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Abstract

ABSTRACT

For phototrophic organisms like plants, sensing of light is crucial to optimize their growth and
development. Hence, plants have developed different light receptors to determine light quality,
quantity and direction. The phytochromes (phy) represent in plants the red/farred light
photoreceptors. While phyB-E function as red-light-receptors mediating the low-fluence reponse
(LFR), phyA can initiate three different signalling pathways depending on the perceived light
conditions: the farred-light high irradiance response (HIR), the very low fluence response
(VLFR) and the recently described red-light high irradiance response (R-HIR). Many
experiments have been performed to elucidate the mechanism of the HIR, but hardly anything
is known about the VLFR and the R-HIR signal transduction. Additionally, the question how
one protein can distinguish between three different pathways remains open. To address this
question, the role of the serine-rich N-terminus of phyA in the selective activation of the VLFR
and the HIR pathway was examined. A phenotypical characterization of phyAB-double mutants
overexpressing rice-phyA (phyA/WT) and rice-phyA with serine-to-alanine substitutions in the
N-terminus (phyA/SA) showed an involvement of these putative phosphorylation sites in the
selective initiation of the VLFR and the HIR pathway. Substitutions of the serines by alanines
affected all VLFRs but only few HIRs. phyA/WT was able to complement the inhibition of
hypocotyl elongation and the far-red killing effect in response to very low fluences whereas the
loss of agravitropic response and the germination under farred light were rescued more
efficiently by the overexpression of phyA/SA. Under HIR conditions, phyA/SA was able to
complement the inhibition of hypocotyl elongation in continous farred light but the far-red
killing effect was rescued by both phyA/WT and phyA/SA. The results indicate that a sensitive
balance of the phosphorylation state of the serine residues in the N-terminus of phyA
influences the activity of the protein in the dark as well as under VLFR and the HIR
conditions.

In the second part of this work a VLFR-specific mutant, owll, was phenotypically and
biochemically characterized. This is the first molecular characterized mutant that displays only
defects in its VLFR without involvement of other signalling pathways, even the HIR. owl1 failed
to germinate after exposition to far-red light and showed a diminished far-red killing effect, loss
of agravitropic response and inhibition of hypocotyl elongation under pulses of farred light.

owll carries a T-DNA- insertion in a gene encoding for a ] domain protein. ] proteins, named



Abstract

after the amino acid motif ] domain as described for Hsp40, are well known as interacting
partners of Hsp70. OWL1 is a constitutively expressed protein that localizes in the cytoplasm
and the nucleus. To characterize the function of OWLI1 in the signal transduction pathway, a
yeast-two-hybrid screen was performed. In the yeast system as well as by using in vitro pull-down
assays the interaction of OWL1 with the bHLH protein HFR1 was confirmed. HFRI, a
putative transcription factor, has been previously identified as an HIR-dependent phyA
signalling intermediate. The interaction between HFR1 and OWL1 was genetically elucidated
with the help of owll/hfr] double mutants. Their phenotypical characterization suggests that
both proteins act in the same pathway with OWLI1 functioning upstream of HFRI.
Overexpression of OWL1 in hfrl led to a partial complementation of the hfrl-phenotype under
VLFR-conditions. The physiological and biochemical characterization of OWL1 and the
identification of the interacting factor HFR1 are important for a better understanding of the

VLER and its importance for plant development.



Einleitung

1. EINLEITUNG

Im Laufe der Evolution haben Pflanzen eine Vielzahl von Mechanismen entwickelt, um sich an
ihre sessile Lebensweise anzupassen. Speziell die Lichtverhiltnisse sind dabei fiir diese
photoautotrophen Organismen von besonderer Bedeutung, was zur Entwicklung einer Reihe
von hochsensiblen Photorezeptoren fithrte. Uber diese Photorezeptoren ist es ihnen méglich,
Lichtqualitit und -quantitit, sowie die Lichtrichtung zu bestimmen. Diese Kenntnisse der
Lichtbedingungen sind fir Pflanzen sowohl zur Optimierung der {iberlebenswichtigen
Photosynthese essentiell, als auch zum Schutz vor den schidlichen Einfliissen einer zu starken
Bestrahlung. Dartiber hinaus geben Lichtverhiltnisse Auskunft tiber die Tageslinge und damit
iber die Jahreszeit, ein wichtiger Indikator fiir den Eintritt in die reproduktive Phase.

Bisher wurden in Arabidopsis thaliana (A.thaliana) drei Proteine aus der Gruppe der
Cryptochrome charakterisiert, die in die Wahrnehmung von Blaulicht und UV-A-Licht
involviert sind. Diese auch aus dem Tierreich bekannten Proteine sind an
Deetiolierungsprozessen, dem Eintritt in die Blithphase, sowie an der zirkadianen Rhythmik
beteiligt (Lin & Shalitin, 2003; Li & Yang 2007).

Durch Blaulicht ausgeloste Phototropismusreaktionen wie Stomatadffnung,
Chloroplastenbewegung und lichtgerichtetes Wachstum werden nicht tiber Cryptochrome,
sondern (ber Phototropine vermittelt. Diese Proteingruppe wird in A.thaliana durch zwei
Vertreter, PHOT1 und PHOT?2, reprisentiert (Christie 2007).

Immer noch unbekannt ist dagegen der postulierte pflanzliche UV-B-Rezeptor, obwohl eine
Vielzahl von Proteinen tiber UV-B-Licht in ihrer Expressionsrate und Enzymaktivitit moduliert
werden. Als Beispiel sind einige Mitglieder des Phenylpropanoid Metabolismus zu nennen, so
die Chalconsynthase und die Chalconisomerase, die essentielle Enzyme fur die
Anthocyansynthese darstellen (Li et al., 1993; Landry et al., 1995). Um der DNA-schidigenden
Wirkung der UV-B-Strahlung entgegen zu wirken werden zudem Polymerasen, Photolyasen und
Helikasen iiber UV-B-Licht beeinflusst (Ahmad et al., 1997; Sakamoto et al., 2003; Liu et al.,
2003).

Die am besten analysierte Gruppe der Photorezeptoren stellen die Phytochrome (phy) dar, die
hauptsichlich fiir Rot- und Dunkelrotlichtperzeption verantwortlicht sind (Quail 1997; Smith,
1999). Hierbei handelt es sich um dimerische Chromoproteine: An jedes Polypeptidmonomer
ist im N-terminalen Bereich ein Phytochromobilin-Chromophor kovalent gebunden. Uber

dieses Chromophor erfolgt die Lichtperzeption. Bestrahlung mit Rot- oder Dunkelrotlicht fiihrt
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Einleitung

dabei zu einer Konformationsinderung des Chromophors (Abb. 1). Diese
Konformationsinderung zieht strukturelle Verinderungen des gesamten phy-Proteins nach sich
und wirkt sich so auf seine biochemische Aktivitit aus. Dabei resultiert Rotlichtbestrahlung in
einer trans-Konfiguration des Chromophors und damit in der Bildung der physiologisch aktiven
Prr-Form  des  Phytochrommolekiils. Die Pg-Form des Phytochroms zeigt ein
Absorptionsmaximum bei einer Wellenlinge von 730 nm, also im dunkelroten Bereich. Durch
Bestrahlung mit Licht dieser Wellenlinge wird die Strukturinderung wieder riickgingig
gemacht, die cisKonfiguration der Chromophors gebildet und das Phytochrom-Molekil in
seine inaktive Pg- Form zurtickversetzt. Die Pg-Form wiederum zeigt ein Absorptionsmaximum
von 666 nm und kann somit wieder Rotlicht detektieren. Dieser Prozess des Lichtwellen-

abhingigen Wechsels zwischen Py- und Pg-Form wird als Photoreversibilitit bezeichnet

(Rockwell et al. 2006; 1,2).

Abbildung 1: Die lichtabhingige Konformationsinderung des Phytochromobilinchromophors und die
daraus resultierende Strukurinderung des Phytochrommolekiils. Pg=transKonfiguration des

Phytochrommolekiils. Weier KreissChromophorbindungsort. N=N-Terminus. C=C-Terminus. Pgz=cis-
Konfiguration des Phytochrommolekiils. R=Rotlicht. DR= Dunkelrotlicht. Nach: Bae & Choi 2008

Die Aktivitit des Phytochrom-Molekiils wird tiber die intrazellulire Lokalisation der Pg und der
Prr-Form gesteuert. Es konnte anhand von Experimenten mit phy-GFP-Fusionsproteinen
gezeigt werden, dass alle Phytochrome lichtabhiingig in ihrer Prr-Form in den Kern transportiert

werden. Dort schlieen sie sich anschliefend zu lokalen Proteinanhidufungen (,Speckles®)
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zusammen. Diese Aggregatsbildung ist essentiell fir die Funktion der Phytochrome, da
physiologisch nicht funktionale phy-GFP-Konstrukte zwar weiterhin in den Kern transportiert
werden, eine Aggregatsbildung aber unterbleibt (Nagy et al., 2001; Kim et al., 2002).

In allen bisher beschriebenen Pflanzenarten kommen Phytochrome als Genfamilien vor. So
verfiigen Reis und Weizen tber drei unterscheidliche Phytochrome, in A. thaliana finden sich
finf unterschiedliche Phytochrome, die als Phytochrom A-E (phyA-E) bezeichnet werden (Clack
et al., 1994; Briges & Olney, 2001; Fankhauser, 2001). Anhand ihrer Lichtstabilitit lassen sie
sich in zwei Gruppen unterteilen: Bei phyB-E sind die Pgr-Formen lichtstabil und werden nicht
abgebaut. Sie sind bereits in trockenen Samen zu detektieren und wihrend der gesamten
Entwicklungsphase der Pflanze in vorhanden.

Die Gruppe der lichtinstabilen Phytochrome beinhaltet in A. thaliana mit phyA nur einen
einzigen Vertreter. PhyA wird in volliger Dunkelheit sowohl in adulten Pflanzen als auch in
Keimlingen gebildet und akkumuliert in seiner Pg-Form in groflen Mengen. Wird bei
Belichtung die Prr-Form gebildet, so erweist sich diese als duflerst instabil und wird in kiirzester
Zeit abgebaut. Nach gingiger Auffassung unterbleibt damit fir phyA die
Photoreversibilititsreaktion (Fankhauser, 2000; Kevei & Nagy, 2003; Wang & Deng, 2004)
Nicht nur im Bezug auf die Photoreversibilitit und die Lichtstabilitit nimmt phyA eine
Sonderstellung ein. Wihrend phyB-E nur durch Bestrahlung mit Rotlicht effektiv die
physiologisch aktive Prg-Form bilden kénnen, kann die Pr-Form von phyA durch Belichtung
mit jeder Wellenlinge gebildet werden und damit auch unter Dunkelrotlicht. Folglich
reprisentiert phyA den einzigen Dunkelrotlichtrezeptor in Arabidopsis. Nur fiir phyC wurden
nach langfristiger Bestrahlung mit hohen Dosen an Dunkelrotlicht eine physiologische
Aktivitit verzeichnet, die aber unter natiirlichen Bedingungen irrelevant seien durfte (Wang &
Deng, 2004).

In der Gruppe der lichtstabilen Phytochrome fillt phyB die Rolle des Hauptrotlichtrezeptors
zu. Der durch Rotlicht ausgeldste Signalweg mit den daraus resultierenden genetischen,
biochemischen und physiologischen Verinderungen wird als Niedrig-Fluenz-Antwort (,low-
fluence-response; LFR) bezeichnet und durch Rotlicht ab einer Lichtquantitit von 1 pmol/m?
ausgelost (Casal et al, 1998). Uber diesen Signalweg werden unter anderem Keimung,
Deetiolierungsprozesse und die Induktion der Blitenbildung gesteuert (vgl. Tab.1). Dartiber
hinaus wird tiber das Verhiltnis von Py zu P stindig der Anteil an rotem zu dunkelrotem
Licht ermittelt. Da Beschattung durch andere Pflanzen zu einer Anreicherung von

Dunkelrotlicht fithrt, kann so die Nidhe zu um Licht konkurrierenden Pflanzen bestimmt
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werden. Bei einer zu starken Beschattung wird eine Deetiolierungsreaktion, die sog.
ySchattenvermeidungsreaktion® ausgelost. Diese Reaktion wird tiber phyB, D und E gesteuert
(Wang & Deng, 2004).

phyA dagegen vermittelt drei unterschiedliche Antworten, deren Signalwege zumindest zum
Teil voneinander getrennt zu sein scheinen: Durch Dunkelrotlicht hoher Quantititen wird die
sog. Hochintensititsreaktion (,High-Irradiance Response“; HIR) ausgeldst, die eine starke
Deetiolierungsreaktion zu Folge hat. Licht jeglicher Qualtitit unterhalb eines Schwellenwertes
von 0,01 pmol/m? fuhrt zur Initilerung der Niedrigst-Fluenz-Antwort (,Very-low-fluence-

response; VLFR). Uber sie werden der Keimungsvorgang sowie die Deetiolierung gesteuert

(Bae & Choi, 2008).

Tabelle 1: Uberblick tiber verschiedene phyA- und phyB~vermittelte Prozesse unter Berticksichtigung

sowie der Lichtbedingungen zur Simulation im Labor:

DRg=kontinuierliches Dunkelrotlicht, DRp= Dunkelrotlichtpulse, R = Rotlicht, WL = Weiflicht

des induzierenden Signalweges

Phytochrom | Signalweg Reaktion Simulation im Labor
phyA VLFR Keimung DRpnach 48 h
Verlust des agravitropischen Wachstums | DRg
Inhibierung der Hypokotylelongation DRy
Kotyledonenoffnung DR,
Herabregulierung der PORA-Expression | DR,
HIR Inhibierung der Hypokotylelongation DRy
Kotyledonenoffnung DR
Herabregulierung der PORA-Expression | DRy
Anthocyansynthese DRk
Nicht zugeordnet | Induktion der Bliite WL
phyB LFR Keimung R-Puls nach 3 h
Verlust des agravitropischen Wachstums | R
Inhibierung der Hypokotylelongation R
Kotyledonenoffnung R
Pr/Per Schattenvermeidungsreaktion R/DR
»End-of-day far-red light* R/DR
Nicht zugeordnet | Induktion der Bliite WL

10
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Erst kirzlich wurde mit der Rotlichtvermittelten HIR (R-HIR) ein dritter phyA-gesteuerter
Signalweg beschrieben. Dabei wurde beobachtet, dass Bestrahlung von Keimlingen mit sehr
hohen Dosen von Rotlicht zu einem verkiirztem Hypokotyl und einer Ergriinungsblockade
fithrte. Diese Effekte konnten bei phyA-Mutanten nicht beobachtet werden (Franklin et al,
2007).

Uber die Phytochrome werden lichtabhingig Signalketten mit zahlreichen Intermediaten
initiiert, die zu verschiedenen physiologischen Reaktionen fithren. Diese Signalwege sind
verzweigt und beeinflussen sich gegenseitigz. Zudem wurden Interaktionen mit
unterschiedlichen Hormonen beschrieben, wobei besonders Auxin und Gibberellin zu nennen
sind (Bae & Choi, 2008). Viele unmittelbaren Interaktoren von phyA- und phyB-Molekiilen
wurden tber Hefe-Zwei-Hybrid-Screens unter Verwendung von phyA- und phyB-Dominen
identifiziert. Vor diesem Hintergrund ist es wichtig, die Dominenstruktur des phy-Molekiils zu

beschreiben (Abb. 2):

* Regulatorischer

Bereich
-
@ @ .
e -‘E_ Photosensorische
£ Signaltransduktion
23

Regulatorischer
Bereich

Kernlokalisation

Dimerisierung

Regulatorischer
Bereich

Bildung der
nuklearen
»speckles®

Abbildung 2.: Die Doménen des Phytochroms mit zugehdrigen Funktionen. Nach: Bae & Choi 2008

Der N-terminale Bereich aller pflanzlichen Phytochrome fungiert als photosensorischer Bereich,
wihrend der C-terminale Bereich in der Dimerisierung und Regulation funktional ist.

Als feinere Abstufung kann der photosensorische Bereich in vier weitere Dominen unterteilt
werden: P1, P2/PAS, P3/GAF und P4/PHY. P1 ist nicht essentiell fiir die Funktion von phyB,

spielt aber eine wichtige Rolle in phyA, wie verschiedene Deletionsversuche gezeigt haben
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(Cherry et al., 1992). P2/PAS und P3/GAF verfiigen tiber eine Bilin-Lyase-Aktivitit und
vermitteln die Bindung des Chromophors an einen Cystein-Rest. P4/PHY fungiert als
Feinregulator der phy-Aktivitit. Der C-terminale Bereich wird in zwei Subdominen unterteilt:
die PAS-A und PAS-B, sowie eine Histidin-Kinase-verwandte Domine (HKRD). PAS-A/B sind
essentiell fir die Dimerisierungsreaktion. Dariiber hinaus ist in diesem Bereich in phyB ein
Kernlokalisierungssignal zu finden. In phyA fehlt diese Lokalisierungssequenz und wird fiir den
Kernimport ersetzt durch Bindung an die Proteine FHY1 und FHL1 (Hiltbrunner et al., 2005,
2006). Fur die Bildung der nukleiren ,speckles® ist auch die HKRD von Noéten. Dagegen
konnte bis heute nicht gezeigt werden, dass die HKRD als Kinase aktiv ist, was im Gegensatz zu
prokaryotischen Phytochromen steht. Dies ist moglicherweise auf den Verlust eines wichtigen
Histidin-Restes zuriickzuftihren. Nichtsdestotrotz wurde fiir Hafer phyA (phyA/A.s.) sowohl
eine Autophosphorylierung, als auch eine allgemeine Kinaseaktivitit in vitro festgestellt. Diese
scheint allerdings im N-terminale Bereich lokalisiert zu sein (Rockwell et al., 2006, 1,2; Bae &
Choi, 2008).

Ein solches in witro Substrat ist PKS1, fiir das eine Bindung sowohl an phyA als auch an phyB
gezeigt werden konnte (Fankhauser et al.,, 1999). Auch die Cryptochrome cryl und cry2
konnten in in vitro Assays durch phyA/A.s. phosphoryliert werden (Yeh & Lagarias, 1998;
Fankhauser, 2000). Moglicherweise wird auch ein weiterer phyA-Interaktor, NDPK2, durch
phyA phosphoryliert, auf alle Fille konnte eine enzymatische Aktivititssteigerung in
Anwesenheit von phyAg gezeigt werden (Choi et al., 1999). Der Transkriptionsfaktor PIF3, ein
Basic-Helix-Loop-Helix-Protein (bHLH), ist in der Lage, direkt mit dem C-Terminus sowohl von
phyA als auch von phyB zu interagieren. Es fungiert als Suppressor der Photomorphogense und
wird unter Licht schnell abgebaut. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass das ungebundene
PIF3 an die Promotoren verschiedener lichtgesteuerter Gene binden kann. Somit wird
postuliert, dass tiber eine Bindung an phyA/B die Aktivitit des Transkriptionsfaktors PIF3
unterbunden wird (Monte et al., 2007). PIF3 ist nur ein Beispiel ftr einen Transkriptionsfaktor
mit einer Involvierung in der phy-Signalkette. Viele weitere Faktoren wurden isoliert, bei
denen zumindest der Verdacht besteht, dass sie in der Transkriptionskontrolle involviert sind.
Dabei sind im phyA-Signalweg besonders mit PIF4, PIL1 und HFR1 weitere Mitglieder der
bHLH-Proteinfamilie zu nennen, auferdem der MYB-Faktor LAF1 und das bZIP-Protein HY5.
Fiir eine Reihe von Proteinen, darunter die Transkriptionsfaktoren LAF1, HFR1 und HY5
konnte im Dunkeln ein proteolytischer Abbau tiber das Ubiquitin-Proteasom-System gezeigt

werden (vgl. Abb 3). Dadurch wird im Dunkeln die tiber diese Transkriptionsfaktoren im
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Dunkelrotlicht induzierte Photomorphogenese unterdriickt. Eine Schlisselrolle kommt in
diesem Abbauprozess dem Protein COP1 zu, das tiber eine E3 Ubiquitin Ligase-Aktivitit
verflgt. Bis jetzt konnte eine in vitro Ubiquitinierung mit anschlieflendem proteolytischem
Abbau fiur HY5, LAF1 und HFR1 und phyA gezeigt werden. COP1 ist nur im Dunkeln im
Kern lokalisiert und kann so mit den Transkriptionsfaktoren interagieren. Unter Lichteinfluf}
wird COP1 aus dem Kern transportiert und ein weiterer Abbau der Transkriptionsfaktoren
unterbleibt. Dieser lichtinduzierte, extranukleire Transport ist aber zeitlich verzogert, so dass es
COP1 noch moglich ist, die Degradation von phyAg zu vermitteln, das lichtabhingig in den

Kern transportiert und abgebaut wird.

N ,
<T Phosphorylierung %

I l Zytoplasma

E3 Ubiquitin
Ligase

Inhibierung der Deaqr ion Aktivierung der
Photomorphoaense €9 adatio Photomorphoagense

Abbildung 3: Aktivierung und Inhibierung der Photomorphogenese ausgehend von Phytochromen und
ihren Interaktionspartnern. In Anwesenheit der Pg-Form inhibieren PIF und PIL-Proteine die
Photomorphogenese, positive Regulatoren (HFR1, HY5, LAF1) werden tiber das COP1-System
degradiert. Py initiiert den Abbau von PIF/PIL und die Hemmung von COP1, so dass u.a. tiber HFR1,
LAF1, HY5 die Photomorphogenese induziert werden kann. R=Rotlicht. DR=Dunkelrotlicht. Nach Bae
& Choi, 2008.
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Einleitung

Dabei bestehen Hinweise, dass der lichtabhiingige Kernimport von phyAg und der Kernexport
von COP1 miteinander in Verbindung stehen (Bae & Choi, 2008). Die Aktivitit von COP1
wird tiber weitere Proteine gesteuert, wobei besonders SPA1 zu nennen ist. SPA1 ist ein
weiterer  Suppressor der  phyA-vermittelten  Deetiolierung und  beeinflult  die
Ubiquitinierungseffizienz von COP1 (Hoecker et al., 1998; Hoecker & Quail, 2001). FIN 219
scheint in den phyA-abhingigen Kernexport von COP1 involviert zu sein (Hsieh et al., 2000).

Die Mehrzahl der beschriebenen Enzyme ist an der phyA-vermittelten HIR beteiligt und wurde
in der Regel tiber Mutanten,Screens® unter stirkerem Dunkelrotlicht isoliert. Nur wenige
Mutanten mit Defekten in der VLFR konnten dagegen bisher beschreiben werden, wie z.B.
PKS1, PKS2, SPA1 und FHY1, die aber auch in der HIR involviert sind (Hoecker et al., 1998
Cerdan et al., 1999; Baumgardt et al., 2002; Lariguet et al., 2003). 2001 isolierten ]. Casal und
Coautoren (iber einen Screen auf hyposenstive VLFR-Mutanten mit evel/dwarfl/diml eine
Mutante, die aus dem Brassinosteroidsignalweg bekannt war (Luccioni et al., 2002). Auch fir
die zwergwiichsige Mutante cp3 konnte eine Involvierung in die VLFR nachgewiesen werden
(Quinn et al., 2002). Dariiber hinaus wurden sieben Loci identifiziert (VLF1-7), die in die VLFR
involviert sind. Diese wurden allerdings molekular nicht niher charakterisiert (Yanovsky et al.,

1997; Botto et al., 2003).

Bisher ist nur wenig tiber den phyA-abhingigen VLFR-Signalweg bekannt und bis heute wurde
keine einzige spezifische VLFR-Mutante molekular charakterisiert. Dariiber hinaus ist der
molekulare Mechanismus hinter der Unterscheidung zwischen VLFR und HIR weiterhin
unbekannt.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit zwei Fragenstellungen: Zum einen wie phyA die
unterschiedlichen Signalwege HIR und VLFR initiieren kann. Zum anderen wie der Signalweg
VLFR molekular von der HIR unterscheidbar ist. Dazu wurde mit owll die erste spezifische
VLFR-Mutante physiologisch, zellbiologisch und biochemisch charakterisiert. Im Rahmen

dieser Arbeiten konnte auch gezeigt werden, dass OWL1 und HFR1 Interaktionspartner sind.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Chemikalien

Verbrauchschemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma, Merck

und Roth bezogen.

2.2. Medien

LB
1% Pepton (w/v)
1% NaCl (w/v)

0,5% Hefeextrakt (w/v)

(0,8% Agar)
in HzO

Autoklavieren 20 min bei 120°C; danach fakultative Zugabe von Antibiotika (Tab. 2)

Tabelle 2: Ubersicht iiber die zu LB-Medium zugegeben Mengen verschiedener Antibiotika

Antibiotika/ Abkiirzung

Stammlésung

Menge Stammlésung /1 ml
LB-Medium

Ampicillin/Amp 100 mg/ml in 50% Ethanol | 1,5 ul

Kanamycin/Kana 50 mg/ml in H,O 1yl

Gentamycin/Genta 10 mg/ml in H,O 1l

Streptomycin,/Strep 50 mg/ml in H,O 1l

Spectinomycin/Spec 50 mg/ml in H,O 1l
LB/MgSO,

Nach Sterilisation Zugabe von

10 mM MgSO, (Sterilfiltration)
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SOC
2% Pepton (w/v)
0,5% Hefeextrakt (w/v)
0,05% NaCl (w/v)
in H,O
Autoklavieren 20 min bei 120°C
10mM  MgCl,
20 mM Glukose

sterilfiltriert hinzugeben

SC
Ix SD-Minimalmedium (Sigma, Menge gemif Protokoll des Herstellers)
Ix Yeast Synthetic Drop-out Medium Supplement without histidine, leucine,
tryptophan and uracil (Sigma, Menge gemif} Protokoll des Herstellers
20% Agar
in H,O

pH 5,6 (NaOH)

Autoklavieren15 min bei 120°C

Nach dem Autoklavieren Zugabe nach Bedarf von
0,16 mM Uracil

0,16 mM Histidine

10/15/20mM  3AT

YPAD
2% Pepton
2% Glukose
1% Hefeextrakt
0,01% Adenin-Hemisulfat
(0,8%  Agar)
in H,0O
Autoklavieren 20 min bei 120°C
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1 x MS-Medium
Ix MS-Salze der Firma Duchefa, Menge gemifl Protokoll des
Herstellers

0,8%  Agar (w/v)
pH 5,8 (KOH)
Sterilisation des Mediums bei 120°C fiir 15 min.

2.3. Anzucht von Arabidopsis thaliana

2.3.1.  Anzucht von Arabidopsis in Sterilkultur

Sterilisationslésung
50% ddH,0 (v/v)
50%  DanKlorix® -Hygienereiniger (Colgate-Palmolive GmbH) (v/v)
1%o  TritonX-100 (v/v)

Agaroselosung (0,1%)
0,1% Agarose (w/v) in ddH,O
Sterilisation bei 120°C fiir 20 min.

Die benotigte Menge an Arabidopsis-Samen wurde fir 5 min in Sterilisationsldsung geschiittelt,
wobei fiir ca. 100 Samen 300 pl Lésung verwendet wurden. Anschlieend wurden die Samen
bei 4000 UpM fiir eine Minute abzentrifugiert, die Sterilisationslésung abgegossen, die Samen
unter Schiitteln mit sterilem Wasser gewaschen und erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt
wurde zweimal wiederholt. Fir das Ausbringen auf Festmedium wurden die Samen mit

0,1%iger Agaroseldsung versetzt und auf Petrischalen mit 1 x MS-Medium getriufelt.

2.3.2. Verwendete Arabidopsis thaliana Wildtyp- und Mutantenlinien

Wildtyp-Referenzen
Okotyp Columbia: Col-0
Okotyp Landsberg erecta: Ler

17



Material und Methoden

Mutantenlinien des Okotyps Landsberg erecta und ihre Bezugsquelle

phyA-211 NASC
phyAB (phyA-201 x phyB-1) Nam-Hai Chua

phyAB/SA Wei-Ming Leu/Cordelia Bolle
phyAB/WT Wei-Ming Leu/Cordelia Bolle
phyB/SA Wei-Ming Leu/Cordelia Bolle
phyB/WT Wei-Ming Leu/Cordelia Bolle
phyB-1 NASC

Mutantenlinien des Okotyps Columbia und ihre Bezugsquelle

fhyl-2 Mathias Zeidler

hfr1-201 Nam-Hai Chua
HFRI1-OE1 Nam-Hai Chua
HFRI1-OE2 Nam-Hai Chua

owlI-1 Mutantenkollektion von Dr. Csaba Konecz (MPI Kéln)
owl1-1/hfr1 Julia Kneifl; diese Arbeit
owl1-2 GABI_091G03
OWLI-OE1 Volker Wachtler
OWLI-OE2 Volker Wachtler
OWLI-OE2/hfr1 Julia Kneifl; diese Arbeit
phyB-9 NASC

piel GABI_205F02.01

pks1-1 NASC

rd19 SALK_031088

wav2 SALK_087022

Mutantenlinien anderer Okotypen und ihre Bezugsquelle

spal-3 (Okotyp RLD) Ute Hoecker
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2.4.  Molekularbiologische Arbeiten

2.4.1. Extraktion genomischer DNA aus Blattmaterial

Extraktionspuffer
200 mM  Tris/HCI (pH 7,5)
250 mM  NaCl

25 mM EDTA
0,5% SDS (v/v)

50 mg Blattmaterial wurden mittels Retsch-Schiittlers und Stahlkugel in 400 pl
Homogenisationspuffer zerkleinert (2 min, 30 UpM). Anschlieflend wurden durch 5 miniitige
Zentrifugation bei 14.000 g grobere Pflanzenpartikel sedimentiert und 300 pl Uberstand
abgenommen. Dieser wurde mit 300 pl Isopropanol versetzt, kriftig durchmischt und 2 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurde die DNA durch Zentrifugation sedimentiert
(5 min, 15.000 g). Der Uberstand wurde entfernt und das Sediment mit 1 ml 70%igem Ethanol
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Ethanol abgenommen, das DNA-Sediment
fiir 20 min getrocknet und anschlieflend in 100 pl H,O resuspendiert. Die auf diese Weise
extrahierte DNA wurde fiir die PCR verwendet, wobei 1 pl in einen 50 ul Ansatz eingesetzt

wurde.

2.4.2. RNA-Extraktion aus Pflanzenmaterial

RNA-Extraktion erfolgte unter Verwendung des RNAeasy-Kits von Qiagen gemifl Protokoll des

Herstellers aus Pflanzenmaterial von drei Wochen alten, im Weifilicht gezogenen Pflanzen.

2.4.3. Reverse Transkription von RNA in cDNA

Die Reverse Transkription wurde mit Hilfe des Omniscript RT-Kit von Qiagen vorgenommen,

dabei wurden die Herstellerangaben befolgt.
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Tabelle 3: Uberblick iber die Bedingungen zur Bestimmung der Genexpressionsrate anhand von RT-

PCR
Mutante Oligonukleotid 1 Oligonukleotid 2 Anlagerungs- Verlingerungs-
temperatur  dauer

Fragment A | 5’CACCATGTGGAAGG 5'TCACTGGCCTTCT | 55°C 90s
ATTGAATTCAGGATTAG3’ | TGTGGTATACT3’

Fragment B | 5’CACCATGATGGGCCA 5’AGTGGGTTGAAAA | 55°C 90s
AGAAGCAGC3? TGAGCCATCTTC3’

Aktin 5GCAACTGGGATGAT 5’CAAACGAGGGCTG | 55°C 90s
ATGGAAAAGA3’ GAACAAGACT3’

2.4.4. Herstellung gefrierkompetenter Eschericha coli-Zellen

Ttb1-Puffer:
100 mM
50 mM
30 mM
10 mM
15%
in H,0O

KCl

MnCl,

KAc

CaCl,
Glycerin (v/v)

steril filtriert

Ttb2-Puffer:
75mM
10mM
10mM
15%
in H,0O
pH 7,0

CaCl,
Na-MOPS
KCl

Glycerin (v/v)

20 min bei 120°C autoklaviert

Bakterien wurden auf einer LB/MgSO,-Platte ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C bebrtitet.

Am niichsten Tag wurde eine Kolonie in 200 ml LB/MgSO-Medium tberimpft und bis zu

20



Material und Methoden

einer ODsy.n= 0,5 bei 37°C unter konstantem Schiitteln (120 UpM) angezogen. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation (10 min, 6000 UpM, 4°C) sedimentiert. Der Uberstand wurde
vollstindig entfernt und die Bakterien in 160 ml eisgekiihltem Tfb1-Puffer resuspendiert. Nach
finf minttiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut sedimentiert und der Uberstand
vollstindig entfernt. Das Sediment wurde in 16 ml Tfb2-Puffer aufgenommen und zu 200 pl

Aliquots in flissigem N, schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.4.5. Transformation von gefrierkompetenten Eschericha coli-Zellen

200 pl kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit der jeweiligen Menge an Plasmid-
DNA versetzt. Nach 30 mintiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen fiir 20 s im Wasserbad
auf 42°C erhitzt und anschlieend sofort auf Eis abgekiihlt. Anschlieffend wurde 200 ul SOC-
Medium zugegeben und fiir 1 h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Darauthin wurden die
Zellen auf LB-Platten mit dem erforderlichen Antibiotikum ausgestrichen und tiber Nacht bei

37°C inkubiert.

2.4.6. Plasmidpriparation aus E.coli-Zellen

Die Plasmidpriparation erfolgte unter Verwendung des ,Miniprep-Kits“ von Qiagen gemif3

dem Herstellerprotokoll.

2.4.7. DNA-Behandlung mit Restriktionsendonukleasen

10 x Superdo-Puffer
625mM  KAc
330mM  Tris/HCl (pH 7,8)
100mM  MeCl,
40mM  Spermidin
5mM  DTT

steril filtriert

21



Material und Methoden

Restriktionsansatz:
4l Plasmidpripation
1l 10 x Superdo-Puffer
0,1 pl Restriktionsendonuklease

ad 10 pl H,O

Die Inkubation erfolgte fiir 1h bei 37°C. Anschlieend wurde durch 10 miniitige Inkubation

bei 65°C die Restriktionsendonuklease inaktiviert.

2.4.8.

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Fuir die Polymerasekettenreaktion wurden die Reagenziensets der Firmen Takara (,Ex Taq"; fur

Klonierungsfragmente) und Genaxxon verwendet. Oligonukleotide wurden von der Firma

MWG bezogen. Fur die Oligonukleotidsequenzen, Anlagerungstemperaturen und die

Verlingerungszeiten siehe Tab. 3, 4, 5,7.

Reaktionsansatz:

5ul
4l
2l
1 ul
1 ul

10 x PCR-Puffer
INTP-Mix (2 mM jedes Nukleotids)
MeCl,

Oligonukleotid 1 (10 pM)
Oligonukleotid 2 (10 pM)

ad 50 pul ddH,O

Programm:

1x
33x

1x

3 min 95°C
205 95°C
20 s jeweilige Anlagerungstemperatur

72°C fiir die jeweilige Verlingerungsdauer

5 min 72°C
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Tabelle 4: Uberblick tber die PCR-Bedingungen zur Uberpriifung von Mutantenlinien auf

Homozygotie

Mutante Oligonukleotid 1 Oligonukleotid 2 Anlagerungs- Verlingerungszeit
temperatur

owll-1 5’GCGTCAACAAG 5GTTGTCTGCACTCC |52°C 90 s
CGAGCTAAAGCC? AATAAGCG3’

owll-1 5’GCGTCAACAAG 5GATTTGGGTGATGG | 52°C 90 s

Insertion | CGAGCTAAAGCC3? TTCACGTAGTGGGCC3

owll-2 5’GTAGAGCTACA 5'CTGGCCTTCTTGT 52°C 90 s
CCGTGGTAG3 GGTATACTC3’

owll-2 5’GTAGAGCTACA 5’ATATTGACCATCAT 52°C 90 s

Insertion | CCGTGGTAG3' ACTCATTGC3’

OWL1- |5 CGTAAGGGATG 5'CTGGCCTTCTTGT 55°C 60s

OE2 | ACGCACAATCC3' GGTATACTC3’

hfi ] 5$GCTCGGTGTA 5 TCACATCATCTGA | 51°C 60's
TGGTTGATGATGAC3’ AGTTGAAGTTG3

wav2 5’GCCGTTCTTG 5’CCACCAGACAGCC 60°C 120s
AAGTGGTTTATTGGAGG3’ ATGTATCCATATGC3

19 5'CACCATGGA 5 CTTCCCTAGGCA 55°C 1205
TCGTCTTAAGCTTTATTTC3’ | CTGACGAGAAAC3’

piel 5CAGTTGGTAC 5 CAATAGTGTCTG 55°C 1205
GCAATGAGAAGAAG3’ CCATCTCTGAG3’

2.4.9. PEG-Fillung von PCR-Produkten

PEG-Losung
30% PEG 8000 (v/v)
30 mM MgCl,

TE-Puffer
10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA

1 Volumen PCR-Produkt wurde mit 3 Volumina TE-Puffer versetzt. Anschlieflend wurden 25%
PEG-Lésung (v/v) zugegeben, durch Vortexen gemischt und fiir 15 min bei 10.000 UpM und
RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Sediment in 10 pl TE-Puffer

rickgelost.
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2.4.10. Auftrennung von DNA mittels Gelelektrophorese

10 x TBE
0,89 M Tris
0,89 M Borsidure
20 mM EDTA (pH 8,0)

Agaroselosung (1%)
1% Agarose (w/v)
0,01%  Ethidiumbromid (v/v)
aufgeschmolzen in 1 x TBE

10 x Auftragspuffer
50mM  Tris/HCl (pH 7,6)
50mM  EDTA
0,025%  Bromphenol Blau (w/v)
60% Glycerin

Fir den Gellauf wurden handelstibliche Gelelektrophorese Apparaturen verwendet, als

Laufpuffer wurde 1 x TBE eingesetzt. Die mit 1/10 Volumen Auftragspuffer versetzte DNA-
Probe wurde auf das Agarose-Gel aufgetragen und die DNA bei ca. 90 V fiir 45 min

aufgetrennt. Die Visualisierung der DNA und die Geldokumentation erfolgte tiber ein

,BioDocAnalyze“-Gerit (Biometra).

2.4.11. Klonierung von PCR-Fragmenten in den Vektor pPENTR™/SD/D-

TOPO®

PCR-Produkte wurden in den Vektor pENTR™/SD/D-TOPO® (Invitrogen) kloniert, um so

Eingangsklone fiir das Gatewaysystem zu erzeugen. Gemifl den Angaben des Herstellers

wurden die zu klonierenden PCR-Fragmente (vgl. Tab. 5) unter Verwendung von

mutagenisierten Oligonukleotiden am 5-Ende mit den Nukleotiden CACC versehen, so dass

eine gerichtete Klonierung moglich war. Die PCR-Produkte wurden durch PEG-Fillung (siehe

2.4.9) aufkonzentriert und von Oligonukleotiden gereinigt.
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Reaktionsansatz
20ng PCR-Produkt
lul  pENTR™/SD/D-TOPO®-Vektor
1 ul
ad 6 pl ddH,O

Salzlosung

Tabelle 5: Uberblick tiber die PCR-Bedingungen zur Erzeugung von Produkten zur Klonierung in
pENTR-SD/D-TOPO.

Fragment Oligonukleotid 1 Oligonukleotid 2 Anlagerungs- | Verlingerungs-
temperatur | dauer

OWL1 +TGA | CACCATGATGGGCCA |5 TCACTGGCCTTCT 52°C 90s
AGAAGCAGC TGTGGTATACT?3’

OWL1 -TGA |CACCATGATGGGCCA |5 CTGGCCTICTTIGT 52°C 90s
AGAAGCAGC GGTATACTC3’

HFR1+TGA 5’CACCATGTCGAATAA | 5TCATAGTCTTCTCA |51°C 60s
TCAAGCTTTCATGG3’ TCGCATGGG3’

CLP+TGA 5’CACCATGGCGTCGTA | 5TCATTGACCTTGTT |55°C 120s
CACAGTCTC3 TCTTGAAGCTC3’

WAV2+TGA |5 CACCATGGTGACGTA | 5TCACCTTCCTGTAT |55°C 120s
CGTGAGCGCGTT?’ CTTCTTTCC3

RD19+TGA 5’CACCATGGATCGTCT | 5TCAATGGGCGGTG | 55°C 120s
TAAGCTTTATTT3’ GTTAGGAC3

Die Inkubation erfolgte fiir 1 h bei Raumtemperatur. Anschliefend wurde der Ansatz in
chemikompetene E. coli-Zellen transformiert, auf LB/Kana ausgestrichen und gemifl 2.4.6.
weiterverarbeitet. Positive Klone wurden mittels Sequenzierung (2.4.13.) auf die Richtigkeit von

Sequenz und Leserahmen tberpriift.

2.4.12. Umklonierung von Fragementen aus pENTR™/SD/D-TOPO® in andere

Gatewayvektoren

Unter Verwendung der LR-Clonase-Reaktion war es moglich, DNA-Fragmente aus
pENTR/SD/D-TOPO in sog. Destinationsvektoren umzuklonieren (vgl. Tab. 6). Die
Umklonierungsreaktion erfolgte gemifl Protokoll des Hersteller mit Hilfe des ,Gateway® LR
Clonase® II enzyme mix“ (Invitrogen). Zu niheren Angaben beziiglich der verwendeten
Destinationsvektoren siehe Tabelle 4. Auch hier wurde anschlieffend der Reaktionsansatz in E.

coli-Zellen transformiert (2.4.5.) und die Plasmide auf ihre korrekte Klonierung tiberpriift.
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Tabelle 6: Uberblick tiber die verwendeten Gateway-Destinationsvektoren, derern Funktion sowie

die in E.coli vermittelte Antibiotikaresistenz.

Vektor Funktion Antibiotikaresistenz
pK7TWGE2 N-terminale GFP-Fusion Strep/Spec
pK7FWG?2 C-terminale GFP-Fusion Strep/Spec
pGEX-4T-1 mit Gateway-Kassette N-terminale GST-Fusion Amp

pGEX-AT-1 mit Gatewaykassette - N-terminale 6xHis-Fusion Amp

GST/+6xHis (vgl. 2.4.13)

pDEST™32 GAL4 DBD-Fusion Genta

pDEST™22 GAL4 AD-Fusion Amp
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2.4.13. Erzeugung eines Vektors fiir N-terminale 6xHis-Fusion unter Verwendung

von pGEX-4T-1

Um einen effizienten HFR1-6 x His-Fusionsvektor zu erzeugen, wurde an HFR1-pGEX-4T-1
(vgl. 2.4.11) eine PCR-Reaktion mit mutagenisierten, phosophorylierten Oligonukleotiden
vorgenommen. Im Rahmen dieser PCR-Reaktion wurde der gesamte HFR 1-pGEX-4T-1-Vektor
amplifiziert, allerdings wurde durch die Wahl der Oligonukleotide das GST-Gen entfernt und
die Information fiir einen N-terminalen 6 x His-Tag eingefiigt. Als DNA-Polymerase wurde
Phusion High Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes) verwendet, die auch fiir die Amplifikation
grofler Produkte geeignet ist und eine sehr geringe Fehlerrate aufweist. Anschlieflend wurde
das PCR-Produkt ligiert, 1 pl der Ligationsreaktion in E.coli transformiert, Plasmide pripariert

und die Plasmide sequenziert.

Phosphorylierung von Oligonukleotiden
3ul  Oligonukleotid (100 pM)
5ul 10 x T4-Polynukleotid-kinase-Puffer
lul  T4-Polynukleotid-Kinase
5ul 10 mM ATP
ddH,0 ad 50 pl
Inkubation: 30 min 37°C
20 min 65°C

Oligonukleotide (His-Codons unterstrichen)
5" CAC CAC CAC AAG GAG CCCTTCACCATGTCG ¥
5GTG GTG GTG CAT GAATACTGT TTCCTGTGT G 3’

PCR-Ansatz (Phusion High Fidelity DNA Polymerase-System; NEB)
0,1 ul HFR1-pGEX4T-1
10 pl 5 x HE-Puffer
4l INTP-Mix
je lul  Oligonukleotide (phosphoryliert)
0,05ul  Phusion High Fidelity DNA Polymerase
ddH,O ad 50 ul
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PCR-Programm
Ix  98°C 30s
31x 98°C 10
70°C 15's
72°C 120’5
Ix  72°C 5 min

Ligation des PCR-Produktes
5ul  PCR-Produke
1 ul 10 x T4-Ligase-Puffer
1 pl T4-Ligase
ddH,0O ad 10 pl
Inkubation: UN 16°C

2.4.14. Sequenzierung von DNA-Sequenzen

Fuir die Sequenzierung von DNA-Sequenzen wurde der Sequenzierservice des Departments

Biologie I der LMU, Miinchen genutzt.
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2.4.15. Transiente Transformation von Zwiebelzellen mittels Partikelkanone

Goldsuspension
30 mg Goldkiigelchen mit einem Durchmesser von 0.6 Micron (Bio-Rad)
in 1 ml 50%igem Glycerin

Beladung der Goldsuspension mit Plasmid-DNA

15ul  Goldsuspension wurden mit
5 ng Plasmid-DNA,
15ul  2,5M CaCl, sowie

6 ul 0,1 M Spermidin

unter kontinuierlichem Vortexen versetzt. Anschlieflend wurde fiir weitere 3 min auf dem
Vortex-Schiittler gemischt. Durch 10 sekiindige Zentrifugation wurde das Gold sedimentiert,
der Uberstand verworfen, das Gold mit 200 pl 70%igem Ethanol versetzt und erneut
zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde mit 200 pl 100%igem Ethanol wiederholt. Das
Sediment wurde in 25 pl 100%igem Ethanol resuspendiert. Pro Transformationsansatz wurden
6 pl eingesetzt. Fiir die Transformation wurde eine Partikelkanone von Bio-Rad (Model PDS-
1000/He Biolistic® Particle Delivery System) verwendet. Die ,Rupture-Discs® waren auf 900
PSI ausgelegt. Die genaue Durchfithrung der Transformation erfolgte gemify dem Protokoll des
Herstellers. Transformiert wurden die Epidermiszellen von Gemiisezwiebeln. Zu diesem Zweck
wurden grofle Gemiisezwiebeln geviertelt und einzelne Blattstiicke mit der Hautseite nach oben
in der Partikelkanone beschossen. Die auf diese Weise behandelten Zwiebelzellen wurden tiber
Nacht dunkel in einer feuchten Kammer inkubiert. Am niichsten Tag wurde die Fluoreszenz
der transformierten Zellen am Fluoreszenzmikroskop untersucht und dokumentiert. Die Lage

des Kerns wurde durch Hellfelduntersuchungen tiberpriift.

2.4.16. Transformation von Saccharomyces cerevisiae

PEG-Losung:
50% PEG 3500 (w/v) in H,0O

5 min bei 120°C sterilisiert

29



Material und Methoden

Lithiumacetat-Lésung:
1M Lithiumacetat
in Hzo

steril filtriert

TE-Puffer
10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA

Triger-DNA-Losung:
2 mg/ml  hochmolekulare Fischsperma-DNA (Sigma)
in 1 x TE-Puffer
iber Nacht bei 4°C geriihrt

vor Verwendung 5 min aufgekocht und auf Eis abgekiihlt

Transformationsmedium
240 ul  PEG-Losung
36 ul  Lithiumacetatldsung
50 pl  Triger-DNA-Losung
30ul H,O
4 ul  Plasmidpriparations-DNA (siehe 2.4.6.)

Fir die Transformation von Hefe wurde das ,BestMethod“-Protokoll von R.D. Gietz
(http://www.umanitoba.ca/faculties/medicine/biochem/gietz/Trafo.html) verwendet.
Hefezellen des Stammes MaV203 (Invitrogen) wurden auf YPAD-Medium ausgestrichen und
zwei Tage bei 30°C inkubiert. Anschliefend wurde eine Kolonie in 250 ml fliissiges YPAD-
Medium tberimpft und tber Nacht bei 30°C und 120 RpM inkubiert. Am nichsten Tag
wurden 300 ml frisches YPAD-Medium mit der Ubernachtkultur bis zu einer ODg= 0,5
angeimpft. Die Kultur wurde fiir 4-5 Stunden bei 30°C unter Schiitteln inkubiert, bis eine
OD¢po= 2,0 erreicht wurde. Fur 10 Transformationsansitze wurden 50 ml Kultur durch 5
minitige Zentrifugation bei 5000 g sedimentiert und der Uberstand verworfen. Anschliefend
wurde einmal mit sterilem H,O gewaschen, erneut zentrifugiert und die Hefezellen durch

Zugabe von H,O auf ein Volumen von 1 ml gebracht. Pro Transformationsansatz wurden
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100 pl Hefezellen eingesetzt, durch Zentrifugation (15 s, 5000 g) sedimentiert und der
Uberstand komplett entfernt. Die sedimentierten Hefezellen wurden mit dem
Transformationsmedium versetzt und durch starkes Mischen auf dem Vortexschiittler
vollstindig resuspendiert. Anschlieflend wurde der Transformationsansatz fiir 60 min bei 42°C
im Wasserbad inkubiert. Nach diesem Hitzeschock wurden die Zellen durch 15 sekiindige
Zentrifugation bei 14.000 g sedimentiert, der Uberstand vollstindig abgenommen und das
Sediment in 1 ml sterilem H,O riickgeldst. 20 pl dieser Zellsuspension wurden auf SC-Medium
mit den jeweiligen Autotrophiemarkern ausplattiert und bis zum Erscheinen der Kolonien
(i.d.R. 3-5 Tage) bei 30°C inkubiert. Die erfolgreiche Transformation wurde durch eine
Plasmidpriparation (2.4.17) und anschlieBender PCR mit Gen- und Vektor-spezifischen
Oligonukleotiden (vgl. Tab. 7) nachgewiesen.

2.4.17. Hefe-Zwei-Hybrid-Screen

Die Durchftihrung des Hefe-Zwei-Hybrid-Screens erfolgte analog zu 2.4.15 mit folgenden
Ausnahmen: Es wurde der 10fache Ansatz angesetzt und die Transformation erfolgte seriell,
d.h. die Hefezellen wurden zuerst mit OWLI1-pDEST32 transformiert, Kolonien und Kultur
angezogen und tberpriift. Diese Zellen wurden erneut kompetent gemacht um sie mit einer
cDNA-Bank in pDEST-22 zu transformieren. Dieser Transformationsansatz wurde auf SC-Leu-
Trp-HisMedium unter Zugabe von 20 mM und 40 mM 3AT ausplattiert. Die anschlieflende

Inkubationsphase dauerte 14 Tage.

Tabelle 7: Ubersicht iiber die verwendeten Konstrukte in Hefevektoren und die fir die

Nachweis-PCR verwendeten Oligonukleotiden.

Konstrukt Auxotrophiemarker Oligonukleotide fiir PCR-Reaktion

Oligonukleotide 1 Oligonukleotide 2
HFR1 in | Tryptophan 5’CGGTCCGAAC 5TCATAGTCTTCTCA
pDEST22 CTCATAACAACTC | TCGCATGGG3’
OWLI1 in|Leucin 5’AACCGAAGTG 5TCACTGGCCTTCT
pDEST 32 CGCCAAGTGTCTG |TGTGGTATACT?’
cDNA in | Tryptophan 5’CGGTCCGAAC AGCCGACAACCTTG
pDEST?22 CTCATAACAACTC |ATTGAGAC
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2.4.18. Plasmidpriparation aus Saccharomyces cerevisiae

Glasperlensuspension:
50% Glas-Perlen (v/v; Sigma)
in TE-Puffer (siche 2.4.15)

Die Plasmidpriparation erfolgte modifiziert gemifl dem Qiagen-Miniprep-Protokoll (Qiagen).
Im Einzelnen wurden 5 ml YPAD-Medium mit den zu untersuchenden Hefetransformanden
inokuliert und tiber Nacht bei 30°C und 120 RpM inkubiert. Die Kultur wurde am nichsten
Tag sedimentiert, mit 20 pl Glasperlen und 250 ul P1-Puffer versetzt. Anschlieend wurden
durch 5 miniitiges starkes Vortexen die Hefezellen aufgebrochen. Nach Zugabe des P2- und N3-
Puffers wurde 30 min bei RT inkubiert um einen moglichst effektiven RNase-Verdau zu
gewithrleisten, bevor der Niederschlag durch 10 miniitige Zentrifugation sedimentiert wurde.
Alle folgenden Arbeitsschritte erfolgten gemifl dem Protokoll des Herstellers. Fiir eine PCR

wurden 4 pl, fiir eine Transformation in E. coli 10 pl des Eluats verwendet.

2.4.19. Bestimmung der Stirke der Interaktion

Um die Stirke der Interaktion zu bestimmen, wurden je Transformation drei Kolonien auf SC-
Leu-Trp-His ausgestrichen und diese ,Masterplatte“ UN bei 30°C bebriitet. Am niichsen Tag
wurde das Koloniemuster mit der Samtstempel-Methode auf SC-Leu-Trp-His-Platten mit 3AT-
Konzentrationen zwischen 10 und 20 mM {bertragen. Durch Nachreinigen mit frischen
Samtstempeln (,Replika-Cleaning®) wurden berzihlige Hefezellen entfernt. Anschlieend
wurden die Platten fiir vier Tage bebriitet (30°C) wobei nach 24 h erneut ein ,Replika-

Cleaning“ vorgenommen wurde. Das Koloniewachstum wurde photographisch dokumentiert.
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2.5.  Proteinbiochemische Arbeiten

2.5.1.

Proteintiberexpression in E. coli

Die jeweiligen Uberexpressionsvektoren (vgl. Tab. 8) wurden in chemikompetente Zellen

transformiert und tiber Nacht auf Selektionsplatten bebriitet. Am nichsten Tag wurden 50 ml

LB-Medium + 1%o0 Ampicillinlésung (100 mg/ml) mit einer Kolonie inokuliert und tiber Nacht

unter Schiitteln bei 37°C angezogen.

Diese Ubernachtkultur wurde am nichsten Tag in

2000 ml frisches LB-Medium tiberfiihrt und bei 37°C bis zu einer ODyy= 0,6 angezogen. Dann

wurde durch Zugabe von IPTG (100 mM Stocklosung) die Uberexpression induziert. Nach der

angegebenen Inkubationszeit wurden die Kulturen durch Zentrifugation geerntet und das

Sediment bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

Tabelle 8: Ubersicht tiber die Uberexpressionsbedingungen verschiedener Fusionsproteine

Fusionsprotein Vektor Bakterienstamm IPTG- Zeitpunkt der
Konzentration Ernte
OWLI1-GST pGEXAT-1; BL21 (DE3) 0,2 mM 3h
PAT1-GST pGEX4T-1 BL21 (DE3) 0,2 mM 3h
HFR1-6xHis pGEX-A4T-1- BL21- 1 mM 2h
GST+6xHis CodonPlus(DE3)-
RIPL

2.5.2. Denaturierender Bakterienaufschluss

Inclusion-Body-Solubilisierungspuffer
8M Harnstoff
50 mM Tris/HCI (pHS8)
ImM DTT
ImM EDTA
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200 ml induzierte Bakterienkultur (vgl. 2.5.1) wurden sedimentiert (6000 g, 10 min, 4°C), und
in 12 ml Resuspendierungspuffer riickgelost. Diese Suspension wurde 1 h bei 4°C geschiittelt
und anschlieflend sechsmal je 30 s bei 100 V auf Eis sonifiziert. Die aufgeschlossenen Zellen
wurden nun fiir 20 min und 14000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Sediment in 10 ml Inclusion-Body-Solubilisierungspuffer durch einstiindiges Riithren bei
Raumtemperatur resuspendiert. Durch erneute Zentrifugation (6000 g, 10 min, RT) wurden

unlosliche Bestandteile sedimentiert. Der Uberstand wurde in einen Dialyseschlauch

(SERVAPOR, @ 16 mm; Serva; angefeuchtet in ddH,O) tiberfiihrt.

2.5.3. Dialyse zur Riickfaltung denaturierter Proteine

Dialysepuffer
50mM  NaH,PO,
50 mM NaCl

10 mM Imidazol
1 mM PMSF
1 mM Ascorbat

Der mit der Probe befiillte Dialyseschlauch wurde zuerst fiir 2 h in 2000 ml Dialysepuffer unter
konstantem Rithren bei RT inkubiert. Anschliefend wurde bei 4°C fiir iber Nacht gegen
2000 ml frischen Dialysepuffer dialysiert. Die Probe wurde darauthin erneut durch

Zentrifugation (15 min, 10000 g, 4°C) von unloslichen Bestandteilen getrennt.

2.5.4. ,Pull-Down-Assay*

Waschpuffer 1
50mM  NaH,PO,
150 mM  NaCl
25mM  Imidazol
1 mM PMSF
1 mM Ascorbat
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Waschpuffer
50 mM
50 mM
25 mM
1 mM
1 mM

Elutionspuffer

50 mM
300 mM
100 mM

2
NaH,PO,
NaCl
Imidazol
PMSF

Ascorbat

N3H2PO4
NaCl

Imidazol

Fiir den Pull-Down-Assay wurde der dialysierte Extrakt von HFR 1-6xHis mit 0,2 Volumen 50%

Ni-NTA-Agaroselosung (Qiagen) versetzt und fiir eine Stunde unter konstantem Schiitteln auf

Eis inkubiert. Anschlieflend wurde die Ni-NTA-Agarose durch Zentrifugation (15 s, 1000 UpM)

sedimentiert und zweimal mit Waschpuffer 1, einmal mit Waschpuffer 2 gewaschen (je 10

Volumina). Jeder Waschschritt wurde vor dem Zentrifugieren fiir 5 min unter Schiitteln auf Eis

inkubiert. Anschliefend wurden die dialysierten Extrakte von PAT1-GST bzw OWLI1-GST zu

der Ni-NTA-Agarose gegeben. Nach Inkubation fiir zwei Stunden unter Schiitteln bei 4°C

wurde erneut zweimal mit 10 Volumina Waschpuffer 2 gewaschen um unspezifische

Bindungen zu entfernen. AnschlieBend wurde vier Elutionsschritte mit 0,5 Volumina

Elutionspuffer durchgefiihrt.

2.5.5. Kernisolation aus Pflanzenmaterial

Honda-Puffer (Xia et al., 1997)

2,5%
5%

400 mM
25 mM
10 mM

Ficoll 400
Dextran T40
Saccharose
Tris/HCI (pH 7,4)
MgCl,

35



Material und Methoden

500 mg Pflanzenmaterial wurde in 1 ml Hondapuffer durch Mérsern homogenisiert. Dieser
Extrakt wurde durch Miracloth gefiltert und anschliefend mit Triton X-100 bis zu einer
Endkonzentration von 0,5% (v/v) versetzt. Nach 15 minttiger Inkubation auf Eis wurden
Kerne und andere zellulire Bestandteile sedimentiert (1500 g, 5 min, 4°C). Das Sediment
wurde einmal mit Hondapuffer mit 0,1% Triton X-100 gewaschen und erneut zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, das Sediment in 1 ml Honda-Puffer resuspendiert. Durch
erneute Zentrifugation (100 g, 5 min, 4°C) wurden zellulire Bruchstiicke abgetrennt. Die Kerne
wurden durch einen weiteren Zentrifugationsschritt abgetrennt (1800 g, 5 min, 4°C) der

Uberstand abgenommen und die Nuclei vorsichtig in 200 pl Hondapuffer resuspendiert.

2.5.6. Proteinextraktion aus Pflanzenmaterial

Homogenisationspuffer
50 mM Tris/HCI (pH 7,9)

100 mM  Kaliumacetat

20% Glycerin (v/v)

1 mM EDTA

1 mM DTT

0,5% ,Proteinaseinhibitor-Cocktail“ (Sigma-Aldrich), gemifl dem

Protokoll des Herstellers verdiinnt

2 x SDS-Beladungspuffer
100 mM  Tris (pH 6,8)
4% SDS (w/v)
20% Glycerin (v/v)
200mM  DTT

0,001% Bromphenolblau (w/v)

A. thaliana-Pflanzen wurden ihrem Gewicht entsprechend in einem Volumen eisgekiihltem
Homogenisationspuffer auf Eis mit einem Morser zerkleinert. Dieses Homogenat wurde 10 min
bei 4°C und 10.000 UpM zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, mit einem Volumen 2 x

SDS-Beladungspuffer versetzt und diese Proben ftir 5 min auf 90°C erhitzt.
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2.5.7. Behandlung mit Alkalischer Phosphatase

Proteinextrakt siche Abschnitt 2.5.6.

5% Alkalische Phosphatase (v/v, Sigma-Aldrich)

Der Proteinextrakt wurde mit Alkalischer Phosphatase versetzt und fir eine Stunde auf Eis
inkubiert. AnschliefRend wurde der Extrakt wie unter Abschnitt 2.5.6. beschrieben behandelt,
auf ein SDS-Gel geladen und nach der Auftrennung ein ,Western“Transfer und ein

immunologischer Proteinnachweis auf OWL1 durchgeftihrt.

2.5.8. Proteinauftrennung tiber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Trenngel (10% Acrylamid)

10% Acrylamid/Bisacrylamidmischung (v/v), (Rotiphorese®Gel 40 (29:1); Firma
Roth)

375mM  Tris (pH 8,8)
0,1% SDS (w/%)
0,1% APS (v/v)
0,04%  TEMED (v/~)

Sammelgel (5% Acrylamid)

5% Acrylamid/Bisacrylamidmischung (v/v), (Rotiphorese®Gel 40 (29:1); Firma
Roth)

250 mM  Tris (pH 6,8)
0,1%  SDS (w/v)
0,1%  APS (v/v)
0,1%  TEMED (v/v)

10 x Tris-Glycin-Elektrophoresepuffer

M Glycin
250 mM  Tris
36 mM SDS
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Es wurde das System nach Laemmli (Laemmli, 1970) verwendet. Fiir die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese wurde zunichst ein Polyacrylamidgel mit 5%igem Sammel- und 10%igem
Trenngel hergestellt, wobei eine ;Mini-Gel-Apparatur® der Firma BioRad verwendet wurde. Die
Herstellung erfolgte dabei gemifl dem Herstellerprotokoll, fir das Uberschichten des Trenngels
wurde ddH,O verwendet. Anschlieflend wurde das Gel in die Laufkammer gesetzt, 1 x Tris-

Glycin-Elektrophoresepuffer eingefiillt und die vorbereiteten Proteinproben in die Taschen

geladen. Die Auftrennung erfolgte bei 120 V fiir 1,5 h.

2.5.9. ,Western“Transfer

Transferpuffer
39mM  Glycin
48mM  Tris
0,037%  SDS (w/v)
20% Methanol (v/v)
pH 8,3 (HC)

Der , Western“Transfer wurde als Nasstransfer in einer ,Mini Trans-Blot“Apparatur der Firma
BioRad durchgeftihrt. Der Aufbau der Transferapparatur wurde gemifl dem Protokoll des
Herstellers vorgenommen, wobei eine PVDFE-Membran der Firma GE Healthcare verwendet
wurde, die zuvor durch Methanol aktiviert wurde. Der Transfer erfolgte unter Verwendung des

oben beschriebenen Transferpuffers bei einer Stromstirke von 230 mA fur 1,5 h.

2.5.10. Immunologischer Proteinnachweis

10 x TBS
200 mM  Tris/HCI (pH 7,6)
1,37 M NaCl
Blockierungslosung

1% Tween 20 (v/v)
in 1 x TBS; Zusatz von Milchpulver oder Casein gemif Tabelle
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Waschlésung
1%  Tween 20 (v/v)
in 1 x TBS

Detektionssubstrate

NBT/BCIP-Lésung
Detektionspuffer
0,IM Tris/HCI (pH 9,5)
0,IM NaCl
Gebrauchslosung
NBT/BCIP-Stammlésung der Firma Roche

1:50 in Detektionspuffer verdiinnt.

ECL-Losung
Losung 1
44 mg Luminol in
100 ml 100mM Tris/HCI (pH 8,6)
Losung 2
11 mg p-Cumarsiure in
10 ml DMSO
Gebrauchslosung
90% Losung 1 (V/V)
10% Losung 2 (v/v)
0,5% H,0,

Die PVDEMembran wurde fir 2 h in 100 ml Blockierungspuffer bei RT geschuttelt.

Anschliefend wurde der Blockierungspuffer abgenommen und 3 ml in 1 x TBS verdiinnter

primirer Antikérper zugegeben. Die Membran wurde in der Antikorperlésung fir mindestens

2 h bei RT geschittelt. Anschliefend wurde dreimal ftir je 15 min unter starkem Schiitteln in

100 ml Waschpuffer gewaschen. Darauthin wurde die Membran in 10 ml verdiinntem

sekundiren Antikorper (1:10000 in 1 x TBS) inkubiert. Fiir die Zusammensetzung des
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Blockierungspuffers, die Verdiinnung der primiren Antikorper sowie den zugehorigen

sekundiren Antikorper siehe Tabelle 9.

Tabelle 9: Uberblick tiber die verwendeten Antikérper, deren Verdiinnung, der zugehérige
sekundire Antikorper sowie der verwendete Waschpuffer.

Protein 1. Antikdrper Verdiinnung 2. Antikdrper Blockierungspuffer
1. Antikorper

OWL1 | Anti-OWLI (V. 1:2000 Anti-Maus Waschpuffer + 3%
Wachtler) (Invitrogen) Milchpulver +

PHYA Anti-PHYA (A. 1:1000 Anti-Kaninchen Waschpuffer + 3%
thaliana, E. Schifer) (Sigma) Milchpulver

GST Anti-GST (Sigma) 1:10000 Anti-Maus Waschpuffer + 3%

(Invitrogen) Milchpulver

6xHis Anti-Penta-His 1:2000 Anti-Maus (Sigma) | Waschpuffer + 1% Casein

(Qiagen) (alkaliloslich)

Um den sekundiren Antikdérper zu detektieren, wurden in Abhingigkeit des verwendeten

sekundiren Antikérpers zwei unterschiedliche Systeme verwendet (vgl. Tabelle 10): Bei der

Verwendung des NBT/BCIP-Systems wurde die Membran bis zum Erscheinen der Signale in

Gebrauchslosung inkubiert. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln bei RT, fir 6 x 9 cm

Membran wurden 2 ml Gebrauchslésung verwendet. Die Farbreaktion wurde durch Waschen

in ddH,O abgestoppt.

Tabelle 10: Uberblick tiber die verwendeten sekiindirenAntikorper, deren Verdiinnung, Hersteller,

sowie das verwendete Detektionssubstrat.

Antikorper Hersteller Detektionssubstrat
Anti-Maus (gekoppelt an Alkalische Phosphatase) Invitrogen NBT/BCIP-Lésung
Anti-Maus (gekoppelt an Meerettich-Peroxidase) Invitrogen ECL-Losung
Anti-Kaninchen (gekoppelt an Meerettich-Peroxidase) | Sigma ECL-Losung
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Fir das ECL-System wurde die Membran in frisch zubereiteter Gebrauchslosung (4 ml fur 6 x
9cm) 2 min inkubiert, in Frischhaltefolie gewickelt und ein ECL-Film (GE Healthcare)
aufgelegt. Die Dauer der Exposition richtete sich nach der Stirke des Signals und lag zwischen
30 s und 15 min. Der Film wurde unter Verwendung eines handelsiiblichen Fotoentwicklers

und -fixieres behandelt.

2.5.11. Coomassie-Firbung

Coomassie-Losung
30%  Ethanol
10% Essigsaure
0,2%  Coomassie Brilliant Blau R250

SDS-Gele wurden nach der Gelelektrophorese kurz mit ddH,O gesptilt und anschlieflend in
einer ausreichenden Menge Coomassielésung unter Schiitteln bei RT fiir mindestens 1 h
geschiittelt. Fir die Entfirbung wurden die Gele 3-5mal fiir je 2 min in der Mikrowelle in
ddH,O gekocht, bis die Banden deutlich zu erkennen und nur noch ein minimaler

Hintergrund vorhanden waren.

2.6.  Physiologische Untersuchungen

Fiir die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden als Dunkelrotlichtquellen LED-Platten
mit einen Emissionsmaximum von A = 740 nm (Quantum devices und PVP GmbH) eingesetzt.

Als Weifdlichtquelle wurden Leuchtstoffrohren (FH 21W/830, Osram) verwendet.
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2.6.1. Bestimmung der Keimungsrate nach Bestrahlung mit einem
verschiedenen Lichtbedingungen

Fur die Bestimmung der Keimfihigkeit von A. thaliana-Mutanten unter Niedrigst-Fluenz-
bedingungen wurden die Samen sterilisiert und auf 0,5 x MS-Medium ausgelegt. Unmittelbar
nach der Ausplattierung wurden die Platten fir 10 min mit dunkelrotem Licht (0,5 pmol/m?/s)
beleuchtet um eventuell vorhandenes Pry in Py umzuwandeln. Anschliefend wurden die
Samen im Dunklen bei RT inkubiert. Um die Keimfihigkeit unter Rotlicht zu tiberpriifen,
wurden nach 3h ein Rotlichtpuls (5 min, 0,3 pmol/m?2/s) gegeben. Fiir die Determinierung der
Keimfihigkeit unter Dunkelrot- und Weifllicht wurden die Samen 48 h im Dunkeln inkubiert
und dann ein DR- (0,5 mmol/m?/s) bzw. WL-Puls (80 pmol/m?/s) gegeben. Nach erneuter 48h
Inkubation im Dunkeln wurde die Keimungsrate ermittelt, wobei alle Samen mit

herausgewachsener Wurzel als gekeimt gewertet wurden.

2.6.2. Bestimmung der Hypokotyllinge nach Bestrahlung mit verschiedenen
Lichtbedingungen

Samen wurden wie unter Abschnitt beschrieben sterilisiert und auf 0,5 x MS ausgelegt.
Anschlieffend wurden die Samen fiir eine Woche im Kiihlschrank bei 4°C stratifiziert und
dann bei Raumtemperatur 20 min mit Rotlicht bestrahlt, um eine gleichmiflige Keimung zu
gewihrleisten. Daraufhin wurden die Samen tiber Nacht im Dunkeln bei Raumtemperatur
aufbewahrt und anschliefend in die jeweilige Lichtbedingung tiberfiihrt. Um Niedrigst-
Fluenzen zu simulieren wurde fiir 3 Tage die Inkubation im Dunklen durch einen fiinf
Minuten langen Dunkelrotlichtpuls der Stirke 0,5 pmol/m’/s einmal pro Stunde
unterbrochen. Kontinuierliches Dunkelrotlicht wurde fiir drei Tage mit einer Intensitiit von 0,5
pmol/m?/s appliziert, kontinuierliches Rotlicht mit einer Intensitit von 0,03 pmol/m?/s.
Anschlieffend wurden die Keimlinge auf einer MS-Medien-Platte der Linge nach ausgelegt, mit
einer Digitalkamera aufgenommen und im Computer mit dem Programm ,Image]“ (NIH) die

Hypokotyllinge gemessen.
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2.6.3. Bestimmung der negativ-gravitropischen Ausrichtung von Keimlingen
unter Dunkelrotlicht

Sterilisierte A. thaliana-Samen wurden auf 0,5 x MS-Medium in groflen rechteckigen und
durchsichtigen Kunststoffboxen ausgelegt (Sterilisation fir 2 Tage unter starkem UV-Licht;
A = 254 nm). Dabei wurden die Samen auf einer geraden Linie in ausreichendem Abstand
(ca. 1 cm) zueinander platziert. Anschlieflend wurden die Samen wie bereits beschrieben zuerst
einem Kilteschock und dann einem Weiflichtpuls ausgesetzt und anschlieend fiir 24 h im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

Fiir den eigentlichen Lichtversuch wurden die Platten so mit schwarzem Tonpapier umhiillt,
dass nur eine Seite, parallel zur Samenreihe, frei blieb. Mit dieser offenen Seite nach oben
wurden die Platten senkrecht unter die Dunkelrotlichtquelle gestellt und fiir drei Tage mit
Dunkelrotlicht (0,5 pmol/m?/s) bestrahlt. Anschliefend wurden die Platten fotografiert und
der Winkel zwischen Vertikale und Hypokotyl mit dem Programm ,Image]“ (NIH) vermessen.
Alle Werte wurden auf die Zehnerstelle gerundet, die Verteilung der Werte mit dem Programm
Excel (Microsoft) grafisch dargestellt. Keimlinge, die absolut negativ gravitropisch, also entgegen
der Schwerkraft wuchsen, wurde der Wert O zugeordnet. Keimlingen, die im Uhrzeigersinn
abgelenkt erhielten positive Werte, Keimlingen, die gegen den Uhrzeigersinn wuchsen, negative

Werte.

2.6.4. Bestimmung des Chlorophyllgehaltes in Keimlingen nach Bestrahlung mit
Dunkelrotlichtpulsen

Auch fur diesen Versuch wurden Samen wie bereits beschrieben behandelt und auf 0,5 x MS-
Medium ausplattiert. Die Platten wurden fiir eine Woche bei 4°C stratifiziert, anschlieend
einem einstiindigen Weifllichtpuls ausgesetzt und tiber Nacht bei Raumtemperatur und unter
Lichtabschluss aufbewahrt. Dann wurden die Samen fiir drei Tage entweder jede Stunde einem
funf-minttigen Dunkelrotlichtpuls der Stirke 0,5 pmol/m?’/s ausgesetzt (Niedrigst-Fluenzen)
oder kontinuierlichem Dunkelrotlicht ausgesetzt. Nach drei Tagen wurden die Platten fur
weitere drei Tage unter Weiflicht gestellt. Auch bei diesem Versuch wurde eine
Dunkelkontrolle durchgefiihrt, die wihrend der Dunkelrotphase unter Lichtabschluss bei
Raumtemperatur aufbewahrt wurde und zeitgleich mit den Versuchsplatten unter Weiflicht

gestellt wurde. Nach der Weiflichtphase wurden die Keimlinge geerntet und tiber Nacht im
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Dunkeln in 80% Aceton geschiittelt. Fiir die Bestimmung des Chlorophyllgehaltes wurde die
Absorption bei A = 660 nm und 647 nm gegen 80% Aceton gemessen, der Chlorophyllgehalt
gemifd der Formel

Chlorophyll,., = 7,15 x E¢gonm + 18,71 X Eg470m

berechnet und auf das Frischgewicht der Keimlinge bezogen (Lichtenthaler 1987).

2.6.5. Statistische Untersuchungen

Alle Versuche wurden mindestens dreimal durchgefithrt. Wurde ein representatives
Experiment gezeigt, so wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten vergleichbare
Ergebnisse erzielt. Die statistische Signifikanz wurde mittels T-Test (Wildtyp im Vergleich mit

Mutantenlinien) verifiziert.

2.7. Computerprogramme

Fur die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Computerprogramme siehe Tabelle 11.

Tabelle 11: Ubersicht iber die verwendeten Computerprogramme

Programm Quelle Funktion
BLASTn NCBI Vergleich DNA-Sequenz gegen Datenbank
TAIR
BLASTp NCBI Vergleich Proteinsequenz gegen Datenbank
TAIR
Clustal W/ EBI Direkter Vergleich von Proteinsequenzen
NetPhos CBS Prediction server Vorhersage von Phosphorylierungsstellen
SMART EMBL Vorhersage von Aminosiuremotiven
Lasergene DNA Star Analyseprogramme fiir DNA- und Proteinsequenzen
Image ] NIH Bildbearbeitungs- und Mef3programm
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3. ERGEBNISSE

3.1. Der Effekt von Reis phvA in A.thaliana unter besonderer Beriicksichtigung
der N-terminalen Serinreste

3.1.1. Sequenzvergleich verschiedener phyA

In allen bisher bekannten Pflanzengenomen findet sich die Information fiir mindestens ein
Homolog des Dunkelrotlichtrezeptors phyA. Bei der Erforschung dieses Lichtrezeptors wurden
lange Jahre vor allem phyA aus Hafer (Avena sativa; phyA/A.s.) verwendet, dass sowohl in
Nicotiana tabacum als auch in Arabidopsis thaliana transformiert wurde (Keller et al., 1989;
Boylan et al. 1991). Neben Hafer wurden allerdings auch einige Studien an phyA aus Reis
(Oryza sativa; phyA/QO.s.) durchgefiihrt (Kay et al 1989). Ahnlich wie in A. thaliana zeigen auch
Reis phyA-Mutanten unter Dunkelrotlicht eine Inhibierung der Photomorphogenese, die sich
vor allem in einer Verlingerung der Koleoptilen niederschligt. Aulerdem konnte in Oryza
sativa vergleichbar zu A. thaliana sowohl eine VLFR (Dunkelrotlichtpulse; DRy), als auch eine
HIR (kontinuierliches Dunkelrotlicht, DRy) nachgewiesen werden, die im Wesentlichen phyA-
abhingig ist (Takano et al., 2001, 2005). Im Unterschied zu A. thaliana spielt in O. sativa
allerdings auch phyC eine wichtige Rolle in der DRy-Perzeption. Trotz dieser Gemeinsamkeiten

sind die Sequenzen zwischen den verschiedenen Spezies nur bedingt identisch (vgl. Tab. 12).

Tabelle 12: Vergleich der Sequenzhomologie von phyA zwischen verschiedenen hiufig fiir
Studien verwendeten Pflanzenarten.

Arabidopsis Avena sativa Oryza sativa Nicotiana
thaliana tabacum

Aml')idopsis 63% 63% 28%
thaliana
Avena sativa 63% 88% 64%
Oryza sativa 63% 88% 64%
Nicotiana 78% 64% 64%
tabacum
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Ein genauer Vergleich der Sequenzen von phyA aus Reis, Hafer, Tabak und A. thaliana ergibt
einen auffilligen Unterschied im N-terminalen Bereich. In allen bisher bekannten
Phytochromen sind unter den ersten 20 Aminosiduren gehiuft Serine zu finden, welche als
mogliche Phosphorylierungsstellen in Frage kommen. In phyA ist diese Sequenzbesonderheit
besonders stark ausgeprigt. Tatsidchlich wurde fir drei Serine des Hafer-phyA (S-7, S-17, S-598)
eine Phosphorylierung in vitro nachgewiesen (McMichael & Lagarias, 1990; Lapko et al., 1996,
1997, 1999). Bei einem Vergleich verschiedener phyA aus Monokotylen und Dikotylen zeigte
sich, dass in Monokotylen diese Serine in der Regel Cluster bilden, in denen bis zu finf Serine
aufeinander folgen (vgl. Abb. 4). So verfiigt phyA/O.s. unter den ersten 20 Aminosiuren tiber

10 Serine, verteilt auf jeweils eine Zweier-, Dreier und Finfergruppe.

10 20 30 40 50
Ath. fBE Pls ecBr - kI H s TSMR
N.t. F = o HE - - KL H I SEMRA
A.s. F--A 5 DEs0 ELHNA&E ¢! KLME
O.s. pliEc g oEsR ELNAE Y& KLME

Abbildung 4: Vergleich der ersten 50 Aminosiuren von phyA aus Arabidopsis thaliana (A.th.), Nicotiana
tabacum (N.t.), Avena sativa (A.s.) und Oryza sativa (O.s.).

In A. thaliana waren solche Cluster dagegen nicht so ausgeprigt zu finden, hier sind sieben
Serine gleichmiflig tiber die ersten 20 Aminosiuren verteilt. Damit findet sich in phyA/O.s.
ein stirkeres putatives Phosphorylierungspotential. Um die Funktion der N-terminalen
Serinreste  genauer zu untersuchen wurden A. thaliana phyB und phyAB-Mutanten mit

phyA/QO.s. komplementiert.

MAAARPT QGAAAAARTRQAAIRARI LA PHYA/O.s SA

MSSSIRPTQG|SSSSSIRTRAQ|SSIRARI LA PHYAO.s.WT
L |

PAS GAF PHY PAS-A PAS-B HKRD

Abbildung 5: Die Substitution der Alanine im N-Terminus von phyA O.s.
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Dabei wurde zum einen Wildtyp phyA/O.s. verwendet (phyA/O.s.WT), zum anderen ein
Konstrukt, bei dem die ersten zehn Serine durch Alanine substituiert worden waren
(phyA/O.s.SA; wvgl. Abb. 5; Stockhaus et al, 1992). Durch eine phinotypische
Charakterisierung sowohl unter HIR als auch unter VLFR-Bedingungen sollten die
Auswirkungen von additiven bzw. fehlenden putativen Phosphorylierungsstellen auf beide

Signalwege untersucht werden.

3.1.2. Akkumulation von Reis phyA in A. thaliana Komplementationsmutanten

PHYA/O.s. WT und PHYA/O.s.SA wurden in die A. thaliana-Mutanten phyB und phyA/phyB
(phyAB) unter Kontrolle eines CaMV 35SPromotors transformiert. Dies sollte zu einer
lichtunabhiingigen, konstanten Uberexpression von PHYA O.s. fithren. Um die Mengen an
phyA zu bestimmen, wurde eine Immunodetektion mit phyA-spezifischem Antikdrper
durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils zwei Linien von phyB und phyAB mit Uberexpression von
phyA/O.s.WT (phyB/WT: phyAB/WT) bzw. phyA/O.s.SA (phyB/SA; phyAB/SA) untersucht.
Eine Analyse von drei Wochen alten, im Weifllicht gezogenen Pflanzen zeigte mit einer
Ausnahme mittlere bis hohe Protein-Akkumulation, wihrend in Wildtyppflanzen nur ein sehr
schwaches Signal detektiert werden konnte (vgl. Abb. 6). Diese Ergebnisse wurden durch von

Dr. C. Bolle an etiolierten Keimlingen durchgefithrte Immunodetektionen bestitigt.

phyB  phyB phyB phyB phyAB phyAB phyAB phyAB
Ler wr wr SA SA wr wTr SA SA
kDa 1-2 6-2 221 411 913 939 111 122

175 == “ ‘J-‘.Ja«—

47,5

bh"-*-q-

32.5m=" :

Abbildung 6: Immunodetektion von Reis phyA (phyA/O.s.) in verschiedenen A. thaliana
Mutantenlinien. phyB WT, phyAB WT: phyB bzw phyAphyB (phyAB) transformiert mit Wildtyp
phyA/QO.s. phyB SA, phyAB SA: phyB bzw. phyAB transformiert mit phyA/O.s. mit Serin-zu-Alanin-
Substitution im N-Terminus. Es wurde die phyA-Akkumulation in drei-Wochen-alten Pflanzen durch
Immunodetektion mit phyA-spezifischem Antikérper bestimmt. Das phyA-spezifische Signal wird mittels
Pfeil markiert. Der untere Bereich der Abbildung zeigt ein unspezifisches Signal als Ladungskontrolle.
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So konnte gezeigt werden, dass lichtunabhingig PHYA/O.s.WT und PHYA/O.s.SA konstant
Uiberexprimiert werden. Fur die phinotypischen Analysen wurden mit phyB/WTI-2,
phyB/SA221, phyAB/WT913 wund phyAB/SAI11 Mutanten mit einer schwicheren
Expressionsrate ausgewihlt. Mit phyB/W 6-2, phyB/SA411, phyAB/WT939 und phyAB/SA122

wurden zusitzlich starke Uberexprimierer untersucht.

3.1.3. Bestimmung der Keimungsrate nach Bestrahlung mit R- oder DR-Licht

Sobald Samen durch Wasserkontakt zu quellen beginnen, werden durch unterschiedliche
genetische, biochemische und physiologische Prozesse die Vorbereitungen fiir den
Keimungsprozess initiiert. Bei A. thaliana als klassischem Lichtkeimer ist Licht als finaler
Keimungsausldser unbedingt von Noten. Schon in trockenen Samen ist der wichtigste Rotlicht-
Rezeptor phyB zu finden, so dass bei Exposition zu Weifd- oder Rotlicht schon kurze Zeit nach
der Quellung die Keimung ausgelost werden kann. PhyB ist aber nur in der Lage Rotlicht
oberhalb des Schwellenwertes von 0,1 pmol/m? zu detektieren, schon griines und gelbes Licht
sind fir die Keimungsauslosung tiber phyB wenig effizient. Somit kann geschlossen werden
kann, dass unter physiologisch relevanten Bedingungen bis zu einer Wellenlinge von 520 nm
und ab 710 nm die Keimung ausschliefflich tiber phyA induziert wird (Shinomura et al. 1996).
Allerdings wird eine effiziente Keimung durch phyA erst ca. 48 h nach der Quellung erreicht,
da phyA im Unterschied zu phyB erst neu synthetisiert werden muss.

Im in Abb. 7 dargestellten Experiment wurden Samen mit R- oder DR-Licht bestrahlt. In
beiden Fillen wurden erst 48 h nach dem Befeuchten der Samen bestrahlt, da auch
358PHYA/Q:.s. erst neu synthetisiert werden muss. Unter diesen Bedingungen zeigte die phyAB-
Mutante keine signifikante Keimung. Nach Bestrahlung mit Dunkelrotlicht konnte
phyA/O.s.WT nur partiell den Verlust von phyA und B ersetzen. Dagegen bewirkte
phyA/O.s.SA eine Erhohung der Keimungsrate auf Wildtyp-Niveau. Nach Bestrahlung mit
Rotlicht konnte fir phyAB/SA sogar ein hypersensitiver Phinotyp mit Erhéhung der
Keimungsrate um ca. 20% erzielt werden. Bei phyAB/WT dagegen lag die Keimungsrate unter
der des Wildtyps. Das bedeutet, dass phyA/O.s.SA unter beiden Lichtbedingungen aktiver war

und nicht nur fir phyA sondern auch fiir phyB komplementieren konnte.
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Abbildung 7: Keimungsrate nach Bestrahlung mit Rot- oder Dunkelrotlicht. 48h gequollenen Samen
wurden entweder einem 5 miniitigen Rotlicht- (R) oder Dunkelrotlichtpuls (DR) ausgesetzt. 48 h spiter
wurde die Keimungsrate bestimmt. Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

3.1.4. Bestimmung der Hypokotyllinge unter verschiedenen Lichtbedingungen

Etiolierte Keimlinge versuchen durch ein verstirktes Hypokotylwachstum, Licht zu erreichen.
Bereits durch geringste Lichtmengen kann im Rahmen der VLFR die Hypokotylelongation
partiell inhibiert werden. Hohere Lichtquantititen fithren vor allem tiber die phyA-vermittlelte
HIR und die phyBvermittlete LFR zu einem kurzen Hypokotyl (Nagantani et al., 1993; Somers
et al.,, 1991).

Um den Effekt von phyA/O.s.WT und phyA/O.s.SA auf diese drei verschieden Signalwege zu
untersuchen, wurden Keimlinge der verschiedenen Mutantenlinien ftir drei Tage unter Rotlicht
(LFR), konstantem Dunkelrotlicht (HIR) und Pulsen von Dunkelrotlicht (VLFR) gezogen.
Sowohl in konstantem Rot- als auch unter Pulsen von Dunkelrotlicht fithrte die Expression von
phyA/O.s.WT zu einem hypersensitiven Phinotyp, also zu einer minimalen, aber signifikanten
Verstirkung der Hypokotylverkiirzung (Abb. 8). Dabei war zu beobachten, dass dieser Effekt im
phyAB-Mutantenhintergrund geringfligig stirker ausgeprigt war. Im Gegensatz dazu konnte
zwar durch Einbringung von phyA/O.s.SA unter gepulstem DR-Licht im phyB-Hintergrund
eine dem Wildtyp vergleichbare Hypokotyllinge erzielt werden. Da aber im phyAB-Hintergrund

weiterhin eine Hypokotylverlingerung beobachtet wurde, ist dieser Effekt auf endogenes A.
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thaliana -phyA zuriickzuftihren. Im Rotlicht konnte fiir die Linien phyB/SA und phyAB/SA im
volligen Gegensatz zu  phyB/WT und phyAB/WT kaum eine Inhibierung der
Hypokotylelongation beobachtet werden.

Ler phyAB phyB phyB phyB phyB phyB phyAB phyAB phyAB phyAB
wr wTr SA SA wrt wr SA SA

1-2 6-2 221 411 913 939 111 122

Abbildung 8: Hypokotyllinge der verschiedenen Pflanzenlinien unter Pulsen von Dunkelrotlicht und
konstantem Rotlicht. Untersucht wurden phyB und phyAB-Pflanzen (phyB; phyAB) mit einer
Uberexpression von Reis Wildtyp-phyA (WT) oder von Reis phyA mit S zu A Substitutionen im N-
Terminus (SA). Die Keimlinge wurden fiir drei Tage in der jeweiligen Lichtbedingung angezogen. Als
Vergleichswert wurden dunkel-gezogene Keimlinge gezeigt. DRy, = Dunkelrotlichtpulse; R = Rotlicht; D =
Dunkel.

Im konstanten Dunkelrotlicht zeigte sich ein vollig anderes Bild. Fuir alle Linien im phyB-
Mutantenhintergrund konnten keine nennenswerten Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp
entdeckt werden. Dies ist wahrscheinlich auf das endogene A. thaliana-phyA zurtickzuftihren.
Im phyAB-Hintergrund ohne endogenes phyA wurde allerdings ein Verkiirzung auf Wildtyp-
Niveau fiir phyAB/SA beobachtet wihrend phyAB/WT im Vergleich zum Wildtyp immer noch
ein verlingertes Hypokotyl aufwies (vgl. Abb. 9).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowohl die LFR als auch die VLFR durch
phyA/O.s.SA iiber den Wildtyp-Wert hinaus verstirkt werden kann, wihrend phyA/O.s.WT

kaum substituieren kann. Der gegensitzliche Effekt zeigt sich fur die HIR.
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Ler phyAB phyB phyB phyB phyB phyB phyAB phyAB phyAB phyAB
wr WT SA SA wr wr SA SA
1-2 6-2 221 411 913 939 111 122

Abbildung 9: Hypokotyllinge der verschiedenen Pflanzenlinien unter kontinuierlichem Dunkelrotlicht.
Legende sieche Abb. 8. Die Keimlinge wurden fiir drei Tage in der jeweiligen Lichtbedingung angezogen.
Als Vergleichswert wurden dunkel-gezogene Keimlinge gezeigt. DR¢= kontinuierliches Dunkelrotlicht;

D= Dunkel.

Hier verbessert die Expression von phyA/O.s.SA in phyAB die Inhibierung der
Hypokotylelongation auf Waildtyp-Niveau, wihrend bei phyAB/O.s.WT weiterhin eine

signifikante Hypokotylelongation zu beobachten ist.

3.1.5. Determinierung des agravitropischen Wachstums

Sowohl unter rotem- als auch dunkelrotem Licht verlieren Keimlinge die Befihigung senkrecht
zur Schwerkraft zu wachsen und beginnen sich zufillig zu orientieren wodurch sie eine Art
Schwingungsbewegung ausfiithren. phyA-Keimlinge wachsen mangels Dunkelrotlichtrezeptors
unter dunkelroten Lichtbedingungen weiterhin senkrecht zur Gravitationsquelle (Poppe et al.,
1996; Robson & Smith, 1998). Dieser Effekt wird im Dunkelrotlicht phyA-abhiingig tiber eine
VLFR vermittelt. Nun stellt sich die Frage, inwiefern die unterschiedlichen Reis phyA-
Konstrukte in der Lage sind, diesen Effekt in den phyB und phyAB-Mutante zu vermitteln. Fiir
alle Mutantenlinien im phyB-Hintergrund konnte unter Dunkelrotlicht kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (nicht gezeigte Daten). Dies war vermutlich auf endogenes phyA
zuriickzufithren. Im  phyAB-Hintergrund allerdings fithrte die Einbringung des Ser/Ala-
Substituts zu einem dem Wildtyp vergleichbaren Phinotyp. Eine Uberexpression von

phyA/O.s.WT verbesserte den phinotypischen Defekt der phyAB-Mutante dagegen nur
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marginal, mit einer Hauptabweichung von 10° wihrend phyA-Pflanzen vollig senkrecht

wachsen (Abb. 10).
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Abbildung 10: Wachstumswinkel der verschiedenen Linien unter konstantem Dunkelrotlicht.
Keimlinge wurden fur drei Tage unter Dunkelrotlicht auf vertikalen Platten angezogen (A).
Anschlieffend wurde der Winkel zwischen Hypokotyl und Vertikaler ermittelt und in 10°Schritten
dargestellt (B,C,D). n(phyAB/WT939) = 44, n(phyAB/WT913) = 64, n(phyAB/SA111) = 58, n(phyA/SA
122) = 67, n(phyAB) = 60, n(Ler) = 47; Die Abszisse gibt den Wachstumswinkel in Grad, die Ordinate
die Anzahl der Keimlinge in Prozent an. Durch den Pfeil wird die Schwerkraft symbolisiert.

Unter Rotlicht zeigt sich fiir phyAB nur eine stark verminderte Schwingungsbewegung.
phyA/O.s.WT konnte diesen Phinotyp auf Wildtyp-Niveau setzten, wihrend phyA/O.s.SA
keinerlei Effekt zeigte (nicht gezeigte Daten). Interessanterweise zeigte sich, dass im Dunkeln
gewachsene Keimlinge im Vergleich zum Wildtyp weniger vertikal wuchsen. Sowohl die

Keimlinge der phyAB/SA- als auch der phyAB/WT-Linien nahmen mehrheitlich eine Position
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zwischen 10° und 20° Abweichung von der Vertikalen ein, wihrend Wildtyp-Keimlinge im
Dunkel zu tiber 40% vollig senkrecht wuchsen (Abb. 11).

40 Ler [ | 40 Ler [ ]

phyAB WT 913m phyAB SA 111
35 phyAB WT 939 m 35 phyAB SA 122 m
30
25

Anzahl Pflanzen in %
Anzahl Pflanzen in %

Abbildung 11: Orientierung der Hypokotyle im Dunkeln. Keimlinge wurden fiir drei Tage bei
Raumtemperatur unter Lichtabschluf} auf vertikalen Platten angezogen. Anschlieflend wurde der
Winkel zwischen Hypokotyl und Vertikaler bestimmt und in 10°Schritten graphisch dargestellt.
n(phyAB/WT939) =75, n(phyA/ WT913) = 58, n(phyAB/SA111) = 64, n(phyAB/SA122) = 98, n(Ler) = 31;
Die Abszisse gibt den Wachstumswinkel in °, die Ordinate die Anzahl an Keimlingen in % an.

Zusammendfassend kann festgehalten werden, dass beztiglich des Verlustes des negativ-
gravitropischen Wachstums unter Rot- und Dunkelrotlicht phyA O.s.SA und phyA O.s.WT
den genau entgegengesetzten Komplementationseffekt — im phyAB-Hintergrund hatten.
Zusiitzlich zeigten sowohl die phyAB/WT- als auch die phyA/SA-Linien im Dunkeln schwache
Schwingungsbewegungen (vgl. Tab. 13).

Tabelle 13: Uberblick tiber die Hypokotylausrichtung unter verschiedenen Lichtbedingungen

phyAB/WT | phyAB/SA phyAB V Willktrliche Ausrichtung mit

starken Schwingungsbewegungen

Dunkelrores |y V | hnlich dem Wildtyp
e |y |y || st
Licht
Keine Schwingungsbewegungen,
Dunkel V V I I vertikales Wachstum
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3.1.6. Akkumulation von Chlorophyll nach Bestrahlung mit Dunkelrotlicht

Mehrtiigige Bestrahlung mit Dunkelrotlicht resultiert bei Wildtypkeimlingen in einem
Unvermodgen, im Weifilicht zu ergriinen (Barnes et al., 1996). Dieses als ,Farred-Killing“-Effekt
bekannte Phinomen kann auf das Enzym PORA zurtickgefiihrt werden. PORA katalysiert die
Umsetzung von reduziertem Protochlorophyllid zu Chlorophyll und akkumuliert in etiolierten
Keimlingen zu grolen Mengen. Bei Belichtung wird Protochlorophyllid reduziert und durch
PORA zu Chlorophyll umgesetzt, withrend gleichzeitig die PORA-Expression negativ reguliert
wird. Dunkelrotlicht induziert zwar die Repression der PORA-Expression, hemmt aber
gleichzeitic die enzymatische Aktivitit des Proteins. Dartiber hinaus akkumuliert
Protochlorophyllid im Dunkelrotlicht in der nicht phototransformierbaren Fg-Form. Aus
diesem Grund erfolgt unter Bestrahlung mit reinem Dunkelrotlicht keine Ergriinung der
Keimlinge (Runge et. al. 1996). Bei einem anschlieffenden Transfer des Keimlings in Weifilicht
unterbleibt weiterhin die Chlorophyllsynthese, da kaum noch PORA vorhanden ist. Dartiber
hinaus wird gemutmafit, dass die Akkumulation von F¢;, unter Weifilicht zu photooxidativem
Stress fithrt (Franck et al., 2000). Dieser ,Farred-Killing” Effekt kann nicht nur nach
kontinuierlichem Dunkelrotlicht, sondern auch nach DR-Pulsen beobachten werden.
Allerdings sind unter letzteren Lichtbedingungen Wildtypkeimlinge noch in der Lage
eingeschriinkt Chlorophyll zu produzieren (Fankhauser & Casal, 2004).

Im vorliegenden Experiment wurden Keimlinge der unterschiedlichen Mutantenlinien drei
Tage entweder in kontinuierlichem Dunkelrotlicht oder unter DR-Pulsen angezogen.
Anschliefend wurden die Pflanzen ftir drei Tage ins Weifllicht transferiert und dann der
Chlorophyllgehalt bestimmt. Alle Linien mit Ausnahme von phyAB zeigten eine vollstindige
Ergriinungsblockade nach Bestrahlung mit kontinuierlichem Dunkelrotlicht (nicht gezeigte
Daten). Damit konnten sowohl die Wildtyp-Form des Reis-phyA, als auch die Ser/Ala-
Substitution phyA/A.th. ersetzen. Unter Pulsen von Dunkelrotlicht zeigte sich allerdings ein
anderes Bild (Abb. 12): Sowohl in phyB- als auch in phyAB-Mutanten verstirkten die Expression
von phyA/O.s.WT die Ergriinungsblockade. Fiir phyB/SA war eine Normalisierung der
Ergritnungsblockade auf Wildtyp-Niveau zu beobachten. Dieser Effekt ist vermutlich auf das
endogene phyA zuriickzufiihren, da sowohl fiir phyAB/SA als auch fiir phyAB eine starke

Ergritnung und damit einen volligen Verlust der Ergriinungsblockade zu beobachten war.
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Abbildung 12: Akkumulation von Chlorophyll nach Inkubation unter Pulsen von Dunkelrotlicht und
anschlieBendem Transfer ins Weifllicht. Keimlinge wurden fiir drei Tage unter Pulsen (0,5 pmol/m?2/s;
5 min/h) angezogen und anschlieend fiir drei Tage in Weiflicht (80 umol/m?/s) tiberfithrt. Dann
wurde der Chlorophyllgehalt pro mg Frischgewicht bestimmt. Angegeben sind die Ergebnisse eines
representativen Experimentes.

3.1.7. Bestimmung des Bliihzeitpunktes

Fur Arabidopsis thaliana var. Landsberg als typische Langtagpflanze wird die Blithinduktion
durch Uberschreitung einer kritischen Tageslinge induziert und bedarf nicht der
Vernalisierung. Der Eintritt in die Blite wird dabei tiber verschiedene Lichtrezeptoren,
vornehmlich phyA, phyB und verschiedene Cryptochrome, gesteuert. phyA hat dabei einen
fordernden Effekt auf die Blithinduktion, phyB und Cryptochrome einen hemmenden. Fiir die
phyA-Mutante resultiert das in einer Verzogerung der Blithinduktion, wihrend phyB-Mutanten
frither blithen (Reed et al., 1994; El-Din El-Assal et al, 2001; 2003).

Im vorliegenden Experiment wurden die unterschiedlichen Linien unter Langtagbedingungen
(16 h WL/Tag) bis zum Erscheinen der Influoreszens angezogen. Zu diesem Zeitpunkt wurde

die Anzahl der Rosettenblatter bestimmt (Abb. 13).
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Hierbei zeigte sich, dass unter den gewihlten Bedingungen Wildtyppflanzen bei einer
Rosettengrofle von 7+0,45 Blittern die Influoreszens bildeten. phyB kam bereits mit
durchschnittlich 5,25 +/-0,49 Blittern zur Bliite, phyAB sogar noch frither mit 4+/- 0,5

Blattern.

9 - phyAB/ phyAB/
phyB/ WT 913 WT 939
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Abbildung 13: Bestimmung des Zeitpunkts der Bliite. Pflanzen wurden bis zum Erscheinen der
Infloreszens unter Langtagbedingungen (16 h Licht/Tag) auf Erde kultiviert. Als Maf} fiir den Eintritt in
die Blute wurde die Anzahl an Rosettenblittern zum Zeitpunkt des Erscheinens des Infloreszens
gemessen. Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Anzahl an Rosettenblattern

Fur phyB/WT und phyB/SA konnte eine Verlingerung der vegetativen Phase auf ungefihr 6 +/-
0,39 Blitter beobachtet werden. Ohne endogenes phyA zeigte sich allerdings fir phyAB/WT-
Linien eine Verlingerung der Zeitspanne bis zur Blithinduktion auf Wildtypniveau. phyAB/SA-
Linien hingegen waren mit einer durschnittlichen Rosettengrofle von 5,5 +/-0,5 Blittern zwar
spiter zur Bliite gekommen als phyAB, allerdings konnte durch phyA/O.s.SA nur auf phyB-
Niveau komplementiert werden. Somit kann anscheinend phyA/O.s.WT beztiglich der

Blithinduktion fir phyA und phyB zumindest teilweise komplementieren, wihrend

phyA/QO.s.SA dies nur fiir phyA vermag.
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Die phinotypische Charakterisierung der Linien phyB/WT, phyB/SA, phyAB/WT und
phyAB/SA ergab in vielen Fillen gegensitzliche Auswirkungen einer Uberexpression von Reis-
phyA oder von Reis phyA mit mutagenisiertem N-Terminus. Das kann als starkes Indiz gewertet
werden, dass die Initiierung der HIR oder der VLFR im phyA-Molekiil selbst seinen Ursprung
nimmt. Dabei scheint den Serinresten des N-Terminus als putativen Phosphorylierungsstellen
eine besondere Rolle zu zukommen. Beide Signalwege sind zumindest teilweise voneinander
unabhingig und verfiigen tber spezifische Komponenten. Bisher konnten allerdings fiir die
VLER keine spezifischen Intermediate molekular charakterisiert werden. Mit owll wird im
Folgenden die erste Mutante mit spezifischen Defekten in der VLFR, ohne Funktion in der

HIR, beschrieben werden.
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3.2. Die Mutante owlI-1

owll-1 wurde von Dr. C. Bolle im Rahmen eines Mutanten“screens“ unter schwachem
kontinuierlichem DR-Licht isoliert. Dabei fiel owll-1 durch ein geringfiigig verlingertes
Hypokotyl sowie einen eingeschrinkten ,Farred-Killing“ Effekt auf. Weitere Studien im
Rahmen der Diplomarbeit von V. Wachtler zeigten, dass dieser Phinotyp unter
kontinuierlichem Dunkelrotlicht nicht reproduzierbar war. Dartiber hinaus war im Rahmen
dieser Diplomarbeit ein  AntiOWLI1-Antikdrper in  Miusen sowie zwei OWLI-
Uberexpressionslinien mit OWLI unter der Kontrolle des 35S-Promotors (OWLI-OE1, OWLI-
OE2) hergestellt worden, die auch fir die vorliegende Arbeit verwendet wurden (Wachtler

2000).

In owll-1 ist der offene Leserahmen eines Gens, das fiir ein J-Protein kodiert, durch eine T-
DNA:-Insertion unterbrochen. Dieses J-Protein trigt als einzige bekannte Aminosiure-Motive
eine J-Domine am N-Terminus. OWLI wurde erstmals 1995 von Kushnir et al. beschrieben,
der auf der Suche nach A. thaliana-Proteinen, die eine erhohte Toleranz gegeniiber oxidativen
Stress bewirken, eine in Hefe-Expressionsvektor klonierte ¢cDNS-Bank aus A. thaliana in S.
cerevisiae transformiert hatte. Um oxidativen Stress zu simulieren, wurde die Hefe auf Diamid-
haltigem Medium angezogen. Unter diesen Bedingungen konnten drei Proteine, darunter
OWLI, isoliert werden, die eine erhohte Toleranz gegentiiber Diamid vermittelten (Kushnir et
al. 1995). Die A. thalianaMutante owll wurde daher auf ihren Phinotyp unter verschiedenen
Stressbedingungen untersucht (u.a. Hitze, Kilte, osmotischer und oxidativer Stress), allerdings

ohne signifikante Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp zu finden.

3.2.1. Molekulare Charakterisierung der Mutanten owlIl-1und owl1-2

Neben owl1-1 wurde mit Hilfe von reverser Genetik im Rahmen dieser Arbeit ein weiteres Allel,
owl1-2 isoliert. Bei den Linien owll-1 und owlI1-2 handelte es sich um Mutanten im A. thaliana
Okotyp Columbia (Col). OWLI (At2¢35720) ist auf Chromosom II lokalisiert. In der Mutante
owll-1 ist das Gen durch T-DNA-Insertion im zweiten Exon unterbrochen, wihrend die

Mutante owl1-2 eine T-DNA-Insertion im 5.Intron trigt.
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Um die Homozygotie der beiden Mutanten zu verifizieren wurde genomische DNA aus beiden
Linien extrahiert. Anschliefend wurde durch eine PCR-Reaktion mit die Insertionsstelle
flankierenden Oligonukleotiden das Vorhandensein der Insertion uberpruft. Fur die
Oligonukleotidkombination 1/2 ist im Wildtyp-Gen ein Produkt mit einer Linge von 1500 Bp
zu erwarten, fir Oligonukleotidkombination 3/4 ein Produkt von 1100 Bp (vgl..Abb.14).

Es war nicht moglich, mit Kombination 1/2 fiir owll-1 oder mit Kombination 3/4 fiir owl1-2
Produkte zu erzielen, was bedeutet, dass die T-DNA-Insertion auf beiden Chromosomen
vorhanden ist, da im Wildtyp ein PCR-Produkt erhalten wurde. Um zu zeigen, dass das
Ausbleiben der PCR-Produkte nicht auf eine mangelhafte Qualitit der DNA zuriickzufithren
war, wurde im Gegenversuch mit den Oligonuklotiden 1/2 eine PCR-Reaktion auf genomische
DNA von ow!l1-2 und mit den Oligonukleotiden 3/4 auf owll-1 durchgeftihrt. In beiden Fillen
konnten PCR-Produkte amplifiziert werden. Zusitzlich wurde versucht, die Insertion selbst mit
Gen- und Insertions-spezifischen Oligonukleotiden nachzuweisen. Hier war es moglich, tiber

eine PCR-Reaktion Produkte zu amplifizieren (nicht gezeigte Daten).

A owl1-1 owl1-2
1, 3,
4_
2 4
B 1/2 3/4
Col owl owl Col owl owl
1-1 1-2 1-1 1-2
1500 KBp == X
1000 KBD = A —

Abbildung 14: Uberblick iiber die Lokalisation der T-DNA-Insertionen in den Mutantenlinien owl]-1
und owll-2. (A) Schematische Darstellung von OWLI. Graue Balken = Exons; schwarzer Strich =
Introns. Numerierte Pfeile = fiir PCR-Reaktion verwendetete Oligonukleotide; rotes Dreieck = T-DNA-
Insertion. (B) Ergebnisse der PCR-Reaktion zum Nachweis der Insertionen in owll-1 und owll-2. Pfeile

weisen auf die relevanten Produkte hin. 1/2, 3/4 = Oligonukleotidkombination 1/2 , 3/4.
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Trotz der Unterbrechung eines Gens durch eine Insertion konnte es weiterhin zu einer
Expression, beispielsweise eines verkiirzten Produktes, kommen. Um die Expression von
OWLI in den beiden Mutantenlinien zu bestimmen wurde aus zwei-Wochen alten, in
Weiflicht gezogenen Pflanzen RNA isoliert und mittels reverser Transkriptase transkribiert.
Die so erhaltene cDNA wurde mit verschiedenen Oligonukleotidkombinationen auf ihren
Gehalt an exprimierten OWLI-Fragmenten untersucht. Dabei wurde versucht, jeweils ein

Fragment des 5’- und des 3’-Bereichs zu amplifizieren (vgl. Abb. 15).

A B ca 41 o4
owl1-1 owl1-2 ) )

Fragment 8 [ I

——— . v L B
Fraugment| B Aktin I I

Fragment A

Abbildung 15: Uberpriifung der Expression von OWLI in owll-I und owll-2 anhand von RT-PCR.
(A) Uberblick tiber die Lokalisation der amplifizierten Produkte. (B) Ergebnisse der RT-PCR mit Aktin

als Kontrollwert.

Wihrend fiir die Mutante owlI-1 in keinem Fall Produkte nachgewiesen werden konnten, war
es fur die Mutante owll-2 moglich, ein Produkt zu amplifizieren. Dies bedeutet, dass ein Teil
des Gens weiterhin exprimiert wird. Trotzdem fillt auf, dass im Vergleich zu der Transkriptrate
im Wildtyp owll-2 tber eine reduzierte Transkriptkonzentration verfligt, was moglicherweise
auf eine erhohte Instabilitit des verkiirzten Transkriptes zurtickzuftihren ist.

Nach der Bestimmung der Transkriptionsrate von OWLI sollte anhand einer
Immunodetektion der Proteingehalt von OWL1 in den Linien owll-1, owll-2 sowie der
Uberexpressionslinien  OWLI-OEI und OWLI-OE2 iiberpriift werden. Dazu wurde ein
Gesamtproteinextrakt aus drei-Wochen-alten Wildtyp- und Mutantenpflanzen gewonnen und
das Protein mit OWLI-spezifischen Antikérpern detektiert. Wihrend es moglich war, OWL1
im Wildtyp, sowie eine erhohte Konzentration in den beiden Uberexpressionslinien zu
detektieren, war es nicht méglich, OWLI in den Mutanten owll-1 und owll-2 nachzuweisen

(vgl. Abb. 16). Dartiber hinaus konnte in owl1-2 auch kein verkiirztes Protein entdeckt werden.
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Col OWL1 OWL1 owl1-2 owl1-1
OE2 OE1

62 KDa w— * — +—

Abbildung 16: Gehalt and OWL1 im Pflanzenextrakt von owl1-1, owll-1, OWLI-OE1, OWLI-OE2 sowie
des Wildtypes. Gesamtprotein wurde aus drei-Wochen alten Pflanzen extrahiert, iiber SDS-PAGE
aufgetrennt und anschliefend eine Immunodetektion mittels OWLI1-spezifischen Antikorpers
durchgefiihrt. Der Pfeil weist auf das spezifische Signal von OWLI1 hin, die unteren Banden stellen
unspezifische Signale als Ladungskontrolle dar.

Trotzdem kann nicht vollstindig ausgeschlossen werden, dass in owll-2 ein verkiirztes Protein
gebildet wird. Zum einen ist bereits die Konzentration an mRNA stark reduziert, was zu einer
verminderten Proteinkonzentration - eventuell unter der Detektionsgrenze - ftihren kann.
Zum anderen waren auf Grund von unspezifischen Antikorperbindungen im niedrigeren
Peptidbereich immer eine Vielzahl von Signalen detektiert worden. Da diese unspezifischen
Signale teilweise relativ stark waren, ist es durchaus denkbar, dass ein schwaches Signal des

verkiirzten OWLI1 tiberdeckt worden wire.
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3.2.2. Phinotypische Charakterisierung der Linien owl1-1,owl1-2, OWLI1-OE1
und OWLI-OE2

Um die Rolle von OWL1 in der Lichtsignaltransduktion zu testen wurde an den
Mutationslinien owl1-1 und owll-2 sowie den Uberexpressionslinien OWLOEI und OWLOE2
eine phinotypische Charakterisierung im Bezug auf die Inhibierung der Hypokotyllinge unter
verschiedenen Lichtbedingungen, dem agravitropischen Verhalten, dem Keimungsvermdgen,

der Ergriinungsblockade sowie der Bliitezeit durchgefiihrt. Dabei wurde ein besonderes

Augenmerk auf die VLFR und die HIR gelegt.

3.2.2.1. Inhibierung der Hypokotylelongation

Fur diesen Versuch wurden Keimlinge der verschiedenen Linien fur drei Tage unter
kontinuierlichem Dunkelrotlicht (HIR), Pulsen von Dunkelrotlicht (VLFR) und
kontinuierlichem Rotlicht (LFR) angezogen. Als Referenz wurden parallel Keimlinge im

Dunkeln bei gleicher Temperatur kultiviert.

95,00
Col
90,00 -
B owi1-1
85,00 -

Hypokotyllange in %
~

owl1-2
80,00 -
B OWL1-OE1
75,00 -
OWL1-OE2
o phyA
65,00 -
60,00 -

Abbildung 17: Hypokotyllinge nach drei-tigiger Bestrahlung mit Pulsen von Dunkelrotlicht
(0,5 pmol/m?/s, 5 min/h). Angegeben ist die Hypokotyllinge in % zur Hypokotyllinge von dunkel
gezogenen Keimlingen. Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.
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Bei der Bestimmung der Hypokotyllinge fiel auf, dass unter Pulsen von dunkelrotem Licht
owl1-2 und owl1-2 im Vergleich zum Wildtyp signifikant verlingert waren (p< 0,01). Allerdings
war gegeniiber phyA immer noch eine deutliche Hypokotylverkiirzung zu verzeichnen, womit
dieser Phinotyp als intermediir zu bezeichen ist (vgl. Abb. 17). Fiir die Uberexpressionslinien
war zu beobachten, dass die schwichere Uberexpressionslinie OWLI OEI eine Hypokotyllinge
ihnlich dem Wildtyp zeigte, withrend auch die stirkere Uberexpressionslinie OWLI OE2 ein
verlingertes Hypokotyl aufwies. Dies kénnte als Indiz fiir eine Substratiiberschusshemmung
gewertet werden.

Weder unter kontinuierlichem Rot, noch unter Dunkelrotlicht konnte ein signifikanter
Unterschied gegeniiber dem Wildtyp beobachtet werden (Abb. 18). Diese Resultate deuten
darauf hin, dass beziiglich der Inhibierung der Hypokotylelongation durch OWLI1 ein
spezifischer Defekt nur in der VLFR vorhanden ist.

100,00
90,00 -
80,00 | Col
.OZ 70007 B owi1-1
S 60,00
g owl1-2
E‘ 50,00 -
§ oo B OWL1-OE1
£ a0 OWL1-OE2
20,00 - phyA
10,00 -
0,00 -
R

Abbildung 18: Hypokotyllinge nach drei-tigiger Bestrahlung mit kontinuierlichem Dunkelrot
(0,5 pmol/m?/s; DR) oder Rotlicht (0,05 pmol/m?2/s; R). Angegeben ist die Hypokotyllinge in % zur
Hypokotyllinge von dunkel gezogenen Keimlingen. Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Durch Bestimmung der Hypokotyllinge von owl1-1 und owll-2 unter geringen, sich steigernden
Dosen von Rotlicht konnte die Beobachtung eines spezifischen Defektes in der VLFR zusitzlich
noch bekriiftigt werden. Bei Lichtintensititen von weniger als 0,02 pmol/m?2/s und damit im
Aktionsbereich der VLFR waren die Hypokotyle von owll-Iund owll-2 signifikant verlingert,
ebenso wie bei phyA (p< 0,01). Hohere Lichtintensititen fiihrten tiber die phyB-vermittelte LFR
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in allen vier Linien zu einem vergleichbar verkiirzten Hypokotyl (vgl. Abb. 19). In diesem

Bereich waren keinerlei signifikanten Unterschiede festzustellen.
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Abbildung 19: Hypokotyllinge nach dreitigiger Bestrahlung Rotlicht verschiedener Intensititen.
Keimlinge wurden entweder fiir drei Tage im Dunkeln oder unter Rotlicht der Intensititen 0,005, 0,01,
0,02 und 0,04 pmol/m?2/s inkubiert. Angegeben ist die Hypokotyllinge in cm (Ordinate) gegen die
Lichtintensitit in pmol/m?/s (Abszisse). Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

3.2.2.2. Keimungsrate unter verschiedenen Lichtbedingungen.

In einem weiteren Experiment wurde die Keimungsrate unter verschiedenen Lichtbedingungen
untersucht. Dazu wurden zum einen Samen mit Wasser zum Quellen gebracht. Drei Stunden
spiter wurde fiir 5 min mit Rotlicht bestrahlt, um die Effektivitit der phyB-vermittelten LFR zu
bestimmen. Zum anderen wurden Keimlinge ftir 48 h im Dunkeln inkubiert und anschlielend
fir 15 min Dunkelrotlicht (VLFR) bzw. Weifllicht (Gesamtkeimungsrate) ausgesetzt. Die
Keimungsrate wurde nach erneuter Inkubation fiir zwei Tage im Dunkeln bestimmt. Im ersten
Fall sollte nur die phyvermittelte VLFR, im zweiten Fall zusiitzlich die phyB-vermittelte LFR
angeregt werden. Durch Bestrahlung mit Dunkelrotlicht konnte fiir owll-1 und phyA keine
Keimung induziert werden (vgl. Abb. 20). Dagegen war fiir die Uberexpressionslinie mit 55%

3% Keimungsrate eine deutliche Verbesserung gegeniiber dem Wildtyp (19% =+ 2,5%) zu
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beobachten. Im Gegensatz dazu waren alle Linien in der Lage, unter Rotlicht und Weifllicht zu

tiber 90% zu keimen. Nur bei phyB war im Rotlicht die Keimfihigkeit reduziert.
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Abbildung 20: Keimungsrate von owll-Mutantenlinien unter verschiedenen Lichtbedingungen. Samen
wurden drei Stunden nach dem Auslegen mit Rotlicht bestrahlt (RL) oder fiir 48 h dunkel aufbewahrt
und dann 5 min Dunkelrotlicht (FR) oder Wei8licht (WL) ausgesetzt. Durch die Fehlerbalken wird die
Standardabweichung angegeben.

3.2.2.3. Agravitropisches Wachstum unter Dunkelrotlicht

Fir diesen Versuch wurden Keimlinge der unterschiedlichen Linien fiir drei Tage auf
vertikalen Platten unter kontinuierlichem Dunkelrotlicht (0,5 pmol/m®/s) angezogen und
anschlieend der Winkel zwischen Hypokotl und Vertikaler vermessen. Sowohl bei Wildtyp-
Pflanzen, als auch bei den Uberexpressionslinien zeigte sich eine hochgradig zufillige
Ausrichtung des Hypokotyls unter diesen Lichtbedingungen. Bei owll-1 und owll-2 hingegen
hiuften sich Hypokotyle mit einer eher vertikalen Ausrichtung (Abb. 21). Folglich ftihrte die
Abwesenheit von OWL1 zu einer Abschwichung dieser Reaktion des VLFR-Signalwegs.
Nichtsdestotrotz zeigten owll-1 und owl1-2 gegeniiber phyA immer noch eine deutlich verstirkte
Schwingungsbewegung. Somit kann festgehalten werden, dass der Verlust von OWL1 zwar mit
einem eingeschrinkten Verlust des negativ-gravitropischen Wachstums unter Dunkelrotlicht
einhergeht, allerdings nicht zu einem volligen Verlust fithrt. Beziiglich des Verlustes des negativ-

gravitropischen Wachstums unter Rotlicht konnten keinerlei Unterschiede zwischen owll-1,
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owll-2, OWLI-OEI und OWLI-OE2 festgestellt werden (nicht gezeigte Daten). Folglich handelt

zeigt owl] auch bei dieser Reaktion spezifische Defekte nur in der VLFR.
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Abbildung 21: Verteilung der Hypokotylwachstumswinkel der Linien owl1-1, owl1-2, OWLI-OE1, OWLI-
OE2, phyA sowie des Wildtyps. Pflanzen wurden fiir drei Tage auf vertikalen Platten unter
Dunkelrotlicht angezogen. Anschliefend wurde der Winkel zwischen Hypokotyl und Vertikale

vermessen und in 10°Schritten aufgetragen. Abszisse =

Wachstumswinkel in °, Ordinate =

Anzahl

Pflanzen in %. n (Col) = 172, n (owl1-1) = 107, n (owl1-2) = 123, n (OWLI1-OE1) = 70, n (OWLI1-OE2) =
65, n (phyA) = 66. Bitte die abweichende Ordinate bei phyA beachten.
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3.2.2.4. Ergriinungsvermogen nach Bestrahlung mit Dunkelrotlicht

Um das Ergriinungsvermdgen nach Bestrahlung mit Dunkelrotlicht zu untersuchen, wurden
Keimlinge entweder fiir finf Tage unter kontinuierlichem Dunkelrotlicht oder unter Pulsen
von Dunkelrotlicht angezogen und anschlieflend fiir drei Tage in WeifSlicht tiberfithrt. Unter
kontinuierlichem Dunkelrotlicht konnten alle untersuchten Linien mit Ausnahme von phyA
kein Chlorophyll akkumulieren. Nach Bestrahlung mit Dunkelrotlichtpulsen allerdings waren
owl1-1 und owll-2 in der Lage, deutlich besser als der Wildtyp zu ergriinen. Die Uberexpression
von OWLI allerdings fithrte in OWLI-OEI und OWLI-OE2 zu einer stirkeren Unterdriickung
der Chlorophyllakkumulation als im Wildtyp (vgl. Abb. 22).
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Abbildung 22: Gehalt an Chlorophyll in verschieden owll-Linien sowie phyA und Wildtyp nach
fiinftigiger Inkubation in kontinuierlichem Dunkelrotlicht (HIR; 0,5 pmol/m2/s) oder unter
Dunkelrotlichtpulsen (VLFR; 0,5 pmol/m?/s, 5 min/h) und anschlieRender dreitigiger Uberfithrung in
Weiflicht. Gezeigt ist ein reprisentatives Experiment. Angegeben ist der Chlorophyllgehalt im Vergleich
zu dem Chlorophyllgehalt von Keimlingen, die 5 Tage im Dunkeln und 3 Tage im Weiflicht angezogen
wurden (100%). Mindestens drei weitere Experimente zeigten vergleichbare Ergebnisse.
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3.2.2.5. Zeitspanne bis zur Induktion der Bliite

Um die Funktion von OWLI in der adulten Pflanze zu untersuchen, wurde die, u.a. durch
phyA gesteuerte, Blithinduktion untersucht. Hierfir wurden Pflanzen unter Langtag-
Bedingungen bis zur Bliitenbildung angezogen und als Mafl fiir den Zeitpunkt der
Blithinduktion die Anzahl der Rosettenblitter bei Erscheinen der Infloreszenz bestimmt. Unter
diesen Bedingungen kam der Wildtyp bei einer durchschnittlichen Rosettengréfle von 13 +
0,73 Blittern zur Bliite (Abb. 23). Ein Verlust von phyB verkiirzte die Zeit bis zur
Blithinduktion erheblich (6 Blitter + 0,76), wihrend die Mutante phyA mit Rosettengréfien von
tber 20 Blittern + 1,6 erheblich spiter zur Bliite kamen. Beziglich der owll-Linien konnten
zwar nur geringe, aber doch signifikante Unterschiede determiniert werden: Der Verlust von
OWLI fithrte zu einer Verlingerung der Zeit bis zur Blithreife p < 0,01. Dagegen resultierte die
starke Uberexpression von OWL1 in OWLI-OE2 zur fritheren Induktion der Bliite (p < 0,01).
Im Gegensatz dazu konnte fiir den schwachen Uberexpressor OWLI-OE1 kein Unterschied im

Vergleich zum Wildtyp gezeigt werden.
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Abbildung 23: Bestimmung des Zeitpunkts der Bliite. Pflanzen wurden bis zum Erscheinen der
Infloreszens unter Langtagbedingungen (16 h Licht/Tag) auf Erde kultiviert. Als Maf{ fir den Eintritt in
die Bliite wurde die Anzahl an Rosettenblittern zum Zeitpunkt des Erscheinens des Infloreszens
gemessen. Durch die Fehlerbalken wird die Standardabweichung angegeben.
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Die phinotypische Charakterisierung von owll-lund owll-2 hat gezeigt, dass der Verlust von
OWLI in einer Stérung der phyA-vermittelten VLFR aber nicht der HIR resultiert. Bisher
waren keine Mutanten mit einem so selektiven Effekt nur in der VLFR molekular
charakterisiert worden. Zusitzlich konnte ein Defekt in der Bliitezeit festgestellt werden, ein
physiologischer Prozess, der bisher nicht der VLFR zugeordnet worden war. Das impliziert eine

groflere Bedeutung der VLFR als bisher angenommen.

3.2.3. Proteinbiochemische Charakterisierung von OWL1

3.2.3.1. Akkumulation von OWL1 wihrend unterschiedlicher
Entwicklungsstadien

Im Rahmen der Diplomarbeit von V. Wachtler war gezeigt worden, dass OWLI zu
vergleichbaren Mengen in allen untersuchten Pflanzenteilen (Wurzel, Hypokotyl, Blatt, Bliite)
zu detektieren war. Analyse von Microarray-Daten mit Hilfe der AtGen Express Consortium
Daten hatte bestitigt, dass die Expression von OWLI in allen Geweben dhnlich stark war.

In einem nichsten Schritt sollte nun untersucht werden, ob die OWLI-Akkumulation
entwicklungsabhingig ist. Aus diesem Grund wurden Wildtyp-Pflanzen eine bis sechs Wochen
nach der Aussaat Gewebeproben entnommen und auf ihren Proteingehalt tiberpriift. Damit
konnten die Entwicklungsstadien von dem jungen Keimling bis hin zur Pflanze kurz vor dem
Abreifen untersucht werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass OWL1 konstant wihrend allen

Entwicklungsstadien akkumuliert und die OWLI-Konzentration keine signifikanten

Unterschiede aufweist (Abb. 24).

Abbildung 24: OWL1-Gehalt in Wildtyp-Pflanzen im Alter von ein bis sechs Wochen (1-6). Pflanzen
wurden auf 1 x MSMedium unter Weillicht (80pmol/m?2/s) kultiviert und OWL1 Gber
Immunodetektion mit spezifischem Antikorper nachgewiesen. Durch den Pfeil wird auf das Signal von
OWLI hingewiesen. Die unteren Banden zeigen unspezifische Signale und dienen als Ladungskontrolle.
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3.2.3.2. Intrazellulare Lokalisation von OWL1

Anhand von Computerprogrammen zur Vorhersage der intrazelluliren Lokalisation von
Proteinen war es nicht moglich, die Lokalisation von OWLI1 vorherzusagen. Daher wurde das
Gen OWLI in Vektoren fiir N- und C-terminale GFP-Fusion kloniert. Diese Vektoren wurden
mittels Beschuss durch eine Partikelkanone in epidermale Zwiebelzellen eingebracht. Die
transiente  Expression und somit die Lokalisation der Konstrukte wurde durch

Fluoreszensmikroskopie bestimmt.

Col owl1-1

Abbildung 25: Intrazellulire Lokalisation von OWLI. (A) Intrazellulire Lokalisation von OWLI-GFP in
transient transformierten Zwiebelepidermiszellen mit Detailansicht des Kerns. (B) Immunodetektion
von OWL1(Pfeil) in isolierten Kernen des Wildtyps (Col) sowie in owll-1. Kerne wurden tiber SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine PVDFEMembran tibertragen und OWLI mit OWLI1-spezifischem
Antikorper detektiert. Die untere Bande ist auf unspezifische Antikérperbindung zurtickzufithren und
dient als Ladungskontrolle.

Fir das N- und das C-terminale Fusionsprotein konnte sowohl eine cytoplasmatische als auch
eine nukleire Lokalisation determiniert werden. Interessanterweise wurde in beiden
Kompartimenten eine Aggregatbildung beobachtet, die unabhiingig von einer Bestrahlung mit
Dunkelrotlicht war (Abb. 25 A, Detailansicht). Ahnliche Resultate konnten auch durch
Transformation von Protoplasten erzielt werden (nicht gezeigte Daten). Ferner wurden aus
Wildtyp- und owll-Pflanzen Kerne isoliert und durch Immunodetektion mit OWLI-
spezifischen Antikdrpern der Proteingehalt bestimmt. In Kernen der Wildtyp-Pflanzen konnte
dabei ein starkes OWL1-spezifsches Signal detektiert werden (vgl. Abb. 25).
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3.2.3.4. Untersuchung von OWLI auf Phosphorylierungen

Phosphorylierungen von Proteinen gehdéren zu den hiufigsten posttranslationalen
Modifikationen. Uber sie kann sowohl Proteinaktivitit als auch Proteinstabilitit gesteuert
werden (Rattan et al., 1992; Rattan 1996). Um zu untersuchen, ob auch OWLI1 phosphoryliert
vorliegt, wurde in einem ersten Schritt die Sequenz von OWL1 unter Verwendung des NetPhos

Predicition Servers auf putative Phosphorylierungsstellen hin untersucht (vgl. Abb. 26).
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Abbildung 26: Vorhersage der Phosphorylierungsstellen anhand des NetPhos Prediction Servers
(Phosphobase, CBS, Dinemark).(A) Schema der potentiellen Phosphorylierungsstellen. Die Abszisse
gibt die Position in der Aminosiuresequenz, die Ordinate das Phosphorylierungspotential an Serin-,
Threonin- und Tyrosin-Resten an. Nur Aminosiurereste mit einem Potential von iiber 0,5 wurden als
potentielle Phosphorylierungsstellen in Betracht gezogen. (B) Schematische Darstellung von OWL1 mit
Markierung der J-Domine, analog zur Abszisse von Abb. A.

Dabei konnten eine grofle Anzahl von putativen Phosphorylierungsstellen ermittelt werden. 33
Aminosiuren wiesen eine Phosphorylierungswahrscheinlichkeit von tiber 50%, 15 sogar eine
Wahrscheinlichkeit von tiber 90% auf (vgl. Tab. 14). Dies war ein starkes Indiz fir eine
Phosphorylierung von OWLI.
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Tabelle 14: Anzahl putativer Phosphorylierungsstellen in OWL1 laut NetPhos.

Aminosiurerest Gesamt Phos. wahrsch. > 50% Phos.wahrsch. > 90%
S 44 23 13

T 28 6

Y 15 4 /

Um die errechneten Ergebnisse experimentell zu verifizieren, wurde Proteinextrakt aus Wild-
Typ-Pflanzen mit Alkalischer Phosphatase verdaut. Auf diese Weise ist es moglich,
Phosphorylierung zu entfernen, was sich in der Regel in einem verinderten Laufverhalten des
Proteins wihrend der Elektrophorese niederschligt. Tatsichlich konnte nach Behandlung mit
Alkalischer Phosphatase ein solcher Effekt determiniert werden. Wihrend OWL1 ohne
Inkubation mit Alkalischer Phosphatase eine Gréfle von ca. 60 kDa aufwies, wanderte OWLI1
nach der Behandlung schneller und so dass das OWL1-spezifische Signal deutlich unterhalb
von 60 kDa bei ca. 58 kDa erschien.

Col owl1-1
-AP +AP
60 kDa— ¥
58 kDa— o

Abbildung 27: Immunologische Detektion von OWLI1 in Pflanzenextrakten nach Behandlung mit
Alkalischer Phosphatase. Alle Extrakte wurden fuir 45 min auf Eis inkubiert und anschlieend tiber
SDS-PAGE aufgetrennt, durch ,Western“Transfer auf eine PVDF-Membran transferiert und OWL1
durch Immunodetektion mit OWL1-spezifischem Antikérper nachgewiesen. Col = Extrakt aus Col;
owl1-1 = Extrakt aus owlI-1; +/—AP = Behandlung mit/ohne Alkalischer Phosphatase. Pfeile weisen auf
das Signal von OWL1 hin. Die unteren Banden sind auf ein unspezifisches Signal zuriickzuftihren und
dienen als Ladungskontrolle.
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3.2.3.5.  Bestimmung der phyA-Degradationsrate in owll- und OWLI-OELinien

phyA in seiner Prg-Form ist duferst instabil. Aus diesem Grund nimmt unter Licht der phyA-
Gehalt kontinuierlich ab (Hennig et al,, 1999). Fir OWLI als Komponente in der phyA-
vermittelten VLFR wiire es somit denkbar, dass es die phyA-Stabilitit beeinflusst. Um diese
Vermutung zu tiberprifen, wurden Keimlinge des Wildtyps, sowie von owll-1 und OWLI-OE2
fir 4 Tage im Dunkeln vorgezogen und anschliefend ins Rotlicht transferiert. Zu

unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Proben genommen und mittels Immunodetektion mit

phyA-spezifischen Antikorper der phyA-Gehalt der Siimlinge bestimmt (Abb. 28).

Columbia owl1-1 OCWL1-OE2
D 15" 30" 1200 D 15" 30" 1200 D 15" 30" 1200

, —— | E——

Abbildung 28: Gehalt an phyA nach Bestrahlung mit Rotlicht. Etiolierte, vier Tage alte Keimlinge
wurden mit starkem Rotlicht (30 pmol/m?2/s) bestrahlt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden
Proben entnommen, Pflanzenextrakt gewonnen und anschlieflend eine Immunodetektion mit phyA-
spezifischem Antikdrper durchgefihrt. Die unteren Banden zeigen ein Coomassiefirbung der

Proteinextrakte als Ladungskontrolle. D= Dunkel; 15°, 30°, 120’= 15, 30, 120 min Rotlicht.

In allen Linien konnte in allen untersuchten Linien nach 30 min eine beginnende Degradation
festgestellt werden, nach 2 h Rotlichtbestrahlung war so gut wie kein phyA mehr detektierbar.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass OWL1 nicht die phyA-Stabilitit beeinflusst.
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3.2.3.6. Untersuchung des OWL1-Gehaltes in phyA-Signalwegs-Mutanten

Neben owl1 sind einige wenige Mutanten mit phinotypischen Defekten sowohl in der VLFR als
auch in der HIR beschrieben worden. Uber das genaue Zusammenwirken der Proteine ist zum
gegenwirtigen Zeitpunkt nur wenig bekannt. Um eine mogliche Beeinflussung der OWI1-
Stabilitit durch andere bekannte VLFR-Interaktoren zu untersuchen, wurde der Gehalt an
OWLI in verschiedenen Mutantenlinien determiniert. Dabei war es moglich, die
Mutantenlinien spal-2, pksl-1, fhyl-1 sowie phyA zu untersuchen. SPA1 war besonders
interessant, da dieses Protein an der Ubiquitin-abhingigen Proteindegradation beteiligt ist,
withrend PKS1 mit phyA direkt im Cytoplasma interagiert und FHY1 fiir den Kernimport von
phyA zustindig ist. Allerdings konnten in keiner Linie nennenswerte Unterschiede beziiglich

ihres Gehaltes an OWLI festgestellt werden (vgl. Abb. 29).

Col spal pks1 fhyl phyA

—

-

Abbildung 29: Konzentration an OWL1 in verschiedenen Mutanten des phyA-Signalwegs. Eine
Immunodetektion mit OWLI1-spezifischem Antikdrper wurde am Pflanzenextrakt drei-Wochen alten
Pflanzen durchgefithrt. Der Pfeil weist auf das Signal von OWLI1 hin. Die untere Bande zeigt ein
unspezifisches Signal und ist fungiert als Ladungskontrolle.

Leider war es nicht moglich, das reziproke Experiment durchzufithren und den Gehalt von
PKS1, SPA1 und FHY1 in owll zu untersuchen, da keine Antikorper gegen diese Proteine

verfiigbar waren.
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3.2.3.7. Identifizierung von OWL1-Interaktionsproteinen mittels Hefe-Zwei-
Hybrid-System

Um mogliche Interaktionspartner von OWLI1 zu identifizieren, wurde eine Hefe-Zwei-Hybrid-
Screen vorgenommen. Dabei wurde OWL1 durch Klonierung in den Vektor pDEST32 mit
einer DNA-Bindedomiine (GAL-DB) fusioniert, eine cDNA-Bank tiber Klonierung in pDEST22
mit einer Aktivierungsdomine (GAL-AD). OWLI1-DB wurde in Hefe transformiert, selektiert
und diese Zellen mit der cDNA-Bank transformiert. Als Reporter einer moglichen Interaktion
wurde die Komplementierung der Histidin-Auxotrophie tiber Expression des HIS3-Gens des
benutzten Hefestammes verwendet. Da der his-Phinotyp des verwendeten Hefestammes nicht
stark ausgeprigt ist (,leaky phenotype®) wurden zusitzliche verschiedene Konzentrationen (20,
40 mM) des Histidinsynthese-Inhibitors 3AT verwendet, um Hintergrundwachstum zu
unterdriicken. Auf diese Weise war es moglich, 58 Kolonien mit einer putativen Interaktion
anzuziehen. Nach Isolation und Sequenzierung der Vektoren konnten 25 putativen
Interaktoren benannt werden (vgl. Tab. 15). Auffillig war, dass viele putative Interaktoren in
Stressantworten involviert waren. So konnte mit RD19 ein Protein identifiziert werden, das
durch Austrocknung von Pflanzengewebe induziert wird (Koizumi et al., 1993). Auch TIP2 ist
in die Stressreaktion auf Austrocknung involviert (Loqué et al., 2005). APX1, die cytosolische
Ascorbat Peroxidase, ist an der Deaktivierung reaktiver Sauerstoffspezies beteiligt (Kubo et al.,
1993). Zusitzlich konnten auch Proteine mit einer Beteiligung an der Entwicklung isoliert
werden. PIE1 wurde beschreiben als Regulator der Bliitezeit im Bereich der Vernalisation
wihrend WAV?2 in das Wurzelwachstum involviert ist (Noh et al., 2003; Takahashi et al., 2002).
Es war moglich, fir WAV2, PIE1, CLP und RD19 durch reverse Genetik Mutanten zu
erhalten. Homozygote Linien wurden isoliert und auf ihren Phinotyp beziiglich des negativ

gravitropischen Wachstums untersucht.

Abbildung 30: Verlust des agravitropischen Wachstums von wav2, piel und rd19-Mutantenlinien.
Pflanzen wurden fiir drei Tage unter DR-Licht (0,5 pmol/m?/s) auf vertikalen Platten gezogen.
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Dabei konnten allerdings keinerlei Auffilligkeiten beobachtet werden (Abb. 30). Auch bei der

Inhibierung der Hypokotylelongation zeigten sich keinerlei signifikante Unterschiede (nicht

gezeigte Daten).

Der interessanteste putative Interaktor war HFRI1, ein positiver Regulator der phyA-

vermittelten HIR. Deshalb wurde diese Interaktion genauer charakterisiert.

Tabelle 15: Uber Hefe-Zwei-Hybrid-Screen identifizierte putative OWL1-Interaktionspartner

Locus Name Proteinfamilie/Funktion | Erstbeschreibung
Atl1g02340 HFR1 bHLH-Protein Fankhauser & Chory
Positiver Regulator der 2000
Lichtsignaltransduktion
At1g07890 APX1 Cytosolische Ascorbat Kubo et al., 1993
Peroxidase
Atlg21760 F-box-Protein
Atl1g29050 unbekannt
Atlg71970 unbekannt
Atlg75230 F22H5.5 HhH-GPD base excision
DNA repair family
protein
Atl1g76400 Mitglied der
Ribophorin1-Protein
Familie
At1g79510 unbekannt
At2g13360 AGT1 Peroxisomales
photorespiratorisches
Enzym fir
Transaminations
Reaktionen
At3g02470 S-Adenosylmethionin
Decarboxylase. Beteiligt
an der Polyamine
Biosynthese
At3g11800 F26K24.9 Unbekannt
At3g12810 PIE1 Ahnlichkeit mit ISW1I Noh et al., 2003
und SWI2/SNF2 Protein
Familie.
At3g13410 MRP15.4 unbekannt
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At3g26520 TIP2 Gamma Tonoplast Pih et al., 1999
Intrinsisches Protein
At3g60750 T4C21.160 Putative Transketolase Noir et al., 2005
At4¢23250 EMB1290 Kinase
At4¢25210 F24A6.50 Transkriptionsregulator | Curaba et al., 2003
At4¢25370 Enthilt N-terminale Clp-
Domine
At4g25740 RPS10A Ribosomenbestandteil
Art4¢39090 RD19 Cystein Proteinase- Koizumi et al., 1993
dhnlich; induziert durch
Austrocknung
At5¢20520 WAV?2 Bem46-like protein. Takahashi et al., 2002
Negativer Regulator der
Wurzelkrimmung
At5g41800 K16L22.8 Mitglied der Aminosiure
Transporter Familie
At5¢42680 Unbekannt
At5¢48320 Enthilt DC1-Domiine
At5¢49020 Protein Arginin N-
Methyltransferase
Familien Protein
At5g56030 HSP81-2 Mitglied der Hsp90- Takahashi et al., 1992
Proteinfamilie
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3.2.3.8. Die Interaktion zwischen HFR1 und OWL1

HFR1 wurde als Intermediat der phyA-vermittelten HIR beschreiben. Die Mutante hfrl zeigte
unter kontinuierlichem Dunkelrotlicht ein im Vergleich zum Wildtyp deutlich verlingertes
Hypokotyl sowie ein Unvermdgen, unter Dunkelrotlicht Schwingungsbewegungen auszufiihren.
Zusitzlich konnte eine Involvierung von HFR1 in die Cryptochrome 1 (cryl) vermittelte
Blaulichtsignaltransduktion gezeigt werden (Duek & Fankhauser, 2003). Die Identifikation des
HFR1-Locus ftihrte zu der Erkenntnis, dass es sich um ein Gen handelte, das fiir eine putativen
bHLH-Transkriptionsfaktor kodierte (Fairchild et al., 2000; Fankhauser et al., 2000; Soh et al.,
2000). Weitere Analysen ergaben, dass HFR1 im Dunkeln iiber das COPI1-System im
Proteasom degradiert wird und so die Regulation von HFR1 auf die Photomorphogenese
inhibiert wird (Duek et al., 2004; Yang et al., 2005; Jang et al., 2005). Neben dieser Interaktion
zwischen HFR1 und COP1 konnte auch kirzlich eine weitere mit dem Protein LAF1, einem
R2R3-MYB Faktor bewiesen werden (Jang et al., 2007). Neueste Studien haben dartiber hinaus
ergeben, dass HFR1 lichtabhingig tiber die Casein-Kinase Il phosphoryliert wird, was zu einer
erhohten Stabilitit des Proteins im Licht fithrt (Park et al., 2008).

A. Bestitigung der Interaktion iiber das Hefe-Zwei-Hybrid-System

Um die im Hefe-Zwei-Hybrid-Screen entdeckte Interaktion zwischen OWL1 und HFR1 zu

bestitigen, wurde der gesamte offene Leserahmen von HFR1 in den Vektor pDEST22 kloniert.

0mM 10 mM 15 mM 3AT

OWL1-pDEST32/ ‘ ‘
PEXP AD 502

OWL1-pDEST32/ I ‘ ‘
HFR1-pDEST22

HFR1-pDEST22/ “ l

pDBleu

Abbildung 31: Die Interaktion zwischen OWL1 und HFR1 im Hefe-Zwei-Hybrid System. Mav203-
Hefezellen wurden mit den jeweiligen Konstukten transformiert und auf SC-Leu-Trp-His + 0/10/15mM
3AT iibertragen. Die obere und untere Reihe zeigen Tests auf Autoaktivierung von OWLI1-pDEST32
und HFR1-pDEST22, die mittlere Reihe den Interaktionstest zwischen HFR1 und OWLI1.
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Anschliefend wurde dieses Konstrukt zusammen mit OWLI-pDEST32 in kompotente
Hefezellen kotransformiert und die Kolonien auf Nihrmedium mit unterschiedlichen
Konzentrationen an 3AT angezogen. Dabei zeigte sich, dass die im Rahmen des Hefe-Zwei-
Hybrid-,Screens® detektierte putative Interaktion zwischen OWL1 und HFR1 bestitigt werden
konnte. Wihrend die Untersuchungen auf Autoaktivierung von OWLI und HFRI1 ein
negatives Ergebnis erbrachten, war sowohl auf 10 mM als auch auf 15 mM ein deutliches

Wachstum fiir den Transformant OWL1-pDEST32/HFR1-pDEST22 zu verzeichen (Abb. 31).

B. Bestitigung der Interaktion mittels ,Pull-Down-Assay*

Um die tber das Hefe-Zwei-Hybrid-Verfahren festgestellte Interaktion zwischen OWL1 und
HFR1 zu bestitigen, wurde ein ,Pull-Down-Assay” unter Verwendung von OWLI1-GST und
HFR1-6xHis Fusionsproteinen vorgenommen. Als Negativ-Kontrolle diente dabei PAT1-GST,

das laut Jang und Coautoren keine Interaktion mit HFR1 eingeht (Jang et al., 2007).
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Abbildung 32: Pull-Down-Assay von HFR1-6xHis, OWLI1-GST, PAT1-GST zur Uberprifung von
Interaktionen. HFR1-6xHis wurde in E. coli tiberexprimiert und das Lysat auf Ni-NTA-Agarose
gebunden. Das gebundene HFR1-6xHis wurde mit PAT1-GST- und OWL1-GST-Lysat inkubiert. Gezeigt
sind der Input von OWLI-GST sowie von PATI-GST und die Pull-Down-Fraktion. Links die
Immunodetektion mit OWLI-spezifischem Antikérper, rechts mit GST-Antikérper. PATI1-GST
fungierte als Negativkontrolle.
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Die Fusionproteine OWLI1-GST, PATI1-GST und HFR1-6xHis wurden in E. coli
Uiberexprimiert, aufgereinigt und anschliefend ein Pull-Down-Assay iiber Bindung von
HFR1-6xHis an Ni:NTA-Agarose durchgefithrt. Uber dieses Verfahren konnte eindeutig eine
Interaktion zwischen HFR1-6xHis und OWLI1-GST detektiert werden.

Wihrend sich trotz einer hohen Input-Konzentration an PATI-GST keinerlei PAT1-GST im
Pull-Down mit HFR1-6xHis befand, konnte fir OWLI1-GST ein deutliches Signal festgestellt
werden. Dieses Signal zeigte sich sowohl in der Immunodetektion mit Anti-OWL1-Antikérper

als auch mit Anti-GST-Antikorper (Abb. 32).

C. Die Akkumulation von OWLI in hfrl sowie HFR1-Uberexpressonslinien

Die tiber das Hefe-Zwei-Hybrid-System entdeckte Interaktion zwischen HFR1 und OWLI
konnte durch eine ,,Pull-Down-Assay” bestitigt werden. Nun stellte sich die Frage, in welchem
Zusammenhang der putative Transkriptionsfaktor HFR1 und das ] Protein OWL1 stehen. Als
erster Schritt wurde daher der Gehalt an OWLI1 in hfrl sowie zwei HFRI-OE-Linien bestimmt.
Eine Immunodetektion mit OWL1-spezifischem Antikdrper zeigte dabei keine signifikanten
Unterschiede im Extrakt der verschiedenen Linien (Abb. 33). Das reziproke Experiment konnte

mangels HFR 1-spezifischen Antikorpers nicht durchgefiihrt werden.

owl Col OWL1 hfr1 HFR1- HFR1-
1-1 OE2 OE1 OE3

Abbildung 33: Konzentration an OWLI1 in hfrl und HFRI-OEA-Linien. Eine Immunodetektion mit
OWL-spezifischem Antikérper wurde am Pflanzenextrakt drei-Wochen alter Pflanzen durchgefuihrt.
Der Pfeil weist auf das Signal von OWLI hin. Die untere Bande zeigt ein unspezifisches Signal, das als
Ladungskontrolle fungiert.
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D. Die Doppelmutantenlinien owl1-1/hfr] und OWLI-OE2/hfr1

Um Erkenntnisse iiber die genetische Interaktion zwischen HFR1 und OWLI1 zu erlangen,
wurden durch Kreuzungen zwischen den Mutanten owll-1 bzw. OWLI-OE2 und hfrl
Doppelmutanten erzeugt. Anschliefend wurde der Verlust des agravitropischen Wachstums der

Linien owl1-1/hfr]1 und OWLI-OE2/hfr] unter DR-Licht bestimmt (Abb. 34).
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Abbildung 34: Verteilung der Hypokotylwachstumswinkel der Linien owl1-1/hfr1, OWLI-OE/hfr1 sowie
der Elternlinien owll-1, OWII-OE2 und hfrl und des Wildtyps. Pflanzen wurden fiir drei Tage auf
vertikalen Platten unter Dunkelrotlicht angezogen. Anschlieflend wurde der Winkel zwischen Hypokotyl
und Vertikale vermessen und in 10°Schritten aufgetragen. Die Abszisse gibt den Wachstumswinkel in °
an, die Ordinate die Anzahl an Pflanzen in %. n (owl1-1)= 59; n (hfr1)= 77; n (OWLI-OE2) = 49; n (owl1-
1/hfr1) = 96; n (OWLI1-OE2/hfr1) = 717.
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Fiir hfrl war eine Stérung des agravitropischen Wachstums unter Dunkelrotlicht nachgewiesen
worden (Fairchild et al., 2000; Fankhauser et al., 2000; Soh et al., 2000). Wie in Abb. 34 zu
sehen zeigte auch unter unseren Versuchsbedingungen hfrl ein deutlich vertikaleres Wachstum
als der Wildtyp und hatte auch im Vergleich zu owl1 einen stirkeren Phinotyp.

Fir die Doppelmutante owll-1/hfrl wiren folgende Phinotypen denkbar: Ein additiver
Phinotyp, vergleichbar mit phyA (Abb. 34), wiirde fiir eine Involvierung von OWL1 und HFR1
in unterschiedlichen Signalwegen sprechen. Die in wvitro-Studien implizieren aber eine
Interaktion der beiden Proteine und somit eine Beteiligung am gleichen Signalweg. Daher
sollte die Doppelmutante entweder einen hfrl- oder in einem owll-I-Phinotyp aufzeigen, je
nach Positionierung von OWL1 und HFR1 in der Signalkette. Die Analyse der Doppelmutante
owl1-1/hfrl zeigte eine Ausrichtung der Hypokotyle, die mit der von owlI-1 vergleichbar war.
Dies bestiitigt, dass HFR1 und OWL1 in dem gleichen Signalweg positioniert sein miissen und
impliziert, dass OWL1 oberhlab von HFR1 funktional ist.

Durch die Uberexpression von OWLI in hfr] (OWLI-OE2/hfr1) konnte ein intermediirer
Phiinotyp erzielt werden. Dies weifdt darauf hin, dass eine Uberexpression von OWLI partiell

den Verlust von HFR1 in der hfrI-Mutante komplementieren kann.
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4. DISKUSSION

Um die Funktionsweise der in ihrem Aufbau sehr komplexen Phytochrome zu analysieren sind
in den letzten 20 Jahren eine Vielzahl von Studien mit verschiedenen phyA-Konstrukten
durchgefiihrt worden. Unter der Verwendung von unterschiedlichen phyA-Mutantenallelen
sowie Uberexpressions- und Deletionskonstrukten konnten entscheidende Erkenntnisse
beziiglich der Bereiche, die fir die Lokalisation, Phosphorylierung, Chromophorbindung,
Regulation und Signaltransduktion wichtig sind, gewonnen werden.

Bei den meisten ilteren Studien, die sich mit der Funktion von phyA befassten, wurde Hafer
phyA (phyA A.s.) verwendet, das in Tabakpflanzen iiberexprimiert wurde. Aber auch
Experimente in A. thaliana Wildtyppflanzen wurden durchgefithrt (zur Ubersicht siehe Tab.
16).

Tabelle 16: Ubersicht die
Substitutionskonstrukten. Angegeben sind der Ursprungsorganismus des verwendeten phyA (Quelle),
der Organismus die
Dunkelrotlicht (DR;), kontinuierlichem Dunkelrotlicht (DRg) und Rotlicht (RL) im Vergleich zum
Wildtyp. / = nicht durchgefiihrt.

tiber in friheren Studien verwendeten phyA-Deletions-und

transformierte (Transformant) sowie Hypokotyllinge unter Pulsen von

Konstrukt Quelle Transformand Hypokotyllinge Autoren
DRy DR, RL
A6-12 Avena sativa | N. tabacum lang kurz Casal et al., 2001
A6-12 Avena sativa | A. thaliana lang = Casal et al., 2001
Wildtyp
A6-12 A.thaliana A. thaliana lang = / Trupkin et al.,
phyA-Mutante 2007
AN52 Avena sativa | A. thaliana lang / kurz | Boylan et al., 1994
Wildtyp
AC616 Avena sativa | A. thaliana sehr lang / sehr lang | Boylan et al.,, 1994
Wildtyp
AC617-686 | Avena sativa | A. thaliana lang / leicht | Boylan et al., 1994
Wildtyp verlingert
C>S(322) | Awenasativa | A.thaliana =WT / =WT | Boylan et al., 1994
Wildtyp
1-595/8-Gluc/ | Avena sativa | A.thaliana lang leicht / Mateos et al., 2006
GFP/NLS phyA-Mutante verlingert
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In diesen Untersuchungen zeigte sich das Problem, dass weiterhin endogenes phyA vorhanden
war, was eine Interpretation der Ergebnisse erschwerte. Dariiber hinaus stellt sich die Frage, in
wie weit phyA aus Monokotylen in Dikotylen funktional ist, worin die Unterschiede liegen und
ob sich die Ergebnisse auf das endogene phyA von Tabak oder A. thaliana tibertragen lassen.
Die Homologie zwischen phyA aus A. thaliana (phyA/A.th.) und phyA aus Hafer bzw. Reis
(phyA/O.s.) betrigt nur ca. 63%. Vor allem im N-terminalen Bereich bis Position 20 sind
deutliche Unterschiede zu sehen, verfiigen phyA A.s. und phyA O.s. doch tiber 10 Serinreste,
verteilt auf drei Gruppen, phyA A.th. dagegen nur tiber sieben Serine.

Bei der Beantwortung dieser Fragen sind die Resultate des Deletionskonstruktes phyAA6-12
sehr aufschlussreich. Dieses phyA/A.s.-Konstrukt wurde 2002 von Casal und seinen Koautoren
sowohl in Tabak als auch in Wildtyp-Pflanzen von A. thaliana transformiert (Casal et al., 2002).
2007 wurde eine zweite Studie verdffentlicht, in der phyA A.th. ebenfalls zwischen Postion 6
und 12 deletiert wurde. Dieses Konstrukt wurde in die A. thaliana Mutante phyA transformiert
(Trupkin et al, 2007). In beiden Publikationen wurden ausfiihrliche physiologische
Untersuchungen unter Niedrigst-Fluenzen und kontinuierlichem Dunkelrotlicht veréffentlicht.
Damit lisst sich genau vergleichen, in wie weit die Ergebnisse zum einen von Tabak auf A.
thaliana und zum anderen von phyA/A.s. auf phyA/A.th. tibertragbar sind. Die Analyse der
Hypokotyllinge ergab, dass in Tabak durch die Uberexpression von phyAA6-12 sowohl die
VLFR als auch die HIR durch die Expression des Monokotylen-Deletionskonstruktes in
hochstem Mafle verstirkt waren. Schon frither hatten Analysen gezeigt, dass phyA/A.s. in
Tabak zu einem hypersensitiven Phinotyp fiihrte (Keller et al. 1989; Cherry et al. 1991); durch
Deletion der Aminosiuren 6-12 wurde dieser Effekt noch erhoht. Auch in A. thaliana
resultierte die Expression von phyA/A.s. in einem hypersensitiven Phinotyp in der VLFR und
der HIR. Dagegen hatte die Deletion der sechs Aminosiuren in Hafer phyA (phyAA6-12/A.s.)
kaum Einfluss auf die Hypokotyllinge unter Lichtpulsen (VLFR). Unter kontinuierlichem
Dunkelrotlicht allerdings waren die Hypokotyle signifikant verlingert, es war also ein
hyposensitiver Phinotyp erzielt worden. Die Studie mit der Expression von A. thaliana phyAA6-
12 in der A. thaliana-Mutante phyA zeigte wenn auch nicht identische, so doch #hnliche
Ergebnisse zu den Resultaten von phyA/A.s. in A. thaliana. Unterschiede kénnen sicher zum
Teil auf endogenes phyA bei der Transformation von phyAA6-12 (A.s.) in den A. thaliana-
Wildtyp zurtickgefiihrt werden. Die Ergebnisse von A. thaliana stehen aber in volligem
Gegensatz zu den Beobachtungen an Tabak. Das kann als Indiz gewertet werden, dass Resultate
zwischen verschiedenen Arten, die mit den gleichen phyA-Konstrukten transformiert wurden,
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nicht ohne weiteres tbertragen werden konnen. Wahrscheinlich wirken hier artspezifische
Mechanismen, die auf unterschiedliche enzymatische Ausstattung und ihre Feinregulierung
zuriickgefithrt werden kénnen. Allerdings ist anscheinend die Homologie zwischen phyA aus
Monokotylen und Dikotylen doch so stark ausgeprigt, dass in den Wairtsorganismen
weitgehend die gleichen Mechanismen induziert werden wenn ein artfremdes phyA eingebracht
wird. Das bedeutet, dass Ergebnisse mit phyA aus unterschiedlichen Arten durchaus
ibertragbar sind, solange nur der gleiche Wirtsorganismus transformiert wurde. Auflerdem
haben neuere Arbeiten ergeben, das phyA aus Reis dhnliche Funktionen erfiillt wie das
Gegenstiick aus A. thaliana.

In der vorliegenden Studie wurden A. thaliana phyB und phyABMutanten mit phyA/O.s.
komplementiert. Dabei wurden zum einen das Wildtyp Reis phyA (phyA/O.s.WT) verwendet,
zum anderen Reis phyA mit zehn Serin zu Alanin Substitutionen im N-Terminus. Eine
wichtige Fragestellung in der phyA-Forschung war immer, wie ein Molekiil - phyA - drei
unterschiedliche Signalwege initiieren kann. Daher sollte insbesondere tiberpriift werden,
inwiefern diese Signalinitiilerung durch die N-terminalen Serinreste beeinflusst wird. Diese
Serinreste konnten als lichtabhiingige Phosphorylierungsstellen fungieren, zumal in Hafer
bereits anhand von in witro Studien Phosphorylierungen im N-Terminus von phyA
nachgewiesen wurden (McMichael & Lagarias, 1990; Lapko et al., 1996, 1997, 1999). Da in
allen phyB/SA- und phyB/WTLinien endogenes phyA die Interpretation der Resultate
erschwerte, wie im Vergleich mit den phyAB-Linien ersichtlich wurde, wird im Folgenden vor
allem auf die Ergebnisse der phyAB/SA- und phyAB/WT-Linien eingegangen werden.

Bei der Untersuchung der VLFR zeigte sich, dass das Vorhandensein von Serinresten
entscheidend war fiir die Inhibierung der Hypokotlyelongation und fiir den ,Far-red-Killing“-
Effekt unter Niedrigstfluenzen. Dabei resultierte das Einbringen von phyA/O.s.WT in den
phyAB-Mutantenhintergrund in beiden Fillen sogar in einen hypersensitiven Phinotyp, was
wahrscheinlich auf die zusitzlichen Serinreste und damit auf zusitzliche putative
Phosphorylierungsstellen zuriickzufithren ist. Die Keimungsrate nach Applikation eines
Dunkelrotlichtpulses und der Verlust des negativ-gravitropischen Wachstums konnte dagegen
nur durch das Einbringen des S/A-Substituts komplementiert werden. Diese beiden
physiologischen Reaktionen werden daher durch die im Vergleich zu phyA/A.th. zusitzlichen
putativen Phosphorylierungsstellen von phyA/O.s.WT sogar behindert. Somit kénnen die
verschiedenen VLFR in zwei Gruppen unterteilt werden: Gruppe [ umfasst die Inhibierung der

Hypokotylelongation und den ,Farred-Killing“Effekt und benotigt Serinreste. Gruppe II
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besteht aus Keimung und dem Verlust des agravitropischen Wachstums. Diese physiologischen
Reaktionen kénnen auch in Abwesenheit von Serinresten stattfinden und werden durch im

Vergleich zu A. thaliana zusitzliche Serine inhibiert (vgl. Tab. 17).

Tabelle 17: Ubersicht tiber die Komplementation verschiedener

VLER in den Linien phyAB/SA, phyAB/W'1

phyAB/SA phyAB/WT

Keimung

Verlust des agravitropischen

Wachstums

Inhibierung der

Hypokotylelongation

,Farred-Killing“-Effekt .

Nicht komplementiert [l Komplementiert

Partiell komplementiert Hypersensitiv [

Da die Prozesse beider Gruppen im Rahmen der VLFR gleichzeitig ablaufen, ist es
wahrscheinlich, dass unter Niedrigst-Fluenzen nicht alle Serin-Gruppen phosphoryliert werden.
Vermutlich handelt es sich um ein gewisses Phosphorylierungsmuster, das auf der einen Seite
durch phosphorylierte Serine Inhibierung der Hypokotylelongation und den ,Farred-Killing“
Effekt positiv steuert, iber die nicht phosphorylierten Bereiche Keimung und Inhibierung des
agravitropischen Wachstums (vgl. Abb. 35). Es ist auch gut denkbar, dass im Dunkeln ebenfalls
ein Phosphorylierungsmuster besteht, das aber einen inhibierenden Charakter auf die
Photomorphogenese hat. Durch Licht kdnnte sich das Muster verschieben oder verstirken und
damit fordernd wirken. Dies wiirde eine spezifische Regulation tber Phosphatasen und
Kinasen implizieren. Tatsichlich wurde kiirzlich mit PAPP2C eine Phosphatase identifiziert, die
spezifisch mit dem N-Terminus von phyA und phyB interagieren kann (Phee et al. 2008).
Dartiber hinaus wurde von mir eine weitere Phosphatasemutante mit Defekten in der VLFR
identifiziert. In den Linien phyAB/WT wurde nun durch Komplementation mit phyA/O.s.

zusitzliche Serine und damit zusitzliche putative Phosphorylierungsstellen eingefiigt. Dadurch
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konnte das Phosphorylierungsmuster gestdrt werden und so dass im Dunkeln bestehende
inhibierende Muster erhalten bleiben. Das wiirde zu der fehlenden Komplementation von

Keimung und Inhibierung des Agravitropismus in phyAB/WT fithren.

DUNKEL NIEDRIGST-FLUENZEN
Inhibierung der Keimung
Fiypokolelongation Verlust des agravitropischen
Far-red-Killing“-Effekt Wachstums

L |
dephosphorylierte dephosphorylierte
® Serine Serine

SSS SSSSS SS | |::> SSS SSSSS SS

phosphorylierte phosphorylierte ®
Serine Serine
—_—

Inhibierung der

Keimung Hypokotylelongation

Verlust des agravitropischen

Wachstums ,Far-red-Killing“-Effekt

Abbildung 35: Modell putativer Phosphorylierungszustinde im N-Terminus von phyA im Dunkeln
sowie unter Niedrigst-Fluenzen. Pfeile stehen fiir férdernde, Balken fiir hemmende Wirkung.
Gestrichelte Linien zeigen verschiedene Phosphorylierungsmuster an.

Allerdings sollte dann im Umkehrschluss fir phyAB/SA eine hohe Dunkelkeimungsrate und
Schwingungsbewegungen im Dunkeln zu erwarten sein. Tatsichlich hatte sich bei den
vorgenommenen Keimungsexperimenten immer dass Problem gestellt, dass bei phyAB/SA und
phyAB/WT eine sehr hohe Dunkelkeimung vorhanden war. phyAB/SA und phyAB/WT-Linien
hatten auflerdem im Dunkeln leichtere Schwingungsbewegungen ausgefiihrt. Dartiber hinaus
hatten 1996 Robson und Smith in phyA-Keimlingen, die Hafer-phyA tberexprimierten, einen
Verlust des agravitropischen Wachstums im Dunkeln beschrieben (Robson & Smith, 1996).
Sollten die verschiedenen VLFR sowie die Unterdriickung derselben im Dunkeln tatsichlich
auf variable Phosphorylierungsmuster zuriickgehen, so koénnte man diese These tber
Konstrukte tiberpriifen, bei denen nur bestimmte Serine durch Alanine substituiert wurden.

Dabei wiirde es sich als erster Schritt anbieten, nur die gegentiber A. thaliana additiven Serine
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durch Alanine zu ersetzten. Durch zusitzliche Substitutionen und massenspektrometrische
Untersuchungen wire es dann moglich, die relevanten Phosphorylierungsstelle/n einzukreisen.
Bei der Charakterisierung der HIR zeigte sich dagegen, dass ausschliellich phyA/O.s.SA
effektiv  fir alle wuntersuchten physiologischen Prozesse komplementieren konnte.
phyA/O.s. WT fiihrte nur zu einer geringfiigigen Verkiirzung der Hypokotyllinge, folglich war
dieses Konstrukt weniger aktiv und die zusitzlichen Serinreste wirkten sich sogar hemmend auf
die Funktionalitit aus. Auch die Anthocyanakkumulation war in fritheren Studien von Dr. C.
Bolle analysiert worden: hier konnte nur phyA/O.s.SA komplementieren, nicht aber das
Wildtyp-Protein. Dieses Ergebnis liuft auf den ersten Blick Beobachtungen entgegen, dass
phyA/A.s. in A. thaliana Wildtyppflanzen zu einem hypersensitiven Phinotyp fithrt (Boylan &
Quail 1991). Die Erklirung fiir diese Hypersensitivitit liegt vermutlich in einem additive Effekt
aus dem endogen im Wildtyp vorhandenen phyA und dem nur schwach aktiven
Uiberexprimierten phyA/A.s. Dagegen war es fiir den HIR-abhingigen ,Farred-Killing“-Effekt
unerheblich, ob die putativen Phosphorylierungsstellen vorhanden waren, da fiir beide
Konstrukte eine effektive Komplementation zu verzeichen war. Beziiglich der Kotyledonoffnung

unter DRy konnte ebenfalls kein Unterschied zwischen beiden Konstrukten festgestellt werden

(vgl. Tab. 18).

Tabelle 18: Uberblick tber den Grad der Komplementation
verschiedener HIR-Reaktionen durch die Konstrukte phyA/O.s.WT

sowie phyA/O.s.SA.
phyAB/SA phyAB/WT
Inhibierung der .
Hypokotylelongation
,Farred-Killing“-Effekt
Anthocyan-Akkumulation .
Kotyledonenoffnung unter
DRy
Nicht komplementiert Il Komplementiert
Partiell komplementiert Hypersensitiv ]
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Somit zeigt sich, dass zwei physiologische Reaktionen der HIR, die Inhibierung der
Hypokotylelongation und die Anthocyanakkumulation, durch zusitzliche Serinreste gehemmt
wurden. Dagegen erfolgten die Kotyledonenéffnung und der ,Farred-Killing“Effekt
unabhingig von der Sequenz des N-Terminus.

Die Inhibierung der Hypokotylelongation ist die einzige physiologische Reaktion, die sowohl
fir die VLFR als auch fir die HIR untersucht wurde und die in beiden Fillen durch die
Serin/Alanin-Substitutionen beeinflusst wurde. Deshalb soll im Folgenden besonders auf diese
Reaktion eingegangen werden. Es ist schwierig zu erkliren, dass ausgehend von den Serinresten
des N-Terminus die gleiche Reaktion einmal durch putative Phosphorylierungsstellen gehemmt
und einmal, im Rahmen der VLFR, initiilert wird. Zusitzlich zeigt sich, wenn
Phosphorylierungen nicht méglich sind (S/A-Substitut) der reziproke Phinotyp. Nimmt man
noch dazu, dass sich zwei Reaktionen, der HIR- Farred-Killing“Effekt und
Kotyledonenoéffnung, Serin-unabhiingig verhielten, liegt der Verdacht nahe, dass der auslésende
Mechanismus fir die HIR-Reaktionen nicht bei den Serin-Resten des N-Terminus zu finden ist,
sondern in einem anderen Teil des phyA-Molekiils lokalisiert ist. Ein Indiz fiir diese Theorie
findet sich in einer Studie an A. thaliana, in der Wildtyppflanzen mit phyA A.s.
Deletionskonstrukten transformiert worden waren. Dabei handelte es sich um die Konstrukte
AN52, AC616 und A617-686 (Boylan et al. 1994). Fiir alle drei Konstrukte konnten unter
kontinuierlichem Dunkelrotlicht signifikant verlingerte Hypokotyle ermittelt werden. Das
bedeutet, dass durch die transformierten Konstrukte sogar die endogene phyA-Antwort gestort
wurde. Allerdings war der mit Abstand stirkste Effekt bei AC616 zu verzeichen. Da dieses
Konstrukt auch zu stark verlingerten Hypokotylen unter Rotlicht fiihrte, liegt der Verdacht
nahe, dass im deletierten Bereich ein allgemeiner Aktivator der Hypokotylverkiirzung lokalisiert
ist, im noch vorhandenen N-terminalen Bereich ein Supressor. Durch Deletion des C-Terminus
fungiert das verkiirzte phyA als Supressor und unterdriickt auch die endogene phyA und phyB-
Antwort. Die Frage ist nun, worin dieser Suppressor besteht. Hier konnte man nun die
Serinreste des N-Terminus anfiihren, die ja fiir manche HIR-Reaktion eine Auswirkung haben.
Auch die Linien Linien phyB/WT, phyB/SA, phyAB/WT und phyAB/SA waren beziiglich
Hypokotyllinge und agarvitropischem Wachstum unter Rotlicht untersucht worden, da phyA
in A. thaliana auch die LFR beeinflusst. Diese Untersuchungen hatten ergeben, dass
phyA/O.s.WT den phyB-Defekt in phyAB und phyB komplementieren konnte, ja sogar bei der
Hypokotyllinge zu einem hypersensitiven Phinotyp fithrte. phyA/O.s.SA dagegen hatte nur

eine geringe Komplementation zur Folge. Folglich muss die Signalinduktion der LFR positiv
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tiber die Serinreste gesteuert werden. Da phyA/QO.s.SA nicht die LFR initiieren konnte, AN52
aber unter Rotlicht hypersensitiv war, muss die Suppression fiir die phyB-Antwort vermutlich
in den dephosphorylierten Serinen des N-Terminus zu finden sein. Ein vollig
dephosphorylierter N-Terminus als Suppressor wiirde aber im Widerspruch zu den Ergebnissen
der HIR stehen, deshalb erscheint wieder die Moglichkeit eines inhibitorisch wirkenden
Phosphorylierungsmusters am wahrscheinlichsten. Eine zweite Erklirung fiir den Verlust der
endogenen phyA und phyB-Antwort in der Studie von Boylan et al. wire, dass ein inaktives
phyA-Deletionskonstrukt mit endogenem phyA nicht funktionale Dimere bildet und so phyA
und phyB-Antwort unterdriickt. Dies kann aber ausgeschlossen werden, da eine Uberexpression
des inaktiven phyA/A.s. C>S(322) in Wildtyppflanzen keinerlei Auswirkungen auf die
endogene phyA-Antwort hatte. Leider behandelten Boylan et al. in ihrer Publikation nicht die
VLER. Allerdings ergaben Untersuchungen an einem phyA-Konstrukt bestehend aus Hafer-
phyA(1-595)/R-Glucuronidase/ GFP/NLS, dass das dimerisierte Protein im phyA-Hintergrund
keine HIR erzeugen konnte, allerdings eine - wenn auch etwas abgeschwichte - VLFR (Mateos
et al., 2006). Folglich bleibt festzuhalten, dass der N-Terminus allein nicht ausreichend fuir eine
funktionierende HIR ist, dass sein N-terminales Phosphorylierungsmuster aber als Suppressor
der HIR sowie der schwachen LFR von phyA dienen konnte. Nun stellt sich die Frage, wie die
stark eingeschrinkte HIR von phyAB/WT erklirt werden kann. In phyA/O.s.WT) sind
zusitzliche putative Phosphorylierungsstellen vorhanden, die moglicherweise eine Verschiebung
des Phosphorylierungsmusters bewirken und damit auch im Dunkelrotlicht die Hemmung der
Inhibierung der Hypokotylelongation aufrechterhalten. Nun stellt sich die Frage, warum sich
die additiven Serine einmal fordernd (VLFR) und einmal hemmend (HIR) auf die gleiche
physiologische Reaktion auswirken und was die biologische Funktion dieses Effektes ist.

Es ist gut denkbar, dass sich bei der Inhibierung der Hypokotylelongation die VLFR und die
HIR gegenseitig ausschliefen. Unter Niedrigst-Fluenzen ist eine zu starke Hypokotylverkiirzung
nicht sinnvoll, da die niedrigen Lichtquantititen nicht zum Uberleben der Pflanze ausreichen.
Ein verlingertes Hypokotyl erhoht die Wahrscheinlichkeit, bessere Lichtbedingungen zu
finden. Deshalb mufl die starke Inhibierung der Hypokotylelongation der HIR unter VLFR-
Bedingungen unterbunden werden. Folgendes Modell wire somit denkbar (vgl. Abb. 36):
Durch N-terminale Phosphorylierungen wird der Mechanismus der HIR-gesteuerten
Hypokotylverkiirzung inhibiert. Gleichzeitig wird aber durch das Verschieben des
Phosphorylierungsmusters die VLFR-gesteuerte Reaktion freigeschaltet. phyA/O.s.SA fiihrt

unter HIR-Bedingungen zu einer Komplementation auf Wildtyp-Niveau, allerdings zu keinem
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hypersensitivem Phinotyp. Das legt die Schlussfolgerung nahe, dass fir eine HIR-induzierte
Hypokotylverkiirzung eine vollstindige Dephosphorylierung des N-Terminus von Néten ist.
Gleichzeitig fithrt der Verlust der Serinreste zu einer nur schwachen Komplementation der

VLFR. Die Funktion kénnte sein, dass eine aktive HIR die Ausfiihrung der VLFR hemmt.

KONTINUIERLICHES
DUNKELROTLICHT

NIEDRIGST-FLUENZEN

I SSS SSSSS SS SSS SSSSS SS

&y —il

b

Inhibierung der Inhibierung d Inhibierung Inhibierung der
Hypokotylelongation Hypokotyl ation Hypokotylglefigation Hypokotylelongation
VLFR HIR VLFR HIR

Abbildung 36: Modell der Regulation der Inhibierung der Hypokotylelongation iiber die Serinreste des
N-Terminus von phyA im Rahmen der HIR und der VLFR. Gestrichelte rote Linie:
Phosphorylierungen. Roter Balken: Inhibierung. Schwarzer Pfeil: Forderung

Diese Resultate und Schlussfolgerungen laufen allerdings auf den ersten Blick den eingangs
erwihnten Ergebnissen an phyAA6-12 entgegen. Diese zeigten, dass der Verlust der Serin-Reste
im deletiertem Bereich zu einer starken Einschrinkung der HIR fiihrte, wihrend die VLFR
kaum beeinflusst war (Casal et al., 2002; Trupkin et al., 2007). Dabei war die Inhibierung der
Hypokotylelongation, der Farred-Killing-Effekt, sowie die Anthocyanakkumulation betrachtet
worden. Eine Erklirung ftir diese Resultate wire, dass durch die Deletion und die daraus
resultierende Entfernung fiinf putativer Phosphorylierungsstellen zu einer Verschiebung des
Phosphorylierungsmusters fithrt. Moglicherweise resultiert die Deletion in einem besonders
starken hemmenden Signal fir die HIR, beeinflusst aber nicht die VLFR. Ebenso wire
denkbar, dass die Deletion zu einer Strukturinderung des gesamten phy-Molekiils fithrt, auch
den HIR-Bereich beeinflusst und somit eine Storung der Signaltransduktion der HIR nach sich
zieht.

Ausgehend von unseren Untersuchungen sowie unter Einbeziehung der Ergebnisse anderer

Arbeitsgruppen konnte folgendes Modell der HIR und der VLFR entworfen werden (vgl. Abb.
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37): Der Serin-reiche N-Terminus von phyA liegt im Dunkeln partiell phosphoryliert vor.
Dieses Phosphorylierungsmuster wirkt hemmend auf die Photomorphogenese und inhibiert
sowohl VLFR als auch HIR. Bestrahlung mit NiedrigstFluenzen resultiert in einer
Verinderung dieses Musters. Wihrend die Hemmung auf bestimmte HIR bestehen bleibt, wird
die VLFR freigeschaltet. Dabei werden einige der VLFR-Reaktionen iiber nach Belichtung
dephosphorylierte, andere tiber phosphorylierte Serine aktiviert. Durch starke Belichtung mit
Dunkelrotlicht wird der N-Terminus komplett dephosphoryliert. Damit entfillt die Hemmung

auf alle HIR-Reaktionen, die Photomorphogenese wird initiiert.

DUNKEL NIEDRIGST KONTINIUERLICHES
FLUENZEN DUNKELROTLICHT
| — | — ( y
_WFRAMR VLFR..HIK" _VEFR HIR

Abbildung 37: Uberblick itiber die Abhingigkeit von HIR und VLFR von N-terminalen
Phosphorylierungszustinden von phyA. Pfeile weisen auf eine férdernde, Balken auf eine hemmende
Wirkung hin. Blaue Linien stehen fiir verschiedene Phosphorylierungsmuster. Durchgehende rote und
schwarze Linien zeigen eine vollstindige, gestrichelte eine partielle Inhibierung an.

Weiterhin stellt sich die Frage, wie die Signalweiterleitung ausgehend von den
Phosphorylierungszustinden von phyA erfolgt. Wahrscheinlich ist, dass dabei die Bindung von
Interaktoren eeine entscheidende Rolle spielt. Dabei sind zwei Modelle denkbar: Sowohl der
HIR- als auch der VLFR-Bereich verfiigen tiber ein eigenes Set an Interaktoren, die den
jeweiligen Zustand wahrnehmen und weiter vermitteln. Diese These ist vermutlich zu
verneinen, da einige Mutanten des phyA-Signalweges isoliert wurden, bei denen sowohl HIR als
auch VLFR gestort sind. Deshalb miissen die beiden Signalwege zumindest partiell tiberlappen
und Uber identische Komponenten laufen. Wahrscheinlicher erscheint aber, dass ftir beide
Bereiche identische Intermediate verantwortlich sind, die mit einer hoheren Effektivitit an das
licht-induzierte Phosphorylierungsmuster, und damit den VLFR-Bereich binden, als an den

Bereich der HIR, oder auch umgekehrt. Welche Faktoren daftir allerdings in Frage kommen,
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bleibt unklar. Da allerdings kirzlich beschrieben wurde, dass die mit phyA und phyB
interagierende Phosphatase PAPP2C indirekt auch die Dephosphorylierung von PIF3
beeinflusst (Phee et al., 2008). Das konnte ein Hinweis darauf sein, dass PIF3 zu den gesuchten
Faktoren gehort.

Eine grofle Anzahl von Signalintermediaten wurde fir die HIR anhand von Mutanten-
sscreens unter kontinuierlichem Dunkelrotlicht (Nagatani et al.,, 1993; Hoecker et al., 1998;
Bolle et al. 2000; Zeidler et al. 2001) isoliert. Dabei wurden in der Regel die Hypokotyllinge
unter kontinuierlichem Dunkelrotlicht, sowie das Ergriinungsvermdgen betrachtet. Nur einige
dieser Mutantenlinien wie pks1, pks2, spal und fhyl (Hoecker et al., 1998 Cerdan et al., 1999;
Baumgardt et al., 2002; Lariguet et al., 2003) zeigten zusitzliche Defekte in der VLFR. Fiir die
Mutanten cp3 und evel/dwarfl/diml (Quinn et al., 2002; Luccioni et al., 2002) wurde eine
verstirkte VLFR beschrieben. Auflerdem gelang es die verminderte VLFR des Okotyps
Columbia an zwei Loci (VLF1, VLF2) festzumachen, die allerdings nicht genauer charakterisiert
wurden (Yanovsky et al.1997; Botto et al. 2003). Die Isolierung von spezifischen VLFR-
Mutanten erwies sich als schwierig, da durch die geringe Lichtmenge der Niedrigst-Fluenzen
nur schwache phinotypische Effekte zu erzielen sind. Dies bringt die Gefahr von groflen
Mengen an falsch positiven und falsch negativen Mutanten mit sich.

Die Mutante owll-1 fiel in einem ,Screen® unter schwachem Dunkelrotlicht durch ein leicht
verlingertes Hypokotyl und ein verbessertes Ergriinungsvermdgen auf. Eine niihere Analyse
ergab, dass owlI-1 nicht in der HIR behindert ist, sondern nur spezifische Defekte in der VLFR
aufwies. Untersucht wurden dabei die Keimung unter Dunkelrotlicht, der ,Farred-Killing“
Effekt, die Inhibierung der Hypokotylelongation und das agravitropische Wachstum. Fiir alle
vier physiologischen Effekte konnte ein intermediirer Phinotyp zwischen Wildtyp und der
phyA-Mutante beobachtet werden. Auch das zweite isolierte Mutanten-Allel, owl1-2, zeigte diese
Phianotypen. Neben diesen Mutantenlinien waren auch Uberexpressionslinien analysiert
worden, die OWL1 kontinuierlich tberexprimierten (OWLI-OEI, 2). Fir diese
Uberexpressionslinien konnte nur fiir den ,FarredKilling“Effekt und die Keimung der
gegensitzliche Phinotyp, also eine Erhéhung der VLFR, gezeigt werden. Im agravitropischen
Wachstum war der Phinotyp vergleichbar dem Wildtyp, fur die Inhibierung der
Hypokotylelongation in einer Linie sogar hyposensitiv. Bei letzterer handelte es sich allerdings
um eine Linie mit einer sehr starken Uberexpression. Durch die hohe Konzentration an OWL1
konnte es zu einer Art SubstratUberschuss-Hemmung kommen und so die Inhibierung der

Hypokotylelongation unterbunden werden. Dies erscheint umso wahrscheinlicher, da
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folgenden Beobachtung gemacht wurde: OWLI-OEI zeigte im Verlauf der durchgefiihrten
Untersuchungen eine von Generation zu Generation abnehmende Uberexpressionsrate. Dieser
Effekt war vermutlich auf ein schleichendes ,Silencen“ der Insertion zuriickzufiihren. Mit
dieser Abnahme an OWLI-Konzentration ging auch eine allmihliche Verkiirzung der
Hypokotyllingen unter gepulstem Dunkelrotlicht einher.

Als nichster Schritt sollte die proteinbiochemische Rolle von OWLI1 in der VLFR untersucht
werden. ] Proteine sind als Interaktoren Hsp70-Proteine bekannt. Hsp70-Proteine stellen eine
Schliisselkomponente der zelluliren Stressantwort und der Chaperontitigkeit dar. Durch ihre
Bindung an Zielproteine wird ATP-abhingig die Faltung von Peptidketten zu nativen Proteinen
sowie Proteinabbau und -import reguliert. Da Hsp70-Proteine nur tiber eine schwache eigene
ATP-Hydrolyse verfiigen, fungieren ] Proteine als Verstirker. Namensgebend fiir die ] Proteine
ist ein Aminosiuremotiv namens ] Domine, benannt nach dem ersten beschriebenen Vertreter

in E.coli, DnaJ.

Abbildung 38: Tertidrstruktur eines Teiles von DNAJ-1XBL aus E.coli als Beispiel fiir die Struktur der J-
Domaine. Helix I und IV in rot, Helix II und III in blau, das HPD-Motiv in flieder. Aus: Hennessy et al.
2005

Bei der ] Domiine handelt es sich um eine Aminosiuresequenz, die bis auf wenige Ausnahmen
immer ein HPD-Tripeptid enthilt und in der Tertiirstruktur tiber vier aufeinander folgende o~
Helices verfiigt. Dabei ist das HPD-Tripeptid in allen bisher bekannten Tertidrstrukturen in der
Schleife zwischen Helix II und Helix III zu finden (Abb. 38). Uber die ] Domine erfolgt die

Bindung an Hsp70-Proteine, wobei das HPD-Motiv essentiell zu sein scheint. Zusitzlich zu der ]
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Domine konnen ] Proteine iiber weitere Aminosiuremotive verfiigen, iiber die sie
iblicherweise in drei unterschiedliche Gruppen unterteilt werden kénnen (Abb. 39):

Proteine vom Typ I, auch Hsp40-Proteine genannt, weisen die stirkste Homologie zu Dna] auf.
Neben der ] Domiine verfiigen sie eine Glycin-Phenylalanin (G/F)-reiche Sequenz, sowie eine
Zinkfinger-ihnliche Domine (CXXCXGXG). Auch die Typ II oder Hsp-40-ihnlichen Proteine
weisen den Glycin-Phenylalanin-reichen Bereich auf, allerdings fehlt in dieser Gruppe die
Zinkfingerdomiine. Fiur beide Gruppen konnte eine Bindung an nicht-native Peptidketten
gezeigt werden, so dass davon ausgegangen werden kann, dass es sich hierbei um klassische
Cochaperone handelt. Mitglieder der Typ III-Gruppe dagegen verfiigen nur tiber eine
] Domine. Bis jetzt konnte fiir keines dieser Proteine eine Bindung an Nicht-native Proteine
gezeigt werden. Aus diesem Grund wird im Moment davon ausgegangen, dass es sich bei TyplII-
Proteinen nicht um Cochaperone handelt, zumal fiir viele Mitglieder dieser Gruppe die
unterschiedlichsten Funktionen beschrieben wurden (Walsh et al., 2004; Hennessy et al., 2005;
Qiu et al., 2006).

J-Doméane G/F-reich Zn-Finger &hnlich

Typ |

Typ|| m
Typ||| E

Abbildung 39: Die Unterteilung der J-Proteine anhand ihrer Doménenstruktur . Nach Qiu et al.2006.

Fur das mammale P58™ wird eine Involvierung in multiple Stressantworten vermutet. Diese
These wird durch durch ein multiples Krankheitsbild von Knock-out Miusen gestiitzt. In vitro-
Analysen zeigten eine Regulierungfunktion von P58 im Bezug auf verschiedene Interferon-
induzierte Kinasen (Tang et al., 1996; Ladiges et al., 2005; Oyadomari et al., 2006; Goodman et
al., 2007). Das Hefeprotein Zuotin I ist ein wichtiger Bestandteil von ribosomalen Komplexen

und zusammen mit diversen Hsp70-Proteinen in die die Translation involviert (Zhang et al.,

1992; Wilhelm et al., 1994; Yan et al., 1998). In A. thaliana ist dagegen kaum etwas iiber die
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Gruppe der J-Proteine bekannt. ]. Miernyk konnte anhand von BLAST-Analysen mit
bekannten J-Protein-Sequenzen 2001 89 J-Proteine in A.thaliana identifizieren, und damit
ungefihr um zwei Drittel mehr, als bei einem Genom dieser Gréfle und bei der in A. thaliana
vorliegenden Anzahl von HSP70-Proteinen zu erwarten gewesen wire (Miernyk 2001).

Bei eigenen Recherchen in der Datenbank von SMART konnten 101 unterschiedliche ]-
Proteine identifiziert werden (Tab. 19). Diese wurden anhand der Doméinenstruktur in die
Gruppen Typ I, Typ II, Typ ILIII, Typ III sowie zwei Sondergruppen unterteilt. Typ II-1II
beinhaltet Proteine, die nur noch eine sehr rudimentite G/F-reiche Sequenz aufweisen. Bei
den  Sonderformen  handelte es sich um  die  Dominenkombination  J-
Domine/Zinkfingerdomine mit zwei Vertretern, sowie J-Domine ohne HPD-Motiv/G/F-
Motiv. Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen von Miernyk (89 J-Proteine) und den eigenen
Resultaten (101 J-Proteine) sind dabei zum grolen Teil auf J-Proteine ohne HPD-Motiv

zuriickzufithren, die in der Studie von Miernyk nicht berticksichtigt wurden.

Tabelle 19: Verteilung der J-Proteine von A.thaliana anhand der

Dominenstruktur

Doménenstruktur Anzahl der Proteine
Typ 1 5
Typ II 13
Typ II-111 7
Typ 111 71
Andere:

HPD + Zinkfinger-4hnliche Doméine |2
-HPD + G/FE-Motiv 3
Gesamt 101
Davon ohne HPD-Motiv 9

Folglich sind zwei Drittel der J-Proteine Typ Ill-Proteine, die nicht mehr die urspriingliche
Rolle als Cochaperone wahrnehmen, wobei das Fehlen des HPD-Motivs bei 9 Proteinen

wahrscheinlich zu einem Verlust der Interaktion mit Hsp70 fiihrt. Das impliziert dass viele
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] Proteine in A. thaliana andere Rollen als als Cochaperon wahrnehmen und moglicherweise
zum Teil nicht mehr mit Hsp70 interagieren. Allerdings wurde nur fiir einen verschwindend
kleinen Bruchteil der Typ Ill-Proteine von A. thaliana die tatsichliche biochemische Funktion
untersucht, so fiir das ] Dominen Protein TOC12. Bei ihm wurde eine wichtige Rolle am
Import chloroplastidirer Proteine durch die duflere Chloroplastenmembran beschrieben
(Becker et al. 2004). ARG1 und ARL2 sind in den Wurzel-Statocysten funktional und sind an
der lateralen Auxin-Verteilung in der Wurzelspitze beteiligt (Harrison et al., 2008). Die geringe
Anzahl an Studien tiber Typlll-Proteine in A. thaliana macht es schwierig, Vorhersagen tiber die
eigentliche biochemische Funktion von OWLI zu treffen. Daher wurde zuerst versucht, OWLI
in Beziehung zu bereits bekannten Komponenten der VLFR zu setzen. In einem ersten Schritt
wurde der Gehalt von OWLI in verschiedenen bekannten VLFR-Mutanten untersucht, sowie
die Degradationsgeschwindigkeit von phyA in owll-1 und OWLI1 OE2. Allerdings konnten in
keinem Fall signifikante Unterschiede determiniert werden. Uber Verwendung des Hefe-Zwei-
Hybrid-Systems war es allerdings moglich, eine Reihe von putativen Interaktoren zu
identifizieren. Dazu gehorte auch das bHLH-Protein HFR1, wobei es moglich war, diese
Interaktion durch einen ,Pull-Down-Assay® zu bestitigen. Als bHLH-Protein gehért HFR1 zu
einer Gruppe putativer Transkriptionsfaktoren, die als positive Regulatoren die HIR
beeinflussen und auch in die Blaulichtantwort involviert sind (Fairchild et al., 2000;
Fankhauser et al., 2000; Soh et al., 2000; Duek et al. 2003). Allerdings sind beziglich der
Interaktion zwischen HFR1 und OWLI1 drei Hypothesen denkbar, die es gilt anhand von
zukiinftigen Analysen zu tiberpriifen.

Zum einen kéonnte OWLI1 die Stabilitit von HFR1 beeinflussen. Da OWLI1 ebenfalls ein
positiver Regulator der Photomorphogenese ist, erscheint es wahrscheinlich, das OWLI1 die
Stabilitit von HFR1 erhohen konnte. Um diese These zu tiberpriifen, wire es notig, den HFR1-
Gehalt in owll und OWLIOE-Linien mit Hilfe von HFRI1-spezifischem Antikdrper zu
tberprifen. Da ein HFR 1-spezifischer Antikorper nicht verfligbar ist, wird zum gegenwiirtigen
Zeitpunkt versucht, durch Kreuzungen zwischen HFR1-HA-Uberexpressionslinien und owl1-1
und OWLI-OE2 Linien zu erzeugen, in denen unter Verwendung von HA-Antikérpern der
Gehalt von HFR1 bestimmt werden kann.

Dies ist allerdings nicht der einzige mogliche Zusammenhang zwischen HFR1 und OWLI1. Da
HFR1 nukleir lokalisiert ist, OWLI1 cytoplasmatisch und nukleir, wire es denkbar, das HFR 1
unter Beteiligung von OWLI1 in den Kern transportiert wird. Dies kénnte man anhand von

Protoplasten aus owll untersuchen, die transient mit HFR1 transformiert sind. So liefle sich
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feststellen, ob der Kernimport von HFR1-RFP in Abwesenheit von OWLI1 weiterhin effektiv
vonstatten geht.

Als letzte Moglichkeit wire zu nennen, dass OWL1 zusammen mit anderen Proteinen
Bestandteil eines funktionalen Komplexes unter Beteiligung von HFR1 ist. Daftr wiirde
sprechen, dass auch HFR1 im Kern in Akkumulaten zu finden ist (Jang et al., 2005; Jang et al.,
2007). Allerdings miisste untersucht werden, ob OWL1 mit HFR1 in den gleichen Strukturen
kolokalisiert. In den letzten Jahren wurden einige Interaktionen von HFR1 beschrieben. Dabei
handelte es sich sowohl um Interaktionen mit anderen positiven Regulatoren der
Photomorphogene wie zum Beispiel LAF1 (Jang et al., 2007), als auch um Supressoren, tiber die
HFR1 degradiert wird (COP1) (Duek et al., 2004; Yang et al., 2005; Jang et al., 2005). Da auch
OWLL1 ein positiver Regulator der VLFR ist kénnte der photomorphogense-induzierende
Komplex HFR1, LAF1, OWL1 und ein HSP70-Protein enthalten, da die einzige bekannte
Aufgabe der J-Domiine die Interaktion mit HSP70-Protein ist. In diesem Zusammenhang wiire
es interessant, eine mogliche Interaktion zwischen LAF1 und OWLI zu tberpriifen. Trotzdem
stellt sich die Frage, wie der zwar alle VLFR-betreffende, aber nur intermediir ausgepriigte
Phinotyp von owll mit dem Phinotyp von hfrl einhergehen kann. hfrl zeigt zusitzliche
Phinotype in der HIR und in der Blaulichtantwort aber von den bekannten VLER ist nur ein
Defekt beztiglich des Verlustes des agravitropischen Wachstums beschrieben und keinen bei
der Keimung (Soh et al 2000). Allerdings ist nicht bekannt, ob die anderen bekannten VLFR
schon tberpriift wurden, zumal nur wenige Arbeitsgruppen (iber die technische Ausstattung fiir
die erforderlichen Versuche verfiigen. Somit kann es durchaus sein, dass auch Defekte in
Hypokotylverkiirzung unter Dunkelrotlichtpulsen sowie der Ergriinungsblockade bestehen.
Dartiber hinaus ist es denkbar, dass die Zusammensetzung des HFRI1-Komplexes je nach
Lichtbedingung variiert und dass OWLI nur bei Niedrigst-Fluenzen eine Rolle in diesem
Komplex spielt. Durch den Verlust von OWLI1 in owll wird zwar die Effektivitit des Komplexes
in der VLFR herabgesetzt, aber nicht komplett unterbunden, was den intermediiren Phinotyp
von owll erkliren konnte. Zusitzlich hatte die Analyse des Verlustes des agravitropischen
Wachstums unter Dunkelrotlicht bei den Doppelmutanten owll-1/hfr] und OWLI-OE2/hfrl
eine Loklaisierung von HFR1 und OWLI1 im selben Signalweg impliziert. Der intermediiire
Phinotyp von OWLI-OE2/hfr] zeigt, dass eine hohe Konzentration von OWLI1 partiell den
Phinotyp von hfrl komplementieren kann, der owl1-1-Phinotyp der Doppelmuante owl1-1/hfr1,

das in diesem Signalweg OWLI1 oberhalb von HFR1 anzusiedeln ist. Zusammenfassend muf3
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gesagt werden, dass die letzte Theorie- OWLI1 als Bestandteil eines HFR1-Komplexes- am
wahrscheinlichsten erscheint, weil damit auch der Phinotyp von owll erklirt werden konnte.
Bei Untersuchungen der OWLI1-Konzentration in  verschiedenen  Gewebetypen,
Entwicklungsstadien und Lichtbedingungen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Dies
ist vor allem deswegen interessant, da die meisten beschriebenen Phinotypen das
Keimlingsstadium betreffen. OWL1 wurde immer in gleich bleibenden Konzentrationen
exprimiert, was nahe legt, dass OWLI1 auch in der adulten Pflanze noch von Belang ist. Zum
einen konnte dieses Ergebnis tiber die Involvierung von OWLI in der Bliitezeit zu erkliren
sein. owll-Linien kamen im Vergleich zum Wildtyp spiter zur Blite, OWLI-OE-Linien friiher.
Eine Steuerung der Bliitezeit tiber den HIR-Mechanismus erscheint bei Betrachtung der
natiirlichen Lichtbedingungen unwahrscheinlich, da reines Dunkelrotlicht in hoheren
Quantititen in der Natur kaum zu finden ist. Somit misste die Bliitezeit ebenfalls zu den VLFR
gerechnet werden.

Eine andere Erklirung fiir die kontinuierliche Expression von OWL1 koénnte in der Anzahl an
putativen Interaktionspartnern liegen. Bei einigen war es moglich, Mutantenlinien zu beziehen
und unter VLFR zu testen, wobei keinerlei Defekte determiniert werden konnten. Und obwohl
eine Reihe von putativen Interaktoren mit Involvierung in Stressreaktionen isoliert wurde, war
es in owll nie moglich, eine Beeinflussung von Stressphiinotypen festzustellen. Dabei waren
oxidativer Stress, hohe Salzkonzentrationen, Wirme, Kilte sowie UV-Licht getestet worden.
Vermutlich ist OWL1 Bestandteil mehrerer Proteinkomplexe, erfiillt dabei aber keine
essentiellen Aufgaben bzw. wird in den owll-Mutanten durch andere Proteine ersetzt. Mogliche
Kandidaten konnten sich in der groflen Anzahl von Typ III J-Proteinen finden. Somit bleibt
festzuhalten, dass der einzige feststellbare Phinotyp von owll in eine Beeinflussung der VLFR
ohne Involvierung der HIR lag. Damit ist OWLI1 das erste beschriebene Protein mit einer

spezifischen Rolle in der VLFR, das dartiber hinaus molekular analysiert wurde.
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5.  ZUSAMMENFASSUNG

Fur photoautotrophe Organismen wie Pflanzen ist es tiberlebenswichtig, Lichtqualitit und
-quantitit sowie die Belichtungsrichtung und -dauer zu bestimmen um Wachstum und
Entwicklungsprozesse optimal anzupassen. Aus diesem Grund haben Pflanzen eine Reihe von
Lichtrezeptoren entwickelt. Die am besten bisher charakterisierten Rezeptoren fallen in die
Familie der Phytochrome, die besonders den Rot/Dunkelrotlichtanteil (R/DR) des
Lichtspektrums wahrnehmen konnen. Phytochrom A (phyA) ist hierbei ein spezielles
Phytochrom hoherer Pflanzen, das ausgehend von den bestehenden Lichtbedingungen drei
unterschiedliche Signalwege, die Hochintensititsreaktion (HIR), die Niedrigst-Fluenz-Antwort
(VLFR) und die Rotlicht-Hochintensititsreaktion (R-HIR), vermitteln kann. Die Regulation
dieser Signalwege ist ein sehr komplexer Vorgang, der auf verschiedenen Stufen stattfindet.
Dabei wird lichtabhiingig tiber transkriptionelle und translationale Modifikationen die
Proteinakkumulation und- stabilitit von phyA und den Intermediaten der phyA-Signalwege
gesteuert. Die vorliegende Arbeit fokussierte sich auf den bisher nur wenig erforschten
Signalweg der Niedrigst-Fluenz-Antwort (VLFR). Der erste Teil der Arbeit befasste sich dabei
mit dem Mechanismus, tiber den die selektive Initiierung der drei unterschiedlichen Signalwege
ausgehend von phyA erfolgt. Der N-Terminus von phyA weist unter den ersten 20
Aminosiduren eine auffillige Hiufung von Serinen auf, was eine Steuerung {ber
Phosphorylierungen nahelegt. Die im Rahmen dieser Arbeit vorgenommenen Studien an
phyAB-Doppelmutanten die entweder Wildtyp Reis phyA (phyAB/WT) oder Reis phyA mit
Serin-zu-Alanin-Substitutionen im N-Terminus (phyAB/SA) tiberexprimierten, bestitigten diese
Vermutung. Allerdings stellte sich die Regulierung zwischen VLFR und HIR als komplexer als
vermutet heraus. Zwar konnte fiir alle untersuchten VLFR (u.a. Keimung und Inhibierung der
Hypokotylelongation) ein Einfluss der Serine bei der Komplementation des phyAB-Phinotyps
gezeigt werden, dieser variierte allerdings zwischen den betroffenen physiologischen Prozessen.
Dartiber hinaus wurde nur bei einem Teil der untersuchten HIR ein Effekt gefunden, auf das
Vorhandensein der Serinreste zuriickzufithren war. Zusitzlich wiesen phyAB/WT und
phyAB/SA Defekte bei der Etiolierungsreaktion im Dunkeln auf. Diese Ergebnisse lassen den
Schluss zu, dass die Induktion entweder der HIR- oder der VLFR-Signalkette tiber eine
alternative ~ Phosphorylierung  der  N-terminalen  Serinreste  erfolgt.  Spezifische
Phosphorylierungsmuster im N-Terminus scheinen auch fiir eine erfolgreiche Unterdriickung

der Photomorphogenese im Dunkeln entscheidend zu sein. Deshalb liegt nahe, dass das im
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Dunkeln inhibitorisch wirkende Phosphorylierungsmuster durch Niedrigst-Fluenzen und

kontinuierliches Dunkelrotlich unterschiedlich verandert wird

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit der Mutante owll, in der das Gen fiir ein ] Protein
durch T-DNA-Insertionen unterbrochen ist. Die Gruppe der ] Proteine bindet an Hsp70-
Proteine und hat als bekannteste Vetreter die Hsp40-Proteine. Bei owll handelt es sich um die
erste spezifische VLFR-Mutante, die molekular charakterisiert wurde. owlI-1 zeigte spezifische
Defekte in den VLFR-Reaktionen Keimung und Verlust des agravitropischen Wachstums unter
Dunkelrotlicht, sowie Inhibierung der Hypokotylelongation und ,Far-red Killing“-Effekt unter
Dunkelrotlichtpulsen, aber keinerlei Beeinflussung von HIR oder der low-fluence-response in
Rotlicht (LFR). OWL1 wird konstitutiv exprimiert und weist eine cytoplasmatische und
nukledre Lokalisation auf. Es beeinflusst nicht die Stabilitit von phyA oder anderen bekannten
Intermediaten der VLFR. Um die Funktion von OWLI1 in der Signaltransduktion genauer
charakterisieren zu kénnen, wurde ein Hefe-Zwei-Hybrid-,Screen® durchgefiihrt, wobei putative
Interaktoren von OWLL1 isoliert wurden. Mittels des Hefesystems und in vitro-,Pull-down®
Analysen konnte eine Interaktion mit HFR1, einem bHLH-Protein, das an der phyA-
abhingigen HIR beteiligt ist, nachgewiesen werden. Diese Interaktion konnte durch eine
phinotypische Analyse von Doppelmutanten gestiitzt werden, da der Phinotyp der Linie
owl1-1/hfrl eine Rolle beider Faktoren im selben Signalweg impliziert, wobei OWLI1 oberhalb
von HFR1 funktional sein muss. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von
OWLI zu einer partiellen Komplementation des hfrI-Phinotyps fthrt.

Die physiologische und biochemische Charakterisierung von OWL1 sowie die Isolation des mit
OWLI interagierenden Transkriptionsfaktors HFR1 werden dazu beitragen, den bisher kaum
erforschten Signalweg VLFR aufzuschliisseln und seine bisher unterschitzte Bedeutung fiir das

pflanzliche Wachstum aufzuzeigen.
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Abkiirzungen

7.  ABKURZUNGEN

7.1. Allgemeine Abkiirzungen und Chemikalien

3AT 3-Aminotriazol

Ass. Awvena sativa

A.th. Arabidopsis thaliana

APS Ammoniumpersulfat

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate
BL Blaulicht

Bp Basenpaar

cDNA DNA-Kopie der RNA

Col A. thaliana var. Columbia

CTAB Cetyl-N,N,N-trimethylammoniumbromid
ddH,O doppelt destilliertes Wasser

DR Dunkelrotlicht

DR kontinuierliches Dunkelrotlicht

DR, Dunkelrotlichtpulse

DTT Dithiothreitol

ECL enhanced chemiluminescense

EDTA Ethylendiamintetraacetat als Natriumsalz
GFP Green Fluorescent Protein

HIR Hoch-Intensitits-Reaktion

LB lysogeny broth

Ler Arabidopsis thaliana var. Landsberg erecta
LFR slow fluence sesponse®; Niedrig Fluenz Antwort
N.t. Nicotiana tabacum

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

Nt Nukleotid

O.s. Onryza sativa

OD Optische Dichte

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PEG Polyethylenglykol
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Abkiirzungen

phy
PMSF
PVDF
RL
RNase
RT
RT
SDS
SOC
TEMED
Tris
UN
VLF
VLFR
WL

YPAD
SC

Phytochrom

Phenylmethylsulfonylfluorid

Polyvinylidendifluorid

Rotlicht

Ribonuklease

Raumtemperatur

Reverse Transkription

Natriumdodecylsulfat

Super Optimal broth with Catabolite repression
N,N,N’N’-Tetrametrylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Uber Nacht

“very low fluence®; Niedrigst Fluenz

“very low fluence response”; Niedrigst Fluenz Antwort
Weifilicht

Wildtyp

Yeast Extract - Peptone - Dextrose plus Adenine medium

Synthetic complete
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Abkiirzungen

7.2. Basen und Nukleotide

A Adenin

C Cytosin

G Guanin

T Thymin

U Uracil

NTP Ribonukleosid-5triphosphat (ATP, CTP, GTP, UTP)

dNTP 2‘Desoxynukloesid-5“triphosphat (1ATP, dCTP, dGTP, dTTP

7.3. Mafeinheiten (sofern abweichend von IS-Norm)

Bp Basenpaare

Da Dalton

kBp Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

h Stunde

min Minute

Nt Nukleotide

s Sekunde

UpM Umdrehungen pro Minute
v/v Volumen pro Volumen
w/v Gewicht pro Volumen

7.4. Nomenklatur

PHYA Gen

phyA Mutante
PHYA Apoprotein
phyA Holoprotein
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