proteasomsystem  selektiv  abgebaut werden (M2). Mdoglicherweise wird es auch durch
Asoziation mit intrazeéluldren Komponenten (ER, Cytoskelett) stabilisiert und bleibt as Protein detektierbar.
Fehlende plasmodesmale Bindung kann auch Folge der Inhibierung des intrazéluldren Transportes durch
Mutation eines putativen intrazdluléren Rezeptors (z.B. molekulare Chaperone) sein (M3), was die gleichen
Konsequenzen wie M2 hat. PD; Plasmodesma; MP, Movement Protein; Zw, Zellwand; pRz, plasmodesmaler
Rezeptor; iRz, intrazélull &rer Rezeotor; ER, Endopasmatisches Retikulum; Ubi, Ubiquitinierung.

Wie in Abb. 54 modelhaft dargestellt, kdnrte @ne Mutation im plasmodesmalen
Rezeptor zu einer veranderten Positionierung des MP17 an den PDs gefiihrt haben, was den
MP17-vermittelten Einfluss auf die Transportpozess vermindert (Abb. 54,M1). In desem
Fal wirde man trotz revertiertem Phanotyp weder eine deutliche Anderung der
plasmodesmal |okali sierten GFP-Fluoreszenz noch des Proteinsignals in der Western-Anayse
erwarten. Beispiele dafur sind de Mutanten PG10-3-1 undPG8-6-2 (3.13.6, Abb. 3. Zum
anderen konrte éer die Suppresson des MP17-Eff ektes durch eine inhibierte MP17-Bindung
an den plasmodesmalen Rezeptor hervorgerufen worden sein (Abb. 54, M2). Bei diesen
Mutanten wirde man eine reduzierte oder nicht mehr lokalisierbare GFP-Fluoreszenz im
Zellwandbereich pacstulieren, wahrend das Fusionsprotein mittels Western-Analyse entweder
detektierbar bleibt oder bel cytoplasmatischer Lokalisation rasch durch das Ubiquitin/26S-
Proteasomsystem proteolytisch abgebaut wird. Zu deser Klase wirde man einerseits die
Mutanten PG6-2-1, PG6-3-1 und PG8-2-2 zdhlen, de nur en leicht vermindertes
Expressonsniveau aber fehlende GFP-Markierung in den Zellwanden zeigten (3.1.3.6,Abb.
31 und Abb. ). Andererseits snd bai postulietem proteolytischen Abbau des
Fusionsproteins auch PG10-5-1 und PG23-2-1 deser Kategorie zuzuordnen, fur die
auschlieldich de Akkumulation MP17.GFP-spezifischer Transkripte nachgewiesen wurden.
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Es bleibt aber zu kidren, ob ncht Mutationen im Transgen zu ,premature” Stopkodors
gefuhrt haben konrten, infolgedessen ebenfall s kein Protein nachweisbar ware. Zudem kann
die Inhibierung der plasmodesmalen Lokalisierung auch durch ein veréndertes , Targeting’
des MP17.GFP-Proteins verursacht worden sein, also duch Mutationen in einem potentiellen
intrazelluldren Rezeptor (Abb. 54, M3). Dies hétte vergleichbare Auswirkungen auf die
Stabilité und Detektion des Fusionsproteins wie @n Defekt im plasmodesmalen
Interaktionspartner (M2) und kdnme daher von desem auf Basis der Priméarcharakterisierung
nicht unterschieden werden.

Neben der Reverson des MP17-vermittelten Phanotyps konren de beobaditeten
entwicklungspezifischen Verdnderungen in den Suppresormutanten als weiteres Indiz fur die
Modifikation der plasmodesmalen Transporteigenschaften und damit der interzellulédren
Kommunikation betrachtet werden. Aufféllig waren Verschiebungen des Blihzeitpunkes in
einigen Mutanten (3.1.36, Abb. 33, was in drektem Zusammenhang mit Anderungen im
Transport und der Verteilung von Asdmilaten stehen kann. Saccharose wird neben den
Phytohormonen Gibberellin und Cytokinin as Signalstoff der Blihindukion angesehen und
dazu auf symplastischen Weg Uber das Phloem und de PDs in das Apikameristem
transportiert (Bernier et al., 1993. So fuhrte die phaoperiodische Bluhindukion in Snaps
alba zu einem raschen undtransienten Anstieg von Sacdarose im Phloemexudat des apikalen
Sprosgyewebes (Bernier et al., 1993, und auch in Arabidopsis konrte die Effizienz der
phaoperiodisch-vermittelten  BlUhindukion mit der Amplitude eines gesteigerten
Sactaroseexportes aus den source-Bléttern korreliert werden (Corbesier et al., 199§.
Anhand von Transportstudien mit einem Phloem-mobilen Farbstoff wurde die unmittelbare
Bedeutung der symplastischen Kontinuitét zwischen Blatt und Sprossgitze fur die
Blihindukion verdeutlicht. So zeigte sich Ubereinstimmend in verschiedenen Arabidopsis-
Okotypen und -Mutanten bei unterschiedlichen phaoperiodischen Induktionsbedingungen
eine direkte Korrelation zwischen der Ausbildung der Blitenprimordien und abr
symplastischen Isolierung des apikalen Sprosameristems fur den applizierten Farbstoff (Gisel
et al., 2009. Es wurde daher vermutet, dassauf diese Weise der Import eines systemischen
BlUhrepressors inhibiert wird und somit das reproduktive Entwicklungsprogramm im
Meristem indwziert werden kann. Folglich kannin den identifizierten Suppressormutanten de
reprodukiive Entwicklung durch Anderungen in den plasmodesmalen Transporteigenschaften
direkt beanflusg worden sein. Allerdings muss zunachst mit molekularen und genetischen
Anaysen verifiziert werden, dass nicht multiple Mutationen fir einige der

entwicklungspezifischen Effekte in den Mutanten verantwortlich sind.
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Zusammenfasend 1a8s4 sich sagen, dass mit dem genetischen Ansatz in Arabidopsis ein
effizientes System zur Isolierung von Mutanten mit potentiellen Defekten in MP-
interagierenden Wirtsfaktoren etabliert wurde. Dabei lasen de verschiedenen Klassen von
MP17-Suppresormutanten sowie die beobadteten Effekte aif Wadhstum und Entwicklung
mehrere MP17-Rezeptoren vermuten, de auf unterschiedliche Weise zum intrazell uldren und
plasmodesmalen Transport endogener Makromolekulen beitragen. In Zukurft missen zur
genetischen Charakterisierung der Mutanten Rickkreuzungen in den Parentalhintergrund
vorgenommen urd zur Genklonierung eine Kartierungspopuation tber das Einkreuzen der
Mutationen in eine MP17:GFP exprimierende, phanotypische Linie im Landsberg erecta
(Ler)-Hintergrund erstellt werden. Zu desem Zweck wurden inzwischen nach Transformation
des p355-1 Konstruktes in den Ler-Okotypen transgene Linien erhaten, fur die in
vergleichbarer Weise wie im Col-0 Hintergrund eine plasmodesmale Lokalisation des
Fusionproteins wie phanatypische Anderungen verifiziert werden konrten (Daten nicht
gezeigt).

4.2 ldentifizierung eines DnaJ-ahnlichen Proteins als Capsid Protein-bindenden

Wirtsfaktor fur die Ausbreitung von Potyviren

Im zweiten Teil der Arbeit sollten mit Hilfe des Zwei-Hybrid Systems in Hefe pflanzliche
Interaktionspartner des PVY Capsid Proteins (CP) identifiziert und ihre Bedeutung wahrend
der Infektionin planta analysiert werden. Potyviralen CPs wird aufgrundihrer Beteili gung an
der Assmblierung des Transportkomplexes wie der Fadhigkeit zur Modifikation der
plasmodesmalen Leitfahigkeit eine MP-dhnliche Funktion beim intra und interzelluléren
Transport zugeschrieben (Dolja et al., 1994 Dolja et al., 1995 Rojas et al., 1997, dach
waren interagierende Wirtsfaktoren und de zugrundeliegende Transportmedanismen hisher
weitestgehend unlekannt (Revers et al., 1999. Mit der Identifizierung eines PVY CP-
bindenden Dnal-éhnlichen Proteins, NtCPIP1, und dr Verifizierung der funktionellen
Signifikanz der Interaktion in planta, komte somit erstmals die Beteili gung von molekularen
Chaperonen urd die Rekrutierung von HSP70-dhnlichen Proteinen bel der zelluléren
Ausbreitung von Potyviren pastuliert werden.
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4.2.1 Spezfitat der Interaktion zwischen PVY CP und NtCPIP1 und Identifizierung

von I nteraktionsdoméanen

Das im Hefe Zwei-Hybrid System identifizierte und spezifisch mit PVY CP interagierende
NtCPIP1-Protein ist aufgrund der charakteristischen aminoterminalen JDoméne (3.2.1.1.,
Abb. 35 in die Familie der Dnal-éhnlichen (HSP40) Proteine eénzuordnen (Buckau und
Horwich, 198B). Generell gelten Dnal-Proteine ds Co-Chaperone und Schltisselregulatoren
von HSP70-Proteinen, de neben der Funktion bei der Hitzestressantwort, an verschiedenen
zelluldren Prozesen wie Proteinfatung, Asemblierung von Proteinkomplexen sowie am
Proteintransport zwischen Zell kompartimenten beteili gt sind (zusammengefasg in Bukau und
Horwich, 1998 Ellis und Hartl, 1999. Die regulatorische Funktion der Dnal-Proteine wird
dabei vermutlich Uber die Interaktion der J-Domane mit den HSP70 Partnerproteinen
vermittelt, woduch deren ATP-Hydrolyse&tivitét stimuliert, eine Konformationsanderung
indwziert und de Substrataffinitdt erhoht wird (Kelley, 1998. In der HSP40-Familie wurden
neben der JDomane weitere strukturelle Bereiche darakterisiert: eine Glycin- und
Phenylalanin-reiche Region, eine Cystein-reiche Zinkfinger-Doméne und eine weniger
konservierte C-terminale Doméane, die fur die Substratbindurg von Bedeutung ist (Kelley,
1998. Da keines dieser Motive zusétzlich in der NtCPIP1-Proteinsequenz identifiziert
werden konrte, lief3 sich NtCPIP1 in eine Dnal-Unterklasse e@ngruppieren, deren Vertreter
nur tber die J-Doméne verfiigen und eispielsweise ene Rolle beim Proteinimport in das ER
(Zimmermann, 1998, die Mitochondien (Rassow et al, 1994, und in pflanzliche
Peroxisomen (Crookes und Olsen, 1999 spiden. Zu deser Untergruppe zdhlen
interessanterweise aich Dnal-ahnliche Proteine aus Tabak, Tomate und Arabidopsis, die as
Interaktionspartner des TSWV-MP (NSm) im Hefe Zwei-Hybrid System identifiziert wurden
(Soellick et al., 200Q von Bargen et al., 200) und signifikante Homologie (bis zu 59,%%
Identitdt) zu NtCPIP1 zeigten (3.2.1.1, Abb. 35. In den Proteinsequenzen der NSm-
interagierenden Dnal-Proteine wurden zusdtzlich zu der J-Domane vier Lysin-reiche
Domanen beschrieben (von Bargen et al., 20QL), die partiell auch in NtCPIP1 zu finden sind.
Allerdings waren NtCPIP1 und NtDnal M541 im Zwei-Hybrid System in ihrer jeweili gen
Interaktion mit PVY CP bzw. NSm nicht reziprok austauschbar, wie auch ale aderen
getesteten payviralen CPs nicht mit NtDnal M541 interagierten (3.2.1.2 Abb. 37. Nur fir
das TEV CP konnte neben PVY CP ene spezfische Interaktion mit NtCPIP1 detektiert
werden, de sich auch in einem separaten Zwei-Hybrid Ansatz bestdtigen lief3, bei dem
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mehrere NtCPIP1-kodierende dDNA-Klone ds Bindungspartner von TEV-CP identifziert
wurden (Daten nicht gezeigt). Insgesamt lasg sich daraus eine relativ hohe Spezifitéat fur die
Interaktion der verschiedenen viralen Proteine mit Vertretern der Dnal-ghnlichen Proteine
postuli eren. Hochste Homol ogie zu NtCPIP1 (bis zu 63,446 |dentitét) zeigten al erdings einige
funktionell nicht charakterisierte Dnal-Proteine aus Arabidopsis, die innerhab der Dnal
Familie mit insgesamt 89 Vertretern phylogenetisch eine agene Klasse bilden (Miernyk,
2007). Es bleibt zu bestimmen, ob dese Proteine mit PVY CP zu interagieren vermogen,
denn Arabidopsis stellt fur PVY im Unterschied zu TSWV keinen suszeptiblen Wirt dar
(Edwardson, 1974 Horvath, 1979.

Potyvirale CPs verfigen generell Uber drei Doménen, wobei die variablen N- und C-
terminalen Regionen an der Oberflache der Viruspartikel exporiert sind und de zentrale
Doméane RNA bindet (Dolja et al., 1999. Auf Basis genetischer Analysen an einem
infektiosen, mit dem GUS Reportergen versehenen TEV cDNA-Klon konrte zuvor gezeigt
werden, dass der zentrale Bereich essentielle Bedeutung sowohl fir die Asemblierung als
auch fur den Zel-zu-Zell Transport hat, waéhrend de N- und C-terminaden Regionen
entscheidend fir den Langstreckenstransport sind (Dolja et al., 1994 Doljaet al., 1995. Die
Bedeutung der zentralen Doméne fir die Zell-zu-Zell Transportfunktion pdyviraler CPs
wurde Uber Mikroinjektionen rekombinanter CPs des Bean common mosaic neaosis virus
(BCMNV) und des Lettuce mosaic urus (LMV) bestétigt, da Substitutionen hachgradig
konservierter Aminosauren (Dolja et al., 1991) die Fahigkeit zur plasmodesmalen
Modifikation und interzelluldren Ausbreitung stark verminderten (Einzel- und Doppel-
Substitutionsmutanten) oder voll sténdig aufhoben (Dreifadh-Substitutionsmutanten) (Rojas et
al., 1997. Mit analogen Mutations- und Deletionskonstrukten von PVY CP konnte im Zwei-
Hybrid System ebenfalls die zentrae Doméne as entscheidend fir die Interaktion mit
NtCPIP1 bestimmt werden. Die fur den Langstreckentransport relevanten N- und C-
terminalen Bereiche hatten hingegen keine Bedeutung fur die Bindung (3.2.1.3,Abb. 3§.
Dies ist ein indirekter Hinweis, dassdie auvor beschriebenen Konsequenzen einer mutierten
zentralen CP-Doméne fir die Assemblierungskompetenz und de Zell-zu-Zell Ausbreitung
des TEV:GUS sowie fur die plasmodesmale Transportfahigkeit rekombinanter CPs auf die
Inhibierung kompatibler Interaktionen mit Wirtsfaktoren zurtickzufiihren sind, was bereits
von Dolja et al. (1994, 199% postuliert wurde. Weiter 1&8sg sich ableiten, dass NtCPIP1 als
PVY CP-bindender Wirtsfaktor vermutlich eine Funktion bei der Assemblierung des
potyviralen Transportkomplexes undoder beim intrazelluldren und pasmodesmaen
» largeting‘ ausubt.
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Die Deletionsanaysen des NtCPIP1-Proteins zeigten darlber hinaus, dass die J-Doméne
nicht in de Interaktion mit PVY CP invdviert ist (3.2.1.3, Abb. 39). Dies ist in
Ubereinstimmung mit der zuvor postulierten Funktion der J-Doméane, Uber Interaktion mit der
ATPase-Doméne der HSP70-Proteine die Bindung von Substraten zu vermitteln, de zuvor
durch DnaJ rekrutiert wurden (Kelley, 1999 Laufen et al., 1999. Da all erdings all e weiteren
N- und C-terminalen Deletionen von NtCPIP1 de Interaktion vdlstandig inhibierten undes
in Hefezellen wegen des zu niedrigen Expressonsniveaus der AD-Plasmide nicht mdglich
war, die korrekte Expresson der Deletionsmutanten Uber Western-Analyse zu verifizieren,
misen in Zukurft aternative in vitro-Bindurgsassays gewdhlt werden, um die
Substratbindurgsdomane von NtCPIP1 zu identifizieren.

4.2.2 Transiente und lokale Virusresistenz gegentber PVY in NtCPIPl-inhibierten

Pflanzen

Die biologische Signifikanz der im Zwei-Hybrid System identifizierten undcharakterisierten
Interaktion zwischen PVY CP und NtCPIP1 konrte mit Hilfe NtCPIP1-defizienter transgener
Pflanzen verifiziert werden, de ane verminderte Suszeptibilitdt gegentber PVY wahrend der
frihen Infektionsphase ausprégten. Das Silencing von NtCPIP1 wurde dabel durch stabile
Transformation eines RNAi-Konstruktes erzielt, das die Expresson dppelstrangiger (ds)
RNA-Fragmente in Form selbst-komplementérer , hairpin“ RNA vermittelte. Diese wirken as
aulerst effiziente Induktoren des , post-transcriptional gene silencing” (PTGS) und fuhren
damit in transgenen Pflanzen zu einer wesentlich hoheren Suppressonsdérke und -héufigkeit
von Endogenen als konventionelle Co-Suppressons- und Antisensekonstrukte (Chuang und
Meyerowitz, 200Q Levin et al., 2001,Smith et al., 200Q Wesley et al., 200]). Tatsacdlich
erwiesen sich dese herkébmmlichen Strategien zunachst als ineffizient und ureureichend, um
die Genexpresson vonNtCPIP1 in transgenen Pflanzen zu hemmen (Daten nicht gezeigt).
Die Verwendung des hpRNA-Konstruktes hingegen fihrte in mehreren Linien zu einer
deutlichen Reduktion der NtCPIP1-spezifischen Transkripte, wobel alerdings keine
vollstéandige, einem ,knock-out® oder Nullalel vergleichbare Repression erzielt wurde
(3.2.2.2, Abb. 4Q 3.2.2.4, Abb. 42. Dies igt in Ubereinstimmung mit friheren
Beobachtungen, wonach das durch hpRNA-Konstrukte indwzierte Silencing zu einer
dramatisch reduzierten aber detektierbaren Genexpresson fuhrt (Wedley et al., 200]). Dabei

kann de Suppresgonstérke verschiedener Linien durchaus variieren, doch liegt die Hemmung
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Uber die gesamte Bandbreite aif einem niedrigeren Niveau as in antisense- und co-
supprimierten Pflanzen.

Die Hemmung der NtCPIP1-Genexpresson fuhrte in vier verschiedenen Linien und
unabhéngigen Infektionsexperimenten zu einer vergleichbaren Reduktion des Virusgehaltes
um 50-60% in inokdierten Blétern im Vergleich zu den Kontrollen (3.2.2.3, Abb. 41).
Allerdings war diese erh6hte Resistenz nur 4 Tage nach Infektion cetektierbar und resultierte
nicht in einer verminderten systemischen Ausbreitung des Virus. Diese transiente und lokale
Resistenz madhte deutlich, dassdie nach Silencing von NtCPIP1 verbli ebene Restmenge CP-
bindender Dnal-Proteine ausreichend war, um eine primére Limitierung wahrend der friihen
Infektionsphase zu Gberkommen undeine vergleichbare systemische Besiedelung wie in den
Kontrollen zu ermdglichen. Die Kompensation des Verlustes an CP-interagierenden
Wirtsfaktoren kann dabei mehrere Ursachen haben:

() Im einfachsten Fall kann man pastulieren, dassdie Uber die Expresson des hpRNA-
Konstruktes vermittelte Hemmung von NtCPIP1 nicht effizient genug war, um die endogenen
Proteingehalte unter ein fur die zellulére Ausbreitung von PVY kritisches Niveau zu bringen.
Da NtCPIP1-spezifische Transkripte aufgrund der niedrigen endogenen Expresson in
Kontroll pflanzen nu unzureichend Gber Northern Blot-Hybridisierung zu detektieren waren
und zudem die Signale in den transgenen Linien duch den charakteristischen ,, Schmier* der
Transgen-Abbauprodukte Uberdedkt wurden, konnte das Silencing nur qualitativ Uber RT-
PCR bestimmt werden. Eine exakte Quantifizierung der Suppressonsdéarke und Korrelation
mit den beobadhteten Auswirkungen auf die Virusresistenz war demnach nicht mogli ch.

(i)  Alternativ bestand de Moglichkeit, dassdas Silencing von NtCPIP1 nicht stabil war
und wahrend der Virusinfektion Ukerkommen wurde. So ist in den letzten Jahren gezeigt
worden, dass PTGS einen nmatdrlichen pflanzlichen Abwehrmedanismus gegentber
replizierenden Viren darstellt (zusammengefasd in Voinnet, 2007, aber viele Viren dieser
Strategie mit der Aktivitdt Virus-kodierter Proteine begegnen, de PTGS effektiv
supprimieren (zusammengefasg in Carrington et al., 2001 Li und Ding, 2001). Das
multifunktionale patyvirale HC-Pro konrte dabei als einer der ersten Sil encing-Suppressoren
identifiziert werden (Brigneti et al., 1998. Im Folgenden wurde gezeigt, dassdas PVY (N-
Stamm) HC-Pro nicht nur in artifiziellen Agrobacterien-Infiltrationsassays das Silencing von
Reportergenen urterdriickt (Brigneti et al., 1999, sondern auch wahrend einer Virusinfektion
die sense- und antisense-vermittelte Hemmung eines Endogens in transgenen Pflanzen
revertieren kann (Di Serio et al., 2001). Die Analyse der NtCPIP1-Transkriptakkumulationin
lokalen und systemischen Bléttern PVY-infizierter Kontroll- und NtCPIP1-supprimierter
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Pflanzen ergab allerdings keinen Hinwels, dass das RNA-Silencing wahrend der Infektion
revertiert wurde (3.2.24, Abb. 42. Dennoch lasg sich nicht ausschlief3en, dass auf stark
infizierte Blattbereiche begrenzt, eine lokale Suppresson des Silencing stattgefunden het,
dieses aber durch ,, Verdinnurgseff ekte” bei der Probenaufbereitung nicht detektierbar war.
(i)  Schliefdlich wurde ds weitere Mdglichkeit in Betracht gezogen, dass der partielle
Verlust von NtCPIP1 duch aternative CP-bindende Isoformen wahrend der Infektion
kompensiert wurde. Es konnten NtCPIP2a und NtCPIP2b koderende cDNA-Klone Uber ein
konventionelles Phagen cDNA-Screening identifiziert werden, und im Zwei-Hybrid System
zeigten diese untereinander dhnlichen Proteine (97,4% Identitét) eine vergleichbare Spezifitét
der Interaktion mit potyiralen CPs wie NtCPIP1. Da die bisherige Expressonsanalyse von
NtCPIP2a/b wahrend der Infektionskinetik in Kontroll- und NtCPIP1-gehemmten Pflanzen
kein signifikantes Silencing der Isoformen durch das NtCPIP1-spezifische hpRNA-K onstrukt
erkennen liel3, kdnre die Expresson der NtCPIP1-Isoformen tatsddlich zur Kompensation
der NtCPIP1-Defizienz beigetragen haben (Daten nicht gezeigt). Um diese Moglichkeit
abschliefend zu urtersuchen, wére es snnvdl, die Genexpresson won NtCPIP2a/2b in
transgenen Pflanzen einerseits Isoform-spezifisch zu hemmen urd zum anderen mit Hilfe von
Hybridkorstrukten ein simultanes Silencing der verschiedenen Isoformen zu indwzieren. In
letzterem Fall wirde man eine deutlich hokere und stabil ere Virusresistenz postuli eren.

Unter dem Gesichtspunkt einer verbesserten und dauerhaften Virusresistenz gegentiber
PVY und anderen Potyviren konrte die Expresson daminant-negativer Mutanten der
verschiedenen Isoformen eine dternative Strategie zaum RNA-Silencing in transgenen
Pflanzen darstellen. Ein moglicher Ansatzpunkt wére die konstitutive Expresson N-
terminaler Deletionskonstrukte, die keine J-Doméne mehr aufweisen. Dies wirde die
Bindungsfahigkeit mit dem viralen Partner nicht bednflussen, aber die patentiele

Rekrutierung von HSP70-Proteinen fur die zell uldre Virusausbreitung inhibieren.

4.2.3 Mdgiche Rolle von molekularen Chaperonen beim intrazellularen und

plasmodesmalen Transport von Potyviren

Die spezifische Interaktion zwischen PVY CP und einem pflanzlichen Wirtsfaktors aus der
Familie der Dnal-&hnli chen Proteine legt die Beteiligung HSP70-abhdngiger Medanismen an
der patyviraden Virusausbreitung rehe. Generell induzieren eine Reihe tierischer aber auch
pflanzlicher Viren de Expresson von HSP70-Chaperonen oder rekrutieren zelluldre HSP70

Uber Interaktion mit Virus-kodierten J-Doménen (zusammengefasg in Sullivan und Pipas,
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200L Maule et al., 20@). Die spezifische und transiente Induktion vonHSP70 in Zellen der
vordersten Ausbreitungsfront verschiedener Virusinfektionen, wie beispielsweise des Pea
seal-borne mosaic patyvirus, weist indirekt auf eine mogliche Rolle dieser Chaperone beim
plasmodesmalen Makromolekiltransport hin (Aranda et al., 1996 HaveldaundMaule, 2000.
Den besten Beleg fur eine direkte Beteiligung von HSP70 am Virustransport liefern aber
Closteroviren, de ds enzige Virusgruppe fur ein virdes HSP70 Homolog (HSP70h)
kodieren. So fungiert das HSP70h des Bed ydlows closterovirus (BYV) as virales MP
(Peremyslov et al., 1999, lokalisiert dabel an PDs (Medina et al., 1999 und interagiert mit
Mikrotubui (Karasev et al., 1992. Daneben hat das HSP70h im Zusammenspiel mit dem
Capsid Protein esentielle Bedeutung fiur die Assemblierung und de Stabilitdt des Virions,
und ‘ermittelt als integraler Bestandteil des Transportkomplexes tber die intrinsischen
Signale zur Mikrotubui- und PD-Asziation dessen intrazell uldren Transport (Alzhanova et
al., 200). In Analogie aur postulierten mechanischen Rolle von HSP70 Proteinen beim
Proteinimport in das ER und de Mitochondien (Pilon und Schekman, 1999 konnte das
HSP70h zudem Uber die Beretstellung medanischer Energie ds molekularer Motor der
plasmodesmalen Translokation denen (Alzhanova et al.,, 200). Basierend auf diesen
Funktionen des HSP70h lasg sich daher spekulieren, dass Potyviren sowohl fur die
Assemblierung des Transportkomplexes als auch fir den plasmodesmalen Transport zell ulére
HSP70-Proteine rekrutieren undzwar tber die Interaktion des viralen CP mit Dnal-Proteinen.
Aufgrund der Lokaisierung von HSP70-Proteinen im Phloemexudat wurde bereits friher
angenommen, dass pezidisierte endogene HSP70-Proteine existieren, de die Kapazitét zum
eigenen Transport durch PDs im GZ/SE-Komplex besitzen (Schobert et al., 1995. Mit der
Identifzierung einer HSP70-Unterklasse aus Cucurbita maxima, die Uber en intrinsisches
Motiv zum plasmodesmalen Targeting verfugt, konrte kirzlich der entsprechende Nachwels
erbracht werden (Aoki et al., 2002. Durch Rekrutierung von Vertretern deser HSP70-Klasse
uber die Dnal-8hnlichen Co-Chaperone kdnrte damit der potyvirae Transportkomplex in
Richtung der PDs gelenkt werden, mogli cherweise durch HSP70-vermittelte Interaktion mit
dem Cytoskelett. Ein vergleichbarer Transportmecdhanismus wurde auch fur den TSWV
Tospovirus postuliert, desen MP NSm mit dem helicden Nucleocapsid und @n zuvor
erwdhnten DnaJ-ahnlichen Proteinen aus verschiedenen Pflanzenspezies interagiert (Soelli ck
et al., 200Q. Allerdings konrte die funktionale Bedeutung der Interaktion fur der TSWV-
Infektion kisher in panta nicht nachgewiesen werden. Insgesamt scheint sich aber
abzuzeichnen, dassdie asgstierende Funktion molekularer Chaperone en generell eres Prinzip

des Virustransportes ist a's zuvor angenommen, undsich deses trotz Unterschieden in den
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jeweils invalvierten viralen und planzlichen Faktoren in so verschiedenen Virusgruppen wie
denen der Closteroviren, Tospoviren undPotyviren ausgepragt hat.

4.3 Funktionele Analyse des SXD1-Orthologs in Kartoffeln zegt eine essentiele
Rolle der Tocopherol Cyclase fur den plasmodesmalen Assmil attransport

Im dritten Teil der Arbeit sollte tber einen RNA-Silencing Ansatz die Bedeutung eines
SXD 1-Orthaogs fur die Ausbildung funktionaler PDs undfir die Synthese von Tocopherolen
in transgenen Kartoff elpflanzen analysiert werden. Diese duale Funktion war zuvor tber die
Charakterisierung der Asgmilatexport-defizienten Maismutante sxd1 (Russn et al., 1996
Provencher et al., 200) sowie der Vitamin E-defizienten ArabidopsisMutante wvtel
(Porfirova et al., 20@) fur das SXD1/VTEL-Protein abgeleitet worden. Mit Hilfe SXD1-
gehemmter Kartoffellinien konrte somit erstmals innerhalb eines pflanzlichen Systems
demonstriert werden, dass der Verlust der Tocopherol Cyclase-Aktivitdt und de dadurch
bedingte Inhibierung der Tocopherolbiosynthese direkte Auswirkungen auf den
Asdgmilattransport hat und in einem Exportblock fir Photoassmilate aus source-Bléattern

resulti ert.

4.3.1 SXD1-Orthologin Kartoffel kodiert eine Tocopherol Cyclase

Uber die in sili co Identifizierung eines SXD1-homologen EST-Klons und die Amplifizierung
der flankierenden 5" und 3 cDNA-Fragmente konrte das SXD1-Gen aus Kartoffel kloniert
werden (s. Anhang 1.5). Das abgel eitete Protein zeigte héchste Homologie (62% Identitét auf
Proteinebene) zu den zuvor charakterisierten SXD1- bzw. VTEL-Proteinen aus Mais und
Arabiodogsis sowie signifikante Ahnlichkeit mit orthologen Proteinen verschiedener
phaosynthetischer Mikroorganismen (Abschnitt II, s. Anhang). Nach rekombinanter
Expresson von SSXD1 in E.coli konrte funktionales Protein erhalten werden, das hohe
Tocopherol Cyclase-Aktivitét zeigte undin vergleichbarer Weise wie das VTEL-Protein aus
Arabidopsis (Porfirova et al., 2002 die Synthese sowohl von y-Tocopherol als auch y-
Tocotriend vermittelte (3.3.1,Abb. 45. Dabei hatte das postulierte plastidare Transitpeptid
(Provencher et al., 200 keinen Einflussauf die Aktivitét des rekombinanten Proteins. Diein
vitro Daten konrten in transgenen Kartoffel pflanzen tbker das RNAi-vermittelte Silencing von
SSXD1 verifiziert werden. Nach Transformation eines SSXD1-spezfischen hpRNA-

Konstruktes wurden transgene Linien erhaten, de drastisch verminderte Cyclase-Aktivitaten
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in den Blétern zeigten und infolgedessen eine deutliche Vitamin E-Defizienz ausprégten
(3.3.2,Abb. 47. Dabei konrte @ne Linie generiert werden (StSXD1-RNAi-22), die nur noch
0,20 der Cyclase-Aktivitdt und 0,26 des a-Tocopherolgehaltes der entsprechenden WT-
Kontroll en aufwies und somit den fur die vtel-Nullmutante beschriebenen Veranderungen im
Tocopherolstoffwedhsel (Porfirova et al., 20029 sehr nahe kam. Die erhaltenen transgenen
Linien demonstrierten zudem die Effizienz des verwendeten hfRNA-Konstruktes, mit dem
bei generell starker Hemmung eine wiinschenswerte Variabilité in der Ausprégung des
Eff ektes erzielt wurde (Wesley et al., 200)). Insgesamt wurde damit sowohl in vitro als auch
in planta eindeutig belegt, dass das StSXD 1-Ortholog eine Tocopherol Cyclase kodiert, die

esentiell e Bedeutung fur die Biosynthese von Tocopherolen in Kartoff el pflanzen hat.

4.3.2 Verminderte Stresdoleranz in Tocopherol-defizienten Kartoffelpflanzen

Tocopherole sind lipophile Substanzen mit antioxidativen Eigenschaften, die ausschliefdlich
von phdosynthetischen Organismen synthetisiert werden. Sie sind esentiell er Bestandteil der
tierischen Erndhrung, da sie verschiedene reaktive Sauerstoffspezies und frele Radikale auf
chemischem oder physikalischem Wege entgiften kénren und somit mehrfach ungeséttigte
Fettsauren (PUFAS) vor Lipidoxidation schitzen (Fukuzawa und Gebicky, 1983 Bramley et
al., 2000Q. In Pflanzen gibt es Hinweise, dassTocopherole &nlich wie in tierischen Systemen
als Antioxidantien undRadikalfanger wirken (Fryer, 1992 und damit eine wichtige Funktion
beim Schutz gegenlber verschiedenen Stressedingungen ausiiben (zusammengefasg in
Munré-Bosch undAlegre, 2009. Dartiber hinaus wurde Tocopherolen aufgrund cer direkten
Interaktion mit Membranlipiden eine Rolle bel der Stabili sierung von Membranen und der
Kontrolle der Membranpermeabilit & zugesprochen (Munré-Bosch undAlegre, 2009. Altere
Befunde lasen zudem die Beteligung von Tocopherolen bei der Blitenindukion
(Michniewicz und Kamienska, 1964 Michniewicz und Kamienska 1966; Baszynski, 1967
sowie Pflanzen/Pathogen-Interaktionen (Castle und Day, 1989 vermuten. Allerdings snd in
den meisten Féllen de Hinweise nur indirekter Natur, so dass ein endgultiger Nachwels fur
diein vivo Funktion vonVitamin E in Pflanzen nach ausdeht.

Uber die Bestimmung der Chlorophyllfluoreszenz konrte verifiziert werden, dass die
Reduktion des Vitamin E-Gehaltes in transgenen Kartoffelpflanzen der Linie 22im Vergleich
zu WT-Kontrollen in ener deutlich stdrkeren Reduktion der phaosynthetischen
Quantenausbeute nach photooxidativen Stress resultierte (3.3.3, Abb. 48). Auch zeigte sich
der Chlorophyllgehalt gegeniber den Kontrollen nach der Stressapplikation starker
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vermindert (23%) als vorher in Niedrig-Licht adaptierten Pflanzen (9%). Dies weist insgesamt
auf eine hohere Senstivitdt gegenlber phaooxidativem Stress als Folge der
Tocopheroldefizienz in der transgenen Linie hin, was zusédtzlich duch die Entwicklung
irreversibler, stressndwzierter Symptome in den SXD1-gehemmten Pflanzen urterstrichen
wurde. Ahnliche Effekte af Quantenausbeute und Chorophyllgehalt konrten urter
phaoxidativen Stressbedingungen in der vtel-Mutante beobadtet werden (Porfirova et al.,
2002. Dies unterstitzt die postulierte Funktion von Tocopherolen beim Schutz
phaosynthetischer Komplexe in den Thylakoiden vo Sauerstofftoxizité und
Lipidperoxidation (Fryer 1992 Munré-Bosch und Alegre, 20029. Entsprechend konre auivor
auch fur transgene Tabakpflanzen, de infolge der Antisense-vermittelten Reduktion in der
Geranylgeranyl-Reduktase e@ne partielle Verminderung der Tocopherolgehate aufwiesen,
eine ehbhe Sensitivitét gegeniiber oxidativem Stress demonstriert werden (Tanaka et al.,
1999 Grasses et al., 200). Allerdings waren diese Pflanzen auch in ihrer
Chlorophyllbiosynthese gehemmt, was die Unterscheidung zwischen Tocopherol- und
Chlorophyll-spezifischen Effekten erschwerte. Unter diesem Gesichtspunkt ist es
bemerkenswert, das auch in der Linie 22 vor der Stressapplikation ein leicht verminderter
Chlorophyllgehalt detektiert wurde und dese Pflanzen generell eine hellere Blattfarbe
gegenuber den WT-Kontrollen aufwiesen (3.3.3, Abb. 48). Dies sheint im Gegensatz zu
der vtel-Mutante zu stehen, fur die kein Effekt auf den Chorophyllgehalt unter optimalen
Bedingungen beschrieben wurde (Porfirova et al., 2009 und damit zusétzliche pleiotrope
Auswirkungen der Tocopheroldefizienz in den Kartoffeln vermuten |&s<.

Insgesamt l&sg sich aber feststellen, dass ®wohl in der vtel-Mutante ds auch in den
transgenen Kartoffelpflanzen de Minderung der Stresgoleranz relativ moderat ausfiel, was
die Beteiligung aternativer Redoxsysteme (z.B. Ascorbat, Glutathion, Carotinoide) an der
oxidativen Stressantwort wahrscheinlich madit. In desem Zusammenhang konre die
Isolierung einer Vitamin C-defizienten Mutante (sozl/vtcl) beschrieben werden, de eine
erhohte Sengitivit&t gegentiber verschiedenen Stressedingungen zeigte (Conklin et al., 1999.

4.3.3 Inhibierung des Assmilatexportesin SXD1-supprimierten Kartoffelpflanzen

Die qualitativen und quantitativen Analysen der Kohlenhydratvertellung in den SXD1-
supprimierten Kartoff elpflanzen belegten, dassdie Verminderung in den Tocopherolgehalten
infolge @ner gehemmten Tocopherol Cyclase-Aktivitéat in einem Assmil atexport-defizienten

Phanatyp resultierte. Dabei war die Ausprégung des Phanotyps direkt mit der Tocopherol-
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Konzentration in den Bléttern kareliert und dementsprechend de deutli chsten Effekte in der
Linie 22 festzustellen (3.3.4,Abb. 50 und 5} Eswar auffélli g, dassbei einer generell starken
Reduzierung des Gehaltes an a-Tocopherol auf 4,7% (Linie StSXD1-RNAi-21), 2,%% (Linie
27) bzw. 0,76 (Linie 22) des Vergleichswertes in den WT-Kontrollen, die phénotypischen
Unterschiede zwischen diesen Linien deutlich variierten, undbeispielsweise in der Linie 21
nur noch marginale Auswirkungen auf den Kohlenhydratstatus in den source-Bléttern zu
detektieren waren. Allerdings zeigte sich Ukereinstimmend in alen transgenen Linien eine
tendentielle Verminderung der l6slichen Zucker in den jlungeren Blattstufe, was auf ein
unzureichende Assmilatversorgung der sink-Gewebe schlieffen lasst. Als Folge der
Unterversorgung heterotropher Pflanzenorgane aus den source-Geweben wurde daher auch in
der Linie 22 eine deutliche Reduktion des Knadllenertrages beobachtet. Somit préagte
insbesondere die Linie 22 einen Phanotyp aus, der an transgene Kartoffel pflanzen mit einer
inhibierten apopastischen Phloembeladung als Folge der konstitutiven oder Phloem-
spezifischen Hemmung des Sactarosetransporters erinnerte (Riesmeier et al., 1994 Kihn et
al., 1999. In Ubereinstimmung mit diesen Export-defizienten Pflanzen war auch in der
SXD1-gehemmten Linie eine deutliche Inhibierung der Photosyntheserate in den source-
Bléttern zu verzeichnen (3.3.3,Abb. 8€). Die CO,-Asdmilation erwies sich dabei abhéngig
vom Entwicklungsdadium der Blatter und konrte mit der sourcespezifischen
Starkeskkumulation kareliert werden. Entsprechend war in der jingsten urtersuchten
Blattstufe, die gegeniber den Kontrollen unverénderte Starkegehate zeigte, keine
Verminderung, sondern interessanterweise @ne signifikante Steigerung der Photosyntheserate
Zu beobadten. Dies ldsd kompensatorische Prozesse ds Folge der source-spezifischen
phaosynthetischen Limitierung erkennen und zeigt damit, dassdie Tocopherol-Defizienz per
se nicht die Photosynthesekapazitét in der transgenen Linie beanflusg hat.

Die Inhibierung des Asdmilatexportes as Folge des Silencing von SSXD1 in den
transgenen Kartoff elli nien zeigt damit eindeutige Parallelen zu dem Phénotyp, der durch den
Verlust des SXD1-Orthologs in der Maismutante sxd1 hervorgerufen wurde (Russn et al.,
1996 Provencher et al., 200]). Dagegen wurden fur die vtel-Mutante keine phanotypischen
Auffaligkeiten beschrieben, de @nliche Konsequenzen der Vitamin E-Defizienz fur den
Assmilattransport und Kohlenhydratverteilung in Arabidopsis vermuten lassen (Porfirova et
al., 2002. Allerdings muss die wtel-Mutante zunachst im Hinblick auf
Kohlenhydratmetabolismus und pgasmodesmale Transporteigenschaften  detaillii ert
biochemisch undzell biologisch charakterisiert werden, bevor Schlusgolgerungen hinsichtlich

mogli cher Unterschiede zwischen den Pflanzenspezies gezogen werden kénnen.
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Die ultrastrukturellen Untersuchungen der PDs in phanotypischen SXD1-supprimierten
Kartoffeln der Linie 22 konren im Gegensatz zu der sxd1-Maismutante keinen Aufschluss
Uber die Ursache der beobachteten Inhibierung des Assmil atexportes geben. Zuvor war die
Unterbrechung der symplastischen Kontinuitét zwischen Mesophyll und Leitgewebe infolge
massver Kalloseablagerungen an den PDs der Bundelscheiden/Phloemparenchym-
Grenzschicht als Grund fur den Verlust der Exportkapazitét postuliert worden (Botha et al.,
2000. Diese spezifischen PDs wurden auch als Barriere fur den Eintritt verschiedener Viren
in den Phloemgewebe identifziert, was prinzipiell e strukturelle Unterschiede sowohl zu den
PDs des Mesophyll als auch des GZ/SE-Komplexes wahrscheinlich macht (zusammengefasd
in Nelson und \an Bel, 199§. Auf Basis der Immunagold-Markierungen mit einem anti-(1,3)
-Glucan Antiserum konrnten alerdings keine endglltigen Aussagen im Hinblick auf
mogli che Unterschiede zwischen der Linie 22 und @& WT-Kontrolle getroffen werden, da
innerhalb der untersuchten Gewebe éne relativ hohe Variabilité in den plasmodesmalen
Strukturen als auch der Kallosemarkierung zu beobaditen war (3.35, Abb. 53. Ahnlich
stellte sich de Situation in anderen Zelltypen innerhalb des Mesophylls und des Leitgewebes
dar. In Zukunft missen daher aternative Methoden wie beispielsweise Mikroinjektionen zur
zell spezifischen Analyse der plasmodesmalen Permeabilit & (Botha et al., 2000 zum Einsatz
kommen. Zudem wére e snnvdl, utrastrukturelle Analysen in verschiedenen Blatt- und
Entwicklungsdadien durchzufiihren, um pleiotrope Effekte infolge der masdven
Stérkeakkumulation auszuschli ef3en.

Obwohl mit den StSXD1-RNAI transgenen Kartoffelpflanzen verifiziert werden konrte,
dass es einen drekten Zusammenhang zwischen dem Tocopherolstoffwechsel und dem
source-spezifischen Assmilattransport gibt, bleibt die Wirkungsweise von Vitamin E auf die
Ausbildung funktionaler PDs vdlli g unverstanden. Dies ist daher ein gutes Beispiel, dassdie
Anayse von ,knock-out* Mutanten urd von konstitutiv RNAi-supprimierten transgenen
Pflanzen in vielen Falen Probleme bereitet, da weniger der direkte Effekt des untersuchten
Gens ds vielmehr die Adaptation an eine kontinuierliche Defizienz betradchtet wird. Diese
Nacdtelle mussen daher in Zukurft durch de Verwendung kondtionaler Mutanten oder
indwierbarer RNAI-Strategien vermieden werden. Die Etablierung enes Ethand-
indwzierbaren Expresgonssystems zum dsRNA-vermittelten Silencing ist dabel ein
vielversprechender Ansatz (Chen et al., eingereichtes Manuskript).
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5 ZUSAMM ENFASSUNG

Die interzellul&re Ausbreitung von Viren in Pflanzen erfordert die Funktion Virus-kodierter
Transportproteine (,Movement Protein®, MP), die Uber kompatible Interaktionen mit
Wirtsfaktoren den symplastischen Transportweg fir Photoassmilate und endogene

Makromolekile rekrutieren. Dabei kommt der Struktur und Funktion der Plasmodesmen

(PDs), den cytoplasmatischen Zell-zu-Zell Verbindungen, eine entscheidende Bedeutung zu.

Ziel dieser Arbeit war die ldentifizierung von molekularen Faktoren plasmodesmaler

Transportprozesse, wobei drei Ansétze verfolgt wurden:

(1) Analyse der zellbiologischen, metabadlischen und virologischen Konsequenzen MP-
vermittelter Anderungen des plasmodesmalen Transportweges und Identifizierung daran
beteili gter Wirtsfaktoren am Beispiel des Potato leafroll virus MP (PLRV-MP17).

(2) Isolierung pflanzlicher Interaktionspartner eines am intra und interzelluléren
Virustransport beteiligten viralen Capsid Proteins (CP) mit MP-ahnli chen Eigenschaften.

(3) Charakterisierung des an der Ausbildung funktionaler PDs betelligten SXD1 (sucrose
export deficient 1) Proteins und ds®en Bedeutung fur den symplastischen
Assgmilattransport.

Hierbei bil dete Ansatz (1) den Schwerpunkt der Arbeit.

(1) Die konstitutive Expresson des PLRV-MP17 in transgenen Tabakpflanzen fuhrt zu einer
starken Wuchsretardierung, einer massven Akkumulation von Kohlenhydraten in source-
Blattern sowie ener limiti erten Virusresistenz (Herbers et al., 1997%. Um zu untersuchen, ob
die MP17-indwierten Anderungen duch Modifikation spezifischer PDs oder durch
pleiotrope Effekte infolge der hohen MP17-Gehalte hervorgerufen werden, wurden dese
Pflanzen mit phanotypisch uraufféli gen Tabaklinien verglichen, de MP17 in translationaler
Fusion mit GFP exprimierten. Subzelluldre Lokalisierungsdudien zeigten eine generelle
Asoziation von MP17 mit PDs des vaskuldren und richt-vaskuldaren Gewebes in source-
Bléttern, wahrend in sink-Bléttern de Lokalisation auf PDs der Trichome beschrankt blieb.
Farbstoff-gekoppelte Mikroinjektionsanalysen belegten eine Erhdhung der plasmodesmalen
Leitfahigkeit in Mesophyllzellen transgener Linien, de sich urabhdngig von der MP17-
Proteinmenge und plinotypischen  Anderungen auspragte.  Hingegen  konrten
Kohlenhydratakkumulation, Phanatypentwicklung sowie Anderungen der
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Resistenzeigenschaften gegentiber Potato virus Y (PVY) mit der Menge an MP17-Protein
korreliert werden. Dies lasg auf sekunddre metabdische Effekte bei hohem MP17-
Expressonsniveau schlief3en, de den priméren Einfluss von MP17 auf die plasmodesmale
Leitfahigkeit Gberlagern.

Um zwischen drekten Effekten von MP17 und der metabdischen Adaptation der
Pflanzen bel hohem Expresgonsniveau zu urterscheiden, wurden Tabakpflanzen generiert,
die MP17 und MP17:GFP unter Kontrolle &nes Ethand-indwzierbaren Promotors
exprimierten. Expressonsanalysen ergaben eine maximae Transkriptakkumulation 2448
Stunden nach Ethandapplikation undeine anheitli che Induktionskinetik in urterschiedlichen
Blattstadien. Mehrere transgene Linien entwickelten 30-36 Stunden nach Ethanolapplikation
einen spezifischen Phanotyp, der durch Venen-asziierte Chlorosen charakterisiert war und
sich zuerst in den Venen hoherer Ordnung (Klasse I11) manifestierte. Im Unterschied zu den
konstitutiv exprimierenden Pflanzen war der Effekt auf aktiv wadisende Blétter beschrénkt
und schien dem basipetalen sink/source-Gradienten innerhalb des Blattes zu folgen. Die
guantitative Bestimmung der Kohlenhydratgehalte und qulitative Visualisierung der
Starkevertellung ergab, dass der Auspragung des chlorotischen Phanotyps eine deutliche
Starkeakkumulation vaausging, die spezifisch mit den Venen héterer Ordnung am Ende der
Dunkelphase a@oziiert war. Fluoreszenzmikroskopische Anaysen belegten ene
praferentielle Affinitdt von MP17:GFP zu PDs Venen-asziierter Zeltypen in den
phanotpypischen Blattern, was auf eine mit dem sink/source-Ubergang korrelierte
Entwicklungsabhangigkeit der MP17/PD-Interaktion schliessen lasd. Die transgenen Linien
zeigten zudem eine limitierte lokale Resistenz gegeniiber PVY, die auf phénatypisch
verdnderte, systemische Bléatter beschrankt war und vermutlich duch eine unspezifische,
Kohlenhydrat-vermittelte Abwehrrestion undoder einen MP17-indwzierten ,Block” des
Virusimportes verursacht wurde.

Die &topische Expresson vonMP17 undMP17:GFP fuhrte auch in Arabidopsis thaliana
zu einer generellen plasmodesmalen Asoziation in source-Geweben sowie aner Inhibierung
des Assmil atexportes, was konservierte MP17-Interaktionspartner zwischen Sdanaceen und
Arabidopsis vermuten lasd. Daher wurde in einem genetischen Ansaiz die EMS
mutagenisierte Popuation einer MP17:GFP transgenen Linie aif Suppressormutanten
durchmustert, die durch Reversion des MP17-vermittelten Wadstumsdefektes charakterisiert
waren. Es konnten etwa 30 Mutanten mit Wil dtyp-ahnlichem Wadhstum isoliert werden, de
basierend auf der Proteinexpresson und subzelluldren Lokalisierung von MP17:GFP

unterschiedlichen Klassen zugeordnet wurden. Einige Mutanten zeigten zudem einen
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,Bluhphenatyp®, was einen drekten Hinweis auf mogliche Anderungen des
Asgmil attransportes gab.

(2) Der zweite Ansatz zielte auf die Isolierung von pflanzli chen Interaktionspartnern des PVY
Capsid Proteins (CP), da potyviralen CPs aufgrund ihrer Beteiligung an der Assemblierung
des Transportkomplexes <wie der Fadhigkeit zur Modifikation der plasmodesmalen
Leitfahigkeit eine wichtige Rolle beim intra- und interzelluldren Transport zugeschrieben
wird. Mit Hilfe des Zwei-Hybrid Systems in Hefe wurde en neuartiges Dnal-ahnliches
Protein (NtCPIP1) aus Nicotiana tabacum isoliert, das gezifisch mit PVY CP und cm
verwandten Tobacco etch virus (TEV) CP interagierte. Die funktionale Bedeutung der
Interaktion wurde durch PVY -Infektion vontransgenen Tabakpflanzen verifiziert, die mittels
RNAI in der Expresson von NtCPIP1 supprimiert waren und verminderte Virusgehalte
wéahrend der Etablierung der Infektion zeigten. Fur den Zell-zu-Zell Transport von Potyviren
konrte somit die Beteili gung von zelluldren HSP70-Proteinen paostuli ert werden, die tber die
Bindung des potyviraden CP an Dnal-dhnliche Proteine wadhrend der Infektion rekrutiert

werden.

(3) Im dritten Ansatz sollte das pflanzliche SXD1-Protein im Hinblick auf seine Bedeutung
far die Ausbildung funktionaler PDs und den symplastischen Assmil attransport untersucht
werden. Die sxd1 (sucrose eyort defedive 1) Maismutante wurde auvor infolge enes
Asdgmilatexport-defizienten Phanotyps und strukturellen Verdnderungen von PDs zwischen
Biindel scheide und Phloemparenchym als Transportmutante mit spezifischem Defekt in einer
PD-Komporente betrachtet. Die Isolierung einer Vitamin E-defizienten Arabidopsis-Mutante
(vtel) zeigte dlerdings, dass SXD1/VTEL fur die Tocopherol Cyclase kodiert, wobei in
Arabidopsis kein dfensichtlicher Effekt auf den Assmilattransport beschrieben wurde. Um
die Frage au klidren, dbo SXD1 sowohl fur Veranderungen der PDs als auch de verminderten
Vitamin E Gehalte verantwortlich ist, wurde das orthologe SXD1-Gen aus Sdanum
tuberosum isoliert und de Expresson von SSXD1 in transgenen Pflanzen lker RNAI
supprimiert. Durch biochemische Analyse der Pflanzen, de in Zusammenarbeit mit Dr. M.
Geiger (Sungene, Gatersleben) erfolgte, konrte verifiziert werden, dass SSXD1 fur die
Tocopherol Cyclase kodiert. Die daraus resultierende Vitamin E-Defizienz fuhrte in den
transgenen Pflanzen zu einer verminderten Toleranz gegentber phaooxidativem Stress und
dartiber hinaus, aufgrund eines bisher unverstandenen Mechanismus, zu einer Inhibierung des

Assmil atexportes.
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| sopropyl-B-D-Galaktopyranosid

Immunoglobulin

relative Signalstérke (,, Intensity”) des Western-Signals abziiglich des Hintergundwertes
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Kil obasenpaae

Kilodalton

Landsberg ereda

Lithiumaceat
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Movement Protein, Transportprotein
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Nopali nsynthase
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Polyaaylamid-Gel el ektrophorese

»photosynthnetically adive radiation”, photosynthetsich aktive Strahlung
»Polymerase Chain Readion”, Polymerase-K ettenreaktion
Plasmodesma

Polyethylenglycol
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Potato leafroll virus
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Potato virus A

Potato virus Y

»Rapid amplification of cDNA ends"
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Caboxylase/Oxygenase

Ribonukleinsdure

Raumtemperatur oder Reverse Transkription

Sekunde

siehe

»Synthetic complete drop-out”- Medium
Natriumdodecylsulfat

denaturierende Polyaaylamidgel el ektrophorese

»Single stranded* DNA, Einzelstrang DNA

Samsun NN (Nicotianatabacum)

Tobecoo etch virus

Tobacco mosaic virus

Tomato spotted wilt virus

Turnip mosaic virus

Tobacco ven mottling virus
Tri-(Hydroxymethyl)-Aminomethan

Tochtergeneration bei transgenen Linien, bzw. ,time point® (Zeitpunkt) nach
Ethanolinduktion

Uber Nadt

Varietét

Volumen

Volumenprozent

Gewichtsprozent
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8 ANHANG

. Sequenzen

.1  DNA-Sequenz und daraus abgeleitete Aminosdure-Sequenz des Klons NtCPIP1

aus Nicotiana tabacum.

gcaaaagagcgagagagagagagagagagagagagagagagagagagagagagagagaaa 60
atgggcgttgattactacaaaatactcaaagtgtcacgcaatgcgagtgaagaagatttg 120
MGVDYYKILKVSRNASEEDL 20
aaaaaatcgtacaagcgattggcgatgaaatggcatccggataagaacagtgagaaagaa 180
KKSYKRLAMKW HPDKNSEKE 40
gcagaagcgaaattcaagcagatatcggaggcctatgatgtgctaagtgatccacagaag 240
AEAKFKQISEAYDVLSDPAQKB®G0
cgtcagatctatgatatatacggcgatgaggcgttgaaatcgggtcaattcgatccctcg 300
RQIYDIYGDEALKSGQFDPS 80
tcacctatgaatggtaatgggagaggatttaagttcgattcgcgtgatgcggaagatatt 360
SPMNGNGRGFKFDSRDAEDI 100
tttgcggaattttttggtggatcggatgggtatagtaggagtcctactggtggtactgta 420
FAEFFGGS DGYSRSPTGGTV 120
cggattaggaagccggcgccggtggagaacaagttgccatgtagcttggaggaattgtac 480
RIRKPAPVENKLPCSLEELY 140
aagggttctaagaggaagatgaagatttcaaggattgttcttgatgtcactggtaagcct 540
KGSKRK MKISRIVLDVTGKP 160
acaacaattgaagaggtcttggcaatacacattaaacctggttggaagaaaggcacaaaa 600
TTIEEVLAIHIKPGWKKGT K 180
atcacttttccagagaaagggaaccatgaacctggagctgcacctggtgatcttattttt 660
ITFP EKGNHEPGAAPGDLIF 200
gtaatcgatgaaaagccacatgatgtcttcaagagagatggaaatgatctagtgatcaat 720
VIDEKPHDVFKRDGNDLVIN 220
cagaaaatctcattagtagatgctctctctgggaagattatcaacttggctactttggat 780
QK ISLVDALSGKIINLATLD 240
ggaagggaactcacgataccaatcacagatgttgttaagccaggacatgagcagataatc 840
GRELTIPITDVVKPGHEQOQII 260
gcagatgaaggaatgccaatatcaaaagaacccgggaagaaaggaaatttgaggatcaag 900
ADEGMPISKEPGKKGNLRIK 280
tttgaggttaagttcccgtcaaggcttagticagatcagaaattggatatcagaagagtg 960
FEVKFPSRLSSDQKLDIRRYV 300
ctgggcaggactgttgactaatccagtgcttaacttaaggtatcactaacactgactgat 1020
LGRTVD - 305
tgtggaagtgcaatggaatgtaaatacttggaaagtttatgctagacaggagaattgtgc 1080
atagtaggattattgttttgacgatgcctctcaaagtttagttttatitagcgccataaa 1140
aggagcactctagcagctatgccagctgcctatgtaattctcatgttggatattaaacac 1200
cttaggtagtttactaagttttaatgtttgatttggaggtagatgctatacttcaagtaa 1260
ttggagtcgggaatagcttgctatcttgttctggttgtgaatttcaactgtgggcetgtgg 1320
tagactggtaatgaataaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 1371
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1.2 DNA-Sequenz der kodierenden Region und daraus abgeleitete Aminosdure-
Sequenz des Klons NtCPI P2a aus Nicotiana tabacum.

atgggacttgattactataacgtactaaaagtatctcggaatgcaagtgaagaagattta 60
MGLDYYNVLKVSRNASEEDL 20
aagagatcgtacaagcgattagctatgaaatggcatccagataagaacagtcagaacaaa 120
KRSYKRLAMKWHPDIKNSQNK 40
aaagaagcagaagcaaaattcaagcagatttctgaagcgtatgatgtgcttagtgatcct 180
KEAEAKFKQISEAYDVLSDPG®60
aagaagcgtcagatctatgacgtgtacggtgatgatgcattgaaatccggtcaatttgcc 240
QKRQI YDVYGDDALKSGQFAZSO
tcggcegtcgecgactagtgetggtagtaacgccagagggtttaggttcaatacgegtgat 300
SASPTSAGSNARGFRFNTRD 100
gcggaggctatttttgctgagtttttcggtggatcgggtagtaattccggtgccggagtc 360
AEAIFAEFFGGSGSNSGAGV 120
ggtcggaaggcggcegcecggtggagaataaactgecgtgtagettggaggagctttacaaa 420
GRKAAPVENKLPCSLEELY K 140
gottctagaagaaaaatgaagatctcacggattcttctggatgactctggtaagcectaca 480
GSRRKMKISRILLDDSGKPT 160
actgttgaagaggtcttagcgatacacatcaagcctggttggaagaaaggcacaaaaatc 540
TVEEVLAIHIKPGWKKGTKI 180
actttcccagagaaaggaaactatgagcctggagctactcctggtgatcttatttttgtg 600
TFPEKGNYEPGATPGDLIFYV 200
atagatgaaaagccgcatgctgtcttcaagagggatggaaatgatctggagatcaatcag 660
IDEKPHAVFKRDGNDLEINQ 220
aaaatttctttactagatgctcttactgggaaaactataagcttgatcactttggatgga 720
KISLLDALTGKTISLITLD G 240
cgggaactcacaataccaatcacagatattgttaaaccaggacatgagcatataatccca 780
RELTIPITDIVKPGHEHIIP 260
aatgaaggaatgccaatatcaaaggaacgtggcaagaaaggaaatttgaagatcaagtit 840
NEGMPISKERGKKGNLKIKF 280
gacattaaattcccatcaaggctaagtgcagatcagaaatctgatatcaggagggtactg 900
DIKFPSRLSADQKSDIRRVL 300
tgcaggagcgctgactaa 918

CRSAD- 305

1.3 DNA-Sequenz der kodierenden Region und daraus abgeleitete Aminosdure-
Sequenz des Klons NtCPI P2b aus Nicotiana tabacum.

atgggacttgattactatgacgtactgaaagtatctcggaatgcaagtgaagaagattta 60
MGLDYYDVLKVSRNASEEDL 20
aagagatcgtataagcgattagcgatgaaatggcatccagataagaacagtcagaacaaa 120
KRSYKRLAMKWHPDKNSOQNK 40
aaggaagctgaagcgaaattcaagcagatttctgaagcgtatgatgtgcttagtgatcct 180
KEAEAKFKQISEAYDVLSDPG®G0
cagaagcgtcagatctatgacgtgtacggtgatgatgcattgaaatccggtcaatttgct 240
QKRQIYDVYGDDALKSGQFABS8O
tcggcgtcgecgactagtgctggtagtaacggcagaggatttaggttcaatacgegtgac 300
SASPTSAGSNGRGFRFNTRD 100
gcggaggctattttcgetgagtttitcggtggatcggatagtaattccgetgccggagta 360
AEAIFAEFFGGSDSNSAAGYV 120
ggtcggaaggcggcaccggtggagaataaactgecgtgtagettggaggagctttacaaa 420
GRKAAPVENKLPCSLEELY K140
ggatctagaaggaaaatgaagatctcacggattcttcttgatgactctggtaagcctaca 480
GSRRKMKISRILLDDSGKPT 160
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actgttgaagaggtcctagcgatacacatcaaaccaggttggaagaaaggcacaaaaatc 540
TVEEVLAIHIKPGWKKGTKI 180
actttcccagagaaagggaactatgaacctggagctactcctggtgatcttatttttgtg 600
TFPEKGNYEPGATPGDLIFYV 200
atagatgaaaagccacatgctgtcttcaagagggatggaaatgatctagtgatcaatcag 660
IDEKPHAVFKRDGNDLVINQ 220
aaaatatctttactagatgctcttactgggaaaactataagcttgatcactttggatgga 720
KISLLDALTGKTISLITLD G 240
cgggaactcacaataccaatcacagatgttgttaaaccaggacatgagcatataatccca 780
RELTIPITDVVKPGHEMHIIP 260
aatgaaggaatgccaatatcaaaggaacgtggcaagaaaggaaatttgaagatcaagttt 840
NEGMPISKERGKKGNLKIKF 280
gacattaaattcccatctaggctaagtgcagatcagaaatctgatatcaggagggtactg 900
DIKFPSRLSADQKSDIRRYVL 300
tgcaggaactctgactaa 918

CRNSD - 305

DNA-Sequenz und daraus abgeleitete Aminosdure-Sequenz des Capsid Proteins
(CP) eines Potato virus Y (Stamm N) Feldisolates (vgl. Herbers et al., 19963

gcaaatgacacaattgatgcaggaggaagctctaagaaagatgcaaaccaagagcaaagt 60
ANDTIDAGGSSKKDANQEQS20
agcattcaaccaaatcccaacaagagaaaggaaaaggacgtgaatgttggaacatctgga 120
SIQPNPNKRKEKDVNVGTS G40
actcacactgtgccacgaattaaagctatcacgtccaaaatgagaatgcccaagagtaag 180
THTVPRIKAITSKMRMPKS K60
Ggtgcaactgtactaaatttagaacatttactcgagtatgctccacagcaaattgacatc 240
GATVLNLEHLLEYAPQQIDIS0
tcaaatactcgagcaactcaatcacagtttgatacatggtatgaagcagtacaacttgca 300
SNTRATQSQFDTWYEAVQLAI100
tacgacataggagaaactgaaatgccaactgtgatgaatgggcttatggtttggtgcatt 360
YDIGETEMPTVMNGLMYVYWC 1120
gaaaatggaacctcgccaaatatcaatggagtttgggttatgatggatggagatgaacaa 420
ENGTSPNINGVWVYVYMMDGDE Q140
atcgaatacccactaaaaccaatcgttgagaatgcaaaaccaacacttaggcaaatcatg 480
IEYPLKPIVENAKPTLROQI M160
gcacatttctcagatgttgcagaagcgtacatagaaatgcgcaacaaaaaggaaccatac 540
AHFSDVAEAYIEMRNKKEP Y180
atgccacgatatggtttagttcgtaatctgcgcgatggaagtttggctcgctatgcetttt 600
MPRYGLVRNLRDGSLARYAF200
gacttttatgaagtcacatcacgaacaccagtgagggctagagaggcacacattcaaatg 660
DFYEVTSRTPVRAREAHIQM220
aaggccgcagctttaaaatcagctcaatctcgacttttcggattggatggtggcatcagt 720
KAAALKSAQSRLFGLDGGI S240
acacaagaggaaaacacagagaggcacaccaccgaggatgtttctccaagtatgcatact 780
TQEENTERHTTEDVSPSMHT260
ctacttggagtcaagaacatg 801
LLGYVKNM267
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.5 DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosdure-Sequenz des Klons StSXD1 aus
Solanum tuberosum.

gttgccgctcctcaaaaactctacaatcccacctttgatccaaaatcaaccatggagagc 60
MESS33
ttttatagtgtttccgccatttctccaatttcgaaaaatgttggattttctaggattagg 120
FYSVSAISPISKNVGF SRIR 23
accgaatttgcaacttcaattgcaaatggggaactttttttgaataattattcatctact 180
TEFATSIANGELFLNNYSSTA43
atcctgaaggtgcagtctcaaaaatcaagacatgcatttgtagtcaaagctgattcatct 240
ILKVQSQKSRHAFVYV KADSS®B63
gttgacaccacaaagaaggaaaacagggagcctgtgaaaccgctttactcttctacgcct 300
VDTTKKENREPVKPLYSSTPS83
tctaatcgtcctcticgaactcctcatagcgggtatcattttgatggaagtaccaggaaa 360
SNRPLRTPHSGYHFDGSTRK 103
ttctttgaaggttggttctttaaggtatcaattccagagtgcagacagagtttctgettc 423
FFEGWFFKVSIPECRQSFCF 123
atgtattctgtagagagtccttcatttaccaagaaattaagcagctttgaggagctgcaa 480
MYSVESPSFTKKLSSFEELQ 143
tatggtcctcggtttactggtgtgggagctcaaattcttggtgcagatgacaagtacatt 540
YGPRFTGVGAQILGADDKYI 163
tgtcaatatagtgaagagtcttcaaacttctggggaagtaggcatgaactgatgcttggt 600
CQYSEESSNFWGSRHELML G 183
aacacctttgttgcccaaaatagtgctaaacccccaaataaggaagttcgccctcaggag 660
NTFVAQNSAKPPNKEVRPQE 203
ttcaatcaccgcgtcacagagggttttcaagtcaccccactttggcatcaaggatctatt 720
FNHRVTEGFQVTPLWHQGSI 223
cgagatgacgggaggacagattatactgaaattgtgaaaactgctagctgggagtatagc 730
RDDGRTDYTEIVKTASWEYS 243
acacggcccatttatggatggggcgatgttaactcaaagcagaagtccacggcaggatgg 840
TRPIYGWGDVNSKQKSTAGW 263
cctgctgcttttccagtatttgagccacattggcaagtttgcatggcagctggactttca 900
PAAFPVFEPHWQVCMAAGLS 283
acaggctggatagagtgggatggtcagcggtttgagtttcaaaatgccccttcttactcc 960
TGWIEWDGQRFEFQNAPSYS 303
gaaaagaactggggtggttccttcccaagaaagtggttttgggtccagtgcagtgtattt 1020
EKNWGGSFPRKWFWYVQCSYVF 323
gaaggtgcaattggagatgttgctttgactgctggtggtggattaaggcgacttccggga 1080
E GAIGDVALTAGGGLRRLPG 343
ttgaatgagacttttgaaagtgttgctctgataggaattcactatggaggtatctictat 1140
LNETFESVALIGIHYGGIFY 363
gaatttgttccatggaatgctagtgttagttgggaaatcactccctggggtaaatggcat 1200
EFVPWNASVSWEITPWGKWH 383
atatctgcggagaatgagacacatatggtattactagaagcaacaacagaagatcctgga 1260
ISAENETHMVLLEATTEDP G 403
accacattgcgggctcctacagaagagatgggactcgctcctgcgtgtagagacacttgt 1320
TTLRAPTEEMGLAPACRDTC 423
ttcggtgagctaagactgcagttgtgggaacggaagagtaatgggagtaaaggagaggtt 1380
FGELRLQLWERKSNGS SKGEVWV 443
attttggatgttacaagcaatatggcaggtctagaagttgggggagggccatggttcaac 1440
ILDVTSNMAGLEVGGGPWFN 463
acatgggagggaaaagcagagatgccggaaattgttactcgagctatcaatgttcctgtg 1500
TWEGKAEMPEIVTRAINYVPYV 483
gatttggatggcatattcagctgtgttccttcacttctcaaacctcctggcectttgagca 1560
DLDGIFSCVPSLLKPPGL - 501
aaaggcaaaaagggagcaactttatggcaaaactagttatagaatgagaatcattatact 1620
tgattacattttgtaaatagccgtcatcttgcctattgacttgtctcaggttgcacctaa 1680
cagtatttttatggaaaatcttattgctagtatagcagaa 1720
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. Sequenzvergleich von SXD1-Proteinen

StSXDLMESFYSVSAI SPI SKNVGFBJRI RTEFATSI ANGELFLNNYSSTI LKVQBRIOKSRHAFVVKA 60

AtSXDLMEI RSLI VSMNPNLSSFELRP- - - - - -« - - - -« - - - VSPLTRSLVPFRETKLVPRSI SRV 46
ZNBXDL - - - - - - - - - MNLAVAAALPH---------------- VTPRTGVVLPRSEHRRHCPRGVVPR 35
15 0
NOSXDL - = = = = = = = = = = & = e e e e e e e e e e e e oo e oo oo oo e oo e e oo 0
SYSXDL - = = = = ¢ = = e e e e e e e e e e e e e e oo e e oo e oo e oo e e 0
stsxp1 DSPVDTTK- KENREPVK JNRPLRTPHSGYHF 119

AtSXD1 SABJI STPNSETDKI SVK VVP EAANRIBLRTPHSGYHF 106

znexpL AAjSSVSSFTsPsSAAAA TP foJ5] R PHSGYHF 95
TESXDL - = = = = = = = = = = = e e o aa s MK | 37
NOSXDL = = = = = = = = = = = = = = = = = o« MREP TMF K TIQMW 41
SYSXDL = = = = = = = = s e e e e e e e e e 32
St SXD1 HsESETKKLESFEEL QMG OIS - - - - - - - - 171
At SXD1L NI AR QS LHPLEVALREELGEGAR]Y AN - - - - - - - - 158
ZnBXDL L [drRDoeMED L DKL LN REGEARY I - - - - - - - - 147

TeSXD1 T
NoSXD1 T

---------- - - [For 77
---------- lel- - [k A 81

SYyYSXDIERGSL'ASS] ' 1304 - - - - - - - - - - AS- - DHHYG[e)e]A V [oJIelP AT KK QE 80
St SXD1 FVAENSK HWH QGRH]! 231
At SXD1 F SAVP GEYK AREEG=-AY% WHQGIDDGRTY

ZnBXD1 F1 SNKE SEHEGEQ Gl
TeSXD1 HwG QT N[ TH rNEI N

207
135

NoSXD1 CRZE EQEN L N TP 1 Y LA BEEHN Q QlRE T A T | N[oXe | [NARIP A T cIYRY 139
Sy SXD1L ek cRDNR QAP LNs e [FFF A T VAR H o oKX @ HGDRH- - 136
StSXDL T E | Pl YGWGDV NK Qs 291
Arsxot A E TNMK s NGRS v 278
P> o MVARY| v [oRl A R WE Y v 267
TeSXDL - - - - - - LMAHGL 189
NoSXDL - - - - - - LMAHGL 193
SySXDL - - - - - - 190

BRMNOIRFEFQNAPSY
LEYWNE RF E F APSYSEKNWGGGFPRKWF
VAUWSIWINE RF E F NAPSYSEKNWGGGFPRKV\“
TeSXD1 R 1 Y KL TIN-N A RESESS 245
NoSXD1 K | 'Y Qe W] A B 249
SySXDlQYDHLV LSURAEl H S I3 S RIS ANNY [P DHP - GL S VRN ARSI ELY - - 246

351
338
326

St SXD1 S ich] 411

gl A LR H YRl K Y EFvPWNGYVIRWEREI P WolgWAIA E NI HNMVEL EARTNERGTIYL RA 398
sl | G HY[AGEFREE wid gy weEwWgM S gE NS T HVEEAT TIIESGTRIL RA 386
AR G| HYQGKFYEFVPWNEIIVM 305
AEIGHYQGKFYEFVPWNV 309
SOl A L | GINHEIQ GJF Y E 306
SEOGHIENGLAPACRDT CIIGEL RL QL WERIKERTG S 470
SN EN G L AfjA cRDECMGELAL ol weELIRA G s 458

445

358

363
SO leRE G L [IMN c R D TRER GREL ML QL [eh] VR 355
StSXDlM% TRINLDGIFSCV sSL 501
SXD1 T LLKQLQLESALGLV - F 488
znsxDl VNIEVEINNT VTNV ESLL- PIY- F 474
TeSXD1 358
NoSXD1 363
SySXDLL SKKT=- - - - - ME- 363

Aminosdurevergleich von StSXD1 aus Sdanum tuberosum mit orthologen Proteinen aus Arabidopsis thaliana
(AtSXD1, Genbank Acc.-Nr. AF302188 und Mais (ZmSXD1, AF3021&) sowie aus den photosynthetischen
Mikroorganismen Trichodesmium erythraeum (TeSXD1, ZP_00073283), Nostoc sp (NoSXD1, BAB77769 und
Synechocystis . (SySXD1; Acc-Nr. BAAL77795. Aminsosduren, die mit der Konsensussequenz
Ubereinstimmen sind schwarz unterlegt. Der Amiosdurevergleich erfolgte mit der ClustalW-Methode im
MegAlign-Programm (DnaStar Inc., Wisconsin, USA).
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Vi

Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz Verwendung

D44 5-AT GAA TTC GCA AAT GAC ACA ATT GAT GC-3 5 -Primer PVY CP fir pGBT9

D45 5-AT GTC GAC CAT GTT CTT GAC TCCAAG TAG-3 3’-Primer PVY CPfiir pGBT9

D83 5-AT GGA TCCAAA CA ATG GCA ATGTCA ATG GTG GTG TAC-3 5-Primer MP17 fiir pUC-alcA

D84 5-AT GGA TCCTTA TCA TCCGCG CTT GAT AAG-3 3’-Primer MP17 fiir pUC-alcA

D85 5-AT GGA TCCTTATTT GTATAG TTC ATC CAT GC'-3 3’-Primer mGFP5 fur pUC-alcA

D117 5-GAA TTC AGT GGC ACT GTG GAT GCT GGT GCT G-3° 5'-Primer TEV CP fir pGBT9

D118 5-GGA TCCTCA CTG GCG GAC CCC TAATAG TGT G-3° 3’-Primer TEV CP fur pGBT9

D126 5-TGC ATT GAA AAT GGA ACCTGG CCA AAT ATC AAT GGA GTT-3 fwd*-Primer fur S125W Substitution
D127 5-AAC TCCATT GAT ATT TGG CCA GGT TCCATT TTC AAT GCA-3 rev**-Primer fir S125W\ Substitution
D128 5-AAT GCA AAA CCA ACA CTT GAC CAA ATCATG GCA CAT TTC-3 fwd-Primer fir R157D Substitution
D129 5-GAA ATGTGC CAT GAT TTG GTCAAGTGT TGG TTT TGC ATT-3 rev-Primer fir R157D Substitution

D130 5-TTG GCT CGC TAT GCT TTT AGG TTT TAT GAA GTC ACA TCA-3’ fwd-Primer fir D201R Substitution
D131 5-TGA TGT GAC TTC ATA AAA CCT AAA AGC ATA GCG AGC CAA-3"  rev-Primer fir D201R Substitution

D134 5-GAA TTC AAG GAA AAG GAC GTG AAT GTT GG-3° 5-Primer PVY CPA29N fir pGBT9
D135 5-GTC GACGTGCCT CTCTGT GTTTTC CTCTTG-3 3’-Primer PVY CPA18C fur pGBT9
D153 5-GGA TCC CAG AAA ATC TCA TTA GTA GAT GC-3 5-Primer NtCPIP1 fir pUC-RNAI

D154 5-GTC GAC ATT CAT TAC CAG TCT ACCACA GC-3 3’-Primer NtCPIP1 fur pUC-RNAI

D172 5-GGA TCC TCA CGC AAT GCG AGT GAA GAA G-3 5 -Primer NtCPIP1 fur RT-PCR

D184 5-GGA TCC GGG AGC TCA AAT TCT TGG TGC AGA TG-3° 5'-Primer StSXD1 fur pUC-RNAI

D185 5-GTC GACAAT GTG GITCCA TGA TCT TTT GAA G-3° 3’-Primer StSXD1 fur pUC-RNAI

D202 5 -ATGGCAGACGGTGAGGATATTCA-3 5 -Primer Actin AC1 fir RT-PCR

D203 5-GCCTTTGCAATCCACATCTGTTG-3 3’-Primer Actin AC2 fiir RT-PCR

D227 5-GAA TTC TCT CGG AAT GCA AGT GAA GAA G-3 5"-Pimer NtCPIP2a/bA11 fir pAD-GAL4
D230 5-GTC GAC TTA GTC AGC GCT CCT GCA CAG TAC-3 3’-Primer NtCPIP2afir pAD-GAL4
D231 5-GTC GAC TTA GTC AGA GTT CCT GCA CAG TAC-3 3" Primer NtCPIP2b fiir pAD-GAL4
D235 5-AT CAT ATG AGT GAT ACA GTA GAT GCT GGGZ 5" Primer TVMV CP fir pGBKT7

D236 5-AT CAT ATG GCA GGT GAA ACG CTT GAC GCA GAC -3 5-Pimrer TUMV CP fir pGBKT7

D237 5- AT GTC GAC TTA CAC CCC CTT AACACC CAG AAG-3 3" Primer TVMV CP fir pGBKT7

D238 5-AT GTC GAC TCA TAA CCCCTG AAC GCC CAG C-3 3" Primer TuMV CP fur pGBKT7

D239 5-CAT ATG GCC GAA ACT CTT GAT GCA AGC G-3 5'-Primer PVA CP fir pGBKT7

D240 5-GAA TTC GCC GAA ACT CTT GAT GCA AGC G-3 5 -Primer PVA CP fir pGBKT7

D261 5-GAA TTC TCA CGC AAT GCG AGT GAA GAA G-3 5’-Primer NtCPIP1A11N fir pAD-GAL4
D262 5-GAA TTC ATA TAC GGC GAT GAG GCGTTG-3’ 5 -Primer NtCPIP1A65N fur pAD-GAL4
D263 5-GAA TTC ACT GGT GGT ACT GTA CGG ATT AGG-3 5-Primer NtCPIP1A115N fir pAD-GAL4
D264 5-GTC GAC TTA GTC AAC AGT CCT GCC CAG CAC-3 3’-Primer NtCPIP1 fur pAD-GAL4
D265 5-GTC GACATG TCCTGG CTT AACAACATCTGT G-3 3’-Primer NtCPIP1A50C fur pAD-GAL4
D266 5-GTC GACTGG CTT TTC ATC GAT TAC AAA AAT-3 3’-Primer NtCPIP1A100C fur pAD-GAL4
D278 5-AGT TGC CGC TCCTCA AAA ACT CTA CAW TCC-3 5"-Primer StSXD1 fur pCR2.1

D279 5-TTC TGC TAT ACT AGC AAT AAGATT TTC CAT-3 3"-Primer StSXD 1 fur pCR2.1

D280 5-CGA ACT CCT CAT AGC GGG TAT C'-3° fwd-Sequenzierprimer StISXD1

D281 5-AAT CGC CGC GTC ACA GAG GGT-3 fwd-Sequenzierprimer StISXD1

D282 5-GGT GCA ATT GGA GAT GTT GCT-3 fwd-Sequenzierprimer StSXD1

D283 5-CTG CAG TTG TGG GAA CGG AAG-3 fwd-Seguenzierprimer StSXD1

D284 5-TCG AGT AAC AAT TTC CGG CAT-3 rev-Sequenzierprimer StISXD1

D285 5- AGC AACATC TCCAAT TGC ACC-3 rev-Sequenzierprimer StSXD1
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vii

D286
D287
D290
D291
D292
D302

D303

StSXD1-
5'RACE

StSXD1-
3'RACE
SMARTII

3-RACE
CDS

5-RACE
CDS

UPM

NUP
Oligo-dT

5-ACC CTC TGT GAC GCG GCG ATT-3

5-G ATA CCCGCT ATGAGG AGT TCG-3

5-GGG ATC CGG ACT CCT CAT AGC GGG TAT CAT TTT G-
5-GTC GAC TCA AAGGCCAGGAGG TTT GAGAAG TGA AG-3
5-GGG ATC CCCATG GAGAGC TTT TAT AGT GTT TCCGC-3
5-GAA TTC AAG TTC GAT TCG CGT GAT GCG GAA GAT -3
5-GTC GAC AAA CTT GAT CCT CAAATT TCCTTTCTT C-3

5-CTC TGT GAC GCG GCG ATT GAA CTC CTG AGG-3’

5-GGA TTA AGG CGA CTT CCG GGA TTG AAT GAG-3
5-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CGC GGG-3~

5-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA C(T)3oN.1N-3

5 +(T)2s N1aN-3°
5-CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3

5-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT-3
5-(T)30N.1-3"

rev-Sequenzierprimer StISXD1
rev-Sequenzierprimer StISXD1

5'-Primer StSXD1ATP fur pQE11
3"-Primer StISXD1ATP fir pQE11

5 -Pimrer StSXD 1 fir pQE11

5-Primer NtCPIP1A90N fir pAD-GAL4
3’-Primer NtCPIP1A25C fur pAD-GAL4

5-RACE Primer StSXD1

3’-RACE Primer StSXD1
Primer Smart RACE-Kit, Clontech

Primer Smart RACE-Kit, Clontech

Primer Smart RACE-Kit, Clontech
Universal-Primer, Erststrangsynthese

Nested Universal-Primer
Oligo-dT-Primer fiir Reverse Transkription

*fwd, “forward”; ** rev, “reverse”; N..=A, G,oder C;N=A,C, G, oder T
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