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I. Zusammenfassung

Saccharosetransporter sind integrale Membranproteine, die von der SUT-Genfamilie kodiert
werden. In Solanaceen wurden vier verschiedene Saccharosetransporter mit Vertretern in drei
Subfamilien identifiziert: in der SUT1-, der SUT2-, und der SUT4-Unterfamilie. Bislang am
besten wurde die Funktion und Bedeutung des SUT1 charakterisiert. SUT1 ist fiir den Trans-
port von Saccharose, die bei Solanaceen die Haupttransportform der Photoassimilate darstellt,
essentiell. Die Funktion von SUT4 wurde bisher nur fragmentarisch geklart.

Fiir die Aufkldarung der physiologischen Funktion und Bedeutung des SUT4 in Solanaceen
wurde die Analyse der SUT4-Expression in Wildtyp Kartoffeln (Solanum tuberosum ssp.
tuberosum) der Varietédt Désirée vorgenommen. Die Expressionsanalyse erfolgte iiber eine
Quantifizierung des Transkriptsgehalts mittels real time PCR. Die Untersuchungen weisen auf
eine Organ- und Entwicklungs-spezifische SUT4-Expression. Die SUT4-Expression, sowie
die Expression der beiden anderen Saccharosetransporter, SUT2 und SUT1 zeigten eine Ta-
gesrhythmik.

Mit Hilfe der RNA Interferenz-Technik wurden transgene Pflanzen mit einer reduzierten
SUT4-Expression hergestellt. Drei Solanaceen-Arten wurden transformiert: Solanum tubero-
sum ssp. tuberosum der Varietéit Désirée, Solanum tuberosum ssp. andigena und Solanum
lycopersicon (Tomate). StSUT4-RNAi Kartoffeln zeigten schwerwiegende phianotypische
Verdnderungen: reduzierte Stédngelelongation, frithere Blithinduktion und frithzeitige und ge-
steigerte Knollenbildung unter nicht-induktiven Langtagbedingungen. StSUT4-RNAi Kar-
toffel zeigten auch Verdnderungen des Kohlenhydratprofils in den Source- und Sink-Organen,
sowie in den Phloemexudaten, welches Konsequenzen fiir das Blithverhalten und die Knolle-
ninduktion der Pflanzen haben kann. Eine vermehrte Zuckertranslokation von Source-zu—Sink
wurde postuliert.

Bestimmte Aspekte des StSUT4-RNAi Phianotyps wurden friither bereits fiir Pflanzen mit
Verdnderungen der Gibberellin-Antwort, sowie fiir Pflanzen mit deregulierter photoperiodi-
schen Signaltransduktion beschrieben. In den StSUT4-RNAi Bléttern wurden verringerte
Transkriptmengen eines GA-Biosynthese-Enzyms (StGA200x1) festgestellt. Der Versuch der
Komplementation des StSUT4-RNAi Phanotyps durch GA3-Behandlung waren jedoch nicht
erfolgreich. Die StSUT4-RNAI Pflanzen zeigen auerdem eine erhohte PhyB-
Transkriptakkumulation. Durch eine Anderung der PhyB-Aktivitit liesse sich die in den St-
SUT4-RNAI Pflanzen beobachtete Insensitivitit gegentiber Tageslange und Infrarotlicht-
Anteil (bei Beschattung) erkldren. Es wurde gezeigt, dass es unter Beschattung zu einer er-
hohten SUT4-mRNA-Akkumulation kommt. In den StSUT4-RNAi Pflanzen wurden Ve-
randerungen der Expression photoperiodisch regulierter Gene beobachtet, was fiir die be-
schleunigte Blithinduktion und die frithere Knollenbildung vermutlich urséchlich sein konnte.

Bei den transgenen StSUT4-RNAi Kartoffeln scheinen also mehrere genetische Signaliib-
ertragungswege dereguliert zu sein, was auf eine Rolle des SUT4 als ein Integrator der pflanz-
lichen Antwort auf Licht, Hormone und Zucker hinweisen kénnte.

Schlagworte: Saccharosetransporter, Solanum tuberosum, Blithinduktion,

Knollenbildung, Photoperiod, Gibberellin, Saccharose als Signalmolekiil.



II. Abstract

Sucrose transporters are integral membrane proteins, which are encoded by the SUT gene
family. In Solanaceen four different sucrose transporter genes have been identified, belonging
to three subfamilies: the SUT1, SUT2, and SUT4 subfamily. The function of the sucrose
transporter SUT1 is well characterized. SUT]1 is essential for the long distance transport of
sucrose, which represents the main transport form of photoassimilates in Solanaceae. So far,
the function of the sucrose transporters belonging to the SUT4 subfamily is only poorly un-
derstood.

For the investigation of the physiological function of SUT4 in Solanaceous plants, the
expression of SUT4 was analyzed in wild type of potato, Solanum tuberosum ssp. tuberosum
var. Désirée. The detailed expression studies were performed by quantitative analysis of
SUTH4 transcripts via real time PCR. The SUT4 expression was shown to be sink and deve-
lopment specific. StSUT4 expression, as well as the expression of the two other sucrose
transporters from potato, StSUT1 and StSUT2 follow a diurnal rhythm.

An RNA interference approach was used for the generation of transgenic plants with reduced
SUT4 expression. Three Solanaceous species have been transformed with a StSUT4 RNAi
construct: Solanum tuberosum ssp. tuberosum Désirée, Solanum tuberosum ssp. andigena and
Solanum lycopersicon (tomato). The transgenic potato plants show a reduced internode elon-
gation, early flowering, early tuberization and higher tuber yield under long-day conditions.
Changes of the carbohydrate content in source as well as in sink organs of these plants, toget-
her with changes in phloem efflux from leaves might affect flowering and tuberization of the-
se plants. Increased translocation rate of soluble sugars was postulated.

Particular aspects of the StSUT4-RNA1i phenotype were already described for plants with
changes in the gibberellin response or changes in the photoperiodic signaling pathway. In the
StSUT4-RNAI leaves a reduction of the transcript level of the GA biosynthetic enzyme St-
GA200x1 was observed. However, the complementation of the StSUT4-RNAi phenotype by
GA3 treatment was not successful. Simultanously, increased accumulation of PhyB trans-
cripts was observed in the transgenic plants. The involvement of changes of phytochrome
activity might be responsible for the loss of shade avoidance response and partial insensitivity
toward the day length. Under shade conditions (or under far red light enrichement), the St-
SUT4 transcripts accumulated to higher levels. Changes in the expression of genes involved
in the photoperiodic pathway were observed in the StSUT4-RNA1 plants, which might be
responsible for the accelerated flowering and the early tuberization of these plants.

Several genetic signal transduction pathways seem to be deregulated in the StSUT4-RNA1
potatoes, suggesting an integrative function of SUT4 in the coordination of the light signal-
ling, the hormone signalling and the sugar signalling pathways of higher plants.

Keywords: succrose transport, Solanum tuberosum, flower induction, tuber induction,

photoperiod, gibberellins, succrose as signaling molecule.



I ZUSAMMENFASSUNG 2
II. ABSTRACT 3
ABKURZUNGSVERZEICHNIS 8
1  EINLEITUNG 1
1.1 PHLOEM ..ottt ettt ettt ettt et e st e e ae e be et e esbeesseessesseesseesseesseenseesseeseesssenseenseensens 11
111 Anatomie des PRIOCIS .............c.ccooiiiiiiiiii ettt 12
1.1.2  Physiologie des PRIOCIMIFANSPOFLS .............cc.cccoeiuiiiiiiiiiiee ettt 13
1.2 SACCHAROSETRANSPORTER.......cuvititiitietiettetteetesteseeseeteeseetsessessesseeseeseeteetsessessessesseeseeseessessensessensas 15
1.3 ST ettt ettt ettt ettt h ettt bttt h et Rt bt ae b st a e bt ne et et b b et ne e 16
1.3.1  Expression und LOKGIISTEFUNG .................ccoccuiiiiiiiiiiii ettt 17
1.3.2 PRIOGMIMODIIIIGE ...ttt et 17
1.3.3 SUTI-REGUIALION...........c.coe ettt ettt ettt ee e 18
Einfluss von KORIENNYATATEN ......cc.eeiiiiiiiiiiieiieiet ettt et sttt eaee s 18
Diurnale Rhythmik der SUTT-EXPIESSION .....ccuvitiiiiiiiiiiiitieiieiteeiieite sttt ettt ettt ettt ee bt este st eseesbessaeseeeaeenes 19
REAOX-AKEIVICTUNG .....eveeiieiietieeieeteetteie et et st et e eteestesseesseeseesseeseesseesaensesseenseeseenseeseenseessensesseensenssensennsensenssenseensenss 19
1.3.4  PhysiologiSche BedeUIUNG...................c.ccciiiiiiiiiii ettt 20
Bedeutung in SizA-OTANCI........cc.uiiuiiiiiieieie ettt ettt ettt eb et b e et bt e b he et bt et e ht et et e bt ere e 21
14 SUT2/SUTA ...ttt ettt s et et b e s e st b e s e s e e be s eseebe s esseae s eseese s ensesensens 22
L4 D SUT 2.ttt ettt 23
Lokalisierung Und FUNKLION. .........ccuiiiiiiiieie ettt ettt et ettt e e et e sbeeseenbeesaenseeneenseenaesseensennas 23
Lo4.2 SUTH oo ettt ettt 25
EXpression Und LOKAIISIEIUINE ......c.eiuieiiiieieiieieetteteetteie et eteeteeteettesteestesteesaesseesaesseeneesseensensesseensesneenseessesseensenss 25
1.4.3  Regulation der SUT2/SUT4 SaccharoSetransSporter .....................ccuveevuereerieeseaneeaiseaeeeseneennnens 27
1.5 DIE ROLLE DES PHLOEMS BEI DER INTEGRATION VON PFLANZLICHEN FUNKTIONEN .........c..c......... 28
1.5.1  BIGRIIAUKTION ...ttt 29
BIURINTEEIATOTEI . ...ttt h et b et bttt b et e bttt e b et e b e et e b e e bt s hee bt ebe e bt eiaenaeeaeens 30

Photoperiodische BIThINAUKLION .......c.oiiiiiiiiiiiiiecieit ettt et ettt et ste et e aeeneesseenaesseenne e

Die Rolle von Gibberellinen fiir die Blithinduktion

1.5.2  Induktion der Knollenbildung ....................cccccoovuiiiiiiiiiiie e 36
Regulation durch die PROtOPEriode. ........ccuiiiiiiieiiiieieciieie ettt ettt ettt et e b s e beenaesseeneenes 36
Gibberellin-abhéngige KnollenindUKIION ..........c..coueiiiiiiiiiieeeiceese ettt 38
1.5.3  SchattenvermeidungSreaktion ..................ccccccooiviiiiiiiiiiiiiiieeeeee et 39
1.5.4  Saccharose als Signalmolekiil.....................c.occoooiiiiiiiiiiiiiiii et 41
2 ZIELE DER ARBEIT 45
3 MATERIAL UND METHODEN 47
CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN.......ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei ittt 47
32 PFLANZENMATERIAL ..ottt 47
ANZUCHT, BEHANDLUNG UND VERMEHRUNG DER PFLANZEN .......cccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccce 48

3.3.1 GEOWEDECRUITUF ... et 48



3.3.2  Prdparation der Kartoffel-Stingel fiir die Sterilkultur...............cc..cccevviieviiiiiiaiiieiieeeie e 48

3.3.3  Erzeugung VOon in Vitr0 KNOIIEN. ..............cc.cccooviiiiiiiiieeiie et 49
3.3.:4  PRYIOKQIMINET ..........ooceeeiii ettt ettt ae e s 49
33,5 GOWACHSHAUS. ... e 50
34 BESCHATTUNGSEXPERIMENT ......eoitiiiiiiiiitieitett et et eiee st sieesaeeaeeateeaeeeaeeeteesbeesteeanesanesanesueesaeenseenneeas 50
3.5 PFROPFVERSUCHE .......ceiuiiiiietieiteite ettt ettt ettt sttt et et sttt ettt e e et e saeesaeene e e eanesaeeaeene 51
3.6 PFLANZENMATERIAL FUR DIE APEX-ANALYSEN....cc.eiiiiiiiiriteiiittete et ste ettt et enesine s esae e e 51
3.7 GIBBERELLINSAURE-BEHANDLUNG ......coiutitiiiieiti ittt ettt sttt ettt e e et et eie e sene e 51
3.8 BAKTERIENSTAMME UND ANZUCHT ....cutiutiiiitiiieiieiietete sttt et s 52
3.8.1  Transformation der BAKIEFICN......................cc.ccueveiiieciieieeieeeeeie et 52
3.9 HERSTELLUNG DES RNAT KONSTRUKTES ......cuutiiiiieieeiiiiiiteeeeeeeeiitreeeeeeeeesnnsereeeessessnnsssseesesessnsnssseseens 52
3.10 HERSTELLUNG DER STSUT4 RNATKARTOFFELN .....cctiiiiiiiiiiiiiieiieieienieete ettt 53
Verifizierung von transformierten Pflanzen mit NPTIL PTimer .......ccccveviieieiiiiiiiiieieecieseee e 54
Analyse der transformierten Pflanzen mit Gen-spezifischen Primer .............cocoooviriiiiiiiinnineceeccee 54

3.11 QUANTITATIVE TRANSKRIPTANALYSE ....uutviiiiiiiieiieiiieeeeiieeeeeiteeeeeieeeeetseeeeeaaseeesaseseesaseeeesanseaeaeseeaans 54
3.11.1 RNA-Isolation aus PflAnzengewebe..................cc.cceivueieiiiieiieeieeiieieeieeie e 54
3.11.2 CDONA-SYRIRCSE......oei ettt ettt ettt et e e e n 55
3.11.3 Quantitative Echtzeit PCR (real time qPCR) ............ccoooiiiiiiiiiiiieieeeee e 55
3.12 ANALYSE VON KOHLENHYDRATEN .....ouuiiiiiiiieiiiiiitieeeeeeeeiittteeeeeeeeeiateseeeeeeesessaasesaeessessssssesesesseenansnes 57
3.12.1 Enzymatische Bestimmung der [0slichen Zucker..................cc.ccoccoviiiinieniiiiiii i, 57
3.12.2 STATREDESTIMMUIG ... ettt 57
3.12.3 SIATREIAVDUNG ...ttt esaeenaenes 58
3.12.4 EffIUXINESSUNGEN ...ttt 58
3.12.5 KnollendiCRIEmMESSUNG ................c..ccoooiiiiiiiieieei ettt 58
3.13 HPLC ANALYSEN ..ottt ettt ettt ettt ettt sttt et et ettt sae et eae ettt et et e besae bt et et e s enenaesaeenes 59
3.14 SPEKTROPHOTOMETRISCHE ANTHOCYANBESTIMMUNG ......uuviiiiiiiiieeeieeeeeitieeeeeieeeeeaeeeeeeaaeeeeeaeeeeennes 60
3.15 STATISTISCHE AUSWERTUNG DER EXPERIMENTE ......cccuiiiiiitiieeeitiieeeeiiee e et e e e e e eeeeeeeaeee e 60
ERGEBNISSE 61
4.1 EXPRESSION DER SACCHAROSETRANSPORTER IN KARTOFFELPFLANZEN........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiieneeeene 61
4.1.1  Quantitative real time PCR (qPCR) als Methode zur Analyse der Genexpression....................... 61
4.1.2  Gewebe-spezifische Expression des SUT4 ...........c.cccooviiiiiiieiiieieeieeeeeeee e 62
4.1.3  Analyse der diurnalen Expression der Saccharosetransportern-Gene ..................c.ccccocceeeeveunn.. 63
4.1.4  SUTI Expression in konstanter DUnkelReit...................ccccooveiiimiiiiiiiiiiiiieee e 65
4.2 HERSTELLUNG DER STSUT4-RNAI DESIREE-KARTOFFELN UND TOMATEN ......ctoveuiiiieienirieiecaienenns 66
43 STSUT4 EXPRESSION IN STSUT4-RNATKARTOFFELN......cctiiiiiiiiiiiiieiieieienieetteie ettt eveennens 67
431 SOUFCE-BIGIEE ........cceeieee e ettt ettt 67
B.3.2  BIUIOH .ottt ettt aeeere s 68
4.4 SUTI UND SUT2 TRANSKRIPTGEHALT IN STSUT4-RNATKARTOFFELN........ccoouiiiiiiiiiiiiiciiiieciceaene 69
4.5 PHANOTYP VON STSUT4-RNAI-KARTOFFELPFLANZEN ......ccccoiiiiiiiiiiiiiiiieiiiinieiieieieie e 70
4.5.1  Auperes ErSCheinungSbild.....................cco.cococvvovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 70
4.5.2 BIIRVEIRAIIEN ... e 72



4.5.3  KROIECHDRGNOLYD ..ottt ettt et ettt e et e e sebae s s 74

4.6 ANALYSE DES KOHLENHYDRATGEHALTS IN SOURCE-BLATTERN .......oootiiiiiniiniiiiiieieienieniese e 76
4.6.1  Bestimmung l0slicher Zucker in SOUrce-BIGIIErN..............c...ccccoviieiiiiiiiaiieeieeee e 76
4.6.2  SHATKE-GERAIL ... s 77

4.7 SACCHAROSE-EFFLUX ...ttt ettt ettt ettt ettt sttt et ettt e e e e eae 79

4.8 KOHLENHYDRATBESTIMMUNG IN SINK-BLATTERN ......ooiiiiiiiiiiiiiiiiienieeieeieete et 80

4.9 KOHLENHYDRATBESTIMMUNG IN SINK-KNOLLEN .....ccotiiiiiiiiiiiiiiieeiiesieeieeie ettt 81

4.10 ANALYSE VON IN VITRO KNOLLEN ......ccutiiiiiiiiiietieieeite st sit ettt ettt ettt et et sane e esaeeeeeane e 82
4.10.1 Herstellung der Mikroknollen ......................ccccoeveiiieiiiiiiiiiiecieee e 82
4.10.2 Zuckerbestimmung in MikrORNOIIEN ...................cccoeviiiiiiieiiieie et 84

4.11 ANALYSE VON STSUT4-RNAT-TOMATEN......ccutiiiiiiiiiiiiiiieiie ettt sttt st 85

4.12 UNTERSUCHUNGEN DES ZUSAMMENSPIELS DES SUT4 MIT GIBBERELLINEN .......cccccoeoieiiiniiniiniiniiennene 89
4.12.1 GA KomplementationSVerSUCH ...............c..cccoviiiiiiieei ettt 89
4.12.2 Gibberellinsdure-Applikation in VItFo ...............ccocceiviiiiiiiiiiee e 94
4.12.3 Bestimmung von StGA200X1 EXPFESSION...........cccccoiiiiiiiiiiiiiii ittt 95

4.13 UNTERSUCHUNGEN DER SCHATTENVERMEIDUNGSREAKTION ......cciiiiiiiiiiiiiiiieniesee e 96
4.13.1 Analyse der Pflanzen unter gegenseitigen BeSCRAIIUNG ...................ccocvevviviaceeiieniaieaieenen, 96
4.13.2 Beschattungseinfluss auf die relative StSUT4-EXPFreSSiON ..............cccoouvveevcverivenieieeieinnennns 101
4.13.3 Analyse der Pflanzen unter Bedingungen des ,, kiinstlichen Schattens“................................. 102
4.13.4 Untersuchungen der relativen Expression von PRytOCArOmMen. ..................c..cccoceeeeeeceenvannnnn. 104

4.14 ANALYSE DER PHOTOSYNTHETISCHEN PROZESSE......cciitiitiiiiieeeeeiiiiiieee e eeeiitte e e e eeiavaee e e e e eeannees 106

4.15 ANALYSE DES CAROTINOIDGEHALTS .....uviitiieiiiiitiiieeeeeeeeeititeeeeeeeeeeaateeeeeeeeseessssseseeeeseesassseeseeseeaiannnes 106

4.16 ANALYSE DES ANTHOCYANGEHALTS ...vvviiiieeieiiitiiieeeeeeeeeiiteeeeeeeeeeitaaeeeeeeesesasaaeaseeesenssnsaeeseeesennnnnes 108

4.17 SCHATTENVERMEIDUNGSREAKTION IN TABAKPFLANZEN MIT SUT-UBEREXPRESSION ................. 109

4.18 UNTERSUCHUNGEN DER PFLANZEN UNTER KT-BEDINGUNGEN.......ccccciiiniiiiiiiiiiiiienieeie e 111
4.18.1 PRGNOIYD . ..ot ettt 111
4.18.2 ZUCKETDESTIMIMUNG. ...ttt et neas 112
4.18.3 SACCRAFOSE-EJIUX . ..ottt ettt 115
4.18.4 AGPASE BESIIMIMUNG ...ttt ettt ettt 116

4.19 ANALYSE DER BLUHINDUKTIONSFAKTOREN .......ociiiiiiiiiiiiieeeeiteeeeeieeeeeiteeeeeaaeeeeeaeeeeeaeeeeeeaaeeeeenneens 117
4.19.1 Saccharose-BeStimmung i APEX............cccoiviiiiioiiiiei ettt 117
4.19.2 Analyse von BIGRIinAUKIIONSZENEN .................cc.ccveiiiiiiiiiieeeeei et 119

4.20 PFROPFUNGSEXPERIMENTE .....c.ciiuiiiiiiiiiitiiii ittt sttt s s 121
4.20.1 Pfropfversuche zwischen StSUT4-RNAi und Wildtyp Désirée...............ccoocvavivaviiacencnnnnnn. 122
4.20.2 Pfropfversuche zwischen StSUT4-RNAi Désirée und Wildtyp Andigena............................... 124

4.21 INHIBIERUNG VON STSUT4 IN S. TUBEROSUM SSP. ANDIGENA .......cccveuveueinueniiniiniieieeeienieeienie e 127

4.22 PHANOTYP DER STSUT4-RNAI ANDIGENA-PFLANZEN ....cc.coiiiiiiiiiiiiiiiinie et 128
4.22.1 Knollenherstellung unter LT-BedinGUngen ..................cccccoevieiviiiiioiiieiieieee e 128
4.22.2 Pflanzenaussehen und BIGRVETRAITEN ..................ccocoievciiiiiiiiiecieeiee e 129
DISKUSSION 131

5.1 SUT4-EXPRESSIONSANALYSE .....cuiiiiiiiiiiiiitiiii ittt st s s 131



5.1.1  Quantitative real time PCR als Methode zur Analyse der Genexpression.....................c..cc..c..... 131

5.1.2  Sink-spezifische SUTH-EXPIESSTON ...........cccueveuiiieieeiieeieesie s esieesieeesiaeeieeetaeaseeesaesnee e 132
Entwicklungsabhingige SUT4-Expression in Vermehrungsorganen...........oo.eeerueveieirinenenienienieieneeeesesnenens 132
SUT4-Transkriptgehalt im SEANGEL .......cooeiiiiiiiiieee ettt ettt sb e ees 134

5.1.3  Akkumulation der SUT-Transkripte verdndert sich im Laufe des Tages................c..cccocceennnn.. 135

52 INHIBITION DER SUT4-EXPRESSION MITTELS RNA INTERFERENZ..........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiicicn 138
5.3 FOLGEN DER STSUT4-INHIBIERUNG .......cooviuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieic et 138

5.3.1  Inhibierung des StSUTA4 fiihrt in Kartoffeln zu Vercinderungen im Wachstum, Bliihverhalten und

i der KnollenRerStelIUng ...................cc.cccoocueieiiiiciieieeeeeee ettt ettt ens 139
5.3.2  Anderungen der Fruchtentwicklung in SISUT4-TOM@LEN..................coccoooereeeerrirersreeeenn. 140
5.4 ANALYSE DES KOHLENHYDRATGEHALTS NACH SUT4-INHIBITION ......cccooiiiniiaiieiieiieiienieneeneeene 143
5.4.1  SUTH4-Inhibition verursacht globale Verdnderungen des Kohlenhydratgehalts ......................... 143
5.4.2  Beeinflusst StSUT4 die Funktion von SUTI negativ? .............ccccccuviiiieiieiiiieie e 145
5.4.3  Die Aktivitiit der AGPase ist in StSUT4-RNAi Kartoffeln dereguliert...............c...ccccoevevnninnn. 147
5.4.4  Hat Saccharose als Signalmolekiil eine Bedeutung fiir die Generierung des StSUT4-RNAi
PRATIOIYDS? oottt ettt ettt et et et e et e entaeennee s 150
5.5 VERANDERUNGEN DER GA-ANTWORT SIND TEILWEISE FUR DEN PHANOTYP DER STSUT4-RNAI
KARTOFFELN VERANTWORTLICH ......uuuttiiiiiiiiiiiiitiieeeeeeeeitteeeeeeeeeetiateeeeeeeeeeassaseeeeeeeaansasseseseeeeasnsseseeeeeeannnnnes 152
5.5.1  Mogliche Interaktion zwischen GA-Antwort und dem Saccharose-Weg.............cc.ccccevcveecranc.. 156
5.5.2  Mobgliche GA-Ethylen INteraktion ..................c.ccccccoiviiiiiiiiiiiaii ettt 159
5.5.3  Ist StSUT4 am GA-Signaling beteiliGt? ................ccouoiiiiiiiiiiiieiieeieee e 160
5.6 STSUT4-RNATKARTOFFELN ZEIGEN EINE VERANDERTE ANTWORT AUF DIE QUALITATIVE UND
QUANTITATIVE LICHTVERANDERUNGEN ......ouutiiiiiiiiiiiitieiee e e e e ceeiaeeeeeeeeeeeiaaeeeeeeeeeeeaaaaaeeeeeeeeasaneeeeseseennannreeeees 161
5.6.1  StSUT4-RNAi Kartoffeln zeigen eine verdcinderte Reaktion auf die Tageslinge.......................... 162
Gene des photoperiodischen Signalwegs der Blith- und Knolleninduktion zeigen in den StSUT4-RNAi-Pflanzen
€INE VEIANAEITE EXPIESSION ...ouititiiiiieiieiieiiit ettt b ettt b et be ettt et e b neeens 164
5.6.2  Die Schattenvermeidungsreaktion ist bei den StSUT4-RNAi Pflanzen reduziert........................ 167
Anderungen der hormonellen Antwort, sowie der phytochrom-abhiingigen Anwort konnten gemeinsam fiir die
Verringerung der Schattenvermeindungsreaktion in StSUT4-RNAi-Pflanzen verantwortlich sein......................... 169
5.7 SUT4 ALS INTEGRATOR VON SIGNALUBERTRAGUNGSWEGEN, DIE DIE PFLANZLICHE ANTWORT AUF
LICHT, HORMONE UND ZUCKER REGULIEREN? ......cciiiittitiiiiieeiiiiieeeee e e e eeeiteeee e e e e eeeeavaeeeeeeeeeenvaeeeeeeeeeenannaeeeees 170
LITERATUR 173
ANHANG 220
EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG 221
DANKSAGUNG 222
PUBLIKATIONSLISTE 224




Abkiirzungsverzeichnis

A Amper

A Antheraxanthin

ADP Adenosindiphosphat
AGPase ADP-Glucosepyrophosphorylase
ATP Adenosin-5"-Triphosphat

Bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albmine)
CaMV Cauliflower Mosaic Virus
CHX Cykloheximid

CcO CONSTANS

COL1 CONSTANS-like 1

COL3 CONSTANS-like 3

Da Dalton

DEPC Diethylpyrocarbonat

DEPS De-Epoxidations-Status

DR Dunkelrot

EDTA Ethylendiamintetraessigséure
et al. und andere

eV Elektronenvolt

FG Frischgewicht

FT FLOWERING LOCUS T

g Erdebeschleunigung

GA Gibberellin

GA3 Gibberellinsdure

GA3ox GA3-Oxidase

GA2o0x GA2-Oxidase

GA200x GA20-Oxidase

GAs Gibberelline

GI GIGANTEA

Hdl Heading date 1; CO-Ortholog aus Reis



Hd3a Heading date 3a; FT-Ortholog aus Reis

HPLC Hochdruckfliissigkeitschromatographie

HR Hellrot

Kan Kanamycin

Km Michaeliskonstante-Wert

KT Kurztag

LT Langtag

MES N-Morpholino-ethansulfonséure

MS Murashige-Skoog Medium

OD Optische Dichte

PCMBS Chloromercuribenzenesulfoniksiure

PCR PCR Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction)

pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration

Pi anorganisches Phosphat

PPFD photosynthtic photon flux density

Pr Hellrotform der Phytochrome

Pfr Dunkelrotform der Phytochrome

qPCR quantitative real time PCR

RNase Ribonukleinase

rpm Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)

RPA RNase Protection Assay

SE Standardfehler

SD Standardabweichung

SFT SINGLE FLOWER TRUSS; FT-Ortholog aus Tomato

SM Sprossmeristem

SOC1 SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO
auch als AGAMOUS-LIKE 20 (AGL20) bekannt

T Thymidin

T6P Trehalose-6-Phosphat

TG Trockengewicht

Tris Tris-hydroxymethylaminoethan

TEF1 Translation Elongations-Faktor EF-1a (TEF1)

U Enzymeinheit

UBI3 Ubiquitin 3



UV-Licht
v

v/v
Vis-Licht
Vol

w/v

Z

A

Ultraviolett-Licht
Violaxanthin

Volumen pro Volumen
sichtbares Licht
Volumen

Gewicht pro Volumen
Zeaxanthin

Bakteriophage A
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1 Einleitung

Mit Hilfe der Lichtenergie stellen griine Pflanzen aus anorganischer Materie reduzierte Koh-
lenstoffverbindungen (sog. Photoassimilate) her, die fiir Wachstums- und Speicherprozesse
genutzt werden. Fir die Produktion und den Export von Kohlenstoffverbindungen sind die
Source-Organe der Pflanzen verantwortlich; vor allem griine reife Blétter, sog. Source-Blitter,
stellen die Hauptquelle der Photoassimilate dar und beliefern den ganzen Organismus mit den
wéhrend der Photosynthese entstehenden Nahrstoffmolekiilen (Assimilate). Ein besonderes
Beispiel fiir ein Source-Organ ist eine keimende Kartoffelknolle, die eine Néhrstoff-Quelle
fiir die wachsende junge Pflanze darstellt. Pflanzliche Organe, in denen die Assimilate entwe-
der verbraucht oder deponiert werden, werden als Sink-Organe bezeichnet. Dazu gehoren he-
terotrophe Organe wie z.B. Wurzeln, Knospen oder sehr junge Blitter, sowie auch generative
Organe. Die sich entwickelnden Kartoffelknollen, die Saccharose (bzw. Hexosen) importie-
ren, um sie in Stirke umzuwandeln und zu deponieren, sind ein Beispiel fiir ein Speicher-

Sink-Organ (zur Ubersicht: Schopfer und Brennicke, 1999; Taiz und Zeiger, 2006)

1.1 Phloem

Im Laufe der Evolution entwickelten hohere Pflanzen ein Langstreckentransportsystem, das
Phloem, das eine erfolgreiche Distribution der Photosyntheseprodukte von Source- zu den
verschiedenen Sink-Organen gravitationsunabhédngig ermdglicht. Der Phloemtransport ver-
lauft selbst passiv. Der Prozess ist jedoch von verschiedenen Energie-verbrauchenden Kurz-
strecken-Transportmechanismen, die die Beladung und Entladung des Phloems antreiben,
abhingig (Taiz und Zeiger, 2006). Sowohl die Beladung, wie auch die Entladung des Phloems
sind Energie-abhédngige Prozesse, flir die eine Beteiligung von Saccharosetransportern postu-
liert wurde ( Riesmeier et al., 1994, Kiihn ef al., 1996, Biirkle et al., 1998, Weise et al., 2000,
Hackel et al., 2006, Voitsekhovskaja et al., 2006). Den Mechanismus des Phloemtransports
erklart am besten die Druckstromtheorie (Miinch, 1930). Die im Phloem von Source-Organen
(collection phloem) infolge aktiver Phloembeladung entstehende hohe Substratkonzentration

bewirkt einen passiven Wassereinfluss und fiithrt zum Anstieg des osmotischen Drucks, der
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das Substrat von Source zu Sink treibt. Im Phloem des Sink-Gewebes (unloading/delivery
phloem) kommt es zur Entladung der zuvor importierten Stoffe, was zur Verminderung des
osmotischen Drucks im Sink-Bereich fiihrt (Miinch, 1930; Van Bel, 2003; Carpaneto et al.,
2005). Die Energiezufuhr ist auch fiir Regulationsprozesse des Phloemtransports (z.B. Regu-
lation des Turgors), sowie fiir die Wiederaufnahme der Molekiile, die aufgrund des osmoti-
schen Gefilles aus dem Transportphloem (transport phloem) hinaus diffundieren, also fiir
sog. retrieval Funktionen notig. Die retrieval Funktion entlang des Transportphloems im Fall
von Saccharose iibernehmen vermutlich auch Saccharosetransporter (Williams ez al., 2000,
Van Bel, 2003; Teiz und Zeiger, 2006). Die Ko-Lokalisation der Saccharosetransporter-
Proteine aus Solanaceae SUT1, SUT2 und SUT4 in Siebelementen der Hauptadern von Sour-
ce-Bléttern und Sink-Bléttern, von Petiolen und vom Stdngel mittels Immunolokalisations-
methoden weist auf ihre wichtige Funktion entlang des Transportphloems hin (Weise et al.,

2000, Barker ef al., 2000, Reinders et al., 2002)

1.1.1 Anatomie des Phloems

Den hochsten Entwicklungsgrad des Phloemgewebes erreichten Angiospermen. Das Phloem
besteht aus einem System von verzweigten Kapillaren, sog. Siebrohren, die die ganze Pflanze
durchziehen. Die Siebrohren bestehen aus lang gestreckten, duBerst spezialisierten Zellen,
sog. Siebelementen (SEs, sieve elements), die iiber Siebplatten miteinander verbunden sind.
Siebplatten sind Zellwdnde an den Enden der Zellen, die durch zahlreiche Siebporen durchlo-
chert sind, die sich phylogenetisch und ontogenetisch auf Plasmodesmen (PD, plasmodesma-
ta) (Plasmodesmenaggregate) zuriickfithren lassen (Sjélund, 1997). Die reifen funktionellen
Siebelemente sind lebende Zellen, deren Aufbau jedoch im Zuge der Differenzierung erheb-
lich vereinfacht wurde. Es kam zum Zerfall, Desintegration oder Umstrukturierung von wich-
tigen Zellorganellen, was eine perfekte Anpassung an die zu erfiillende Transportfunktionen
und dadurch die Erhohung der Molekiiltransport-Effektivitdt ermoglicht. Aber der Mangel
von vielen lebenswichtigen Zellorganellen macht die Siebelemente von benachbarten Geleit-
zellen (CC, companion cells) abhiangig. Geleitzellen sind Zellen des Phloems, die im Gegen-
satz zu den Siebelementen, Zellkerne und alle lebenswichtige Bestandteile besitzen. Beson-
ders reich sind sie an Mitochondrien. Die Geleitzellen bieten den Siebelementen wichtige

Proteine und Metabolite, die fiir die Unterstiitzung der Lebensfunktionen von Siebelementen
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bendtigt werden und nehmen auch an der Beladung der Siebelemente mit Transportmolekiilen
teil. Siebelemente sind mit den Geleitzellen iiber zahlreiche verzweigte Plasmodesmata ver-
bunden. In vielen Pflanzenarten, unter anderen bei Solanaceen, entsteht dabei ein funktionel-
ler Komplex, der kurz als SE-CCC (sieve elements companion cell complex) bezeichnet wird
(zur Ubersicht: Schopfer und Brennicke, 1999; Kiihn, 2003; Van Bel, 2003; Teiz und Zeiger,
2000).

1.1.2 Physiologie des Phloemtransports

Zahlreiche Transportformen von Photoassimilaten wurden in verschiedenen Pflanzen detek-
tiert. Die haufigste Transportform der Photoassimilate ist Saccharose, die auch in Kartoffel-
pflanzen liberwiegt. Saccharose wird im Cytoplasma von Mesophyllzellen synthetisiert. Im
Innern des Blattes wird die Saccharose zwischen Mesophyllzellen in Richtung der Leitbahnen
dank zahlreicher Plasmodesmen, die die Mesophyllzellen verbinden, symplastisch transpor-
tiert. In kleineren Adern des Blattes, erfolgt die Beladung von Saccharose in den SECC Kom-
plex. Phloembeladung kann entweder durch die symplastischen Verbindungen zwischen
SECCC und direkt anliegenden Zellen (symplastisch) oder durch eine aktive Aufnahme der
Saccharose durch den SECC-Komplex vom extrazelluldiren Raum (apoplastisch) ablaufen
(van Bel ef al., 1992; zur Ubersicht: Schopfer und Brennicke, 1999; Kiihn, 2003; Van Bel,
2003; Lough und Lucas, 2006; Taiz und Zeiger, 2006).

Obwohl die genauen Mechanismen der apoplastischen Saccharosephloembeladung bisher
nicht geklart wurden, wurde die essentielle Rolle von Plasmamembran-gebundenen Saccharo-
se-H" Symportern der SUT1-Klasse sowie auch von Protonenpumpen (H'-ATPase), die fiir
die Generation des elektrochemischen Gradienten nétig sind, nachgewiesen (DeWitt und

Sussman, 1995; Sjolund, 1997; Carpaneto et al., 2005).

Die vom Source importierten Photoassimilate verlassen das Phloem (sog. delivery phloem) im
Bereich der Sink-Organe (Phloementladung) und werden dann weiter zwischen den Zellen des
benachbarten Gewebes transportiert (sog. post-Phloemtransport). Ahnlich wie bei der
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Phloembeladung kénnen die Zucker entweder apoplastisch oder symplastisch vom Phloem zu

den benachbarten Parenchymzellen transportiert werden (Patrick und Offler, 1996).

Mechanismen der Phloementladung konnen sich in verschiedenen heterotrophen Organen
unterscheiden und wihrend ihrer Entwicklung verdndern. Bewegungsuntersuchungen von
fluoreszierenden Molekiilen ermoglichten, in verschiedenen Pflanzen eine symplastische
Phloementladung in Sink-Organen wie jungen Bléttern, Bliitenbléttern, Wurzelspitzen oder

Antheren nachzuweisen (Roberts et al., 1997, Imlau et al., 1999, Oparka et al., 1999).

In manchen Pflanzenstrukturen, wie Pollenzellen oder dem Pflanzenembryo, ist dagegen die
symplastische Phloementladung, wegen der vollstindigen symplastischen Isolierung vom
benachbarten Gewebe unmoglich. Solche Gewebe sind von der Zuckeraufnahme aus dem
Apoplasten abhidngig. An der apoplastischen Phloementladung wurde die Teilnahme von Zu-
ckertransportern postuliert. Wahrend der apoplastischen Phloementladung kommt es zum
Saccharoseexport aus dem SECCC in den extrazelluldren Raum. Die Saccharose kann dann
entweder aktiv durch Saccharosetransporter direkt in die Parenchymzellen transportiert wer-
den, oder durch eine apoplastische Invertase verdaut werden. Nach der Spaltung werden die
entstehenden Hexosen mittels entsprechender Hexosetransporter in die benachbarten Zellen
transportiert (Williams et al, 2000). Die Saccharosespaltung im Apoplasten des Sink-
Gewebes bewirkt einen chemischen und osmotischen Gradienten zwischen dem SECCC und

dem benachbarten Gewebe (Kiihn, 2003).

Beteiligung von Saccharosetransportern an der Phloementladung wurde unter anderem wih-
rend der Prozesse der Pollenreifung und -Keimung postuliert (Stadler ez al., 1999; Lemoine et
al., 1999; Hackel et al., 2006; Sivitz et al., 2008). Saccharosetransporter konnen auch Bedeu-
tung wéhrend der Fruchtentwicklung bei Solanaceen haben. Die Untersuchungen der Tomaten
mit inhibierter SISUT2-Expression weisen auf die Bedeutung des apoplastischen Zuckertrans-
ports schon in den frithsten Phasen der Fruchtentwicklung (Hackel ez al., 2006). Im Laufe der
Knollenentwicklung kommt es zur Anderung des Phloementladungsmechanismus. In dem

wachsenden Stolon, sowie auch in den frithesten Knollenentwicklungsstadien, noch bevor der
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erste sichtbare Stolon erscheint, dominiert die apoplastische Phloementladung, wéhrend die
symplastische Knollenentladung erst in sichtbaren Knollen stattfindet (Viola et al., 2007). Die
Detektion von Saccharosetransportern in Knollen, und die Experimente mit der direkten knol-
lenspezifischen Inhibition der SUTI1- Expression suggerieren, dass Saccharosetransporter
auch wihrend der ,,symplastischen Knollenentladungsphase* Bedeutung haben kénnen (Kiihn

et al., 2003).

1.2 Saccharosetransporter

Noch bevor der erste Saccharosetransporter bekannt war, wurden die Mechanismen der Sac-
charoseaufnahme intensiv untersucht (Giaquinta, 1977; Delrot, 1981; Delrot und Bonnemain,
1981). Die Isolierung der Gene fiir Saccharose-transportierende Membranproteine und die
Analyse der kinetischen Eigenschaften lie unser Verstindnis iber Mechanismen des Saccha-

rosetransports betrdchtlich vertiefen.

Die Saccharosetransporter sind hydrophobe integrale Membranproteine, die von einer mittel-
groBen Genfamilie, der SUT-Familie (SUCROSE TRANSPORTER) kodiert werden. Die
Proteine bestehen aus 2 homologen Doménen, die sich durch den Besitz von jeweils sechs
Membranspannen o-helikaler Struktur auszeichnen und mit einem zentralen /oop miteinander
verbunden sind. Es wird postuliert, dass die Doménen infolge einer Genduplikation mit an-

schlieBender Genfusion im Laufe der Evolution entstanden sind (Williams et al., 2000).

Die bisher in verschiedenen Pflanzen identifizierten Saccharosetransporter bzw. Saccharo-
setransporter-dhnlichen Proteine wurden gemdl3 ihrer Sequenzhomologie in 3 Untergruppen
(Subfamilien): SUT1, SUT2 und SUT4 aufgeteilt (Kithn, 2003). In Solanaceen wurden vier
verschiedene SUT mit Vertretern in allen drei Subfamilien identifiziert (Kiihn, 2003). In Ni-
cotiana-Gattungen wurde bislang kein Vertreter der SUT2-Genfamilie identifiziert und es
konnten keine SUT2 ESTs bei einer EST-Datenbank-Analyse gefunden werden (Hackel ez al.,
2006). Aus Tabak (Nicotiana tabacum) wurde jedoch ein Pollen- und Antheren-spezifisches
SUT3-Gen kloniert, das hinsichtlich seiner Genstruktur der SUT1-Subfamilie zugeordnet
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wurde (Biirkle et al., 1998, Lemoine ef al., 1999). Keine SUT3-ESTs wurden dagegen in To-
maten und Kartoffeln gefunden (Kiihn, 2003; Hackel ef al., 2006).

Saccharosetransporter aus Arabidopsis und aus der Solanaceen-Familie gehdren zu den am
besten charakterisierten. Obwohl Arabidopsis thaliana eine der wichtigsten Modellpflanzen
fiir die Pflanzenforschung darstellt, kann man nur selten die fiir Arabidopsis charakteristi-
schen Saccharosetransporter-Daten auf die Solanaceae-Pflanzen tibertragen, da es anatomi-
sche und physiologische Unterschieden zwischen den zwei Pflanzenarten gibt (van Bel et al.,

1992; Williams et al., 2000; Kiihn, 2003; Meyer et al., 2004).

Wiéhrend die mit unterschiedlichen Methoden durchgefithrten Analysen auf die Bedeutung
von symplastischen und apoplastischen Phloembeladungsmechanismen in Arabidopsis hin-
weisen, wurde fiir die Solanaceae-Pflanzen die Dominanz von aktiven Phloembeladungsme-
chanismen postuliert. Fiir die Notwendigkeit einer aktiven Phloembeladung in den Solana-
ceen spricht unter anderem ein hohes Konzentrationsgefille zwischen dem Phloem der
Source-Organe, wo die Saccharosekonzentration nahezu 1M betrdgt und den Mesophyllzel-
len, wo die Saccharosekonzentration nur bei etwa 0,1 M liegt (Leggewie, 1996). Saccharose
stellt bei Solanaceen eine Haupttransportform der Photoassimilate dar, wihrend im Phloem-
saft von Arabidopsis-Pflanzen auler Saccharose auch die Zucker der Raffinosefamilie zu fin-
den sind, was fiir Pflanzen mit symplastischem Phloembeladungsmechanismus charakteris-

tisch ist (Kiihn, 2003).

1.3 SUT1

Der Hefestamm SuSy7, der wegen Deletion eines Invertase-Gens nicht féhig ist, auf saccha-
rosehaltigem Medium zu wachsen, wurde fiir die Isolierung des ersten Saccharosetransporter-
Gens aus Spinat (SoSUT1, Riesmeier et al., 1992) und Kartoffel (StSUTI, Riesmeier et al.,
1993) verwendet. Danach wurden SUT! Genhomologe in verschiedenen Pflanzenarten, unter
anderem in Arabidopsis (AtSUCI und AtSUC2, Sauer und Stolz, 1994) sowie in den in dieser
Arbeit verwendeten Solanaceen (Tomate, SISUTI, Barker et al., 2000 und Tabak, N¢SUTI,

Biirkle ef al., 1998) identifiziert.
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Die SUT1-Proteine gehoren zu den hochaffinen Saccharosetransportern mit K,,-Werten zwi-
schen 139uM und 1,5 mM und funktionieren als Saccharose/Protonen-Cotransporter mit einer
1:1 Stiichiometrie (1H":1Saccharose), was elektrophysiologische Analysen in Xenopus Oozy-
ten zeigten (Boorer et al., 1996; Zhou et al.,. 1997, berichtet in: Kiihn, 2003). Aus den elekt-
rophysiologischen Daten wurde ein Modell erstellt, nach dem das SUTI1-Protein zuerst ein
Proton dann ein Saccharose-Molekiil bindet und es anschlieBend zu einem simultanen Trans-

fer von beiden Liganden durch die Plasmamembran kommt (Boorer et al., 1996).

1.3.1 Expression und Lokalisierung

Analysen des SUTI-Transkriptgehalts zeigten eine starke Expression des Gens im Source-
Blatt und dagegen schwichere in Sink-Organen (Riesmeier ef al., 1993). Das SUT1 Protein
aus Solanaceae wurde mithilfe spezifischer affinitatsgereinigter Antiseren in den Siebelemen-
ten des Phloems verschiedener Organe nachgewiesen (Kiihn et al., 1997, Barker et al., 2000,
Weise et al., 2000, Reinders et al., 2002; Kriigel et al., 2008). SUTI-Transkripte wurden da-
gegen sowohl in den Siebelementen, als auch in den benachbarten Geleitzellen nachgewiesen,
bevorzugt an den Offnungen der verzweigten Plasmodesmen, die die Geleitzellen mit den
Siebelementen verbinden. Es wurde postuliert, dass die SUT/-Transkription in den kernhalti-
gen Geleitzellen erfolgt und die SUTI mRNA anschlieend iiber die Plasmodesmen in die
Siebelemente transportiert wird, wo letztendlich die Translation und der korrekte Einbau des
Membranproteins in die Plasmamembran stattfindet (Kiihn ez al., 1997). Erfolgreiche Anti-
sense-Inhibierung der SUTI-Expression unter Verwendung eines Geleitzell-spezifischen
Promotors (ro/C-Promotor) bestétigte die Hypothese der geleitzell-spezifischen Transkription
in transgenen Kartoffelpflanzen (Kiihn ef al., 1996). Kiirzlich konnte auch durch verschiedene
Methoden die Phloem-Mobilitdt der SUT/ mRNA unterschiedlicher Spezies (Kartoffel, To-

mate, Tabak, Spinat) experimentell nachgewiesen werden (He ef al,. 2008).

1.3.2 Phloemmobilitat

Das Vorhandensein von SU7I mRNA im Phloemsaft verschiedener Pflanzenarten wurde mit

Hilfe von RT-PCR und unter Verwendung der sog. Aphidentechnik nachgewiesen und kann
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auf mogliche Phloemmobilitidt der SUTI-Transkripte hinweisen (Doering-Saad et al., 2002;
Knop et al., 2001) Kiirzlich wurden die Transkripte von StSUTI und NtSUT! in einem auf
den entsprechenden Solanaceen wachsenden Holoparasit Cuscuta reflexa mittels RT-PCR
und real time PCR (qPCR) Methoden detektiert (He et al., 2008). Im Fall von StSUT1 wurde
das Volllangen-Transkript von 1.7 kb detektiert, was auf eine RNA-Stabilisierung wihrend
des Langstreckentransports hinweist (He et al., 2008). Eine Phloemmobilitit der SUTI-
Transkripte konnte sowohl zwischen gepfropften SoSUTI-c-myc Uberexpressionspflanzen
unter Kontrolle des CaM V35S Promotors (Leggewie et al., 2003), als auch zwischen transge-
nen SISUTI-Promotor::GUS Pflanzen (Lalonde et al., 2003) und dem jeweiligen WT nach-
gewiesen werden. Mittels qRT-PCR wurde die Phloemmobilitdt beider Transkripte zwischen
gepfropften transgenen Pflanzen and WT Pflanzen festgestellt (He ef al., 2008). Der Nach-
weis der Phloemmobilitdt der SoSUTI-c-myc-Transkripte war moglich, obwohl das c-myc
Konstrukt weder am 5°-, noch am 3’ Bereich iiber untranslatierte Regionen (UTRs) verfiigte

(Leggewie et al., 2003, He et al., 2008).

1.3.3 SUT1-Regulation

Bisher wurde eine Regulation der SUT1-Aktivitét auf verschiedenen Ebenen beschrieben. Die
relativ kurze Halbwertszeit des SUT1 Proteins (< 4h) und der SUT! Transkripte (60-80 min)
und die komplexe Form der Regulation zeugen davon, dass in den kernlosen Siebelementen

eine standige Neusynthese des Proteins notwendig ist (Kithn ez al., 1997; He et al., 2008).

Einfluss von Kohlenhydraten

In Kartoffeln und Tomaten wurde kein Saccharose-Effekt auf die SUT1-Expression beobach-
tet (Harms et al., 1994, Barker et al., 2000). Jedoch die unter Verwendung des Web Signal
Scan Programms durchgefiihrte Analyse der SISUTI-Promotorsequenz zeigte die Anwesen-
heit von Promotor-Sequenzmotiven, die fiir Zucker-Repression verantwortlich sind (He ez al.,
2008). Untersuchungen eines SUT1 Saccharosetransporters aus Zuckerriibe, BvSUT1, zeigten
einen negativen Effekt der Saccharose auf die SUT1-Aktivitét, sowie auf die SUTI mRNA-
Stabilitédt in den Blattern (Chiou und Bush 1998; Vaughn et al., 2002).
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Diurnale Rhythmik der SUT/-Expression

Die Akkumulation sowohl der SUTI-mRNA, als auch die des SUT1-Proteins in Blittern wird
durch Licht gesteuert (Kithn ez al., 1997). Analyse der Halbwertszeit der SUT/ mRNA und
des Proteins in Solanaceae weist darauf hin, dass das SUT1-Expressionsmuster einer diurna-
len Rhythmik folgt und somit hervorragend der Photosyntheseleistung der Blitter angepasst
ist (Kiithn ef al., 1997). Transgene Kartoffelpflanzen, die das SoSUT-Gen unter Kontrolle des
CaMV 35S-Promotors iiberexprimieren, sollten kldren, ob die diurnale Expression transkrip-
tional oder post-transkriptional reguliert wird. Die real time PCR Analysen zeigten, dass die
diurnale Regulation der SUTI-Expression in 35S::SoSUTI Pflanzen gestort ist. AuBlerdem
war die Transkriptakkumulation des unter konstitutivem 35S Promotor exprimierten SUTI-
Gens im Gegensatz zu dem SUT/-Gen unter endogenem Promotor nach Behandlung mit dem
Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX) nicht beeintrachtigt. Anhand dieser Ergebnisse
wurde eine transkriptionale Kontrolle der SUTI-Expression unter Beteiligung cis-
regulatorischer Elemente im SUTI-Promotor, sowie kurzlebiger positiver Transkriptionsfak-
toren, die daran binden, postuliert. Im SUT/-Promotor wurde mit Hilfe des Web Signal Scan
Programms auch ein fiir zirkadiane Expression verantwortliches cis-Element lokalisiert (He et
al., 2008). Bei diesem Sequenzmotiv handelt es sich um ein imperfektes EE-Element (evening
element), das fiir die Abend-Oscillation zirkadian regulierter Gene verantwortlich ist (Harmer

und Kay, 2005).

Redox-Aktivierung

Kiirzlich zeigten Untersuchungen in Saccharomyces cerevisiae, die StSUTI heterolog expri-
mierten, sowie in Oocyten von Xenopus laevis, die SUTI aus Zea mays exprimierten , dass die
SUT1-Saccharosetransportaktivitdt durch eine Redox-abhidngige Homodimerisierung stark
erhoht ist (Kriigel et al., 2008). Unterschiedliche Methoden wie Blue native PAGE (BN-
PAGE), chemisches Cross-Linking, Immunoprezipitation, Analyse transgener Pflanzen mit
reduzierter SUTI-Expression oder SUTI-Uberexpression, sowie Untersuchungen von tran-
sient transformierten Tabakpflanzen mittels split yellow fluorescent protein (Split YFP)-
Technik weisen auf die regulatorische Bedeutung der SUT/-Dimerisierung in planta (Kriigel
et al., 2008; Liesche et al., 2008). Wie mit Hilfe eines GFP-Fusionskonstruktes gezeigt wur-
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de, ist die Redox-abhédngige Dimerisierung auch fiir das subzelluldre targeting des SUT1 zur
Plasmamembran essentiell, wo sich das SUT1-Protein in 200- bis 300-nm raf#-dhnlichen Mic-
rodoménen konzentriert (Kriigel et al., 2008). Es wurde postuliert, dass die Regulation der
SUTI1-Aktivitdt durch Homodimerisierung universell bei verschiedenen Pflanzenarten sein

kann (Liesche et al., 2008).

1.3.4 Physiologische Bedeutung

Die detaillierte Analyse der physiologischen Funktion des SUT1 Saccharosetransporters mit-
hilfe genetisch modifizierter Pflanzen hat es ermoglicht, die Bedeutung des SUT1 sowohl fiir
die Phloembeladung, als auch fiir den Langstreckentransport nachzuweisen (Riesmeier et al.,

1994, Kiihn ez al., 1996, Biirkle et al., 1998, Hackel et al., 2006).

Transgene Kartoffel- und Tabakpflanzen mit konstitutiver Antisense-Inhibierung der SUTI-
Expression unter Verwendung des CaMV 35S-Promotors aber auch transgene Kartoffel und
Tomaten, in denen die SUT-Expression nur in den Geleitzellen des Phloems mittels ro/-C-
Promotor spezifisch inhibiert wurde, zeigten im Vergleich zum Wildtyp einen charakteristi-
schen Phinotyp mit retardiertem Wachstum und deformierten Source-Bléttern mit einer er-
hohten Akkumulation von 16slichen Zuckern, bis hin zum reduzierten Wurzelsystem und Ste-
rilitdt der Bliiten (Riesmeier ef al., 1994; Kithn ef al., 1996; Biirkle et al., 1998; Hackel et al.,
2006). Bei den transgenen Kartoffeln war dazu noch die verminderte Ausbildung der Knollen
zu beobachten (Riesmeier ef al., 1994; Kiihn et al., 1996,). Die Exportrate radioaktiv markier-
ter Saccharose aus den transgenen Tabak-Bléttern war im Vergleich zum Wildtyp merklich
vermindert (Biirkle ef al., 1998). Wihrend einer verldngerten Dunkelperiode haben die Bléatter
von Antisense Tabak- und Tomatenpflanzen Stirke akkumuliert (Biirkle ef al., 1998; Hackel
et al., 2006). Ein dhnlicher Phénotyp, wie bei den Antisense-SUT/-Pflanzen, wurde auch in
Arabidopsis-Insertionsmutanten beobachtet, in denen der SUT/-homologe A£SUC?2 inhibiert
wurde (Gottwald et al., 2000).
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Heterologe Uberexpression des SoSUTI aus Spinat unter Kontrolle einen CaMV 35S-
Promotor ermdglichte es, transgene Kartoffel- und Tabakpflanzen herzustellen, die eine er-
hohte Saccharosetransportaktivitit in Plasmamembranvesikeln zeigten (Leggewie, 1996;
Leggewie et al., 2003). Transgene Kartoffeln mit SUT1-Uberexpression zeigten unter ande-
rem einen verdnderten Kohlenhydrat-Metabolismus. Der Gehalt von l6slichen Zuckern in
Blattern der transgenen Kartoffel war niedriger als beim Wildtyp. Dazu kam es in den trans-
genen Blittern wihrend der Dunkelperiode zum erhohten Stirkeabbau. Im Gegensatz dazu
weisen die transgenen Knollen einen erhohten Kohlenhydrat-Gehalt auf. Die SUTI-
Uberexpression beeinflusste die Knollenmorphologie jedoch nicht (Leggewie, 2003). Trans-
gene Tabakpflanzen mit SUTI Uberexpression zeigten hingegen eine vermehrte Seitentrieb-
bildung und ein etwas fritheres Einsetzen der Bliitenbildung sowie auch des Erbliihens selbst.
Der verdnderte Phénotyp der transgenen Tabakpflanzen war jedoch nur im Sommer zu beo-
bachten, was auf eine Abhédngigkeit des Effekts vom Licht (oder von der Tagesldn-

ge/Photoperiode) hinweist (Leggewie, 1996).

Bedeutung in Sink-Organen

Transgene Arabidopsis Pflanzen, die das B-Glucuronidase (GUS)-Gen unter Kontrolle des
AtSUC2-Promotors exprimieren, zeigen in einer histochemischen Farbung ein Expressions-
muster, das neben einer starken Aktivitit im Phloem auch eine Aktivitit in Wurzeln und
Schoten erkennen ldsst (Truernit e al, 1995). Expression des Arabidopsis-
Saccharosetransporters AfSUC1 wurde in Wurzeln, sowie in keimenden Pollen nachgewiesen,
wo eine indirekte Bedeutung in der Regulation der Antheren6ffnung postuliert wurde (Stadler
et al., 1999; Sivitz et al., 2008). Mit Hilfe von sucl Arabidopsis-Mutanten wurde kiirzlich die
Bedeutung von A7SUCI fiir die Pollen-Entwicklung und -Keimung bestétigt (Sivitz et al.,
2008). Ahnliche Funktionen wurden auch fiir den Pollen-spezifisch exprimierten zur SUT1-

Subfamilie gehorenden NtSUT3 aus Tabak postuliert (Lemoine et al., 1999).

Mittels qPCR wurde die Expression von SISUT in Tomatenfriichten untersucht. Der SISUT -
Gehalt war in griinen Friichten signifikant h6her als in roten Friichten. Mit Hilfe von Immu-

nolokalisierungstechniken wurde SISUT1 in Siebelementen von jungen, sowie auch reifen
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Tomatefruchten lokalisiert. Anhand der Befunde wurde eine Rolle des Proteins bei der

Phloementladung wihren der Tomatenfruchtentwicklung suggeriert (Hackel ez al., 2006).

Untersuchungen der Expression des GUS-Gens unter Kontrolle des SUT/-Promotors in trans-
genen Kartoffelpflanzen haben die SUTI/-Promotoraktivitit im Phloem von Sink-Knollen
nachgewiesen (Kiihn et al, 2003). Immunlokalisationsversuche haben gezeigt, dass das
SUT1-Protein in den Siebelementen der Knollen vorkommt (Kiihn et al., 2003). Die Anti-
sense-Inhibierung der SUT/-Expression in Knollen, unter Verwendung des knollenspezifi-
schen Patatin-Klasse I-Promotors B33, der vor allem im Phloem von sich entwickelnden
Knollen aktiv ist, verursachte eine Reduktion des Frischgewichts wéhrend der frithesten Knol-
lenentwicklungsphase. Es wurde postuliert, dass StSUT1 entweder direkt an der apoplasti-
schen Phloementladung in frithesten Stadien der Knollenentwicklung teilnimmt oder dank der
retrieval Funktion indirekt die Phloementladung durch Regulation der apoplastischen Osmo-
laritdt und der Plasmodesmatafunktion beeinflusst. Eine Beteiligung des SUT1 an der Phloe-
mentladung wiirde implizieren, dass das Protein nicht nur als Saccharoseimporter in das
Phloem, sondern auch in umgekehrter Orientierung, als Exporter aus dem SECCC zum A-
poplast, funktionieren kann (Kiithn er al., 2003). Mittels elektrophysiologischer Methoden
unter Verwendung von Xenopus-Oozyten wurde der bidirektionale Saccharosetransport des

Transporters ZmSUT1 aus Zea mays in vitro bereits nachgewiesen (Carpaneto ef al., 2005).

1.4 SUT2/SUT4

Im Gegensatz zur SUT1-Familie, sind Verteter der SUT2- und SUT4-Genfamilien in allen
bekannten Fillen nur einmal in der jeweiligen Pflanzenart représentiert. Die Vertreter der
SUT2- und SUT4- Genfamilien wurden bislang nicht sehr eingehend untersucht. Ihre kineti-
schen und strukturellen Eigenschaften jedoch, sowie auch die viel schwéchere Expression, die
teilweise durch niedrigen Codon Bias und durch die geringe Stabilitdit der mRNA verursacht
wird und vor allem in pflanzlichen Sink-Organen stattfindet, konnten auf eine von SUT1 un-
terschiedliche physiologische Funktion der SUT2/SUT4 Saccharosetransporter hinweisen
(Kiihn, 2003; He et al., 2008).
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1.4.1 SUT2

Die SUT2-Subfamilie besteht aus 2 kleineren Gruppen: eine davon umfasst ausschlielich
Saccharosetransporter monokotyler Spezies und die zweite umfasst Saccharosetransporter und
Saccharosetransporter-dhnliche Proteine aus Mono- und Dikotyledonen, die entweder eine
sehr niedrige Affinitdt oder gar keine Saccharosetransportfunktion zeigen (Kiihn, 2003). Zum
ersten Mal wurde das Saccharosetransporter-dhnliche Protein SUT2 in Arabidopsis (At-
SUT2/AtSUC3) und in Tomaten (S/ISUT2) beschrieben (Barker et al., 2000). Die Struktur der
dikotylen SUT2-Proteine zeichnet sich durch eine verldngerte N-terminale Doméne (~30 A-
minosduren-Reste) und einen gréferen zentralen /oop (~50 Aminosduren-Resten) aus (Barker

et al., 2000).

Die Untersuchungen in Hefe haben keine Transportaktivitit der SISUT2 und StfSUT2 Proteine
gezeigt. Der SUT2-orthologe Transporter aus Arabidopsis thaliana, AtSUC3/AtSUT2, ist hin-
gegen fihig, Saccharose mit geringerer Transportrate und Affinitit (K,,=11,7mM bei pH4) zu
transportieren (Barker et al., 2000, Meyer et al., 2004).

Lokalisierung und Funktion

SUT2 wird vor allem in Sink-Organen wie Sink-Bléttern, Stdngeln und Friichten exprimiert
(Barker et al., 2000, Meyer et al., 2004, Hackel et al., 2006). Verschiedene mogliche Funkti-
onen des SUT2 in Pflanzen wie z.B. Katalyse des Saccharose-Transfers iiber die Plasma-
membran oder sensorische Funktionen wurden diskutiert (Barker et al., 2000; Meyer et al.,
2004). Auch die potentielle Bedeutung des SUT2 fiir die Regulation von anderen SUT-
Proteinen wurde in Betracht gezogen (Stadler and Sauer, 1996; Reinders et al., 2002; Kiihn
2003; Schulze et al., 2003; Meyer et al., 2004). Mittels SUT2-spezifischer Antikorper wird
das SUT2/SUC3 Protein in Siebelementen des Phloems detektiert (Barker ez al., 2000). Elekt-
ronenmikroskopische Immunogold-Markierung zeigte, dass SISUT2 in der Plasmamembran
présent ist (Barker et al., 2000). Wie im Fall von SUT1 wurde auch fiir den SUT2 der mRNA-
oder Protein-Makromolekiiltransport zwischen den Geleitzellen und den Siebelementen iiber
Plasmodesmen postuliert (Barker ef al., 2000).
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In Immunlokalisations-Experimenten wurde das SISUT2 Protein im Pollen der Tomate, im
wachsenden Pollenschlauch und in den Siebelementen der Friichte detektiert (Hackel el al.,
2006). Analyse der genomischen SISUT2-Promotorsequenz mit dem Web Signal Scan Pro-
gramm bestétigten die Anwesenheit cis-regulatorischer Elemente, die fiir Pollen-spezifische

Expression verantwortlich sind (He et al., 2008).

Analyse des Phéanotyps von transgenen Tomaten, die das SISUT2 Gen in der antisense Orien-
tierung konstitutiv exprimieren, zeigten Verdnderungen, die Fruchtertrag und Fruchtentwick-
lung betrafen. Transgene Friichte besalen weniger oder gar keine Samen und waren kleiner
als die Wildtyp-Friichte. Biochemische Analysen haben einen verminderten Gehalt von 16sli-
chen Zuckern und Stédrke in den jungen Friichten der Antisense S/SUT2 Tomaten nachgewie-
sen. Untersuchungen des Pollen-Keimungsprozesses zeigten eine Reduktion in der Pollen-
schlauchldnge sowie auch eine verringerte Pollenkeimungsrate der Antisense-Tomaten im
Vergleich zur Kontrolle. Interessanterweise fiihrte eine erhdhte Saccharosekonzentration, so-
wie ein verringerter pH im Keimungsmedium zu der Normalisierung der verdnderten Parame-
tern des Germinationsprozesses in den Antisense SISUT2 Tomaten. Moglicherweise fungiert
das SUT2 Protein als Saccharsoetransporter und spielt eine Rolle bei der Zuckerbelieferung in
die symplastisch isolierten Pollenstrukturen (Hackel e/ al., 2006). Die Saccharoseaufnahme-
messungen scheinen diese Theorie zu bestédtigen (Hackel e/ al., 2006). Die Saccharoseimport-
funktion des SUT2 in Arabidopsis Sink-Organen wurden auch frither anhand der Detektion
von AtSUT2/AtSUC3-Protein in verschiedenen pflanzlichen Strukturen wie Schliezellen,
Trichomen, Pollen, Wurzelspitzen, Samenschale und Nebenblatt suggeriert ( Meyer et al.,

2004)

Auch eine Rolle des SUT2 unter Stressbedingungen wird in Betracht gezogen. Dafiir spricht
z.B. die wund-induzierte Expression von AfSUC3/4tSUT2 (Meyer et al., 2004). Analyse der
genomischen SISUT2-Sequenz mit dem Web Signal Scan Programm bestitigte die Anwesen-
heit der Verwundungs-induzierbaren cis-Elemente, sowie auch von Sequenzmotiven, die fiir
die Antwort auf andere Umweltsignale wie Wasser- oder Salzstress verantwortlich sind (He e?

al., 2008).
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1.4.2 SUT4

StSUT4 aus Kartoffeln, SISUT4 aus Tomate und ArSUT4 aus Arabidopsis wurden als erste
Mitglieder der SUT4-Subfamilie kloniert (Weise et al., 2000). Mitglieder der SUT4-
Subfamilie weisen eine deutlich geringere Affinitdt zu Saccharose auf als SUTI1. Der Ky-
Wert liegt zwischen 5 mM und 6 mM. Ein Mitglied der SUT4 Subgruppe, DcSUT1 aus Dau-
cus carota ist mit einem Ky-Wert von 0,5 mM eine hochaffine Ausnahme in der Gruppe

(Weise et al., 2000; Weschke et al., 2000; Kiihn, 2003).

Es gab bislang kaum Nachweise {iber die physiologische Funktion der SUT4 Subfamilie. Die
bisher in verschiedenen Pflanzen vorgenommenen Versuche, das Gen SUT4 mit Hilfe eines
Antisense-Konstruktes zu inhibieren, sind nicht gelungen (Frommer und Kiihn, nicht publi-
zierte Daten). Die aus publizierten Daten resultierenden unterschiedlichen SUT4-
Lokalisierung-Vorschldge fiir verschiedene SUT4-Mitgliedern konnten auf artspezifische Un-
terschieden verweisen oder auf unterschiedliche Funktionen der SUT4-Orthologen in unter-

schiedlichen Pflanzen hinweisen.

Expression und Lokalisierung

Im Gegensatz zu SUT1 ist die Expression des SUT4 schwach und die SUT4-mRNA, sowie
auch das Protein sind durch Standardmethoden wie Western Blot oder Northern Blot kaum
detektierbar (Weise et al., 2000). Die Expression des GUS-Genproduktes unter Kontrolle des
AtSUT4 Promotors wurde im GefiaB3system von Sink-Blittern, im Stempel und in Antheren
detektiert. GUS-Protein wurde auch im Bereich der kleineren Blattadern von Source-Bléttern

nachgewiesen, was eine SUT4-Funktion bei der Phloembeladung nahelegt (Weise et al.,

2000).

Untersuchungen des SISUT4 von Tomatenpflanzen, die mittels RNase Protection Assay

(RPA) durchgefiihrt wurden, haben eine Organ-spezifische Expression des Gens gezeigt. Be-

25



sonders reich an SUT4-Transkripten waren Sink-Blétter und die Tomatenbliiten und das
hochste Niveau der SUT4-Expression wurde in den Ovarien und griinen Friichten festgestellt
(Weise et al, 2000). Die fiur die weiblichen Bliiten-Organe spezifische SUT4-
Transkriptakkumulation wurde auch mittels real time PCR bestitigt (Hackel et al., 2006). Im
Gegensatz zu der AtSUT4-Expression wurde das SUT4 Protein in Solanaceen nicht in kleins-
ten Blattadern, sondern in den Hauptadern von Source-Blittern und Sink- Bléttern, sowie auch
entlang des Transportphloems von Petiolen und Stingeln nachgewiesen (Weise ef al., 2000,

Reinders et al., 2002).

Eine Gewebe-spezifische Expression zeigte auch das homologe Gen aus Lotus japonicus
LjSUT4. Die mit RT-PCR Techniken analysierte LjSUT4-Expression war am stirksten in
Wurzeln und in Wurzelnknoéllchen und etwas schwiécher in griinen Samenschalen und im Hy-
pokotyl. Im Gegensatz zu Tomaten war die SUT4-Expression bei den L. japonicus-Pflanzen
in solchen Organen wie Blittern, Bliiten oder Stingel nicht nachweisbar (Flemetakis et al.,
2003). Fir LjSUT4 wurde aufgrund von RT-PCR und in situ-Hybridisierung eine Funktion in
Saccharosetransportprozessen wihrend der Wurzelknollchen-Entwicklung postuliert (Fleme-

takis et al., 2003).

Hefezellen, die ASUT4, HvSUT2 oder StSUT4 exprimieren, sind zur '*C-Saccharose-
Aufnahme fihig, was eine Plasmamembran-Lokalisierung voraussetzt (Weise ef al., 2000;
Weschke et al., 2000). Hefezellen, die mit einem SISUT4-GFP Konstrukt transformiert wur-
den, zeigen GFP-Fluoreszenz an der Plasmamembran, sowie in einem perinukledren Ring
(Chincinska et al., 2008). Anhand von GFP-Fusionskonstrukten wurde dagegen fiir SUT4-
Proteine aus Arabidopsis (AtSUT4), aus Gerste (HvSUT2) und aus L.japonicus (SISUT4)
eine subzelluldre Lokalisierung im Tonoplast postuliert (Endler ez al., 2006; Reinders et al.,
2008). Auf eine mogliche Vakuolen-spezifische LjSUT4-Lokalisierung wiesen auch Proteom-
Analysen hin (Reinders et al., 2008). Jedoch im Fall von AtSUT4 sprechen die Ergebnissen
der Proteom-Untersuchungen dagegen fiir eine chloroplastiddre Lokalisierung des SUT4 in

Arabidopsis hin (Rolland ez al., 2003).
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Mittels der Methode two-phase partitioning, die eine Separation der Endomembran-Fraktion
ermoglichte, wurde iiber Western Blots mit StSUT4-spezifischen Antikorper eine bevorzugte
Lokalisierung (Weise ef al., 2000) in der Plasmamembran gezeigt (Chincinska ef al., 2008).
Die Plasmamembranlokalisierung wurde auch durch die Experimente mit StSUT4::GFP Kon-
strukten bestitigt, deren subzelluldre Lokalisierung mittels konfokaler Mikroskopie in tran-
sient transformierten Tabakprotoplasten, sowie in infiltrierten Tabak- und Kartoffelblattern
beobachtet wurde. In Ubereinstimmung mit fritheren Daten von SISUT4-GFP exprimierenden
Hefezellen wurde das GFP-Signal in der Plasmamembran und zusétzlich in einem perinukleé-
ren Ring beobachtet. Anhand der Ergebnisse wurde ein ,,duales fargeting” des SUT4 zur

Plasmamembran und den Nukleus-umringenden Endomembranen postuliert (Chincinska et

al., 2008).

Mithilfe des Split Ubiquitin Systems wurde bisher die Interaktion zwischen SISUT4, SISUT1
und SISUT2 gezeigt (Reinders et al., 2002). Die Interaktion zwischen SUT4 und anderen
Saccharosetransportern wurde im pflanzlichen System noch nicht bestitigt. Jedoch mit Hilfe
der Immunlokalisations-Methode wurden alle drei Proteine in Solanaceen in der Plasma-
membran der Siebelementen des Phloems co-lokalisiert (Reinders et al., 2002). Im Kontext
der neusten Befunde, die auf eine wichtige regulatorische Bedeutung einer Redox-abhéngigen
SUT1-Homodimerisierung in planta hinweisen, kann man vermuten, dass auch Heterodimeri-
sierung eine bedeutende Rolle fiir die Regulation der Funktion von Saccharosetransportern

spielen kann (Kriiegel et al., 2008).

1.4.3 Regulation der SUT2/SUT4 Saccharosetransporter

Mitglieder der SUT2- und SUT4-Genfamilie scheinen grundsédtzlich anderen Regulationsme-
chanismen zu unterliegen als Mitglieder der SUT1-Genfamilie. Mit real time PCR durchge-
fithrte Analysen der StSUT2/StSUT4-Transkript-Stabilitit nach Applikation von Transkripti-
ons- und Translationsinhibitoren suggerieren post-transkriptionale Kontrolle der beiden

Saccharosetransporter (He ez al., 2008).
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Eine translationale Inhibition mittels Cykloheximid (CHX) verursacht einen Stabilisie-
rungseffekt der StSUT2/ StSUT4 Transkripte. Ein dhnlicher Stabilisierungseffekt nach der
CHX-Behandlung ist auch im Fall von AtSUT2/AtSUC3-Transkripten bekannt (Arabidopsis
Datenbank http://csbdb.mpimpgolm.mpg.de/csbdb/dbcor/ath/ ath txp.html; He et al., 2008).
Die mittels der Transkriptionsinhibitoren Actinomycin D und Cordycepin festgestellte Halb-
wertszeit fir die SUT2 und SUT4 Transkripte aus Solanaceae betrdgt etwa 130 min. Die
Halbwertszeit der SUT2 und SUT4 Transkripte wurde durch simultane Inhibierung von
Transkription und Translation verldngert. Anhand der Experimente wurde postuliert, dass die
Regulation der Akkumulation von StSUT2- und StSUT4-Transkripten von der de novo Bio-
synthese von negativ-wirkenden Regulatoren abhéngig ist. Diese Regulatoren sind sehr insta-
bile Proteine, da die signifikante Erhohung des StSUT2/ StSUT4 mRNA-Gehalts schon 2
Stunden nach der Behandlung mit dem translationalen Inhibitor CHX beobachtet wurde. Ex-
perimente mit dem Inhibitor des 26S Proteasoms MG132 haben gezeigt, dass diese kurzlebi-
gen regulatorischen Proteine vermutlich ubiquitin-vermittelt abgebaut werden. Fiir den Abbau
dieser kurzlebigen regulatorischen Proteine iiber den 26S Proteasomweg spricht die schnelle
Destabilisierung der StSUT2/ StSUT4-Transkripte nach der MG132-Behandlung (He et al.,
2008).

1.5 Die Rolle des Phloems bei der Integration von pflanzlichen

Funktionen

Neben den Photoassimilaten findet im Phloem auch der Transport von anderen lebenswichti-
gen Stoffen, wie Aminoséduren, Proteinen und RNA-Molekiilen, sowie auch Hormonen und
manchen anorganischen Ionen zwischen entfernten Pflanzenorganen statt. Die im Phloemsaft
transportierten Molekiile spielen nicht nur als Bau- und Néhrstoffe eine Rolle, sondern einige
sind auch essentiell fiir den Langstrecken-Transport von Signalen und fiir die Regulation phy-
siologischer Prozesse in den Pflanzen (zur Ubersicht: Kiihn et al., 1997; Ruiz-Medrano et al.,
1999; Xoconostle-Cézares et al., 1999; Yoo et al., 2004; Haywood et al., 2005; Lough und
Lucas, 2006; Taiz und Zeiger, 2006; He et al., 2008). Das Langstreckentransport-System des
Phloems erméglicht der Pflanze also Transfer und Integration der in verschiedenen pflanzli-
chen Organen generierten Stimuli. Die Phloem-vermittelte Koordination der in entfernten
Pflanzenteilen stattfindenden Prozesse ist essentiell fiir die Anpassung des pflanzlichen Orga-

nismus an verdnderte Umweltbedingungen. Die Bedeutung der Phloem-vermittelten Kommu-
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nikation zwischen unterschiedlichen Organen ist fiir die Regulation von physiologischen Pro-
zessen wie Blithinduktion, Schattenvermeidungsreaktion oder, im Fall von Kartoffelpflanzen,
die Induktion der Knollenbildung gut dokumentiert (Tooke und Battey, 2000, Ayre und Tur-
geon, 2004; Bernier und Périlleux, 2005; Lough und Lucas, 2006).

Es stellt sich die Frage, ob Saccharosetransporter, deren essentielle Bedeutung fiir die
Phloemtransportfunktion gut dokumentiert ist, auch diese integrative Funktion des Phloems
beeinflussen konnen. Auf diese Moglichkeit weisen die in der Vergangenheit beschriebenen
Beobachtungen hin (Leggewie, 1996) deswegen werden in folgenden Kapiteln kurz die wich-

tigsten Kontrollmechanismen dieser pflanzlichen Prozesse behandelt.

1.5.1 Bliihinduktion

Die Mechanismen der Blithinduktion sind in verschiedenen Pflanzenarten sehr universell
(Bernier und Périlleux, 2005). Mittels Pfropfexperimenten zwischen unterschiedlichen Pflan-
zenarten wurde die Phloem-Mobilitit des Blithstimulus und sein hoch universeller Charakter
demonstriert (Mockler ef al., 2003; An et al., 2004; Ayre and Turgeon, 2004; Searle und
Coupland, 2004; Bernier und Périlleux, 2005; zur Ubersicht Teiz und Zeiger; 2006). Eine
essentielle Rolle fiir die Erkennung von Blith-optimalen Umweltbedingungen und fiir die Ge-
nerierung des Bliithstimulus spielen die Source-Blitter (Lough und Lucas, 2006; Bernier und

Périlleux, 2005).

Die Induktion der Bliitenbildung ist in héheren Pflanzen durch ein integriertes Netz von un-
terschiedlichen genetischen Signaltransduktionswegen kontrolliert. Die Gene der verschiede-
nen Blithinduktionswege werden durch unterschiedliche endogene und exogene Faktoren (In-
putsignale), wie Lichtqualitdt und Quantitdt, Hormone, ambiente Temperatur oder Zugang der
Nahrstoffe, reguliert (Bernier und Périlleux, 2005). In Arabidopsispflanzen, deren Blithinduk-
tionmechanismen gut verstanden sind, wurden 4 Haupt-Blithinduktionswege beschrieben: ein
autonomer Bliithinduktionsweg, sowie Wege, die entweder von der Photoperiode (Tageslin-
ge), von Gibberellin oder der Vernalisation abhidngig sind (Mouradow et al., 2002). Als davon

29



getrennter Blihinduktionsweg wurde auch ein Saccharose-abhédngiger Bliihinduktionsweg
vorgeschlagen (Bernier ef al., 1993; Bernier und Périlleux, 2005). Die Aktivierung von Genen
der verschiedenen Blithinduktionswege fiihrt zur Regulation von Blithintegrator-Genen. Blii-
hintegratoren wirken upstream von Bliitenmeristem-Identititsgenen, die direkt an der Mor-
phogenese des apikalen Sprossmeristems in das Bliitenmeristem, also an der Uberfithrung der
Pflanzen von der vegetativen zur reproduktiven Wachstumsphase teilnehmen (Bernier und

Périlleux, 2005; Lough und Lucas, 2006).

Blithintegratoren

Die zwei wichtigsten Blithintegratoren sind: FLOWERING LOCUS T (FT) (Kobayashi et al.,
1999) und SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO 1 (SOCI; auch als AGAMOUS-
LIKE 20 (AGL20) bezeichnet (Kardailsky ef al,, 1999), Das Gen FT kodiert ein kleines 23
kD, RAF-1-Kinase-Inhibitor-dhnliches Protein und das Gen SOC! kodiert ein MADS-Box-
Transkriptionsfaktor (MCM1, AGAMOUS, DEFICIENS, SRF) (Kobayashi ef al., 1999; Kar-
dailsky et al., 1999Borner et al., 2000; Lee et al., 2000; Samach et al., 2000; Parcy, 2005;
Rodriguez-Falcon ef al., 2006).

AtFT ist hauptsdchlich im Phloemgewebe von Kotyledonen und Blittern exprimiert (Takada
und Goto, 2003; Yamaguchi et al, 2005; Wigge et al., 2005), wihrend der FT-Protein-
Wirkungsort sich im entfernten Gewebe des Sprossmeristems (SM) befindet. FT ist ein
Phloem-mobiles Protein, welches vom Ort der Hauptexpression zum Wirkungsort wandert,
um als Langstrecken-Signal die Blithte zu induzieren (An et al., 2004; Corbesier et al., 2007,
Jaeger und Wigge, 2007; Mathieu et al., 2007). Im SM kam es zur Verbindung des FT mit
einem bZIP (basic leucine zipper) Transkriptionsfaktor, FD, und zur Bildung eines transkrip-
tionellen FT/FD-Komplexes, das alternativ zum Bliitenmeristem-Identitits-Gen LEAFY (LFY)
fir die Aktivierung eines weiteren Bliitenmeristem-Identitdts-Gens, dem MADS-Box
Transkriptionsfaktor APETALAI (AP1), verantwortlich ist (Iris und Sussex,1990; Weigel et
al., 1992; reviewed in Yanofsky, 1995; Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005; Bernier und
Périlleux, 2005; Searle et al., 2006; Corbesier und Coupland, 2006; Turck ez al., 2008). Im
SM kam es zur Bindung des FT-Proteins an einen bZIP (basic leucine zipper) Transkriptions-

faktor, FD, und zur Bildung eines transkriptionellen FT/FD-Komplexes, der fiir die Aktivie-
30



rung eines Bliitenmeristem-Identitdts-Gens, dem MADS-Box Transkriptionsfaktor
APETALAI (AP1) verantwortlich ist. Alternativ kann das AP/ auch durch ein anderes Blii-
tenmeristem-Identitits-Gen und Blihintegrators LEAFY (LFY) aktiviert werden (Iris und Sus-
sex,1990; Weigel et al., 1992; berichtet in Yanofsky, 1995; Abe et al., 2005; Wigge et al.,
2005; Bernier und Périlleux, 2005; Searle ef al., 2006; Corbesier und Coupland, 2006; Turck
et al., 2008).

Bekannte FT-Orthologe aus verschiedenen Pflanzenarten beteiligen sich nicht nur an der
Bliihinduktion bei Langtag (LT)-Pflanzen, wie Arabidopsis, sondern haben einen mehr uni-
versellen Charakter. Z.B. ein F7-Ortholog, HEADING DATE 3a (Hd3a) ist fir die Bliihin-
duktion in Reis (Oryza sativa) essentiell, einer monokotylen Kurztag (KT)-Pflanze und PAFT
ist fur die Blihinduktion in der KT-Pflanze Pharbitis nil essentiell; dagegen ist SINGLE
FLOWER TRUSS (SFT) an der Blithinduktion bei den tagneutralen Tomaten (autonomer
Blithinduktionsweg) beteiligt (Kojima et al., 2002; Molinero-Rosales et al., 2004; Lifschitz et
al., 2006; Hayama ef al., 2007; Turck et al.,. 2008).

AtSOCI ist im Sprossapex exprimiert, wo wahrend der Bliihtransition die AzSOCI-Expression
stark ansteigt, sowie in Bléttern und in Blattprimordien (Borner et al., 2000; Lee et al., 2000;
Samach et al., 2000; Parcy, 2005; Wigge et al., 2005; Turck et al., 2008). Die soc! Mutante
bliiht verspatet im Langtag (LT), sowie im Kurztag (KT) (Borner ef al., 2000; Lee et al.,
2000). Die Untersuchung von soc!/ft-Doppelmutanten zeigte, dass die Funktion dieser beiden
Bliihintegratoren teilweise liberlappend ist. Die Expressionsanalysen zeigten, dass FT die
SOCI-Expression und SOCI1 die LFY-Expression reguliert. Die gleichzeitige Mutation aller
drei Gene: F7T, SOCI1, LFY reichte jedoch nicht aus, um das Blithen in Arabidopsis vollig zu
unterdriicken (Iris und Sussex,1990; Moon et al., 2003; Yoo et al., 2005; Searle et al., 2006;
Turck et al., 2008). Die Expression von einem strikten SOC/-Homolog aus Reis, OsSOCI,
wurde in vegetativen Geweben beobachtet. Die beschriebene Erhoéhung der OsSOCI-
Expression wihrend der Bliithinduktion, sowie das in Arabidopsispflanzen mit konstitutiver
OsSOCI-Expression beobachtete frithzeitige Blithen zeigt, dass die Funktion von SOCI-

Homologen in verschiedenen Pflanzen vergleichbar ist (Tadege et al., 2003).
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Photoperiodische Blithinduktion

Die Bedeutung des Langstreckentransportsystems des Phloems fiir die Blithinduktion wurde
am besten bei den photoperiodisch abhéngigen Pflanzen dokumentiert. Wahrend die geneti-
schen Kontrollmechanismen der photoperiodischen Blithinduktion in Arabidopsis gut ver-
standen wurden, weiss man kaum etwas iiber Blithinduktion in Kartoffelpflanzen. Arabidopsis
ist eine fakultative LT-Pflanze, die viel frither im LT als im KT bliiht, widhrend das Bliihen in
verschiedenen Arten von Kartoffelpflanzen entweder LT-abhingig oder tagneutral sein kann
(Almekinders und Struik, 1996; Machackowa et al., 1998; Jackson et al., 2000; Searle und
Coupland, 2004; Bernier und Périlleux, 2005; Gonzélez-Schain und Suarez-Lopez, 2008).

CONSTANS

Eine zentrale Rolle in der LT-Blithinduktion in Arabidopsis spielt das Gen CONSTANS (CO),
das einen transkriptionalen Regulator kodiert, der zwei B-Box-Typ-Motive am N-Terminus
und eine C-terminale CCT Domine (CONSTANS, CONSTANS-LIKE, TIMING OF CAB
EXPRESSION 1) enthilt (Putterill ez al., 1995). Die COmRNA wurde zwar in verschiedenen
Geweben detektiert, jedoch wurde gezeigt, dass fiir die Blithinduktion die CO-Aktivitdt im
vaskuldren Gewebe des Blattes essentiell ist, wihrend die CO-Expression im Apex neutral fiir
die Bliihinduktion zu sein scheint (Putterill et al., 1995; Truernit and Sauer, 1995; Suarez-
Lopez et al., 2001; Takada und Goto, 2003; An ef al., 2004; Valverde et al., 2004; Ayre und
Turgeon, 2004; Kobayashi und Weigel, 2007). Das CONSTANS Protein selbst kann sich
nicht aus den Geleitzellen bewegen. Es ist jedoch dafiir bekannt, die beiden Bliithintegratoren
FT und SOCI positiv zu regulieren. Daher wurde fiir CO eine fiir die Regulation der Synthese
und des Langstreckentransports des Blithinduktionssignals im vaskuldren Gewebe wichtige

Rolle postuliert (An et al., 2004, Ayre and Turgeon, 2004).

Die CO-Expression unterliegt einer zirkadianen Regulation, die transkriptionale und post-
transkriptionale Mechanismen involviert (Fowler ef al., 1999; Park et al., 1999; Suarez-Lopez
et al., 2001; Yanovsky und Kay, 2002; Imaizumi et al., 2003; David et al., 2005; Imaizumi et
al., 2005; Valverde et al., 2004; Sawa et al., 2007; Turck et al., 2008). CO-Protein akkumu-
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liert nur im LT, am Ende der Lichtperiode, wihrend es im Dunkeln Proteasom-abhéngig ab-
gebaut wird. In der post-transkriptionalen CO-Regulation spielen Photorezeptoren eine essen-
tielle Rolle (Ahmad et al., 1998; Guo et al., 1998; Jarillo et al., 2001; Suarez-Lopez et al.,
2001; Yanovsky and Kay, 2002; Gyula et al.,, 2003; Mockler et al., 2003; Valverde et al.,
2004; Laubinger et al., 2004; Laubinger et al., 2006; Turck ef al., 2008). Im LT ist das CO-
Protein am Ende des Tages durch Photorezeptoren wie Phytochrom A (PHYA) und Cryptoch-
rome (Cry) stabilisiert. Die beiden Photorezeptoren funktionieren teilweise iiberlappend bei
der Verhinderung der Proteasom-abhéngigen CO-Degradation (Valverde et al., 2004). Phy-
tochrom B (PHYB) dagegen vermittelt eine CO-Degradation am Anfang der Lichtperiode,
was in CO-iiberexprimierenden transgenen Arabidopsispflanzen deutlich gezeigt wurde
(Mockler et al., 2003; Valverde ef al., 2004). Beobachtungen von phyB Reismutanten weisen
auf inhibierende Wirkung von PhyB fiir die Blithinduktion auch in KT-Pflanzen hin (Ishikawa
et al., 2005; Kobayashi et al., 2007).

Mdgliche Zielgene von CONSTANS

Es wurde bisher nicht eindeutig geklért, ob CO mehrere Targetgene aktivieren kann. Meistens
wird neben FT auch SOCI als CO-Zielgen erwihnt (Samach et al., 2000; Suarez-Lopez et al.,
2001; Yanovsky and Kay, 2002; An et al., 2004; Parcy, 2005; Bernier und Périlleux, 2005;
Turck et al., 2008). Es wird jedoch auch in Betracht gezogen, dass FT das einzige direkte CO-
Targetgen ist und SOCI sehr frith durch FT aktiviert wird (Turck ez al., 2008).

Mutation von FT fiihrt in den CO-iiberexprimierenden Pflanzen zur fast volligen Suppression
des friihen Blithens in Arabidopsis (Yoo ef al., 2005). Die Uberexpression von F7T, sowie eine
Phloem-spezifische oder auch SM-spezifische F'7-Expression kompensiert den spétblithenden
Phinotyp von co-Mutanten (Kardailsky et al., 1999; Kobayashi et al., 1999; An et al., 2004).
Zur CO-induzierten F7-Transkription in Arabidopsis kommt es nur im LT, wenn das AtCO-
Protein in grofBen Mengen akkumuliert (Suarez-Lopez et al., 2001; Kobayashi et al., 2007,
Turck et al., 2008). Im Reis dagegen akkumuliert das Hd1-Protein, ein CO-Ortholog, sowohl
im LT, als auch im KT. Zur Aktivierung eines F7-Orthologs, Hd3a, durch CO und zur Bliih-
induktion kommt es jedoch nur im KT. Im LT wirkt das Hd1 Protein als Hd3a-Repressor und
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dieser Prozess wird durch PhyB positiv reguliert(Yano et al., 2000; Kojima et al., 2002; Ko-
bayashi et al., 2007; Turck et al., 2008).

Mutation von SOC!I fihrt nur zur teilweisen Suppression des frithbliihenden CO-
Uberexpressions-Phinotyps (Yoo et al., 2005). Unerklirt ist, in welchen Pflanzenteilen es zur
Aktivierung von SOCI durch CO kommen kann. Es wurde zwar eine wesentliche Steigerung
der SOCI1-Aktivitdt wihrend der Blithinduktion direkt im Apex beobachtet, jedoch wie schon
erwdhnt, war eine SM-spezifische Expression von CO fiir die Blithinduktion nicht ausrei-
chend (Samach et al., 2000; Takada und Goto, 2003; An et al., 2004; Ayre und Turgeon 2004,
Parcy, 2005). Ahnlich wie im Fall von FT wurde das Blatt als ein Aktivierungsort von SOCI
durch CO vorgeschlagen. Sowohl die SOC1-Aktivierung, als auch der eventuelle Transport-
mechanismus eines SOCI1-induzierten Signals zwischen Blatt und Apex erfordern jedoch

noch griindlichere Untersuchungen fiir die vollstindige Aufklarung (Parcy, 2005).

Die Rolle von Gibberellinen fiir die Blithinduktion

Als fakultative LT-Pflanze kann Arabidopsis auch im KT blithen. Die Bliithinduktion unter
nicht-induktiven KT-Bedingungen wird durch Gibberelline (GAs) begiinstigt. Untersuchun-
gen des Bliithverhaltens nach exogener GA-Applikation, sowie Biosynthesemangelmutanten
und Mutanten mit einer verdnderten GA-Signaltransduktion zeigten, dass fiir die Arabidopsis-
Bliihinduktion unter nicht-induktiven KT-Bedingungen GAs erforderlich sind (Wilson et al.,
1992; Xu et al., 1997; Reeves und Coupland, 2001; Bernier und Périlleux, 2005; Eriksson et
al., 2006). Es wurde beobachtet, dass GAs an der Induktion von SOC/ and LFY, nicht aber
der von FT beteiligt sind (Blazquez et al., 1998; Borner et al., 2000; Moon et al., 2003;
Blazquez und Weigel, 2000; Corbesier und Coupland 2006; Liu et al., 2008).

Es wurde postuliert, dass GAs eine Komponente des Phloem-mobilen Blithinduktionssignals
darstellen konnten, worauf die in Arabidopsis und in Lolium temulentum durchgefiihrten Beo-
bachtungen hinweisen (King und Evans, 2003; Bernier und Périlleux, 2005; Eriksson et

al.,2006). Dank der Distribution der GA-Molekiile zwischen verschiedenen Pflanzenorganen
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durch das Leitgewebe (vor allem dem Phloem) kann die GA-Aktivitdt lokal reguliert werden
(Martinez-Garcia et al., 2002a; Fleet und Sun, 2005; zur Ubersicht Teiz und Zeiger, 2006).
Vermutlich werden GAs in Form biosynthetischer Zwischenstufen transportiert und erst an
threm Zielorgan in die aktive GA-Form umgewandelt (Martinez-Garcia et al, 2002a;
Rodriguez-Falcon et al., 2006). Die Regulation der physiologischen Prozesse in pflanzlichen
Organen kann auch auf einem Langstrecken-Transport der mRNAs von Genen beruhen, die

an der GA-Signaltransduktion beteiligt sind (Haywood ef al., 2005).

In vielen Pflanzenarten wirken GAs dhnlich wie in Arabidopsis positiv auf das Blithverhalten
(Wilson et al., 1992; Xu et al., 1997; Reeves und Coupland, 2001; Bernier und Périlleux,
2005; Eriksson et al., 2006). Es sind jedoch auch Félle bekannt, in denen Gibberelline einen
negativen Effekt auf die Blithinduktion aufweisen. Bei tagneutralen Tomaten oder bei KT-
abhingigen Fuchsia hybrida wurde eine inhibierende Wirkung von GAs auf die Blithindukti-
on beobachtet (King und Ben-Tal, 2001; Dielen et al., 2001).

Am GA-abhingigen Blithinduktionsweg sind Gene der GA-Biosynthese oder der GA-
Signaltransduktion beteiligt (Koornneef ez al., 1985; Wilson et al., 1992; Blazquez et al.,
1998; Bernier und Périlleux, 2005). AuBler Verdnderungen des Blithverhaltens zeigen Pflan-
zen mit verdnderter GA-Biosynthese oder GA-Signaling auch Modifikationen vegetativer
Organe. gal-Arabidopsis-Mutanten, in denen die GA-Biosynthese gestort ist, sowie GA-
insensitive gai-Mutanten weisen Zwerg-Wuchs, verkiirzte Internodien und Petiolen, sowie
vermehrt dunkelgriine Blitter auf (Koornneef ez al., 1985; Wilson et al., 1992; Blazquez et
al., 1998).

In Arabidopsis und Reis wurde der GA-Signaling-Mechanismus unter Vermittlung eines GA-
Rezeptors (GID1) aufgeklart. Die GA-Bindung an den GID1-Rezeptor fiihrt zur Bildung eines
Komplexes mit einem DELLA-Repressor. DELLA-Transkriptionsfaktoren gehoren zu der fiir
Pflanzen spezifischen GRAS Proteinfamilie (GAI, RGA, SCARECROW) (Ueguchi-Tanaka
et al., 2005; Nakajima et al., 2006; Vandenbussche et al., 2007). In Anwesenheit von GA

kommt es zum Proteasom-abhéngigen DELLA-Abbau, was fiir die Induktion von verschiede-
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nen GA-kontrollierten physiologischen Prozessen erforderlich ist (Dill und Sun, 2001; Sil-
verstone et al., 2001; McGinnis et al., 2003; Sasaki et al., 2003; Alvey und Harberd, 2005;
Ueguchi-Tanaka et al., 2005; Nakajima et al., 2006; Willige et al., 2007; Djakovic-Petrovic et
al., 2007; zur Ubersicht Vandenbussche et al., 2007). Die Genom-Analysen von verschiede-
nen Pflanzenarten zeigten, dass der bei Arabidopsis und Reis beschreibende GA-Signalweg

unter GefdBBpflanzen hoch konserviert ist (Vandenbussche et al., 2007).

1.5.2 Induktion der Knollenbildung

Pfropfungsexperimente zwischen Solanaceen-Pflanzenarten haben gezeigt, dass ein in Sour-
ce-Blittern von Tabakpflanzen generierter, Phloem-mobiler Bliithstimulus fdhig ist, unter
nicht-induktiven Bedingungen die Knollenbildung in einer Kartoffel-Propfunterlage zu indu-
zieren (Jackson, 1999; Rodriguez-Falcon e al., 2006; Lough und Lucas, 2006). Es wurde
daher vorgeschlagen, dass an der Blithinduktion, sowie an der Induktion der Knollenbildung
dhnliche Kontrollmechanismen beteiligt sind (Jackson, 1999; Martinez-Garcia et al., 2002b;
Rodriguez-Falcon et al., 2006; Lough und Lucas, 2006; Gonzalez-Schain und Suarez-Lopez,
2008).

Anhand von Kartoffelpflanzen mit verdnderter Knollenbildung wurden zwei Haupt-
Kontrollwege der Knollen-Induktion vorgeschlagen: der photoperiodisch gesteuerte Weg und

GA-abhingige Weg (Jackson, 1999; Rodriguez-Falcon et al., 2006).

Regulation durch die Photoperiode

Hinsichtlich der Knollenbildung gehort Solanum tuberosum ssp. Désirée zu den fakultativen
KT-Pflanzen (Schittenhelm et al., 2004). Dagegen sind viele Sorten von Solanum tuberosum
ssp. andigena, auch die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Linien, ausschlieSlich unter
KT-Bedingungen in der Lage Knollen zu bilden (obligate KT-Pflanzen) (Jackson, 1999; Mar-
tinez-Garcia et al., 2002b; Rodriguez-Falcon et al., 2006; Chincinska et al., 2008).
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Zur Erklarung des Mechanismus der von der Tagesldnge abhidngigen Knolleninduktion im KT
wurde ein Modell vorgeschlagen, das analog dem Mechanismus der Blithinduktion in der KT-
Pflanze Reis funktioniert (Abbildung im Anhang) (Rodriguez-Falcon ef al., 2006). Nach die-
sem Modell soll ein CO/Hd1-Ortholog aus Kartoffel die Transkription des F7/Hd3a-
Orthologs unter KT-Bedingungen induzieren und unter LT-Bedingungen PhyB-abhéngig re-
primieren (Hayama und Coupland, 2004; Ishikawa et al, 2005; Kobayashi et al.,. 2007,
Rodriguez-Falcon ef al., 2006). Fiir dieses Modell sprechen die Beobachtungen von transge-
nen Kartoffeln mit einer heterologen AtCO-Uberexpression, die unter induktiven-KT-
Bedingungen eine stark verspétete Knollenbildungsinduktion zeigten (Martinez-Garcia et al.,
2002b). Eine Rolle in der Regulation der Knollenbildungsinduktion wurde auch fiir den Kar-
toffelorthologen der beiden CO-Targetgene: F'7 und SOCI, postuliert (Kobayashi ez al., 1999;
Kardailsky et al., 1999; Rodriguez-Falcon et al., 2006).

Ahnlich wie bei der photoperiodischen Bliihinduktion sind die Source-Blitter der Ort der
Signalperzeption. Es wurde postuliert, dass an der Generierung eines Knollen induzierenden
Signals verschiedene Photorezeptoren teilnehmen. Am besten wurde dabei die Beteiligung
von PHYB untersucht. PhyB-Antisense-Andigenapflanzen waren sowohl im KT, als auch
unter nicht-induktiven LT-Bedignungen zur Knollenherstellung fihig. Pfropfexperimente
zeigten, dass Antisense-PhyB Unterlagen im LT nicht mehr zur Knollenbildung fihig waren,
wenn ein WT-Reis aufgepfropft wurde. Es wird daher vermutet, dass PhyB in Kartoffeln fiir
die Inhibierung der Knollenbildung unter LT-Bedingungen verantwortlich ist (Jackson et al.,
1996; Jackson et al., 1998). Neben PhyB wurde in Kartoffeln auch ein zweites Phytochrom,
PhyA, niher charakterisiert (Heyer und Gatz, 1992a; Heyer und Gatz, 1992b). PhyA Uberex-
pression verursacht bei Kartoffeln eine verspétete Knollenbildung, ein verringertes Wachstum
und erhohte Akkumulation von Anthocyanen und Chlorophyllen. Die Reduktion der PhyA-
Expression verursachte einen gegensétzlichen Phénotyp. (Yanovsky e al., 1998; Yanovsky et
al., 2000). Es wurde postuliert, dass die beobachteten Effekte durch Deregulierung der
pflanzlichen inneren Uhr infolge verdanderter PhyA-Expression verursacht wurden (Yanovsky

et al., 2000).
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Gibberellin-abhingige Knolleninduktion

An der Knolleninduktion direkt im Stolon nehmen verschiedene Hormone teil: Gibberelline,
Cytokinine, Jasmonsiure und Tuberonsiure, sowie Abscisinsidure (zur Ubersicht: Xu et al,
1998; Jackson, 1999; Rodriguez-Falcon ef al., 2006). Meistens wirken diese Hormone jedoch
nur direkt im Stolon, wo sie fiir die Kontrolle der Knollenentwicklung verantwortlich sind,
wihrend die Gibberelline eine duale Funktion zu erfiillen scheinen. Wahrscheinlich sind die
GAs nicht nur an der Knollenentwicklung beteiligt, sondern auch fiir die Produktion eines
mobilen Stimulus in Bléttern wichtig, der die Knollenbildung induziert (Rodriguez-Falcon et

al., 2006).

Die Knolleninduktion ist mit einer starken Reduktion des endogenen GAs-Gehalts, vor allem
der 3B-hydroxylierten GA;, korreliert (Machackowa et al., 1998; Martinez-Garcia et al.,
2002a; Rodriguez-Falcon et al., 2006). Ein erhohtes GA-Niveau inhibiert dagegen die Knol-
lenherstellung (Jackson, 1999). Die Andigena-Zwergmutante gal, die eine Storung des 13-
Hydroxylierungsschrittes der GA-Biosynthese aufweist, stellen sogar unter nicht-induktiven
LT-Bedingungen Knollen her (jedoch viel spéter als im KT) (Van den Berg et al., 1995; Jack-
son, 1999; Rodriguez -Falcén et al., 2006). Eine Beschleunigung der Knollenherstellung im
LT ist durch Behandlung der Kartoffelpflanzen mit GA-Biosyntheseinhibitoren wie Paclo-
butrazol oder Ancymidol moglich (Jackson und Prat, 1996; Jackson, 1999; Rodriguez -Falcon
et al., 2006). Dagegen zeigen GA-insensitive gai-/ Andigena-Mutanten mit einer erhohten
Stabilitdt des DELLA-Repressors GAI eine frithzeitige Knollenbildung im KT, sind jedoch
unter LT-Bedingungen nicht zur Knollenbildung fahig. Dies deutet auf die Beteiligung eines
zusdtzlichen, durch GA postiv regulierten Stimulus der Knollenbildung unter LT-

Bedingugnen (Rodriguez -Falcon et al. 2006).

Fiir die Regulation des Levels bioaktiver GAs spielen die Enzyme des letzten Biosynthese-
schritts (cytoplasmatische Etappe) eine essentielle Rolle, insbesondere GA20-Oxidase
(GA200x), GA3-Oxidase (GA3ox) und das Enzym GA2-Oxidase (GA2o0x), das fiir GA-
Deaktivierung verantwortlich ist (zur Ubersicht: Schopfer und Brennicke, 1999; Martinez-
Garcia et al., 2002a; Teiz und Zeiger, 2006). Wéhrend die GA20ox und GA3ox kodierenden

Gene meistens durch aktive GAs negativ reguliert werden, wurde zwischen den GA2o0x Ge-
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nen und GAs ein positiver feedback Regulationsmechanismus festgestellt (Carrera et al,
1999; berichtet in: Teiz und Zeiger, 2006). Uberexpression eines GA20ox Gens verursachte
eine verspitete Knolleninduktion im KT, dagegen kam es bei Pflanzen mit verringerter
GA200x-Aktivitat zur fritheren Knolleninduktion im KT (Carrera et al., 2000). Kiirzlich wur-
de gezeigt, dass in der apikalen Stolonzone GA; durch GA2o0x1 lokal reguliert wird und dass
die GA2ox1-vermittelte GA;-Degradation fiir die Knollenbildungsinduktion essentiell sein
kann (Kloosterman et al., 2007). Nach einer Theorie entsteht GA in Source-Blittern in der
inaktiven Form GAy, die iiber lange Strecken transportiert werden kann und erst in den Ziel-

organen z.B. in Stolonen zur aktiven GA| metabolisiert wird (Martinez-Garcia et al. 2002a).

1.5.3 Schattenvermeidungsreaktion

Verdnderungen in der Knollenbildung kdnnen auch im Rahmen der pflanzlichen Antwort auf
Beschattung, der sog. Schattenvermeidungsreaktion entstehen. Beschattung inhibiert die
Knollenproduktion (Jackson, 1999). Die Schattenvermeidungsreaktion umfasst auch eine er-
hohte Internodienelongation und Verstirkung der apikalen Dominanz, sowie Reduktion des
Flachenwachstums der Blétter. Im Schatten steigt die Konzentration des gesamten Chloro-
phylls in Bldttern, aber das Verhiltnis von Chlorophyll A zu Chlorophyll B sinkt und es
kommt auflerdem zum Absinken des Karotinoid-Gehalts. Beschattung beschleunigt meistens
auch das Erbliihen, sowie die Alterung von Pflanzen (zur Ubersicht: Ballaré, 1999; Rousseaux
et al., 1997; Schopfer und Brennicke, 1999; Cerdan und Chory, 2003; Kozuka et al., 2005;
Vandenbussche et al., 2005; Franklin und Whitelam, 2005; Taiz und Zeiger, 2006).

Bei der Anpassung der pflanzlichen Physiologie an veridnderte Lichtqualitét sind verschiedene
genetische Signaliibertragungswege beteiligt. Die Beteiligung von Elementen der zirkadianen
Uhr, der Photoperiode, sowie von Phytohormonen an der Generierung von Schattenvermei-
dungsreaktionen wurde postuliert. Die Mechanismen der Interaktion zwischen diesen unter-
schiedlichen Signaliibertragungswegen der Schattenvermeidungsreaktion wurden jedoch nicht
vollstandig geklart (Gyula et al., 2003; Vandenbussche ef al., 2005; Jiao et al., 2007; Franklin
und Whitealm, 2005; Johnson et al., 2008).
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Schattenvermeidungsreaktion ist vor allem durch ein erniedrigtes HR:DR-Verhiltnis und in
einem geringerem Ausmal auch durch die reduzierte Blaulicht-Intensitit ausgelost (Ballaré,
1999; Franklin und Whitelam, 2005; Pierik et al., 2004b; Vandenbussche et al., 2005; Djako-
vic-Petrovic et al., 2007), demnach konnten theoretisch alle bekannten pflanzlichen Licht-
Rezeptoren an der Generierung der Schattenvermeidungsreaktion beteiligt sein (Gyula ef al.,
2003; Vandenbussche et al., 2005; Jiao et al., 2007; Franklin und Whitealm, 2005). Besonde-
re Rolle bei der Aufnahme der Verdnderungen des HR:DR-Verhiéltnisses und der Regulation
der Schattenvermeidungsreaktion wurde dem PHYB zugeschrieben (Smith und Whitelam,
1997; Bernier und Périlleux, 2005; Franklin und Whitelam, 2005; Vandenbussche et al.,
2005). phyB-defiziente Mutanten zeigen eine konstante Antwort auf die Beschattung, also
verldangerte Sprosse und Petiolen, reduzierte Blattflichen, niedrigeren Chlorophyllgehalt und
frithes Erblithen (Reed et al,, 1993; Mockler et al., 2003; Franklin und Whitelam, 2005).
Auch PHYA hat Bedeutung fiir die Entstehung von Schattenvermeidungsreaktionen. PHY A
spielt in Kartoffeln eine essentielle Rolle in der Anpassung an den pflanzlichen Tagesrhyth-
mus im Vorlauf der Photoperiode (Yanovsky et al., 2000). Weder Pflanzen, die PhyA iibe-
rexprimieren noch die Pflanzen mit reduzierter PhyA-Expression waren fihig, die Verinde-

rungen der HR:DR-Verhiltnisses zu erkennen (Yanovsky et al., 1998; Yanovsky et al., 2000).

Analyse der globalen Genexpressionsdnderungen in phyB-Mutanten, in phyAphyB- Doppel-
mutanten, sowie in WT-Keimlingen von Arabidopsis zeigten, dass viele der Gene, die durch
Beschattung induziert werden, bekanntermassen durch Hormone und Licht reguliert werden.
Die Mehrheit dieser Genen unterliegt im Schatten einer antagonistischen Regulation durch

phyA und phyB (Devlin ef al., 2003).

Infolge der Exposition von Pflanzen mit Licht, das einen erhéhten Dunkelrot-Anteil besitzt,
kommt es bei Arabidopsis zur positiven F'7-Regulation und zum friihzeitigen Blithen (Cerdan
und Chory, 2003; Devlin et al., 2003; Endo et al., 2005; Johnson et al., 2008). Bei Arabi-
dopsis kommt es nur im LT durch ein niedriges HR:DR-Verhiltnis zu frithzeitigem Bliihen,
nicht jedoch im KT (Johnson et al., 2008). Daher wurde postuliert, dass das niedrige HR:DR-
Verhiltnis das photoperiodische Signal in Pflanzen verstarken kann (Devlin et al., 2003; Val-
verde et al., 2004). Erhohte Transkriptlevel von photoperiodischen Blithinduktionsgenen wie
GI, CO und FT, die bei verringertem HR:DR-Verhéltnis beobachtet wurden, scheinen diese
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Theorie zu bestédtigen. Interessanterweise wurde in phyB-Mutanten vermehrt CO-Protein
nachgewiesen. Es wurde auch eine mogliche Beteiligung von SOC! an dem durch niedriges

HR:DR-Verhiltnis induzierten Blithen in Betracht gezogen (Johnson ef al., 2008).

Eine wichtige Rolle bei der Regulation der Schattenvermeidungsreaktion spielen Hormone,
insbesondere Gibberelline und Ethylen (Vandenbussche et al., 2005). Dabei ist die Ethylen-
Antwort von GA abhéngig (Pierik et al., 2004a; Vandenbussche et al., 2005). In Arabidopsis
Mutanten, die entweder Ethylen-insensitiv oder im GA-Signalweg gestort sind, aber auch bei
WT-Pflanzen nach Behandlung mit GA-Biosyntheseinhibitoren, wurde eine verringerte Reak-
tion auf ein erniedrigtes HR:DR-Verhéltnis beobachtet (Peng und Harberd, 1997, Pierik et al.,
2004b; Vandenbussche et al., 2005). In phyB-Mutanten, die eine konstante Schattenvermei-
dungsreaktion zeigen, wurde dagegen ein erhohter Gehalt von aktiven GAs festgestellt (Van-
denbussche et al., 2005; Rodriguez-Falcon ef al., 2005). Inaktivierung der aktiven GA-Form
kann den phyB-Phinotyp autheben (Peng und Harberd, 1997; berichtet in Vandenbussche et
al., 2005). Es wurde gezeigt, dass die DELLA-Proteine, die als Elemente des GA-
Signaliibertragungsweges bekannt sind, eine essentielle Rolle fiir die Integration von ver-
schiedenen Signalen spielen konnen, die die physiologische Antwort der Pflanzen auf Be-
schattung regulieren (Achard et al, 2007; Djakovic-Petrovic et al., 2007). Es wurde unter
anderem gezeigt, dass DELLA-Aktivitdt auch durch andere Phytohormone, sowie durch Phy-
tochrome und Cryptochrome reguliert werden kann (Vandenbussche et al., 2005; Achard et
al., 2007; Djakovic-Petrovic et al., 2007).

1.5.4 Saccharose als Signalmolekiil

Im pflanzlichen Organismus spielt die Saccharose nicht nur als Photoassimilat-Transportform,
sondern auch als ein wichtiges Signalmolekiil eine bedeutende Rolle. Es wurde schon vor
langem postuliert, dass Saccharose eine Komponente des Blithinduktions- sowie Knollenin-
duktions-Signalkomplexes darstellt. Wird ein Ansteigen der Saccharosekonzentration verhin-
dert, so kommt es zum verspéteten Blithen (Corbesier ez al., 1998; Bernier und Périlleux,
2005; Eriksson ef al., 2006). Die Bedeutung des Saccharose-Signalings fiir die Blithinduktion

wurde eindeutig im Fall der obligaten LT-Pflanze Synapis alba nachgewiesen (Havelange et
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al., 2001; Bernier und Périlleux, 2005). Auch in Arabidopsis, wurde der Anstieg der Saccha-
rosekonzentration in dem aus Blittern exportierten Phloemsaft kurz bevor und wihrend der
Blithinduktion beobachtet. Mit dem Saccharosekonzentrations-Anstieg ging ein paralleler
Anstieg der Gibberellin A4 einher, die in Arabidopsis fiir Regulation der Sprosselongation und
Bliihinduktion verantwortlich ist. Eine synergistische Interaktion zwischen Saccharose und
GA, fuir die Induktion des Bliitenmeristem-Identitédts-Gens LFY wurde postuliert (Blazquez et
al., 1998; Eriksson et al., 20006).

Die Saccharoseapplikation auf oberirdische Organe, vor allem dem SM, der in vitro und in
manchen Fillen auch der in vivo angezogenen Arabidopsis-Bliihzeitmutanten wie co oder
phyA Mutanten, sowie fca (Mutation eines Gens des autonomen Blithinduktionswegs) oder gi,
(Mutation des GIGANTEA; des Gens des photoperiodisch gesteuerten Wegs) kann den spét-
blihenden Phénotyp teilweise komplementieren. Dagegen war Saccharose nicht fdhig die
spétblithende ft Mutante zu komplementieren, was auf eine Saccharose-Wirkung upstream
von FT hinweist (Roldan et al., 1999; Bernier und Périlleux, 2005). Es wurde gezeigt, dass
der Effekt der Blithinduktion stark von der Saccharosekonzentration abhéngig ist. Eine hohe
Saccharosekonzentration (5%) im Wachstumsmedium inhibiert die Blithinduktion beim WT,

sowie bei spitblithenden Arabidopsis Mutanten (Otto et al., 2001).

Auf die stimulierende Saccharosewirkung fiir die Blithinduktion weist auch der wéhrend des
Blithens bei der Modell-KT-Pflanze Xanthium strumarium beobachtete transiente Anstieg des
Saccharoseexports aus Blittern hin (Houssa ef al., 1991). Nicht nur bei photoperiodisch regu-
lierten Pflanzen, sondern auch bei Tomaten, deren Blithinduktion von exogenen Umweltfak-
toren unabhingig ist (autonome Bliithinduktion), wurde eine stimulierende Wirkung der Sac-

charose fiir den Bliihzeitpunkt beschrieben (Dielen ez al., 2002).

Saccharose kann auch den Prozess der Knollenbildung beeinflussen (Jackson, 1999). Erho-
hung der Saccharosekonzentration im Stolon durch Antisene-Inhibition eines Schliisselen-
zyms fiir die Starkesynthese, der ADP-Glukose Pyrophosphorylase (AGPase) in Knollen ver-
ursacht eine verstdarkte Knollen-Produktion (Miiller-Rober et al., 1992; Jackson, 1999). Die
Saccharose ist auch fiir die in vitro Knollenherstellung erforderlich. Die hochste Mikroknol-
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len-Produktion wurde bei einer hohen Saccharosekonzentration (8%) im Induktionsmedium
erreicht (Xu ef al., 1998a). Die Untersuchungen des GA;-Niveaus in in vitro Stolonen haben
einen negativen Effekt ansteigender Saccharosekonzentrationen auf die endogenen GAs ge-

zeigt (Xu et al., 1998a).

Die oben beschriebenen Effekte suggerieren, dass Saccharose sowohl eine hormonelle Ant-
wort (unter anderem GA-Antwort), sowie den von der Photoperiode kontrollierten Signalweg
modifizieren kann. Diese These bestitigen Untersuchungen von bekannten Saccharose-
Signalingmutanten, sowie von transgenen Pflanzen mit einem verdnderten Zucker-
Metabolismus (Corbesier et al., 1998; Gibson et al., 2001; Gibson, 2004; Bernier und Péril-
leux, 2005; Kozuka et al, 2005; Eriksson et al., 2006;Bernier und Périlleux, 2005). sis/
(succrose insensitive 1) Arabidopsis-Mutanten sind allelisch zu den c#ri-1 (constitutive triple
response) Mutanten, die wegen Mutation eines Ethylen-Repressors, CTR1, eine konstitutive
Ethylen-Antwort aufweisen (Achard ef al., 2003). Die sis/ Pflanzen wurden anhand einer
erhohten Resistenz auf die Saccharose-abhéngige Hemmung der Keimlings-Entwicklung iso-
liert. Fiir sisl/ctri-1 ist ein kompakter Rosetten-Phénotyp und verkiirzte Wurzeln charakteris-
tisch. Die sisl/ctri-1 Mutanten waren auch fahig, auf Paclobutrazol-haltigem Medium zu
keimen (Gibson et al., 2001). Die Entstehung des sis//ctri-1 Phanotyps beruht auf Inhibition
der Ethylen-vermittelten Hemmung der GA-abhingigen Degradation von DELLA-Proteinen:
GAIund RGA (Achard et al., 2003).

Auf die Bedeutung vom DELLA-Protein GAI bei der Integration des Saccharose-Signalwegs
und Phytohormon-Signalwegen weisen auch die Daten, die die Regulation der Anthocyan-
Biosynthese betreffen. Es wurde unter anderem gezeigt, dass die Enzyme des Anthocyan-
Biosynthesewegs durch Saccharose induziert werden und diese Induktion stark durch GA
reprimierbar ist (Solfanelli et al. 2006; Loreti et al. 2008). gai-Mutanten sind auf die GA-
vermittelte Repression des Enzyms des Anthocyan-Biosynthesewegs Dihidroflavonal Reduk-
tase weniger empfindlich. GAI konnte demnach an der Integration des Saccharose-
Signalwegs und der GA-Antwort beteiligt sein (Loreti er al. 2008). Kiirzlich wurde gezeigt,
dass der Saccharosetransporter AtSUC]1 eine Rolle in der Saccharose-induzierten Anthocyan-
Biosynthese spielt. Arabidopsis suc/ Mutanten akkumulierten weniger Anthocyane als Reak-

tion auf exogene Saccharose-Behandlung als der WT (Sivitz et al., 2008).
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Es wurde auch gezeigt, dass Saccharose die pflanzliche Antwort auf die Lichtbedingungen
modifizieren kann (Kozuka ef al., 2005; Dijkwel et al, 2007). Wahrend z.B. WT Arabi-
dopsis-Keimlinge auf DR-Licht mit Inhibition der Hypokotyl-Verldngerung und Offnung der
Kotyledonen reagieren, weist die sun (sucrose-uncoupled)-Mutante mit reduzierter Saccharo-
sesensitivitdt eine reduzierte DR-Antwort auf (Dijkwel ef al., 2007). In einem anderen Bei-
spiel wurde gezeigt, dass Saccharose das Blattflichenwachstum abhingig von der Licht-

Qualitit modifizieren kann (Kozuka et al., 2005).
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2 Ziele der Arbeit

Im ersten Teil der Arbeit soll das SUT4-Expressionsmuster in Wildtyp Kartoffelpflanzen der
Varietidt Désirée untersucht werden. Die Analyse der gewebespezifischen, sowie zeitabhédngi-
gen StSUT4-Expression und der Vergleich des StSUT4-Expressionsmusters mit den beiden
anderen Saccharosetransportern, StSUTI und StSUT?2, soll einen Uberblick auf mogliche Un-
terschiede in der Funktion und der Bedeutung, sowie der Regulation der verschiedenen Sac-
charosetransporter in Kartoffeln erméglichen. Dies sollte unter Verwendung einer sehr sensi-
tiven quantitativen Methode, der real time PCR (qPCR), geschehen. Die Eignung und
Zuverlassigkeit der qPCR fiir die Genexpressionsanalyse soll dabei ebenfalls untersucht wer-
den. Dazu werden die mittels qPCR gewonnenen Ergebnisse mit bekannten Daten verglichen,

die mit Hilfe anderer Methoden der Expressionsanalyse gewonnen wurden.

In einem weiteren Teil wird die Herstellung und Untersuchung transformierter Kartoffeln und
Tomaten mit einer dank RNAi-Interferenz-Technik reduzierten SUT4-Expression angestrebt.
Die Analyse der SUT4-RNAi Pflanzen soll weitere Einblicke in die SUT4-Funktion ermogli-
chen. Die Bestimmung des Zuckergehalts in Sink- und Source-Organen, sowie des Phloe-
meffluxes in den StSUT4-RNAi Pflanzen soll die Effizienz des Saccharosetransports aufkli-
ren. Die Frage ist, ob SUT4 direkt am Saccharosetransport beteiligt ist.

Die Effekte der SUT4-Inhibierung erinnern an Mutanten, in denen Wachstum, Blithverhalten
und Knolleninduktion gestort sind. Daher sollen weitere Untersuchungen eine mogliche Inter-
aktion des SUT4 mit verschiedenen metabolen Wegen, insbesondere dem Gibberellin-Signal-
und —Biosyntheseweg, sowie dem photoperiodischen Signalweg aufkldren. Dabei ist die Rolle
des Kohlenhydratprofils in den StSUT4-RNAi-Pflanzen fiir den Verlauf der hormonell und

photoperiodisch kontrollierten Prozesse von grofler Bedeutung.
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Weitere Analysen sollen StSUT4-RNAi Kartoffelpflanzen Subspezies Andigena betreffen.
Diese Unterart ist streng photoperiodisch kontrolliert. Sowohl der Phénotyp, als auch das
Blithverhalten, das Wachstum und die Knollenbildung der Andigena-Pflanzen sollen mit den-
jenigen der StSUT4-RNAi Kartoffelpflanzen der Varietit Désirée verglichen werden. Diese
Experimente sollen die in den StSUT4-RNAi Kartoffelpflanzen Varietit Désirée beobachtete
SUT4-Interaktion mit dem photoperiodischen, sowie dem Gibberellin-gesteuerten Signalwe-

gen bestitigen.

Die wéhrend der Arbeit gewonnenen Ergebnisse sollen einen Einblick in die physiologische
Bedeutung des SUT4 in Solanaceen gewihren. Sie sollen auch die Richtung zukiinftiger Ex-
perimente vorgeben, die detailliert die molekularen Mechanismen der SUT4-Wirkung im

pflanzlichen Organismus aufkldren sollen.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Reagenzien

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Laborchemikalien, Enzyme und Verbrauchsmate-
rialien, Synthetische Oligonukleotide im analytischen Reinheitsgrad von den Firmen: Amers-
ham Pharmacia (Braunschweig), Applichem (Darmstadt), Appligene (Heidelberg), Biomol
(Hamburg), Boehringer (Mannheim), Bio-Rad (Miinchen), Calbiochem (San Diego, USA),
Difco (Detroit, USA), Duchefa (Haarlem, Niederlande), Fermentas (St. Leon-Rot), Fluka
(Buchs, Schweiz), GibcoBRL (Eggenstein), New England Biolabs (Frankfurt), Merck (Darm-
stadt), Promega (Madison, USA), Qiagen (Hilden), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Stratagene (Amsterdam, Niederlande), Sigma Aldrich
(Steinheim) und Whatman (Maidstone, England) bezogen.

3.2 Pflanzenmaterial

Als pflanzliche Modellorganismen wurden Solanaceen verwendet. Meistens wurden die Un-
tersuchungen an Solanum tuberosum ssp. tuberosum L. Varietdt Désirée, die eine fakultativ
photoperiodische Pflanze ist, durchgefiihrt. Die wichtigsten Experimente wurden mit den ob-
ligatorisch photoperiodisch abhéngigen Kartoffelpflanzen Solanum tuberosum ssp. andigena
(Andigena) wiederholt. Fiir die Untersuchungen wurden Wildtyp-Kartoffel, sowie auch

Transformanten mit reduzierter SUT4 Expression von beiden Kartoffelarten angewendet.

Die Analysen der Fruchtentwicklung und Fruchtmorphologie infolge der SUT4-Inhibition

wurden mit Hilfe von transgenen StSUT4-RNAi Tomatenpflanzen Solanum lycopersicum
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cultivar ,Moneymaker* durchgefiihrt. Vergleichende Wildtyp Tomatenpflanzen wurden als

Kontrolle verwendet.

Manche Versuchen wurden mit Spmyc Tabakpflanzen von Nicotiana tabacum L. Varietit
Samsun mit Uberexpression von SoSUT! durchgefiihrt (Riesmeier und Frommer, 1994, Leg-

gewie et al. 2003).

3.3 Anzucht, Behandlung und Vermehrung der Pflanzen

3.3.1 Gewebekultur

In vitro Pflanzen wurden in Plastikbechern auf einem modifizierten festen MS Medium (Mu-
rashige und Skoog, 1962) von Sigma-Aldrich (Deisenhofen), mit 2% w/v Saccharosezusatz
(Kartoffel, Tabak) oder 3% w/v (Tomaten) und entsprechenden Antibiotika kultiviert. Zusitz-
lich enthielt das Medium 0,8% w/v BiTec Agar. Die pH-Wert des MS-Mediums wurde vor

dem Autoklavieren mit 1 M KOH auf pH 5,8 eingestellt. Die Kultivierung erfolgte im An-

2
zuchtsraum unter Langtagbedingungen (16 h-Tag) mit PPFD 1000 pmol Photonen * m * s

bei 24 °C und 50 % Luftfeuchtigkeit. PPFD wurde mit dem Gerét LI-189 (LI-COR, Lincoln,
NE, USA) determiniert. Die Pflanzen in Sterilkultur wurden als Stecklinge gehalten und alle 5

Wochen auf frisches MS-Medium umgesetzt.

3.3.2 Praparation der Kartoffel-Stangel fiir die Sterilkultur

Um die Gewebekultur der Kartoffel-Pflanzen zu starten, wurden Stingel von 4-6 Wochen
alten Pflanzen, die noch nicht blithen, verwendet. Kartoffelknoten-Segmente mit mindestens
einer Achselknospe wurden préipariert und in 70 % (v/v) Meliseptol® (B. Braun Melsungen
AG, Melsungen) fiir 3 Minuten sterilisiert. AnschlieBend wurden die Stiangel-Teile fiir 15

Minuten in einer 3%igen (v/v) Natriumhypochloridlésung mit Tween 20 (0,4 ml pro Liter)
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gewaschen und nach Entfernen der Losungem des Hypochlorids wurden sie dreimal in steri-
lem Wasser abgespiilt. Die priparierten Stdngeln wurden ins 2MS Medium in die Plastikbe-
cher gesteckt. Die Achselknospe der Stingel keimten in 7 bis 10 Tagen als Seitentriebe. 7 bis
10 Tage spdter wurden die aus Achselknospen keimenden Seitentriebe abgeschnitten und als
neue Pflanze auf frisches 2MS Medium umgesetzt. Nach Bewurzelung wurden die Pflanzen

alle 5-6 Woche umgesetzt.

3.3.3 Erzeugung von in vitro Knollen

Stecklinge mit je einer Achselknospe wurden von 6 Wochen alten Kartoffelpflanzen aus Ste-
rilkultur prépariert. Die Explantate wurden in Kulturbehélter mit 5, 8 oder 10MS Medium
(MS+5, 8 oder 10 %w/v Saccharosezugabe) gestellt. Es wurden 10 Stecklinge pro Becher
ausgesetzt (ca. 10 ml Medium pro Explantat) und so im Anzuchtsraum unter oben beschrie-
benen Langtagsbedingungen fiir eine Woche gelassen. Danach werden die Kulturen abgedun-
kelt. Die Knollenbildung erfolgte innerhalb von 10 Tagen. Die Mikroknollen wurden nach 20

Tagen geerntet und analysiert.

3.3.4 Phytokammer

Experimente unter LT-Bedingungen (16 h Lichtperiod), KT-Bedingungen (8 h Lichtperiod)
sowie auch Rhythmusanalysen wurden in der Phytokammer bei einer konstanten Temperatur
von 24 °C durchgefiihrt. Pflanzen fiir die Analyse der circadianen Rhythmik wuchsen 7 Wo-
chen in der Phytokammer unter LT-Bediengungen, dann wurde die Phytokammer fiir das

Dauerlicht oder Dauerdunkel umprogrammiert. Wahrend der Lichtperiode wurden die Pflan-

2
zen mit etwa 250 bis 300 umol Photonen * m * s beleuchtet (PPFD wie oben determiniert).

Dunkelproben wurden bei griinem Licht geerntet.

Die Anzucht von Kartoffel-Pflanzen fiir das Experiment unter Bedingungen kiinstlicher Be-

schattung wurde in der Phytokammer bei 24 °C im LT und Beleuchtung 290 umol Photonen *
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m_2 * s_1 durchgefiihrt. Als Lichtquellen wurden Osram L36W-31(weises Licht) und zusétzlich
eine Infrarotlampe (Chopper light type 730 mit dem Filter Hama 730 nm, Chopper Light
GmbH, Berlin). Es wurden die mit dem Infrarotlicht-behandelte Pflanzen mit einer schwarzen
undurchsichtigen Folie getrennt. Der Versuch wurde mit WT und 3 verschiedenen StSUT4-

RNAI1 Kartoffel-Linien wiederholt.

3.3.5 Gewachshaus

Pflanzen wurden bei 60% Luftfeuchte in einem Licht/Dunkelrhythmus von 16 h Licht (22°C)

und 8 h Dunkelheit (15°C) gezogen. Die Lichtintensitdt PPFD bei einer Wellenldnge zwi-

2
schen 400 und 700 nm war 150 pmol Photonen * m * s Zwei Lampenarten: high-pressure

sodium lamps SON-T Green Power und metal halide lamps MASTER LPI-T Plus (Philips

Belgium, Brussels) haben das Gewichshaus beleuchtet.

Als Eingangsmaterial fiir die Gewéchshauspflanzen dienten entweder Pflanzen aus Sterilkul-
tur, oder Knollen (nach 3 Monaten Ruhezeit im Dunkeln bei 4°C) oder Stecklinge von adulten
Pflanzen. Dichte der Pflanzen war 5-7 Topfe pro Quadratmeter. In einem Topf wurde eine

Pflanze mit einem Stingel gelassen.

3.4 Beschattungsexperiment

Fiir diese Untersuchung wurde Beschattung durch hohe Dichte (21 Pflanzen pro Quadratme-
ter) der Pflanzen erreicht, die zusétzlich mit hoheren Tabak-Pflanzen umgeben wurden. Als
Kontrolle wurden weit auseinander stehende Pflanzen verwendet (7 Pflanzen pro Quadratme-
ter). Es wurden zwei Parameter: PPFD und HR:DR-Verhiltnis (Kapitel 4.13.1, Abb. 4.13.1-1)
gemessen. PPFD wurde mithilfe des LI-189 (LI-COR, Lincoln, NE, USA) und R:FR-
Verhiltnis mit einem Spektroradiometer FieldSpec Pro II FR (mit einem integrierten Remote
Cosine Rezeptoren) (Analytical Spectral Devices, Inc., Boulder, Colorado, USA).
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3.5 Pfropfversuche

Die Pfropfung der Pflanzen wurde nach dem Protokoll von Martinez-Garcia ef al., 2001
durchgefiihrt. Fiir die Pfropfung wurden Pflanzen in einem Stadium mit 4-6 Blittern verwen-
det. Vor der Verbindung mit der Pfropfunterlage wurden der Pfropfreis fiir einige Minuten im
2,5 mM Wasserlosung EDTA eingetaucht. Nach der Pfropfung wurde jede Pflanze mit einer

Schutzhiille zwecks Vermeidung von Wasserverlust fiir ungefahr 10 Tage bedeckt.

3.6 Pflanzenmaterial fiir die Apex-Analysen

Mehrere Knollen von WT und SzSUT4-RNAI Linien 10 und 81 Désirée-Kartoffeln wurden im
Gewichshaus unter den oben beschriebenen Bedingungen auf einer groBen Schale mit Erde
ausgelegt. Knollen keimten nicht gleichzeitig, was die Analyse von Pflanzen unterschiedli-
chen Alters ermoglichte. Die neuen Keimlinge wurden sukzessiv in die Topfe umgesetzt.
Nach ungefihr 4 Wochen, wenn die erste WT Pflanzen sichtbare Bliitenknospen bekamen,
wurden alle transgene und WT Pflanzen nach der Zahl der Source-Blétter in sieben Gruppen
(bis 2 Source-Blitter; 3-4; 5-6; 7-8; 9;10 und >10 Source-Blatter, Abb. 39) sortiert. Von jeder
Gruppe der Pflanzen wurden 2 bis 3 Apizes geerntet und es wurde mithilfe des Binokulars
ihre Entwicklungsphase (vegetativ oder generativ) identifiziert. Ubrige Apizes wurden fiir die

Saccharosebestimmung verwendet.

3.7 Gibberellinsaure-Behandlung

Désirée-Kartoffelpflanzen, die 4 bis 6 Blatter hatten und im Gewéchshaus in oben beschrie-
benen Bedingungen wuchsen, wurden mit 20 uM GAj3 Losung mit 0,3ml Tropfen Triton X-
100 pro Liter, alle 2 Tage {iber einen Zeitraum von 2 Wochen bespriiht. Fiir das Kontrollexpe-

riment wurde Wasser mit Triton X-100 verwendet.
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3.8 Bakterienstamme und Anzucht

E.coli DH5a (Gibco-BRL, unverdffentlicht) (F.end Al, hsdR17 (rk, tk*), supE44, thi-1, re-
cAl, gyrA96, relAl, D(argFlaczya), U169, @80dlaczDM15) wurde nach Sambrook et.al.
(1989) angezogen.

Agrobacterium tumefaciens GV6620 (Vervliet et al., 1975, Deblaere et al., 1985) wurde bei
28°C auf YEB-Medium mit Ampicillin (100 pg/ml) und Rifampicin (100 pg/ml) angezogen.

3.8.1 Transformation der Bakterien

Fiir die Escherichia coli-Transformation, sowie auch Agrobacterium-Transformation wurde
die Elektroporation-Methode angewendet (Shen und Forde, 1989). Die Methode erforderte
die Vorbereitung elektrokompetenter Bakterienzellen (Shen und Forde 1989).

3.9 Herstellung des RNAi Konstruktes

In der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Christina Kithn wurde ein RNAi-Vektor konstruiert, der
auf den pRT Vektor (Topfer et al. 1987) zuriickgeht und eine Intronsequenz des Aminosdure-
transporters AAP6 aus Arabidopsis enthilt (freundlicherweise von Axel Hirner, ZMBP, Uni-
versitdt Tiibingen zur Verfiigung gestellt). Zu den beiden Enden der Intronsequenz wurden
zwei StSUT4 Fragmente, eines in sense- und das zweite in antisense- Orientierung hinter den
CaMV 35S Promoter, kloniert. Isolation der StSUT4 cDNA erfolgte nach der von Weise et
al., 2000 beschriebenen Prozedur. Ein 989 bp langes Fragment wurde mittels StSUT4 Primer
(Forward Primer: TAT GGT ACC ATG CCG GAG ATA TAG AAA GG und Reverse Pri-
mer: GAGA CTC GAG TGC AAA GAT CTT GGG TTT CTC) amplifiziert und anschlie-
Bend mithilfe der XAol und Smal Restriktionsenzymen verdaut und in die Sa/l and Smal Re-
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striktionsstelle des pRT-RNAIi in sense-Orientation kloniert. Der zweite Fragment StSUT4
wurde nach Xhol-Smal-Verdauung in antisense-Orientation die Xhol und Ecl/1361 Restrikti-
onsstellen des pRT-RNAi kloniert. Danach wurde ein 3,5 kb Pstl Fragment (mit beiden
StSUT4 Inserte) aus dem pRT-RNAi in den bindren Vektor pJH212 (ein Derivat des
pPZP212) hereingestellt.

3.10 Herstellung der StSUT4 RNAIi Kartoffeln

Mit Hilfe des StSUT4-RNAi-Vektors wurden Kartoffeln der Varietidt Désirée, sowie Toma-
tenpflanzen transformiert (Chincinska ef al., 2008, Boldt et al. unpubliziert).

Transformation der Kartoffelpflanzen Solanum tuberosum L. Varietdt Désirée sowie auch
Solanum tuberosum Andigena erfolgte mittels der von Rocha-Sosa (1989) beschriebenen Me-

thode.

Uberpriifung der transgenen Pflanzen auf Vorhandensein des Transgens wurde nach Isolie-
rung genomischer DNA durchgefiihrt (Sambrook et al., 1989). Fiir die Selektion der Trans-
formanten wurde die Integration des Konstruktes in regenerierten Pflanzen mithilfe der poly-
merase-chain-reaction (PCR)-Technik gepriift: zunédchst mittels spezifischen Primern fiir das
Kanamycingen NPTII PCR (NPTIla: ACC GGA TCT GGA TCG TTT CG, NPTIIb: TTG
GTC CCT CAT TTC GAA CC) und danach mit den Transgen-spezifischen Primer StSUT4-
RNAIi (StSUT4-RNAi: GAG ACT CGA GTG CAA GAT CTT GGG TTT CTC und Intron
out rev: GAT GAT TTA TGT ATA TAA CAA CQG).

Folgende PCR-Bedingungen wurden angewendet:

53



Verifizierung von transformierten Pflanzen mit NPTII Primer

Fiir die PCR Reaktion 100 ng genomischer DNA als Matrize, 100 nMol von Primer NPTIIa
und NPTIIb, 2mM MgCl,, 1 U Tag-Polymerase verwendet wurde. Die Temperaturabfolge: 3
min bei 96°C; 0,5min Denaturation bei 96°C; 0,5min Annealing bei 55°C; 0,5min Elongation
bei 72°C; 5 Min 72°C; Pause 4°C wurde eingestellt. Schritte von der Denaturierung bis Elon-

gation wurden 30-mal wiederholt.

Analyse der transformierten Pflanzen mit Gen-spezifischen Primer

Der PCR-Mix wurde wie oben beschriebener vorbereitet. Maximal 100 ng genomischer DNA
als Matrize wurde benutzt. Transgen-spezifische Primer: StSUT4-RNAi und intron out rev ,
wurden verwendet. Die Temperaturabfolge: 3 min bei 96°C; 0,5min Denaturation bei 96°C;
0,5min Annealing bei 52°C; 0,5min Elongation bei 72°C; 10min 72°C; Pause 4°C wurde ein-

gestellt. Schritte von der Denaturierung bis Elongation wurden 35-mal wiederholt.

Alle PCR-Reaktionen wurden im Thermoblock (Biometra, Gottingen), durchgefiihrt. Die
amplifizierten PCR-Produkte wurden auf 1% Agarosegelen iberpriift (Sambrook et al.,
1989). Die Pflanzen, deren Genom erfolgreich transformiert wurde, wurden hinsichtlich der

endogenen SUT4-Expression untersucht.

3.11 Quantitative Transkriptanalyse

3.11.1 RNA-Isolation aus Pflanzengewebe

Die RNA aus verschiedenen pflanzlichen Organen wurde mittels Trisure® (Bioline, Lucken-

walde, Germany) oder peqGold Trifast® (Peqlab, Erlangen, Germany) laut Herstellerproto-
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koll extrahiert. Nach der Extraktion erfolgte ein DNase-Verdau mittels RNase-free DNase
(Qiagen, Hilden, Germany). Konzentration und Qualitdit der RNA wurde spektrophoto-
metrisch und mittels Agarosegelelektrophorese kontrolliert (Sambrook et al., 1989).

3.11.2 cDNA-Synthese

Die Erststrangsynthese wurde durch reverse Transkription mit Hilfe eines Qiagen Omniscript
RT Kit laut Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Dazu wurde 1ug DNase behandelte RNA als

Matrize verwendet.

3.11.3 Quantitative Echtzeit PCR (real time qPCR)

Die mRNA-Quantifizierung via real time PCR (qQPCR) wurde in Anwesenheit von SYBR
Green mit HotGoldStar DNA Polymerase (Eurogentec, Seraing, Belgium) in dem Rotor Gene
3000 Cycler (LTF Labortechnik, Wasserburg, Germany) mit Hilfe von Rotor Gene Software
Version 4.6.94 durchgefiihrt. 100-fach Verdiinnung der cDNA von RT-Reaktion im 20 pl
Reaktionsvolumen diente als Matrize fiir die qPCR. Primer wurden mittels einer Primer3-

Software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi) entworfen (Tabelle 1).

Standard-Primer (Ubi3 oder TEF1) wurden zur Normalisierung der Transkription des unter-
suchten Gens mit einem Referenzgen verwendet. Die Amplikonldnge war zwischen 50 und
150bp. Amplifikation wurde beim folgenden Tempeaturprofil: 0,5min bei 95°C Denaturation;
0,5min bei 61°C Annealing und 0,5min bei 72°C Elongation durchgefiihrt. Das Programm
wurde auf 45 Zyklen eingestellt. Die amplifizierten Reaktionsprodukte wurden mittels E-

lektrophorese auf 1% Agarosegelen tiberpriift.
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Tab. 1 Die zur gPCR-Analysen vervendeten Primer

Name Zielgen Forward Reverse

Ubi Ubi3 (Ubiquitin3) CAC CAA GCC AAA TCA GCA TTA GGG
GAA GAT CA CACTCCTT

LeTEF1 TEF (Translation Elongation Faktor | TGG AAC TGT GCC ACA TTG TCA CCA

EF-1q) TGT TGG TC GGG AGT GC

LCSUT1 | SUTI TTC CAT AGC TGC TAC CAG AAA TGG
TGG TGT TC GTC CAC AA

St SUT2 SUT2 GGC ATT CCT CTT GCG ATA CAA CCA
GCT GTA ACC TCT GAG GGT AC

St SUT4 SUT4 GCT CTT GGG CTT GGC TGG TGA ATT
GGA CAA GGC GCC TCC ACC

StPhyB | PhyB (Phytochrom B) TTT GCCTGATGC | CTT TGC ACC ACC
TGG GTA CCACTTTA

GA200x1 | StGA200x1 (GA20 Oxidase]) CAA GAT TGT GTT ACT GCT CTG TGC
GGCGGACT AGG CAA CT

St PhyA | PhyA (PhytochromA) TGC TCA CTC TCG CCC TGC AAT GCT
TGG AGG AT AAT TCC AA

St COL3 | St COL3 (CONSTANCE LIKE 3) CTT CAA ACT CCC TTG GAG TAA GCT
ATC CAC GA GGG GAG GT

St COL1 | St COLI (CONSTANCE LIKE ]) ATG AGC GGT TTC TCA TCA GCA GCA
CGGTAGTT TCA GCA TC

STFT St FT (FLOWER[NG LOCUS T) GTG GAT CCT GAT TTC CTG TGG TTG
GCT CCA AG CTG GGA TA

St SOC1 | 8t SOC1 (SUPPRESSOR OF TCC AGC ACG CAG CCA GCTTGGTTT

OVEREXPRESSION OF CO) GAG ATA AT TCA GGT TG

Nachdem die Vervielfiltigungseffektivitét fiir jede Probe individuell mit Hilfe der LinReg-

PCR-Software bestimmt worden war, wurde der relative Transkript-Gehalt des untersuchen-

den Gens als Prozent des Referenzgen-Transkript-Gehalts im analysierten Material berechnet.

Dazu wurde die folgende Formel:
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(Ctr "™/Cty F™)*100%

Ctg, ist Ct-Wert (cycle threshold) der Zielgenamplifikation; Effy ist die PCR-Effizienz der
Zielgenamplifikation; Ctgr ist Ct-Wert der Referenzgenamplifikation; Effgr ist die PCR-

Effizienz der Referenzgenamplifikation.

3.12 Analyse von Kohlenhydraten

3.12.1 Enzymatische Bestimmung der I6slichen Zucker

60-120mg Material aus pflanzlichen Geweben (Knollen, Stolon, Blitter, Bliite, Apex) wurde
in fliissigem Stickstoff homogenisiert und bei 70°C fiir eine Stunde in 500-1000ul 80% Etha-
nol extrahiert. Nach der Zentrifugation (10Minuten, 13000 x g bei 4°C) wurde 10-20ul des
Uberstandes mit 780-790 pl Karbopuffer (100mM Imidazol-HCI pH 6,9, SmM MgCl,, 2mM
NADPH, 1mM ATP und 2U/ml Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase aus Leuconostoc) ver-
setzt und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und die Absorption wurde bei 334nm
(Nullabgleich) spektrophotometrisch gemessen. Nach Zugabe der Enzyme: 0,5U Hexokinase
2U Phosphoglucoisomerase und 20U Invertase wurde erneut die Absorption nach jeweils
10min Inkubation gemessen. Anhand des Absorptionsanstiegs, der durch das entstehende
NADH (Absorptionsmaximum bei 340 nm Wellenldnge, Extynktion-Koeffizient von 6,3
mM/cm) verursacht wird, wurden die Ursprungskonzentrationen der 16slichen Zuckern (Glu-
kose, Fruktose- und Saccharose) im Uberstand quantifiziert (Stitt et al., 1989, Mustroph,
2005).

3.12.2 Starkebestimmung

Zur Bestimmung des Stirkegehalts wurde das wihrend der Extraktion der 16slichen Kohlen-
hydraten entstehende Pellet (3.12.1) verwendet. Das Pellet wurde fiir eine Stunde bei 50°C
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getrocknet, homogenisiert und in 400 pl 0,2M KOH fiir 1 h bei 94°C inkubiert. Dann wurde
eine Neutralisierung mit 70pul 1M Essigsdure und anschlieende Zentrifugation (13000 x g
durchgefiihrt. Der Stdrkegehalt wird nach einer Inkubation bei 55°C tiber Nacht (je 50ul des
Extraktes mit 100 pl Losung von Amyloglukosidase (2 mg * ml-1) in Na-acetatpuffer (50mM
pH 5.2)) quantifiziert. Der Stdrkegehalt wurde anhand der enzymatische Bestimmung der

Glukose (oben beschrieben) im Uberstand berechnet (Stitt ez al,. 1978 Mustroph, 2005).

3.12.3 Starkefarbung

Das Blattmaterial wurde in 80% Ethanol bei 90°C gekocht, so lange bis die Blatter vollstin-
dig entfdarbt waren. AnschlieBend wurden die Bldtter in Lugol’scher Losung getaucht und

nach ungefihr 10 Minuten wurde der Effekt dokummentiert.

3.12.4 Effluxmessungen

Fiir die Bestimmung der Saccharosekonzentration in Phloemexudaten wurde das fiinfte Blatt
von oben verwendet. Um Kallosebildung zu verhindern, wurde das Ende des Blattstiels sub-
mers abgeschnitten. Jede Stunde wurde das Ende des Blattstiels in ein neues Eppendorfgefil3
mit 1 ml 2,5 mM EDTA Losung iiberfiihrt. Die Blétter wurden mit einer transparenten Haube
abgedeckt, um die Transpiration zu minimieren. Jedes Mal bevor die Blitter in die neuen Ep-
pendorfgefilie gesteckt wurden, wurde das Gewicht bestimmt, um die Intensitdt der Transpi-
ration zu bestimmen. Bei jeder Probennahme wurde aulerdem das aktuelle Volumen der Lo-
sung im Eppendorfgefia3 notiert. Saccharosekonzentration wurde enzymatisch bestimmt (wie

im Kap. 3.12.1) und auf das jeweilige Blattgewicht bezogen.

3.12.5 Knollendichtemessung

Zur Bestimmung der Knollendichte wurde die Masse und das Volumen der Knollen ermittelt.

Jede Knolle wurde gewogen und das Volumen anhand der Wasserverdrangung bestimmt.
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Dazu wurde die ganze Knolle in einem mit Wasser gefiillten Laborzylinder getaucht und die
Wasserverdrangung anhand des Volumenanstiegs im Messzylinder gemessen. Die Knollen-

dichte wurde nach der folgenden Formel: Dichte 6 = Gewicht / Volumen berechnet.

3.13 HPLC Analysen

100mg Blattmaterial wurde in fliissigem Stickstoff mit 600ul 80% Aceton mit 10uM KOH
homogenisiert. Die Proben wurden fiir 10min bei 4°C und 13,000rpm zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde in neuem Eppendorfgefil gesammelt. Das Pellet wurde erneut mit 400ul 100%
Aceton extrahiert. Der Zentrifugationsschritt wurde wiederholt und danach die Uberstande
vereinigt und nochmal wie vorher zentrifugiert. Dann wurden ~800 pl vom Extrakt in ein fri-
sches Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt. Fiir die HPLC Analysen wurden die Proben direkt vor dem

Einfiillen der Saule noch mal zentrifugiert.

Das HPLC-System Agilent 1100 Series (Hewlett-Packard) und die RP-18-Séule wurde fiir die

Pigmentanalyse angewendet. Das Injektionsvolumen der Proben betrug 50 ul oder 100 pl. Bei

einer Flussrate von 1 ml * min-1 wurde die Séule mit folgendem Gradientenprogramm entwi-
ckelt: 0 — 1 Min isokratisch 100 % A, 1 — 34 min linearer Gradient von 100 % A zu 100 % B,
34 — 37min isokratisch 100 % B, 37 — 41min isokratisch 100 % A. Laufmittel A war Aceto-
nitril/H20/Triethylamin (180:20:0,2) und Laufmittel B war Ethylacetat. Die mittels des Dio-

denarray-Detektors erstellten Chromatogramme erméglichten eine Peak- Identifikation. Die
Peakflichen wurden mittels der HPLC-Software integriert (Thayer und Bjorkman,1990;
Woitke et al., 1994). Mithilfe des HPLC-Systems wurden folgenden Pigmente: Neoxanthin,
Antheraxanthin, Violaxanthin, Lutein, Zeaxanthin, Chlorophyll b, Chlorophyll a, und B-
Carotin detektiert und quantifiziert. Aus dem Gehalt der Carotenoiden des Xanthophyll-
Zyklus wurde auflerdem der De-Epoxidations-Status (DEPS) nach der folgenden Formel be-

rechnet:
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DEPS [rel U] = Z + 0,5 *A / (VAZ)

Z ist der Zeaxanthingehalt; A ist Antheraxanthingehalt und V bezeichnet den Violaxanthinge-
halt.

3.14 Spektrophotometrische Anthocyanbestimmung

Die Anthocyanextraktion wurde nach der von Schmidt und Mohr beschriebenen Methode
durchgefiihrt. Der Extrakt wurde bei A = 635 nm und A = 650 nm spektrophotometrisch ge-

messen. Ein relativer Anthocyangehalt wurde nach folgender Formel berechnet:

Anth. [rel U] = ODs35 — ODgso (Schmidt und Mohr 1981)

3.15 Statistische Auswertung der Experimente

In der Arbeit wurden entweder zusammengefasste Ergebnisse dargestellt, oder Ergebnisse, die
den typischen Verlauf aller durchgefiihrten Experimente wiedergeben. Im ersten Fall wurden
die Mittelwerte und die Standardabweichung (SD) berechnet. Die Statistische Auswertung
wurde mit der Computersoftware Microsoft Excel® gemacht. Die signifikanten Unterschiede
wurden mit Hilfe des T-Tests und F-Tests berechnet und sofern nicht anders angegeben, als
(*) fiir p<0,05 bezeichnet. Anzahl der Experimente und die GroB3e der Probenzahl sind im

Ergebnisteil angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression der Saccharosetransporter in Kar-

toffelpflanzen

Da das SUT4—Gen in Pflanzen extrem schwach exprimiert ist (durch Northern Blots nicht
detektierbar), war fiir die Expressionsanalyse des Gens die Anwendung einer sehr sensitiven
Methode nétig. Fiir die Bestimmung der Genexpression des StSUT4 wurde in der vorliegen-

den Arbeit die quantitative real time PCR-Analyse des Transkriptgehalts (QPCR) verwendet.

4.1.1 Quantitative real time PCR (qPCR) als Methode zur Analyse der
Genexpression

Der Transkriptgehalt im biologischen Ausgangsmaterial wurde durch Quantifizierung des
cDNA-Amplifikationsprodukts in der exponentiellen (log-linearen) PCR-Reaktionsphase be-
rechnet (Ramakers ez al.,, 2003, Wong und Medrano, 2005). Es wurde eine Methode ange-
wendet, in der die mRNA-Expression des Zielgens mit einem Referenzgen normalisiert (rela-
tive Quantifizierung) und als Prozent des Referenzgen-Trankriptgehalts dargestellt wurde
(normalisierte Werte) (Vandesompele et al., 2003). In Gegensatz zu der Bestimmung von
absoluten Werten reduziert die Normalisierung der Werte die Beeinflussung der Ergebnisse
durch die Qualitidt der RNA und der von ihr stammenden cDNA in hohem Mal} (Fleige und
Pfaffl, 2007). Zur Normalisierung der qPCR-Ergebnissen wurden die Primer von 2 Standard-
Referenzgenen: Translation Elongations-Faktor EF-l1a (TEF) und Ubiquitin 3 (Ubi) ange-
wendet. Anhand der Literatur sowie den selbst durchgefiihrten Tests wurde angenommen,
dass die beiden Gene ein stabiles Expressionsniveau zeigen (Nicot et al., 2005, Hackel et al.,
2006, Chincinska et al., 2008 und unpublizierte Daten). Die Kontrollexperimente, die die mit
beiden Primerpaaren normalisierten Werte zusammenstellen und vergleichen sollten, zeigten

die Ubereinstimmung der berechneten Mittelwerte. Jedoch die Anwendung von TEFI-Primer
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fur Tomatenanalysen und Ubi fiir Kartoffelanalysen lie3 die Standardabweichungen von den

Ergebnissen im groBten Ausmal reduzieren (ungezeigte Daten).

Fir die Endergebnisse der mRNA-Quantifizierung ist der Verlauf der real time PCR ent-
scheidend. Da sogar kleine Variationen in PCR-Effektivitédt zu einer fehlerhaften Interpretati-
on der Ergebnisse flihren konnen (Peirson et al. 2003; Ramakers ef al,, 2003, Wong und
Medrano, 2005), wurde in der Arbeit anhand der Rohdaten die jeweilige PCR-Effektivitit fiir
jede amplifizierte Probe individuell mit Hilfe der LinReg-PCR-Software bestimmt und diese
dann in der Berechnung des Trankriptgehalts in den Ausgangsproben berticksichtigt (Rama-

kers et al., 2003).

4.1.2 Gewebe-spezifische Expression des SUT4

Es ist gelungen, den Gehalt der SUT4 mRNA in verschiedenen Organen von Kartoffeln der
Varietidt Désirée mittels real time PCR zu ermitteln (Abb. 1). In allen fiir die Analyse ausge-
wihlten Sink-Organen war die SUT4-Transkript-Akkumulation signifikant hoher als in Sour-
ce-Bléttern. Die SUT4-Expression war in den reifen Blattern etwa 5-mal schwiécher als in
jungen. Es wurde ein erhohter Gehalt von Transkripten des SUT4 in generativen Organen
(Knospen und Bliite) festgestellt. In vegetativen Vermehrungsorganen, in Knollen, wurde das
hochste Niveau der relativen Expression im Parenchymgewebe der 3cm & groflen Knollen
nachgewiesen. Im Cortex der selben 3cm & Knollen gab es wesentlich weniger SUT4-
Transkripte als im Parenchymgewebe und auch weniger als im Gewebe von jiingeren 0,5 und
lem @ Knollen. Starke Expression wurde auch in oberirdischen und unterirdischen Stidngel-
teilen (im sog. Stolon) festgestellt. Das Gewebe der Wurzeln zeigte ebenfalls die fiir Sink-
Organe typisch erhohte SUT4-Expression.
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Abb. 1: Akkumulation der StSUT4 Transkripte in Source-Blatt und verschiedenen Sink-Organen vom Kartof-
fel-Wildtyp der Varietdt Désirée. Die SUT4-Transkript-Akkumulation in allen Sink-Organen war signifikant
hoher als in Source-Blittern. Mittelwerte + SD von mindestens 3 Messungen. Das pflanzliche Material wurde

mittags gegen 15 Uhr geerntet.

4.1.3 Analyse der diurnalen Expression der Saccharosetransportern-
Gene

In reifen Tomatenbléttern wurde bereits nachgewiesen, dass die LeSUTI Expression einer
diurnalen Regulation unterliegt (Kiihn ef al. 1997). In der vorliegenden Arbeit wurde unter-
sucht, ob das SUT1 Homolog aus Kartoffeln auch einer diurnalen Regulation unterliegt. Da-
bei ergab sich aber noch die Frage, ob die diurnale Expression nur SUT1 betrifft oder auch fiir
die beiden anderen Saccharosetransporter, SUT2 und SUT4, charakteristisch ist.

Zur RNA-Extraktion wurden Source-Blitter-Proben aus Kartoffelpflanzen, die unter Lang-
tagbedingungen wuchsen, alle drei Stunden tiber die gesamte Tag/Nacht-Periode geerntet. Im
Tagesverlauf wurde oszillierende Transkriptmenge nicht nur des StSUTI, sondern auch

StSUT?2 und StSUT4 nachgewiesen (Abb. 2).
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Abb. 2: Periodisches Oszillieren des Transkriptgehalts von Saccharosetransportern in Source-Bléttern von
Désirée Kartoffelpflanzen. Mittelwerte = SD des relativen Transkriptgehalts in 3-5 Proben von mindestens 3
Pflanzen wurden dargestellt. Die ersten 24 Stunden der Analysen wurden die Kartoffelpflanzen im LT gehalten.
Danach wurden die Pflanzen fiir 48 h unter Dauerlichtbedingungen gehalten. Eine unterschiedliche Skalierung

wurde angewendet.

Die StSUTI-Transkriptakkumulation steigerte sich wihrend der Lichtperiode, und erreichte
gegen 15 Uhr das Maximum. Dann sinkt die Transkriptmenge des StSUT sukzessiv am Ende
der Lichtperiode und bleibt wihrend der Dunkelperiode auf einem niedrigen Niveau.Ahnlich
wie bei StSUTI wurde bei SUT4 das Maximum der mRNA-Akkumulation gegen Mitte der

Lichtperiode und das Minimum in der Nacht erreicht. Die Expressionsschwankungen, denen
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der SUT4 unterliegt, sind jedoch nicht so deutlich wie im Fall des SUTI. Expression von
SUT?2 zeigt eine deutliche diurnale Oszillation, jedoch die maximale Transkriptakkumulation

wurde am Anfang der Lichtperiode festgestellt.

Um zu beantworten, ob die oszillierende Expression unabhédngig vom Tag/Nacht Rhythmus
der Belichtung agiert, wurde zusitzlich die Analyse des Transkriptgehalts unter konstanten
Lichtbedingungen durchgefiihrt (Abb. 2). Pflanzen, die in im LT aufgewachsen sind, wurden
ins Dauerlicht tiberfiihrt. Im Abstand von 3h wurde Pflanzenmaterial fiir die RNA-Analysen
verwendet, wobei die letzten Proben nach 48h Belichtung genommen wurden. Die Expression
der SUTI und SUT2 Gene unter Dauerlichtbedingungen zeigten deutliche oszillierende
Schwankungen, wobei verschoben sich die Expressionsmaxima in beiden Féllen auf fritheren

Zeitpunkte des Tages (Abb. 2).

4.1.4 SUT1 Expression in konstanter Dunkelheit

Lichtperiode [ESILCY ol=TqleTe (-] konstante Dunkelheit

Relativer mRNA Gehalt in %
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Abb. 3: Akkumulation der SzSUT/-Transktipte in Wildtyp Source-Blattern von Kartoffelpflanzen der Varie-
tit Désirée wihrend der verlangerten Dunkelheit. Mittelwerte = SD des relativen Transkriptgehaltes in 3-5 Pro-
ben von mindestens 3 Pflanzen wurden dargestellt. Die unter LT-Bedingungen wachsenden Pflanzen wurden in

die Dauerdunkelbedingungen gestellt.

Weitere Untersuchungen der Expression von SUT-Genen wurden unter konstanter Dunkelheit

durchgefiihrt. Fiir SUT! konnte ein schwaches Oszillieren der Expression wihrend der ersten
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24 Stunden der Dauerdunkelheit, mit einem Maximum gegen 18 Uhr, nachgewiesen werden
(Abb. 3). Nach 24h in konstanter Dunkelheit, sunk die SUT/-Expression an die Nachweis-
grenze, was eine detaillierte Bestimmung des RNA-Gehaltes fiir ldingere Dunkelperiode nun
moglich machte (Daten nicht gezeigt). Die Transporter StSUT2 und StSUT4 zeigten im Dun-
keln ebenfalls nur sehr geringe Expression in Wildtyp Source-Blittern, wodurch eine genauen

Analysen der mRNA-Gehalte nicht moglich war.

4.2 Herstellung der StSUT4-RNAIi Désirée-Kartoffeln und

Tomaten
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Abb. 4 Reduktion des StSUT4-Transktiptgehalts in den reifen Bliiten von transgenen StSUT4-RNAi Linien
im Vergleich zu den entsprechenden Wildtyp- Kontroll-Pflanzen A. Kartoffelpflanzen der Varietdt Désirée B.
Tomaten. Mittelwerte + SD fiir 3-5 Proben von mindestens 3 Pflanzen sind dargestellt. Die Unterschiede zwi-
schen transgenen und Wildtyp Pflanzen waren alle signifikant. Eine unterschiedliche Skalierung wurde ange-

wendet.
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Die Reduktion der SUT4-Expression wurde mittels einer Technik erreicht, die das Phanomen
von Gene Silencing durch die RNAi-Interferenz ausnutzt. Mit Hilfe des StSUT4-RNAi Vek-
tors wurden Kartoffeln der Varietdt Désirée, sowie Tomatenpflanzen transformiert (Chin-
cinska et al., 2008, Boldt et al. unpubliziert). Im Fall der Tomaten war eine erfolgreiche Inhi-
bierung des orthologen SUT4 Gens aufgrund der hohen Sequenzhomologie zwischen LeSUT4
und StSUT4 97% ldentitét zu erwarten. Die Pflanzen, deren Genom erfolgreich transformiert
wurde, wurden hinsichtlich der endogenen SUT4-Expression untersucht. Fir die SUT4-
Expressionsanalysen wurden reife Bliiten der Transformanten und Wildtyp Kontrollpflanzen

ausgewdhlt. Das Blitenmaterial wurde am Nachmittag gegen 15 Uhr geerntet.

Von 72 Pflanzen der Kartoffelvarietdt Désirée, die aus Kallusgewebe regeneriert wurden, tra-
gen 51 Pflanzen das gewiinschte Transgen wie durch PCR-Analyse gezeigt wurde (unge-
zeigt). Davon wurden 41 Pflanzen der Analyse des SUT4-Expressionsniveaus unterzogen. Es
wurden 10 unabhingige transgene Linien von Kartoffelpflanzen mit signifikant reduzierter

SUT4-Expression iiber real time PCR identifiziert (Abb. 4 A)

212 Tomatenpflanzen wurden aus dem mit StSUT4-RNAI transformierten Kallusgewebe re-
generiert. Im Genom von 38 Pflanzen wurde das Transgen nachgewiesen (ungezeigt). Bei 7
unabhéngigen transgenen StSUT4-RNAi Tomatenlinien wurde mittels der qPCR eine signifi-
kante Expressionsreduktion von SUT4 nachgewiesen (Abb. 4 B).

4.3 StSUT4 Expression in StISUT4-RNAi Kartoffeln

4.3.1 Source-Blatter

Die Verdnderungen des mRNA-Gehalts in Source-Bléttern im Laufe des Tages wurden unter-
sucht (Abb. 5). Das SUT4 in Source-Blittern der StSUT4-RNAI Linien war jedoch kaum ex-

premiert und in der Nacht nicht mehr nahweisbar. Demzufolge wurde auch keine Oszillation
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der SUT4-Expression in den transgenen Linien zu erkennen. Auch keine signifikanten SUT4-

Expressionreduktion in den StSUT4-RNAi Source-Blittern im Vergleich zum WT wurde
nachzuweisen (Abb. 5 A).
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Abb. 5 Quantitative Analysen von SUT4 Expressionsverdnderungen bei den StSUT4-RNAi und Wildtyp-

Désirée Kartoffelpflanzen im Langtag A. Source-Blitter B. Bliiten. Mittelwerte +£ SD von 3-5 Proben, von min-

destens 3 Pflanzen wurden dargestellt. Die signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp Pflan-

zen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet. Eine unterschiedliche Skalierung wurde angewendet.

4.3.2 Bliiten

Ahnlich wie in Wildtyp-Source-Blittern wurde die Oszillation der StSUT4-Expression auch in
Kartoffelbliiten beobachtet (Abb. 5 B). Jedoch im Bliitengewebe wurde die stirkste Reduktion

der SUT4-mRNA-Akkumulation am Anfang der Lichtperiode und die maximale Transkrip-

takkumulation in der Nacht festgestellt. Im Fall des Bliitengewebes von 3 untersuchten

StSUT4-RNAi-Désirée Linien war keine diurnale Oszillation der SUT4-Expression mehr zu
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beobachten. In den Bliiten von StSUT4-RNAi-Kartoffelpflanzen wurde die signifikante Re-
duktion der SUT4-Transkriptakkumulation im Vergleich zum Wildtyp festgestellt.

4.4 SUT1 und SUT2 Transkriptgehalt in StSUT4-RNAi Kar-
toffeln

Um zu priifen, ob der bei StSUT4-RNAi Kartoffelpflanzen beobachtende Phéanotyp tatsédchlich
durch die Inhibition der SUT4-Expression ausgelost wird oder vielleicht durch verdnderte

Expression von anderen Saccharosetransportern verursacht wurde, wurden Verdnderungen der

Transkriptgehalte von SUTT und SUT?2 im Tagesverlauf analysiert (Abb. 6).
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Abb. 6 Quantitative Analyse der SUT4-mRNA-Konzentrationsdnderungen der Saccharosetransporter SUT1
und SUT?2 in den Source-Bléttern von StSUT4-RNAi und Wildtyp-Désirée im Langtag A. StSUTI B. StSUT?2.
Mittelwerte = SD von 3-5 Proben, von mindestens 3 Pflanzen sind dargestellt. Unterschiedliche Skalierung wur-

de angewendet
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Analyse der Transkriptakkumulation von StSUTI und StSUT2 in StSUT4-RNAi Kartoffeln
iiber eine Periode von 24h sollte auch indirekt nachweisen, ob das zur Inhibition der SUT4-
Expression verwendete RNAi-Konstrukt spezifisch war. Die Quantifizierung des relativen
Transkriptgehalts der Saccharosetransporter SUT1 und SUT2 bei reduzierter SUT4-

Expression zeigte keine signifikanten Verdnderungen im Vergleich zu der Wildtyp-Kontrolle.

4.5 Phanotyp von StSUT4-RNAi-Kartoffelpflanzen

4.5.1 AuBeres Erscheinungsbild
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Abb. 7 Phinotyp von SUT4-RNAi Désirée Kartoffelpflanzen im Vergleich zum Wildtyp Désirée A. 3-
Wochen alte Pflanzen der Linien 10 und 81 und Wildtyp. B. StSUT4-RNAi Désirée-Pflanzen wurden meistens
kleiner als die Wildtyp-Kontrolle. Gemittelte Werte + SD aus 3 unabhédngigen Experimenten, in denen n > 3
wurden dargestellt. Die signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*)

fuir p<0,05 bezeichnet.Die bunte Abbildungsversion im Anhang.

Das Aussehen von jungen transgenen Kartoffelpflanzen (3-4Woche alte Pflanzen, die noch
keine sichtbaren Bliitenknospen zeigten) mit einer reduzierten SUT4-Expression unterschied
sich nur wenig vom Wildtyp Désirée gleichen Alters. Meistens waren jedoch die transgenen
Pflanzen dichter und etwas kleiner als die WT-Kontrollpflanzen (Abb. 7 A).
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Statistische Analyse der Grofle von 5 Wochen alten Pflanzen hat signifikante Unterschiede
gezeigt (Abb. 7 B). Von 5 untersuchten SzSUT4-RNAi-Kartoffellinien waren 4 Linien: (10,
38, 63 und 81) signifikant kleiner als die WT-Kontrolle. Die gesamte Blattzahl (also auch die
Anzahl von Internodien) der jungen Pflanzen war jedoch fiir die StSUT4-RNA1 Linien und
den Wildtyp vergleichbar (Abb. 8 A).
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Abb. 8 Phinotyp der StSUT4-RNAi Kartoffelpflanzen im Vergleich zum Wildtyp A. gesamte Anzahl von
Source-Bléttern B. Lange und C. Gewicht der siebten und achten Internode D. Lange des Abschnitts von 5 obe-
ren Internodien E. Anzahl von Seitentrieben. In Diagrammen A. und D wurden 3-4 Wochen alte Pflanzen analy-
siert, die noch keine sichtbaren Bliitenknospen besaflen. In den Graphiken B, C und E wurden 10wochige, blii-
hende Pflanzen analysiert. Gemittelte Werte + SD aus 3 unabhdngigen Experimenten, in denen n > 3, wurden
dargestellt. Die signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05

bezeichnet.

Um zu kldren, ob die Unterschiede in der Pflanzengrofle durch Verkiirzung der Internodien

von StSUT4-RNAI Pflanzen verursacht sind, wurden Untersuchungen der Internodien-Lange
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vorgenommen. Die siebten und achten Internodien von oben wurden fiir die Lange- und Bio-
masse-Bestimmung ausgewéhlt. Es wurden jedoch keine signifikante Unterschiede zwischen

StSUT4-RNAi und WT Kartoffel gezeigt (Abb. 8 B und C).

Als bessere Methode fiir die Internodien-Linge-Bestimmung zeigte sich die Messung des
Abschnitts der 5 jlingsten Internodien, in denen der Wachstumsprozess noch nicht beendet ist
(Martinez-Garcia et al. 2002). Die Analyse der jiingsten Stingelsegmente der StSUT4-RNAi
Désirée Pflanzen zeigten eine signifikante Verkiirzung der Internodien-Lénge aller analysier-

ten transgenen Kartoffellinien im Vergleich zum Wildtyp (8 D).

Die Pflanzen mit einer verminderten SUT4 Expression waren kompakter als die Wildtypkon-
trolle. Um diese Eigenschaft zu analysieren, wurde die Anzahl von Seitentrieben der StSUT4-
RNAi und Wildtyp-Kartoffel bestimmt (Abb. 8 E). Im Fall der Linien StSUT4-RNAi,,
StSUT4-RNAig; und StSUT4-RNAig; wurde eine signifikant erhohte Anzahl von Seitentrieben
im Vergleich zum WT nachgewiesen. Die Faktoren, die bei verschiedenen Pflanzenarten die
Verdnderungen der Internodienldnge, der Pflanzengrofle sowie auch des Wachstums von Sei-
tentrieben verursachen, konnen auch die Auspridgung der Blétter beeinflussen (Kozuka et al.
2005; Martinez-Garcia et al. 2002a). Transgene Blitter, die dunkelgriin waren, also normal
und gesund aussahen, haben jedoch nur subtile morphologische Unterschiede im Vergleich

zum Wildtyp gezeigt (Daten nicht présentiert).

4.5.2 Bliihverhalten

Weitere Verinderungen wurden in den StSUT4-RNAi Pflanzen wihrend des Ubergangs von
vegetativer zur generativen Entwicklungsphase beschrieben. StSUT4-RNAi Pflanzen bildeten
4-6 Tage frither Bliitenknospen als WT Pflanzen. Das Aussehen der Knospen sowie auch der
ganzen Bliitenstinde von transgenen Pflanzen war im Vergleich zum WT unveridndert. Un-
verdandert waren auch die Anzahl der Knospen und die Dauer der Bliitenentwicklung aus den
Knospen (Abb. 9 A und B). Infolge des fritheren Ubergangs der StSUT4-RNAi Kartoffel-
pflanzen von vegetativer zu generativer Entwicklungsphase beginnen die Pflanzen mit der
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reduzierten SUT4-Expression frither als vergleichbare Wildtyp-Pflanzen zu blithen (Abb.
4.5.2 C).
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Abb. 9 Analyse des Phénotyps der St SUT4-RNAi und Wildtyp Désirée Kartoffel in generativer Entwick-
lungsphase unter LD-Bedingungen A. Durchschnittliche Anzahl der Bliitenknospen B. Entwicklungsdauer von
Bliiten aus Knospen C. friihblithende, sieben Woche alte StSUT4-RNAi Désirée-Pflanzen der Linien StSUT4-
RNAI o und StSUT4-RNAig, im Vergleich zum Wildtyp D. Tag des Aufblithens E. Anzahl von Source-Blétter
der blithenden Pflanzen. Mittelwerte = SD von 3 Experimenten (n>5) wurden dargestellt. Die signifikanten Un-
terschiede zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet. Eine unterschiedli-

che Skalierung wurde angewendet.
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Die ersten Bliiten erscheinen bei den transgenen Pflanzen durchschnittlich 4-6 Tage vor dem
Wildtyp-Erblithen (Abb. 9 D). In der reproduktiven Entwicklungsphase war auch signifikante
Reduktion der Zahl von StSUT4-RNAi Blétter auf dem blithenden Sténgel im Vergleich zum
Wildtyp zu beobachten (Abb. 9 E). Das frithere Blithen der transgenen Pflanzen wurde also
mit der Anzahl von Source-Blittern korreliert. Im Aussehen der Einzelbliite von StSUT4-
RNAI Kartoffeln wurde kein Unterschied in der Bliitenform, Farbe und Grofle im Vergleich
zu den WT festgestellt.

4.5.3 Knollenphanotyp

Nach 3 Monaten Anzucht der Kartoffelpflanzen im LT erfolgten die Analysen des Knollener-
trags. Keine Unterschiede in der Morphologie der transgenen und Wildtyp-Knollen wurden
festgestellt (zu sehen im Kapitel 4.12.1; Abb. 25 A als ,,Kontrolbedingungen®). Das gesamte
Knollengewicht pro Pflanze im Fall von 5 analysierten StSUT4-RNAi Linien war hingegen
signifikant hoher als bei den Wildtyp-Pflanzen (Abb. 10 A) aber die Knollenanzahl in den

transgenen Pflanzen war unverdndert (Abb. 10 B).

Eine grof3e Bedeutung fiir die Masse der Knolle hat der Stirkegehalt, der mit der Knollendich-
te korreliert (Leggewie, 1996). Zwei Parameter, Gewicht und Volumen jeder Knolle wurden
gemessen und die Dichte aus der Formel: Dichte = Masse / Volumen berechnet und auf diese
Weile wurde der relative Stiarkegehalt in den Knollen bestimmt (Abb. 10 C). Im Fall der Li-
nien StSUT4-RNA1,o und StSUT4-RNAi;4 wurde ein signifikant erhohter Starkegehalt festge-
stellt.
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Abb. 10 Analysen des Knollenertrags von StSUT4-RNAi und Wildtyp Pflanzen im LT A. Knollengewicht
pro Pflanze B. Anzahl der Knollen pro Pflanze. Gemittelte Werte + SE aus 3 unabhéngigen Experimenten, in
deren n > 5 wurden dargestellt C. Knollendichte D. Vergleich des Knollenertrags von 9, 11 und 13-Wochen alten
Pflanzen. Gemittelte Werte + SD (n=3) von einem repréasentativen Experiment wurden dargestellt. Die Ergebnis-
se wurden in 3 unabhidngigen Experimenten bestétigt. Die signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und

Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet. Eine unterschiedliche Skalierung wurde angewendet.

Um festzustellen, ob der erhohte Knollenertrag von StSUT4-RNA1 Kartoffelpflanzen mit einer
fritheren Knolleninitiation oder schnellerem Knollenwachstum verbunden ist, wurde die Ana-
lyse der Gewicht-Verdnderungen im Laufe der Knollenentwicklung vorgenommen. Knollen-
ertrag von 9, 11 und 13-Wochen alten Pflanzen von transgenen und WT Linien die im LT
wuchsen, wurden verglichen (Abb. 10 D). Die StSUT4-RNAi Linien présentierten in jedem
untersuchten Alter einen erhohten Knollenertrag im Vergleich zum WT. Fiir die 11-Wochen
alten Pflanzen von der Linie StSUT4-RNAi;¢ und die 13-Wochen alten Pflanzen der Linie
StSUT4-RNAig; wurde ein signifikant hoherer Knollenertrag als bei den Wildtyp Pflanzen in
gleichem Alter festgestellt.
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4.6 Analyse des Kohlenhydratgehalts in Source-Blattern

Verinderungen im Kohlenhydrat-Metabolismus der Pflanzen gingen mit Unter- sowie Uber-
expression von verschiedenen Saccharosetransportern einher (Riesmeier et al., 1994; Kiihn et
al., 1996; Leggewie, 1996; Biirkle et al, 1998; Hackel et al., 2006; Gottwald et al., 2000;
Leggewie ef al., 2003). Die Untersuchungen des Kohlenhydratgehalts in verschiedenen Orga-
nen von SUT4-RNAi- und Wildtyp-Kartoffeln vorgenommen.

4.6.1 Bestimmung loslicher Zucker in Source-Blattern

Die Zeit-abhidngigen Verdnderungen des Kohlenhydratgehalts in den Source-Bléttern von
SUT4-RNAi- und Wildtyp Kartoffeln im LT wurden untersucht. Die Analysen wurden in der
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Peter Geigenberger (Max Planck Institut
fiir Molekulare Pflanzenphysiologie, Potsdam-Golm) durchgefiihrt.

Am Anfang des Tages wurden keine signifikanten Unterschiede im Gehalt der 16slichen Zu-
cker zwischen Wildtyp und transgenen Pflanzen beobachtet (Abb. 11). Wihrend der Gehalt
an Glukose, Fruktose und Saccharose im Laufe des Tages im Wildtyp deutlich stieg und ge-
gen Nachmittag das Maximum erreichte, blieb der Gehalt von l6slichen Zuckern gegen
Nachmittag in Source-Blittern von StSUT4RNAi Pflanzen unverdndert. Entsprechend war der
Gehalt an 16slichen Zuckern gegen 15 Uhr im Wildtyp signifikant hoher als in den StSUT4-
RNAI Pflanzen. Erst am Ende der Lichtperiode wurde eine deutliche Steigerung des Zucker-
gehaltes in StSUT4-RNAi Source-Blittern im Unterschied zum Wildtyp festgestellt. Beim
WT wurde dagegen eine Reduktion des Zuckergehalts in den Source-Bléttern am Ende des
Tages beobachtet. Um 21 Uhr waren die Werte fiir Zuckergehalte in StSUT4-RNAi Source-
Bléttern meistens signifikant hoher als die Werte fiir die entsprechenden Wildtypkontrolle.
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Abb. 11 Enzymatische Bestimmung der 16slichen Zucker in Source-Blittern von StSUT4-RNAi und WT Dé-
sirée Pflanzen im LT. Die Analysen fassten 3 Zeitpunkte der Lichtperiode um. Es wurden gemittelte Werte = SD
(n=3) von einem reprisentativen Experiment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhéngigen Experimen-
ten bestdtigt. Die signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (¥) fiir

p<0,05 bezeichnet. Eine unterschiedliche Skalierung wurde angewendet.

4.6.2 Starke-Gehalt

Um Unterschiede zwischen Starke-Gehalten in StSUT4-RNAi- und Wildtyp Désirée zu zeigen
wurde die Methode der Stiarke-Farbung mit Lugol’scher Losung (Iod/Kalium-lodid-Farbung)
angewendet. Die Source-Blatter wurden mit Alufolie iiber Nacht abgedeckt. Die Abdeckung
stellt sicher, dass es nicht in den ausgewdhlten Bléttern zur Aktivierung der photosyntheti-

schen Prozesse zu Beginn der Lichtperiode kommt. Die abgedeckten Blitter sowie auch ver-
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gleichbare unabgedeckte Kontrollblédtter wurden am Morgen um 10 Uhr (4h nach dem Anfang
der Lichtperiode, LT-Bedingungen) analysiert.
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Abb. 12 Qualitative und quantitative Bestimmung des Stirkegehalts in StSUT4-RNAi und Wildtyp Source-
Bldttern im LT A. Die iiber Nacht mit Alufolie abgedunkelten Bldttchen (oben) sowie auch die nicht-
abgedunkelten Kontrollblittchen (unten) nach Stirkefarbung. D.as Blattmaterial wurde um 10 Uhr (4 Stunden
nach Beginn der Lichtperiode) aufgenommen B. Enzymatische Bestimmung des Stdrke-Gehalts, die 3 Zeitpunk-
te der 16h Lichtperiode umfassten. Es wurden gemittelte Werte = SD (n=3) von einem représentativen Experi-
ment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhéngigen Experimenten bestdtigt. Die signifikanten Unter-

schiede zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet.

Nach der Stirke-Farbung zeigte es sich, dass die abgedeckten StSUT4-RNAi Blitter mehr
Stiarke als WT akkumuliert haben und dadurch nach der Farbung dunkler als abgedeckte WT
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Blatter waren (Abb. 12 A). Zwischen unabgedeckten Blittern der StSUT4-RNAi Linien und
unabgedeckten WT Blattern wurden keine solchen Unterschiede beobachtet. Die enzymati-
sche quantitative Bestimmung des Stdrke-Gehalts in WT Source-Bléttern hat ein signifikant
erhohter Gehalt von Stirke am Anfang des Tages in Source-Blittern von transgenen Linien
StSUT4-RNAi35 und StSUT4-RNAig; gezeigt (Abb. 12 B). In allen Blittern, die um 15 Uhr
genommen wurden, war der Stirkegehalt vergleichbar. Am Ende des Tages wurde mehr Stér-
ke in Wildtyp Blattern als in Bléttern von StSUT4-RNA1 Pflanzen festgestellt. Linie StSUT4-
RNAIsg zeigte am Abend signifikant weniger Stirke in Bléttern als WT.

4.7 Saccharose-Efflux

Die zeitlichen Verdnderungen im Kohlenhydratprofil der StSUT4-RNAi Kartoffel-Source-
Blittern konnen auf eine Storung im Saccharoseexport aus Source—Blittern hinweisen. Um es
zu priifen wurde eine indirekte Methode der Saccharose-Efflux-Bestimmung, die auf der
Messung des Saccharosegehalts in Phloemexudaten von Source-Blittern beruht, gewéhlt. Die
zeitlichen Verdnderungen der Saccharosekonzentration in Phloemexudaten sollten mit dem

Tagesverlauf des Saccharoseexports von Source-Blittern korrelieren.

Die Amplitude der Werte des Zucker-Efflux im Tagesverlauf von StSUT4-RNAi Pflanzen war
wesentlich hoher im Vergleich zum WT (Abb 13). Am Anfang der Lichtperiode war die
Effluxrate von 2 transgenen Linien, StSUT4-RNA1i;( und StSUT4-RNAisg, signifikant niedri-
ger als beim WT. Im Laufe des Tages wurde bei StSUT4-RNAi Pflanzen ein schneller Anstieg
des Saccharsoe-Efflux beobachtet, so dass gegen Mitte des Tages die Efflux-Rate von trans-
genen und WT Pflanzen das gleiche Niveau erreichten. Die Effluxrate von StSUT4-RNAi
Pflanzen sowie auch der WT Kontrolle erreichte das Maximum am Nachmittag. Jedoch war
der maximale Efflux bei transgenen Linien StSUT4-RNAi;y und StSUT4-RNAig; signifikant
hoher, als im WT. Am Ende des Tages wurde die Verminderung der Efflux-Rate in allen ana-
lysierten Pflanzen beobachtet. Jedoch war der Efflux von transgegen Linien: StSUT4-RNA1,y,
StSUT4-RNAig; und StSUT4-RNAIsg; signifikant hoher als in der WT Kontrolle.
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Abb. 13 Verlauf des Saccharoseexports von StSUT4-RNAi und Wildtyp Source-Bléttern im Laufe der LT-
Lichtperiode. Die auf der X-Achse dargestellte Uhrzeit bezeichnet den Moment der Messung von Phloemexuda-
ten, die in der jeweils vorhergehenden Stunde gesammelt wurden. Es wurden die Werte +£ SD (n=3) von einem
représentativen Experiment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhiéngigen Experimenten bestitigt. Die

signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp-Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet.

4.8 Kohlenhydratbestimmung in Sink-Blattern

Die Sink-Blitter von jungen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden verwendet, um den
Einfluss von verminderter SUT4-Expression auf den Kohlenhydrategehalt in Sink-Organen zu
analysieren.. Das Blattmaterial wurde gegen Mitte des Tages zwischen 14 und 15 Uhr geern-
tet. Die Kohlenhydratbestimmung hat in StSUT4-RNAi Kartoffeln keine signifikanten Verén-
derungen im Vergleich zum Wildtyp gezeigt (Abb 14).
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Abb. 14: Enzymatische Bestimmung von Kohlenhydratgehalten in Sink-Blittern von StSUT4-RNAi und
Wildtyp Désirée-Pflanzen unter LT-Bedingungen. Es wurden gemittelte Werte = SD (n=3) von einem représen-
tativen Experiment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhdngigen Experimenten bestdtigt. Eine unter-

schiedliche Skalierung wurde angewendet.

4.9 Kohlenhydratbestimmung in Sink-Knollen

Die Durchfithrung von Vergleichsanalysen des Knollenmetabolismus ist problematisch, we-
gen der unsynchronisierten Entwicklung der Organe (Fernie und Willmitzer 2001). Im Expe-
riment wurde die Knollengrofe als Kriterium fiir die Probenauswahl gewihlt. Die 100mg
Stiicke des vaskuldren Speicherparenchyms von 2cm groflen Knollen wurden fiir die enzyma-
tischen Zuckerbestimmung préapariert. Nur im Fall der Linie StSUT4-RNAiq; wurde eine sig-
nifikante Reduktion des Glukosegehalts und eine signifikante Erhohung des Fruktosegehalts
festgestellt (Abb 15). In Knollen der Linie StSUT4-RNAig; wurde eine signifikante Erh6hung
des Stirkegehalts gezeigt.
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Abb. 15: Enzymatische Bestimmung von Kohlenhydratgehalten in 2 cm Knollen von StSUT4-RNAi und
Wildtyp Désirée-Pflanzen, die unter LT-Bedingungen im Gewéchshaus wuchsen. Es wurden gemittelte Werte +
SD von 3 unabhingigen Experimenten (n>3) dargestellt. Die signifikanten Unterschiede zwischen transgenen

und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet. Eine unterschiedliche Skalierung wurde angewen-

det.

4.10 Analyse von in vitro Knollen

4.10.1 Herstellung der Mikroknollen

Um die Schwierigkeiten in den Analysen des Materials aus in vivo hergestellten Knollen zu
vermeiden, wurde fiir die weiteren Untersuchungen mit dem System der in vifro Knollener-
zeugung gearbeitet. Fiir die Optimierung der in vitro Knolleninduktion wurden 3 verschiedene
MS-Medium-Varianten, 5, 8 und 10MS, mit erhohten Saccharosekonzentrationen (endspre-

chend 5, 8 und 10% w/v) getestet. Die Mikroknollenbildung erfolgte innerhalb von 10 Tagen
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im Dunkeln (Abb. 16). Nach 20 Tagen wurde die Effektivitidt der Knollenherstellung ausge-
wertet und als % der Stecklinge, die Knollen gebildet haben, dargestellt (Abb. 17).
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Abb. 16: Induktion von in vitro Knollen aus Stecklingen von 2 StSUT4-RNAi Linien und Désirée Wildtyp-
Pflanzen. Fiir jede Kartoffellinie wurden Stecklinge von einem représentativen Kulturbecher fiir jede Variante
von MS Medium (5, 8 oder 10% (w/v) Saccharosekonzentration) dargestellt. Das Bild wurde 10 Tage nach dem
Transfer der Gewebekultur ins Dunkel aufgenommen. Die Ergebnisse wurden in 3 unabhéngigen Experimenten

bestitigt.

Transgene Pflanzen auf 8MS Medium zeigten signifikant erhohte Knollenherstellungeffekti-
vitdt im Vergleich zu der Anzucht auf SMS, sowie auch zum WT auf 8MS. Die hochste Knol-
lenherstellungseftektivitit (~60%) von allen untersuchten Linien wurde auf Medium mit 10%

Saccharose beobachtetet.
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Abb. 17: Abhédngigkeit der in vitro Knollenbildungs-Effektivitit von der Sacharosekonzentration. Es wurden
gemittelte Werte £ SD (n>7) von einem reprédsentativen Experiment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2
unabhingigen Experimenten bestdtigt. Die signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp Pflan-

zen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet.

4.10.2 Zuckerbestimmung in Mikroknollen

Die auf 10MS gebildeten Mikroknollen der Linien StSUT4-RNAi35 und StSUT4-RNAig; wur-
den fiir die quantitative Bestimmung von 16slichen Zuckern (Glukose, Fruktose und Saccha-
rose) und Stdrke verwendet. Insgesamt zeigten die Knollen von beiden untersuchten transge-
nen Linien einen erhohten Zuckergehalt im Vergleich zu Wildtypknollen. Die Knollen der
Linie StSUT4-RNAig; zeigten eine signifikante Erh6hung des Gehalts aller untersuchten Zu-
cker mit Ausnahme von Fruktose. Die StSUT4-RNAisg Knollen zeigten einen erhohten Star-
kegehalt (Abb 18).
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Abb. 18: Enzymatische Zuckerbestimmung in in vitro Knollen von StSUT4-RNAi und Désirée Wildtyp-
Pflanzen, die auf Medium mit 10% Sacharosekonzentration induziert wurden. Es wurden gemittelte Werte + SD
(n>3) von einem reprisentativen Experiment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhéngigen Experimen-
ten bestdtigt. Die signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fur

p<0,05 bezeichnet. Eine unterschiedliche Skalierung wurde angewendet.

4.11 Analyse von StSUT4-RNAi-Tomaten

Parallel zu den Analysen der StSUT4-RNAi Kartoftelpflanzen wurde der Phénotyp von 7 aus-
gewdhlten transgenen StSUT4-RNAi1 Tomatenlinien beschrieben (Kap. 4.2; Abb. 4B). Wih-
rend der vegetativen Wachstumsphase zeigten die transgenen Pflanzen im Vergleich zu den
WT-Tomaten keine signifikanten Unterschiede. Im Vergleich zum WT wurden bei den
StSUT4-RNAi Tomaten auch keine signifikanten Verdnderungen im Blithverhalten beobach-
tet (nicht gezeigt).
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Abb. 19: Frithzeitiges Reifen der Friichte von StSUT4-RNAi Linie 11 im Vergleich zum Wildtyp (oben links)
und die qualitativen Unterschiede zwischen den WT Friichten (unten links) und den Friichten von zwei ausge-

wihlten SZSUT4-RNAI Linien (rechts oben und unten).

Analyse der Friichte und vor allem Auswertung des Ertrags von StSUT4-RNAi1 Tomaten zeig-
ten dagegen quantitative und qualitative Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 19).
Bei StSUT4-RNAi1 Tomaten wurde eine Tendenz zur fritheren Fruchtreife beobachtet, und die
roten Friichte der transgenen Tomate schienen oft kleiner als die reifen WT Friichte zu sein
(Abb. 19). Um dieses Phdanomen statistisch auszuwerten, wurden die Friichte von den 3 un-
tersten Rispen, kurz bevor die Tomatenpflanzen die fiinfte obere Rispe ausgebildet haben,

geerntet und analysiert.
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Abb. 20: Analyse des Fruchtertrags von StSUT4-RNAi und Wildtyp Tomaten A. Gesamter Fruchtertrag und
das Gewicht von roten Friichten pro Pflanze B. Gesamte Fruchtanzahl und die Anzahl roter Friichte pro Pflanze
C. Prozentualer Anteil von reifen Friichten am gesamten Ertrag (entsprechend als relatives Gewicht und relative
Anzahl bezeichnet). Es wurden gemittelte Werte = SD (n>5) von einem repriasentativen Experiment dargestellt.
Die Ergebnisse wurden in zwei unabhdngigen Experimenten bestitigt. Die signifikanten Unterschiede zwischen
transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet. Eine unterschiedliche Skalierung wurde

angewendet.
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Abb. 21: Analyse des Samengehalts in den SzSUT4-RNAi und Wildtyp Tomatenfriichten A. fiir die statisti-
sche Auswertung wurden die Friichte der Lange nach geschnitten und je nach Samengehalt einer von vier Kate-
gorien (von 0 bis 3) zugeordnet B. Frucht-Langsschnitte von ausgewéhlten transgenen und WT Tomaten stellen
die unterschiedliche Samenanzahl dar C. Darstellung des durchschnittlichen Samengehalts nach der statistischen
Auswertung der Samengehaltskategorie. Gemittelte Werte + SD eines reprasentativen Experiments (n=20) sind
dargestellt. Die Ergebnisse wurden in zwei unabhidngigen Experimenten bestitigt. Die signifikanten Unterschie-

de zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet.

Das Gesamtfruchtgewicht pro Pflanze zeigte sich bei den transgenen Tomatenlinien: StSUT4-
RNAi7;, StSUT4-RNA1i ¢4 und StSUT4-RNA1,44; signifikant niedriger als beim Wildtyp (Abb
20 A). Fir zwei transgene Linien, StSUT4-RNA1;; und StSUT4-RNAi;;. wurde dagegen ein
signifikant hoheres Gewicht roter Friichte pro Pflanze nachgewiesen (Abb 20 A). Keine signi-
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fikanten Unterschiede zwischen der gesamten Anzahl von Friichten beim WT und bei
StSUT4-RNAi1 Tomatenlinien wurde gezeigt. Aber die absolute Anzahl von reifen Friichten
pro Pflanze war bei den Linien StSUT4-RNAi;; und StSUT4-RNAi;; signifikant hoher als
beim WT (Abb 20 B). Auch der prozentuale Anteil des Gewichts und der Anzahl (relatives
Gewicht und relative Anzahl) von roten Friichten, die entsprechend auf den Gesamtfruchter-

trag und die gesamte Fruchtanzahl pro Pflanze bezogen wurden, waren bei den Linien

StSUT4-RNA1,; sowie auch StSUT4-RNAi7; signifikant erhoht (Abb 20 C).

Untersuchung der Unterschiede in der GroBBe von reifen WT und StSUT4-RNAi Friichten
wurde indirekt durchgefiihrt. Da die GroBe der Tomatenfriichte positiv mit der Anzahl der
Samen korreliert (berichtet in Hackel er al., 2006), wurde eine statistische Analyse des Sa-
mengehalts in den Friichten durchgefiihrt. Jede analysierte Frucht von jeder Pflanze wurde
durch eine Zahl von 0 bis 3 beschrieben. Die Zahlen von 0 bis 3 sollten den unterschiedlichen
Samengehalt der einzelnen Friichte bezeichnen (Abb. 21 A). In jeder analysierten Tomaten-
Linie wurden Friichte von allen 4 (0 bis 3) beschriebenen Kategorien gefunden. Die jeweilige
Anzahl der zu den 4 Kategorien gehorenden Friichte unterschieden sich jedoch bei den unter-
suchten Linien. Die transgenen Tomaten stellten ofter Friichte mit wenigen oder gar keinen
Samen her (Abb. 21 B). Im Fall der transgenen Linien, StSUT4-RNAi;,, StSUT4-RNAi7; und
StSUT4-RNAI1,04, wurde der signifikant reduzierte Samengehalt nachgewiesen (Abb. 21 C).

4.12 Untersuchungen des Zusammenspiels des SUT4 mit

Gibberellinen

4.12.1 GA Komplementationsversuch

Viele der phédnotypischen Verdnderungen, die in den Kartoffeln nach der SUT4-Inhibition
eintraten, z. B. die verkiirzten Internodien, erhohter Knollenertrag konnten auf Verdnderungen
des endogenen Gibberellin-Gehalts oder Storungen im Gibberellin-
Signaltransduktionsvorgang hinweisen. Junge Kartoffelpflanzen von vier StSUT4-RNAi Li-

nien und Wildtyp wurden einer Gibberellinsdure(GAs)-Behandlung unterzogen. Durch GA;3-
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Behandlung der StSUT4-RNAi Kartoffelpflanzen wurde der Versuch unternommen, den
Wildtyp-Phinotyp wiederherzustellen. Parallel wurde eine Kontrollgruppe mit Wasser behan-
delt. Die mit Wasser besprithte Kontrollgruppe der Kartoffelpflanzen benahm wie die frither
beschriebenen unbehandelten Pflanzen (Kap. 4.5).

Wildtyp
Désirée

StSUT4-RNAi,, StSUT4-RNAi,, StSUT4-RNAIi,,

Abb. 22: Phinotyp von StSUT4-RNAi und Wildtyp-Désirée nach GAz;-Behandlung unter LT-Bedingungen

Der Versuch der Wiederherstellung des Wildtyp-Phénotyps in den StSUT4-RNAi Kartoffel-
pflanzen durch die GAj-Applikation ist nicht gelungen. Die phénotypischen Unterschiede
zwischen den transgenen Pflanzen und dem WT sind nach der GA-Applikation sogar noch
deutlicher als im Fall der unbehandelten bzw. mit Wasser behandelten Pflanzen. Die mit GA;
behandelte Gruppe zeigte ein gesteigertes Internodienwachstum (Abb. 22). Die transgenen
Pflanzen blieben jedoch trotz der GAj-Behandlung kleiner als WT und das Internodien-
wachstum war bei den transgenen Linien schwicher als im WT (Abb. 23 A). Statistische
Auswertung der Langen des Stiangelsegments der 5 oberen Internodien zeigte, dass das durch

GA;-Applikation induzierte Internodienwachstum von 2 transgenen Linien StSUT4-RNAi; g
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und StSUT4-RNAig; signifikant kleiner war als im Fall der entsprechenden WT-Kontrolle
(Abb. 23 B).
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Abb. 23: Auswertung des Internodienwachstums von StSUT4-RNAi und Wildtyp-Désirée nach GA;-
Behandlung unter LT-Bedingungen. A. Vergleich der siebten Internodien nach und ohne GA-Behandlung B.
Analyse der Liange des Stingelsegments der 5 oberen Internodien. Es wurden die Werte + SD (n=3) von einem
reprisentativen Experiment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhéngigen Experimenten bestitigt. Die
signifikanten Unterschiede (p<0,05) zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) und zwischen

denselben Linien nach unterschiedlichen Behandelung als (**) bezeichnet.
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AuBlerdem war das Internodienwachstum beim WT nach der GAj-Applikation im Vergleich
zum Wasser-behandelten Wildtyp signifikant erhoht, wéhrend keine signifikanten Unter-
schiede zwischen der Internodienldnge von allen 4 StSUT4-RNAi Linien und Wasser-
behandelten transgenen Linien gezeigt werden konnten. Weitere Analysen betrafen den Ein-
fluss von Gibberellinsdure auf das Blithverhalten von StSUT4-RNAi1 und Wildtyp Kartoffel-
pflanzen. Der Bliithzeitpunkt der GAs-behandelten StSUT4-RNAi Kartoffelpflanzen war im
Vergleich zu den unbehandelten (Kap. 4.5.2) bzw. mit Wasser behandelten transgenen Pflan-
zen unverdndert (Abb. 24). Die Wildtyp Pflanzen erblithen nach GAs-Behandlung dagegen
signifikant spiter als WT ohne GA-Behandlung.

55 1
» *% i
o2 GA;-Behandlung Kontrollbedingungen
S 45
=
E 35’
0
[}
(®)]
&
15
WT 10 38 63 81 WT 10 38 63 81
Désirée Désirée

StSUT4-RNAi Désirée-Linien StSUT4-RNAi Désirée-Linien

Abb. 24: Tag des Blithanfangs von StSUT4-RNAi Linien und Wildtyp-Désirée nach GA;-Behandlung unter
LT-Bedingungen im Vergleich zu Wasser-behandelter Pflanzengruppe. Es wurden die Werte £ SD (n=3) von
einem représentativen Experiment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in zwei unabhingigen Experimenten bes-
tatigt. Die signifikanten Unterschiede (p<0,05) zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) und

zwischen denselben Linien nach unterschiedlichen Behandlung als (¥*) bezeichnet.

Die Auswertung des Knollenertrags wurde zwei Monate nach der GA3-Behandlung durchge-
fithrt. Signifikante Unterschiede wurden nicht nur im gesamten Knollengewicht sondern auch
im dulleren Schein und in der Knollenanzahl pro Pflanze zwischen StSUT4-RNAi Kartoffel-
pflanzen und dem Wildtyp festgestellt (Abb. 25).

GA;-Applikation verursachte bei den StSUT4-RNA1 Kartoffeln die Herstellung von Knollen
mit einem merkbar verdnderten Phénotyp. StSUT4-RNAi Knollen von GAj-behandelten
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Pflanzen stellten eine langgestreckte Form und eine wesentlich hellere, ungleichmifige Féar-
bung dar, wihrend die WT-Knollen nach GAs-Behandlung im Vergleich zu den Knollen von

unbehandelten Pflanzen nicht so drastisch verdndert waren (Abb. 25 A).
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Abb. 25: Knollenertragsanalyse von StSUT4-RNAi und Wildtyp-Désirée-Pflanzen nach GA;-Behandlung im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollpflanzen. Das Experiment wurde unter LT-Bedingungen durchgefiihrt. A.
Knollenmorphologie B. gesamtes Knollengewicht pro Pflanze C. Knollenanzahl pro Pflanze. Es wurden die
Werte = SD (n=3) von einem représentativen Experiment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhéngigen
Experimenten bestatigt. Die signifikanten Unterschiede (p<0,05) zwischen transgenen und WT Pflanzen wurden

als (*) und zwischen denselben unterschiedlich behandelten Linien als (**) bezeichnet.
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Wihrend die Behandlung mit Gibberellinsdure-Losung bei den WT Pflanzen eine signifikante
Abnahme des gesamten Knollengewichts (iiber 50%) pro Pflanze verursachte, konnten im
Fall der mit GAj-behandelten StSUT4-RNAi Pflanzen keine derartigen Verdnderungen des
gesamten Knollengewichts festgestellt werden (Abb. 25 B). Das Knollengewicht von GA;-
behandelten transgenen Pflanzen ist hoher als das Knollengewicht von GAj-behandelten WT-

Pflanzen, jedoch nur im Fall von Linie StSUT4-RNAiss wurde diese Erhohung signifikant

Weitere nach GAs-Applikation zu beobachtende Verdnderungen betrafen die Knollenanzahl
pro Pflanze. Die Steigerung von der durchschnittlichen Knollenanzahl pro Pflanze infolge der
GAj-Behandlung wurde bei StSUT4-RNAi Linien im Vergleich zu denselben transgenen Li-
nien aus der Kontrollgruppe beobachtet. Im Fall der Linie StSUT4-RNAi35 war diese Steige-
rung signifikant. Keine signifikanten Unterschiede in der Knollenanzahl wurden unter den
Pflanzen aus der mit Wasser behandelten Gruppe festgestellt, was mit vorhergehenden Beo-

bachtungen tibereinstimmt (Kap. 4.5.3).

4.12.2 Gibberellinsdure-Applikation in vitro

Eine hohe Saccharosekonzentration im Knolleninduktionssmedium (Kap. 4.10.1) verursachte
nicht nur die erfolgreiche Induktion der Knollchenbildung bei transgenen StSUT4-RNA1 so-
wie WT Kartoffeln sondern auch eine stérkere Inhibition des Seitentriebwachstums. Interes-
santerweise war die Ausbildung von Seitentrieben auf 10MS beim WT stirker reduziert als
bei den StSUT4-RNAi-Linien (Abb. 26). Die Abhédngigkeit des Wachstums der in vitro kulti-
vierten WT- und SzSUT4-RNAi-Sprossen von der Saccharosekonzentration und von exogener
GA;-Konzentration wurde miteinander verglichen. Es wurde Medium mit jeweils 2 (2MS)
bzw. 10 (10MS) % w/v Saccharosekonzentration verwendet. Die im Dunkel auf 2MS ohne
GA; gewachsenen WT-Seitentriebe waren signifikant langer als StSUT4-RNAi-Seitentriebe.
Dieser Unterschied wurde durch Zugabe von 0,6 uM GA; noch verstéarkt. Auf 10MS-Medium
war das Wachstum von WT Sprossen stark reduziert und StSUT4-RNAi Pflanzen dagegen
zeigten keinen Unterschied im Vergleich zur Anzucht auf 2MS. Das WT-
Seitentriebwachstum wurde durch GAj-Zugabe verstirkt (auf 2MS stdrker als auf 10MS).
Wachstum von StSUT4-RNAi Sprossen nach GAjz-Zugabe war auf 2 MS und 10 MS ver-
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gleichbar. Bei Wachstum auf 10MS konnte in Anwesenheit von GAj; kein Unterschied mehr
zwischen der Sprossldange von StSUT4-RNAi und WT-Pflanzen beobachtet werden.
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Abb. 26: Seitentriebwachstum von in vitro kultivierten StSUT4-RNAi und Désirée Wildtyp-Stecklingen im
Dunkeln abhingig von GA; und Saccharosekonzentration. Mittelwerte + SE fiir 30-50 Stecklingen sind darge-
stellt. Die signifikanten Unterschiede (p<0,05) zwischen transgenen und WT Pflanzen unter gleichen Anzuchts-

bedingungen wurden als (*) und zwischen denselben Linien unter unterschiedlichen Anzuchtsbedingungen als

(**) bezeichnet.

4.12.3 Bestimmung von StGA200x1 Expression

Die GA20 Oxidase spielt eine Schliisselrolle in der Biosynthese von aktiver Gibberellin. Die
Untersuchungen des relativen Transkriptgehaltes des Gens fiir eine Kartoffel-GA20 Oxidase,
StGA20ox1, das vor allem in Source-Bléttern exprimiert ist (Carrera et al., 2000), sollten kla-

ren, ob die inhibierte SUT4 Expression den GA-Metabolismus beeinflussen kann.

Die im LT mittels real time PCR durchgefiihrten Analysen zeigten diurnale Verédnderungen in
der StGA20ox1 Transkriptakkumulation (Abb 27). Wihrend der Lichtperiode stellten beide
untersuchten transgene Linien, StSUT4-RNA1;( und StSUT4-RNAig, eine geringere Akkumu-
lation der StGA20oxI-Transkripte im Vergleich zum WT dar. Diese Unterschiede waren

meistens auch statistisch signifikant. Das Maximum der S¢GA20ox[-Transkriptakkumulation
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wurde am Ende und das Minimum ({iber 6fach im Vergleich zum Maximum) am Anfang der

Dunkelperiode festgestellt.

Dunkelperiode Lichtperiode

100 Wildtyp Désirée
StSUT4-RNAI,,
I StSUT4-RNAi,

80
60
*

40
20

Relativer mRNA Gehalt in %

Abb. 27: Akkumulation der StGA20oxI-Transkripte in StSUT4-RNAi und WT Désirée nach GAj-
Behandlung im LT. Es wurden die Werte + SD (n=3) von einem reprisentativen Experiment dargestellt. Die
Ergebnisse wurden in zwei unabhingigen Experimenten bestdtigt. Die signifikanten Unterschiede zwischen

transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet.

4.13 Untersuchungen der Schattenvermeidungsreaktion

Die Beschattung bewirkt morphologische Verdanderungen der Pflanzen, die sog. Schattenver-
meidungsreaktion (shade avoidance). Die aufgetretene Schattenvermeidungsreaktion schien
bei den StSUT4-RNAI Kartoffeln schwicher ausgeprigt als beim Wildtyp. Um dieses Phédno-
men ndher zu untersuchen, wurden die Experimente unter kiinstlich hergestellten Beschat-

tungsbedingungen durchgefiihrt.

4.13.1 Analyse der Pflanzen unter gegenseitigen Beschattung

Im ersten Experiment wurde der Effekt der gegenseitigen Beschattung der eng nebeneinander

wachsenden Pflanzen angewendet, um die Schattenvermeidungsreaktion von 4 StSUT4-RNAi
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Linien (10, 38, 63 und 81) und vom Désirée-Wildtyp zu analysieren. Junge Pflanzen von un-
tersuchten Linien wurden dicht nebeneinander gestellt und die wéhrend des Wachstums ent-
stehenden Phénotypverdnderungen wurden beschrieben. Parallel dazu wurden die Pflanzen
von denselben Linien weit nebeneinander als eine Kontrollgruppe (unbeschattete Pflanzen)

angezogen.

Zwei Parameter: PPFD und HR:DR-Verhiltnis, die freundlicherweise von Yvonne Pors ge-
messen wurden, sollten die Lichtbedingungen unter den experimentellen Pflanzen genauer zu
definieren. Die Lichtbedingungen der dicht stehenden, sowie der weit auseinander stehenden
Pflanzen wurden auf der Ebene der oberen und unteren Blétter untersucht (Abb. 28 A). Die
Lichtbedingungen, unter denen sich die oberen Teile von sowohl dicht, als auch weit ausein-
ander stehenden Pflanzen befanden, waren vergleichbar, wie man an den Werten der gemes-
senen Lichtparameter erkennen kann. Die PPFD-Werte sowie auch die HR:DR-Verhiltnisse
waren dagegen im Fall der unteren Teile der dicht- und weit auseinander stehenden Pflanzen
sehr unterschiedlich. Auf der Ebene der untersten Bléttern von dicht stehenden Pflanzen wur-
de eine drastische Abnahme der Werte von beiden Parametern (PPFD ~40fach und HR:DR
~6fach) im Vergleich zu den obersten Pflanzenteilen beobachtet. Die Abnahme der beiden
Parameterwerte im Fall von weit auseinander stehenden Pflanzen war wesentlich schwicher

(PPFD ~3fach und HR:DR ~1,4fach).
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PPFD HR:DR-
Ort der Messung mmol Protone/ Verhéltnis
m? s (660/730 nm)
obere Blatter der
beschatteten Pflanzen 380 + 54 1.8+0.1
untere Blatter der
beschatteten Pflanzen 114 0.3+£0.1
obere Blatter der 430 + 145 91102
Kontrollpflanzen
untere Blatter der 150 + 28 15402
Kontrollpflanzen

Désirée StSUT4-RNAI

Abb. 28: Untersuchungen der Schattenmeidungsreaktion von StSUT4-RNAi und Wildtyp-Désirée Pflanzen.
A. Zusammenstellung der Werte von Parametern, die die Lichtbedingungen unten den dicht von einender und
weit von einander stehenden Pflanzen beschrieben B. Phanotyp von StSUT4-RNAi und Wildtyp-Désirée nach 5
Wochen der dichten Anzucht (21 Pflanzen pro qm).

Nach 2 Wochen Anzucht unter hoher Pflanzendichte wurden bei den Pflanzen die ersten
Symptome der Schattenvermeidungsreaktion beobachtet. Alle dicht gestellten Pflanzen wuch-
sen schneller als die vergleichbaren weit stehenden Kontrollpflanzen. Die nach weiteren Wo-
chen des dichten Wachstums, infolge der Schattenvermeidungsreaktion entstehenden Phéno-

typveranderungen waren jedoch viel deutlicher beim WT als bei den transgenen Linien zu

sehen (Abb. 28 B).
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Abb. 29: Phinotypanalyse von beschatteten StSUT4-RNAi und Wildtyp-Désirée Pflanzen im Vergleich zu
den unter normalen Lichtbedingungen wachsenden Pflanzen. Das Experiment wurde unter LT-Bedingungen
durchgefiihrt A. Pflanzengr6Be B. Lange des Stingelsegments der 5 oberen Internodien. Es wurden die Werte +
SD (n>3) von einem reprasentativen Experiment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhédngigen Experi-
menten bestétigt. Die signifikanten Unterschiede (p<0,05) zwischen transgenen und WT Pflanzen wurden als (*)

und zwischen denselben Linien unter unterschiedlichen Lichtbedingungen als (**) bezeichnet.

Kurz bevor die Pflanzen die generative Entwicklungsphase erreicht hatten, wurde die Pflan-
zengroBe und das Internodienwachstum analysiert. Alle dicht stehenden SZSUT4-RNAi und
WT Pflanzen waren signifikant grofler (Abb. 29 A) und zeigten ein signifikant induziertes
Internodienwachstum im Vergleich zu den weit auseinander gestellten Kontrollpflanzen (Abb.
29 B). Die Pflanzengro3e, sowie auch die Lénge des Stingelsegments der 5 oberen Interno-
dien der beschatteten WT-Pflanzen waren am hochsten. Bei den beschatteten StSUT4-RNAi

Pflanzen waren diese Wachstumsparameter signifikant niedriger als beim beschatteten WT.
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Abb. 30: Phianotypanalyse von beschatteten StSUT4-RNAi und Wildtyp-Désirée Pflanzen im Vergleich zu
den unter normalen Lichtbedingungen wachsenden Pflanzen A. Blithverhalten B. Knollenertrag. Das Experiment
wurde unter LT-Bedingungen durchgefiihrt. Es wurden die Werte = SE (n>4) von einem représentativen Expe-
riment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhingigen Experimenten bestitigt. Die signifikanten Unter-
schiede (p<0,05) zwischen transgenen und WT Pflanzen wurden als (¥*) und zwischen denselben Linien unter

unterschiedlichen Lichtbedingungen als (**) bezeichnet.

Alle beschatteten Pflanzen haben signifikant spiter als die unbeschatteten Pflanzen gebliiht.
Im Schatten waren keine signifikanten Unterschiede mehr im Blithverhalten von StSUT4-
RNAi und WT Pflanzen zu beobachten (Abb. 30 A). Die transgenen Pflanzen zeigten unter
Kontrollbedingungen dagegen ein signifikant beschleunigtes Erblithen im Vergleich zum WT

was mit den frither dargestellten Daten iibereinstimmte (Kap. 4.5.2).

Die Ertragsanalysen haben die Reduktion des gesamten Knollengewichts von allen beschatte-
ten transgenen und WT-Pflanzen im Vergleich zu unbeschatteten gezeigt, jedoch nur im Fall

von 2 trangenen Linien StSUT4-RNAi3g und StSUT4-RNAig; war diese Reduktion des Knol-
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lenertrages signifikant (Abb. 30 B). Die Auswertung des gesamten Knollengewichts aller be-
schatteten Pflanzen hat keine Unterschiede mehr zwischen WT Pflanzen und 2 transgenen
Linien: StSUT4-RNAijy und StSUT4-RNAig; gezeigt, die Linien StSUT4-RNAizz sowie
StSUT4-RNAIg; prisentierten dagegen einen signifikant hoheren Knollenertrag im Vergleich
zum beschatteten WT.

4.13.2 Beschattungseinfluss auf die relative StSUT4-Expression

Source-Blitter sind die Organe der Pflanze, die fiir die Lichtsignalaufnahme aus der Umwelt
verantwortlich sind. Die relative SUT4-Expression in den Source-Bléttern von beschatteten
und unbeschatteten Pflanzen(StSUT4-RNAi und WT) wurde in der Mitte und am Ende der
Lichtperiode gepriift. Die dicht stehenden Pflanzen zeigten eine hohere Akkumulation der
SUT4-mRNA als die weit auseinender stehenden unbeschatteten Kontrollpflanzen (Abb. 31).
In der Mitte des Tages war der Gehalt von SUT4-Transkripten in beschatteten Blittern von
Linien StSUT4-RNA1,o und StSUT4-RNAig; sowie auch in den WT-Blittern signifikant héher
als bei den entsprechenden unbeschatteten Kontrolllinien. Am Ende des Tages dagegen war
die SUT4-Akkumulation in Bléttern von beschatteten hoher als in unbeschatteten WT-
Pflanzen, wihrend keine signifikanten Unterschiede zwischen dicht- und weit auseinander
stehenden transgenen Pflanzen festgestellt wurden. Zu den beiden untersuchten Zeitpunkten
blieb das SUT4-Expressionsniveau in den transgenen Source-Bléttern unter Beschattungsbe-

dingungen signifikant niedriger als in den beschatteten WT-Bléttern.
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Abb. 31: Akkumulation der SUT4-Transkripte in Source-Bléttern von StSUT4-RNAi und Wildtyp-Désirée
beschatteten Pflanzen im Vergleich zu den Source-Blittern von den unter normalen Lichtbedingungen wachsen-
den Pflanzen. Mittelwerte = SD des relativen Transkriptgehalts in 3-5 Proben von mindestens 3 Pflanzen wurden
dargestellt. Die signifikanten Unterschiede (p<0,05) zwischen transgenen und WT Pflanzen wurden als (*) und
zwischen denselben Linien unter unterschiedlichen Lichtbedingungen als (**) bezeichnet. Eine unterschiedliche

Skalierung wurde angewendet.

4.13.3 Analyse der Pflanzen unter Bedingungen des , kiinstlichen
Schattens™

Nicht alle der oben dargestellten Untersuchungen der Schattenvermeidungsreaktion in den
dicht stehenden Pflanzen waren eindeutig. Um dies zu verifizieren, wurde ein Experiment
geplant, in dem unter den strikt kontrollierten Bedingungen der Phytokammer eine Infrarot-
lampe zur Herstellung von ,.kiinstlichem Schatten* verwendet wurde (Abb. 32). Die Anwen-
dung der Infrarotlampe von 730 nm ermoglichte die Herabsetzung des fiir die normalen
Lichtbedingungen charakteristischen hohen HR:DR (Hellrot:Dunkelrot) Verhéltnisses. Da-
durch wurde das fiir die Beschattungsbedingungen charakteristische niedrige HR:DR-
Verhiéltnis erreicht. Pflanzen von transgenen Linien SzSUT4-RNAi o, StSUT4-RNAig und
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StSUT4-RNAig; und WT wurden parallel unter Bedingungen des niedrigen HR:DR Verhilt-

nisses und unter normalen Lichtbedingungen als Kontrolle angezogen.

weilles Licht

Kontrollbedingungen

undurchsichtige
Trennfolie

nidriges HR:DR

Verhaltnis
O Aufstellungen der

[ Infrarotkamera Infrarotlampe

B

Abb. 32: Kiinstliches Beschattungsexperiment unter Verwendung einer zusitzlichen Infrarotlichtquelle A.
Schema der Phytokammer mit 2 experimentellen Abteilungen fiir eine parallele Anzucht der Pflanzen unter
kiinstlichen Schatten-Bedingungen (niedriges HR:DR Verhiltnis) und unter normalen Lichtbedingungen (Kon-
trollbedingungen) B. und C. mit einer Infrarotkamera, im Dunkeln hergestellte Bilder von Pflanzen, die im Phy-
tokammer-Abteil mit niedrigem HR:DR Verhéltnis angezogen wurden B. Ansicht von vorne C. Ansicht von

hinten.

Die Anzucht unter Bedingungen des niedrigen HR:DR Verhéltnisses verursachte stiarkeres
Wachstum von Wildtyp Pflanzen im Vergleich zum WT unter normalen Lichtbedingungen.
Die StSUT4-RNAi Pflanzen zeigten hingegen keinen Unterschied im Wachstum nach Belich-
tung mit einer zusidtzlichen Infrarotlichtquelle im Vergleich zu den Kontrollbedingungen
(Abb. 33 A).Die statistische Auswertung des Internodienwachstums bestitigte, dass die WT
Pflanzen unter Bedingungen des niedrigen HR:DR Verhéltnisses signifikant schneller als die
Pflanzen unter normalen Lichtbedingungen wuchsen, wihrend die transgenen Pflanzen keine
signifikante Unterschiede im Wachstum unter unterschiedlichen Lichtbedingungen zeigten

(Abb. 33 B).
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Abb. 33: Vergleich von StSUT4-RNAi und Wildtyp-Désirée Pflanzen unter Bedingungen des , kiinstlichen
Schattens® und unter normalen Lichtbedingungen im LT A. Aussehen der Pflanzen nach 5 Wochen B. Lénge der
5 oberen Internodien. Es wurden die Werte = SD (n=3) von einem reprisentativen Experiment dargestellt. Die
Ergebnisse wurden in 2 unabhédngigen Experimenten bestitigt. Die signifikanten Unterschiede (p<0,05) zwi-
schen transgenen und WT Pflanzen wurden als (*) und zwischen denselben Linien unter unterschiedlichen

Lichtbedingungen als (**) bezeichnet.

4.13.4 Untersuchungen der relativen Expression von Phytochromen

Untersuchungen des Transkriptgehalts von Phytochrom A und Phytochrom B, die an der
Schattenvermeidungsreaktion beteiligt sind, wurden in Source-Bléttern im LT durchgefiihrt.
Es wurden Unterschiede im Transkriptlevel der beiden Phytochrome zwischen StSUT4-RNAi
und WT Kartoffelpflanzen festgestellt (Abb. 34).

Die Transkriptakkumulation der beiden Phytochrome folgte sowohl beim WT wie auch bei

den transgenen Pflanzen einem diurnalen Verlauf. Gegen 15 Uhr zeigten die untersuchten
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StSUT4-RNAI Linien eine signifikant erh6hte Akkumulation der PhyA-Transkripte im Ver-
gleich zum WT. In den transgenen Pflanzen wurden die PhyB-Transkripte am stirksten wéh-
rend der ersten Hailfte des Tages akkumuliert. Die Akkumlation der PhyB-Transkripte war
meistens stdrker in den transgenen als in WT Pflanzen. Statistische Auswertung hat dabei

gezeigt, dass die Mehrzahl der Unterschiede signifikant war.
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Abb. 34: Akkumulation der Phytochrom-Transkripte in StSUT4-RNAi und Wildtyp-Désirée unter LT-
Bedingungen. Es wurden die Werte = SD (n>3) eines reprisentativen Experimentes dargestellt. Die Ergebnisse
wurden in 2 unabhéngigen Experimenten bestdtigt. Die signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und

Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet. Eine unterschiedliche Skalierung wurde angewendet.
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4.14 Analyse der photosynthetischen Prozesse

Da die Verdanderungen der Lichtbedingungen die Photosynthese beeinflussen, was wiederum
Veranderungen des Kohlenstoffmetabolismus verursacht, wurden Analysen von photosynthe-
tischen Prozessen in StSUT4-RNAi Pflanzen vorgenommen, die entweder unter normaler Be-

lichtung oder im Schatten wuchsen.

Analyse der Chlorophyll-Fluoreszenz ist eine Methode, die {iber die photochemischen Prozes-
se, insbesondere tber die Aktivitit von PSII Aufschluss gibt. Mit Hilfe eines PAM-
Fluorometers wurden freundlicherweise von Frau Dr. Yvonne Pors folgende Chlorophyll-
Fluoreszenz-Parameter analysiert: Grundfluoreszenz (Fo), terminale Fluoreszenz bei stead)y-
state Photosynthese nach Lichtadaptation (Ft), maximale Fluoreszenz nach Dunkeladaptation
(Fm), maximale Fluoreszenz im Verlauf der Dauerbelichtung (Fm’), relative Quantenausbeute
(vield) und maximale Quantenausbeute des PSII (Fv/Fm, ®max). Die Chlorophyll-
Fluoreszenz in oberen und unteren Bléttern von dicht- und weit auseinander stehenden Pflan-
zen wurde gemessen. Dabei wurden keine signifikanten Unterschiede in der photosyntheti-
schen Aktivitdt zwischen den transgenen und WT Pflanzen festgestellt. Auch die von Frau Dr.
Yvonne Pors durchgefiihrten Analysen der Absorption, Transmission und Reflexion des Lich-
tes von oberen und unteren Bléttern der Pflanzen unter normalen Lichtbedingungen, sowie im
Schatten haben keine signifikante Unterschiede zwischen StSUT4-RNAi und WT Pflanzen
gezeigt.Mit der spektrophotometrischen Methode und mit HPLC wurde die Analyse des Chlo-
rophyllgehalts durchgefiihrt. Es wurden keine signifikanten Verdnderungen des Chlorophyll-

gehalts in transgenen Pflanzen festgestellt (Daten nicht préasentiert).

4.15 Analyse des Carotinoidgehalts

Mittels HPLC wurde parallel zur Chlorophyllgehaltsanalyse die quantitative Bestimmung der
Carotenoide durchgefithrt. Wéhrend keine signifikanten Unterschiede im Carotenoidgehalt

zwischen oberen Blittern von weit und dicht stehenden transgenen und WT Pflanzen gemes-
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sen wurden (Daten nicht prasentiert), war der Carotenoidgehalt in unteren Blattern von belich-

teten und beschatteten transgenen Pflanzen im Vergleich zum WT signifikant verdndert (35).
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Abb. 35: Analyse des Carotinoidgehalts in StSUT4-RNAi und Désirée Wildtyp-Pflanzen im LT. Es wurden
die Werte + SD (n>3) eines représentativen Experiments dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhéngigen
Experimenten bestétigt. Die signifikanten Unterschiede (p<0,05) zwischen transgenen und WT Pflanzen wurden

als (*) und zwischen denselben Linien unter unterschiedlichen Lichtbedingungen als (**) bezeichnet. Eine unter-

schiedliche Skalierung wurde angewendet.
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Der signifikant reduzierte Gehalt von Carotenoiden des Xanthophyll-Zyklus (Antheraxanthin
(A), Violaxanthin (V) und Zeaxanthin (Z)) bei den belichteten transgenen Linien duBlerte sich
nicht im verdnderten De-Epoxidations-Status (DEPS=(Z+0,5A)/(V+A+Z)). Wihrend der
DEPS-Wert bei den dicht wachsenden WT-Pflanzen signifikant niedriger als bei den belichte-
ten WT-Pflanzen ist, wurden keine DEPS-Verdnderungen zwischen den dicht und weit aus-
einander stehenden StSUT4-RNAi Pflanzen beobachtet. Im Schatten war der DEPS-Wert bei

den transgenen Linien 10 und 38 signifikant hoher als beim WT.

4.16 Analyse des Anthocyangehalts
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Abb. 36: Analyse des Anthocyangehalts in StSUT4-RNAi und Désirée Wildtyp-Pflanzen unter LT-
Bedingungen. Die Werte + SD (n>3) eines repréisentativen Experiments sind dargestellt. Die Ergebnisse wurden
in 2 unabhingigen Experimenten bestitigt. Die signifikanten Unterschiede (p<0,05) zwischen transgenen und
WT Pflanzen wurden als (¥) und zwischen denselben Linien unter unterschiedlichen Lichtbedingungen als (**)

bezeichnet.

Der relative Gehalt der wichtigsten Flavonoidpigmente, Anthocyane, in Source-Bléttern wur-
de spektrophotometrisch bestimmt(Abb. 36). Bei den weit auseinander stehenden Pflanzen
steigt die Anthocyankonzentration in WT-Pflanzen signifikant an, wéhrend in den StSUT4-
RNAI Pflanzen die Anthocyankonzentration auf einem geringen Level verbleibt, der dem der
beschatteten Pflanzen entspricht (mit Ausnahme der Linie 81). In beschatteten Bléttern der

StSUT4-RNAi-Pflanzen war der Anthocyangehalt im Vergleich zum WT unverindert.
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4.17 Schattenvermeidungsreaktion in Tabakpflanzen mit

SUT1-Uberexpression

Beschattung Kontrollbedingungen

wE .

;-d‘h

Wildtyp 12 Wildtyp 1 12
Tabak Spmyc-Linien Tabak  Spmyc-Linien

Abb. 37: Vergleich des Phéanotyps von dicht (beschattet; links) und weit auseinander stehenden (Kontrolle;
rechts) WT und Spmyc-Tabakpflanzen. Das Experiment wurde im LT durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden in 2

unabhingigen Experimenten bestatigt.

Die bisher beschriebenen Experimente wurden mit transgenen Pflanzen mit reduzierter SUT4-
Expression durchgefiihrt. Ein vergleichbarer Phianotyp wurde bereits fiir transgene Tabak-
pflanzen beschrieben, die das SUT! Gen aus Spinacia oleracea, SoSUTI mit c-myc tag unter
Kontrolle des CaMV 35S-Promotors iiberexprimieren (Riesmeier und Frommer, 1994). Ahn-
lich wie im Fall der StSUT4-RNAi Kartoffelpflanzen wurde auch in den Spmyc-
Tabakpflanzen ein vorzeitiges Erblithen und eine Tendenz zu gedrungenem Wuchs beschrie-
ben (Riesmeier und Frommem, 1994; Leggewie, 1996). Das Auftreten und die Intensitit der
bei den Spmyc-Tabakpflanzen beobachtenden Effekte war stark von der Jahreszeit abhéngig,
was auf eine Abhingigkeit des Effekts von Lichtbedingungen hinweist (Leggewie, 1996). Bei
den StSUT4-RNA1 Kartoffelpflanzen wurde auch die Abhédngigkeit des Phénotyps von den
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Lichtbedingungen beobachtet (Kap. 4.13). Um zu klédren, ob die in StSUT4-RNAi Kartoffel-
pflanzen beobachtete verringerte Schattenvermeidungsantwort auch fiir Spmyc-Tabakpflanzen
zutrifft, wurde ein Experiment geplant, in dem das Verhalten von dicht- und weit auseinander

stehenden Spmyc-Tabakpflanzen miteinander verglichen wurde (Abb. 37).
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Abb. 38: Analyse des Phénotyps von belichteten und beschatteten transgenen Spmyc- und WT Tabakpflan-
zen. Das Experiment wurde im LT durchgefiihrt A. PflanzengroBe B. Blithverhalten. Es wurden gemittelte Werte

+ SD (n>3) von einem Experiment dargestellt. Eine unterschiedliche Skalierung wurde angewendet.

Die im Rahmen der Doktorarbeit von Georg Leggewie hergestellten Spmyc-Tabakpflanzen
(Riesmeier und Frommem, 1994; Leggewie, 1996), wurden mir freundlicherweise zur Verfii-
gung gestellt. Wihrend die WT Tabakpflanzen im Schatten viel hoher als der unbeschattete
WT wuchsen, waren bei den Spmyc-Tabakpflanzen nur sehr geringe Unterschiede im Wachs-
tum bei unterschiedlicher Belichtung zu beobachten (Abb. 38 A). Unter normalen Lichtbedin-
gungen im LT kamen die transgenen Spmyc-Tabakpflanzen frither zur Bliite als der WT (Abb.

38 B). Im Schatten war dieses Phdnomen jedoch nicht mehr zu beobachten.
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4.18 Untersuchungen der Pflanzen unter KT-Bedingungen

Die bisher beschriebenen Analysen wurden unter Langtag-Bedingungen durchgefiihrt. Unter
diesen Bedingungen zeigen die mit dem StSUT4-RNAi-Konstrukt modifizierten Kartoffel-
pflanzen eine im Vergleich zum WT erhohte Knollenproduktion. Es ist bekannt, dass die
Knollenbildung bei Kartoffelpflanzen durch die LT-Photoperiode verzogert wird, wéhrend die
KT-Photoperiode die Produktion dieser vegetativen Vermehrungsorgane fordert (Rodriguez-
Falcon et al., 2006). Die Analyse von StSUT4-RNAi1 Kartoffellinien in der Phytokammer mit
16stiindiger Dunkelheit und 8stiindigem Licht wurde durchgefiihrt, um zu kléren, ob die unter
LT-Bedingungen beschriebenen Phénotypverdnderungen von StSUT4-RNAi Kartoffelpflan-

zen von der Photoperiode abhéngig sind.

4.18.1 Phdnotyp

AuBler dem in StSUT4-RNAi Kartoffeln im Vergleich zum WT verringerten Internodien-
wachstum waren keine wesentlichen Verdanderungen im Aussehen der im KT angezogenen
Pflanzen zu beobachten (Daten nicht prisentiert, Abb. 39 A). Im KT waren alle untersuchten
Pflanzen unfdhig zu blithen. Zwei Monate nach Beginn der Anzucht unter Kurztagbedingun-
gen wurde der Knollenertrag bestimmt. Es wurden keine Unterschiede fiir den Zeitpunkt der
Knolleninduktion zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen unter KT-Bedingungen beo-
bachtet. Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen dem Gesamtgewicht der Knollen
pro Pflanze festgestellt (Abb. 39 B). Die Morphologie der Knollen von StSUT4-RNAi und
WT Kartoffeln war sehr dhnlich.
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Abb. 39: Phinotyp der StSUT4-RNAi und Désirée WT-Pflanzen im KT A. Internodienwachstum B. Knollen-
ertrag. Die Werte + SE (n>3) eines repréasentativen Experiments sind dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2
unabhingigen Experimenten bestitigt Die signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und WT Pflanzen

wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet. C. Aussehen der Knollen.

4.18.2 Zuckerbestimmung

Die Veridnderungen des Kohlenhydratprofils in den Source-Bléttern von KT-Kartoffeln wurde
analysiert. Die Untersuchungen umfassten 3 Zeitpunkte der Lichtperiode und eine zusétzliche

Probe zu Beginn der Dunkelperiode.

Die Konzentrationen der beiden Hexosen, Fruktose und Glukose, in den StSUT4-RNAi Kar-
toffel-Source-Bléttern waren in der ersten Halfte des Tages hoher und am Anfang der Nacht
niedriger als beim WT (Abb. 40). Der Saccharosegehalt von StSUT4-RNAi Pflanzen war zu

allen analysierten Zeitpunken erhoht im Vergleich zum WT (meistens signifikant). Maximale
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Werte des Saccharosegehalts wurden in der Mitte des Tages festgestellt, und zu diesem Zeit-

punkt wurden auch die hochsten Unterschiede zwischen Saccharosekonzentration im WT und

in transgenen Pflanzen beobachtet.
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Abb. 40: Enzymatische Bestimmung der 16slichen Zucker in Source-Blittern von StSUT4-RNAi und Wildtyp
Désirée-Pflanzen unter KT-Bedingungen. Die Analysen erfassten 3 Zeitpunkte der 8h Lichtperiode und einen
Zeitpunkt am Anfang der Dunkelperiode um. Es wurden gemittelte Werte + SE (n=3) von einem reprisentativen
Experiment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhingigen Experimenten bestétigt. Die signifikanten
Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet. Eine unter-

schiedliche Skalierung wurde angewendet.
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Abb. 41: Qualitative und quantitative Bestimmung des Stirke-Gehalts in StSUT4-RNAi und Wildtyp Source-
Blittern unter KT-Bedingungen A. Blitter nach Stirkefirbung B. Enzymatische Bestimmung der Stirke. Die
Analyse umfasste 3 Zeitpunkte der 8h Lichtperiode und ein Zeitpunkt zu Beginn der Dunkelperiode. Es wurden
gemittelte Werte £ SE (n=3) von einem représentativen Experiment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2
unabhingigen Experimenten bestitigt. Die signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp Pflan-

zen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet.

Die am Anfang des Tages durchgefiihrte Stirke-Farbung hat keine signifikanten Unterschiede
im Stirkegehalt der StSUT4-RNAi und WT Blitter gezeigt, was auch durch die enzymati-
schen Messungen bestétigt wurde (Abb. 41). Die beiden Methoden zeigten, dass es in der
Mitte der Lichtperiode wesentlich mehr Stdrke in den StSUT4-RNAi1 Source-Bléttern als in
den WT Blittern gab. Durch enzymatische Stirkebestimmung wurde in den StSUT4-RNAi
Bléttern der maximale Stirkegehalt in den Mittagsstunden festgestellt. Der maximale Stirke-

gehalt beim WT zeigte sich dagegen erst gegen Ende der Lichtperiode und wies deutlich ho-
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here Werte auf als bei den transgenen Pflanzen (signifikant im Fall der Linie StSUT4-
RNAig;). Am Anfang der Dunkelperiode wurde bei allen untersuchten Pflanzen eine Redukti-
on des Stirkegehalts beobachtet, dabei zeigten die WT Blétter einen signifikant hoheren Stér-

kegehalt als die Blitter der transgenen Pflanzen

4.18.3 Saccharose-Efflux

Meistens hat die Efflux-Messung keine signifikanten Unterschiede im KT zwischen StSUT4-
RNAi und WT Pflanzen gezeigt (Abb. 42). Die maximalen Werte der Saccharose-Effluxrate
wurden in WT Pflanzen gegen Mitte des Kurztags beobachtet. In den transgenen StSUT4-
RNAI1 Pflanzen dagegen war die maximale Saccharose-Effluxrate tendenziell zu einem spite-

ren Tageszeitpunkt (am Nachmittag und am Anfang der Dunkelperiode) zu beobachten.
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Abb. 42: Verlauf des Saccharose-Effluxs von StSUT4-RNAi und Wildtyp Source-Bléttern im KT. Die auf der
X-Achse dargestellte Uhrzeit bezeichnet den Moment der Aufnahme von Phloemexudaten, die durch eine vorhe-
rige Stunde gesammelt wurden. Es wurden die Werte + SE (n=3) von einem reprédsentativen Experiment darge-
stellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhéngigen Experimenten bestitigt. Die signifikanten Unterschiede zwi-

schen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet.
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4.18.4 AGPase Bestimmung

In einem weiteren Experiment sollte gekldrt werden, ob der verdnderte Stirkegehalt in den
Blattern der StSUT4-RNAI Pflanzen auf vermehrter Stirkesynthese oder verringertem Stirke-
abbau beruht. Eine bedeutende Rolle an der Steuerung der Stirke-Biosynthese in Blittern und
in Knollen hat die posttranslationale Redox-Regulation der ADP-Glucosepyrophosphorylase
(AGPase), die ein Schliisselenzym des Stirkeaufbaus ist (Miiller-Rober ef al., 1992; Geigen-
berger, 2003; Tiessen ef al. 2002; Hendriks et al. 2003; Geigenberger, 2003). AGPase ist He-
terotetramer, das aus 2 groBeren Einheiten (AGPS, 51 kDa) und aus 2 kleineren Einheiten
(AGPB, 50 kDa) besteht (berichtet in Kolbe ef al. 2005). Infolge einer Ausbildung von Disul-
fid-Briicken zwischen den AGPB kommt es zur reversiblen Homodimerisierung (oxidierte

Enyzmform) und zur Inaktivierung des Enyzms (Tiessen ef al. 2002).
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Abb. 43: Protein-Gel-Blot-Analyse von AGPase in Kurztag-Source-Blattern von StSUT4-RNAi und Wildtyp-
Désirée. Der hochste Gehalt von aktiver (reduzierter) Monomerform wurde im Fall von Linien StSUT4-RNAi;,

und StSUT4-RNAij;g festgestellt. SDS-PAGE wurde ohne DTT im Probenpuffer durchgefiihrt.

Uber Western Blots kann der Aktivierungszustand der ADP-Glucosepyrophosphorylase (AG-

Pase) analysiert werden Die Untersuchungen zur AGPase-Aktivierung wurden freundlicher-
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weise von der AG von Peter Geigenberger durchgefiihrt. Da die deutlichsten Unterschiede im
Starkegehalt mittags unter KT-Bedingungen beobachtet wurden wurde dieses Blattmaterial
fiir die AGPase-Analyse verwendet. Die Ergebnisse haben Unterschiede im Gehalt der akti-
ven (reduzierten) und inaktiven (oxidierten) Enzymform in den Bléttern von untersuchten
Linien gezeigt (Abb. 43). Im Vergleich zum WT wiesen die Blétter aller untersuchten trans-
genen Linien vermehrt die monomere Form der AGPB Untereinheit auf, was auf eine ver-
mehrte Stirkesynthese aufgrund einer Redox-Aktivierung der AGPase hindeutet. Der hochste
Gehalt der reduzierten Form wurde in den Proben von Linien StSUT4-RNA1;¢ und StSUT4-
RNAI153 beobachtet.

4.19 Analyse der Bliihinduktionsfaktoren

In den bisher dargestellten Experimenten wurden die in StSUT4-RNAi Kartoffelpflanzen ver-
danderten Parameter in den Source-Blittern, die fiir frithere Blithinduktion bedeutend sein
konnen, bereits eingehend untersucht. Weitere Untersuchungen sollen zeigen, ob auch Prozes-
se direkt im Apex betroffen sind und ob die Expression bekannter und nachgewiesenermal3en
an der Blihinduktion beteiligter Gene in den StSUT4 RNAi Pflanzen eine verdnderte Expres-

sion aufweisen.

4.19.1 Saccharose-Bestimmung in Apex

Eine Korrelation zwischen Verdnderungen der Saccharosekonzentration im Apex und der
Induktion der generativen Entwicklungsphase wurde bisher bei vielen Pflanzen festgestellt
(Havelange ef al., 2001; Bernier und Périlleux, 2005; Eriksson ef al., 2006). Um zu priifen, ob
moglicherweise ein verdnderter Saccharosetransport bei den transgenen Kartoffelpflanzen mit
reduzierter SUT4-Expression zu frithzeitiger Blithinduktion fiihrt, wurden detaillierte Analy-
sen zur Abhdngigkeit der Saccharosekonzentration in apikalen Sprossmeristem vom Entwick-
lungszustand der Pflanzen vorgenommen. Die Analysen umfassten 7 Gruppen von Pflanzen
mit unterschiedlicher Anzahl von Source- Blittern (Abb. 44 A). Die Bestimmung der Ent-

wicklungsphasen der Apices jeder experimentellen Pflanzengruppe hat gezeigt, dass die
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StSUT4-RNAi Pflanzen beim Ubergang von vegetativer zu generativer Entwicklungsphase
etwa 5-6 Source-Blitter aufwiesen, wihrend WT Pflanzen zum Zeitpunkt der Blithinduktion

bereits 10 Blétter aufwiesen.
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Abb. 44: Untersuchung des Saccharosegehalts in Apices wihrend der Entwicklung von StSUT4-RNAi und
Wildtyp Désirée-Pflanzen im LT. A. Bestimmung der Apex-Entwicklungsphase abhingig von der Source-
Blatter-Anzahl. Die Pfeile zeigen kleine Bliitenknospen B. Enzymatische Saccharose-Bestimmung in Apices der
Pflanzen abhingig von der Anzahl der Source-Blitter. Es wurden gemittelte Werte = SE (n=3) eines représenta-
tiven Experiments dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhédngigen Experimenten bestétigt. Die signifikan-

ten Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet

Diese Veranderung der Entwicklungsphase korrelierte mit zeitlicher Verdnderung der Saccha-
rosekonzentrationen im Sprossmeristem von transgenen und WT Pflanzen. Die hochsten Sac-
charose-Werte wurden in den jlingsten Pflanzen beobachtet (Abb. 44 B). Die Saccharosekon-
zentration war dabei in den jungen transgenen Pflanzen hoher als beim WT. Im Fall der Linie
StSUT4-RNAig, war diese Erhohung in den Pflanzen mit 3-4 Blattern, also kurz bevor die
Pflanzen von vegetativer zur generativen Entwicklungsphase iibergehen, signifikant. Danach
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blieb die Saccharosekonzentration wéhrend der weiteren Entwicklung der transgenen Pflan-
zen auf einem konstant niedrigen Niveau. Im Sprossmeristem von WT-Pflanzen mit 10 Sour-
ce-Blittern, kurz bevor die WT Pflanzen in die generative Entwicklungsphase iibergingen,
wurde eine kurzfristige Steigerung der Saccharosekonzentration beobachtet. Der Saccharose-

gehalt der transgenen Pflanzen mit 10-Source-Blittern blieb niedriger.

4.19.2 Analyse von Bliihinduktionsgenen

Die wichtige Rolle der Gene CONSTANS (CO), FT und SOCI fiir die Blithinduktion ist u.a. in
Arabidopsis gut untersucht (Bernier und Périlleux, 2005; Corbesier und Coupland, 2006;
Johnson et al., 2008). Homologe Gene dieser in Arabidopsis beschriebenen Bliihfaktoren
konnten in Kartoffeln auch fiir die Knolleninduktion essentiell sein (Rodriguez-Falcon et al.,
2006). Die Untersuchung der Transkriptakkumulation von vier putativen Blithfaktor-
Homologen aus Kartoffeln: StFT, StCOL1 sowie StCOL3 (CO-Homolog) und StSOCI (Mar-
tinez-Garcia et al., 2002b; Drobyazina und Khavkin, 2006; Rodriguez-Falcon et al., 2006),
wurden {iber real time PCR Analyse in Source-Blittern von StSUT4-RNAi und Wildtyp Kar-
toffeln unter LT-Bedingungen quantifiziert.

Im Fall von StCOL3 waren vor allem in der Nacht sowie am Ende der Lichtperiode signifi-
kant weniger Transkripte im Vergleich zum WT nachweisbar (Abb. 45). Am Anfang der
Lichtperiode wurde das Maximum der Transkriptakkumulation in Blittern von sowohl trans-
genen wie auch WT Pflanzen festgestellt. Die maximalen Werte der SfCOL3-mRNA-
Akkumulation wurden am Anfang der Lichtperiode festgestellt und in den StSUT4-RNAig;
Blattern waren signifikant geringer als im WT. Die relative Expression des zweiten CO-
Homologs, StCOL1, war in den Source-Blittern der StSUT4-RNA1i Linien zu allen untersuch-

ten Zeitpunkten ebenfalls reduziert (meistens signifikant).
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Abb. 45: Quantifizierung der Transkripte der Blihfaktoren COL3, COL1, SOCI und FT in StSUT4-RNAi
und Wildtyp Désirée-Pflanzen unter LT-Bedingungen durch real time PCR. Gemittelte Werte + SE (n>3) eines
représentativen Experiments sind dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhéngigen Experimenten bestétigt.

Die signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet.

Eine unterschiedliche Skalierung wurde angewendet.

120



Am Ende der Dunkelperiode und zu Beginn des Tages wurden in den transgenen Pflanzen
signifikant weniger StSOCI-Transkripte nachgewiesen als beim WT. In der zweiten Hilfte
des Tages stiegen die StSOCI-Transkriptmengen und waren in StSUT4-RNAi und WT Pflan-

zen schliesslich vergleichbar.

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Bliithfaktoren war die Transkriptakkumulation des
StFT signifikant hoher in transgenen als in Wildtyp Blattern. Die diurnalen Verédnderungen
des StFT-Transkriptgehalts wurden in allen untersuchten Pflanzen festgestellt, jedoch eine
viel stirkere Oszillierung wurde bei den StSUT4-RNAi Pflanzen beobachtet. Am Anfang des
Tages kam es zur StFT-Transkriptgehalt-Erhohung in sowohl transgenen wie auch WT Pflan-
zen. Dieser Anstieg war jedoch in Blittern von StSUT4-RNAi-Pflanzen wesentlich starker. Zu
den anderen analysierten Zeitpunkten wurde auch die erhohte StF'7T-Transkriptakkumulation
in transgenen Pflanzen im Vergleich zum WT festgestellt, mit der Ausnahme der vom Tage-

sende und vom Anfang der Dunkelheit stammenden Proben.

4.20 Pfropfungsexperimente

Die in den mit dem SUT4-RNAi-Konstrukt unter konstitutivem 35S Promotor transformierten
Pflanzen beobachteten phénotypischen Verdnderungen betrafen hauptsdchlich die Sink-
Organe. Es wurde auch gezeigt, dass die Kohlenhydrat-Verdnderungen nicht nur Source-
Blitter, sondern auch Knollen und Apex der transgenen Pflanzen betreffen. Es wurde die Fra-
ge gestellt, ob die in Sink-Organen beobachtenden Effekte unabhingig von den in Source-
Blattern aufgetretenen Verdnderungen also direkt als Effekt der SUT4-Inhibition in diesen
Organen entstehen? Und, wie kommt es zur Kommunikation zwischen diesen weit voneinan-
der entfernten Pflanzenorganen? Verschiedene Pfropfvarianten zwischen transgenen und
Wildtyp-Pflanzen sollten erkldren helfen, ob und wie die in StSUT4-RNAi-Source entstehen-
den Effekte die physiologische Prozesse der Sink-Organe wie die Blithinduktion und/oder die

Knollenherstellung beeinflussen konnen.
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4.20.1 Pfropfversuche zwischen StSUT4-RNAi und Wildtyp Désirée

Mit jungen StSUT4-RNAi und WT Désirée Pflanzen wurden jeweils reziproke Pfropfungen
durchgefiihrt. Es wurden Pflanzen mit entweder einem transgenen Pfropfreis und einer WT-
Unterlage (StSUT4RNAi/WT) oder einem WT Reis und einer transgenen Unterlage
(WT//StSUT4RNA1) erzeugt. Als Kontrolle wurde Wildtyp Désirée auf Wildtyp Désirée
(WT//WT) gepfropft. Das Pfropfen war am erfolgreichsten, wenn die Pfropfreisspitzen, bevor
sie mit der Unterlage zusammengebunden wurden, mit 2,5 mM EDTA-L6sung behandelt
wurden, was die Kallosebildung verhindern sollte. Um die Rolle der Source-Blittern fiir die
Phéinotypeffekte genauer zu untersuchen, wurden die Source-Blitter von der Hélfte der durch
Pfropfung erzeugten Pflanzen regelmifig von der Pfropfunterlagen entfernt. Infolgedessen
wurden insgesamt 6 Pfropfvarianten erzeugt (Abb. 46 B). Zwei Wochen nach der Pfropfung
wurden die richtig zusammengewachsenen, gesund aussehenden Pflanzen (etwa 70% aller

gepfropfter Pflanzen) zur weiteren Analysen selektiert.

Analyse des Blithbeginns und des Knollenertrags der unterschiedlichen Pfropfvarianten zeig-
te, dass die phédnotypischen Effekte der Sink-Organen nicht nur von der Anwesenheit der
StSUT4-RNAi Pflanzenorgane abhingig waren, sondern auch durch die Anwesenheit der
Unterlage-Blitter beeinflusst wurden (Abb. 46).

Am frithsten kamen StSUT4RNA1/WT und WT//StSUT4RNA1 Pflanzen zur Bliite, deren
Unterlage Blatter besallen (Abb. 46 A). Wenige Tage spater erblithten die StSUT4RNA1/WT
Pflanzen, an denen die Blétter der WT-Unterlagen regelméfig entfernt wurden. Dieser Unter-
schied war signifikant (Abb. 46 A, durch unterschiedliche Balkenfarben bezeichnet). WT-
Pflanzen, die auf transgenen Unterlagen (WT//StSUT4RNAI1) mit entfernten Blittern ge-
pfropft wurden, blithten zeitgleich mit WT//WT Kontrollpflanzen, die noch alle Blatter besa-
Ben. Die Kontrollpflanzen ohne die unteren Blétter kamen signifikant spéter zur Bliite als alle

andere untersuchten Pfropfvarianten.
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Abb. 46: Pfropfversuche zwischen StSUT4-RNAi und Wildtyp Désirée-Pflanzen. Das Experiment wurde im
LT durchgefiihrt A. Analyse des Blithverhaltens B. Darstellung von Pfropfkombinationen C. Analyse der Knol-
lenernte. Es wurden gemittelte Werte + SE (n>3) von einem repréisentativen Experiment dargestellt. Signifikante
Verdnderungen der Werte wurden durch unterschiedliche Balkenfarben gekennzeichnet. Die Ergebnisse wurden
in 2 unabhdngigen Experimenten bestdtigt. Die signifikanten Verdanderungen (p<0,05) zwischen transgenen und
WT-Pflanzen wurden durch unterschiedliche Balkenfarben bezeichnet. Eine unterschiedliche Skalierung wurde

angewendet.

Zwei Monate nach den Pfropfungen wurde der Ertrag der Knollen ausgewertet (Abb. 46 C).
Den hochsten Knollenertrag pro Pflanze wiesen die Pfropfvarianten auf, die tiber alle Blatter
verfiigten. Dabei war das Knollengewicht von StSUT4RNA1//WT und WT//StSUT4RNA1 mit
unteren Bléttern signifikant hoher als das Knollengewicht von WT//WT Pflanzen, die untere
Blatter besalen (Abb. 46 C, durch unterschiedliche Balkenfarben bezeichnet). Die wesentli-

che Abnahme des gesamten Knollengewichts wurde nach dem Entfernen der unteren Bléttern
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(sogar tiber 50%) im Vergleich zu den entsprechenden, Blétter besitzenden Pfropfvarianten
beobachtet. Die WT//WT Pflanzen ohne untere Bléttern zeigten den kleinsten Ertrag von allen
untersuchten  Pfropfvarianten. Der Knollenertrag der StSUT4RNAi/WT und
WT//StSUT4RNA1 Pflanzen war dagegen vergleichbar.

4.20.2 Pfropfversuche zwischen StSUT4-RNAIi Désirée und Wildtyp
Andigena

Fir die genauere Verifizierung der oben dargestellten Ergebnisse wurden die Désirée-WT-
Pflanzen in einem neu geplanten Pfropfversuch durch WT-Andigena ersetzt. Im Gegensatz zu
Désirée sind die Andigena-Wildtyp-Pflanzen im LT nicht zur Knollenbildung fihig (obligato-
risch KT-abhdngige Pflanzen) (Rodriguez-Falcon et al., 2006).

Es ist nicht gelungen, die durch die Pfropfungen erzeugten Pflanzen zur Bliite zu bringen. Es
war jedoch zu sehen, dass die StSUT4-RNAi-Désirée-Pflanzen, die auf Andigena-Wildtyp-
Unterlagen (StSUT4-RNAi-Désirée//WT-Andigena) gepfropft wurden, diese zur Induktion
der Knollenbildung unter LT-Bedingungen brachten (Abb. 47 A und B).

Ahnlich wie im Verlauf wihrend der Pfropfversuche mit Désirée-WT-Pflanzen (Kap. 4.20.1),
wurde auch in diesem Experiment beobachtet, dass die Abwesenheit von Unterlagebléttern
den Knollenertrag signifikant erniedrigte. Die Unterschiede zwischen den Knollenertrdgen der
einander entsprechenden Pfropfvarianten (mit und ohne Unterlageblittern) waren jedoch viel
drastischer als in den Pfropfversuchen der Désirée-WT—Pflanzen. Die erzeugten Pflanzen, die
Bestandteile von WT-Andigena enthielten und keine Unterlageblétter aufwiesen, stellten bis

zum Zeitpunkt der Knollenernte oft gar keine Knollen her (Abb. 47 und 48).
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Abb. 47: Knollenbildung in verschiedenen Pfropfvarianten der StSUT4-RNAi-Désirée-Pflanzen und Andige-
na-Wildtyp-Pflanzen. Das Experiment wurde im LT durchgefiihrt A. Pfropfvarianten mit Unterlagebléttern B.
Pfropfvarianten ohne Unterlageblitter C. Andigena-Kontrollpflanzen. Es wurden gemittelte Werte + SE (n>3)
von einem reprisentativen Experiment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhédngigen Experimenten

bestitigt.

Als negative Kontrolle fiir dieses Experiment wurden ungepfropfte sowie auch Andigena-

gepfropfte WT-Andigenapflanzen angewendet (Abb. 47 C). In diesen Kontrollpflanzen wurde
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nie eine Knollenbildung im LT festgestellt. Sogar bei den Pflanzen, die fiir eine lange Zeit (4
und mehr Monate) unter LT-Bedingungen gelassen wurden, kam es nie zur Knollenherstel-

lung.
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Abb. 48: Knollenernte der Pfropfvarianten, die aus SzSUT4-RNAi und Andigena Wildtyp erzeugt wurden.
Pflanzen wurden unter LT-Bedingungen angezogen. Es wurden gemittelte Werte +£ SD (n>3) von einem repri-
sentativen Experiment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhéngigen Experimenten bestitigt. Die signi-
fikanten Verdnderungen (p<0,05) zwischen den dargestellten Werten wurden durch unterschiedliche Balkenfar-

ben bezeichnet.

Zur weiteren Kontrolle wurden die Wildtyp Désirée-Pflanzen auf den WT-Andigenapflanzen
gepfropft. Es zeigte sich, dass die Wildtyp Désirée-Pflanzen zwar zur Induktion der Knollen-
herstellung in den Andigena-Unterlagen fiihrten. Jedoch wurde es erst im dritten Monat nach
der Pfropfung beobachtet. Wéhrend einer Knollenertragsanalyse, die 2 Monate nach der
Pfropfung stattfand, zeigten die Pfropfvarianten zwischen WT Désirée und WT-Andigena-

Unterlagen noch keine Knollen.
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4.21 Inhibierung von StSUT4 in S. tuberosum ssp. andige-

na

Um die Effekte der reduzierten SUT4-Expression auf Phénotyp und Funktion von Sink-
Organen der streng photoperiodisch regulierten Andigena Kartoffelpflanzen genauer untersu-

chen zu konnen, wurde eine Transformation der Pflanzen mit dem StSUT4-RNAi Konstrukt

vorgenommen.
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Abb. 49: Reduktion des StSUT4-mRNA in StSUT4-RNAi Andigena Gewebe im Vergleich zu den Kontroll-
Wildtyp-Andigena A. Source-Blitter B. reife Bliiten. Mittelwerte £ SD von relativen mRNA-Gehalten in 3-5
Proben von jeweils mindestens 3 Pflanzen wurden dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 3 unabhéngigen Expe-
rimenten bestétigt. Die signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (¥*) fiir

p<0,05 bezeichnet. Eine unterschiedliche Skalierung wurde angewendet.

Uber 100 Pflanzen wurden aus Kallusgewebe regeneriert. Die freundlicherweise von Frau
Hongxia He durchgefiihrte PCR-Analyse von 40 Transformanten hat in allen der untersuchten
Pflanzen das gewlinschte Transgen gezeigt. Mittels qPCR wurde in den Source-Bléttern und
in den reifen Bliiten von sechs unabhéngigen transgenen Andigena-Linien eine signifikant

reduzierte SUT4-Expression identifiziert (Abb. 49).
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4.22 Phanotyp der StSUT4-RNAi Andigena-Pflanzen

4.22.1 Knollenherstellung unter LT-Bedingungen

A
B
Linie 1er Versuch  2er Versuch 3er Versuch K:gl;;::;:g
(Gewéchshaus) (Gewachshaus) (Phytokammer) (3er Versuch, g)

Wildtyp Andigena | keine Knollen  keine Knollen keine Knollen 0
StSUT4-RNA. i2/5 Knollen Knollen Knollen 33
StSUT4-RNA. i2s keine Knollen Knollen Knollen 6
StSUT4-RNAI i2 keine Knollen Knollen Knollen 32
StSUT4-RNA. i2/16 Knollen Knollen Knollen 6
StSUT4-RNAI i27 keine Knollen Knollen nicht determiniert -
StSUT4-RNA. i1/8 Knollen Knollen keine Knollen 0

Abb. 50: Knollenherstellung von StSUT4-RNAi Andigena-Linien im LT A. Vergleich des Aussehens von un-
terirdischen Organen der SUT4-RNAi;y;s Andigena-Linien und der WT-Pflanzen. Im Gegensatz zum WT werden
in der transgenen Andigena-Pflanze kleinen Knollen gebildet B. Analyse der Knollenproduktion. Ergebnisse von
3 représentativen unabhingigen Experimenten sind dargestellt; mindestens 2 Andigena-Pflanzen von jeder trans-
genen Linie und mindestens 3 WT Pflanzen wurden jeweils analysiert. Die Bezeichnung ,,Knollen* heif3t, dass

im jeweiligen Versuch mindestens eine Pflanze der angegebenen Linie Knollen ausgebildet hat.

Die phinotypischen Effekte der StSUT4-RNAi-Transformation wurden unter LT-
Bedingungen beobachtet. In 3 unabhéngigen Experimenten konnte bei den transgenen Pflan-
zen, die unter LT-Bedingungen angezogen wurden, wiederholt und in unterschiedlichen Li-

nien (meistens bei den Linien SUT4-RNAiis und SUT4-RNAi;y/16) nach 2 Monaten Anzucht
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eine Knollenbildung verzeichnet werden (Abb. 50 A und B). Bei WT-Andigenapflanzen wur-
de im LT dagegen niemals die Bildung von Knollen beobachtet, was auch im Rahmen des

Pfropfungsexperiments bereits gezeigt wurde (Kap. 4.20.2 und Abb. 47 C).

4.22.2 Pflanzenaussehen und Bliihverhalten

Das Blithen der Andigena Pflanzen erfolgt nur unter bestimmten Lichtbedingungen. Essentiell
fiir diesen Prozess erwies sich nicht nur die Bestrahlungsdauer (LD-Photoperiod) sondern
auch die Lichtintensitit (etwa 300 uM Licht). Die deutlichsten phénotypischen Unterschiede
zwischen den transgenen und Wildtyp Andigena Pflanzen wurden wihrend der generativen
Entwicklungsphase beobachtet. Die StSUT4-RNAi Andigena waren kleiner als der WT, was

durch das retardierte Internodien-Wachstum verursacht wurde (Abb. 51).

Transgene Andigena-Pflanzen blithten auch signifikant frither als WT-Andigena (Abb. 52).
Auch an den auf der Abbildung (52 B) nicht dargestellten Linien SzSUT4-RNAi;; s und
StSUT4-RNAI;y7, wurde ein sehr frither Blithbeginn im Vergleich zu den WT Pflanzen beo-

bachtet, was jedoch wegen einer zu kleinen Probenanzahl statistisch nicht ausgewertet wurde.
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Abb. 51: Phénotyp der SUT4-RNAi;s Andigena Kartoffelpflanzen im Vergleich zum Wildtyp. A. Aussehen
von 10 Wochen alten Pflanzen B. Obere Stingelsegmente mit unterschiedlich langen Internodien. Die Pflanzen

wurden unter LT-Bedingungen angezogen.
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Abb. 52: Analyse des Blithverhaltens von Andigena Pflanzen A. Darstellung des Bliitenstands von SUT4-
RNAIjs Andigena 5 Tage nach Erblithen im Vergleich zu dem noch nicht blithenden Wildtyp B. Tag des Bliih-
anfangs von transgenen Andigena im Vergleich zum WT. Es wurden gemittelte Werte + SD (n>3) von einem
représentativen Experiment dargestellt. Die Ergebnisse wurden in 2 unabhéngigen Experimenten bestdtigt. Die

signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp Pflanzen wurden als (*) fiir p<0,05 bezeichnet.
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5 Diskussion

5.1 SUT4-Expressionsanalyse

Obwohl die Funktion der Mitgliedern der SUT4 Saccharosetransporter-Familie bisher nur
fragmentarisch gekldrt wurde, kann man anhand der bekannten biochemischen und kineti-
schen Eigenschaften, sowie den Unterschieden im Expressionsprofil, in der Lokalisation und
in den Regulationsmechanismen annehmen, dass SUT4 eine andere Funktion im pflanzlichen
Organismus als der gut charakterisierte SUT1-Saccharsoetransporter erfiillt (Kiihn, 2003; He
et al. 2008).

5.1.1 Quantitative real time PCR als Methode zur Analyse der Ge-
nexpression

Die Expression von SUT4 ist im Gegensatz zu SUT1 sehr schwach, was zur Folge hat, dass
sowohl die SUT4 mRNA wie auch das Protein durch Standardmethoden wie Western Blot
oder Northern Blot kaum detektierbar sind (Weise et al., 2000; persénliche Kommunikation-
mit Mitarbeitern von der AG von Christina Kiihn). Fiir die Analyse der Genexpression
schwach exprimierter Gene wie SUT2 und SUT4, sowie von anderen Genen, deren Funktio-
nen in den Pflanzen mit reduzierter SUT4-Expression vermutlich dereguliert werden, wurde
die Methode der real time PCR (qPCR) gewihlt. qPCR ermittelt die Genexpression auf
Transkriptionsniveau (Ramakers et al., 2003, Wong und Medrano, 2005). Die relative Quanti-
fizierung (Vandesompele et al., 2003), sowie die Analyse der Ergebnisse mittels LinReg-
PCR-Software (Ramakers et al., 2003), verhalfen zu einer hohen Reproduzierbarkeit der Er-
gebnisse. Die wihrend der Arbeit festgestellten Expressionsprofile der untersuchten Gene
stimmten mit den bekannten Literaturdaten iiberein, was die Zuverldssigkeit der qPCR-
Methode belegt. Die Ergebnisse der real time PCR stimmen nicht nur mit qPCR-
Literaturdaten, sondern auch mit den Daten iiberein, die mittels verschiedener anderer Metho-

den gewonnen wurden z.B. SUT4-Expressionsanalyse mittels RNase Protection Assay (RPA)
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und Immunolokalisation (Weise ef al., 2000); SUTI-Expressionsanalysen mittels Immunoblot
und Northern blot (Kiihn ef al., 1997); oder StCOLI Expressionsanalysen mittels Northern
blot (Martinez-Garcia et al., 2002b).

5.1.2 Sink-spezifische SUT4-Expression

Die qPCR Analysen der SUT4-Transkriptakkumulation in verschiedenen Organen von Wild-
typ Kartoffeln der Varietit Désirée (Abb. 1) sprechen fiir eine Sink-spezifische SUT4-
Expression (Weise et al. 2000).

Entwicklungsabhingige SUT4-Expression in Vermehrungsorganen

In allen untersuchten Kartoffel-Sink-Organen war die SUT4-Transkriptakkumulation mindes-
tens 3fach hoher als in Source-Blittern. Der SUT4-Transkriptgehalt in Sink Bléttern war etwa
6fach hoher als in Source-Blittern, was einer entwicklungsabhdngigen Regulation der SUT4-
Expression suggeriert (Abb. 1). Die starkste StSUT4-Expression wurde in Vermehrungsorga-
nen, in Bliiten und in Knollen festgestellt. In diesen Organen wurde auch eine Veridnderung
des SUT4-Expressionsniveaus im Laufe der Entwicklung beobachtet (Abb. 1). Die Bliiten-
spezifische SUT4-Expression wurde schon frither mit unterschiedlichen Methoden in Arabi-
dopsis und in Tomaten festgestellt, hingegen war in L. japonicus-Pflanzen in Blittern, Bliiten
oder Stingel keine LjSUT4-Expression detektierbar (Weise et al., 2000; Flemetakis et al.,
2003).

Die Aktivititsanalyse des AtSUT4-Promotors wies auf eine starke 4tSUT4-Expression in Ara-
bidopsis-Bliiten, insbesondere in Antheren (Weise et al., 2000). Wie mittels RPA und qPCR-
Methoden festgestellt wurde, ist die starke SUT4-Expression auch fiir Tomaten-Bliiten cha-
rakteristisch, jedoch wurde die hochste SUT4-Akkumulation nicht in Antheren, sondern in
weiblichen Bliitenorganen und spdter in Tomatenfriichten beobachtet. Die SUT4-

Expressionstirke verdnderte sich im Laufe der Tomatenfruchtentwicklung und war am stérks-
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ten in griinen und schwécher in reifen roten Friichten, was die entwicklungsabhingige Regu-

lation der SUT4-Expression suggeriert (Weise et al., 2000, Hackel et al., 2006).

Auf eine entwicklungsabhingige SUT4-Expression wiesen auch Analysen in Kartoffelfriich-
ten, die jedoch in Ermangelung ausreichender Mengen Pflanzenmaterials statistisch nicht aus-
gewertet wurden (Daten nicht présentiert). Es ist aber gelungen, mittels der qPCR-Methode
die entwicklungsabhingige Anderungen der SUT4-mRNA-Akkumulation in Knollenzu zei-
gen (Abb. 1), (Jackson, 1999; Fernie und Willmitzer, 2001; Rodriguez-Falcon et al., 2006).
Die qPCR-Ergebnisse zeigten, dass die SUT4-Transkriptakkumulation wéhrend der frithen
Stadien der Knollenentwicklung stark ansteigt (Abb. 1). Die in 1cm& Knollen beobachtete
Verminderung der SUT4-Expression ist ein Mittelwert, der fir die ganze Knolle festgestellt
wurde. Jedoch ist das Knollengewebe nicht homogen, und wie die Analysen von 3cm& Knol-
len gezeigt haben, war die SUT4-Expression in der Knolle nicht gleichmiBig (Abb. 1). Die
stirkste SUT4-Expression in den 3cm& Knollen wurde in den Proben beobachtet, die von
perimedullaren Region stammen, wéhrend die Proben der Cortex-Region eine niedrigere
SUT4-Transkriptakkumulation aufwiesen. Die Verdnderungen des SUT4-Gehalts wihrend der
Knollenentwicklung scheinen mit dem Umschalten vom apoplastischen und auf den
symplastischen Phloementladunsmechanismus, sowie mit der parallel dazu ansteigenden Su-

Sy-Aktivitdt und sinkenden Invertaseaktivitdt korreliert zu sein (Rodriguez-Falcon et al.,

2006).

Wihrend der Entwicklung eines Sink-Organs verdndert sich auch dessen Sink-Stirke (Kuiper,
1993). Die Verdnderungen der SUT4-mRNA-Akkumulation in Knollen, die auf variierende
SUT4-Aktivitit hinweisen, konnen mit einer verdnderten Sink-Starke der Knolle wihrend der
Entwicklung zu tun haben. Diese Theorie ist umso wahrscheinlicher, da in WT-Tomaten-
Wurzeln, deren Sink-Stirke durch die Mykorrhizierung mit dem Pilz Glomus mossae erhoht
wurde, eine Expressionssteigerung der Saccharosetransporter SISUTI und SISUT4 gezeigt
wurde, wohingegen die SISUT2-Expression in diesen mycorrhizierten Wurzeln reduziert war
(Boldt et al., Publikation in Vorbereitung). Der Einfluss der Mykorrhizierung auf die Saccha-
rosetransporter-Expression deutet sowohl auf ihre Funktion im Wurzelbereich hin, als auch
auf die wichtige Rolle des Saccharosetransports fiir die Ausbildung einer Symbiose mit Mik-

roorganismen. Eine solche Funktion wurde bereits fiir den SUT4-orthologen Transporter aus
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Lotus japonicus LjiSUT4 postuliert, der eine starke Expression in Wurzeln und Wurzelknoll-
chen zeigt und vermutlich eine Funktion im Saccharosemetabolismus wihrend der Knollchen-

Entwicklung erfiillt (Flemetakis ez al., 2003).

SUT4-Transkriptgehalt im Stingel

Ein relativ hoher StSUT4-Transkriptgehalt wurde in den oberirdischen Stédngelsegmenten so-
wie im Stolon festgestellt (Abb. 1). Der Befund kann entweder auf eine starke SUT4-
Expression im Stingelgewebe hinweisen, oder aber darauf beruhen, dass StSUT4 Transkripte
im analysierten Stingel-Material aus benachbarten Organen iiber den Phloemtranslokati-

onsstrom transportiert werden.

Die Literatur-Daten postulieren Phloem-Mobilitdt von SUT/-Transkripten sowie des SUTI1-
Proteins (Kiihn et al., 1997; He et al., 2008). Wahrend die SUT-Transkripte sowohl in Sieb-
elementen als auch in den benachbarten Geleitzellen detektiert wurden, wurde das SUT1 Pro-
tein aus Solanaceae mithilfe spezifischer affinitdtsgereinigter Antiseren nur in den Siebele-
menten des Phloems nachgewiesen (Kiihn ez al., 1997, Barker et al., 2000, Weise et al., 2000,
Reinders ef al., 2002). AuBBerdem wurden die SUT[-Transktipte im Phloemsaft von verschie-
denen Pflanzen gefunden (Doering-Saad et al., 2002; Knop et al., 2001). Die von He et al.,
2008 durchgefiihrten Untersuchungen weisen auf einen Langstrecken-Transport von SUTI-
Transkripten zwischen 2 durch Pfropfung verbundene Solanaceen-Pflanzen, sowie zwischen

einer Solanaceen-Wirtspflanze und dem Holoparasit Cuscuta reflexa hin (He et al., 2008).

Sowohl StSUT4 aus Kartoffel als auch SISUT4 aus Tomate wurde ebenso wie SUT1 in Sieb-
elementen des Phloems, unter anderem entlang des Transportphloems der Petiolen und des
Stangels immunolokalisiert (Weise et al., 2000, Reinders et al., 2002). Da die Siebelemente
transkriptionsunfihig sind und keinen Zellkern besitzen, wurde, wie im Fall von SUTI, der
Import von entweder SUT4-Transkripten oder des Proteins von benachbarten Zellen voraus-
gesetzt (Weise et al., 2000). Eine Phloem-Mobilitit der SUT4-Transkripte oder/und des Prote-

ins wird ebenfalls in Betracht gezogen.
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In Hinsicht auf die potentielle SUT4-Phloem-Mobilitit scheint die Theorie interessant zu sein,
dass der in Sink-Organen beobachtende Anstieg des SUT4-mRNA-Gehalts nicht infolge einer
verstiarkten SUT4-Expression in Sink-Geweben entsteht, sondern durch die Akkumulation der
aus Source-Organen importierten SUT4-Transkripte generiert wird. Fiir die Priifung dieser
Theorie konnten zukiinftig modifizierte Pflanzen mit einer Sink-spezifisch reduzierten SUT4-
Expression, z. B. mit Hilfe des Kartoffelknollen- bzw. Tomatenfrucht-spezifischen Patatin-
Promoters B33, (Kiihn ef al., 2003; personliche Kommunikation mit C. Kiihn), hilfreich wer-

den.

5.1.3 Akkumulation der SUT-Transkripte verandert sich im Laufe des
Tages

Ein groBer Teil von Genen, die am Zucker-Metabolismus, also an der Produktion, Transport
und Speicherung von Zuckern beteiligt sind, werden circadian reguliert, was aus der Anpas-
sung der Pflanzen an den Tagesrhythmus der Photosynthese-Aktivitit und der dadurch verur-
sachten diurnalen Anderungen der Zucker-Konzentration folgt (Harmer et al., 2000). Bekannt
ist auch, dass mehrere Zucker-induzierte Gene durch die innere Uhr reguliert werden (Bldsing

et al., 2005).

Frither wurde durch die Analyse der Halbwertszeit der SUT/ mRNA und des Proteins in So-
lanaceen-Blittern gezeigt, dass das Expressionsmuster des Saccharosetransporters SUT1 einer
diurnalen Rhythmik folgt (Kiihn et al., 1997). Die mittels qPCR durchgefiihrten Analysen
zeigen, dass nicht nur SUTI, sondern auch die Gene SUT2 und SUT4 in Kartoftel-Source-
Blattern im LT einer diurnalen Regulation unterliegen (Abb. 2). Alle untersuchten SUT-
Transkripte zeigten sogar im Dauerlicht die Tendenz zur Oszillation (Abb. 2), was auf einen
circadianen Regulationsmechanismus der SUT-Expression hinweist. Die durchgefiihrten Un-
tersuchungen weisen auf diurnale Transkriptionsregulation von SUT-Genen auch unter KT
Bedingungen hin (unpublizierte eigene Daten, personliche Kommunikation mit den Mitarbei-

tern der AG Kiihn).
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Es wurde frither eine lichtabhéngige diurnale Oszillierung der SUT-Trankriptakkumulation
postuliert (Kiithn et al., 1997). Aus den im Dauerdunkel und im Dauerlicht durchgefiihrten
Beobachtungen kann man eine lichtstabilisierte Transkriptakkumulation schlussfolgern. Die
lichtabhéingige Transkriptstabilisierung scheint besonders deutlich im Fall von SUT4, dessen
Transkript-Akkumulation im Dauerlicht verstarkt war (Abb. 2). Im Dauerdunkeln verschwin-
den SUT4 sowie SUT2 Transkripte schnell und SUTI-Transkripte waren nur kurzzeitig mit
gPCR detektierbar (Kap. 4.1.4., ungezeigte Daten). Von anderer Seite wurde eine durch ein
verringertes HR:DR Verhiltnis verursachte Stabilisierung der SUT4 Transkripte im Schatten
beobachtet, was auf Beteiligung von Phytochromen an der SUT4-Expression hinweisen kann

(Abb. 31).

Variabilitit von Lichtbedingungen verursacht verschiedene metabolische Verdnderungen, vor
allem Anderungen im Zuckerstatus in den pflanzlichen Organen. Wie es mittels Global Ex-
pression Profiling gezeigt wurde, gehdren Zucker zusammen mit der inneren Uhr zum Haupt-
Input des diurnalen Expressionsrhythmus fiir die Mehrheit diurnal regulierter Genen in Arabi-
dopsis (Blésing et al., 2005). Beide Regulationsmoglichkeiten werden als Input zur Generie-

rung einer diurnalen SUT-Expression fiir moglich gehalten.

Besonders deutliche Oszillation im Dauerlicht zeigte SUTI (Abb. 2). Essentiell fiir den SUTI-
Expressionsrhythmus scheinen die Promotorstruktur und transkriptionale Regulationsmecha-
nismen zu sein (He ez al., 2008). Im SISUTI-Promotor wurde ein cis-Element lokalisiert, des-
sen Sequenz Ahnlichkeit zum EE-Element (evening element) aufweist. Das EE-Element ist
potentiell fiir die Regulation vieler circadianer Gene, z.B. TOC1, ELF4 und GI verantwortlich
(Harmer et al., 2000, Alabadi et al., 2001; Harmer und Kay, 2005; Mizoguchi et al., 2005; He
et al., 2008). Auf die Bedeutung des Promotors fiir die SUTI-Expressionregulation weisen die
bei den transgenen Kartoffelpflanzen mit heterologischer ~SUTI-Uberexpression
(35S::S0SUTI) beobachtenden Storungen des diurnalen SUTI-Expressionsrhythmus hin
(Leggewie et al., 2003, He et al., 2008). Im Gegensatz zum SUT1 wurde aufgrund der Stu-
dien zur Transkript-Stabilitdt eine post-transkriptional-regulierte StSUT2/StSUT4 Expression
angenommen, an der kurzlebige, iiber den 26S Proteasomweg abgebaute Repressorproteine

teilnehmen (He ef al., 2008).
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Die maximale mRNA-Akkumulation von SUTI und SUT4 wurde zur Mitte des Tages beo-
bachtet, was mit dem Tagesprofil der Konzentrationen loslicher Zucker in WT-Source-
Blédttern (maximale Konzentration in der Mitte des Tages) korreliert (Abb. 2, Abb. 11;
Urbanczyk-Wochniak et al. 2005). Obwohl die unter Verwendung des Web Signal Scan Pro-
gramms durchgefiihrte Analyse der SISUTI-Promotorsequenz die Anwesenheit von Promo-
tor-Sequenzmotiven, die fiir Zucker-Repression verantwortlich sind, zeigte , wurden es bisher
keine Saccharose- sowie Glukose-Effekte auf die SUT7 und SUT4 Expression in Tomaten und
Kartoffeln beobachtet (Harms et al. 1994; Barker et al., 2000; He et al., 2008; nicht gezeigte
Daten). (Analysiert wurde ein 5500 bp langes genomisches Fragement von SISUTI, ein-
schliesslich aller Intronsequenzen, sowie 1730 bp upstream vom ATG). Dagegen wurde eine
starke Saccharose-Induzierbarkeit der SUT2-Expression festgestellt (Barker ef al. 2000). Die
maximale SUT2-Transkriptakkumulation in Kartoffelbldttern wurde jedoch am Anfang des
Tages beobachtet, und im Gegensatz zur SUT1- und SUT4-Transkription war sie nicht mit
der im Laufe des LT-Tages diurnal steigenden Saccharosekonzentration korreliert (Abb. 2,
Abb. 11). Dennoch ist es moglich, dass Zucker als Modulator der diurnalen SUT-Expression
wirkt. Auf solche komplexe Regulation der diurnalen Expression vieler am Zuckermetabolis-
mus beteiligten Gene weisen die in Arabidopsis durchgefithrten Analysen (Blising et al.

2005).

Ein diurnaler Expressionsrhythmus von SUT-Genen wurde nicht nur in Source-Bldttern, den
Organe, in denen die Perzeption von Photoperiode und Lichtqualitit erfolgt, sondern auch in
Sink-Organen wie z.B. in Bliiten beobachtet (fiir SUT4 Abb. 5; fir SUT2 und SUTI nicht ge-
zeigt). Fiir SUT4 war nicht nur eine erhéhte Transkriptakkumulation, sondern auch eine Pha-
senverschiebung des Expressionsrhythmus in Bliiten im Vergleich zu den Source-Blattern zu
beobachten. In Bliiten wurde die maximale SUT4-Transkriptakkumulation ndmlich anders als

in Bléttern in der Mitte der Dunkelperiode beobachtet.
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5.2 Inhibition der SUT4-Expression mittels RNA Interfe-

renz

Obwohl die Anwendung der antisense-Technik sich erfolgreich fiir die Herstellung von trans-
genen Pflanzen mit reduzierter SUT-Expression (Riesmeier et al., 1994; Kiihn et al., 1996;
Birkle et al., 1998; Hackel et al., 2006) sowie mit reduzierter SUT2-Expression (Hackel et al.
2006) zeigte, ist eine Inhibierung des SUT4 mittels derselbe Methode nicht gelungen (From-

mer und Kiihn, ungezeigte Daten).

Wiéhrend der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal transgene Pflanzen, die konstant
reduzierte SUT4-Expression zeigen, erstellt. Dies ist dank der RNA Interferenz-Technik, die
auf dem PTGS-Phénomen (posttranscriptional gene silencing) beruht, gelungen (Abb. 4 A
und B; Abb. 49 A und B). Die Reduktion der SUT4-Expression in transgenen Pflanzen war
hoch spezifisch, was durch qPCR Expressionsanalysen von SUTI und SUT?2 bestitigt wurde.
Die SUT2-mRNA-Akkumulation in den Blattern von StSUT4-RNAi-Kartoffeln war im Ver-
gleich zum WT unverindert (Abb. 6), was die unspezifische Inhibition des SUT2 infolge der
Transformation mit dem StSUT4-RNAi-Konstrukt ausschlieB3t. Im Fall von SUT! wurde zwar
zur Mitte des Tages eine tendenziell reduzierte Expression beobachtet, die jedoch nicht signi-
fikant war (Abb. 6). Diese Reduktion der SUT-Expression kénnte zwar auf einen schwachen
unspezifischen Effekt des StSUT4-RNAi-Konstruktes hinweisen, der Phianotyp der transgenen
Pflanzen deutet jedoch eher auf eine verstarkte SUT 1-Aktivitét hin (Kap. 5.4.2).

5.3 Folgen der StSUT4-Inhibierung

Inhibition der StSUT4-Expression hatte in Kartoffelpflanzen einen deutlicheren Effekt als in
Tomatenpflanzen, deswegen konzentrierten sich die detaillierten Analysen vor allem auf die

transgenen Kartoffelpflanzen.
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5.3.1 Inhibierung des StSUT4 fiihrt in Kartoffeln zu Veranderungen
im Wachstum, Bliihverhalten und in der Knollenherstellung

Effekte nach Transformation mit dem StSUT4-RNAi Konstrukt in Désirée Kartoffelpflanzen
sowie in Andigena Kartoffeln waren am deutlichsten unter LT-Bedingungen zu erkennen. Der
Phinotyp der StSUT4-RNAi Kartoffeln der Varietit Désirée (Kap. 4.5), die im Vergleich zum
WT kleineren Wuchs (Abb. 7) und verkiirzte Internodien (Abb. 8 D) zeigten, und zudem frii-
her blithten (Abb. 9 C D E) und sich durch einen erhohten Knollenertrag (Abb10 A) aus-
zeichneten, wurden in transgenen StSUT4-RNAi Andigena Kartoffeln noch intensiviert (Kap.
4.22). Verstarkung des Effekts der Transformation mit dem StSUT4-RNAi1 Konstrukt konnte
bei den Andigena Pflanzen darauf beruhen, dass sie hinsichtlich der Knollenproduktion obli-
gate KT-Pflanzen darstellen. Die fiir die Transformation vergewendeten WT-Andigena-
Pflanzen waren nur unter LT-Bedingungen zum Blithen und nur im KT zur Knollenbildung
fahig (Abb. 50), was mit Literaturdaten iibereinstimmt (Machackowd et al., 1998; Jackson,
1999; Martinez-Garcia et al., 2002b; Rodriguez-Falcon et al., 2006). Auch die Kartoffeln der
Varietit Désirée zeigen ein streng LT-abhéngiges Blithverhalten, wihrend die Knollenbildung
bei den Pflanzen nur fakultativ KT-abhéngig ist (Schittenhelm ef al., 2004). Unter LT-
Bedingungen kommt es bei den WT Désirée Kartoffeln spiter zur Knollenbildung als im KT.
Die Transformation mit dem StSUT4-RNAi Konstrukt verursachte bei Désirée einen erhohten
Knollenertrag im LT, was auf eine frithzeitige Induktion der Knollenbildung im LT beruht
(Abb. 10 D) und zudem mit einem erhohten Stirkegehalt einhergeht, der positiv mit dem
Knollengewicht korreliert ist (Leggewie, 1996; Abb. 10 C; Abb. 15; Abb. 18). Das trifft je-
doch nicht fiir eine erhohte Knollenanzahl zu (Abb.10 B). Die Reduktion der SUT4-
Expression bei den absolut KT-abhéngigen Andigena Linien fiithrte zur Knollenbildung sogar
unter nicht-induktiven LT-Bedingungen (Abb. 50).

Allgemein kann man zusammenfassen, dass in StSUT4-RNAi Kartoffeln drei verschiedenen
physiologische Prozesse deutlich betroffen sind: die Stangelelongation, die Blithinduktion und
die Knolleninduktion und —entwicklung (Kap. 4.5; Kap. 4.22). Alle drei Prozesse unterliegen
in Pflanzen einer komplexen Regulation, an der unter anderem Hormone, Photorezeptoren,
sowie Komponenten der inneren Uhr beteiligt sind (Jackson und Prat 1996; Martinez-Garcia
et al. 2002a; Devlin et al. 2003; Salter et al., 2003; Vandenbussche et al. 2005; Lough und

Lucas 2006; Rodriguez-Falcon et al., 2006; Djakovic-Petrovic et al., 2007). Bekannt ist auch
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die regulatorische Rolle von Zuckern, insbesondere Saccharose, als potentes blithinduktives
Signalmolekiil. Bekannt ist auch die positive Rolle der Saccharose fiir die Induktion der Knol-
lenbildung, sowie der Modifizierung von Wachstumsprozessen unterschiedlicher pflanzlicher
Organe. Die bekannten Literaturdaten, die unter anderem auf Untersuchungen von bekannten
Mutanten der Saccharose-Signaltransduktion, sowie von transgenen Pflanzen mit einem ver-
dnderten Zucker-Metabolismus basieren, bestdtigen, dass Saccharose sowohl phytohormonel-
le Stimuli (unter anderem die GA- und die Ethylen-gesteuerten Signalwege), als auch den
photoperiodisch gesteuerten Signaltransduktionsweg modifizieren kann. (Rideout et al., 1992;
Corbesier et al., 1998; Xu et al. 1998a; Jackson, 1999; Gibson et al., 2001; Achard et al.,
2003; Gibson, 2004; Bernier und Périlleux, 2005; Kozuka et al., 2005; Lough und Lucas
2006; Rodriguez-Falcon et al., 2006; Eriksson et al., 2006;Dijkwel et al. 2007; Kap. 1.5.4).

Die durchgefiihrte Analyse der verschiedenen Aspekte der StSUT4 Inhibition, zu der auch die
Untersuchung des verdnderten Kohlenhydratgehaltes in verschiedenen Organen und in den
Phloemexudaten gehort, deuten darauf hin, dass es in den Kartoffeln als Folge einer reduzier-
ten SUT4-Expression moglicherweise zu einer Deregulation einer gemeinsamen regulatori-
schen Integrationsstelle dieser unterschiedlichen physiologischen Prozesse kommt. Eine po-
tentielle regulatorische Rolle des SUT4 fiir die Steuerung der Stingelelongation, der

Blithinduktion, sowie der Knollenproduktion wird daher angenommen

5.3.2 Anderungen der Fruchtentwicklung in SISUT4-Tomaten

Solanum lycopersicon gilt als Modellpflanze fiir die autonome Blithinduktion (Dielen et al.,
2001). Bei der autonomen Blithinduktion spielen endogene Faktoren wie die Pflanzengrofie
und/oder die Anzahl der Blédtter sowie das Alter der Pflanze eine kritische Rolle (Bernier und
Périlleux, 2005). Die autonome Bliithinduktion ist strikt von der Kondition der vegetativen
Organe der Pflanze abhédngig (Bernier und Périlleux, 2005). In Tomaten kommt es sehr frith
wihrend der Entwicklung zur Blithinduktion, wenn die Pflanzen eine kritische Anzahl an
Blattern erreichen (Dielen ef al., 2001). Wie unter anderem bei Arabidopsis gezeigt wurde,
konnen die Gene des autonomen Blithinduktionswegs nicht nur Anderungen des Bliihverhal-

tens, sondern auch pleiotrope Effekte auf die vegetative Pflanzenentwicklung verursachen
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(z.B. Soppe et al., 1999; Chen et al., 2006). Im Gegensatz zu den Kartoffeln kam es bei den
transgenen StSUT4-RNAi Tomaten weder zur Verdnderungen des vegetativen Phéinotyps,
noch zur Beschleunigung der Blithinduktion (Kap. 4.11), was darauf hindeutet, dass die auto-
nomen Gene von SUT4 unabhéngig reguliert werden. Aullerdem weist dies auf die wichtige
Rolle der Photoperiode bei der Entstehung der in StSUT4-RNAi1 Kartoffeln beobachteten Ef-
fekte hin.

Charakteristisch fiir die S£.SUT4-RNAi Tomaten war frithzeitiges Reifen der Friichte und ein
verdnderter Fruchtphdnotyp mit reduzierter Samenproduktion (Abb. 19, Abb. 20, Abb. 21).
Eine verminderte Fertilitdt der Friichte wurde bereits nach Inhibierung der Expression des
Saccharosetransporters SISUT2 in SISUT2 Antisense-Tomaten beobachtet (Hackel et al.,
2006). Sowohl in SISUT2-, als auch in SISUT1-Antisense Tomaten kam es zu einem verrin-

gerten Fruchtertrag.

SISUT1-Antisense-Tomaten zeigten zudem Storungen in der Phloembeladung und im Lang-
streckentransport von Saccharose, wodurch eine verminderte Ausbildung von Sink Organen
wie z.B. Tomatenfriichten erkldrt werden kann (Riesmeier ef al., 1994; Kiihn et al., 1996;
Biirkle et al., 1998; Hackel et al., 2006). Dagegen zeigen die SISUT4-RNAi Tomaten keine
Verdnderungen der vegetativen Entwicklung oder des Phloemeffluxes, die auf eine reduzierte
SUTI1-Aktivitdt hindeuten konnten (Kap. 4.11, nicht gezeigte Daten). Man kann daher aus-
schliessen, dass es sich in den SISUT4-RNAi Pflanzen und den SISUT1-Antisense-Pflanzen

um den gleichen Mechanismus handelt, der zu einer Verringerung des Fruchtertrages fiihrt.

Bei den SUT2 Antisense-Tomaten dagegen waren &hnlich wie bei den StSUT4-RNAi Toma-
ten ausschliesslich die Friichte betroffen (Hackel ez al., 2006; Abb. 19; Abb. 21). In beiden
Féllen war die Verringerung des Ertrags eher durch die Reduktion der Fruchtgrofle, als die
Fruchtanzahl verursacht (Hackel ez al., 2006; Abb. 20 A und B). Es wurde postuliert, dass
SISUT2 an den Prozessen der Pollenentwicklung und -Keimung teilnimmt und die Inhibition
der SUT2-Expression in den SUT2 Antisense-Tomaten Verdnderungen hinsichtlich Frucht-

morphologie und Samenproduktion verursacht (Hackel et al., 2006). Diese Theorie kann je-
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doch aufgrund eines unterschiedlichen Expressionsmusters von SISUT2 und SISUT4 keine
Erklarung der verdnderten Tomatenfruchtentwicklung der StSUT4-RNAi Tomaten darstellen.
Die SISUT2-Expression wurde in médnnlichen Bliitenstrukturen festgestellt und steigt wahrend
der Tomatenfruchtentwicklung an (Hackel ez al., 2006). Die SISUT4-Expression ist dagegen
fur Ovarien und fiir grilne Friichten spezifisch und sinkt wihrend der Friichteentwicklung
(Weise et al., 2000; Hackel et al., 2006). Diese Befunde suggerieren, dass die reduzierte Sa-
menproduktion und modifizierter Fruchtphinotyp der StSUT4-RNAi Tomaten eher durch eine
Storung der Funktion weiblicher Bliitenorgane oder/und durch eine Stérung der frithen Sta-

dien der Fruchtentwicklung verursacht wird.

In den Antisense S/SUTZ2-Friichten wurde eine reduzierte Konzentration 16slicher Zucker,
(Glukose, Fruktose und Saccharose) festgestellt. Zudem wurde nachgewiesen, dass Pollen-
keimung und Pollenschlauchwachstums durch Stérungen des Saccharosetransports beein-
trachtigt werden konnen. Anhand dieser Beobachtungen wurde postuliert, dass die bei den
Antisense SUT2-Tomaten beobachteten Effekte infolge verminderter SUT2 Transportfunktion
entstehen (Hackel ef al. 2006). Die Effekte der Transformation mit SUT4-RNAi-Konstrukten
weisen jedoch weder bei den Tomaten, noch bei den Kartoffeln auf eine Inhibierung des Sac-
charosetransports hin. Es wurde auch keine signifikanten Veranderungen der Pollenkeimungs-
rate sowie des Pollenschlauchwachstums in den StSUT4-RNAi Pflanzen nachgewiesen (per-
sonliche Kommunikation mit Hongxia He). Die bei den StSUT4-RNAi Kartoffeln
beobachteten Verdanderungen des Kohlenhydratprofils sowohl in Source-Blittern wie auch in
Sink-Organen und gesteigerter Saccharose-Efflux weisen sogar auf einen erhohten Saccharo-
setransport, was fiir eine regulatorische Funktion des SUT4 spricht (ausfiihrlicher im Kapitel

5.4.2 besprochen)

Die Verdnderungen des Fruchtphédnotyps der SISUT4-RNAi Tomaten gehen mit frithzeitiger
Reife und einer reduzierten Samenproduktion einher. Eine essentielle Rolle fiir die Entwick-
lung und Reife von Friichten spielt das gasférmige Phytohormon Etylen (berichtet in De Mar-
tinis und Mariani, 1999). In StSUT4-RNA1 Kartoffeln wurde eine verminderte Expression des
Gens StACO3, das ein Schliisselenzyms der Ethylen-Biosynthese, ACC Oxidase, kodiert,
nachgewiesen (Chincinska et al., 2008). Eine Inhibition der ACC Oxidase in transgenen Ta-

bakpflanzen hat die Storung der Ovarien-Entwicklung und die verminderte Fertilitdt der
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Friichte verursacht (De Martinis und Mariani, 1999). Eine potentielle Rolle des Ethylens an
der Generierung des Phénotyps der SUT4-RNA1 Pflanzen, sowie die mogliche Interaktionen
zwischen SUT4 und dem Ethylen-Signaltransduktionsweg wird noch im Kap. 5.5.2 diskutiert.

5.4 Analyse des Kohlenhydratgehalts nach SUT4-
Inhibition

Expressionsdnderungen von verschiedenen Saccharosetransportern konnen den Kohlenhydrat-
Metabolismus verdndern (Riesmeier et al.,, 1994; Kiihn ef al., 1996; Leggewie, 1996; Biirkle
et al., 1998; Hackel et al., 2006; Gottwald et al., 2000; Leggewie et al., 2003). Fiir die Pflan-
zen mit einer reduzierten SUTI-Expression war z.B. die Akkumulation von Kohlenhydraten
in Source-Bléttern charakteristisch, was durch die Storung der Phloembeladung erklirt wird

(Biirkle et al., 1998; Gottwald et al., 2000; Hackel et al., 2006).

5.4.1 SUT4-Inhibition verursacht globale Veranderungen des Koh-
lenhydratgehalts

Die detaillierte Untersuchung des Kohlenhydratgehalts in SUT4-RNAi-Kartoffeln, die in ver-
schiedenen Organen, sowohl im LT als auch im KT durchgefiihrt wurden, haben zahlreiche
Verdanderungen im Vergleich zum WT gezeigt (Kap. 4.6.-4.10.; Kap. 4.18.2; Kap. 4.18.3;
Kap. 4.19.1). Das Profil der Zuckerkonzentrationsanderungen im Laufe der LT-Lichtperiode
in WT-Source-Blittern stimmte fiir die 16slichen Zucker (maximale Konzentration zur Mitte
des Tages) sowie fiir die Stirke (maximale Konzentration am Ende der Lichtperiode) mit den
Literaturdaten iiberein (Urbanczyk-Wochniak et al., 2005). In StSUT4-RNAi Blittern ist im
LT die Phase der maximalen Konzentration von 16slichen Zuckern zu einem spiteren Tages-
zeitpunkt zu beobachten (Abb. 11). Ausserdem ist der im Laufe der LT-Lichtperiode beo-
bachtete Anstieg der Effluxrate in StSUT4-RNAi Blittern viel stirker als beim WT (Abb. 13).
Das kann auf eine stark erhohte Amplitude des Photoassimilateexports aus den StSUT4-RNAi
Source Blittern im Vergleich zum WT hinweisen. Die Phasenverschiebung des Saccharose-
Efflux korreliert zum einen mit der Phasenverschiebung der maximalen Akkumulation 16sli-
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cher Zucker in den StSUT4-RNAi Source Blittern (Abb. 11, Abb. 13). Zum anderen korreliert
der am Ende des Tages erhohte Efflux mit dem erhohten Zuckergehalt in terminalen Sink-
Organen (Abb. 18; Abb. 44; ungezeigte Daten). Die verringerte Effluxrate am Anfang des
Tages suggeriert hingegen eine starke Reduktion des Saccharoseexports in der Nacht. Durch

die Reduktion des Saccharoseexports konnte man den nach verldngerter Dunkelheit beobach-

teten Stirkestau erkldren (Abb. 12 A).

Die Kohlenhydratbestimmung zeigte, dass die Blétter im KT einen hoheren Kohlenhydratge-
halt als im LT zeigen (Abb. 11; Abb. 45). Dies stimmt mit den Literaturdaten iiberein, nach
denen fiir die Pflanzen unter KT-Bedingungen eine erhdhte Photosynthese-Aktivitdt bezogen
auf das Trockengewicht des Blattes und auch eine erhohte Stirkeakkumulation im Blatt cha-
rakteristisch ist (berichtet in Jackson, 1999). AuBlerdem soll im KT die Exportrate der Saccha-
rose von Source-Blittern im Vergleich zum LT ebenfalls erhoht sein (berichtet in Jackson,
1999). Ubereinstimmend damit zeigen unsere Beobachtungen, dass die Effluxrate von WT
Kartoffeln unter KT-Bedingungen signifikant hoher als im LT ist (Abb. 13; Abb. 42). Dage-
gen konnte man bei den StSUT4-RNAi Kartoffeln am Ende der LT-Lichtperiode eine dhnlich
hohe Effluxrate beobachten wie sonst nur im KT (Abb. 13; Abb. 42). Da die Knollenindukti-
on stark durch KT gefordert und durch LT inhibiert ist (Jackson, 1999; Martinez-Garcia et al.,
2002b; Rodriguez-Falcon et al., 2006; Chincinska ef al., 2008), konnte der erhéhte Saccharo-
se-Export in den StSUT4-RNA1 Pflanzen moglicherweise an der Knolleninduktion unter LT-

Bedingungen verantwortlich sein.

Die beschriebenen Verdnderungen des Kohlenhydratprofils bei den StSUT4-RNAi Pflanzen
weisen auf eine erhohte Saccharosetransport-Aktivitdt hin. Der am stdrksten in Bléttern
exprimierte SUT1 ist fiir den Saccharoseexport aus Source-Bldttern und fiir den Langstre-
ckentransport essentiell (Riesmeier et al., 1994, Kiihn et al., 1996, Biirkle et al., 1998, Hackel
et al., 2006). Die dargestellten Ergebnisse weisen also moglicherweise auf eine Deregulation
der SUT1-Aktivitdt hin. Es stellt sich die Frage, ob SUT4 vielleicht als negativer Regulator
von SUT1 funktioniert.
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5.4.2 Beeinflusst StSUT4 die Funktion von SUT1 negativ?

In Source-Blattern ist SUT! stark und SUT4 sehr schwach exprimiert, dagegen wurde in ver-
schiedenen Sink-Organen eine relativ hohe SUT4-Expression, aber geringe SUT-Expression
festgestellt (Riesmeier ef al., 1993; Weise et al., 2000; Kiihn et al., 2003; Hackel ef al., 2006;
Abb. 4.1.2). Die real time PCR Expressionsanalysen haben in Source-Bléttern von StSUT4-
RNAi Kartoffeln nur eine schwache (und nicht signifikante) Reduktion des StSUTI-
Transkriptniveaus und dagegen keine Verdnderungen der StSUT2-Expression festgestellt, was
einen regulatorischen SUT4-Effekt auf SUT2 und SUT! auf transkriptionaler Ebene eigentlich
ausschlieB3t (Abb. 6).

Eine Interaktion von Saccharosetransportern auf post-transkriptionaler Ebene kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden. Saccharosetransporter konnen zumindest in Hefe Homo- und
Heterodimere bilden (durch Yeast-Two-Hybrid Split Ubiquitin Studien gezeigt) und wurden
in den Siebelementen des Phloems co-lokalisiert (Reinders et al., 2002). In planta konnte eine
Interaktion von SUT1 mit SUT1, sowie mit SUT2 {iber die BiFC-Methode bestdtigt werden.
Eine Interaktion zwischen dem SUTI1- und dem SUT4-Protein iiber BiFC ist bislang noch
nicht gelungen (Kriigel ez al., 2008; Liesche et al., 2008; nicht gezeigte Daten der AG Kiihn).

Bestimmte Aspekte des StSUT4-RNAi1 Phénotyps wie beispielsweise das frithzeitige Blithen
und eine Tendenz zu gedrungenem Wuchs wurden frither bereits fiir SUTI-
tiberexprimierende Tabakpflanzen beschrieben. Kartoffelpflanzen, die ein c-myc-getagtes
SoSUT1-Gen iiberexprimieren zeigen ebenfalls dieses Verhalten (Riesmeier und Frommem,
1994; Leggewie, 1996, Leggewie, 1996; personliche Kommunikation Hongxia He). Bei den
cmyc-SoSUTI Tabakpflanzen, sowie bei den StSUT4-RNAi Kartoffeln wurde eine verminder-
te Schattenvermeidungsreaktion beobachtet (Kap. 4.13.1; Kap. 4.13.3; Kap. 4.17). Aullerdem
zeigten die Linien 1 und 12 der cmyc-SoSUTI Tabakpflanzen eine reduzierte Samenprodukti-
on (Leggewie, 1996), wihrend fiir Linien von StSUT4-RNAi Tomaten ein verringerter
Fruchtertrag, sowie reduzierte Samenproduktion charakteristisch war (Abb 20; Abb. 21).
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Uberexpression von SUT1 verursachte in den cmyc-SoSUTI Tabakpflanzen eine erhdhte Sac-
charosetransportaktivitit, was durch Aufnahmemessungen in Plasmamembranversiken dieser
Pflanzen gezeit wurde (Leggewie, 1996; Leggewie ef al., 2003). Eine Analyse des tiberexpri-
mierten SUT1-myc Proteins mittels BN-PAGE und Immunodetektion mit monoklonalen c-
myc-Antikorpern zeigte, dass sich das liberexprimierte Protein ledigleich in seiner dimeren
Form nachweisen ldsst, wihrend die monomere Form nicht detektierbar war. Somit wurde
geschlossen, dass die erhohte Saccharosetransportaktivitdt in diesen Pflanzen auf die dimere
Form zuriickzufiithren ist. Moglicherweise wirkt das c-terminale myc-tag stabilisierend auf
den SoSUT1-Dimer. Eine solche stabilisierende Wirkung ist jedoch aus der Literatur bislang
nicht bekannt (Kriigel et al. 2008; Liesche et al. 2008). SUT1 spielt eine essentielle Rolle
sowohl fiir die Phloembeladung, als auch fiir den Langstreckentransport, was eindeutig an-
hand von Pflanzen mit reduzierter SUT/-Expression gezeigt wurde (Riesmeier et al., 1994,
Kiihn ef al., 1996, Biirkle ez al., 1998). Unter Verwendung von '*CO, wurde gezeigt, dass die
Exportrate radioaktiv markierter Saccharose aus NtSUTI-Antisense Tabak-Bléttern im Ver-
gleich zum Wildtyp merklich vermindert war (Biirkle ez al., 1998). Die SUT1-Aktivitdt wurde
in den StSUT4-RNAi-Pflanzen bisher nicht untersucht, jedoch weisen Beobachtungen wie der
stark erhohte Saccharoseefflux am Ende der LT-Lichtperiode oder ein erhéhter Saccharose-
gehalt in Knollen, sowie im apikalen Sprossmeristem und dazu noch Verschiebungen des di-
urnalen Rhythmus von Kohlenhydratakkumulation in SzSUT4-RNAi-Blittern von StSUT4-
RNAIi Kartoffeln auf eine verdnderte Zuckertranslokation von Source-zu—Sink und damit indi-
rekt auf eine mogliche Beteiligung von SUT4 an der SUT1-Regulation hin (Abb. 11, Abb. 13,
Abb. 18). Untersuchungen des Chlorophyllgehalts und der Chlorophyllfluoreszenz-Parameter
haben gleichzeitig die Moglichkeit ausgeschlossen, dass die bei den StSUT4-RNAi Kartoffeln
beobachteten Veridnderungen des Kohlenhydratmetabolismus mit einer verdnderten Photosyn-
these-Aktivitit verbunden sind (Kap. 4.14). Ahnliche Verinderungen im Kohlenhydrat-
Metabolismus, wie bei den StSUT4-RNAi Kartoffeln wurden bei den Kartoffeln mit einer
heterologen Uberexpression des SoSUTI beobachtet. Die SoSUTI-Knollen zeigten einen er-
hohten Kohlenhydrat-Gehalt (Leggewie, 2003). Die Konzentration von 16slichen Zuckern in
Blittern der SoSUT-Kartoffel war dagegen niedriger als beim Wildtyp (Leggewie, 2003),
was auf Verschiebungen im diurnalen Rhythmus der Kohlenhydratakkumulation hinweisen

konnte.
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Auf eine SUT1-inhibierende Wirkung des SUT4 kann indirekt der Einfluss der Expression
von Saccharosetransportern auf die arbuskulédre Mykorrhiza hinweisen (Boldt ef al. unpubli-
ziert). Wiahrend die Wurzelkolonisation durch den Mykorrhizapilz Glomus mosseae bei den
Antisense SISUTI-Tomaten (Hackel et al. 2006) im Vergleich zum WT unverdndert war,
zeigten die SISUT4-RNAi1 Tomaten eine signifikant erhohte Anzahl von infizierten Wurzel-
fragmenten. Zudem waren die Mykorrhiza-Parameter Kolonisation, Kapazitdt und Arbuskel-
formation in StSUT4-RNAi Tomaten signifikant erhoht. Diese Ergebnisse weisen auf eine
erfolgreichere Belieferung der Mykorrhizapilze mit Kohlenhydraten durch die StSUT4-RNAi
Tomaten hin (Boldt et al. 2009 unpubliziert).

Anhand der oben beschriebenen Daten kann man spekulieren, dass eine SUT4-vermittelte
post-translationale Regulation des SUT1 stattfindet. Neuere Daten zeigen, dass die Redox-
abhingige SUT1-Homodimerisierung fiir die Regulation der SUT 1-Aktivitdt von grosser Be-
deutung ist (Kriigel ef al. 2008; Liesche et al. 2008). Eine negative Regulation der SUT1-
Aktivitdt durch SUT4, z.B. durch Verhinderung der SUT1-Homodimerisierung konnte viele
der bei den StSUT4-RNA1 Pflanzen beobachtenden Effekte erkldren.

5.4.3 Die Aktivitat der AGPase ist in StSUT4-RNAIi Kartoffeln deregu-
liert

Die SUT4-Expression verdndert sich im Laufe der Knollenentwicklung und scheint in peri-
medulldren Regionen hoher zu sein als im Cortex der Kartoffelknolle (Abb. 1). Es ist bekannt,
dass der Stiarkegehalt in Knollen in peripheren Regionen hoher als im zentralen Bereich ist
(Bologa et al., 2003). Eine Analyse der Starkeakkumulation in verschiedenen Sink und Source
Kartoffel-Organen hat Verdnderungen des Stirkegehalts nach der Reduktion der StSUT4-
Expression festgestellt (Abb.10 C; Abb. 12; Abb. 14; Abb. 15; Abb. 18; Abb. 41). Es stellt
sich die Frage, ob SUT4 bei der Regulation der Starke-Biosynthese oder des Stiarke-Abbaus

eine Rolle spielt?
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Fiir transgene StSUT4-RNAi Kartoffeln war ein erhohter Stirkegehalt in Bléttern wéhrend
einer verlangerten LT-Dunkelperiode charakteristisch (Abb. 11 A). Die Stirke-Fiarbung ver-
weist auf eine erhohte Starkeakkumulation in den StSUT4-RNA1 Blittern in der Mitte der KT-
Lichtperiode, wihrend die Stdrke in den WT Blittern zu diesem Zeitpunkt noch nicht detek-
tierbar war (Abb. 41 A). In WT-Kartoffelpflanzen ist der Starkegehalt diurnalen Schwankun-
gen unterworfen und maximale Stirkeakkumulation ist am Ende der Lichtperiode zu beobach-
ten (Urbanczyk-Wochniak et al. 2005). Mittels quantitativer Stirke-Bestimmung im Laufe
des Tages wurde gezeigt, dass die nach Starke-Farbung beobachteten Unterschiede auf eine
im Tagesrhythmus verschobene Phase der Stdarkeakkumulation in StSUT4-RNAi1 Kartoffeln
zuriickzufiihren sind (Abb. 12 A B; Abb. 41 B).

Eine bedeutende Rolle bei der Steuerung der Stirke-Biosynthese in Bléttern und in Knollen
spielt die Redox-Regulation der ADP-Glucosepyrophosphorylase (AGPase) (Miiller-Rober et
al., 1992; Tiessen et al., 2002; Hendriks et al. 2003; Geigenberger, 2003; Kolbe ef al., 2005).
Analyse der Redox-Aktivierung von AGPase in Source-Blittern im KT haben bei den
StSUT4-RNAI Kartoffeln einen erhohten Gehalt von AGPB-Monomeren also der aktiven (re-
duzierten) Enzymform festgestellt (Abb. 43).

In Blittern kann die AGPase-Redox-Aktivierung durch ein Licht-abhingiges System gesche-
hen, was die Aktivierung von Photosynthese-abhingigen Prozessen erfordert. Infolge der U-
bertragung von Elektronen durch den photosynthetischen Elektronentransport zum Ferredo-
xin-Thioredoxin System und dann auf AGPase kommt es zur Monomerisierung des Enyzms,
was ihm fiir eine allosterische Aktivierung empfianglich macht (Geigenberger et al., 2005;
berichtet in Kolbe ef al., 2005). Da weder die Ergebnisse der Analyse der Chlorophyll-
Fluoreszenz, noch die Bestimmung von Chlorophyllgehalten (Kap. 4.14) auf signifikante
Veridnderungen in den photosynthetischen Prozessen bei den StSUT4-RNAi Pflanzen im Ver-
gleich zum WT hinweisen, kann man annehmen, dass die erhohte AGPase-Aktivitit bei den
Pflanzen mit reduzierter SUT4-Expression lichtunabhidngig ist. Auf die lichtunabhédngige AG-
Pase-Redox-Aktivierung weist auch die mittels qualitativer Methode bestimmte erhohte Stér-
keakkumulation in StSUT4-RNAi Blittern wihrend der verldngerten LT-Dunkelperiode hin
(Abb. 12 A). AuBerdem wurde die erhohte Stirkekonzentration auch in den nicht-

photosynthetischen Organen von StSUT4-RNAi Kartoffeln, in Knollen festgestellt (Abb. 10
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C; Abb. 15; Abb. 18), was auf Verdnderungen der AGPase-Aktivierung auch in heterotrophen
Geweben hinweist. Da der Zuckergehalt nicht nur in Bléttern, sondern auch in Knollen diur-
nal oszilliert (Geigenberger und Stitt, 2000; Bldsing et al. 2005), kann man nicht ausschlie-
Ben, dass die in der StSUT4-RNAi Knolle (Abb. 18) beobachteten Unterschiede im Stirkege-
halt lediglich aufgrund einer Phasen-Verschiebungen der Stirkeakkumulation in StSUT4-
RNA1 Kartoffeln zu sehen sind.

Sowohl in photosynthetischen Organen als auch in heterotrophen Geweben kann die
posttranslationale AGPase-Redox-Aktivierung auch durch Zucker-Induktion vorkommen. Es
wurde beobachtet, dass eine Aktivierung der AGPase in Bléttern und Knollen eng mit dem
Saccharose-Gehalt korreliert (Tiessen et al., 2002; Hendriks et al., 2003; Lunn et al., 2006).
Es wurde postuliert, dass Trehalose-6-Phosphat (T6P) die Saccharose-abhidngige Induktion
der Stirke-Synthese vermittelt (Wingler et al., 2000; Kolbe et al., 2005; Lunn et al., 2006).
Aus durchgefiihrten Analysen folgt, dass eine erhohte Zuckerverfiigbarkeit im Zytoplasma die
T6P-Synthese zu fordern scheint. Das T6P-Molekiil wird vom Zytoplasma zum Plastiden
transportiert, wo durch Erhohung der Thioredoxin-vermittelten AGPase-Redox-Aktivierung
die lichtunabhingige Stirkesynthese induziert wird (Kolbe et al., 2005). Es ist bisher nicht
geklart, wie es zur Erkennung einer erhohten Zuckerverfiigbarkeit und damit zur Induktion
der T6P-Molekiil-Synthese kommt (Kolbe et al.,, 2005). In Knollen wurden zwei getrennte
Signalwege der Zucker-abhingigen AGPase-Redox-Aktivierung beschrieben. Glukose-
abhingige Redox-Aktivierung, die durch Hexokinase vermittelt ist und Saccharose-abhidngige
Redox-Aktivierung, fiir die als mogliches Sacccharose-Sensorprotein ein SnRK1 (SNF1-

related protein kinase) postuliert wurde (Tiessen et al., 2003).

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf eine Rolle des SUT4 bei der Regulation der Stérke-
Biosynthese hin. Welche Funktion das Plasmamembran-Protein SUT4 in diesem Zusammen-
hang tibernimmt, bleibt mit Hilfe weiterer Untersuchungen zu kldren. Die fehlende Korrelati-
on zwischen Saccharose- und Stérkegehalt in den verschiedenen Geweben der StSUT4-RNAI-
Kartoffelpflanzen kann fiir einen regulativen Einfluss des SUT4 auf die Starke-Biosynthese

downstream von einem Saccharose-Signal sprechen.
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5.4.4 Hat Saccharose als Signalmolekiil eine Bedeutung fiir die Gene-
rierung des StSUT4-RNAi Phanotyps?

Das SUT4-Protein wurde unter anderem im Phloem von Source-Blittern detektiert, was auf
eine Rolle von SUT4 auch in Source-Organen hinweist (Weise et al., 2000, Reinders et al.,
2002). Die SUT4-Expression in Source-Blittern ist sehr schwach, kann jedoch, wie es frither
diskutiert wurde (Kap. 5.4.2), essentiell fiir die Regulation des Saccharoseexports (mogli-
cherweise iiber die Regulation des SUT1 Proteins) sein. Es gibt Hinweise darauf, dass die
SUT4-Expression in Source-Blittern durch Licht und/oder durch eine innere Uhr reguliert ist
(Kap. 5.1.3), was auf ihre Bedeutung fiir die durch Licht-Qualitdt und -Quantitét regulierten
Prozessen hinweisen kann. Effekte der StSUT4-Expressionreduktion betreffen vor allem Sink-
Organe, was mit der Sink-spezifischen SUT4-mRNA-Akkumulation iibereinstimmt (Abb. 1,
Abb. 9, Abb. 10). Davon betroffen sind vor allem physiologische Prozesse, wie die Knollen-
produktion und Blithinduktion, die einer starken Licht-Regulation unterliegen. Fiir die Licht-
aufnahme von der Umwelt sind vor allem Photorezeptoren in Source-Bléttern verantwortlich.
In Source-Blittern kommt es zur Generierung eines Langstreckensignals, das fiir den Infor-
mationstransport von den Photorezeptoren zu dem apikalen Sprossmeristem verantwortlich ist
und letztendlich zur Induktion der Bliite bzw. der Knollenbildung fiihrt (Lough und Lucas
2006; Rodriguez-Falcon et al., 2006). Die Natur eines solchen Signals wurde bisher nicht
eindeutig geklart. Es wurde postuliert, dass dieses Signal eine komplexe Form hat und aus
mehreren Komponenten (aus Aktivatoren und Inhibitoren) besteht (Bernier und Périlleux,
2005; Lough und Lucas, 2006). Durch Pfropfversuche zwischen verschiedenen Pflanzenarten
wurde eine sehr universelle Natur eines solchen Stimulus gezeigt, und dasselbe Signal kann
sowohl zur Blithinduktion wie auch zur Knolleninduktion fithren (Bernier und Périlleux,

2005; Lough und Lucas 2006 Rodriguez-Falcon et al., 2006).

Wie es die Pfropfversuche von StSUT4-RNAi und WT Kartoffelpflanzen gezeigt haben, ist
auch das fiir frithzeitiges Erblithen und frithere Knollenbildung verantwortliche Signal zwi-
schen gepfropften Pflanzen {ibertragbar (Kap. 4.19). Die Bliith- bzw. Knolleninduktionssig-
naliibertragung war stark von der Anwesenheit der Source-Blitter abhingig (Abb. 46; Abb.
47 A und B; Abb. 48), was auf eine wichtige Rolle des SUT4 nicht nur in Sink-Organen, son-
dern auch in Source-Blittern hinweist. Dort kann SUT4 an der Generierung eines Blithinduk-

tions- bzw. Knolleninduktionsstimulus beteiligt sein.
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Es wurde in der Literatur diskutiert, dass die Mobilitdt eines Phloem-mobilen Signals unter
anderem von der Stirke des Assimilaten-Massenstroms abhidngig ist (Thomas, 2006). Dabei
wird in Betracht gezogen, dass die von Blittern exportieren Photoassimilate ebenfalls als
Komponenten eines Phloem-mobilen Signals in Frage kommen (Bernier und Périlleux,
2005). Die photosynthetische Aktivitdt war jedoch bei den StSUT4-RNAi Pflanzen vermutlich
nicht stark veridndert (Kap. 4.14).

Dagegen wurde bei den Kartoffeln mit reduzierter StSUT4-Expression ein zeitlicher Anstieg
der Saccharose-Effluxwerte am Ende der LT-Lichtperiode beobachtet (Abb. 13), wobei die
maximalen Werte mit den Saccharose-Efflux-Werten in WT-Pflanzen unter induktiven KT-
Bedingungen vergleichbar sind (Abb. 42). Wie es schon postuliert wurde (Kap. 5.4.1), konnte
die erhohte Saccharoseexport-Aktivitdt im LT fiir die frithere Knolleninduktion bei StSUT4-
RNAIi Désirée verantwortlich sein und im Fall von StSUT4-RNAi Andigena sogar die Knol-
leninduktion unter nicht-induktiven LT-Bedingungen erméglichen (Jackson, 1999; Martinez-

Garcia et al., 2002b; Rodriguez-Falcon ef al., 2006; Chincinska et al., 2008).

Zahlreiche Literaturdaten verweisen auf die Bedeutung von Saccharose als Langstreckensig-
nal-Molekiil (Corbesier et al., 1998; Bernier und Périlleux, 2005; Eriksson et al., 2006; Rod-
riguez-Falcon et al., 2006). So kann Saccharose in vitro die Knollenbildung induzieren und
eine Erhohung der Saccharosekonzentration in Stolonen fiihrt zu einer verstirkten Knollen-
bildung (Xu et al. 1998a; Miiller-Rober ef al. 1992; Jackson, 1999). Die photoperiodische
Blithinduktion in Sinapis alba geht mit einem raschen und transienten Anstieg von Saccharo-
se im Phloemexudat des apikalen Sprossgewebes einher (Havelange ef al. 2001; Bernier und
Périlleux, 2005). In Arabidopsis korreliert die Blithinduktion unter nicht-induktiven Kurz-
tagsbedingungen mit einem gleichzeitigen kurzen Anstieg der Konzentration von Saccharose
und GA4 im Apex (Eriksson ef al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass eine externe Appli-
kation von Saccharose den spét-bliihenden Phénotyp von Arabidopsis Blithinduktions-
Mutanten (gi, co, fca oder phyA) teilweise komplementieren kann (Roldén ef al. 1999; Bernier
und Périlleux, 2005). Interessanterweise gelang es nicht, den Phianotyp der ft Mutante durch
eine dussere Zufuhr von Saccharose zu komplementieren, was auf eine Saccharose-Wirkung
upstream von FT hinweist (Roldan et al., 1999; Bernier und Périlleux, 2005). Auch in Sola-

naceen, und zwar in Tomaten, wurden mit Saccharose positive Effekte auf die Blithinduktion
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in vitro erzielt (Dielen et al., 2002). Die Bedeutung des Saccharose-Signals fiir die Bliihin-
duktion wurde eindeutig auch im Fall von spit blithenden transgenen Pflanzen der Art Nicoti-
ana plumbaginifolia beobachtet, die infolge der Co-Suppression einer Plasmamembran H'-
ATPase eine reduzierte Exportrate von Saccharose aus Blittern und einen reduzierten Zu-
ckergehalt in Bliitenknospen zeigten (Zhao et al., 2000). Detaillierte Analysen des Saccharo-
segehalts im Apex im Laufe der Entwicklung von Désirée Kartoffeln weisen auf eine Korrela-
tion zwischen einer gesteigerten Saccharosekonzentration und dem Zeitpunkt des erstmaligen
Erscheinens von Bliitenknospen bei den WT sowie bei den friith blithenden StSUT4-RNAi
Pflanzen hin (Abb. 44), was die Bedeutung von Saccharose fiir die Blithinduktion bei den
Kartoffeln ebenfalls bestitigt. Man kann postulieren, dass die Saccharose eine wichtige Rolle
an der Generierung des frith blithenden Phéanotyps von StSUT4-RNA1 Kartoffeln spielt (Abb.
44).

5.5 Veranderungen der GA-Antwort sind teilweise fiir den
Phanotyp der StSUT4-RNAi Kartoffeln verantwortlich

Da Gibberelline an der Wachstumsregulation und an der Regulation des Blithverhaltens der
Pflanzen beteiligt sind, sowie als Inhibitoren der Knolleninduktion wirken (zur Ubersicht
Schopfer und Brennicke, 1999; Taiz und Zeiger, 2006), wurde ihre Beteiligung an der Aus-
bildung der phanotypischen Merkmale der StSUT4-RNAi-Pflanzen postuliert. Die bei den
StSUT4-RNAI Kartoffeln beschriebenen Phinotypeffekte (Tendenz zum reduzierten Wachs-
tum und Knollenbildung im LT; Kap. 4.5 und Kap. 4.22) erinnern an Pflanzen, die Stérungen
im GA-Metabolismus oder GA-Signaling zeigen (Van den Berg et al., 1995; Jackson, 1999;
Rodriguez -Falcén et al., 2006). Ahnliche Phinotyp-Effekte zeigen Pflanzen, die mit einem
GA-Biosynthese-Inhibitor, z.B. Paclobutrazol, behandelt wurden (Jackson und Prat, 1996;
Jackson, 1999; Amador et al., 2001, Rodriguez -Falcén et al., 2006).

Der Versuch der Komplementation des StSUT4-RNAi Phénotyps durch Behandlung mit einer
aktiven GA-Form, GAj3, die hinsichtlich Struktur und Metabolismus sehr dhnlich der in Kar-
toffeln haufigen 3B-hydroxylierten GA, ist (zur Ubersicht Schopfer und Brennicke, 1999;
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Rodriguez-Falcon ef al., 2006), fithrten allerdings nicht zur Wiederherstellung des WT-
Phénotyps (Kap. 4.12.1). Das Stangelwachstum nach GAs-Behandlung war bei den StSUT4-
RNAI Kartoffeln immer schwicher als beim WT (Abb. 22, Abb. 23), was auf eine reduzierte
GA-Antwort in den transgenen Pflanzen hinweist. Die Ergebnisse stehen in guter Uberein-
stimmung mit Daten aus in vitro durchgefiihrten Experimenten, nach denen auf GAs-haltigem
2MS-Medium ein reduziertes Wachstum von StSUT4-RNAi-Seitentrieben zu beobachten war
(Abb. 26).

Das Bliithverhalten der StSUT4-RNAi Kartoffelpflanzen verdnderte sich nicht nach GA;-
Behandlung, wihrend die WT-Pflanzen noch spéter blithen als der unbehandelte WT (Abb.
24). Obwohl in vielen Pflanzenarten eine fiir das Blithen positive Wirkung von Gibberellin
bekannt ist (Wilson ef al., 1992; Xu et al., 1997; Reeves und Coupland, 2001; Bernier und
Périlleux, 2005; Eriksson et al., 2006), ist fiir andere auch eine fiir die Blithinduktion inhibie-
rende Wirkung von Gibberellin beschrieben. Beispielsweise wurde sowohl fiir die tagneutrale
Tomate, als auch die KT-Pflanzen Fuchsia hybrida unter KT-Bedingungen eine inhibierende
Wirkung durch Gibberellin auf die Blithinduktion festgestellt (King und Ben-Tal, 2001; Die-
len et al. 2001). Der in den GAjs-behandelten WT-Kartoffelpflanzen beobachtete spitere
Bliihzeitpunkt (Abb. 24) weist ebenfalls auf einen inhibierenden Einfluss von GA auf die
Blithinduktion hin. Dagegen schienen die StSUT4-RNAi Kartoffeln gegentiber der GAj-

Behandlung insensitiv zu sein.

Auch die Knollenbildungsinduktion ist durch GAs stark inhibiert (Rodriguez-Falcon et al.
2006), und dieser Prozess ist mit einer starken Reduktion des endogenen GA-Gehalts, vor
allem GA,, korreliert (Machackowa et al. 1998; Martinez-Garcia et al. 2002a Rodriguez-
Falcon et al. 2006). Ein erhohtes GA-Niveau inhibiert dagegen die Knollenbildung (Jackson,
1999). Ubereinstimmend damit ist die Reduktion des Knollenertrags, die bei den WT-
Kartoffeln nach GAs-Behandlung beobachtet wurde (Abb. 25). Die transgenen StSUT4-RNAi
Kartoffelpflanzen zeigten dagegen nach der GAjs-Behandlung einen hoheren Knollenertrag,

der sich in der Zunahme von Knollenanzahl widerspiegelte (Abb. 25).
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Die beobachteten StSUT4-RNAi Phéanotypeffekte konnen durch reduzierte Expression eines
GA-Biosynthese-Enzyms, der GA20 Oxidase StGA20ox1 (Carrera et al. 1999) zu einem ge-
ringeren GA-Gehalt in den StSUT4-RNAi Kartoffeln fithren. Tatsdchlich wurde in den trans-
genen Pflanzen verringerte Transkriptmengen der StGA20oxI gemessen (Abb. 27). Fiir die
GA20 Oxidase wurde ein feedback Kontrollmechanismus beschrieben. Es kann sein, dass die
GA;-Applikation eine negative feedback-Inhibierung der StGA20oxI-Expression verursacht
(Carrera et al. 1999), und dadurch eine Wiederherstellung des WT-Phéanotyps verhindert. Ne-
ben der reduzierten StGA20ox1-Expression verweisen auch die Ergebnisse der in vitro Knol-
lenbildung auf einen reduzierten endogenen GA-Gehalt in den StSUT4-RNAi Kartoffelpflan-
zen. Eine erhohte Saccharosekonzentration im Medium fithrt zum Abfall des endogenen GA-
Gehalts, vor allem des 3B-hydroxylierten GA; was die Knollenproduktion erméglicht (Xu et
al., 1998a; Rodriguez-Falcén et al., 2006). Auf 8MS Medium zeigten StSUT4-RNAi Kartof-
felpflanzen einen hoheren Knollenertrag als der WT, was auf eine starke Reduktion des endo-

genen GA-Gehalts bei den transgenen Pflanzen hinweisen kann (Abb 16, Abb 17).

Die bei den StSUT4-RNA1 beobachteten Effekte kann man auch durch eine reduzierte GA-
Sensitivitét erkldren. In diesem Fall konnte man sogar von einem erhdhten Gehalt von endo-
genen GAs ausgehen. Die StSUT4-RNAi Kartoffeln konnten jedoch wegen der moglicherwei-
se reduzierten GA-Sensitivitit auf die erhohte GAs sowie GAjz-Behandlung nicht reagieren.
Ein zusitzliches Argument dafiir liefert der Befund, dass die StSUT4-RNAi Kartoffeln kaum
auf die Behandlung mit dem GA-Biosynthese Inhibitor, Paklobutrazol, reagierten (Chincinska
et al., 2008).

Bei der GA-insensitiven Andigena gai-I Mutante, die wegen einer Deletion im DELLA-
Protein zur GA-abhiangigen DELLA-Degradation unfihig ist, wurde ein Zwergphénotyp und
eine frithzeitige Knollenbildung im KT beobachtet (Rodriguez -Falcon et al. 2006). Die GA-
insensitive gai-/ Mutante war jedoch unfdhig, Knollen unter LT-Bedingungen herzustellen
(Rodriguez -Falcon et al. 2006). Eine Theorie besagt, dass zwar eine lokale Reduktion des
GA-Gehalts (oder der GA-Sensitivitit) im Stolon fiir die Induktion der Knollenbildung nétig
ist, dass dies jedoch unter LT-Bedingungen fiir die Knollenbildungsinduktion nicht ausrei-
chend ist. Die Induktion der Knollenbildung im LT scheint daher zusitzlich von einem GA-

regulierten, Langstreckensignal abzuhidngen (Rodriguez-Falcon et al., 2006). Dagegen fiihrt
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die herabgesetzte Reduktion der GA-Sensitivitdt bei den StSUT4-RNAi1 Kartoffeln nicht nur
zur Inhibierung des Léngenwachstums und zur Férderung der Blithinduktion, sondern auch
zur Knollenbildung unter LT-Bedingungen (Abb. 22, Abb. 23, Abb. 24, Abb. 25, Abb. 26).
Im Gegensatz zu den gai-/ Mutanten, kam es also bei den StSUT4-RNAi-Pflanzen unter GA-
Kontrolle zur Bildung eines knollen-induzierenden Langstrecken-Signals, was eine vollstin-

dige GA-Insensitivitét dieser Pflanzen ausschliesst.

Somit scheint GA eine duale Funktion tibernehmen: Sie inhibiert durch lokale Anreicherung
die Knollenbildung in Stolonen und kann wiederum ein Signal zur Knollenbildung in den
Bléttern induzieren. Nach neuesten Erkenntnissen ist eine lokale Steigerung der GA2ox1-
Aktivitdt in der apikalen Stolonzone fiir die GA-Degradation verantwortlich (Kloosterman et
al. 2007). Transgene Kartoffelpflanzen mit einer konstitutiven GA2ox1-Suppression zeigten
bis auf eine verdnderte Knollenmorphologie einen nahezu unverdnderten Phénotyp. Infolge
der Suppression der GA20x1- wiesen die Knollen wihrend der frithesten Entwicklungsphase
eine stark verldngerte Form auf, die auf eine starke Akkumulation von GA; und GA, in die-
sen Knollen zuriickgefiihrt wurde (Kloosterman et al., 2007). Einen dhnlichen Phénotyp zeig-
ten die Knollen von GAj-behandelten StSUT4-RNAi Kartoffelpflanzen (Abb. 25 A), so dass
auch hier ein erhohter GA-Gehalt in Betracht kommt. Moglicherweise ist GA nicht nur an der
Induktion der Knollenbildung beteiligt, sondern beeinflusst auch den Verlauf der weiteren
Knollenentwicklung. An solch einer Regulation konnen mehrere getrennte GA-Signalwege
beteiligt sein, die durch gegenseitige Wechselwirkungen gekennzeichnet sind. Da die GA3-
Behandlung in Wildtyp-Kartoffelpflanzen zu einer erh6hten SUT4-Expression fiithrte (Chin-
cinska et al., 2008), konnte man spekulieren, dass SUT4 an einen oder mehreren dieser Sig-

nalwege beteiligt ist.

Die fehlende GA-Antwort oder ein niedriger endogener GA-Gehalt scheinen fiir die Ausbil-
dung des Phénotyps der StSUT4-RNAi Pflanzen verantwortlich zu sein. Allerdings ist zu be-
riicksichtigen, dass eine Inhibierung der GA-Biosynthese bzw. der GA-Antwort allein nicht
ausreichend ist, um die strenge photoperiodische Abhingigkeit der Knollenbildung bei Andi-
gena-Kartoffeln aufzuheben (Rodriguez -Falcén et al. 2006). Der Phénotyp der Kartoffel-
pflanzen mit verminderter Expression der GA20-Oxidase war durch verkiirzte Internodien im

LT, eine frithere Knolleninduktion sowie einen erhohten Knollenertrag im KT gekennzeich-
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net. Jedoch bildeten diese Pflanzen wie auch die GA-insensitive Andigena-Mutante, gai-/ im
LT keine Knollen aus (Carrera et al. 2000; Rodriguez -Falcon et al. 2006). Dagegen waren
zwar die GA-Biosynthese Mutante ga-/ sowie die durch einen GA-Biosynthese-Inhibitor be-
handelten Pflanzen zur Knollenherstellung im LT fihig, jedoch erst nach mehr als 5 Monaten
der Anzucht, also viel spiter als unter KT Bedingungen, was darauf hinweist, dass die Reakti-
on auf die Photoperiode bei diesen Pflanzen nicht veridndert wurde (Van den Berg ef al., 1995;
Jackson, 1999; Carrera et al., 2000; Rodriguez -Falcon ef al., 2006). Zur Knolleninduktion im
LT kommt es dagegen bei den StSUT4-RNAi Andigena ziemlich schnell, schon im zweiten
Monat (Kap. 4.22.1). Noch schneller als bei den StSUT4-RNAi Andigena kommt es zur Knol-
lenbildung bei den anti-PhyB Andigena Kartoffeln, was durch Stérungen der photoperiodi-
schen Antwort bei den Pflanzen erklirt werden kann (photoperiode-insensitiv) (Jackson ef al.,
1996). Anhand der vorgestellten Daten sollten deswegen weitere Faktoren in zukiinftigen Pro-
jekten untersucht werden, die an der Entstehung der StSUT4-RNAi Phénotypeffekte zusam-
men mit GA teilnehmen konnten, z.B andere Pflanzenhormone, sowie Phytochrome und

Cryptochrome.

5.5.1 Mogliche Interaktion zwischen GA-Antwort und dem Saccharo-
se-Weg

Auf die essentielle Bedeutung eines im Blatt generierten Signals fiir die Knollenbildung wei-
sen eindeutig die Ergebnisse von Pfropfversuchen der StSUT4-RNAi und WT-Kartoffeln hin
(Kap. 4.20). Wie schon im Kap 5.4.4. diskutiert wurde, kann die Saccharose selbst als ein
solches Phloem-mobiles Signal dienen. Der Knollenertrag bei den StSUT4-RNAi Kartoffeln
war nach der GAs-Behandlung verstérkt. Interessanterweise umfasste der infolge von GAj-
Behandlung erhohte Knollenertrag nicht nur eine Knollengewichtssteigerung, sondern vor
allem eine erhohte Knollenanzahl (Abb. 25 A und C). Eine verstdrkte Knollen-Produktion
wurde frither bei den transgenen Kartoffeln beschrieben, die infolge einer Knollen-
spezifischen AGPase-Inhibition einen wesentlichen Saccharosekonzentrations-Anstieg in Sto-
lonen zeigten. Die Saccharose in Stolonen beeinflusst also positiv die Knollenzahl (Miiller-
Rober et al., 1992; Jackson, 1999). Obwohl ein zeitlich verstiarkter Saccharoseefflux sowie
ein erhohter Zuckergehalt in terminalen Sink-Organen bei den StSUT4-RNAi Kartoffeln
nachgewiesen wurde, zeigten die Pflanzen unter normalen Anzuchtsbedingungen keine erhoh-
te Anzahl von Knollen, jedoch nach GAjs-Behandlung (Abb. 13, Abb. 15, Abb. 18). Dies
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weist darauf hin, dass die Saccharose-induzierte Knollen-Produktion auch von einer positiven
GA-Wirkung abhingen kann. Ein positiver Einfluss fiir GA auf die Knollen-Produktion wur-
de neben der Inhibitionsfunktion schon frither anhand der Beobachtung von gai-/ Mutanten

postuliert (Rodriguez -Falcon et al. 2006).

Wie es in der Literatur beschrieben wurde, kann die Reaktion auf Saccharose mit der Reakti-
on auf GAs sowohl synergistisch als auch antagonistisch auf verschiedene physiologische
Prozesse wirken. In Arabidopsis wurde eine synergistische Wirkung von Saccharose und GA4
fur die Blithinduktion postuliert (Eriksson et al.,2006). Ein GA-Zugabe zum in vitro Wachs-
tumsmedium reduzierte dagegen die Saccharose-induzierte Blithinduktion in Tomaten, was
auf ein antagonistisches Effekt von beiden Substanzen auf das Blithverhalten hinweist (Dielen

etal. 2001).

Aus in vitro durchgefiihrten Experimenten folgt, dass die Elongation von Seitentrieben der
WT-Kartoffeln zwar viel stirker als StSUT4-RNAi Kartoffeln durch GAs-Zugabe induziert
wurde, jedoch nur auf dem Medium mit relativ geringem Saccharosegehalt (2% w/v), wih-
rend es auf dem Medium mit der erhohten Saccharosekonzentration zur Reduktion der GA-
Antwort bei den WT-Pflanzen kam (Abb.26). Diese Ergebnisse konnen auf eine antagonisti-
sche Wachstums-Regulations-Wirkung von GA und Saccharose bei den Kartoffeln hinweisen.
Eine mogliche Integration von genetischen Wegen der Saccharosesignaltransduktion und der
GA-Signaliibertragung sollte in Betracht gezogen werden. Wie bereits bekannt, verursacht
eine hohe Saccharosekonzentration im Knolleninduktionsmedium die Reduktion des endoge-
nen GA-Gehalts, insbesondere des GA-Niveaus in in vitro Stecklingen, was zur Induktion
von Mikroknollenherstellung, sowie zu einer erheblichen Reduktion des Seitentrieb-
Wachstums fiihrt (Xu et al. 1998a; Abb. 16, Abb. 17, Abb. 26). StSUT4-RNAi Kartoffeln
reagieren jedoch auf diese Saccharose-Behandlung nicht mit einer Reduktion des Seitentrieb-
Wachstums. Interessanterweise ergab eine gleichzeitige Behandlung von StSUT4-RNAi und
WT Kartoffelpflanzen mit GA und Saccharose einen Ausgleichseffekt von beiden Phénotypen
(Komplementationseffekt von StSUT4-RNAi Kartoffelpflanzen?) (Abb. 26). Vielleicht kann
dies darauf hinweisen, dass es bei den StSUT4-RNAi Kartoffeln zu einer verminderten Emp-
findlichkeit gegeniiber Saccharose und GA kommt. Vielleicht bewirkt eine durch SUT4-

Inhibition verursachte Reduktion der Saccharose-Empfindlichkeit einen feedback regulierten
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Verlust der GA-Sensitivitdt? Literatur-Daten scheinen solche Méglichkeit theoretisch zu bes-

tiatigen (Gibson ef al., 2001; Achard et al., 2003; Solfanelli ef al. 2006; Loreti et al., 2008).

Modifizierung der Saccharose-Antwort durch Hormone, sowie Einfluss von Saccharose auf
die Wege der hormonellen Signal-Ubertragung wurde unter anderem fiir sis//ctrI-1 Mutanten
beschrieben (Gibson ef al., 2001; Achard et al., 2003). Ein anderes Beispiel fiir die durch GA-
modifizierte Saccharose-Antwort ist die Regulation der Biosynthese von Anthocyanen. Die
Transkription von Saccharose-induzierbaren Genen des Anthocyan-Biosynthese-Wegs ist
stark durch GA reprimiert (Solfanelli ez al., 2006; Loreti et al., 2008). Interessanterweise wa-
ren Arabidopsis gai Mutanten weniger sensitiv auf die GA-vermittelte Repression eines Sac-
charose-induzierbaren Anthocyan-Biosynthese-Enzyms, Dihydroflavonal Reduktase. Anhand
dieser Daten wurde postuliert, dass GAI, ein DELLA-Protein, als ein Integrator des Saccharo-
se-Signalwegs und des GA-Antwortwegs funktioniert (Loreti ez al., 2008). In StSUT4-RNAi
Kartoffeln wurde unter normalen Anzuchtbedingungen ein stark reduzierter Anthocyan-
Gehalt in Bléttern festgestellt (Abb. 36). Auch die hellere Farbe von StSUT4-RNAi Knollen
weist auf eine reduzierte Anthocyan-Produktion in transgenen Knollen hin (Abb. 25 A). Viel-
leicht kann die postulierte Saccharose-Insensitivitit der StSUT4-RNAi Kartoffeln eine Erkla-
rung fiir den erniedrigten Anthocyan-Gehalt sein. Nach GAjz-Behandlung sind sowohl
StSUT4-RNAi Knollen wie auch WT-Knollen noch heller geworden, was auf weitere Sen-
kung des Anthocyan-Gehalts hinweist (statistisch nicht ausgewertet) und mit Literatur-Daten,
die eine inhibierende Wirkung von Gibberellinen auf die Anthocyan-Biosynthese postulieren,

tibereinstimmt (Solfanelli ez al., 2006; Loreti et al., 2008).

Aufgrund der dargestellten Beobachtungen kann man also suggerieren, dass eine wechselsei-
tige Regulationswirkung zwischen der Saccharoseantwort und dem GA-Signalweg infolge der

SUT4-Inhibition in den Kartoffelpflanzen stark modifiziert wurde.
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5.5.2 Mogliche GA-Ethylen Interaktion

Ethylen ist ein Wachstumsregulator, der auch an Prozessen der Blithinduktion und dem Rei-
fen von Friichten beteiligt ist und eine Rolle bei der Schattenvermeidungsreaktion spielt (Pie-
rik et al., 2004a). Bei Ethylen-insensitiven Mutanten oder transgenen Pflanzen kann man Ei-
genschaften beobachten, die an die Folgen der StSUT4-Inhibierung erinnern. Die Pflanzen
zeigen unter anderem ein retardiertes Wachstum, was am deutlichsten bei eng stehenden (be-

schatteten) Pflanzen zu beobachten ist (Pierik et al., 2004b; berichtet in Pierik et al., 2006).

Es gibt einen Zusammenhang zwischen Ethylen und der Gibberellin- und Saccharose-
Antwort. Auf eine solche Interaktion weisen unter anderem Analysen von den ctrl-1 (consti-
tutive triple response) Arabidopsis-Mutanten, die eine konstitutive Ethylen-Antwort zeigen
und allelisch zu sis/ (succrose insensitive 1) Mutanten sind (Achard et al., 2003). Die
sisl/ctrl-1 Mutante zeigen keine Saccharose-vermittelte Inhibierung der Keimlingsentwick-
lung. Der sis1/ctrl-1 Phénotyp erinnert an Pflanzen mit reduzierter GA-Antwort und ist selbst
in Anwesenheit von GA-Biosyntheseinhibitor, Paclobutrazol, zur Keimung fihig (Gibson et
al.,2001; Achard et al., 2003). Es wurde postuliert, dass der Phéanotyp der sis//ctrl-1 Mutan-
ten durch das Fehlen der Ethylen-vermittelten Inhibition der GA-abhingigen Degradation der
DELLA-Proteine GAI und RGA verursacht wird (Achard et al., 2003).

Anhand der Experimente, die mit Pflanzen mit verdnderter Ethylen-Antwort durchgefiihrt
wurden, ist sowohl eine positive als auch eine negative Regulation des GA-Signals durch E-
thylen moglich. Es wurde sowohl eine Induktions- wie auch Inhibitionswirkung von Ethylen
auf das pflanzliche Wachstum beobachtet, was wahrscheinlich von der Ethylen-Dosis abhén-
gig ist (zusammengefasst in Pierik et al., 2006). Exogene Applikation von 350 uM Ethephon
(2-chloroethylphosphoniksdure, ein Ethylen-Vorldufer, der in Pflanzen infolge eines hydroly-
tischen Abbaus in Ethylen umgewandelt wird; (De Martinis und Mariani,. 1999)) hat ein be-
schleunigtes Wachstum und starke Internodienverldngerung bei WT-Kartoffelpflanzen zur
Folge, wihrend die StSUT4-RNAi Kartoffeln kaum betroffen wurden (Daten von J. Liesche).
Diese Ergebnisse konnten auf eine verringerte Ethylen-Sensitivitdt hinweisen. Zudem wurde

gezeigt, dass es in transgenen StSUT4-RNAi Kartoffeln zur einer signifikanten Verminderung
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der Transkriptakkumulation des Schliisselenzyms der Ethylen-Biosynthese, der ACC Oxidase
StACO3, kommt. Dies miisste eine verminderte Ethylen-Produktion zur Folge haben (Chin-
cinska et al., 2008). Aktuelle Untersuchungen in Hefezellen deuten auf eine direkte Interakti-
on von SUT4 mit einem Ethylenrezeptorprotein: in einer systematischen Suche nach Protein-
Interaktionspartnern des StSUT4 mittels Split Ubiquitin System wurde eine Interaktion zwi-
schen StSUT4 und dem Ethylenrezeptor ETR1 nachgewiesen (Reins, 2006). Diese Protein-
Protein-Interaktion stellt eine mogliche Erklarung fiir die in StSUT4-RNAi-Pflanzen beobach-
teten Effekte dar. Auf eine Interaktion zwischen Ethylen-Antwort und SUT4 deutet auch die
transkriptionale Regulation der SUT4-Expression nach Ethephon-Behandlung, die auf eine
starke Induktion des SUT4 durch Ethylen hinweist (Chincinska et al., 2008).

Verdnderungen in der Ethylen-Antwort von StSUT4-RNA1 Kartoffeln konnten auch durch die
Veranderungen im Kohlenhydratgehalt bzw. durch die frither postulierte (Kap.5.4.4) verin-
derte Saccharose-Sensitivitdt verursacht werden. Es ist bekannt, dass Verdnderungen des E-
thylen-Metabolismus und der Ethylen-Antwort mit Verdnderungen der pflanzlichen Zucker-
Sensitivitit einhergehen konnen (Zhou et al., 1998). Die prll Mutante, die iberempfindlich
auf die Saccharose-abhédngige Inhibierung der Keimlingsentwicklung reagiert, ist gleichzeitig
auch hypersensitiv gegeniiber Ethylen und anderen Phytohormonen wie Auxin, Abscisinsdure

und Cytokinin (Gibson et al., 2001).

5.5.3 Ist StSUT4 am GA-Signaling beteiligt?

Anhand der gezeigten Daten kann man postulieren, dass SUT4 am GA-Signaling beteiligt ist.
Dafiir sprechen sowohl die Folgen der StSUT4-Inhibierung, die auf Verdanderungen im GA-
Metabolismus oder GA-Signaling hinweisen, als auch die Ergebnisse des Komplementations-
versuchs durch GAj-Behandlung, die eine verminderte GA-Sensitivitit suggerieren. Die beo-
bachtete Steigerung der SUT4-Transkriptakkumulation nach GAs-Behandlung, sowie die Er-
gebnisse der Behandlung mit einem GA-Biosyntheseinhibitoren, Paklobutrazol, unterstiitzen

diese Theorie (Chincinska et al., 2008).
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Viele der ungeklarten Fragen liessen sich durch eine genaue Bestimmung des endogenen GA-
Gehalts der SUT4-RNAI Pflanzen, sowie durch Analyse von DELLA-Proteinen klidren. Wie
kiirzlich gezeigt, spielen die DELLA-Proteine nicht nur im GA-Signaling eine essentielle Rol-
le, sondern auch als Integratoren unterschiedlicher hormoneller Signalwege, sowie Phytoch-
rom-abhingiger Signalwegen. In der Kartoffel ist ihre Funktion bislang nur wenig untersucht.
Ihre Analyse in den StSUT4-RNAi-Pflanzen erscheint jedoch vielversprechend (Halliday, et
al., 2003; Haywood et al., 2005; Rodriguez-Falcon, et al., 2006; Djakovic-Petrovic et al.,
2007; Vandenbussche et al., 2007; Lucas et al., 2008).

5.6 StSUT4-RNAi Kartoffeln zeigen eine veranderte An-
twort auf die qualitative und quantitative Li-

chtveranderungen

Licht gehort zu den wichtigsten Umweltfaktoren, die iiber den Verlauf der pflanzlichen Ent-
wicklung entscheiden. Sowohl Licht-Qualitét als auch -Quantitit konnen die pflanzliche Mor-
phologie und Physiologie beeinflussen (Smith und Whitelam, 1997; Machackowa et al., 1998;
Kozuka et al., 2005; Vandenbussche et al, 2005). Die am stirksten durch die StSUT4-
Inhibierung betroffenen physiologische Prozesse, also Wachstum, Blithverhalten und Knol-
lenbildung, sind als stark Licht-regulierbar bekannt (Machackowa et al., 1998; Martinez-
Garcia et al., 2002a; Vandenbussche et al., 2005; Lough und Lucas, 2006; Rodriguez-Falcon
et al., 2006; Lucas et al., 2008). Wie unter anderem durch Pfropfexperimente gezeigt wurde,
spielen Source-Blitter eine essentielle Rolle in der Licht-Perzeption und an der Umwandlung
dieses Umwelt-Signals in physiologische Stimuli, die die Anpassung des pflanzlichen Orga-
nismus an die aktuellen Licht-Bedingungen ermoglichen (Martinez-Garcia ef al,. 2002a; Ber-
nier und Périlleux, 2005; Lough und Lucas, 2006; Rodriguez-Falcén et al., 2006). Pfropfex-
perimente der StSUT4-RNAi- mit WT-Kartoffeln haben gezeigt, dass es in den Pflanzen mit
reduzierter SUT4-Expression zur Modifizierung eines in Source-Bléttern generierten Phloem-
mobilen {libertragbaren Signals kommt, was zu beschleuniger Bliite und Knollenherstellung

fithrt (Kap. 4.20).
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Fiir die Licht-Perzeption in Source-Blittern und die Generierung eines Langstrecken-Signals
sind Rezeptoren des hellroten (HR) und dunkelroten (DR) Lichts, also Phytochrome, und
Blaulicht-Rezeptoren, Cryptochrome und Phototropine, verantwortlich (Gyula ef al., 2003;
Vandenbussche et al., 2005; Jiao ef al., 2007; Franklin und Whitealm, 2005). Da die StSUT4-
RNAIi Pflanzen eine stark reduzierte Antwort auf die Bedingungen des verdnderten HR:DR
Verhiéltnisses zeigten (Abb. 32; Abb. 33), wird in Betracht gezogen, dass Phytochrome eine
essentielle Rolle in der Entstehung des StSUT4-RNA1 Phénotyps spielen kénnen.

5.6.1 StSUT4-RNAi Kartoffeln zeigen eine verdanderte Reaktion auf
die Tageslange

Die Reduktion des endogenen GA-Gehalts, sowie der GA-Sensitivitdt sind nicht ausreichend,
um die Reaktion der Pflanzen auf die Tagesldnge zu dndern (Jackson und Prat, 1996; Jackson,
1999; Amador et al., 2001; Rodriguez-Falcon et al., 2006). Zur Knolleninduktion im LT
kommt es bei den StSUT4-RNAi Andigena-Pflanzen 2-3 Monate frither (Kap. 4.22.1), als bei
den Kartoffeln mit reduziertem GA-Gehalt (Jackson und Prat, 1996; Jackson, 1999;
Rodriguez-Falcon et al., 2006). Daraus konnte man schlieBen, dass die StSUT4-RNAi Kartof-
feln insensitiv gegeniiber der Tagesldnge sind. In Hinsicht auf die Knollenbildung, die sogar
unter nicht induktiven LT-Bedingungen moglich war, erinnern die StSUT4-Kartoffel an Anti-
sense-PhyB Andigena-Pflanzen, in denen eine Authebung der Sensitivitit gegentiber der Pho-

toperiode festgestellt wurde (Jackson ef al., 1996).

Um die gestorte Antwort der Antisense -PhyB Andigena-Linien hinsichtlich der Tagesldnge
aufzukldaren, wurde ein Gen StCOLI (CONSTANS-like) als molekularer Marker untersucht
(Martinez-Garcia et al., 2002b). StCOL1 zeigt eine deutliche photoperiodische Expression.
Die StCOL I-Expression oszilliert im WT deutlich im KT, aber nur schwach im LT. Dagegen
zeigt die StCOL I-Expression in den anti-PhyB-Andigena-Pflanzen eine deutliche Oszillation
mit hoher Amplitude sowohl im KT, als auch im LT, also unabhédngig von der Photoperiode.
Das konnte indirekt auf eine Reduktion der photoperiodischen Sensitivitdt der anti-PhyB-
Andigena-Pflanzen hinweisen (Martinez-Garcia et al., 2002b). Die StCOLI-Expression im
Désirée WT zeigte eine mit den Literatur-Werten vergleichbare schwache Oszillation des

mRNA-Gehalts (Martinez-Garcia et al. 2002b; Abb. 45). In den StSUT4-RNAi Désirée-
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Linien, insbesondere in der Linie 81, war die Amplitude zwischen der maximalen und mini-
malen StCOLI-Transkriptakkumulation im LT deutlich stirker als im WT (Abb. 45). Auch
diesbeziiglich dhneln die StSUT4-RNAi Pflanze den frither beschriebenen anti-PhyB Pflanzen.

Womoglich ist eine reduzierte Sensitivitdt gegeniiber der Photoperiode dafiir verantwortlich.

Eine essentielle Rolle bei der Anpassung des pflanzlichen Tagesrhythmus an die Photoperiode
spielt in Kartoffeln Phytochrom A (PHYA) (Yanovsky ef al., 2000). Fiir Kartoffelpflanzen,
die PhyA tiberexprimieren, ist eine verspitete Knollenbildung, ein verringertes Wachstum und
erhohte Akkumulation von Anthocyanen und Chlorophyllen charakteristisch. In Kartoffel-
pflanzen mit reduzierter PhyA-Expression wurde ein gegensétzlicher Phénotyp beobachtet.
Sowohl die Uberexpression,, als auch die Inhibition von PhyA fiihrte dazu, dass die Pflanzen
nicht mehr in der Lage waren, Verdnderungen des HR:DR-Verhiltnisses zu detektieren (Ya-
novsky et al., 1998; Yanovsky et al., 2000). Man weill wenig iiber die Phytochrome-
abhingige Kontrolle des Bliithverhaltens in Kartoffel; in Arabidopsis jedoch wirkt PHY A po-
sitiv auf die photoperiodisch induzierte Blithinduktion (Guo ef al., 1998; Yanovsky und Kay,
2002; Mockler et al., 2003).

Verschiedene der in den StSUT4-RNAi-Pflanzen beobachteten Effekte konnen auf eine mog-
liche Deregulation der PHYA-Funktionen infolge der SUT4-Inhibierung hinweisen. Es ist
bekannt, dass der PHYA-Signalweg unter anderem durch Saccharose kontrolliert werden
kann. In Arabidopsis-Keimlingen wurde beispielsweise eine negative Wirkung von Saccharo-
se auf die durch DR-Licht (mit Beteiligung von PhyA) induzierten Entwicklungs-
Verianderungen beobachtet (Dijkwel et al., 1997). Moglich ist also, dass die in den StSUT4-
RNAi-Pflanzen beobachteten Verdnderungen im Kohlenhydratgehalt zur Deregulation einiger
durch den PHY A-Signalweg kontrollierten pflanzlichen Prozessen fiihren (Kap. 4.6-4.10).

In den StSUT4-RNAi-Pflanzen wurden nur geringfiigige Anderungen der PhyA-Expression
beobachtet (Abb. 34). Daher miissten weiterfilhrende Untersuchungen auf post-
transkriptionaler Ebene erfolgen, um eine mogliche Beteiligung von PhyA an den Defekten

der StSUT4-RNAi-Pflanzen aufzukliren.

163



Gene des photoperiodischen Signalwegs der Blith- und Knolleninduktion zeigen in den

StSUT4-RNAi-Pflanzen eine verinderte Expression

Die mutmaBliche Deregulation der photoperiodischen Signaltransduktion in den Kartoffeln
mit reduzierter SUT4-Expresssion wurde durch die Analyse ausgewdéhlter Gene des durch die
Photoperiode regulierten Blithinduktionswegs bestétigt (Kap. 4.19.2.) Wie vorher bereits pos-
tuliert, sind die Gene der photoperiodischen Blithinduktion auch an der photoperiodischen
Induktion der Knollenbildung beteiligt (Martinez-Garcia et al., 2002b; Rodriguez-Falcon et
al., 2006).

Die in dieser Arbeit verwendeten WT Linien von Solanum tuberosum ssp. tuberosum sowie
andigena sind hinsichtlich der Blithinduktion strikt von einer LT-Photoperiode abhidngig
(Kap. 4.5.2; Kap. 4.22.2). StSUT4-RNAi Désirée sowie StSUT4-RNAi Andigena blithen im
LT friher als die WT-Pflanzen. SUT4 scheint also ein negativer Regulator der LT-abhéngigen
Blihinduktion zu sein. In StSUT4-RNAi Désirée wurde eine verringerte mRNA-
Akkumulation der beiden bekannten Kartoffel-COL-Genen, StCOL3 (Drobyazina und Khav-
kin, 2006), und StCOL1 (Martinez-Garcia et al., 2002b), festgestellt (Abb. 45). Also geht die
bei den StSUT4-RNAi-Pflanzen beobachtete beschleunigte Blith- und Knolleninduktion mit
einer verminderten Expression von CO-Homologen einher. Obwohl das Gen CONSTANS
(CO) im LT in Arabidopsis als Blithinduktor wirkt und die CO-Uberexpression frithzeitiges
Blithen verursacht (Putterill ez al., 1995; Suarez-Lopez et al., 2001; Yanovsky and Kay,
2002), konnen andere bekannten Gene der COL(CONSTANS-like)-Familie in Arabidopsis
jedoch auch zur Blithinhibition fithren (Cheng und Wang, 2005; Datta ef al., 2006). In Reis
dagegen funktioniert das CO-homologe HdI1-Protein unter LT-Bedingungen als PHYB-
induzierter Repressor von Hd3a (FT-Homolog) (Yano et al., 2000; Ishikawa et al., 2005; Ko-
bayashi ef al., 2007; im Anhang).

In den Andigena-Pflanzen, die das A7CO iiberexprimieren, wurde eine verspdtete Knollenbil-
dung im KT sowie ein spéteres Erblithen sowohl im LT, als auch im KT beobachtet (Marti-
nez-Garcia et al., 2002b; Gonzalez-Schain und Suarez-Lopez, 2008). Obwohl die von Gonza-

lez-Schain und Sudrez-Lopez 2008 verwendeten WT Andigena-Linien unabhéngig von der
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Photoperiode erblithten und die beschriebene Verspédtung der Blithinduktion infolge der A¢-
CO-Uberexpression ebenfalls von der Photoperiode unabhiingig war, kann man auf eine fiir
die Bliite inhibierende Funktion des CO-Orthologs in Karotffeln schliessen. Dies stimmt mit
der Beobachtung iiberein, dass die COL-Gene in den friihblithenden StSUT4-RNAi-
Kartoffelpflanzen eine erniedrigte Transkriptmenge zeigen (Abb. 45).

CO aus Arabidopsis unterliegt einer komplexen Regulation, die sowohl transkriptionale, als
auch post-transkriptionale Prozesse umfasst (Ahmad ez al., 1998; Jarillo et al., 2001; Suarez-
Lopez et al., 2001; Yanovsky and Kay, 2002; Gyula et al., 2003; Mockler et al. 2003;
Valverde et al., 2004; Ishikawa et al. 2005; Turck et al. 2008 Kobayashi et al. 2007). Da die
CO-Regulation auf mehreren Ebenen stattfindet, geht die Verdnderung der CO-Aktivitét nicht
immer mit einem verdnderten mRNA-Gehalt einher (Wenkel ef al., 2006). Es wurde jedoch in
Arabidopsis eine Korrelation der CO-Aktivitdt mit der Transkript-Akkumulation des CO-
Targetgens, FT, nachgewiesen (Valverde ef al., 2004; Wenkel et al., 2006). Die Aktivitit des
CO-Proteins kann deswegen indirekt durch die Analyse der mRNA-Akkumulation eines der
CO-Targetgene tiberpriift werden (Valverde et al., 2004). Die Orthologe der beiden Arabi-
dopsis-Blithintegrator-Gene F'7 und SOC! (Samach et al. 2000; Bernier und Périlleux, 2005;
Parcy,2005; Wigge et al. 2005; Kobayashi ef al. 2007) sind in Kartoffel bekannt, obwohl ihre
Funktion bisher nicht eindeutig nachgewiesen wurde (Rodriguez-Falcon ef al., 2006). Verdn-
derungen der Expression der beiden Blithintegrator-Gene wurden in den StSUT4-RNAi-
Kartoffeln beobachtet (Abb. 45). Dies konnte auf eine verdnderte Aktivitdt des CONSTANS-

dhnlichen Proteins zuriickzufithren sein.

In StSUT4-RNAi-Source-Blittern wurde eine wéhrend der gesamten LT-Periode erhohte F7-
mRNA Akkumulation festgestellt. Zu Beginn der LT-Lichtperiode wurde bei den StSUT4-
RNAi-Pflanzen ein kurzfristiger steiler Anstieg des F'7-mRNA-Gehalts festgestellt. Die F7-
Expression im WT blieb dagegen wihrend des ganzen Tages schwach und oszillierte kaum
(Abb. 45). Der CO-abhédngige Anstieg der F7-Transkription ist in Arabidopsis essentiell fiir
die photoperiodische Blithinduktion, und der Expressionsrhythmus beider Gene stimmt im LT
tiberein (Suarez-Lopez et al., 2001). Da die maximale mRNA-Akkumulation von StCOL3,
und von StFT zur gleichen Tageszeit auftritt, ist es wahrscheinlich, dass StCOL3 fiir den An-

stieg der StFT-mRNA-Akkumulation in den StSUT4-RNAi-Pflanzen verantwortlich ist.
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StCOLS3 stellt vermutlich das 4¢1CO orthologe Gen dar (Drobyazina und Khavkin; 2006). Eine
zweite Moglichkeit ist, dass fiir den bei den StSUT4-RNAi-Pflanzen beobachteten F7-
Expressionsanstieg am Morgen die signifikant erniedrigte StCOL3-Expression in der Nacht

verantwortlich ist (Abb. 45).

Da die Knollenbildung in der Kartoffel KT-abhidngig und die Bliitenbildung LT-abhingig ist,
beide Prozesse jedoch unter Beteiligung derselben Gene erfolgen, kann man davon ausgehen,
dass diese Gene unterschiedlich reguliert werden miissen. Fiir die Regulation der Knollenin-
duktion tber die Photoperiode wurde ein Modell postuliert, das der genetischen Regulation
der Blithinduktion in KT-Pflanzen sehr &hnelt (Rodriguez-Falcon ef al., 2006; Schema im
Anhang). Demnach reprimiert S#COL3 durch einen PHYB-abhéngigen Mechanismus die F'7—
Expression unter LT-Bedingungen. Dagegen wirkt das StCOL3-Protein unter KT-
Bedingungen als F7—Aktivator.

Im Gegensatz zu StFT zeigte StSOCI in den StSUT4-RNAi Pflanzen zu Beginn der LT-
Lichtperiode reduzierte mRNA-Mengen (Abb. 45). Vermutlich ist die SOC1-Funktion in ver-
schiedenen Pflanzen universell, da sowohl fiir OsSOC! im Reis, als auch fiir AzSOC! in Ara-
bidopsis wihrend der Blithinduktion eine Expressionssteigerung im Apex beobachtet wurde
und eine konstitutive OsSOCI-Expression in Arabidopsis ein frithzeitiges Blithen verursacht
(Tadege et al. 2003). Es ist bisher nicht klar, in welchen Pflanzenorganen (in Apex oder in
Blattern) es zur CO-vermittelten SOC/-Aktivierung kommen konnte (Parcy, 2005). Im Rah-
men der vorliegenden Arbeit wurde die Untersuchung der StSOCI-Expression in Kartoffel-
Source-Blittern durchgefiihrt. Bei den StSUT4-RNAi Pflanzen wurde eine reduzierte mRNA-
Akkumulation zu Beginn der LT-Lichtperiode festgestellt (Abb. 45). Es ist bekannt, dass die
SOCI-Expression durch Gibberelline positiv reguliert ist (Borner et al., 2000; Moon et al.
2003; Bernier und Périlleux, 2005; Corbesier und Coupland 2006; Liu et al., 2008). Mogli-
cherweise verursacht der postulierte verringerte Gehalt von endogenen GAs (Kap. 5.5) oder
die reduzierte GA-Sensitivitit der transgenen StSUT4-RNAi Pflanzen eine reduzierte SOCI-
Transkriptakkumulation in StSUT4-RNAi Source-Bléttern. SOCI1 scheint in Arabidopsis unter
nicht-induktiven KT-Bedingungen von groflerer Bedeutung zu sein, als unter induktiven Be-
dingungen (Moon et al. 2003; Liu et al., 2008). Eine Expressionsanalyse von SOC1 im

Spross-Apex der StSUT4-RNAi Pflanzen wurde bislang noch nicht durchgefiihrt.
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5.6.2 Die Schattenvermeidungsreaktion ist bei den StSUT4-RNAIi
Pflanzen reduziert

In der Natur geht die Beschattung von Pflanzen, beispielsweise durch die Blitter benachbarter
Pflanzen mit einer Anreicherung des Infrarot-Anteils des Lichtes und dadurch mit einer Ver-
ringerung des HR:DR Verhiltnisses einher (zur Ubersicht: Franklin und Whitelam, 2005;
Vandenbussche et al. 2005; Taiz und Zeiger, 2006). Beschattung kann experimentell entwe-
der durch eine Pflanzenanzucht in hoher Dichte erreicht werden (Kap. 4.13.1) oder durch eine
zusétzliche Infrarotlicht-Quelle (Kap. 4.13.3) simuliert werden. Die StSUT4-RNAi-Kartoffeln
zeigten unter diesen Bedingungen, sowohl bei Beschattung durch benachbarte Pflanzen, als
auch durch eine zusétzliche DR-Quelle eine im Vergleich zum WT reduzierte Antwort auf die

Anderung des HR:DR-Verhiltnisses.

Fiir die Steuerung der physiologischen Antwort der Pflanze auf die Beschattung und die Per-
zeption des verdnderten HR:DR-Verhiltnisses sind Phytochrome, insbesondere PHYB ver-
antwortlich (Smith und Whitelam, 1997; Bernier und Périlleux, 2005; Franklin und Whitelam,
2005; Vandenbussche et al. 2005). Die phyB-defizienten Mutanten vieler Pflanzenarten zei-
gen eine konstitutive Schattenvermeidungsreaktion sogar im weissen Licht. Sie besitzen ver-
langerte Sprossachsen und Petiolen, reduzierte Blattfldchen, einen verringerten Chlorophyll-
gehalt und blithen frither (Reed er al., 1993; Mockler et al. 2003; Franklin und Whitelam,
2005). Wie bereits erwdhnt sind die anti-PhyB Andigena Kartoffeln zudem auch unter nicht-
induktiven LT-Bedingungen zur Knollenproduktion féhig (Jackson et al. 1996). Hinsichtlich
ihrer Fahigkeit, auch unter nicht-induktiven LT-Bedingungen Knollen zu bilden, sowie des
frithblithenden Phanotyps erinnern die StSUT4-RNAi1 Kartoffeln an Pflanzen mit einem De-
fekt der PHYB-Funktion. Auch die Tendenz der StSUT4-RNAi Kartoffeln zu verringerten
Gehalten verschiedener Carotinoide konnte auf eine verminderte PHYB-Aktivitit hinweisen
(Abb. 35; Welsch et al., 2000; von Lintig ef al., 1997). Die Analyse der phyB-Expression im
LT zeigte jedoch eine erhohte PhyB-mRNA-Akkumulation in StSUT4-RNAi Blittern in der
ersten Tageshilfte (Abb. 34). Durch erhohte PHYB-Aktivitdt konnte man die verkiirzten In-
ternodien und das verringerte Sprosswachstum der StSUT4-RNAi Kartoffeln erkldren. Fiir die
phyB-Mutante ist dagegen ein gesteigertes Sprosswachstum charakteristisch (Reed et al.,
1993; Jackson et al. 1996; Mockler et al. 2003; Franklin und Whitelam, 2005). Interessanter-

weise wurde gezeigt, dass es unter Beschattung zu einer erhohten SUT4-mRNA-
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Akkumulation kommt (Abb. 31). Es wurde auch nachgewiesen, dass der Schatten-abhingige
Anstieg der SUT4-Expression durch ein reduziertes HR:DR Verhiltnis verursacht wird (Chin-
cinska et al., 2008). Eine Steigerung der SUT4-Expression bei verringertem HR:DR-
Verhiltnis konnte allerdings in PhyB-Antisense-Pflanzen nicht beobachtet werden (Johannes
Liesche, nicht publizierte Daten). Dies legt nahe, dass SUT4 tatsdchlich PhyB-abhéngig regu-
liert wird, und dass SUT4 womoglich essentiell ist fiir die PhyB-abhingige Antwort der

Pflanzen auf Beschattung.

Die Komponenten der photoperiodischen Blithinduktion sind in Arabidopsis auch an der Ge-
nese der Schattenvermeidungsreaktion beteiligt (Johnson et al., 2008). In Arabidopsis-
Pflanzen kommt es im LT bei verringertem HR:DR-Verhiltnis zu einem CO-vermittelten
Anstieg der FT-mRNA-Akkumulation (Johnson et al, 2008). Zusitzlich zu dem fiir LT-
Bedingungen charakteristischen Maximum der FT-Transkriptakkumulation gegen Ende der
Lichtperiode (Suarez-Lopez et al., 2001) wurde in Arabidopsis bei einem niedrigen HR:DR-
Verhiltnis ein zusitzlicher Peak zu Beginn der Lichtperiode beobachtet (Johnson et al. 2008).
Interessanterweise wurde auch im Fall der StSUT4-RNAi-Kartoffeln ein Anstieg des FT-
mRNA-Gehalts, inbesondere in den frithen Morgenstunden beobachtet (Abb. 45). Eine Re-
duktion der SUT4-Expression fiihrt demnach zur Deregulation der Gene, die die Antwort auf

ein veridndertes HR:DR-Verhiltnis steuern.

Anhand der oben dargestellten Daten kann man postulieren, dass SUT4 als negativer Regula-
tor der Blith- und Knolleninduktion downstream des PHYB-abhidngigen Signalweges wirkt,
da SUT4 anscheinend durch PhyB reguliert wird. Die Tatsache, dass der PhyB-
Transkriptgehalt in StSUT4-RNAi-Pflanzen erhoht ist, spricht fiir eine feed back Regulation
von PhyB durch SUT4. PhyB scheint fiir die Infrarotlicht-abhingige Induktion von SUT4 be-
notigt zu werden, andererseits scheint die SUT4-abhédngige Ausprdgung eines Schattenver-

meidungssyndroms wichtig, um den PhyB-Transkriptgehalt gering zu halten.
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Anderungen der hormonellen Antwort, sowie der phytochrom-abhéngigen Anwort kénnten

gemeinsam fiir die Verringerung der Schattenvermeindungsreaktion in StSUT4-RNAI-

Pflanzen verantwortlich sein

An der Generierung der Schattenvermeidungsreaktion sind nicht nur die Phytochrome, son-
dern auch Blaulichtrezeptoren, Zucker, Phytohormone wie Gibberelline, Ethylen und Auxin,
sowie Elemente der inneren Uhr beteiligt (Lopez-Juez et al., 1995; Halliday and Fankhauser,
2003; Pierik et al. 2004a; Kozuka et al. 2005; Vandenbussche et al. 2005). Da GAs fiir die
Generierung der Schattenvermeidungsreaktion essentiell sind (Halliday and Fankhauser,
2003; Lopez-Juez et al.,, 1995; Pierik et al., 2004a), konnte die verringerte Reaktion der
StSUT4-RNAI1 Pflanzen auf Beschattung auf einem verringerten Gehalt endogener GAs bzw.
auf einer verringerten GA-Sensitivitdt beruhen. In Arabidopsis verursacht ein niedriges
HR:DR-Verhiltnis eine vermehrte GA-Biosynthese und gesteigertes GA-Signaling (Reed et
al., 1996; Devlin et al., 2003; Hisamatsu et al., 2005). Paklobutrazol-Behandlung verursacht
in Arabidopsis eine verringerte Reaktion auf ein vermindertes HR:DR-Verhéltnis. Sowohl im
Fall der GA-defekten ga/-3 Mutante, wie auch im Fall der GA-insensitiven gai Mutante wur-
de ebenfalls eine reduzierte Reaktion auf Anderungen des HR:DR Verhiltnisses beobachtet
(Peng and Harberd, 1997). Die Antwort auf DR-Anreicherung ist in der gai Mutante aller-
dings nicht vollstindig unterdriickt, da wahrscheinlich andere DELLA-Proteine wie RGA den
GAI-Defekt teilweise kompensieren. Gesteigerte DELLA-Protein-Stabilitdt scheint die
HR:DR-Antwort zu inhibieren (Djakovic-Petrovic et al., 2007).

PHYB kann GA-Biosynthese und -Sensitivitidt negativ beeinflussen (Kamiya und Garcia-
Martinez, 1999). Es wurde z.B. gezeigt, dass das verstdrkte Internodienwachstum von Anti-
PhyB Andigena (Jackson ef al., 1996) durch einen erh6hten Gibberellin A;—Gehalt im Stdngel
verursacht wurde (Kamiya und Garcia-Martinez, 1999; Rodriguez-Falcon et al., 2006). Die
konstitutive Schattenvermeidungsreaktion von Arabidopsis PhyB Mutanten kann durch Inak-
tivierung des GA-Biosynthese-Gens GA/ aufgehoben werden (Peng und Harberd, 1997). Es
ist auch bekannt, dass es in phyB-Mutanten zu Expressionsverdnderungen von Genen kommt,
die am Ethylen-Metabolismus beteiligt sind und es infolgedessen zu einer Ethylen-
Uberproduktion kommt (Finlayson et al., 1998; Vandenbussche et al., 2003; Pierik et al.,
2004a; Vandenbussche ef al., 2005). Es wurde gezeigt, dass Ethylen fiir die Generierung von
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Schattenvermeidungsreaktion essentiell ist. Transgene Tabakpflanzen, die Ethylen-insensitiv
sind, zeigen eine reduzierte Antwort auf das erniedrigte HR:DR-Verhiltnis (Pierik et al.,
2004b). Es wurde nachgewiesen, dass die bei Beschattung Ethylen-induzierte Sprossverldnge-

rung GA-abhéngig war (Pierik ef al., 2004a).

Mogliche Verdanderungen im GA- und Ethylen-Matabolismus oder -Signaling der StSUT4-
RNAI1 Kartoffeln wurden bereits diskutiert (Kap. 5.5.2). Die teilweise Authebung der Schat-
tenvermeidungsreaktion, die normalerweise durch mehrere genetische Signaliibertragungswe-

ge reguliert wird, konnte auf eine integrative Funktion des SUT4 hinweisen (Abb. 53).

5.7 SUT4 als Integrator von Signaliibertragungswegen,
die die pflanzliche Antwort auf Licht, Hormone und

Zucker regulieren?

Die oben dargestellten Daten weisen auf eine integrative Rolle des SUT4, der pflanzliche
Antwortwege auf Licht-, Hormon- und Zucker-Signale verbindet und zur Anpassung der
pflanzlichen Physiologie auf verdnderte Umweltbedingungen durch Generierung der Schat-
tenvermeidungsreaktion, sowie Regulation der Blithinduktion und Knollenbildung fiihrt. An-
hand von Literaturdaten und der wihrend der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse,
sowie weiterer Ergebnisse der AG Kiihn wurde ein Modell der méglichen SUT4-Interaktion

mit verschiedenen Signaliibertragungswegen erstellt (Abb. 53; Chincinska et al., 2008).
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Abb. 53: Modell der moglichen SUT4-Interaktion mit verschiedenen Signaliibertragungswegen. Nach Chin-
cinska et al., 2008 verdndert. Das Modell wurde anhand folgenden Daten erstellt: 1) unpublizierte Daten von AG
Kiithn (anhand der Analysen von anti-PhyB Kartoffelpflanzen), Kap. 5.6.2; 2) Abb. 34; 3) Kap. 5.4.2; 4)
Riesmeier et al., 1994; Kiihn et al., 1996; Birkle et al., 1998; 5) Dielen et al., 2001; Xu et al., 1998a; Abb. 16,
Abb. 17, Abb. 26, 6) Rodriguez-Falcon ef al., 2006; Kap 5.5.1, 7) Miiller-Rober et al., 1992; Xu et al., 1998a;
Jackson, 1999; Rodriguez-Falcon et al., 2006; Abb. 16, Abb. 17, 8) Corbesier et al., 1998; Roldan et al., 1999;
Bernier und Périlleux, 2005; Eriksson et al., 2006; Abb. 44, 9) Abb. 45, 10) Rodriguez-Falcon et al., 2006; Abb.
45, 11) Rodriguez-Falcon et al., 2006; 12) Rodriguez-Falcon et al., 2006; 13) Peng und Harberd, 1997; Kamiya
und Garcia-Martinez, 1999; Rodriguez-Falcon et al.,, 2006; 14) Finlayson ef al., 1998; Vandenbussche et al.,
2003; Pierik et al., 2004a; Vandenbussche et al., 2005; 15) Pierik et al., 2004a; 16) Dielen et al., 2001; King und
Ben-Tal, 2001; Abb. 24, Kap. 5.5, 17) Rodriguez-Falcén et al., 2006; Abb. 25, 18) Machackowa et al., 1998;
Martinez-Garcia et al., 2002a Rodriguez-Falcon et al., 2006; Abb. 22, Abb. 23, Abb. 26, Kap. 5.5
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Anhang

Abb.54: Aktuelles Modell der photoperiodischen Blithinduktion in Arabidopsis (LT-Induktion), Reis (KT-
Induktion) und Kartoffeln (LT- Blithinduktion und KT-Knolleninduktion). Nach Rodriguez-Falcon et al., 2006

veridndert.
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