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ZUSAMMENFASSUNG 1

1 ZUSAMMENFASSUNG

Die Aufklarung der Funktion viraler Gene in transgenen Pflanzen hat gezeigt, dass
Pflanzenviren Uber spezielle Proteine verfiigen, die deren Zell-zu-Zell-Transport ermég-
lichen. Diese Transportproteine (MPs, movement proteins) nutzen dabei einen pflanzen-
eigenen Mechanismus fir den Transport von Makromolekilen durch Plasmodesmen
(Kragler et al. 2000, Itaya et al. 2002). Werden MPs in transgenen Pflanzen exprimiert,
fuhrt das zu Veranderungen im Kohlenhydratmetabolismus, in der Verteilung der Bio-
masse zwischen Wurzel und Spross und im Wachstum der Pflanzen. Als Ursache fir
diese physiologischen Veranderungen werden hauptsachlich zwei Hypothesen diskutiert.
Nach der ersten verursacht die Produktion von MPs eine Hemmung des Exports von
Photoassimilaten aus den Photosynthese betreibenden Blattern, wodurch die beobachtete
Kohlenhydratakkumulation, die Wachstumsreduktion und die Veréanderung der Kohlenhy-
dratpartitionierung verursacht wird. Eine zweite, umfassendere Hypothese geht davon
aus, dass MPs wegen ihrer Fahigkeit makromolekularen Transport durch Plasmodesmen
zu ermdglichen, mit einem pflanzeneigenen Signalmechanismus interferieren, der die
Allokation der Photoassimilate zu den verschiedenen Organen reguliert. Danach héatte die
Expression von MPs in transgenen Pflanzen eine Vielzahl von Konsequenzen. Die meis-
ten Studien hieriber wurden mit dem MP des Tabakmosaikvirus (TMV, tobacco mosaic
virus) sowohl in transgenen Tabak- als auch in transgenen Kartoffelpflanzen durchgefiihrt.

Auch das MP des phloem-limitierten Kartoffelblattrollvirus (PLRV, potato leafroll virus)
wurde bereits in zwei Studien untersucht. Diese wurden allerdings an transgenen Tabak-
pflanzen und nicht am natirlichen Wirt, der Kartoffelpflanze, durchgefihrt. In der vorlie-
genden Arbeit sollte daher geklart werden, welche Konsequenzen die konstitutive Expres-
sion des PLRV-MPs (MP17N) in transgenen Kartoffelpflanzen hat.

Dabei zeigte sich, dass das MP17N auf vielen Ebenen in physiologische Prozesse
eingreift, die zum Teil vom Entwicklungszustand der Pflanzen abh&ngen. So war das Wur-
zel/Spross-Verhaltnis bei entwicklungsphysiologisch alteren transgenen Pflanzen zuguns-
ten des Sprosses verschoben, wahrend es bei den entwicklungsphysiologisch jungen
Pflanzen unveréandert blieb. Auch der Einfluss des MP17N auf den Kohlenhydratgehalt
hing vom Entwicklungszustand der Pflanzen ab. Nur die entwicklungsphysiologisch
jungen MP17N-transgenen Pflanzen akkumulierten im Vergleich zur Kontrollpflanze be-
trachtliche Mengen an Kohlenhydraten in ihren Source-Bléattern, woraus sich schlieRen
lasst, dass die Kohlenhydratakkumulation nicht mit der auch in anderen Studien beob-

achteten Verschiebung des Wurzel/Spross-Verhéltnisses in Verbindung steht.
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Diese Ergebnisse kdnnen auf unterschiedliche Weise interpretiert werden. Zum einen
deuten einige Befunde dieser Arbeit tatsachlich auf eine Hemmung des Exports von Pho-
toassimilaten hin. Die Akkumulation von Kohlenhydraten in den Source-Blattern bei den
entwicklungsphysiologisch jungen transgenen Pflanzen konnte beispielsweise so erklart
werden. Die Abhéangigkeit dieser Veranderung im Kohlenhydrathaushalt vom Entwick-
lungszustand der Pflanze spricht dagegen eher fir einen Einfluss des MP17N auf die
pflanzeneigene Signaltibermittlung, die die Verteilung der Biomasse reguliert. Es lassen
sich also Belege fiir beide oben genannten Hypothesen finden.

Die Tatsache, dass in allen Experimenten sowohl die Biomasse der transgenen Pflan-
zen als auch deren Photosyntheserate reduziert waren, deutet jedoch auf ein weiteres Er-
klarungsmodell hin. Dieses geht davon aus, dass das Wachstum der transgenen Pflanzen
durch den Einfluss des MP17N generell beeintrachtigt wird und dass dies nicht not-
wendigerweise die Folge von Veranderungen im Kohlenhydrathaushalt sein muss. Die
beobachtete Verdopplung der GefaRelemente im sekundaren Xylem der Sprossachse
und die verédnderte Plasmodesmenfrequenz im Sprosscambium wéren nach dieser Vor-
stellung direkte Auswirkungen des MP17N auf die Differenzierung des Cambiums.

Die in der Literatur beschriebene Akkumulation von Igslichen Zuckern in Blattern MP-
transgener Pflanzen fuhrte zu der Annahme, dass solche Pflanzen aufgrund des dadurch
erhdhten osmotischen Potenzials resistent gegen Salzstress sein kénnten. Deshalb wur-
den parallel zu den Untersuchungen zum Kohlenhydratmetabolismus Salzstressexperi-
mente (100 mM NaCl) durchgefihrt. Die in einer Voruntersuchung verwendeten MP17N-
transgenen Kartoffelpflanzen der Sorte Linda und eine der drei eingehender untersuchten
transgenen Tomensa-Pflanzen hielten dem Salzstress tatsachlich einige Tage langer
stand, was sich darin zeigte, dass die unteren Blatter deutlich spéater mit der Ausbildung
der fur Salzstress typischen Symptome begannen. Bei zwei weiteren Tomensa-Pflanzen
war nur eine sehr leichte Verbesserung gegenuber der Kontrollpflanze zu erkennen. Es
zeigte sich, dass die verbesserte NaCl-Toleranz nicht mit einer hoheren Konzentration
l6slicher Zucker erklart werden kann. Vielmehr scheint hierfir die MP17N-induzierte
Wachstumsreduktion verantwortlich zu sein, die bereits bei der Kultivierung unter
Standardbedingungen ohne Zugabe von NaCl auftritt und eine typische Reaktion von
Pflanzen auf Salzstress ist. Zudem wirkt sich wahrscheinlich die in fast allen Experi-
menten beobachtete MP17N-bedingte Verschiebung des Wurzel/Spross-Verhéltnisses
zugunsten des Sprosses vorteilhaft fur die transgenen Pflanzen aus, weil dadurch die

relative Wurzeloberflache fur die NaCl-Aufnahme verringert wird.
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Die hier vorgestellten Ergebnisse illustrieren, auf welch vielfaltige Weise sich die
Integration eines einzigen Gens (MP17N) in das Genom einer Kartoffelpflanze auswirkt.
Der Grund fir diese Komplexitat liegt vermutlich in der speziellen Eigenschaft des
MP17N, mit einem endogenen Zell-zu-Zell-Transportsystem zu interagieren, das bei

Differenzierungsprozessen und bei der Signaliibermittlung eine wichtige Rolle spielt.
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2 EINFUHRUNG

2.1 Uberblick

Die systemische Infektion einer Wirtspflanze durch ein Pflanzenvirus ist ein komplexer
Vorgang, der die Replikation in den verschiedenen Geweben und den Transport viraler
Nucleinsdure umfasst (Cheng et al. 2000). Da alle Pflanzenzellen von einer Zellwand
umgeben sind, die fir die meisten viralen Partikel eine uniiberwindbare Barriere darstellt,
muissen Pflanzenviren so genannte Plasmodesmen (PDs) passieren, um von Zelle zu
Zelle wandern zu kénnen (Oparka et al. 1999). Plasmodesmen sind cytoplasmatische
Kanale (2-5 nm im funktionellen Durchmesser, Ding et al. 1992a), die benachbarte Zellen
verbinden (Ehlers & Kollmann 2001). Dieser Zell-zu-Zell-Transport erfordert einen speziel-
len Mechanismus, da der funktionelle Durchmesser der Plasmodesmen mit 2-5 nm flr
den Durchtritt viraler Partikel oder viraler Nucleinsaure zu klein ist. Die meisten Pflanzen-
viren verfligen Uber ein spezielles Protein, das MP, das den Transport viraler RNA (VRNA)
oder DNA (vDNA) durch die Plasmodesmen ermdglicht. Um diese Transportvorgadnge zu
untersuchen, wurden transgene Pflanzen erzeugt, die das MP-Gen des TMV exprimieren
(Deom et al. 1987, Wolf et al. 1989, Deom et al. 1990, Atkins et al. 1991, Ding et al.
1992b; Citovsky et al. 1993). Es hat sich gezeigt, dass das TMV-MP vielfaltige Veran-
derungen im Stoffwechsel der Pflanzen hervorruft, die nicht im direkten Zusammenhang
mit dem Virustransport stehen (Lucas et al. 1993a, Balachandran et al. 1995, Olesinski et
al. 1995, Olesinski et al. 1996, Almon et al. 1997). Wahrscheinlich beeinflussen MPs in
den transgenen Pflanzen die Signaliibermittiung, die fur die Verteilung der Photo-
assimilate verantwortlich ist, was vielfaltige Konsequenzen fiir den Stoffwechsel und die
Entwicklung der Pflanze bzw. derer Gewebe zur Folge haben kann. Es ist ebenfalls denk-
bar, dass das MP direkt in physiologische Prozesse eingreift, wie etwa die Beladung des
Phloems mit Photoassimilaten oder die meristematische Differenzierung von Pflanzen-
organen.

Am Beispiel transgener Kartoffelpflanzen, die ein verandertes MP (MP17N) des Kar-
toffelblattrollvirus (PLRV) exprimieren, soll in dieser Arbeit gezeigt werden, wie sich die In-
tegration eines MP-Gens in das pflanzliche Genom auf den Kohlenhydratstoffwechsel, die
Verteilung der Photoassimilate und auf die Differenzierung auswirkt. Zudem soll unter-
sucht werden, ob die Veranderungen im Kohlenhydratstoffwechsel zur Resistenz gegen

Salzstress beitragen konnen.
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2.2 Pflanzenviren

2.2.1 Infektion einer Pflanze und die Folgen fir den Kohlen-
hydratmetabolismus

Wird eine Pflanze von einem Virus befallen, fihrt das zu drastischen Verdnderungen
im Wirtsmetabolismus. Zahlreiche Studien der vergangenen Jahre haben gezeigt, dass
virale Infektionen neben ihrem direkten Einfluss auf den Elektronentransport des Photo-
systems Il (Reinero & Beachy 1989, Balachandran et al. 1997a) auch den Kohlenhydrat-
metabolismus bzw. die Kohlenhydratpartitionierung zwischen den verschiedenen Pflan-
zenorganen beeintrachtigen. Ein Beispiel hierfiir sind Erbsen-Pflanzen (Pisum sativum),
die mit dem Red clover mottle virus (RCMV) infiziert sind und als Folge davon eine lethale
Nekrose im Sprossapex entwickeln. Die autotrophen Source-Blatter (netto Photo-
assimilate exportierende Blatter) zwischen dem infizierten Blatt und der Sprossspitze
akkumulieren Starke, obwohl diese selbst virusfrei sind (Técsi et al. 1992). In diesem Fall
ist die Starkeakkumulation eine indirekte Folge der Virusinfektion, weil mit dem
Sprossapex das Sink-Gewebe (netto Photoassimilate importierendes Gewebe) abstirbt.
Den gleichen Effekt erzielten Técsi et al. namlich bei nicht-infizierten Pflanzen durch
Abschneiden der Sprossspitze. Bei Tabakpflanzen, die mit dem TMV-Stamm TMV-PV-
230 infiziert sind, reduziert sich das Wurzel/Spross-Verhdltnis (zusammengefasst von
Balachandran et al. 1997a).

In einigen Fallen wird die Veranderung im Kohlenhydratmetabolismus infizierter Pflan-
zen phénotypisch sichtbar. Werden Hafer-Pflanzen (cv. Coast Black) mit Barley yellow
dwarf virus (BYDV) infiziert, farben sich die Blatter zum Beispiel rot, was durch die ver-
mehrte Bildung von Anthocyanen als Folge einer Kohlenhydratakkumulation erklart wird
(Livingston et al. 1998, Jeannette et al. 2000). In diesem Fall geht man davon aus, dass
durch die virusbedingte Zerstérung des Phloems der Export der Photoassimilate aus den
Blattern blockiert wird (Esau 1957, Jensen 1968). In einer anderen Studie wurde das ge-
genteilige Phanomen festgestellt. Die Infektion von Melonenpflanzen (Cucumis melo) mit
Cucumber mosaic virus (CMV) fuhrte zu einem drastischen Anstieg von Saccharose im
Phloemsaft, was mit einem erhdhten Export aus den Blattern erklart wurde (Shalitin &

Wolf 2000a).

2.2.2 Das Kartoffelblattrollvirus

Das Kartoffelblattrollvirus (PLRV) gehort zu den Luteoviridae (lat. luteus ,goldgelb®). In

dieser Gruppe werden Pflanzenviren zusammengefasst, die bei infizierten Pflanzen das
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nach oben gerichtete Einrollen der Blatter und deren Vergilbung verursachen. Die Blatt-
rollkrankheit zahlt zu den am weitesten verbreiteten Kartoffelvirosen (Schick & Klinkowski
1962). Luteoviren sind die kleinsten bekannten Pflanzenviren; ihre isodiametrischen Par-
tikel haben einen Durchmesser von nur 24 bis 27 nm (Takanami et al. 1979). Das Genom
des Kartoffelblattrollvirus besteht aus RNA und ist etwa 6 kb gro3 (Mayo et al. 1989).
Charakteristisch fiir alle Luteoviren ist die Besonderheit, dass sie anders als viele
andere Viren ausschliel3lich auf das Phloem beschrankt sind (Mayo & Ziegler-Graff 1996).
PLRV-Partikel wurden in Geleitzellen, in Siebelementen und, seltener, in Vakuolen von
Phloemparenchymzellen gefunden, nicht aber auRerhalb des Leitgewebes (Shepardson
et al. 1980, Schmitz et al. 1997). Luteoviren kdnnen also weder die Grenze zwischen
Phloem und Biindelscheide im Blatt passieren, noch kénnen sie im sich entwickelnden
Spross oder in der Wurzel das Procambium verlassen. Offensichtlich kann das PLRV aus-
schlielich durch die speziellen Plasmodesmen zwischen Siebelement und Geleitzelle,
die PPUs (pore plasmodesma unit) (van Bel & Kempers 1997) wandern. Trotzdem verflugt
das PLRV Uber ein MP (MP17), das viele Homologien zu MPs von anderen Viren auf-
weist, die mit diesen Proteinen durch die Mesophyll-Plasmodesmen transportiert werden
kénnen (Tacke et al. 1991, Tacke et al. 1993). Fir die Funktion des MP17 im Zusam-
menhang mit dem Zell-zu-Zell-Transport sprechen auch die Beobachtungen, dass dieses
Protein mit Plasmodesmen assoziiert ist (Schmitz et al. 1997) und wie das TMV-MP
(Citovsky et al. 1993, Waigmann et al. 2000) durch membrangebundene Protein-Kinasen
phosphoryliert wird (Sokolova et al. 1997). AuR3erdem ist das MP17 wie MPs anderer
Pflanzenviren in der Lage, den Durchmesser von Mesophyll-Plasmodesmen fiir den Zell-
zu-Zell-Transport zu vergréf3ern, obwohl das PLRV normalerweise nicht im Mesophyll

vorkommt (Hofius et al. 2001).

2.2.3  Zell-zu-Zell-Transport und Langstreckentransport von Pflanzenviren

Fir die Strecke von der infizierten Stelle zum Phloem, und von dort wieder zu
gesundem Gewebe mussen Viren durch Plasmodesmen von Zelle zu Zelle wandern (Lu-
cas & Gilbertson 1994, Carrington et al. 1996). Davon zu unterscheiden ist der syste-
mische Langstreckentransport tUber die Siebelemente des Phloems® (Séron & Haenni
1996, Nelson & van Bel 1998, Derrick & Nelson 1999, Oparka & Santa Cruz 2000). Da
Viren theoretisch ausschlie3lich Gber den langsamen Zell-zu-Zell-Transport in entfernte

Organe gelangen kénnen, bevorzugen einige Autoren anstelle des Begriffs Langstrecken-

Yin einigen Fallen werden Viren Uber das Xylem transportiert; das gilt vor allem fur Viren, die von Kéafern
Uibertragen werden (Gergerich et al. 1988).
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transport die Bezeichnung vaskularer Transport, um deutlich zu machen, dass der Weg
und der Mechanismus dieser Form des Transports in entfernte Pflanzenorgane sich deut-
lich vom Zell-zu-Zell-Transport unterscheiden (Séron & Haenni 1996).

Einige Viren wandern durch Plasmodesmen, indem sie die Struktur dieser Kanéle per-
manent modifizieren. Sie bilden tubuléare Proteinstrukturen, die langs durch die Plasmo-
desmen verlaufen. Viren aus der Comoviren-Gruppe, wie Cowpea mosaic Virus,
Cauliflower mosaic virus (CaMV) oder Tomato spotted wilt virus (TSWV) wandern als
ganze Virionen durch diese Tubuli (Storms et al. 1995, Kasteel et al. 1996, Ward et al.
1997, Zheng et al. 1997). Auch Potato virus X (PVX) oder Tobacco etch virus (TEV)
wandern als ganze Virionen durch strukturell verédnderte Plasmodesmen, sie produzieren
jedoch keine Tubuli (Santa Cruz et al. 1998).

Die meisten Pflanzenviren, wie zum Beispiel die Tobamoviren, wandern jedoch in
Form eines linearen Ribonucleoprotein-Komplexes durch Plasmodesmen. Die Erfor-
schung dieses Zell-zu-Zell-Transportes hat das Wissen Uber die Funktionsweise von Plas-
modesmen erheblich voran gebracht (Creager et al. 1999, Lazarowitz 1999). Denn diese
Viren haben sich im Laufe ihrer Coevolution mit Pflanzen einen Transportmechanismus
zu Eigen gemacht, den Pflanzen flr ihren eigenen Transport von Makromolekilen durch
Plasmodesmen entwickelt haben (Lucas & Gilbertson 1994, Carrington et al. 1996,
Jackson 2000, Roberts & Oparka 2003). Diese Viren, zu denen das TMV gehort, verfigen
Uber spezielle Proteine, die MPs, die diesen Zell-zu-Zell-Transport durch Plasmodesmen
ermoglichen (Kragler et al. 1998a; Peremyslov et al. 1999, Soellick et al. 2000, vgl. Kapitel
2.3). Manche Viren wie zum Beispiel CMV benétigen zuséatzlich zum MP auch ihr
Hullprotein (coat protein, CP) fur den Zell-zu-Zell-Transport (Canto et al. 1997, Blackman
et al. 1998, Nagano et al. 2001).

2.3 Zell-zu-Zell-Transport von Makromolekilen durch Plasmo-
desmen

Bei dieser Form des Transports, der Ahnlichkeiten mit dem makromolekularen
Transport durch den Kernporenkomplex aufweist (Lee et al. 2000), wird der Durchmesser
der Plasmodesmen (SEL, size exclusion limit) fir den Transit von Makromolekulen vor-
Ubergehend vergroRRert (Wolf et al. 1989, Deom et al. 1992, Ding et al. 1992b, Citovsky et
al. 1993, Fujiwara et al. 1993, Noueiry et al. 1994, Lucas & Gilbertson 1994, Waigmann et
al. 1994, Lucas 1995, Carrington et al. 1996, Oparka et al. 1997, Lazarowitz & Beachy
1999, Boyko et al. 2000, Chen et al. 2000, Roberts & Oparka 2003). Hierbei werden zwei
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Transport-Formen unterschieden: Proteintransport und Ribonucleoproteintransport
(Ghoshroy et al. 1997, Lucas et al. 2001).

Nach einem Modell von Lucas et al. (2001) binden Chaperone an das zu trans-
portierende Protein (AeBiLDUNG 2-1 A). Dieser Protein/Chaperon-Komplex wird dann
mithilfe eines PD-Dockingproteins zu einem PD-Rezeptor gefuhrt. Dabei sind moglicher-
weise das Cytoskelett und/oder das endoplasmatische Reticulum (ER) beteiligt (Heinlein
et al. 1995, McLean et al. 1995, Reichel et al. 1999, Mas & Beachy 2000, Boyko et al.
2000, Ploubidou & Way 2001, vgl. aber Gillespie et al. 2002). Das PD-Dockingprotein
interagiert mit einem SEL-Erkennungsprotein, worauf der Durchmesser der Plasmodes-
men fur den Durchtritt des Protein/Chaperon-Komplexes vergro3ert wird.

Der Ribonucleoproteintransport verlauft ahnlich, hier binden zunachst Proteine an die
zu transportierende RNA. AesILDUNG 2-1 (B) illustriert dies am Beispiel des Transports von
VRNA mithilfe von MPs. Letztere binden vRNA (Citovsky et al. 1990, Tacke et al. 1991)
und bilden einen so genannten Ribonucleoprotein-Komplex (VRNA/MP-Komplex), an den
ein pflanzeneigenes Chaperon bindet. Dieser VRNA/MP/Chaperon-Komplex wird von
einem PD-Dockingprotein zu den Plasmodesmen gefiihrt. Wie beim Proteintransport inter-
agiert der Komplex am Eingang des PDs mit einem SEL-Erkennungsprotein, wodurch der
Durchmesser des Mikrokanals fir den Transport vergrol3ert wird (Kragler et al. 1998a,
Jackson 2000, Lucas et al. 2001, Haywood et al. 2002).

Dabei handelt es sich offensichtlich um einen gerichteten Transport (Crawford &
Zambryski 2000, Zambryski & Crawford 2000) zu ganz bestimmten Plasmodesmen, denn
das TMV-MP, das PLRV-MP und das CMV-MP akkumulieren ausschlief3lich in verzweig-
ten Plasmodesmen (Ding et al. 1992b, Itaya et al. 1998, Hofius et al. 2001).

In den vergangenen Jahren wurden einige Beispiele fir den Proteintransport durch
Plasmodesmen beschrieben. So wandert etwa ein Protein namens RPP13-1, ein Thio-
redoxin h, das im Phloemsaft von Reis vorkommt, durch Mesophyll-Plasmodesmen von
Tabakpflanzen (Ishiwatari et al. 1998). Auch das im Phloemsaft von Cucurbita maxima
vorkommende Hitzeschockprotein Hsc70, ein Chaperon, gelangte in benachbarte Zellen,
nachdem es in eine Mesophyllzelle von Kurbispflanzen injiziert wurde (Aoki et al. 2002).

Die im Modell von Lucas et al. (2001) erwdhnten PD-Docking-, PD-Rezeptor- und
SEL-Erkennungsproteine wurden zwar noch nicht identifiziert. Dass es sich beim makro-
molekularen Transport durch Plasmodesmen aber tatsachlich um einen komplexen Vor-
gang handelt, an dem mehrere Proteine beteiligt sind, illustrierten Escobar et al. (2003),
die mithilfe eines neu entwickelten Screening-Verfahrens zwo6lf Proteine in Nicotiana

benthamiana identifizierten, die mit Plasmodesmen interagieren.
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ABBILDUNG 2-1. Modell fiir den Transport von Makromolekulen durch Plasmodesmen (nach Lucas et
al. 2001, verandert). A Proteintransport: Das fir den Transport bestimmte Protein bindet an ein
Chaperon im Cytoplasma von Zelle 1. Ein PD-Dockingprotein vermittelt den Transport des Pro-
tein/Chaperon-Komplexes zum PD-Rezeptor. Dabei ist méglicherweise das Cytoskelett beteiligt. Die
Interaktion des PD-Dockingproteins mit einem SEL-Erkennungsprotein fiihrt zur Dilatation des
Mikrokanals und ermdglicht die Translokation des Protein/Chaperon-Komplexes durch den PD in
Zelle 2. B Ribonucleoproteintransport: MPs binden vRNA und bilden einen Ribonucleoprotein-Kom-
plex, an den ein pflanzeneigenes Chaperon bindet. Die anschlieRenden Schritte laufen wie beim
Proteintransport ab. Zu beachten ist hierbei, dass dies ein Modell fiir den Transport durch Mesophyll-
Plasmodesmen ist. Die speziellen Plasmodesmen zwischen Siebelement und Geleitzelle, die PPUs,
unterscheiden sich strukturell und méglicherweise auch funktionell von diesen Plasmodesmen.

ER, Endoplasmatisches Retikulum; PD, Plasmodesmos; SEL, Ausschlussdurchmesser (size ex-
clusion limit).
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2.4 Plasmodesmen und Zelldifferenzierung

Plasmodesmen spielen bei der Differenzierung von Geweben eine wichtige Rolle
(Jackson & Hake 1997, Ding 1998, Kragler et al. 1998b, Lucas 1999, Heinlein 2002). Sie
ermdglichen den Transport von Informationsmolekilen und schaffen so beispielsweise die
Voraussetzungen fur eine koordinierte Genexpression innerhalb einer symplasmatischen
Doméne (Lucas et al. 1993b, Ehlers & van Bel 1999, Ehlers & Kollmann 2001). Solche
Domaéanen bilden eine funktionelle Einheit, an deren Grenze entweder keine Plasmodes-
men vorkommen oder die vorhandenen Plasmodesmen verschlossen sind (Oparka &
Roberts 2001). Ein Beispiel hierfiir ist die Desynchronisation der Mitose in Gewebekultur-
zellen von Solanum nigrum L., die durch symplasmatische Isolierung der entsprechenden
Zellen erreicht wird (Ehlers & Kollmann 2000). Auch bei der Elongation der Baumwollfa-
sern, die bis zu 2 mm pro Tag wachsen kénnen, werden die Plasmodesmen voriberge-
hend geschlossen, wodurch das osmotische Potenzial der Faserzellen aufrecht erhalten
wird (Pfluger & Zambryski 2001).

Plasmodesmen sind auch bei der Koordinierung von Entwicklungsprozessen in Meris-
temen beteiligt. Zellteilungen fuhren zum Beispiel im Sprossapikalmeristem zur Entste-
hung verschiedener Zellschichten, aus denen im weiteren Verlauf der Entwicklung die
unterschiedlichen Gewebe entstehen (van der Schoot & Rinne 1999a, 1999b). Dazu
muissen sowohl Zellteilung als auch Zelldifferenzierung perfekt abgestimmt werden, was
den Austausch von Signalmolekilen wie Phytohormonen und Transkriptionsfaktoren er-
fordert (Haywood et al. 2002).

Das Homdooboxprotein KN1 von Zea mays liefert hierfir ein Beispiel. Dieser im
Sprossapikalmeristem vorkommende Transkriptionsfaktor (Jackson et al.. 1994) wurde
sowohl im Corpus als auch in den Zellschichten der Tunica detektiert. Die entsprechende
kn1-mRNA war dagegen auf das Corpus beschrankt (Lucas et al. 1995, Jackson 2002). In
Mikroinjektionsexperimenten konnte gezeigt werden, dass KN1 selbst den Transport von
kn1-mRNA durch Plasmodesmen zwischen Mesophyll- und Blindelscheidenzellen ermdg-
licht, also in Zellen, in denen es normalerweise nicht exprimiert wird (Lucas et al. 1995).
KN1 hat demnach &hnliche Eigenschaften wie virale MPs. Auch der an der Bliitenbildung
in Anthirrhinum majus beteiligte Transkriptionsfaktor DEF wurde in Zellen nachgewiesen,
in denen die entsprechende def-RNA abwesend war (Perbal et al. 1996). Gleiches gilt fur
den Transkirptionsfaktor LFY von Arabidopsis thaliana, der homdotische Gene in Bliten

aktiviert (Sessions et al. 2000).
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2.5 Beziehungen zwischen viralen Transportproteinen,
Kohlenhydratmetabolismus und Signalibermittlung

2.5.1 Einfluss viraler Transportproteine auf den
Kohlenhydratmetabolismus

Neben ihrer Fahigkeit mit Plasmodesmen zu interagieren, um den Transport von
VRNA zu ermdglichen, greifen MPs auch in Mechanismen des pflanzlichen Stoffwechsels
ein. Untersuchungen an transgenen Pflanzen, die das TMV-MP exprimieren, haben ge-
zeigt, dass dieses Protein einen erheblichen Einfluss auf den Kohlenhydrathaushalt aus-
Ubt. Die Expression von TMV-MP fihrt zu einem Anstieg des Gehalts an l8slichen
Zuckern und Stéarke in Blattern von transgenen Tabakpflanzen (Lucas et al. 1993a). Diese
Veranderung im Kohlenhydratmetabolismus ist jedoch nur auf einige Source-Blatter be-
schrankt (Blatter Nr. 5 und 6, wobei das erste Blatt, dessen Spreite eine Lange von 5 cm
besal3, als Nr. 1 definiert wurde); in jungeren Blattern (Nr. 2 und 3) und alten Blattern (Nr.
7 und 8) gibt es keine Unterschiede zwischen transgenen Pflanzen und Kontrollpflanzen.
Obwohl sich die Gesamtbiomasse der TMV-MP-exprimierenden Tabakpflanzen nicht von
der Kontrollpflanze unterscheidet, ist die Zuteilung der Photoassimilate zum unteren
Sprossabschnitt und zur Wurzel reduziert, was zu einer Verringerung des Wurzel/Spross-
Verhéltnisses fihrt (je nach Alter der Pflanzen 35 oder 43%). Auch Blatter von Tabak-
pflanzen, die ein aminoterminal verlangertes Transportprotein des PLRV (MP17N) expri-
mieren, akkumulieren lgsliche Zucker und Stérke in ihren Source-Bléattern, wahrend der
Saccharosegehalt in den Mittelrippen sinkt (Herbers et al. 1997). Dies wurde mit einer
MP17N-induzierten Hemmung des Exports von Photoassimilaten begrindet. Als Folge
des gehemmten Exports aus den Blattern sinkt die Photosyntheseaktivitdt und das
Wachstum der transgenen Pflanzen verringert sich erheblich. In dieser Studie wurde nicht
zwischen Blattern unterschiedlichen Alters unterschieden und das Wurzel/Spross-Ver-
héltnis wurde nicht untersucht.

Weitere Studien zeigten, dass der Einfluss von MPs auf den Kohlenhydrathaushalt
nicht im direkten Zusammenhang mit dem Erweitern des Durchmessers von Plasmodes-
men steht. Bei transgenen Tabakpflanzen, die ein TMV-MP exprimieren, dessen SEL-
Doméne deletiert wurde, ist das Wurzel/Spross-Verhéltnis reduziert, obwohl das MP
durch die genetische Veranderung nicht mehr in der Lage ist mit Plasmodesmen zu inter-
agieren (Balachandran et al. 1995). Das Wurzel/Spross-Verhaltnis verringert sich auch bei
gepfropften Pflanzen, die aus einer genetisch unveranderten Unterlage und dem Pfropf-
reis einer TMV-MP-transgenen Pflanze bestehen (Balachandran et al. 1995). Bei einer

umgekehrten Pfropfung ist das Verhéaltnis von Wurzelmasse zu Sprossmasse nicht ver-
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andert und entspricht einer Pfropfung zweier Kontrollpflanzen. Das bedeutet, dass das
Signal fur die Veranderung der Kohlenhydratpartitionierung vom Spross ausgeht.

Ein ahnliches Ergebnis erzielten Olesinski et al. (1995) mit einem anderen Ver-
suchsansatz. Transgene Tabakpflanzen, die eine temperatursensitive Deletionsmutante
des TMV-MP exprimieren, akkumulieren unter nicht-permissiven Bedingungen (32-34 °C)
sowohl Starke als auch 16sliche Zucker in den Source-Blattern, obwohl sich das SEL der
Mesophyll-Plasmodesmen bei diesen Temperaturen nicht verandert.

Aus diesen Ergebnissen wurde ein Modell entwickelt, nach dem das TMV-MP mit Ele-
menten eines suprazellularen Kommunikationssystems interferiert, das Signalmolektle
zwischen den verschiedenen Pflanzenorganen transportiert (Lucas et al. 1996, Jorgensen
et al. 1998, Lucas & Wolf 1999, Lucas et al. 2001). Im Phloemsaft von Cucurbita pepo
und Cucumis melo wurden kirzlich Proteine entdeckt, die sowohl mit dem TMV-MP als
auch mit dem CMV-MP interagieren (Shalitin & Wolf 2000b). Weil diese Proteine im
Phloemsaft gefunden wurden, vermuten die Autoren, dass es sich hierbei um Elemente
eines endogenen ,Langstrecken-Signalnetzwerkes” handelt. Die Verschiebung des
Wurzel/Spross-Verhdltnisses bei transgenen Pflanzen (z. B. Lucas et al. 1993a, Shalitin et
al. 2002) soll eine Konsequenz dieser gestorten Signalibermittiung sein (Lucas & Wolf
1999).

Dass das Vorhandensein eines viralen Transportproteins alleine noch nicht unbedingt
zur Akkumulation von Kohlenhydraten in Source-Blattern fuhren muss, haben Hofius et al.
(2001) in einer Studie an mehreren unabhangigen Linien PLRV-MP17-transgener
Tabakpflanzen demonstriert." Der Hexosengehalt in den Blattern korrelierte mit dem Ex-
pressionsniveau des MP17. Mit zunehmender Menge an MP17 stieg auch der Gehalt an
Hexosen in den Blattern. War das Expressionsniveau niedriger, blieb die Zuckermenge im
Vergleich zur Kontrollpflanze unveréndert und bei Pflanzen, die noch geringere Mengen
an MP17 produzierten, sank der Hexosengehalt sogar unter den der Kontrollpflanze.

Fasst man alle Untersuchungen Uber die Auswirkungen viraler Transportproteine auf
das Wachstum und den Kohlenhydrathaushalt transgener Pflanzen zusammen, stellt man
fest, dass die Ergebnisse nicht immer konsistent sind (TABELLE 2-1). Wéahrend das TMV-
MP zum Beispiel in transgenen Tabakpflanzen zu keiner Verringerung der Gesamtbio-
masse fihrt (Lucas et al. 1993a), ist diese bei TMV-MP-transgenen Kartoffelpflanzen
(Almon et al. 1997) und bei PLRV-MP17N-transgenen Tabakpflanzen (Herbers et al.
1997) stark reduziert. In transgenen Tabakpflanzen fiihrt das TMV-MP zu einer Erh6hung

Y im Gegensatz zum MP17N, das in der Studie von Herbers et al. (1997) untersucht wurde und Gegenstand
dieser Arbeit ist, besal} das von Hofius et al. (2001) verwendete MP17 keine aminoterminale Verlangerung.
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des Starkegehalts (Lucas et al. 1993a, Olesinski et al. 1995), wahrend das CMV-MP in
transgenen Tabakpflanzen zu einer verminderten Starkebildung in den Blattern fihrt
(Shalitin et al. 2002). Trotz dieses prinzipiellen Unterschieds ist in beiden Fallen wie auch
in den anderen untersuchten Systemen das Wurzel/Spross-Verhaltniss zugunsten des

Sprosses verschoben (TABELLE 2-1).

TABELLE 2-1. Zusammenfassung einiger Ergebnisse aus Studien Uber die Auswirkungen viraler
Transportproteine auf Biomasse, Kohlenhydratverteilung und Gehalt an léslichen Zuckern und Starke. BM,
Biomasse der Pflanze; Exp, Export aus Blattern (Exsudate oder radioaktive Markierung von COy); KH,
Kohlenhydrat; LZ, Lésliche Zucker; MP, Movement Protein; PD, Plasmodesmen; PS, Photosynthese; R,
Referenz; St, Starke; WIS, Wurzel/Spross-Verhéltnis. A = deutlicher Anstieg, 2 = leichter Anstieg, = =
unverandert, N = leichter Riickgang ¥ = deutlicher Riickgang.

MP Pflanze BM St LZ PS Exp W/S Bemerkungen R
TMV-MP Nicotiana > N N AY] N7 Nur in ausdiff. 1
tabacum Source-Blattern.
TMV-MP Nicotiana Ja Einfluss auf W/Sist 2
; _ tabacum unabhéngig von MP-
Eglifrt]g)]s PD-Interaktion.
TMV-MP Nicotiana ) A N Einfluss auf KH- 2
temperatursen-  tabacum Akkumulation ist
(sitivepMutante) unabhéngig von MP-
PD-Interaktion.
TMV-MP Nicotiana 4
tabacum
Standardbed.: 2 > \Z
Wasserstress: ¥ > >
TMV-MP N. tabacum v Kein Einfluss auf 5
photochemische
Komponenten
TMV-MP Solanum Kein Einfluss des 6
tuberosum MP auf Entw.: Trotz
; c 5d c 5d signifikanter
.EXpr?ssmll v Ve Ve v 0 Unterschiede in der
!n Blattern: BM gleiche Anzahl
in Knollen: > > > von Blattern.
TMV-MP Solanum N N N > N2 N7 Phloemspezifische 7
tuberosum Expression!
PLRV-MP17N Nicotiana v A ) v 8
tabacum
PLRV-MP17 Nicotiana. 9
tabacum
viel MP17: N7 N N
wenig MP17: > \Z ¥
CMV-MP Nicotiana N7 v N7 N7 10
CMV-MP-GFP  tabacum v v v v
_ Cucumis me|0f Expression mittels
'(I;I\'\/I/I\\//-I\I\:FIT oder * eines Virus-Vektor-

Systems (ZYMV)

#Vorhandensein des TMV-MP lediglich im Mesophyll ist ausreichend fur die Verdnderung des W/S-Verhdltnisses;
Expression ausschl. im Phloem hat keine Konsequenzen. ® Aus voll ausdifferenzierten Source-Blattern und jungen,
expandierenden Source-Blattern. ° Nach 52 Tagen: bei Saccharose deutliche, bei Glukose nur sehr geringe, bei Fruktose
keine Reduktion. ®Nach 38 Tagen. °Vorhandensein des MP im Spross reicht aus fiur die Wirkung auf
Kohlenstoffmetabolismus bzw. -partitionierung. " Diese Pflanze gehort zu den symplasmatischen Phloembeladern (Tabak-
und Kartoffelpflanze gehéren zu den apoplasmatischen Phloembeladern, van Bel & Gamalei 1992).

1: Lucas et al. 1993a, 2: Balachandran et al. 1995, 3: Olesinski et al. 1995, 4: Balachandran et al. 1997b, 5: Wolf &
Millantiner 2000, 6: Olesinski et al. 1996, 7: Almon et al. 1997, 8: Herbers et al. 1997, 9: Hofius et al. 2001, 10: Shalitin et al.
2002
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2.5.2 Regulation der Assimilatverteilung

Photoassimilate werden in den meisten Pflanzen in Form von Saccharose aus den
Source-Blattern Uber das Phloem zu den heterotrophen Teilen einer Pflanze transportiert,
also zu Sinks wie zum Beispiel Sprossmeristeme, sich entwickelnde Blatter, Wurzeln,
Speichergewebe (Sjolund 1997, Lalonde et al. 2003, van Bel 2003). Die Koordination
dieser Assimilatpartitionierung ist entscheidend fir Wachstum und Produktivitat einer
Pflanze (Frommer & Sonnewald 1995). Dabei spielen Zuckertransporter eine wichtige
Rolle (Kihn et al. 1996, Bush 1999, Williams et al. 2000).

Inzwischen sind eine Reihe von Saccharose- und Hexose-Transportern genauer
charakterisiert worden (Aoki et al. 2003, Kihn 2003). In der Reispflanze (Oryza sativa)
gibt es beispielsweise flunf Saccharose-Transporter, die zu einer Gen-Familie gehéren,
die wiederum Homologien zu Gen-Familien anderer Arten aufweist (Kihn et al. 1999,
Williams et al. 2000, Aoki et al. 2003). In Siebelementen von Source-Blattern, Petiolen,
der Sprossachse und in der Wurzel der drei Solanaceae Solanum tuberosum, Nicotiana
tabacum und Lycopersicon esculentum wurden H*/Saccharose-Cotransporter (StSUT1,
NtSUT1 und LeSUT1) gefunden, deren Gene in den benachbarten Geleitzellen exprimiert
werden (Kuhn et al. 1997). NtSUT1 ist essentiell fir den Zuckerexport aus Source-
Blattern von Tabakpflanzen (Burkle et al. 1998). Fir eine neue Familie von Saccharose-
Transportern, SUT4, wurde gezeigt, dass sie ausschlie3lich in Siebelementen von
Source-Blattern von Arabidopsis thaliana, Solanum tuberosum und Nicotiana tabacum
vorkommen (Weise et al. 2000). Zur Versorgung der Pollen von Tabakpflanzen wird der
pollen-spezifische Saccharose-Transporter NtSUT3 aktiviert (Lemoine et al. 1999). Wie
wichtig solche Transporter fur die Partitionierung der Assimilate sind, illustriert eine Unter-
suchung von Riesmeier et al. (1994) an transgenen Kartoffelpflanzen, die das Antisense-
Konstrukt des fur die Phloembeladung erforderlichen Saccharose-Transporters StSUT1
exprimieren. In solchen Pflanzen wird die Expression des Transporters inhibiert, was zu
einer deutlich verringerten Phloembeladung und folglich zu einer Akkumulation von
Kohlenhydraten in den entsprechenden Source-Blattern fuhrt.

Anders als Saccharose-Transporter kommen Hexose-Transporter hauptsachlich in
Sink-Geweben vor (Sauer & Stadler 1993). Sie sorgen daflr, dass die aus der Saccha-
rose-Spaltung durch apoplastische Invertasen entstehenden Glukose- und Fruktosemole-
kile in die Zellen aufgenommen werden. Auch diese Transporter spielen bei der Partitio-
nierung von Photoassimilaten eine wichtige Rolle. Die Inaktivierung eines Hexosetrans-
porters fihrte in Tabakpflanzen zu einer drastischen Wachstumsreduktion (Leterrier et al.
2003).
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Pflanzen sind in der Lage, die Assimilatpartitionierung abhéngig vom Entwicklungs-
zustand oder aufgrund von auf3eren Einflissen neu einzustellen. So wird zum Beispiel
durch Nahrstoff- und Wassermangel ein gré3erer Anteil von Photoassimilaten zur Wurzel
umgeleitet, um durch verstarktes Wurzelwachstum die Kapazitat fur die Nahrstoff- und
Wasseraufnahme zu erhdéhen (Wardlaw 1990). Bei der Aktivierung der Saccharose-
Transporter spielt Phosphorylierung wahrscheinlich eine Rolle (Roblin et al. 1998). Pro-
teinkinasen, die fur die Phosphorylierung in Siebelementen verantwortlich sein koénnten,
wurden im Phloemsaft von Reispflanzen gefunden (Nakamura et al. 1995).

Es wurde vermutet, dass die ,Sink-Starke”, d.h. die Kapazitat des Gewebes fixierten
Kohlenstoff zu verarbeiten, die Verteilung der Photoassimilate bestimmt (fir eine
Diskussion siehe Minchin & Thorpe 1996, Henton et al. 2002, Minchin et al. 2002). Viel
wahrscheinlicher ist es allerdings, dass Wachstum und Entwicklung dieser Gewebe
wenigstens teilweise von Prozessen aul3erhalb der Sinks kontrolliert werden, wobei der
Langstreckentransport von Signalmolekilen Uber das Phloem eine bedeutende Rolle
spielt (Lucas & Wolf 1999, Oparka & Turgeon 1999, Thompson & Schulz 1999, Ruiz-
Medrano et al. 2001).

2.5.3 Die Rolle von Zuckern als Signalmolekule

Saccharose ist in héheren Pflanzen nicht nur der wichtigste Transportzucker far
Photosynthetisch assimilierten Kohlenstoff (Kihn et al. 1999). Dieser Zucker dient zu-
satzlich auch als Signalmolekil, das die Expression von Genen sowohl auf Tran-
skriptionsebene als auch auf Translationsebene zu regulieren scheint (Thomas & Ro-
driguez 1994, Koch 1996, Jang & Sheen 1997, Smeekens & Rook 1997, Farrar et al.
2000, Williams et al. 2000, Smeekens 2000, Rolland et al. 2002, van Bel et al. 2004).
Darunter befinden sich auch Gene von Saccharose-Transportern, die je nach Bedarf im
Sink- oder im Source-Gewebe exprimiert werden (Lalonde et al. 1999) oder Gene von
sink-spezifischen Transkriptionsfaktoren (Rook et al. 1998).

Die Aktivitat des H*/Saccharose-Transporters von Beta vulgaris (BvSUT1) wird zum
Beispiel durch Saccharose reguliert (Chiou & Bush 1998). In abgeschnittenen Source-
Blattern, die 24 h in Saccharose-Losung (100 mM oder 250 mM) gehalten werden, wird
die Expression des H'/Saccharose-Cotransporters reprimiert. Nach dem Transfer der
Blatter in ein Saccharose-freies Kontrollmedium erhdht sich die Menge der entsprech-
enden mRNA und die Aktivitdt des Transporters steigt wieder, d.h. die Genexpression

wird durch Saccharose auf Transkriptionsebene reguliert (Vaughn et al. 2002).
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Es wird vermutet, dass Saccharose-Transporter selbst an der Signaltransduktion be-
teiligt sind (Lalonde et al. 1999). Kirzlich wurde ein durch Saccharose induzierbares
Saccharose-Transporter-dhnliches Protein beschrieben, SUT2, das die Aktivitdt von SUT1
und SUT4 reguliert (Barker et al. 2000). Dabei handelt es sich um ein Protein, das in Sink-
Geweben und in der Sprossachse viel starker exprimiert wird als in Source-Blattern. Wie
die anderen Saccharose-Transporter (SUT1, SUT3 und SUT4) enthalt es 12 Transmem-
bran-Doméanen. Es besitzt aber zusétzlich cytoplasmatische Doménen, die mit C-
terminalen Verlangerungen der Hefe-Glukosesensoren SNF3 und RGT2 verwandt sind.
Letztere sind fiir die Signaliibermittlung zustandig (Ozcan et al. 1998, Vagnoli et al. 1998).

Ein Beispiel fur eine Saccharose-spezifische Regulation auf Translationsebene liefert
der Arabidopsis thaliana-Transkriptionsfaktor ATB2 (Rook et al. 1998). Er wird in ver-
schiedenen Sink-Geweben (Leitblindelbereich der Kotyledonen, Leitblndelbereich der
ersten Blatter 6 Tage alter Keimlinge, Wurzelspitze) exprimiert und wird durch extra-
zellulare Saccharose im physiologischen Bereich (Uber 25 mM Saccharose) konzen-
trationsabhangig reprimiert. Saccharose-Konzentrationen von 0 bis 25 mM fihren dage-
gen zu einer Stimulation der Translation. Interessanterweise ist bei 25 mM Saccharose
das Wachstum des Keimlings maximal.

Diese Befunde deuten darauf hin, dass Saccharose als Signalmolekuil bei der Regu-
lation der Kohlenhydratpartitionierung zwischen Source und Sink eine Rolle spielt (Hell-

mann et al. 2000).

2.6 Potenzielle Toleranz MP17N-transgener Pflanzen gegen
Salzstress

Wie oben beschrieben, fuhrt die Expression des TMV-MP zur Akkumulation von
Starke und von osmotisch wirksamen ldslichen Zuckern in den Blattern von Tabakpflan-
zen (Lucas et al. 1993a, Olesinski et al. 1995, Herbers et al. 1997, Hofius et al. 2001) und
Kartoffelpflanzen (Almon et al. 1997). Bei transgenen Tabakpflanzen, die eine apoplas-
tische Hefe-Invertase exprimierten, stiegen unter Salzstress (300 mM NaCl) die Kon-
zentrationen von Saccharose, Glukose und Fruktose in den Bléattern gegentber der
Kontrollpflanze um 75% an, was zu einer verbesserten Salztoleranz fuhrte (Fukushima et
al. 2001).

Es ist also denkbar, dass eine MP-bedingte héhere Konzentration loslicher Zucker
und ein damit verbundener Anstieg des osmotischen Potenzials die Wasserverflugbarkeit
in Blattern MP-transgener Pflanzen, die unter salinen Bedingungen wachsen, verbessert.

Das ware aus landwirtschaftlicher Sicht im Fall der MP17N-exprimierenden Kartoffelpflan-
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zen besonders interessant, weil diese durch die genetische Veranderung bereits gegen
Viren wie PVX oder PLRV resistent sind (Herbers et al. 1997, Tacke et al. 1996).

Bodenversalzung ist einer der wichtigsten Faktoren, die die landwirtschaftliche
Produktivitat weltweit limitieren (Neumann 1997, Holmberg & Bulow 1998, Hasegawa et
al. 2000). Hohe Salzkonzentrationen im Boden fiihren zur Dehydrierung von Zellen. Auf
diesen Wasserstress reagieren viele Pflanzen mit der Akkumulation von organischen
Osmolyten. Dazu gehdren Verbindungen mit geringer Molekilmasse wie zum Beispiel
l6sliche Zucker und Aminoséauren wie Prolin (Bohnert et al. 1995, Ingram & Bartels 1996,
Yokoi et al. 2002). Hierbei handelt es sich um so genannte kompatible Substanzen oder
osmoprotectants. Sie sind wasserlgslich und interferieren nicht mit dem Zellmetabolismus.
Oft bewirken sie eine osmotische Anpassung der Zellen an das durch den Wasserstress
erniedrigte Wasserpotenzial des AuRRenmediums (Ingram & Bartels 1996, Bohnert &
Jensen 1996, Hare et al. 1998, Shen et al. 1999). Daneben stabilisieren sie die
hydratisierten Proteinstrukturen, wodurch die Aktivitat von Enzymen auch unter salinen
Bedingungen gewahrleistet bleibt (Papageorgiou et al. 1991). AuRRerdem wird die
Integritéat von Thylakoid- und Plasmamembranen aufrecht erhalten, wie es zum Beispiel
fur Glycinbetain gezeigt wurde (Rhodes & Hanson, 1993). Eine weitere Funktion der
osmoprotectants ist die Beseitigung freier Sauerstoffradikale (Zhu 2001).

In den vergangenen Jahren wurden durch gentechnische Verfahren transgene Pflan-
zen erzeugt, deren Toleranz gegen Salzstress und andere abiotische Faktoren wie
Trockenheit und Temperaturextreme durch diese genetischen Verdnderungen erhoht
wurde (Tarczynski et al. 1993, Bohnert et al. 1995, Bray 1997, Sheveleva et al. 1998,
Holmberg & Bilow 1998, Cushman & Bohnert 2000, Apse & Blumwald 2002, Abebe et al.
2003). Die Transformation von Arabidopsis thaliana mit einem Gen fur eine Cholin-
Oxidase fuhrte zum Beispiel zur Toleranz gegen Salz- und Kaltestress durch die

Akkumulation von Glycinbetain (Hayashi et al. 1997).



EINFUHRUNG 18

2.7 Ziele dieser Arbeit

Die Expression von MPs in transgenen Pflanzen fuhrt zu Veranderungen im Wachs-
tum, im Kohlenhydratmetabolismus und in der Verteilung der Photoassimilate zwischen
den verschiedenen Pflanzenorganen (vgl. TaeeLLE 2-1, S. 13). In welche Mechanismen
diese Proteine eingreifen, ist nicht eindeutig geklart. Es wird vermutet, dass sie aufgrund
ihrer Funktion als Transportprotein die makromolekulare Signalibermittiung durch Plas-
modesmen beeintrachtigen und so die Kontrolle entwicklungsbiologischer und physiolo-
gischer Prozesse wie die Assimilatverteilung storen (Lucas & Wolf 1999). Weil in vielen
Fallen Kohlenhydrate in den Source-Blattern akkumulieren, besteht auf3erdem die
Madglichkeit, dass der Transport von Photoassimilaten vom Mesophyll zum Phloem behin-
dert wird (Herbers et al. 1997, Hofius et al. 2001). Die Interpretation der Ergebnisse aus
den verschiedenen Studien Uber MPs wird dadurch erschwert, dass sie nicht konsistent
sind; dies gilt vor allem fir die Frage, ob die Reduktion des Wachstums durch eine
Hemmung des Exports von Photoassimilaten verursacht wird (vgl. TABELLE 2-1, S. 13).
Mdgliche Ursachen hierfur liegen zum einen in der Auswahl unterschiedlicher Pflanzen
zur Untersuchung eines bestimmten MPs, zum anderen in unterschiedlichen
Expressionsniveaus der MPs (Hofius et al. 2001). Die beiden Studien Uber den Einfluss
des PLRV-MP (MP17) wurden beispielsweise an transgenen Tabakpflanzen durchgeftihrt
(Herbers et al. 1997, Hofius et al. 2001); der natirliche Wirt des PLRYV ist jedoch die
Kartoffelpflanze. Beim PLRV muss aufRerdem berticksichtigt werden, dass dieses Pflan-
zenvirus im Gegensatz zum TMV ausschlie3lich im Phloem vorkommt.

In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass virale MPs einschliel3lich des MP17 das
SEL von Mesophyll-Plasmodesmen erweitern (vgl. Kapitel 2.3, S. 7). Da das PLRV jedoch
ausschlieBlich im Phloem vorkommt, stellt sich die Frage, ob das MP17N auch das SEL
von PPUs vergrol3ern kann.

Nach einer Hypothese von Lucas & Wolf (1999) konkurrieren MPs mit pflan-
zeneigenen Makromolekilen (Proteine und RNA), die durch Plasmodesmen transportiert
werden. Darunter befinden sich auch Transkriptionsfaktoren (z. B. KN1), die bei der
Differenzierung des Sprossapex eine Rolle spielen (Lucas et al. 1995). Es kdnnte also
sein, dass das MP17N die Entwicklung der Gewebe direkt beeinflusst, indem es mit der
Signaltibermittlung in Meristemen interferiert.

Transgene Pflanzen, die aufgrund ihrer genetischen Veranderung Iosliche Zucker in

ihren Blattern akkumulieren, sind zudem aus landwirtschaftlicher Sicht interessant, denn
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die Akkumulation der Zucker kann zur osmotischen Anpassung der Pflanzen beitragen
(Fukushima et al. 2001). Da die Expression von MPs in transgenen Pflanzen zur Akku-
mulation von Kohlenhydraten fiihrte, wurde vermutet, dass diese Pflanzen besser auf
salinen Bdden gedeihen konnten.

Mithilfe transgener Kartoffelpflanzen, die das MP17N exprimieren, sollen in dieser
Arbeit deshalb folgende Fragen beantwortet werden: (1) Fihrt das MP17N in allen Ent-
wicklungsstadien einer Pflanze zur Akkumulation von Kohlenhydraten in den Source-
Blattern? (2) Ist ausschlieZlich limitierter Export von Photoassimilaten die Ursache hier-
fur? (3) Wird auch der Kohlenhydratgehalt der Sprossachse und der Sink-Blatter beein-
flusst? (4) Beeinflusst das MP17N die Verteilung der Biomasse zwischen Spross und
Wurzel? (5) Wirkt sich die Expression des MP17N auch direkt auf das Wachstum der
transgenen Pflanzen aus? (6) Lasst sich eine Beeintrachtigung der Meristementwicklung
feststellen? (7) Verdndert das MP17N den Durchmesser der PPUs, der speziellen Plas-
modesmen zwischen Siebelement und Geleitzelle? (8) Bewirkt das MP17N eine
Veranderung der Struktur von Plasmodesmen im Blatt? (9) Fuhrt die Expression des
MP17N in transgenen Kartoffelpflanzen zu einer verbesserten Salztoleranz? (10) Ist eine

erhohte Konzentration l6slicher Zucker hierfir verantwortlich?
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Pflanzen

Die fur diese Arbeit verwendeten transgenen Kartoffelpflanzen (Solanum tubero-
sum L.) wurden von der Fa. Bioplant GmbH, Ebstorf, bereitgestellt. Sie exprimieren ein
modifiziertes Transportprotein (MP17N) des Kartoffelblattrollvirus (PLRV). Es enthélt eine
hydrophile N-terminale Verlangerung von 2 kDa (ABBiLDUNG 3-1) (Tacke et al. 1996).

Fur eine Voruntersuchung wurden transgene Pflanzen der Sorte Linda verwendet. Sie
tragen die Bezeichnungen L-7 oder L-8; die Kontrollpflanze wird mit L-K bezeichnet. Alle
weiteren Experimente wurden mit transgenen Pflanzen der Sorte Tomensa durchgefihrt.

Sie werden mit T-18, T-19, T-20 und T—K fir die Kontrollpflanze bezeichnet.

28 K 69 K 23 K 56 K 14K
0 2 3 5 7
1 4 6
70K 17K 71K
358 N mp17 ter

ABBILDUNG 3-1. Genomstruktur des PLRV (nach Jaag et al. 2003) und in das Genom der
Kartoffelpflanzen integriertes Gen-Konstrukt (Tacke et al. 1996), bestehend aus dem CaMV 35S-
Promotor, einer hydrophilen N-terminalen Verldngerung, dem eigentlichen Gen des viralen
Transportproteins mpl7 und einer Terminationssequenz (ter). Das Genom besteht aus 8 offenen
Leserastern (open reading frames, ORF 0 — ORF 7). ORF 4 kodiert fiir das 17 kDa MP (MP17).
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3.2 Kulturbedingungen

3.2.1 Pflanzenanzucht

Wahrend der Dauer der Experimente wurden im Gewachshaus stets Pflanzen in Erde
kultiviert, um frisches Pflanzenmaterial und Knollen vorratig zu haben. Nach 2 bis 3 Mona-
ten wurden diese Pflanzen mittels Stecklingen vermehrt. Die Pflanzen wurden zuséatzlich
zum Tageslicht mit Pflanzenlampen (Philips SON-T Agro, 400 W) bestrahlt (ca. 150 umol
Photonen-m™.s™, 14 h Tag/10 h Nacht).

3.2.2 Sterilkulturen

Die sterilen Tomensa-Pflanzen wurden zu je 10 bis 20 Stick in einem Agar-Medium
(TaBELLE 3-1) in der Klimakammer kultiviert (bei ca.300 pmol Photonen-m?.s® 14 h
Tag/10 h Nacht, 20°/15°C). Als Lichtquelle dienten Pflanzenlampen (Philips SON-T Agro,
400 W). Alle 2 bis 3 Wochen wurden Stecklinge von diesen Pflanzen in ein frisches
Kulturmedium Ubertragen. Dazu wurden unter sterilen Bedingungen mit einem Skalpell
eine ca. 2 cm lange Spross-Spitze der 5-7 cm grof3en Pflanzen abgeschnitten und mit

einer Pinzette vorsichtig in das gelartige Medium gesteckt (TABELLE 3-1).

TABELLE 3-1. Nahrmedium fir Sterilkulturen (nach Murashige & Skoog 1962). Das
Medium wurde gekocht und anschlieBend in Kulturglaser mit Glasdeckel gegossen.
Diese wurden dann autoklaviert.

Menge  Substanz

20g  Saccharose
4349 M&S Fertigmedium
100 mg Inositol
1ml  Vitaminlésung
750 ml H,0, pH mit NaOH auf 5.8 eingestellt
7509 Agar-Agar
mit H,O auf 1000 ml aufgefllt

3.2.3  Hydrokultursystem

Die eigentlichen Experimente zum Einfluss des MP17N auf Wachstum, Kohlen-
hydratmetabolismus, Zelldifferenzierung und zur Untersuchung der Auswirkungen von

Salzstress wurden an transgenen Pflanzen durchgefihrt, die in einem Hydrokultursystem
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mit automatischem Nahrldsungsdurchfluss angezogen wurden (ABBiLDUNG 3-2). Die
Nahrldésung (TABELLE 3-2) wurde mittels Zeitschaltuhr einmal pro Stunde flinfzehn Minuten
lang aus einem 60 I-Vorratsbehdlter in die Topfe gepumpt, von wo sie durch Abflisse
wieder zurick in den Behélter floss. Da im Laufe der Kultur Wasser durch Evaporation
und Transpiration verloren ging und sich der pH-Wert der Nahrlésung énderte (ABBILDUNG
3-3), wurde die N&hrldsung einmal pro Woche erneuert. Dadurch wurde aul3erdem ge-
wabhrleistet, dass die Mineralstoffe stets in optimaler Konzentration zur Verfiigung standen
(ABBILDUNG 3-4). Zwei solcher Systeme mit jeweils 16 Topfen wurden installiert. Im ersten
wurden die Pflanzen entsprechend der Angaben in TaeeLLE 3-2 unter Standardbe-
dingungen kultiviert; im zweiten System wurde zuséatzlich zu den Mineralstoffen noch
100 mM NaCl hinzugegeben. Mit der NaCl-Zufuhr wurde begonnen, nachdem die Pflan-
zen zwei Wochen alt waren und eine Hohe von etwa 15-25 cm erreicht hatten. 4 Liter
N&hrldsung wurden hierzu aus dem Behélter entnommen und 350,64 g NaCl darin gelost.
Diese Losung wurde dann mit einer Pumpe innerhalb von 3 Tagen tropfenweise in den
Behaélter zurtickgepumpt. Bei einem N&hrldsungsvolumen von 60 | ergibt sich daraus eine

NaCl-Endkonzentration von 100 mM.

ABBILDUNG 3-2. Hydrokultursystem.
Die Nahrlosung wurde in regel-
mafRigen Intervallen (15 min je Stun-
de) aus einem Nahrlésungsbehélter in
die Topfe gepumpt, von wo sie Uber
eine Abflussleitung wieder zuriick in
den Behélter floss (nach Koyro &
Huchzermeyer 1999).
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TABELLE 3-2. Zusammensetzung der Nahrlosung fiur das Hydrokultursystem (nach

Krauss et al. 1978).

Makroelemente mM Mikroelemente UM
Ca(NOs)2 0,25 FeNa-EDTA 17,90
Mg(NO3), 0,25 MnSO4 3,60
KNO3 1,00 CuSO4 1,60
MgSO, 0,50 ZnS0O4 1,50
KH,PO,4 1,00 H3BO3 55,50
MoOs 1,00
7.8 3.0
. AKY OMg? Oca*
S
6.8 - = 2.0 1A
' § 7 | Bna,annn8 22 A apa A
z g N N
5.8 - § 1.0 4 (o)
c
—e— Standard S 000000~000500500,00%00
O +100 mM NaCl OO O
4.8 ; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0.0 ; ‘ ‘ :
0 3 6 9 12 15 18 0 5 10 15 20 25
Tage Tage

ABBILDUNG 3-3. Zeitliche Veranderung des pH-
Wertes in der Hydrokultur, die wahrscheinlich auf
lonenaustauscher-Effekten des verwendeten Ton-
granulats beruht. Der Kurvenverlauf ist unab-
hangig davon, ob in dem Hydrokultursystem Pflan-
zen kultiviert werden oder nicht. Durch wdchent-
liche Erneuerung der Nahrlésung wurde sicher-
gestellt, dass der pH-Wert stets im physiolo-
gischen Bereich blieb.

3.3 Gaswechselmessungen

ABBILDUNG 3-4. Zeitlicher Verlauf der Konzen-
trationen von K*, Mg® und Ca®* in der
N&hrlésung. In diesem Vorversuch wurde die
Nahrlésung nach 12 Tagen erneuert. Man
erkennt, dass die K'-Konzentration in den
ersten Tagen und nach der Erneuerung der
N&hrlésung leicht abnimmt. Die Schwankungen
kommen durch Verdunstung und an-
schlieBendes Nachflllen demineralisierten Was-
sers zustande.

Photosyntheseaktivitat und Transpiration wurden mit dem Leaf Chamber Analyser,

Type LCA-4 (ADC Analytical Development Company Ltd., Hoddesdon, UK) bestimmt. Das

LCA-4 wird zusammen mit einer Blattkammer (portable leaf chamber, PLC) betrieben, in

welche das Blatt einer Pflanze so eingespannt wird, dass der Gaswechsel auf einer

Flache von 6,25 cm2 gemessen werden kann. Luft aus der Umgebung wird angesaugt

und in das Gerét geleitet, wo sowohl die Kohlendioxidkonzentration als auch der Wasser-

gehalt der Luft infrarotspektrometrisch gemessen werden. Die Luft stromt dann weiter zur
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Blattkammer. Dort wird durch die im Blatt ablaufende Photosynthese CO, verbraucht und
durch Transpiration H,O in die Blattkammer abgegeben. Nachdem die Luft die Blattkam-
mer passiert hat, stromt sie wieder zuriick in das Analysegerat, wo die Konzentrationen
von CO, und H,O erneut gemessen werden, bevor die Luft in die Umgebung abgegeben
wird (,offenes System®). Aus den Differenzen Ac (CO,) und Ae (H,O) werden dann die
Photosyntheseaktivitit (umol CO,-m?-s™) und die Transpirationsrate (mmol H,0-m?.s™)
berechnet. Alle Gaswechselmessungen wurden im Lichtsattigungsbereich durchgefiihrt
(1400 pmol Photonen-m™.s™). Das LCA-4 verfiigt Uber einen Datenspeicher, der es
ermdglicht, die Messungen in einem bestimmten Zeitintervall automatisch abzuspeichern.

Diese Daten wurden dann auf einen PC Ubertragen und ausgewertet.

3.4 Saccharose-Export aus Source-Blattern

Um den Saccharose-Export aus den Source-Blattern zu bestimmen, wurde das
Phloem-Exsudat aus Petiolen von abgeschnittenen Blattern gesammelt. Ein Blatt wurde
dazu mit einer Rasierklinge abgeschnitten und die Petiole sofort in eine Petrischale mit 10
mM EDTA (pH 7) eingetaucht, das das VerschlieRen der Siebporen in den Siebelementen
verhindert. Von dem in dieser Losung eingetauchten Ende der Petiole wurde ein etwa 3—4
mm langes Stiick abgeschnitten. So wurde gewahrleistet, dass keine Verschlussreakti-
onen in den Siebelementen an der Schnittflache der Petiole auftraten. Bei dieser Methode
konnen jedoch auch die l6slichen Zucker aus den verletzten Parenchymzellen an der
Schnittflache in die Exsudationslésung gelangen und das Ergebnis verfalschen. Deshalb
wurde das Blatt zunachst eine halbe Stunde lang in ein Gefal3 mit 10 mM EDTA gestellt,
um diese Zucker zu entfernen.

Erst danach begann die eigentliche Probennahme der Exsudate. Dazu wurden 2 ml-
Eppendorf-GefalRe mit 1,5 ml 10 mM EDTA (pH 7) gefillt und mit Parafilm verschlossen.
Mit einer Nadel wurde eine kleine Offnung in diese Abdeckung gestochen. Dann wurden
die Petiolen der Blatter zligig in diese GefalRe gesteckt. Um die Transpiration zu verhin-
dern wurde das Experiment im Schittel-Wasserbad durchgefiihrt, das mit einer Glasplatte
abgedeckt wurde. Die Blatter wurden mit einer Pflanzenlampe (Philips SON-T, 400 W)
bestrahlt. Nach vier Stunden wurde die Exsudation gestoppt und die Flachen der Blatter
bestimmt. Dazu wurden die Umrisse der Blatter auf einem Karton nachgezeichnet und
ausgeschnitten. Dieser Kartonausschnitt wurde gewogen. AuRerdem wurde eine defi-

nierte Flache aus dem Karton ausgeschnitten und gewogen. Daraus wurde dann mittels
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Dreisatz die Flache der Blatter berechnet. Die Saccharosekonzentration in der Exsu-

dationslésung wurde mit einem Chromatographiesystem ermittelt (vgl. Kapitel 3.5.2.5).

3.5 Gewebeanalytik

3.5.1 Vorbereitungen der Gewebeproben

Das Pflanzenmaterial (Blatter, Petiolen oder Internodien) wurde sofort nach dem Ent-
fernen von der Pflanze in Kunststofftiiten gepackt und fur den Transport in einen Behélter
mit flissigem Stickstoff gegeben. Die spatere Aufbewahrung der Proben erfolgte in der
Gefriertruhe bei —20 °C. Zur Homogenisierung wurden die Gewebeproben unter flissigem
Stickstoff homogenisiert. Je nach Verwendungszweck wurden unterschiedliche Mengen
eingewogen (TaseLLE 3-3). Das restliche Probenmaterial wurde als Reserve in 2 ml-

EppendorfgefalRen aufbewahrt und ebenfalls bei —20 °C gelagert.

TABELLE 3-3. Einwaagen der unter flissigem Stickstoff homogenisierten Proben fir die
Gewebeanalytik (Lagerung bei —20 °C).

Verwendungszweck Einwaage Gefal

(mg)
Kohlenhydratanalyse 80-120 2 ml-Eppendorfgefald
Mineralstoffanalyse (Kationen) ~100 5 ml-Kryor6hrchen mit Schraubverschluss
Aminoséauren 200-400 10 ml-Réhrchen mit Schraubverschluss
Proteine ~300 2 ml-Eppendorfgefaf

(Western-Blot, Kapitel 3.6)

3.5.2 Kohlenhydrate

3.5.2.1 Extraktion der loslichen Zucker und der Starke

Die tiefgefrorenen homogenisierten Proben (TaseLLE 3-3) wurden auf Eis gestellt. Zu
jeder Probe wurde eine Spatelspitze (ca. 30 mg) Polyklar AT gegeben. Diese Substanz
bindet phenolische Verbindungen, die sich nachteilig auf die enzymatischen Reaktionen
bei der Kohlenhydratbestimmung auswirken kénnten. AuRerdem wird nach dem spéateren
Zentrifugieren das Pellet durch die Zugabe von Polyklar AT fester, wodurch das Ab-
pipettieren des Uberstandes erleichtert wird. AnschlieRend wurde 1 ml eiskaltes demin.
Wasser zupipettiert, gevortext und die Proben 10 min lang bei mindestens 95 °C erhitzt,

um Enzyme zu inaktivieren. Damit kein Wasserdampf entwich, wurde durch eine Halte-
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vorrichtung sichergestellt, dass die Eppendorfgefalie fest verschlossen blieben. Die Pro-
ben wurden dann 1 h lang geschiittelt, bevor sie mit einer Tischzentrifuge bei maximaler
Umdrehungsgeschwindigkeit (~6000 g) 10 min zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde
in ein neues 2 ml-Eppendorfgefall pipettiert und zu den Pellets wurden 0,75 ml demin.
Wasser pipettiert. AnschlieBend wurde wieder gevortext, geschiittelt, zentrifugiert und der
Uberstand mit dem ersten vereinigt. Die Extraktionslosung (1,75 ml) wurde entweder
sofort analysiert oder bei —20 °C aufbewahrt.

Die im Pellet befindliche Starke wurde mit Amyloglucosidase verdaut (vgl. Anhang
7.2.1, S. 136). Um noch eventuell vorhandene l6sliche Glukose vollstdndig zu entfernen,
wurden die Pellets zunachst gewaschen. Dazu wurde zu jeder Probe 1 ml demin. Wasser
pipettiert, gevortext, geschiittelt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, nach-
dem durch einige Testmessungen bestatigt wurde, dass keine nennenswerten Glukose-
mengen mehr vorhanden waren. Zu jeder Probe wurden dann 0,75 ml Amyloglucosidase-
Lésung (vgl. Anhang 7.2.1, S. 136) pipettiert und durch Vortexen das Pellet resuspendiert.
Die GefalRe wurden mit Parafilm dicht verschlossen und tiber Nacht im Schittelwasserbad
bei 50 °C inkubiert. Die Proben wurden zentrifugiert und der Uberstand in neue
Eppendorf-Gefal3e pipettiert. Um samtliche Glukosemolekiile herauszulésen, wurde die
Extraktion mit 0,75 ml demin. Wasser wiederholt und die beiden Uberstande vereinigt. Die
resultierende Extraktionslosung (1,5 ml) wurde sofort analysiert oder bei —20°C

aufbewabhrt.

3.5.2.2 Kohlenhydratanalysen mit UV-Testkombinationen

Sowohl der Gehalt von Saccharose, Glukose und Fruktose als auch die Starkemenge
wurden mit modifizierten UV-Testkombinationen (vgl. Anhang 7.1, S. 135) bestimmt. Das
Verfahren beruht auf der Umsetzung von D-Glukose zu D-Glukose-6-phosphat und weiter
zu D-Glukonat-6-phosphat, wobei NADP* zu NADPH+H" reduziert wird. Die wahrend der
Reaktion gebildete NADPH-Menge ist der D-Glukose-Menge &Aquivalent und wird auf-
grund ihrer Absorption bei 340 nm bestimmt (Microplate Reader, Modell 680, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Mdunchen). D-Glukose wird direkt gemessen; Fruktose nach
anschlieRender enzymatischer Umwandlung zu D-Glukose-6-phosphat und Saccharose
nach enzymatischer Hydrolyse zu D-Glukose und D-Fruktose; die gebildete Menge Glu-
kose entspricht der Saccharosemenge. Um eine groRere Anzahl an Proben analysieren
zu konnen, wurden die Lésungen zur enzymatischen Umsetzung von D-Glukose zu D-
Glukonat-6-phosphat und von Fruktose zu D-Glukonat-6-phosphat abweichend von der

Anleitung des Herstellers 1:10 in 0,1%iger BSA-L6sung verdinnt (vgl. Lésung 3 und
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Losung 4 im Pipettierschema in TaBeLLE 3-4 und Lésung 2 im Pipettierschema in TABELLE
3-5). Da zur Analyse abweichend von den Angaben des Herstellers anstelle von 1 ml-
Klvetten Mikroplatten (96 Wells) mit einem Volumen von nur 300 pl je Well eingesetzt

wurden, konnte so die Anzahl der zu messenden Proben von 20 auf 200 erh6ht werden.

3.5.2.3 Bestimmung von Saccharose, Glukose und Fruktose

Fur jeden Zucker wurde eine Eichkurve erstellt (vgl. Anhang, ABsBILDUNG 7-1, S. 140).
Mithilfe der Faktoren aus der Regressionsanalyse wurden dann die Zuckerkonzen-
trationen in der Exktraktionslosung ermittelt und daraus die Zucker- bzw. die Starke-
mengen pro Gramm Frischgewicht berechnet.

In manchen Proben waren die l6slichen Zucker so gering konzentriert, dass das Pro-
benvolumen von 40 auf 60 ul erhdht werden musste; das Volumen des Wassers wurde
dann von 100 auf 50 ul reduziert (TABELLE 3-4). Wegen des daraus resultierenden abwei-
chenden Gesamtvolumens wurden fir diesen Fall separate Eichkurven erstellt (nicht

gezeigt).

TABELLE 3-4. Pipettierschema fiir die Bestimmung von Saccharose, Glukose und
Fruktose. Jede Probe wurde doppelt pipettiert und spéter der Mittelwert der Extinktionen
berechnet. In manchen Féllen wurde das Probenvolumen auf 60 pl erhéht und das
Wasservolumen auf 50 pl reduziert.

Substanz Volumen (ul)
Saccharose Glukose/Fruktose

Probe 40 (60) 40 (60)
Losung 1 20 -

- 2 s schitteln, 5 min warten
Lésung 2 100 100
H.O 100 (50) 100 (50)

- 2 s schitteln, 5 min warten, E1 messen
Lésung 3 (1:10 verdiinnt in 0,1% BSA) 20 20

- 2 s schitteln, 15 min warten, E2 messen
Lésung 4 (1:10 verdunnt in 0,1% BSA) - 20

- 2 s schitteln, 15 min warten, E3 messen




MATERIAL UND METHODEN 28

3.5.2.4 Starkebestimmung
Nach dem B-Amyloglucosidase-Verdau (vgl. Kapitel 3.5.2.1, S. 25) liegt die Starke in

Form von Glukose-Molekilen vor. Diese wurden wie die I6slichen Zucker mit der UV-Test-
kombination (vgl. Anhang 7.1, 135) gemessen (TABeLLE 3-5). Mithilfe des Faktors aus der
Regressionsanalyse (vgl. Anhang, ABBILDUNG 7-1, S. 140) wurde dann die Glukosemenge
berechnet. Die Starkemenge wird demnach in Form von Glukoseaquivalenten ange-

geben.

TABELLE 3-5. Pipettierschema flr die Starkebestimmung.

Substanz Volumen
(k)
Losung 1 100
Probe 50
H.O 100

- 2 s schitteln, 3 min warten, E1 messen
Lésung 2 (1:10 verdiinnt in 0,1% BSA) 20

- 2 s schitteln, 15 min warten, E2 messen

3.5.2.5 Analyse der I6slichen Zucker mit einem Chromatographiesystem
(HPAE-PAD)

Die l6slichen Zucker eines Teils der Proben wurden mit dem Chromatographie-Sys-
tem DX500 der Firma Dionex (Dionex Corporation, Sunnyvale, USA) bestimmt (Hoff-
mann-Thoma et al. 2000). Die Trennung der Kohlenhydrate erfolgte mithilfe der Anionen-
Austauschchromatographie mit gepulster amperometrischer Detektion (high performance
anion exchange columns and pulsed amperometric detection, HPAE-PAD). Die Ex-
traktionslésungen wurden dazu im Verhaltnis 1:3 bis 1:5 in demin. Wasser verdinnt. Das
System wurde mit Standardldsungen kalibriert, die zu Beginn des Analyselaufs und nach
jeder zehnten Probe gemessen wurden. Bei der Analyse der Exsudationslésungen (vgl.
Kapitel 3.4, S. 24) wurde nach jeder Probe eine Standardlésung gemessen. Dadurch
konnte die Verkirzung der Retentionszeiten verhindert werden, die durch das EDTA in
der Exsudationslésung hervorgerufen wird. In der TaBeLLE 3-6 sind die wichtigsten
Komponenten des Chromatographie-Systems, sowie die Eluenten und deren Durchfluss-

rate zusammengefasst.
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TABELLE 3-6. Chromatographie-System Dionex DX500.

Gradientenpumpe Typ GP40

elektrochemischer Detektor ED40

Autosampler AS40

Injektor LC10

Vorséule CarboPac PA-10 Guard-Dolumn
Trennséaule CarboPac PA-10

Steuerung des Systems/ Softwarepaket PeakNet 4.1 (Windows 3.11)
Datenerfassung

Eluenten H,0 (demin. und entgast) und

200 mM NaOH (in demin. und
entgastem H,0)

Flussrate der Eluenten 0,8 ml/min

3.5.3 Bestimmung von Mineralstoffen (Kationen)

Die Kationen (K*, Na*, Mg®* und Ca*) in den vorbereiteten Gewebeproben (TABELLE
3-3, S. 25) wurden Uber Nacht mit 4 ml 0,5 % HNO;3; bei 90 °C im Wasserbad extrahiert
und nach Verdinnung (1:100 bzw. 1:10 fir die Na'-Analyse bei Pflanzen, die unter
Standardbedingungen kultiviert wurden) in demin. Wasser mit dem Flammen-
Atomabsorptionsspektrometer (Modell 3300, PerkinElmer Life Sciences GmbH, Rodgau-
Jugesheim) analysiert. Fur jedes Kation wurde vorher eine Eichkurve erstellt und die
Faktoren aus der Regressionsanalyse fur die Berechnungen der Kationenkonzentrationen

herangezogen (vgl. Anhang, ABBILDUNG 7-2, S. 141).

3.5.4 Bestimmung des osmotischen Potenzials von Blattpress-Saften

Zur Abschatzung des osmotischen Potenzials in den Mesophylizellen wurden Blatt-
Press-Safte hergestellt. Ein 1,5-ml-Eppendorfgefa wurde mit frischem Blattmaterial
gefillt. Zur Inaktivierung von Enzymen wurde die Probe 10 min bei 90 °C erhitzt. An-
schlieRend wurde das Blattmaterial mit einer Pinzette in ein folgendermalien vorbereitetes
Eppendorfgefal? gegeben: Mit einer dinnen Nadel wurde in den Boden eines 1,5-ml-
Eppendorfgefales ein Loch gestochen. AnschlieRend wurde feines Papiertuch fest in das
Gefald gestopft, so dass es bis zu etwa einem Viertel damit gefullt war. Das so vorbe-
reitete und mit hitzebehandeltem Blattmaterial gefillte Gefal? wurde auf ein zweites ge-
offnetes 1,5-ml-Eppendorfgefal gesteckt und 15 min bei maximaler Geschwindigkeit zen-
trifugiert. Der so gewonnene Press-Saft wurde mit einem Osmometer (Osmomat 030,

Gonotec GmbH, Berlin) analyisert.
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3.5.5 Bestimmung von Aminosauren

Die Bestimmung der Aminoséduren macht es erforderlich, die in den Gewebeproben
vorhandenen Proteine zu entfernen. Dazu wurden die homogenisierten Proben (TABELLE
3-3) in 4 ml 4% Sulfosalicylsadure, die als internen Standard 28,4 uM B-Thienylalanin
enthalt, extrahiert. Zur Proteinfallung wurden die Proben ca. 1 h auf Eis gestellt. An-
schlieend wurden sie mit 0,545 ml 2 N NaOH neutralisiert. Wenn fir die Analyse nur
kleine Mengen an Blattmaterial zur Verfligung standen, wurde in nur 2 ml Sulfosalicyl-
séure extrahiert; zur Neutralisierung wurde dann entsprechend weniger NaOH hinzu-
gegeben. Danach wurden die Proben zentrifugiert (4 °C, 13000 g, 20 min.) und der Uber-
stand durch einen 0,45 um Cellulose-Acetat-Filter filtriert. Fir die Analyse mit der HPLC
(Reversed-Phase-Chromatographie) wurden die Proben 1:10 in 0,1 M Boratpuffer (pH
8,4 - 8,5) verdunnt.

3.6 Proteinanalytik

36.1 Proteinextraktion

Zu den homogenisierten Proben (TaseLLE 3-3) wurden 800 pl Laemmli-Puffer (vgl. An-
hang 7.2.2, S. 136) gegeben. Danach wurden sie 10 min gekocht und 1 h geschuttelt (300
U/min). AnschlieBend wurde 3 min bei maximaler Drehzahl zentrifugiert und 600 pl des
Uberstandes in ein neues 2 ml-Eppendorfgefal pipettiert. Nach Zugabe von 1,2 ml Ace-
ton (100%) wurden die Proben zur Fallung der Proteine Uber Nacht bei —20 °C auf-
bewabhrt.

Die Proben wurden nur kurz zentrifugiert, damit das Pellet nicht zu fest wurde. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit Aceton (70%) gewaschen und erneut zen-
trifugiert. Danach wurde es in 100 pl 6M Urea (inkl. 5% Essigsaure) resuspendiert und die
Proben 30 min auf den Schittler gestellt. Diese Proben wurden ein weiteres Mal bei
héchster Drehzahl zentrifugiert und der proteinhaltige klare Uberstand in ein neues 1,5 ml-

Eppendorfgefal pipettiert.

3.6.2 Protein-Bestimmung nach Bradford

Damit bei der Gelelektrophorese von allen Proben die gleiche Gesamtproteinmenge
aufgetragen werden konnte, wurden zunéchst die Proteinkonzentrationen nach Bradford
(1976) (vgl. Anhang7.2.2, S. 136) photospektrometrisch bei 595 nm bestimmt (Microplate
Reader, Modell 680, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miuinchen) (TaeBeLLe 3-7). Die

Proteinkonzentrationen wurden mithilfe einer Eichkurve mit BSA (nicht gezeigt) ermittelt.
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Die Proben wurden dann in 6M Urea (inkl. 5% Essigsaure) so verdinnt, dass in allen

Proben die gleiche Proteinkonzentration vorlag.

TABELLE 3-7. Pipettierschema flr die Proteinbestimmung nach Bradford (1976).

Substanz Volumen (ul)
Probe 10
Farbereagenz 200

- 2 s schitteln, 5 min warten

- Messung bei 595 nm

3.6.3 Gelelektrophorese

Die Proteine wurden mithilfe der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelelektro-
phorese (SDS-PAGE) nach der Methode von Laemmli (1970) aufgetrennt (TABELLE 3-8 und
TaBeLLE 3-9). Die Elektrophorese wurde entsprechend der Anleitung des Herstellers des
Gelelektrophorese-Systems (Mini-PROTEAN 3-System, BioRad Laboratories Inc., Her-
cules, California, USA) durchgefiihrt (40 mA, max. 130 V). Als GroRenmarker wurde ein
vorgefarbter Proteinstandard von BioRad verwendet (Precision Plus Protein® Standards,
All Blue, Nr. 161-0373). Die Zusammensetzungen der erforderlichen Losungen sind im

Anhang 7.2.2 (S. 136) aufgefihrt.

TABELLE 3-8. Zusammensetzung eines 15%igen Trenngels. Ein Gelansatz ist
ausreichend fiir die Herstellung von 2 Gelen (0,75 mm) des Mini-PROTEAN 3-Systems.

Komponente Volumen (ml)
H20 1,740
30% (w/v) Acrylamidlésung 3,760
Trenngelpuffer (pH 8,8) 1,900
10 % (w/v) Ammoniumpersulfat 0,112

TEMED 0,005
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TABELLE 3-9. Zusammensetzung des Sammelgels (5 % Acrylamid).

Komponente Volumen (ml)
H.0O 2,000
Acrylamidlésung (30 %) 0,888
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 0,600
10 % Ammoniumpersulfat 0,056
TEMED 0,005

3.6.4 Western Blotting

Die aufgetrennten Proteine wurden mit dem Elektrophorese-System von BioRad (Mini
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, BioRad Laboratories Inc., Hercules, California,
USA) auf eine Nitrocellulose-Membran (Hybond ECL Nitrocellulose, Amersham Pharma-
cia Biotech, Freiburg) geblottet. Dabei wurde nach der Anleitung des Herstellers vorge-
gangen. Die erforderlichen Losungen sind im Anhang 7.2.4 (S. 138) aufgeftihrt. Der

erfolgreiche Blot wurde durch den vorgefarbten Proteinmarker angezeigt.

3.6.5 Immunodetektion

Um die freien Bindungsstellen der Membran zu blockieren, wurde diese zunachst fur
1 hin 5 % Milchpulver (in TBS-Tween, vgl. Anhang 7.2.4, S. 138) uberfuhrt. Anschliel3end
wurde die Membran 1h mit dem priméaren Antikérper (Rabbit-anti-MP17; IPK,
Gatersleben) in 5% Milchpulver (1:5000) inkubiert, dreimal je 20 min in 5% Milchpulver
gewaschen und dann 2 h lang mit dem 2. Antikérper (ImmunoPure® Goat Anti-Rabbit IgG,
H+L, Peroxidase Conjugated, PIERCE, Rockford, lllinois, USA) inkubiert. Anschliel3end
wurde die Membran wieder wie beschrieben gewaschen.

Die Immunodetektion wurde mit einem Detektions-Kit von PIERCE durchgefihrt
(SuperSignal® West, PIERCE, Rockford, lllinois, USA). Dabei wurde nach der Anleitung
des Herstellers vorgegangen. Die hierfir notwendigen Puffer sind im Anhang 7.2.4
(S. 138) aufgefihrt.

Zur Detektion des Lumineszenzsignals wurde der Blot auf einen Rontgenfilm (Hyper-
film ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) exponiert (ca. 10 s). Der Film wurde
nach der Exposition sofort in eine Schale mit der Entwicklungslésung (Rodinal®, Agfa
Deutschland Vertriebsgesellschaft mbH & Cie., Deutschland, 1:10 verdinnt) gelegt. Dabei
wurde durch gleichméaRiges Bewegen der Schale sichergestellt, dass der Film stets von

Lésung umspllt war. Sobald die Banden gut sichtbar wurden (nach etwa 5 bis 10 s)
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wurde der Film in eine Schale mit Fixierlosung (vgl. Anhang 7.2.5, S. 138) gelegt (ca. 2-
5 min), wobei ebenfalls auf gleichmaRiges Umspllen des Films geachtet wurde.

AnschlieBend wurde der Film in einer Schale mit Leitungswasser gewaschen.

3.7 Elektronenmikroskopie

3.7.1  Fixierung und Einbettung fur die Elektronenmikroskopie

Elektronenmikroskopische Untersuchungen wurden an MP17N-exprimierenden To-
mensa-Pflanzen und Kontrollpflanzen aus dem Ansatz 1 durchgefiihrt, und zwar sowohl
an Pflanzen, die unter Standardbedingungen kultiviert wurden, als auch solchen, die 100
mM NaCl ausgewetzt wurden. Dazu wurden Source-Blatter und Internodien des oberen
Sprossabschnitts von den unter Standardbedingungen Kkultivierten Pflanzen in einer
Mischung aus Paraformaldehyd (PFA, 1,5%) und Glutardialdehyd (GA, 3%) in 0,05M
Cacodylat-Puffer (vgl. Anhang 7.2.6, S. 138) bei Raumtemperatur auf einem Schattler
fixiert (5 Stunden). Bei den Proben der salzgestressten Pflanzen wurde das
Mischungsverhaltnis von PFA (3,5%) und GA (3,68%) verandert, um die Fixierldésung an
die durch den Salzstress verdnderte Osmolaritat des Gewebes anzupassen.

Die nachfolgenden Inkubationen wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Die Proben wurden
viermal in Natrium-Cacodylatpuffer gewaschen (jeweils 20 min) und danach tber Nacht
mit 1% Osmiumtetraoxid nachfixiert.

AnschlieRend wurden die Proben viermal 15 min lang mit Wasser (4 °C) gewaschen
und mit eisgekuhlter Uranylacetat-Losung 2,5 h kontrastiert. Die Entwasserung erfolgte in
einer aufsteigenden Alkoholreihe von 30, 50, 70, 90, 96 und 100% (v/v) Ethanol jeweils fiir
30 min'. Ab der Verdinnungsstufe 96% wurde wieder bei Raumtemperatur gearbeitet.
Danach erfolgten ein Entwasserungsschritt fur 90 min in 100% Ethanol, das Gber einem
Molekularsieb (Sikkon, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) getrocknet
wurde und ein weiterer Schritt (60 min) in 100% getrocknetem Propylenoxid.

Dann wurden die Proben Uber 5 Stufen in Epoxyharz (nach Spurr 1969) tberfihrt:
Propylenoxid/Epoxyharz im Verhaltnis 5:1, 3:1, 1:1, 1:3 und 1:5 fir jeweils 2,5 h (der dritte
Schritt im Verhaltnis 1:1 wurde Uber Nacht durchgefihrt). AbschlieRend wurden die Pro-
ben zweimal jeweils 1 h in reinem Epoxyharz inkubiert und tber Nacht auf dem Schiittler

gelassen.

! Der Entwasserungsschritt in 70% Ethanol wurde nicht 30 min lang sondern tiber Nacht durchgefiihrt.
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Fur eine nochmalige Inkubation (2 h) in Epoxyharz und die anschlieRende Einbettung
in Gelatinekapseln oder Flacheinbettungsformen wurde frisches Epoxyharz angesetzt. Die

Polymerisation des Harzes erfolgte im Trockenschrank bei 68 °C fir 24 h.

3.8 Mazeration des Xylems

MP17N-exprimierende Tomensa-Pflanzen wurden 4 Wochen im Gewéchshaus kulti-
viert. FUr die Mazeration des Xylems wurden 2 cm lange Internodienabschnitte im oberen
Bereich der Pflanze (Sink-Blatter), im mittleren Bereich (junge Source-Blatter) und etwa
3 cm Uber dem Boden (altere Source-Blatter) herausgeschnitten. Die aul3eren Gewebe
um den Xylemzylinder wurden entfernt. AnschlieRend wurden die Xylemzylinder langs
durchgeschnitten, um auch das Mark zu entfernen (van der Schoot & van Bel 1989). Von
den Xylemabschnitten wurde der mittlere Teil (1 cm) verwendet.

Die Gewebestlicke wurden bei 60 °C zwei Tage in 30% H,O, und 70% Essigsaure
(1:1) mazeriert. Um die einzelnen Zellen voneinander zu l6sen, wurden die Proben min-
destens eine Stunde lang vibriert. Nach wiederholtem Waschen in Wasser und Zentri-
fugieren (bei hdchstens 500 g) wurden die Proben in Kaisers Gelatine (vgl. Anhang 7.1,
S. 135) auf einem Objekttrager fixiert. Die Xylemelemente wurden unter dem
Lichtmikroskop gezéahlt und funf Hauptgruppen (Parenchym, Fasern, GefaRRelemente,
Tracheiden und Elemente des Protoxylems) zugeordnet.

Zur Abschatzung des Gesamtvolumens der Gefalielemente wurden fir jede Linie die
Durchmesser und die Langen von etwa 160 GeféaRRelementen ermittelt und daraus das

durchschnittliche Leitungsvolumen berechnet.

3.9 Plasmodesmenfrequenz in den Derivaten des Cambiums in
der Sprossachse

Fur die elektronenmikroskopische Untersuchung der Plasmodesmenfrequenzen am
Transmissionselektronenmikroskop (TEM, Philips EM300) wurden am Mikrotom mit einem
Diamantmesser (Diatome Ltd., Biel, Schweiz) ultradiinne L&angsschnitte von der
Sprossachse (ca. 60 nm dick) angefertigt. Davon wurden 10 Stiick zuféllig ausgewahlt.
Diese Schnitte wurden mit Uranylacetat und Bleicitrat nachkontrastiert. Am TEM wurden
die Plasmodesmen in den tangentialen und longitudinalen Querwanden der
Cambiumzellen und deren Derivate (Xylem und Phloem) gezahlt. Dabei wurden die Plas-
modesmen folgenden Gruppen zugeordnet: 1-O (PD nur in der Zellwand einer Zelle), 1-1

(PD durchgehend von einer Zelle zur benachbarten), 2-1 (Y-férmiger PD), 2-2 (H-
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formiger PD). Die Anzahl der Plasmodesmen wurde auf die Zellwandflache bezogen.
Dazu wurden die Langen der Zellwéande bestimmt. Aus 10 untersuchten Schnitten (60 nm)
ergab sich eine Breite von 0,6 um. Die Plasmodesmenfrequenzen werden in Anzahl pro

KUM2 angegeben.

3.10 Mikroinjektionen

3.10.1 Vorbereitung der Pflanzen

Die Mikroinjektionsexperimente wurden an Blattern von intakten Pflanzen durch-
gefuihrt. Dazu wurden auf der Blattunterseite mit einer frischen Rasierklinge einige corti-
cale Zellschichten der Mittelrippe abgetragen, und zwar so, dass das darunter liegende
Phloem nicht verletzt wurde. Die Zellen wurden sofort mit dem gel6sten Fluoreszenzfarb-
stoff RH-160 (vgl. Anhang 7.2.7, S. 139) Uberschichtet, der die Membranen in etwa

15 min anfarbt.

3.10.2 Konfokales Laser Scanning Mikroskop (CLSM)

Die Mikroinjektionsexperimente wurden unter dem konfokalen Laser Scanning Mikro-
skop (Typ TCS 4D, Leica, Heidelberg, Deutschland) durchgefihrt. Der injizierte Fluores-
zenzfarbstoff Lucifer Yellow (LYCH) wurde mit der 488 nm-Linie des Argon/Krypton-
Lasers (Omnichrome, Chino, California, USA) angeregt. Das emittierte Licht wurde durch
einen Fluorescein-Bandpass-Filter zum Detektor geleitet. RH-160 wurde mit der 564 nm-

Linie des Lasers angeregt, hier wurde ein 590 nm-Langpass-Filter verwendet.

3.10.3 Mikroinjektionen

Die Mikroinjektionskapillaren wurden aus Borosilikatglaskapillaren (1 mm &ul3erer
Durchmesser, 0,58 mm innerer Durchmesser) mit internem Filament (Clark Elektro-
medical Instruments, Reading, UK) hergestellt. Dazu wurde ein Laser Puller (Modell 2000,
Sutter Instruments, Novato, California, USA) verwendet.

Die Mikroinjektionskapillaren wurden mithilfe eines Joystick-Mikromanipulators
(4 Achsen, Modell MMW-204; Narishige, Tokyo, Japan) gesteuert, der direkt am Mikros-
koptisch des konfokalen Laser Scanning Mikroskops befestigt war. Sie wurden Uber das
innere Filament mit LYCH gefillt und das Restvolumen anschlieRend mit dinnflissigem
Silikondl (vgl. Anhang 7.1, S. 135) aufgeflllt. Der Fluoreszenzfarbstoff wurde mithilfe

eines hydraulischen Druckmanipulators injiziert (Kempers et al. 1999).
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4 ERGEBNISSE

4.1 Phanotypische Merkmale der MP17N-exprimierenden
Tomensa-Pflanzen

In dieser Arbeit wurden mehrere Experimente (Kapitel 4.2 bis 4.7) mit MP17N-trans-
genen Kartoffelpflanzen durchgefiihrt (AseiLbunG 4-1). Alle untersuchten transgenen Pflan-
zen exprimierten das MP17N konstitutiv unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors
(ABBILDUNG 3-1, S. 20). In ihrem Wachstum unterschieden sich diese Pflanzen jedoch
erheblich. Es war bei der Linie T-18 so stark eingeschrankt, dass ihr Phanotyp in allen
Experimenten von dem der anderen Pflanzen unterschieden werden konnte. Die Linie T—
19 ahnelte in ihrem Phanotyp der Kontrollpflanze (T-K), war aber in allen Experimenten
deutlich kleiner als diese. Die Linie T-20 war dagegen phanotypisch nicht von der Kon-
trollpflanze zu unterscheiden; einige Individuen dieser Linie erreichten sogar eine etwas
grolRere Hohe als Pflanzen aus der Kontrollgruppe. Dariiber hinaus waren die Source-
Blatter der Linie T-18 oft eben ausgebreitet, wahrend jene der anderen transgenen Pflan-
zen sowie der Kontrollpflanze seitlich leicht eingerollt waren (vgl. ABBiLDUNG 4-4, S. 39).
Diese phanotypischen Merkmale traten in allen Experimenten auf, und zwar unabhangig
davon, ob die Pflanzen in Erde oder im Hydrokultursystem wuchsen. Auch die Jahreszeit
und die Lichtintensitat bei der Kultur in der Klimakammer hatten bei der Auspragung der
beschriebenen Merkmale keinen Einfluss.

Trotz der erheblichen Wachstumsreduktion waren Entwicklungsprozesse offensicht-
lich nicht gestdrt, denn in allen Experimenten entwickelten die transgenen Pflanzen ge-
nauso viele Blatter wie die Kontrollpflanzen, mit dem Unterschied, dass sie kleiner Waren
als jene der Kontrollpflanzen. Auch im Zeitpunkt der Blitenbildung oder dem Beginn der
Knollenbildung gab es keine Unterschiede.

In allen Experimenten wurde eine Western Blot-Analyse durchgefiihrt und die Ex-
pression des MP17N in den transgenen Pflanzen nachgewiesen (ABBILDUNG 4-2). Das
Protein MP17N wurde ausnahmslos in allen transgenen Linien exprimiert, unabhangig
davon, ob die Pflanzen aus der Sterilkultur stammten oder als Stecklinge bzw. durch
Knollen vermehrt wurden. Gleiches gilt fr die Experimente unter 100 mM NaCl. Bei der
Linie T-18 wurde stets eine starkere Bande gefunden als bei den beiden Linien T-19 und
T-20 (ABBILDUNG 4-2). Das Protein (17 kDa) wanderte mit einem apparenten Molekdl-

gewicht von 24 kDa, was auf die aminoterminale Verlangerung des Proteins und auf post-
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translationale Modifikationen wie Phosphorylierung zuriickgefiihrt wird (Schmitz et al.
1997, Herbers et al. 1997).

Bei den physiologischen Messungen wurde zwischen Source- und Sink-Blattern
unterschieden. Das oberste Blatt an der Sprossspitze mit einer Lange von einem Zenti-
meter wurde als Blatt Nr. 1 definiert. Sink-Blatter waren danach nicht ausdifferenzierte
Blatter mit den Nummern 1-4, diese waren stets kleiner als 10 cm. Als Source-Blatter

wurden Blatter mit den Nummern >7 bezeichnet.

ABBILDUNG 4-1. Phanotypen der MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen und der
Kontrollpflanze (T—K links, rechts daneben die transgenen Linien T-18, T-19 und T-20).
Diese Pflanzen sind zweieinhalb Wochen alt. Sie wurden aus Knollen angezogen; des-
halb unterscheidet sich die Anzahl der Sprosse pro Topf. Die nachfolgenden
Experimente wurden stets mit Stecklingen (aus der Hydrokultur oder aus der Erdkultur)
durchgefiihrt, um so gleiche Startbedingungen zu gewéhrleisten.

ABBILDUNG 4-2. Typische Western Blot-Analyse des
MP17N in Source-Blattern der transgenen Tomensa-
Pflanzen, die das MP17N-Gen unter der Kontrolle des
CaMV 35S-Promotors exprimieren.

1 Positiv-Kontrolle (Tacke et al. 1996); 2 T-K, 3-5 die
transgene Linien T-18, T-19 und T-20.
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4.2 Einfluss des MP17N auf Wachstum und Kohlen-
hydratmetabolismus

4.2.1 Ansatz 1 (Frahling): Pflanzen direkt aus der Sterilkultur,
Ernte vor Knollenbildung (30 Tage)

4.2.1.1 Vorbemerkung

Fur den ersten Versuchsansatz wurden Stecklinge aus der Sterilkultur herangezogen.
Sie wurden nach 3 Wochen aus dem N&hragar in das Hydrokultursystem Ubertragen. Zu
diesem Zeitpunkt (Tag 1 des Experiments) waren die Pflanzen etwa 7+2 cm grof3. Das

Experiment dauerte 30 Tage.

4.2.1.2 Wachstumsanalyse der MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen

Das Wachstum der Linien T-18 und T-19 war relativ stark reduziert, wahrend sich die
Linie T-20 phanotypisch nicht von der Kontrollpflanze unterschied (ABBiLDUNG 4-3). Linie
T—-18 hob sich nicht nur wegen ihrer geringeren Héhe von den anderen Pflanzen ab, sie
liel3 sich auch immer an ihren Source-Blattern erkennen. Diese waren im Gegensatz zu
jenen aller anderen Pflanzen niemals seitlich nach unten eingerollt sondern stets eben
ausgebreitet (AeBILDUNG 4-4). Die Blattunterseiten der transgenen Tomensa-Pflanzen, vor
allem die der Linie T-18, waren in der Regel sehr stark rot gefarbt, was vermutlich durch
Anthocyanbildung zu erklaren ist (Riesmeier et al. 1994, Russin et al. 1996, Livingston et
al. 1998, Jeannette et al. 2000).

Zur Bestimmung der Biomasse und fur die Gewebeanalysen wurden die Pflanzen
nach 30 Tagen geerntet, noch bevor sich Knollen oder Bliten gebildet hatten. Die Ge-
samtbiomasse der transgenen Linien war geringer als die der Kontrollpflanzen. Bei der
Linie T-18 reduzierte sie sich um 68,8% und bei den Linien T-19 und T-20 um 23,5 bzw.
8,9% (TABELLE 4-1). Im Gegensatz zu den TMV-MP-exprimierenden Tabakpflanzen (Lucas
et al. 1993a) veranderten sich die Wurzel/Spross-Verhaltnisse der transgenen Linien ge-
genuber den Kontrollpflanzen jedoch nicht (TABELLE 4-1). Ein Vergleich mit MP17N- oder
MP17-exprimierenden Tabakpflanzen war nicht méglich, da das Wurzel/Spross-Verhéltnis
in den Untersuchungen von Herbers et al. (1997) und Hofius et al. (2001) nicht bestimmt

wurde; aber auch bei diesen transgenen Pflanzen war die Gesamtbiomasse reduziert.
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ABBILDUNG 4-3. Phanotypen der MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen im
Vergleich zur Kontrollpflanze (T—K). Die Pflanzen sind drei Wochen alt. Sie wurden direkt
aus den Sterilkulturen in die Hydrokultur eingepflanzt. Die Linie T-20 erreichte oft die
gleiche Hohe wie die Kontrollpflanze (Ansatz 1).

ABBILDUNG 4-4. Source-Blatt einer Kontrollpflanze (T—
K, links) im Vergleich zu dem der transgenen Linie T-18
(rechts). Die Blatter der Kontrollpflanzen aber auch die
der Linien T-19 und T-20 waren seitlich leicht nach
unten eingerollt, wahrend jene der Linie T-18 stets eben
waren (Ansatz 1).

TABELLE 4-1. Wachstumsanalyse der MP17N-transgenen Tomensa-Pflanzen im
Vergleich zur Kontrollpflanze (Ansatz 1). Die Pflanzen wurden direkt aus Sterilkulturen in
das Hydrokultursystem Ubertragen und vor dem Beginn der Knollenbildung geerntet
(nach 30 Tagen). Sp, Spross; Wu, Wurzel; Kno, Knolle(n).

Linie TG Sp Wu Kno Wu/Sp- Abnahme
(9) (%) (%) (%) Verhaltn. Biomasse (%)

T-K 10,2+2,8 82,5 17,5 - 0,21+0,02 -

T-18 3,2+0,4 81,3 18,7 - 0,22+0,01 68,8%

T-19 7,8+0,2 84,6 15,4 - 0,19+0,01 23,5%

T-20 9,3+3,3 83,9 16,1 - 0,20+0,06 8,9%
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4.2.1.3 Einfluss des MP17N auf Photosynthese und Kohlenhydratgehalt in
Source-Blattern

Photosyntheseaktivitat und Transpiration von mittleren Source-Blattern (Blatt Nr. 10
bis 14) wurden einmal nach einer Woche und ein zweites Mal nach drei Wochen ge-
messen (TABELLE 4-2). Die Photosyntheseaktivitdt der transgenen Linien war gegenuber
der Kontrollpflanze leicht reduziert, wobei die Unterschiede zu Beginn des Experiments
(13-23%) deutlicher hervortraten als am Ende (5—-14%). Bei den Transpirationsraten gab
es keine einheitlichen Veranderungen (TABELLE 4-2).

Die MP17N-bedingten Verringerungen der Photosyntheseraten kénnen nicht vollstan-
dig die zum Teil drastischen Abnahmen der Gesamtbiomassen bei den Linien T-18 und
T-19 erklaren. Deshalb wurde untersucht, ob eine erhdhte Dunkelatmung fur das gering-
ere Wachstum verantwortlich war. Die MP17N-exprimierenden Pflanzen hatten eine zum
Teil deutlich héhere Dunkelatmung als die Kontrollpflanze (TageLLE 4-3). Gegeniiber der
Kontrollpflanze stieg sie um 35% bei der Linie T-18 und um 50% bzw. 14% bei den Linien
T-19 und T-20. Die Messung wurde jedoch lediglich an einem Tag durchgefiihrt. Man
kann daher nicht sicher sagen, ob die Dunkelatmung wahrend der gesamten Dauer des
Experiments erhoht war und ob sie tatsachlich zu der Verringerung der Biomasse bei-
getragen hat.

Ein wahrscheinlicherer Grund fur die geringere Biomasseproduktion sind die kleineren
Blattflachen der transgenen Linien T-18 und T—19 (TABELLE 4-4). Berlicksichtigt man bei
einer Modellrechnung die verringerten Photosyntheseraten und die Blattflichen, erhalt
man Werte fur die Abnahme der Biomasseproduktion, die relativ gut mit den tatsachlich
gemessenen Ubereinstimmen (vgl. TABELLE 4-1, S. 39 und TABELLE 4-8, S. 52 mit TABELLE
4-4).

Um den Einfluss des MP17N auf den Kohlenhydratgehalt von Source-Blattern zu
untersuchen, wurden sowohl Starke als auch die Idslichen Zucker Saccharose, Glukose
und Fruktose in den Blattern Nr. 7—11 bestimmt (ABBILDUNG 4-5). Der Starkegehalt war bei
den transgenen Linien drei- bis viermal héher als bei der Kontrollpflanze. Die Saccha-
rosemenge verdoppelte sich, der Glukosegehalt stieg um das drei- bis vierfache und der
Fruktosegehalt war bei den transgenen Linien fiinf- bis siebenmal héher als bei der Kon-
trollpflanze.

Es ist bekannt, dass die Photosynthese durch Feedback-Inhibition herabreguliert wird,
wenn Photoassimilate in den Blattern akkumulieren (Goldschmidt & Huber 1992, Krapp &

Stitt 1995, Herbers et al. 1997, Paul & Foyer 2001). Die Akkumulation von Kohlen-
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hydraten war also maglicherweise der Grund fir die Verringerung der Photosyntheserate

(TABELLE 4-2).

TABELLE 4-2. Photosyntheseaktivitaiten und Transpiration der MP17N-exprimierenden
Tomensa-Pflanzen (Ansatz 1) nach einer Woche (A) und nach drei Wochen (B). Es
wurden jeweils voll ausdifferenzierte Source-Blatter (Nr. 7-11) gemessen. In Klammern

sind jeweils die Veranderungen gegeniber der Kontrollpflanze angegeben.

Linie Photosynthese Transpiration
(umol COzm 257} (mmol H0-m2.s7™)

A nach einer Woche

T-K 14,4+1,7 3,0+0,9

T-18 12,543,1 (-13%) 3,141,0 (+3%)

T-19 12,6+2,5 (-13%) 2,541,1 (-17%)

T-20 11,1+3,1 (-23%) 3,141,3 (+3%)

B nach drei Wochen

T-K 14,6+1,9 3,1£1,1

T-18 13,7+1,8 (-6%) 2,0£1,2 (—35%)

T-19 12,642,1 (-14%) 3,04£0,6 (—3%)

T-20 13,9+2,0 (-5%) 3,4+1,1 (+10%)

TABELLE 4-3. Dunkelatmung von Source-Blattern (Blatt Nr. 7-11) der MP17N-
exprimierender Tomensa-Pflanzen und Kontrollpflanzen (Ansatz 1). Die Messung wurde

nach zwei Wochen durchgefiihrt. In Klammern sind jeweils die Veradnderungen

gegenuber der Kontrollpflanze angegeben.

Linie

Dunkelatmung
(umol CO,-m 257

T-K

T-18
T-19
T-20

1,4+0,7
1,9+0,7
2,1+0,6
1,6+0,5

(+35%)
(+50%)
(+14%)
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Starke

Glukose

TABELLE 4-4. Modellrechnung fir die Abnahme der Biomasseproduktion bei verringerter
Photosyntheseleistung und unter Berticksichtigung der Blattflache von Tomensa-Pflan-
zen. Fir die Ermittlung der Blattflaiche wurden jeweils 6 Source-Blatter der Pflanzen aus
dem Ansatz 1 ausgemessen. Bei den Photosynthesewerten handelt es sich um Mittel-
werte aus den beiden Messungen an Source-Blattern. In Klammern sind die Ver-
anderungen gegeniber der Kontrollpflanze angegeben.

Linie Photosynthese Blattflache Reduktion Berechnete  Tatsachliche
(umol COm 25" (cm?) der Abnahme der Reduktion der
Blattflache  Biomasse Biomasse
(vgl. TABELLE 4-1)

T-K 14,2 2745
T-18 12,5 (-9,7%) 14+3 48% 53% 68,8%
T-19 12,6 (-13,1%) 23+4 15% 26% 23,5%
T-20 11,1 (-13,8%) 2714 +0 14% 8,9%
25 5
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ABBILDUNG 4-5. Kohlenhydratanalyse von Source-Blattern (Nr. 7-11) der MP17N-expri-
mierenden Tomensa-Pflanzen im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (Ansatz 1).

A Starkegehalt. B-D Gehalt von Saccharose, Glukose und Fruktose. Die Pflanzen wurden
nach 30 Tagen geerntet, noch bevor die Knollenbildung begonnen hatte. Starke in mg
Glukosel/g FG, l6sliche Zucker in mg/g FG.
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4.2.1.4 Auswirkungen des MP17N auf den Kohlenhydratgehalt in Petiolen von
Source-Blattern, in der Sprossachse und in Sink-Blattern

Bei MP17N-exprimierenden Tabakpflanzen (Herbers et al. 1997) korrelierte der An-
stieg an Kohlenhydraten in Source-Blattern mit einer Verringerung des Gehaltes an 10s-
lichen Zuckern in den Mittelrippen der entsprechenden Blétter, was als Folge eines ge-
hemmten Exports interpretiert wurde. Da auch die MP17N-transgenen Kartoffelpflanzen in
diesem Ansatz Kohlenhydrate in ihren Source-Blattern akkumulierten, wurde untersucht,
ob ein eventuell verringerter Export zu einer Reduktion der Kohlenhydratmengen in den
Petiolen und den Sprossachsen aus dem Bereich der Source-Blatter fuhrt. Da der
Trockengewichtsanteil der Petiolen und der Sprossachsen bei den transgenen Linien T—
18 und T-19 (12,8+2,9% bzw. 12,0+3,4%) etwas hoher war als bei der Kontrollpflanze
und der Linie T-20 (10,2+2,6% bzw. 9,6+2,3%), wurden die Starke- und Zuckermengen
nicht, wie bei den Blattern, auf das Frischgewicht sondern auf das Trockengewicht
bezogen.

In den Petiolen gab es bezlglich der Starke und der l6slichen Zucker keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den transgenen Linien und der Kontrollpflanze (TABELLE
4-5). Im Gegensatz dazu war der Saccharosegehalt in den Sprossachsen der transgenen
Linien gegeniber der Kontrollpflanze reduziert (AseiLDUNG 4-6 A). Auch Glukose und Fruk-
tose lagen in den Sprossachsen der transgenen Linien in etwas geringeren Mengen vor
(ABBILDUNG 4-6 A). Interessanterweise gab es beziiglich des Starkegehaltes kein einheit-
liches Ergebnis. Wahrend die Linien T-19 und T-20 deutlich weniger Starke in der
Sprossachse aufwiesen als die Kontrollpflanze, war bei der Linie T-18 der Starkegehalt
gegenuber der Kontrollpflanze sogar leicht erhdht (ABBILDUNG 4-6 B).

Die Tatsache, dass die loslichen Zucker in den Source-Blattern akkumulierten, wéh-
rend sie in der Sprossachse im Vergleich zur Kontrollpflanze in geringeren Mengen vor-
lagen, konnte bedeuten, dass bei den MP17N-exprimierenden Pflanzen dieses Ansatzes
tatsachlich der Export von Photoassimilaten aus den Source-Blattern gehemmt war. Es ist
daher denkbar, dass als Folge hiervon auch der Kohlenhydratstatus in den Sink-Blattern
beeinflusst wurde.

Daher wurden auch die Sink-Blatter (Blatt Nr. 1-4) bezliglich ihrer Kohlenhydrate
analysiert. Zusétzlich wurden nochmals Source-Blatter auf ihren Kohlenhydratgehalt hin
untersucht, diesmal aber auch altere Source-Blatter (bis Blatt Nr. 20), die in der vorange-
gangenen Analyse nicht beriicksichtigt wurden. Die dlteren Source-Blatter wurden unter-
sucht, well in der Studie von Lucas et al. (1993a) der Kohlenhydratgehalt in TMV-MP-ex-

primierenden Tabakpflanzen lediglich in mittleren Source-Blattern anstieg. Die Bestim-
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mung der I8slichen Zucker wurde diesmal mit Hilfe der HPLC durchgefuhrt, die es ermog-
lichte, neben Saccharose, Glukose und Fruktose auch Raffinose zu analysieren. Da sich
die Trockengewichtsanteile von Source- und Sink-Blattern unterschieden (TABELLE 4-6),
wurden die Ergebnisse auf das jeweilige Trockengewicht umgerechnet.

ABBILDUNG 4-7 (A) bestatigt die bereits gezeigte Akkumulation von Saccharose, Glu-
kose und Fruktose in Source-Blattern. Dieses Ergebnis illustriert jedoch zusétzlich, dass
die MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen in allen Source-Blattern Kohlenhydrate
akkumulieren und nicht nur in solchen eines bestimmten Alters (die entsprechenden Wer-
te wurden gemittelt, da es zwischen alten und jungen Source-Blattern keine wesentlichen
Unterschiede gab). AuRerdem wird deutlich, dass in den Source-Blattern der MP17N-
exprimierenden Tomensa-Pflanzen auch Raffinose in grof3eren Mengen vorlag.

Die Sink-Blatter der transgenen Pflanzen enthielten dagegen weniger l6sliche Zucker
als die Kontrollpflanze, wobei der Unterschied zwischen der Linie T-18 und der Kontroll-
pflanze nicht so deutlich ausfiel wie der zwischen den Linien T-19 bzw. T-20 und der Kon-
trollpflanze (ABBILDUNG 4-7 B).

Der Starkegehalt in den Sink-Blattern wurde ebenfalls bestimmt und mit dem in
Source-Blattern verglichen. Auch bei der Starkeanalyse wurden hier die alteren Source-
Blatter beriicksichtigt. Wie schon bei den l6slichen Zuckern fiel auf, dass sich die Linie T—
18 von den Linien T-19 und T-20 unterschied. Erstere enthielt wie bei der Sprossachse
mehr Starke in den Sink-Blattern als die Kontrollpflanze, bei den Linien T-19 und T-20
war der Starkegehalt im Vergleich zur Kontrollpflanze reduziert (AeBiLDUNG 4-8 B). Die Linie
T-18 hob sich also von den beiden anderen transgenen Linien dadurch ab, dass sie so-
wohl in der Sprossachse als auch in den Sink-Blattern einen hoheren Starkegehalt auf-
wies als die Kontrollpflanze.

Um die Veranderungen im Kohlenhydratgehalt zwischen den Source- und Sink-
blattern besser vergleichen zu kdnnen, wurden die Sink/Source-Verhaltnisse der einzel-
nen Kohlenhydrate berechnet (ABeiLDUNG 4-9). Zum einen geht daraus hervor, dass Glu-
kose und Fruktose in den Sink-Blattern der Kontrollpflanze in gréReren Mengen vorlagen
als in den Source-Blattern (Sink/Source-Verhdltnisse >1), wahrend dies bei Saccharose
und Starke umgekehrt war. In den Sink-Blattern der transgenen Linien war weder die
Starke noch ein l6slicher Zucker hoher konzentriert als in den Source-Blattern
(Sink/Source-Verhaltnisse <1). Einzige Ausnahme war das Sink/Source-Verhaltnis von
Raffinose bei der Linie T-20 (AeiLDuNG 4-9 D). Es lag mit 1,16 aber sehr nahe bei 1 und
zeigt, dass auch dieser Zucker in den Sink-Blattern nicht wesentlich héher konzentriert

war als in den Source-Blattern. Das Sink/Source-Verhdltnis des Transportzuckers
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Saccharose war bei den MP17N-exprimierenden Pflanzen besonders niedrig (ABBILDUNG
4-9 B). Es war bei allen transgenen Linien etwa um den Faktor 10 geringer als bei der
Kontrollpflanze.

AufBerdem wurden die Verhdltnisse der Konzentrationen von Hexosen und Saccha-
rose als auch die von Starke und Saccharose berechnet, um Veranderungen im Kohlen-
hydratstatus besser vergleichen zu kénnen (TABELLE 4-7). In den Source-Blattern der Kon-
trollpflanze lag das Verhaltnis von Hexosen zu Saccharose bei 0,85 (TABELLE 4-7). Die
entsprechenden Werte der transgenen Linien waren etwas niedriger. Bei der Linie T-18
betrug das Verhdltnis 0,75 und bei den Linien T-19 und T-20 0,84 bzw. 0,71. Dieser ten-
denziell niedrigere Wert bei den transgenen Linien deutet auf einen Rickstau von
Saccharose hin. Noch deutlicher wurde dies beim Vergleich der Starke/Saccharose-
Verhélntnisse. Bei der Kontrollpflanze betrug das Verhaltnis von Starke zu Saccharose
2,2, wahrend es bei den MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen etwa doppelt so groR3
war (4 bis 4,5). Die Akkumulation von Saccharose flihrte bei den transgenen Linien also
offensichtlich zur vermehrten Bildung von Starke.

In den Sink-Blattern war bei allen Pflanzen der Gehalt an Hexosen gegeniiber der
Saccharose erhoht. Im Vergleich zur Kontrollpflanze, bei der das Verhéltnis von Hexosen
Zu Saccharose bei 7,7 lag, war das entsprechende Verhaltnis bei den transgenen Linien
jedoch deutlich starker angestiegen (14,3, 12,5 und 10,0 bei den Linien T-18, T-19 und
T-20) (TABELLE 4-7). Da die absolute Konzentration der Hexosen in den Sink-Blattern der
transgenen Linien geringer war als bei der Kontrollpflanze, bedeutet der héhere Quotient
aus Hexosen und Saccharose, dass die Konzentration des Transportzuckers Saccharose
stark reduziert war.

Auch das Verhaltnis von Starke zu Saccharose war in den Sink-Blattern aller Pflanzen
kleiner als in den Source-Blattern. In den Sink-Blattern der Linie T-18 war das Verhaltnis
von Starke zu Saccharose jedoch mehr als doppelt so groR (1,4) wie bei der Kontroll-
pflanze (0,6). Auch bei den Linien T-19 und T-20 war das Starke/Saccharose-Verhéaltnis
gegeniber der Kontrollpflanze tendenziell erhdht (0,7 bei T-19 und 0,9 bei T-20).

Um zu Uberprifen, ob bei den MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen der Export
von Saccharose aus den Source-Blattern gehemmt war, wurden Exsudationsexperimente
durchgefuhrt. Bei der Kontrollpflanze war der Saccharose-Export aus den Source-Blattern
tatséchlich grofRer als bei den transgenen Linien (AsBILDUNG 4-10). Vor allem bei den Linien
T-18 und T-19, die das geringste Wachstum aufwiesen, war der Saccharose-Export aus

der Petiole gegeniiber der Kontrollpflanze reduziert.
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TABELLE 4-5. Starkegehalt (mg Glukose/g TG) und Gehalt an I6slichen Zuckern (LZ,
mg/g TG) in Petiolen von Source-Blattern (Nr. 7-11) bei MP17N-transgenen Tomensa-
Pflanzen im Vergleich zur Kontrollpflanze (Ansatz 1).

Linie Starke Saccharose Glukose Fruktose Summe LZ
T-K 3,941,5 5,54+1,8 4,241,2 4,5+1,1 1412
T-18 3,6+0,8 5,0£2,2 5,0+1,2 6,3+2,5 1615
T-19 3,6+1,0 5,4+2,7 4,2+1,0 4,3+1,0 1442
T-20 3,440,8 5,9+2,9 3,3t1,4 3,3+1,5 1316
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ABBILDUNG 4-6. Kohlenhydratgehalt in der Sprossachse MP17N-exprimierender
Tomensa-Pflanzen im Vergleich zur Kontrollpflanze (Ansatz 1). A Gehalt l6slicher
Zucker. B Stérkegehalt. Der Sprossachsenabschnitt stammt aus dem Bereich der
Source-Blatter Nr. 7-11. Beachte die unterschiedliche Skalierung der beiden Dia-

gramme.

TABELLE 4-6. Anteil des Trockengewichts an der Gesamtmasse bei Source- und Sink-

Blattern der

MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen und der Kontrollpflanzen

(Ansatz 1).
Linie Anteil des Trockengewichts (%)
Source-Blatter Sink-Blatter
T-K 10,7+0,7 15,0+1,3
T-18 10,7+1,2 15,3+0,9
T-19 10,8+1,0 14,8+1,2
T-20 10,1+0,7 14,9+1,2
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ABBILDUNG 4-7. Gehalt Ioslicher Zucker in Source- (A) und Sink-Blattern (B) von
MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen und Kontrollpflanzen (Ansatz 1). In dieser
Analyse wurden auch &ltere Source-Blatter (Nr. 7—20) berucksichtigt.
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ABBILDUNG 4-8. Starkegehalt in Source- (A) und Sink-Blattern (B) von MP17N-
exprimierenden Tomensa-Pflanzen und Kontrollpflanzen (Ansatz 1). In dieser Analyse
wurden auch &ltere Source-Blatter (Nr. 7-20) berticksichtigt.
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ABBILDUNG 4-9. Sink/Source-Verhéltnisse von Starke (A), Saccharose (B), Glukose und
Fruktose (C) und von Raffinose (D) in MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen und Kon-
trollpflanzen (Ansatz 1).

TABELLE 4-7. Verhaltnisse von Hexosen (Hex) zu Saccharose (Sac)
und von Stéarke (St) zu Saccharose in Source- und Sink-Blattern von
MP17N-exprimierenden  Tomensa-Pflanzen und  Kontrollpflanzen
(Ansatz 1).

Linie Source-Blatter Sink-Blatter
Hex/Sac St/Sac Hex/Sac St/Sac
T-K 0,85 2,2 7,7 0,6
T-18 0,75 4,0 14,3 1,4
T-19 0,84 4,5 12,5 0,7

T-20 0,71 4,3 10,0 0,9
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ABBILDUNG 4-10. Export von Saccharose aus
Petiolen von Source-Blattern der MP17N-expri-
mierenden Tomensa-Pflanzen und der Kontrollpflanze
(Ansatz 1). Zur Kontrolle wurden bei einigen Blattern
von der Linie T-K vor der Exsudation die Fiederblatter
entfernt. Der Saccharose-Export betrug dann nur 0,03
pg-cm2-h™

4.2.2 Ansatz 2 (Herbst): Durch Stecklinge vermehrte Pflanzen, Ernte nach
Knollenbildung (46 Tage)

4.2.2.1 Vorbemerkungen

Bei der Untersuchung der Auswirkungen von MPs auf den Kohlenhydratgehalt in
transgenen Pflanzen muss deren Entwicklungszustand beachtet werden. In ihrer Studie
uber den Einfluss des TMV-MP auf den Kohlenhydratmetabolismus in transgenen Kartof-
felpflanzen (cv. Desiree), zeigten Olesinski et al. (1996), dass der Effekt auf den Kohlen-
hydrathaushalt in den Blattern erst nach der Initiation der Knollenbildung auftrat. Diese
Pflanzen waren 52 Tage alt. In jingeren Pflanzen (38 Tage), die noch keine Knollen bilde-
ten, unterschieden sich die transgenen Pflanzen und die Kontrollpflanzen hinsichtlich des
Kohlenhydratgehaltes nicht.

Die MP17N-transgenen Tomensa-Pflanzen akkumulierten dagegen bereits vor der
Knollenbildung erhebliche Mengen an l6slichen Zuckern und Starke in ihren Source-
Blattern. Deshalb wurde ein weiteres Experiment durchgefihrt (Ansatz 2), um zu unter-
suchen, ob sich auch nach dem Beginn der Knollenbildung Verdnderungen im Kohlen-
hydratgehalt in den Source-Blattern ergeben.

Fur dieses Experiment wurden keine Pflanzen aus der Sterilkultur verwendet. Statt-
dessen wurden Stecklinge von ca. 4 Wochen alten Pflanzen hergestellt, die im Ge-
wachshaus in Erde kultiviert wurden. Zu diesem Zeitpunkt hatten diese Pflanzen weder

gebliiht noch Knollen gebildet. Nach 3 Wochen hatten die Stecklinge ausreichend Wurzel-
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masse gebildet; sie wurden dann in das Hydrokultursystem (bertragen (Tag 1l des
Experiments). Die Pflanzen wurden fir die physiologischen Analysen erst nach dem
Beginn der Knollenbildung geerntet (nach 46 Tagen). Zu diesem Zeitpunkt hatten die

Pflanzen bereits geblinht.

4.2.2.2 Biomasseproduktion und Kohlenhydratverteilung in MP17N-transgenen
Tomensa-Pflanzen

So wie im ersten Ansatz, waren die Biomassen aller transgenen Linien gegenuber der
Kontrollpflanze reduziert (TABELLE 4-8). Sie variierten innerhalb einer Linie allerdings relativ
stark, was in den groRen Standardabweichungen zum Ausdruck kommt. Betrachtet man
jedoch die Verteilung der Biomasse zwischen Wurzel und Spross, so zeigt sich ein viel
klareres Bild. Diese verschob sich bei den MP17N-exprimierenden Pflanzen abweichend
zum ersten Ansatz, aber Ubereinstimmend mit anderen Studien an MP-transgenen Pflan-
zen (Lucas et al. 1993a, Almon et al. 1997, Shalitin et al. 2002) zugunsten des Sprosses.
Wahrend der Sprossabschnitt bei der Kontrollpflanze nur 71,9% der Gesamtbiomasse
ausmachte, erhohte sich dieser Teil bei den transgenen Linien auf etwas Uber 77% (Ta-
BELLE 4-8). Entsprechend reduzierte sich der Wurzelanteil von 17,9% bei der Kontroll-
pflanze auf 13,2%, 13,3% bzw. 11,7% bei den Linien T-18, T-19 und T-20. Das ent-
spricht einer Reduktion des Wurzel/Spross-Verhaltnisses um 32% (T-18), 28% (T-19)
bzw. 40% (T-20). Interessanterweise gab es aber kaum Unterschiede bei der Zuteilung
von Kohlenhydraten zu den Knollen. Zwar war deren absolute Masse bei den transgenen
Linien geringer als bei der Kontrollpflanze; betrachtet man aber die relative Verteilung
zwischen Spross, Wurzel und Knolle, so zeigt sich, dass bei allen untersuchten Pflanzen

etwa 10% der Biomasse in die Knollenbildung investiert wurde (TABELLE 4-8).

4.2.2.3 Einfluss des MP17N auf Photosynthese, Transpiration und Kohlen-
hydratmetabolismus in Source-Blattern

Da die Photosyntheseaktivitat eines Blattes von dessen Alter abhangt, wurden Photo-
synthese und Transpiration sowohl von jungen Source-Blattern (Nr. 7—-11) aus dem
oberen Drittel des Sprosses (TABELLE 4-9) als auch von alten Source-Blattern (Nr. 14-18)
aus dem unteren Sprossachsenabschnitt gemessen (TABELLE 4-10 A). Nach drei Wochen
war bei den transgenen Linien die Photosyntheserate der jungen Source-Blatter etwas ge-
ringer (17% bei der Linie T-18, und 5% bzw. 8% bei den Linien T-19 und T-20) als bei
den entsprechenden Blattern der Kontrollpflanze (TaBeLLE 4-9 A). Zwei Wochen spater war
die Photosyntheseleistung derselben (inzwischen &lteren) Blatter insgesamt niedriger. Bei

der Linie T-18 verringerte sich die Photosynthese gegentiber der Kontrollpflanze um 15%
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und bei den Linien T-19 und T-20 um 18% bzw. 6% (TABELLE 4-9 B). Im Gegensatz zum
ersten Ansatz sank hier parallel zur Photosynthese auch die Transpiration (TABELLE 4-9).
Die Abnahmen der Photosyntheseraten bei den transgenen Linien lassen sich daher mit
einer Verringerung des Gasaustausches durch die Spaltéffnungen erklaren (TABELLE 4-9).
Einzige Ausnahme war die Linie T-19, bei der sich die Transpirationsrate nach drei
Wochen nicht von der Kontrollpflanze unterschied (TABELLE 4-9 A). In diesem Fall war aber
auch die Photosynthese nur um 5% niedriger.

Die Photosyntheseleistung war in alten Source-Blattern aus dem unteren Sprossab-
schnitt deutlich geringer als in den oberen Blattern (TABELLE 4-10 A, vgl. TABELLE 4-9). Es
gab aber keine einheitlichen Verdnderungen zwischen den transgenen Linien und der
Kontrollpflanze. Auffallend war allerdings die héhere Photosyntheserate bei der Linie T—
18.

Zusatzlich wurden auch die Photosyntheseaktivitdten und Transpirationsraten von
Sink-Blattern gemessen. Diese Blatter haben generell die héchsten Photosyntheseraten
(TABELLE 4-10 B). Es gab aber keine deutlichen Unterschiede zwischen den transgenen
Linien und der Kontrollpflanze, es war allenfalls eine leichte Tendenz zu einer héheren
Photosyntheserate bei den transgenen Linien zu erkennen.

Die Dunkelatmung wurde an zwei Tagen gemessen. Eine erste Messung drei
Wochen nach Beginn des Experiments lieferte keine Unterschiede zwischen den trans-
genen Linien und der Kontrollpflanze (TaABeLLE 4-11). Bei einer weiteren Messung eine
Woche spéater wurde bei den Linie T-18 und T-19, deren Biomasse gegenuber der Kon-
trollpflanze besonders stark reduziert war, tatsachlich eine erhdhte Abgabe von CO, (67%
bzw. 33%) gemessen. Bei der Linie T-20 nahm der entsprechende Wert allerdings um
11% ab (TABELLE 4-11). Es ist daher eher unwahrscheinlich, dass die transgenen Pflanzen
wahrend der gesamten Wachstumsperiode eine erhdhte Dunkelatmung hatten.

Um zu untersuchen, ob die MP17N-transgenen Tomensa-Pflanzen nach der Initiation
der Knollenbildung verstarkt Kohlenhydrate akkumulieren, wurden Saccharose, Glukose,
Fruktose und Starke in den Source-Blattern (Nr. 7-11) bestimmt. Es wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den transgenen Linien und der Kontrollpflanze
gefunden (ABBiLDUNG 4-11). Bei der Linie T-18 war allenfalls eine leichte Tendenz zu
einem hoheren Starkegehalt zu erkennen.

Die Analyse der Kohlenhydrate in der Sprossachse ergab ebenfalls keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den transgenen Linien und der Kontrollpflanze; es fiel aber
auf, dass die Konzentration I6slicher Zucker bei der Linie T-18 niedriger war als bei den

anderen Pflanzen (AsBiLDUNG 4-12). Ein &hnliches Bild lieferte die Untersuchung der



ERGEBNISSE 52

Kohlenhydrate in den Sink-Blattern (AsBiLbunG 4-13). Wieder fiel die Linie T-18 auf, die
gegenlber der Kontrollpflanze sowohl eine geringere Konzentration lslicher Zucker als
auch einen geringeren Starkegehalt aufwies.

Auch in diesem Ansatz wurden Exsudationsexperimente durchgefuihrt. Zwischen den
transgenen Linien und der Kontrollpflanze waren keine Unterschiede im Saccharose-
Export aus den Petiolen zu erkennen (AeBIiLDUNG 4-14). Lediglich bei der Linie T-18 war
der Saccharose-Efflux gegeniiber den anderen Linien geringfligig niedriger. Gegentuber
den Blattern von Pflanzen aus dem ersten Ansatz war hier der Saccharose-Efflux insge-

samt deutlich geringer (vgl. ABBILDUNG 4-10, S. 49).

TABELLE 4-8. Wachstumsanalyse der MP17N-transgenen Tomensa-Pflanzen im
Vergleich zur Kontrollpflanze (Ansatz 2). Die Pflanzen wurden 46 Tage nach dem
Transfer der 3 Wochen alten Stecklinge in die Hydrokulturanlage geerntet.

TG Spross Wurzel Knollen  Wu./Sp.- Abnahme
(9) (%) (%) (%) Verhaltn. Biomasse (%)
T-K 30,5£12,0 71,9 17,9 10,1 0,25+0,03 -
T-18 15,8+5,1 77,4 13,2 9,4 0,17+0,03 48,4
T-19 19,2+1,3 77,1 13,3 9,6 0,18+0,04 37,2
T-20 24,3+7,9 77,3 11,7 10,9 0,15+0,04 20,6

TABELLE 4-9. Photosyntheseaktivitit und Transpiration von mittleren Source-Blattern
MP17N-exprimierender Tomensa-Pflanzen und Kontrollpflanzen (Ansatz 2) nach drei
Wochen (A) und nach funf Wochen (B). In Klammern sind jeweils die Veranderungen
gegenuber der Kontrollpflanze angegeben.

Linie Photosynthese Transpiration
(umol COzm 257 (mmol H,0-m™2.s7™)

A nach drei Wochen

T-K 14,5+1,9 2,0£0,3

T-18 12,1+1,5 (-17%) 1,5+0,3 (—24%)

T-19 13,8+0,7 (-5%) 2,0+0,1 (20)

T-20 13,3+1,1 (-8%) 1,840,1 (-8%)

B nach funf Wochen

T-K 11,8+1,7 1,9+0,4

T-18 10,041,7 (-15%) 1,5+0,4 (~20%)

T-19 9,6+1,7 (-18%) 1,6+0,4 (-16%)

T-20 11,441,6 (~6%) 1,940,2 (~2%)
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TABELLE 4-10. Photosyntheseaktivitait und Transpiration von alten Source-Blattern
(Nr. 14-18) aus dem unteren Sprossachsenabschnitt (A) und Sink-Blattern (B) MP17N-
exprimierender Tomensa-Pflanzen und Kontrollpflanzen (Ansatz 2). Die Messungen
wurden 43 Tage nach Beginn des Experiments durchgefiihrt. In Klammern sind jeweils
die Verédnderungen gegenuber der Kontrollpflanze angegeben.

Linie Photosynthese Transpiration
(umol COzm 2574 (mmol H,0-m™2.s7™)

A alte Source-Blatter (Nr. 14-18)

T-K 7,0£0,6 1,740,2

T-18 8,240,9 (+17%) 1,8+0,1 (+6%)

T-19 7,4+1,1 (+6%) 1,640,2 (—6%)

T-20 6,640,5 (-6%) 1,7+0,1 (+0)

B Sink-Blatter (Nr. 4)

T-K 15,3+2,0 2,8£0,6

T-18 15,8+2,2 (+3,1%) 2,940,7 (+7,1%)

T-19 15,7+2,0 (+2,3%) 2,610,3 (-6,6%)

T-20 16,4+1,6 (+7,0%) 3,0+0,5 (+8,9%)

TABELLE 4-11. Dunkelatmung von mittleren Source-Blattern MP17N-exprimierender
Kartoffelpflanzen und Kontrollpflanzen (Ansatz 2). Die Messungen wurden einmal nach
drei Wochen (links) und einmal nach vier Wochen (rechts) durchgefuhrt.

Linie Dunkelatmung
(umol CO.-m 257
nach 3 Wochen nach 4 Wochen
T-K 1,6+0,4 0,9+0,2
T-18 1,3+0,3 1,5+0,6
T-19 1,3+0,3 1,2+0,3

T-20 1,6+0,4 0,8+0,3
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ABBILDUNG 4-11. Kohlenhydratgehalt in Source-Blattern (Nr.7-11) der MP17N-expri-
mierenden Tomensa-Pflanzen im Vergleich zur Kontrollpflanze. A Stérkegehalt (mg
Glukose/g FG). B-D Gehalt von Saccharose, Glukose und Fruktose (mg/g FG). Die Blatter
wurden nach Beginn der Knollenbildung geerntet (Ansatz 2).

12 3
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8 2
) | ] I
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mg/g TG
mg Glukose/g TG

ABBILDUNG 4-12. Gehalt an léslichen Zuckern (A) und Starke (B) in der Sprossachse
MP17N-exprimierender Tomensa-Pflanzen im Vergleich zur Kontrollpflanze (Ansatz 2).
Der Sprossachsenabschnitt stammt aus dem Bereich der Source-Blatter Nr. 7—-11.
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ABBILDUNG 4-13. Gehalt an Iéslichen Zuckern (A) und Starke (B) in den Sink-Blattern
MP17N-exprimierender Tomensa-Pflanzen im Vergleich zur Kontrollpflanze (Ansatz 2).

T-K T-18 T-19 T-20

ABBILDUNG 4-14. Export von Saccharose aus
Petiolen von Source-Blattern der MP17N-expri-
mierenden Tomensa-Pflanzen und der Kontroll-
pflanze (Ansatz 2).

Ansatz 3 (Herbst): Durch Stecklinge vermehrte Pflanzen,
Ernte vor Knollenbildung (17 Tage)

4.2.3.1 Vorbemerkungen

Im ersten Ansatz akkumulierten die MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen so-

wohl Starke als auch l6sliche Zucker in ihren Source-Blattern, wéhrend sich das Wur-

zel/Spross-Verhaltnis nicht veranderte. Der zweite Ansatz lieferte ein gegenteiliges Bild.

Das Wurzel/Spross-Verhaltniss reduzierte sich bei den transgenen Pflanzen; es trat aber

keine Akkumulation von Kohlenhydraten in den Source-Blattern der transgenen Pflanzen

auf.

Die unterschiedlichen Ergebnisse kénnen nicht einfach auf die Tatsache zurlickge-

fuhrt werden, dass die Pflanzen im zweiten Ansatz bereits mit der Bildung von Knollen be-
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gonnen hatten, denn die Anfangsvoraussetzungen der beiden Experimente waren nicht
gleich. Die Ansatze 1 und 2 wurden in unterschiedlichen Jahreszeiten durchgefihrt. Zu-
dem kamen im ersten Ansatz die Stecklinge direkt aus der Sterilkultur, wéhrend im
zweiten Ansatz Stecklinge von ausdifferenzierten Pflanzen verwendet wurden. Es musste
deshalb Uberprift werden, ob Pflanzen, wie sie fur den zweiten Ansatz verwendet wurden,
eventuell vor der Initiation der Knollenbildung Kohlenhydrate in ihren Blattern akkumulie-
ren.

Das Experiment des zweiten Ansatzes wurde daher unter den gleichen Bedingungen
wiederholt; die Blatter zur Kohlenhydratanalyse wurden jedoch bereits nach 17 Tagen

geerntet, also bevor die Pflanzen mit der Knollenbildung begonnen hatten.

4.2.3.2 Wachstumsanalyse der MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen

Wie im zweiten Ansatz waren bei den transgenen Linien die Gesamtbiomasse und
das Wurzel/Spross-Verhaltnis reduziert (TABELLE 4-12). Abweichend von den vorange-
gangenen Experimenten war die Abnahme der Biomasse bei den drei transgenen Linien
mit 35,1% (T-18), 34,5% (T-19) und 35,9% (T-20) fast identisch. Zusatzlich wurde auch
das Verhaltnis von Internodienmasse zu Blattmasse bestimmt. Dieses war bei den trans-
genen Linien zugunsten der Blatter verschoben (TABeLLE 4-12). Interessant ist hierbei,
dass der prozentuale Anteil der Internodien an der Gesamtbiomasse bei den transgenen
Linien und bei der Kontrollpflanze etwa gleich war (32,3 bis 34,5 %), wéhrend die pro-
zentualen Anteile der Blatter bei den transgenen Linien grof3er und die der Wurzeln klei-
ner als bei der Kontrollpflanze waren. Dieses Ergebnis illustriert, dass das MP17N spezi-
fisch die Verteilung der Photoassimilate zwischen Blattern und Wurzeln beeinflusst.

Ahnlich wie in den vorangegangenen Experimenten waren die Photosyntheseaktivita-
ten und die Transpirationsraten bei den transgenen Linien gegenuber der Kontrollpflanze
reduziert (TABELLE 4-13). Die Source-Bléatter der MP17N-exprimierenden Pflanzen akku-
mulierten allerdings keine Kohlenhydrate (ABBILDUNG 4-15). Bei den Linien T-18 und T-19,
also den beiden Linien, deren Biomasse gegenulber der Kontrollpflanze besonders stark
reduziert war, war allenfalls eine leichte Tendenz zu einem etwas hdheren Gehalt an

Starke und I6slichen Zuckern zu erkennen.
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TABELLE 4-12. Wachstumsanalyse der MP17N-transgenen Tomensa-Pflanzen im
Vergleich zur Kontrollpflanze (Ansatz 3). Die Pflanzen wurden vor Beginn der
Knollenbildung geerntet (17 Tage). Bl. = Blatter, Int. = Internodien, Wu. = Wurzel, Sp. =
Spross, Verh. = Verhéltnis.

Linie TG BI. Int. Wu. Int./Bl.- Wu./Sp.- AbnahmeBi
(9) (%) (%) (%) Verh. Verh. omasse
(%) (%)

T-K 2,3610,64 485 34,1 174 0,70+0,11 0,22+0,08 -

T-18 1,53+0,31 52,0 32,3 15,8 0,62+0,10 0,19+0,04 351
T-19 1,55+0,19 52,3 345 13,2 0,66+0,04 0,15+0,02 34,5
T-20 151+0,36 516 335 149 0,65+0,05 0,18+0,01 35,9

TABELLE 4-13. Photosyntheseaktivitat und Transpiration von Source-Blattern MP17N-
exprimierender Tomensa-Pflanzen und Kontrollpflanzen nach 14 Tagen, also drei Tage
vor der Ernte fir die Kohlenhydratanalyse (Ansatz 3). In Klammern sind jeweils die
Veréanderungen gegenuber der Kontrollpflanze angegeben.

Linie Photosynthese Transpiration
(umol COzm 2574 (mmol H0-m2.s7™)
T-K 14,7414 2,0£0,3
T-18 12,9+1,4 (-12%) 1,5+0,3 (-25%)
T-19 13,440,5 (—9%) 1,8+0,1 (—10%)
T-20 11,940,7 (—19%) 1,5+0,1 (—25%)
4 2
A B
3 2
g g
B 21 £ 11
o &
[%2)
1 1 1
0 0
T-K T-18 T-19 T-20 T-K T-18 T-19 T-20
0,4 0,4
C D
0,3 0,3
3 !
202" £ 021
o i
0,1 0,1
0,0 0,0
T-K T-18 T-19 T-20 T-K T-18 T-19 T-20

ABBILDUNG 4-15. Kohlenhydratgehalt in Source-Blattern (Nr. 7-11) der MP17N-exprimieren-
den Tomensa-Pflanzen im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (Ansatz 3). A Starkegehalt (mg
Glukose/g FG). B-D Gehalt von Saccharose, Glukose und Fruktose (mg/g FG). Die Blatter
wurden geerntet, bevor die Knollenbildung begonnen hatte.
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4.2.4 Ansatz 4 (Frahling): Durch Stecklinge vermehrte Pflanzen,
Ernte vor Knollenbildung (17 Tage)

4.2.4.1 Vorbemerkung

Das vorangegangene Experiment wurde im Fruhling des nachsten Jahres wiederholt,
um einen mdoglichen jahreszeitlichen Effekt auf die Wirkung des MP17N auf den Kohlen-
hydratmetabolismus zu untersuchen. Das heil3t, es wurden wieder Stecklinge von aus-

differenzierten Pflanzen im Hydrokultursystem kultiviert und nach 17 Tagen geerntet.

4.2.4.2 Wachstumsanalyse der MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen

Dieses Experiment lieferte keine wesentlichen Unterschiede im Vergleich zum dritten
Ansatz. Auch hier war bei den transgenen Linien die Gesamtbiomasse und das Wur-
zel/Spross-Verhaltnis reduziert, wahrend die Internodienmasse bei allen Pflanzen ein-
schlie3lich der Kontrollpflanze etwa 33 bis 34% ausmachte (TABELLE 4-14).

Auch die Ergebnisse der Gaswechselmessungen entsprechen in etwa denen des
vorangegangenen Ansatzes (TABELLE 4-15).

In den Source-Bléattern der transgenen Linien akkumulierten weder l6sliche Zucker
noch Starke. Wieder war allenfalls eine leichte Tendenz zu einem hdéheren Kohlenhydrat-

gehalt zu erkennen (ABBILDUNG 4-16).

TABELLE 4-14. Wachstumsanalyse der MP17N-transgenen Tomensa-Pflanzen im
Vergleich zur Kontrollpflanze (Ansatz 4). Die Pflanzen wurden vor Beginn der
Knollenbildung geerntet (17 Tage). Bl. = Blatter, Int. = Internodien, Wu. = Wurzel, Sp. =
Spross, Verh. = Verhéltnis.

Linie TG BI. Int. Wu. Int./BI.- Wu./Sp.- AbnahmeBi
(9) (%) (%) (%) Verh. Verh. omasse
(%) (%)
T-K 2,71+0,54 475 33,9 186 0,71+0,17 0,23+0,07 -
T-18 1,63#0,37 52,9 33,1 14,0 0,63+0,12 0,16+0,05 39,9
T-19 1,72#0,21 516 33,9 145 0,66+0,09 0,17+0,03 36,5

T-20 1,94t0,42 509 344 147 0,68+0,07 0,17+0,04 28,4
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TABELLE 4-15. Photosyntheseaktivitat und Transpiration von Source-Blattern MP17N-
exprimierender Tomensa-Pflanzen und Kontrollpflanzen nach 14 Tagen, also drei Tage
vor der Ernte fir die Kohlenhydratanalyse (Ansatz 4). In Klammern sind jeweils die Ver-
anderungen gegeniber der Kontrollpflanze angegeben.

Linie Photosynthese Transpiration
(umol COzm 257} (mmol H0-m2.s7™)
T-K 15,1+1,3 1,9+0,4
T-18 13,4+1,3 (—11%) 1,640,3 (-13%)
T-19 13,7+0,8 (—9%) 1,740,2 (—10%)
T-20 13,6+1,1 (—10%) 1,7+0,3 (-8%)
4 3
A B
3 p
3 2
2 e
52 £
[%2] Q
A1
1 p
0 0
T-K T-18 T-19 T-20 T-K T-18 T-19 T-20
0,4 0,4
C D
0,3 0,3 A
2 8
202" £ 02-
o i
0,1 0,1
0,0 0,0
T-K T-18 T-19 T-20 T-K T-18 T-19 T-20

ABBILDUNG 4-16. Kohlenhydratgehalt in Source-Blattern (Nr. 7-11) der MP17N-exprimieren-
den Tomensa-Pflanzen im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (Ansatz 4). A Starkegehalt (mg
Glukose/g FG). B-D Gehalt von Saccharose, Glukose und Fruktose (mg/g FG). Die Blatter
wurden geerntet, bevor die Knollenbildung begonnen hatte.
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4.2.5 Ansatz 5 (Klimakammer): Einfluss der Lichtintensitat auf den
Kohlenhydratmetabolismus

4.2.5.1 Vorbemerkung

Die vorangegangenen Experimente wurden in unterschiedlichen Jahreszeiten im
Gewachshaus durchgefiihrt. Trotz der zuséatzlichen Beleuchtung mit Pflanzenlampen (vgl.
Kapitel 3.2, S. 21) waren die Pflanzen wechselnden Lichtintensitaten ausgesetzt. Es ist
denkbar, dass eine MP17N-induzierte Akkumulation von Kohlenhydraten nur dann auftritt,
wenn die transgenen Pflanzen einer sehr hohen Lichtintensitat ausgesetzt sind.

Um zu untersuchen, wie die MP17N-exprimierenden Pflanzen reagieren, wenn sie
permanent einer geringen bzw. einer hohen Lichtintensitat ausgesetzt werden, wurde ein
weiteres Experiment in der Klimakammer durchgefihrt (16 h hell/8 h dunkel). Drei
Wochen alte Stecklinge wurden dazu in Erde in Topfen mit 12 cm im Durchmesser
kultiviert.

Die Pflanzen wurden in drei Gruppen aufgeteilt. Die Pflanzen der ersten Gruppe (A)
wurden zwei Wochen lang einer Lichtintensitat von ca. 180 pmol Photonen-m™.s™ aus-
gesetzt und die der zweiten Gruppe (B) einer Lichtintensitat von 800 pmol Photonen
m~2-s*. Um untersuchen zu kénnen, wie die MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen
auf eine abrupte Veranderung der Lichtintensitat reagieren, wurden die Pflanzen der
dritten Gruppe (C) am Morgen des 14. Tages aus dem Bereich mit geringer Lichtintensitat
in den Bereich mit hoher Lichtintensitat Gberfuhrt; sie waren also nur ca. 6 Stunden lang

der erhdhten Strahlung ausgesetzt.

4.2.5.2 Einfluss der unterschiedlichen Lichtintensitaten auf Wachstum und
Kohlenhydratgehalt

Nach Ablauf der zwei Wochen hatten die Pflanzen der Gruppen A und C durch
ausgepragtes Streckungswachstum eine Hohe von ca. 35 bis 40 cm erreicht. Bei den
Pflanzen der Gruppe B war das Streckungswachstum wegen der hohen Lichtintensitat
stark unterdriickt. Die Pflanzen waren maximal 15 cm grof3 und die Blattunterseiten aller
Pflanzen, also einschlie3lich der Kontrollpflanzen, waren rot gefarbt, woftr vermutlich
Anthocyanbildung verantwortlich war. Bei keiner der Behandlungen kam es jedoch zu
einem so drastischen Anstieg von Kohlenhydraten in den Source-Blattern der transgenen
Pflanzen, wie es im ersten Versuchsansatz der Fall war (vgl. ABBILDUNG 4-5, S. 42). Die
Mengen an Starke und l6slichen Zuckern waren bei allen Pflanzen der Gruppe A in etwa

gleich (TaBeLLE 4-16 A). Wurden die Pflanzen der héheren Lichtintensitat ausgesetzt, stieg
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in den Blattern aller untersuchten Pflanzen die Menge an Kohlenhydraten. Vor allem
Starke und Saccharose lagen in groReren Mengen vor (TABELLE 4-16 B). Bei den trans-
genen Linien kam es dann tendenziell zu einem hdéheren Gehalt an loslichen Zuckern als
bei den Kontrollpflanzen.

Deutlichere Unterschiede zwischen den transgenen Linien und der Kontrollpflanze
traten erst dann hervor, als die an die geringe Lichtintensitat angepassten Pflanzen nur
6 Stunden lang der intensiveren Strahlung ausgesetzt wurden (TABeLLE 4-16 C). Der Ge-
halt an I6slichen Zuckern stieg gegeniber der Kontrollpflanze um 10 bis 15% an. Auch
der Starkegehalt war gegentber der Kontrollpflanze erhéht, und zwar um 33% bzw. 35%

bei den Linien T-19 und T-20 und sogar um 98% bei der Linie T-18.

TABELLE 4-16. Gehalt an Starke und l6slichen Zucker in Source-Blattern MP17N-
exprimierender Tomensa-Pflanzen, die unterschiedlichen Lichtintensitaten ausgesetzt
waren (Ansatz 5; 16 Stunden Tag/8 Stunden Nacht; LZ, Summe der I6slichen Zucker).

Linie Stérke Saccharose Glukose Fruktose Lz
A 14 Tage 180 pmol Photonen-m=2.s™*

T-K 11,4+2,4 2,4+0,3 0,84+0,2 1,0+0,4 4,2+0,4

T-18 11,7425 2,5+0,8 0,740,1 1,0+0,3 4,3+0,9

T-19 13,9+2,5 2,9+0,5 0,8+0,2 1,0+0,1 4,7+0,3

T-20 11,245,6 2,9+0,7 0,8+0,1 0,940,1 4,5+0,7
B 14 Tage 800 pmol Photonen-m™2-s™*

T-K 18,4+3,4 4,1+0,7 0,7+0,2 1,0+0,4 5,8+1,0

T-18 20,745,7 5,1+0,7 0,6+0,1 1,0+0,5 6,7+0,6

T-19 19,0+6,5 5,1+0,5 0,640,1 0,640,1 6,240,8

T-20 17,943,1 4,0+1,0 0,9+0,2 1,3+0,5 6,3+1,3
C 13 Tage 180, 6 h 800 pmol Photonen-m™2.s™

T-K 10,2+2,8 3,240,7 1,0+0,3 1,0+0,2 5,14+0,7

T-18 20,2+4,3 3,9+1,1 0,84+0,1 0,9+0,2 5,6+1,0

T-19 13,5+3,5 4,2+0,4 0,840,1 0,940,2 5,9+0,4

T-20 13,7+4,3 4,0£0,8 0,910,4 1,0+0,4 5,9+0,9
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4.2.6 Zusammenfassung der Ergebnisse aus
den Ansatzen 1 bis 5

In der TaBELLE 4-17 sind die wichtigsten Ergebnisse aus den 5 Ansatzen zusammen-
gefasst. Danach akkumulierten lediglich die transgenen Pflanzen, die direkt aus der Steril-
kultur kamen, erhebliche Mengen an l6éslichen Zuckern und Stérke in ihren Source-
Blattern. In allen folgenden Experimenten unterschieden sich die transgenen Pflanzen
hinsichtlich des Kohlenhydratgehalts nicht von der Kontrollpflanze. Aber nur bei diesen
Pflanzen war das Wurzel/Spross-Verhdltnis zugunsten des Sprosses verschoben. Dem-
gegeniber waren das Wachstum und die Photosyntheseaktivitat der transgenen Pflanzen
in allen Versuchsansatzen gegentber der Kontrollpflanze reduziert.

Im funften Ansatz erh6hte sich die Konzentration der 16slichen Zucker und der Starke-
gehalt leicht gegeniber der Kontrollpflanze, wenn die an geringe Lichtintensitat adaptierte
Pflanzen fiir sechs Stunden einer Uber vierfach erhohten Lichtintensitat ausgesetzt
wurden.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es generelle Effekte des MP17N gibt, n&m-
lich Reduktion des Wachstums und der Photosynthese und Effekte, die vom Entwick-
lungszustand der Pflanzen abh&ngen, und zwar der Einfluss auf den Kohlenhydrathaus-

halt bzw. die Kohlenhydratpartitionierung.
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TABELLE 4-17. Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Ansatzen 1 bis 5.

BM, Biomasse; St, Stérkegehalt in Source-Blattern; LZ, Losliche Zucker in Source-
Blattern; PS, Photosynthese; W/S, Wurzel/Spross-Verhaltnis. Die Pfeile geben die Ver-
anderungen gegenuber der Kontrollpflanze wieder. A = deutlicher Anstieg, & = leichter
Anstieg, © = unverandert, N = leichter Riickgang, ¥ = deutlicher Riickgang. Besonders
starke Veranderungen sind durch zwei Pfeile gekennzeichnet.

Linie BM St Lz PS WIS
Ansatz 1 (Pflanzen aus Sterilkultur, Friihling)

T-18 N2 A M v >
T-19 \2 A ™M v >
T-20 N N M ¥ >
Ansatz 2 (Durch Stecklinge vermehrte Pflanzen, Herbst, Knollenbildung)

T-18 22 > > v v
T-19 v > > v v
T-20 N > > Vv N7
Ansatz 3 (Durch Stecklinge vermehrte Pflanzen, Herbst, keine Knollenbildung)
T-18 v > > v v
T-19 v > > v v
T-20 v > > v v
Ansatz 4 (Durch Stecklinge vermehrte Pflanzen, Friihling, keine Knollenbildung)
T-18 Vv > > N7 N7
T-19 v > > v v
T-20 Vv > > v N7
Ansatz 5

geringe Lichtintensitat

T-18 > >
T-19 > >
T-20 > >
hohe Lichtintensitat

T-18 > 2
T-19 > >
T-20 > >
von geringer zu hoher Lichtintensitat

T-18 N 2
T-19 72 2

T-20 2 e
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4.3 Auswirkungen der Expression des MP17N auf die
Ultrastruktur der Zellen

Um zu Uberprifen, ob sich die Expression des MP17N auf die Ultrastruktur von Zellen
auswirkt, wurden Proben von Source-Bléattern der Kontrollpflanze und der transgenen
Linie T-18 aus dem ersten Ansatz elektronenmikroskopisch untersucht (ABBILDUNG 4-17).
Von besonderem Interesse war dabei die Frage, ob strukturelle Veranderungen von Plas-
modesmen bei den transgenen Pflanzen auftreten; denn bei jungen MP17N-transgenen
Tabakpflanzen wurde elektronendichtes Material in den Plasmodesmen zwischen Sieb-
element und Geleitzelle gefunden (Herbers et al. 1997).

In den Plasmodesmen zwischen Phloemparenchym- und Blndelscheidenzellen
wurde ebenfalls haufig eine elektronendichte Substanz beobachtet. Diese trat aber
sowohl bei der Kontrollpflanze als auch bei der Linie T-18 auf (AsBiLbunG 4-17 A, B) und
steht daher nicht im Zusammenhang mit der Expression des MP17N. Wie auch von
Herbers et al. (1997) beschrieben, wurden keine Unterschiede in der Struktur von
Mesophyll-Plasmodesmen festgestellt (AeeiLounG 4-17 C, D). Bei der Linie T-18 traten
jedoch im Vergleich zur Kontrollpflanze vermehrt Vesikel auf. Diese wurden sowohl in
Mesophylizellen als auch in anderen Zellen wie zum Beispiel der Geleitzelle gefunden und

enthielten oft weitere Membranen (ABBILDUNG 4-17 D, E, F).
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ABBILDUNG 4-17. Ultrastruktur von Zellen der MP17N-exprimierenden Linie T-18 und der Kontrollpflanze
(Ansatz 1).

A, B Plasmodesmen zwischen Biindelscheidenzelle und Phloemparenchymzelle der Kontrollpflanze T-K (A)
und der Linie T-18 (B). In den Plasmodesmen ist eine elektronendichte Substanz zu erkennen (Pfeile).
MaRstab: 0,5 um.

C, D Plasmodesmen zwischen Mesophylizellen. Die Plasmodesmen der Kontrollpflanze T-K (C) unterschei-
den sich nicht von denen der Linie T-18 (D). In den Zellen der Linie T-18 wurden vermehrt Vesikel (V)
beobachtet. MaRRstab: 0,5 um

E Mehrere Vesikel in einer Mesophylizelle der Linie T-18, zum Teil mit zuséatzlichen Membranen. Der mar-
kierte Vesikel ist in der Inbox vergrof3ert dargestellt. Maf3stab: 3 um; Inbox 1 um.

F Vesikel in einer Geleitzelle der Linie T-18 unmittelbar neben einem PPU. MaR3stab: 0,5 pm.
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4.4  Auswirkungen der Expression des MP17N auf die
Differenzierung des Xylems

Die Expression des MP17N verursachte bei den transgenen Linien eine zum Teil
drastische Verringerung des Wachstums. Nach der Hypothese von Lucas & Wolf (1999)
beeintrachtigen MPs den Verkehr von makromolekularen Signalmolekilen durch Plasmo-
desmen. Dies koénnte sich bereits auf die Entwicklung von Meristemen auswirken. Vor
allem bei der Linie T-18 fiel neben der geringen Wuchshéhe der relativ geringe Durch-
messer der Sprossachse auf. Daraus lasst sich schliel3en, dass sowohl die terminalen als
auch die axialen Meristeme in ihrer Entwicklung beeintréachtigt sind.

Deshalb wurde untersucht, ob die Expression des MP17N in den transgenen Linien
die Entwicklung bzw. die Differenzierung von Geweben beeinflussen kann. Experimentell
leicht zugénglich ist das Xylem der Sprossachse. Verschieden alte Sprossachsenab-
schnitte wurden mazeriert, um die Zusammensetzung des Xylems zu analysieren (ABBIL-
DUNG 4-18). AuRerdem wurden von den GefalRen des unteren Sprossachsenabschnitts die
Langen und Durchmesser ermittelt, um das Leitungsvolumen des Xylems ermitteln zu
konnen.

Fur dieses Experiment wurden Kartoffelpflanzen aus Knollen angezogen (ABBILDUNG
4-1, S. 37). Hierbei ist zu beachten, dass die Sprossachsen der transgenen Pflanzen, vor
allem die der Linien T-18 und T-19, durch das MP17N-bedingte verringerte Wachstum
und durch die daraus resultierenden kleineren Knollen diinner ware als die der Kontroll-
pflanze. Eventuelle Abweichungen in der Zusammensetzung des Xylems oder der GrélRe
der Tracheen bei den transgenen Pflanzen kdnnten auf das reduzierte Wachstum zurtick-
zufuhren sein und genauso bei einer Kontrollpflanze auftreten, die sich aus einer sehr
kleinen Knolle entwickelt hat. Aus diesem Grund wurden fiir die Mazeration zum einen
dinne Sprossachsen der Linien T-18 und T-19 verwendet und zum anderen kréftige
Sprossachsen der Linie T-20. Letztere hatten ungefahr den gleichen Durchmesser wie die
der Kontrollpflanze. Dadurch ist es méglich festzustellen, ob Verdnderungen im Xylem tat-
sachlich auf die Expression des MP17N zurickzufihren sind und nicht etwa auf unter-
schiedliches Wachstum, das durch verschieden grof3e Knollen hervorgerufen wird.

Fur eine statistische Analyse wurden die Xylemzellen gezéahlt und den Hauptkate-
gorien Parenchymzellen, Fasern, GefaRelemente, Tracheiden und ProtoxylemgeféalRe zu-
geordnet (TABELLE 4-18). Auffalligstes Ergebnis dieser Untersuchung war die Erhéhung der
Anzahl der GefalRelemente, die sich bei den Linien T-18 und T-20 bereits im jungen

Sporssabschnitt abzeichnete (TaseLLE 4-18 A) und im mittleren Spossachsenabschnitt
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noch deutlicher hervortrat (TABELLE 4-18 B). Im unteren Sprossachsenabschnitt hatte sich
die Anzahl der GefalRelemente bei allen MP17N-exprimierenden Pflanzen etwa verdoppelt
(TABELLE 4-18 C). Wéhrend die Gefal3elemente bei der Kontrollpflanze 5,7% des Xylems
ausmachten, lagen die Anteile der transgenen Linien bei 11,0% (T-18), 9,6% (T-19) bzw.
11,6% (T-20). Daraus ergabe sich etwa eine Verdoppelung der Wasserleitungskapazitat
des Xylems fiur den Fall, dass das Volumen der GefdRelemente bei allen untersuchten
Pflanzen gleich ist.

Um dies zu klaren, wurden die Gefal3elemente aus dem unteren Sprossachsenab-
schnitt nach der Ldnge und dem Durchmesser in Gruppen aufgeteilt. In allen Pflanzen
wurden GeféalRelemente verschiedener Grof3e gefunden, die im Mittel aber vergleichbare
Dimensionen besalRen (ABBILDUNG 4-19). Bei den langen GefalRelementen (>400 um) gab
es geringfligige, aber nicht signifikante Abweichungen zwischen den einzelnen Linien, die
sich mit zum Teil sehr langen ProtoxylemgeféaRelementen erklaren lassen, die bei dieser
Untersuchung ebenfalls mit beriicksichtigt wurden. Aus der ABBILDUNG 4-19 geht jedoch
nicht hervor, wie sich die verschieden grol3en Gefél3elemente auf das Xylem verteilen.
Daher wurden die Gefal3elemente nach dem Durchmesser sechs Grolenklassen
zugeordnet und als Haufigkeitsverteilung grafisch dargestellt (AeeiLbunGg 4-20). Alle
untersuchten Pflanzen wiesen in etwa die gleiche Verteilung auf. Lediglich die Linie T-19
besalR etwas mehr GefalRelemente mit geringerem Durchmesser als die anderen Pflan-
zen. Bei der Linie T-20 und der Kontrollpflanze hatten einige GefalRelemente einen
groReren Durchmesser als bei den Linien T-18 und T-19. Dies betraf jedoch nur sehr
wenige Elemente (vgl. ABBILDUNG 4-20).

Da der Anteil der GeféalRelemente im unteren Sprossachsenabschnitt bei den MP17N-
exprimierenden Pflanzen etwa doppelt so gro3 war wie bei der Kontrollpflanze (TABELLE
4-18 C), die GroRRen der einzelnen Gefallelemente sich aber nur geringflgig unter-
schieden (ABBILDUNG 4-19, ABBILDUNG 4-20), lasst sich schlieRen, dass das Leitungsvolumen
des sekundéaren Xylems bei den transgenen Linien groRer war als bei der Kontrollpflanze.

Bestéatigt wurde diese Annahme durch die Berechnung der Leitungsvolumina der Ge-
falRelemente (AsBILDUNG 4-21). Die durchschnittlichen Volumina der GefalRelemente unter-
schieden sich nicht signifikant zwischen den transgenen Linien und der Kontrollpflanze.
Bei letzterer betrug das durchschnittliche Volumen 1,41 mm3/1000 GefalRelemente. Das
der Linien T-18 und T-19 war etwas geringer (1,11 bzw. 1,13 mm?3/Gefalielemente) und
jenes der Linien T-20 lag mit 1,75 mm3/1000 GefaRelemente sogar tber dem Wert der
Kontrollpflanze (AeeiLDUNG 4-21 A). Berticksichtigt man nun die Tatsache, dass der Anteil

der GefaRelemente am Xylem bei den transgenen Linien etwa doppelt so grof3 war (Ta-
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BELLE 4-18), ergibt sich gegeniber der Kontrollpflanze eine Zunahme der Wasserleitungs-
kapazitat des Xylems um 53% bei der Linie T-18, 39% bei der Linie T-19 und 155% bei
der Linie T-20 (ABBILDUNG 4-21 B).

Interessanterweise war der Anteil der GefalRelemente bei den MP17N-exprimierenden
Linien aber nicht in allen Sprossabschnitten hdher als bei der Kontrollpflanze. Im oberen
Sprossachsenabschnitt gab es keine deutlichen Unterschiede zwischen den transgenen
Pflanzen und der Kontrollpflanze (TABELLE 4-18 A) und im mittleren Abschnitt war der Anteil
der GefalRelemente bei den transgenen Pflanzen gegeniber der Kontrollpflanze zwar er-
hoht, aber nicht so stark wie im unteren Bereich der Sprossachse. Der Einfluss des
MP17N auf die Xylemdifferenzierung scheint demnach auf das sekundare Dickenwachs-

tum beschrankt gewesen zu sein.

Parenchym

-
GefaRelement

*®

R <

ABBILDUNG 4-18. Zelltypen im Xylem der Sprossachse von Kartoffelpflanzen, wie man sie
nach der Mazeration des Gewebes erhalt.
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TABELLE 4-18. Zusammensetzung des Xylems verschieden alter Sprossachsen-
abschnitte. Die mazerierten Zellen wurden den funf wichtigsten Kategorien zugeordnet
(Angaben in Prozent; N, Anzahl gezahlter Zellen).

Linie Parenchym Fasern GefaR- Tracheide  Protoxylem N
element
A junger Sprossachsenabschnitt
T-K 48,1+3,8 39,649,7 6,4+2,0 1,8+1,4 4,2+3.8 2579

T-18 42,9£0,7 43,6+4,6 8,1+0,7 2,2+0,8 3,212,4 1944
T-19 48,4+2,5 39,3£1,9 5,4+0,3 2,8+0,5 4,0£0,5 1378
T-20 43,946,5 41,3£3,4 8,7+3,5 1,1,40,2 5,1+4,1 2398

B mittlerer Sprossachsenabschnitt
T-K 56,2+2,8 33,2+0,6 8,3+2,4 1,6+0,7 0,8+0,2 3683
T-18 57,4+6,3 26,5+4,0 14,2+2,9 0,9+0,4 1,0+0,6 1883
T-19 54,7+3,1 31,9+2,7 9,9+1,8 1,5+0,8 0,840,3 1645
T-20 54,4+2,4 32,9+3,1 10,5+1,2 1,5+0,9 0,7+0,6 2337
C unterer Sprossachsenabschnitt
T-K 43,2+2,3 48,9+2,5 5,7+0,8 1,6+0,2 0,6+0,4 5223
T-18 42,4+4,4 43,816,6 11,0+1,4 2,5+0,8 0,4+0,2 5404
T-19 35,2+3,7 52,4+2,7 9,610,8 1,8+0,7 0,9+0,5 3701
T-20 29,51£3,1 55,6+0,4 11,6+2,2 2,0+0,9 1,3+0,4 1845
150
1 E] |
2 ]
3 ?%‘
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ABBILDUNG 4-19. Lange und Durchmesser der GefalRelemente aus dem unteren
Sprossachsenabschnitt von MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen und Kontroll-
pflanzen. Die GefaRRelemente wurden nach dem Durchmesser in vier Gruppen eingeteilt
(30 bis 50 pum, 60-80 pum, 90-110 um und Uber 120 um) und diese in vier verschiedene
Langengruppen (bis 200 pm, 210 bis 300 pm, 310 bis 400 um, tber 410 um). Nur die
Kontrollpflanze und die Linie T-20 besalRen Geféaf3elemente mit einem Durchmesser
Uber 120 pm. N = 123 (T-K), 133 (T-18), 162 (T—19) und 153 (T-20).
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ABBILDUNG  4-20. Haufigkeitsverteilung  von
GefalRelementen des unteren Sprossachsenab-
schnittes. Sie wurden nach dem Durchmesser in
sechs GroRenklassen eingeteilt.
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ABBILDUNG 4-21. Leitungsvolumen (mm3) der GefalRelemente im Xylem von MP17N-
exprimierenden Tomensa-Pflanzen und Kontrollpflanzen. A Durchschnittliches Volumen
von 1000 GefaBRelementen. B Leitungsvolumen bezogen auf 1000 Xylemzellen, d.h. es
wurde berlcksichtigt, dass bei den transgenen Linien der prozentuale Anteil der
GefaRRelemente am Xylem etwa verdoppelt war.
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4.5 Einfluss des MP17N auf die Plasmodesmenfrequenz im
Cambium der Sprossachse

Dieser Teil der Arbeit entstand in Zusammenarbeit mit Dr. Youqun Wang von der
Agricultural University, Peking, China.

Plasmodesmen spielen bei der Gewebsdifferenzierung eine wichtige Rolle (vgl.
Kapitel 2.4, S. 10). Da sich das MP17N tatsachlich auf meristematische Entwicklungspro-
zesse auszuwirken scheint (vgl. Kapitel 4.6, S. 72), wurde untersucht, ob dies mit Veran-
derungen in der Plasmodesmenfrequenz in Cambiumzellen und deren Derivaten in Ver-
bindung steht. Hierbei wurden lediglich die Linien T-18 und T—20 berucksichtigt, also eine
Linie mit stark verringertem Wachstum und eine Linie, die sich phanotypisch nicht von der
Kontrollpflanze unterschied.

Bei der Kontrollpflanze nahm die Plasmodesmenfrequenz in den tangentialen Langs-
wanden der Cambiumderivate in beiden Richtungen zu, das heil3t, im Laufe der Differen-
zierung von Xylem und Phloem wurden zusétzliche Plasmodesmen angelegt (ABBILDUNG
4-22). Dies deckt sich mit einer Studie an der Sprossachse der verwandten Art Lycopersi-
con esculentum; auch die absoluten Zahlen liegen in einem vergleichbaren Bereich
(Ehlers, personliche Kommunikation).

Sowohl bei der Linie T-18 als auch bei der Linie T-20 fiel auf, dass sie im Cambium
eine hohere Plasmodesmenfrequenz (2,63 bzw. 2,43 PD/um?2 und 0,81 PD/um?) auf-
wiesen als die Kontrollpflanze (0,40 bzw. 0,43 PD/um?) (ABBILDUNG 4-22). Trotzdem unter-
schieden sich die Linien T-18 und T-20 erheblich, denn auf der Phloemseite entwickeln
sich die Plasmodesmenfrequenzen gegensatzlich. Bei der Linie T-20 schien lediglich die
Zahl der Plasmodesmen in den Wanden der Cambiumzellen und deren Derivaten
gegenuber der Kontrollpflanze erhdht zu sein. Dies wird besonders anschaulich, wenn die
PD-Frequenz der verschiedenen Zellen grafisch dargestellt wird (AsBiLDUNG 4-23). Im
Unterschied zur Kontrollpflanze und zur Linie T-20 nimmt die PD-Frequenz bei der Linie

T-18 in den Cambiumderivaten auf der Phloemseite jedoch stetig ab.
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T-K T-18 T-20

1,70 0,30 5,56

1,66 0,30 5,57
X3

1,21 3,07 4,12

1,21 3,10 4,09
X2

0,86 2,49 3,76

0,85 2,45 3,76
X1

0,50 2,82 3,11

0,48 2,84 3,13
Cam

0,43 2,43 0,81

0,40 2,63 0,81
Cam

0,52 1,19 1,45

0,54 1,16 1,43
P1

1,48 0,61 2,00

1,48 0,56 2,02
P2

1,37 0,17 2,67

1,41 0,17 2,67
P3

1,70 0,15 3,99

1,64 (N=665) 0,11 (N=915) 3,96  (N=2050)

ABBILDUNG 4-22. Plasmodesmenfrequenz in tangentialen Langswanden von Cambiumzellen und deren Deti-
vaten von MP17N-exprimierenden Kartoffelpflanzen und der Kontrollpflanze (T-K). Cam, Cambiumzelle; P1,
P2, P3, Cambiumderivate, die sich zu Phloemzellen entwickeln; X1, X2, X3, Cambiumderivate, die sich zu
Xylemzellen entwickeln.
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ABBILDUNG 4-23. Grafische Darstellung der Plasmodesmenfrequenz in
tangentialen Laéngswanden der Cambiumzellen und deren Derivaten.
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4.6 Mikroinjektionsexperimente

Da das PLRV natirlicherweise auf das Phloem beschrankt ist (vgl. Kapitel 2.2.2,
S. 5), wurde vermutet, dass das MP17N den Transport viraler RNA durch die Plasmodes-
men zwischen Siebelement und Geleitzelle, die PPUs, erméglicht. Da MPs allgemein den
Durchmesser von Plasmodesmen erweitern (vgl. Kapitel 2.3, S. 7), lag es nahe zu Uber-
prifen, ob dies auch fir die PPUs gilt. Deshalb sollten Mikroinjektionsexperimente mit
Fluoreszenzfarbstoffen unterschiedlichen Molekulargewichts durchgefihrt werden. Das
SEL der PPUs von Vicia faba ist bereits unter normalen physiologischen Bedingungen
sehr grof3; der molekulare Ausschlussdurchmesser betragt wenigstens 10 kDa gegentber
ca. 1 kDa bei Mesophyll-Plasmodesmen (Kempers & van Bel 1997, Imlau et al. 1999). Die
Mikroinjektionsexperimente sollten erstens klaren, ob dies auch bei Kartoffelpflanzen der
Fall ist und zweitens, ob sich bei den MP17N-transgenen Pflanzen eine Veranderung
gegeniber der Kontrollpflanze ergibt.

Anders als Mesophyll- oder Epidermiszellen, die sich relativ gut fir Mikroinjektionsex-
perimente eignen, reagieren Siebelemente bei Verletzung sofort mit einer Wundreaktion,
in deren Folge die Siebplatten und die PPUs verschlossen werden (Knoblauch & van Bel
1998). Intakte Zellen sind unter dem Lichtmikroskop jedoch nicht immer leicht von ver-
letzten Zellen zu unterscheiden. Deshalb wurden die Mikroinjektionsexperimente unter
dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop durchgefiihrt. Nachdem das Gewebe mit dem
fluoreszierenden Membranfarbstoff RH-160 geféarbt wurde, sind intakte Zellen unschwer
von zerstorten Zellen zu unterscheiden. Bei ersteren sind ausschlief3lich die Zellmembra-
nen gefarbt, der Rest der Zellen erscheint schwarz (ABBILDUNG 4-24, ABBILDUNG 4-25 A).

Bei dem Versuch, Fluoreszenzfarbstoffe in Siebelemente zu injizieren, wurde die
Wundreaktion ausgeldst, sobald die Injektionskapillare die Zellmembran durchstochen
hat. Deutlich wurde dies zum einen dadurch, dass der zu injizierende Fluoreszenzfarbstoff
Lucifer Yellow nicht in die benachbarten Zellen wanderte. Zum anderen aber auch durch
sichtbar werdende fadige Strukturen innerhalb des Siebelements (AesiLDUNG 4-25 B).
Dabei handelt es sich um filamentose Phloemproteine, die fur den Verschluss der
Zellkontakte verantwortlich sind (Cronshaw & Sabnis 1990). ABBILDUNG 4-26 zeigt, wie sich
diese Proteine auf die Stelle in der unmittelbaren Umgebung der Verletzung konzentrieren
und sich auRerdem bis zur Siebplatte fortsetzen. Der Versuch, den Fluoreszenzfarbstoff in

die Geleitzelle zu injizieren fihrte zum gleichen Ergebnis.
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Durch diese Wundreaktion war es nicht méglich, das SEL der PPUs zu bestimmen,
da bereits Lucifer Yellow mit einer Molekilmasse von nur 521 Da nicht in die benachbar-
ten Zellen wanderte, weder durch die PPUs noch durch die Siebplatten.

Dass das MP17 in der Lage ist, den Durchmesser von Mesophyll-Plasmodesmen zu

erweitern, haben Hofius et al. (2001) demonstriert.

ABBILDUNG 4-24. CLSM-Aufnahme des Phloems der Mittelrippe eines Source-Blattes der
Kartoffelpflanze. Sind die Zellen intakt, dann sind nur die gefarbten Membranen (Fluoreszenz-
Farbstoff RH-160) und die autofluoreszierenden Chloroplasten zu erkennen (Maf3stab 50 pm).
GZ, Geleitzelle; SE, Siebelement; SP, Siebplatte.
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ABBILDUNG 4-25. CLSM-Aufnahmen zweier intakter SE/GZ-Komplexe (A) und Mikroinjektion
von Lucifer Yellow in ein Siebelement (B). A Zu erkennen sind die Siebplatte (SP) zwischen

den Siebelementen und die PPUs zwischen Siebelement und Geleitzelle. B Die Verletzung des
Siebelements mit der Mikroinjektionskapillare fuhrt sofort zum Verschluss der Siebplatte und
der PPUs; der Fluoreszenzfarbstoff bleibt in der Zelle (MaRRstab 15 um).

ABBILDUNG 4-26. Mikroinjektion von Lucifer Yellow in ein Siebelement. A Ubersichtsauf-
nahme. B Darstellung des Fluoreszenzfarbstoffes (Kanal 1). Es wird deutlich, dass der
Farbstoff ausschlie3lich im injizierten Siebelement bleibt. C Siebelement aus einem weiteren
Injektionsversuch. An der Stelle, die durch die Mikroinjektionskapillare (Pfeil) verletzt wurde, ist
die Folge der Wundreaktion zu erkennen. Filamentdse Phloemproteine fuhren zum Verschluss
des Siebelements. Einzelne Faden ziehen sich bis zur Siebplatte (SP). Hier sind sowohl der
Fluoreszenzfarbstoff (Kanal 1) und die Zellen (Kanal 2) in gleicher Farbe dargestellt (Maf3stab
15 pum).
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4.7 Untersuchungen zur Salztoleranz

4.7.1 Auswahl der Pflanzen

Viele MP-transgene Pflanzen akkumulieren neben Starke auch Saccharose, Glukose
und Fruktose (Lucas et al. 1993a, Herbers et al. 1997, Hofius et al. 2001). Da Pflanzen
bekanntermaf3en mit der Akkumulation von so genannten kompatiblen Substanzen (z.B.
|6sliche Zucker, Aminosauren) auf Wasserstress reagieren, fihrte dies zu der Annahme,
dass MP-transgene Pflanzen tolerant gegen abiotischen Stress wie Trockenheit, Hitze
oder Salz sein konnten. Weil zu Beginn der vorliegenden Arbeit auch bei den MP17N-ex-
primierenden Kartoffelpflanzen eine generelle Akkumulation von Kohlenhydraten in den
Source-Blattern vermutet wurde, wurden diese auf eine mdgliche Salztoleranz hin unter-
sucht.

In einem Vorversuch wurden MP17N-exprimierende Kartoffelpflanzen (cv. Linda)
untersucht. An diesen Pflanzen wurden keine ausfuhrlichen physiologischen Messungen
durchgefuhrt. Das Experiment diente lediglich dazu, Auswirkungen auf das Wachstum zu
studieren und um festzustellen, ob die MP17N-transgenen Linien anders auf Salzstress
reagieren als die Kontrollpflanze.

Die physiologischen Analysen zu einer moglichen Salztoleranz wurden dann in zwei
Versuchsansatzen mit Tomensa-Pflanzen parallel zu den Ansétzen 1 und 2 (Kapitel 4.2.1
und 4.2.2) durchgefiihrt. Das heil3t, die Source-Blatter der transgenen Pflanzen im ersten
Ansatz akkumulierten unter Standardbedingungen (ohne NaCl) ldsliche Zucker und
Starke (Kapitel 4.2.1, S. 38), wahrend sie im zweiten Ansatz im Vergleich zu den Kontroll-
pflanzen weder mehr Starke noch einen héheren Gehalt an l8slichen Zuckern aufwiesen
(Kapitel 4.2.2, S. 49). Die Pflanzen aus den Ansatzen 3 und 4 wurden hier nicht bertck-
sichtigt, da sie lediglich fir Kontrollexperimente bei den Untersuchungen zum Kohlenhy-

dratstoffwechsel bengtigt wurden.

4.7.2 Vorversuch mit MP17N-transgenen Kartoffelpflanzen der Sorte Linda

4.7.2.1 Phanotypische Merkmale der MP17N-exprimierenden Linda-Pflanzen
unter Standardbedingungen

Drei Wochen alte Stecklinge von Linda-Pflanzen wurden in das Hydrokultursystem
Ubertragen (Tag 1 des Experiments). Eine Woche spéater wurde bei der Hélfte der Pflan-
zen mit der langsamen Zufuhr der konzentrierten NaCl-Losung (vgl. Kapitel 3.2.3, S. 21)

begonnen, so dass nach zwei weiteren Tagen die NaCl-Konzentration in der Nahrlésung
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bei 100 mM lag. Nach sechs Wochen, also finf Wochen nach Beginn der NaCl-Zufuhr,
wurden die Pflanzen geerntet.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus einer Studie Uber die Auswirkungen
des MP17N an transgenen Tabakpflanzen (Herbers et al. 1997) und mit den Ergebnissen
an Tomensa-Pflanzen der vorliegenden Arbeit war das Wachstum der MP17N-exprimie-
renden Linda-Pflanzen unter Standardbedingungen stark gehemmt, wie aus dem ge-
ringeren La&ngenzuwachs ersichtlich wird (AseiLbunG 4-27 A). Wahrend das Frischgewicht
der Kontrollpflanzen nach Abschluss des Experiments etwa 88 g betrug, lagen die ent-
sprechenden Werte bei den MP17N-exprimierenden Pflanzen bei 40 bzw. 32 g (ABBILDUNG

4-27 B).

4.7.2.2 Auswirkungen von 100 mM NaCl auf MP17N-transgene Linda-Pflanzen

Neben spezifischen Stoffwechselbelastungen verursacht NaCl im Boden eine Ver-
minderung des Wasserpotenzials im Wurzelraum. Pflanzen reagieren auf vielfaltige Weise
auf diesen Wasserstress, wie zum Beispiel mit verlangsamtem Wachstum (Munns 1993,
Zhu 2001). So reagierten auch die Pflanzen in diesem Experiment, und zwar sowohl die
transgenen Linien als auch die Kontrollpflanzen. Unter salinen Bedingungen waren die
Langenzuwachse deutlich geringer als unter Standardbedingungen (ABBILDUNG 4-27 A). In-
teressanterweise unterschieden sich die transgenen Pflanzen bezlglich des Wachstums
kaum noch von der Kontrollpflanze. Nach der NaCl-Zugabe ins Nahrmedium war der
Langenzuwachs bei allen Pflanzen etwa gleich (AesiLbunG 4-27 A). Das wirkt sich in der
Folge auch auf die Gesamtbiomasse der Pflanzen aus. Unter Standardbedingungen war
diese bei der Kontrollpflanze erheblich gré3er als bei den MP17N-exprimierenden Linda-
Pflanzen (AeeiLbunG 4-27 B). Durch den Salzstress verringerte sich die Biomassepro-
duktion zwar bei allen Pflanzen, das Ausmal} dieser Reduktion war bei der Kontrollpflanze
mit 75% aber besonders stark ausgepragt. Bei der Linie L-7 betrug die Reduktion 53%
und bei der Linie L-8 sogar nur 19%; dies hatte zur Folge, dass sich die Frischgewichte
der transgenen Pflanzen kaum noch von dem Frischgewicht der Kontrollpflanze unter-
schieden (ABBILDUNG 4-27 B).

Eine bekannte Folge von Wassermangel ist die Bildung kleinerer Blatter, um durch die
verringerte Blattoberflache Wasserverlust durch Transpiration zu vermeiden (Koyro et al.
1999). Alle hier untersuchten Linien reagierten in dieser Weise auf Salzstress. Unter
100 mM NaCl entwickelten alle Pflanzen in etwa gleich grol3e Blatter (ABBILDUNG 4-28). Das
bedeutet, dass die prozentuale Verringerung der Blattflichen bei der Kontrollpflanze be-

sonders stark war. Bezogen auf die Blattflache war das Frischgewicht der Blatter, die sich
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unter Salzstress entwickelten, jedoch groRer als jenes der Bléatter von Pflanzen aus der
Kontrollgruppe (TABELLE 4-19). Unter Standardbedingungen betrug das Frischgewicht bei
der Kontrollpflanze 15,7 g/cm? und stieg unter Salzstress auf 18,3 g/cm?2. Bei der Linie L-7
stieg es von 14,8 auf 17,9 g/cm? und bei der Linie L-8 von 15,8 auf 18,2 g/cm2. Die
MP17N-exprimierenden Pflanzen unterschieden sich diesbezlglich also nicht von der
Kontrollpflanze.

Die transgenen Linien hielten dem Salzstress jedoch langer stand als die Kontroll-
pflanze. Vier Wochen nach dem Beginn der Salzbehandlung waren die unteren Blatter der
Kontrollpflanzen bereits vollig verwelkt, wahrend jene der Linien L-7 und L-8 noch immer

intakt aussahen (ABBILDUNG 4-29).

40 120
A B O Standard
30 80 | O+ 100 mM NaCl
C
£ 20 5
L
40 - ’—[—‘
10 I_I—|+|
0 0
L-K L-7 L-8 L-K L-7 L-8

ABBILDUNG 4-27. Langenzuwachse und Biomassen der MP17N-exprimierenden Lindapflanzen
und der Kontrollpflanzen, die unter Standardbedingungen und unter 100 mM NaCl kultiviert
wurden. A Langenzuwéachse innerhalb der letzten zwei Wochen des Experiments. B Biomasse.
Das Experiment dauerte sechs Wochen.

TABELLE 4-19. Frischgewicht pro Blattflache (g/cm2) der MP17N-exprimierenden
Linda-Pflanzen und Kontrollpflanzen unter Standardbedingungen und unter Salzstress
(100 mM NaCl).

Linie Standardbedingungen 100 mM NacCl
L-K 15,7+¢1,1 18,3£1,6
L-7 14,8+1,1 17,9+1,5

L-8 15,8+1,1 18,2+1,1
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ABBILDUNG 4-28. Einfluss von 100 mM NaCl auf die GroRe von Source-Blattern bei
MP17N-exprimierenden Linda-Pflanzen (L-7 und L-8) und Kontrollpflanzen (L-K).
Die Blatter der NaCl-behandelten Pflanzen befinden sich jeweils rechts. Das Blatt
der Kontrollpflanze (L-K, links) unter Standardbedingungen ist 30 cm lang.

ABBILDUNG 4-29. Untere Blatter von Pflanzen vier Wochen nach Beginn der

Behandlung mit 100 mM NaCl. A Kontrollpflanze L-K. B, C Die transgenen Linien
L—7 und L-8.
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4.7.3 Untersuchungen zur Salztoleranz an Tomensa-Pflanzen
(Ansatz 1 und Ansatz 2)

4.7.3.1 Auswirkungen von 100 mM NaCl auf den Phénotyp der Pflanzen

Alle Untersuchungen zum Einfluss des MP17N auf den Kohlenhydratmetabolismus
und auf die Biomasseverteilung zwischen Spross und Wurzel wurden an transgenen To-
mensa-Pflanzen durchgefihrt (vgl. Kapitel 4.2). Um diese Ergebnisse mit denen aus den
Salzstress-Experimenten vergleichen zu kdnnen, wurde auf die Linda-Pflanzen verzichtet
und stattdessen die MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen verwendet.

Die beiden Salzstress-Experimente wurden parallel zu den Ansétzen 1 und 2 aus dem
ersten Teil der Arbeit durchgefiihrt, das heil3t, im ersten Experiment wurden Pflanzen aus
der Sterilkultur verwendet und im zweiten Pflanzen, die als Stecklinge von ausdifferen-
zierten Pflanzen vermehrt wurden. Mit der NaCl-Zufuhr wurde jeweils zwei Wochen nach
dem Transfer der Pflanzen in das Hydrokultursystem begonnen.

Alle Tomensa-Pflanzen einschlie3lich der Kontrollpflanze reagierten in beiden An-
satzen in der gleichen Weise auf den Salzstress wie zuvor die Linda-Pflanzen, d.h. das
Wachstum wurde stark eingeschrankt und die Blattflachen verringerten sich erheblich. Um
zwischen Source-Blattern, die bei Beginn der Salzbehandlung bereits voll ausdifferenziert
waren und solchen, die sich erst danach entwickelten, unterscheiden zu kénnen, werden
erstere im Folgenden Kategorie I-Blatter genannt, letztere Kategorie II-Blatter.

Die Kontrollpflanze und die transgenen Linien T-19 und T-20 aus dem ersten Ansatz
hatten neun Tage nach Beginn der Salzbehandlung nekrotische Bereiche zwischen den
Venen der Kategorie I-Blatter entwickelt, wobei diese Symptome bei der Kontrollpflanze
am starksten ausgepragt waren. Sie kamen bei den Linien T-19 und T-20 mit einer
kurzen Verzdgerung von ein bis zwei Tagen zum Vorschein. Bei der Linie T-18 waren
diese Symptome dagegen nicht zu sehen (ABBILDUNG 4-30); sie schien dem Salzstress tat-
sachlich langer standzuhalten.

Der zweite Ansatz bestatigte die Ergebnisse aus dem vorangegangenen Experiment.
Hier hoben sich die transgenen Linien beziglich der Symptomauspragung sogar noch
deutlicher von der Kontrollpflanze ab als im ersten Ansatz. Wieder fiel die Linie T-18 auf,
bei der zwei Wochen nach Beginn der NaCl-Behandlung die Kategorie I-Blatter phano-
typisch noch immer vdllig intakt waren, wahrend jene der Kontrollpflanze und die der

Linien T-19 und T-20 bereits komplett verwelkt waren (ABBILDUNG 4-31).
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ABBILDUNG 4-30. Kategorie I-Blatter 9 Tage nach Zugabe von 100 mM NaCl ins
Nahrmedium (Ansatz 1). A Kontrollpflanze (T-K); B MP17N-exprimierenden Tomensa-
Pflanze (T-18). Die Linien T-19 und T-20 entwickelten die gleichen Symptome wie die
Kontrollpflanze, sie traten aber mit einer Verzégerung von ein bis zwei Tagen auf.

ABBILDUNG 4-31. Kategorie I-Blatter 14 Tage nach Zugabe von 100 mM NaCl ins
Nahrmedium (Ansatz 2). A Kontrollpflanze (T-K); B MP17N-exprimierende Tomensa-
Pflanze (T-18). Das Blatt der transgenen Linie T-18 war noch intakt, wahrend jenes der
Kontrollpflanze aber auch jene der transgenen Linien T-19 und T—20 abgestorben waren.
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Da die Pflanzen aus den Ansatzen 1 und 2 fur weitere Analysen jeweils recht frih ge-
erntet wurden (nach 30 bzw. 46 Tagen), war es nicht mdglich zu beobachten, wie die
Pflanzen reagieren, wenn diese dem Salzstress langere Zeit ausgesetzt sind. Deshalb
wurden in einem weiteren Versuchsansatz die Tomensa-Pflanzen Uber zwei Monate der
hohen NaCl-Belastung ausgesetzt. Die transgenen Linien unterschieden sich dann nicht
mehr von der Kontrollpflanze. Die unteren Blatter aller Pflanzen vergilbten und starben
schlielich ab. Der einzige Unterschied zwischen den MP17N-exprimierenden Pflanzen
und den Kontrollpflanzen war der, dass die Symptome bei den ersteren mit einer Ver-

zOgerung von 2 bis 5 Tagen auftraten.

4.7.3.2 Auswirkungen von 100 mM NaCl auf die Ultrastruktur der Zellen

Um mogliche Veranderungen in der Ultrastruktur der Zellen feststellen zu kdnnen,
wurden Blattproben von Pflanzen aus dem ersten Ansatz elektronenmikroskopisch unter-
sucht. Unter Standardbedingungen waren die Thylakoide von Chloroplasten der Meso-
phylizellen véllig intakt, die Granastapel waren deutlich ausgepragt (AseILDUNG 4-32 A, B).
Obwohl die Blattproben vormittags entnommen wurden, war auf3erdem zu erkennen, dass
bei der transgenen Linie T-18 bereits mehr Starke vorlag als bei der Kontrollpflanze (vgl.
Kapitel 4.2.1). Der Salzstress verursachte eine drastische Veranderung der Chloroplas-
tenstruktur. Durch die Behandlung mit 100 mM NaCl schwollen die Thylakoidmembranen
an (ABBILDUNG 4-32 C, D). In einigen Fallen wurden durch den Salzstress sogar die
Granastapel zerstort. Eine weitere Folge des Salzstresses war die vermehrte Bildung von
Vesikeln (AeBiLDUNG 4-32 E, F). Diese Beobachtungen decken sich mit anderen Studien
Uber die Auswirkungen von Salzstress auf die Ultrastruktur von Zellen (Koyro 2002). Es
wurden diesbeziglich jedoch keine Unterschiede zwischen den MP17N-transgenen Linien

und der Kontrollpflanze gefunden.
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ABBILDUNG 4-32. Ultrastruktur von Zellen der MP17N-exprimierenden Linie T-18 und der Kontrollpflanze
unter Standardbedingungen (A, B) und unter 100 mM NaCl (C-F) (Ansatz 1).

A, B Chloroplasten aus dem Palisadenparenchym der Kontrollpflanze (A) und der transgenen Linie T-18 (B)
unter Standardbedingungen. Die Thylakoide sind intakt, die Granastapel sind gut zu erkennen. MaRstab:
5 pm.

C, D Einfluss von 100 mM NacCl auf Chloroplasten des Palisadenparchnyms der Kontrollpflanze (C) und der
transgenen Linie T-18 (D). Durch den Salzstress wird die Struktur der Thylakoidmembransysteme zerstort. In
einigen Fallen waren die Granastapel vollig verschwunden. Ma3stab: 1 pm

E, F Multivesikulare Kdrper in Palisadenparenchymzellen. Solche oder auch einfache Vesikel traten sowohl in
den Zellen der Kontrollpflanze (E) als auch in jenen der transgenen Linie T-18 (F) auf, d.h. bezuglich der
Vesikelbildung unter Salzstress gab es zwischen der Kontrollpflanze und der Linie T-18 keine Unterschiede.

4.7.3.3
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Biomasseproduktion der MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen
unter 100 mM NacCl

Am Ende des ersten Experiments (Ansatz 1) hatte sich die Biomasse der Kontroll-
pflanze durch den Salzstress um 77,7% reduziert (TABELLE 4-20). Bei den transgenen
Linien lagen die entsprechenden Werte bei 53,3% (T-18), 72,9% (T-19) und 63,0% (T-
20). Die geringe prozentuale Verringerung bei der Linie T-20 fuhrte dazu, dass die Bio-
masse dieser Linie am Ende des Salzstress-Experiments sogar grof3er war als die der
Kontrollpflanze. Die Biomasse der Linie T-19 entsprach in etwa der Kontrollpflanze,
wahrend die Linie T-18 auch unter Salzstress am wenigsten Biomasse produzierte (TA-
BELLE 4-20).

Ahnlich verhielt es sich auch im zweiten Ansatz. Bei den transgenen Linien ver-
ringerte sich die Gesamtbiomasse um 52,5% (T-18), 34,9% (T-19) und 46,9% (T-20); bei
der Kontrollpflanze war die Reduktion mit 60,6% am grof3ten. Das fihrte in diesem Fall
dazu, dass am Ende des Experiments mit Ausnahme der Linie T-18 alle Pflanzen in etwa
die gleiche Biomasse aufwiesen.

Bei den transgenen Linien fiel auf, dass die Biomassereduktionen in den beiden An-
sétzen nicht einheitlich waren. Im ersten Experiment verringerte sich die Biomasse bei der
Linie T-19 um 72,9%, wahrend sie sich im zweiten Ansatz nur um 34,9% verringerte; bei
der Linie T-20 liegen diese Werte bei 63,0% im ersten und 46,9% im folgenden Ex-
periment. Lediglich bei der Linie T-18 unterschieden sich die Werte aus den beiden Ex-
perimenten kaum (53,3% bzw. 52,5%).

Unter Standardbedingungen verursachte die Expression des MP17N in den trans-
genen Pflanzen im ersten Ansatz keine Verschiebung der Biomasse zugunsten des
Sprosses; im zweiten Ansatz (und in den Anséatzen 3 und 4) wurde dagegen eine signifi-
kante Verringerung des Wurzel/Spross-Verhaltnisses beobachtet (vgl. Kapitel 4.2). Bei
den beiden parallel durchgefiihrten Salzstress-Experimenten verhielt es sich genauso (Ta-
BELLE 4-20). Dennoch unterschieden sich die beiden Salzstress-Experimente bezliglich der
Biomasseverteilung zwischen Spross und Wurzel von den Experimenten unter Standard-
bedingungen. Im ersten Ansatz verringerte sich bei den untersuchten Pflanzen ein-
schlielich der Kontrollpflanze das Wurzel/Spross-Verhaltnis durch die NaCl-Behandlung
nicht (TaBeLLE 4-20). Beim zweiten Ansatz kam es durch die NaCl-Behandlung dagegen
bei allen Pflanzen (einschlie3lich der Kontrolle) zu einer relativ starken Verringerung des
Wurzel/Spross-Verhaltnisses, wobei die transgenen Linien aber weiterhin ein geringeres
Wurzel/Spross-Verhdltnis hatten als die Kontrollpflanze. Der Grund daflr, dass das

Wourzel/Spross-Verhaltnis im zweiten Ansatz bei allen Pflanzen reduziert wurde und im
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ersten nahezu unverandert blieb, waren vermutlich die unterschiedlich langen Zeit-
spannen der NaCl-Applikation. Im ersten Ansatz wurden die Pflanzen nur 16 Tage lang

dem Salzstress ausgesetzt, im zweiten dagegen 32 Tage.

TABELLE 4-20. Wachstumsanalysen der MP17N-transgenen Tomensa-Pflanzen im Vergleich zur
Kontrollpflanze unter 100 mM NaCl (rechte Seite, grau unterlegt). Die Pflanzen im Ansatz 1 wurden
30 Tage nach dem Transfer der Stecklinge in das Hydrokultursystem geerntet, jene im Ansatz 2 46
Tage nach dem Transfer. Die Pflanzen waren 16 Tage (Ansatz 1) bzw. 32 Tage (Ansatz 2) dem
Salzstress ausgesetzt. Um die Daten besser vergleichen zu kdnnen, sind in den ersten drei Ergeb-
nisspalten die Resultate aus den jeweiligen Experimenten unter Standardbedingungen angegeben.
Red, Reduktion ; TG, Trockengewicht; W/S-Verh., Wurzel/Spross-Verhéltnis.

TG Red. d. W/S-Verh. TG Red. d. Spross Wurzel WI/S-Verh.
(9) MP17N (9) Salzstress (%) (%)
(%) (%)
Standardbedingungen +100 mM NacCl

Ansatz 1 (Pflanzen aus Sterilkultur, Fruhling, vgl. Kapitel 4.2.1, S. 38)
T-K 10,2+2,8 - 0,21+0,02  2,3%0,7 77,7 81,3 18,7 0,22+0,06
T-18 3,210,4 —69,6 0,22+0,01 1,540,3 —53,3 81,4 18,6  0,23+0,05
T-19 8,3+0,2 —24.8 0,19+0,01 2,0+0,1 -72,9 80,5 19,5 0,24+0,05
T-20 9,3+3,3 -11,5 0,20+0,06  3,5+0,8 -63,0 80,0 20,0 0,2340,03
Ansatz 2 (Pflanzen als Stecklinge vermehrt, Herbst, vgl. Kapitel 4.2.2, S. 49)
T-K 30,5+12,0 - 0,25+0,03 12,0+4,0 —60,6 87,5 12,5 0,15+0,02
T-18 15,8451 -484  0,17+0,03  7,5+1,9 -52,5 92,0 8,0 0,09+0,04
T-19  19,2+1,3 -37,2  0,18+0,04 125+33 -34,9 91,2 8,8 0,10+0,01
T-20  24,3+7,9 -20,6  0,15+0,04 12,9433 —46,9 876 12,4 0,13+0,03

4.7.3.4 Photosynthese und Kohlenhydratgehalt in Source-Blattern der MP17N-
exprimierenden Tomensa-Pflanzen

Im ersten Ansatz wurden an zwei Tagen die Gaswechselmessungen an Source-
Blattern durchgefihrt, die sich unter Salzstress entwickelt hatten (Kategorie 1l-Blatter). Die
erste Messung erfolgte bereits 3 Tage nach Beginn der NaCl-Behandlung. Die Photo-
syntheseaktivitéat der transgenen Linien war etwas geringer als die der Kontrollpflanze (Ta-
BELLE 4-21 A). Bei der zweiten Messung nach zwei Wochen war die Photosyntheserate der
Kontrollpflanze noch immer hdher als bei den transgenen Linien, die Unterschiede waren
jedoch deutlich geringer (TABELLE 4-21 C).

Die Photosyntheseaktivitaten der Kategorie |-Blatter, die bereits vor dem Beginn der
NaCl-Behandlung ausdifferenziert waren, wurden zwei Wochen nach Beginn der NaCl-
Applikation gemessen. Die Linien T-19 und T-20 unterschieden sich in ihrer Photo-

syntheseaktivitat nicht von der Kontrollpflanze. Abweichend davon hatten die entsprech-
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enden Blatter der Linie T-18 eine ca. 40% hdhere Photosyntheseaktivitéat (TABELLE 4-21 C),
was die phanotypischen Beobachtungen widerspiegelt, namlich dass diese Blatter bei der
Linie T-18 offensichtlich langer dem Salzstress stand hielten als die der anderen transge-
nen Linien und der Kontrollpflanze (vgl. ABeiLDUNG 4-31, S. 81).

Im zweiten Ansatz wurde der zeitliche Verlauf der Photosyntheseleistung und der
Transpiration von Kategorie Il-Blattern nach Applikation des Salzes gemessen. Zu Be-
ginn, also noch unter Standardbedingungen, unterschieden sich die Photosyntheseraten
zwischen der Kontrollpflanze und den transgenen Linien etwa in dem Mal3e, wie es auch
bei den Untersuchungen unter Standardbedingungen (Kapitel 4.2) der Fall war, d.h. die
Photosyntheserate der transgenen Linien war etwas niedriger als bei der Kontrollpflanze
(ABBILDUNG 4-33 A). In den folgenden Tagen stieg die Photosyntheseleistung bei allen
Pflanzen leicht an. Danach hielt sie sich bei den Linien T-19, T-20 und T-K bei etwa 13
bis 16 pmol CO,-m~2s7t, wahrend sie bei der Linie T-18 stetig abnahm. Der Verlauf der
Transpirationsrate der Linie T-18 entsprach dem der Photosyntheserate (ABBILDUNG 4-33
C). Die Kategorie lI-Blatter der Linie T-18 verringerten also offensichtlich durch das
SchlieRen der Stomata die Transpiration, was ein Absenken der Photosyntheserate zur
Folge hatte. Bei den anderen Pflanzen nahm die Transpirationsrate erst etwa eine Woche
spater ab.

Bei den Kategorie I-Blattern, die bei NaCl-Zugabe bereits ausdifferenziert waren,
zeigte sich ein anderes Bild (AesiLbunG 4-33 B, D). Drei Tage nach Beginn der Salzbe-
handlung lag die Photosyntheserate dieser Bléatter bei etwa 7 pmol CO,-m.s™. Etwas
Uber eine Woche spater nahm die Photosyntheserate der Kontrollpflanzen um ca. 13% ab
(ABBILDUNG 4-33 B). Im weiteren Verlauf sank die Photosyntheseleistung weiter von 6,1
Uber 4,2 auf 1,5 umol CO,-m2s™. Bei den entsprechenden Blattern der transgenen
Linien reduzierte sich die Photosyntheseleistung in der gleichen Weise, allerdings mit
einer Verzdgerung von 2 bis 5 Tagen. Auch bei diesen Blattern korrelierte die Photosyn-
these mit der Transpiration (ABBILDUNG 4-33 B, D).

Diese Ergebnisse spiegeln zum Teil die phanotypischen Beobachtungen wider. Die
Blatter, die sich erst nach der NaCl-Applikation entwickelten, konnten sich bei der Kon-
trollpflanze und bei den Linien T-19 und T-20 an die hohe Salzkonzentration im Nahrme-
dium anpassen, wahrend die bereits ausdifferenzierten, unteren Blatter nekrotisch wurden
und schliellich abstarben. Die Blatter dieser Linien sind nicht resistent gegen Salzstress,
sie tolerieren ihn allenfalls ein paar Tage langer. Eine Ausnahme bildet die Linie T-18.

Hier bleiben die Kategorie I-Blatter zwar am langsten intakt; die Photosyntheseleistung
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der Kategorie II-Blatter verringerte sich aber im weiteren Verlauf des Experiments deutlich

gegenlber den anderen Pflanzen (ABBILDUNG 4-33 A).

TABELLE 4-21. Photosyntheseraten und Transpiration von MP17N-exprimierenden
Pflanzen und Kontrollpflanzen, die 100 mM NaCl ausgesetzt waren (Ansatz 1).
Kategorie II-Blatter wurden nach 16 Tagen (A) und nach 21 Tagen (B) gemessen, Kate-

gorie I-Blatter nach 21 Tagen (C).

Linie

Photosynthese
(umol CO, - m 2 - s7h)

Transpiration
(mmol H,0 - m™2 - s™)

Kategorie II-Blatter nach 3 Tagen

15,9+1,2 2,7+0,6
14,7+0,6 2,9+0,9
12,9£2,8 1,8+0,5
13,6+2,8 1,4+0,4

Kategorie II-Blatter nach 2 Wochen

12,6+0,7 2,310,3
10,4+0,6 2,0£0,5
10,1+£0,9 1,9+0,4
11,9£1,0 2,1+0,7

Kategorie I-Blatter nach 2 Wochen

T-18
T-19
T-20

3,241,2 1,1+0,2
4,5+1,4 0,9+0,3
3,2+0,0 0,940,1

3,5+0,0 0,5+0,0
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ABBILDUNG 4-33. Zeitlicher Verlauf der Photosynthese- (A, B) und Transpirationsraten
(C, D) von MP17N-transgenen Tomensa-Pflanzen (Ansatz 2). A und C Kategorie II-
Blatter. B und D Kategorie I-Blattern.

Bei den Untersuchungen zum Kohlenhydrathaushalt der MP17N-transgenen To-
mensa-Pflanzen unter Standardbedingungen (Kapitel 4.2) bestand der wesentliche Unter-
schied zwischen dem ersten und dem zweiten Ansatz darin, dass ausschlief3lich im ersten
eine sehr deutliche Akkumulation von Kohlenhydraten in den Source-Blattern auftrat. Ahn-
lich verhielt es sich, als die entsprechenden Pflanzen Salzstress ausgesetzt waren. Im
ersten Ansatz unter salinen Bedingungen akkumulierten die transgenen Linien im Ver-
gleich zur Kontrollpflanze sowohl Starke als auch die l6slichen Zucker Saccharose, Glu-
kose und Fruktose in ihre Source-Blattern (Kategorie Il), wobei die Linie T-18 in allen
Fallen die groRten Mengen aufwies (ABBILDUNG 4-34, A-D).

Interessanterweise war im zweiten NaCl-Versuch (Ansatz 2) die Linie T-18 die ein-
zige transgene Pflanze, die einen hoheren Kohlenhydratgehalt in den Source-Blattern
(Kategorie Il) aufwies als die Kontrollpflanze. Die beiden anderen MP17N-transgenen
Linien unterschieden sich nur geringfligig von der Kontrollpflanze (AeBIiLDUNG 4-34 E—H).

Um die Auswirkungen von Salzstress auf den Kohlenhydratgehalt besser vergleichen

zu kénnen, wurden in der TABELLE 4-22 die NaCl-bedingten Verénderungen im Gehalt der
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Starke und der l6slichen Zucker gegeniiber den entsprechenden Werten aus den Experi-
menten unter Standardbedingungen zusammengefasst. Daraus wird ersichtlich, dass im
ersten Ansatz der Starkegehalt in allen Fallen deutlich abnahm. Zwar akkumulierten alle
Pflanzen mehr Saccharose als unter Standardbedingungen. Dieser Anstieg fiel bei den
transgenen Linien jedoch relativ gering aus, was dadurch erklart werden kann, dass sie
bereits unter Standardbedingungen grofe Mengen an Saccharose (und Hexosen sowie
Starke) akkumulierten (vgl. ABBILDUNG 4-5, S. 42). Aus dem gleichen Grund kam es bei den
transgenen Linien zu keiner ausgepragten Steigerung des Gehaltes an Glukose und
Fruktose, wéhrend diese Zucker bei der Kontrollpflanze um 115,2% (Glu) bzw. 101,9%
(Fru) anstiegen.

Deutlich anders waren die NaCl-bedingten Veranderungen im zweiten Ansatz (TABEL-
LE 4-22). Alle Pflanzen reagierten mit der Akkumulation vor allem von Saccharose auf den
Salzstress. Der Anstieg des Glukosegehaltes war weniger stark ausgepragt und der
Fruktosegehalt ging bei der Kontrollpflanze und den beiden Linien T-19 und T-20 sogar
leicht zurtick. Auch hier wich die Linie T-18 deutlich von den anderen Pflanzen ab.
Sowohl der Starkegehalt als auch die Menge der Iéslichen Zucker Saccharose, Glukose
und Fruktose waren bei ihr gegenliber den entsprechenden Werten aus dem Experiment
unter Standardbedingungen stark angestiegen. Es fiel weiterhin auf, dass die Kontroll-
pflanze nach der NaCl-Behandlung weniger Starke (-18,8%) in ihren Blatter aufwies als
die transgenen Linien. Bei diesen war der Starkegehalt angestiegen, und zwar um 3,4%
(T-20), 16,7% (T—19) bzw. 55% (T—18).
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ABBILDUNG 4-34. Starkegehalt (mg Glukose/ g FG) und Saccharose-, Glukose- und
Fruktosegehalt (mg/g FG) in Kategorie lI-Blattern von MP17N-exprimierenden Tomensa-
Pflanzen, die 100 mM NacCl ausgesetzt wurden. Auf der linken Seite (A, B, C, D) sind die
Ergebnisse aus dem ersten Ansatz dargestellt, auf der rechten (E, F, G, H) die des zweiten
Ansatzes.
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TABELLE 4-22. Durch 100 mM NaCl verursachte Veranderungen im Gehalt an Starke,
Saccharose (Sac), Glukose (Glu) und Fruktose (Fru) in Kategorie Il-Bléattern MP17N-
exprimierender Tomensa-Pflanzen und Kontrollpflanzen. LZ, Gesamtheit der I6slichen
Zucker (Angaben in %).

Starke Sac Glu Fru LZ

Ansatz 1 (Pflanzen aus Sterilkultur, Frihling, vgl. Kapitel 4.2.1, S. 38)

T-K -62,4 +58,7 +115,2 +101,9 +67,6
T-18 —66,8 +45,4 +12,6 -12,5 +32,5
T-19 —-82,7 +11,3 -7,3 -53,4 —6,6
T-20 —76,9 +42,6 +2,4 -37,3 +20,7

Ansatz 2 (Pflanzen als Stecklinge vermehrt, Herbst, vgl. Kapitel 4.2.2, S. 49)

T-K -18,8 +105,9 +27,3 -29,7 +74,2
T-18 +55,6 +138,9 +90,9 +40,5 +118,0
T-19 +16,7 +123,5 +17,1 -18,4 +86,0
T-20 +3,4 +106,7 +20,0 -12,9 +76,8

4.7.3.5 Auswirkungen des MP17N auf die Aminosaurenzusammensetzung

Es ist bekannt, dass Pflanzen auf Salzstress mit einer gesteigerten Produktion von so
genannten kompatiblen Substanzen reagieren (Hasegawa et al. 2000). Kartoffelpflanzen
akkumulieren unter salinen Bedingungen beispielsweise Prolin (Martinez et al. 1996,
Heuer & Nadler 1998). Deshalb wurden die Aminosauren in den Kategorie II-Blattern der
Pflanzen untersucht. Wie bei den Untersuchungen zum Kohlenhydratmetabolismus,
unterschieden sich die Ergebnisse aus den zwei Ansatzen. Bei den MP17N-expri-
mierenden Pflanzen aus dem ersten Ansatz war die Summe der Aminosduren unter Stan-
dardbedingungen nur bei der Linie T-18 grof3er als bei der Kontrollpflanze (AsBILDUNG 4-35
A). Bei den Linien T-19 und T-20 war kein wesentlicher Unterschied zu erkennen. Trotz-
dem war bei allen transgenen Linien die Prolinkonzentration deutlich héher bei der Kon-
trollpflanze (AeeiLDUNG 4-35 C). Die relativ groRe Gesamtsumme bei der Linie T-18 kdnnte
durch einen Uberdurchschnittlich hohen Gehalt von y-Aminobuttersaure (GABA) erklart
werden, der bei einigen Proben gemessen wurde (Daten nicht gezeigt). Die einzelnen
Messwerte variierten jedoch relativ stark. Da dies zudem nur in diesem Experiment und
lediglich bei einer der transgenen Linien auftrat, wurde die Ursache hierflr nicht weiter
untersucht.

Durch die NaCl-Behandlung stieg die Summe der Aminosauren bei den transgenen
Linien gegenlber der Kontrollpflanze deutlich an (AesiLbuNG 4-35 B). Dieser Anstieg ist vor

allem auf den héheren Prolingehalt zurickzufiihren (AseiLbunG 4-35 D). Durch die NaCl-
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Behandlung verdoppelt sich dieser bei den transgenen Pflanzen, wahrend er bei der Kon-
trollpflanze um das 7-fache zunimmt. Da er bei den transgenen Linien jedoch bereits unter
Standardbedingungen vierzehn- bis finfzehnfach hoher ist als bei der Kontrollpflanze, ist
er auch unter salinen Bedingungen wesentlich hdher als bei der Kontrollpflanze.

Im zweiten Ansatz gab es unter Standardbedingungen beziglich der Aminoséauren
weder im Gesamtgehalt noch im Prolingehalt Unterschiede zwischen den transgenen
Linien und der Kontrollpflanze (AeeiLbunG 4-36 A, C). Durch die NaCl-Behandlung stieg die
Gesamtkonzentration der Aminosauren bei allen Pflanzen leicht an (ABBiLDUNG 4-36 B),
wahrend sich der Prolingehalt etwa vervierfachte (ABBILDUNG 4-36 D).

Demnach steht der erhohte Prolingehalt bei den transgenen Pflanzen aus dem ersten

Ansatz sehr wahrscheinlich mit dem erhdhten Kohlenhydratgehalt in Verbindung.
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ABBILDUNG 4-35. Gesamtgehalt an Aminoséuren (A, B) und der Prolingehalt (C, D) in
Source-Blattern (Kategorie 1) von MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen und Kon-
trollpflanzen aus dem Ansatz 1, die unter Standardbedingungen (A, C) und unter 100
mM NacCl (B, D) kultiviert wurden. Angaben in umol/g TG.
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ABBILDUNG 4-36. Gesamtgehalt an Aminosauren (A, B) und der Prolingehalt (C, D) in
Source-Blattern (Kategorie 1) von MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen und Kon-
trollpflanzen aus dem Ansatz 2, die unter Standardbedingungen (A, C) und unter 100
mM NacCl (B, D) kultiviert wurden. Angaben in pmol/g TG.

4.7.3.6 Auswirkungen des MP17N auf den Kationengehalt in Source-Blattern

Der Gehalt an Kationen wurde in Source-Blattern der Kategorie Il gemessen. Beim
Vergleich des Kaliumgehaltes der Pflanzen, die unter Standardbedingungen kultiviert
wurden (TABELLE 4-23, linke Seite), fiel auf, dass sich die Messwerte zwischen den
MP17N-transgenen Linien und der Kontrollpflanze nur im ersten Ansatz unterschieden.
Der Gehalt der Kaliumionen war bei den transgenen Pflanzen unter Standardbedingungen
deutlich héher als bei der Kontrollpflanze. Der Magnesium- und der Calciumgehalt war bei
den transgenen Linien dagegen tendenziell etwas geringer als bei der Kontrollpflanze. Im
Gegensatz dazu gab es im zweiten Ansatz bezilglich der Kationen keine wesentlichen
Unterschiede zwischen den transgenen Linien und der Kontrollpflanze. Magnesium
scheint in den Blattern der transgenen Linien in etwas geringerer Konzentration vor-
zuliegen als in denen der Kontrollpflanze.

Wurden die Pflanzen unter salinen Bedingungen (100 mM NaCl) kultiviert (TABELLE

4-23, rechte Seite), ergab sich folgendes Bild. Die Blatter der Pflanzen aus dem ersten
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Ansatz enthielten mehr als doppelt so viel Natrium wie die der Pflanzen aus dem zweiten
Ansatz. Das liegt vermutlich daran, dass fir die Analyse im zweiten Ansatz etwas jlngere
Blatter verwendet wurden und Pflanzen bekanntlich NaCl zunéchst in den alteren Blattern
.entsorgen” (Koyro, personliche Kommunikation). Im ersten Ansatz war der Natriumgehalt
in den Blattern der MP17N-transgenen Pflanzen gegentber der Kontrollpflanze etwas
erhoht, aber hier variierten die einzelnen Messwerte sehr stark. Im zweiten Ansatz akku-
mulierte die Linie T-18 etwas weniger Natrium in ihren Kategorie II-Blattern als die an-
deren Versuchspflanzen einschlief3lich der Kontrollpflanze (TABELLE 4-23).

In beiden NaCl-Experimenten war der Kaliumgehalt in den Blattern der transgenen
Pflanzen tendenziell hoher als in denen der Kontrollpflanze. Das galt vor allem fir die
Linie T-18 im zweiten Ansatz, bei der eine etwas geringere Natriumkonzentration in den
Kategorie Il-Blattern festgestellt wurde. Allerdings variierten die einzelnen Messwerte sehr
stark, was in den relativ groRen Standardabweichungen zum Ausdruck kam.

Im ersten Ansatz war der Magnesium-Gehalt in den Kategorie lI-Blattern bei den
transgenen Linien etwas hoher als in den entsprechenden Blattern der Kontrollpflanze. Im
zweiten Ansatz unterschieden sich die Blatter der transgenen Linien und der Kontrollpflan-
zen beziglich des Magnesiumgehaltes nicht (TABeLLE 4-23, rechte Seite). Ahnlich verhielt
es sich mit dem Calciumgehalt in den Kategorie lI-Blattern. Zu beachten ist hierbei aller-

dings, dass die Standardabweichungen zum Teil sehr grol3 waren.

TABELLE 4-23. Kationengehalt (mmol/kg FG) in Kategorie II-Blattern von MP17N-expri-
mierenden Pflanzen und Kontrollpflanzen, die unter Standardbedingungen und unter 100 mM
NacCl kultiviert wurden.

Linie K* Na"  Mg?* ca® K* Na* Mg?* ca®
Standardbedingungen +100 mM NacCl

Ansatz 1 (Frihling, vgl. Kapitel 4.2.1, S. 38)

T-K 148+13 - 50£13 43112 91+14,7 1274414 27+4,1 20£15,2

T-18 192426 - 4513,0 41487 118+18,6 141+13,4 30+4,8 32+7,7

T-19 162+21 - 42+10 37£13 112+20,3 144+14,8 4049,5 43+119

T-20 176126 - 44+9,8 39+16 11949,0 143#40,1 42+2,6 52+154

Ansatz 2 (Herbst, vgl. Kapitel 4.2.2, S. 49)

T-K 135+15 - 63+8,8 27,5456 101£17,1 54+16,4 3549,1 1643,1
T-18 13345 - 57+5,8 27,5+6,8 136+£18,8 44+159 30+9,4 15444
T-19 130+4 - 50+7,1 26,248,0 1154£36,0 59+28,5 29+10,5 14+4,0

T-20 129410 - 56+4,5 28,346,3 112+11,8 54+21,3 294+3,0 15+1,4
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4.7.3.7 Osmotisches Potenzial des Zellsaftes

Werden Pflanzen Salzstress ausgesetzt, missen deren Zellen fir die Auf-
rechterhaltung der Homdostase einen ausreichenden osmotischen Druck erzeugen. Die-
ser muss mit steigender Osmolaritat der Nahrldsung zunehmen.

Die Differenzen zwischen dem osmotischen Druck des Zellsaftes von Pflanzen, die
unter Standardbedingungen wuchsen und dem von Pflanzen, die 100 mM NaCl ausge-
setzt waren, betrugen im ersten Ansatz 147 mOsmol/kg bei der Kontrollpflanze und 189,
150 und 133 bei den transgenen Linien T-18, T-19 bzw. T-20 (TABELLE 4-24). Diese
Werte spiegeln nicht ganz den erwarteten Unterschied von 200 mosmol/kg (100 mM
NaCl) wider.

Im zweiten Ansatz lagen die entsprechenden Differenzen bei 193 (T—K), 250 (T-18),
204 (T-19) und 189 mosmol/kg (T-20) (TABELLE 4-24). Diese Werte reflektieren ungefahr
den Anstieg der Osmolaritét in der Nahrlésung (200 mOsmol/kg). Bei der Linie T-18 stieg
die Konzentration osmotisch wirksamer Substanzen jedoch Uberproportional an. Dazu
passt, dass der Kationengehalt nur bei dieser Linie nach der NaCl-Behandlung héher war
als bei den anderen Pflanzen (TABELLE 4-23).

Die osmotischen Potenziale der Blatt-Press-Séafte der NaCl-behandelten Pflanzen des
ersten Ansatzes stimmen recht gut mit denen des zweiten Ansatzes Uberein. Bei den
Blattern der Pflanzen, die unter Standardbedingungen kultiviert wurden, unterschieden
sich dagegen die Ergebnisse zwischen dem ersten und dem zweiten Ansatz. Das osmo-
tische Potenzial war zwar auch hier jeweils bei der Linie T-18 am grof3ten. Vergleicht man
allerdings die einzelnen Messwerte unter Standardbedingungen des ersten Ansatzes mit
den entsprechenden Werten des zweiten Ansatzes, ergibt sich ein Unterschied von 71
mosmol/kg bei der Kontrollpflanze und von 83, 68 und 72 mOsmol/kg bei den transgenen
Linien T-18, T-19 bzw. T-20 (TABELLE 4-24).

Fur eine vollstandige Analyse der osmotischen Verhaltnisse in den transgenen Pflan-
zen mussten auch die Konzentrationen der Anionen wie Chlorid und Nitrat bestimmt
werden. Da die Integration des mpl17n-Gens in das Genom der Kartoffelpflanzen aber zu

keiner wirklichen Toleranz gegen Salzstress gefuhrt hat, wurde dies nicht weiter verfolgt.
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TABELLE 4-24. Osmotisches Potenzial (mOsmol/kg) von Press-Saften der Kategorie l-Blatter
von MP17N-transgener Tomensa-Pflanzen und der Kontrollpflanze unter Standardbedingungen
und nach der Behandlung mit 100 mM NaCl (Ansatz 1 u. 2).

Linie Standardbedingungen 100 mM NacCl Differenz
Ansatz 1 (Fruhling, vgl. Kapitel 4.2.1, S. 38)

T-K 332+27,0 479+72,6 147
T-18 379+53,5 568+57,7 189
T-19 333+24,4 483+46,3 150
T-20 336+46,1 469+73,1 133

Ansatz 2 (Herbst, vgl. Kapitel 4.2.2, S. 49)

T-K 261+14,5 454+16,8 193
T-18 296+10,3 546+34,1 250
T-19 265£5,7 469+18,6 204
T-20 264+13,5 453+26,2 189

4.7.4 Zusammenfassung der Salzstress-Experimente

In der TABELLE 4-25 sind die wichtigsten Ergebnisse der Salzstressexperimente zusam-
mengefasst. Die Expression des MP17N in den transgenen Linien fuhrt allenfalls zu einer
leichten Toleranz gegenlber Salzstress, die dazu fuhrt, dass die Kategorie |-Blatter der
transgenen Pflanzen unter salinen Bedingungen zwei bis funf Tage nach der
Kontrollpflanze mit der Auspragung der typischen Symptome beginnen. Dies steht jedoch
nicht im Zusammenhang mit einer erhéhten Konzentration léslicher Zucker in den Source-
Blattern. Auch die im ersten Ansatz beobachtete erhdhte Prolinkonzentration kommt als
Erklarung nicht in Frage. Vor allem die Linie T-18, bei der die Expressionsrate des
MP17N am hdchsten war und deren Wachstum am starksten reduziert war, scheint der
hohen NaCl-Konzentration in der Nahrlosung besser standzuhalten. Bei dieser Linie
verringerte sich im Verlauf des Experiments jedoch die Photosyntheseleistung in den
Kategorie Il-Blattern, also jenen, die sich unter salinen Bedingungen entwickelten.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die Expression des MP17N in den

transgenen Pflanzen zu keiner echten Toleranz fuhrt.
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TABELLE 4-25. Zusammenfassung der Ergebnisse zu den Salzstress-Experimenten mit den MP17N-

exprimierenden Tomensa-Pflanzen und den Kontrollpflanzen.

Die Pfeile geben bei den NaCl-

Experimenten die Verdnderungen gegeniuber den Standardbedingungen bzw. gegeniber der Kontroll-

pflanze wider.

BM, Biomasse; St, Stérke; LZ, Losliche Zucker; PS, Photosynthese; W/S, Wurzel/Spross-Verhaltnis).
A = deutlicher Anstieg, W = deutlicher Riickgang, 2 = leichter Anstieg, = = unverdndert, N = leichter
Rickgang. Besonders starke Verénderungen sind durch zwei Pfleile hervorgehoben. + = leicht erhdhte

NaCl-Toleranz, ++ = erhféhte Toleranz gegentiber T-K.

Linie BM St LZ Prolin PS WIS
Einfluss von 100 mM NaCl auf alle Pflanzen gegeniiber den Standardbedingungen
Ansatz 1
T-K 2\ v A A v >
T-18 \7 \7 A 0 v >
T-19 v v > ) v >
T-20 \7 7 0 O v >
Ansatz 2
T-K 2\ v ) ) v Vv
T-18 N N N N W Vv
T-19 N7 N N N ¥ ¥
T-20 N7 > N N ¥ ¥
Veranderungen bei MP17N-exprimierenden Pflanzen gegenliber
der Kontrollpflanze (T-K) unter Einfluss von 100 mM NacCl
NaCl-
Toleranz
(Kategorie I-
Blatter)
Ansatz 1
T-18 W 0 ) A Vv N ++
T-19 > N N N Vv N +
T-20 2 N N N N2 A +
Ansatz 2
T-18 v N 2 > > 2% +42
T-19 > > > > > ¥ +
T-20 > > > > > v +

# Kategorie I-Blatter im unteren Sprossachsenabschnitt verwelkten spéter als bei den anderen Pflanzen einschlieRlich

der Kontrollpflanze, die Photosyntheseleistung der Kategorie II-Blatter verringerte sich jedoch stark.
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) DISKUSSION

5.1 Ubersicht

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sich die Expression des MP17N in vielfacher
Weise auf die transgenen Kartoffelpflanzen auswirkt. Dabei wurde deutlich, dass die
Auswirkungen auf den Kohlenhydrathaushalt bzw. die Kohlenhydratpartitionierung offen-
sichtlich vom Entwicklungszustand der Pflanzen abhangen. Entwicklungsphysiologisch
junge transgene Pflanzen (Ansatz 1), die betrachtliche Mengen an Kohlenhydraten in
ihren Source-Blattern akkumulierten, hatten das gleiche Wurzel/Spross-Verhéltnis wie die
Kontrollpflanzen. Umgekehrt war bei entwicklungsphysiologisch alteren Pflanzen (Ansatze
2 bis 4) das Wurzel/Spross-Verhaltnis um bis zu 40% reduziert, wahrend in den Source-
Blattern dieser transgenen Pflanzen keine Kohlenhydrate akkumulierten. Die Gesamt-
biomasse der transgenen Pflanzen und deren Photosyntheseraten waren dagegen in
allen Experimenten reduziert, also unabhangig vom Entwicklungszustand.

Diese Ergebnisse kdnnen anhand verschiedener Erklarungsmodelle gedeutet werden.
Die Akkumulation von Kohlenhydraten in den Source-Blattern entwicklungsphysiologisch
junger Pflanzen kénnte zum Beispiel die Folge der Hemmung des Exports von Photoassi-
milaten sein. Alternativ dazu ware es jedoch denkbar, dass das MP17N direkt das meris-
tematische Wachstum der transgenen Kartoffelpflanzen beeintrachtigt und deshalb Photo-
assimilate in den Source-Blattern akkumulieren. Am Beispiel der Plasmodesmenfrequenz
in Cambiumzellen des Sprosses und der Zusammensetzung des sekundaren Xylems der
Sprossachse wurde gezeigt, dass sich die MP17N-Expression tatsachlich auf die Differen-
zierung von Meristemen auswirken kann. Es bleibt aber unklar, ob dies ein direkter Effekt
des MP17N auf das Cambium ist. Es kbnnte sich ebenso um die Konsequenzen einer
mangelnden Versorgung des Sprosscambiums handeln, mit denen die transgenen Pflan-
zen versuchen, den Import von Photoassimilaten in die Cambiumzellen und die Versor-
gung der Pflanze mit Wasser zu verbessern.

Die in der Literatur beschriebenen Beobachtungen, wonach die Expression von MPs
in transgenen Pflanzen zur Akkumulation von léslichen Zuckern in Source-Bléattern fuhrt
(Lucas et al. 1993a, Olesinski et al. 1995, Almon et al. 1997, Herbers et al. 1997, Hofius
et al. 2001), war die Arbeitshypothese flr die Experimente zu einer méglichen Salz-
toleranz. Zwar hielten die transgenen Linien, vor allem die Linie T-18, dem Salzstress
(100 mM NacCl) einige Tage langer stand als die Kontrollpflanze. Dies konnte jedoch nicht

ausschlie3lich mit einem hoheren Gehalt an l6slichen Zuckern in Verbindung gebracht
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werden. Zudem muss beachtet werden, dass bei der Linie T-18 die Photosyntheserate
der Source-Blatter, die sich nach dem Beginn der Salzbehandlung entwickelten, stark

reduziert war.

5.2 Vorbemerkung zu den Versuchsansatzen

Zur Untersuchung der Auswirkungen des MP17N auf den Kohlenhydrathaushalt der
transgenen Pflanzen wurden 5 Experimente (Anséatze 1 bis 5) durchgefihrt. Nur im ersten
Ansatz akkumulierten die transgenen Pflanzen erhebliche Mengen an Kohlenhydraten in
ihren Source-Blattern. Und nur in den Ansatzen 2 bis 4 trat eine Verschiebung des Wur-
zel/Spross-Verhdltnisses auf; in Ansatz 5 wurde dies nicht untersucht. Wie lassen sich
diese scheinbar widersprichlichen Resultate erklaren?

Obwohl in den Ansatzen 2 bis 4 Pflanzen sowohl vor als auch nach der Knollen-
bildung geerntet wurden, ist nicht auszuschliel3en, dass sich diese Pflanzen physiologisch
in derselben ,spaten“ Entwicklungsphase befanden. Denn nach dem Abschneiden der
Spross-Spitze zur Herstellung der Stecklinge kam es héaufig zur Ausbildung von Bliten
(die dann immer entfernt wurden) noch bevor sich eine richtige Wurzel gebildet hatte.
Nicht selten wurde sogar direkt an der unterirdischen Sprossachse ebenfalls noch vor der
Bildung der Wurzel eine Knolle ausgebildet (die ebenfalls zu Beginn des Experiments ent-
fernt wurde). Daraus folgt, dass ausschlie3lich die Pflanzen aus der Sterilkultur (Ansatz 1)
physiologisch in einem sehr friihen Entwicklungsstadium waren. Solange diese kleinen
Pflanzen unter sterilen Bedingungen auf dem N&hragar kultiviert werden und alle zwei bis
vier Wochen Stecklinge davon in neue Medien Ubertragen werden, bleiben sie in der
frihen Entwicklungsphase. Zu Beginn des Experiments hatten diese Pflanzen definitiv
noch nicht gebliiht und auch noch keine Knollen gebildet. Zudem wurden sie vor der
Bluten- und Knollenbildung geerntet.

Demnach reprasentieren die Experimente aus dem Ansatz 1 und jene aus den An-
satzen 2 bis 4 zwei unterschiedliche Entwicklungsstadien: Pflanzen, bei denen noch keine
Bluten- und Knollenbildung induziert wurde und Pflanzen, bei denen dies bereits ge-
schehen war. Letztere waren also entwicklungsphysiologisch alter als die Pflanzen, die im
ersten Ansatz verwendet wurden. In beiden Féllen kamen Auswirkungen des MP17N zum
Ausdruck, wie sie bereits in anderen Studien Uber den Einfluss von MPs beschrieben

wurden.
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5.3 Einfluss des MP17N auf den Kohlenhydratmetabolismus

5.3.1 Kohlenhydratakkumulation als Folge einer Exporthemmung von
Photoassimilaten?

Wie der Vergleich der verschiedenen Versuchsansétze zeigt, scheint der Einfluss auf
den Kohlenhydrathaushalt bzw. auf die Kohlenhydratpartitionierung vom Entwicklungs-
zustand der Pflanzen abzuhdngen. Die Expression des MP17N in den transgenen Pflan-
zen fuhrte lediglich in entwicklungsphysiologisch jungen Pflanzen (Ansatz 1) zu einer
Akkumulation von Kohlenhydraten in den Source-Blattern. Im Vergleich zur Kontrollpflan-
ze akkumulierten die transgenen Pflanzen dieses Ansatzes erhebliche Mengen an Starke
und den l8slichen Zuckern Saccharose, Glukose, Fruktose und Raffinose in ihren Source-
Blattern (ABBILDUNG 4-5, S.42). Im Gegensatz zum Wachstum, dessen Reduktion
offensichtlich vom Expressionsniveau des MP17N abhing (vgl. ABBILDUNG 4-1 und ABBIL-
DUNG 4-2, S. 37), war der Kohlenhydratgehalt bei allen transgenen Linien jedoch auf etwa
den gleichen Wert gestiegen. Nach der Studie von Hofius et al. (2001) gibt es einen Zu-
sammenhang zwischen Expressionsniveau und Kohlenhydratakkumulation.
Moglicherweise war bei den hier untersuchten Pflanzen ein bestimmter Schwellenwert der
MP17N-Expression Uberschritten, so dass bei allen drei Linien maximale Akkumulation
auftrat. Dies ware ein Hinweis darauf, dass es sich beim Einfluss des MP17N auf das
Wachstum und auf den Kohlenhydrathaushalt um zwei voneinander unabhangige
Pha&nomene handelt.

Die Kohlenhydratakkumulation wird in der Literatur als Folge eines gehemmten Ex-
ports von Photoassimilaten aus den Source-Blattern beschrieben (Herbers et al. 1997,
Hofius et al. 2001). Mehrere Ergebnisse des ersten Versuchsansatzes sprechen ebenfalls
fur eine Exporthemmung. Zundchst war bei den MP17N-exprimierenden Pflanzen der
Efflux von Saccharose aus den Petiolen gegeniiber der Kontrollpflanze reduziert (ABBiL-
DUNG 4-14, S. 55). AuRerdem war das Verhdltnis von Starke zu Saccharose bei den trans-
genen Linien etwa doppelt so grol3 wie bei der Kontrollpflanze, d.h. der Starkegehalt stieg
in groBerem Male als der Saccharosegehalt (TABeLLE 4-7, S. 48). Dies kann erklart
werden, wenn man davon ausgeht, dass durch einen gehemmten Export der Saccha-
rosegehalt in den Mesophylizellen steigt und in der Folge die Starkesynthese intensiviert
wird. Dieses Ergebnis widerspricht allerdings den Befunden aus der Studie an MP17N-
transgenen Tabakpflanzen (Herbers et al. 1997). In den Source-Blattern dieser Pflanzen
war durch die Verdnderungen im Kohlenhydratmetabolismus das Verhaltnis von Starke zu
l6slichen Zuckern zugunsten der l8slichen Zucker verschoben; tGber mogliche Ursachen

fur dieses atypische Verhalten wurden jedoch keine Angaben gemacht.
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Durch Feedback-Inhibition aufgrund des Riickstaus von Photoassimilaten sollte sich
die Photosyntheseleistung verringern (Goldschmidt & Huber 1992, Herbers et al. 1997),
was tatsachlich beobachtet wurde (TABELLE 4-2, S. 41). Eine derartige Reduktion der Pho-
tosyntheserate durch Feedback-Hemmung muss sich nicht zwangslaufig auf die Trans-
pirationsrate auswirken. Das ist moglicherweise der Grund dafiir, dass im ersten Ansatz
bei den transgenen Linien die Photosyntheserate gegeniber der Kontrollpflanze nicht in
gleichem MaRe abnahm wie die Transpirationsrate. In allen folgenden Ansétzen war
letztere jedoch genauso wie die Photosyntheserate reduziert, woraus sich schliel3en lasst,
dass die transgenen Pflanzen im Vergleich zur Kontrollpflanze ihre Spaltéffnungen
weniger weit getffnet hatten. Dies deutet darauf hin, dass die verringerte Photosynthese-
rate die Folge einer reduzierten CO,-Aufnahme ist (vgl. Kapitel 5.5.2, S. 107).

Es ist denkbar, dass bei den Kohlenhydrate akkumulierenden transgenen Pflanzen
des ersten Ansatzes Uberschissige l6sliche Zucker in die Vakuole transportiert wurden;
das wirde das osmotische Gleichgewicht zwischen Cytoplasma und Vakuole stéren.
Dass die Prolinkonzentration in den Source-Blattern der transgenen Linien gegeniber der
Kontrollpflanze deutlich erhdéht war (AseiLbunG 4-35 C, S. 92), kdnnte bedeuten, dass die
Pflanzen mit der Synthese von osmotisch wirksamen Substanzen dieses Gleichgewicht
wieder hergestellt haben. Es sind allerdings auch andere Griinde fir die erhohte
Konzentration dieser Aminosaure denkbar. Bei der Synthese von Prolin wird NADPH zu
NADP" oxidiert. Dies ist fur die Pflanze von Vorteil, wenn die bei der Lichtreaktion der
Photosynthese produzierten Reduktionsaquivalente aufgrund der Akkumulation von
Kohlenhydraten und der daraus resultierenden Feedback-Hemmung der Stérke- und
Saccharosesynthese nicht verbraucht werden konnen (Hare & Cress 1997). Die
Prolinsynthese stellt auRerdem einen Weg dar, die Uberschiissigen Photoassimilate in die
Bildung von Substanzen zu investieren, die den Stoffwechsel der Pflanzen nicht stéren
und als Stickstoffspeicher dienen koénnen. Zu den kompatiblen Substanzen gehdren
neben Prolin auch I6sliche Zucker wie Raffinose, deren Konzentration bei den transgenen
Pflanzen des ersten Ansatzes ebenfalls deutlich h6her war als bei der Kontrollpflanze (Ag-
BILDUNG 4-7 A, S. 47). Gleiches gilt fur die Bildung von Anthocyanen. Diese wurden zwar
nicht direkt gemessen; die Rotfarbung der Blattunterseiten bei den transgenen Linien im
ersten Ansatz deutet aber auf die Synthese dieses Stoffes hin, von dem bekannt ist, dass
er mit der Akkumulation von Kohlenhydraten in Blattern in Verbindung steht (Russin et al.
1996; Livingston et al. 1998, Jeannette et al. 2000). Anthocyane reduzieren die
Photoinhibierung, die auftritt, wenn bei geringem Bedarf an ATP und NADPH (siehe oben)



DISKUSSION 102

die Pigmentsysteme Ubermafig aktiviert werden ohne dass Excitonen abflieRen (Steyn et
al. 2002, Hoch et al. 2003).

Die Beobachtung, dass in den Zellen (Mesophyll, aber auch in Geleitzellen) der Linie
T-18 vermehrt Vesikel vorkamen (ABBILDUNG 4-17, S. 65) kdnnte auch auf eine allgemeine
Stressantwort hindeuten (Levine 2002), in deren Folge die Prolin- und Anthocyansynthese
erhoht wird. Da letzteres jedoch ausschlie3lich in Blattern von Pflanzen beobachtet
wurde, die Kohlenhydrate akkumulierten, ist davon auszugehen, dass die Prolin- und
Anthocyansynthese nicht im direkten Zusammenhang mit der MP17N-Expression steht
sondern eine Folge der Kohlenhydratakkumulation ist.

Die Tatsache, dass der Gehalt an l6slichen Zuckern in der Sprossachse (ABBILDUNG
4-6 A, S. 46) und in den Sink-Blattern (ABBILDUNG 4-7 B, S. 47, ABBILDUNG 4-9, S. 48) gegen-
Uber der Kontrollpflanze reduziert war, deutet ebenfalls auf einen gehemmten Export von
Photoassimilaten aus Source-Blattern hin. Das verringerte Wachstum der transgenen
Pflanzen kénnte demnach durch mangelnde Versorgung der Sinks mit Photoassimilaten
aufgrund eines verringerten Exports aus den Source-Blattern erklart werden (vgl. Herbers
et al. 1997, Hofius et al. 2001).

Hier stellt sich die Frage, in welcher Weise das MP17N dies bewirkt. Blockieren MPs
den Transport von Assimilaten durch funktionsfahige Plasmodesmen? Verhindern sie den
plasmodesmalen Transport von Saccharose-Transportern bzw. deren mRNA, die fir die
Phloembeladung bendtigt werden? Verandern sie die Struktur von Plasmodesmen irrever-
sibel? Beeintrachtigen sie die makromolekulare Signaltbermittiung zwischen Source- und
Sinkgeweben? Oder liegen die Ursachen tiefer, etwa in einer Hemmung der Entwick-

lungs- bzw. Differenzierungsvorgéange in Meristemen?

5.3.2 Wird der symplasmatische Transport von Photoassimilaten
blockiert?

Kartoffelpflanzen gehoren zur Gruppe der apoplasmatischen Phloembelader (van Bel
& Gamalei 1992), das heifdt Saccharose wird symplasmatisch vom Mesophyll zum
Phloem transportiert, wo es in den Apoplasten gelangt und von dort aktiv mithilfe von
H*/Saccharose-Cotransportern in die SE/GZ-Komplexe aufgenommen wird (van Bel
1993). Auf diesem Weg mussen verschiedene Zellgrenzen passiert werden, zunachst die
Plasmodesmen zwischen den Mesophyllzellen, anschlieBend jene zwischen Mesophyll
und Bindelscheide. Theoretisch gibt es also mehrere mdgliche Stellen, an denen der

symplasmatische Saccharose-Transport blockiert werden kdnnte.
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Das MP17N kénnte zum Beispiel die normale Funktionsfahigkeit von Plasmodesmen
beeintrachtigen, weil es eine Affinitdt zu bestimmten plasmodesmalen Bestandteilen hat
(Ding et al. 1992b). Da das MP17N bzw. das MP17 stets mit Plasmodesmen assoziiert zu
sein scheint (Schmitz et al. 1997, Hofius et al. 2001), ist es denkbar, dass der symplas-
matische Transport durch tGberexprimiertes MP17N im Mesophyll blockiert ist. Da dieses
Protein das SEL dieser Plasmodesmen in Tabakpflanzen jedoch unabhéngig vom Ex-
pressionsniveau vergrol3ert, wie Mikroinjektionsexperimente mit makromolekularen Fluo-
reszenzfarbstoffen ergaben (Hofius et al. 2001), scheidet diese Mdglichkeit sehr wahr-
scheinlich aus. Ein grol3eres SEL misste im Gegenteil zu einer erhéhten Exportrate
fuhren. Es sei denn, man geht davon aus, dass Uberexprimiertes MP17N zusétzlich zur
VergrolRerung des SEL der Plasmodesmen durch ,indirekte metabolische Effekte* (Hofius
et al. 2001) einen Anstieg von Kohlenhydraten im Mesophyll bewirkt.

Ob das SEL der Plasmodesmen der Blndelscheidenzellen von MPs verandert wird,
wurde noch nicht untersucht. Ein MP17:GFP-Fusionsprotein wurde auch in den Zellwén-
den zwischen Bindelscheidenzellen, zwischen Bindelscheidenzellen und vaskularen
Parenchymzellen und zwischen Biindelscheidenzellen und Geleitzellen detektiert (Hofius
et al. 2001), was darauf schlieRen lasst, dass es mit den Plasmodesmen dieser Zell-
grenzen interagiert. Das bedeutet aber nicht notwendigerweise, dass das SEL dieser
Plasmodesmen auch vergroRRert wird. Denn die Blindelscheide ist gerade die Grenze, die
von Luteoviren nicht passiert werden kann. Mdglicherweise wird also gerade an dieser
Stelle der symplasmatische Weg blockiert, weil das MP17N zwar mit Plasmodesmen
assoziiert ist, aber nicht durch diese transportiert werden kann. Dagegen spricht allerdings
die Tatsache, dass in den Ansatzen 2 bis 4 keine Akkumulation von Kohlenhydraten in

den Source-Blattern auftrat (vgl. aber Kapitel 5.10, S. 122).

5.3.3  Wirkt sich das MP17N auf die Phloembeladung aus?

Theoretisch liel3e sich ein gehemmter Export von Photoassimilaten auch durch eine
indirekte Wirkung des MP17N erklaren, und zwar dort, wo die eigentliche
(apoplasmatische) Beladung von Saccharose in die Siebelemente stattfindet. Anders als
beim TMV-MP (Ding et al. 1992b) liegt die nattrliche Funktion des PLRV-MP (MP17 bzw.
MP17N) darin mit PPUs zu interagieren, denn das PLRV kommt im Gegensatz zum TMV
natirlicherweise ausschlie3lich im Phloem von befallenen Pflanzen vor (Schmitz et al.
1997, Hofius et al. 2001). Hierbei ist interessant, dass in jungen MP17N-transgenen
Tabakpflanzen, bei denen erhebliche Mengen an Kohlenhydraten in Source-Blattern

akkumulierten, die PPUs von Source-Blattern strukturell verandert waren, wahrend solche
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im Mesophyll nicht von der Kontrollpflanze zu unterscheiden waren (Herbers et al. 1997,
vgl. aber Kapitel 5.6, S. 110). Sollte diese strukturelle Veranderung funktionelle Auswir-
kungen haben, kénnte hier die Ursache fur eine Beeintréachtigung der Phloembeladung
liegen. Der Saccharose-Transporter SUT1 kommt in Kartoffelpflanzen (aber auch in
Tabak- und Tomatenpflanzen) ausschlie3lich in der Membran von Siebelementen vor,
wahrend die entsprechende sutl-mRNA auch in den Geleitzellen zu beobachten ist (Kihn
et al. 1997). Offensichtlich wird SUT1 oder die sutl-mRNA durch die speziellen Plasmo-
desmen zwischen Siebelement und Geleitzelle, die PPUs, transportiert. Die Interaktion
des Uberexprimierten MP17N mit Proteinen, die an diesem makromolekularen Zell-zu-
Zell-Transport beteiligt sind (z. B. die postulierten Chaperone, PD-Dockingproteine oder
PD-Rezeptoren, vgl. ABeILDUNG 2-1, S. 9), kdnnte dazu fihren, dass aufgrund kompetitiver
Hemmung weniger SUT1-Transporter in der Membran der Siebelelemente eingebaut
werden. Die Folge ware eine verminderte Beladungskapazitdt und damit ein verringerter
Export. Einen ahnlichen Effekt erzielten Riesmeier et al. (1994) mit transgenen
Kartoffelpflanzen, die ein Antisense-Konstrukt des SUT1 exprimierten. Die so verhinderte
Expression des fir die Phloembeladung erforderlichen Saccharose-Transporters flhrte zu

einer Akkumulation von Kohlenhydraten in den entsprechenden Source-Blattern.

5.3.4  Struktur von Plasmodesmen und Phloembeladung

Die ultrastrukturellen Untersuchungen der Pflanzen des ersten Ansatzes lieferten
keine Hinweise auf strukturelle Veranderungen von Plasmodesmen, die durch das
MP17N hervorgerufen werden (vgl. Kapitel 4.3, S. 64). Es wurden keine modifizierten
Plasmodesmen oder PPUs gefunden, wie sie von Herbers et al. (1997) in jungen MP17N-
transgenen Tabakpflanzen beobachtet wurden. Zwar war in einigen Plasmodesmen
zwischen Bundelscheiden- und Phloemparenchymzellen eine elektronendichte Substanz
zu erkennen (ABBILDUNG 4-17, S. 65), dies trat aber sowohl bei der untersuchten Linie T-18

als auch bei der Kontrollpflanze auf (siehe auch Kapitel 5.6, S. 110).

5.3.5 Einfluss des MP17N auf die Signaltibermittlung?

Der Vergleich der unterschiedlichen Ansatze zeigt, dass mehrere MP17N-induzierte
Effekte unterschieden werden mussen. Die Resultate aus dem ersten Ansatz lassen sich
mit einer Hemmung des Exports von Photoassimilaten erklaren, wie es zum Beispiel fiur
die MP17N-transgenen Tabakpflanzen beschrieben wurde (Herbers et al. 1997). Fir die
folgenden Ansatze trifft dies allerdings nicht zu. Die transgenen Pflanzen der Ansétze 2

bis 4 akkumulierten keine Kohlenhydrate in ihren Source-Blattern, stattdessen war das
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Wurzel/Spross-Verhdltnis zugunsten des Sprosses verschoben. Dies wurde interessan-
terweise in allen Studien an MP-transgenen Pflanzen festgestellt, wenn die Verteilung der
Biomasse zwischen den verschiedenen Organen untersucht wurde (vgl. TABELLE 5-1,
S. 118). Aus diesen Studien wei3 man, dass der Einfluss auf das Wurzel/Spross-Ver-
haltnis nicht im Zusammenhang mit der Interaktion von MPs mit Plasmodesmen steht
(Balachandran et al. 1995, Olesinski et al. 1996). Daraus wurde die Hypothese formuliert,
dass MPs in die Signaliibermittlung zwischen verschiedenen Organen eingreifen und so
die veranderte Allokation der Photoassimilate bewirken (Lucas et al. 1996, Lucas et al.
2001, vgl. Kapitel 2.5, S. 11). Dies kénnte auch auf die MP17N-transgenen Pflanzen aus
den Anséatzen 2 bis 4 zutreffen, was bedeuten wirde, dass dieser Effekt vom Entwick-

lungszustand der Pflanzen abhangt (vgl. Kapitel 5.6, S. 110).

54 Gibt es einen Zusammenhang zwischen Exporthemmung
und Wachstumsreduktion?

Nach der Studie von Hofius et al. (2001) gibt es bei MP17-transgenen Tabakpflanzen
eine strikte Korrelation von Expressionsniveau, Kohlenhydratgehalt und Wachstumsre-
duktion. Je mehr MP17-Expression, desto hoher der Gehalt an Kohlenhydraten in den
Source-Blattern und desto geringer das Wachstum der Pflanze. Ein solcher Zusammen-
hang zwischen Kohlenhydratgehalt und Biomasseproduktion besteht jedoch nicht bei den
MP17N-transgenen Kartoffelpflanzen der vorliegenden Arbeit. Im ersten Ansatz akkumu-
lierten alle transgenen Linien in etwa gleich viel Starke und auch die gleichen Mengen an
l6slichen Zuckern, wahrend sich die Biomasse bei der Linie T-18 um 68,8% verringerte,
bei der Linie T-19 um 23,5% und bei der Linie T-20 sogar nur um 8,9%. Im zweiten
Ansatz gab es zwischen den transgenen Linien und der Kontrollpflanze keine
Unterschiede im Kohlenhydratgehalt und trotzdem war das Wachstum um 48,4% (T-18),
37,2% (T-19) bzw. 20,6% (T-20) reduziert und das Wurzel/Spross-Verhaltnis
verschoben. Ahnliche Resultate lieferten die Ansatze 3 und 4. Die Exsudationsexperi-
mente ergaben zudem, dass lediglich die Source-Blatter der transgenen Pflanzen aus
dem ersten Ansatz weniger Saccharose exportierten; im zweiten Ansatz gab es
diesbezuglich keine Unterschiede zwischen den transgenen Linien und der Kontroll-
pflanze.

Diese Ergebnisse sprechen gegen die Vermutung, dass das reduzierte Wachstum die
Folge einer Exporthemmung von Photoassimilaten aus Source-Blattern ist. Dies lasst sich
auch aus einer Studie an transgenen Kartoffelpflanzen schliel3en, die das TMV-MP unter

der Kontrolle des ST-LS1-Promotors exprimieren. Deren Wachstum war stark reduziert,
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obwohl der Export von Photoassimilaten aus den Source-Blattern verbessert war (Ole-
sinski et al. 1996, vgl. auch Kapitel 5.6, S. 110). Dazu passt auB3erdem eine kirzlich
durchgefihrte Studie an CMV-MP-transgenen Tabakpflanzen (Shalitin et al. 2002). Bei
diesen Pflanzen war nicht nur der Kohlenhydratgehalt in den Source-Blattern reduziert
sondern auch das Wachstum um bis zu 44,6%. Leider liefern die Autoren der Studie keine
Erklarung fur diese sich widersprechenden Ergebnisse. Der geringere Kohlenhydratgehalt
wurde zwar mit einem verbesserten Export von Photoassimilaten aus den Source-Bléattern
erklart. Verbesserter Export aus Source-Blattern kann aber nicht die Ursache fir
reduziertes Wachstum von Sink-Geweben sein.

Diese Befunde, zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit, sprechen fir die An-
nahme, dass es auch generelle MP-bedingte Auswirkungen auf das Wachstum gibt, die
nicht im Zusammenhang mit den Verdnderungen im Kohlenhydrathaushalt bzw. im Wur-

zel/Sprossverhéltnis der transgenen Pflanzen stehen.

55 Einfluss des MP17N auf das Wachstum

5.5.1 Reduktion des Wachstums

Die generelle Wachstumsreduktion, wie sie auch bei vielen anderen MP-transgenen
Pflanzen beobachtet wurde (Olesinski et al. 1996, Balachandran et al. 1997b, Herbers et
al. 1997, Hofius et al. 2001, Shalitin et al. 2002) trat sowohl bei den Tomensa-Pflanzen
aus den Ansatzen 1 bis 5 auf als auch bei den transgenen Linda-Pflanzen, die in der Vor-
untersuchung zu den Salzstress-Experimenten verwendet wurden. Letztere hoben sich
von der Kontrollpflanze besonders deutlich durch die kleineren Blattflachen ab (ABBILDUNG
4-28, S. 79). Auch die transgenen Tomensa-Pflanzen hatten kleinere Blatter, wobei der
Unterschied zur Kontrollpflanze nicht so stark ausgepragt war wie bei den Linda-Pflanzen.

Die Wachstumsreduktion der transgenen Linien korrelierte offensichtlich mit dem Ex-
pressionsniveau des MP17N. Bei der Linie T-18, die das geringste Wachstum aufwies,
war die Expression des MP17N am stérksten (vgl. ABBILDUNG 4-1 und ABBILDUNG 4-2, S. 37).
Das Wachstum der Linien T-19 und T-20 war ebenfalls reduziert. Diese Pflanzen waren
phanotypisch jedoch nur schwer von der Kontrollpflanze zu unterscheiden, hatten
allerdings auch ein deutlich geringeres Expressionsniveau des MP17N als die Linie T-18.
Diese Befunde decken sich nur zum Teil mit der Studie von Hofius et al. (2001). Danach
war das Wachstum MP17-transgener Tabakpflanzen zwar auch abhéngig vom Expres-
sionsniveau reduziert. Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit verwendeten Pflanzen korre-

lierte dies aber zusatzlich mit dem Gehalt an Kohlenhydraten in den Source-Blattern.
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Hierbei ist interessant, dass die ebenfalls von Hofius et al. (2001) untersuchten trans-
genen Tabakpflanzen, die das Fusionsprotein MP17:GFP exprimieren, von den Kontroll-
pflanzen phanotypisch nicht zu unterscheiden waren und der Vergleich mit einer im
Wachstum stark beeintréchtigten MP17N-exprimierenden Tabakpflanze (Herbers et al.
1997) tatsachlich zeigte, dass letztere wesentlich mehr MP17N exprimierte als die an-

deren Pflanzen das MP17.GFP-Fusionsprotein.

5.5.2 Reduktion der Photosyntheseleistung

Bei den transgenen Tomensa-Pflanzen war die Photosyntheseleistung geringer als
bei der Kontrollpflanze, und zwar unabhéngig davon, ob sie Kohlenhydrate in ihren
Source-Blattern akkumulierten oder nicht (TABELLE 4-9, S. 52, TABELLE 4-10, S. 53, TABELLE
4-13, S. 57, TABELLE 4-15, S. 59). Der Phosphat-(Pi-)Gehalt in den Blattern wurde in dieser
Arbeit nicht gemessen. Ein reduzierter Pi-Gehalt kdnnte aber verantwortlich fur die
geringere Photosyntheseaktivitat sein; denn Phosphat spielt bei deren Regulation eine
wichtige Rolle. Die Phosphatkonzentration ist zudem ein Schlisselfaktor bei der
Regulation des Calvin-Zyklus und bei der Partitionierung von Kohlenstoff zwischen
Saccharose- und Starkesynthese (Stitt et al. 1990). In TMV-MP-transgenen Pflanzen
wurde tatsachlich ein reduzierter Pi-Gehalt festgestellt und es konnte gezeigt werden,
dass die externe Applikation von Pi bei abgeschnittenen Blattern die photosynthetische
Elektronentransferrate auf das Niveau von Kontrollpflanzen anheben konnte (Wolf &
Millatiner 2000). Die Autoren vermuten, dass das TMV-MP mit Elementen eines
suprazellularen Kommunikationsnetzwerkes interferiert, die den Transport von
Signalmolekilen zwischen verschiedenen Pflanzenorganen kontrollieren (Lucas et al.
1996, Jorgensen et al. 1998, Lucas et al. 2001). Eine Folge davon kdnnte die Inhibierung
der Phosphataufnahme und/oder des Phosphattransportes sein (Wolf & Millatiner 2000).

Eine Modellrechnung ergab, dass die verringerte Biomasseproduktion relativ gut mit
der reduzierten Photosyntheseleistung bei gleichzeitig reduzierter Blattflache in Uberein-
stimmung gebracht werden kann (TABELLE 4-4, S. 42). Damit ist aber noch nicht geklart, ob
die geringere Photosyntheseleistung die Ursache fir das verringerte Wachstum oder

dessen Folge ist.

5.5.3 Direkter Einfluss des MP17N auf das Wachstum?

Vorausgesetzt, das MP17N wirkt sich nicht direkt auf das Wachstum aus, dann sollten
die transgenen Pflanzen normales Wachstum zeigen, wenn ausreichend Photoassimilate

zur Verfiigung stehen. Bei den transgenen Linien aus dem ersten Ansatz war die Kohlen-
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hydratkonzentration in allen Source-Bléattern gegeniber der Kontrollpflanze deutlich er-
hoéht, also auch in jenen, die noch nicht ihre volle GréRe erreicht hatten. Wenn diese
Blatter Photoassimilate im Uberschuss haben, dann sollte man erwarten, dass deren
Wachstum gefordert wird. Das Gegenteil ist aber der Fall, die Blatter der transgenen
Pflanzen waren stets kleiner als die der Kontrollpflanze. Dies deutet darauf hin, dass die
Expression des MP17N in den transgenen Pflanzen das Wachstum direkt beeinflusst.
Zum selben Ergebnis fuhrt die Analyse der Kohlenhydrate in den Sink-Blattern bei
den Pflanzen des ersten Ansatzes. Zwar ist die Konzentration der l6slichen Zucker in den
Sink-Blattern der transgenen Linien geringer als bei der Kontrollpflanze (ABBILDUNG 4-7,
S. 47), was theoretisch mit einer Exporthemmung aus den Source-Blattern erklart werden
kann, in deren Folge das Wachstum der transgenen Pflanzen reduziert wird. Wenn die
Mangelversorgung aber tatséchlich die Ursache fir das reduzierte Wachstum ist, dann
sollten die transgenen Pflanzen keine Starke mehr in ihren Sink-Bléattern speichern. Aber
gerade bei der Linie T-18, deren Wachstum besonders stark reduziert war, ist der
Starkegehalt in den Sink-Blattern hoher als bei der Kontrollpflanze (AsBILDUNG 4-8, S. 47).
Diese Pflanze investiert die importierten Photoassimilate also nicht in Wachstum (Bau-
stoffwechsel) sondern in die Speicherung von Starke (Speicherstoffwechsel). Genauso
verhalt es sich mit der Sprossachse. Auch hier ist bei der Linie T-18 der Starkegehalt
gegeniber der Kontrollpflanze erhéht (AseiLDUNG 4-6 B, S. 46). Es ist demnach sehr wahr-
scheinlich, dass das MP17N auch direkt das Wachstum der transgenen Linien

beeintrachtigt.

5.5.4 Einfluss auf meristematische Entwicklung?

Wegen der offensichtlich generellen Wachstumsreduktion der transgenen Linien kann
man vermuten, dass das MP17N bereits die meristematische Entwicklung beeinflusst.
Dafir spricht auch die veranderte Zusammensetzung des sekundaren Xylems bei den
transgenen Tomensa-Pflanzen (vgl. Kapitel 4.3, S. 64). Ob es sich bei der Verdoppelung
der Anzahl der GefaRRelemente (TABELLE 4-18, S. 69) um einen direkten Effekt auf die
Xylemdifferenzierung handelt oder um einen sekundéaren Effekt, ist unklar. Da MPs aber
bekanntermaflen mit Plasmodesmen interagieren und die Plasmodesmenfrequenz im
Cambium der MP17N-transgenen Pflanzen verandert war (vgl. Kapitel 4.4, S. 66), ist es
wabhrscheinlich, dass das MP17N in meristematische Entwicklungsprozesse eingreift.

Bei der Entwicklung von Geweben spielt der Transport regulatorischer (Makro-)Mole-
kule durch Plasmodesmen eine wichtige Rolle (Ehlers & Kollmann 2001). Lucas et al.

(1995) haben beispielsweise gezeigt, dass ein Transkriptionsfaktor (KN1) aus der L2-
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Schicht im Sprossapikalmeristem von Mais durch Plasmodesmen in die L1-Schicht trans-
portiert wird. Da KN1 ahnliche Eigenschaften besitzt wie MPs (vgl. auch Kapitel 2.4,
S. 10), kénnte die Uberexpression des PLRV-MP17N in den transgenen Kartoffelpflanzen
etwa den pflanzeneigenen Transport regulatorischer Makromolekiile wie Transkriptions-
faktoren in den Meristemen beeinflussen. Dies kdnnte dadurch geschehen, dass das
MP17N mit Proteinen interagiert, die am makromolekularen Transport durch Plasmodes-
men beteiligt sind, zum Beispiel die postulierten PD-Rezeptor-/PD-Docking-Proteine oder
Chaperone (vgl. ABBiLDUNG 2-1, S. 9). Eine kompetitive Hemmung des Transports der fir
die Entwicklung erforderlichen Transkriptionsfaktoren kénnte die Ursache fur das redu-
zierte Wachstum sein. Dies wirde auch erklaren, warum das Wachstum bei der Linie T—
18 am starksten eingeschrankt ist, denn bei dieser Pflanze war auch das Expressions-
niveau des MP17N am hoéchsten. Diesen Zusammenhang zwischen Expressionsniveau
und Wachstumsreduktion haben auch Hofius et al. (2001) gefunden.

Genauso ist es denkbar, dass der Transport anderer Makromolekile beeintrachtigt ist.
Fir KN1 wurde etwa gezeigt, dass dieses Protein auch die entsprechende knl-RNA
durch Plasmodesmen transportiert. Welche Bedeutung der KN1-vermittelte Transport der
kn1-RNA hat, ist nicht bekannt. Man muss jedoch davon ausgehen, dass RNA-Transport
bei Entwicklungsprozessen eine Rolle spielt, wobei RNA als Signalmolekdl fungiert (Lucas
et al. 1995, Jorgensen et al. 1998, Lucas et al. 2001). Auch MPs, wie das CMV-MP, sind
in der Lage, den kn1-RNA-Transport durch Plasmodesmen zu bewerkstelligen, was daran
liegt, dass MPs RNA unspezifisch binden kdnnen (Lucas et al. 1995). Letzteres gilt auch
fur das MP17N (Tacke et al. 1991). Wenn das MP17N die fiir den makromolekularen
Transport durch Plasmodesmen bestimmte RNA bindet, kann sich dies ebenfalls in der
Art einer kompetitiven Hemmung auf die meristematische Entwicklung der Pflanze
auswirken.

Theoretisch ware es auch moglich, dass das MP17N endogene Signalmolekile in
andere als die vorgesehenen Zellen transportiert, was erhebliche Konsequenzen fiir Ent-
wicklungs- und Differenzierungsprozesse hatte. Dagegen spricht allerdings der normale
histologische Bau der transgenen Pflanzen. Die Expression des MP17N scheint solche
Prozesse also nicht grundsatzlich zu stdren, denn die transgenen Linien unterschieden
sich weder in der Anzahl der Blatter von der Kontrollpflanze noch im Zeitpunkt der Bliten-

bzw. Knollenbildung (Daten nicht gezeigt).
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5.5.5 Verringerte Photosyntheseleistung und Kohlenhydratakkumulation
als Folge reduzierten Wachstums?

Geht man davon aus, dass die Expression des MP17N tatsdchlich Wachstums-
prozesse direkt beeinflusst, dann ist die reduzierte Photosyntheseaktivitdt moglicherweise
die Folge des verringerten Wachstums der transgenen Pflanzen in allen Ansétzen und
nicht dessen Ursache. Es ist denkbar, dass die Photosyntheserate gesenkt wird, da auf-
grund des gehemmten Wachstums weniger Photoassimilate bendtigt werden. Dies wiirde
auch erklaren, warum im Ansatz 5 die an die niedrige Lichtintensitat angepassten trans-
genen Pflanzen, die sechs Stunden lang einer mehr als vierfach erhdhten Lichtintensitat
ausgesetzt wurden, gegentber der Kontrollpflanze einen leicht erhéhten Starkegehalt in
ihren Source-Blattern aufwiesen (TaABELLE 4-16 C, S. 61). Die plotzliche Erhéhung der
Lichtintensitat fihrte zu einer drastischen Steigerung der Photosyntheseaktivitat. Wegen
der Adaptation der Pflanzen an eine geringe Lichtintensitat und wegen des verringerten
Wachstums der MP17N-transgenen Pflanzen konnten die zusatzlichen Photoassimilate
nicht in gleichem MalRRe wie bei er Kontrollpflanze in zusétzliche Biomasseproduktion
investiert werden, was zu einem Rilckstau an Photoassimilaten fiihrte. Die Folge ist der

beobachtete erhthte Starkegehalt in den Blattern.

5.6 Abhangigkeit der MP17N-bedingten Effekte vom
Entwicklungszustand

Wie bei den hier untersuchten transgenen Pflanzen wurde auch bei den transgenen
Kartoffelpflanzen, die das TMV-MP unter der Kontrolle des ST-LS1-Promotors exprimie-
ren, eine Abhangigkeit des MP-Effektes auf den Kohlenhydratgehalt vom Entwicklungs-
zustand der Pflanzen festgestellt (Olesinski et al. 1996). Bei diesen Pflanzen war nach der
Induktion der Knollenbildung der Export von Photoassimilaten aufgrund der gewebsspezi-
fischen Expression des TMV-MP in griinem Blattgewebe erhéht und der Kohlenhydratge-
halt in den Source-Blattern folglich gegentiber der Kontrollpflanze reduziert (TABELLE 5-1,
S. 118). Vor der Knollenbildung unterschieden sich die transgenen Pflanzen diesbeziiglich
nicht von der Kontrollpflanze. Daraus schlossen die Autoren, dass die Mesophyllplasmo-
desmen erst durch den erhdhten Bedarf an Photoassimilaten aufgrund der Knollenpro-
duktion zum limitierenden Faktor beim symplasmatischen Saccharosetransport zum
Phloem werden. Nach dieser Interpretation fuihrte die TMV-MP-induzierte Erweiterung des
Durchmessers der Plasmodesmen dann zu den verbesserten Exportraten. Bei den &lteren
transgenen Pflanzen war der Export von Photoassimilaten aus den Source-Blattern also

gegeniber den jingeren Pflanzen erhoht.
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Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse lassen sich zum Teil auf &hnliche
Weise interpretieren. Im zweiten Ansatz hatten die Versuchspflanzen bei der Ernte bereits
mit der Knollenbildung begonnen (TaABELLE 4-8, S. 52). Es bestand also ein héherer Bedarf
an Photoassimilaten. Da auch das MP17N offensichtlich in der Lage ist, das SEL von
Mesophyll-Plasmodesmen zu vergréf3ern (vgl. Hofius et al. 2001), ist es vorstellbar, dass
bei den MP17N-exprimierenden Kartoffelpflanzen der symplasmatische Saccharosetrans-
port zum Phloem verbessert war. Dies konnte der Grund dafiir sein, dass es bei den
transgenen Pflanzen im zweiten Ansatz im Gegensatz zum ersten Ansatz zu keiner Akku-
mulation von Kohlenhydraten mehr kam (vgl. ABBILDUNG 4-5, S. 42 und ABBILDUNG 4-11,
S. 54).

Dieses Modell kann aber weder die generelle Wachstumsreduktion der TMV-MP-
transgenen (Olesinski et al. 1996, vgl. Kapitel 5.4, S. 105) noch die der MP17N-trans-
genen Kartoffelpflanzen erklaren. Denn die Ansatze 3 und 4 zeigen, dass bei den MP17N-
exprimierenden Pflanzen auch ohne Knollenproduktion der Kohlenhydratgehalt gegen-
Uber den transgenen Pflanzen aus dem ersten Ansatz gesunken ist (vgl. ABBILDUNG 4-15,
S. 57 und ABBILDUNG 4-16, S.59 mit ABBILDUNG 4-5, S. 42). Fiur die vom Entwicklungs-
zustand der Pflanzen abhangigen Effekte auf den Kohlenhydratgehalt muss es daher eine
andere Ursache geben.

Moglicherweise steht sie mit Modifikationen von Phloem-Plasmodesmen in Verbin-
dung. Es ist interessant, dass neun von zehn Studien tber MPs an transgenen Pflanzen
aus der Familie der Solanaceae durchgefihrt wurden, namlich an Tabak- und Kartoffel-
pflanzen (TaBeLLE 5-1, S. 118). Kirzlich wurde bei einer weiteren Solanaceae, der Toma-
tenpflanze (Lycopersicon esculentum), gezeigt, dass abhangig vom Entwicklungszustand
strukturelle Veranderungen in Plasmodesmen des so genannten internen Phloems auf-
treten (Ehlers, personliche Kommunikation). Bei Solanaceae gibt es die anatomische
Besonderheit, dass zusatzlich zum externen Phloem aufierhalb des Cambiums auch
interne Phloemstrange innerhalb des Xylemzylinders verlaufen (Metcalfe & Chalk 1957).
Es wird vermutet, dass das interne Phloem vor allem fir die Versorgung der apikalen
Organe mit Photoassimilaten verantwortlich ist, wahrend das externe Phloem den Trans-
port in basaler Richtung Gbernimmt und auch die lateralen Achsengewebe entlang des
Transportweges versorgt (Bonnemain 1970, Ait-Hskiko 2002).

Bei jungen Tomatenpflanzen, die noch nicht gebliht haben, trat in den Geleitzellen
des internen Phloems eine stark elektronendichte Substanz auf, die sich in den PPUs und
in den Plasmodesmen zwischen benachbarten Geleitzellen ablagerte. Im externen

Phloem wurde diese Substanz nicht beobachtet und nachdem die Pflanzen gebliiht
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hatten, wurde sie auch nicht mehr im internen Phloem gefunden® (Ehlers, personliche
Kommunikation). Welche Funktion dies entwicklungsabhangige Modifikation hat ist nicht
bekannt. Diese Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass die Bluhinduktion bei
L. esculentum mit Veranderungen der Struktur und eventuell der Funktionsfahigkeit von
symplasmatischen Verbindungen im internen Phloem einhergeht. Da MPs mit Plasmodes-
men interagieren und das Phloem integraler Bestandteil des postulierten suprazellularen
Kommunikationsnetzwerkes ist (Jorgensen et al. 1998, Lucas et al. 2001, Ruiz-Medrano
et al. 2001), ist es vorstellbar, dass MP-induzierte Auswirkungen wie zum Beispiel die Re-
duktion des Wurzel/Spross-Verhdltnisses (vgl. Lucas & Wolf 1999) oder die Verédnde-
rungen im Kohlenhydratmetabolismus (vgl. Olesinski et al. 1996) nur in bestimmten Ent-

wicklungsstadien auftreten.

5.7 Erklarungsmodelle

Fur die MP-induzierten Effekte auf den Kohlenhydratmetabolismus, die Kohlenhydrat-
partitionierung und auf das Wachstum werden entweder ein gehemmter Export von
Photoassimilaten aus den Source-Blattern (Herbers et al. 1997) oder eine veranderte
Allokation von Photoassimilaten zu den verschiedenen Pflanzenorganen verantwortlich
gemacht (Lucas & Wolf 1999). Bei den hier untersuchten transgenen Kartoffelpflanzen
wurden Belege fur beide Hypothesen gefunden. Die vorliegenden Ergebnisse kénnen da-
hingehend interpretiert werden, dass je nach Entwicklungszustand der Pflanzen entweder
der Export gehemmt (Ansatz 1, vgl. Kapitel 4.2.1, S. 38) oder das Wurzel/Spross-Ver-
haltnis reduziert war (Anséatze 2 bis 4, vgl. Kapitel 4.2.2, S. 49 bis Kapitel 4.2.4, S. 58).
Beides kann zur Wachstumsreduktion gefiihrt haben. Es ist aber auch denkbar, dass das
MP17N direkt das Wachstum der transgenen Linien beeinflusst hat (vgl. Kapitel 5.3.5,
S. 107). Die Kohlenhydratakkumulation (Ansatz 1) und die Veranderung im Wur-
zel/Spross-Verhéltnis (Anséatze 2 bis 4) waren demnach indirekte Folgen der MP17N-Ex-
pression. Im folgenden werden daher zwei Modelle gegeniibergestellt, die dies illustrieren

(ABBILDUNG 5-1, S. 115).

! Bei den ,aufgeblasenen* Phloem-Plasmodesmen in jungen MP17N-transgenen Tabakpflanzen, die von
Herbers et al. (1997) beschriebenen wurden, handelt es sich um PPUs (vgl. Kapitel 5.3.3, S. 103). Diese
PPUs scheinen ebenfalls von einer elektronendichten Substanz ,verstopft zu sein, so wie es im internen
Phloem von L. esculentum zu sehen ist. Aus den Erlauterungen dazu geht allerdings nicht hervor, ob es sich
hierbei um internes oder externes Phloem handelt.
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Modell 1. Dieses Modell erklart die beobachteten MP17N-induzierten Phdnomene an-
hand der bereits in der Literatur beschriebenen Vorstellungen, wobei zwei Entwicklungs-
stadien unterschieden werden. Bei den entwicklungsphysiologisch jungen transgenen
Pflanzen (Ansatz 1, blau) ist der Export von Photoassimilaten gehemmt, was zur erhéhten
Starkesynthese, zur Reduzierung der Photosyntheserate und damit zur Wachstumsre-
duktion fuhrt. Die Konsequenz hieraus ist au3erdem eine mangelnde Versorgung der
Meristeme mit Photoassimilaten. Darauf reagieren die transgenen Pflanzen mit der
Erhéhung der Plasmodesmenfrequenz im Sprosscambium und dessen Derivaten (Kapitel
4.4, S.66) um die Versorgung der Zellen mit Photoassimilaten zu optimieren. Die
Erhéhung der Plasmodesmenfrequenz ware demnach eine indirekte Folge der MP17N-
Expression.

Das MP17N beeinflusst bei den entwicklungsphysiologisch alteren transgenen Pflan-
zen (Ansétze 2 bis 4, grun) die Signaltbermittlung, die die Allokation der Photoassimilate
zu den verschiedenen Organen reguliert, was zur Reduktion des Wurzel/Spross-Verhalt-
nisses fuhrt (Lucas & Wolf 1999). Dadurch ist die Versorgung des Sprosses mit Wasser
beeintrachtigt, weil die relative Oberflache der Wurzel kleiner geworden ist. Als Reaktion
darauf verkleinern die transgenen Pflanzen den Offnungsgrad der Stomata, um die Trans-
pirationsrate zu reduzieren. Die Folge hiervon ist eine verminderte CO,-Aufnahme, was
die geringere Photosyntheserate und damit das verringerte Wachstum erklart.

Es ist denkbar, dass die &lteren transgenen Pflanzen aufgrund des durch die relativ
kleineren Wurzeln bedingten Wassermangels die Leitungskapazitat fur Wasser erhéhen.
Nach dieser Vorstellung wéare die Verdoppelung der Anzahl an Gefal3elementen (Kapitel
4.4, S. 66) keine direkte Folge der MP17N-Expression auf Wachstums- bzw. Differenzie-
rungsprozesse sondern eine Reaktion der Pflanze auf Wassermangel. Dazu passt auch,
dass eine deutliche Zunahme der Anzahl der GefalRelemente gegeniber der Kontroll-

pflanze erst im sekundéaren Xylem auftrat.

Modell 2. Priméarer Effekt der MP17N-Expression ist der Einfluss auf das Wachstum
der transgenen Pflanzen. Das MP17N wirkt sich zudem direkt auf Entwicklungs- und Dif-
ferenzierungsprozesse in den Meristemen aus. Der Grund hierfur liegt in der speziellen
Eigenschaft des MP17N (und anderer MPs), mit einem endogenen Zell-zu-Zell-Trans-
portsystem zu interagieren, das bei Wachstumsprozessen eine wichtige Rolle spielt. Ein
héheres Expressionsniveau des MP17N verstarkt dabei die Effekte, wie der Vergleich der

Linien T-18 und T—20 zeigt.
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Die veranderten Plasmodesmenfrequenzen im Sprosscambium der transgenen
Pflanzen sind ein Beispiel flr einen direkten vom Expressionsniveau abhangigen,
MP17N-induzierten Effekt auf Differenzierungsprozesse. Die Plasmodesmenfrequenz im
Cambium war bei der Linie T-18 wie das Expressionsniveau wesentlich hdher als bei der
Linie T-20.

Auch die Verdopplung der Anzahl der GefalRelemente in der Sprossachse der
transgenen Pflanzen kdnnte eine direkte Folge des MP17N auf Differenzierungsvorgange
sein. Dies trat jedoch erst im sekundaren Xylem auf, was bedeutet, dass die Differen-
zierung der primaren Sprossachse diesbeziiglich nicht betroffen ist. Au3erdem korrelierte
die Veranderung in der Anzahl der GefaRRelemente im Gegensatz zur Plasmodesmen-
frequenz im Cambium offensichtlich nicht mit dem Expressionsniveau des MP17N.

Aufgrund der MP17N-bedingten generellen Wachstumsreduktion verringert sich der
Bedarf an Photoassimilaten, weswegen die Photosyntheserate gesenkt wird. Bei den
entwicklungsphysiologisch jungen Pflanzen (Ansatz 1, blau) wirkt sich der verringerte
Bedarf an Photoassimilaten auch auf den Export aus und fuhrt zur Akkumulation von
Starke (und l6slichen Zuckern) in den Source-Blattern, was ebenfalls zur Reduktion der
Photosyntheserate beigetragen haben kann.

Es besteht weiterhin die Méglichkeit, dass bei den entwicklungsphysiologisch jungen
transgenen Pflanzen zusatzlich der Export von Photoassimilaten aus den Source-Blattern
gehemmt ist, was die im Modell 1 beschriebenen Konsequenzen hétte.

Die entwicklungsphysiologisch &lteren Pflanzen (Ansétze 2 bis 4, grin) vergréf3ern
durch bevorzugte Investition von Assimilaten in den Spross die photosynthetisierende
Oberflache, um so die Wachstumshemmung zu kompensieren. Dadurch verschiebt sich
das Wourzel/Spross-Verhéltnis zugunsten des Sprosses. Auch hier ist nicht auszu-
schliel3en, dass es (zusétzlich?) einen direkten Effekt des MP17N auf die Signalibermitt-
lung gibt, der, wie im Modell 1 beschrieben, zur Verschiebung des Wurzel/Spross-Verhélt-

nisses gefuhrt hat.
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Modell 1
MP17N
y
Kommunikations- .
netzwerk —»  Meristeme 4 Export » Starkesynthese
(nach Lucas et al. 2001)
| Lr
Wurzel/Spross- || Wachstum Spalt- - Photosynthese
Verhaltnis offnungen
;I: A
Modell 2
__________ MP17N

; vV -

Kommunikations- Meristeme Export - Starkesynthese
netzwerk >
(nach Lucas et al. 2001)

* - —_
Wurzel/Spross- Wachstum Photosynthese
Verhaltnis

A

T T
— 3 beeinflusst, aktiviert _|| hemmt

ABBILDUNG 5-1. Gegeniiberstellung zweier Modelle, die die Effekte der MP17N-Expression auf das Wachs-
tum der transgenen Pflanzen erklaren kénnen. Dabei wird zwischen entwicklungsphysiologisch jungen (blau)
und entwicklungsphysiologisch alten (griin) Pflanzen unterschieden. Erlauterungen im Text. PDs, Plasmo-
desmen.
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5.8 Fazit

Die Expression des MP17N in den transgenen Linien fihrte zu zahlreichen physio-
logischen oder strukturellen Veranderungen: (1) Generelle Wachstumsreduktion bei allen
MP17N-exprimierenden Tomensa-Pflanzen und auch bei den Linda-Pflanzen. (2) Gene-
relle Reduktion der Photosynthese- und Transpirationsrate. (3) Drastische Erhdhung des
Kohlenhydratgehalts in Source-Blattern nur bei entwicklungsphysiologisch jungen Pflan-
zen, die direkt aus der Sterilkultur kamen. (4) Reduktion des Wurzel/Spross-Verhaltnisses
nur bei den entwicklungsphysiologisch alteren Pflanzen. (5) Erhdhung der Plasmodes-
menfrequenz im Cambium und dessen Derivaten. (6) Verdopplung der Anzahl an
GefalRelementen im sekundaren Xylem.

Einige dieser Ergebnisse wurden bereits in der Literatur als Folge der Expression von
MPs beschrieben. Diese Studien Uber die Effekte von MPs sind jedoch nicht konsistent
(TABELLE 5-1, S. 118), was die Interpretation der Ergebnisse erschwert. Hierfur gibt es eine
Reihe von mdglichen Ursachen. Lediglich in einer Arbeit wurde konsequent das Ex-
pressionsniveau berlcksichtigt (Hofius et al. 2001). Auch der Entwicklungszustand wurde
bisher nur in einer Studie bericksichtigt (Olesinski et al. 1996). Aul3erdem wurden MPs
von Viren in transgenen Pflanzen untersucht, die nicht den nattrlichen Wirt reprasentieren
(Herbers et al. 1997, Hofius et al. 2001). Zudem wurden die MPs zum Teil unter der Kon-
trolle gewebsspezifischer Promotoren exprimiert (Olesinski et al. 1996, Almon et al. 1997).

Die eigentliche Funktion von MPs nach einem Virenbefall ist der Transport von VRNA.
Zu diesem Zweck interagieren MPs mit Komponenten eines endogenen Zell-zu-Zell-
Transportsystems (vgl. AeeiLbunG 2-1, S. 9). Die Integration des mpl7n-Gens in das
Genom der Pflanze darf jedoch nicht mit einem natirlichen Virenbefall verglichen werden.
Durch die konstitutive Expression unter der Kontrolle des CaMV-35S-Promotors liegt das
MP17N von Beginn an in allen Geweben der transgenen Pflanzen vor. Bei einer natir-
lichen Virusinfektion wird dagegen eine bereits ausdifferenzierte Pflanze befallen und im
speziellen Fall des PLRV bleibt das Virus auf das Phloem beschrankt.

Da MPs allgemein mit pflanzlichen Komponenten des Zell-zu-Zell-Transportsystems
interagieren und dieses System eine wesentliche Rolle bei Differenzierungsprozessen
und bei der SignalUbermittlung spielt (vgl. Kapitel 2.4 und 2.5), sind eine Vielzahl von ent-
wicklungsbiologischen und physiologischen Konsequenzen denkbar. Dies ist vermutlich
der Grund fur die enorme Komplexitat der Auswirkungen des MP17N (und anderer MPSs)

in den transgenen Pflanzen.
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Die Tatsache, dass bei den hier untersuchten Pflanzen eine generelle Wachstums-
reduktion beobachtet wurde und dies auch in den meisten anderen Studien festgestellt
wurde (TABELLE 5-1), deutet darauf hin, dass durch die konstitutive Expression von MPs
Wachstumsprozesse direkt beeinflusst werden kénnen und viele physiologische Verande-
rungen als indirekte Folge dieses priméaren Effektes gedeutet werden kdnnen. Unterstitzt
wird diese neue Hypothese durch den Befund, dass durch die Expression des MP17N die
Plasmodesmenfrequenz im Cambium und dessen Derivaten verandert (Kapitel 4.5, S. 71)
und die Anzahl der GefalRelemente verdoppelt wird (Kapitel 4.4, S. 66). Es sind jedoch
weitere Experimente notig, um auszuschliel3en, dass es sich bei den beiden letztgenann-

ten Beobachtungen um indirekte Folgen der MP17N-Expression handelt.
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TABELLE 5-1. Zusammenstellung der Studien an MP-transgenen Pflanzen (vgl. Einleitung), erganzt um die
Ergebnisse dieser Arbeit. BM, Biomasse der Pflanze; Exp, Export aus Blattern (Exsudate oder radioaktive
Markierung von CO,); KH, Kohlenhydrat; LZ, Lésliche Zucker; MP, Movement Protein; PD, Plasmodesmen,;
PS, Photosynthese; R, Referenz; St, Starke; W/S, Wourzel/Spross-Verhéltnis. A = deutlicher Anstieg,
2 = leichter Anstieg, = = unveréndert, N = leichter Riickgang ¥ = deutlicher Riickgang.

MP Pflanze BM St LZ PS Exp W/S Bemerkungen R
TMV-MP Nicotiana > N N N N\ Nur in ausdiff. 1
tabacum Source-Blattern.
TMV-MP Nicotiana 2 Einfluss auf W/Sist 2
(Deletions- tabacum Pomteron,
mutante) '
TMV-MP Nicotiana A A N Einfluss auf KH- 2
_ tabacum Akkumulation ist
(t_e_mperatursen unabhéangig von MP-
sitive Mutante) PD-Interaktion.
TMV-MP Nicotiana 4
tabacum
Standardbed.: ¥ > \Z
Wasserstress: ¥ > >
TMV-MP N. tabacum N7 Kein Einfluss auf 5
photochemische
Komponenten
TMV-MP Solanum Kein Einfluss des 6
tuberosum MP afl,ll(f E?twl.J: Ttrotz
Expression Voot e N7 A ?c?h?lelj:?ne(;er%a-
in Blattern:® gleiche Anzahl von
in Knollen: > > > Blattern.
TMV-MP Solanum 0 0 N > ¥ N2 Phloem-spezifische 7
tuberosum Expression!
PLRV-MP17N Nicotiana Vv ) A Vv 8
tabacum
PLRV-MP17 Nicotiana. 9
tabacum
viel MP17: N7 N N
wenig MP17: > Vv N7
CMV-MP Nicotiana v v v N7 10
CMV-MP-GFp  tabacum N7 ¥ ¥ ¢
CMV-MP oder Cucumis melo' N Keine transgene
TMV-MP Pflanze, Expression
B mittels eines Virus-
Vektor-Systems
(ZYMV)
PLRV-MP17N Solanum 11
tuberosum
-ung* Ve N 0 2 7 >
Lalt Ve > > NS v

#Vorhandensein des TMV-MP lediglich im Mesophyll ist ausreichend fur die Verdnderung des W/S-Verhdltnisses;
Expression ausschl. im Phloem hat keine Konsequenzen. ° Aus voll ausdifferenzierten Source-Blattern und jungen,
expandierenden Source-Blattern. © Nach 52 Tagen: bei Saccharose deutliche, bei Glukose nur sehr geringe, bei Fruktose
keine Reduktion. ®Nach 38 Tagen. °Vorhandensein des MP im Spross reicht aus fir die Wirkung auf
Kohlenstoffmetabolismus bzw. -partitionierung. ' Diese Pflanze gehort zu den symplasmatischen Phloembeladern (Tabak-
und Kartoffelpflanze gehéren zu den apoplasmatischen Phloembeladern, van Bel & Gamalei 1992). ¢ Allen Experimenten
gemein war lediglich das reduzierte Wachstum und die verringerte Photosyntheseleistung.

1: Lucas et al. 1993a, 2: Balachandran et al. 1995, 3: Olesinski et al. 1995, 4: Balachandran et al. 1997b, 5: Wolf &
Millantiner 2000, 6: Olesinski et al. 1996, 7: Almon et al. 1997, 8: Herbers et al. 1997, 9: Hofius et al. 2001, 10: Shalitin et al.
2002, 11: Diese Arbeit.
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5.9 Untersuchungen zur Salztoleranz

5.9.1 Vorversuch mit MP17N-transgenen Linda-Pflanzen

Es wurde vermutet, dass die transgenen Kartoffelpflanzen tolerant gegen Salzstress
sein konnten, wenn sie aufgrund der Expression des MP17N ldsliche Zucker in ihren
Blattern akkumulieren und dadurch einen osmotischen Ausgleich zwischen dem Zell-
inneren und dem AufRenmedium erreichen (Fukushima et al. 2001, Rohde et al. 2000).
Bestétigt wurde diese Idee durch die Voruntersuchungen an MP17N-transgenen Linda-
Pflanzen, die 100 mM NaCl ausgesetzt wurden. Die Kategorie I-Blatter dieser Pflanzen
hielten dem Salzstress tatséchlich langer stand (ABBILDUNG 4-29, S. 79). Bereits in diesem
Experiment fiel jedoch auf, dass sich die transgenen Pflanzen ph&anotypisch kaum noch
von der Kontrollpflanze unterschieden. Nach der NaCl-Applikation waren bei allen unter-
suchten Pflanzen sowohl deren Langenzuwéachse als auch deren Biomasse etwa gleich
grol3 (ABBILDUNG 4-27, S. 78). Die NaCl-Belastung hemmte das Wachstum also so stark,
dass die MP17N-bedingten Unterschiede in der Biomasse nicht mehr zum Ausdruck
kamen. Dies erklart die besonders starke Wachstumsreduktion der Kontrollpflanze durch
den Salzstress (73% gegeniuber 53% und 19% bei den Linien L—7 und L—8, vgl. ABBILDUNG
4-27 B, S. 78). Letzteres wird besonders gut durch den Vergleich der Blattgrof3en illustriert
(ABBILDUNG 4-28, S. 79). Zwischen den transgenen Linien und der Kontrollpflanze wurden
keine Unterschiede in der Stomatadichte gefunden (Daten nicht gezeigt). Es ist also
maglich, dass die transgenen Pflanzen allein aufgrund der bereits unter Standardbeding-
ungen kleineren Blattflichen besser an Salzstress ,angepasst* waren als die Kontroll-

pflanzen.

5.9.2 Salzstress-Experimente an MP17N-transgenen Tomensa-Pflanzen

Auch die transgenen Tomensa-Pflanzen hielten dem Salzstress langer stand als die
Kontrollpflanzen, wenn auch nicht so deutlich wie die in der Voruntersuchung getesteten
transgenen Linda-Pflanzen. Bei den Tomensa-Pflanzen hob sich phanotypisch lediglich
die Linie T-18 deutlich von der Kontrollpflanze ab (ABBILDUNG 4-30, ABBILDUNG 4-31, S. 81).
Die Kategorie I-Blatter der Linie T-18 waren nach zwei Wochen noch vollig intakt,
wahrend jene der Kontrollpflanze bereits vollig verwelkt waren. Bei den Linien T-19 und
T-20 war dies deutlich weniger ausgepragt, aber auch sie tolerierten den Salzstress
einige Tage langer als die Kontrollpflanze, wie an den etwas besseren Photosynthese-

leistungen der Kategorie I-Blatter zu erkennen ist (ABILDUNG 4-33 B, S. 88).
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Interessanterweise wurde diese leicht verbesserte NaCl-Toleranz in beiden Experi-
menten (Ansatz 1 und Ansatz 2) beobachtet, wobei der Vorteil der transgenen Linien
gegeniber der Kontrollpflanze im zweiten Ansatz gré3er zu sein schien. Der in Bezug auf
die Ausgangshypothese wesentliche Unterschied zwischen diesen Ansatzen war, dass
die Pflanzen unter Standardbedingungen, also ohne Zugabe von 100 mM NacCl, einmal
Kohlenhydrate akkumulierten und einmal nicht. Bei den transgenen Linien, die unter
Standardbedingungen Kohlenhydrate akkumulierten (Ansatz 1), war der Kohlenhydrat-
gehalt gegentber der Kontrollpflanze auch nach der NaCl-Behandlung erhdht (AsBIiLDUNG
4-34 A-D, S.90). Bei den entsprechenden Pflanzen, die unter Standardbedingungen
keine Kohlenhydrate akkumulierten (Ansatz 2), waren auch nach der NaCl-Behandlung
keine deutlichen Unterschiede zwischen der Kontrollpflanze und den transgenen Linien zu
beobachten (AseiLDUNG 4-34 E—H, S. 90). Hier bildet die Linie T-18 allerdings eine
Ausnahme. Unter Salzstress waren bei ihr sowohl der Gehalt an Starke, als auch der
Glukose- und Fruktosegehalt gegentber der Kontrollpflanze erhéht, jedoch nicht so stark
wie im ersten Ansatz. Beim Saccharosegehalt war dagegen nur ein sehr geringer, nicht
signifikanter, Anstieg zu erkennen.

Damit stellt sich die Frage, ob der Anstieg des Gehalts an léslichen Zuckern wirklich
verantwortlich fur die beobachtete Toleranz ist.

Fur diese Vermutung sprechen die Ergebnisse, die mit der Linie T-18 erzielt wurden.
In allen Salzstress-Experimenten hob sich diese Linie besonders deutlich von den an-
deren Pflanzen ab, indem nur bei ihr die Kategorie I-Blatter deutlich spater die NaCl-
bedingten Symptome zeigten. Und nur diese Linie hatte in beiden Experimenten einen
héheren Gehalt an I6slichen Zuckern in ihren Source-Blattern als die Kontrollpflanze.
Zudem war nur bei der Linie T-18 in beiden NaCl-Ansatzen das osmotische Potenzial in
den Blattern gegeniber der Kontrollpflanze (und gegeniiber den Linien T-19 und T-20)
erhéht, und zwar jeweils um ca. 90 mosmol/kg (TABELLE 4-24, S. 96), dies entspricht einer
Zunahme gegenuber der Kontrollpflanze um ca. 20%. Es ist aber fraglich, ob diese Ver-
anderungen alleine durch einen Anstieg im Gehalt l6slicher Zucker hervorgerufen wurden.
Denn erstens reicht der geringfiigig hohere Zuckergehalt nicht aus, um das héhere osmo-
tische Potenzial der Linie T-18 zu erklaren und zweitens war das osmotische Potenzial
auch bereits unter Standardbedingungen um etwa 14% gegenuber der Kontrollpflanze
erhoht. Das heil3t, das hohere osmotische Potenzial in den Blattern der Linie T-18 steht
nicht notwendigerweise alleine mit einem héheren Gehalt I6slicher Zucker in Zusammen-

hang.
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Wie bei anderen Pflanzen der Gattung Solanum (Martinez et al. 1996) fuhrte der
Salzstress zu einem Anstieg des Prolingehalts in den Blattern der untersuchten Pflanzen.
Dieser war jedoch nicht verantwortlich fir die beobachtete NaCl-Toleranz der transgenen
Tomensa-Pflanzen. Zwar war im ersten Ansatz der Gehalt dieser Aminosdure bei den
transgenen Linien auch unter 100 mM NaCl gegentiber der Kontrollpflanze deutlich erhéht
(ABBILDUNG 4-35 D, S. 92). Diese verstarkte Prolinsynthese scheint aber kein genereller
Effekt der MP17N-Expression zu sein sondern ausschlie3lich mit der Akkumulation von
l6slichen Zuckern dieser Pflanzen in Verbindung zu stehen; denn bei den transgenen
Pflanzen, die keine I6slichen Zuckern akkumulierten (Ansatz 2), war auch unter Salzstress
gegeniber der Kontrollpflanze kein erhdhter Prolingehalt festzustellen (AesiLbunG 4-36 D,
S. 93).

Auch die Kationenanalyse lieferte keine Hinweise, die die leichte Salztoleranz der
transgenen Pflanzen erklaren kénnte. Die transgenen Pflanzen, die unter Standardbe-
dingungen Kohlenhydrate in ihren Source-Blattern akkumulierten, hatten auch einen
hoheren Kaliumgehalt (Ansatz 1). Entsprechend war bei diesen Pflanzen unter Salzstress
der Gehalt an Kalium- und Natriumionen hoher (TABELLE 4-23, S. 94). Im zweiten Ansatz
gab es diesbezlglich jedoch keine einheitlichen Unterschiede. Der hdhere Kationengehalt

steht demnach offensichtlich mit einem héheren Kohlenhydratgehalt in Verbindung.

5.9.3 Fazit

Die beobachtete Verzdgerung bei der Auspragung der fur Salzstress typischen Symp-
tome scheint mit der MP17N-induzierten Wachstumsreduktion in Verbindung zu stehen.
Geringeres Wachstum ist eine allgemeine Folge von Salzstress auf nicht-resistente
Pflanzen (Larcher 1994). Die daraus resultierenden kleineren Blattoberflachen haben fir
die salzgestressten Pflanzen den Vorteil, dass so der Wasserverlust durch Transpiration
reduziert wird. Bei Beginn der NaCl-Applikation war dieser Zustand bei den transgenen
Pflanzen bereits erreicht, wahrend die Kontrollpflanze erst im weiteren Verlauf des Experi-
ments kleinere Blatter bildete (vgl. AeBiLDUNG 4-28, S.79). Die Verschiebung des
Wurzel/Spross-Verhdltnisses zugunsten des Sprosses bei den Pflanzen aus dem zweiten
Ansatz beginstigt mdglicherweise zusatzlich die transgenen Pflanzen, denn so wird die
Oberflache der Wurzeln relativ zum Spross reduziert, wodurch relativ weniger Na*- und
Cl™-lonen aufgenommen werden.

Die Expression des MP17N in den transgenen Kartoffelpflanzen fiihrt jedoch nicht zu
einer generellen Salztoleranz. Denn es hat sich gezeigt, dass sich die transgenen Pflan-

zen nicht mehr von der Kontrollpflanze unterscheiden, wenn die Pflanzen Uber einen
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langeren Zeitraum als in den Anséatzen 1 und 2 der hohen NaCl-Belastung (100 mM) aus-
gesetzt werden (vgl. Kapitel 4.7.3.1, S. 80). Gerade die Linie T-18, bei der die NaCl-
bedingten Symptome bei den Kategorie I-Blattern deutlich spéter auftraten als bei den
anderen untersuchten Pflanzen, hatte in allen Experimenten die geringsten Wachs-
tumsraten. Zudem war bei dieser Linie unter Salzstress die Photosyntheseleistung der
neu entwickelten Blatter (Kategorie Il) stark reduziert. Da aus landwirtschaftlicher Sicht
nur Pflanzen in Betracht kommen, die auch einen hohen Ertrag versprechen (vgl. Pitman
& Lauchli 2002), sind die MP17N-exprimierenden Kartoffelpflanzen fur den Anbau auf

salinen Bdden eher ungeeignet.

5.10 Ausblick

Wie in der Diskussion angefihrt, greifen MPs vermutlich in mehrere voneinander un-
abhangige physiologische Prozesse ein. Die Abhangigkeit vom Entwicklungszustand der
Pflanzen, die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen wurde, deutet zudem darauf hin,
dass Interaktionen mit pflanzeneigenen Faktoren bei der Auspragung der MP-induzierten
Phanomene eine Rolle spielen. Die Frage, ob vor allem eine Exporthemmung von Photo-
assimilaten aus Source-Blattern fur das reduzierte Wachstum der MP17N-transgenen
Pflanzen (z. B. Herbers et al. 1997) verantwortlich ist oder eine Stérung in der Signaluber-
mittlung, die die Zuteilung von Photoassimilaten zu den verschiedenen Pflanzenorganen
kontrolliert (Lucas et al. 1999), konnte nicht geklart werden. Vielmehr lassen die vor-
liegenden Ergebnisse eine weitere Interpretationsmaoglichkeit zu, ndmlich die, dass durch
das MP17N Wachstumsprozesse direkt beeinflusst werden. Die Hemmung des Wachs-
tums konnte also sowohl die Ursache als auch die Folge der Kohlenhydratakkumulation
bzw. der Veranderung im Wurzel/Spross-Verhaltnis sein (vgl. AseiLDUNG 5-1, S. 115).

Im folgenden werden einige Experimente skizziert, die dazu beitragen kdnnten, die
maoglichen Ursachen fur die beobachteten Phdnomene weiter einzugrenzen.

Die Vermehrung der Versuchspflanzen durch Stecklinge oder durch Knollen hat den
Nachteil, dass zu Beginn des Experiments bei den transgenen Pflanzen bereits eine
Wachstumsreduktion stattgefunden hat, die Anfangsvoraussetzungen also nicht gleich
sind. Es wére daher besser, in einer Folgestudie das Wachstum der MP17N-transgenen
Pflanzen an auskeimenden Samen zu untersuchen. Ultrastrukturelle Untersuchungen wie
zum Beispiel die Bestimmung von Plasmodesmenfrequenzen in verschiedenen Zellen der

Apikalmeristeme dieser Keimlinge kdnnten etwa die Frage beantworten, ob es sich bei
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dem Einfluss des MP17N auf die Plasmodesmenfrequenz um einen primaren Effekt
handelt (vgl. Kapitel 4.5, S. 71).

AuBerdem sollte der Frage nachgegangen werden, ob bei den MP17N-transgenen
Pflanzen tatsachlich der symplasmatische Transport von Photoassimilaten beeintrachtigt
ist. Wichtige Zellgrenzen, die bisher noch nicht untersucht wurden, sind die Schnittstellen
zwischen Mesophyll- und Bindelscheidenzellen sowie zwischen Biindelscheiden- und
Phloemparenchymzellen. Dies ist von besonderem Interesse bei MPs von Pflanzenviren,
die wie das PLRV ausschlieRlich im Phloem vorkommen. Zur Uberpriifung der Funktions-
fahigkeit der hier vorhandenen Plasmodesmen konnten Mikroinjektionsexperimente mit
Fluoreszenzfarbstoffen unterschiedlichen Molekulargewichts durchgefiihrt werden.

Bei den Pflanzen aus den Anséatzen 2 bis 4 kam es zu keiner Akkumulation von Koh-
lenhydraten, woraus sich schlie3en lie3e, dass der symplasmatische Transport nicht be-
hindert war. Es ist aber denkbar, dass eine Hemmung des Exports zu einem Ungleichge-
wicht der Saccharosekonzentration zwischen Phloemsaft und Apoplasten fiihrt, ohne dass
sich dies in einer Akkumulation von Kohlenhydraten in den Source-Blattern niederschlagt.
Die Aphiden-Technik erlaubt es, gezielt Phloemsafte von Pflanzen zu gewinnen (Kehr et
al. 1999, Kehr 2003). Aus Blattproben lasst sich die apoplastische Flissigkeit extrahieren
(vgl. Lohaus et al. 1995). Eine Verschiebung des Verhdltnisses von apoplastischer
Saccharose zu Saccharose im Phloemsaft zugunsten der apoplastischen Saccharose bei
den transgenen Pflanzen wirde auf eine limitierte Phloembeladung hindeuten.

Es besteht weiterhin die Mdglichkeit, dass der Transport von Saccharose-Trans-
portern oder deren mRNAs von den Geleitzellen in die Siebelemente der transgenen
Pflanzen behindert ist, was sich direkt auf die Phloembeladung auswirken kénnte. Eine
guantitative Analyse der Expression von Saccharose-Transportern wie zum Beispiel
SUT1 konnte diese Frage klaren. Dies kdnnte durch eine vergleichende Western-Blot-
Analyse erreicht werden, bei der die Proteinbanden mit einem Image Analyser ausge-
wertet werden. Eine aufwendigere aber aussagekraftigere Methode ware die statistische
Auswertung von Immunlokalisierungen der Saccharose-Transporter. Dies hatte den Vor-
teil, dass gleichzeitig die zellulare Lokalisation der Transporter Uberprift werden konnte.
Hierbei muss jedoch bericksichtigt werden, dass weder Western-Blot-Analysen noch
Immunlokalisierungen Aussagen uber die tatsachliche Kapazitat von Transportern zu-
lassen.

Die haufig fur die MP-Studien verwendeten Solanaceae wie Solanum tuberosum oder
Nicotiana tabacum besitzen ein zweites Phloemsystem, das so genannte interne Phloem.

Bei der Solanaceae L. esculentum hat sich gezeigt, dass es bei den PPUs im internen
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Phloem der Sprossachse strukturelle Veranderungen gibt, die nur dann auftreten, wenn
die Pflanzen noch nicht gebliht haben (vgl. Kapitel 5.6, S. 110). Zum einen kénnte durch
Immunlokalisierungen festgestellt werden, ob das MP17N mit diesen Plasmodesmen
abhangig vom Entwicklungszustand der transgenen Pflanzen assoziiert ist. Zum anderen
ware es interessant zu prifen, ob sich die Transportvorgédnge in diesem Phloemsystem
zwischen den transgenen Linien und der Kontrollpflanze unterscheiden. Hierzu wéaren Ex-
perimente mit 5(6)-Carboxyfluorescein Diacetat (CFDA) geeignet. Dieser phloemmobile
Fluoreszenzfarbstoff kann leicht auf angerauhten Blattoberflichen appliziert werden; er
dringt in die Zellen ein und wird dort von Esterasen gespalten, wodurch er nicht mehr in
der Lage ist Membranen zu passieren. So gelangt er auch ins Phloem und ist einige Zeit
spater in der Sprossachse nachweisbar. Experimente dieser Art an Pflanzen in unter-
schiedlichen Entwicklungsstadien koénnten beispielsweise Erkenntnisse Uber entwick-
lungsabhéngige Transportrichtungen der beiden Phloemsysteme in der Sprossachse lie-
fern (vgl. Ait-Hsiko 2002).

Neuere Studien legen den Schluss nahe, dass MPs mit pflanzeneigenen Proteinen
interagieren (vgl. Kapitel 2.3, S. 7). Mithilfe der Yeast-Two-Hybrid-Technik (z. B. Des-
voyes et al. 2002) kdnnten entsprechende Proteine der Kartoffelpflanze identifiziert wer-
den. Von besonderem Interesse wére es, Proteine zu untersuchen, die im Phloemsaft
vorkommen und méglicherweise an der Signaliibermittlung beteiligt sind. Zudem kénnte
untersucht werden, ob es einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines MP17N-

bindenden Proteins und dem Entwicklungszustand einer Pflanze gibt.
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7.1 Chemikalien

Bezeichnung Formel Hersteller
Acrylamid 30% CsHsNO Roth?
Agar-Agar Roth
Ammoniumpersulfat (NH4)2S20s Pharmacia Biotech®
B-Amyloclucosidase, 40 Units/mg R-Biopharm®
Borsaure BH303 Sigmad
Bromphenolblau C19H10BrsOsS Roth
Calciumchlorid CaCl, Sigma
Calciumnitrat Tetrahydrat Ca(NO)3-4H,0 Sigma
Coomassie Brilliant Blue G250 Roth
Eisessig C2H40; Sigma
Ethylendiamin-tetraessigséure Eisen(lll)-Natriumsalz Hydrat C1oH12FeN2NaOg Sigma
Fertigmedium M&S Duchefa®
Glutardialdehyd-Lésung (25%) CH3(CH>CHO); Sigma
Glycerin C3HgOs3 Roth

Glycin C2HsNO, Sigma
Harnstoff CH4N20 Sigma
myo-Inositol CesH1206 Duchefa
Kaisers Glyceringelatine Merck'
Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 Sigma
Kaliumdisulfit K20s5S;, Sigma
Kaliumnitrat KNOs Sigma
Kupfernitrat Cu(NOs3)2 Sigma
Magnesiumnitrat Hexahydrat Mg(NO3)2-6H,0 Sigma
Magnesiumsulfat Heptahydrat MgS0O4-7H,0 Sigma
Mangansulfat Monohydrat MnSO4-H,O Sigma
B-Mercaptoethanol C,HsOS Pharmacia Biotech
Molybdéan(VI1)-oxid MoO3 Sigma
Natriumcacodylat Na(CH3)2As04-H,0 Plano®
Natriumchlorid NaCl Roth
Natriumdodecylsulfat C12H2504S-Na Roth
Natriumthiosulfat-5-hydrat NazS,03-5 H,0 Sigma
Osmiumtetraoxid 0s0q4 Next Chimica"
Paraformaldehyd C(H20),H.OH Plano
Polyklar AT (unl6sliche Form) Serva'

RH-160 (N-(4-Sulfobutyl)-4-(4-(4-
Dibutylamino)Butadienyl)Pyridin)

5-Sulfosalicylsaure Dihydrat
(2-Hydroxy-5-sulfobenzoséaure)

C7H606S-2H0

Molecular Probes*

Sigma

Fortsetzung ...
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Bezeichnung (Fortsetzung) Formel Hersteller
Silikondl DS 200-50 cst Serva

TEMED Pharmacia Biotech
B-(2-Thienyl)-D-Alanin C7HgNO,S Sigma
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan C4H11NO3 Sigma

Tween 20 Pharmacia Biotech
Uranylacetat (CH3CO0),U0,-2H,O0  Merck

UV-Testkombination D-Glukose
UV-Testkombination Saccharose/D-Glukose/D-Fruktose

Vitaminlésung

Wasserstoffperoxid H,0,
Zinksulfat Heptahydrat ZnS04-7H,0
Zitronensaure CsHsO7

R-Biopharm
R-Biopharm
Duchefa
Sigma
Sigma
Sigma

& carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe Deutschland; ® Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden °R-Biopharm AG,
Darmstadt, Deutschland Slgma -Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland; ® Duchefa Biochemie B.V.,
Nlederlande "Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland; gPLANO W. Plannet GmbH, Wetzlar, Deutschland;

"Next Chimica, Centurlon South Africa (Vertrieb Plano GmbH, Wetzlar);

Heidelberg, Deutschland; © Molecular Probes (Eugene, Oregon, USA).

7.2 Zusammensetzungen der Losungen

7.2.1 Kohlenhydratanalysen

Zitronenséaurepuffer (pH 4.6)
0.2 M Zitronenséaure

Mit 5 M KOH auf pH 4.6 eingestellt. Aufbewahrung bei 4 °C.

Amyloglucosidase-L6sung fur Starkeverdau

Diese Losung wurde vor jeder Starkebestimmung frisch angesetzt.
Fur jede Probe wurden 0,75ml Amyloglucosidase-Losung
bendtigt. Die Amyloglucosidase wurde in einer Konzentration von
0.2 mg/ml Zitronenséaurepuffer eingewogen.

7.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Farbereagenz

12.5 ml Ethanol (95%)

25 mg Coomassie Brilliant Blue G250

100 ml H,O

25 ml Phosphorsaure (85%)
mit H,O auf 250 ml aufgefullt

Die Loésung wurde ca. 1 Tag mit dem Magnetrihrer gerthrt und
danach durch einen Faltenfilter filtriert. Sie wurde in eine dunkle

Flasche gefillt, die mit Alufolie lichtundurchléassig bedeckt wurde.
Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

'Serva Electrophoresis GmbH,
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7.2.3 Gelelektrophorese

Fixierldsung
40% (v/v) Ethanol (vergallt)
10% (v/v) Eisessig

Laemmli-Puffer, 2x
50 mM Tris-HCI
5 % (v/v) B-Mercaptoethanol
10 % (v/v) Glycerin
2 % (w/v) SDS (w/v)

Trenngel-Puffer (Separating gel buffer), 4x
18,17 g Tris base
4ml 10% SDS
Mit HCI auf pH 8,8 eingestellt, anschlielend H,O bis zu einem

Endvolumen von 100ml zugegeben. Aufbewahrung bei
Raumtemperatur.

Ladegel-Puffer (Stacking gel buffer), 4x
6,06 g Tris base
4 ml 10% SDS
Mit HCI auf pH 6.8 eingestellt, anschlieend H,O bis zu einem

Endvolumen von 100ml zugegeben. Aufbewahrung bei
Raumtemperatur.

SDS-Ladepuffer (SDS sample buffer), 2x

2,0 ml Glycerin

2,0 ml 10% (w/v) SDS

0,25 mg Bromphenolblau

2,5 ml Ladegel-Puffer

0,5 ml pMercaptoethanol
H,O wurde bis zu einem Endvolumen von 10 ml zugegeben. Das
B-Mercaptoethanol wurde erst unmittelbar vor Gebrauch
zupipettiert, d. h. es wurde mit H,O bis zu einem Endvolumen von

9.5 ml aufgefillt. Wenn weniger Proben gebraucht wurden, wurde
ein entsprechend kleineres Volumen vorbereitet.

SDS-Laufpuffer (SDS polyacrylamide running buffer), 10x
30 g Tris base
144 g Glycin
100 ml 10% (w/v) SDS

Aufbewahrung bei Raumtemperatur.
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7.2.4 Western-Blot und Immunodetektion

Tris-buffered saline (TBS), pH 7,6
2,42 g Tris base (20 mM)
8 g Natriumchlorid (137 mM)
3,8ml 1M HCI

Bis zu einem Endvolumen von 1000 ml aufgeftllt und pH gepruft.

TBS Tween (TBS-T)
0,1 % (v/v) Tween 20 in TBS

Blockingreagenz
5% (w/v) Milchpulver (fettarm) in TBS-T

Diese Lésung wurde vor jedem Versuch frisch angesetzt.

7.2.5 Filmentwicklung und Fixierung

Fixierlésung
400 g Natriumthiosulfat-5-hydrat
40 g Kaliumdisulfit
2| Leitungswasser

Die Fixierlosung kann mehrmals benutzt werden, nach Gebrauch
wurde die Losung wieder zuriick in die Vorratsflasche gefullt.

7.2.6  Elektronenmikroskopie

Natrium-Cacodylatpuffer (2x)
0,2 M Na(CHj3),As04-H,0
4mM CaCl,

0,2 N HCI bis pH 8,43

Diese Lésung wurde jeweils frisch angesetzt.

Waschpuffer
1x Natrium-Cacodylatpuffer

Osmiumtetraoxid (Nachfixierung)
1% (w/v) Osmiumtetraoxid in 0,05 M Natrium-Cacodylatpuffer

Uranylacetat-L6sung (Kontrastierung)
0,5% (w/v) Uranylacetat in H,O
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Epoxyharz (Spurr's Medium A, Spurr 1969)
10 g ERL (Vinylcyclohexen-dioxid)
6 g DER (Diepoxid)
26 g NSA (Nonenylbersteinsaureanhydrid)
0,4 g S-12-Dimethylaminoethanol

Diese Losung wurde sofort verwendet oder Uber Nacht im
Kihlschrank aufbewahrt.

7.2.7 Mikroinjektionsexperimente

Phloem-Medium
10 mM KCI
10 mM CacCl,

5mM NaCl

Dieses Medium wurde nicht gepuffert.
Lucifer Yellow CH (LYCH), Kaliumsalz
7% (w/v) LYCH in demin. H,O

Dieser Ansatz wurde fur 2 Wochen bei 4 °C__aufbewahrt, bis sich
alle nichtgeltdsten Kristalle absetzten. Der Uberstand wurde zur
Fullung der Kapillaren verwendet.

RH-160
25 mg RH-160 (N-(4-Sulfobutyl)-4-(4-(4-Dibutylamino)Butadienyl)Pyridin)

wurden in 1 ml Ethanol (absolut) geldst. 2 ul dieser Stammlésung
wurde in 1 ml des Phloem-Mediums gelst.
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7.3 Eichkurven
7.3.1 Kohlenhydratanalyse
0.600 1.200
A B
0.400 - 0.800 -
L L
< <
0.200 - 0.400 - _
AE =19127¢ AE=3.729¢
R2=0.9994 R*=0.9996
0.000 : : ‘ 0.000 ‘ ‘ ; ‘ ‘
0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 0.000 0.050 0.100 0.150 0.200 0.250 0.300
Konzentration ¢ (g/1) Konzentration ¢ (g/1)
1.200 1.000
C D
0.750
0.800
w W 0.500 -
0.400
AE = 3.5807¢c 0.250 AE = 4.7446¢
R2=0.999 R2=0.9995
0.000 ; ; ; ; ; 0.000 ‘ ‘ ‘
0.000 0.050 0.100 0.150 0.200

0.000 0.050 0.100 0.150 0.200 0.250 0.300

Konzentration c (g/1)

Konzentration c (g/1)

ABBILDUNG 7-1. Eichkurven fur die photospektrometrische Bestimmung von Saccha-

rose (A), Glukose (B), Fruktose (C) und Starke (D).
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7.3.2 Kationenanalyse
0.200 0.200
A B
0.150 - 0.150 -
c c
2 oS
= 0.100 - £ 0.100 -
8 8
< <
0.050 1 A=0.0928¢ 0.050 - A=0.1828¢
R2=0.9924 R2 =0.9948
0.000 ‘ 0.000 ‘ ‘ ‘
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 0.0 0.3 0.6 0.9 1.2
Konzentration ¢ (mg/l) Konzentration ¢ (mg/l)
0.120 0.280
C D
0.090 - 0.210 A
c c
2 k=)
S 0.060 S 0.140 |
8 8
< <
0.030 A A =0.2264c 0.070 A A =0.0492c
R? =0.9957 R?=10.9965
0.000 : : : : ; 0.000 T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
Konzentration ¢ (mg/l) Konzentration ¢ (mg/I)
ABBILDUNG 7-2. Eichkurven fiir die Bestimmung von Kalium (A), Natrium (B), Magnesium (C)
und Calcium (D).
7.4 Statistik und Fehlerrechnung

Alle Ergebnisse der Gewebeanalysen und Gaswechselmessungen sind Mittelwerte

mit Standardabweichungen. Bei den Gewebeanaylsen wurden die Werte von jeweils min-

destens 5 Proben, in einigen Fallen auch bis zu zehn Proben gemittelt. Bei den Gas-

wechselmessungen wurden ebenfalls funf bis zehn Blatter fir die Mittelwertberechnung

gemessen, wobei pro Blatt der Mittelwert von zehn Einzelmessungen berechnet wurde.

Die Leitungsvolumina (V) der GefaRelemente wurden nach folgender Formel berech-

net: V = r’.z-l, wobei r der halbe AuRendurchmesser (um) und | die Léange (um) eines

GefalRelementes ist.
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Bei der Berechnung der Sink/Source-Verhaltnisse des Kohlenhydratgehalts, des Lei-
tungsvolumens der GefalRelemente und deren Leitungskapazitat wurde der Fehler nach

dem Fehlerfortpflanzungsgesetz von Gaul ermittelt:

AF:\/(ﬁAQJ +(iA§J +o.
OX oy

Im folgenden wird dies am Beispiel des Leitungsvolumens der GefaRelemente (vgl.

ABBILDUNG 4-21, S. 70) illustriert. Dabei wurde beim Objektmikrometer von einer Ableseun-
genauigkeit von einem halben Skalenstrichabstand (5um) ausgegangen. Entsprechend
der GauR’'schen Formel wird der Fehler bei der Volumenbestimmung (V = r?-zI) folgen-

dermaf3en berechnet:

2 2
AV = [[YAT) o[ Voar
or al

Nach einsetzen der partiellen Ableitungen

N oy N2, erhalt man
or ol

AV :\/(Zr-ﬂ-I-AF)2 +(r2 -7Z'-A|_)2

Entsprechend wurde auch bei der Bestimmung der Leitungskapazitat des Xylems ver-
fahren. Hier wurde berlcksichtigt, dass die GefaRelemente nur einen Teil aller Zellen des
Xylems ausmachen. Bei der Berechnung des Fehlers wurde dann der oben ermittelte
Fehler und die Standardabweichung aus der Bestimmung der prozentualen Verteilung der

Zelltypen des Xylems bertcksichtigt (vgl. TABELLE 4-18, S. 69).
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