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ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

GRAS-Proteine stellen eine grof3e Proteinfamilie dar, die ausschlieBlich in Pflanzen zu finden
ist, was darauf hinweist, dass die Proteine pflanzenspezifische Aufgaben Gbernehmen. Das
Verstandnis der biologischen Funktion der GRAS-Proteine wahrend der Pflanzenentwicklung
steht noch am Anfang. Die bisherigen Erkenntnisse lassen jedoch schon erkennen, welche
wichtigen und umfangreichen Aufgaben diese Proteinfamilie zu erflillen hat. Ziel dieser Arbeit
war die Charakterisierung der Gene ,SCARECROW-LIKE* (=SCL) 8, 23 und 31. Dafir
wurden zu Beginn Arabidopsis thaliana Insertionslinien isoliert, die im regulatorischen
Bereich vor dem Gen oder innerhalb des kodierenden Bereichs der Gene SCL8, 23 und 31
eine T-DNS bzw. ein Transposon enthielten. Homozygote Linien wurden durch Segregation

mittels PCR-Nachweis beziiglich der Insertion auf beiden Chromatiden identifiziert.

Rosettenpflanzen wie Arabidopsis thaliana entwickeln aus ihrer vegetativen grundstandigen
Rosette eine Infloreszens. Fur eine formelle Beschreibung der Architektur einer Pflanze ist
es notwendig, den Aufbau und die Organisation von Pflanzen zu erklaren. Pflanzen sind
modular aufgebaut. Das als Phytomer bezeichnete ,Modul® ist ein Bestandteil des Sprosses,
welches sich mehrfach wiederholt. Es besteht aus einem Nodium (=Blattansatz), einer
Internode, einem Blatt und einer in dessen Achsel entwickelnten Seitenknospe. Die
Entwicklung neuer Seitentriebe erfolgt aus den Lateralmeristemen in den Achseln der
Blatter. Die Isolation von Mutanten mit veranderter Architektur ist ein vielversprechender

Ansatz um Einblicke in die Signalwege der Pflanzenentwicklung zu erlangen.

Die Mutante scl8 entwickelte Rosetten in den Achseln von Kaulinblattern, was einer
Ruckkehr in die vegetative Phase entspricht, obwohl die Pflanze bereits die reproduktive
Phase erreicht hatte. Neben diesen Hochrosetten konnte auch eine partiell dekussierte
Blattstellung anstelle der spiraligen Anordnung, einen verspateten BlUhzeitpunkt, eine
verlangerte Primarwurzel, mehr Seitenwurzeln sowie wachstumsarretierte Keimlinge, deren
Meristem im Vergleich zum Wildtyp augenscheinlich verkleinert war. Die Pflanzen der

Uberexpressionslinien entwickelten zu 25 % kleine, infertile Schoten.

Die Mutante sc/31 zeigte betreffend der Pflanzenarchitektur einen, der Linie 35S::SCL8
ahnlichen Phanotyp. In der Mutante sc/37 sowie in den Uberexpressionslinien 35S::SCL8
und 35S::SCL31 entwickelten sich in den Achseln der Kaulinblatter zusatzliche Seitentriebe.
Zudem war der Abstand und die Zahl der Schoten verandert. Die Ergebnisse zeigten, dass
der Verlust von SCL8 bzw. SCL31 jeweils zu einem pleiotropen Phanotyp flhrte. Mit Hilfe
von Reportergenkonstruktionen konnte gezeigt werden, dass die Expression von SCL8 und
SCL31 vor allem in Geweben und Organen stattfindet, die entwicklungsrelevant sind und in

denen auch das Pflanzenhormon Auxin seinen Wirkungsort hat.
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ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen dieser Arbeit haben erste Anhaltspunkte dafur erbracht, dass
moglicherweise noch ein weiteres Pflanzenhormon, die Abscissinsaure (=ABA), im

Gleichgewicht mit Auxin, an diesen Prozessen beteiligt ist.

Die Mutante sc/23 sowie die korrespondierende Uberexpressionslinie 35S::SCL23 wurde
bezuglich ihrer Reizantwort auf 1-Aminocyclopropan-1-Carboxyl Saure (=ACC), Ethylen und
Glucose physiologisch untersucht. Hierzu konnten nur schwache Phanotypen nachgewiesen
werden. Die Uberexpressionslinie war in der Lage noch auf hohen Paclobutrazol (=PAC)
Konzentrationen zu keimen. Die Expression von SCL23 war nur in oberirdischen

Pflanzenteilen bis zum 15. Tag nachweisbar.

Aus zellbiologischen und biochemischen Untersuchungen ging hervor, dass die Proteine
SCL8, SCL23 und SCL31 im Zellkern lokalisiert sind. Hinsichtlich SCL8 und SCL31 konnte
auch gezeigt werden, dass beide Proteine transaktivierende Eigenschaften besitzen. Die
Transaktivitdt, sowie die Kern-Lokalisierungssequenz von SCL8 und SCL31 liegen
vermutlich im N-Terminus begriindet. Das Protein SCL23 hingegen ist nicht transaktivierend.
Der Vergleich der Proteinsequenzen von SCL8, SCL23 und SCL31 zeigte, dass in SCL23
der N-Terminus stark verklrzt war. Das kann als Hinweis gewertet werden, dass der
N-Terminus eine wichtige Rolle in der Aufgabenerflillung der GRAS-Proteine Gbernimmt. Die

Kernlokalisierung ist Voraussetzung fir Proteine die an der Transkription beteiligt sind.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit ist anzunehmen, dass die Proteine SCL8 und SCL31
einen Schalter in der Meristementwicklung und —initiation darstellen, der es den Pflanzen
erlaubt, die =zeitliche Abfolge der Organentwicklung zu regulieren. Gerade fiir die
Entwicklung, der Knospen und der Wurzeln wurde bereits gezeigt, dass Auxine eine wichtige
Aufgabe in der Regulation der Meristementwicklung Ubernehmen. Das in den letzten
Jahrzehnten erzielte Wissen bezliglich der Phytohormone ist ein wichtiger Schritt auf dem
Weg zur Entschlisselung pflanzlicher Entwicklung und deren Regulation. Diese interessante
Proteinfamilie wird noch viele Antworten auf dringende Fragen der Entwicklungsbiologie von

Pflanzen geben kénnen.
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EINLEITUNG

2 Einleitung
2.1 Die GRAS-Protein Familie

GRAS-Proteine stellen eine Familie von pflanzenspezifischen Proteinen dar, die Ende der
90er Jahre des letzten Jahrhunderts in Arabidopsis thaliana entdeckt wurden und
hauptsachlich in héheren Pflanzen zu finden sind. Der ,niedrigste® in dieser Hinsicht
bekannte Organismus ist das Moos Physcomitrella (Nishiyama et al. 2003). Der Name dieser
Proteinfamilie leitete sich von den ersten drei Vertretern ab die identifiziert wurden,
GA INSENSITIVE (=GAl), Repressor of GA (=RGA) und SCARECROW (=SCR)
(DiLaurenzio et al. 1996, Peng et al, 1997, Silverstone et al. 1998). Die Familie der GRAS-
Proteine in Arabidopsis thaliana besteht aus 33 Mitgliedern und scheint in verschiedene

Ebenen der Signaltransduktion und Entwicklung von Pflanzen involviert zu sein (Bolle 2004).

PAT1- Zweig

SCL4/7-Zweig SCL8

SCR-
Zweig SCL26
SCL33a
SCL31
SCLO9-
SCL33b
DELLA- SCL9
Zweig

SHR-Zweig

HAM-Zweig

Abbildung 1: Stammbaum der GRAS-Proteinfamilie. Die Proteine werden aufgrund ihrer Homologie in verschiedene
Zweige unterteilt. Diese Zweige werden als ,SCL4/SCL7%, ,SCR¥, ,DELLA“ ,SHR*“, ,HAM%“, ,SCL9“ und ,PAT1¢,
bezeichnet. Der Stammbaum wurde mit Hilfe des Programms PHYLIP Vers. 3.6 von SEQBOOT erstelit.

Das erste identifizierte Protein, SCR reguliert die asymmetrische Zellteilung wahrend der
Wourzelentwicklung (Richards et al. 2000). Die Mitglieder der GRAS-Proteinfamilie werden
phyllogenetisch in acht groRe Unterfamilien eingeteilt. Diese Zweige werden als
~oCL4/SCL7%, ,SCR* ,DELLA“, SHORT ROOT (=,SHR*), HAIRY MERISTEM (=,HAM®),
»oCL9“ und PHYTOCHROME A SIGNAL TRANSDUCTION (=,PAT1), bezeichnet (Abb. 1).
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EINLEITUNG

Das Protein SCL8 konnte aufgrund geringerer Homologie seiner Domane keiner der

Unterfamilien zugeordnet werden (Abb. 1).

2.1.1 Strukturelle Merkmale der GRAS-Proteine

GRAS-Proteine sind in der Regel 400 - 770 Aminosauren lang (Abb. 2). Der N-Terminus der
einzelnen GRAS-Proteine ist sehr variabel. Einige dieser Familienmitglieder weisen sich
durch einen groBtenteils homopolymeren N-Terminus aus. Diese Sequenz bestehen unter
anderem aus mehreren aneinander gereihten Prolin-, Glutamin-, Threonin-, Serin-, Glycin-
oder Aspartat-Resten besteht. Das deutet auf eine Interaktion mit RNS-Polymerasen hin, da
sich solche Sequenzabfolgen in der Regel bei Transkriptionsfaktoren finden (Clakhoven et
al. 1996, Liu et al. 1999).

Der C-Terminus hingegen, ist weitgehend konserviert. Er enthalt die fir GRAS-Proteine
charakteristischen Leucin-reichen Regionen, die eine VHIID Doméane (benannt nach den
konservierten Aminosaureresten) flankieren (Abb. 2). Jede der beiden Leucin-Domanen
besteht aus etwa 100 Aminosauren. Die Anhdufung der Leucin-Reste der GRAS-Proteine

ahnelt den sogenannten ,Leucin-Zippern“, einer Gruppe von Transkriptionsfaktoren.

LXXLL L-reich | VHIID L-reich Il PFYRE RVER SAW
— o0 o
variabel konserviert

Abbildung 2: Typische Proteindoméanen der GRAS-Proteine. Neben den zwei Leucin-reichen Doménen finden sich auch
konservierte Bereiche wie die Motive ,,PFYRE", ,,RVER" und ,,SAW.

Trotzdem koénnten die konservierten Leucinreste der GRAS-Proteine fur Protein-Protein-
Interaktionen genutzt werden. Einige GRAS-Proteine enthalten ein LXXLL Motiv. Uber diese
Domane sind in Saugerzellen Ko-Aktivatoren in der Lage an nukleare Steroidhormon-
Rezeptoren zu binden (Heery et al.1997). Weitere Domanen des konservierten Bereichs sind
die Motive ,PFYRE®, ,RVER" und ,SAWY deren jeweilige Bezeichnung sich von der
Konsensussequenz der entsprechenden Aminosauren ableitet (Abb. 2) (Pysh et al. 1999).
Das ,PFYRE"-Motiv der GRAS-Proteine besitzt einen phosphorylierbaren Tyrosin-Rest, und
ahnelt damit der SH2-Domane der Signal-Transkriptionsaktivatoren (=STAT).

Aufgrund der Struktur und Lage der SH2-Domanen gibt es eine Homolgie zwischen den
GRAS- und den STAT-Proteinen (Richards et al. 2000). Diese Doméane findet sich vor allem
in Transkriptionsfaktoren und Signalmolekilen. STAT-Proteine sind wichtige Komponenten

der Signaltransduktion in tierischen Zellen. Sie konnten inzwischen in verschiedenen
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eukaryotischen Modellsystemen wie bei Drosophila, Anopheles, Dictyostelium und
Saccharomyces gefunden werden (Gao et al. 2004). Die DNS-Bindedomane in STAT-
Proteinen ist von Leucin-Heptameren flankiert und erinnert somit an die von zwei Leucin-
reichen Regionen flankierte VHIID-Domane der GRAS-Proteine (Schumacher et al. 1999).

Sequenzanalysen ergaben, dass einige GRAS-Proteine Kernlokalisierungssequenzen
(=NLS) besitzen (Raikhel et al. 1992, DilLaurenzio etal. 1996, Peng et al. 1997,
Silverstone et al. 1998) was ein Hinweis darauf sein konnte, dass es sich hierbei um
Transkriptionsfaktoren handeln kénnte. Die Proteine SCL8, 23 und 37 sind ebenfalls im Kern
lokalisiert (Abschnitt 3.7), was eine Voraussetzung dafir ist, dass Proteine Uberhaupt als
Transkriptionsfaktoren in Betracht gezogen werden kénnen. Desweiteren finden sich kurze
homopolymere Abschnitte von Serin- und Threonin Resten in den N-Termini von GRAS-
Proteinen, wie man sie aus den Sequenzen anderer Transkriptionsfaktoren kennt. Bisher
konnte diese Hypothese, dass es sich bei den GRAS-Proteinen um Transkriptionsfaktoren

handelt jedoch noch nicht bewiesen werden.

2.1.2 Bisherige Kenntnisse iiber GRAS-Proteine

Uber die biologische Funktion der GRAS-Proteine ist noch wenig bekannt. Studien deuten
darauf hin, dass es sich um regulatorische Komponenten handelt, die in viele zellulare
Prozesse, wie Meristembildung, Wurzelentwicklung und in hormonelle Signaltransduktion
involviert sind (Bolle 2004). Im Laufe der Studien bezliglich der GRAS-Proteine stellte sich
heraus, dass die in Untergruppen zusammengefassten Proteine in der Regel auch dem
gleichen Signaltransduktionsweg angehoéren. Beispielsweise sind die Proteine ,GAI4, ,RGA",
-RGA-LIKE*1, 2 und 3 (=RGL1, 2 und 3), des ,DELLA"*-Zweiges am Signalweg der
Gibberellinsaure beteiligt (Peng et al. 1997 und 1999).

Die scr Mutante zeichnet sich phanotypisch dadurch aus, dass ihre Endodermis und ihr
Kortex zu einer Hybridzellschicht ,verschmolzen sind, mit Merkmalen beider Zelltypen
(Benfey et al. 1993, van den Berg et al. 1995). SCR ist vermutlich in die asymmetrische
Zellteilung der Initialzellen involviert, die zur Bildung von Kortex und Endodermis fuhrt.
Dieses Protein ist essentiell fir Zellteilung und die Seperation der Zellschichten Endodermis
und Kortex (van den Berg et al. 1995, DiLaurenzio et al. 1997).

Es wird im Ruhezentrum (Quiescent Centers (=QC)) der Wurzel exprimiert und ist fur den
Erhalt des omnipotenten Stammzellstatus mitverantwortlich. Die Zellen des Ruhezentrums
sind eine kleine Anzahl von Zellen in der Wurzelspitze. Sie sind die Stammzellpopulation im
Wurzelmeristem (van den Berg et al. 1997). Untersuchungen zeigten, dass SCR auch in

oberirdischen Regionen der Pflanze, in der L1-Schicht des Sprossmeristems und in den
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Blndelscheitelzellen exprimiert wird (Sabatini et al. 2003). Das Hypokotyl der Mutante scr ist
nicht in der Lage, Schwerkraft als Signal wahrzunehmen (Fukaki et al. 1998,
Wysocka-Diller et al.2000). Im Vergleich zum Wildtyp verfligt diese Mutante Uber keine
funktionsfahige amyloplastenhaltige Zellschicht, die es der Pflanze ermdglicht, Schwerkraft

als Reiz wahrzunehmen.

Das GRAS-Protein SHR ist ebenfalls in die Wurzelentwicklung involviert
(Helariutta et al. 2000). Sowohl bei der scr als auch bei der shr Mutante wird nur eine
Zellschicht des Grundgewebes entwickelt, jedoch zeigt diese ,Hybridschicht® in shr Mutanten
nur Eigenschaften des Kortex und nicht der Endodermis. Das SHR Protein spielt eine Rolle
bei der Zellteilung und der Spezifizierung der Endodermis (Helariutta et al. 2000). Dieses
Protein wird zunachst in der Stele synthetisiert und wandert dann durch die Plasmodesmen
in die Zellkerne der Endodermiszellen. SHR induziert dort unter anderem die Transkription
von SCR (Nakajima et al. 2001, Gallagher et al. 2004). Das SCR Protein reguliert die
-Wanderung“ von SHR in die Endodermis (Heidstra et al. 2004, Sena et al 2004) (Abb. 3)
und determiniert innerhalb des Ruhezentrums der Wurzel, die ldentitat der Stammzellen
(Wysocka-Diller et al. 2000).

Endodermis
Kortex Endodermis
Epidermis

Stele

Kortex

Columella

Abbildung 3: (a) SCR wird in der Endodermis (dunkelgrau) exprimiert. Darunter befindet sich das Ruhecenter (=QC). (b)
SHR wird in der Stele der Wurzelspitze exprimiert (hellgrau). Das Protein wandert im AnschluB in den Nukleus der
Endodermis, der SCR exprimiert (nach Scheres, 2004).

Das GRAS-Protein LAS/SCL18 aus dem LS-Zweig (Abb. 1) spielt in der Anlage der lateralen
Sprossorgane eine wichtige Rolle (Greb et al. 2003). In GUS-Experimenten wurde die
Expression von LAS/SCL18 in den Blattachseln nachgewiesen. Durch Studien konnte
gezeigt werden, dass dieses Protein fur die korrekte Expression der Homdobox-Gene
SHOOTMERISTEMLESS (=STM) und REVOLUTA (=REV) verantwortlich ist. Die Proteine
LS sowie MONOCULM1 (=MOCH1) sind die orthologen Proteine aus Tomate und Reis und

ebenfalls an der Verzweigung bzw. der Entwicklung von Seitentrieben beteiligt (Schumacher
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et al. 1996, Li et al. 2003). Auch das aus der Petunie isolierte GRAS-Protein HAM ist an der
Expression von STM beteiligt (Stuurman et al. 2002). In ham Mutanten kann der
Stammzellstatus des apikalen Sprossmeristems nicht aufrechterhalten werden. Die Zellen
differenzieren zu Epidermalzellen mit Trichomen aus, wodurch die Mutante den Namen ham
erhielt. Die Tatsache, dass beide Proteine das gleiche Gen regulieren, lasst vermuten, dass
sie in den gleichen Signaltransduktionsweg der Meristementwicklung involviert sind (Lenhard
et al. 2002).

Die GRAS-Proteine der PAT1-Untergruppe (Abb. 1) sind an der Phytochrom-
Signaltransduktion beteiligt (Bolle et al. 2000, Torres-Galea et al. 2006). Das GRAS-Protein
SCL8 zweigt phylogenetisch nahe dem PAT1-Zweig ab (Abb. 2). Es gibt allerdings keinerlei
Hinweise darauf, dass SCL8 mit der Phytochrom-Signaltransduktion in Verbindung gebracht
werden konnte. Das Protein SCL31 ist der Unterfamilie ,SCL9" zugeordnet. Bisher wurde

noch keines der Proteine aus diesem Zweig naher charakterisiert.

Die Untergruppe der DELLA-Proteine innerhalb der GRAS-Protein-Familie (Abb.1) ist in den
Gibberellinsaure-Signaltransduktionsweg involviert (Peng et al. 1997, Silverstone et al. 1998,
Lee et al. 2002, Wen et al. 2002). Diese Proteine sind aufgrund ihrer charakteristischen
Domane innerhalb des N-Terminus in der Familie der DELLA Proteine zusammengefiihrt.
Innerhalb dieses Zweiges finden sich GAI, RGA, RGL1, RGL2 und RGL3 (Abb. 1). Die
DELLA-Proteine werden aufgrund eines GA-Signals phosphoryliert. Diese Phosphorylierung
dient als positives Signal fiir die SCF®P?E3 Ligase, was dazu fiihrt, dass durch
anschlielende Polyubiquitinierung die Degradation der DELLA Proteine eingeleitet wird
(Itoh et al. 2005).

2.2 Phytohormone und Signaltransduktion

Pflanzen sind in der Regel ortsgebundene Organismen und mussen daher flexibel auf ihre
Umwelt reagieren. Einflisse wie Licht, Wasser, Nahrstoffe, Pathogene oder Berihrung
wirken standig auf die Pflanze ein. Pflanzen reagieren auf Veranderungen ihrer Umwelt
durch Anpassung ihrer Physiologie. Pflanzenhormone sind wesentlich an der Steuerung der
Entwicklung und der Adaption an Umweltbedingungen beteiligt.

Endogene und exogene Signale werden in der Regel durch Pflanzenhormone integriert. Es
sind naturlich vorkommende organische Substanzen, die physiologische Prozesse bereits in
niedrigen Konzentrationen beeinflussen (Kende et al. 1997). Neben den finf klassischen
Pflanzenhormonen Abscissinsaure, Auxin, Cytokinin, Ethylen und Gibberellinsaure werden

noch eine Reihe weiterer Verbindungen als Pflanzenhormone diskutiert.
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2.2.1 Auxin

Beim Auxin handelt es sich um das am besten untersuchte Pflanzenhormon. Chemisch
gesehen handelt es sich um Indol-3-Essigsaure (=IES) oder dessen Derivate, die alle von
der Aminosaure Tryptophan abgeleitet sind (Lyser et al. 2006). IES ist der wichtigste
Vertreter der Auxine in héheren Pflanzen. Das erste entdeckte pflanzliche Hormon Auxin
spielt eine zentrale Rolle sowohl in der Zellteilung als auch in Wachstums- und
Differenzierungsprozessen der Pflanzen. Auxine beeinflussen nahezu jeden Aspekt der
Pflanzenentwicklung (Evans et al. 1984, Hobbie et al. 1994) (Abb. 4). Das Auswachsen von
Seitentrieben wird in Pflanzen durch Auxin inhibiert, was zur apikalen Dominanz fihrt.
Auxinreduzierte Pflanzen sind in der Regel stark verzweigt. Mutanten mit erhohter
Auxinkonzentration zeigen eine verminderte Anzahl an Seitentrieben (Romano et al. 1993).
Auxine nehmen auch Einfluss auf die Transkription einiger Gene die mit Seneszenz und/oder
Abszission korreliert sind (Hong et al. 2000, Tucker et al. 2002). Mutanten mit Defekten in
der Auxin-Synthese, dem Transport oder der Signalweiterleitung, zeigen Effekte in der
Organentwicklung, deren Position und Anzahl. Diese Effekte indizieren die wichtige Rolle
des Auxins in Organformation und Phyllotaxis (Okada et al. 1991, Reinhardt et al. 2000).

Ebenso spielt Auxin in der Embryogenese eine entscheidende Rolle (Abb. 4b). Mittels eines
IAA-Gradienten wird der Embryo polarisiert. Daraus entstehen ein apikaler und ein basaler
Pol (Schiavone etal. 1997, Hadfi et al. 1998, Geldner et al. 2005). Die Inhibierung des
polaren Auxintransports behindert die Ausbildung des SHOOT APICAL MERISTEM (=SAM)
und ROOT APICAL MERISTEM (=RAM) (Liu et al. 1993). Dann entwickeln sich Pflanzen, die
in ihrem Wachstum arretiert sind. Zwei Mutanten, deren polarer Auxin-Transport gestort ist,
sind monpteros (=mp) und bodenlos (=bdl) (Przemeck et al. 1996, Hamann et al. 1999). Die
Fehlentwicklung der mp Mutante beginnt schon wahrend des Acht-Zell-Stadiums
(Berleth et al. 1993, Hadfi et al. 1998). Die Auxin-Mutante bd/ entwickelt kein primares
Wurzelmeristem und weicht bereits im embryonalen Zwei-Zell-Stadium von einer normalen
Entwicklung ab. In diesem Stadium teilt sich die apikale Tochterzelle der bdl Zygote nicht
vertikal, wie der Wildtyp sondern horizontal. Das embryonale Zellmuster ist dadurch so stark

gestort, dass diese Mutante weder Wurzel noch Hypokotyl entwickelt (Hamann et al. 1999).

Der Transport dieses Hormons wird durch eine Familie von Efflux-Transportern, den
PIN-FORMED (=PIN) Proteinen vollzogen (Galweiler et al. 1998) (Abb. 4). PIN1 ist in der
basalen Membran epidermal-kortikaler Zellen lokalisiert (Friml et al. 2003). Auxin induziert
die Transkription von PIN auf direktem Weg (Wisniewska et al. 2006) (Abb. 4). Mit dem
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE PROTEIN1 (=TIR1) wurde im Jahre 2005 der erste

Auxinrezeptor isoliert (Dharmasiri et al. 2005, Kepinski et al. 2005). Dieser Rezeptor
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vermittelt die auxinabhangige Transkription. Auxin unterstutzt dabei die Assemblierung des
SCF™R'_Aux/IAA Komplexes (Woodward et al. 2005). Mitglieder der AUX/IAA-Proteinfamilie
sind kurzlebige Repressoren von Transkriptionsfaktoren, die die Expression auxininduzierter
Gene verhindern und (iber den SCF™®'-Komplex abgebaut werden. Der SCF™?'-Komplex
stellt somit einen wichtigen Kontrollpunkt bei der Auxin-Signaltransduktion dar
(Dharmasiri et al. 2005, Kepinski et al. 2005).

a Seiten- N

Ln@

Abbildung 4: Viele Entwicklungsprozesse werden durch Auxin kontrolliert. Der Auxintransport wird durch rote Pfeile
angezeigt. Der Produktionsort des Auxins wird griin dargestellt. (a) Auxin beeinflusst die Entwicklung der
Seitenwurzeln. (b) Das Hormon kann bereits im jungen Embryostadium nachgewiesen werden. Der Auxintransport
durch PIN1, PIN4 und PIN7 ist durch blaue rote und griine Pfeile dargestellt. (c) Im SAM (blau dargestelit) kontrolliert
das Auxin die Stellen, an denen sich Blattprimordien entwickeln. (d) In Blattern vermittelt Auxin die Entwicklung von
vasculdrem Gewebe. Die Pfeile indizieren die Stellen der Auxinproduktion und —akkumulation. (e) Der Auxinfluss wird
im Zentrum der Wurzel durch die PIN Proteine reguliert und dabei in Richtung der Wurzelspitze transportiert. Von hier
aus erfolgt der Riicktransport in die Rhizodermis. (Nach Teale et al. 2006).
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2.2.2 Ethylen

Das gasformige Ethylen kontrolliert verschiedene Aspekte des Wachstums und der
Entwicklung einer Pflanze. Hierzu zahlen die Keimung, die Zellelongation, die Regulierung
der Fruchtreife, die Hypokotylverlangerung sowie die Wurzelentwicklung und der Blattabwurf
(=Seneszens) (Abeles et al. 1992, Cary et al. 1995). Der Wildtyp der Pflanze Arabidopsis
thaliana reagiert auf Ethylen mit einem so genannten ,Triple response®, also einer ,Dreifach-
Antwort® (Ecker et al. 1987). Das Hypokotyl ist deutlich verkirzt, stark verdickt und bildet
zusatzlich einen apikalen Haken aus, der das apikale Meristem des jungen Keimlings schutzt
(Guzman et al. 1990). In Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass neben dem
Ethylen auch das Auxin an der Ausbildung des Hypokotylhakens beteiligt ist
(Abeles et al. 1992). Vermutlich fuhrt die Ungleichverteilung des Auxins dazu, dass bei hoher
Auxinkonzentration die Ethylensynthese stimuliert wird. Eine daraus resultierende hohe
Ethylenkonzentration fuhrt zu einer einseitigen Wachstumshemmung, wodurch eine

Krimmung erfolgt und ein asymmetrischer apikaler Haken ausgebildet wird.

Die Ethylensignalkaskade wird in Arabidopsis thaliana durch funf Mitglieder der Ethylen
Rezeptorfamilie ETHYLEN RESISTENT1 (=ETR1), ETR2, ETHYLEN RESPONSE1
(FERS1), ERS2 und ETHYLEN INSENSITIV 4 (=EIN4) vermittelt (Hua et al. 1998, Sakai et
al. 1998, Bleecker et al. 2000). Die Mutante etr1 zeigt einen spéatblihenden Phanotyp,
vergroRerte Samen, sowie eine erhdhte Konzentration an Auxin, Abscissinsaure (=ABA) und
ABA-Derivaten (Bleecker et al. 1988). In Abwesenheit von Ethylen sind die Rezeptoren in
einem signalaktiven Modus arretiert (Clark et al. 1998, Etheridge et al. 2005). Nachdem
Ethylen gebunden wird, wechseln die Rezeptoren in einen signalinaktiven Status, die
Ethylenrepression wird verringert und erlaubt eine regulare Reizantwort auf Ethylen (Kieber
et al. 1993, Hua et al. 1998, Gamble et al. 2002). In Versuchen an ,Knock-out‘ Mutanten
konnte nachgewiesen werden, dass die Rezeptoren funktionell redundant sind
(Hua et al. 1998).

2.2.2.1 Interaktion zwischen Ethylen und Glukose

Die Signalwege der Glukose und des Ethylens sind Uber die Hexokinase miteinander
assoziiert (Leén et al. 2003) (Abb. 5). Das Protein GLUCOSE INSENSITIVE 1 (=GIN1)
inhibiert die durch Ethylen aktivierte Entwicklung der Pflanzen auf der Ebene von Keimung,
Blattentwicklung und Blite (Arenas-Huertero et al. 2000) (Abb. 5). Die Charakterisierung des
GIN1 Proteins zeigte, dass durch die Interaktion zwischen Ethylen und Glukose eine
koordinierte Regulierung in vielen Entwicklungsphasen der Pflanzen mdglich ist (Abb. 5)
(Zhou et al. 1998).

Seite 10 von 127



EINLEITUNG

Die sugar insensitive1 (=sis1) Mutante, die allelisch zu constitutive triple response1 (=ctr1)
ist, zeichnet sich unter anderem dadurch aus, dass sie gegen die negativen Effekte des
Herbizids Paclobutrazol (=PAC) resistent ist. Diese Fahigkeit hat die Mutante vermutlich
durch eine erhdhte Konzentration an ACC einem Vorldufer des Ethylens (Gibson et al. 2001).
Die gin1 Mutante zeigt phanotypische Merkmale, die auch bei Ethylen-Uberexpressionslinien

zu finden sind.

Ethylen Glukose
l i Glukose-
transporter
10" AL aadaaar
Membran
™~ 4 JV U UG
ETR1 ‘:l [‘
Hexokinase
CTR1 ——— l \
Glycolyse
\/GINl
Photosynthetische
Keimung Genexpression
Kotyledonen
“Triple Ergrinung
response” Blc?ttentwmklung
Blute

IAbbildung 5: Schematische Darstellung des Glukose- und Ethylensignalwegs.

2.2.3 Abscissinsaure

Dieses Phytohormon beeinflusst viele physiologische Vorgange in Pflanzen. Nach der
Entdeckung der ABA wurden zunachst seine wachstumshemmenden Eigenschaften erkannt
(Tamas et al. 1991). ABA ist ein generelles Stresshormon (Robertson et al. 1994) und wird
vor allem mit dem SchlieRen und Offnen der SchlieRzellen bei Wassermangel in Verbindung
gebracht. Daruber hinaus inhibiert ABA eine frihzeitige Keimung und fOrdert die
Samendormanz (Zeevaart et al. 1988, Giraudat et al. 1995). Moglicherweise ist ABA auch in
die Entwicklung von Seitensprossen involviert (Chatfield et al. 2000). Sowohl beim
Austreiben der Knospen als auch beim Auskeimen der Samen sinkt die Konzentration des
ABA (Himmelbach et al. 1998, Snowden et al. 2005). Bernier et al. postulierten im Jahre
1988, dass ABA die Entwicklung der Bliten in Pflanzen inhibiert. Die ABA-Biosynthese,
ausgehend von der Karotinoidbiosynthese in Plastiden (Seo et al. 2002), wurde bereits in
den spaten siebziger Jahren identifiziert und als mdglicher ,second messenger” bezuglich

des Auswachsens ruhender Knospen diskutiert (Tucker et al. 1978).
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Die Mutante abscissin insensitivl (=abi1) ist gegenuber der keimungshemmenden Wirkung
von ABA insensitiv (Koornneef et al. 1984, Finkelstein et al.1994).

2.3 Einfluss der Meristeme auf postembryonales Wachstum

Meristeme sind fur die Formation der postembryonalen Pflanzenentwicklung verantwortlich.
Fragil und an der Spitze des Sprosses bzw. der Wurzel befindlich, entwickeln sich Meristeme
bis zu einer Gré3e von 80 — 150 ym. Da Pflanzen sessile Organismen sind, mussen sie in
der Lage sein aufgrund von Umwelteinflissen ihre Organe neu zu produzieren. Die
Aufrechterhaltung der meristematischen Stammzellen ist existenziell fir Pflanzen.
Stammzellen sind so positioniert, dass ihr Wachstum und ihre Teilung zu einem
kontinuierlichen Fluss neuer Zellen an den Flanken des Sprossmeristems flihren kann
(Clark et al. 2001). Die Balance zwischen Stammzellenproliferation und Differenzierung
muss aulderordentlich prazise reguliert sein. Die Zellen des SAM und RAM bleiben auch

nach der Embryogenese aktiv (Kuhlemeier et al. 2007).

2.3.1 Das SAM andert seine ldentitat nach der Bluhinduktion

Das primare SAM wird im Laufe der Embryogenese an der Basis der Kotyledonen angelegt.
Im Laufe der postembryonalen Entwicklung der Pflanzen bilden die Meristeme die
Wachstumspole. Wahrend der vegetativen Wachstumsphase produziert das SAM Blatter in
deren Achseln Lateralmeristeme angelegt werden (Simpson et al. 1999). Voraussetzungen
fir den Beginn der reproduktiven Phase ist die Anderung der Identitdt des
Sprossapikalmeristems, das am vegetativen Sprossapex von Arabidopsis thaliana
Blattprimordien entwickelt (Araki et al. 2001). Wahrend der Transition von der vegetativen
zur reproduktiven Phase konvertiert das primare SAM vom vegetativen Meristem zu einem
Infloreszenzmeristem (Ma et al. 1998). Daraus entstehen spater die Blitenorgane, die in

spiraliger Form angeordnet werden (Koornneef et al. 1998).

2.3.2 Einfluss des RAM auf die Wurzelentwicklung

Neben dem Sprossmeristem besitzt ein Keimling auch ein Wurzelmeristem. Das
Wurzelmeristem unterscheidet sich vom Sprossmeristem durch seinen Aufbau, seine
Funktionsweise und der daran beteiligten regulatorischen Gene. Eine zentrale Rolle spielt
das QC (Abb. 3). Diese Zellen sind von Stammzellen umgeben. Jede Stammzelle teilt sich
asymmetrisch, wobei eine Tochterzelle entsteht, die in Kontakt mit dem Ruhezentrum bleibt.
Die andere Zelle differenziert sich aus (Scheres et al. 2002). Das Meristem der Hauptwurzel
wird bereits wahrend der Embryogenese entwickelt (Dolan et al. 1993). Die Entwicklung der

Seitenwurzelmeristeme erfolgt postembryonal (de Smet et al. 2002).
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2.3.3 Entwicklung von Seitenwurzeln

Pflanzen entwickeln ein ausgedehntes und stark verzweigtes Wurzelsystem, bestehend aus
einer Hauptwurzel und den abzweigenden Seitenwurzeln. Verschiedene Signalwege sowie
abiotische Stimuli entscheiden lber die Wurzelarchitektur der Pflanze (Malamy et al. 2005).
Die lateralen Wurzeln entstehen in einer spezifisch differenzierten Zellschicht der vaskularen
Stele, auch Perizykel genannt. Die Seitenwurzelentwicklung beginnt damit, dass die
Perizykelzellen in den Zellzyklus eintreten, sich teilen und als laterales Wurzelmeristem
etablieren (Laskowski et al. 1995, Benfey et al. 1997). Auxin spielt dabei eine Schlisselrolle
(Torrey et al. 1954). In Arabidopsis thaliana und einigen anderen Spezies kann exogen
appliziertes Auxin die Seitenwurzelformation an nahezu jeder moglichen Stelle initiieren
(Laskowski et al. 1995).

2.4 Architektur der Pflanzen

Die Architektur der Pflanzen zeigt einen modularen Aufbau. Die sogenannten Phytomere
bestehen aus Blatt, Achselknospe und einem Abschnitt des Sprosses zwischen zwei
Blattern, dem sogenannten Internodium (Steeves et al. 1989). Diese Module wiederholen
sich. Die Blatter der einzelnen Module stehen in genau definierten Winkeln zueinander und

werden spiralig entlang des Stangels angeordnet.

2.4.1 Phyllotaxis der Pflanzen

Phyllotaxis beschreibt die Anordnung von Blattern und Bliten der Pflanzen. Die Organe von
Arabidopsis thaliana stehen in der Regel spiralig in einem Winkel von 137,5° zueinander. Bei
Pflanzen mit dieser Blattstellung teilt der Winkel zwischen zwei aufeinander folgenden
Blattern den Vollkreis von 360° im Verhaltnis des Goldenen Schnittes (Kuhlemeier et al.
2007). Die Anordnung folgt dem Goldenen Winkel (W2), den man erhalt, indem der
Vollwinkel durch das Verhaltnis des Goldenen Schnittes (®) geteilt wird (Jean et al. 1990).
Der Goldene Schnitt ist das definierte Verhaltnis zweier Zahlen und betragt etwa 1:1,618 (®).
Subtrahiert man W2 vom Vollwinkel, ergibt sich ein Winkel von 137,5° Grad (Abb. 6).
Vermutlich kann durch den Divergenzwinkel von 137,5° Grad das Sonnenlicht von den
Blattern optimal genutzt werden. Der Auxingradient spielt wohl eine wichtige Rolle bei der
Anlage der Blattprimordien. Dabei stellt sich ein bestimmter Winkel zum vorangegangen Blatt
ein (Reinhardt et al. 2000, Kuhlemeier et al. 2007).

v

137,5°
_360°

o

360°

o, ~225 T =360° - S~ 1375

Abbildung 6: Darstellung und Berechnung des Goldenen Winkels.
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2.4.2 Transition und Bluhinduktion bei Arabidopsis thaliana

Hoéhere Pflanzen durchlaufen wahrend ihrer postembryonalen Entwicklung eine Reihe
drastischer Veranderungen in verschiedenen Wachstumsphasen. Jede dieser Phasen ist
charakterisiert durch die Identitat der Primordien, die durch das SAM produziert werden. Eine
der dramatischsten Veranderung einer Pflanze wahrend ihres Lebenszyklus ist die Transition
der Pflanzen von der vegetativen zur reproduktiven Phase. Sie ist durch ein komplexes
genetisches Netzwerk reguliert, das unter anderem durch Umwelteinflisse, wie Licht und
Temperatur, beeinflusst wird. Es ist wenig bekannt Uber die Signale, die die Aktivitat der
Gene kontrolliert, die in dieser Transition involviert sind (Okamuro et al. 1993). Verschiedene
Wachstumskontrollpunkte steuern die Meristeme von SAM und RAM (Laskowski et al. 1995,
Benfey et al. 1997, De Smet et al. 2003). Genetische Analysen von Bluhzeitmutanten haben
gezeigt, dass die Regulierung dieser Signalwege zur Kontrolle der Transition durch etwa 80
Gene beeinflusst wird (Akari et al. 2001). Beim Eintritt in die reproduktive Phase wird die
Entwicklung der Rosettenblatter weitgehend eingestellt und die Pflanze beginnt

Seitensprosse und Bllitenorgane zu entwickeln.

Die Transition wird Uber funf unterschiedliche Signaltransduktionswege reguliert (Abb. 7).
Hierbei handelt es sich unter anderem um den Langtag- und Lichtqualitat-Signalweg, die
beide durch Licht reguliert werden. Das Gen CONSTANS (=CO) induziert im Langtag das
Protein FLOWERING LOCUS T (=FT1), das wiederum die Expression von die LEAFY1
(FLFY) aktiviert (Simon et al. 1996, Nilsson et al. 1998). Wahrend der vegetativen Phase
wird LFY in den Blattprimordien exprimiert und ist durch die Lichtdauer reguliert (Balzquez et
al. 1997). Die Identitat der Blutenorgane wird durch das Protein APETALA1 (=AP1) reguliert
(Parcy et al. 1998) (Abb. 7). Der Transkriptionsfaktor LFY bindet an den Promotor von AP1.

Der Vernalisierungs-Signalweg wird Uber niedrige Temperaturen um die 0°C induziert, der
die zeitliche Bluhinduktion koordiniert (Koorneef et al. 1991, Lee et al. 1995). Mit dem
autosomalen Signalweg reagiert die Pflanze auf endogene Veranderungen, abhangig vom
jeweiligen Entwicklungsstadium, in dem sich die Pflanze gerade befindet. Durch diese
beiden Signalwegen wird das Protein FLOWERING LOCUS C (=FLC) inhibiert und dadurch
die Blute induziert (Michaels et al. 1999, Sheldon et al. 1999, He et al. 2003) (Abb. 7). In
Anwesenheit von FLC werden FT und SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1
(=SOC1) inhibiert (Samach et al. 2000, Hepworth et al. 2002). Die Proteine FT und SOC1
aktivieren jeweils AP1 und LFY, die die Transition der Pflanzen von der vegetativen in die
reproduktive Phase vollziehen (Araki et al. 2001, Moon et al. 2004) (Abb. 7). FT wird nicht im
SAM sondern in den Blattern exprimiert. Fur die Aktivierung von AP1 und LFY wird das FT in
den Meristemzellen bendtigt. Das FT Protein wandert dabei in den Sprossapex (Corbesier et
al. 2006).
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Mutationen im Gibberellin-Signalweg (Abb. 7) reduzieren die endogene GAs;-Konzentration
der Pflanze stark und fihren zu einer reduzierten LFY-Expression, die Transition ist dadurch
zeitlich verzogert (Huala et al. 1992) (Abb. 7). Reinhardt et al. zeigten im Jahre 2003, dass

auch Auxin in dieser Kaskade als Aktivator fungieren kann.

Vernalisierungs-
Signalweg

Autonomer-

Langtag- Licht- Signalweg

Signalweg  Signalweg
Gibberellinsynthese-
Signalweg

e LA

vegetative Transition reproduktive
Phase Phase

Abbildung 7: Schematische Darstellung der einzelnen Signaltransduktionswege, die zur Transition der Pflanze von
der vegetativen zur reproduktiven Phase fiihren. (Nach Putterill, 2004).

2.4.3 Entwicklung von Hochrosetten

Einer der fundamentalsten Unterschiede zwischen der Entwicklung von Pflanzen und Tieren
ist, dass die Korperform der Tiere bereits wahrend der Embryogenese festgelegt ist. In
Pflanzen wird dieser ,Bauplan® erst wahrend der postembryonalen Entwicklung durch das
SAM und RAM angelegt. Nach der Transition sollte die Pflanze die Entwicklung der
Rosettenblatter einstellen und Kaulinblatter sowie Infloreszensen ausbilden. Beim Wildtyp
initiiert das SAM an seinen Flanken Blattprimordien wahrend der vegetativen Phase. Bei
dem spét blihenden Arabidopsis thaliana Okotyp Sy-0 entwickeln die lateralen Meristeme
Hochrosetten anstelle von Seitensprossen und Blihorganen an den Nodien entlang des
Stangels (Grbic et al. 1996, Poduska et al. 2003).

2.4.4 Mutanten mit verminderter Anzahl an Verzweigungen

Mutanten mit verandertem Verzweigungsmuster konnen in zwei unterschiedliche Gruppen
eingeteilt werden. Zu den Mutanten mit reduzierter Verzweigung zahlt unter anderem
revoluta (=rev) deren Seitentriebe in allen Blattachseln unterdriickt ist (Talbert et al. 1995).
Das REV Gen wird in vascularem Gewebe exprimiert. Zhong et al. zeigten im Jahre 2001
einen Zusammenhang zwischen einem reduzierten Auxintransport in interfascicular

fiberless1 (=ifl) Mutanten und der Unterdrickung der Seitentriebentwicklung.
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Ein Phanotyp mit reduziertem Verzweigungsmuster konnte auch flir die Mutante
pinhead/zwille (=pnh/zll) nachgewiesen werden (Barton et al. 1995, Lynn et al. 1999). Die
entsprechenden Mutanten entwickeln neben einem veranderten Verzweigungsmuster auch
vergrofRerte Meristeme und verdickte Schoten. Der Phanotyp der /las Mutante der GRAS-
Proteinfamilie zeichnet sich dadurch aus, dass in den Achseln der Rosettenblatter die
Lateralmeristeme unterdrickt sind. Im Jahre 2003 konnten Liet al. eine Mutation im
orthologen Gen MOCT aus Reis nachweisen. In der Mutante moc1 ist die Anlage der

Seitentriebe in Reis reduziert.

2.4.5 Mutanten mit erhohter Anzahl an Verzweigungen

Zu den Mutanten mit vermehrter Verzweigung gehért unter anderem die Mutante auxin
resistant1 (=axr1) (Romano et al. 1991, Chatfield et al. 2000). Die pleiotrope Mutante
entwickelt einen Phanotyp mit verlangerten Wurzeln, einer verminderten Anzahl an
Lateralwurzeln und sie zeigt keine apikale Dominanz des Hauptsprosses mehr gegenlber
den Seitensprossen (Phillips et al. 1975). Desweiteren entwickelt die Mutante kurze, fragile
Schoten und eine geringe Fertilitdt. Durch eine verminderte Stéangel- und Hypokoylelongation
ergibt sich eine verminderte Gesamtlange der Pflanze (Lincoln et al.1990, Romano et al.
1991, Stirnberg et al. 1999). Das AXR1 Protein ist unter anderem in den Meristemen der
Pflanze aktiv (Hillmann et al.1975). Die Mutante axr1 zeigt eine reduzierte Reizantwort auf
IAA Stimulation (Lincoln et al. 1990, Lyser et al. 1993, Evans et al. 1994). Bisherige Studien
lassen vermuten, dass AXR1 die ubiquitinabhangige Degradation regulatorischer Proteine
moduliert (del Pozo et al. 1998, Lyser et al. 1998).

Die Mutanten more axillary growth (=max) 1, -2, -3 und -4 zeigen in ihrem Habitus ein
verstarktes Verzweigungsmuster (Sorefan et al. 2003). Sowohl die Mutante max7-1 als auch
die Mutante max2-1 entwickeln mehr Triebe aus der Rosette als der zu vergleichende
Wildtyp. Die Proteine MAX1, MAX3 und MAX4 sind in die Synthese eines bisher noch nicht
identifizierten Hormons involviert. Dabei handelt es sich vermutlich um ein Karotinoid-Derivat,
dass die Verzweigung der Pflanzen inhibiert (Booker et al. 2005, Lazar et al. 2006). Die Gene
MAX3 und MAX4 kodieren jeweils flr ein Proteine der Karotinoid-Dioxygenase Familie
(Sorefan et al. 2003, Booker et al. 2004, Snowden et al. 2005). Fur MAX3 konnte eine
Karotinoid-Spaltungsaktivitat nachgewiesen werden. Das Protein MAX2 hat seine Funktion in
der Hormon-Wahrnehmung. In den max Mutanten ist eine Akkumulation von PIN1 Proteinen
und anderer Auxintransporter nachweisbar (Aida et al. 2002, Bennett et al. 2006), was zu

einer starkeren Verzweigung der max Mutanten im Vergleich zum Wildtyp fuhrt.
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2.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Die vor einigen Jahren beschriebene GRAS-Protein Familie scheint in verschiedenen
Aspekten der Signaltransduktion und Entwicklung von Pflanzen wichtige regulierende
Aufgaben zu lGbernehmen. Im Vorfeld der Versuche war bekannt, dass diese Gen-Produkte
einer grolRen Proteinfamilie angehoren, die ausschlieBlich in Pflanzen zu finden ist. Von
einigen Mitgliedern wusste man, dass sie am Signalweg der Gibberellinsaure (Pysh et al.
1999, Willige et al. 2007), der Lichtsignaltransduktion (Bolle et al. 2000) und an
verschiedenen Entwicklungsprozessen (DiLaurenzio et al. 1996, Peng et al. 1997,
Schumacher et al. 1999, Sabatini et al. 2003) beteiligt sind. Uber die biochemische Funktion
der meisten Proteine weil3 man bisher noch wenig. Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit galt
der Charakterisierung der GRAS-Proteine SCL 8, 23 und 31. Mithilfe reverser Genetik sollte
die Funktion der Proteine SCL8, SCL23 und SCL31 geklart werden. Daflr war es nétig,
Linien mit einer Mutation in den Genen SCL8, 23 und 31 zu isolieren. Uberexpressionslinien
wurden mit Hilfe von SCL-Gen-GFP Konstruktionen erzeugt, wobei vor die kodierende
Sequenz dieser Gene ein 35S-Promotor des Cauliflower Mosaic Virus fusioniert wurde.
Dadurch wurde eine konstitutive Expression des nachgeschalteten Gens erreicht. In
Mutanten und Uberexpressionslinien sollten dann verschiedene physiologische Parameter
beobachtet werden. Dazu gehorten die Hypokotyllange unter Einfluss verschiedener
Hormon- und Nahrstoffmedien, Phyllotaxis, GroRe, Wurzelwachstum, Blihzeit und Fertilitat.
Von besonderem Interesse war dabei der Einfluss von Phytohormonen auf den Phanotyp der

Linien.

In weiteren Studien sollten mit Hilfe von Promotor-GUS-Konstruktionen Expressionsstudien
zu den Genen SCL8, 23 und 371 durchgefihrt werden, um die raumliche und zeitliche
Expression aufzuklaren. AulRerdem sollte der Einfluss verschiedener Stressoren sowie
Hormone auf die Expression von SCL8, 23 und 371 beobachtet werden und durch Microarray-
Daten gestutzt werden. Die Analysen wurden an Arabidopsis thaliana, auch unter der
deutschen Bezeichnung Ackerschmalwand bekannt, durchgefiihrt. Dieser Modellorganismus
ist inzwischen vollstdndig sequenziert und daher fur die Untersuchung biologischer und
insbesondere molekulargenetischer Fragestellungen pradestiniert. Des Weiteren war es von
Interesse, die Proteine auf ihre subzelluldre Lokalisierung, Transaktivierungsaktivitat und
ihrer Fahigkeit zur Dimerisierung hin zu untersuchen sowie die dafur verantwortlichen
Sequenzen einzugrenzen. Diese Untersuchungen erlaubten eine Einordnung der drei GRAS-

Proteine bezlglich ihrer biologischen Funktion.
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3 Ergebnisse
3.1 Expressionsanalysen der Gene SCLS, 23 und 31

3.1.1 Die Promotor-GUS-Fusionen in Arabidopsis thaliana
Mit Hilfe von Promotor-GUS-Experimenten lassen sich erste Erkenntnisse dartiber sammeln,

in welchen Geweben oder Organen der Promotor eines Gens aktiv ist. Diese Methode
ermoglicht Ruckschlisse Uber den Wirkungsort eines bestimmten Proteins zu ziehen
(Jefferson et al. 1987). Das Volllangen-Gen wurde jeweils in einen ,Eintritts-Vektor” kloniert
und von dort aus in einen Vektor des Gateway-Systems® ligiert. Die Vektoren waren so
konstruiert, dass an den zu charakterisierenden Promotor ein GUS-Reportergen fusioniert
wurde, das es ermoglichte, die Expression in der Zelle zu detektieren. Nach Selektion der
Klone durch geeignetes Antibiotikum wurden die Promotor-GUS-GFP-Konstruktionen via
Agrobacterium tumefaciens in Arabidopsis thaliana transformiert (Clough et al. 1998). Am
nachsten Tag konnten blau gefarbte Zellen und Organe, die Uber Nacht mit X-Gluc inkubiert

wurden, identifiziert werden.

3.1.1.1 SCL8-Promotor-GUS-Fusionen
Fur die Analyse der SCL8-Expression wurden Untersuchungen mit SCL8-Promotor-GUS-

Konstruktionen durchgefiihrt. Zunachst wurde ein 1214 Bp langes Promotorfragment
synthetisiert und in den Vektor pKGWFS7.0 kloniert. Die Reportergene GUS und GFP
ermdglichten es den Promotor in den Zellen zu detektieren. Es wurde hauptsachlich mit dem
GUS-Reporter gearbeitet. Die Aktivitdt des SCL8-Promotors konnte bereits, in dem sich in
der Mutterpflanze entwickelnden Embryo festgestellt werden (Abb. 8). Es war ein deutliches
Signal sowohl im Endosperm als auch den Funiculi (Abb. 8a), dem Gewebe, das die Samen
mit der Mutterpflanze verbindet, zu finden. Charakteristisch fur Keimlinge im Alter von einem
Tag war eine starke Blaufarbung in allen Geweben. Sowohl die Wurzelspitze als auch die

Leitbindel waren besonders intensiv gefarbt (Abb. 8b).

Abbildung 8: a) Gewebe- und organspezifische GUS-Expression in Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia Pflanzen, die
mit SCL8-Promotor-GFP-GUS-Konstruktionen transformiert worden waren. Die in vivo GUS-Fiarbung wurde an
Embryonen der T;-Generation durchgefiihrt. GUS-Farbung trat bereits im globuldren Stadium auf. Sowohl das
Endosperm, als auch die Funiculi zeigen deutliche Promotoraktivitidt (Pfeil). Die Pflanzen wurden acht Wochen in
WeiBlicht angezogen. b) Gewebe- und organspezifische Expression von transgenen SCL8-Promotor-GUS-Linien.
Keimlinge, waren im Alter von einem Tag vollstiandig gefiarbt. Die Wurzelspitze und die Leitbiindel zeigten eine
besonders starke GUS-Farbung. (MaBstab jeweils =2mm)
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Beobachtete man die weitere Entwicklung der Keimlinge, so fand sich GUS-Reporteraktivitat
in vier Tage alten Pflanzchen vor allem in den Kotyledonen. In sechs bis acht Tage alten
Keimlingen zeigte sich, dass sich die GUS-Farbung und somit die Promotoraktivitat vor allem
in den Leitbiindeln der Blatter, dem apikalen Meristem und dem Ubergang zwischen
Hypokotyl und Wurzel nachzuweisen war (Abb. 9b-d). Die Promotoraktivitat war also

zunachst auf die oberirdischen Teile der Pflanze beschrankt.

Die GUS-Farbung der Blatter nahm zwischen dem Embryonalstadium (Abb. 8a) und dem
vierten Tag (Abb. 9b) ab, bis sie im Alter von sechs Tagen nur noch in den Leitblindeln der
Blatter zu erkennen war und am Ubergang von Hypokotyl und Wurzel (Abb. 9c). Sehr
deutlich zu sehen war die Blaufarbung am sechsten Tag am Ubergang zwischen Wurzel und
Hypokotyl (Abb. 9d) und in den Wurzelhaaren dieser Zone. Im Bereich der Wurzeln war die
Promotoraktivitat vor allem in den Wurzelspitzen und in den Perizykelzellen zu erkennen
(Abb. 9e-g).

H
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Abbildung 9: Gewebe- und organspezifische Expression von Arabidopsis thaliana SCL8-Promotor-GUS-
Konstruktionen. In vivo-GUS-Farbung von in Weilicht angezogenen Keimlingen der T;-Generation im Alter von 4-8
Tagen. a) In zwei Tage alten Keimlingen zeigte sich GUS-Farbung insbesondere in den Kotyledonen und am Ubergang
von Hypokotyo und Wurzel. b) In vier Tage alten Keimlingen konnte GUS-Farbung in den Leitbiindeln der Blitter, dem
apikalen Meristem sowie am Ubergang zwischen Wurzel und Hypokotyl detektiert werden. c) In sechs Tage alten
Pflanzen war nur noch leichte Blaufirbung in den Leitbiindeln der Blitter, im apikalen Meristem und am Ubergang
zwischen Wurzel und Hypokotyl zu finden. d) Detailaufnahme der GUS-Fiarbung am Ubergang zwischen Wurzel und
Hypokotyl und in den Wurzelhaaren eines sechs Tage alten Keimlings. e) Farbung der Wurzelspitzen von
Seitenwurzeln acht Tage alter Keimlinge. f) GUS-Farbung einer Wurzelverzweigung bei 20-facher VergroBerung,
durchgefiihrt bei einem Keimling im Alter von 8 Tagen. g) Detailaufnahme einer sich soeben entwickelnden
Seitenwurzel. Abkiirzungen: HW=0Ubergang zwischen Hypokotyl und Wurzel, Lb=Leitbiindel, H=Hypokotyl,
Wh=Wurzelhaare, W=Wurzel Pz=Perizykelzellen, Lw=Lateralwurzeln, jLW=junge Lateralwurzel, Ws=Wurzelspitze.
(MaBstab a= 2mm; b-e=1 cm, f=5mm, g-h=50um).

Der Begriff Perizykel (=Pericambium) bezeichnet eine innere Gewebeschicht der Wurzel. An
diesen Perizykelzellen beginnt die Bildung der lateralen Wurzeln, hervorgerufen durch die
Anderung der Teilungsrichtung von einer longitudinalen Teilungsrichtung hin zur

transversalen Teilungsanderung (Abb. 10a-b) (Casimiro et al. 2003).
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Es kommt dabei zu einer asymetrischen Zellteilung. Sie durchdringen dabei die Endodermis
und den Cortex (Abb. 10c). Schliellich tritt die junge Wurzel durch die Epidermis nach auf3en
(Abb. 10d).

a b c d

Abbildung 10: Entwicklung lateraler Wurzeln in Arabidopsis thaliana. An der Stelle, an der sich eine neue Seitenwurzel
entwickelt &ndert sich die Teilungsrichtung der Zellen. Die bisherige longitudinale Teilungsrichtung (a) wird eingestellt
und die Zellen teilen sich fortan transversal (b), bis mehrere Zellschichten ausgebildet wurden (c-d). Dieser Prozess
setzt sich fort, bis die junge Wurzel auBerhalb der Epidermis in Erscheinung tritt (d). Abkiirzungen: E-Endodermis,
C-Cortex, EP-Epidermis (nach Casimiro 2003).

In adulten acht Wochen alten Pflanzen konnte GUS-Farbung in unterschiedlichen Geweben
nachgewiesen werden. Wie in Abbildung 11 dargestellt, waren der Pollen (Abb. 11b), sowie
das Stigma (=Narbe) (Abb. 11k) und die Kelchblatter (Abb. 11c) blau gefarbt. Die
Blaufarbung konnte auch in den Stipuld (=Nebenblatter) (Abb. 11d-f) nachgewiesen werden.
Die Wurzeln (Abb. 11g) und die Wurzelverzweigungen (Abb. 11h) waren gefarbt. Ebenso
konnte Farbung in Rosettenblattern (Abb. 11i) und seneszenten Blattern nachgewiesen
werden (Abb. 11j). Die Abszissionszone (=Abwurfzone) (Abb. 11k) der Schoten und die

beiden Valven (=Hulsen) der Schoten (Abb. 111) waren ebenfalls blau gefarbt.

Nicht gefarbt waren hingegen der Griffel (=Style) und die Staubfaden, junge Blutenblatter,
der Pflanzenstangel und die Tragblatter der Pflanzen. Promotoraktivitat konnte vor allem in
Geweben detektiert werden, die in entwicklungsbiologischen und meristematischen

Prozessen involviert sind.

Seite 20 von 127




ERGEBNISSE

Abbildung 11: Ubersicht der Promotoraktivitit in adulten acht Wochen alten Arabidopsis thaliana Pflanzen. Gewebe-
und organspezifische Expression von SCL8-Promotor-GUS-Linien. In-vivo-GUS-Farbung von in WeiBlicht
angezogenen Keimlingen der T;-Generation im Alter von 40 Tagen. Das Schema zeigt die GUS-Farbung verschiedener
Organe in verschiedenen Entwicklungsstadien im Uberblick. Abkiirzungen: Az=Abszissionsstelle, St=Stigma,
Sti=Stipulda, An=Antheren, Wv=Wurzelverzweigung, Vv=Valven. (MaBstab: a=1cm, b=10pm, c=3mm, d=1mm, e=500 uym,
f=200um g=300pm, h=300pm, i=500um, j=2cm, k=2 mm, 1=500um)

3.1.1.1.1 SCL8-Promotor-GUS-Linien unter EinfluB von ABA

Die Promotor-GUS-Linien wurden auf verschiedenen Hormon-Medien angezogen, wie zum
Beispiel ABA, um eventuelle Unterschiede in der raumlichen Verteilung der Expression zu
analysieren. Zur Kontrolle wurden die Linien auch auf Medium ohne ABA angezogen. Der
Vergleich zwischen Linien die auf 15 yM ABA-Medium gewachsen waren und solchen die
sich ohne ABA entwickelten macht deutlich, dass unter Einwirkung von ABA die
Promotoraktivitat nur in der Wurzel (Abb. 12a-b) bzw. am Ubergang zwischen Wurzel und
Hypokotyl zu sehen war (Abb. 12c¢). In den oberirdischen Regionen der Pflanzen liel3 sich bis
zum achten Tag der Entwicklung kein GUS-Signal nachweisen. Hingegen war in Keimlingen
gleichen Alters, die ohne ABA (Abb. 12d-f) angezogen wurden, Blaufarbung auch in den

oberirdischen Teilen der Pflanzen zu erkennen.
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Abbildung 12: Gewebe- und organspezifische Expression von SCL8-Promotor-GUS-Linien auf '.-MS-15uM ABA-
Medium (a-c) und ohne Hormon (d-f). In vivo-GUS-Farbung von in WeiBlicht angezogenen Keimlingen der T;-
Generation. a) In zwei Tage alten Keimlingen war eine starke GUS-Farbung in den Wurzelspitzen zu detektieren b)
Keimlinge im Alter von drei Tagen zeigten, von der Wurzelspitze ausgehend nach apikal, Blaufarbung in der Wurzel. c)
Fiinf Tage alte Keimlinge mit erkennbarer Blaufirbung am Ubergang zwischen Wurzel und Hypokotyl sowie der
Wurzelspitze. d) In zwei Tage alten Keimlingen fand sich GUS-Farbung sowohl in den Kotyledonen, Hypokotyl und
Wourzel. e) GUS-Farbung war in drei Tage alten Keimlingen sowohl in Kotyledonen, als auch in der Wurzel zu finden. f)
in fiinf Tage alten Keimlingen konnte sowohl in oberirdischen Regionen der Pflanzen als auch in der Wurzel GUS-
Aktivitat nachgewiesen werden, MaBstab: a-f=5mm.

3.1.1.2 SCL23-Promotor-GUS-Fusionen

Im Rahmen der Charakterisierung von SCL23 wurden Pflanzen des Wildtyps Columbia mit
einer SCL23-Promotor-GUS-GFP-Fusionskonstruktion transformiert. Fur die SCL23
Expressionsanalyse wurde zunachst das Promotorfragment mit einer Lange von 2352 Bp
amplifiziert und in den Vektor pKGWFS7.0 kloniert. Die Keimlinge zeigten, ab dem fiinften
Tag (Abb. 13) ausschlieBlich in den oberirdischen Pflanzenteilen Blaufarbung. Dieses
Ergebnis war zunachst Uberraschend, da SCL23 phyllogenetisch nah verwandt zu SCR st
und scr Mutanten einen deutlichen Wurzelphanotyp zeigen (DiLaurenzio et al. 1996,
Sabatiniet al. 2002, Nishiyama et al. 2003). Deutlich zu erkennen war die

entwicklungsabhangige GUS-Farbung der Pflanzen (Abb. 13).

Bis zum zweiten Tag (Abb. 13a) nach der Keimung konnte zundchst keine GUS-Farbung
detektiert werden. Am vierten Tag war das Signal im oberirdischen Teil des Keimlings zu
erkennen (Abb. 13b). Finf Tage nach der Keimung war die Farbung ausschlieflich in
Hypokotyl und Kotyledonen der Keimlinge zu detektieren (Abb. 13c-f). Nach dem zwdlften
Tag nahm die Promotoraktivitat deutlich ab, bis sie am Tag funfzehn (Abb. 13g) lediglich
noch im apikalen Meristem zu finden war. Nach dieser Zeit konnte keine Promotoraktivitat
mehr mittels GUS-Farbung nachgewiesen werden. Der Promotor von SCL23 ist also
zwischen dem vierten und flinfzehnten Tag aktiv und das Protein SCL23 vermutlich wahrend
dieser Zeit an entwicklungsrelevanten Prozessen der oberirdischen Pflanzenentwicklung

beteiligt.
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Abbildung 13: In vivo-GUS-Farbung von in WeiBlicht angezogenen Keimlingen im Alter zwischen zwei und fiinfzehn
Tagen der T;-Generation. SCL23-Promotor-GFP-GUS-Konstruktionen transformiert in Arabidopsis thaliana Okotyp
Columbia. Bis zum zweiten Tag (a) konnte keine Expression in Samen und Keimlingen nachgewiesen werden. In vier
Tage alten Keimlingen (b) konnte GUS-Farbung im ganzen Samling gefunden werden. Das Hypokotyl und die
Kotyledonen sind zwischen dem fiinften und zwdélften Tag blau (c-f) gefarbt. Nach diesem Zeitpunkt nahm die GUS-
Farbung stetig ab (g). Am 15. Tag (h) war lediglich im apikalen Meristem Blaufarbung zu detektieren (Pfeil).
MaRstab: a-c=3mm, d-g=5 mm.

3.1.1.3 SCL31- Promotor-GUS-Fusionen

SCL31-Promotor-GUS-GFP-Fusionskonstruktionen wurden in Pflanzen der Wildtyplinie
Columbia transformiert. Zu Beginn der SCL371-Expressionsanalyse wurde das
Promotorfragment mit einer Lange von 2410 Bp amplifiziert und in den Vektor pKGWFS7.0
kloniert. Die Aktivitdt dieses Promotors war vor allem in meristematischem und
entwicklungsrelevatem Gewebe nachweisbar (Abb. 14). Zu dieser Art von Gewebe zahlen

vor allem das apikale Sprossmeristem und die meristematischen Zellen der Wurzel.

GUS-Farbung des apikalen Meristems zeigte sich in Keimlingen ab dem Alter von drei bis
sechs Tagen (Abb. 14a-c). In zehn Tage alten Keimlingen konnte GUS-Farbung im apikalen
Meristem, am Blattrand und in sich entwickelnden Seitenwurzeln nachgewiesen werden
(Abb. 14d). Im Alter von zwolf bis fliinfzehn Tagen fand sich GUS-Farbung im apikalen
Meristem und nur noch marginal in den Kotyledonen (Abb. 14e). In zwanzig Tage alten
Pflanzen konnte GUS Farbung in meristematischen Geweben des Sprosses und der Wurzel
detektiert werden (Abb. 14g).
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Abbildung 14: SCL31-Promotor-GFP-GUS-Konstruktion wurde in Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia transformiert.
In vivo-GUS-Farbung von in WeiBlicht unter Kurztag angezogenen Keimlingen auf Gewebekultur im Alter zwischen drei
bis vierzig Tagen der T;-Generation. a) GUS-Farbung des apikalen Meristems eines Keimlings im Alter von drei Tagen
b) Keimling im Alter von vier Tagen mit blau gefarbtem Apikalmeristem. c) Blaufarbung des apikalen Meristems eines
sechs Tage alten Keimlings d) In zehn Tage alten Keimlingen zeigte sich GUS-Farbung im apikalen Meristem, am
Blattrand und in sich entwickelnden Seitenwurzeln. e) GUS-Farbung zeigte sich in zwolf Tage alten Keimlingen im
apikalen Meristem und marginal in den Kotyledonen (Pfeile) f) Farbung eines fiinfzehn Tage alten Keimlings.
Blaufarbung war im apikalen Meristem zu detektierbar. g) Zwanzig Tage alte Pflanze mit GUS Farbung in
meristematischen Geweben des Sprosses und der Wurzel. Die Pfeile kennzeichnen GUS-Farbung der sich
entwickelnden Seitenwurzeln der Pflanzen. Abkiirzungen: aM=apikales Meristem, Lb=Leitbiindel, jSW=junge
Seitenwurzel. (MaBstab: a=200um, b-d=1mm; e-g=5mm).

In Abbildung 15 (a-e) sind deutlich die Stellen entlang der Hauptwurzel zu erkennen, an
denen sich gerade Seitenwurzeln entwickeln. Die Aktivitdt des Promotors konnte bereits in
den Perizykelzellen wahrend der sehr frihen Entwicklung der Seitenwurzel in (Abb. 15a)

nachgewiesen werden.

Abbildung 15: (a-e) Entwicklung lateraler Wurzeln. Pflanzen der Linie Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia wurde mit
einer SCL37-Promotor-GFP-GUS-Konstruktion transformiert. SCL37 Promotoraktivitit konnte im meristematischen
Gewebe neu entstehender Wurzeln gezeigt werden (Pfeil). In-vivo-GUS-Farbung von in Weilllicht angezogenen
Keimlingen der T; Generation im Alter zwischen acht und zehn Tagen. Abkiirzungen: Pz=Perizykelzellen, jLW=junge
Lateralwurzel, Wh=Wurzelhaare. (MaBstab: a=100um, b,c=50pm, d=100pm, e=50um).

Nach 40 Tagen konnte GUS-Farbung in seneszenten Blattern (Abb. 16a) und Blattstielen
von auf Erde gewachsenen SCL37-Promotor-GUS-Pflanzen detektiert werden. Im
Gegensatz dazu war in nicht seneszenten Blattern (Abb. 16b) keine Blaufarbung

nachweisbar.
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Abbildung 16: GUS-Farbung entwickelte sich in seneszenten Blattern (a) von vierzig Tage alten SCL37-Promotor-GUS-
Pflanzen. (b) Im Vergleich dazu konnte in nicht seneszenten Blattern keine Blaufarbung nachgewiesen werden. In-vivo-
GUS-Farbung von in WeiBlicht angezogenen Keimlingen der T;-Generation im Alter von vierzig Tagen. Abkiirzungen:
Bl: nicht seneszentes, P: nicht seneszenter Pedicel Blatt sBl: seneszentes Blatt, sP: seneszenter Pedicel (Blattstiel)
(MaRstab: je=1cm).

In Kelch- und Bliutenblattern vierzig Tage alter Pflanzen konnte Blaufarbung nachgewiesen
werden (Abb. 17a), ebenso in den Antheren (Abb. 17b).
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Abbildung 17: GUS-Farbung konnte in Kelch- (=Sepalen) und Bliitenblattern (=Petalen) (a) in vierzig Tage alter SCL317-
Promotor-GUS-Pflanzen nachgewiesen werden. In-vivo-GUS-Farbung von in Weillicht angezogenen Keimlingen der|
Ts-Generation im Alter von vierzig Tagen. Abkiirzungen: Se=Sepalen, Pe=Petalen, An=Antheren (MaBstab: je 3mm).

3.1.2 Expressionsanalysen mit Hilfe von Microarray-Technik

In den letzten Jahren wurden Mikroarray-Chips, auf denen fast alle Gene von Arabidopsis
thaliana aufgebracht sind, mit verschiedenen RNS" hybridisiert. Mit Hilfe der AFGN-Inititative
konnten die Transkriptionsmengen in verschiedenen Entwicklungsstadien und Geweben
analysiert werden (Schmidt et al. 2005). Diese Daten sind zuganglich und kénnen mit einer
Reihe verschiedener Programme wie zum Beispiel dem ,Genevestigators“ und dessen
Programm ,Meta-Profile Analysis® (https://www.genevestigator.ethz.ch) abgerufen werden
(Zimmermann et al. 2004). Auch das Program ,efp-Browser* (=“Arabidopsis electronic
Fluorescent Browser“) auf der Seite www.bbc.botany.utoronto.ca (Winter et al. 2007) kann

daflr genutzt werden.

Diese Programme ermdglichen vergleichende Analysen der erhaltenen Daten
durchzufiihren. Beim Arbeiten mit Promotor::Reportergen-Konstruktionen sollte grundsatzlich
bedacht werden, dass dies die Aktivitat eines Reporters widerspiegelt und nicht unbedingt
die tatsachliche Genexpression. Es ist moglich, dass trotz des aktiven Promotors, die
entsprechende mRNS in vivo nicht gebildet wird bzw. zu instabil ist, um ein Genprodukt zu
bilden. Experimentellen Techniken, bei denen tatsachlich die mRNS des zu untersuchenden

Gens nachgewiesen wird, sind daher der Vorzug zu geben.
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3.1.2.1 Expressionsanalysen des SCL8 Gens mittels Microarray-Technik

Entsprechend der SCL8-Promotor-GUS-GFP-Fusions-Linien zeigten die Daten der
Microarray Analysen (Abb. 18), dass die Expression von SCL8 in den Wurzeln von
Keimlingen, den Knospen, den Bliten- und Kelchblattern, den Schoten, und auch in den

Embryonen und senescenten Blattern erhéht waren.

Abbildung 18: Gewebe- und organspezifische Expression von SCL8 (At5g52510). Dargestellt werden die einzelnen
Organe und Pflanzenteile, in denen SCL8 exprimiert wird. Die Expression wird mit Hilfe eines Farbcodes dargestelit bei
dem gelb (0) keine signifikante Expression bedeutet, rot (522,3) hingegen auf eine hohe Expressionsrate hinweist.
Erstellt mit Hilfe des ,,Arabidopsis electronic Fluorescent Browsers“ der Seite www.bbc.botany.utoronto.ca.

3.1.2.1.1 Einfluss von ABA auf die Expression von SCL8
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Abbildung 19: Nach Zugabe von ABA ist die Expression von SCL8 bereits nach einer Stunde erhoht. Nach drei
Stunden wird dieser Effekt noch weiter verstarkt. Fiir diese ABA Experimente wurden 7 Tage alte Keimlinge in
Fliissigkultur angezogen und fiir 30, 60 und 180 Minuten jeweils mit 10 pM ABA behandelt. Erstellt mit Hilfe des

»Arabidopsis electronic Fluorescent Browsers“ der Seite www.bbc.botany.utoronto.ca.

Samtliche Hormonanalysen wurden an sieben Tage alten Arabidopsis thaliana Okotyp
Columbia Keimlingen durchgefiihrt (AtGenExpress Consortium — In Riken, Japan).
Grundsatzlich wuchsen die Pflanzen in flussigem MS-Medium unter kontinuierlichen
Lichtbedingungen bei 23°C. Die RNS wurde isoliert und auf den ATH1-Gen-Chip hybridisiert.
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Die Farbcodierung verlauft auch in diesem Fall von gelb (0,0 geringe Expression) nach rot
(304,79 starke Expression) (Abb. 19). Alle Experimente wurden zweifach durchgefihrt und
daraus der Mittelwert errechnet. Nachdem die Analyse der GUS-Assays zeigte, dass die
Promotoraktivitat in Wurzeln von Keimlingen durch ABA erhdht war (Abschnitt 3.1.1.1.1),
wurde dieses Ergebnis mittels der Daten des ,efp-Brwosers® versucht zu stiitzen (Abb. 19).
Aus den Daten war zu erkennen, dass die Expression unter ABA Einwirkung gegenuber der
unbehandelten Kontrolle bereits nach einer Stunde leicht angestiegen war. Dieser Effekt
verstarkte sich bis zur 180. Minute (Abb. 19). Diese Daten unterstiitzen die Ergebnisse der

GUS-Experimente.

Das Programm ,Genevestigators* ermoglicht es in den Microarray-Daten nach Mutanten zu
suchen, in denen die Expression des SCL8 Gens verandert ist. Ebenso besteht die
Méglichkeit nach Bedingungen zu suchen, die die Expressionsrate von SCL8 andern. Eine
Mutante mit erhéhter SCL8 Expressionrate war abscissin insensitiv 1 (=abi1-1) (Abb. 20)
(Finkelstein et al. 1990, Leung et al. 1994).

2 _
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Abbildung 20: Das Verhdltnis der Expressionsrate von SCL8 in der Mutante abi7-1 und dem Wildtyp wurde mit 1,41 : 1
angegeben. Ausgefiihrt mit dem Programm ,,Mutant Survyor“ auf den Seiten von https://www.genevestigator.ethz.ch.

3.1.2.2 Expressionsanalysen des SCL23 Gens mittels Microarray-Technik

Die Expression von SCL23 findet in fast allen oberirdischen Geweben und Organteilen von
Arabidopsis thaliana statt. Die erhaltenen Daten in Abbildung 21 stiitzten die Ergebnisse der
GUS-Assays in Abschnitt 3.1.1.2 nur bedingt, da die Promotoraktivitdt durch GUS-Farbung
nur in oberirdischen Teilen von bis zu zehn Tage alten Keimlingen nachgewiesen werden
konnte. Hingegen wiesen die Microarray-Daten darauf hin, dass auch in adulten Pflanzen
wie zum Beispiel den Knospen, Embryonen und den Tragblattern erhdhte Expression
nachweisbar ist. Dies konnte durch die GUS-Farbung in Abschnitt 3.1.1.2 nicht bestatigt
werden. Bemerkenswert ist, dass die absolute Héhe der Expression ist sehr gering mit einer
maximalen Signalstarke von 50,35 (Abb. 21).
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Abbildung 21: Gewebe- und organspezifische Expression von SCL23 (At5g41920). Dargestellt werden die einzelnen
Organe und Pflanzenteile, in denen SCL23 exprimiert wird. Besonders in den Blattern der Pflanze und am Apex zeigte
sich, dass die Expression von SCL23 erhoht ist. Erstellt mit Hilfe des ,,Arabidopsis electronic Fluorescent Browsers*
der Seite www.bbc.botany.utoronto.ca.

Die GUS-Assays und Microarray-Daten lielen bereits erkennen, dass der Promotor von
SCL23 nicht in den Wurzeln aktiv ist. Im Gegensatz dazu ist SCR ein Protein, das unter

anderem in den Wurzeln nachweisbar ist (DiLaurenzio et al. 1996).

3.1.2.2.1 Einfluss verschiedener Stressoren auf die Expression von SCL23

Bislang fehlen Hinweise darauf, dass SCL23 und SCR ahnliche physiologische Funktionen
erfillen kénnten. Das Programm des ,Genevestigators® ermoglicht es die Expression eines
Gens aufgrund der Einwirkung verschiedener Stressoren zu analysieren. Es steht eine
Vielzahl verschiedener Stressexperimente im ,Genevestiagtor Response Viewer” zur
Verfiigung. Aus Griinden der besseren Ubersicht wurden jedoch nur 20 dieser Stressoren in
das Diagramm aufgenommen (Abb. 22). Hierzu gehoérten die Auswirkung von Hormonen,
verschiedenen Lichtbedingungen und abiotischer Einwirkungen. Die Microarray-Analysen
legten dar, dass die Genexpression von SCL23 vor allem unter Einwirkung von Ethylen
deutlich erhéht war. Weitere Stimuli waren ACC, ein Vorlaufer des gasférmigen Ethylens,
und Glukose (Abb. 22), die Uber den Hexokinase-Synthese Weg mit dem Ethylen in
Verbindung steht (Ledn et al. 2003). Signalstarken ber 1 weisen auf eine Erhéhung der
Expressionsrate durch den entsprechenden Stimulus hin, weniger als 1 deutet auf eine
erniedrigte Expressionsrate hin (Abb. 22). Aufgrund dieser Analyse wurden die Linien
scl23-1 und scl23-2 sowie die Uberexpressionslinie 35S::SCL23 in spateren Versuchen auf

ihre Sensitivitat gegenlber Ethylen und Glukose untersucht.
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In physiologischen Versuchen konnte kein Hinweis auf den Zusammenhang zwischen

Seneszens und Kalte in Bezug auf SCL23 erbracht werden.

2,
1,5 - “
‘ |I m II .

®
c
=
(7}
0,5
0,
S ™ < s ' £ Q Q g [ Q = O o
g § § 238 §5F5S5FT3IF g 2L 54882
T <30 % 7 S £ §55 3§ R A - -
il N g 8¢ S§ F§Y§TF5E
@ g 5 < §F &g 5 S 3
§ g £ 3
S ~ N
Q
Abbildung 22: Expressionsanalyse des Gens SCL23 wurden mittels Microarray analysiert. Das hoéchste

Expressionsniveau von SCL23 zeigte sich unter Einwirkung von Ethylen, ACC und Glukose.

3.1.2.3 Expressionsanalysen des SCL37 Gens mittels Microarray-Technik

Die Daten der GUS-Assays (Abschnitt 3.1.1.3) des Promotors von SCL31 lielten erkennen,
dass vor allem in der Perizykelzellschicht der Wurzeln, den Rosettenblattern, den
seneszenten Blattern, den Kelch- und Blitenblatter, sowie den Antheren transformierter
Pflanzen die Expressionsrate erhoht war. Aus den Microarray-Daten war ein deutliches
Signal in der Wurzel junger Keimlinge (Abb. 23, blaue Kreise) den Tragblattern, den
Rosettenblattern, sowie den Kelch- und Blitenblattern und Antheren, den seneszenten

Blattern und den reifen Samen zu sehen.

Die Expressionsrate von SCL37 war in der gesamten Pflanze relativ niedrig. Die Aussagen
der Microarray-Daten konnten durch die darauf folgenden GUS-Experimente bestatigt

werden (Abschnitt 3.1.1.3).
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Abbildung 23: Gewebe- und organspezifische Expression von SCL317 (At1g07520). Dargestellt werden die einzelnen
Organe und Pflanzenteile, in denen SCL317 exprimiert wird. Ein erhohtes Experssionsniveau von SCL31 findet sich
unter anderem in der Wurzel (Kreis), in den jiingeren Kaulinblédttern der Pflanze, den Kelch- und Bliitenblattern,
Antheren sowie in den seneszenten Blattern. Erstellt mit Hilfe des ,,Arabidopsis electronic Fluorescent Browsers* der
Seite www.bbc.botany.utoronto.ca.

3.2 Isolation homozygoter Mutanten und der Uberexpressionslinien

3.2.1 Nachweis der Insertion in den Mutanten mittels PCR

Eine wichtige Voraussetzung im Rahmen der Charakterisierung der Proteinfunktion von
SCL8, 23 und 31 war zunachst homozygote Mutanten zu erhalten. Mittels reverser Genetik
wurden Linien isoliert, die vor oder innerhalb des kodierenden Bereichs von SCL8, 23 und 31
eine Insertion enthielten. Durch das Programm ,Signal T-DNA-Express Arabidopsis Gene
Mapping Tool* des Salk Institutes konnten Arabidopsis-Mutanten identifiziert werden, die
eine Transposon-Insertion oder eine T-DNS vor oder innerhalb des SCL8, 23 und 31 Gens
enthielten. Fur die Selektion der Linien wurden die Samen, abhangig von ihrer Resistenz, auf
Basta-, Kanamycin- oder Sulfadiazin-Medium ausgebracht. Keimlinge, die auf diesen Medien
selektiert wurden, sind entweder homozygot oder heterozygot bezlglich ihrer Insertion.

Diese Pflanzen wurden durch zwei PCR-Reaktionen bezlglich ihrer Insertion analysiert. Fur
die erste PCR-Reaktion wurde ein Oligonukleotid-Paar (1) eingesetzt, von dem das eine
Oligonukleotid homolog zur linken Grenzregion der Insertion und das andere Oligonukleotid
homolog zum jeweils zu untersuchenden Gen war. Die Oligonukleotide des zweiten Paars
(2) waren jeweils homolog zur Sequenz des zu untersuchenden Gens. Es wurde nur mit
solchen Linien weiter gearbeitet, die ein Amplifikat durch Oligonukleotid-Paar (1) aufwiesen,
da diese Reaktion die Insertion nachweist. Die zweite Bedingung war, dass kein Amplifikat
aus der PCR mit Paar (2) hervorging und so nachgewiesen werden konnte, dass dieser

Genabschnitt tatsachlich die Insertion tragt.
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3.2.2 Nachweis der mRNS in Mutanten und Uberexpressionslinien durch RT-PCR

Zusatzlich wurde auch die Expression des Gens in den verschiedenen Linien Uberprift. Es
sollte der Nachweis gefuhrt werden, dass es in den entsprechenden Linien zu keiner mRNS
Expression mehr kam. Die konstitutive Uberexpression der SCL-Gene unter der Kontrolle
des 35S-Promoters des Blumenkohl-Mosaikvirus wurde mittels der Gateway-Technologie®
durchgeflhrt und via Agrobakterium tumefaciens transformiert. Als Rezipient diente die
Arabidopsis thaliana Linie Columbia. Das Volllangen-Gen wurde jeweils in einen ,Eintritts-
Vektor* kloniert und von dort aus in einen ,Uberexpressions-Vektor* pKGWFS7,0 des
Gateway-Systems® ligiert. Die Uberexpressions-Vektoren sind so konstruiert, dass an das
jeweilige zu charakterisierende Gen ein Reportergen fusioniert wird, mit dem es mdglich ist,

das Protein gegebenenfalls in der Zelle zu detektieren.

3.2.2.1 Nachweis der mRNS in sc/8 und 35S::SCL8

Bei den sc/8 Linien handelt es sich zum einen um ein Transposon Insertions-Linie sc/8-1
(SGT 5010), deren Insertion sich 48 Basenpaare (=Bp) vor dem TGA befindet (Abb. 24).
Zum anderen wurden Linien mit T-DNS Insertionen verwendet. Bei der Linie scl/8-2
(SALK_129947) befindet sich die Insertion 1380 Bp vor dem TGA (Abb. 24). Die Insertion
der dritten Mutante sc/8-3 (SALK_102784), einer T-DNS-Insertionslinie, findet sich 152 Bp
vor dem TGA (Abb. 24). Die Linie sc/8-1 hat einen Arabidopsis thaliana Landsberg
Hintergrund, wéhrend es sich bei den Linien scl8-2 und sc/8-3 um den Okotyp Columbia
handelt. Die Grafik in Abbildung 24 zeigt sowohl die Position der Insertionen, als auch die
der eingesetzten Oligonukleotide ,8 ATG* und ,8 TGA®, die sich am ATG bzw. dem TGA des
SCL8 Gens befinden.

LB Salk* ,LB Salk* ,LB Sgt*
8ATG*,8373f <—= > <=

> Y/ scl8-3/ \scl8-1

. VA - T - Y A V 4
ATG ,8 684 TGA

== ,8 TGA"

Abbildung 24: Position der T-DNS Insertionen in den verschiedenen sc/8 Mutanten. Die Pfeile zeigen die Position der
eingesetzten Oligonukleotide ,,8 ATG* und ,,8 TGA*“ sowie ,,8 373 f"“ und ,,8 684 r’“. Das ,,ATG* indiziert als Startkodon
den Beginn des Gens, das Stoppkodon ,,TGA“ reprasentiert das Ende des zu untersuchenden Gens.
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Die PCR-Reaktion wurde mit den genspezifischen Oligonukleotiden ,8 ATG" und ,8 TGA®
durchgefiihrt (Abb. 24). Ebenso wurde mit den Uberexpressionslinien verfahren. Aus der
cDNS der Linien scl8-1 bis scl/8-3 lield sich kein Produkt amplifizieren (Abb. 25), was
bedeutet, dass keine RNS mehr synthetisiert und somit auch davon ausgegangen werden
konnte, dass kein Protein exprimiert wird.

Dieses Ergebnis korreliert mit dem Ergebnis des Nachweises der Insertion. In den
Uberexpressionslinien 35S::SCL8-1 und -2 wurde erwartungsgemaR eine hohere
Konzentration an cDNS synthetisiert als im Wildtyp Columbia (Abb. 25). Die entstandenen
Amplifikate der Uberexpressionslinien 1 und 2 sowie der Wildtyp Columbia hatten eine
Grolie von 1950 Bp (Abb. 25). Die transformierten Linien sind voneinander unabhangig, da
sie jeweils aus unterschiedlichen Transformationsansatzen stammen. Als Kontrolle
gleichmaBig eingesetzter cONS wurde mithilfe der Oligonukleotide ,Aktin f“ und ,Aktin r™
das AKTIN2 Gen amplifiziert.

M scl8-1 scl8-2 scl8-3 S35::SCL8-1 S35::SCL8-2 Col
8 ATG" 1,95 kB
,,8 TGA h
. 311 Bp
LAktin
LAktin r <

Abbildung 25: Gelelektrophorese der RT-PCR Produkte aus den Mutanten scl8-1 bis scl8-3, zweier
Uberexpressionslinien 35S::SCL8-1 und -2 sowie dem Wildtyp Columbia. Die Auftrennung erfolgte in einem 1%-igem
Agarosegel. Die RT-PCR wurde mit der aus RNS umgeschriebenen cDNS der genannten Linien durchgefiihrt. Die
1,95 kB Bande beschreibt die Amplifikation von SCL8. Die amplifizierte Bande des Aktins mit einer GroRe von 311 Bp
wurde als Kontrolle eingesetzt. ,,M*“ bezeichnet den GroBenstandard.

Die Insertionen der Linien sc/8-1 und sc/8-3 liegen sehr nahe am Stoppkodon (Abb. 24). Es
war daher wichtig zu Uberprifen, ob gegebenenfalls ein verklirztes Protein in diesen beiden
Linien synthetisiert wird, da ein verkurztes Protein Einflu auf den Phanotyp haben konnte.
Im Falle des GRAS-Proteins PAT1 (Torres und Bolle, unveréffentlichte Daten) zeigte sich,
dass ein solches verkurztes Protein stabiler sein kann als das Volllangenprotein (Abb. 26).
Mittels RT-PCR wurde Uberprift, ob die Mutante sc/8-1 mdglicherweise ein verklrztes
Protein synthetisiert. Hierbei wurden die Oligonukleotide ,8 373 f“ und ,8 684 r’“ eingesetzt,
die sich stromaufwarts der Insertion befanden (Abb. 26). Mit Hilfe der cDNS der Linie sc/8-1
konnte tatsachlich ein Amplifikat nachgewiesen werden. Die Mutante sc/8-1 kdnnte trotz ihrer
Insertion in der Lage sein, ein verklrztes Protein zu bilden. Bezlglich der Mutante sc/8-3

konnte kein Amplifikat nachgewiesen werden (Abb. 26).
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Col scl8-1 M scl8-3

,8-373 f*
,8-684 r*

311Bp

Abbildung 26: Gelelektrophorese der RT-PCR Produkte aus den Mutanten sc/8-1 bis sc/8-3 und korrespondierenden
Wildtypkontrolle. Auf einem 1%-igem Agarosegel wurden die RT-PCR Produkte aufgetrennt. Spur sc/8-1 zeigt ein
Amplifikat das mittels der Oligonukleotide ,8-373 f“ und ,8-684 r’“ synthetisiert wurde. ,M“ bezeichnet den
GroRenstandard.

3.2.2.2 Nachweis der mRNS in sc/23 und 35S::SCL23

Fir die Charakterisierung von SCL23 wurden zwei verschiedene Mutanten untersucht.
Hierbei handelte es sich um die T-DNS Insertion sc/23-1 (Sail 101_CO01), deren Insertion sich
350 Bp vor dem ATG befindet. In der zweiten Linie, sc/23-2 (SALK 039920) findet sich die
Insertion 444 Bp nach dem ATG (Abb. 27). Die Linien sc/23-1 und sc/23-2 haben einen
Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia Hintergrund. Die homozygoten Linien wurden durch
Nachweis der mRNS bestatigt. Der Nachweis der mRNS in sc/23-1 und sc/23-2 Mutanten,
sowie der Uberexpressionslinie 35S::SCL23 und des Wildtyps Columbia wurde durch RT-
PCR gefiihrt. Die zu Beginn des Versuches isolierte RNS wurde, wie unter Abschnitt 6.4.1
beschrieben, mittels Reverser Transkriptase in cDNS umgeschrieben. Mit Hilfe der
Oligonukleotide ,23 ATG" und ,23 TGA® wurde die cDNS in einer PCR amplifiziert (Abb. 28).

LB sail* ,LB Salk
>

.23 Prom’

—>

,23-1¢ ,23 TGA®

Abbildung 27: Position der T-DNS Insertionen verschiedener sc/23 Mutanten. Die Pfeile zeigen die Position der
eingesetzten Oligonukleotide ,,23 ATG* und ,,23 TGA*.

Die PCR-Reaktion (Abb. 28a) wurde mittels der Oligonukleotide ,23 ATG“ und ,23 TGA®
durchgefihrt, die Kontrolle durch ,Aktin f und ,Aktin r'“. Amplifikate der Linien 35S::SCL23
und Col zeigten eine Grofde von 1219 Bp. Die Grofe des Aktinamplifikats hatte eine GroRe
von 311 Bp (Abb. 28b). Durch die semiquantitative PCR konnte gezeigt werden, dass die
Mutanten sc/23-1 und scl23-2 keine mMRNS mehr synthetisieren (Abb. 28a).
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Bezuglich der Linie sc/23-1 war nicht zu erwarten, dass aus dieser PCR-Reaktion kein DNS-
Fragment amplifiziert werden konnte, da die Insertion dieser Linie 350 Basenpaare vor dem
ATG liegt. Vermutlich ist in der Mutante der regulatorische Bereich des Gens durch die
Insertion beeintrachtigt. Ohne diese Region, stromaufwarts des Gens, kann die Synthese der
mRNS nicht stattfinden. Flr die Linie 35S::SCL23 konnte eine hdéhere Konzentration der

cDNS nachgewiesen werden als im zu vergleichenden Wildtyp Columbia (Abb. 28a).

scl23-1 scl23-2 35S::SCL23 Col M
223 ATG*
1.2 kB a 223 TGA*
ﬁ b LJAKtin f
LJAktin re
311 Bp

Abbildung 28: Gelelektrophorese der RT-PCR mit cDNS aus den Mutanten scl23-1 und scl23-2, einer
Uberexpressionslinie und dem Wildtyp Columbia. Auf einem 1%-igem Agarosegel wurden die PCR Produkte
aufgetrennt. Die RT-PCR wurde mit umgeschriebener cDNS der jeweils isolierten RNS der o.g. Linien bzw. dem Wildtyp
Columbia durchgefiihrt. Die Amplifikate der Spuren 35S::SCL23 und Col hatten eine GroRe von 1219 Bp. Sie wurden
mittels der Oligonukleotide “23 ATG” und “23 TGA” synthetisiert. Das Aktin, mit einer GroBe von 311 Bp, wurde als
Kontrolle mitgefiihrt und durch die Oligonukleotide ,Aktin f“ und ,Aktin r’“ amplifiziert. ,,M“ bezeichnet den
GroRenstandard.

3.2.2.3 Nachweis homozygoter sc/37 Mutanten

Fur die Charakterisierung von SCL31 wurden zwei Mutanten untersucht. In der
Insertionslinie sc/37-1 (Sail 1251_B08) befindet sich die Insertion 352 Bp vor dem Startkodon
(=ATG) (Abb. 29). In der zweiten Linie, sc/371-2 (GABI_KAT848H11) findet sich die Insertion
420 Bp nach dem ATG. Abbildung 29 zeigt die Position der Insertionen und der jeweiligen

Oligonukleotide, die fir diese PCR verwendet wurden.

,LB Sail* ,LB Gabi*
—> <=

»31-1" ,31 TGA®

Abbildung 29: Position der T-DNS Insertionen in sc/31-Mutanten. Die Pfeile zeigen die Position der eingesetzten
Oligonukleotide ,,Prom 31“ und ,,31-1“ sowie ,,31 ATG* und ,,31 TGA* und ,,LB Sail“ und ,,LB Gabi*.
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Die Spuren 1-6 in Abb. 30 zeigten, dass die Linien 1-4 nur mit dem Oligonukleotid ,LB-sail®,
das homolog zur Grenzregion der Insertion zusammen mit dem gegenlaufigen Oligonukleotid
»31-1“ ein 575 Bp groRes Amplifikat synthetisiert hat (Abb. 30). Mit dem Oligonukleotidpaar
-Prom 31“ und ,31-1“ wurde kein Fragment synthetisiert. Aus Spur 5 geht hervor, dass diese
Pflanze homozygot bezlglich des Wildtypgens ist. Durch Amplifikate, die in Spur 6
aufgetragen wurden, konnte gezeigt werden, dass es sich hier um eine heterozygote Pflanze

handelte. Durch beide Oligonukleotidpaare wurde ein Fragment synthetisiert (Abb. 30).

scl31-1: 1 2 3 4 5 6 M Col
575 Bp
; ,LB sail
»31-1%
ﬁ
1.75kB ~Prom 31¢
#31-1%

Abbildung 30: Nachweis der Homozygotie der Linie sc/37-1. In den Spuren 1-4 war jeweils das Amplifikat homozygoter
Linien. In der oberen Reihe wurden die Oligonukleotide ,,LB Sail“ und ,,31-1“ verwendet. Das Produkt ist 575 Bp groR.
In der unteren Reihe wurde die PCR-Reaktion mittels der Oligonukleotide ,Prom 31“ und ,31-1“ amplifiziert. Das
Amplifikat in Spur 5, mit einer GroRe von 1,75 Bp, deutet auf eine Wildtyppflanze hin, die Linie deren DNS in Spur 6
(1,75 Bp) zu sehen und ist heterozygot beziiglich der Insertion. Der Wildtyp Col zeigte nur mit den Oligonukleotiden
»Prom 31“ und ,,31-1“ ein Amplifikat. ,,M“ bezeichnet den GroRenstandard.

Nach gleicher Methode wurde mit den Mutanten der Linie sc/37-2 verfahren. Die Linien 1 und
2 sind bezuglicher ihrer Insertion homozygot. Die Spuren 3, 4 und 5 zeigen jeweils ein durch
die Oligonukleotidpaare ,31 ATG" / ,31 TGA® und ,31 ATG* / ,LB Gabi“ amplifiziertes 2080
Bp groles Fragment (Abb. 31). Sie sind somit als heterozygot bezlglich der Insertion
identifiziert. In der ersten Spur befindet sich die DNS des Wildtyps Columbia. Hieraus wurde,
wie erwartet, nur ein Fragment mit Hilfe des Oligonukleotidpaares ,31 ATG" und ,31 TGA*®
synthetisiert (Abb. 31).
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scl31-22z. M C 1 2 3 4 5 6 C1 2 3 4 5 6 M
31 ATG*
.LB Gabi“ 31 TGA
31 ATG"
» ‘
2,08 kB
q
401 Bp

Abbildung 31: Nachweis auf Homozygotie der Linie sc/37-2. Die Spuren 1, 2 und 6 indizieren, dass es sich hierbei
jeweils um eine homozygote Linie handelt. Die PCR-Reaktionen, aufgetragen in den Linien 1 bis 6 auf der linken Seite,
synthetisierten mittels der Oligonukleotide ,,LB Gabi“ und ,,31 ATG" kein Amplifikat. In den Spuren der Kontrolle auf
der rechten Seite entwickelte sich in den Reaktionen der Linien 3, 4 und 5 ein Amplifikat aus dem Oligonukleotidpaar
»31 ATG* und ,,31 TGA*“. Die Linien 1, 2 und 6 sind demnach homozygot, die Linien 3, 4 und 5 dagegen heterozygot
beziiglich der Insertion, ,,M“ bezeichnet den GroBenstandard.

3.3 Komplementation der Mutanten sc/8, 23 und 31

Komplementierte Mutanten koénnen dafiir herangezogen werden, Vergleichsstudien mit
Mutanten, Uberexpressionslinien und dem Wildtyp durchzufihren. Wird eine Mutante
komplementiert, so entwickelt sich im Idealfall durch das wieder eingefiihrte Gen der
Phanotyp des Wildtyps. Das jeweils durch T-Insertion zerstérte Gen wird durch eine
Komplementation wieder ersetzt. SCL8, 23 und 371 wurden amplifiziert und in den ,Gateway*
Vektor pK7FWG2 ligiert, wo es unter Kontrolle des konstitutiv aktiven Blumenkohl-
Mosaikvirus 35S-Promotors stand. Fir die Komplementation wurde eine Plasmid-DNS
konstruiert, die aus einem GEN-GFP-Fusions-Produkt besteht. Diese Konstruktion wurde
durch Agrobakterien in die Mutanten transformiert. Auf diese Weise wurden die Linien sc/8-1
und scl8-2 komplementiert. Komplementierte Pflanzen wurden phanotypisch analysiert. Es
konnte kein Phanotyp nachgewiesen werden, der dem der sc/8 Mutante entsprach. Der
Phanotyp der komplementierten Pflanzen glich dem des Wildtyps. Auf gleiche Weise wurde

mit den Mutanten der Linien scl/23-1, scl23-2 und sc/31-1 verfahren.

Die Samen komplementierter Pflanzen wurden auf Selektionsmedium ausgebracht, das je
nach Vektor, ein Basta- oder Kanamycin-Resistenzgen enthielt. Die Mutanten wurden
zweimal in den Wildtyp Columbia zurlickgekreuzt. So sollte ausgeschlossen werden, dass
der Phanotyp gegebenenfalls von einer anderen Insertion in der Mutationslinie hervorgerufen
wurde. Aufgrund der Ergebnisse kann man davon ausgehen, dass die im Folgenden
beschriebenen Phanotypen durch die jeweilige Mutation durch die T-DNS-Insertion

hervorgerufen wurden.
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3.4 Charakterisierung der Mutanten scl/8, -23 und -37 sowie der

Uberexpressionslinien 35S::SCL8, -23 und -31

Ein wichtiger Schritt auf dem Weg der Charakterisierung der GRAS-Proteine SCL8, 23 und
31 war, neben der Analyse der Mutanten, die Effekte der Uberexpressionslinien der
entsprechenden Gene zu untersuchen. Als Selektionsmarker der transformierten Linien
diente Kanamycin bzw. Basta. Die phanotypische Analyse der Uberexpressionslinien wird im
Folgenden jeweils im Zusammenhang mit den jeweiligen Mutanten beschrieben. Auf
Grundlage der Expressionsmuster-Analysen wurden zur weiteren Charakterisierung die
phanotypischen Merkmale von scl8, -23 und -371 untersucht. Durch die Ergebnisse aus den
Datenbankrecherchen der Microarray-Daten wurden verschiedenste physiologische
Versuche mit den Mutanten und Uberexpressionslinien durchgefiihrt, um die biologische
Relevanz dieser Proteine weiter aufzuklaren. Die Linien wurden jeweils auf Erde
ausgebracht und unter Weilllicht bis zu zehn Wochen im Gewachshaus angezogen, um

gegebenenfalls einen morphologischen Phanotyp zu detektieren.

3.4.1 Charakterisierung der sc/8 Mutanten und der Uberexpressionslinie 35S::SCL8

3.4.1.1 Keimlinge der sc/8 Mutanten

Hierfir wurden sterilisierte Samen auf 2-MS-Medium ausgebracht und zunachst fur flnf
Tage unter Weildlicht gehalten. Die darauf entwickelten Keimlinge sollten fiir phanotypische
Untersuchungen auf andere Petrischalen umgesetzt werden. Dabei stellte sich heraus, dass
sich unter den ,normal“ entwickelten Pflanzchen Keimlinge entwickelten, die in ihrem
Wachstum gehemmt waren (Abb. 32a-b). Die wachstumsreduzierten Keimlinge entwickelten
ein Hypokotyl und zwei Kotyledonen (Abb. 32c). Eine Wurzel konnte auch unter dem
Mikroskop nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden. Es konnte unter dem Mikroskop nur eine
komprimierte Zellstruktur nachgewiesen werden. Die wachstumsdefizienten Keimlinge
scheinen weder apikal noch in der Wurzel Meristeme zu entwickeln (Abb. 32c¢,d), aus denen
heraus sich die Pflanze weiter entwickeln konnte. Weitere Versuche wie zum Beispiel
elektronenmikroskopische Untersuchungen koénnten klaren, ob sich tatsachlich keine
Meristeme bildeten oder die Meristeme in einem sehr jungen Stadium ihre Entwicklung

eingestellt haben.
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Abbildung 32: Fiinf Tage alte Keimlinge (a und b) der Linie sc/8 auf .-MS-Medium. Die mit Pfeilen markierten Keimlinge
sind in diesem Stadium arretiert. Detailaufnahme fiinf Tage alter Keimlinge (¢ und d). Die Pfeile indizieren die
Regionen, in denen sich normalerweise ein gut ausgebildetes Meristem findet (a-d). e) Beim WT zeigt sich zwischen
den Kotyledonen das entwickelte Meristem. MaRBstab a-e=5mm.

Das Diagramm (Abb. 33) zeigt, dass die Anzahl dieser sehr kleinen Keimlinge unter den sc/8
Mutanten zwischen 30% (scl8-2) und 55% (scl8-1) lagen. Hingegen fanden sich bei den
Wildtypen Columbia etwa 2,25% und bei Landsberg 19,2% der wachstumsdefizienten
Keimlinge (Abb. 33). Bei den Uberexpressionslinien waren 2,1% nicht mehr in der Lage

weiter zu wachsen.

[<2]
o
—

Anteil der Keimlinge in %
w
o
'_

Abbildung 33: Anteil wachstumsdefizienter Keimlinge. Die Keimlinge der T;-Generation entwickelten sich acht Tage auf
%2 MS-Medium in der Klimakammer unter Weilllicht. Signifikanz : * p< 0,01.

3.4.1.2 Wurzelphanotyp der sc/8 Mutanten

Die Expressionsmuster der GUS-Versuche und der Microarray-Daten-Analyse liel3en
vermuten, dass das Protein SCL8 mdglicherweise an der Regulation meristematischer
Gewebe in den oberirdischen Organen der Pflanze beteiligt sind. Doch wie sieht es mit den
meristematischen Geweben der Wurzel aus? Zur Beantwortung dieser Frage wurden die
scl8 Mutanten auf ihre Wurzelentwicklung hin untersucht. Sofern in der Wurzel eine
Beeintrachtigung der Meristementwicklung stattfindet, wirde sich vermutlich ein
Wurzelphanotyp nachweisen lassen. Die meristematischen Zellen des RAM in der Wurzel
sind wichtig fur das weitere Wachstum der Wurzel wahrend Seitenwurzeln ihren Ursprung in

den Perizykelzellen haben.
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Veranderungen in diesen Geweben haben entscheidenden Einfluss auf die
Wourzelentwicklung. Die Wurzeln der sc/8 Mutanten wurden durch Analyse zweier Parameter
charakterisiert: Zum Einen wurde die Lange der Primarwurzel (Abb. 34) gemessen und zum
Anderen die Anzahl der Seitenwurzeln ermittelt (Abb. 35). Die Samen wurden hierfur
zunachst auf ¥2-MS-Medium mit 0,8% Agar unter Weilllicht angezogen und im Alter von zwei
Tagen auf ¥2-MS-Medium, mit 1,2%-igem Agar, umgesetzt. Die Petrischalen wurden vertikal
fur acht Tage, unter WeiBlicht in die Klimakammer gestellt. Durch den harten Agar und die
vertikale Ausrichtung der Petrischalen konnten die Wurzeln auf dem Agar nach unten

wachsen und am Ende des Versuchs leicht dokumentiert werden.

3.4.1.3 Lange der Primarwurzeln

Zunachst wurde eine Langenmessung der Primarwurzel durchgefuhrt. Fir dieses
Experiment wurden die Keimlinge zehn Tage auf den vertikal stehenden Petrischalen in der
Klimakammer unter Weillicht kultiviert. Die Primarwurzeln der Mutanten waren signifikant
langer als die des Wildtyps Columbia. Die Uberexpressionslinie entwickelte kiirzere Wurzeln

gegenuiber der Kontrolle (Abb. 34).

»
|

(3

H
|

Lange in cm

3|J|J|Ju

scl8-2 scl8-3  35S:SCL8

Abbildung 34: Wurzellingen der Mutanten scl8-2, scl/8-3 und der Uberexpressionslinie 35S::SCL8 sowie der
korrespondierenden Wildtypkontrolle. Die Mutanten entwickelten langere Wurzeln als der korrespondierende Wildtyp.
Die Uberexpressionslinie hatte kiirzere Wurzeln im Vergleich zu Columbia. Die getesteten Pflanzen wurden nach
zehntdgiger Anzucht unter Weilicht beziiglich ihrer Wurzelldnge analysiert. Signifikanz: * p<0,001.

3.4.1.4 Anzahl der Lateralwurzeln

Wildtyppflanzen beginnen etwa zehn Tage nach ihrer Keimung Lateralwurzeln zu entwickeln
(Schiefelbein et al. 1997, Berger et al. 1998). Fir diesen Versuch wurden die Pflanzen auf
Y-MS-Medium unter Weilllicht angezogen und nach zehn Tagen die Anzahl der entwickelten
Seitenwurzeln ausgewertet. Die Mutanten sc/8-1 und scl8-2 entwickelten mehr
Seitenwurzeln als der Wildtyp (Abb. 35).
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Abbildung 35: Die Anzahl der Seitenwurzeln der Mutanten sc/8-2 und sc/8-3. Die Mutanten entwickelten signifikant
mehr Seitenwurzeln, als der Wildtyp. Die getesteten Pflanzen wurden zehn Tage in vertikaler Position unter WeiBlicht
auf 2-MS-Medium angezogen und beziiglich der Anzahl ihrer Seitenwurzeln analysiert. Signifikanz: * p<0,001

3.4.1.5 Veranderungen der Phyllotaxis bei sc/8 und 35S::SCL8

Neben phanotypischen Untersuchungen auf Gewebekultur, war es auch wichtig, die
Pflanzen bezlglich ihrer Morphologie zu analysieren. Die Samen der Linien wurden auf Erde
ausgesat und alle zwei Tage bezlglich ihres Phanotyps analysiert. Die Entwicklung der
Linien scl8 und 35S::SCL8 auf Erde unterschied sich in den ersten sechs Wochen nicht von
der Wildtypkontrolle Columbia. Acht Wochen nach Keimung fanden sich mehrere
morphologische Phanotypen. Wahrend der Wildtyp einer spiraligen Blattanordnung folgt
(Abb. 36a), zeigte sich sowohl in der Uberexpressionslinie (Abb. 36d), als auch in den
Mutanten (Abb. 36b) eine gegenstandige Blattfolge. In seltenen Fallen konnte auch eine
nahezu quirlstandige (=mehr als 2 Blatter auf gleicher HOohe am Spross) Anordnung
nachgewiesen werden (Abb. 36¢).

Abbildung 36: Spiralige Anordnung der Kaulinblatter am Wildtyp Columbia (a) im Alter von acht Wochen. Bei der
Mutante sc/8 ordneten sich die Blitter quirlstindig an (b). Bei sc/8 (c) und der SCL8 Uberexpressionslinie (d) ordneten
sich die Tragbldtter zum Teil auch dekussiert an (b). Die Pflanzen der T;-Generation waren acht Wochen unter
WeiBlicht angezogen worden. (MaRstab=1cm).

Aus der Grafik in Abbildung 37 geht hervor, dass die dekussierte Blattabfolge bei der
Uberexpressionslinie wesentlich haufiger in Erscheinung trat als bei der Mutante. Dieses

Ereignis konnte bis zu zwei Mal pro Pflanze beobachtet werden.
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Abbildung 37: Verdnderung in der Phyllotaxis der sc/8-2 Mutanten und der Uberexpressionslinie 35S::SCL8. Die
Blattstellung dhnelte sowohl gegenstindiger als auch wirteliger Blattstellung. Die Pflanzen wurden unter WeiBlicht auf
Erde angezogen und nach acht Wochen auf dekussierte Blattstellung hin untersucht. Signifikanz: * p<0,001

3.4.1.6 Erhohte Anzahl von Seitentrieben in sc/8 und 35S::SCL8

Wildtyppflanzen des Okotyps Columbia bilden nach der Elongation ihres Hauptsprosses im
Durchschnitt bis zu vier Seitentriebe aus der Rosette (A) und vier Seitentriebe aus dem
Hauptspross aus. Die Pflanzen der Linien scl8-2, sc/8-3, S35::SCL8 und die Wildtypkontrolle
waren fur acht Wochen im Gewachshaus unter Langtagbedingungen beobachtet und ihre
Entwicklung quantifiziert worden. Sowohl die Mutanten sc/8-2 und sc/8-3 als auch die

Uberexpressionsline waren deutlich buschiger gewachsen als der Wildtyp (Abb. 38).

Abbildung 38: Habitus von Columbia (a) den Mutante sc/8-2 (b) und sc/8-3 (c) und der Uberexpressionslinie 35S::SCL8
(d). Die Pflanzen wurden acht Wochen unter Langtagbedingungen in WeiBlicht angezogen (MaRBstab: je 2cm).

Fir eine differenzierte Erfassung der Seitentriebe wurde zunachst ein Schema entwickelt,
dass die einzelnen Seitentriebe durch Zahlen und Buchstaben benennt. Der Hauptspross
sowie seine Verzweigungen wurden mit den Nummern A1 - A5 beschrieben (Abb. 39).

Die Seitentriebe, die sich direkt aus der Rosette entwickelten sowie deren Verzweigungen
wurden mit den Ziffern B1 — B5 belegt (Abb. 39).
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Abbildung 39: Schematische Darstellung von Arabidopsis thaliana. Seitensprosse, die aus dem Haupttrieb entstanden,
sowie der Haupttrieb selbst sind mit A1-A5 gekennzeichnet. Die Seitentriecbe aus der Rosette sowie deren
Verzweigungen werden durch die Ziffern B1-B5 beschrieben.

Hinsichtlich der Verzweigungen der Seitentriebe aus der Rosette (B) konnte in der
Uberexpressionslinie eine signifikante Erhéhung der B4 Seitensprosse nachgewiesen
werden (Abb. 41). Zudem entwickelten die Uberexpressionslinien in seltenen Fallen auch
Seitentriebe der Ordnung A5 und B5, welche sich im Wildtyp in der Regel nicht entwickelten
(Abb. 40 und 41). Die Anzahl der Seitentriebe aus dem Haupttrieb A1 war in den

Uberexpressionspflanzen zwar erhéht, jedoch nicht signifikant (Abb. 40).

Die Zahl der Seitentriebe der Ordnung A3 war in der Mutante signifikant und etwa doppelt so
hoch wie im Wildtyp. Bezliglich der Uberexpressionslinie konnte keine signifikante Erhéhung
nachgewiesen werden (Abb. 40). Betrachtet man die Anzahl der A2 Seitentriebe in den
Mutanten, so wird klar, dass die Anzahl dieser Seitentriebe etwas reduziert ist. Das
Verhaltnis verschiebt sich hier zugunsten der Seitentriebe A3 und A4 (Abb. 40). Ursache fir
den Unterschied zwischen dem Wildtyp und den Pflanzen der sc/8-2 Mutante ist die
Zunahme der Seitensprosse A3 und A4 (Abb. 40).
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Abbildung 40: Anzahl der Verzweigungen aus dem Haupttrieb verglichen zwischen scl8-2, 35S::SCL8 und dem Wildtyp.
Der Haupttrieb und dessen Seitentriebe wurden mit den Ordnungen A1-A5 gekennzeichnet. Die Pflanzen wurden acht
Wochen im Gewachshaus unter Langtagbedingungen in WeiBlicht angezogen. Signifikanz: * p<0,001.
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Abbildung 41: Anzahl der Verzweigungen aus dem Haupttrieb verglichen zwischen scl8-2, 35S::SCL8 und dem Wildtyp.
Der Haupttrieb und dessen Seitentriebe wurden mit den Ordnungen B1-B5 gekennzeichnet. Die Pflanzen wurden acht
Wochen im Gewachshaus unter Langtagbedingungen in WeiBlicht angezogen. Signifikanz: * p<0,001.

Addiert man die Anzahl der Seitentriebe A3 und A5 wird deutlich, dass sowohl die Mutante
scl8-2 als auch die Uberexpressionslinie 35S::SCL8 signifikant mehr Sprosse aus dem
Haupttrieb entwickeln und die Uberexpressionslinie zusatzlich auch mehr Seitensprosse aus
der Rosette entwickelt (Abb. 42).
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Abbildung 42: Anzahl der Seitentriebe bei sc/8-2, dem Wildtyp und der Uberexpressionslinie 35S::SCL8.
Signifikanz: * p<0,0001.

Die Seitentriebe A4-A5 und B4-B5 wurden ins Verhaltnis zu A1 bzw. B1 gesetzt, so ergab
sich die Zahl der Seitentriebe, die sich jeweils auf eine Infloreszens A1 bzw. B1 verteilen. Die
Anzahl der Seitentriebe A4-A5 der Linie 35S::SCL8 waren im Vergleich zum Wildtyp um das
zwolffache erhdht (Abb. 43). Gleichzeitig zeigte sich, dass die Anzahl der Seitentriebe B4-B5
um das 10-fache erhoht war, verglichen zum Wildtyp (Abb. 43).

11 A4-A5/A1 m B4-B5/B1

Anzahl der Seitentriebe

scl8-2 358::SCL8

Abbildung 43: Quantifizierung der Seitentriebe A4-A5 im Verhéltnis zu A1. Die Anzahl von A4 und A5 war in der
Mutante sc/8-2 knapp acht Mal so hoch, wie in der korrespondierenden Wildtypkontrolle. Signifikanz: * p<0,001.

Insgesamt zeigte sich eine 1,7-fache Erhéhung aller Seitensprosse der Uberexpressionslinie
und eine 1,4-fache Erhohung aller Seitensprosse der Linie sc/8-2. Die Erhohung ist bei
Addition aller Seitentriebe aber nicht signifikant. Bei Aufteilung der Seitentriebe nach A und B
erwies sich, dass sowohl sc/8-2 als auch die Uberexpressionslinie signifikant mehr
Verzweigungen der Ordnung A entwickelten (Abb. 44). Innerhalb der Ordnung B, entwickelte
nur die Uberexpressionslinie 35S::SCL8 signifikant mehr Seitensprosse (Abb. 44).
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Abbildung 44: Anzahl aller Seitentriebe die sich jeweils an einer Pflanze entwickelten. Es wurden sowohl alle
Seitentriebe aufgetragen als auch die Aufteilung zwischen den Seitentrieben der Ordnung A und der Ordnung B.
Signifikanz: * p<0,01.

3.4.1.7 Verminderte Repression der Seitenmeristeme der Uberexpressionslinie 35S::SCL8

In einer Wildtyppflanze werden normalerweise nach dem Auswachsen des ersten
Apikalmeristems weitere Seitenmeristeme durch die endogene Auxinkonzentration der
Pflanze unterdriickt. In der Regel wachst ein Seitentrieb aus der Achsel eines Tragblattes
(Abb. 45a). Im Falle der 35S::SCL8 Uberexpressionslinie greift dieses Kontrollsystem der
Repression der Seitenmeristeme durch Auxin nicht und es kommt zur Bildung weiterer
Seitentriebe aus einem einzigen Kaulinblatt (Abb. 45b-c). Die Uberexpressionslinie
35S::SCL8 entwickelte nach acht Wochen in den Achseln der Kaulinblatter einen zweiten

(Abb. 45b-c), in seltenen Fallen sogar einen dritten Seitenspross.

Abbildung 45: (a) Der Wildtyp entwickelt einen Seitentrieb pro Kaulinblatt. 35S::SCL8-Uberexpressionslinien zeigten
die Entwicklung mehrerer Seitentriebe pro Kaulinblatt. (b) zwei entwickelte Seitentriebe, (c) zwei Seitentriebe sind
dabei sich zu entwickeln. Die Pflanzen wurden acht Wochen unter Langtagbedingungen in WeiRlicht angezogen. Die
Pfeile indizieren zusatzlich entwickelte Knospen bzw. Seitensprosse der Pflanze. MaRstab a=1cm, b=500 um, c=1 cm.

Die Entwicklung zusatzlicher Knospen bzw. Seitentriebe war vom untersten Kaulinblatt in
Richtung apikal zu verfolgen. Die Grafik in Abb. 46 zeigt die Anzahl dieser entwickelten

Knospen pro Nodium, umgerechnet auf die Gesamtzahl der Nodien einer Pflanze.
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Abbildung 46: Anzahl der Verzweigungen pro Tragblatt. Die Uberexpressionslinie 35S::SCL8 entwickelte zusitzliche
Seitentriebe. Pflanzen der T;-Generation wurden acht Wochen unter Langtagbedingungen in Weillicht angezogen.
Signifikanz: * p<0,001.

3.4.1.8 Entwicklung von Hochrosetten an Pflanzen der sc/8-2 Mutante

Hohere Pflanzen durchlaufen wahrend ihres Lebens verschiedene Wachstumsphasen. Der
Wechsel von der vegetativen zur reproduktiven Phase ist dabei wohl die dramatischste
Veranderung (Araki et al. 2001). Solange eine Pflanze nach Entwicklung des Hypokotyls
Rosettenblatter entwickelt befindet sich die Pflanze in der vegetativen Phase. In der darauf
folgenden reproduktiven Phase beginnt das apikale Sprossmeristem die Produktion der
Rosettenblatter einzustellen und beginnt aus den Achseln der Kaulinblatter und Bliaten mit
verlangerten Internodien zu entwickeln (Roe et al. 1993, Suh et al. 2003). In der Regel
entwickelt Arabidopsis thaliana an den ersten Internodien des Hauptsprosses die Tragblatter
(=Kaulinblatter). Sie treten jeweils einzeln auf und aus ihren Achseln gehen neue
Seitentriebe und Blute hervor. Im Zusammenhang mit der Transition zeigte die Mutante
scl8-2 einen bemerkenswerten Phanotyp. Entsprechend der korrespondierenden
Wildtypkontrolle entwickelte die sc/8-2 Mutante zunachst eine Rosette aus der ein
Hauptspross hervorging. Nach der Elongation dieser Hauptachse entwickelte sich auch ein
Tragblatt, entsprechend dem Wildtyp Columbia. Bevor aus der Achsel dieses Tragblattes ein
Seitenspross in Erscheinung trat, entwickelte sich eine Anzahl von Rosettenblattern an

diesem Tragblatt und bildeten eine Hochrosette aus (Abb. 47b,c).

Bemerkenswert ist, dass die Mutanten scheinbar in die bereits abgeschlossene vegetative
Entwicklungsphase zurlickkehrten. Aus den Hochrosetten entwickelt sich spater noch ein
Spross, der auch in der Lage ist Bliten zu bilden, entsprechend der Entwicklung einer
regularen Bodenrosette (Abb. 47 b,c). An einzelnen Pflanzen der Mutante sc/8-2 konnten bis
zu zehn Hochrosetten nachgewiesen werden. An der Uberexpressionslinie kam in diesem
Zeitraum nur eine einzige Hochrosette zur Entwicklung. Der Wildtyp Columbia bildete keine
Hochrosetten aus (Abb. 47a). Bevorzugt entwickelten sich diese Hochrosetten zunachst am

ersten Kaulinblatt. Diese Entwicklung setzte sich in apikaler Richtung fort.
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Abbildung 47: Die Entwicklung von Hochrosetten entlang des Sprosses von sc/8 Mutanten (a, b). Beginnend am ersten
Nodium entwickeln sich Hochrosetten sowohl am Hauptspross, als auch an den Seitentrieben (Pfeile). Zum Vergleich
eine Wildtyppflanze (c) mit regulédrer Seitensprossentwicklung und lanzettartigen Kaulinblattern. Die Pflanzen wurden
unter Langtagbedingungen in WeiBlicht angezogen und nach acht Wochen analysiert (MaBstab je 1 cm).

In Abbildung 48 wird die Entwicklung der Hochrosetten schematisch dargestellt. Bei diesem
Versuch war es wichtig festzustellen, ob es sich bei der Vielzahl von Blattern um Kaulin- oder
Rosettenblattern handelte. Das erste Kriterium zur Unterscheidung waren die Trichome
(=Brennhaare), die sich bei Kaulinblattern jeweils an der Unter- und Oberseite des Blattes
befinden. Bei Rosettenblattern entwickeln sich Trichome nur auf der Oberseite des Blattes.
Das zweite Unterscheidungskriterium war die Form der Blatter. Kaulinblatter sind lanzettartig
(Abb. 47a), Rosettenblatter entwickeln eine eher abgerundete Blattform (Abb. 48a).
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Zahl der Hochrosetten pro Pflanze

Anzahl der Pflanzen
(@)
HOH

Abbildung 48: Anzahl der Hochrosetten der Mutante sc/8-2. Die Uberexpressionslinie 35S::SCL8 entwickelte nur in
sehr seltenen Fillen eine Hochrosette. Columbia bildete keine Hochrosetten aus. Die Pflanzen waren acht Wochen
unter Langtagbedingungen bei WeiBlicht angezogen worden.

3.4.1.9 Bildung partieller Hochrosetten in der Uberexpressionslinie 35S::SCL8

Neben den bereits beschriebenen voll entwickelten Hochrosetten konnten auch partielle
Hochrosetten nachgewiesen werden, die aus zwei oder drei Blattern zusammengesetzt
waren. Die Entwicklung der partiellen Hochrosetten ist in Abbildung 49b dargestellt. Der
Wildtyp bildete keine Rosettenblatter an den Kaulinblattern aus (Abb. 49a).

Seite 47 von 127



ERGEBNISSE

2. partielle Hochrosette

1. partielle Hochrosette
/

Abbildung 49: Entwicklung von Rosettenblittern an den Blattnodien der Uberexpressionslinien 35S::SCL8. An zwei
Internodien haben sich zum jeweiligen Tragblatt jeweils zwei zuséatzliche Rosettenblatter entwickelt. Die Pflanzen der
Ts-Generation wurden acht Wochen unter WeiBlicht angezogen und danach analysiert. MaBstab=1 cm.

3.4.1.10 Veranderter Bliihzeitpunkt der Linien sc/8 und 35S::SCL8

Wildtyppflanzen beginnen unter Langtagbedingungen im Durchschnitt nach 30 bis 35 Tagen
zu blahen. Fir die Ermittlung des Blihzeitpunkts wurden Samen auf Erde ausgesat und die
Tage zwischen der Aussaat und der Entwicklung der Knospen gezahlt. Dabei wurde deutlich,
dass die Mutanten scl/8-1 und scl8-2 wesentlich langsamer blihten als der
korrespondierende Wildtyp. Der Unterschied lag jeweils bei sechs bis acht Tagen (Abb. 50).
Die Messung des Blihzeitpunktes ist nicht nur durch die Anzahl der Tage bis zur Blite
messbar. Eine zweite Methode ist die Zahlung der Rosettenblatter (Abb. 50), da die Pflanze
bald nach dem Wechsel in die reproduktive Phase die Ausbildung der Rosettenblatter
einstellt. Die Zahlung der Rosettenblatter bestatigte die Ergebnisse des Bliihzeitversuchs in
Tagen (Abb.50). Die Mutanten sind in ihrer Bluhzeit signifikant verzégert. Die
Uberexpressionslinie entwickelte einen signifikant verzdgerten Bliihzeitpunkt beziiglich der
Anzahl der Tage bis zur Blute. Die Zahl der Rosettenblatter war bei den Mutanten sc/8-2 und

scl8-3 leicht erhéht. Es konnte diesbeziglich keine Signifikanz ermittelt werden.

@ Bliihzeit in Tagen O Anzahl der Rosettenblitter

50

Anzahl der Tage und Blatter

Col scl8-2 scl8-3 35S::SCL8

Abbildung 50: Vergleich der Bliihzeit in Tagen zwischen den Mutanten sc/8-2 und sc/8-3, der, Uberexpressionslinie
35S::SCL8 sowie dem Wildtyp Columbia. Mutanten sc/8-2 und sc/8-3 haben einen signifikant verspateten Bliihzeitpunkt
gegeniiber dem jeweils vergleichbaren Wildtyp. Die Uberexpressionslinie ist nur beziiglich der Bliihzeit in Tagen
signifikant verzogert. Beziiglich der Anzahl der Rosettenblitter entspricht diese Entwicklung dem des Wildtyps.
Signifikanz: * p<0,001
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3.4.1.11 Lange der Pflanzen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch die Gesamtlange der Pflanzen der einzelnen Linien
untersucht. Die Pflanzen entwickelten sich acht Wochen unter Langtagbedingungen in
Weililicht und wurden dann vermessen (Abb. 51). Hierzu wurde die Distanz zwischen der
Bodenrosette und der terminierenden Blite gemessen. Vergleicht man die Lange des
Hauptsprosses der Linien der Mutanten sc/8-1 (20,4 cm, +/-,8 cm) und sc/8-2 (51,19 cm
+/-4,5 cm), so sind diese signifikant langer als der Wildtyp Landsberg (16,25 cm
+/-2,137 cm) bzw. Columbia (44,7 cm +/- 2,8 cm) (Abb. 51). Die Uberexpressionslinie
35S::SCL8 war mit durchschnittlich 45,7 cm Gesamtlange (+/- 4,7 cm) hingegen nicht
signifikant Ianger als die korrespondierende Wildtypkontrolle (Abb. 51).
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Abbildung 51: Pflanzenldnge der zu untersuchenden Linien in cm. Die Mutanten sc/8-1 und scl8-2 sind jeweils
signifikant langer als der Wildtyp. Die Uberexpressionslinie 35S::SCL8 entwickelte sich nicht signifikant langer als der
Wildtyp. Die Pflanzen wurden acht Wochen unter Langtagbedingungen in Weillicht gehalten. Signifikanz: * p<0,01.

3.4.1.12 Verlust apikaler Dominanz in der 35S::SCL8 Uberexpressionslinie

In Wildtyppflanzen von Arabidopsis thaliana ist der Hauptspross einer Pflanze langer als die
Seitensprosse. Das Ende des Hauptsprosses beschreibt den hochsten Punkt einer
Arabidopsis thaliana Pflanze. Das Uberwachsen der Seitensprosse durch den Hauptspross
bezeichnet man als apikale Dominanz. In der Regel stimulieren Auxine das
Streckungswachstum des Haupttriebs. Gleichzeitig wird die Entwicklung der Seitentriebe
gehemmt. Diesen Mechanismus bezeichnet man als die apikale Dominanz der Pflanzen.
Wahrend des Vermessens der Pflanzen zeigte sich ein weiterer Phanotyp, die
Pflanzenarchitektur betreffend, denn die Uberexpressionslinie 35S::SCL8 entwickelte keine
apikale Dominanz mehr. Die Seitensprosse dieser Linie waren langer als der Hauptspross
(Abb. 52b). In den zu untersuchenden Uberexpressionslinien wurde jeweils die Lange des

Haupttriebes mit der Ladnge des hdchsten Seitentriebes ins Verhaltnis gesetzt.
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Das Verhaltnis der Lange des Haupttriebs zur Lange des langsten Seitentriebs der
Uberexpressionslinien war dabei signifikant geringer als das der Mutante und des Wildtyps
Columbia (Abb. 52a).

1,20 -

1,00 -

Ih*
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langstem Seitentrieb
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Abbildung 52: Verlust der apikalen Dominanz bei 35S::SCL8 Linien. (b) Gemessen wurde dabei jeweils die Strecke
zwischen dem Ende des Sprosses und der Rosette (rote Linien). Die Pflanzen wurden acht Wochen unter WeiBlicht
angezogen. Signifikanz: * p<0,001.

3.4.1.13 Die Schoten der Uberexpressionsline 35S::SCL8

Die reproduktive Phase einer Pflanze beginnt mit der Ausbildung einer Blite und endet mit
der Entwicklung von Frichten oder Samen (Vivian-Smith et al. 2001). Die Fertilisation ist
notig um die Transition der Pflanze von der Blite zur Frucht zu initieren. Wahrend der
Anzucht der Pflanzen unter Langtagbedingungen in Weildlicht Gber acht Wochen wurde noch
ein weiterer Phanotyp gefunden. Viele Schoten der Uberexpressionslinien waren
kleinwlchsig und enthielten keine oder wenig Samen. Dabei entwickelten 25% der Pflanzen
der Uberexpressionslinie S35::SCL8 nur kleine sterile Schoten, die lediglich 40% der GroRe
der Schoten des Wildtyps und der Mutanten erreichten (Abb. 53a-c). Es kénnte sein, dass

der Pollen durch eine Mutation nicht in der Lage ist, die Narbe zu bestauben.

Aufgrund dieser Vermutung wurde die Bestdubung von Hand durchgefiihrt, sowohl mit
Pollen von Uberexpressionslinien 35S::SCL8 als auch mit Pollen des Wildtyps Columbia. Es
wurden jeweils funf Bliten pro Pollenart bestdubt. Keine der bestaubten Bliten entwickelte
jedoch reife Schoten. Es entstanden wieder kleine sterile Schoten. Der Pollen ist also nicht
ursachlich fur die fehlerhafte Entwicklung dieser Schoten. Die Ursache hierfir kann zum
Beispiel in einem Entwicklungsschritt nach der Bestdubung gesucht werden oder in der
Unfahigkeit der Nabe, den Pollen weiterzuleiten. Fur die Beantwortung dieser Frage missen

also noch weitere Versuche durchgeflhrt werden.
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Abbildung 53: Vergleich der Schotenlangen adulter Pflanzen der Linie sc/8-2, 35S::SCL8 und des Wildtyps. Die
Schoten der Uberexpressionslinien (b) sind deutlich kiirzer als die Schoten des korrespondierenden Wildtyps (c) und
der Mutante scl8-2 (a). Zum Zeitpunkt dieses Vergleichs waren die Pflanzen der T;-Generation von denen diese Samen
stammen, acht Wochen alt. Sie wurden im Gewdchshaus unter Langtagbedingungen in Weillicht angezogen.
MaRstab=1cm.

3.4.1.14 Anzahl der Seitensprosse unter Einwirkung von NAA

Pflanzen mussen in der Lage sein sich auf standig andernde Umwelteinflisse einzustellen.
Diese Anpassungsfahigkeit wird unter anderem durch die Erneuerung von Zellen durch die
Meristeme aufrechterhalten. Die Regulierung des Auswachsens von Seitenknospen aus dem
Meristem wird unter anderem durch das Auxin im SAM reguliert. Apikales Auxin fihrt in
Arabidopsis thaliana Wildtyppflanzen in der Regel zu einer Unterdrickung der
Seitensprosse. Wird dieses Auxin entfernt, zum Beispiel mechanisch, indem die apikale

Spitze abgetrennt wird, beginnt die Pflanze ihre ruhenden Seitenknospen zu aktivieren.

In einem Pilotversuch wurden Pflanzen der Linien sc/8-2, scl8-3, 35S::SCL8 und Col unter
Weilllicht angezogen, bis sich das erste Kaulinblatt am Hauptspross entwickelte. Die
Pflanzen wurden dann etwa 1 cm Uber diesem Tragblatt dekapitiert, also abgeschnitten.
Dann wurden die Pflanzen jeder Linien in zwei Gruppen geteilt. Einer Gruppe wurde auf
diese Schnittstelle taglich frische 10 uM NAA-haltige Paste gegeben. Der anderen Gruppe
wurde eine Paste ohne NAA appliziert. Nach einer Woche wurden sowohl die Lange des
Seitenspross des ersten Kaulinblattes in Zentimeter gemessen als auch die Anzahl der
Seitentriebe, die sich im Verlauf des Versuchs aus der Rosette entwickelten. Die Anzahl der
Seitentriebe der Mutanten sc/8-2 und sc/8-3 war unabhangig von der Applikation des

exogenen NAAs signifikant kleiner als die des Wildtyps (Abb. 54a).

Die Zugabe von Auxin allein auf die dekapitierte Spitze anderte also nichts an der Zahl der
Seitentriebe, die sich aus der Rosette entwickelten (Abb. 54a-b). Dieses Ergebnis war im
Vorfeld des Versuchs nicht erwartet worden. Vielmehr ging man davon aus, dass durch die

Zugabe von exogenem Auxin die Anzahl der Seitentriebe (B1) deutlich geringer sein wirde.
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Abbildung 54: Anzahl der Seitentriebe aus der Rosette ohne NAA (a) und mit NAA (b). Die Pflanzen wurden fiir 35 Tage
in der Klimakammer unter WeiBlicht angezogen. Nach der Entwicklung des ersten Tragblattes wurde der Hauptspross
etwa 1 cm liber dem Blatt dekapitiert und mit NAA-haltiger Paste bestrichen. Signifikanz: * p<0,001.

Der zweite zu untersuchende Parameter war die Lange des Seitentriebs in Zentimeter, der
sich aus dem beschriebenen ersten Kaulinblatt entwickelte. In diesem zweiten Teil des
Versuches konnte kaum ein Unterschied festgestellt werden zwischen den Linien mit und

ohne NAA.

3.4.1.15 Einfluss von Auxin auf die Organogenese

Reinhardt et al. konnten im Jahre 2000 zeigen, dass das Phytohormon Auxin ursachlich ist
fur die Organogenese im vegetativen Meristem von Tomaten und dem Blitenmeristem von
Arabidopsis thaliana. Die Autoren gehen davon aus, dass Auxin die radiale Position und die
Grolie der lateralen Organe determiniert. Die Blattprimordien entwickeln sich in einem
symmetrischen Muster aus dem Sprossmeristem. Blattprimordien sind Strukturen, aus denen
sich spater die Blatter bilden. Der Phanotyp der sc/8 Mutanten lasst eine sprialférmige
Blattanordnung vermissen (Abschnitt 3.4.1.5). Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass das
SCL8 Protein in die Auxinsignaltransduktion involviert ist. Einige der bisher gezeigten
Phanotypen weisen unter anderem darauf hin, dass das Pflanzenhormon Auxin und SCL8 in
Zusammenhang stehen konnten. Daher wurden Versuche durchgefuhrt, die diese Hinweise

stutzen konnten.
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Das Phytohormon Auxin fihrt unter anderem dazu, dass das Wurzelwachstum der Pflanzen
angeregt wird. Zunachst wurden sterilisierte Samen der Linien scl8-1, scl8-2, 35S::SCLS,
sowie der Wildtypkontrollen Columbia und Landsberg auf 2-MS-Medium vorgekeimt und
nach drei Tagen auf 10 uM NAA-Medium ausgelegt. Die Pflanzen entwickelten sich zehn

Tage unter Weililicht. Das Ergebnis dieses Versuches ist in Abbildung 55 dargestellt.

Vergleicht man sc/8-1 (Landsberg Hintergrund) mit dem Okotyp Landsberg, fallt auf, dass
das Wourzelsystem der Mutante scl8-1 sehr viel dichter gewachsen ist als in der zu
vergleichenden Kontrolle Landsberg (Abb. 55b). Ebenso entwickelt die Mutante sc/8-2 ein
dichteres Wurzelgeflecht als die Kontrolle Columbia (Abb. 55d). Zusatzlich ist die
Primarwurzel der Mutante sc/8-2 langer und deutlicher ausgepragt als die der
Wildtypkontrolle (Abb. 55e). Die Uberexpressionslinie S35::SCL8 hat hingegen im Vergleich
zum korrespondierenden Wildtyp nur wenige Wurzeln (Abb. 55c). Die Mutanten reagieren
hypersensitiv auf die Stimulation durch Auxin. Die Balance zwischen dem aktivieren und
repremieren von Seitenwurzeln scheint unter anderem durch Auxin in Verbindung mit dem
Protein SCL8 reguliert zu sein. Vermutlich unterdriickt das Protein SCL8 das Auswachsen
der Seitenwurzeln. Das Auxin scheint hierzu antagonistisch zu wirken und fir das

Auswachsen der Seitenwurzeln eine Rolle zu spielen.
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Abbildung 55: Vergleich der Wurzelenwicklung der Linien sc/8-1, scl8-2, 35S::SCL8 und der jeweiligen Wildtypen unter
Einwirkung von 10uM NAA. Die Linie sc/8-1 (a) hat deutlich mehr Wurzeln als die Kontrolle Ler (b). Die Keimlinge sc/8-2
(d) entwickeln neben einem dichten Wurzelsystem auch eine ldngere Primarwurzel gegeniiber dem Wildtyp Columbia
(e). Die Uberexpression entwickelte nur eine geringe Anzahl an Wurzeln (c), verglichen mit der Kontrolle. Zum
Zeitpunkt dieses Vergleichs waren die Pflanzen der T;-Generation zehn Tage alt. Sie wurden auf ":-MS-Medium
angezogen und nach drei Tagen auf 72-MS-Medium umgesetzt, das 10 yM NAA enthielt (MaBstab=5mm).

Auf kallusinduzierendem Medium wurde die Entwicklungsfahigkeit der sc/8 Mutanten, der
Uberexpressionslinien 35S::SCL8 und des Wildtyps Columbia auf ihre Fahigkeit hin
untersucht, Kalli zu entwickeln. Unter einem Kallus versteht man einen Gewebekomplex
undifferenzierter Zellen, der sich aus einem Gewebestiick oder einer Zelle entwickelt. Die
Entwicklung der Kalli auf diesem speziellen Medium ist ein Indikator fir die Sensitivitat der zu

untersuchenden Linie auf Auxin und Cytokinin.
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Es wurden 5 mm lange Stlicke aus dem Hypokotyl und den Wurzeln der Linien sci/8-1, scl8-
2, 35S8::SCL8 und des Wildtyps Columbia wurden aus zwolf Tage alten Keimlingen
entnommen und auf ein kallusinduzierendes Medium umgesetzt, das neben 1% Glucose
noch die Hormone Kinetin und das Auxinderivat 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (=2,4-D)
enthielt. Nach einer Woche unter WeiBlicht wurden die Kalli analysiert. Die
Hypokotylexplantate der Mutanten sc/8-7 und sc/8-2 (Abb. 56a,b), sowie die
Uberexpressionslinie 35S::SCL8 (Abb. 56¢) entwickelten nach einer Woche deutliche Kalli
aus den Explantaten des Hypokotyls. Die Wurzelfragmente bildeten nur in den Linien sc/8-1
und scl8-2 sowie die Uberexpressionslinie 35S::SCL8 eine kleine Verdickung am Anfang und

am Ende des Explantates aus (Pfeile).

Der Wildtyp Columbia bildet sehr viel schwachere Kalli aus. Die Hypokotylfragmente der
Linien scl8-1, scl8-2 und 35S::SCL8 (Abb. 56 a-c) scheinen hingegen wesentlich sensitiver
gegeniiber dem Auxin oder Cytokinin zu reagieren, als der Wildtyp (Abb. 56d). Dieses
Ergebnis ist ein weiterer Hinweis darauf, dass SCL8 unter anderem von Auxin reguliert
werden konnte. In physiologischen Versuchen konnte kein Zusammenhang zwischen SCL8
und Cytokinin nachgewiesen werden. Vermutlich kann die Sensitivitdt der Linien sc/8-1,
scl8-2 und der Uberexpressionslinie 35S::SCL8 auf das im Medium enthaltene Auxin

zuruckgefuhrt werden.

a sclg-1 b scl8-2 Cc 35S::SCL8 d Col

Hypokotylfragmente
e ¥ R

Wurzelfragmente J

- *

Abbildung 56: Entwicklung von Kalli auf kallusinduzierendem Medium. Keimlinge der T;.Generation wurden auf %>-MS-
Medium in WeiBlicht vorgezogen. Im Alter von zwolf Tagen wurden aus den Keimlingen jeweils Hypokotyl- und
Wourzelexplantate prapariert und auf kallusinduzieredes Medium (1% Glucose, 5 uM Kinetin und 5 yM 2,4-D) gesetzt. Die
Pfeile deuten auf die Kalli hin, die sich aus den Wurzelfragmenten entwickelten (MaRstab=1cm).

3.4.1.16 Nachweis von Auxin durch das DR5-Element

Das DR5-Element ist ein guter Indikator fir die Anwesenheit von Auxin. Hierbei handelt es
sich um ein synthetisches Promotorelement, das auf Auxin reagiert und mit einem GUS Gen
fusioniert ist. In Anwesenheit von Auxin wird die Expression des GUS Gen induziert
(Ulmasov et al. 1995). Das DR5-Element wird daher haufig in Versuchen als Auxin-Indikator
verwendet. Es gibt Arabidopsis Linien, die diese DR5-Konstruktion enthalten. Durch
Kreuzung dieser DR5-Konstruktions-Linien mit den entsprechenden Mutanten kann ein
histologischer Nachweis gefihrt werden, ob Auxin in den zu analysierenden Zellen
akkumuliert. Pflanzen der Linie sc/8-2 wurden mit Linien gekreuzt, die das DR5-Element

enthalten.
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In der zweiten Generation wurden die Linien sowohl mit Hilfe von GUS-Farbung als auch
durch PCR auf Homozygotie untersucht. Im Abstand von zwei Tagen wurden von jeder
dieser drei Linien je zwei Pflanzen fur zwanzig Stunden in X-Gluc-Lésung inkubiert. Erst
sechs Wochen nach der Keimung konnte ein Unterschied in der GUS-Farbung gezeigt
werden. Der deutlichste Unterschied ergab sich in der Farbung der Rosetten. Die
Rosettenblatter der sc/8/DR5::GUS Mutante (Abb. 57b) waren sehr deutlich gefarbt, wahrend
bei den DR5-Pflanzen (Abb. 57a) keine GUS-Farbung nachzuweisen war. Bezliglich der
axialen Knospen war zu erkennen, dass die Doppelmutante (Abb. 57d) in diesem
Entwicklungsstadium keine GUS-Farbung entwickelte, anders als bei den DR5-Linien (Abb.
57c).

Cc d

Abbildung 57: Vergleich von GUS-Farbung der Rosetten des Axils. (a und c) DR5-Linien und (b undd) die
scl8/DR5::GUS Doppelmutante. Die Pflanzen wurden unter WeiBlicht auf Erde angezogen und im Alter von sechs
Wochen einer GUS-Farbung unterzogen (MaRstab =1cm).

3.4.1.17 Vergleich der Expressionsrate von SCL8, AXR1-12 und ABI1

Mit Hilfe des Programms ,Meta-Profile-Analyse“ ist es moglich die Expressionsrate
verschiedener cDNS hinsichtlich unterschiedlicher Entwicklungsstadien zu analysieren. Die
physiologischen Untersuchungen der sc/8 Mutanten weisen darauf hin, dass das SCL8
Protein die Architektur der Pflanzen beeinflusst und Auxin eventuell an dieser Regulation
beteiligt sein kdnnte. Aus der Literatur ist eine Mutante bekannt, die einen &hnlichen
Phanotyp zeigt wie die Uberexpressionslinie 35S::SCL8. Hierbei handelt es sich um die
pleiotrope Mutante axr1 (=auxin resistent1). Das AXR1 Gen kodiert fir ein Protein, das flr
viele Auxinantworten der Pflanze verantwortlich. Die Mutante axr1 ist insensitiv gegentber
exogener Auxin-Applikation (Lincoln et al. 1990). Dies deutet darauf hin, dass Auxin einen
entscheidenden regulatorischen Einfluss auf das Auswachsen der Achselknospen ausubt
(Stirnberg et al. 1999). Wie bereits unter Abschnitt 3.1.2.1.1 beschrieben, gibt es Hinweise
darauf, dass auch ABA an der Regulation des SCL8 Gens beteiligt sein kénnte. Diese
Hinweise sollten unter anderem durch einen ,digitalen Northern® zeigen, ob es zu einer
Ko-Expression von ABI/1 und SCL8 kommen kénnte. Der Verlauf und die Tendenz der
Expression uUber alle Entwicklungsstadien ist, abgesehen vom Keimlingsstadium, zwischen
SCL8 und AXR1 sehr ahnlich (Abb. 58).
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Die Expressionsrate von AXR1 ist, aul3er in den reifen Schoten, grundsatzlich etwas héher
(Abb. 58). Die Expressionslevel von AB/1 und SCL8 sind in gekeimten Samen etwa gleich.
Weiter ist zu bemerken, dass alle drei Gene eine erhdhte Expression in jungen Rosetten
zeigen und zur entwickelten Rosette hin die Expression der drei Gene etwas abnimmt.
Besonders auffallig ist die hohe Expressionsrate aller drei Gene in den reifen Schoten (Abb.
58). Das ist ein Hinweis darauf, dass alle drei Proteine an der Entwicklung der Samen
beteiligt sind. Hinsichtlich SCL8 korreliert die Grafik mit den Expressionsmuster die in den
GUS-Versuchen (Abb. 11) ermittelt wurden und durch die Microarray-Daten (Abb. 18)

bestatigt wurden.
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Abbildung 58: Expressionsrate (,induction fold“) von SCL8, AXR1 und ABI1 in verschiedenen Entwicklungsstadien
von Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia, dargestellt durch das Programm ,Meta-Profile-Analyse“ des
»Genevestigators“. Entwicklungsstadien: 1=gekeimter Same, 2=Keimling, 3=junge Rosette, 4=entwickelte Rosette,
5=Beginn der Bliite, 6=Knospe, 7=entwickelte Bliite, 8=Bliiten und Schoten, 9=reife Schoten. (Stand November 2007)

3.4.2 Charakterisierung der sc/23 Mutanten und der Uberexpressionslinie 35S::SCL23

Die phanotypische Analyse der sc/23 Mutanten erwies sich als schwierig. Pflanzen der Linien
scl23-1 und 23-2, sowie der Uberexpressionslinien 35S::SCL23, die bis zu zehn Wochen
unter Langtagbedingungen im Weilllicht wuchsen, zeigten keinerlei phanotypische
Unterschiede zum korrespondierenden Wildtyp. Die GUS-Farbung konnte lediglich bis zum

15. Tag im apikalen Meristem nachgewiesen werden.

3.4.2.1 Vergleich der Expressionsrate von SCL23 und SCR

Mit Hilfe des Programms ,Genecorrelator ist es méglich verschiedene Gene bezlglich ihrer
Ko-Expression zu analysieren. Der Vergleich der Expression von SCL23 und SCR weist
darauf hin, dass diese Gene nicht koexprimiert sind. Hinsichtlich der phylogenetischen

Verwandtschaft war dieses Ergebnis zunachst Gberraschend.

Seite 56 von 127




ERGEBNISSE

Diese Daten stlitzen jedoch die Ergebnisse der Expressionsmuster durch die GUS-Farbung.
Das indizierte, dass sc/23 keinen Wurzelphanotyp entwickelte, im Gegensatz zur scr Mutante
(Abschnitt 2.1.2).

3.4.2.2 Hypokotylldnge der sc/23 Mutanten und der Uberexpressionsline 35S::SCL23

Die Pflanzen des Wildtyps Columbia reagieren in der Regel auf Ethylen mit einem
sogenannten ,Triple respond®, also mit einer ,dreifachen® Antwort (Ecker et al. 1987,
Guzmann et al. 1990). Ihr Hypokotyl ist verkirzt und gleichzeitig verdickt. Zudem bilden
diese Pflanzen einen verstarkten apikalen Haken aus, der grundsatzlich das apikale
Meristem schitzen soll. Aufgrund der Ergebnisse der Microarray-Daten (Abb. 21) wurden die
Linien der sc/l23 Mutante auf ihre Sensitivitat bezlglich Ethylen getestet. Die Keimlinge
wuchsen wahrend des Versuches vier Tage im Dunkeln auf ¥2-MS-Platten, die 10 yM ACC
enthielten. Am Ende des Experiments wurden die 2-MS-Platten mit den Hypokotylen auf
Millimeterpapier gelegt und gemessen. Das Ergebnis zeigte, dass die Mutanten sc/23-1 und
scl23-2 signifikant langer auf dem ACC-Medium waren und somit weniger sensitiv auf das
Ethylen reagierten als der korrespondierende Wildtyp (Abb. 59). Vergleicht man die
Kontrollplatte (ohne ACC), so wird deutlich, dass die Hypokotyle ohne Einwirkung von ACC
kirzer sind als der Wildtyp Columbia. Im Gegensatz dazu entwickelte die
Uberexpressionslinie 35S::SCL23 signifikant langere Hypokotyle auf ACC-Medium (Abb. 59).

110 ypM ACC m 1/2 MS - Kontrolle

Hypokotyllinge incm .

Col scl23-1 scl23-2 S35::SCL23

Abbildung 59: Hypokotyllinge der sc/23 Mutanten und der Uberexpressionsline unter Einwirkung von 10 uM ACC, der
Vorstufe des gasformigen Ethylens und ohne Einwirkung von ACC. Die Petrischalen mit Pflanzen der T3-Generation
wurden vier Tage im Dunkeln gehalten und anschlieBend die Hypokotylldnge gemessen. Signifikanz: * p<0,001.

In Experimenten mit SCL23-GUS-Fusions-Linien konnte, drei Tage nach deren Keimung,
gezeigt werden, dass die Kotyledonen von dieser Linien im Dunkeln unter Einfluss von

Ethylen blau gefarbt waren.

Seite 57 von 127




ERGEBNISSE

Die Kontroll-Keimlinge, die parallel dazu im Dunkeln wuchsen, entwickelten keinerlei
Blaufarbung. Dieses Ergebnis ist ein Anhaltspunkt dafiir, dass Ethylen in die Regulierung der

Genexpression von SCL23 involviert sein kdnnte.

3.4.2.3 Wurzellinge der sc/23 Mutanten und der Uberexpressionsline 35S::SCL23

Die Analyse der Microarray-Daten wies darauf hin, dass die Genexpression von SCL23
durch drei Stresskonditionen angehoben werden kann. Dabei handelt es sich um ACC, dem
Vorlaufer von Ethylen, das Ethylen selbst und die Glukose. Fur Pflanzen ist es unter
anderem wichtig auf Zucker zu reagieren. Die Effekte geldsten Zuckers auf pflanzliche
Entwicklung und Metabolismus sind noch weitgehend unbekannt (Gibson et al. 2001). Im
Rahmen dieser Arbeit wurden erste Pilotexperimente durchgefihrt, die erkennen liefl3en,
dass die Mutanten sc/23-1 und scl23-2 auf Glukose langere Wurzeln entwickelten, als die
korrespondierende Wildtypkontrolle (Abb. 60).

Im Vergleich dazu sind die Wurzeln auf Medium ohne Glukose signifikant kirzer im Vergleich
zu Columbia (Abb. 60). Die Uberexpressionslinie 35S::SCL23 entwickelte sowohl auf
Y-MS-Medium mit Glukose, als auch auf ¥2-MS-Medium ohne Glukose einen signifikanten
Phanotyp. Die Wurzeln dieser Linie waren unter beiden Bedingungen deutlich langer als der
Wildtyp. Uberraschend war die Tatsache, dass ein Phanotyp im Wurzelwachstum zu
erkennen war, da die GUS-Expressionsmuster keinerlei Hinweis auf eine Expression in der
Wurzel gab. Die GUS-Farbung war jeweils nur in den oberirdischen Teilen der Pflanze
detektierbar (Abschnitt 3.1.1.2).

11 % Glukose m 1/2 MS - Kontrolle

Wurzellange in cm

Col scl23-1 scl23-2  35S::SCL23

Abbildung 60: Wurzellange der sc/23-1 und sc/23-2 Linien sowie 35S::SCL23 und der Wildtyp Columbia auf 1% Glukose
und auf Kontrolilmedium ohne Glukose. Die Pflanzen wurden zwei Wochen auf Glukose-Medium unter Weillicht
angezogen. Signifikanz: * p<0,01.
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3.4.2.4 Keimung auf Paclobutrazol

Das Phytohormon Gibberellinsaure I|6st unter anderem die Fruchtbildung, das
Internodienwachstum und die Keimung aus. PAC wird Uber die Wurzel aufgenommen und
Uber das Xylem transportiert, bevor es in Blattern akkumuliert wird. Es handelt sich um ein
Herbizid, das die Gibberellin-Biosynthese in Pflanzen hemmt. Dieser Wachstumsregulator
[(2RS,3RS)-1-(4-chlorophenyl)-4,4-dimethyl-2-(1,2,4-triazol-1-yl)-pentan-3-ol] ist ein Triazol-
Derivat und wurde zunachst als Inhibitor des Sprosswachstums in Apfelbaumen eingesetzt
(Wang et al. 1986). Durch PAC wird die Keimfahigkeit von Wildtypsamen von Arabidopsis
inhibiert. In Keimungsversuche mit ,Scarecrow-like“ Mutanten wurden Samen unter anderem
auf PAC-haltigem '%2-MS-Medium ausgesét. Es zeigte sich, dass die Uberexpressionslinie

35S::SCL23 auch auf hohen PAC-Konzentrationen in der Lage waren zu keimen.

Aus Abbildung 61 lasst sich entnehmen, dass die Uberexpressionslinie selbst bei einer
Konzentration von 10 yM PAC noch in der Lage war eine Keimungsrate von knapp 80% zu
erreichen (Abb. 61). Alle analysierten Linien keimten zu 100% auf 2>-MS-Petrischalen. Eine
geringere Keimungsrate der Wildtypkontrolle und der Mutanten sc/23-17 und scl23-2
reduzierte sich ab einer Konzentration von 0,1 uM PAC (Abb. 61). Die Mutante scl23-1 zeigte
bei Konzentrationen zwischen 1 uM und 10 yM eine in fast konstante Keimungsrate von rund
40 %. Bei der Uberexpressionslinie verringerte sich die Keimungsrate erst ab einer
Konzentration von mehr als 0,3 yM PAC (Abb. 61). Diese Linie ist also weniger sensitiv
gegenuber PAC als die Mutanten und der Wildtyp. Die Samen wurden auf 2-MS-Medium
ausgelegt und nach fiinf Tagen unter Weilllicht auf ihre Keimungsrate hin analysiert. In
einem weiteren Versuch wurden diese Linien auch auf GA; ausgelegt. Bei dieser Analyse
wurde sowohl auf Keimung als auch auf Wurzellange geachtet. Es gab keinerlei Hinweise
auf Effekte durch die GAs.

—— Col scl23-1 —e— scl23-2 —e— 35S::SCL23

Keimung in %

pM PAC

Abbildung 61: Keimung von sc/23-1 und scl23-2 sowie der Uberexpressionslinien 35S::SCL23 und des Wildtyps
Columbia auf PAC. Die Uberexpressionslinie keimt zu 80% trotz einer Konzentration von 10 uM PAC. Der Wildtyp kann
bei gleicher PAC-Konzentration lediglich eine Keimungsrate von rund 5% aufweisen. Die Samen wurden auf 2-MS-
Medium ausgelegt und nach fiinf Tagen unter WeiBlicht auf ihre Keimungsrate hin untersucht. * p<0,001
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3.4.3 Charakterisierung der sc/37 Mutanten und der Uberexpressionslinie 35S::SCL31

GRAS-Proteine sind nicht nur beziglich ihrer Domanen sondern auch im Hinblick auf ihre
Funktion in Untergruppen eingeteilt. Das Protein SCL31 wurde phylogenetisch der
Unterfamilie ,SCL9“ zugeordnet. Aus dieser Unterfamilie wurden bisher noch keine
Mitglieder charakterisiert. Es gibt bisher keine Hinweise darauf, in welche moglichen
Signaltransduktionswege die Proteine dieser Unterfamilie involviert sein koénnten. Die
Expressionsmuster der Promotor-GUS-Linien, angezogen auf Y2-MS-Medium, deuteten auf
eine Funktion im apikalen Meristem, in den Leitbindel und in der Entwicklung von
Seitenwurzeln hin (Abschnitt 3.1.1.3). Aufgrund dieser Tatsache wurde zum einen der
Phanotyp der Mutanten in seiner Entwicklung auf Erde tGber mehrere Wochen verfolgt. Zum

anderen wurde die Wurzelentwicklung auf 2-MS-Medium untersucht.

3.4.3.1 Anzahl der Seitenwurzeln von sc/37 und 35S::SCL31

Da SCL31 besonders in Wurzeln exprimiert war (Abschnitt 3.1.1.3) wurde sowohl die Anzahl
der Seitenwurzeln, als auch die Lange der Hauptwurzel genauer untersucht. Fur die
Mutanten sc/37-1 und scl/31-2 konnte gezeigt werden, dass sie weniger Seitenwurzeln
entwickelten als der Wildtyp (Abb. 62). Die Anzahl der Seitenwurzeln der 35S::SCL317 Linien
war signifikant erhéht im Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp (Abb. 62).
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Abbildung 62: Anzahl der Seitenwurzeln von sc/37 Mutanten. Die Keimlinge der T;-Generation wurden auf
%.-MS-Medium ausgelegt und fiir insgesamt zehn Tage vertikal unter WeiBlicht angezogen. Die Linien sc/37-1 und
scl31-2 haben signifikant weniger Seitenwurzeln ausgebildet als die Kontrolle, die Uberexpressionslinie 35S::SCL31
hingegen signifikant mehr Wurzeln. * Signifikanz p<0,01.

Dieser Phanotyp passt sehr gut zu dem in Abschnitt 3.1.1.3 (Abb. 15 a-e) gezeigten
Expressionsmuster in den Perizykelzellen der Wurzeln. Diese Ergebnisse lassen vermuten,

dass SCL31 moglicherweise an der Entwicklung von Seitenwurzeln beteiligt sein konnte.
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3.4.3.2 Phyllotaxis der Uberexpressionslinie 35S::SCL31
Wie in Abschnitt 3.4.1.5 gezeigt, formiert der Wildtyp seine Blatter in spiraliger Form entlang

des Hauptsprosses. Sowohl die Uberexpressionslinie 35S::SCL31 als auch die
Uberexpressionslinie 35S::SCL8 entwickelten eine dekussierte Blattstellung und eine zweite
nicht ruhende Knospe, die aus der Achsel des Kaulinblattes herauswuchs. Die Pflanzen der
Uberexpressionslinie 35S::SCL31 zeigten héaufig eine dekussierte Blattanordnung
(Abb. 63 b-d).

Abbildung 63: Die 35S::SCL31 Uberexpressionslinien der T;-Generation im Alter von sechs Wochen. Sie entwickelten
sowohl eine dekussierte Blattstellung (Pfeile a, c), als auch zusétzliche Seitentriebe aus der Achsel des Kaulinblattes
(Pfeile b, c). Im Vergleich dazu entwickelt die Wildtypkontrolle eine spiralige Blattanordnung und jeweils einen
Seitentrieb pro Blattachsel (Pfeil). Die Pflanzen waren unter Langtagkonditionen fiir sechs Wochen im Gewéachshaus
angezogen worden. MaRstab=1cm.

3.4.3.3 Anzahl der Seitensprosse von sc/31 Mutanten

Pflanzen des Wildtyps entwickelten wahrend dieser Studie statistisch gesehen nur 0,8
Seitentriebe +/- 0,7 (Abb. 64). Die Mutante sc/31 entwickelte eine signifikant hdhere Anzahl
an Verzweigungen. Die Mutante sc/3-1 entwickelte nach sechs Wochen unter
Langtagbedingungen statistisch 2,8 Seitentriebe (+/- 0,75) (A2) pro Pflanze (Abb. 64). Die
Mutante sc/31-2 entwickelte 2,6 Seitentriebe (+/- 0,65).

|
|

Col scl31-1 scl31-2  35S::SCL31

Anzahl der Seitentriebe
N

Abbildung 64: Anzahl der Seitentriebe, die sich aus dem Haupttrieb der Pflanzen der Linie sc/31-1 und scl31-2
entwickelten. Die Mutanten hatten signifikant mehr Seitensprosse als der vergleichbare Wildtyp. Die
Uberexpressionslinie 35S::SCL31 entwickelte sich dabei entsprechend dem Wildtyp. Die Pflanzen der Ts;-Generation
waren unter Langtagkonditionen fiir sechs Wochen im Gewachshaus angezogen worden. Signifikanz: * p<0,001.
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Erste Analysen zeigten, dass sc/317, ahnlich der sc/8 Mutante, keine spiralige Blattanordnung
entwickelte (Abb. 65c¢). Die Seitentriebe standen sich gegenlber. Einige Tage nachdem sich
ein Seitentrieb aus der Achsel des Kaulinblatt entwickelte, begann ein zuséatzlicher, viel
fragilerer Seitentrieb, aus der Achsel herauszuwachsen. Dieser sekundare Seitentrieb
entwickelt kleine Kaulinblatter und infertile Schoten (Abb. 65b). Durch die Vielzahl an
Verzweigungen wirkten die Pflanzen buschiger als der Wildtyp (Abb. 65d).

I. \ r";.
o /
a | B = clf

Abbildung 65: Die Mutante sc/37 im Alter von acht Wochen. a) Columbia b) Die Pflanzen entwickelten keine spiralige
Blattstellung c) infertile Schoten d) zusatzliche fragile Seitentriebe aus den Achseln der Kaulinblatter. Die Kaulinblatter
dieser sekundaren Seitentriebe sind vergleichsweise klein. e) Die Pflanzen wirken buschig und nehmen ein grofles
Volumen ein. MaBstab: a-b=1cm, c-d=2cm.

3.4.3.4 Ermittlung des Bliihzeitpunkts

Wahrend der Vermessung der Pflanzen konnte gezeigt werden, dass sich die Blihzeit der
mutanten Linien scl37-1, scl31-2 sowie der Uberexpressionslinie 35S::SCL31 von der des
Wildtyps unterschied (Abb. 66). Die beiden Mutanten sc/37-1 und scl37-2 blihten signifikant
friiher als der Wildtyp (Abb. 66). Der Bliihzeitpunkt der Uberexpressionslinie 35S::SCL31 war
verzogert. Das Ergebnis wurde sowohl durch die Anzahl der Rosettenblatter, als auch der
Anzahl der Tage bis die Pflanzen zur Blite kamen, bestatigt. Die Versuche wurden unter

Langtagbedingungen durchgeflihrt bei einer taglichen Belichtung von 16h.
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Abbildung 66: Ermittlung des Bliihzeitpunkts der sc/37 Mutanten und der Uberexpressionslinie 35S::SCL31. Die
Mutanten bliihten frither als der korrespondierende Wildtyp. Die Pflanzen der T;-Generation erhielten taglich 16
Stunden WeiBlicht. Signifikanz: * p<0,001.
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3.4.3.5 Absolute Lange der Pflanzen

Adulte Arabidopsis Wildtypflanzen entwickeln ein absolute Lange von 39,6 cm (+/- 2,4 cm)
(Abb. 67). Die Mutanten sc/37-1 und sc/371-2 waren mit einer Lange von 33,5 cm (+/- 4,1 cm)
bzw. 34,2 cm (+/- 4,5 cm) signifikant kirzer als der Wildtyp (Abb. 67). Die Pflanzen wurden
fur sechs Wochen unter Langtagbedingungen in Weillicht angezogen und waren signifikant

kirzer als der Wildtyp.
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Abbildung 67: Absolute Héhe der Pflanzen der Linie scl31-1, scl31-2, der Uberexpressionslinie 35S::SCL37 und des
Wildtyps Columbia. Die Mutanten waren signifikant kiirzer als die Kontrollpflanzen der Linie Columbia. Die Pflanzen
der T;-Generation waren unter Langtagkonditionen fiir sechs Wochen im Gewachshaus angezogen worden.
Signifikanz: * p<0,001.

3.4.3.6 Phanotypische Untersuchungen der Schoten

Neben der phanotypischen Analyse der Linien scl/31-1, scl31-2, den Uberexpressionslinien
35S::SCL31 und der Kontrolle auf Gewebekultur, wurden die Pflanzen auch auf Erde Uber

mehrere Wochen beobachtet und vermessen.
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Abbildung 68: Anzahl der Schoden der Linien sc/31-1, scl31-2, der Uberexpressionslinie 35S::SCL31 und des Wildtyp
Columbia. Die Mutanten hatten signifikant mehr Siliques als der Wildtyp. Die Pflanzen der T;-Generation wurden sechs
Wochen unter Weillicht im Gewachshaus angezogen. Signifikanz: * p<0,001.
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Die Pflanzen waren unter Langtag fur sechs Wochen unter Weillicht im Gewachshaus
kultiviert worden. Zunachst wurde die Anzahl der Schoten untersucht. Eine adulte
Arabidopsis Wildtyppflanze bildete durchschnittlich 25 Schoten (+/- 2,1) pro Pflanze aus. In
Entwicklungsstudien konnte gezeigt werden, dass die Mutanten sc/37-1 und sc/37-2 im
Vergleich zum Wildtyp 31 Schoten (+/- 4,5) bzw. 30 Schoten (+/- 4,6) ausbildeten (Abb. 68).
Die Anzahl der Schoten wurde jeweils am Haupttrieb ermittelt. Wahrend der Wildtyp seine
erste Schote in einer Hohe von 11,8 cm (+/- 0,9 cm) entwickelt, fand sich die erste Schote in
den Mutanten sc/37-1 und sc/37-2 auf einer Hohe von 13,6 cm (+/- 1,15 cm) bzw. 13,8 (+/-
1,2 cm) (Abb. 69). Die Mutante unterschied sich vom Wildtyp dahingehend, dass der
Abstand zwischen Rosette und der ersten entwickelten Schote groRer war als bei den
Wildtyppflanzen (Abb. 69). Die Uberexpressionslinie hingegen entwickelte sich diesbeziiglich
ahnlich dem Wildtyp (Abb. 69). Die Messung erfolgte Uber die Distanz zwischen der
Oberseite der Rosette und der ersten Schote. Gemessen wurde zu dem Zeitpunkt, zu dem

sich diese erste Schote gelb farbte.
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10
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Col scl31-1 scl31-2  35S::SCL31

Abbildung 69: Hohe der untersten Schote an sc/37 Mutanten. Die Mutanten sc/37-1 und sc/31-2 entwickeln ihre erste
Schote auf einer Héhe von knapp 13,6 cm (+/-1,15 cm) bzw. 13,8 cm (+/- 1,2 cm). Die Uberexpressionslinie 35S::SCL31
entwickelte sich phanotypisch dem Wildtyp entsprechend. Gemessen wurden Pflanzen der T;-Generation die sechs
Wochen unter Langtag in WeiBlicht kultiviert wurden. Der Abstand wurde zwischen der Rosette und der ersten Schote
am Hauptspross gemessen. Signifikanz: * p<0,001.

Ein weiterer Parameter war die Untersuchung des Abstandes zwischen den Schoten der zu
analysierenden Linien. Bei Wildtyppflanzen Iasst sich ein Abstand von 8,2 mm (+/- 0,41 mm)
ermitteln (Abb. 70), wahrend der Abstand zwischen den Schoten bei den Linien sc/37-1 und
scl31-2 im Mittelwert 4,1 mm (+/- 0,22 mm) bzw. 5,1 mm (+/- 0,35 mm) betrug (Abb. 70).

Der Unterschied zwischen den Mutanten scl/371-1, scl31-2 und der Wildtypkontrolle war
signifikant, wahrend zwischen der Uberexpressionsline 35S::SCL31 und der Wildtypkontrolle
kein signifikanter Unterschied zu erkennen war. Zusammengefasst bedeutet das, dass die
T-DNS Linien sc/37-1 und scl/37-2 mehr Schoten auf kirzerer Distanz entwickelten als der
Wildtyp.
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Abbildung 70: Der Abstand zwischen den Schoten war in den Linien sc/31-1 und sc/31-2 deutlich geringer als in der|
Wildtypkontrolle. Die Uberexpressionslinie hingegen entwickelte sich dem Wildtyp entsprechend. Die Pflanzen der,
Ts-Generation wurden sechs Wochen unter Weillicht im Gewéachshaus angezogen. Signifikanz: * p<0,001.

3.4.3.7 Verminderte Abszission der Kronblatter

Die Wildtyppflanzen und die Mutanten der Linien sc/37-1 und sc/37-2 warfen nach der
Entwicklung reifer Schoten ihre Kronblatter (=Petalen) ab. Dieser Vorgang wird als
Abszission bezeichnet. Lediglich die obersten sechs bis acht Schoten einer Pflanze tragen
noch vertrocknete Kronblatter. In der Uberexpressionsline 35S::SCL31 war die Abszission
der Kronblatter an den Schoten vermindert (Abb. 71). An den Schoten der Pflanzen waren
die nicht abgeworfenen Kronblatter der Linie 35S::SCL31 bis zur zwanzigsten Schote (+/-
2,9) zu finden (Abb. 71).
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Abbildung 71: Anzahl der Schoten mit anhaftenden Petalen. Die Uberexpressionslinie 35S::SCL31 trug an
durchschnittlich 20 Schoten noch vertrocknete Sepalen, verglichen mit der korrespondierenden Wildtyplinie Columbia.
Bei den Mutanten sc/371-1 und sc/31-2 konnte dieser Phanotyp nicht nachgewiesen werden. Samen der T;-Generation
waren sechs Wochen unter WeiBlicht kultiviert worden. Signifikanz: * p<0,001.

3.5 Maogliche additive Effekte in sc/8/scl31 Doppelmutanten

Zwischen den Mutanten sc/8 und scl/31 sowie zwischen den jeweiligen Uberexpressionslinen

zeigten sich phanotypische Ahnlichkeiten beziglich deren Phyllotaxis und der Verzweigung
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(Abschnitt 3.4.1.5 und 3.4.3.2). Auch die Expressionsmuster der beiden Promotor-GUS-
Linien glichen sich, insbesondere in den oberirdischen Teilen der Keimlinge
(Abschnitt 3.1.1.2). Aufgrund dieser gefundenen Ubereinstimmungen wurden die beiden
Mutanten sc/8 und scl/31 miteinander gekreuzt. Ziel dieser Kreuzung war es, einen moglichen
additiven Effekt in der Mutante scl/8/sc/31 zu finden. Mittels PCR wurde die Ts-Generation der
Doppelmutante untersucht. Die ersten phanotypischen Analysen ergaben, dass Pflanzen der

Doppelmutanten scl8/scl31 kleiner und verzweigter sind.

3.6 Immunologischer Nachweis der Uberexpressionslinien

Die Uberexpression der Proteine sollten immunologisch nachgewiesen werden, um zu
zeigen, dass diese Linien tatsachlich das jeweilige Protein verstarkt synthetisieren und der

Phanotyp darauf zurlickzufiihren ist.

3.6.1 Herstellung eines SCL8 Anti-Serums

Aus der Aminosauresequenz von SCL8 wurde zunachst ein Peptid ausgewahlt, das
synthetisiert wurde und dann kovalent an ein Tragerprotein (,Keyhole limpet haemocyanin®
(=KLH)) gekoppelt wurde, um die Wirkung des Antikdrpers zu erhdhen. Durch die Bindung
an ein groles Tragermolekil werden sie vom Organismus als ,fremd” erkannt und I6sen eine
Antikérperreaktion aus. Im nachsten Schritt wurden drei Kaninchen damit immunisiert. Nach
dem 61. Immunisierungstag wurden Serumproben entnhommen. Die Serumproben wurden

verwendet und durch Immunoassays getestet.

3.6.2 Immunoassay-Analysen mit Hilfe des SCL8 Anti-Serum

Fur die Immunoassay-Analyse wurde der gesamte Proteinextrakt aus den sc/8 Mutanten,
den Uberexpressionslinen und dem Wildtyp Columbia isoliert, gelelektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Nach mehreren Versuchen stellte sich
heraus, dass der Antikdrper nicht in der Lage war endogenes SCL8 Protein im Wildtyp zu
detektieren. Auch durch das Aufreinigen des Antikdrpers war es nicht mdoglich das endogene
SCL8 Protein in der Wildtypkontrolle nachzuweisen. Lediglich die Proteinmenge in der
Uberexpressionslinie war ausreichend um SCL8 nachzuweisen. Durch die transformierte
Konstruktion 35S::SCL8::GFP synthetisierte die Uberexpressionslinie ein SCL8 Protein, das
mit GFP fusioniert war. Zusammen mit dem GFP, das eine GréRe von 25 kDa hat, ergab
sich eine zu erwartende Proteingréfie von 96 kDa.

Diese Bande konnte in der Tat nachgewiesen werden (Abb. 72). Das endogene, nicht
detektierbare SCL8 Protein, hatte eine GroRe von 71 kDa.
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3.6.3 Inmunoassay-Analysen mit GFP Anti-Serum

Die Uberexpressionslinien 35S::SCL8 und 35S::SCL31 konnten aufgrund des fusionierten
GFP auch mithilfe eines anti-GFP Antikorpers nachgewiesen werden. Die Proteine wurden
jeweils aus den Blattern der Linie SCL8::GFP bzw. SCL31::GFP isoliert, gelelektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Die detektierten Banden entsprachen
der erwarteten GroRe von SCL8::GFP mit einer GroRe von 96 kDa und SCL371::GFP mit
einer BandengroRe von 100 kDa (Abb. 72).

kDa a kDa b
172 - 172 - 100
9% - —> 96 — kDa
83 —
83 —
62 —
62 —
35S::SCL8 scl8-1 scl8-2 Col 35S::SCL8 35S::SCL31 Col

Abbildung 72: (a) Immunologischer Nachweis des SCL8 Proteins durch den anti-SCL8 Antirkérper in 35S::SCL8
Uberexpressionslinien. (b) Immunologischer Nachweis der SCL8 Proteins in 35S::SCL8 und SCL31 in 35S::SCL31
konnte mittels anti-GFP Antikorpers nachgewiesen werden. Die Proteine wurden aus Kaulinblattern acht Wochen alter
Pflanzen isoliert. Die Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen in WeiBlicht angezogen.

3.7 Lokalisierung der SCL Proteine in der Zelle

Nach den phanotypischen Analysen war ein weiterer wichtiger Schritt die subzellulare
Lokalisierung des Proteins SCL8 innerhalb der Pflanzenzelle zu bestimmen. Es gibt
Hinweise darauf, dass es sich bei den SCARECROW-LIKE Proteinen um
Transkriptionsfaktoren handeln kénnte (Pysh et al. 1999). Bisher konnte dies aber nicht
bestatigt werden. Ware das Protein nur auf3erhalb des Zellkerns in der Zelle lokalisiert, so
ware diese Hypothese nicht weiter haltbar. Fur diesen Versuch wurde zunachst eine
entsprechende Konstruktion hergestellt, in dem die SCL8 Sequenz mit der Sequenz des
+GREEN FLUORESCENT PROTEINS” (GFP) fusioniert wurde. Die SCL8-GFP-Fusions-
Konstruktion wurde an Goldpartikel gebunden und via Partikelkanone ballistisch in die
Epidermiszellen weil’er Zwiebeln geschossen. Die Epidermissticke wurden Uber Nacht im

Dunkeln gehalten und am nachsten Tag ausgewertet.

Das gebildete Fusionsprotein wurde durch Fluoreszenzlicht angeregt und sendete dadurch
ein Signal aus, dass mit einem geeigneten GFP-Filter detektiert werden konnte. Das GFP-
Signal der SCL8-GFP-Proteine (Volllangenprotein) wurde ausschlieBlich im Zellkern
nachgewiesen (Abb. 73a).

Die Lokalisierung der Proteine SCL23 und SCL31 erfolgte in gleicher Weise. Die beiden
fusionierten Proteine SCL23::GFP (Abb. 73b) und SCL31::GFP (Abb. 73c) waren ebenfalls

im Kern der Zelle lokalisiert.
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Abbildung 73: Lokalisierung der (a) SCL8-, (b) SCL23- und (c) SCL31-Fusions-Proteine im Zellkern (Pfeile). Alle
Konstruktionen wurden mithilfe von Druckluft auf ballistischem Wege in die Zwiebelepidermis transferiert. Unter
Anregung der Fluoreszenz im Mikroskop konnten beide Proben bei 20-facher VergroBerung analysiert werden.
MaRstab=50um.

3.7.1 Eingrenzung des Kernlokalisierungssignals in SCL8

Proteine, die jeweils fUr eines der Kompartimente vorgesehen sind, tragen eine Sequenz, die
das jeweilige Protein ,adressiert”. Proteine deren Bestimmungsort der Kern ist, besitzen so
genannte Kernlokalisierungssignale (Nuclear Localization Signals =NLS). Fur die
Eingrenzung der NLS von SCL8 wurden verschieden lange SCL8 Konstruktionen mit GFP zu
fusionieren und transient in Zwiebelepidermiszellen einzubringen. Fir dieses Experiment
wurden SCL8 Konstruktionen verschiedener Lange Uber den Eintrittsklon pENTR/D-TOPO in
den GFP-Fusionsvektor pK7FWG2,0 rekombiniert. Die SCL8 Konstruktionen wurden
C-terminal an GFP fusioniert. Leserastermutationen hatten so zu einem Ausbleiben des
GFP-Signals gefihrt, wodurch falsch positive Signale weitgehend ausgeschlossen werden
kénnen. Wichtig dabei ist, dass das die zu fusionierenden Gene kein Stoppkodon tragen.
Das Stoppkodon wiirde die Fusion zwischen SCL8 und GFP verhindern und die Translation
von SCL8 abbrechen. Die SCL8-GFP-Konstruktionen wurden jeweils auf Goldpartikel

geladen und via DNS-Partikelkanone transient in Zwiebelepidermiszellen gebracht.

Seite 68 von 127



ERGEBNISSE

Die Konstruktionen GFP-SCL8 1-640 (Abb. 74a), GFP-SCL8 1-191 (Abb. 74b) und
GFP-SCL8 1-544 (Abb. 74c) zeigten, dass das GFP im Zellkern akkumuliert. Zwischen der
Konstruktion des Volllangengens (Abb. 74a) und den beiden Konstruktionen GFP-SCLS8
1-191 (Abb. 74b) und GFP-SCL8 1-544 (Abb. 74c) ist bezuglich der Lokalisierung des
Proteins kein Unterschied zu sehen. Alle drei Konstruktionen enthalten den
Sequenzabschnitt 1-191. Die Proteine GFP-SCL8 65-191 (Abb. 74d) und GFP-SCL8 95-191
(Abb. 74e) sind zwar ebenfalls im Zellkern lokalisiert, das GFP ist aber auch marginal im
Cytosol detektierbar. Beide Konstruktionen enthalten den Sequenzbereich von 95-191.

Der Konstruktion fehlte ein Teil des variablen N-Terminus, der deletiert wurde. Das GFP-
SCL8 95-191 (Abb. 74e) war die kleinste Konstruktion, deren Produkt im Kern detektierbar
war. Die Produkte der Konstruktionen GFP-SCL8 125-228 (Abb. 74f), GFP-SCL8 192-640
(Abb. 74g) und GFP-SCL8 270-640 (Abb. 74h) sind im Cytosol lokalisiert. All diesen

Konstruktionen fehlte zumindest die Sequenz 1-125 des N-Terminus.

In Abbildung 74 ist eine Zwiebelepidermiszelle zu sehen, die nur mit einem GFP-
Kontrollvektor transformiert wurde. Das GFP-Signal konnte sowohl im Zytoplasma, als auch
im Zellkern nachgewiesen werden. Es handelt sich um ein relativ kleines Protein (25 kDa),
das in der Lage ist Uiber die Kernporenkomplexe in den Zellkern hinein zu diffundieren. Die
Kontrolle war noétig, um die Effizienz und die Nachweismdglichkeit des GFP-Signals zu

testen.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass sich das NLS im N- und nicht im C-Terminus von
SCL8 befand. Aufgrund der Ergebnisse der eingesetzten Konstruktionen kénnte sie in den
ersten 191 Aminosaureresten des N-Terminus kodiert sein. Die Konstruktionen 1-640 (Abb.
74a), 1-191 (Abb. 74b) und 1-544 (Abb. 74c) enthielten den N-Terminus, und damit auch die
ersten 191 Aminosaurereste von SCL8. Da die Konstruktionen 65-191 (Abb. 74d) und 95-
191 (Abb. 74e) sowohl im Cytosol als auch im Zellkern zu finden ist, besteht die Moglichkeit,
dass mehr als eine Doméne fur eine ausschlieBliche Kernlokalisierung nétig ist. Der
Abschnitt 63 bis 191 kdnnte eine der Domanen tragen, die fir den Transport in den Kern

notig sind.
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SCL8-GFP 1-640 Oligonukleotide:
e LRI LR
(a)
SCL8-GFP 1-191
L
(b)
191 SCL8 ATG + SCL8-573 1
SCL8-GFP 1-544
-
(c)
544 SCL8 ATG + SCL8-1633 1"
mmm=  SCL8-GFP 65-191
(d)
191 SCL8 189 f + SCL8-573 1"
=== SCL8-GFP 95-191
(e) >
191 SCL8 285 + SCL8-573 1
— SCL8-GFP 125-228
125 D 228 SCL8-373 f + SCL8-684
(9)
192 [N 640 scis-s73 1+ scLe-TGA
mmm SCL8-GFP 270-640
h
(h) 270 B ] 640 SCL8-805 "+ SCLE-TGA
GFP Kontrolle
()

Abbildung 74: Zwiebelepidermiszellen wurden mit verschieden langen SCL8-GFP-Fusions-Konstruktionen transient
transformiert (a-k). Die orangen Balken (rechts) stellen die Proteinabschnitte und die Position der Aminosé&uren dar,
die jeweils mit GFP-Protein fusioniert waren. Auf der rechten Seite sind die Oligonukleotide dargestelt, mit denen die
jeweiligen Fragmente verschiedener Lange amplifiziert wurden. Das GFP wurde mit Hilfe eines FITC-Fluoreszenzfilters
mikroskopisch detektiert. Die Aufnahmen wurden bei 10-facher VergroRerung gemacht (MaBstab=100uM).

Im N-Terminus des Proteins SCL8 gibt es zwei Motive innerhalb der ersten 105
Aminosaurereste. An Position 42-68 befinden sich zwei Domanen R(X)3R(X)sKR, die einer
typischen zweiteiligen Kern-Signalsequenz entsprechen kénnten. Kern-
Lokalisierungssequenzen zeichnen sich durch fiinf basische Aminosaurereste aus, die durch
zehn bis zwoIf beliebige Aminosaurereste getrennt sind (Adam et al. 1989). Hier findet die
Trennung durch dreizehn bzw. neun statt. Aus Vergleichen mit der Literatur kann nicht mit

Sicherheit geschlossen werden, ob es sich um ein Kernlokalisierungssignal handelt.
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Die Produkte der Konstruktionen 1-640 (Abb. 74a), 1-191 (Abb. 74b) und 1-544 (Abb. 74c)
akkumulieren ausschlieBlich im Zellkern. Diese Konstruktionen enthalten die
Aminosaurereste zwischen der Position R4, und Rygs. Es besteht auch die Méglichkeit, dass
Proteine ohne NLS durch Bindung an andere Proteine in den Zellkern importiert werden. Die
Konstruktionen 65-191 (Abb. 74d) und 95-191 (Abb. 74e), die sowohl im Kern als auch im
Cytosol GFP akkumulieren, besitzen die Aminosaurereste 63-191 bzw. 95-191. Sollten diese
Domanen tatsachlich ein NLS enthalten, so ist sie vermutlich nicht allein flr den Transport in
den Zellkern verantwortlich. Die gleichzeitige GFP-Anreicherung im Cytosol lasst vermuten,

dass flr den Transport in den Kern méglicherweise eine zweite NLS ndtig ist.

Die Ergebnisse dieses Versuches wiesen darauf hin, dass sich die Domanen, die fir den
Transport in den Kern im N-Terminus von SCL8 befinden. Vermutlich liegen sie im Bereich
zwischen Aminosaure 1 und 191. Daflr kdnnten tatsachlich die Sequenzdomanen 42-68
bzw. 99-104 in Frage kommen (Abb. 75).

Motiv |
1 MESGFSGGGG GSDFYGGGGG RSIPGGPGTV INVGNNNPQT TYRNQEPGEF FDQEGNRVAG

Motiv I
61 GNGFSGKRTL ADFQAAQQHQ QQQQQQPFYS QAALNAFLSR SVKPRNYQNF QSPSPMIDLT
121 SVNDMSLFGG SGSSQRYGLP VPRSQTQQQQ SDYGLFGGIR MGIGSGINNY PTLTGVPCIE

200 PVQNRVHESE

Abbildung 75: Sequenz der ersten Aminosaurereste 1-124 des SCL8 Proteins. Basische Aminoséaurereste sind rot
gekennzeichnet. Motive die ein Kernlokalisierungssignal darstellen konnten sind gelb markiert. Diese Motive sind
durch 13 Aminosaurereste getrennt (hellblau).

3.8 Biochemische Analyse der GRAS-Protein-Doménen

3.8.1 Homologe und heterologe Interaktion von SCL8, 23 und 31

Im Jahr 2002 wurde von Itoh et al. nachgewiesen, dass das GRAS-Protein SLR1
(=SLENDER RICE 1) aus Reis (Oryza sativa) aus der Unterfamilie der DELLA Proteine Uber
die erste Leucin-reiche Doméane des Proteins Homo-Dimere bildet. Die Leucin-reichen
Bereiche der GRAS-Proteine sind konserviert. Aufgrund dieser Information sollte die
Dimerbildung der GRAS-Proteine SCL8, SCL23 und SCL31 analysiert werden.
Moglicherweise bilden auch andere GRAS-Proteine Uber diese Domane solche Dimere aus.
Mégliche Interaktionen zwischen den Proteinen SCL8, SCL23 und SCL31 wurden mittels
Zwei-Hybrid-System (Chien et al. 1991) getestet.

Bei dieser Technik handelt es sich um das ,ProQuest System“ von Invitrogen, das in der
Lage ist Proteininteraktionen in vivo in Saccharomyces cerevisiae naher zu untersuchen
(Chien et al. 1991). Durch dieses System war es moglich homologe oder heterologe
Dimerbildungen zwischen SCL8, SCL23 und SCL31 nachzuweisen.
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Eventuelle transaktivierende Eigenschaften der GRAS-Proteine kdnnen dadurch ebenfalls
genauer charakterisiert werden. Die DNS-Sequenzen der Gene, die fur die Proteine SCLS8,
SCL23 oder SCL31 kodieren, wurden aus einer cDNS-Bank mit genspezifischen
Oligonukleotiden ,8 ATG* und 8 TGA® ,23 ATG* und ,23 TGA*“ sowie ,31 ATG* und
»31 TGA* amplifiziert. Diese Fragmente wurden in die beiden Destinationsvektoren pDEST22
und pDEST23 kloniert. Die Vektoren sind so konstruiert, dass die Gene jeweils entweder an
eine Aktivierungs- oder eine Bindedomane des GAL4 Transkriptionsfaktors fusioniert
wurden. Nach erfolgter Ko-Transformation der entsprechenden Plasmide werden die BD-
und AD-Domanen durch Bindung der putativen Fusionsproteine in raumliche Nahe gebracht.
Die Expression des Gal4-Transkriptionsfaktors ist die unmittelbare Voraussetzung fiir das
Wachstum der verwendeten Hefezellen des Stammes MaV203. Die Expression wurde

anhand dreier Reportergene verifiziert.

Je ein rekombinanter pDEST32-Vektor und ein rekombinanter pDEST22-Vektor wurden
gemeinsam in die kompetenten Hefen MaV203 transformiert. So konnten alle Proteine
untereinander auf Interaktion geprift werden. Wichtig war es Kontrollen durchzufiihren, um
falsch-positive Signale auszuschliefen. Dabei wurden die pDEST32-Konstruktionen
zusammen mit dem Kontrollvektor pEXP-AD502, der dem ,leeren® pDEST22-Vektor
entspricht, und die pDEST22-Konstruktionen mit dem Kontrollvektor pDB-LEU in den
Hefestamm MaV203 transformiert. Das Plasmid pDB-LEU tragt das Gen LEUZ2 und
ermdglichte es den Zellen auf Medien zu wachsen, denen diese Komponenten fehlten. In
Tabelle 1 sind die Ergebnisse der verschiedenen Vektorkombinationen dargestellt. Die
Expression der Reportergene konnte in den Kontrollen von SCL8 und SCL31, DB:SCL8 bzw.
DB:SCL31, kombiniert mit dem Kontrollvektor pEXP-AD502, nachgewiesen werden. Die
Fusionsproteine DB:SCL8 und DB:SCL31 waren auch ohne den Interaktionspartner in der

Lage die Expression der Reportergene HIS3 (=Histidin) und B-Gal zu induzieren.

Aus diesem Grund konnte in allen Kombinationen der DB:SCL8 und DB:SCL31-
Konstruktionen mit AD-Fusionsproteinen die Expression der Reportergene nachgewiesen
werden. In der Kontrolle DB:SCL23, kombiniert mit Vektor pEXP-AD502 war keine
Transaktivitdt von SCL23 zu detektieren (Tabelle 1). Bezuglich der Konstruktion DB:SCL23
mit AD:SCL8, AD:SCL23 bzw. AD:SCL31 war weder durch den 3-AT-Test, noch durch den

X-Gal-Test eine Expression der Reportergene nachzuweisen.
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Tabelle 1: Interaktionen der Proteine SCL8, SCL23 und SCL31. Der Nachweis wurde mithilfe des Zwei-Hybrid-Test-
Systems durchgefiihrt. Die Ergebnisse des 3-AT-Tests und X-Gal-Tests, wurden mittels Expression der Reportergene
HIS3 und B-Gal detektiert.

DB:SCL8 DB:SCL23 DB:SCL31 pDB-LEU
AD:SCL8 + - + -
AD:SCL23 + - + -
AD:SCL31 + - + -
PEXP-AD502 T - T -

Aktivitat des Reportergens : + nachgewiesen - nicht nachgewiesen

Die Transaktivitdt von SCL8 und SCL31 sollte daher naher charakterisiert werden. Hierfur
wurde das Zwei-Hybrid-System in ein ,Ein-Hybrid-System“ modifiziert. Die jeweilige
DB-Fusion wurde zusammen mit pEXP-AD502 in den MaV203 Hefestamm transformiert.
Eine Ko-Transformation von pEXP-AD502 war notwendig, da dieser Vektor ebenso wie
pDest22 das TRP1 Gen enthalt und die Hefezellen ohne ihn nicht in der Lage sind auf
tryptophanfreiem Medium zu wachsen. Die Fusionsproteine DB:SCL8, DB:SCL23 und
DB:SCL31 wurden im 3-AT-, X-Gal und im CPRG-Test beziglich der Expression der
Reportergene HIS3 und B-GAL und so auf die Transaktivitdt des SCL8 und SCL31 Proteins
getestet. Ein Hefestamm, der mit den Plasmiden pPC97-Fos und pPC86-Jun transformiert
wurde, diente als Positivkontrolle. Die Gene FOS und JUN sind an die Aktivierungs- bzw.
Bindungsdomane in diesen beiden Plasmiden fusioniert. Die Negativkontrolle war ein

Hefestamm, der mit den Kontrollplasmiden pDB-LEU und pEXP-AD502 transformiert wurde.

Bilden zwei Interaktionspartner des Zwei-Hybrid-Systems einen aktiven Transkriptionsfaktor
oder besitzt eine Konstruktion im Ein-Hybrid-System eine transaktivierende Eigenschaft,
werden grofRe Mengen HIS3 gebildet. Dadurch sind Zellen in Abwesenheit von Histidin in der
Lage auf hoheren 3-AT-Konzentrationen zu wachsen. Das 3-AT wirkt als kompetetiver
Inhibitor fir das HIS3 Enzym. Das Reportergen HIS3 kodiert fiir die Imidazol-Glycerin-
Phosphat-Dehydratase, ein Enzym das in die Histidin-Biosynthese involviert ist. Dieses
Enzym kann spezifisch durch 3-AT inhibiert werden. Der Hefestamm MaV203 exprimiert eine
basale Menge an HIS3, doch das Enzym wird schon durch geringe 3-AT-Konzentrationen
gehemmt. Bilden nun im Zwei-Hybrid-System zwei Interaktionspartner einen aktiven
Transkriptionsfaktor, bzw. zeigt eine Konstruktion im Ein-Hybrid-System selbst
transaktivierende Eigenschaften, so werden so grofle Mengen der Dehydratase gebildet, so
dass die Zellen selbst in Abwesenheit von Histidin noch bei héheren 3-AT-Konzentrationen

wachsen konnen.
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Um die Aktivitat des Reportergens HIS3 und damit die Transaktivitdt der GRAS-Proteine
SCL8, SCL23 und SCL31 zu testen, wurden die transformierten Hefen auf Histidin-freies, 3-
AT-haltiges Medium transferiert. Fur die Aufklarung der Transaktivitdt der GRAS-Proteine
SCL8, SCL23 und SCL31, wurden die transformierten Hefen auf Histidin-freiem und 3-AT-

haltigem Medium angezogen.

Alle drei Transformanten, die Negativ- und die Positivkontrolle waren in der Lage ohne
Zusatz von 3-AT auf dem Medium zu wachsen (Abb. 76a). Eine Konzentration von 25 mM
3-AT flhrte zu deutlicher Wachstumsreduktion der Negativkontrolle und der
SCL23-Transformanden (Abb. 76b). Eine Konzentration bis zu 50 mM 3-AT fihrte zu einer
wesentlichen Einschrankung des Wachstums von DB:SCL23-Klonen (Abb. 76c¢). Die
Negativkontrolle war nicht in der Lage auf 50 mM 3-AT Kolonien auszubilden (Abb. 76c).
Hefekolonien der Konstruktionen DB:SCL8 und DB:SCL31 sowie die Positivkontrolle waren
in der Lage bis 50 mM 3-AT uneingeschrankt zu wachsen. Ab einer Konzentration von
100 mM 3-AT war das Wachstum von DB:SCL23 Kolonien voéllig gehemmt, wahrend es bei
DB:SCL8 und DB:SCL31 Hefekolonien nur zu einer leichten Wachstumsreduktion kam (Abb.
76d).

Abbildung 76: Im 3-AT-Test wurden die Proteine SCL8, SCL23 und SCL31 auf Expression des Reportergens HIS3 im
Ein-Hybrid-System untersucht. Die Hefekolonien, die mit den Konstruktionen DB:SCL8, DB:SCL23 bzw. DB:SCL31
transformiert wurden, waren auf SC-leu-trp-his-Medium mit 0, 25, 50 oder 100 mM 3-AT-Konzentrationen ausgestrichen.
+ = Positivkontrolle, - = Negativkontrolle

Diese Ergebnisse wurden mit Hilfe des X-GAL-Tests gestitzt. Wie aus Abbildung 77 zu
entnehmen, exprimierten die Kolonien mit den Konstruktionen DB:SCL8 und DB:SCL37,
sowie die Positivkontrolle B-GALAKTOSIDASE (Abb. 77). Nach 24-stiindiger Inkubation
farbten sich die Kolonien blau. Die Konstruktion DB:SCL23 und die Negativkontrolle
entwickelten kein Signal (Abb. 77).
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Abbildung 77: Nachweis der Transaktivierung durch den X-Gal-Test. Durch Spaltung des X-Gal und der damit
einhergehenden Farbstoffbildung wurde die Aktivitit der B-Galaktosidase getestet. Somit war die Expression des
Reportergens B-Gal durch die Proteine SCL8 und SCL31 belegt. + = Positivkontrolle, - = Negativkontrolle

In einem weiteren Versuch sollte die B-Galaktosidaseaktivitat zusatzlich quantifiziert werden
(Abb. 78). Der CPRG-Test ermdglicht es, durch die einzelnen Konstruktionen eventuelle
Unterschiede in der Intensitat der Transaktivierung zu ermitteln. Bei der Substanz CPRG
handelt es sich um ein Laktose-Analogon, ahnlich dem X-Gal. Bei seiner Spaltung entsteht

ein Farbstoff, der photometrisch detektiert werden kann (Simon et al. 1987).

Die Quantitdt der p-Galaktosidaseaktivitdt im CPRG-Test wurde in p-Galaktosidase-
Einheiten erfasst (Abb. 78). Die R-Galaktosidase-Einheiten lassen Ruckschlisse auf die
Expressionsrate von B-Gal zu. Auf diese Weise kdnnen Unterschiede in der Qualitat der
Transaktivierung einzelner Klone nachgewiesen werden. Wie schon im X-Gal-Test, konnte
im CPRG-Test die Aktivitat des Reportergens (-Gal in den Hefekolonien DB:SCL8 und
DB:SCL31 nachgewiesen werden. In den Kolonien der Konstruktionen DB:SCL8 und
DB:SCL31 wurde im CPRG-Test eine B-Galaktosidase-Menge von etwa 7,5 Einheiten
ermittelt (Abb. 78). Wie schon im R-Galaktosidase Test, konnte auch hier bis auf eine
geringe Hintergrundaktivitdt von 0,4 Einheiten keine Expression des Klons DB:SCL23
detektiert werden (Abb. 78).

SCL8 7,51
SCL23 0,4
SCL31 7,43

0 1 2 3 4 5 6 7 8

R-Galaktosidase Einheiten

Abbildung 78: Bestimmung der B-Galaktosidase-Einheiten. Die Einheiten wurden im CPRG-Test in den Hefekolonien
gemessen, die mit DB:SCL8, DB:SCL23 und DB:SCL317 transformiert wurden. Die quantitative Erfassung der
B-Galaktosidase ldsst Riickschliisse auf die Qualitdt der Transaktivierung durch SCL8, SCL23 und SCL31 zu.
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Diese drei unabhangigen Versuche des Ein-Hybrid-Systems wiesen die Expression der
Reportergene durch SCL8 und SCL31 nach. Beide Proteine kbnnen mit dem Transkriptions-
Initiationskomplex in Wechselwirkung treten. Dem Protein SCL23 kann aufgrund der

Ergebnisse keine transaktivierende Eigenschaft zugeschrieben werden (Abb. 78).

3.8.2 In vivo Transaktivierung

Nachdem die Transaktivierung durch das Zwei-Hybrid-System nachgewiesen worden war,
sollte in einem weiteren Versuch die Transaktivierung von SCL8 in vivo bestatigt werden. Die
Sequenz des SCL8 Gens wurde mit Hilfe des ,Eingangs-Vektors® in den jeweiligen
JZiel-Vektor kloniert. Die Ziel-Vektoren besitzen eine GAL4 DNS-Bindedomane mit der das
Gen fusioniert wird. Die Bindung erfolgt an GAL4-UAS-GUS. Als Kontrolle fir eine
erfolgreiche Transformation wurde der 35S-NAN-Vektor (Kirby et al. 2000) eingesetzt. Im
Anschlu3 wurden die drei Vektoren auf ballistischem Wege mit Hilfe einer
,DNS-Partikel-Kanone“ in Zwiebelepidermiszellen transferiert. NAN-Aktivitdt wurde dabei
durch den blauen Farbstoff X-Neu-NAc visualisiert. GUS Aktivitdt wurde durch X-Gluc-M
indiziert. Dieser Versuch bestatigte die Transaktivierung des SCL8 Proteins in vivo, indiziert
durch das Verhaltnis und die Intensitat der Farbstoffe (Abb. 79).

C —— d_—

a_ - b-

Abbildung 79: Zwiebelepidermiszellen wurden auf ballistischem Wege transformiert. (a) SCL8::GBD UAS-GUS wurde
durch die Magentafarbung detektiert. (b) 35S-NAN-Vektor wurde als Kontrolle bzw. Referenz in die Zwiebelepidermis
mit eingebracht. (c und d) Nachweis der Transaktivierung, indiziert durch die Intensitat der beiden Farbstoffe X-Neu-
NAc und Magenta-X-Gluc. MaBstab: a-d 100 pm.

3.8.3. Eingrenzung der transaktivierenden Domane von SCL8

Die transaktivierende Domane von SCL8 sollte naher charakterisiert werden. Daflr wurden
grolte Domanen von SCL8 deletiert und die Konstruktionen im Ein-Hybrid-System in Bezug
auf Transaktivitdt getestet. Diese Konstruktionen wurden mit Hilfe der hier genannten
Oligonukleotide in einer PCR-Reaktion amplifiziert (Abb. 80). Fir die Herstellung des
SCL8:ALZI-Konstruktion war es nétig, die erste Leucin-reiche Domane zu deletieren. Hierfir
wurden das N-terminale und das C-terminale Fragment mittels PCR amplifiziert. Durch die
Oligonukleotide ,SCL8-LZI r“ und ,SCL8-LZI f*“ konnte sowohl am 3’- als auch am 5-Ende

eine Xba | Schnittstelle eingebracht werden.
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SCL8:SCL8 ATG und SCL8 —-TGA 1 T T 640
SCL8 1-269: SCL8 ATG und SCL8-LZRIr 1 I 269
SCL8 270-640: SCL8 ATG und SCL8 ~TGA Gl D —
SCL8 192-425: SCL8 ATG und SCL8 ~TGA 192 [T 425

269 o 364
SCL8ALZI: SCL8 ATG und SCL8 LZIr", SCL8 LTIf und SCL81 _/\c_ 640
SCL8 364-640: SCL8 ATG LZIf und SCL8 ~TGA 364 IR 640
SCL8 1-521: SCL8 ATG und SCL8-delCR 1 [ TR

Abbildung 80: Darstellung der Oligonukleotide und der entsprechenden Konstruktionen. Die beiden Leucin-reichen
Bereiche (LZ | und LZ ) sind grau dargestellt und die Zahlen geben die Position der Aminoséuren an.

Solche Hefekolonien, die das SCL8-Volllangenprotein enthielten, konnten bis 100 mM 3-AT
beinahe uneingeschrankt wachsen. Sowohl die Positivkontrolle als auch die Konstruktionen
SCL8 1-269 (A) und SCL8 1-521 (B) konnten bis zu einer Konzentration 100 mM 3-AT
Kolonien bilden (Abb. 83d). Die Kolonien mit SCL8 bzw. mit der Konstruktion SCL8 1-521 (F)
waren deutlicher gehemmt als die Kolonien mit der Konstruktion (SCL8 1-269) (D). Die
Kolonien der Konstruktionen SCL8 270-640 (B), SCL8 ALZI (C), SCL8 192-425 (D) und
SCL8 364-640 (Abb. 81e), sowie die Negativkontrolle waren bei 100 mM 3-AT nicht mehr in
der Lage zu wachsen (Abb. 81d). Zellen, die die Konstruktion SCL8 270-640 (B) und SCL8
364-640 (E) enthielten, waren schon ab einer Konzentration von 25 mM 3-AT in ihrer
Entwicklung gehemmt (Abb. 81b).

Abbildung 81: Die SCL8-Konstruktionen A-F wurden im 3-AT-Test auf Transaktivitit getestet. Die Hefekolonien, die mit
den Konstruktionen transformiert wurden, waren auf SC-leu-trp-his-Medium mit 0, 25, 50 und 100 mM 3-AT ausplattiert.
Konstruktionen A = SCL8 1-269, B = SCL8 270-640, C = SCL8 ALZI, D=SCL8 192-425, E=SCL8 364-640, F=SCL8 1-521.
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Die Kolonien wurden auf einen mit X-GAL-Lésung getrankten Filter gegeben. Kolonien der
Transformanten indizierten dabei deutliche Blaufarbung. Im Gegensatz dazu konnte die
Expression von B-Gal in den Klonen SCL8 270-640 (Abb. 82B), SCL8 ALZI (Abb. 82C),
SCL8 192-425 (Abb. 82D) und SCL8 364-640 (Abb. 82E) nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 82: Die Expression von SCL8 wurde im X-Gal-Test durch das Reportergen B-GAL detektiert. Die Spaltung
des Laktoseanalogons X-GAL durch die B-Galaktosidase fiihrt zu einer gut erkennbaren Blaufarbung.

Im CPRG-Test wurden die Klone untersucht, die oben genannte Konstruktionen trugen.
Hierbei wurden die Ergebnisse des X-Gal-Tests bestatigt (Abb. 83). Die Konstruktionen der
Klone SCL8 270-640 (B), SCL8 ALZI (C), SCL8 192-425 (D) und SCL8 364-640 (E)
indizierten kein Signal. Die Klone SCL8 ALZI (C) und SCL8 192-425 (D) entwickelten eine
schwache Hintergrundaktivitat. Vergleicht man die Klone SCL8 1-269 (A) (Abb. 83) mit hoher
Aktivitdt und SCL8 192-425 (D) mit sehr geringer Aktivitat wird deutlich, dass es scheinbar
wichtig ist, dass die Konstruktion die ersten 191 Aminosauren tragt. Das ist der Bereich, in
dem sich vermutlich auch die Kernlokalisierungssequenz befindet. Die gesuchte Sequenz

scheint sich also im nicht konservierten N-terminalen Teil des Proteins zu befinden.

F: SCL8 1-521
E: SCL8 364-640
D: SCL8 192-425

C: SCL8 ALZI
B: SCL8 270-640

A: SCL8 1-269 8,41

SCL8

R-Galaktosidase-Einheiten

Abbildung 83: Darstellung der B-Galaktosidase-Einheiten im CPRG-Test. Hefekolonien wurden mit den genannten
SCL8 Konstruktionen transformiert und im CPRG-Test gemessen. Als Referenz wurde die B-Galaktosidase-Menge des
SCL8-Volllangenproteins mitgefiihrt.
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Fir den Nachweis der Transaktivierung von Proteinen wurden die Proteinsequenzen der
Proteine SCL8, 23 und 31 verglichen. Fir die Transaktivierung von Proteinen kénnen saure
Aminosauren verantwortlich sein.

Um diese Hypothese =zu uUberprifen, wurde eine vergleichende Sequenzanalyse
durchgefiihrt, die Aufschluss Uber diese Aminosauren geben sollte. Aufgrund der
Gemeinsamkeit im Hinblick auf die Transaktivierung von SCL8 und SCL31 konnte erwartet
werden, dass sich in deren Sequenzen bestimmte Domanen finden, die bei SCL23 nicht zu
finden sind. Dieser Sequenzvergleich wurde mittels eines ,Alignment‘-Programms MegAlign
(DNA-Star) durchgefiihrt. Die Analyse verdeutlichte, dass das Protein SCL23 einen
wesentlich kiirzeren N-Terminus tragt als die Proteine SCL8 und SCL31. Das Protein SCL23
besteht fast nur aus dem konservierten C-Terminus, der allen GRAS-Proteinen gemeinsam
ist (Abb. 2). Daher ist es nicht Uberraschend, dass SCL23 keine transaktivierenden

Eigenschaften besitzt.

Der Vergleich transaktivierender Fragmente zeigte, dass in den Proteinen SCL8 und SCL31
die jeweiligen Abschnitte eine Anhaufung saurer Aminosauren aufweisen. Diese sind jedoch
weder in ihrer Art noch in ihrer Position der Aminosaure konserviert. Das Protein SCL 8
enthalt Gberwiegend die Aminosaure Aspartatsaure, in SCL31 findet sich vor allem Glutamat
als saure Aminosaure. Saure Aminosaurereste fordern die Transkritption in eukaryotischen
Zellen. Durch diese Aminosaure wird die Assemblierung beteiligter Faktoren zu einer
Transkriptionsmaschinerie am Promotor unterstitzt und beschleunigt. Aulerdem werden die
Faktoren TFIIB und TFIID fir die Transkription rekrutiert (Kays et al. 2000). Die Analyse der
Aminosauresequenzen lasst vermuten, dass in den N-Termini von SCL8 und SCL31

transaktivierende Domanen lokalisiert sind.
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4 Diskussion
4.1 Charakterisierung der Proteine SCL8, 23 und 31

Die Mutagenese durch T-DNS-Insertion oder Transposon, die im Rahmen dieser Arbeit
verwendet wurde, ist ein ,Werkzeug“ der reversen Genetik und dient zur Einbringung von
Mutationen. Bei der Insertion von Fremd-DNS kommt es zur Unterbrechung des ORF (=open
reading frame). Zusammen mit der Insertion kénnen Selektionsmarker eingebracht werden.
Fur die Charakterisierung der Proteine SCL8, SCL23 und SCL31 wurden Insertionslinien und
Uberexpressionslinien isoliert und deren Phanotypen mit Hilfe physiologischer Versuche
analysiert. Die Insertionen waren entweder im regulatorischen Bereich des Promotors
(scl23-1) oder im kodierenden Bereich (scl8-1, scl8-2, scl8-3, scl23-2, scl31-1 und scl31-2)
lokalisiert. Die Analyse von Mutanten bietet die Mdglichkeit den Einfluss eines spezifischen

Gens zu untersuchen und daraus auf seine Funktion zu schlieRen.

Nur wenige der Proteine finden sich au3erhalb dieser Unterfamilien. Zu diesen Ausnahmen
gehort das Protein SCL8. Der PAT1-Zweig, dessen Mitglieder in die Lichtsignaltransduktion
involviert sind, ist dem Protein noch am nachsten. Zunachst war die Frage interessant, ob
SCL8 ebenfalls fur die Lichtsignalweiterleitung wichtig ist oder vielleicht eine vollig andere
Funktion hat. Das Protein SCL23 befindet sich zusammen mit SCL3 und SCR im
~SCR-Zweig“. Das Protein SCR ist in die Musterbildung der Wurzel involviert
(DiLaurenzio et al. 1996). Die Seitensprosse der scr Mutante reagieren hyposensitiv auf
Gravitropismus. Das Interessante an SCL23 ist die phyllogenetische Nahe zu SCR und die
Frage, ob damit auch eine funktionelle Nahe einhergeht. Das Protein SCL31 ist dem ,SCL9-
Zweig“ zugeordnet, Uber den bisher so gut wie nichts bekannt ist. Da in mehreren Fallen
gezeigt werden konnte, dass Mitglieder einer Unterfamilie funktionell zusammengefasst
werden kénnen, kann die Charakterisierung eines der Proteine aus einem Zweig ein Indiz fur

die Funktionen der anderen sieben Proteine einer Unterfamilie sein.

4.1.1 Phinotyp der sc/8 Mutante und der Uberexpressionslinie 35S::SCL8

Die Entwicklung einer Pflanze wird zunachst, ausgehend von zwei Meristemen, dem
Sprossmeristem und dem Wurzelmeristem, reguliert. Das apikale SAM ist am Sprossapex
lokalisiert. Weitere sekundare Meristeme finden sich in den Blattachseln, die sich
wahrscheinlich aus dem apikalen Meristem ableiten. Etwa 30% der Keimlinge der sc/8-1
Mutanten und 20% der sc/8-2 Mutanten waren im Alter von ein bis zwei Tagen in ihrer
Entwicklung arretiert und entwickelten kein funktionsfahiges SAM und RAM
(Abschnitt 3.4.1.1). Diese Keimlinge konnten sich auch zu keinem spateren Zeitpunkt Gber
dieses Stadium hinaus entwickelten. Erste mikroskopische Analysen wiesen darauf hin, dass
die apikalen Meristeme des Sprosses und der Wurzel nicht oder nur rudimentar entwickelt

waren, ahnlich den starken Phanotypen der Mutanten mp und bdl.
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Die beiden Mutanten sind bereits in der frihen Embryogenese innerhalb des
Auxinsignalwegs gestort (Hardtke et al. 1998 und 2004, Hamann et al. 2002). Der Phanotyp
der wachstumsarretierten sc/8 Keimlinge flihrte zu dem Schluss, dass das Protein SCL8
unter anderem fur die Bildung basaler Pflanzenstrukturen, wie Hypokotyl und
Wurzelmeristem wichtig ist. SCL8 scheint nicht allein fur die korrekte Ausbildung der
embryonalen Musterbildung verantwortlich zu sein, da nicht alle homozygoten sc/8 Mutanten
diesen starken Phanotyp zeigten. Daraus leitet sich die Frage nach den Ursachen der
Fehlregulation ab. Ein wichtiger Parameter in der Entwicklung der Meristeme ist die Kontrolle

durch Hormone, insbesondere durch Auxin.

Mutanten die nicht in ihrem Wachstum arretiert waren, entwickelten sich vermeintlich
»hormal“ und zeigten erst im Alter von acht Wochen Veranderungen in der Phyllotaxis und
Meristemdifferenzierung (Abschnitt 3.4.1.1). Diese Mutanten zeigten im Laufe ihrer
Lebensspanne auch signifikant langere Primarwurzeln als der Wildtyp (Abschnitt 3.4.1.3).
Zusatzlich ist die hohere Anzahl an Lateralwurzeln ein Hinweis darauf, dass SCLS8 in die
Regulation des Wurzelmeristems involviert ist. Die Expressionsmuster von SCL8 an den
Initiationspunkten der Wurzeln und in den Wachstumszonen der Primarwurzel stltzten diese
Ergebnisse (Abschnitt 3.1.1.1). Aus den Microarraydaten konnte enthommen werden, dass
eine hohe Konzentration an SCL8 mRNS besonders nach Inkubation auf ABA zu finden war
(Abschnitt 3.1.1.1.1). Aufgrund dieser Daten wurde der Einfluss von ABA auf SCL8 naher
untersucht. Ein Vergleich der histologischen Expression von Keimlingen, die sich auf ABA
entwickelten und Keimlingen, die ohne ABA wuchsen, machte deutlich, dass Keimlinge unter
ABA Einfluss GUS-Farbung ausschlie3lich in den Wurzelspitzen zeigten. Vermutlich ist ABA
ein Aktivator von SCL8 in der Wurzelspitze der Primarwurzel wahrend der Entwicklung von
Keimlingen. In alteren Keimlingen konnte sowohl in den Wurzelspitzen als auch am
Ubergang zwischen Hypokotyl und Wurzelspitze Blaufarbung detektiert werden (Abschnitt
3.1.1.1.1).

Ein Zusammenhang zwischen entwicklungsrelevanten Prozessen und Phytohormonen
wurde bereits in vielen Arbeiten bestatigt (Hamann et al. 1999, Arenas-Huertero et al. 2000,
Collett et al. 2000, Chatfield et al. 2000, Friml et al. 2003, Bennett et al. 2006, Kuhlemeier et
al. 2007). Fir die DELLA-Proteine, einer anderen Untergruppe der GRAS Proteine, konnte
dies im Zusammenhang mit den Phytohormonen Gibberellin und Ethylen gezeigt werden
(Dill et al. 2001, Itoh et al. 2005, Willige et al. 2007). Die Mutanten sc/8-1 und scl/8-2
reagierten bei der Entwicklung von Seitenwurzeln hypersensitiv auf Auxin und entwickelten
deutlich mehr Seitenwurzeln. Die Uberexpressionsline 35S::SCL8 reagierten hingegen

hyposensitiv auf Auxin.
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Die Entwicklung von Kalli aus Hypokotyl- und Wurzelfragmenten von sc/8 Mutanten und der
Uberxpressionslinie 35S::SCL8 auf kallusinduzierenden Medium war ein weiteres Indiz fiir
die Rolle von SCL8 im Auxinsignalweg. Das Kkallusinduzierende Medium enthielt die
Hormone Auxin und Cytokinin. Cytokinin allein schien aber keinen Einfluss auf sc/8 Mutanten
und die Uberexpressionslinie zu haben. Durch eine hdhere Sensitivitdt zu Auxin entwickelte
sich ein groRerer Kallus der Mutanten und Uberexpressionslinien auf kallusinduzierendem

Medium, verglichen mit dem Wildtyp.

Die Analyse der Expressionsmuster und des Phanotyps lieRen den Schluss zu, dass SCL8
sowohl in meristematischen Geweben als auch in entwicklungsrelevanten Prozessen
exprimiert wird und SCL8 somit an der Entwicklung der Pflanzenarchitektur beteiligt sein
muss. Ein messbarer Effekt war das Auswachsen sekundarer und tertiarer Knospen aus den
Achseln der Kaulinblatter in der Uberexpressionslinie, wahrend der Wildtyp nur einen
Seitentrieb je Blattachsel hervorbrachte. In den Mutanten und Uberexpressionslinien wurde
die spiralige Anordnung der Kaulinblatter durch eine teilweise gegeniberstehende bzw.
quirlstandige Anordnung abgeldst (Abschnitt 3.4.1.5). Sowohl die Uberexpressionslinien, als
auch die Mutante zeigten mehr Seitentriebe als der Wildtyp. In den lateralen Meristemen

konnte die Expression von SCL8 nachgewiesen werden (Abschnitt 3.1.1.1).

In der Literatur sind mehrere Mutanten beschrieben, die ebenfalls ein verandertes
Verzweigungsmuster aufweisen. In der Regel sind die entsprechenden Proteine in die
Signalwege verschiedener Hormone integriert. Die Proteine AXR1 (Lincoln et al. 1990,
Leyser et al. 1993) und AUXIN RESPONSE FAKTOR 2 (=ARF2) (Liscum et al. 2002,
Okushima et al. 2005) sind fur den Auxinsignalweg wichtig. MAX1, MAX3 und MAX4
synthetisieren ein bisher nicht identifiziertes ,longdistance Signal“, das wiederum MAX2
reguliert (Abb. 84). Nach Booker et al. (2005) handelt es sich bei diesem Signal um ein
Karotinoid-Derivat. Das MAX2-Gen kodiert fir ein F-Box Protein, dass als moglicher
Regulator sowohl fir die Seneszens als auch fur die Verzweigung beschrieben wurde
(Stirnberg et al. 2002). Die Mutanten axr1, max1, max3 und max4 entwickeln, ebenso wie

die Uberexpressionslinie 35S::SCL mehr als einen Seitentrieb pro Blattachsel.
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Abbildung 84: Modell der Regulation der Knospen und Seitentriebe (nach Bennett 2006).

Die physiologische Charakterisierung und der Vergleich zwischen sc/8 und 35S::SCL8
fuhrten zu dem Schluss, dass sich die beiden Linien bezuglich ihres Verzweigungsmuster
ahneln. Moglicherweise fuhrt eine erhdhte Konzentration des SCL8 Proteins in der
Uberexpressionslinie zu einer Riickkopplung innerhalb der Signaltransduktion, was dazu
fuhrt, dass der Signaltransduktionsweg nicht weiter funktioniert und so zu einem ahnlichen
Phanotyp wie er in der Mutante sc/8 flhrt. Detaillierte Analysen werden weiteren Aufschluss
Uber die molekularen Mechanismen von SCL8 und dessen Einfluss auf die Verzweigung von
Pflanzen geben. Hierzu gehdrt unter anderem das Auffinden von Interaktionspartnern, sowie
weitere Untersuchungen durch exogene Hormonapplikationen (wie z. B. Auxin, ABA und
Cytokinin). Die Untersuchungen, in welcher Weise SCL8 in die Prozesse der frihen
Entwicklungsstadien des Embryos, als auch in den adulten Pflanzen und in seneszenten
Organen der Pflanze involviert ist, stehen erst am Anfang. Sie lassen jedoch den Schluss zu,

dass SCL8 in den Auxinsignalweg involviert ist.

Apikale Dominanz ist ein Mechanismus, der das Auswachsen der lateralen Knospen in ihrer
Anzahl und ihrer Lange kontrolliert (Thimann und Skoog 1934). Der Hauptspross Uberwachst
die Seitensprosse und gleichzeitig hemmt der Hauptspross liber seine Auxinkonzetration das
Auswachsen weiterer Seitentriebe. Die Uberexpressionslinien 35S::SCL8 zeigte im
Gegensatz zu den ,knock-out* Mutanten den Verlust der apikalen Dominanz. Die Mutanten
scl8-2 und scl8-3, deren Haupttriebe dekapitiert wurden (Abschnitt 3.4.1.14), hatten
signifikant weniger Seitentriebe im Vergleich zum Wildtyp, unabhangig davon ob den
dekapitierten Enden NAA-haltige Paste appliziert wurde oder nicht. Mdglicherweise ist eine
weitere Determinante oder Substanz daflr ursachlich. Nicht das Auxin, sondern ein anderes,
bisher unbekanntes Signal wandert in die lateralen Knospen. Es ist vermutlich in die

Repression der lateralen Seitentriebe involviert (Booker et al. 2005).

Versuche haben gezeigt, dass SCL8 dort starker exprimiert wird, wo auch Auxin produziert
wird. Das konnte nachgewiesen werden in Bliten, Seitenmeristemen, Stipuld, den

Blattspitzen, sowie in den Wurzelverzweigungen und der Wachstumszone der Wurzel.
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Das ist ein Hinweis darauf, dass SCL8 eine Rolle in verschiedenen Auxin-regulierten
Prozessen spielt (Xia et al. 2003). Die erhdhte Anzahl der Seitentriebe sowohl in der
Uberexpressionslinie als auch in den Mutanten lassen vermuten, dass SCL8 eine wichtige
Rolle in der Initation der axillaren Meristeme und dem Auswachsen der Knospen, vermutlich

innerhalb des Auxinsignalwegs, spielen muf3.

In der Uberexpressionslinie waren 25% der Schoten kleiner und infertil. Es gibt
Untersuchungen, die darauf hindeuten, dass Auxinderivate auch an der Entwicklung der
Schoten beteiligt sind (Vivian-Smith et al. 2003). Das Expressionsmuster von SCL8
(Abschnitt 3.4.1.13) und die Entwicklung infertiler Schoten in der Uberexpressionslinie
machte deutlich, dass SCL8 auch in der Entwicklung von Schoten eine Rolle spielt. In
Abschnitt 3.4.1.1 wurde schon darauf eingegangen, dass SCL8 bereits an der Entwicklung
von Arabidopsis Embryos beteiligt sein kénnte und auf diesem Weg vermutlich eine Rolle in
der Fruchtentwicklung spielt. Allein die Applikation von Auxin flihrt auch ohne
vorangegangene Fertilisation zur Fruchtentwicklung. Dieser Mechanismus wird als
Parthenokarpie bezeichnet (Vivian-Smith et al. 1999). Goetz et al. konnten im Jahr 2006
zeigen, dass Parthenokarpie durch verschiedene Veradnderungen innerhalb des Auxin-

Signhalwegs erreicht werden kann.

Entsprechend dem Phanotyp der sc/8 Mutante entwickeln auch auxin response factor8
(=arf8) Mutanten Schoten, die keine Samen enthalten (Goetz et al. 2006). In den
Samenanlagen finden sich Auxin, Ethylen und ABA. Diese Phytohormone scheinen eine
Rolle in der Samen- und Fruchtentwicklung zu spielen (Nitsch et al. 1970, Talon et al. 1990,
Vivian-Smith et al. 1990, Swain et al. 1997). Es wurden erhdhte Konzentrationen an Auxinen,
Ethylen und ABA in parthenokarpen Friichten gefunden (Talon et al. 1992). Die Aufklarung
der Mechanismen, die zur Initiation von Samen und Schoten fuhren stehen noch am Anfang.
Besonders interessant ist die Aufklarung der zeitliche Determination, die die Pflanze zu

einem bestimmten Zeitpunkt dazu anregt Schoten zu entwickeln.

Der deutlichste Phanotyp der Mutante scl8 war die Entwicklung von Hochrosetten adulter
Pflanzen im Alter von acht Wochen aus den axillaren Meristemen (Abschnitt 3.4.1.8).
Pflanzen, die sich bereits in der reproduktiven Phase befanden, kehrten partiell in die
vegetative Phase zuriick, was beim Wildtyp nicht beobachtet werden konnte. Im Wildtyp
findet ein Ubergang von einer vegetativen zu einer reproduktiven Phase statt. Das ist
vergleichbar mit der Pubertat des Menschen, die das Kind zum ,reproduktiven“ Erwachsenen
macht. In Uberexpressionslinien konnte die Entwicklung partieller Hochrosetten, bestehend
aus drei Blattern, nachgewiesen werden (Abschnitt 3.4.1.9). Daher scheint das Protein

SCLS8 eine Rolle in der Regulation der Transition zu spielen.
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In der Literatur finden sich einige Mutanten und Okotypen von Arabidopsis thaliana, die
Hochrosetten entwickeln z. B. CULLIN-ASSOCIATED AND NEDDYLATION-DISSOCIATED
(=cand1-1) (Feng et al. 2004), AERIAL ROSETTE1 (=art-1) (Grbic et al. 1996) ENHANCER
OF AERIAL ROSETTE1 (=ear1) und die Okotypen Sy-0 und Cha-0 (Grbic et al. 1996). Als
Referenz zu sc/8 wurden hierbei die Hochrosetten des Wildtyps Sy-0 herangezogen, die im
Vergleich zu scl8 aber zusatzlich einen kleinen Stiel ausbildet auf dem sich dann die

Hochrosette entwickelt.

Die Transition legt den Zeitpunkt der Meristem-Identifikation fest. Uber die Signale, die die
Aktivitdt der Gene kontrollieren, die in die Transition involviert sind, ist noch wenig bekannt
(Okamuro et al. 1993). Die Anzahl der Hochrosetten an sc/8 Mutanten ist nicht einheitlich,
sondern schwankt zwischen 1-10 Hochrosetten. Ein Grund fur die unterschiedlich starke
Auspragung des Phanotyps kdnnte sein, dass die Entwicklung der Hochrosetten noch durch
eine weitere Determinante induziert wird. Es ist auch vorstellbar, dass das
Methylierungsmuster der Gene hier eine wichtige Rolle spielt. Ein Hinweis daflr fand sich
z.B. in der Kreuzung der scl8DR5::GUS Mutante, die in der ersten homozygoten

Generation eine hohe Zahl an Hochrosetten entwickelte.

Im Zusammenhang mit dem Phasenibergang wurde auch der Bliihzeitpunkt der Mutanten
scl8-2, scl8-3 und der Uberexpressionslinie 35S::SCL8 untersucht. Interessant ist in diesem
Zusammenhang die Frage, ob die Transkriptionsrate der Bluhinduktoren CO, FT und SOC
verandert sind. Arabidopsis Langtag-Okotypen bliihen im Langtag (12-16h Licht) schneller
als im Kurztag (8h Licht). Schon ein einziger Tag mit verlangerter Lichtphase ist in der Lage
die Blutenbildung zu initiieren (Corbesier et al. 2007). Pflanzen mit Mutationen in Genen, die
als positive Regulatoren im ,photoperiodischen Signalweg® aktiv sind, kbnnen daran erkannt
werden, dass sie im Langtag spater bliihen, der Blihzeitpunkt im Kurztag aber unbeeinflusst
bleibt. Die verzdgerte Bliihzeit der Mutanten, wie auch der Uberexpressionslinie, kénnte
direkt durch den veranderten Zeitpunkt flr die Transitions verursacht werden. Vermutlich ist
SCL8 auch an der Regulierung der Bliuhzeit beteiligt. Aufschlu® dariber kdnnten Versuche
unter verschiedenen Lichteinwirkungen, sowie unter Einwirkung von Hormonen Auxin oder
ABA erbracht werden.

4.1.1.1 Expression von SCL8 und Auxinakkumulation

Um zu verstehen in welcher Weise SCL8 an der Inititation des axillaren Meristems und der
Verzweigung mitwirkt, wurde die raumliche und zeitliche Akkumulation von Auxin durch
GUS-Farbung in adulten Arabidopsis Pflanzen untersucht. Mit Hilfe von Pflanzen, die ein
sogenanntes DR5-Element enthalten, kann die endogene Auxinkonzentration analysiert

werden (Ulmasov et al. 1997).
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Auxin aktiviert Gber das DR5 Element das GUS Reportergen, wodurch das Phytohormon
indirekt nachgewiesen werden kann. Hierfur wurden Pflanzen, mit dem DR5-Element und
einem daran gekoppelten GUS-Reportergen mit ,knock-out® Mutanten der Linie scl8-2
gekreuzt. GUS-Farbung konnte in DR5-Pflanzen in den Sténgeln und den Achseln der
Tragblatter nachgewiesen werden, sowie marginal in den Rosettenblattern. Eine starke
Farbung fand sich auch in den Stylen und den Abszissionsstellen der Schoten. Dem
gegeniber zeigte sich in der sc/l8DR5::GUS Linie kaum Farbung in Knospen und

Kaulinblatter.

Der deutlichste Unterschied zwischen den beiden Linien konnte bei der Auxinakkumulation in
den Rosettenblattern sowie den Petiolen nachgewiesen werden. Die Farbung der Wurzeln
war gleichermalien stark in beiden Linien. In Arabidopsis wird die Initiation der axillaren
Seitentriebe vermutlich durch den Auxingehalt des Sprossapexes reguliert. Dieser Versuch
musste mit einer SCLS8 Uberexpressionslinie, die ein DR5-Reporterelement enthalt,
wiederholt werden, um Erkenntnisse Uber deren Auxinstatus zu gewinnen. Der Unterschied
zwischen den Expressionsmustern von sc/8/DR5::GUS und DR5::GUS Linien, und somit die
Verteilung von Auxin in der Pflanze waren weniger stark als zunachst erwartet. Ein Vergleich
der Expressionsmuster von DR5-Reporter Linien und sc/8/DR5::GUS Linien zeigte, dass sich
die beiden Linien in ihrem Expressionsmuster kaum unterschieden (Abschnitt 3.4.1.16). Eine
mdgliche Erklarung ist, dass das DR5-Element nicht sensitiv genug ist um schon geringe
Unterschiede in der Auxinakkumulation zu detektieren. Eine andere Erklarung ware, dass
SCL8 stromabwarts von Auxin wirkt und somit eine Veranderung im Expressionsmuster nicht

zu erwarten ist.

4.1.2 Phinotyp der Mutante sc/37 und der Uberexpressionslinie 35S::SCL31

Durch phanotypische Untersuchungen wurde deutlich, dass sowohl SCL31 als auch SCL8
Einfluss auf verschiedenste Aspekte der Pflanzenarchitektur haben. Es konnte gezeigt
werden, dass sc/31 Mutanten eine geringere Anzahl an Seitenwurzeln entwickelten. Im
Gegensatz dazu hatte die Uberexpressionsline deutlich mehr Seitenwurzeln gebildet. Dieser
Phanotyp wurde durch die Expressionsmuster gestitzt, sowohl durch GUS-Farbung
(Abschnitt 3.1.1.3) als auch durch die Microarray-Daten (Abschnitt 3.1.2.3). Die GUS-
Farbung liel sich bereits in den Seitenwurzel-Primordien des Perizykels nachweisen und
wuchs mit der dahinter liegenden Elongationszone aus der ,elterlichen® Wurzel heraus.
Durch diese Ergebnisse ist ein deutlicher Zusammenhang zwischen SCL31 und der
Wurzelentwicklung zu vermuten. Erste morphologische Untersuchungen zeigten, dass auch
die Phyollotaxis der Mutante sc/371 erheblich gestort war. In dieser Mutante standen sich
Kaulinblatter gegeniber, an Stelle einer spiraligen Anordnung. Die Kaulinblatter waren

kleiner im Vergleich zu den Kaulinblattern des Wildtyp.
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In einigen Fallen konnten auch Hochrosetten nachgewiesen werden. Teilweise entwickelte
sich ein zweiter Seitentrieb aus den Achseln der Kaulinblatter. Der zweite Seitentrieb
entwickelte kleine infertile Schoten. Eine Korrelation zwischen diesen Phanotypen und dem
Expressionsmuster von SCL371 konnte bisher jedoch nicht gefunden werden. GUS-Farbung
konnte bereits in einem frilhen Entwicklungsstadium in drei Tage alten Pflanzen im apikalen
Meristem nachgewiesen werden (Abschnitt 3.1.1.3). Moglicherweise findet hier eine
Fehlregulation im apikalen Meristem statt, die sich spater in einer veranderten Phyllotaxis
determiniert. Um zu bestatigen, dass es sich um signifikante Veranderungen der Mutante
bzw. der Uberexpression handelt, miissen weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Eine erhohte Anzahl an Seitentrieben konnte bereits gezeigt werden (Abschnitt 3.4.3.2).

In adulten Pflanzen konnte das Expressionsmuster von SCL37 nur in der Blite und in
seneszenten Blattern der Rosetten gezeigt werden (Abschnitt 3.1.1.3). Wie bereits unter
Abschnitt 2.2.1 erwahnt, weist ein Phanotyp mit veranderter Phyllotaxis auf den Einfluss von
Auxin hin. Auch die reduzierte Anzahl von Seitenwurzeln kann auf eine Regulation durch
Auxin hindeuten. Eine Vielzahl von Auxinmutanten, unter anderem axr1, zeigen eine
reduzierte Anzahl an Seitenwurzeln (Casimiro et al. 2003). Eine weitere Ahnlichkeit zwischen
axr1 und scl31 findet sich in der Gesamtlange der Pflanzen. Beide Mutanten sind kirzer als

der vergleichbare Wildtyp.

Auffallig war im Hinblick auf SCL37 die Morphologie der Schoten (Abschnitt 3.4.3.6).
Genetische und histologische Analysen durch Vivian-Smith aus dem Jahre 2000 ergaben,
dass ein Auxinderivat als ,Schoten-Differenzierungs-Signal® auf die antiklinale Zellteilung und
das Zellwachstum in den Schoten wirkt. Es konnte gezeigt werden, dass die sc/317 Mutante
mehr Schoten entwickelte. Dass die Mutante axrf weniger Schoten als der Wildtyp hat, 1asst
erkennen, dass Auxin in diesem Mechanismus eine Rolle spielt (Lincoln et al. 1990). Zudem
ist die Distanz zwischen der ersten entwickelten Schote und der Rosette bei der sc/31
Mutante groRer und der Abstand zwischen den Schoten entlang des Stangels kirzer
(Abschnitt 3.4.3.6). Mdglicherweise handelt es sich bei dem Phanotyp bei axr? und sc/31
bezlglich ihrer Gesamtlange und ihrer Anzahl der Schoten um eine Gemeinsamkeit zweier
Auxinmutanten. Vivian-Smith et al. stellten in ihrer Arbeit aus dem Jahre 2001 die Hypothese
auf, dass verschiedene GRAS-Proteine in die Entwicklung der Schoten involviert sind. Sie
verweisen jedoch insbesondere auf das Protein GAl, aus der DELLA-Untergruppe, das in die
Wahrnehmung der Gibberellinsaure involviert ist (Dill et al. 2001) und die Proteine SCR und

SHR, die eine Rolle in der asymmetrischen Zellteilung spielen (DiLaurenzio et al. 1996).
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Die Mutationslinien sc/37-1 und sc/31-2 wiesen einen um sieben Tage friheren
Bllihzeitpunkt gegeniber dem Wildtyp auf. Entsprechend dieser Ergebnisse kénnte auch
SCL31 in den Bluhsignaltransduktionsweg involviert sein. Ein Phanotyp der
Uberexpressionslinie  35S::SCL317 war die verminderte Abszission der Petalen
(=Blltenblatter). Uber den Mechanismus der Abszission ist die Pflanze in der Lage sich derer
Organe zu entledigen, die aufgrund ihres Alters oder durch den Befall von Pathogenen nicht
mehr in der Lage sind ihre Aufgabe zu erflllen. Hierbei handelt es sich um einen komplexen
Prozess, bei dem verschiedenste Genprodukte innerhalb unterschiedlicher
Entwicklungsprozesse involviert sind. In der Regel wirft Columbia seine Blitenblatter bald
nach der Entwicklung reifer Schoten ab. Lediglich an den obersten 5-8 Schoten finden sich in
der Regel noch vertrocknete Petalen (Abschnitt 3.4.3.7). In der Uberexpressionslinie
35S::SCL31 fanden sich die Petalen zum Teil bis zur 20. Schote (von terminal Richtung
basal gezahlt). Ebenso wies die GUS-Farbung der seneszenten Blatter und Blattstiele in
sechs Wochen alten Pflanzen darauf hin, dass SCL31 in die Regulation der Abszission
involviert sein kdnnte. Verminderte Abszission findet sich auch in Auxinmutanten wie z. B.

auxin responds factor2 (=arf2) (Okushima et al. 2003).

Eine Analyse der Microarraydaten lieferte den Hinweis auf eine erhohte cDNS Expression
von SCL31 in arf7 und arf9, sowie der daraus generierten Doppelmutante arf7/arf9. Die
Phanotypen der Auxinmutanten arf7 und arf9 zeigen reduzierte Auxinsensitivitat und eine
veranderte Hypokotyl- und Seitenwurzelentwicklung. Kreuzungen mit adaquaten
Auxinmutanten konnten weiter Uber additive Effekte Aufschluss geben. Desweiteren konnten
scl31 Mutanten und entsprechende Auxinmutanten wie axr?1 oder arf2 wie auch die max
Mutanten gepfropft werden. Eine weitere Mdglichkeit ware es, sc/37 mit DR5:GUS zu
kreuzen, um eine mogliche Auxinakkumulation bzw. Auxinreduktion nachzuweisen. Die
Ergebnisse bezuglich SCL37 wiesen deutlich auf einen Zusammenhang zwischen SCL31
und Auxin hin. Biochemische Zusammenhange muissen hierzu noch analysiert und naher

untersucht werden.

4.1.3 Mogliche additive Effekte von SCL8 und SCL31

Ahnlich der sc/8 Mutanten findet sich in scl37 eine stark veranderte Phyllotaxis. Aufgrund
ahnlicher Expressionsmuster und vergleichbarer Phanotypen zwischen den Mutanten bzw.
Uberexpressionslinien von SCL8 und SCL31 scheint es plausibel, dass diese Proteine
Uberlappende Funktion haben kdnnten bzw. durch gleiche Hormone reguliert werden. Analog
zu SCL8 (Abschnitt 3.4.1.7) scheint auch SCL31 in die Knospenruhe im Meristem

einzugreifen und die Entwicklung von Wurzeln und Seitentrieben zu kontrollieren.
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Weitere Hinweise wird die Analyse der bereits generierten Doppelmutante sc/8/scl/31
ergeben. Sollten SCL8 und SCL31 ahnliche Aufgaben innerhalb unterschiedlicher
Signalkaskaden in der Phyllotaxis wahrnehmen, kdnnten sich in dieser Doppelmutante ein
additiver Effekt bezlglich dieses Phanotyps zeigen. Bei beiden Mutanten ware es interessant
zu sehen, inwieweit sich der Phanotyp der Mutanten und Uberexpressionslinien unter

Kurztagbedingungen entwickelt.

4.1.4 Bedeutung von Auxin und ABA fiir SCL8 und SCL31

Die phanotypischen Analysen von sc/8 und sc/37 wurden in Zusammenhang mit
auxinregulierten und ABA-abhangigen Signaltransduktionswegen bereits diskutiert (Abschnitt
2.2.3). Von Auxin ist unter anderem bekannt, dass es das Streckenwachstum férdert, die
apikale Dominanz aufrecht erhalt und das Auswachsen von Seitenanlagen unterdriickt.
Zudem fordert es die Entwicklung von lateralen Wurzeln. Fir den Einfluss von Auxin auf
SCL8 und SCL31 spricht auch, dass sowohl SCL8 als auch SCL37 in den Geweben und
Organen exprimiert werden, in denen auch Auxin aktiv ist. Ein Beispiel fur die Komplexitat
der Auxinsignalwege ist die Mutante axr?, die einen sehr pleiotropen Phanotyp besitzt
(Abschnitt 2.4.5) und so auf eine Vielzahl verschiedener auxinabhangiger
Entwicklungsprozesse hinweist. Inzwischen wurde von zwei Arbeitsgruppen gleichzeitig TIR1
als Auxinrezeptor identifiziert (Dharmasiri et al. 2005, Kepinski et al. 2005). Bisher konnten
Uber 20 Transkritptionsfaktoren der ARF Proteinfamilie in Arabidopsis isoliert werden, die die
Expression Auxin-abhangiger Gene regulieren und durch Proteine der Aux/AAA Familie
kontrolliert werden (Ulmasov etal. 1997a, Guilfoyle et al. 2001, Tiwari et al. 2003,
Okushima et al. 2005). Auxin gelangt in den Zellkern und Ubernimmt dort moglicherweise

zusammen mit SCL8 regulatorische Aufgaben an der Transkriptionsmaschinerie.

Hypothesen bezlglich der Verzweigung besagen, dass Auxin das Auswachsen der
Seitentriebe in Zusammenarbeit mit einem ,second messengers® reguliert (Tucker et al.
1978). Dabei wird unter anderem ABA bzw. ein Karotinoid-Derivat diskutiert
(de Smet et al. 2003, Booker et al. 2005). Durch Chatfield et al. wurde im Jahre 2000
nachgewiesen, dass ABA dem Auswachsen der Seitentriebe entgegensteht und somit
antagonistisch zu IAA wirkt. Tucker et al. postulierte 1978, dass ABA das Auswachsen der
Knospen in direkter Weise unterdrickt. Im Jahre 2006 konnten Bennett et al. zeigen, dass
ein Karotinoid-Derivat, abhangig von MAX, die Verzweigung von Arabidopsis reguliert. Es
wird also interessant sein, diese Signalwege naher aufzuklaren und zu sehen in welcher
Weise die Hormone in diesen Signalweg involviert sind. Wird ABA direkt auf aktive

Seitenknospen appliziert, wird deren weiteres Auswachsen unterdriickt (Taylor et. al. 1995).
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In fast allen pflanzlichen Systemen flihrt die Entfernung des auxinreichen Spross-Apex zum
Verlust der apikalen Dominanz, mit der gleichzeitig die Reduzierung der ABA-Menge in

lateralen Knospen einhergeht (Tamas et al.1995).

Appliziert man ABA gleichzeitig mit synthetischem Auxin wie NAA auf eine dekapitierte
Spitze, wird das Auswachsen der Seitenknospen starker unterdriickt als nur durch eines der
beiden Hormone. In Studien zu ABA und Auxin konnte gezeigt werden, dass sich deren
Signaltransduktionswege gegenseitig beeinflussen (Rock etal. 2005). Cline et al.
publizierten im Jahre 2006, dass die Lange des auswachsenden Seitentriebes bei
gleichzeitiger Gabe von entweder apikalem NAA und basalem ABA oder durch die
Applikation einer Mixtur aus NAA und ABA auf die Sprossspitze extrem reduziert wird. Sollte
das endogene ABA in scl8 erhoht sein, so ware das eine Erklarung, warum die Anzahl
auswachsender Seitentriebe sowie deren Lange bei dekapitierten Pflanzen, denen NAA
appliziert wurde, nicht so deutlich reduziert waren im Vergleich zur Kontrollgruppe, wie
zunachst erwartet (Abschnitt 3.4.1.14).

Inzwischen wurden mehrere Faktoren als ABA-Rezeptoren identifiziert. Hierzu gehért unter
anderem das Protein FLOWERING LOCUS A (=FCA), das im Jahre 2006 von Razem et al.
isoliert wurde. Ein weiterer ABA-Rezeptor ,G-protein-coupled receptor (=GPCR2) wurde im
Jahr 2007 von Liu et al. isoliert. Knospen der ABA-insensitiven Mutante abi1 reagieren auf
NAA wie der Wildtyp. AuRerdem reagieren Knospen dieser Mutante nicht auf ABA oder auf
ABA/NAA. Die Untersuchung der Zusammenhange von ABI1 und SCL8 sowie deren
Funktion innerhalb der Knospeninduktion kdnnte neue interessante Aspekte hervorbringen.
In Arbeiten von Galoch et al. (1998) und Pearce et al. (1995) konnte eine positive Korrelation
zwischen der Reduktion der ABA-Konzentration in Knospen einiger Spezies und dem

Auswachsen der Seitentriebe nach ihrer Ruhephase nachgewiesen werden.

Ein weiteres Indiz, das auf eine mdgliche ABA-Beteiligung im Zusammenhang mit SCL8
schlielen lasst, war ein digitaler Northern-Blot, der mit Hilfe des Programms ,Meta-
Analysers“ auf den Seiten des ,Genevestigators® durchgeflihrt wurde. Hierbei wurden die
Proteine SCL8, ABI1 und AXR1 unter bestimmten Konditionen beziglich ihrer
Expressionsrate untersucht. Wahrend der verschiedenen Entwicklungsstadien einer Pflanze
fand sich eine Korrelation der Expression zwischen SCL8 und dem bereits erwahnten AXR1.
Die Daten zeigten ebenso eine enge Korrelation zwischen SCL8 und ABI/1 wahrend der
Knospenentwicklung. Die beiden Proteine SCL8 und ABI1 werden gemeinsam in der

apikalen Region exprimiert.
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Die Untersuchung der Ko-Expression in silico mit Hilfe des ,efp-Browsers® zwischen ABI1
und SCL8 zeigte eine enge Korrelation der beiden Gene (Abb. 85). Microarraydaten zeigten,
dass die SCL8 mRNS Konzentration in abi1 Mutanten deutlich erhoht war, was auf einen
Zusammenhang zwischen ABA und SCL8 schlieRen laRt. Desweiteren war aus den
Microarraydaten zu entnehmen, dass die SCL8 Expression etwa 40 Minuten nach Zugabe
von ABA ansteigt, jedoch nicht durch Inkubation mit GA; oder Wasser. Nach 180 Minuten

war die Expressionsrate knapp dreimal so hoch wie bei den Referenzen (Abb. 85).

—e— Wasser GA —A— ABA
2500
2000
1500
1000 A\\x\ /
500 —
0
0 30 60 180
Minuten

Abbildung 85: Expressionsrate (,,induction fold“) von SCL8 aus Microarray Daten. Die cDNS-Konzentration von SCL8
ist unter Einwirkung von ABA deutlich erhoht. Im Gegensatz dazu ist SCL8 unter Einwirkung von Wasser und GA;

nicht erhoht.

Eine mdgliche Theorie, die den Einflu von SCL8 beim Ubergang von der vegetativen in die
reproduktive Phase erklaren konnte, ist der indirekte Einflul auf das CO Protein Uber die
vorhandene ABA-Menge. ABA kann Uber seine Konzentration die Expressionsrate von CO
regulieren (Barth et al. 2006). Eine Mdéglichkeit, weitere Erkenntnisse iber das ABA in den
Mutanten der sc/8 und scl31 zu erhalten, ware eine Untersuchung mit einem System, bei
dem ABA ein Reportergen aktivieren kann, ahnlich dem DR5-Element, das auf Auxin
reagiert. Die Mutanten kdnnten nach dem Erscheinen des ersten Kaulinblattes dekapitiert
werden und sowohl mit ABA-haltiger als auch NAA-haltiger Paste behandelt werden, um
eine Veranderung in der Verzweigung nachvollziehen zu kdnnen. Die Mutante sc/8 sowie die

Uberexpressionslinie 35S::SCL8 koénnte auf Trockenresistenz hin untersucht werden.

Wichtige Proteine der Blihinduktion sind spezifische Regulatoren wie CO, GI, FT, SOC1 und
FLC (Koornneef et al. 1991). Sollte das Protein SCL8 regulativ auf den Blihzeitpunkt
einwirken, ware es wichtig zu Kklaren, in welcher Beziehung SCL8 zu den
Bluhinduktionsgenen steht und welcher der Bluhinduktionswege betroffen ist.  Der
verzogerte Bluhzeitpunkt und die zeitlichen Veranderungen innerhalb der vegetativen Phase
der scl8 Mutanten lassen vermuten, dass das Protein SCL8 auch innerhalb des

Bluhinduktionswege regulative Aufgaben tUbernimmt.
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Es ist vorstellbar, dass SCL8 dabei eine Art Schalter darstellt, durch den der Zeitpunkt der
Transition bzw. des Erblihens geregelt wird. Mdglicherweise ist die Identitat der Meristeme
unter anderem durch SCL8 determiniert. Das wirde erklaren, warum die sc/8 Mutante von
der vegetativen Phase zunachst in die reproduktive Phase libergeht und partiell wieder in die

vegetative Phase zurlickkehrt, bevor sie erneut in die reproduktive Phase eintreten kann.

Sowohl der Phanotyp der sc/8 als auch der der sc/31 Mutante zeigten sich duflerst pleiotrop
(Abschnitt 3.4.1 und 3.4.3). Beide Proteine sind in die Phyllotaxis der Pflanze und weiteren
entwicklungsrelevanten Prozessen beteiligt. Es sollte untersucht werden, ob in bekannten
Lverzweigungsmutanten wie max1, axr1 und arabidopsis inositol polyphosphate 6-/3-kinase
(=atlpk2) die Expressionsrate von SCL8 und SCL317 im Vergleich zur Expressionsrate des
WT verandert ist. Zusatzliche Kreuzungsexperimente zwischen sc/8 und den Mutanten
max1, axr1 und atlpk2 konnten klaren, ob SCL8 an den gleichen Signalwegen beteiligt ist
wie MAX, AXR1 oder ATIPK2.

4.1.5 Phinotyp der sc/23 Mutante und der Uberexpressionslinie 35S::SCL23

Die phanotypischen Untersuchungen dieser Mutante zeigten, dass diese Ergebnisse mit den
Daten der Microarrays korrelierten. Aus in silico Studien der Microarray-Daten mittels
,Genevestigators® ging hervor, dass SCL23 vor allem unter Einfluss von ACC, Ethylen und
Glucose reguliert wird. Die phanotypischen Untersuchungen fliihrten zu der Vermutung, dass
Glukose scheinbar einen schwachen Effekt auf die Wurzeln der Mutanten sc/23-1 und
scl23-2 hat (Abschnitt 3.4.2.3). Mit Glukose waren die Wurzeln der Mutanten sc/23-1 und
scl23-2 langer, ohne Glukose hingegen kirzer als beim Wildtyp (Abschnitt 3.4.2.3). Bei der
Uberexpressionslinie fanden sich sowohl mit als auch ohne Glukose langere Wurzeln. Das
Protein SCL23 scheint also in Anwesenheit von Glukose das Wurzelwachstum in der Weise
zu regulieren, dass es das Langenwachstum der Primarwurzel unterdrickt bzw. ohne
Glukose das Streckenwachstum fordert. Die Glukose scheint eine reprimierende Wirkung auf
bestimmte Entwicklungsprozesse der Wurzel zu haben. Dieses essenzielle Molekl
kontrolliert die Entwicklung und die Genexpression der Pflanzen durch weitgehend
unerforschte Mechanismen (Zhou et al. 1998). Ein Effekt in der Wurzelentwicklung war auf
Grund der SCL23-Promotor-GUS-Farbungen nicht zu erwarten. Die Expressionsmuster

zeigten Blaufarbung nur in den oberirdischen Teilen der Pflanze.

Ein anderer Phanotyp war die Entwicklung der Hypokotyle der Mutanten auf ACC, die in
diesem Versuch langer waren als die des Wildtyps. Ohne ACC waren die Hypokotyle der
Linien sc/23-1 und sc/23-2 deutlich kiirzer als die des Wildtyps. Bei der Uberexpressionslinie
358::SCL23 waren die Hypokotyle sowohl mit als auch ohne ACC langer als im Wildtyp.
SCL23 wird also vermutlich durch ACC bzw. Ethylen beeinflusst.
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Aus Microarray-Daten, die mit Hilfe des ,Genevestigators® durchgeflhrt wurden, ging hervor,
dass unter 196 getesteten Mutanten die Ethylenmutante ethylen insensitiv 2 (=ein2), eine der
héchsten Expressionsraten bezlglich SCL23 aufwies. In Zusammenhang mit dem bereits
beschriebenen Phanotyp der Hypokotyllange auf ACC (Abschnitt 3.4.2.2), sind diese Daten

ein Indiz dafiir, dass SCL23 in die Ethylensignaltransduktion involviert sein kénnte.

Der Ethylen- und der Glucosesignalweg sind Uber den Hexokinase-Signaltransduktionsweg
und die glucose insensitive1 (=gin1) Mutante miteinander verknupft (Zhou et al. 1998,
Arenas-Huertera et al. 2006). Ein weiterer Zusammenhang zwischen Glucose und Ethylen
ergab sich durch den Phanotyp der sugar insensitive1 (=sis1) Mutante, die allelisch zu
constitutive triple response (=ctr1) ist. Die Mutante sis1/ctr1 wurde auf Grund ihres
Succhrose-insensitiven Phanotyps gefunden. Sowohl sis?/ctri, wie auch die
Uberexpressionslinie 35S::SCL23, sind gegeniiber den keimungshemmenden Effekten des
Herbizids PAC, das die GA; Biosynthese hemmt, resistent (Rademacher et al. 1989,
Gibson et al. 2001). Gibson et al. zeigten im Jahr 2001, dass exogenes ACC Pflanzen
resistent gegen die negative Wirkung von PAC macht. So konnte die Resistenz der
Uberexpressionslinien 35S::SCL23 gegen PAC durch einen erhdhten ACC- bzw.
Ethylengehalt erklarbar sein. Das Expressionsmuster von SCL23 zeigte ausschliel3lich
GUS-Farbung in den oberirdischen Teilen der Pflanze (Abschnitt 3.1.1.2). Eine Analyse der
Expressionsmuster fiuhrte zu dem Ergebnis, dass die genannten Linien nicht durch

Gibberellin stimuliert werden kann.

4.2 Proteinstruktur und evolutionarer Ursprung der GRAS-Proteine

GRAS Proteine bestehen aus einem konservierten C-Terminus und einem variablen
N-Terminus. Der C-Terminus ist fir die Stabilitat des Proteins verantwortlich, die vermutlich
Uuber Phosphorylierung des Proteins reguliert wird. Beim variablen N-Terminus kann man
davon ausgehen, dass er fur die Signalwahrnehmung verantwortlich ist. Vermutlich ist der
N-Terminus die Domane, die fiur die spezifischen Aufgaben der jeweiligen Proteine
verantwortlich ist. Die N-Termini der DELLA-Proteine haben innerhalb ihrer Untergruppe mit
55%-75% die grote Homologie innerhalb der GRAS-Proteine. Die Ergebnisse bezlglich der
Lokalisation, die mit verschiedenen SCL8-GFP-Konstrukten durchgefiihrt wurden, liessen
den Schluss zu, dass die Transaktivitat, wie auch die Kern-Lokalisierung (Abschnitt 3.7.1)
des SCL8 Proteins im N-Terminus lokalisiert sein missen, wie das bereits flir die GRAS-
Proteine LISCL aus Lilly und OsSLR1 aus Oryza nachgewiesen werden konnte
(Itoh et al. 2002, Morohashi et al. 2003). Die Vermutung liegt nahe, dass Transaktivierung
und Lokalisierungssequenz des SCL31 ebenfalls im N-Terminus determiniert sind. Das

Protein SCL23 ist nicht transaktivierend, hat aber auch nur eine kurze N-terminale Doméne.
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Die Leucin-reichen Domanen des C-Terminus kdnnten Proteininteraktionen ermdglichen.
Gestutzt wird diese Vermutung durch Arbeiten von Itoh et al. aus dem Jahre 2000, durch die
gezeigt werden konnte, dass die Leucin-reichen Domanen in SLR1 fir Protein-Protein-
Wechselwirkungen verantwortlich sind. Mit Hilfe von Ein- bzw. Zwei-Hybrid-Systemen
konnten bezlglich der untersuchten Proteine SCL8, 23 und 31 weder Homo- noch
Heterodimerisierung nachgewiesenen werden. Die Proteine SCL8, 23 und 31 gehdren
unterschiedlichen Zweigen innerhalb der GRAS-Proteine an. Sc/8 und sc/371 zeigen ahnliche
Phanotypen und SCL8 und SCL371 weisen ahnliche Expressionsmuster auf. Aus diesem
Grund lag die Vermutung nahe, dass diese beiden Proteine eventuell miteinander
interagieren kénnten. Es konnte jedoch keine Heterodimerisierung nachgewiesen werden.
Durch eine Uberpriifung von SCL8, SCL23 und SCL31 in einem Hefe Zwei-Hybrid ,Screen®
mit einer cDNS-Bank, konnten die Interaktionspartner dieser Proteine identifiziert werden.
Eine Dimerisierung, wie bei den DELLA-Proteinen beschrieben wurde (ltoh et al. 2000),
kénnte so spezifisch sein, dass sie bei anderen Untergruppen der GRAS-Protein nicht
gefunden werden kann. Méglicherweise ist der gemeinsame Ursprung der GRAS-Proteine
im C-Terminus determiniert. Die N-Termini kdnnten auch durch Rekombination mit
verschiedenen Genen erworben worden sein oder durch Genduplikation entstanden sein.
Neue Proteindomanen kdnnten auch durch Fusion mit nicht-kodierenden DNS-Sequenzen
entstehen (Copley et al. 2003).

4.3 Lokalisierung der GRAS-Proteine

Proteine, die fir bestimmte Organellen innerhalb der Zelle vorgesehen sind, werden in aller
Regel ,adressiert, um an ihren Bestimmungsort zu gelangen. Diese Signale zeichnen sich
durch Gemeinsamkeiten in der Primarstruktur aus (Makkerh et al. 1996). Die subzellulare
Lokalisierung wurde durch die jeweilige Fusion von SCL8, SCL23 und SCL31 an GFP und
der anschlieRenden transienten Expression der Proteine determiniert. Die drei Proteine
akkumulierten deutlich im Zellkern (Abb. 73). Im Falle von SCL8 konnte durch
Transformation verschieden langer SCL8 Konstrukte, die mit GFP fusioniert waren,
nachgewiesen werden, dass sich das Kernlokalisierungssignal des Proteins im variablen
N-Terminus befinden (Abb. 74). Nur Konstrukte, die die ersten 191 Aminosauren innerhalb
des N-Terminus enthielten, fanden sich ausschlieRlich im Kern. Innerhalb dieser Sequenz
von SCL8 befindet sich eine Reihe basischer Aminosauren, welche als NLS wirken konnten
(Abb. 75). Die Lokalisierung der Proteine im Zellkern ist ein Indiz daflr, dass es sich bei den
SCL Proteinen um Transkriptionsfaktoren handeln kdnnte. Die Proteine AtRGA, OsGAI/SLR,
AtRGL1, LiISCR, AtSCR und AtSHR akkumulieren im Kern. Die jeweiligen Sequenzen
konnten bereits nachgewiesen werden (Silverstone et al. 1998, Nakajima et al 2001,
Itoh et al. 2002, Morohashi et al. 2003).
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Weitere Studien zeigten, dass Proteine wie AtPAT1 sowohl im Kern als auch im Cytoplasma
akkumulieren (Bolle et al. 2000). In der Sequenz des SCL8 Proteins wurden Motive

gefunden, bei denen es sich vermutlich um Kernlokalisierungssequenzen handeln kdénnte.

4.4 GRAS-Proteine als mogliche Transkriptionsfaktoren

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit Hilfe eines Ein-Hybrid-Systems (Abschnitt 3.8.1) in vitro
und in vivo durch einen GAL4-UAS-GUS Vektor (Abschnitt 3.8.2) nachgewiesen werden,
dass SCL8 und SCL31 transaktivierende Eigenschaften besitzen. Diese Eigenschaft konnte
dem Protein SCL23 nicht zugeschrieben werden. Der Grund hierfir liegt vermutlich im
N-Terminus dieser Proteine. Im Vergleich zu SCL8 und SCL31 ist der N-Terminus von
SCL23 stark verkiirzt. Die Frage, ob es sich bei den GRAS-Proteinen um
Transkriptionsfaktoren handelt wird zur Zeit kontrovers diskutiert. GRAS-Proteine zeigen
mehrere strukturelle Merkmale von Transkriptionsfaktoren, wie homopolymere Sequenzen
der Aminosduren Prolin, Glutamin, Threonin, Serin, Glycin oder Aspartat, wodurch
gegebenenfalls Wechselwirkungen mit der RNS-Polymerase induziert werden koénnten. Die
beiden Leucin-reichen Regionen der GRAS Proteine, die die VHIID-Domane flankieren
weisen auf eine strukturelle Ahnlichkeit zwischen den GRAS Proteinen und den STAT
Proteinen hin (Richards et al. 2000). Bisher wurden GRAS-Proteine in Sequenzdatenbanken
allein auf Grund ihrer strukturellen Merkmale als Transkriptionsaktivatoren aufgeflihrt. Es
konnten noch keine DNS-bindenden Motive in GRAS-Proteinen identifiziert werden, die die

These stlitzen, dass es sich bei GRAS-Proteinen um Transkriptionsfaktoren handeln kénnte.

Moglicherweise  fungieren GRAS-Proteine als transaktive Komponenten eines
-Enhanceosoms®. Daflir sprechen die bereits erwahnten Leucin-reichen Regionen, die auf
Protein-Protein-Interaktionen hinweisen, sowie nicht vorhandene DNS-Bindemotive.
Innerhalb der Sequenz finden sich drei spiegelverkehrte LXXLL-Motive (Abb. 2), verteilt Gber
etwa 100 Aminosaurereste (Heery et al. 1997). Es konnte nachgewiesen werden, dass
Proteine mit LXXLL-Motiven, die Bindungsstelle fir Ko-Aktivatoren blockieren und somit die

Expression der Zielgene repremieren kdnnen (Hall et al. 2000).

Das Wissen bezlglich dieser Proteinfamilie steht erst am Anfang und wird mdglicherweise
interessante Zusammenhange innerhalb der Pflanzenentwicklung und wichtiger biologischer

Funktionen aufzeigen.
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5 Material

5.1 Materialien

Alle verwendeten Chemikalien waren von p.a. Qualitdt. Die eingesetzten

Verbrauchsmaterialien wurden nach Herstellerangaben gelagert.

5.1.1 Pflanzenmaterial

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Okotyp Col-0 und Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Okotyp
Ler (Lehle Seeds, Tucson, USA) wurden als Wildtypkontrolle fir phanotypische
Untersuchungen und fiir Rickkreuzungen eingesetzt. Bei den mutierten Linien handelte es
sich um eine Transposon-Insertions-Linie (sc/8-7) und sechs T-DNS-Insertions-Linien
(scl8-2, scl8-3, scl23-1, scl23-2, scl31-1 und scl31-2)(Tab.2).

Tabelle 2: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Mutationslinien

Linie Resistenz bezogen von:

scl8-1 (SGT5010) Kanamycin National University of Singapore
scl8-2 (SALK 129947) Kanamycin Nottingham Arabidopsis Stock Centre
scl8-3 (SALK 102784) Kanamycin Nottingham Arabidopsis Stock Centre
scl23-1 (Sail 101_CO01) Basta Syngenta Biotechnology

scl23-2 (SALK 039920) Kanamycin Nottingham Arabidopsis Stock Centre
scl31-1 (Sail 812_F03) Basta Syngenta Biotechnology

scl31-2 (GABI_848H11) Sulfadiazin MPI fir Zichtungsforschung in Kéln

5.1.2 Computerprogramme
Die vorliegenden Mutanten wurden mithilfe der Software DNA-Star analysiert. Diese

Software enthielt Programme wie EditSeq, MapDraw und SeqMan (Fa. Lasergene).

5.1.3 cDNS-Bibliothek
Fur die Amplifizierung der Gene SCL 8, 23 und 371 zu Klonierungszwecken wurde eine
cDNS-Bibliothek von Invitrogen pSPORT-P ,SuperScript Pre-made cDNS Library“ aus

Arabidopsis thaliana verwendet.

5.1.4 Hormone

Abscissinsaure Sigma
1-Aminocyclopropan-1-Carboxyl Saure Roth
Gibberellinsaure Roth
B-Indolylessigsaure Sigma
1-Naphtylenessigsaure Sigma

trans-Zeatin ((E)-6-(4-Hydroxy-3-methylgut-2-enylamin) purin) Sigma
2,4-D Sigma
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5.1.5 Pestizide und Hormonblocker
Basta

Paclobutracol

5.1.6 Enzyme und fertige Pufferlosungen

Samtliche Restriktionsendonukleasen wurden von NEB und MBI Fermentas bezogen.

cDNS Omniscript Kit

DNS Gelladepuffer

DNAse |

DNAse-M Puffer

Gateway LR Clonase Enzym Mix
Gateway BP Clonase Enzym Mix
Lysozym

NBT/BCIP Reagenz

Prestained Protein Marker
Proteinase K

RNAse A

RNAse Inhibitor

RT Puffer

Reverse Transkriptase (=RT) Superscript
Taq DNS Polymerase

Taq DNS Polymerase Puffer
TAKARA DNS Polymerase
TAKARA DNS Polymerase Puffer

5.1.7 Antikorper
Anti-SCL8
Anti-GFP

Anti-Kaninchen gekoppelt mit Meerrettich Peroxidase

5.1.8 Antibiotika
Ampicillin 50 mg/mi
Chloramphenicol 25 mg/ml
Gentamycin 10 mg/ml
Kanamycin 100 mg/mi
Spektinomycin 50 mg/ml
Streptomycin 50 mg/ml
Sulfadiazin 100 mg/ml
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Sigma
Sigma

Qiagen
Promega
Roche
Roche
Invitrogen
Invitrogen
NEB
Promega
NEB
Promega
Promega
Invitrogen
Qiagen
Qiagen
Genexxon
Genexxon
Takara

Takara

Pineda
Sigma
Sigma

Merck
Sigma
Roth
Merck
Roth
Roth
Roth
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5.1.9 Kompetente Zellen

E. coli DH5a

E. coliTOP10

E. coliDB3 |

S. cerevisiae, MaV203 Hefezellen

Agrobacterium tumefaciens UIA 143

5.1.10 Vektoren
pENTR/D-TOPO® Vektor
pENTR/SD-TOPO® Vektor

pKGWFS7 Gateway Pflanzenvektoren
pK7WGF2 Gateway Pflanzenvektoren

pDest22-Vektor

pDest32-Vektor

pEXP-AD502

pROK219-NAN

pROK219-GUS

p35SGBD-GW

pEntr Directional TOPO Cloning Kit

5.1.11 "Kits"

Historesin, Einbettungs-Harz
Pro Quest Zwei-Hybrid-System
QIA PCR Purification Kit

QIA Gel Extraction Kit

QIA Miniprap Kit

QIA Midiprap Kit

RNAeasy RNS-Extraktions-Kit

5.1.12 Oligonukleotide

Die Auswahl der Oligonukleotiden

erfolgte anhand der

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen
Invitrogen

Karimi et al. 2002
Karimi et al. 2002
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Kirby et al. 2002
Kirby et al. 2002
Kirby et al. 2002

Invitrogen

Leica
Invitrogen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen

bekannten Sequenzen.

Oligonukleotide wurden von verschiedenen Anbietern (Invitrogen und MWG-Biotech)
bezogen. Die Oligonukleotide wurden in sterilem H,O bidest. gelést (Stammlésung 100

pmol/ul) und auf eine Endkonzentration von ca. 10 pmol/pl verdinnt.

8 ATG 5-CACCATGGAATCTGGTTTCTCCGG-3° 24 Nt
8 -TGA 5-ACGCCAAGCGGATGCGACAGTG-3’ 22 Nt
8 TGA 5-TTAACGCCAAGCGGATGCGAC-3’ 22 Nt
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8146 f
8373 f
8481f
8573 f

8 805 f
81092 f’
8572r
8684 r
81633 r’
8 DelCR
8 DelN ATG
8LZ1f
8LZ-2f
8LZ1r
8LZ-2r
8 Prom f’
8 Prom 2 f’
8-1

8-2

23 ATG
23 -TGA
23 Mitte
23 Prom f
23-1r

31 ATG
31 -TGA
31 Mitte r’
31 Prom f’
31-1r’
Aktin f
Aktin r’
Basta f”
Basta r’
DS 3-1

DS 5-1

Kanamycin f

Kanamycin r’

5 -GAGGAGTAAGCTAAGGAGTTTGATTGC-3’

5-CACCATGAGTTTGTTTGGTGGTTCTG-3"
5-CACCATGGGAATCGGGTCGGGTAT-3’
5-CACCATGTTGAATAGTTTAAGAG-3’
5-CCGTTTGCCTAGAACATACCGATG-3’
5-CACCATGATGATACCGCACGTTATCG-3°
5-TCAGTTCTCCGATTCATGAACCC-3’
5-ACTTTGAATCCAATCGAATTTGAA-3’
5-AGGAACCGTAGACTCGACCGACT-3’
5-TTAAAACGGCGCCGTATTCG-3’
5-CACCATGGAAATCGCGACGGCGATCG-3’

5-GCTCTAGATACGAGCTCTCTCCTTGTTTC-3"
5-GCTCTAGAGGGTGTGATCCCGACGAGAC-3’
5-GCTCTAGAAACCGTTTGCCTAGAACATACC-3’
5-GCTCTAGAACCTCTCTTCTCCACCGTCATC-3’

5-CACCCTGCTGACGCAATTTTC-3"

5-CACCGTTGCAATGGTGACAGTGTTTTATG-3"

5-GAAGATTCCAGGAATCTGG-3°
5-CCGACGTTGATAACAGTTCCTGG-3’
5-CACCATGACTACAAAACGCATAG-3’
5-ATCGAACGGCTGAGATTTCCA-3’
5-GCAAGAATTGAGCTACGACGAT-3’
5-CACCGGCAAGAAGATTATCTTATAC-3’
5-CCGAACGGAGAACATATCTC-3’
5-CACCATGGAATCGAATTACTCAGG-3’
5-AGAAGGGACCCAACAAGAAGAAG-3’
5-GGATCTTTCAACGCACCGTTC-3’

5-CACCGCAGAGTGTGACATCTCGTCATC-3"

5-CCGGAATCGAAGTTGGTAAG-3"
5-GCAACTGGGATGATATGGAAAAGA-3’
5-CAAACGAGGGCTGGAACAAGACT-3’
5-CCAGAACGACGCCCGGCCG-3°
5-GTCATCAGATTTCGGTGACGG-3’
5-GGTTCCCGTCCGATTTCGACT-3’
5-ACGGTCGGGAAACTAGCTCTAC-3’
5-CTCGTCAAGAAGGCGATAGAAG-3’
5-GGCAGGATCTCCTGTCATCTC-3’
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27 Nt
26 Nt
24 Nt
23 Nt
24 Nt
26 Nt
23 Nt
24 Nt
23 Nt
20 Nt
26 Nt
29 Nt
28 Nt
30 Nt
30 Nt
21 Nt
28 Nt
19 Nt
23 Nt
23 Nt
22 Nt
22 Nt
25 Nt
20 Nt
24 Nt
23 Nt
21 Nt
27 Nt
20 Nt
23 Nt
22 Nt
19 Nt
21 Nt
21 Nt
22 Nt
22 Nt
21 Nt
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GFP f
GFP T’
LB Gabi
LB Sail
LB Salk
LB Salk Koncz
M13f
M13r’
RB Gabi
LB Sgt
18S
18Sr’

5.1.13 Verwendete Chemikalien

3-AT
Acrylamid

Adenin-Hemisulfat

Agar
Agarose
Aktivator
APS

3-Mercaptoethanol

Baktopepton
Baktotrypton

Bromphenolblau

BSA

Chloroform / Isoamylalkohol (24:1)

Coomassie Brillantblau R250

CPRG

CTAB
Cumarinsaure
DMF

DMSO

dNTP Mix

~Dropout* Puder

DTT
EDTA

Eisessig

5-GGGATCACTCTCGGCATGGACG-3’
5-CGGTGAACAGCTCCTCGCCC-3’

5 -ATATTGACCATCATACTCATTGC-3’

5 -GAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC-3’
5-GTTCACGTAGTGGGCCATCG-3’
5-TTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGG-3’
5-GTAAAACGACGGCCAG-3’
5-CAGGAAACAGCTATGAC-3’
5-GTGGATTGATGTGATATCTCC-3’
5-CGTTGCGGTTCTGTCAGTTCC-3’
5-GCTCAAAGCAAGCCTACGCTCTGG-3’
5-GGACGGTATCTGATCGTCTTCGAGC-3’
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22 Nt
20 Nt
23 Nt
25 Nt
20 Nt
25 Nt
16 Nt
17 Nt
21 Nt
21 Nt
24 Nt
25 Nt

Invitrogen
Roth
Sigma
Duchefa
Duchefa
Leica
Roth
Merck
Merck
Merck
Serva
Roth

Roth
Merck
Invitrogen
Roth
Sigma
Roth
Merck
Genaxxon
Sigma
Sigma
Sigma
Merck



MATERIAL

Essigsaure
Ethanol
Ethidiumbromid
Glucose
Glutaraldehyd
Glycerin

Glycin
Goldpartikel
HCI, 37 %
Hefeextrakt
HEPES

Histidin

IPTG
Isopropylalkohol
KaC

KCI

L-Aspartat (Hemi-Mg-Salz)
Lithium
Lithium-Acetat
PEGao00
Luminol
Methanol
Methylenblau

Mg.3, Proteasomen-Hemmer

MgCl,

MgSO,

MOPS

MS-Salze

Na-Acetat

NaCl

NaH,PO4

Na,HPO4

NaOH
N,N-Dimethylformamid
N-Lauroylsarcosin
Phenol/Chloroform, pH 6,7
Pepton
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Merck
Merck
Roth
Roth
Serva
Roth
Roth
Roth
Roth
Merck
Roth
Roth
Roth
Merck
Roth
Merck
Sigma
Roth
Roth
Fermentas
Sigma
Merck
Roth
Sigma Aldrich
Merck
Merck
Roth
Duchefa
Sigma
Merck
Roth
Roth
Merck
Sigma
Sigma
Roth
Sigma



MATERIAL

Saccharose
SDS

Silwet L 77
Spermidin
TEMED
TRIS

Triton X-100
Trizol
Tween 20
Uracil
Wasserstoffperoxid, 30 %
X-Gal
X-Gluc
Xylencyanol
YNB-AA/-AS
1-kb-Leiter
ZnCl,

5.1.14 Filter, Membranen und sonstige Materialien

Plastikfilter ,rupture disk"
.Makro-Trager*
Metallnetz

PVDF Membran
Roéntgenfilme

Samtstempel

Unguentum emulsificans aquosum

Whatman Papier

Wolframkugelchen
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Merck
Roth

Lehle Seeds
Roth

Roth

Roth
Merck
Invitrogen
Applichem
Roth
Merck
Roth
Paclab
Sigma
Sigma
Fermentas
Merck

Biorad

Biorad

Biorad

Amersham Pharmacia
Amersham Pharmacia
Invitrogen

Caesar & Loretz
Schleicher & Schuell
Qiagen



METHODEN

6 Methoden

6.1 Pflanzenanzucht und Pflanzenhaltung

6.1.1 Pflanzenmaterial

Arabidopsis thaliana Okotypen Landsberg (=Ler) bzw. Columbia (=Col-0) wurde bei 22°C
und einer Luftfeuchtigkeit von 70% kultiviert. Die tagliche Lichteinstrahlung betrug unter
Langtag-Bedingungen 16 Stunden unter Kurztag-Bedingungen 8 Stunden. Die Kulturen
wurden alle 2-4 Tage bewassert. Auf Medium vorgekeimte Pflanzen wurden nach zwei

Wochen auf Erde umgesetzt und drei Tage unter transparenten Plastikkuppeln angezogen.

6.1.2 Kreuzungen

Nicht gedffneten Bliten des weiblichen Kreuzungspartners, die als Pollendonor dienten,
wurden Kelch-, Bliten- und Staubblatter entfernt und die so freigelegte Narbe mit Pollen des
mannlichen Kreuzungspartners, dem Pollendonor, bestrichen. Dem Pollendonor wurden
Bliten mit der Pinzette abgenommen, um die praparierten Blitenstempel des
Pollenakzeptors damit zu bestduben. Nach ca. zwei Wochen konnten die Samen geerntet
werden. Die F1-Samen wurden auf Erde ausgesat. Die Samen der zweiten Generation (F2)
wurden auf Selektionsmedium (1/2 MS + Kanamycin bzw. Basta) ausgelegt. Im Idealfall
erfolgte daraus eine Segregation von 1:3. Durch die mit der T-Insertion eingebrachte
Kanamycinresistenz konnten die Pflanzen selektiert werden. Pflanzen die das DR5-Element
trugen, wurden durch das GUS-Reportergen selektiert. Selektierte Pflanzen wurden mit
PCR mit den Oligonkuleotiden ,8 ATG" und ,8 1633 r* Gberprift. Es wurde nur mit Pflanzen
weitergearbeitet, die in dieser Reaktion kein Amplifikat synthetisierten, kanamycinresistent
waren und durch das GUS-Reportergen induzierte Blaufarbung zeigten. Durch die Kreuzung
von Mutationslinien mit Wildtyppflanzen, die das auxinsensitive DR5-Element enthielten war
es moglich, die Menge des vorhanden Auxin in Mutationslinien und den DR5-Linien zu
untersuchen (Ulmasov et al. 1995). Beim DR5-Element handelt es sich um ein durch Auxin
induzierbares Promotorelement, dass durch die Kopplung an ein GUS-Reportergen, die
Detektion von Auxin ermoglicht. Aufgrund physiologischer Ahnlichkeiten zwischen den

Mutanten sc/8 und sc/37 wurden auch die Linien miteinander gekreuzt.

6.1.3 Transformation von Arabidopsis thaliana
e LB-Medium, Luria-Bertani-Medium (Sambrook et al. 1989)
0,1% (w/v) Bakto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 0,5% (w/v) NaCl
(Zugabe von 1,5% (w/v) Agar bei LB-Petrischalen)
e Infiltration Lésung
5% (w/v) Sucrose;0,05% Silwet L-77
Die Transformation von Arabidopsis thaliana erfolgte nach der sogenannten

"Floral-Dip"-Methode (Clough et al. 1998). Zum Zeitpunkt der Infiltration waren die
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Arabidopsis-Pflanzen etwa vier Wochen alt. Sieben Tage vor der Infiltration wurden die
Stangel der Pflanzen noch einmal zurlickgeschnitten, um die Anzahl der Bliten zu erhéhen.
Am Tag der Infiltration waren die Pflanzen ca. 10 — 15 cm hoch und hatten durchschnittlich
15 — 20 BlUtenstéande. Das Infiltrationsmedium wurde in ein 500 ml Becherglas gegeben und
die Pflanzen jeweils mit den Bliten voraus, bis unter die Rosette, flir ca. 5 Sek. in das
Infiltrationsmedium getaucht und dabei vorsichtig hin und her bewegt. Nach dem Infiltrieren
wurden die Pflanzen mit einer Plastikkuppel abgedeckt, wodurch eine konstant hohe
Luftfeuchtigkeit aufrecht erhalten wird. Zudem wurde durch die Plastikkuppel das Licht etwas
absorbiert wodurch die Pflanzen vor allzu starker Sonneneinstrahlung geschiitzt werden
sollten. Nach 24 Stunden wurden die Plastikkuppeln wieder abgenommen. Die Blitenstande
der Pflanzen wurden jeweils zusammengebunden. Nachdem die Samen reif waren, wurden
die einzelnen Pflanzen horizontal in Schalen gelagert, die mit Vliespapier ausgelegt waren.
Etwa zwei Wochen nach der Infiliration konnten alle Samen geerntet und vom Vlies

gesammelt werden.

6.1.4 Aussaat transformierter Samen
Die Samen der transformierten Pflanzen wurden auf 2-MS-Medium mit Kanamycin bzw.

Basta selektiert. Als Kontrolle dienten die Wildtypen Columbia und Landsberg.

6.1.5 Oberflachensterilisation und Ausbringen der Samen
e Chlorex Lésung
50% Chlorex; 0,01% Tween
e % MS-Medium nach Murashige-Skoog
0,5% (w/v) MS-Salze; 0,8% (w/v) Agar
Alle Samen, die auf Gewebekultur angezogen wurden, mussten zunachst sterilisiert werden.
Die Samensterilisation erfolgte jeweils fir 8 Min. in einer 50%-igen Chlorex Lésung. Im
Anschluss wurden die Samen dreimal in sterilem Aqua dest. gewaschen. Die sterilisierten
Samen konnten anschlielend unter sterilen Bedingungen in 0,1% Agarose aufgenommen
und durch eine 1.000 pl Kolbenhubpipette auf Petrischalen ausgebracht. Diese Petrischalen
enthielten 2-MS-Medium. Abhangig vom jeweiligen Versuch, wurde gegebenenfalls
zusatzlich ein entsprechendes Antibiotikum zur Selektion, Wachstumshemmer oder
Hormone zugegeben. Die Petrischalen wurden mit Alufolie verdunkelt und bei 4°C
stratifiziert. Nach einem Weildlichtpuls wurden die Petrischalen bei einer konstanten
Temperatur von 22°C und einer Luftfeuchtigkeit von 70% in die Klimakammer gestellt und fur
7 — 14 Tage dort belassen. Je nach Versuchsanordnung wurden jeweils Kontrollmedien
angefertigt, die kein Hormon enthielten. Zu den Lichtversuchen wurden jeweils Kontrollen im
Dunkeln durchgefuhrt. Samtliche Versuche auf Gewebekultur wurden zur statistischen

Absicherung dreimal wiederholt.
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6.1.6 Selektion homozygoter Mutanten sc/8, 23 und 31

Die Insertionslinien wurden mit der Polymerase-Kettenreation (=PCR) auf Homozygotie
getestet. Fur den ersten PCR-Ansatz wurde entsprechend der Lage der Insertion ein
Oligonukleotid in der linken Grenzregion der Insertion und ein Oligonukleotid am Ende bzw.
am Anfang des Gens gewahlt, jeweils abhangig von der Orientierung der eingebrachten
Insertion. Tragt mindestens ein Allel diese Insertion, so sollte in dieser PCR ein Amplifikat
synthetisiert werden. In einem zweiten PCR-Ansatz wurden zwei Oligonukleotide gewahlt,
die jeweils links und rechts der Insertion positioniert waren. Sofern die zu untersuchende
Linie homozygot war bezlglich ihrer Insertion, wurde in dieser PCR-Reaktion kein Amplifikat
synthetisiert. Die so als homozygot identifizierten Mutanten wurden bis zur Samenreife
herangezogen und in der nachsten Generation wiederum mit Basta, Kanamycin oder

Sulfadiazin selektiert.

6.2 Physiologische Charakterisierung

Bei den folgenden physiologischen Analysen wurden 20 Pflanzen pro Linie ausgewertet. Fir
die Langenmessungen entwickelter Schoten, Sprosse, Hypokotyle und Wurzeln wurden die
jeweiligen Pflanzenenorgane auf Agar-Petrischalen ausgelegt und fotografisch dokumentiert.
Anschliessend wurden die Langen der jeweiligen Objekte mit dem Computer-Programm
»Image J“ gemessen. Aus diesen Messungen wurde durch das Office-Programm ,Excel“ der
Mittelwert gebildet und die Standardabweichung errechnet. Mit Hilfe des t-tests wurde die
Signifikanz der Werte ermittelt. Die Signifikanz bezog sich dabei immer auf den

korrespondierenden Wildtyp.

6.2.1 Ermittlung der Keimungseffizienz

Fur die Ermittlung der Keimungseffizienz wurden die sterilisierten Samen auf ¥2-MS-Medium
ausgelegt. Die Keimungseffizienz wurde unter Einfluss verschiedener Hormone untersucht.
In diesen Versuchen wurde dem >-MS-Medium jeweils ein Hormon zugegeben, 15 yM ABA,
2 UM GA3 oder 10 yM PAC (Antagonist der Gibberellinsdurebiosynthese). Bei der Analyse
wurde bei jeder Linie die Anzahl der nach funf Tagen gekeimten Samen ins Verhaltnis zur

Anzahl der insgesamt ausgebrachten Samen gesetzt.

6.2.2 Ermittlung der Anzahl wachstumsdefizienter Keimlinge

Die Samen der zu untersuchenden Linien wurden zunachst sterilisiert und auf 72 MS-Medium
ausgelegt. Nach finf Tagen konnten die Keimlinge unterschieden werden in solche, die
wachstumsdefizient waren und solche Keimlinge die sich weiter entwickelten. Um zu
Uberprifen, dass es sich bei den wachstumsdefizienten Keimlingen nicht nur um eine
Verzégerung in der Entwicklung handelte, wurden die Keimlinge weitere finf Tage
beobachtet.
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6.2.3 Bestimmung der Wurzellange

Fir die Bestimmung der Wurzellange wurden die Samen sterilisiert und auf 2-MS-Medium
ausgelegt. Es folgte eine Stratifikation Uber vier Tage im Kuihlschrank. Dadurch sollte eine
gleichzeitige Keimung erreicht werden. Im Anschlul} erhielten die Samen einen Weilllichtpuls
fur ca. 5 Stunden, wodurch die Keimung induziert wird. Je nach Fragestellung erfolgte das
Umsetzen der Pflanzen auf frisches /2-MS-Medium mit 1% Glucose oder mit 10 uM NAA.
Durch das Phytohormons NAA, einem synthetischen Auxin, sollte gezeigt werden, ob und in
welcher Weise die zu charakterisierenden Proteine in den Auxin-Transport-Weg involviert
sind. Die Petrischalen wurden in vertikaler Position in die Klimakammer gestellt, bei einer
taglichen Lichtexposition von 16 Stunden. Die Lange der Wurzel wurde auf der Unterseite
der Petrischale mit einem Stift gekennzeichnet, um das Wurzelwachstum der folgenden
sieben Tage dokumentieren zu kénnen. Nach einer Woche wurden die Petrischalen auf
Millimeterpapier gelegt und die Wurzeln so fotografiert, dass zwischen Wurzelende und der
anfangs angebrachten Markierung gemessen werden konnte. Diese Strecke konnten am

Computer mit dem Programm ,Image J* gemessen werden.

6.2.4 Bestimmung der Anzahl der Seitenwurzein

Fir die Bestimmung der Anzahl der Seitenwurzeln wurden die Samen zu Beginn sterilisiert
und anschlieBend auf 2-MS-Medium ausgelegt. Die sc/8 Mutanten und die 35S::SCL8
Uberexpressionslinien wurden zusétzlich auch auf 10 uM NAA auf die Anzahl der
Seitenwurzeln auf analysiert. In beiden Versuchen, sowohl mit als auch ohne NAA, erfolgte
eine Stratifikation Uber vier Tage im Kuihlschrank, um eine gleichzeitige Keimung zu
erreichen. Im Anschlul® erhielten die Samen einen Weillichtpuls fir ca. 5 Stunden, wodurch
die Keimung induziert wird. Die Petrischalen wurden nach dem Umsetzen in vertikaler
Position in die Klimakammer gestellt, bei einer taglichen Lichtexposition von 16 Stunden.

Nach 10 Tagen wurde der Mittelwert der Anzahl der Seitenwurzeln pro Linie analysiert.

6.2.5 Hypokotyllange auf Ethylen

Die sterilen Samen wurden auf 2-MS-Medium ausplattiert die 10 uM ACC, einem Vorlaufer
des Ethylens, enthielten. Die sterilisierten Samen erhielten einen 5-stindigen Lichtpuls und
keimten anschlieffend im Dunklen. Nach vier Tagen wurden die Lange des Hypokotyls und
Auspragung des apikalen Hakens untersucht. Die Ermittlung der Hypokotyllange erfolgte auf

die gleiche Weise wie die Ermittlung der Wurzellange.

6.2.6 Ermittlung des Bluhzeitpunkts
Die Ermittlung des Blihzeitpunktes kann Uber zwei verschiedene Methoden erfolgen. Hierbei

wurden zunachst die Samen auf Erde ausgesat und die Tage zwischen Aussaat und dem
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Erscheinen der Knospen gezahlt. Gleichzeitig wurde die Anzahl der Rosettenblatter

dokumentiert. Pro Linie wurden 20 Pflanzen ausgewertet.

6.2.7 Physiologische Analyse adulter Pflanzen

Die physiologische Analyse der adulten Pflanzen erfolgte nachdem sich die gleichaltrigen
Pflanzen sechs bis acht Wochen auf Erde unter Langtagbedingungen entwickelten. Es
wurden mehrere physiologische Parameter untersucht. Hierfir wurden die Pflanzen aus der
Erde genommen, auf einem Tuch ausgebreitet und quantifiziert. Zu den evaluierten
Parametern gehorten unter anderem die Anzahl entwickelter Hochrosetten, die Anzahl der
Kaulinblatter die sich gegeniberstanden und nicht spiraliger Anordnung folgten. Ebenso
wurde die Anzahl zusatzlicher Seitentriebe ermittelt. Bei den Linien sc/8 und 35S::SCL8

erfolgte dies auch unter Einfluss von NAA.

Die Gesamtlange der Pflanzen wurde jeweils durch die Messung der Strecke zwischen
Rosette und dem apikalen Ende der Pflanze mit einem Lineal gemessen. Bezliglich der
Uberexpressionslinie 35S::SCL8 wurde auch die Anzahl in Erscheinung getretener Knospen
pro Tragblatt-Achsel gezahlt. Der Verlust der apikalen Dominanz der Uberexpressionslinie
wurde durch die Messung der Strecke zwischen der Oberseite der Rosette und dem Ende
des Seitensprosses bzw. des Hauptsprosses analysiert, indem beide Strecken zueinander
ins Verhaltnis gesetzt wurden. Bei den Linien sc/37 und 35S::SCL37 wurden auch die
Schoten betreffend vermessen. Hierzu gehdrte die Ermittlung der Anzahl der Schoten, sowie
die Messung der Strecke zwischen der Rosette und der ersten entwickelten Schote mit dem
Lineal. Des Weiteren wurde der Abstand zwischen den einzelnen Schoten mit dem Lineal
gemessen, sowie die Anzahl der Schoten je Pflanze gezahlt, die eine vermindere Abszission
ihrer Kelchblatter aufwiesen. Hierfir konnten die Pflanzen nicht aus der Erde genommen

werden, da die Kelchblatter durch diesen Prozess eventuell abgefallen waren.

6.2.8 Herstellung NAA-haltiger Paste
o  NAA-haltige Paste
10 uM NAA (eingeriihrt in Unguentum emulsificans aquosum)

Fur diesen Versuch wurden Pflanzen bis zur Entwicklung des ersten Kaulinblattes in der
Klimakammer bei Langtagbedingungen auf Erde herangezogen. Sobald sich das erste
Kaulinblatt am Hauptspross bildete wurden die Pflanzen 1 cm Uber dem Tragblatt dekapitiert.
Die Pflanzen wurden anschliel3end in zwei Gruppen aufgeteilt.

Der ersten Gruppe wurde Uber zwei Wochen taglich NAA-haltige Paste auf die dekapitierte
Schnittstelle des Hauptspross appliziert. Der zweiten Gruppe wurde Paste ohne NAA

aufgetragen. Am Ende des Versuchs wurde die Anzahl der entwickelten Seitensprosse aus
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der Rosette gezahlt, sowie die Lange des Seitensprosses aus dem ersten Kaulinblatt

gemessen.

6.2.9 Kallusinduktion aus Wurzel- und Hypokotylfragmenten
e Kallusinduzierendes Medium
0,5% (w/v) MS Salze; 2% Glucose; 0,8% (w/v) Agar; pH 5,7; 6 uM 2,4-D; 9 uM Kinetin
Zunachst wurden Keimlinge fur zehn Tage auf 2-MS-Medium angezogen. Das Hypokotyl
und die Wurzel eines Keimlings wurden mit einem sterilen Skalpell jeweils in 5 mm lange
Fragmente geschnitten. Fur die Induktion eines Kallus wurden je ca. 5 mm lange Wurzel-
oder Hypokotylexplantate flr zehn Tage auf kallusinduzierendes Medium (Abou-Mandour et

al. 1996) gegeben. Die Ergebnisse wurden fotografisch dokumentiert.

6.3 Molekularbiologische Methoden zur Analyse von DNS

6.3.1 Extraktion genomischer DNS (CTAB)
e CTAB DNS-Extraktionspuffer
100mM Tris/HCI; pH 8, 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM [-Mercaptoethanol
e TE Puffer; pH 8,5
1 M Tris; 0,5 M EDTA; 5,6% Eisessig
Fir die DNS-Extraktion wurden etwa 100 mg Pflanzenmaterial in einer Kugelmuhle
(Fa. Retsch) homogenisiert. Das Pflanzenmaterial wurde mit 1 ml Extraktionspuffer und einer
kleinen Wolframkugel in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefall gegeben. Die Proben wurden
kraftig geschuittelt. Durch die Wolframkugel wurde das Blattmaterial zerkleinert.
Anschlieend folgte eine Inkubation der Probe fuir 20 Min. bei 60°C. Zum Entfernen der
Proteine wurden 0,8 ml eines Chloroform/Isoamylalokohol-Gemisches (24:1) zugegeben. Die
Suspension wurde kraftig geschittelt und fir 3 Min. bei RT inkubiert. Es folgte eine
Zentrifugation bei 13.000 UpM fiir 15 Min. und 4°C. Der Uberstand wurde in ein neues
Raktionsgefal® tberfihrt. Den Proben wurde das 0,7-fache Volumen Isopropanol zugegeben
und zur Prazipitation gemischt. Es folgte eine Inkubation bei RT fir 10 Min. mit
anschlieender Zentrifugation bei 13.000 UpM (dber 15 Min. bei 4°C. Das
Nukleinsduresediment wurde im Anschlu® mit 1 ml eiskaltem 70%-igen EtOH versetzt und
5 Min. bei 13.000 UpM bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
fir 1 Stunde bei RT trocknen. Die Rucklésung der DNS erfolgte in 50 ul TE Puffer (pH 8,5).

6.3.2 Extraktion genomischer DNS (SDS-Schnellmethode)
e SDS DNS-Extraktionspuffer
0,2 M Tris/HCI; pH 7,5; 0,25 M NaCl; 0,025 M EDTA; 0,5% SDS
e TE Puffer; pH 8,5
1 M Tris; 0,5 M EDTA; 5,6% Eisessig
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Diese Methode bietet den Vorteil einer schnelleren DNS-Extraktion. Die so gewonnene DNS
nur fur PCR-Reaktionen geeignet. Etwa 100 mg Pflanzenmaterial wurden homogenisiert und
bei RT aufgeschlossen. Es folgten 3 Min. Zentrifugation bei RT und 13.000 UpM. Der
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefall Uberfuhrt. AnschlieRend wurde 1 Vol.
Isopropanol zugegeben, kraftig gemischt und 2 Min. bei RT inkubiert (=DNS-Fallung). Nach
Zentrifugation bei 13.000 UpM fiir 5 Min. bei 4°C wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet getrocknet. Die Resuspension erfolgte durch 40 pl TE Puffer fir 1 Stunde im
Kdhlschrank.

6.3.3 Amplifikation der Scarecrow-like Gene SCL 8, 23 und 31

Fir die Amplifikation von genomischer DNS bzw. cDNS wurden 5 ng genomische DNS,
5 ul 10 x Pfuffer, 0,5 pl Tag-DNS-Polymerase, je 2mM des Oligonucleotides ,ATG* bzw.
,TGA“ (SCL 8, 23, 31), 0,2 mM dNTP Mischung (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2,5 mM MgCl
und H,O auf 50 ul aufgefillt und in ein PCR-Reaktionsgefald Gberfiihrt. Flr die Amplifizierung
von Genen wurde die ExXTAQ von TAKARA verwendet. Bei der Polymerase handelte es sich
um eine sogenannte ,proof-reading“ Polymerase. Aufgrund ihrer 5°-3"-Exonukleaseaktivitat
erkennt sie falsch eingebaute Nukleotide und korrigiert diese Fehler. Die PCR wurde in
einem Thermocycler (Fa. BiolLabs) durchgefihrt und startete mit einer dreiminttigen
Denaturierung bei 95°C. Im Anschluss folgten 30 Zyklen mit 30 Sek. bei 95°C, 30 Sek. bei
58°C und 30-180 Sek. (=60 Sek./kB des Amplifikats) bei 72°C. Es folgte eine Inkubation Gber
5 Min. bei 72°C. Am Ende der PCR wurden 5 pl auf einem Agarosegel aufgetrennt.

6.3.4 Fallung der DNS fiir Klonierung und Sequenzierung
e PEG-L6sung
1 M Li-Ac; 10% 10 x TE Puffer; 50% PEG4000
e TE Puffer, pH 8,5
1M Tris; 0,6 M EDTA; 5,5% Eisessig
e 3MNaAc
o 70% bzw. 95% EtOH
Fir einige Klonierungsschritte war es notig, die Oligonukleotide nach der PCR-Reaktion zu
entfernen. Die PCR-Reaktion wurde mit 4 Vol. TE Puffer verdinnt und anschlief’end %2 Vol.
50%-iges PEGyo00 zugefiihrt. Es folgte eine Zentrifugation bei 12.000 UpM fir 15 Min.. Der
entstandene Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 40 pl TE Puffer resuspendiert. In
Vorbereitung auf die DNS-Sequenzierung wurde die Fallung mit 3 M NaAc durchgeflhrt. Der
DNS wurden 1/10 Vol. 3 M NaAc und 2 Vol. 95% EtOH zugegeben und fir 1 h bei -20°C
inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben bei 4°C fir 15 Min. bei 12.000 UpM zentrifugiert.

Der Uberstand konnte verworfen werden. Dem Pellet wurden 100 pl 70% EtOH zugeflgt und
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bei 4°C und 12.000 UpM fiir 15 Min. zentrifugiert. Der Uberstand konnte verworfen werden,
das getrocknete Pellet in 50 ul TE Puffer aufgenommen und bei -20°C aufbewahrt.

6.3.5 Die Gateway® Technologie

Die Gateway® Klonierungs-Technologie (Fa. Invitrogen) ist ein relativ neues und universelles
System zur Klonierung und Subklonierung von DNS-Sequenzen. Zunachst wird das in der
Regel Gber PCR gewonnene DNS-Segment zwischen die seitenspezifischen Enden eines
Vektors transferiert. Der Eingangs-Vektor (=Entry-Vector) pENTR/D-TOPO® von Invitrogen
ist der Mittelpunkt dieses Systems. Uber den Eingangsvektor ist es mdglich das
DNS-Fragment in verschiedene Destinationsvektoren zu rekombinieren, die dann zu
unterschiedlichsten Zwecken wie z.B. Promotor-GUS-Expression, Uberexpression oder
Proteinfusion verwendet werden kénnen. Durch den Mechanismus der sequenzspezifischen
Rekombination entfallen wiederholte Exzisions- und Religationsschritte in die verschiedenen
Vektoren, durch die sich Fehler wie Insertionen und Deletionen von Nukleotiden ereignen
konnen. Der Eingangs-Vektor ermoglicht den Austausch des CCDB-Gens des Vektor gegen
das DNS-Fragmen. Der Austausch erfolgte durch die Rekombination der aftR- und
attL-Sequenzen mit Hilfe des GATEWAY™ LR-CLONASE™ Enzym Mixes. Durch
Rekombination der attR- und atfL- Sequenzen war es modglich, eine Konstruktion mit einer
LR-Clonase-Reaktion in den Destinationsvektor zu Uberfihren. Der Enzymmix flhrt dazu,
dass das PCR-Fragment Uber die beiden att-Sequenzen in das Wirtsgenom eingegliedert

wurde (Lengele et al. 1999).

6.3.6 Klonierung in den pENTR/D-TOPO® Eingangsvektor
e [ B-Medium
0,1% (w/v) Bakto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 0,5% (w/v) NaCl
(Zugabe von 1,5% (w/v) Agar bei LB-Petrischalen)
e 1,2M NaCl; 60 mM MgCl,
Der pENTR/D-TOPO®-Vektor (Abb. 86) ist kovalent an das Enzym Topoisomerase | aus dem
Vaccina-Virus gebunden. Dieses Enzym ist in der Lage jedes doppelstrangige
DNS-Fragment, mit einer CACC-Sequenz am 5-Terminus, in den Vektor zu ligieren.
Deeshalb mussten alle DNS-Sequenzen, die in den Eingangsvektor ligiert wurden, mit einem
vorwartsgerichteten Oligonukleotid amplifiziert werden, das eine CACC-Sequenz am 5°-Ende
enthielt. Die Oligonukleotide waren so gewahlt, dass das Stoppkodon des Gens eliminiert

wurde, um spater C-terminale Fusionen zu ermdéglichen.

Seite 110 von 127



METHODEN

pENTR"/D-TOPQO®
2580 bp

Abbildung 86: Karte des Eingangsvektors pENTR/D-TOPO®. Mit Hilfe der Topoisomerase | (=TOPO) wurden die
Amplifikate liber eine 5’-CACC-Sequenz in den Vektor ligiert. Die eingebrachte DNS wurde auf beiden Seiten von einer
attLRekombinationsstelle flankiert, wodurch die Konstruktion in Destinationsvektoren mit attR-Stellen rekombiniert
werden konnte. [Entnommen aus http//:www.Invitrogen.com]

Beiderseits der eingebrachten DNS befinden sich attL-Sequenzen, welche die spatere
Rekombination in den Destinationsvektor ermdoglichten. Die Klonierungsstelle des
pENTR/D-TOPO-Vektors wird flankiert von einer Not | und einer Asc | Schnittstelle. Der
Vektor besitzt zudem einen prokaryontischen Replikationsursprung (=,ori*), der fur die
Amplifikation in E.coli nétig ist (Abb. 86). Der Vektor codiert fur eine Kanamycinresistenz,
das fiur die Selektion des Vektors in E. coli n6tig war. Fur die Klonierung des PCR-Fragments
in den pENTR-Vektor wurden 5-10 ng des aufgereinigten PCR-Produkts, 1 yl Salzlésung und
1 ul pENTR / D-TOPO® Vektor eingesetzt. Die Ansatze wurden 30 Min. bei 25°C inkubiert
und anschlieflend in E. coli TOP10-Zellen transformiert. Die transformierten Zellen wurden
auf kanamycinhaltigen LB-Medium ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag wurden 8 Kolonien in 3 ml kanamycinhaltiges Flissig-LB-Medium Uberfihrt
und Uber Nacht bei 180 UpM und 37°C geschiittelt. Tags darauf wurden die Vektoren aus
den Bakterien mittels Minipraparation isoliert und in 50 uyl TE Puffer aufgenommen. Die
Konstruktionen wurden im Anschluss durch PCR und Restriktionsverdau auf ihre Richtigkeit

hin Gberpruft.

6.3.7 Klonierung in den Gateway-Destinationsvektor
e TE Puffer; pH 8,5
1M Tris; 0,6 M EDTA; 5,5% Eisessig
Fir die Transformation des DNS-Fragments vom Entry-Vektor in den jeweiligen
Destinations-Vektor wurden 300 ng des Eingangs-Klons, 100 ng Destinations-Vektor, 4 pl
5x LR Clonase™-Reaktionspuffer auf 16 ul mit 1 x TE Puffer aufgefiillt und zuletzt
3 pl LR-Clonase™-Enzym Mischung zugegeben. Dieser Ansatz wurde fiir 1 Stunde bei 25°C
inkubiert und im Anschluss fir 10 Min. bei 37°C mit 2 pl Proteinase K (2 ug/ul) verdaut.
Durch dieses Enzym wurde die Klonase abgebaut. Die DNS wurde daraufhin transformiert.

Die Proteinase K selbst wird im Anschluss durch Erhitzen fir 10 Min. bei 65°C inaktiviert.
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Alle Vektorkonstrukionen wurden mit Restriktionsanalyse und spezifischer PCR kontrolliert.
Die Konstruktion wurden am Ende sequenziert, um sicher zu gehen, dass es sich um das
richtige Fragment handelte und die Sequenz fehlerfrei war. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
unterschiedliche Destinationsvektoren verwendet. Fur das Zwei-Hybrid-System wurden die
Vektoren pDEST22 und pDEST32 (Vidal et al. 1996) eingesetzt. Die
Protein-GFP-Fusionsexperimente wurden mit Hilfe des Vektors pK7WGF2 durchgefihrt. Fur
Promotoranalysen wurde der Vektor pKGWFS7 verwendet (Karimi et al. 2002).

6.3.8 Herstellung kompetenter Zellen aus E. coli
o Tfb1 Puffer
30 mM K-Ac; 50 mM MnCl,; 100mM KCI; 10 mM CaCl,; 15% Glycerin
o Tfb2 Puffer
10 mM Na-MOPS; pH 7,0; 76 mM CaCl,; 10mM KCI; 15% Glycerin
e [ B-Medium
0,1% (w/v) Bakto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 0,56% (w/v) NaCl; 1 M MgSO,
(Zugabe von 1,5% (w/v) Agar bei LB-Petrischalen)
Die DH5 o Bakterien wurden auf LB-Medium mit 1 M MgSO, ausgestrichen und Gber Nacht
bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde eine einzelne Kolonie in 5 ml LB MgSQO,
Uberfiihrt und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Der gesamte Inhalt des Kolbens wurde in
100 ml LB-Medium Uberimpft und ca. 2 Stunden bis zu einer OD von 0,5 angezogen. Die
Arbeiten erfolgten auf Eis. Die Zellen wurden im Anschluss fir 10 Min. bei 6.000 UpM im JA
21-Rotor bei 4°C abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 2 x 40 ml Tfb1 Puffer
resuspendiert und anschlieend 5 Min. auf Eis inkubiert. Im weiteren Verlauf wurden die
Zellen fir 10 Min. bei 6.000 UpM zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 8 ml Tfb2
Puffer aufgenommen und in 200 ul Aliquoten in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Herstellung kompetenter A. tumefaciens Zellen wurde gleichermafien durchgefuhrt. Lediglich

die Inkubations-Temperatur ist bei A. tumefaciens niedriger, sie betragt nur 28°C.

6.3.9 Transformation in den pENTR-Vektor und den Destinations-Vektor
e [ B-Medium
0,1% (w/v) Bakto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 0,6% (w/v) NaCl
(Zugabe von 1,5% (w/v) Agar bei LB-Petrischalen)
e SOC-Medium
2% Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCl,; 10 mM MgSO,;
20 mM Glukose
Fir die Transformation in den pENTR-Vektor wurden jeweils 2 ul der Ligation entnommen
und in 50 pl kompetente TOP-10-Zellen uberflhrt. Die Ligation in den jeweiligen
Destinations-Vektor erfolgte mit 1 pl des Uberpriften Plasmids in 50 pyl DH5a Zellsuspension.

Die weiteren Schritte der Transformation unterschieden sich nicht. Zunadchst wurde der
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jeweilige Ansatz 30 Min. auf Eis inkubiert. Dem folgte ein Hitzeschock flir 30 Sek. bei 42°C.
Im Anschluss wurden die Proben sofort auf Eis gestellt. Dem Transformationsansatz wurden
250 pl SOC-Medium zugesetzt und er wurde fur rund 60 Min. bei 37°C geschuttelt. Nach
1 Stunde wurden 150 pl des Transformationsansatzes auf LB-Kanamycin-Petrischalen
ausgestrichen, die entsprechend dem eingesetzten Vektor, ein Antibiotikum zur Selektion der
Klone enthielten. Es folgte eine Inkubation tber Nacht bei 37°C. Am nachsten Tag wurden
acht Kolonien in Kulturréhrchen mit 3 ml LB-Flissigmedium vereinzelt, die ebenfalls das dem
Vektor entsprechende Antibiotikum enthielten und Uber Nacht bei 37 °C und 180 UpM
inkubiert.

6.3.10 Transformation in Agrobacterium tumefaciens
e [ B-Medium

0,1% (w/v) Bakto-Trypton; 0,56% (w/v) Hefeextrakt; 0,5% (w/v) NaCl

(Zugabe von 1,5% (w/v) Agar bei LB-Petrischalen)
Hierzu wurden kompetente A. tumefaciens Zellen des Stammes UIA 143 verwendet. Fir die
Transformation wurden 2 pl Gateway-Plasmids in 500 pl A. fumefaciens Suspension
eingebracht und 30 Min. auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 37°C Uber 1,5 Min.
wurden der Reaktion 800 ul LB-Medium hinzugefiigt und fir 45 Min. bei 28°C geschiittelt.
Die transformierten Agrobakterien wuchsen auf festem Medium unter dem Selektionsdruck
drei verschiedener Antibiotika. Die Selektion erfolgte auf Petrischalen mit LB-Medium das
0,2% Spektinomycin, 0,2% Streptomycin und 0,1% Gentamycin enthielt. Nach zwei Tagen
wurde jeweils 6-8 Klone ausgewahlt und in flissiges LB-Medium Ubertragen. Die Bakterien
wurden bei 28°C Uber Nacht geschittelt und im Anschluss die Plasmid-DNS durch eine
Midi-Praparation isoliert und mittels PCR und Restriktionsverdau auf ihre Richtigkeit hin

Uberprift.

6.3.11 Plasmidpraparation im Mini-MaRstab
e TE Puffer; pH 8,5
1M Tris; 0,5 M EDTA; 5,5% Eisessig
Fir die Minipraparation wurden 2 ml der bakteriellen Zellsuspension einer Ubernachtkultur in
ein 2 ml Eppendorf Reaktionsgefal® Gberfluhrt und die Zellen bei 14.000 UpM fir 5 Min. bei
4°C pelletiert. Die weiteren Schritte der Plasmidpraparation wurden mit dem QIAprep®
Miniprap ,Kit* nach Herstellerangaben durchgefihrt. Die bei der Plasmidpraparation
gewonnenen DNS-Mengen belaufen sich auf etwa 5 - 20 ug, die in 50 yl 1 x TE Puffer

aufgenommen wurden.

6.3.12 Plasmidpraparation im Midi-MaRstab

e TE Puffer; pH 8,5
1M Tris; 0,6 M EDTA; 5,5% Eisessig
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Fur diese Praparation war eine gré3ere Menge einer E. coli Kultur nétig. Hierzu wurde eine
Starterkultur in 3 ml LB/Streptomycin/Spectinomycin-Flussigmedium inokuliert. Eine
Starter-Kultur wurde tUber Nacht bei 37°C inkubiert und am nachsten Tag in 50 ml frisches
LB/Streptomycin/Spectinomycin-Fllissigmedium Uberfihrt. Die Kultur wurde dann Uber Nacht
bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde mithilfe des QIAfilterTM® Plasmid Midi Kit
(Fa. Qiagen) die Plasmidpraparation nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt. Die
bei der Plasmidpraparation gewonnenen DNS-Mengen beliefen sich auf etwa 50 - 100 ug,

welche in 50 ul 1 x TE Puffer aufgenommen wurden.

6.3.13 Uberpriifung der Klone durch PCR

Als Kontrolle, ob ein Vektor das richtige DNS-Fragment aufgenommen hatte, wurden
routinemalig Bakterienkolonien mit Hilfe von PCR getestet. Dazu wurden Klone von
LB-Petrischalen genommen und in 20 pl dest. H,O aufgeschwemmt. Fir diese Kontroll-PCR
wurde jeweils 1yl der Vektorkonstruktion als Matrize eingesetzt. Die genspezifischen
Oligonukleotide wurden mit einer Verdunnung von 10 pmol/ul zugesetzt. Es wurde eine
PCR-Reaktion mit 3 Min. Denaturierung bei 95°C, 30 Zyklen 1 Min. 95°C, 1 Min. 58°C
Anlagerungstemperatur und 1 Min. Verlangerung der Primer bei 72°C (Synthese des neuen
DNS-Strangs) durchgefihrt.

6.3.14 Uberpriifung der Klone durch Restriktion von Plasmiden
e "Superdo" Puffer
330 mM Tris / HCI; pH 7,8; 625 mM KCI; 100 mM MgClI; 40 mM Spermidin; 5 mM DTE
Die Plasmide wurden mit Hilfe entsprechender Restriktionsenzyme analysiert. Das Enzym
Bsp1407 | ist in der Lage jegliche att-Seiten des Gatewaysystems zu schneiden. Hierzu
wurden 0,5 pl des Enzyms, 1 pl des sogenannten "Superdo" Puffers, 3 ul

Transformationsansatz und 6,5 pl H,O flr mindestens 1 h inkubiert.

6.3.15 Uberpriifung der Klone durch Sequenzierung

Vektoren, die die richtigen Fragmente eingebaut hatten, wurden zur Sequenzierung
vorbereitet. Hierzu wurden je 1000 Bp Sequenzlange rund 200 ng der DNS eingesetzt und
10 pmol/ul  des vorwartsgerichteten bzw. rlckwartsgerichteten genspezifischen
Oligonukleotids in ein PCR-Reaktionsgefal? pipettiert. Es wurden nur Plasmide weiter

verwendet, die keinen Fehler in ihrer Sequenz hatten.

6.4. Molekularbiologische Methoden zur Analyse von RNS
6.4.1 Extraktion von RNS

Fur die RNS-Extraktion wurde 50 mg Blattmaterial einer Pflanze verwendet. Das Material
wurde zusammen mit einem Wolframkigelchen in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefall

Uberflhrt und unter Einwirkung eines Extraktionspuffers in einer Kugelmuhle (Fa. Retsch)
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aufgeschlossen. Die RNS des homogenisierten Pflanzenmaterials wurde im weiteren Verlauf

mittels RNeasy Mini Kit® von Qiagen gemaR den Angaben des Herstellers extrahiert.

6.4.2 DNAse | Verdau

Reste genomischer DNS wurden mit DNAse | entfernt, die der extrahierten RNS zugesetzt
wurde. Dazu wurden 1 ug RNS, 1 yl DNAse |, 1 yl DNAse-M Pfuffer, 0,2 ul RNAse-Inhibitor
auf 10 uyl H,O aufgefiillt. Es folgte eine Inkubation fiir exakt 10 Min. bei 37°C. Die DNAse |
wurde im Anschluss durch die Zugabe von 1 yl 25mM EDTA bei 65°C deaktiviert.

6.4.3 Photometrische Bestimmung der Konzentration von RNS und DNS

Das Photometer wurde eingesetzt, um die Konzentration und Reinheit von RNS, DNS und
Oligonukleotiden zu Uberprifen. Die Messung erfolgte in einer Mikrokivette mit dem
Photometer Amersham Ultraspec mit 1:100 Verdinnung der jeweils zu untersuchenden
RNS, DNS bzw. Oligonukleotide.

Mit Hilfe der Formel A260 *F *100 (Verdiinnung) = ug/ul wurde die Konzentration errechnet.
1000

(F=Faktor: 50 bei DNS, 40 bei RNS und 20 bei Oligonukleotiden)

6.4.4 Reverse Transkriptase-PCR

Die RNS wurde mit einer Reverse-Transkriptions-Reaktion (=RT-PCR) in cDNS
umgeschrieben und anschliefdend in eine PCR-Reaktion eingesetzt. Hierflir wurden von der
mit DNAse | verdauten RNS 2 ug enthommen und mit 2 pl Oligo-dT Oligonukleotid und 5 pl
RNS-freiem H,O bei 65°C fur 10 Min. denaturiert. Dem Reaktionsansatz wurden 0,2 pl
RNAse Inhibitor, 0,2 pl Reverse Transkriptase, 1 pyl dANTP und 1 uyl 10 x RT Puffer
zugegeben. Der gesamte Ansatz wurde fir 10 Min. bei 25°C (Anlagerung der
Oligonukleotide) inkubiert. Es folgte eine Inkubation bei 37°C fir 1 Stunde. Anschlieliend
wurde das Enzym bei 85°C fUr 2 Min. inaktiviert. Die cDNS wurde in einer PCR Reaktion
mithilfe genspezifischer Oligonukleotide quantifiziert. Hierfir wurde eine PCR 3 Min.
denaturiert bei 95°C, 30 Zyklen 1 Min. 95°C, 1 Min. 58°C Anlagerungstemperatur und 1 Min.
Verlangerung der Primer bei 72°C (fir die Synthese des neuen DNS-Strangs) durchgeflhrt.
Durch die DNS der T-Insertionslinien und der Transposon-Linie sollten keine Fragmente
synthetisieren, sofern es sich um homozygote Mutanten handelte. Die Uberexpressionslinien
und der Wildtyp sollten mit Hilfe der genspezifischen Oligonukleotide in einer PCR-Reaktion
ein Fragment synthetisieren. PCR-Reaktionen, die DNS der Uberexpressionslinien als
Matrize enthielten, sollten eine héhere Konzentration des jeweiligen Amplifikats aufweisen

vergleichen mit dem Wildtyp.

Seite 115 von 127



METHODEN

6.4.5 Auftrennung von Nukleinsauren durch Agarosegelelektrophorese
e 1 x TE Puffer
1M Tris/HCI; pH 8; 0,5 M EDTA; 5,5% Eisessig
e "Superdo” Puffer
330 mM Tris / HCI; pH 7,8, 625 mM KCI; 100 mM MgClI; 40 mM Spermidin; 5 mM DTE
e DNS-Ladepuffer
3 Vol. Formamid; 1 Vol. Formaldehyd; 0,6 Vol. MOPS Puffer; 0,4% Bromphenolblau
o Gelladepuffer
50% Glycerin; 0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylencyanol
e 10 x MOPS Puffer
200 mM 3 (N-Morpholino)-Propansulfonsdure; 80 mM NaAc; 10 mM EDTA
Die Auftrennung von Nukleinsduren erfolgte in Flachbettkammern in 1%-igen Agarosegelen.
Aufgetragenen RNS-Proben wurden in ,MOPS*“-Gel mit 1 x MOPS Puffer in 1 ul
Ethidiumbromid durchgefuhrt. Die Auftrennung erfolgte in 1 x TE Puffer. Die Proben wurden
vor dem Beladen der Gele mit 1/6 Vol. Auftragspuffer versetzt und aufgetragen. Bei einer

Spannung von 80 Volt trennte sich die DNS bzw. RNS entsprechend ihrer Grélie auf.

6.5 Biochemische Methoden zur Analyse von Proteinen

6.5.1 Isolierung von Proteinen aus Arabidopsis thaliana
e Proteasomen-Hemmer
2% Mg432 (20 mg/ml) (gelést in DMSO)
e Homogenisationspuffer
50 mM Trisacetat; pH 7,9; 100 mM K*-Acetat; 1 mM EDTA; 1mM DTT; 20% Glycerol
e 2 x SDS Beladungspuffer
10 mM Tris; pH 6,8; 200 mM DTT; 4% SDS; 0,1% Bromphenolblau;
20% Glycerin; 1 M DTT (gelést in 0,01 M NaAc pH 5,0)
Im Vorfeld der Proteinisolierung wurde das pflanzliche Material 1 h in dem
Proteasom-Hemmer Mgq3; 20 mg/ml bei RT inkubiert. Durch diesen Proteasom-Hemmer
sollte der natlrliche Proteinabbau reduziert werden, um die Detektion des Proteins zu
erleichtern. Zur Extraktion der zellularen Proteine wurden 150 mg Blattmaterial in 1 ml
eiskaltem Homogenisationspuffer im Morser zerkleinert und mit 1 Vol. 2 x SDS
Beladungspuffer versetzt. AnschlieRend wurden die Proben 10 Min. bei 90°C denaturiert und
10 Min. bei 10.000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein Reaktionsgefal tiberfiihrt

und sofort auf ein SDS-Proteingel aufgetragen oder bei -20°C eingefroren wurde.

6.5.2 SDS-Gelelektrophorese

e  Sammelgel
0,125 M Tris-HCI; pH 6,8; 4% Acrylamid; 1% SDS; 0,008 Vol. 10% APS; 0,002 Vol TEMED
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e Trenngel
0,375 M Tris-HCI; pH 8,8; 12% Acrylamid; 1% SDS; 0,005 Vol. 10% APS; 0,001 Vol. TEMED

e SDS-PAGE Laufpuffer
48 mM Tris; 40 mM Glycin; 0,04% SDS; 20% MetOH
e Coomassie-Férbelésung
0,2% Coomassie Brilliant Blau R250; 10% Essigséure; 50% MetOH,; 1% Glycerol
e Coomassie Entférber
5% MetOH; 7,5% Essigséure
Proteinpraparationen wurden in einer diskontinuierlichen SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennt. Pro Geltasche wurden 20 pg Protein und 15 pl des Proteinstandards

aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 140 V.

6.5.3 Bestimmung des Proteingehalts eines Extrakts

Der Proteingehalt wurde Uber eine Verdiinnungsreihe bestimmt, von der Aliquote auf ein
Whatman-Papier pipettiert und dann bei 65°C getrocknet wurden. Danach wurde das Papier
fur 30 Sek. in Coomassie-Farbelosung gelegt und fir 5 Min. unter flieRendem Wasser
gewaschen. Die Intensitat der Anfarbung der verschiedenen Proben wurde mit einem
Standard von Invitrogen verglichen und so die Menge abgeschéatzt, die man bendtigt, um

vergleichbare Mengen Protein bei einer SDS-PAGE aufzutragen.

6.5.4 Immundetektion von Proteinen auf PVDF-Membran

e PBS Puffer

e 1xPBS; 0,5% Tween 20

e Blockierungslésung

e 5% BSA in PBS; 0,5% Tween 20

o Western-Transfer Puffer

o 40mM Glycin; 48mM Tris; 0,037% SDS; 20% MetOH

e Luminol Lésung

e 100 mM Tris-HCI; pH 8,5; 2,5 mM Luminol; 0,4 mM Cumarinséure

o Wasserstoffperoxid Lésung

e 100 mM Tris-HCI; pH 8,5; 0,02% H202

e Detektionspuffer

o 0,17M Tris/HCI; 0,1 M NaCl; pH 9,5; 1 % NBT/BCIP in 10 ml Detektionspuffer
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese immunologisch
nachgewiesen. Die Proteine die sich nach dem Auftrennen im Trenngel befanden, wurden
Uber Nacht auf eine PVDF-Membran bei 40 mA geblottet. Nach Beendigung des Transfers
wurde die Membran dreimal 10 Min. in 1 x PBS gewaschen. Im Anschluss wurde die
Membran fur 30 Min. in Blockierungslésung inkubiert und fir 15 Min. in 1 x PBS gewaschen.

Die Membran wurde dann in etwa 10 ml einer 1:500 Verdunnung des primaren Antikdrpers
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(in 1 x PBS) bei 4°C uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die nicht gebundenen
primaren Antikdrper durch mehrfaches waschen in 1 x PBS entfernt. Es folgte eine

einstindige Inkubation der Membran mit in PBS verdinntem Sekundarantikérper (1:10.000).

Im Anschlu3 wurde die Membran dreimal mit PBS gewaschen, um nicht gebundene
Antikorper abzuwaschen. Der primare |gG-Antikdrper, war gegen ein SCL8-Peptid gerichtet
(anti-SCL8) und aus Kaninchen gewonnen worden. Der Fc-Teil des Antikérpers wurde durch
den sekundaren Antikorper ,anti-IgG Kaninchen® gebunden. Dieser war an die Peroxidase
aus Meerrettich konjugiert. Die Detektion mit Hilfe des SCL8-Antikérpers erfolgte durch kurze
Inkubation in einem 1:1 Gemisch aus Luminol und einer Wasserstoffperoxidlésung. In
Gegenwart von Wasserstoffperoxid katalysiert die Peroxidase die Oxidation von Luminol,
das sich in einem angeregten Zustand befindet. Das Luminol fallt in seinen Grundzustand
zurtick, wobei Licht emittiert wird. Dieses Licht kann durch Auflegen eines Rdntgenfiims
nachgewiesen werden. Die Membran wurde zunachst mit dem Gemisch benetzt und die
Uberschlssige Losung nach ca. 1 Min. wieder abgenommen. Die Belichtungszeit richtete
sich nach der Signalstarke und lag zwischen 2 Min. und 1 Stunde. AnschlieRend wurde der

Film entwickelt und fixiert.

Der primare Antikorper der gegen GFP (anti-GFP, C-terminal) gerichtet war, wurde aus dem
Blut von Mausen gewonnen. Der sekundare Antikorper, der gegen Maus-IgG gerichtet war,
war kovalent an eine alkalische Phosphatase gebunden. Fir den Nachweis wurde die
Membran in 2 ml Detektionspuffer und 40 ul NBT/BCIP-Reagenz inkubiert. Das Nitroblau-
Tetrazolium-Chlorid (=NBT) liegt in der oxidierten Form vor, wahrend 5-Brom-4-Chlor-3-
Indolyl-Phosphat (=BCIP) reduziert ist. BCIP ist das Substrat fur die alkalische Phosphatase,
die eine Phosphat-Gruppe abspaltet. Bei dieser Reaktion entsteht BClred, das der
Reduktion-Oxidations-Partner des NBT ist. Im Folgenden wird das farblose, 16sliche BCI
oxidiert und das farblose, I6sliche NBT reduziert. Durch diese Reaktion entstehen zwei blaue
unlésliche Stoffe, die als ,Blue Dye“-Prazipitat optisch detektierbar sind. Die Membran wurde
in der Detektionslésung im Dunkeln inkubiert, bis das Prazipitat deutlich sichtbar wurde. Am

Ende wurde die Reaktion durch Wasser beendet.

6.6 Das ProQuest™ Hefe-Zwei-Hybrid-System

Bei der von Chien et al. 1991 entwickelten Zwei-Hybrid-Technik handelt es sich um ein in
vivo System zur Detektion von Protein-Protein-Wechselwirkungen in intakten Zellen. Dieses
System stiitzt sich auf zwei Fusionskomptonenten, deren Grundlage der Transkriptionsfaktor
R-Galaktosidase (=GAL4), aus der Backerhefe S. cerevisiae ist. Diese
Transkriptionsmaschinerie  wird in  seine beiden strukturellen Elemente, die

DNS-Bindedomane (=DB) und die Aktivierungsdomane (=AD), getrennt und an jeweils einen
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der beiden Interaktionskandidaten ,X* und ,Y* fusioniert (Abb. 87). Durch die rdumliche Nahe
der Interaktionskanditaten ,X* und ,Y“ wird die Expression eines Reporter-Gens wie zum
Beispiel GUS oder ein Gen der Histidin-Biosynthese induziert (Abb. 87). Bei diesem System
wurde die cDNS eines Gens fur das Protein, dessen Interaktionspartner gesucht wird, als
.Koder® in den Bindungsdomanenvektor eingesetzt, wahrend eine cDNS-Bank in die

Aktivierungsdomanenvektor kloniert wurde.

Durch einen prokaryontischen Replikationsursprung (=ori) war es moglich diesen Vektoren in
E. coli Bakterien des Stammes DH5a zu transformieren. Die Vektoren pDEST22
(AD-Domane) und pDEST32 (DB-Domane) kodieren auferdem fiir die Resistenzengene
Gentamycin, bzw. Ampicillin, wodurch die Klone in den Bakterien selektiert werden kénnen.
Zudem befindet sich im Vektor pDEST22 das Gen TRP1, das es den Hefe-Zellen erméglicht
auf Medium zu wachsen, das kein Tryptophan enthalt. Der Vektor pDEST32 tragt das Gen
LEU2. Das Protein LEU2 ermoéglicht das Wachstum auf Leucin-freiem Medium. Durch
Aktivierung des Reportergens fir die Histidin-Biosynthese wuchsen nur die Hefen auf
Histidin-freien Selektionsmedium, in denen eine Protein-Protein-Interaktion stattfinden
konnte. Die Elemente AD und DB bilden dann eine aktive Transkriptionsmaschinerie, die

sich an die GAL4-DNS-Bindesequenz heftet, die vor den Reportergenen liegt.

Die Gene SCL8, SCL23 und SCL31 wurden aus dem Entry-Vektor in die
Destinationsvektoren pDEST22 und pDEST32 kloniert. Damit die beiden Fusionsproteine im
Zellkern akkumulieren, muss an die DNS-Aktivierungsdomane zusatzlich eine NLS fusioniert
werden, falls das Protein ,Y*, selbst kein NLS besitzt sollte. Das NLS von GAL4 ist in der
DNS-Bindedoméane kodiert. Sowohl die Sequenz der DNS-Bindedomane als auch die der
Aktivierungsdomane von GAL4 wurden N-terminal an die Konstruktionen fusioniert und in die
Vektoren rekombiniert. Je ein rekombinanter pDEST22-Vektor und pDEST32-Vektor wurden
gemeinsam in den kompetenten Hefestamm MaV203 transformiert. Durch das Zwei-Hybrid-
System ,ProQuest* (Fa. Invitrogen) war es mdglich homologe oder heterologe
Dimerbildungen zwischen SCL8, SCL23 und SCL31 nachzuweisen.

a) b)
GAL4)
AD
A
X —~ _ Expression
L RNS ) iy S AW W o
] Pol | keine Expression
\oymerase)
-
OOD D {

DNS-Bindesequenz DNS-Bindeseguenz

Abbildung 87: Prinzip der Zwei-Hybrid-Technologie. Die Fusionsproteine DB-X (,,bait“) und AD-Y (,,prey“) werden in
einer Hefe-Zelle exprimiert. a) Die Proteine ,X“ und ,Y“ interagieren nicht. Es findet keine Expression des
Reportergens statt. b) Die beiden Proteine ,X“ und ,Y“ interagieren miteinander, daraus entsteht eine aktive
Transkriptionsmaschinerie, die Expression des Reportergens wird induziert (enthommen aus www.Invitrogen.com).
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6.6.1 Induktion der Kompetenz von Saccharomyces cerevisiae
e  YPAD-Medium
1% Hefeextrakt; 2% Bacto-Pepton; 2% Glukose; 0,003% Adenin-Hemisulfat
e Li-L6ésung
1 M Lithiumacetat; 10 x TE Puffer pH 7,5
Die Induktion der Kompetenz des Hefestamm S. cerevisiae MaV203 (Fa. Invitrogen) wurden
in einem 1000 ml Erlenmeyerkolben durchgefiihrt. Hierfir wurden 300 ml ,Yeast-Pepton-
Adenin-Hemisuflat (=YPAD-Medium) mit einer Kolonie inokuliert und tber Nacht bei 30°C
und 180 UpM geschittelt. Am nachsten Tag wurden 300 ml YPAD-Medium mit der
Ubernachtkultur auf eine Extinktion Egy = 0,1 bis 0,2 angeimpft. AnschlieBend wurde die
Kultur solange bei 30°C und 180 UpM inkubiert, bis sich die Kultur in der spaten log-Phase
befand. Die Zellen wurden bei 4.000 UpM und RT fiir 5 Min. sedimentiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen vorsichtig in 10 ml sterilem Wasser aufgenommen. Danach
wurde die Zellsuspension bei 6.000 UpM und RT fiir 5 Min. sedimentiert. Der Uberstand

wurde verworfen und die kompetenten Zellen in 1,5 ml Li-Lésung resuspendiert.

6.6.2 Transformation von Saccharomyces cerevisiae
e PEG-L6sung
1 M Li-Ac; 10% 10 x TE Puffer; 50% PEG4000
o  SC-leu-trp-Medium
1,5% (w/v) YNB -AA/-AS; 0,3% (w/v) ,Dropout” Puder; 2% Agar
o 40%-ige Glukose-Lbsung
e 20 mM Uracil
e 20 mM Histidin
o Z Puffer
60 mM Na,HPO,; pH 7,0;, 40 mM NaH,PO,; 10 mM KCI; 1 mM MgSO,; pH 7,0
o X-Gal-Stocklésung
2% (w/v) X-Gal in N,N-Dimethylformamid
o X-Gal-Lésung
1,7% X-Gal-Stocklésung; 0,6% B-Mercaptoethanol (gelést in Z Puffer)
Fuir die Transformation von S. cerevisiae wurden die PEG Loésung und das
SC-leu-trp-Medium autoklaviert. Zu diesem Medium wurden 50 ml einer sterilfiltrierten
40%-igen Glukose-L6sung, 8 ml 20 mM Uracil und 8 ml 20 mM Histidin steril filtriert und
hinzufiigt. Im Anschluss wurden 1 pl der Plasmid-DNS und 100 ul der kompetenter Hefe (in
Li-Lésung) in 1,2 ml PEG Lésung uberfuhrt. Die Transformationsansatze wurden 30 Min. bei
30°C geschuttelt. Im Anschluss wurde ein Hitzeschock bei 42°C Uber 20 Min. durchgefuhrt.
Dann wurden die Zellen fiir 5-10 Sek. sedimentiert und in 200 ul 1 x TE Puffer resuspendiert.
Aus diesem Transformationsansatz wurden 200 pl auf das SC-leu-trp-Medium ausplattiert

und fir 2 - 5 Tage bei 30°C inkubiert. Daraufhin wurde eine ,Master“-Petrischale fiir den
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3-AT- und den X-Gal-Test (Abschnitt 3.8.1) angeimpft. Fir diese Petrischale mit festem
Medium wurden je 4 Kolonien aller zu testenden Transformanten auf einer

SC-leu-trp-Petrischale ausgestrichen, und fir 18 - 24 Stunden bei 30°C inkubiert.

6.6.3 Plasmidpraparation aus Saccharomyces cerevisiae

o 3% SDS/0;,2 M NaOH

e 1 x TE Puffer

1M Tris/HCI; pH 8; 0,5 M EDTA; 5,5% Eisessig

e 3MNaAc

e  Phenol/Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1)

o 70% EtOH
Die Plasmide, die in S. cerevisiae transformiert worden waren, wurden mittels
Plasmidpraparation isoliert. Die verschiedenen Hefekulturen wurden Uber Nacht in 1 ml
flissigem SC-leu-trp-Medium bei 30°C angezogen. Am nachsten Tag wurden die Zellen
sedimentiert und in einem alkalischen Aufschluss in 100 pl 3%-igem SDS/0,2 M NaOH
resuspendiert. Die Aufschlisse wurden gemischt und 15 Min. bei RT inkubiert. Im Anschluss
wurden 500 ul 1 x TE Puffer, pH 7,5, und 60 ul 3 M Na-Acetat zugegeben. Durch Zugabe
von 600 pl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) wurden die Proteine und andere
Zellbestandteile geféllt. Es folgten 2 Min. kraftiges Mischen. Im Anschluss wurden die
Ansatze 2 Min. lang bei 14.000 UpM zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde im folgenden in

ein neues 1,5 ml Reaktionsgefaly Gberflhrt und der Phenol:Chloroform-Schritt wiederholt.

Die DNS wurde durch die Zugabe von 650 pl eiskaltem Isopropanol und zwanzigminutiger
Inkubation bei -20°C gefallt. Die gefdllte DNS wurde durch funfminutige Zentrifugation bei
14.000 UpM sedimentiert und der Uberstand verworfen. Das DNS-Sediment wurde mit
100 pl 70% EtOH gewaschen und anschlieBend in 10 pl 1 x TE Puffer resuspendiert. Der
verwendete Hefestamm MaV203 ist ein ,low-copy“-Stamm, was bedeutet, dass nur eine
Kopie des Plasmids pro Zelle zur Verfigung steht. Diese geringe Menge ware nicht
ausreichend, um sie auf einem Agarosegel sichtbar zu machen, daher wurden die
Konstruktionen mit Hilfe einer PCR nachgewiesen. Hefen sind metabolisch besonders aktive
Organismen was zur Folge hat, dass grofle Menge an mRNS vorliegen, die eine PCR-
Reaktion stéren wirde. Aus diesem Grund wurde vor der PCR ein RNase-Verdau
durchgefiihrt. Je nach DNS-Menge wurden zwischen 1 und 5 ul Plasmid-Praparation in die
PCR eingesetzt. In den folgenden Tests wurden die Kolonien von dieser ,Master“-Petrischale

auf die testspezifischen Petrischalen durch einen Samtstempel Ubertragen.

6.6.4 Der 3-AT-Test
o  SC-leu-trp-Medium
1,5% (w/v) YNB -AA/-AS; 0,3% (w/v) ,Dropout” Puder; 2% Agar
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o 3-AT(= 3-Amino-1,2,4-Triazol)-Medium
25mM 3-AT-Pulver; 1,5% (w/v) YNB -AA/-AS; 0,3% (w/v) “Dropout” Puder; 2% Agar
o  3-AT-Fliissigmedium
25 mM 3-Amino-1,2,4-Triazol; 1,5% (w/v) YNB -AA/-AS; 0,3% (w/v) “Dropout” Puder
Der Nachweis des 3-AT-Tests wurde mit Hilfe des Reportergen HIS3 durchgefiihrt. Dieses
Gen kodiert fur die Imidazol-Glycerin-Phosphat-Dehydratase (=IGPD, E.C. 4.2.1.19). Die
Dehydrase ist essentiell flr die Biosynthese des Histidins. Durch 3-AT wird das IGPD
spezifisch inhibiert. Der Hefestamm MaV203 exprimiert zwar selbst eine marginale Menge
an HIS3, doch bereits eine geringe 3-AT-Konzentration inhibiert die IGPD. Nach dem
Autoklavieren des 3-AT-haltigen Mediums wurden 50 ml einer 40%-igen Glucose und 8 ml
20 mM Uracil steril filtriert und dem Medium beigemengt. 3-AT-Festmedien wurden mit

verschiedenen Endkonzentration von 0 mM, 25 mM, 50 mM und 100 mM angefertigt.

Nach einer Inkubationszeit von 18 Stunden bei 30°C wurde das Koloniemuster der
.Master“-Petrischalen mit einem Samtstempel auf die Petrischalen der unterschiedlichen
3-AT-Konzentrationen transferiert. Hierbei ist ein starker Hintergrund zu vermeiden, aus
diesem Grund wird ein ,replica cleaning“ durchgefiihrt. Dieses ,replica cleaning“ bedeutet,
dass den frisch gestempelten 3-AT-Petrischalen durch einen sauberen Samtstempel noch
Uberschissiges Material abgenommen wird. Die Ausgangsmengen der transferierten
Kolonien sollten augenscheinlich etwa gleich sein, um das Wachstum der Kolonien pro
Zeiteinheit beurteilen zu kdnnen. Die Petrischalen wurden dann im Anschluss fir 24 Stunden
bei 30°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Intensitdt des Wachstums der Kolonien

dokumentiert.

6.6.5 Der X-Gal-Test

Die Ergebnisse des 3-AT Tests wurden durch einen weiteren Versuch, den sogenannten
X-Gal-Test, bestatigt. In diesem Versuch wurde die Aktivitdt der B-Galaktosidase (einer
Hydrolase, EC 3.2.1.23) qualitativ bestimmt. Dieses Reportergen wurde erstmals von
Teeriet al. 1989 beschrieben. Die R-Galactosidase steht unter Kontrolle des
GAL4-Promotors. In diesem Test wird sich eine spezielle Eigenschaft des Enzyms
R-Galaktosidase zu Nutze gemacht. Es kann neben Laktose, seinem eigentlichen Substrat,
auch andere Laktose-Analogons wie z. B. das X-Gal, zu hydrolysieren. Die R-Galactosidase
setzt den Indikator X-Gal zu einem blauen Produkt um. Durch Oxidation entsteht das so
genannte 5-Brom-4-Chlor-3-Indol. Es kommt zu spontaner Dimerisierung, wodurch ein
blaues Prazipitat gebildet wird. Durch die Blaufarbung konnte das Produkt optisch
nachgewiesen werden. Eine Nylonmembran wurde auf die GroRe der Petrischale
zugeschnitten. Mit einem Samtstempel wurde das Kolonienmuster der ,Master“-Petrischale

auf die Nylonmembran Ubertragen.
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Die YPAD-Petrischale wurde mit der darin befindlichen Nylonmembran tber Nacht bei 30°C
inkubiert. Die Tatsache, dass die Nahrstoffe des YPAD-Mediums durch die Membran
diffundierten ermdglichte es den Zellen auf der Nylonmembran zu wachsen. Eine Petrischale
mit einem Durchmesser von 15 cm wurde mit zwei Lagen saugfahigem Filterpapier
ausgelegt. Dabei war darauf zu achten, dass das Filterpapier blasenfrei in
10 ml X-Gal-Ldsung getrankt wurde. Die Nylonmembran, auf der die Kolonien gewachsen
waren, wurde von der YPAD-Petrischale abgezogen und 30 Sek. lang in flissigen Stickstoff
getaucht. Die Hefezellen wurden dadurch aufgebrochen und die B-Galaktosidase freigesetzt.
Die Membran wurde auf die getrankten Filterpapiere gelegt und bei 37°C inkubiert. Die nach

24 Stunden entwickelte Farbentwicklung wurde dokumentiert.

6.6.6 Der CPRG-Test
o  SC-leu-trp-Fliissigmedium
1,5% (w/v) YNB -AA/-AS; 0,3% (w/v) ,,Dropout” Puder; 2% (w/v) Agar
e  YPAD-Medium
1% (w/v) Hefeextrakt (fest); 2% (w/v) Pepton; 2% (w/v) Glucose; 0,003% (w/v) Adenin-
Hemisulfat; 1,5% (w/v) Agar
o CPRG Puffert
178 mM HEPES; 67,5 mM NaCl; 4,5 mM L-Aspartat (Hemi-Mg-Salz); 756 mM BSA;
3,756 mM Tween 20; 2,25 mM MgCl,; pH 7,3
o CPRG Puffer2
27,1 mg CPRG; 20 ml CPRG Puffer1
Mit diesem Versuch wurde die R-Galaktosidaseaktivitat quantitativ, durch Berechnung der
Galaktosidase-Einheiten ermittelt. Das CPRG wird durch die R-Galaktosidase gespalten.
Durch diese Spaltung entstehen Galaktose und das wasserldsliche rote Chlorphenol, das
spektrometisch erfasst werden kann (Simon et al. 1987). Fur diesen Versuch wurden 2,5 ml
SC-leu-trp-Flissigmedium jeweils durch eine Kolonie inokuliert und tGiber Nacht bei 30°C bei
180 UpM geschiittelt. Am nachsten Tag wurde 1 ml der Uber-Nacht-Kultur in 5 ml YPAD-
Medium gegeben und unter Schitteln bei 30°C bis zu einer Extinktion von E600 = 1,0 - 1,5
inkubiert. Die Kulturen wurden im Anschluss 1:2 mit YPAD-Medium verdinnt. Grund dafir
war die Tatsache, dass photometrische Messungen ab einer Extinktion gréRer als 0,8
ungenau werden. Die ermittelten Werte wurden mit dem Faktor 2 multipliziert. Danach
wurden je 1,5 ml der Kultur in drei Reaktionsgefalle gefillt. Diese Zellen wurden im
Anschluss fir 30 Sek. bei 14.000 UpM sedimentiert, in 1 ml CPRG Puffer1 gewaschen und
in 100 yl CPRG Puffer1 resuspendiert.

Fur den Aufschluss wurde den Zellen 1 Vol. sterilisierte Glasperlen mit einem Durchmesser
von 0,5 mm zugegeben und die Ansatze 2 Min. kraftig geschuttelt. Danach wurden 900 pl

CPRG Puffer2 zu den Ansatzen gegeben und die Zeit gemessen. Als Referenz wurden
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100 pl Puffer1 und 900 ul Puffer2 gemischt und inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei
Raumtemperatur im Dunkeln. Sobald die Farbung der Anséatze von gelber in rot/braune
Farbe schlug, wurden die Reaktionen durch 250 uyl 6 mM ZnCl, gestoppt. Zellbruchstiicke
und Glasperlen wurden durch Zentrifugation fir 1 Min. bei 14.000 UpM sedimentiert. Die
Absorption eines 1 ml Uberstandes bei 574 nm wurde gegen die beschriebene Referenz
bestimmt. Dabei wurde 1 Einheit als die B-Galakosidase-Menge definiert, die pro Minute
1 UM CPRG in Chloramphenicol-Rot und D-Galaktosidase spaltet. Der Bereich dieser
Messung lag zwischen 0,25 und 1,8. Die relative quantitative B-Galaktosidaseaktivitat wurde
durch Berechnung der Galaktosidase Einheiten ermittelt. Die Berechnung der Einheiten
erfolgte durch die Formel:
B-Galaktosidase Einheiten = 1000 x E574/ (t x V x E600)

t = Zeit der Inkubation [min], V = Volumen der Kultur im Test [ml] (hier 1,5 ml), E574 = Extinktion bei
574 nm durch Chloramphenicol-Rot, E600 = Zelldichte am Anfang der Messung

6.6.7 Das Ein-Hybrid-System

Fir die Untersuchung der Transaktivitat wurde das Zwei-Hybrid-System in ein
Ein-Hybrid-System modifiziert. Die Konstruktion wurde in den Vektor pDEST32 rekombiniert
und anschliefliend mit dem Vektor pEXP-AD502, in den Hefestamm MaV203 transformiert.
Eine Ko-Transformation war in diesem Fall nétig, da Vektoren wie pDEST22 das Gen TRP1
enthadlt und die Zellen ohne diesen Vektor nicht auf tryptophanfreiem Medium wachsen
konnten. Durch Expression der Reportergene HIS3 und B—Gal wurden die Fusionsproteine
DB:SCL8, DB:SCL23 und DB:SCL31 im 3-AT-, im X-Gal- und im CPRG-Test auf ihre
transaktivierende Fahigkeit getestet. Positivkontrolle war ein Hefe-Stamm, der mit den
Plasmiden pPC97-Fos und pPC86-Jun transformiert wurde. Als Negativkontrolle diente ein
Hefe-Stamm, der mit den beiden Kontrollplasmiden pDB-LEU und pEXP-AD502
transformiert war. Der Vektor pDB-LEU tragt das Gen LEU2 und ermdglicht es den Zellen

auf den gegebenen Medien zu wachsen.

6.7 Histologische Methoden
6.7.1 GFP- und GFP-GUS-Fusionen mit SCL8, 23 und 31

In der vorliegenden Arbeit wurden das GFP (Chalfie et al. 1994) fiir die Uberexpression und
GFP-GUS fur die Promotoranalyse als Reportergene eingesetzt. Aufgereinigten Amplifikate
der Gene SCL8, 23 und 37 wurden uber den Eingangsvektor pENTR/D-TOPO mit
LR-Clonase-Reaktion in den Destinationsvektoren pK7WGF2,0 rekombiniert. Die Plasmide
wurden fiir die Komplementation und die Uberexpression von SCL8, 23 und 371 konstruiert.
Far die Analyse der Promotoraktivitdt wurde die Promotor-Region mit PCR aus genomischer

DNS amplifiziert und Uber den Eingangsvektor mit Hilfe der LR-Clonase in den Vektor
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pKGWFS7,0 ligiert. Die Promotor-Fragmente waren so gewahlt, dass mdglichst alle

regulatorischen Abschnitte, die vor dem Gen liegen, in diesem Amplifikat enthalten waren.

Beide Vektoren besitzen eine Streptomycin- als auch eine Spektinomycin-Resistenz. Die
Reportergene der Vektoren befanden sich jeweils C-terminal des ligierten DNS-Fragments.
Diese Reihenfolge hatte den Vorteil, dass bei einer Leserastermutation im inserierten
Element kein falsch positives GFP- bzw. GUS-Signal detektierbar war. Fir die Herstellung
der Fusionsproteine wurden Oligonukleotide gewahlt, die fir kein Stoppkodon kodieren
(Abschnitt 5.1.12). Die Konstruktionen wurden durch PCR und Restriktionsenzyme Uberpruft.
Durch Sequenzierung mit flankierenden Oligonukleotiden wurden die Sequenzen Uberprift
und in Datenbanken abgeglichen. Es wurde nur mit Klonen weitergearbeitet, bei denen kein

Fehler in der Sequenz festzustellen war.

6.7.2 Prazipitation des Plasmidvektors an Goldpartikel
e Goldpartikel
1,6 uM Goldpartikel in 50%-igem Glycerin

Konstruktionen der GFP- und GFP-GUS-Fusionen mit SCL8, 23 und 31 wurden zusammen
mit den Vektoren mit Hilfe des ballistischen Transfers (Abschnitt 3.7) in
Zwiebelepidermiszellen bzw. Lauch eingebracht. Fir die Beladung der Goldpartikel wurden
zwischen 2,5 — 5 ng der Plasmid-DNS aus Mini- bzw. Midi-Praparation mit 15 ul Goldpartikel
gemischt. Vor Entnahme der Goldpartikelsuspension musste diese kraftig gemischt werden,
da das Gold sehr schnell wieder sedimentiert. Es folgte die Zugabe von 15 ul 2,5 M CaCl,
und 6 pl 0,1 M Spermidin. Die DNS wurde mit 200 pl 70%-igem EtOH an die Goldpartikel
prazipitiert, mit 200 pyl 100% EtOH gewaschen und 1 Min. bei 1500 UpM bei RT zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 25 ul 100% EtOH aufgenommen.

6.7.3 Ballistischer Transfer beladener Goldpartikel in Pflanzenmaterial

Aus der praparierten Goldpartikelsuspension wurden 5 ul auf einen ,Makro-Trager®
aufgetragen. Es wurde jeweils eine Konstruktion durch eine ,Partikelkanone® (Biolistic PDS-
1000/He, Fa. Biorad) mit Druck in die obere Epidermis einer Gemusezwiebel geschossen.
Der Druck in diesem Gerat wurde durch Heliumgas bis zu 1300 psi (pound-force per square
inch, 1psi = 6,894 Pascal) auf der Anzeige gebracht. Die Beschleunigung wurde mit Hilfe
eines Plastikfilters (,rupture disk®), der einem Druck von bis zu 1100 psi (laut
Herstellerangaben) stand haélt, eingesetzt. Die Probe wurde auf einen ,Makro-Trager®
aufgetragen und in das Gerat eingesetzt. Zur besseren Streuung der Gold-DNS und damit
der ,Makro-Trager® nicht weiter fliegt, wurde unter der Probe ein Metallnetz eingelegt.

Die Kammer der ,Partikelkanone” wurde vor der Beschleunigung durch eine Vakuumpumpe

evakuiert. Der Gasdruck bricht die ,rupture disk®. Die Druckwelle beschleunigt den ,Makro-
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Trager* mit der darauf befindlichen Probe, bis er auf das Metallnetz (=Stoppnetz) trifft. Die
beladenen Goldpartikel fliegen ungebremst auf das Pflanzenmaterial zu und dringen in das
Gewebe der Zwiebel ein. Am nachsten Tag waren die grinfloureszierenden Zellen durch das

Floureszenzmikroskops (Fa. Zeiss) mit einem GFP-Filter detektierbar.

6.7.4 Floureszenzmikroskopie

Das wahrend der Inkubation der Zwiebelepidermis synthetisierte floureszierende
SCL-GFP-Fusionsprotein wurde am nachsten Tag unter UV-Anregung je mit einer 10-fachen
bzw. 16-fachen VergroRerung im Gewebe betrachtet und fotografiert. Die Anregung des GFP
und Filterung der GFP-emittierten Fluoreszenz erfolgte mit einem Filter der
Anregungswellenlange von 485 nm und der Emission von 515 nm bis 565 nm. Zellen, die die

GFP-Fusionskonstruktion exprimierten, wurden mit einer Kamera dokumentiert.

6.7.5 Histochemische GUS-Analysen
o  X-Gluc-Lésung
100 mM NaH.PO, 25mM Na,HPO,; pH 7,3; 0,5% Triton X; 0,5% X-Gluc
e  Milchsédure-Lésung
100% Milchséure; 20% Glycerin; 30% 1 x PBS
e 70 % EtOH
Das Pflanzenmaterial aus Linien der Prom-GUS-Linien bzw. DR5-GUS-Linien wurde in eine
X-Gluc-Losung eingelegt. Das GUS-Gen kodiert fur R-Glukuronidase. Dieses Enzym spaltet
das farblose Substrat X-Gluc. Es wurden Glukuronsdure und ein I6sliches Zwischenprodukt
frei, das oxidativ zu einem unldslichen blauen Indigofarbstoff dimerisiert, der in den Zellen
detektiert werden kann. Die Infiltration der X-Gluc-Losung wurde durch ein angelegtes
Vakuum von 5 Min. verstarkt. Im Anschluss wurden die infiltrierten Pflanzen bei 37°C fur
mehrer Stunden inkubiert und mit 70%-igem EtOH entfarbt. Danach wurden die gefarbten
Pflanzenteile durch ein Binoccular (Fa. Zeiss, Axioplanll) fotografiert. Die Bilder konnten
durch die Software AxioVisionLE dargestellt werden. Die Regionen der Pflanze, in denen

Blaufarbung zu finden waren, wurden dokumentiert.

6.7.6 Anfertigung histochemischer Schnitte
e Infiltrationsmedium zur Einbettung von Pflanzenmaterial
Historesin-Basisharz; 2,5% Aktivator
o Einbettungsmedium
15 ml Infiltrationsmedium; 6,5% Hérter
Das GUS-gefarbte Pflanzenmaterial wurde fir 2 Stunden bei RT in Historesin-Basisharz
nach Herstellerangaben eingebettet. Nach 40-60 Min. war das Harz mit dem darin
befindlichen Pflanzenmaterial ausgehartet und wurde mit Hilfe eines Rotations-Mikrotoms

(Fa. Micros, CUT 4060) 10 um dinn geschnitten und mikroskopisch analysiert.
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6.7.7 Ein-Hybrid Analyse in Zwiebelepidermiszellen

Das System wurde in Anlehnung an das Protoplasten Two-Hybrid-System
(Ehlert et al. 2006) entwickelt. Eine DNS Bindedoméane, die an die GAL4-UAS des Vektors
GAL4-UAS,::GUS bindet, wurde an das zu untersuchende Protein fusioniert. Kann das
Protein transaktivieren, kommt es zur Expression des GUS Gens. Um die Transformation zu
normalisieren wurde eine Pro35S::NAN Konstruktion verwendet (Kirby et al. 2002). Das
SCL8 Volllangengen und vier Deletionen wurden mit flinf Oligonukleotid-Paaren (,8 ATG" /
.8 -TGA", ,8270f*“/,8640r™, ,8373f“/ ,8684r™" ,8481f“/ ,8684r“,und,8 481"/
,8 807 r“) aus cDNS amplifiziert. Die Sequenzen wurden Uber den pENTR/D-TOPO
Eingangsvektor in den ,Zielvektor* p35SGBD-GW ligiert, wo das mit der DNS-Bindedomane

fusionierte Gen durch den 35S-CaMV-Promotors exprimiert wurde.

6.7.8 Histochemischer Nachweis von NAN- und GUS-Aktivitat

o  X-NeuNAc-X-GlucM-Féarbelésung

0,5 mM X-Neu; 1 mM X-GlucM; 0,1 M Phosphat-Puffer; pH 7,3

Zwiebelepidermiszellen, denen durch ballistischen Transfer (Abschnitt 3.7) die Plasmide
pROK219-NAN und pROK219-GUS eingebracht wurde, waren am nachsten Tag in eine
Farbelésung aus 0,5 mM X-NeuNAc und 1 mM X-GlucM uberflihrt worden und 3 Min. im
Excikator evakuiert. Die beiden Farbstoffe ermdglichen es die Aktivitat des NAN und GUS
Gens zu visualisieren. Im Anschlul} wurden diese Zwiebel-Fragmente im Dunkeln bei 37°C
inkubiert. Die Zellen die NAN exprimierten waren blau gefarbt, GUS Aktivitat wird durch eine
Magenta-Farbung indiziert. Zellen, in denen sowohl NAN als auch GUS exprimiert werden,
waren durch ihre Lila-Farbung erkennbar, durch die vorhandenen Blau- und Magenta-
Pigmente entstehen (Kirby et al. 2002).

6.8 Sequenzanalyse
Sequenzdaten wurden durch das Programm DNAStar (Fa.Lasergene) analysiert.
Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm ,Basic Local Alignment Search Tool*

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) durchgefiihrt.

6.9 Datenbanken

Die Microarray-Analysen sowie der Vergleich verschiedener Geneexpressionen, sowie der
Gen-Korrelation wurden mit dem Programm ,Meta-Profile Analysis® auf der Internet-Seite
https://www.genevestigator.ethz.ch  (Zimmermannet al. 2004) und dem Programm

~efp-Browser” der Seite www.bbc.botany.utoronto.ca (Werner et al. 2007) durchgefuhrt.
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Abkurzungsverzeichnis

Mg Mikrogramm

i Mikroliter

UM Mikromolar

2,4-D 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure

3-AT 3-Amino-1,2,4-Triazol

A Adenin

A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens

ABA Abscissinsaure

ACC 1-Aminocyclopropan-1-Carboxyl Saure
AD Aktivierungsdomane

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaurerest

Asp Asparginsaure

ATP Adenosine 5’-Triphosphat

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat
BClieq Brom-Chlor-Indolyl-Hydroxyd

Bp Basenpaar(e)

BSA Rinderserumalbumin

C Celsius

CaCl, Kalziumchlorid

CaMVv Blumenkohlmosaikvirus

cDNS komplementare DNS

cm Zentimeter

CPRG Chlorphenolrot-3-D-Galactopyranosid
CTAB N-Cetyl-N,N,N-Trimethylammonium-Bromid
CuSO, Kupfersulfat

DB Bindedomane

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNase Desoxyribonuklease |

DNS Desoxyribonucleinsaure

dNTP Desoxynukleosit Triphosphat

DTE Dithioerythritol

DTT 1,4-Dithiothreitol

E Extinktion

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetracetic Saure Fe-(ll1)-Na-Salz

EMS Ethyl-Methansulfonat



EtBr Ethidiumbromid

Eth Ethylen

EtOH Ethanol

f’ forward (=vorwarts)

g Gramm

GA3 Gibberellinsaure

GAL4 R-Galaktosidase

GFP grunfloureszierendes Protein
Gluc Glukose

Gly Glycin

Gm Gentamycin

GUS 3-Glukuronidase

h Stunden

H,O Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

HCI Salzsaure

HEPES N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N’-(2-Ethanschwefelsaure)
His Histidin

IAA Indole-3-Essigsaure

IgG Immunoglobulin G

IGPD Imidazol-Glycerin-Phosphat-Dehydratase
IPTG Isopropyl-R-D-Thiogalactosid
KAc Kaliumacetat

KCI Kaliumchlorid

Kana Kanamycin

kB Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

LB “left border“einer T-DNS Insertion
LB Medium Luria-Bertani Medium

Leu Leucin

Li Lithium

LiAc Lithiumacetat

LiCl Lithiumchlorid

Lys Lysin

mA Milliamper

Mb Megabasen

MES 2-Morpholinoethanesulfatsaure
MetOH Methanol

mg Milligramm

MgCl, Magnesiumchlorid

MgSO, Magnesiumsulfat



Min

ml

mm
MOPS
mRNS
MS
Na,HPO,
NAA
NaAc
NaCl
NaH,PO,
NaOH
NBT
NES

ng
NH;Ac
NH;NO;
Ni-NTA
NLS

nm

NPA
ORF
PAA
PAC
PAGE
PBS
PCR
PEG

psi
PVDF

RB

RNase
RNS

rRNS

RT

RT
SC-leu-trp
SDS
SDS-PAGE

Minuten

Milliliter

Millimeter
4-Morpholinopropansulfonsaure
Boten-RNS

Murashige-Skoog
Di-Natriumhydrogen-Phosphat
Naphthylessigsaure
Natriumacetat

Natriumchlorid
Mono-Natriumphosphat-1-Hydrat
Natronlauge
Nitroblau-Tetrazolium-Chlorid
Kernexportsignal

Nanogramm

Ammonium-Acetat
Ammoniumnitrat
Nickel-Nitril-3-Essigsaure
Kernlokalisierungssignal
Nanometer
N-1-Naphthylphthalamidsaure
offener Leserahmen (open reading frame)
Polyacrylamid

Paclobutrazol

Polyacrylamid Gelelektrophorese
Phosphat-Puffer-Salzldsung
Polymerase-Kettenreaktion
Polyethylenglycol

“Pfund-Kraft pro Quadratzoll” “pound-force per square inch”
Polyvinyliden-Fluorid

Arginin

reverse (=ruckwartig)
“Right-Border”

Ribonuklease

Ribonucleinsaure

ribosomale RNA
Raumtemperatur

Reverse Transkription
Synthetisches Komplettmedium ohne Leucine und Tryptophan
Natriumdodecyl Sulfat
SDS-Polyacrylamide Gelelektrophorese



Sek.
Spek.
R-Gal
Strep.
Suc

T

TAP
T-DNS
TE
TEMED
Tris
t-RNS
u

UNK
UpM

\

viv

Vol

wiv
X-GAL
X-Gluc
X-GlucM
X-NeuNAc
YPAD
ZnCl,

Sekunden

Spektinomycin

R-Galaktosidase

Streptomycin

Sucrose

Thymin

Tris-Acetat Puffer

Transfer-DNS

Tris-EDTA

N, N, N', N'- Tetra-Methylethylen-Diamin
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan
Transfer-RNS

Uracil

Ubernachtkultur

Umdrehungen pro Minute

Volt

Volumen per Volumen

Volumen

Gewicht per Volumen
5-Brom-4-Chlor-3-Indol-B-D-Galaktopyranosid
5-Brom-4-Chlor-3-Indol-3-D-Glucuron-Saure
5-Brom-6-Chlor-3-Indolyl-B-D-Glucuronid
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-a-D-N-Acetylneuraminsaure
Hefe-Pepton-Adenin-Hemisulfat

Zinkchlorid
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