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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die MIP-Familie

Major intrinsic proteins (MIPs) sind eine Gruppe von Transport-Proteinen, die ubiquitir in
Archaea, Pro- und Eukaryoten zu finden sind. Namengebend ist MIP26, ein Protein aus
Zellen von Rinder-Linsen (Gorin et al., 1984). Lange Zeit konnte man diesen Proteinen keine
Funktion zuordnen, auffallend war thre Abundanz in den Membranen bestimmter Zellen. Erst
1992 konnten Preston et al. mit Hilfe einer heterologen Expression von CHIP28 (heute
AQP1), einem Protein aus der Erythrozyten-Membran in Xenopus Oozyten zeigen, dass
dieses MIP-Mitglied am Transport von Wasser iiber Biomembranen beteiligt ist. Viele
weitere MIP-Mitglieder wurden bis dato als Aquaporine identifiziert (z.B. Baiges et al., 2002,
Kozono et al., 2003).

Im Vergleich zur Diffusion von Wasser iiber die Lipid-Doppelschicht von Biomembranen
besitzt der Protein-vermittelte Wassertransport einige spezifische Charakteristika:

(1) Eine hohe Wasserpermeabilitdt (Pos > 50-100 pm/s) im Vergleich zur geringeren
Wasserpermeabilitit von etwa 10 upm/s einer Lipid-Doppelschicht ohne
Aquaporine,

(i1) eine  geringe  Arrhenius-Aktivierungsenergie E, (geringe Temperatur-
Abhingigkeit) von 17-25 kJ mol', vergleichbar mit der Diffusion von
H,O-Molekiilen in Wasser,

(iii)) einen im Verhéltnis zum osmotischen Wasserpermeabilititskoeffizienten Py
geringeren diffusiven Wasserpermeabilititskoeffizienten Py (Wasserpermeabilitit
ohne osmotischen und/oder hydrostatischen Gradienten {iber die Membran) und

(iv) eine reversible Inhibierung des Wassertransports durch Quecksilber-
Verbindungen. Da Quecksilber unspezifische Effekte auf den Metabolismus
lebender Zellen hat, ist dessen Einsatz bei der Messung von Aquaporinaktivititen
allerdings etwas umstritten (Tyerman et al., 1999).

Da Wasser ein ungeladenes Molekiil ist und sein Transport iiber Membranen keine
Ladungsverschiebung verursacht, sind Techniken wie z.B. die Patch Clamp-Methode,
ungeeignet zur Messung der Aquaporinaktivitit. Ein bis heute hdufig verwendetes System zur
Bestimmung der osmotischen Wasserpermeabilitit ist die heterologe Expression von MIPs in
Xenopus Oozyten. Dabei werden cRNAs von MIPs in Oozyten injiziert und diese in ein
hypotonisches Medium iiberfiihrt. Anhand der Zeit-abhdngigen Schwellung der Oozyten kann
so Py bestimmt werden. Auch an Protoplasten und Vesikeln kann P, {iber eine Messung von
Volumenédnderungen (z.B. [light scattering; Verkman, 1995) bestimmt werden. Fiir
Pflanzenzellen, die im Gegensatz zu tierischen Zellen eine Zellwand besitzen, kann die
hydraulische Leitfahigkeit (L,) einzelner Zellen im Gewebe mit Hilfe der Zelldruck-Sonde
gemessen werden (Steudle, 1993). Dabei wird eine mit Ol gefiillte Glaskapillare, die an einen
Druckwandler angeschlossen ist, in die Zelle eingefiihrt. Mittels rascher Verschiebung des
Ol/Zellsaft-Meniskus wird ein Druck appliziert. Uber die Druck- und Volumeniinderung kann
die Elastizitit der Zellwand bestimmt werden. Zusammen mit weiteren Parametern (z.B. der
Halbwertszeit der Druckrelaxation bei konstantem Volumen wund Verhiltnis der
Zelloberflache zum Zellvolumen) kann so L, bestimmt werden.



Einleitung 2

Einige MIP-Mitglieder sind zudem in der Lage kleine, ungeladene Molekiile wie z.B.
Glycerin, Harnstoff, Formamid, etc. zu transportieren. Zu diesen MIP-Proteinen z&hlen unter
anderem die menschlichen MIP-Mitglieder AQP3, AQP7 und AQP9 (Agre et al., 1998),
GlpF, ein Glycerin-Transporter aus E. coli (Heller et al., 1980), als auch das pflanzliche
NOD26, ein in der Peribakteroidmembran der Sojabohne lokalisiertes MIP-Mitglied (Rivers
et al,, 1997). Aus diesem Grund wurde die MIP-Familie in zwei funktionelle Gruppen,
ndmlich spezifische Wasserkandle (Aquaporine) und Transporter, die kleine ungeladene
Molekiile und/und nicht Wasser transportieren (Glycerin-Transporter; Aquaglyceroporine)
eingeteilt (Agre et al.,, 1998; Froger et al., 1998; Park und Saier, 1996). Von der
phylogenetischen Perspektive scheint diese Einteilung allerdings etwas vereinfacht zu sein,
und Zardoya und Villalba (2001) teilten die untersuchten 153 MIP-Proteine in 6 paraloge
Gruppen ein: (1) GLPs (Glycerin-transportierende Kanéle), (2) AQPs (Aquaporine), (3) PIPs
(plasma membrane intrinsic proteins aus Pflanzen), (4) TIPs (tonoplast intrinsic proteins aus
Pflanzen), (5) NODs (NOD26-dhnliche Proteine aus Pflanzen) und (6) AQP8s (AQPS8s aus
Metazoa). AQPs, PIPs und TIPs wiederum scheinen phylogenetisch nahe verwandt zu sein.

Obgleich die Homologie der Aminosduresequenzen einzelner MIP-Mitglieder weniger als
20 % betrdgt (Froger et al., 1998), besitzen MIPs einige hoch konservierte Bereiche. Dazu
zdhlen ein AEF-Motiv (Ala-Glu-Phe) in der N-terminalen Doméne sowie zwei NPA-Motive
(Asp-Pro-Ala) im Zentrum und der C-terminalen Doméne (Zardoya und Villalba, 2001). Die
Aminosduresequenzen der MIPs bestehen aus zwei um 180° in Bezug zur Membran
gedrehten Hélften und lassen auf interne Duplikationsereignisse schlieBen (Reizer et al.,
1993). Jung et al. (1994) schlugen aufgrund -elektronenmikroskopischer Studien ein
3-dimensionales Modell der MIPs vor (,,Sanduhr-Modell): MIPs bestehen aus 6
transmembranen a-Helices, die {iber 5 Schleifen miteinander verbunden sind. Die Schleifen B
und E, auf denen sich die beiden NPA-Motive befinden, tauchen in die Membran und bilden
einen Kanal, durch den die Wassermolekiile perlschnurartig permeieren. Vier Monomere
bilden ein tetramerisches Aggregat, wobei jedes Monomer in der Lage ist, Wasser zu
transportieren. Dieses ,,Sanduhr-Modell*“ wurde durch elektronenkristallografische Methoden
anhand von AQP1 bestitigt (Murata et al., 2000). Die Autoren geben auch eine mogliche
Erklarung dafiir, warum Protonen nicht transportiert werden: Protonen kdnnen entlang von
Wasserstoftbriicken zwischen Wassermolekiilen wandern (Grotthuss-Mechanismus; Agmon,
1995). Beim Durchtritt des Wassermolekiils durch die Aquaporin-Pore bildet das Sauerstoft-
Atom mit den Asn-Resten der NPA-Motive alternativ Wasserstoffbriicken und die daraus
folgende Umorientierung des Wassermolekiils verhindert die Ausbildung weiterer
Wasserstoftbriicken mit anderen Wassermolekiilen. Durch die Unterbrechung der
Wasserstoffbriicken zwischen den Wassermolekiilen konnen keine Protonen mehr daran
entlang wandern. Auch fiir einen Glycerin-Transporter, GIpF aus E. coli wurde mittels
rontgenkristallografischer Methoden ein atomares Bild erstellt, und dieses zeigt grof3e
Ahnlichkeiten mit der Struktur von AQP1 (Fu et al., 2000). Unterschiede sind vornehmlich
innerhalb der Pore im Bereich der NPA-Motive zu finden, die bei GlpF weiter ist und den
Durchtritt des im Vergleich zum Wassermolekiil groBeren Glycerinmolekiils ermoglicht.



Einleitung 3

1.1.1 MIPs in Pflanzen

Das erste Aquaporin (TIP1;1) wurde von Maurel et al. (1993) in A. thaliana identifiziert.
Auch in der Plasmamembran konnten in unserer Arbeitsgruppe zum ersten Mal MIPs (PIPs;
plasma membrane intrinsic proteins) mit wassertransportierenden Eigenschaften identifiziert
werden (Kammerloher et al., 1994). Anhand fortschreitender Sequenzierprojekte stellte sich
bald heraus, dass Pflanzen eine groBe Anzahl MIP-dhnlicher Gene in ihren Genomen
besitzen. In Mammalia wurden bis dato 10 MIPs gefunden, in 4. thaliana sind es 38 MIP und
MIP-énhnliche Sequenzen. In Abb. 1.1 sind die 35 MIP-Proteine aus 4. thaliana Okotyp
Columbia (ohne Pseudo-Gene) aufgrund ihrer Sequenz-Homologien in einem Dendrogramm
dargestellt.

TIP2;3
TIP2;2
TIP T|P2;1
TIP3;2
PIP1;1PIP1;2 PIP
TIP3;1 PIP1:5] ; PIP1;3
PIP1;4
) PIP2;1
TIP1;2 . i
; PIP2;3
PIP2;5
. 5 pip2;6
TIP1;1 PIP2;7
PIP2;8 NIP7;1
TIP1:3
NIP3;1
TIP4;1
NIP2;1
TIP5;1
NIP1;1
NIP1;2
SIP1;2 NIP4;1 NIP
siP2;1 NIP6;1 NIP5;1 NIP4;2
SIP1;1
0,1

Abb. 1.1: Wurzelloses Dendrogramm der 35 A. thaliana MIP-Proteine. PIP, TIP, SIP und NIP kennzeichnen
die 4 Subfamilien. Der Baum wurde mit Hilfe der Programme Vector-NTI Suit 6 (Informax) und TreeView
(Page, 1996) erstellt. Der Balken beschreibt die Zahl an Austauschen pro Aminoséure.
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Die MIP-Familie in A. thaliana spaltet sich in 4 Subfamilien auf. Die meisten Mitglieder (13)
besitzt die PIP-Subfamilie. Die PIPs spalten sich wiederum in zwei Gruppen, PIP1 und PIP2
auf (Schéffner, 1998). Die Mitglieder der PIP-Subfamilie sind auch die am hodchsten
homologen Mitglieder der A. thaliana MIPs und scheinen erst relativ spiat durch Gen-
Duplikationen entstanden zu sein. Bei den P/P-Mitgliedern sind zudem die Intron-Positionen
hoch konserviert (Baiges et al., 2002).

TIPs (tonoplast intrinsic proteins) sind im Tonoplast lokalisiert. Diese MIP-Subfamilie zdhlt
10 Mitglieder. Im Vergleich zu den PIPs besitzen TIPs einen kiirzeren N-terminalen Bereich
(Schéffner, 1998).

NIPs (NOD26-like intinsic proteins) besitzen eine grole Homologie zu einem MIP-Mitglied
aus der Sojabohne, das in der Peribakteroidmembran sitzt und neben Wasser auch fiir
Glycerin permeabel ist (Rivers et al., 1997, Dean et al., 1999). Bis dato ist allerdings noch
nicht bekannt, wo innerhalb der Zelle die 4. thaliana NIPs lokalisiert sind.

Die SIPs (small basic intrinsic proteins; Johanson und Gustavsson, 2002) sind eine relativ
kleine Gruppe mit 3 Mitgliedern. Auch fiir die SIPs sind bis dato noch keine Untersuchungen
zur subzelluldren Lokalisation beschrieben worden, aulerdem noch keine Transport-Studien
verdffentlicht. Aufgrund ihrer Homologie zu GIpF aus E. coli konnten diese MIPs am
Transport anderer Molekiile als Wasser beteiligt sein.

PIPs, TIPs, NIPs und SIPs wurden in einer Vielzahl an Pflanzen-Spezies beschrieben, sodass
davon ausgegangen werden kann, dass in den meisten Pflanzen diese 4 Subfamilien zu finden
sind.

1.1.1.1 Wasserflusse in der Pflanze

Pflanzen nehmen Wasser iliber die Wurzeln auf und transportieren es iiber das Xylem in die
oberirdischen Organe. Die Abgabe des Wassers erfolgt liber die Transpiration durch die
Stomata. Innerhalb der Gewebe kann Wasser iiber verschiedene Wege transportiert werden:

(1) extrazelluldr iiber den Apoplasten,

(i1) symplastisch tiber Plasmodesmata bzw.

(ii1) transzelluldr liber die Plasmamembran bzw. den Tonoplast durch das Zytosol bzw. die
Vakuole (Steudle et al., 1993; Steudle, 1994).

Der symplastische und transzellulire Wassertransport wird als Zell-Zell-Transport
zusammengefasst. Hydrostatische bzw. osmotische (Druck-) Gradienten bestimmen dabei den
Fluss von Wasser in der Pflanze. Sowohl osmotische als auch hydrostatische Gradienten sind
die treibenden Krifte des Wasserflusses iiber die Zellmembranen. Da der Reflexions-
Koeffizient im Apoplasten gering ist (das heillt, der Apoplast diskriminiert nicht zwischen
Wasser und geldsten Stoffen) und dadurch keine osmotischen Gradienten aufgebaut werden
konnen, bestimmen fast ausschlieBlich hydrostatische Gradienten den Wasserfluss im
Apoplasten (Steudle und Peterson, 1998).

Viele Untersuchungen von Wasserfliissen in der Pflanze wurden an Wurzeln durchgefiihrt.
Dabei wurde vielfach beobachtet, dass die Wasserleitfahigkeit von Wurzeln (L) bei Tag und
Nacht variiert. Die physiologische Bedeutung dieser Anderungen mag folgendermafen
begriindet sein: Bei Tag generiert die Transpiration hohe Spannungen im Wurzel-Xylem und
damit grole Gradienten im Wasserpotenzial iiber den Wurzel-Zylinder. Diese Gradienten
ermoglichen zusammen mit einer zu diesem Zeitpunkt hohen Wasserpermeabilitdt der Wurzel
einen starken radialen Wasserfluss vom Boden zu den wasserfiihrenden Gefdflen in der Stele.
In der Nacht, bei geringer Transpirationsrate, sinken hydraulische (Druck-) Gradienten {iber
dem Wurzel-Zylinder. Gradienten im Wasserpotenzial kdnnen dabei umgekehrt werden bzw.
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nicht-hydraulischer Natur (z.B. osmotisch) sein. Unter diesen Bedingungen ist die
Wasserleitfahigkeit der Wurzel gering. Damit scheint die Pflanze einem Riickfluss von
Wasser in den Boden entgegenzuwirken. Dies konnte bedeuten, dass sich bei
unterschiedlichen = Bedingungen, abhédngig von der  Wasser-treibenden  Kraft
(hydraulisch/osmotisch)  der  Transportweg des  Wassers  (apoplastisch  bzw.
symplastisch/transzelluldr) und die hydraulischen Leitfdhigkeiten dndern (Tyerman et al.,
1999).

Da Aquaporine die Wasserpermeabilititen von Biomembranen beeinflussen, liegt die
Vermutung nahe, dass sie an der Regulation der hydraulischen Leitfdhigkeit beteiligt sind.
Eine Korrelation zwischen einer diurnalen Anderung der Aquaporin-Expression und der
Wasserleitfahigkeit von Wurzeln konnten Henzler et al. (1999) zeigen: Die L, von Lotus
Jjaponicus Wurzeln verringerte sich bei Nacht. Der verminderten Wasserleitfahigkeit ging eine
Repression von PIP1-Aquaporinen voran. Die Autoren vermuteten, dass eine verdnderte PIP-
Proteinmenge bei Nacht die hydraulische Leitfdhigkeit der Wurzeln beeinflusste. Damit hétte
die Pflanze die Mdoglichkeit, aktiv die Wasserpermeabilitdt der Zellmembranen und damit
ganzer Organe zu regulieren, und so auf verschiedene Umweltbedingungen direkt zu
reagieren.

1.1.1.2  Verteilung von MIPs in der Pflanze und daraus resultierende mogliche Funktionen

Noch bevor Mitgliedern der MIP-Familie eine genaue Funktion zugeordnet werden konnte,
wurden Expressionsstudien zu diesen Proteinen durchgefithrt. Bis heute sind
Expressionsstudien von MIPs in mehr als 30 Pflanzen-Spezies bekannt (Maurel et al., 2002).
Dabei zeigte sich, dass MIPs in allen untersuchten Organen und Geweben zu finden sind. In
manchen Zellen konnte allerdings auch eine verstirkte Expression von MIPs festgestellt
werden.

Dazu zidhlen z.B. sich vergroflernde/elongierende Zellen: MIP-Mitglieder, die in diesen Zellen
gefunden wurden, sind z.B. TIPI;1 aus A. thaliana (Ludevid et al., 1992), ein TIP aus Mais
(Chaumont et al., 1998), So-0TIP aus Spinat (Karlsson et al., 2000), zwei TIP-Mitglieder aus
dem Rettich (Higuchi et al., 1998) und BobTIP26-2 aus dem Blumenkohl (Barrieu et al.,
1999). Die Volumenzunahme von Zellen erfolgt durch einen verstirkten Einfluss von Wasser
in die Zentralvakuole. Eine starke Expression von 7/Ps zur Erhohung der
Wasserpermeabilitdt des Tonoplasten scheint dabei von zentraler Bedeutung zu sein. Es wird
auch vermutet, dass in wachsenden Zellen Aquaporine an der Vakuole bei der Pufferung von
osmotischen Verdnderungen im Zytoplasma beteiligt sind.

Viele MIPs wurden auch in Zellen in und um das vaskuldre System gefunden: ZmTIPI, ein
TIP-Mitglied aus Mais fand sich hauptsdchlich in parenchymatischen Zellen um das
Metaxylem von Wurzeln und Stingeln (Barrieu et al., 1998), SunTIP7 und 18 aus der
Sonnenblume akkumulierten im Phloem von Wurzeln (Sarda et al., 1999). MIP-B, ein PIP1-
Mitglied aus Mesembryanthemum crystallinum (Kirch et al., 2000) zeigte eine bevorzugte
Expression in den parenchymatischen Zellen um das Xylem. In A. thaliana Blittern konnte
fiir PIP1;2 ebenfalls eine Expression in parenchymatischen Zellen in und um das vaskuldre
System gefunden werden (Kaldenhoff et al., 1995). Arbeiten von Franck (1998) zeigen fiir
Mitglieder aus der PIP2-Familie sowohl in Blittern als auch Wurzeln von A. thaliana eine
verstirkte Expression in und um die Zellen des vaskuldren Systems. Diese Expressionsmuster
lassen darauf schlieBen, dass MIPs am transmembranen Wassertransport bei der Be- und
Entladung des Xylems bzw. Phloems, sowie bei der kontinuierlichen Zirkulation des Wassers
zwischen Xylem und Phloem beteiligt sind.
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Auch in Zellen mit erheblichen Volumendnderungen wurden MIPs gefunden: PIPI;2 aus
A. thaliana (Kaldenhoff et al., 1995) sowie 2 TIP-Mitglieder aus der Sonnenblume (Sarda et
al., 1997) wurden verstirkt in SchlieBzellen exprimiert. In der Mimose zeigte ein PIP-
Mitglied eine mit der Blattbewegung korrelierende diurnale und circadiane Fluktuation im
Transkriptgehalt in den bei der rhythmischen Blatt-Bewegung beteiligten Zellen (Moshelion
et al., 2002).

Einige TIPs wurden auch als molekulare Marker fiir bestimmte Vakuolen-Typen (Speicher-
und lytische Vakuolen) beschrieben (Jauh et al., 1999).

Fiir einige pflanzliche MIPs konnte auch gezeigt werden, dass sie permeabel fiir Glycerin
sind. Dazu zdhlen NIP-Mitglieder aus den Leguminosen Glycine max (Dean et al., 1999) und
Lotus japonicus (Guenther und Roberts, 2000). Diese sind in den Symbiosomen-Membranen
lokalisiert und diirften bei der Interaktion zwischen den Rhizobien und der Pflanze eine Rolle
spielen. Die genaue physiologische Funktion dieser NIPs im Transport von Glycerin ist aber
nicht bekannt. Zwei A. thaliana NIP-Mitglieder sind ebenfalls permeabel fiir Glycerin und
bevorzugt in Wurzeln exprimiert (Weig und Jakob, 2000b). Da von A. thaliana nicht bekannt
ist, ob sie symbiontisch mit Rhizobien interagiert, diirften diese NIPs eine andere Aufgabe
besitzen. Moglicherweise spielen sie eine Rolle bei hypoxischen bzw. anoxischen
Bedingungen (Weig und Jakob, 2000a).

Fiir das menschliche AQP1, das u.a. in der Erythrozyten-Membran lokalisiert ist, gibt es
Hinweise, dass es auch fiir CO, durchldssig ist (Prasad et al., 1998). Allerdings sprechen
einige neuere Untersuchungen gegen einen AQP1-vermittelten CO,-Transport (z.B. Fang et
al., 2002). CO, ist fiir Pflanzen ein essentielles Gas, aus dem sie Kohlenhydrate
synthetisieren. Dabei ist RubisCO (Ribulosebisphosphat-Carboxylase/Oxygenase) das
wichtigste Enzym. RubisCO hat eine relativ geringe Affinitdt zu CO,. Es ist daher fiir die
Pflanze wichtig, dass dieses Gas ungehindert in die Chloroplasten gelangen kann.
Untersuchungen von Uehlein et al. (2003) zeigten, dass ein Aquaporin aus Tabak (NtAQP1)
permeabel fiir CO, ist, und die Uberexpression von NtAQP1 die Wachstumsrate der Blitter
sowie die Photosyntheserate erhohte. Damit ergeben sich Hinweise auf eine physiologische
Relevanz des Aquaporin-vermittelten CO,-Transports in der Pflanze.

Auch fiir ein weiteres Gas, NH3, konnten Niemietz und Tyerman (2000) zeigen, dass es iiber
Proteine durch die Peribakteroidmembran der Sojabohne permeiert. Ob es sich dabei um das
untersuchte NOD26 handelt oder um ein anders Protein, ist unklar.

1.1.1.3 MIPs bei Wasserstress

Wasser ist das wichtigste Molekiil fiir alle Lebewesen. Als zumeist sessile Organismen in
einer sich stindig dndernden Umwelt ist es fiir Pflanzen besonders wichtig, den
Wasserhaushalt genauestens zu regulieren. Wasserstress tritt in der freien Natur hauptsédchlich
durch Trockenheit, hohe Salzkonzentrationen bzw. niedrige Temperaturen auf. Da MIPs die
Wasserpermeabilitit von Membranen beeinflussen, war und ist die Beteiligung der MIPs bei
Wasserstress Ziel zahlreicher Untersuchungen. In einigen Pflanzen-Spezies, wie z.B. Mais,
Paprika und Arabidopsis wurde gezeigt, dass NaCl die hydraulische Leitfahigkeit der Wurzel
vermindert (Azaizeh und Steudle, 1991; Carvajal et al., 1999; Martinez-Ballesta et al., 2003).
Auch auf zelluldrer Ebene konnte in Mais gezeigt werden, dass NaCl die Wasserpermeabilitit
senkt (Azaizeh et al., 1992). Die Annahme einer Beteiligung von Aquaporinen bei der
Verminderung der hydraulischen Leitfahigkeit bei NaCl-Stress wird durch die Beobachtung
von Carvajal et al. (1999) und Martinez-Ballesta et al. (2003) gestiitzt, dass HgCl, die
verminderte hydraulische Leitfdhigkeit von NaCl-gestressten Wurzeln nur geringfligig
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beeinflusste. Johansson et al. (1996, 1998) konnten zeigen, dass PM28A, ein PIP2-Mitglied
aus Spinat-Bldttern unter Trockenstress dephosphoryliert und dabei inaktiviert wurde. Die
Autoren vermuten, dass eine Plasmamembran-stindige Ca’’-abhingige Proteinkinase
(CDPK) an der Aktivierung von PM28 beteiligt ist. Die Inaktivierung von PM28A koénnte zu
einer Verminderung der Wasserpermeabilitidt der Plasmamembran fiihren und so dem rapiden
Wasserverlust entgegenwirken.

Auch auf Transkript-Ebene konnte fiir einige MIP-Mitglieder eine Repression unter
Wasserstress festgestellt werden: TIP1,1, TIP2,1, PIP2;3 (300 mM Mannitol, Keimlinge) und
NIPI;1 (300 mM NaCl, Keimlinge; Weig et al., 1997) aus 4. thaliana, WCP-1, ein putatives
PIP-Mitglied aus Oryza sativa (150 mM NaCl, Wurzeln; nach 7 Tagen Stress-Behandlung
zeigte dieses MIP-Mitglied allerdings eine Induktion; Kawasaki et al., 2001), SunTIP18 aus
der Sonnenblume (Austrocknung, Wurzeln; Sarda et al., 1999) und Cp-TIP aus Craterostigma
plantagineum (abgeschnittene Blétter, Austrocknung; Mariaux et al., 1998). Die
Proteinmenge von MIP-F, ein TIP-Mitglied aus Mesembryanthemum crystallinum (200 mM
NaCl, Wurzeln; Kirch et al., 2000) wurde bei Salzstress erniedrigt.

Im Gegensatz dazu wurden fiir manche MIP-Transkripte auch Induktionen unter Wasserstress
beschrieben. Die A. thaliana PIP-Mitglieder RD28 (heute PIP2;3; Austrocknung, ganze
Pflanzen; Yamaguchi-Shinozaki et al., 1992; Seki et al., 2002a), SIMIP (PIP2;7), PIPI;4
(150 mM NaCl, Keimlinge; Pih et al., 1999; Pih et al., 1997) und PIP2;6 (Austrocknung,
ganze Pflanzen; Seki et al., 2001), ein PIP-Mitglied aus Hordeum vulgare (Austrocknung,
Wurzeln; Ozturk et al., 2002), mipA aus Brassica oleracea (Antheren, Austrocknung; Ruiter
et al., 1997), NeMIP1, NeMIP2 und NeMIP3 aus Nicotiana excelsior (250 mM NaCl,
Austrocknung, Blétter; Yamada et al., 1997), Cp-PIPa6 und Cp-PIPa2 aus Craterostigma
plantagineum (Austrocknung, Wurzel und Blitter; Mariaux et al., 1998) sowie zwei Oryza
sativa-PIPs, OsPIPla und OsPIP2a (Austrocknung, abgeschnittene Stingel; Malz und
Sauter, 1999), akkumulierten unter Wasserstress.

Die TIP-Mitglieder TIPI;2 aus A. thaliana (150 mM NaCl, Keimlinge; Pih et al., 1999;
Austrocknung, ganze Pflanzen; Seki et al., 2001), SunTIP7 aus der Sonnenblume (Wurzeln,
Austrocknung; Sarda et al., 1999) sowie Bob-TIP26 aus dem Blumenkohl (600 mM Mannitol,
Gewebeschnitte von Bliiten; Barrieu et al., 1999) wurden ebenfalls durch Wasserstress
induziert.

Diese Untersuchungen zeigen ein sehr komplexes Bild bei der transkriptionellen Reaktion der
MIPs auf Wasserstress. In vielen dieser Untersuchungen wurden allerdings nur einzelne oder
einige wenige MIPs untersucht, bzw. bei Studien mit DNA-Arrays (z.B. Kawasaki et al.,
2001, Seki et al., 2002a+b, Seki et al., 2001 und Ozturk et al., 2002) wurden cDNAs als
Sonden verwendet, mit denen es zu Kreuzhybridisierungen hoch homologer Transkripte
kommen kann (Richmond und Somerville, 2000). Auch variierte die ,,Art*“ des Wasserstresses
in verschiedenen Studien stark. Anhand dieser Befunde wird aber deutlich, dass MIPs sehr
spezifisch auf die Verdanderungen in der Verfiigbarkeit von Wasser reagieren.

Ein Pflanzen-Hormon, das vermehrt bei Wasserstress gebildet wird und Gen-Expressionen
beeinflusst, ist ABA (Abscisinsdure) (Bray, 1997). Bei einigen MIPs konnte eine
Transkriptionsinderung durch ABA gezeigt werden. Die A. thaliana PIPs PIPI;2
(Kaldenhoff et al., 1993; Hoth et al., 2002), PIP2;3 (Seki et al., 2002b) sowie Cp-PIPaZ2 aus
Craterostigma plantagineum (Mariaux et al., 1998) wurden durch eine externe ABA-
Applikation induziert. NIPI;1 aus A. thaliana wurde durch eine ABA-Behandlung reprimiert
(Weig et al., 1997), NIP1,2 induziert (Hoth et al., 2002).

Auf ABA reagierende Promotor-Elemente (ABREs; ABA-responsive elements; siehe 1.2.3)
wurden von Kaldenhoff et al. (1993) im Promotor von PIPI;2 gefunden. Im Gegensatz dazu
konnte fiir einige MIPs eine ABA-unabhingige Induktion gezeigt werden: Cp-PIPa6,
Cp-PIPa7 und Cp-PIPc aus Craterostigma plantagineum (Mariaux et al., 1998) und PIP2;3
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in A. thaliana (Yamaguchi-Shinozaki et al., 1992). ABA-unabhédngige Promotor-Elemente
(DREs, siehe 1.2.3) wurden in einigen Wasserstress-induzierten Genen gefunden, ob diese
auch in MIPs vorhanden sind, wurde bis dafo noch nicht untersucht.

1.2 Wasserstress: Pflanzen unter Salz- und Trockenstress

1.2.1 Stress-Adaption bei Wasserstress

Wasserstress tritt in der Natur hauptsdchlich durch hohe Salzkonzentrationen im Boden,
Trockenheit und niedrige Temperaturen auf. Gerade in der Landwirtschaft kann eine sub-
optimale Wasserversorgung von Kulturpflanzen zu erheblichen Ernteeinbriichen fiihren.

Salz- und Trockenstress beeinflussen eine Vielzahl an physiologischen bzw. metabolischen
Prozessen in der Pflanze. Dabei sind besonders drei Aspekte bei der Anpassung an den
Wasserstress von zentraler Bedeutung:

() Anderungen in der Homdostase, wie z.B. Ionen-Gleichgewichte (Salzstress) bzw.
osmotische Gleichgewichte, miissen wiederhergestellt werden.

Trockenheit und erhohte Salzkonzentrationen rufen durch die Verdnderung des
Wasserpotenzials im Boden einen osmotischen Stress flir die Pflanzen hervor. Zusétzlich
beinhaltet eine hohe Salzkonzentration eine ionische Komponente. Zu hohe Na'- bzw. CI'-
Konzentrationen in der Zelle sind fiir die Pflanze toxisch, da sie unter anderem Enzyme durch
Storung der hydrophobisch-elektrostatischen Balance der Proteinstruktur hemmen koénnen
(Wyn Jones und Pollard, 1983). Durch die erhdhte Konzentration von Na” und CI” wird nicht
nur das Gleichgewicht dieser beiden Ionen gestort, auch die Konzentration von z.B. Kalium
wird in der Zelle beeinflusst. K" ist ein wichtiger Co-Faktor vieler Enzyme. Seine Aufnahme
in die Zelle wird durch eine hohe externe Na'-Konzentration negativ beeinflusst. Es wird
angenommen, dass nicht-selektive Kationen-Kanile permeabel fiir Na'-Ionen sind. Na’
scheint bei seinem Transport in die Zelle mit K zu konkurrieren. Fiir viele als Kalium-
Transporter beschriebene Proteine, wie z.B. HKT1, konnte auch der Transport von Na’
gezeigt werden (Rubio et al., 1995).

Fiir die Pflanze ist es daher wichtig, die {ibermiBige Aufnahme von Na'- bzw. Cl-Ionen zu
verhindern, bzw. aus dem Zytoplasma zu entfernen. Mittels genetischer, molekularer und
biochemischer Analysen anhand von NaCl-hypersensitiven A. thaliana Mutanten konnte ein
Signalweg identifiziert werden, der bei der Kompartimentierung von Na'-Ionen beteiligt ist
(SOS- (salt overly senmsitive) pathway (Zhu, 2000)): SOS3, ein myristoyliertes Calcium-
Bindeprotein mit drei EF-Hénden interagiert mit und aktiviert SOS2, eine Serin/Threonin-
Kinase. Dieser SOS3-SOS2-Komplex reguliert die Expression von SOS/ und ist auch bei der
Aktivierung des SOSI1-Proteins beteiligt. SOSI ist ein Na'/H-Antiporter in der
Plasmamembran, der Na" aus der Zelle transportiert. Es wird auch vermutet, dass der SOS3-
SOS2-Komplex die Aktivititen anderer Transport-Proteine beeinflusst, wie z.B. die vakuolire
H'-ATPase und die inorganische H'-Pyrophosphatase, einen vakuoliren Na'/H -Austauscher
(NHX) bzw. K'- und Na'-Transporter in der Plasmamembran (Zhu, 2002).

Auf die Verdnderung des Wasserpotenzials im Boden, hervorgerufen durch Trocken- bzw.
Salzstress reagieren Pflanzen mit der Synthese von sogenannten kompatiblen Substanzen
(compatible solutes), um damit das osmotische Potenzial innerhalb der Zellen zu senken.
Metabolite mit osmolytischer Funktion sind hauptsichlich Zucker (z.B. Fruktose,
Saccharose), Zucker-Alkohole und komplexe Zucker, wie z.B. Raffinose oder Fruktane. Auch
geladene Metabolite wie Glycin-Betain oder Prolin bzw. Ionen (z.B. K) kénnen als Osmolyte
fungieren (Hasegawa et al., 2000).
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(b) Schiden, die bei den Stress-Bedingungen entstehen, miissen repariert bzw. verhindert
werden.

Trockenheit und Salzstress induzieren die Akkumulation von ROS (reactive oxygen species)
wie Superoxid ('O;"), Wasserstoff-Peroxid (H,O,) und das Hydroxylradikal (OH) (z.B.
Hasegawa et al., 2000; Jiang und Zhang, 2002; Zhu, 2001). Besonders das Hydroxylradikal,
gegen das die Pflanze keine Schutzenzyme besitzt, schidigt durch seine Oxidationswirkung
wichtige Makromolekiile wie Proteine, Lipide und Nukleinsduren. Als Antwort auf den
oxidativen Stress wird eine Vielzahl an Enzymen induziert, die bei der Beseitigung von ROS
bzw. Entgiftung ROS-geschiddigter Molekiile beteiligt sind. Dazu zdhlen Superoxid-
Dismutasen, Katalasen, Ascorbat-Peroxidasen sowie Glutathion-abhéngige Enzyme wie
Glutathion-Reduktasen und Glutathion-S-Transferasen. Compatible solutes wie z.B. Mannitol
scheinen ebenfalls an der Detoxifizierung von ROS beteiligt zu sein (Shen et al., 1997).

Die hydrophile Natur vieler compatible solutes ldsst zudem vermuten, dass diese Molekiile
Wasser an der Oberfliche von Proteinen, Protein-Komplexen bzw. Membranen ersetzen
konnen und somit als Osmoprotectants bzw. Chaperone fungieren konnen (Hasegawa et al.,
2000).

(c) Das Pflanzenwachstum muss den verédnderten Bedingungen angepasst werden.

Auf Salz- und Trockenstress reagieren Pflanzen mit einem verminderten Wachstum. Ein
Grund fiir die Reduktion der Wachstumsrate bei Wasserstress ist die Verringerung der
Photosyntheseleistung durch geringere Aufnahme von CO,, hervorgerufen durch das
SchlieBen der Stomata. Wasserstress scheint auch die Zellteilung bzw. Zellexpansion direkt
zu beeinflussen. Wang et al. (1998) konnten zeigen, dass ABA ICKI, einen Cyclin-
abhéngigen Proteinkinase-Inhibitor, induziert und dieser die Aktivitdt von Cyclin-abhéngigen
Protein-Kinasen, die beim Zellzyklus beteiligt sind, inhibiert. Die genauen Zusammenhinge
zwischen Wasserstress und Regulation der Zell-Expansion sind zwar noch nicht génzlich
verstanden, eine Beteiligung von Phytohormonen wie Auxine, Cytokinine, Gibbereline und
Brassinolide, die bei verschiedenen Prozessen des zelluliren Wachstums eine Rolle spielen,
wire ebenfalls denkbar (Zhu, 2001).

1.2.2 Signaltransduktion bei Wasserstress

Unter Wasserstress kommt es innerhalb der Pflanzen zu einer Erhéhung einer Vielzahl von
Signalstoffen wie Phospholipide (IP3, DAG, etc.), Ca*", ABA oder ROS, die zu einer Reihe
von adaptiven Stress-Reaktionen der Pflanze fiihren (Regulation des Wachstums, Bildung von
compatible solutes, s. a. 1.2.1).

Wenig ist dabei liber die an der Signaltransduktion beteiligten Rezeptoren bekannt. Ein
potenzieller Sensor fiir osmotischen Stress ist AtHK1 (4. thaliana Histidin Kinase 1), der
strukturelle Ahnlichkeiten mit dem Hefe Zwei-Komponenten Rezeptor SLN1 aufweist (Urao
et al, 1999). AtHKI-Transkripte akkumulierten bei hoher bzw. niedriger externer
Osmolaritit, und die Uberexpression von AtHK1 in Hefe-Mutanten mit defekten
Osmosensoren fiihrte zu einer Verringerung der Letalitdt bei hohen NaCl-Konzentrationen im
Medium. Es wird vermutet, dass MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinasen)-Kaskaden bei
der weiteren Signaltransduktion beteiligt sind (Urao et al., 1999). Droillard et al. (2002)
zeigten, dass zwei MAP-Kinasen in A. thaliana-Zellsuspensionskulturen (AtMPK3 und
AtMPK6) durch osmotischen Stress induziert wurden. MAPK Kaskaden diirften bei der
Bildung von compatible solutes, Antioxidantien bzw. auch bei der Regulation des Zellzyklus
unter osmotischen Stress beteiligt sein (Xiong et al., 2002).

Phospholipide spielen bei Tieren und neueren Untersuchungen zufolge auch in Pflanzen eine
wichtige Rolle bei der Signaltransduktion. Phosphatidylinositol ist, wenn auch in relativ
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geringen Mengen, Bestandteil von Zellmembranen. Die daraus gebildeten wichtigsten
Signalmolekiile sind Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphat (PIP,), Diacylglycerol (DAG) und
Inositol 1,4,5-Trisphosphat (IP3). DAG aktiviert die Proteinkinase C, und IP; fordert die Ca*'-
Ausschiittung intrazelluldrer Kompartimente in Tieren (Berridge, 1993). In einer Daucus
carota Zellsuspensionskultur konnte nachgewiesen werden, dass hyperosmotischer Stress,
hervorgerufen durch NaCl bzw. Mannitol, zu einer Erh6hung des intrazelluldren IP3-Spiegels
fiihrt (Drebak und Watkins, 2000). DeWald et al. (2001) konnten zudem zeigen, dass ein
erhohter IPs;-Spiegel in NaCl-gestressten A. thaliana Pflanzen mit einer Erhéhung des
intrazelluliren Ca®"-Spiegels korrelierte. Auch Phosphatidsiure diirfte bei der
Signaltransduktion bei Salz- und Trockenstress beteiligt sein. Eine Phospholipase D, AtPLD o,
wurde bei Salz- und Trockenstress induziert. In transgenen AtPLDS antisense-Pflanzen kam
es bei Trockenstress auch zu einer geringeren Akkumulation von Phosphatidsiure (Katagiri et
al., 2001).

Kalzium ist ein wichtiges Signalmolekiil, das Ca*"-abhingige Phosphoprotein-Kaskaden
reguliert. Neben SOS3-Proteinen sind CDPKSs (calcium-dependent protein kinases) an der
Weiterleitung von Ca”"-gekoppelten Signaltransduktionen beteiligt. Urao et al. (1994)
konnten zeigen, dass CDPKs in A. thaliana durch Salz- bzw. Trockenstress induziert werden.
Einen direkten Beweis zur Beteiligung von CDPKs bei Stress lieferte Sheen (1996). Die
Autorin zeigte, dass konstitutiv aktive CDPKs den Stress-aktivierbaren Promotor HVA1 ohne
weitere Stress-Applikation in Mais-Protoplasten aktivierten.

ABA (Abscisinsdure) ist ein Pflanzenhormon, das vermehrt bei Wasserstress gebildet wird.
Unter anderem ist ABA am Schlieen der Stomata unter Wasserstress beteiligt. ABA spielt
aber auch eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion bei Salz- bzw. Trockenstress, indem
es die Transkription vieler Stress-Gene beeinflusst (siehe 1.2.3). Die Regulation des ABA-
Spiegels in der Zelle erfolgt hauptsichlich iiber die an der ABA-Biosynthese beteiligten
Enzyme. Die Mechanismen, durch die diese Gene bei Salz- bzw. Trockenstress induziert
werden, sind nicht bekannt, moglicherweise sind dabei Ca”"-abhingige Kaskaden beteiligt
(Xiong et al., 2002).

Auch ROS sind bei der Signaltransduktion bei Wasserstress beteiligt. Jiang und Zhang (2002)
konnten in Mais-Blittern zeigen, dass Wasserstress (-0,7 MPa) eine vermehrte Bildung von
ROS zur Folge hatte. Aufgrund ihrer Befunde nahmen die Autoren weiters an, dass der
erhohte ABA-Spiegel die vermehrte Bildung von ROS ausloste, und dadurch die Aktivitdten
von Antioxidationsenzymen wie Superoxid-Dismutase, Katalase, Ascorbat-Peroxidase und
Glutathion-Reduktase erhdht wurden.

1.2.3 Transkriptionelle Regulation bei Wasserstress

Mit Hilfe von DNA-Arrays wurden schon vielfach die transkriptionellen Anderungen von
Genen bei Salz- bzw. Trockenstress untersucht (z.B. Seki et al., 2001; Kreps et al., 2002). Die
Signalwege, die zur Induktion vieler dieser Gene fiihren, sind zum groB3en Teil noch nicht
genau identifiziert. Bei einer Gruppe von Stress-induzierten Genen, zu der RD294
(COR78/LTI78) zahlt, ist allerdings die transkriptionelle Stress-Regulation schon gut
verstanden. Die Promotoren dieser Gene enthalten sowohl ein ABRE (4BA-responsive
element) als auch ein DRE-Motiv (dehydration-responsive element; Yamaguchi-Shinozaki
und Shinozaki, 1994; Stockinger et al., 1997) (Abb. 1.2).
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Kiilte Trocken-, Salzstress
Signal- \
Transduktion ABA
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Transkriptions-
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~ ¥ '
RD294 | DRE | TATA=— ATG

cis-Element cis-Element

Abb. 1.2: Cis-Elemente und frans-Faktoren, die bei der transkriptionellen Stress-Regulation von RD29A4
beteiligt sind. Néheres siche Text. Nach Liu et al. (1998).

Transkriptionsfaktoren, die an das DRE-Element binden, sind die DREB-Proteine
(dehydration-responsive element binding proteins; Liu et al., 1998). Mit Ausnahme der
EREBP/AP2-DNA-Bindungs-Doméne (ethylene-responsive element binding protein, Ohme-
Takagi und Shinshi, 1995; APETALA2, Jofuku et al. 1994) besitzen diese Proteine eine sehr
geringe Sequenzhomologie (Liu et al., 1998). DREB1A scheint bei der Signaltransduktion bei
Kiltestress involviert zu sein (Liu et al., 1998). Die Uberexpression von DREB1A fiihrte zu
einer verstiarkten Transkription von Stress-Genen unter ungestressten Bedingungen. Die
transgenen A. thaliana Pflanzen, die die DREB1A c¢cDNA iiberexprimierten, waren zudem
toleranter gegeniiber Kélte- und Trockenstress (Liu et al., 1998). Im Gegensatz dazu scheinen
DREB2A und DREB2B ausschlieBlich an der Signaltransduktion bei osmotischem Stress
beteiligt zu sein: DREB2A und DREB2B wurden bei osmotischem Stress (Austrocknung und
hohe Salz-Konzentration) induziert, nicht aber bei Kéiltestress (Nakashima et al., 2000). Da
die Uberexpression von DREB2A in ungestressten transgenen 4. thaliana Pflanzen zu keiner
Erhohung von DRE-gesteuerten Transkripten und keiner erhohten Stress-Toleranz fiihrte (Liu
et al., 1998), scheint die Funktion der DREB2s zusitzlich iiber Stress-aktivierte
Phosphorylierungen und/oder Interaktionen mit anderen Faktoren gesteuert zu sein
(Nakashima et al., 2000).

Basische Leucin-Zipper (bZIP) Transkriptionsfaktoren (ABF/AREB), die an das ABRE-
Motiv binden koénnen und die Expression von ABRE-getriebenen Reportergenen aktivieren,
wurden von Choi et al. (2000) und Uno et al. (2000) isoliert. Uno et al. (2000) zeigten, dass
AREBI und AREB2 durch NaCl-, Trockenstress und ABA induziert werden. Auch fiir ihre
Aktivierung bendtigen AREB1 und AREB2 ABA, da ihre Transaktivierungs-Aktivititen in
der ABA-defizienten Mutante aba? und ABA-insensitiven Mutante abil-1 reduziert, in der
ABA-hypersensitiven Mutante eral aber induziert waren. Moglicherweise sind ABA-
aktivierte Proteinkinasen an dieser posttranskriptionellen Aktivierung beteiligt.

Einige Stress-reagierende Gene, wie z.B. RD22 enthalten aber keine DRE-Elemente. Fiir
RD22 konnten Abe et al. (1997) zwei Transkriptions-Aktivatoren identifizieren (rd22BP1
(MYC) und ATMYB2 (MYB)), die an der Trocken- und ABA-induzierbaren Expression
dieses Gens beteiligt sind.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Das vorrangige Ziel dieser Dissertation war, die gesamte MIP-Familie in der Modellpflanze
A. thaliana anhand von Transkriptmessungen genauer zu charakterisieren. Zur parallelen
Untersuchung von Genen wurde in den letzten Jahren die DNA-Microarray-Technik
entwickelt, mit deren Hilfe Transkriptome untersucht werden konnen. Um die oftmals hoch
homologen MIP-Mitglieder unterscheiden zu konnen, sollten Gen-spezifische Sonden
entworfen und in einen DNA-Microarray integriert werden.

Von den meisten MIP-Mitgliedern in A. thaliana ist bis dato wenig dariiber bekannt, wo sie in
der Pflanze exprimiert werden. Aus diesem Grund sollte mittels Transkript-Analysen in allen
Organen (Wurzel, Blitter, Stingel, Bliiten und Schoten) fiir alle MIP-Mitglieder
Expressionsprofile beschrieben und damit auch Einblicke in mogliche Funktionen, bzw.
hinsichtlich Redundanz gewonnen werden.

Da von einigen MIPs in A. thaliana bekannt ist, dass sie als Aquaporine fungieren konnen,
sollten anhand des DNA-Microarrays Reaktionen der MIPs auf Wasserstress, der in Form von
NaCl- und Sorbitolstress appliziert werden sollte, untersucht werden. Damit sollten zum einen
MIP-Mitglieder identifiziert werden, die moglicherweise bei der Stress-Anpassung beteiligt
sind, zum anderen Unterschiede in der Stress-Antwort in Wurzeln und Blittern von
A. thaliana aufgespiirt werden.

Da die Reaktionen der Pflanze auf Wasserstress metabolische Verdnderungen und die rasche
Bildung von ROS einschlielen (siehe Einleitung, 1.2), sollte parallel das transkriptionelle
Verhalten von Genen des Redox-Stoffwechsels, Stress- und Sekundidrmetabolismus
untersucht werden. Dadurch sollten auch Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Stress-
Antwort auf die NaCl- und Sorbitol-Behandlung ausfindig gemacht werden.

Als Grundlage fiir weiterfiihrende Ansétze zur funktionellen Charakterisierung von MIPs
sollten Insertionsmutanten in MIP-Genen identifiziert und auf Transkript-Ebene ndher
charakterisiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Geriite

Bio-Rad Gel Doc 2000

Bio-Rad Lab GmbH, Miinchen

Drehofen zur Hybridisierung

Bachofer GmbH, Miinchen

Eppendorf Zentrifuge 5451C

Eppendorf, Hamburg

FLA-3000 FUJI Photo Film Co., LTD, Japan
Halbmikro-Osmometer TYP M KG Dr. Herbert Knauer, Berlin
Heizblock Bachofer GmbH, Reutlingen
Hettich Tischzentrifuge EBA12 Hettich, Tuttlingen

Microgrid 11 BioRobotics, UK

Mikrotiterplatten-Zentrifuge 4K15C

Sigma GmbH, Osterode

MultiCycler PTC-200

Biozym, Oldenburg

Speed-Vac Concentrator SVC-100 H

Bachofer GmbH, Miinchen

Spektrophotometer DU® 640

Beckman Coulter GmbH, Unterschlei3heim

Szintillationszahler

Beckman Coulter GmbH, USA

Tragbarer Kontaminationsmonitor LB1210B

Berthold, Bad Wildbach

UV Stratalinker®

Stratagene, La Jolla, USA

2.2 Chemikalien, Enzyme und Molekularbiologische ,,Kit“-Systeme

2.2.1 Feinchemikalien

Agar USB, Cleveland
Agarose SEA KEM® LE FMC Biochemicals, Maine, USA
Ampicillin Roche, Mannheim

BSA (Rinderserum-Albumin, Fraktion V)

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Chloroform

Merck, Darmstadt

CTAB
(Hexadecyltrimethylammoniumbromid)

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Dithiothreitol (DTT)

Invitrogen, Life Technologies, Groningen, NL

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

SERVA, Heidelberg

Ethidiumbromid

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Ficoll Typ 400

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Glycerin

Roth, Karlsruhe

Heringssperma-DNA

Boehringer Mannheim, Mannheim

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactosid)

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Kanamycin

Roche, Mannheim

MES (2-[N-Morpholino]ethansulfonsédure)

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

MOPS (3-[N-Morpholino]propansulfonséure

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Murashige und Skoog (MS) Medium

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Nukleotide (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Oligo-dT

Invitrogen, Life Technologies, Groningen, NL
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pAWI109 RNA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Polyethylenglykol 6000

Roth, Karlsruhe

Polyvinylpyrrolidon MW 40.000 (PVP-40;
K30)

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Polyvinylpyrrolidon MW 360.000 (PVP-360)

Roth, Karlsruhe

Rubidiumchlorid

Merck, Darmstadt

Spermidin

SERVA, Heidelberg

Tris (hydroxymethyl)-aminomethyl

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg

Tween 20

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D- | Boehringer Mannheim, Mannheim
galactopyranosid)
Xylencyanol FF SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Alle nicht im Detail genannten Chemikalien wurden p. 4. bzw. in der hochsten erhéltlichen

Reinheit verwendet.

2.2.2 Radiochemikalien

a-[*’P]-dATP (>2500 Ci/mmol), Redivue

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

v-[*P]-ATP (>2500 Ci/mmol), Redivue

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

2.2.3 Enzyme

HindIII (10 U/ul) MBI Fermentas, St. Leon-Rot

RNase A Boehringer Mannheim, Mannheim
RNase-Inhibitor RNasin (35-50 U/ul) MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Superscript' " I RNase H™  Reverse | Invitrogen, Life Technologies, Groningen, NL

Transkriptase (200 U/ul)

T4 Polynukleotid Kinase (10 U/ul)

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul)

Qbiogene, Heidelberg

Alle Enzyme wurden gemeinsam mit den zugehdrigen Puffern bezogen.

2.2.4 Molekularbiologische ,,Kit*“-Systeme

DecaLabel " DNA Labelling Kit

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

pGEM®-T Easy Vector System

Promega GmbH, Mannheim

Plasmid Mini Kit

Qiagen, Hilden

QIAquick® PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden

QIAquick " Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden

RNeasy® Plant Mini Kit

Qiagen, Hilden




Material und Methoden

15

2.3 Haufig verwendete Losungen

100x Denhardt-Losung

2 % (w/v) Ficoll Typ 400
2 % (w/v) PVP-360

2 % BSA

Sterilfiltriert

1x TAE

40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA, pH 8,0

1x TE

10 mM Tris/HCI pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

20x SSC

3 M NaCl
0,3 M Na;Citrat x 2 H,O
pH 7,0

DEPC-behandeltes ddH,O

0,1 % (v/v) DEPC, autoklaviert

Heringssperma-DNA

10 mg/ml, autoklaviert

LB-Medium

2,5 % (w/v) Miller's Luria Broth Base
(Sigma)
60 ul 5 M NaOH/100 ml Medium

LB-Platten

1,25 % (w/v) Bacto Agar (Difco Laboratories,
Detroit, USA)

2,5 % (w/v) Miller’s Luria Broth Base
(Sigma)

60 ul 5 M NaOH/100 ml Medium

RB-Medium

1 % (w/v) Trypton (Difco Laboratories,
Detroit, USA)

0,5 % (w/v)  Hefe-Extrakt
Laboratories, Detroit, USA)

0,5 % (w/v) NaCl

2 ml 1 M NaOH/l Medium

(Difco

X-Gal

100 mg in 2 ml N,N'-Dimethyl-Formamid

2.4 Materialien

AutoSeq' " G-50

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Hybond-N+ Nylonmembran (15 mm x 73
mm)

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Hybridisierungsrohrchen (50 mm x 150 mm)

ThermoHybaid, Heidelberg

Imaging Plate BAS-IP 2340

FUJI Photo Film Co., LTD, Japan

MicroSpin' " G-25 Columns

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

MicroSpin' " S-400 HR Columns

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Miracloth-Filter

Calbiochem, La Jolla, USA

MultiScreen PCR®

Millipore, Eschborn

PCR-Reaktionsgefiale (einzeln und Platten)

Biozym, Hess. Oldendorf

Steinwolle (Grodan®)

Grodania A/S, Hannover

Whatman-Papier

Schleicher&Schuell, Dassel
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2.5 Verwendete Organismen

2.5.1 Bakterien

Escherichia coli Stamm DH5a (Mass. General Hospital, Boston, USA)

2.5.2 Pflanzen

Arabidopsis thaliana Okotyp Col-R (eigene Inzuchtlinie, basierend auf Columbia-Stamm von
G. Redei, Columbia, Missouri, USA)

Arabidopsis thaliana Okotyp Landsberg erecta (Ler; G. Jiirgens, Tiibingen, eigene
Inzuchtlinie)

Insertionsmutante fiir PIP2;1 (ZIGIA Projekt, MPI KoIn fiir Ziichtungsforschung) Okotyp
Columbia
Linie 6AAS98

Insertionsmutante fiir PIP1;4 (Sundaresan et al., 1995) Okotyp Landsberg
Linie N100263

2.6 Mikrobiologische Methoden

2.6.1 Herstellung von kompetenten Zellen mit Hilfe von RbCl

250 ml RB-Medium mit 20 mM MgSO4 wurden mit 1 ml einer E. coli Vorkultur (Stamm
DH5a) angeimpft und bei 37 °C auf einem Schiittler bei 250 Upm inkubiert. In regelméfBigen
Abstinden wurde die OD (Optische Dichte) der Suspensionskultur bei 600 nm gemessen.
Hatte die Bakteriensuspensionskultur eine ODgy9 von 0,4 bis 0,6 erreicht, wurden die Zellen
sedimentiert (4 °C, 5 min, 5000 Upm; Sorvall® GSA Rotor) und in 100 ml Puffer TFB I (auf
Eis gekiihlt) resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde 5 min auf Eis inkubiert, die Zellen
pelletiert (siehe Text oben) und diese in 10 ml Puffer TFB II (auf Eis gekiihlt) erneut
resuspendiert.

TFB 1

30 mM Kaliumacetat

100 mM RbCl

10 mM CaCl, x 2 H,O

50 mM MHC12 X2 HzO

15 % (v/v) Glycerin

pH 5,8 mit Essigsdure eingestellt und sterilfiltriert
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TFB II

10 mM MOPS, Natrium-Salz

75 mM CaCl;, x 2H,0

10 mM RbCl

15 % (v/v) Glycerin

pH 6,5 mit KOH eingestellt und sterilfiltriert

Die Bakterien wurden fiir 60 min auf Eis inkubiert, anschlieend in 100 pl Aliquots aufgeteilt
und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei —70 °C.

2.6.2 Bestimmung der Transformations-Effizienz der kompetenten Zellen

100 ul RbCl-kompetente Zellen wurden mit 0,1, 1, 10 und 100 pg/5ul pBluescript-Vektor
(Stratagene) transformiert (2.6.3), auf LB-Agarplatten mit 50 pg/ml Ampicillin ausplattiert
und iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die gewachsenen Kolonien wurden
ausgezihlt und die Bakterien verwendet, wenn die Effizienz mehr als 10° cfu (colony forming
units)/ng Vektor betrug.

2.6.3 Transformation von RbCl-kompetenten Zellen

5 ul Ligationsansatz (2.8.6) bzw. Plasmid-DNA wurden mit 100 pl kompetenten E. coli-
Zellen gemischt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (45 sec, 37 °C)
wurde fiir weitere 2 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden dann auf LB-Agarplatten
mit 50 pg/ml Ampicillin ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C wachsen gelassen.

2.7 Anzucht der Pflanzen

2.7.1 Anzucht auf Erde

Arabidopsis  thaliana Samen wurden auf einem Erde-Sandgemisch (Floratonl
(Floragard®):Grobsand 4:1) ausgesit (ca. 5-10 Samen/5x5 cm Topfchen), mit Leitungswasser
befeuchtet und mit Haushaltsfolie abgedeckt. Die Samen wurden fiir 2 Tage bei 4 °C
stratifiziert und anschlieBend in den Anzuchtsraum gestellt. Nachdem die Keimblitter
sichtbar waren, wurde die Haushaltsfolie entfernt und die Pflanzen regelmifig gegossen. Die
Pflanzen wurden bei ca. 200 pE m™ s, 2342 °C, 50 % Luftfeuchtigkeit und einem 16
Stunden Lichttag bis zum gewiinschten Alter herangezogen.

2.7.2  Anzucht in hydroponischer Kultur

Bei einigen Untersuchungen (Organ-spezifische Expression, NaCl- und Sorbitolstress sowie
bei der Untersuchung der pip2, I-Mutante) wurden A. thaliana Pflanzen auf hydroponischen
Wannen angezogen. Diese Anzucht erfolgte in Anlehnung an die von Gibeaut et al. (1997)
beschriebene Methode. Die Wannen waren aus grauem PVC gefertigt und hatten ein
Fassungsvolumen von rd. 16 1. Die Ausmalle der Wanne waren 33,5 x 40 x 12 cm (Abb. 2.1).
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Abb. 2.1: Anzucht von A. thaliana auf hydroponischen Wannen. Einzelheiten siche Text

Der Deckel hatte Bohrungen mit einem Durchmesser von 12 mm in einem Abstand von
40 mm. Darin befanden sich 15 mm lange Stopfen, in die 20 mm lange Streifen aus
Steinwolle (Gordan®™) gesteckt wurden. Die Steinwolle wurde mit Néhrlosung getrénkt und
darauf ca. 5 Samen, die in 0,1 %-iger Agarose resuspendiert waren, aufgetragen. Zur
Verhinderung von Sauerstoffmangel an den Wurzeln wurde die Nihrlésung stindig mit
Raumluft tiber Aquariensteine und einer Pumpe beliiftet. Bis zum Alter von 8 Tagen wurden
die Pflanzen mit einer Plexiglashaube abgedeckt. Danach wurde die Plexiglashaube
schrittweise abgenommen und die Pflanzen bis zum gewiinschten Alter herangezogen.

Néhrlosung

Makroelemente (je 200x Stammldsungen, autoklaviert)

250 mM KNOs

300 mM Ca(NOs),

150 mM MgSO,

100 mM KH,PO4

Mikroelemente (je 1000x Stammldsungen, autoklaviert)

50 mM H3BO:;

1,5 mM CuSO4

2 mM ZHSO4

75 ],lM (NH4)6M07024
50 mM KCI

72 mM Fe-EDTA

10 mM MnSO4

100 mM Na,Os;Si

0,5 g/l MES, pH mit Phosphorsiure auf 5,3-5,4 eingestellt

2.7.2.1 NaCl- bzw. Sorbitolstress bei hydroponisch gewachsenen Pflanzen

Um hydroponisch gewachsene Pflanzen einem Wasserstress auszusetzen, wurde der
Néhrlosung 100 mM NaCl bzw. 200 mM Sorbitol (Endkonzentration) zugegeben. Das Alter
der Pflanzen betrug 21 Tage. Die Osmolalititen der Nihrlosungen wurden mit einem
Osmometer (Knauer) bestimmt und auftretende Unterschiede in den Osmolalititen durch
Zugabe des jeweiligen Osmotikums (NaCl bzw. Sorbitol) ausgeglichen. Die Wurzeln und
Blétter von Kontroll- (hydroponische Kultur ohne NaCl bzw. Sorbitol), Salz- und Sorbitol-
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gestressten Pflanzen wurden nach 5, 24 und 48 Stunden (nach Stress-Applikation) geerntet,
mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Aufarbeitung bei —70 °C gelagert.

2.7.3 Anzucht auf MS-Agar

Die pipl,;4-Mutante entstand durch Transformation eines Ds-Elements, das ein Kanamycin-
Resistenz-Gen (NPTII, Neomycin Phosphotransferase) tragt. Zur Selektion wurde das
Ausgangssaatgut sterilisiert (2.7.5) und die Samen auf MS-Agar mit Kanamycin ausgesit
(4,43 g/l MS Nr. 5519, 1 % Saccharose, 1 % Phytagar, pH 5,8 mit NaOH eingestellt,
50 pg/ml Kanamycin). Nach ca. 2 Wochen wurden die Pflanzen auf Erde {iberfiihrt.

2.7.4 Anzucht in Schiittelkulturen

Zur Untersuchung von Keimlingen der pip/,;4-Mutante (2.12.2) wurden die Samen sterilisiert
(2.7.5) und anschlieBend in 250 ml Erlenmeyerkolben mit 50 ml MS-Medium (4,43 g/l MS
Nr. 5519, 1 % Saccharose, pH 5,8 mit NaOH eingestellt) {iberfiihrt. Nach 2 Tagen bei 4 °C
wurden die Kolben in den Anzuchtsraum auf einen Schiittler (80 Upm) gestellt. 7 Tage alten
Keimlingen wurde NaCl bis zu einer Endkonzentration von 150 mM zugesetzt (1,55 ml 5 M
NaCl zu 50 ml MS-Medium). Die Stress-Dauer bei den Keimlingen betrug 6 Stunden. Die
Keimlinge wurden iiber Miracloth-Filter abfiltriert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bis zur weiteren Verwendung bei —70 °C gelagert.

2.7.5 Sterilisieren von Samen

Zu ca. 50 Samen in einem Eppendorf-Reaktionsgefal (1,5 ml) wurde 1 ml 80 %-iger Ethanol
pipettiert und fiir 2-3 min inkubiert. Der Ethanol wurde abgehoben, und 1 ml Chlorbleiche
(DanKlorix) mit Tween-20 (50 ml Chlorbleiche mit 1 Tropfen Tween-20) zugegeben. Nach
einer S-miniitigen Inkubation wurden die Samen dann 5x mit ddH,O gewaschen.

2.7.6 Trockengewichtsbestimmung

Blétter bzw. Wurzeln wurden in zuvor abgewogene Bechergliser iiberfiihrt, bei 80 °C in
einem Trockenschrank fiir 2 Tage getrocknet und danach erneut abgewogen.

2.8 Methoden zur Nukleinsaurechemie

2.8.1 Isolierung von genomischer DNA aus A. thaliana

2.8.1.1 DNA-Minipréparation

Zur Uberpriifung von Transposon-Insertionen in den mip-Mutanten wurde eine schnelle und
einfache Methode zur Isolierung der genomischen DNA verwendet. Je ein Blatt wurde in ein
auf Eis gekiihltes Eppendorf-Reaktionsgefdl geerntet und mit einer an der Spitze
abgeflammten Pipettenspitze zerrieben. Dazu kamen 200 pl 2x CTAB-Puffer. Nach heftigem
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Durchmischen wurde fiir mindestens 5 min bei 65 °C inkubiert. Anschlieend wurde mit
einem Chloroform:Isoamylalkohol-Gemisch (24:1) extrahiert und fiir 2 min bei 10.000xg
zentrifugiert. Die wissrige Phase wurde abgehoben und 1 pul 1 % LPA als Prézipitierhilfe
zugesetzt. 2 Volumen 100 % Ethanol wurden zugesetzt und die DNA bei —70 °C fiir 20 min
prazipitiert. Daran anschliefend wurde die DNA mit einer Zentrifugation (10.000xg, 4 °C,
15 min) pelletiert. Das DNA-Pellet wurde 2x mit 75 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in
50 pl TE-Puffer aufgenommen.

2x CTAB-Puffer

2 % CTAB (w/v)

100 mM Tris/HCI pH 8,0

1,4 M NaCl

1 % PVP-40 (w/v)

20 mM EDTA, pH 8,0

1 % LPA (Linares Polyacrylamid)

Herstellung: 0,5 g Acrylamid werden in 10 ml 40 mM Tris/HCI pH 7,5, 20 mM
Natriumacetat, 2 mM EGTA aufgenommen und anschlieBend 0,5 ml 10 %-iges (w/v)
(NH4)2S,08 und 50 pl TEMED zugefiigt. Nachdem die Losung bei Raumtemperatur
polymerisiert (rd. 30 min) wird mit ddH,0O auf 50 ml aufgefiillt und bei 4 °C gelagert.

2.8.1.2  Isolierung von genomischer DNA

Genomische DNA, die einem Restriktionsverdau unterzogen wurde, wurde nicht mit der
DNA-Miniprdparation isoliert, da diese Methode keine effektive Abtrennung von
Polysacchariden und phenolischen  Verbindungen gewéhrleistet und  dadurch
Restriktionsenzyme  gehemmt  werden  konnen.  Stattdessen  wurde  folgende
Isolierungsmethode verwendet:

1 g Pflanzenmaterial wurde mit fliissigem Stickstoff gemorsert und mit 5 ml Carlson-Lysis-
Puffer versetzt. Dazu kamen 12,5 pl 2-Mercaptoethanol. Es erfolgte eine Inkubation bei 74 °C
flir 20 min. AnschlieBend wurde 2x eine Chloroform:Isoamylalkohol-Extraktion
durchgefiihrt. Der wéssrigen Phase wurde 1 Volumen Isopropanol zugefiigt, 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (30 min, 7000 Upm, 4 °C, Sorvall®
GSA Rotor). Das Pellet wurde in 1 ml 4aTE-Puffer mit 1 M NaCl und 50 pg/ml RNase A bei
37 °C geldst. Dazu kamen 425 pl ddH,O und 825 pl QBT-Puffer (Plasmid Mini Kit, Qiagen).
tip 20-Saulchen (Plasmid Mini Kit, Qiagen) wurden mit 1 ml QBT &quilibriert und darauf die
DNA-Losung gegeben. Die Sdulchen wurden 3x mit je 1 ml QC (Plasmid Mini Kit, Qiagen)
gewaschen. Die DNA wurde dann mit QF (auf 50 °C erwédrmt; Plasmid Mini Kit, Qiagen)
eluiert (2x 1 ml). Nach einer Isopropanol-Féllung wurde das DNA-Pellet mit 75 % Ethanol
gewaschen und in 20 pl EB (Plasmid Mini Kit, Qiagen) aufgenommen.

Carlson-Lysis-Puffer

100 mM Tris/HCI pH 9,5

2 % CTAB (w/v)

1,4 M NaCl

1 % PEG 6000 (w/v)

20 mM EDTA, pH 8,0
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2.8.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus A. thaliana

2.8.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA mit Hilfe von LiCl

Chang et al. (1993) entwickelten ein RNA-Isolierungsprotokoll, das sich besonders gut fiir
Pflanzengewebe eignet, die hohe Anteile an Polysacchariden und/oder phenolischen
Verbindungen enthalten. Diese Methode erwies sich auch als besonders effektiv, um Gesamt-
RNA aus Schoten zu isolieren. Fiir die Organ-spezifische Expressions-Analyse wurde deshalb
diese Methode zur Isolierung von Gesamt-RNA verwendet. Das Pflanzenmaterial wurde unter
flissigem Stickstoff gemorsert. 490 ul Extraktionspuffer plus 10 pl 2-Mercaptoethanol
wurden auf 65 °C erwdrmt und zum gemdorserten Pflanzenmaterial (100 mg) zugegeben. Nach
heftigem Mischen wurde 2x mit 1 Volumen Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) extrahiert.
Zum wiissrigen Uberstand kam % Volumen 10 M LiCl. Die RNA wurde iiber Nacht bei 4 °C
prézipitiert und bei 10.000xg fiir 20 min pelletiert. Das Pellet wurde in 500 pl SSTE gelost
und eine weitere Chloroform:Isoamylalkohol-Extraktion angeschlossen. Zum Uberstand
wurden 2 Volumen 100 % Ethanol zugegeben und die RNA fiir 20 min bei —70 °C und
anschlieBender Zentrifugation (20 min, 4 °C, 10.000xg) gefillt. Das Pellet wurde getrocknet
und die RNA in 50 ul DEPC-behandeltem ddH,O geldst.

Extraktionspuffer

2% CTAB

2 % PVP K30

100 mM Tris/HCI pH 8,0

25 mM EDTA, pH 8,0

2 M NaCl

0,5 g/l Spermidin

SSTE

1 M NaCl

0,5 % SDS

10 mM Tris/HCI pH 8,0

1 mM EDTA, pH 8,0

2.8.2.2 Isolierung von Gesamt-RNA mit Hilfe des RNeasy® Plant Mini Kits (Qiagen)

Die Methode von Chang et al. (1993) erwies sich als ungeeignet, um Gesamt-RNA aus
Wurzeln von Sorbitol-gestressten Pflanzen zu isolieren. Deshalb wurde der RNeasy® Plant
Mini Kit der Firma Qiagen zur Isolierung von Gesamt-RNA fiir die Wasserstress-Versuche
verwendet. Es wurde den Angaben des Herstellers gefolgt. Fiir Blétter wurde dabei der Lysis-
Puffer RLC, fiir Wurzeln Puffer RLT verwendet.

2.8.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Als Tag-DNA-Polymerase wurde stets die DNA-Polymerase der Firma Qbiogene mit
zugehorigem Puffer verwendet.

Die fiir die DNA-Synthese verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang angegeben. Die
Synthese der Oligonukleotide erfolgte am Institut fiir BIO-DV des GSF.
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2.8.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden stets 1 %-ige Gele
verwendet. Die aufgetrennten DNA-Fragmene wurden mit einem Skalpell aus dem Gel
ausgeschnitten und mit dem QIAquick™ Gel Extraction Kit (Qiagen) isoliert. Dabei wurde
den Angaben des Herstellers gefolgt.

2.8.5 Aufreinigung von PCR-Produkten

Wurden PCR-Produkte in einen Vektor kloniert, wurden diese zuvor mit Hilfe des QIAquick®
PCR Purification Kits (Qiagen) aufgereinigt. Dabei wurde den Angaben des Herstellers
gefolgt.

2.8.6 Ligation von PCR-Produkten in den Vektor pGEM®-T Easy (Promega)

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde durchgehend der Vektor pGEM®-T Easy
(Promega) zur Ligation von PCR-Produkten verwendet. Dieses System hat den Vorteil, dass
die PCR-Produkte direkt ohne weitere enzymatische Manipulation in den Vektor kloniert
werden konnen. Das molare Verhéltnis von Vektor zu Insert betrug 1:3. Der in der Anleitung
des Herstellers angegebene Reaktionsansatz wurde halbiert, ansonsten wurde den Angaben
des Herstellers gefolgt.

2.8.7 Restriktionsverdau von genomischer DNA

Zur Ermittlung der Anzahl an En-/-Elementen in der pip2;/-Mutante wurde die genomische
DNA mit HindlIIl fiir eine Southern-Analyse (2.11.1.3) verdaut. Der Reaktionsansatz (300pul)
enthielt 2-3 pg genomische DNA, 20-60 U HindlIll, 1x Puffer und ddH,O ad 300 pl. Der
Reaktionsansatz wurde iliber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die verdaute DNA wurde
anschlieBend gereinigt und gefdllt: Zum Reaktionsansatz kamen 1 pl LPA und 1 Volumen
Phenol (Tris-gesdttigt). Zur Phasentrennung wurde 5 min bei mindestens 10.000xg
zentrifugiert. Zur oberen, wiéssrigen Phase wurde NaCl zugesetzt (2 ul 5 M NaCl pro 100 pl
Volumen). Die DNA wurde durch Zugabe von 2,5 Volumen 100 % Ethanol gefillt, pelletiert
(15 min, 10.000xg) und anschlieBend mit 75 % Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde
getrocknet und in 20 pl TE-Puffer geldst.

2.8.8 Auftrennung von Nukleinsiduren in Agarosegelen

Die Auftrennung von Nukleinsduren (genomische DNA, PCR-Produkte bzw. Gesamt-RNA)
erfolgte in Agarosegelen (0,7-2 % Agarose in TAE-Puffer; Sambrook et al., 1989). Zur
Sichtbarmachung der Nukleinsduren unter UV-Durchlicht wurde dem Elektrophoresepuffer
(1x TAE) Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml zugesetzt. Zur
Quantifizierung von Nukleinsduren wurde zusétzlich zum Elektrophoresepuffer dem
Agarosegel Ethidiumbromid in der gleichen Konzentration zugegeben. Vor dem Auftragen
auf das Gel wurden die Proben mit 1/5 Volumen Beladungspuffer versetzt. Zur
GroBenbestimmung der Nukleinsduren wurde bei jedem Gellauf ein  DNA-
Fragmentlangenstandard mit auf das Gel aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei 5-10 V/cm.
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Beladungspuffer

30 % Glycerin (v/v)

0,25 % Bromphenolblau (w/v)

0,25 % Xylencyanol FF (w/v)

2.8.9 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsiuren

Zur Bestimmung der Konzentration bzw. des Reinheitsgrades von Nukleinsduren wurden
diese bei einer Wellenldnge von 260 bzw. 280 nm photometrisch gemessen. Bei 260 nm
absorbieren hauptsidchlich Nukleinsduren, bei 280 nm Proteine. Das Verhéltnis der
Absorptionswerte von 260 zu 280 nm beschreibt dabei den Reinheitsgrad der Nukleinsdure-
Losung (Sambrook et al., 1989). Die DNA-Losung in der Kiivette hatte eine Konzentration
von 50 pg/ml wenn der OD,g0-Wert 1 betrug. Eine RNA-LOsung hatte eine Konzentration von
40 pg/ml bei einem OD,g0-Wert von 1.

2.8.10 Semi-quantitative RT-PCR

Die semi-quantitative RT-PCR wurde verwendet, um damit ausgewédhlte Befunde der DNA-
Microarray-Analysen zu iiberpriifen. In einer RT-Reaktion (Reverse Transkription) wird
zuerst mRNA in cDNA (complementary DNA) umgeschrieben und anschliefend eine PCR
durchgefiihrt. Anhand der entstehenden Produkt-Mengen konnen so Riickschliisse auf die
relative Anzahl der in der Probe vorliegenden mRNAs gezogen werden. Da sowohl RT-
Reaktion als auch PCR durch Salze und andere Stoffe in der Probe beeinflusst werden
konnen, wurde der Gesamt-RNA in Anlehnung an Weig und Komor (1996) ein nicht-
pflanzlicher mRNA-Standard (pAW109 RNA; Applied Biosystems) zur Normalisierung der
entstehenden PCR-Produkte zugegeben. Bei der semi-quantitativen RT-PCR ist es besonders
wichtig, dass die gleichen Ausgangsmengen an Gesamt-RNA der zu vergleichenden Proben
verwendet werden. Die Messung von Gesamt-RNA mit dem Spektralphotometer liefert zwar
gute Anhaltswerte zur Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA, dabei muss aber
beachtet werden, dass bei dieser Methode alle Nukleinsduren in der Losung gemessen
werden, also auch etwaige Verunreinigungen wie z.B. genomische DNA. Daher wurde die
Gesamt-RNA zusdtzlich liber Agarosegele quantifiziert. Die Gesamt-RNA wurde zunichst
mit dem Spektralphotometer gemessen, die Konzentrationen bestimmt (2.8.9) und 1 pg
Gesamt-RNA auf das Gel aufgetragen. Als relative Richtgrofe fiir die Menge an Gesamt-
RNA dienten die beiden ribosomalen Banden 18S und 25S rRNA, die auch die beiden
prominentesten Banden beim Gellauf waren. Mit Hilfe des Softwareprogramms Multi-
Analyst (Bio-Rad) wurden die relativen Mengen an 18S und 25S anhand der
Ethidiumbromid-Fluoreszenz der entsprechenden Banden in den Proben bestimmt und
etwaige Unterschiede zwischen den Proben ausgeglichen. Die Proben wurden erneut auf ein
Agarosegel aufgetragen, und aufeinander abgeglichen und dieser Vorgang solange wiederholt,
bis die Proben die gleichen Mengen and 18S und 25S rRNA hatten. Ein RT-Ansatz (20 pl)
setzte sich dann aus folgenden Komponenten zusammen:
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5x Erststrang-Puffer (Invitrogen) 4 ul
0,1 M DTT (Invitrogen) 2 ul
20 mM dNTPs (jedes) I ul
Oligo-dT (13-15mer, 0,05 pg/ul, Invitrogen) 3,5ul

PAW109 (10° Kopien/ul, Applied Biosystems) 0,5-1 pul
RNase-Inhibitor (35-50U/ul; MBI Fermentas) 0,5 ul
Gesamt-RNA I pug
DEPC-behandeltes ddH,O ad 20 pl

Der Ansatz wurde fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dazu kam 1 pl (67 U)
Superscript I (1:3 in 1x Erststrang-Puffer verdiinnt). Der RT-Ansatz wurde mit Mineralol
tiberschichtet und im MultiCycler PTC-200 mit folgendem Programm die cDNA-Synthese
durchgefiihrt:

30 min 42 °C
40 min 50 °C
5 min 95 °C
10 min 4°C

1-4 pl des RT-Ansatzes wurden anschlieBend in einer PCR eingesetzt. Neben den Gen-
spezifischen Oligonukleotiden (primer-f und primer-r) enthielt der Ansatz 2 weitere,
pAW109-spezifische Oligonukleotide (DM151 und DMI152). Der PCR-Ansatz (15 pl)
enthielt:

10x Tag-Puffer 1,5 pl
dNTPs (jedes 20 mM) 0,15 ul
Taq-DNA-Polymerase 0,3 pul
10 uM DM151 0,75 ul
10 uM DM152 0,75 pul
10 uM primer-f 0,75 ul
10 uM primer-r 0,75 ul
cDNA 1-4 pl
ddH,0O 9-6 ul

Die Gen-spezifischen Oligonukleotide wurden so gewéhlt, dass sie eine Schmelztemperatur
von 55 °C besallen und somit der von DM151 und DM152 entsprachen. Die Zyklenzahl der
PCR wurde in Vorversuchen empirisch ermittelt und sollte gewihrleisten, dass sich die
entstehenden Produktmengen nicht im Sittigungsbereich befanden. Das PCR-Programm der
RT-PCR war:

2 min 94 °C

30 sec 94 °C |

30 sec 55°C  30-40x
1 min 30 sec 72 °C J

7 min 72 °C

Die gesamte PCR-Reaktion wurde auf ein Agarosegel aufgetragen, die PCR-Produkte (Gen-
und pAW109-spezifisches PCR-Produkt) wurden mit Hilfe des Softwareprogramms Multi-
Analyst (Bio-Rad) quantifiziert und das Verhéltnis zwischen Gen-spezifischem Produkt und
pAW109-spezifischem Produkt bestimmt. Dieser Wert wurde als relativer mRNA-Gehalt
definiert.
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2.8.11 Sequenzierung von Nukleinsiuren

Die Sequenzierung von PCR-Produkten bzw. Plasmiden wurde von den Firmen TopLab oder
MediGenomix (beide Martinsried) durchgefiihrt.

2.9 Kreuzhybridisierung von homologen Genen

Zur Uberpriifung von Kreuzreaktionen homologer Gene wurden die beiden homologen TIP-
Mitglieder TIP1;1 und TIPI;2 untersucht. Dazu wurde ein DNA-Microarray, auf dem die
3’-UTR-Sonden fiir TIPI;2, eine cDNA-Sonde von T/PI;2 sowie als Kontrolle eine 3'-UTR-
Sonde von TIPI;l aufgebracht waren, mit einer radioaktiv markierten Probe von TIPI;1
hybridisiert.

Die Probe wurde folgendermal3en hergestellt: Zuerst wurde eine PCR mit 7/P1, I-spezifischen
Oligonukleotiden (TIP1;1spec_fund TIP1;Ispec r) an einer cDNA (Herstellung einer cDNA,
siche 2.8.10) als Vorlage gestartet. Die Oligonukleotide wurden so gewihlt, dass sie den
gesamten kodierenden Bereich von 77PI;1 sowie 181 bp vom 3'-UTR Bereich umspannten.
Die relative Lage der Sonden zur TIPI;I-Probe ist in Abb. 3.1 (Ergebnisse, 3.1.3)
schematisch dargestellt. Der PCR-Ansatz (15 pl) enthielt 1x 7ag-Puffer, 200 uM dNTPs
(jedes), 0,5 uM je Oligonukleotid, 2 U Tag-DNA- Polymerase, 4 pul cDNA und ddH,O ad
15 pl. Das PCR-Programm war:

2 min 94 °C

30 sec 94 °C |

30 sec 54 °C  41x
1 min 30 sec 72 °C J

7 min 72 °C

Das PCR-Produkt wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und aus dem Gel eluiert (2.8.4).
Die radioaktive Markierung erfolgte in einem 20 pl-Ansatz der folgende Komponenten
enthielt: 2 pl 10x dNTP-Mix (-dATP), 5 pl o-[*’P]-dATP, Ix Tag-Puffer, je 0,5 uM
Oligonukleotid (TIP1;1spec_f und TIP1;1spec r), 1,25 U Tag-DNA-Polymerase, 5 ng PCR-
Produkt und ddH,O ad 20 pl. Der Ansatz wurde mit Mineraldl tiberschichtet und damit eine
PCR gestartet:

5 min 94 °C

1 min 94 °C |

1 min 54°C | 41x
1 min 72 °C

7 min 72 °C

10x dNTP-Mix (-dATP)

20 uM dGTP

20 uM dCTP

20 uM dTTP
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Das PCR-Produkt wurde iiber AutoSeq'™ G-50 Siulchen (Amersham Pharmacia)
aufgereinigt und 1 pl im Szintillationszdhler gemessen. Vor der Hybridisierung wurde das
markierte PCR-Fragment denaturiert (5 min 95 °C und anschlieend auf Eis gekiihlt). Zur
Hybridisierung wurden 2-3 x 10° cpm eingesetzt. Die Hybridisierung, das Waschen der Filter
bzw. die Auswertung erfolgten wie in 2.10.6 beschreiben.

2.10 Der DNA-Microarray

Im Gegensatz zur Northern-Analyse, bei der die mRNA bzw. Gesamt-RNA auf eine
Membran immobilisiert und mit einer markierten Sonde hybridisert wird, werden bei der
Array-Technik die Sonden selbst auf eine Membran (bzw. anderer Materialien wie z.B. Glas)
aufgebracht und mit markierter cDNA hybridisiert. Diese Technik (,,reverse Northern-
Analyse®) erlaubt die parallele Untersuchung einer grolen Zahl an Transkripten in einem
einzigen Experiment. Die Array-Technik stellt somit ein geeignetes Werkzeug zur
Untersuchung von ganzen Transkriptomen dar. Als Sonden werden héufig cDNAs,
spezifische PCR-Fragmente bzw. Oligonukleotide verwendet. Die Markierung der cDNA
erfolgt zumeist iiber einen Einbau von radioaktiv- bzw. Fluoreszenzfarbstoff-markierten
Nukleotiden bei der Umschreibung der mRNA in cDNA.

2.10.1 Herstellung von Gen-spezifischen Sonden

Viele Gen-Familien enthalten Mitglieder, die auf Transkript-Ebene hohe Homologien
zueinander aufweisen. Die MIP-Familie in A. thaliana besitzt 38 MIP-éhnliche Sequenzen in
threm Genom, deren Homologien zueinander oftmals 90 % iiberschreiten. Der Einsatz von
cDNAs als Sonden ist somit nicht geeignet. Aus diesem Grund wurden fiir alle 38 MIP-
dhnlichen Sequenzen Sonden entworfen, die aus dem 3’-UTR-Bereich stammen. Dieser
Bereich ist wegen des geringeren Selektionsdrucks auch bei hoch homologen Genen oft sehr
unterschiedlich.

In einem ersten Schritt wurden von jedem MIP-Mitglied 30 bp von der kodierenden Sequenz
plus 250 bp von dem 3’-UTR-Bereich aus Internet-Datenbanken (2.13) extrahiert und fiir jede
MIP-Subfamilie diese Sequenzen miteinander verglichen. Als Sonden wurde fiir jedes MIP-
Mitglied jener Bereich ausgewaihlt, der eine moglichst geringe Homologie mit anderen MIP-
Mitgliedern zeigte. Es wurde darauf geachtet, dass die Sondenldnge mehr als 100 bp betrug.
Diese Sonden-Sequenzen wurden dann mittels einer Datenbank-Recherche bei TAIR
(http://www.arabidopsis.org/home.html) und in Zusammenarbeit mit MIPS (Munich
Information Center for Protein Sequences) mit annotierten und tatsiachlichen EST-Sequenzen
verglichen. Diese Informationen gaben Aufschliisse iiber mogliche Kreuzhybridisierungen
mit anderen Genen (siche Ergebnisse, Tab. 3.1, 3.1.2.1).

Die Amplifikation der 3’-UTR-Sonden erfolgte iiber PCR mit den jeweiligen spezifischen
Oligonukleotiden. Diese sind im Anhang fiir alle MIP-3"-UTR-Sonden angegeben. Der PCR-
Reaktionsansatz (50 pl) enthielt in der Regel 2 U Tag-DNA-Polymerase, 1x Tag-Puffer,
0,3 uM je spezifisches Oligonukleotid, 200 uM dNTPs (jedes), 0,5-1 pg genomische DNA
und ddH,O ad 50 pl. Das PCR-Programm war:

5 min 95 °C

30 sec 95 °C |

30 sec x °C (abhingig von den Oligonukleotiden) r 41x
30 sec 72 °C J

7 min 72 °C
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Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt (2.8.5) und in den pPGEM®-T Easy Vektor (Promega)
ligiert (2.8.6) und in E. coli transformiert (2.6.3). Zur Blau-WeiB-Selektion wurden auf LB-
Platten (mit 50 pg/ml Ampicillin) 100 pl 100 mM IPTG und 20 pl X-Gal (100mg/ml)
ausgestrichen und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Auf diesen Platten wurde der
Transformationsansatz ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die weillen Kolonien
(enthalten in der Regel das Insert) wurden mit sterilen Zahnstochern gepickt und eine
Fliissigkultur (4 ml LB mit 50 pg/ml Ampicillin) angelegt. Die Bakterienkulturen wurden
mittels PCR-Analyse nochmals auf das Vorhandensein des Inserts iiberpriift und daraus
Glycerin-Stammkulturen angelegt (Bakterienkultur mit 15 % Glycerin), die bei —70 °C
gelagert wurden.

2.10.2 Amplifizierung der 3’-UTR-Sonden zum Aufbringen auf die Membran

Fiir die DNA-Microarray-Analysen muss eine ausreichend grole Menge an Sonden auf der
Nylon-Membran immobilisiert werden. Die Amplifikation der 3’-UTR-Sonden aus den
Glycerin-Stammkulturen erfolgte dabei in 2 PCR-Runden. In der ersten PCR-Runde wurde
aus den Glycerin-Stammbkulturen die Sonden mittels Vektor-spezifischen Oligonukleotiden
M13(22)-f und  MI13(25)-r amplifiziert. =~ Die  Amplifikation  erfolgte  im
Mikrotiterplattenformat. Der PCR-Ansatz (100 Ansédtze je 50 pl) enthielt folgende
Komponenten:

ddH»0 1900ul
10x Tag-Puffer 500 pl
20 mM dNTPs (jedes) 50 ul
200 uM M13(22)-f 12,5 pl
200 uM M13(25)-r 12,5ul
Taq-DNA-Polymerase 25 ul

In jede Mikrotiterplatten-Vertiefung wurden 25 ul ddH,O vorgelegt. Mit einer ImpfGse
wurden dann die Klone aus den Glycerin-Stammkulturen in die Mikrotiterplatte {ibertragen.
Pro Mikrotiterplatten-Vertiefung wurden 25 pul PCR-Ansatz zugegeben. Das PCR-Programm
war:

5Smin 30sec 95°C

1 min 95 °C |

45 sec 57°C  41x
2 min 72 °C

7 min 72 °C

Die PCR-Produkte wurden auf einem Agarosegel iiberpriift und anschlieBend 1:50 verdiinnt.
Je 5 ul wurden dann fiir eine nested-PCR eingesetzt. Diese nested-PCR wurde mit den
Vektor-spezifischen Oligonukleotiden SP6 und T7 durchgefiihrt, die beide in Richtung Insert
eingeriickt waren. Pro 3’-UTR-Sonde wurden 200 pl PCR, aufgeteilt auf zwei
Mikrotiterplatten angesetzt. Der PCR-Ansatz fiir 200 Reaktionen je 100 ul enthielt:

ddH,0 16,6 ml
10x Tag-Puffer (Hybaid) 2 ml
20 mM dNTPs (jedes) 200 ul
200 uM SP6 50 pul
200 uM T7 50 pl

Tag-DNA-Polymerase 100 pl
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Der Puffer der Firma Hybaid (mit weniger Detergenz) wurde verwendet, da damit die besten
Hybridisierungssignale erzielt wurden (Glombitza, 2002).

Je 95 ul PCR-Ansatz wurden in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte vorgelegt und je 5 pl
aus der Verdiinnung der 1. PCR-Runde zupipettiert. Das PCR-Programm war folgendes:

5min 30sec 95 °C

1 min 95 °C |
45 sec 50 °C t 41x
2 min 72 °C |

7 min 72 °C

Beide Reaktionen wurden vereinigt und 3 pul zur Uberpriifung auf ein Agarosegel aufgetragen.
Danach wurden die PCR-Produkte iiber die Multiscreen PCR®-Platte (Millipore) entsalzt und
aufkonzentriert. Die gereinigten PCR-Produkte wurden in 60 pl ddH,0 resuspendiert und
erneut 3 pl auf ein Agarosegel aufgetragen. Dies sollte sicherstellen, dass die Sonden die zu
erwartende Grofe besallen und die PCR-Produkte sich nicht zu sehr in ihrer Menge
unterschieden. Abb. 2.2 zeigt einen repriasentativen Ausschnitt aus einem solchen Agarosegel.

1234567 891 111213 141516 M

700 bp -
P A -
500 bp - -

- - e
190 bp -

Abb. 2.2: Ausschnitt aus einem Ethidiumbromid-gefirbten Agarosegel mit Gen-spezifischen Sonden.
Aufgetragen sind 3 pl (rd. 600 ng) Sonden nach Reinigung mit den Millipore-Platten. Invertierte Darstellung. M
kennzeichnet den DNA-Léngenstandard, die Zahlen bezeichnen verschiedene 3'-UTR-Sonden.

2.10.3 Ubertragung der 3"-UTR-Sonden auf die Membran

Die Ubertragung der 3’-UTR-Sonden auf die Nylon-Membranen (Amersham Pharmacia)
erfolgte mit Hilfe des MicroGrid II (BioRobotics). Der Stempel, mit dem die 3'-UTR-Sonden
auf die Membranen aufgebracht wurden, enthielt 96 Nadeln, die einen Durchmesser von je
400 pum hatten und pro Nadel ein Volumen von rund 15 nl transferierten. Jede 3’-UTR-Sonde
wurde in Duplikaten auf die Membran aufgebracht. Jede Sonde wurde zudem 10x mit Hilfe
des Stempels auf dieselbe Stelle iibertragen, damit eine ausreichend grofle Menge an PCR-
Produkten auf den Membranen vorlag. Insgesamt wurden 6 Mikrotiterplatten mit je 96
Sonden auf die Membran tiibertragen. Zusdtzlich zu den 3’-UTR-Sonden der MIPs enthielten
diese Platten 3’-UTR-Sonden von GSTs (Glutathion-S-Transferasen), Cytochrom P450-
Monooxygenasen, UGTs (UDP-Glycosyltransferasen), ABC-Transporter (Glombitza, 2002)
sowie Stress-Markergene aus Kooperationen mit anderen Instituten. Entsprechend den
Mikrotiterplatten ergab sich ein 12x8 Muster (Level 1) das sich aufgrund der 6 Platten in ein
4x4 Muster (Level 2) aufspaltete. Abb. 2.3 zeigt dabei die Positionen der 6 Platten auf Level
2-Ebene.
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Abb. 2.3: Verteilung der Sonden auf Level 2-Ebene auf dem DNA-Microarray. D1-D6 kennzeichnen die 6
Mikrotiterplatten. LB Local background, der in die Verrechnung der Signale einbezogen wurde (2.10.7).

2.10.4 Vorbereitung der Filter fiir die Hybridisierungen

Nach dem Aufbringen der Sonden auf die Membranen wurden die Sonden mit dem UV-
Stratalinker® (Stratagene) fixiert (cross-linked) und anschlieBend denaturiert. Dazu wurden
die Membranen nacheinander mit 3 Losungen getrdnkt. Je Losung wurden drei Lagen
Whatman-Filter befeuchtet und die Membranen mit den Sonden nach oben auf die Whatman-
Filter gelegt. Die Losungen sollten dabei die Membranen schnell durchfeuchten wobei darauf
geachtet wurde, dass die Losungen nicht iiber die Membran-Oberseite flossen. Nach 5 min
wurden die Filter auf die gleiche Weise mit der jeweils ndchsten Losung behandelt. Die
Losungen waren:

Losung 1

.
.

1,5 M NaCl

0,5 M NaOH

Losung 2

1,5 M NaCl

0,5 M Tris/HCI pH 7,5

Losung 3

[2x SSC

AnschlieBend kamen die Filter in Schalen mit 2x SSC, in denen sie bis zur Neutralisation
gewaschen wurden.

Vor der ersten Hybridisierung wurden die Filter 2x 30 min mit 0,4 M NaOH inkubiert und bis
zur Neutralisation mit 2x SSC gewaschen. Der Grund fiir diese Vorbehandlung war, dass
Hauser et al. (1998) feststellten, dass die Sonden-Menge auf den Membranen nach der ersten
Hybridisierung und anschlieBendem strippen signifikant abnimmt, dann allerdings auch nach
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mehrmaliger Hybridisierung relativ konstant bleibt. Die Membranen wurden getrocknet und
bei Raumtemperatur bis zu ihrer Verwendung gelagert.

2.10.5 Referenzhybridisierung der Membranen mit dem Oligonukleotid T7

Da das Hybridisierungssignal von der Menge an aufgebrachter Sonde abhingt, wurden die
Membranen in einem ersten Schritt mit einem Vektor-spezifischen Oligonukleotid (T7)
hybridisiert. Da alle Sonden in den gleichen Vektor (pGEM®-T Easy) kloniert wurden, konnte
somit eine Quantifizierung aller Sonden mit einem einzigen Oligonukleotid durchgefiihrt
werden.

Die Membranen wurden zuerst 2-3 Stunden in Plastik-Wannen bei 38 °C im Wasserbad
prahybridisiert. Pro Membran wurden 10 ml Prahybridisierungslosung verwendet.

Prahybridisierungslosung

5x SSC

5x Denhardt

0,5 % SDS

100 pg/ml denaturierte Heringssperma-DNA (5 min 95 °C, auf Eis abgekiihlt)

Die radioaktive Markierung des T7-Oligonukleotids erfolgte durch Phosphorylierung seines
5’-Endes mit dem y—33 Phosphat des v-[*P]-ATPs iiber eine T4-Polynukleotid-Kinase (PNK,
MBI Fermentas). Die Markierungsreaktion pro Membran enthielt:

10 uM T7 2,5 ul
10x PNK Puffer A 1,25 pul
v-[**P]-ATP 1 ul
PNK (10 U/pl) 1 ul
ddH,O 6,75 pl

Der Reaktionsansatz wurde fiir 30 min bei 37 °C inkubiert, mit ddH,O auf 50 ul aufgefiillt
und iiber Microspin™ G-25 Séulchen (Amersham Pharmacia) gereinigt. 1 pl wurde im
Szintillationszihler gemessen. Die Gesamtaktivitit betrug zwischen 10 und 15x10° cpm. Der
gesamte Ansatz wurde dann zur Prihybridisierungslosung zupipettiert. Die Hybridisierung
erfolgte bei 38 °C iiber Nacht (20 Stunden) im Wasserbad. Am néchsten Tag wurden die
Filter folgendermallen gewaschen:

2x SSC/ 0,1 % SDS (w/v) bei Raumtemperatur spiilen
2x SSC/ 0,1 % SDS (w/v) 20 min bei 38 °C waschen
0,2x SSC /0,1 % SDS (w/v) bei Raumtemperatur spiilen
0,2x SSC /0,1 % SDS (w/v) 20 min bei 38 °C waschen

Die Membranen wurden auf Whatman-Papier gelegt, die zuvor mit 2x SSC getrdankt wurden.
Dies sollte ein Austrocknen der Membranen verhindern. AnschlieBend wurden die
Membranen in Haushaltsfolie eingewickelt. Diese wurden dann in Film-Kassetten gelegt und
eine Imaging-Platte (Fuji) aufgelegt und iiber Nacht (15-20 Stunden) exponiert. Die Signale
auf den Platten wurden mit dem FLA-3000 (Fuji) eingelesen und mit Hilfe des Programms
ArrayVision (Interfocus) die Rohdaten (2.10.7) erstellt. Zur Entfernung der radioaktiven T7-
Oligonukleotide von den Membranen wurden diese 2x mit 0,4 M NaOH fiir 30 min
gewaschen und mit Hilfe eines tragbaren Kontaminationsmonitors die Gesamtaktivitit der
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Membranen gemessen. Betrug diese mehr als 15 cpm/Membran, wurden die Membranen
wiederholt mit 0,4 M NaOH gewaschen, bis die Gesamtaktivitit pro Membran kleiner als
15 cpm war. Die Membranen wurden anschliefend mit 2x SSC neutral gewaschen, getrocknet
und bis zur komplexen Hybridisierung bei Raumtemperatur gelagert.

2.10.6 Komplexe Hybridisierung mit radioaktiv markierter cDNA

Die Markierung der cDNA erfolgt durch Einbau von radioaktiv markiertem dATP in den neu
synthetisierten cDNA-Strang. Die Markierung erfolgte in Anlehnung an Hauser et al. (1998).
Die spezifische Aktivitdt wurde dabei auf 1,16 uCi/pmol dATP erhoht. Vor der komplexen
Hybridisierung wurden die Membranen einzeln in Hybridisierungsrohrchen mit 3 ml
Prahybridisierungslosung (2.10.5) fiir 2,5 Stunden bei 65 °C im Drehofen prahybridisiert.

30 pg Gesamt-RNA wurden in einer Speed-Vac eingedampft und in 10,5 pul DEPC-
behandeltem ddH,O gelost. 0,5 pl wurden zur Qualitatsiiberpriifung auf ein Agarosegel
aufgetragen. Zu 10 pl Gesamt-RNA-Losung kam 1 pl Oligo-dT (Stammlésung 0,5 pg/ul). Es
wurde 10 min bei 70 °C inkubiert und die Losung anschlieSend fiir 2-3 min auf Eis schnell
abgekiihlt. Dazu kamen 7 ul o-[°P]-dATP (entspricht 70 pCi) sowie 13,5 ul von Mix 1.

Mix [

dNTP (7,5 mM jedes ohne dATP) 1 ul
5x Erststrang-Puffer (Life Technologies) 6 ul
0,1 M DTT 3ul
RNase-Inhibitor (RNasin, MBI Fermentas) I ul
32 uM dATP 1 ul
Superscript II (200 U/ul) 1,5 ul

Die RNA-Losung wurde fiir 2 Stunden bei 42 °C inkubiert und anschlieBend wurden 5 pl
Mix II zupipettiert.

Mix II

1 % SDS 1 ul
0,5M EDTA pH 8,0 1 ul
3 M NaOH 3 ul

Nach weiteren Inkubationen fiir 30 min bei 65 °C und 15 min bei Raumtemperatur wurden
63 ul Mix III zupipettiert.

Mix I1T

1 M Tris/HCI pH 8,0 10 pl
2 M HCI 3l
ddH,0 50 ul

Die nicht eingebauten Nukleotide wurden iiber MicroSpin™ S-400 HR Siulchen (Amersham
Pharmacia) abgetrennt und 1 ul im Szintillationszihler gemessen. Die radioaktiv markierte
cDNA besaB eine Gesamtaktivitit von 40-80x10° cpm. Vor der Zugabe zur
Priahybridisierungslosung wurde die Probe zur Denaturierung der Sekundérstruktur 5 min bei
95 °C inkubiert und raschest moglich auf Eis (3 min) abgekiihlt. Die Probe wurde zur
Priahybridisierungslosung zugegeben und die Membranen fiir mindestens 20 Stunden im
Drehofen bei 65 °C hybridisiert. Die Membranen wurden anschlieBend wie folgt gewaschen:
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2x SSC/ 0,1 % SDS (w/v) bei Raumtemperatur spiilen
2x SSC /0,1 % SDS (w/v) 20 min bei 65 °C waschen
0,2x SSC /0,1 % SDS (w/v) bei Raumtemperatur spiilen
0,2x SSC /0,1 % SDS (w/v) 20 min bei 65 °C waschen

Die Membranen wurden auf in 2x SSC getrankten Whatman-Filtern gelegt, mit Haushaltsfolie
eingewickelt und fiir 15-20 Stunden auf Imaging Platten (Fuji) exponiert. Am folgenden Tag
wurden die auf den Platten gespeicherten Signale mit dem FLA-3000 (Fuji) eingelesen und
daraus die Rohdaten mit Hilfe des Softwareprogramms ArrayVision (Interfocus) erstellt.

2.10.7 Auswertung der Signale am DNA-Microarray

Technische Variationen, wie unterschiedlich stark markierte ¢cDNA oder unterschiedlich
starker Hintergrund der Membranen kann zu Missinterpretationen der Signale am DNA-Array
fiihren. Hinzu kommt noch, dass die Signalintensitdten von der Menge an aufgetragener DNA
abhingen. Beim Auftragen der Sonden auf den Nylonfilter kann es aber vorkommen, dass
dieselbe Sonde bei zwei Membranen in unterschiedlicher Menge aufgebracht wird. Im
Gegensatz zur Fluoreszenzhybridisierung, bei der Kontrolle und Behandlung auf ein und
denselben Array hybridisiert werden kann, werden bei der Arraytechnik mit Radioaktivitit
Kontrolle und Behandlung auf zwei getrennte Arrays hybridisiert und dann miteinander
verglichen und verrechnet. Gerade in diesem Fall ist es besonders wichtig, dass die Filter
zuerst normalisiert werden. Um all diese Variationen moglichst auszugleichen, wurde am
MPI Golm ein Algorithmus (Haruspex) entwickelt, der Rohdaten zu sogenannten
Genaktivititen normalisiert (Thimm et al., 2001).

Zuerst wurden sowohl von der Referenzhybridisierung als auch von der komplexen
Hybridisierung Rohdaten mit Hilfe des Softwareprogramms ArrayVision (Interfocus) erstellt.
Mit diesem Programm wurden lediglich die Intensititen der einzelnen Signale gemessen, es
fand noch keine weiter Bearbeitung der Daten (Abzug des Hintergrundes, etc.) statt. Abb. 2.4
zeigt die eingelesenen Signale am FLA-3000 Scanner einer Referenzhybridisierung (A) und
einer komplexen Hybridisierung (B) wie sie fiir die Berechnung der Rohdaten mit
ArrayVision (Interfocus) verwendet wurden.

Abb. 2.4: Vergleich einer Referenzhybridisierung (A) mit einer komplexen Hybridisierung (B). Die
Referenzhybridisierung erfolgte mit radioaktiv markierten T7-Oligonukleotiden, die komplexe Hybridisierung
mit radioaktiv markierter cDNA.
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Die Rohdaten der Referenzhybridisierung und der komplexen Hybridisierung wurden dann in
der Haruspex-Datenbank zu ,,Genaktivititen verrechnet.

Sowohl die Referenzhybridisierung als auch die komplexe Hybridisierung wurden zuerst
Hintern® (d.h. liber alle Messwerte) normalisiert. Von jenen Signalen, deren Intensititen
2-fach hoher als die benachbarten (lokalen) Hintergrundsignale waren (Abb. 2.3, 2.10.3),
wurde das lokale Hintergrundsignal abgezogen. Signale, deren Werte 2-fach niedriger als der
lokale Hintergrund waren, wurden durch das lokale Hintergrundsignal ersetzt und mit einem
Minus als Markierung versehen. Zur Normalisierung wurden anschlieBend alle Werte durch
den Mittelwert aller positiven Werte, nach Abzug des Hintergrundsignals, dividiert.

Die zweite Normalisierung erfolgte, indem jedes intern normalisierte Signal der komplexen
Hybridisierung durch sein korrespondierendes, intern normalisiertes Signal der
Referenzhybridisierung dividiert wurde.

Da jede 3’-UTR-Sonde in Duplikaten auf den DNA-Microarray aufgetragen wurde, wurde
aus diesen beiden Werten der Mittelwert gebildet und als Genaktivitdt bezeichnet.

Die so entstandenen Genaktivitidtswerte dienten als Verrechnungsgrundlage beim Vergleich
von Behandlung (z.B. NaCl-gestresste Wurzeln) und Kontrolle (z.B. Wurzeln ohne NaCl-
Stress). Um Induktionen oder Repressionen (manchmal als Induktionsfaktoren bezeichnet)
von Genen zu berechnen, wurden die Genaktivititen von der Behandlung durch die
Genaktivitidten der Kontrolle dividiert. Beim Vergleich einer Kontrollbehandlung mit einer
Stressbehandlung konnte es passieren, dass z.B. in der Kontrollbehandlung der gemessene
Wert eines Signals mit einem Minus versehen war, in der Behandlung war hingegen ein
deutliches Signal gemessen worden. Um einer solchen augenscheinlichen Induktion einen
Wert zu geben, wurde mit dem Betrag des negativ gekennzeichneten Signals in der Kontrolle
gerechnet. Diese Induktion entspricht einem Mindestwert, da das Signal bei der Kontrolle den
kleinsten messbaren Wert auf Level 2-Ebene bezeichnet, der tatsdchliche Wert aber durchaus
darunter liegen konnte. Waren die Genaktivititen sowohl bei Kontrolle als auch bei der
Behandlung mit einem Minus versehen, wurden diese aus den Berechnungen
herausgenommen. Da alle DNA-Microarray-Experimente dreimal wiederholt wurden, wurden
aus den Induktions- und Repressionswerten sowohl der Mittelwert als auch die
Standardabweichung bestimmt.

Fir die Berechnung der Genexpressionen bei den Organ-Untersuchungen wurden die
Mittelwerte und Standardabweichungen der Genaktivitdten dreier unabhéngiger Experimente
berechnet. In diesem Fall wurden die negativen Genaktivitdten durch O ersetzt und in die
Berechnung mit einbezogen.

2.11 Isolierung von Insertionsmutanten

2.11.1 Die pip2;1-Mutante

Im Rahmen des ZIGIA- (ehemals AMAZE-) Projekts des MPI Koln werden
Insertionsmutanten in A. thaliana erstellt. Ziel dieses Projekts ist, eine Mutanten-Kollektion
zu erstellen, in der jedes der rund 25.000 nukledren Gene von A. thaliana eine Insertion des
En-1-Elements besitzt. Dazu wurden Pflanzen mit einem Mais-Transposon (En-1)
transformiert iiber mehrere Generationen hinweg geselbstet und so eine Population von
11.000 Linien erzeugt, die im Durchschnitt 6 Transposons tragen.
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2.11.1.1  Isolierung einer Insertionsmutante im PIP2;[-Gen

In Zusammenarbeit mit dem MPI Ko6ln wurden Insertionsmutanten-Linien ermittelt, die ein
En-1-Element im PIP2;-Gen tragen. Dazu wurde die Insertionsmutanten-Kollektion mittels
PCR- und anschlieender Southern-Analyse am MPI Koln auf eine En-/-Insertion im PIP2; -
Gen hin untersucht. Die PCR enthielt 3 Oligonukleotide: 2 En-I-spezifische Oligonukleotide
(En26 und En8202), die das En-I-Gen iiberspannten, sowie ein PIP2;[-spezifisches
Oligonukleotid (PIP2abw). Abb. 2.5 =zeigt schematisch die Lage der verwendeten
Oligonukleotide.

En8202 En26 PIP2abw

«— —» «—
ATG —— En-1 | TGA

Abb. 2.5: Schematische Lage der Oligonukleotide in der 3-Oligonukleotid-PCR zur Identifikation einer
En-I-Insertion im PIP2;1-Gen. ATG und TGA kennzeichnen Start- und Stop-Codon des PIP2;1-Gens, die
Pfeile symbolisieren die Oligonukleotide. En-/ kann dabei in zwei Orientierungen relativ zu PIP2;1 insertiert
sein.

AnschlieBend wurden die PCR-Produkte mit einer PIP2;I-spezifischen Sonde in einer
Southern-Analyse hybridisiert und so eine positive Linie (6AAS98) ermittelt.

2.11.1.2 Bestimmung der genauen Insertionsstelle von En-1 in der pip2, I-Mutante

Die Samen der Linie 6AAS98 wurden ausgesédt und von den Pflanzen aus je einem Blatt
genomische DNA isoliert (2.8.1.1). Mit Hilfe einer 3-Oligonukleotid-PCR wurden dann jene
Pflanzen identifiziert, die ein En-I-Transposon enthielten. Es wurden jene Oligonukleotide
verwendet, die schon bei der Identifikation der Linie 6AAS98 am MPI Koln verwendet
wurden (2.11.1.1). Der PCR-Ansatz (15 pl) enthielt folgende Komponenten:

10 uM En26 0,75 ul
10 uM En8202 0,75 ul
10 uM PIP2abw 0,75 ul
10x Tag-Puffer 1,5 ul
20 mM dNTPs (jedes) 0,15 ul
genomische DNA 2ul
Tag-DNA-Polymerase 0,1 pul
ddH,0O 9ul

Das PCR-Programm war:

2 min &5 °C

40 sec 94 °C |

1 min 65 °C t 41x
2 min 72 °C |

5 min 72 °C



Material und Methoden 35

Zur Bestimmung der relativen Orientierung des En-/-Elements im PIP2;1-Gen wurde von
den En-I-positiven Pflanzen nochmals eine PCR gestartet, in der die 3-Oligonukleotid-PCR
in zwei PCR-Reaktionen mit je 2 Oligonukleotiden aufgespalten wurde. Die erste PCR-
Reaktion enthielt die Oligonukleotide PIP2abw und En26, die zweite PIP2abw und En8202.
Der Ansatz entsprach dem oben beschriebenen, das Volumen des 3. Oligonukleotids wurde
allerdings durch ddH,O ersetzt. Da nur die PCR-Reaktionen mit dem Oligonukleotid-Paar
En26 und PIP2abw ein PCR-Produkt lieferten, war somit die relative Lage des En-/-Elements
bestimmt.

Um die genaue Insertionsstelle des En-/-Elements im PIP2;1-Gen zu ermitteln, wurde das
PCR-Produkt mit den Oligonukleotiden PIP2abw und En205 sequenziert. En205 hybridisiert
am selben Ende des En-I-Elements wie En26 und ist nur in Richtung FEn-I/-Genmitte
eingeriickt (siche Ergebnisse, Abb. 3.9, 3.4.1.1).

2.11.1.3  Southern-Analyse zur Bestimmung der Anzahl an En-/-Elementen in der pip2; -
Mutante

Da die Insertionsmutanten des ZIGIA-Projekts in der Regel mehr als nur ein Transposon im
Genom der Mutanten besitzen, miissen diese durch wiederholtes Riickkreuzen in den Wildtyp
entfernt werden. Um die Anzahl der En-/-Elemente in der pip2;/-Mutante zu bestimmen,
wurde eine Southern-Analyse durchgefiihrt. Als Hybridisierungs-Sonde wurde ein En-1-
Teilstiick verwendet. Abb. 2.6 zeigt schematisch die Strategie der Southern-Analyse zur
Bestimmung der Anzahl an En-/-Elementen in der pip2, /-Mutante.

HindIll HindIll HindIll HindIll

gen. DNA------- 4' En-1 I I i En-1 ‘_’7 ______

Abb. 2.6: Strategie der Southern-Analyse zur Bestimmung der Anzahl an En-I-Elementen in der pip2;1-
Mutante. Gezeigt ist ein Ausschnitt moglicher En-/-Insertionen im Genom der pip2; [-Mutante. Die genomische
DNA wird mit dem Restriktionsenzym HindIIl verdaut und mit einer radioaktiv markierten Sonde (A)
hybridisiert. Die am Southern-Blot sichtbaren Fragmente (B, C) entsprechen der Anzahl an En-I-Insertionen im
Genom der pip2; I-Mutante.

Radioaktive Sonden-Markierung fiir die Southern-Analyse der pip2; I-Mutante

Als Sonde fiir die Hybridisierung von HindlIl verdauter genomischer DNA der pip2;1-
Mutante diente ein 5'-Fragment des FEn-I-Elements, das iiber PCR aus dem Plasmid
pACYC177/En-1 amplifiziert wurde. Das Plasmid pACYC177/En-1 wurde freundlicherweise
von Frau Dr. Sabine Steiner-Lange (MPI Kd&ln) zur Verfiigung gestellt. Als Oligonukleotide
dienten Enl und En603. Das entstehende Fragment (rd. 400 bp) ist kleiner als erwartet (600
bp), da das En-I-Element in diesem Bereich eine interne Deletion trdgt (S. Steiner-Lange,
pers. Mitteilung). Der PCR-Ansatz (50 pl) enthielt 2 U Tag-DNA-Polymerase, 1x Tag-Puffer,
200 uM dNTPs (jedes), 2 ng pACYC177/En-1, je 0,3 uM der beiden Oligonukleotide Enl
und En603 sowie ddH,0 ad 50 ul. Die PCR-Bedingungen waren:
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5 min 95 °C

30 sec 95°C |

30 sec 60 °C  41x
30 sec 72°C |

7 min 72 °C

Das entstandene PCR-Produkt wurde aus dem Gel ausgeschnitten und daraus extrahiert. Die
radioaktive Markierung der Sonde erfolgte mit dem DecaLabel™ DNA Labelling Kit (MBI
Fermentas): Zu 40 ng Sonde (3 pl) kamen 2 pl Decanukleotide (in 5x Puffer) und 1,2 pl
ddH,0. Nach 10-miniitiger Inkubation bei 95 °C und anschlieender rascher Abkiihlung auf
Eis kamen 0,6 ul Mix A, 3 ul o-[*’P]-dATP und 0.2 pl Klenow-Enzym hinzu. Nach
10-miniitiger Inkubation auf 37 °C wurden 0,8 pl dNTPs (im Kit enthalten) zupipettiert,
erneut 5 min inkubiert und schlieBlich 90 ul 1,1 mM EDTA pH 8,0 zugegeben. 1 ul wurde
daraufhin in einem Szintillationszdhler gemessen. Um die verbleibenden, nicht eingebauten
radioaktiv markierten Nukleotide abzutrennen, wurde der Mix iiber MicroSpin™ S-400 HR
Séulchen (Amersham Pharmacia) gereinigt. Nach der Reinigung wurde erneut 1 pl markierte
Sonde im Szintillationszdhler gemessen. Die Sonde wurde verwendet, wenn die Einbaurate
mehr als 20 % betrug. Fiir die Hybridisierung wurde der gesamte Ansatz eingesetzt. Bevor die
Sonde zur Hybridisierung verwendet wurde, wurde sie fiir 5 min denaturiert und anschlieBend
auf Eis abgekiihlt.

Hybridisierung der genomischen DNA mit der En-/-Sonde

Aus den geselbsteten Nachkommen der Pflanze 15-0 wurde genomische DNA isoliert
(2.8.1.2) und mit HindIII verdaut (2.8.7). Die DNA wurde auf einem 0,7 %-igen Agarosegel
aufgetrennt, das Gel anschlieBend kurz mit ddH,O gewaschen und die DNA in 0,25 M HCI
30 min depuriniert. Das Gel wurde erneut mit ddH,O gewaschen und in 0,4 M NaOH 20 min
neutralisiert. Die DNA wurde mittels Saugverfahren (Sambrook et al., 1989) auf eine
Nylonmembran iiber Nacht in 0,4 M NaOH iibertragen. Danach wurde die Membran mit
2x SSC bis zur Neutralisation gewaschen, getrocknet und die DNA im UV Stratalinker®
fixiert. AnschlieBend wurde die Membran in 6 ml Prihybridisierungslésung (2.10.5) bei
65 °C fiir 2-3 Stunden im Drehofen préhybridisiert. Im Anschluss daran wurde die radioaktiv
markierte En-/-Sonde zugegeben und iiber Nacht bei 65 °C hybridisiert. Am néchsten Tag
wurden die Filter gewaschen (2.10.6.), in Frischhaltefolie eingewickelt und fiir 15-20 Stunden
auf den Imaging-Platten (Fuji) exponiert. Die Auswertung der Signale erfolgte mit dem FLA-
3000 (Fuji).

2.11.1.4  Auskreuzen von En-I-Elementen aus der pip2; [-Mutante

Da sich neben der En-I-Insertion im PIP2;[/-Gen noch weitere Transposons im Genom der
Mutante befinden, wurden diese durch wiederholtes Einkreuzen in Wildtyp-Pflanzen entfernt.
Dazu wurden neben der Mutante Wildtyp-Pflanzen angezogen. Von noch geschlossenen
Bliiten des Wildtyps wurden die Kelch-, Bliiten- und Staubblétter entfernt, sodass nur noch
die Griffel iibrig waren. Auf die Narbe wurde dann der Pollen von den Staubblittern der
Mutanten-Bliiten aufgebracht. Die daraus entstehenden Samen wurden geerntet, erneut
ausgesdt und die Pflanzen auf das Vorhandensein des En-/-Elements im PIP2;[-Gen mittels
PCR iiberpriift (2.11.1.2). Zur Uberpriifung der Anzahl weiterer En-I-Elemente wurde von
diesen Pflanzen erneut eine Southern-Analyse durchgefiihrt (2.11.1.3).
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Durch das Einkreuzen in den Wildtyp sind die Pflanzen hemizygot in Bezug auf die En-1-
Insertion im PIP2;1-Gen. Da aber ein volliges Ausschalten der PIP2;[-Transkripte fiir die
weiteren Untersuchungen erwiinscht war, wurden hemizygote Pflanzen durch Selbstung in
hemizygot mutante Individuen, homozygot mutante Individuen und Wildtyp-Nachkommen
aufgespalten. Zur Identifikation dieser Pflanzen wurde aus ihnen genomische DNA isoliert
(2.8.1.1) und eine PCR-Analyse durchgefiihrt. Fiir jede Pflanze wurden 2 PCR-Reaktionen
angesetzt. Die PCR-Reaktion 1 enthielt das PIP2;1- spezifische Oligonukleotid 6AA-f und
das En-I-spezifische Oligonukleotid 6AA-En, PCR-Reaktion 2 die beiden PIP2;1-
spezifischen Oligonukleotide 6AA-f und 6AA-r. Der PCR-Ansatz entsprach dem von
2.11.1.2, das Volumen des 3. Oligonukleotids wurde aber durch ddH,O ersetzt. Das PCR-
Programm war:

5 min 95 °C

30 sec 95 °C |

30 sec 50 °C  41x
30 sec 72 °C |

7 min 72 °C

Abb. 2.7 zeigt schematisch die Lage der Oligonukleotide mit den erwarteten PCR-Produkten
zur Unterscheidung homozygot mutanter, hemizygot mutanter und Wildtyp-Pflanzen.

6AA-f 6AA-En 6AA-r
e <+ <+—
ATG } En-1 } TGA
A

6AA-f 6AA-r
— >

ATG TGA

Abb. 2.7 : PCR zur Unterscheidung von homozygot mutanten, hemizygot mutanten und wildtypischen-
Pflanzen. A und B kennzeichnen die PCR-Produkte, die bei den angegebenen Oligonukleotid-Kombinationen
entstehen. Bei homozygot mutanten Pflanzen entsteht nur PCR-Produkt A (563 bp) (beide Allele besitzen ein
En-1-Element), bei Wildtyp-Pflanzen nur PCR-Produkt B (314 bp) und bei hemizygot mutanten Pflanzen
entstehen sowohl PCR-Produkt A als auch B. ATG und TGA kennzeichnen Start- bzw. Stop-Codon von PIP2; 1,
die Pfeile symbolisieren die Oligonukleotide.

2.11.2 Die pipl;4-Mutante

Die pip1;4-Mutante stammt aus der Insertionsmutanten-Kollektion, die von Sundaresan et al.
(1995) erstellt und beschrieben wurde. Diese Insertionsmutanten enthalten das modifizierte
Mais-Transposon Ds, das im Gegensatz zum En-/-Element nicht autonom ist. Diese
Insertionslinien sind beziliglich des Ds-Elements stabil und enthalten in der Regel nur ein
einziges Ds-Element je Insertionslinie. Als Selektionsmarker enthidlt das Ds-Element ein
Kanamycin-Resistenz-Gen (NPTII). Anhand von Datenbank-Recherchen konnte -eine
Insertionslinie (N100263) identifiziert werden, die im 2. Exon von PIPI;4 ein Ds-Element
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besitzt. Die Samen dieser Linie wurden iiber NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Center,
Nottingham, Schottland) bezogen.

2.11.2.1  Erzeugung homozygoter pip1,4-Mutanten

Die Samen der Linie N100263 wurden auf MS-Agar mit Kanamycin ausgebaut (2.7.3),
anschlieBend in Erde gesetzt und von jeder Pflanze die genomische DNA aus einem Blatt
isoliert (2.8.1.1). Mittels einer 3-Oligonukleotid-PCR wurden Ds-positive Pflanzen
identifiziert und gleichzeitig die relative Lage des Ds-Elements im PIP;4-Gen bestimmt.
Abb. 2.8 zeigt schematisch die relative Lage der 3 Oligonukleotide im P/PI,;4-Gen. Das Ds-
Element kann dabei in 2 relativen Orientierungen im PIP1;4-Gen insertiert sein.

1dExon2-f Ds3'-1 Ds3’-1 1dExon2-r

’ < ....... _> 4—
ATG { Ds I TAG

Abb. 2.8: Relative Lage der 3 Oligonukleotide 1dExon2-f, 1dExon2-r und Ds3’-1 in der pipl;4-Mutante.
ATG und TGA kennzeichnen Start- und Stop-Codon von PIPI;4. Die Pfeile symbolisieren die Oligonukleotide.
Das Ds-Element kann in 2 relativen Orientierungen im PIPI;4-Gen vorliegen (durch gestrichelten Pfeil
angedeutet).

Die zu erwartenden Grofen der PCR-Produkte waren: 1dExon2-f/1dExon2-r: 290 bp
(wildtypisches ~ PCR-Produkt ohne Ds-Insertion), 1dExon2-f/Ds3’-1: 269  bp,
1dExon2-1/Ds3’-1: 379 bp. Der PCR-Ansatz entsprach dem von 2.11.1.2 mit Ausnahme der
verwendeten Oligonukleotide. Das PCR-Programm war:

5 min 95 °C
30 sec 95 °C|
30 sec 53 °Cr 41x
30 sec 72 °C)J
7 min 72 °C

Da von allen DNAs der Pflanzen nur ein 379 bp groBes Fragment in der PCR amplifiziert
wurde, waren die Pflanzen einerseits homozygot beziiglich der Ds-Insertion und es konnte
andererseits die Lage des Ds-Elements bestimmt werden (das 3’-Ende des Ds-Elements ist
zum Stop-Codon von PIP1,4 hin orientiert; siche Ergebnisse, Abb 3.15, 3.4.2.1).

Die Pflanzen wurden anschlieBend in den Wildtyp (Okotyp Ler) gekreuzt (siche 2.11.1.4).
Diese Samen wurden erneut ausgesét und die Ds-Insertion mittels oben beschriebener PCR-
Strategie Uberpriift. Diese Pflanzen waren durch die Riickkreuzung in den Wildtyp
hemizygot beziiglich der Ds-Insertion (aus allen DNAs der Pflanzen wurde sowohl ein 290 bp
als auch ein 379 bp groBes Fragment amplifiziert). Durch Selbstung dieser Pflanzen
segregierten die Nachkommen in homozygot mutante, hemizygot mutante und Wildtyp-
Pflanzen beziiglich der Ds-Insertion. Die Identifizierung erfolgte mittels PCR wie oben
beschrieben mit den 3 Oligonukleotiden 1dExon2-f, 1dExon2-r und Ds3’-1. Aus den DNAs
der homozygot mutanten Pflanzen wurde nur ein 379 bp Fragment, aus den DNAs der
Wildtyp-Pflanzen nur ein 290 bp Fragment und aus den DNAs hemizygoter Pflanzen sowohl
ein 290 bp als auch ein 379 bp Fragment amplifiziert.
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2.12 Statistische Analysen

Die statistischen Auswertungen wurden von Dr. Gerhard Welzl, Institut fiir Biomathematik
und Biostatistik (GSF) durchgefiihrt.

2.13 Internetseiten

Informationen zu Nukleinsduresequenzen wurden iiber Datenbank-Analysen, die iiber das
Internet zugénglich sind, eingeholt:

The TIGR Arabidopsis thaliana Database: http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/

MIPS Arabidopsis Thaliana DataBase: http://mips.gsf.de/proj/thal/

Arabidopsis Information Resource (TAIR) Database: http://www.arabidopsis.org/home.html
National Center for Biotechnology Information: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung eines DNA-Microarrays zur Untersuchung von
Trankskripten in A. thaliana

Zur Untersuchung von Transkripten konnen z.B. Northern-Analysen oder quantitative RT-
PCR verwendet werden. Diese ,klassischen Methoden wurden in jlingerer Zeit durch die
»Array-Technologie® ergénzt. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass eine gro3e Anzahl
an Genen parallel untersucht werden kann und wird daher heute bereits vielfach zur Analyse
von ganzen Transkriptomen einzelner Organismen herangezogen. Da das Ziel der
vorliegenden Arbeit darin bestand, das Transkriptionsverhalten aller MIP-Mitglieder in
A. thaliana zu untersuchen, wurde ein Array entwickelt, auf dem Gen-spezifische Sonden fiir
die gesamte MIP-Familie vereinigt waren. Zusitzlich wurden Sonden von Kontrollgenen und
Genen aus dem Redox- und Sekundérstoffwechsel (ABC-Transporter, UDP-
Glycosyltransferasen, Cytochrom P450-Monooxygenasen und Glutathion-abhingige
Enzyme), die alle bei pflanzlichen Abwehrreaktionen wihrend biotischen und abiotischen
Stress-Situationen beteiligt sind, auf den Array mit aufgetragen. Dieser DNA-Microarray
diente als Basis fiir die transkriptionellen Untersuchungen der Gene.

Die Organ-spezifische Expression der MIPs in A. thaliana sollte ein umfassendes Bild der
Expression aller MIP-Mitglieder in A. thaliana liefern. Von vielen MIP-Mitgliedern ist bis
dato noch nicht bekannt, wo sie in der Pflanze exprimiert werden. Dabei war von besonderem
Interesse, ob hoch homologe Mitglieder #hnliche Expressionsprofile zeigen. Mit dem
umfassenden Bild der MIP-Expression konnten auch Organe identifiziert werden, in denen
MIPs bevorzugt exprimiert werden.

Da von einigen MIP-Mitgliedern aus A. thaliana bekannt ist, dass sie Aquaporine sind, wurde
untersucht, inwieweit Wasserstress, ausgelost durch NaCl bzw. Sorbitol in der Néhrlosung,
die Transkription von MIPs in Wurzeln und Blittern beeinflusst. Es bestehen bereits
Hinweise, dass MIPs bei Wasserstress eine Verdnderung in ihrem Transkriptgehalt zeigen,
dabei wurden allerdings oftmals nur einige wenige MIPs untersucht oder bei Transkriptom-
Untersuchungen meist c¢DNAs als Sonden verwendet, die moglicherweise
Kreuzhybridisierungen verursachen konnen. Innerhalb dieser Untersuchungen variierte die
Art des Wasserstresses oft sehr stark. Mit dem DNA-Microarray war es nun mdglich, ein
konsistentes Bild der gesamten MIP-Familie zu erstellen und alle Mitglieder zu identifizieren,
die durch Wasserstress eine transkriptionelle Anderung zeigen und damit mdglicherweise an
der Stress-Anpassung in Blittern und Wurzeln beteiligt sind.

Anhand der zusitzlich zu den MIPs auf dem Array befindlichen Gen-Sonden wurde der Frage
nachgegangen, welche Prozesse durch Wasserstress beeintrichtigt werden bzw. inwieweit
NaCl und Sorbitol dhnliche oder unterschiedliche Reaktionen in A. thaliana hervorrufen.
Transkript-Untersuchungen an  pip-Insertionsmutanten ~ wurden  durchgefiihrt, um
herauszufinden, wie andere MI/P-Mitglieder auf das Ausschalten eines PIPs reagieren bzw.
welche Prozesse anhand der Transkriptionsprofile von Stress-Markergenen und Genen des
Sekundédrmetabolismus durch das Fehlen der MIPs beeinflusst werden.

3.1.1 Erstellen von Gen-spezifischen Sonden fiir alle in 4. thaliana vorhandenen MIPs

Die Familie der MIPs in Arabidopsis besteht aus 38 Mitgliedern, darunter drei Pseudo-Gene,
und spaltet sich in vier Subfamilien auf. PIPs (plasma membrane intrinsic proteins), TIPs
(tonplast intrinsic proteins), NIPs (NOD26 like intrinsic proteins) und SIPs (small basic
intrinsic proteins) (siehe Einleitung, 1.1.1). Die Nukleinsduresequenzen innerhalb der
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Subfamilien sind oft sehr homolog. PIP2;2 und PIP2;3 sind dabei die am hochsten
homologen Mitglieder mit einer Homologie von 94,8 % im kodierenden Bereich. Ein Einsatz
von cDNAs als Sonden ist somit unmoglich, da eine Kreuzhybridisierung eine
Unterscheidung der beiden Gene nicht zuldsst. Vergleicht man die 3"-UTR (3 -untranslatierte
Regionen) der beiden Gene miteinander, so sind diese nur noch zu 47,8 % homolog. Dieser
Bereich steht unter einem geringeren Selektionsdruck als der kodierende Bereich, da sich eine
Anderung in der Basenfolge nicht zwangsliufig in einer Anderung der Aminosiurenabfolge
bzw. in einer Verdnderung der Transkription wiederspiegelt. Somit stellen die 3-UTR die
geeigneten Matrizen zum Design von Gen-spezifischen Sonden dar. In einem ersten Schritt
wurden die 3’-UTR der Mitglieder einer Subfamilie miteinander verglichen, da die
Homologien zwischen den Mitgliedern innerhalb einer Subfamilie hoher waren als zwischen
den Mitgliedern verschiedener Subfamilien. Von jedem Gen wurde dann jener Bereich als
Sonde ausgewihlt, der eine moglichst geringe Homologie mit anderen Genen aufwies.
Zusitzlich wurde auch darauf geachtet, dass die Sondenlidnge mehr als 100 bp betrug.

3.1.2 Qualifizierung der Gen-spezifischen Sonden

Arabidopsis besitzt ein relativ dichtgedringtes Genom. Die rund 25.000 Gene sind auf
125 Mb verteilt. Dabei kann es vorkommen, dass sich die 3"-UTR von Transkripten
benachbarter Genen iiberlappen, falls die beiden Gene so orientiert sind, dass sich die 3’-UTR
einander gegeniiber liegen. Der Abstand der beiden Stop-Codons kann dabei weniger als 200
bp betragen. Dies kann dazu fiihren, dass eine Sonde nicht nur das entsprechende Gen
identifiziert, sondern auch das benachbarte Gen erkennt. Mit Hilfe von Datenbank-Analysen
konnen solche Félle ausfindig gemacht werden. Zusitzlich sollte der Vergleich der Sonde mit
allen in A. thaliana bekannten Genen und Transkripten Aufschliisse iiber mogliche
Kreuzhybridisierungen geben.

3.1.2.1 Computergestiitzte Qualifizierung der Sonden

Die Qualifizierung der einzelnen Sonden erfolgte in Zusammenarbeit mit MIPS (Munich
Information Center for Protein Sequences). Mit Hilfe von Vergleichen mit annotierten
Sequenzen aus Datenbanken und tatsdchlichen EST-Sequenzen sollten eventuell auftretende
hohe Homologien der 3’-UTR-Sonden zu anderen Genen bzw. Uberlappungen mit den
3’-UTR benachbarter Gene aufgespiirt werden. 3’-UTR-Sonden wurden dann als
wzweifelsfrei” spezifisch eingestuft, wenn sie weniger als 70 % Homologie iiber 70 bp mit
anderen Genen besaBen (siche auch 3.1.3). Die Uberpriifung der Spezifitit der 3’-UTR-
Sonden erfolgte in einem mehrstufigen Verfahren:

Zuerst wurden alle Sonden mittels FASTA-Algorithmus mit 2 Datenbanken verglichen. Die
erste Datenbank enthielt alle in A. thaliana annotierten Sequenzen plus je 500 bp vom
3’-UTR als auch vom 5’-UTR. Somit konnten mdgliche Kreuzhybridisierungen mit
homologen Sequenzen, sowie potenzielle Uberlappungen von 2 benachbarten Genen im
3’-UTR ausfindig gemacht werden. Um diese hypothetischen Kreuzhybridisierungen zu
verifizieren wurden alle Gen-Sonden, die dabei eine Uberlappung mit anderen Genen zeigten,
mit tatsdchlichen cDNA-Sequenzen (ESTs; expressed sequence tags) verglichen.

Die zweite Datenbank enthielt die gesamte genomische Sequenz aus A. thaliana. Der
Vergleich mit dieser Datenbank sollte Homologien in jenen Bereichen aufspiiren, die noch
nicht bzw. falsch annotiert sind.

In Tab. 3.1 sind die Ergebnisse der Datenbank-Analyse zusammengefasst. Von den 38 Gen-
spezifischen Sonden wurden 27 aufgrund der Computer-Analysen als zweifelsfrei spezifisch
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eingestuft, d.h. keine Uberlappung mit dem 3’-UTR-Bereich des nachfolgenden Gens bzw.
keine Homologie mit anderen Genen, die groBer als 70 % iiber 70 bp war.

Bei 5 Gen-Sonden, NIPI;2, NIP7;/1, TIPI;2, NIP5;/1 und TIP2;] wurden zunichst
Uberlappungen mit nachfolgenden Genen bzw. Homologien mit anderen Genen angezeigt.
Diese Sonden wurden trotzdem aus folgenden Griinden als spezifisch eingestuft:

Die Sonde fiir NIPI;2 iiberlappte mit dem 5 -UTR-Bereich des nachfolgenden Gens. Da der
iiberlappende Bereich 500 bp hinter dem Start-Codon des nachfolgenden Gens liegt, ist es
unwahrscheinlich, dass dieser noch transkribiert wird. Es wurde auch kein EST, der diesen
Bereich enthilt, in den Datenbanken gefunden.

Die NIP7;1-Sonde iiberlappte im 3'-UTR-Bereich des nachfolgenden Gens. Bei diesem Gen
handelte es sich um ein in den Datenbanken als ,,hypothetisches* Protein bezeichnetes Gen,
zu dem auch keine ESTs gefunden wurden.

Die Spezifitit der 7IP1,;2-Sonde wurde in einem Experiment (3.1.3) liberpriift und ergab, dass
sie nicht mit Transkripten des homologen 77P1, I kreuzreagierte.

Die 3’-UTR-Sonde zu NIP5;1 zeigt eine Homologie (80 % {iiber 70 bp) mit dem
nachfolgendem Gen. Zu diesem Gen gibt es auch keinen EST in den Datenbanken.

TIP2;1 tuberlappt mit dem 3’-UTR-Bereich des nachfolgenden Gens iiber 32 bp. Da dieser
Bereich sehr kurz ist, ist eine Kreuzhybridisierung bei stringenten Bedingungen
unwahrscheinlich.

Die Sonden fiir NIP2;1-PG und NIP3;1-PG zeigten Homologien zu MIP-Genen. Da sich
Sonden fiir diese auch auf dem Array befanden, konnte durch den Vergleich mit deren
Expressionsmuster eine eventuell stattfindende Kreuzhybridisierung aufgespiirt werden.

Die Sonden fiir NIP2;1, NIP6;1, TIP3;1 und TIP3;2 konnen Kreuzhybridisierungen
verursachen (siehe Tab. 3.1). Wurden fiir diese Gene bei den Transkriptionsuntersuchungen
Expressionen festgestellt, so wurde gesondert darauf hingewiesen.

Die Sonden wurden in ein Datenbank-System in Zusammenarbeit mit MIPS integriert, das auf
sich aktualisierende Informationen zu Expressionsdaten (neue EST-Sequenzen bzw.
Annotierungen)  zugreift. Damit  wurden fiir MIP-Sonden, die eventuelle
Kreuzhybridisierungen verursachen konnen bereits neue Sonden entworfen, die aber in die
vorliegende Arbeit aus zeitlichen Griinden nicht integriert werden konnten.
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Tab. 3.1: 3'-UTR-Sonden zur Detektion aller in A. thaliana vorhandenen MIPs.

Gen Atg-Code Sonden- Spezifitit/Problem*
Lénge in bp

NIPI;1 At4g19030 204 1-o0k.

NIPI;2 At4g18910 200 2 - 0.k. (Uberlappung im 5’-UTR-Bereich (636-436 bp vor Start-
Codon) des nachfolgenden Gens; zu diesem Gen existiert auch kein
EST in den Datenbanken (04/2003))

NIP2;1 At2g34390 197 3 - 170 bp Uberlappung (100 %) mit nachfolgendem Gen
(At2g34380; AA650952)

NIP2;1-PG At2g29870 203 3 -89 % Homologie iiber 98 bp mit NIP2;1

NIP3;1 “At1g31880” | 205 1-o0k.

NIP3;1-PG At2g21020 202 3 - 69 % Homologie iiber 205 bp mit NIP3;1

NIP4;1 At5g37810 276 1-o0k.

NIP4,2 At5g37820 278 1-o0k.

NIP5;1 At4g10380 203 2 —o.k. (80 % Homolgie iiber 70 bp mit nachfolgendem Gen
(At4g10370); Homologie in einem vom Stop-Codon 300 bp entfernt
liegenden Bereich; zu diesem Gen existiert auch kein EST in den
Datenbanken (04/2003) )

NIP6;1 At1g80760 214 3 - 86 bp Uberlappung (100 %) mit nachfolgendem Gen
(At1g80750; RAFL14-02-M18)

NIP7;1 At3g06100 206 2 - 0.k. (Uberlappung mit nachfolgendem Gen; Bereich liegt 146 bp
nach Stop-Codon; zu diesem ,,hypothetischen Protein® gibt es keinen
EST in den Datenbanken (04/2003))

PIPI; 1 At3g61430 184 1-o0k.

PIPI;2 At2g45960 156 1-o0k.

PIPI;3 Atl1g01620 105 1-o0k.

PIP14 At4g00430 115 1-o0k.

PIPI;5 At4g23400 173 1-o0k.

PIP2;1 At3g53420 176 1-o0k.

PIP2;2 At2g37170 218 1-o0k.

PIP2;3 At2g37180 195 1-o0k.

PIP2:4 At5g60660 209 1-o0k.

PIP2;5 At3g54820 211 1-o0k.

PIP2;6 At2g39010 208 1-o0k.

PIP2;7 At4g35100 129 1-o0k

PIP2;8 At2g16850 210 1-o0k.

SIP1;1 At3g04090 204 1-o0k.

SIP1;2 At5g18290 192 1-o0k.

SIpP2;1 At3g56950 226 1-o0k.

TIP1;1 At2g36830 183 1-o0k.

TIP1;2 At3g26520 172 2 - 0.k. (71 % Homologie iiber 117 bp mit 7/P1, 1. Spezifitit mit
markierter 7/P1;1- Probe liberpriift)

TIPI;3 At4g01470 197 1-o0k.

TIP2;1 At3g16240 205 2 - 0.k. (32 bp Uberlappung (100 %) mit nachfolgendem Gen
(At3g16250; AV560128); da der Bereich sehr kurz ist, sollten bei
stringenten Hybridisierungsbedingungen keine
Kreuzhybridisierungen auftreten)

TIP2;x-PG Atlg52180 209 1-o0k.

TIP2;2 At4g17340 193 1-o0k.

TIP2;3 At5g47450 198 1-o0k.

TIP3;1 Atl1g73190 155 3 - 50 bp Uberlappung (100 %) mit nachfolgendem Gen
(At1g73200; AV567490)

TIP3;2 Atlgl17810 166 3 - 55 bp Uberlappung (100 %) mit nachfolgendem Gen

(Atl1g17820; RAFL09-59-G08 )

TIP4;1 At2g25810 201 1-o0k.

TIPS, 1 At3g47440 183 1-o0k

* beschreibt die computergestiitzte Analyse der Sonden: 1 bedeutet, dass eine Homologie mit anderen Genen
kleiner als 70 % tiber 70 bp vorlag und die Sonde nicht mit dem 5"-oder 3’-UTR-Bereich eines nachfolgenden
Gen-Tanskripts iiberlappt (zweifelsfrei spezifisch). 2 bedeutet, dass die computergestiitzte Analyse auf ein
bestimmtes Problem hindeutete, die Sonden aber individuell als spezifisch eingestuft wurden. 3 kennzeichnet
Sonden, die mit anderen Genen kreuzreagieren konnen (Homologie grofer als 70 % iiber 70 bp) oder mit dem
3’-UTR-Bereich des nachfolgenden Gens iiberlappen. Neben dem Atg-Code des kreuzreagierenden Gens ist
noch die Accession-Number des kreuzreagierenden ESTs angegeben. Die Endung —PG kennzeichnet Pseudo-

Gene.
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3.1.3 Vergleich einer 3"-UTR-Sonde mit der entsprechenden cDNA-Sonde

Der Einfluss einer Homologie von mehr als 70 % iiber 70 bp auf eine etwaige
Kreuzhybridisierung wurde anhand verschiedener Sonden iiberpriift. Zu diesem Zweck
wurden die beiden homologen Gene 77PI;1 und TIP1;2 ausgewihlt. Auf den Array wurden
3’-UTR-Sonden von TIPI;I und TIPI;2 sowie ein cDNA-Sonde von 7IPI;2 aufgebracht.
Hybridisiert wurde mit einer radioaktiv markierten 77PI;I-Probe. Die TIPI;I-Probe hatte
eine Homologie von 100 % iiber 183 bp mit der 7/P1;1-3"-UTR-Sonde, 71 % iiber 117 bp mit
der 3’-UTR-Sonde von TIPI;2 und 79 % Homologie iiber 645 bp mit der 7/P1;2-cDNA-
Sonde. Abb. 3.1 zeigt schematisch die Lagen der Sonden zur Probe, sowie das Ergebnis der
Hybridisierung. Es zeigt sich, dass die T7IPI;I-Probe mit der TIPIl;2-cDNA-Sonde
kreuzreagierte und ein deutliches Signal gab (Abb. 3.1C). Das schwache Signal der
Hybridisierung mit der 7/P/;2-3’-UTR-Sonde fiel nach Verrechnung unterhalb des lokalen
Hintergrundswert (Abb. 3.1B). Wie zu erwarten zeigte die 7/P1,1-3’-UTR-Sonde ein starkes
Hybridisierungssignal (Abb. 3.1A). Wird das normalisierte Hybridisierungssignal der TIP1; I-
3’-UTR-Sonde auf 100 % gesetzt, so betrigt das relative Hybridisierungssignal der
kreuzreagierenden 7/P1,;2-cDNA-Sonde 40 %.

ATG TIPI;1-Probe TGA 3’-UTR

Sonden

C
Homologien der Sonden zur
TIPI;1-Probe
, .. A B
A: TIPI;1-3"-UTR-Sonde: 100 % iiber 183 bp & C
B: TIP1,2-3’-UTR-Sonde: 71 % iiber 117 bp
C: TIP1,2- cDNA-Sonde: 79 % iiber 645 bp » L B » c

Abb. 3.1: Relative Lage der drei Sonden zur Hybridisierungs-Probe. Gezeigt ist auch das Ergebnis der
Hybridisierung der Probe mit den drei Sonden (jeweils in Duplikaten aufgetragen). A TIP1,1-3-UTR-Sonde, B
TIP1;2-3"-UTR-Sonde und C T/P1,;2-cDNA-Sonde.

3.2 MIP-Transkripte in Organen und Keimlingen von A. thaliana

Mit Hilfe dieses DNA-Microarrays wurden Transkriptionsprofile der in A. thaliana
vorhandenen MIPs untersucht. Dies sollte Hinweise darauf geben, welche MIPs in welchen
Organen bzw. Keimlingen bevorzugt transkribiert sind, bzw. welche MIPs ubiquitir in der
Pflanze zu finden sind. Fiir die Untersuchung wurden Pflanzen (Okotyp Col-R) hydroponisch
angezogen und zu bestimmten Zeitpunkten Material geerntet: Blatter und Wurzeln wurden
nach 3 Wochen, Stingel und Bliiten nach 5 Wochen und noch griine Schoten nach 6 Wochen
geerntet.



Ergebnisse 45

In Abb. 3.2 sind die Ergebnisse der Transkriptionsuntersuchungen zusammengefasst.
Zusétzlich werden Daten aus einem unabhingigen Experiment an 7 Tage alten A. thaliana
Keimlingen (Okotyp Ler) dargestellt. Da es sich bei den Keimlingen um einen anderen
Okotyp handelt, wird dieses MIP-Transkriptionsprofil etwas gesondert dargestellt. Zur
bessern Ubersicht wurden die MIPs nach ihrer Sequenzhomologie auf Proteinebene geordnet
(Vector-NTI Suit 6.0 (Informax); TreeView (Page, 1996)).

Wurzel Stiingel Blatt Bliite Schote Keimling
NIPI;1 0,09:0,04
LI RN 0 131023 0,210 0,04:0,07
NIP2;1-PG
NIP2;1*
I_[NIP3;I-PG
NIP NIP3;1
r NIP4;1
L nips;2
[ NIP5;1
L nips;1+
NIP7;1
TIPS;1
TIP4;1 0,03:0,06
TIPI;3
TIPI;1 39,31:3058 3,44:018  2,01+107 3,91:073 -
TIPI1;2 30,1754  7,28:135  8,90:332 8,181365
TIP3;1*
TIP TIP3;2*
TIP2;x-PG
= TPEI 6,095387  3,17021 4,31:263 0,21:003
] TIP2;2  27,03:602 0,11=0,00
TiP2;3 9,58:4,00
— PIPL;5 3681201 2,73:046 [URLENEA 0,05:0,04
PIPI;1 35,15:1325 -
PIPI;2 14,6467 3,55+ 2,16:047 3,28:056
PIPI;3 6,25:4,60 0,05:0,05

PIP2;3 0,12:021 [0,74%009"" | 0,07:008
PIP2;7 3,16 -
12122888 0,09:0,15

PIP2;5 0,04:0,04
PIP2;6 2,38:043

SIP2;1

PIP2;4 2,11:062
. PIP2;1 15,7604 4,36+106 2,962,996 2,12:028
PIP2;2  26,21:13388 0,12:0,22

|_[ SIPI;1
SIP1;2 0,05:0,00

Abb. 3.2: Organ-spezifische Expression (Okotyp Col-R) bzw. Expression in Keimlingen (Okotyp Ler) aller
in A. thaliana vorhandenen MIPs. Die Zahlen (Genaktivititswerte) stellen Mittelwerte dreier unabhéngiger
Experimente + Standardabweichung dar und geben eine relative Expressionshohe an. Die Unterlegung in
Graustufen dient der Verdeutlichung der Expressionshohen. Schwarz bedeutet nicht detektiert, weil3 stark
exprimiert. Sonden, die mit * markiert sind, kdnnen Kreuzhybridisierungen aufweisen. Die Endung -PG
kennzeichnet Pseudo-Gene.
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Obgleich ein direkter quantitativer Vergleich der Expressionen aufgrund der Unterschiede in
den Sonden-Sequenzen vermutlich nicht moglich ist, konnen dennoch qualitative
Expressions-Unterschiede bei verschiedenen MIP-Mitgliedern beschrieben werden.

Die  Transkriptionsprofile der vier MIP-Subfamilien zeigten unterschiedliche
Expressionsmuster. Mitglieder aus der P/P- bzw. TIP-Subfamilie waren die abundantesten
MIPs. Die hochsten Expressionen wurden dabei in der Wurzel detektiert. 7/P1,1, TIP1;2 und
PIPI;1 waren die am stérksten exprimierten MIPs. Neun Gene inklusive zweier Pseudo-Gene
konnten in keinem der untersuchten Organen bzw. Keimlingen detektiert werden. Darunter
waren sechs NIPs und drei 7IPs. Alle PIPs und alle SIPs konnten zumindest in einem
Organ/Keimlingen detektiert werden. Die Wurzel war jenes Organ, in dem die meisten MIPs
exprimiert wurden (24 von 38), im Blatt wurden hingegen die wenigsten MIPs detektiert (11
von 38). Hoch homologe Mitglieder einer MIP Subfamilie zeigten oftmals unterschiedliche
Expressionsmuster (z.B. PIP2;2 und PIP2;3), nur die beiden 7/P/-Homologe 7/P1;! und
TIPI;2, sowie die beiden PIP1-Homologe PIPI;I und PIPI;2 zeigten &hnliche
Transkriptionsprofile.

Einige Mitglieder aus der 7/P-Subfamilie sind ubiquitér exprimiert. Transkripte fiir 7/P1;1,
TIPI;2, TIP2;1 und TIP2;2 wurden in allen Organen bzw. Keimlingen gefunden. Die
hochsten Expressionen wurden dabei in der Wurzel festgestellt. In Keimlingen war TIPI,2
das am hochsten exprimierte MIP. TIP2;3 wurde nur in der Wurzel nachgewiesen, TIP3, 1*
und TIP3;2* (urspriinglich als a- bzw. S-TIP bezeichnet) nur in der Schote. 71P3;1 ist als
Samen-spezifisches MIP bekannt (Hofte et al., 1992). Keine Transkripte wurden fiir TIP3,
TIP2:x-PG und TIP5;1 detektiert. T/P2;x-PG kodiert nur fiir die transmembranen Helices H4
und H5 (Qigley et al., 2001), es ist somit unwahrscheinlich, dass dieses Gen in ein
funktionelles Protein translatiert wird.

Transkripte fiir PIPI1;1, PIP1;2, PIPI;5 und PIP2;] wurden in allen Organen und in
Keimlingen nachgewiesen. Alle PIP-Gene, mit Ausnahme von P/P2;5 und PIP2;6 konnten in
der Wurzel gefunden werden. PIP2;5 war nur in Bliiten, Schoten und Keimlingen exprimiert,
PIP2;6 in Blittern, Bliiten, Stangeln, Schoten und Keimlingen. In Keimlingen war P/P2;6 das
am hochsten exprimierte PIP-Gen. PIP2;4- und PIP2;8-Transkripte fanden sich nur in
Wurzeln, PIP1,3-Transkripte in Wurzeln und Keimlingen. PIP2;2 wurde stark in der Wurzel
exprimiert, geringe Expressionen konnten zudem noch in Bldttern, Stingeln und Keimlingen
gezeigt werden. PIP2;3 wurde in Wurzeln, Schoten und Keimlingen detektiert. PIP1;4 und
PIP2;7 wurden hauptsdchlich in Bliiten exprimiert. Transkripte zu beiden Genen fanden sich
noch in Wurzeln und Keimlingen. Zusétzlich zeigte PIP1;4 noch eine Expression in Stingeln
und Schoten.

Die Mitglieder der NIP-Subfamilie waren durchgehend schwach exprimiert. NIPI;l und
NIPI;2 Transkripte fanden sich in der Wurzel und in Keimlingen. NIPI;2 konnte zusétzlich
in Bliiten nachgewiesen werden. NIP5, 1 war nur in der Wurzel exprimiert, NIP6,; 1 * zeigte in
allen Organen bzw. in Keimlingen mit Ausnahme der Schote eine Expression. Die
Expressionsdaten dieses Gens sind aufgrund der moglichen Kreuzhybridisierung der NIP6; I-
Sonde mit einem anderen Gen nicht gesichert. Die beiden NIP4-Mitglieder NIP4,;1 und
NIP4;2, sowie NIP7;1, NIP3;1, bzw. NIP2;1* und NIP2;1-PG Xkonnten in keinem
untersuchten Organ bzw. Keimlingen detektiert werden. NIP3, 1-PG zeigte in der Wurzel ein
Hybridisierungssignal. Dem NIP3;1-PG fehlt ein internes Segment mit den Exons 3 und 4,
sowie Teile des Introns 2 und 4 (Quigley et al., 2001). Um das Ergebnis der Array-Analyse zu
verifizieren wurde eine RT-PCR Analyse an Wurzeln durchgefiihrt und dabei die Expression
dieses Gens bestétigt (Ndheres sieche Anhang, 7.2).

Alle Mitglieder der SIP-Subfamilie konnten detektiert werden. SIP/; I-Transkripte konnten in
allen Organen und Keimlingen nachgewiesen werden, das nahe Verwandte S/P/;2 nur in
Wurzeln und Schoten. SIP2;1, das einen separaten Ast der S/P-Subfamilie reprisentiert,
wurde in Bliiten, Stingeln, Wurzel, Schoten und Keimlingen gefunden.
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Zur Verifizierung der Daten aus der Array-Analyse wurde bei ausgewidhlten MIPs eine semi-
quantitative RT-PCR durchgefiihrt: PIP2;6, da es nur in der Wurzel nicht exprimiert ist,
PIP2;5 und PIP2;4, da diese ganz spezifische Expressionsprofile zeigen. In Abb. 3.3 sind die
Vergleiche der Array-Analyse mit der semi-quantitativen RT-PCR fiir die genannten MIPs
dargestellt. Bei PIP2,6 stimmen die Expressionsprofile, erzielt mit Array-Technik bzw. semi-
quantitativer RT-PCR, gut {iberein. Unterschiede ergaben sich bei PIP2;4 und PIP2;5. Mit
Hilfe der sensitiveren semi-quantitativen RT-PCR wurden Transkripte noch in anderen
Organen als in der Array-Analyse detektiert. Die bevorzugten Expressionen in Wurzeln

(PIP2;4) bzw. Bliiten und Schoten (PIP2;5) konnte aber mit Hilfe beider Techniken gezeigt
werden.
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Abb. 3.3: Vergleich der Expressionsdaten von MIPs mittels Array-Technik und semi-quantitativer RT-
PCR. Genaktivititswerte bei der Array-Untersuchung stellen Werte relativ zur Expressionshohe dar. Die Balken
sind Mittelwerte dreier unabhéngiger Experimente = Standardabweichung. Die Werte aus der RT-PCR-Analyse
(relativer mRNA-Gehalt, siche Material und Methoden, 2.8.10) fiir die einzelnen Organe wurden prozentual auf
jenes Organ bezogen, das fiir das jeweilige Gen die hochste Expression zeigte. Aus je vier Wiederholungen
wurde dann der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet (relativer mRNA-Gehalt (%)).

3.3 Transkriptionsprofile unter Salz- und Sorbitolstress

3.3.1 Verhalten der MIPs unter Salz- und Sorbitolstress

Viele MIPs fungieren als Wasserkanalproteine (Aquaporine), die den passiven Durchtritt von
Wasser iiber Biomembranen ermoglichen. Aus diesem Grund wurde untersucht, wie sich die
Transkripte der MIPs bei Wasserstress verhalten und MIPs somit bei der Stress-Antwort
beteiligt sein konnten. Um die Pflanzen einem Wasserstress auszusetzen, wurden NaCl und
Sorbitol als Osmotika ausgewdhlt. NaCl ruft nicht nur einen osmotischen Stress fiir die
Pflanzen, sondern auch einen ionischen Effekt durch die Toxizitdt von Na'- und Cl™-Ionen fiir
Proteine und Biomembranen hervor. Die parallele Sorbitol-Behandlung unter iso-osmotischen
Bedingungen diente der Unterscheidung, ob NaCl einen ionischen oder osmotischen Effekt
auf die Expression der MIPs besitzt.

In einem Vorversuch wurden drei Wochen alte Pflanzen, angezogen in hydroponischen
Kulturen, mit unterschiedlichen Konzentrationen von NaCl und Sorbitol versetzt. Diese waren
50, 100 und 150 mM NaCl bzw. 100, 200 und 300 mM Sorbitol. Dies entsprach iso-
osmotischen Bedingungen von 115, 215 und 315 mOsmol/kg Wasser. Die Nahrlosung ohne
Osmotika besall eine Osmolalitit von 15 mOsmol/kg Wasser. Die Pflanzen mit 300 mM
Sorbitol zeigten bereits nach 5 Stunden Welkeerscheinungen. Nach 48 Stunden waren die
Pflanzen mit 300 mM Sorbitol welk, mit 200 mM Sorbitol zeigten manche Pflanzen erste
Anzeichen von Welkeerscheinungen (eingerollte Blétter, Blitter nicht mehr voll turgeszent),
die Pflanzen mit 100 mM Sorbitol zeigten keine Schaden. Bei allen drei NaCl-
Konzentrationen zeigten die Pflanzen zu diesem Zeitpunkt keine Schéiden. Erst nach 72
Stunden zeigten sich bei den Pflanzen aller drei Sorbitol-Konzentrationen
Welkeerscheinungen, die Pflanzen bei 150 mM NaCl zeigten dann auch gelbliche
Verfarbungen der Blitter. Fiir den folgenden Versuch wurde deshalb eine Konzentration von
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100 mM NaCl bzw. 200 mM Sorbitol ausgewéhlt, da dabei keine drastischen phanotypischen,
sekundéren Schidigungen auftraten.

Arabidopsis-Pflanzen (Okotyp Col-R) wurden hydroponisch angezogen, nach drei Wochen
wurden NaCl und Sorbitol zur Nihrlosung zugegeben und nach 5, 24 und 48 Stunden die
Blatter und Wurzeln geerntet. Die Osmolalititen der Néhrlosungen blieben wéhrend des
Versuchs konstant. In Abb. 3.4 sind Pflanzen der Kontrollen, NaCl- und Sorbitol-Behandlung
nach 24 und 48 Stunden abgebildet. Die Pflanzen nach 48 Stunden Sorbitolstress zeigten an
manchen Bléttern leichte Welkeerscheinungen wie eingerollte und nicht mehr voll turgeszente
Blatter (Abb. 3.4F).

Kontrolle 100 mM NacCl 200 mM Sorbitol

24 h

48 h

Abb. 3.4: Arabidopsis-Pflanzen wihrend Wasserstress. A, B und C zeigen Pflanzen nach 24 Stunden-
Behandlung mit 100 mM NacCl (B), 200 mM Sorbitol (C) bzw. Kontrollpflanzen ohne Behandlung (A). D, E
und F zeigen Pflanzen nach 48 Stunden-Behandlung mit 100 mM NaCl (E), 200 mM Sorbitol (F) bzw.
Kontrollpflanzen (D). Die Pfeile in F zeigen erste Anzeichen von Welkeerscheinungen (eingerollte Blétter) an
(vgl. mit C, 24 Stunden Sorbitol).

Die Anderungen der MIP-Transkripte bei NaCl- bzw. Sorbitol-Behandlung sind in Abb. 3.5
dargestellt. Dargestellt sind nur jene Gene, die zu mindestens einem Zeitpunkt eine Induktion
grofler als 1,8 bzw. Repression kleiner 0,6 zeigen.

In der Wurzel sind mehr MIP-Gene durch die Behandlung mit NaCl und Sorbitol beeinflusst
als im Blatt (21 Gene in der Wurzel, 5 im Blatt). Vergleicht man jene Gene, die in der Wurzel
auf NaCl bzw. Sorbitol reagieren mit ihren Organ-Transkriptionsprofilen, so fillt auf, dass
ihre Expressionswerte in der Wurzel am hochsten sind. Die Ausnahme bilden nur PIPI,4,
PIP2:;7 und SIP1;1. PIP1;4 und PIP2;7 werden am hochsten in Bliiten, SIP/;1 am h6chsten
in Schoten exprimiert. Zu den durch NaCl/Sorbitolstress reprimierten Genen zdhlen auch die
abundantesten MIP-Gene in A. thaliana (TIP1;1, TIP1,2, TIP2;2, PIPI;1, PIPI;2, PIP2;1
und PIP2;2).

In der Wurzel steigt mit zunehmender Stress-Dauer die Anzahl der reprimierten Gene von
einem nach 5 Stunden, vier nach 24 Stunden auf 20 nach 48 Stunden.

Mit Ausnahme der schwach exprimierten 7/P4;1, NIP5;1 und PIPI;4 zeigten alle auf die
Stressoren reagierenden MIP-Mitglieder eine Repression.
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Vergleicht man die Induktions- bzw. Repressions-Profile der MIPs bei NaCl- und
Sorbitolstress in der Wurzel, so fillt auf, dass die Reaktionen im Wesentlichen gleichartig
sind. Bei PIPI1;4, NIPI;1, TIP4;1 und TIPI;2 zeigten sich aber Unterschiede in den
Kinetiken. Allerdings sind alle diese MIP-Mitglieder mit Ausnahme von 77PI;2 schwach
exprimiert und nur an der Nachweisgrenze detektiert.

Unterschiede bei den beiden Stressoren zeigten sich dadurch, dass bei der Sorbitol-
Behandlung einige MIPs nach 48 Stunden eine deutliche Repression zeigten, die bei NaCl-
Stress unbeeinflusst waren. Dies trifft insbesondere fiir die hoch exprimierten Aquaporine
PIPI;2 und PIP2;1 zu. Daneben zeigten PIP1;5 und die SIP-Mitglieder SIP1,1 und SIP2;1
ein dhnliches Verhalten.

Im Blatt zeigte sich ein anderes Bild. Sowohl bei NaCl- und Sorbitolstress waren die am
hochsten exprimierten 7/P-Mitglieder bereits nach 5 Stunden (mit Ausnahme von 77PI; 1 bei
Sorbitol) reprimiert. Zu diesem Zeitpunkt traten in der Wurzel noch keine
Transkriptionsdnderungen der MIPs auf.

Alle hoch exprimierten P/P-Mitglieder waren im Blatt unverindert, lediglich die schwach
exprimierten P/P1;5 und P/P2;7 waren reprimiert.

Gene aus der Subfamilie der NIPs bzw. SIPs zeigten im Blatt keine Reaktion auf die NaCl-
bzw. Sorbitol-Behandlung.
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Abb. 3.5: Auf NaCl- bzw. Sorbitol-Behandlung reagierende MIP-Transkripte in Wurzeln und Bliittern
aus A. thaliana. Die Werte sind Mittelwerte dreier unabhingiger Experimente + Standardabweichung.
Induktionen grofer 2 sind rot unterlegt, Repressionen kleiner als 0,5 sind griin unterlegt. Zusatzlich wurden
Gene, die eine Induktion von mindestens 1,8 bzw. Repression von 0,6 zeigen, hellrot bzw. hellgriin unterlegt.

Die Genaktivitdtswerte stellen

Mittelwerte  der

Expressionswerte  (Genaktivititen)

unbehandelter

Kontrollpflanzen aller drei Zeitpunkte = Standardabweichung dar. Die Absolutwerte der Genaktivitdten stimmen
nicht mit denen aus Abb. 3.2 iiberein, da unterschiedliche Sdtze an Kontrollgenen zur Normalisierung verwendet
wurden. Dies hat aber keinen Einfluss auf die Bewertung zu hoch und niedrig exprimierten Mitgliedern. Zur
besseren Ubersicht wurden die Genaktivitiiten in Graustufen unterlegt. WeiB deutet auf eine hohe Expression
(hoher Genaktivitiatswert), dunkelgrau auf eine niedrige Expression (geringer Genaktivitatswert) hin.
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3.3.2 Unterschiede und Ubereinstimmungen in der Reaktion von A. thaliana auf NaCl-
und Sorbitolstress mittels bekannter Stress-Markergene sowie Gene des
Sekundirmetabolismus

Die parallele Transkript-Analyse von Genen des Sekunddrmetabolismus und bekannter
Stress-Markergene ermoglichte weitergehende Aussagen zur Reaktion der Pflanze A. thaliana
auf eine NaCl- und Sorbitol-Applikation.

In Abb. 3.6 sind die Reaktionen aller auf dem DNA-Array aufgetragener Gene wéhrend Salz-
bzw. Sorbitol-Behandlung zusammengefasst. Es zeigte sich, dass zu jedem Zeitpunkt mehr als
75 % der Gene unverédndert bleiben.
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Abb. 3.6: Reaktionen aller auf dem DNA-Microarray aufgetragener Gene wihrend NaCl- bzw.
Sorbitolstress. Die Prozentangabe bezieht sich auf die Summe der gemessenen Transkriptions-Antworten aller
auf dem DNA-Microarray befindlicher Gene zu den jeweiligen Zeitpunkten in Wurzeln bzw. Bldttern bei NaCl-
bzw. Sorbitolstress. Rote Balken kennzeichnen Gene, die mindestens 2-fach induziert sind, griine Balken
kennzeichnen Gene, die um mindestens die Hélfte reprimiert werden. Weille Balken représentieren Gene, die
weder induziert noch reprimiert werden (Induktion kleiner 2-fach, Repression grofler 0,5-fach).

Von den insgesamt 533 untersuchten Genen reagierten 222 (rd. 40 %) zu mindestens einem
Zeitpunkt in Blittern bzw. Wurzeln bei NaCl- bzw. Sorbitolstress. Davon waren 147
spezifisch in der Wurzel, 23 Gene spezifisch im Blatt und 52 sowohl in der Wurzel als auch
im Blatt induziert/reprimiert. Ein dhnliches Bild ergibt sich auch, wenn die
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Transkriptionsdnderungen der beiden Stressoren separat betrachtet werden: Bei der NaCl-
Behandlung waren 103 Gene Wurzel-spezifisch, 22 Gene Blatt-spezifisch und 28 Gene in
Wurzeln und Blittern gemeinsam induziert/reprimiert. Bei der Sorbitol-Behandlung waren
116 Gene Wurzel-spezifisch, 24 Gene Blatt-spezifisch und 26 Gene in Blatt und Wurzel
gemeinsam induziert/reprimiert.

Innerhalb der untersuchten 48 Stunden Stress-Dauer reagierten von den 222 Genen 100
(45 %) sowohl auf den NaCl-Stress als auch auf den Sorbitolstress, 53 spezifisch auf den
NaCl-Stress (24 %) und 69 spezifisch auf den Sorbitolstress (31 %).

Als Markergen diente RD29A4 (cor78; Iti78), das vielfach durch Salz- bzw. osmotischen Stress
induziert beschrieben wurde (Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki, 1994; Kreps et al., 2002).
Tab. 3.2 zeigt das Induktionsverhalten dieses Gens in Blittern und Wurzeln bei NaCl- und
Sorbitol-Behandlung zu den drei untersuchten Zeitpunkten.

Tab. 3.2: Induktionsprofil von RD29A4

W,5h | W,24h | W,48h | B,5h | B,24h | B,48h

Gen |Atg-Code N| S| N|S|I N|S|N|[S|N|S|[N]|S
RD294 (cor78; Iti78) At5g52310

Dargestellt ist die Induktion von RD294 bei NaCl (N)- bzw. Sorbitolstress (S) in Wurzeln (W) bzw. Bldttern (B)
nach 5, 24 und 48 Stunden Stress-Dauer. Rot unterlegt ist eine Induktion von mindestens 2-fach, weil3 bedeutet
weder induziert noch reprimiert.

In der Wurzel war RD294 nach 5 Stunden Stress-Behandlung sowohl durch NaCl als auch
durch Sorbitol induziert. Nach 24 Stunden zeigte das Gen keine Induktion, nach 48h Stunden
war es wieder durch Sorbitol induziert.

Im Blatt war RD294 zu allen Zeitpunkten durch die NaCl-Behandlung induziert. Die
Induktion durch Sorbitol begann hingegen erst nach 24 Stunden und setzte sich nach 48
Stunden fort.

Einen dhnlichen Unterschied der Induktionskinetik von RD294 in Wurzeln und Blittern bei
NaCl- und Mannitolstress konnten Kreps et al. (2002) anhand ihrer Transkriptom-
Untersuchungen feststellen. RD294 war in Bldttern und Wurzeln nach 3 Stunden NaCl- und
Mannitol-Behandlung induziert, nach 27 Stunden Stress-Dauer war RD29A4 nur mehr in
Blittern induziert, in Wurzeln hingegen nicht mehr. Referenzwerte fiir den spiteren Zeitpunkt
bei 48 Stunden wurden unter deren Versuchsbedingungen nicht erhoben. RD294 ist in
vorliegenden Experimenten im Blatt nach Sorbitolstress spiter induziert als in den
vergleichbaren Experimenten von Kreps et al. (2002) mit Mannitol.

Der Transkriptionsverlauf von RD294 zeigt auch, dass iiberlappende oder spezifische Stress-
Reaktionen bei einer Untersuchung mit nur einem Zeitpunkt bzw. in nur einem Organ
iibersehen werden konnen (siehe auch: Kreps et al., 2002).

Anhand der spezifischen Reaktionen der untersuchten Gene bei NaCl- bzw. Sorbitolstress
konnten Unterschiede und Gemeinsamkeiten der beiden Stress-Situationen herausgearbeitet
werden. Dazu wurde anhand von Venn-Diagrammen (Abb. 3.7) untersucht, wie sich die
Profile der induzierten/reprimierten Gene unter NaCl- bzw. Sorbitolstress mit der Stress-
Dauer verdndern, und wie sich Blétter und Wurzeln dabei unterscheiden. Im Anhang (7.3)
sind die entsprechenden Gene aufgelistet.
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Wurzel Blatt
NaCl Sorbitol NaCl Sorbitol
Sh
W, N+S B, N+S
NaCl Sorbitol NaCl Sorbitol
24 h
AN
Na Sorbitol
48 h

Abb. 3.7: Venn-Diagramme, die gemeinsame bzw. spezifische Stress-Antworten bei NaCl- (N) und
Sorbitol-Behandlung (S) in der Wurzel (W) bzw. im Blatt (B) nach 5, 24 und 48 Stunden Stress-Dauer
zeigen. Die Zahlen in den Diagrammen geben die Anzahl der reagierenden Gene zu den einzelnen Zeitpunkten
an. Rote Zahlen kennzeichnen die Anzahl der induzierten (>2-fach), griine die Anzahl der reprimierten
(<0,5-fach) Gene.
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In der Wurzel nimmt die Anzahl der Stressor-spezifisch reagierenden Gene mit der Stress-
Dauer zu. Dabei ist gerade durch Sorbitol im Zeitraum zwischen 5 und 24 Stunden ein
deutlicher Anstieg der beeinflussten Gene zu verzeichnen. Nach 48 Stunden kommt es
nochmals zu einem deutlichen Anstieg an spezifisch durch NaCl bzw. Sorbitol
induzierten/reprimierten Genen, wobei mehr Gene durch Sorbitol spezifisch verdndert werden
als durch NaCl. Parallel nimmt die Anzahl an Stressor-liberlappenden Genen innerhalb von
24 Stunden zundchst ab. Nach 48 Stunden kommt es dagegen wieder zu einem Anstieg dieser
Gengruppe.

Im Blatt zeigt sich ein etwas anderes Bild: Innerhalb von 48 Stunden nimmt die Anzahl an
Sorbitol-spezifisch induzierten bzw. reprimierten Genen zu, die Anzahl an spezifisch durch
NaCl beeinflussten Gene nimmt zwar innerhalb der ersten 24 Stunden auch zu, nach 48
Stunden verringert sich aber deren Zahl wieder. Wie in der Wurzel kommt die Sorbitol-
spezifische Antwort im Vergleich zu NaCl, zumindest was die Quantitit der reagierenden
Gene betrifft, zeitlich verspitet. Nach 48 Stunden sind dann auch mehr Gene spezifisch durch
Sorbitol als durch NaCl in ihrer Transkription beeinflusst. Im Gegensatz zur Wurzel kommt
es innerhalb der ersten 24 Stunden zu einem deutlichen Anstieg an Stressor-iiberlappenden
Genen, deren Anzahl nach 48 Stunden aber konstant bleibt.

Beim Vergleich von Blatt und Wurzel féllt auf, dass zu jedem Zeitpunkt mehr Gene in der
Waurzel als im Blatt durch die beiden Stressoren beeinflusst werden. Anhand der fehlenden
Uberlappung von Blatt und Wurzel bei Stressor-iiberlappend reagierenden Genen ist weiters
ersichtlich, dass in den beiden Organen unterschiedliche Gene in ihrer Transkription
beeinflusst werden. Die einzige Ausnahme bildet GSTF7, das gemeinsam durch beide
Stressoren in beiden Organen nach 24 Stunden induziert ist.

Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten der beiden Stressoren NaCl bzw. Sorbitol in Wurzeln
bzw. Blittern wurden auch anhand einzelner Gene bzw. Mitglieder von Gen-Familien
deutlich.

Neben RD29A4 zeigten eine Glyoxalase II (GLXII.4) sowie die Glutathion-abhingige
Peroxidase GPX! und die neutrale Peroxidase PRXCB sowohl in Wurzeln als auch in Blittern
eine Induktion auf Salz- und Sorbitolstress. Wohingegen die genaue Funktion von RD29A
noch nicht bekannt ist, deutet die Induktion von GPX!/ und PRXCB auf eine Beteiligung
dieser Enzyme bei der Entgiftung von H,O, hin, das bei osmotischem Stress als ROS gebildet
wird (Jiang und Zhang, 2002).

Aus der GST- (Glutathion-S-Transferasen) Familie zeigten einige Gene eine Stressor-
tiberlappende Reaktion (z.B. GSTF10, GSTUY, GSTF2/3 und GSTF6/7), andere hingegen nur
eine Reaktion bei Sorbitolstress (z.B. GSTFS8, GSTTI und GSTU19). Fiir keine GST konnte
allerdings eine exklusive Reaktion auf den NaCl-Stress festgestellt werden.

Im Gegensatz zu den GSTs konnte fiir keines der untersuchten GLP- (germin-like proteins)
Mitglieder eine exklusive Reaktion auf den Sorbitolstress festgestellt werden. GLPI war in
Blattern bei NaCl- und Sorbitolstress reprimiert, GLP4 in Wurzeln bei beiden Stressoren
induziert. GLP6 und GLPY9 waren NaCl-spezifisch in Wurzeln reprimiert. GLPI, das in
Blattern eine Stressor-liberlappende Repression zeigte, war in der Wurzel NaCl-spezifisch
induziert und zeigte damit eine gegenteilige Reaktion auf den NaCl-Stress in Bléttern und
Wurzeln.
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3.3.2.1 Uberlappende Reaktionen in A. thaliana unter NaCl- bzw. Sorbitolstress

Einzelne Mitglieder aller untersuchten Gen-Familien (GSTs, P450-Monooxygenasen, ABC-
Transporter, GLPs und UGTs) zeigten Stress-Antworten sowohl auf NaCl als auch auf
Sorbitol. Die Reaktionskinetiken bei den beiden Stressoren waren dabei aber oftmals
verschieden. So war z.B. GSTUI9 nach 5 und 24 Stunden bei NaCl-Stress induziert, bei
Sorbitolstress aber nach 5 und 48 Stunden. CYP81F4 war durch den NaCl-Stress in der
Waurzel zu allen Zeitpunkten induziert, durch den Sorbitolstress war das Gen nach 5 Stunden
induziert, nach 24 Stunden unbeeinflusst und nach 48 Stunden reprimiert. Auch RD294 war
zwar durch NaCl- und Sorbitol induziert, zeigte bei beiden Stressoren aber unterschiedliche
Reaktionskinetiken (siehe Tab. 3.2).

Einige Gene zeigten allerdings bei den beiden Stressoren gleiche Reaktionskinetiken auf den
NaCl- und Sorbitolstress und stellen somit potenzielle Kandidaten dar, die primir auf den iso-
osmotischen Stress reagieren bzw. iiber dhnliche Signalwege reguliert werden. In Tab. 3.3
sind diese Gene zusammengefasst.

Tab. 3.3: Gene mit gleichen Induktionsprofilen wihrend Salz- bzw. Sorbitol-Behandlung

A: Gene, die in der Wurzel bei NaCl- bzw. Sorbitolstress gleiche Induktionsprofile zeigen

Wurzel W,5h W, 24 h W, 48 h
Gen |Atg-Code N S N S
GSTF2 IAt4g02520

GSTF3 IAt2202930

GSTF6 At1202930

GSTF7 IAt1202920

MRP11 IAt1g30420

ATM3* IAt5g58270

Basische Endochitinase* IAt3g12500

B-1,3-Glukanase 3 (BG3)* At3g57240

Germin-dhnliches Protein 4 (GLP4)* IAt1g18970
IAdenin-Phosphoribosyltransferase (4PRT; APT1)* IAt1g27450

UGT71B3P IAt4g15270

UGT72D1 IAt2g18570

B: Gene, die im Blatt bei NaCl- bzw. Sorbitolstress gleiche Induktionsprofile zeigen

Blatt B,5h B,24h B,48 h
Gen |Atg-Code N S

CYPS81DI1 IAt5g36220

Glyoxalase II (GLX-I1.4)* IAt1g53580

B-1,3-Glukanase 2 (BG2; PR-2)* At3257260

IPRXCB** At3g49120

UGT74F2 IAt2g43820

Dargestellt sind die Induktionen/Repressionen von Genen bei NaCl (N)- bzw. Sorbitolstress (S) in Wurzeln (W)
bzw. Blittern (B) nach 5, 24 und 48 Stunden Stress-Dauer. Rot unterlegt ist eine Induktion von mindestens 2-
fach, weill bedeutet weder induziert noch reprimiert und griin eine Repression um mindestens die Hélfte. GSTF2
wurde trotz der grenzwertigen Induktion bei Wurzeln, NaCl, 5 Stunden (1,9 +/- 1,2) aufgefiihrt, da die beiden
Sonden fiir GSTF2 und GSTF3 die beiden Transkripte nicht spezifisch unterscheiden. * Die Sonden dieser Gene
waren ESTs; es ist daher nicht auszuschlielen, dass damit Kreuzhybridisierungen mdglich sind. ** Die Sonde
von PRXCB besitzt eine Homologie von 91 % iiber 500 bp mit PRXCA (At3g49110).
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In der Wurzel zeigten drei Vertreter aus der Familie der Glutathion-S-Transferasen
Gemeinsamkeiten bei NaCl- bzw. Sorbitolstress: GSTF2, GSTF6 und das zu diesem Gen hoch
homologe GSTF7. Die ,,Reaktion” von GSTF3 ist vermutlich auf eine Kreuzhybridisierung
der entsprechenden Sonde mit GSTF2 zuriickzufiihren. Alle drei Gene waren wéhrend NaCl-
bzw. Sorbitolstress zu jedem Zeitpunkt induziert.

Zwei weitere Gene zeigten eine Induktion zu allen drei Zeitpunkten bei NaCl- bzw.
Sorbitolstress: Eine basische Endochitinase sowie das Germin-dhnliche Protein GLP4.
MRPI1, ein ABC-Transporter aus der MRP- (multidrug resistance-associated protein)
Subfamilie, sowie ATM3, ein halber ABC-Transporter, waren nach 5 Stunden transient
induziert.

Eine B-1,3-Glukanase (BG3) zeigte erst nach 48 Stunden Stress-Behandlung eine Induktion.
Drei Gene waren nach 48 Stunden NaCl- bzw. Sorbitolstress reprimiert: Die UDP-
Glycosyltransferasen UGT71B3P und UGT72Dl1, sowie eine Adenin-
Phosphoribosyltransferase (4PT1). UGT71B3P ist ein potenzielles Pseudo-Gen (Paquette et
al., 2003).

Im Blatt zeigten insgesamt fiinf Gene bei NaCl- und Sorbitolstress gleiche Induktionsprofile:
Die Cytochrom P450-Monooxygenase CYP8IDI1 war nach 24 Stunden transient induziert,
eine Glyoxalase II (GLX-I1.4) sowie das PR (pathogenesis-related)-Protein PR-2 (eine B-1,3-
Glukanase) waren nach 24 bzw. 48 Stunden induziert.

Eine Peroxidase (PRXCB/PRXCA) zeigte ein biphasisches Induktionsprofil nach 5 und 48
Stunden.

Die UDP-Glycosyltransferase UGT74F2 war nach 48 bei NaCl und Sorbitol induziert.

3322 Spezifische Reaktionen in 4. thaliana unter NaCl- bzw. Sorbitolstress

Spezifische Reaktionen auf die beiden Stressoren zeigten sich zumeist nach 48 Stunden
Stress-Dauer (68 % der spezifischen Stress-Antwort). Im Gegensatz zum NaCl-Stress waren
zu diesem Zeitpunkt bei Sorbitol viele CYPs und UGTs reprimiert. Einige Gene zeigten
allerdings auch friihzeitig (innerhalb von 24 Stunden Stress-Dauer) eine Stressor-spezifische
Reaktion. Die meisten dieser Reaktionen waren allerdings nur transient.

Als ,,hoch-spezifische® Reaktionen wurden Verdnderungen definiert, die Stressor-spezifisch
eine Induktion/Repression zu mindestens 2 Zeitpunkten oder zu mindestens einem Zeitpunkt
in beiden Organen hervorriefen. Das erste Kriterium erfiillten nur 6 Gene. Fiir das zweite
Kriterium wurden innerhalb des vorliegenden Datensatzes keine Beispiele gefunden.

In Tab. 3.4A sind die NaCl-spezifisch reagierenden Gene und in Tab. 3.4B die Sorbitol-
spezifisch reagierenden Gene zusammengefasst.
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Tab. 3.4: Hoch-spezifisch reagierende Gene

A: Hoch-spezifisch auf NaCl-Stress reagierende Gene

100 mM NaCl W, 5h |W,24h|W,48h| B,5h |B,24h |B,48h
Gen IAtg-Code

Chitinase, PR3AIV* At3g54420

Germin-dhnliches Protein 9 (GLP9)* At4g14630

CXC750* At1g31580

[Vegetatives Speicher-Protein 1 (VSP1)* At5g24780

B: Hoch-spezifisch auf Sorbitolstress reagierende Gene

200 mM Sorbitol W,5h |W,24h|W,48h| B,5h |B,24h|B,48h
Gen Atg-Code N|S|N|S|N|S|[N|S|N|S|N|S
CYP72A414 At3g14680

Tryptophan-Synthase -Untereinheit (7SB1)* |At5g54810 . .

Dargestellt sind die Induktionen/Repressionen von hoch-spezifisch reagierenden Genen bei NaCl (N)- bzw.
Sorbitolstress (S) in Wurzeln (W) bzw. Blittern (B) nach 5, 24 und 48 Stunden Stress-Dauer. Rot unterlegt ist
eine Induktion von mindestens 2-fach, weill bedeutet weder induziert noch reprimiert und griin eine Repression
um mindestens die Hilfte. * Die Sonden dieser Gene waren ESTSs; es ist daher nicht auszuschlieBen, dass damit
Kreuzhybridisierungen moglich sind.

Hoch-spezifisch auf den NaCl-Stress reagierten insgesamt 4 Gene. Drei dieser Gene waren
zudem Wurzel-spezifisch induziert: eine Chitinase (PR3AIV) war zu allen 3 Zeitpunkten
induziert. Das Germin-dhnliche Protein GLPY9 und ein Zellwand-assoziiertes Protein
(CXC750) waren nach 24 und 48 Stunden NaCl-spezifisch induziert.

In Blittern war vegetatives Speicherprotein (VSP/) zu allen untersuchten Zeitpunkten NaCl-
spezifsch induziert.

Hoch-spezifisch auf den Sorbitolstress reagierten 2 Gene in der Wurzel: Die Cytochrom
P450-Monooxygenase CYP72A414 war nach 24 und 48 Stunden reprimiert, die B-Untereinheit
der Tryptophan-Synthase 7SB/ nach 24 und 48 Stunden induziert.

3.4 Insertionsmutanten

Mit Hilfe zweier Insertionsmutanten in den M/P-Genen PIP2;1 und PIP1;4 wurde untersucht,
ob das Ausschalten eines einzelnen MIPs Einfluss auf die Expression anderer MIPs hat bzw.
andere Prozesse beeinflusst, die anhand verdnderter Expressionsprofile von Stress-regulierten
Genen sowie Genen des  Sekunddrmetabolismus  (ABC-Transporter,  UDP-
Glycosyltransferasen, Cytochtom P450-Monooxygenasen und GSTs) erkannt werden konnen.
Die beiden Linien wurden deshalb ausgewahlt, da es sich bei PIP2;1 um ein in A. thaliana
hoch und ubiquitir exprimiertes MIP handelt und PIPI;4 in der Literatur als ein Salz-
induzierbares MIP beschrieben wurde (Pih et al., 1997). Die pip2;1 knock-out-Linie wurde in
Zusammenarbeit mit dem ZIGIA-Projekt des MPI Kdln fiir Ziichtungsforschung identifiziert,
die pipl;4-Mutante stammt aus der Insertionsmutanten-Kollektion von Sundaresan et al.
(1995). Das Ausschalten der Gene erfolgte bei beiden Linien durch Transposon-Insertion.
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3.4.1 Die pip2;I-Insertionsmutante

Im Rahmen des ZIGIA Projekts des MPI Koln werden Insertionsmutanten in Arabidopsis
erstellt (Wisman et al., 1998). Dazu wurden Arabidopsis-Pflanzen mit En-I, einem
autonomen Transposon aus Mais (Cardon et al., 1993) transformiert, das ein vollstindiges
Gen fiir seine Transposase besitzt. Durch eine wiederholte Selbstung der Pflanzen sollte das
Genom in 4. thaliana mit En-1-Elementen gesittigt werden. Es entstanden Pflanzen, in deren
Genom 1-20 En-I-Elemente insertiert sind. Mit Hilfe einer PCR-Durchmusterung und
anschlieBender Southern-Analyse wurde in Zusammenarbeit mit dem MPI Ko&ln eine
Mutanten-Linien ermittelt (Linie 6AAS98), die ein En-/-Element im Gen von PIP2; 1 besitzt.
Diese Linie wurde hier weiter charakterisiert.

34.1.1 Charakterisierung der pip2; /-Mutante auf genomischer Ebene

Mittels einer PCR-Durchmusterung wurden Pflanzen der Linie 6AAS98 auf das
Vorhandensein des Transposons im PIP2;-Gen untersucht (Abb. 3.8; siche auch Material
und Methoden, 2.11.1.2). Fiir die weiteren Untersuchungen wurde Pflanze 15-0 (15
kennzeichnet eine individuelle Pflanze und 0 bedeutet, dass die Pflanze noch nicht in den
Wildtyp eingekreuzt wurde) verwendet.

M 1234567 9101112131415

500 bp-
242 bp-

Abb. 3.8: Chimire PCR-Produkte von verschiedenen Pflanzen der Linie 6AAS98 mit einem PIP2;1- und
En-1-spezifischen Oligonukleotid (siche Material und Methoden, 2.11.1.2). Die erwartete Produkt-Grofie
betrug 580 bp. M bezeichnet den DNA-Léngenstandard, die Zahlen iiber den PCR-Produkten kennzeichnen
einzelne Pflanzen der Linie 6AAS9S.

Zur Ermittlung der genauen Insertionsstelle des Transposons im PIP2;1-Gen wurde in
Pflanze 15-0 der Ubergangsbereich zwischen En-1 und PIP2;1 in der genomischen DNA
sequenziert (siche Material und Methoden, 2.11.1.2). Neben der exakten Lage des
Transposons im PIP2; [-Gen war dadurch auch seine relative Orientierung bestimmt. Abb. 3.9
zeigt schematisch die Insertion von En-/ im PIP2;1-Gen und seine Orientierung. Es zeigte
sich, dass das En-I/-Element im 2. Exon nach Base 849 (Base 1 ist das Adenin des Start-
Codons) des PIP2; 1-Gens insertierte.

En8130  En205
<«— —>
En-

5---|ATG | .; 8;9 1 1 TAA——-3

Abb. 3.9: Schematische Darstellung des PIP2;1-Gens mit En-I-Insertion. Kistchen stellen die Exons, die
Linien dazwischen die Introns dar; die gestrichelten Linien deuten die 5'- und 3’-Bereiche des Gens an. ATG
Start-Codon, TAA Stop-Codon. Das En-/-Element sitzt im 2. Exon nach Base 849 (Base 1 ist das Adenin des
Start-Codons). En8130 und En205 bezeichnen En-1-spezifische Oligonukleotide. En205 bedeutet, dass das
Oligonukleotid 205 bp von der linken Grenze des En-/-Elements entfernt bindet (http://www.mpiz-
koeln.mpg.de/~zigia/).
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Zur Bestimmung der Anzahl weiterer En-/-Elemente in der genomischen DNA wurde eine
Southern-Analyse an Pflanze 15-0 durchgefiihrt (sieche Material und Methoden, Abb. 3.10,
2.11.1.3). Spur 1 in Abb. 3.10 zeigt, dass Pflanze 15-0 neben der fiir die PIP2;] im
genomischen Kontext vorhergesagte 2,7 kb-Bande noch 11 weitere Transposons in seiner
genomischen DNA besitzt. Da nicht bekannt ist, an welcher Stelle die 11 weiteren En-1-
Elemente im Genom sitzen und ein etwaiger Phénotyp nicht nur auf ein fehlendes PIP2; -
Gen-Produkt zurlickzufiihren ist, sollten diese zusétzlichen En-I-Elemente weitgehend aus
der Linie ausgekreuzt werden. Dazu wurde Pflanze 15-0 wiederholt in den Wildtyp
eingekreuzt. Nach der vierten Riickkreuzung konnten 6 En-/-Elemente ausgekreuzt werden
(Abb. 3.10, Spur 2). Nach der fiinften Riickkreuzung waren neben der En-/-Insertion im
PIP2;1-Gen noch drei weitere En-I-Elemente im Genom der pip2; [-Mutante enthalten (Abb.
3.10, Spur 3). Aus zeitlichen Griinden wurden keine weiteren Riickkreuzungen mehr
durchgefiihrt. Diese Pflanzen wurden dennoch fiir die folgenden Untersuchungen
herangezogen und als Kontrollen PIP2;[-wildtypische Pflanzen aus der gleichen
Filialgeneration verwendet (siche unten). Damit sollte gewihrleistet werden, dass ein etwaig
auftretender Unterschied zwischen Mutante und Wildtyp auf das Fehlen von P/P2; ] und nicht
durch die zusétzlichen im Genom insertierten En-/-Elemente zuriickzuftihren ist.

1 2 3
6369 bp- W ww e
L5
4822 bp- 0 ™
3675bp- | ™
il w i
2323 bp- 4
1371 bp-

Abb. 3.10: Southern-Analyse zur Ermittlung der En-I-Insertionen in der genomischen DNA der
Mutanten. Die genomische DNA wurde mit HindlIll verdaut und mit einer radioaktiv markierten En-/-Probe
hybridisiert (siche Material und Methoden, 2.11.1.3). Die Anzahl der Hybridisierungssignale in den einzelnen
Riickkreuzungen spiegelt die Anzahl der in der genomischen DNA insertierten En-/-Elemente wieder. 1 Pflanze
15-0 (Ausgangspflanze, noch nicht in Wildtyp riickgekreuzt), 2 Mutante nach 4-maliger Riickkreuzung in den
Wildtyp, 3 Mutante (Pflanze 18-5) nach S5-maliger Riickkreuzung in den Wildtyp. Der Pfeil markiert die
En-1- Insertion im PIP2;1-Gen (erwartete Grofle von 2700 bp).

Nach der 5. Riickkreuzung wurden aus den segregierenden Nachkommen von Pflanze 18-5
homozygot mutante Individuen durch eine PCR-Analyse (siche Material und Methoden,
2.11.1.4) identifiziert, die das Fehlen des Wildtyp-Allels bei vorhandenem mutanten Allel
zeigen (Abb. 3.11).
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A B
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Abb. 3.11: Segregierende Nachkommen der F1-Generation von Pflanze 18-5. A PCR mit den PIP2;I-
spezifischen Oligonukleotiden 6AA-f bzw. 6AA-r. Das PCR-Produkt (314 bp) zeigt, dass die Pflanzen das
Wildyp-Allel enthalten. B PCR mit dem P/P2; I-spezifischen Oligonukleotid 6AA-f bzw. dem En-1-spezifischen
Oligonukleotid 6AA-En. Dieses PCR-Produkt (563 bp) zeigt, dass die Pflanzen eine En-I-Insertion in PIP2;1
enthalten. Pflanzen 13-5, 14-5 und 20-5 sind demnach En-/-homozygot (nur En-/-PCR-Produkt), Pflanzen 16-5,
17-5 und 18-5 sind homozygot beziiglich des Wildtyp-Allels (nur Wildtyp-PCR-Produkt) und Pflanzen 22-5, 23-
5 und 24-5 sind hemizygot beziiglich der En-I-Insertion. Die Zahlen bezeichnen verschiedene Pflanzen, die
durch Selbstung der hemizygoten Pflanze 18-5 entstanden waren. C Fehlen des PIP2,1-Gen-Produkts bei
Pflanze 13-5 (homozygot beziiglich der En-I-Insertion in PIP2;1). RT-PCR von Pflanzen 13-5 (Spur 1) und
17-5 (Spur 2) mit PIP2; I-spezifischen Oligonukleotiden. Spur 1 zeigt, dass Pflanze 13-5 PIP2; I nicht exprimiert
und somit eine knock-out-Mutante darstellt, wohingegen Pflanze 17-5 (Spur 2) PIP2;1 exprimiert. M DNA-
Fragmentlangenstandard.

Fiir die Transkript-Untersuchungen wurden die Samen der geselbsteten Pflanze 13-5
(homozygot beziiglich der En-1-Insertion im PIP2;1-Gen; im Folgenden als pip2, /-Mutante
bezeichnet) und als Kontrolle die Samen der geselbsteten Pflanze 17-5 (homozygot
wildtypisch beziiglich der En-I-Insertion im PI/P2;1-Gen; im Folgenden als PIP2;1-Wildtyp
bezeichnet) verwendet.

3.4.1.2  Habitus-Vergleich und Bestimmung des Verhiltnisses Blatt- zu Wurzel-
Trockenmasse bei der pip2; I-Mutante und dem Wildtyp (Col-R)

Kaldenhoff et al. (1998) zeigten bei einer PIP-antisense-Mutante, bei der PIP1;1 und PIPI;2
in ihrer Transkription gehemmt waren, dass diese eine 5-fach erhohte Wurzelmasse im
Vergleich zum Wildtyp besitzt. Um zu untersuchen, ob durch das Ausschalten von PIP2;1 ein
dhnlicher Phinotyp beobachtet werden kann, wurden die pip2;/-Mutante und der Wildtyp
(Col-R) hydroponisch angezogen und nach 3 Wochen das Verhiltnis der Blatt-Trockenmasse
zur Wurzel-Trockenmasse bestimmt (Abb. 3.12A). Abb. 3.12B zeigt den Habitus-Vergleich
der pip2;1-Mutante mit dem Wildtyp Col-R. Abb. 3.12A und B zeigen, dass keine
makroskopischen Unterschiede zwischen der Mutante und dem Wildtyp festzustellen sind.

Diese deutet darauf hin, dass PIP2;1 scheinbar eine andere Funktion in der Pflanze besitzt, als
PIP1;1 und PIP1;2.
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Abb. 3.12: Phinotypischer Vergleich der pip2;1-Mutante mit dem Wildtyp (Col-R). A Verhéltnis der Blatt-
Trockenmasse zur Wurzel-Trockenmasse von Mutante und Wildtyp bei hydroponischer Anzucht. Die Balken

zeigen Mittelwerte + Standardabweichung zweier Wiederholungen mit je 7 Pflanzen an. B Habitus-Vergleich
der pip2; I-Mutante mit Wildtyp (Col-R) (24 Tage alte Pflanzen).

34.13 Transkriptionsprofile der pip2; I-Mutante im Vergleich zum PIP2;[-Wildtyp

Vorrangiges Ziel dieser Untersuchung war herauszufinden, ob das Fehlen des Aquaporingens
PIP2;1 einen Einfluss auf die Expression anderer MIPs hat, d.h. die Pflanze durch eine
verstirkte Expression anderer MIPs die (vermutliche) Erniedrigung der Wasserpermeabilitit
der Plasmamembran von PIP2; [-exprimierenden Zellen kompensiert.

Anhand von Transkriptionsdnderungen von Stress-regulierten Genen sowie Genen des
Sekundirmetabolismus (ABC-Transporter, UDP-Glycosyltransferasen, Cytochtom P450-
Monooxygenasen und GSTs) wurde der Frage nachgegangen, welche Prozesse durch das
Fehlen von PIP2; 1 beeinflusst werden.

Die pip2; I-Mutante und der entsprechende PIP2; 1-Wildtyp wurden hydroponisch angezogen,
und nach 3 Wochen wurden ihre Wurzeln geerntet. Zur Untersuchung der MIP-
Transkriptionsprofile wurde der DNA-Microarray verwendet. Abb. 3.13 =zeigt die
Transkriptionsprofile der MIPs in der pip2;]-Mutante 1m Vergleich zu den
Transkriptionsprofilen im PIP2; /-Wildtyp. Aus Abb. 3.13A ist ersichtlich, dass in der pip2;I-
Mutante ebenfalls ein schwaches Hybridisierungssignal bei der PIP2;I-Sonde detektiert
wurde. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass das En-/-Element in der Lage ist, aus dem Gen
wieder ,,herauszuspringen®. Dabei hinterldsst es aber einen ,,Abdruck* im Insertionsbereich in
Form von einigen Basenpaaren. Diese filhren in den meisten Féllen zur Verschiebung des
Leserahmens. Es wird dann kein funktionelles Protein mehr gebildet (Steiner-Lange et al.,
2001). Es zeigte sich weiter, dass keine statistisch signifikanten Unterschiede (P<0,05) bei der
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Expression der anderen MIPs in Wurzeln festzustellen waren. Die Expressionen von NIP4, 1
und SIPI;2 waren nur in der pip2;/-Mutante sehr gering und aufgrund der hohen
Standardabweichung nicht signifikant. Auch die zusitzlich zu den MIPs auf dem Array
vertretenen Gene zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede (P<0,05) in ihrer
Expression in Mutante und Wildtyp.

A 30
25 -

20 1 T
15 I pip2; [-Mutante

10 4 [ PIP2;1-Wildtyp

5 N Lil i} -

3 /

Genaktivitit

=) —
1

NIP3;1
NIP4;1 -
NIP4;2 -
NIP5;| -—
PIP1;1
PIP1;2
PIP1;3
PIP1;4 -
PIP1;5
PIP2;1
PIP2;3 ﬁ
PIP2;4 -
PIP2;5 -
PIP2;6 L
PIP2;7
PIP2;8 -
SIP1;1 -
SIP1;2 -
SIP2;1 -
TIP1;1
TIP1;2
TIP1;3 -
TIP2;] - ——
TIP2;2
TIP2:3

TIP2;x-PG -
TIP4;1 -
TIP5;1 -

NIP1;2 -
NIP3;1-PG -

NIP1;1 -
NIP2;1-PG -

B 120 4

100 -

80 -

60

40

20

PIP2;2 mRNA-Gehalt in %

PIP2;1-Wildtyp pip2; I-Mutante

Abb. 3.13: Vergleich der MIP-Transkripte in Wurzeln der pip2; I-Mutante und im PIP2;1-Wildtyp. Da das
PIP2;2-Signal auf dem verwendeten DNA-Microarray aus technischen Griinden nicht auszuwerten war, wurde
dessen Expressionsniveau iiber RT-PCR bestimmt. A DNA-Microarray-Analyse. Die Genaktivititswerte geben
relative Expressionshohen an. Dargestellt sind Mittelwerte dreier unabhingiger Experimente =+
Standardabweichung. Schwarze Balken reprisentieren die M/P-Transkripte in der pip2, /-Mutante, weifle Balken
die MIP-Transkripte im PIP2;[1-Wildtyp. Der Pfeil markiert die Expression von P/P2;]l. B Semi-quantitative
RT-PCR-Analyse zur Bestimmung der relativen Expression von PIP2;2 in der pip2;/-Mutante und im PIP2; -
Wildtyp. Die Werte beziehen sich auf die PIP2; /-Wildtyp-Pflanzen, deren mRNA-Gehalt von P/P2;2 auf 100 %
definiert wurde. Der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung vom Mittelwert dreier Wiederholungen an.
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3.4.14  Vergleich der Transkriptionsprofile in der pip2; I-Mutante und im PIP2;[-Wildtyp
bei NaCl-Stress

Da PIP2;1 ein hoch exprimiertes Aquaporin ist, war das Ziel dieser Untersuchung
herauszufinden, ob durch das Ausschalten von PIP2; 1 unter Wasserstress (NaCl-Applikation
zur Nahrlosung) andere MIPs oder weitere Gene des Sekundir- und Stressmetabolismus in
der pip2, I-Mutante ein anderes Transkriptionsverhalten bei Stress in der Wurzel zeigen als im
PIP2; [-Wildtyp.

Die pip2;1-Mutante sowie der entsprechende PIP2;I-Wildtyp wurden in hydroponischen
Kulturen angezogen. Nach 3 Wochen erfolgte die Zugabe von NaCl (100 mM
Endkonzentration). Die Wurzeln wurden 24 Stunden nach der Stress-Applikation geerntet.
Dieser Zeitpunkt wurde aus 2 Griinden ausgewihlt. Zum einem war das hoch und ubiquitir
exprimierte Aquaporin PIPI;] zu diesem Zeitpunkt reprimiert, zum anderen war die
Transkription des ebenfalls hoch im Bereich des vaskuldren Systems exprimierten Aquaporins
PIP2;1 unverindert (siche Abb. 3.5, 3.3.1). Die Transkriptionsdnderungen wurden mit Hilfe
der Array-Analyse bzw. mittels semi-quantitativer RT-PCR verfolgt. Wie aus Abb. 3.14
ersichtlich, gibt es keine statistisch signifikanten Unterschiede (P<0,05) bei den
Transkriptionsdnderungen der MIPs in Wurzeln von Mutante und Wildtyp. Auch die weiteren
auf dem DNA-Microarray befindlichen Gene zeigten keine statistisch signifikanten
Unterschiede (P<0,05) in ihrem Induktions-/Repressionsveralten bei NaCl-Stress in Mutante
und Wildtyp (ohne Abbildung).
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Abb. 3.14: Vergleich der Induktionen der MIPs in der Wurzel im PIP2;1-Wildtyp und in der pip2;1-
Mutante nach 24 Stunden NaCl-Behandlung (100 mM). Da das P/P2;2-Signal auf dem verwendeten Array
aus technischen Griinden nicht auszuwerten war, wurde dessen Transkriptionsdnderung iiber eine semi-
quantitative RT-PCR bestimmt. A DNA-Microarray-Analyse. Der Induktionsfaktor ergibt sich aus dem
Quotienten der Genaktivitdtswerte von Behandlung und Kontrolle. Die Balken spiegeln Mittelwerte dreier
unabhingig gemessener Induktionsfaktoren + Standardabweichung wieder. Balken ohne Standardabweichung
waren nur in einer der drei Versuche gemessen worden und blieben der Ubersicht wegen erhalten.
B Semi-quantitative RT-PCR zur Bestimmung der Transkriptionsdnderung (Induktionsfaktor) von PI/P2;2 in der
pip2;1-Mutante im Vergleich zum PIP2;[-Wildtyp. Der Induktionsfaktor ergibt sich aus dem Quotienten von
Behandlung und Kontrolle. Die Balken spiegeln Mittelwerte dreier Wiederholungen + Standardabweichung
wieder.
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3.4.2 Die pipl;4-Insertionsmutante

PIPI;4 wurde als Salzstress-induziertes MIP beschrieben (Pih et al., 1997). In der
Dissociation- (Ds) Elemente enthaltenden Insertionsmutanten-Kollektion, erstellt und
beschrieben von Sundaresan et al. (1995), ist eine Insertionsmutante im PIPI;4-Gen
vorhanden (Linie N100263; Parinov et al., 1999). Im Gegensatz zur pip2; [-Mutante wurden
die Insertionsmutanten durch Transformation von modifizierten Mais Ds-Transposons in das
Genom von A. thaliana hergestellt. Die so entstandenen Ds-Insertionslinien sind stabil und
enthalten in der Regel nur ein einziges Ds-Element je Insertionslinie.

3421 Identifikation der pip;4-Mutante auf genomischer Ebene

Der Vorteil dieser Insertionsmutanten liegt darin, dass die Lage des Ds-Elements im Genom
von A. thaliana bereits durch TAIL-PCR (Liu et al., 1995) bestimmt war. Linie N100263
enthielt eine Ds-Insertion im 2. Exon von PIPI;4. Eine PCR zur Uberpriifung der Ds-
Insertion im PIPI;4-Gen wurde durchgefiihrt (siche Material und Methoden, 2.11.2.1).
Abb. 3.15 zeigt schematisch das PIP1;4-Gen mit der Ds-Insertion.

Ds3’-1
>
5--[ATG | -3

Abb. 3.15: Schematische Darstellung des PIPI;4-Gens mit Ds-Insertion. Kistchen stellen die Exons, die
Linien dazwischen die Introns dar; die gestrichelten Linien deuten die 5'- und 3’-Bereiche des Gens an. ATG
Start-Codon, TAG Stop-Codon. Das Ds-Element sitzt im 2. Exon nach Base 724 (Base 1 ist das Adenin des
Start-Codons). Ds3’-1 kennzeichnet ein Ds-spezifisches Oligonukleotid, das an das 3’-Ende des Ds-Elements
bindet.

Nach einer Riickkreuzung einer dieser positiven Pflanzen (Pflanze 2-0) in den parentalen
Wildtyp Ler wurden in der segregierenden F2-Population homozygot wildtypisch und
homozygot mutante Individuen mittels PCR-Analyse bestimmt (siche Material und
Methoden, 2.11.2.1, ohne Abbildung). Fiir die weiteren Untersuchungen wurden Pflanze 12-1
(homozygot wildtypisch; im Folgenden als PIPI;4-Wildtyp bezeichnet) und Pflanze 15-1
(homozygot pip1,;4-Allel; im Folgenden als pip;4-Mutante bezeichnet) verwendet.

3.4.2.2  Transkriptionsprofile in der pipI,;4-Mutante im Vergleich zum PIP1;4-Wildtyp

Um zu erfahren, inwieweit ein Ausschalten von PIP1;4 Einfluss auf die Expression anderer
MIP-Mitglieder hat, wurden mit Hilfe des DNA-Microarrays die Transkriptionsprofile der
pipl;4-Mutante und des PIP1;4-Wildtyps untersucht. Von besonderem Interesse war dabei,
ob bei NaCl-Stress, durch den PIPI;4 induziert wird (Pih et al., 1997), in der pipI,4-Mutante
andere MIP-Mitglieder kompensatorisch reagieren, welche anhand transkriptioneller
Anderungen erkannt werden konnen. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte dabei in Anlehnung
an Pih et al. (1997) in Schiittelkulturen. Die Stress-Applikation erfolgte an 7 Tage alten
Keimlingen durch Zugabe von NaCl (Endkonzentration von 150 mM). Nach 6 Stunden
wurden die Pflanzen geerntet.
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Abb. 3.16 zeigt das Transkriptionsprofil der MIPs von Mutante und Wildtyp in ungestressten
Keimlingen. Darin ist zu erkennen, dass P/P1;4 in der Mutante nicht exprimiert wird, es aber
sonst keine statistisch signifikanten Unterschiede (P<0,05) zwischen der Mutante und dem
Wildtyp gibt. Die Expression von 77P2;3 nur in der Mutante ist nahe am Detektionslimit und
mit der hohen Standardabweichung nicht signifikant.
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Abb. 3.16: Vergleich der MIP-Expressionsniveaus in Ler Keimlingen des PIP1;4-Wildtyps und der pip1;4-
Mutante. Die Genaktivititswerte stellen relative Werte zur Expressionshohe dar. Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardabweichung dreier unabhéngiger Experimente. Schwarze Balken reprisentieren die M/P-Transkripte in
der Mutante, weille Balken die MIP-Transkripte in der Kontrolle. Der Pfeil markiert das PIP1,;4-Gen, das nur im
Wildtyp exprimiert wird.

Der Vergleich der MIP-Transkriptionsprofile zwischen der pipl,;4-Mutante und des PIPI;4-
Wildtyps bei NaCl-Stress zeigt, dass im Wildtyp PIPI;4 durch eine NaCl-Applikation
induziert wird, es aber sonst keine statistisch signifikanten Unterschiede (P<0,05) in den
Reaktionen der anderen MIPs in der Mutante und im Wildtyp gibt (Abb. 3.17).



Ergebnisse 68

5
4 4 I yip!/ 4-Mutante
1 PIP1;4-Wildtyp
3 -
1
=]
~—
=
S
w2
=
=
N -
2 2
=
=
=
(S
lA
OA
e N R R R AU U S U (U SR U > S L S SRS S S r
v o e e = e NN AN AN AN AN = N e NN
A A A A A A Al A A A A A A A A A A A A A A
o p—
Z 7 B A A A A A A AAAAN AR R R R

Abb. 3.17: Vergleich der Induktionen der MIPs in Keimlingen des PIPI;4-Wildtyps mit denen in der
pipl;4-Mutante nach 6 Stunden NaCl-Behandlung (150 mM). Der Induktionsfaktor ergibt sich aus dem
Quotienten der Genaktivitdtswerte von Behandlung und Kontrolle. Die Balken spiegeln Mittelwerte dreier
unabhéngig gemessener Induktionsfaktoren + Standardabweichung wieder. Balken ohne Standardabweichung
kennzeichnen Induktionsfaktoren von MIPs, die nur in einer Wiederholung gemessen wurden.

Die Transkript-Untersuchungen wurden auf Stress-Markergene sowie Gene des
Sekundidrmetabolismus ausgeweitet um herauszufinden, welche Prozesse durch das Fehlen
von PIPI;4 beeinflusst werden. Sowohl bei ungestressten als auch bei NaCl-gestressten
Keimlingen waren in der pipl;4-Mutante bei den untersuchten Genen keine statistisch
signifikanten Unterschiede (P<0,05) zum PIP1;4-Wildtyp festzustellen (ohne Abbildung).
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4 Diskussion

Aquaporine sind Wasserkanal-Proteine die zur Gruppe der MIPs (major intrinsic proteins)
gehoren. Die Beteiligung eines MIPs (AQP1 aus Mammalia) im Transport von Wasser {iber
zellulire Membranen wurde zum ersten Mal von Preston et al. (1992) durch Schwellversuche
mit Xenopus Oocyten gezeigt. Auch in Pflanzen sind bis heute einige Befunde einer
Beteiligung von MIPs bei zelluldren Wasserfliissen beschrieben. Im Gegensatz zu Mammalia
besitzen Pflanzen oft eine grole Anzahl von MIP-Genen. In A. thaliana existieren z.B. 38
MIP-Gene, darunter 3 Pseudo-Gene.

Vorrangiges Ziel der Untersuchungen war es, die gesamte MIP-Familie in A. thaliana niher
zu charakterisieren. Dazu wurde ein DNA-Microarray entwickelt, der die Unterscheidung der
oft hoch homologen Mitglieder zulieB und Transkriptionsprofile in der Pflanze und bei
Wasserstress (Salz- und Sorbitolstress) erstellt.

Um Einblicke in iiberlappende und spezifische Reaktionen zu gewinnen, wurden parallel dazu
die Transkript-Anderungen von Genen aus dem Stress- und Sekundirstoffwechsel bei Salz-
und Sorbitolstress untersucht.

4.1 Spezifitit der verwendeten 3'-UTR-Sonden zur Unterscheidung
homologer MIP-Gene

Die DNA-Array-Technik stellt ein geeignetes Werkzeug zur parallelen Untersuchung einer
groBen Anzahl an Genen dar. Als Sonden werden hiufig cDNAs verwendet. Anhand von
Sequenzier-Projekten einzelner Organismen wurde aber immer deutlicher, dass in vielen Gen-
Familien einzelne Mitglieder hoch homolog sind. Bei den MIPs in A. thaliana sind z.B. zwei
PIP-Gene (PIP2;2 und PIP2;3) zu 95 % im kodierenden Bereich homolog. Der Einsatz von
cDNAs als Sonden ist daher zur Unterscheidung der Transkripte nicht geeignet.

Evertsz et al. (2001) konnten bei Glas cDNA-Arrays feststellen, dass die prozentuale Identitét
in den homologen Bereichen zweier Gene gut mit den kreuzreagierenden Signalintensitdten
korrelierte. Bei einer Homologie von 80 % zeigten sich Kreuzhybridisierungen von 0,6 —
12 %. Die Lénge der iiberlappenden homologen Bereiche spielte dabei keine grofie Rolle.
Ahnliche Ergebnisse wurden auch von Xu et al. (2001) erzielt: Cytochrom P450-Gene mit
einer Sequenzhomologie kleiner als 80 % ergaben Kreuzhybridisierungssignale von weniger
als 20 %. Bei weniger als 70 % Homologie konnten keine Kreuzhybridisierungen mehr
detektiert werden. Die Autoren stellten auch fest, dass kleinere Bereiche innerhalb der
Sequenzen mit hoher Homologie Kreuzhybridisierungen noch zusitzlich beeinflussen
konnen. Hybridisierungs-Experimente auf Nylonmembranen mit radioaktiv markierten
Oligonukleotiden (35-mer) ergaben ab einer Sequenzhomologie von 77-100 %
Kreuzreaktionen (Vernier et al., 1996). Bei Verwendung von Oligonukleotiden mit einer
Liange von 50 Basen als Sonden konnten Kane et al. (2000) zudem zeigen, dass eine
Sequenzhomologie von 100 % iiber 15 bp eine Kreuzhybridisierung stark beeinflusst.

Ein weiterer wichtiger Befund ihrer Untersuchungen war, dass die 50-mer Sonden die gleiche
Sensitivitdt zeigten wie PCR-Sonden mit einer Lange von 322-393 bp. Die im Rahmen der
vorliegenden Untersuchungen verwendeten 3’-UTR-Sonden der MIPs besallen Lingen von
105-278 bp. Eine Beeinflussung der Sensitivitdt aufgrund der unterschiedlichen Sonden-
Léangen scheint daher vernachlissigbar.

Der Vergleich einer 3-UTR-Sonde (172 bp) mit der entsprechenden cDNA-Sonde (774 bp)
zeigte zudem, dass auch groBe Unterschiede in der Sonden-Lédnge zu keiner signifikanten
Anderung (P<0,05; Student t-test) in den Signalintensititen filhren (Abb. 4.1). Das tendenziell
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hohere Hybridisierungssignal mit der c¢DNA-Sonde ist vermutlich auf die
Kreuzhybridisierung der 77PI;2-cDNA-Sonde mit Trankskripten des homologen TIPI;I-
Gens zuriickzufiihren (s.a. Abb. 3.1, 3.1.3), das in allen untersuchten Organen ebenfalls
exprimiert ist (s.a. Abb. 3.2, 3.2).

Vergleich einer cDNA- mit einer 3’-UTR-Sonde

70
60 -

509 [ m7IPI:2-cDNA-Sonde

401 | O 7IPI:2-3-UTR-Sonde
30 4

20 A

Genaktivitit

-

Blatt Bliite Stingel  Wurzel Schote

Abb. 4.1: Einfluss der Sonden-Linge auf das Hybridisierungssignal in verschiedenen Organen von A.
thaliana. Der Genaktivitdtswert entspricht dem normalisierten Hybridisierungssignal (siehe Material und
Methoden, 2.10.7).

Zur Uberpriifung, inwieweit eine Homologie groBer als das festgesetzte Kriterium von 70 bp
tiber 70 % Auswirkung auf eine mogliche Kreuzhybridisierung hat, wurde eine radioaktiv
markierte Probe eines MIPs (TIPI;1) mit drei Sonden hybridisiert: Die 3 -UTR-Sonde zu
TIP1;1 war 100 % tiber 183 bp mit der 7/P1,; I-Probe identisch, die 3"-UTR-Sonde zu TIPI;?2
71 % iiber 117 bp, die cDNA-Sonde zu TIP1;2 79 % iiber 645 bp. Dabei zeigte sich, dass die
3’-UTR-Sonde von TIP1;2 mit einer Homologie von 71 % iiber 117 bp nur ein schwaches
Hybridisierungssignal ergab, das unterhalb des 2-fachen Hintergrundsignals fiel. Dies
bestdtigt das stringente Auswahlkriterium von 70 % iiber 70 bp. Die cDNA-Sonde zu TIPI,2
zeigte ein relatives Kreuzhybridisierungssignal von 40 % mit 7/P1; 1. Dieser Wert lag liber
den von [Evertsz et al. (2001) bzw. Xu et al. (2001) beobachteten
Kreuzhybridisierungssignalen von weniger als 20 % bei einer Sequenzhomologie kleiner als
80 %. Die Unterschiede konnten auf die Verwendung von unterschiedlichen Array-Methoden
(Fluoreszenz-Hybridisierung auf Glas, Radioaktive-Hybridisierung auf Nylonmembran)
zuriickzufiihren sein. Das relativ starke Kreuzhybridisierungssignal der 7/P1;2-cDNA-Sonde
scheint allerdings auch auf Bereiche zwischen der 77P1; I-Probe mit der 7/P1,;2-cDNA-Sonde
zuriickzufiihren zu sein, die hoch homolog sind: 3 Bereiche waren mit je 17 bp Uberlappung
zu 100 % identisch, ein langerer Bereich zeigte 68 bp Identitit liber 71 bp.

Als Kriterium fiir die Spezifitit der 3"-UTR-Sonden wurde aufgrund dieser Uberlegungen und
Experimente eine Homologie von 70 % tber 70 bp festgelegt. 32 Gen-spezifische Sonden
entsprachen diesem Kriterium und wurden daher als ,,zweifelsfrei” spezifisch eingestuft. Zwei
Sonden zeigten Homologien mit anderen MIPs. Da sich diese ebenfalls auf dem Array
befanden, kann eine eventuell auftretende Kreuzhybridisierung unmittelbar aufgespiirt
werden. Vier Gen-Sonden (NIP2;1, NIP6,;1, TIP3;1 und TIP3;2) iiberlappten in einem
Bereich groBer als 50 bp mit den 3'-UTRs von benachbarten Genen. Fiir diese Gene wurden
neue Sonden entworfen, die aber in vorliegender Arbeit noch nicht integriert sind.
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4.2 Organ-spezifische Expression der MIPs in A. thaliana

Mit Hilfe der Gen-spezifischen Sonden der MIPs war es mdglich, alle MIPs in A. thaliana auf
ihr Expressionsprofil hin zu untersuchen. Diese Analyse sollte Aufschluss dariiber geben,
welche MIPs in welchen Organen bevorzugt exprimiert werden bzw. welche ubiquitér in der
ganzen Pflanze zu finden sind, und ob hoch homologe MIP-Mitglieder auch &hnliche
Expressionsprofile zeigen. Die mit der Array-Analyse erzielten Daten wurden mit bereits in
der Literatur beschriebenen Expressions-Analysen verglichen, die mit anderen Methoden
(z.B. B-Glucuronidase-Reportergen-Analysen) durchgefiihrt wurden, um so die Validitét der
Array-Daten zu iiberpriifen.

Eine Organ-spezifische Expressions-Analyse einiger MIP-Mitglieder in 4. thaliana war von
Weig et al. (1997) durchgefiihrt worden. Als Sonden benutzten die Autoren cDNAs. Mit
Beendigung des Sequenzierungsprojekts von A4. thaliana (The Arabidopsis Genome Initiative,
2000) wurde aber deutlich, dass die MIPs innerhalb der Subfamilien hoch homolog und damit
Kreuzhybridisierungen sehr wahrscheinlich sind. In ihren Untersuchungen zeigten auch 3
EST-Sonden, die zu demselben MIP gehdren, unterschiedliche Transkriptionsprofile fiir
dieses MIP. Der Vergleich von Expressionsprofilen zweier homologer Gene unterschiedlicher
Spezies gestaltet sich ebenfalls schwierig. So zeigen die Expressionsmuster der o-TIP (TIP2-
Familie) homologen Mitglieder in Arabidopsis thaliana (Daniels et al., 1996), in Helianthus
annuus (Sarda et al., 1997), in Rettich (Higuchi et al., 1998) und im Spinat (Karlsson et al.,
2000) Unterschiede (Karlsson et al., 2000). Anscheinend sind auch hoch homologe Mitglieder
in verschiedenen Pflanzen nicht notwendigerweise ortholog.

4.2.1 MIP-Expression in verschiedenen Organen der adulten A. thaliana Pflanze

Wie aus Abb. 3.2 (sieche Ergebnisse, 3.2) ersichtlich, konnten MIPs in allen untersuchten
Organen detektiert werden, die einzelnen Mitglieder zeigten jedoch unterschiedliche
Expressionsprofile innerhalb der Pflanze.

Mitglieder aus der PIP-Subfamilie wurden in allen untersuchten Organen exprimiert.
Zuséatzlich konnte fiir jedes PIP-Mitglied eine Expression in mindestens einem Organ
detektiert werden. Einige PIPs zeigen auch eine bevorzugte Expression in bestimmten
Organen.

Zu den hoch und ubiquitdr exprimierten MIPs zéhlen PIPI;I, PIPI;2, PIPI;5 und PIP2;1.
Diese Gene zeigen die hochste Expression in der Wurzel und diese Beobachtung deckt sich
damit, dass die meisten ESTs zu PIP1;1, PIP1;2 und PIP2;1 aus Wurzeln stammen (Quigley
et al., 2001). Anhand von B-Glucuronidase-Reportergen-Analysen in unserem Labor (Franck,
1998) konnte bereits eine Expression von PIPI; 1, und PIP2; 1 in Bléttern, Wurzel, Bliiten und
Schoten detektiert werden. Keine Expression konnte in Stingeln nachgewiesen werden. Auch
Kaldenhoff et al. (1995) konnten keine GUS-Farbung fiir PIPI;2 in Stidngeln nachweisen.
Moglicherweise ist in Stiangeln die GUS-mRNA nicht stabil bzw. kommt es dort zu einer
Inhibierung der GUS-Enzymaktivitit. Die ubiquitdre Expression von PIPI;5 war bis dato
noch nicht bekannt. Falls PIPI;5 fiir ein Aquaporin kodiert, diirfte ithm, zusammen mit
PIP1;1, PIP1;2 und PIP2;1 eine Aufgabe bei der Regulation der Wasserpermeabilitit der
Plasmamembran in allen Pflanzenteilen zukommen.

Interessant ist das dhnliche Expressionsprofil von PIPI;2 und PIP2;1 in A. thaliana Organen.
Anhand einer B-Glucuronidase-Reportergen-Analyse konnte aber gezeigt werden, dass
PIP2;1 bevorzugt in Zellen in und um das vaskuldre Gewebe exprimiert wird, PIP1;2 jedoch
ubiquitdr in allen lebenden Zellen (Franck, 1998; Kaldenhoff et al., 1995). Damit scheinen
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diese PIPs unterschiedliche Aufgaben innerhalb der Organe zu besitzen. Diese Ergebnisse
zeigen auch, dass zur Funktionsaufkliarung eine zelluldre Lokalisation wichtig ist und fiir alle
MIPs zur weiteren Charakterisierung durchgefiihrt werden sollte.

Zwei PIPs waren als bevorzugt in Bliiten exprimierte Gene beschrieben: PIPI;4 und PIP2;7
(Utsugi et al., 1996). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte diese Beobachtung bestétigt
werden, da auch hier die Expression dieser beiden Gene in der Bliite am hochsten ist. Anhand
der Array-Analyse der gesamten P/P-Familie wurde ein weiteres PIP-Mitglied identifiziert,
das bevorzugt in Bliiten exprimiert war: PIP2;6. Dieses Ergebnis konnte mittels semi-
quantitativer RT-PCR bestdtigt werden (siehe Ergebnisse, Abb. 3.3, 3.2). Auch das homologe
PIP2;5 zeigte ausschlieBlich eine Expression in reproduktiven Organen (Bliiten und Schoten).
Zu PIP2;5 wurden ESTs nur in griinen Schoten beschrieben (Quigley et al., 2001). Mit der
semi-quantitativen RT-PCR wurden auch Transkripte fiir PIP2;5 in Blittern und Stingeln
nachgewiesen (siehe Ergebnisse, Abb. 3.3, 3.2).

In Bliiten ist Wasser an vielfiltigen Prozessen beteiligt: Bei der Reifung der Pollenkdrner
(Dehydrierung und Rehydrierung), bei der Befruchtung (Versorgung des wachsenden
Pollenschlauchs mit Wasser) und beim Offnen und SchlieBen der Bliiten (Sepalen und
Petalen). In Brassica campestris wurde einem PIP1-Mitglied, MIP-MOD, eine wichtige
Funktion bei der Verhinderung der Selbstbestdubung zugeschrieben (Ikeda et al., 1999). Eine
Selbst-Inkompatibilititsantwort ist in 4. thaliana zwar nicht vorhanden, dennoch wiére
umgekehrt eine Beteiligung von PIPs bei der Bildung und Reifung von Pollenkdrnern, bei der
Wasserversorgung von wachsenden Pollenschlduchen sowie beim Blithvorgang denkbar.

Drei PIPs waren ausschlieBlich in der Wurzel exprimiert: PIP2;4, PIP2;8 und PIPI;3. Die
exklusive Expression von PIP2;4 in Wurzeln wird durch die Tatsache gestiitzt, dass ESTs nur
aus diesem Organ bekannt sind (Quigley et al., 2001). B-Glucuronidase-Reportergen-
Analysen in unserem Labor (Schéffner, pers. Mitteilung) bestitigten die Expression dieses
PIP-Mitglieds in der Wurzel. Allerdings konnte mittels semi-quantitativer RT-PCR auch eine
geringe Expression in Bliiten und Stéingeln nachgewiesen werden (siehe Ergebnisse, Abb. 3.3,
3.2). Von PIP2;8 und PIPI;3 sind allerdings auch ESTs aus weiteren Organen bekannt.
Moglicherweise werden diese Gene nur in ganz spezifischen Zellen exprimiert, oder sie
zeigen eine entwicklungsabhéingige Expression, die in vorliegender Analyse nicht erfasst
wurde. Mit Ausnahme von PIP1;3 (Kammerloher et al., 1994) ist fiir diese PIP-Mitglieder
eine Funktion als Wasserkanéle nicht bekannt. Die bevorzugte Expression dieser Gene in der
Wurzel ldsst vermuten, dass sie eine relativ spezifische Aufgabe in diesem Bereich der
Pflanze innehaben.

Auffallend ist, dass die zu bekannten Glycerin-Transportern homologen MIPs in A. thaliana
bevorzugt in der Wurzel zu finden sind. PIP1;3 ist der am hdchsten homologe A. thaliana
Vertreter zu NtAQP1 aus Tabak, fiir das gezeigt werden konnte, dass es neben Wasser noch
in der Lage ist, Glycerin zu transportieren (Biela et al., 1999; Johanson et al., 2001). Glycerin
kann auch von NIP1;1, einem NIP-Mitglied in 4. thaliana transportiert werden (Weig und
Jakob, 2000b). Auch dieses Gen zeigte eine bevorzugte Expression in Wurzeln (siehe unten).
Nt-TIPa, ein TIP-Mitglied aus dem Tabak, ist permeabel fiir Glycerin und Harnstoff (Gerbeau
et al., 1999). Das zu diesem TIP am hochsten homologe MIP in A. thaliana ist TIP4;1
(Johanson et al., 2001). Auch dieses 7IP war nur in Wurzeln zu finden (sieche unten). Die
Eigenschaft andere, ungeladene Molekiile wie Wasser zu transportieren, scheint mit
Ausnahme der SIPs, zu denen es noch keine Transportstudien gibt, eine Funktion zu sein, die
in allen MIP-Subfamilen vertreten ist. Fiir die 4. thaliana MIPs, einschlieB3lich PIP1;3 und
TIP4;1, gibt es allerdings noch keine experimentellen Nachweise einer Glycerin-
Permeabilitét.
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Uber die physiologische Bedeutung von Glycerin in A. thaliana und anderen Pflanzen ist
allerdings bis dato wenig bekannt.

In der TIP-Subfamilie zeigen ebenfalls einige Mitglieder ein ubiquitdres Expressionsmuster
in A. thaliana: TIP1;1 (ehemals yTIP), TIP1;2, TIP2;1 (frilher TIP) und 77P2;2. Wie die vier
ubiquitdr exprimierten P/Ps zeigen auch die in allen untersuchten Organen detektierten 77Ps
in Wurzeln das hochste Expressionsniveau. Die bevorzugte Expression dieser 7IPs in
Wurzeln wird durch die hohe Anzahl an ESTs aus diesem Organ gestiitzt (Quigley et al.,
2001).

Expressions-Analysen mit einer Sonde aus dem 3’-UTR von Hoéfte et al. (1992) bestiétigen die
ubiquitdre Expression von 7/P1;1 in allen untersuchten Organen. Allerdings war 7IPI;] in
thren Untersuchungen gleichmifig exprimiert. Da die Autoren keine Angaben zum Alter der
untersuchten Organe machten, kann keine Erkldrung der Unterschiede in den Expressions-
Analysen gegeben werden.

Das homologe TIPI;2 zeigt ein &hnliches Expressionsmuster auf Organ-Ebene, die
Expressionen in Stingeln, Blattern und Bliiten sind aber hoher als die von TIPI;I. Das
dhnliche Expressionsprofil der beiden homologen Mitglieder ldsst im ersten Augenblick auf
dhnliche Aufgaben in der Pflanze schlieen. Erst zelluldre Expressionsstudien konnten
Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten in der Verteilung dieser 77Ps innerhalb der einzelnen
Organe liefern.

Die Expression von 77P2;1 (6TIP) in den verschiedenen Organen deckt sich im Wesentlichen
mit Analysen mittels einer Sonde aus dem 3’-UTR von Daniels et al. (1996). In deren
Untersuchungen waren hohe Expressionen in Bliiten und Sténgeln zu finden, die Expression
in Schoten hingegen war gering. In Rosetten von 3 Wochen alten Pflanzen war die Expression
dhnlich der in Bliiten und Stdngeln. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde
allerdings eine geringere Expression in Blittern von 3 Wochen alten Pflanzen gegeniiber
Bliiten und Sténgeln festgestellt. Die Expression in dlteren Blittern ging dagegen bei Daniels
et al. (1996) stark zuriick, moglicherweise befanden sich deren Pflanzen in einem anderen
Entwicklungsstadium als die in der vorliegenden Untersuchung. Die Unterschiede im
Expressionsniveau konnten auch auf die Verwendung unterschiedlichen Pflanzenmaterials
(Blatter anstatt Rosetten bei Daniels et al. (1996)) zuriickzufiihren sein. Grof3e Unterschiede
zeigten sich in der Expression in Wurzeln: Daniels et al. (1996) konnten 77P2;] nur in
geringen Mengen in Wurzeln nachweisen, die Array-Analyse zeigte hingegen eine deutliche
Expression in Wurzeln. Dabei ist aber zu beriicksichtigen, dass Daniels et al. (1996) 6 Tage
alte Wurzeln aus festem Substrat untersuchten, im Rahmen der vorliegenden Organ-
spezifischen Expressions-Analysen aber 3 Wochen alte Wurzeln aus hydroponischer Anzucht
verwendet wurden.

Das Expressionsprofil des homologen 7/P2;2 sieht hingegen etwas anderes aus: Dieses Gen
ist stark in Wurzeln und eher schwach in Stingeln und Bliiten exprimiert.

Die hohen und ubiquitdren Expressionen dieser 7/P-Mitglieder in allen Pflanzenorganen
deuten auf konstitutive Funktionen in der Pflanze hin. 7/PI; 1, ein Aquaporin (Maurel et al.,
1993), scheint dabei hauptsichlich in elongierenden Zellen exprimiert zu sein (Ludevid et al.,
1992). Transkripte von TIP2;1, ebenfalls ein Aquaporin, finden sich verstirkt in sich
entwickelnden vaskulidren Geweben (Daniels et al., 1996).

Zwei TIP Mitglieder waren ausschlieBlich in der Wurzel zu finden: 7/P4,1 und TIP2;3. Fiir
TIP4;1 wurden ESTs nur in der Wurzel gefunden (Quigley et al., 2001). Fiir 77P2;3 sind nur
ESTs aus ganzen Pflanzen beschrieben (Quigley et al., 2001).

TIP3;1 und TIP3;2 wurden hingegen nur in der Schote detektiert. Die Sonden dieser Gene
konnen allerdings Kreuzhybridisierungen mit anderen Genen aufweisen. Die spezifische
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Expression in Schoten stimmt aber gut mit Daten aus der Literatur iiberein, in denen TIP3, 1
als Samen-spezifisches o-77P beschrieben wurde, das in Tonoplasten von Protein-
speichernden Vakuolen lokalisiert ist (Hofte et al., 1992).

Keine Expressionen wurden fiir 7/P1;3, TIP5;1 und TIP2;x-PG gefunden. Da weder in der
vorliegenden Array-Analyse eine Expression, noch ESTs zu 7IPI;3 und TIP5;1 in den
Datenbanken gefunden wurden, wére es moglich, dass diese beiden TIPs nur in ganz
spezifischen Zellen lokalisiert sind bzw. erst durch &dullere Stimuli eine Expression zeigen.
TIP2;x-PG ist ein Pseudo-Gen, das fiir ein verkiirztes TIP kodieren wiirde (Quigley et al.,
2001).

Die NIP-Subfamilie in 4. thaliana besteht aus 11 Mitgliedern mit zwei Pseudo-Genen. Eine
Expression konnte nur von fiinf Mitgliedern nachgewiesen werden: NIPI,1, NIP1;2, NIP3;1-
PG, NIP5;1 und NIP6;1. Die Expression von NIP6;1 ist aber durch die mdgliche
Kreuzhybridisierung der entsprechenden Gen-Sonde mit einem anderen Gen nicht gesichert.

Drei NIP-Gene fanden sich ausschlieSlich in der Wurzel: NIPI;1, NIP3;1-PG und NIP5;1.
Die spezifische Expression von NI/P1;1 in Wurzeln wurde schon bei Weig und Jakob (2000b)
beschrieben. Zu dem Pseudo-Gen NIP3;I-PG gibt es in den Datenbanken keine ESTs (02/
2003), trotzdem konnten Transkripte iber RT-PCR nachgewiesen werden (sieche Anhang,
7.2). Fiir NIP5;1 existiert nur ein EST aus der Wurzel in den Datenbanken (Quigley et al.,
2001).

NIPI;2 konnte in Wurzeln und zusitzlich noch in Bliiten nachgewiesen werden, ein EST
findet sich in entwickelnden Samen (Quigley et al., 2001).

NIP7;1-Transkripte konnten in keinem untersuchten Organ detektiert werden, ein EST ist
aber aus Bliiten bekannt (Quigley et al., 2001). Zu den restlichen N/P-Mitgliedern, die in den
untersuchten Organen keine Expression zeigten (NIP2;1-PG, NIP3;1, NIP4;1, NIP4,2) sind
auch keine ESTs bekannt (Quigley et al., 2001).

Die bevorzugte Expression von NIPs in der Wurzel ldsst auf eine Wurzel-spezifische
Funktion schlieBen. Zwar sind die bisher untersuchten NIPs aus A. thaliana und anderen
Pflanzen in der Lage, Wasser zu transportieren, diese MIP-Mitglieder kénnen aber auch
andere kleine, ungeladene Molekiile transportieren. Die heterologe Expression von NIP1;1
und NIP1;2 aus A. thaliana in der Hefe zeigte, dass diese NIPs als Glycerin-Permeasen
fungieren konnen (Weig und Jakob, 2000b). Das namengebende NOD26, das in der
Peribakteroidmembran der Sojabohne lokalisiert ist, sowie das zu NIP1;2 hoch homologe
LIMP2 aus Lotus japonicus zeigen ebenfalls Wasser- und Glycerin-Transport-Aktivititen
(Rivers et al., 1997; Dean et al., 1999; Guenther und Roberts, 2000). NIPs in der
Peribakteroidmembran von Leguminosen diirften beim Stoffaustausch zwischen
Knollchenbakterium und Wirt beteiligt sein. Von Arabidopsis ist allerdings nicht bekannt,
dass sie eine Symbiose mit Kndllchenbakterien eingehen. Thnen muss damit eine andere
Aufgabe in der Wurzel zukommen. Auch ist bisher nicht bekannt, in welchen zelluldren
Membranen diese NIPs in A. thaliana lokalisiert sind. Damit ist es schwierig, den 4. thaliana
NIPs eine Funktion zuzuordnen. Weig und Jakob (2000a) vermuten aber, dass sie bei
hypoxischen/anoxischen Bedingungen eine Rolle spielen kdnnten.

Die SIPs stellen die vierte MIP-Subfamilie dar. Uber Mitglieder dieser Subfamilie ist bis dato
weder bekannt in welchen Membranen sie lokalisiert sind, noch welche Molekiile sie
transportieren. Mit Hilfe des DNA-Microarrays konnte zum ersten Mal ein Expressionsprofil
in A. thaliana beschrieben werden.
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Alle drei Vertreter aus der S/P-Subfamilie konnten zumindest in zwei Organen detektiert
werden. SIPI;] wird in allen Organen exprimiert, allerdings ist die Expression in Bléttern
sehr schwach, die hochste Expression findet sich in Schoten. ESTs zu diesem Gen wurden in
Wurzeln und oberirdischen Organen gefunden (Quigley et al., 2001). SIP1,2 ist im Gegensatz
zum homologen SIPI; 1 nur sehr schwach in Wurzeln und Schoten exprimiert. ESTs sind aus
Wurzeln und oberirdischen Organen bekannt (Quigley et al., 2001). SIP2;1 wird in allen
Organen, aufler in Blittern exprimiert. Die meisten Transkripte finden sich in Wurzeln und
Schoten. ESTs sind nur aus Wurzeln bekannt (Quigley et al., 2001).

Da von den SIP-Mitgliedern in A4. thaliana bzw. auch anderen Pflanzen noch nicht bekannt
ist, welche Molekiile sie transportieren, ist es schwierig, eine Funktion abzuleiten. Im Rahmen
der vorliegenden Untersuchungen wurde aber gezeigt, dass SIPs bevorzugt in Schoten
exprimiert werden. Da hier noch griine, unreife Schoten untersucht wurden, kdnnten sie unter
anderem bei der Entwicklung der Samen beteiligt sein.

4.2.2 Fazit der Organ-spezifischen Expressions-Analyse

Die Validitit der Array-Daten wurde durch Vergleiche mit einigen in der Literatur
vorhandenen Daten bestétigt (siche Text oben). In einigen Fillen zeigte sich aber dennoch,
dass es Unterschiede bei den vorliegenden Untersuchungen zu EST-Anzahlen bzw. Slot-Blot
Analysen gibt. Unterschiede kdnnten sich aus unterschiedlich alten Versuchsmaterialien
ergeben. Eine entwicklungsabhingige Expression wurde bei MIP-Mitgliedern bereits
beschrieben: Kaldenhoff et al. (1995) stellten fest, dass mit zunehmendem Alter der Organe
die Expression von PIPI;2 abnahm. Auch in unserem Labor konnte gezeigt werden, dass
Transkripte von PIP-Mitgliedern in Bldttern mit zunehmendem Alter (13 auf 29 Tage)
abnahmen (Franck, 1998).

Die Uberpriifung der Daten aus der Array-Expressions-Analyse von ausgewihlten MIPs
mittels semi-quantitativer RT-PCR (siehe Ergebnisse, 3.2) zeigte zudem, dass die Sensitivitét
des Arrays geringer als die der semi-quantitativen RT-PCR ist, schwach exprimierte Gene
also unter dem Detektionslimit des Array-Systems liegen kdnnen. Durch die Verwendung
ganzer Organe bei den Expressions-Analysen konnte es auch vorgekommen sein, dass MIP-
Transkripte aus spezifischen Zellen verdiinnt wurden und so unterhalb des Detektionslimits
der Array-Analyse fielen.

Die im Rahmen der Organ-spezifischen Expressions-Analyse verwendeten A. thaliana
Pflanzen wurden hydroponisch angezogen, somit konnten sich Unterschiede in den
Transkriptionsprofilen der MIPs in diesen Pflanzen zu jenen Pflanzen ergeben, die auf festem
Substrat (z.B. Erde) wuchsen.

Die Expressions-Analyse aller 4. thaliana MIPs zeigt ein sehr differenziertes Bild fiir die
Mitglieder der MIPs: Neben ubiquitir exprimierten MIPs sind einige von ihnen nur in ganz
bestimmten Organen zu finden oder sie zeigen eine bevorzugte Expression in bestimmten
Organen. MIPs scheinen nicht nur zentrale Aufgaben wie Wassernachschub bei elongierenden
oder sich teilenden Zellen, bzw. Be- und Entladen von Wasser in das vaskuldre System zu
besitzen. Die bevorzugte Expression von MIPs in manchen Organen ldsst auf ganz bestimmte
Aufgaben schlieBen (z.B. PIPI1;4, PIP2;7 und PIP2;6 bevorzugt in der Bliite, NIPs
hauptséchlich in der Wurzel; siehe Text oben).

Fiir AQP1, ein Aquaporin aus dem Menschen, gibt es Hinweise, dass es permeabel fiir CO; ist
(Prasad et al., 1998; Blank und Ehmke, 2003). Allerdings gibt es auch Befunde, die gegen
eine Beteiligung von AQP1 beim Transport von CO, iiber Membranen sprechen (z.B. Yang et
al., 2000; Fang et al., 2002). CO, ist fiir Pflanzen von besonderer Bedeutung, da sie daraus bei
der Photosynthese die bendtigten Kohlenhydrate produzieren. Bei einem MIP, das spezifisch
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fir CO, permeabel ist, wire demnach zu vermuten, dass es hauptsidchlich in Blittern
exprimiert wird. Bei vorliegender Organ-spezifischer Expressions-Analyse konnte aber fiir
kein MIP eine bevorzugte Expression in Bléttern festgestellt werden. Falls pflanzliche MIPs
permeabel fiir CO; sind, scheint dies daher eine zusatzliche Funktion zu sein. Untersuchungen
von Uehlein et al. (2003) zeigten, dass ein Aquaporin aus Tabak (NtAQP1) permeabel fiir
CO; ist, und die Uberexpression von NtAQP1 die Wachstumsrate der Blitter sowie die
Photosyntheserate erhdhte. Damit ergeben sich Hinweise auf eine physiologische Relevanz
des Aquaporin-vermittelten CO,-Transports in der Pflanze. Fiir dasselbe Protein wurde
allerdings auch eine Glycerin-Permeabilitdt beschrieben (Biela et al., 1999). Damit scheinen
MIPs tatsdchlich vielfdltige Funktionen zu besitzen.

Fir alle bis dato nicht ndher untersuchten MIP-Mitglieder konnte erstmals ein
Expressionsprofil erstellt und damit eine wichtige Grundlage fiir weitergehende
Untersuchungen geschaffen werden. Zur genaueren Funktionsaufkldrung miissten allerdings
fiir die meisten MIP-Mitglieder noch zelluldre (bzw. subzellulire) Lokalisationen, bzw.
Transport-Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Aufgrund der hohen Homologie einzelner MIP-Mitglieder wire zu vermuten, dass es sich
dabei um redundante Gene handelt. Ein auffallend &dhnliches Organ-Expressionsprofil konnte
fiir die beiden homologen MIP-Mitglieder TIPI;1 und TIPI;2 sowie PIPI;l und PIPI;2
gezeigt werden. Von diesen reagierten nur die beiden 77P-Gene bei Wasserstress auch dhnlich
(siche Ergebnisse, Abb. 3.5, 3.3.1). Die Expressionsprofile weiterer homologer MIP-
Mitglieder, wie z.B. PIP1:3/PIP1;4, PIP2;2/PIP2;3, PIP2;7/PIP2;8 unterschieden sich aber
stark. Die beiden P/P-Mitglieder PIPI,;3 und PIPI;4 zeigten auch bei Wasserstress (siche
Ergebnisse, Abb. 3.5, 3.3.1) unterschiedliche Stress-Reaktionen auf Transkript-Ebene. Eine
redundante Entwicklung scheint daher nicht immer stattgefunden zu haben und
moglicherweise ist eine solche Redundanz genomisch nicht sehr stabil.

In der Wurzel zeigen sich nicht nur die meisten, sondern auch die am hdchsten exprimierten
MIPs. Dabei waren besonders jene MIPs stark exprimiert, von denen bekannt ist, dass sie
Aquaporine sind (PIPI;1, PIP1;2, PIP2;1, PIP2;2 (Kammerloher et al., 1994), TIPI;]
(Maurel et al., 1993) bzw. TIP2;1 (Daniels et al., 1996)). In der Wurzel, als priméres Organ
zur Wasser-Aufnahme, scheinen Aquaporine eine vielféltige, wichtige Rolle zu spielen.

4.2.3 MIP-Expression in Keimlingen

Bei der Untersuchung der M/P-Expressionsprofile in Keimlingen (siehe Ergebnisse, Abb. 3.2,
3.2) zeigte sich, dass jene Gene, die in allen Organen detektiert wurden, schon im
Keimlingsstadium exprimiert werden (PIPI;1, PIPI1;2, PIPI;5, PIP2;1, TIPI; 1, TIPI;2,
TIP2:1, TIP2;2 und SIPI;I). In der adulten Pflanze ubiquitir exprimierte MIPs scheinen
schon im Keimlingsstadium eine essentielle Rolle beim Transport von Wasser (oder anderer
Molekiile) zu besitzen.

Alle weiteren MIPs, die in Keimlingen detektiert wurden, waren in der adulten Pflanze
bevorzugt in Wurzeln und Bliiten/Schoten exprimiert.
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4.3 Reaktion der MIPs auf Wasserstress

4.3.1 Transkriptionsinderungen von MIPs bei NaCl- und Sorbitolstress

Fiir ein optimales Wachstum sind Pflanzen auf die Verfiigbarkeit von Wasser angewiesen.
Trockenheit und hohe Salzkonzentrationen im Boden konnen zu Wassermangel fithren. Als
zumeist sessile Organismen ist es flir Pflanzen deshalb wichtig, den Wasserhaushalt unter
diesen Stressbedingungen genauestens zu regulieren. Untersuchungen zum Effekt von NaCl
auf Organ-Ebene haben gezeigt, dass NaCl die Wasserleitfahigkeit von Mais- und
Arabidopsis-Wurzeln senkt (Azaizeh und Steudle, 1991; Martinez-Ballesta et al., 2003). Eine
Verminderung der Wasserleitfahigkeit zeigte sich auch auf zelluldrer Ebene in Mais (Azaizeh
et al, 1992). Die Beteiligung von Aquaporinen an Wasserstressreaktionen ist daher
naheliegend.

Untersuchungen von MIP-Transkripten bei Wasserstress wurden unter anderem in
Mesembryanthemum crystallinum (Kirch et al., 2000, Yamada et al., 1995), Craterostigma
plantagineum (Mariaux et al., 1998), Helianthus annuus (Sarda et al., 1999) oder Oryza sp.
(Malz and Sauter, 1999, Liu et al., 1994, Li et al., 2000) durchgefiihrt. In all diesen Pflanzen
zeigte sich, dass MIPs bei Wasserstress in ihrer Transkription beeinflusst werden. Dabei ergab
sich ein sehr differenziertes Bild, in dem innerhalb der untersuchten Pflanzen einige MIPs
induziert, andere reprimiert wurden.

Durch die Array-Analyse mit den Gen-spezifischen Sonden war es mdglich, alle MIPs in
einer Pflanze unter Wasserstress auf ihr transkriptionelles Verhalten zu untersuchen. Diese
Untersuchung an den MIPs wurde in Wurzeln und Blittern durchgefiihrt, um herauszufinden,
inwieweit in diesen Organen differenzielle Stress-Antworten stattfinden.

Wasserstress wurde dabei in Form einer 100 mM NaCl- bzw. 200 mM Sorbitol-Applikation
an Wurzeln ausgelost und Transkriptdnderungen nach 5, 24 und 48 Stunden in Wurzeln und
Blattern gemessen.

43.1.1 Vergleich der beiden Stressoren NaCl und Sorbitol anhand der MIP-Induktions-
bzw. Repressionsprofile

Salz und Sorbitol stellen nicht nur einen osmotischen Stress fiir Pflanzen dar, Na" und CI-
Ionen sind zudem in hohen Konzentrationen toxisch fiir die Pflanze (siehe Einleitung, 1.2.1).
Anhand einer iso-osmotischen Sorbitol- und NaCl-Behandlung der Pflanzen wurde der Frage
nachgegangen, inwieweit MIPs durch einen osmotischen Stress, bzw. Stressor-spezifisch in
ihrer Transkription beeinflusst werden.

Beim Vergleich der beiden Stressoren NaCl und Sorbitol féllt auf, dass alle MIP-Gene, die bei
der NaCl-Behandlung reagieren, auch bei der Sorbitol-Behandlung in ihrer Transkription
beeinflusst werden. Besonders die 7/P-Familie zeigte sowohl im Blatt als auch in der Wurzel
groBe Ahnlichkeiten in ihrer Stress-Antwort auf NaCl und Sorbitol-Behandlung. Die
Gemeinsamkeiten einiger MIPs im Verhalten ihrer Stress-Antwort auf NaCl bzw. Sorbitol
lassen vermuten, dass die transkriptionellen Anderungen auch bei NaCl durch einen
osmotischen Stress und nicht Stressor-spezifischen Effekt ausgelost werden. Die Pflanze
konnte iiber einen osmotischen Sensor (siche Einleitung, 1.2.2) eine Reduktion des
extrazelluldiren Wasserpotenzials erkennen und iiber verschiedene Signalmolekiile (ABA,
Ca’’, etc., siehe auch Einleitung, 1.2.2, 1.2.3) die Regulation auf Transkript-Ebene steuern.
Bis dato ist aber noch relativ wenig tiber die transkriptionelle Regulation von MIPs bekannt.
Kaldenhoff et al. (1993) sowie Franck (1998) konnten regulatorische cis-Elemente in einigen
Promotoren von MIPs identifizieren. Dies waren ABRE- und MYC-Elemente. Diese
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Elemente spielen bei der Induktion von einigen Genen bei Wasserstress eine wichtige Rolle
(siehe Einleitung, 1.2.3). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die stromaufwirts vom
Start-Codon liegenden Bereiche (3000 bp) der durch NaCl- und Sorbitolstress induzierten
MIPs auf regulatorische cis-Elemente iiberpriift (siche Tab. 4.1). Das ABRE-Element in
PIPI;4, sowie MYC- und MYB-Elemente in 7/P4;1 und NIP5;1 deuten darauf hin, dass

ABA bei der transkriptionellen Regulation dieser Gene bei Wasserstress beteiligt ist.

Tab. 4.1: Bei Wasserstress-Reaktionen beteiligte cis-Elemente in den stromaufwiirts vom Start-Codon
liegenden Bereichen der induzierten MIP-Mitglieder PIP1;4, TIP4;1 und NIP5;1.

Gen ABRE-Element' DRE-Element' |MYC*- MYB*-
PyACGTG(G/T)C | TACCGACAT |Bindedomine Bindedoméne
CACATG TGGTTAG
PIPI1;4 -1839-1846° (W): |- -1645-1650 (C) |-
CACGTGTC -1862-1867 (W)
-2110-2115 (W)
-2720-2725 (W)
TIP4,; 1 - - -1410-1415 (W) |-1032-1038 (W)
-162-167 (C) -1925-1931 (W)
NIP5; 1 - - -806-811 (C) -538-544 (C)

''Seki et al., 2002a

* Abe et al., 1997

3 Die Zahlen beschreiben den Nukleotid-Abstand der cis-Elemente zum Startcodon.
(W) Watson, (C) Crick kennzeichnen die Orientierungen der Sequenzmotive.

Die meisten MIPs zeigten allerdings im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen eine
Repression in ihrem Transkriptgehalt. Es wére daher moglich, dass auch Transkriptions-
Repressoren oder der Ausfall von Aktivatoren bei der transkriptionellen Regulation von MIPs
bei Wasserstress beteiligt sind.

Deutliche Unterschiede in der Transkriptionsantwort bei NaCl- und Sorbitol-Behandlung sind
besonders in der Wurzel nach 48 Stunden zu verzeichnen. Zwar sind alle Gene, die durch die
NaCl- und Sorbitol-Applikation reagieren reprimiert, Sorbitol beeinflusst allerdings mehr
Gene in ihrer Transkription als NaCl. Zu den exklusiv bei der Sorbitol-Behandlung
reprimierten MIPs zdhlen die hoch exprimierten P/P-Mitglieder PIPI;2 und PIP2;1, sowie
PIPI;5 und die SIP-Mitglieder SIPI;1 und SIP2;1. Die beiden TIP-Mitglieder TIP1;I und
TIP2;2 zeigen auch eine tendenziell stirkere Repression (= 2-fach) bei der Sorbitol-
Behandlung im Vergleich zur NaCl-Applikation (siche Abb. 3.5, 3.3.1). Zu diesem Zeitpunkt
zeigten die Pflanzen bei Sorbitolstress auch leichte Welkeerscheinungen. Gesamt gesehen
scheint Sorbitol einen stirkeren Einfluss auf den Wasserhaushalt in der Pflanze zu haben als
NaCl.

In beiden Fillen kann die Aufnahme von NaCl als compatible solute zur raschen
Turgorerholung fithren, da auch bei Sorbitolstress die Aufnahme von Na'- und Cl-lonen
zusammen mit K gezeigt wurde (Shabala und Lew, 2002). Die Aufnahme von Sorbitol selbst
ist allerdings auch moglich (Hohl und Schopfer, 1991). Damit wiirde zwar in beiden Fillen
das osmotische Potenzial in der Zelle gesenkt werden, die Aufnahme von Sorbitol konnte aber
auch andere, von NaCl verschiedene, sekundire Effekte auslosen. Moglicherweise ist in den
Sorbitol-gestressten Pflanzen die Beladung des Xylems mit Ionen gestort und in der Folge der
osmotisch getriebene Wasserfluss von den Wurzeln zu den Blittern erniedrigt. Es wére
allerdings auch denkbar, dass Sorbitol {iber das Xylem in die oberirdischen Pflanzenteile
gelangt und dort direkt einen Einfluss auf den Wasserhaushalt in Bldttern hat. Auch wurde ein
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durch NaCl-Schockbehandlung ausgeloster programmierter Zelltod beschrieben, der aber

morphologischen Anderungen und dadurch der Adaptierung an den Salzstress vorausgeht
(Huh et al., 2002).

43.1.2 Friithe Induktion von MIPs bei Wasserstress

Bei der transkriptionellen Anderung von MIPs bei Salz- und Sorbitolstress wurde innerhalb
der ersten 24 Stunden eine Induktion von drei MIP-Genen, NIP5;1, PIP1;4 und TIP4,1, in der
Wurzel festgestellt. Im Blatt waren keine Induktionen von MIPs vorhanden. Nach 48 Stunden
Stress-Behandlung mit Sorbitol zeigten PIP1;4 und TIP4,1 allerdings eine Repression, eine
Induktion dieser MIPs scheint daher bei der frithen Stress-Antwort von Bedeutung zu sein.
Sofern diese Gene fiir Aquaporine kodieren, stellt sich die Frage, warum die Pflanze die
Wasserpermeabiltit an den Biomembranen bei einer schockartigen Erniedrigung des
osmotischen Potenzials der Néhrlosung erhoht. Allerdings sind alle drei Gene sehr schwach
exprimiert. Die Proteine sind daher vermutlich wenig abundant und eine geringfiigige
Erhohung wiére von geringer physiologischer Relevanz oder sie sind nur in wenigen,
spezifischen Zellen exprimiert. Moglicherweise sind dies Zellen, bei denen es unter
Wasserstress zu einer erhohten Transportaktivitit von Ionen bzw. anderer osmotisch
wirksamer Stoffe kommt, und folglich eine hohe Wasserpermeabilitit einen raschen
Ausgleich osmotischer Unterschiede ermoglicht. Durch eine zelluldre Lokalisation der
induzierten MIPs konnte festgestellt werden, um welche Zellen es sich dabei handelt, und ob
diese MIPs in denselben Zellen exprimiert sind. Von keinem dieser MIPs wurde allerdings bis
dato eine Aquaporin-Aktivitdt beschrieben. Das zu TIP4;1 hoch homologe Nt-TIPa aus Tabak
(Gerbeau et al., 1999) transportiert neben Wasser noch Glycerin und Harnstoff. Der NIP-
Subfamilie, zu denen NIP5;1 zdhlt, diirfte ebenfalls eine Aufgabe im Transport anderer
Molekiile als Wasser zukommen. Es ist daher nicht auszuschlief3en, dass die bei Wasserstress
induzierten MIPs andere Aufgaben als die Verdnderung der Wasserpermeabilitdt von
Plasmamembran bzw. Tonoplast besitzen, zumal auch die in A. thaliana bis dato bekannten
Aquaporine eine andere Reaktion auf den Wasserstress zeigen (siche 4.3.2).

4.3.2 Beteiligung von Aquaporinen bei Wasserstress

Xiong und Zhu (2002) zeigten, dass 4. thaliana Pflanzen, die auf Erde wuchsen, bei einer
Wisserung mit 100 mM NaCl ihr Wachstum ganz einstellten und starben. Im Rahmen der
vorliegenden Untersuchungen wurden A. thaliana Pflanzen in hydroponischen Kulturen
angezogen und 100 mM NaCl bzw. 200 mM Sorbitol zum Auslosen von Wasserstress zur
Néhrlosung zugegeben. Diese Pflanzen zeigten zwar nach 72 Stunden an manchen Blittern
Ausbleichungen, die Pflanzen konnten allerdings bis zur Bliite und Samenreifung weiter
kultiviert werden. Der Wasserstress diirfte bei vorliegenden Untersuchungen ,,milder* sein
und zeigt, dass sich die Pflanzen an den Stress anpassen konnten.

Zu den auf beide Stressoren reagierenden MIPs zéhlen auch die abundanten Aquaporine
PIPI;1, PIP2;2, TIP1;1, TIP2;1 sowie PIPI,3 (siche Abb 3.5, 3.3.1). Alle diese Aquaporine
zeigten im Rahmen der vorliegenden Wasserstress-Untersuchungen eine Repression auf
Transkript-Ebene. Anhand dieser Befunde wird ein Modell zur Beteiligung von Aquaporinen
bei (schockartigem) Wasserstress in A. thaliana in Wurzeln und Blittern vorgestellt
(Abb. 4.2). Dabei wird angenommen, dass sich eine Verringerung im Transkriptgehalt in
einer verminderten Proteinmenge wiederspiegelt, die eine Erniedrigung der
Wasserpermeabilitit der Plasmamembran bzw. des Tonoplasten nach sich zieht. Einen
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Zusammenhang der hydraulischen Leitfahigkeit mit der Expression von PIP1-Aquaporinen
konnten Martinez-Ballesta et al. (2003) zeigen. Die hydraulische Leitfahigkeit von A4. thaliana
Wurzeln nahm mit steigender NaCl-Konzentration ab. Damit korrelierte eine Repression von
PIP1-Transkripten, die mit einer PIPI;I-Probe kreuzhybridisierten. Zusétzlich wurde die
verminderte hydraulische Wasserleitfahigkeit der NaCl-gestressten Wurzeln durch Zugabe
von HgCl, nicht weiter beeinflusst.

Unter physiologisch optimalen Bedingungen mit einem hohen extrazelluldren
Wasserpotenzial kommt es zu einer Aufnahme bzw. Abgabe von Wasser aus der Zelle.
Wasser kann dabei symplastisch iiber Plasmodesmata bzw. transzellulir iiber die
Plasmamembran bzw. den Tonoplasten transportiert werden (siehe Einleitung, 1.1.1.1).
Aquaporine konnen dabei den =zelluliren Wassertransport erleichtern, indem sie die
Wasserleitfahigkeiten von Biomembranen erhohen. Dies gewdhrleistet einen raschen
Ausgleich von osmotischen Unterschieden zwischen der Zelle und ihrer Umgebung
(Abb. 4.2A und D). Bei Wasserstress, ausgeldst durch eine Erniedrigung des osmotischen
Potenzials in der Nahrlosung kommt es in Bldttern und Wurzeln zu unterschiedlichen Stress-
Antworten:

432.1 Wurzel

Durch eine starke Erniedrigung des extrazelluldren osmotischen Potenzials kommt es zu einer
Veranderung des Wasserpotenzialgradienten zwischen der Zelle und ihrer Umgebung. Das
fiihrt dazu, dass Wasser aus dem Zytoplasma in den Apoplasten ,,gesaugt” wird. Dadurch
kommt es im Zytoplasma zu Konzentrationsinderungen, die moglichst rasch wieder
ausgeglichen werden miissen. Um wieder einen Wassereinstrom in die Zelle zu ermoglichen,
produziert die Zelle compatible solutes zur Senkung des innerosmotischen Potenzials bzw.
erhoht die Aufnahme von anorganischen Ionen (z.B. K", Na" und CI’; Shabala und Lew,
2002).

Im Rahmen der vorliegenden Transkriptuntersuchungen wurde festgestellt, dass innerhalb der
ersten 24 Stunden nach Stress-Applikation auch hoch exprimierte PIP-Aquaporine (PIPI;1,
PIPI1;3 und PIP2;2) reprimiert, TIP-Aquaporine wie 7/P1;1 und TIP2;1 zu diesem Zeitpunkt
unbeeinflusst sind. Die Pflanze verringert demnach bei Wasserstress zuerst die
Wasserpermeabilitit der Plasmamembran (Abb. 4.2B), sofern die transkriptionelle
Suppression sich auf Proteinebene wiederspiegelt. Zudem ist fiir ein PIP2-Mitglied aus Spinat
eine posttranslationale Regulation durch Dephosporylierung bei Wasserstress bekannt, die
ebenfalls zu einer Reduktion der Wasserpermeabilitit fithren konnte (Johansson et al., 1996,
1998). Erst spater werden auch hoch exprimierte 77P stark reprimiert.

Die anhaltende Verringerung der Wasserleitfahigkeit der Plasmamembran unter suboptimalen
Wachstumsbedingungen (Abb. 4.2.B u. C) konnte die Pflanze davor schiitzen, bei
zusitzlichen Verdnderungen in den wassertreibenden Kriften (hydraulisch/osmotisch) einen
schnellen Wasserverlust der Zelle und damit auch der Wurzel entgegenzuwirken. Die
Regulation der Wasserpermeabilitit der Plasmamembran bei Wasserstress diirfte von
zentraler Bedeutung fiir die Pflanze sein. Neueste Untersuchungen von Aharon et al. (2003)
haben gezeigt, dass eine konstitutiv hohe Wasserpermeabilitit der Plasmamembran bei
gradueller Austrocknung einen negativen Effekt hat. Transgene Tabak-Pflanzen, die mit
einem 35S-AtPIP1;2-Konstrukt transformiert wurden, begannen nach 19-20 Tagen ohne
Wasserzufuhr zu welken, Wildtyp-Pflanzen hingegen erst nach 25 Tagen. Die Erniedrigung
der Wasserpermeabilitit der Plasmamembran scheint die Pflanze bei Wasserstress vor einem
raschen Wasserverlust zu schiitzen, was durch die konstitutive Uberexpression von AtPIPI;2
vermindert bzw. verhindert wird. Dagegen konnten Siefritz et al. (2002) zeigen, dass Tabak-
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Pflanzen, bei denen durch antisense-Technik zwei PIPI-Mitglieder reprimiert waren, nach
Wisserung mit einer PEG-Losung (-0,35 MPa) bereits nach 3 Stunden zu welken begannen.
Wildtyp-Pflanzen zeigten zu diesem Zeitpunkt allerdings keine sichtbaren Effekte. Die
Autoren vermuteten, dass in den antisense-Pflanzen mit verminderter PIP/-Expression ein
kritisches Wasserpotenzial und Turgor-Druck schneller erreicht werden als in Wildtyp-
Pflanzen. Diese scheinbar gegensitzlichen Befunde sind wahrscheinlich auf die
unterschiedlichen Arten des Wasserstresses (graduelle Austrocknung vs. osmotischer Schock
bzw. Osmotikum) und die Untersuchung unterschiedlicher Aquaporine zuriickzufiihren
(Aharon et al., 2003). Martre et al. (2002) konnten zudem zeigen, dass PIP1 und PIP2
antisense-Pflanzen  (Arabidopsis) nach Trockenheit und Wiederbewidsserung ihre
hydraulische Leitfahigkeit und Transpirationsrate langsamer und weniger vollstindig
regenerierten als Wildtyp-Pflanzen. Dies mag damit zusammenhéngen, dass die antisense-
Pflanzen nach der Wiederbewédsserung weniger neue Blitter entwickelten als Wildtyp-
Pflanzen. All diese Untersuchungen belegen die Bedeutung der Aquaporin-abhidngigen
Wasserpermeabilitit der Plasmamembran bei Wasserstress.

Um einen kontinuierlichen Wasserfluss aus der Vakuole und einen damit verbundenen Abfall
des Zell-Turgors entgegenzuwirken, akkumulieren in der Vakuole zur Senkung des
osmotischen Potenzials organische bzw. anorganische Ionen wie z.B. Na” und CI" (Hasegawa
et al., 2000). Osmotische Potenzialunterschiede zwischen Zytoplasma und Vakuole kdnnen
somit ausgeglichen werden. Die vorliegenden Untersuchungen lassen zudem vermuten, dass
bei anhaltendem Wasserstress auch die Wasserpermeabilitidt des Tonoplasten gesenkt wird.
Nach 48 Stunden sind neben den oben erwéhnten PIP-Aquaporinen auch die abundanten TIP-
Aquaporine TIPI;1 und TIP2;1 in ihrer Transkription gechemmt. Die daraus moglicherweise
resultierende Erniedrigung der Wasserpermeabilitit des Tonoplasten ldsst vermuten, dass sich
die Pflanze bei anhaltendem Stress vor einem zu raschen Wasserausfluss aus der Vakuole,
und damit vor einer rapiden Anderung des Zell-Turgors schiitzt (Abb. 4.2C).

Weiterfithrende Untersuchungen konnten zeigen, ob die festgestellten Repressionen von
Aquaporinen auch bei ldngerer Stress-Dauer erhalten bleiben. In Oryza sativa konnte fiir ein
MIP-Gen gezeigt werden, dass es bei NaCl-Stress in den ersten 6 Stunden nach Stress-
Applikation reprimiert, nach 7 Tagen induziert wird (Kawasaki et al., 2001).

Die Repression der PIP- und TIP-Aquaporine in Wurzeln deutet jedenfalls auf einen
reduzierten transzelluliren Wasserfluss bei Wasserstress hin. Besonders die Repression von
PIPI;1, das ubiquitdr in allen lebenden Zellen der Wurzel exprimiert wird (Franck, 1998)
lasst vermuten, dass dabei die gesamte Wurzel von einem verminderten transzelluldren
Wasserfluss betroffen ist. Damit stellt sich die Frage, welche Auswirkungen eine verminderte
Wasserpermeabilitit von Zellen auf den Wasserfluss der Nahrlosung iiber die Wurzel zu den
wasserfiihrenden Gefdflen (Xylem) haben konnte.

Die Reduktion des transzelluliren Wasserflusses flihrt zur Erhéhung des Anteils des
apoplastischen Wasserflusses (Martinez-Ballesta et al., 2003). Der Wasserfluss im Apoplasten
kann allerdings nur durch hydrostatische Gradienten getrieben werden. Die Transpiration
miisste demnach auch bei Wasserstress ausreichend hoch sein, um den Wasserfluss im
Apoplasten aufrecht zu halten. Bei Wasserstress schlieen die Pflanzen ihre Stomata. Damit
sinken aber auch hydrostatische Gradienten iiber dem Wurzelzylinder. Zusétzlich zu den
hydrostatischen Gradienten bestimmen allerdings noch osmotische Gradienten zwischen dem
Xylem und dem Boden bzw. der Nihrlosung den Wasserfluss. Diese osmotische Gradienten
konnen allerdings nur tiber die Gesamtheit der Zellschichten aufgebaut werden und sind
deshalb nur beim transzelluliren Wasserfluss von Bedeutung. Die Senkung des osmotischen
Potenzials in der Néhrlosung lasst auf eine Umkehr des osmotischen Potenzialsgradienten
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zwischen dem Xylem und der Néhrlosung schliessen. Um wieder einen osmotisch getriebenen
Wasserstrom vom Boden zu den Leitgefilen zu ermdglichen, muss die Pflanze das
osmotische Potenzial im Xylem senken. Untersuchungen von Carvajal et al. (1999) haben
gezeigt, dass Capsicum annuum Pflanzen bei NaCl-Stress die Ionen-Konzentrationen von K,
NOs5, PO43', SO42', Cl" und Na" nach 48 Stunden im Xylem erhohen. Die Wasserleitfahigkeit
der Wurzel nahm parallel dazu ab. Javot et al. (2003) konnten zeigen, dass in pip2,2 knock-
out-Mutanten die osmotische Wasserleitfahigkeit der Wurzel (Lp,.,) um 14 % geringer war als
in Wildtyp-Pflanzen. Aus der verminderten Lp,., resultierte eine Erh6hung der Osmolalitdt im
Xylem. Moglicherweise fiihrt eine verminderte Wasserleitfahigkeit in Wurzeln unter
Wasserstress dazu, dass die Osmolalitdt im Xylem zunimmt, und es dadurch zur Einregelung
des osmotisch getriebenen Wasserflusses von der Néhrlosung zum Xylem auf niedrigerem
Niveau kommt. Néhere Einblicke zur Beteiligung von Aquaporinen bei Wasserstress konnten
Untersuchungen mit Mutanten bei Wasserstress liefern. Die in vorliegender Arbeit
identifizierten Aquaporine, die bei Wasserstress eine transkriptionelle Anderung zeigten (z.B.
PIPI,;1), stellen dafiir potenzielle Kandidaten dar.

4322  Blatt

Im Blatt zeigt sich ebenfalls eine Repression von Aquaporinen bei Wasserstress, allerdings
sind hier nur die hoch exprimierten 7/P-Aquaporine 7IP1;1 und TIP2;1 in der Expression
beeinflusst, die in der Wurzel reagierenden Aquaporine aus der PIP-Familie zeigen keine
transkriptionellen Anderungen. Es ist interessant, dass 77P1,;1 und TIP2;1 im Blatt frither auf
den Stress reagierten als in der Wurzel, obwohl diese im direkten Kontakt zu NaCl bzw.
Sorbitol stand. Diese frithen Repressionen von 7/P1;1 und TIP2;1 lassen vermuten, dass es in
Blattern wichtig ist, moglichst rasch bei Wasserstress die Wasserpermeabilitidt des
Tonoplasten zu senken und damit den Wasserfluss in bzw. aus der Vakuole zu verringern und
damit den Zell-Turgor zu stabilisieren (Abb. 4.2E). Diese Regulation konnte iiber das
Phytohormon ABA vermittelt sein, das an der Signalvermittelung bei Wasserstress beteiligt
ist (Sauter et al., 2001).

Ungewohnlich ist der Befund, dass hoch exprimierte PIP-Aquaporine im Blatt, wie PIPI; 1,
PIPI1;2 und PIP2;]1 keine Reaktion auf den Wasserstress zeigen. Lediglich P/PI;5 und
PIP2;7, deren Funktion als Aquaporine noch nicht bekannt ist und die ein geringes
Expressionsniveau im Blatt aufweisen, zeigten eine Repression. Entweder sind metabolische
Prozesse bei der Regulation des Wasserhaushaltes in Blattzellen ausreichend (z.B. Bildung
von compatible solutes) oder die Wasserpermeabilitdt der Plasmamembran wird {iber andere
Wege (z.B. Phosphorylierung/Dephosphorylierung der Aquaporin-Proteine) reguliert oder in
den Blittern wird ein akuter Wasserstress durch das SchlieBen der Stomata verhindert.
Johansson et al. (1996; 1998) konnten zeigen, dass PM28A, ein PIP2-Mitglied aus Spinat
unter Wasserstress in Bléttern dephosphoryliert und dadurch inaktiviert wird. Die Autoren
vermuteten, dass durch die Inaktivierung von PM28A der Wasserfluss aus dem Zytoplasma
verlangsamt und dadurch einem schnellen Austritt von Wasser entgegengewirkt wird. Dies
konnte der Pflanze Zeit fiir Adaptationsprozesse (z.B. Bildung von compatible solutes) geben.
In ithrem Modell (Kjellbom et al., 1999) bleibt die Wasserpermeabilitit des Tonoplasten
unverdndert (hoch) um einen raschen Ausgleich von Wasser zwischen der Vakuole und dem
Zytoplasma zu gewihrleisten. Der Wasserstress wurde bei deren Untersuchungen allerdings
direkt an Blattstiicken appliziert, indem diese mit einem Sorbitol-enthaltenden Medium
infiltriert wurden. Die Reaktion konnte in diesem Fall der in dieser Arbeit beobachteten
Repression von PIPs und TIPs in Wurzeln analog sein.
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Die beiden TIPs TIPI;1 und TIP2;1 waren auch noch nach 48 Stunden Stress-Behandlung
reprimiert. Die anhaltende Verringerung der Wasserpermeabilitdt des Tonoplasten kdnnte ein
Indiz dafiir sein, dass ein geringerer Wasseraustausch in und aus der Vakuole stattfindet.
Moglicherweise schiitzt sich die Pflanze auch durch die Erniedrigung der Wasserpermeabilitit
des Tonoplasten vor einem AusflieBen des Wassers aus der Vakuole, um einem Verlust des
Zell-Turgors und damit einem Welken entgegenzuwirken (Abb. 4.2F).

An Sorbitol-behandelten Pflanzen wurde beobachtet, dass die Blétter nach 48 Stunden Stress-
Behandlung leichte Welkeerscheinungen zeigen, was auf einen reduzierten Zell-Turgor
hindeutet. Dieser reduzierte Zell-Turgor konnte zu einer verlangsamten Zell-Expansion
fiihren und somit die Wachstumsrate der Blitter beeinflussen. Physiologische Studien haben
auch gezeigt, dass unter Wasserstress das Wachstum von Wurzeln im Vergleich zu dem der
Blitter begiinstigt wird, und Blitter sehr rasch bei geringen Anderungen des Wasserpotenzials
ihr Wachstum verringern. Die bevorzugte Expression von 7/PI;] in elongierenden Zellen
(Ludevid et al., 1992) und die Induktion von 7IPI;l durch das Wachstum-stimulierende
Gibberelin in der Gibberelin-sensitiven Mutante ga/ (Phillips und Huttley, 1994) belegen eine
Beteiligung dieses TIPs beim Elongationsprozess.
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vorherige Seite: Abb. 4.2: Modell zur Regulation von PIP- und 7IP-Transkripten bei Wasserstress in
Waurzeln (A-C) bzw. Blittern (D-F). N, Nukleus; V, Vakuole; C, Zytoplasma; OS, osmotischer Sensor; CS,
compatible solutes; ABA, Abscisinsdure; \,, osmotisches Potenzial der Nahrlosung. Néheres siche Text.

4.4 Reaktion von A. thaliana auf NaCl- bzw. Sorbitolstress anhand von
transkriptionellen Anderungen bekannter Stress-Markergene sowie
von Genen des Sekundiarmetabolismus

Um einen tieferen Einblick in die Stress-Antwort der Pflanze bei NaCl- bzw. Sorbitolstress zu
erhalten, wurden bekannte Stress-regulierte Gene, sowie Gene des Sekundirmetabolismus
und des Redox-Stoffwechsels auf ihre transkriptionelle Anderungen untersucht. Dabei wurde
besonderes Augenmerk auf die bei NaCl bzw. Sorbitol gemeinsam reagierende Gene bzw.
Stressor-spezifisch  reagierende  Gene  gelegt, sowie  Unterschiede in  den
Transkriptionsdnderungen in Bldttern und Wurzeln herausgearbeitet.

4.4.1 Reaktion der Pflanze auf NaCl- bzw. Sorbitolstress

Fiir die Analysen war es von groler Bedeutung, dass zu jedem untersuchten Zeitpunkt in
Bléttern und Wurzeln jeder Stressor nur einen kleinen Teil der Gene in ihrer Transkription
beeinflusste. Die Reaktion eines nur kleinen Teils der Gene ldsst darauf schlieffen, dass die
beiden Stressoren relativ spezifisch in den Stoffwechsel der Pflanze eingreifen. In technischer
Hinsicht ist nur so eine Normalisierung der Filter mdglich (siehe Material und Methoden,
2.10.7).

Anhand der Venn-Diagramme (sieche Ergebnisse, Abb. 3.7, 3.3.2) und Tab. 3.3 (3.3.2.1) ist
deutlich, dass NaCl und Sorbitol nicht nur Stressor-iiberlappende  Gene
induzieren/reprimieren, zusitzlich zeigen einige Gene eine ganz spezifische Reaktion auf die
NaCl- bzw. Sorbitol-Behandlung (siche Ergebnisse, Tab. 3.4, 3.3.2.2).

Durch NaCl und Sorbitol waren auch verschieden viele Gene spezifisch induziert/reprimiert:
In den ersten 5 Stunden der Stress-Behandlung sind in Blittern und Wurzeln mehr Gene
durch NaCl als durch Sorbitol in ihrer Transkription beeinflusst. Moglicherweise liegt dies
darin begriindet, dass NaCl neben einen osmotischen auch einen ionischen Effekt besitzt
(siche FEinleitung, 1.2). Nach 48 Stunden sind dann mehr Gene durch Sorbitol
induziert/reprimiert als durch NaCl.

Unterschiede sind nicht nur bei den Stressoren zu finden, in Blittern und Wurzeln kommt es
ebenfalls zu unterschiedlichen Stress-Reaktionen der untersuchten Gene. Innerhalb der ersten
24 Stunden nach Stress-Applikation scheint die Pflanze in der Wurzel von einer Stressor-
tiberlappenden Antwort auf eine Stressor-spezifische Antwort umzuschalten. In Bléttern
hingegen steigt in diesem Zeitraum die Zahl an gemeinsam bei NaCl und Sorbitol
induzierten/reprimierten Gene. Ein Umschalten von einer Stressor-liberlappenden zu einer
Stressor-spezifischen Reaktion konnten Kreps et al. (2002) ebenfalls in ihren Transkriptom-
Untersuchungen bei NaCl- und Mannitolstress feststellen, allerdings zeigten dabei sowohl
Wurzeln als auch Blétter eine Reduktion der iiberlappenden Stress-Antwort von 3 nach 27
Stunden. Die Unterschiede liegen vermutlich in der selektiveren (Stress-Gene, Gene des
Sekundiarmetabolismus) und geringeren Auswahl der in dieser Arbeit untersuchten Gene. In
der Wurzel sind auch zu jedem Zeitpunkt mehr Gene in ihrer Transkription beeinflusst als im
Blatt, moglicherweise liegt dies daran, dass die Wurzel im direkten Kontakt zu NaCl bzw.
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Sorbitol stand. Anhand der fehlenden Uberlappung von Blatt und Wurzel bei Genen, die
sowohl bei NaCl als auch Sorbitol induziert/reprimiert werden ist weiters ersichtlich, dass in
den beiden Organen unterschiedliche Stress-Gene in ihrer Transkription beeinflusst werden.
Untersuchungen von Kreps et al. (2002) zeigten auch, dass bei NaCl-, Mannitol- und
Kiltestress ein Grofiteil der Transkriptionsdnderungen Wurzel- bzw. Blatt-spezifisch
stattfand.

4.4.2 Uberlappende Reaktionen in A. thaliana auf NaCl- und Sorbitolstress

Die Zugabe von NaCl (100 mM) zur Néhrldsung stellt nicht nur einen ionischen, sondern
auch einen osmotischen Stress fiir die Pflanzen dar. Um diese osmotische Komponente des
NaCl- Stresses ndher zu charakterisieren wurde eine iso-osmotische Kontrollbehandlung
(200 mM Sorbitol) an Pflanzen durchgefiihrt. Diese Analysen zeigten, dass 45 % der
reagierenden Gene sowohl bei NaCl als auch bei Sorbitol in ihrer Transkription beeinflusst
werden. Diese Reaktionen deuten darauf hin, dass die beiden Stressoren iiberlappende Stress-
Antworten ausldsen. Eine bekannte Reaktion auf Salz- und osmotischen Stress ist die Bildung
von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS; reactive oxygen species), die sowohl als
Signalmolekiile fungieren, als auch Schiadigungen verursachen konnen (z.B. Xiong et al.,
2002). Die Induktionen der beiden Peroxidasen GPX/ und PRXCB (PRXCA) in Bléttern und
Wurzeln deuten auf eine Beteiligung dieser beiden Peroxidasen bei Entgiftungsreaktionen von
H,0, bei Wasserstress hin.

Einige der Stressor-iiberlappend reagierenden Gene zeigten zudem  gleiche
Reaktionskinetiken bei NaCl- und Sorbitolstress und lassen vermuten, dass sie primér auf
osmotische Anderungen reagieren und iiber iiberlappende Signalwege reguliert werden (siche
Ergebnisse, Tab. 3.3, 3.3.2.1).

Unter allen 47 A. thaliana GSTs zeigten nur GSTF6/GSTF7 und GSTF2/GSTF3 in Wurzeln
zu allen untersuchten Zeitpunkten eine Induktion bei der NaCl- und Sorbitol-Behandlung.
Glutathion-S-Transferasen katalysieren nicht nur den nukleophilen Angriff des Tripeptids
Glutathion (y-L-Glutamyl-L-Cysteinyl-L-Glycin) auf lipophile Molekiile, sie konnen auch als
Glutathion-Peroxidasen fungieren (Edwards et al., 2000). Thre Beteiligung bei verschiedenen
Stress-Reaktionen wurde schon vielfach untersucht (z.B. Wagner et al., 2002; Kiyosue et al.,
1993; Sharma et al., 1996; Yang et al., 1998). In all diesen Untersuchungen war GSTF6
induziert (Wagner et al., 2002). In Tabak konnte auch eine Induktion einer GST bei NaCl-
Stress gezeigt werden (Roxas et al., 1997). Da bei vielen dieser Stress-Reaktionen auch
oxidativer Stress ausgeldst wird, wird vermutet, dass ROS als sekundire Stress-Faktoren die
Induktion von GSTs hervorrufen (Marrs, 1996). Da ROS auch bei Salz- und Trockenstress
gebildet werden, konnten GSTF6/GSTF7 und GSTF2/GSTF3 ebenfalls durch ROS bzw. iiber
ROS-abhingige Signalwege induziert werden, und moglicherweise auch an der
Detoxifizierung von ROS-geschéddigten Molekiilen beteiligt sein.

Die Tatsache, dass alle weiteren GSTs entweder Stressor-liberlappend bzw. nur durch
Sorbitol in ihrer Transkription beeinflusst waren, konnte bedeuten, dass GSTs primér auf die
osmotischen Anderungen reagierten und dariiber auch ihre Induktion durch NaCl zu erkliren
ist.

Zwei Vertreter aus der Familie der ABC-Transporter, MRPII und ATM3 zeigten nach
5 Stunden eine transiente Induktion durch NaCl und Sorbitol in der Wurzel. Bei der
Untersuchung zur Verteilung von 28 ABC-Transportern in 4. thaliana-Organen war MRP1 1
das am stirksten exprimierte Mitglied (Glombitza, 2002). MRP11 gehort zur Subklasse der
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MRP-Proteine (multidrug resistance-associated proteins). Mitglieder dieser Familie sind
hiufig am Transport von Glutathion-Konjugaten beteiligt. In A. thaliana konnte dies fiir vier
MRPs gezeigt werden (Gaedeke et al., 2001; Liu et al., 2001; Lu et al., 1998; Lu et al., 1997,
Tommasini et al., 1998). Es wire auch vorstellbar, dass pflanzliche MRPs neben anderen
Molekiilen oder Ionen auch am Transport von GSH-Konjugaten mit oxidativ geschidigten
Molekiilen beteiligt sind (Rea et al., 1998), und damit an Entgiftungsprozessen wihrend
oxidativem Stress eine Rolle spielen konnten.

Die genaue Funktion des halben mitochondrialen ABC-Transporters ATM3 ist nicht bekannt,
moglicherweise spielt er bei der Regulation der intrazelluldren Eisen-Homoostase eine Rolle
(Kushnir et al., 2001). Die vorliegenden Untersuchungen lassen darauf schlielen, dass ATM3
bei Reaktionen auf osmotischen Stress beteiligt ist.

Im Zuge dieser Arbeit konnten auch fiir drei PR-Proteine gleiche Induktionsprofile bei NaCl-
und Sorbitolstress festgestellt werden. In der Wurzel sind dies eine basische Endochitinase
sowie eine B-1,3-Glukanase (BG3) und in Blittern eine weitere B-1,3-Glukanase (PR-2;
BG2). Diese Gene wurden auch durch andere abiotische Stressoren induziert. In Tabak wurde
eine Induktion einer basischen Endochitinase sowie einer B-1,3-Glukanase durch Ozon
gezeigt (Ernst at al., 1992). PR-2 wurde durch Aluminium in Weizen (Cruz-Ortega und
Ownby, 1993), durch Ozon in 4. thaliana (Heidenreich, 1999), durch UV-B (4. thaliana;
Surplus et al., 1998), und durch Mannitolstress (Kreps et al., 2002) induziert. Die Induktion
der drei PR-Proteine unter diversen Stressbedingungen konnte bedeuten, dass dhnliche oder
konvergierende Signalwege bei den verschiedenen Stressoren zur Induktion dieser PR-
Proteine fithren. Surplus et al. (1998) konnten zeigten, dass die Induktion von PR-2 durch
UV-B abhédngig von ROS und Salicylsdure war. Salicylsdure scheint auch bei oxidativen
Stressreaktionen, die durch NaCl und osmotischen Stress entstehen, beteiligt zu sein (Borsani
et al., 2001). Moglicherweise sind ROS und Salicylsdure auch bei der Signaltransduktion der
durch osmotischen Stress induzierten PR-Proteine beteiligt. Die drei PR-Proteine kdnnten
Teil eines allgemeinen ,,Alarmprogramms‘ sein, das die Pflanze bei unterschiedlichen Stress-
Bedingungen anschaltet.

Ein zur Familie der Germin-dhnlichen Proteine (GLP) zdhlendes Mitglied, GLP4, war zu
allen untersuchten Zeitpunkten in der Wurzel sowohl bei NaCl als auch Sorbitol induziert.
Germin-dhnliche Proteine gehdren zusammen mit Germinen zur Uberfamilie der Cupine
(Membre et al., 2000). Arabidopsis besitzt mindestens 12 GLP-Gene (Carter et al., 1998). Die
bis dato ndher untersuchten GLPs aus 4. thaliana (AtGER1 (=GLP1), AtGER2 (=GLP2) und
AtGER3 (=GLP3)) sind apoplastidire Proteine, die iiber ionische Bindungen mit der
extrazelluldren Matrix assoziiert sind (Membre et al., 2000). Die zelluldre Lokalisation von
GLP4 ist bisher aber noch nicht bekannt. Obwohl fiir einige GLPs aus anderen Pflanzen
Oxalatoxidase-Aktivitdten beschrieben wurden, scheinen AtGER1, AtGER2 und AtGER3
diese Funktion nicht zu besitzen. Moglicherweise handelt es sich bei GLPs auch um
Rezeptoren, die bei physiologischen, entwicklungsabhingigen und/oder Stress-relevanten
Prozessen beteiligt sein konnten (Membre et al., 2000). Ohmiya et al (1998) identifizierten in
Pfirsichen ein GLP als ein Auxin-Bindeprotein mit einer hohen Peptidsequenz-Homologie zu
ABP1, einem Auxin-Bindeprotein aus dem Mais. Die frithe und anhaltende Induktion von
GLP4 deutet jedenfalls auf eine konstitutive, bisher unbekannte Funktion bei osmotischem
Stress in Wurzeln hin.

Im Gegensatz zu GLP4 zeigte GLPI in Blittern eine Repression auf die beiden Stressoren
und scheint damit eine andere Funktion als GLP4 bei osmotischem Stress zu besitzen.
Zusitzlich zu diesen beiden GLPs zeigten GLP6 und GLPY eine spezifische Reaktion auf den
NaCl-Stress und lassen somit auf spezifische Funktionen bei NaCl-Stress schlieBen. GLP9
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war bei 2 Zeitpunkten (24 und 48 Stunden) induziert und zdhlte somit zu den hoch-spezifisch
NaCl-induzierten Genen (siche 4.4.3).

Eine putative Glyoxalase II (GLX-/I.4) wurde in Bléttern nach 24 und 48 Stunden sowohl bei
NaCl als auch Sorbitol induziert. Dieses Protein ist wahrscheinlich in der mitochondrialen
Matrix lokalisiert (Maiti et al., 1997). Glyoxalase I- und II-Proteine sind Teil des Glutathion-
abhédngigen Glyoxalase Detoxifizierungs-Systems, in dem cytotoxische 2-Oxo-Aldehyde, wie
z.B. Methylglyoxal, das als unvermeidliches Nebenprodukt in der Glykolyse entsteht,
entgiftet werden (Thornalley, 1990). Fiir eine andere Glyoxalase II, GLX-II.3, konnte eine
Induktion bei einer Pathogen-Infektion (Pseudomonas syringae) bzw. Xenobiotika-
Behandlung (Primisulfuron) in Blittern gezeigt werden (Glombitza et al., submitted).
Glyoxalase IIs diirften somit bei verschiedenen Stress-Bedingungen eine Rolle spielen. Eine
Induktion bei Stress konnte auch fiir Glyoxalase I gezeigt werden: NaCl, Mannitol und ABA
induzierten eine Glyoxalase I (Espartero et al., 1995). Die Autoren vermuteten, dass der
Anstieg der Expression von Glyoxalase I in Zusammenhang mit dem gesteigerten Bediirfnis
fiir ATP und damit verbundener Erhhung der Glykolyse in Salz-gestressten Pflanzen steht.

Die Stressor-liberlappenden Reaktionen von CYP8IDI und UGT74F2 in Blittern sowie
UGT72DI1 in Wurzeln lassen zudem vermuten, dass NaCl- bzw. Sorbitolstress spezifische
Teile des Sekundirstoffmetabolismus &hnlich beeinflussen. UDP-Glycosyltransferasen
transferieren Monosaccharide (z.B. Glucose) auf organische Molekiile um so ihre Aktivitit zu
regulieren. Viele dieser Molekiile, wie z.B. Phytoalexine und Pflanzen-Hormone spielen in
Abwehrreaktionen eine wichtige Rolle. Auch Cytochrom P450-Monooxygenasen sind an der
Biosynthese einer Vielzahl von Sekundirstoffen und Phytohormonen beteiligt (Werck-
Reichhart et al., 2002). Wohingegen die spezifischen Funktionen von CYP81D1 und
UGT72D1 nicht bekannt sind, haben in vitro Studien gezeigt, dass UGT74F2 Salicylsdure
glucosyliert (Lim et al., 2002). Salicylsdure verstirkt oxidative Stress-Reaktionen, die durch
NaCl- und osmotischen Stress entstehen (Borsani et al., 2001). Mdglicherweise deutet die
Induktion von UGT74F2 auf in diesem Kontext stehende Salicylsdure-Detoxifizierungs-
Mechanismen hin.

Die Repression einer Adenin-Phosphoribosyltransferase (4P77) in Wurzeln bei Salz- und
Sorbitolstress konnte in Zusammenhang mit einem verdnderten Wachstum bei osmotischem
Stress stehen. Adenin-Phosphoribosyltransferasen sind nicht nur fiir die Umwandlung und
Wiederverwertung von Adenin in Adenylat verantwortlich, auch Cytokinine kénnen als
Substrate fungieren (Mok und Mok, 2001; Allen et al., 2002). Cytokinine sind prenylierte
Derivate des Adenins, die das Pflanzenwachstum iiber eine Stimulierung der Zellteilung
fordern.

4.4.3 Spezifische Reaktionen in A. thaliana auf NaCl- bzw. Sorbitolstress

Die Analysen von bekannten Stress-Markergenen sowie Genen des Sekundérmetabolismus
identifizierten neben Stressor-iiberlappenden auch Stressor-spezifische Reaktionen.

Wihrend fiir zwei UGTs und eine CYP iiberlappende Reaktionen auf NaCl- und Sorbitolstress
festgestellt werde konnten (siche 4.4.2), zeigten andere Mitglieder aus diesen Gen-Familien
spezifische Reaktionen auf die beiden Stressoren. So waren in der Wurzel nach 48 Stunden
Sorbitolstress viele CYPs und UGTs reprimiert. Die genauen Funktionen dieser einzelnen
Mitglieder sind zwar noch nicht bekannt, die Pflanze scheint aber exklusiv bei Sorbitolstress
spezifische Teile des Sekundarmetabolismus zu supprimieren. Die Repression von CYP72A414
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deutet darauf hin, dass dabei auch die Biosynthese von Monoterpenen bzw. Indol-Alkaloiden
betroffen ist (Werck-Reichhart, 2001).

Obwohl viele der Stressor-spezifischen Reaktionen nur transient waren bzw. nur nach 48
Stunden detektiert wurden, konnte fiir einige Gene eine hoch-spezifische Reaktion gezeigt
werden, d.h. eine Stressor-spezifische Reaktion, die zu mindestens zwei Zeitpunkten erfolgte
(siehe Ergebnisse, Tab. 3.4, 3.3.2.2). Die zweimalige Reaktion innerhalb der Kinetik stellte
zudem eine wichtige Validierung der Reaktionen im Rahmen der vorliegenden
Untersuchungen dar.

Eine hoch-spezifische Induktion auf den NaCl-Stress in Wurzeln zeigten dabei zwei im
Kontext mit einer Phytopathogen-Abwehr stehenden Gene, eine Chitinase (PR3A4/V) und ein
Zellwand-assoziiertes Protein (CXC750; Aufsatz et al., 1998). Neben iiberlappenden
Reaktionen der Pathogen-Abwehr mit osmotischem Stress (siehe 4.4.2) scheint es auch ganz
spezifische, liberlappende Reaktionen mit NaCl-Stress zu geben.

Bei NaCl-Stress reagieren die Pflanzen auch mit einem verminderten Blatt-Wachstum (Xiong
und Zhu, 2002). Die Repression des vakuoldren Aquaporins 7/P1; 1 konnte an diesem Prozess
beteiligt sein (siche 4.3.2.2). In vorliegenden Untersuchungen wurde zudem gezeigt, dass ein
vegetatives Speicherprotein (VSPI) bei allen drei untersuchten Zeitpunkten in Bléttern NaCl-
spezifisch induziert wird. VSP1 ist eines von zwei VSP-Proteinen in 4. thaliana (Utsugi et al.,
1998). Im Gegensatz zu Speicherproteinen in Samen werden VSPs in vegetativen Geweben
transient synthetisiert und stellen im Wachstum und in der Entwicklung von Organen
wichtige Néhrstoff-Lieferanten (hauptsichlich Stickstoff) dar (Utsugi et al., 1998). Ihnen wird
auch eine wichtige Aufgabe wihrend Stress-Bedingungen zugeschrieben. Zur Speicherung
von ungenutztem Stickstoff durch ein vermindertes Wachstum werden bei Wasserstress VSP-
Transkripte induziert (Mason und Mullet, 1990; Staswick, 1990).

Ein Germin-dhnliches Protein, GLP9, zeigte nach 24 und 48 Stunden eine spezifische
Induktion auf NaCl-Stress in Wurzeln. Wie bereits bei der iiberlappenden Induktion von
GLP4 bei osmotischem Stress erwdhnt (sieche 4.4.2), ist die genaue Funktion der GLPs in
A. thaliana noch nicht geklért. Die spezifische Induktion von GLP9Y bei NaCl-Stress konnte
ein Hinweis darauf sein, dass dieses Gen bei Reaktionen auf die ionische Komponente von
NaCl oder auf einen NaCl-spezifischen Wasserstress beteiligt ist.

Eine hoch-spezifische Induktion bei Sorbitolstress zeigten eine Cytochrom P450-
Monooxygenase CYP72414 (siche oben) sowie die beta-Untereinheit der Tryptophan-
Synthase TSBI.

Die beta-Untereinheit der Tryptophan-Synthase zeigt eine Induktion bei Sorbitol nach 24 und
48 Stunden in Wurzeln. In A. thaliana wird TSB1 in der Wurzel hauptsdchlich in der
Wurzelspitze exprimiert (Pruitt und Last, 1993). Tryptophan ist uv.a. auch Vorstufe von
Phytoalexinen und eines Hormons, Indol-Glucosinolaten und Auxinen (Celenza, 2001). Ob
damit eine Funktion bei Sorbitolstress abgeleitet werden kann, ist unklar.

Die hoch-spezifischen Reaktionen auf die beiden Stressoren waren entweder nur in Wurzeln
oder nur in Bléttern zu detektieren und zeigen, dass in den beiden Organen unterschiedliche
Stress-Reaktionen stattfinden.
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4.4.4 Fazit der Transkriptionsinderungen von Stress-regulierten Genen und Genen
des Sekundirmetabolismus

Die NaCl- und Sorbitol-Behandlungen zeigen in der Pflanze nicht nur Stressor-iiberlappende
Reaktionen, auch ganz spezifische Gene werden durch NaCl oder Sorbitol in ihrer
Transkription beeinflusst. Die Pflanze reagiert somit auch ganz spezifisch auf die beiden
Osmotika.

In Blittern und Wurzeln sind zudem unterschiedliche Gene induziert bzw. reprimiert. Dies
zeigt, dass innerhalb der Pflanze die Stress-Antwort sehr differenziert ablauft.

Einige der Stressor-iiberlappend reagierenden Gene, wie z.B. GSTs und PR-Proteine sind
auch durch andere abiotische und biotische Stressoren induzierbar und lassen auf dhnliche
bzw. iiberlappende Signalwege zur Induktion bei Stress schlieBen. Da bei vielen dieser
Stressoren auch die vermehrte Bildung von ROS gezeigt werden konnte, scheinen ROS,
insbesondere H,O,, auch an der Signaltransduktion bei Stress beteiligt zu sein (Pastori und
Foyer, 2002). Zu den im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Stress-Markergenen
zahlten auch 3 SODs (Superoxid-Dismutasen). Eine Mn-SOD (At3g10920), eine zytosolische
Cu/Zn-SOD (At1g08830) sowie eine chloroplastidire Fe-SOD (At4g25100). Keines dieser
Gene zeigte allerdings eine Reaktion auf Salz- bzw. Sorbitol- Stress (siche Anhang, 7.4).
Moglicherweise sind andere SODs bzw. andere Enzyme an der Bildung von H,O, bei
Wasserstress, wie z.B. Oxalatoxidasen beteiligt.

Promotor-Analysen kdnnten zudem Aufschluss iiber regulatorische cis-Elemente in den durch
NaCl- und Sorbitol induzierten/reprimierten Genen geben. Von einigen cis-Elementen, wie
DRE- und ABRE-Elementen (siche Einleitung, 1.2.3) ist bereits bekannt, dass sie bei der
transkriptionellen Regulation von Genen bei Wasserstress beteiligt sind.

4.5 Insertionsmutanten

Durch das Ausschalten eines Gens kdnnen wichtige Einblicke zu dessen Funktion gewonnen
werden. Im Gegensatz zur antisense-Technik, bei der auch homologe Gene in ihrem
Transkriptionsniveau beeinflusst werden konnen, kann mittels knock-out-Mutanten ein Gen
ganz spezifisch ausgeschaltet werden. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurden
zwel Insertionsmutanten im P/P2;1- und PIP1;4-Gen verwendet. PIP2;1 ist ein in A. thaliana
Organen ubiquitir und hoch exprimiertes Aquaporin (siche Ergebnisse, Abb. 3.2, 3.2). PIP1,;4
wurde als ein durch NaCl induzierbares PIPI-Gen beschrieben (Pih et al., 1997 und
Ergebnisse, Abb. 3.17, 3.4.2.2). Ziel dieser Untersuchungen war es, Einblicke in die Reaktion
der Pflanze auf die Suppression dieser PIPs zu bekommen. Dazu wurden die
Transkriptionsprofile aller MIPs und von Genen des Stress- und Sekundérmetabolismus in
den Mutanten im Vergleich zu den entsprechenden Wildtypen wéhrend ungestressten
Bedingungen sowie Salzstress untersucht.

4.5.1 Die pip2;1-Mutante

Durch die Suppression zweier Aquaporine in A. thaliana (PIP1;1 und PIP1;2) mit Hilfe eines
35S-PIP1,;2-antisense-Konstrukts konnten Kaldenhoff et al. (1998) einen Unterschied im
Phinotyp von Mutante und Wildtyp feststellen. Die antisense-Mutante besall gegeniiber dem
Wildyp eine 5-fach erhohte Wurzelmasse. Die Autoren vermuteten, dass die Erhohung der
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Wurzelmasse die reduzierte =zellulire Wasserpermeabilitit kompensiert, um einen
ausreichenden Wassernachschub in die Pflanze zu gewahrleisten.

PIP2;1, das ebenfalls fiir ein Aquaporin kodiert (Kammerloher et al., 1994), besitzt ein
dhnliches Organ-Expressionsmuster in 4. thaliana wie PIP1;1 und PIP1;2 (siche Ergebnisse,
Abb. 3.2, 3.2). B-Glucuronidase-Reportergen-Analysen von Franck (1998) zeigten aber, dass
PIPI;1 in allen lebenden Zellen der Wurzeln exprimiert wird, P/P2;1 hingegen bevorzugt in
der Stele um das vaskuldre System. In Blittern setzt sich diese Differenz fort. Analysen an
PIPI;2 ergaben, dass dieses PIP1-Mitglied ebenfalls in allen lebenden Zellen des Blattes
lokalisiert ist (Kaldenhoff et al., 1995). Die unterschiedlichen Expressionen von
PIP1;1/PIP1;2 und PIP2;1 deuten auf unterschiedliche Funktionen dieser Aquaporine in der
Pflanze hin. Durch Bestimmung des Verhéltnisses Blatt- zu Wurzelmasse bei der pip2;1-
Mutante und beim Wildtyp wurde untersucht, ob diese Mutante mit dhnlichen Verdnderungen
im Phénotyp reagiert wie die pipl;1/pipl;2-Mutante. Bei dieser Untersuchung konnte aber
kein Unterschied zwischen der pip2;/-Mutante und dem Wildtyp festgestellt werden. Die
Pflanze reagiert somit auf die Suppression von PIP2;] und eine dadurch verbundene,
mogliche Erniedrigung der Wasserpermeabilitidt von Zellen des vaskuldren Systems nicht mit
einer Erhohung der Wurzelmasse. Neben den unterschiedlichen zelluldren Lokalisationen von
PIP2;1 und PIPI;1/PIPI,;2 konnte die Repression zweier PIPs durch die antisense-Technik
einen ausgeprigteren Phénotyp hervorrufen. Zusidtzlich konnten die verschiedenen
Anzuchtsbedingungen (in vorliegenden Untersuchungen wurden die Pflanzen hydroponisch
angezogen, bei der antisense-Linie wuchsen die Pflanzen auf Erde) zu einer Beeinflussung
der Phénotypen der Mutanten beitragen.

Weiterfithrende Untersuchungen zeigten, dass in der pip2;/-Mutante kein weiteres MIP-
Mitglied im Vergleich zum Wildyp eine Anderung in seiner Transkription zeigt. Auf
Transkriptebene scheint jedenfalls keine Kompensationsreaktion auf das Fehlen von PIP2;1
durch andere MIP-Mitglieder stattzufinden. Auch unter Salzstress-Bedingungen zeigten sich
keine Unterschiede bei der Transkription der MIPs in der Mutante im Vergleich zum Wildtyp.
Moglicherweise ist die Wasserpermeabilitit der Plasmamembran in den PIP2;1-
exprimierenden Zellen bei vorliegenden Untersuchungen, trotz des Fehlens von PIP2;1,
ausreichend hoch, oder PIP2;1 besitzt eine spezifische Funktion, die von anderen MIP-
Mitgliedern nicht kompensiert werden kann. Es wére allerdings auch moglich, dass durch das
Ausschalten von PIP2;1 andere MIP-Mitglieder eine posttranslationale Anderung erfiihren
(z.B. verstirkte Phosphorylierung), um dadurch der (vermutlichen) Erniedrigung der
zelluldaren Wasserleitfahigkeit entgegenzuwirken. Messungen der hydraulischen Leitfdhigkeit
an Wurzeln und an Zellen der Mutante und des Wildtyps, in denen PIP2;] exprimiert ist,
konnten zeigen, ob es durch das Ausschalten von PIP2;1 tatsdchlich Unterschiede zwischen
Mutante und Wildtyp gibt. Untersuchungen an einer pip2;2-Insertionsmutante wurden von
Javot et al. (2003) durchgefiihrt. Diese Mutante zeigte ebenfalls keine makroskopisch
sichtbaren Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp, sowohl bei ungestressten Bedingungen
als auch bei verschiedenen Stress-Situationen. Erst detailliertere Untersuchungen von Wasser-
Flissen in Zellen aus dem Cortex, in denen PIP2;2 stark exprimiert war, ergaben
Unterschiede. Die hydraulische Leitfdhigkeit dieser Zellen war in der pip2;2-Mutante im
Vergleich zu der aus Wildtyp-Zellen um 25-30 % reduziert. Die osmotisch getriebene
Wasserleitfahigkeit ganzer Wurzeln war in der Mutante um 14 % gegeniiber Wildtyp-
Pflanzen reduziert. Aufgrund ihrer Befunde nahmen die Autoren an, dass kein anderes MIP-
Mitglied kompensatorisch auf das Fehlen von PIP2;2 reagierte.

Da keine verdnderten Transkriptionsantworten anderer MIPs in der pip2;I-Mutante im
Vergleich zum Wildtyp erkennbar waren, wurden die Transkriptionsprofile bekannter Stress-
Markergene sowie von Genen des Sekunddrmetabolismus (ABC-Transporter,
Glukosyltransferasen, Cytochrom P450-Monooxygenasen sowie GSTs) unter ungestressten
Bedingungen und unter NaCl-Stress untersucht. Dabei ergaben sich aber keine Unterschiede
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zwischen der pip2;/-Mutante und dem PIP2;I-Wildytp. Unter der Annahme, dass das
Ausschalten von PIP2;1 zu einer Verminderung der Wasserpermeabilitit der Plasmamembran
fiihrt, scheint dies keinen Einfluss auf jene Prozesse auszuiiben, an denen die untersuchten
Gene beteiligt sind. Andererseits konnte die Wasserpermeabilitidt der Plasmamembran von
PIP2; I-exprimierenden Zellen, trotz des Fehlens von PIP2;1, bei vorliegenden
Untersuchungen ausreichend hoch sein, bzw. posttranskriptionelle Anderungen anderer MIPs
die verminderte Wasserleitfadhigkeit kompensieren. Weitere Untersuchungen an der pip2;1-
Mutante in unserem Labor ergaben aber Hinweise, dass in der pip2; /-Mutante Kalium- und
Mono-/Disaccharid-Transporter reprimiert sind (Schéffner, pers. Mitteilung). Dies konnte
bedeuten, dass die Wasserpermeabilitdt der Plasmamembran Einfluss auf den Transport von
Naihrstoffen bzw. Metaboliten hat. Denkbar wire, dass durch das Fehlen von PIP2;1 die
zellulire Wasserleitfihigkeit verringert wird, dadurch osmotische Anderungen an der
Plasmamembran nicht rasch ausgeglichen werden konnen, und deshalb die Pflanze auch den
Transport von (osmotisch aktiven) Néhrstoffen und Metaboliten reduziert.

4.5.2 Die pipl;4-Mutante

PIP1;4 wurde in Keimlingen als Salzstress-induzierbares MIP beschrieben (Pih et al., 1997).
Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass PIP1;4 bei der Stress-Anpassung bzw. bei
Signalwegen unter NaCl-Stress von Bedeutung ist. Mit Hilfe des DNA-Microarrays konnte
untersucht werden, ob durch das Ausschalten eines NaCl-induzierbaren MIPs andere MIPs
und bekannte Stress-Markergene, sowie Gene des Sekundirmetabolismus in ihrem
Transkriptionsprofil bei Salzstress eine Verdnderung zeigen. Sowohl bei ungestressten als
auch salzgestressten Keimlingen waren keine verdnderten Transkriptionsantworten der
untersuchten Gene erkennbar. Moglicherweise ist die Pflanze nicht in der Lage auf das Fehlen
von PIP1;4 zu reagieren, oder die Induktion von PIPI;4 durch NaCl-Stress hat keine
physiologische Relevanz in Keimlingen. In der pip/;4-Mutante konnte es allerdings auch zu
Verdnderungen kommen, die anhand der vorliegenden Transkript-Analysen nicht erkennbar
waren.

Eine Induktion von PIPI,;4 konnte auch in Wurzeln von 21 Tage alten NaCl- und Sorbitol-
gestressten Pflanzen festgestellt werden (siehe Ergebnisse, Abb. 3.5, 3.3.1). Zudem wurde
gezeigt, dass PIP1,4 bevorzugt in Bliiten exprimiert ist (siche Ergebnisse, Abb. 3.2, 3.2). Bis
dato ist noch nicht bekannt, ob PIP1;4 ein Aquaporin oder ein anderes Transport-Protein ist.
Weiterfilhrende Untersuchungen der pipl,;4-Mutante, wie z.B. Messung von hydraulischen
Leitfdhigkeiten oder phénotypische Untersuchungen (Bestimmung der Wurzelmasse,
Bliihzeitpunkt, etc.) konnten zur Funktionsaufkldrung beitragen.

4.6 Ausblick

Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte DNA-Microarray zur Unterscheidung
hoch  homologer = MIP-Mitglieder =~ kann  fiir  weitere = Untersuchungen  der
Transkriptionsdnderungen von MIPs verwendet werden. So ist z.B. bekannt, dass
Néhrstoffmangel zu einer Reduktion der Wasserpermeabilitit von Zellen bzw. ganzer
Wurzeln fiihrt (Caravajal et al.,, 1996). Es wird vermutet, dass MIPs an diesem Prozess
beteiligt sind (Caravajal et al., 1996; Clarkson et al., 2000). Der DNA-Microarray bietet die
Moglichkeit, bestimmte MIPs zu identifizieren, die bei Néhrstoffmangel eine Verdnderung in
threm Transkriptniveau zeigen und daher moglicherweise an diesem Prozess beteiligt sind.
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Die Organ-spezifische Expressions-Analyse der MIPs in A. thaliana lieferte einen
umfassenden Einblick in die Verteilung der MIP-Mitglieder in der Pflanze. Organe sind
allerdings komplexe Strukturen, die aus einer Vielzahl von Geweben und Zellen bestehen,
deren Aufgaben hdufig sehr verschiedenartig gestaltet sind. Ein wichtiger Beitrag zur
Funktionsaufklarung wire deshalb eine Analyse zur zelluliren Lokalisation mittels z.B.
in-situ RT-PCR oder in-situ Hybridisierung. Von 2 MIP-Subfamilien (NIPs und SIPs) ist auch
noch nicht bekannt, wo sie innerhalb der Zelle lokalisiert sind. Zu den SIPs sind bisher auch
keine Transportstudien verdffentlicht. Aufgrund der Komplexitit der pflanzlichen
Kompartimentierung wére es nicht weiter verwunderlich, wenn einige MIPs auch an anderen
Membranen ausser der Plasmamembran bzw. Tonoplast lokalisiert sind, und moglicherweise
auch andere Funktionen als die Erh6hung der Wasserpermeabilitit oder den Transport von
Glycerin an Membranen besidf3en.

Die Wasserstress-Untersuchungen (Sorbitol- und Salzstress) zeigten, dass hoch exprimierte
Aquaporine unter diesen Bedingungen in ihrer Expression gehemmt werden. Als Anpassung
an den Sorbitol- und Salztress scheint die Pflanze mit einer Erniedrigung der
Wasserpermeabilitit der Plasmamembran und des Tonoplasten zu reagieren. Messungen der
Wasserpermeabilitit an Zellen, in denen diese MIPs bevorzugt exprimiert werden, kdnnten
zeigen, ob sich eine Erniedrigung der Transkriptmenge auch tatsichlich in einer verminderten
Wasserpermeabilitit wiederspiegelt.

Wenig ist bis dato liber die transkriptionelle Regulation der MIPs bei Wasserstress bekannt.
Zwar wurden in einigen MIPs regulatorische cis-Elemente identifiziert, anhand der
transkriptionellen Anderungen der gesamten MIP-Familie durch die vorliegenden
Wasserstress-Untersuchungen ist es moglich, MIPs mit dhnlichen Reaktionsverhalten auf
Sequenzhomologien im Promotor-Bereich zu untersuchen, und mdgliche weitere
regulatorische Elemente zu identifizieren.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen an mip-
Insertionsmutanten zeigten auf transkriptioneller Ebene keine Unterschiede zu den Wildtypen.
Diese Transkript-Analysen konnten auf weitere Gene ausgeweitet werden, um néhere
Einblicke zur Funktion von MIPs bzw. davon abhidngigen Prozessen zu erhalten. Interessant
dabei wire die Analyse von Membrantransportern und Kanélen.
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S Zusammenfassung

MIPs (major intrinsic proteins) sind eine Gruppe von Transport-Proteinen, die ubiquitir in
Archaea, Pro- und Eukaryoten zu finden sind. Neben spezifischen Wasserkanalproteinen
(Aquaporine) sind einige Mitglieder dieser Familie permeabel flir andere kleine und
ungeladene Molekiile, wie z.B. Glycerin. Als Grundlage zur Funktionsaufkldrung der 38
MIP-Mitglieder in A. thaliana wurden ihre transkriptionellen Reaktionen untersucht. Dazu
wurde ein DNA-Array mit Sonden aus dem 3’-untranslatierten Bereich dieser Gene
entwickelt, der die Unterscheidung der oft hoch homologen Mitglieder auf Transkript-Ebene
zuliel3, wozu lingere cDNA-Sonden nicht geeignet sind. Eine 7/P1;2 cDNA-Sonde, die Teile
der kodierenden Sequenzen enthielt, zeigte in einem Hybridisierungsexperiment eine
40 %-1ge Kreuzhybridisierung mit dem homologen 77PI, 1. Die Spezifitit der Sonden wurde
in Zusammenarbeit mit dem Munich Information Center for Protein Sequences
bioinformatisch iiberpriift. Das stringente Auswahlkriterium dieser Analysen, woraufhin eine
Sonde bis zu einer 70 %-igen Homologie iiber 70 bp nicht kreuzhybridisiert, konnte auch
experimentell gestiitzt werden. Der Vergleich der Signalintensititen einer 172 bp langen,
spezifischen Sonde mit einer 774 bp langen cDNA-Sonde lieB zudem darauf schlieBen, dass
die Spezifitit der verwendeten 3’-UTR-Sonden die Sensitivitdt nicht beeintrachtigte.

Eine Organ-spezifische Expressions-Analyse zeigte, dass MIPs in allen untersuchten Organen
(Wurzeln, Blitter, Stingeln, Bliiten und Schoten) exprimiert werden. Die meisten MIPs (24
von 38) und die hochsten Expressionsniveaus wurden in der Wurzel detektiert. In Bléttern
konnten hingegen nur 11 von 38 MIP-Mitgliedern nachgewiesen werden. Die geringsten
Expressionen zeigten die Mitglieder aus der NIP- und S/P-Subfamilie. Zu den am hochsten
und in der Pflanze ubiquitdr exprimierten MIPs zdhlten die PIP-Mitglieder PIPI;1, PIPI;2
und PIP2;1 sowie die TIP-Mitglieder TIP1;I und TIP2;1, von denen bekannt ist, dass sie als
Wasserkanal-Proteine fungieren. Die Moglichkeit, die Wasserpermeabilitdt von Membranen
regulieren zu konnen, diirfte somit von zentraler Bedeutung in der ganzen Pflanze sein. Neben
ubiquitdr exprimierten MIPs sind einige nur ausschlieBlich oder bevorzugt in bestimmten
Organen zu finden, z.B. PIP1,;4, PIP2;6 und PIP2;7 in der Bliite und NIPs hauptsédchlich in
der Wurzel. Deren Funktion konnte neben einem Organ- oder Zell-spezifischen
Wassertransport auch die Permeation anderer ungeladener Molekiile beinhalten, da die
Transporteigenschaften dieser Mitglieder nicht geklért sind.

Das Expressionsprofil der MIP-Genfamilie in verschiedenen Organen sowie die
unterschiedliche Reaktion auf Wasserstress (s.u.) lassen auf differenzielle Funktionen der
einzelnen MIP-Mitglieder schlieBen. Lediglich 7/PI;1 und TIPI;2 konnten nach diesen
Kriterien nicht eindeutig unterschieden werden.

Durch Zugabe von 100 mM NaCl und 200 mM Sorbiotol zu hydroponisch angezogenen
A. thaliana-Pflanzen wurde iiber einen Zeitraum von 48 Stunden die transkriptionelle
Reaktion der MIP-Familie auf diese Wasserstressbedingungen verfolgt.

In Wurzeln wurde festgestellt, dass innerhalb der ersten 24 Stunden bei beiden Stressoren die
hoch exprimierten PIP-Aquaporine PIPI;l und PIP2;2 sowie PIPI;3 reprimiert, TIP-
Aquaporine wie TIPI;1 und TIP2;1 zu diesem Zeitpunkt jedoch unbeeinflusst sind. Die
Pflanze verringert demnach bei Wasserstress zuerst die Wasserpermeabilitit der
Plasmamembran, sofern sich die transkriptionelle Suppression auf Proteinebene
widerspiegelt.

Interessanterweise zeigte sich im Blatt eine frithe Repression der hoch exprimierten 77P-
Aquaporine 7IP1;1 und TIP2;1. Die in der Wurzel reagierenden Aquaporine aus der PIP-
Subfamilie zeigen im Blatt jedoch keine transkriptionellen Anderungen.
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Diese frithen Repressionen von 77PI;1 und TIP2;1 lassen vermuten, dass es in Blittern
wichtig ist, moglichst rasch unter Wasserstress die Wasserpermeabilitit des Tonoplasten zu
senken. Dies konnte der Stabilisierung des Zell-Turgors dienen und/oder mit einem
verringerten Blattwachstum einhergehen.

Die dhnlichen Transkriptionsantworten und Kinetiken der MIPs bei NaCl- und Sorbitolstress
lassen zudem vermuten, dass MIPs auch unter NaCl-Stress primédr auf die osmotische
Verdnderung in der Néhrlosung reagieren bzw. iiber dhnliche Signalwege reguliert werden.

Die parallele Untersuchung transkriptioneller Anderungen von bekannten Stress-Markergenen
und Genen des Sekunddrmetabolismus unter NaCl- und Sorbitolstress ergab zusétzliche
Hinweise auf tiberlappende und Stressor-spezifische Reaktionen in Wurzeln und Blattern.
Eine bekannte Reaktion auf Salz- und osmotischen Stress ist die Bildung von reaktiven
Sauerstoff-Spezies, die sowohl als Signalmolekiile fungieren als auch Schédigungen
verursachen konnen. Die Induktionen der beiden Peroxidasen GPX/ und PRXCB in Blittern
und Wurzeln deuten auf eine Beteiligung bei Entgiftungsreaktionen von H»O, unter
Wasserstress hin. Einzelne Mitglieder aus der Familie der UDP-Glycosyltransferasen und
Cytochrom P450-Monooxygenasen, wie UGT74F2 und CYP8IDI, zeigten bei Salz- und
Sorbitolstress iiberlappende Reaktionen, was darauf hindeutet, dass spezifische Teile des
Sekundérstoffmetabolismus dhnlich beeinflusst werden. Daneben zeigten andere Mitglieder
aus diesen Gen-Familien spezifische Reaktionen auf die beiden Stressoren. So waren in der
Waurzel nach 48 Stunden Sorbitolstress viele CYPs und UGTs reprimiert. Die Pflanze scheint
also exklusiv bei Sorbitolstress spezifische, in ihrer genauen Funktion noch unbekannte Teile
des Sekundirmetabolismus zu supprimieren. Die unterschiedlichen Reaktionen einer Reihe
weiterer Gene auf Salz oder Sorbitol in Blittern und Wurzeln identifizierten zudem
differenzielle Stress-Antworten innerhalb der Pflanze.

Es wurden zwei Insertionsmutanten in den MIP-Genen PIP2;1 und PIPI;4 isoliert.
Transkript-Untersuchungen dieser Mutanten zeigten, dass durch das Ausschalten dieser PIPs
alle anderen MIP-Mitglieder, sowohl bei ungestressten als auch unter NaCl-Stress-
Bedingungen, keine Anderungen in ihrer Transkriptionsantwort im Vergleich zum Wildtyp
zeigen. Moglicherweise besitzen die untersuchten PIP-Mitglieder eine spezifische Funktion,
die andere MIPs nicht kompensieren konnen, oder moglicherweise kommt es in der Pflanze
zu veranderten Reaktionen, die anhand der vorliegenden Untersuchungen nicht erkennbar
waren.
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7 Anhang

7.1 Oligonukleotide

7.1.1 Oligonukleotide zur Amplifikation der 3’-UTR-Sonden (5 nach 3°)
Gen- | forward- Sequenz reverse- Sequenz
Name | primer primer
NIPI;I | NLMI_f TTTCTAAAGACCGTGAGAAT NLMI AAATATACGATACAGTTACAC
NIPI,2 | NLM2_f TAAAGACAGTGCGAAACGGTAG | NLM2 r CCAAACTCGTTATAGATCAGTT
NIP2;] | NLM3_f TTCAACCGAAATTGTAATAT NLM3_r ATTGTAACTAATCATTATCA
NP NLme_f CATAAACGAGTTTCCGATCTTCCT | NLM6_r OTTAAGAAGTOGAAGCAATGT
. CGATGTACTATTCACTAAACTAGT TAAATTATTTCGATATTGAGTT
NIP3;1 | AINIP3-1_F2 ToACAA ANIP3-1_R2 A
NP5 N « GGCAAATGTAATGITACATGTAA |y yys ATIGTATTACTATATARAGTTG
, CCACAAGGGTTCTAGTTCTAAGA | .. GCTCGTGGAGTATCTATAATAA
NIP4:1 | 3'PSMIP1_f c 3'PSMIP1_r N TCTTATC A
, , AGACAATGCTTCTAAATCAGATG | -, ACTAATAGGTAACATATAGGTT
NIP42 | 3°PSMIP2_f e 3'PSMIP2_r M reaeTCrAn
NIPS;I | NLM4_f CCTCGTCCGGTTAGGAGCT NLM4_r AEAATOACGAGACAAGTTCGE
NIP6;1 | NLMS _f CAGAAGATGAAAAACACTCG NLMS_r AGCAGCAATCGTTGTAATCG
NIP7;1__ | NLM7 £ ATACAAATAAACACTTTTGA NLM7 _r ATAAAATATATGTGACTAAA
PIPI1_|laf AAGTCCAGAAGCTAAGTAAA Ta_r TTTCGAAATAGTTCTCCTT
PIPI;2 | 1b [ TCCAGAAGCTAAAGCTGATTG | 1b r TTCTGGGGCATGTCTTTGT
PIPI3 | lcf TCCAGATCCTGATTTGATTT Ic_r TAAATAAACACATGATCCAG
pirid lid £ AGCAAGAGTTAGAGACACACAGA | |~ GTTGAAAGGCTCATTACATTGC
’ - A - AAAACACA
PIPI5__| F16G20 T GACATAAAGTTTCCTACATA F16G20 GCCATIGATACATAATAG
PIP2;1 | 2af CTAAACACACCAAACCAGATT | Za r CACTCGATTAAAAGCGAAA
PIP2,2__|2b [ TTGCCACACAAAAAAAAACC 2b s AGGGCAAAAACAATTTGGTT
PIP2;3 | 2¢ f GAAAGAAAAAAAGTGTGCCT PIP2c_m GAAGAAAAAGTTGTCTTTCTC
PIP2:4 | 2e f ([ TOCTTAATATACATITATITIA H o GATTTTATCTTAAAGCAACAT
PIP25 |20 [ CTCACGTTTAACTTTGATAT o r AGATTTAATCATAGAAGTAG
PIP26 | 2h f CAGCTTCATGAGCTCCAT 2h r JACAAATIGTIACACACAAACE
PIP2,7 | 2d 1 AATTAATGAAGGCTTTTTTT 2d r AGCCATTTCATAATTAACA
PIP2;8 | 2g f CCAACCAATTGATGATTCAT 2¢ 1 iTTTTAATTCGTACTAAAGTAT
SPLl | ASIPLL 3 T AGAATACCGGTCAGATTCTTCACC | , <o o - TCTAAACCGGAAGAGAGTCTG
3 p 30 AATGAT
[T ATGAATCATAATCCCATITGTTGT | xsipi s g TCCTTCACGTACCGAACTTAAC
SIP2;1 | 3'NLMO_f GCCAAATCTGAGTGAGGAATGAG | 3'NLM9_r CACATATATITGTCATATIGE
TIP1;]__| gammaTIP1 { CACGAGCAGCTCCCAACC gammaTIP1 CACTTGAAACCAACGGACA
TIPI;2 | gammaTIP2_f TACCACCGATTACTGAAGAC gammaTIP2 r ACAACTCCAACAACAAACC
TiPL3 | MIPLf ACCACTTCCTTCTAATGATTTCT | MIP1 ¢ A TTTAATCTAATTIAAATIAG
TIP2;1 | deltaTIP_f ACATGTTCCTCTTGCTTCTGC deltaTIP_r AR TTCATACATCCATIAGTTA
TIP2;2 | F71442TIP CAGCTCCCACCACAGAA F71442TIP_r OASATATAAAATITGAAAATA
TIP2;3__| MNITTIP_f CGGTAGAAACCCGTGAG MNJ7TIP t TATACGTTAAAAAAAAGGAGA
TIP2ix- | . AGTTATCTACTCCAACGCTTTTAT | . AATCAATTGATGATATTCATAC
PG 3’deltaTIP2 f CA 3’deltaTIP2 r AAATTAGC
TIP3;1__| alphaTIP_f AACTTTCCTCATGTCACCAC alphaTIP_r TAAAAGATATCGAGCATTGC
TIP3;2 | betaTIP_f TCCGGAAGATTACTAGACC betaTIP_r PATACAATACAAGAAAACAGA
TIP4:1 | AC00S395TIP_f | GACGACGAGCAACCATTGT AC005395TIP r | AIAATTOOAATIAATAGATIAA
TIPS;1 | MIP2_f TGGTGATGCCATTGGTGTG MIP2 1 CAGAGTTATATGTAACAAAAT

A
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7.1.2 Oligonukleotide fiir die semi-quantitative RT-PCR (5'nach 3")

Gen- |forward- |Sequenz reverse- | Sequenz

Name |primer primer

pAWI09 | DM151 GTCTCTGAATCAGAAATCCTTCTATC | DM152 CATGTCAAATTTCACTGCTTCATCC
PIP2;1 2af0* AAGAAGTTAACTATGGCAAAGGA 2ar+890 | TTGAGAAATCTGGTTTGGTGT
PIP2;6 |2h qRT f AGTTGACGGAGGAAGAGTCGCTC 2h gRT r | CCAACCCCAACGCCAACAT
PIP2;4 |2e gRT f TTGGATGTGAACGAGAGTGGACC 2e qRT r | CACCGAGTCCGGTACCTTTGT
PIP2;5 |2f gRT f GTGGTTGGTGATAAGAGATCTTTCTCC | 2f qRT r | CTGCAACACCGGTGCCGA
PIP2;2 | 2bfO* AAGTTATAGAAATGGCCAAAGAC 2br+874 | CTCAAAGCTTGGCTGCACTTCTG
ggi]' NLM5-qRT-f | CGAGTTCGTGGGGACATTCT I;l{ilr\/lrS— GTACATCGATATAATTCACGCCAAC

7.1.3 Oligonukleotide zur Identifikation der Insertionsmutanten (5 nach 3°)

Gen-Name primer Sequenz

Ds Ds3’-1 GGTTCCCGTCCGATTTCGACT

En-1 En26 CACTCCTTTGACGTTTTCTTGTAGTG
En-1 En8202 CACTCCTTACCTTTTTTCTTGTAGTG
En-1 En205 AGAAGCACGACGGCTGTAGAATAGGA
En-1 En603 GGTTGGGCAGAAACATTTTGCTTACG
En-1 Enl CACTACAAGAAAACGTCAAAGGAGTG
En-1 6AA-En GGTGCTTGTGTTATGTTATGTTGA
PIPI 4 1dExon2-f GTGGACACATCAACCCTGCT

PIPI 4 1dExon2-r GTGTGAGTCACGGGCGCTTC

PIP2;1 PIP2abw CTATCGCAGCTCCAATGAATGGTCC
PIP2;1 6AA-r AGAGAAGACGGTGTAGACAAGAAC
PIP2;1 6AA-f GCTTGTTGTACCTTAATTCTCAAGT

7.1.4 Oligonukleotide fiir die DNA-Microarray-Herstellung

Vektor primer Sequenz

pGEM®-T Easy M13 (22)-f TCACGACGTTGTAAAACGACGG
pGEM®-T Easy M13(25)-r AAACAGCTATGACCATGATTACGCC
pGEM®-T Easy SP6 TATTTAGGTGACACTATAG
pGEM®-T Easy T7 TAATACGACTCACTATAGGG

7.1.5 Oligonukleotide zur Herstellung einer 7/P1;1-Probe

Gen- |forward- Sequenz reverse- Sequenz

Name | primer primer

TIPI:1 | TIP1;1spec-f | ATGCCGATCAGAAACATCGC TIP1;1spec-r | TTATATAGTCGAAATTGCAATGGCC
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7.2 Expression von NIP3;1-PG

Bei der Organ-spezifischen Expressions-Analyse der MIPs konnten Transkripte fiir NIP3; -
PG in Wurzeln detektiert werden (siehe Ergebnisse, Abb. 3.2, 3.2) Um dies zu iiberpriifen,
wurde eine RT-PCR durchgefiihrt. Dazu wurde mit einer cDNA aus Wurzeln und den
NIP3; 1-PG-spezifischen Oligonukleotiden (NLMS5-qRT-f und NLMS5-qRT-r) eine PCR
durchgefiihrt. Als Kontrollen wurden genomische DNA und eine ,,cDNA®, die ohne Reverse
Transkriptase synthetisiert wurde, verwendet. Abb. 7.1 zeigt die entstandenen PCR-
Fragmente. Das RT-PCR-Produkt wurde aus dem Gel ausgeschnitten, in pGEM®-T Easy
(Promega) kloniert und anschlieBend sequenziert.

500 bp -

Abb. 7.1 RT-PCR mit NIP3;I-PG-spezifischen Oligonukleotiden. Invertierte Darstellung des
Ethidiumbromid-geférbten Agarosegels mit den PCR-Produkten. 1 cDNA (Wurzel), 2 ,,cDNA* ohne Reverse
Transkriptase, 3 gen. DNA als Vorlage fiir die PCR. Ms kennzeichnen DNA-Fragmentlédngenstandards.

Wird die Nukleotidsequenz der cDNA in die Aminosduresequenz iibersetzt, entsteht eine
MIP-éhnliche Aminosduresequenz, die allerdings nur ein NPA-Motiv besitzt. Das fiir die
MIP-Familie typische 2. NPA-Motiv liegt auf einem anderen Leserahmen (Abb. 7.2).

Leserahmen 2:
cgagttcgtggggacattctctatgatatttgccggctgctcageccatcgtggtaaatgag
ErFr V GGTF s M I F A G C S A I V V N E
acgtacggtaaaccggtgacacttcccggtatagectttggtatggggactagtcgtaacg
T vy 6 K p V T L P G I A L V W G L VvV V T
gttatgatctactcaattggtcatgtctccggtgcacatttcaaccctgectgtttctatt
v MM I ¥ s I G H v S G A H F N P A V S I
gcctttgcecctcecttctaagaagttceccttttaatcaggccaatttcgggagcatctatgaa
A F A S S K K F P F N Q A N F G S I Y E
tccagcaagaagcttagggcctgcacttatatggggatgttataaggatttatggttata
s s K K L R A CT Y M G ML - G F M V I
catagtttcacccggagcattatcaggtgcatggacttatggtttgttacgatcgacaac
H s ¥ T R s I I R C M D L W F V T I D N
gaaatcatatagtgagattatacgtccaatttgcaataaagtatcttcgagagatcgcca

FE I I - - DY T S N L © - S I F E R S P
agaagcttcccaagatgagatttgtgttttacgagtggttgatccggctaatcaaaacta
R s » P R - DL CPF T S G - S G - S K L
ttttatatgttcatcacctaccgatatcaatggcaaatgtaatgttacatgtaagttggce
F Yy M F I T Y R Y Q W Q@ M - C Y M - V G

gtgaattatatcgatgtac

v N Y I D V
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Leserahmen 3:

cgagttcgtggggacattctctatgatatttgccggectgctcagecatcgtggtaaatgaga

s S W G H S L - Y L P A A Q P S W - M R
cgtacggtaaaccggtgacacttcccggtatagectttggtatggggactagtecgtaacgg
R T VvN R - H F P V - L W Y G D - S - R
ttatgatctactcaattggtcatgtctccggtgcacatttcaaccctgectgtttctattyg
rL - s T oo L vV ™M S P V H I S T L L F L L
cctttgcecctcttctaagaagttcecceccttttaatcaggccaatttecgggagecatctatgaat
p L P L L R S S L L I R P I S G A S M N
ccagcaagaagcttagggcctgcacttatatggggatgttataaggatttatggttatac
P A R S L G P A L I W G C Y K DL W L Y
atagtttcacccggagcattatcaggtgcatggacttatggtttgttacgatcgacaacg
I v s Pp G AL S G A W T Y G L L R S T T
aaatcatatagtgagattatacgtccaatttgcaataaagtatcttcgagagatcgccaa
K s ¥y s E I I R P I C N K V S S R D R Q
gaagcttcccaagatgagatttgtgttttacgagtggttgatccggctaatcaaaactat
E A S 0 D E I C V L R V. V D P A N QO N Y
tttatatgttcatcacctaccgatatcaatggcaaatgtaatgttacatgtaagttggeg
F I C S s p T D I N G K C N V T C K L A
tgaattatatcgatgtac
- I I S M Y

Abb. 7.2 : Umschreibung der sequenzierten cDNA in die entsprechende Aminosiuresequenz. Gezeigt sind

nur die beiden Leserahmen, die die beiden NPA-Motive (unterstrichen) enthalten.

Obwohl kein EST zu diesem Gen in den Datenbanken zu finden ist (05/2003), konnte mit
vorliegenden Untersuchungen die Expression dieses Gens gezeigt werden. Ob NIP3,I-PG
auch tatsichlich in ein funktionelles Protein translatiert wird, kann damit nicht geklart
werden. Das entstehende Protein wiirde ein ,halbes MIP darstellen (Stop-Codon nach 1.
NPA-Motiv) und damit moglicherweise eine andere Funktion als ein Aquaporin/Glycerin-

Transporter besitzen.

7.3 Genlisten der Venn-Diagramme

Tab. 7.1: Uberlappungen von Genen nach 5 Stunden NaCl- bzw. Sorbitol-Behandlung in

Wurzeln
PLAT-| POS. |Gen Genecode WN SD WS SD

TE 5h 5h

D5 G12 |ACC-synthase Atdg11280 1,33 1,69 | 1,86
D5 B06 |Ascorbate peroxidase Atlg07890 0,91 1,68 | 0,54
D5 A01 |CCH- copper chaperone At3g56240 1,60 1,27 | 0,47
D6 C06 [Chitinase At3g54420 3,44 1,16 | 0,09
D6 D09 |Proteinase inhibitor (similar to |At2g40880 1,94 1,17 | 0,26

Glycine max)

D5 B08 |Cyclooxygenase At3g01420 4,51 1,30 | 0,44
D5 D10 |Germin-like protein 1 Atlg72610 0,10 1,87 | 0,86
D6 C11 [Hydroxyproline-rich protein At2g14890 1,78 1,30 | 0,71
D4 B05 |GSH-RED2 At3g24170 3,40 1,80 | 1,03
D4 B09 |GSH-POX4 At2g31570 1,50 1,38 | 0,26
D3 A04 |CYP71B7 Atlgl13110 0,58 1,54 | 1,65
D1 B09 |[UGT73B3 Atdg34131 3,58 1,92 | 1,20
D2 B03 [MRP5 Atl1g04120 0,64 1,62 | 1,05
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D2 D11 [PDR7, EST Atlgl15210
D4 E03 [Nucleolar-like protein At5g55915.1
D4 EOS |ubiquitin-conjucating enzyme |AtSg41700.1
E2- 17kD (UBCAT4A)
D6 G03 |Allene oxide synthase At5g42650
D5 B11 |[Basic chitinase CHI1 At3g12500
D5 E10 |COMT At5g54160
D5 D12 |Germin-like protein 4 At1g18970
D5 H10 |pEARLII Atdg12480
D6 F03 |Pre-hevein-like protein (similar [At3g04720
to PR 4)
D6 HO04 |RADI, Nucleotide excision At5g41150
repair protein XP-F homolog
D5 A02 [RD29A At5g52310
D6 G04 |WAKI, serine threonine kinase |At1g21250
D4 Co06 |GLYOX-II.4 At1g53580
D4 B06 |GSH-POX1 Atdg11600
D2 F03 |GSTEF2* At4g02520
D2 G09 |GSTF3 At4g02930
D2 F04 |GSTF6 At1g02930
D2 G05 |GSTF7 At1g02920
D2 G08 |GSTU9 At5g62480
D2 Gl11 |GSTZ1 At2g02390
D3 D07 |[CYP706A2 At4g22710
D3 A03 |[CYP71B6 At2g24180
D3 B06 |CYP73A5 (C4H) At2230490
D3 C10 |CYP81F4 Atl1g65190
D2 C06 [MRPI11 At1g30420
D2 C07 [PDRI1 At3253480
D2 C10 |ATM3, EST At5g58270
D5 GO01 |Ethylene responding factor At5g61590
ERF1
D5 B10 [PRXCB, Neutral peroxidase At3g49120
D6 G05 |[NDRI, disease resistance At3220600
protein
D2 F03 |GSTF2 At4202520
D2 G09 |GSTF3* At2202930
D2 Fo7 |GSTF8 At2g47730
DI H09 |[UGT83A1 At3202100
D2 Do01 [PGPI1, EST At2g36910

Tab. 7.2: Uberlappungen von Genen nach 24 Stunden NaCl- bzw. Sorbitol-Behandlung

in Wurzeln

PLAT- [POS. |Gen Gencode WN SD | WS SD

TE 24h 24h
D6 E08 |Basic peroxidase prxEa, POX At2238380 1,81 | 1,18 | 0,53
D5 B10 [Neutral peroxidase, PRXCB At3g49120 0,74 | 1,54 | 0,70
D5 B08 |Cyclooxygenase, PIOX At3g01420 1,28 | 1,02 | 0,80
D5 A12 |Pathogen-inducible protein, Atlg31580 0,88 | 0,81 | 0,28

CXC750
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D6 C06 |Chitinase At3g54420
D5 E05 |Germin-like protein 9 At3g14630
D5 H10 [pEARLII At4g12480
D6 FO03 |Pre-hevein-like protein (similar to|At3g04720
PR 4), HEL
D4 B06 |GSH-POX1 Atdg11600
D2 G08 |GSTU9 At5g62480
D2 G11 |GSTZ1 At2202390
D3 A03 |CYP71B6 At2g24180
D3 C10 |CYP81F4 At1g65190
D4 Go6 [UGT72E2 At5g66690
DI D10 [UGT76D1 At2g26480
D2 D09 [MRP3, EST At3g13080
D6 HO05 |CPD II photolyase At1g12370
D3 F02 |B-Glucosidase, 3"-Sonde Atlg66270
D2 D01 [PGP1, EST At2g36910
D5 B11 [Basic chitinase At3g12500
D5 D12 |Germin-like protein 4 At1g18970
D2 F03 |GSTF2 At4202520
D2 G09 |GSTF3 At2g02930
D2 F04 |GSTF6 At1g02930
D2 G05 |GSTF7 At1202920
D5 G12 |ACC-synthase, ACS6 Atdg11280
D6 D04 |AIG2-like protein At3g28940
D6 GO09 |S-adenosyl-1-homocysteine At3g23810
hydrolase, ELI114
D6 F12 |Tryptophan synthase beta subunit At5g54810
D6 FO1 |Isoflavonoid reductase Atl1g75280
homologue
D4 H09 |[UGT72E3 At5g26310
D1 H12 [UGT76E10P At3g46650
D4 HO06 [UGT79BS At1g50580
D6 HI12 UGT84A4, cDNA Atdg15500
D5 GO1 |Ethylene responding factor, ERF1|At5g61590
D4 | Eo1 [RAD32,isoform 1 At5238470.1
D4 B02 |GSTF13 At3g62760
D4 B0O1 |GSTU23 Atl1g78320
D3 B02 [CYP72A14 At3g14680
D2 B02 |[MRPI Atl1g30400
D2 B0l |MRP2 At2g34660
D2 B03 [MRP5 At1g04120
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Tab. 7.3: Uberlappungen von Genen nach 48 Stunden NaCl- bzw. Sorbitol-Behandlung
in Wurzeln

PLAT- |POS. |Gen Gencode WN SD WS SD
TE 48h 48h
D5 CO05 |Catalase, CAT1 Atl1g20630 2,27 1,37 | 0,13
D5 AO01 |CCH- copper chaperone, At3g56240 2,18 1,78 | 0,43
ATX1
D5 B10 |Neutral peroxidase, PRXCB |At3g49120 2,21 1,75 | 0,85
D6 CO06 |Chitinase At3g54420 3,06 1,18 | 0,31
D5 A12 |Pathogen-inducible protein, [Atlg31580 2,55 0,54 | 0,10
CXC750

D6 D05 |Harpin-induced gene, HIN1 [At2g35980 1,95 1,70 | 0,57

D6 D09 |Proteinase inhibitor (similar [At2g40880
to Glycine max), PIN2

1,05 1,03 | 0,22

D5 D10 |Germin-like protein 1 Atlg72610 1,35 1,30 | 0,27
D5 D11 |Germin-like protein 3a At5g20630 1,24 1,26 | 0,46
D5 EO1 |Germin-like protein 5 At1g09560 1,45 1,34 | 0,58
D5 E02 |Germin-like protein 6 At5g39100 2,48 1,69 | 0,29
D5 EO5 |Germin-like protein 9 At3g14630 1,14 1,16 | 0,33
D6 F03 |Pre-hevein-like protein At3g04720 2,23 1,03 0,48

(similar to PR 4), HEL

D5 CO06 |Glutaredoxin (similar to At5g40370
castor bean), APR4

1,12 | 0,87 | o,11

D5 C08 |Glutaredoxin (5°- At4g21980 2,55 0,66 | 0,09
adenylylsulfate reductase),
APR3
D4 C04 |GLYOX-II.2 At3g10850 1,87 1,09 | 0,45
D4 C06 |GLYOX-I1.4 At1g53580 1,88 | 0,80 | 0,40
D4 B02 |GSTF13 At3262760 3,54 | 0,90 | 0,60
D5 HO7 [Proteasome subunit At3g60820 2,12 0,73 | 0,26
D5 Cl11 |GF 14 omega (14-3-3 Atl1g78300 1,35 | 0,93 | 0,08

protein), GRF2

D5 DOS5 [Histidine kinase homolog 2, |At2g01830
HDYH?2

0,64 | 1,31 | 041

D5 D06 |Response regulator 1, ARR1 [At3g16857 1,43 1,22 | 0,33

D5 D08 [Response regulator 5, ARRS |At3g48100 1,04 1,31 0,50

D4 E02 (trihelix DNA-binding protein |Atlg76890.1 1,33 0,85 | 0,34

GT2
D4 E06 [Proline-rich protein At2g45180.1 1,28 0,61 0,18
D6 E06 [rofl; peptidylprolyl At3g25230 4,31 0,72 | 0,17
isomerase; FK506-binding
protein
D5 DO1 [Histidine containing At3229350 1,00 1,82 | 0,50
phosphotransfer protein,
AHP2
D5 E10 [O-methyl transferase, COMT |At5g54160 0,03 1,18 | 0,27
D5 B04 |Nitrate reductase 1 Atlg77760 2,62 1,10 | 0,07

D4 E10 [sulfate transporter, putative |Atlg77990.1 2,01 0,73 | 0,16

D6 F11 |Tryptophan synthase alpha |At3g54640
subunit

527 | 0,75 | 0,10
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D6 E04 [CYP705A22, EST At3g20130
D3 D07 |CYP706A2 At4g22710
D3 D02 |CYP86A2, FattAcH At4g00360
D1 C12 |[UGT74F2 At2g43820
D1 D08 [UGT76Cl1 At5g05870
D1 D10 [UGT76D1 At2226480
D5 A03 |PDF1.2, Defensin At5g44420
D3 A02 |CYP51A2, sterolDM Atlgl1680
D1 A08 [UGT71D1 At2g29730
D1 A05 |UGT72Bl1 At4g01070
D1 B0O1 |[UGT73C5 At2g36800
D5 B11 |Basic chitinase, CHI1 At3g12500
D6 C04 |Beta - glucanase 3 (similar to |At3g57240
Glycine max); BG3
D6 D04 [AIG2-like protein At3g28940
D5 D12 |Germin-like protein 4 Atlgl18970
D4 E09 [serine/threonine kinase- like |At4g23220.1
protein
D2 F03 |GSTF2 At4g02520
D2 G09 |GSTF3 At2202930
D2 F04 |GSTF6 At1202930
D2 GO05 |GSTE7 At1g02920
D2 D09 [MRP3, EST At3g13080
D2 D04 |PDR8, EST At1g59870
D6 AO03 |Adenine phosphoribosyl Atl1g27450
transferase
D4 B03 |GSTU27 At3g43800
D1 All [UGT71B3P Atdg15270
D1 A02 [UGT72D1 At2g18570
D2 A06 |PDR6 At2g36380
D3 C10 |CYP81F4 At1g65190
D6 BO1 |Alternative oxidase, AOX1A |At3g22370
D6 B03 |Catalase At1220620
D6 CO05 |Chitinase At5224090
D6 CO01 |PR-2, 1,3-beta-glucanase At3g57260
D6 H09 NADPH oxidase At1209090
D6 GO05 [NDRI, disease At3220600
D5 A02 RD29A At5g52310
D6 B02 |Reticuline oxidoreductase, |At4g20860
pEARLIS
D6 HOS5 |CPD II photolyase Atlgl2370
D5 B08 |Cyclooxygenase, PIOX At3g01420
D6 HO04 |Nucleotide excision repair  [At5g41150
protein XP-F homolog,
ATRADI
D6 GO04 (Serine threonine kinase, Atl1g21250
WAKI
D5 GO02 |Receiver-like protein 3 Atlg67710
D5 GO03 [Receiver-like protein 5, Atdg16110
(A)RPS5
D2 GO08 |[GSTU9 At5g62480
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D6 A07 |membrane related protein Atlg64720 0,56 0,17
CP5
D6 D01 |Pectin methyl esterase Atl1g53840 0,95 | 0,02
D6 EO5 |Glucose 6-phosphate At5g13110 1,06 | 0,42
dehydrogenase, clone ES
D5 F09 [Phosphatase, MP2C At3g56860 1,30 0,77
D6 GO1 [Sulfotransferase , RAR047 |At5g07010 1,23 0,17
D6 F12 |Tryptophan synthase beta At5g54810 0,94 | 0,36
subunit
D2 E03 [PGP4, EST At2g47000 1,54 | 0,60
D6 C11 |Hydroxyproline-rich protein |At2g14890 1,48 | 1,10
D4 C03 |GLYOX-II.1 At2g43430 1,24 | 0,88
D4 B12 |GSH-POX7 At3g63080 1,25 | 1,39
D2 FO08 |GSTF11 At3g03190 0,64 | 0,39
D2 H10 |GSTF4 At1202950 0,58 | 0,60
D2 G02 |GSTT1 At5g41210 1,07 | 0,48
D2 H04 |GSTU6 At2229440 0,61 | 043
D3 D09 |CYP706A4 At4g12300 1,17 | 0,31
D3 D12 |CYP706A7 Atdg12330 1,74 | 0,90
D3 EO01 |[CYP708A2 At5g48000 0,78 | 0,71
D3 A07 |CYP71B28 Atlg13090 1,29 | 0,59
D3 A04 |CYP71B7 Atlgl3110 1,08 | 0,94
D3 B02 |CYP72A14 At3g14680 1,03 | 0,80
D4 A05 |CYP79A2 At5205260 1,12 | 0,89
D4 A06 |CYP79B2 At4g39950 0,78 | 0,48
D3 Cl11 |CYP81H1 At4g37310 1,58 | 1,39
D3 D04 |CYP83BI At4g31500 1,70 | 1,24
D3 E03 [CYP98AS Atlg74540 0,90 | 0,67
D3 E04 |CYP98A9 Atlg74550 1,46 | 0,81
D3 F02 |B-Glucosidase Atlg66270 0,58 0,42
D4 G11 |[UGT71C1 At2g29750 1,29 | 0,50
D1 D06 [UGT74B1 At1g24100 1,26 | 0,90
D1 D05 [UGT74D1 At2g31750 1,17 | 0,99
D1 HO02 [UGT85A5 At1g22370 0,96 | 0,81
D1 E06 [UGT86A1 At2g36970 0,89 | 0,55
D2 C03 |GCN3 At1g64550 1,02 | 0,23
D2 C02 |AOH1 At2g41700 091 | 0,29
D2 B03 [MRP5 Atl1g04120 0,86 | 0,73
D2 C01 |WBC3 At2g28070 0,65 | 0,28

Tab. 7.4: Uberlappungen von Genen nach 5 Stunden NaCl- bzw. Sorbitol-Behandlung in

Blittern

PLAT- [POS. [Gen Gencode BN | SD | BS | SD

TE 5h 5h
D5 A02 [RD29A At5g52310 1,16 | 1,57 | 0,78
D6 G11 |Vegetative storage protein VSP At5g24780 1,45 | 1,16 | 0,20
D6 F09 |Anthranilate synthase alpha subunit At5g05730 2,22 | 1,06 | 0,21
D5 D10 |Germin-like protein 1 At1g72610 0,14 | 0,70 | 0,23
D5 D11 |Germin-like protein 3a At5220630 0,12 | 0,65 | 0,23
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D4

E06

Proline-rich protein

At2g45180.1

D5

B10

Neutral peroxidase, PRXCB

At3g49120

0,02

0,16

0,79

0,69

1,97

Tab. 7.5: Uberlappungen von Genen nach 24 Stunden NaCl- bzw. Sorbitol-Behandlung
in Bliittern

PLAT- [POS. |Gen Gencode
TE
D5 F04 |4-coumarate:CoA ligase Atlg51680
D6 G12 |Blue light photoreceptor/ photolyase At1g04400
homolog, PHH1
D4 C04 |GLYOX-II.2 At3g10850
D4 B06 |GSH-POX1 Atdg11600
D2 F05 |GSTF10 At2g30870
D2 F04 |GSTF6 At1202930
D6 G11 [Vegetative storage protein VSP At5g24780
D6 AO05 |Starch metabolism involved protein Atlg10760
(potato)
D3 B06 [CYP73AS, C4H At2230490
D1 A05 |UGT72Bl1 At4g01070
D1 C04 [UGT75C1 At4g14100
D6 H11 |UGT84A3 At4g15490
D2 C11 |GCN1, EST At5g60790
D6 BO1 |Alternative oxidase At3g22370
D6 CO01 |PR-2, 1,3-beta-glucanase At3g57260
D6 D08 |Proteinase inhibitor (similar to Glycine [At5g47550
max), PIN1
D5 A02 |RD29A At5g52310
D4 C06 |GLYOX-II.4 At1g53580
D2 F04 |GSTF6* At1202930
D2 GO05 |GSTE7 At1202920
D2 HO06 |GSTF12 At5g17220
D3 B11 |[CYPS81D1 At5236220
D5 D10 |Germin-like protein 1 Atlg72610
D6 D04 [AIG2-like protein At3228940
D2 FO03 |GSTF2 At4202520
D2 G09 |GSTF3* At2202930
D6 F02 |Flavanone-3-hydroxylase, F3H At3g51240
D4 EO5 |ubiquitin-conjugating enzyme 8 (UBCS) |At5g41700.1
D1 C11 [UGT84A2 At3g21560
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Tab. 7.6: Uberlappungen von Genen nach 48 Stunden NaCl- bzw. Sorbitol-Behandlung

in Blattern

PLAT- [POS. |Gen Gencode BN SD BS SD
TE 48h 48h
D6 | Bl12 PRI At2g14610 1,10 1,60 0,70
D6 | BO3 |[Catalase At1220620 0,52 1,80 0,49
D2 | Gll |GSTZ1 At2202390 2,62 1,82 0,39
D6 G11 |Vegetative storage protein VSP |At5g24780 1,23 1,24 0,36
D5 B09 |Blue copper binding protein At5g20230 0,98 1,46 0,56
D6 F09 |Anthranilate synthase alpha At5g05730 1,60 1,23 0,46
subunit
D3 B06 |CYP73A5, C4H At2g30490 0,77 1,81 0,49
D1 D12 |[UGT76E2 At5259590 1,31 0,23
D5 B10 |Neutral peroxidase, PRXCB At3g49120
D6 | CO1 |PR-2, 1,3-beta-glucanase At3g57260
D5 | A02 [RD29A At5g52310
D4 | C06 [GLYOX-IL4 At1g53580
D4 | B06 |GSH-POXI Atdg11600
DI | BOl [UGT73C5 At2g36800
DI | C12 [UGT74F2 A2g43820
DI | C04 |[UGT75CI Atdg14100
D5 | D10 |Germin-like protein 1 At1g72610
D6 BO1 |Alternative oxidase 1A At3g22370| 1,72 0,68
D6 D08 [Proteinase inhibitor (similar to [At5g47550| 1,74 0,23
Glycine max), PIN1
D5 A01 |CCH- copper chaperone, ATX1 |[At3g56240| 1,54 0,11
D6 All [EDSI, Lipase, R gene At3g48090| 0,61 0,43
D4 | B04 |GSH-REDI At3g54660] 1,32 0,60
D2 F05 |GSTF10 At2g30870| 1,36 0,36
D2 F03 |GSTEF2 At4g02520| 1,55 0,52
D2 | GO9 |GSTF3* At2g02930[ 1,00 0,24
D2 F04 |GSTF6 At1g02930| 1,66 0,66
D2 GO05 |GSTF7 At1g02920| 1,84 0,45
D2 F10 |GSTU19 Atl1g78380| 1,30 0,10
D6 E10 |Delta-12 desaturase, Fad2 At3g12120| 1,92 0,47
D3 | A07 |CYP71B28 Atlgl13090] 1,90 0,59
D3 | A03 |CYP71B6 At2g24180] 1,61 0,38
D3 | A09 [CYP72A8 At3g14620| 1,57 0,04
D3 B08 |CYP76C2 At2g45570] 1,50 0,30
D1 A05 [UGT72Bl At4g01070] 1,91 0,94
D6 B05 |Chloroplastic FeSOD At4g25100] 1,04 0,43
D6 G02 |Omega-3-desaturase, FAD7 At3gl1170| 0,62 0,39
D1 B12 |[UGT75D1 At4gl15550( 1,10 0,10
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Tab. 7.7: Uberlappung von Genen in Wurzeln und Blittern, die sowohl bei NaCl- als
auch bei Sorbitolstress nach 5 Stunden reagierten
PLAT- [POS. Gen Gencode SD SD BS SD
TE 5h
D6 GO03 |Allene oxide  |At5g42650 1,72 0,12 | 1,17 | 0,60
synthase
D5 B11 |[Basic chitinase |[At3g12500 0,83 0,01 | 0,93 | 0,63
CHI1
D5 E10 |COMT At5g54160 0,83 0,20 | 0,95 | 0,05
D5 D12 |Germin-like At1g18970 5,23 0,41 | 1,09 | 0,32
protein 4
D5 H10 [pEARLI1 At4g12480 0,85 0,17 | 0,91 | 0,06
D6 F03  [Pre-hevein-like |At3g04720 1,13 0,39 | 0,84 | 0,32
protein (similar
to PR 4)
D6 HO04 |RADI, Nucl. |At5g41150 1,38 0,13 | 1,01 | 0,14
excision repair
XP-F homolog
D4 C06 |GLYOX-II.4 |At1g53580 0,37 0,07 | 1,57 | 0,23
D4 B06 |GSH-POX1 |Atdg11600 5,80 0,46 | 1,44 | 0,48
D2 F03 |GSTF2* At4202520 1,23 0,39 | 0,80 | 0,23
D2 G09 |GSTF3 A12202930 1,78 0,19 | 1,20 |once!!
D2 F04 |GSTF6 At1g02930 9,39 0,11 1,22 | 0,23
D2 GO05 |GSTF7 At1202920 2,09 0,37 | 1,14 | 0,38
D2 G08 |GSTU9 At5g62480 2,86 0,08 | 1,12 |once!!
D2 G11 |GSTZ1 At2g02390 1,08 0,01 1,29 | 0,11
D6 G04 |Serine threonine|At1g21250 2,24 0,02 | 1,18 | 0,71
kinase
D3 D07 |CYP706A2 At4g22710 1,69 0,25 | 1,36 | 0,25
D3 A03 |CYP71B6 At2g24180 2,80 0,31 | 1,27 | 0,13
D3 B06 |CYP73A5, C4H|At2g30490 1,05 0,68 | 1,33 | 0,07
D3 C10 |CYP81F4 At1g65190 1,46 n.d. n.d. n.d.
D2 Cl10 |ATM3,EST  |At5g58270 2,50 0,02 | 1,16 | 0,14
D2 C06 |MRPI11 At1g30420 1,57 0,44 | 1,52 | 0,36
D2 C07 |PDRI11 At3253480 0,74 0,08 | 1,18 |once!!
D5 A02 |RD29A At5g52310 5,87 1,16 | 1,57 | 0,78
D5 GO1 |Ethylene At5g61590 0,26 0,32 | 0,89 | 0,33
responding
factor ERF1
D5 B10 |Neutral At3g49120 | 1,87 | 0,40 0,79 1,97
peroxidase,

PRXCB
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Tab. 7.8: Uberlappung von Genen in Wurzeln und Blittern, die sowohl bei NaCl- als
auch bei Sorbitolstress nach 24 Stunden reagierten

PLAT- |POS. |Gen Gencode
TE
D5 B11 |Basic chitinase At3g12500
D5 D12 |Germin-like At1g18970
protein 4
D2 F03 |GSTF2 At4202520
D2 G09 |GSTF3 At2g02930
D2 F04 |GSTF6 At1g02930

D2 GO05 |GSTE7 At1202920
D6 BO1 |Alternative oxidase|At3g22370
D6 C01 |PR-2, 1,3-beta- At3g57260
glucanase
D6 D08 |Proteinase inhibitor|At5g47550
(similar to Glycine

max), PIN1
D5 A02 |RD29A At5g52310
D4 C06 |GLYOX-II.4 At1g53580
D2 HO06 |GSTF12 At5g17220
D3 B11 |CYP81DI At5236220
D5 D10 |Germin-like Atl1g72610
protein 1

Tab. 7.9: Uberlappung von Genen in Wurzeln und Blittern, die sowohl bei NaCl- als
auch bei Sorbitolstress nach 48 Stunden reagierten

PLAT- |POS. |Gen Gencode
TE

SD BN SD BS SD
48h 48h

3,81 | 1,18 | 0,01 | 1,47 | 0,46

D5 B11 [Basic chitinase, |At3g12500
CHI1

D6 C04 |Beta - glucanase|At3g57240
3 (similar to
Glycine max);

0,95 | 1,22 | 0,16 | 1,15 | 0,10

BG3

Dé6 D04 |AIG2-like At3228940 0,51 | 1,05 | 0,04 | 1,84 | 0,88
protein

D5 D12 |Germin-like At1g18970 0,69 | 1,24 | 0,16 | 1,28 | 0,35
protein 4

D4 EQ9 [serine/threonine |At4g23220.1
kinase- like

030 | 1,16 | 021 | 1,24 | 030

protein
D2 D09 [MRP3 At3g13080 593 | 1,10 | 0,28 | 1,10 | 0,00
D2 D04 PDRS, EST At1g59870 283 | 1,31 |040| 1,74 | 0,17
D2 F03 |GSTF2 At4g02520 0,17 | 1,55 | 0,52 0,51
D2 G09 |GSTF3 At2202930 0,47 | 1,00 | 0,24 0,29
D2 F04 |GSTF6 At1202930 4,26 | 1,66 | 0,66 1,04
D2 GO5 |GSTF7 At1202920 593 | 1,84 | 045 0,35
D3 C10 |CYP81F4 At1g65190 0,13 | nd. | nd n.d.
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D6 A03 |Adenine phos- [At1g27450 0,10 | 0,87 | 0,17
phoribosyl
transferase
D4 B03 |GSTU27 At3243800 nd. | nd. n.d.
D2 A06 [PDR6 At2g36380 nd. | nd. n.d.
D1 All [UGT71B3P Atdg15270 0,16 | 1,16 | 0,12
D1 A02 [UGT72D1 At2g18570 0,08 0,04
D5 B10 |Neutral At3g49120 2,31 1,11
peroxidase,
PRXCB
Dé6 CO01 |PR-2, 1,3-beta- |At3g57260 1,57 0,09
glucanase
D5 A02 RD29A At5g52310 0,58 0,74
D4 C06 GLYOX-I1.4 |At1g53580 1,80 1,29
Dl C12 [UGT74F2 At2g43820 5,07 1,23
Dl BO1 [UGT73C5 At2g36800 0,44 0,38 2,63
D4 B06 |GSH-POX1 Atdg11600 1,84 | 0,73 | 1,44 | 0,78 2,09 0,96
D1 C04 |UGT75Cl1 At4g14100 1,41 |once!!| nd. | nd. 0,56 0,51
D5 D10 |Germin-like Atlg72610 1,35 | 1,30 | 0,27 0,03 0,18
protein 1

Angegeben sind die Mittelwerte dreier unabhéngiger Versuche und die Standardabweichung. Ein ,,once* in der
Standardabweichung bedeutet, dass die Induktion/Repression nur in einer der drei Wiederholungen gemessen
wurde, ,,n.d.“ bedeutet, dass in keinem Experiment eine Expression dieses Gens in der Kontrolle oder der
Behandlung gemessen wurde. Falls nicht gesondert darauf hingewiesen wird, enthielten Platten D1-D4 Gen-
spezifische Sonden, Platten D5 und D6 EST-Sonden. * Da die Sonde fiir GSTF3 mit GSTF2 und die Sonde fiir
GSTF7 mit GSTF6 kreuzreagieren kann, wurden bei diesen Genen die Induktionen der potenziell
kreuzreagierenden Sonden aufgelistet.

7.4 Reaktionen von SODs auf NaCl- und Sorbitolstress

Reaktionen der SODs in Wurzeln

PLATTE |[POS. |Gen MIPS Atg-WN5Sh SD (WN24h |SD (WN48h |SD |WS5h SD (WS24h SD (WS48h (SD
Code MW MW MW MW MW MW
D6 B04 |Cytosolic At1g08830| 0,89 (0,06 1,00 |0,21 4,82| 0,88 10,09] 1,03 |0,11| 1,24 (0,04
Cu/Zn SOD
D6 B05 |Chloroplastic |At4g25100| 1,29 (0,47 1,07 (0,88 1,86 |1,31| 0,96 |0,12| 1,81 |0,60] 1,70 |0,54
FeSOD
D5 C03 MnSOD At3g10920| 1,09 |0,31| 1,11 |0,26] 1,47 ]0,49| 1,16 (0,24 0,85 0,30 0,77 |0,11
Reaktionen der SODs in Blittern
PLATTE [POS. |Gen MIPS Atg-| BNSh | SD | BN24h | SD | BN48h | SD | BS5h | SD | BS24h | SD | BS48h | SD
Code MW MW MW MW MW MW
D6 B04 |Cytosolic At1g08830| 0,84 |0,07 0,97 |(0,41] 0,85 10,26| 1,00 [0,36] 1,20 (0,35 0,74 0,06
Cu/Zn SOD
D6 BO05 |Chloroplastic |At4g25100| 0,85 10,26| 1,32 (0,47| 1,04 (0,43 0,92 |0,33| 0,97 |0,34 0,19
FeSOD
D5 C03 MnSOD At3g10920| 1,02 |0,16| 1,29 |(0,32| 0,91 1|0,01] 0,96 (0,17 1,11 (0,25 0,90 |0,24

Angegeben sind die Mittelwerte dreier unabhéngiger Versuche und die Standardabweichung. * Die Induktion
dieses Gens ist nicht gesichert, da sie nur in einer Wiederholung gemessen wurde.
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