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1 Finleitung 1

1. Einleitung

1.1. Transport von Assimilaten in Pflanzen

In héheren Pflanzen werden in voll entwickelten Blittern im Uberschuss erzeugte Photoassimilate
(Source) durch das Phloem in Sinkorgane wie Wurzeln, Bliiten oder junge Blétter transportiert. Wéh-
rend Saccharose in den meisten Pflanzen die Haupttransportform von Assimilaten im Phloem darstellt,
werden in einigen Spezies zusétzlich von Saccharose abgeleitete Mehrfachzucker (Raffinose-Familie
Oligosaccharide; ROF) oder auch Zuckeralkohole, wie beispielsweise Mannitol oder Sorbitol, trans-
portiert (Turgeon, 1989; Sprenger und Keller, 2000; Noiraud et al., 2001). Zunichst werden die Assi-
milate innerhalb des Mesophyllgewebes, den Biindelscheidenzellen und dem Phloemparenchym
symplastisch durch Zell-zu-Zell-Verbindungen, die Plasmodesmata (PD), bis zu den Siebelement-
Geleitzell (SE-GZ)-Komplexen in den kleinsten Leitbiindeln transportiert. Dort erfolgt dann die ,,Be-
ladung* des Phloemleitsystems mit Assimilaten iiber die Geleitzellen, welche ihrerseits iiber speziali-
sierte PD mit den Siebelementen symplastisch verbunden sind.

Grundsitzlich kann dieser Beladungsschritt entweder apoplastisch oder symplastisch erfolgen. Bei
apoplastischen Beladern werden Kohlehydrate durch membranstédndige Transportproteine zunédchst in
den Apoplasten transportiert und anschlieBend durch Protonensymport in das Zytoplasma transloziert,
was aufgrund des erforderlichen Exports von Protonen in den Apoplasten unter ATP-Verbrauch einen
energicaufwendigen Prozess darstellt (Riesmeier et al., 1994; Lalonde et al., 2004). So wurden Sac-
charose-Protonen Symporter aus verschiedenen Pflanzenfamilien identifiziert und die Bedeutung die-
ses Beladungsschritts beispielsweise in Arabidopsis durch die Analyse einer Mutante belegt, welche
aufgrund einer T-DNA Insertion in dem Geleitzell-spezifischen Saccharosetransporter AtSUC2 einen
stark reduzierten Transport von Saccharose sowie Sterilitit und reduzierten Wuchs aufwies (Riesmeier
et al., 1992; Gahrtz et al., 1994; Sauer und Stolz, 1994; Stadler und Sauer, 1996; Gottwald et al.,
2000). Da bei apoplastischen Beladern die SE-GZ Komplexe nur durch wenige PD mit den umgeben-
den Zellen verbunden sind, wird so eine hohere Konzentration von Transportzuckern in den SE-GZ
Komplexen erreicht (Van Bel, 1993; Haritatos et al., 2000). Dagegen erfordert die symplastische Be-
ladung eine Vernetzung der Geleitzellen mit den umgebenden Zellen {iber sehr viele PD. Dabei wird
etwa in Weiden der Fluss von Saccharose in die SE-GZ Komplexe aus dem Mesophyllgewebe durch
die dortige Synthese von Saccharose getrieben und es wird keine hohere Konzentration im Phloem
erreicht (Turgeon und Medville, 1998). Grundsétzlich wird jedoch angenommen, dass in Spezies mit
symplastischer Beladung Saccharose durch Diffusion entlang des Konzentrationsgradienten SE-GZ
Komplexe in kleinen Leitbiindeln erreicht und in Ubergangszellen mit zusitzlichen Einfachzuckern zu
ROFs wie Raffinose oder Stacchyose verkniipft wird (Knop et al., 2001; Turgeon und Medville,
2004). Nach dem ,,Polymer-Fallen-Modell* konnen diese Mehrfachzucker nicht mehr durch PD in das
Mesophyll zuriick diffundieren, wodurch ebenfalls eine Konzentration von Transportassimilaten im
SE-GZ Komplex erreicht wird (Turgeon und Gowan, 1990).

Unabhéngig von der Beladungsart werden dann Transportzucker nach der Druckstrom-Theorie inner-
halb des Phloems zu Sinkorganen transportiert (Miinch, 1930). Nach dieser Theorie entsteht durch

unterschiedlichen osmotischen Druck in Source- und Sinkorganen ein Massenstrom bedingt durch das
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Einstromen von Wasser in das Phloem im Sourcegewebe und der Entladung von Kohlehydraten und
gleichzeitigem Ausstromen von Wasser im Sinkgewebe.

Die Entladung von Transportassimilaten in Sinkgewebe kann anlog zur Beladung ebenfalls sym- oder
apoplastisch erfolgen und sich je nach Pflanzenspezies oder auch entwicklungsabhéngig unterscheiden
(Turgeon, 1989; Oparka, 1990; Viola et al., 2001). Dabei diffundieren symplastisch entladene Zucker
aus dem SE-GZ Komplex in das umgebende Gewebe, wo sie generell verbraucht, in Einfachzucker
gespalten und in der Vakuole zwischengespeichert oder zur Stiarkesynthese verwendet werden und so
der osmotische Gradient zum Sourcegewebe erhalten bleibt (zusammengefasst von Lalonde et al.,
2003). Die apoplastische Entladung erfolgt dagegen entweder direkt durch aktive Aufnahme von ange-
lieferter Saccharose durch Transporter an der Plasmamembran oder indirekt, indem die Saccharose
zuvor im Apolasten durch Invertasen gespalten wird und anschlieBend Hexosen importiert werden
(Williams et al., 2000).

1.2. Funktion, Aufbau und Regulation von symplastischen Zell-Zell Verbindungen

Als Zell-Zell Verbindungen in Pflanzen weisen PD eine gewisse funktionelle Ahnlichkeit zu ,,gap
junctions auf, welche aus Connexin-Einheiten bestehen und sowohl tierische als auch menschliche
Zellen verbinden (zusammengefasst in Lucas und Lee, 2004). Interessanterweise markierten Antikor-
per gegen ein Sduger-Connexin Plasmodesmata in Mais Mesocotyl, was auf Connexin-dhnliche Prote-
ine auch in PD hindeutet (Yahalom et al., 1991), wobei dies nicht weiter bestdtigt werden konnte.

PD ermoglichen nicht nur den interzelluldren Austausch von nierdermolekularen Stoffen wie
Assimilaten oder Salzen, sondern auch von grof3eren Molekiilen wie Proteinen. Generell werden Pro-
teine, welche PD durchqueren kénnen, als ,,non-cell-autonomous-proteins® (NCAPs) bezeichnet. Das
erste beschriebene NCAP war das Homeobox-Protein KNOTTED1 aus Mais (Lucas et al., 1995;
Kim et al., 2002b). Spater wurde der interzelluldre Transport von weiteren Proteinen wie einem Thio-
redoxin, Phloemproteinen aus Kiirbis oder auch Transkriptionsfaktoren wie SHORTROOT oder
LEAFY nachgewiesen (Ishiwatari et al., 1998; Balachandran et al., 1997; Nakajima et al., 2001;
Sessions et al., 2000). Der interzelluldre Transport von Transkriptionsfaktoren ist dabei essentiell fiir
die Differenzierung von Zellschichten bzw. fiir die Erhaltung der Meristem-Identitit, wie etwa im
apikalen Sprossmeristem durch LEAFY oder auch der Differenzierung von einzelnen Zellen, wie bei
Regulation der Wurzelhaarbildung durch CAPRICE (Sessions et al., 2000; Wada et al., 2002). Somit
sind plasmodesmale Verbindungen essentiell fiir die pflanzliche Entwicklung (Kurata et al., 2005a;
Lucas und Lee, 2004).

Das Phloem enthélt neben Proteinen auch verschiedene RNA-Spezies wie mRNA, aber auch micro
RNA (miRNA) und small interfering RNA (siRNA), wie Analysen von Phloemexudaten zeigten (zu-
sammengefasst von Kehr und Buhtz, 2007). Da Siebelemente iiber keine Translationsmaschinerie
verfiigen, scheint mRNA stattdessen mit dem Phloemstrom transportiert zu werden und als Distanz-
Signalmolekiil zu dienen (Ruiz-Medrano et al., 1999; Ueki und Citovsky, 2001). So zeigten Pfrop-
fungsexperimente einen Transport von GIBBERELLIC ACID INSENSITIVE oder eines KNOTTED1-
dhnlichen Homeobox-Transkripts innerhalb des Phloems (Haywood et al., 2005; Kim et al., 2001).
Dariiber hinaus wurde unter anderem fiir KNOTTEDI1 auch ein lokaler Zell-zu-Zell Transport der
entsprechenden mRNA gezeigt (Lucas et al., 1995). Der Nachweis nicht-kodierender miRNAs im
Phloem deutet darauthin, dass auch diese kleinen RNA-Molekiile als Teil der pflanzlichen Entwick-
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lungssteuerung mit dem Phloemstrom transportiert werden kdnnen. Allerdings konnte bisher kein
direkter Zusammenhang zwischen postranskriptioneller Regulation der Genexpression durch miRNA
und deren Phloemtransport nachgewiesen werden (Voinnet, 2005; Kehr und Buhtz, 2007). siRNA-
vermitteltes Silencing dient im Gegensatz dazu der systemischen Abwehr von Viren, wobei mogli-
cherweise einzelstrangige 21 nt (Nukleotide) lange siRNAs ein spezifisches Silencingsignal darstellen
konnten, welche entlang des Phloemstroms von Source- zu Sinkorganen verbreitet wird (Klahre et al.,
2002; Mlotshwa et al., 2002; Yoo et al., 2004; Tournier et al., 2006).

Somit sind PD nicht nur ein essentieller Bestandteil der Assimilatverteilung und der Regulati-
on der pflanzlichen Entwicklung, sondern auch in der systemischen Abwehr von Viren von Bedeu-
tung. Dagegen wird der plasmodesmale Transportweg auch von pflanzlichen Viren fiir deren lokale

und systemische Ausbreitung ausgenutzt (Kapitel 1.3).

1.2.1.  Struktur und Entstehung von Plasmodesmata

Plasmodesmata (PD) sind mit Plasmamembran ausgekleidete Poren, welche zwei benachbarte Zellen
verbinden und so eine symplastische Vernetzung herstellen. PD sind von modifiziertem Endoplasmati-
schen Reticulum (ER), dem Desmotubulus, durchzogen, welcher mit dem kortikalen ER verbunden ist
(Oparka et al., 1994a; Abb. 1A, B). Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten auerdem an der
Plasmamembran und dem Desmotubulus verankerte globulidre Proteine, die durch Speichen-artige
Strukturen verbunden sind (Ding et al., 1992a). Dariiber hinaus sind PD oft an den Poren6ffnungen
eingeschniirt (,,neck region®) und von einer ringférmigen Struktur (,,Spincter”) umgeben (Olesen,
1979). Primédre PD werden wihrend der Zytokinese durch die Einbettung von ER in die an der Zell-
platte entstehende Zellwand gebildet (Hepler, 1982). Diese einfachen PD bestehen zunéchst aus einem
einzigen Zytoplasmaschlauch durchzogen von ER und koénnen spiter zu verzweigten PD durch Ver-
bindung benachbarter Poren modifiziert werden, welche durch zwei oder mehr Kénale auf mindestens
einer Zellseite charakterisiert sind (Roberts und Oparka, 2003; Abb. 1C). Einfache PD sind vor allem
in jungem Gewebe vorhanden, wihrend sich in Sourcegewebe sehr viele verzweigte PD finden. Die
Entwicklung von einfachen zu verzweigten PD vollzieht sich dabei parallel zu der Entwicklung von
Sink zu Source eines Gewebes (Oparka et al., 1999; Roberts et al., 2001). Dariiber hinaus kommen
einfache PD vorwiegend in niederen Pflanzen wie Mosen und Algen vor (Bisalputra, 1966; Cook et
al., 1997), wihrend verzweigte PD evolutindr weiterentwickelte Strukturen darzustellen scheinen
(Lucas et al., 1993a; Franceschi et al., 1994).

Unabhingig von der Modifikation von primiren PD kommt es auch zu deren Neubildung durch bereits
existierende Zellwinde, sogennante sekundére PD (Ehlers und Kollmann, 2001; Faulkner et al., 2008),
wodurch der Makromolekiiltransport zwischen Zellen verstirkt werden kann (Roberts et al., 2001).
Generell scheint die ,,Dichte* von PD auch bei einer VergroBerung der Zellwandoberfldche bei der
Zellstreckung etwa konstant zu bleiben, was die Einfiihrung zusétzlicher Zell-Zell Verbindungen er-
fordert (Seagull, 1983). Die Bildung von sekundéren PD konnte dabei unter anderem durch Cytokinin
reguliert werden, da kiirzlich gezeigt werden konnte, dass die Applikation dieses Hormons zur Forma-
tion von neuen PD zwischen Zellen des apikalen Sprossmeristems in Sinapis alba fiihrte (Ormenese et
al., 2006). Da zuvor ein dhnlicher Effekt im Zuge der Bliihinduktion beobachtet worden war, scheint
Cytokinin an diesem Prozess beteiligt zu sein (Ormenese et al., 2000; 2002; 2006).
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Abb. 1: Aufbau von einfachen PD und Bildung verzweigter PD in Sourcegewebe. (A) Langsschnitt durch ein einfaches
Plasmodesma zwischen zwei benachbarten Zellen, welches von modifiziertem ER [Desmotubulus; DT] durchzogen ist und
einen zentralen Hohlraum mit flankierenden sogenannten ,,neck regions* aufweist; (B) Querschnitt; Plammamebran-
verankerte Proteine [schwarz] sind iiber speichenartige Proteinstrukturen [SP] mit Proteinen [dunkelgrau] am Desmotubulus
verbunden; (C) Entwicklung eines unverzweigten Plasmodesma in Sink iiber eine Zwischenstufe, bei der zunéchst benachbar-
te Kandle vebunden werden, bis hin zu einer verzweigten Form mit einem vergréferten zentralen Hohlraum [ZH] in Source-
gewebe; ML = Mittellamelle; PM = Plasmamembran; ZW = Zellwand; (A) und (B) modifiziert nach Ding, 1998 und Roberts
und Oparka, 2003, (C) nach Oparka et al., 1999.

Interessanterweise werden in der Alge Chara corralina alle PD nach der Zellteilung gebildet, was sehr
wahrscheinlich die partielle Auflosung der Zellwand einschlieft (Franceschi et al., 1994). Kiirzlich
wurde die Formation von sekunddren PD zwischen Trichomzellen in Tabak durch eine Kombination
von Gefrierbruch-Préparation und Elektronen- bzw. konfokaler Mikroskopie untersucht und mit einem
bioinformatischen Modell zur PD-Neubildung abgeglichen (Faulkner et al., 2008). Danach bilden sich
sekundire PD in direkter Ndhe zu bereits existierenden, wobei zwei Wege fiir deren Neubildung dis-
kutiert wurden. Einerseits konnte eine Léngsteilung erfolgen, indem zunéchst ein zweiter Desmotubu-
lus innerhalb einer vorhandenen Pore entsteht und sich durch die darauffolgende Ablagerung von
Zellwandmaterial zwei getrennte PD bilden. Andererseits wurde auch die de novo Bildung durch den
gleichzeitigen Abbau von Zellwandmaterial direkt neben existierenden PD von beiden Zellen aus und
die anschliefende Vernetzung von sich simultan bildenden Desmotubuli zwischen den beiden Zellen
diskutiert. Basierend auf der Bildung von neuen PD in direkter Ndhe zu bestehenden ldsst sich so die
postmitotische Bildung von Tiipfelfeldern erkléren, allerdings bleibt durch dieses Modell die Neubil-
dung von PD zwischen Zellen, welche nicht aus der Teilung einer Vorlduferzelle entstanden sind,
ungeklért.
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1.2.2.  Regulation des symplastischen Transports

Eine andere Form der Regulation des symplastischen Transports liegt in der Modulation der Aus-
schlussgrofe von Plasmodesmata, dem ,,Size exclusion limit* (SEL), welches die maximale Grofie von
Molekiilen, die PD passieren konnen, darstellt. Grundsitzlich wurde zunédchst das SEL von PD als
statisch angesehen, jedoch belegen viele Studien bis heute, dass sich die Ausschlussgro3e wahrend der
pflanzlichen Entwicklung und abhéngig von verschiedenen physiologischen Gegebenheiten stark un-
terscheidet (Crawford und Zambryski, 2001). So wird das SEL beispielsweise duch unterschiedliche
Stimuli wie der zytosolischen Calcium-Konzentration und Kélte oder osmotischem Stress beeinflusst
(Tucker und Boss, 1996, Holdaway-Clarke et al., 2000; Schulz, 1995). Andererseits kann sich das
SEL in Pflanzen auch entwicklungs- und gewebepezifisch unterscheiden (Roberts und Oparka, 2003).
Die Regulation der Offnungsweite von PD und der Anzahl von PD zwischen Zellen und Geweben
ermoglicht generell die Bildung von ganz oder teilweise isolierten symplastischen Dominen, was fiir
die pflanzliche Entwicklung entscheidend ist (McLean et al., 1997; Lucas und Lee, 2004). Daneben
zeigte die symplastische Verteilung von GFP (und davon abgeleiteten Fusionen), dass Sinkgewebe mit
einfachen Plasmodesmata durch ein hohes SEL und Sourcegewebe mit vor allem verzweigten PD
durch ein reduziertes SEL charakterisiert sind (Imlau et al., 1999; Oparka et al., 1999; Roberts et al.,
2001). Dies deutet daraufhin, dass PD durch die Anderungen von Struktur/SEL zur Regulation von
Assimilatverteilung und -transport zwischen Source- und Sinkorganen dienen (Lucas und Wolf, 1999).
Die Regulation des SEL ist bis heute nicht vollstindig aufgeklart und verstanden. Da Aktin
und Myosin in PD vorhanden sind (White et al., 1994; Radford und White, 1998), kénnte die Durch-
lassgrof3e fiir Molekiile durch eine Interaktion beider Proteine, dhnlich den Vorgédngen in tierischen
Muskeln, moduliert werden (Zambryski und Crawford, 2000; Oparka, 2004). So fiihrte die Depolyme-
risierung des Aktinskelletes zu einer Erhohung des SEL in Tabak Mesophyll (Ding et al., 1996). Zu-
dem wurde anhand der Diffusion von fluoreszenzgekoppelten Markern in Wurzeln von Weizen eine
Erhohung des SEL unter anaeroben Bedingungen beobachtet. Da dies zu einer Reduktion des ATP-
Levels fiihrt, konnte dies darauf hindeuten, dass Energie notig ist, um ein reduziertes SEL aufrechtzu-
erhalten (Cleland et al., 1994). In Ubereinstimmung damit wurde eine energieabhiingige Zell-zu-Zell
Diffusion von fluoreszierenden Markern nach Mikroinjektion in Staubgefdfie von Setcreasea purpurea
beobachtet (Tucker, 1993). Zudem wurde kiirzlich von einem unidirektionalen Transport von Molekii-
len durch PD an Trichombasiszellen in Tabak berichtet (Christensen et al., 2009). So zeigten die Auto-
ren anhand von Fluoreszenzmarkern und foto-aktivierbarem GFP in transgenen Tabakpflanzen, dass
ein Transport von Fluoreszenzmarkern von Epidermiszellen aus in Trichombasiszellen stattfindet,
jedoch nicht in umgekehrter Richtung. Diese Blockade schien ebenfalls energieabhéingig zu sein, da
sie durch Natriumazid aufgehoben werden konnte.
Alternativ scheint die reversible Anlagerung von Kallose in der Zellwand in den ,,neck regions* die
Offnungsweite von PD zu verindern (Levy et al., 2007a). So fiihrte zunichst das Silencing einer
B-1,3 Glukanase in Tabak durch ein antisense Konstrukt zur Akkumulation von Kallose und einer
reduzierten Zell-zu-Zell Diffusion von GFP (Iglesias und Meins, 2000). Ahnliches wurde bei dem
vollstdndigen Verlust eines derartigen Enzyms in Arabidopsis beobachtet, welches zudem an Plasmo-
desmata lokalisierte (Levy et al., 2007b). Desweiteren wurde berichtet, dass die Uberexpression eines
Kallose-binden PD-Proteins eine verstirkte Akkumulation von -1,3 Glukan an PD und ebenfalls eine
reduzierte Zell-zu-Zell Diffusion von GFP zur Folge hatte (Simpson et al., 2009b).
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Dariiber hinaus konnen Zellen im Verlauf der Differenzierung auch von umgebendem Gewebe irre-
versibel symplastisch isoliert werden. So werden anfangs vorhandene PD zwischen SchlieBzellen und
Epidermis durch Neu-Synthese von Zellwandmaterial einseitig verschlossen (Wille und Lucas, 1984;
Palevitz und Hepler, 1985), wihrend ein Verschluss von beiden Seiten mit Zellwandmaterial zu der
symplastischen Isolation von Xylem-Einheiten am Ende von deren programmierten Zelltod fiihrt
(Lachaud und Maurousset, 1996).

1.2.3.  Ungerichteter und gerichteter Transport durch PD

Man unterscheidet generell zwischen einem ungerichteten (durch Diffusion) und gerichteten Transport
durch PD (Zambryski und Crawford, 2000). Es wird angenommen, dass kleinere Molekiile PD inner-
halb des zytoplasmatischen Raums (,,cytoplasmic sleeve) zwischen Plasmamembran und Desmotu-
bulus abhéngig von ihrem hydrodynamischen Radius (Stokes Radius) passieren kénnen (Erwee und
Goodwin, 1983; Liarzi und Epel, 2005). Dabei wird dieser zytoplasmatische Raum durch helikal an-
geordnete globulédre und die speichenartigen Proteine in mehrere Mikrokanéle mit einem Durchmesser
von etwa 4 nm unterteilt (Botha et al., 1993; Lucas und Wolf, 1993; Fisher, 1999). Die Verbreitung
von 16slichen Molekiilen durch diese Mikrokanile scheint durch einfache Diffusion zu geschehen und
wurde vielfach anhand von fluoreszierenden Molekiilen in verschiedenen Geweben untersucht
(zusammengefasst in Liarzi und Epel, 2005).
Dagegen erlaubt auch das Lumen des Desmotubulus selbst offensichtlich eine Diffusion von Molekii-
len zwischen zwei Zellen, da nach der Injektion von fluoreszenzgekoppelten Dextranen in das ER
einer Zelle der Fluoreszenzmarker auch in benachbarten Zellen nachgewiesen werden konnte
(Cantrill et al., 1999). Zusitzlich zu der Diffusion im Lumen des Desmotubulus kénnen Makromole-
kiile auch entlang der Desmotubulusmembran durch PD gelangen (Guenoune-Gelbart et al., 2008). So
konnten die Autoren die Zell-zu-Zell Ausbreitung von in die ER-Membran integrierten GFP-
Fusionsproteinen zeigen, welche auf Grund der beobachteten Geschwindigkeit sehr wahrscheinlich
ebenfalls auf passiver Diffusion beruht.
Molekiile, welche grofer als das basale SEL sind, erfordern einen gerichteten Transport, welcher die
Interaktion mit PD-Komponenten und eine VergroBBerung des SEL einschlieit (Roberts und Oparka,
2003). In Ubereinstimmung damit wurden bis heute viele Proteine beschrieben, welche das SEL von
PD erhohen und deren Zell-zu-Zell Transport beobachtet werden konnte (zusammengefassst in
Oparka, 2004). Darunter sind sehr verschiedene Proteine wie ein Thioredoxin h, ein Cyclophilin, ein
MYB-ihnliches Protein (CAPRICE) oder auch ein Chaperon der HSP70-Klasse (Ishiwatari et al.,
1998; Gottschalk et al., 2008; Kurata et al., 2005b; Aoki et al., 2002). Letzteres konnte darauthin wei-
sen, dass der selektive Transport von bestimmten Makromolekiilen die Interaktion mit einem Chape-
ron erfordert (Haywood et al., 2002). Ubereinstimmend damit scheint der interzellulére Transport von
KNOTTEDI abhéngig von dessen Entfaltung zu sein, da ein durch Crosslinking nicht mehr entfaltba-
res Derivat dieses Proteins nicht mehr durch PD transportiert wurde (Kragler et al., 1998). Zudem
wurde ein Chaperon der HSP70-Klasse aus Phloemexudat von Cucurbita maxima beschrieben, wel-
ches das SEL von PD erhéhen kann und durch PD transportiert wird (Aoki et al., 2002).

Da auBlerdem die Interaktion von Makromolekiilen mit einem putativen Rezeptorprotein an
PD angenommen wird, wurde postuliert, dass ein selektives endogenes System fiir den interzelluldren

Transport von Makromolekiilen in Pflanzen existiert (Mezitt und Lucas, 1996; Oparka et al., 1999;
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Haywood et al., 2002; Lucas und Lee, 2004). Ein von Oparka (2004) vorgeschlagenes Modell postu-
liert den Transport von Makromolekiilen {iber Motorproteine entlang des Aktinskelletts zu und durch
PD. So konnte neben Aktin auch ein pflanzen-spezifisches Myosin (Myosin VIII - Familie) in PD
nachgewiesen werden, welches einerseits an der Regulation des SEL von PD beteiligt sein konnte
(Reichelt et al., 1999, Baluska et al., 2001a), jedoch andererseits auch direkt den Transport von Mak-
romolekiilen oder Vesikeln (Sekretion von PD-assoziierten Proteinen) zu PD vermitteln konnte
(Oparka, 2004). Dabei konnte die Selektivitit des Transports beispielsweise durch Rab-GTPasen er-
reicht werden. Rab-Proteine sind essentielle Komponenten des spezifischen selektiven Vesikel-
transports (zusammengefasst von Nebenfiihr, 2002) und scheinen nicht nur am Transport von Vesikeln
entlang des Zytoskeletts beteiligt zu sein, sondern auch am Transport von mRNA, wie fiir Rabl1 in
Drosophila gezeigt (Dollar et al., 2002). Im Zusammenhang damit fiihrte das Silencing eines Rab11-
Homologs in Tomate zu schweren Entwicklungsdefekten, welche moglicherweise auf einem gestorten
interzelluldren Transport von Transkriptionsfaktoren beruhen (Lu et al., 2001).

In Tabak konnte auBlerdem ein weiteres endogenes Protein, NINCAPP1 (Nicotiana tabacum NON-
CELL-AUTONOMOUS PATHWAY PROTEIN1), identifiziert werden, welches ER-lokalisiert ist,
den interzelluldren Transport endogener NCAPs ermoglicht und Teil des Makromolekiiltransports zu
sein scheint (Lee et al., 2003). Analog zu dem Transport von Proteinen konnten auch Elemente des
gerichteten RNA-Transports identifiziert werden. So wurde beispielsweise CmPP16 aus Kiirbis be-
schrieben, welches nicht nur den Transport seiner eigenen mRNA von Geleitzellen in Siebelemente
durch PD erméglicht, sondern auch den von anderen mRNAs (Xoconostle-Cazares et al., 1999). Dar-
iiber hinaus wurde ein Phloemprotein aus Kiirbis beschrieben, CmPSRP1 (PHLOEM SMALL RNA
BINDING PROTEINTI), welches den Zell-zu-Zell Transport von 25 nt langer einzelstrangiger RNA
ermoglicht und somit an der systemischen Verbreitung von Silencing-Signalen beteiligt sein konnte
(Yoo et al., 2004).

1.3. Virale Verbreitung in Pflanzen

Viele Erkenntnisse iiber den symplastischen Makromolekiiltransport wurden durch das Studium der
Verbreitung pflanzlicher Viren durch PD gewonnen, welche die Interaktion von viralen Proteinen mit
Wirtsproteinen vorraussetzt (Carrington et al., 1996; Lazarowitz und Beachy, 1999; Lucas, 2006).
Neben dem lokalen Zell-zu-Zell Transport geschieht die systemische Ausbreitung von Viren mit dem
Phloemstrom von Source nach Sink (Leisner und Turgeon, 1993). Dafiir ist der Eintritt von viralen
Partikeln in das Phloemsystem aus dem Mesophyllgewebe bei nicht-Phloem-begrenzten Viren essen-
tiell und dabei scheint die Passage zwischen Parenchym und Geleitzellen der entscheidende Schritt zu
sein, welcher auch die Wirtsspezifitit von Viren bestimmen konnte (Santa Cruz, 1999; Thompson und
Schulz, 1999).

1.3.1.  Zell-zu-Zell Transport

Viele pflanzliche Viren kodieren fiir spezialisierte Transportproteine (,,Movement Proteins®, MPs),
welche an PD lokalisieren und den intra- und interzelluldren Transport von Ribonukleoprotein-

komplexen oder vollstindigen Viruspartikeln ermoglichen (Ghoshroy et al., 1997; Lazarowitz und
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Beachy, 1999). Dazu interagieren MP nicht nur mit Elementen des pflanzlichen Makromolekiiltrans-
ports, sondern sind auch in der Lage an PD zu assoziieren und deren basales SEL zu erhdhen (zusam-
mengefasst in Ding, 1998; Haywood et al., 2002). So konnte beispielsweise eine Erhéhung des SEL
von etwa 1 kDa in Tabak Mesophyll auf 10 kDa durch die stabile Expression des Tabak Mosaik Virus
(TMV) MP gezeigt werden (Wolf et al., 1989).

Grundsitzlich weisen MP verschiedener Virusfamilien in Bezug auf ihre Sequenz keine groBen Uber-
einstimmungen auf und nutzen offensichtlich unterschiedliche endogene Transportwege und —
mechanismen (Taliansky et al., 2008). Einige Viren kodieren fiir ein einziges MP, welches den Trans-
port eines Ribonulkleoproteinkomplexes zu und durch PD ermdéglicht, was beispielsweise fiir Toba-
moviren zutrifft, darunter das bis heute am besten molekular in Pflanzen untersuchte TMV (zusam-
mengefasst von Lucas, 2006). Daneben sind andere Virusfamilien wie die Hordeiviren (darunter der
potato mop top virus) bekannt, welche fiir zwei oder mehr Transportproteine kodieren, die zusammen
die Transportfunktion eines einzelnen MP erfiillen (McGeachy und Barker, 2000; Morozov und Solo-
vyev, 2003). Dariiber hinaus benétigen unter anderem Potexviren (potato virus x) neben ebenfalls
zwei oder mehr MPs zusitzlich ein Capsidprotein fiir den Zell-zu-Zell Transport (Chapman et al.,
1992). Bei Potyviren wirken dagegen vier Proteine, ein Capsidprotein, eine Protease, ein ,,cylindrycal
inclusion® protein und ein ,,genome-linked* Protein (VPg) kooperativ zusammen, um einen viralen
Zell-zu-Zell Transport zu ermoglichen (Revers et al., 1999). Bei allen bisher genannten Viren ermog-
licht eine Interaktion von viralen mit plasmodesmalen Proteinen den Durchtritt von Ribonukleopro-
teinkomplexen oder auch Virionen durch PD. Dagegen bilden MPs bei dem cowpea mosaic virus
(Comoviridae) oder dem tomato spotted wilt virus (Tospoviridae) tubuldre Strukturen aus, welche PD
durchspannen und innerhalb derer der Transport von Virionen in benachbarte Zellen erfolgt
(Hull, 1992; Pouwels et al., 2004; Storms et al., 1995).

1.3.2. Interaktion viraler Transportproteine mit Wirtsproteinen

Grundsétzlich wurden Modelle fiir den MP-vermittelten intra- und interzelluldren Transport postuliert,
welche eine Beteilgung von ER, dem Aktinskelett und Motorproteinen einschlieen (Abb. 2; Boevink
und Oparka, 2005; Ju et al., 2005; Lucas, 2006). Zusitzlich wurde mehrfach die Interaktion von vira-
len MPs und Capsidproteinen mit DNAJ-dhnlichen Ko-Chaperonen der HSP40-Klasse beschrieben,
welche als Regulatoren von HSP70-Chaperonen gelten (zusammengefasst von Kelley, 1999), und was
ebenfalls auf eine Parallele zum endogenen Makromolekiiltransport hindeutet. So wurde eine Protein-
Protein Interaktion des tomato spotted wilt virus MP (NSm) und des potato mop top virus TGB2 MP
mit DNAJ-dhnlichen Proteinen aus Tabak und Arabidopsis beschrieben (Soellick et al., 2000; Haupt et
al., 2005). Kiirzlich konnte auflerdem die Interaktion von zwei DNAJ-dhnlichen Proteinen aus Tabak
(NtCPIP1 und NtCPIP2a) mit dem Capsidprotein von potato virus y gezeigt werden (Hofius et al.,
2007), welches in diesem Virus essentiell fiir den interzelluldren Transport ist (Dolja et al., 1994). Die
stabile Uberexpression von beiden Proteinen ohne J-Doméne fiihrte in Tabak zu drastisch erhohter
Virusresistenz und einer verringerten Zell-zu-Zell Ausbreitung von potato virus y (Hofius et al.,
2007). In Ubereinstimmung mit der Bedeutung von Chaperonen fiir die Ausbreitung viraler Infektio-
nen in Pflanzen kodiert das beet yellows closterovirus fiir ein eigenes Chaperon der HSc70-Klasse,
welches an PD lokalisiert und fiir die virale Ausbreitung essentiell ist (Medina et al., 1999;
Peremyslov et al., 1999).
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Abb. 2: Maogliche Virus — Wirt Interaktionen bei dem intra- und interzelluliiren Transport von viralen Ribonukle-
oproteinkomplexen. (a) Die Replikation vieler pflanzlicher Viren erfolgt am ER in Replikationskomplexen [RK], wobei
durch eine Replikase gebildete, virale RNA von Transportproteinen [MP] gebunden wird und mit pflanzlichen und viralen
Proteinen assoziiert ist; (b) die Ribonukleoproteine bewegen sich moglicherweise am ER in Richtung PD; (¢) MPs kénnten
an periphere Assoziationspunkte [AP] oder Calretikulin [C] binden; (d) durch die Assoziation von MP mit Zellwand-
modifizierenden Enzymen wie Pektinmethylesterasen [P] konnte die Struktur der Zellwidnde [ZW] um PD aufgel6st werden;
(e) Hsp70-dhnliche Proteine konnten dann die MP-RNA-Komplexe durch PD transportieren; (f) im spéteren Infektionszyklus
werden MP wahrscheinlich degradiert, moglicherweise im Zusammenhang mit einer massiven Assoziation an Mikrotubuli;
unter Umsténden ist Calretikulin an der Entfernung des TMV-MP aus dem ER fiir die Degradation durch das Proteasom

beteiligt; modifiziert nach Boevink und Oparka, 2005.

Dagegen wurde in zwei unabhingigen Interaktionsstudien eine Wechselwirkung von MPs von TMV,
turnip vein clearing virus und cauliflower mosaic virus mit einer Pektinmethylesterase beschrieben
(Dorokhov et al., 1999; Chen et al., 2000). Das Silencing dieses Enzyms in Tabak konnte aulerdem
die systemische Ausbreitung von TMV in Tabak unterbinden (Chen und Citovsky, 2003). Dabei wur-
de von Oparka (2004) angenommen, dass das TMV MP durch die Interaktion mit diesem Wirtsprotein
zu der Zellwand und in die Ndhe von PD transportiert wird, aber keine direkte Funktion dieses En-
zyms bei dem interzelluliren Transport vorliegt. Ahnliches wurde auch fiir die Interaktion des TMV
MP mit Calretikulin, einem ER-Lumen Protein welches in der Nihe von PD lokalisiert (Chen et al.,
2005), postuliert (Waigmann et al., 2004). Allerdings konnte die Interaktion mit Zellwand-
modifizierenden Enzymen wie Pektinmethylesterasen auch zu einer partiellen Verdnderung der Zell-
wandstruktur an oder um PD fiihren und so den Durchtritt von viralen Partikeln erleichtern (Boevink
und Oparka, 2005).
Neben dem Studium des Transports von vielen Viren in Pflanzen wurde TMV als Modellorganismus
besonders intensiv untersucht. TMV wird demnach am ER repliziert und als Ribonukleoprotein-
komplex durch sein 30 kDa MP (MP30) von Zelle zu Zelle durch PD transportiert, wobei auch der
interzelluldre Transport von groBeren viralen Replikationskomplexen berichtet wurde (Heinlein et al.,
1998; Citovsky et al., 1992; Lucas, 2006; Kawakami et al., 2004). Die Lokalisation des TMV MP30
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an PD und die virale Ausbreitung durch diese scheint aufgrund von Inhibitorstudien und Protein-
Protein Interaktionsstudien abhdnig von Mikrofilamenten zu sein, weshalb ein Aktin-/Myosin-
abhdngiger Zell-zu-Zell Transportmechanismus fiir TMV angenommen wurde (Heinlein et al., 1995;
McLean et al., 1995; Gillespie et al., 2002; Kawakami et al., 2004; Boevink und Oparka, 2005; Liu et
al., 2005). Dariiber hinaus ist ein funktionelles ER essentiell fiir die PD Lokalisation von MP30, je-
doch nicht ein Golgi-Vesikel-basierter Transport, wie detaillierte Inhibitorstudien zeigen konnten
(Wright et al., 2007).

Unklar ist noch immer die Rolle von Mikrotubuli bei der symplastischen Verbreitung von TMV. Un-
bestritten interagiert das TMV MP30 mit Mikrotubuli und auch zwei Mikrotubuli-bindenden Protei-
nen, wobei die Interaktion mit einem dieser Proteine, MPB2C, essentiell fiir die Assoziation von
MP30 an Mikrotubuli ist (Gillespie et al., 2002; Curin et al., 2007; Brandner et al., 2008). Die tran-
siente Uberexpression von MPB2C fiihrte auBerdem zu einer verstéirkten Assoziation von MP30 mit
Mikrotubuli und reduzierte gleichzeitig den Zell-zu-Zell Transport des viralen Transportproteins
(Kragler et al., 2003). Dariiber hinaus fiihrte auch die stabile Uberexpression des Arabidopsis-
Homologs AtMBP2C zu einer erhohten Resistenz gegeniiber einem Tobamovirus (oilseed rape mo-
saic virus), jedoch nicht die Resistenz gegen den cauliflower mosaic virus, weshalb MBP2C offen-
sichtlich nicht generell bei der systemischen Verbreitung von Viren eine regulatorische Funktion
iibernimmt (Ruggenthaler et al., 2009). Nichtsdestotrotz konnte MPB2C somit als ein negativer Regu-
lator des interzelluldren Transports von MP30 und der sytemischen Infektion von TMV fungieren
(Kragler et al., 2003). Ubereinstimmend damit wurde aufgrund der Verwendung von Mikrotubuli-
Inhibitoren und dem RNAi-Silencing von Alpha-Tubulin berichtet, dass ein funktionelles Mikrotubuli-
Netzwerk nicht essentiell fiir den Zell-zu-Zell Transport von TMV ist (Gillespie et al., 2002; Kawa-
kami et al., 2004; Ashby et al., 2006). Stattdessen konnte diese Interaktion zu dem Proteasom-
vermittelten Abbau von TMV MP30 fiihren, worauf ebenfalls Inhibitorstudien in Tabak hindeuten
(Reichel und Beachy, 2000; Gillespie et al., 2002). Allerdings wurde diese Theorie mehrfach in Frage
gestellt, da beispielsweise an Mikrotubuli gebundenes TMV MP30 nicht ubiquitinyliert zu sein scheint
und in den vorangegangenen Inhibitorstudien das Mikrotubuli-Netzwerk moglicherweise nicht voll-
stindig zerstort wurde (Seemanpillai et al., 2006; Ashby et al., 2006). Stattdessen wurde kiirzlich auf-
grund von Analysen mit drei dimensionaler konfokaler Mikroskopie und diveresen Fluoreszenzmar-
kern postuliert, dass Mikrotubuli wichtig fiir die reversible Verankerung von MP30-RNA Partikeln
am ER und deren intrazelluldren Transport sein konnten (Sambade et al., 2008).

Insgesamt bleibt somit der genaue Mechanismus des interzelluldren Transports und der systemischen
Ausbreitung von pflanzlichen Viren im Allgemeinen und dem TMV im Besonderen noch immer un-
klar.

1.3.3.  Struktur und Modifikationen viraler Transportproteine

Aufgrund der zentralen Bedeutung viraler Transportproteine fiir den Zell-zu-Zell Transport und die
systemische Ausbreitung von Viren und deren Fahigkeit mit Elementen des pflanzlichen Makromole-
kiiltransports zu interagieren, wurden Aufbau und Modifikationen der MP in der Vergangenheit inten-
siv studiert.

Neben Studien an anderen viralen MPs wurde das TMV MP30 diesbeziiglich am intensivsten unter-
sucht. Friihe Analysen an MP30 identifizierten Abschnitte, welche wichtig fiir die Fahigkeit von
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MP30 sind, an PD zu binden, das SEL zu erhéhen oder virale RNA zu binden (Berna et al., 1991;
Waigmann et al., 1994; Citovsky et al., 1992). Rekombinantes MP30 wurde in E. coli exprimiert und
anschliefend fiir MS-Analysen verwendet, wodurch so zwei putative alpha-helikale Trans-
membranspannen in dem Protein identifiziert wurden (Brill et al., 2000). Deletionen in dem Bereich
dieser Membranspannen verhinderten iibereinstimmend damit die Membran-Assoziation von MP30
(Fujiki et al., 2006). Bereits zuvor war aufgrund der Assoziation des MP30 mit dem ER vermutet
worden, dass das TMV MP30 ein integrales ER-Protein darstellen konnte (Reichel und Beachy, 1998),
jedoch verfiigt es iiber kein Signalpeptid (Gafny et al., 1992). Daher konnte die bereits erwéhnte Inter-
aktion von MP30 mit einer Pektinmethylesterase oder Calretikulin, der Lokalisierung von MP30 im
ER dienen (Oparka, 2004; Waigmann et al., 2004).

Dariiber hinaus konnte auch eine Phosphorylierung von MP30 in vivo in Tabak Suspensionszellkultu-
ren bzw. in vitro durch eine Kinase in Zellwandfraktionen nachgewiesen werden (Watanabe et al.,
1992; Citovsky et al., 1993). Interessanterweise war die von Citovsky beschriebene Kinaseaktivitit
entwicklungsspezifisch reguliert und konnte nur in Zellwandfraktionen von Sourcebléttern, nicht aber
in Priparationen von Sinkgewebe beobachtet werden. Dies korreliert mit der Ausbildung von sekundé-
ren PD, an welche das TMV MP30 assoziiert. Im Zusammenhang damit wurden PD-assoziierte Kina-
sen in Tabak und Arabidopsis beschrieben (PAPK, PAPK1; PLASMODESMATA ASSOCIATED
PROTEIN KINASE!), welche nicht nur das TMV MP30 in vitro phosphorylieren konnten, sondern
auch endogene NCAPs (Lee et al., 2005). Interessanterweise konnte nachgewiesen werden, dass
Phosphorylierung und Glykosylierung von Kiirbis-Phloemproteinen, darunter auch das NCAP
CmPP16, notwendig fiir die Interaktion mit NCAPP1 sind, welches moglicherweise am interzelluldren
Transport von Makromolekiilen beteiligt ist (Taoka et al., 2007). Ferner zeigten die Autoren durch
eine Kombination von MS-, Mutationsanalysen und Ko-Injektionen mit F-Dextran, dass CmPP16 im
Phloem an zwei Aminosauren phosphoryliert ist und der Austausch dieser Phosphorylierungsstellen zu
dem Verlust der Fahigkeit von CmPP16 das SEL zu erhohen, fithrte. Daher postulierten Takoa und
Kollegen, dass die Phosphorylierung und eine mogliche antagonistische Glykosylierung der gleichen
Reste von NCAPs die Interaktion mit NCAPP1 und so deren interzelluldren Transport regulieren.

Um die funktionelle Bedeutung der Phosphorylierung des TMV MP30 zu untersuchen, wurde
dessen C-terminaler Teil deletiert, welcher die drei nach Citovsky et al. (1993) in vitro phosphorylier-
ten Serin- und Threoninreste enthdlt (Waigmann et al., 2000). Koinjektionsstudien dieser Deletions-
form und F-Dextran zeigten, dass MP30 auch ohne diese Phosphorylierungen das plasmodesmale SEL
erhéhen konnte. Korrespondierend dazu wurden die drei Aminoséuren durch Asparagin ersetzt, um so
eine Phosphorylierung zu imitieren. Derart mutiertes MP30 war nicht mehr in der Lage, das plasmo-
desmale SEL zu erh6hen und TMV Varianten, welche fiir dieses mutierte MP30 kodieren, konnten
sich nicht mehr systemisch verbreiten, was auch spiter bei der Substitution eines weiteren Threonins
gegen Asparagin in MP30 beobachtet wurde (Karger et al., 2003).

Neben der Phosphorylierung des TMV MP30 wurde diese posttranslationale Modifikation auch fiir die
MP anderer Viren, wie dem tomato mosaic tobamovirus, cucumber mosaic virus oder potato virus x
beschrieben (Kawakami et al., 1999; Matsushita et al., 2000; Matsushita et al., 2002b; Modena et al.,
2008). AuBerdem wurde von der in vivo Phosphorylierung des potato virus a ,,genome-linked-
Proteins und des Capsidproteins berichtet (Ivanov et al., 2001). Die Modifikation des Capsidproteins
ist essentiell fiir den viralen Zell-zu-Zell Transport und auch die systemische Virusausbreitung dieses
Virus (Ivanov et al., 2003). Da die Phosphorylierung die Bindung von RNA durch das virale
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Capsidprotein stort, konnte auch hier diese Modifikation Einfluss auf die Stabilitdt des Ribonukleopro-
teinkomplexes und damit die virale Infektion haben (Ivanov et al., 2001; Ivanov et al., 2003). Dies
deutet an, dass diese Modifikation nicht nur bei einzelnen nahe verwandten Virusfamilien vorkommt,
sondern ein genereller Mechanismus bei der Regulation der Funktion viraler Transport- und

Capsidproteine ist.

1.4. Identifizierung von Komponenten des plasmodesmalen Transports

Aufgrund der zentralen Bedeutung des plasmodesmalen Transports fiir Assimilatverteilung, Entwick-
lung und die systemische Ausbreitung von Viren wurde in der Vergangenheit vielfach versucht, Kom-
ponenten dieses Transportweges zu identifizieren. Grundsétzlich wurde die Komplexitét des Aufbaus
von PD mit der von nukledren Poren verglichen, an deren Aufbau und Funktion sehr viele Proteine
beteiligt sind und womdglich Ahnliches fiir PD zu erwarten sein diirfte (Ghoshroy et al., 1997; Maule,
2008).

Eine zunéchst naheliegende experimentelle Vorgehensweise um Elemente des plasmodesmalen Trans-
ports zu isolieren, ist die Erzeugung und Charakterisierung von entsprechenden Mutanten. Allerdings
wird dies dadurch erschwert, dass Stérungen von Transportvorgidngen zu oder durch PD sehr wahr-
scheinlich zu Lethalitdt wéhrend der pflanzlichen Entwicklung filhren (Roberts und Oparka, 2003).
Daher wurde gezielt eine durch EMS (Ethylmethylsulfonat) erzeugte Arabidopsis-Mutanten-
Kollektion auf Individuen mit unnormal entwickelten Embryonen durchmustert, was auf Storungen
der embryonalen Entwicklung hindeuten wiirde (Kim et al., 2002a). Es konnten dann zwei Mutanten
identifiziert werden, welche ein vergroBertes SEL aufwiesen (increased size exclusion limitl, 2; isel,
2), wie die anormale Verteilung von fluorezierenden Dextranen im gesamten Embryo in spiten Emb-
ryonalstadien zeigte. Allerdings zeigten darauffolgende Analysen, dass ISE2 fiir eine putative RNA-
Helikase kodiert, welche im Zytoplasma in granuldren Strukturen lokalisiert (Kobayashi et al., 2007).
ise2 Embryonen weisen im Gegensatz zum Wildtyp neben einfachen auch verzweigte PD auf und es
wurde postuliert, dass ISE2 durch Anderungen im RNA-Metabolismus Einfluss auf Aufbau und Funk-
tion von PD hat. In einem weiteren Ansatz wurde die symplastische Verteilung von GFP fiir eine
Durchmusterung nach PD-Mutanten ausgenutzt. So wird GFP, welches unter Kontrolle des Geleitzell-
spezifischen Promotors AtSUC2 exprimiert wird, mit dem Phloemstrom in der Pflanze verteilt und
symplastisch in Sinkorganen wie etwa Wurzelspitzen entladen (Imlau et al., 1999). Daher wurden
AtSUC2pro::GFP exprimierende Arabidopsispflanzen ebenfalls mit EMS mutagenisiert und unter den
Nachkommen mehrere Mutanten identifiziert, in welchen die GFP-Entladung in Wurzelspitzen gestort
war (gfp arrested trafficking, gat), was auf eine verdnderte PD Funktion schliefen lésst
(Benitez-Alfonso et al., 2009). In einer dieser Mutanten, gatl, konnte das entsprechende mutierte Gen
identifiziert werden, welches fiir ein Thioredoxin kodiert. Da gatl Mutanten in der frithen Pflanzen-
entwicklung lethal und durch eine verstirkte Akkumulation von Kallose und Peroxiden gegeniiber
Wildtyppflanzen charakterisiert sind, konnte GAT1 in der Redox-Regulation der Funktion von PD
involviert sein (Benitez-Alfonso et al., 2009).

Alternativ dazu wurde auch versucht, PD-Komponenten proteinbiochemisch durch die Anreicherung
von PD in Zellwandpriparationen aus Mais, Arabidopsis oder der Griinalge Chara corallina zu isolie-
ren (Epel et al., 1995; Epel et al., 1996; Bayer et al., 2004; Levy et al., 2007b; Faulkner et al., 2005).

Aufgrund der Kontaminationen dieser Praparationen durch Zellwandproteine wurden spezifische Kan-
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didaten beispielsweise auf eine mogliche Lokalisation an PD hin iiberpriift. Dadurch konnten unter
anderem eine PD-lokalisierte Glukanase und ein Glukan-bindendes Protein identifiziert werden, wel-
che aufgrund von Mutanten- oder Uberexpressionsanalysen offensichtlich das SEL von PD modulie-
ren konnen (Levy et al., 2007b; Simpson et al., 2009b). Daneben wurde so auch eine Familie von zu-
vor unbekannten PD-assoziierten Proteinen (PLASMODESMATA LOCALIZED PROTEINI;
PDLP1) identifiziert (Thomas et al., 2008). Zwar ist die genaue Funktion dieser Proteine noch unbe-
kannt, jedoch konnte nachgewiesen werden, dass die Uberexpression von PDLP1a den Zell-zu-Zell
Transport von GFP reduzierte, wihrend das Gegenteil bei dem Verlust von zwei PDLP1-Proteinen
beobachtet wurde.
Um Proteine an oder in PD zu identifizieren, wurden in einem Grofansatz cDNA-Banken aus Nicotia-
na benthamiana an GFP fusioniert und iiber einen TMV-basierten Expressionsvektor in Tabakblatter
eingebracht und exprimiert (Escobar et al., 2003). Dabei wurde fiir 12 Fusionsproteine eine Lokalisa-
tion an PD nachgewiesen, wobei sich dies aber moglicherweise auf eine Reaktion gegen die virale
Infektion oder eine Misslokalisierung durch fehlende Signalsequenzen zuriickfiihren lassen konnte.
Neben den beschriebenen direkten Versuchen, PD-Proteine zu identifizieren, wurden auch
NCAPs fiir Interaktionsstudien verwendet, da diese iiber den plasmodesmalen Transportweg von Zelle
zu Zelle gelangen. So wurde beispielsweise das NCAP CmPP16 verwendet, um interagierende Protei-
ne aus Zellwandfraktionen von Tabak Suspensionskulturen zu isolieren, wodurch das unter 1.2.3 be-
schriebene NtNCAPP1 identifiziert werden konnte (Lee et al., 2003). Aufgrund der vielfach belegten
Assoziation von viralen MP mit PD und Elementen des Makromolekiiltransports wurde auch mit vira-
len NCAPs intensiv nach interagierenden Proteinen in Pflanzen gesucht. Konventionelle Hefe-Zwei-
Hybrid Studien zeigten beispielsweise die Interaktion von MPs mit DNAJ Ko-Chaperonen, einem
Protein homolog zu Kinesin und Myosin, oder Proteinen, welche ihrerseits mit einer 3-1,3 Glukanase
interagierten (Soellick et al., 2000; von Bargen et al., 2001; Fridborg et al., 2003). Dariiber hinaus
wurden durch ,,far western screening“ zwei putative Transkriptionskoaktivatoren als Interaktoren des
tomato mosaic virus MP identifiziert, was darauf hindeuten kénnte, dass Viren auch direkt Einfluss
auf die Genexpression im Wirt nehmen konnten, wie bereits zuvor postuliert (Matsushita et al., 2001;
Matsushita et al., 2002a; Aranda und Maule, 1998). Da das TMV MP30 mit dem ER assoziiert, ist fiir
dieses Protein moglicherweise die Detektion von membrangebundenen Interaktionen geeigneter als
das Hefe-2-Hybrid System. Daher wurde stattdessen das ,,SRS* in Hefe verwendet, welches sich auf
Interaktionen an der Plasmamembran stiitzt (yeast SOS recruitment system; Aronheim et al., 1997). So
konnte eine Interaktion von MP30 mit dem Mikrotubuli-bindenden Protein MPB2C nachgewiesen
werden (Kragler et al., 2003).
Insgesamt lieferten Studien an viralen MPs, insbesondere am TMV MP30, bereits viele Hinweise auf
mogliche Elemente des pflanzlichen Makromolekiiltransports. Allerdings wurden das MP30 und ande-
re MPs meist in Tabak untersucht. In der Literatur wurde bisher nur einmal die stabile Expression von
MP30 in Arabidopsis kurz erwihnt (Chen et al., 2005), jedoch liegen keine weiteren Daten zu dessen
intra- und interzelluldren Transport in dieser Modellpflanze vor. Daher wird nun im Folgenden das
17 kDa MP des potato leaf roll virus (MP17) beschrieben, welches bereits erfolgreich stabil in trans-
genen Arabidopsispflanzen exprimiert wurde (Kronberg et al., 2007).
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1.5. Das 17 kDa Movementprotein des potato leaf roll virus

Der potato leaf roll virus (PLRV) gehort zur Familie der Luteoviridae (Untergruppe Poleroviren) und
verfligt iiber ein 5,8 kb grofles einzelstrangiges (+) RNA Genom. Dieses ist am 5’ Ende kovalent mit
einem ,,genome linked* Protein (VPg) verbunden und kodiert fiir 6 Leseraster, wobei eine subgenomi-
sche RNA unter anderem Leseraster 4 enthélt, welcher in ein 17 kDa groBes Protein, dem MP17 trans-
latiert wird (Tacke et al., 1993). Die Funktion eines Transportproteins fiir MP17 wurde zunidchst auf-
grund von strukturellen Gemeinsamkeiten mit dem TMV MP30 wie der Fahigkeit, RNA zu binden,
oder der in vivo Phosphorylierung in transgenen Kartoffeln und der in vitro Phosphorylierung durch
eine membranstidndige Kinase postuliert (Tacke et al., 1991; Tacke et al., 1993; Sokolova et al., 1997).
Spéter konnte jedoch fiir das homologe Protein des zu PLRV verwandten barley yellow dwarf luteovi-
rus die Funktion eines viralen Transportproteins gezeigt werden und kurz darauf die plasmodesmale
Lokalisation von MP17 an PD in transgenen und mit PLRYV infizierten Kartoffelpflanzen (Chay et al.,
1996; Schmitz et al., 1997). Dariiber hinaus bewiesen Mikroinjektionsstudien in transgenen Tabak-
pflanzen, dass die stabile Expression von MP17 allein oder C-terminal fusioniert mit GFP
(MP17:GFP) das basale SEL von Mesophyll PD erhoht (Hofius et al., 2001). Die Expression von
MP17 in transgenen Pflanzen demonstrierte auch, dass dieses virale MP nur in Sourcegewebe an die
dortigen sekundiren verzweigten PD und nicht an einfache priméare PD in Sinkbléttern assoziiert und
dort statt dessen wahrscheinlich proteolytisch abgebaut wird (Hofius et al., 2001; Kronberg et al.,
2007). Eine Ausnahme bilden dabei Trichome, an deren PD MP17 auch in Sinkbléttern lokalisiert,
was sich durch die strukturellen Unterschiede der PD von Trichomen gegeniiber dem Mesophyll erklé-
ren lasst (Waigmann et al., 1997; Hofius et al., 2001). Die selektive Lokalisation an sekundire PD in
Sourcegewebe ist jedoch nicht einzigartig fiir MP17, sondern wurde auch fiir andere MP beschrieben
(Ding et al., 1992b; Itaya et al., 1998).

Bemerkenswerterweise wurde zunéchst in Tabak beobachtet, dass die stabile Expression von MP17
oder MP17:GFP zu reduziertem Wuchs und der Akkumulation von Kohlehydraten in Sourceblittern
aufgrund eines Kohlehydratexportblocks fiihrt (Herbers et al., 1997; Hofius et al., 2001). Dies resul-
tierte in der Ausbildung von Chlorosen in Sourcebléttern und Kotyledonen und konnte analog auch in
transgenen Arabidopsis nachgewiesen werden (Kronberg et al., 2007). Dabei besteht offensichtlich ein
direkter Zusammenhang zwischen der Akkumulation von Kohlehydraten, der vegetativen Biomasse
transgener Pflanzen und der Menge an MP17 Protein. So fiihrten hohe Mengen an MP17 zu einer star-
ken Akkumulation von 16slichen Zuckern und Stirke bei drastisch reduzierter Biomasse, wihrend ein
geringer MP17-Gehalt einen erhohten Export von Kohlehydraten aus Sourceblittern und eine gegen-
tiber dem Wildtyp (WT) vergroBerte Biomasse zur Folge hatte (Hofius et al., 2001; Kronberg et al.,
2007).

Dieser MP17-induzierte Phianotyp bietet die Mdglichkeit, Komponenten des intra- und interzelluldren
Makromolekiiltransports genetisch zu identifizieren. Hierzu wurden von D. Hofius (2003; Dissertati-
on) mit EMS mutagenisierte Arabidopsis Samen der Linie Col-16, welche MP17:GFP unter Kontrolle
des CaMV35S-Promotors exprimieren, nach einer Reversion des Mutanten-Phinotyps durchmustert.
Dazu wurden zunéchst 34.848 primir mutagenisierte Pflanzen (M1-Generation) in 24 Parentalgruppen
eingeteilt (LEHLE SEEDS; Round Rock, TX, USA) und spéter insgesamt etwa 84.000 Pflanzen der
M2-Generation begutachtet. Dadurch wurden 31 mégliche Suppressormutanten identifiziert, von de-
nen im Anschlu3 10 Linien durch K. Kronberg (2007; Dissertation) néher charakterisiert wurden.
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Durch die Verwendung von EMS, welches als chemisches Mutagen Einzelbasenaustausche oder klei-
nere Deletionen in der DNA zur Folge hat, sollte die Entstehung von ,,change of function* statt ,,loss
of function* Mutationen begilinstigt werden, um so Suppressormutanten zu erhalten, welche nicht emb-
ryo-lethal sind. Eine Wiederherstellung des urspriinglichen WT-Phénotyps konnte auf einer Mutage-
nese von Transportelementen (Makromolekiiltransport zu PD) oder direkt verdnderten PD-

Strukturkomponenten beruhen.

1.6. Zielsetzungen dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der pflanzliche Assimilat- und Makromolekiiltransport durch ver-

schiedene Ansétze unter Verwendung des viralen Transportproteins PLRV-MP17 untersucht werden.

A) Zunichst sollte der intrazelluldre Transport von MP17 zu PD in Sourcebléttern und dessen Absenz
in Sinkbldttern in transgenen Arabidopsispflanzen anhand von verschiedenen Inhibitoren des
pflanzlichen Transports und Proteinabbaus untersucht werden. Zum weiteren Studium von MP17
in Sinkgewebe sollten auBerdem transgene Kartoffelknollen verwendet werden. Analog zu der
Durchmusterung der EMS-mutagenisierten Arabidopsis-35S-MP17:GFP Pflanzen nach MP17-
Suppressormutanten, sollten die vorhandenen Samen der M2-Generation zu einer Durchmusterung
von Mutanten dienen, bei welchen MP17:GFP in Sinkblittern akkumuliert. Dadurch konnte die
genetische Identifizierung von pflanzlichen Faktoren moglich sein, die dafiir verantwortlich sind,
dass MP17 nicht in Sinkblattern nachweisbar ist. Dariiber hinaus sollte auch die plasmodesmale
Assoziation von MP17 und dessen Wirkung auf den Assimilattransport wihrend der Seneszenz
analysiert werden, was bisher noch nicht fiir virale MPs untersucht wurde. Da MP17 in vitro und
in vivo phosphoryliert wird, sollten auerdem die entsprechenden in planta Phosphorylierungsstel-
len von MP17 in transgenen Arabidopsis durch MS/MS-Analyse identifiziert werden, um so spéter
die Bedeutung dieser Modifikation fiir die Lokalisation/Funktion von MP17 und die virale Infek-
tion untersuchen zu kénnen.

B) In einem zweiten Ansatz sollten die entsprechenden Mutationen in den zuvor beschriebenen
MP17-Suppressormutanten durch Marker-gestiitzte Kartierung lokalisiert und so Wirtsfaktoren
identifiziert werden, welche fiir die plasmodesmale Assoziation von MP17 und den MP17-
induzierten Phinotyp essentiell sind. Dazu sollten aufgrund von Vorexperimenten ausgewihlte
Suppressormutanten verwendet und diese parallel weiter phanotypisch und molekular charakteri-
siert werden.

C) Zuletzt sollte eine erst kiirzlich beschriebene potentielle PD-Mutante, rsx1, unter Verwendung von
MP17 ndher untersucht werden. Die Mutante rsx1 (restricted sucrose exportl) weist eine T-DNA
Insertion in einer putativen Pektat-Lyase auf und zeigt einen Kohlehydratexportblock in Sour-
cebldttern parallel zu stark eingeschrinktem Wachstum (Yano et al., 2007). Da elektronenmikro-
skopische Aufnahmen ferner darauthin deuteten, dass die Struktur von PD im Phloem veréndert
ist, dem Ort der Expression von RSX1 (laut Promotor-GUS Analysen), folgerten die Autoren, dass
RSX1 als Zellwand-modifizierendes Enzym essentiell fiir die normale Ausbildung sekundirer PD
ist. Um dies zu iiberpriifen, sollte zunéchst untersucht werden, ob die plasmodesmale Assoziation
von MP17 in vaskuldrem Gewebe in rsx1 verdndert ist.
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2. Material und Methoden

2.1.

Wenn nicht anders aufgefiihrt,

Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

stammen die verwendeten Laborchemikalien, Enzyme und

Verbrauchsmaterialien von den Firmen Fermentas (St. Leon-Rot), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich
(St. Louis; USA), oder VWR (Darmstadt).

2.2.

Oligonukleotide und Sequenzierungen

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert und

Sequenzierungen von GATC (Konstanz) durchgefiihrt. Oligonukleotidsequenzen sind im Anhang

angegeben.
2.3. Organismen
2.3.1.

Arabidopsis thaliana

Tab. 2.1: Verwendete Arabidopsislinien.

Name Ausgangslinie/Okotyp | Transformations- Referenz
konstrukt

Col-0 Wildtyp, Okotyp Columbia-0 Lehle Seeds (Round Rock, USA)
Ler Wildtyp, Okotyp Landsberg erecta Lehle Seeds (Round Rock, USA)
at1g64360-KO (N552233) | Col-0 T-DNA Insertion Alonso et al., 2003
Col-16 Col-0 p35S-1 Kronberg et al., 2007
f10-3-1RR Col-16 EMS Kronberg, 2008; Dissertation
LerNMS8S Col-16, Ler (acht Riick- p35S-1 Transgen Kronberg, 2008; Dissertation

kreuzungen mit Ler-WT) aus Col-0
LEX112-26 Col-0 pLEX112-26 Schneidereit, 2005; Dissertation
LNM1031 LerNM8S / f10-3-1RR Kreuzung diese Arbeit
LNMI1211 LerNMS8S /nr 12-1-1RR Kreuzung diese Arbeit
LNM1741 LerNMS8S / nr 17-4-1RR Kreuzung diese Arbeit
nr 12-1-1RR Col-16 EMS Kronberg, 2008; Dissertation
nr 17-4-1RR Col-16 EMS Kronberg, 2008; Dissertation
rsx1 (N615982) Col-0 T-DNA Insertion Alonso et al., 2003
rsx1/ABD2 rsx1, ABD2:GFP Kreuzung diese Arbeit
rsx1/MP17 rsx1, Col-16 Kreuzung diese Arbeit
xrn4-3 (N514209) Col-0 T-DNA Insertion Potuschak et al., 2006

Xrn4-3xNM

xrn4-3, Col-16

Kreuzung

diese Arbeit
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Tab. 2.2: Arabidopsis-Markerlinien.

Bezeichnung Protein fusioniert an Lokalisation Referenz
CFP / GFP/YFP
ABD2:GFP ABD?2 (actin binding domain 2 von Fimbrin, A. F-Aktin Motes et al., 2005
thaliana)
HDEL:CFP N-terminales Signalpeptid (von wall- associated ER Nelson et al., 2007
kinase 2, A. thaliana), C-terminales HDEL-Signal
MANI1:YFP GmManl (Mannosidase 1 aus Glycine max) cis-Golgi Saint-Jore-Dupas et al., 2006
TUA6:GFP alpha-tubulin (aus A. thaliana) Mikrotubuli Ueda et al., 1999

Die Bezeichnung gibt auch das Fusionsprotein an, welches unter CaMV 35S-Promotor-Kontrolle exprimiert wird.

2.3.2.  Solanum tuberosum

Tab. 2.3: Verwendete Solanum tuberosum-Linien.

Name Transformationskonstrukt Referenz
S-35S-MP17:GFP.29 p35S-1 Hofius und Sonnewald S, unver6ffentlicht
Solara Wildtyp --- Vereinigte Saatzuchten EG (Ebstorf)

2.3.3. Anzucht von Pflanzen

Arabidopsis thaliana:

Nach der Aussaat erfolgte generell eine Stratifizierung bei 4°C fiir drei bis vier Tage. Arabidopsis
Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen (8 h Licht, 22°C ohne Regelung der Luftfeuchtigkeit)
oder unter Langtagbedingungen (16 h Licht, 22°C, 70% Luftfeuchtigkeit) bei einer Nachtabsenkung
auf 19°C in Percival-Lichtschrinken (CU-36L4; CLF PlantClimatics, Emersacker) bzw. in ,,Grow-
banks® (PlantMaster AGR2846 mit GroBanks; CLF PlantClimatics, Emersacker) auf Erde kultiviert.
Die Anzucht von Kartierungspopulationen erfolgte in einer Phytokammer (PlantMaster AGR2846;
CLF PlantClimatics, Emersacker) unter Kurztagbedingungen (70% Luftfeuchtigkeit).

Zur Anzucht von Arabidopsis auf Murashige and Skoog- (MS)-Medium (0,443% MSMO (w/v), Du-
chefa; 2% (w/v) Saccharose; 0,05% (w/v) MES; 0,8% (w/v) Phytagar; pH 5,7 KOH) wurden Samen
zundchst mit NaOCI oberflachensterilisiert. Dazu wurden die Samen in einem Eppendorfgefdll mit
100 pl 12% Natriumhypochlorit versetzt und 5 min gevortext. AnschlieBend wurde 1 ml steriles Was-
ser hinzugegeben, gevortext, fiir 1 min bei 14.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgezogen.
Danach wurde fiinfmal mit 1 ml sterilem Wasser gewaschen und die Samen zuletzt in steriler
0,1% Agarose aufgenommen. Mit einer 1000 ml Pipette wurden die Samen gleichméBig auf Agarplat-
ten verteilt. Die Anzucht von Pflanzen auf MS-Medium erfolgte bei 16 h Licht / 8 h Dunkelheit bei
21°C.

Nicotiana benthamiana / Solanum tuberosum:

Nicotiana benthamiana wurden auf Erde unter Gewachshausbedingungen angezogen: 16 h zusitzli-
ches Licht [250-300 mmol quanta/m*/s] bei einer relativen Luffeuchtigkeit von 60% - 70%, die Tem-
peratur betrug unter Tags etwa 22°C und Nachts 18°C.
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Die Anzucht von Solanum tuberosum auf Erde erfolgte in Gewdchshédusern analog zu N. benthamiana.

2.34. Bakterienstimme und Anzucht

Tab. 2.4: Bakterienstimme.

Stamm Genotyp/Resistenz Referenz

E. coli DH5a F/endAl hsdR17 (1, mg") gInV44 thi-1 recAl gyrA | Woodcock et al., 1989
(Nal") relAl A(laclZYA-argF) U169 deoR
(@80dlacA(lacz)M15)

E. coli TOP10 F-(tetr) mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 | Invitrogen (Karlsruhe)
DlacX74 deoR recAl araD139 D(ara-leu)7697 galU
galK rspL (StrR) end Al nupG

A. tumefaciens C58C1 | Rif} Van Larebeke et al., 1974

Die Kultivierung von E. coli erfolgte bei 37°C, die von Agrobacterium tumefaciens bei 28°C.

Zur Selektion wurden folgende Antibiotika-Konzentrationen eingesetzt:

Ampicilin: 100 pg/ml
Kanamycin: 50 pg/ml
Rifampicin: 50 pg/ml
Spectinomycin: 100 pg/ml
Streptomycin: 40 pg/ml

Sonstige Zusétze:

IPTG 40 uM
X-Gal 40 pg/ml

Alle Antibiotika/Zusdtze wurden in Wasser gelost, sterilfiltriert - mit Ausnahme von Rifampicin, we-
ches in DMSO (Dimethylsulfoxid) gelost wurde und X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactosid), welches in DMF (Dimethylformamid) geldst wurde - und den Medien nach dem Autokla-
vieren in entsprechender Konzentration hinzugefiigt.

2.3.5. Transformation von Arabidopsis

Die Transformation von A. thaliana wurde mit Hilfe des Agrobakterium-vermittelten Gentransfers
durchgefiihrt und die Transformation von Agrobakterien mit bindren Vektorplasmiden wurde entspre-
chend der Methode von Hofgen und Willmitzer, 1990 ausgefiihrt.

Zur Transformation von Arabidopsis nach der ,.floral dip* Methode wurden 250 ml YNB (Hefeextrakt
1 g/1, Bacto-Pepton 1 g/l und NaCl 1 g/l) mit Antibiotika zur Selektion mit 2 ml einer Vorkultur von
Agrobakterien angeimpft und iiber Nacht bei 28°C angezogen. AnschlieBend wurden 7,5 g Saccharose
und 200 ul Silwet (Lehle Seeds, Round Rock, USA) zugegeben. Nach Bedarf wurde drei bis vier Tage
zuvor der Bliitenstand der fiir die Transformation verwendeten Arabidopsis Pflanzen einmal zuriickge-
schnitten, damit die Pflanzen eine grofere Zahl an Bliitenstdnden und Bliiten entwickeln konnten.

Bliitenstand und Blatter wurden fiir 90 s in die Agrobakteriensuspension getaucht. AnschlieBend wur-
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den die Pflanzen fiir 6-8 h abgedeckt und wuchsen bis zum Ausreifen der Schoten weiter. Die Selekti-

onierung transgener Pflanzen erfolgte auf MS-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin.

2.4. Vektoren

Tab. 2.5: Ausgangsvektoren.

Name Resistenz | Referenz

p358-1 Kan® Hofius et al., 2001

pA7 Amp® Raéder et al., 1994
pA7-GUS Amp® Jungkunz, unver6ffentlicht
pA7-tdTomato Amp® Singer, unverdffentlicht
pBinAr Kan® Hofgen und Willmitzer, 1990
pBinAr-P19 Kan® Bornke, unverdffentlicht
pENTR-D/ Topo Kan® Invitrogen (Karlsruhe)
pFF19-GFP Amp® Timmermans et al., 1990
pK7FWG2 Sm®/SpR Invitrogen (Karlsruhe)
pRB35S-3xmyc Sm®/Sp® | Bartetzko et al., 2009
pRB-35S-c-myc-His-TEV-Biotin-TAG | Sm®/Sp® Volkert, unverdffentlicht

Tab. 2.6: Eigene Vektoren mit Ausgangsplasmid und eingefiigtem Insert.

Name Resistenz | Vektor / geschnitten Insert
pA7-MP17:GFPWT Amp"® pA7/ Asp718-BamHI MP17:GFP
pA7-MP17:GFP1031 | Amp® pA7/ Asp718-BamHI MP17:GFP
pA7-MP17:GFP1211 | Amp® pA7/ Asp718-BamHI MP17:GFP
pA7-MP17:GFP1741 | Amp® pA7/ Asp718-BamHI MP17:GFP
pA7-P19 Amp"® pA7 BamHI-Sall P19
pA7-RSX1 Amp"® pA7/ Asp718-Xbal RSX1
pK7FWG2-RSX1 Sm®/Sp® | pK7FWG2 / gateway RSX1
PMBH-MP17 Sm®/Sp® | pRB-35S-c-myc-His-TEV-Biotin-TAG / Asp718-Sall | MP17
PMH-MP17 Kan® pBinAr / Asp718-BamHI MP17-6xHis
pRBcmyc-RSX1 Sm®/Sp® | pRB35S-3xmyc / gateway RSX1

2.5. Allgemeine molekularbiologische Verfahren

Standardmethoden zur Analyse von DNA wie Restriktionsverdau, Dephosphorylierung durch alkali-
sche Phosphatase, Agarose-Gelelektrophorese, PCR, Ligationen und Transformation von E.coli wur-
den nach Protokollen des Herstellers und nach Anleitungen in ,,Molecular Cloning* (Sambrook et al.,
1989) durchgefiihrt.
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2.6. Aufreinigung von MP17:HIS

Zur Solubilisierung von MP17:HIS wurden mit fl. N, homogenisierte AtPMH2 Rossetten zunichst mit
dem dreifachen Volumen (w/v) NP40-Extraktionspuffer (2% NP40 (v/v), 100 mM Tris pH 8,0,
150mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM DTT, 1 Protease-Inhibitor Tablette auf 50 ml [Complete; Roche],
1:100 Phosphataseinhibitor-Cocktail I und II, [Sigma], 5 uM E-64 [Sigma]) gemischt. Losliche Prote-
ine wurden durch Zentrifugation (15.000 xg, 15 min, 4°C) abgetrennt. Das so erzeugte Pellet wurde
noch vier Mal mit NP40-Puffer gewaschen, um mdglichst reine Zellwdnde zu erhalten. Das Pellet
wurde anschlieBend in dreifachem Volumen (w/v) Harnstoff-Extraktionspuffer homogenisiert
(8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris, pH 8,0 mit NaOH) und bei 37°C und 1.400 rpm fiir
45 min inkubiert. Der durch eine Zentrifugation fiir 15 min (15.000 xg, RT) gewonnene Extrakt wurde
mit Nickel-NTA (ProBond™ Resin; Invitrogen, GroBbritannien) gemischt und fiir 75 min bei RT in
einem Uber-Kopf-Roller inkubiert. Danach wurden unspezifisch gebundene Proteine durch dreimali-
ges Waschen (Harnstoffpuffer, pH 6,3) entfernt und zuletzt gebundene Proteine durch zweimalige
Zugabe von 200 ul Harnstoffpuffer pH 6,3 + 100 mM EDTA eluiert.

Proteine wurden durch Zugabe von vierfachem Volumen eiskaltem Methanol/Chloroform (2:1 v/v)
30 min bei -20°C gefillt und nach Trocknung bei 40°C in 2x SDS-Probenpuffer (100 mM Tris/Cl pH
6,8, 20 mM DTT, 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) Glycerin, 0,05% (w/v) Bromphenolblau) gelost. Die Pro-
ben wurden anschlieBend 5 min bei 95°C gekocht und 2 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert. Zur Auf-
trennung der Proteine durch SDS-PAGE wurde ein 12,5%iges Gel (Acrylamid/Piperazin Diacrylamid
[fiir eine 30%ige Mischung wurde 0,4 g Piperazin Diacrylamid mit 37,5 ml 40% Acrylamid gemischt
und mit Milli Q auf 50 ml aufgefiillt]) verwendet (Schmidt et al., 2006). Das Gel wurde anschlieBend
fiir 60 min in 40% Methanol/7% Eisessig fixiert und danach nach Herstellerangaben fiir 75 min mit
colloidal Coomassie (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) geférbt. Zur Entfarbung wurde das Gel zweimal
15 min in jeweils frischem Milli Q Wasser geschwenkt, danach noch zusétzlich viermal 30 min. Zu-

letzt wurde das Gel eingescannt (CanoScan Lide 50) und so ein Foto angefertigt.

2.7. Beladung von Blittern mit Carboxyfluorescein

Zur Beladung von Carboxyfluorescein wurden abgeschnittene Blétter mit den Petiolen in Kappilaren
mit 2 mM Carboxyfluoresceindiacetat (Verdiinnung einer 13 mM Stammlosung in Azeton mit
H,0/5 mM KOH; Molecular Probes, Eugene, USA) eingefiihrt. Die Verteilung der Carboxyfluores-
cein-Fluoreszenz wurde dann nach 5-10 min mit einem Leica MZ16F Stereomikroskop, einer DFC480

Fluoreszenzkamera und dem IM500 Image Manager Softwareprogramm aufgenommen.

2.8. Bestimmung von loslichen Kohlenhydraten und Stirke

Fiir die quantitative Bestimmung von 18slichen Zuckern und Stdrke wurde Blattgewebe gleicher Fla-
che (0,332 cm?) mit 250 ul 80% (v/v) Ethanol bei 80°C fiir 90 min extrahiert. Die Bestimmung von
Glucose, Fructose und Saccharose im Uberstand erfolgte mit einem gekoppelten optisch-
enzymatischen Test (Stitt et al., 1989). Zur Stirkebestimmung wurde das extrahierte Gewebe zunéchst

mit 80% (v/v) Ethanol und anschlieBend nochmals mit H,O gewaschen und dann bei 50°C getrocknet.
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Das Gewebe wurde mit 200 ul 0,2 N KOH homogenisiert und fiir 90 min bei 95°C und anschlieBend
bei 4°C iiber Nacht aufgeschlossen und zuletzt ein pH-Wert von 5,5-6,0 mit 1 N Essigsdure eingestellt.
Die Quantifizierung der Stirke erfolgte nach Hydrolyse mit Amyloglukosidase (2 U/ml, Roche,
Mannheim) iiber Nacht bei 55°C durch die Messung der Glucoseeinheiten.

Maltose wurde in den Zuckerextrakten durch HPLC-Analyse gemessen wie von Bornke et al., 2001
beschrieben.

Die qualitiative Analyse der Stirkeverteilung in Bléttern transgener Arabidopsis-Pflanzen wurde mit
Hilfe der Jodfirbung durchgefiihrt. Dazu wurden zunéchst Blitter mit 80% (v/v) Ethanol bei 55°C
vollstandig entfarbt und anschlieend fiir 2-3 min mit Lugol 'scher Losung [1% (w/v) lod, 2% (w/v)
Kaliumiodid] inkubiert. Die Farbung wurde zuletzt durch Waschen der Blitter in H,0 abgestoppt.

2.9. Dialyse von MP17:HIS und A-Phosphatase-Verdau

100 ul MP17:HIS Eluat wurde an einer Dialysemembran (Molekulargewichtsabtrennung: 8 kDa)
schrittweise jeweils 24 Stunden gegen 4 M Harnstoff/5S mM Tris/Cl pH 6,3, 2 M Harnstoff/2,5 mM
Tris/Cl pH 6,3, 1 M Harnstoff/1,2 mM Tris/Cl pH 6,3 und zuletzt gegen 50 mM Tris/CI pH 6,8 dialy-
siert. Von diesem Dialysat wurden 10 pl mit oder ohne 400 Units A-Phosphatase (New England Bio-
labs, Ipswich) fiir 60 Minuten bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurden Proteine durch SDS-PAGE
(15% Acrylamid/Bisacrylamid) aufgetrennt und MP17 wie unter Kapitel 2.21 beschrieben mit anti-
MP17-Antiserum detektiert.

2.10. Fluoreszenzmikroskopie

Um Zellwinde anzufirben, wurde Pflanzenmaterial mit einer geséttigten Propidiumiodidlosung fiir
5 bis 10 min inkubiert und iiberschiissige Farbelosung anschlieBend mit 5-6 Waschschritten (H,O)
entfernt.

Um Pflanzengewebe fiir die Arbeit mit Wasserobjektiven zu fixieren, wurde es auf einen mit doppel-
seitigem Tesa-Fotofilm beklebten Objekttrager aufgebracht und dann sofort mit Wasser bedeckt. Fiir
konfokale Analysen wurde ein Leica TCS SP2 Laserscanning Mikroskop (Leica, Bensheim) einge-
setzt. Zur Anregung von GFP und Propidiumiodid wurde ein 488 nm 20 mW Argon Laser verwendet.
GFP wurde in einem Detektionsbereich von 497 bis 526 nm aufgenommen, Propidiumiodid von 598
bis 650 nm und Chlorophyllautofluoreszenz von 682 bis 730 nm. YFP wurde bei 514 nm angeregt und
in einem Bereich von 527 nm bis 561 nm und Propidiumiodidfluoreszenz bei dieser Anregungswellen-
lange von 616 bis 637 nm detektiert. Zur Anregung von CFP wurde ein Dioden-Laser (405 nm) ver-
wendet und Fluoreszenz zwischen 453 und 529 nm detektiert. Die erzeugten konfokalen Datensétze
wurden mit Leica Confocal Software 2.5 und Adobe Photoshop 7.0 nachbearbeitet.

Mikroskopische Durchlicht- und Fluoreszenzbilder wurden mit einem Leica MZ16F Stereomikroskop,
einer Leica DFC480 Fluoreszenzkamera und der Leica IM500 Image Manager Software aufgenom-
men. Zur Detektion von GFP-Fluoreszenz wurde ein Anregungsband von 480/40 nm (Mittel-
punkt/Durchmesser des Durchlassbereichs) verwendet und die Emission bei 535/50 nm detektiert oder

ein Langpass-Emissionsfilter LP 510 verwendet.
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2.11. Inkubation von Pflanzen und -gewebe mit Inhibitoren

Zur Inkubation von ganzen Arabidopsispflanzen wurden zunédchst Nunclon-Surface-24-Well Platten
(Nunc, Roskilde, Denmark) mit 0,75 ml MS-Agar pro Well befiillt, anschlieBend je 4 sterilisierte Ara-
bidopsissamen auf den Agar aufgesetzt und Samen/Pflanzen in einer Klimakammer unter Langtagbe-
dingungen angezogen (siche auch Kapitel 2.3.3). Brefeldin A, Clasto-lactacystin B-lakton, Colchizin
und Latrunculin B wurden in Stock-Konzentrationen in DMSO geldst (Tab. 2.7) und 1:1000 in fliissi-
gem MS-Medium verdiinnt. Davon wurden 1-1,5 ml pro Well oder als Kontrolle 0,1% DMSO in MS-
Medium zu 12 bis 18 d alten Arabidopsis in den 24-Well-Platten gegeben und mit einer Membran-
Vakuumpumpe (0,9 mbar) fiir 45 s vakuuminfiltriert. Darauthin wurden die Pflanzen wieder in die
Klimakammer verbracht und zwischen 20 min und bis zu 5 d nach Inkubationsstart mikroskopiert. Fiir
Westernanalysen wurden Proben gleichen Frischgewichts mit 2x SDS-Probenpuffer homogenisiert.
Alternativ wurden einzelne Blétter in 1,5 ml MS fliissig mit verdiinntem Clasto-lactacystin B-lakton
oder 0,1% DMSO analog Vakuum infiltriert und bis zu 8 h in einer Klimakammer (Kapitel 2.3.3) in-
kubiert.

Tab. 2.7: Wirkort der eingesetzten Inhibitoren und Referenzen zur Verwendung in Pflanzen.

Inhibitor Stock Konzentration | Wirkort Referenz

Latrunculin B 5 mM Aktinskelett Juetal., 2005

Brefeldin A 10 mg/ml ER-Golgi Vesikeltransport Heinlein et al., 1998
Colchizin 0,1 M Mikrotubuli Gillespie et al., 2002
Clasto-lactacystin -lakton | 20 mM Proteasom-Komplex Reichel und Beachy, 2000

Alle Inhibitoren wurden in DMSO geldst und bei Inkubationen 1:1000 in fliissigem MS-Medium verdiinnt.

Zur Inkubation von parenchymatischem Kartoffelknollengewebe wurden mehrere runde Scheiben mit
einem Durchmesser von 9 mm und einer Dicke von etwa 1-2 mm ausgeschnitten und in fliissigem
MS-Medium kurz geschwenkt. AnschlieBend wurden die Scheiben in MS-Medium mit Clasto-
lactacystin B-lakton oder 0,1% DMSO gegeben und ebenfalls vakuuminfiltriert. Darauthin wurden die
Ansitze in eine Klimakammer (Klimakammer Langtag, siche Kapitel 2.3.3) verbracht und zwischen
1 h und bis zu 72 h nach Inkubationsstart mikroskopiert. Fiir Westernanalysen wurde je 60 mg Gewe-
be mit 2% NP40-Puffer homogenisiert (3:1 v/w; Kapitel 2.6, jedoch ohne Phosphataseinhibitoren und
E-64), zentrifugiert und Uberstiinde nach Mischen mit Limmli-Auftragspuffer zur SDS-Gel Beladung
eingesetzt. Alternativ wurde ebenfalls je 60 mg Gewebe mit PBS-Puffer (137 mM NacCl, 2,7 mM KCl,
8,1 mM Na,HPOy,, 1,7 mM KH,PO,, 10 mM DTT) homogenisiert und zur Abtrennung von unldslicher
Starke auf ein Saccharose-Kissen (50% w/v) iiberschichtet. Nach Zentrifugation (10 min bei 600 xg)
wurde der Uberstand erneut zentrifugiert (15 min bei 13.150 xg) und das so erhaltene Pellet mit

Lammli-Auftragspuffer gemischt.

2.12.  Lokalisierung des MP17:GFP Transgens durch Genome Walking

Die genomische Position des CaMV 35S5-MP17:GFP Transgens in Col-16 wurde unter Verwendung
des ,,Genome Walking-Kits*“ (Clontech Laboratories, California, USA) nach Herstellerangaben be-
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stimmt. Dazu wurden fiir beide T-DNA-Enden je zwei Ansétze mit unterschiedlichen Restriktionsen-
zymen durchgefiihrt (left border — EcoRV, Dral; right border — EcoRV, Pvull). Nach Amplifizierung
von Fragmenten mittels PCR und genspezifischen bzw. Adapterprimern wurden im Abgleich mit Kon-
trollreaktionen mit einzelnen Primern spezifische Fragmente in Topo PCR blunt II (Invitrogen, Karls-
ruhe) ligiert und sequenziert. Die das Transgen flankierende DNA-Sequenz wurde durch ,,Blast* ge-

gen das Arabidopsisgenom bestimmt.

2.13. Massen Spektrometrie

MP17:HIS Banden wurde mit einem Skalpell ausgeschnitten und in einer 96-Well-Platte reduziert,
alkyliert und mit Trypsin verdaut (nach Catrein et al., 2005; unter Verwendung eines ,,Digest Pro Sys-
tems*, Intavis, Kdln). Tryptische Peptide wurden mit 50% Acetonitril/0,1% TFA aus dem Gel extra-
hiert, fast vollsténdig in einer Speed Vac getrocknet und anschlieBend in einem endgiiltigen Volumen
von 30 pl 0,1%TFA aufgenommen. Vor der weiteren Analyse der Probe wurde alternativ zuvor ein
zusitzlicher Verdau mit Chymotrypsin durchgefiihrt. Proben (je 25 pl) wurden mit einem nanoHPLC
System (Eksigent, Dublin, USA) gekoppelt an ein ESI LTQ Orbitrap Massenspektrometer (Thermo
Fisher, Waltham, USA) analysiert (Tegha-Dunghu et al., 2008).

Die MS/MS Spektern wurden unter Verwendung von ,,Mascot* (Matrix Science; Perkins et al., 1999)
mit der MP17:HIS Proteinsequenz verglichen. Danach wurde das Spektrum jedes durch das Programm

identifizierten Phosphopeptids manuell analysiert.

2.14. Microarray Analyse

Die differentielle Transkriptomanalyse von rsx1 Petiolen wurde mit 4x44K Arabidopsis V3 Microar-
ray Chips und monochromer Cy3 cDNA Markierung durchgefiihrt (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA). 500 ng gesamt RNA wurden fiir die cRNA-Synthese nach Herstellerangaben verwendet
und es wurden je vier biologische Replikate von rsx1 und Wildtyp (Columbia-0) Petiolen hybridisiert.
Die Chips wurden mit einem Agilent DNA Microarray Scanner eingelesen und Daten mit dem “fea-
ture extraction”-Programm (v9.5.3.1) extrahiert. Die weitere Auswertung erfolgte mit dem
“GeneSpring GX 7.3.1”-Programm (Agilent). Nach der Normalisierung aller Gene in einer Probe auf
das 50ste Perzentil wurde die Intensitit jedes Gens durch den Median seiner Werte in allen Proben
geteilt. Das “Clustering” der Proben wurde mit einer ,,spearman condition tree“-Analyse tiberpriift.
Durch einen “Volcano Plot” wurden alle Gene, welche eine mindestens zweifach verdnderte Signal-
stiarke zwischen rsx1 und Wildtyp zeigten sowie in zumindest 4 von 8 Proben detektierbar waren, aus-

gefiltert und zuletzt ein T-Test (Annahme von ungleichen Varianzen, p < 0,05) angelegt.

2.15. Nachweis von sSRNA

Gesamt RNA wurde mit ,, Tri Reagent” (Ambion, Austin, USA) nach Herstellerangaben isoliert und
zuletzt in 50% Formamid aufgenommen. 30 pg RNA wurde 1:1 (v/v) mit RNA-Ladepuffer (1x TBE
[89 mM Tris, 89 mM Borat, 2 mM EDTA], 12% [w/v] Ficoll 400, 0,01% [w/v] Bromphenolblau,
0,02% [w/v] Xylencyanol, 7 M Harnstoff) gemischt, 5 min bei 80°C denaturiert und fiir etwa 4 h auf
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einem 20%igen TBE-PAA-Gel (Anamed, Darmstadt) aufgetrennt. AnschlieBend wurden Nukleinsiu-
ren bei konstant 300 mA auf eine Biobond-Plu™SS Membran (Sigma, St Louis, USA) transferiert und
ein Crosslinking mit 300 uJ durchgefiihrt (UV-Crosslinker; Vilber Lourmat, Eberhardzell). Fiir Gel-
lauf und Blotting wurde eine XCell-SureLock Kammer mit einem XCell-IIBlot Module (Invitrogen,
Karlsruhe) verwendet. Die Hybridisierung mit einer [a-32P]-dCTP (Amersham Pharmacia Biotech)
radioaktiv markierten cDNA-Sonde wurde in ,,PerfectHyb Plus“-Puffer (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
ausgefiihrt und spezifische Signale durch Auflegen eines Rontgenfilms detektiert. Als Ladekontrolle
diente 25S rRNA, welche nach Auftrennung von Aliquots der RNA-Proben auf einem Formaldehyd-
RNA-Gel mit Ethidiumbromid gefarbt wurde.

2.16. Nachweis von SSLP- und CAPS-Markern

Alle verwendeten SSLP-Marker wurden grundsétzlich per PCR mit einer Annealingtemperatur von
55°C und 40 Zyklen amplifiziert. Dazu wurde entweder eine selbst hergestellte, rekombinante Poly-
merase aus Thermophilus aquaticus (Puffer: 10 mM KCl, 20 mM Tris/Cl, 10 mM (NH4),SOy),
2 mM MgSO,, 0,1% Triton X-100, pH 8,8) oder Tag-Polymerase (New England Biolabs, Ipswich,
USA; Puffer: 10 mM KCl, 20 mM Tris/Cl, 16 mM (NH4),SOy4), 2 mM MgSOy, 0,1% Tween 20,
pH 8.,5) verwendet. Die Auftrennung der PCR-Fragmente erfolgte auf 2,5%igen TBE-Agarosegelen.
CAPS-Marker wurden amplifiziert, mit dem entsprechenden Restriktionsenzym (2 Units Enzym pro
20 ul PCR-Reaktion) fiir 90 min verdaut und auf einem TBE-Agarosegel aufgetrennt. Zur Unterschei-
dung der Okotyp-spezifischen Allele/Restriktionsmuster wurden stets Kontrollreaktionen mit DNA
von beiden Wildtypen und heterozygoten Pflanzen mitgefiihrt.

2.17. Quantifizierung von Kallose

Kallose wurde in Blattsegmenten von Arabidopsis (0,64 cm?) fluorometrisch quantifiziert (Kohle et
al., 1985). Die Messung der Fluoreszenz wurde an einem FLX-800 (Bio-Tek, Bad Friedrichshall) bei
einer Anregung von 400/30 nm und einer Emission von 508/20 nm (Mittelpunkt des Durchlassbe-
reichs/Durchmesser des Durchlassbereichs) durchgefiihrt. Die Quantifizierung der Kallose erfolgte
durch Vergleich der Fluoreszenz mit definierten Mengen an B-1,3-Glucan-Pachyman (ICN Biomedi-
cals, Irvine, CA) und die Menge an Kallose wurde als ,,ug B-1,3-Glukan-Pachyman-Aquivalente*

angegeben.

2.18. Real-Time PCR Analyse

Transkriptlevel wurden mit einem Einfarben-Real-Time Detektionssystem, dem MyiQ-Programm und
iQ SYBR Green Supermix nach Herstellerangaben bestimmt (Bio Rad, Miinchen).

Zum Nachweis der Expression von MP17:GFP und RSX1 wurden voll-ausgewachsene Arabidopsis
Sourceblitter in Mesophyllgewebe (ohne sichtbare Leitbahnen) und in moglichst reine Mittelrip-
pen/Petiolen mit einem skalpell unter einem stereomakroskop getrennt. Fiir vergleichende Transkrip-
tomanalysen von rsx1 und Wildtyp wurde ausschlielich RNA aus Petiolen verwendet. Real-Time

PCR Analysen wurden mit cDNA Matrizen (Kapitel 2.19) durchgefiihrt und die relative Expression
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von Genen wurde auf die Transkriptmenge von AtAktin 2 oder Aktin2 (N. benthamiana) nach der
ACt Methode normalisiert. Fiir die Expressionsanalyse der miRNA- bzw. ta-siRNA-Ziele AFB2 und
ARF3 wurden Primerpaare verwendet, welche die jeweilige identifizierte Spaltstelle in der mRNA

iiberspannen.

2.19. Northern Blot und semiquantitative RT-PCR-Analyse

RNA aus Pflanzengewebe wurde mit einer Hochsalzpuffermethode in Eppendorf-Reaktionsgefdfien
isoliert (Logemann et al., 1987). Danach wurden 5 bis 25 pg Gesamt-RNA nach einem Denaturie-
rungsschritt in einem 1,5 % (w/v) Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt und durch Kapillartransfer
tiber Nacht auf eine GeneScreen Membran (NEN, Boston, USA) iibertragen. cDNA Fragmente wur-
den unter Verwendung des ,,High Prime-Kits* (Boehringer, Mannheim) und [a-32P]-dCTP (Amers-
ham Pharmacia Biotech) radioaktiv markiert. Die Hybridisierung der Membranen in Church-Puffer
wurde wie beschrieben (Chen et al., 2003) durchgefiihrt und spezifische Signale wurden durch Expo-
sition zwischen 8 h und 5 d gegen einen Rontgenfilm (Kodak) detektiert.

Fiir semi-quantitative RT-PCR-Analysen wurde ¢cDNA mit Puffern/Enzymen und oligo-dT-Primern
von Fermentas (St. Leon-Rot) nach Herstellerangaben synthetisiert und fiir PCR-Reaktionen einge-

setzt.
2.20. Transiente Expression von Fusionsproteinen in Pflanzen

Expression in N. benthamiana mittels Agroinfiltration:

Zur transienten Expression von Fusionsproteinen wurden mit dem entsprechenden Plasmid transfor-
mierte Agrobakterien iiber Nacht bei 28°C in 3 ml YNB [Hefeextract 1 g/l, Bacto-Pepton 1 g/l und
NaCl 1 g/l] mit den entsprechenden Antibiotika angezogen. Dann wurden 50 ml YNB (+ Antibiotika)
mit 500 pl 1 M MES ph 5,7 und 10 pl 100 mM Acetosyringon (gelost in DMSO) versetzt, mit 1 ml
der UN-Kultur angeimpft und UN bei 28°C inkubiert. Die Kultur wurde durch Zentrifugation
(5000 xg, 15 min, RT) geerntet und Agrobakterein in Infiltrationspuffer (10 mM MgCl,, 10 mM MES,
100 uM Acetosyringon) zu einer ODggo von 1,0 resuspendiert. Nach einer Inkubation von 3 h bei RT
erfolgte die Infiltration der Suspensionen mit 1 ml Spritzen an der Blattunterseite von Nicotiana
benthamiana (Alter: 5 bis 6 Wochen). Bei Doppelinkubationen wurden Kulturen vor der Infiltration
1:1 (v/v) gemischt.

Bei Koinfiltration mit Inhibitoren wurden direkt vor der Infiltration Inhibitor-Stock-Losungen in Tei-
len der Kulturen 1:1000 verdiinnt oder Kulturanteile zur Kontrolle mit DMSO (Endkonzentration
0,1% v/v) gemischt.

Ein bis vier Tage nach Infiltration wurden ausgewéhlte Blattsegmente am KLSM (Konfokales Laser-
scanning Mikroskop) untersucht oder Proben fiir Western/Northern Untersuchungen entnommen.

Transformation von Protoplasten:

Zur transienten Expression von RSX1:GFP wurden Arabidopsis Mesophyll Protoplasten isoliert und
mit pK7FWG2-RSX1 nach der PEG-Methode transformiert (Abel und Theologis, 1994). Anschlie-
Bend wurden die Protoplasten in Losung in Petrischalen dunkel bei 21°C fiir 1-2 Tage inkubiert und

zuletzt am KLSM Aufnahmen angefertigt.
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Biolistischer Beschuss von Arabidopsisblattern:

Um die intrazelluldre Lokalisation eines Proteins in Arabidopsis zu untersuchen, wurde ein entspre-
chendes GFP-Fusionsprotein transient mittels einer ,Particle Gun*“ (PDS-1000/HE; Bio Rad,
Miinchen) in Blattern exprimiert. Der Beschuss wurde grundsitzlich nach Herstellerangaben durchge-
fithrt. Dazu wurden Arabidopsisblitter mit der Blattunterseite nach oben auf Murashige and Skoog
Medium mit Mannitol (0,443 % MSMO (w/v) [Duchefa], 2% (w/v) Saccharose, 0,05% (w/v) MES,
0,8% (w/v) Phytagar, 0,1 M Mannitol; pH 5,7 KOH) plaziert und anschliefend mit Goldpartikeln
(1 pm) mit daran gebundener Plasmid-DNA durch Heliumiiberdruck (1100 psi) bei einem Abstand der
Blatter zum Stoppnetz von 9 cm beschossen.

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die beschossenen Blitter nach Inkubation auf dem MS-
Medium fiir 1 bis 2 d in einer Klimakammer (Kapitel 2.3.3) zunéchst auf GFP-Fluoreszenz mit einem
Leica MZ16F Stereomikroskop untersucht und ausgewéhlte Blattstiicke dann auf einen Objekttriger
tiberfiihrt und Bilder mit einem Leica TCS SP2 Laserscanning Mikroskop aufgenommen.

2.21. Western Blot-Analyse

Gewebeproben gleicher Blattflache (0,64 cm?, soweit nicht abweichend davon angegeben) von Arabi-
dopsis-Pflanzen wurden in 2x SDS-Probenpuffer [125 mM Tris-HCI, pH 6,8; 20 mM DTT; 20% (v/v)
Glycerin; 4% (w/v) SDS; 0,2% (w/v) Bromphenolblau] homogenisiert. Zelltriimmer wurden nach
einem Denaturierungsschritt (95°C, 10 min) abzentrifugiert (13.000 rpm, 2 min) und gleiche Volumen
des Uberstandes auf 12,5% (v/v) SDS-Polyacrylamidgelen iiber Gelelektrophorese aufgetrennt
(Laemmli, 1970). AnschlieBend wurden die Proteine auf Nitrocellulose-Membranen (Porablot, Mache-
rey-Nagel, Diiren) transferiert und diese Membran danach zunéchst fiir etwa 90 min in ,,Blocking®-
Puffer - TBS/T [20 mM Tris, 500 mM NaCl, 0,1% (w/w) Tween 20] + 5% (w/v) Milchpulver - blo-
ckiert. Nach dreimaligem Waschen der Membranen in TBS/T wurden diese liber Nacht mit anti-
MP17-Antiserum [1:5000], anti-c-myc-Antiserum [1:20000], anti-GFP-Antiserum [1:1000], oder anti-
Transketolase-Antiserum [1:4000; Henkes et al., 2001] (jeweils verdiinnt in TBS/T mit 1% (w/v)
Milchpulver) inkubiert. Die Entwicklung der Immunoblots erfolgte mit dem ,,Western blotting detecti-
on reagent“-Substrat (Amersham, Buckinghamshire, England) nach Inkubation (1 bis 2 h) mit ,,Horse-
radish Peroxidase* (HRP)-gekoppelten sekundéren Antikorpern [1:20000 verdiinnt in TBS/T mit 1%
(w/v) Milchpulver]. Antikorper-spezifische Signale wurden durch Exposition gegen Kodak Rontgen-
filme detektiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Analyse der plasmodesmalen Assoziation des PLRV-MP17 und dessen Wirkung
auf symplastische Transportprozesse

Da virale Movementproteine wie MP17 wie bereits beschrieben sehr wahrscheinlich wirtseigene
Transportsysteme zu PD ausnutzen, bietet das Studium der plasmodemalen Assoziation von MP17 die
Moglichkeit, den pflanzlichen intra- und interzelluldren Transport von Makromolekiilen zu erforschen.
Daher sollte die Lokalisation von MP17 an PD und dessen Wirkung auf die symplastische Assimilat-
verteilung in verschiedenen Blattstadien analysiert werden, um so Hinweise auf Anderungen von
Struktur und Funktion von PD wéhrend der Pflanzenentwicklung zu erhalten.

Dazu wurden zu Beginn der intrazelluldre Transport und Abbau von MP17 in Arabidopsis durch Inhi-

bitorstudien untersucht.

3.1.1. Inhibitorstudien zur Untersuchung des intrazelluliren Transports von MP17 in

Arabidopsis

Um den intrazelluldren Transport von MP17 in vivo in Source- und Sinkgewebe zu untersuchen, wur-
den komplette transgene Arabidopsispflanzen, welche stabil ein MP17:GFP Fusionsprotein exprimie-
ren (Col-16; Kronberg et al., 2007) mit Inhibitoren der Zytoskelett-Organisation (Aktin, Mikrotubuli),
des ER-Golgi-Sekretionssystems und des Proteasom-Komplexes behandelt (Kapitel 2.11). Dazu wur-
den Arabidopsispflanzen auf MS-Medium in 24-Well Platten angezogen, um das notwendige Inhibi-
torvolumen zu minimieren. Zur Inkubation mit Inhibitoren wurden die Pflanzen mit Inhibitorlésung
(in fliissigem MS-Medium) bedeckt und diese kurz Vakuum-infiltriert. Die Wirkung der Inhibitoren
wurde in Blittern verschiedener Entwicklungsstadien untersucht: Zur Analyse von Sinkgewebe wur-
den Blitter mit einer Lange von maximal 1,5 mm (Blattbasis bis Spitze) und von Sourcegewebe Blét-
ter mit mindestens 4 mm Lénge verwendet. Aullerdem wurden mittelgro3e Blitter mit einer Lange
von 2,0 bis 2,5 mm untersucht, welche sich im Ubergang der Entwicklung von Sink zu Source, begin-
nend an der Blattspitze, befinden. Diese Definition der drei Blattentwicklungsstufen stimmt mit vo-
rangegangenen Untersuchungen des Expressionsprofils des Source-spezifischen AtSUC2 Promotors
iiberein und wurde zusitzlich durch die parallele Anzucht von AtSUC2-Promotor:GFP Pflanzen besti-
tigt (Truernit und Sauer, 1995; Imlau et al., 1999).

3.1.1.1. Zerstorung des Aktinskeletts

Um die Beteiligung von Mikrofilamenten an Transport und Abbau von MP17 zu untersuchen, wurde
das Aktinskelett durch Latrunculin B (LatB) zerstdrt. Dieses Makrolid depolymerisiert F-Aktin in
eukaryotischen Zellen und zerstort so das Aktinskelett (Gibbon et al., 1999). Um die Wirkung von
LatB in dem hier verwendeten Inkubationssystem zu testen, wurden Arabidopsis 35S-ABD2:GFP
Pflanzen verwendet. Diese Linie exprimiert ein Fusionsprotein (ABD2:GFP) bestehend aus einem
Aktin-bindenden Protein (ABD2, actin binding domain 2 von Fimbrin) und GFP, wodurch das Aktin-
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netzwerk fluoreszenzmarkiert ist (Motes et al., 2005; Abb. 3A). Eine Analyse am Konfokalen Lasers-
canning Fluoreszenz Mikroskop (KLSM) zeigte, dass das Aktinnetzwerk einen Tag nach Inkubation
mit LatB vollstindig aufgelost war (Abb. 3B).

Aktin - Latrunculin B ER-Golgi - Brefeldin A
+LatB (¢} (H’ +BFA

+LatB

(M)-LatB +LatB (N) WT -BFA +BFA
— e TK _”- TK

S | 7:GFP S S MP17:GFP

Abb. 3: Wirkung von Latrunculin B und Brefeldin A auf die plasmodesmale Lokalisation von MP17:GFP. Alle Bilder
von Epidermiszellen wurden mit einem Leica TCS SP2-CLSM aufgenommen. MP17:GFP-, ABD2:GFP- oder MAN1:YFP-
Signale sind in Griin, Zellwénde und Zellkerne wurden mit Propidiumiodid geférbt und in Rot dargestellt; (A-F) Behandlung
mit 5 uM LatB; (A) Visualisierung von Aktin durch ABD2:GFP; (B) Inkubation von ABD2:GFP Pflanzen mit LatB fiihrte
nach 1 d zur Zerstérung des Aktinskeletts; (C) Lokalisation von MP17:GFP an PD in Sourcebléttern nach Inkubation mit
0,1% DMSO; (D) reduzierte plasmodesmale Assoziation des Fusionsproteins an PD nach 5 d LatB; (E) Aggresomen-
dhnliche Struktur [Pfeil] nach 8 h LatB Inkubation [die GFP-Fluoreszenz wurde gegeniiber (C,D) unter reduzierter Belich-
tung aufgrund der hohen Fluoreszenzstirke in dem Aggregat aufgenommen]; (F) Agrobakterien-vermittelte transiente Ex-
pression von MP17:GFP in N. benthamiana Epidermiszellen; Lokalisation von MP17:GFP im Zytoplasma und sehr wahr-
scheinlich im Nukleus [Pfeilspitze] bei Koinfiltration von LatB; (G-L) Inkubation mit 10 ug/ml BFA; (G) Lokalisation von
MANI1:YFP in Golgi-Vesikeln; (H) aggregierte Golgi Stapel bzw. ER-Golgi-Subkompartimente nach 20 min Inkubation mit
BFA; (I) MP17:GFP lokalisierte an PD in Sourcebldttern bei Behandlung mit 0,1% DMSO; (J) reduzierte PD-Lokalisation
nach 72 h Inkubation mit BFA; (K) PD-Lokalisation von MP17:GFP nach Agrobakterien-vermittelter transienter Expression
in N. benthamiana und Koinfiltration mit 0,1%DMSO nach 48 h; (L) Akkumulation von MP17:GFP in Zytoplasma und Kern
[Pfeilspitze] nach BFA Koinfiltration; (M) in Arabidopsis Sourcebléttern identischen Frischgewichts von Pflanzen, welche
mit LatB (+LatB) oder 0,1% DMSO (-LatB) fiir 5 Tage inkubiert worden waren, wurde mittels Westernblotting mit einem
polyklonalen anti-MP17-Antiserum MP17:GFP bei 45 kDa und mit einem anti-Transketolase-Antiserum plastidére Transke-
tolase [TK, als Ladekontrolle] bei etwa 75 kDa detektiert; (N) Westernanalyse wie unter (M) beschrieben zur Inkubation mit
10 pg/ml BFA; WT = Wildtyp Probe Col-0; Grofenstandard: 20 pm.
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Die Inkubation von MP17:GFP exprimierenden Pflanzen mit LatB fiihrte zu keiner erkennbaren Ak-
kumulation von MP17:GFP in Sinkbléttern. Jedoch konnten in einigen wenigen Epidermis- und Me-
sophyllzellen in Sourcebléttern einzelne fluoreszierende Aggregate detektiert werden (Abb. 3 E). Die-
se Aggregate hatten die ungefidhre Grofle von Chloroplasten und traten nach kurzen Inhibitorinkubati-
onen von acht Stunden sowie nach ldngerer Inkubation von bis zu fiinf Tagen auf. Bei derartigen
Langzeit-Behandlungen wurde auch eine Verringerung der BlattgroBBe beobachtet (Daten nicht ge-
zeigt), welche sich sehr wahrscheinlich auf die Hemmung der F-Aktin abhéngigen Zellstreckung zu-
rlickfithren ldsst und schon zuvor beschrieben wurde (Baluska et al., 2001b).

KLSM-Aufnahmen zeigten, dass deutlich weniger MP17:GFP nach Inkubation mit LatB fiir drei bis
fiinf Tage an PD in Sourceblittern lokalisierte (Abb. 3C, D). Dariiber hinaus war auch die Menge an
MP17:GFP Protein erheblich reduziert (Abb. 3M). Allerdings fiihrte eine kiirzere Inkubation mit LatB
zu keiner verringerten plasmodesmalen Assoziation von MP17:GFP. Dies konnte durch eine hohe
Stabilitidt des Fusionsproteins und/oder einen langsamen turnover von MP17:GFP an PD erklarbar
sein. Um dies zu untersuchen, wurde MP17:GFP transient mittels Agrobakterien in Nicotiana bentha-
miana exprimiert. Eine Koinfiltration von Agrobacterium tumefaciens, welche ein 35S-MP17:GFP
Plasmid (p35S-1, Hofius et al., 2001) trugen, und LatB fiihrte nach einem Tag zu einer Lokalisation
von MP17:GFP in Nuklei und Zytoplasma, jedoch nicht an PD (Abb. 3F). Nach der Kontrollinfiltrati-
on ohne den Inhibitor konnte MP17:GFP dagegen an PD nachgewiesen werden (Abb. 3K).
Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse auf einen F-Aktin abhéngigen Transport von MP17:GFP
zu PD hin.

3.1.1.2. Einfluss des ER-Golgi Sekretionssystems

Um das ER-Golgi Sekretionssystem zu stdren, wurde bereits hdufig das makrozyklisches Lakton, Bre-
feldin A (BFA), in Sdugern und Pflanzen verwendet (Sciaky et al., 1997; Ritzenthaler et al., 2002).
Brefeldin A unterbricht den Vesikel-basierten Transport zwischen ER und Golgi, da es eine Ver-
schmelzung von Golgi-Zisternen und ER und damit die Bildung von ER-Golgi Hybrid-
Kompartimenten hervorruft. Dariiber hinaus bilden sich zusitzliche Subkompartimente aufgrund der
Verschmelzung von trans Golgi mit Elementen des endozytotischen Systems (zusammengefasst von
Nebenfuhr et al., 2002).
Um den Effekt von BFA zu iiberpriifen, wurden Arabidopsispflanzen eingesetzt, welche ein cis Golgi
lokalisiertes Fusionsprotein, bestehend aus Mannosidase 1 (aus der Sojabohne, Glycine max) und
YFP, exprimieren (MAN1:YFP, Abb. 3G; basierend auf Man49-GFP, Saint-Jore-Dupas et al., 2006).
Nach der Inkubation mit 10 pg/ml BFA fiir 20 min traten relativ gro3e fluoreszierende Aggregate auf
(Abb. 3H). Dies stimmt mit fritheren Beobachtungen zur Wirkung von BFA {iberein und ldsst sich
daher auf die Bildung von ER-Golgi Subkompartimenten zuriickfiihren (Ritzenthaler et al., 2002).

Die Behandlung von MP17:GFP exprimierender Arabidopsispflanzen mit BFA fiihrte nach
72 h zu einer verringerten plasmodesmalen Assoziation von MP17:GFP an PD in Sourceblittern
(Abb. 31, J). Westernanalysen zeigten aullerdem, dass auch der Gehalt des Fusionsproteins in Sour-
cebldttern nach Inkubation mit BFA reduziert war (Abb. 3N). Dagegen konnte kein MP17:GFP nach
BFA Behandlung in Sinkblittern nachgewiesen werden. AuBlerdem fiihrte die Inkubation mit BFA fiir
bis zu 72 h zu reduziertem Wuchs der Pflanzen gegeniiber unbehandelten Kontrollen, was sich wahr-

scheinlich auf die pleiotrope Wirkung des Inhibitors zuriickfiihren ldsst. Mikroskopische Analysen
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zeigten, dass auch nach 72 h analog zu Inkubationen fiir nur 20 min groBe fluoreszierende Aggregate
in den MAN1:YFP Pflanzen vorhanden waren, also demnach auch zu dem Zeitpunkt, an dem die Wir-
kung auf MP17:GFP beobachtet wurde, demzufolge der primére Effekt von BFA anhielt (Abb. 4A, B).
Zusitzlich wurde auch eine mogliche Beeintrdchtigung der ER Struktur untersucht. Dazu wurden
Pflanzen, welche stabil ein ER lokalisiertes CFP Fusionsprotein exprimieren (HDEL:CFP; Nelson et
al., 2007), verwendet. Auch nach Inkubation mit BFA fiir 72 h war die retikuldre ER-Struktur noch
immer erkennbar, was auf keine oder nur eine geringfiigige strukturelle Beeintrachtigung des ER an
sich hinweist (Abb. 4C, D).

Analog zu den vorangegangenen Versuchen mit LatB wurde auch die Wirkung von BFA bei einer
transienten Expression von MP17:GFP durch Agrobakterien in Nicotiana benthamiana untersucht.
Die Koinfiltration von BFA verhinderte dabei ebenfalls die plasmodesmale Lokalisation, stattdessen
war MP17:GFP im Nukleus und im Zytoplasma nachweisbar (Abb. 3L).

Somit scheint aufgrund der Wirkung von BFA auf die PD Lokalisation von MP17:GFP bei transienter
und stabiler Expression das endomembrane Transportsystem essentiell fiir die PD Assoziation von
MP17 zu sein.

Abb. 4: Langzeiteffekt von Brefeldin A auf Golgi und ER
Struktur. MAN1:YFP ist in Griin und HDEL:CFP ist in Cyan
dargestellt und Zellwinde/Zellkerne wurden in A, B mit
Propidiumiodid geférbt [Rot]; (A) MANI1:YFP lokalisierte in
Golgi-Vesikeln nach Behandlung mit 0,1% DMSO fiir 72 h;
(B) aggregierte Golgi Stapel / ER-Golgi Subkompartimente
waren auch nach 72 h BFA [10 pg/ml] Inkubation erkennbar;
(C) HDEL:CFP markierte bei Kontrollinkubation mit
0,1% DMSO fiir 72 h eine retikuldre ER-Struktur; (D) dieses
retikuldre ER-Netzwerk war auch nach 72 h BFA Inkubation
sichtbar; Grofenstandard: 20 pm.
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3.1.1.3. Storung des Mikrotubulinetzwerks

Neben dem Aktinskelett wurde auch die Rolle des Mikrotubulinetzwerkes fiir die PD-Lokalisation von
MP17 untersucht. Dazu wurde die Mikrotubuli-Organisation durch Colchizin (COL) gestort und des-
sen Wirkung an Pflanzen, welche stabil ein Mikrotubuli-lokalisiertes Fusionsprotein aus alpha-tubulin
und GFP exprimieren (TUA6:GFP, Abb. 5A; Ueda et al., 1999), getestet. Die Inkubation der entspre-
chenden Arabidopsispflanzen mit Colchizin fiihrte nach 24 h zu einer vollstindigen Depolymerisie-
rung des GFP-markierten Netzwerks (Abb. 5B).

Die Inkubation MP17:GFP exprimierender Arabidopsispflanzen mit Colchizin fiihrte auch nach 72 h
zu keiner verringerten PD-Lokalisierung von MP17:GFP in Sourceblittern (Abb. 5C, D) und auch die
Menge an Fusionsprotein war nicht verdndert (Abb. 5I). Die Koinfiltration des Inhibitors bei transien-
ter Expression in N. benthamiana beeintrachtigte ebenfalls nicht die plasmodesmale Lokalisation von
MP17:GFP (Abb. 5G, H).
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Die Analyse von Sinkblittern zeigte, dass die Inkubation mit Colchizin zwar keine mikroskopisch
nachweisbare Akkumulation von MP17:GFP zur Folge hatte (Abb. 5E, F), jedoch konnte eine gering-
fiigig erhohte Menge an Fusionsprotein durch Westernanalyse nachgewiesen werden (Abb. 5I). Daher
scheint das Mikrotubulinetzwerk nicht an dem Transport von MP17 zu PD in Sourcebléttern beteiligt
zu sein, aber moglicherweise an dessen Degradation in Sinkbléttern.

( I ) Sink Source

-COL +COL -COL +COL

P P e K
S —— e e MP17.GFP

Abb. 5: Effekt von Colchizin auf MP17:GFP. MP17:GFP und TUA6:GFP sind in konfokalen Aufnahmen in Griin darge-
stellt, mit Propidiumiodid geférbte Zellwinde in Rot. (A) TUA6:GFP markierte das Mikrotubuli-Netzwerk; (B) dieses Netz-
werk war nach 24 h Inkubation mit COL aufgeldst; (C) Lokalisation von MP17:GFP an PD in Sourceblittern bei Kontrollin-
kubation mit 0,1% DMSO; (D) plasmodesmale Assoziation des Fusionsproteins auch nach 72 h COL Behandlung in Sour-
ceblittern; (E) MP17:GFP war in Sinkblattern mikroskopisch nicht detektierbar nach Kontrollinkubation; (F) dies traf auch
fiir Inkubation mit COL fiir 72 h zu; (G) PD-Lokalisation von in N. benthamiana transient exprimiertem MP17:GFP ohne
COL; (H) Koinfiltration von COL [nach 72 h]; (I) Westernanalyse von MP17:GFP oder plastidédrer Transketolase [TK] als
Ladekontrolle nach Inkubation mit 0,1% DMSO [-COL] oder COL fiir 72 h in Sink- oder Sourceblittern je gleichen Frisch-
gewichts; GroBenstandard: 20 um.

3.1.1.4. Hemmung des Proteasom-Komplexes

Da MP17:GFP nicht an PD in Sinkbléttern von Tabak und Arabidopsis lokalisiert (Abb. 6A), dessen
mRNA jedoch dort nachweisbar ist (Hofius et al., 2001; Kronberg et al., 2007), wird in diesem Gewe-
be offenbar das Fusionsprotein abgebaut. Um zu {iberpriifen, ob MP17:GFP durch den Proteasom-
Komplex in diesem Gewebe degradiert wird, wurde ein entsprechender Inhibitor, Clasto lactacystin
B-lakton (CLL), verwendet, der schon zuvor in Pflanzen eingesetzt worden war (Reichel und Beachy,
2000; Gillespie et al., 2002).

Acht Stunden nach Behandlung von MP17:GFP exprimierenden Arabidopsispflanzen waren Aggrega-
te von MP17:GFP in Mesophyll- und Epidermiszellen von Sinkblittern (Abb. 6B) und an der Spitze
von Blittern im Ubergang von Sink zu Source mikroskopisch nachweisbar (Abb. 6C, D). Dabei trat

immer nur ein einzelnes Aggregat pro Zelle auf, wobei nur wenige Zellen Aggregate zeigten. Eine
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genaue Zahlung in den beiden duBersten Zellschichten der Blattunterseite von ganzen Sinkbléttern
erbrachte 4,5 +/- 0,6 (n = 8, +/- Standardfehler) Aggregate nach acht Stunden CLL Inkubation. Aller-
dings konnten auch manchmal Cluster von bis zu 70 Zellen mit diesen Aggregaten beobachtet werden
(Abb. 6D zeigt einen entsprechenden Ausschnitt in Schwammparenchymgewebe), wobei der Grund
fiir das Auftreten dieser Cluster unerklarlich blieb. Zusédtzlich zu diesen Aggregaten konnte eine Wes-
ternanalyse zeigen, dass nach CLL Inkubation mehr MP17:GFP Protein in Sinkbléttern vorhanden war
(Abb. 6E). Das Fusionsprotein konnte sowohl bei Inkubationsversuchen mit CLL als auch mit COL
auch ohne Inhibitor in Sinkbléttern immunologisch nachgewiesen werden (Abb. 51, 6E). Dies ldsst
sich moglicherweise zum Einen auf MP17:GFP an Trichomen und zum Anderen auf im Zytoplasma
verteiltes MP17:GFP in diesen Bléttern zuriickfiihren, welches durch konfokale Mikroskopie nicht
nachweisbar war.

Insgesamt scheint MP17:GFP daher in Sinkbléttern durch den Proteasom-Komplex abgebaut zu wer-

den und ist deshalb ohne dessen Inhibition nicht oder nur schwach nachweisbar.

( A) -CLL / .. +C Abb. 6: Inkubation von Col-16 mit Clasto lactacystin -lakton.
MP17:GFP-Signale sind in konfokalen Bildern in Griin, Zellwénde
und Zellkerne wurden mit Propidiumiodid Rot gefarbt.
(A) MP17:GFP war nicht in Sinkblatt Epidermis nachweisbar;
(B) Aggresomen-dhnliche Struktur [Pfeil] in einem Sinkblatt nach
8 h Behandlung mit CLL [20 uM]; (C) derartige Strukturen [Pfeil]
bildeten sich bei CLL-Behandlung auch an der Spitze von Bléttern
im Ubergang von Sink zu Source, in denen MP17:GFP auch
bereits schwach an PD lokalisierte [Pfeilspitze markiert einen
Propidiumiodid geférbten Nukleus]; (D) MP17:GFP assoziierte an
PD zwischen Schwammparenchymzellen in Sink-zu-Source-
Ubergangsblittern und in Aggresomen-ihnlichen Strukturen nach
Inkubation mit CLL; (E) eine Westernanalyse von MP17:GFP
oder plastiddrer Transketolase [TK] als Ladekontrolle nach
Inkubation mit 0,1% DMSO [-CLL] oder CLL fiir 8 h zeigte in
(E) — Arabidopsis Sinkblattern gleichen Frischgewichts eine Zunahme

R : von MPI17:GFP Protein bei Behandlung mit CLL;
WT = Wildtypprobe; GroBenstandard: 20 um.

TK
S i MP17:GFP

Die einzelnen MP17:GFP Aggregate, welche nach kurzer und lang andauernder Hemmung des Ak-
tinskeletts und des Proteasom-Komplexes auftraten, weisen Ahnlichkeit zu sogenannten Aggresomen
auf, welche aus Sdugerzellen bekannt sind (Kopito, 2000). Aggresomen werden durch den Transport
falsch gefalteter oder toxischer Proteine entlang von Mikrotubuli zum microtubule organizing center
und anschlieBender Aggregation gebildet (Garcia-Mata et al., 2002). Daher kann die Bildung von Ag-
gresomen in Sdugerzellen durch Inhibitoren des Mikrotubulinetzwerkes unterbunden werden. Um zu
untersuchen, ob die Bildung der beobachteten MP17:GFP Aggregate ebenfalls Mikrotubuli-abhingig
ist, wurde eine Doppel-Inkubation der transgenen Arabidopsispflanzen mit LatB und Colchizin durch-
gefiihrt. Die LatB-induzierte Bildung der Aggregate wurde bei gleichzeitiger Zugabe von COL voll-
standig unterbunden (Tab. 3.1). Somit ist offensichtlich an deren Bildung ebenfalls das Mikrotubuli-
netzwerk beteiligt. Da aulerdem Aggresomen analog zu den MP17:GFP Aggregaten nur eine einzelne
Struktur pro Zelle darstellen (Kopito, 2000), scheint es sich hier um Aggresomen-dhnliche Strukturen

zu handeln.
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Tab. 3.1: Inkubation von Col-16 mit Inhibitoren.

Inhibitor Anzahl von Aggresomen-ihnlichen Die Anzahl von Aggresomen-ghnlichen Struk-

Strukturen/Blattfliche

turen wurde in einer Blattfliche von 12,6 mm?
in den ersten beiden Zellschichten der Blattun-

LatB 5,3 +/-0,6 terseite mikroskopisch bestimmt; dargestellt
sind Mittelwerte +/- Standardfehler von acht

LatB + Colchizin | 0 +/-0

unabhéngigen Zdhlungen je Inhibitorinkubation.

Colchizin 0+/-0
0,1% DMSO 0+/-0

Um auszuschlieBen, dass sich Aggresomen-dhnliche Strukturen aufgrund eines Effektes der Inhibi-
toren auf GFP allein bilden, wurde die Wirkung von LatB oder CLL auf Arabidopsispflanzen, welche
losliches GFP unter Kontrolle des Geleitzell-spezifischen Promotors AtSUC2 exprimieren
(LEX112-26, Schneidereit, 2005, Dissertation; analog zu Imlau et al., 1999), untersucht. Dabei konn-
ten keine Aggresomen-dhnlichen Strukturen beobachtet werden (Abb. 7A- D).

Abb. 7: Wirkung von LatB oder CLL auf losliches GFP.
GFP-Signale sind in Griin, Zellwénde und Zellkerne wurden mit
Propidiumiodid gefirbt und in Rot dargestellt. (A)
Kontrollinkubation mit 0,1% DMSO: l1ésliches GFP war in
Sourceblatt Epidermis in transgenen Arabidopsispflanzen,
welche 16sliches GFP unter Kontrolle des Geleitzell-spezifischen
Promotors AtSUC2 exprimieren, im Zytoplasma verteilt; (B) die
Lokalisation von GFP war auch nach Inkubation mit LatB fiir 5 d
nicht verdndert; (C) zytoplasmatische GFP-Lokalisation in
identischen Pflanzen in Epidermiszellen in Sinkblittern; (D)
auch die Behandlung mit CLL fiir 8§ h fiihrte nicht zu einer
Verédnderung der Lokalisation; Grofenstandard: 20 pm.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die pharmakologische Hemmung des Golgi-ER
Sekretionssytems und die Depolymerisierung des Aktinskeletts die plasmodesmale Lokalisation von
MP17:GFP an PD in Sourceblattern reduzierten. In Sinkblattern fiihrten die Zerstdrung des Mikrotu-
bulinetzwerks und die Inhibition des Proteasom-abhéngigen Proteinabbaus zu einer Akkumulation des
Fusionsproteins. Bei einer Hemmung des Proteasom-Komplexes in Sinkbléttern oder einer Stdrung
des Aktin-vermittelten Transports in Sourcebléttern kam es auerdem zur Bildung von Aggresom-

dhnlichen Strukturen.

3.1.2.  Instabilitit des MP17 Proteins in transgenen Kartoffelknollen

Um zu untersuchen, ob die Absenz von MP17 Protein in Sinkgewebe auch in anderen Pflanzenarten
durch einen Proteasom-abhingigen Prozess verursacht wird und eine Hemmung dessen in Pflanzen
generell zur Bildung von Aggresomen-dhnlichen Strukturen fiihrt, sollte nun auch die Akkumulation

von MP17:GFP in Kartoffelknollen untersucht werden. Dazu wurden transgene Kartoffeln verwendet,
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welche stabil MP17:GFP unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors exprimieren (S-35S-MP17:GFP;
Hofius D. und Sonnewald S., unveroffentlicht). Kartoffelknollen reprasentieren wéhrend der Wachs-
tumsphase Sinkorgane, im Verlauf des Keimungs-Prozesses nach der Keimruhe entwickeln sich die
Knollen dann zu einem Sourceorgan, welches junge Triebe versorgt. Dieser Arbeit vorangegangene
Untersuchungen mit MP17:GFP exprimierenden Knollen zeigten, dass das Fusionsprotein mikrosko-
pisch zu Beginn der Lagerung (also wihrend der Keimruhe) nicht nachweisbar war (Abb. 8A), trotz
vorhandener mRNA (Hofius D. und Sonnewald S., unveréffentlicht). Jedoch kurz vor bzw. wéihrend
der Keimung war MP17:GFP Fluoreszenz zunéchst entlang vaskuldren Gewebes unterhalb des Keims
erkennbar (Abb. 8B). In Analogie zu transgenen Arabidopsispflanzen, in welchen MP17:GFP nur an
PD in Sourcegewebe lokalisiert, konnte dies darauf hindeuten, dass in dem Bereich des vaskuldren
Gewebes bei der Keimung die Entwicklung zur Sourceknolle beginnt. Die damit einhergehende Bil-
dung sekundérer verzweigter PD wiirde dort die plasmodesmale Assoziation von MP17:GFP erklaren
und korreliert mit der Beobachtung, dass gespeicherte Kohlehydrate in keimenden Knollen beginnend
mit dem das Phloem umgebenden Gewebe mobilisiert werden (Davies und Ross, 1984; Ross und Da-
vies, 1985).

3.1.2.1. Inhibition des Proteasom-Komplexes in Kartoffelknollen

Um zu analysieren, ob MP17:GFP in Sink-Knollengewebe durch den Proteasom-Komplex abgebaut
wird, sollte Knollengewebe mit dem bereits zuvor verwendeten Inhibitor CLL inkubiert werden. Dazu
wurden runde Scheiben von etwa 1 bis 2 mm Dicke (Durchmesser 9 mm) aus parenchymatischem
Gewebe von frisch geernteten Knollen geschnitten. Diese Scheiben wurden analog zu Arabi-
dopsispflanzen in Inhibitorlésung nach Vakuuminfiltration inkubiert. Nach 32 h Inkubation mit dem
Proteasom-Hemmer CLL konnten mikroskopisch einzelne fluoreszierende Aggregate beobachtet wer-
den, wéhrend Kontrollinkubationen ohne CLL zu keiner Akkumulation von Fluoreszenzprotein fiihr-
ten (Abb. 8C, D). Um zu iiberpriifen, ob MP17:GFP als Folge der CLL Behandlung akkumulierte oder
moglicherweise GFP allein, wurden zusitzlich Westernanalysen durchgefiihrt. Allerdings konnte in
Proben von Rohextrakt aus Knollengewebe, welches mit oder ohne CLL behandelt worden war, kein
MP17:GFP Protein nachgewiesen werden (Abb. 8E). Da die Detektion von Proteinen moglicherweise
durch die in hoher Konzentration vorhandene Stirke in Knollenrohextrakt behindert wird, wurde die
enthaltene Stirke darauthin in neuen Priparationen abgetrennt. Dazu wurde homogenisiertes Knol-
lenmaterial auf ein Saccharose-Kissen (50% w/v) iiberschichtet und Starke durch eine Zentrifugation
bei niedriger Drehzahl abgetrennt. Durch einen anschlieBenden Zentrifugationsschritt bei hoher Dreh-
zahl wurde dann ein Pellet erzeugt (um so eine zusitzliche Anreicherung der Aggregate zu erreichen),
welches einer Westernanalyse unterzogen wurde. Dadurch konnte das MP17:GFP Fusionsprotein in
Knollengewebe nach Inkubation mit CLL nachgewiesen werden, nicht aber nach Kontrollinkubatio-
nen (Abb. 8E).

Somit akkumulierte MP17:GFP bei einer pharmakologischen Hemmung des Proteasom-Komplexes in
einzelnen Aggregaten, wobei nicht ausgeschlossen werden kann, dass MP17:GFP Protein auch verteilt
im Zytoplasma akkumulierte und mikroskopisch aufgrund der Streuwirkung von Stirke in dem Gewe-
be nicht detektiert werden konnte. Nichtsdestotrotz deuten die vorliegenden Ergebnisse darauthin,

dass MP17:GFP in parenchymatischem Gewebe von Sink-Kartoffelknollen Proteasom-abhingig ab-
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gebaut wird und eine Hemmung dieses Prozesses dhnlich zu transgenen Arabidopsispflanzen die Bil-
dung von MP17:GFP-Aggregaten zur Folge hat.

Abb. 8: Stabile Expression von MP17:GFP in Kar-
toffelknollen und Inkubation mit CLL. Fiir die Bilder
A-D wurde GFP-Fluoreszenz (Griin) mit einem Leica
TCS SP2 Laserscanning Mikroskop aufgenom-men und
mit einem Durchlichtbild tiberlagert. A)
MP17:GFP war direkt nach Ernte nicht in vaskuldrem
und umgebenden parenchymatischen Gewebe transge-
ner Knollen nachweisbar; (B) Aufnahme
eines Leitbiindels unterhalb eines Keims bei
beginnender Keimung; (C) vergroBBerte Aufnahme von
parenchymatischem Gewebe mit Amyloplasten zu
Beginn der Lagerung und nach Inkubation mit
0,1% DMSO fir 32 h; (D) korrespondierende
Aufnahme von Gewebe und eines MP17:GFP-
Aggregates nach 32 h Behandlung mit CLL;
(E) parenchymatisches Knollengewebe wurde fiir 72 h
mit CLL oder 0,1% DMSO inkubiert [bei WT ohne
Inkubation] und davon je 60 mg mit 2% NP40-Puffer
(E) RE AR homogenisiert und unlésliche Zelltriimer/Stirke durch

[kDa] WT -CLL +CLL -CLL +CLL Col-16

Zentrifugation  abgetrennt;  Uberstinde  wurden

100 anschliefend mit Laimmli-Auftragspuffer gemischt, auf
75 einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und MP17:GFP
50 durch ein  anti-MP17-Antiserum  nachgewiesen

[Rohextrakt, RE]; Zur Anreicherung von MP17:GFP
37 und Abtrennung von Stirke wurde analog je 60 mg

Gewebe in PBS-Puffer homogenisiert, auf ein
Saccharose-Kissen [50% w/v] iiberschichtet und bei 600 xg zentrifugiert; durch eine zweite Zentrifugation [13.150 xg] des
ersten Uberstandes wurde ein Pellet erzeugt, dieses direkt mit Lammli-Auftragspuffer gemischt und zur Beladung des SDS-
Gels verwendet [Anreicherung, AR]; erst nach Anreicherung konnte in einer Probe aus CLL behandeltem Knollengewebe
MP17:GFP Protein nachgewiesen werden; WT = Wildtyp Solara Gewebeprobe, Col-16 = Positivkontrolle, Arabidopsis 35S-
MP17:GFP Blattprobe direkt in zweifach SDS-Probenpuffer homogenisiert; Groenstandard in A, B 50 um, in C, D 20 um.

3.1.3.  Genetische Identifizierung von MP17-Interaktionspartnern in Sinkblittern

Im folgenden Abschnitt sollten die genetischen Grundlagen fiir die fehlende Assoziation von MP17 an
PD und dessen Proteasom-abhidngigen Abbau in Sinkgewebe untersucht werden. Dazu wurden die
bereits zuvor fiir die Identifizierung von MP17:GFP Suppressormutanten verwendeten EMS mutage-
nisierten MP17:GFP Arabidopsispflanzen (Kapitel 1.5; Hofius, 2003; Dissertation) auf Mutanten mit
Akkumulation von MP17:GFP in Sinkblittern durchmustert. Dies erfolgte durch die Detektion von
GFP-Fluoreszenz.

3.1.3.1. Primire Durchmusterung am Stereomikroskop

Die EMS-Mutagenese von Col-16 Samen war von der Firma LEHLE SEEDS (Round Rock, USA)
durchgefiihrt worden (Hofius, 2003; Dissertation) und die abgeschétzte M1-Population von 34.848
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Pflanzen wurde in 24 Parentalgruppen mit 1.453 +/- 58 Pflanzen pro Gruppe angezogen und deren
Samen vereinigt.

Von diesen 24 Parentalgruppen wurden nun pro Parentalgruppe je etwa 200 Samen (etwa 4 mg) steri-
lisiert und anschlieBend jeweils etwa 100 Samen in Reihen auf quadratische MS-Agar-Platten (120 x
120 x 17 mm) aufgebracht. Nach einer Stratifizierung von vier Tagen bei 4°C wurden die Samen dann
in einer Klimakammer inkubiert. Die primire Durchmusterung der insgesamt etwa 5.000 Pflanzen auf
Platten erfolgte im Alter von 8 bis 21 d (vier bis acht Blattstadium) an einem Stereo-Fluoreszenz-
Mikroskop (MZ16F, Leica, Bensheim), um eine schnelle Durchmusterung zu ermdéglichen. Dabei
wurden zundchst 41 Pflanzen identifiziert, welche eine Akkumulation von GFP-Fluoreszenz in Sink-
blattern zeigten. Anhand ihrer phinotypischen Merkmale wurden diese potentiellen Sinkmutanten

zundchst in drei Gruppen eingeordnet (Tab. 3.2).

Tab. 3.2: Einteilung der primér charakterisierten Mutanten in drei Gruppen.

Gruppe phéinotypische Besonderheiten Anzahl
A kein Chlorophyll, GFP-Fluoreszenz auch in Sinkbléttern 20

B mit Chlorophyll, GFP-Fluoreszenz auch in Sinkbléttern 15

C Akkumulation von Anthocyanen und ubiquitire Fluoreszenz 6

Nicht mutagenisierte Pflanzen der Linie Col-16 zeigten am Mikroskop GFP-Fluoreszenz in Kotyledo-
nen und lediglich schwache Streufluoreszenz in Sink- und Sourcebléttern (Abb. 9A, B). Mutanten der
Gruppe A wiesen dagegen eine verstirkte GFP-Fluoreszenz in Sink- und gréBtenteils auch in Sour-
cebldttern auf (Abb. 9D). AuBBerdem waren diese Pflanzen durch einen Albino-Phénotyp gekennzeich-
net (Abb. 9C). Dagegen konnte bei Mutanten der Gruppe B eine schwache bis nahezu unverdnderte
Griinfarbung und ebenfalls GFP-Fluoreszenz in Sink- und manchmal auch verstédrkt in Sourcebléttern
beobachtet werden (Abb. 9E-H). Neben diesen beiden Gruppen wurden auch Mutanten mit einer star-
ken Akkumulation von Anthocyanen zusammen mit einer Wuchsretardierung und starker Fluoreszenz
in der gesamten Pflanze identifiziert (Gruppe C, Abb. 91, J).

Insbesondere bei Mutanten der Gruppe C wurde sehr wahrscheinlich nicht GFP-spezifische Fluores-
zenz, sondern unspezifische Fluoreszenz aufgrund der Akkumulation von Anthocyanen und phenoli-
schen Substanzen detektiert, da die hier verwendete Kombination aus Stereomikroskop und einem
Bandpass GFP-Filter (siche Abbildungstext) keine eindeutige Unterscheidung von GFP und unspezifi-
scher Fluoreszenz zuldsst. Daher wurden alle so isolierten Sinkmutanten ein zweites Mal auf GFP-
Fluoreszenz in Sinkbléttern mittels eines KLSM durchmustert.

3.1.3.2. Identifizierung und Primircharakterisierung von MP17-Sinkmutanten

Durch konfokale Analysen konnten unter den 41 Kandidaten der primédren Durchmusterung fiinf
Sinkmutanten mit Akkumulation von MP17:GFP in Sinkblattern identifiziert werden. Alle fiinf dieser
Mutanten waren durch kein oder wenig Chlorophyll und eine ausgeprigte Wachstumsretardierung
gekennzeichnet (beispielsweise M15-11; Abb. 10A, B). Daher wurden diese Pflanzen weiterhin auf
MS-Agar mit Saccharose kultiviert und nicht auf Erde umgesetzt. Zwei der Mutanten wiesen einzelne

fluoreszierende Aggregate in Sinkblittern und Bléttern im Sink-zu-Source-Ubergang auf (M15-11 und
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Abb. 9: Col-16 EMS-Mutanten mit abnormer Fluo-
reszenz-Akkumulation. Durchlicht- (linke Spalte) und
Fluoreszenz-Aufnahmen (rechte Spalte; Anregungsbe-
reich von 440-520 nm, Detektion bei 485-585 nm) von
Arabidopsispflanzen [Alter 10 d] wurden mit einem
MZ16F  Stereomikroskop und einer DFC480
Fluoreszenzkamera [Leica, Bensheim] aufgenommen;
(A, B) nicht mutagenisierte Ausgangslinie Col-16 mit
erkennbarer Fluoreszenz in Wurzeln und Kotyledonen;
(C, D) Pflanze der Gruppe A ohne Chlorophyll und
GFP-Fluoreszenz in Sink- und Sourceblittern; (E, F)
Gruppe B-Pflanze mit sehr wenig Chlorophyll und
schwacher GFP-Fluoreszenz in Sinkblittern; (G, H)
Pflanze der Gruppe B mit GFP-Fluoreszenz in Sink-
und Sourceblittern; (I, J) Gruppe C Pflanze mit
Akkumulation von  Anthocyanen wund starker
Fluoreszenz in allen Pflanzenorganen; Groflenstandard:
2 mm.

A1-8; Abb. 10C). Diese Aggregationen glichen den zuvor bereits bei der pharmakologischen Inhibiti-
on des Proteasom-abhingigen Proteinabbaus in Sinkgewebe von Col-16 beobachteten Aggresomen-
dhnlichen Strukturen. Zwei weitere Sinkmutanten zeigten in Sinkbldttern viele kleinere Aggregate pro
Zelle an/nahe der Zellwand, was moglicherweise auf eine Aggregation des Fusionsproteins in der Na-
he von PD hindeutet (M4-23 und A5-6; Abb. 10F). Dariliber hinaus akkumulierte in einer Mutante
Fluoreszenzprotein in multiplen Aggregaten im Zytoplasma in Sink- und Sourceblittern (WLPD17-6;
Abb. 10G).

Leider konnten diese Mutanten nicht auf Dauer am Leben erhalten werden und waren steril, so dass
keine weiteren Untersuchungen durchgefiihrt werden konnten. Um dennoch die entsprechende Mutati-
on zumindest heterozygot in die nidchste Generation von Pflanzen zu iiberfithren, wurde versucht, die
Sinkmutanten mit Col-16 zu kreuzen und so keimungsfihige Samen zu erhalten. Allerdings entwickel-
ten drei Sinkmutanten keine Bliiten und Kreuzungsversuche mit den beiden anderen Sinkmutanten
(M15-11, M4-23) blieben erfolglos.
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Abb. 10: Sinkmutanten mit misslokalisiertem MP17:GFP in Sink- und Sourcegewebe. Konfokale Aufnahmen von GFP-
Fluoreszenz [griin] in C—G wurden mit Durchlichtbildern [D] oder mit korrespondierenden Bildern von Propidiumiodid
gefirbten Zellwéinden iiberlagert; (A) Nicht-mutagenisierte Col-16 Pflanze angezogen auf MS-Agar; (B) wuchsretardierte
Mutante M15-11 [Gruppe B] mit sehr wenig Chlorophyll in allen Pflanzenorganen; (C) Aggresomen-dhnliche Struktur
[Pfeil] in der Epidermis von M15-11 direkt neben einem Propidiumiodid gefarbten Nukleus in Rot in einem Sink-zu-Source-
Ubergangsblatt; (D) Mesophyllzellen mit einer Aggresomen-éhnlichen Struktur in einem Sinkblatt von M15-46; (E) Blatt im
Sink-Source-Ubergang von M15-46 mit Aggresomen-ahnlicher Struktur in Epidermis und MP17:GFP an PD; (F) fluoreszie-
rende Aggregate nahe der Zellwédnde von Epidermiszellen in Sinkgewebe von M4-23; (G) in Mesophyllzellen von
WLPD17-6 akkumulierte Fluoreszenz in multiplen Aggregaten im Zytoplasma in Sinkgewebe; Grofenstandard in A, B
0,5 cm, in C bis G 20 pm.

Zur Mutagenisierung von Col-16 war eine relativ hohe EMS-Konzentration verwendet worden. Da-
durch wurden sehr wahrscheinlich zusétzliche Mutationen in den Sinkmutanten erzeugt, welche nicht
den priméren Phénotyp (Akkumulation von MP17:GFP in Sinkblédttern) hervorrufen, sondern mogli-
cherweise additiv wirken und zum &uflerlichen Phinotyp beitragen. Falls diese Mutationen nicht mit
der primédren genetischen Verédnderung gekoppelt sind, konnten theoretisch in der fiir die Durchmuste-
rung verwendeten F2-Generation Sinkmutanten enthalten sein, welche weniger oder zumindest eine
andere Kombination von sekundéren Mutationen aufweisen. Wenn der beobachtete drastische Phéno-
typ nicht ausschlieBlich auf die primire Mutation zuriickgeht, konnten solche Sinkmutanten zur Aus-
bildung keimungsfahiger Samen fahig sein.

Daher wurde die Durchmusterung mit Samen aus der Parentalgruppe, in welcher die Sinkmutante mit
Aggresomen-dhnlichen Strukturen identifiziert worden war, wiederholt. Unter etwa 1.000 begutachte-
ten Pflanzen konnten fiinf weitere Sinkmutanten mit Aggresomen-dhnlichen Strukturen in Sink- und
jungen Sourceblattern identifiziert werden (Abb. 10D, E zeigen Aufnahmen aus einer der Mutanten).
Leider bildeten jedoch auch diese Mutanten keine fertilen Samen und Kreuzungsversuche blieben
ebenfalls erfolglos.

Zur genetischen Identifizierung der Phénotyp-auslosenden Mutation in den Sinkmutanten sollte eine
Marker-gestiitzte Kartierung durchgefiihrt werden. Da diese Methode (Kapitel 3.2.2) eine Kreuzung
mit einem anderen Arabidopsis-Okotyp voraussetzt, konnte dieser Ansatz nicht weiter verfolgt wer-

den. Alternativ konnte theoretisch genomische DNA der Sinkmutanten verwendet werden, um direkt
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geeignete Kandidatengene auf eine Mutation hin zu sequenzieren, was jedoch im Rahmen dieser Ar-

beit nicht weiter verfolgt werden konnte.

3.1.4. Einfluss von MP17 auf den symplastischen Transport wihrend der Seneszenz

Bisher wurden die fehlende PD-Assoziation von MP17 in Sinkbldttern und dessen plasmodesmale
Lokalisation und Einfluss auf den symplastischen Transport in Sourcebléttern untersucht. Im folgen-
den Kapitel sollte die plasmodesmale Assoziation von MP17 und dessen Wirkung auf symplastische
Transportprozesse in seneszierenden Blittern erforscht werden. Phloem-Exudatmessungen deuten
darauf hin, dass wihrend der vegetativen Phase in MP17-transgenen Pflanzen weniger Kohlehydrate
als im Wildtyp exportiert werden, was mit dem MP17-induzierten Exportblock und der Akkumulation
von Kohlehydraten in Sourceblattern iibereinstimmt (Kronberg et al., 2007). Diese Messungen zeigten
aber auch, dass spéter in der generativen Phase mehr Saccharose durch das Leitgewebe transgener
Linien transportiert wird als in Wildtyppflanzen. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass der Kohle-
hydratexportblock wéihrend der generativen Phase in é&lteren, seneszierenden Sourcebléttern aufgeho-

ben und gespeicherte Photassimilate mobilisiert und durch das Leitgewebe transloziert werden.

3.1.4.1. Untersuchung des MP17-induzierten Kohlehydratexportblocks

in seneszierenden Blittern

Zunichst sollte der Kohlehydratgehalt von seneszierenden Blattern in Col-16 untersucht werden (ab-
steigende Blattstufen -6 bis -1, wobei -1 als das &lteste Blatt der Rosette definiert wurde, Abb. 11A).
Um zu iiberpriifen, ob die hier untersuchten Blattstufen tatsdchlich seneszierend sind, wurde die Ex-
pression von SAG12 (SENESCENCE ASSOCIATED GENE12), einem Marker, welcher in der spiten
Entwicklung der Seneszenz exprimiert wird (Lohman et al., 1994), untersucht. Wie Abb. 13B zeigt,
konnte die Expression dieses Markers in den letzten drei untersuchten Blattstufen nachgewiesen wer-
den.

Ein qualitativer Nachweis von Stirke durch Lugol’sche Losung am Ende der Dunkelperiode von
Kurztagpflanzen zeigte, dass wie zuvor beschrieben, voll-entwickelte Sourceblitter (MAX) von Col-
16 sehr viel mehr Starke akkumulieren als ein korrespondierendes Wildtypblatt (Abb. 11B). Dagegen
war in seneszierenden Blittern von Col-16 fortschreitend mit zunehmendem Alter deutlich weniger
Starke nachweisbar, so dass der Stiarkegehalt in dem &ltesten Blatt in etwa identisch zu einem ver-
gleichbaren seneszierenden WT-Blatt zu sein schien. Darauthin wurde der Gehalt an 16slichen Zu-
ckern (Glukose, Fruktose und Saccharose) sowie Stirke quantitativ bestimmt. Wie Abb. 11C zeigt,
nahm der Starkegehalt mit zunehmendem Alter der seneszierenden Blétter deutlich gegeniiber einem
Col-16 MAX Blatt ab. Dabei war der Stirkegehalt in der ersten untersuchten seneszierenden Blattstufe
(-6) noch immer erhdht gegeniiber einem WT MAX Blatt, in den folgenden Blattstufen war der Gehalt
jedoch identisch oder sogar geringer verglichen zum Wildtyp. Dagegen war die Menge an 16slichen
Zuckern in allen sensezierenden Blattstufen (analog zu Col-16 MAX) gegeniiber einem WT Sour-
ceblatt gesteigert (Abb. 12C). Um die Abnahme der Starkemenge in den seneszierenden Blittern wei-
ter zu untersuchen, wurden auBlerdem Maltosegehalte bestimmt. Maltose stellt das Haupt-

Zwischenprodukt bei der Mobilisierung von Stirke zu Saccharose wihrend der Nacht dar
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(Lu und Sharkey, 2006). Daher gilt ein erhdhter Gehalt an Maltose als Indikator fiir gestorte Stéirke
Mobilisierung und Kohlehydratexport in Sourcebléttern (Niittyla et al., 2004). Eine Messung der Mal-
tose in den verschiedenen Blattstufen am Ende der Dunkelphase zeigte, dass mehr Maltose in Col-16
MAX Blittern verglichen zum Wildtyp Sourceblatt vorhanden war, was mit dem dortigen Kohlehyd-
ratexportblock {ibereinstimmt (Abb. 11C). Dagegen konnte in allen seneszierenden Blattstufen von
Col-16 weniger Maltose als in MAX und dem korrespondierenden Wildtyp MAX Blatt nachgewiesen
werden. Diese niedrigen Maltoselevels werden dabei offensichtlich nicht durch einen verringerten
Gehalt an Stéirke bedingt, da Blattstufe -6 noch immer mehr Stéirke als ein WT MAX Blatt enthielt.
Dies deutet somit daraufthin, dass der MP17:GFP-induzierte Kohlehydratexportblock in se-

neszierenden Bléttern aufgehoben und zuvor gespeicherte Stirke mobilisiert und exportiert wird.

L=}

mmol/m

Stirke

=2
h

ot Ll
h o
-

mmol/m

OWTMAX 6 -5 -4 -3 2 -l

Abb. 11: Analyse von Kohlehydratgehalt und symplastischem Transport in seneszierenden Blittern. (A) Wildtyp im
Vergleich zur Linie Col-16 [Alter 66 d unter Kurztagbedingungen]; untersucht wurden vollentwickelte Sourceblitter [MAX]
im Vergleich zu seneszierenden Blittern [-6 bis -1], wobei -1 das élteste Blatt der Rosette bezeichnet; (B) Starkefarbung mit
Lugol’scher Losung von Blittern am Ende der Dunkelphase; (C) Quantifizierung von Kohlehydraten; 16sliche Zucker [Glu-
kose, Fruktose und Saccharose] und Stérke wurden in Blattproben gleicher Fliche am Ende der Lichtphase [Maltose am Ende
der Dunkelphase] durch einen optisch-enzymatisch gekoppelten Test und Maltose durch HPLC-Analyse nachgewiesen;
dargestellt sind Mittelwerte +/- Standardfehler aus sechs [fiinf fiir Maltose] individuellen Pflanzen; (D-I) Fluoreszenz-
Aufnahmen der Verteilung von Carboxyfluoreszein in Sink-, Source- und seneszierenden Bléttern (Stufe -3) wurden mit
einem Stereomikroskop und einem GFP-Langpassfilter LP510 angefertigt; (D-F) symplastische Entladung von Carboxyfluo-
rescein aus vaskuldrem Gewebe in umgebendes Mesophyll im Wildtyp; (G-I) Entladung in Col-16; Grofenstandard in
A,B 1 cmundin D-I 1 mm.

Neben den gezeigten Kohlehydratmessungen wurde zusitzlich die symplastische Entladung aus dem
Phloem und der Transport des Fluoreszenzmarkers Carboxyfluoreszein in unterschiedlichen Blattstu-
fen von WT und Col-16 analysiert. Dieser niedermolekulare Membran-impermeable Farbstoff war
bereits zuvor zur Analyse des symplastischen Transports verwendet worden (Oparka et al., 1994b).

Um dessen Verteilung zu untersuchen, wurden Blitter mit abgeschnittenen Petiolen in den Marker
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getaucht und anschlieBend die Verteilung des Markers mit einem Fluoreszenz-Mikroskop beobachtet.
Um auszuschlieBen, dass unterschiedliche Transpirationsraten in WT und Col-16 die Beladung beein-
flussen, wurden diese durch einen Infrarot-Gas-Analysator bestimmt. Dadurch konnte nachgewiesen
werden, dass sich die Transpirationsraten in Sourceblittern nicht signifikant unterscheiden (Transpira-
tion E im WT 0,889 +/- 0,041 gegeniiber in Col-16 0,886 +/- 0,051 [mmol/m? * s]; Mittelwerte aus
drei Messungen unterschiedlicher Pflanzen +/- Standardabweichung).

Carboxyfluoreszein wurde im WT in Sink-, Source- und seneszierenden Bléttern (Blatt -3) entladen
(Abb. 11D-F). Die Entladung aus den kleinen Leitbiindeln in umgebendes Mesophyllgewebe konnte
auch analog in Col-16 in Sink- und auch in seneszierenden Bléttern beobachtet werden (Abb. 11G, I).
In Sourceblittern war dagegen die Entladung des Fluoreszenz-Markers deutlich verringert, was den
MP17-induzierten Exportblock bestétigt (Abb. 11H). Da in Sinkbldttern MP17 an die dortigen einfa-
chen Plasmodesmata nicht assoziiert, erkléart dies dort sehr wahrscheinlich die ungehinderte Entladung
auch in Col-16. Da seneszierende Blitter von Col-16 ebenfalls eine Verteilung von Carboxyfluores-
zein wie im WT zeigten, scheint dort der durch MP17 ausgeloste Block des symplastischen Transports
wieder aufgehoben zu sein. Dies stimmt mit der zuvor beschriebenen Mobilisierung von Kohlehydra-

ten und der Wiederherstellung des Kohlehydratexports tiberein.

3.1.4.2. Anderung der plasmodesmalen Assoziation von MP17 im Verlauf der Seneszenz

Die vorangegangenen Versuche deuteten daraufhin, dass der symplastische Transport in seneszieren-
den Blittern in Analogie zum unbeeinflussten Transport in Sinkbléttern in Col-16 wiederhergestellt
war. Da sich dies in Sinkbléttern wahrscheinlich auf die fehlende Assoziation von MP17 an PD zu-
riickfithren ldsst, sollte nun dessen plasmodesmale Lokalisation in seneszierenden Bléttern untersucht
werden. Konfokale Analysen zeigten, dass deutlich weniger MP17:GFP in den seneszierenden Blatt-
stufen mit zunehmendem Alter an PD lokalisierte (Abb. 12). Da in diesen Blattstufen auch Chlo-
roplasten und intakte Zellkerne beobachtet wurden, kann ausgeschlossen werden, dass die verringerte
MP17:GFP-spezifische Fluoreszenz auf einen allgemeinen Zelltod zuriickzufiihren ist. Westernanaly-
sen bestdtigten, dass gleichzeitig die Menge an MP17:GFP in seneszierenden Bléttern abnimmt
(Abb. 13A). Da die 35S-Promotor gesteuerte Expression von MP17:GFP auch in den iltesten unter-
suchten Blattstufen nachweisbar und nicht (-6 bis -4) oder zumindest nicht stark reduziert war
(-3 bis -1; Abb. 13B), scheint demnach dort das Fusionsprotein degradiert zu werden. Dagegen nahm
die Menge an Protein und mRNA von plastiddrer Transketolase in seneszierenden Bléttern ab. Um
einen moglichen Proteasom-abhéngigen Abbau von MP17:GFP zu untersuchen, wurden seneszierende
Blatter mit dem zuvor verwendeten Proteasominhibitor CLL inkubiert. Nach einer Behandlung tiber
acht Stunden konnten in seneszierenden Bléttern (-6 und -3) wiederum einzelne fluoreszierende Ag-
gregate beobachtet werden (Abb. 13C, D), welche sehr wahrscheinlich den zuvor beobachteten Aggre-
somen-dhnlichen Strukturen entsprechen. Diese konnten auch in Blattstufe -6 nachgewiesen werden,
in der weniger MP17:GFP Protein und eine schwéchere PD—Lokalisation beobachtet worden waren,
wihrend der Transkriptlevel nicht reduziert war, was eine Proteasom-abhingige Degradation des Fu-
sionsproteins beweist. Auch ohne Behandlung mit CLL traten vereinzelt Aggresomen-éhnliche Struk-

turen auf, wenn auch deutlich weniger als bei Inkubation mit dem Inhibitor.
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Abb. 12: Verringerte plasmodesmale Assoziation von MP17:GFP in seneszierenden Blittern. Konfokale Aufnahmen

von Col-16 Epidermiszellen in einem vollentwickelten Sourceblatt [MAX] oder seneszierenden Bléttern [-6 bis -2, wie in
Abb. 11A definiert]; (oberes Paneel) MP17:GFP Fluoreszenz in Griin an PD nimmt mit zunehmendem Alter der Blitter ab;
(unteres Paneel) Uberlagerung der MP17:GFP Fluoreszenz mit Propidiumiodid-gefirbten Zellwénden und Zellkernen in Rot

und Chloroplasten-Autofluoreszenz in Blau; Grofenstandard 20 pm.

Zusammenfassend deuten die hier vorliegenden Ergebnisse darauthin, dass der MP17-induzierte Koh-
lehydratexportblock in seneszierenden Blittern aufgehoben ist und sich dies moglicherweise auf eine
reduzierte plasmodesmale Assoziation von MP17:GFP und dessen Proteasom-abhingigen Abbau zu-

rickfihren lésst.

(A) Abb. 13: Abbau von MP17:GFP Protein in
WT MAX -6 -5 seneszierenden Blittern. (A) Westernanalyse von

4 -3 -2 -]
-’ﬁ . .Q-'TK Blattproben gleicher Oberfliche von WT [MAX
Sourceblatt] und Col-16 [Definition der Blattstufen in
*--'—-- MPI7:GFP  Apb. 11A]; MP17:GFP Protein wurde mit einem

(B) polyklonalen anti-MP17-Antiserum bei 45 kDa und

WT MAX -6 5 4 3 ? I plastiddre Transketolase [TK] mit einem anti-
Transketolase-Antiserum bei 75 kDa detektiert; (B)

- TK
- - - & korrespondierende Northernanalyse von Transkripten;

pro Tasche wurde je 25 ng Gesamt-RNA geladen und
w #8@8 \/PI7:GFP nach Blotting Sonden fir MP17, plastidare

Transketolase oder SAG12 hybridisiert, Ethidiumbro-

- - SAGI2 mid gefarbte rRNA diente dabei als Ladekontrolle; (C)

+RNA Aggresomen-dhnliche Struktur in einem seneszierenden
Blatt von Col-16 [-6] nach Inkubation mit CLL fiir 8 h;

(D) (D) Anzahl von Aggresomen-dhnlichen Strukturen in

Col-16 Bldttern [Blattstufen -6 und -3] nach
Behandlung mit CLL oder 0,1% DMSO fiir 8 h in den
ersten beiden Zellschichten der Blattunterseite mit einer
3% Oberfliche von 3 mm?; dargestellt sind Mittelwerte

+/- Standardfehler von je vier unabhingigen Blittern,

ahnhichen Strukturen
>

L

Anzahl an Aggresomen-

die Signifikanz der Unterschiede wurde mit einem

modifizierten T-Test nach  Student iiberpriift
[*** p <0,001, ** p <0,01]; GroBenstandard: 20 um.
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3.1.5. Identifizierung von Phosphorylierungsstellen von MP17

in transgenen Arabidopsispflanzen

In den vorangegangenen Kapiteln war die plasmodesmale Lokalisation von MP17 und dessen Einfluss
auf den symplastischen Transport in verschiedenen Blattstadien untersucht worden. Dagegen werden
Lokalisation und Funktion von viralen Movementproteinen wie bereits unter Kapitel 1.3.2 beschrie-
ben, nicht nur durch Wirtsfaktoren beeinflusst, sondern auch durch Phosphorylierung(en).

Zwar wurde die Phosphorylierung von MP17 in vitro und in vivo in transgenen Kartoffeln bereits zu-
vor gezeigt, jedoch wurden die genauen Phosphorylierungsstellen nicht identifiziert (Tacke et al.,
1993; Sokolova et al., 1997). Daher sollte im folgenden Abschnitt stabil in Arabidopsis thaliana
exprimiertes MP17 proteinchemisch aufgereinigt und durch MS/MS-Analyse auf mogliche Phospho-
rylierungen und deren genaue Position(en) untersucht werden. Dariiber hinaus sollten so auch andere
fiir die plasmodesmale Lokalisation von MP17 mdoglicherweise essentielle posttranslationale Modifi-
kationen detektiert werden konnen. So konnte die Assoziation von MP17 an PD unter anderem auf der
Verankerung an der Plasmamembran durch beispielsweise einen Palmytin- oder Myristinsdurerest

beruhen.

3.1.5.1. Stabile Expression von MP17:HIS in Arabidopsis

Zunichst wurde MP17 am C-terminus mit einem sechsfachen Histidin-Anker fusioniert, um eine Ni-
ckel-Affinititsaufreinigung des Proteins zu ermoglichen (MP17:HIS; Abb. 14A). Das Konstrukt wur-
de iiber Agrobakterien-vermittelte Transformation in Arabidopsis thaliana (Okotyp Col-0) einge-
bracht. Nach der Selektionierung iiber T-DNA vermittelte Antibiotikaresistenz konnte durch Western-
analyse in der Pflanze AtPMH?2 das entsprechende MP17:HIS Fusionsprotein auf 21 bis 22 kDa nach-
gewiesen werden (Abb. 14B). Diese beobachtete Grofle stimmt nicht mit dem errechneten Molekular-
gewicht von etwa 18,2 kDa (Expasy; http://www.expasy.org/) iiberein und kann moglicherweise durch
ein verdndertes Laufverhalten aufgrund der geladenen His-Aminosduren erklart werden. AtPMH2
Pflanzen waren analog zu der MP17:GFP exprimierenden Linie Col-16 durch reduzierten Wuchs und
die Ausbildung chlorotischer Blétter gekennzeichnet (Abb. 14C). Dieser Phinotyp ist charakteristisch
fiir eine starke Expression und plasmodesmale Lokalisation von MP17 oder MP17:GFP Fusionsprote-
inen in transgenen Tabak- oder Arabidopsispflanzen (Herbers et al., 1997; Hofius et al., 2001; Kron-
berg et al., 2007), woraus sich die Funktionalitit von MP17:HIS schlielen lésst.

3.1.5.2. Affinititsaufreinigung von MP17:HIS und Nachweis der in planta Phosphorylierung
durch A-Phosphatase Verdau

Vorarbeiten hatten gezeigt, dass MP17:GFP nicht mit milden Detergenzien wie Nonidet-P40 (NP40),
sondern nur mit SDS oder 8 M Harnstoff solubilisert werden kann, was auf eine sehr starke Veranke-
rung an/in der Zellwand hindeutet (Hofmann, unveroffentlicht) und bereits zuvor fiir das TMV MP30
beobachtet worden war (Citovsky et al., 1993). Bei Nickel-Affinititsaufreinigungen mit Pflanzenma-
terial werden sehr oft auch unspezifisch unerwiinschte Pflanzenproteine angereichert. Daher wurde
homogenisiertes AtPMH2 Pflanzenmaterial zundchst mit 2% NP40-Puffer (mit Phosphataseinhibito-
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ren) gemischt und so alle 16slichen Proteine solubilisiert und darauffolgend durch Zentrifugation abge-
trennt (Abb. 15A zeigt ein Ubersichtsschema der Aufreinigungsschritte).

( A) Abb. 14: Stabile Expression von MP17:HIS in
EcoRI Asp718 BamHI HindIII Arabidopsis. (A) Die kodierende Sequenz von MP17
wurde mittels PCR amplifiziert [Primer FV17 — FV20] und

= CaMlV 358 MP17 ocs - gleichzeitig mit sechs Histidincodons C-terminal vor dem
541 491 226 Stopcodon fusioniert; die MP17:HIS-Fusion wurde danach

(B) in den Transformationsvektor pBinAR {iiber Asp718 und
[k%a]_ WT AtPMH2 Col-16 BamHI kloniert [Plasmid MP17-PMH, die Zahlen
zwischen den Restriktionsenzymen geben die Linge der

50— sm— NP17:GFP entsprechenden DNA-Fragmente in bp an]; (B) Blattproben

37— von Arabidopsispflanzen wurden mit 2x Lammli-
Auftragspuffer homogenisiert und Proteine auf einem

- 12,5%igen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt; das MP17:HIS

25 = Fusionsprotein wurde nach Blotten mit einem polyklonalen

- MP17:HIS anti-MP17 Antiserum bei 21-22 kDa in AtPMH2
nachgewiesen, MP17:GFP [Col-16] diente als Kontrolle;
(C) AtPMH2 [rechts] war Wuchs-gechemmt und zeigte
chlorotische Sourceblitter gegeniiber Wildtyppflanzen
[links]; GroBenstandard in C: 2 cm; WT/Col-16 = ent-
sprechende Blattproben.

20—

Wie Abb. 15B und 15C zeigen, wurden durch insgesamt fiinf aufeinander folgende Waschschritte mit
NP40 nahezu alle 16slichen Proteine von unloslichen Zellwidnden abgetrennt, jedoch nicht MP17:HIS.
Danach wurde das Fusionsprotein mit 8 M Harnstoffpuffer extrahiert und tiber Nickel-NTA aufgerei-
nigt. Nach der Elution mit 100 mM EDTA konnte in einem entsprechenden Testgel MP17:HIS in gro-
Ber Menge detektiert werden, jedoch keine weiteren Proteine (Abb. 15 B, C).

Vor der massenspektrometrischen Untersuchung von MP17:HIS sollte eine mogliche Phosphorylie-
rung dieses Proteins proteinbiochemisch iiberpriift werden. Dazu wurde MP17:HIS mit A-Phosphatase
inkubiert, welche vorhandene Phosphorylierungen abspalten und zu einer Verdnderung der Mobilitét
von MP17:HIS bei SDS-PAGE fiihren sollte. Zundchst wurde MP17:HIS Eluat nach der Affinititsauf-
reinigung schrittweise von 8 M Harnstoffpuffer gegen einen Niedrigsalzpuffer dialysiert, um eine In-
kubation mit A-Phosphatase zu ermdglichen. Ein 60 miniitiger Verdau von MP17:HIS mit
A-Phosphatase flihrte zu einem deutlichen Shift des Proteins im Gel nach Detektion mit einem anti-
MP17 Antiserum (Abb. 16). Dies deutet somit auf eine Phosphorylierung von MP17 in planta hin.
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Abb. 15: Affinititsaufreinigung von MP17:HIS. (A) Schema der Aufreinigungsschritte; Rosetten von AtPMH2 [20 g]
wurden mit fliissigem N, pulverisiert und 3:1 v/w mit 2% NP40-Puffer [mit Phosphataseinhibitor-Cocktail I und II; Sigma,
Deisenhofen] gemischt; durch Zentrifugation wurden Uberstand [1] und Pellet getrennt und dieses noch 4 mal analog mit
NP40-Puffer homogenisiert und anschlieBend zentrifugiert [letzter Uberstand = 2]; danach wurden unlésliche Zellwéinde mit
8 M Harnstoffpuffer [Ureat] gemischt und solubilisierte Proteine durch Zentrifugation abgetrennt [unldsliches Pellet = 3,
16sliche Fraktion = 4]; der Uberstand wurde mit Nickel-NTA Resin gemischt und ungebundene Proteine nach 75 min mit
dem Uberstand [5] abgenommen; nach drei Waschschritten [erster Schritt = 6] wurden His-getagte Proteine durch Zugabe
von Puffer mit 100 mM EDTA eluiert [7]; (B) Aliquots aller Proben wurden mit 2xL&mmli-Proteinauftragspuffer gemischt
und Proteine auf einem 12,5%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch Firbung mit kolloidalem Coomassie [Sigma-
Aldrich, Deisenhofen] sichtbar gemacht; (C) korrespondierender Westernblot zu (A), die Detektion von MP17:HIS erfolgte
mit einem anti-MP17 Antiserum; Pfeile markieren MP17:HIS; WT = Arabidopsis Wildtyp Rohextrakt.

3.1.5.3. Identifizierung von Phosphorylierungen durch MS/MS-Analyse

Zur weiteren Konzentration von MP17:HIS wurde Proteine in dem Eluat von 3.1.5.2 gefillt und nach
deren erneutem Losen in Protein-Auftragspuffer Doppelproben durch SDS-PAGE iiber Nacht aufge-
trennt. Nach Farbung mit kolloidalem Coomassie und entsprechender Entfarbung war auf etwa 22 kDa
eine starke Proteinbande sichtbar, welche sehr wahrscheinlich MP17:HIS darstellt (Abb. 17). Dariiber
hinaus waren jedoch auch in groBerem Umfang andere Proteine vorhanden, welche vor der Konzentra-

tion der Proteine nach Coomassiefarbung nicht sichtbar waren (Abb. 15B).
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AtPMH2 Abb. 16: Nachweis der in planta Phosphorylierung

[kDa] WT - -+ = + Phosphatase von MP17:HIS durch A-Phosphatase-Verdau. Ali-

25 N o quots von MP17:HIS FEluat wurden mit (+) oder ohne (-)

A-Phosphatase [NEB, Ipswich, USA] fiir 60 min bei

30 °C inkubiert und danach auf einem 15%igem SDS-

' . _P-MP17:HIS  Polyacrylamid-Gel aufgetrennt; MP17:HIS wurde nach

ey . . TMP17:HIS Westernblotting zuletzt mit einem polyklonalen anti-
MP17-Antikorper detektiert; WT = Wildtyp-Blattprobe.

20—

Nichtsdestotrotz wurde zunéchst eine der beiden MP17:HIS Banden fiir einen in-Gel-Verdau mit
Trypsin verwendet und dadurch erzeugte Peptide durch nano-LC-ESI MS/MS Analyse untersucht
(durch Thomas Ruppert und Margit Ellis am Zentrum fiir Molekulare Biologie, Heidelberg). Durch
einen Abgleich der so gewonnenen Daten durch ,,Mascot (www.matrixscience.com; Perkins et al.,
1999) und unter Verwendung der MP17:HIS Proteinsequenz konnten 16 einzelne Peptide von MP17
identifiziert werden (siche Anhang). Davon wiesen drei Peptide eine Phosphorylierung an einem Serin
auf (Tab. 3.3). Dabei wurde kein Peptid korrespondierend zu dem N-terminalen Teil von MP17 ge-
funden. Dies ldsst sich durch fehlende Trypsin-Schnittstellen in diesem Bereich erkldren (analysiert
mit ,,Peptide Cutter”; www.expasy.org/cgi-bin/peptidecutter/), wodurch offensichtlich mit Trypsin
keine fiir die MS/MS-Analyse geeigneten Peptide dieses Bereichs erzeugt werden konnen. Daher wur-
de die zweite MP17:HIS Bande im Gel analog mit Trypsin verdaut, Peptide extrahiert und diese an-
schlieBend mit Chymotrypsin verdaut. Dadurch konnten 20 einzelne MP17-Peptide identifiziert wer-
den, darunter auch vier in dem zuvor nicht reprasentierten N-terminalen Teil (siche Anhang). Die zu-
vor gefundenen drei Phosphopeptide wurden auch in diesem Ansatz nachgewiesen, allerdings konnte
zusétzlich eine zweite Phosphorylierung an einem Serin in einem der drei Phosphopeptide identifiziert
werden. Dagegen konnte in beiden Ansétzen fiir keines der Peptide Abweichungen gegeniiber der
errechneten Masse detektiert werden, welche auf eine Modifikation mit einem zusédtzlichen Membran-
anker riickschlieBen lassen wiirden.

[kDa]

170—"‘" Abb. 17: Priparative Auftrennung von MP17:HIS. Das Eluat der

132: o Ni-NTA Aufreinigung von Kapitel 3.1.5.2 wurde im Volumen-

72— Verhiltnis 1 zu 4 mit eiskaltem Methanol/Chloroform [1:2 v/v]

gemischt und Proteine 30 min bei -20°C gefillt; das Protein Pellet

55— wurde zuletzt in 2x Lammli-Proteinauftragspuffer gelost und eine

Doppelprobe [1, 2] auf einem 12,5%igen Polyacrylamidgel [vernetzt

43— mit Piperazin Diacrylamid] aufgetrennt; die Farbung erfolgte nach

einem Fixierungsschritt [in 40% Methanol, 7% Eisessig fiir 30 min]

3 mit kolloidalem Coomassie und es wurde insgesamt 2,5 h mit MilliQ

Wasser unter mehrmaligem Wechsel entférbt; die beiden sichtbaren

- MP17:HIS Banden [Pfeil] wurden anschlieend fiir die MS/MS-
0= Analyse eingesetzt; WT = Arabidopsis Wildtyp Rohextrakt.

17— ‘
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Tab. 3.3: MP17:HIS spezifische Phospho-Peptide.

Position | Score | Sequenz Verdau

69 -76 42 R.TTSWATPK.E Trypsin

77 - 89 33 K.EVSPSGRVYQTVR.H | Trypsin

133-144 | 46 K.YHPSSPTSTSSK.L Trypsin

69 - 76 32 R.TTSWATPK.E Trypsin/Chymotrypsin
77 - 85 27 K.EVSPSGRVY.Q Trypsin/Chymotrypsin
133-144 | 24 K.YHPSSPTSTSSK.L Trypsin/Chymotrypsin
133-144 | 21 K.YHPSSPTSTSSK.L Trypsin/Chymotrypsin

MS/MS Spektren wurden durch ,Mascot“ mit der MP17:HIS Sequenz verglichen, wobei eine Carbamidomethyl-
Modifikation von Cystein, Oxidation von Methionin und Desaminierung von Asparagin und Glutamin als variabel ange-
nommen wurde, ebenso die Phosphorylierung von Serin, Tyrosin und Threonin. Daten wurden gegen die MP17:HIS Sequenz
verglichen, wobei die Massentoleranz auf 1,1 Da bei MS und 0,1 Da bei MS/MS gesetzt wurde; angegeben sind identifizierte
Peptide und deren Position in MP17, flankierende Aminosduren sind durch Punkte getrennt und die jeweils phosphorylierten
Serine wurden markiert; der Score-Wert [Score = -10¥Log(p)] spiegelt die Wahrscheinlichkeit wieder, dass die Uberein-
stimmung der detektierte Masse mit der theoretischen zufillig ist, wobei Phospho-Peptide mit einem Score-Wert unter 20
[entspricht p < 0,01] verworfen wurden.

Zusammenfassend betrdgt die Abdeckung der MP17 Sequenz durch Peptide 73,3% und es konnten
Phosphorylierungen an vier Serinen (Positionen S71, S79, S137 und S140) detektiert werden
(Abb. 18), von denen drei (S71, S79 und S137) in zwei unabhingigen MS-Analysen nachgewiesen

werden konnten.

1 MSMVVYNNQEGEEGNPFAGALTEFSQWLWSRPLGNPGAEDAEEEAIAAQE

51 ELEFPEDEAQARHSCLQRTTSWATPKEVSPSGRVYQTVRHSRMEYSRPTM

101 SIRSQASYFSSSARPLPPPPVPSLMSWTPIAKYHPSSPTSTSSKLRRAAP
151 KLIKRGHHHHHH*

Abb. 18: Identifizierte MP17:HIS Sequenz mit Phosphorylierungen. Die MP17-Proteinsequenz, die durch in der MS/MS-
Analyse identifizierte Peptide abgedeckt wurde, ist unterstrichen; phosphorylierte Serine sind gelb markiert; die angefiigten
sechs Histidine sind kursiv dargestellt.

Zwei der in MP17 phosphorylierten Serine (S71, S79) sind unter den MPs verschiedener Luteoviren
hoch konserviert (Abb. 19). Dagegen ist eines der beiden Phospho-Serine im C-terminalen Bereich nur
im PLRV MP17 vorhanden (S137) und das andere Serin ist ebenfalls nicht vollstdndig unter den un-
tersuchten luteoviralen MPs konserviert.

Bioinformatische Analysen zeigten, dass die vier in MP17 phosphorylierten Serine (zusammen mit der
umgebenden Aminosiuresequenz) durch verschiedene Kinasen erkannt werden konnten, jedoch keine
(bekannte) Kinase gleichzeitig fiir alle Phosphorylierungen verantwortlich sein kann
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/; http://www.phosida.com/; Daten nicht gezeigt).
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bariey yellow dwarf virus MAMVRADADRESLG---EGLLSERSQWLWSLPTAQPGAED-AEDQLVLGE 46
cereal yellow dwarf virus MAMVRADADRESLG---EGLLSERSQWLWSLPTAQPGAED-AEDQLVLGE 46
beet chlorosis virus ---MEEDDHAGKHD----~ ALGALSQWLWSKPLGQHNADLDDDEEVITGQ 42
beet western yellows virus ---MEEDDHAGKHD----- ALSALSQWLWSKPLGQHNADLDDDEEVITGQ 42
beet mild yellowing virus ~--MEEDDHVGKRD=-=---~ ALSALSQWLWSKPLGQHNADLDDDEEAITGQ 42
cotton leaf roll dwarf virus ---MEEDDHVG-AT----- GVGKISQWLWSKPLGTHNAEDDEDEEVVIGQ 41
soybean dwarf virus MSQYNDDALVGQQD----- ALHEFSSWLFQRPPADHNAEDDNDDEGEVIE 45
sweet potato leaf speckling virus  MALVNAHEEGETRG----- ALQEVSQWLWSQPLGTPGADD-VEDEVVEQL 44
potato Teaf roll virus MSMVVYNNQGGEEGNPFAGALTEF*SQ!»:L_WSRELGNPG»:ED-VEEEAIAAQ 49
barley yellow dwarf virus EELQDSEEQAVGRHLFSQRTHSLATPLEVSPSGRLYQTIRHSRMEYSRPT 96
cereal yellow dwarf virus EELQDSEEGAVARHLFSQRTHSRATPLEVSPSGRLYQTIRHSRMEYSRPT 96
beet chlorosis virus EELFLPEEQAQARHLFSRKTISREVPAEQSRSGRVYQTAQHSLMEYSRPT 92
beet western yellows virus EELFLPEEQAQARHLFSRKTISREVPVEQSRSGRVYQTAQHSLMEYSRPT 92
beet mild yellowing virus EELFLPEEQVRARHLFSQKTISREVPADQSRSGRVYQTARHSLMECSRPT 92
cotton leaf roll dzfarf virus EDAFLEDQELQARHLFSQKTVSREVPQDQSRSGRLYQIARHSAMECSRPT 91
soybean dwarf virus EEAIFPEDQARLTHSCFQRTASMVVPREVSLSGRLYQNASHSLMEYSRPT 95
sweet potato leaf speckling virus  DELHFPEDEAYAKLSYSQRTTSRAVPQEVSPSGRLFQSASLSKVEYSRPS 94
potato leaf roll virus EELEFPEDEAQARHSCLQRTTSWATPKEVSPSGRVYQTVRHSRMEYSRPT 99

i i ::** -# : ***\%::* * :}’z *:h!':
barley yellow dwarf virus MNIRSQIVSYSSSARPLPQQPVPSLMSWTPIAKHLHLGQQSTSSRSPKLY 146
cereal yellow dwarf virus MSIRSQVVSYSSSARPLPQQPVPSLMNWTPIAKSLRSHQPTISSQSPKLY 146
beet chlorosis virus MSIKSRWSFWSSSPKPLPKTPVPSLTSWTHTVDSTPFPRPSISSGSQSPG 142
beet western yellows virus MSIKSRWSFWSSSPKPLPKTPVPSLTSWTHTVGSTPFPQPSISSGSQSPG 142
beet mild yellowing virus MSIKSQWSFWSSSPKPLPKIPVPSLTSWTHTVNSVPFHQLSTSSGLQSPG 142
cotton leaf roll a’zarf virus MNIRSQWSYWSSSPRPLQHPPVPSLTKWIHTVNCQPYPPRLTNSESPRTG 141
soybean dwarf virus MNIRSRVSYYSSSPRPLPPRQAPSLMSLTHTASTPKFNRYSINSVSQRAV 145
sweet potato leaf speckling virus  MSIRSQTSYFSSSARPLQRPAVLSLMNWTPIVKYHPSPPPSTSSQLRKAV 144
potato Teaf roll virus r::sgREQASYFEEEAREkPPPPAP%MSWTPIAKYHPSSPTSTS&KLRRAA 149
barley yellow dwarf virus RAASQRR-—— === ——m oo 153
cereal yellow dwarf virus RGASQRR == = = = o e e e e e e e e e e 153
beet chlorosis virus GGRLQRLTSTGRIGTTLPRTNSGSSTKAMVLHR==========~ 175
beet western yellows virus GGRLQRLTSTGRIGTTLPRTNSGSSTKAMVLHR---------—-- 175
beet mild yellowing virus GGHLQRLTSTGRTGTTLPRTNSGSSTKAMVLHR-=======-=- 175
cotton leaf roll dzarf virus GSNLRRLSSMDRNGMTPPRTSSESYIKAMVPRR-=========- 174

Abb. 19: Sequenzvergleich von MPs verschiedener Luteoviren (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2). Die in MP17
phosphorylierten Serine sind gelb markiert; ,,Accession numbers* der jeweiligen MPs: AAB70926.1 (barley yellow dwarf
virus), AAF62534.1 (cereal yellow dwarf virus), AAK49962.1 (beet chlorosis virus), AAM22679.1 (beet western yellows
virus), AAZ57428.1 (beet mild yellowing virus), AAX08105.1 (cotton leaf roll dwarf virus), ACA04435.1 (soybean dwarf
virus), ABG46340.1 (sweet potato leaf speckling virus).
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3.2 Genetische Identifizierung von mit MP17 interagierenden Proteinen in Source-

gewebe in Arabidopsis

Die konstitutive Expression von MP17:GFP in Arabidopsis bietet die Moglichkeit, Elemente des inter-
und intrazelluldren Makromolekiiltransports genetisch zu identifizieren. Wie bereits unter Kapitel 1.5
beschrieben, wurden hierzu Samen der transgenen Arabidopsislinie Col-16 (35S-MP17:GFP) einer
EMS-Mutagenese unterzogen und Pflanzen der M2-Generation in 24 Parentalgruppen (PG) nach einer
Reversion des Mutanten-Phanotyps zum Wildtyp durchmustert (Hofius, 2003; Dissertation). Von den
so erhaltenen 31 putativen Suppressormutanten waren zehn ndher untersucht und zundchst anhand
ihrer phianotypischen Eigenschaften in vier Klassen eingeteilt worden (Hofius, 2003; Kronberg, 2008;
Dissertationen). Zwei der Suppressormutanten zeigten kein oder nur sehr wenig MP17:GFP Transkript
in Sourcebléttern (Klasse PG nr), wihrend die RNA des Transgens in allen anderen Klassen anaolg
zur Ausgangslinie nachweisbar war. Bei zwei weiteren Suppressormutanten war weder MP17:GFP
Protein, noch Fluoreszenz detektierbar (Klasse I bzw. PG r). Klasse II (PG p) Revertanten wurden
zundchst anhand eines nachweisbaren Proteinsignals aber keiner Fluoreszenz an PD eingeteilt. Dabei
konnte allerdings fiir zwei der vier Suppressormutanten dieser Klasse spéter eine schwache PD-
Lokalisation von MP17:GFP ausschlieBlich zwischen Trichombasiszellen nachgewiesen werden
(Kronberg, 2008; Dissertation). Die verbleibenden zwei Suppressormutanten zeigten sowohl ein
MP17:GFP spezifisches Proteinsignal, als auch plasmodesmale Fluoreszenzakkumulation (Klasse 111
bzw. PG f).

Die von Daniel Hofius begonnene Primércharakterisierung wurde von Kristin Kronberg fortgesetzt
(Kronberg, 2008; Dissertation). Dafiir waren die urspriinglichen Suppressormutanten der M2-
Generation geselbstet und Pflanzen der M3-Generation molekular, biochemisch, physiologisch und
zellbiologisch untersucht worden. AnschlieBend folgte eine genetische Charakterisierung, um geeigne-
te Kandidaten fiir die spatere Marker-gestiitzte Kartierung zu selektieren. Dazu wurden die Suppres-
sormutanten zundchst zweimal mit der Parentallinie Col-16 riickgekreuzt (im Folgenden mit PG RR
bezeichnet). Dadurch sollten unerwiinschte Sekundidrmutationen, welche aufgrund der hohen verwen-
deten EMS-Konzentration bei der Mutagenisierung sehr wahrscheinlich zusétzlich eingefiihrt worden
waren, ausgekreuzt werden. Die Kreuzungen wurden dariiber hinaus verwendet, um das Segregati-
onsmuster in der F2 Generation der zweiten Riickkreuzung anhand der phénotypischen Merkmalsaus-
pragung (duBerlicher Phinotyp und MP17:GFP Proteinakkumulation) zu untersuchen. Dies deutete
darauthin, dass lediglich fiir die Mutationen in zwei der Suppressormutanten (f 10-3-1RR, p 6-2-1RR)
ein monohybrid rezessiver Erbgang angenommen werden kann. Denn nur bei diesen beiden wurde
eine Segregation beobachtet, welche bei der verwendeten Populationsgrofie laut Chi®-Test mit hoher
Wahrscheinlichkeit einem Spaltungsmuster von 3:1 (Col-16 Phinotyp zu Suppressormutanten-
Phénotyp) entspricht. Bei allen anderen Suppressormutanten-Kreuzungen traten davon stark abwei-
chende Spaltungsmuster in der F2-Generation auf. Dagegen zeigten alle Riickkreuzungen in der jewei-
ligen F1-Generation einen Col-16 dhnlichen Phénotyp, was auf eine rezessive Vererbung der Mutation
in allen 10 Suppressormutanten hindeuten wiirde. Moglicherweise wurde flir die Analyse der
F2-Generation eine zu kleine Population untersucht (je 50 Pflanzen), was die abweichenden Segrega-

tionen erklidren konnte.
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Aufgrund der sehr dhnlichen Phinotypen innerhalb der Klassen konnten Suppressormutanten zueinan-
der allelisch sein, also eine Mutation in dem gleichen Gen tragen. Um dies zu untersuchen, waren ho-
mozygote Suppressormutanten der Klassen I bis III nach der ersten Riickkreuzung untereinander ge-
kreuzt und die folgende F1-Generation hinsichtlich Phanotyp und MP17:GFP Protein untersucht wor-
den. Kreuzungen der Revertanten p 6-2-1, p 6-3-1 und f 10-3-1 zeigten einen Col-16 dhnlichen Phéno-
typ, was auf eine gegenseitige Komplementation hindeutet und darauf, dass die entsprechenden Muta-
tionen nicht allelisch sind (bei Annahme einer rezessiven Vererbung).

Auf Basis der genetischen Analysen wéren daher diese drei Suppressormutanten zur Verwendung fiir
eine Marker-gestiitzte Kartierung geeignet. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Suppressormutante
f 10-3-1RR (im Folgenden 10-3-1 bezeichnet) kartiert werden. Obwohl die Suppressormutanten der
Klasse nr (im Folgenden 12-1-1 und 17-4-1) ohne MP17:GFP Transkript in Sourceblittern keine ein-
deutige Segregation gezeigt hatten und mit diesen keine Allelizitétstests durchgefiihrt worden waren,
sollten diese dennoch aufgrund des aullergewohnlichen Phénotyps kartiert werden. Da zuvor fiir die
phénotypischen Untersuchungen Suppressormutantenlinien der M3-Generation vor den beiden Riick-
kreuzungen verwendet worden waren, wurde die Mehrzahl dieser Analysen mit den zweimal riickge-

kreuzten Linien wiederholt bzw. die Charakterisierung mit weiteren Experimenten fortgesetzt.

3.2.1. Untersuchung der Suppressormutante 10-3-1
3.2.1.1. Phiinotypische Beschreibung

Die Suppressormutante 10-3-1 war durch Wildtyp-dhnlichen Wuchs gekennzeichnet, wobei das Roset-
ten-Frischgewicht Wildtyp-Niveau erreichte (Abb. 20A, B). Allerdings zeigten dltere Blétter noch
Chlorosen analog zu der nicht-mutierten Ausgangslinie Col-16.

Col-16
(B) Rosetten-Frischgewicht Stirke Lasliche Zucker
0.4
16 4
0.31
=12 T3
le] E £
g g
0 Es £2
0,11 4 I 1
0 . " 0 n 0 :
WT  Col-l6  10-3-1 WT  Coll6  10-3-1 WT  Col-l6  10-3-1

Abb. 20: AuBerlicher Phinotyp der Suppressormutante 10-3-1. (A) die Suppressormutante 10-3-1 zeigte wieder Wildtyp-
dhnlichen Wuchs und nur schwach chlorotische Sourcebldtter; (B) Mittelwerte [mit Standardabweichung] des Rosetten-
Frischgewichts von je sechs Pflanzen [Alter 45 d unter Kurztagbedingungen]; GroBenstandard: 2 cm.
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Die Linie Col-16 akkumuliert aufgrund des MP17:GFP induzierten Kohlehydratexportblocks mehr
losliche Zucker und Stérke als der WT in Sourcebléttern. Die Kohlehydratgehalte in 10-3-1 waren
nicht nur deutlich niedriger als in Col-16, sondern erreichten Wildtyp-Niveau und waren von diesem
nicht signifikant verschieden (iiberpriift durch einen T-Test nach Student, p < 0,05; Abb. 21A).

C0l-16

Abb. 21: Kohlehydratgehalt von 10-3-1 und Phloementladung von Carboxyfluoreszein. (A) In Blattproben gleicher
Flache wurden 16sliche Zucker [Glukose, Fruktose und Saccharose] sowie Stirke zu Beginn der Lichtphase durch einen
optisch-enzymatisch gekoppelten Test quantifiziert; dargestellt sind Mittelwerte +/- Standardfehler fiir fiinf individuelle
Pflanzen; (B) Carboxyfluoreszein wurde iiber Petiolen in die Blatter beladen; Fluoreszenz-Aufnahmen von Verteilung und
Entladung wurden fiinf min nach Beladungsbeginn mit einem Stereomikroskop und einem GFP-Langpassfilter LP510 ange-
fertigt; GroBenstandard: 1 mm.

Aufgrund der Ausbildung von leichten Chlorosen in 10-3-1 Sourcebléttern, wurde die symplastische
Entladung von Carboxyfluoreszein in dieser Suppressormutante wie bereits unter 3.1.4.1 beschrieben
analysiert. Die Entladung von Carboxyfluoreszein war in Col-16 wie zuvor beschrieben stark reduziert
gegeniiber einem WT-Blatt (Abb. 21B). Dagegen wurde mehr Carboxyfluoreszein als in Col-16 aus
den kleinen Leitbiindeln von 10-3-1 entladen, jedoch immer noch deutlich weniger als im Wildtyp.
Dies korreliert mit den schwach chlorotischen Bléttern in 10-3-1 gegeniiber Wildtyppflanzen und deu-
tet darauf hin, dass die maximal mogliche symplastische Transportkapazitét in 10-3-1 nicht vollstdn-
dig wiederhergestellt ist.

3.2.1.2. Lokalisation und Expression von MP17:GFP

MP17:GFP lokalisierte in 10-3-1 an PD wie zuvor beobachtet, jedoch schien bei KLSM-Aufnahmen
deutlich weniger Fusionsprotein in der Suppressormutante im Vergleich zu Col-16 an PD nachweisbar
(Abb. 22A-C). Um die Menge an Fusionsprotein zu quantifizieren, wurde eine Westernanalyse durch-
gefiihrt, welche bestitigte, dass der MP17:GFP-Gehalt in 10-3-1 reduziert ist. Dabei wurde anhand des
verwendeten anti-MP17-Antiserums eine zusétzliche starke Proteinbande bei etwa 28 kDa in 10-3-1
Pflanzen beobachtet, welche nur sehr schwach in Col-16 nachweisbar war (Abb. 22D). Dieses Protein
wurde jedoch nicht von einem anti-GFP-Antiserum detektiert (Abb. 22E). MP17 selbst kann in SDS-
Gelen entgegen seiner rechnerischen Grofle von 17 kDa bei 24 kDa nachgewiesen werden, was zuvor
bereits auf Phosphorylierungen zuriickgefiihrt wurde (Schmitz et al., 1996; Herbers et al., 1997). Auf-
grund der Laufhohe des Proteinfragments und der unterschiedlichen Detektierbarkeit mit beiden Anti-
seren, scheint es sich offensichtlich um ein von MP17:GFP abgeleitetes und um einen grofen Teil des

GFP verkiirztes Protein zu handeln, welches dabei in 10-3-1 stirker akkumulierte als in Col-16.
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Col-16 |

(D) (E)

(kDa] WT Col-16 10-3-1 WT Col-16 10-3-1
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Abb. 22: Plasmodesmale Lokalisation und Quantifizierung von MP17:GFP in 10-3-1. (A-C) Konfokale Aufhahmen von
MP17:GFP Fluoreszenz [Griin] an PD in Epidermiszellen [mit Propidiumiodid geférbt in Rot] in WT (A), Col-16 (B) und
10-3-1 (C); (D) Westernanalyse von Blattproben gleicher Fliache; MP17:GFP wurde durch ein anti-MP17-Antiserum bei
etwa 45 kDa und ein weiteres Protein bei etwa 28 kDa detektiert [Pfeil], Transketolase [TK] diente als Ladekontrolle, detek-
tiert durch einen anti-Transketolase Antikdrper; (E) eine korrespondierende Westernanalyse der gleichen Proben mit einem
monoklonalen anti-GFP-Antikdrper zeigte keine Proteinbande bei 28 kDa; GroBenstandard: 20 um.

Um zu Uberpriifen, ob die Stabilitidt und/oder Expression des MP17:GFP Transkripts in 10-3-1 verén-
dert ist, wurde eine Northernanalyse durchgefiihrt. Wie Abb. 23 zeigt, war weder ein Unterschied in
der Transkriptmenge zwischen Col-16 und 10-3-1 nachweisbar, noch trat ein zusétzliches verkiirztes
Transkript in 10-3-1 auf.

WT Col-16 10-3-1 Abb. 23: Expression von MP17:GFP in 10-3-1. Fiir eine Northernanalyse wurden
je 7 pg Gesamt-RNA auf einem RNA-Gel aufgetrennt und nach dem Blotten auf

MP17:GFP

eine Nitrocellulosemembran wurde MP17:GFP Transkript durch Hybridisierung mit
einer radioaktiven DNA Sonde [MP17 kodierende Sequenz] nachgewiesen;
Ethidiumbromid-gefirbte rRNA diente als Ladekontrolle.

rRNA

3.2.1.3. Assoziation von MP17:GFP an Zellwandfraktionen

Wie beschrieben, akkumulierte in 10-3-1 weniger MP17:GFP an PD als in der nicht mutierten Linie
Col-16. Dies lésst sich moglicherweise darauf zuriickfiihren, dass die PD-Struktur aufgrund einer Mu-
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tation verdndert ist und zu einer schwicheren Assoziation von MP17 an PD in 10-3-1 fiihrt. Daher
wurde die Stiarke der PD-Assoziation von MP17:GFP sowie des verkiirzten Proteins in 10-3-1 anhand
der Solubilisierbarkeit in dem schwachen Detergenz NP40 gegeniiber 8 M Harnstoff untersucht.
MP17:GFP konnte in 10-3-1 analog zu Col-16 nur unter voll-denaturierenden Bedingungen von den
Zellwianden gelost werden, bei Verwendung von NP40 verblieb das Fusionsprotein im Pellet
(Abb. 24). Dies traf auch auf das verkiirzte Proteinfragment in 10-3-1 zu, was daraufhin deutet, dass

dieses Fragment dhnlich stark wie das Vollldngen-Fusionsprotein an PD assoziiert ist.

Col-16 10-3-1 Col-16 10-3-1
[kDa] WT P US P US P US P US
75—
50— a—— “ .

- e -.—‘MPI? GFP

37— r—

- —

— T~ - -.- —
25 = -
NP40 Ureat

Abb. 24: Léslichkeit von MP17:GFP und einem abgeleiteten Protein-Fragment in 10-3-1. Je 15 mg homogenisiertes
Blattmaterial von Col-16 und 10-3-1 wurden mit 2% NP40-Puffer oder 8 M Harnstoffpuffer 1:3 [w/v] gemischt und die
Proben durch 5 min Zentrifugation bei 14.000 rpm in Pellet [P] und Uberstand [US] getrennt; Pellets wurden in 2x SDS-
Probenpuffer resuspendiert bzw. Uberstinden mit Auftragspuffer versetzt, die Proteine auf einem 12,5%igem SDS-Gel auf-
getrennt und mit einem anti-MP17 Antiserum nachgewiesen; der Pfeil markiert von MP17:GFP abgeleitetes Protein bei etwa
28 kDa; WT = Wildtyp Blattprobe.

3.2.1.4. Analyse des MP17:GFP Transgens

Um zu lberpriifen, ob die verringerte Menge an MP17:GFP in 10-3-1 und die Akkumulation des da-
von abgeleiteten kiirzeren Proteins auf eine Mutation im Transgen zuriickzufiihren ist, sollte dieses
niher untersucht werden. Dazu wurde aus der Suppressormutante 10-3-1 die kodierende Sequenz fiir
MP17:GFP durch PCR von genomischer DNA amplifiziert und sequenziert. Dadurch konnte eine Mu-
tation, welche zu einem Amiosdureaustausch (Prolin zu Leucin; CCT zu CTT) an Position 246 von
MP17:GFP bzw. Position 90 des GFP fiihrt, nachgewiesen werden. Im Weiteren wurde MP17:GFP
aus 10-3-1 parallel zu MP17:GFP aus Col-16 in den Vektor pA7 (basiert auf pUC18 mit der Expressi-
onskassette aus pBinAr; Roder et al., 1994) zwischen einen CaMV 35S Promotor und einen ocs Ter-
minator kloniert (Abb. 25A). Die beiden so erzeugten Plasmide (pA7-MP17:GFPwrt, pA7-
MP17:GFP1031) wurden durch particle gun Beschuss in Arabidopsis WT-Blitter eingebracht und die
entsprechenden Fusionsproteine transient exprimiert. Zwei Tage nach Beschuss war MP17:GFP bei
der Verwendung beider Konstrukte in gleicher Stiarke an PD nachweisbar (Abb. 25 B-E). Dies deutet
darauthin, dass zumindest mit diesem Expressionssytem kein quantitativer Unterschied zwischen der
MP17:GFP Proteinmenge erzeugt durch das WT (MP17:GFPwr) oder das 10-3-1-Transgen
(MP17:GFP1031) feststellbar war.
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( A) Abb. 25: Transiente Expression von MP17:GFP10-3-1.
(A) Die fiir MP17:GFP kodierende Sequenz wurde durch
eine PCR mit den Primern FV17 und D85 von
CaMV' 355 )| MPI17 GFP O [ genomischer DNA aus 10-3-1 [MP17:GFP1031] oder
) Col-16 [MP17:GFPwr] amplifiziert und in den Vektor
pA7 via Asp718 und BamHI kloniert; die Linge von

EcoRI Asp718 EcoRI BamHI HindllII

541 471

(B)

DNA-Fragmenten ist unter diesen in bp angegeben;
(B-E) transiente = Expression von MP17:GFPwt
(B, C) oder MP17:GFP1031 (D, E) via particle gun in
Arabidopsis WT Epidermiszellen; konfokale Aufnahmen
zeigen nur die MP17:GFP-Fluoreszenz (B, D) oder
wurden mit Durchlichtbildern {iberlagert (C, E);
GrofBenstandard: 20 um.

3.2.2.  Marker-gestiitzte Kartierung von 10-3-1

Das Marker-gestiitzte Kartierungsverfahren dient dazu, die Position einer Mutation im Genom zu
identifizieren, welche einen Mutanten-Phénotyp auslost. Dazu bedient man sich natiirlicher Sequenz-
unterschiede (sogenannte Marker) zwischen Arabidopsis-Okotypen. Um die Position einer Mutation
zu bestimmen, wird die Mutante (Okotyp 1) mit einem zweiten Okotyp gekreuzt und eine Population
der spéteren F2-Generation der Kreuzung analysiert. Genomische Bereiche und damit Marker, welche
in groBer Entfernung zu der Position der Mutation liegen, werden in der Meiose durch Crossing over
bei der Selbstung der F1-Generation mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 50% gegen Okotyp 2 aus-
getauscht. Dagegen sollten Marker in relativer Ndhe der Mutation mit dieser gekoppelt sein und mit
einer geringeren Wahrscheinlichkeit rekombiniert werden, also mit gréBerer Wahrscheinlichkeit Oko-
typ 1 entsprechen. Somit kann die Mutation durch sukzessiven Test von Okotyp-spezifischen Markern
im Genom lokalisiert werden.

Die am haufigsten fiir Marker verwendeten Polymorphismen sind SSLP (simple sequence length po-
lymorphism), SNP (single nucleotide polymorphism) und CAPS (cleaved amplified polymorphic se-
guences). Bei SSLP-Markern wird mit PCR-Primern, welche einen Langenpolymorphismus iiberspan-
nen, ein entsprechendes DNA-Fragment amplifiziert, dessen Linge sich je nach Okotyp unterscheidet
und so nach Auftrennung mittels Gelelektrophorese zugeordnet werden kann (Bell und Ecker, 1994;
sieche Abb. 29B). Am hiufigsten finden sich jedoch Einzelbasenaustausche (SNP) zwischen den Oko-
typen. Diese kdnnen beispielsweise in groBem Umfang durch differentielle Oligonukleotide auf Mik-
ro-Arrays detektiert werden (Lipshutz et al., 1999). Allerdings kénnen SNPs auch Schnittstellen fiir
Restriktionsenzyme verindern. CAPS-Marker beruhen auf Okotyp-sequenzspezifisch existierenden

Restriktionsschnittstellen in den Genomen. Dabei wird zunéchst ein diese Schnittstelle tiberspannen-
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des DNA-Fragment amplifiziert und dann gespalten, wodurch Okotyp-spezifisch unterschiedliche
Restriktionsfragmente entstehen (Konieczny und Ausubel, 1993; siche Abb. 32).

Neben dem komplett sequenzierten Arabidopsis-Okotyp Columbia-0 (Col-0) ist von Landsberg erecta
(Ler) am meisten Sequenzinformation verfiigbar, da das Genom dieses Okotyps teilweise per ,,shot-
gun-Verfahren* durch die Firma Monsanto (St. Louis, Missouri; ehemals Cereon) sequenziert wurde.
Durch den Vergleich von 1501 Columbia-0 Bac-Klonen mit der Ler-Sequenz konnten iiber 56.000
Polymorphismen zwischen den Okotypen identifiziert werden (Jander et al., 2002), darunter iiber
37.000 SNPs und mehr als 19.000 Insertionen/Deletionen (In/Dels). Letztere konnen dabei zur Kon-
struktion von SSLP-Markern verwendet werden. Unabhéngig davon wurden bereits zuvor viele Poly-
morphismen-Marker zur Unterscheidung der Okotypen Col-0 und Ler beschrieben und sind iiber die
TAIR-Homepage (www.arabidopsis.org) zugénglich. Aufgrund der groen Zahl an verfiigbaren Mar-
kern sollten daher die Suppressormutanten (Col-0) in den Ler-Okotyp eingekreuzt werden.
Grundsitzlich wurde fiir die Kartierung nach dem von Jander (2006) beschriebenem Schema vorge-
gangen (Abb. 26).

1 | Kreuzung in
1 anderen
2 Okotyp Erzeugung der Samen
3 fiir die Kartierungspopulation;
_| Anzucht Vererbung der Mutation
4 |F1-Generation [ |Phénotypisierung F1
5] Analyse 200
6 FI; f-lér;:;r:a?f;n Phinotypisierung F2| | Grobkartierun o
Genotypisierung
7 homozygote F2
8 | Analyse 2000
| Pflanzen der Genotypisierung Feinkartierung;
9 [F2-Generation homozygote F2 mit | | Untersuchung F3
weiteren Markern bei unsicherem
(Testen der Phinotyp in F2

F3-Generation) Phinotypisierung F3

Sequenzierung Identifizierung des Gens

g D] =10

4

Abb. 26: Zeitplan einer Marker-gestiitzten Kartierung. Der Zahlenstrahl ist in Monaten dargestellt und durchzufiihrende
Arbeiten sind in ihrer Abfolge und zu erwartenden Dauer am Zahlenstrahl angeordnet [modifiziert nach Jander, 2006].

Dieses beginnt mit der Kreuzung der Mutante mit einem anderen Okotypen. Danach wird die entspre-
chende F1-Generation phénotypisiert und anhand der Segregation des Mutanten-Phénotyps bestimmt,
ob eine dominante oder rezessive Vererbung der Mutation vorliegt, falls dies nicht bereits vorher er-
mittelt worden war. AnschlieBend werden etwa 200 Pflanzen der F2-Generation phénotypisiert. Bei
einem rezessiven Erbgang der Mutation sollten Pflanzen, welche den Mutanten-Phénotyp zeigen, ho-
mozygot fiir die Mutation sein und werden im Folgenden mit zwei bis drei Okotyp-spezifischen Mar-
kern pro Chromosomenarm genotypisiert. Nachdem so die Position der Mutation auf einen Chromo-
somenarm eingegrenzt wurde, kann diese durch den Einsatz weiterer Marker in diesem Bereich niher
bestimmt werden bis keine Pflanzen mit einer Rekombination von Markern gegen Okotyp 2 gefunden
werden konnen, iliblicherweise ein Bereich von 5 centimorgan (cM). Danach wird eine grofere
F2-Population (1000 — 2000 Pflanzen) angezogen und analog fiir eine Feinkartierung mit zusétzlichen
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Markern in dem gekoppelten Bereich verwendet. Diese Anzahl von F2-Pflanzen sollte ausreichen, um
die Position der Mutation auf einen Bereich von 50 kb einzugrenzen. Bei einer groleren Anzahl von
untersuchten Pflanzen steigt die relative Wahrscheinlichkeit, dass auch genomische Bereiche und da-
mit Marker in unmittelbarer Niihe der Mutation gegen Okotyp 2 ausgetauscht werden. Zuletzt wird die
Mutation durch Sequenzierung des gesamten Bereichs bzw. von Kandidatengenen oder die verdnderte
Genfunktion durch Komplementation der Mutante mit entsprechender genomischer Sequenz identifi-
ziert. Falls die Identifizierung des Mutanten-Phanotyps in der F2-Generation nicht eindeutig war, muss
zusétzlich in der F3-Generation (von genotypisierten Parental-Pflanzen) anhand des Phénotyps be-
stimmt werden, ob die genotypisierten F2-Pflanzen homozygot fiir die Mutation waren. Bei falsch-
positiven Pflanzen ohne Selektion auf die Phénotyp-auslosende Mutation konnte der entsprechende
genomische Bereich wie der Rest des Genoms mit 50%iger Wahrscheinlichkeit rekombiniert werden
und so die Ergebnisse der Kartierung verfélschen.

Fiir die Kartierung ist, wie bereits beschrieben, die Untersuchung und damit die zweifelsfreie Detekti-
on von Pflanzen, welche den Mutanten-Phénotyp zeigen, notwendig. Um die Ausbildung des Mutan-
ten-Phénotyps zu ermdglichen, muss daher der Ler-Hintergrund die gleichen phénotypischen Eigen-
schaften wie die Col-16 Parentallinie zeigen, welche das 35S-MP17:GFP Transgen trigt. Um dieses
Transgen auch in den Ler Wildtyp Hintergrund einzubringen, wurde der Col-16 Parentalgenotyp mit
Ler-Wildtyp Pflanzen gekreuzt (Kronberg, 2008; Dissertation). Dadurch wurde sichergestellt, dass das
MP17:GFP Transgen im Ler-Hintergrund analog zu Col-16 nur einmal und an der gleichen Position
im Genom inseriert ist, um Dosis-Effekte von MP17:GFP (wie unter Kapitel 1.5 beschrieben) auf den
Phénotyp und voneinander unabhingige Segregationen von zwei Transgenen bei den spéteren Kreu-
zungen zu vermeiden. Um nach dieser Einkreuzung wieder einen mdglichst reinen Ler-Hintergrund zu
erhalten, wurde anschlieBend acht Mal mit Ler-Wildtyp riickgekreuzt. Die so erzeugte Ler-35S-
MP17:GFP Linie LerNMS8S zeigte einen zu Col-16 vergleichbaren duBerlichen Phénotyp und eine
identisch starke Lokalisation von MP17:GFP an PD (Abb. 27A-C). Tests mit 22 SSLP-Markern ver-
teilt tiber die fiinf Chromosomen bestitigten, dass zumindest auf Basis dieser Marker die Auskreuzung
der Col-0 Sequenz aus LerNMSS erfolgreich war (Kronberg, 2008; Dissertation).

Abb. 27: Phénotyp der Linie LerNMSS. (A) Im Vergleich
zu den Wildtypen Col-0 und Ler sind die transgenen Linien
Col-16 und LerNM8S wuchsreduziert und zeigen
chlorotische Sourceblitter; (B, C) KLSM-Aufnahmen von
MP17:GFP [Griin] an PD in Zellwidnden [Rot] in Col-16 (B)
und dazu vergleichbar in LerNM8S Epidermiszellen in
Sourceblittern (C); GroBenstandard in A 2 c¢cm, in B, C 20
pm.
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3.2.2.1. Genetische Untersuchung der Kreuzungslinie LerNM8S

Da bisher die Position des 35S-MP17:GFP-Transgens im Genom nicht bekannt war, wurde dessen
Position mittels Genome walking bestimmt. Dafiir wurde genomische DNA von Col-16 mit vier Re-
striktionsenzymen in unterschiedlichen Ansétzen verdaut, ein Adapterprimer ligiert und die zu beiden
Seiten der T-DNA flankierenden Sequenzen durch zwei aufeinander folgende PCR-Reaktionen ampli-
fiziert und sequenziert (Abb. 28A; Methode siehe 2.11). So konnte ermittelt werden, dass die genomi-
sche Sequenz flankierend zu der left border der MP17:GFP T-DNA bei Position 4,193,061 bp auf
Chromosom I und der right border bei 4,193,024 bp beginnt (Abb. 28B). Somit ist das Transgen zwi-
schen den Loci AT1G12320 und AT1G12330 inseriert. Da die verbleibenden 37 bp genomischer Se-
quenz nicht nachweisbar waren, sind diese offensichtlich bei der Integration der T-DNA deletiert wor-

den, wie bereits zuvor bei T-DNA Insertionen beobachtet (Gheysen et al., 1991).

(A) left border, EcoRV left border, Dral
AP+ AP+
GSP AP  GSP GSP AP  GSP
PCR: 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

right border, EcoRV right border, Pvull

(B) rp TDNA o kb
STOP START

I— -

AT1G12320 AT1G12330

Abb. 28: Lokalisierung des MP17:GFP Transgens in Col-16. (A) PCR-Produkte des Genome Walking [Materialien: Clon-
tech Laboratories, California, USA] fiir das 35S-MP17:GFP-Transgen; pro T-DNA Ende (left oder right border) wurden
zwel Ansdtze mit jeweils unterschiedlichen Restriktionsenzymen durchgefiihrt; fiir die entsprechenden PCR-Reaktionen mit
genomischer DNA von Col-16 als Template wurde je ein Adapterprimer [AP; dessen Bindestelle nach dem Verdau in Form
eines Adapter-DNA-Fragments an die geschnittene DNA ligiert worden war] und ein genspezifischer Primer [GSP], welcher
in der jeweiligen border bindet, eingesetzt; um Spezifitit und Ausbeute zu erhéhen, wurde aulerdem eine zweite PCR [2] mit
weiter innen liegenden Primern durchgefiihrt [GSP left border — LB1, LB2; right border — RB1, RB2]; PCR Produkte, wel-
che nicht unspezifisch in Reaktionen mit nur einem Primer allein amplifiziert wurden, wurden ausgeschnitten und sequenziert
[markiert mit einem Stern]; (B) Position der T-DNA Insertion mit right (RB) und left border (LB) 1610 bp stromaufwirts des
ATG von Locus AT1G12330 und 1647 bp stromabwirts des Stopcodons von AT1G12320.
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Da LerNMSS durch Einkreuzung von Col-16 in Ler-WT erstellt worden war, war zu erwarten, dass in
relativer Ndhe des MP17:GFP Transgens aufgrund der dadurch hohen Kopplung noch immer Colum-
bia-0 Sequenz vorhanden ist. Daher wurde der genomische Bereich in unmittelbarer Nidhe des Trans-
gens mit Okotyp-spezifischen SSLP-Markern untersucht. Die Analyse von Markern zwischen
CER459966 und CER453516 zeigte, dass dort ein mindestens 0,94 Mbp groBer Bereich (Position 3,52
bis 4,46 Mbp) Col-0 Sequenz in LerNMS8S vorhanden ist, welcher von Ler-Sequenz flankiert wird
(Abb. 29A-C). Somit kénnte die Position von Mutationen, welche in diesem genomischen Bereich
liegen, nicht ndher durch Marker-gestiitzte Kartierung mit LerNMS8S bestimmt werden, da in diesem
Bereich folglich keine Rekombinationen zwischen Ler und Col-0 Sequenz zu erwarten wéren.

Neben den in dieser Arbeit beschriebenen Suppressormutanten 10-3-1, 12-1-1 und 17-4-1 wurden
auch die beiden Mutanten p 6-2-1RR und p 6-3-1RR fiir eine Grobkartierung eingesetzt. Diese zeig-
ten, dass die Phidnotyp-ausldsende Mutation bei beiden Linien in dem genomischen Abschnitt von
Chromosom I liegen muss, welche in LerNM8S Col-0 Sequenz entspricht (Vorgehen analog wie unter
3.2.2.2 und 3.2.2.3 beschrieben, Daten nicht gezeigt). Daher wurde mit der Kartierung dieser beiden

Suppressormutanten vorerst nicht fortgefahren.

(A) LerNMSS (©) _
Col.0 Ler 12 3 HEZ Chr | Pos [Mbp] | Marker Okotyp
ol 1 3,32 CER459966 | Ler
b 1 3,48 CER458001 | Ler
(B()jm-o Ler % HEZ 1 3,52 CER465532 | Col
Col-0 1 3,83 F16J7-TRB Col
L 1[40 474023 Col
1 4.46 CER451928 | Col
1 5,30 CER453516 | Ler

Abb. 29: Columbia-0 Sequenz in LerNMS8S. SSLP Marker zwischen CER459966 und CER453516 auf Chromosom 1 [Chr]
wurden in drei unabhéngigen LerNMS8S Pflanzen getestet; (A) PCR Reaktionen mit dem Marker F16J7-TRB zeigten, dass
dieser Marker in allen drei LerNM8S Pflanzen homozygot Col-0 entsprach; (B) korrespondierende Analyse fiir den Marker
CER459966 welcher in LerNMS8S nur Ler-spezifische PCR-Produkte lieferte, wihrend bei einer heterozygoten Pflanze
[Kreuzung von LerNMS8S mit Col-0] folgerichtig PCR-Produkte fiir beide Okotypen nachgewiesen werden konnten;
(C) Position der getesteten Marker in diesem Bereich und Angabe des durch PCR wie unter (A, B) ermittelten Okotyps;
Col-0 = Columbia-0 Wildtyp; Ler = Landsberg erecta Wildtyp; HEZ = Pflanze einer F1 Generation nach Kreuzung von
Col-0 mit LerNMSS.

3.2.2.2. Einkreuzung von 10-3-1 in LerNMS8S

Um mit der Marker-gestiitzten Identifizierung der Phénotyp-auslosenden Mutation in der Suppressor-
mutante 10-3-1 zu beginnen, wurde diese mit LerNMS8S gekreuzt. Die Kreuzungslinie (LNM1031)
wies in der F1-Generation einen reduzierten Wuchs gegeniiber den Wildtypen Ler und Col-0 und der
10-3-1 Ausgangslinie auf (Abb. 30A). Allerdings war dieser Effekt schwach ausgeprigt genauso wie
keine stark ausgeprigt chlorotischen Sourceblétter verglichen mit Col-16 oder LerNMS8S beobachtet
werden konnten. Bei einer rezessiven Vererbung sollte die F1 Generation jedoch nach der Kreuzung
homogen eine Mischung aus Col-16 und LerNMS8S Phinotyp zeigen. Die nicht vollstindige Wieder-
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herstellung des Col-16/LerNMS8S Phinotyps, vor allem in Bezug auf den reduzierten Wuchs, kann
moglicherweise durch die Vermischung der beiden unterschiedlichen Okotypen erklirt werden. Natiir-
liche Unterschiede zwischen Okotypen werden durch mehrere Gene, sogenannte quantitative trait loci
(QTL) bestimmt und die unterschiedliche Segregation dieser QTLs bei der Kreuzung zweier Okotypen
kann die Ausbildung des gesuchten Mutanten-Phanotyps bei der Kartierung beeinflussen (Jander et
al., 2002; Jander, 2006).

Fiir die anschlieBende Kartierung in der F2-Generation ist es jedoch absolut notwendig, Pflanzen, wel-
che den Suppressormutanten-Phinotyp zeigen, von heterozygoten Pflanzen (wie die F1-Generation)
zweifelsfrei zu unterscheiden. Daher wurde als weiteres phénotypisches Merkmal der Suppressormu-
tante 10-3-1 die plasmodesmale Lokalisation von MP17:GFP untersucht. Eine Analyse in Sourceblét-
tern zeigte, dass die Fluoreszenzstirke in Pflanzen der F1-Kreuzung der in den MP17:GFP Ausgangs-
linien entsprach (Daten nicht gezeigt). Dies deutet bezogen auf dieses phénotypische Kriterium eben-
falls auf eine rezessive Vererbung der entsprechenden Mutation in 10-3-1 hin. Somit konnte die redu-
zierte MP17:GFP Fluoreszenz als Marker fiir die Durchmusterung der F2-Generation nach fiir die

Mutation homozygoten Pflanzen dienen.

Ler LNMI1031 F1 [b ]
Col-0 Col-16 Ler NM8S 1031 1 2 3 ST LOP

(A) Col-0_  Col-16 PR (B)
e | . Ler 300

. % s el o Al () 200

Abb. 30: Analyse der F1-Generation der Kreuzung von LerNMS8S mit 10-3-1. (A) Vergleich der F1-Kreuzung
[LNM10-3-1 F1] von 10-3-1 mit LerNM8S mit den Ausgangslinien [Alter: 50 d]; (B) PCR-Analysen von Proben genomi-
scher DNA mit dem Okotyp-spezifischen SSLP-Marker ciw11, welcher ein lingeres Produkt fiir Landsberg erecta [230 bp]
als fiir die Columbia-0 Sequenz [179 bp] liefert; ST = DNA-Léngenstandard; Groenstandard: 2 cm.

Um zusitzlich zu verifizieren, dass tatsdchlich LerNMS8S in die Suppressormutante eingekreuzt wur-
de, wurde ein SSLP-Marker in Pflanzen der F1-Kreuzungen und als Kontrolle in den Ausgangslinien
getestet. Wie Abb. 30B zeigt, waren alle Pflanzen der F1-Kreuzung heterozygot beziiglich dieses Mar-
kers, da jeweils sowohl ein Col-0- als auch ein Ler-spezifisches PCR-Produkt nachgewiesen werden
konnte. Dies bestitigt, dass 10-3-1 erfolgreich mit LerNMS8S gekreuzt wurde. Um im Weiteren die
Position der Mutation zu bestimmen, wurden die F2-Nachkommen nach Selbstung der F1-Generation

untersucht.

3.2.2.3. Grobkartierung

Zunéchst wurden fiir die Grobkartierung der Suppressormutante 254 Individuen der F2-Generation
begutachtet. Dazu wurde die Fluoreszenzstirke von MP17:GFP an PD in je einem Sourceblatt mit den

Ausgangslinien verglichen und so bestimmt, ob die Pflanzen einen Col-16-&hnlichen Phénotyp oder
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den 10-3-1 Phéanotyp mit reduzierter Fluoreszenzstirke zeigten. Es wurden 63 Pflanzen mit deutlich
reduzierter Fluoreszenzstirke identifiziert. Daher ergibt sich ein Verhéltnis von Pflanzen mit Col-16-
zu 10-3-1-Phénotyp von 3,03:1, was laut einem Chi*-Test mit mehr als 94%iger Wahrscheinlichkeit
einer rezessiven Vererbung (Verhéltnis 3:1) entspricht. Somit bestitigte diese Aufspaltung die basie-
rend auf den Riickkreuzungsanalysen angenommene, monohybrid rezessive Vererbung der Mutation
in der Suppressormutante 10-3-1.

Von den so selektierten 63 Pflanzen, welche homozygot fiir die Mutation sein sollten, wurde genomi-
sche DNA isoliert und mit 21 SSLP-Markern (von 22 vorgeschlagenen Markern nach Lukowitz et al.,
2000; Abb. 31) getestet.

I 11 111 IV V
F21M124 ciw?2 1 ciws4  CTRI}
@ ngal62 A 9
g 3_
ciwl24 o ciw | ‘
ciwll$ ciwg
ngal126 ¢
o) ' ciw7 4
cziw[)]-- ciwdt PHYCEE
nga280 1 y |
g ngal 68 nga6 - .
ngal107 $ ciw9 ¢
98 cM 101 cM
ngalll +
116 ¢cM (ciwl0)§
131 cM
140 cM

Abb. 31: Schematische Verteilung von 22 SSLP-Markern iiber die fiinf Arabidopsis-Chromosomen. Modifiziert nach
Lukowitz et al., 2000; der fiir die Kartierung von 10-3-1 nicht verwendete Marker ciw10 ist in Klammern gesetzt.

Tabelle 3.4 zeigt die Ergebnisse der Grobkartierung. Neben der Anzahl von Pflanzen, bei denen aus-
schlieBlich ein Col-0 oder Ler spezifisches Produkt oder beide gleichzeitig nachweisbar waren, ist
auch die Anzahl der Rekombinationen fiir den jeweiligen Marker angegeben (Summe aus der Anzahl
an Pflanzen heterozygot fiir Col-0 und Ler plus der zweifachen Anzahl an Pflanzen, welche nur ein
Ler Produkt ergaben). Die Rekombinationsfrequenz errechnet sich schlieSlich aus der Anzahl von
Rekombinationen geteilt durch die doppelte Anzahl genotypisierter Pflanzen. Bei einem nicht-
gekoppelten Marker sollte die Rekombinationsfrequenz theoretisch bei 0,5 liegen. Um natiirliche Va-
riationen der Rekombination auszugleichen, wurde angenommen, dass ein Marker bei einer Rekombi-
nationsfrequenz unter 0,3 mit dem Suppressormutanten-Phanotyp gekoppelt ist. Da dies nur auf drei
aneinander angrenzende Marker auf dem unteren Arm von Chromosom 1 zutraf, sollte in diesem Be-
reich die entsprechende Mutation liegen (Tab. 3.4 oben).

Um die Position der Mutation niher zu bestimmen, wurden zusitzliche SSLP-Marker eingesetzt. Da
nur eine begrenzte Anzahl von SSLP-Markern unter www.arabidopsis.org zugénglich ist, wurden auch
weitere  Marker unter Verwendung der IN/DEL-Datenbank der Firma Monsanto
(http://www.arabidopsis.org/browse/Cereon/index.jsp; Jander et al., 2002) erstellt. Dadurch konnte der
Bereich in 10-3-1, welcher die Mutation tragen sollte, auf Chromosom 1 zwischen die Marker 479919
und 469986 eingegrenzt werden, da hier keine Rekombinationen mehr nachweisbar waren

(Tab. 3.4 unten). Dieser Bereich entspricht etwa 1,3 Mbp genomischer Sequenz.
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Chr Marker GES Col Ler HEZ REK RF Tabelle 3.4: Grobkartierung von 10-3-1.
(oben) Mittels PCR wurde in LNM10-3-1 [F2] Pflanzen
1 F21M12 | 15 6 3 6 12 0.4 . . S
mit Suppressormutanten-Phanotyp fiir die jeweiligen SSLP
1 ciwl2 14 5 2 7 11 0,39 | Marker verteilt iiber die Chromosomen [Chr 1-5] der
1 ciwl 61 58 |0 3 3 0,02 | Genotyp beziiglich Col-0 oder Ler bestimmt; dadurch
1 nga280 | 62 62 |o 0 0 0 wurde die Anzahl der Rekombinationen jedes Markers
: " 0 " : : 5 - [REK] als die Summe der Anzahl von Pflanzen mit gleich-
nea ’ zeitig Ler und Col-0 spezifischen PCR-Produkten und der
2 ciw2 30 8 5 17 27 0,45 | zweifachen Anzahl von Pflanzen mit ausschlieBlich Ler-
2 ciw3 16 3 1 12 14 0,44 | spezifischem Produkt berechnet; die Rekombinationsfre-
’ ngall26 | 16 4 1 11 13 0.41 quenz [RF] ergab sich aus der Division von REK durch die
doppelte Anzahl an untersuchten Pflanzen [GES]; (unten)
2 ngal68 14 ! 4 3 1 0,39 Test zusitzlicher Marker auf Chromosom 1 und deren
3 ngal62 16 1 6 9 21 0,66 | Position in Megabasenpaaren [Mbp] in dem teilweise
3 ciwll 16 2 1 13 15 0,47 | gekoppelten Bereich; Col = nur Col-0 Produkt detektier-
3 ciwd 16 3 3 10 16 0.5 bar; Ler = ausschlieBlich Ler spezifisches Produkt nach-
weisbar; HEZ = heterozygot, beide Produkte vorhanden.
3 nga6 16 4 3 9 15 0,47
4 ciws 16 4 6 6 18 0,56
4 ciw6 16 5 7 4 18 0,56
4 ciw7 16 2 7 7 21 0,66
4 ngal107 | 16 3 5 8 18 0,56
5 CTR1 16 4 3 9 15 0,47
5 ciw8 16 2 7 7 21 0,66
5 PHYC 8 0 1 7 9 0,56
5 ciw9 15 1 5 9 19 0,63
Marker Pos [Mbp] | GES | Col | Ler | HEZ | REK | RF
T27K12-SP6 | 15,927 59 41 |2 16 20 0,17
ciwl 18,368 61 58 |0 3 3 0,02
480200 19,088 62 60 |0 2 2 0,02
479919 19,964 62 61 |0 1 1 0,01
CER450424 | 20,236 62 62 |0 0 0 0
CER459452 | 20,415 62 62 |0 0 0 0
ngal28 20,630 62 62 |0 0 0 0
nga280 20,877 62 62 |0 0 0 0
480623 21,090 62 62 |0 0 0 0
469986 21,296 62 59 |0 3 3 0,02
NF11P17 22,602 59 55 |0 4 4 0,03
NF5114 24,374 50 42 10 8 8 0,08
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3.2.2.4. Feinkartierung von 10-3-1

Da in dem eingegrenzten Bereich der bis dahin untersuchten Pflanzen keine Okotyp-spezifische Re-
kombinationen mehr gefunden werden konnten, wurde die Anzahl der Pflanzen fiir die Feinkartierung
vergrofert. Dies erhoht die statistische Wahrscheinlichkeit, Pflanzen mit Rekombinationen in geringe-
rem Abstand zu der Mutation zu finden und so die Position der Mutation auf einen engeren Bereich
einzugrenzen. Idealerweise sollte eine F2-Population von 2000 Pflanzen ausreichen, um die Position
der Mutation auf einen Bereich von 50 kbp festzulegen (Jander, 2006).

Aus diesem Grund wurden nun zusammen mit den bereits analysierten Pflanzen fiir die Grobkartie-
rung 2288 Pflanzen der F2-Generation begutachtet. Von diesen wiesen 512 den 10-3-1-Phénotyp auf
(reduzierte MP17:GFP-Fluoreszenz an PD), was einem Verhéltnis von 3,47:1 von Col-16- zu Suppres-
sormutanten-Phénotyp entspricht. Dies deutet darauthin, dass bei der Untersuchung dieser groBien
Population einige Pflanzen verworfen wurden, die reduzierte Fluoreszenz an PD zeigten, weshalb das
entsprechende Verhéltnis verschoben wurde. Die Analyse der 512 phénotypischen Pflanzen zeigte,
dass fiir Marker, fiir die in der kleineren Grobkartierungs-Population keine Rekombinanten mehr ge-

funden worden waren, nun wieder rekombinante Pflanzen nachgewiesen werden konnten (Tab. 3.5).

Tab. 3.5 Feinkartierung von 10-3-1.

Marker Pos [Mbp] | Art GES | Col | Ler | HEZ | REK | RF
479919 19,964 SSLP | 512 | 504 | 1 7 9 0,01
CER450424 20,236 SSLP | 512 | 506 | 1 5 7 0,01
J1-20315289-Mwol | 20,315 CAPS | 512 | 506 | O 6 6 0,01
J1-20357489-Secl 20,357 CAPS | 512 | 506 | O 6 6 0,01
J1-20373676-TspEI | 20,374 CAPS | 512 | 512 | 0O 0 0 0
J1-20406898-Xmnl | 20,407 CAPS | 512 | 506 | O 6 6 0,01
CER459452 20,415 SSLP | 512 | 506 | O 6 6 0,01
J1-20508672-Alul | 20,509 CAPS | 512 | 504 | O 8 8 0,01
ngal28 20,630 SSLP | 512 | 504 |0 8 8 0,01
nga280 20,877 SSLP | 512 | 503 |0 9 9 0,01
480623 21,090 SSLP | 512 | 502 |0 10 10 0,01
469986 21,296 SSLP | 512 | 499 |0 13 13 0,01

In LNM10-3-1 Pflanzen (F2) mit Suppressormutanten-Phénotyp wurden durch PCR von genomischer DNA mit SSLP oder
CAPS Markern Okotyp-spezifische Fragmente amplifiziert; bei CAPS-Markern wurde dieses Produkt durch das entspre-
chende Restriktionsenzym [angegeben am Ende der Markerbezeichnung] gespalten, wodurch spezifische Fragmente zur
Unterscheidung von Ler und Col-0 entstanden [Methode siche 2.16, Primer und Fragmente im Anhang]; GES = Anzahl der
untersuchten phénotypischen Pflanzen; HEZ = Produkte/Fragmente fiir Ler und Col-0 nachweisbar; REK = Summe der
Rekombinationen; RF = Rekombinationsfrequenz.

Durch die Analyse von SSLP-Markern konnte der Sequenzabschnitt mit geringster Rekombination
zwischen den Markern CER450424 und CER459452 festgelegt werden. In dem so eingegrenzten Be-
reich konnten jedoch aufgrund fehlender Sequenzunterschiede zwischen den Okotypen keine weiteren
SSLP-Marker mit Hilfe der IN/DEL-Datenbank erstellt werden. Daher wurden zusétzlich CAPS-
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Marker verwendet (Abb. 32), welche mit dem Programm ,,Marker Tracker vorhergesagt wurden und
online zur freien Verfligung stehen (http://bar.utoronto.ca/markertracker/). Pflanzen, welche keine
Rekombination zwischen den Markern CER450424 und CER459452 aufwiesen, wurden nicht fiir die
Analyse dazwischen liegender Marker verwendet. Aufgrund der geringen GrofBle des entsprechenden
Abschnitts ist nicht mehr davon auszugehen, dass diese Pflanzen innerhalb dieses Bereichs rekombi-
niert sind (sondern analog auch dort ausschlieflich Col-0 sein sollten) und somit die weitere Analyse
dieser Individuen keine zusitzlichen Erkenntnisse erbringen sollte (Lukowitz et al., 2000; Jander,
2006).

Wie Tab. 3.5 zeigt, wies ein CAPS-Marker an der Position 20,373 Mbp keine Rekombination mehr
auf und ist somit am stérksten gekoppelt. Die flankierenden Marker zeigen korrespondierend dazu mit
groBBer werdender Entfernung zu dem vollstidndig gekoppelten Marker mehr Rekombinationen. Daher
sollte die Mutation zwischen den flankierenden Markern in einem Bereich von etwa 50 kb zwischen
den Positionen 20,357 und 20,407 Mbp liegen, in welchem 16 Gene annotiert sind (Tab. 3.6).
Abbildung 33 gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen Stufen der Kartierung.

ST1 234 5 W Abb. 32: Verwendung von CAPS-Markern zur Unterscheidung von Ler und Col-0.
Dargestellt ist ein Test von DNA-Proben mit dem Marker J1-20508672-Alul; nach einer
PCR mit den entsprechenden Primern wurde der gesamte PCR-Ansatz mit Alul verdaut
und anschlielend auf einem Agarosegel aufgetrennt; danach konnten Col-0 spezifische

[bp] [bp] Banden auf 500 und 250 bp detektiert werden [Probe 1 = Col-0, 2 = Col-16], sowie fiir
973 Ler [Probe 3 = Ler, 4 = LerNMSS] eine spezifische Bande auf 750 bp, wihrend in einer
750  heterozygoten Pflanze alle Fragmente nachweisbar waren [Probe 5]; ST = DNA-Léangen-
23-{ standard; W = Wasserprobe.
537 500
354
280
250

Da die Sequenzierung einzelner Kandidatengene in diesem 50 kb-Bereich keine Verdnderung der
Nukleotidsequenz in 10-3-1 ergab, wurde daraufthin der gesamte Bereich sequenziert. Dazu wurde der
genomische Abschnitt als 11 iiberlappende Fragmente einer GroB3e von 3000 bis 5100 bp von genomi-
scher DNA amplifiziert (Primer siche Anhang) und durch ,,Primer walking* (Firma GATC; Konstanz)
sequenziert. Es konnten lediglich zwei verdnderte Nukleotide gegeniiber der Col-0 Sequenz (Version
TIGR 4.0; www.arabidopsis.org) in 10-3-1 identifiziert werden, welche jedoch nicht gegeniiber

Col-16 verdndert waren und somit nicht den Suppressormutanten-Phénotyp auslosen sollten.
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J 1-2035'?'489-8601 J1 —20373(?76—TSpE] J1-20406898-Xmnl
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Abb. 33: Ubersicht iiber die Marker-gestiitzte Kartierung von 10-3-1. Eingetragen sind massstabsgetreu die Positionen

der jeweiligen Marker in dem gezeigten genomischen Bereich; die Zahlen unter den Markern geben die entsprechende An-

zahl der Rekombinationen zu der Anzahl der untersuchten phénotypischen Pflanzen an; der obere genomische Ausschnitt

bezieht sich auf die Grobkartierung, wihrend in der Mitte und Unten die Ergebnisse der Feinkartierung dargestellt sind; laut

www.arabidopsis.org annotierte Gene [auf genomischer Ebene mit untranslatierten Bereichen] sind als graue Boxen einge-

zeichnet.

Tab. 3.6 Annotierte Gene des kartierten Bereichs in 10-3-1.

Lokus Beschreibung

AT1G54490 XRN4/EINS; 5°-3” Exoribonuklease; Zytoplasma
AT1G54500 Rubredoxin Familie

AT1G54510 Serin/Threonin Protein Kinase

AT1G54520 unbekanntes Protein; Chloroplast

AT1G54530 Familie der Calcium bindenden EF-Hand Proteine
AT1G54540 dhnlich zu einem zu HINT1 (hairpin-induziertes Protein 1) verwandten Protein
ATI1G54550 Familie der F-Box Proteine

AT1G54560 ATXIE; Myosin Klasse XI

AT1G54570 Esterase/Lipase/Thioesterase; Chloroplast
AT1G54575 unbekanntes Protein

AT1G54580 ACP2; Acyl Transporter; Chloroplast

AT1G54590 Splicing Faktor der Prp18 Familie

AT1G54600 Pseudogen

AT1G54610 putative Serin/Threonin Protein Kinase

AT1G54620 Familie der Invertase/Pektinmethylesterase Inhibitoren
AT1G54630 ACP3; Acyl Transporter; Chloroplast

Zu dem AGI-Kode ist jeweils eine kurze Beschreibung der annotierten Funktion, der Lokalisation [falls Informationen vor-

handen] und Bezeichnung laut www.arabidopsis.org angegeben.
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Unabhingig von der Sequenzierung wurde liberpriift, ob die Expression eines Gens in diesem Bereich
in 10-3-1 verdndert ist. Real-Time Analysen zeigten, dass die Transkriptmenge des Locus AT1G54560
in 10-3-1 etwa 14 fach geringer als im Wildtyp und 8,6fach geringer als in der Ausgangslinie Col-16
ist (Abb. 34). Ob moglicherweise die verringerte Transkriptmenge von AT1G54560 oder eines ande-
ren Locus den Suppressormutanten-Phénotyp ausldst, soll in Zukunft durch entsprechende Komple-
mentationsexperimente von 10-3-1 mit genomischer Sequenz von AT1G54560 und iiberlappenden

Abschnitten des gesamten 50 kb-Bereichs tiberpriift werden.

0,00010 1 ATI1G54560 Abb. 34 Expression von AT1G54560 in 10-3-1. Real-Time Analyse der
relativen Expression (Mittelwerte aus je drei biologischen Replikaten

0.00008 1 [ +/- Standardabweichung) von AT1G54560 [Primer siche Anhang]
Ig J normiert gegen AtAktin 2 nach der ACt Methode; die Signifikanz des
§ 0.00006 - Unterschiedes der Expression in 10-3-1 gegen Col-16 wurde mit einem
5‘ modifizierten  T-Test nach Student {iberpriift [** = p < 0,01].
£ 00004 -
-]
o
[a%4

0,00002 1

ok
0

WT  Col-16 10-3-1
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3.2.3. Charakterisierung der Suppressormutanten 12-1-1 und 17-4-1

Die Suppressormutanten 12-1-1 und 17-4-1 wurden wie zuvor fiir 10-3-1 beschrieben, phénotypisch

ndher untersucht und anschlielend fiir eine Marker-gestiitzte Kartierung eingesetzt.

3.2.3.1. Phinotypische Untersuchung

Beide Suppressormutanten wiesen einen Wildtyp-dhnlichen Wuchs auf, erreichten aber nicht vollstin-
dig GroBe und Rosetten-Frischgewicht von Col-0 Pflanzen (Abb. 35A, D). Weder 12-1-1 noch 17-4-1
bildeten dariiber hinaus chlorotische Sourceblitter, jedoch waren die Kotyledonen analog zu Col-16
stark chlorotisch (Abb. 35B). Aullerdem waren ausgewachsene Sourceblétter der Suppressormutanten
an den Blattrindern zum Teil stark gezahnt (Abb. 35C).

al (D):0
T
1,6 1 1
1,2
- 0.8 -
0.4
WT Col-16 12-1-1 17-4-1 WT Col-16 12-1-1 17-4-1 0 WT Col-16 12-1-1 17-4-1

Abb. 35: Auflerlicher Phiinotyp der Suppressormutanten 12-1-1 und 17-4-1. (A) 12-1-1 und 17-4-1 zeigten einen Wild-
typ-dhnlichen Wuchs und keine chlorotischen Sourceblitter [Alter 54 d, Kurztag]; (B) dagegen waren die Kotyledonen ana-
log zu Col-16 chlorotisch; (C) Sourcebldtter von 12-1-1 und 17-4-1 waren zum Teil stark gezahnt; (D) Rosetten-
Frischgewicht der Suppressormutanten; Mittelwerte +/- Standardabweichung von je sechs Pflanzen, die Signifikanz der
Unterschiede von 12-1-1/17-4-1 zu Col-16 wurde mit einem modifizierten T-Test nach Student {iberpriift [*** = p < 0,001];
GroBenstandard in A 2 cm, in B2 mm, in C 1 cm.

Bereits zuvor war ein verzogertes Bliithverhalten der beiden Suppressormutanten gegeniiber Col-16
und Col-0 vor den Riickkreuzungen mit Col-16 beschrieben worden (Hofius, 2003; Dissertation und
Kronberg, 2008 ; Dissertation). Abb. 36 zeigt, dass dies auch fiir die zweifach riickgekreuzten Linien
zutraf,

Eine Quantifizierung von 16slichen Zuckern und Stirke zeigten, dass beide Suppressormutanten WT-
Gehalte an Kohlehydraten akkumulierten (Abb. 37). Dies deutet darauthin, dass in beiden Suppres-
sormutanten der MP17:GFP induzierte Kohlehydratexportblock in Sourcebléttern aufgehoben ist.
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Abb. 36: Blithinduktion in 12-1-1/17-4-1. Pflanzen wurde sieben
Wochen  unter  Kurztagbedingungen  kultiviert —und  unter
Langtagbedingungen angezogen; (A) Blithverhalten der beiden
Suppressormutanten gegeniiber Wildtyp und Col-16; (B) bei je sechs
Pflanzen wurde der Tag bestimmt, an dem die erste gedffnete Bliite zu
beobachten war; angegeben sind Mittelwerte +/- Standardabweichung,

wobei der WT-Mittelwert gleich Null gesetzt wurde und alle anderen

Werte darauf bezogen wurden; *** = p < 0,001, bestimmt mit einem

modifizierten T-Test nach Student; Grofenstandard: 2 cm.
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3.2.3.2. Organspezifische Detektion von MP17:GFP Protein

Bisher war die plasmodesmale Akkumulation von MP17:GFP nur in Sourcebléttern iiberpriift worden.
In diesem Pflanzenorgan ist das Fusionsprotein weder mikroskopisch an PD noch generell durch Wes-
ternanalysen detektierbar (Abb. 38A, B). Da jedoch die Kotyledonen analog zu Col-16 chlorotisch
sind, wurden diese Blétter ndher untersucht. Wie Abb. 38 zeigt, war MP17:GFP dort an PD in den
Suppressormutanten nachweisbar und das Fusionsprotein akkumulierte in identischer Stirke zu

Col-16. Eine identische Beobachtung wurde auch bei der Analyse von 12-1-1/17-4-1 Wurzeln ge-
macht (Abb. 38A, B).

Stirke 37 losliche Zucker
161 =
4 B

121
E E 3
N E 2]

41 T

I ! .
0 0+ -
WT Col-16 12-1-1 17-4-1 WT Col-16 12-1-1 17-4-1

Abb. 37: Bestimmung von Stirkegehalt und 16slichen Zuckern. Losliche Zucker [Glukose, Fruktose und Saccharose]

sowie Stirke wurden zu Beginn der Lichtphase in Blattproben gleicher Fliche durch einen optisch-enzymatisch gekoppelten
Test quantifiziert; dargestellt sind Mittelwerte +/- Standardfehler fiir finf individuelle Pflanzen.
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(A) WT Col-16 12-1-1 17-4-1

Sourceblitter

Wurzeln

(B) Sourceblitter Kotyledonen Wurzeln
WT Col-16 12-1-1 17-4-1 WT Col-16 12-1-1 17-4-1 WT Col-16 12-1-1 17-4-
- R e o gl B TK

ot o F B VP 17:GFP

Abb. 38: Plasmodesmale Lokalisation und Quantifizierung von MP17:GFP in verschiedenen Organen in 12-1-1 und
17-4-1. (A) KLSM Aufnahmen von MP17:GFP Fluoreszenz [Griin] an PD wurden mit Bildern der Zellwénde [mit Propidiu-
miodid gefirbt; in Rot] von Epidermiszellen in Sourcebléttern bzw. Kotyledonen iiberlagert, oder in Wurzeln ohne Zellwén-
de dargestellt; (B) Aliquots von Blattproben gleicher Fliache wurden auf ein PAA-SDS-Gel geladen und aufgetrennte Protei-
ne auf eine Nitrocellulosemembran geblottet; MP17:GFP wurde durch ein anti-MP17-Antiserum bei etwa 45 kDa und
Transketolase [TK] als Ladekontrolle bei 75 kDa nachgewiesen; Grofenstandard: 20 pm.

3.2.3.3. Analyse der MP17:GFP Transkriptmenge in verschiedenen Organen

Die beiden Suppressormutanten 12-1-1 und 17-4-1 waren zuvor der Klasse nr zugeordnet worden, da
kein MP17:GFP Transkript in Sourceblittern nachweisbar war (Abb. 39A). Dagegen konnten nur
Degradationsprodukte des Transkripts detektiert werden. Northernanalysen von Kotyledonen und
Wurzelgewebe der Suppressormutanten zeigten, dass dort jedoch die vollstindige mRNA des Trans-
gens vorhanden war, was mit den Beobachtungen zu Fluoreszenz- und Proteinakkumulation in diesen
Organen iibereinstimmt.

Die in Sourceblittern beobachteten MP17:GFP Degradationsprodukte deuten daraufhin, dass dort das
Transkript des Transgens abgebaut wird. Es ist bekannt, dass RNA von Transgenen oder Viren in
Pflanzen durch post transcriptional gene silencing (PTGS) abgebaut werden kann (zusammengefasst
von Brodersen und Voinnet, 2006). Ein essentieller Schritt dieses Vorgangs ist die Bildung kleiner
RNAs (sRNA) wie short interfering RNA (siRNA) durch Dicer-like (DCL) Proteine (Deleris et al.,

2006), welche dann zu einer Spaltung der Ziel-RNA durch sogenannte Argonaut-Proteine fiihren
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(Matranga und Zamore, 2007). Wie Abb. 39B zeigt, konnten in Sourceblittern der beiden Suppres-
sormutanten kleine RNAs spezifisch fiir MP17:GFP nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse deuten darauthin, dass das MP17:GFP Transkript in Sourceblittern von
12-1-1/17-4-1 durch das PTGS-System abgebaut wird, wihrend dies offensichtlich nicht in Wurzeln
und Kotyledonen geschieht.

(A) Sourceblitter Kotyledonen Wurzeln
WT Col-16 12-1-1 17-4-1 WT Col-16 12-1-1 17-4-1 WT Col-16 12-1-1 17-4-1

- e
i _

BN MP17:GFP

h

— — N — — AtAktin 1

(5)
WT Col-16 12-1-1 17-4-1
.

— g

Abb. 39: Nachweis von MP17:GFP Transkript und sRNA in verschiedenen Organen. (A) Northernanalyse von Sour-
cebléttern [je 26,5 pg Gesamt RNA], Kotyledonen [je 9,7 pg] und Wurzeln [je 11,5 pg]; RNA wurde auf einem RNA-Gel
aufgetrennt und nach dem Blotten auf eine Nitrocellulosemembran wurde MP17:GFP Transkript durch Hybridisierung mit
einer radioaktiven DNA Sonde [MP17 kodierende Sequenz] nachgewiesen; dabei trat auch eine spezifische Degradations-
bande von MP17:GFP in Sourceblittern von 12-1-1/17-4-1 auf [Pfeil]; als Ladekontrolle wurde Arabidopsis Aktin 1 nachge-
wiesen [AtAktin 1, Sonde amplifiziert mit den Primern FV255 — FV256]; (B) Nachweis von kleinen RNAs; je 30 pg Gesamt
RNA aus Sourceblittern wurde auf einem 20%igen TBE-PAA-Gel aufgetrennt, geblottet und sRNA durch Hybridisierung
mit einer Sonde fiir GFP [MGFP5 kodierende Sequenz] nachgewiesen; als Ladekontrolle wurde je ein Aliquot der RNA-
Proben auf einem Formaldehyd-RNA-Gel aufgetrennt und 25S rRNA mit Ethidiumbromid gefarbt.

3.2.3.4. Untersuchung des MP17:GFP Transgens aus 12-1-1 und 17-4-1

Um auszuschlieBen, dass dieses organspezifische Silencing von MP17:GFP durch eine Veridnderung
des Transgens ausgelost wird, sollte dies nun ndher untersucht werden. Dazu wurde die kodierende
Sequenz fiir MP17:GFP aus den beiden Suppressormutanten durch PCR amplifiziert und (analog zu
3.2.1.4 und MP17:GFPwT) in den Vektor pA7 zwischen einem CaMV 35S-Promotor und einem
ocs-Terminator inseriert (MP17:GFP12-1-1 bzw. MP17:GFP17-4-1). Diese beiden MP17:GFP-Versionen
wurden anschlieend ebenfalls transient mittels particle gun in WT-Blattern exprimiert. Fiir beide
Konstrukte konnte nach Beschuss MP17:GFP an PD analog zu MP17:GFPwT mikroskopisch nachge-
wiesen werden (Abb. 40A-F). Zusitzlich wurde der CaMV 35S-Promotor des Transgens in den
Suppressormutanten sequenziert und keine Abweichungen von der Originalsequenz festgestellt (Daten
nicht gezeigt).

Somit kann ausgeschlossen werden, dass genetische Verdnderungen des MP17:GFP Transgens der

Suppressormutanten das beobachtete Silencing des Transkripts in Sourceblittern auslosen.
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Abb. 40: Transiente Expression von MP17:GFP aus 12-1-1/17-4-1 im WT. Konfokale Aufnahmen von MP17:GFP Fluo-
reszenz an PD [Griin] sind einzeln dargestellt (A—C) oder wurden mit Durchlichtbildern iiberlagert (D-F); MP17:GFPWT
(A, D), MP17:GFP12-1-1 (B, E) bzw. MP17:GFP17-4-1 (C, F) wurden transient mittels particle gun in Arabidopsis WT-Blatt
Epidermis exprimiert; Groenstandard: 20 pm.

3.2.3.5. Transiente Expression von GFP in 12-1-1/17-4-1

Es wurde untersucht, ob auch ein ,,exogenes* zusétzliches Transgen einem Silencingeffekt in Sour-
ceblittern beider Linien unterliegt. Dazu wurde 16sliches GFP transient durch particle gun Beschuss in
Blattern der Suppressormutanten exprimiert. Abb. 41A-C zeigt, dass GFP-Fluoreszenz makroskopisch
nur im WT nachweisbar war, nicht jedoch in den Suppressormutanten. Allerdings konnte durch
wesentlich sensitivere KLSM-Aufnahmen entsprechende Fluoreszenz auch in 12-1-1 und 17-4-1 Epi-
dermis detektiert werden, wenn auch mit deutlich reduzierter Intensitét gegeniiber Zellen mit GFP im
WT (Abb. 41D-F). Da bereits zuvor GFP spezifische sSRNA in Sourceblittern bei 12-1-1/17-4-1 nach-
gewiesen wurde, lésst sich dieser Effekt sehr wahrscheinlich auf entsprechendes Silencing von GFP
zuriickfiihren.

Zusammenfassend ist offensichtlich in den Sourceblittern beider Suppressormutanten ein Silencing-
effekt gegeben, welcher nicht nur das MP17:GFP-Transgen betrifft, und welcher nicht in Kotyledonen
und Wurzeln beobachtet wurde.
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Abb. 41: Transiente Expression von GFP in 12-1-1/17-4-1. Losliches GFP [Plasmid pFF19-GFP] wurde transient mittels
particle gun-Beschuss in WT (A, D), 12-1-1 (B, E) bzw. 17-4-1 (C, F) Blittern exprimiert; (A-C) mikroskopische Aufnah-
men von Blattunterseiten [42 h nach Beschuss] mit einem Fluoreszenz-Stereomikroskop [und einem Langpass-
Emissionsfilter LP 510 nm], Chlorophyll-Autofluoreszenz erscheint Rot, GFP Fluoreszenz in positiv bombardierten Zellen
Griin; (D-F) konfokale Aufnahmen von GFP-Fluoreszenz zeigen GFP im Zytoplasma und Nuklei, alle Bilder wurden mit
identischer Intensititseinstellung angefertigt; Grofenstandard in A — C 1 mm, in D — F 20 pm.

3.24. Kartierung von 12-1-1/17-4-1
3.2.4.1. Kreuzung mit LerNMS8S

Im Anschluss an die phinotypische Untersuchung der beiden EMS-Suppressormutanten 12-1-1 und
17-4-1 sollte die entsprechende Mutation durch Marker-gestiitzte Kartierung, wie unter 3.2.2 beschrie-
ben, identifiziert werden. Zunédchst wurden beide Suppressormutanten mit LerNMS8S gekreuzt und die
so erzeugte F1 Generation (Linien LNM1211 F1 und LNM1741 F1) analysiert.

Wie Abb. 42A zeigt, waren Pflanzen beider Kreuzungen in der F1 Generation deutlich kleiner als die
beiden Wildtypen (Col-0 und Ler) und stattdessen den beiden Ausgangslinien Col-16 und LerNMS8S
sehr dhnlich. Pflanzen beider Kreuzungslinien wiesen auch eine plasmodesmale Lokalisation von
MP17:GFP in Sourceblittern im Gegensatz zu den Suppressormutanten auf (Daten nicht gezeigt). Die
Analyse eines SSLP-Markers ergab, dass alle Pflanzen der F1-Generation heterozygot Col-0 und Ler
beziiglich dieses Markers waren, woraus geschlossen wurde, dass die Kreuzungen mit LerNMSS er-
folgreich waren (Abb. 42B).
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Abb. 42: F1-Generation der Kreuzung von LerNMS8S mit den beiden Suppressormutanten.

(A) Vergleich der F1-Kreuzungen von 12-1-1 [LNM1211 F1] und 17-4-1 [LNM1741 F1] mit LerNM8S und den Ausgangs-
linien [Alter: 50 d]; (B) PCR-Analysen von Proben genomischer DNA mit dem Okotyp-spezifischen SSLP-Marker ciwl11,
welcher ein ldngeres Produkt fiir Landsberg erecta [230 bp] als fiir Columbia-0 Sequenz [179 bp] liefert; ST = DNA-

Léngenstandard; Grofenstandard: 2 cm.

In der F2 Generation wurden je etwa 200 Individuen beider Linien begutachtet. Dabei wurden die
Pflanzen nach Wuchs und Detektierbarkeit von MP17:GFP an PD in Sourceblittern durchmustert und
so in Individuen mit Col-16 dhnlichem oder Suppressormutanten-Phéanotyp getrennt. Bei der Analyse
von LNM1211 wurde bei etwa einem Viertel der Pflanzen der Suppressormutanten-Phinotyp beo-
bachtet (Tab. 3.7). Bei LNM1741 wiesen dagegen nur etwa 20% der Pflanzen einen Phanotyp dhnlich
zu 17-4-1 auf. Allerdings entspricht dieses Spaltungsmuster zweifelsfrei nicht einer dominanten Ver-
erbung (erwartetes Verhiltnis 1:3). Da aulerdem die F1-Generationen beider Linien einen Col-16-
dhnlichen Phénotyp zeigten, was auf eine rezessive Vererbung der jeweiligen Mutation hindeutet,
wurde dieser Erbgang bei beiden Suppressormutanten angenommen. Daher wurden fiir die Analyse
der Polymorphismen-Marker Pflanzen verwendet, welche den jeweiligen Suppressormutanten-
Phénotyp zeigten. Moglicherweise beeinflussen zusitzliche, nicht ausgekreuzte Mutationen und/oder
Silencingeffekte die Ausbildung des Suppressormutanten-Phénotyps und so die entsprechende Segre-

gation nach einer Kreuzung.

Tab. 3.7: Phinotypische Aufspaltung der F2-Kartierungspopulation.

Col-16-PT : SM-PT angenommene Vererbung Wabhrscheinl. p
Spaltung
12-1-1 167:48 3,48:1 3:1 rezessiv >0,35
17-4-1 155:35 4,43:1 3:1 rezessiv > 0,03

Nachkommen der F1-Kreuzung der Suppressormutanten mit LerNM8S wurden mittels PD-Lokalisation von MP17:GFP und
Wuchs in Pflanzen, welche Suppressormutanten-[SM-PT] oder Col-16-Phénotyp [Col-16-PT] zeigen, differenziert und das
entsprechende Verhiltnis berechnet; angegeben ist die Wahrscheinlichkeit p [laut Chi>-Test], dass die beobachteten Aufspal-

tungen einem rezessiven Erbgang entsprechen.
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3.2.4.2. Grobkartierung von 12-1-1

Analog zu der Kartierung von 10-3-1 wurde eine grobe Kartierung mit den zuvor beschriebenen
SSLP-Markern auf den einzelnen Chromosomenarmen durchgefiihrt. Wie Tab. 3.8 zeigt, wies der
Marker nga280 auf Chromosom 1 keine Rekombination auf und flankierende Marker eine deutlich

reduzierte Rekombinationsfrequenz.

Tab. 3.8: Grobkartierung von 12-1-1.

(oben) In LNMI10-3-1 Pflanzen [F2-Generation] mit
Suppressormutanten-Phénotyp wurde fiir die jeweiligen
1 F21M12 16 3 4 9 17 0,53 SSLP Marker verteilt iiber die Chromosomen [Chr 1-5]
1 ciwl 47 40 1 6 8 0,09 der Genotyp beziiglich Col-0 oder Ler bestimmt; die
Anzahl der Rekombinationen jedes Markers [REK]
wurde als die Summe der Anzahl von Pflanzen mit
1 ngalll 32 26 2 4 8 0,13 gleichzeitig Ler und Col-0 spezifischen PCR-Produkten
2 ciw?2 30 12 0 18 18 0,30 und der zweifachen Anzahl von Pflanzen mit ausschlief3-
lich Ler spezifischem Produkt bestimmt; die Rekombi-

Chr | Marker | GES | Col | Ler | HEZ | REK | RF

1 nga280 48 48 0 0 0 0

2 ciw3 29 7 2 20 2 e nationsfrequenz [RF] errechnete sich aus der Division

2 ngall26 | 31 11 7 13 27 0,44 von REK durch die doppelte Anzahl an untersuchten

3 ngal62 13 1 4 3 16 0.62 Pflanzen [GES]; (unten) weitere Marker auf Chromo-

som 1 mit deren Position in dem teilweise gekoppelten

3 ciw4 16 4 5 7 171 0,53 Bereich in Megabasenpaaren [Mbp]; Col = nur Col-0

ciws 16 3 4 9 17 | 0,53 Produkt detektierbar; Ler = ausschlieBlich Ler spezifi-

4
- sches Produkt nachweisbar; HEZ = beide Produkte
4 ciw7 15 3 7 5 19 0,57

vorhanden.

5 ciw8 15 3 3 9 15 | 0,50

5 ciw9 15 6 2 7 11 0,37
Marker Pos [Mbp] | GES | Col | Ler | HEZ | REK | RF
T27K12-SP6 | 15,927 46 33 |1 12 14 0,15
ciwl 18,368 47 40 |1 6 8 0,09
479919 19,964 48 46 | 0 2 2 0,02
CER450424 | 20,236 48 47 10 1 1 0,01
CER459452 | 20,415 48 48 |0 0 0 0
ngal28 20,630 48 46 | 0 0 0 0
nga280 20,877 48 48 |0 0 0 0
480623 21,090 48 40 |0 1 1 0,01
469986 21,296 48 47 10 1 1 0,01
NF11P17 22,602 47 45 10 2 2 0,02
NF5114 24,374 48 4 10 4 4 0,04

Die Analyse weiterer flankierender Marker ergab, dass der genomische Bereich, in welchem die Muta-
tion zu finden sein sollte, zwischen den Markern CER450424 und 480623 in einem Bereich von etwa
850 kb liegt (Tab. 3.8). Einerseits konnten in diesem Bereich fiir Marker keine Rekombinationen mehr
detektiert werden und andererseits stiegen die Rekombinationsfrequenzen fiir weiter entfernte Marker

mit groBerem Abstand zu den flankierenden Markern zunehmend an.
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3.2.43. Grobkartierung von 17-4-1

Aufgrund der sehr dhnlichen Phinotypen von 17-4-1 und 12-1-1 ist es sehr wahrscheinlich, dass die
entsprechenden Mutationen das gleiche Gen betreffen. Daher wurde in 17-4-1 die Grobkartierung
verkiirzt und die Marker getestet, welche im Fall von 12-1-1 gekoppelt waren. Wie Tab. 3.9 zeigt, ist
der Bereich auf Chromosom 1 zwischen den Markern 479919 und nga280 mit dem Suppressormutan-
ten-Phianotyp in 17-4-1 gekoppelt. Dies entspricht der genomischen Region von 19,964 bis
20,877 Mbp und stimmt damit in etwa mit dem in 12-1-1 gekoppelten Bereich (20,236 - 21,090 Mbp)
iiberein. Dabei ldsst sich der geringfiligige Unterschied in der Rekombination der Marker in den beiden
Suppressormutanten moglicherweise auf die geringe Anzahl getesteter Pflanzen zuriickfiihren. Daher

sollte im Anschluss zunichst nur fiir 12-1-1 eine Fein-Kartierung durchgefiihrt werden.

Tab. 3.9: Grobkartierung von 17-4-1.

Marker | Pos [Mbp] | GES | Col | Ler | HEZ | REK | RF
ciwl 18,368 33 28 |0 5 5 0,08
479919 19,964 34 32 10 2 2 0,03
ngal28 20,630 34 34 10 0 0 0
nga280 20,877 34 33 10 1 1 0,01
469986 21,296 34 32 10 2 2 0,03
NF11P17 | 22,602 34 30 |0 4 4 0,06

Mittels PCR wurde in LNM17-4-1 Pflanzen der F2-Generation mit Suppressormutanten-Phénotyp fiir SSLP Marker auf
Chromosom 1 der Genotyp beziiglich Col-0 oder Ler bestimmt; die Anzahl der Rekombinationen jedes Markers [REK] ist
als die Summe der Anzahl von Pflanzen mit gleichzeitig Ler und Col-0 spezifischen PCR-Produkten und der zweifachen
Anzahl von Pflanzen mit ausschlieBlich Ler spezifischem Produkt bestimmt worden; die Rekombinationsfrequenz [RF]
wurde aus der Division von REK durch die doppelte Anzahl an untersuchten Pflanzen [GES] errechnet; Col = nur Col-0
Produkt nachweisbar; Ler = ausschlieBlich Ler spezifisches Produkt detektierbar; HEZ = beide Produkte vorhanden.

3.2.4.4. Feinkartierung von 12-1-1

Um den Bereich, in welchem die Mutation in 12-1-1 liegt, weiter einzugrenzen, wurde die Anzahl der
zu analysierenden Pflanzen der Linie LNM1211 (F2) auf 2148 erhoht um so Pflanzen mit Rekombina-
tionen in dem zuvor grob kartierten Bereich zu erhalten. Unter diesen konnten insgesamt 450 Pflanzen
identifiziert werden, welche den Suppressormutanten-Phinotyp zeigten und mittels PCR von SSLP-
und CAPS-Markern weiter untersucht wurden. Ein Marker an der Position 20,357 Mbp wies demnach
keine Rekombination mehr auf und ist somit am stirksten gekoppelt (Tab. 3.10). Die Mutation liegt
somit zwischen den flankierenden Markern in einem Bereich von 59 kb, in welchem 14 Gene annotiert
sind (Position und Zusammenfassung der Kartierung in Abb. 43).

Dieser Bereich tliberlappt teilweise mit dem gekoppelten Abschnitt in 10-3-1, jedoch verhalten sich die
Rekombinationen fiir die beiden Suppressormutanten dennoch deutlich verschieden. Dies deutet dar-
aufhin, dass die jeweilige Mutation an unterschiedlichen Positionen in den beiden Suppressormutanten

liegt.
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Tab. 3.10 Feinkartierung von 12-1-1.

Marker Pos [Mbp] | Art GES | Col | Ler | HEZ | REK | RF

479919 19,964 SSLP | 450 | 445 | 0 5 5 0,01
CER450424 20,236 SSLP | 450 | 448 | O 2 2 0,00
J1-20315289-Mwol | 20,315 CAPS | 450 | 448 | 0 2 2 0,00
J1-20357489-Secl 20,357 CAPS | 450 | 450 | O 0 0 0,00
J1-20373676-TspEI | 20,374 CAPS | 450 | 448 | 0 2 2 0,00
480623 20,415 SSLP | 450 | 448 | O 2 2 0,00
J1-20508672-Alul 20,509 CAPS | 450 | 447 | O 3 3 0,00
ngal28 20,630 SSLP | 450 | 447 | O 3 3 0,00
nga280 20,877 SSLP | 450 | 441 |1 8 10 0,01
480623 21,090 SSLP | 450 | 436 | 1 13 15 0,02

Okotyp-spezifische Fragmente von SSLP- oder CAPS-Markern wurden durch PCR von genomischer DNA von LNM1211
F2 Pflanzen [mit Suppressormutanten-Phénotyp] amplifiziert; bei CAPS-Markern wurde dieses Produkt zusdtzlich durch das
entsprechende Restriktionsenzym [angegeben am Ende der Markerbezeichnung] gespalten, wodurch spezifische Fragmente
zur Unterscheidung von Ler und Col-0 entstanden [Methode siche 2.16, Primer und Fragmente im Anhang]; GES = Anzahl
der untersuchten phénotypischen Pflanzen; HEZ = Produkte/Fragmente fiir Ler und Col-0 nachweisbar; REK = Summe der
Rekombinationen; RF = Rekombinationsfrequenz.

Unter den 14 Genen befinden sich zwei mit Silencingvorgidngen assoziierte Loci, welche aufgrund des
Phénotyps von 12-1-1 mutiert sein konnten: AT1G54440, welcher fiir eine 3’-5’-Exonuklease kodiert
und AT1G54490, welcher fiir eine 5°-3’-Exonuklease kodiert. Da der vollstédndig gekoppelte Marker

innerhalb von AT1G54490 liegt, wurde zunéchst dieses Gen auf eine Mutation hin analysiert.

TZTKEZ-SP() ci\T! 475}919 ng?ZSO NF|1 1P17 NF5|114
14/48

8/48 2/48  0/48 2/48 4/48 500 kb

479I9|9 CER4|50424 CER4|59452 ngall28 ngal28{} 4801623
L — —_—
5/450 2/450 2/450 3/450 10/450 15/450  50kb
J1-20315289-Mwol J1-20357489-SecI™~J1-20373676-TspEl
- | —_|
—_— i S S P S S - —
2/450 0/450 2/450 2kb
AT1G54490

Abb. 43: Ubersicht iiber die Marker-gestiitzte Kartierung von 12-1-1. Die Positionen der jeweiligen Marker sind mass-
stabsgetreu in dem dargestellten genomischen Bereich gezeigt; dabei geben die Zahlen unter den Markern die entsprechende
Anzahl der Rekombinationen zu der Anzahl der untersuchten phédnotypischen Pflanzen wieder; der genomische Ausschnitt
Oben bezieht sich auf die Grobkartierung, wihrend in der Mitte und Unten die Ergebnisse der Feinkartierung dargestellt sind;
graue Boxen kennzeichnen laut www.arabidopsis.org annotierte Gene [auf genomischer Ebene mit untranslatierten Berei-
chen].
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Sequenzierungen zeigten, dass ein Basenaustausch (G zu A) an der letzten Position in Intron 17 von
AT1G54490 in 12-1-1 stattgefunden hatte (Abb. 44A). Dariiber hinaus waren in reifer mRNA von
at1g54490;,.11 noch immer 104 bp von Intron 17 enthalten (siche Anhang fiir gesamte reife mRNA
und Proteinsequenz). Dies deutet darauthin, dass die Mutation der letzten Base dieses Introns die ent-
sprechende 3’-Spleisstelle (bestehend aus AG) zerstort und zu einem alternativen Spleifien fiihrt, wie
bereits zuvor fiir andere Arabidopsis Mutanten beobachtet (zusammengefasst von Brown, 1996). RT-
PCR-Analysen zeigten, dass in Ubereinstimmung damit das AT1G54490-Transkript in 12-1-1 verlin-
gert und zusitzlich auch die Transkriptmenge reduziert war (Abb. 44C). Dariiber hinaus kodiert
at1g54490,,.1.1 aufgrund des alternativen Spleilens fiir ein gegeniiber dem Wildtyp verkiirztes Protein,
da mit dem eingefiigten Intronabschnitt ein frithzeitiges STOP-Codon in die reife mRNA integriert
wurde (Abb. 44B).

Eine Sequenzierung von AT1G54490 in 17-4-1 zeigte die Deletion eines Nucleotids in Exon 10
(Abb. 44A). Diese Deletion fiihrt offensichtlich ebenfalls zu einer reduzierten AT1G54490
Transkriptmenge in 17-4-1 (Abb. 44C). AuBerdem sollte diese Rasterschubmutation ebenso zu einer
Verkiirzung des entsprechenden Proteins fiihren, da auch hier ein zusitzliches, friihzeitiges STOP-
Codon in Exon 10 entsteht (Abb. 44B; Sequenzen im Anhang).

(A)

17-4-1

Abb. 44: Analyse von AT1G54490 in 12-1-1 und
17-4-1. (A) Ausschnitt aus
AT1G54490 [schematisch; nach www.arabidopsis.org];

der Genstruktur von

AAAGAA

gezeigt ist die Deletion in Exon 10 in 17-4-1 [G] und der

[Exon 17}

[Exon I8~ Exon  Austausch der letzten Base des 17. Introns [G zu a] in

(B) "~ 12-1-1; Intronsequenz ist Grau, Exonsequenz Schwarz
XRN'D-QTﬁm C2HC-Domiine dargestellt; (B) schematische Darstellung des XRN4
/ . . .. . .

WT _l [ 1947 AS Proteins mit Position der Doménen [laut SMART;

12-1-1 [T ]610AS
17-4-1 ([ [ 406 AS
©)

[bp] ST Col-0 Col-16 12-1-1 17-4-1 W
1701

AT1G54490

http://smart.embl-heidelberg.de/smart/change mode.pl]
und Linge in Aminosduren [AS]; neben dem WT-
Protein sind auch die aufgrund von zusétzlichen internen
STOP-Codons verkiirzten Proteine in 12-1-1 und 17-4-1
gezeigt; (C)  semi-quantitative ~ RT-PCR  von
AT1G54490 in 12-1-1 und 17-4-1 im Vergleich zu Col-
16 und Wildtyp; zur Amplifizierung wurden die Primer
FV74 und FV75 verwendet, welche in Exon 13 bzw.

2
e dem 3’UTR binden und ein ¢cDNA WT-Produkt von
igg_ AtAktinll 1459 bp ergeben; als Ladekontrolle diente AtAktin I,

welches ein cDNA Produkt von 390 bp ergibt [Primer
FV255-FV256]; ST = DNA-Léngenstandard; XRN = XRN_N Exoribonuklease-Doméne [[PR004859]; C2HC = Zink Finger
DNA-Bindedoméne [IPR001878]; W = Wasserkontrolle.

Der Locus AT1G54490 kodiert fiir XRN4 (EXORIBONUCLEASE 4; Kastenmayer und Green, 2000),
eine 5°-3’-Exonuklease, welche gegen Transgene gerichtetes RNAi-Silencing supprimiert. Dies be-
griindet sich vermutlich durch XRN4-vermittelten Abbau von ungecappter mRNA, welche sonst als
Template fiir RNA-abhingige RNA Polymerasen dienen und zu verstirktem Silencing aufgrund der
Produktion von mehr siRNA fithren wiirde (Gazzani et al., 2004; Souret et al., 2004).

Somit weisen beide Suppressormutanten 12-1-1 und 17-4-1, welche einen sehr dhnlichen Phénotyp
zeigen, eine mit dem Suppressormutanten-Phénotyp gekoppelte Mutation in AT1G54490 auf. Zu-
sammen mit der beschriebenen Funktion von XRN4 ist es sehr wahrscheinlich, dass die Mutationen in
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diesem Gen den entsprechenden Phinotyp in beiden Suppressormutanten auslosen. Um dies weiter zu
iberpriifen, sollte 35S-MP17:GFP in eine xrn4 Mutante eingekreuzt und die Transgen-
Transkriptstabilitit untersucht werden.

3.2.4.5. Analyse der Transkriptstabilitit von 35S-MP17:GFP in xrn4-3

Die Mutante xrn4-3 aus der SALK-T-DNA Kollektion (Alonso et al., 2003) wurde bereits beschrieben
und weist aufgrund einer T-DNA Insertion in Exon 17 nur ein verkiirztes XRN4 Transkript in reduzier-
ter Menge auf (Lage und Nachweis der Insertion siche Abb. 45A, B; Potuschak et al., 2006). Dariiber
hinaus ist xrn4-3 durch reduziertes Wachstum analog zu 12-1-1 und 17-4-1 gegeniiber WT-Pflanzen
gekennzeichnet (Abb. 45 C). AuBBerdem zeigte Xrn4-3 ebenfalls schwach gezahnte Sourceblitter, was
bereits fiir ein anderes xrn4 Mutantenallel beschrieben wurde (Olmedo et al., 2006; Gregory et al.,
2008). Somit deuten auch starke Ahnlichkeiten im duBerlichen Phénotyp unabhéngig vom Transgen-
Silencing von 12-1-1 und 17-4-1 mit xrn4 Mutanten daraufhin, dass die Mutanten allelisch zueinander

sind.

Abb. 45: Mutante Xrn4-3. (A) Ausschnitt aus der
XRN4 Genstruktur [schematisch] mit der T-DNA
Insertion [mit right border — RB und left border -
LB] in Exon 17 von xrn4-3; Pfeile bezeichnen
Primer fiir die PCR-Reaktionen unter (B); (B)
Nachweis der T-DNA-Insertion in Xrn4-3 durch
PCR; das T-DNA-Allel wurde mit den Primern
Lbal-FV74 [Produkt etwa 2100 bp] und das WT-
Allel mit den Primern FV74-FV75 [Produkt 2595
bp] nachgewiesen; heterozygote Pflanzen [HEZ]
zeigten beide PCR-Produkte, wihrend in fiir die
Insertion homozygoten Pflanzen [HOZ] nur ein
T-DNA-spezifisches Produkt nachweisbar war; (C)
Wuchs der Mutante xrn4-3 im Vergleich zu Col-0
Wildtyp und 12-1-1, 17-4-1; ST = DNA-
Léngenstandard; W = Wasserkontrolle.

A )

“WT Col-16  12-1-1

Um das 35S-MP17:GFP-Transgen in den Xrn4-3 Mutanten-Hintergrund einzubringen, wurde xrn4-3
mit Col-16 gekreuzt. AnschlieBend wurden Nachkommen dieser Kreuzung (xrn4-3xNM) in der F2
Generation untersucht. Pflanzen der entsprechenden F2-Generation, welche homozygot fiir die
T-DNA-Insertion in XRN4 waren, zeigten nur eine reduzierte plasmodesmale Assoziation von
MP17:GFP, wihrend spezifische Fluoreszenz in den Kotyledonen in xrn4-3xNM in gleicher Stirke zu
Col-16 beobachtet wurde (Abb. 46A). Dariiber hinaus war in der gekreuzten Linie deutlich weniger
MP17:GFP-Transkript als in Col-16 in Sourcebléttern nachweisbar (Abb. 46B). Dies zeigt, dass auch
das MP17:GFP-Transgen (wie zuvor flir andere beschrieben) in dem xrn4 Mutanten-Hintergrund in-
stabil ist. Ferner war auch in xrn4-3xNM MP17:GFP Protein mikroskopisch in gleicher Menge zu
Col-16 in Kotyledonen sowie in Wuzeln (Abb. 47A-F) an PD detektierbar, was darauf hindeutet, dass
dort analog zu 12-1-1 und 17-4-1 kein negativer Effekt auf die Transgen-Transkriptstabilitit vorliegt.



3 Ergebnisse 80

(A) WT Col-16 xrn4-3xNM (B) WT Col-16 xrnd-3xNM

Sourceblitter

MPI7:GFP

rRNA

Kotyledonen

Abb. 46: MP17:GFP in Sourcebliittern und Kotyledonen von xrn4-3xNM. (A) KLSM-Aufnahmen von Epidermiszellen
in Sourcebléttern oder Kotyledonen; MP17:GFP Fluoreszenz in Griin wurde mit Bildern von Propidiumiodid-gefarbten Zell-
winden in Rot liberlagert; (B) Northernanalyse mit je 20 pg Gesamt RNA, MP17:GFP Transkript wurde durch Hybridisie-
rung mit einer radioaktiven DNA Sonde [MP17 kodierende Sequenz] nachgewiesen, als Ladekontrolle ist Ethidiumbromid
gefirbte rRNA gezeigt; Groflenstandard: 20 um.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das Silencing von MP17:GFP in Sourcebléttern von
12-1-1 und 17-4-1 aufgrund der deutlichen phinotypischen Ahnlichkeiten zu xrn4 Mutanten und der
gezeigten genetischen Verdnderungen in XRN4 auf die Mutation des Silencingsuppressors XRN4
zuriickzufiihren ist. Dariiber hinaus deuten die Ergebnisse zu MP17:GFP darauthin, dass Transgene im

xrn4 Mutanten-Hintergrund organspezifisch und nicht in Kotyledonen und Wurzeln gesilenct werden.

Col-16

xrn4d-3XNM__ Abb. 47: Nachweis von MP17:GFP in Wurzeln von
(B):

(® xr4-3xNM. Fiir KLSM-Aufnahmen von MP17:GFP
[Grin] in Wurzeln wurden die entsprechenden
Fluoreszenzbilder (A—C) mit Durchlichtbildern iiberlagert
(D-F). GroBenstandard: 20 um.
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3.3. Untersuchung eines putativen Silencing Suppressor Proteins in Arabidopsis
und dessen Einfluss auf den symplastischen Transport

Im folgenden Kapitel sollte die Wirkung eines kiirzlich im Zusammenhang mit PD beschriebenen
Proteins auf Aufbau und Funktion von PD untersucht werden. Das Protein RSX1 (RESTRICTED
SUCROSE EXPORT1; Lokus AT5G04310) ist moglicherweise eine Pektat-Lyase aus Arabidopsis
(Yano et al., 2007). Pektat-Lyasen degradieren Pektin-Verbindungen in der Zellwand. Wie von Yano
und Kollegen berichtet, fithrte der Verlust von RSX1 zu einem Kohlehydratexportblock aus Source-
gewebe, welcher zu einer Akkumulation von Stirke fiihrte. Elektronenmikroskopische Aufnahmen
deuteten darauf hin, dass die Struktur der PD zwischen Phloemzellen verdndert zu sein schien, wo-
durch dort moglicherweise der Zell-zu-Zell Austausch von niedermolekularen Stoffen wie Kohlehyd-
raten durch ein reduziertes SEL der verénderten PD eingeschrénkt ist. Promotor-GUS Analysen wie-
sen darauf hin, dass RSX1 im Phloem von Leitgewebe exprimiert wird und diese Promotoraktivitét
dem Sink-zu-Source Ubergang der Blitter folgt. Daher wurde diskutiert, dass RSX1 Einfluss auf die
Bildung sekundérer verzweigter PD aufgrund des dabei notwendigen Abbaus von Pektin-
Verbindungen in der Mittellamelle nehmen konnte.

Wie zuvor beschrieben, lokalisiert das virale Movementprotein MP17 nur an sekundéren verzweigten
PD in Sourcegewebe, nicht aber an davon strukturell verschiedenen einfachen PD in Sinkbléttern
(Hofius et al., 2001; Kronberg et al., 2007; diese Arbeit). Folglich kann MP17 als ein Marker fiir eine
verdnderte Struktur von PD dienen und daher sollte zunéchst dessen plasmodesmale Lokalisation in

rsx1 Mutanten untersucht werden.

3.3.1. Expression von MP17:GFP in rsx1

Die hier analog zu Yano und Kollegen verwendete rsx1 Mutantenlinie aus der SALK T-DNA-
Kollektion (Alonso et al., 2003) weist eine Insertion im dritten Exon von RSX1 auf (Abb. 48A; Nach-
weis der Insertion durch PCR unter 48B).

( A) Lbal Abb. 48: T-DNA Insertion in rsx1. (A) Schematische Exon-
Intron Struktur des RSX1 Gens mit der T-DNA Insertion [mit
right border — RB und left border - LB] in rsx1 in Exon 3
[Exons als Boxen dargestellt]; Pfeile geben die Primer fiir die
S PCR-Reaktionen unter (B) an; (B) Nachweis der T-DNA
Insertion in rsx1 durch PCR; das T-DNA-Allel wurde mit den
Primern Lbal - FV131 [Produkt etwa 950 bp] und das
WT-Allel mit den Primern FV53 — FV131 [Produkt 1430 bp]
nachgewiesen; heterozygote Pflanzen [HEZ] zeigten beide

TAG

ST WT HOZ HEZ W ST WT HOZ HEZ W

PCR-Produkte, wihrend in fiir die Insertion homozygoten
Pflanzen [HOZ] nur ein T-DNA-spezifisches Produkt
nachweisbar war; ATG/TAG = START/STOP-Codon;
W = Wasserkontrolle; ST = DNA-Langenstandard.

T-DNA WT

Um die plasmodesmale Assoziation von MP17 in rsx1 zu untersuchen, wurde die Mutante mit der
Linie Col-16 gekreuzt und so das entsprechende CaMV 35S-MP17:GFP-Transgen in den Mutanten-
hintergrund eingebracht. Diese Mutantenlinie wird im Folgenden als rsx1/MP17 bezeichnet. Die Mut-
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ante rsx1 war durch reduzierten Wuchs und leicht entlang der Langsachse eingerollte Sourceblitter
gekennzeichnet, welche aulerdem sichtbar Anthocyane akkumulierten (Abb. 49A). Dariiber hinaus
bildeten Pflanzen, welche diesen Mutanten-Phénotyp zeigten und homozygot fiir die T-DNA Insertion
waren, keine Samen. Die gekreuzte Linie rsx1/MP17 war kleiner als die Ausgangslinien und wies eine
noch deutlichere Akkumulation von Anthocyanen in Sourceblittern auf (Abb. 49A). Eine quantitative
Bestimmung von Stirkegehalt und loslichen Zuckern bestétigte die zuvor beschriebene Akkumulation
von Kohlehydraten in rsx1, welche in rsx1/MP17 nicht {ibertroffen wurde (Abb. 49B;
Yano et al., 2007).

Abb. 49: Phinotyp der Kreuzung von rsxl und
Col-16. (A) Die rsx1 Mutantenlinie wurde mit Col-16
gekreuzt um die Linie rsx1/MP17 zu erzeugen, welche
einen  Misch-Phinotyp der Ausgangslinien mit
reduziertem Wuchs und Akkumulation von Anthocyanen
rexl rsxl/MP17 in Sourcebléttern zeigte; (B) Quantifizierung von Stirke

und 16slichen Zuckern [Glukose, Fruktose und

6 Losliche Zucker Saccharose], dargestellt sind Mittelwerte +/- Standard-

fehler in Proben vom Ende der Lichtphase von je sechs
20 4

Kk R
e unabhéngigen Pflanzen [oder von fiinf bei rsx1/MP17];
4 ¥k =p <0,001; ** =p <0,01; GroBenstandard: 2 cm.
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Die plasmodesmale Lokalisation von MP17:GFP wurde mikroskopisch untersucht. Abb. S0A zeigt,
dass in rsx1/MP17 das Fusionsprotein an PD zwischen Zellen im Mesopyllgewebe von Sourcebléttern
lokalisierte. Dagegen konnte MP17:GFP nur in Mittelrippen der Ausgangslinie Col-16, nicht jedoch in
rsx1/MP17 detektiert werden (Abb. 50B-D). Dieser Effekt war auflerdem nicht auf das Leitgewebe
selbst beschrinkt, sondern MP17:GFP konnte weder in der gesamten Mittelrippe, noch in dem das
Leitgewebe umgebenden Parenchym nachgewiesen werden. Lediglich in dlteren Sourceblattern schien
der Bereich ohne MP17:GFP an PD kleiner zu werden und entsprechende Fluoreszenz konnte an der
Peripherie der Mittelrippe detktiert werden (Abb. 50D).

Zuvor wurde beobachtet, dass MP17 aufgrund struktureller Unterschiede nicht an einfache PD in
Sinkbléttern assoziiert und stattdessen offenbar iliber das Proteasomsystem abgebaut wird
(Kapitel 3.1.1; diese Arbeit). Falls die fehlende plasmodesmale Assoziation von MP17:GFP in rsx1
Mittelrippen auf die verdnderte Struktur von PD zuriickzufiihren wére, wére auch hier in Analogie zu
Sinkbléttern ein Abbau von MP17:GFP Protein die Folge. Uberraschenderweise konnten jedoch Nor-
thern- und Real-Time-Analysen zeigen, dass das MP17:GFP-Transkript nicht in rsx1/MP17 Mittelrip-
pen und Petiolen vorhanden ist, sondern nur in Mesophyllgewebe (Abb. 50E, F). Dies legt nahe, dass
der Verlust von MP17:GFP in rsx1/MP17 Mittelrippen nicht auf eine verdnderte PD-Struktur zuriick-
zuflihren ist, sondern auf eine reduzierte Stabilitit der Transgen-RNA. Eine Analyse der RSX1 Expres-
sion zeigte aullerdem, dass das RSX1 Transkript vor allem in Mittelrippen und Petiolen und weniger

im Mesophyll von Sourcebléttern vorhanden war, was mit dem Verlust von MP17:GFP RNA korre-
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lierte (Abb. 50G). Da dieser gewebespezifische Effekt auf das MP17:GFP Transgen nur in Pflanzen
auftrat, welche homozygot fiir die T-DNA Insertion in RSX1 waren, wurden in den folgenden Analy-
sen stets Individuen untersucht, welche beide Insertionsallele trugen.

(E) Mesophyll Mittelrippe
rsxl/ rsxl/
WT Col-16 MP17 WT Col-16 MP17

MP17:GFP

7 . MP17:GFP

6 1
St

44

3

: |+‘

14

0 1_nd nd nd nd

WT Col-16 rsx! rsxI/ WT Col-16 rsx! rsxl/

relative Expression

MP17 MP17
Mesophyll Mittelrippe
0.0121 RSX1
0,010

relative Expression
s 2 £
= = =
= =) o
.lfu L2 o0

0,002 ’_17
0 ’—E‘ ~r . nd

WT Col-16 rsx! rsxI/ WT Col-16 rsx! rsxl/
MP17 MP17
Mesophyll Mittelrippe

Abb. 50: Absenz von MP17:GFP-Transkript in Mittelrippen in rsx1/MP17. (A-D) Konfokale Aufnahmen; MP17:GFP
Fluoreszenz wurde in Griin, Chloroplasten-Autofluoreszenz in Rot dargestellt und mit Durchlichtbildern iiberlagert;
(A) MP17:GFP lokalisierte an PD zwischen Schwammparenchymzellen in Mesophyll von rsx1/MP17; (B) MP17:GFP an PD
in einer Col-16 Mittelrippe; (C) in rsx1/MP17 Mittelrippen war keine GFP-Fluoreszenz in vollentwickelten oder (D) in dlte-
ren Sourceblittern detektierbar; (E) Northernanalyse von rsx1/MP17 Gewebe - Mesophyll oder Mittelrippen [und Petiolen in
diesen Proben]; zur Detektion von MP17:GFP wurde eine Sonde gegen MP17 [kodierende Sequenz] verwendet und mit
Ethidiumbromid gefarbte rRNA diente als Ladekontrolle; (F,G) Real-Time Analyse der MP17:GFP-Transkriptmenge
(F) oder der von RSX1 (G) in den vier Linien in je Mesophyll-Blattgewebe oder in Mittelrippen/Petiolen; dargestellt ist die
relative Expression normiert gegen Arabidopsis Aktin 2 als Mittelwerte +/- Standardabweichung von drei biologischen Repli-
katen [nach der ACt Methode; Primer siche Anhang]; GroBenstandard in A 20 pm und in B-D 100 um; nd = nicht detektier-

bare Expression.



3 Ergebnisse 84

3.3.2.  Transkriptinstabilitit von weiteren Transgenen in rsx1

Die Stabilitit der Transkripte von anderen Transgenen sollte im rsx1 Mutantenhintergrund untersucht
werden. Dazu wurde die bereits unter Kapitel 3.1.1.1 beschriebene Arabidopsislinie ABD2:GFP mit
rsx1 gekreuzt und die Akkumulation von ABD2:GFP Protein und RNA in der so erzeugten Linie
rsx1/ABD2 analysiert. Wie Abb. 51A-D zeigt, war ABD2:GFP mikroskopisch analog zu MP17:GFP
nur in Mesophyll, nicht aber in Mittelrippen im rsx1 Hintergrund detektierbar. Auch hier konnte der
Verlust der entsprechenden RNA in Mittelrippen nachgewiesen werden (Abb. 51E).

Abb. 51: Transkriptstabilitit von ABD2:GFP in rsx1. (A-D)
In konfokalen Bildern sind ABD2:GFP Fluoreszenz Griin und
mit Propidiumiodid geférbte Zellwénde in Rot dargestellt; (A)
ABD2:GFP lokalisierte an Aktinfilamenten in Mesophyll von
35S-ABD2:GFP Pflanzen [ABD2]; (B) dies war auch im rsx1
Hintergrund zu beobachten; (C) ABD2:GFP Fluoreszenz in
Epidermiszellen einer Mittelrippe in 35S-ABD2:GFP; die
korrespondierende Aufnahme in rsx1/ABD2 Pflanzen zeigte
keine Fluoreszenz; (E) semi-quantitative RT-PCR von
ABD2:GFP RNA [Primer FV70 — FV71; Produkt 729 bp] und
AtAktin 1 als Kontrolle [Primer FV255, FV256; 390 bp von
cDNA-, 490 bp Produkt von genomischem DNA-Template] in
Mittelrippen ~ gegeniiber =~ Mesophyllgewebe in  den

Ausgangslinien der Kreuzung [ABD2 = Proben von
(E) Mesophyll iineidions 35S-ABD2:GFP] und in rsx1/ABD2; ST = DNA-Lingen-
rsxl/ ]/ standard; GrofBenstandard: 20 um.
E[}(’]%] ST WT ABD2 ABD2 WT ABD2 ABD2
700 ABD2:GFP
600

500 -
300 -

In einem zweiten Ansatz wurde ein weiteres Transgen nicht stabil, sondern transient in rsx1l expri-
miert. Dazu wurde das Plasmid pA7-tdTomato (Singer; unverdffentlicht) durch particle gun Beschuss
in Sourceblétter eingebracht, welches fiir tdTomato, ein modifiziertes mRFP, unter CaMV
35S-Promotor-Kontrolle kodiert (Shaner et al., 2004). tdTomato-Fluoreszenz war 30 h nach Beschuf}
von Wildtypbléttern in der Epidermis von Mesophyll und Mittelrippen sichtbar (Abb. 52A, C). In rsx1
Blittern konnte das fluoreszierende Protein im Mesopyhll, aber nicht oder nur selten in Mittelrippen
Epidermis beobachtet werden (Abb. 52B). Eine quantitative Auswertung beschossener Blétter in drei
unabhédngigen Experimenten konnte zeigen, dass signifikant weniger Epidermiszellen in rsx1 Mittel-
rippen als im Wildtyp tdTomato Fluoreszenz zeigten (Abb. 52C), was ebenfalls auf eine Instabilitit
des tdTomato-Transkripts hindeuten kénnte.

Da auch die ABD2:GFP RNA nicht in rsx1/ABD2 detektiert werden konnte, scheint somit die

Transkriptmenge von Transgenen per se im rsx1 Mutantenhintergrund negativ beeinflusst zu werden.
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Abb. 52: Transiente Expression von tdTomato in rsx1.
(A) Das Protein tdTomato wurde in Arabidopsis Col-0
oder rsx1 Epidermis von Blattunterseiten transient durch
particle gun Beschuss exprimiert [Plasmid pA7-
tdTomato], Aufnahmen wurden mit einem
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Stereomakroskop und unter Fluoreszenzlicht

aufgenommen; (A) im Wildtyp waren tdTomato

(C

S’

exprimierende Zellen [hellrot leuchtend] im Mesophyll
und in Mittelrippen [begrenzt durch die gestrichelten
Linien] sichtbar; (B) dagegen in rsx1 konnte tdTomato

i
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|
—

J Fluoreszenz nur in Mesophyll Epidermis beobachtet
werden; (C) tdTomato-exprimierende  Zellen in
Mittelrippen Epidermis wurden 30 h nach Beschuss

in Mittelrippen

10 - gezihlt; fir ein einzelnes Experiment wurden 16 Blétter

Zellen mit tdTomato

. jeder Pflanzen-Linie untersucht und dargestellt sind die
Mittelwerte aus drei unabhdngigen Experimenten
+/- Standardabweichung;, ** = p < 0,01 [T-Test

0
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modifiziert nach Student]; Grofenstandard: 0,5 mm.

3.3.3. Komplementation des rsx1 - MP17:GFP Phiinotyps

Um zu analysieren, ob der beschriebene Phinotyp beziiglich der Transkriptstabilitit auf den Verlust
von RSX1 zuriickzufiihren ist, sollte eine entsprechende Komplementation von rsx1/MP17 Pflanzen
mit Wildtyp RSX1 durchgefiihrt werden. Aufgrund des stark ausgepriagten Mutanten-Phianotyps von
rsx1’MP17 (und auch rsx1), wurde nicht eine stabile, sondern eine transiente Komplementation unter-
sucht. Dazu wurden in rsx1/MP17 Blattunterseiten verschiedene Proteine durch particle gun Beschuf}
exprimiert. Die transiente Expression von RSX1 (alle verwendeten RSX1-Konstrukte siche Abb. 53)
stellte in einzelnen Epidermiszellen von Mittelrippen die plasmodesmale Lokalisation von MP17:GFP
wieder her (44 Zellen im Mittel aus drei Experimenten; Abb. 54A, C). Dagegen fiihrte der Beschuf3
mit pA7-GUS (Jungkunz, unveréffentlicht) als Kontrolle zu anndhrend Null Zellen (1,7) mit wieder-
hergestellter MP17:GFP Fluoreszenz (Abb. 54B, C). Als weitere Kontrolle wurde ein hoch-effizientes
Konstrukt fiir 16sliches GFP (pFF19-GFP; Timmermans et al., 1990) in Wildtypblatt Mittelrippen auf
die gleiche Weise transient exprimiert, um so die maximal mogliche Anzahl von postiv beschossenen
Zellen zu bestimmen. Wie Abb. 54C zeigt, war das RSX1-Konstrukt in Hinblick auf die resultierende
MP17:GFP Fluoreszenz in Zellen weniger effizient als die Expression von GFP im Wildtyp, jedoch
bewegte sich die Effizienz in etwa der gleichen GroBenordnung. Differenzen lassen sich dabei wahr-
scheinlich einerseits auf die verschiedenen Konstrukte selbst und andererseits auf eine niedrigere tran-
siente Expression in der Mutante rsx1 zuriickfiithren. Somit konnte der Verlust der plasmodesmalen
Assoziation von MP17:GFP im rsx1 Hintergrund durch die ektopische Expression von RSX1 kom-

plementiert werden.
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EcoRI Asp718 Nbal HindIIl
o CaMV’ 358 RSX1 ocs RSX1
541 1557 220
Sacl Sacl HindIII HindIIl
| |
- CaMV 358 RSX1 WGaBaY; c-rvd ocs t RSX1:cmyc
1610 805 657
Sacl BamHI  Sacl BamHI
| |
- CalV’ 358 RSX1 BB  crp Jsssk RSXI1:GFP
1097 513 2030

Abb. 53: Verwendete RSX1-Konstrukte bzw. Fusionsproteine. (RSX1) Die kodierende Sequenz fiir RSX1 [1554 bp ohne
STOP-Codon] wurde durch PCR amplifiziert [mit den Primern MT1 und MT2] und {iber Asp718 - Xbal in den Vektor pA7
inseriert [Zahlen geben die Fragmentldngen in bp an; Plasmid pA7-RSX1]; (RSX1:cmyc) fiir eine gateway Rekombination
in pRB35S-3xmyc wurde RSX1 mit den Primern FV13 und FV14 amplifiziert, in pENTR-D/Topo inseriert und von dort in
den Endvektor rekombiniert [Plasmid pRBcmyc-RSX1]; (RSX1:GFP) alternativ wurde RSX1 aus pENTR-D/ Topo in
PK7FWGQG2 rekombiniert [pK7FWG2-RSX1]; attB1, attB2 = gateway Rekombinationssequenzen.

In rsx1/MP17 Pflanzen konnte die MP17:GFP RNA nicht mehr detektiert werden, wobei ein Defekt
des Transgens und insbesondere des CaMV 35S Promotors aufgrund des identischen Effekts auf ein
weiteres Transgen in einer unabhéngigen Linie ausgeschlossen werden kann. Dies legt nahe, dass das
transgene Transkript durch Silencing betroffen ist. Um dies zu iiberpriifen, sollte der bekannte virale
Silencing Suppressor P19 (von tomato bushy stunt virus; Voinnet et al., 1999) transient in den
rsx1/MP17 Mittelrippen exprimiert werden. Dazu wurde die kodierende Sequenz fiir P19 analog zu
RSX1 (Abb. 53) in den Vektor pA7 inseriert (via BamHI-Sall; Plasmid pA7-P19), wodurch P19 unter
Kontrolle des CaMV 35S Promotors exprimiert wird. Die transiente Expression von P19 konnte eben-
falls die plasmodesmale Lokalisation von MP17:GFP in Mittelrippen wieder herstellen (Abb. 54C).
Dies zeigt, dass ein Silencingeffekt in rsx1 Mittelrippen die Akkumulation des transgenen Transkripts

verhindert.

Abb. 54: Transiente Komplementation von rsx1/MP17.
(A, B) Konfokale Aufnahmen von Mittelrippen Epidermis von
rsx1/MP17 Blattunterseiten nach particle gun Beschuss; (A)
transiente Expression von RSX1 stellte die plasmodesmale
Lokalisation von MP17:GFP wieder her; (B) Beschuss mit
pA7-GUS zeigte keinen Effekt; (C) rsx1/MP17 Blitter
wurden jeweils mit den Konstrukten pA7-GUS [GUS],
(C) e o pA7-RSX1 [RSX1], oder pA7-P19 [P19] [links] und als

¢ 10 i E‘L Kontrolle WT-Blétter mit pFF19-GFP [GFP] beschossen
é g 65 . ._; [rechts]; Zellen, welche wiederhergestellte PD-Lokalisation
"E*;f — | 3 E von MP17:GFP in Mittelrippen Epidermis von rsx1/MP17
%E 60 " o E'E [oder GFP im WT] zeigten, wurden 30 h nach Beschuss
éé 40 I ok i é— gezahlt; je 16 Blitter einer Linie wurden fiir ein einzelnes
N 30 - - _'j; Experiment  ausgewertet, gezeigt sind  Mittelwerte
o o ™ +4/- Standardabweichung aus drei unabhiingigen Experi-

i e L 63 menten; ** = p < 0,01 [T-Test modifiziert nach Student];

rselMP17 Col-0

GroBenstandard: 20 pm.
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3.3.4.  Effekt von RSX1 Uberexpression auf Silencing

Da der Verlust von RSX1 zu Silencing von Transgenen fiihrt, sollte iiberpriift werden, ob die Uberex-
pression von RSX1, dhnlich zu einem viralen Suppressor, Silencing unterdriicken kann. Daher wurde
eine cmyc-getagte RSX1-Fusion (RSX1:cmyc, Abb. 53) transient durch Agrobakterien in N. bentha-
miana zusammen mit einem MP17-Fusionsprotein (MP17:PMBH, Abb. 55) exprimiert, von dem be-
reits zuvor beobachtet worden war, dass dessen Expression durch Silencing der RNA limitiert wird.
Generell wurden schon frither fiir die transiente Agrobakterien-vermittelte Expression von Transgenen
Silencing beschrieben, welches durch die Koexpression des Silencingsuppressors P19 unterbunden
werden konnte (Voinnet et al., 2003).

Abb. 55: Schematische Struktur von MP17:PMBH. MP17 wurde
EcoRI Asp718  Sall HindIIl mit den Primern FV17 und FV18 per PCR amplifiziert und in den
Vektor pRB-35S-c-myc-His-TEV-Biotin-TAG iiber Asp718 und Sall
inseriert [Plasmid PMBH-MP17], wodurch MP17 mit einem
Kombinationsanker aus 3 c-myc, 6 x His, einer TEV-Protease-

S CaMV 358 A MP17
541 473

3 c-myc 6 His TEV Biotin Spaltsequenz und einem Biotinylierungssignal fusioniert wird [Protein
MP17:PMBH].

Entsprechend dazu fiihrte die Koexpression von P19 zu einer deutlichen Zunahme des MP17:PMBH-
Fusionsproteins und der RNA zwei, drei und vier Tage nach Infiltration in N. benthamiana
(Abb. 56A-D). Die gleichzeitige Expression von RSX1:cmyc fiihrte ebenfalls nach 2 Tagen zu einer
erhohten Menge an MP17:PMBH, aber nicht ldnger nach der Infiltration (Abb. 56A, C). In einer
Northernanalyse konnte korrespondierend dazu mehr MP17:PMBH Transkript bei Koexpression von
RSX1:cmyc nach zwei Tagen nachgewiesen werden (Abb. 56B), was durch eine Real-Time Analyse
zusitzlich bestétigt werden konnte (Abb. 56D). Neben der Zunahme des MP17:PMBH Transkripts
waren gleichzeitig auch weniger Degradationsprodukte der Volllingen mRNA bei Koexpression von
RSX1:cmyc detektierbar.

Die positive Wirkung der RSX1:cmyc-Koexpression auf die Transkriptmenge von MP17:PMBH zwei
Tage nach Infiltration war nach drei und vier Tagen nicht mehr zu beobachten, was mit der Absenz
von RSX1:ecmyc Protein und RNA zu diesen Zeitpunkten korrelierte (Abb. 56A, B). Dies deutet auf
eine Degradation von RSX1:cmyc selbst hin, was durch eine Unterdriickung dieses Effekts durch die
Koexpression von P19 in einem zweiten Experiment verifiziert werden konnte (Abb. 57).
Nichtsdestotrotz konnte die Uberexpression von RSX1 das Silencing eines transient exprimierten

Konstrukts zumindest zeitweise supprimieren.

3.3.5. Intrazelluliare Lokalisation und Struktur von RSX1

Aufgrund des Silencingeffekts in rsx1 und der Suppression von RNA Degradation bei der Uberexpres-
sion von RSX1, wurden im folgenden Abschnitt die Doménenstruktur von RSX1 und dessen intrazel-
luldre Lokalisation untersucht. Bioinformatische Analysen zeigten, dass RSX1 iiber ein N-terminales
Signalpeptid, eine putative ,,Pel C* Pektat Lyase Doméne und eine einzelne Transmembranspanne am
C-terminus verfiigt (Abb. 58A; durchgefiihrt mit ,,SMART®, http://smart.embl-heidelberg.de/smart/
change mode.pl). Dariiber hinaus ist nach “TMHMM?” (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM) das
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Abb. 56: Uberexpression von RSX1:cmyc. (A-D) Durch Agrobakterien-vermittelte Transformation wurden Konstrukte
transient in N. benthamiana exprimiert; Agrobakterien, welche das Plasmid fiir die Expression von MP17:PMBH trugen,
wurden entweder mit Agrobakterien mit dem leeren Vektor pRB35S-3xmyc [VEC] koinfiltriert, oder MP17:PMBH zusam-
men mit RSX1:cmyc [RSX] bzw. P19 koexprimiert; (A) 0 bis 3 Tage nach Infiltration wurden Blattproben gleicher Fliche
geerntet und nach Auftrennung der enthaltenen Proteine durch SDS-PAGE und Westernblotting RSX1:cmyc durch anti-c-
myc-Antiserum oder MP17:PMBH durch anti-MP17-Antiserum und Auflegen eines Rontgenfilms nachgewiesen; (C) kor-
respondierende Northernanalyse, RSX1:cmyc RNA wurde durch eine radioaktive Sonde spezifisch fiir cmyc- und
ocs-Sequenz nachgewiesen oder MP17:PMBH Volllingen RNA und davon abgeleitete Degradationsprodukte durch eine
Sonde gegen MP17; rRNA wurde als Ladekontrolle mit EtBr geféarbt; (D) der Gehalt an MP17:PMBH Protein wurde bei
Koexpression von VEC, RSX1 oder P19 zwei Tage nach Infiltration durch Quantifizierung der MP17:PMBH Signalstérke
[visualisiert auf Rotgenfilmen wie unter (B)] mit Hilfe eines Geldokumentationssystems und Quantifizierungs-Software
[Vilber Lourmat; Eberhardzell] bestimmt und als Ladekontrolle mit der enthaltenen Menge an plastiddrer Transketolase
[parallel nachgewiesen mit einem entsprechenden Antiserum] abgeglichen; die Proteinmenge ist in % von MP17:PMBH bei
Koexpression von VEC angegeben, dargestellt sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von je sechs unabhidngigen Proben;
(E) Real-Time Analyse von MP17:PMBH Transkript [nachgewiesen mit Primern spezifisch fiir Biotinylierungssignal; siche
Anhang]; gezeigt sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von drei biologischen Replikaten der MP17:PMBH Expression
relativ zu N. benthamiana Aktin 2 und anschlieBender Normierung auf eine Expression von eins bei Koexpression von VEC;
** =p<0,01, *¥* =p<0,001 [T-Test modifiziert nach Student].

Abb. 57: Degradation von RSX1:cmyc bei transienter
9 Expression. Konstrukte fiir RSX1:cmyc oder P19 wurden
durch  Agrobakterien Transformation einzeln oder
B M"“."‘- zusammen transient in N. benthamiana exprimiert; 0 bis 3
Tage nach Infiltration wurden Blattproben gleicher Flache

genommen und Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt und RSX1:cmyc durch ein anti-cmyc-Antiserum nachgewiesen.
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Protein zum grofiten Teil im Apoplasten lokalisiert, aufler der Transmembranspanne und fiinf Amino-
sduren am C-terminus, welche im Zytoplasma liegen sollten.

In Ubereinstimmung mit dieser Vorhersage lokalisierte eine RSX1:GFP Fusion (Abb. 53) in der Plas-
mamembran und direkt daran angrenzend im Zytoplasma (wahrscheinlich aufgrund starker Uberex-
pression) bei transienter Expression in N. benthamiana Epidermis oder Arabidopsis Protoplasten
(Abb. 58 B-Q).

Allerdings konnte keine Doméne identifiziert werden, welche zuvor im Zusammenhang mit Silencing
beschrieben worden war. Dagegen scheint RSX1 nur eine putative Pektat lyase Doméne zu besitzen.
Daher wurde versucht, eine mdgliche Pektat Lyase Aktivitit von RSX1 nachzuweisen. Leider verlie-
fen mehrere Versuche mit in vitro Tests negativ, weshalb nicht abschlieBend bestimmt werden konnte,

ob eine deratige enzymatische Aktivitdt von RSX1 vorliegt oder nicht (Daten nicht gezeigt).

(A)

NH:—{ SP |

oot Ly Domine ] fid}-coos

vorhergesagte Lokalisierung: Apoplast Zytoplasma| |

Abb. 58: Intrazellulire Lokalisation von RSX1. (A) Schematischer Aufbau des RSX1 Protein mit einem N-terminalen
Signalpeptid [SP], einer putativen ,,Pel C*-Pektat Lyase Doméne [IPR002022; Yoder et al., 1993] und einer einzelnen Trans-
membranspanne [TM] gefolgt von fiinf Aminosduren am C-Terminus, welche nach ,,TMHMM* im Zytoplasma lokalisiert
sein sollten, wéhrend das iibrige Protein getrennt durch die TM im Apoplasten lokalisiert [nach ,,SMART* http://smart.embl-
heidelberg.de/smart/change mode.pl und http://www.cbs.dtu.dk/serv-icessyTMHMM/]; (B-G) konfokale Aufnahmen von
RSX1:GFP, welches transient mittels Agrobakterien-vermittelter Transformation in N. benthamiana Epidermiszellen (B-D)
oder durch Transformation von Arabidopsis Protoplasten (E-G) exprimiert wurde; RSX1:GFP-Fluoreszenz in Griin und
Chloroplastenautofluoreszenz in Rot (B, E) wurde mit Durchlichtbildern (C, F) in D und G iiberlagert und zeigt eine Uberla-
gerung von RSX1:GFP mit der Plasmamembran; Grofenstandard: 10 um.

3.3.6. Differentiell regulierte endogene Transkripte in rsxl und deren Wirkung auf
die symplastische Assimilatverteilung

Theoretisch besitzt RSX1 entweder keine Pektat Lyase Aktivitit oder der Verlust davon kdnnte mog-
licherweise nicht direkt den rsx1 Mutanten-Phénotyp auslésen. Denn neben dem Silencing von Trans-

genen in rsx1 Mittelrippen konnte auch die Stabilitdt von endogenen Transkripten negativ beeinflusst
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werden und dies die beobachteten Defekte hervorrufen. Daher wurde zunéchst analysiert, ob in rsxl
Unterschiede beziiglich der Expressionshéhe von endogenen Transkripten gegeniiber dem Wildtyp
vorhanden sind. Darauf folgend sollten Kandidaten, deren RNA in rsx1 negativ reguliert ist, ndher im
Hinblick auf den rsx1 Phénotyp untersucht werden.

3.3.6.1. Identifizierung von differentiell regulierten endogenen Transkripten in rsx1 Petiolen

durch Microarray Analyse

Da die RNA von Transgenen in Mittelrippen und Petiolen von rsx1 nicht mehr nachweisbar war, wur-
de die Expressionshdhe von Genen in rsx1 Petiolen im Vergleich zum Wildtyp durch Microarray Ana-
lyse untersucht. Dazu wurden je vier biologische Replikate der beiden Genotypen eingesetzt. Eine
,»Cluster“-Analyse der relativen Expression aller durch den Array nachgewiesenen Transkripte in den
acht Proben zeigte, dass jeweils Replikate der Genotypen zusammen gruppierten und somit relativ
dhnliche Expressionsmuster aufwiesen (Abb. 59A). Die weitere Analyse der Daten ergab, dass
8.223 Transkripte mindestens zweifach differentiell in rsx1 gegeniiber Wildtyp Petiolen reguliert wa-
ren, davon 1.984 signifikant (Abb. 59B zeigt eine Gegeniiberstellung der Expression der signifikant
regulierten Transkripte in den Genotypen). Dabei waren in rsx1 1460 Transkripte signifikant hochre-
guliert und 488 negativ reguliert (Liste der 50 am starksten hoch oder negativ regulierten Transkripte
im Anhang).

rsxl

Abb. 59: ,,Clusteranalyse“ von differentiell exprimierten Genen in rsx1 Petiolen. Die Auswertung der Microarray Daten
erfolgte mit der Genespring GX 7.3.1 Software [Agilent Technologies, Santa Clara, USA]; (A) eine Clusteranalyse von je
vier WT-Proben gegen vier Proben aus Petiolen von rsx1 zeigten, dass jeweils Proben eines Genotyps zusammen clustern;
(B) Gegeniiberstellung von signifikant differentiell regulierten Genen in rsx1 gegeniiber WT [Mittelwerte; p < 0,05, bei
Annahme von ungleichen Varianzen zwischen Proben der Genotypen; Expressionsunterschiede zwischen WT und rsx1 sind
durch Farben wiedergegeben, wobei Gelb einem Unterschied von 0 entspricht, Rot in Abstufungen einer héheren und Blau
abgestuft einer niedrigeren Expression [siche Farbskala unter (B) rechts].
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Zunéchst wurden Gene, deren Expression mindestens 10fach geringer in rsx1 gegeniiber dem Wildtyp
war, einer genaueren Priifung hinsichtlich der Funktion des jeweiligen Proteins unterzogen (sieben
Gene, Tab. 3.11). Darunter war ein MYB-Transkriptionsfaktor, dessen negative Regulation Auswir-
kung auf die Expression verschiedener anderer Genen haben konnte. Dessen reduzierte Transkript-
menge in rsx1 Petiolen und die von weiteren zwei Kandidaten wurde unabhingig durch Real-Time
Analyse untersucht und bestitigt (Abb. 60).

Tab. 3.11: Am stérksten negativ regulierte Transkripte in rsx1 Petiolen.

Locus x fach negativ Beschreibung / Referenz
reguliert in rsx1

AT2G21650 17,3 MEE3, ,MATERNAL EFFECT EMBRYO 3*; Familie der MYB-
Transkriptionsfaktoren (Pagnussat et al., 2005)

AT1G73220 16,2 ATOCT1, ,, ARABIDOPSIS THALIANA ORGANIC CATI-
ON/CARNITINE TRANSPORTER 1¢ (Lelandais-Briere et al., 2007)

AT3G16360 12,6 AHP4, HISTIDINE CONTAINING PHOSPHOTRANSMITTER 4*
(Jung et al., 2008)

AT1G70260 12,0 Protein der ,nodulin MtN21“-Familie

AT1G60190 11,1 Familie der ,,armadillo/beta-catenin“-Proteine (Signaltransduktion)

AT1G64360 10,1 involviert in Toleranz gegen oxidativen Stress (Luhua et al., 2008)

AT4G01390 10,0 enthélt eine , TRAF-like“-Domine (tumor necrosis factor receptor
associated factor)

Negative Regulation von Transkripten der angegebenen Loci in rsxl Petiolen gegeniiber WT laut Microarray Analyse; ge-
zeigt sind die sieben am stdrksten negativ regulierten Transkripte, Beschreibungen nach Referenzen oder nach

www.arabidopsis.org.
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Abb. 60: Real-Time Analyse von differentiell regulierten Genen in rsx1 Petiolen. Relative Expression in rsx1 gegen WT
Petiolen wurde durch Real-Time Analysen bestimmt und normalisiert auf Arabidopsis Aktin 2 [AC; Methode]; dargestellt
sind Mittelwerte aus der Messung von je drei biologischen Replikaten +/- Standardabweichung; verwendete Primer im An-
hang; ** =p < 0,01, * = p < 0,03 [modifizierter T-Test nach Student].

Aufgrund des in rsxl beobachteten Kohlehydratexportblocks und der offenbar verdnderten PD-
Struktur im Phloem dieser Mutante (Yano et al., 2007), wurde untersucht, ob die Expression bekann-
ter, mit PD assoziierter Gene in rsx1 Petiolen verdndert ist. Jedoch waren keine dieser Gene in dem

hier beschriebenen Array-Datensatz signifikant differentiell exprimiert, was moglicherweise durch
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eine nur geringe Expressionshdhe und eine daraus folgende schlechte Unterscheidbarkeit von unter-
schiedlichen Transkriptmengen durch Array-Analysen bedingt ist. Daher wurde die Expression von
PD-assoziierten Kandidaten in rsx1 im Vergleich zum Wildtyp durch Real-Time Analyse iiberpriift.
Dadurch konnte nachgewiesen werden, dass signifikant weniger Transkript von zwei Mitgliedern der
PDLP1-Familie, deren Proteine den plasmodesmalen Transport beeinflussen kénnen und an PD lokali-
sieren (Thomas et al., 2008), in rsx1 Petiolen vorhanden ist (Abb. 61). Wihrend die Transkriptmenge
dieser beiden Kandidaten in rsx1 im Vergleich zum Wildtyp nur schwach reduziert war (PDLP1la
1,7fach; AT1G70690 1,6fach), war die Kopienzahl eines weiteren Transkripts (AT2G33330), welches
fiir ein PDLP1-Protein kodiert, deutlich in rsx1 Petiolen erhoht (6,9fach).
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Abb. 61: Real-Time Analyse von PD-assoziierten Genen in rsx1 Petiolen. Die Relative Expression der gezeigten
Transkripte in rsx1 gegen WT Petiolen wurde durch Real-Time Analysen bestimmt und auf Arabidopsis Aktin 2 normalisiert
[ACt Methode]; dargestellt sind Mittelwerte aus der Messung von je 3 biologischen Replikaten +/- Standardabweichung;
verwendete Primer im Anhang; ** =p < 0,01, * = p < 0,03 [modifizierter T-Test nach Student].

3.3.6.2. Analyse von Phinotyp und Kohlehydratexportblock in einer korrespondierenden
knock-out Mutante

Fiir einen der negativ in rsx1 regulierten Kandidaten, AT1G64360 (Tab 3.11; Abb. 60), wurde eine
entsprechende T-DNA Insertionsmutante untersucht. Die Linie at1g64360-KO trigt eine Insertion im
3’ untranslatierten Bereich im einzigen Intron von AT1G64360 (Abb. 62B; Nachweis der Insertion
Abb. 62C). Eine Analyse der Expression von AT1G64360 zeigte, dass das entsprechende Transkript in
at1g64360-KO Pflanzen in Mesophyll und Mittelrippen nicht nachweisbar war (Abb. 62D). Dagegen
konnte dieses Transkript in rsx1 Mesophyll in etwa gleicher Kopienzahl zum Wildtyp detektiert wer-
den, war jedoch deutlich verringert in rsx1 Mittelrippen (Abb. 62D), was mit der starken Reduktion
der Transkriptmenge in rsx1 Petiolen iibereinstimmt (siche Abb. 60).

Der Wuchs dieser Mutante war im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen geringfiigig reduziert, wéihrend rsx1
wesentlich kleiner war (Abb. 62A). Eine Bestimmung des Rosetten-Frischgewichts von je sechs Pflan-
zen ergab im Mittel 0,244 g bei Wildtyp (Alter der Pflanzen: 36 Tage [Kurztagbedingungen];
+/- 0,052 g) und 0,174 g (+/- 0,043 g) bei at1lg64360-KO Pflanzen, was einer signifikanten Reduktion
entspricht (p <0,03).
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Abb. 62: Phinotyp von at1g64360-KO Pflanzen. (A) Die at1g64360-KO Linie war durch reduzierten Wuchs gegeniiber
dem Wildtyp charakterisiert, war aber grofler als rsx1; (B) Exon - Intron Struktur von AT1G64360 [Exons als Boxen darge-
stellt] mit der T-DNA Insertion [mit right border — RB und left border - LB] in der at1g64360-KO Linie; Pfeile geben die
Primer fiir die PCR-Reaktionen unter (C) an; (C) Nachweis der T-DNA Insertion in at1g64360-KO durch PCR; das
WT-Allel wurde mit den Primern FV177 - FV178 [Produkt 837 bp] und das T-DNA-Allel mit den Primern FV177 — Lbal
[Produkt etwa 700 bp] nachgewiesen; heterozygote Pflanzen [HEZ] zeigten beide PCR-Produkte, wihrend in fiir die Inserti-
on homozygoten Pflanzen [HOZ] nur ein T-DNA-spezifisches Produkt nachweisbar war; ATG/TAG = Start/Stop-Codon;
DNA-Lingenstandard ist in bp links angegeben; (D) semi—quantitative RT-PCR-Analyse der Expression von AT1G64360 in
Mesophyllgewebe [MP] oder Mittelrippen [MR] in WT, rsx1 und der at1g64360-KO Linie; AT1G64360 wurde von cDNA
mit den Primern FV158 und FV157 nachgewiesen [393 bp cDNA- oder 494 bp genomisches DNA-Template], als Ladekon-
trolle diente der Nachweis von AtAktin 1 [Primer FV255 — FV256; 390 bp cDNA]; W = Wasserkontrolle; ST = DNA-

Langenstandard.

Zudem akkumulierten at1g64360-KO Pflanzen analog zum Rosetten-Frischgewicht weniger Stirke in
Sourceblattern als rsx1, aber mehr Starke als Wildtyppflanzen (Abb. 63). Allerdings war der Gehalt an
16slichen Zuckern in at1g64360-KO auf WT-Niveau. Die nur geringe Akkumulation von Stirke deutet
moglicherweise auf einen moderaten Kohlehydratexportblock in Sourceblittern hin. Uberschiissige
Photoassimilate konnten moglicherweise komplett fiir den Aufbau von Stérke verwendet werden ohne
einen messbaren Anstieg von 16slichen Zuckern.

AT1G64360 war zuvor im Zusammenhang mit Stresstoleranz beschrieben worden (Luhua et al.,
2008). Die ektopische Uberexpression dieses Gens vergroBerte die Resistenz von Arabidopsis gegen
oxidativen Stress und dessen Expression im Wildtyp war unter verschiedenen abiotischen Stressbe-
dingungen verstirkt. Unter anderem wurde Kallose im Zusammenhang mit der negativen Regulation
des plasmodesmalen SEL in Reaktion auf unterschiedliche Stressfaktoren beschrieben (Lucas et al.,
1993a; Sivaguru et al., 2000; Hofius et al., 2004; Rinne et al., 2005). Wie Abb. 63 zeigt, war der Ge-
halt an Kallose in rsx1 und auch in at1g64360-KO Pflanzen signifikant erh6ht, was somit zu dem Ex-
portblock-Phénotyp in den beiden Mutanten beitragen konnte.
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Abb. 63: Quantifizierung von Kohlehydraten und Kallose in at1g64360-KO. Stirke und 16sliche Zucker [Glukose, Fruk-
tose und Saccharose] wurden am Ende der Lichtphase in Blattproben gleicher Fliache durch einen optisch-enzymatisch ge-
koppelten Test quantifiziert; dargestellt sind Mittelwerte +/- Standardfehler fiir sechs Pflanzen; fiir die Quantifizierung von
Kallose wurden Blattproben gleicher Fliche homogenisiert, mit Anilinblau versetzt und Fluoreszenz an einem Fluorimeter
gemessen; Fluoreszenzintensititen wurden mit einem B-1,3-Glukan-Pachyman Standard verglichen und gezeigt sind Mittel-
werte von Messungen aus je sechs Pflanzen +/- Standardfehler; *** = p < 0,001, ** = p < 0,01, * = p < 0,03 [modifizierter

T-Test nach Student].

Zusammenfassend zeigte die Analyse der at1g64360-KO Linie korrespondierend zu einem stark in
rsx1 Petiolen negativ regulierten Transkript, dass der komplette Verlust der Expression dieses einen
Gens zu reduziertem Wuchs und der Akkumulation von Stirke &dhnlich zu dem rsx1 Phanotyp fiihrt.
Ob sich sich dieser Effekt auf Silencing von AT1G64360 und anderer endogener Transkripte in rsx1
zuriickfiihren ldsst, miissen weitere Experimente kldren. Jedoch konnte gezeigt werden, dass Transge-

ne einem Silencingeffekt gewebespezifisch in rsx1 Mittelrippen und Petiolen unterliegen.
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4. Diskussion

Plasmodesmata stellen symplastische Verbindungen zwischen aneinander angrenzenden Zellen dar
und ermoglichen so den Austausch niedermolekularer Stoffe, was fiir den Transport von Photoassimi-
laten von Source- zu Sinkgewebe innerhalb der Pflanze von essentieller Bedeutung ist (Stitt, 1996).
Zusitzlich gestatten PD den selektiven Austausch von Makromolekiilen wie etwa Transkriptionsfakto-
ren oder mRNA zwischen zwei Zellen (Ding, 1998; Haywood et al., 2002; Lucas und Lee, 2004).
Zusammen mit dem plasmodesmalen Zell-zu-Zell Transport und systemischenVerteilung von miRNA
sind PD damit ein wichtiger Kontrollpunkt bei der Steuerung verschiedener pflanzlicher Entwick-
lungsprozesse (Zambryski und Crawford, 2000; Roberts und Oparka, 2003; Kim und Zambryski,
2005). Aufgrund ihrer essentiellen Bedeutung gelang bis heute noch nicht die molekulare Identifizie-
rung direkter PD-Komponenten oder Elementen des endogenen Makromolekiiltransports anhand von
klassischen Mutantenscreens (Maule, 2008). Kiirzlich konnte durch die Kombination der Analyse der
symplastischen Entladung von GFP in Wurzelspitzen transgener Pflanzen und deren Mutagenisierung
mit EMS nachgewiesen werden, dass ein Thioredoxin an der Regulation des SEL beteiligt ist
(Benitez-Alfonso et al., 2009). Der beobachtete Effekt beruhte allerdings auf der Akkumulation von
Kallose und das isolierte Thioredoxin stellt keine strukturelle Komponente von PD dar. Durch prote-
inbiochemische Ansétze konnten unter anderem Proteine identifiziert werden, welche mit Kallose in
Verbindung gebracht werden konnen, an PD lokalisieren und das plasmodesmale SEL modifizieren
konnen (Levy et al., 2007b; Thomas et al., 2008; Simpson et al., 2009a). Insgesamt stiitzt sich jedoch
die modellhafte Vorstellung der PD-Struktur noch immer zum grof3ten Teil auf urspriingliche elektro-
nemmikroskopische Aufnahmen und die Detektion von plasmodesmalen Proteinen durch Antikdrper.
Vielfach wurden auch virale Movementproteine verwendet, um den pflanzlichen Makromolekiiltrans-
port zu untersuchen. Da MPs den Zell-zu-Zell Transport von viralem Material ermdglichen und in der
Lage sind, dass plasmodesmale SEL zu erh6hen, indem sie mit dem Wirtseigenen intra- und interzel-
luldren Transportsystem interagieren, stellen diese Proteine ein geeignetes Werkzeug dar, den plasmo-
demalen Makromolekiiltransport zu untersuchen (Lazarowitz und Beachy, 1999; Oparka, 2004; Lucas,
20006).

Waihrend bereits viele unterschiedliche virale Movementproteine beschrieben wurden, konzentrierten
sich doch die meisten Untersuchungen auf das TMV-MP30. Zwar wurde dessen Expression als GFP-
Fusionsprotein in Arabidopsis beschrieben, jedoch liegen keine Daten beziiglich des intrazelluldren
Transports von MP30 in Arabidopsis vor (Chen et al., 2005), sondern nur in Tabakpflanzen oder Pro-
toplasten (Heinlein et al., 1998; Wright et al., 2007).

Daher wurde in dieser Arbeit das 17 kDa Movementprotein (MP17) des PLRV verwendet, welches
zuvor funktionell in Arabidopsis exprimiert worden war (Kronberg et al., 2007). Die Infektion von
Kartoffeln mit PLRV bzw. die ektopische Expression von MP17 in transgenen Pflanzen (Kartoffel,
Tabak und Arabidopsis) zeigte auerdem, dass MP17 ausschlieBlich an PD und an keinen weiteren
Organellen/Strukturen in Zellen detektiert werden kann (Schmitz et al., 1997; Hofius et al., 2001;
Kronberg et al., 2007), wihrend das TMV MP30 auch an ER und Mikrotubuli assoziiert (Heinlein et
al., 1998). Somit stellt MP17 einen weitaus spezifischeren plasmodesmalen Marker als das TMV
MP30 dar und bietet die Moglichkeit, den endogenen Makromolekiiltransport in Arabidopsis zu stu-

dieren.
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4.1. Plasmodesmale Assoziation von MP17 und Beeinflussung des symplastischen

Transports

Ahnlich zum TMV MP30, welches nur an sekundire PD lokalisiert, die verstirkt parallel zu der Sink-
zu-Source Entwicklung von Blittern gebildet werden (Ding et al., 1992b; Oparka et al., 1999), assozi-
iert auch MP17 an sekundire, verzweigte PD in Sourcegewebe (Hofius et al., 2001; Kronberg et al.,
2007). Dagegen lokalisiert MP17 nicht an die strukturell dazu verschiedenen einfachen PD in Sink-
blattern, wo das Protein stattdessen sehr wahrscheinlich abgebaut wird. Somit bietet die Analyse von
MP17:GFP-transgenen Arabidopsis die Mdglichkeit, einerseits der Transport von MP17 modellhaft
fiir Makromolekiile zu untersuchen und andererseits die Degradation des Proteins in Sinkgewebe zu
studieren.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag daher in der Analyse der plasmodesmalen Lokalisation von MP17
in Sourcebléttern und der fehlenden Assoziation an PD in Sinkgewebe durch eine Kombination von
pharmakologischen, proteinbiochemischen und molekularen Ansétzen. Zudem wurde die Lokalisation
von MP17 an PD zum ersten Mal in seneszierenden Blittern und mogliche Auswirkungen auf den

dortigen symplastischen Transport untersucht.

4.1.1. Analyse des intrazelluléiren Transports und Abbaus von MP17

Zunichst wurde die Arabidopsislinie Col-16, welche stabil MP17:GFP unter Kontrolle des CaMV
35S-Promotors exprimiert (Kronberg et al., 2007), verwendet, um die plasmodesmale Assoziation von
MP17 in Sink- und Sourceblidttern durch die pharmakologische Hemmung des ER-Golgi-
Sekretionssystems, des Zytoskeletts oder des Proteasom-abhédngigen Proteinabbaus zu untersuchen
(Abb. 64 zeigt ein Modell zu Transport und Abbau von MP17 unter Beriicksichtigung der verwende-
ten Inhibitoren). Parallel wurden transgene Arabidopsis-Markerlinien fiir die Hemmversuche einge-
setzt, in welchen durch die stabile Expression von Fusionsproteinen Elemente des Sekretionssystems
oder des Zytoskeletts visualisiert werden und somit die Wirkung von Inhibitoren nachvollzogen wer-
den konnte. Pharmakologische Inhibitoren wurden bereits zuvor bei der Analyse von Transport und
Abbau anderer viraler Movementproteine in Tabakbléttern oder Protoplasten verwendet und erbrach-
ten wertvolle neue Erkenntnisse zu dem plasmodesmalen Transport viraler MPs (Heinlein et al., 1998;
Haupt et al., 2005; Ju et al., 2005; Wright et al., 2007).

4.1.1.1. Transport von MP17 zu PD ist ein ER-Golgi und F-Aktin abhéingiger Prozess

Zunichst wurde die Bedeutung von Aktinfilamenten fiir die plasmodesmale Lokalisation von MP17
untersucht. Dazu wurde in Col-16 Pflanzen F-Aktin durch die Inkubation mit LatB depolymerisiert.
Dies reduzierte die Lokalisation von MP17:GFP an PD und den Gehalt an MP17:GFP in Sourceblit-
tern deutlich, wie anhand von KLSM-Aufnahmen und dem immunologischem Nachweis des Fusions-
proteins belegt werden konnte. Da dazu relativ lange Inkubationen von mehreren Tagen nétig waren,
wurde aulerdem MP17:GFP transient duch Agrobakterien-vermittelte Transformation in N. benthami-
ana exprimiert und gleichzeitig LatB koinfiltriert. Dies unterband die PD-Lokalisation von MP17:GFP
komplett, welches stattdessen im Nukleus und Zytolasma nachweisbar war. Damit deuten beide An-
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sitze darauf hin, dass MP17 in einem F-Aktin abhéngigen Prozess zu PD transportiert wird. In Uber-
einstimmung damit wurde berichtet, dass die Lokalisation von TMV MP30 an PD oder der Zell-zu-
Zell Transport von TMV Replikationskomplexen ebenfalls auf einem funktionsfdhigen Aktinskelett
basiert (Wright et al., 2007; Kawakami et al., 2004). Ahnliches wurde ebenfalls fiir den intrazelluliren
Transport von TGB2 und TGB3, MPs des potato mop top virus, nachgewiesen (Haupt et al., 2005).
Wie von Oparka (2004) postuliert, konnten virale MP einerseits direkt iiber Motorproteine ent-
lang von Aktinfilamenten zu PD transportiert werden, wofiir die Beobachtung spricht, dass das MP
des tomato spotted wilt virus mit Kinesin- und Myosin-dhnlichen Proteinen interagiert (von Bargen et
al., 2001). Andererseits konnten MPs durch die Interaktion mit Proteinen, welche durch Golgi-Vesikel
entlang des Zytoskeletts zur Zellwand transportiert werden, in die Ndhe von PD gelangen, was mogli-
cherweise die Interaktion von TMV MP30 mit einer Pektinmethylesterase und dessen essentielle Be-
deutung fiir die virale Ausbreitung von TMV erklért (Dorokhov et al., 1999; Chen et al., 2000; Chen
und Citovsky, 2003). In diesem Kontext wurde auch die Interaktion des grapevine fan leaf virus MP
mit KNOLLE beschrieben, einem t-SNARE der Syntaxin-Familie, welche zusammen mit v-SNAREs
gerichtete Vesikel-Membran Fusionen ermdglichen (Laporte et al., 2003). Dies legt zusammen mit
dem Vesikel-basierten Transport von potato mop top virus TGB2 und TGB3 (Haupt et al., 2005), ei-
nen vesikularen Transport von viralen MPs nahe.
Um die Beteiligung des ER-Golgi-Sekretionssystems am intrazelluldren Transport von viralen MPs zu
testen, wurde oft BFA verwendet, welches in hohen Konzentrationen (100 pg/ml) zu einer vollstiandi-
gen Auflosung des ER-Netzwerks fiihrt, wihrend geringe Konzentrationen (10 pg/ml) die Absorption
von Golgi-Zysternen in das ER und die Bildung von ER-Golgi-Subkompartimenten zur Folge haben
(Henderson et al., 1994; Nebenfuhr et al., 2002; Ritzenthaler et al., 2002). Inhibitorstudien mit gerin-
ger BFA Konzentration deuteten darauf hin, dass die PD-Lokalisation der MPs der Tobamoviren TMV
und tomato mosaic virus nicht auf Vesikeltransport basiert (Wright et al., 2007; Tagami und Watana-
be, 2007). Jedoch konnte kiirzlich anhand einer MP30:GFP Fusion und ,,fluorescence recovery after
photobleaching® (FRAP) belegt werden, dass die Zerstérung des ER-Netzwerks durch hohe BFA-
Konzentrationen die Assoziation von TMV MP30 an PD signifikant reduzierte (Wright et al., 2007).
Daher wurde postuliert, dass der Transport von TMV MP30 auf einem funktionellen ER-Netzwerk
und F-Aktin basiert. In Ubereinstimmung mit dieser Theorie wurde beschrieben, dass in die ER-
Membran integrierte Proteine mittels lateraler Diffusion in der ER/Desmotubulusmembran durch PD
gelangen konnen und postuliert, dass ebenso Ribonukleoproteinkomplexe des TMV auf diesem Weg
entlang der Desmotubulusmembran PD durchqueren konnten (Guenoune-Gelbart et al., 2008). Dabei
konnten Aktinfilamente zur Stabilisierung des ER erforderlich sein, was die Notwendigkeit von intak-
ten Mikrofilamenten bei der viralen Ausbreitung von TMV erkldren wiirde (Heinlein et al., 1998;
Guenoune-Gelbart et al., 2008).
Die Inkubation von Col-16 Pflanzen mit 10 pg/ml BFA fiihrte zu einer verringerten plasmodesmalen
Assoziation von MP17:GFP an PD und auch zu einer reduzierten Akkumulation dieses Fusionsprote-
ins in Sourcebldttern. Zudem hatte die Koinfiltration von 10 ug/ml BFA bei transienter Expression in
N. benthamiana die Lokalisation von MP17:GFP in Zytoplasma und Nukleus und nicht an PD zur
Folge. Die Analyse transgener Markerpflanzen zeigte, dass durch die Behandlung mit gering konzent-
riertem BFA in dem hier verwendeten Fliissiginkubationssystem fiir Arabidopsis die retikuldre ER-
Struktur noch intakt war. Daher ist offensichtlich im Gegensatz zu tobamoviralen MP das Golgi-
basierte Sekretionssystem an der PD-Lokalisation von MP17 beteiligt. Ahnlich zu MP17 ist auch der
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intrazellulare Transport des grapevine fanleaf virus MP zu PD und die Bildung tubulérer Strukturen
durch PD abhingig vom Golgi-Sekretionssystem (Laporte et al., 2003). Kiirzlich wurde auferdem
gezeigt, dass auch endogene Proteine durch einen Golgi-abhéngigen Prozess zu PD transportiert wer-
den konnen (Sagi et al., 2005).

Die Analyse von MP17 im Vergleich zu TMV-MP30 zeigt, dass sich unter pflanzlichen Viren unter-
schiedliche Strategien entwickelt haben, um den wirtseigenen plasmodesmalen Transportweg fiir die

virale systemische Verbreitung auszunutzen.

4.1.1.2. Mikrotubuli und der Proteasom-Komplex sind essentiell fiir den Abbau von MP17 in
Sinkgewebe

Neben der Bedeutung von Aktinfilamenten und dem ER-Golgi Sekretionssystem fiir den Transport
von MP17 zu PD wurde auch eine mogliche Beteiligung von Mikrotubuli an diesem Prozess unter-
sucht. Die Depolymerisierung der Mikrotubuli mit Colchizin hatte jedoch keinen detektierbaren Effekt
auf die plasmodesmale Lokalisation und Akkumulation von MP17:GFP in transgenen Arabi-
dopsispflanzen. Auch die Koinfiltration des Inhibitors bei transienter Expression von MP17:GFP be-
einflusste nicht dessen Assoziation an PD. Dies zeigt, dass Mikrotubuli nicht am Transport von MP17
zu PD in Sourceblattern beteiligt sind. Untersuchungen an dem NCAP KNOTTEDI1 zeigten, dass die-
ses mit dem Mikrotubuli-bindenden Protein MPB2C interagiert, welches als ein negativer Regulator
der Ausbreitung von TMV identifiziert wurde (Kragler et al., 2003). und ebenfalls den Zell-zu-Zell
Transport von KNOTTEDI negativ reguliert (Winter et al., 2007). Zusétzlich zu den Ergebnissen
beziiglich dieses endogenen NCAPs deuten auch Untersuchungen an TMV MP30 darauf hin, dass
Mikrotubuli nicht direkt am plasmodesmalen Transport von Makromolekiilen beteiligt sind. Obwohl
die genaue Funktion von Mikrotubuli wéhrend der Infektion mit TMV noch immer diskutiert wird
(Seemanpillai et al., 2006; Sambade et al., 2008), zeigten doch zahlreiche Untersuchungen, dass
Mikrotubuli nicht essentiell fiir die PD-Lokalisation von MP30 sind, wohingegen im Gegensatz dazu
die Assoziation von MP30 an Mikrotubuli zum eigenen Proteasom-abhingigen Abbau fiihrt (Reichel
und Beachy, 2000; Gillespie et al., 2002; Wright et al., 2007).

In Sinkbléttern konnte eine geringfiigige Zunahme der MP17:GFP Proteinmenge nach Inkubation mit
Colchizin nachgewiesen werden, was analog zum TMV MP30 auf den Abbau von MP17 in Abhén-
gigkeit von Mikrotubuli hindeutet. Die Hemmung des Proteasomsystems in Sinkbléttern von Col-16
durch einen entsprehenden Inhibitor, Clasto lactacystin B-lacton, fiihrte zur Akkumulation von
MP17:GFP, was zeigt, dass MP17 in diesem Organ in einem Proteasom-abhéngigen Prozess degra-
diert wird. Somit wird MP17 in Sinkblittern offensichtlich durch den 26S Proteasomkomplex unter
Beteiligung von Mikrotubuli abgebaut.

Kartoffelknollen stellen wihrend des Wachstums Sinkorgane dar. Ubereinstimmend mit den Beobach-
tungen in Sinkbléttern in Arabidopsis assoziiert MP17:GFP in transgenen Kartoffelknollen ebenfalls
nicht an PD in diesem Sinkgewebe, sondern erst nach der Bildung sekundirer PD bei der Keiment-
wicklung. Die Inkubation parenchymatischen Gewebes transgener Kartoffelknollen direkt nach der
Ernte mit dem Proteasominhibitor fiithrte auch hier zu einer Akkumulation von MP17:GFP, was zeigt,
dass das Fusionsprotein in Sinkknollen ebenfalls durch das Proteasomsystem degradiert wird. Dabei
bildeten sich mikroskopisch nachweisbare groBere Aggregate des Fusionsproteins, welche in Analogie

zu Arabidopsis ebenfalls Aggresomen-ahnliche Strukturen darstellen konnten.
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Studien in vitro zeigten, dass auch das MP des turnip yellow mosaiv virus ubiquityniliert und durch
den Proteasomkomplex abgebaut wird, was darauf hindeutet, dass dies ein genereller Mechanismus

der Degradation viraler MPs ist (Drugeon und Jupin, 2002).

4.1.1.3. Bildung Aggresomen-ihnlicher Strukturen bei Stéorung von Transport oder Abbau
von MP17

Die Inhibition des Proteasom-abhingigen Proteinabbaus in Sinkbléttern von Col-16 fiihrte zu der Bil-
dung einzelner MP17:GFP Aggregate in einigen wenigen Zellen pro Inkubation. Die gleichen Aggre-
gate wurden auch bei der Hemmung des Aktin-gestiitzten Transports in Arabidopsis Sourcebléttern
beobachtet, wobei die GroBe der Aggregate etwa der von Chloroplasten entsprach. Ahnliche Struktu-
ren wurden bereits fiir Sdugerzellen beschrieben und als ,,Aggresomen® bezeichnet (Kopito, 2000).
Aggresomen bilden sich in Reaktion auf im Ubermass vorhandene toxische oder falschgefaltete Prote-
ine und treten bei einigen neurodegenerativen Krankheiten (Alzheimer, Parkinson, Huntington) beim
Menschen auf (Tran und Miller, 1999). Zur Degradation bestimmte Proteine werden zunichst entlang
von Mikrotubuli zum microtubule organizing center (MTOC) transportiert und dort zu einem einzel-
nen Aggregat pro Zelle geballt (zusammengefasst von Garcia-Mata et al., 2002). Dabei werden
Aggresomen von modifiziertem Zytoskelett kédfigartig umschlossen und enthalten zusétzlich auch
Proteasomkomplexe, Ubiquitin und molekulare Chaperone (Hsc70, Hsp40).

Die beobachteten MP17:GFP Aggregate traten analog zu Aggresomen als einzelne Strukturen pro
Zelle auf und bildeten sich bei der pharmakologischen Hemmung des Proteasomsystems, wie zuvor
auch fiir Aggresomen beschrieben (Johnston et al., 1998). Da die Bildung von Aggresomen von einem
Mikrotubuli-basierten Transport abhdngt (Garcia-Mata et al., 1999) und sich die beobachteten
MP17:GFP Aggregate bei zusitzlicher Depolymerisierung der Mikrotubuli nicht bildeten, kann von
einem dhnlichen Mechanismus bei der Formation beider Strukturen ausgegangen werden. Da die
MP17:GFP Aggregate ebenfalls einer Mikrotubuli-abhdngigen Bildung unterlagen und als einzelne
Strukturen pro Zelle auftraten, handelt es sich dabei offensichtlich um Aggresomen-éhnliche Struktu-
ren. Zudem wurde postuliert, dass Aggresomen lysosomal degradiert werden und so eine Form des
Proteasom-unabhéngigen Proteinabbaus darstellen (Kopito, 2000; Garcia-Mata et al., 2002). Da stets
nur wenige Zellen bei Inhibitorinkubationen von MP17:GFP abgeleitete Aggresomen-dhnliche Struk-
turen aufwiesen, konnte dies durch deren lysosomalen Abbau erklért werden. In Pflanzen existiert kein
MTOC, sondern stattdessen mehrere Nukleationszentren um den Zellkern und am Zellkortex
(Lambert, 1993; Murata und Hasebe, 2007). Dennoch kdnnten auch in Pflanzen Aggresomen-dhnliche
Strukturen durch unterschiedliche Funktionen der einzelnen Nukleationszentren gebildet werden. Das
weitere Studium der hier beschriebenen Aggresomen-éhnlichen Strukturen im Hinblick auf deren Zu-
sammensetzung und deren moglichen lysosomalen Abbau konnte Aufschluss dariiber geben, ob diese
Strukturen auch funktionell Aggresomen gleichen.

In Sdugern wurde auBBerdem von der Funktion von Aggresomen als Orte der viralen Replikation be-
richtet (Wileman, 2006). Da bei der viralen Infektion mit TMV grofle Aggregate bestehend aus viraler
RNA und dem MP30-Transportprotein um den Zellkern in Tabak auftreten, wurde ebenfalls eine Be-
teiligung von Aggresomen bei der viralen Replikation und dem Proteinabbau postuliert (Mas und
Beachy, 1999). Allerdings handelt es sich bei den beobachteten Strukturen um mehrere Aggregate pro
Zelle, welche deshalb nicht Aggresomen-éhnliche Strukturen darstellen. Wéahrend der Replikation des



4  Diskussion 100

cucumber mosaic virus bilden sich sogenannte ,,electron lucent inclusion bodies* (ELIBs), welche der
Transmission des Virus in Aphiden dienen (Khelifa et al., 2007). Kiirzlich wurde berichtet, dass sich
dabei zundchst viele kleine ELIBs bilden, welche dann jedoch in einem Mikrotubuli-abhéngigen
Transportprozess zu einer einzigen groeren Struktur assembliert werden (Martiniere et al., 2009), was
eine Funktion von Aggresomen-dhnlichen Strukturen bei der Replikation und Vektortransmission
pflanzlicher Viren andeutet.

Zusammenfassend konnen der intrazelluldre Transport von MP17 zu PD in Sourcebléttern und dessen
Abbau in Sinkgewebe in dem folgenden Modell dargestellt werden (Abb. 64).

Abb. 64: Modell des intrazelluliren Transports und
Abbaus von MP17 basierend auf Inhibitorstudien.
(links) In Sourcebldttern wird MP17 [Griin] iiber Golgi-

D
= f Vesikel entlang von Aktinfilamenten zu PD transportiert,
’ ¥ C wo das virale Protein mit einem Docking-Protein [D]
0, /4 L ‘ol . . Ca .
"31.:__; '\' \/ interagiert; (rechts) in Sinkgewebe kann MP17 nicht an PD
%5 // Aktin MT\\.‘- assoziieren und verbleibt entweder zum Teil 16slich im

s /\ Y, o Zytoplasma oder wird entlang von Mikrotubuli [MT] zu
o J*’,'-"" LatB //_/\ . Proteasom  Proteasomkomplexen transportiert und  anschlieBend

BFA CLL abgebaut; bei der Hemmung des Aktin-vermittelten
Transports zu PD durch Latrunculin B [LatB] oder der

Storung des Proteinabbaus durch das Proteasom mit dem

Inhibitor Clasto lactacystin B-lakton [CLL] kommt es zur
lysosomale

- — Desndation Bildung einer einzelnen Aggresomen-dhnlichen Struktur,
: ' i
ER-Golgi Aggresc_)men— £ welche spiter lysosomal abgebaut werden konnte;
dhnlich BFA = Brefeldin A; COL = Colchizin.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen folgern, dass in Sourceblittern der Transport von MP17 zu PD auf
einem F-Aktin- und ER-Golgi-Sekretionssytem-abhiangigen Prozess basiert. Die Verkniipfung beider
Transportsysteme konnte dabei durch den Transport von Golgi-Vesikeln mit MP17 entlang von Aktin-
filamenten erklédrt werden (Abb. 64 links). Dagegen kann MP17 in Sinkgewebe nicht an die dortigen
einfachen PD assoziieren und wird stattdessen unter der Beteiligung von Mikrotubuli zu Proteasom-
komplexen transloziert und abgebaut (Abb. 64 rechts). Bei einer Stérung des Transports zu PD oder
des Abbaus in Sinkgewebe kommt es zu einer Mikrotubuli-abhingigen Akkumulation von MP17 in

Aggresomen-dhnlichen Strukturen, welche anschlieBend mdglicherweise lysosomal degradiert werden.

4.1.1.4. Identifizierung von MP17-Sinkmutanten

Das MP17:GFP Fusionsprotein akkumulierte nach Behandlung transgener Arabidopsispflanzen mit
Colchizin oder Clasto lactacystin B-lakton in Sinkbléttern, war aber nicht an PD nachweisbar. Dies
konnte darauf hindeuten, dass weitere virale Proteine fiir eine Assoziation von MP17 an PD in Sink-
gewebe notwendig sind. Dies wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass fiir den Zell-zu-Zell
Transport von TMV neben dem MP30-Transportprotein auch das TMV 183 kDa und/oder das
126 kDa Protein nétig sind, wobei letzteres offenbar auch autonom entlang von F-Aktin transportiert
werden kann (Hirashima und Watanabe, 2001, 2003; Liu et al., 2005). Alternativ/zusétzlich kdnnten in
Sinkgewebe Wirtsproteine nicht vorhanden oder modifiziert sein, welche fiir die plasmodesmale Loka-

lisation von MP17 essentiell sind.
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Um dies zu tiberpriifen, wurden mit EMS mutagenisierte Nachkommen der 35S-MP17:GFP Linie Col-
16 nach sogenannten MP17-Sinkmutanten durchmustert, welche eine Akkumulation von MP17:GFP
in Sinkbléttern zeigen. Dadurch konnten zunichst zwei (und spéter zusétzlich weitere fiinf) Mutanten
identifiziert werden, welche einzelne fluoreszeierende Aggregate in den Zellen von Sinkblittern sowie
jungem Sourcegewebe zeigten, die offensichtlich bereits bei den pharmakologischen Untersuchungen
beschriebene Aggresomen-dhnliche Strukturen darstellen (Klasse I MP17-Sinkmutanten). Da
MP17:GFP im Wildtyp in Sinkgewebe durch den Proteasomkomplex degradiert wird und die Hem-
mung dieses Prozesses die Bildung von Aggresomen-dhnlichen Strukturen zur Folge hat, sind in die-
sen MP17-Sinkmutanten sehr wahrscheinlich Komponenten dieses Proteasom-vermittelten Abbauwe-
ges durch Mutation gestort. Diese Mutanten bildeten keine fertilen Samen und Kreuzungsversuche in
beide Richtungen blieben erfolglos, was zusammen mit den duBerlichen morphologischen Anderungen
(extrem verzogerter Wuchs, Ausbildung von Chlorosen in allen Blattstufen) erhebliche Stérungen der
vegetativen und generativen Entwicklung dieser Mutanten nahelegt. Ubereinstimmend mit der Theo-
rie, dass dies durch eine Storung des Proteasom-vermittelten Proteinabbaus verursacht wird, fithren
Mutationen von Komponenten dieses Systems aufgrund der essenticllen Bedeutung fiir die Degradati-
on falsch-gefalteter Proteine bzw. der Steuerung des Zellzyklus zu multiplen Defekten in der pflanzli-
chen Entwicklung (Smalle und Vierstra, 2004).

Eine weitere MP17-Sinkmutante zeigte eine Akkumulation von MP17:GFP im Zytoplasma von Sink-
blittern, wahrend zwei andere Mutanten fluoreszierende Aggregate an der Zellperipherie aufwiesen
(Klasse II). Dies konnte auf eine Akkumulation und nachfolgende Aggregation von MP17:GFP in
diesen Sinkmutanten in der Nédhe einfacher PD hindeuten. Darauf basierend lésst sich spekulieren,
dass MP17 zunéchst grundsitzlich zu PD in Source- wie auch in Sinkgewebe transportiert wird. Wih-
rend das MP in Sourcegewebe an sekundédre PD assoziiert, geschieht dies nicht bei einfachen PD in
Sinkgewebe. Stattdessen konnte es wie in dem Modell in Abb. 64 dargestellt mittels Mikrotubuli zu
Proteasomkomplexen transportiert und degradiert werden. Folglich konnte in MP17-Sinkmutanten der
Klasse II der Mikrotubuli-abhéngige ,,Abtransport von MP17 von PD in Sinkbléttern gestort sein. Da
Mikrotubuli fiir die Bildung von Aggresomen und der hier beobachteten Aggresomen-adhnlichen
Strukturen essentiell sind (Garcia-Mata et al., 1999; diese Arbeit), erklart diese Theorie auch, weshalb
sich in diesen Mutanten keine derartigen Strukturen bilden. Mogliche Mutationen kdnnten dabei so-
wohl Mikrotubuli direkt oder auch damit assoziierte Proteine betreffen, wie beispielsweise MBP2C,
welches die Assoziation des TMV MP30 an Mikrotubuli reguliert (Kragler et al., 2003). Da MBP2C
auch am interzelluldren Transport von Homeoboxproteinen wie KNOTTED] beteiligt ist (Winter et
al., 2007), konnte die Stérung dieses oder eines dhnlichen Mikrotubuli-bindenden Proteins durchaus
die schweren phénotypischen Defekte der MP17-Sinkmutanten erkldren. Allerdings haben Storungen
des Mikrotubuli-Netzwerkes selbst allein aufgrund seiner Funktion bei der Zellteilung erhebliche Aus-
wirkungen auf die pflanzliche Entwicklung (Lloyd und Chan, 2004).

Wihrend das MP des tomato spotted wilt virus, welches durch die Ausbildung tubulédrer Strukturen
innerhalb von PD von Zelle zu Zelle gelangt, auch an einfache PD in Sinkgewebe assoziiert
(Rinne et al., 2005), lokalisieren die MPs von Viren anderer Familien analog zu MP17 nicht an einfa-
che PD (Ding et al., 1992b; Itaya et al., 1998; Roberts et al., 2001). Da grundsétzlich das SEL von PD
in Sinkgewebe sehr hoch ist (Imlau et al., 1999), sollte in diesem Gewebe eine Modifikation des basa-
len SELs durch virale MPs fiir den Zell-zu-Zell Transport viraler Ribonukleoproteinkomplexe nicht
notwendig sein (Oparka et al., 1999). Allerdings konnte durch Untersuchungen an TMV und potato
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virus x gezeigt werden, das dennoch virale MPs in Sinkgewebe essentiell fiir den plasmodesmalen
Transport viraler RNA sind (Oparka et al., 1999; Roberts et al., 2001). Dies unterstiitzt die Theorie,
dass MP17 auch in Sinkgewebe zu PD transportiert wird, moglicherweise um dort den interzellularen
Transport des PLRV Genoms zu ermdglichen, ohne jedoch dauerhaft an PD zu lokalisieren.

Die Mutationen in den hier beschriebenen Sinkmutanten kdnnen aufgrund der durch erfolglose Kreu-
zungsversuche angedeuteten Sterilitdt nicht durch Marker-gestiitzte Kartierung identifiziert werden.
Allerdings konnten Kandidatengene, wie Komponenten des Proteasomkomplexes bei MP17-
Sinkmutanten der Klasse I bzw. MBP2C oder Gene, welche im Zusammenhang mit Mikrotubuli be-
schrieben wurden, in Klasse I Mutanten direkt sequenziert werden. Dies sollte helfen, die molekula-
ren Hintergriinde der Degradation von MP17 in Sinkgeweben zu entschliisseln und diesen Abbaupro-
zess besser zu verstehen. Zudem kann dieser Ansatz moglicherweise Einblicke in den Abbau endoge-

ner NCAPs und dadurch der Regulation des Transports endogener Makromolekiile bieten.

4.1.2. Plasmodesmale Assoziation von MP17 wihrend der Seneszenz und Auswirkun-

gen auf den symplastischen Transport

4.1.2.1. Mobilisierung von Kohlehydraten in seneszierenden Blédttern von MP17:GFP transge-
nen Pflanzen

Die ektopische Expression von MP17 oder MP17:GFP in Tabak und Arabidopsis hemmt den Pflan-
zenwuchs und fiihrt parallel dazu zur Akkumulation von Kohlehydraten in Sourceblattern (Herbers et
al., 1997; Hofius et al., 2001; Kronberg et al., 2007). Die stabile Expression des TMV MP30 in Kar-
toffel und Tabak fiihrte ebenfalls zu einem Kohlehydratexportblock aus Sourcegewebe und verénderte
gleichzeitig die Biomasseverteilung (Lucas et al., 1993b; Olesinski et al., 1995; Almon et al., 1997).
Detaillierte Experimente einschlieBlich der phloemspezifischen Expression von TMV MP30 und
Pfropfungen konnten zeigen, dass die MP30-induzierten Anderungen der Verteilung von Photoassimi-
laten durch Modifikationen des Kohlehydratexports im Mesophyll ausgeldst werden (Balachandran et
al., 1995). TMV repliziert in infizierten Pflanzen in beinahe allen Organen und Geweben, darunter
auch im Mesophyll, in dem eine Erhdhung des basalen SEL von PD durch das MP30 gezeigt wurde
(zusammengefasst von Harrison und Wilson, 1999). Dagegen ist die Verbreitung des PLRV in Pflan-
zen auf das Phloem begrenzt und nur sehr geringe Mengen des Virus konnten in Mesophyll nachge-
wiesen werden (Derrick und Barker, 1997; Barker et al., 2001). Ubereinstimmend mit dessen Phloem-
limitierung stellen nekrotische Verdnderungen im Phloemleitgewebe in infizierten Kartoffeln spezifi-
sche Symptome einer Infektion mit PLRV dar (Shepardson et al., 1980). In transgenen Tabakpflanzen,
welche stabil MP17 exprimierten, wurde eine Verdnderung der Struktur von PD im Phloem beschrie-
ben (Herbers et al., 1997). Jedoch schien die PD-Struktur im Mesophyll unverindert zu sein, obwohl
die Expression von MP17 dort zu einer Erhhung des plasmodesmalen SEL fiihrt (Hofius et al., 2001).
Daher wurde postuliert, dass der beobachtete Exportblock in Sourceblittern transgener Pflanzen durch
pleiotrope Effekte des viralen Proteins auf den symplastischen Fluss von Kohlehydraten zwischen/aus
dem Mesophyll verursacht wird. Andererseits konnte die Modifikation des Assimilatlangstre-
ckentransports im Phloemgewebe durch MP17 den Export von Kohlehydraten und deren Verteilung in
transgenen Pflanzen modulieren (Hofius et al., 2001; Kronberg et al., 2007).
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Generell wurde der Einfluss der Expression von viralen MPs unterschiedlicher Viren auf Kohlehyd-
ratverteilung und Biomasseallokation in verschiedenen Pflanzen untersucht (Lucas et al., 1993b; Bala-
chandran et al., 1995; Shalitin et al., 2002; Rinne et al., 2005; Mansilla et al., 2006). Dabei wird deut-
lich, dass die Modifikation des Photoassimilatflusses nicht nur von den verwendeten MPs und Pflan-
zen, sondern auch von der gewebespezifischen Expression und dem Entwicklungszustand der transge-
nen Pflanzen beeinflusst wird. So fiihrte beispielsweise die Expression des TMV MP30 unter Kontrol-
le des 35S-Promotors zu einem Kohlehydratexportblock aus Sourcebléttern in Tabak und Kartoffel,
wihrend die Expression von MP30 getrieben durch den ST-LS1 Promotor, welcher spezifisch fiir grii-
nes Pflanzengewebe ist, einen verstirkten Kohlehydratexport zur Folge hatte (Olesinski et al., 1995;
Olesinski et al., 1996). Studien an transgenen MP17 und MP17:GFP Arabidopsis- sowie Tabakpflan-
zen zeigten, dass ein hoher Gehalt an MP17/MP17:GFP zu einer starken Akkumulation von Kohle-
hydraten und gleichzeitig reduzierter Biomasse fiihrt, aber transgene Pflanzen mit einer nur geringen
Expression des viralen Proteins eine deutlich grofiere Biomassenproduktion als der Wildtyp und keine
Akkumulation von Kohlehydraten in Sourcegewebe aufweisen (Hofius et al., 2001; Kronberg et al.,
2007). Dies beweist, dass zumindest im Fall von MP17 die jeweilige Expressionshdhe eines viralen
Proteins fundamental unterschiedliche Auswirkungen auf die Allokation von Biomasse hat. Phloem-
Exudatmessungen in MP17-transgenen Arabidopsispflanzen unter Kurztagbedingungen zeigten, dass
in Ubereinstimmung mit dem Kohlehydratexportblock in Sourceblittern im Vergleich zu Wildtyp-
pflanzen weniger Kohlehydrate durch das Leitgewebe stark MP17-exprimierender Pflanzen transpor-
tiert wurden. In den gleichen Linien konnte jedoch nach einem Transfer zu Langtagbedingungen ein
gegeniiber dem Wildtyp erhohter Export von Zuckern iiber das Phloem beobachtet werden (Kronberg
et al., 2007). Dies deutet darauf hin, dass die Expression von MP17 wihrend der vegetativen Phase
(Kurztagbedingungen) eine andere Wirkung auf die Kohlehydratverteilung in Pflanzen als in der gene-
rativen Phase (Langtag) ausiibt.
Um zu untersuchen ob dies mit einem verdnderten Export von Kohlehydraten aus alteren, seneszieren-
den Blittern in Verbindung steht, wurden diese Blattstufen der stark MP17:GFP-exprimierenden Linie
Col-16 untersucht. Die Analysen zeigten einen mit zunehmendem Alter der Blétter abnehmenden Ge-
halt an Stirke und 16slichen Zuckern, welcher in den dltesten Bléttern ein zu Wildtyppflanzen ver-
gleichbares Niveau erreichte. Dies ldsst eine Mobilisierung der zuvor durch den MP17-induzierten
Exportblock akkumulierten Kohlehydrate und deren Export aus seneszierenden Bléttern vermuten,
wobei Letzteres durch Maltosemessungen bestétigt werden konnte. Hohe Maltoselevel gelten als Mar-
ker fiir einen Block in Stirkemobilisierung und Kohlehydratexport (Niittyla et al., 2004). Eine Quanti-
fizierung von Maltose zeigte damit iibereinstimmend einen hohen Maltosegehalt in Col-16 Sourceblat-
tern, der in seneszierenden Blattstufen deutlich abnahm. Ein weiteres Indiz fiir die Authebung des
MP17-induzierten Blocks des symplastischen Transports in senseszierenden Blittern lieferte die Wild-
typ-dhnliche Entladung des Fluoreszenzmarkers Carboxyfluoreszein aus Phloemgewebe transgener
Arabidopsis in diesen Blattstufen. Dagegen wurde Carboxyfluoreszein in Sourcebléttern von Col-16
nicht wie im Wildtyp aus den kleinen Leitbiindeln in umgebendes Gewebe entladen, was die Theorie
unterstiitzt, dass der MP17-induzierte Kohlehydratexportblock primér in Leitbiindeln verursacht wird.
Eine hohe Expression von MP17/MP17:GFP in Arabidopsis verursacht neben der bereits dis-
kutierten Verringerung der Biomasse auch gleichzeitig eine Steigerung des Samenertrags, was zu einer
deutlichen Verdnderung des Ernteindex fiihrt (Kronberg et al., 2007). Dabei ist nicht das Gewicht der

einzelnen Samenkorner oder die Anzahl der Schoten transgener Pflanzen erhoht, sondern die Anzahl
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der Samen pro Schote. Stress oder ein Defizit in der Néhrstoffversorgung fithren wéhrend der Embry-
onalentwicklung zu deren Abbruch (Schussler und Westgate, 1995; Sun et al., 2005). Daher konnte
der erhohte Export von Zuckern aus seneszierenden Bléttern wéhrend der generativen Phase den Abort
der Samen-Entwicklung minimieren und so zu der erhdhten Anzahl von Samen pro Schote in den

MP17-transgenen Pflanzen fiihren.

4.1.2.2. Plasmodesmale Lokalisation und Abbau von MP17 in seneszierenden Blittern

Die Wildtyp-dhnliche Entladung von Carboxyfluoreszein in Sinkblittern von Col-16 zeigte, dass
MP17 in Sinkgewebe nicht den symplastischen Transport beeinflusst, was mit den vorangegangenen
Versuchen, welche einen Abbau des viralen Proteins in Sinkgewebe nachwiesen, {ibereinstimmt. Da
der Block im symplastischen Transport in seneszierenden Blattern von Col-16 offensichtlich dhnlich
zu Sinkblattern wieder aufgehoben ist, wurde die plasmodesmale Assoziation von MP17 in seneszie-
renden Blattstufen analysiert. Mikroskopische und immunologische Analysen zeigten, dass weniger
MP17:GFP mit zunehmendem Blattalter an PD lokalisierte und auch der Gehalt des Fusionsproteins
parallel dazu abnahm. Da die Menge an MP17:GFP RNA auch in seneszierenden Blattstufen ver-
gleichbar zu Sourceblittern war, wird das Fusionsprotein in den dlteren Blattstufen offenbar abgebaut
oder nicht translatiert. Wie pharmakologische Hemmversuche zeigen konnten, ist dieser Abbauprozess
analog zu der Degradation von MP17 in Sinkgewebe abhéngig vom Proteasomkomplex und eine Sto-
rung dieses Abbaus fiihrte zur Bildung Aggresomen-dhnlicher Strukturen. Die vereinzelte Beobach-
tung sehr geringer Anzahlen dieser Aggregate auch ohne Hemmung des Proteasomsystems konnte
dabei darauf hindeuten, dass das Proteasom-gestiitzte System zur Proteindegradation in seneszieren-
den Blittern teilweise libersittigt ist, was einen alternativen Proteinabbau erfordert. Die geringe Men-
ge an MP17:GFP in seneszierenden Blittern erklart die Authebung des Kohlehydratexportblocks in
Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass eine schwache Expression des viralen Proteins zu kei-
nem Exportblock fiihrt (Hofius et al., 2001; Kronberg et al., 2007). Stattdessen zeigten Mikroinjektio-
nen in transgenem Tabak, dass MP17 unabhéngig von der jeweiligen Menge des viralen Proteins das
basale SEL erhoht (Hofius et al., 2001), was ebenfalls den symplastischen Transport von Photoassimi-
laten aus seneszierenden Blittern erleichtern wiirde.

Moglicherweise wird MP17:GFP unspezifisch in Verbindung mit einem generellen Abbau von Protei-
nen wihrend des Seneszenzprozesses degradiert. Allerdings konnte gezeigt werden, dass im Fall von
plastiddrer Transketolase nicht nur die Proteinmenge, sondern auch die Menge an Transkript in senes-
zierenden Blittern abnahm, was fiir MP17:GFP nicht beobachtet wurde. Die Seneszenz ist ein streng
gesteuerter Prozess in Pflanzen, welcher Anderungen in Metabolismus, Zellstruktur und Transkriptom
beinhaltet. Dabei wird die Expression vieler Gene reduziert, jedoch auch sogenannter Seneszenz-
assoziierter Gene verstirkt bzw. induziert (Guo und Gan, 2005), wie in den hier untersuchten seneszie-
renden Blittern am Beispiel von SAG12 beobachtet. Die Vakuole nimmt dabei in Zellen wihrend der
Seneszenz eine Schliisselstellung ein, indem sie durch Autolyse den Zelltod am Ende der Seneszenz
bewirkt (Thomas et al., 2003). Generell dient dieser Prozess der Mobilisierung von in den Zellen ge-
bundenen Néahrstoffen, welche vor dem Absterben des Gewebes iiber das Leitgewebe in andere Pflan-
zenorgane exportiert werden (Lim et al., 2007; Gregersen et al., 2008). Hierbei konnte eine weniger
starke/selektive Regulation des plasmodesmalen Transports essentiell sein, um so einen effizienteren

Export niedermolekularer Stoffe und Makromolekiile zu ermdglichen. Dies wiirde dem symplas-
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tischen Transport in Sinkgewebe entsprechen, welcher generell weniger stark limitiert ist (Imlau et al.,
1999; Oparka et al., 1999). Wihrend des Sink-zu-Source Ubergangs erfolgt ein Wechsel von einfachen
PD zu den strukturell verschiedenen, verzweigten PD (Oparka et al., 1999), was mit der Degradation
von MP17 bzw. dessen plasmodesmaler Assoziation korrespondiert. Daher findet im Verlauf der Se-
neszenz moglicherweise eine weitere strukturelle Verdnderung der PD statt, welche abermals die As-
soziation von MP17 an PD verhindert und wie beobachtet dessen Proteasom-vermittelten Abbau zur
Folge hat.

Bisher wurde die Struktur von PD in seneszierenden Blittern noch nicht analysiert und mdgliche
strukturelle Anderungen kénnten durch elektronenmikroskopische Aufnahmen untersucht werden.
Modifikationen der PD-Struktur wiirden mit groBer Wahrscheinlichkeit auch Anderungen der Ge-
nexpression im Zusammenhang mit PD erfordern. Kiirzlich wurde die neue PDLP1-Proteinfamilie
beschrieben, von der die PD-Lokalisation einzelner Proteine und deren Wirkung auf die Funktion von
PD demonstriert werden konnten (Thomas et al., 2008). Die Auswertung der 6ffentlich zugénglichen
Expressionsdaten (www.genevestigator.com) fiir Mitglieder dieser Famile zeigte, dass sich die Ex-
pression von PDLP1a nicht wiahrend der Seneszenz dndert. Dagegen ist die Expression zweier anderer
PDLP1-Proteine in seneszenten Bléttern gegeniiber Sourcebldttern um den Faktor 22,5 reduziert
(AT2G33330) bzw. 5,6fach verstirkt (AT1G70690). Diese differentielle transkriptionelle Regulation
PD assoziierter Gene legt nahe, dass es sich dabei nicht um einen pleiotropen Effekt auf die Ge-
nexpression dieser Familie handelt, sondern um spezifische Anderungen der Genexpression. Dies
stellt einen weiteren Hinweis auf strukturelle und/oder funktionelle Anderungen von PD im Verlauf
der Seneszenz dar. Die Identifizierung molekularer Faktoren, welche an diesem Prozess beteiligt sind,
konnte durch die Verwendung der zuvor beschriebenen EMS-Population basierend auf der Linie Col-
16 ermoglicht werden. So konnte eine Durchmusterung der Pflanzen nach Seneszenzmutanten durch-
gefiihrt werden, welche eine unveréndert starke plasmodesmale Assoziation von MP17:GFP in senes-
zierenden Blittern zusammen mit einem noch immer hohen Stirkegehalt in diesen Blattstufen  auf-

weisen.

4.1.3. Identifizierung von Phosphorylierungsstellen von MP17 in vivo

Bisher wurde die Modifikation der Struktur und Funktion von PD sowie deren Auswirkungen auf den
symplastischen Assimilattransport und die plasmodesmale Assoziation viraler MPs beschrieben. Neu-
ere Untersuchungen belegen jedoch, dass nicht nur die Regulation von PD den interzelluldren Trans-
port von NCAPs beeinflusst, sondern auch Modifikationen wie Glykosylierung oder Phosphorylierung
endogener und viraler NCAPs selbst. Die Bedeutung von Phosphorylierungen fiir den plasmodesmalen
Transport und die virale Ausbreitung wurde intensiv am Beispiel des TMV MP30 untersucht und be-
legt (Citovsky et al., 1993; Waigmann et al., 2000; Karger et al., 2003). Dagegen ist nur wenig iiber
die Funktion/Wirkung dieser posttranslationalen Modifikation bei anderen viralen MPs im Kontext der
viralen Infektion bekannt.

Fiir MP17 war bereits zuvor untersucht worden, ob dieses in planta phosphoryliert wird (Tacke et al.,
1993). Dazu wurde MP17 stabil in Kartoffel exprimiert und abgetrennte Blitter in Medium mit
[**P] Phosphat inkubiert. Danach zeigte eine Autoradiographie von Extrakten aus Wildtyp- und trans-
genen Blittern bei Letzteren eine zusitzliche Bande spezifisch fiir phosphoryliertes Protein auf der
Laufthohe von MP17. Dariiber hinaus wurde lediglich in vitro die Phosphorylierung einer in Bakterien
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produzierten Deletionsform von MP17 durch Membranfraktionen aus Kartoffel oder Protein Kinase C
aus Ratte beschrieben (Sokolova et al., 1997). Somit sind die exakten Position(en) der Phosphorylie-
rung(en) von MP17 unbekannt, wihrend diese aber detaillierte Analysen zum Einfluss einzelner
posttranslationaler Modifikationen auf Lokalisation und Funktion von MP17 dhnlich zu TMV MP30
ermdglichen wiirden.

Daher wurde in dieser Arbeit MP17 C-terminal mit einem Histidin-Tag fusioniert (MP17:HIS) und
stabil in Arabidopsis exprimiert, um so die Phosphorylierung von MP17 zu untersuchen. Die in planta
Phosphorylierung von MP17:HIS in Arabidopsis wurde zunéchst durch eine verédnderte Mobilitit im
Gel bei SDS-PAGE nach einem A-Phosphatase-Verdau von aufgereinigtem MP17:HIS Eluat nachge-
wiesen. Durch Massenspektrometrie konnten vier phosphorylierte Serine in MP17 identifiziert wer-
den. Insgesamt deckten die detektierten Peptide 73,3% des gesamten MP17-Polypeptides ab. Daher
kann nicht ausgeschlossen werden, dass in nicht analysierten Peptiden enthaltene Serine (oder auch
Threonine, Tyrosine) zusétzlich in vivo phosphoryliert werden. Grundsétzlich kann nur eine positive
Aussage iiber die identifizierten vier phosphorylierten Reste getroffen werden, wéhrend eine Phospho-
rylierung anderer Aminosduren theoretisch aufgrund der selektiven Abspaltung von Phosphoresten
wihrend der Préparation oder einer generell geringeren prozentualen Phosphorylierung in vivo nicht
detektiert worden sein konnte.

Ein Sequenzvergleich von MP17 mit anderen luteoviralen MPs zeigte, dass zwei der phosphorylierten
Serine (S71, S79) unter MPs von Luteoviren hoch konserviert sind. Dagegen war ein Serin (S140)
nicht in allen untersuchten MPs vorhanden und das vierte Serin (S137) nur in MP17. Da alle Viren,
deren MPs flir den Sequenzvergleich verwendet wurden, unterschiedliche Wirte befallen, konnte die
Phosphorylierung der nicht konservierten Serine S137 und S140 die Wirtsspezifitit von PLRV beein-
flussen. In Ubereinstimmung damit hatte die Imitierung von phosphorylierten Aminoséuren im TMV
MP30 nur in Nicotiana tabacum einen negativen Effekt auf die systemische virale Infektion, nicht
aber in N. benthamiana (Waigmann et al., 2000).

Durch Analysen mit MP30:GFP Fusionsprotein konnte nachgewiesen werden, dass die Imitierung
einer Phosphorylierung an zwei oder drei Resten zu einem reduzierten Zell-zu-Zell Transport von
MP30 fiihrt, wiahrend nur eine Substitution mit Asparagin den Transport von MP30 verstirkte
(Trutnyeva et al., 2005). Deshalb postulierten die Autoren, dass eine Phosphorylierung von MP30
zunichst positiv auf dessen Transportfunktion und somit die virale Infektion wirkt, wahrend weitere
Phosphorylierungen MP30 inaktivieren und so einen Abwehrmechanismus des Wirts darstellen
(Trutnyeva et al., 2005). Bereits zuvor war auBerdem berichtet worden, dass TMV RNA-MP30 Ribo-
nukleoproteinkomplexe in vitro nicht translatierbar sind, sondern nur in planta, moglicherweise auf-
grund der dafiir notwendigen Passage durch PD (Karpova et al., 1997). Diese Nukleoproteinkomplexe
waren jedoch nach einer in vitro Phosphorylierung von MP30 auch in vitro translatierbar und infektios
fiir Protoplasten ohne PD (Karpova et al., 1999). Dies konnte darauf hindeuten, dass die Phosphorylie-
rung von MP30 wiéhrend der Passage durch PD erfolgt, zu einer Ablosung des MP von der RNA fiihrt
und so deren Translation sowie den weiteren Infektionszyklus ermoglicht (Karpova et al., 1999; Lee
und Lucas, 2001; Waigmann und Citovsky, 2001). Somit konnte die sequentielle Modifikation mit
Phosphoresten zunéchst fiir den Zell-zu-Zell Transport von TMV-RNA sorgen und danach fiir eine
Freigabe des viralen Genoms zur Translation und Replikation, wihrend fiir den Wirt die virale Modi-
fikation der PD wieder aufgehoben wird (Trutnyeva et al., 2005).
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Frithere Deletionsanalysen hatten gezeigt, dass MP17 in vitro nur in der Region von Aminosdure 55
bis 95 phosphoryliert wird, in welcher sich die hier phosphorylierten Serine S71 und S79 befinden
(Sokolova et al., 1997). Da die Phosphorylierung von MP17 Deletionsmutanten in vitro mit Mem-
branpréparationen von Sokolova und Kollegen iiberpriift worden war, konnte eine Phosphorylierung
von S137 und S140 nicht detektiert worden sein, falls diese Modifikationen nur wéhrend des plas-
modesmalen Transports analog zu dem Modell fiir das TMV MP30 angefiigt werden. Wenn diese
Theorie zutrifft, konnten die Modifizierungen von S137 und S140 in MP17 essentiell fiir die virale
Infektion sein und die Wirtsspezifitit des PLRV bestimmen. Nach bioinformatischen Analysen wird
S140 von einer Caseinkinase I-Typ Kinase (Konsensus S/T/Y'X,,S/T) erkannt, welche
Serin/Threonin phosphoryliert, wenn eine dieser Aminosduren auf einen bereits phosphorylierten Rest
im Abstand von ein bis zwei Aminosduren folgt (Gross und Anderson, 1998), was bei einer Phos-
phorylierung an S137 gegeben wire. Eine Arabidopsis Kinase dieses Typs ist die zuvor beschriebene
PAPK1 (PLASMODEMATA ASSOCIATED PROTEIN KINASE 1), welche an PD lokalisiert und
das TMV MP30 und auch endogene NCAPs phosphoryliert (Lee et al., 2005), was damit die Hypothe-
se einer Phosphorylierung von MP17 an/in PD unterstiitzt.

Um die Bedeutung der Phosphorylierung der identifizierten vier Serine fiir die plasmodesmale Assozi-
ation von MP17 und die virale Ausbreitung zu untersuchen, konnen entsprechende Deletionen und
Substitutionen mit Asparagin in MP17 eingefiihrt werden. Die Analyse der Auswirkungen dieser Mu-
tationen auf die virale Infektion von Arabidopsis und anderer Wirte wird zeigen, ob Phosphorylierun-

gen von MP17 die Wirtsspezifitit beeinflussen.

Das auf Basis der Hemmstoffversuche entwickelte Modell zu Transport und Abbau von MP17 wurde
durch die Analyse der MP17-Sinkmutanten bestitigt und kann moglicherweise nach der Untersuchung
von Kandidatengenen in diesen Mutanten und weiteren Analysen zu der Bedeutung der Phosphorylie-
rung von MP17 fiir dessen plasmodesmale Assoziation erweitert werden. Zudem kdnnte der Vergleich
des Blocks der PD-Lokalisation von MP17 sowie von symplastischen Transportprozessen wahrend der
Seneszenz und in Sinkgewebe weitere Hinweise auf den strukturellen Aufbau von PD und dessen Mo-
difikation im Lauf der pflanzlichen Entwicklung liefern. Inwieweit sich das Modell zu MP17 auf
Transport und Abbau anderer viraler MPs iibertragen ldsst, miissen zukiinftige Experimente zeigen.
Allerdings bestitigen allein die Unterschiede im plasmodesmalen Transport von tobamoviralen MPs
und dem luteoviralen MP17 fundamental voneinander verschiedene Strategien von Viren, um den
endogenen symplastischen Makromolekiiltransport in Pflanzen auszunutzen. Daher werden der Ver-
gleich verschiedener Mechanismen und die Identifizierung identischer Kernstrategien entscheidend
zum Versténdis der komplexen endogenen Transportmechanismen im Zusammenhang mit PD beitra-

gen.
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4.2. Identifizierung von Komponenten des plasmodesmalen Transports durch
MP17-Suppressormutanten

In der Vergangenheit wurden unterschiedliche Ansétze fiir die genetische Identifizierung von Elemen-
ten des plasmodesmalen Transports durch entsprechende Mutanten verfolgt. Der von Kim und Kolle-
gen gewdhlte Ansatz, in einem aufwendigen Versuch mit mutagenisierten Embryonen potentielle PD-
Mutanten (isel, ise2) zu identifizieren, fiihrte letztendlich zu der Beschreibung einer RNA-Helikase
im Zusammenhang mit der moglichen Regulation des Aufbaus von PD (Kim et al., 2002a; Kobayashi
et al., 2007), konnte aber keine direkte Komponente des PD-vermittelten Transports identifizieren.
Ahnliches gilt fiir die Suche nach Mutanten mit einem reduzierten plasmodesmalen Transport von
GFP in Wurzelspitzen transgener Arabidopsis (gat; gfp arrested trafficking), deren Analyse eine Ver-
bindung von Redox-Regulation und Kallose-Deposition an PD zeigte (Benitez-Alfonso et al., 2009).
Letzteres illustriert das Problem, dass die Suche nach loss of function Mutanten offensichtlich nicht zu
der Identifizierung von priméren Elementen dieses essentiellen Systems in Pflanzen fithren kann.
Selbst die Verdnderung dieser potentiellen Regulatoren fiihrte zu erheblichen Stérungen der pflanzli-
chen Entwicklung und Lethalitdt. Wahrend die Mutante gatl nicht iiber die Entwicklungsstufe von
jungen Samlingen hinaus lebensfahig war, wirkte die isel Mutation bereits embryolethal.

Die Analyse der MP17-Suppressormutanten bietet den Vorteil gegeniiber fritheren Ansétzen, dass hier
eine Population gerichtet nach Suppressormutanten mit einem Wildtyp-ghnlichen Phénotyp durchmus-
tert wurde. Daraus folgt, dass in diesen Revertanten der plasmodesmale Transport von Assimilaten
und endogenen Malromolekiilen nicht erheblich gestort, sondern vielmehr der MP17-induzierte Ex-
portblock-Phinotyp aufgehoben ist. Denkbar wiren Mutationen (neben Verdnderungen des
MP17:GFP Transgens), welche einerseits eine Storung des Transports von MP17 zu PD oder anderer-
seits einen verdnderte plasmodesmale Assoziation des viralen Proteins verursachen. Dies impliziert,
dass in den Suppressormutanten sogenannte change of function Mutationen zu erwarten wéren, deren
Einfiihrung durch die Verwendung von EMS zur Mutagenisierung von Col-16 begilinstigt wurde. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden aufgrund von Allelitititstests und Segregationsanalysen von den zehn
durch D. Hofius und K. Kronberg beschriebenen Suppressormutanten zunichst fiinf fiir eine Marker-
gestiitzte Kartierung ausgewahlt. Letztere erfordert die Kreuzung der Suppressormutanten (Col-0) mit
einem anderen Okotyp. Um unterschiedliche Segregationen des 355-MP17:GFP Transgens und damit
verbundene dosisabhingige Effekte der MP17 Expression auf den Phéanotyp in der Kartierungspopula-
tion zu vermeiden, war das Transgen durch Kreuzung mit der Linie Col-16 (Col-0) in den Ler-Wildtyp
eingebracht worden. Genetische Analysen der so erzeugten Linie LerNMS8S zeigten, dass trotz acht
Riickkreuzungen mit Ler-WT noch immer Col-0 Sequenz in dem Bereich des MP17:GFP Transgens
vorhanden war. Da die grobe Kartierung von zwei Suppressormutanten eine Kopplung in diesem Be-
reich zeigte, konnte mit der Kartierung dieser Linien nicht fortgefahren werden. Daher wurde die wei-
tere Marker-gestiitzte Kartierung und phinotypische Charakterisierung der verbleibenden drei MP17-
Suppressormutanten verfolgt, welche zuvor zweimal mit Col-16 riickgekreuzt worden waren, um se-
kundire Mutationen auszukreuzen. Wahrend zwei der Suppressormutanten (12-1-1 und 17-4-1) durch
eine Instabilitdt des MP17:GFP Transkripts in Sourcebléttern charakterisiert sind, was nicht auf eine
Verianderung des plasmodesmalen Transports in diesen Linien hindeutet, wird im folgenden Kapitel

zundchst die Analyse der dritten Suppressormutante, 10-3-1, beschrieben.
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4.2.1. Kartierung einer Suppressormutante und verinderte Expression eines Klasse
XI Myosins in 10-3-1

Die Suppressormutante 10-3-1 wies einen Wildtyp-dhnlichen Wuchs, Rossettengrofle und -frisch-
gewicht auf. Die Quantifizierung von Stirke und l6slichen Zuckern zeigte keine signifikante Akkumu-
lation von Kohlehydraten in Sourcebléttern von 10-3-1 im Vergleich zum Wildtyp, was einer Reversi-
on des MP17:GFP induzierten Exportblocks in Col-16 entspricht. Dies bestdtigen Kohlehydratmes-
sungen der nicht zweimal riickgekreuzten urspriinglichen 10-3-1-Linie (Kronberg, 2008; Dissertation).
Dagegen sind éltere Sourceblétter von 10-3-1 schwach chlorotisch, was auf einen nicht vollstdndig
aufgehobenen Exportblock in dieser Suppressormutante hindeutet. Ubereinstimmend damit war die
symplastische Entladung von Carboxyfluoreszein aus kleinen Leitbiindeln in 10-3-1 Sourceblittern
reduziert gegeniiber WT-Blittern und der plasmodesmale Transport in 10-3-1 somit eingeschrénkt.
Mikroskopische und immunologische Untersuchungen zeigten, dass deutlich weniger MP17:GFP in
10-3-1 im Vergleich zu Col-16 an PD lokalisierte. Korrespondierend dazu trat ein verkiirztes Protein
in 10-3-1 auf, welches offensichtlich durch Abspaltung von Teilen des GFP aus dem MP17:GFP Fusi-
onsprotein hervorgeht, was durch die unterschiedliche Detektierbarkeit des verkiirzten Proteins durch
anti-GFP- und anti-MP17-Antiserum gezeigt werden konnte. Da in 10-3-1 eine Mutation im GFP des
Fusionsproteins nachgewiesen wurde, konnte theoretisch diese Sequenzverénderung des Transgens die
Spaltung von MP17:GFP in 10-3-1 verursachen.

Die Marker-gestiitzte Kartierung von 10-3-1 durch dkotypspezifische SSLP- und CAPS-Marker zeig-
te, dass der Suppressormutanten-Phinotyp mit einem genomischen Abschnitt von etwa 50 kb Lange
auf Chromosom 1 gekoppelt ist (Position 20,357 bis 20,407 Mbp). Dagegen lag keine Kopplung mit
dem Insertionsort des MP17:GFP Transgens vor (Chromosom 1; Position 4,193 Mbp), was somit
zeigt, dass die Mutation im GFP in 10-3-1 nicht fiir den Suppressormutanten-Phénotyp verantwortlich
ist. Eine Sequenzierung des gesamten gekoppelten Bereichs zeigte keine Verdnderung der DNA-
Sequenz gegeniiber der nicht mutagenisierten Ausgangslinie Col-16. Allerdings konnte nachgewiesen
werden, dass die Transkriptmenge des Gens AT1G54560 in diesem Bereich in 10-3-1 Sourceblattern
verglichen mit Col-16 und Col-0 signifikant reduziert ist. Schon zuvor fiihrten Marker-gestiitzte Kar-
tierungen zu mit Mutanten-Phénotypen gekoppelten Bereichen des Genoms, deren DNA-Sequenz
keine Verianderungen aufwies, aber in denen die Transkription von Genen aufgrund epigenetischer
Mutationen reduziert war (Lukowitz et al., 2000). Beispielsweise weisen die sogenannten clark kent
Mutantenallele des SUPERMAN Gens eine reduzierte Expression auf, was sich nicht auf DNA-
Sequenzveranderungen, sondern Methylierungen von Cytosinen in diesem Gen zuriickfiihren ldsst und
durch die transgene Expression des Wildtypgens komplementiert werden kann (Jacobsen und Meye-
rowitz, 1997). Dabei zéhlen zu epigenetischen Modifikationen neben der direkten Methylierung von
Nukleotiden auch Verdnderungen der Chromatinstruktur durch Modifizierung von Histonen, wobei
beide Varianten stabil vererbt werden konnen (Zilberman und Henikoff, 2005). Daher konnte eine
epigenetische Mutation die reduzierte Expression von AT1G54560 (und/oder weiterer Gene in diesem
Bereich) und damit den Suppressormutanten-Phinotyp von 10-3-1 verursachen. Dies konnte durch
Komplementationsversuche von 10-3-1 mit Wildtyp AT1G54560 und {iiberlappenden genomischen
Fragmenten des gesamten kartierten Bereichs iiberpriift werden.

AT1G54560 kodiert fiir AtXIE, einem Myosin der Klasse XI (Reddy und Day, 2001). In silico Analy-

sen zeigten, dass in Arabidopsis 17 Myosine existieren, welche aufgrund von Homolgievergleichen in
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die Klassen VIII und XI gruppiert werden kdnnen (Reddy und Day, 2001). Myosine der Klasse VIII
wurden bereits mehrfach im Zusammenhang mit PD beschrieben und Myosin VIII konnte durch im-
munohistochemische Versuche an/in PD nachgewiesen werden (Reichelt et al., 1999; Volkmann et al.,
2003). Dagegen wurden Klasse XI Myosine (13 Mitglieder in Arabidopsis) in Verbindung mit dem
intrazelluldren Transport von Organellen sowie der Entwicklung von Trichomen und Wurzelhaaren
beschrieben (Ojangu et al., 2007; Peremyslov et al., 2008; Prokhnevsky et al., 2008; Sparkes et al.,
2008). Zur Untersuchung der Lokalisation und Funktion von AtXIE wurde die C-terminale Doméne
(Substratbindung; enthilt zwei sogenannte coiled-coiled Doménen) ohne Motor- und IQ-Doméne (Re-
gulation der Funktion durch Calmodulin) an YFP fusioniert (Sparkes et al., 2008; Avisar et al., 2009).
Die Expression dieser dominant negativen Deletionsform fiihrte zu einem moderaten Effekt auf den
Transport von Golgi, Mitochodrien und Peroxisomen, jedoch lokalisierte das YFP-Fusionsprotein
nicht an diese Organellen, sondern in kleinen hochbeweglichen Strukturen im Zytoplasma von
N. tabacum Epidermiszellen. Bereits durch Reichelt und Kollegen (1999) war berichtet worden, dass
der von Thnen verwendete Antikdrper gegen ein Arabidopsis Myosin VIII (AtM1) neben PD auch
kleine Strukturen im Zytoplasma erkannte und es wurde kiirzlich berichtet, dass AtM1 zellspezifisch
in Wurzeln an PD bzw. an das ER assoziiert oder {iber die gesamte Zelle verteilt ist (Golomb et al.,
2008). Daher schlieBen die bisherigen Lokalisationsstudien an AtXIE nicht aus, dass dieses Myosin XI
mit Aufbau und Funktion von PD in Verbindung steht.

Analysen zu der Loslichkeit des verkiirzten MP17-Proteinfragments in 10-3-1 zeigten, dass dieses
offenbar noch immer analog zu MP17:GFP an/in PD assoziiert. Daher ist offensichtlich nicht der
Transport von MP17 zu PD gestort, sondern dessen Lokalisation an PD verdndert, wodurch das Fusi-
onsprotein zugénglicher fiir eine Protease wird, was die Spaltung von MP17:GFP erkldren wiirde. Die
vergleichende Analyse der Proteinmenge von MP17 allein und in Fusion mit GFP in Relation zu Bio-
masseproduktion und der Ausbildung des MP17-induzierten Exportblocks in transgenen Arabidopsis
hatte gezeigt, dass ein hoherer Gehalt von nicht-getagtem MP17 als von MP17:GFP nétig ist, um den
beschriebenen Exportblock-Phinotyp auszulosen (Kronberg et al., 2007). Daher ist offensichtlich die
fast vollstindige Reversion des MP17:GFP-induzierten Phénotyps in 10-3-1 auf die Spaltung des Fu-
sionsproteins zuriickzufiihren, obwohl noch immer ein MP17-Proteinfragment zusammen mit einer
verringerten Menge an MP17:GFP an PD assoziiert ist.

Die Anderung der plasmodesmalen Lokalisierung von MP17:GFP kénnte durch strukturelle Verinde-
rungen der PD infolge der verringerten Expression von AtXIE in Sourceblittern verursacht werden.
Obwohl bei einer Verdnderung der PD-Struktur generell ein starker Mutanten-Phénotyp zu erwarten
wire, wies eine T-DNA Insertionsmutante zu AT1G54560 keine erkennbaren duBerlichen phianotypi-
schen Besonderheiten auf (Peremyslov et al., 2008). Allerdings zeigte die genetische Analyse von PD-
assoziierten Proteinfamilien, dass entsprechende Einzelmutanten keinen PD-spezifischen Phénotyp
aufwiesen, aber teilweise Doppelmutanten, was auf Redundanz unter PD-assoziierten Proteinen aus
grofleren Familien hindeutet (Thomas et al., 2008; Simpson et al., 2009a). Stattdessen konnte der Ver-
lust oder die verringerte Expression von AT1G54560 zu einer nur geringen Veridnderung der Struktur
von PD fiihren, welche nur moderate Auswirkungen auf den endogenen plasmodesmalen Transport
hat, was mit dem Wildtyp-dhnlichen Phéanotyp von 10-3-1 {ibereinstimmt. Tatsdchlich wiirde somit die
Verianderung in 10-3-1 dem Ziel des MP17-Suppressormutantenansatzes entsprechen, gezielt die Wir-

kung von MP17:GFP auf den plasmodesmalen Transport aufzuheben ohne diesen jedoch gleichzeitig
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erheblich zu stéren, was in der Vergangenheit bei den angewendeten Screening-Verfahren jedoch zu
Lethalitdt der Mutanten gefiihrt hatte.

Daher bietet die weitere Analyse dieser Suppressormutante unter Vorraussetzung einer erfolgreichen
Komplementation die Moglichkeit, Struktur und Funktion von PD anhand einer lebens- und reproduk-

tionsfahigen PD-Mutante zu studieren.

4.2.2.  Silencing von MP17:GFP in 12-1-1 und 17-4-1 Sourceblittern beruht auf einem
Defekt in XRN4

Die Suppressormutanten 12-1-1 und 17-4-1 weisen laut Quantifizierzung von 16slichen Kohlehydraten
und Stirke keinen Exportblock in Sourcebléttern auf, was die Reversion des MP17-induzierten Mutan-
ten-Phinotyps dieser Suppressormutanten bestitigt. Wahrend in beiden Linien MP17:GFP weder mik-
roskopisch noch histochemisch in Sourcebléttern nachgewiesen werden konnte, ist dies offensichtlich
auf das fehlende MP17:GFP Transkript zuriickzufiihren. Im Gegensatz zu Sourcebléttern war
MP17:GFP jedoch anlog zu der Col-16 Ausgangslinie in Kotyledonen und Wurzeln nachweisbar und
Sequenzierungen zeigten keine Sequenzverdanderungen des CaMV 35S-Promotors im Transgen. Die
erfolglose transiente Expression von zusétzlichem MP17:GFP in Sourceblittern beider Suppressormu-
tanten zusammen mit der erfolgreichen transienten Expression des 355-MP17:GFP-Transgens aus
beiden Suppressormutanten in Wildtyp Sourcebléttern zeigten, dass offensichtlich kein Defekt des
Transgens in 12-1-1 und 17-4-1 vorliegt.

Da in 12-1-1 und 17-4-1 Sourceblattern eine verkiirzte Form der transgenen RNA und korrespondie-
rende SRNA (small RNA) detektiert wurden, wird das MP17:GFP Transgen folglich in diesem Pflan-
zenorgan durch das PTGS-System (post transcriptional gene silencing) abgebaut. Die Expression
16slichen GFPs allein war deutlich in Sourceblittern beider Suppressormutanten reduziert, was das
aktive Silencing von MP17:GFP in den beiden Suppressormutanten bestétigt, da die entsprechende
SRNA auch zur Degradation zusétzlich exprimierter MP17:GFP- oder GFP-RNA fiihren sollte.

Der Silencing-Mechanismus beruht generell auf der Bildung von sRNA (21 bis 24 nt Lénge)
durch DCL-(Dicer-like) Proteine, von denen in Arabidopsis vier (DCL1 bis 4) bekannt sind
(Baulcombe, 2004). Diese DCL-Proteine produzieren unterschiedliche sRNA von diversen
dopplestrangigen RNA-Vorldaufermolekiilen. Dabei ist sSRNA in Eukaryoten essentiell fiir die Regula-
tion der Expression von endogenen und Fremdgenen durch Silencing (Brodersen und Voinnet, 2006;
Xie und Qi, 2008). Diese Regulation beinhaltet in Pflanzen die epigenetische Repression der Expres-
sion durch direkte DNA-Methylierung oder die Modifizierung von Histonen (Chan et al., 2004; Lipp-
man und Martienssen, 2004) sowie die Suppression der Translation von Ziel-mRNA ohne eine Spal-
tung dieser (Brodersen et al., 2008). Dagegen wird bei PTGS mRNA in einem sRNA-vermittelten
Prozess sequenzspezifisch durch ARGONAUTE-(AGO-) Proteine in sogenannten RISC-Komplexen
(RNA induced silencing complex) geschnitten und somit inaktiviert (Chapman und Carrington, 2007).
Neben dem Silencing endogener mRNA wird durch DCL2/4 auch siRNA (small interfering RNA) von
transgener und viraler RNA produziert (Deleris et al., 2006). Diese siRNAs limitieren die Akkumula-
tion transgener Transkripte und sind an der Resistenz gegen Viren durch die Degradation viraler RNA
durch PTGS beteiligt (Ding und Voinnet, 2007). Daher kodieren viele pflanzliche Viren fiir Proteine,
die Elemente des Silencingsystems storen. Wahrend einige virale Suppressoren, wie das tombusvirale
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P19 oder das potyvirale He-Pro, Silencing durch Bindung und damit Inaktivierung von siRNA unter-
driicken, interferiert beispielsweise das Protein 2b des cucumber mosaic virus direkt mit der Aktivitat
von AGOI1 (Lakatos et al., 2004; Zhang et al., 2006; Ruiz-Ferrer und Voinnet, 2007). In Analogie zu
viralen Proteinen wurden auch endogene pflanzliche Silencingsuppressoren identifiziert. Einer dieser
Suppressoren ist XRN4 (EXORIBONUCLEASE 4; Kastenmayer und Green, 2000), welcher im Zu-
sammenhang mit der Suppression von Silencing von Transgenen in Arabidopsis beschrieben wurde
(Gazzani et al., 2004).

Die Marker-gestiitzte Kartierung von 12-1-1 zeigte eine Kopplung des Suppressormutanten-Phénotyps
mit einem 14 Gene umfassenden genomischen Bereich auf Chromosom 1, welcher direkt an den in
10-3-1 kartierten Bereich angrenzt. Die direkte Nidhe der gekoppelten Bereiche scheint jedoch auf-
grund der deutlich unterschiedlichen Phénotypen beider Suppressormutantenlinien zufillig zu sein.
Weitere Analysen des Kandidatengens XRN4 (AT5G54490) in diesem Bereich zeigten, dass ein Ba-
senaustausch in Intron 17 zu alternativem Splicing und dadurch einer verdnderten reifen XRN4-mRNA
in 12-1-1 fihrt. Zudem war die Transkriptmenge von Xrndi,;.; gegeniiber Wildtyppflanzen deutlich
reduziert und aufgrund eines in der Intronsequenz enthaltenen Stopcodons kodiert die verdanderte reife
mRNA fiir ein verkiirztes Protein. Da die grobe Kartierung von 17-4-1 eine Kopplung mit dem glei-
chen genomischen Abschnitt wie in 12-1-1 zeigte und wegen der identischen Phanotypen beider
Suppressormutanten, wurde 17-4-1 nicht weiter kartiert, sondern stattdessen direkt XRN4 untersucht.
Es zeigte sich, dass in 17-4-1 in diesem Gen ein Nukleotid in Exon 10 deletiert und die Transkription
von Xrnd,;,, ebenfalls reduziert ist. Dabei 16st diese Rasterschubmutation durch ein frithzeitiges
STOP-Codon auch hier analog zu 12-1-1 eine Verkiirzung des Proteins aus. Aufgrund des bereits be-
schriebenen Silencings von Transgenen in Xrn4 Mutanten und der Transkriptinstabilitit von
MP17:GFP nach Einkreuzung in eine andere xrn4 Mutante (Xrn4-3;Gazzani et al., 2004 Potuschak et
al., 2006) verursachen offensichtlich die Mutationen in XRN4 das Silencing von MP17:GFP in 12-1-1
und 17-4-1 Sourceblattern.

XRN4 ist eine 5°-3’-Exonuklease homolog zu Xrnlp in Hefe, welches als 5’-3’-Exonuklease unge-
cappte mRNA degradiert (Hsu und Stevens, 1993; Kastenmayer und Green, 2000). XRN4 ist essentiell
fir die Degradation von 3’Abbaufragmenten miRNA-regulierter mRNA (Souret et al., 2004) und
durch den Verlust von XRN4 in Arabidopsis ausgelostes Silencing war abhéngig von einer RNA ab-
héngigen RNA-Polymerase (RDR6, RNA dependent RNA polymerase6; Gazzani et al., 2004). RDRs
vervollstindigen einzelstringige RNA Molekiile anhand angelagerter SRNA als Primer zu Doppel-
straingen, was aufgrund deren Spaltung durch DCL-Proteine und der Bildung neuer siRNAs zu einer
Amplifizierung des Silencingsignals fiihrt (Sijen et al., 2001; Curaba und Chen, 2008). Daher wurde
gefolgert, dass XRN4 analog zu Xrnlp ungecappte RNA und durch DCL-Proteine erzeugte RNA-
Fragmente degradiert, welche ansonsten als Matrize fiir RDRs und zu einer Amplifikation des Silen-
cingsignals dienen wiirden (Gazzani et al., 2004; Souret et al., 2004).

XRN4 ist allelisch zu EIN5 (ETHYLEN INSENSITIVE 5), welches nach einer entsprechenden Ethylen
insensitiven Mutante benannt wurde (Roman et al., 1995). Der Ethylen-insensitive Phidnotyp von
xrnd/ein5 wird durch die verstirkte Akkumulation der Transkripte der beiden F-Box Proteine
(EBF1, 2) verursacht, welche den Abbau des EIN3 Proteins regulieren, einem wichtigen transkriptio-
nellen Regulator der Ethylenantwort (Olmedo et al., 2006; Potuschak et al., 2006). XRN4 beeinflusst
auch die Akkumulation einer noch unbekannten Klasse kleiner RNAs und ist in miRNA-basiertem
Silencing involviert (Souret et al., 2004; Gregory et al., 2008). SERRATE ist essentiell fiir die miR-
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NA-Biogenese und dessen Verlust fiihrt zu einer deutlichen Zahnung von Blittern (Prigge und Wag-
ner, 2001; Yang et al., 2006), wie bei 12-1-1 und 17-4-1 beobachtet. Daher kann davon ausgegangen
werden, dass sich die morphologischen Verianderungen der Sourceblétter von 12-1-1 und 17-4-1 (wie
auch fiir andere xrn4 Allele beschrieben; Olmedo et al., 2006; Gregory et al., 2008) auf eine Stérung
des miRNA-Metabolismus zuriickfithren lassen. Zudem sind miRNAs an der Steuerung der Blithin-
duktion beteiligt (Schmid et al., 2003; Kobayashi und Weigel, 2007), was somit ebenfalls den verspa-
teten Bliihzeitpunkt beider Suppressormutanten erkldren kann.

4.2.3. Organspezifische Silencingsuppression in Xrn4

Wihrend das MP17:GFP Transkript in Sourcebléttern von 12-1-1 und 17-4-1 einem Silencingeffekt
unterlag und zumindest das Fusionsprotein mikroskopisch auch in anderen Pflanzenorganen nicht
nachweisbar war (Daten nicht gezeigt), war die transgene RNA in Kotyledonen und Wurzeln vorhan-
den. Zudem war in diesen Organen auch das Fusionsprotein nachweisbar und die Kotyledonen beider
Suppressormutanten waren in Analogie zu Col-16 chlorotisch. In Ubereinstimmung mit dieser Beo-
bachtung wurde bisher gegen Transgene gerichtetes Silencing in verschiedenen xrn4 Mutantenallelen
nur in Sourcebléttern von Arabidopsis untersucht, Kotyledonen und Wurzeln wurden jedoch nie be-
schrieben (Gazzani et al., 2004; Souret et al., 2004; Gy et al., 2007).

Offensichtlich ist die Suppression des gegen MP17:GFP gerichteten Silencings in den betreffenden
beiden Organen nicht abhdngig von XRN4. Unterschiedliches Transgensilencing in verschiedenen
Pflanzenorganen konnte durch die regulierte/organspezifische Aktivitit anderer Komponenten des
Silencingsystems verursacht werden, was bereits fiir die verschiedenen ARGONAUTE-Proteine in
Arabidopsis diskutiert wurde (Qi und Hannon, 2005). In Ubereinstimmung mit dieser Theorie fiihrte
der Verlust von SDE3 (SILENCING DEFECTIVE 3), einer RNA-Helikase, zu dem vollstindigen
Verlust des Silencings eines 35S-GFP-Transgens in Kotyledonen und Hypokotyl, jedoch nur zu einer
Reduktion von Silencing in Sourceblittern (Dalmay et al., 2001). Allerdings ist RDR6 (allelisch zu
SDEI) essentiell fiir Transgensilencing in Sourcebléttern und Kotyledonen (Dalmay et al., 2000). Dies
deutet darauf hin, dass auch in Kotyledonen das Silencing von Transgenen auf einem antagonistischen
Prozess der Amplifizierung von Silencing durch RDRs und dem Abbau von Matrizen-RNA durch
Exoribonukleasen beruht.

Neben XRN4 sind zwei weitere homologe 5’-3’-Exonukleasen (XRN2 und XRN3) in Arabidopsis
bekannt, welche ebenfalls als Suppressoren von Transgensilencing in Sourcebléttern beschrieben wur-
den, wenn auch mit geringerer Aktivitit als XRN4 (Gy et al., 2007). Zudem wird die Aktivitat aller
drei XRN-Proteine durch einen iibergeordneten Regulator, FRY1, beeinflusst und dessen Verlust
ebenfalls zu Transgensilencing fiihrt (Gy et al., 2007). Theoretisch kénnten XRN2 und/oder XRN3
beispielsweise als Silencingsuppressoren vorrangig in Kotyledonen und Wurzeln wirken, wihrend
XRN4 im Rest der Pflanze aktiv ist. Die Analyse der vorhandenen Expressionsdaten unter
www.genevestigator.com zeigte, dass alle XRNs und FRY1 ubiquitdr exprimiert sind, weshalb eine
organspezifische Expression der verschiedenen Suppressorproteine als Ursache fiir die differentielle
Silencingsuppression ausscheidet, was auf eine komplexere Regulation dieser Spezifitit hindeutet. Die
weitere Analyse von gegen Transgene gerichtetem Silencing in Mutanten von XRN2/3 und FRY1
wird weiteren Aufschluss iiber die organspezifische Funktion der hier beschriebenen Exoribonuklea-

sen geben.
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Dies ist der erste beschriebene Hinweis auf eine organspezifische Suppression von PTGS-
Transgensilencing. Dabei werden zukiinftige Analysen zeigen, ob sich dieser Effekt auch auf endoge-
ne mRNA in xrn4 erstreckt. Fall dies zurtifft, konnte das eine komplexere Steuerung der pflanzlichen
Entwicklung in unterschiedlichen Organen durch miRNA-vermittelte posttranskriptionelle Regulation

bedeuten als bisher angenommen.

4.3. Silencing in rsx1

Das Protein RSX1 (RESTRICTED SUCROSE EXPORT 1), eine putative Pektat-Lyase, wurde kiirz-
lich im Zusammenhang mit Aufbau und Funktion von PD beschrieben (Yano et al., 2007). Die ent-
sprechende Mutante rsx1 ist durch eine verstéirkte Bildung von Anthocyanen sowie die Akkumulation
von Kohlehydraten und Stirke in Sourcebléttern charakterisiert, was zu einer erhohten Kiltetoleranz
fiilhrte. Es wurde aufgrund struktureller Verdnderungen von PD in rsx1 postuliert, dass RSX1 als eine
Pektat-Lyase an der Degradation von Pektinverbindungen in der Mittellamelle wahrend der Bildung
sekundérer PD beteiligt ist und ein Verlust dieser enzymatischen Aktivitit zu verdndertem Aufbau
sowie Funktion von PD fiihrt. Daher wurde MP17:GFP durch eine Kreuzung von Col-16 und rsx1 in
dieser Mutante stabil exprimiert (Linie rsx1/MP17) um zunéchst eine Strukturverdnderung der PD
anhand von MP17 zu untersuchen.

4.3.1. Gewebespezifisches Silencing von Transgenen in rsx1

Mikroskopische Analysen zeigten, dass MP17:GFP in rsx1 an PD im Mesophyll, aber nicht in Mittel-
rippen und Petiolen lokalisierte, was auf eine gestorte Assoziation von MP17 an strukturell veridnderte
PD in diesen Geweben hindeuten konnte. Allerdings wurde dieser Phianotyp offensichtlich durch den
Verlust der MP17:GFP-Transgen RNA in Mittelrippen/Petiolen ausgeldst, wie Northern- und Real-
Time-Analysen bestitigten. Zudem korrelierte die Absenz von MP17:GFP RNA mit dem Expressi-
onsmuster von RSX1, dessen RNA vor allem in Mittelrippen und Petiolen nachweisbar war und nur
schwach in Mesophyllgewebe von Blattern, was mit der zuvor beschriebenen leitgewebespezifischen
Expression von RSX1 und verdnderten PD im Phloem iibereinstimmt (Yano et al., 2007). Allerdings
war MP17:GFP Protein und RNA nicht nur im vaskuldren sondern auch in dem gesamten parenchy-
matischen Gewebe der Mittelrippe nicht nachweisbar. Daher scheint zunéchst der negative Effekt auf
das MP17:GFP Transkript in rsx1 iiber den vermutlichen Expressionsort von RSX1 (Phloem) hinaus-
zugehen. Nichtsdestotrotz wurde gezeigt, dass auch das Transkript eines weiteren CaMV
35S-Transgens (ABD2:GFP) bei stabiler Expression spezifisch in rsx1 Mittelrippen/Petiolen nicht
vorhanden war und zudem die transiente Expression eines anderen Transgens nur in rsx1 Mesophyll,
aber nicht in Mittelrippen der Mutante gelang. Dies deutet darauf hin, dass transgene RNA per se nicht
in rsx1 Mittelrippen/Petiolen akkumuliert.

Die transiente Expression von RSX1 komplementierte den rsx1-Mutantenphénotyp beziiglich von
MP17:GFP und stellte dessen Lokalisation an PD in Mittelrippen von rsx1/MP17 wieder her. AuB3er-
dem konnte eine transiente Komplementation mit dem viralen Silencingsuppressor P19 gezeigt wer-
den. Da P19 doppelstrianige siRNA bindet und so die RISC-vermittelte Spaltung von Ziel-mRNA ver-
hindert (Lakatos et al., 2004), deutet die erfolgreiche Komplementation mit P19 darauf hin, dass
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MP17:GFP einem posttranskriptionellem Silencingeffekt in Mittelrippen/Petiolen von rsx1 unterliegt.
Bislang konnte jedoch keine zu der MP17:GFP RNA korrespondierende SRNA im rsx1 Mutantenhin-
tergrund nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), was sich moglicherweise durch eine sehr geringe
Akkumulation von sRNA bei dem konstitutiven Silencing in diesen stabil transgenen Pflanzen erklé-
ren ldsst. Allerdings konnte dies auch auf transkriptionelles Silencing hinweisen und der gewebespezi-
fische Effekt auf transgene Transkripte in rsx1 durch eine aufgrund von Methylierungen verdnderte
Aktivitit des CaMV-35S Promotors verursacht werden. Bisher wurde nur eine transiente Komplemen-
tation in rsx1/MP17 durchgefiihrt, ein stabiler Komplementationsversuch mit P19 und RSX1 schlug
jedoch wegen der nicht detektierbaren Expression der entsprechenden Konstrukte fehl (Daten nicht
gezeigt) und muss daher wiederholt werden. Da auBlerdem der Silencingeffekt in rsx1 einen groBeren
Bereich als den Expressionsort von RSX1 umfasst, sollten detailierte Segregationsanalysen der
rsx1’MP17 Linie im Hinblick auf die Kopplung von Transgensilencing und der rsx1-T-DNA Insertion
durchgefiihrt werden. Zudem sollen in Zukunft weitere rsx1-Allele im Hinblick auf das Silencing von
Transgenen untersucht werden.

Die ektopische Uberexpression von RSX1 hatte nicht nur die Akkumulation der mRNA eines instabi-
len Transgens zur Folge, sondern reduzierte auch deutlich von diesem Transkript abgeleitete Degrada-
tionsprodukte. Unabhingig von der direkten Funktion von RSX1, konnte dessen primire Wirkung auf
Silencingvorgénge die Unterdriickung der Akkumulation von Abbauprodukten aberranter RNA sein.
Wie bereits beschrieben, dienen Spaltprodukte von RNA als Matrize fiir die Amplifikation von Silen-
cing durch die RDR- und DCL-abhéngige Produktion weiterer SRNA (Brodersen und Voinnet, 2006).
Wihrend XRN4 als 5°-3’-Exonuklease 3’ Abbaufragmente von sSRNA/RISC gespaltener RNA degra-
diert und dadurch PTGS unterdriickt, werden 5’Fragmente durch den Exosomkomplex abgebaut
(Souret et al., 2004; Belostotsky und Sieburth, 2009), wobei beide Fragmentklassen als Substrat fiir
RDR6 dienen konnen (Curaba und Chen, 2008). Somit konnte RSX1 wichtig fiir den Abbau von
RNA-Degradationsprodukten durch die Aktivierung von Exonukleasen und/oder dem Exosom sein
und so mit dem Silencing transgener Transkripte interferieren.

Neben den bereits erwédhnten endogenen Silencingsuppressoren XRN2/3/4, wurden auch weitere Pro-
teine mit dhnlichen Funktionen wie beispielsweise RLI2 (RNAse L INHIBITOR 2) oder eine andere
Klasse von Exoribonukleasen (SMALL RNA DEGRADING NUCLEASES, SDNs), welche direkt
miRNA abbauen, in Arabidopsis beschrieben (Sarmiento et al., 2006; Ramachandran und Chen,
2008). Der XRN2/3/4-Regulator FRY1, welcher ebenfalls als Silencingsuppressor wirkt, besitzt die
Aktivitit einer Bisphosphat Nukleotidase/Inositolpolyphosphat Phosphatase und ist an der Sulfatassi-
milation und Stresstoleranz in Arabidopsis beteiligt (Quintero et al., 1996; Xiong et al., 2001; Gy et
al., 2007). Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht bestimmt werden, ob RSX1 die enzymatische Akti-
vitdt einer Pektat-Lyase besitzt. Unabhingig davon konnte RSX1, obwohl dieses Protein keine Homo-
logie zu einem der bekannten Silencingsuppressoren aufweist, in Analogie zu FRY1 regulatorischen
Einfluss auf das Silencingnetzwerk nehmen.

Bioinformatische Analysen konnten eine zuvor vorhergesagte GPI-Verankerung von RSX1 (Borner et
al., 2003) nicht bestitigen und wiesen auf eine Verankerung von RSX1 durch eine einzelne
C-terminale Transmembranspanne in der Plasmamembran hin, wobei der gesamte N-terminus des
Proteins im Apoplasten lokalisiert sein sollte. Korrespondierend dazu lokalisierte eine C-terminale
RSX1:GFP-Fusion an der Plasmamembran in Epidermiszellen von N. benthamiana und Arabidopsis

Protoplasten. Alle bekannten Elemente des Silencingnetzwerks lokalisieren im Nukleus oder im Zy-
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toplasma (Vaucheret, 2006). Dies gilt auch fiir die genannten Silencingsuppressoren, wie etwa XRN4,
welcher im Zytoplasma aktiv ist (Kastenmayer und Green, 2000). Daher muss angenommen werden,
dass RSX1 mit einem weiteren, moglicherweise membranstindigen Protein interagiert, welches eine
wie auch immer geartete Signalweiterleitung ermdglicht. Zukiinftige Protein-Protein Interaktionsstu-
dien mit RSX1 sollten es ermdglichen, diesen putativen Interaktionspartner zu identifizieren und eine

mogliche Signalkette bis zu bekannten Elementen des Silencingsystems zu charakterisieren.

4.3.2. Wirkung differentiell in rsx1 exprimierter endogener Gene auf den plasmo-

desmalen Transport

Das Silencingsystem in Pflanzen umfasst neben dem gegen Viren und Transgenen gerichtetem
siRNA-basierten Mechanismus auch die Kontrolle endogener Transkripte durch andere sRNA-
Klassen, welche sich durch ihre Biogenese und Funktion unterscheiden. DCL1 produziert miRNA,
welche essentiell fiir die Entwicklung von Pflanzen ist, durch die Spaltung von endogener RNA mit
einer charakteristischen Haarnadelstruktur (Kurihara und Watanabe, 2004). Eine andere Form stellen
die trans-acting SiRNAs (ta-siRNAs) dar, welche zunéchst durch eine miRNA dirigierte Spaltung von
endogenen TAS Transkripten (von Trans Acting siRNA Loci) entstehen (Allen et al., 2005). Die ge-
schnittene TAS RNA wird dann durch RDR6 und DCL4 in 21 Nukleotid-lange siRNA prozessiert,
welche mRNA von Auxin oder MYB Transkriptionsfaktoren bindet und zu deren Spaltung fiihrt
(Allen et al., 2005; Gasciolli et al., 2005; Fahlgren et al., 2006). Die dritte Klasse repréisentieren die
nat-siRNAs (,,hatural cis-antisense RNAs“), welche durch DCL2 aus doppelstrangigen RNA-
Vorldufern produziert werden, die durch die Transkription von partiell iiberlappenden Genen entstehen
und in Stresstoleranz und Pathogenabwehr involviert sind (Borsani et al., 2005; Katiyar-Agarwal et
al., 2006). Wihrend miRNA und ta-siRNA in trans wirken, agieren nat-siRNAs in cis, da sie nur das
eigene Transkript degradieren. Die verschiedenen sRNA-Klassen wirken in unterschiedlichen Silen-
cingwegen, welche aber eng miteinander vernetzt sind und teilweise iiberlappen wie die Einbindung
von RDR6 in si- und ta-siRNA basiertes Silencing illustriert. Zudem ist beispielsweise AGO1 essen-
tiell fiir Transgen- und auch miRNA-basiertes Silencing, wahrend SDES (SILENCING DEFECTI-
VE 5) an Virus-induziertem sowie Transgensilencing beteiligt ist und die Akkumulation von ta-siRNA
beeinflusst (Baumberger und Baulcombe, 2005; Hernandez-Pinzon et al., 2007).

Daher wurden aufgrund des Silencings von Transgenen in rsx1 differentiell regulierte endogene
Transkripte in dieser Mutante durch eine vergleichende Microarray-Analyse von Wildtyp- und Mutan-
tenpetiolen identifiziert. Da die Transkriptmenge von fast 500 Genen in rsx1 reduziert war, was auf
Silencing basieren konnte, wurden zunéchst die am starksten herunterregulierten sieben Gene (mindes-
tens 10fach negativ reguliert) ndher untersucht. Darunter war auch AHP4 (HISTIDINE CONTAINING
PHOSPHOTRANSMITTER 4), welches als negativer Regulator der sekundéren Zellwandverdickung
in Antheren beschrieben worden war (Jung et al., 2008). Theoretisch konnte die reduzierte
Transkriptmenge von AHP4 zu einer Verstirkung der sekundéren Zellwand in rsx1 fithren, was die
Bildung sekundirer PD aufgrund der dazu notwendigen Auflosung der Zellwand (Faulkner et al.,
2008) behindern konnte. Dies wiirde die beobachtete verdnderte PD-Struktur und den Kohlehydratex-
portblock-Phianotyp von rsx1l erkliren und bereits zuvor wurde der FEinfluss von Zellwand-

modifizierenden Enzymen wie Pektinmethylesterasen auf die Offnungsweite von PD diskutiert
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(Boevink und Oparka, 2005). Allerdings zeigten vorldufige Analysen einer ahp4 Mutante, dass diese
weder einen Exportblock in Sourceblittern noch eine reduzierte Biomasse aufweist (Daten nicht ge-
zeigt), was einen FEinfluss von reduziertem AHP4-Transkript in Verbindung mit einer verdnderten
Zellwandstruktur als Ursache fiir den rsx1-Phéinotyp in Frage stellt.

Daneben war in rsx1 auch die Transkriptmenge von AT1G64360 deutlich reduziert. Eine dazu korres-
pondierende T-DNA Insertionsmutante (atlg64360-KO) wies gegeniiber Wildtyppflanzen eine Ak-
kumulation von Stirke bei reduzierter griiner Biomasse auf, was charakteristisch fiir einen Export-
block-Phénotyp ist. Losliche Zucker waren in at1lg64360-KO nicht erhoht, was darauf hindeuten
konnte, dass - ausgeldst durch einen moderaten und/oder zellspezifischen Exportblock - iiberschiissige
16sliche Zucker vollstindig in Form von Stirke gespeichert werden, was durch weitere Analysen die-
ser Mutante untersucht werden muss. Zudem wies die at1g64360-KO Mutante analog zu rsx1 einen
hoheren Gehalt an Kallose gegeniiber Wildtyppflanzen auf. Fiir AT1G64360 wurde zuvor beschrieben,
dass dieses Gen Resistenz gegen oxidativen Stress vermittelt (Luhua et al., 2008). Es ist bekannt, dass
der Verlust des Antioxidanten Tocopherol zu einem Kohlehydratexportblock in der Mutante sxdl
(sucrose export defective 1) und zu verdnderter Struktur und Funktion von PD in Mais fiihrte (Russin
et al., 1996; Botha et al., 2000; Sattler et al., 2003). In Ubereinstimmung damit hatte RNAi-
induziertes Silencing des entsprechenden orthologen Gens in Kartoffel einen Kohlehydratexportblock
und die Akkumulation von Kallose zur Folge (Hofius et al., 2004). Dies deutet auf einen Zusammen-
hang zwischen oxidativem Stress, der Akkumulation von Kallose und der Funktion von PD hin. Dies
wird durch den gestorten plasmodesmalen Transport sowie die Akkumulation von Kallose in einer
Thioredoxin-Mutante unterstiitzt (Benitez-Alfonso et al., 2009), so dass damit offensichtlich der Ex-
portblock-Phinotyp der at1g64360-KO Linie erklart werden kann. Aufgrund des gestorten plasmo-
desmalen Transports in rsx1 wurde auch die Expression bekannter PD-assoziierter Transkripte in Peti-
olen der Mutante im Vergleich zum Wildtyp untersucht. Durch Real-Time Analysen konnte gezeigt
werden, dass die Transkriptmengen von zwei Mitgliedern der PDLP1-Famile (Thomas et al., 2008) in
rsx1 reduziert waren (PDLPla, AT1G70690), wiahrend dort deutlich mehr eines dritten PDLPI1-
Transkripts als im Wildtyp vorhanden war (AT2G33330). Dieses Expressionsmuster von PDLP1-
Genen ist direkt entgegengesetzt zu deren Expression wihrend der Seneszenz, also einer verstirkten
Expression von AT1G70690 und einer Reduktion bei AT2G33330 (Kapitel 4.1.2.2). Diese antagonisti-
schen Expressionsmuster korrelieren mit einem erhéhten plasmodesmalen Transport in seneszierenden
Blattern (diese Arbeit) und dem symplastischen Exportblock in rsx1.

Die Verinderungen der Transkriptmengen PD-assoziierter Gene kdnnten eine Folge der strukturellen
Veranderungen von PD in rsx1 sein, oder diese verursachen. Im Fall von AT1G64360 konnte jedoch
eindeutig gezeigt werden, dass der Verlust eines in rsx1 negativ regulierten Transkripts zu einem &dhn-
lichen Phénotyp wie in rsx1 selbst fithrt. Daher kann angenommen werden, dass der rsx1-Phéanotyp
beziiglich des plasmodesmalen Transports nicht oder nicht ausschlieBlich durch die fehlende putative
Pektat-Lyase-Aktivitdt von RSX1 verursacht wird, sondern durch Verdnderungen im Transkriptom.
Unterschiede in der Transkriptmenge von Transkriptionsfaktoren in rsx1 (darunter ein stark negativ
regulierter MY B-Transkriptionsfaktor; Kapitel 3.3.6.1) deuten auf teilweise sekundére transkriptionel-
le Veridnderungen in der Mutante hin. Dass Anderungen des Transkriptoms in rsx1 jedoch auch mit
posttranskriptionellem Silencing verbunden sein konnten, wird durch die erhéhte Expression von
BFNI in rsx1 bestérkt (signifikant reguliert im Array-Experiment, laut Real-Time Analysen 8,3fach
mehr Transkript in rsx1 als im Wildtyp exprimiert; Daten nicht gezeigt). BFN1 ist eine bi-funktionelle
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Nuklease, die an der Degradation von DNA und RNA beteiligt ist, um die Riickfithrung von Nukleoti-
den und Phosphat wihrend der Seneszenz zu ermdglichen (Perez-Amador et al., 2000). Dies konnte
auf einen verstirkten Abbau von RNA-Degradationsprodukten durch BFN1 aufgrund von Silencing-
vorgédngen in rsx1 hindeuten.

In rsx1 sind jedoch offensichtlich einzelne Silencingwege nicht konstitutiv aktiviert, da die Transkript-
mengen eines miRNA-Ziels, AFB2 (AUXIN SIGNALING F-BOX 2; Wang et al., 2004; Navarro et al.,
2006), sowie von ARF3 (AUXIN RESPONSIVE FACTOR 3; Fahlgren et al., 2006), welches durch ta-
siRNA reguliert wird, nicht in rsx1 verdndert waren (iberpriift durch Real-Time Analysen; Daten
nicht gezeigt). Dies konnte in rsx1 einen Silencingeffekt auf spezifische endogene Transkripte impli-
zieren, was zuvor bereits fiir einzelne (aber nicht alle) miRNA-regulierte mRNAs in xrn4 Mutanten
beobachtet wurde (Souret et al., 2004).

Weitere Experimente miissen zeigen, inwieweit der rsx1-Phénotyp durch das Silencing endogener
Transkripte verursacht wird und was der molekulare Mechanismus hinter diesem Effekt ist. Nichtsdes-
totrotz lassen die in dieser Arbeit beschrieben Analysen zu rsx1 eine gewebespezifische Steuerung des
plasmodesmalen Transports durch transkriptionelle Regulation in Verbindung mit Silencing vermuten.
Ahnlich zu dieser Theorie wurde bereits zuvor eine Verbindung zwischen RNA-Metabolismus und der
Funktion von PD durch eine RNA-Helikase (ISE2) wihrend der embryonalen Entwicklung postuliert
(Kobayashi und Zambryski, 2007). Zudem konnte die weitere Analyse von Genen, deren Transkript-
mengen in rsx1 reduziert sind, neue Erkenntnisse zu Aufbau und Funktion von PD und deren Regula-

tion in Arabidopsis liefern.
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S. Zusammenfassung

Plasmodesmata (PD) stellen zytoplasmatische Verbindungen benachbarter Zellen in Pflanzen dar und
gestatten den interzelluldren Austausch von Assimilaten sowie den gerichteten Zell-zu-Zell Transport
von Makromolekiilen wie Proteinen und RNA. Viele pflanzliche Viren kodieren fiir spezialisierte Mo-
vementproteine (MPs), welche mit Elementen des wirtseigenen plasmodesmalen Transports interagie-
ren, um die Beférderung von viralen Partikeln oder Ribonukleoproteinkomplexen zu und durch PD zu
ermdglichen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das MP des potato leaf roll virus (PLRV MP17) und
dessen Interaktion mit Wirtsfaktoren in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana studiert, um den
plasmodesmalen Transport in Pflanzen zu untersuchen.

Es ist bekannt, dass die Phosphorylierung viraler MPs durch Wirtskinasen die plasmodesmale Lokali-
sation von MPs und die virale Infektion beeinflussen. MS/MS-Analysen bestdtigten eine in Vvivo
Phosphorylierung von MP17 an vier Serinen in transgenen Arabidopsis. Basierend auf Sequenzhomo-
logie sind zwei der phosphorylierten Reste hoch konserviert unter MPs von Luteoviren, wihrend ein
Serin spezifisch fiir MP17 ist, was moglicherweise die Wirtsspezifitit des PLRV bestimmt.
Pharmakologische Studien an transgenen MP17:GFP-Arabidopsispflanzen zeigten, dass MP17 abhén-
gig von F-Aktin und dem ER-Golgi-Sekretionssystem zu sekundédren verzweigten PD in Sourceblét-
tern transportiert wird. In Sinkbléttern lokalisiert MP17 nicht an die strukturell unterschiedlichen ein-
fachen PD und wird stattdessen in einem Mikrotubuli- und Proteasom-abhéngigen Prozess degradiert,
wobei letzteres auch fiir transgene Kartoffelknollen bestdtigt werden konnte. In einem genetischen
Ansatz konnten MP17-Sinkmutanten identifiziert werden, in welchen der proteolytische Abbau von
MP17:GFP gestort war, was unter Anderem zur Akkumulation von MP17 in pro Zelle einzelnen gro-
Beren Aggregaten fiihrte. Diese Strukturen waren auch bei der Hemmung des Abbaus von MP17:GFP
in Sinkblittern oder dessen Transport zu PD in Sourceblittern beobachtet worden und wiesen Ahn-
lichkeit zu sogenannten Aggressomen aus Sdugern auf. Im Menschen wurden Aggresomen bei neuro-
degenerativen Krankheiten beschrieben und dienen der Aggregation sowie dem lysosomalem Abbau
toxischer Proteine. Wahrend Aggresomen-dhnliche Strukturen in Pflanzen zuvor nicht beschrieben
wurden, konnten diese auch hier einen Teil der Proteasom-unabhingigen Degradation von Proteinen
darstellen und in Analogie zu humanen Viren moglicherweise als Replikationsort pflanzlicher Viren
dienen. Die Entwicklung von Sink- zu Sourcegeweben korrespondiert mit der Bildung von sekundédren
PD in Verbindung mit einem selektiverem symplastischem Transport und reduziertem GrofBenaus-
schlussvolumen der PD. Die Untersuchung seneszierender Blatter transgener Arabidopsis zeigte, dass
hier die plasmodesmale Lokalisation von MP17:GFP reduziert war und das Fusionsprotein stattdessen
proteolytisch abgebaut wurde, wihrend ein durch MP17:GFP induzierter Block des symplastischen
Assimilattransportes aufgehoben war. Dies ldsst in Analogie zu Sinkbléttern auf eine strukturelle und
funktionelle Verdanderung von PD wihrend der Seneszenz schlielen.

Um mit MP17 interagierende Wirtsfaktoren in Sourcebléttern genetisch zu identifizieren, waren zuvor
MP17-Suppressormutanten erzeugt worden, in welchen ein durch die stabile Expression von
MP17:GFP induzierter Block des symplastischen Transports und eine dadurch ausgeldste Wuchsretar-
dierung aufgehoben sind. Andere genetische Ansétze hatten zuvor PD-Mutanten mit schweren Defek-
ten hervorgebracht. Dagegen wies eine der Suppressormutanten, 10-3-1, einen Wildtyp-dhnlichen

Phinotyp und stattdessen einen spezifischen negativen Effekt auf die plasmodesmale Assoziation von
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MP17:GFP auf, was ein Studium des symplastischen Transports ohne starke pleiotrope Nebeneffekte
ermoglicht. Die weitere Charakterisierung von 10-3-1 und die Lokalisierung der genetischen Verdnde-
rung durch Marker-gestiitzte Kartierung deuten auf eine Verbindung des strukturellen Aufbaus von PD
und einem Myosin der Klasse XI hin, die bisher noch nicht im Zusammenhang mit PD beschrieben
wurde.

Die phinotypische Analyse und Marker-gestiitzte Kartierung von zwei weiteren Suppressormutanten
(12-1-1, 17-4-1) zeigte einen Defekt in dem endogenen Silencingsuppressor XRN4, was zu
posttranskriptionellem Silencing von MP17:GFP in Sourcebléttern beider Linien fiihrte. Allerdings
wurde das transgene Transkript nicht in Kotyledonen und Wurzeln degradiert, was eine bislang unbe-
kannte organspezifische Suppression von Transgensilencing nahelegt. Da XRN4 auch im miRNA-
basiertem Silencing involviert ist, konnte dies auf eine zusitzliche antagonistische Regulation von
miRNA-basierter Entwicklungssteuerung in unterschiedlichen pflanzlichen Organen hinweisen.

Ein weiterer Teilbereich dieser Arbeit behandelt die Untersuchung einer kiirzlich beschriebe-
nen PD-Mutante, welche einen Defekt in der putativen Pektat Lyase RSX1 aufweist. Da die rsx1 Mut-
ante neben einem Kohlehydratexportblock in Sourceblittern sowie reduziertem Wuchs, eine verdnder-
te Struktur von PD im Phloem zeigt, sollte die plasmodesmale Lokalisation von MP17 in rsx1 analy-
siert werden. Stabil in rsx1 unter CaMV 35S-Kontrolle exprimiertes MP17:GFP assoziierte an PD im
Mesophyll aber nicht in Mittelrippen und Petiolen, was jedoch durch die Absenz von MP17:GFP
RNA verursacht wurde und mit der leitbiindelspezifischen Expression von RSX1 korrelierte. Diese
gewebespezifische Absenz von MP17:GFP RNA konnte auch fiir zwei andere 35S-Transgene in rsx1
festgestellt werden und wurde durch RSX1 sowie den viralen Silencingsuppressor P19 bislang in ei-
nem transienten Ansatz komplementiert. Wéhrend die Natur des Silencingeffekts in rsx1 noch ent-
schliisselt werden muss, konnte die Uberexpression von RSX1 in N. benthamiana das Silencing eines
anderen Transgens unterbinden. Daraus ldsst sich folgern, dass RSX1 einen endogenen Silencing-
suppressor spezifisch fiir Leitgewebe darstellen konnte. Um zu iiberpriifen, ob auch endogene mRNA
durch Silencing in rsx1 betroffen ist, wurden anhand von Microarray-Analysen differentiell in rsx1
Petiolen regulierte Transkripte identifiziert. Eine Insertionsmutante, in welcher die Expression eines
auch in rsx1 stark reduzierten Transkripts unterbunden ist, zeigte einen milden Kohlehydratexport-
block und reduzierten Wuchs dhnlich zu rsx1. Inwieweit sich somit der rsx1-Phinotyp auf das auf-
grund von Silencing verdnderte Transkriptom zuriickfithren ldsst, miissen zukiinftige Experimente
klaren. Zudem konnte die Analyse weiterer Mutanten zu in rsx1 negativ regulierten Transkripten ne-

ben der beschriebenen knock out Linie neue Einblicke in Aufbau und Regulation von PD bieten.
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Plasmodesmata (PD) are symplastic connections of adjacent cells and enable the exchange of assimi-
lates as well as the selective transport of macromolecules. Many plant viruses encode for specialized
movement proteins (MP), which interact with elements of the symplastic host transport system to
facilitate the transport of viral particles or ribonucleproteincomplexes to and through PD. This work
focused on the 17 kDa MP of the potato leaf roll virus (PLRV MP17) and its interactions with host
factors in the model plant Arabidopsis, to investigate the plasmodesmal transport in plants.

It was previously established that phosphorylation of viral MPs by host proteinkinases impacts plas-
modesmal targeting of MPs and viral infection. Mass spectrometry confirmed in vivo phosphorylation
of four serine residues of MP17 in transgenic Arabidopsis. Two of these residues are highly conserved
among luteoviruses based on sequence homology, while one serine is specific for MP17, which might
determine host specificity of PLRV.

Pharmacological studies on transgenic Arabidopsis expressing a MP17:GFP fusion protein provided
evidence that MP17 is transported to secondary branched PD in source leaves in a F-actin- and ER-
Golgi-dependent process. Conversely, MP17 is not localising to the structural dissimilar simple PD in
sink leaves but is instead degraded involving microtubules and the proteasome complex, which could
also be verified in transgenic sink tubers of potato. A genetic approach led to the identification of
MP17-sinkmutants, which showed a disrupted degradation of MP17:GFP in sink and eventually ac-
cumulation of the fusion protein in single aggregates per cell. These structures were also observed for
inhibition of the proteasome-dependent degradation of MP17 in sink or when obstructing transport to
PD in source leaves and are structurally similar to aggresomes in mammals. Aggresomes are attributed
with neuronal diseases in humans and are believed to be involved in aggregation of toxic proteins and
their lysosomal degradation. While aggreome-like structures were not described before in plants, they
could also be part of a proteasome independent way of protein degradation and serve analogous to
human viruses as sites of viral replication. The development of sink into source tissue correlates with
the formation of secondary PD accompanied by a more restricted symplastic transport and reduced
size exclusion limit of PD. Analysis of senescent leaves in transgenic Arabidopsis showed a reduced
PD-localisation of MP17:GFP and its proteasome-mediated degradation products in these leaves, whi-
le the MP17:GFP-induced carbohydrate export block was released, indicating functional and structural
changes of PD during senescence analogous to sink leaves.

To enable the genetic identification of MP17-interacting host factors, MP17-suppressormutants have
been generated in the past showing abolition of a MP17:GFP-induced block of the symplastic trans-
port accompanied by stunted growth. Previous genetic attempts resulted in PD mutants with severe
defects. In contrast, the suppressor mutant 10-3-1 was characterised by a wildtype-like phenotype and
a specific negative effect on the plasmodesmal association of MP17:GFP offering the opportunity to
study symplastic transport without pleiotropic effects. Further characterisation of 10-3-1 and identifi-
cation of the mutation by map-based cloning revealed a connection of PD structure and a class XI
myosin, which was not described before in the context of PD.

Phenotypical analysis and map-based cloning of two additional suppressormutants (12-1-1, 17-4-1)
confirmed a defect of the endogenous silencing suppressor XRN4 leading to post transcriptional
silencing of MP17:GFP in source leaves of both lines. The transgene RNA was not degraded in coty-
ledons and roots implying an up to now unknown organ specific suppression of transgene silencing.
As XRN4 is also involved in miRNA-based silencing, this could point towards an additional antago-

nistic regulation of miRNA-based control of development in different plant organs.
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In the last part of this work, a recently described PD mutant carrying a defect in the putative pectate
lyase RSX1 was analysed. Initally, the PD localisation of MP17 was checked in rsx1 because of a
carbohydrate export block in source leaves, reduced growth and altered PD structure in the phloem of
this mutant. Protein and RNA derived from a CaMV 35S-MP17:GFP transgene were present in the
mutant background only in mesophyll leaf areas, but not in midribs/petioles, which correlated with
RSX1 expression pattern. This tissue specific absence of RNA was also true for other 35S transgenes
in rsx1 and could be complemented by RSX1 and the well established viral silencing suppressor P19.
While the character of the silencing effect in rsx1 remains to be decrypted, transient overexpression of
RSX1 abolished silencing of a transgene in N. benthamiana. Thus RSX1 may represent a vascular
tissue specific silencing suppressor. To elucidate whether also endogenous RNA is affected by rsx1-
induced silencing, a microarray analysis was performed on rsx1 and wildtype petioles. A T-DNA in-
sertion mutant showing completely disrupted expression of a transcript also downregulated in rsx1,
was characterised by a mild carbohydrate export block and reduced growth reflecting the rsx1 pheno-
type. Future experiments are required to determine if and to what extent the rsx1 phenotype is caused
by silencing-induced transriptome alterations. Analysis of additional mutants similar to the described
one corresponding to donwregulated transcripts in rsx1 may provide further insights in structure and

regulation of PD.
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8. Anhang

I. Differentiell regulierte Transkripte in rsx1 Petiolen

Tab. 8.1: Negativ regulierte Transkripte in rsx1 Petiolen.

Mittelwert Mittelwert rsx1/WT Lokus Beschreibung

Replikate rsx1 | Replikate WT

0,210 3,624 0,058 AT2G21650 myb family transcription factor

0,375 6,077 0,062 AT1G73220 Arabidopsis thaliana organic cation/carnitine transporter 1
0,404 5,079 0,080 AT3G16360 AHP4; histidine-containing phosphotransmitter 4

0,237 2,844 0,083 AT1G70260 nodulin MtN21 family protein

0,286 3,234 0,088 AT1G70260 nodulin MtN21 family protein

0,286 3,187 0,090 AT1G60190 armadillo/beta-catenin repeat family protein

0,490 4,956 0,099 AT1G64360 oxd. stress response

0,428 4,292 0,100 AT4G01390 meprin and TRAF homology domain-containing protein
0,287 2,842 0,101 AT3G48240 octicosapeptide/Phox/Bemlp PB1

0,391 3,698 0,106 AT4G01380 plastocyanin-like domain-containing protein

0,516 4,671 0,110 AT4G08570 heavy-metal-associated domain-containing protein
0,541 4,653 0,116 AT3G10150 calcineurin-like phosphoesterase family protein

0,301 2,586 0,116 AT5G65040 senescence-associated protein-related

0,527 4,100 0,129 AT1GO01520 myb family transcription factor

0,375 2,844 0,132 AT1G49310 unknown

0,412 2,865 0,144 AT3G05690 CCAAT-binding transcription factor

0,625 4,317 0,145 AT5G50800 nodulin MtN3 family protein similar

0,434 2,942 0,147 AT5G06510 CCAAT-binding transcription factor (CBF-B/NF-YA) family protein
0,668 4,158 0,161 AT3G46720 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
0,395 2,408 0,164 ATIG31750 proline-rich family protein

0,594 3,556 0,167 ATI1G17710 unknown

0,413 2,386 0,173 AT5G23020 2-isopropylmalate synthase 2 IMS2

0,543 3,113 0,174 AT1G13710 cytochrome P450 family protein similar

0,388 2,215 0,175 AT3G04530 phosphoenolpyruvate carboxylase kinase 2 PPCK2
0,610 3,475 0,176 AT1G48590 C2 domain-containing protein

0,522 2,950 0,177 AT3G15990 sulfate transporter

0,395 2,224 0,178 AT4G27654 unknown

0,510 2,849 0,179 AT4G00870 basic helix-loop-helix (bHLH) family protein

0,710 3,953 0,180 AT3G28270 expressed protein similar to Atl4a

0,481 2,658 0,181 AT5G43650 basic helix-loop-helix (bHLH) family protein

0,380 2,092 0,181 AT5G15500 ankyrin repeat family protein

0,422 2,313 0,183 AT2G40435 unknown

0,556 3,036 0,183 AT1G76530 auxin efflux carrier family protein

0,599 3,142 0,191 AT5G42610 hypothetical protein contains Pfam domain, DUF607
0,602 3,123 0,193 AT1G74930 AP2 domain-containing transcription factor

0,630 3,213 0,196 AT2G22200 AP2 domain-containing transcription factor

0,415 2,050 0,202 AT2G18480 mannitol transporter
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ii

Mittelwert Mittelwert rsx1’'WT Lokus Beschreibung

Replikate rsx1 | Replikate WT

0,512 2,524 0,203 AT1G04370 ethylene-responsive factor

0,588 2,895 0,203 AT5G58770 dehydrodolichyl diphosphate synthase

0,432 2,119 0,204 AT1G34060 alliinase family protein contains

0,566 2,769 0,204 AT5G04310 RSX1; pectate lyase like protein

0,424 2,075 0,204 AT1G66390 myb family transcription factor

0,452 2,206 0,205 AT2G04170 meprin and TRAF homology domain-containing protein
0,407 1,923 0,212 AT3G48740 nodulin MtN3 family protein

0,508 2,388 0,213 AT4G26950 expressed protein contains Pfam profile DUF584

0,579 2,622 0,221 AT3G12580 heat shock protein 70

0,453 2,012 0,225 AT4G22940 protein kinase family protein

0,516 2,286 0,226 AT1G69790 protein kinase

0,614 2,667 0,230 AT1G78390 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase/neoxanthin cleavage enzyme
0,587 2,539 0,231 ATI1G19630 cytochrome P450 family protein

Angegeben sind die 50 am stérksten negativ regulierten Transkripte in rsx1 Petiolen gegeniiber dem Wildtyp [WT], nachdem

Arrayrohdaten mit dem ,,GeneSpring GX 7.3.1“-Programm [Agilent] ausgewertet und ein “Volcano Plot” [Signifikanz-

schwelle bei p = 0,05; ungleiche Varianzen] durchgefiihrt worden war; Mittelwerte aus den biologischen Replikaten geben

relative Signalintensitidten [Expression] an; Beschreibung laut www.arabidopsis.org.

Tab. 8.2: Hochregulierte Transkripte in rsx1 Petiolen.

Mittelwert Mittelwert rsx1/WT | Lokus Beschreibung

Replikate rsx1 | Replikate WT

2,696 0,015 174,8 AT5G24240 phosphatidylinositol 3- and 4-kinase family protein
3,990 0,122 32,6 AT5G20630 germin-like protein (GER3)

10,887 0,344 31,7 AT3G49620 2-oxoacid-dependent oxidase

2,546 0,092 27,6 AT3G58120 bZIP transcription factor family protein

3,936 0,191 20,6 AT1G31690 copper amine oxidase

6,409 0,349 18,4 AT2G23170 auxin-responsive GH3 family protein

3,320 0,187 17,7 AT2G44790 uclacyanin II

8,649 0,493 17,5 AT5G06990 expressed protein

2,431 0,143 17,0 AT2G19800 expressed protein similar to myo-inositol oxygenase
2,803 0,181 15,5 AT1G75590 auxin-responsive family protein

6,775 0,464 14,6 AT5G26220 ChaC-like family protein

2,667 0,185 14,4 AT1G10550 xyloglucan:xyloglucosyl transferase

3,945 0,287 13,7 AT5G20250 raffinose synthase family protein / seed imbibition protein
6,138 0,465 13,2 AT1G33960 avirulence-responsive protein / avirulence induced gene (AIG1)
5,692 0,450 12,6 AT3G26200 cytochrome P450 71B22,

4,001 0,321 12,5 AT3G04290 GDSL-motif lipase/hydrolase family protein

2,240 0,189 11,9 AT5G45670 GDSL-motif lipase/hydrolase family protein

5,812 0,498 11,7 AT2G37000 TCP family transcription factor

2,514 0,216 11,6 AT2G42380 bZIP transcription factor family protein

4,582 0,395 11,6 AT3G23550 MATE efflux family protein

2,625 0,238 11,0 AT4G34250 fatty acid elongase

4,757 0,433 11,0 AT3G13790 beta-fructosidase (BFRUCT1) / cell wall invertase
4,746 0,434 10,9 AT2G28085 auxin-responsive family protein
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Mittelwert Mittelwert rsx1/WT | Lokus Beschreibung
Replikate rsx1 | Replikate WT
2,541 0,240 10,6 AT4G02290 glycosyl hydrolase family 9 protein
5,846 0,554 10,6 AT4G35280 zinc finger (C2H2 type) family protein
3,348 0,330 10,2 AT1G36060 AP2 domain-containing transcription factor
2,909 0,289 10,1 AT1G13670 expressed protein
3,591 0,361 9,9 AT3G29370 contains InterPro domain Helix-loop-helix DNA-binding
2,992 0,317 9,4 AT1G50040 expressed protein
4,749 0,503 9,4 AT3G57240 beta-1,3-glucanase (BG3)
2,442 0,264 9,2 AT5G24250 hypothetical protein
4,397 0,479 9,2 AT1G30720 FAD-binding domain-containing protein
3,682 0,410 9,0 AT3G49110 peroxidase 33 (PER33) (P33) (PRXCA) / neutral peroxidase C
4,495 0,507 8,9 AT3G01900 CYP94B, Cytochrome P450
2,515 0,294 8,5 AT5G04530 beta-ketoacyl-CoA synthase family protein KCS1
4,014 0,473 8,5 AT4G02100 DNALJ heat shock protein
Chr1:886848-
2,826 0,337 8.4 7886789 bp unknown, not annotated
3,848 0,460 8,4 AT5G56870 beta-galactosidase / lactase
2,495 0,301 8,3 AT1G11450 nodulin MtN21 family protein
2,945 0,357 8,2 AT5G48375 glycosyl hydrolase family 1
3,059 0,374 8,2 AT4G34790 auxin-responsive family protein
4,016 0,493 8,1 AT2G33080 leucine-rich repeat family protein
4,244 0,528 8,0 AT1G12030 expressed protein
2,493 0,311 8,0 AT5G49170 expressed protein
4,355 0,551 79 AT3G15356 legume lectin family protein
3,526 0,453 7.8 AT3G48360 speckle-type POZ protein-related
4,262 0,552 7,7 AT4G14250 UBX domain-containing protein
2,548 0,333 7,7 AT1G52770 phototropic-responsive NPH3 family protein
2,392 0,314 7,6 AT1G22330 RNA recognition motif (RRM)-containing protein
1,974 0,263 7,5 AT4G24275 expressed protein

Die Tabelle zeigt die 50 am starksten positiv in rsx1 Petiolen regulierten Transkripte gegeniiber dem Wildtyp [WT]; nachdem

Arrayrohdaten mit dem ,,GeneSpring GX 7.3.1“-Programm [Agilent] ausgewertet und ein “Volcano Plot” [Signifikanz-

schwelle bei p = 0,05; ungleiche Varianzen] durchgefiihrt worden war; Mittelwerte aus den biologischen Replikaten geben

relative Signalintensititen [Expression] an; Beschreibung laut www.arabidopsis.org.

II. Identifizierte MP17:HIS Peptide

Tab. 8.3: MP17:His spezifische Peptide detektiert durch MS/MS-Analyse.

Position [aa] Score Sequenz Modifikationen Verdau
63 - 68 33 R.HSCLQR.T - trypsin
68 - 76 53 Q.RTTSWATPK.E Arg - Ser trypsin
69 - 76 65 R.TTSWATPK.E - trypsin
69 - 83 39 R.TTSWATPKEVSPSGR.V - trypsin
77 - 89 33 K.EVSPSGRVYQTVR.H - trypsin
83 -89 22 G.RVYQTVR.H Arg - Gly trypsin
93 -103 22 R.MEYSRPTMSIR.S Oxidation (M) trypsin
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Position [aa] Score Sequenz Modifikationen Verdau

103 - 114 55 L.RSQASYFSSSAR.P Arg - Gly trypsin

104-114 44 R.SQASYFSSSAR.P - trypsin

115-132 46 R.PLPPPPVPSLMSWTPIAK.Y Val — Ala, Oxidation (M) | trypsin

123 - 132 46 P.SLMSWTPIAK.Y - trypsin

133 - 144 57 K.YHPSSPTSTSSK.L - trypsin

148 - 155 28 R.AAPKLIKR.G Formyl (K) trypsin

18 -27 39 F.AGALTEFSQW.L trypsin / chymotrypsin
45-62 17 E.AIAAQEELEFPEDEAQAR.H trypsin / chymotrypsin
52-62 50 E.LEFPEDEAQAR.H - trypsin / chymotrypsin
53-62 34 L.EFPEDEAQAR.H - trypsin / chymotrypsin
69 -76 50 R.ITTSWATPK.E - trypsin / chymotrypsin
69 - 83 23 R.TTSWATPKEVSPSGR.V - trypsin / chymotrypsin
75-83 40 T.PKEVSPSGR.V - trypsin / chymotrypsin
77 -85 39 K.EVSPSGRVY.Q - trypsin / chymotrypsin
96 - 103 23 Y.SRPTMSIR.S - trypsin / chymotrypsin
100 - 108 35 T.MSIRSQASY.F Oxidation (M) trypsin / chymotrypsin
100 - 109 30 T.MSIRSQASYEF.S Oxidation (M) trypsin / chymotrypsin
101 - 108 22 M.SIRSQASY.F - trypsin / chymotrypsin
101 - 109 29 M.SIRSQASYF.S - trypsin / chymotrypsin
126 - 132 27 M.SWTPIAKY.H - trypsin / chymotrypsin
133 - 141 39 K.YHPSSPTST.S - trypsin / chymotrypsin
133 - 142 44 K.YHPSSPTSTS.S - trypsin / chymotrypsin

Spektren wurden durch ,,Mascot* mit der MP17:HIS Sequenz verglichen, wobei eine Carbamidomethyl- Modifikation von

Cystein, Oxidation von Methionin und Desaminierung von Asparagin und Glutamin als variabel angenommen wurde, ebenso

die Phosphorylierung von Serin, Tyrosin und Threonin. Die Massen-Toleranz wurde auf 1,1 Da bei MS und 0,1 Da bei

MS/MS gesetzt; angegeben sind identifizierte Peptide und deren Position in MP17, flankierende Aminosduren sind durch

Punkte getrennt und modifizierte Aminosduren unterstrichen. Dabei wurden Peptide mit einem Score-Wert von unter 15

[entspricht p < 0,03] verworfen; Phosphopeptide sind unter 3.1.5.3 angegeben.
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I1I. Oligonukleotide

Tab. 8.4: CAPS-Marker.

Name Primer 5°-3"-Sequenz Col Ler Position
[Mbp]
J1-20315289-Mwol 1 | TGTGGGTTAAACCGTTAAGGTAA 705, 300, 405 20,315

2 | GGACCAGTTGAGGAGCTTGA

J1-20357489-Secl 1 | GGTATCTTTTGGCGATGTGC 100, 120, | 120, 190, | 20,358
190, 220, | 300, 490,
490, 530, | 1100

2 | TACTGACGTCAAGATCTGCCAAT

1100
J1-20406898-Xmnl 1 | GGTATCTTTTGGCGATGTGC 830, 320 1150 20,407
2 | AAAGGATTTTCTACTTGGCCTTTT
J1-20373676-TspEI 1 | TCTGATCTGATTCATCTCGACCT 80, 170, 400, | 80, 170, 430, | 20,374
430, 850 590
2 | TGTGGTTACGGTTGTTGTCG
J1-20508672-Alul 1 | GCTATCACACGTGCCTCCTT 500, 280, | 750, 280, | 20,509
250, 100 100

2 | ATTAAATTTCTCATGCATAATCACTCG

CAPS-Marker auf Chromosom 1 fiir Feinkartierung erstellt mit dem Programm ,Marker Tracker®

(http://bar.utoronto.ca/markertracker/); angegeben sind die DNA Fragmentldngen in bp, welche nach Verdau des durch PCR
erzeugten Fragments mit dem jeweiligen Restriktionsenzym [letzter Teil der Marker Bezeichnung] entstehen; die Position
gibt die Lage des jeweiligen Einzelnukleotid-Austausches an; Col = Fragmentldngen nach Verdau des Col-0 PCR-Produktes;
Ler = Ler spezifische Fragmente.

Tab. 8.5: Oligonukleotide fiir Real-Time Analysen.

Gen Primer Name Sequenz 5°-3’

AT1G04310 (RSX1) FV104 RSXI1 r GCCACCGCACCGCTATTGT
FV105 RSX1 _f GCAGCGGCAGTGACAGTGATG

AT1G11190 (BFN1) FV207 1g11190_1 GGTTGCCAATAGTGATGAAGAGAATAGT
FV208 1g11190_2 CAGCAACACCAGCAATAGCATGA

AT1G54560 (ATXIE) FV194 560_qper_1 CAGAAGATTGAAGCATTGACAGAAGAA
FV195 560_gper_2 GTTGCATCATCGGCCCTTTG

AT1G64360 FV156 1g64360_1 GTAAAAGTGAGAAACGAAGACATGCA
FV157 1g64360_2 CCTTGGATTCTTATTTATTACATTCAGACAT

AT1G70690 MT28 AT1G70690FW TAACTCCCTCCTCTCTTCCTTCGTCA

MT29 AT1G70690RV TAGACCCAACCGCCTGCTCG

AT2G21650 (MEE3) Fv221 2g21650_1 CGTGCCATTCCCTGACTACAAG
FVv222 2921650 _2 CATCACGCAGCCTGCCTCT

AT2G33330 FV209 2g33330_1 TCTTGTCATTTGCTTACTTTTCGTCA
FVv210 2g33330_2 CTTGCCTCCATTTCGGGGTT

AT2G33860 (ARF3) FV129 ARF3_f ACTTGTTCGGATGGTGGAGCC

FV130 ARF3 r ATCGGTTATTGAGTAGGCGGGAA
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Gen Primer Name Sequenz 5°-3’
AT3G16360 (AHP4) MTI19 AT3G16360 FW | TAAGGGAAGCAGCACGAGCATTG

MT20 AT3G16360 FW | AGCATCCTTCCGCATTTCCAG
AT3G26810 (AFB2) FV134 AFB2_f GGCGCTTCTTGCTGATGTGA

FV135 AFB2 r CCTCGTGTCCGTTTTCTTCCAT
AT5G09810 (AtAktin 2) 1185 AtAct2-5'qPCR CACAGCACTTGCACCAAGCAG

1186 AtAct2-3'qPCR GGACCTGCCTCATCATACTCG
At5g43980 (PDLP1a) MT27 AT5G43980FW GGTGGTGGCGGAGGAGGTT

MT34 AT5G43980RV TGAGAAAGCAAAGAGTGAGTGTGGAG
Aktin 2 (N. benthamiana) | -- actin2_fwd_qpcr | GCCAACAGAGAGAAGATGACCCAG

- actin2_rev_qpcr ACACCATCACCAGAGTCCAACACAAT
Biotinylierungssignal FV162 biotin_1 GTATTGGTGAAGGATGGGGAGAAAGT
(MP17-PMBH) FV163 biotin_2 GACCGATTGGCCCACTTTGATT
MP17 FV97 MP17_f TACAACAACCAAGGAGGCGAAGAA

FV98 MP17_r CGATTGCCTCCTCTTCTACGTCTTC

Tab. 8.6: Oligonukleotide fiir die Sequenzierung des kartierten Bereichs (Chromosom 1) in 10-3-1.

Name Sequenz 5°-3° Produktlinge [bp]

Fv223 1031-1f GGAGAACCAGGCTACAAGGAGAGG 4967

Fv224 1031-1r GTGGGTCTCCTCTGACAGGCTCC

Fv225 1031-2f CGACTAAAGCAAAGACCATCCAACG 5101

Fv226 1031-2r GGTGAGCGATGAAGAACATTTGGG

Fv227 1031-3f GAGCTTGGTAATGGACTTTGACCGAC 5069

Fv228 1031-3r CGAAGACAACAACACCAGCTCCC

FV229 1031-4f CCACACACCGATATGACCTCCTTTC 5130

FV230 1031-4r CCCCAAGGTGTGAATCTTGCC

FVv231 1031-5f CGCTCTTGAGGTTCTTGGTGCC 5006

Fv232 1031-5r GGTGCGATGTAAAGGCGCTTG

FV233 1031-6f CCTTGGCGCAGTAGACATTCCTTAC 5081

Fv234 1031-6r GCCAAGAAGAAGCAAAGCGGC

Fv235s 1031-7f GTGAGCAAACTGATGCTATCTTCCTG 5054
Fv236 1031-7r CCTGACCCATCCACCAGCG
Fv237 1031-8f GTGTAGTTGCTCGGGTAGAGAAGTCG 5082

Fv238 1031-8r GAATGGAAGCAGGAACTTGAGGC

Fv239 1031-9f GAATTGAGCCGTTGCATCGAGG 5056

FV240 1031-9r GTTGGTAGAAGTTATGGTGAGAAATGAAGC

FV241 1031-10f | GATTTCCTTTCTTTATCACCATTTGCC 5008

FVv242 1031-10r | GAGAAAGCACAGTCTATCGCCACAG
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Name Sequenz 5°-3’ Produktliinge [bp]
FVv243 1031-11f | CACTCCGCTTACTTCGTTGCCTTC 2839
Fv244 1031-11r | CGAGAGGCGAGAGGAGTTCACTG

Angegeben sind die Fragmentldngen von PCR-Produkten, welche von genomischer DNA [10-3-1] mit beiden Primern ampli-

fiziert wurden; die Sequenzierung der Fragmente wurde durch primer walking von der Firma GATC [Konstanz] durchge-

fiihrt. Einzelne Fragmente iiberlappen auf genomischer Ebene, insgesamt wird der Abschnitt von 20,357317 Mbp bis
20,407646 Mbp auf Chromosom 1 abgedeckt.

Tab. 8.7: SSLP-Marker nach Lukowitz et al. 2000 fiir Grobkartierung.

C Name Primer 1 Primer 2 Col Ler Position[bp]
1 F21M12 TTACTTTTTGCCTCTTGTCATTG GGCTTTCTCGAAATCTGTCC 200 | <200 3212191

1 ciwl2 AGGTTTTATTGCTTTTCACA CTTTCAAAAGCACATCACA 128 115 9621344
1 ciwl ACATTTTCTCAATCCTTACTC GAGAGCTTCTTTATTTGTGAT 159 135 18367549
1 nga280 GGCTCCATAAAAAGTGCACC CTGATCTCACGGACAATAGTGC 105 85 20877364
1 ngalll TGTTTTTTAGGACAAATGGCG CTCCAGTTGGAAGCTAAAGGG 130 162 27356874
2 ciw2 CCCAAAAGTTAATTATACTGT CCGGGTTAATAATAAATGT 105 90 1194603
2 ciw3 GAAACTCAATGAAATCCACTT TGAACTTGTTGTGAGCTTTGA 230 200 6409928
2 ngall26 GCACAGTCCAAGTCACAACC CGCTACGCTTTTCGGTAAAG 191 199 11702237
2 ngal68 GAGGACATGTATAGGAGCCTCG TCGTCTACTGCACTGCCG 151 135 16298919
3 ngal62 CTCTGTCACTCTTTTCCTCTGG CATGCAATTTGCATCTGAGG 107 89 4608284
3 ciwll CCCCGAGTTGAGGTATT GAAGAAATTCCTAAAGCATTC 179 230 9775545
3 ciw4 GTTCATTAAACTTGCGTGTGT TACGGTCAGATTGAGTGATTC 190 215 6409928
3 ngaé ATGGAGAAGCTTACACTGATC TGGATTTCTTCCTCTCTTCAC 143 123 23042025
4 ciws GGTTAAAAATTAGGGTTACGA AGATTTACGTGGAAGCAAT 164 144 737954

4 ciw6 CTCGTAGTGCACTTTCATCA CACATGGTTAGGGAAACAATA 162 148 7892620
4 ciw? AATTTGGAGATTAGCTGGAAT CCATGTTGATGATAAGCACAA 130 123 11524362
4 ngal107 CGACGAATCGACAGAATTAGG GCGAAAAAACAAAAAAATCCA 150 140 18096131
5 CTR1.2 CCACTTGTTTCTCTCTCTAG TATCAACAGAAACGCACCGAG 159 143 979763

5 ciwd TAGTGAAACCTTTCTCAGAT TTATGTTTTCTTCAATCAGTT 100 135 7485588
5 PHYC.3 CTCAGAGAATTCCCAGAAAAATCT | AAACTCGAGAGTTTTGTCTAGATC 207 222 14025127
5 ciw9 CAGACGTATCAAATGACAAATG GACTACTGCTCAAACTATTCGG 165 145 17061229
5 ciwl0 CCACATTTTCCTTCTTTCATA CAACATTTAGCAAATCAACTT 140 130 24548097

Die Position nach www.arabidopsis.org gibt den Startpunkt des Markers an; C = Chromosom.




& Anhang

viii

Tabelle 8.8: SSLP-Marker auf Chromosom I fiir Feinkartierung.

Bac- Ref | Position
Name 5°-3"-Sequenz Col | Ler
Klon [Mbp]
NT7123 1 GTGTCCTTTTTTCTCAACGATG T
T6A9 199 | <199 0,427343
2 CATGCACGTACGATTTGTTTAAC
NTIG11 1 AATTGCATAAGGCACTTGAAAG T
T1G11 206 | <206 1,243168
2 GAAGACAAAGCTCTGCAGTAATG
CER459966 1 GCAGTTTATGTCGGCCTGGCC C
T2711 272 | 238 3,320892
2 GTGCCGATCCTCAAATATGCTGC
CER458001 1 GGTGGCTTTGCATTTTCTACGC C
T10024 316 | 298 3,477925
2 CGTTCCTTACATTTATTCTCTGCCAAC
CER465532 1 CCCACTCTCGTGTCCAAATCG C
F20B24 273 | 255 3,523132
2 GGAATCAATTAATGGGACCAATTTTAC
F16J7-TRB 1 TGATGTTGAGATCTGTGTGCAG T
T23J18 165 | 114 3,828444
2 GTGTCTTGATACGCGTCGAT
474023 1 GGTTCTTGGGATACCCTGATAACCG C
T28K15 202 | 184 4,099827
2 GGTCGAAGAGTCTTGTGGAGTTGG
CER451928 1 CATTCAGATTGATTATTGAAATCAAATAATCG C
F3F19 129 109 4,461236
2 GAAGCTCCAGATTCGATCGTGCC
CER453516 1 CACACTAATTTAATATTTCCTTCTTCCCC C
FIL1 193 155 5,297373
2 CAAATTGGTAACCGAATTACTTTGACTC
NF19G9 1 AAGAACTTAATTTCTCTCACCCG T
F19G10 197 | <197 8,147245
2 AGTTGGTCCTCGAGCTCTCC
T27K12-SP6 1 GGAGGCTATACGAATCTTGACA T
F7F22 146 | 152 15,926702
2 GGACAACGTCTCAAACGGTT
479919 1 CCATTGACCAAGTTATCATTTATGAATAAG C
F22G10 260 | 234 19,963923
2 GCTAGCAGCTTGAGGAATGGGG
CER450424 1 CGTGCAAGCTCTGCGACTCAG C
F20D21 200 | 192 20,235671
2 GCTTAACGTGTATGAGTAACATAAATATGCTTAG
CER459452 1 CTTCAGTCGTAAGCGCTGACAAAG C
T22H22 174 | 163 20,415223
2 GAAGAGAGGGAGGCTCATCTCCC
ngal28 1 ATCTTGAAACCTTTAGGGAGGG T
F7A10 180 | 190 20,633251
2 GGTCTGTTGATGTCGTAAGTCG
480623 1 GCACAGTCTATTCAAGTCATCAAGAGACG C
F13N6 193 | 180 21,098872
2 GGCAAATGCTAACTCTAGTCACACACAC
469986 1 CTGAAGAGTTTATGGCAGTAGCATCTGC C
F25P12 357 | 329 21,296356
2 CGAGCTGATAAGTGAAACACATAGGGAC
NF11P17 1 TTTCAGTTTGATGATTTATTCGC T
F11P17 209 | <209 22,601517

2 CGCAATCGATTTTATTTAAATCC
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Bac- Ref | Position
Name 5°-3"-Sequenz Col | Ler
Klon [Mbp]
NF5114 1 GGCATCACAGTTCTGATTCC T
F5L14 195 | >195 24,374008
2 CTGCCTGAAATTGTCGAAAC

Marker wurden entweder aus TAIR (www.arabidopsis.org; T) entnommen oder auf Basis der IN/DEL Kollektion von CE-

REON (http://www.arabidopsis.org/browse/Cereon/index.jsp; C) erstellt. Die Position gibt den Startpunkt des gesamten
SSLP-Markers an.

Tab. 8.9: Sonstige Oligonukleotide

Name Sequenz 5°-3°

FV13 Atlg04310+1th CAC CAA CAA TGG TGG CTC ATG AGA GGA GGA TC
FV14 Atl1g04310+1554rh | TGA TCT CGT ATG GTG TGG AAT ATA CC

FV17 MP17-ASPdown2 GGT ACC ATG TCA ATG GTG GTG TAC AAC AACC
FV18 MP17-Sallup GTC GAC TCC GCG CTT GAT AAG TTT TGG C

FV20 MP17BamHisup TAT AGG ATC CTC AGT GAT GGT GAT GGT GAT GTC CGC GCT TGA TAA GTT TTG GC
FV25 At5g45980+103f CCA TCA CTC TTT CTC GTC CAC TCG

FV26 At5g45980+491r GCT GCC TTG ATT CTT GAT AGG GG

FVs50 Lbal TGG TTC ACG TAG TGG GCC ATC G

FV353 rsx1+505f GAC ATG GGA ATC AAA CTC AAACACG

FV56 LB1 GCC CTT TGA CGT TGG AGT CCA CGT TC

FV57 LB2 CCA AAC TGG AAC AAC ACT CAA CCCTAT CTC G
FVs58 RBI1 GCG AAA CGA TCC AGA TCC GGT GCA G

FV59 RB2 CGA GGG GAA TTT ATG GAA CGT CAG TGG AG
FV70 sGFP1 GCG AAT TCA TGG TGA GCA AGG GC

FV71 sGFP2 GCG GAT CCT TAC TTG TAC AGC TC

FV74 At1g54490+1419f GAA GGT TTG TGC TGG GTT TGC C

FV75 At1g54490+2878r CAG AAG AACCTC CTT ATG CGC C

FV131 At5g04310+2166r GCT TCC TCC ACC CAA ACT AGC ATC TAC

FV157 1g64360_2 CCT TGG ATT CTT ATT TAT TAC ATT CAG ACA T
FVI1s8 1g64360_3 ACT TAG CAG GTG AAA CAA TGT CGT

Fv177 Atlg64360 1 CGA AGG AGC CCC CAT GAC TG

Fv178 Atlg64360_2 CTA GGC TAC ATT TGC TAG TGG ATC TGT C

FV255 AtActl-5’ GCG ATG AAG CTC AAT CCA AACGAGG

FV256 | AtActl-3’ GGT CAC GAC CAG CAA GAT CAAGACG

APl GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C

AP2 --- ACT ATA GGG CACGCGTGG T

D85 ATG GAT CCT TAT TTG TAT AGT TCA TCC ATG C
MTI RSX1cdskpnlf GGT ACC ATG GTG GCT CAT GAG AGG AGG ATC
MT2 RSX1cdsxbalr TCT AGA CTA TGA TCT CGT ATG GTG TGG AAT ATA TAC C

Restriktionsenzymschnittstellen sind unterstrichen, die kodierende Sequenz fiir 6 x HIS ist kursiv dargestellt.
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IV. Sequenzen von Xrn412-1-1, Xrn417-4-1

XIN412-1-1: Gezeigt ist die reife nRNA Sequenz beginnend mit ATG bis einschlieBlich einem Codon nach der Mutation in

12-1-1 [Guanin zu Adenin, letzte Base von Intron 17; Position 1902 bp der hier gezeigten Sequenz; fett dargestellt]; zusitzli-
che Intronsequenz ist Grau markiert; in Xrn412-1-1 gegeniiber dem Wildtyp verdanderte Aminoséuren sind fett dargestellt.

atgggagtaccggcgttctacagatggctcgctgaccgatacccgaagtcaattagtgac 60
M GV PAFYRWILAD I RY®PK S 1 S D
gtcgttgaagaagaacctaccgatggaggtcgtggtgaccttattcctgttgatatcacc 120
vVVvVvEEEWPTDSGS GRGDTULI11I PV DI T
agacctaaccctaacggcttcgaatttgataatttgtatctcgatatgaatggtatcatt 180
R P NPNGIFEFDNULYLDMNGTII
catccttgtttccatcctgaaggaaagcctgcacctgccacgtacgatgatgtatttaaa 240
H P CFHPEGIKUPAPATYDDV FK
tcaatgtttgagtacattgaccatctttttactttagtgcgtccgaggaagattctttat 300
S M F EY I DHLFTULVRZPRI K1 LY
ttggctatagatggagttgcgccgagagcaaagatgaatcagcagcgttctcgacgtttc 360
L Al DGV APRAKMMNZ QI QRSRRF
agagctgcaaaggacgcagcagaggctgaagctgaggaagagaggttgagaaaagatttt 420
R AAA K DA AAEAEAETEEIRLRKDF
gagatggagggccaaatcttgtccgctaaagagaaagctgaaacctgtgattcaaatgtc 480
EMEGOQI1 L S AKEIKAETT CD SNV
attactcctgggaccccttttatggctatactgtcagtcgctcttcagtattacatccaa 540
I T P GTPFMATIULSVALOQY Y I Q
tctaggttaaaccataaccctggctggagatatgttaaggtaattctttctgattcaaat 600
S R L NHNWPGWRY VKV I L S D SN
gttccgggagaaggagaacacaagataatgtcatacattcgtctccaacgtaatcttcct 660
v P G EGEHIKIT M S Y I R L QRNILP
ggttttgatccaaatacacggcattgtctatatggtctggatgcagatttgataatgctc 720
G FDPNTRMHTCLYGLDADTILTIML
tccttagctacacatgaagttcacttttccatcttaagagaggttatcacttaccctggg 780
S LATHEVHZFS 1T LREWV I TY PG
cagcaagagaaatgctttgtgtgtggacaaactggccactttgcttcagattgccctgga 840
Q Q EK CFVCGQTGHTFASUDTCUPG
aaatcaggtagcaataatgcagcagctgatattccaatccacaagaaaaaatatcagttc 900
K $ GS NN AAAD1 P 1 HKK K'Y QF
ctgaacatttgggtgttgcgagaatatctgcaatatgaattggccattccagatcctect 960
L NT WVLREYLOQYELATILIPDPFP
tttatgatcaactttgagagaataatagacgactttgtattcctttgcttttttgttggt 1020
FMI NFER1T 1 DDFV FLCFUF VG
aatgacttcctacctcatatgcctacactggaaattcgagagggggctataaacttgctg 1080
NDFLPHMPTULETI REGATI NLL
atgcatgtttacagaaaggagtttacagctatgggaggctatctaacagattctggtgag 1140
M HV YR KEVFTAMGTGYLTD S G E
gttttactagatagggtagagcatttcattcaagctgtcgctgtaaatgaagataaaata 1200
V L L D vV EHFI1 Q AV AV NED K I
tttcagaaaagaacgcggataaaacagtcaatggataacaatgaagaaatgaagcaaaga 1260
F Q KR TR1T KQSMDNNETEMIKQR
tctagaagggacccatctgaggtaccacctgaaccgatagacgataagattaaattagga 1320
S RRDWPSEVZPPEUWPI1I DUDIK 1 KL G
gaaccaggctacaaggagaggtattatgctgagaaatttagtacgaccaatccagaggaa 1380
E P GY KERY Y AEIKUFSTTNPE E
actgagcaaatcaaacaagacatggtactgaaatatgttgaaggtttgtgctgggtttgc 1440
T EQ I K QbMV L KY VEGGLTCWUVC
cggtactactaccaaggtgtatgctcttggcaatggttttacccataccattatgctcca 1500
R Y YYQ GV CSWQWFYPYHY AP
tttgcttcagatcttaagaatctacctgatttagaaatcacattttttattggagagccc 1560
FASDUL KNLW®PDULETIITZFZF1 G E P
tttaaaccttttgaccagttaatgggaaccctgccggctgcaagctcaaatgcgctgect 1620
F K PFDQLMGTULUPAASSNAWLP
ggagaataccggaagttgatgactgatccctcatccccgatacttaaattttaccctget 1680
G EYRKULMTD®PSSPI1 L KFY P A
gattttgagcttgacatgaatggaaagcgcttcgcctggcagggtattgcaaaacttcct 1740
b FELDMNGI KR RFAWAQSGTIAZ KTLP

ttcattgaggagaaattattgttagctgctacaaggaagcttgaagaaactctaacgg 1800
F 1 E E K L L L A AT K L E E T L T D
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1860
G LFASYKVVL*LIRLL *P S VF
agtg 1905
M AV Y D *L QY G S I F QV

XrN417-4-1: Die reife mMRNA Sequenz ist beginnend mit dem ATG bis zu dem neu entstandenem Stop-Codon gezeigt [Dele-

tion eines Guanin zwischen Position 1210 und 1211, beide Nukleotide fett markiert]; in Xrn4i7-4-1 gegeniiber dem Wildtyp
veranderte Aminosduren sind fett dargestellt.

atgggagtaccggcgttctacagatggctcgctgaccgatacccgaagtcaattagtgac 60
M 6V P AFYRWILADWRYPIKS 1T S D
gtcgttgaagaagaacctaccgatggaggtcgtggtgaccttattcctgttgatatcacc 120
VV E E E P T D G R 6 bL I PV DI T
agacctaaccctaacggcttcgaatttgataatttgtatctcgatatgaatggtatcatt 180
R P NPNGIFEFDNULYLDMNGTII
catccttgtttccatcctgaaggaaagcctgcacctgccacgtacgatgatgtatttaaa 240
H P CFWHPEGIKWPAPATYDDV FK
tcaatgtttgagtacattgaccatctttttactttagtgcgtccgaggaagattctttat 300
S M F EY I DHLZFTULVRPRIKTI LY
ttggctatagatggagttgcgccgagagcaaagatgaatcagcagcgttctcgacgtttc 360
L Al DGV APRAKMMNI QI QRSRRF
agagctgcaaaggacgcagcagaggctgaagctgaggaagagaggttgagaaaagatttt 420
R AAK DA AAEAEAEEEIRULRKDF
gagatggagggccaaatcttgtccgctaaagagaaagctgaaacctgtgattcaaatgtc 480
EMEGQ1 L S AKEIKAETT CD SNV
attactcctgggaccccttttatggctatactgtcagtcgctcttcagtattacatccaa 540
I T P GTPFMAIULSVALOQY Y I Q
tctaggttaaaccataaccctggctggagatatgttaaggtaattctttctgattcaaat 600
S R L NHNWPGWRY VKV I L S D SN
gttccgggagaaggagaacacaagataatgtcatacattcgtctccaacgtaatcttcct 660
vV P G EGEHIKIT M S Y I R L QRNILP
ggttttgatccaaatacacggcattgtctatatggtctggatgcagatttgataatgctc 720
G FDPNTRMHTCLYGLDADTILTIML
tccttagctacacatgaagttcacttttccatcttaagagaggttatcacttaccctggg 780
S LATHEVHUEFSI1TLIREUV I TY PG
cagcaagagaaatgctttgtgtgtggacaaactggccactttgcttcagattgccctgga 840
Q Q EK CFVCGQTGHTFASUDTCUPG
aaatcaggtagcaataatgcagcagctgatattccaatccacaagaaaaaatatcagttc 900
K S GS NNAAADT1 P 1 HKKK Y QF
ctgaacatttgggtgttgcgagaatatctgcaatatgaattggccattccagatcctect 960
L NT WVLREYLOQYELATILIPDPFP
tttatgatcaactttgagagaataatagacgactttgtattcctttgcttttttgttggt 1020
FMI NFERT1T 1 DDZFV FLCFTF VG
aatgacttcctacctcatatgcctacactggaaattcgagagggggctataaacttgctg 1080
NDFLPHMPTTULETI REGATI NLIL
atgcatgtttacagaaaggagtttacagctatgggaggctatctaacagattctggtgag 1140
M HV YRKEVFTAMGTGY L TD S G E
gttttactagatagggtagagcatttcattcaagctgtcgctgtaaatgaagataaaata 1200
v L LDRYVY EHZFI1T Q AV AV NED K I
tttcagaaaaaacgcggataa 1221
F Q K K R G *
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V. Spektren von MP17:HIS Phospho-Peptiden

Dargestellt sind Ausschnitte aus der ,,MASCOT*“-Auswertung fiir die vier MP17 Phospho-Peptide,
welche nach dem Trypsin/Chymotrypsin Doppelverdau durch MS/MS detektiert wurden. Gezeigt ist
zusitzlich das jeweilige Fragmentspektrum (Masse durch Ladung, m/z) und eine Tabelle der errechne-

ten sowie detektierten (in Rot) Fragmentionenmassen (m/z).

R.TTSWATPK.E:

MS/MS Fragmentation of TISWATPK
Found in gi/00000124, | MP17 His Sequenz

Match to Query 541: 970415248 from(486.214900.2+)

Title: 08-241-01.426.426.2 dta

Data file D:\Data Orbitrap'Sonnewald\08-241'08-241-01.mgf

Variable modifications:

53 : Phosphe (ST), with neutral losses 97.9769(shown in table), 0.0000
Ions Score: 42 Expect: 0.00038

Matches (Bold Red): 11/98 fragment ions using 19 most intense peaks

# b ptt b? p®* |Seq.| ¥ v v v “_u ng #
1/102.055| 51.531| 84.044| 42526| T 8
21203.103|102.055]185.092| 93.050| T |[772.399|386.703|755.372|378.190(754.388|377.698 (7
31272.124|136.566|254.114|127.560| S [671.351|336.179|654.325|327.666(653.341|327.174|6
4(458.203|229.605|440.193/220.600| W |602.330|301.668|585.303|293.155|584.319|292.663 |5
51520.241|265.124|511.230{256.119| A [416.250/208.629{399.224/200.116|398.240(199.624 |4
6(630.288|315.648/612.278(306.642| T |[345.213|173.110{328.187(164.597|327.203(164.105|3
71727.341|364.174|709.330{355.169| P (244.166/122.586|227.139(114.073 2
8 K |[147.113| 74.060]|130.086| 65.547 1
TLFTNS +5 N1 d Fullme 2460 21 @edd 500 (100.0008530)
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K.EVSPSGRVY.Q:

MS/MS Fragmentation of EVSPSGRVY
Found n gi/00000124, | MP17 His Sequenz

Match to Query 667: 1072.459068 from(537.236810.2+)

Title: 08-275-01.1295.1295.2

dta

Data file D:\Data Orbitrap\Sonnewald\08-275Chymotryps\08-275-01. mgf

Variable modifications:
s3
Ions Score: 27 Expect:

0.025

Matches (Bold Red): 28/112 fragment ions using &3 most intense peaks

: Phospho (ST), with neutral losses 0.0000(shown in table), 97.9769

# b b b* pr+ p? pot Seq.| v }.-H- y* }.*'H- ).0 .‘.D-H- #
1{130.050| 65.529 112.039]| 56.523| E 9
2(229.118|115.063 211.108|106.057| V |944.424|472.715(927.397|464.202(926.413|463.710|8
3|396.117|198.562 378.106(189.557| S |[845.355(423.181|828.320(414.668|827.345(414.176|7
4(493.169|247.088 475.159|238.083| P [678.357(339.682|661.330|331.169|660.346(330.677|6
5(580.201)|290.604 562.191(281.599| S [581.304|291.156|564.278(282.642|563.294(282.150|5
6/637.223|319.115 619.212(310.110| G |494.272|247.640(477.246(239.126 4
71793.324|397.166/776.297|388.652|775.313(388.160| R |437.251(219.129{420.224|210.616 3
8(892.392|446.700(875.366|438.187(874.382|437.695| V (281.150|141.078 2
9 Y ([182.081) 91.544 1
?{:E:sn-‘ : ;gtﬁa Fﬂ' r|‘1352. :aﬁ:a:?:ﬁ;ggiﬁsss.umnss.nm ais

95

a0

85

8

75

10

o5

80
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% 50
g 45
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3

30 874,382

25
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. e f

e - | smaa

. 110 74193 e i 45355
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K.YHPSSPTSTSSK.L:

MS/MS Fragmentation of YHPSSPTSTSSK
Found in gi 00000124, | MP17 His Sequenz

Match to Query 1350: 1357.555878 from(679.785215,2+)
Title: 08-241-01.119.119.2.dta

Data file D:\Data Orbitrap'Sonnewald\08-241'08-241-01 mgf
Variable modifications:

55
Ions Score: 40 Expect: 0.0015
Matches (Bold Red):

: Phospho (ST), with neutral losses 97.9769(shown in table), 0.0000

17/154 fragment ions using 34 most intense peaks

= b pH p? pot Seq. y }.H y* }.*'H' ).0 YOH -
1| 164.071| 82.539 Y 12
2| 301.130{151.068 H |1097.522{549.265/1080.496|540.751|1079.512540.25911
3| 3908.182({199.595 P | 960.463(480.735| 943.437(472.222| 942.453(471.730|10
4| 485.214|243.111 467.204|234.106| S | 863.410|432.209| 846.384(423.696| 845.400(423.204| 9
5| 554.236(277.622| 536.225(268.616| S | 776.378|388.693| 759.352|380.180| 758.368/379.688| 8
6| 651.280(326.148| 633.278(317.143| P | 707.357|354.182| 690.330|345.669| 689.346|345.177| 7
7| 752.336|376.672| 734.326(367.666| T | 610.304|305.656| 593.278|297.142| 592.294/296.650| 6
8| 830.368|420.188( 821.358(411.182| S | 509.257|255.132| 492.230(246.619| 491.246|246.127| 5
9| 940.416/470.712| 922.405[461.706| T | 422.225|211.616| 405.198|203.103| 404.214(202.611| 4
10|1027.448|514.228(1009.437(505.222| S | 321.177|161.092| 304.150({152.579| 303.166|152.087| 3
11(1114.480|557.744(1096.469|548.738| S | 234.145|117.576| 217.118(109.063| 216.134|108.571| 2
12 K | 147.113] 74.060| 130.086| 65.547 1
EB"FE%“.‘ pHBId g s?:'r;sélr:%isz {o Tp—

]

s
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]
§ ]
2 ]

]
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K.YHPSSPTSTSSK.L:

MS/MS Fragmentation of YHPSSPTSTSSK
Found in gi 00000124, | MP17 His Sequenz

Match to Query 1587: 1357.555628 from(679.785090,2+)
Title: 08-275-01.411.411.2.dta
Data file D:\Data Orbitrap'Sonnewald'\08-275Chymotryps\08-275-01.mgf

Variable modifications:

s8 : Phospho (5T), with neutral losses 97.9769(shown in table), 0.0000

Ions Score: 21 Expect:

0.13

Matches (Bold Red): 26/1€0 fragment ions using €9 most intense peaks

= b p p0 pH Seq. v },'H- ¥ }_,,,++ }_0 }.0++ "
1| 164.071| 82.539 X 12
2| 301.130{151.068 H [1097.522|549.265|1080.496(540.751|1079.512|540.259|11
3| 398.182(199.595 P | 960.463|480.735| 943.437(472.222| 942.453(471.730(10
4| 485.214(243.111( 467.204|234.106| S | 863.410(432.209| 846.384|423.696| 845.400(423.204( 9
5| 572.246(286.627( 554.236|277.622| S | 776.378|388.693| 759.352|380.180| 758.368|370.688| 8
6| 669.2900{335.153| 651.289|326.148| P | 689.346|345.177| 672.320(336.664| 671.336/336.172| 7
7| 770.347(385.677( 752.336|376.672| T | 592.294(296.650| 575.267|288.137| 574.283|287.645| 6
8| 830.368(420.188( 821.358|411.182| S | 491.246|246.127| 474.219|237.613| 473.235|237.121| 5
9| 040.416(470.712( 922.405|461.706| T | 422.225|211.616| 405.198/203.103| 404.214|202.611| 4
10{1027.448|514.228|1009.437(505.222| S | 321.177|161.092| 304.150{152.579| 303.166|152.087| 3
11{1114.480|557.744|1096.469(548.738| S | 234.145|117.576| 217.118(109.063| 216.134|108.571| 2
12 K | 147.113| 74.060| 130.086| 65.547 1
35:113550: hpvtd drime? 2}'9.'7&}.}:1”5: [175.00-1370.00) e
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