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Einletung

1 Einleitung und Problemstellung

Be den Angiogpermen snd mehr ds 3 000 parasitisch lebende Arten bekannt (PRESS ET AL.
1990). Sysematisch snd se den Familien der Lauraceae, Santdaceae, Baanophoracese,
Rafflesaceae, Scrophulariaceae, Orobanchacese und Convolvolacese innerhab der Klasse
der Dicotyledonen zuzuordnen (KOLLMANN & DORR 1987). Zu den Convolvulacese gehort
auch die mit ca 279 Arten kosmopoalitisch vorkommende parasitische Blitenpflanze Cuscuta
gpec.. Ihr Verbreitungsgebiet erstreckt sich in Nord-Sid-Richtung von 64° nérdlicher Breite
in Sudgronland (SCHMUCKER 1959) bis zu 47° sidlicher Breite in Sidamerika (KulJr 1969).
Vor dlem in mediterranen und subtropischen Gebieten, aber auch in Mittdeuropa und
Nordamerika, verursacht die Pflanze grofRe wirtschaftliche Schaden. So ig Cuscuta en
enghaftes Problem in der Futtermittdproduktion spezidl bem  Anbau von Luzerne
(Medicago sativa), Klee (Trifolium spp.) und Buschklee (Lespedeza spp.). In Kdifornien
entstehen durch Cuscuta pentagona grofl3e Schaden beim Anbau von Tomaten (GOLDWASSER
ET AL 2001). Die in China vorkommenden Arten Cuscuta australis und Cuscuta chinensis
fuhren zu schwerwiegenden Ernteverlusen be  Sojabohnen (Glycine max). Auch andere
wirtschaftlich bedeutende Kulturen, wie Katoffen (Solanum tuberosum), Mohren (Daucus
carota), Zuckerrben (Beta vulgaris), Lein Linum usitassimum) werden von Cuscuta-Arten
paragitiert (DAWSON ET AL. 1994).

Die Infektion der Anbaufléchen erfolgt sehr héufig durch verunreinigtes Sastgut. Die kleinen,
runden Samen mit einem Durchmesser zwischen 0,5 und 1 mm unterscheiden sch in Grole
und Dichte nur wenig von Klee- und Luzernesamen. Ein Kilogramm Luzernesamen von
enem befdlenen Acker kann bis zu 300000 Cuscuta-Samen enthdten, die auch durch
modernste Methoden der Saatgutreinigung nicht entfernt werden konnen.

Nach Ausbringen des verunreinigten Saatgutes entwickelt sch aus den Cuscuta-Samen mit
fett- und garkehdtigem Endosperm ene fadenformige Kempflanze mit ener blatiosen oder
nur mit klenen Schuppenbléttchen besetzten Sprossachse. Se richtet sch auf und versucht
durch Circumnutationen Kontakt mit ener Wirtgpflanze herzugelen. Einige Cuscuta-Arten
konnen wéarend dieser prparadtischen  Entwicklungsphase in geingem  Umfang
Photosynthese  durchfihren  (ZIMMERMANN 1962, FER 1976a-c). Der dadurch erreichte
Nahrgoffgewinn it aber nur gering, der Kemling wéchst vor dlem auf Kosten der hinteren
Abschnitte, die dlméhlich vertrocknen und absterben. Gelingt der Kontakt mit einer Pflanze,
umwindet der Paradt diese und bildet an den Berthrungsstdlen Haudtorien aus, Uber die ene
Verbindung zu den Letgeweben hergeste It wird.

Nach efolgrechem Anschluss erfolgt die Versorgung durch den Wirt. Cuscuta wird in dem
Wint-Paragit-Sysem zum dominierenden sink, wirtseigene sinks, wie dch  entwickelnde
Bléter, Bliten und Frichte werden nicht mehr ausreichend versorgt, was schliefdich zum
Abgerben der Wirtspflanzen fihren kann (WOLSWINKEL 1974). In Lupinen z.B. nimmt bei
Paragtierung die Stickgofffixierung in den Kndlichen &, da die Wurzdn nur noch
unzureichend mit Kohlengtoffverbindungen aus den Blétern versorgt werden (JESCHKE ET AL
1994b).
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Das nach efolgreichem Anschluss an die Wintspflanze einsstzende gpikde Wachstum von bis
zu 7 cn pro Tag und die Aushildung zahlreicher Verzweigungen fihren zu einer schndlen
Ausbreitung auf benachbarte Pflanzen, wo erneut Haudorien ausgebildet werden. Bei
fortschreitender Parastierung sind die Kulturpflanzen vollig von den ,Féden® des Paradten
Uberwuchert, der deswegen im Deutschen ds , Teufdszwirn® bzw. wegen saines dinnen,
fadigen Aussehens auch ds,, Kleeseide" bezeichnet wird.

Waéhrend von den Dicotyledonen en breites Wirtsspektrum bekannt i (DAWSON ET AL
1994), snd von den Monocotyledonen bisher nur Zwiebe (Allium cepa) und Sparge
(Asparagus officinales) ds kompatible Wirtspflanzen beschrieben worden (ASHTON &
SANTANA 1976). Silgréser (Poaceae), zu denen auch die bekannten Getreidearten und Reis
gehdren, werden nicht parasitiert (MARAMBE ET AL. 2002).

Cuscuta is morphologisch und physiologisch an die Lebensweise ds Holoparast angepass.
Die ganze Pflanze besteht nur noch aus langen fédigen, sch stark verzweigenden wurzelosen
Achsen. Die Blater sgnd zu klenen rudimentdren  schuppendhnlichen  Organen
zurtickgebildet. Hindchtlich der Farbe der Achse und der Schuppenblétchen reicht die Skaa
be den enzenen Cuscuta-Arten von hdlgrin (zB. Cuscuta reflexa) Uber gdblich (z.B.
Cuscuta platyloba) bisfarblos (z.B. Cuscuta odor ata).

In @nigen Cuscuta-Arten ist Chlorophyll nachweisbar: C. pentagona (ZIMMERMANN 1962,
PIzzOLONGO 1963, 1964, SHERMAN ET AL. 1999), C. subinclusa, C. gronovii (VAN DER K0OIJ
ET AL 2000), C. santapaui (JANARDHANARAO ET AL. 1984), C. campestris (MACLEOD 1962,
1963, VAN DER KOOIJ ET AL. 2000), C. santapaui (JANARDHANARAO ET AL. 1984), C. reflexa
(MACLEOD 1962, MISRA ET AL. 1970, MACHADO & ZETSCHE 1990, PANDA & CHOUDHURY
1992, HIBBERD ET AL. 1998, CHOUDHURY & SAHU 1999, VAN DER K0OOIJ ET AL. 2000) und C.
lupiliformis (FER 1979).

Fur Cuscuta pentagona (P1zzOLONGO 1964, SHERMAN ET AL. 1999), Cuscuta australis (LAUDI
ET AL 1974) und Cuscuta reflexa (MACHADO & ZETSCHE 1990) liegen auch
elektronenmikroskopische Untersuchungen Uber die Ultrastruktur der Chloroplasten vor. Die
Chloroplasten von Cuscuta reflexa snd mit einer Breite von 0,73 um und einer Lange von ca
4 pum wesentlich kleiner ds die Chloroplasten von Cs-Pflanzen, deren Grole zwischen
6-8 um liegt. Die Grana werden durchschnittlich nur aus 3-4 Thylakoiden gebildet. Die
Chloroplasten enthdten Stérke und Lipidtropfen (BIRSCHWILKS 2001).

Die mehr oder weniger farblos erscheinenden Arten Cuscuta europaea (MACHADO &
ZETSCHE 1990), Cuscuta odorata und Cuscuta grandiflora (VAN DER KOOIJ ET AL. 2000)
enthaten weder messbare Mengen an  Chlorophyll noch Thylakoidstrukturen in  den
Chloroplasten.

Obwohl Cuscuta reflexa innerhdb der untersuchten Arten den hochgten Chlorophyllgehdt
aufwed, i¢ e im Veglech zu dem dea Wirtspflanzen jedoch aulerordentlich gering.
Paradstierende Achsen enthdten nur 3,2 % der in den Blétern der Wirtgpflanze Pelargonium
zonale vorliegenden Chlorophyll- bzw. 9 % der Carotinoidmenge (BIRSCHWILKS 2001).
Fluoreszenzmessungen ergaben jedoch keine Abwechungen von den fur nicht paragtisch
lebende Pflanzen charakterisischen Kinetiken. Mit zunehmender Lichtintenstd wurde ene
Zunahme von gN und eine Abnahme von gP gemessen. Die maximade Quantenausbeute des
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PSII, ausgedriickt durch das Verhdtnis von FR/Fy, ig mit 0,754 (BIRSCHWILKS 2000)
niedriger ds das R/Fy-Verhdtnis Hoherer Pflanzen, das zwischen 0,82 und 0,88 schwankt
(SCHREIBER ET AL. 1994). Die Achsen enthaten auch geringe Mengen an Rubisco (HIBBERD
ET AL. 1998, VAN DER K0OOIJ ET AL. 2000, BIRSCHWILKS 2000). Damit snd in Cuscuta reflexa
sowohl  drukturdle ds auch physologische Voraussstzungen fur die  Photosynthese
vorhanden. Sie spidt aber bel paraditierenden Achsen as Nahrstoffquelle keine Rolle, der
Subgtanzgewinn i aulerordentlich gering (HIBBERD ET AL, 1998). In ungindigen
Erndhrungssituationen, bel  fehlendem Wirtskontakt oder ungeniigender Néhrgtoffzufuhr aus
dem Wirt, kann die Photosynthesesktivitét durch Zunahme der Photosynthesepigmente und
der Menge an Rubisco zwar kurzfrigig angteigen, fir en wirtsunabhéngiges Leben racht ge
aber nicht aus (BIRSCHWILKS 2001).

Cuscuta ig auf ene Asamilatversorgung durch den Wirt angewiesen. Strukturedle Grundlage
dafir is die Ausbildung funktiondler Letbindeverbindungen zwischen Wirt und Parast
Uber Haustorien. Dieser Prozess, an dem Phytochrom (LANE & KASPERBAUER 1965, TADA ET
AL. 1996, FURUHASHI ET AL. 1997, HAIDAR ET AL. 1997) und Hormone, insbesondere Auxin
und Cytokinin, beteiligt snd (PALIYATH ET AL 1978, RAMASUBRAMANIAN ET AL. 1988,
RAJAGOPAL ET AL. 1988, LOFFLER ET AL. 1999), wird ausgeldst durch mechanische Reizung
der Parastenachse beim Umwinden der Wirtsorgane (TADA ET AL. 1996, HAIDAR ET AL.
1997, 1998, IHL & WIESE 2000).

Nach KOLLMANN & DORR (1987) verléauft die Haugtorienentwicklung in dra Phasen: (1)
Kontaktaufnahme, (2) Eindringen des Parasten in das Wirtsgewebe und Ausbildung der
Suchhyphen und schliedich (3) die Umdifferenzierung der Suchhyphen zu Kontakthyphen
und Verbindung der Leitgewebe von Wirt und Parsit.

Die erste Phase, die Kontaktaufnahme, erfolgt durch die Ausbildung von Préhaustorien. Dabel
drecken dch die Epidemiszdlen des Paradten und differenzieren dch zu  enem
sekretorischen  Epithd, das ene dektronendichte Substanz ausscheidet, mit der die
Obeflaichen von Wit und Paadt ,aneinander geklebt® werden (HEIDE-JORGENSEN
1987,1991, LEE & LEE 1989, VAUGHN 2002). Mit Antikorpern konnte gezeigt werden, dass
diese,, zementartige” Schicht aus unveresterten Pectinen gebildet wird (VAUGHN 2003).

Durch tangentide und radide Telungen entstent im Rindengewebe von Cuscuta die Anlage
des Haugtoriums, das ds geschlossener Zgpfen in das Wirtsgewebe eindringt (DORR 1968).
Das Vordringen dear Parasitenzdlen im Wirtsgewebe gdlt eine Kombination aus enfachen
Druckmechanismen und enzymatischen Prozessen dar. Elektronenmikroskopisch snd  im
Beeich der Mittdlamelen der Wirtgpflanzen Auflésungserscheinungen erkennbar. Fir eine
Betelligung von Enzymen an diessem Prozess spricht die nachgewiesene hohe Aktivitdt von
Pectinesterase, Polygdacturonase und Exo0-1,4-D-Glucosdase (NAGAR ET AL 1984,
SRIVASTAVA ET AL. 1994).

Die zusammengedrickten Rindenr und Epidemiszélen  des  Wirtes snd  im
Fluoreszenzmikroskop as dichte, grinfluoreszierende, saitliche Begrenzung des Haustoriums
erkennbar. In tieferen Schichten des Wirtsparenchyms entstehen durch Aufgliederung des
goikden Haudoridbereiches enzene hyphenatige Zdldrange, die sog. Suchhyphen. Se
snd gets einzelig, konnen bis zu 800 um lang werden (VAUGHN 2003) und wachsen in dle

3



Einletung

Richtungen. Dabei i sowohl en Durchwachsen von Parenchymzdlen (intrazelluléres
Weachsum) aber auch ein Wachsum zwischen zwel Zelwénden des Wirtes zu beobachten
(interzdluldres Wachstum).

Suchhyphen sind gets von der eigenen und von der Zellwand des Wirtes umgeben. In den
Wanden befinden sch Plasmodesmen, Uber die die Protoplasten von Wirt und Parasit in
Verbindung stehen (SCHUMACHER & HALBSGUTH 1938, LAMBERTZ 1954, DORR 19683, 1969,
1987, VAUGHN 2003). Sobald die Leitgewebe des Wirtes erreicht werden, entwickeln sich die
Haudoridzdlen, die an das Xylem dol¥en, zu wasserleétenden Elementen, indem lignifizierte
ng- und netzformige Wandverdickungen ausgebildet werden. Die enzelnen Glieder des
Xylems bestehen aus Tracheen und Tracheiden. Sie stehen untereinander und mit den
Xylemdementen des Wirtes in offener Verbindung.

Be Phloemkontakt legt sch das Ende der Suchhyphe nach eektronenmikroskopischen
Studien von DORR (1972) wie die ,,Finger einer Hand“ um die Wirtssiebrohre und bildet einen
~Absorptionsful3*. Die Suchhyphe efédrt ene umfangreche drukturdle Differenzierung,
nach deren Abschluss se sowohl charakteristische Merkmde ener Transferzelle ds auch
enes Sebdementes aufwelst. Im Kontektbereich zur Wirtssebrdhre wird die Zeloberflache
durch Aushildung zahlreicher Wandprotuberanzen um das zwanzigfeche vergrofert (DORR
1972). Das aufgelockerte Grundplasma enthdlt en hochentwickdtes Endomembransystem;
Zdlkern, Tonoplastenmembran und Ribosomen fehlen. Die an die Kontakthyphe
anchliellenden  Paradtenzellen differenzieren sch zu Sebdementen und Gdetzdlen (DORR
1990). Die Anlage ener durchgehenden Verbindung vom Phloem des Wirtes bis zur
Kontakthyphe efolgt dabei offendchtlich von beden Sdten. Im basden Tel des
Haudoriums, in unmittelbarer N&he zu den Letbinden des Paragten, igt berets in frihen
Stadien der Haudtorienentwicklung, bevor ein Kontakt zum Leitgewebe des Wirtes besteht,
ene Differenzierung in Siebdemente erkennbar (DORR 1990).

Trotz umfangreicher dektronenmikroskopischer Studien, besonders im  Wirt-Parast-System
Pelargonium zonale-Cuscuta odorata konnten bisher an de Kontakistelle zwischen
Wirtssebrohre und Kontakthyphe keine plasmatischen Verbindungen nachgewiesen werden
(DORR 1996).

Nach Ausbildung der funktiondlen Leitbinddverbindung efolgt eine vdllige Umorientierung
der bisherigen Assmilavertelungsmuger in der Wirtspflanze (JACOB & NEUMANN 1968,
WOLSWINKEL 1974d). De Wirt reagiet auf die Infektion und den durch Cuscuta
entdandenen neuen sink mit ener Steigerung der Photosynthese (JESCHKE ET AL 1994b,
JESCHKE ET AL 1997, JESCHKE & HILPERT 1997). Interessanterweise bleibt der hohe
Stoffentzug durch Cuscuta auch dann erhdten, wenn der Parast schrittweise bis auf die
Haugtorien im Wirtsgewebe verkirzt wird (JACOB & NEUMANN 1968, HAUPT 2001).

Cuscuta bezieht Uber das Phloem nicht nur die fir Wachsum und Stoffwechse notwendigen
Subgtanzen. In zahlreichen Experimenten konnte vidmehr gezeigt werden, dass auch fir den
Parasiten nicht verwertbare oder seinen Stoffwechsd schédigende Verbindungen aus dem
Wirt in Cuscuta gelangen. Das gilt ua fur die in den Blé&tern von Genista acantholacada
bzw. Lupinus albus synthetigerten Chinolizidin-Alkaloide BAUMEL ET AL. 1993, 1995, WINK
& WITTE 1993) fir Digitalis-Glycoside (GRIMMER ET AL. 1958, ROTHE ET AL. 1999), fUr die
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in den Wintspflanzen Albizzia lophanta und Cannavalia ensiformis synthetiserten sdtenen
Aminosauren  Pipecolinsdure, OH-Pipecolinsdure, Canavanin (STROBEL 1967) und  fir
Wirkgoffe von zahlrechen Pflanzenschutzmitteln  (BIGALKE 1974, JAHNKE 1975, FER &
CHAMEL 1983).

Die Entladung von Substanzen aus dem Phloem kann prinzipidl auf zwe Wegen efolgen:
symplagtisch oder apoplagtisch (PATRICK 1990). Be der symplagtischen Entladung, wie e in
jungen Blattern (TURGEON 1987, SCHMALSTIG & GEGER 1985, HAUPT ET AL. 2001b) und
Wurzdspitzen (ScHULz 1995, OPARKA ET AL. 1994) efolgt, Snd Letgewebe und sink-
Gewebe Uber Plasmodesmen, deren AusschlussgrofRen bis zu 50 kDa betragen konnen,
verbunden.

Be der apoplatischen Entladung, die bevorzugt in Speichergeweben datfindet, fehlen
plasmatische Verbindungen zwischen Letgewebe und sink. Die Substanzen werden aus dem
Siebrohren-Gdatzdlen Komplex zunéchst in den Apoplasten abgegeben und von dort Uber
gpoezifische Carrier in die sink-Zdlen aufgenommen.

Dea Mechanianus der Phloementladung in sinks die durch Parasten in Hoheren Pflanzen
induziert werden, konnte bisher nur in wenigen Fdlen aufgeklat werden. Symplagtisch
efolgt die Entladung in die durch Infektion mit Agrobacterium tumefaciens gebildeten
Tumoren an Kalanchoé daigremontiana und Ricinus communis (PRADEL ET AL 1996). Auf
gooplagtischem Weg dagegen gelangen die Assmilate aus den Letgeweben der Bléter von
Hordeum distichum in die Rlzhyphen des Rogpilzes Puccinia hordeii (TETLOW & FARRAR
1993) und in den an Arabidopsis-Wurzeln parastierenden Nematoden Heterodera schachtii
(BOCKENHOFF & GRUNDLER 1994, BOCKENHOFF ET AL. 1996).

Fir Wirt-Paradt-Syseme mit Cuscuta spec. gdten der bisher fehlende Nachweis von
plasmaischen Verbindungen zum Phloem des Wirtes und die in der Kontakthyphe
beobachtete, fur Tranderzellen charakteristische Oberflachenvergrof3erung as  wesentliche
Argumente fir einen apoplagtischen Transfer der Substanzen aus dem Phloem des Wirts in
den Parasiten (WOLSWINKEL 1977, WOLSWINKEL & AMERLAAN 1983, KOLLMANN & DORR
1987, JESCHKE ET AL. 19943, b, CHRISTENSEN ET AL. 2003).

De goplagische Trander umfast folgende Telprozese und efordet zwe
Membranpassagen:

Efflux der im Phloem des Wirtes transportierten Verbindungen in den gemeinsamen
Apoplasten von Wirt und Paragit (erste Membranpassage)

Diffuson der Subganzen durch den Apoplasten, wobei z.B. ene Spdtung von
Saccharose durch extrazellulére Invertase in Glucose und Fructose denkbar ist

Aufnahme der Substanzen aus dem Apoplasten in die Kontakthyphe des Parasiten
(zweite Membranpassage).



Einletung

Eine kritische Sichtung der vorliegenden Ergebnisse macht einen apoplastischen  Ubergang
troiz des fehlenden Nachweises der  drukturedlen  Voraussetzungen aber  eher
unwahrscheinlich.

Cuscuta paadtiet die Assmilaletbahnen des Wirtes entlang des path. Die
Druckstromhypothese von  MUNCH (1930) setzt voraus, dass die Sebrohren entlang des
Trangportweges vdllig dicht snd und kein Trangport von Subgtanzen in das umgebende
Gewebe dattfindet, um die fir den Trangport zwischen source und sink notwendige
Turgordifferenz  aufrechtzuerhdten. Zwischen dem Sebrohren-Gdetzelen Komplex und den
Phloemparenchymzellen snd nur  wenige Pasmodesmen ausgebildet. In  Sebdemente
injiziete Farbdoffe zeigen enen longitudinden Trangport in den Siebdementen und enen
Eintritt in die Geldtzdlen, aber keinen Ubertritt in die Phloemparenchymzellen (VAN BEL &
KEMPERS 1991). Neben der Retention der Substanzen in den Siebrohren hat der path aber
auch die Aufgabe, das umliegende Gewebe entlang der Transportsirecke mit Nahrstoffen zu
varsorgen. Das efolgt Uber enen kontrollierten release-retrieval-Mechanismus.  Dieser
beinhdtet enen passven Efflux der Subganzen aus dem Phloem und ihre aktive
Wiederaufnahme Uber spezifische Carrier. Nach Untersuchungen von MINCHIN & THORPE
(1987) betrégt der Nettoverlust an transportierter Saccharose pro cm Transportstrecke 2,8 %.
6 % treten pro cm durch Efflux aus, 3,4 % werden durch Carrier zurtickgepumpt.

Be enem apoplasischen Trander der Substanzen misste der Nettoefflux an  der
Kontektstdlle zwischen Wirt und Parast erhoht werden. Das wére denkbar durch eine
Hemmung der flr die Wiederaufnahme verantwortlichen Carrier. Diese snd aber scher nur
fir die biotischen im Phloem trangportierten Substanzen, wie Saccharose und Aminosduren,
vorhanden, nicht aber fir die ebenfdls in den Parasten gdangenden Xenobiotika. Fur
Saccharose wére ene Erhohung des Efflux auch vorgelbar, wenn das aus dem Phloem
audretende Disaccharid durch extrazdlulére Invertase gespdten wird (EScHRICH 1980).
Glucose und Fructose missten dann Uber <spezifische Carier in die  Kontakthyphe
aufgenommen werden. Dafir liegen aber bisher keine experimentelen Beweise vor. Alle
Untersuchungen sprechen viedmehr dafir, dass Saccharose ungespdten aus dem Wirt in den
Paragten Ubertritt und Invertase an diessm Vorgang nicht betaligt ist (TS\VION 1978, BOUYA
1986, SAMODELKIN 1990, DE Bock 1990, NEUMANN & HAUPT 1996).

BefUrworter  enes apoplagischen Trandfers  ditzen sch auch  auf  Ergebnisse  von
WOLSWINKEL  (1974b, 1975 und WOLSWINKEL & AMERLAAN (1983), die in
Auswaschversuchen mit parastierten Internodiensegmenten von Vicia faba enen erhthten
Efflux von Aminosiuren, Saccharose, K* und Mg? gegeniber nicht parasitierten
Achsenabschnitten  festdielten.  Entgegen  gebrauchlicher  Auswaschzeiten  von  wenigen
Minuten zur Erfassung der Subgtanzen im frelen Raum GRIMM ET AL. 1990), wurde in diesen
Experimenten Uber 90 min ausgewaschen, so dass dcher auch aus dem Symplasten
nechsromende Anteile mit efast wurden. SAMODELKIN (1990) konnte die Ergebnisse nicht
bestétigen. WOLSWINKEL (1977) fand auch ene Erhthung des Effluxes in Abschnitten ober-
und unterhdb der Paradtierung und zog daraus den Schluss, dass fur die Erhdhung des
Effluxes en direkter Kontakt mit Parasitenzelen offenschtlich nicht notwendig i
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HAUPT (2001) konnte jedoch zeigen, dass der Stofftransfer sowohl fir biotische as auch fir
xenobiotische Substanzen ganz lokd an der Kontakiselle zwischen Wirt und Parasit erfolgt.
Mit einer apoplastischen Passage sind auch die in der Literatur vorliegenden Ergebnisse Uber
die Ubertragbarkeit von Phytoplasmen HEINTZ 1989, KAMINSKA & KORBIN 1999) und Viren
durch Cuscuta- Arten nicht vereinbar (BENNETT 1944a, b, HOSFORD 1967, HAUPT 2001).

Die sygemische Audbreitung von Viren in der Pflanze kann nur durch enen Zdl-Zdl-
Transport Uber Plasmodesmen und Uber das Phloem efolgen. Dabe werden die
Ausschlussgrofien der Plasmodesmen mit Hilfe eines von den Viren synthetiSerten movement
protein erweitert (NELSON & VAN BEL 1998, LUCAS & GILBERTSON 1994). Ein welterer
Hinwes auf enen symplagtischen Trander is der von HAUPT ET AL. (2001a@) nachgewiesene
Transport des 27 kDa grofen green fluorescent protein (GFP) im Wirt-Parast-System
Nicotiana tabacum cv. Sumsa-Cuscuta reflexa Nach Angcht von CHRISTENSEN ET AL
(2003) spiegdt dieses Ergebnis aber nur die spezidlen Vehdtnisse in dem untersuchten
Wirt-Parasit-System wieder, eine Ubertragung auf andere Wirt-Parasit-Systeme oder gar eine
Verdlgemenerung sa nicht maglich.

Eine Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es daher, an unterschiedlichen Wirt-Parasit-
Sysemen wetere Beweise fir enen symplagtischen Trandfer aus dem Phloem des Wirtes in
das Phloem des Paradten zu ebringen. Als Wirtspflanzen wurden Vicia faba sowie
Wildtypen und transgene Pflanzen verschiedener Kultivare von Nicotiana tabacum und
Arabidopsis thaliana verwendet, die mit dre unterschiedlichen Cuscuta-Arten, Cuscuta
reflexa, Cuscuta platyloba und Cuscuta odor ata, parasitiert wurden.

Mit diesen Wint-Paradit-Sysdemen solite in enem weteren Tel der Arbet auch untersucht
werden, in wdchem Sadium der Haudorienentwicklung und in wechem Umfang en
Trangport vom Parasiten in den Wirt efolgt. AuRer den Hinweisen auf eine Ubertragbarkeit
von Viren zwischen zwe Wintspflanzen durch Cuscuta liegen darlber bisher kene
Ergebnissein der Literatur vor.

Die experimentelen Arbeiten konzentrierten sich auf folgende Schwerpunkte:

Untersuchungen zur Sdektivitét des Ubertritts von Substanzen aus dem Wirt in den
Parasten durch gleichzeitige Applikation von Saccharose und Xenobiotika an die
Wirtspflanze

Untersuchungen zur Trandokation der ds Marker fir einen symplastischen Trangport
getenden Huoreszenzfarbstoffe 5(6)-Carboxyfluorescein (CF) und  8-Hydroxypyren
1,3,6-trisulfonséure (HPTS)

Untersuchungen zum Transport des Kartoffelvirus PVYN

Untersuchungen zum Proteintransport an Belspie von GFP und GFP-Ubiquitin
Untersuchungen zum Umfang des Transports von Saccharose, GFP und PVYN aus
dem Paraditen in den Wirt durch sog. Briickeninfektionen

Untersuchungen zum Umfang und zur Sdektivitét des Xylemtransports

Licht- und eektronenmikroskopische Untersuchungen der zeluléren Strukturen fir
enen Stofftransfer zwischen Wirt und Parasit.
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2 Material und Methoden

2.1 Anzucht und Kultivierung der Versuchspflanzen
2.1.1 Cuscutareflexa, Cuscuta odorata, Cuscuta platyloba

Cuscuta reflexa ROXB., Cuscuta odorata Ruiz & PAVON und Cuscuta platyloba PROGEL
werden im  Gewéchshaus des Indituts fir Pflanzenphysiologie ads Stammkultur  auf
Pelargonium zonale ds Winspflanze vegetativ vermehrt und erhdten. Die Ausgangsachsen
fur die sat 1961 bestehende Kultur von C. reflexa wurden 1959 von O.H. Volk (Wirzburg)
aus Afghanigan eingefiihrt. Ausgangsachsen fur die Kultur von C. odorata wurden 1989 von
[. Dorr aus dem Botanischen Inditut der Universtéa Kid, for die Kultur von C. platyloba
1991 von P. Proksch vom Lehrsuhl fir Pharmazeutische Biologie der Universté Wirzburg
erhdten.

Eine ganzdhrige Hatung unter Langtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunke) verhindert das
Blihen der Kultur. Von November bis Maz efolgt ene Zusazbdeuchtung mit
QuecksiIberhochdruckdampflampen (HQL 250, Berliner Glihlampenwerke).

Luftfeuchte und Temperatur entsprechen im  Sommerhabjahr den natlrlich  gegebenen
Bedingungen. Im Winterhdbjahr schwankt die  Temperatur zwischen 18-25°C, die
L uftfeuchte liegt zwischen 60-80 %.

2.1.2 Viciafaba, Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana

Als Wirntspflanzen wurden Wildtypen und transgene Pflanzen unterschiedlicher Kultivare von
Vicia faba L. (Ackerbohne, Fabaceae), Nicotiana tabacum L. (Tabak, Solanaceae) und
Arabidopsis thaliana (L). HEYNH. (Ackerschmawand, Brassicaceae) verwendet. Ihr Einsatz
war abhéngig von der zu untersuchenden Fragestellung (Tab. 2-1).

Die Pflanzen wurden aus Samen in  enem Erde-Veamicult-Gemisch (3:11) unter
Kurztagbedingungen (9 h Kunglicht, 15 h Dunkd, 20°C) angezogen. Arabidopsis thaliana
wurde zur Ausbildung der Blitenstandsachsen unter Langtagbedingungen (16 h Kundlicht, 8
h Dunkd; 21°C) kultiviert.

2.1.3 Etablierung der Wirt-Parasit-Systeme

Fur die Paragtierung der Wirtspflanzen mit Cuscuta reflexa wurden von der Stammkultur
abgetrennte  Sprossachsen  verwendet. Die isolieten Achsen waren 21 ¢cm lang und im
Durchschnitt 4 mm dick. Die Infektion efolgte in dlen Fdlen im ,padlden
Induktionsmodus’. Dabel wird das natlrliche Linkswinden des Parasten um den Wirt
unterdriickt und eine Anordnung der sich bildenden Haustorien ausschlieldich an einer Hanke

des zu parastierenden Organs (Sprossachse, Blattstid bzw. Blitenstandsachse) erzwungen.
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Zur Ausbildung der Haudtorien i nur der zwischen 1 und 6 cm von der Spitze entfernte
Achsenabschnitt  (, kontaktreizbarer Abschnitt*) in der Lage. Er wird mit Hilfe enes inerten
Klebebandes an ener Flanke des zu parastierenden Organs (Sprossachse, Blattdtid,
BlUtenstandsachse) befestigt und leicht angedriickt. Oberhab entstehende Windungen wurden
vorgchtig abgel 6.

Innerhadb von 10-14 Tagen efolgte die Aushildung von in ener Reihe untereinander
angeordneten Haudtorien. Der erfolgreiche Anschluss des Parasiten it auch an Saccharose
Ausscheidungen aus den extraflorden Nektarien und einem deutlichen Léngenzuwachs der
Achse erkennbar (3-4 cm/d).

Zur Paadtierung der Arabidopsis-Pflazen mit Cuscuta odorata und Cuscuta platyloba
wurden von der Stammkultur abgetrennte Achsen zunéchst auf Vicia faba kultiviet und von
dort auf Arabidopsis-Blitenstandsachsen Ubergdeitet. Bis zur Ausbildung der Haudtorien, die
fir beide Arten nur im gewundenen Induktionsmodus erfolgte, blieben die Achsen in Kontakt
mit den Vicia- Pflanzen.

2131 Bricken-Infektion

Diese Versuchsanordnung wurde fir die Untersuchung der Trandokation von Viren, GFP, CF
und radioaktiv markierter Saccharose von ener Wirtspflaze in ene zwete benutzt. Dabe
wurden jewells zwel Pflanzen von Nicotiana tabacum L. cv. SNN (Trandokation von Viren),
Arabidopsis thaliana (Trandokation von GFP) bzw. Vicia faba (Trandokation von
Saccharose und CF) Uber eine Cuscuta refl exa- Achse miteinander verbunden.

Die Paadtierung der ergden Pflanze efolgte bel Nicotiana an den Blatdielen der unteren
source-Blétter, die der zweten an der Sprossachse wie unter 2.1.3 beschrieben. Be
Arabidopsis wurde jewels die Blitenstandsachse, bei Vicia das zweite oder dritte
Internodium parastiert. Nach erfolgreichem Anschluss an die erste Wirtpflanze, in der Regd
nach 10-14 Tagen und ener Lange der freen Cuscuta-Achse von ca 20 cm, wurde der
kontektreizbare  Abschnitt  an  der  zweaten  Wirtgpflanze mit  Klebeband  zur
Haugtorienaushildung fixiert.

Die Abb. 2-1 zeigt ein Beispid fir en Vicia-Briickensystem.
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Abb. 2- 1: Brickensystem

In Abb. 2-1A ist ein Briickensystem fur Vicia faba, in Abb. 2-1B eine AusschnittsvergrofRerung der
Haustorialregionen dargestellt. Die Pfeile markieren das durch Cuscuta reflexa parallel parasitierte Internodium
der ersten bzw. zweiten Vicia faba-Pflanze.

Tab. 2- 1: Wirtspflanzen fir Cuscuta spec. und untersuchte Fragestellungen

Wirtspflanze untersuchte Fragestellung

Phloemtransfer von Saccharose,
Vicia faba Xenobiotika und Fluoreszenzfarb-
cv. Dreifach WeiRe stoffen;
Xylemtransfer von Xenobiotika,
Wildtyp Fluoreszenzfarbstoffen und
Schwermetallen;
Vicia faba licht- und el ektronenmikroskopische
var. minor cv. Fribo Untersuchungen des
Haustorienanschl usses

Nicotiana tabacum Wildty Trand okation von Alkaloiden und
cv. Samsun NN (SNN) P Viren
Nicotiana tabacum AtSUC2-GFP (27 kDa) Phloemtransfer von GFP
cv. Sumsai
Nicotiana ta_b?cum TMV MP-GEP ultrastrukturelle Untersuchung der
cv. xanthi Suchhyphen
Arabidopsis thaliana . . .
o Columbia Wildtyp siehe Vicia faba
Arabidopsis thaliana AtSUC2-GFP (27 kDa) Phloemtransfer von GFP und GFP-
cv. C24° AtSUC2-GFP-Ubiquitin (355 kDa) | Fusion

Die Samen (1+3) wurden uns von Prof. N. Sauer (Molekulare Pflanzenphysiologie, Universitét Erlangen), die
Samen (2) von C. Reichel (GPC Biotech AG, Martinsried) freundlicherweise zur Verfligung gestellt.
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2.2 Trandgokation von radioaktiv markierten Verbindungen
2.2.1 Vorbereitung des Pflanzenmaterials

Be Vicia faba wurden aus efolgreich paadtierten Pflanzen (Abb. 2-2A) 24 h vor
Vesuchsbeginn  Explantate  hergestdlt. Se  bestanden ba  Expeimenten  zur
Xylemtrandokation aus dem im padlden Induktionsmodus parasitierten Internodium, dem
unmittelbar  oberhdb  der Paradtierungsstdle  befindlichen  Federblatt  und  dem
darauffolgenden Internodium mit dem daran inserierten Federblatt (Abb. 2-2B). Unterhab
der Infektionsstelle wurden alle Bléter entfernt und nur ca 7 cm Achse beassen. Be
Experimenten zur Phloemtrandokation wurde nur das Fedeblat oberhdb der
Paradtierungsstelle belassen, das an der infizieten Hanke inseriet war (Abb. 2-2C). Be
Ansatz der Bliten wurden die Vicia- Pflanzen dekapitiert (Abb. 2-2A).

Die Explantate wurden unmittelbar nach der Prgparation mit der unteren Schnittfléche in ene
Lésung von 10 mM EDTA/1I0 mM MES-NaOH (pH 5) geddlt. Dadurch sollte ene
Unterbrechung des Phloemstromes durch Veschlielen der verwundeten  Siebrohren
verhindert werden (KING & ZEEVAART 1974). Nach 30 min wurde die Lésung gegen ene
EDTA-freie gleicher Konzentration und gleichen pH-Wertes ausgetauscht.

Be Arabidopsis wurden 24 h vor Versuchsbeginn dle Rosettenblétter bis auf vier entfernt.
Die Seitentriebe der BllUtenstandsachse wurden schon wéhrend der Paradstierung entfernt, so
dass sch nur noch vereinzdlt Blétter an der BlUtenstandsachse befanden.

A: Vicia faba-Cuscuta reflexa
vollgandiges Wirt-Parasit- System
Wirtspflanze dekapitiert

B: Explantat zur Untersuchung der
Xylemtrandokation
—>Applikation der Substanzen Uber
% die Schnitteelle

C: Explantat zur Untersuchung der
Phloemtrand okation
= _ -> Blattapplikation

Abb. 2-2: Schematische Dar stellung der Explantate fir Translokationsunter suchungen
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2.2.2 Applikation radioaktiv markierter Verbindungen

Ba Untersuchungen zur Phloemtrandokation wurden 20 pl  ener Losung definierter
Konzentration der zu untersuchenden Substanz in 10 mM MES-NaOH (pH 5) auf die
Oberflache ener Blatfieder be Vicia faba bzw. der Rosettenbldttchen bel Arabidopsis
thaliana ds klene Tropfchen aufgetragen. Um ene bessere Aufnehme zu gewdhrleigten,
wurde die Applikationsstdle mit feinem Sandpapier leicht angeraut und regemddg mit
Puffer (10 mM MES-NaOH (pH 5)) nachbefeuchtet. Explantate von Vicia faba standen
wahrend der gesamten Versuchsdauer in einer Losung von 10 mM MES-NaOH (pH 5).

Die Applikation der radiosktivn. makieten Subsanzen be  Experimenten  zur
Xylemtrandokation efolgte bel Vicia faba entweder durch Eingdlen der sorgfdtig fre
gepllten Wurzeln oder der unteren Schnittfléchen der Explantate in Losungen definierter
Konzentration.

2.2.3 Extraktion des Pflanzenmaterials und Radioaktivitatsmessung

Nach Ablauf der Trandokationszeit wurden die Wirt-Paragit-Systeme in definiete Abschnitte
zertallt und diese mit Hilfe einer Raserklinge grob zerklenert.

Die Extrektion des Pflanzenmaterids efolgte mit Methanol. Alle Proben wurden Uber Nacht
unter Schitteln extrahiert.

Durch Hussgwzintillationsmessung (LS 6000, Beckman Indruments Inc., Fullerton, USA)
efolgte die Quantifizierung des Radioaktivitdtsgehdtes der Extrekte. Hiefir wurden die
Proben mit 75 ml Szntillator/5 ml Probe versetzt. Der Szintillator ist ein Toluol-Cocktall aus
PPO und POPOP (4 g 2,5-Diphenyloxazol (PPO), 0,24 g 2,2-p-Phenylenbis-5-Phenyloxazol
(POPOP) auf 11 Tolual).

Die Versuche mit doppdt markieten Proben (*H und *C) setzen fir eine korrekte
Flissigszintillationsmessung  einen  mindestens  viefach hoheren Antel an dem Isotop 3H
voraus.

Das Pflanzenmaterid verblieb wahrend der Messung in der Probe. Dadurch konnten, wie
Vorversuche zeigten, auch durch Methanol nicht extrahiecbare  Verbindungen bel  der
Messung erfasst werden.
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2.3 Translokation von Fluor eszenzfar bstoffen und GFP
2.3.1 Farbstofflésungen

Fur die Markierung des Phloemtransportweges und die symplastische Entladung wurden die
phloemmobilen Huoreszenzfarbstoffe Carboxyfluorescein (&3] und
Hydroxypyrentrisulfonséure (HPTS) in ihren Esterformen CFDA und HPTSA verwendet.

CFDA= 5(6)- Carboxyfluorescein-diacetate, Molecular Probes Eugene, Oregon USA,
C-195

HPTSA= 8-Acetoxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid, [HPTS-acetate], Molecular Probes
Europe BV, A-396

i i I
CHCO l 0 I OCCH, 0,8 I OCCH,
6 Q N
T ’ O
I _

0.S SO,

CFDA HPTSA

Der Xylemtransportweg wurde mit dem Xylemmarker Texas red® Dextran 3000 (Molecular
Probes Eugene, Oregon USA, D-3328) markiert.

Von dlen Farbgtoffen wurden Stammlésungen hergestdlt, die be -20°C bis zu 7 Tagen
gdaget werden konnen. Sie wurden fir die Applikation unverdinnt bzw. mit Wasser
verdinnt:

Verdinnung mit H,O

Farbstoff Stammlésung zur Applikation
CFDA 6 mg/ml Aceton 1:20
HPTSA 5 mg/ml H,O unverdinnt
Texas red® Dextran 3000 6 mg/ml Methanol 1:20

13



Material und Methoden

2.3.2 Applikation der Fluoreszenzfar bstoffe
2321 CFDA und HPTSA

Eine Trandokation im Phloem setzt ene efolgreiche Aufnahme der applizieten Farbstoffe
voraus. Um diese zu gewdhrleisen, wurde die obere Epidermis der Blétter ganzfléchig mit
feinem Sandpapier aufgeraut. Nach Auftropfen von 05 ml Farbstofflosung wurden die Bléiter
mit Haushdtfolie abgedeckt, um den Turgor zu ehdten sowie en Eintrocknen und
Herabtropfen der Farbstofflésung zu vermeden. Die Auswertung efolgte nach 2,53 Stunden
mittels konfokaer laser scanning Mikroskopie (CLSM).

2322 Texasred® Dextran 3000

Die Makierung des Xylems efolgte durch Eindelen der Versuchspflanzen in ene Texas
red® Dextran 3000 Losung fiir 30-60 Minuten.

Sollte eine Doppelmarkierung von Phloem und Xylem efolgen, wurden 1,5-2 Stunden nach
Applikation des phloemmobilen Farbstoffs die parastieten Sprossachsen unterhalb  der
Parasitierung abgetrennt und fir 30-60 Minuten mit der Schnittflache in eine Texas red®
Losung Ubefihrt. Die Auswertung efolgte ebenfals durch konfokale laser scanning
Mikroskopie.

2.3.3 Trandokation von GFP

Tranggene Pflanzen von Nicotiana tabacum und Arabidopsis thaliana (Sehe Tab. 2-1), die
das grinfluorezierende Protein (GFP) der Meeresquale Aequorea victoria unter dem
AtSUC2-Promotor  exprimieren, wurden ds Wirtgpflanzen fir die Untersuchung des
Proteintransfers verwendet.

Die Anzucht der Pflanzen efolgte wie unter 2.1.2 beschrieben. Nicotiana wurde an der
Sprossachse bzw. am  Blattstidd, Arabidopsis an der Blitengandsachse mit C. reflexa,
Arabidopsis auch mit C. odorata und C. platyloba, parastiert. Nach 14-18 Tagen wurden
Handschnitte von den parastierten Pflanzenorganen fir die Auswertung mittels konfokaler
laser scanning Mikroskopie angefertigt.

2.3.4 Konfokalelaser scanning Mikroskopie (CL SM)

Fir die Auswertung der Trandokationsversuche mit Fuoreszenzfarbstoffen (CF, HPTS,
Texasred®) und GFP am konfokalen laser scanning Mikroskop wurden Handschnitte mit
eng Radeklinge angefertigt und anschlieffend auf enem  Objekitrager in - Silikondl
eingebettet. Dabe kommt es zum Audritt von Huoreszenzfarbgtoff aus den Schnittstelen.
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Um ene Wiederaufnahme in umliegendes Gewebe zu vermeiden, efolgte die Auswertung
gdets innerhdb von 10-20 min mit enem Zess Axiovet 100M (Cal Zess Jena,
Deutschland) kombiniert mit dem konfokaden laser scanning System-Zeiss LSM510.

Das Anregungdicht mit einer Wdlenldnge von 488 nm wurde von einem Krypton/Argon
Laser erzeugt. Ein 505-530 nm Emissondfilter erlaubte die Detektion der GFP-, CF- bzw.
HPTS-Huoreszenz. Texas red® wurde durch grilnes Licht der Wellenlange 543 nm angeregt
und die dadurch erzeugte Huoreszenz mittels Emissiondfilter 560-615 nm detektiert.

2.3.5 Licht- und Elektronenmikroskopie

Aus eafolgrech paadtieten  Sprossachsen  von  Vicia bzw. Nicotiana  sowie
Blutenstandsachsen von Arabidopsis wurden die Achsenadbschnitte mit der Haugtoridregion
prépariet und zundchgt in 3 %igem (viv) Glutarddehyd in Phosphetpuffer (pH 7,4) fir 2 h
vorfixiert. Die Fixierung efolgte in 1 %igem (w/v) Osmiumtetroxid (OsO4) in Paadepuffer.
Das Materid wurde in einer Acetonrelhe entwéssart und schliefdich in Spurr’s Epoxydharz
ERL (Epoxy Resn Low Viscodty) engebettet (SPURR 1969). Nach efolgter Infiltration
wurden die Proben in Einbettungsgefélie Uberfihrt und zwel Tage bei 60°C polymerisert. Die
gesamte Prozedur wurde in d@nem Einbettungsautomaten (Lynx'™  d, Reichert Leica,
Deutschland) nach folgendem Schema durchgeftihrt:

Waschen mit Phosphat- Puffer 15min

Waschen mit Phosphat- Puffer 30 min

Waschen mit Phosphat- Puffer 60 min

Waschen mit Phosphat- Puffer 60 min

1 % OsO4/Pa ade- Puffer 60 min Zusammensetzung:

Waschen mit Letungswasser 20min

Waschen mit Leitungswasser 20 min Epoxydharz (ERL):

Waschen mit Leitungswasser 20 min ERL-4206 109
Waschen mit Leitungswasser 20 m?n BEE-(?HB?arE\e/rV)a chmacher) 22 g
Aceton 20 %/Uranylacetat (2 %) | 30 min S1 (Initiator) 049
Aceton 30 % 10 min

Aceton 50 % 10 m?n Paladepuffer:

Aceton 75 % 10 min

Aceton 90 % 10 min Verona-Na 1479
Aceton 100 % 0N Natriumacetat x 3H,0 N SFQ,Ongl
Aceton 100 % 20min

Aceton/ERL (1:1) 20 min

Aceton/ERL (1:2) 20min

ERL 100 % 60 min

ERL 100 % 12 h
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2.35.1 Ultramikrotom

Fur die Anfertigung der Semidinn- (1-2 pm) bzw. Ultradinnschnitte (50-70 nm) wurde en
Ultramikrotom (Ultracut S, Reichet Leica Deutschland) mit einem Diamantmesser von
Dialom (Schweiz) verwendet. Die erhdtenen Ultradinnschnitte wurden mit  Chloroform
gestreckt und mit Cedukol- beschichteten Kupfertrégernetzchen (200 mesh) aufgenommen.

2352 Kontrastierung der Praparate

Die Semidunnschnitte wurden zur Kontragtierung mit Azur [I/Methylenblau (1 % Azur 11 in
agua dest/ 1 % Methylenblau in 1 % Borax = 1:1), die Ultradinnschnitte nach REYNOLDS
(1963) mit Bleicitrat (1,5 g Bleacetat und 1,76 g Natriumcitrat in 30 ml H>O fir 30 min
schiitteln, danach Zugabe von 8 ml NaOH) gefarbt. Die Kontrastierung der Proben mit Blei
efolgte in ener CO,-freen Umgebung, da blehdtige Kontragmittd leicht mit dem
Kohlendioxid der Luft Prézipitate ausbilden konnen. Aus diessm Grund wurden die
Trégernetzchen in ener geschlossenen Kammer mit  KOH-Plézchen jewels auf enen
Tropfen Bleicitratlosung gelegt, nach 40 Minuten mit agua dest. gewaschen und an der Luft
getrocknet.

2.35.3 Auswertung der Praparate

Fur die Auswertung und Dokumentation der kontrastierten Semidinnschnitte wurde ein Zeiss
Axioskop 2 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) kombiniet mit einer SPOT'M-Kamera
(Diagnogtic ingruments inc.) bzw. ein konfokaes laser scanning Mikroskop verwendet. Bel
der Untersuchung der Ultradinnschnitte kam en  Transmissonsdektronenmikroskop (EM
912 OMEGA, LEO Elektronenmikroskopie, Oberkochen, Deutschland) zum Einsatz.

2.4 Translokation von Pflanzenviren
2.4.1 Inokulation von parasitierten Tabakpflanzen mit dem KartoffevirusY (PVY")

Der zu den Potyviridae, der grofen Familie der Pflanzenviren gehdrende Potyvirus PVYN
(Kartoffdvirus Y, N-Stamm; [lsolaa der Bundesangdt fir Zichtungsforschung und
Kulturpflanzen, Ascherdeben]) wurde aus dem Saft virusnfizierter Bl&iter gewonnen.

Aus sysemisch infizierten Blé&ttern von Nicotiana tabacum cv. Samsun NN (SNN) wurden im
Gewéchshaus Schelben (£ 9 mm) aus deutlich infizieten Blétern ausgestochen und mit 20
ml  Natriumphosphetpuffer (5 mM NaHPO,, pH 7,2) pro Gramm Blattmaterid im Morser
homogeniset. Die s0 ehdtene frische Infektionddsung wurde fir die Infektion wvon
Tabakpflanzen benutzt, die 7 bzw. 14 d mit C. reflexa parasitiert waren.
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De Virusextrekt wurde auf mit Carborundumpuder (SC, Sigma) bestdubte untere source-
Blater mit Hilfe eines Pdills auf der gesamten Blatoberflache glechmddg vertelt. Dabe
bot es sich an, 4-5 Pflanzen sukzessve zu markieren, zu bestduben und zu infizieren. Nach
kurzer Einwirkzet wurden die Blatspreiten mit Wasser gut abgespllt. Systemische
Symptome waren etwa 5-7 Tage nach der Inokulation zu beobachten.

Mit Achsen der bereits 14 Tage paradtierenden Cuscuta wurde am Tage der Inokulation der
Wirtspflanze eine zweite (gesunde) Tabak- Pflanze parasitiert (Briickeninfektion).

Achsen, die die este Wirtsoflanze zum Zetpunkt der Infektion mit PVYN est 7 Tage
paradtierten, wurden ene Woche spdter auf ene zwete (gesunde) Tabak-Pflanze
Ubergdetet. Die Ernte der Systeme erfolgte 11 bzw. 18 Tage nach der Briickeninfektion.

N. tabacum

N . N
CVv. S?Snlzlsl“\lj)n NN Aussaat ngasgéltgrtjer;lge)r?;t Inlfjt\e/kri on Brickeninfektion Ernte
1. Pflanze 10.06.2002 18.07.2002 01.08.2002
2. Pflanze 24.06.2002 01.08.2002
19.08.2002
1. Pflanze 17.06.2002 25.07.2002 01.08.2002
2. Pflanze 01.07.2002 08.08.2002

242 Bestimmung des Titers an PVYM-Protein durch ELISA (enzyme linked
immunosor bent assay)

Der Test wurde ds Doppeter Antikorper Sandwich Test (DAS) durchgefhrt. Hierflr werden
die ELISA-Platen zuerst mit enem gpezifischen Antikorper beschichtet, das Testmaterid
zugesetzt, und noch enma mit enem (konjugierten) spezifischen Antikdrper Uberschichtet.
Der ELISA wurde unter Verwendung folgender Lésungen durchgeftihrt:

coating-Puffer: 195g NayCO; PBS-Putfer (10x): 80g NaCl
293g NaHCO; 249 KHyPO,
02g NaN; 1449  NapHPO, x 12H,0
ad 1l pH96 2g Kd

ad 11 pH 7,4 mit NaOH
(Losung autoklavieren)

Extraktionspuffer : 1x PBS-Puffer Waschpuffer: Ix PBS-Puffer
0,05% Tween 20 0,05% Tween 20
2% PVP 25000 (IédichesPVP)
02% BSA
Substrat-Puffer: 80m H,O

203mg MgCl, x 6H,0
97ml  Diethanolamin
02g NaN;
ad1ll pH9,6mitHCl
(L6sung kiihl und dunkel lagern)
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Substrat: 1 mg/ml 4-Nitrophenyl-Phosphat (Roth) in Substratpuffer (frisch)
Antikorper: anti PVY 1gG (BIOREBA, Reinach, Schweiz)

anti PVY 1gG conjugated (BIOREBA, Reinach, Schweiz)

Zunéchgt wurden die Mikrotiterplatten (PS Mikroplatte, 96 wdl, Flachboden, Greiner) mit
dem ergen Antikorper Uberzogen. Zu diesem Zweck wurde der Antikorper (anti PVY 1gG,
BIOREBA) in coating-Puffer verdinnt (1:1000) und dann jewells 100 pl dieser Lésung in
ene Platendffnung pipettiert. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht be 4°C. Anschliel}end
wurden die Platten mit Waschpuffer mehrmals gewaschen. Die mit Antikorper beschichteten
Patten konnen bis zu 6 Monaten bel -20°C gelagert werden.

Zur Audfihrung des Testes wurden jewells 100 ul der folgenden Lésungen in die einzelnen
Vetiefungen pipettiert: Pogtivkontrolle, unverdiinnte Probe sowie eine seridle Verdinnung
der Probe (1:2, 1.4, 1.8, 1:16, 1:32, 1.64, 1:128). Grundsézlich wurden Doppe bestimmungen
durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte fir 12 h bei 4°C. Anschlief?end wurden die Platten wie
oben beschrieben gewaschen. Nach Auftragen des 1:1000 in Extraktionspuffer verdinnten
PVY-Konjugat (100 pl/wdl, anti PVY I1gG conjugated, BIOREBA ) wurden die Platten bel
30°C fur 4 Stunden inkubiert.

Nach finfmaigem Waschen wurden 100 pl Subdrat  (p-Nitrophenyl-Phosphat, 1 mg/ml
Subdratpuffer) in dle Offnungen gegeben und der Testansatz im Dunken  bis zum
Sichtbarwerden einer Gelbférbung ba Raumtemperatur inkubiert. Die Resktion wurde mit 50
il 3 M NaOH/Offnung abgestoppt.

Die Quantifizierung des Viruditers erfolgte durch Messung der ODaosnm mit einem ELISA-
Lesegerdt 340 ATTC (SLT, Crailsheim).

Alle Inkubationen erfolgen in ener feuchten Kammer.

Die Heddlung der vewendeten Pflanzenextreakte erfolgte durch Morsern von
Pflanzenmaterid  mit  Extraktionspuffer.  Unlédiches  Pflanzenmaterid  wurde  durch
Zentrifugieren (13000 rpm, 5min, 4°C) sedimentiert. Als Pogtivkontrolle wurde schtbar
PVYN-infizietes Pflanzenmaterid (Scheiben aus den Interkostalfddern von  Tabakbléttern)
aufgearbeitet und vermessen.

25 RNA-Methoden
25.1 RNA-Isolierung ausdem Wirt-Parasit-System N. tabacum cv. SNN-C. reflexa

Nach efolgreicher ,Bricken-Infektion® des Wirt-Paragt-Systems Nicotiana tabacum cv.
SNN-Cuscuta reflexa wurden snk-Bléter beder Winspflanzen, die paradtierten
Pflanzenabschnitte und der Parasit geerntet und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Die
Isolierung der RNA efolgte nach der geringfligig modifizieten Methode von LOGEMANN ET

18



Material und Methoden

AL. 1987. Dazu wurde Pflanzenmaterid mit flussgem Stickdoff zu feinem Pulver gemérsert.
Vor dem Auftauen wurde Z6-Puffer [8 M Guanidinhydrochlorid, 20 mM MES, 20 mM
EDTA, 0,7 % (viv) b-Mercaptoethanol, pH 7 mit NaOH, optiond 1 % PVPP] im Vehdtnis
1:3 (w/v) dazugegeben und die Probe bis zur vollsténdigen Homogenitét bearbeitet.

Der Extrakt wurde mit 05 Volumen Phenol/Chlorofornvisoamyldkohol (25:24:1) zum
Entfernen von Proteinen ausgeschittelt und anschlief3end zentrifugiert (4°C, 13000 rpm, 10
min). Die wéssige Phase wurde mit /20 Volumen 1 M Essgsaure und 0,7 Volumen
absolutem Ethanol  versetzt, gut durchmischt und die RNA ba -20°C gefdlt. Nach
Zentrifugation (4°C, 13000 rpm, D min) wurde das Pdllet 2x mit 3 M Natriumacetat (pH 5,2)
gewaschen und jewells 10 min be 13000 rpm zentrifugiert. Nach weiteren Waschschritten
mit 70 %igem Ethanol wurde das RNA-Pdlet zentrifugiet. Nach dem Trocknen bel 65°C
wurde das Pdlet in DEPC-H,O vollstandig resuspendiert. Die Proben wurden bei -70°C fir
mindestens 2 Stunden eingefroren, nachfolgend bel 65°C aufgetat und die RNA-
Konzentration bel 260 nm am Photometer bestimnnt.

Um den Kontaminationsgrad durch Proteine zu prifen, wurde ene zusddiche
Extinktionsbestimmung bel 280 nm vorgenommen.

Alle zur RNA-Isolierung verwendeten Losungen wurden mit DEPC-Wasser angesetzt. Dazu
wurden 10 ml 10 % (w/v) Diethylpyrocarbonat (in Ethanol) mit bidedtilliertem H,O auf enen
Liter aufgeflllt, mehrfach geschiittelt und Uber Nacht stehen gelassen. Schliefdich wurde der
Ansatz zweimd autoklaviert.

2.5.2 Geldektrophoretische Auftrennung von RNA

Zur Auftrennung von RNA wurden 1,5 %ige Gele verwendet. Dazu wurden 3 g Agarose in
150 ml Wasser in der Mikrowdle gelost, auf 60°C abgekihlt und 20 ml 10x MEN (0,2 M
MOPS, 10 mM EDTA, 50 mM Natriumacetat, pH 7) sowie 30 ml Formadehyd vor dem
Gief3en hinzugegeben.

Die gark denaturierende Wirkung von Formadehyd unterbindet RNase-Aktivitét wahrend der
Gelelektrophorese und verhindert die Ausbildung von Sekundérsirukturen der RNA. Dadurch
i¢ die Laufgeschwindigkeit der RNA ihrem Molekulargewicht annéhernd proportiond
(LEHRACHET AL. 1977).

Die RNA-Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel in folgendem Ansatz denaturiert:

24 m RNA (20 ng/H,0), 6 m 10x MEN, 24 m Formamid, 6 m Formaldehyd.

De Ansaz wurde fur 10 Minuten be 65°C erhitzt, mit 5 m Probenpuffer und 1 mi
Ethidiumbromid versetzt und die Probe auf das Gd aufgetragen. Die Geeektrophorese
efolgte auf horizontden Gelen in 1x MEN ds Laufpuffer ba einer angelegten Spannung von
120 V.
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2.5.3 Kapillartransfer von RNA auf Nylonmembranen (Northern Blot)

Das Agarosegd wurde auf eine vorbereitete Filterbriicke aus einer Lage von angefeuchtetem
Whaman 3MM-Filterpapier gelegt. Die Bricke tauchte mit ihren Enden in eine Schde mit
20x SSC (15 M NaCl, 150 mM Natriumcitrat). Auf das Gel wurde eine passend
zugeschnittene GENESCREENC-Membran (NEN, Boston, USA) blasenfre geegt, dariber
weitere zwel Lagen 3MM-Filterpepier sowie mehrere Lagen saugfdhiges Pepier (ca 5 cm
Hohe) geschichtet. Der ganze Trandferaufbau wurde schliefdich mit einem Gewicht beschwert
und for mindestens 20 Stunden geblottet. Nach dem Blotabbau wurde die Nylon-Membran for
2 Stunden bei 80°C inkubiert, wodurch die RNA kovaent an die Membran gebunden wurde.

2.5.4 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Zur radioaktiven Markierung von DNA-Fragmenten wurden 30-100 ng DNA mit Serilem
H,O auf das Volumen von 13 m aufgeflllt und fir 5-10 Minuten ba 95°C denaturiert.
Anschliefend wurden 4 m ,high prime‘-Kit (Roche, Mannheim) und 30 nCi [a->?P]-dCTP
(Amersham) zugegeben. Der ,Resktionsmix® enthidt optimae Konzentrationen an
Nukleotiden, Zufdlsprimern und dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase. Der Ansatz
wurde fur 10 Minuten bei 37°C inkubiert und danach die nicht eingebauten dCTPs von der
nunmehr radioaktiv.- markieten DNA durch Gdfiltration Uber ene Sephadex GB50-Saule
abgetrennt. Die Aktivitdt der radioaktiven Probe sollte Gber 300 dpm/ng eingesstzter DNA
betragen. Schliefdich wurde das markiete DNA-Fragment durch ene dre@minitige
Inkubation be 95°C in Einzddrénge aufgetrennt und zu dem Hybridiserungsansatz pipettiert
(s. 25.5).

2.5.5 Hybridiserung der RNA-tragenden Nylonmembran

Die RNA-tragende Nylonmembran wurde mindestens 2 Stunden in ChurchPuffer (CHURCH
& GILBERT 1984, B0 mM NaH,PO4-Puffer (pH 7,2), 2 mM EDTA, 7 % (w/v) SDS, 1 %
(W) BSA]) be 65°C in ena Fotoschde préhybridisert, um die unspezifischen
Bindungsstdlen fir die DNA-Sonde abzusittigen. Die denaturierte, radioaktive DNA-Probe
(s 254) wurde zum Hybridiserungsansaiz zugegeben und Uber Nacht (16-24 h) mit der
Membran bei 65°C inkubiert. Nach der Hybridiserung wurde die Membran fir 20 min bel
65°C in 6x SSC (225 mM NaCl, 225 mM Natriumcitrat) mit 0,1 % SDS gewaschen. Es
folgten weitere Waschschritte (1x mit 4x SSC, 1x mit 2x SSC) bis in der Waschlgsung keine
Radioaktivitst mehr detektierbar war. Die Membran wurde in Plagtikfolie eingeschweild und
an @nem Rontgenfilm (X-OMAT, Kodak) in ener lichtundurchigssgen Kasstte fir 4-72 h
bel -70°C exponiert.
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2.6 Nachweisvon GFP Uber Western-Blot

Das Brickensysem GFP-Arabidopsis-Cuscuta-WT-Arabidopsis wurde in  definierte
Abschnitte getellt, wobel darauf geachtet wurde, dass be der Aufarbeitung der zweiten
Wirtgpflanze (WT-Arabidopsis) keine Veunrenigung mit Maerid der ersten Wirtspflanze
e@ntrat. Die e@nzdnen Abschnitte wurden in flissgem Stickgtoff in Anwesenhet von 2x
Probenpuffer (LAEMMLI 1970) und protease-inhibitor-cocktail homogenisert. Das gefrorene
Puder wurde aufgetaut, 5 min be 95°C solubilisert und anschlielend zur Sedimentation des
unlédichen Materids 5 min bei 13000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und bis zur Weiterverarbeitung bea -20°C gelagert.

Gleiche Mengen des Uberstandes wurden eektrophoretisch nach der Vorschrift von LAEMMLI
(1970) aufgetrennt. Die Trennung der Proteine efolgte in 16 %igen Geen. Die Sammegde
enthidten 5 % Acrylamid. Als Elektrophoresspuffer wurde ein enfach-konzentrierter SDS-
PAGE Laufpuffer (E-Laufpuffer) nech LAEMMLI benutzt. Die enzenen Losungen hatten
folgende Zusammensetzungen:

30 % Acrylamid Mix (pH 7,0): 10 x E-Laufpuffer:

29 % (w/v) Acrylamid 0,25 M Tris

1 % (w/v) Bisacrylamid 1,92 M Glycin
1% (w/v) SDS

16 % Trenngdl: 5 % Sammelgel:

H,O 650 ml H.O 340 ml
30 % (w/v) Acrylamid Mix 13,30 ml 30 % (w/v) Acrylamid Mix 083 ml
2M Tris (pH 8,8) 470 ml 1M Tris(pH 6,8) 063 ml
10 % (w/v) SDS 025 ml 10 % (w/v) SDS 005 ml
10 % (w/v) APS 025 ml 10 % (w/v) APS 005 ml
TEMED 001 ml TEMED 0005 ml

An die Auftrennung der Proteinbanden durch die SDS-PAGE schloss sch ein Western-Blot
fur den selektiven Nachwels des griinfluoreszierenden Proteins an.

Der Proteintransfer erfolgte bei 6°C und einer Stromstérke von 1 mA/cn? Nitrocdlulose fiir
60 min. Vor der Antikérperbehandiung erfolgte eine Uber Nacht durchgefiihrte Inkubation des
Blots in Blocklésung, um die gesamte Membran mit Proteinen zu beladen. Die Inkubation mit
dem 1. Antikorper efolgte in der Blocklosung fir 1,5 h be RT. Nach dra fUnfminitigen
Waschschritten mit Waschpuffer unter starkem Schwenken wurde der Blot 60 min be RT
unter Schittln mit enem 2. Antikdrper in der Blocklosung inkubiert.  Unspezifisch
gebundener Antikbrper wurde wiederum durch dre finfminltige Waschschritte  unter
Schitteln mit Waschpuffer abgewaschen. Die Membran wurde in Plagtikfolie eingeschwelld
und nach Zugabe und 3-mindtiger Inkubetion mit dem Subgra an einem HIm (Hyperfilm
ECL, Amersham) in ener lichtundurchl&ssigen Kassette exponiert.
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Die einzelnen Versuchsmedien hatten folgende Zusammensetzung:

Transferpuffer: 25 mM Tris
150 mM Glydn
10% (v/v) Methanol

ad 200 ml H,O
10x PBS-Puffer: 91,69 NaHPO,x 2H,0
2359 NaH,PO,x 2 H,0
4009 NaCl
ad 1000 ml
Waschpuffer: Ix PBS + 0,1 % (v/v) Tween 20
Blocklsung: 1Ix PBS + 0,1 % (v/v) Tween 20 + 1 % (w/v) Blotting Grade

Blocker, Not-Fat Dry Milk (BioRAD Laboratories)

Antikorper: 1. AK polyclonder GFP-Antikorper (ab290;
www.abcam.com)
2. AK goat anti rabbit HRP (H orser adish Peroxidase)

Substrat: Stable Peroxid Buffer : Luminol/Enhancer Solution (1:1)
(beide Lésungen von Super Signa West Dura)

2.7 Translokation des Alkaloids Nicotin

Nicotiana tabacum cv. SNN wurde im nadrlichen Windungsmodus am Stengd und an
Blattstidlen mit Sprossen von Cuscuta reflexa parastiert. Nach 8 Wochen Parastierung
wurden Tabakblétter und Cuscuta-Achsen abgeschnitten und bel 100°C im Trockenschrank
getrocknet. Anschlielend wurde das Pflanzenmaterid  homogenisert und Uber Nacht bei
Raumtemperatur mit der vierfachen Menge 0,1 N HCl unter Schiitteln extrahiert. Der Extrakt
wurde mit NaOH auf pH10 engestdlt und mehrmas mit Dichlormethen fir 3-5 Minuten
auggechittelt. Die Dichlormethan-Phase wurde eingedampft und der Rickstand in 150 p
erneut aufgenommen.

De Extrekt wurde mittels Gaschromatographie (GC) fraktioniert. Im Anschluss efolgte die
Identifizierung  von  Nicotin durch  Elektrogpray-Massenspektroskopie  (ESI-MS).
Frektionierung und Identifiziierung wurden in der Abtelung Naturdoffchemie des Inditutes
fUr Pflanzenbiochemie durchgefhrt.

2.8 Transokation von Schwer metall

Vicia faba-Pflanzen wurden wie unter 2.1.2 beschrieben angezogen und nach Erreichen des
Vier-Blat Stadiums mit Cuscuta reflexa-Achsen pardld parasitiet. Nach efolgreicher
Ausbildung von Haugtorien wurden die Wurzeln der Vicia-Pflanzen freigesplit und in eine 1
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mM Cadmium-Chlorid-Lésung Uberfiihrt. Nach ener Versuchsdauer von 6 Tagen wurden die
Sydeme in definiete Abschnitte getellt, mit flissgem Sticksoff gemérsart und das 0
erhdtene Pflanzenpulver gefriergetrocknet.

Zur Besdimmung von Cadmium wurden maximad 100 mg Pflanzenpulver eingewogen, mit
6ml konz. HNO; sowie 4 ml H;O versetzt und in PFA-Aufschlussbehdtern in der
Mikrowdle (MDS-205, CEM) in enem zweistufigen Prozess vollstandig in Lésung gebracht.
Diese wurde ad 25 ml mit agua dest. aufgeflllt und durch Atom-Absorptions- Spektroskopie
(AAS-Andyst 800, Perkin Elmer, Uberlingen) andysiert. Die Flanme war ein Acetylen-Luft-
Gemisch. Der Bestimmung des Gehdts von Cadmium lag eine Eichrethe zu Grunde.

2.9 Quantitative Kohlenhydratbestimmungen
Fur die quantitative Bestimmung von Glucose, Fructose, Saccharose und Stérke wurden die

Achsen dets in ihrer gesamten, am Versuchstag vorliegenden Lange eingesetzt und nach
folgendem Schema zerschnitten:

Abschnitt1> 1 cm 0-1cm hinter der Spitze
Abschnitt x 2> X cm Neuzuwachs
Abschnitt 2 > 5cm 20 cm vom basden Ende

Abschnitt 3 > 5cm
Abschnitt 4 > 5cm
Abschnitt 5 2> 5cm basdes Ende

Zu Beginn des Versuches war die Achse 21 cm lang und bestand aus funf Abschnitten. Der
zun Zatpunkt der Aufarbeitung vorhandene Neuzuwachs wurde unter Abschnitt X
zusammengefass.

Die Abschnitte wurden unter flissgem Stickgtoff daubfein zerrieben und in 80 %igem
Ethanol fir 1 h be 80°C im Wasserbad extrahiert.

Durch Zentrifugieren bei 6000 rpm fur 10 Minuten, Waschen des Rickstandes mit 80 %igem
Ethanol und nochmaigem Zentrifugieren wurde der Ubergtand mit den lédichen Zuckern
vom Pdllet, das die Stérke enthdt, getrennt.

Nach einmaigem Waschen mit agua dest. (1 mi/100 mg FM), anschliel}ender Zentrifugation
und Abnehmen des Uberstandes wurde das Pellet unter Zugabe von agua dest. (1 ml/100 mg
FM) zur Gdatiniserung der Stdrke fir 1 Stunde be 100°C im Wasserbad erhitzt. Nach
Abklhlung wurde in Esdgsdure-Natriumacetat-Puffer (50 mM, pH 45) gdoste
Amyloglucosidase (1 mi/100 mg FM, 20 U/ml, Merck, Darmstadt) zugegeben und Uber Nacht
bel Raumtemperatur inkubiert. Die quantitative Spatung der Stérke wurde durch TUpfeln mit
Jod- Jodkaium Uberprift.

Die Bestimmung von Glucose, Fructose und Saccharose efolgte mit der Testkombination
716260 von Roche Diagnodtic. Mit ihr ist es moglich, aus einer Probe dle dre Zucker zu
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bestimmen, wobe Glucose direkt, Saccharose und Fructose indirekt, nach enzymatischer
Umsetzung zu Glucose, bestimmt werden.

Als MessgrolRe dient in alen Falen die bei der Resktion von Glucose-6-Phosphat mit NADP*
gebildete NADPH-Menge, die bai 340 nm im Spektrophotometer (Uvikon 931, KONTRON-
Ingruments) bestimmt wurde. Aus o6konomischen Grinden wurden die in der
Gebrauchsanwei sung angegebenen Mengen fir die Bestimmung halbiert.

Begtimmungen und Umsetzungen der enzelnen Kohlenhydrate verliefen wie folgt:

D-Glucose wird durch Hexokinase und ATP zu D-Glucose-6-phosphat umgesetzt, das
durch  NADP* unter Mitwirkung von Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase  zu
D-Gluconat-6-phosphat  oxidiert wird. Dabe entsteht eine stéchiometrische Menge
NADPH, die im Spektrophotometer (Uvikon 931, KONTRON-Instruments) bei 340
nm bestimmit wurde.

D-Fructose wird nach  Phosphorylieeung  zu  D-Fructose-6-phosphat durch
Phosphoglucose-Isomerase zu  Glucose-6-phosphat umgesetzt, das wie be  der
Glucosgbestimmtung durch  NADP® zu D-Gluconat-6-phosphat  unter  Bildung von
NADPH oxidiert wird.

Saccharose wird zunéchst durch Invertase (b-Fructosidase) be pH 4,6 zu D-Glucose
und D-Fructose gespaten. Anschlief?end wird der Glucosegehdat der Probe nach dem
oben beschriebenen Prinzip bestimmt. Der erhdtene Wert représentiert die in der
Probe vorliegende Gesamtmenge an Glucose. Durch Subtraktion der vor der Spaltung
der Saccharose bestimmten Glucosemenge erhdt man die in der Probe enthatene
Menge an Saccharose.

Die Séarkebestimmung efolgte ebenfdls enzymatisch Uber die Bestimmung der be der
Spdtung mit Amyloglucosdase  erhdtenen Glucosee Dazu wurde die  Testkombination
716251 von Roche Diagnostic benutzt. Die Menge der Stérke wird in Glucose angeben.

Aus den erhdtenen Extinktionswerten wurden Konzentrationsangaben berechnet und  unter
Berlickgchtigung der Verdinnungsfektoren und der engesstzten Trockenmassen auf den
Gehalt bzw. die Konzentration der einzelnen Kohlenhydrate in den Abschnitten umgerechnet.

Die Berechnung der Konzentration erfolgte nach der dlgemeinen Formel:

Vv = Testvolumen [ml]
v = Probevolumen [ml]
V*MG MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden
c= * DE[g/] Substanz [g /mol]
e*v*d* 1000 d = Schichtdicke [crm]
= Extinktionskoeffizient von NADPH bel

340nm=6,3[ * mmol™ * cm"]
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2.10 Verwendeteradioaktive Verbindungen

Verbindung Spez. Radioaktivitat Lieferfirma
Saccharose-6,6 (n)-°"H 258 GBg* mmol™ Amersham
Saccharose-U-*C 25,0 GBg*mmol™ Amersham
a-Aminoisobuttersiure-methyl->H 555 GBg* mmol™ ARC

a-Aminoisobuttersiure-1-*C 2,18 GBg*mmol™ Amersham
MCPA-1-*C 2,1 GBg*mmol™ Amersahm
Glyphosat-U-**C 2,0 GBg*mmol™* Amersham
Atrazin-ethyl-1-**C 925 MBg*mmol™ Amersham
Diuron-methyl-**C 2,11 GBg*mmol™ Amersham

2.11 Begriffsdefinitionen

Als ,Aufnahmerate” wird der prozentude Antel der in das Wirt-Parast-System
aufgenommenen radioaktiven Verbindungen an der Menge der angebotenen radioaktiven
V erbindungen bezeichnet.

S Radioaktivitét im Wirt-Parasit-System (dpm)
Aufnahmerate ( %) = * 100
Radioaktivitét in der Fltterungd Gsung (dpm)

Als ,Trandokationsrate“ wird der prozentude Antel der aus dem Applikationsorgan
audtrangportierten radioaktiven Verbindungen an der Gesamtmenge der in das Wirt-Parasit-
System aufgenommenen radioaktiven Verbindungen bezeichnet.

S Radioaktivitét aul¥erhab des Fitterungsorgans (dpm)
Trand okationsrate ( %) = * 100
S Radioaktivité im Wirt-Parasit- System (dpm)

Als Vertellungsmuster* wird de prozentude Antel der in  den enzdnen
Pflanzenabschnitten vorliegenden radioaktiven Verbindungen an der Gesamtmenge der im
Wirt-Parasit-System trangportierten Verbindungen bezeichnet.

Radioaktivitétsgehat des Pflanzenabschnittes (dpm)
Vertellungsmuster ( %)= * 100
S Radioaktivitét aulRerhab des Fiitterungsorganes (dpm)
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2.12 Auswertung der Ergebnisse
Alle Versuche wurden zur Abscherung der Ergebnisse mehrmas wiederholt. Die Anzahl der

Einzedwerte i mit ,n* angegeben. Die angegebenen Ergebnisse delen, wenn nicht anders
vermerkt, Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte dar (mean £ SE).

2.13 Darstellung der mikroskopischen Ergebnisse

Alle durch die konfokaden laser scanning Mikroskopie erhatenen Aufnahmen wurden wie
folgt dargestdlt: Fluor eszenzaufnahme—Tr ansmissionsaufnahme—Bildkombination.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Transport ausdem Wirt in den Parasiten

3.1.1 Etablierung des Wirt-Parasit-Systems Vicia faba-Cuscuta reflexa

Fur die Parastierung der Vicia-Pflanzen mit Cuscuta reflexa wurden zunéchst Achsen von der
Sammkultur Pelargonium zonale isoliert. Se haten eine definierte Lange von 21 cm und
eine durchschnittliche Dicke von 4 mm.

Zur Ausbildung von Haudorien und damit zur Pearagtierung von Vicia faba is die Achse
nicht in ihrer gesamten Lange, sondern nur mit ihrer ,kontaktreizbaren Zone‘, die dem
Abschnitt zwischen 1 und 6 cm von der Spitze entspricht, in der Lage. Diese wurde
durchgehend mit enem ineten Klebeband an ener FHanke des vierkantigen hohlen Vicia-
Stengels befedtigt und leicht angedriickt. Die Paradtierung efolgte in dlen Fdlen im
»pardlden Induktionsmodus’. Dabe wird das natirliche Linkswvinden des Parasiten um den
Wirt unterdrickt und ene Anordnung der sSch untereinander  bildenden Haustorien
ausschlieldich an ener Fanke des Stengds erzwungen. Die Wirtspflanzen befanden sch zum
Zeitpunkt der Paradtierung im Vier- bis Sechdblattstadium, die Parastierung efolgte am
zweiten bzw. dritten Internodium.

Zur Ausbildung enes funktiondlen Kontektes und der damit verbundenen Versorgung mit
Assimilaten aus der Wirtspflanze ist in der Regdl @n Zeitraum von ca. 8-12 d notwendig.

Eine Andyse des Wachdumsverlaufs (Abb. 3-1) zeigte in den eden vier Tagen ene
Zunahme der Gesamtldnge von durchschnittlich 59 cm. Der Zuwachs ist dabel nur auf den
ergen, am Tag der Infektion frelen 1 cm langen Abschnitt, beschrénkt.
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Abb. 3- 1: Vicia faba-Cuscuta reflexa
Wachstum der Cuscuta-Achsen wahrend der Ausbildung desfunktionellen Haustorienanschlusses

n=4, mean + SE; Die der Abb. zugrunde liegenden Werte sind in Tab. A im Anhang zusammengefasst.
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Nach 4 Tagen sdtzte ene Stagnation des Wachstums ein, die bis zum 8. Tag anhidt. Zum
gleichen Zetpunkt konnte im Bereich der kontektreizbaren Zone die Anlage von
Préhaustorien durch Gewebeverdickungen beobachtet werden. Ab dem achten Versuchsteg
war en Angieg der Wachsumsgeschwindigkat (4,1 cm/d) und damit ein grofRerer Zuwachs
der Gesamtlange zu beobachten. Am 12. Tag besal’en die Achsen eine Gesamtldnge von 50,6
cm (=241 % der Ausgangdange). Nach 18 d hatte sich mit 98,7 £ 14,9 cm die Ausgangdange
der Achsen nahezu verviefacht(Abb. 3-1). Das snd Anzechen fir ene vollgéndige
Aushildung von Haugtorien mit funktionellen Kontakt.

Bis zur vollgdndigen Entwicklung der funktiondlen Haudtorien is der Paest auf die
Substanzen angewiesen, die zum Zeitpunkt der Isolierung von der Stammkultur in der Achse
vorliegen.

Wir bestimmten 2, 4, 8 und 12 Tage nach Beginn der Paraditierung in den Cuscuta-Achsen
den Gehdt an Starke, Saccharose, Glucose und Fructose. Zur Erfassung der Veranderungen
im  Kohlenhydratgehdlt wurde der Gehdt von in gleicher Weise aufgearbeteten
Ausgangsachsen =100 % gesetzt und die Werte, die zu den angegebenen Zetpunkten
ermittelt wurden, darauf bezogen. Abb. 3-2 fasst die Ergebnisse zusammen. Nach 2 Tagen
lagen nur noch 768 %, nach 4 Tagen nur noch 487 % des Ausgangsgehdtes an
Kohlenhydraten in den parasitierenden Achsen vor.

Zwischen dem vierten und achten Tag, dem Zetraum der Wachsumsstagnation, nahm der
Gesamtgehdt an Kohlenhydraten welter ab. Er lag am 8. Tag nur noch ba 399 % des
Ausgangsgehdtes Ab dem 8. Tag kommt es zur Ausbildung des funktiondlen Kontaktes
zwischen Vicia und Cuscuta. Das ist neben dem gesteigerten Zuwachs auch an der Zunahme
des Kohlenhydratgehats in den Achsen dchtbar. Am 12. Tag nach Beginn der Parastierung
erreicht er bereits 88,1 % des Ausgangswertes.

Auch das Aussheden von Saccharosatropfchen, bevorzugt in den nicht wachsenden
Achsenabschnitten, i€ e@n Anzechen fir den nun  beginnenden  luxurierenden
Versorgungszustand der Achsen.

Bea gesonderter Betrachtung der 16dichen Kohlenhydrate (Glucose, Fructose, Saccharose)
und der Stérke war besonders in den ersten zwel Tagen nach Beginn der Infektion eine starke
Abnahme an St&rke festzustdlen. In den Achsen lagen am zwelten Tag nur noch 57,2 % des
Ausgangswertes vor, der Wert verringerte sich auf 27,3 % am vierten bzw. 20,2 % am achten
Tag. Der Gehdt an I6dichen Kohlenhydraten blieb dagegen bis zum zweiten Tag mit 99,8 %
des Ausgangswertes nahezu kongant. lhre deutliche Abnahme efolgte zwischen dem zweiten
und vierten Tag. Am vierten Tag betrug der Gehdt an |6dichen Kohlenhydraten noch 54,3 %
des Ausgangswertes, e verringerte sch bis zum 8. Tag nur noch geringfiigig auf 495 %. Am
12. Versuchstag wurde fur dle Fraktionen en Angtieg gegentber dem 8. Tag gemessen. Die
Stérke erreichte 49,9 %, die Fraktion der |6dichen Kohlenhydrate 97,0 % der Ausgangswerte.
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Be den lodichen Kohlenhydraten sind die Verdnderungen in erster Linie auf ene Abnahme
der Monosaccharide zurlickzuftihren. Der starke Abbau der Stérke zwischen Beginn und dem
zweiten Tag der Paradtierung hat zur Folge, dass vermehrt Saccharose ds Transportzucker in
der Achse auftritt. So konnte im gleichen Zeitraum ein Anstieg der Saccharose auf 188,7 %
des Auggangswertes in den Achsen ermittdt werden. Im weteren Versuchsverlauf nimmt der
Gehdt an Saccharose zwar wieder ab, sinkt aber mit 97,4 % am vierten und 98,3 % am achten
Tag niemds deutlich unter den Ausgangswert. Am 12. Versuchdag wird mit 184,2 % des
Ausgangswertes auch fir Saccharose ein deutlicher Angtieg ds Ausdruck des funktiondlen
Anschlusses an die Leitbiindd der Vicia sichtbar (s. auch Tab. B im Anhang).
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Abb. 3- 2: Vicia faba-Cuscutareflexa

Veranderungen des Kohlenhydratgehaltes in den Cuscuta-Achsen wahrend der Ausbildung des
funktionellen Haustorienanschlusses
Die der Abb. zugrunde liegenden Werte sind in Tab. B im Anhang zusammengefasst.

Setzt man den Gesamtgehdt der enzelnen Kohlenhydrate in den Achsen gleich 100 % und
berechnet den Antel der enzenen AchsenAbschnitte (Sehe 28) an ihm zum jewelligen
Versuchszeitpunkt (4 und 8 Tage nach Beginn der Paraditierung), so wird deutlich, dass das
Wachsum der Achsen (in der Graphik ads Neuzuwachs bezeichnet) auf Kosten der drel

basalen Abschnitte erfolgt.
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In ihnen ig fur dle Fraktionen die g&kse Abnahme zu verzeichnen, wahrend der Antell im
Neuzuwachs kontinuierlich angeigt (Abb. 3-3).
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Abb. 3-3: Cuscuta reflexa

Verdnderung des Kohlenhydratgehaltes
in den einzelnen Achsenabschnitten
wahrend der Parastierung von Cuscuta-
Achsen an Vicia faba.

Der Gesamtgehalt der einzelnen Kohlen-
hydrate in den Achsen wurde gleich 100%
gesetzt und die Gehalte der einzelnen
Abschnitte an den jeweiligen Versuchs-
tagen auf diesen Wert bezogen.

n=4, mean = SE

Die den Abbildungen zugrunde liegenden
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40

: Werte sind in Tab. C im Anhang
&0 80 100 zusammengefasst.

Anteil am Gesamtgehalt der Achse [%]

 Abschnitt 1
= Neuzuwachs

[ Abschritt2 I Abschnitt 4
B Abschnitt 3 I Abschhitt 5

Abschnitt 1 > 1 cm 0-1cm hinter der Spitze
Abschnittx > Xcm Neuzuwachs
Abschnitt2 > 5cm 20 cm vom basalen Ende
Abschnitt 3> 5cm

Abschnitt4 > 5cm

Abschnitt 5> 5cm basales Ende
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3.1.2 Untersuchungen zur Xylemtrandokation
3121 Trandokation des Fluor eszenzfar bstoffs Texas red Dextran 3000

Zur mikroskopischen Dargtelung des funktionelen Xylemanschlusses wurde der Xylemstrom
mit Texas red Dextran 3000 markiert. Dazu wurde von fir mindestens 14 Tage mit Cuscuta
paradtierten  Vicia-Pflanzen die Wurzd abgechnitten und die Schnittflache in die
Farbgtofflosung gestdlt. Nach ener Trandokationszeit von 90 Minuten wurden Handschnitte
von der Haudoridregion angefertigt und mittedls konfokaer laser scanning Mikroskopie
ausgewertet. In der Abb. 3-4 ig ein Langsschnitt durch das Cuscuta-Haugtorium im Spross
von Vicia faba dagesdltt Das Huorezenzbild zeigt ene  durchgehende
Fluoreszenzmarkierung von den Letbinden des Wirtes Uber das Xylem des Haugtoriums zu
den Leitbindeln des Parasiten.

Abb. 3-4: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Transport von Texas red Dextran 3000 im  Wirt-Parasit-System;  Fluoreszenz-  und
Transmissionsaufnahmen von Querschnitten durch die Haustorialregion. Der Farbstoff wurde an den
Wirt durch Einstélen in die Futterungslésung appliziert. Versuchsdauer: 1,5 h.

Innerhalb des Haustoriums ist das Xylem im Fluoreszenzbild als breiter roter, im Transmissionsbild als dunkler
Strang sichtbar. Fluoreszenz zeigen auch die quergeschnittenen Leitbiindel von Wirt und Parasit.
C=Cuscuta-Achse (quer), H=Haustorium (langs), V=Vicia faba (quer).

3122 Trandokation von Aminosauren und Xenobiotika

Mit nachstehenden Experimenten sollte geklat werden, in welchem Umfang von der Wurzd
des Wirts aufgenommene bzw. in ihr synthetiserte Subgtanzen Uber den Xylemanschluss in
den Paragten gelangen.

Be Applikation von radioaktiv markierten Substanzen Uber intakte Wurzdsysteme miissen
grole Mengen an Radioaktivitét agppliziet werden, um bea geringen Trandokationsraten
nechweisbare Mengen in den oberirdischen Abschnitten und in der Cuscuta zu ereichen. Die
Aufarbeitung der grolen Wurzdmase bringt zusitzliche methodische Probleme, dickere
Wurzeln lassen sich schlecht zerkleinern und extrahieren.

Um diee Schwierigkeiten zu umgehen, wurden die folgenden Versuche an Explantaten
durchgefiihrt. Dabei handdt es dch um Wirt-Paragit-Systeme, die auf das mit Cuscuta
paradtierte Internodium und enen Stengedabschnitt oberhdb der Parastierung mit zwe
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Bléttern reduziert wurden (Abb. 3-5A1) bzw. nur noch aus dem paradtierten Internodium und
dem Parasiten bestanden (Abb. 3-5A2).

- Al Explantaa mit Blétern
' oberhab der Parasitierung
- A2 Explantat ohne Blé&tter

Die Applikation der Substanzen erfolgte
f | jeweils Uber die Schnittflache durch
£ Einstellen in die Ftterungslosung.

Al A2

Abb. 3-5: Explantate des Wirt-Parasit-Systems Vicia faba-Cuscuta reflexa fir die Untersuchungen zur
Xylemtrandokation.

Die Applikation der zu untersuchenden Verbindungen efolgte Uber die Schnittstelle der
Explantate durch Eingdlen in die Fitterungd 6sung fir 24 Stunden.

Tab. 3-1 zagt Aufnehme- und Trandokationsraten sowie die Vertelungsmuster der nicht
proteinogenen a-Aminoisobuttersaure (AIB) und der Xenobiotika Diuron (DCMU), Atrazin
und Glyphosat. Wahrend Aufnehme- und Trandokationsraten fir dle vier Substanzen im
gleichen Bereich liegen, weisen die Vertelungsmuster grof3e Unterschiede auf. Diuron und
Atrazin gdangen mit 4,1 = 1,0 % bzw. 2,7 £ 0,5 % in enem wesentlich geringeren Umfang in
den Parasiten ds Glyphosat und AIB, fur die Werte von 29,5 = 3,8 % bzw. 34,7 = 6,5 %

ermittelt wurden.

Auch innerhdb des Parasiten snd die Substanzen unterschiedlich verteilt (Tab.3-2). Wahrend
Diuron zu 745 + 4,9 % und Atrazin zu 78,0 £ 6,9 % im Haudoridstiick verbleiben und nur
255 % bzw. 220 % in der freen Achse zu finden sind, liegen 87,1 % des transportierten
Glyphosats bzw. 76,9 % der trangportierten AIB in der freien Achse vor und zwar vorwiegend
In der wachsenden Spitzenregon.
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Tab. 3-1: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Aufnahmer aten, Translokationsraten und Verteilungsmuster von **C-DCM U, *C-Atrazin, *C-
Glyphosat und '“C-AlIB in Explantaten nach Applikation iber die untere Schnittflache.
Ver suchsdauer: 24 Stunden.

prozentualer Anteil an transportierten

Substanz “C-Verbindungen
AR (%) TR (%) Vicia-Achse Blatter Cuscuta gesamt
DCMU 87,0 89,3 45755 502+ 52 41+10
Atrazin 98,2 87,8 394+96 579+93 27+05
Glyphosat 984 84,8 179+24  526+57 295+ 38
AlIB 831 98,7 477+43 17,7+ 39 347+65

Das Wirt-Parasit-System wurde auf das durch Cuscuta parasitierte Internodium mit zwei Blattern oberhalb der
Parasitierung reduziert (Abb. 3-5A1). Zur Berechnung der Verteilungsmuster wurde die Summe der Radioaktivitat
im Wirt-Parasit-System auf3erhalb der Fitterungsstelle=100% gesetzt und der Gehalt der einzelnen Abschnitte
auf diesen Wert bezogen.

AR=Aufnahmerate, TR=Translokationsrate. n=8 (Glyphosat), n=10 (DCMU), n=4 (Atrazin), n=9 (AIB); mean + SE

Tab. 3-2: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Verteilungsmuster von *C-DCMU, *C-Atrazin, **C-Glyphosat und **C-AlIB innerhalb der
Cuscuta. Versuchsdauer: 24 Stunden.

prozentualer Anteil an transportierten **C-Verbindungen

Substanz ]
Haustorialstiick freie Cuscuta-Achse
DCMU 745+ 49 2551£49
Atrazin 780+69 20+69
Glyphosat 129+18 871+18
AlB 231+51 769+ 51

Das Wirt-Parasit-System wurde auf das durch Cuscuta parasitierte Internodium mit zwei Blattern oberhalb der
Parasitierung reduziert (Abb. 3-5A1). Zur Berechnung der Verteilungsmuster wurde die Summe der Radioaktivitat
in der gesamten Cuscuta=100% gesetzt und der Gehalt des Haustorialstiicks und der freien Achse auf diesen
Wert bezogen.; n=8 (Glyphosat), n=10 (DCMU), n=4 (Atrazin), n=9 (AIB), mean + SE

Auch be Applikation an Explantate ohne Bléter (Abb. 3-5A2) war der Antell von Diuron in
Cuscuta mit 3,7 £ 0,6 % um en viefaches geringer ds der von Glyphosat mit 36,1 + 7,6 %
(Tab. 3-3). Die prozentude Vertelung innerhab des Parasten i mit der aus dem
vorangegangenen Versuch verglechbar. Glyphosat liegt hauptséchlich in der frelen Achse,
Diuron im Haugtoridstiick des Paragiten vor (Tab. 3-4).
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Tab. 3-3: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Verteilungsmuster von *C-Glyphosat und **C-DCMU in Explantaten ohne Blétter nach
Applikation Uber die untere Schnittflache. Versuchsdauer: 24 Stunden.

prozentualer Anteil an transportierten **C-Ver bindungen

Substanz Achse unterhalb paﬁa(;?tsiirrgét der Achse oberhalb Cuscuta
der Parasitierung Cuscuta der Parasitierung gesamt

Glyphosat 89+23 124+ 36 426+68 361+76
DCMU 734+112 192+ 122 38+22 37+06

Das Wirt-Parasit-System wurde auf das durch Cuscuta parasitierte Internodium reduziert (Abb. 35A2).
Berechnung der Verteilungsmuster wie bei Tab. 3-1 angegeben., n=5 (Glyphosat), n=3 (DCMU), mean + SE

Tab. 3-4: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Verteilungsmuster von **C-Glyphosat und **C-DCMU innerhalb der Cuscuta. Ver suchsdauer:
24 Stunden.

prozentualer Anteil an transportierten

Substanz “C-Verbindungen
Haustorialstlick freie Cuscuta-Achse
Glyphosat 150+ 38 850+ 38
DCMU 558+ 73 442+ 73

Das Wirt-Parasit-System wurde auf das durch Cuscuta parasitierte Internodium reduziert (Abb. 35A2).
Berechnung der Verteilungsmuster wie bei Tab. 3-2 angegeben., n=5 (Glyphosat), n=3 (DCMU), mean + SE

Da dle Experimente unter glechen &aul3eren Bedingungen durchgefiihrt wurden, kann davon
ausgegangen werden, dass die treibende Kraft fir den Xylemstrom, die Transpiration der
Wirtspflanze und der Cuscuta-Achse, auch in dlen Versuchen anndhernd gleich grol3 war.
De Eindrom in den Paradten <olite daher fir dle Vebindungen im glechen Umfang
efolgen. Die vier Verbindungen unterscheiden sch jedoch in ihren Mobilitéissigenschaften.
Waéhrend Diuron und Atrazin xylemmobil snd, gehdren Glyphosat und AIB zu den
ambimobilen Verbindungen. Se kénnen sowohl im Xylem ds auch im Phloem trangportiert
werden. Ihr im Verglech zu den xylemmobilen Verbindungen htherer Gehdt im Paradten
und ihre Vertelung entlang der Parastenachse, mit Akkumulation in den sink-Abschnitten,
konnte auf einen Trangport Uber das Xylem und das Phloem in die Cuscuta zuriickzufihren
sn.

In unseren Experimenten efolgte die Applikation Uber die offene Schnittflache, dabel
gelangen die Subganzen in die Xylemgefd3e und in den Apoplagten des Stengels. Aus ihm
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konnen die ambimobilen Verbindungen in das Phloem aufgenommen und in den Parasten
trangportiert werden. Unter diesem Gesichtspunkt wéare die beobachtete unterschiedliche
Vertelung der ambi- und xylemmobilen Verbindungen nur durch den Versuchsansaiz bedingt
und wirde nicht den Verhdtnissen im intakten Wirt-Parasit- System entsprechen.

Trotz der engangs geschildeten methodischen Schwierigkeiten bel Applikation  von
radioaktiven Verbindungen an Pflanzen mit umfangreichen Wurzdlsysemen wurden die an
Explantaten durchgefUihrten  Untersuchungen daher an  bewurzelten Wirt-Parasit-Systemen,
die oberhdb des paadtieten Internodiums noch zwe Bléiter besal3en, wiederholt
(Abb. 3-6A1).

il A vollstandiges  Wint-Parasit-System
: Vicia faba-Cuscuta reflexa (Vicia
dekapitiert)

Al reduziertes System mit Wurzel und
Al Bléttern
Die Applikation der Substanzen
efolgte durch Eingdlen der
Wurzd in die Fitterungd 6sung.

=1} ' A2  reduziertes System mit Wurzdl
\ = i ohne Blétter
TS Die Applikation der Substanzen
A2 efolgte durch Eingdlen der
Wurzd in die Fitterungd 6sung.

Abb. 3-6: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Versuchssysteme zur Untersuchung der Xylemtranslokation

14c-AIB, '*C-Diuron und **C-Glyphosat wurden an die von Erde freigespiiiten Wurzeln
gopliziert. Die Tabdlen 3-5 und 3-6 zeigen die Ergebnisse.

Wie ewartet, waren Aufnahme- und Trandokationsraten fir dle Verbindungen wesentlich
geringer dsbea Applikation Uber die Schnittfléche von Explantaten (vergl. Tab. 3-1 und 3-5).

Auch die in den Paraditen transportierten Antelle snd fir dle Verbindungen geringer as bel
den Experimenten mit Explantalen. Die Vertelungamuster beder Versuwchgehen
unterscheiden dch jedoch nicht. Die in den wurzellosen Explantaten zwischen den xylem:
und ambimobilen Substanzen fesigedtellten Unterschiede werden auch hier schtbar. Das
xylemmobile DCMU wird mit 0,9 = 05 % auch in diessm Vesuchsansaz nur in sehr
geingem Umfang in den Paraditen transportiert, wahrend die ambimobilen Verbindungen mit
15,3 £ 0,5 % fur Glyphosat und 149 + 39 % fir AIB wiederum einen wesentlich hoheren
Antell in der Cuscuta aufweisen.
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Tab. 3-5: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Aufnahmeraten, Translokationsraten und Verteilungsmuster von *C-DCMU, **C-Glyphosat
und *C-AlIB im Wirt-Parasit-System nach Applikation iber die Wurzel der Wirtspflanze.
Versuchsdauer: 24 Stunden.

prozentualer Anteil an transportierten

Substanz “C-Verbindungen
AR (%) TR (%) Vicia-Achse Blatter Cuscuta gesamt
DCMU 69,0 199 932+22 59+24 09+05
Glyphosat 552 25,0 194+74 653+ 7,7 153+ 05
AlIB 71,2 185 72,7+84 124+ 53 149+ 39

Zur Berechnung der Verteilungsmuster wurde die Summe der Radioaktivitéat im Wirt-Parasit-System auf3erhalb
der Wurzel=100% gesetzt und der Gehalt der einzelnen Abschnitte auf diesen Wert bezogen.
AR=Aufnahmerate, TR=Translokationsrate, n=4 (DCMU, Glyphosat), n=3 (AIB), mean + SE

Be Berachtung der Vertellungsmuster innerhdb der Cuscuta sind ebenfals Pardlden zu den
Explantat-Experimenten  erkennbar. So kommt es auch hier zur Akkumulation des nur im
Xylem transportierten Diuron im Haudtoridstiick (82,4 + 1,5 %), wahrend sich der Haupttell
der ambimobilen Substanzen mit 81,7 + 54 % (Glyphosat) bzw. 783 + 2,7 % (AIB)
wiederum in der freien Achse befindet (Tab. 3-6).

Tab. 3-6: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Verteilungsmuster von **C-DCMU, **C-Glyphosat und **C-AIB innerhalb der Cuscuta nach
Applikation Uber die Wurzel der Wirtspflanze. Versuchsdauer: 24 Stunden.

prozentualer Anteil an transportierten

Substanz “C-Verbindungen
Haustorialstiick freie Cuscuta-Achse
DCMU 824+15 176+ 15
Glyphosat 183+54 81,7+54
AlB 217+2,7 783+ 27

Zur Berechnung der Verteilungsmuster wurde die Summe der Radioaktivitat in der gesamten Cuscuta=100%
gesetzt und der Gehalt des Haustorialstiicks und der freien Achse auf diesen Wert bezogen.
n=4 (DCMU, Glyphosat), n=3 (AIB), mean + SE
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Damit kann ausgeschlossen werden, dass die in den Experimenten mit Explantaten erhdtenen
Ergebnisse durch die Applikationsmethode bedingt waren. Auch be Applikation Cber die
Wurzel gedangen die untersuchten Verbindungen Uber unterschiedliche Transportsysteme in
den Paragten. Diuron und Atrazin auschliefdich Uber das Xylem, Glyphosat und AIB auch
Uber das Phloem. Das szt enen XylemPhloemTrander der durch die Wurzd
aufgenommenen ambimobilen Vebindungen voraus. Dieser konnte in den an der Vicia
belassenen ausgewachsenen und daher ds source fir den Asamilattransport fungierenden
Blétter erfolgen. Um das zu prifen, benutzten wir Wirt-Paragit-Systeme, die nur noch aus
dem mit Cuscuta parasitierten Internodium und der Wurzel bestanden (Abb. 3-6A2).

Nach Auswertung dieser Versuche wurde en unverandert hoher Antell an transportierter AIB
und Glyphosat in Cuscuta gemessen (Tab. 3-7). Die prozentuden Antelle von 190 = 9,8 %
fur Glyphosat und 11,7 + 4,7 % fir AIB entsorachen den Werten in den Versuchssystemen
mit Blé&tern.

Tab. 3-7: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Verteilungsmuster von **C-Glyphosat und **C-AlB im Wirt-Parasit-System ohne Blatter nach
Applikation Uber die Wurzel der Wirtspflanze. Versuchsdauer: 24 Stunden.

prozentualer Anteil an transportierten **C-Verbindungen

Substanz -
Vicia-Achse Cuscuta gesamt
Glyphosat 81,0+ 98 190+98
AlIB 883+ 47 11,7+ 47

Das Wirt-Parasit-System wurde entsprechend Abb. 3-6A2 reduziert. Berechnung der Verteilungsmuster wie bei
Tab. 3-5 angegeben., n=3, mean + SE.

Auch innerhdb des Paradten lag wie in den Experimenten mit bewurzelten Systemen, der
Hauptanteil der trangportierten radioaktiven Verbindungen in der freien Achse vor (Tab. 3-8).

Tab. 3-8: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Verteilungsmuster von *C-Glyphosat und **C-AIB innerhalb der Cuscuta nach Applikation
Uber die Wurzel von Wirtspflanzen ohne Blatter. Versuchsdauer: 24 Stunden.

prozentualer Anteil an transportierten ““C-Verbindungen

Substanz Haustorialstiick freie Cuscuta-Achse
Glyphosat 203+53 797+53
AlB 295+ 25 705+ 25

Berechnung der Verteilungsmuster wie bei Tab. 3-6 angegeben., n=3, mean * SE.
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Damit kaon ene Umladung in den Blétern ausgeschlossen werden. Der Transfer der
Subgtanzen aus dem Xylem in das Phloem efolgt offenschtlich bereits in der Wurzd oder im
Spross der Wirtspflanze.

Einen endglitigen Bewes fir zwe unterschiedliche Trangportwege, Uber die xylem und
ambimobile Subgtanzen nach Wurzelgpplikation in den Parasiten gdangen, brachten
Experimente, be denen *C-makietes Diuron und 3H-markierte a-Aminoisobuttersiure
(AIB) gemeinsam an eine Pflanze gppliziert wurden. Auch in diesem Experiment, unter vallig
identischen  &leren  (Temperaiur, Luftfeuchtigkeit) und  physologischen  Bedingungen
(Wasserpotentid  der Versuchspflanze, source-sink-relations), wurden die aus dlen bisherigen
Untersuchungen  erhdtenen  Vertelungamuser sowohl im  gesamten  Wint-Paragit-System
(Tab. 3-9) dsauch innerhab des Parasiten bestétigt (Tab. 3-10).

Tab. 3-9: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Verteilungsmuster von *H-AIB und **C-DCMU in Explantaten nach simultaner Applikation
Uber die untere Schnittflache. Versuchsdauer: 24 Stunden.

prozentualer Anteil an transportierten ““C-Verbindungen

Substanz o
Vicia-Achse Blatter Cuscuta gesamt
AlB 594+ 6,3 95+21 31,2+61
DCMU 776+43 147+ 32 77+18

Das Wirt-Parasit-System wurde auf das durch Cuscuta parasitierte Internodium mit zwei Blattern oberhalb der
Parasitierung reduziert. Zur Berechnung der Verteilungsmuster wurde die Summe der Radioaktivitat im Wirt-
Parasit-System aul3erhalb der Futterungsstelle=100% gesetzt und der Gehalt der einzelnen Abschnitte auf diesen
Wert bezogen. n=6, mean + SE

Tab. 3-10:; Vicia faba-Cuscuta reflexa

Verteilungsmuster von *H-AIB und **C-DCMU in der Cuscuta nach smultaner Applikation
Uber die untere Schnittflache der Explantate. Versuchsdauer: 24 Stunden.

prozentualer Anteil an transportierten **C-Verbindungen

Substanz _
Haustorialstlick freie Cuscuta-Achse
AlB 256+16 744+ 16
DCMU 854+41 146+ 41

Das Wirt-Parasit-System wurde auf das durch Cuscuta parasitierte Internodium mit zwei Blattern oberhalb der
Parasitierung reduziert. Berechnung der Verteilungsmuster wie bei Tab. 3-2; n=6, mean + SE
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In Abb. 3-7 snd die Ergebnise beider Versuchssyseme (bewurzdte Wirtspflanzen und
Explantate mit bzw. ohne Blé&ter) zusammengefasst und vergleichend dargestellt.

Wie zu erkennen, ist der prozentude Antell der ambimobilen Verbindungen (AIB, Glyphosat)
in der Cuscuta, unabhéngig vom Vorhandensein der Bléiter, etwa gleich grol3 Auch das
Vertalungsmuster der trangportieten  Subgtanzen innerhab der Cuscuta i bel  beiden
Versuchssysemen glech. Die ausschligdich im  Xylem mobilen Subgtanzen Diuron und
Atrazin werden zu einem deutlich geringeren Prozentsatz ds die ambimobilen Verbindungen
AIB und Glyphosat in die Cuscuta trangportiert und zeigen auch innerhab des Parasiten eine

andere Vertalung.
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Substanzen AIB und Glyphosat in unter schiedlichen Ver suchssystemen.
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(A+B) wurzellose Wirt-Parasit-Systeme (Explantate)

A) Verteilungsmuster der Substanzen im gesamten Wirt-Parasit-System
(B) Verteilungsmuster der Substanzen in der Cuscuta

(C+D) bewurzelte Wirt-Parasit-Systeme

© Verteilungsmuster der Substanzen im gesamten Wirt-Parasit-System
(D) Verteilungsmuster der Substanzen in der Cuscuta

Substanz + Blatter =Wirtspflanze mit Blatter
Substanz — Blatter =Wirtspflanze ohne Blatter

Zur Berechnung der Verteilungsmuster wurde bei (A+C) die Summe der Radioaktivitat im Wirt-Parasit-System
auBBerhalb der Wurzel bzw. Fitterungsstelle, bei (B+D) in der gesamten Cuscuta=100% gesetzt und der Gehalt
der einzelnen Abschnitte auf diesen Wert bezogen.; Versuchsdauer: 24 Stunden

Die den Abbildungen zugrunde liegenden Werte sind in Tab. D im Anhang zusammengefasst.

3.1.23 Trandokation des Schwer metalls Cadmium

Cuscuta reflexa wurde fir diese Untersucchungen zunéchs auf Vicia faba bis zur
vollgtdndigen Aushildung eines funktionellen Anschlusses (etwa 14 Tage) kultiviert.

Fur die Applikation der Schwermetal-Loésung wurden die Wurzen der Vicia-Pflanze von
Erde freigespllt und das Wirt-Paragit-System ohne Reduzierungen hydroponisch fir 6 Tege
in eéngr 1 mM Cadmiumchlorid-Losung weter kultiviert. Danach efolgte die Auftelung des
Sygemsin:

frele Cuscuta-Achse

Blétter oberhalb der Parasitierung
Vicia-Achse oberhalb der Paragitierung
Cuscuta Haugtoridstiick ohne Haustoridkelle
Vicia-Achse paraditiert mit Haustoriakeilen.

Durch Atom-Absorptions- Spektroskopie (AAS) wurde der Cadmiumgehdt in den einzelnen
Abschnitten bestimmt (Abb. 3-8A). 899 % des aus dar Wurzd audtransportierten
Schwermetdls verbleben in der Wintsgpflanze, nur 10,1 % gdangen in den Paadsten
(Abb. 3-8B). Diesr Wert liegt im gleichen Grol3enbereich wie die fur Diuron und Atrazin
betimmten Antelle Auch innerhdb der Cuscuta-Achse liegt ene dliche Vertelung
zwischen Haugtoridstlick und freier Cuscuta-Achse wie fir Diuron und Atrazin vor.
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Abb. 3-8: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Verteilungsmuster von Cadmium nach Applikation von CdCl, an die Wurzel der Wirtspflanze
Versuchsdauer: 6 Tage.

(A) Prozentualer Anteil der einzelnen Abschnitte des Wirt-Parasit-Systems an transportiertem
Cadmium;

1=freie Cuscuta-Achse (durchschnittliche Ladnge 49 cm), 2=Blatter oberhalb der Parasitierung, 3=Vicia-
Achse oberhalb der Parasitierung, 4=Cuscuta Haustorialstiick ohne Haustorialkeile, 5=parasitierte Vicia-
Achse mit inserierten Haustorialkeilen.

(B) Verteilung desausder Wur zel austransportierten Cadmiums zwischen Wirt und Par asit;

Die Bestimmung des Cadmium-Gehaltes erfolgte durch AAS. Zur Berechnung der Verteilungsmuster
wurde der im Wirt-Parasit-System aufRerhalb der Wurzel gemessene Gehalt =100% gesetzt und der
Gehalt der einzelnen Abschnitte auf diesen Wert bezogen., n=6, mean + SE

Die den Abbildungen zugrunde liegenden Werte sind in Tab. E im Anhang zusammengefasst.

3124 Trandokation des Alkaloids Nicotin

Um zu prifen, ob und in welchem Umfang von der Wirtspflanze in der Wurzd synthetiserte
Alkaoide in den Parasten gdangen, wurde Cuscuta reflexa fur vier Wochen auf Nicotiana
tabacum im nadrlichen gewundenen Induktionsmodus kultiviet. Der Parast entwickdte
wahrend dieser Zeit kréftige Achsen, die aulerlich kenerle Schéadigung erkennen liefien
(Abb. 3-9. Se wurden nach Ablaf der Vesuchszet geentet und fir die
Nicotinbestimmung, wie unter 2.6 beschrieben, aufgearbeitet. Dabe wurden Mischproben aus
mehreren Achsen angefertigt. Pardlel dazu wurden Proben aus den Blétern der Wirtspflanze
untersucht. Durch  Elektrospray-Massenspektroskopie  konnte das Alkaloid endeutig in
Cuscuta nachgewiesen werden. Das in Abb. 3-10 dargestellte Massenspektrum des Cuscuta-
Extraktes i sowohl mit dem Spektrum des Blattextrakies von Nicotiana tabacum ds auch
mit dem Spektrum fur Nicotin aus der Datenbank identisch.
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Abb. 3-9:
Nicotiana tabacum-Cuscuta reflexa

Kraftige Achsen des Parasiten zugen von einem
erfolgreichen Anschluss an das vasculdre System

desWirtes.
Cuscutal-1#367-371 RT: 9.08-9.12 AV: 5 SB: 24 8.85-8.95, 9.33-9.47 NL: 6.73E5
T: {0,0} + ¢ EI det=500.00 Full ms [ 40.00-775.00]
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Abb. 3-10: Nicotiana tabacum-Cuscutareflexa

Massenspektrum des Cuscuta-Extraktes. Massenpeak (Pfeil) und Fragmentierung sind identisch mit dem
Massenspektrum fur Nicotin ausder Datenbank.
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3.1.3 Untersuchungen zur Phloemtrandokation

3131 Trandokation von Sacchar ose und Xenobiotika

Bel diesen Experimenten verwendeten wir wie bel den Versuchen zur Xylemtrandokation
reduziete Wirt-Parast-Systeme ohne Wurzd, jedoch mit nur einem Blait oberhab der
Parastierung (Abb. 3-11). Die Applikation der Substanzen erfolgte durch Auftropfen auf die
Spreite des an der parastierten Hanke inserierten Blates. Eine wichtige Voraussetzung fur
die Durchfihrung der Versuche war en intakter Phloemstrom aus dem Blat in Richtung
Parast. Um den bel Reduzierung des Versuchssysems durch Verletzung schndl eintretenden
Vesthluss der Sebrdhren zu verhindern, wurden die Explantate fir 30 Minuten in ene
Lésung von 10 mM EDTA/ 10 mM MES-NaOH (pH 5) und anschlief3end in eine EDTA-freie
Pufferldsung eingestlt.

=]
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E ] Abb. 3-11:

M AR -

S Vicia faba-Cuscutareflexa

T I Explantat zur Untersuchung der Phloem-

R | transokation

© [ Die Applikation der Substanzen erfolgte Gber das

M * [ |_J Blatt durch Auftropfen der Losungen. Das Explantat
N stand wahrend des Versuchs in einer Pufferldsung.

Die Funktionditd des Systems wurde mit *H-markierter Saccharose, der Hauptform der im
Wirt-Parasit-System trangportierten Assmilate, getestet.

Be ener Versuchsdauer von 3 Stunden wurden 72,6 + 8,0 % der aufgenommenen Saccharose
aus dem Blatt austrangportiert, 23,6 + 7,4 % his in die Pufferlésung. Letzteres ist ein Bewels
fur einen funktionellen vom Blatt baspetd gerichteten Phloemsrom (Abb. 3-11).

Innerhalb des Explantates enthidten der parastierte Vicia-Stengdabschnitt mit 41,3 + 1,8 %
und die Cuscuta mit 356 = 24 % die héchsten Anteile an den transportierten Verbindungen
(Tab. 311). Cuscuta ig dso auch in diessm Versuchssysem en deutlicher sink und bestimmt
die Richtung des Assmilaistromes.
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Tab. 3-11: Vicia faba-Cuscuta reflexa
Verteilungsmuster von *H-Saccharose im Wirt-Parasit-System. Versuchsdauer: 3 Stunden.

prozentualer Anteil an transportierter *H-Sacchar ose

Abschnitt innerhalb des Wirt-Par asit-Systems
Vicia oberhalb Parasitierung 110+12
Cuscuta gesamt 356+24
Vicia parasitiert 413+18
Vicia unterhalb Parasitierung 121+18

®H-Saccharose wurde auf das Blatt oberhalb der Parasitierung appliziert. Zur Berechnung des Verteilungsmusters
wurde die Summe der Radioaktivitat im Wirt-Parasit-System au3erhalb des Blattes=100% gesetzt und der Gehalt
der einzelnen Abschnitte auf diesen Wert bezogen. n=10, mean + SE

In weiteren Experimenten wurden neben Saccharose ds phloemmobile biotische Substanz
2-Methyl-4-chlorphenoxyessigsiure (MCPA) und Glyphosat ds phloem bzw. ambimobile
Vertreter xenobiotischer Verbindungen an den Wirt agppliziert. Dabe sollte geprift werden,
ob Cuscuta in der Lage ist, aus den im Phloem des Wirtes transportierten Substanzen
auszuwdhlen, indem, zB. be enem gooplastischen Trander, die biotischen, fir den
Stoffwechsd  notwendigen Verbindungen, bevorzugt in die Absorptionshyphen aufgenommen
werden.

Um in dlen Expeaimenten gleche aul¥ere und physologische Bedingungen zu gewdhrleigten,
wurden das “C-makiete Xenobioikum und die 3H-markiete Saccharose  ds
Subgtanzgemisch amultan an die Wintgpflanze gppliziert. Die Konzentration der Xenobiotika
lag be 1 mM, der Phloemstrom wurde durch se nicht beenflusst. Die Trandokationsraten
von Saccharose mit 71,4 £ 3,9 % (Saccharose/Glyphosat-Applikation) bzw. 76,7 + 5,3 %
(Saccharose/MCPA-Appliketion)  entsorachen  den Werten  bel Einzelgpplikation  von
Saccharose (72,6 + 8,0 %).

Bam Veglech der Vetdlungsmugser innerhdb des Explantates fdlt auf, dass unabhdngig
von chemischer Struktur und physiologischer Wirkung die Verbindungen gets in gleichen
Antellen im Parasiten vorlagen (Abb. 3-12A).

Auch die Vetealung innerhdb der Cuscuta-Achse ergab keine dgnifikanten Unterschiede in
der Vertellung von Saccharose und Xenobiotikum. Sowohl im Haugtoriastiick as auch in der
fraen Achse wurden fir die dmultan goplizieten Verbindungen Ubereingtimmende
prozentude Antelle gemessen (Abb. 3-12B).

Da der Trangport von Saccharose und Xenobiotika in derselben Pflanze und unter denselben
Bedingungen dattfand, kann damit eine Sdektivitdt beim Transfer zwischen dem Phloem des
Wirtes und des Parasten durch enen Membrantransport ausgeschlossen werden. Die
Ergebnisse  sprechen vidmehr flr enen symplastischen, durch keine Membranbarieren
behinderten oder regulierten Transport awischen Wirt und Paragit.
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Abb. 3-12: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Verteilungsmuster von 3H-Saccharose und **C-Xenobiotika im Wirt-Parasit-System (A) und im Parasiten
(B).

®H-Saccharose und *C-Xenobiotikum wurden auf das Blatt oberhalb der Parasitierung als Substanzgemisch
appliziert. Zur Berechnung des Verteilungsmusters wurde bei (A) die Summe der Radioaktivitat im Wirt-Parasit-
System aul3erhalb des Blattes, bei (B) in der gesamten Cuscuta=100% gesetzt und der Gehalt der einzelnen
Abschnitte auf diesen Wert bezogen. Die erste S&ule in beiden Abbildungen zeigt zum Vergleich die bei
Einzelapplikation von ®H-Saccharose erhaltenen Werte.

Die den Abbildungen zugrunde liegenden Werte sind in Tab. F im Anhang zusammengefasst.;
Einzelapplikation von °H Saccharose n=9, Applikation der Substanzgemische n=10; mean + SE

3132 Trandokation der Fluoreszenzfar bstoffe CF und HPTS

Zur Makierung des Phloemsromes und zum Nachwes symplagtischer Verbindungen
2wischen enzenen Zdlen weden bt enigen Jahren ser efolgreich die Huoreszenz-
farbstoffe  5(6)-Carboxyfluorescein  (CF) und  8-Hydroxypyren1,3,6-trisulfonsaures- Natrium
(HPTS) eingesetzt. Da ihre Aufnahme wegen ihrer grofen Hydrophilie nur sehr begrenzt i,
werden ge ds lipophilere, aber nicht fluoreszierende Ester gppliziert. Nach Aufnahme in die
Zdlen bzw. nach Beladung des Phloems werden diese durch intrazelul&re Edterasen in die
frelen, fluorezierenden Siuren gespdten, die mit den Assmilaen zu den sinks transportiert
werden. lhre Vertelung efolgt nach dem gleichen Muster wie das der anderen im Phloem
transportierten Stoffe. Aufgrund ihrer Hydrophilie kénnen se das Phloem entlang des path
durch satlichen Membrantrangport nicht verlassen, ihre Entladung in den sinks, z.B. in jungen
Blé&ttern, kann nur Uber Plasmodesmen in das umliegende Gewebe erfolgen.

Wir konnten mit diesen Farbstoffen den Weg der im Phloem trangportierten Stoffe aus dem
Blatt des Wirtes bisin den Parasiten mikroskopisch darstellen.
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Die Untersuchungen efolgten an Vicia faba-Pflanzen, die an der Sprossachse flr mindestens
14 Tage mit Cuscuta reflexa pardld parastiert waren (Abb. 313A). Zur besseren Aufnahme
der Farbstoffe wurde die obere Epidermis der Vicia-Bléter mit feinem Sandpapier aufgeraut
und nach Auftropfen der Farbstofflosung mit Haushdtsfolie abgedeckt. Dadurch sollte der
Turgor erhdten sowie ein Eintrocknen und Herabtropfen der Fluoreszenzfarbstoffe vermieden
werden.

Die Auswertung efolgte nach 2,53 Stunden mittels konfokader laser scanning Mikroskopie.
Dazu wurden Handschnitte durch die Haudoridregion angefertigt. Der Baken in der
Auschnittsvergrof3erung Abb. 3-13A gibt die Schnittrichtung an. Der Vicia-Stenge und die
Cuscuta-Achse werden quer, das dch im Vicia-Parenchym befindliche Haugorium langs
geschnitten (Abb. 3-13B).

Internodium mit

parasitierender Cuscuta

Abb. 3-13: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Versuchssystem zur Unter suchung des Transports von Fluor eszenzfar bstoffen.

Die AusschnittsvergrofRerung in (A) zeigt das Internodium mit der im parallelen Induktionsmodus parasitierenden
Cuscuta. Der Balken gibt die Schnittrichtung bei Anfertigung der Handschnitte an. Das dabei erhaltene Bild ist in
(B) dargestellt. Wirts- und Parasiten-Achse werden jeweils quer, das Haustorium (leicht griin eingeférbt) dagegen
langs geschnitten. P=Parasiten-Achse=Cuscuta reflexa (quer), H=Haustorialkeil (langs), W=Wirts-Achse=Vicia
faba (quer).

Die Auswvetung der Huoreszenzaufnshmen ergeb fir beide Farbstoffe Ubereingimmende
Bilder. In der Abb. 3-14 snd jewels die Huoreszenzaufnahme, die Transmissonsaufnahme
und die Kombination beider Aufnahmen dargestdlt.

Fir beide Farbstoffe, CF (Abb. 314A) und HPTS (Abb. 3-14B), kann in den durch Cuscuta
parastierten Letbinden eine gegenlber den nicht paradtierten Bindeln stérkere Fuoreszenz
beobachtet werden. Das in der Mitte des Haugoriums im  Transmissonsbild dunke
escheinende Xylem is fre von Farbgoff, dagegen zeigen die rechts und links von ihm
befindlichen Zdlen ene CF bzw. HPTS-Fuoreszenz. Sie entsprechen den Phloeme ementen.
Die Letbindd im Haustorium bestzen, wie aus dem Querschnitt in Abb. 3-15A ersichtlich,
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grolumige zentrde Xylemdemente, die dlsatig von zahlreichen Phloemdementen aus
Sebrohren und Geleitzdlen (Abb. 3-15B) umgeben sind.

Eine durchgehende Huoreszenzmarkierung ausgehend vom Phloem des Wirtes Uber das
Phloem im Haugtorium bis zum Phloem des Parasiten ist in Abb. 3-14 deutlich zu erkennen.

Abb. 3-14: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Transport der Fluoreszenzfarbstoffe Carboxyfluorescein (A) und HPTS (B) im Wirt-Parasit-System.
Fluoreszenz- und Transmissionsaufnahmen von Querschnitten durch die Haustorialregion. Die Farbstoffe
wurden alsEster an source-Bléatter der Wirtspflanze appliziert.

P=Parasiten-Achse=Cuscuta reflexa (quer), H=Haustorialkeil (langs), W=Wirts-Achse=Vicia faba (quer),
WX=Wirts-Xylem, WPh=Wirts-Phloem, PX=Parasiten-Xylem, PPh=Parasiten-Phloem
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Abb. 3-15: Cuscutareflexa

Querschnitt durch das eliptische Haustorium

A) Leitblindel mit groBlumigen zentralen Xylemelementen, umgeben von zahlreichen Phloemelementen
(B) Ausschnitt aus (A); elektronenmikroskopische Aufnahme der Siebelement-Geleitzellen Komplexe

X=Xylemelemente, Ph=Phloemelemente, SE=sieve element (Siebelement), CC=companion cell (Geleitzelle)

3.1.3.3 Trandokation von Proteinen
31331 Etablierung des Wirt-Parasit-Systems Arabidopsis thaliana-Cuscuta spec.

Die hisheigen Untersuchungen zum  Phloemtransport  biotischer  (Saccharose)  und
xenobiotischer (MCPA, Glyphosat, Huoreszenzfarbstoffe) Substanzen zeigten, dass zwischen
Wirt und Paradt eine symplagtische Verbindung besteht. Um dieses Ergebnis zu festigen und
ene eventudle Ausschlussyrole der exidierenden plasmaischen Verbindungen zu ermitteln,
erfolgten Untersuchungen zum Proteintransfer.

Dazu musste zunéchst geprift werden, ob Arabidopsis thaliana einen kompatiblen Wirt fur
Cuscuta dargtdllt, da von A. thaliana transgene Pflanzen zur Verfligung standen, die GFP und
en mit Ubiquitin gekoppeltes GFP im Phloem transportieren.

Als Parastierungsort kommt bel A. thaliana-Pflanzen nur die Blitensandsachse in Frage. Se
enthdt 8-12 offene kollaerde Leitbindd. Uber se efolgt die Versorgung der sich
entwickelnden Bliten und Samen mit den in den Rosettenbl&tern synthetiserten Assmilaten.

Wie be den anderen Wirt-Paragit-Systemen wurde der kontektreizbare Abschnitt des
Parasiten mit einem inerten Klebeband an der Blitenstandsachse fixiert.

Waéhrend fir die relativ dicken Achsen von Cuscuta reflexa eine Paragtierung im natUrlichen
gewundenen und im erzwungenen padlden Induktionsmodus méglich war (Abb. 3-16),
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gdang fur die wesentlich diinneren Achsen von Cuscuta odorata (Abb. 3-17) und Cuscuta
platyloba (Abb. 3-18D und E) nur eine Parasitierung im gewundenen Modus.

Die nach 10-12 Tagen bel Cuscuta reflexa, be Cuscuta odorata bereits nach 5-7 Tagen
beobachtete deutliche Zunahme des Wachsdums deutete auf die Ausbildung enes
kompatiblen Kontektes hin. Alle Cuscuta-Arten zeigen auf Arabidopsis thaliana ds
Wirtspflanze enen kontinuierlichen, wenn auch nicht so sark ausgepragten Langenzuwachs
wie auf den anderen von uns benutzten Wirtspflanzen (Vicia faba, Nicotiana tabacum,
Pelargonium zonale). Die Ausgangdénge der Cuscuta reflexa-Achsen von 21 cm verdoppelte
gch be Paadtierung auf Arabidopsis thaliana innerhdb von 14 Tagen auf durchschnittlich
443 cm. Auf Vicia faba ds Wirtgflanze erechten die Achsen im glechen Zetraum ene
Lange von durchschnittlich 60 cm.

Die dlgemen bem Lagenwachsum beobachtete Zonierung der Cuscuta-Achsen konnte
auch bel der Parastierung von Arabidopsis ds Wirtspflanze beobachtet werden. Das grofde
und andauernde Wachsum zeigt der 0-1 cm hinter der Spitze befindlich apikae Bereich. Er
hatte mit 81,5 % den Hauptantel am Gesamtzuwachs im betrachteten Versuchszaitraum von
14 Tagen. Der fixierte Abschnitt 2 (1-25 cm hinter der Spitze) ist dagegen nur noch mit
105% am Zuwachs der Achsen beteligt. Die redliche Achse, 2521 cm von der Spitze
entfernt, hatte lediglich enen Anteil von 8,0 % am Gesamtzuwachs.
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Abb. 3-16: Wirt-Par asit-System Arabidopsis thaliana-Cuscuta reflexa

(A) Parasitierung der Bliitenstandsachse im gewundenen Induktionsmodus
(B) Parasitierung der Blutenstandsachse im parallelen Induktionsmodus
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o A o

Abb. 3-17: Wirt-Par asit-System Arabidopsis thaliana-Cuscuta odorata

A Parasitierung der Blutenstandsachse im gewundenen Induktionsmodus
(B) VergroRerung der parasitierten Region der Bliitenstandsachse

Makroskopisch konnte bel adlen Cuscuta-Arten die Ausbildung von sog. |, Saugfilichen”
beobachtet werden, mit denen der Paradit einen engen, zunéchst nur &ulleren Kontakt zum
Wirt hergdlt (Abb. 3-18). Sie sind die Orte, an denen Cuscuta mit den Haudoridkeilen in
den Wirt eindringt.

Abb. 3-18: Sprossburtige Haustorien an Blutenstandsachsen von Arabidopsis thaliana

(A-C)  Cuscuta reflexa im parallelen Induktionsmodus
(D, E) Cuscuta platylobaim gewundenen Modus
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Mikroskopisch ist der ins Parenchym von Arabidopsis wachsende Haudtoridkeil mit den
inter- bzw. intrazdlul& wachsenden Suchhyphen gchtbar (Abb.  3-19). Aufgrund des
geringen Durchmessers der Blitenstandsachsen wuchs er in enigen Fdlen durch die Achse
durch, s0 dass das Haugorium Kontakt mit den der Penetrationsaite gegeniiberliegenden
Leitbindeln hergtellte (sSehe auch Abb. 3-27).

Abb. 3-19: Querschnitt durch die

Haustorialregion des Wirt-Parasit-Systems
Arabidopsisthaliana-Cuscuta reflexa

= Cuscuta reflexa-Achse (quer),
= Haugtoriadkeil von Cuscuta reflexa
mit Suchhyphen (18ngs)
W= Infloreszenzachse von
Arabidopsis thaliana (quer)

Der Ubersicht wegen sind nur einzelne
Suchhyphen durch Pfeile gekennzeichnet.

Die Funktionditét der Letbiindekontakte wurde durch Fitterung von DCMU und Saccharose
an die Wirtgpflanze geprift. Die Applikation des xylemmobilen DCMU efolgte Uber die
untere Schnittflache isolierter Blitenstandsachsen, die der Saccharose durch Auftropfen auf
2-4 Rosettenblétter. Nicht gefitterte Blétter wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn entfernt.
Tab. 3-12 zeigt die Vertalungsmuster beider Substanzen.

Wie in dlen anderen Wint-Paragt-Sysemen ist der Transport Uber den Xylemanschluss
wegen der eingeschrankten Transpiration des Parasiten nur sehr gering. Lediglich 94 £ 1,2 %
des transportieten DCMU gelangen in die Cuscuta, 84,0 + 27 % verbleiben in der
BlUtensandsachse von Arabidopsis. Wesantlich effektiver dagegen i der Trandfer von
Substanzen Uber das Phloem, 70,8 £ 53 % der trangportierten Saccharose gelangen in den
Parasiten. Cuscuta ig auch in diesem Wirt- Paragit- Syslem dominierender sink.
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Tab. 3-12: Wirt-Parasit-System Arabidopsis thaliana WT-Cuscuta reflexa. Verteilungsmuster
von **C-DCMU und **C-Sacchar ose nach 24-stiindiger Applikation.

prozentualer Anteil an transportierten radioaktiv

Abschnitt markierten Verbindungen

DCMU Sacchar ose

Blattwirtel 66+20

A. thaliana-| nflor eszenzachse 84,0+ 27 292+53

Cuscuta gesamt 94+1,2 70,8+ 5,3

davon:

Haustorialstiick 97,3+09 50,3+ 104

Achse 27+09 497+ 104

Die Applikation von **C-DCMU erfolgte tiber die Schnittflache isolierter Blitenstandsachsen, die Applikation von
Y¥c-saccharose durch Auftropfen auf 2-4 Rosettenblatter. Zur Berechnung der Verteilungsmuster wurde die
Summe der Radioaktivitat auRerhalb der Fitterungsstelle=100% gesetzt und der Gehalt der einzelnen Abschnitte
auf diesen Wert bezogen. n=4 (DCMU), n=8 (Saccharose); mean + SE

Nach Applikation des Esters von Carboxyfluorescein an die Rosettenblétter des Wirtes
ausgewertete Fuoreszenzbilder zeigen, dass ebenso wie im Wirnt-Parast-Sysem Vicia faba-
Cuscuta reflexa auch in diessm Wirt-Parast-System (A. thaliana-C. reflexa) zwischen dem
Phloem des Wirtes und dem Phloem des Parasiten Uber das Haustorium eine symplastische
Verbindung besteht (Abb. 3-20). In den Handschnitten durch die Haudoridregion ist eine
auschlieldich auf die Letgewebe von Wirt und Parast beschrénkte Markierung mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Carboxyfluorescein  (CF) erkennbar. Das Phloem des Arabidopsis-
Letbindds i durch CF markiet und erscheint im Huoreszenzbild grin (Abb. 3-20 Pfeil).
Uber die Absorptionshyphe, die einen Kontakt zum Wirtsphloem hergestdlt hat, tritt der
Farbstoff in das Haustorium der Cuscuta Uber. Die Phloemeemente, die das im Hausoridkell
zentra befindliche Xylem (im Transmissonsbild dunke) umgeben, zeigen ebenfdls ene CF
Fluoreszenz.

Abb. 3-20: Arabidopsisthaliana-Cuscuta reflexa

Transport des Fluoreszenzfarbstoffes Carboxyfluorescein im Wirt-Parasit-System. Fluoreszenz- und
Transmissionsaufnahmen von Querschnitten durch die Haustorialregion. Der Farbstoff wurde als Ester
an die Rosettenblétter der Wirtspflanze appliziert.

P=Parasiten-Achse=Cuscuta reflexa (quer), H=Haustorialkeil (langs), W=Wirts-Achse=Arabidopsis thaliana
(quer), WX=Wirts-Xylem, WPh=Wirts-Phloem, PX=Parasiten-Xylem, PPh=Parasiten-Phloem
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3.1.332 Transport von GFP

In den transggenen Pflanzen von Arabidopsis thaliana werden das aus der pazifischen Qudle
Aequorea victoria idlierte grin fluorezierende Protein (GFP) bzw. GFP-Ubiquitin unter der
Kontrolle des AtSUC2-Promotors in den Gdeitzdlen exprimiert. Uber Plasmodesmen
gelangen die Proteine in die benachbarten Sebréhrenglieder und werden in diesen gemeinsam
mit den Assmilaen in Richtung der sinks transportiet. Nach Anregung durch Licht
entgorechender  Welenldnge geben die Proteine ein Huoreszenzlicht ab. Dadurch ist es
maoglich, ihre Lokdision in de Pflanze nachzuweisen und ihren  Transportweg
mikroskopisch zu verfolgen. Abb. 3-21 zeigt mit dem konfokder laser scanning Mikroskop
augewertete  Bilder von Rosttenbléttern, Bliten und  Querschnitten  durch  die
BlUtenstandsachse von GFP-Arabidopsis-Pflanzen (27 kDa). In den dteren Rosettenbléttern
(Abb. 3-21A1), die ds source fungieren, is die Huoreszenz nur auf die Blatadern
beschrankt, in sink-Bléttern ist daneben auch ene schwache diffuse Fuoreszenz im
Mesophyll ds Zeichen fir eine Entladung zu sehen (Abb. 3-21A2 und A3 Pfele). Auch die
Blite ds sink weig durch das zusammen mit den Assmilaen trangportiete GFP ene
deutliche Huoreszenz auf (Abb. 3-21B).

Querschnitte durch die Blitensandsache zeigen, dass die Fluoreszenz auf die kollaterden
Leitbindd und hier ausschliefdich auf das Phloem (Abb. 3-21C und D) beschrankt i<t
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Abb. 3-21: Charakterisierung der GFP-Pflanzen von Arabidopsisthaliana

(A1) GFP-Fluoreszenz in den Blattnerven der source-Blatter
(A2+3) GFP-Fluoreszenz sowohl in den Blattnerven als auch diffus im Mesophyl! (Pfeile) der sink-Blatter

(B) GFP-Fluoreszenz in den Leitbiindeln der Blite
© GFP markierte Leitbtiindel der Infloreszenzachse (Querschnitt)
(D) VergroRerung eines Leithlindels; Fluoreszenz ausschlielich im Phloem

Ph=Phloem, C=Cambium, X=Xylem; A-B: bar=100um; C: bar=50um
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Wir parasitierten diese Pflanzen mit Cuscuta reflexa, Cuscuta odorata und Cuscuta platyloba.
Alle Cuscuta-Arten entwickelten sch an den Infloreszenzachsen der transgenen Pflanzen in
gecha Wese wie auf Pflanzen des Arabidopsis-Wildtyps. Nach einer Parasitierungsdauer
von mindestens 14 und hochstens 30 Tagen wurden Handschnitte durch die Haustoridregion
angefertigt und diese mittels konfokaer laser scanning Mikroskopie ausgewertet. Fir dle
Wirt-Parasit- Systeme wurden Ubereingtimmende Bilder erhaten (Abb. 3-22 und 3-23).

Durch den vergtérkten Assmilat- und damit auch GFP-Trangport in Richtung des sinks
Cuscuta i in den Letbindd an der Kontaktstelle zwischen Wirt und Parasit ene versérkte
Fuoreszenz gegentiber den anderen, nicht parastierten Letbindeln sichtbar (Abb. 3-23A-C).
Bei dlen drei verwendeten Cuscuta-Arten erfolgt ein Ubertritt des GFP aus dem Wirt in den
Parasiten. Die GFP-Huoreszenz i sowohl in den Phloemeementen des langs geschnittenen
Haugtoriums as auch in den quer geschnittenen Leitbindeln der Cuscuta-Achse sichtbar
(Abb. 3-23A-C). Die in Abb. 3-23D dargestdlte VergroRerung zeigt deutlich, dass die GFP-
Fluoreszenz innerhalb des Haustoria bereiches ausschliefdich auf das Phloem beschrankt is.

Auch innerhdb der Achse von Cuscuta ist nur das Phloem markiert (Abb. 322A), Uber das
der Transport des GFP zu den sinks, z.B. den Seitenknospen erfolgt (Abb. 3-22B).

Abb. 3-22: GFP-L okalisation in Cuscuta

Langsschnitte durch die Achsen von Cuscuta odorata (A) und Cuscuta reflexa (B) zeigen einen Transport
von GFP im Phloem und zu den sinks, z.B. Seitenknospe (B).
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Abb. 3-23: Transport von GFP aus transgenen Pflanzen von
Arabidopsis thalianain den Parasiten Cuscuta spec.

Fluoreszenz- und Transmissionsaufnahmen von Querschnitten
durch dieHaustorialregion der Wirt-Par asit-Systeme:

(A) GFP-Arabidopsis thaliana-Cuscuta reflexa
(B) GFP-Arabidopsis thaliana-Cuscuta platyloba
© GFP-Arabidopsis thaliana-Cuscuta odorata
(D) Haustorialregion aus (C) vergrof3ert

Bei Parasitierung der GFP exprimierenden Arabidopsis-Pflanzen mit
Cuscuta spec. konnte der Transport des Proteins zwischen Wirt und
Parasit beobachtet werden. Gleichzeitig ist eine verstarkte GFP-
Fluoreszenz in den parasitierten Leitblindeln detektierbar.

P=Cuscuta spec. (quer), H=Haustorialkeil (langs), W=GFP-Arabidopsis
thaliana, PPh=Parasiten-Phloem, PX=Parasiten-Xylem, WPh=Wirts-
Phloem (Pfeile), WX=Wirts-Xylem
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Cuscuta reflexa wurde auRerdem auf einer weiteren GFP exprimierenden Wirtspflanze,
Nicotiana tabacum cv. Sumsa, kultiviert. Auch fir dieses Wint-Parast-System konnte bel
mikroskopischer Betrachtung der Haudtoridregion der Transport des grunfluoreszierenden
Proteins aus dem Wirt in den Parasiten nachgewiesen werden (Abb. 3-24).

Die GFP-Huoreszenz ist auch hier ausschliefdich auf das Phloem beschrénkt. Die verstérkte
Fuoreszenz in den durch Cuscuta paragitierten Leitbiindeln war ebenfalls detektierbar.

! l"l
PPh

L]
[ 1Y

“PPh. px & "

e

Abb. 3-24: Quer schnitt durch die Haustorialregion von Nicotiana tabacum cv. Sumsai-Cuscuta reflexa

Transport des GFP in Cuscuta bel Parasitierung GFP exprimierender Nicotiana-Pflanzen. Auch in diesem
Wirt-Parasit-System tritt das GFP ausschlief3lich im Phloem beider Partner auf.

H=Haustorialkeil von Cuscuta (langs), W=GFP-Nicotiana tabacum, PPh=Parasiten-Phloem, PX=Parasiten-Xylem,
WPh=Wirts-Phloem, WX=Wirts-Xylem

Die Ergebnisse der GFP-Experimente snd neben der Trandokation des symplastischen
Makers CF en waterer Beweis fur die Exigenz ener symplasiischen Verbindung zwischen
Wirt und Parasgit.

Um zu prifen, ob die plasmatischen Verbindungen eine bestimmte Ausschlussgrof}e besitzen,
wurden in ener weteren Versuchsrehe Blitenstandsachsen von transgenen  GFP-Ubiquitin
Arabidopsis-Pflanzen mit Achsen von C. reflexa, C. odorata und C. platyloba parastiert.
Auch an dieen Pflanzen zeigten dle Paradten ene ,normae Entwicklung®. Nach ener
Parastierungsdauer  von  mindestens 14 Tagen wurden Handschnitte durch  die
Haudtoridregion angefertigt. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Bilder ergab
wieder fur adle drei Arten Ubereingimmende Ergebnisse. Wie in den GFP-Pflanzen konnte in
den paadtierten Letbinden ene verdarkte Fuoreszenz durch die Akkumulation des
fluoreszierenden Proteins detektiet werden. Jedoch konnte in kener der mehr as 400
aufgearbeiteten Pflanzen ene Huoreszenzmarkierung im Haudorium des Paradten und in
dessen Letbinddn in der Achse fedgesdlt werden. Auch ene Velangerung der
Paragtierungsdauer auf maximal 30 Tage flhrte zu keinem positiven Ergebnis (Abb. 3-25).

Das um das 85 kDa grofRe Ubiquitin vergrof3erte GFP kann offendchtlich die plasmatischen
Verbindungen zwischen Wirt und Parasit nicht passeren.

Dass zwischen den GFP-Ubiquitin-Pflanzen (355 kDa) und Cuscuta spec. jedoch ein
funktiondller Phloemkontakt ausgebildet wird, konnte durch Applikation von 4C-Saccharose
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an die Rosdtenblédtter gezeigt werden. Die aus den Rosetenbléttern austransportierte
Saccharose gelangt zu 494 + 105 % in den Paradten. In etwa gleicher Grolenordnung
efolgt auch en Saccharosatransport in Wirt-Parasit-Sysemen mit Wildtyp- bzw. GFP-
Pflanzen in den Parasiten (Tab. 3-13).

Tab. 3-13: Verteilungsmuster von **C-Saccharose in Wirt-Par asit-Systemen aus Wildtyp- und
transgenen Pflanzen von Arabidopsis thaliana parasitiert mit Cuscuta reflexa. Versuchsdauer:
24 Stunden.

prozentualer Anteil an transportierter **C-Sacchar ose

Abschnitt in Wirt-Par asit-Systemen mit

Wildtyp- GFP- GFP-Ubiquitin

A. thaliana A. thaliana A. thaliana
A. thaliana uh Haustorium 152+ 43 126+ 0,7 235+6,7
A. thaliana mit Haustorium 92+21 57+23 104+ 31
A. thaliana oh Haustorium 48+13 245+ 103 16,7+ 48
Cuscuta gesamt 70,8+ 5,3 57,2+ 8,7 49,4+ 10,5
davon:
Haustorialstiick 50,3+ 104 31,2+84 338+45
Achse 49,7+ 104 68,8+ 84 66,2+ 45

Die Applikation von C-Saccharose erfolgte durch Auftropfen auf 2-4 Rosettenblatter. Zur Berechnung der
Verteilungsmuster wurde die Summe der Radioaktivitat aul3erhalb der Fitterungsstelle =100% gesetzt und der
Gehalt der einzelnen Abschnitte auf diesen Wert bezogen.

uh=unterhalb, oh=oberhalb, n=8 (WT-A.th.), n=2 (GFP-A.th.), n=3 (GFP-Ubiquitin A.th.); mean + SE
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Abb. 3-25: Querschnitte durch die Haustorialregion der Wirt-Par asit-Systeme:

(A) GFP-Ubiquitin-Arabidopsis thaliana-Cuscuta reflexa
(B) GFP-Ubiquitin-Arabidopsis thaliana-Cuscuta platyl oba
© GFP-Ubiquitin-Arabidopsis thaliana-Cuscuta odorata

Bei Parasitierung von GFP-Ubiquitin exprimierenden Arabidopsis-Pflanzen mit Cuscuta spec. konnte kein
Ubertritt des Proteins an der Kontaktstelle zwischen Wirt und Parasit beobachtet werden. Es kommt lediglich zum
verstarkten Transport und somit verstarkter GFP-Fluoreszenz in den durch Cuscuta befallenen Leitblindeln im
Wirt.

P=Cuscuta spec. (quer), H=Haustorialkeil (langs), W=GFP-Ubiquitin-Arabidopsis thaliana (quer)

Dass auch tasichlich ene offene symplasische Verbindung zwischen Wirt und Parasit
bestent, kann durch den ungehinderten Transport des  Huoreszenzfarbstoffes
Carboxyfluorescein  nach  Blattapplikation des Esters (CFDA) an die Rosettenbléiter des
Wirtes mikroskopisch dargestellt werden (Abb. 3-26).

Die Fuoreszenz in den kollaterden Letbinden der Arabidopsis-Infloreszenzachsen stammt
in diesen Versuchen von GFP-Ubiquitin und von Carboxyfluorescein. Da das GFP-Ubiquitin,
wie in Abb. 3-25 dargestdlt, nicht in den Paradten Ubertritt, it die im Haudoridkell und in
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der quer geschnittenen Paradtenachse detektiete Grunfluoreszenz auf den Phloemmarker
Carboxyfluorescein zuriickzufihren (Abb. 3-26).

Abb. 3-26: GFP-Ubiquitin-Arabidopsis thaliana-Cuscuta reflexa

Transport des Fluoreszenzfarbstoffes Carboxyfluorescein im Wirt-Parasit-System. Fluoreszenz- und
Transmissionsaufnahmen vom Querschnitt durch die Haustorialregion. Der Farbstoff wurde als Ester an
die Rosettenbléatter der Wirtspflanze appliziert.

Die Fluoreszenz im Phloem der Leitbiindel der Wirtspflanze ist auf GFP-Ubiquitin und CF-Fluoreszenz
zurlickzuftihren. Die Fluoreszenz im Haustorium stammt lediglich vom CF, da GFP-Ubiquitin nicht in den
Parasiten ubertritt.

P=Parasitenachse (quer), H=Haustorium (l&ngs), W=Wirtsachse (quer)

Neben der offenen Verbindung zwischen dem Phloem von Arabidopsis thaliana und dem
Phloem von Cuscuta spec. konnte auch die Vebindung zwischen beiden Xylemen
fluoreszenzmikroskopisch durch  Applikation des Xylemmarkers Texas red Dextran 3000
dargestelIt werden.

In Abb. 3-27 ig die durchgangige Makierung des Xylemweges mit Texas red gezeigt. Da
dieser Nachweis an GFP exprimierenden Arabidopsis-Pflanzen durchgeftinrt wurde, it neben
der Rotfluoreszenz von Texas red im Xylem, auch die Grinfluoreszenz von GFP im Phloem
der Leitbiindd schtbar.
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Abb. 3-27: GFP-Arabidopsisthaliana-Cuscuta reflexa

Querschnitte durch die Haustorialregion nach Applikation des Xylemmarkers Texas red Dextran 3000 an
die Wirtspflanze

Dargestellt ist die Fluoreszenzaufnahme, die Transmissionsaufnahme sowie die Kombination beider. Die
Markierung mit Texas red zeigt durchgangige Xylembahnen, tber die der Transport zwischen Wirt und
Parasit stattfindet. Die Applikation des Xylemfarbstoffs erfolgte an einer transgenen Arabidopsis-Pflanze,

die GFP exprimiert. Neben der Rotfluoreszenz von Texas red ist daher auch die Grinfluoreszenz von
GFP sichtbar.

P=Parasitenachse (quer), H=Haustorium (l&ngs), W=Wirtsachse (quer)
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3.2 Transport ausdem Parasiten in den Wirt

3.2.1 Versuchsysteme

Die hisher vorgestdlten Ergebnisse zeigen, dass zumindest bis zu einer Molekllgrole von
27 kDa en nichtdektiver Trander dler im Phloem und Xylem de  Wingflanze
trangportierten Substanzen Uber das Haustorium in die Leitgewebe des Paradten dettfindet. In
beiden Trangportsystemen erfolgt der Transfer ohne Membranpassage.

Zid der folgenden Untersuchungen war es, zu kldren, ob und in wechem Umfang auch en
Trangport von Substanzen aus dem Parasiten in den Wirt erfolgt.

Dabae wurden zwe Wirtgpflanzen Uber ene Cuscuta-Bricke miteinander verbunden. Die
Transportsubstanzen wurden entweder an die ds Donorpflanze bezeichnete erste Wirtspflanze
(Virustransport, Saccharosetransport) oder an die Cuscuta-Briicke (CF-Trangport) appliziert
bzw. in der Donorpflanze (GFP) synthetisert. Zum Nachwes des Transports aus der
Parastenachse in das Wirtsgewebe wurde der Gehdt der Transportsubstanzen in der zweiten
Wirtspflanze (Akzeptorpflanze) bestimmt bzw. im Fal von CF mikroskopisch lokdisert.

3.2.2 Virudransport

PVY (potato virus Y) ist der namengebende Vertreter der Potyvirus-Gruppe. Das Virus bildet
lange flexible st@chenformige Partikd mit einer durchschnittlichen Lange von 730 nm und
ene Brete von ca 11 nm. Sain Genom besteht aus einem enzelsrangigen (+) RNA Molekdl
von ca 9700 Nucleotiden. Die Expresson efolgt in Form enes Polyproteins, das durch die
Aktivitdt verschiedener, viruscodierter Proteasen zu den entsprechenden Einzelproteinen
prozessiert wird.

Die Sammhadtung des fir unsere Untersuchungen benutzten Virus PVYN (Virusstamm-N)
efolgte durch mechanische Inokulation auf Nicotiana tabacum var. Samsun NN in den
Gewachshdusern des IPK Gaterdeben.

Wie die Untersuchungen zum Transport von Nicotin und GFP zeigten, it Tabak fir
Cuscuta reflexa einen kompatiblen Wirt dar. Fir die Virusexperimente haben wir gesunde,
bereits mit Cuscuta paadtiete Pflanzen an  den source-Blétern unterhab  der
Paradtierungsstdle  mechanisch mit  virushdtigem Pflanzensaft, der aus der Stammhdtung
gewonnen wurde, infiziert. Die Cuscuta-Achsen wurden entweder sofort, d.h. an Tag der
Inokulation, oder nach 7 Tagen auf ene zwete, gesunde Tabakpflanze (Akzeptorpflanze)
Ubergdetet (Abb. 3-27).
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Abb. 3-27: Brickensystem des
Wirt-Par asit-System Nicotiana
tabacum SNN-Cuscuta reflexa

Die Donorpflanze (Ntl1, Nicotiana
tabacum SNN) wurde lokal mit PVY"
infiziert und Uber eine Cuscuta-
Briicke mit einer zweiten, gesunden
Tabakpflanze (Akzeptorpflanze, Nt2,
Nicotiana tabacum SNN) verbunden

Nach Ablauf der Versuchzeit (11 bzw. 18 Tage nach Paradtierung der 2. Wirtspflanze) wurde
das Brickensystem in folgende Abschnitte zerschnitten und diese getrennt aufgearbeitet:

sink-Bltter der mit PVY™N inokulierten Donorpflanze
Haugtoriastiick mit Wirtsgewebe der Donorpflanze
Cuscuta-Briicke

Haugtoridstiick ohne Haustoridkeile

freie Cuscuta-Achse

sink-Blétter der Akzeptorpflanze.

AuRerlich konnten zum Emtezeitpunkt nur be  dnigen Akzeptorpflanzen  virusinduzierte
Symptome in Form von chlorotischen oder nekrotischen Streifen beobachtet werden
(Abb. 3-28). Von diesen dchtbar geschédigten Pflanzen erfolgte der Nachweis des Virus
sowohl molekularbiologisch durch NorthernBlot- Analyse ds auch serologisch durch ELISA.

In beden Andysen konnte das gleiche Muster der Virusverteilung im  Brickensystem
ehdten werden. Der Virus wa endeutig in den sink-Bléttern der Donor- und
Akzeptorpflanze, sowie in den Haugtoridstiicken beider Pflanzen nachweisbar (Abb. 3-29).



Abb. 3-28: Nicotiana tabacum-Cuscuta reflexa Br lickensystem

A) sink-Blatter der Akzeptorpflanze mit virusinduzierten Symptomen
(B) AusschnittsvergroRerung von (A); Die PVY"-Symptome des Blattes sind auf einen durch Cuscuta
vermittelten Virustransport aus der lokal infizierten Donorpflanzen in die Akzeptorpflanze zuriickzufuhren.
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Abb. 329: Molekulare (Northern Blot) und serologische (ELISA) Analyse des PVY-Transports aus einer
Donor pflanze tber eine Cuscuta-Briicke in eine Akzeptor pflanze von Nicotiana tabacum

A) Northern Blot, 30pg Gesamt-RNA; Hybridisierung mit PVY-capsid protein-cDNA
(B) Ladungskontrolle=ribosomale RNA nach Ethidiumbromid-Féarbung
©) serologischer Nachweis des PVY"-Transports (ELISA). Daten sind absolut signifikant und zeigen

Ubereinstimmung zur Northern-Analyse (A)

sink-Blatter der mit PVY" inokulierten Pflanze
Haustorialstiick mit Wirtsgewebe

Briicke

Haustorialstlick Cuscuta ohne Haustorialkeile
freie Achse

sink-Blatter der Akzeptorpflanze.

O WN R

Auch in Sysemen, be denen an den Akzeptorpflanzen keine virusnduzierten Schadbilder

optisch lokalisert werden komten, erfolgte eine serologische Andyse durch ELISA.

Wie in Abb. 3-30 sichtbar, ist auch in diesen Systemen der PVYN-Virus in dlen Abschnitten

der Akzeptorpflanze und in der freien Cuscuta-Achse nachweishar. Offensichtlich kommt es

aber aufgrund des zu geringen Virusgehdts zu keiner Ausprégung Sichtbarer Symptome.

Obwohl in keinem Testansatz der Virus in der Cuscuta-Briicke nachgewiesen werden konnte,
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zeigen die Untersuchungen doch eindeutig, dass Cuscuta as Virusibertréger zwischen den
bei den Tabakpflanzen fungiert.

W ’ Abb.  3-30:  Serologischer  PVY-Nachweis
= (EL1SA)
' 1 sink-Blatter der PVY inokulierten Pflanze
03 | 2 Haustorialstiick mit Wirtsgewebe
S ! 3 Cuscuta-Briicke
4 freie Achse
0.2 5 Cuscuta-Haustorialstiick von der
Akzeptorpflanze ohne Haustorialkeile
0.1 - 6 Tabakstiel der  Akzeptorpflanze  mit
= Haustorialkeilen
00 | . _ R | _ | _ 7 sink-Blatter Akzeptorpflanze

Probe

Cuscuta sdbgst zeigte auf den virusnokulieten Tabekpflanzen en  Uppiges Wachstum
(Abb.3-31) und pragte nur in sehr sdtenen Falen PVYN-vermittdte Symptome aus
(Abb. 3-31B). Diese zeigten Sch vor dlem in den sinks, d.h. den wachsenden Spitzen der
Parastenachse. Das Wachstum dieser geschédigten apikden Regionen war eingeschrankt, se
wiesen auch eine braunliche Farbung auf (Abb. 331B1 und B2). Es wurden jedoch zahlreiche
neue Tochterachsen ausgebildet, die ein ungehindertes Uppiges Wachstum zeigten.

Abb. 3-31: Wachstum des Parasiten C. reflexa an virusinfizierten Pflanzen von N. tabacum.

A) Cuscuta weist ein Uppiges Wachstum auf PVY-infizierten Pflanzen auf.

(B) vereinzelt auftretende virusinduzierte Symptome

(B1/B2) AusschnittsvergroRerungen von (B); Wie zu erkennen, sind es vor allem die sinks, also die wachsenden
Spitzen der Achse, die vom Virus befallen werden. Das Wachstum hier ist eingeschrankt. Dennoch ist
durch Bildung mehrerer Tochterachsen eine enorme Vermehrung der Frischmasse, wie sie in (A)
dargestellt ist, mdglich.
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3.2.3 Transport von GFP

In dem folgenden Experiment ist der GFP-Trangport aus einer GFP exprimierenden und mit
Cuscuta parastierten A. thaliana-Pflanze (Donorpflanze, Abb. 3-32A) in ene A. thaliana-
Wildtyp-Pflanze (Akzeptorpflanze, Abb. 3-32B) Uber ene Cuscuta-Bricke untersucht
worden. Die Briicke wurde durch das Uberleiten des freien Endes der bereits 14 Tage an der
Donorpflanze parastierenden Cuscuta-Achse auf die Akzeptorpflanze erhdten. Nach ener
Paragtierungsdauer von mindestens 14 und hochstens 30 Tagen an der Akzeptorpflanze
(Wildtyp-Arabidopsis) wurde das Briickensystem in folgende Abschnitte zerschnitten, die fir
enen molekularbiologischen Nachwels des GFP Uber Western Blot aufgearbeitet wurden
(Abb. 3-33A):

1 Rosettenblétter GFP-A. thaliana

2 Cuscuta- Haugtoridstiick mit GFP-A. thaliana-Infloreszenzachse

3 GFP-A. thaliana Infloreszenzachse oberhdb der Paradtierung mit 3 Blétern enes
Satentriebs

4 Cuscuta-Bricke

5 Rosettenblétter WT-A. thaliana

6 WT-A. thaliana- Infloreszenzachse unterhab der Parasitierung

7 Cuscuta-Haugtoridstiick mit WT-A. thaliana-Infloreszenzachse

8 WT-A. thaliana Infloreszenzachse oberhdb der Parastierung mit Endblite, Blétchen,
Satentrieb mit 3 kleinen Bliten und Schoten

9 freie Cuscuta-Achse

Abb. 332: Parasitierte Donor - bzw. Akzeptorpflanze fur die Untersuchung des GFP-Transports Uber eine
Cuscuta-Brucke

A) erfolgreich parasitierte GFP-A. thaliana (Donorpflanze)
Der GFP-Transport wird iiber eine Cuscuta-Briicke vermittelt. Die Briicke wurde durch das Uberleiten
der freien Cuscuta-Achse auf eine Akzeptorpflanze (B) erhalten.

(B) erfolgreich parasitierte WT-A. thaliana (Akzeptorpflanze)
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In Abb. 3-33B ist das Ergebnis des Western Blots dargestdlt. Danach it GFP, wie zu
ewarten, in dlen Abschnitten der Donorpflanze (Abb. 3-33 Abschnitt 1-3) vorhanden.
Aufgrund ener zu geringen Konzentration konnte in der Parastenbriicke kein GFP detektiert
werden (Abb. 3-33 Abschnitt 4). Dennoch war das Protein in der Akzeptorpflanze im
paradtierten Abschnitt der Blitenstandsachse und in den sinks, d.h. der Blite und den dch
bereits entwickelnden Schoten nachweisbar (Abb. 333 Abschnitt 78). In der freien Cuscuta-
Achse war ebenfdls ein Nachwels des aus der Donorpflanze sammenden GFP mdglich (Abb.
3-33 Abschnitt 9).

3
8
9
2

4 7
1 2 3 4 5 6 7 8 9
GFP — == -

1 5

®

Abb. 3-33: GFP-Transport zwischen zwei Pflanzen von A. thaliana liber eine Cuscuta-Br ticke

(A) Schema des Briickensystems zwischen einer transgenen (GFP exprimierenden) und einer WT-
Pflanze von Arabidopsisthaliana.
(B) Qualitativer Nachweis des GFP mittels Wester n-Blot-Analyse.

Identische Mengen SDS solubilisierter Proteine der GFP exprimierenden A. thaliana (Kontrolle) sowie der Briicke
und des Wildtyps (WT) wurden verwendet.

1 Rosettenblatter GFP-A. thaliana

2 Cuscuta-Haustorialstiick mit GFP-A. thaliana-Infloreszenzachse

3 GFP-A. thaliana-Infloreszenzachse oberhalb der Parasitierung mit 3 Blattern eines Seitentriebs

4 Cuscuta-Bricke

5 Rosettenblatter WT-A. thaliana

6 WT-A. thaliana-Infloreszenzachse unterhalb der Parasitierung

7 Cuscuta-Haustorialstiick mit WT-A. thaliana-Infloreszenzachse

8 WT-A. thaliana-Infloreszenzachse oberhalb der Parasitierung mit Endblite, Blattchen, Seitentrieb mit 3
kleinen Bliten und Schoten

9 freie Cuscuta-Achse
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3.24 Trangport von Saccharose

Durch die Viruss und GFP-Brickenversuche konnte bereits gezeigt werden, dass en
Trangport von Substanzen aus Cuscuta in den Wirt stattfindet.

In beiden Fdlen efolgte die Trandokation Uber einen Zeitraum von mindestens 14 Tagen.
Die Trangportsubstanzen lagen zum Zdtpunkt der Infektion der zweten Wirtspflanze
(Akzeptorpflanze) bereits in den Achsen des Parasiten vor. Ihr Ubergang konnte aso sowohl
Uber Suchhyphen be der Aushildung des Haustoriums an der zweten Pflanze ds auch ab
dem 12. Tag der Parastierung Uber die ausgebildete symplastische Verbindung zwischen den
Phloemen des Wirtes und des Parasiten erfolgen.

In den folgenden Experimenten wurden Briickensyseme mit Vicia faba benutzt, bei denen die
zwete Pflanze zum Versuchszatpunkt berets fir mindestens 14 Tage mit Cuscuta parastiert
war, man dso davon ausgehen konnte, dass ene funktionele Verbindung der Letgewebe
bestand. Die freie Cuscuta-Achse mt Anschluss an die Akzeptorpflanze hette ene
durchschnittliche Lange von 1188 + 11,8 cm.

Aus beden Wirtsgpflanzen wurden Explantate hergestelt, die nur noch aus dem infizierten
Internodium und enem oberhdb der Infektionsstelle inserierten Blatt bestanden (Abb.
3-34A). Die unteren Schnittfléchen beider Explantate standen in Pufferldsung.

Auf das Blat der esten Wirtspflanze wurde *C-Saccharose aufgetropft. Nach einer
Trandokationsdauer von 24 Stunden wurde das System in folgende Abschnitte zerteilt und fir
die Radioaktivitétsmessung nach folgendem Schema, Sehe auch Abb. 3-34A, aufgearbeitet:

V1 oberhalb =1. Vicia-Pflanze, Stengdl oberhdb der Parasitierung

V1 parastiert =1. Vicia-Pflanze, parastierter Vicia-Stengel mit Haugtoriakeilen

Cuscuta Haustorialstiick 1 =Cuscuta-Haugtoridstlick ohne Haudgtoridkeile an der
1. Wirtspflanze

V1 unterhalb =1. Vicia-Pflanze, Stengdl unterhab der Paragitierung

Cuscuta-Brcke

V2 oberhalb =2. Vicia-Pflanze, Stengdl oberhab der Paragitierung

V2 paradtiert =2. Vicia-Pflanze, parasitierter Vicia-Stengel mit Haugtoriakeilen

Cuscuta Haudtorialstiick 2 =Cuscuta-Haustoridstiick ohne Haudtoridkelle an der
2. Wirtspflanze

V2 unterhalb =2. Vicia-Pflanze, Stengd unterhalb der Paragitierung

frele Cuscuta-Achse

Die Abb. 3-34B zeigt das Vertellungsmuster der radioaktiv markierten Saccharose innerhalb
des Brickensystems. 14 Tage nach Paradtierung der zweiten Wirtspflanze erfolgt noch en
umfangreicher Transport von Saccharose aus der erden Vicia-Pflanze in den Parasten. Die
frde Cuscuta-Achse enthdt 450 + 6,7 % de transportierten Verbindung. Auch in das
paradtierte Internodium und in die Stengdabschnitte ober- und unterhdb der Parastierung
der zweiten Wirtspflanze konnte zweifd sfrel ein Trangport nachgewiesen werden.
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Die in diesen Abschnitten gemessene Radioaktivitét lag stets in ener GrofRenordnung, bel der
ene Veunrenigung durch die Aufarbeitung ausgeschlossen werden kann. Im Vicia-Stengd
konnte oberhab der Paraditierung durchschnittlich ein Wert von 1368 + 459 dpm, unterhab
der Paragitierung von 1487 + 606 dpm detektiert werden.

Applikation
14C-Saccharose e

freie Achse

V2 oberhalb

V2 parasitiert mit Haustorial-

Cuscuta-Haustorium ( region

V1 oberhalb —ﬁu

V1 parasitiert mlt

Cuscuta-Haustorium ~— | V2 unterhab

Brke o

| A
V1 unterhalll —— S
LL[ \k\\*‘%

V1 oberhab V2 oberhalb
22+07 21+07
Cuscuta
V1parasitient o gorialstiick
155+ 6,3 60+ 06
VAL TE T Cuscuta-Briicke V2 unterhab Cuscutlg-Achse
37+20 /ELange  5040,7 o ange
=4 =29,4+55cm i 118,8+ 11,8cm

Abb. 3-34: Briickensystem Vicia faba-Cuscuta reflexa-Vicia faba

(A) Schematische Dar stellung des Briickensystems und der Aufarbeitung
(B) prozentuale Verteilung der transportierten radioaktiven Sacchar oseim Briickensystem

Die Explantate standen wéahrend des Versuches in Pufferldsung; n =9, mean + SE

Besonders hoch war der Antell an radioaktiv markierten Verbindungen im durch Cuscuta
infizierten Stengelabschnitt, der die Haudtoridkeile enthdt (V2 paradstiert). Setzt man die in
der gesamten Haudoridregion (V2 oberhdb, V2 paadtiet, V2 unterhalb) der zwelten
Pflanze gemessene Radioaktivitét gleich 100 %, so entfalen 729 % auf diesen Abschnitt, auf
die oben und unten angrenzenden Vicia-Abschnitten 27,1 %.

Die in der zweten Vicia-Pflanze vorliegenden radioaktiv markierten Verbindungen sind das
Ergebnis eines satlichen Trangports aus dem Phloem des ds Haudoridstiick bezeichneten
Abschnitts der Cuscuta-Achse. Offengchtlich gdlt diesr Tel innerhadb der Parasitenachse
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eénen zusdzlichen sink dar. Das wird deutlich, wenn man die in den enzdnen Abschnitten
des Parasten gemessene Radioaktivitdt auf ihre Frischmasse bezieht. Die dabe erhdtenen
Wertesind in Tab. 3-14 dargestellt.

Tab. 314: Verteilung der Radioaktivitat in ausgewahlten Abschnitten des Briickensystems
Vicia faba-Cuscuta reflexa-Vicia faba (Einzelheiten im Text).

Abschnitt FM [mg] dpm dpm/mg FM
Briicke (Lange=29,4 + 55 cm) 665 11310 + 3229 17+8
Haustorialstlick 329 10517 + 3034 31+9
freie Cuscuta-Achse (Lange=118,8 + 11,8 cm) 523 38196 + 8531 73+ 16

n=9, mean £ SE

Nimmt man ene Zonierung innerhdb der durchschnittlich 1188 + 11,8 cm langen freien
Achse vor, so wird fir den unmittelbar an das Haudtoriastiick angrenzenden 10 cm langen
Achsenabschnitt ein Wert von 4 + 1 dpm/mg FM (=51 % des Gehdlts der gesamten frelen
Achse) fir einen gleichgrol}en gpikden Bereich dagegen en Wert von 24 + 7 dpm/mg FM
(=33,5 % des Gehalts der gesamten freien Achse) erhalten.

Bel diesen Berechnungen wird deutlich, dass die Briicke und der an den Haudtoridbereich
unmittdbar  anschlief?ende  Cuscuta-Abschnitt  ausschlieldich  Trangportfunktion  besitzen.  In
ihnen findet keine Akkumulation der transportierten Verbindungen datt. Das Haustoridstiick
sowie die wachsende Spitze stellen innerhab der Cuscuta-Achse zwel sinks dar.

Da bekannt ig, dass phloemmobile Huoreszenzfarbstoffe und Assmilale gemeinsam im
Phloem transportiert werden und nach dem gleichen Muster zwischen source und sink vertellt
werden, it es moglich, den Weg, Uber den die Saccharose aus dem Paradten in die zweite
Wirtspflanze gelangt, durch Fuoreszenzfarbstoffe, wie Carboxyfluorescein  mikroskopisch
darzustellen. Dazu wurde der Ester dieses Farbstoffes (CFDA) in die Briicke eingespritzt bzw.
das nach dem Durchtrennen der Briicke entstandene frische und vor alem vitde Cuscuta-
Ende direkt in die Farbstoffldsung eingesteit.

Das Eingritzen von CFDA efolgte in ener Entfernung von 10-15 cm zum Haugtorium der
zweiten durch Cuscuta paradtierten Vicia. Fir die Applikation durch Eingelen des freien
Endes in eine CFDA-LGsung wurde die Briicke so durchtrennt, dass ebenfdls ein ca 15 cm
langes freies Ende entstand (Abb. 3-35). Dieses befand dch mit max. 0,7 cm in der
Farbstofflosung. Nach ener Versuchsdauer von 14 Stunden wurden Handschnitte der
Haudoridregion angefertigt und mittdds konfokder laser scanning Mikroskopie ausgewertet.
Die in Abb. 3-36 dargestdite Fluoreszenzaufnahme zeigt eine Ubersicht der Haustoriaregion.
Deutlich i der Weg des an die Cuscuta applizieten Fuoreszenzfarbstoffs zu erkennen, er
markiert die Phloembahnen zwischen Cuscuta und Vicia.
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Bereich, in den CFDA
eingespritzt wurde

< Schnittgdle - Das neue,
basdle Ende der Cuscuta
wurde in ene CFDA-
LGsung gestdlt.

Abb. 3-35: Briickensystem Vicia faba-Cuscuta reflexa

Abb. 3-36: Haustorialregion des Wirt-Par asit-Systems Vicia faba-Cuscuta reflexa

Transport von Carboxyfluorescein aus dem Parasiten in den Wirt.

Das Cuscuta-Haustorium hat an die Leitedlemente der Vicia angeschlossen. Der im Haustorialzapfen

zentral verlaufende Xylemstrang (im Transmissionsbild dunkel erscheinend) und die ihn umgebenden
Phloemelemente sind gut sichtbar. Das Phloem in der quer angeschnittenen Cuscuta-Achse sowie im langs
geschnittenen Haustorium (links und rechts vom Xylem) ist deutlich durch das an die Cuscuta-Achse

applizierte Carboxyfluorescein markiert.

P=Parasitenachse (quer), H=Haustorium (l&angs), W=Wirtsachse (quer), PX=Parasiten-Xylem, PPh=Parasiten-
Phloem (Pfeile im Fluoreszenzbild)

Im Fluoreszenzbild ist neben der CF-Fluoreszenz die Autofluoreszenz des Xylems sichtbar.
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In Abb. 3-37 ig ein Schnitt durch das Haustorium und ein durch Cuscuta parasitiertes Vicia-
Eckleitbindd des Stengels dargestdlt. Auch hier ist dchtbar, dass der an Cuscuta gpplizierte
phloemmobile Huoreszenzfarbstoff Carboxyfluorescein Gber das Phloem des Parasiten zum
Phloem des Vicia-Letbindds transportiert wird.

Be Betrachtung der Abb. 337 konnte zunéchst der Eindruck entstehen, dass die in der Spitze
des Haugtoriums auftretende Huoreszenz im Xylem lokaisert ig. Das entspricht jedoch nicht
den Tasachen. In den Leitbinden des Haudoriums snd dlsstig um den zentrden
Xylemstrang zahireiche Phloeme emente angeordnet (s. auch Abb. 3-15).

Die in dem vorliegenden Schnitt beobachtete Huoreszenz ist den Uber dem Xylem liegenden
Phloemdementen zuzuordnen, die bel der nicht genau medianen Schnittebene durch das
Haugtorium mit angeschnitten wurden.

Abb. 3-37: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Querschnitt durch ein mit Cuscuta reflexa parastiertes Leitbiindel von Vicia faba nach Applikation von
CFDA an den Par asiten.

CF-Fluoreszenz ist im Cuscuta-Haustorium in den um den zentralen Xylemstrang (im Transmissionsbild dunkel
erscheinend) angeordneten Phloemelementen und im Phloem des Vicia-Blindels (grau erscheinend)
nachweisbar.

H=Haustorialkeil von Cuscuta (l&angs), W=Vicia faba Stengelparenchym, PPh=Parasiten-Phloem, PX=Parasiten-
Xylem, WPh=Wirts-Phloem, WX=Wirts-Xylem
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3.3 Zdluldre Strukturen

3.3.1 Suchhyphen

An den Kontektsdlen zwischen Wirt und Paradt kommt es zur Aushildung der
gorossbirtigen  Haudtorien, die  kelformig in  das  Wirtsgewebe hineinwachsen. Das
Rindenparenchym des Parasten wachst dabel papillenartig aus und dringt in das Gewebe des
Wirtes ein. Im gpikden Bereich des Haudoridkels ig eine Aufgliederung in zahlreiche
enzdne hyphenartige Zdlstrénge zu beobachten (Abb. 3-38). Diese sogenannten Suchhyphen
breiten sch im Wirtsgewebe sowohl inter- as auch intrazdlul&r aus (Abb. 3-39). Se sind
gets von einer eigenen Zelwand und der des Wirtes umgeben. Durch Uberproportionaes
Langenwachdum gtellen sie Kontakt mit dem Leitgewebe des Wirtes her. Die Suchhyphe
differenziert Sch zur Kontakthyphe.

Abb. 3-38: Suchhyphen von Cuscuta reflexa im Parenchym von Nicotiana tabacum

Im Wirtsparenchym kommt es zur Aufgliederung des apikalen Haustorialbereiches in einzelne
hyphenartige Zellstrange, die sogenannten Suchhyphen (Pfeile). Diese sind stets einzellig und wachsen in
alle Richtungen. Dabei ist sowohl ein Durchwachsen von Parenchymzellen (intrazellulares Wachstum) als
auch ein Wachstum zwischen den Zdlen zu beobachten (interzellulares Wachstum). In den Suchhyphen
ist der groRe Zellkern erkennbar (> Alund A3).

HK=Haustorialkeil, WP=Wirtsparenchymzelle des Stengels von Nicotiana tabacum; [VergroRerung: 20x]
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Abb. 3-39: Suchhyphen von Cuscuta reflexa im Parenchym von Arabidopsisthaliana

Querschnitt durch dasHaustorium von Cuscuta reflexa

(A1+B1) Haustorium (H) im Parenchym von Arabidopsis thaliana (Ath).
Es sind die vom Haustorialkeil nach allen Seiten interzellular und intrazellulér ins Parenchym
wachsenden Suchhyphen (Pfeile), erkennbar.

(A2+B2) AusschnittsvergréRerung aus Al bzw. B1. Deutlich ist der groRe Zellkern der einzelligen
Suchhyphen erkennbar (»). [bar jeweils 100pm].

Die Fengruktur der Suchhyphen von Cuscuta reflexa i in den Wirtspflanzen Arabidopsis
thaliana und Nicotiana tabacum licht- und eektronenmikroskopisch untersucht worden.

Die Suchhyphen kénnen in Bau und Feingtruktur folgendermal3en charakterisiert werden:

Se snd gdes enzdlig und wachsen in dle Richtungen. Der gpikde Bereich ig dak
drukturiert, enthdt vid endoplasmaisches Reticulum und zahlreiche Mitochondrien. Der
basde Tel der Zdle weis enen auffdlend groen Ken sowie ene zetrde Vakuole auf
(Abb. 3-40A und B).

Die Wand der Hyphe wird von feinen plasmatischen Strukturen -Plasmodesmen durchzogen,
die Wirts und Paraditenprotoplasten direkt miteinander verbinden. Fir beide Wirt-Parast-
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Syseme konnten Plasmodesmen in den Wanden der Suchhyphen e ektronenmikroskopisch
dargestellt werden (Abb. 3-40 und 3-41). Dass die Suchhyphe beim Wachstum sowohl
zwichen den Zdlwanden as auch durch das Lumen der Wirtszdlen, von ener eigenen
Zdlwand und der Zelwand des Wirtes umgeben id, konnte besonders deutlich durch
eektronenmikroskopische  Untersuchungen am  Wirt-Parasit-System  Nicotiana- Cuscuta
gezeigt werden (Abb. 3-41).

Abb. 3-40: Suchhyphen von Cuscuta reflexa in Parenchymzellen von Arabidopsis thaliana

Zwischen Suchhyphen und Parenchymzellen des Wirts treten Plasmodesmen auf (Pfeile), die in (A1) und
(A2) bzw. (B2) vergroRert dargestellt wurden.

(A) bzw. (A2) > SH2 Suchhyphen mit stark strukturiertem Protoplast im apikalen Bereich, quer
geschnittenem endoplasmatischen Reticulum und zahlreichen Mitochondrien
(A)>SH1 bzw. (B)>SH basaler Teil mit zentraler Vakuole,

Cr=Cuscuta reflexa, Ath=Arabidopsis thaliana, SH=Suchhyphe;

(Al) bar=2,90um; (B) bar=2,3um; (B2) bar=0,91pm
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Abb. 3-41: Suchhyphen von Cuscuta reflexa in Parenchymzellen von Nicotiana tabacum

Zwischen den elektronendicht strukturierten Cuscuta-Suchhyphen und Nicotiana-Parenchymzellen treten

Plasmodesmen in den Wanden auf. Man kann deutlich die Zellwand des Wirtes von der des Parasiten
unter scheiden, durch die sich die Plasmodesmen er strecken.

Cr=Cuscuta reflexa, Nt=Nicotiana tabacum, ZWW=Zellwand des Wirtes, ZWP=Zellwand des Parasiten;

(A) und (B) bar=0,91um, (C) bar=0,58um, (D) bar=0,73pum

Durch Paraditierung von transgenen Tabakpflanzen (TMV MP-GFP N. tabacum cv. xanthi),
die ene Fuson des movement protein des Tabakmosakvirus mit GFP (MP-GFP)
exprimieren, konnte gezeigt werden, dass es Sch be den sekunddr ausgebildeten
Plasmodesmen zwischen Tabak und Cuscuta um verzweigte Plasmodesmen handdt, da nur
diese durch das MP-GFP markiert werden (ATKINS ET AL. 1991, DING ET AL 1992, OPARKA
ET AL1996a, 1996B, PADGETT ET AL 1996). Auch innerhdb der Wirtspflanze erscheinen dle
sekunddren Plasmodesmen durch das MP-GFP markiert. So ist eine punktformige GFP-
Markierung in den anenandergrenzenden Zdlwanden der Parenchymzdlen des Stengds zu
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erkennen (Abb. 3-42A), In den Trichomen sind nur die Plasmodesmen in den Zdlwanden der
aneinandergrenzenden Zdlen und nicht in den laterden Zdlwanden markiert (Abb. 3-42B).
Punktformige GFP-Huoreszenz war auch zwischen den Zdlwanden von Epidermiszdlen, in
der an die Schligflzdlen angrenzenden Epidermiszedlwand sowie in den Wanden von
Blattnerven (Abb. 3-42C1 bzw. C2) erkennbar.

Abb. 3-42: Markierung ver zweigter Plasmodesmen in TMV M P-GFP Nicotiana tabacum Pflanzen

GFP-Fluoreszenzin:

A Zellwanden aneinandergrenzender Parenchymzellen

(B) Zellwanden aneinandergrenzender Zellen in Trichomen, aber nicht in den lateralen Zellwanden
(C1) Zellwanden zwischen Epidermiszellen und in den SchlieRzellen angrenzenden Epidermiszellwand
(C2) Wanden von Blattnerven

(A) bar=100um, (C1)+(C2) bar=10um; (B): rot=Chlorophyllfluoreszenz
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Wir Dberachteten Handschnitte von mit Cuscuta paradtierten Nicotiana-Stengdn  im
konfokden laser scanning Mikroskop. In Abb. 3-43 snd die HFuoreszenz- und
Trangmissonsaufnahmen  dargestdlt.  Deutlich i in den  Zdlwanden 2zwischen  den
Parenchymzdllen von Tabak sowie in den Zdlwéanden der in der Parenchymzelle wachsenden
Suchhyphe ene punktformige GFP-Huoreszenz ds Indikator flr verzweigte Plasmodesmen
Zu erkennen.,

Neben den in den Huoreszenzaufnahmen dargestellten Plasmodesmen, die durch MP-GFP-
Makierung sowie eektronenmikroskopische Untersuchungen eindeutig ds verzwegte
Pasmodesmen  charakterisert  werden  konnen, scheinen  verenzdt auch  enfache
Plasmodesmen in den Wéanden der Suchhyphen aufzutreten (Abb. 3-40B2). Aufgrund der
verschiedenen Schnittebenen igt ihr Vorkommen jedoch nicht eindeutig belegbar.

Abb. 3-43: Markierung ver zweigter Plasmodesmen in den Zellwénden von Suchhyphen

TMV  MP-GFP markierte Plasmodesmen sind als grine Fluoreszenzpunkte in den Zelwéanden
aneinander angrenzender Parenchymzellen (A) und in den Wéanden von im Parenchym wachsenden
Suchhyphen (A+B) erkennbar.

A) Suchhyphe in einer Parenchymzelle von Nicotiana tabacum
(B) AusschnittsvergroBerung der Suchhyphe aus (A)

SH=Suchhyphe, PZ=Parenchymzelle des Tabakstengel; bar jeweils 10pm
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3.3.2 Differenzierung der Leitgewebe

Diese Untersuchungen wurden am Wirt-Parasit-System  Vicia faba-Cuscuta reflexa
durchgeftihrt.

Cuscuta dringt mit dem Haugorium in das Wirtsgewebe ein. Im gpikden Bereich efolgt die
Ausbildung von zahlreichen Suchhyphen, die durch schndles Wachstum den Kontakt zum
Wirtdatgewebe ermdglichen. Bel Kontakt der Hyphen mit den Wirtsdementen beginnt im
Haugdorium die Differenzierung der entgorechenden Letdemente fir den Wasser-  bzw.
Assmilattransport.

Be Hyphen, die in Kontakt mit den Letdementen des Wirtsxylems stehen, kénnen sekundéare
Wandverdickungen der Zellwande beobachtet werden. In Abb. 3-44 ig ene zwischen zwe
Xylemelementen des Wirtes wachsende Cuscuta-Hyphe dargestdlt. An den Zelwanden snd
sekundére lokade Wandverdickungen zu erkennen, die korrespondierend zu den berats
bestehenden Verdickungen des Wirtes angelegt werden. Neben der Ausbildung dieser
charakterisischen Wandversarkungen ist die beginnende Degeneration des Protoplasten
anhand der bereits aufgel 6sten Tonoplastenmembran zu erkennen.

Abb. 3-44: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Differenzierung von Xylemelementen
des Parasiten.

Cuscuta-Hyphenzelle  zwischen  zwei
Xylemelementen des Wirtes. Durch
Auflagern von Wandmaterial kommt es zu
korrespondierenden  lokalen  Wand-
verdickungen (Pfeile).

W= Xylemelementen des Wirtes
P=Cuscuta-Hyphenzelle
V=Vakuole ohne Tonoplastenmembran

bar=2,30 um

Auch innerhab des Haustoriums entstehen Xylemdemente. Abb. 3-45 zeigt die Anlage von
enander  Kkorrespondierenden  lokden  Wandverdickungen in - zwel  benachbarten
Parastenzdlen. Auf diese Wese entdeht ene durchgehende offenen Verbindung zwischen
den Xylemedementen des Wirtes und des Paraditen, die durch Applikation von Texas red im
Fluoreszenzmikroskop dargestellt wurde (Abb. 3-4).
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Abb. 3-45: Differenzierung von Xylemelementen innerhalb von Cuscuta reflexa

Zwei benachbarte Cuscuta-Zellen innerhalb des Haustorialbereiches. Die strukturelle Differenzierung zu
Xylemelementen ist anhand der korrespondierenden lokalen Wandverdickungen (Pfeile) erkennbar.

P=Cuscuta-Zellen; bar=1,81 um

Auch fur das Phloem konnte durch den ungehinderten Transport von Huoreszenzfarbstoffen,
Viren und GFP en durchgehender Transportweg nachgewiesen werden (Abb. 3-14). Der
eindeutige eektronenmikroskopische Nachwels der zdlul&en Strukturen fir ene solche
Verbindung is jedoch aul¥erordentlich schwierig. Wir haben héaufig Zdlen in unmittelbarer
Nachbarschaft zu Siebdementen gefunden, die aufgrund spezifischer Marker endeutig ds
Cuscuta-Zdlen anzusprechen waren (Abb. 3-46). Zwischen beiden Zdlen und an den
Zdlwanden waren Cdlose-Auflagerungen schtbar, die ads Zeichen fur die Ausbildung ener
offenen Verbindung in Form von Sebporen gedeutet werden konnen. In der Cuscuta-Zdle
gand mit der beginnenden Degeneration der Tonoplastenmembran und der Cytosomen
Anzeichen fir eine Differenzierung zu einem Siebdement zu erkennen (Abb. 3-46A).

Um das Sebdement eindeutig dem Wirt zuordnen zu kénnen, sind charakteristische Marker,
wie zB. Phloemplagiden notwendig. Diese haben wir bisher in den Schnitten nicht gefunden.
Fior ene Zugehdrigkeit der Zdle zum Wit spricht  der unterschiedliche
Differenzierungszustand der beiden Zdlen. Be der Ausbildung des Anschlusses trifft die
Cuscuta-Hyphe auf ene vollgéndig differerzierte Siebrohre des Wirtes und beginnt sich zu
differenzieren.

Anders liegen die Verhdtnisse be der Entwicklung von Sebdementen aus Cuscuta-Zdlen
die sch nicht in unmittelbarer Nachbarschaft zum Wirt befinden, zB. im Haugtorium. Diese
Zdlen bedtzen den gleichen Differenzierungszusand und ihre Entwicklung efolgt smultan.
Abb. 3-47 zeigt zwe benachbarte Phloemeemente von Cuscuta reflexa, die Uber Siebporen
miteinander verbunden sind.
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Abb. 3-46: Kontaktstelle zwischen einer Hyphenzelle von Cuscuta reflexa und einem Siebelement (von
Viciafaba ?)

Cuscuta spezifische Marker sind durch Pfeile gekennzeichnet.

W?=Wirtssiebelement, P=Parasiten-Siebelement, ZW=Zellwand, Ca=Callose, (A) bar=1,16 pum, (B) bar=0,91 pm

Abb. 3-47: Phloemelemente innerhalb
desHaustoriumsvon Cuscuta reflexa

Zwel  benachbarte Siebrohrenglieder
von Cuscuta reflexa innerhalb des
Haustorialbereiches, die Uber Sieb-
poren miteinander in  Verbindung
stehen. Siebporen von P-Protein
durchsetzt (»).

P=Parasiten-Siebelement
ZW=Zellwand

bar=2,30 pm
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4 Diskussion

4.1 Etablierung der Wirt-Par asit-Systeme

Zwischen dlen von uns vewendeten Wirtgpflanzen, Nicotiana tabacum, Vicia faba,
Arabidopsis thaliana, und den von der Stammkultur isolierten Achsen von Cuscuta reflexa
bildeten sch innerhdb von 12 bis 14 Tagen kompatible Wirt-Parasit-Beziehungen aus. In den
meisen Fdlen efolgle die Paastieung der  Wirtgpflanze im  sog.  padlden
Induktionsmodus. Zu diesem Zweck wird der zur Haudorienbildung  beféhigte
»kontaktreizbare Abschnitt der Cuscuta-Achse an einer FHanke des zu paradtierenden
Wirtsorgans mit einem Klebeband befestigt. Dabel wird das unter natirlichen Bedingungen
auftretende Winden unterdriickt (IHL & WIESE 2000, HAUPT 2001). Diese Methode bietet
mehrere Vortelle Die Haugorien dnd nicht Uber den gesamten Umfang des paradtierten
Wirtsorgans  verteilt, sondern liegen in einer Reihe untereinander. Damit kdnnen be  der
Aufarbeitung Paradten und Wirtsgewebe besser voneinander getrennt werden. Durch das
Fixieren mit Klebeband wird der fir die Aushildung der ergen Haustorienstadien notwendige
Druck Uber die gesamte kontakireizbare Zone zum gleichen Zetpunkt ausgelibt und damit
ene anndhernd smultane Entwicklung der Haudtorien ausgeés. HAupPT (2001) fand bel
Untersuchungen des Saccharose-Transports in mit Cuscuta reflexa parastierten isolierten
Blétern von Pelargonium zonale, dass im padlden Induktionsmodus der funktiondle
Phloemanschluss durchschnittlich zwe Tage frilher dsim gewundenen erreicht wurde.

Die makroskopisch schtbare Entwicklung der Haudtorien verlief auf dlen Wirtgpflanzen nach
dem gleichen Muder. Vier Tage nach Beginn der Paradtierung waren Préhaugtorien zu
beobachten. Daba handdt es dch um saugnapfatige  Gewebeanschwellungen  der
Paraditenachse  (, Saugfulchen®), Uber die en enger, zundchst aulerer Kontakt zur
Wirtspflanze hergestelt wird. Durch eine vom Paadten ausgeschiedene eektronendichte
Zzementartige Substanz, die aus unveresterten Pektinen besteht, werden die Epidermen beider
Partner fest miteinander verklebt (VAUGHN 2003).

Innerhalb der ,SaugfiiRchen® dringt das Haudorium  kellférmig in das Wirtsgewebe ein,
wobel das Rindenparenchym des Parasten papillenartig auswéchst. Im gpikden Bereich des
Haudoridkels kommt es zur Aufgliederung in zahlreiche enzdne Hyphenstrange (Abb.
3-19). Diese sog. Suchhyphen breiten sich im Wirtsgewebe nach adlen Saten sowohl inter- ds
auch intrazdlulér aus (Abb. 3-39).

Nach mechanischer Befestigung an der Wirtspflanze, von uns ds Beginn der Parastierung
bezeichnet, zeigten die Achsen des Paradten en kontinuierliches Wachgum. An ihm war,
nach Messungen in den Wirt-Parasit-Systemen Vicia faba-Cuscuta reflexa und Arabidopsis
thaliana-Cuscuta reflexa, der 1 cm lange Spitzenbereich zu ca 85 % beaeiligt. Der
unmittelbar anschliel}ende, angeklebte haugtorienbildende Abschnitt hatte dagegen nur einen
Antal von ca 15 % am Gesamtzuwachs. Auch war das Wachstum dieses Abschnitts zatlich
begrenzt und konnte nur bis zum vieten Tag nach Beginn der Parastierung beobachtet
werden. Die Abschnitte hinter dem Haustoria stiick zeigten kein Wachstum.
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Prinzipidl gleiches Wachsumsverhdten wurde auch an Cuscuta-Achsen ohne Wirtskontakt
beobachtet. Auch bei ihnen hate der 1 cm lange apikale Abschnitt den grofden Antell am
Wachstum (ScHuLz 2000, BIRSCHWILKS 2000). Nach 4 Tagen trat eine deutliche Stagnation
des Wachsums auf, zum gleichen Zeitpunkt wurden die Anlagen der Préhaustorien sSchtbar.
Innerhab der Cuscuta-Achse hatte sch durch die Wachsums- und Differenzierungsprozesse
bel der Haudtorienbildung ein zweiter sink entwickelt, der mit der wachsenden Spitze um die
Assmilate konkurriert. Bel isoliet wachsenden Achsen konnte ene Wachstumsstagnation
nicht beobachtet werden (ScHULZz 2000, BIRSCHWILKS 2000).

Ab dem achten Tag nimmt die Wachsumsgeschwindigkeit wieder zu und eracht mit
4,1 c/d wesentlich hthere Werte ds in den erden Tagen der Paradstierung. Das igt en
deutliches Indiz fir enen funktiondlen Letbinddanschluss des Paesten und die
Versorgung mit Néhrgoffen aus dem Wirt. Fir Cuscuta odorata und Cuscuta platyloba
efolgte in Win-Paragt-Sysemen mit Arabidopsis thaliana die Aushildung des funktiondlen
Wirtskontakts bereits nach 5-7 Tagen. Das deckt sch mit Ergebnissen von IHL & MIERSCH
(1996), die bel Paradtierung von Lycopersicon esculentum fir Cuscuta platyloba und Cuscuta
odor ata ebenfdls eine schndlere Entwicklung der Haugtorien s fir Cuscuta r efl exa fanden.

Obwohl Cuscuta in dlen Wirt-Parast-Sysemen dominierender sink  is, héangt ihre
Entwicklung vom Umfang der Stoffproduktion in der Wintspflanze ab. So war das Wachstum
von Cuscuta reflexa auf Arabidopsis thaliana wesentlich geringer ds auf Nicotiana tabacum,
Vicia faba und Pelargonium zonale.

Be der luxurierenden Erndhrung Uber ene Wirtspflanze werden im Paragiten nicht bendtigte
Kohlenhydrate als Stérke in den Amyloplasten gespeichert SINGH ET AL 1968, MISRA ET AL.
1970, BARCKHAUS & WEINERT 1974, BIRSCHWILK S 2000).

Bis zum Ansthluss an die Leatgewebe des Wirtes snd die isolieten Achsen ba ihrem
Wachdum und Stoffwechsd auf die Subgstanzen angewiesen, die zum Zeitpunkt der
Isolierung  von der  Stammkultur  in ihnen  vorliegen. Bis zum  vieten Tag der
Haugtorienentwicklung wurde eine deutliche Abnahme des Kohlenhydraigendtes in  den
Achsen gemessen (Abb. 3-2). Diese erfolgt hauptsichlich auf Kosten der Stérke. Der Gehdt
an Sacchaose blieb wetgehend kongant und dieg in den eden Tagen der
Haugtoridentwicklung sogar Uber den Gehdt in den Ausgangsachsen an (Tab. B im Anhang).
Dieses Ergebnis unterstreicht die Bedeutung von Saccharose as Transportsubstanz fur die
Versorgung der wachsenden Spitzenabschnitte und das sch entwickelnde Haugtorium  mit
Kohlenhydraten. Durch Berechnung des Antels, den die enzenen Achsendbschnitte am
Gesamtgehdt der Achse wahrend der Haugtorienentwicklung bedtzen, konnten wir zeigen,
dass die Versorgung des Neuzuwachses in erster Linie auf Kogten der Abschnitte hinter dem
neugebildeten Haugtorium efolgt. So snken die prozentuden Antele diessr Abschnitte am
Starkegehdt der Achse vom Beginn der Paadtierung bis zum achten Tag der
Haustorienentwicklung von 61,5 % auf 15,7 %, am Saccharosegehdt von 71,2 % auf 22,1 %.
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Alle Cuscuta reflexa-Achsen zeigten zwel Tage nach Beginn der Paragitierung en deutliches
Ergrinen des Neuzuwachses, das etwa bis zum sechden Tag der Paragitierung anhielt. Die
gleiche Erscheinung konnten wir auch an isoliet wachsenden Achsen ohne Wirtskontakt
beobachten. Fur se konnte gezeigt werden, dass das Ergrinen sowohl mit ener Zunahme s
Chlorophyll- und Carotinoidgehdtes as auch mit ener gedteigerten Photosyntheseektivitét,
messbar durch einen Angieg der CO,-Fixierung, der O,-Entwicklung und der Menge an
Rubisco, verbunden war (BIRSCHWILKS 2000, BIRSCHWILKSET AL. 2001).

Cuscuta reflexa hat durch die parastische Lebenswveise die Fahigkeit zur Photosynthese nicht
verloren (MACLEOD 1962, BACCARINI 1966, FER 1979, MACHADO & ZETSCHE 1990, HIBBERD
ET AL 1998, SHERMAN ET AL 1999, BRSCHWILKS ET AL 2001). Ba enem Wachstum mit
Wirtskontekt und ausreichender Versorgung mit Kohlenhydraten spidt de jedoch keine
Roalle,

Wird der Nahrgtoffsrom durch die Isolierung von der Wirtspflanze aber unterbrochen,
resgiert Cuscuta mit eénem Andieg der Photosynthese Der Substanzgewinn durch die
Photosynthese i sghr gering und spidt nach der Ausbildung des funktiondlen
Wirtskontaktes  Uberhaupt keine Rolle mehr. Be  Brickeninfektionen war be  der
Haudorienausbildung an der zweiten Wingflanze in kenem Fal en Ergrinen des
Neuzuwachses zu beobachten, da Cuscuta durch den Kontekt mit der ersten Wirtspflanze
augeichend mit Néhrdoffen versorgt wurde. Bel isolieten Achsen konnte durch exogene
Applikation von Seccharose das Ergrinen des Neuzuwachses und damit der Angtieg der
Photosynthese im Parasiten verzogert werden (BIRSCHWILKS 2000).

4.2 Xylemtransport

In Wirt-Paradt-Sydemen mit Vicia faba bzw. Arabidopsis thaliana ds Wirtspflanze wurde
der funktiondle Xylemanschluss zwischen beiden Partnern durch Applikation von Texas red
Dextran an den Wirt mikroskopisch dargestelt. Der nach Anregung mit Licht ener
Welenlange von 543 nm rot fluoreszierende wasserlodiche Farbstoff hat eine molare Masse
von 3 kDa und wird ausschliefdich im Apoplasten transportiert. Er ist der Farbstoff der Wahl,
um enen funktiondlen Trangport im Xylem darzugdlen (ROBERTS ET AL 1997, OPARKA ET
AL. 1996b, HAUPT 2001, HAUGLAND 2002). In den Querschnitten durch die Haugtoridregion
war sain Trangport von den Letbindeln des Wirtes Uber das Haugtorium in die Leitbindd des
Parasten as durchgangige rote Huoreszenz Schtbar (Abb. 3-4 und 3-27). Innerhalb des
Haugtoriums bildet das Xylem enen zentrden Strang, der aus wenigen, rdativ grofumigen
Gefden mit vergarkten Wanden besteht (Abb. 3-15). Se entstehen wie die PHoemdemente
durch Differenzierung aus den Parenchymzellen des Haugtoriakeiles (DORR 1996).

Die Versorgung des Parasten mit Substanzen Uber das Xylem i, wie unsere Untersuchungen
zeigten, jedoch auf¥erordentlich gering, was auf seine geringe Trangpiration (FER ET AL. 1987)
ds treibende Kraft fir den Wassartransport im Xylem zurlickzuftihren igt. In Cuscuta reflexa-
Achsen snd zwar wiederholt Spatoffnungen beschrieben worden (UNGER 1840, ULOTH 1860,
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KocH 1874, SCHMUCKER 1959, PANT & BANERJ 1965), ihre Anzahl ist aber mit 1-2 pro mm?
aulerordentlich  gering  (SCHAFFNER  1979). Wir fanden bea  lichtmikroskopischen
Untersuchungen nur im jungen gpikden Spitzenbereich Stomata mit geschlossenen Spadten
und stark vakuoliserten SchlieRzellen, was darauf hindeutet, dass se in ihrer Offnungsweite
noch reguliecbar snd (BIRSCHWILKS 2000). Im mittleren Achsenbereich snd se zu
extrafloraen Nektarien umgedtdtet, durch die Saccharosetrdpfchen ausgeschieden werden
(SCHAFFNER 1979). Die in unseren Experimenten exogen an den Wirt applizierten
ausschliedich im Xylem mohbilen Xenobiotika Diuron und Atrazin (NEUMANN ET AL. 1985)
sowie das Schwermetdl Cadmium gelangten nur zu sehr geringen Antellen in die Cuscuta.
Nach einer Versuchsdauer von 24 Stunden konnten unabhéngig von der Versuchsanordnung
(bewurzdte Wirt-Parast-Syseme oder wurzdlose Explantate) nur durchschnittlich 4 % der
transportierten Verbindungen im Parasiten nachgewiesen werden. Auch bel Verlangerung der
Applikationsdauer auf sechs Tage, wie bea  den Trandokationsuntersuchungen des
Schwermetalls, wurden nur 10,1 % des aus der Wurzd audtransportierten Cadmiums in
Cuscuta gemessen.

De Hauptantell dieser Vebindungen lag im Parasten sets im Haudoridstick, d.h. in
unmittelbarer Nachbarschaft zum Wirt, vor. Be Fehlen empfindlicher Methoden sind die
geingen Substanzmengen, die Uber das Xylem in den Parasten gdangen, nur schwer
nechzuweisen. Das fuhrte dazu, dass fur enige Vebindungen, wie zB. fir Nicotin en
Trangport aus Nicotiana in die Cuscuta-Achse ausgeschlossen wurde WALZEL 1952). Durch
Elektronenspray-Massengpektroskopie konnten wir jedoch eindeutig den Trangport dieses in
der Wurzd des Wirtes synthetiserten und ausschlieldich im Xylem transportierten Alkaoids
in den Parasten nachweisen. CZYGAN ET AL. (1988) fanden beim Wachstum von C. reflexa
und C. platyloba auf verschiedenen Solanaceen dle in den Wurzdn der Wirtspflanzen
gynthetiserten Alkaloide (Berberin, Atropin, L-Hyoscyamin, Scopolamin), wenn auch in
unterschiedlichen  Konzentrationen, im Paradten wieder, was zusammen mit unserem
Nachweis des Nicotins gegen eine quditative Sdektivitat beim Xylemtransfer spricht.

In unseren Versuchen konnte gezeigt werden, dass ambimobile Verbindungen, wie die
nichtproteinogene a-Aminoisobuttersiure (AIB) und das Herbizid Glyphosat, nach exogener
Applikation sowohl Uber intakte Wurzdsyseme as auch Uber die offene Schnittfléche des
Wirtes in sehr vid grofReren Mengen ds die xylemmobilen Verbindungen in den Paraditen
gdangen und in ihm auch anders vertelt werden. |hr Hauptantell befindet sch in den
wachsenden Abschnitten der Cuscuta-Achse. Der Trangport dieser Substanzen in den
Parasten efolgt hauptsichlich Uber das Phloem, was auch durch die Akkumulation dieser
Vebindungen in den sink-Abschnitten deutlich wird. Der dazu notwendige Xylem:Phloem:
Trandfer findet nach unseren Ergebnissen bereits in der Vicia-Achse datt, da in bebl&terten
und blatlosen Versuchssysemen Uberengimmende Vertelungsmuster erhdten  wurden.
EsCHRICH (1966) wies mit der Aphidentechnik enen  Phloem-Transport  von
wurzelgpplizierter 24C-Saccharose in Vicia faba nach. Be Unterbrechung des Phloemstromes
durch Dampfringelung trat kein radioaktiv markierter Honigtau mehr auf. Fir Aminosduren,
enschlieldich AIB (DA SILVA & SHELP 1990), wurde wiederholt ein Xylem-Phloem Transfer
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nachgewiesen (VAN DIE 1963, GARDNER & PEEL 1971, ESCHKE & PATE 1991, JESCHKE &
HARTUNG 2000).

JESCHKE ET AL (19944, b) parasitierten Lupinus albus mit Cuscuta reflexa und bestimmten G-
und N-Gehdte in ausgewdhiten Abschnitten des Wirtes und des Parasten sowie im Phloem-
und Xylemsaft. Aus den erhdtenen Werten berechneten de en Moddl fir Transportflisse
und die Vertelung von Kohlengoff- und Stickstoffverbindungen zwischen Wirt und Parasit.
Danach bezient Cuscuta sowohl Stickstoff- ds auch Kohlengtoffverbindungen zum grofden
Tell aus dem Phloem des Wirtes Der Uber das Xylem importiete Antell betragt fir
N-Vebindungen lediglich 64 %, fir C-Vebindungen nur 05 %. Das i umso
bemerkenswerter, da in dem von ihnen benutztem Wirnt-Paragit-Sysem der grofte Teil der
Stickgoffverbindungen in den Wurzdkndlichen der Wirtspflanze synthetisert und im Xylem
in die oberirdischen Abschnitte transportiert wird. Phloem und Xylemssft-Andysen zeigten
utter dem Einfluss von Cuscuta eine deutliche Erhthung des N-Gehdtes im Phloemsaft
gegenlber den nicht paradtierten Kontrollpflanzen. Offengchtlich wird der auch in nicht
paradtieten Lupinenpflanzen vorhandene XylemPhloem-Trandfer (LAYZELL ET AL 1981,
PATE 1986) unter dem Einfluss des neu etablierten snks Cuscuta verstérkt. Auch durch sich
entwickelnde Fruchte kommt es zu ener Erhthung des Xylem-Phloem-Transfers (PATE
1984).

JESCHKE ET AL (1994b) gehen be ihrem Moddl davon aus, dass der Stoffaustausch zwischen
Phloem und Xylem nicht in den Blé&tern sondern berats in den Internodien der Wirtspflanze
dattfindet, was auch unsare Ergebnise klar zegen. Auch in  nicht paradtierten
Lupinenpflanzen efolgt nach Untersuchungen von LAYZELL ET AL (1981) in diesen
Abschnitten en Augtausch der Stickstoffverbindungen zwischen den beiden Letsysemen, bel
dem die Xylemparenchymzdlen ene entscheidende Rolle spiden (Kuo ET AL 1980,
LAYZELL ET AL 1981). Fir Arabidopsis wird eine Beteligung des Aminosiuretransporters
AAP2 am XylemPhloemTrander im Stengd diskutiet. Das Protein wird im  Phloem
exprimiet und soll auch am retrieval der Aminosduren entlang des path beteligt san
(HIRNERET AL. 1998).

Wir fihrten unsere Untersuchungen zur Xylemtrandokation sowohl an bewurzeten Pflanzen
as auch an wurzellosen Explantaten durch. Be den Explantaten erfolgte die Applikation der
Vebindungen Uber die untere  Schnittflache der Wirtgpflanze Fiar  bede
Versuchsanordnungen  erhidten wir Ubereinstimmende Ergebnisse, die prozentuden Antele
an transportiertem Glyphosat und transportierter AIB waren in den wurzellosen Explantaten
jedoch hoher ds in den Experimenten mit bewurzdten Pflanzen. Bei Applikation Uber die
Schnittflache  findet  zusétzlich zum  berats  angesprochenen  Xylem-Phloem Trandfer  ene
direkte Aufnahme von AIB und Glyphosat aus dem bel der Fitterung infiltrierten Apoplasten
dat. Eine solche Aufnahme mit nachfolgendem Transport im Phloem konnte fir phloem und
ambimobile Xenobiotika auch an isolierten Infloreszenzachsen von Yucca (NEUMANN ET AL
1985), fur das Herbizid Glufosnat und fir AIB an abgeschnittenen Sprossen von Glycine
Spec. gezeigt werden (SHELPET AL. 1992).

Mit der aus unseren Experimenten abgdeteten Schlussfolgerung, dass Cuscuta die
Hauptmenge der Uber die Wurzd aufgenommenen Substanzen nach einem  XylemPhloem:
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Trandfer Uber das Phloem bezieht, simmt auch die von WALLACE ET AL (1978), MALIK &
SINGH (1979) sowie von SARIC ET AL (1991) emittdte Vertelung von Minerdgtoffen in
auggewdhlten  Abschnitten von  Wirt und Paast Uberein. Se zeigt enen engen
Zusammenhang mit der Mobilitéd der Minerdgtoffe im Phloem. Die sgr gut im Phloem
mobilen lonen K*, M@® und PO,> (ZIEGLER 1975) liegen in hohen, die Werte des Wirtes
Ubergteigenden Konzentrationen im Parasten vor und befinden sch bevorzugt in der
wachsenden sink-Region. Die Gehdte von F&?*, Zr?*, Mré* und CU/¥*, von ZIEGLER (1975) ds
Mingdien mit mittlerer  (intermediater) Phloemmobilitdt  eingestuft, entsprechen  den
Konzentrationen im Wirt oder liegen geringfUgig darunter. Das Gleiche gilt fir Bor, das in
der Aufgdlung von ZIEGLER (1975) noch ds phloemimmobil gdt, fir das aber in neueren
Arbeten ebenfdls ein Xylem-Phloem Trandfer nachgewiesen werden konnte (SHELP ET AL
1998). Die Konzentration des im Phloem immobilen C&* (BukovAc & WITTWER 1957,
ZIEGLER 1975) lag be dlen Andysen des wesentlich unter der in der Wintspflanze.
Innerhalb der Parasitenachse besitzt das Haustoriastiick den groften Gehdt an C&*. Das
entspricht der in unseren Experimenten ermittdten Vertelung von Atrazin, Diuron und
Cadmium (Abb. 3-7B und D sowie Abb. 3-8A vergl. Abschn. 1+4).

4.3 Phloemtransport

Dea Stofftransfer zwischen Wirt und Paradt Uber das Phloem i wesentlich intensver ds
Uber das Xylem. Das entspricht auch den anatomischen Verhditnissen. Die im Querschnitt
dliptischen Haudorien bestzen konzentrische Leitbindd mit  zentrden  grofdumigen
Xylemdementen, die dlsdtig von zahlrdchen Phloemdementen aus Sebrdhren  und
Gddtzelen umgeben snd. Die Anzahl der Phloemdemente is wesentlich grof3er ds die der
Xylemdemente (Abb. 3-15). DORR (1990) z&hlte in @nem Querschnitt durch die Letbindd
des Haugtoriums von Cuscuta odorata 20 Xylem und 120 Phloemeemente.

Im Mittdpunkt unserer Untersuchungen zum Phloemtransport stand die Klaung der Frage,
ob der Transfer der Substanzen aus dem Phloem des Wirtes in den Parasiten apoplastisch oder
symplagtisch erfolgt.

Die Expeimente wurden an Explantaten durchgefihrt. Dabe wurden die fir mindestens 14
Tage mit Cuscuta reflexa paradtierten Vicia-Pflanzen dak reduziet. Die Explantate
bestanden nur noch aus dem mit Cuscuta paragtierten Internodium und einem Blatt oberhab
der Parastierung, das an der gleichen FHanke wie der Parasit inseriert war (Abb. 311). Alle
Ubrigen Bléter und die Wurzeln wurden entfernt. Unmittelbar nach der Pr8paration wurde
durch Eingdlen der Explantate mit der unteren Schnittflachen fir 30 Minuten in ene Lésung
von 10 mM EDTA/ 10 mM MES-NaOH (pH 5) ein Verschluss der Siebréhren und damit eine
Unterbrechung des Phloemsromes verhindert (KING & ZEEVART 1974). Wéhrend der
Versuche danden die Intenodien in ener EDTA-frden Puffelésung von 10 mM
MES-NaOH (pH 5). In den so prdparierten Wirt-Parasit-Systemen liegen im Gegensaz zu
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vollgandigen Wirtgpflanzen Uberschtlichere  source-sink-Beziehungen und en, in nur ener
Richtung verlaufender Phloemstrom vor (Abb. 3-11). Wéhrend einer Versuchsdauer von 3
Stunden wurden ca. 73 % der auf das Vicia-Blait aufgetropften *H-Saccharose aus dem Blatt
audrangportiert, ca 24 % gedangten bis in die Pufferlosung. Die Vertellung innerhdb des
Wirt-Paradt-Systems wird deutlich durch Cuscuta ds sink bestimmt. So enthidt der
paradtierte  Vicia-Stengdabschnitt mit den Haustorien 41 % der  trangportierten
Verbindungen, die Abschnitte ober- und unterhadb der Parasitierung dagegen nur 11 % bzw.
12 %. In den Parasiten gelangten 36 % der trangportierten Verbindungen.

In weiteren Experimenten verglichen wir den Transport von Seccharose mit dem von zwel
Xenobiotika, MCPA und Glyphosat. Dabel sollte geprift werden, ob Cuscuta in der Lage i,
aus den im Phloem transportieten Verbindungen auszuwéhlen. Be einem  apoplagtischen
Transfer wére eine Sdektivitét des Trangports zu erwarten.

Von beden Vebindungen i bekannt, dass se nach Beadung in den Sebrohren
Gdatzdlen Komplex von den source-Blédtern gemeinsam mit den Assmilaen im Phloem zu
den sinkstransportiert werden (MULLER 1969, GOUGLER & GEIGER 1981).

Da Saccharose 3H-markiert und das Xenobiotikum *C-markiert ds Substanzgemisch an das
source-Blat appliziet wurden, konnte der Transport beider Verbindungen in derselben
Pflanze unter vollig identischen physologischen und aul3eren Bedingungen (Temperatur,
Licht, Luftfeuchtigkeit) bestimmt werden. Mit diesr Versuchsanordnung konnte auch
Uberprift werden, ob durch die Xenobiotika ene Beanflussung des Assmilaistromes, wie se
fir Glyphosat beschrieben wurde, efolgt (GOUGLER & GEGER 1984). Obwohl die
Konzentrationen der Xenobiotika in den Applikationddsungen mit 1 mM relativ hoch waren,
wurden in Experimenten mit und ohne Xenobiotikar Applikation keine Unterschiede in den
Trandokationsraten und Vertellungsmustern von Saccharose fesigestellt (Abb. 3-12).

In beiden  Versuchsreihen, d.h. nach  Applikation der  Substanzgemische
3H-Saccharose/**C-MCPA  sowie ®H-Saccharose/**C-Glyphosat, wurden firr Saccharose und
Xenobiotikum vdllig identische Muster der Vertelung sowohl zwischen Wirt und Parasit ds
auch innerhdb der Paradtenachse festgestellt (Abb. 3-12). Diese Ergebnisse sprechen ganz
klar fUr enen symplagtischen und gegen enen gpoplasischen Trander zwischen Wirt und
Paradit.

Beim gpoplagtischen Transfer waren wegen der erforderlichen zwel Membranpassagen, dem
Audritt der Verbindungen aus den Siebrohren des Wirtes in den gemeinsamen Apoplasten
und die Aufnahme in die Kontekthyphe des Parasiten, deutliche Unterschiede zwischen den
Antellen von Saccharose und Xenobiotikum, die aus dem Wirt in den Parasten gelangen, zu
ewarten. Se snd insbesondere durch die unterschiedlichen Mechanismen ba der Aufnahme
aus dem gemensamen Apoplasten in den Paradten bedingt. Fir Saccharose it ene
Aufnehme Uber spezifische Carier anzunehmen, fir die Xenobiotika eine Diffuson. Be
Aufnahmeuntersuchungen mit isolierten Letbinddn von Cyclamen persicum wurden fur die
Xenobiotika MCPA  und Glyphosst auch  deutliche  Unterschiede in den
Permestionskongtanten gefunden (GRIMM  ET AL. 1995). Vdllig unklar i nach bisherigen
Untersuchungen, wie die Freisetizung der Verbindungen aus dem Phloem des Wirtes an der
Kontaktstedle des Haudoriums efolgen soll. Einzige expeimentdle Hinweise fir enen
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solchen von Cuscuta induzieten Efflux snd die von WOLSWINKEL (1974b) und von
WOLSWINKEL & AMERLAAN (1983) fir das Wirt-Parasit-System Vicia faba-Cuscuta reflexa
beschriebenen  Auswaschexperimente. Se snd jedoch wegen der ungewohnlich  langen
Auswvaschzeiten von mehreren Stunden, die auch zu ene Freisetizung von Substanzen aus
dem Symplagten fihren konnen, methodisch umdritten (SAMODELKIN 1990). Nach Anscht
von WOLSWINKEL & AMERLAAN (1983) soll der Efflux der Saccharose Uber spezifische
Carier efolgen und metabolisch kontrolliert werden. Denkbar wére bel einem passvem
Efflux auch eéne Hemmung der fir die Wiederaufnahme in das Phloem verantwortlichen
Carier. Schwer vorgelbar i dagegen der Efflux der Xenobiotika Aufgrund ihrer
physkochemischen Eigenschaften zeigen bede Vebindungen ene grofe Retention im
Phloem. Sie ig auch Voraussetzung dafir, dass Se Uberhaupt in diesem Ferntrangportsystem
Uber wete Strecken mobil snd (NEUMANN ET AL 1985). MCPA ig im dkdischen
Phloemsait zu 999 % in hydrophile Anionen mit enem Vertelungskoeffizienten von
logKow=-0,74 dissoziiert GRIMM ET AL. 1995), die nach dem Prinzip einer lonenfdle in den
Sebréhren zurlickgehaten werden. Die Retention des sowohl bel pH 5 ds auch be pH 8 sehr
wassrlddichen  Glyphosats, charakteriset  durch  einen  Vertellungskoeffizienten  von
logKow=-0,92 (NEUMANN ET AL 1985), eafolgt nach enem intermediate permeability
Mechanismus (TYREE ET AL. 1979).

Ein Efflux beider Vebindungen kann nur durch Diffuson efolgen. Carier, die, wie im Fdl
von Saccharose, die Substanzen wieder in das Phloem zurickpumpen, sind nicht zu erwarten.
Fir MCPA ds schwache Saure wére eine Erhthung des Efflux durch eine lokde Erhdhung
des pH-Wetes im Apoplaten und ene dadurch bedingte Verdanderung des
Dissoziationsgleichgewichtes denkbar. Fir einen solchen pH-shift gibt es jedoch bisher
keinen Hinwels. Der Efflux von Glyphosat, dessen Vertelungskoeffizienten dch ba pH 5
und pH 8 nicht unterscheiden (NEUMANN ET AL. 1985) wirde dadurch nicht beeinflusst. Wir
haben aber fedgedtdlt, dass fUr beide Xenobiotika Uber die Kontaktstelle vergleichbare
Anteile an trangportierten Substanzen in den Parasiten gelangen (Abb. 3-12).

Unsere Experimente bestétigen die Ergebnisse von HAUPT (2001), die im Wirt-Paragit-System
Pelargonium zonale-Cuscuta reflexa nach smultaner Applikation von Saccharose und einer
braten Pdette biotischer und xenobiotischer Verbindungen ebenfdls enen nicht seektiven
Trangport vom Wirt in den Parasiten nachweisen konnte,

Durch gedgnete Huoreszenzfarbgtoffe konnen symplagtische Verbindungen sowohl zwischen
den Zdlen ene Pflanze ds auch zwischen Zdlen unterschiedlicher Arten, wie de be
Pfropfungen vorliegen, mikroskopisch sichtbar gemacht werden (SCHONING & KOLLMANN
1995, GOLECKI ET AL 1998). Die Fabdsoffe konnen auch zur Markierung des
Phloemtransports benutzt werden, da se nach exogener Applikation an die source-Bléter
ene Pflanze in den Sebrohren Gdetzdlen-Komplex aufgenommen und gemeinsam mit den
Assamilaten zu den sinks transportiert werden (WANG ET AL 1994, WANG & HSCHER 1994,
DUCKETT ET AL 1994, OPARKA ET AL. 1994, 1995, ROBERTS ET AL 1997, HAUPT ET AL
2001b). Dabei zeigen Se keinerlel s6rende oder toxische Einflisse auf den Phloemstrom. Der
an hafigten ds Make fir enen symplagischen Zdl-Zdl-Transport verwendete
Huorezenzfarbgtoff ist  5(6)-Carboxyfluorescein  (CF). Durch zwei  Carboxylgruppen am
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Benzolring bedtzt die Verbindung gegeniber dem in friheren Experimenten héufig benutzten
Fuorescein (SCHUMACHER 1933, 1934) im schwach akaischen Symplasten eine wesentlich
dé&kere Dissoziation und damit auch eine grofere Hydrophilie. Entsprechend der pKaWerte
von 3,3; 4,65 und 6,98 liegen von CF im pH-Bereich zwischen 6,3 und 7,3 nur noch 0,01-0,1
% der Vebindung undissoziert vor (WRIGHT ET AL 1996). Wéhrend Fluorescein mit pKa
Werten von 4,4 und 6,7 MARTIN & LINDQUIST 1976) im Phloem noch zu enem gewissen
Umfang ds undissozietes membranpermesbles Molekll vorliegt und damit auch entlang des
path in den Apoplasen audreten kann, verbleiben die hydrophilen Anionen von 5(6)-
Carboxyfluorescaein gets im Phloem bzw. bem Transport von Zdle zu Zdle im Symplasten
(OPARKA 1991, GRIGNON ET AL 1989, KNOBLAUCH & VAN BEL 1998). Um die fir den
Nachweis im Fuoreszenzmikroskop notwendigen Konzentrationen des Farbstoffes in den
Zdlen zu erechen, wird dieser ds lipophiler, nicht fluorezierender Ester mit enem
Vertalungskoeffizienten von log Kow=1,3 &appliziet. Seine Aufnahme ist wesentlich besser
ds die der Saure (log Kow=-1,9), die zudem ba pH 5 im Apoplasten berdts zu einem
wesentlichen Prozentsatz dissoziiert i (WRIGHT ET AL 1996). Durch unspezifische Egterasen
werden die Egter nach ihrer Aufnahme in die Zdle gespdten. Ein weiterer ds symplagtischer
Transportmarker eingesetzter Farbstoff ist 8-Hydroxypyren1,3,6-trisulfonsdure (HPTS). Mit
den dre Sulfonsauregruppen, die im dkdischen Bereich des Symplasten dissoziiert
vorliegenden, ig die Verbindung noch hydrophiler as CF (log Kow=-10,1 WRIGHT ET AL.
1996). Auch HPTS wird ds lipophiler Edter, 8-Acetoxypren1,3,6-trisulfonsture (HPTSA),
gopliziet. Die Vertalung des Huorezenzfarbdoffes im Phloem efolgt nach dem gleichen
Muster wie die der Assimilate (WRIGHT & OPARKA 1996).

Wir applizierten beide Farbstoffe ads Ester an source-Bléter von mit Cuscuta parastierten
Vicia-Pflanzen. Applikationsort und Ort des Ubertritts in den Parasiten waren 10-15 cm
voneinander entfernt. Damit konnte ausgeschlossen werden, dass die Ester innerhdb der von
uns benutzten Versuchszeiten ungespdten im Apoplasten bis zur Kontektstdle zwischen Wirt
und Parasit gelangen und dort direkt aus dem Apoplasten in Cuscuta aufgenommen werden.

Bereits nach 3 Stunden war im Fluoreszenzmikroskop ein Ubertritt beider Farbstoffe aus dem
Phloem des Wirtes Uber das Phloem des Haustoriums in das Phloem der Pearastenachse
deutlich zu erkennen (Abb. 3-14). Dabel wiesen die durch Cuscuta parastierten Leitbinde
gegentber den nicht paradtieten eine wesentlich stérkere Fluoreszenz auf, was auf einen
erhdhten Trangport Uber diese Bindd hindeutet. Mit diesen Bildern werden die aus den
Ergebnissen  dar Trandokationsversuche  abgeeiteten  Vordelungen  von  einem
symplasischen  Stofftransfer  zwischen beiden Patnen auf zdluld&er Ebene endrucksvoll
bestétigt. Auch in den Wirt-Parast-Systemen Arabidopsis thaliana-Cuscuta reflexa (Abb.
3-20) und Pelargonium zonale-Cuscuta reflexa (BIRSCHWILKS, Ergebnis nicht dargestellt)
konnte nach einer Versuchsdauer von 3 Stunden ein Transport von CF aus der Wirtspflanze in
den Paasten sichtbar gemacht werden. HAUPT (2001) zeigte enen Ubertritt von
Huoreszenzfarbstoffen aus Nicotiana benthamiana in Cuscuta reflexa. Damit liegen aus
Exparimenten mit  Wirtgpflanzen aus vier unterschiedlichen  Familien  (Fabaceee,
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Brassicaceae, Geraniacese, Solanaceae) Ubereingimmende Ergebnisse Uber die symplagtische
Natur der Phloemverbindungen zwischen Wirt und Cuscuta reflexa vor.

Obwohl Sebdemente im auddifferenzierten Zustand keinen Zdlkern und keine Ribosomen
bestzen (SIOLUND 1997, KNOBLAUCH & VAN BEL 1998) und damit auch nicht mehr zur
Proteinsynthese  féhig snd, wurde im Phloemsaft ene grole Anzahl  (>200)
unterschiedlichster Proteine nachgewiesen (FISHER ET AL 1992, NAKAMURA ET AL. 1993,
SAKUTH ET AL. 1993). Die P-Proteine von Cucurbita maxima PPl und PP2 sind dabel
mengenmadg am bedeutendsten (SMITH ET AL. 1987, BOSTWICK ET AL. 1992, QLARK ET AL
1997). Eine Vidzahl der im Phloem trangportierten Proteine ist charakterisert worden
(THOMPSON & ScHULZ 1999, KEHR ET AL. 1999, HAYASHI ET AL. 2000, OPARKA & SANTA
CrRUZ 2000). So wurden im Phloemsaft ua Cydatin (BALACHANDRAN ET AL. 1997),
Glutaredoxin (SzZEDERKENY!I ET AL 1997), Prdfilin (SCHOBERT ET AL. 2000), Thioredoxin h
(ISHIWATARI ET AL. 1995, 1998), Ubiquitin (SCHOBERT ET AL. 1995, 1998), Saccharose-
Transporter SUT1 KUHN ET AL. 1997) und CmPP16 bzw. CmPP36 (XOCONOSTLE-CAZARES
ET AL 1999 Bzw. 2000) nachgewiesen. CmPP16 kann RNA binden und so, wie das virde
movement protein, deren Trangport zwischen Mesophyllzellen vermitteln.

Die Proteine bestzen Molmassen zwischen 10 und 200 kDa lhre Synthese efolgt in den
Geatzdlen. Die vezwegten Pasmodesmen zwischen Gdetzdlen und Sebdementen
bestzen eine Ausschlussgrof3e zwischen 10 und 40 kDa, so dass Proteine dieser Grole
ungehindert aus den Gdedtzdlen in die Sebdemente gdangen komen (KEMPERS ET AL
1993, KEMPERS & VAN BEL 1997). Thioredoxin h, Cydatin, Glutaredoxin, PP1, PP2 und
CmPP16 konnen die AusschlussgrofRe von Plasmodesmen erhdhen und damit ihren eigenen
Trangport sowie den von mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelten Dextranen ermdglichen
(BALACHANDRAN ET AL. 1997, THOMPSON & SCHULZ 1999).

Besondere Bedeutung fir die Untersuchung des Proteintransports bedtzt das  grin-
fluoreszierende Protein (GFP), dessen Transportweg in der Pflanze durch seine Huoreszenz
veafolgt werden kann. IMLAU ET AL (1999) gedang sene Synthese unter Kontrolle des
AtSUC2 Promotors in den Gdeltzelen transgener Pflanzen von Arabidopsis thaliana und
Nicotiana tabacum. Wie die pflanzeneigenen Proteine gdangt dieses fremde 27 kDa grof3e
Protein Uber Plasmodesmen in die Sebdemente und wird anschlief?end mit den Assmilaten
zu den sinks junge Bléter und dch entwickende Bliten, transportiet und dort entladen
(IMLAU ET AL. 1999, OPARKA ET AL. 1999). Aufgrund der Molekiilgrofe kann die Entladung
nur Uber Plasmodesmen efolgen. Auch in  Pfropfungsexperimenten mit transgenen und
Wildtyppflanzen von Nicotiana tabacum konnte ein Phloemtransport von GFP nachgewiesen
werden (IMLAU ET AL. 1999).

Wir paradtierten transgene AtSUC2-GFP-Pflanzen von Arabidopsis thaliana mit Cuscuta
reflexa, Cuscuta odorata und Cuscuta platyloba. Nach ener Parastierungsdauer von
mindestens 14 Tagen wurden Handschnitte durch die Haudoridregion angefertigt und mit
dem konfokaen laser scanning Mikroskop ausgewertet. Dabel konnte fir dle drei Cuscuta-
Arten gezeigt werden, dass GFP aus den Siebrohren des Wirtes direkt in das Phloem des
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Parasten Ubertritt und anschlie3end im Phloem der Cuscuta-Achse zu den sinks transportiert
wird (Abb. 3-22 und Abb. 323). Wie in den Versuchen mit Grboxyfluorescein konnte auch
fir GFP in den von Cuscuta parastieten Blnden des Wirtes eine wesentlich stérkere
Fluoreszenz ds in den nicht parastierten Blndeln beobachtet werden. An nicht paragtierten
Binden war auch kein Ausdtritt des Proteins in dis umgebende Wirtsgewebe zu erkennen. Die
Grole des Protens last nur enen symplagischen Ubertritt  zwischen den  beiden
Letsysemen zu.

Der Nachweis des GFP-Transportes aus Arabidopsis thaliana in dre  unterschiedliche
Cuscuta-Arten spricht eindeutig gegen die von CHRISTENSEN ET AL (2003) vertretene
Auffassung, dass der von HAUPT ET AL (2001a) und auch von uns in dieser Arbet
nachgewiesene GFP-Transfer zwischen AtSUC2-GFP-Tabak und Cuscuta reflexa (Abb.
3-24) ene nur fir diese Wirt-Parast-Kombination spezifische Erscheinung dargelt und
nicht zu verdlgemeinemn ig.

In einer zweiten Versuchsreihe wurden transgene Arabidopsis-Pflanzen, die ene Fuson von
GFP mit Ubiquitin (355 kDa) in den Gedetzdlen exprimieren, mit den dre Cuscuta-Arten
parastiert. Das Protein wird wie GFP mit dem Assmilatstrom aus den source-Blétern in die
Bltendstandsachsen trangportiert.

Wie be den GFP-Pflanzen zeigten die Querschnitte durch die paradtierten Letbindd der
GFP-Ubiquitin-Pflanzen ebenfdls ene wesentlich d&kere Huoreszenz ds die  nicht
paradtieten Bindd. Wir haben Uber 400 Wirt-Parasit-Systeme aufgearbeitet und die
Parasitierungsdauer bis auf 30 Tage ausgedehnt, in keinem Fal konnte jedoch ein Ubertritt
des Proteins aus den Letbindeln des Wirtes in den Parasiten beobachtet werden. Dass aber
en funktiondler Kontakt zwischen Wirt und Parast bestand, Uber den ein Assmilattransport
efolgte, konnte durch Trandokation von Saccharose aus dem Wirt in den Paradten gezeigt
werden (Tab. 313). Durch den ungehinderten Transport von CF (Abb. 326) wurde auch das
Vorhandensein  der  durchgehenden  funktiondlen symplasischen  Verbindung  zwischen
beiden Partnern nachgewiesen.

SO0 lasen die Ergebnisse nur den Schluss zu, dass die Ausschlussgrole der plasmatischen
Verbindungen zwischen dem Phloem von Arabidopsis und dem Phloem von Cuscuta im
untersuchten Entwicklungsstadium kleiner as 35,5 kDaiig.

Auch SAUER und Mitabeiter (personliche Mitteilung) konnten in den transgenen
Arabidopsis-Pflanzen keine Entladung des GFP-Ubiquitin in den sinks beobachten, was
ebenfals auf eine Ausschlusgrofle <355 kDa fir die Plasmodesmen in diessn Geweben
hindeutet.

Auch die Proteine PP1 (96 kDa) und PP2 (48 kDa), die gut im Phloem von Cucurbita maxima
transportiert werden (GOLECKI ET AL 1999, THOMPSON & ScHULz 1999) und auch in
heteroplastischen  Pfropfungen einen ungehinderten Transport zwischen Reis und Unterlage
zeigen (GOLECKI ET AL 1998), werden nicht aus dem Phloem entladen CLARK ET AL. 1997,
DANNENHOFFER ET AL. 1997).
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Die molaren Massen der Proteine sagen nichts Uber ihre Form aus, die beim Transport durch
die PMasmodesmen scher auch eine Rolle spiet. Das GFP-Molekil z.B. ig en Zylinder mit
enem Durchmesser von 24 nm und ener Lange von 4,2 nm ORMO ET AL. 1996, YANG ET
AL. 1996). Uber die Form und raumliche Ausdehnung von GFP-Ubiquitin ist bisher jedoch
nichts bekannt.

4.4 Bruckenversuche

Sat zu Beginn der vierziger Jahre BENNETT (1940) und JOHNSON (1941a, b) von ersten
gelungenen Versuchen, pflanzliche Viren durch Cuscuta zu Ubertragen, berichteten, it
Cuscuta fir die pflanzliche Virusorschung bedeutend geworden. Bisher  wurden
Untersuchungen mit mehr ads 50 Virusaten durchgefihrt und verschiedene Cuscuta-Arten
auf ihre Eignung ds Virudibertréger geprift (BENNETT 19443, b, 1956, SCHMELZER 1956,
HosrFoRD 1967). Fur Cuscuta reflexa liegen bisher nur wenige Angaben in der Literatur vor.
HosFORD  (1967) beschreibt ene Ubertragung des raspberry mosaic  complex
(Himbearmosaikvirus) zwischen 2zwe  Himbeerpflanzen, HAuPT (2001) konnte durch
molekularbiologische Methoden eine efolgreiche Ubertragung des Potexvirus PVX  durch
Cuscuta reflexa zwischen zwe Pflanzen von Nicotiana benthamiana nachweisen.

Da die sysemische Ausbreitung von Viren ihren symplastischen Trangport von Zdle zu Zdle
und zwischen source und sink enen Transport gemeinsam mit den Assmilaen im Phloem
efordert, snd Trandokationsexperimente mit  Viren neben Untersuchungen zum GFP-
Trangport ene weitere exzdlente experimentdle Moglichkelit, um Aussagen Uber die Natur
der zelul&ren Verbindungen zwischen Wirt und Parasit zu machen.

Wir untersuchten im Wirt-Paragt-System Nicotiana tabacum SNN-Cuscuta reflexa den
Transport des potato virus Y, Samm-N (PVYN), der zu den Potyviren gehort. Die Gattung ist
mit ca 180 Arten die grofde innerhab der Pflanzenviren (SHUKLA ET AL. 1994). Ihre Vertreter
verursschen Schéden an einem breiten Spektrum von Wirtspflanzen (>30 Familien) und
werden durch Blaitlduse nicht-perssent, das heil¥ nur fir wenige Minuten nach dem Eindich
in ene virudnfiziete Pflanze, durch die Mundwerkzeuge der Insekten Ubertragen, enige
Arten sind auch durch Samen Ubertragbar (JOHANSEN ET AL. 1994, SHUKLA ET AL. 1994).

Das Genom des Potyvirus bestehnt aus einem enzelsrangigen (+) RNA Molekil (REVERS ET
AL. 1999) und codiert fir enen einzigen offenen Leserahmen (ORF), ein Polyprotein, das von
dre viruscodierten Proteasen in funktiondle Proteine prozessert wird (RIECHMANN ET AL.
1992). An dea Replikation snd wahrscheinlich verschiedene viruscodierte Proteine beteligt
(REVERS ET AL 1999). Das Hiillprotein (oat protein) ist das einzige Strukturprotein, das von
der genomischen RNA codiert wird. Ein Viruspartiked wird aus der RNA und ca 2000
Einheiten des Hulllproteins gebildet (MATTHEWS 1991)

Eine sysemische Infektion der Pflanze efolgt nur, wenn der Virus in der Lage is, Sch nach
Vemehrung in ene Zele in der ganzen Pflanze auszubreiten. Das efordert zunéchst enen
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Trangport des Virus von Zdle zu Zdle. Dazu muss die Ausschlussgrofie der Plasmodesmen
von ca 1 kDa zwischen den Mesophyllzellen vergrofRert werden (GoobwiIN 1983, TERRY &
ROBARDS 1987, LUCAS & GILBERTSON 1994). Diese Funktion Ubernimmt, z.B. bem
Tabakmosak Virus (TMV), en von den Viren synthetisertes spezdles Bewegungsprotein
(movement protein, MP), bel den Potexviren, zu denen der von HAUPT (2001) benutzte PVX
gehdrt, eine Relhe verschiedener Bewegungsproteine, die vom ,triple gene block® codiert
werden und unter Betelligung des capsid proteins das Virusgenom durch die Plasmodesmen
trangportieren. Der durch die MP's vermittete Trangport von Viren durch Plasmodesmen
benhdtet mehrere Prozesse, die Interaktionen der Bewegungsproteine mit  anderen
Virugproteinen und pflanzlichen Wirtsfaktoren umfassen (LAzAROWITZ 1999, LAZAROWITZ &
BEACHY 1999, NELSON & VAN BEL 1998).

Fur Potyviren sind die Vorgange beim Zdl-Zdl-Transport noch nicht vollig geklat (REVERS
ET AL. 1999, LRCUQUI-INCHIMA ET AL. 2000, KELLMANN 2001). Sie kodieren kein spezielles
movement protein, an ihrer Ausbretung snd das capsid protein (CP) sowie drei weitere
Proteine (viral genom-linked protein (Vpg), helper-component proteinase (HC-Pro),
cylindrical incluson protein (Cl)) beteligt. Dass das CP mit Plasmodesmen interagiert und
ene Erweterung der plasmodesmaen Ausschlussgrofe vermittelt, konnte von ROJAS ET AL
(1997) gezeigt werden.

Der Kurzdreckentransport des Virus beginnt in den meisen Falen in einer mechanisch
infizierten Epidermiszdle und setzt dch Uber die Mesophyllzdlen zu den Binddscheiden und
dem Leitbiinde parenchym bis zum Siebrohren Geletzelen- Komplex in den minor veins fort.

Dea Ubetritt der Viren in den SebrohrenGdetzdlen-Komplex, die Bdadung der
Transportbahnen des Phloems, erfordert ebenfalls Plasmodesmen zu den umgebenden Zdlen.
Bel agpoplastischen Beladern sind diese jedoch nur in sehr geringer Anzahl oder Uberhaupt
nicht vorhanden (GAMALEI 1989, VAN BEL 1993, NELSON & VAN BEL 1998).

Die entscheidende Barriere gellt der Ubertritt des Virus aus den Bindescheiden in die
Phloemparenchymzdllen und/oder Geleétzdlen dar (DING ET AL 1996). Nach Untersuchungen
von DING ET AL (1998) an Nicotiana spec. gdangen TMV und PVY aus den
Blnddscheidenzellen Uber das Phloemparenchym in die Gdeitzdlen. Es wird auch diskutiert,
dass die Viren direkt an den feinen Enden der minor veins (Esau 1977) in die Sebdemente
entreten konnen (DING ET AL 1998), bzw. bereits in unrefe, noch mit den umgebenden
Zdlen Uber Plasmodesmen verbundene Phloemdemente aufgenommen werden (TURGEON
1989), sch in den Gdetzelen vermehren, Uber Plasmodesmen in die Siebdemente Ubertreten
und nach source-sink-transition austransportiert werden (ROBERTS ET AL. 1997, QPARKA &
SANTA CRUz 2000). Im Phloem efolgt der Trangport der Viren gemensam mit den
Assmilaten zu den sinks (LEISNER & TURGEON 1983, CARRINGTON ET AL 1996, GLBERTSON
& LUCAS 1996, ROBERTS ET AL. 1997, NELSON & VAN BEL 1998, SMON-BUELA & GARCIA-
ARENAL 1999, OPARKA & SANTA CRUz 2000). Dabei werden die Viren sowohl as RNA-
Protein-Komplexe ds auch, wie PVY, ds intakte Virionen transportiert (NELSON & VAN BEL
1998, SANTA CRUZ ET AL. 1998, SANTA CRUZ 1999).
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An den sinks findet eine Entladung der Viren aus dem Phloem dait, die durch konfokae laser
scanning Mikroskopie fir GFP-markierte Viren schtbar gemacht werden kann (ROBERTS ET
AL. 1997) und an den auftretenden Schadbildern erkennbar ist.

In unserem Versuchssystem traten in der inokulieten Pflanze nach 4-6 Tagen Schadbilder in
den sink-Blé&ttern auf.

Durch unsere Versuchsanordnung, be dea ene virugnfiziete mit ener nichtinfizierten
Tabakpflanze Uber ene Cuscuta-Bricke verbunden war, gedang es, nicht nur den
Virudransport aus der Wirtspflanze in den Parasiten, sondern auch aus dem Paragiten in eine
zweite  Wirtpflanze durch molekularbiologische Methoden zwefdsfre  nachzuwesen  und
damit enen wedteren Bewes Uber das Vorhandensen von symplastischen Verbindungen
zwischen den beiden Patnern zu ebringen. Da die inokuliete erste Wirtspflanze
(Donorpflanze) gets langer ds 14 Tage mit Cuscuta parastiert war, kann davon ausgegangen
werden, dass bereits eine funktiondle Verbindung zwischen den Phloemen von Wirt und
Parast bestand und der Virus Uber diese transportiert wurde. Der anschlief3ende Transport in
der Cuscuta-Achse efolgt passv mit dem Assmilastrom. Wir konnten jedoch in keinem
Experiment, auch be unterschiedlichen langen Versuchszeiten, den Virus in der Briicke
nachweisen. Die Menge lag immer unter der Nachweisgrenze des ELISA. Das kann dadurch
eklat werden, dass der Brickenabschnitt der  Cuscuta-Achse  hauptséchlich
Trangportfunktion begtzt, in den kernlosen Sebrohren kann keine Vermehrung des Virus
datfinden. Es is anzunehmen, dass auch der satliche Audritt in das umliegende Gewebe
vernachlassigbar gering i

Der Ubetritt des Virus in die zweite Wirtspflanze it theoretisch auf zwel Wegen moglich:
Uber Suchhyphen be der Ausbildung des Haugtoriums und Uber die miteinander verbundenen
Sebréhren von Wirt und Parasit.

Das dch bea Infektion der Akzeptorpflanze entwickdnde Haustorium gelt innerhab der
Cuscuta-Achse neben der wachsenden Spitze einen zusétzlichen snk dar und wird bevorzugt
mit den aus der virugnfizieten Donorpflanze sammenden Assmilaten und Viren versorgt,
was zur Velagsamung des Spitzenwachsums fihrt. Die sch im Wirtsgewebe nach dlen
Seiten audbreitenden Suchhyphen (Abb. 3-38) snd mit den Parenchymzellen Uber verzweigte
sekundéare Plasmodesmen verbunden (Abb. 340, 341, 343). Dain den sinks ene Entladung
der Assimilate und der Viren efolgt, bestent aufgrund der strukturdlen Voraussetzungen die
Moglichkeit eines symplastischen Ubertritts der Viren in das Wirtsgewebe, von wo aus ene
wetere Verbretung Uber Plasmodesmen von Zdle zu Zele, verbunden mit einer Vermehrung
efolgen kann. Fir einen Transport Uber das Phloem in die sink-Bléter, in denen wir sowohl
durch Schadbilder ds auch durch RNA-Andyse und ELISA den Virus nachweisen konnten,
missten die Viren dch bis in die source-Bléter ausbreiten oder aus dem Stengelgewebe
entlang des path in das Phloem beladen werden.

Der zweite Weg des Ubertritts, direkt tber Plasmodesmen (oder Siebporen?) von den sich zu
Sebrohren  differenzierenden  Suchhyphen des Parasiten in die Siebréhren des Wirtes,
eschent daher im Hinblick auf den Trangport des Virus zu den sink-Blétern in der
Akzeptorpflanze effektiver und wahrscheinlicher. Er i jedoch erst in spderen Stadien der
Haugtorienentwicklung maoglich und szt neben ene  berets bestehenden  direkten
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Verbindung der Siebdemente beider Partner an der Kontaktstelle auch enen zu diesem
Zeitpunkt noch in Richtung Akzeptorpflanze verlaufenden Assimilattrangport voraus.

In Vicia-Brickenversuchen konnten wir durch Trandokation von CF aus der Parasten-Achse
in die Wirtspflanze einen solchen Transport nachweisen (Abb. 3-36, 3-37).

Obwohl nur an einer Akzeptorpflanze deutliche Virussymptome beobachtet wurden, konnte
der Virus serologisch in dlen Akzeptorpflanzen in den sink-Blétern nachgewiesen werden.
De serologische Nachwes in den sink-Bereichen des Parasten, im apikden sowie im
haustorienbildenden  Achsenabschnitts, war  abhéngig von der Versuchsanordnung und der
Parastierungsdauer, wie die Ergebnisse aus zwe Vesuchgehen mit  unterschiedlichen
Parastierungszeiten zegten.

In der ersten Versuchsreihe wurden bereits 14 Tage mit Cuscuta parasitierte Tabakpflanzen
(Donorpflanzen) mit PVY inokuliert. Zwischen Wirt und Parasit besteht zu diesem Zetpunkt
berdts ene funktiondle Verbindung, Uber die der Virus in Cuscuta Ubertreten kann. Am Tag
der Virusnokulaion wurde auch die freie Achse zur Ausbildung von Haudorien an ener
virudreien zweten Tabakpflanze (Akzeptorpflanze) befedtigt. In der Donorpflanze kam es in
den folgenden Tagen zur Ausbretung des Virus. 4-6 Tage nach Inokulation der source-
Blétter konnten erste PVY-typische Symptome an den sink-Bléttern beobachtet werden. An
der Akzeptorpflanze begann ab dem vierten Tag im fixierten Abschnitt der Cuscuta-Achse die
Haugtorienentwicklung. Diesr Bereich gdlt damit einen zusiizlichen, gegenlber der Spitze
sérkeren sink dar. Zusammen mit den aus de virugnfizieten Pflanze stammenden
Assmilaen gdangen die zu diesam Zdtpunkt im Phloem befindlichen Viren in die dch im
Parenchym entwickelnden Suchhyphen und von dort Uber Plasmodesmen in  die
Parenchymzellen der Akzeptorpflanze. Diese Brickensyseme wurden 18 Tage nach
Parasitierung der Akzeptorpflanze aufgearbeitet.

Die snk-Bléter zeigten deutliche Virus-Symptome und sowohl RNA-Andysen as auch
ELISA ergaben podtive Virus-Nachweise. In der sink-Region der freen Cuscuta-Achse fid
der Nachwels jedoch negativ aus, die Viruskonzentration war zu gering. Die Viren wandern
aus de Donorpflanze Uber die Cuscuta-Bricke offengchtlich bevorzugt in das dch
entwickelnde Haustorium und von dort zunéchst Uber die Suchhyphen, spéer Uber die offene
Phloemverbindung in die Akzeptorpflanze. Der Transport in die wachsende Spitze war
wesentlich geringer. In de it auch dann kein nennenswerter Virudtransport zu erwarten, wenn
bel der rdativ langen Versuchsdauer von 18 Tagen en Transport von Assmilaten aus der
Akzeptorpflanze in die Cuscuta beginnt. Der Virus liegt in der Akzeptorpflanze hauptsichlich
in den sink-Blétern vor. Gleichzatig sollte mit dem zunehmenden Trangport von Assmilaten
aus der Akzeptorpflanze, die Versorgung aus der virudnfizieten Donorpflanze geringer
werden.

In der zweten Vesuchsehe wurden die source-Bléter der Donorpflanze bereits am
Sebenten Tag nach Beginn der Parasitierung mit Cuscuta inokuliert und der Parasit erst nach
weiteren deben Tagen auf die Akzeptorpflanze Ubergeleitet. Die Parastierungsdauer betrug
hier nur 11 Tage, umfasste dso im wesentlichen das SuchhyphenStadium. Obwohl keine
Schadbilder zu beobachten waren, konnten mit ELISA Viren in den sink-Blétern
nachgewiesen werden. Im Gegensatiz zur ersten Versuchsreihe war auch ein Nachwels des
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Virus im gpikden Berech dea Cuscuta-Achse mdglich. Durch den langeren Zeitraum
zwischen Inokulation der Donorpflanze und Parasitierung der Akzeptorpflanze konnte bereits
ene Audbreitung des Virus in den zu diesam Zdtpunkt einzigen sink, die wachsende Spitze,
efolgen, bevor durch die Entwicklung des Haustorium der Transport bevorzugt in Richtung
Akzeptorpflanze erfolgte. Wir fanden in Pflanzen diesr Versuchrethe auch Schéden an den
Parasitenachsen. Sie aul3erten sich in einer Braunfarbung der Spitzen (Abb. 331B). Bisher ist
nur wenig Uber Virussymptome an Cuscuta bekannt. COSTA (1944) berichtet bei der
Ubertragung des Gurkenmosaikvirus iber Vekrimmungen an C. campestris, verkiirzten
Internodien und, den auch von uns beobachteten, vermehrten Austrieb von Setenknospen, der
im Extremfadl zur Hexenbesenbildung fihren kann. SCHMELZER (1956) beobachtete eine
dgnifikante virusnduziete Reduktion der Internodienlange an C. campestris bei Ubertragung
des Tabakmauchevirus.

SCHMELZER (1956) benutzte in seinen Exprimenten ebenfdls PVY. Obwohl er funf Virus-
Stdmme und acht Cuscuta-Arten (C. campestris, C. subinclusa rotblétrig bzw. well3blétrig,
C. californica, C. gronovii, C. americana, C. epiphytum, C. europaea, C. lupiliformis)
verwendete, war in keinem Fal ein Transport des Virus aus der Wirtgpflanze (Nicotiana
glutinosa) in den Parasiten nachzuweisen. Es ig bekannt, dass einzelne Cuscuta-Arten nur
bestimmte Viren Ubertragen. Aber auch bel verschiedenen Formen der gleichen Art snd
unterschiedliche Vektoreigenschaften beschrieben worden. So Ubertrégt z.B. die rotbléttrige
C. subinclusa den Tabakmauchevirus haufig, die weldblétrige Form dagegen gar nicht oder
nur sehr sdten. Die von uns im Gegensatz zu SCHMELZER (1956) erhdtene postive
Ubertragung von PVY konnte somit sowohl auf die Verwendung einer anderen Cuscuta-Art
(C. reflexa), einer anderen Wirtspflanze (N. tabacum cv. SNN) sowie eines anderen Stammes
von PVY (Stamm-N) zurtickzufihren sein. Daneben ist aber Scher auch die Empfindlichkeit
der Nachweismethoden fir den Virus ausschlaggebend. SCHMELZER (1956) wies den
Trangport des Virus aus der Wintspflanze in Cuscuta nach, indem e gesunde Pflanzen mit
dem Cuscuta-Presssaft inokuliete und nach auftretenden Schadbildern  bonitierte.  Diese
Methode igt, verglichen mit dem von uns benutzten ELISA, der auch be nicht ausgeprégten
Schedbildern einen zweifesfreien Virusnachweis zuliel3, aul¥erordentlich unempfindlich.

AulRer dem durch Cuscuta vermittelten Transport enes Virus (PVYN) aus dem Wirt in den
Paradten und aus dem Paadten in eine zwete Wirtgpflanze konnte auch en in glecher
Weise efolgender Transfer eines Makromolekils, des 27 kDa grof3en green fluorescent
protein (GFP), nachgewiesen werden.

Die Untersuchungen wurden mit tranggenen Arabidopsis-Pflanzen, die GFP im Phloem
transportieren, ads Donorpflanzen und Arabidopsis-Wildtyppflanzen as Akzeptorpflanzen
durchgefiihrt. Wir paraditieten die Donorpflanzen zunéchgt fir 14 Tage mit Cuscuta und
befestigten anschlielend den kontektreizbaren Abschnitt zur Haustorienausbildung an  der
Akzeptorpflanze.

Ergebnisse aus den Untersuchungen zum Transport des GFP aus transgenen Wirtspflanzen in
den Paraditen, lassen eindeutig die Aussage zu, dass zu diesem Zetpunkt ene funktiondle
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Phloemverbindung zwischen beiden Partnern bestent, Uber die das Protein zusammen mit den
Assmilaen in die Cuscuta transportiert wird (Kap. 3.3.2.2).

Cuscuta paradtierte an der zweten Pflanze 19 Tage. Da be einer mikroskopischen Andyse
zu diesam Zeitpunkt keine Huoreszenz in der Haudtoridregion der Akzeptorpflanze detektiert
werden konnte, wurde ein Nachwels des GFP Uber Western Blot durchgefuihrt.

Das Brickensygsem wurde dazu in definiete Abschnitte zerschnitten und diese zum
molekularbiol ogischen Nachwels von GFP aufgearbeitet.

Das Protein war in der Akzeptorpflanze im parastierten Abschnitt der Blitenstandsachse und
in den sinks, d.h. der Blite und den sich berats entwickelnden Schoten eindeutig nachwel shar
(Abb. 3-33 Abschnitt 7-8), was auf sanen Transport gemeinsam mit den Assmilaen
hinwelst. Aufgrund der Grole kann GFP nur auf symplastischen Weg aus dem Paradten in
den Wirt gdangen. Ein Trangport wéahrend der Ausbildung des Haustoriums schliefd eine
Entladung aus dem Letgewebe des Parasten und enen Zdl-Zdl-Transport bis zu den
Suchhyphen und von dort in die Paenchymzelen des Wirtes en. Dieser efordert
Plasmodesmen mit einer Ausschlussgrole von mindestens 27 kDa zwischen den Zdlen.
IMLAU ET AL (1999) fanden in den sinksvon Arabidopsis thaliana einen post-phloem Zdl-
Zdl-Transport von GFP. ITAYA ET AL (2000) konnten eine Ausbreitung des GFP's zwischen
Epidermiszdlen von Bl&tern und Infloreszenzachsen von Arabidopsis thaliana zeigen. Wir
haben die frihen Stadien der Haudtorienentwicklung an der Akzeptorpflanze bisher nicht
mikroskopisch ausgewertet. Bel langerer Parastierungsdauer war, wie oben erwdhnt, keine
Huoreszenz in der Haugtoridregion schtbar, obwohl nach den Ergebnissen der Western Blot
Anayse das Protein in die Akzeptorpflanze transportiert wurde.

Mit der Entladung des GFP aus der Parastenachse und dem anschlief3enden Zdl-Zdl-
Transport bis zur Suchhyphe wére jedoch nur der Transport in das Parenchym des infizierten
Blutenstandsabschnittes  zu  erkldren, nicht aber der Transport in die sinks der
Akzeptorpflanze. Diessr ig nur Uber enen Transport im Phloem madglich. Es ist schwer
vorgelbar, dass GFP aus dem Wirtsparenchym der Blitenstandsachse wieder in das Phloem
beladen wird.

Ein Transport des Proteins in der Achse in Richtung Rosettenblétter konnte nicht
nachgewiesen werden. Alle Abschnitte unterhdb der Parastierung zeigten keinen postiven
GFP-Nachwels. Die Ergebnisse sprechen vidmehr dafir, dass das GFP direkt aus dem
Phloem des Paadten in das Phloem des Wirtes gdangt und in ihm gemeinsam mit den
Assmilaten zu den wirtseigenen sinkstransportiert wird.

Fur einen solchen Phloem-Phloem-Transfer vom Paradten in den Wirt sprechen auch die
Brickenversuche mit radioaktiv markierter Saccharose. Dabel wurden zwe Vicia-Pflanzen
Uber ene Cuscuta-Briicke miteinander verbunden. Im Gegensatiz zu den Brickenversuchen
mit Viren und GFP, deren Versuchszeitraum auch das Stadium der Haugtorienentwicklung an
der Akzeptorpflanze enschloss, paradtiete Cuscuta zum  Zetpunkt der  Saccharose-
Applikation bereits fur mindestens 14 Tage an der Akzeptorpflanze, so dass man davon
augehen kann, dass die Differenzierung der Suchhyphen abgeschlossen war und bereits eine
funktiondle Letbinddverbindung bestand. Auch in diesem Stadium bezieht der Parasit noch

99



Diskussion

Assmilate aus der erden Wirtspflanze. Die Vertellungsmuster von Saccharose zeigten, dass
innerhdb der Parastenachse zwel sinks bestehen, die um die Vertellung der Saccharose
konkurrieren. Dabel it die Spitze eindeutig der stérkere sink. Aber auch im zweiten sink, dem
Achsenabschnitt, der das Haustorium an der Akzeptorpflanze bildet, findet eine Entladung der
Assmilate datt, die dann Uber die Letgewebe des Haustoriums in Richtung Akzeptorpflanze
transportiet  werden. Sowohl in dem paradtieten Achsenabschnitt ds auch in den
Achsenabschnitten  ober- und unterhdb der Paradtierung der  Akzeptorpflanze waren
zweifdsra radioaktive Verbindungen nachwelsbar.

Die mikroskopische Dagelung des Weges, Uber den Saccharose unter diesen
Vesuchsbedingungen aus dem Paadten in den Wit gdangt, efolgte mit dem
Huoreszenzfarbstoff ~ Carboxyfluorescein (CF). Die  bereits in den  vorangegangenen
Abschnitten diskutierten Eigenschaften des Farbstoffes und seine mehrfach  nachgewiesene
Vertellung nach dem glechen Muger wie die Assmilate rechtfertigen diesen methodischen
Ansaiz. Da zwischen Donor- und Akzeptorpflanze ene lange Transportstrecke liegt, die zu
ener daken Vedinnung und damit schlechter Nachweisbarkeit des Farbstoffes fuhren
wirde, applizieten wir den Eser des Farbstoffes (CFDA) nicht Uber die Bléter der
Donorpflanze sondern durch Injektion in die intakte Cuscuta-Briicke oder, nach Zerschneiden
der Briicke, durch Eingdlen der Cuscuta-Achse in die Fabgtoffldsung. Die Entfernung
zwischen Applikation des Farbstoffs und Haustorium betrug stets ca. 10-15 cm.

In beiden Fdlen war en Ubetritt des CF aus dem Phloem des Paasiten Uber das
Haugtoriums in das Phloem des Wirtes dchtbar. Dieser damit nachgewiesene Transport Uber
die mitenander verbundenen Letsysteme des Phloems aus dem Parasiten in den Wirt besteht
gcherllich nur Uber enen kurzen Zetraum innerhdb der Haugorienentwicklung. Nicht bei
dlen von uns untersuchten Brickensysemen konnten wir enen solchen Trangport
nechweisen. Von den 17 von uns untersuchten Systemen zeigten nur 53 % enen Trangport
von Saccharose in die Akzeptorpflanze. Cuscuta wird in diessn Fdlen, wie de
Vertelungsmuster der **C-Saccharose zeigten, noch vorwiegend aus der ersten Wirtspflanze
versorgt. Die Letbindeverbindung in der zweiten Pflanze ist zwar schon vorhanden, aber die
Pflanze spidt ds source noch keine Rolle. Es ist zu e'warten, dass in dem Moment, in dem
die Nahrgoffzufuhr aus der Donorpflanze nachlasst, die Akzeptorpflanze zum source fir den
Parasten wird. Die Richtung des Assmilatstromes innerhdb des Haugtoriums wirde dch
damit &ndern. In diesem Stadium sollte auch kein Trangport von Substanzen aus dem
Paragten in den Wit mehr maglich sein, wenn nicht im Haudorium en  bidirektioneler
Trangport von Assmilaten in benachbarten Sebrdhren dattfindet, wie e von ESCHRICH
(1967) fir Internodien von Vicia faba beschrieben wurde. Dafr gibt es jedoch bisher keine
experimentdlen und strukturdlen Anhdtspunkte. Wir haten ihn eher fir unwahrscheinlich.
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45 Zdlulare Strukturen

Be der Suche nach zdluléren Strukturen fir den Transfer von Substanzen zwischen Wirt und
Parast konnten in den Suchhyphen Plasmodesmen nachgewiesen werden. Nach ihrer
Entstehung handdt es sch dabel um sekundére Plasmodesmen EHLERS & KOLLMANN 2001).
Se vebinden die Protoplasen von Wirt und Parasit miteinander. Die Aushildung solcher
interspezifiscchen Plasmodesmen tritt auch be  Pfropfungen auf (KOLLMANN ET AL 1985,
KOLLMANN & GLOCKMANN 1985, 1991). Durch Parasitierung von Cuscuta auf transgenen
Tabakpflanzen, die eine GFP-Fuson mit dem movement protein (MP) des Tabakmosaik-
Virus (TMV)  exprimieren (TMV  MP-GFP Tabak, sehe Tab. 2-1), konnten die
Plasmodesmen in den Suchhyphen ds verzweigte Plasmodesmen charakterisert werden. Nur
diese werden, wie in zahlreichen Arbeten gezeigt wurde, durch das movement protein des
Virus markiert (ATKINS ET AL 1991, DING ET AL 1992, OPARKA ET AL. 1996a, 1996b,
PADGETT ET AL 1996, ROBERTS ET AL 2001). Auch im Elektronenmikroskop waren
Uberwiegend verzweigte Plasmodesmen zu ekennen. Daneben wurden vereinzelt auch
enfache unverzweigte Plasmodesmen beobachtet. Ob de tatsichlich vorkommen, kann
aufgrund der verschiedenen Schnittebenen nicht eindeutig belegt werden. Molekulare Marker,
wie das MP-GFP fir verzweigte Plasmodesmen, sind fir einfache Plasmodesmen bisher nicht
bekannt.

Wesantlich  schwieriger geddtete dch  der dektronenmikroskopische  Nachweis  der
symplagtischen Kontakte zwischen den Letsysemen. Im Gegensatz zu Pfropfungen, wo die
Ausbildung der verbindenden Phloemdemente mit interspezifischen  Siebporen  aus
undifferenzierten  Kdluszellen durch synchrone Differenzierung der Zdlen beider Partner
erfolgt MONZER & KOLLMANN 1986, KOLLMANN & G.OCKMANN 1990), trifft die Suchhyphe
des Parasiten auf vollstandig ausdifferenzierte Leitelemente des Wirtes.

Fir die Xylemdemente konnte gezeigt werden, dass sch die Hyphen in Nachbarschaft von
Xylemdementen des Wirtes ebenfdls zu Xylemdementen differenzieren. Sichtbar wird dies
durch die Ausbildung von Wandverdickungen in der Parastenzelle und einer Degeneration
des Protoplasten (Abb. 3-44). Die Andyse der Verhdtnise bem Phloemanschlus ist
komplizieter. Haufig wurden Cuscuta-Hyphen, die ene drukiurdle Differenzierung zu
Sebdementen zeigten, in unmittelbarer Nachbarschaft von Sebdementen gefunden. In den
Zdlwénden zwischen beiden Zdlen waren plasmatische Verbindungen, die von enem
Cdlosemantd umgeben waren, zu sehen. Ob es sch bel dem Siebdement um ene Zelle des
Wirtes handdt, muss in weteren Untersuchungen mit  Hilfe wirtspezifischer  Marker
zweifdsrel geklat werden. Wir haben solche Marker, wie es zB. Phloemplastiden sain
konnten, in unseren Schnitten bisher nicht gefunden. Zwischen den Sebdementen des
Parasten bestehen offene Verbindungen Uber zahlreiche Sebporen (Abb. 3-45). Im
Gegensatz zur Wirntszelle snd die Parastenzellen durch spezifische Marker (elektronendichte
Cytosomen) eindeutig zu identifizieren (Abb. 3-46).

Fur das Wirt-Parast-System Vicia narbonensis-Orobanche crenata besteht eine direkte
Verbindung der Sebdemente von Wit und Paast Uber interspezifiscche Poren. Se
entwickeln sich aus interspezifischen Plasmodesmen (DORR & KOLLMANN 1994).
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Nach den Ergebnissen unserer  Trangportexperimente und den Hinweisen aus den
Untersuchungen zur Ultrastruktur  sind  solche  Verbindungen auch fir die  Wirt-Paragit-
Sydgeme mit Cuscuta anzunehmen. Se wirden den <chndlen und  nichtsdektiven
Stofftransfer zwischen Wirt und Paradit erkléren. Die in den Exprimenten mit GFP-Ubiquitin
podulierte Auschlussgrofe der plasmatischen  Verbindungen zwischen Arabidopsis und
Cuscuta spec. spricht nicht gegen solche Verbindungen. Die Sebporen entwickeln sich bei
Orobanche aus Plasmodesmen (DORR & KOLLMANN 1994), von denen anzunehmen ist, dass
ge nur eine begrenzte, wesentlich geringere Ausschlussgrole ds die Poren besitzen. Dieser
Entwicklungszustand konnte bel unseren Untersuchungen vorgel egen haben.

Obwohl auch in diessr Arbet kein endgiltiger cytologischer Nachwels fir ene offene
Verbindung zwischen dem Phloem des Wirtes und dem Phloem des Parasiten erbracht werden
konnte, lassen die Ergebnisse der Trangportuntersuchungen kenerlel Zweifed an  einem
symplastischen Trandfer der Substanzen aus den Wirtspflanzen in Cuscuta zu. Dafir spricht
insbesondere der nachgewiesene Transport des Virus und des GFP sowohl aus dem Wirt in
den Parasten ds auch aus dem Parasten in den Wirt. Eine Membranpassage, wie se en
gpoplagtischer Trandfer zwischen den beiden Partnern erfordert, it sowohl fir PVY ds auch
fur GFP ausgeschlossen. Thr Trangport kann nur symplastisch erfolgen.

Uber die offene Verbindung zwischen den Assimilaleitbahnen zwischen beiden Partnern
kann nach unseren Ergebnissen in @nem wahrscheinlich sehr begrenztem Zeatraum auch en
Trangport vom Paadten in den Wirt efolgen. In Bricken-Experimenten, be denen die
source-Bléter in der ersten Pflanze und in der zweten Pflanze mit unterschiedlich markierter
Saccharose  gefittert werden, sollte es moglich sein, diesen Zeitraum enzugrenzen. Ein
weterer methodischer Ansaiz waren auch Experimente mit einem Briickensystem, bel dem
Donor- und Akzeptorpflanze GFP  mit Huoreszenzlicht unterschiedlicher  Wellenldnge
exprimieren.

Der GFP-Trangport aus tranggenen Arabidopsis thaliana-Pflanzen nicht nur in Cuscuta
reflexa, sondern auch in Cuscuta odorata und in Cuscuta platyloba  sowie die
Ubereindimmenden  Ergebnise  zum  CRTrangport  in Wirt-Paradt-Sysemen mit
Wintspflanzen aus vier unterschiedlichen Familien und Cuscuta reflexa sprechen auch dafdr,
dass zwischen Cuscuta-Arten und ihren Wirtspflanzen generdl en symplagischer Trander
der Assmilate dtatfindet. Nach neueren Arbeiten dient das Phloem durch den Transport von
RNA auch ds Informaions- und Kommunikationssysem innerhadb der Pflanze und spidt so
eine wichtige Rolle bei der Regulation physologischer Prozesse (UCAS & WOLF 1999, Ruiz-
MEDRANO ET AL. 2001). In weiteren Experimenten sollte daher geprift werden, ob in den
Wirt-Paradt-Systemen Uber die symplastische Verbindung neben den bisher nachgewiesenen
Transportsubstanzen  (Saccharose, Xenobiotika, Farbstoffe, GFP, Viren) Entwicklungs-
prozesse in Wirt und Parasit durch den Austausch von Makromolekllen gesteuert werden.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zum StoffUbertritt im Xylem und im
Phloem zwischen der holoparastischen Blitenpflanze Cuscuta spec. und ihren Wirtspflanzen
durchgefiihrt.

Neben Experimenten zur Trandokation von Saccharose, Aminosauren, Xenobiotika und
Huorezenzfarbstoffen  efolgten auch Vesuche zum  Trangport von  Viren  und
Makromolekilen. Fir letztere benutzten wir transgene Pflanzen von Arabidopsis thaliana, die
das green fluorescent protein (GFP) in den Gdetzdlen exprimieren und im Phloem
gemeinsam mit den Assmilaten zu den sinks transportieren.

Durch die Trangportuntersuchungen mit den unterschiedlichen Subdanzen olite geklart
werden, ob zwischen dem Parasten und sainen Wirtspflanzen eine symplastische Verbindung
gebildet wird.

Nach ener Paradtierungsdauer von 12 bis 14 Tagen waren in dlen Wirt-Parast- Sysemen
durchgéngige funktiondle Verbindungen zwischen den Letbinddn des Wirtes und des
Parasiten ausgebildet, die durch die FHuoreszenzfarbstoffe Texas red Dextran (Xylem) bzw.
Carboxyfluorescein - und Hydroxypyrentrisulfonsaure (Phloem) im konfokaden laser scanning
Mikroskop dargestelt wurden. Die Letbindd im Haugorium besehen aus zentrd
angeordneten  grolumigen  Xylemdementen, die dlsatig von Phloemdementen umgeben
snd.

Der Transport von Substanzen aus dem Wirt in den Paradten Uber das Xylem ist wegen der
eingeschrankten Transpiration von Cuscuta sehr geing. Be Applikation der xylemmobilen
Xenobiotika Diuron und Atrazin an Wurzdn bzw. wurzelose Explantate von parastierten
Vicia faba-Pflanzen gdangten nur zwischen 1 und 5 % der trangportierten Verbindungen in
den Parasiten. Innerhab der Cuscuta-Achse befanden sich ca. 75 % der Verbindungen in der
Haudtoriaregion.

Der Trangport im Xylem aus dem Wirt in den Paragiten ist nicht sdlektiv, Cuscuta nimmt dle
iIm Xylem des Wirtes transportierten Substanzen auf. Neben Diuron und Atrazin waren auch
Uber die Wurzd von Vicia faba agpplizietes Cadmium sowie in der Wurze der Wirtspflanze
Nicotiana spec. synthetisiertes Nicotin im Parasiten nachwei shar.

Fur die ambimobilen Verbindungen a-Aminoisobuttersaure (AIB) und das Herbizid
Glyphosat wurden im Veglech zu Diuron und Atrazin wesantlich hoéhere Antelle an
trangportierten Verbindungen im Parasten gemessen. Se betrugen ba Wurze gpplikation ca
15 %, be Applikation Uber die untere Schnittflache wurzelloser Explantate zwischen 30 und
35 %. Innerhdb des Paradten befand sich der Hauptantell der Verbindungen gets im
wachsenden Spitzenabschnitt. Diese Subgtanzen gelangen hauptsichlich Uber das Phloem in
die Cuscutaa Der dazu notwendige XylemPhloemTrander findet nach unsere
Untersuchungen in den Internodien der Wirtspflanzen dett, bebléterte und blattiose Wirt-
Paradit- System zeigten Ubereingimmende Vertellungsmudter.
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Dea Trangport Uber das Phloem ig wesentlich intensver ds Uber das Xylem. Be ener
Versuchsdauer von 24 Stunden gdangten z.B. im Wirt-Parast-Sysem Arabidopsis thaliana-
Cuscuta reflexa ca 71 % der aus den Rosettenbléttern austransportierten  radioaktiv
markierten Saccharose in den Parasiten.

Cuscuta kann aus den im Phloem des Wirtes trangportierten Verbindungen nicht auswahlen.
Nach Applikation eines Gemisches von 3H-Saccharose und **C-markiertem Xenobiotikum,
Methylchlorphenoxyessigsaure (MCPA) bzw. Glyphosat, an die Blétter der Wirtspflanze
Viciafaba gdangten von beiden Subgtanzen Ubereindimmende Antelle in den Parasten.
Dieses Ergebnis i mit enem apoplagischen Trandfer nicht verenbar. Ba ihm wéren, wegen
der ba diessm Mechanismus notwendigen Membranpassagen, unterschiedliche Mengen von
beiden Subdanzen im Paadten zu ewarten. Unser Ergebnis spricht vidmehr fir einen
Trangport der Verbindungen im Symplasten.

Nach Applikation der ds Maker fir enen symplasischen Trangport geltenden
Huoreszenzfarbstoffe Carboxyfluorescein  (CF) und  Hydroxypyrentrisulfonsdure  (HPTS) an
die Wirtgpflanze wa im konfokden laser scanning Mikroskop ene durchgehende
Fuoreszenzmarkierung vom Phloem des Wirtes Uber die Phloemdemente im Haugtorium bis
zum Phloem des Parasiten sichtbar.

Das Vorhandensein plasmatischer Verbindungen bestitigen auch der nachgewiesene Ubertritt
des Kartoffdvirus Y (PVY) und des 27 kDa grolfen GFP aus den Wirtspflanzen in den
Parasten. Das 355 kDa grol¥e Fusonsorotein aus GFP und Ubiquitin wurde dagegen nicht
aus den transgenen Arabidopsis-Pflanzen in Cuscuta transportiert, obwohl eine durch CF
dargdlbare durchgehende plasmatische Verbindung zwischen beiden Partnern vorhanden war
und auch ein Trangport von Saccharose in den Parasiten erfolgte.

Fur Saccharose, den Virus und fur das GFP wurde in Brickenversuchen neben enem
Trangport aus dem Wirt in den Parasten auch ein Transport aus dem Paradten in den Wirt
nachgewiesen.

Die Suchhyphen des Parasiten sind Uber verzweigte Plasmodesmen mit den Parenchymzellen
der Wirtgpflanze verbunden. Be der Paradtierung von Cuscuta reflexa auf transgenen
Tabakpflanzen, die ein an GFP gekoppeltes movement protein (MP) des Tabakmosaikvirus
exprimieren, wa im  konfokaden laser scanning Mikroskop eine  punktformige
Huoreszenzmarkierung in den Wéanden der Suchhyphen erkennbar.

Die Differenzierung der Kontakthyphe zu Xylemdementen efolgt in Nachbarschaft des
Wirtsxylems durch Aushildung von Wandverdickungen und Degeneration des Protoplasten.

Im Elektronenmikroskop wurden wiederholt Suchhyphen mit Anzeichen der Differenzierung
zu enem Sebdement - Degeneration des Tonoplasten und cytoplasmatischer Strukturen - in
Nechbarschaft von auddifferenzieten  Sebdementen gefunden. Zwischen belden Zdlen
waren von enem Cdlosemantd umgebene plasmatische Verbindungen schtbar. Wegen
fehlender zdluldrer Maker konnen diese Zdlen aber nicht eindeutig dem Wirt zugeordnet
werden.

Die ehdtenen Ergebnisse der Untersuchungen zur  Trandokation von Assmilaen,
Xenobiotika, Huoreszenzfarbstoffen, insbesondere aber der nachgewiesene Transfer von
Viren und GFP, widersprechen der bisherigen Vorgtdlung von einem apoplastischen Ubertritt

104



Zusammenfassung

der Vebindungen aus dem Phloem des Wirtes in den Parasten. Ein solcher Schritt waére,
wenn Uberhaupt, lediglich im Suchhyphenstadium und nur fir Saccharose und Aminosduren
vorgdlba. Nach efolgtem Letbindekontakt und vollsténdiger Differenzierung  der
Kontakthyphe bestent zwischen Cuscuta und ihren  kompatiblen Wirtgpflanzen en
symplagtischer  Phloemkontekt.  Fir die  Allgemengultigkeit diesr Aussage  sprechen
Ubereingimmende Ergebnisse zum CFTrangport in Wirt-Parasit-Sysemen mit Wirtspflanzen
aus vier unterschiedlichen Familien und Cuscuta reflexa, sowie der efolgreiche GFP-
Transport aus transgenen Arabidopsis-Pflanzen in drel unterschiedliche Cuscuta- Arten.
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6 Tabellenverzeichnis

Die Tabdlen beinhdten die Zahlenwerte zu den Abbildungen in Kapitd 3.

Tab. A: Vicia faba-Cuscuta reflexa
Wachstum der Cuscuta-Achsen wéhrend der Ausbildung des funktionellen Haustorien
anschlusses. (Abb. 3-1)

Tage der Parasitierung Gesamtlange [cm] Zuwachs [cm]
0 21,0+00 0
2 240+ 02 30
4 301+18 59
8 341+05 4,0
12 506+58 165
18 98,7+ 149 482

n=4, mean + SE;.

Tab. B: Vicia faba-Cuscuate reflexa
Veranderungen desK ohlenhydratgehaltesin den Cuscuta-Achsen wahrend der Ausbildung des
funktionellen Haustorienanschlusses. (Abb. 3-2)

prozentualer Kohlenhydratgehalt in der Cuscuta-Achse

Tageder
Parasitierung alleKohlenhydrate  Starke IO?CI;I:SE };;JS(I:enSZZCC:IP:e)ue Sacchar ose
0 100 100 100 100
2 76,8 57,2 99,8 188,7
4 48,7 27,3 54,3 97,8
8 399 20,2 49,5 98,3
12 88,1 494 97,0 184,2

Der Gehalt der Ausgangsachsen wurde =100% gesetzt und die Werte der jeweiligen Versuchstage darauf
bezogen. Der Berechnung lagen die Gehalte ausgedriickt in pug Glucoseeinheiten/Achse zu Grunde. n=4,
meanzSE
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Tab. C: Cuscuta reflexa
Veranderung des Kohlenhydratgehaltes in den einzelnen Achsenabschnitten wahrend der
Parasitierung von Cuscuta-Achsen an Vicia faba. (Abb. 3-3)

Dauer der Parasitierung

O Tage 4 Tage 8 Tage
Achsenabschnitt Saccharose Saccharose Sacchar ose
HO % HO % HO %
1 324,1 121 69,5 27 131,1 41
2 896,2 A4 1525,8 481
3 4464 16,7 522,3 20,1 815,3 25,7
4 488,1 183 456,3 175 3132 99
5 5075 19,0 438,6 16,8 260,7 82
6 906,1 339 2220 85 126,1 40
gesamte Achse 2672,2 100 2604,9 100 3172,2 100
. Monosaccharide Monosaccharide Monosaccharide
Achsenabschnitt
Hg % Hg % Hg %
1 15 0,0 0,0 0,0 404 24
2 689,6 56,4 13253 7838
3 98,6 12 1131 92 132,3 79
4 2332,6 26,8 163,6 134 737 44
5 31623 364 180,2 14,7 80,3 48
6 3094,0 35,6 7 6,3 28,6 17
gesamte Achse 8689,0 100 12235 100 1680,6 100
Achsenabschnitt Starke Starke Starke
Mg % Mg % Mg %
1 611,7 35 1714 24 522,8 10,0
2 32289 46,0 33458 63,8
3 6092,5 35,0 2035,1 29,0 54,1 10,6
4 4475,8 25,7 8735 124 5784 11,0
5 3641,5 20,9 410,0 58 1211 23
6 2598,9 14,9 308,6 44 1257 24
gesamte Achse 174204 100 70275 100 5247,9 100

Der Gesamtgehalt der einzelnen Kohlenhydrate in den Achsen wurde gleich 100% gesetzt und die Gehalte der
einzelnen Abschnitte an den jeweiligen Versuchstagen auf diesen Wert bezogen.

n=4, mean + SE
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Tab. D: Vicia faba-Cuscuta reflexa
Verteilungsmuster der im Xylem mobilen Substanzen DCMU und Atrazin bzw. der
ambimobilen Substanzen AIB und Glyphosat in unter schiedlichen Ver suchssystemen. (Abb. 3-7)

wur zellose Wirt-Par asit-Systeme (Explantate)

Verteilungsmuster im gesamten Wirt-Parasit-System

prozentualer Gehalt an transportierten Substanzen

Abb. 3-7A Substanz

Achse Blatter Cuscuta gesamt
DCMU (+Blatter) 4567 £ 548 50,24 + 524 410+ 104
DCMU (-Blétter) 96,30 - 3,70+ 0,60
Atrazin 39,38+ 9,60 57,88+ 932 2,74+ 0,49
AlB 47,68 + 4,25 17,65 + 390 34,67 + 6,48
Glyphosat (+Blatter) 1794 + 242 52,56 + 5,74 2950 + 3,79
Glyphosat (-Blatter) 63,87 - 36,13+ 7,62

Verteilungsmuster in der Cuscuta

prozentualer Gehalt an transportierten Substanzen

Abb. 3-7B Substanz

Achse Haustorium

DCMU (+Blatter) 2552 + 490 7450 + 490

DCMU (-Blatter) 442 + 732 558+ 7,32
Atrazin 21,9 + 6,92 78,04 + 6,92

AlB 76,86 + 5,09 23,14 + 5,09

Glyphosat (+Blatter) 8714+ 182 1285+ 1,83
Glyphosat (-Bléatter) 8499+ 379 15,01 + 3,79
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bewur zelte Wirt-Par ast-Systeme

Verteilungsmuster im gesamten Wirt-Parasit-System

prozentualer Gehalt an transportierten Substanzen

Abb. 3-7C Substanz
Achse Blatter Cuscuta gesamt
DCMU 93,23+ 2,23 588+ 237 0,90 + 047
Glyphosat (+Bléatter) 1939+ 7,44 65,32 + 7,69 1530+ 04
Glyphosat (-Bléatter) 81,05+ 9,83 - 18,95+ 9,83
AlB (+Blatter) 72,70 + 8,38 1243 + 527 14,86 + 3,838
AlB (-Bléatter) 8831+ 4,71 - 11,69 +4,71

Verteilungsmuster in der Cuscuta

prozentualer Gehalt an transportierten Substanzen

Abb. 3-7D Substanz .
Achse Haustorium
DCMU 17,63 + 1,45 8237+ 145
Glyphosat (+Blatter) 81,72+ 536 18,26 + 534
Glyphosat (-Bléatter) 79,67 £ 533 20,33+ 533
AlB (+Bléatter) 78,30 + 2,67 21,70 + 2,67
AlB (-Blétter) 7051 + 2,52 2949 + 252

Tab. E: Vicia faba-Cuscuta reflexa

Verteilungsmuster von Cadmium im Wirt-Parasit-System nach Applikation von CdCl, an die
Wurzel der Wirtspflanze Versuchsdauer: 6 Tage. (Abb. 3-8)

Abb. 3-8A Abschnitt

Anteil an transportiertem Cadmium [%]

1 (freie Cuscuta-Achse)

2 (Blétter oberhalb der Parasitierung)

3 (Vicia-Achse oberhalb der Parasitierung)

4 (Cuscuta Haustorialsttick
ohne Haustorialkeile)

5 (paraditierte Vicia-Achse

mit inserierten Haustorialkeilen)

419+ 134

593+ 133

838+ 263

2254 + 2,56

58,94 + 3,79
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Verteilungsmuster von Cadmium zwischen Wirt und Parasit

Abb. 3-8B Abschnitt Anteil an transportiertem Cadmium [%]
Cuscuta 10,13+ 2,67
Vicia 89,87+ 1,79

Die Bestimmung des Cadmium-Gehaltes erfolgte durch AAS. Zur Berechnung der Verteilungsmuster wurde der
im Wirt-Parasit-System auf3erhalb der Wurzel gemessene Gehalt =100% gesetzt und der Gehalt der einzelnen
Abschnitte auf diesen Wert bezogen

n=6, mean * SE

Tab. F: Vicia faba-Cuscuta reflexa
Verteilungsmuster von *H-Sacchar oseund **C-Xenobiotikaim Wirt-Par asit-System. (Abb. 3-12)

prozentualer Anteil an transportierten Substanzen

Abb. 312A  Substanz Vicia uh Vicia Vicia oh Cuscuta
Par asitierung parasitiert Parasitierung
°H Sacchar ose 1206+ 1,81 4125+ 182 11,03+ 1,17 35,65+ 2,40
*H Sacchar ose 1254+ 338 41,95 + 569 825+ 148 37,26+ 6,23
““C-Glyphosat 14,15+ 310 4259 + 535 10,66 + 2,25 3261+6,18
*H Sacchar ose 9,89 + 2,15 42,28 + 3,86 14,74 + 3,05 3309+238
“C-MCPA 1292 + 249 4350 + 4,42 1497 £ 397 2861+ 243

Verteilungsmuster von *H-Saccharose in der Cuscuta

prozentualer Anteil an transportierten Substanzen

Abb. 312B  Substanz )
Haustorialstiick freie Cuscuta-Achse
°H Sacchar ose 56,84 + 4,94 4316 + 4,94
®H-Sacchar ose 57,88 + 585 4212 + 585
“C-Glyphosat 52,20 + 5,68 4780 + 5,68
®H-Sacchar ose 55,79 + 552 4421 + 552
“c-MCPA 61,20 + 6,11 3880+ 6,11

®H-Saccharose und **C-Xenobiotikum wurden auf das Blatt oberhalb der Parasitierung als Substanzgemisch
appliziert. Zur Berechnung des Verteilungsmusters wurde bei (A) die Summe der Radioaktivitat im Wirt-Parasit-
System aufR3erhalb des Blattes, bei (B) in der gesamten Cuscuta=100% gesetzt und der Gehalt der einzelnen
Abschnitte auf diesen Wert bezogen. Die erste Wert zeigt zum Vergleich die bei Einzelapplikation von °H-
Saccharose erhaltenen Werte.

Einzelapplikation von ®H Saccharose n=9, Applikation der Substanzgemische n=10; mean = SE
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