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Zusammenfassung

Das Pflanzenhormon Abscisinsdure (ABA) spielt eine entscheidende Rolle bei der
Anpassung an Stre3situationen, wie Kalte-, Salz- oder Wasserstre. Durch genetische
Analysen, Untersuchungen der Stomataregulation oder Uber Proteininteraktionen wurden an
der ABA-Signaltransduktion beteiligte Komponenten identifiziert und Einblicke in die
molekularen Mechanismen der Signalweiterleitung erméglicht. Uber das genaue Zusammen-
spiel des komplexen und verzweigten Netzwerkes der Signalkaskade ist jedoch noch wenig
bekannt.

Die Etablierung eines Modellsystems zur Analyse der ABA-Signaltransduktion in Arabidopsis
thaliana bietet in Erganzung zu Transgenen die Moéglichkeit in kurzer Zeit Aussagen Uber an
der Signaltransduktion beteiligten Komponenten zu machen. Durch die transiente Expression
in Arabidopsis Protoplasten wurden (ber die Analyse der Genregulation ABA-regulierter
Reportergenkonstrukte (RD29BLUC und RAB18LUC) Effekte auf die ABA-Signalkaskade
untersucht. Verschiedene Parameter, wie das Pflanzenmaterial, die Behandlung der
Protoplastierungslésung, die Protoplastierungsdauer, die Reinheit der eingesetzten DNA, die
Menge der DNA und die Inkubationszeit der Protoplasten beeinfluRen die
Reporterexpression und —regulation.

ABI1 und ABI2, zwei Proteinphosphatasen 2C, sind als negative Regulatoren an der ABA-
Signaltransduktion beteiligt. Die Uberexpression der Proteinphosphatasen im transienten
Expressionssystem fuhrte zu einer Inhibierung der ABA-vermittelten Reporterinduktion.
Dagegen ergab sich in Protoplasten der abil beziehungsweise abi2-Mutante eine
unterschiedliche Reporteregulation. In abil-Protoplasten zeigte sich entsprechend dem
Uberexpressionsexperiment eine negative Regulation der Reporterinduktion, in abi2-Proto-
plasten jedoch entsprach die Reporterregulation der in Wildtypprotoplasten. Eine mégliche
Erklarung ist eine unterschiedliche subzellulare Lokalisation von ABI1 und ABIZ2.

Der Homéodoman-Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktor AtHB-6 wurde durch die Interaktion mit
ABI1 als weitere Komponente der ABA-Signaltransduktion identifiziert (Himmelbach et al.,
2001). Im transienten Expressionssystem wurde nachgewiesen, dafl AtHB-6 ein im Promotor
von AtHB-6 vorhandenes cis-Element erkennt und dafd durch dieses cis-Element eine AtHB-
6- und ABA-abhangige Genexpression vermittelt wird. ABI1 als Interaktionspartner kénnte
dabei die Aktivitat des Transkriptionsfaktors regulieren.

Ergdnzend zu Untersuchungen an Stomata sind Membranpotentialmessungen an
Wourzelzellen geeignet zur Analyse der Auswirkung von ABA auf lonenflisse. Die
Kombination von Membranpotentialmessungen und Analysen im transienten Expressions-
system bietet die Moglichkeit sowohl schnelle ABA-Antworten wie auch ABA-vermittelte
Genregulation zu untersuchen und zur Charakterisierung von Mutanten wie etwa gca2

einzusetzen.
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Summary

The plant hormone abscisic acid is involved in adaptation to environmental stresses such as
cold, drought or salinity. Genetic analysis, studies of guard cell signalling processes or
protein interactions lead to identification of ABA signalling components and molecular
mechanisms of ABA action. However, the complex signalling network is not clearly
established yet.

Cellular systems for analysing ABA signal transduction in Arabidopsis thaliana in addition to
stably transformed plants are powerful tools to investigate components of the signal
transduction pathway. By transient expression experiments in Arabidopsis protoplasts effects
on the ABA signalling cascade were studied using ABA-regulated reporter gene constructs
(RD29BLUC and RAB18LUC). Different parameters like plant material, protoplasting
solution, protoplasting period, DNA purity, DNA amount and incubation time of protoplasts
influence reporter expression and regulation.

ABI1 and ABI2 two protein phosphatases 2C are negativ regulators of abscisic acid
signalling. In transient studies overexpression of these protein phosphatases inhibited the
activation of reporters by ABA. On the other hand in mutant protoplasts there were a different
reporter regulation by ABA in abil or abi2 respectively. In abil protoplasts the ABA mediated
reporter induction was inhibited, in abi2 protoplasts the reporter regulation was the same as
in wildtype protoplasts. One explanation is a different subcellular localisation of ABI1 and
ABI2.

The homeodomain leucine zipper protein AtHB-6 as a regulator of the ABA signal pathway
has been identified by analysing proteins capable of interacting with ABI1 (Himmelbach et
al., 2001). In transient expression experiments AtHB-6 recognised a cis-element present in
its own promotor region that mediated AtHB-6- and ABA-dependent gene expression in
protoplasts. It is possible that ABI1 as interaction partner of AtHB-6 could regulate the
transcription factor.

In addition to studies of guard cell signalling processes ABA induced changes in ion fluxes
can be analysed by membrane potential measurements in roots. The combination of
membrane potential measurements and transient expression studies allows to investigate
both fast responses to ABA as well as ABA mediated gene regulation. In this way mutants

like gca2 can be characterized.
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1. Einleitung

1.1. Pflanzenhormone und Signaltransduktion

Pflanzen sind in der Regel ortsgebundene Organismen und missen daher flexibel auf lokale
Umweltbedingungen wie Licht, Wasser, Nahrstoffe, Pathogene, Berlihrung oder Schwerkraft
mit Anderungen in der Physiologie oder des Wachstums reagieren. Endogene und exogene
Signale werden durch Botenstoffe integriert. Als Botenstoffe kdnnen etwa Pflanzenhormone
die

Im Gegensatz zu

wirken. Pflanzenhormone sind natlrlich vorkommende, organische Substanzen,
physiologische Prozesse in niedriger Konzentration beeinflussen.
tierischen Hormonen kann die Synthese auf einen Ort beschrankt sein, kann aber auch in
einer Vielzahl von Geweben erfolgen. Der Wirk- und Bildungsort mul} nicht getrennt sein
(Davies, 1995).

Pflanzenhormone sind wesentlich fir die Steuerung der Entwicklung und der Adaption an
Umweltbedingungen von Pflanzen.

Neben den finf klassischen Pflanzenhormonen Abscisinsaure, Auxin, Cytokinin, Ethylen und
Gibberellinsaure werden noch eine Reihe weiterer Verbindungen als Pflanzenhormone

diskutiert.

HO

Auxin
COOH (Indol-3-essigsaure ) Ethylen
- Streckungswachstum H H Fruchtreif
N - Zellteilung c=c TEe “t?' ung
H - Apikaldominanz H H - Epinastie
- Adventiv -/Seitenwurzelbildung - Seneszenz
OH
HN/\)/\ Cytokinin S Abscisinséure
N (Zeatin) oH N - StomataschluB
hIi\ )lN - Zellteilung o COOH - Dormanz
N/ N - Adventivknospen - Trocken-/Kalte -/Salztoleranz
H - Antagonist der Seneszenz

o]

(Campesterol )
- Streckungswachstum

Gibberellin y Jasmonsaure
(Gibberellin Aj;) 0.
HO OH - Pathogenantwort
- Streckungswachstum COOH - Verwundung
COOH - Férderung der Keimung
- Férderung der Bliitenbildung
COOH Salicylséaure
Brassinosteroid OH - Pathogenantwort

Abb. 1:

Struktur und Funktion von Pflanzenhormonen (verandert nach Iten et al. 1999)
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Pflanzenhormone werden oft eingeteilt in férdernde oder hemmende Substanzen. Sie wirken
allerdings nicht alleine, sondern sind beteiligt an einem komplexen Netzwerk, das flr die
Steuerung verschiedenster Prozesse verantwortlich ist (Davies, 1995). Ethylen und
Abscisinsdure etwa interagieren bei der Regulation der Samendormanz und des
Wurzelwachstums (Beaudoin et al., 2000, Ghassemian et al., 2000).

Um die genauen Zusammenhange der von Pflanzenhormonen gesteuerten Prozesse
verstehen zu kénnen, hat man damit begonnen, die einzelnen Signaltransduktionswege der
Pflanzenhormone zu untersuchen.

Signaltransduktion bezeichnet das Feld biochemischer Mechanismen, die die zellulare
Physiologie regulieren. Es ist eines, der am meisten untersuchten Gebiete in der Zellbiologie
(Chory und Wu, 2001).

Elemente der Signaltransduktionswege kénnen zwischen Pflanzen, Tieren und Pilzen
konserviert sein. Diese grundlegenden Elemente wurden zu spezifischen Signalwegen
erweitert. Vergleichend betrachtet findet man konservierte und neue Elemente auf allen
Ebenen, wie z. B. der biologischen Funktion, der Signalmolektile oder der Proteindoméanen
(McCarty und Chory, 2000).

Ein Beispiel ist die Signaltransduktion des

Pflanzenhormons Ethylen. Ethylen wirkt als C2Ha

Regulator bei Stressantworten und ﬂ \\/
Entwicklungsprozessen, wie Seneszenz oder

Fruchtreifung (Abeles et al., 1992). Es wird % éé%e Vembran

erkannt von einer Rezeptorgenfamilie, die

verwandt ist mit  bakteriellen  zwei x j

Komponenten Histidin-Kinasen (Chang et al., \ /

1993). EIN2, EIN5,
EN6, EN7,

Das Signal, wird durch Phosphatibertragung,

einer Autophosphorylierung des Rezeptors

weitergeleitet. Dabei wird die Phosphatgruppe /l\Nucleus

EIN3, ELL1,
von einem Histidin- zu einem Aspartatrest EL2 EIL3
Ubertragen. Das Binden des Ethylens fihrt +
damit zur Inaktivierung von zum Beispiel ERiBP

ETR1 einem Mitglied der Rezeptorgenfamilie.

Transcriptionelle
Das inaktivierte ETR1 fuhrt zur Inaktivierung Regu lation

von CTR1, einer mit Raf verwandten

Proteinkinase. Raf ist in Tieren an einer

Abb. 2: Modell der Ethylensignaltransduktion
(nach Iten et al., 1999)
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Wachstumsfaktor abhangigen Mitogen aktivierten Proteinkinase (MAPK) Kaskade beteiligt.
Derartige Kaskaden sind aus drei Proteinkinasen zusammengesetzt, der MAPK, MAPK-
Kinase (MAPKK) und der MAPKK-Kinase, wobei die MAPK Uber Phosphorylierung durch die
MAPKK und die MAPKK Uber Phosphorylierung durch die MAPKKK aktivert werden. Mit
CTR1 als MAPKKK ergeben sich Parallelen zu MAPK Kaskaden in Tieren oder Hefen, wie
dem Osmoregulations-Signalweg in Saccharomyces cerevisiae (Mizoguchi et al., 1997).
CTRH1 ist ein negativer Regulator der Ethylenantwort, es inaktiviert die in der Signalkaskade
unterhalb liegenden transkriptionellen Regulatoren. Die Inaktivierung von CTR1 fuhrt damit
zur Ethylenantwort (Chao et al., 1997).

Ein weiteres Beispiel fir eine Histidin-Kinase ist CRE1 (Inoue et al., 2001), ein
Cytokininrezeptor, von dem gezeigt wurde, dal3 Mutationen im CRE1 Gen in Arabidopsis
einen Cytokinin-insensitiven Phanotyp verursachen. Durch Expression von CRE1 in einem
fur SLN1 defizienten Hefestamm konnte ein Cytokinin abhangiger Phanotyp generiert
werden. SLN1 codiert in Hefe fir eine Histidinkinase, die als Osmosensor dient. Unter
normalen osmotischen Bedingungen autophosphoryliert SLN1 den konservierten
Histidinrest, der Histidinkinase. Die Phosphatgruppe wird weiter Ubertragen auf den
konservierten Aspartatrest des gleichen Proteins und schlieBlich Gber YPD1 zu SSK1,
welches damit inhibiert wird. Dephosphoryliert wirde SSK1 den unterhalb in der
Signalkaskade liegenden MAPK Signalweg aktivieren. Das Fehlen von Cytokinin fihrt damit
in den transformierten Hefen zu einer lethalen Uberaktivierung des unterhalb von SSK1

liegenden MAPK Signalwegs.

1.2. Signaltransduktion von Abscisinsaure

Abscisinsdure beeinflult viele physiologische Vorgange in Pflanzen. Zuerst, nach
Entdeckung der Abscisinsaure, wurden die wachstumshemmenden Eigenschaften von ABA
erkannt (Adicott, 1983). ABA kann jedoch nicht nur wachstumshemmende Wirkung haben,
sondern in geringer Konzentration beispielsweise das Wurzelwachstum fordern (Zeevaart
und Creelman, 1988). Das Pflanzenhormon ist beteiligt an der Anpassung an
StreRbedingungen, wie Kalte-, Salz- oder Wasserstrel3 (Chandler und Robertson, 1994).
Unter anderem fiuhrt ABA bei Stre3 zu einer Reduktion des Wasserverlustes durch
Transpiration indem die Offnungsbewegung der Spaltéffnungen gehemmt und die
SchlieRbewegung gefordert wird (Schroeder et al., 2001). Darlberhinaus inhibiert
Abscisinsaure eine frihzeitige Keimung und férdert die Samendormanz (Leung und
Giraudat, 1998).
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Uber die an der ABA-Signaltransduktion beteiligten molekularen Mechanismen ist wenig
bekannt. Beteiligte Proteinphosphatasen konnten etwa negative Regulatoren von MAPK-
Kaskaden sein (Himmelbach et al., 1998), womit sich mdglicherweise Parallelen zu den

angesprochenen Signalkaskaden von Ethylen oder Cytokinin ergeben.

1.2.1. Genetische Analyse

Durch die Konzentrationsbestimmung von Abscisinsdure in Geweben, beziehungsweise
durch exogene Applikation kdnnen Zusammenhange zwischen physiologischen Reaktionen
und dem Pflanzenhormon hergestellt werden. Es ist aber nicht moglich, damit einen genauen
Einblick in den mechanistischen Verlauf der ABA-Wirkung zu bekommen.

Eine Moglichkeit um Komponenten einer Signalkaskade zu identifizieren ist die genetische
Analyse des Signaltransduktionsweges. Daraus ergeben sich zwei wesentliche Gruppen von
Mutanten, von welchen die eine in der Biosynthese des Signals gestort ist, wahrend die
andere bei den auf das Signal folgenden Antworten betroffen ist (Bonetta und McCourt,
1998).

Es sind eine Reihe von ABA-Biosynthese Mutanten bekannt, beispielsweise abal, aba2 und
aba3 in Arabidopsis thaliana (Duckham et al., 1991, Rock und Zeevaart, 1991, Leon-
Kloosterziel et al., 1996) oder vpl4 in Mais (Schwartz et al., 1997b). Die aba-Mutanten
zeigen einen typischen ABA-defizienten Phanotyp, eine kaum ausgepragte Samendormanz
und durch die gestorte Stomataregulation Welkerscheinungen. Die ABA-Biosynthese geht
aus von Carotinioid-Vorstufen. In Plastiden wird ausgehend von Zeaxanthin schlief3lich
Xanthoxin gebildet. Die abal Mutante ist in der Epoxidierung des Zeaxanthins betroffen
(Duckham et al., 1991, Rock und Zeevaart, 1991). VP14 ist eine Dioxygenase, die die 9-cis-
Isomere von Violaxanthin und Neoxanthin zu cis—Xanthoxin und einem C,s-Derivat spaltet
(Schwartz et al., 1997b). Bei aba2 und aba3 ist die im Cytosol ablaufende weitere Oxidation
von Xanthoxin bis schlie3lich zur Abscisinsaure gestort (Schwartz et al., 1997a).

Durch exogene Applikation von Abscisinsaure kann der Phanotyp der Biosynthese-Mutanten
revertiert werden.

Im Gegensatz dazu kdnnen ABA insensitive Mutanten einen ahnlichen pleiotropen Phanotyp
aufweisen, der jedoch nicht durch exogenes ABA wiederhergestellt werden kann. Der
endogene Abscisinsauregehalt ist im Vergleich zum Wildtyp nicht verandert. Der Phanotyp
wird verursacht durch einen Defekt in der Signalerkennung oder —weiterleitung.

Die Mutanten, abil bis abi5 (Koornneef et al., 1984; Finkelstein, 1994), die insensitiv
gegenuber der keimungsinhibierenden Wirkung von Ascisinsdure sind, wurden bereits ndher
charakterisiert.

Die ABI3, ABI4 und ABI5 Gene kodieren flir Transkriptionsfaktoren verschiedener Klassen
(Giraudat et al., 1992; Finkelstein et al., 1998; Finkelstein und Lynch, 2000; Lopez-Molina
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und Chua, 2000) und haben ihren grofiten EinfluR auf die Genregulation wahrend der
Samenreifung werden aber auch in geringem Mal in vegetativem Gewebe exprimiert
(Finkelstein et al., 1998; Rohde et al., 1999; Finkelstein und Lynch, 2000). Ektopische
Expression von ABI3 in Arabidopsis fuhrt zu einer erhéhten Kaltetoleranz (Tamminen et al.,
2001), ABI5 Uberexprimierende Pflanzen zeigen hypersensitives Verhalten gegenuber ABA
(Lopez-Molina et al., 2001). Diese Transkriptionsfaktoren sind nicht an einer einfachen
linearen Signalkaskade beteiligt, sondern scheinen Uber Interaktion untereinander und mit
anderen Transkriptionsfaktoren an einem Netzwerk beteiligt zu sein, Uber welches die
Expression einzelner Gene reguliert wird (S6derman et al., 2000).

ABI1 und ABI2 sind zwei homologe Proteinphosphatasen 2C (Meyer et al., 1994; Leung et
al., 1997; Rodriguez et al., 1998). Die entsprechenden Mutanten zeigen im Gegensatz zu
abi3, abi4 und abi5 einen dominanten und pleiotropen ABA-insensitiven Phanotyp, ahnlich
den aba-Mutanten, was den Schlu® nahelegt, da® die Proteine zu Beginn der ABA-
Signalkaskade, vor eventuellen Verzweigungen, die zu spezifischen Signalkaskaden flihren,
liegen konnten. Neben der Samenkeimung und —dormanz ist zum Beispiel auch das
vegetative Wachstum und die Stomataregulation betroffen. In den mutierten Proteinen ist die
Phosphataseaktivitat durch den Austausch von Glycin gegen Asparaginsaure innerhalb der
katalytischen Domane stark reduziert. ABI1 und ABI2 werden durch den pH und die
lonenstarke des Cytosols reguliert. Eine Alkalisierung des Cytosols, wie sie bei einem durch
ABA-vermittelten Stomataschlul} auftritt, wirde ausreichen, um die Phosphataseaktivitat von
ABI1 und ABI2 zu verdoppeln (Leube et al., 1998).

Weitere Mutanten, gcal bis gca8 wurden auf Grund ihres gegenlber ABA insensitiven
Primarwurzelwachstums identifiziert (Himmelbach et al., 1998). Zwei der isolierten Mutanten,
gcal und gca2 zeigen vergleichbar mit abil und abi2 einen pleiotropen ABA insensitiven
Phanotyp. Alle anderen zeigen nur eine Stérung des Wachstums und sind auflerdem zum
Teil bei der physiologischen Antwort auf Ethylen gestort, was flr eine Vernetzung der
Signaltransduktionswege der beiden Pflanzenhormone spricht.

Neben Abscisinsaure insensitiven wurden auch ABA hypersensitive Mutanten isoliert. Durch
den Verlust der Keimfahigkeit in Gegenwart von geringen ABA-Konzentrationen, die bei
Wildtypsamen normalerweise nicht keimungshemmend wirken, wurde die rezessive eral
Mutante identifiziert (Cutler et al., 1996). Die eral Mutanten zeigen sowohl bei der Keimung
als auch in vegetativem Gewebe hypersensitive Reaktionen gegeniber Abscisinsaure. In
Doppelmutanten eral/abil bzw. eral/abi2 wird der insensitive Phanotyp der abil und abi2
Mutanten unterdriickt. ERAL codiert fir die B-Untereinheit einer Protein-Farnesyltransferase.
Damit konnte Farnesylierung wesentlich fur eine negative Regulation der ABA-

Signaltransduktion sein und das Zielprotein der ERAL Farnesyltransferase unterhalb oder
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parallel zu den Proteinphosphatasen ABI1 und ABI2 in der Signalkaskade liegen (Pei et al.,
1998).

Die rezessive abhl-Mutante weist ABA hypersensitives Verhalten etwa beziglich des
Stomataschlusses oder der Keimung auf (Hugouvieux et al., 2001). ABH1 als mRNA-Cap
Bindeprotein ist beteiligt an einem heterodimeren Komplex der die mRNA-Cap-Struktur
bindet. Damit konnte ein direkter Zusammenhang bestehen zwischen mRNA-Prozessierung
und der ABA-Signaltransduktion.

Eine weitere ABA-hypersensitive Mutante, ahrl, wurde auf Grund des verringerten
Primarwurzelwachstums in Gegenwart von ABA im Vergleich zum Wildtyp identifiziert (Wang
und Grill, unveréffentlicht).

Bei einem Suppressor-Screen mit der insensitiven abil Mutante wurden verschiedene
Mutanten isoliert, die im Vergleich zur abil Mutante nicht mehr in Gegenwart von
Abscisinsdure keimen konnten. Ein Grofteil der isolieten Mutanten war in der
Gibberellinsynthese bzw. Signalweiterleitung betroffen (Steber et al., 1998), was die
antagonistische Wirkung von Abscisinsaure und Gibberellin bei der Keimung wiederspiegelt.
In einem entsprechendem Experiment konnten aber auch intragene Revertanten von abil
(abil-1R1bis abil-1R7) gefunden werden (Gosti et al., 1999). Diese rezessiven Allele von
ABI1 fuhrten zu einer erhdhten Sensitivitdt der Revertanten im Vergleich zum Wildtyp
bezlglich der Keimung oder des Wurzelwachstums in Gegenwart von Abscisinsaure. Die
Revertanten reagierten auch hypersensitiv auf endogene ABA-Gehalte etwa bei der
Samendormanz. Die entsprechenden Mutationen liegen im aktiven Zentrum der
Proteinphosphatase 2C und flihren zu einem Verlust der Phosphataseaktivitat. Der Verlust
der Phosphataseaktivitat bedingt damit eine erhdhte Sensitivitat gegenliber ABA. Dies deutet
darauf hin, dall die Wildtyp-ABI1-phosphatase ein negativer Regulator der ABA
Signaltransduktion ist.

Eine intragene Revertante von abi2, abi2-1R1, wurde durch Veranderungen in der
Stomataregulation identifiziert (Merlot et al., 2001). Die Revertante ist im Gegensatz zu den
abi2 Pflanzen durch SchlieRen der Stomata in der Lage, die Transpiration zu kontrollieren.
Die Verringerung der Transpiration fihrt zu einer Erwarmung der Blattoberflache, die tber
Infrarotthermographie gemessen werden kann. Die Suppressor-Mutation in abi2-1R1
entspricht keiner der Suppressor-Mutationen in abi1-1R1 bis abi1-1R7. Die PP2C Aktivitat im
Enzymassay mit rekombinanten Proteinen war bei abi2-1R1 etwa 100-mal geringer, bei abi1-
1R1 bis abi1-1R7 etwa 1000-mal geringer als die PP2C Aktivitat des entsprechenden
Wildtypproteins. Dementsprechend zeigen die abi2-1R1 Pflanzen eine mit dem Wildtyp
vergleichbare ABA Sensitivitdt, die abil-R1 bis abil-R7 Mutanten ein gegeniber ABA
hypersensitives Verhalten. Die Doppelmutante abil-1R4 abi2-1R1 ist ABA-sensitiver als die
abil-1R4 Mutante alleine.
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Damit konnte sowohl ABI2 wie auch ABI1 ein negativer Regulator der ABA-
Signaltransduktion sein und beide koénnten Uberlappende Funktionen in der Kaskade
besitzen.

Alternativ zu ABA vermittelten physiologischen Reaktionen wie Keimung, Stomataschluf
oder Wurzelwachstum wurde die durch ABA vermittelte Genregulation ausgenutzt, um
Mutanten mit Veranderungen in der ABA Signaltransduktion zu identifizieren. Eine transgene
Arabidopsis-Linie mit einem ABA-reguliertem Reportergenkonstrukt bestehend aus dem
Arabidopsis KIN2-Promotor fusioniert mit der fir die Glihwurmchen-Luciferase codierenden
Sequenz wurde mutagenisiert und das Muster der ABA-abhangigen Luciferaseexpression
untersucht. Die dadurch identifizierte Mutante, adel, zeigt erhéhte und langer anhaltende
Luciferaseaktivitat (Foster und Chua, 1999).

1.2.2. Genregulation

Abscisinsaure ist neben der Regulation der Samenreifung und Samendormanz auch an der
Anpassung an Stref3situationen wie Kalte-, Trocken- oder Salzstre beteiligt. Pflanzen
reagieren mit einer Reihe von Veradnderungen auf derartige Umweltbedingungen.
Verschiedene Proteine und niedermolekulare Verbindungen wie Zucker, Prolin oder
Glycinbetain werden akkumuliert (Savoure et al., 1997; Yancey et al., 1982). Die Regulation
der Genexpression bei diesen Strefsituationen verlauft sowohl Uber ABA-abhangige wie
unabhangige Signalwege. Viele Gene werden durch verschiedene StrefRsituationen, wie
Kalte-, oder Trockenstrel3 induziert, einige aber auch nur durch bestimmte wie etwa nur
durch Kalte oder nur durch Trockenheit (Shinozaki et al., 2000).

Viele durch ABA induzierte Gene enthalten in ihrem Promotor ein konserviertes cis-Element
ABRE (ABA-responsive element; PYACGTGGC). Diese ABRE's wurden zuerst im Em Gen
aus Weizen (Marcotte et al., 1988) und im rabl6 Gen aus Reis (Mundy et al., 1990)
identifiziert. Ein ABRE ist jedoch nicht ausreichend flir die ABA vermittelte Induktion des
Gens. Ahnliche Elemente mit dem ACGT Motiv sind an der Genregulation durch andere
Umweltfaktoren wie etwa Licht beteiligt. Fur die Spezifitdt des ABRE sind die flankierenden
Sequenzen wesentlich. Darlberhinaus ist fiur die Funktion als ABRE ein weiteres Element,
coupling element (CE), nétig. Zusammen bildet das ABRE mit dem CE einen Abscisinsaure
Respons Komplex (ABRC) der ausreichend ist eine ABA Induktion eines Minimalpromotors
zu vermitteln (Shen und Ho, 1995a; Shen und Ho, 1995b; Shen et al., 1996; Uno et al.,
2000). Dabei kann das coupling element auch durch ein weiteres ABRE ersetzt werden
(Hobo et al., 1999).

Daneben sind ABA-regulierte Gene bekannt, die kein ABRE enthalten, wie etwa rd22,
welches Bindungsstellen fir MYC oder MYB Homologe aufweist (Abe et al., 1997; Iwasaki et

al., 1995). Verschiedene durch ABA regulierte oder an der ABA Signalkaskade beteiligte
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Transkriptionsfaktoren, wie die Homdéodoman-Leucin-Zipper AtHB-6, AtHB-7 und AtHB-12
oder ABI3, ABI4, ABI5, TRAB1, AREB1, AREB2, AtMYB2 sind charakterisiert worden. Der
genaue Zusammenhang zwischen der ABA Signaltransduktion und der Genregulation tber
diese Transkriptonsfaktoren beziehungsweise die kombinatorische Wirkung der Faktoren
untereinander ist noch nicht bekannt.

Bei der durch ABA vermittelten Genregulation scheinen Proteinphosphorylierungen eine
wichtige Rolle zu spielen. Mehrere ABA-induzierte Proteinkinasen wurden identifiziert
(Holappa und Walker-Simmons, 1995; Hong et al., 1997; Hwang und Goodman, 1995).
PKABA1 etwa ist an der ABA abhangigen Repression Gibberellin induzierter Gene beteiligt
(Gomez Cadenas et al., 1999), die erwahnten Proteinphosphatasen 2C wirken als negative
Regulatoren (Sheen, 1998; Gosti et al., 1999; Merlot et al., 2001). Von konstitutiv aktiven,
mutierten Formen zweier calcium-abhangigen Proteinkinasen (CDPK1 und CDPK1a) konnte
gezeigt werden, dal} sie zur Aktivierung eines ABA-induzierbaren Promotors fihren (Sheen,
1996).

Eine weitere Komponente der zur ABA-abhangigen Genexpression filhrenden Kaskade ist
die cyclische ADP-Ribose (cADPR) (Wu et al., 1997). In tierischen Zellen wird cADPR
ausgehend von Nicotinamid Adenin Dinukleotid (NAD®*) mittels cyclischer ADP-ribosyl
Cyclase gebildet und kann intrazellular Gber den Ryanodinrezeptor Calciumionen freisetzen.
Coinjektion von cADPR und einem Reportergenkonstrukt mit dem KIN2 beziehungsweise
dem RD29A Promotor aus Arabidopsis, beide sind durch ABA induzierbar, in
Tomatenhypokotylzellen zeigte eine Aktivierung des Reporters. Ein inaktiver Antagonist (8-
Amino-cADPR) konnte die ABA-abhangige Induktion blockieren. Durch EGTA konnte die
durch cADPR vermittlelte Reporterexpression unterbunden werden, was auf einen Ca?-

Anstieg unterhalb von cADPR in der Signalkaskade hinweist.

1.2.3. Stomataregulation

Neben den Effekten auf die Genregulation fihrt Abscisinsaure zu sehr schnellen Antworten,
die nicht auf differenzierter Genexpression beruhen, sondern auf Anderungen von
lonenflissen zurlickzufiihren sind. Der durch Abscisinsaure hervorgerufene Stomataschluf®
eignet sich zur Untersuchung dieser schnellen Anderungen. SchlieRzellen regulieren die
CO,-Aufnahme und die Wasserabgabe Uber Transpiration an die Atmosphare. Durch ein
Netzwerk von lonenkanadlen im Plasmalemma und im Tonoplasten wird die
Stomatabewegung kontrolliert. Zum Schlufd der Stomata ist ein Efflux von Kaliumionen und
Anionen, eine Zuckerabnahme und die Umwandlung von Malat in osmotisch inaktive Starke
notig (MacRobbie, 1998). Wesentlich fur die ABA-Signalkaskade in Schlielzellen ist ein
Calciumeinstrom und eine Zunahme der cytosolischen Calciumkonzentration (McAinsh et al.,
1990; Ward et al., 1995; McAinsh et al., 1997). Diese erfolgt sowohl durch extrazellularen
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Calcuminflux wie auch durch Freisetzung aus intrazellularen Calciumspeichern. Ein Aktivator
von an der ABA Signalkaskade beteiligten, im Plasmalemma lokalisierten Calciumkanalen
sind reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Pei et al., 2000). In tierischen Zellen kdnnen durch
Aktivierung  von  Inosit-1,4,5-trisphosphat-(InsP3;)-Rezeptoren  beziehungsweise von
Ryanodinrezeptoren intrazellular Calciumionen freigesetzt werden (Berridge, 1993). In
Stomata flhrt vergleichbar sowohl InsP; wie auch cADPR zur Calciumfreisetzung aus
intrazellularen  Speichern (Gilroy et al, 1990; Leckie et al, 1998). Beide
Calciumfreisetzungsmechanismen scheinen parallel an der ABA-Antwort beteiligt zu sein, da
eine kombinierte Inhibierung beider Wege den ABA induzierten Stomataschluf® unterbindet,
wahrend ein Inhibitor alleine nur zu einer schwachen Inhibierung fihrt (Jacob et al., 1999;
Staxen et al., 1999; MacRobbie, 2000). Als eine weitere calciummobilisierende Komponente
ist Sphingosin-1-phosphat an der zum Stomataschluf?3 fiihrenden ABA-Signalkaskade
beteiligt (Ng et al., 2001).

Abscisinsaure l0st wie andere zum Stomataschlufd fihrende Stimuli, wie ROS, Kalte und
externe Calciumionen, in SchlieRzellen Calciumoszillationen aus (Staxen et al., 1999; Allen
et al., 2000). An Mutanten (det3, gca2), die bei entsprechenden Stimuli nicht mehr in der

Lage sind, die Stomata zu schlief3en, konnte durch extern induzierte Calciumoszillationen ein
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Abb. 3: Positive und negative Regulatoren der ABA-Signaltransduktion in SchlieBzellen in
einem vereinfachten Modell (verandert nach Schroeder et al., 2001)
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Stomataschlul® erreicht werden (Allen et al., 2000; Allen et al., 2001). Im Vergleich dazu
kann in WildtypschlieBzellen durch Unterbinden der Calciumoszillation ein Stomataschluf}
verhindert werden. Wesentlich fir den SchlieRvorgang sind die Parameter der Oszillation,
Frequenz, Anzahl der Perioden und Amplitude.

Die Erhéhung der cytosolischen Calciumkonzentration fuhrt zur Aktivierung zweier Typen
von Anionenkanalen. Sowohl langsam und langer anhaltend aktivierte, S-Typ, wie auch
schnell aber transient aktive, R-Typ, Anionenkanale setzen Anionen frei (Schroeder und
Hedrich, 1989; Ward et al., 1995). Der Anionenausstrom verursacht eine Depolarisation und
damit die Aktivierung von auswarts gerichteten Kaliumkanalen (MacRobbie, 1998; Schroeder
und Hedrich, 1989). Die von Abscisinsaure ausgeloste Alkalisierung des Cytosols verstarkt
die Aktivitat der auswarts gerichteten Kaliumkanale (Grabov und Blatt, 1998). Der Ausstrom
an lonen fuhrt schlielllich zu einer Verringerung des Turgors und damit zum Schlul® der
Stomata. Der grofte Teil der beteiligten lonen wird zuerst Uber entsprechende Kanale aus
der Vakuole freigesetzt. Zusatzlich wird durch Abscisinsdure die lonenaufnahme, die flir das

Offnen der Stomata notig wére, inhibiert.

1.2.4. Transiente Expression

Durch verschiedene Methoden kdnnen Komponenten eines Signalweges mittels Analyse
charakteristischer Signalantworten oder Uber spezifische Interaktionen identifiziert werden.
Bei Abscisinsaure etwa Uber Mutanten und deren verandertem Verhalten gegenuber ABA
(Himmelbach et al., 1998; Finkelstein, 1994, Koornneef et al., 1984; Cutler et al., 1996). Die
Interaktion der einzelnen Komponenten der Signalkaskade bestimmt die Signalweiterleitung.
Zum Verstandnis der Funktion des Signalweges ist die Anordnung der identifizierten
Komponenten in der Kaskade wesentlich. Eine Mdoglichkeit bietet die physiologische
Charakterisierung von Mutanten, wie bei Abscisinsaure die elektrophysiologischen
Untersuchungen an SchlieRzellen (Pei et al., 2000) oder die Analyse von Revertanten aus
Suppressorscreenings (Gosti et al.,, 1999; Merlot et al., 2001). Die signalabhangige
Genregulation kann genutzt werden biochemische Mechanismen, die an der
Signalweiterleitung beteiligt sind zu analysieren. Neben Expressionsstudien auf RNA-Ebene
werden signalabhangig regulierte Reportergenkonstrukte verwendet. Derartige Konstrukte
kénnen in unterschiedlichen Systemen angewendet werden. In transgenen Linien kann Gber
Kreuzungen ein Vergleich zwischen Wildtyp und Mutanten beziehungsweise anderen
transgenen Linien erfolgen.

Daneben koénnen in transienten Expressionssystemen Effekte auf die Genregulation
untersucht werden. Es gibt verschiedene Methoden fir einen direkten Gentransfer in
Pflanzenzellen, der zu einer transienten Expression eingebrachter Gene fihrt. Durch

Mikroinjektion von Reportergenkonstrukten konnte die oben erwahnte cADPR-Abhangigkeit
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der ABA regulierten Genexpression gezeigt werden (Wu et al., 1997). Partikelbeschul? ist
eine weitere Mdoglichkeit zum direkten Gentransfer in Pflanzenzellen, bei dem Uber
Mikroprojektile DNA in Zellen eingeschossen wird (Klein et al., 1987). Die freie
Zuganglichkeit des Plasmalemmas bei Protoplasten ermoglicht es Genen jede Zelle in
definierter Konzentration zu erreichen. Damit eignen sich Protoplasten besonders fir den
direkten Gentransfer. Die DNA-Aufnahme in Protoplasten wird durch verschiedene Verfahren
wie Elektroporation oder Behandlung mit Polyethylenglycol geférdert (Krens et al., 1982;
Paszkowski et al., 1984).

Der groRte Vorteil von transienten Expressionsanalysen ist der Zeitaufwand. Stabil
transgene Linien zu erhalten kann mehrere Monate in Anspruch nehmen wahrend transiente
Expressionsexperimente in mehreren Tagen durchgeflihrt werden kénnen. Limitierungen
ergeben sich durch die Behandlung des Pflanzenmaterials und die in die Zelle
aufgenommene DNA-Menge. Protoplasten etwa entsprechen nicht normalen Pflanzenzellen.
Die Kontrolle transienter Expressionsexperimente in stabil transgenen Linien, wenn mdglich,
ist wichtig um getroffene Aussagen auf ganze Pflanzen Gbertragen zu kénnen. Verschiedene
Beispiele zeigen die Anwendung transienter Expression unterschiedlicher Genkonstrukte zur
Untersuchung von Hormonsignaltransduktionswegen (Ezcurra et al., 2000; Gomez-Cadenas
et al., 2001; Gubler et al., 1995; Kovtun et al., 1998; Kovtun et al., 2000; Penson et al., 1996;
Skriver et al., 1991). Haufig werden an der Induktion von Genen beteiligte regulatorische
Sequenzen in transienten Assays charakterisiert. Zum erstenmal angewendet wurde ein
Pflanzenhormon abhangiges transientes Expressionssystem zur Analyse des Em-Promotors
in Reisprotoplasten (Marcotte 1988). In PartikelbeschuRexperimenten mit Gerste wurde die
durch einen ABRC vermittelte ABA-Induktion eines Reportergens gezeigt (Shen und Ho,
1995b; Shen und Ho, 1996; Straub et al., 1994). Coexpression von regulierten
Reportergenkonstrukten und Komponenten, die den entsprechenden Signalweg beeinfluen
ist neben dem klassischen genetischen Ansatz eine weitere Moglichkeit
Signaltransduktionswege in Pflanzen zu analysieren. In Maisprotoplasten konnte damit
gezeigt werden, dal® mutierte, konstitutiv aktive Formen zweier calciumabhangiger
Proteinkinasen einen strelRinduzierbaren Promotor aktivieren (Sheen, 1996) oder daf}
Proteinphosphatasen 2C als negative Regulatoren der ABA-Signaltransduktion wirken
kénnen (Sheen, 1998). Die Coexpression von Transkriptionsfaktoren und
Reportergenkonstrukten, deren Promotor die entsprechende Bindungssequenz enthalt kann
Hinweise auf die durch den Transkriptionsfaktor bedingte transkriptionellen Regulation
geben. Ein Beispiel ist die Untersuchung der basischen Leucin-Zipper Transkriptionsfaktoren
AREB1 und AREB2. In Arabidopsis Protoplasten kdnnen beide in Abhangigkeit von
Abscisinsaure die Transkription eines Reportergens fusioniert an einen Minimalpromotor, der
zwei ABRE’s enthalt aktivieren (Uno et al.,, 2000). Von Abe et al. (1997) wurde die
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Aktivierung des ABA-regulierten RD22-Promotors mit RD22BP1 oder AtMYB2 durch
Coexpression des jeweiligen transaktivierenden Proteins und einer RD22-Promotor-p-D-
Glucuronidase-Fusion in Arabidopsis-Protoplasten nachgewiesen. Hoeren et al. (1998)
konnten in Arabidopsis und Nicotiana plumbaginifolia Protoplasten die Aktivierung des
ADH1-Promotors durch AtMYB2 zeigen.

Durch die konstitutive Expression von Proteinen fusioniert mit zum Beispiel GFP, GUS oder
anderen leicht nachweisbaren Markern kann in transienten Expressionsexperimenten eine

Lokalisation der Fusionsproteine in den transfizierten Zellen erfolgen (Grebenok et al., 1997).

1.3. Ziele der Arbeit

Abscisinsaure ist beteiligt an der Anpassung von Pflanzen an Umwelteinflissen wie Kalte,
Trockenheit oder Salzstre®. Die Kenntnis der Stre3situation von Pflanzen und deren
mogliche Beeinflussung kann etwa flr landwirtschaftlich genutzte Pflanzen von Bedeutung
sein. Durch verschiedene Ansatze wurden an der ABA-Signaltransduktion beteiligte
Komponenten identifiziert und Einblicke in die molekularen Mechanismen der
Signalweiterleitung gegeben. Viele Bestandteile des komplexen und verzweigten Netzwerkes
sind jedoch noch nicht identifiziert. Daruberhinaus muf} die Positionierung der beteiligten
Mechanismen zueinander bestimmt werden.

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Modellsystems zur Analyse der ABA-
Signaltransduktion in Arabidopsis thaliana. Als Erganzung zu Transgenen sollten in
maoglichst kurzer Zeit Aussagen Uber an der Signalkaskade beteiligte Komponenten gemacht
werden kénnen. Als mdgliches System eignet sich die transiente Expression in Arabidopsis
Protoplasten. An Hand ABA vermittelter Genregulation kénnen Effekte auf die ABA
Signalkaskade untersucht werden. Ein Vergleich der Expression in Wildtyp- und
Mutantenprotoplasten ist méglich. An der Transduktion beteiligte Komponenten kénnen als
Effektoren genutzt werden.

Vorhandene in der ABA-Antwort gestorte Mutanten sollten mit diesem System charakterisiert
werden. Die transkriptionelle Regulation von AtHB-6 einem durch ABA induzierten
Transkriptionsfaktor wurde untersucht. Durch die Fusion an GFP ergeben sich Mdglichkeiten

fur eine zellulare Lokalisation von an der ABA-Signaltransduktion beteiligten Proteinen.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Pflanzen

Okotypen

In dieser Arbeit wurde mit Arabidopsis thaliana als Modellpflanze gearbeitet. Verwendet
wurden die Okotypen Reschiev (RLD), Columbia (Col) und der die erecta-Mutation tragende
Okotyp Landsberg erecta (La-er).

Alle Okotypen sind tiber das Arabidopsis Biological Resource Center, Ohio, USA erhaltlich.

Mutanten

Die untersuchten gca-Mutanten wurden von Dr. M. Iten im Labor von Prof. Dr. E. Grill isoliert
(Iten 1992) und von Dr. T. Ehrler (1997) und Dr. G. Benning (1999) weiter bearbeitet. Die
gegenuber ABA hypersensitive Mutante ahrl wurde von Dr. Y. Wang identifiziert und
charakterisiert. Die ABA-insensitiven Mutanten abil und abi2 (Koornneef et al., 1984) sind

Uber das Arabidopsis Biological Resource Center erhaltlich.

Transgene

Fir Kreuzungen wurden von Dr. A. Himmelbach (1999) generierte transgene Linien
verwendet. Diese Linien entstanden durch Transformation mit Konstrukten zur konstitutiven
Expression verschiedener AtHB-6 Versionen (Séderman et al., 1999). Von AtHB-6, einem
Homdéodoman-Leucin-Zipper Transkriptionsfaktor (Ruberti et a., 1991), wurde die Volllange
cDNA in sense sowie antisense Orientierung und eine Form, bei welcher die DNA-bindende
Doméne von AtHB-6, Helix 3, deletiert ist (vgl. Abb. 42), jeweils unter der Kontrolle des

CaMV 35S Promotors, fir die Transformation der Pflanzen eingesetzt.

2.1.2. Mikroorganismen

Der Agrobakterium tumefaciens Stamm C58 mit dem Ti-Plasmid pGV3850 (Zambrisky et al.,
1983) beziehungsweise mit pGV3101 (Koncz und Schell, 1986) wurde fir die in Planta
Transformation verwendet. Die E. coli Stdmme DHS5a und JM110 (Stratagene GmbH,

Heidelberg) wurden bei Klonierungen eingesetzt.
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2.1.3. Plasmid Vektoren

In Tab. 1 sind die fir Klonierungen, Transformation und Transfektion genutzten Vektoren

dargestellt.
Vektor Referenz Kurzbeschreibung Verwendung
Binarer Vektor fir Konstruktion von pBIAscl (vgl.
PBI121 Jefferson 1987 Agrobakterien Abb. 60)
GUS-Kassette unter Kontrolle | Reportergenkonstrukte/interner
pBI221 Jefferson 1987 des 35S Promotors in pUC18 Standard flr Transfektionen
pSK’ ﬁ;?;i?;:rz Vektor fur Klonierungen Reportergenkonstrukte
PSMGFP Davis 1996 Soluble modified GFP Reportergenkonstrukte
PSMRSGFP Davis 1996 Soluble mo%f::eg red shifted Reportergenkonstrukte
. Interner Standard fir
PAEQ Prasher 1985 Aequorin-cDNA Transfektionen
pGEM-luc Promega, USA Luciferase-cDNA Reportergenkonstrukte
pJD301 Luehrsen 1992 Lumfzr:ssgggnpurgtniggorgtroIIe Standard flr Transfektionen
. Cosmid (genomisches Cosmidtransfekton/abil —
pBIC20-abit Meyer 1994 Fragment mit abil Gen) Expressionsvektor
. . Cosmid (genomisches Cosmidtransfektion/abi2 —
pBIC20-abi2 Rodriguez 1998 Fragment mit abi2 Gen) Expressionsvektor
San2 Futterer 1990 35SS1Promotor GFP-Expressionsvektoren
p3sSAtHB-6 | HMReDaN | Atp.6-Expressionsvektor Transfektion
: Himmelbach Antisense AtHB-6- .
pAntiAtHB-6 2001 Expressionsvektor Transfektion
Himmelbach . .
pAAtHB-6 2001 AH3 AtHB-6-Expressionsvektor Transfektion

Tab. 1: Vektoren

Far transiente Expressionsexperimente zur Untersuchung der AtHB-6 Regulation fanden

verschiedene von Dr. A. Himmelbach zur Verfliigung gestellte Vektoren Verwendung. Diese

pBlI221 Derivate dienten zur Uberexpression verschiedener AtHB-6 Versionen, analog zu

den fur Kreuzungen verwendeten transgenen Pflanzen. AtHB-6 in sense (p35SAtHB-6) und

antisense (pAntiAtHB-6) Orientierung sowie die fir die DNA-Bindedomane deletierte Version
(pAAtHB-6) wurde eingesetzt.
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2.1.4. Enzyme

Die zur Protoplastierung benutzten Enzymfraktionen Macerozym R-10 und Cellulase R-10
wurden aus Japan von Yakult Honshia Co. Ltd. importiert.
DNA-modifizierende Enzyme, Restriktionsenzyme, Nukleasen und Proteasen sowie deren

Puffer sind von verschiedenen Firmen bezogen worden. In Tab. 2 sind die Bezugsquellen

zusammengefaldt.

Enzyme Hersteller

Restriktionsenzyme MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
T4-Ligase / -Kinase MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
alkalische Phosphatase Boehringer Mannheim GmbH
TAQ-Polymerase MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Pwo-Polymerase Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Vent-Polymerase New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.
M-MuLV RT Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Klenow-Fragment Polymerase MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Endonukleasen (Mung Bean) New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.
Ribonuklease A Serva GmbH, Heidelberg
Desoxyribonuklease (RNAse-frei) | Boehringer Mannheim GmbH

Lysozym Fluka Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Tab. 2: Enzyme

2.1.5. Chemikalien

Alle Feinchemikalien und Lésungsmittel sind, sofern nicht anders angegeben, von den
Firmen Fluka/Sigma und Serva bezogen worden. Das Detergens Silvet L-77 stammte von
Lehle Seeds (Round Rock, Texas, USA). Das Antibiotikum Betabactyl (Timenthen) ist ein
Gemisch aus Ticarcillin (500 mg Dinatriumsalz) und Clavulansaure (20 mg Kaliumsalz).

Beide Komponenten sind bei SmithKlineBeecham GmbH & Co KG, Herrenberg erhaltlich.
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2.2. Methoden

2.2.1. Anzucht von Arabidopsis thaliana

Arabidopsis Pflanzen sind in Erde und steril auf Agar-Platten oder in Schuttelkulturen
angezogen worden. Die Anzucht von Arabidopsis-Keimlingen erfolgte auf einem
kombiniertem Pflanzenwachstumsmedium, das die Makrosalze aus dem MS-Medium nach
Murashige und Skoog (1962), die Mikrosalze und Vitamine nach dem B5-Medium (Gamborg
et al., 1968), 1 % Saccharose und 0,1 % 2-(N-morpholino)ethansulfonsaure (MES)-Puffer,
pH=5,8, enthielt. Fir Anwendung in Petrischalen wurde das Medium mit 0,9 % Agar
verfestigt. Hormonzusatze erfolgten nach dem Autoklavieren.

In Erde erfolgte die Anzucht in Phytokammern (Conviron, Kanada) unter
Langtagbedingungen von 16 h Licht (100 yEM?3™, 17 °C, 65 % Luftfeuchtigkeit) und 8 h
Dunkelheit (22 °C, 75 % Luftfeuchtigkeit) in einer Perlit-Einheitserde (Typ T) Mischung (15-
20 Pflanzen pro 9 x 9 cm Topf). Die Generationszeit unter diesen Bedingungen lag bei 6-8
Wochen.

Far die Anzucht auf Agar-Platten oder in Schuttelkulturen wurden Arabidopsis-Samen
zunachst in einer Lésung aus 80 % Ethanol und 0,1 % Triton-X 100 fir 30 min sterilisiert,
anschlielend einmal mit sterilem Wasser gewaschen und mit 3 % Natriumhypochlorit-
Lésung flr 5 min ein zweites Mal sterilisiert. Die abschlieBend mindestens funf Mal mit
sterlem Wasser gewaschenen Samen wurden entweder auf verfestigtem
Wachstumsmedium einzeln ausplattiert oder in flissigem Wachstumsmedium (30 ml Medium
mit 20 Samen pro 100 ml Erlenmeyerkolben) in Schittelkulturen bei 105 Umdrehungen pro
Minute weiterkultiviert. Die Anzucht der sterilen Kulturen erfolgte unter Dauerlicht (100 pEh
[51) bei 22 °C. Um die eventuell noch vorhandene Dormanz zu brechen, wurden die

hydratisierten Samen vor der Kultivierung zwei Tage bei 4 °C gelagert.

2.2.2. Klonierungstechniken

Standardklonierungstechniken, wie Resriktionsverdau, Ligation, E.coli Transformation,
Polymerasekettenreaktion (PCR) oder  Agarosegelelektrophorese, wurden den
Standardprotokollen entsprechend durchgeflihrt (Sambrook und Russell, 2001). Fir PCR
wurde Pwo- oder Vent-Polymerase zur Verringerung der Fehlerrate verwendet.
Oligonukleotide fir PCR oder Ligationen wurden von MWG-Biotech AG bezogen (siehe

Anhang flr die entsprechenden Sequenzen).
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2.2.3. Southern

2.2.3.1. DNA-Transfer auf Nylon-Membranen

Uber Gelelektrophorese getrennte DNA wurde mittels eines Kapillarstromes auf eine positiv
geladene Nylonmembran (Biodyne B, Pall) unter alkalischer Denaturierung in 0,4 M NaOH
transferiert (Reed und Mann, 1985). Nach dem Gber Nacht durchgefiihrten Kapillartransfer ist
die Membran mit 2 x SSC neutralisiert und getrocknet worden. Zur Fixierung der DNA

wurden die Filter zusatzlich 30 min bei 80 °C gebacken.

2 x SSC: 300 mM NacCl
30 mM Natriumcitrat, pH 7.0

2.2.3.2. Herstellung von radioaktiv markierten DNA-Sonden

Sonden fiir Southern-Experimente sind mit Hilfe von [a-*P]-dATP und spezifischen
Oligonukleotiden (Sequenzen siehe Anhang) nach dem Protokoll von Feinberg und
Vogelstein (1983) hergestellt worden. Fur alle Markierungen wurde dabei der halbe Ansatz
mit 25 uCi [0-*?P]-dATP verwendet. Die Synthese erfolgte bei 37 °C fiir 2 h. AnschlieRend
wurde die Reaktion mit 10 mM Tris-HCI pH=8,0, 10 mM EDTA abgestoppt. Die DNA wurde
zur Denaturierung 10 min bei 95 °C inkubiert und danach auf Eis abgeklhlt. Die radioaktiv
markiete DNA wurde ohne Abtrennung der nicht eingebauten Nukleotide fir

Hybridisierungen verwendet.

2.2.3.3. DNA-DNA-Hybridisierung

Die DNA-DNA-Hybridisierung wurde nach Church und Gilbert (1984) in einem SDS-
Phosphat-Puffer bei 65 °C durchgefiihrt worden. Die Filter sind vor Zugabe der denaturierten
Sonde bei 65 °C in Hybridisierungspuffer flir mindestens 30 min vorhybridisiert worden, um
unspezifische Bindung der Hybridisierungsprobe zu unterdriicken. Anschlielend wurden die
Filter nach Zusatz der Sonde Uber Nacht in Réhren in einem Hybridisierungsofen (Bachofer,
Reutlingen) inkubiert. Nach Beendigung der Hybridisierung sind die Filter mit einem SDS-
Phosphat-Waschpuffer | héherer Stringenz fir 30 min unter mehrmaligen Wechsel der
Losung gewaschen worden, bis nur noch ein leichtes Hintergrundsignal mit einem
Handmonitor zu detektieren war. Bei hohem Hintergrundsignal wurde mit einem zweitem
SDS-Phosphat-Puffer Il stringenter gewaschen.

Die Analyse der markierten Filter erfolgt mit einem Phosphorimager (BAS 1800) der Firma
Fuji und der entsprechenden Software TINA der Firma Raytest (Straubenhardt,
Deutschland).
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Hybridisierungspuffer: 400 mM Na-Phosphat (pH=7,2)
7 % SDS
1 mM EDTA

Waschpuffer I: 40 mM Na-Phosphat (pH=7,2)
5 % SDS
1 mM EDTA

Waschpuffer II: 40 mM Na-Phosphat (pH=7,2)
1% SDS
1 mM EDTA

2.2.4. Northern und RTPCR

2.2.4.1. RNA-Isolation

RNA wurde aus 14 Tage alten, in Schittelkulturen angezogenen Keimlingen nach der
Methode von Chomczynski und Sacchi (1987) isoliert. Das Pflanzenmaterial wurde in
flussigem Stickstoff gemorsert. Etwa 100 mg gefrorenes Pulver wurde mit 0,5 ml Lésung D
versetzt und homogenisiert. Zu der erhaltenen Suspension wurden 50 i
Natriumacetatlosung gegeben. Nach Mischen wurde mit wassergesattigtem Phenol und
Chloroform/Isopentanol extrahiert. Nach 15 min Inkubation auf Eis und Zentrifugation (12000
rom; 20 min; 4°C) wurde der waRrige Uberstand zur RNA-Fallung mit gleichem Volumen
Isopropanol versetzt. Nach 1-2 h bei —20°C wurde wie oben zentrifugiert, der Riickstand in
300 pl Lésung D resuspendiert und erneut mit gleichem Volumen Isopropanol prazipitiert.
Das nach Zentrifugation erhaltene Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet
und in DEPC behandeltem Wasser gelost.

Zur weiteren Reinigung schlof3 sich ein LiCl-Fallungsschritt an mit 0,2 Volumen 8 M LiCl zur

selektiven Prazipitation groRer RNA (Sambrook und Russell, 2001).

Lésung D: 4 M Guanidinium-Thiocyanat
25 mM Natriumcitrat, pH=7,0
0,5 % Natriumlaurylsarcosin
0,75 % B-Mercaptoethanol

Natriumacetat: 2 M, pH=4,0
Phenol: wassergesattigt
Chloroform/Isopentanol: 49 1

DEPC behandeltes H,0 : H,O mit 0,001 Volumen DEPC versetzt
bei RT 24 h inkubiert, autoklaviert

2.2.4.2. Northern Blot
Zu den RNA-Proben (10-20 pg Gesamt-RNA) wurden 2 uyl 5 x MOPS, 3,5 ul 37,5%iger

Formaldehyd und 10 pl deionisiertes Formamid gegeben. Nach 15-minitiger Denaturierung
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bei 55°C und Mischen mit 1 pul RNA-Auftragspuffer wurde das Probengemisch auf das Gel
aufgetragen. Der Gellauf erfolgte Uber Nacht bei 50 V in 1 x MOPS-Laufpuffer. Vor dem
Kapillartransfer wurde das Gel 10 min mit H,O und 10 min mit 20 x SSC gewaschen. Der
Transfer erfolgte Uber Nacht mit 20 x SSC auf eine positiv geladene Nylonmembran. Der Blot

wurde anschlieBend mit 2 x SSC (siehe 2.2.3.1.) gewaschen und eine Stunde bei 80°C

gebacken.
5 x MOPS: 0,2 M Morpholinopropansulfonsaure

50 mM Natriumacetat

5 mM EDTA, pH=8,0
RNA-Gel: 1,2 g Agarose

in 62,2 ml H,O, 20 ml 5 x MOPS, 17,8 ml 37%iges Formaldehyd
Laufpuffer: 1x MOPS mit 30 ul EtBr Stammlésung
Deionisiertes Formamid: 100 ml Formamid inkubiert mit 10 g lonenaustauscher fir

30 min bei RT und neutralem pH und anschlief3end filtriert
RNA-Auftragspuffer: 50 % Ficoll, 1mM EDTA mit Bromphenolblau gefarbt

2.2.4.3. DIG-markierte DNA-Sonde

Die fur Northern verwendeten Sonden wurden tber eine PCR markiert. Der Reaktionsansatz
entsprach dem einer Standard-PCR, wobei ein Teil des dTTP durch DIG-markiertes dUTP
ersetzt wurde. Durch das veranderte Laufverhalten wurde der Einbau auf einem Agarosegel

Uberprift.

DIG-dNTP-Mix: 2 mM dATP, 2 mM dCTP, 2 mM dGTP, 1,3 mM dTTP,

0,7 mM DIG-dUTP
2.2.4.4. Hybridisierung
Der gebackene Northernblot wurde mit 2 x SSC befeuchtet und bei 68°C im
Hybridisierungsofen (Bachofer, Reutlingen) mit Prahybridisierungslosung aquilibriert.
Wahrendessen wurde die DIG-markierte Sonde denaturiert und zu einer abgemessenen
Menge auf 68°C temperierten Prahybridisierungspuffer gegeben. Nach einer Stunde
Prahybridisierung wurde die Prahybridisierungslésung gegen die Hybridisierungslésung
ausgetauscht und der Blot Gber Nacht bei 68°C inkubiert.

Prahybridisierungslésung: 0,25 M Na,HPO,, pH=7,2
1 mM EDTA
20 % SDS
0,5 % Blocking Reagenz

Hybridisierungslésung: wie Prahybridisierungslosung mit 10 ng/ml DIG-markierter
denaturierter Sonde
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2.2.4.5. Immundetektion

Durch stringentes Waschen mit Waschpuffer bei 65°C wurde die unspezifisch gebundene
Sonde entfernt. Nachfolgende Schritte wurden bei Raumtemperatur auf einem Schiittler
ausgeflihrt. Der Blot wurde zunachst mit Waschpuffer | gewaschen und anschlieflend zur
Absattigung unspezifischer Proteinbindungsstellen eine Stunde mit Blockierungspuffer
inkubiert. Darauf folgte die Zugabe des 1:20.000 mit Waschpuffer | verdinnten, DIG-
gerichteten und AP-gekoppelten Antikérperkonjugats (37,5 mU/ml entsprechend den
Angaben des Herstellers, Boehringer Mannheim GmbH). Nach 30 min wurde
Uberschussiges Konjugat durch viermaliges Waschen mit Waschpuffer | entfernt. Zur
Einstellung des pH-Werts und der Salzkonzentration fir die alkalische Phosphatase wurde
der Blot vor Zugabe des Substrats 5 min in Substratpuffer aquilibriert. Das Substrat CDP*
wurde 1:100 in Substratpuffer verdinnt, auf der Membran verteilt und dort fir 5 min
belassen. Die anschlieRend in Plastikfolie eingeschweil’te Membran wurde mit der RNA-
Seite zum Rodntgenfilm weisend exponiert. Die Expositionszeit lag bei 3 h. Verwendete

Antikérper sowie Substrat und DIG-markiertes dUTP stammten von Boehringer Mannheim.

Waschpuffer (65°C): 20 mM Na,HPO,
1 mM EDTA
1 % SDS
Waschpuffer I: 0,1 M Maleinsaure
3 M NaCl
0,3 % Tween 20
Blockierungspuffer: 0,5 % Blocking Reagenz (Boehringer Mannheim GmbH) in
Waschpuffer |
Konjugatpuffer: anti DIG-Fab-Fragment 1:20.000 in Blockierungspuffer
Substratpuffer: 0,1 M Tris-HCI, pH=9,5
0,1 M NaCl
50 mM MgCl,
Substrat: CDP* (25 mM) 1:100 in Substratpuffer

2.2.4.6. Reverse Transkription von RNA und RT-PCR

Die verwendete RNA wurde mit RNAse-freier DNAse behandelt, die DNAse anschlieRend
hitzeinaktiviert und die RNA mit Ammoniumacetat und Ethanol prazipitiert (Sambrook und
Russell, 2001). Fur die cDNA-Synthese wurde M-MuLV-Reverse Transkriptase von Peqlab
Biotechnologie GmbH, Erlangen verwendet. Die einzelnen Reaktionsschritte erfolgten im
Robocycler von Stratagene. Im ersten Schritt wurde 1 yg RNA bei 65°C fur 10 min
denaturiert. Nach dem Zusatz von DTT, RNAsin, Oligonukleotiden und dNTP's wurde flr
weitere 10 min bei 45°C und anschlielend nach der Zugabe des Reaktionspuffers und der

Reversen Transkriptase 1 h bei 37°C in einem Endvolumen von 10 pl inkubiert.
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Endkonzentrationen im Reaktionsgemisch:

RNA: 0,14/l
DTT: 10 mM
RNAsin: 1 u/pl
Oligonukleotide: 2 uM
dNTPS: 1 mM

Reaktionspuffer: 50 mM Tris-HCI (pH=8,3), 6 mM MgCl,, 40 mM KCI, 50 ug/ml BSA
RT: 5 u/pl

Die RT-PCR wurde analog zur PCR durchgefiihrt. Als Matrize wurde ein Aliquot des mit
Natriumacetat (pH=5,2; Endkonzentration: 0,3 M) und Ethanol (100 %; 2 Volumen) gefallten
und in H,O gelésten RT-Ansatzes verwendet. Die erhaltenen Produkte wurden Uber ein
Agarosegel (1 %) aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Zum Teil wurden die Produkte
fur einen empfindlicheren Nachweis in einem Southern (2.2.3.) mit radioaktiv markierten

Sonden detektiert.

2.2.5. In planta Transformation von Arabidopsis thaliana

Stabile Transformationen von Arabidopsis thaliana wurden mit Hilfe des Agrobacterium
tumefaciens vermittelten Transfers und der Vakuuminfiltrationsmethode nach Bent et al.
(1994) durchgeflihrt. Als binarer Ausgangsvektor fir Konstrukte wurde pBl121 (Jefferson,
1987) verwendet. Zunachst sind flr die Transformation die Agrobakterium-Zellen mit den
entsprechenden Konstrukten angezogen worden. Dafir wurden 3 ml Vorkulturen mit
Einzelkolonien angeimpft und Uber Nacht in LB-Medium mit Kanamycin (50 pg/ml) und
Rifampicin (10 pug/ml) bei 30 °C inkubiert. Ausgehend von diesen frischen Vorkulturen wurde
eine Hauptkultur von 200 ml LB-Medium ohne Selektion fir 24 h bei 30 °C angezogen. Die
im Anschlu® abzentrifugierten Zellen (3000 g, 4 °C, 10 min) wurden in dem
Infiltrationsmedium resuspendiert. Die eigentliche in planta Transformation ist mit 5-6
Wochen alten, gerade blihenden Pflanzen (9 x 9 cm Tépfe mit 15-20 Pflanzen) durchgefihrt
worden. Die Infloreszenzen wurden kopfluber in die Agrobakterium-Zellen-Suspension
gehalten und fir 5 min durch Anlegen eines Vakuums (100 mbar) mit den Zellen infiltriert.
Dabei sind alle Bliten und die Rosetten der Pflanzen von der Zell-Suspension benetzt
worden. Bei Zugabe des Detergens Silvet L-77 konnte auf das Anlegen des Vakuums
verzichtet werden, die Pflanzen wurden nur komplett in die Agrobakterium-Suspension
eingetaucht. Die infiltrierten Pflanzen sind fir 2 bis 4 Wochen bis zur Samenreife kultiviert
worden. Die gesetzten Samen (T,) wurden mit Hilfe von Kanamycin nach Transgenen
selektioniert. Fir das Einbringen von Konstrukten wurden die Okotypen Columbia ,RLD oder
La-er verwendet. Die Transformationseffizienzen bei Columbia und RLD betrugen 0,1-1 %,

bei La-er lag die Transformationsrate unter 0,1 %.
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Infiltrationsmedium: 0,5x MS-Medium (Murashige und Skoog, 1962) mit
50 g/l Saccharose
10 pg/l BAP
50 ul/l Silvet L-77

2.2.5.1. Analyse von transgenen Pflanzen

Selektion

Arabidopsis Samen aus der Ty,-Generation wurden mittels Kanamycin auf Transgene
selektiert. Die sterilisierten Samen sind auf Wachstumsmedium mit Kanamycinsulfat (50
Mg/ml) und Betabactyl (30 pg/ml) ausplattiert worden. Die Wachstumsbedingungen
entsprachen den Bedingungen, unter denen Arabidopsis-Keimlinge auf Agarplatten
angezogen wurden. Nach 10 Tagen Wachstum auf kanamycinhaltigem Medium konnten die
antibiotikumresistenten, transgenen Keimlinge an ihrem kontinuierlichen Wachstum
identifiziert werden. Nicht transgene Keimlinge wurden im Wachstum gehemmt und bleichten

schliefRlich aus.

Isolation von genomischer DNA

Genomische Pflanzen-DNA wurde nach der CTAB-Methode von Rogers und Bendich (1994)
isoliert. Verwendet wurde Blattmaterial von in Erde angezogenen Pflanzen wie auch steril
angezogene Keimlinge (Agar-Platten oder Schuttelkulturen). Um die Zellwande
aufzubrechen und das Pflanzenmaterial zu homogenisieren wurde dieses zunachst in
flussigem Stickstoff fein gemorsert. AnschlieBend ist das feine Pulver in bei 65 °C
vorgewarmtes 2 x CTAB aufgenommen (1 ml / g Frischgewicht Pflanzenmaterial) und
resuspendiert worden. Die CTAB-Phase wurde zur Entfernung von Proteinen und
Chlorophyllen zweimal mit Chloroform extrahiert. Vor der zweiten Extraktion wurde die
Lésung mit 1/10 Volumen vorgewarmtem (65 °C) 10 x CTAB versetzt. Nach der Fallung des
CTAB-DNA-Komplexes unter Niedrigsalz Bedingungen mit 1,3 Volumen CTAB-
Prazipitationspuffer ist die DNA wieder in Hochsalz-TE aufgenommen worden. Die
schlieRlich mit Ethanol prazipitierte DNA wurde phenolisiert und in 0,1 x TE gel6st. Zur
Isolation von DNA aus Einzelpflanzen sind 300-400 mg Blatt- oder Keimlingsmaterial
aufgearbeitet worden. Aus dieser Materialmenge wurden etwa 5 ug DNA isoliert. Die DNA

wurde flir PCR-Analysen eingesetzt.

2 x CTAB: 2% CTAB
100 mM Tris-HCI (pH=8,0)
20 mM EDTA
1,4 M NaCl
1% PVP

10 x CTAB: 10 % CTAB
700 mM NaCl
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CTAB-Prazipitationspuffer: 1 % CTAB
50 mM Tris-HCI (pH=8,0)
10 mM EDTA

Hochsalz-TE : 10 mM Tris-HCI (pH=8,0)
1 mM EDTA
1 M NaCl

0,1 x TE: 1 mM Tris-HCI (pH=8,0)
0,1 mM EDTA

2.2.6. Kreuzungen

Die fur Kreuzungen verwendeten, etwa 3-4 Wochen alten, blihenden Pflanzen waren in
Phytokammern in Erde angezogen worden. Kurz vor der Blitenentfaltung wurden beim
Pollenrezeptor zwei bis drei geschlossene Bluten emaskuliert. Kelch-, Bliten- und
Staubblatter der Blaten wurden mit einer Pinzette entfernt und damit die Gynoeceen
freigelegt. Die restlichen Bliten des Blitenstandes wurden ebenfalls entfernt.

Mehrere reife Staubblatter einer frisch gedffneten Blite des Pollendonors wurden zur
Bestdubung der freigelegten Narbe des Pollenrezeptors verwendet. Um eine weitere
unkontrollierte Bestdubung zu verhindern wurden die kinstlich bestdubten Fruchtknoten in
Frischhaltefolie eingepackt. Die reifen F1-Samen der Kreuzungen wurden zwei bis drei
Wochen nach der Bestaubung geerntet.

Gekreuzt wurden homozygote, kanamycinresistente Reporterlinien mit Mutanten
beziehungsweise mit anderen homozygoten transgenen Linien. Pollendonator war jeweils
die Reporterlinie. Die erfolgreiche Kreuzung mit Mutanten wurde Uber Kanamycinselektion
der F1-Samen getestet. Bei Kreuzungen mit anderen ebenfalls kanamycinresistenten
Transgenen wurden die Kreuzungen mittels des entsprechenden Reportergenassays
Uberprift. Fur weitere Experimente wurden segregierende F2-Samen der erfolgreichen

Kreuzungen eingesetzt.

2.2.7. Transiente Expression in Arabidopsis Protoplasten

2.2.7.1. DNA-Isolation fir Transiente Expression

Fir transiente Expressionsexperimente wurden relativ grolRe Mengen an Plasmid-DNA, etwa
100 pg pro Transfektion, bendtigt. Gereinigt wurde die DNA aus E. coli-Kulturen Uber
alkalische Lyse der Zellen und mehrere Fallungs- und Extraktionsschritte (Sambrook und
Russell, 2001).

Mit einer Vorkultur wurden 400 ml LB-Medium angeimpft und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Die Bakteriensuspension wurde bei 4 °C abzentrifugiert (4.000 U/min; 25 min), der
Uberstand verworfen und das erhaltene Pellet in 10 ml Lésung 1 resuspendiert. Durch den

Zusatz von Lésung 2 erfolgte bei Raumtemperatur flr 30 min die Lyse der Bakterien. Mit der
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Zugabe von 15 ml der Lésung 3 wurde SDS mit Proteinen und genomischer DNA gefallt.
Nach 30-miniitiger Zentrifugation (4 °C; 8.000 U/min) wurde der Uberstand durch Faltenfilter
filtriert und mit 100 pyl RNAse (10 mg/ml) versetzt. Zum RNA-Verdau wurde die klare Lésung
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Mit Zusatz von 60 ml 2-Propanol ist die Plasmid-DNA
gefallt worden. Das nach der Zentrifugation bei 4 °C (8.000 U/min; 30 min) erhaltene Pellet
wurde bei Raumtemperatur getrocknet und in H,O geldst. Zur weiteren Reinigung ist die
Ldsung mehrmals, bis keine Interphase mehr erkennbar war, mit
Phenol/Chloroform/Isopentanol und Chloroform/Isopentanol extrahiert worden. Noch
vorhandene Chloroform/Isopentanol-Reste wurden durch eine Fallung mit Natriumacetat (3
M, pH=5,6) und Ethanol entfernt. Im Anschlu® wurde die in H,O gel6ste DNA mit einem
Volumen PEG-Ldsung versetzt und bei 4 °C zentrifugiert (12.000 U/min; 20 min). Das mit
80%igem Ethanol gewaschene Pellet ist bei Raumtemperatur getrocknet und in H,O geldst
worden. AbschlieRend wurde nochmals mit Chloroform/Isopentanol extrahiert und die
Plasmid-DNA mit Natriumacetat und Ethanol geféllt. Nach dem Waschen mit 80%igem
Ethanol wurde die DNA in mdglichst kleinem Volumen H,O aufgenommen. Die

Konzentrationsbestimmung der Plasmid-DNA erfolgte photometrisch bei 260 nm.

Lésung 1: 50 mM Glucose
10 mM EDTA (pH=8,0)
10 mM Tris-HCI (pH=8,0)

Losung 2 : 0,2 M NaOH

1 % SDS
Losung 3 : 3 M CH3COOK*-CH;COOH (pH=5,0)
PEG-L6sung: 13 % PEG-6000

1,6 M NaCl

Phenol/Chloroform/Isopentanol: 49:48:1

Chloroform/Isopentanol: 48:1

2.2.7.2. Protoplastierung

Die Protoplastenpraparation erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Abel und
Theologis (1994). Zur Protoplastierung wurden etwa 4 Wochen alte, in Erde angezogene
Pflanzen verwendet. Von diesen Pflanzen sind 3-4 g Blatter abgeschnitten und mit 0,5 M
Mannitldsung gewaschen worden. Das Blattmaterial wurde anschlieBend in 20 ml
Enzymlésung dberflihrt und bei 23 °C fur 3 h geschittelt (50 U/min). Die entstandene
Protoplasten-Suspension wurde durch ein Netz mit 150 ym Maschenweite zur Abtrennung
unverdautem Materials filtriert. Nach einer Zentrifugation bei 60 g fiir 2 min ist der Uberstand
abgenommen und das Pellet vorsichtig in Waschlésung 1 resuspendiert worden. Der
Waschvorgang wurde mit gleichen Zentrifugationsbedingungen und Waschlésung 2

beziehungsweise WI wiederholt bis die Protoplasten schlieBlich nach nochmaliger
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Zentrifugation in MaMg aufgenommen wurden. Die Anzahl der Protoplasten wurde vor dem
letzten Zentrifugationsschritt bestimmt. Zur Kontrolle der Lebensfahigkeit der Zellen ist mit
Fluoresceindiacetat angefarbt worden (Nunberg und Thomas, 1993). Mittels eines
Hematocytometers wurde die Anzahl der fluoreszierenden Protoplasten pro Volumeneinheit
mit einem Zeiss Axioskop und einem FITC Filtersatz (480 (40) nm Anregungs-, 505 nm
Sperr- und 535 (50) nm Emissionsfilter) ermittelt. FDA geldst in Aceton wurde auf das
Hematocytometer aufgebracht. Nachdem der Aceton verdampft war wurde die
Protoplastensuspension aufgetragen, mit Deckglas versehen und ausgezahlt. Mit MaMg ist
der Zahlung entsprechend eine Konzentration von 4*10° Protoplasten pro ml eingestellt

worden.

Enzymlésung: 1 % Cellulase R-10
0,25 % Macerozyme R-10
400 mM Mannit
8 mM CacCl,
1 % BSA
5 mM MES-KOH (pH=5,6)

FDA-LOsung: 1 g/l in Aceton

Bei der Herstellung der Enzymlésung wurde eine Stammldsung mit 2 % Cellulase, 0,5 %
Macerozyme und 10 mM MES-KOH (pH=5,6) gegen 10 mM MES-KOH (pH=5,6) zweimal flr
je 2 h dialysiert und mit PMSF (0,5 mM) behandelt. AnschlieRend wurde Mannit und CacCl,
zugesetzt und die Losung bei 55 °C fur 30 min inkubiert. Nach dem Zusatz von BSA und der
Kontrolle des pH-Wertes wurde die fertige Losung durch 0,22 pm Filter sterilfiltriert,
aliquotiert und bei —20 °C gelagert.

Waschlésung 1: 167 mM Mannit
133 mM CacCl,

Waschlésung 2: 333 mM Mannit
67 mM CacCl,

WI: 0,5 M Mannit
20 mM KCI
1 % BSA
4 mM MES-KOH (pH=5,8)

MaMg: 400 mM Mannit
15 mM MgCl,
5 mM MES-KOH (pH=5,6)

2.2.7.3. Transfektion und Kultivierung der Protoplasten
Zur Forderung der DNA-Aufnahme in die Protoplasten wurde Polyethylenglycol verwendet.

Die zu transfizierende DNA wurde in gleichem Volumen 1M Mannit vorgelegt. Zu dieser
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Lésung wurden 2*10° Protoplasten in MaMg gegeben und die Suspension vorsichtig
gemischt. Nach dem Zusatz von einem Volumen PEG-Lésung wurde wieder vorsichtig
gemischt und die Suspension fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend
wurden 4 Volumen WI (2.2.6.2.) zugegeben. Die erhaltene Suspension ist bei 60 g fir 2 min
zentrifugiert worden und wurde in WI resuspendiert. Nach nochmaliger Zentrifugation unter
gleichen Bedingungen wurde das Pellet wieder in WI aufgenommen. Je nach Experiment
wurde die Protoplastensuspension gesplittet und mit Zusatzen wie Abscisinsdure versehen.
Die verschiedenen Proben wurden schlief3lich im Dunkeln bei 23 °C und Schitteln mit 30

U/min bis zur weiteren Verwendung inkubiert.

PEG-L6sung: 300 mM CaCl,
40 % PEG-4000
0,5 % MES-KOH (pH=5,8)

Alternativ zur PEG-vermittelten DNA-Aufnahme wurden Protoplasten elektroporiert (Nunberg
und Thomas, 1993). Die gewaschenen Protoplasten wurden in Elektroporationspuffer
aufgenommen. Etwa 10° Zellen wurden in Elektroporationskiivetten mit 2 mm
Elektrodenabstand (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen) tberfihrt, fir 10 min auf Eis
gekuhlt und schlief3lich elektroporiert (EasyJet Plus Elektroporator, Equibio; U =200V, t=8
ms, C = 600 pyF, R = 89 kQ). Nach weiteren 10 min auf Eis wurden die Zellen mit
Elektroporationspuffer auf 2,5 ml Endvolumen verdinnt und bei 23 °C im Dunkeln mit 30

U/min bis zur Extraktion inkubiert.

Elektroporationspuffer: 30 mM HEPES-NaOH (pH=7,2)
150 mM NaCl
5 mM CacCl,
427 mM Mannit

2.2.7.4. Extraktion

Fir verschiedene Reportergenassays wurden Proteinextrakte ausgehend von transfizierten
Protoplasten hergestellt. Je nach Reportergen wurden unterschiedliche Extraktionspuffer
verwendet. Zuerst wurden die Protoplasten bei 60 g 2 min zentrifugiert und mit 0,5 M Mannit
gewaschen. Bei gleichen Zentrifugationsbedingungen wurde die Protoplastensuspension
moglichst weit eingeengt und schlief3lich in 100 pl Extraktionspuffer aufgenommen. Zum
Aufschlufy der Protoplasten wurden diese resuspendiert und schockgefroren. Der nach
Zentrifugation (14.000 U/min; 5 min) erhaltene Uberstand wurde bei —80 °C gelagert und fir

die unterschiedlichen Reportergenassays eingesetzt.
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2.2.8. Aktivitdtsnachweis von Reportergenen

2.2.8.1. B-D-Glucuronidase

Die B-D-Glucuronidaseaktivitat wurde nach den Angaben von Jefferson (1987) bestimmt. In
transienten Expressionsexperimenten wurde, wenn ausschliel3lich Glucuronidase-Aktivitat
untersucht werden sollte, mit GUS-Extraktionspuffer nach oben beschriebener
Vorgehensweise (2.2.7.4.) extrahiert. Fur die Bestimmung von Luciferase- und GUS-Aktivitat
nebeneinander wurde zur Extraktion CCLR benutzt (Luehrsen et al., 1992). Fir die
Extraktion aus ganzen Pflanzen wurde das Pflanzenmaterial in fliissigem Stickstoff gefroren,
gemdrsert und in GUS-Extraktionspuffer aufgenommen (etwa 50 mg Pflanzenmaterial pro
200 pl Extraktionspuffer). Der nach Zentrifugation (10 min, 14.000 U/min) erhaltene klare
Uberstand wurde fir den GUS-Nachweis eingesetzt. Die im Extrakt vorhandene
Glucuronidaseaktivitat wurde fluorimetrisch erfaldt. Als Substrat ist 4-Methylumbelliferyl-B-D-
Glucuronid verwendet worden. Die [B-D-Glucuronidase katalysiert die Esterhydrolyse und
damit die Freisetzung von 4-Methylumbelliferon. 4-Methylumbelliferon kann fluorimetrisch
(365 nm Anregung; 460 nm Emission) quantifiziert werden. Die Messung wurde in
schwarzen Mikrotiterplatten (Nunc GmbH & Co. KG) im HTS 7000 Plus Bioassay Reader
von Perkin Elmer durchgefuhrt. Zu 50 ul Extrakt wurden 100 pl Assaypuffer gegeben. Nach
10 s Schitteln im Bioassayreader wurde tber 30 min alle 2 min die Fluoreszenz gemessen.
Die gemessene Zunahme der relativen Fluoreszenz pro Zeiteinheit ist direkt proportional zur
Enzymaktivitat. Zur Standardisierung wurde 4-Methylumbelliferon verwendet.

Bei histochemischen Farbungen in Keimlingen wurde als Substrat fur die Glucuronidase 5-
Bromo-4-chloro-3-indolyl-glucuronid (X-Gluc) eingesetzt. Die Keimlinge wurden kurz mit
Farbeldésung vakuuminfiltriert und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. AnschlieRend ist aus dem
Gewebe mit 80%igem Ethanol bei 80 °C das Chlorophyll extrahiert worden, um auch

schwachere Blaufarbung sichtbar zu machen.

GUS-Extraktionspuffer: 50 mM Na-Phosphatpuffer (pH=7,0)
10 mM B-Mercaptoethanol
10 mM Na,EDTA
0,1 % Natrium-Lauryl-Sarcosin
0,1 % Triton X-100

CCLR: 25 mM Tris-Phosphatpuffer (pH=7,8)
2mMDTT
2 mM 1,2-Diaminocyclohexan-N,N,N",N -tetraessigsaure
10 % Glycerin
1 % Triton X-100

Assaypuffer: 1 mM 4-Methylumbelliferyl-3-D-glucuronid
50 mM Na-Phosphatpuffer (pH=7,0)
10 mM B-Mercaptoethanol
10 mM Na,EDTA
0,1 % Natrium-Lauryl-Sarcosin
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0,1 % Triton X-100

Farbelésung: 50 mM Na-Phosphatpuffer (pH=7,0)
1 mM X-Gluc
0,5 % Dimethylformamid

2.2.8.2. Photinus pyralis Luciferase

Luciferasebestimmungen aus Extrakten wurden nach Luehrsen et al. (1992) durchgefiihrt.
Die von Luehrsen et al. (1992) beschriebene Methode flihrt zu einer Gber einen langeren
Zeitraum stabilen Lichtemission beim Luciferasenachweis im Gegensatz zu sehr kurzer
Emission (0,3 s) bei Verwendung von Substratlésungen ohne Coenzym A. Fir den
Luciferasenachweis alleine oder neben [(-D-Glucuronidase wurde mit CCLR (2.2.8.1.)
extrahiert. Ausgehend von Protoplasten sind Extrakte wie oben beschrieben (2.2.7.4.)
hergestellt worden. Ganze Pflanzen wurden in flissigem Stickstoff gefroren, gemoérsert und
in Extraktionspuffer (etwa 50 mg Pflanzenmaterial in 200 pyl CCLR) aufgenommen.
Luciferase ist im, durch Zentrifugation (10 min, 14.000 U/min) erhaltenen, klaren Uberstand
bestimmt worden. Fir den Nachweis neben Aequorin wurde als Extraktionspuffer CCLR-
TX100 verwendet. Die Luciferaseaktivitdt der gewonnenen Extrakte ist im flash'n glow
Luminometer von Berhold in lightunits (lu) pro 90 s gemessen worden. 50 pl des jeweiligen
Extraktes wurden vorgelegt. Uber 20 s ist die Hintergrundstrahlung gemessen worden und
fur 90 s wurde, das direkt nach der Injektion des Substratpuffers emittierte Licht erfafit.
Injiziert wurden 100 ul des Substratpuffers. Beim Luciferasenachweis neben Aequorin wurde
1 % Triton X-100 zum Substratpuffer zugesetzt. In vivo in Keimlingen wurde
Luciferaseaktivitat mit einer hochsensitiven Kamera (ARGUS-50 System mit einer C2400-47
Kamera; Hamamatsu Photonics, Herrsching) nach Millar et al. (1992) nachgewiesen. Auf
Agarplatten angezogene Keimlinge wurden mit Luciferinldsung bespriiht. Anschlielend ist

Uber 30 min die Biolumineszenz aufgenommen worden.

Substratpuffer: 20 mM Tricin (pH=7,8)
1,07 mM (MgCO3)4Mg(OH)2 x 5H,0
2,67 mM MgSO,
0,1 mM Na,EDTA
33,3 mM DTT
0,27 mM Coenzym A
0,47 mM D-Luciferin (PJK GmbH, Kleinblittersdorf)
0,53 mM ATP

Luciferinldsung: 5 mM D-Luciferin (PJK GmbH, Kleinblittersdorf)
0,01 % Triton X-100

CCLR-TX100 CCLR (2.2.8.1.) ohne Triton X-100
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2.2.8.3. Aequorin

Aequorin wurde in transienten Expressionsexperimenten als interner Standard eingesetzt.
Transfizierte Protoplasten sind wie beschrieben (2.2.6.4.) mit CCLR-TX100 extrahiert
worden. Die Biolumineszenzmessung erfolgte im flash'n glow Luminometer von Berthold.
Vorgelegt wurden 50 pl des Extraktes. Uber 20 s wurde die Hintergrundemission gemessen.
Direkt nach der Injektion von 50 pl Substratldsung wurde fir 90 s die Lichtemission

bestimmt.

Substratlésung: 200 mM CacCl,
2 uM Coelenterazin (PJK GmbH, Kleinblittersdorf)

2.2.8.4. Green Fluorescent Protein (GFP)

Zur zellularen Lokalisation wurden GFP-Fusionsproteine transient in Protoplasten exprimiert.
Nach zweifachem Waschen mit 0,5 M Mannit sind die Protoplasten mit 1 Volumen
Einbettldsung auf einem Objekttrager eingebettet worden. AnschlieRend wurden sie mit
einem Zeiss Axioskop untersucht. Zum GFP-Fluoreszenznachweis wurde ein FITC-Filtersatz
mit 480 (40) nm Anregungs-, 505 nm Sperr- und 535 (50) nm Emissionsfilter eingesetzt. Die
Dapi-Fluoreszenz wurde mit einem 365 (40) nm Anregungs-, 395 nm Sperr- und 420 nm
Langpassemissionsfilter erfa3t. Aufnahmen wurden mit einer Nikon Coolpix 990 Camera

angefertigt.

Einbettlésung: 324 mM Mannit
0,2 mg/I DAPI )
geldst in Hydro-Matrix (Micro Tech Lab; Graz, Osterreich)

2.2.8.5. Proteinbestimmung

Die in Extrakten aus transgenen Pflanzen gemessene Reporteraktivitdt wurde auf den
Gesamtproteingehalt des Extraktes bezogen. Der Proteingehalt wurde Uber einen
modifizierten Bradfordnachweis nach Ramagli und Rodriguez (1985) bestimmt. Die Messung
erfolgte im HTS 7000 Plus Bioassay Reader von Perkin Elmer bei 590 nm in durchsichtigen
Mikrotiterplatten (Nunc GmbH & Co. KG). Zu 1 ul des 1:4 verdinnten Extraktes wurde 1 pl
0,1 M HCI, 8 pl H,O und 340 pl des 1:3 verdinnten Bradford-Reagenz (Bio-Rad) gegeben.
Zur Standardisierung wurde in der gleichen Mikrotiterplatte eine BSA-Eichkurve unter

Verwendung des entsprechenden Extraktionspuffers gemessen.
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2.2.9. Membranpotentialmessung an Wurzeln

Membranpotentialmessungen an intakten Wurzeln wurden nach Maathuis und Sanders
(1994) ausgefihrt. Die verwendeten Pflanzen wurden einzeln in Erde angezogen. Nach zwei
Wochen sind sie aus der Erde genommen und fiir 36 h in 0,25 x Pflanzenwachstumsmedium
ohne Saccharose weiter inkubiert worden. Dabei tauchten die Wurzeln in das bellftete
Medium ein. Ansonsten blieben die Wachstumsbedingungen (2.2.1.) unverandert. So
behandelte Pflanzen wurden mit Ton auf einer mit D1 durchspllten Glaskammer befestigt.
Im Bereich der Wurzelhaarzone ist mit einer Mikroelektrode gemessen worden. Die aus
Borosilikatglas gezogene Pipette wurde mit 1 M KCI gefillt. Mit Hilfe eines Mikromanipulators
(kombiniert hydraulisch und mechanisch) und eines inversen Mikroskops wurde die sehr
dinn gezogene Mikroelektrode injiziert. Der Vorgang des Injizierens wurde so lange
wiederholt bis ein Membranpotential erfal’t werden konnte. Nach dem Einstechen der
Elektrode nahm das Membranpotential ab bis nach einiger Zeit (30 min bis zu mehreren
Stunden) ein stabiler Wert erreicht wurde. Die Potentialdifferenzen lagen bei etwa - 200 mV
bis - 250 mV. Die Membranpotentialmessungen wurden im Labor von Prof. Dr. J. I. Schréder

an der University of California San Diego durchgefihrt.

Mikroelektrode

Mel3-
verstarker

Badelektrode

Abb. 4: Schematischer Versuchsaufbau der Membranpotentialmessung in
Wourzelzellen. Injektion der Mikroelektrode in einer Wurzelzelle ist dargestellt.
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D1:

Inverses Mikroskop :
Mikromanipulator:
Spannungsmelgerat:
A/D-Wandler:

Puller:

Glas:

Elektrodenhalter:

1,8 mM CacCl,
6 mM MgCl,
10 mM MES-Tris (pH=5,8)

Nikon Diaphot 300

hydraulisch, Newport Corporation, Irvine, USA
Duo 773 Electrometer WPI, Sarasota, USA
Axon Instuments Inc., Union City, USA (Axotape)
Sutter Instrument Co. Model P-87

Borosilicate glas 1B100F-4, WPI, Sarasota, USA
WPI, Sarasota, USA
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Ergebnisse

3.1. Etablierung eines transienten Expressionssystems zur Analyse der ABA-

Signaltransduktion

Pflanzenhormone sind an der Steuerung verschiedenster Vorgange in Pflanzen beteiligt, wie
etwa der Anpassung an Umweltbedingungen oder der Entwicklung und Differenzierung von
Pflanzen (Davies, 1995). Es ergibt sich ein komplexes Netzwerk regulatorischer Prozesse.
Abscisinsaure, wichtig bei Strelsituationen von Pflanzen, fihrt zu charakteristischen
physiologischen Reaktionen, welche zur Analyse der ABA-Signaltransduktion genutzt
werden konnen. Die Auswirkungen auf lonenfliisse, die zu einer Membrandepolarisation
fuhren (MacRobbie, 1998) oder die durch ABA vermittelte Genregulation kdnnte zur
Untersuchung der Signalkaskade verwendet werden (Sheen, 1998). Transiente
Expressionssysteme bieten dabei den Vorteil in relativ kurzer Zeit, in Vergleich zu
transgenen Pflanzen Ergebnisse zu liefern. Bei einem direkten Gentransfer in Protoplasten
kann sowohl die DNA-Konzentration wie auch die Protoplastenanzahl genau definiert
werden. Mogliche Zusatze, wie Hormone oder andere aktive Substanzen konnen in
bestimmter Konzentration allen Zellen zuganglich gemacht werden. Damit ist die transiente
Expression insbesondere in Protoplasten als ein Modellsystem zur Untersuchung ABA-
vermittelter Genregulation besonders geeignet. Fur die Etablierung des transienten
Expressionssystems zur Analyse der ABA-Signaltransduktion wurde zunachst die

Transfektion und Expression konstitutiv exprimierter Reporter untersucht.

3.1.1. Protoplastierung und Kultivierung der Protoplasten

Der erste Schritt des transienten Expressionsexperimentes, die Protoplastierung, hat sich
neben anderen Parametern als kritisch fir den weiteren Versuchsverlauf erwiesen. Bei
langerer Verdauzeit, ohne Zusatz von BSA und weiterer Aufreinigung (2.2.6.2. Herstellung
der Enzymlésung) kénnen die zum Verdau verwendeten Enzymfraktionen zu einer starken
Schadigung der Protoplasten flihren. Nachweisbar etwa durch Farbung der Uberlebenden
Protoplasten mit FDA. Damit sinkt die Expressionsrate, zum Teil so stark, dal} keine
Expression eines Reporters mehr nachgewiesen werden konnte. Abb. 5 zeigt die Abnahme
der GUS-AKktivitdt nach unterschiedlicher Protoplastierungszeit. Blattmaterial (RLD) wurde
unterschiedlich lang verdaut und ansonsten gleich behandelt. Fur die anschlieBende
Transfektion mit PEG wurden jeweils 10° RLD-Protoplasten eingesetzt und mit 100 pg

pBI221 (Jefferson, 1987) transfiziert. Nach 40 h Inkubation wurde in den entsprechenden
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Extrakten die GUS-AKktivitat bestimmt. Nach 2 h Verdauzeit wurde die hochste GUS-Aktivitat

erreicht, jedoch ist die Protoplastenausbeute bei kurzer Verdauzeit sehr gering (Abb. 5).

—O— GUS-Aktivitat
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—B— Protoplastenanzahl
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5 g Abb. 5: Abhangigkeit der Reporteraktivitat
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Der Zusatz von BSA, die PMSF-Behandlung und Dialyse der Enzymlésung wirkte sich
positiv auf die Reportergenexpressionsrate aus. Abb. 6 zeigt die Reporteraktivitat nach
unterschiedlich langer Protoplastierung mit entsprechend behandelter Enzymldsung
(2.2.6.2.). Als Reporter ist Luciferase verwendet worden. Fur die einzelnen Transfektionen
wurden 10 pg pJD301 (Luehrsen et al., 1992) eingesetzt. Ansonsten sind gleiche

Bedingungen, wie fur das Experiment mit nicht behandelter Enzymldsung eingehalten

worden.
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Die Protoplastenausbeute ist bei behandelter und unbehandelter Protoplastierungslésung
vergleichbar.

Damit zeigt sich bei der unbehandelten Lésung bei langerem Verdau eine zunehmende
Verringerung der Reporteraktivitdt bis auf ein Neuntel des Ausgangswertes (Abb. 5)
wahrend durch die Behandlung der Enzymldsung bei 3,5 stiindigem Verdau sogar eine
Verdopplung der Aktivitat erreicht wird. Bei weiteren Experimenten wurde dementsprechend
das Pflanzenmaterial fir 3 h mit behandelter Protoplastierungslésung verdaut.

Kultiviert wurden die Protoplasten in einem mdglichst einfachem Medium (Kovtun et al.,
2000; 2.2.6.3.) unter BSA-Zusatz. Der Einsatz von BSA flihrte zu einer etwa dreifach
héheren Expressionsrate (Tab. 3). Durch Verwendung komplexerer Medien konnte zwar die
Uberlebensrate, wenn zum Beispiel lange verdaut worden war, gesteigert werden, die
Expressionsrate von eingebrachten Reportergenen wurde aber dadurch nicht wesentlich

verbessert.

BSA 0% 1% Faktor
lu/(s*10°Pp)|  103,7 323,9 3,1

Tab. 3: RLD-Protoplasten transfiziert mit 5 ug pJD301 und
kultiviert in W1 mit und ohne BSA

3.1.2. Expression von Reportergenen in Arabidopsis Protoplasten

DNA wurde in Protoplasten mit Hilfe von PEG oder Uber Elektroporation eingebracht. Die mit
Elektroporation erzielten Reportergenaktivitaten variierten stark (Tab. 4), weshalb fir weitere

Experimente PEG flr den direkten Gentransfer verwendet wurde.

Experiment 1 2 3
lu/(s*10°Pp)l 1518 791 274

Tab. 4: Elektroporation von RLD-Protoplasten mit je 10
Mg pJD301 zur Luciferaseexpression

Far Transfektionen wurden nach Abel und Theologis (1994) 20% PEG-4000 eingesetzt.
Hohere PEG-Anteile fihrten zu einer héheren Expression pro Protoplast, jedoch auch zu
einer starkeren Schadigung der Protoplasten. In Tab. 5 sind Transfektionen mit
unterschiedlichen PEG-Konzentrationen, die Anzahl der iberlebenden Protoplasten und die
resultierenden Luciferaseaktivititen dargestellt. Transfiziert wurden jeweils 10° RLD-

Protoplasten mit 50 ug pJD301 zur Luciferaseexpression.
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PEG 20% 25% 30%
Pp nach Transfektion 5*10° 10° 10

lu/(s*10° Pp) 53794 94077 5254
relative Expression der Ansatze 1 0,4 0,002

Tab. 5: Ermittlung der optimalen PEG-Konzentration zur Reportergenexpression

Damit bestatigte sich die von Abel und Theologis (1994) angegebene PEG-Konzentration bei
welcher ein sehr hoher Anteil an Gberlebenden Protoplasten und eine gute Expressionsrate

erreicht werden konnte.

3.1.3. Interne Standards fur die transiente Expression

Um einzelne transiente Expressionsexperimente untereinander vergleichen zu kénnen und
quantitative Auswertung der Reporteraktivitdten zu erzielen wurde in der Regel bei
Transfektionen mit internem Standard gearbeitet.

Fir verschiedene Reportergene ist die Anwendung in Expressionsstudien bei Pflanzen
gezeigt worden. Darunter sind etwa die -D-Glucuronidase (Jefferson, 1987), die Photinus
pyralis Luciferase (Luehrsen et al., 1992), die Renilla Luciferase (Mayerhofer et al., 1995),
Aequorin (Knight et al., 1992) oder das Green Fluorescent Protein (Niedz et al., 1995).
Abgesehen von Green Fluorescent Protein (GFP) kénnen die genannten Reporter sehr
empfindlich durch entsprechende Nachweisreaktionen erfallt werden. GFP-molekiile
dagegen koénnen direkt Uber ihre Fluoreszenzeigenschaften nachgewiesen werden und
eignen sich damit besonders fiir Lokalisationsexperimente.

Als sehr empfindlich nachweisbare Reporter wurden fir transiente Expressionsstudien die [3-
D-Glucuronidase (GUS), die Photinus pyralis Luciferase (LUC) und Aequorin (AEQ)
verwendet. Ziel war es bei einem transienten Expressionsexperiment die Aktivitat eines
regulierten Reporters neben der eines konstitutiv, als Standard exprimierten Proteins,
nachzuweisen. Fur eine exakte Quantifizierung sollten beide Aktivitdtsbestimmungen im
gleichen Extraktionspuffer ausgefiihrt werden kénnen.

Luciferase neben B-D-Glucuronidase in transfizierten Protoplasten wurde nach Luehrsen et
al. (1992) bestimmt. In verschiedenen Okotypen von Arabidopsis thaliana zeigte sich dabei
eine unterschiedlich starke endogene Glucuronidaseaktivitat. In Tab. 6 sind endogene GUS-
Aktivitdten in den flr transiente Expressionsexperimente verwendeten Okotypen RLD und
La-er dargestellt. In La-er wurde eine etwa vier mal hohere Aktivitdt gefunden. Eine
Verwendung von GUS in regulierten Reportergenkonstrukten in diesem Okotyp war damit
ausgeschlossen und die Anwendung als interner Standard bei ausreichend hoher

Expression nur bedingt moglich.
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Okotyp RLD La-er
fmol MU/(s*10° Pp)|0,05 +/- 0,010,20 +/- 0,01

Tab. 6: Endogene Glucuronidase-Aktivitdten in Protoplasten
verschiedener Okotypen von Arabidopsis thaliana. Mittelwerte aus
funf Bestimmungen und entsprechende Standardabweichungen sind
dargestellt.

Als Alternative zu GUS wurde bei Untersuchungen in RLD und La-er Apoaequorin exprimiert.
Aequorin ist ein calcium-sensitives Photoprotein, das ursprunglich aus Aequorea aequorea
isoliert worden war (Shimomura et al., 1962). Apoaequorin bildet mit Coelenterazin einen
Komplex, der bei Zusatz von Calcium unter Freisetzung von CO,, Coelenteramid,
Apoaequorin und Licht zerfallt (Shimomura und Johnson, 1973). Als interner Standard sollte
Aequorin neben Luciferase in Extrakten aus transfizierten Protoplasten bestimmt werden. Ein
Reportergenkonstrukt (pBl221Aequorin) bestehend aus dem CaMV 35S Promotor, der
Apoaequorin-cDNA-Sequenz und dem Nos-Terminator wurde zur Expression in Protoplasten
eingesetzt. Zur Konstruktion von pBl221Aequorin wurde das Xba | — Sac | GUS-Fragment
aus pBI221 (Jefferson, 1987) durch ein Apoaequorin codierendes PCR-Produkt ersetzt
(Abb. 7). Fir das Vent-Polymerase-Amplifikat wurde pAEQ (Prasher et al. 1985) als Matrize
verwendet. Die benutzten Schnittstellen wurden durch entsprechende Uberhdnge der

Oligonukleotide eingeflihrt (Oligonukleotidsequenzen siehe Anhang).

pBl 221

CaMV 35S Promotor GUS Nos Ter

Sphl 12 Sacl 2764 'EcoRI 3031
BamHI 873

Xbal 867
Smal 880

pBl221Aequorin

CaMV 35S Promotor AEQ Nos Ter

Hindlll 2
Sphl 12 Xbal 867 Sacl 1629  EcoRI 1896

Abb. 7: Klonierung von pBI221Aequorin (Details siehe Text).
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Die Aequorin- und Luciferaseaktivitat sollte fur eine Quantifizierung im gleichem Puffer
nachweisbar sein. Damit darf das Luciferasesubstrat nicht von Apoaequorin umgesetzt
werden und umgekehrt. Abb. 8 zeigt die Lichtemission in Extrakten aus mit 50 ug
pBI221Aequorin beziehungsweise mit 10 ug pJD301 transfizierten RLD-Protoplasten nach
Injektion von Luciferasesubstrat. Extrahiert wurde mit einem modifizierten Extraktionspuffer
nach Luehrsen et al. (1992) ohne Triton X-100. Der Standardsubstratpuffer fur Luciferase
(Luehrsen et al. 1992) flhrte dabei zu einer im Vergleich relativ hohen Lichtemission in
Extrakten mit Apoaequorin. Durch den Zusatz von Triton X-100 zum Substratpuffer konnte

die unerwunschte Nebenreaktion eingeschrankt werden.
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Substrat LUC LUC/Triton|LUC/Triton|LUC/Triton

Abb. 8: Lumineszenz von Apoaequorin (AEQ) und Luciferase (LUC) nach Injektion von
Luciferasesubstrat ohne (LUC) bzw. mit Zusatz von Triton X-100 (LUC/Triton)

Die Injektion von Apoaequorinsubstrat zu Luciferaseextrakten ergab keine wesentliche
Lichtemission (Abb. 9). Verglichen wurden Extrakte aus mit 10 uyg pJD301 beziehungsweise
mit 50 ug pBl221Aequorin transfizierten RLD-Protoplasten.
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Abb. 9: Lumineszenz von Aequorin (AEQ) und Luciferase
(LUC) nach Injektion von Apoaequorinsubstrat (AEQ).

Damit liel® sich durch den Zusatz von Triton X-100 zum Luciferasesubstratpuffer und durch

Extraktion ohne Triton X-100 eine Methode zur Bestimmung der Luciferase- und

Aequorinaktivitat nebeneinander in transfizierten Protoplasten entwickeln. Zur Kontrolle der

Abhangigkeit der von Apoaequorin bedingten Lichtemission von der Apoaequorinexpression

wurden RLD-Protoplasten mit unterschiedlicher Menge an pBI221Aequorin transfiziert (Abb.

10).

5000 4

4000 4 *

Lumineszenz [lu/(s*10° Pp)]

0 50 100
pBI221Aequorin [ug]

Abb. 10: Zusammenhang zwischen
Aequorinaktivitdt und eingesetzter Menge
Plasmid-DNA
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Es ergab sich ein etwa linearer Zusammenhang zwischen eingesetzter DNA-Menge und der

Lichtemission.

3.1.4. Zeitabhangige Expression der Standards

Die Aktivitdten der in transienten Expressionsexperimenten eingesetzten Reporter nach
unterschiedlich langer Inkubation transfizierter Protoplasten wurde untersucht. Zur
Transfektion sind Reportergenkonstrukte mit CaMV 35S Promotor verwendet worden, fir
GUS pBI221 (Jefferson, 1987), fir Luciferase pJD301 (Luehrsen et al., 1992) und flr
Apoaequorin pBl221Aequorin (3.1.3.). In Abb. 11 ist der zeitabhangige Verlauf der GUS-
Aktivitat dargestellt. Die Aktivitat nimmt zu bis sie nach 48 h ein Maximum erreicht und

anschlieRend wieder abnimmt.

05 -

Abb. 11: RLD-Protoplasten transfiziert
mit 100 pg pBI1221 wurden gesplittet und
nach unterschiedlicher Inkubationszeit
im Extrakt die GUS-Aktivitat bestimmt

O L} T |

0 25 50 75
Zeit [h]

GUS-Aktivitat [fmol MU/s*106Pp]

Der zeitabhangige Aktivitatsverlauf fur Aequorin und Luciferase wurde zwischen 0 und 48 h
bestimmt (Abb. 12). In beiden Fallen ergab sich Uber 48 h, dem Verlauf der GUS-Aktivitat
entsprechend, eine Aktivitdtszunahme. Bei Aequorin ist der Kurvenverlauf weniger steil als
bei Luciferase, was durch die unterschiedlichen Proteinhalbwertszeiten in der Zelle bedingt
sein kénnte. Fir Luciferase wurde eine Halbwertszeit von 3 h bestimmt (Thompson et al.,
1991), wahrend die Halbwertszeit von Apoaequorin bei 20 min liegt (Badminton et al., 1995).
Fir Expressionsexperimente in Protoplasten wurden in der Regel Inkubationszeiten
zwischen 16 und 48 h eingehalten. Jedes der getesteten Konstrukte, pBl221, pJD301, und
pBl221Aequorin  ware unter derartigen Inkubationszeiten zur Standardisierung der

Expression geeignet.
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250 4 pBl1221Aequorin transfizierte RLD-Protoplasten
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3.1.5. Reproduzierbarkeit des Systems

Zur Uberprifung der Abweichung bei einzelnen Messungen wurden Bestimmungen zur
Prazision und Linearitat der Aktivitdtsmessungen durchgefiihrt. Zur Erfassung der Linearitat
wurde die Aktivitdt in verschiedenen Verdinnungen von Extrakten aus transfizierten
Protoplasten gemessen. RLD-Protoplasten wurden mit 100 upg pBIl221Aequorin
beziehungsweise mit 50 ug pJD301 transfiziert. Nach 40 h Inkubation wurde extrahiert und
unterschiedliche Mengen des Extraktes mit Extraktionspuffer auf 50 pl aufgefillt und zur

Bestimmung eingesetzt.

>
vy

300 1

Lumineszenz [lu*10 ®/s]
Lumineszenz [lu/s]

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Extrakt [pl] Extrakt [ul]
Abb. 13: Linearitdt der Luciferase (A)- bzw. Aequorinaktivitditsbestimmung (B).

Unterschiedliche Mengen Extrakt (0; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 pl) wurden zur
Lumineszenzmessung eingesetzt.
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In Abb. 13 ist die Lumineszenz in Abhangigkeit der eingesetzten Extraktvolumina dargestellt.
Sowohl flir Apoaequorin wie auch fir Luciferase ergibt sich ein linearer Zusammenhang
zwischen Proteinkonzentration und Lumineszenz. Zur Prazisionsbestimmung der
Aktivitdtsmessung im transienten Expressionssystem wurden acht verschiedene
pBI221Aequorin-DNA-Praparationen in acht Transfektionsexperimenten eingesetzt und die

resultierende Aequorinaktivitat ermittelt (Abb. 14).
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Abb. 14: Prazision der Aequorinaktivitdt bei Transfektion von acht verschiedenen DNA-
Praparationen. Es wurden jeweils 10° RLD-Protoplasten mit 50 ug pBI221Aequorin transfiziert,
40 h inkubiert und im Extrakt die Aequorinaktivitat bestimmt.

Fiir die acht Werte ergibt sich ein Mittelwert der Aequorinaktivitat von 226,5 lu/(s*10° Pp) mit
einer Standardabweichung von 51,3 Iu/(s*10° Pp), das heilt unabhéngige Transfektionen
weichen im Mittel um 20 % ab. Die maximale Schwankung liegt bei etwa einem Faktor 2.

An Hand der durchgefluhrten Bestimmungen zur Expression von konstitutiv exprimierten
Reportergenen in Arabidopsis-Protoplasten zeigt sich die Mdglichkeit zur quantitativen

Erfassung verschiedener eingebrachter Reporter.
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3.2. ABA vermittelte Genregulation

Zur Untersuchung der ABA-Signaltransduktion kénnen in transienten Expressionssystemen
ABA-regulierte Reportergenkonstrukte verwendet werden (Sheen, 1996; Sheen, 1998; Wu et
al., 1997). Der Vergleich verschiedener Abscisinsdure-abhangiger Promotoren erhdht die
ABA-Spezifitit des Modellsystems indem die Beeinflussung durch andere, ABA-

unabhangige Faktoren erkannt und verringert werden kann.

3.2.1. Beispiele fur transkriptionelle Regulation durch ABA

Fir die Wahl der in Reportergenkonstrukten benutzten Promotoren wurde die Expression
verschiedener durch ABA regulierter Gene, RD29B (Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki,
1994), entspricht LTI65 (Nordin et al., 1993), AtHB-6 (S6derman et al., 1999), RAB18 (Lang
und Palva, 1992) und CDC2A (Hemerly et al., 1993) untersucht. RD29B, RAB18 und AtHB-6
werden durch ABA induziert, CDC2A wurde als durch ABA reprimiert beschrieben.
Promotoranalysen von RD29B haben gezeigt, dal® fur die ABA-Antwort zwei ABRE'’s
entscheidend sind. Zwei durch ABA aktivierte Transkriptionsfaktoren wurden isoliert, die an
diese ABRE’s binden und die Transkription von RD29B aktivieren kénnen (Uno et al., 2000).
RAB18 ein glycinreiches, hydrophiles Protein wird durch Kalte, Trockenheit oder exogen
applizierte Abscisinsaure induziert (Lang und Palva, 1992). Trockenheit, Osmostrel3 und
Abscisinsdure filhren wie bei RD29B auch bei dem Homéodoman-Leucin-Zipper
Transkriptionsfaktor AtHB-6 zu einer hohen Expression (Séderman et al, 1999). Fiur CDC2A,
einer Cyclin abhangigen Kinase zeigten Hemerly et al. (1993) eine verringerte Expression in
Gegenwart von Abscisinsaure.

In Northernexperimenten wurde die ABA-abhangige Expression von RD29B, RAB18 und
AtHB-6 bestatigt (Abb. 15). 14 Tage lang wurden Wildtyppflanzen (RLD) in Schuttelkulturen
steril angezogen und anschlieRend ohne und mit ABA (30 pM) fir 24 h inkubiert. Die aus
diesen Pflanzen isolierte RNA wurde elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit flr
RD29B, RAB18 und AtHB-6 spezifischen Sonden hybridisiert (verwendete Oligonukleotide,
siehe Anhang).

RD29B RAB18 AtHB-6
-+ - + - + Abb. 15: Northern Blot Analyse. Gesamt-

. ‘ I RNA (20 pg) wurde isoliert aus fur 24 h mit

(+) und ohne (-) ABA (30 uM) behandelten
RLD-Schuttelkulturen.
Ethidiumbromidfarbung der RNA diente als
Kontrolle.
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Abb. 16: Zusammenhang zwischen Zyklenzahl und RT-PCR-Produkt. 1 pg RNA aus mit und ohne ABA (30
MM) behandelten Pflanzen wurde revers transkribiert und die resultierende cDNA in verschiedenen
Verdiinnungen (—— 10"; —o— 10, —&— 10®) als Matrize fiir die PCR verwendet. Nach unterschiedlicher
Zyklenzahl wurden die Produkte in Southernexperimenten nachgewiesen und mit einem Phosphorimager die

photostimulated luminescence (PSL) der entsprechenden Banden bestimmt.
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Die ABA-abhangige Expression von RD29B und CDC2A wurde in RT-PCR-Experimenten
untersucht. Zunachst wurde die Zyklenzahl der PCR bestimmt fur die eine lineare
Amplifikation bei gegebener Matrizenmenge moglich ist (Abb. 16). Nur wahrend der
exponentiellen Phase der Amplifikation ist ohne internen PCR-Standard eine quantitative
Aussage maoglich (Murphy et al., 1990). Als Standard fur die reverse Transkription wurde
ACTIN1I-mRNA (An et al., 1996) neben RD29B-mRNA und CDC2A-mRNA nachgewiesen.
Ausgehend von Gesamt-RNA wurde mit fir die entsprechenden mRNAs spezifischen
Oligonukleotiden (Sequenzen siehe Anhang) revers transkribiert. Gesamt-RNA war wie fur
Northern-Experimente aus fur 24 h mit und ohne ABA (30 pM) behandelten RLD-
Schittelkulturen isoliert worden. Die aus 1 ug Gesamt-RNA resultierende cDNA wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen fur eine PCR verwendet. Ein Zehntel, ein Hundertstel und
ein Tausendstel des cDNA-Gemisches wurde als Matrize zur Amplifikation mit
unterschiedlicher Zyklenzahl eingesetzt. Die PCR-Amplifikate wurden Uber Agarosegele
aufgetrennt und in Southernexperimenten mit spezifischen Sonden nachgewiesen und
mittels eines Phosphorimagers quantifiziert. In Abb. 16 ist die Menge des gebildeten
Produktes als photostimulated luminescence (PSL) in Bezug zur Zyklenzahl der Amplifikation
dargestellt. Durch die logarithmische Darstellung der PSL-Werte ergibt sich in der
exponentiellen Phase der Amplifikation ein linearer Kurvenverlauf. Bis zu 25 Zyklen zeigt
sich bei den untersuchten Reaktionen ein etwa exponentieller Zusammenhang. Ab 25 Zyklen
nimmt die Amplifikationsrate ab und die dargestellten Kurven erreichen ein Plateau.

Eine weitere Einschrankung zur Quantifizierung mit RT-PCR ergibt sich bei schwacher
Expression der untersuchten Gene. Ohne Zusatz von ABA ist die RD29B Expression sehr
gering und die Nachweisgrenze der entsprechenden RT-PCR liegt nahe bei einer Zyklenzahl
fur die kein exponentieller Zusammenhang zwischen Produkt und Matrize gegeben ist. Erst
ab 23 Zyklen ergaben sich flr die nicht induzierte RD29B Expression Werte, die sich vom
Hintergrundsignal deutlich unterscheiden. Fir den Vergleich der Expression zwischen mit
ABA induzierten und nicht induzierten Pflanzen wurde die ACTIN1-Expression zur
Standardisierung verwendet. Das Verhaltnis von standardisierten Expressionswerten fir
ABA behandelte Pflanzen zu standardisierten Werten fir unbehandelte Pflanzen ergibt die
relative Induktion der untersuchten Gene durch ABA. In Abb. 17 sind die relativen
Induktionswerte fir CDC2A und RD29B in Abhangigkeit der Zyklenzahl dargestellt. Die
relativen Induktionswerte fir die unterschiedlichen eingesetzten cDNA-Konzentrationen
wurden gemittelt, die Fehlerbalken entsprechen den daraus resultierenden
Standardabweichungen. Die relativen Induktionswerte flir CDC2A liegen zwischen 0,7 und
1,4. Der durch eine nicht exponentiell verlaufende PCR verursachte Fehler wirkt sich bei
einem geringen Expressionsunterschied zwischen mit ABA behandelten Pflanzen und

unbehandelten Pflanzen nur wenig aus. Die Werte zeigen, da die CDC2A-Expression durch
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ABA unter den getesteten Bedingungen nicht oder sehr wenig beeinfluf3t wird. Bei RD29B
nimmt mit zunehmender Zyklenzahl durch den nicht mehr exponentiellen
Amplifikationsverlauf der PCR (Abb. 16) die relative Induktion ab. Die Induktionswerte liegen
zwischen 18 und 55. Eine exakte Quantifizierung ist durch die hohe nétige Zyklenzahl zum
Produktnachweis im Falle der nicht induzierten Pflanzen und der Abnahme der
Amplifikationsrate der PCR bei hoheren Zyklenzahlen nicht mdoglich. Die relativen
Induktionswerte zeigen jedoch, wie das Northernexperiment, daR RD29B relativ stark durch
ABA induziert wird.

RD29B
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Abb. 17: Relative Induktion von RD29B und CDC2A durch ABA (30 pM) in RLD-
Schittelkulturen. ACTIN1 wurde zur Standardisierung verwendet. RT-PCR mit unterschiedlicher
Zyklenzahl und unterschiedlicher cDNA-Konzentration als Matrize fir die PCR sind dargestellt.
Die Werte entsprechen den Mittelwerten, der fir die unterschiedlichen cDNA-Konzentrationen
bei einer bestimmten Zyklenzahl erhaltenen Daten, die Fehlerbalken den daraus resultierenden
Standardabweichungen.

Alternativ zur oben dargestellten Kontrolle des Amplifikationsverlaufs der PCR kann die
Effizienz der PCR in verschiedenen Ansatzen durch Zusatz eines internen Standards
Uberprift werden (Gilliland et al., 1990). Abb. 18 zeigt eine RT-PCR mit ACTINL1 als interne
Kontrolle der reversen Transkription und den Zusatz von genomischen PCR-Produkten zur
RT-PCR als interner Standard fir die Amplifikation. Die als Standard verwendeten
genomischen PCR-Produkte sind durch enthaltene Introns etwa 100 bp (RD29B und
ACTIN1) beziehungsweise 250 bp (CDC2A) gréRer als die entsprechenden cDNAs. Fur die
reverse Transkription wurde je 1 uyg Gesamt-RNA aus mit und ohne ABA (30 uM; 24 h)
behandelten RLD-Schittelkulturen eingesetzt. Als Matrize fur die nachfolgende PCR ist
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jeweils ein Zehntel des cDNA-Gemisches versetzt mit 1 pg des genomischen Standards
verwendet worden. Bei ACTIN1, als nicht von ABA reguliertem Gen (An et al., 1996), zeigt
sich (Abb. 18) bei vergleichbarer Amplifikation des genomischen Standards wenig oder kein
Produkt bei der RT-PCR mit Gesamt-RNA aus ABA-behandelten Pflanzen.
Dementsprechend war die eingesetzte Menge an cDNA-Matrize geringer als bei der RT-PCR
ausgehend von unbehandelter RNA. Ein gleiches Verhaltnis zeigt sich bei CDC2A, was wie
obige RT-PCR-Daten gegen eine ABA-Regulation unter den gegebenen Bedingungen
spricht. Bei RD29B wurde mit induzierter RNA mehr RT-PCR-Produkt gebildet. Der interne
PCR-Standard wurde schwacher amplifiziert als bei der Reaktion mit nicht induzierter RNA.
Zudem ist bei Vergleich mit ACTIN1 relativ weniger cDNA als Matrize fur die RT-PCR
ausgehend von induzierter RNA vorhanden. Damit ergibt sich, entsprechend den oben

gezeigten Daten, eine starke ABA vermittelte Induktion von RD29B.

ACTIN1 CDC2A RD29B

- + - + - +
Interner
o = E =

Abb. 18: RT-PCR mit Zusatz von genomischen PCR-Produkten als interner PCR-
Standard (35 Zyklen zur Amplifikation). Gesamt-RNA wurde aus mit (+) und ohne (-)
ABA (30 uM; 48 h) behandelten RLD-Schuttelkulturen isoliert.

Auf eine exaktere Quantifizierung der Induktion, etwa durch kompetitive PCR (Gilliland et al.,
1990) oder mit Realtime-PCR, bei welcher die Amplifikation wahrend der Reaktion etwa mit

Hilfe markierter Oligonukleotide verfolgt wird wurde verzichtet.

3.2.2. ABA-regulierte Promotor-Reportergenfusionen fur die transiente Expression

Entsprechend den Daten aus RT-PCR- und Northernexperimenten wurden die Promotoren
von RAB18, RD29B und AtHB-6 fir die Klonierung ABA induzierbarer
Reportergenkonstrukte verwendet; Ausgangsvektor war pSK™ (Stratagene). Um einen
leichten Transfer fertiger Konstrukte in einen binaren Vektor fir Pflanzentransformationen zu

ermdglichen wurden die in der multiple cloning site (MCS) des pSK aullen liegenden
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Schnittstellen (Kpnl und Sacl) durch Ascl-Restriktionsstellen ersetzt. In den resultierenden
Vektor wurde als BamHI-EcoRI-Fragment eine Reportergen-Nos-Terminator-Fusion
eingesetzt. Im letzten Klonierungsschritt schliel3lich folgte die Ligation des Promotors. Abb.

19 zeigt als Ubersicht die Klonierungschritte zur Promotor-Reportergenfusion.

g f1 origin
Ampr
Kpnl 658
pSK
2961 bp
Sacl 760 o
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In gjg K Cl-Qy; o Amp r (Kpnl)
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SchnittSt P BamHI 739
elle 3019 bp e oo
N SC
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Ampr -
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pSKAscl
Reporter-Ter
Col E1 origin
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BamHI %
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’770,0
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Pro-Reporter-Ter
ColE1 origin

Reportergen

Abb.19: Klonierungsschema der ABA-regulierten Reportergenkonstrukte (Details siehe Text).
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Im folgenden werden die Klonierungen der einzelnen Reportergenkonstrukte detaillierter
beschrieben. In die blunt geschnittene Ecl136l1l-Stelle des pSK wurden mit Klenow
aufgefulite Oligonukleotide (Sequenzen siehe Anhang), die eine Ascl- und Fsel-Schnittstelle
beinhalten ligiert. Oligonukleotide mit zu Kpnl kompatiblen Enden und einer Ascl- und einer
Scal-Restriktionsstelle wurden in die Kpnl-Stelle gesetzt. Sowohl die Ecl136ll, wie auch die
Kpnl-Schnittstelle des pSK™ wurden durch die Ligationen zerstért (Abb. 20). Als Reporter flr

ABA regulierte Konstrukte wurden B-D-Glucuronidase (Jefferson, 1987) und Luciferase
(Luehrsen et al., 1992) verwendet.
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Abb. 20: Ersatz der Kpnl- und Sacl-Restriktionsstelle durch Ascl in der pSK multiple cloning site.

Im nachsten Klonierungsschritt wurde in den pSK mit den beiden Ascl-Schnittstellen
(pSKAscl) die fir B-D-Glucuronidase codierende Sequenz (GUS) und der Nopalin-Synthase-
Terminator (Nos Ter) ligiert. Mit BamHI und EcoRI wurde aus pBI221 (Jefferson, 1987) das

GUS-Nos-Ter-Fragment ausgeschnitten und in den mit BamHI und EcoRI verdauten
pSKAscl eingesetzt (Abb. 21).
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Abb. 21: Klonierung von GUS und Nos-Terminator in pSKAscl (Details siehe Text).

Der resultierende pSKAsclGUSTER diente als Ausgangsvektor fir regulierte GUS-
Konstrukte. Fur Luciferasekonstrukte wurde GUS aus pSKAsclGUSTER gegen Luciferase
(LUC) aus pGEM-luc (Promega) ausgetauscht. Das BamHI-Sacl LUC-Fragment wurde in die
entsprechenden Stellen des pSKAsclGUSTER ligiert (Abb. 22).

pSKAsSCIGUSTER
Nos Ter GUS

Ascl 661 : i Sacl 996 :

EcoRI 721

BamHI 2879
Spel 2885
Xbal 2891
Sacll 2910
Ascl 2947

+ LUC (pGEM-luc)
als BamHI-Sacl-Fraament

pSKAscILUCTER
Nos Ter LUC

Ascl 661
Sacl 996

BamHI 2869
Spel 2875
Sacll 2900
Ascl 2937

Abb. 22: Klonierung von LUC in pSKAsclGUSTER (Details siehe Text).
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In den daraus hervorgegangenen pSKAscILUCTER und in pSKAsclGUSTER wurden die
Promotoren von RAB18, RD29B und AtHB-6 kloniert. Die Promotoren wurden mit proof

reading Polymerase (Vent-Polymerase, New England Biolabs) in einer PCR mit Columbia-

DNA als Matrize amplifiziert (Sequenzen der Oligonukleotide siehe Anhang). Die Sacll- und

BamHI-Restriktionsstellen fiir die Klonierungen wurden als Uberhange der Oligonukleotide

eingeflhrt. Die entsprechend verdauten PCR-Produkte wurden jeweils in den mit Sacll und
BamHI gedffneten pSKAsclGUSTER beziehungsweise in pSKAsclLUCTER ligiert (Abb. 23).
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Ascl 661 BamHI 2869 Sacll 4624 Ascl 4661
pSKAscIHB6LUC
Nos Ter LUC AtHB-6 Promotor

pSKAsSCIGUSTER
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Ascl 661 Sacl 996
EcoRI 721 =
oW -9~
NO oS
—_0®0 D>
TN
ET TGO
TQQo @ N
RD29B nnXon <
+ RAB18 Promotoren
AtHB-6

als BamHI-Sacll-Fragment

pSKAscIRD29BGUS

Nos Te GUS RD29B Promotor

Ascl 661 BamHI 2879 Sacll 4634 Ascl 4671

pSKAscIHB6GUS

Ascl 661 Sacl 996 BamHI 2869 Sacll 4461 Ascl 4498

pSKAscIRAB18LUC

Nos Ter LUC RAB%:S Promotor

Ascl 661 Sacl 996 BamHI 2869 Sacll 3469 Ascl 3506

Nos Tei GUS AtHB-6 Promotor

Ascl 661 Sacl 996 BamHI 2879 Sacll 4471 Ascl 4508

pSKAscIRAB18GUS

Nos Ter GUS RABiB Promotor

Ascl 661 Sacl 996 BamHI 2879 Sacll 3479 Ascl 3516

Abb. 23: GUS- und LUC-Reportergenkonstrukte mit RD29B-, Rab18- und AtHB-6- Promotoren

(Details siehe Text).
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Die Luciferasekonstrukte, pSKAscIHB6LUC, pSKAscIRAB18LUC und pSKAscIRD29BLUC
wurden in transienten Expressionsversuchen getestet. Jeweils 50 pg Plasmid-DNA wurde
mit 100 pg pBI221 in RLD-Protoplasten cotransfiziert. Direkt nach der Transfektion wurden
die Protoplasten aufgeteilt und mit 30 uM ABA beziehungsweise ohne ABA 18 h inkubiert. In
Abb. 24 sind die auf die B-D-Glucuronidaseaktivitdt bezogenen Luciferaseaktivitaten
dargestellt. Sowohl fur RD29BLUC, wie auch fur RAB18LUC ergab sich eine starke Induktion
der Aktivitdt durch ABA, entsprechend den Ergebnissen aus Northern- und RT-PCR-
Experimenten. Fir RD29BLUC war die relative Aktivitat mit 30 yM ABA 22-fach héher, fir
RAB18LUC lag der Induktionsfaktor bei 10. Im Gegensatz zu den Expressionsdaten aus
Northernanalysen fand sich bei AtHB-6LUC eine geringe Repression durch ABA, was eine

unterschiedliche Regulation in Protoplasten im Vergleich zu ganzen Pflanzen vermuten Iaft.

RD29BLUC RAB18LUC AtHB-6LUC
300 - 2 4500 + 300 ~
— X =5 5
= 2 4000 - 10x 2 1x
= 250 A = = 250 1
5 S 3500 1 S
£ £ E
£ 200 - S 3000 - 5 200 1
= = 2500 - = 0.7
8 150 A kS 2 150 1
S 2 2000 - =
% 100 1 < 1500 < 100 1
O ()
S 5 = 1000 1 2 0
L5 l = 1x 8 1
E 1x &) 500 A &
0 0 - 0
OuM ABA 30 uM ABA 0uM ABA 30 UM ABA OuM ABA 30 UM ABA

Abb. 24: Transiente Expression in RLD-Protoplasten. Jeweils 50 ug LUC-Reportergenkonstrukte mit
RD29B-, RAB18- und AtHB-6- Promotoren wurden mit je 100 pg pBI221 cotransfiziert. Nach 18 h

Inkubation mit bzw. ohne ABA wurde Luciferase und p-D-Glucuronidaseaktivitdt von jeweils zwei
unabhangigen Transfektionen bestimmt.

3.2.3. Zeit- und ABA- abhangige Expression

Die Expression der durch ABA induzierbaren Luciferase-Konstrukte, RD29BLUC und
RAB18LUC wurde im transienten Expressionssystem weiter charakterisiert. Die Zeit-, ABA-
und Plasmidmengenabhangigkeit der Expression wurde untersucht. Die
Luciferasekonstrukte pSKAscIRD29BLUC beziehungsweise pSKAscIRAB18LUC wurden
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jeweils cotransfiziert mit pBl221Aequorin als internem Standard. Fir den zeitlichen Verlauf
wurde nach bestimmten Inkubationszeiten mit und ohne ABA die Luciferase- und

Aequorinaktivitdt gemessen (Abb. 25).

A B
_ 100 - = 1000 -
(0 =
A S T 8001
. § o Ta
Luciferase- s e S e, 600 A
aktivitat 25 8 % 400
[} = o Sy
S = S = 200 -
3 a 0
0 12 24 36 48 0 12 24 36 48
Zeit [h] Zeit [h]
400 - 400 -
in- S ¢ 2
Aequ_ourln % 5 200 £ 200
aktivitat £o R
S = 100 S 3 100 1
3 =
< 0 4
T T T ] < 0 T T T T 1
0 12 24 36 48 0 12 24 36 48
Zeit [h] Zeit [h]

—=— 30 pM ABA
—O0— O0pM ABA

Abb. 25: Cotransfektion von 50 ug pSKAscIRD29BLUC (A) bzw. pSKAscIRAB18LUC (B) mit 100 ug
pBI221Aequorin in RLD-Protoplasten. Die Ansatze wurden nach der Transfektion gesplittet, die Halfte
mit 30 uM ABA versetzt und je mit und ohne ABA fir 1, 3, 16, 24, 40 und 48 h vor Analyse der
Reporteraktivitaten inkubiert.

In jedem Fall zeigt sich Uber die Zeit eine Aktivitatszunahme. Ab 16 h Inkubation ist deutlich
die ABA vermittelte Induktion von RD29BLUC und RAB18LUC zu erkennen. Far
Apoaequorin ergab sich nach 40 h ein durch ABA verursachter Aktivitatsriickgang auf etwa

die Halfte im Vergleich zu den nicht mit ABA behandelten Protoplasten. Fir nachfolgende
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Experimente wurde je nach Zeitpunkt der ABA-Zugabe zwischen 16 und 40 h nach der
Transfektion inkubiert. Bei ABA-Zugabe direkt nach der Transfektion wurde nach 16 h
extrahiert, bei 40-stiindiger Inkubation erfolgte die ABA- Zugabe nach 16 h und nach
weiteren 24 h wurde extrahiert. Entsprechend dem gezeigten zeitlichen Expressionsverlauf
ist fur diese Inkubationszeiten die ABA-Induktion von RD29BLUC und RAB18LUC
nachweisbar. Der Einflud von ABA auf die Expression des internen Standards bei
Inkubationszeiten tber 40 h fihrt bei der Standardisierung zu einer héheren Induktion als
dies alleine durch Verwendung der Luciferaseaktivitaten der Fall ware, was einen Vergleich

der standardisierten und nicht-standardisierten Aktivitatswerte sinnvoll macht.

Neben dem zeitlichen Verlauf wurde die Abhangigkeit der Expression der ABA regulierten
Reporterkonstrukte von der ABA-Konzentration und von der eingesetzten Plasmid-DNA-
Menge untersucht. Mit zunehmender ABA-Konzentration sollte die Expression der
Reportergene zunehmen vergleichbar etwa mit der Zunahme der RAB18-mRNA in
Abhangigkeit der ABA-Konzentration in Arabidopsis Pflanzen (Jeannette et al., 1999; Leung
et al., 1997). Sowohl die ABA-Konzentration, wie auch die Menge an fir die Transfektion
eingesetztem reguliertem Reporterkonstrukt wurde variiert (Abb. 26).

Mit steigender ABA-Konzentration zeigte sich fir beide Luciferasekonstrukte eine stetige
Zunahme der Expression. In semilogarithmischer Darstellung ergeben sich je nach
eingesetzter Plasmidmenge unterschiedlich steile Geraden. In Abb. 26 sind relative fur die
Aequorinaktivitdt standardisierte und absolute auf die Protoplastenanzahl bezogene
Luciferaseaktivitaten dargestellt. Durch die Standardisierung wird der prinzipielle
Kurvenverlauf nicht beeinflut. In jedem Fall fihrt eine Erhéhung der ABA-Konzentration
sowie eine Erhéhung der Plasmidmenge zu einer verstarkten Luciferaseexpression. Damit
ergibt sich fur Veranderung beider Parameter keine Sattigung im untersuchten Bereich von 0
bis 30 uM fur die ABA-Konzentration und 5 bis 80 pg flr die eingesetzte Plasmidmenge.
Keine der Veranderungen flihrt bei den Maximalwerten zu einer Verringerung der
Expression. Durch Erhéhung der Anzahl vorhandener Promotoren durch Einsatz gréRerer
Plasmidmengen etwa zeigt sich keine negative Interferenz durch Titration eines DNA-
bindenden Faktors im untersuchten Konzentrationsbereich. Dementsprechend flihrt eine
groRere Anzahl an Promotoren zu einer starkeren Induktion durch ABA. Die Steigung der in
der semilogarithmischen Darstellung durchgelegten Regressionsgeraden reflektiert die ABA-
Konzentrationsabhangigkeit, die  ABA-abhangige Signaldnderung der jeweiligen
Transfektion. Je mehr Plasmid-DNA des Reporters eingesetzt wurde um so gréler ist die

Steigung der Geraden.



3. Ergebnisse 61

RD29BLUC RAB18LUC

0,25 1 20 1

o
N
| 4
e
o o
L

'—\
a~

0,15 o

e

— ' . 0
0 1 10 100
ABA [uM]

o
o N
L N

>
Relative Aktivitat [LUC/AEQ]
o
[y
| 4
Relative Aktivitat [LUC/AEQ]

60 1

50 o A
A
40 A
A
30 -
20 )

10

6000 +

5000 1

4000 1

3000 A

2000 1

Luciferaseaktivitat [lu/(s*10°Pp)]
Luciferaseaktivitat [lu/(s*10°Pp)]

1000 1

o
;[/
|
o

0 1 10 100
ABA [uM]

B 5ug O 10pg ©® 20Hg O 40pg A 80ug

Abb. 26: Cotransfektion von pSKAsclRD29BLUC (RD29BLUC) bzw. pSKAscIRAB18LUC
(RAB18LUC) mit 100 ug pBI221Aequorin in RLD-Protoplasten. Verschiedene Mengen Luciferase-
Reporter-DNA (5, 10, 20, 40, 80 ug) und ABA-Konzentrationen (0, 1, 3, 10, 30 uM) wurden eingesetzt.
Die ABA-Konzentrationsabhangigkeit wurde flir jede eingesetzte Plasmid-Masse als
Regressionsgerade durch die entsprechenden Werte dargestellt. Sowohl gegen die Aequorinaktivitat
standardisierte Werte (A) wie auch nicht standardisierte Luciferaseaktivitaten (B) werden gezeigt.
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In Abb. 27 ist der Zusammenhang zwischen den Steigungen der Regressionsgeraden und
der eingesetzten Plasmidmenge zusammengefalt. Es ergibt sich ein linearer
Zusammenhang zwischen der ABA-abhangigen Signaldnderung und der Plasmidmenge. Mit

steigender Plasmidmenge nimmt die durch Abscisinsdure-abhangige Signaldnderung zu.
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Abb. 27: Zusammenhang zwischen der ABA-abhangigen Signalanderung und der Menge an
eingesetztem Luciferasekonstrukt (5, 10, 20, 40, 80 pg). Die ABA-abhangige Signaldnderung wird
beschrieben durch die Steigung der in Abb. 26 gezeigten Regressionsgeraden. Gegen die
Aequorinaktivitat standardisierte Werte (A) wie auch nicht standardisierte Luciferaseaktivitaten (B)

wurden fur die Ndherung verwendet.
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3.3. Modellsystem zum Vergleich von Mutanten und Wildtyp

Eine Moglichkeit Mutanten auf Genregulationsebene zu charakterisieren ist die transiente
Expression regulierter Reportergenkonstrukte in Protoplasten aus Mutanten- sowie
Wildtyppflanzen. Unterschiede in der Genregulation zwischen Mutante und Wildtyp

ermdglichen eine Analyse des durch die Mutation betroffenen Signaltransduktionsweges.

3.3.1. ABA-abhéngige Expression von Reportergenen in Mutanten- und Wildtyp-

protoplasten

Die Auswirkungen von Abscisinsdure auf die Genregulation kann zum Vergleich von
Mutanten- und Wildtyppflanzen genutzt werden. In transienten Expressionsexperimenten
wurde die ABA-vermittelte Induktion von RD29BLUC und RAB18LUC untersucht. Die
Luciferaseexpression bei unterschiedlicher ABA-Konzentration wurde in zwei parallel
behandelten Transfektionen analysiert. Protoplasten wurden aus verschiedenen
abscisinsaureinsensitiven (abil, abi2, gca2-8), wie einer abscisinsaurehypersensitiven
Mutante (ahrl) und den entsprechenden Wildtyppflanzen (La-er, RLD) isoliert. Jeweils 5*10°
Protoplasten wurden mit 40 pg pSKAsclRAB18LUC beziehungsweise mit 80 ug
pSKAscIRD29BLUC und 100 pg pBI221Aequorin transfiziert. Die Protoplasten wurden nach
dem DNA-Transfer aufgeteilt und Abscisinsaure in unterschiedlichen Konzentrationen (0, 1,
3, 10, 30 uM) zugesetzt. Nach 16 h Inkubation wurde im Extrakt die Aequorin- und
Luciferaseaktivitat bestimmt. In Abb. 28a-q sind sowohl gegen die Aequorinaktivitat
standardisierte Werte (A) wie nicht standardisierte Luciferaseaktivitaten (B) dargestellt. Die
Graphen zeigen jeweils den ABA-abhangigen Expressionsverlauf in Wildtyp- und
Mutantenprotoplasten in jeweils zwei mit dem gleichen Reporterkonstrukt durchgefiihrten
Transfektionen.

In Protoplasten von ahrl, einer fur ABA hypersensitiven Mutante (Wang und Grill,
unveroffentlicht) entspricht die ABA-vermittelte Regulation von RAB18LUC und RD29BLUC
dem hypersensitiven Phanotyp (Abb. 28a und b). Fir beide Reporter ergibt sich in den
Mutantenprotoplasten eine starkere Induktion der Expression durch Abscisinsdure als beim
Wildtyp.

Im Vergleich zur Expression in Wildtypprotoplasten ist in abil—Protoplasten die Induktion von
RD29BLUC und RAB18LUC durch ABA stark reduziert (Abb. 28c und d), was dem
pleiotropen insensitiven Verhalten von abil gegenliber ABA entspricht (Meyer et al., 1994).
Ein fur Abscisinsdure ahnlich insensitives Verhalten bezlglich etwa der Stomataregulation,
der Keimung oder des Wurzelwachstums zeigt abi2 (Leung et al., 1997, Rodriguez et al.,
1998). Die Regulation von RD29BLUC und RAB18LUC in abi2-Protoplasten (Abb. 28e und

f) allerdings unterscheidet sich wesentlich von der in abil-Protoplasten. Es zeigt sich fur die
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abi2-Protoplasten im Vergleich zur Regulation in La-er-Protoplasten kein signifikanter
Unterschied in der ABA-Induktion der verwendeten Reporter. Die Mutation fihrt zu keinen im

transienten Expressionssystem mefRbaren Veranderungen.
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Abb. 28a: RD29BLUC-Regulation in Protoplasten aus ahrl, einer fir ABA hypersensitiven Mutante
(Wang und Grill, unveréffentlicht), und RLD als entsprechendem Wildtyp. Die ABA-abhangige
Expression (0, 1, 3, 10, 30 uM) von zwei Transfektionen als standardisierte (A) wie auch nicht
standardisierte (B) Aktivitatswerte werden gezeigt.
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Abb. 28b: Vergleich der RAB18LUC-Induktion durch ABA (0, 1, 3, 10, 30 uM) in Protoplasten aus ahrl
und RLD. Standardisierte Werte (A) wie nicht standardisierte Luciferaseaktivitaten (B) sind dargestellt.
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Abb. 28c: RD29BLUC-Expression in abil, einer ABA-insensitiven Mutante (Koornneef et al., 1984)
und La-er, dem entsprechenden Wildtyp (Standardisierte Werte (A), nicht standardisierte
Luciferaseaktivitaten (B)).
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Abb. 28d: RAB18LUC-Expression in abil (Koornneef et al., 1984) und La-er, dem entsprechenden
Wildtyp (Standardisierte Werte (A), nicht standardisierte Luciferaseaktivitaten (B)).
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Abb. 28e: Induktion von RD29BLUC in abi2, einer ABA-insensitiven Mutante (Koornneef et al., 1984)
im Vergleich zum Wildtyp La-er (Standardisierte Werte (A), nicht standardisierte Luciferaseaktivitaten

(B))-
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Abb. 28f: Vergleich der RAB18LUC-Expression in abi2 (Koornneef et al., 1984) und La-er
(Standardisierte Werte (A), nicht standardisierte Luciferaseaktivitaten (B)).
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Abb. 28g: Unterschiede in der RD29BLUC-Expression in gca2, einer ABA-insensitiven Mutante (lten,
1992) und La-er, dem entsprechenden Wildtyp (Standardisierte Werte (A), nicht standardisierte
Luciferaseaktivitaten (B)).

Die untersuchten gca-Mutanten wurden urspringlich aus EMS (Ethylmethansulfonsaure)-
mutagenisiertem Samenmaterial auf Grund ihres ABA-insensitiven Primarwurzelwachstums
isoliert (Iten, 1992). Die gca2 Mutante zeigt einen pleiotropen Phanotyp mit Veranderungen

in der Samendormanz, der Regulation der Spaltéffnungen und des Primarwurzelwachstums
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(Ehrler, 1997). Untersuchungen an Stomata ergaben im Vergleich zum Wildtyp Unterschiede
im ABA-vermittelten Calciumeinstrom (Pei et al., 2000, Allen et al., 2001). Die transiente
Expression von RD29BLUC und RAB18LUC in gca2-Protoplasten fihrte im Vergleich zu La-
er im Gegensatz zum insensitiven Verhalten fur verschiedene ABA-vermittelte
physiologische Reaktionen wie dem Primarwurzelwachstum zu einer hypersensitiven

Reaktion der Mutante gegentliber Abscisinsaure (Abb. 28g und h).
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Abb. 28h: RABI18LUC-Induktion in gca2 (lten, 1992) und La-er, dem entsprechenden Wildtyp

(Standardisierte Werte (A), nicht standardisierte Luciferaseaktivitaten (B)).
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Abb. 28i: Vergleich der RD29BLUC-Expression in gca3 (lten, 1992) und La-er, dem
entsprechenden Wildtyp (Standardisierte Werte (A), nicht standardisierte Luciferaseaktivitéaten (B)).

Mit Ausnahme von gca2 zeigen die verwendeten gca-Mutanten keinen pleiotropen ABA
insensitiven Phanotyp, sie verhalten sich insensitiv bezlglich ihres Primarwurzelwachstums
(Ehrler, 1997). Daneben sind gca3, gcab, gca7 und gca8 in der physiologischen Antwort auf

die exogene Applikation von ACC (1-Aminocyclopropan-1-carboxylsaure) oder Ethephon
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gestort (Ehrler, 1997). Die transiente Expression und ABA-Induktion von RD29BLUC und
RAB18LUC in Protoplasten von gca3, gca4 und gca5 zeigte keinen wesentlichen
Unterschied zur Expression in Wildtypprotoplasten (Abb. 28i-m). Der Einfluz von ABA auf

die Expression der Reporter ist in den Mutanten nicht oder nicht mehr erfallbar gestort.
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Abb. 28j: ABA-abhangige RAB18LUC-Expression in gca3 (lten, 1992) und La-er, dem
entsprechenden Wildtyp (Standardisierte Werte (A), nicht standardisierte Luciferaseaktivitéaten (B)).
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Abb. 28k: Induktion der RAB18LUC-Expression in gca4 (lten, 1992) und La-er, dem entsprechenden
Wildtyp (Standardisierte Werte (A), nicht standardisierte Luciferaseaktivitaten (B)).
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Abb. 28I: RD29BLUC-Induktion in gca5 (lten, 1992) und La-er, dem entsprechenden Wildtyp
(Standardisierte Werte (A), nicht standardisierte Luciferaseaktivitaten (B)).
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Abb. 28m: RAB18LUC-Expression in gca5 (Iten, 1992) und La-er (Standardisierte Werte (A), nicht
standardisierte Luciferaseaktivitaten (B)).



3. Ergebnisse 77

RD29BLUC
6 45
o S 4-
05 - g 4
< < 35
S o
=4 2 37
g T 2,5
A S 371 S
2 - 2 1
< <
2?) g 151
?5‘ = 1 +
2! g ,I—l/./.
o \ x 0,5 \
\ \
0 \ Y T T 1 O \ T T 1
0 1 10 100 0 1 10 100
ABA [uM] ABA [uM]
-a—qgca’
—o—wt (La-er)
700 1 600 -
= 600 1 =
= 2 500 1
% ©
o 500 A =
& & 400 -
E S
= 400 - =
B = = 300 -
£ 300 1 =
E %
@ $ 200
£ 200 - g
i \ 5
3 100 —././.’. 3 100 /.’./.’.
X X
0 \ ¥ ¥ v 0 ﬁ\ T 1
0 1 10 100 0 1 10 100
ABA [uM] ABA [uM]

Abb. 28n: Induktion der RD29BLUC-Expression in gca7 (lten, 1992) und La-er, dem entsprechenden
Wildtyp (Standardisierte Werte (A), nicht standardisierte Luciferaseaktivitaten (B)).

In Protoplasten von gca7 und gca8 wurden die transfizierten Reporter weniger stark durch
ABA induziert als im Wildtyp, was dem insensitiven Verhalten bezlglich des
Primarwurzelwachstums entspricht (Abb. 28n-q). Damit verhalt sich gca7 (Abb. 28n-0) im

transienten Expressionssystem anders als gca3 (Abb. 28i-j), die Mutationen sind jedoch
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allelisch (Grill, unverdffentlicht). Die gca3-Mutation hatte keinen erfalbaren Effekt auf die
Reporterinduktion im Vergleich zum Wildtyp. Méglicherweise beeinflufdt nur die Mutation von

gca7 die ABA-Signaltransduktion, nicht aber die von gca3.
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Abb. 280: Vergleich der RAB18LUC-Expression in gca7 (lten, 1992) und La-er (Standardisierte Werte
(A), nicht standardisierte Luciferaseaktivitaten (B)).



3. Ergebnisse

79

RD29BLUC

W
o

N
o

Relative Aktivitat [LUC/AEQ)]
N

w

»

w
N O w oA Uoo

N

Relative Aktivitat [LUC/AEQ]

11
2\
0,5
T J 0 \ r .
1 10 100 0 1 10 100
ABA [uM] ABA [uM]
-a—(Qca8
—o—wt (La-er)
250 1 180 -
= 160 A
o
o o
o 200 A |
S o 140
by —
L 0 120 -
2, 150 - 3
B 5 5 100 A
2 2 80 -
< 100 A =
3 2 60 -
@ 4
2 @
g 50 A \ :*5 40
>
- e - 20
0'4\ T T ' 0 \\ T T '
0 1 10 100 0 1 10 100
ABA [uM] ABA [pM]

Abb. 28p: Induktion der RD29BLUC-Expression in gca8 (Ilten, 1992) und La-er, dem entsprechenden
Wildtyp (Standardisierte Werte (A), nicht standardisierte Luciferaseaktivitaten (B)).
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Abb. 28q: Unterschiede in der RAB18LUC-Expression in gca8 (Ilten, 1992) und La-er (Standardisierte
Werte (A), nicht standardisierte Luciferaseaktivitaten (B)).

Die Abb. 28a-q zeigen eine Mdglichkeit, Mutanten mit Hilfe transienter Expression in
Protoplasten zu charakterisieren. Dabei fihrt die Verwendung eines internen Standards zu
keiner wesentlichen Veranderung der Ergebnisse. Der prinzipielle Kurvenverlauf, die
unterschiedliche Induktion durch ABA in Mutanten- im Vergleich zu Wildtypprotoplasten wird

durch eine Standardisierung nicht verandert.
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Besonders deutlich ist der Unterschied der Reporterregulation zwischen Wildtyp und Mutante
bei ahrl und abil. Daneben entspricht die verminderte Induktion der Reporter in gca7 und
gca8 dem insensitiven Phanotyp der Mutanten. Fur abi2 ergab sich nicht wie bei abil eine
dem pleiotropen insensitiven Phanotyp entsprechende Regulation, sondern keine auffallige
Veranderung im Vergleich zum Wildtyp. In gca2-Protoplasten zeigte sich schlieRlich eine
hypersensitive Reaktion auf ABA bezlglich der Reporterexpression, entgegen des
ansonsten insensitiven Phanotyps etwa fur das Primarwurzelwachstum oder den
Stomataschluf3.

Abb. 29 zeigt eine Zusammenfassung der in Abb. 28a-q dargestellten Ergebnisse. Die
Aktivitdtszunahme bei steigender Abscisinsaurekonzentration, die ABA-abhangige
Signalanderung wurde angenahert durch die Steigung der sich in semilogarithmischer
Darstellung ergebenden Regressionsgeraden (vgl. Abb. 26). Die ABA-Sensitivitat der
Mutanten schlieBlich wird durch das Verhaltnis der ABA-abhangigen Signalanderung
zwischen Mutante zu Wildtyp beschrieben. Fir die Berechnung wurden die Mittelwerte der

aus den Doppelbestimmungen (Abb. 28a-q) erhaltenen ABA-abhangigen Signalanderungen

verwendet.
insensitiv hypersensitiv
[ gcar
WRAB18LUC '
-jgca5
ORD29BLUC ]
gca4d o
gca3
gca2

:I abi2
— abil

0,003 0,01 0,03 0,1 0,3 1 3 10
ABA-Sensitivitat [Steigung (mt) / Steigung (wt)]

Abb. 29: ABA-Sensitivitdt in Arabidopsis Protoplasten: Vergleich zwischen Mutanten- und
Wildtypprotoplasten.
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Fir eine dem Wildtyp vergleichbare ABA-Sensitivitat der Reporter ergibt sich in Abb. 29 ein
Wert von etwa 1, fur eine geringere ABA-Sensitivitat in der Mutante und damit insensitivem
Verhalten liegen die Werte unter 1 und flr Hypersensitivitat iber 1. Die Mutante ahrl mit
einem Wert von etwa 6 zeigt eine 6-fach hdhere ABA-abhangige Signalédnderung im
Vergleich zum Wildtyp, abil mit einem Wert von etwa 0,01 weist eine 100-fach geringere

durch Abscisinsaure bedingte Aktivitdtsdnderung als der Wildtyp auf.

3.4. Ektopische Expression von Effektoren

Eine haufig angewandte Technik zur Untersuchung von Signaltransduktionswegen ist die
Uberexpression von mutierten und nicht mutierten Proteinen und die Analyse der Effekte auf
die Zelle (Downward, 2001). Im transienten Expressionssystem wurden verschiedene an der
ABA-Signaltransduktion beteiligte Proteine und durch Mutation, Deletion oder Fusion
veranderte Proteine unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors exprimiert und die
Auswirkungen auf die cotransfizierten ABA-regulierten Reporterkonstrukte untersucht.

Als Ausgangsvektor fir die Effektorkonstrukte wurde pBI221 (Jefferson, 1987) verwendet.
Die fir B-D-Glucuronidase codierende Sequenz wurde durch die Effektorgensequenz ersetzt
(Abb. 30).

3.4.1. Cotransfektion von ABI1 und Derivaten

Die Auswirkung von ABI1 einer Proteinphosphatase 2C (Meyer et al., 1994) als moglicher
negativer Regulator (Gosti et al., 1999) der ABA-Signaltransduktion und von ABI1-Derivaten
auf die Genregulation im transienten Expressionssystem wurde analysiert. Flr die
Uberexpression von ABI1, abi1 und einer N-terminal deletierten Version von ABI1, dABI1 in
Maisprotoplasten fand J. Sheen (1998) eine Blockade der ABA-Antwort. Der verwendete
HVAL-Promotor wurde bei Cotransfektion der genannten ABI1-Versionen nicht mehr durch
ABA induziert. Ein inaktives ABI1-Derivat, welches keine Phosphataseaktivitat mehr aufwies,
zeigte dagegen keine negative Interferenz mit der ABA-Signaltransduktion (Sheen, 1998).
Zur Uberexpression von ABI1 und verschiedenen ABI1-Derivaten und Analyse der Effekte
auf die RD29BLUC- und RAB18LUC-Regulation in Arabidopsis-Protoplasten wurden in
pBI221 (Jefferson, 1987) die entsprechenden Genkonstrukte unter der Kontrolle des CaMV
35S Promotors generiert. Die ABI1-, abil- und nicht aktive ABI1 (iaABI1)-Sequenz stammte
aus von Dr. A. Himmelbach bereitgestellten Klonen. Ein BamHI-Eco1471 Fragment, welches
die ABI1- beziehungsweise die abil-Sequenz enthielt, wurde in den mit BamHI und Ecl136ll
verdauten pBI221 ligiert (Abb. 31). Fir die inaktive ABI1-Form wurde im resultierenden
pBI221ABI1 ein BsaAl-Bglll-Fragment aus ABI1 ausgetauscht gegen das entsprechende
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Ampr Effektor

Nos Ter

Abb. 30: Klonierungsschema der Effektorkonstrukte flr
die transiente Expression (Details siehe Text).

Fragment aus dem Klon von Dr. A. Himmelbach, der fir die nicht aktive ABI1-Sequenz

codiert (Abb. 31). Daneben wurde zur Expression des N-Terminus von ABI1, die fir die

ersten 109 Aminosduren codierende Sequenz mit Vent-Polymerase amplifiziert
(Oligonukleotide siehe Anhang) und als BamHI-Ecl136ll-Fragment in den pBI221 gesetzt
(Abb. 31). Die generierten Effektorplasmide, pBI221ABI1, pBl221abi1, pBI221NterABI1 und

pBl221iaABI1 wurden in transienten Expressionsexperimenten eingesetzt und der Effekt auf

die ABA-Regulation von Reporterkonstrukten untersucht.
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Abb. 31:; Klonierungen zur Uberexpression verschiedener ABI1-Formen: ABI1, abi1, inaktive ABI1-
Form (D'"9A) und N-Terminus von ABI1 (1-109 aa). Details siehe Text.

3.4.2. Einflu3 auf die ABA Regulation

Fir die Analyse der Auswirkungen von ABI1 und abi1 auf die RD29BLUC-Regulation wurden
RLD-Protoplasten mit 50 ug pSKAscIRD29BLUC, 50 ug pBI221, als internem Standard und
unterschiedlichen Mengen pBI221ABI1 beziehungsweise pBl221abi1 als Effektor
cotransfiziert. Zur Expression des Effektors wurde zunachst nach der Transfektion fiir 16 h
ohne Abscisinsaure inkubiert. Anschliel3end zur Induktion des Reporters wurde mit und ohne
ABA (30 pM) fir weitere 24 h inkubiert. In Abb. 32 sind fur B-D-Glucuronidase
standardisierte Luciferaseaktivitadten in Abhangigkeit der Menge an eingesetztem Effektor
dargestellt. Sowonhl fir steigende Mengen von 35SABI1 wie auch fliir 35Sabil zeigt sich eine
Abnahme der ABA-vermittelten Reporterinduktion. Zusatzlich sinkt mit zunehmender

Effektorkonzentration die nicht induzierte Basisexpression des Reporters, was auf endogen
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Abb. 32: 35SABI1 (A) bzw. 35Sabil (B) als Effektor der RD29BLUC-Regulation in RLD-Protoplasten.
Fir GUS standardisierte Aktivitdten in Abhangigkeit der eingesetzten Effektormenge aus mit (30 uM)
und ohne ABA inkubierten Protoplasten ist dargestellt.

vorhandene Abscisinsdure und der daraus resultierenden Induktion des Reporters
zurlckzufiihren sein kénnte.

Zusammengefalt ergibt sich fir die Mutantenform abi1 ein starkerer negativer Effekt auf die
Induktion als bei Uberexpression der Wildtypform ABI1 (Abb. 33). Das Verhaltnis zwischen
induzierter und nicht induzierter Expression nimmt bei Cotransfektion von 35Sabil starker ab
als bei 35SABI1.
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Die Uberexpression der inaktiven ABI1-Form (D" A) sowie des N-Terminus von ABI1 (1-
109 aa) fuhrt zu keiner im transienten Expressionssystem erfallbaren Veranderung im
Vergleich zur Kontrolle ohne Effektor (Abb. 34). Die Abweichungen liegen im
Schwankungsbereich, der sich beim Vergleich verschiedener Transfektionen ergibt (vgl. Abb.
14).

25 -
o 00 uM ABA
g 20 1 W30 uM ABA
)
=
::CE 15'
=
< 10+
(O]
>
®
T ]
0
Effektor - 35SiaABI1 | 35SNterABI1
Reporter | RAB18LUC | RAB18LUC | RABI18LUC

Abb. 34: Uberexpression der inaktiven ABI1-Form und des N-Terminus von ABI1 in RLD-Protoplasten
und Auswirkung auf die RAB18LUC-Regulation. 10 ug des Effektorplasmids wurden cotransfiziert mit
20 pug pSKAsclRAB18LUC und 50 pg pBI221AEQ. Nach der Transfektion wurden die Protoplasten zur
Expression des Effektors 16 h ohne ABA inkubiert. AnschlieRend sind sie aufgeteilt worden. Je ein Teil
wurde mit ABA (30 pM) versetzt. Nach weiteren 24 h Inkubation wurden im Extrakt die Luciferase- und
Aequorinaktivitat bestimmt.

Entsprechend den Ergebnissen von J. Sheen (1998) wirkt bei Uberexpression ABI1 und abi1
als negativer Regulator der ABA-Antwort und die inaktive, keine Phosphataseaktivitat
aufweisende Form zeigt keine negative BeeinfluBung der Reporterinduktion. Wie fir die
inaktive Form ergibt sich auch fir den N-Terminus von ABI1 keine Veranderung im Vergleich

zur Kontrolle.

3.4.3. Expression von ABI1 und abil in ahrl- und gca2-Protoplasten

Wie im Wildtyp zeigt sich fiir Protoplasten der ahrl- und gca2-Mutante bei Uberexpression
von ABI1 beziehungsweise abi1 eine negative Regulation der ABA-Antwort. Protoplasten
aus Blattern der fir ABA hypersensitiven Mutante ahrl wurden transfiziert mit verschiedenen
Mengen an pBI221ABI1 beziehungsweise pBl221abi1 (0; 0,3; 1; 3; 10 pg), 100 ug
pBI221Aequorin und 20 ug pSKAsclRAB18LUC. In Abb. 35 ist der von der Effektormenge
abhangige Aktivitatsverlauf dargestellt. Vergleichbar zum Wildtyp (Abb. 32) ergibt sich flr die



3. Ergebnisse 87

Mutantenform der Proteinphosphatase eine starkere Inhibierung der Reporterinduktion als

fur die Wildtypform.
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Abb. 35: Cotransfektion von ahrl-Protoplasten mit unterschiedlichen Mengen an pBI221ABI1 (A)
bzw. pBl221abi1 (B) (0; 0,3; 1; 3; 10 ug) als Effektor, 20 ug pSKAscIRAB18LUC als Reporter und 100
Mg pBl221Aequorin als internem Standard. Die Graphen zeigen Aktivitdten nach Inkubation mit (10
MM) und ohne ABA.

Abb. 36 zeigt zusammenfassend den Effekt der Uberexpression der Protein-

phosphataseformen in ahrl-Protoplasten als Inhibierung der Induktion des Reporters. Das

Verhaltnis der Aktivitatswerte mit und ohne Abscisinsaure inkubierter Protoplasten entspricht
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der Induktion. Der maximale sich ergebende Induktionswert ohne Effektor wurde als 0%
Inhibierung eingesetzt. Bei groter eingesetzter Effektormenge (10 ug) ergibt sich fiur ABI1
eine 75%ige und fur abi1 eine 86%ige Inhibierung der Induktion.

In gca2-Protoplasten wurde die ABA-abhangige Signalanderung bei Coexpression der
Proteinphosphataseformen naher untersucht. Dazu wurde die in Wildtyp- und ahrl-
Protoplasten die gréRte Inhibierung der Induktion bewirkende Menge an Effektor eingesetzt.
Mutantenprotoplasten wurden cotransfiziert mit 100 pg pBI221Aequorin, 20 g
pSKAscIRAB18LUC und 10 ug Effektor beziehungsweise ohne Effektor als Kontrolle. Nach
16-stundiger Inkubation wurden die Protoplasten aufgeteilt und fir weitere 24 h mit
verschiedenen Abscisinsaurekonzentrationen inkubiert. Abb. 37 zeigt die standardisierte
Reporteraktivitat in Abhangigkeit der Abscisinsaurekonzentration. Die Steigung der in Abb.
37 gezeigten Regressionsgeraden entspricht der ABA-abhangigen Signalanderung. Ohne
Effektor ist die Aktivitdtszunahme am gréfiten, die Gerade am steilsten, die ABA-abhangige
Signalanderung am héchsten. Entsprechend den Ergebnissen fiur die Inhibierung der
Induktion in Wildtyp und ahrl-Protoplasten flihrt die Coexpression von abi1 zu der kleinsten
Aktivitadtszunahme und geringsten ABA-abhangigen Signaldnderung. Allerdings zeigen die
MeRwerte der Transfektionen ohne Effektor und mit pBl221abi1 eine hohe Streuung und
damit schlechte Naherung durch die Regressionsgerade. Eine verlallichere Aussage
bezlglich der durch Abscisinsdure bedingten Signaldanderung in Abhangigkeit der
Proteinphosphataseformen in gca2-Protoplasten bleibt damit weiteren Untersuchungen

vorbehalten.

1,2 -

A pBl221abil
O pBI221ABI1
B ohne Effektor

Relative Aktivitat [LUC/AEQ)]

Abb. 37: Effekt der Coexpression von ABI1 und
abi1 in gca2 Protoplasten auf die ABA-abhangige
(0, 1, 3, 10, 30 uM) RAB18LUC-Regulation.

0 1 10 100
ABA [pM]
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3.4.4. Uberexpression von ABI2 und Derivaten

Die zu ABI1 homologe Proteinphosphatase 2C ABI2 kénnte wie ABI1 ein negativer
Regulator der ABA-Signaltransduktion sein. Der
hatte far

nicht

Vergleich der Genregulation in

Mutantenprotoplasten abi2 eine wesentlich geringere, im transienten
ABA-vermittelte

Reporterinduktion als bei abil gezeigt (vgl. Abb. 28 c-f, 29). Bei beiden Mutanten ist durch

Expressionssystem mehr erfalBbare Auswirkung auf die
den gleichen Aminosaureaustausch von Glycin gegen Asparaginsaure innerhalb der
katalytischen Domane die Phosphataseaktivitat stark reduziert auf cirka 5 % (Bertauche et
al., 1996; Leube et al., 1998; Leung et al., 1997; Rodriguez et al., 1998). Damit sind die
verschiedenen Effekte auf die Genregulation vermutlich nicht auf die Mutation, sondern auf
andere Unterschiede zwischen ABI1 und ABI2 zurlckzufliihren. Ein Vergleich der
Proteinsequenzen ergibt flir den N-terminalen Bereich die groRte Diversitat. Die

Uberexpression des N-Terminus von ABI1 alleine fiihrte im transienten Expressionssystem

ABI2 MDEVSPAVAVPFRPFTDPHAGLR: - - - - - GYCN- -~ - - - - - - GESRVTLPE- SSCSGDG 43
ABI2NLS(ABI1) MDEVSPAVAVPFRPFTDPHAGLR: - - - - - GYCN---------- GESRVTLPE- SSCSGDG 43

ABI1 MEEVSPAI AGPFRPFSETQ\/DFTG RLG(GYCNNQYSNQDSENGDL MVSLPETSSCSVSG 60

* ***** * k*kkkkk- e * k k% . * *k*k*k *kk*% .*

ABI2 ANKDSS- - - - - FEI NTRQDSL TSSSSA- MAGVDI SAGDE! NGSDEFDPRSMNQSEKKVLS 97

ABI2NLS(ABI1) AVKDSS- - - - - FEI NTRQDSL TSSSSA- MAGVDI SAGDE! NGSDEFDPRSMNQSEKKVLS 97

ABI1 SHGSESRKVLI SRI NSPNLNVKESAAADI VWVDI SAGDEI NGSD- - - - - - - | TSEKKM S 113
ABI2 RTESRSLFEFKCVPLYGVTSI CGRRPEMEDSVSTI PRFLQVSSSSLLDGRVTNGFNPHLS 157
ABI2NLS(ABI1) RTESRSLFEFKCVPLYGVTSI CGRRPEMEDSVSTI PRFLQVSSSSLLDGRVTNGFNPHLS 157
ABI1 RTESRSLFEFKSVPLYGFTS| CGRRPEMEDAVST! PRFLQSSSGSNL DGR- - - - FDPQSA 169
ABI2 AHFFGVYDGHGGSQVANYCRERVHL AL TEEI VKEKPEFCDGDTWQEKVWKKAL FNSFVRVD 217
ABI2NLS(ABI1) AHFFGVYDGHGGSQVANYCRERMHL AL TEEI VKEKPEFCDGDTWQEKWKKAL FNSFMRVD 217
ABI1 AHFFGVYDGHGGSQVANYCRERMHL AL AEEI AKEKPM.CDGDTW. EKVKKALFNSFLRVD 229

***************************:***.**** :****** ***********:***

ABI2 SEI ETVAHAPETVGSTSWAWFPTHI FVANCGDSRAVL CRGKTPLAL SVDHKPDRDDEA 277
ABI2NLS(ABI1) SEI ETVAHAPETVGSTSWAWWFPTHI FVANCGDSRAVL CRGKTPLAL SVDHKPDRDDEA 277
ABI1 SEI ESVA- - PETVGSTSWAWWFPSHI FVANCGDSRAVL CRGKTAL PL SVDHKPDREDEA 287
ABI2 ARl EAAGEKVI RWNGARVFGVLAVBRS! GDRYLKPSVI PDPEVTSVRRVKEDDCLI LASD 337
ABI2NLS(ABI1) ARl EAAGEKVI RWNGARVFGVLAVBRS! GDRYLKPSVI PDPEVTSVRRVKEDDCLI LASD 337
ABI1 ARI EAAGEKVI QANGARVFGVLAVBRS| GDRYLKPSI | PDPEVTAVKRVKEDDCLI LASD 347
ABI2 GLWDVMINEEVCDLARKRI LLWHKKNAMAGEA- L L PAEKRGEGKDPAAVBAAEYL SKMAL 396
ABI2NLS(ABI1) GLWDVMINEEVCDLARKRI LLWHKKNAMAGEA- L L PAEKRGEGKDPAAVBAAEYL SKLAI 396
ABI1 GVWDVMIDEEACEMARKRI LLWHKKNAVAGDASL L ADERRKEGKDPAAVBAAEYL SKLAI - 407

ABI2
ABI2NLS(ABI1)
ABIL

ke kkkkhkkekk Kk kkkkkkkkkkkkk. kk. k k% ke k kkhkkkkhkkkhkkkkkkkkkk. k.

QKGSKDNI SWWWVDLKG RKFKSKSLN 423
QRGSKDNI SVWWWVDLKPRRKLKSKPLN 423
QRGSKDNI SWWWIDLKPRRKLKSKPLN 434

kekkkkkkkkkkkkkk ko kkk kK

NLS

Abb. 38: Sequenzvergleich von ABI1, ABI2 und ABI2NLS(ABI1) mit Clustal W
(http://www2.ebi.ac.uk). In der ABI2NLS(ABI1)-Sequenz wurden 30 Aminosduren am
Carboxyterminus von ABI2 gegen die entsprechende ABI1-Sequenz (unterstrichen)
ausgetauscht.
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allerdings zu keiner Veranderung der ABA-abhangigen Reporterregulation im Vergleich zur
Kontrolle ohne N-Terminus (siehe Abb. 34). Dagegen wirkt ABI1 ohne N-Terminus wie das
Vollangeprotein als negativer Regulator bei Uberexpression (Sheen, 1998). Ein weiterer
mdglicher Unterschied zwischen ABI1 und ABI2 ist die Lokalisation der Proteine in der Zelle.
PSORT (Prediction of Protein Localization Sites version 6.4; http://psort.nibb.ac.jp) ergibt fur
ABI1 eine Wahrscheinlichkeit fir Kernlokalisation von 60 % und fir ABI2 dagegen eine
Wahrscheinlichkeit fir die Lokalisation im Cytoplasma von 65 %. Im Gegensatz zu ABI2
findet sich am C-Terminus von ABI1 ein mdgliches Kernlokalisationssignal KPRRK (NLS;
Position 423-427 , Abb. 35) bestehend aus mehreren basischen Aminosauren (Dingwall und
Laskey, 1991).

Zur Untersuchung des Effekts von ABI2 und abi2 bei Uberexpression im transienten System
und einer moglichen Auswirkung des putativen NLS in ABI1 wurde entsprechend Abb. 30
die fur ABI2 beziehungsweise abi2 codierende Sequenz in pBI221 ligiert. Im resultierenden
pBI221ABI2 wurde die fur 30 Aminosauren am Carboxyterminus von ABI2 codierende
Sequenz gegen die entsprechende, ein Kernlokalisationssignal enthaltene Sequenz von
ABI1 ausgetauscht (ABI2NLS(ABI1), Abb. 38). Mit Pwo-Polymerase wurde die ABI2-
beziehungsweise abi2-Sequenz amplifiziert (Oligonukleotide siehe Anhang) und als Bglll-
blunt Fragment in den mit BamHI und Ecl136ll gedffneten pBI221 ligiert (Abb. 39). Als

pBl 221

CaMV 35S Promotor GUS Nos Ter

Sphl 12 Ecl1361l 2764 'EcoRI 3031
BamHI 873,

Xbal 867 /
Smal 880

abi2 als

ABI2 als
+ * Bglll-blunt-Fragment

Bglll-blunt-Fragment

pBI221ABI2 pBl221abi2
CaMV 35S Promotor ABI2 Nos Ter CaMV 35S Promotor abi2 Nos Ter
Hindlll 2; i Xbal 867 Sacll 2350 (Ecli136ll) ' ECORI 2740 :;E?lill.lz i Xbal 867 (Ecl136l1l) EcoRI 2740

(BamHI) (BamHI)

Sphl 12

Abb. 39: Klonierungen zur Uberexpression von ABI2 und abi2 (Details siehe Text).
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Matrize fiir die PCR diente genomische DNA flir die Amplifikation von ABI2 und pBIC20-abi2
fur die Vervielfaltigung von abi2. Zum Austausch der fur das NLS codierenden Sequenz
wurde ein Hindlll-Sacll-Fragment aus pBI221ABI2 in den entsprechend verdauten
pBI221ABI1 gesetzt (Abb. 40).

pBI221ABI1

CaMV 35S Promotor ABI1 Nos Ter

/

Hindlll 2 Sphl 12

Sacll 2294 Spel 2458 EcoRI 2738

Abb. 40: Ersatz des Carboxyterminus von

Hindill-Sacll Fragment ABI2 durch die entsprechende Sequenz von
* aus pBI221ABI2 ABI1 zur Uberexpression von ABI2 mit dem
Kernlokalisationssignal von ABI1 (Details siehe
Text).

A 4

pBI221ABI2NLS

CaMV 35S Promotor ABI2NLS(ABI1) Nos Ter

Hindlll 2
Sphl 12 Sacll 2350 Spel 2458 'EcoRI 2738

Die generierten Klone pBI221ABI2, pBl221abi2 und pBIABI2NLS wurden im transienten
Expressionssystem zur Uberexpression der entsprechenden Proteine eingesetzt. Je 10 ug
des Effektorplasmids wurden mit 20 uyg pSKAsclRAB18LUC und 100 ug pBl221Aequorin
cotransfiziert. Nach 16-stiindiger Inkubation wurden die Ansatze gesplittet und ohne
beziehungsweise mit ABA (30 uM) fir weitere 24 h inkubiert. AnschlieRend wurde im Extrakt
die Aequorin- und Luciferaseaktivitat bestimmt. In Abb. 41 ist die Induktion von RAB18LUC
als Quotient aus spezifischer Aktivitat mit ABA beziehungsweise ohne ABA dargestellt. Fur
jede der drei eingesetzten ABI2-Formen zeigt sich eine verringerte ABA-Induktion des
Reporterkonstrukts. Damit wirkt ABI2 bei Uberexpression im transienten System ahnlich wie
ABI1 als negativer Regulator der ABA-Signaltransduktion. Im Gegensatz zu ABI1 zeigt sich
fur ABI2 ein vergleichbarer negativer Effekt auf die Reporterinduktion wie bei abi2. ABI1 zeigt
einen schwacheren Effekt auf die Induktion als abi1. Eine mdgliche Ursache sind
Expressionsschwankungen bis zu einem Faktor 2 beim Vergleich verschiedener

Transfektionen (siehe Abb. 14). Um eine exakte Aussage treffen zu kénnen sind detaillierte
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Analysen nétig. Das Vorhandensein eines mdglichen Kernlokalisationssignals flhrt beim

Vergleich der drei eingesetzten Formen ABI2, abi2 und ABI2NLS zu keinem Unterschied.

14 A~
12 -

10 -~

Relative Induktion

2 =

0 -
Effektor - 35SABI2 | 35Sabi2 |35SABI2NLS| 35SABIL | 35Sabil

Reporter | RAB18LUC | RAB18LUC | RAB18LUC | RAB18LUC | RAB18LUC | RAB18LUC

Abb. 41: Uberexpression von ABI2, abi2, ABI2NLS, ABI1 und abi1 und Effekt auf die ABA-
vermittelte (30 uM) RAB18LUC-Regulation in RLD-Protoplasten.

3.4.5. AtHB-6, ein ABA regulierter HD-Zip Transkriptionsfaktor

Das Arabidopsis-Genom codiert fir etwa 1500 Transkriptionsfaktoren. Davon kénnen 89 der
Homdobox-Genfamilie zugerechnet werden. In etwa 50 % der Transkriptionsfaktoren dieser
Familie folgt auf die Homdodomane ein Leucin Zipper (Riechmann et al.,, 2000).
Charakteristisch fir Homooboxgene ist eine konservierte 183 bp—Nukleotidsequenz, die flr
eine DNA-bindende Doméne, die Homdodomane, bestehend aus drei a-Helices codiert
(Gehring et al., 1994). Durch die Helix 3 der Homéodomane kdnnen spezifische DNA-
Sequenzen erkannt werden. Das auf die Hombéodomane folgende Leucin-Zipper-Motiv
ermdglicht mit der wiederholten Anordnung von Leucin-Resten in einer a-Helix eine
Dimerisierung der Homéodoman-Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktoren (Ruberti et al., 1991).
AtHB-6, ein Homéodoman-Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktor wird wie AtHB-7 und AtHB-12
durch Abscisinsdure reguliert (Séderman et al.,, 1999). Bei der Analyse von
Proteininteraktionen der Proteinphosphatase 2C ABI1 wurde AtHB-6 als Komponente der
ABA-Signaltransduktion identifiziert (Himmelbach et al., 2001). Es zeigte sich eine von der
Proteinphosphataseaktivitat abhangige Interaktion zwischen ABI1 und AtHB-6. Zudem wurde
in Gelretardationsexperimenten eine Bindung von AtHB-6 an ein im Promotor von AtHB-6

vorkommendes cis-Element nachgewiesen (Himmelbach et al., 2001). In transienten
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Expressionsexperimenten wurde die Wirkung von AtHB-6 als transkriptioneller Regulator
untersucht. Zunachst ist die Auswirkung auf seinen eigenen Promotor analysiert worden. In
Abb. 42 sind die verwendeten Effektoren dargestellt. Sowohl Vollange AtHB-6 wie auch eine
fir das DNA-Bindemotiv deletierte Version, AAtHB-6, wurde unter der Kontrolle des CaMV

35S Promotors in Protoplasten als Effektor exprimiert.

Homdodoméne Leucin-zipper
| I I

1 58 117 154 311

119

Helix 2 Leucin-zipper

AtHB-6 LTI T [
Helix 1  Helix 3

Helix 2  Leucin-zipper

AAtHB-6 I 11 |

Helix 1

Abb. 42: Schematische Darstellung der als Effektoren verwendeten AtHB-6-Formen. Die Positionen
der Homdodomane mit den drei a-Helices und des Leucin-Zippers sind gezeigt. In der AAtHB-6 Form
wurde im Vergleich zur Vollange-Version AtHB-6 das DNA-Bindemotiv, die a-Helix 3 der
Homobodoméne deletiert.

Im Promotor von AtHB-6 findet sich neben der Bindestelle fir die Homdéodomane unter
anderem ein ABA Response Element (ABRE) (Abb. 43). Neben der unveranderten
Promotorsequenz wurde in transienten Expressionsexperimenten mit einer mutierten Version
des HD-ZIP Bindemotivs als Kontrolle gearbeitet. Durch die Mutation wird eine Bindung der

Homdéodomane an die DNA verhindert (Himmelbach et al., 2001).

- 628 - 322 -59 +1
—] 1 : —

HD-ZIP Bindemotiv ABRE TATA Box Transkriptionsstart

- 638 - 609
HD-zIP Bindemotiv  GCATATAATC CAATTATTA CAACTTTAACA

Mutiertes Bindemotiv GCATATAATC CAATTIETTA CAACTTTAACA

Abb. 43: Schematische Darstellung des AtHB-6-Promotors mit der DNA-Bindestelle des Homdodoman-
Leucin-Zipper-Proteins, einem ABA Response Element (ABRE) und der TATA Box. Als Kontrolle wurde
in transienten Expressionsexperimenten ein mutiertes HD-ZIP-Bindemotiv verwendet, bei welchem ein
fur die Bindung der Homéodomane kritischer Adeninrest durch einen Guaninrest ersetzt wurde.
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In der Regel besitzen Transkriptionsfaktoren eine DNA-bindende Domane und eine
Aktivator-oder Repressor-Domane oder beides zur Regulation der Transkription (Roberts,
2000). Zur Analyse der regulatorischen Wirkung von AtHB-6 auf seinen eigenen Promotor
wurde in RLD-Protoplasten AtHB-6 unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors
Uberexprimiert und der Effekt auf cotransfizierte Reporter untersucht. Als Reporterkonstrukt
wurde pSKAsclHB6LUC und eine mutierte Version (pSKAscIHB6*LUC), die entsprechend
Abb. 43 eine Mutation im HD-ZIP Bindemotiv aufweist, verwendet. Durch das Fehlen des
korrekten HD-ZIP-Bindemotivs bei AtHB-6*LUC sollte eine mogliche transkriptionelle
Regulation des Reporters durch Bindung von AtHB-6 an den Promotor ausgeschlossen sein.
In Abb. 44 sind die sich ergebenden Induktionswerte dargestellt. Induktion beschreibt dabei
das Verhaltnis der standardisierten Aktivitdten von mit Effektor cotransfizierten
beziehungsweise mit ABA behandelten zu ohne Effektor transfizierten, nicht behandelten
Protoplasten. Fir beide Reporter, AtHB-6LUC und AtHB-6*LUC, ergibt sich keine im
transienten Expressionssystem erfallbare ABA-abhangige Regulation mit Induktionswerten
von 0,8 fir AtHB-6LUC beziehungsweise 1,2 fur AtHB-6*LUC. Wie fir Abscisinsaure zeigt
sich auch bei Uberexpression von AtHB-6 als mdglichen transkriptionellen Regulator keine
signifikante Veranderung der Expression. Die resultierenden Induktionswerte liegen nahe 1.
Damit zeigt sich in Protoplasten bei Verwendung des Vollange-Promotors von AtHB-6 keine

BeeinfluBung der Transkription durch die Uberexprimierung von AtHB-6.

15 -

1,25 +

OouM ABA

0.75 1 B 30uM ABA

Induktion

0,5 +

0,25 -+

0
Reporter |AtHB-6LUC |AtHB-6*LUC| AtHB-6LUC | AtHB-6*LUC

Effektor - - 35SAtHB-6 | 35SAtHB-6

Abb. 44: Transfektion von RLD-Protoplasten mit 50 pg pSKAscIHB6LUC (AtHB-6LUC) bzw.
pSKAscIHB6*LUC (AtHB-6*LUC) als Reporter, 100 ug pBI221Aequorin als internem Standard und mit
bzw. ohne 50 pg Effektorplasmid (35SAtHB-6). Dargestellt ist die ABA-abhangige (30 uM) und AtHB-6
abhangige Induktion der verwendeten Reporter.
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3.4.6. Transkriptionelle Regulation eines kiinstlichen Promotors durch AtHB-6

Im Gegensatz zur Northernanalyse (vgl. Abb. 15) zeigt sich in Protoplasten keine ABA-
abhangige AtHB-6-Regulation. Sowohl die ABA-Regulation des Reporters wie auch die
Regulation des AtHB-6-Promotors durch das AtHB-6-Protein ist in Protoplasten unterbunden.
Um eine BeeinfluBung der Analyse durch andere regulatorische Mechanismem moglichst
einzuschranken wurde flr weitere transiente Expressionsexperimente nicht der
Vollangepromotor von AtHB-6, sondern ein Promotor bestehend aus mehreren Kopien des
HD-ZIP-Bindemotivs, fusioniert an einen verkirzten CaMV 35S Promotor, verwendet.
Entsprechend zeigten etwa Uno et al. (2000) die Transaktivierung eines kunstlichen
Promotors bestehend aus einem Minimalpromotor und mehreren Kopien eines
Promotorfragments. Abb. 45 zeigt schematisch die fir weitere Analysen eingesetzten

Reporter.

wtHB6belLUC

2x HD-ZIP-Bindemotiv Luciferase

i { — 2x cis Element

-46 35S
Minimalpromotor

4x HD-ZIP-Bindemotiv Luciferase

—i— — 4x cis Element

-46 35S
Minimalpromotor

mtHB6beLUC

2x HD-ZIP-Bindemotiv
mutiert Luciferase

H H — 2x cis Element

-46 35S
Minimalpromotor

4x HD-ZIP-Bindemotiv
mutiert Luciferase

—{HHH — 4x cis Element

-46 35S
Minimalpromotor

Abb. 45: Schematische Darstellung der Reporter, die zur Untersuchung der transkriptionellen
Regulation durch AtHB-6 verwendet wurden. Je zwei oder vier Kopien des HD-ZIP-Bindemotivs
(wtHB6beLUC) bzw. des mutierten HD-ZIP-Bindemotivs (mtHB6beLUC) (vgl. Abb. 43) wurde an
einen verkirzten CaMV 35 S Minimalpromotor und der fur Luciferase codierenden Sequenz fusioniert.
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Als Minimalpromotor diente die —46 bis +1 Region des CaMV 35S Promotors (Fang et al.,
1989). Zwei beziehungsweise vier Kopien des HD-ZIP-Bindemotivs wurden an diesen
Minimalpromotor fusioniert. Als Kontrolle wurden gleiche Reporterkonstrukte mit der
mutierten HD-ZIP-Bindungsstelle verwendet. Die —46 bis +1 Region des CaMV 35S
Promotors wurde mit Vent-Polymerase amplifiziert (Oligonukeotide siehe Anhang) und als

Spel-BamHI-Fragment in die entsprechenden Restriktionsstellen des pSKAsclILUCTER

ligiert.
pSKAsScILUCTER
Nos Ter LUC
Ascl 661
Sacl 996

-46 bis +1 CaMV 35S

+ BamHI-Spel Fragment

BamHI 2869
Spel 2875

pSKAscl-4635SLUC
Nos Ter LUC -46 35S

Ascl 661
Hindlll 709  Sacl 996 BamHI 2869

Spel 2938

2x HD-ZIP-Bindemotiv
+ Oligonukleotide mit zu Spel
kompatiblen Enden

wt/mtHB6beLUCTER (2x cis-Element)
Nos Ter LUC -46 35S hb6 bd 2x

Ascl 661
Hindlll 709 Sacl 996 BamHI 2869 (Spel 2938)

2x HD-ZIP-Bindemotiv
+ Oligonukleotide mit zu Spel
kompatiblen Enden

wt/mtHB6beLUCTER (4x cis-Element)

Nos Ter LUC  -46 35S hb6 bd 4x

Ascl 661 Hindlll 709 Sacl 996 BamHI 2869 Nhel 3002

(Nhel 2970)

Abb. 46: Klonierungsschema der HD-ZIP-Bindemotiv-LUC-Reporter
(Details siehe Text).
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In den damit generierten Vektor, pSKAscl-4635SLUC, wurden, um eine gerichtete Ligation
und definierte Kopienanzahl des HD-ZIP-Bindemotivs zu erreichen, Oligonukeotide mit zu
Spel kompatiblen tberhangenden Enden und einer zusatzlichen Nhel-Schnittstelle in die
Spel-Restriktionsstelle eingesetzt (Sequenzen siehe Anhang). Die Spel-Schnittstelle wurde
dabei zerstort. Die eingefiihrten Oligonukeotide beinhalten zwei Kopien des HD-ZIP-
Bindemotivs. In die neu eingeflhrte Nhel-Schnittstelle wurden erneut die zwei Kopien des
HD-ZIP-Bindemotivs beinhaltenden Oligonukleotide ligiert und die zur Klonierung benutzte
Nhel-Restriktionsstelle zerstért (Abb. 46). Durch die bei den Klonierungen jeweils
eingefuhrte Nhel-Schnittstelle konnte die Orientierung und Anzahl der vorhandenen
Oligonukleotide Uberpruft werden. Analog zur Klonierung der das HD-ZIP-Bindemotiv
enthaltenden Reporter wurden Oligonukleotide mit einer mutierten Version des Bindemotivs
(vgl. Abb. 43) zur Klonierung von Reporterkonstrukten, die in transienten
Expressionexperimenten als Kontrolle eingesetzt wurden, verwendet.

Durch die beschriebenen Klonierungen wurden die in Abb. 45 schematisch dargestellten
Reporterkonstrukte erhalten. Zur Untersuchung eines méglichen regulatorischen Effekts von
AtHB-6 auf das HD-ZIP-Bindemotiv wurden RLD-Protoplasten cotransfiziert mit 25 pg
Reporterplasmid, 50 ug Effektor und 100 ug pBl221Aequorin als internem Standard. Als
Reporter wurden die oben beschriebenen (Abb. 45), das HD-ZIP-Bindemotiv in zwei- (2x cis-
Element) beziehungsweise vierfacher (4x cis-Element) Kopie enthaltenden Konstrukte
(wtHB6beLUC) und die entsprechenden mutierten Versionen (mtHB6beLUC) verwendet. Der
Effektor war AtHB-6 unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors. 16 h nach der
Transfektion wurden die Protoplasten aufgeteilt und mit 30 uM ABA beziehungsweise ohne
Abscisinsaure weitere 24 h inkubiert. In Abb. 47 sind die resultierenden Induktionswerte als

Verhaltnis zwischen standardisierten Aktivitatswerten mit Effektor zu Werten ohne Effektor

dargestellt.
12 1
10 4 0O 2x cis-Element
M 4x cis-Element
c 81
S
S 67
=
£ 4.
2 g
' 1l (m W
ABA 0 pM / 30 pM 0 pM 30 pM 0 pM 30 pM
Reporter | WHBEDELUC 7 tHB6belL UC|WtHBBbeLUC mtHB6beLUC mtHB6beL UC
Effektor - 35SAtHB-6 | 35SAtHB-6 | 35SAtHB-6 | 35SAtHB-6

Abb. 47: AtHB-6 abhangige Regulation der HD-ZIP-Bindemotiv-Reporter (wtHB6belLUC

/

mtHB6beLUC). Vergleich der Induktion in Abhangigkeit der Kopienzahl sowie bei Inkubation mit (30
pMM) und ohne ABA. Als Kontrolle wurden Reporter mit mutiertem HD-ZIP-Bindemotiv (mtHB6beLUC)
verwendet.
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Fir die Reporter, die zwei Kopien der cis-Elemente enthalten, ergibt sich beim Vergleich der
mutierten und nicht mutierten Form nur ein geringfigiger Induktionsunterschied. Dagegen
zeigt sich bei den Reporterkonstrukten mit vier Kopien des HD-ZIP-Bindemotivs ein
deutlicher Unterschied in der Induktion zwischen mutierter und nicht mutierter Form. Durch
die Coexpression von AtHB-6 wird der klnstliche, das HD-ZIP-Motiv enthaltende Promotor,
positiv reguliert. Ohne ABA ergibt sich durch die AtHB-6-Expression eine etwa sechsfache
Induktion des Reporters. Durch Abscisinsaure wird die Induktion zusatzlich erhéht, so dal®
sich schlieRlich mit AtHB-6 und ABA in Kombination eine etwa zwdlffach hohere Aktivitat
ergibt als mit ABA ohne AtHB-6. Der mutierte Kontrollpromotor wird dagegen nicht durch
AtHB-6 aktiviert.

Zur Uberpriifung der Abhangigkeit der Aktivierung von der DNA-Bindung wurde an Stelle von
AtHB-6 die deletierte Version AAtHB-6 als Effektor eingesetzt (vgl. Abb. 42). Ohne Helix 3
der Homdéodomane sollte keine Bindung an die DNA und damit keine Aktivierung der
Reporter méglich sein. In Abb. 48 ist die durch AtHB-6 beziehungsweise AAtHB-6 bedingte
Induktion des vier Kopien des HD-ZIP-Motivs beinhaltenden Promotors dargestellt. Das unter
gleichen Bedingungen wie oben (Abb. 47) durchgefuhrte Experiment ergibt bei AAtHB-6

unabhangig von Abscisinsadure keine Aktivierung des kunstlichen Promotors.
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Reporter wtHB6beLUCwtHB6belL UC wtHB6beLUC| wtHB6belLUC
Effektor - AtHB-6 AAtHB-6 | AtHB-6 + AAtHB-6

Abb. 48: Vergleich des Effekts von AtHB-6 und AAtHB-6 auf die Regulation eines kunstlichen
Promotors mit vier Kopien des HD-ZIP-Bindemotivs (wtHB6beLUC). Bei alleiniger Expression von
AtHB-6 bzw. AAtHB-6 wurden 50 ug der Effektorplasmide bei Kombination 50 yg des AtHB-6-
Expressionsvektors und 150 ug des AAtHB-6-Expressionsvektors zur Transfektion eingesetzt.
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Durch das Leucin-Zipper Motiv kénnen HD-ZIP-Proteine Homo- oder Heterodimere bilden.
AtHB-1 und AtHB-2 etwa bilden in vitro Homodimere (Sessa et al., 1993), AtHB-5 und AtHB-
6 kdénnen in vitro heterodimerisieren (Johannesson et al., 2001). Dementsprechend sollte bei
simultaner Expression von AtHB-6 und AAtHB-6 eine Kompetition zwischen beiden Formen
auftreten. Die in Abb. 48 dargestellte Coexpression von AtHB-6 und AAtHB-6 im Verhaltnis
1:3 fihrt zu einer verringerten Expression und Induktion des Reporters im Vergleich zur
Aktivierung ausschlief3lich mit AtHB-6.

AAtHB-6 kompetiert die AtHB-6 vermittelte Reporterinduktion. Bei konstant gehaltener
Effektormenge und nicht wie oben (siehe Abb. 48) zusatzlich angebotenem Effektor ergibt
sich ein vergleichbares Bild (Abb. 49). RLD-Protoplasten wurden transfiziert mit 100 ug
pBlI221Aequorin, 25 pg wtHB6beLUCTER (4x cis-Element) als Reporter und 50 ug
Effektorplasmid zur Expression von AtHB-6 oder AAtHB-6 beziehungsweise
Effektorplasmidgemisch. Mit zunehmender Menge an AAtHB-6 nimmt die AtHB-6 abhangige
Induktion ab. Wie in Abb. 48 zeigt sich bei diesem Experiment (Abb. 49) die Kompetition
zwischen AtHB-6 und AAtHB-6.
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Abb. 49: Expression von AtHB-6 und AAtHB-6 in unterschiedlichem Verhaltnis in RLD-Protoplasten
cotransfiziert mit 100 ug pBl221Aequorin als internem Standard und 25 ug wtHB6beLUCTER (4x cis-
Element) als Reporter. Die eingesetzte Effektorplasmidmenge (50 pug) wurde konstant gehalten.
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3.4.7. ABI1 als Effektor der durch AtHB-6 vermittelten transkriptionellen Regulation

Interaktionspartner der Proteinphosphatase 2C ABI1 identifiziert
2001). Aus Grund
Expressionsexperimenten eine moégliche Beeinflussung der AtHB-6 abhangigen Induktion

des vier Kopien des HD-ZIP-Bindemotivs enthaltenden kiinstlichen Promotors durch die

AtHB-6 wurde als

et transienten

(Himmelbach al., diesem wurde in

Uberexpression von ABI1 beziehungsweise der N-terminalen Region von ABI1 untersucht. In
Abb. 50 ist die Auswirkung der Coexpression unterschiedlicher Mengen ABI1 als Effektor
dargestellt. RLD-Protoplasten wurden cotransfiziert mit 100 pg pBl221Aequorin als internem
Standard, 50 pg wtHB6belLUC (4x cis-Element) beziehungsweise pSKAscl-4635SLUC als
Reporter sowie 25 pg 35SAtHB-6 Expressionsvektor und verschiedenen Mengen
pBI221ABI1 (25; 50; 75 ug) als Effektoren. Nach 16-stiindiger Inkubation wurden die
einzelnen Transfektionsansatze geteilt und ohne beziehungsweise mit 30 yM ABA flr
weitere 24 h inkubiert. Der Kontrollansatz mit pSKAscl-4635SLUC als Reporter zeigt die vom
HD-ZIP-Bindemotiv unabhangige Hintergrundaktivitat. Im Gegensatz zu wtHB6beLUC wird
die —4635SLUC-AKktivitat durch ABA nicht beeinfluRt. Bei vorhandenem HD-ZIP-Bindemotiv

des wtHB6beLUC-Reporters flhrt Abscisinsaure zu einer Induktion der Luciferaseaktivitat.
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Reporter | wtHB6beLUC | wtHB6beLUC | wtHB6beLUC |wtHB6beLUC | wtHB6beLUC | -4635SLUC
Effektor 1 35SAtHB-6 | 35SAtHB-6 35SAtHB-6 | 35SAtHB-6 -
Effektor 2 - 35SABI1 (25 pg) | 35SABI1 (50 pg)| 35SABIL (75 pg) -

Abb. 50: Effekt von ABI1 auf die AtHB-6 abhangige Induktion von wtHB6beLUC (4x cis —Element).
RLD-Protoplasten wurden cotransfiziert mit 100 ug pBl221Aequorin, 50 yg wtHB6beLUC bzw.
pSKAscl-4635SLUC (Reporter), 25 ug 35SAtHB-6 Expressionsvektor (Effektor 1) und verschiedenen
Mengen pBI221ABI1 (25; 50; 75 ug; Effektor 2).
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Sowohl durch ABA als auch durch AtHB-6 ergibt sich eine Induktion des klnstlichen
Bindemotivpromotors. Die zusatzliche Expression von ABI1 verédndert nicht die
Reporteraktivitaiten im  Schwankungsbereich der Aktivitdtsmessung verschiedener
Transfektionen (vgl. Abb. 14). Dagegen flhrt die Coexpression des N-terminalen Bereichs
von ABI1 zu einem deutlichen Effekt. Abb. 51 zeigt ein unter gleichen Bedingungen wie
oben beschrieben durchgefiihrtes Experiment bei welchem an Stelle von pBI221ABI1
pBI221NterABI1 als zusatzlicher Effektor in unterschiedlicher Menge eingesetzt wurde. Die
Cotransfektion des ABI1-N-Terminus verringert in Abhangigkeit der eingesetzten Menge die
ABA- und AtHB-6-vermittelte Induktion des kinstlichen Promotors. Bei der groRten
Effektormenge ist keine oder kaum mehr eine Induktion der Reporteraktivitat im Vergleich
zur Kontrolle feststellbar. Im Gegensatz zur Vollangeversion von ABI1 interferiert die N-
terminale Region von ABI1 mit der ABA- und AtHB-6-vermittelten Induktion des eingesetzten

kinstlichen Promotors.
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Abb. 51: ABI1-N-Terminus als Effektor der AtHB-6- und ABA-abhanigen Induktion von wtHB6beLUC
(4x cis-Element). RLD-Protoplasten wurden cotransfiziert mit 100 pg pBI221Aequorin, 50 g
wtHB6beLUC bzw. pSKAscl-4635SLUC (Reporter), 25 ug 35SAtHB-6 Expressionsvektor (Effektor 1)
und verschiedenen Mengen pBI221NterABI1 (25; 50; 75 ug; Effektor 2).

3.5. Lokalisation von Fusionsproteinen in Protoplasten

Die subzellulare Lokalisation und die Interaktion mit anderen zellularen Komponenten kann
Aufschlull geben Uber die Funktion von Proteinen. Zur weiteren Charakterisierung der oben

beschriebenen Proteine ABI1, ABI2 und AtHB-6 wurden Expressionsvektoren flir das
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transiente Expressionssystem konstruiert, die eine subzellulare Lokalisation als GFP-Fusion
(Hanson und Kohler, 2001) ermoéglichen. Abb. 52 zeigt das Klonierungsschema der GFP-
Fusionen. In ein pBI221-Derivat mit CaMV 35S Promotor, S1 Enhancer (Fltterer et al., 1990)
und GFP-Sequenz mit mutiertem Stop-Codon wurden die ABI1, ABI2 beziehungsweise
AtHB-6-Sequenz ligiert.

35S S1 Promotor

pUC ori GFP 327

pBIGFPnostop
\ 3962 bp

Nos Ter

Ampr

zu fusionierende
Proteinsequenz

5S S1 Promotor

pUC ori GFP 327

pBIGFPfusion

Amp r Fusion

Nos Ter

Abb. 52: Klonierungsschema der GFP-Fusionexpressionsklone fir die transiente Expression
(Details siehe Text).

Zur Konstruktion des in Abb. 52 gezeigten pBIGFPnostop wurde in oben beschriebenen
pSKAsclLUCTER (3.2.2.) das flr Luciferase codierende BamHI-Sacl-Fragment gegen das
entsprechende fir GFP 327 codierende Fragment aus pSMRSGFP (Davis und Viestra,
1996) ausgetauscht (Abb. 53). AnschlieRend wurde in die aufgefilite BamHI-
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Abb. 53: Konstruktion des GFP-Expressionsvektors fiir die transiente Expression in
Arabidopsis-Protoplasten (Details siehe Text).

Restriktionsstelle  des  resultierenden  pSKAsclGFP327TER ein  Pwo-Amplifikat
(Oligonukleotide siehe Anhang) des CaMV 35S Promotors mit S1 Enhancer ligiert (Abb. 53).
Der damit generierte pSKAscI35SS1GFP wurde als Kontrolle in transienten
Expressionsexperimenten verwendet. Fir die Konstruktion von GFP-Fusionsklonen wurde
das Stop-Codon der GFP-Sequenz des pSKAsclI35SS1GFP mit Hilfe von PCR mutiert und
eine zusatzliche Xhol-Schnittstelle eingefiihrt (Oligonukleotide siehe Anhang). Der daraus
hervorgegangene pSKAsclGFPnostop enthielt neben der neu eingefuihrten Xhol-Schnittstelle

eine weitere Xhol-Restriktionsstelle, weshalb die Reporterkassette als Sphl-EcoRI-Fragment
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in die entsprechenden Schnittstellen des pBI221 Uberflhrt wurde. In den damit generierten
Vektor pBIGFPnostop wurde die ABI1-, ABI2- und AtHB-6-Sequenz als Pwo-Amplifikat in die
Xhol-Schnittstelle entsprechend Abb. 52 ligiert.

Als Kontrolle der Funktionalitat der GFP-ABI1- beziehungsweise GFP-ABI2-Fusion wurde die
Auswirkung der entsprechenden Expressionsklone auf die ABA-abhangige Regulation von
RD29BLUC und RAB18LUC in transienten Expressionsexperimenten untersucht (Abb. 54).
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Abb. 54: GFP-Fusionen (GFPABI1, GFPabi1, GFPABI2, GFPabi2) als Effektoren der ABA-
abhangigen (0; 30 uM) RAB18LUC- (A) beziehungsweise RD29BLUC-(B )-Regulation.
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RLD-Protoplasten wurden cotransfiziert mit 100 ug pBlAequorin als internem Standard, 20
Mg pSKAsclRAB18LUC beziehungsweise 80 ug pSKAsclRD29BLUC als ABA-reguliertem
Reporter und 50 pg Effektorplasmid. Nach 16 Stunden Inkubation wurden die
Transfektionsansatze geteilt und ohne beziehungsweise mit 30 uM ABA fir weitere 24
Stunden inkubiert. In jedem Fall zeigt sich im Vergleich zur Kontrolle ohne Effektor bei
Coexpression einer GFP-Fusion eine verminderte Reporteraktivitat. In Abb. 55 sind die
Verhaltnisse der Reporteraktivitdten mit ABA inkubierter Protoplasten zu ohne ABA

behandelten Protoplasten als Induktion dargestellit.

Induktion
N

?Jgﬂd

Effektor GFPABIl GFPabll GFPABIZ GFPabIZ )

ORD29BLUC
B RAB18LUC

Abb. 55: GFP-Fusionen (GFPABI1, GFPabi1, GFPABI2, GFPabi2) als Effektoren der ABA
vermittelten RAB18LUC- bzw. RD29BLUC-Induktion.

Der starkste Effekt als negativer Regulator der ABA-Induktion ergibt sich fur GFPabi1,
gefolgt von GFPABI1. Weniger stark wirkt sich die Coexpression von GFPABI2 und GFPabi2
aus. Mit GFPabi2 als Effektor ist der Unterschied der RAB18LUC-Induktion mit und ohne
Effektor sehr gering. Insgesamt zeigt sich jedoch in jedem Fall eine negative Beeinflussung
der ABA-abhangigen Genregulation, was fur die Funktionalitdt der Fusionen vergleichbar zur
Funktion der nicht fusionierten ABI1- und ABI2-Formen bei Uberexpression im transienten
Expressionssystem spricht. Als Kontrolle des mikroskopischen GFP-Nachweises wurden
RLD-Protoplasten transfiziert mit je 100 pg pSKAscl35SS1GFP beziehungsweise
pBIGFPnostop und verglichen mit Protoplasten, die mit pBl221Aequorin transfiziert worden
waren. In Abb. 56 sind die entsprechenden Bilder der transfizierten Protoplasten dargestellt.
Fir nicht GFP-exprimierende Protoplasten ergab sich eine relativ starke

Hintergrundfluoreszenz, was eindeutige Aussagen schwierig macht. Bei mit GFP-
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Konstrukten transfizierten Protoplasten zeigt nur ein sehr geringer Anteil, etwa ein Protoplast
unter 10° eine eindeutig vom Hintergrund unterscheidbare Fluoreszenz. Trotz der geringen
Haufigkeit ist die GFP-Expression nachweisbar. In Abb. 56 ist deutlich der Unterschied
zwischen Hintergrundfluoreszenz und GFP-Fluoreszenz erkennbar. Zudem zeigt sich damit

die Funktionalitat der fur weitere Konstruktionen verwendeten GFP-Vektoren.

35SAequorin

35SS1GFP

35SS1GFPnostop

Abb. 56: Mikroskopischer Nachweis von GFP in mit pBI221Aequorin (35SAequorin),
pSKAsclI35SS1GFP (35SS1GFP) bzw. pBIGFPnostop (35SS1GFPnostop) transfizierten RLD-
Protoplasten.

Zur Untersuchung der Lokalisation der ABI1-, ABI2- und AtHB-6-GFP-Fusion wurden RLD-
Protoplasten mit je 100 ug des Expressionsvektors transfiziert. Nach 24-stiindiger Inkubation
zum Teil mit 30 uM ABA beziehungsweise ohne ABA wurden die Protoplasten mikroskopiert.
Als Kontrolle der Kernlokalisation wurden die Zellen mit DAPI behandelt. Sowohl DAPI, wie
auch GFP-Fluoreszenz wurde nachgewiesen. In Abb. 57 sind jeweils GFP- und DAPI-
Fluoreszenzaufnahmen gegeniibergestellt. Bei den DAPI-Aufnahmen ist neben der blauen
Fluoreszenz des Farbstoffs die rote Chlorophyllfluoreszenz sichtbar. Die ersten beiden Bilder
zeigen mit 35SS1GFPAtHB-6 transfizierte Protoplasten. In den ohne ABA inkubierten
Protoplasten ist bei Vergleich zur DAPI-Aufnahme deutlich die Kernlokalisation des
Transkriptionsfaktors zu erkennen. In den folgenden Bildern sind mit 35SS1GFPABI1
beziehungsweise 35SS1GFPABI2 transfizierte Protoplasten dargestellt. In beiden Fallen ist

mit oder ohne ABA keine eindeutige Lokalisation zu erkennen. Die GFP-Fluoreszenz ist Uber
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die ganze Zelle verteilt zu beobachten. Unterbrochen wird die GFP-Fluoreszenz durch
Chloroplasten, erkennbar an der roten Chlorophyllfluoreszenz im DAPI-Bild. Damit 1Rt sich
fur GFPABI1 und GFPABI2 keine Aussage Uber die subzelluldre Lokalisation treffen. Eine
Maoglichkeit zur exakteren Untersuchung der Verteilung der GFP-Fusionen in der Zelle ware

die Analyse mit einem CLSM (Confocal laser scanning microscope).

GFP DAP

- GFPAtHB-6 (0 UM ABA)
- GFPABI1 (O UM ABA)
- GFPABI1 (30 uM ABA)
- GFPABI2 (O UM ABA)
- GFPABI2 (30 uM ABA)

Abb. 57: Subzelluldre Lokalisation von GFP-Fusionen. Nachweis des Zellkerns erfolgte mit
DAPI. RLD-Protoplasten wurden transfiziert mit 35SS1GFPAtHB-6, 35SS1GFPABI1 und
35SS1GFPABI2, aufgeteilt und mit 30 uM ABA bzw. ohne ABA inkubiert (Details siehe Text).
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3.6. Cotransfektion von Cosmiden im transienten Expressionssystem

Eine Moglichkeit Signaltransduktionswege zu untersuchen und beteiligte Komponenten zu
identifizieren ist die genetische Analyse der Signalkaskade. Bei positioneller Klonierung von
Genen etwa kann der Mutantenphanotyp durch Einbringen von Wildtyp-DNA-Fragmenten in
die rezessive Mutante komplementiert oder bei dominanten Mutanten durch Transformation
von Wildtyppflanzen mit DNA-Fragmenten, welche die entsprechende Mutation beinhalten,
der Mutantenphanotyp ausgeldst werden. Sehr zeitaufwendig ist dabei die zur Identifizierung
des mutierten Gens nétige stabile Transformation der Pflanzen. Eine weniger zeitaufwendige
mogliche Alternative ist die Verwendung eines transienten Expressionssystems zur Analyse
der zur Klonierung des mutierten Gens in Frage kommenden DNA-Fragmente.

In Abb. 58 und 59 ist die Anwendung des transienten Expressionssystems zur ldentifizierung
von mutierten DNA-Fragmenten beispielhaft gezeigt. Zum Test wurden verschiedene
Cosmide eingesetzt. Zwei, die je ein mutiertes Gen trugen, abil beziehungsweise abi2, und
eines, das nur Wildtyp-DNA beinhaltete. RLD-Protoplasten wurden cotransfiziert mit 80 ug
pSKAscIRD29BLUC als ABA-reguliertem Reporter, 100 ug pBl221 als internem Standard
und unterschiedlichen Mengen (0; 10; 20; 40 pg) an Kontrollcosmid beziehungsweise abil-
Cosmid (Abb. 58). Nach 16-stiindiger Inkubation wurden die Transfektionsansatze geteilt
und fir weitere 24 Stunden ohne und mit 30 uM ABA weiter inkubiert. Fir die mit abil-
Cosmid cotransfizierten Protoplasten ergibt sich eine um etwa die Halfte verringerte
Induktion des regulierten Reporters und damit entsprechend dem Mutantenphanotyp ein

insensitives Verhalten gegenlber ABA (Abb. 58).
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Abb. 58: Auswirkung der Cotransfektion von abil-Cosmid und Kontrollcosmid auf die ABA-
abhangige RD29BLUC-Induktion (Details siehe Text).
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Abb. 59: Coexpression von abil-, abi2- und Kontrollcosmid mit RAB18LUC (Details siehe Text).

In Abb. 59 ist die Coexpression von abil-, abi2-, und Kontrollcosmid mit RAB18LUC
dargestellt. RLD-Protoplasten wurden transfiziert mit 20 ug pSKAsclRAB18LUC als
reguliertem Reporter, 100 ug pBl221Aequorin als internem Standard und je 20 ug Cosmid-
DNA. Nach der Transfektion wurden die Protoplasten 16 Stunden und anschlieRend fiir
weitere 24 Stunden mit unterschiedlichen Abscisinsdurekonzentrationen (0; 1; 3; 10; 30 uM)
inkubiert. Bei den mit Mutanten-Cosmiden transfizierten Ansatzen zeigt sich im Vergleich zur
Kontrolle eine verringerte ABA-vermittelte Expression des Reporters. Die ABA-abhangige
Signalanderung ist entsprechend den insensitiven Mutanten-Phanotypen bei den Ansatzen
mit abil- beziehungsweise abi2-Cosmid geringer als bei dem Ansatz mit Kontrollcosmid.

Mit den beschriebenen Experimenten zeigt sich die prinzipielle Méglichkeit der Anwendung
des transienten Expressionssystems als Hilfsmittel bei positionellen Klonierungen. Ein
Nachteil der Transfektion gro’er DNA-Fragmente mit der genannten Methode ist die
Anlagerung der Protoplasten an die DNA wahrend der PEG-vermittelten DNA-Aufnahme,
was etwa bei der Verwendung von Mutantenprotoplasten zu einer starken Schadigung der
Protoplasten fuhrt und damit die Reporteraktivitat stark verringern kann. Zudem sind fiir eine
exaktere Aussage Uber die ABA-abhangige Signalanderung eine grofRRere Anzahl an
Messungen nétig um eine mdglichst genaue Naherung und geringe Streuung der Daten zu

erhalten.



3. Ergebnisse 110

3.7. Transgene Reporterlinien

Die beschriebenen im transienten Expressionssystem verwendeten Reportergenkonstrukte
wurden zur Generierung stabiler Reporterlinien genutzt. Diese Linien kénnen zum einen als
Kontrolle der Regulation im transienten Expressionssystem im Vergleich zur Regulation in
den Transgenen zum anderen durch Kreuzung zur Charakterisierung von Mutanten dienen.
Zur Pflanzentransformation wurde ein modifizierter pBl121 (Jefferson, 1987) verwendet. Das
die GUS-Kassette beinhaltende Hindlll-EcoRI-Fragment des pBI121 wurde gegen
Oligonukleotide (Sequenz siehe Anhang) mit entsprechenden Uberhdngen ausgetauscht.
Durch diese Oligonukleotide wurden zwei 8-Basenpaar-Schnittstellen (Ascl und Fsel)
eingefihrt. In Kombination mit oben beschriebenem pSKAscl (3.2.2.) ergibt sich ein einfach
handhabbares Klonierungssystem. Konstrukte, die in Pflanzen eingebracht werden sollen,
kénnen in der multiple cloning site des pSKAscl erstellt und mittels dem selten schneidenden
Ascl-Enzym in den modifizierten pBI121 (pBlAscl) Uberfuhrt werden (Abb. 60).

f1 origin ori V
- g Ori pMBL_.—"0_
Ampr __—3
Ascl 661 = Npt I
SKAscl > RB
P o Nos Pro pBl Ascl
3019 bp ) 11747 bp
Ascl 807 S Npt I
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\% Trf A
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oo Ascl 678
ColE1 origin
Fsel 6783

Abb. 60: Vektorsystem zur einfachen Klonierung und Transformation von Pflanzen.
Konstrukttransfer von pSKAscl zu pBIAscl ist mdglich Uber eingefuhrte Ascl-Schnittstellen.

In Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia wurde RD29BLUC beziehungsweise AtHB-6LUC
als ABA-reguliertes Reportergenkonstrukt mittels Agrobakterien eingebracht. Die transgenen
Pflanzen wurden auf Kanamycin selektiert. Fur nachfolgende Untersuchungen wurde je

Reportergenkonstrukt eine homozygote Linie verwendet.
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3.7.1. Vergleich der Genregulation im transienten System und in stabilen

Reporterlinien

Zum Test der Reporteraktivitdt wurden von den transgenen Linien Samen auf MS-
Agarplatten angezogen. Nach 5 Tagen wurden die Keimlinge auf Platten ohne
beziehungsweise mit 30 yM ABA transferiert. Nach weiteren 24 h wurde die Lichtemission
der Keimlinge uber 30 min aufgenommen. In Abb. 61 ist die Aktivitdt von RD29BLUC- und
AtHB-6LUC-Pflanzen dargestellt. Das erste Bild zeigt jeweils die Position der Keimlinge

O uM ABA 30 M ABA

Position der Keimlinge

RD29BLUC

Lichtemission (30 min)

Position der Keimlinge

AtHB-6LUC

Lichtemission (30 min)

Abb. 61: Lichtemission transgener Reporterlinien (RD29BLUC und AtHB-6LUC) bei Induktion
der Reporter durch Abscisinsaure (30 uM). Die Keimlinge wurden mit Luciferinlédsung bespriht
und die Biolumineszenz dber 30 min mit einer hochsensitiven Kamera (ARGUS-50 System mit
einer C2400-47 Kamera; Hamamatsu Photonics, Herrsching) aufgenommen (vgl. 2.2.8.2.).
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wahrend der Aufnahme, das zweite das in 30 min emittierte Licht. Nur bei den mit
Abscisinsdure behandelten Keimlingen ist eine Lichtemission erkennbar. Ohne ABA war
keine Lichtemission aufzunehmen. Damit zeigt sich bei beiden transgenen Linien eine
deutliche ABA-abhangige Reporteraktivitdt. Neben den in Abb. 61 gezeigten Bildern wurde
als Vergleich zur Reporterregulation im transienten Expressionssystem die
Luciferaseaktivitat in Pflanzenextrakten der transgenen Reporterlinien bestimmt. Die
Pflanzen wurden als Schittelkulturen angezogen und mit unterschiedlichen
Abscisinsadurekonzentrationen  (0; 1; 10 pM) behandelt. Nach 24-stundiger
Hormonbehandlung wurden die Luciferaseaktivititen bezogen auf den Proteingehalt
analysiert (Abb. 62).
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Abb. 62: AtHB-6LUC- und RD29BLUC-Regulation in Transgenen. Die Spezifische Aktivitdt nach
Behandlung mit unterschiedlichen Abscisinsdurekonzentrationen (0; 1; 10 uM) ist dargestellt.

Beide untersuchten Reportergenkonstrukte werden stark durch Abscisinsadure induziert. Flr
RD29BLUC ergibt sich bei 10 uM ABA eine etwa 30-fache Induktion. Bei AtHB-6LUC findet
man eine 1200-fach hdhere spezifische Aktivitat bei 10 uM ABA im Vergleich zur Aktivitat bei
0 uM ABA. Damit liegt die Induktion des RD29BLUC-Konstrukts in stabil transformierten

Pflanzen und bei transienter Expression in  Protoplasten im  gleichen
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GroRRenordnungsbereich, im Gegensatz zur AtHB-6LUC-Regulation. In transienten
Expressionsexperimenten (3.2.2.) fand sich fur AtHB-6LUC keine ABA-abhangige Induktion,
in Transgenen dagegen eine 1200-fache Induktion. Damit scheint in Protoplasten eine ABA-
abhangige AtHB-6-Regulation nicht mehr gegeben zu sein. Zur Kontrolle wurden Blatter der
oben untersuchten transgenen AtHB-6LUC-Linie zur Protoplastierung verwendet. Die
Protoplasten wurden unterschiedlich lang (0; 2; 20; 25 h) ohne und mit 30 uM Abscisinsaure
inkubiert. In Abb. 63 sind die entsprechenden Aktivitatswerte dargestellt. Es zeigt sich keine
ABA-abhangige Reporterregulation. Bei langerer Inkubation der Protoplasten ist die
Luciferaseexpression verringert, in keinem Fall wird jedoch der Reporter durch Abscisinsaure

induziert.
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0 2 20 25
Zeit [h]
Abb. 63: AtHB-6LUC-Regulation in Protoplasten aus Blattern der transgenen AtHB-6LUC-Linie.

Der Vergleich der Regulation im transienten Expressionssystem mit der in transgenen
Pflanzen fihrt bei beiden Konstrukten (RD29BLUC und AtHB-6LUC) zu unterschiedlichen
Ergebnissen. Fir RD29BLUC ist sowohl transient wie auch stabil die ABA-abhangige
Reporterregulation nachweisbar. AtHB-6LUC dagegen wird in ganzen Pflanzen sehr stark
durch ABA induziert, wahrend in Protoplasten keine Abscisinsdure-vermittelte Regulation
feststellbar ist. Damit zeigt sich deutlich eine Einschrankung des transienten

Expressionssystems als Modellsystem im Vergleich zu ganzen Pflanzen.
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3.7.2. Kreuzungen der Reporterlinien mit ABA hypersensitiven bzw. insensitiven

Mutanten und Transgenen

Zur Charakterisierung von Mutanten und als Kontrolle des transienten Expressionssystems
wurde die transgene AtHB-6LUC-Reporterlinie mit verschiedenen Mutanten gekreuzt. Als
Vergleich diente jeweils eine Kreuzung mit dem der Mutante entsprechendem Wildtyp. Die
Analysen wurden mit segregierendem F2-Samenmaterial erfolgreicher Kreuzungen
durchgefthrt. Durch Verwendung des segregierenden Samenmaterials ergibt sich ein
nivellierender Effekt auf die Reporteraktivitat. Bei angenommener 1:3 Segregation der
Mutation und des Transgens sind 3/16 der fir die Analyse verwendeten Pflanzen homozygot
fur die Mutation und homo- oder heterozygot fir das Reportergen, 3/8 der Pflanzen sind
heterozygot fur die Mutation und homo- oder heterozygot fir das Reportergen. Damit
verhalten sich bei einer Kreuzung mit einer rezessiven Mutante 9/16 der verwendeten
Pflanzen, die das Transgen enthalten, wie Wildtyp und nur 3/16 dem Mutantenphanotyp
entsprechend, bei einer dominanten Mutante umgekehrt 9/16 wie die Mutante und 3/16 wie
der Wildtyp. Eine mdgliche Beeinflussung der Reporteraktivitat durch Verwendung homo-
oder heterozygoter Pflanzen bezliglich des Reportergens ist dabei nicht berlicksichtigt. Ein
deutlicher Unterschied in der Reporterregulation beim Vergleich der segregierenden
Mutantenkreuzungen mit den entsprechenden Wildtypkreuzungen wirde aus diesem Grund

im homozygoten Zustand einen noch grofieren Einflu der Mutantion bedeuten.

Abb. 64 zeigt die spezifische AtHB-6LUC-Reporteraktivitat in Abhangigkeit der
Abscisinsaurekonzentration. Flir die ABA-insensitive Mutante abil ergibt sich das zu
erwartende insensitive Verhalten. Der Reporter wird durch ABA wesentlich schwacher
induziert als in der Wildtypkontrollkreuzung. Vergleichbar flihrt die Kreuzung mit der ahrl-
Mutante zu einem dem ABA-hypersenstiven Phanotyp entsprechenden Aktivitatsverlauf.
AtHB-6LUC wird in der Mutantenkreuzung starker als in der Kontrollkreuzung induziert. Fir
beide Mutanten ergibt sich damit ein dem Phanotyp entsprechendes Verhalten. Im Vergleich
zur transienten Expression ABA-regulierter Reporter in Mutantenprotoplasten (3.3.1.) stimmt
die Regulation des Reporters in den Kreuzungen mit den Resultaten aus transienter
Expression uberein. Im Gegensatz zu den transienten Expressionsexperimenten zeigt die
gca7-Kreuzung keinen Unterschied der Reporterinduktion im Vergleich zur Kreuzung mit
dem Wildtyp. Bei transienten Expressionsexperimenten in gca7-Protoplasten ergab sich ein
insensitives Verhalten (3.3.1.). Die verwendeten Reporter, RAB18LUC und RD29BLUC
wurden weniger stark durch Abscisinsdure induziert als in den Wildtypprotoplasten. Die
Kreuzung mit der ABA-insensitiven gca2-Mutante schliel3lich zeigt wie bei transienten
Expressionsexperimenten (3.3.1.) eine erhdhte Abscisinsaure-abhangige Reporterinduktion

und damit beziglich der Genregulation ein hypersensitives Verhalten.
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Abb. 64: Analyse der Kreuzungen zwischen Mutanten (abil, ahrl, gca7 und gca2) und der AtHB-
6LUC-Reporterlinie. Gezeigt ist jeweils die spezifische Aktivitat der Kreuzung mit der Mutante im
Vergleich zur Kreuzung mit dem entsprechenden Wildtyp in Abhangigkeit der
Abscisinsdurekonzentration. Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei Parallelen sind
dargestellt.

Neben Mutanten wurden fir Kreuzungen verschiedene von Dr. A. Himmelbach generierte
transgene Linien eingesetzt, welche unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors AtHB-6 in
sense oder antisense Orientierung beziehungsweise AAtHB-6 (siehe Abb. 42) exprimieren.
Fir Reporteranalysen wurde segregierendes F2-Samenmaterial verwendet. Als
Wildtypkontrolle ist die im gleichen Okotyp generierte heterozygote AtHB-6LUC-Reporterlinie

eingesetzt worden. Abb. 65 zeigt zusammengefaldt die spezifischen Aktivitatswerte fir O und
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10 uM ABA. Im Vergleich zur Kontrolle zeigt jede der untersuchten Kreuzungen eine starkere
Induktion des Reporters bei 10 uM ABA. Ohne Abscisinsaure ergibt sich keine Veranderung
gegenuber der Kontrolle. Jeder der verwendeten Effektoren hat damit die gleiche schwach

positive Auswirkung auf die Abscisinsaure-vermittelte Induktion des Reporters.

3,0 - H10 pM ABA 529 .~ 300
O OuM ABA
—_ 347 <
< 2,5 A1 554 - 250 @
o <
< s
E =
91/ 2,0 A L 200 \%
= 251 S
= >
2 15 - 150 £
< 3
2 1 5
S 1,0 - 1 - 100§
S 1 1 I B
3 I 5
B 05 A T - 50 @
0 -0
Reporter AtHB-6LUC | AtHB-6LUC | AtHB-6LUC | AtHB-6LUC
Effektor - AtHB-6 AAtHB-6 antiAtHB-6

Abb. 65: Kreuzungen zwischen Transgenen (35SAtHB-6; 35SantiAtHB-6 und 35SAAtHB-6) und
der AtHB-6LUC-Reporterlinie. Dargestellt ist die spezifische Aktivitat bei 0 und 10 yM ABA.
Gezeigt werden Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei Parallelen, die Zahlen geben
die Induktionsfaktoren an.

3.8. Membranpotentialmessungen

Neben den beschriebenen Effekten auf die Genregulation kénnen auch andere durch
Abscisinsaure hervorgerufenen Veranderungen in der Zelle zur Charakterisierung von
Mutanten und Untersuchung der Signaltransduktion genutzt werden. ABA flhrt zu sehr
schnellen Antworten, die nicht auf differenzierter Genexpression beruhen, sondern welchen
eine Anderung in lonenflissen zu Grunde liegt. Der durch ABA induzierte StomataschluR
bietet etwa die Moglichkeit diese schnellen Anderungen zu untersuchen. Durch den EinfluR
auf die lonenfllisse flihrt ABA zu einer Membrandepolarisation (Thiel et al., 1992). Diese
melbaren Depolarisationen kénnen zur Charakterisierung von Pflanzen und zur Analyse der
ABA-Signaltransduktion herangezogen werden. Die im folgenden dargestellten

Membranpotentialmessungen wurden im Labor von Prof. Dr. J. |. Schréder, University of
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California, San Diego, durchgefihrt. Die ABA-abhangige Membrandepolarisation in
Arabidopsis-Wurzelzellen wurde untersucht und die Potentialanderung in Wildtyp- und
Mutantenpflanzen verglichen. Abb. 66 zeigt die Messung des Membranpotentials in
Abhangigkeit von Abscisinsaure. Nach der Injektion der Mikroelektrode und erreichen eines
stabilen Potentials wurde die Losung mit welcher die Pflanze umspult wurde gegen eine
Abscisinsaure-haltige Lésung (30 uM bzw. 1 mM) ausgetauscht. Nach einigen Minuten
wurden die Losungen wieder gewechselt. Bei einer ABA-Konzentration von 1 mM ergab sich
eine deutliche Depolarisation des Membranpotentials (etwa 40 mV). Dagegen flihrte eine 30

uM ABA-Konzentration zu einer schwachen Hyperpolarisation (etwa 10 mV).
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Abb. 66: Membranpotentialmessung an La-er-Wurzelzellen. Die Graphen zeigen die
Potentialanderung bei Zusatz von Abscisinsgure (30 uM bzw. 1 mM).

Zur Kontrolle der ABA-Spezifitdt der Antwort wurde an Stelle von ABA Buttersaure als
schwache Saure eingesetzt. Der erste Graph in Abb. 67 zeigt den Effekt von 1 mM
Buttersaure auf das Membranpotential. Die zweite Kurve stellt zum direkten Vergleich die
Wirkung von 1 mM ABA und 1 mM Buttersdure gegenuber. 1 mM Buttersaure fuhrt im
Gegensatz zu Abscisinsdaure zu einer Hyperpolarisierung. Damit ist die durch ABA

hervorgerufene Depolarisierung nicht durch die Saurefunktion des Molekils bedingt.
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Abb. 67: Buttersdure als Kontrolle der ABA-vermittelten Membrandepolarisation. 1 mM ABA fihrt
zu einer Depolarisation, 1 mM Buttersdure dagegen zu einer Hyperpolarisation.

Neben La-er wurde gca2 als ABA insensitive Mutante bei Membranpotentialmessungen

eingesetzt (Abb. 68). Fur die Mutante ergaben sich wesentlich geringere Effekte als im

Wildtyp. Bei 1 mM ABA war eine geringe Depolarisation feststellbar (etwa 10 mV), bei 30 uM

Abscisinsdure war kein Unterschied zum Hintergrundrauschen nachweisbar. Die

Membranpotentialmessung ist damit eine weitere Moglichkeit sehr schnell eintretende ABA-
Effekte zu untersuchen und auf diese Weise Mutanten zu charakterisieren.
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Abb. 68: Membranpotentialmessung in gca2 in Abhangigkeit von ABA (30 uM, 1 mM).
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde neben Membranpotentialmessungen die Verwendung eines
transienten Expressionssystems zur Untersuchung der ABA-Signaltransduktion beschrieben.
ABA-regulierte Reportergenkonstrukte wurden zur transienten Expression eingesetzt, um die
ABA-Signalkaskade in transienten Expressionsstudien zu analysieren. Bekannte Effektoren
der ABA-Signaltransduktion wurden daher im transienten System naher charakterisiert. So
gewonnene Ergebnisse aus transienten Expressionsexperimenten wurden mit Hilfe
transgener Reporterlinien auf ihre Ubertragbarkeit in planta Gberprift. Im Nachfolgenden soll
die Verwendung von transienter Expression in Arabidopsis Protoplasten als Modellsystem
und die Analyse der ABA-Signaltransduktion mit diesem System beziehungsweise durch

Membranpotentialmessungen diskutiert werden.

4.1. Transiente Expressionsstudien ein Modellsystem?

Verschiedene Methoden wie Partikelbeschul® (Klein et al., 1987), Mikroinjektion (Wu et al.,
1997) und Protoplastentransfektion (Abel und Theologis, 1994) kdénnen zur transienten
Expression in Pflanzenzellen eingesetzt werden. Die in dieser Arbeit beschriebene PEG-
vermittelte Protoplastentransfektion bietet neben der einfachen Durchfiihrung im Vergleich
zu den anderen transienten Expressionsmethoden den Vorteil, dal} zur Transfektion eine
homogene Zellsuspension verwendet wird die eine freie Zuganglichkeit der Gene fir jede
Zelle in definierter Konzentration ermoglichen (Potrykus, 1991). Im Unterschied zur Analyse
in transgenen Pflanzen ist der Zeitaufwand zur Untersuchung der Genregulation in allen
transienten Systemen relativ gering. Zum Beispiel sind fur die Generierung transgener
Arabidopsis-Pflanzen und die anschlieRende Analyse cirka 4 Monate nétig, wogegen der
direkte Gentransfer durch PEG in Protoplasten und Analyse der Genregulation nur 3-5 Tage
in Anspruch nimmt.

Als Grundlage fur das in dieser Arbeit beschriebene transiente Expressionssystem wurde die
Methode von Abel und Theologis (1994) zur Protoplastentransfektion eingesetzt. Die PEG-
vermittelte Transfektion von Arabidopsis-Protoplasten und darauffolgende Regeneration
stabil transformierter Arabidopsis-Pflanzen wurde bereits von Damm et al. (1989)
beschrieben. Ausgehend von Zellsuspensionskulturen optimierten Doelling und Pikaard
(1993) die transiente Expression von Luciferase unter der Kontrolle des CaMV 35S
Promotors in Arabidopsis-Protoplasten. Abel und Theologis (1994) schliel3lich nutzten
Protoplasten isoliert aus Arabidopsis-Blattern zur Polyethylenglycol-vermittelten Transfektion.
Sowohl die subzellulére Lokalisation einer Reportergenfusion (3-D-Glucuronidase mit IAA1

zur Kernlokalisation) wie auch die Pflanzenhormon-abhangige Regulation eines
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Reportergenkonstrukts (Auxin-vermittelte Regulation des PS-IAA1/5 Promotors fusioniert an
CAT) wurde im transienten Expressionssystem beispielhaft von Abel und Theologis (1994)
gezeigt.

In dieser Arbeit sollten sich in transienten Expressionsstudien als funktionelles Modellsystem
in vereinfachter Weise neue Aspekte zum Untersuchungsgegenstand, der ABA-
Signaltransduktion ergeben. Der erste Schritt zum Modellsystem war die konstitutive
Expression von Reportergenen zur Uberpriifung der transienten Expression in Arabidopsis
Protoplasten. Entscheidenden Einflud auf die Reportergenexpression zeigte die
Protoplastierung. Durch Modifikation der zum Verdau verwendeten Enzymlésung konnte
eine wesentliche Verbesserung der Expression und damit Reproduzierbarkeit des Systems
erreicht werden. Fir eine Enzymlésung entsprechend den Angaben aus der Literatur (Abel
und Theologis, 1994) ergab sich Uber die Verdauzeit eine Verringerung der Reporteraktivitat
bis auf ein Neuntel des Ausgangswertes wogegen bei modifizierter Enzymldsung die Aktivitat
sogar zunahm (siehe 3.1.1.). Die Modifikation der Lésung, der Zusatz von BSA, die Hitze-
sowie PMSF-behandlung und Dialyse flhrt vermutlich zu einer Inaktivierung vorhandener
Proteasen in den zum Verdau der Zellwand benutzten Enzymfraktionen. Bei langer
Verdauzeit mit unbehandelter Enzymlésung werden die Protoplasten stark geschadigt im
Gegensatz zur Verwendung der modifizierten Enzymldésung, nachweisbar durch Farbung der
uberlebenden Protoplasten mit FDA (Abb. 69).

Abb. 69: Mit Fluoresceindiacetat
(FDA) gefarbte Protoplasten aus
RLD-Blattern.

Zum Test der Nachweisverfahren verschiedener Reporter wurden die entsprechenden Gene
unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors transient in Arabidopsis-Protoplasten exprimiert.
Dabei =zeigte sich, daR bei verschiedenen Okotypen eine unterschiedlich hohe
Glucuronidase-Hintergrundaktivitat vorhanden war. In La-er wurde eine etwa 4-fach hdhere
Hintergrundaktivitat gemessen als in RLD (siehe Tab. 6). Endogene GUS-Aktivitaten zeigen
sich auch in anderen Pflanzen wie Tabak oder Reis (Kosugi et al., 1990). Kosugi et al.
(1990) fanden beim Zusatz von Methanol zum Substratpuffer eine Unterdriickung endogener

GUS-Aktivitaten. Fur einen moglichst empfindlichen Nachweis ohne Hintergrundaktivitaten
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schied GUS dementsprechend zur Anwendung in La-er als reguliertes Reportergen aus.
Luciferase und Apoaequorin konnten hingegen wegen geringer oder nicht vorhandener
Hintergrundaktivitat sehr empfindlich im Luminometer nachgewiesen werden, weshalb fir die
meisten Experimente diese Reportergene Verwendung fanden.

Untersuchungen der Abhangigkeiten der Reportergenaktivitatsmessung (siehe Abb. 10, 13)
ergaben einen linearen Zusammenhang zwischen Proteinmenge und Aktivitat des Reporters.
Die Reproduzierbarkeit der Messungen bei Verwendung von Protoplasten der gleichen
Isolation ergab eine maximale Abweichung um etwa den Faktor 2 (vgl. Abb. 14). Obwohl
moglichst konstante Bedingungen bei den Experimenten hinsichtlich Pflanzenmaterial und
Protoplastierung gewahlt wurden, kénnen Transfektionen an verschiedenen Tagen bei
Vergleich der Aktivitaten zu sehr hohen Expressionsschwankungen, bis Faktor 100 flhren
(vgl. Abb. 28). Ahnliche Ergebnisse beschreiben Luehrsen et al. (1992) beziiglich
Expressionsschwankungen in Maisprotoplasten mit Variationen um einen Faktor 50.
Verschiedene Parameter beeinfluBen die Effizienz der Transfektion und flUhren zu
Expressionsschwankungen beim Vergleich unabhangiger Transfektionen. Eine wesentliche
Rolle spielt das Pflanzenmaterial, bedingt vermutlich durch nicht falRbare Umwelteinfliisse
selbst bei Anzucht in Phytokammern (Doelling und Pikaard, 1993). Neben der Verdauzeit
und mdglicher Nebenaktivitdten der Protoplastierungslésung (siehe Abb. 5, 6; Tab. 3) wirkt
sich die Reinheit der DNA (Nunberg und Thomas, 1993) auf die Reportergenexpression aus.
Zusatzlich ist die Expression abhangig von der eingesetzten DNA-Menge und der
Inkubationszeit der Protoplasten. Zwischen eingesetzter DNA-Menge und Reporteraktivitat
ergab sich fur konstitutiv exprimierte Reporter ein etwa linearer Zusammenhang (vgl. Abb.
10). Der untersuchte zeitliche Verlauf der Expression von Reportern unter der Kontrolle des
CaMV 35S Promotors zeigt Uber 48 h eine stetige Zunahme der Expression (vgl. Abb. 11,
12) entsprechend den Untersuchungen von Abel und Theologis (1994), die eine Zunahme
der GUS-AKktivitat Uber 36 h beobachteten.

Eine Voraussetzung, die transiente Expression in Protoplasten als Modellsystem zur
Untersuchung der Abscisinsaure-Signaltransduktion einzusetzen, ist der Nachweis einer
ABA-Antwort in diesem System. Abscisinsaure reguliert die Expression verschiedener Gene
(Chandler und Robertson, 1994). Fir RAB18 (Lang und Palva, 1992), RD29B (Nordin et al.,
1993; Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki, 1994), AtHB-6 (Séderman et al., 1999) und
CDC2A (Hemerly et al., 1993) wurde die ABA-abhangige Regulation in Northern
beziehungsweise RTPCR-Experimenten untersucht (siehe Abb.: 15, 16). Dabei ergab sich
eine starke Induktion durch ABA von RAB18, RD29B und AtHB-6 (vgl. Abb. 15). CDC2A
wurde nicht von ABA reguliert (siehe Abb. 17). Durch ABA-regulierte Promotoren, fusioniert

an einfach nachweisbare Reportergene, sollte bei erfolgreicher Transfektion und Expression
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der Reporterkonstrukte durch Analyse der Reporteraktivitat in Abhangigkeit exogen
angebotener Abscisinsdure die Weiterleitung des Abscisinsduresignals bis zur
Genexpression nachprifbar sein. Dementsprechend wurden die Promotoren von RAB18,
RD29B und AtHB-6 zur Klonierung von Reportergenkonstrukten fir die transiente
Expression eingesetzt. Zusatzlich als Kontrolle des transienten Systems wurden die gleichen
Reportergenkonstrukte in einen binaren Vektor, pBlAscl (siehe 3.7., Abb. 60), zur
Pflanzentransformation kloniert.

In transienten Expressionsexperimenten mit Tabak und Mais wurden verschiedene durch
ABA-regulierte Promotoren oder Promotorelemente untersucht, wie die ABA-abhangige
Regulation des HVA1- und RBCS-Promotors in Maisprotoplasten (Sheen, 1996 und Sheen,
1998). Kovtun et al. (2000) haben die Induktion des RD29A-Promotors in Arabidopsis-
Protoplasten beschrieben. In Arabidopsis und Tabakpflanzen konnte der durch ABA-
induzierbare ADH1-Promotor durch Expression des Transkriptionsfaktors AtMYB2 in trans
aktiviert werden (Hoeren et al.,, 1998). In Transaktivierungsexperimenten in Arabidopsis-
Protoplasten wurde die Beiteiligung der Transkriptionsfaktoren AREB1 und AREB2 an der
ABA-vermittelten Induktion des RD29B-Promotors (Uno et al., 2000) nachgewiesen.
Entsprechend wurde die Transaktivierung des ABA-induzierbaren RD22-Promotors durch
RD22BP1 und AtMYB2 in Arabidopsis-Protoplasten gezeigt (Abe et al., 1997). Eine genaue
Analyse eines durch ABA regulierten Reporters im transienten homologen
Expressionssystem bezuglich etwa der ABA-Konzentrations-, Plasmidmengen- oder
Inkubationszeitabhangigkeit wurde jedoch bisher nicht beschrieben. Zur weiteren
Absicherung der ABA-Abhangigkeit der Reportergenexpression wurde dementsprechend die
Zeit-, Plasmidmengen- und ABA-Abhangigkeit der Reporteraktivitat detaillierter untersucht
(siehe Abb. 25, 26, 27).

Im transienten Expressionsexperiment fihrt sowohl der RD29B-Promotor wie auch der
RAB18-Promotor, fusioniert an das Luciferasegen, zu einer hohen ABA-vermittelten
Induktion (vgl. Abb. 24) mit Aktivitdtsanstiegen bis zu Faktor 22.

Zur Verringerung der experimentiellen Streuung wurde bei transienten Expressionen ein
interner Standard verwendet. Eingesetzt wurden konstitutiv exprimierte Reportergene unter
Kontrolle des CaMV 35S Promotors zur Expression von [3-D-Glucuronidase beziehungsweise
Apoaequorin. In der Regel findet man jedoch groBe Ubereinstimmung oder nur geringe
Abweichungen bis zu etwa 25 % beim Vergleich standardisierter mit nicht normalisierten
Aktivitaten (vgl. Abb. 28).

Entsprechend der zeitabhangigen Expression konstitutiv exprimierter Reporter (vgl. Abb. 11,
12) nimmt die Aktivitat der ABA-regulierten Konstrukte RD29BLUC und RAB18LUC Uber die
Inkubationszeit zu (siehe Abb. 25). Interessanterweise ergeben sich fur das Verhaltnis aus

induzierter zu nicht induzierter Aktivitat nach langerer Zeit héhere Induktionswerte (Abb. 70).
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Abb. 70: Zunahme der ABA-abhangigen Reporterinduktion uber die Zeit.

Bei gleicher Zunahme beider Aktivitaten, induziert und nicht induziert, Gber die Zeit wirde
das Verhaltnis der Aktivitdten, induziert zu nicht induziert abnehmen. Damit a3t sich
vermuten, dall nach langerer Inkubations- und Regenerationszeit der Protoplasten nicht nur
die Fahigkeit zur Expression eingebrachter Konstrukte zunimmt, sondern auch die Antwort
auf exogen angebotene Abscisinsdure verstarkt wird. Der Proteinturnover und die ABA-
Aufnahme koénnten sich andern. Moglicherweise werden limitierende Faktoren der
Signalkaskade erst nach einiger Zeit in ausreichendem Mall gebildet oder inhibierend
wirkende Faktoren werden nach einiger Zeit inaktiviert. Entsprechend der verstarkten ABA-
Wirkung auf RD29BLUC und RAB18LUC nach langerer Inkubationszeit zeigt sich nach etwa
24 h ein Effekt von Abscisinsaure auch auf konstitutiv exprimierte Reporter. Beim Vergleich
des zeitlichen Verlaufs der Apoaequorinexpression unter der Kontrolle des CaMV 35S
Promotors mit beziehungsweise ohne ABA nimmt nach etwa 24 h die Aequorinaktivitat aus
mit ABA behandelten Protoplasten weniger stark zu als bei Protoplasten, die ohne ABA
inkubiert werden (vgl. Abb. 25). Abscisinsaure als generelles Strefhormon (Chandler und
Robertson, 1994) scheint die Stoffwechselaktivitdt an sich herabzusetzen. Moglicherweise
wird durch Abscisinsaure die mRNA-Prozessierung beeinfluf3t, worauf neueste Befunde der
Beteiligung von ABH1 als mRNA-Cap-Bindeprotein an der ABA-Signaltransduktion
hinweisen konnten (Hugouvieux, et al., 2001). Dieser ABA-Effekt auf den internen Standard
fuhrt bei Betrachtung der relativen Aktivitidten, des Verhaltnisses der Aktivititen zwischen
reguliertem und als Standard verwendeten Konstrukt, zu einer Erhéhung des ABA-Effektes.
Ingesamt laft sich aus den Ergebnissen zum zeitlichen Expressionsverlauf feststellen, daf}
die Inkubationszeit die ABA-Induktion, das Verhaltnis der Aktivitaten aus mit ABA zu ohne

ABA inkubierten Protoplasten wesentlich beeinfluRt. Fir den Vergleich verschiedener
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Experimente ist entsprechend die Einhaltung gleicher Inkubationszeiten bei
unterschiedlichen Transfektionen entscheidend.

Zur Untersuchung der Plasmidmengen- und Abscisinsdurekonzentrationsabhangigkeit der
Reporterexpression wurden verschiedene Mengen an ABA-reguliertem Reporterkonstrukt
transfiziert und die Protoplasten mit unterschiedlichen ABA-Konzentrationen inkubiert (vgl.
Abb. 26). Fur die Expression der Reporter in Abhangigkeit der ABA-Konzentration ware fur
einen bestimmten Konzentrationsbereich eine Proportionalitat zwischen Enzymaktivitat und
dem Logarithmus der ABA-Konzentration zu erwarten, entsprechend dem Kurvenverlauf bei
der Untersuchung des Primarwurzelwachstums in Abhangigkeit der ABA-Konzentration
(Ehrler, 1997). Zwischen 0,1 und 10 uM ABA ergibt sich in semilogarithmischer Darstellung
ein linearer Zusammenhang zwischen Primarwurzellange und ABA-Konzentration. Im
transienten Expressionsexperiment zeigte sich entsprechend ein linearer Zusammenhang
zwischen der Reporteraktivitat, RD29BLUC oder RAB18LUC, und dem Logarithmus der
ABA-Konzentration (vgl. Abb. 26).

Damit ergeben sich Parallelen zu psychophysischen Beziehungen wie etwa beim Sehen

oder Horen. Reizstarke-Reaktionsbeziehungen kénnen durch die Formel Rzab+ I
C

(R=Reaktion; I=Reizintensitat; a,b,c=Konstanten) beschrieben werden (Hoppe et al., 1982).

In begrenzten Bereichen gilt als Naherung das Weber-Fechner-Gesetz R=alogl +b

(R=Reaktion;|=Reizintensitat; a,pb=Konstanten). Demnach ist die Reaktion proportional zum
Logarithmus der Reizintensitat (Spada, 1992). Bezogen auf den Zusammenhang zwischen
ABA-Konzentration und Reporteraktivitat bedeutet dies, dai} die ABA-
Konzentrationserhéhung, die zu einer Aktivitdtszunahme fuhrt, in einem konstanten
Verhaltnis zur vorhandenen ABA-Konzentration steht. Diese ABA-abhangige Signalanderung
spricht fur die Funktionalitdt des transienten Expressionssystems als Modellsystem zur
Untersuchung der ABA-Signaltransduktion.

Die Variation der zur Transfektion eingesetzten Plasmidmenge flihrte zu einer veranderten
Abscisinsaure-abhangigen Signalanderung des Systems. Im transienten Expressionssystem
ergab sich ein anndhernd linearer Zusammenhang zwischen Plasmidmenge und der
Enzymaktivitat des ABA-regulierten Reporters. Mit steigender Menge an Reportergenplasmid
nimmt die resultierende Reporterexpression zu. Entsprechend ist die ABA-abhangige
Signalanderung, die Aktivitdtsdnderung bezogen auf den Logarithmus der ABA-
Konzentration beschrieben durch die Steigung der Regressionsgeraden in
semilogarithmischer Darstellung in etwa linear abhangig von der eingesetzten
Plasmidmenge (Abb. 71; vgl. Abb. 27).
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Abb. 71: Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen ABA-
Konzentration, Plasmidmenge (1;2 4; 8; 16-fache Menge) und Reporteraktivitat.

Zu vermuten war, daR bei Erhéhung der Plasmidmenge des ABA-regulierten
Reportergenkonstrukts die Expression des Reporters in entsprechendem Mafe zunimmt.
Ohne Limitierungen aus dem System fuhrt eine gréBere Anzahl an Promotoren zu einer
erhohten Transkription und schlieRlich Expression der Reporter. Zwischen eingesetzter
Plasmidmenge und Enzymaktivitat besteht eine direkte Proportionalitat. Die Genexpression
ist in diesem Rahmen durch die Plasmidmenge pro Protoplast nicht limitiert. Damit bleibt die
ABA-abhangige Induktion der Reporter, das Verhaltnis der Aktivitdten aus mit ABA
inkubierten Protoplasten zu ohne ABA behandelten Protoplasten unverandert, die ABA-
abhangige Signalanderung des Systems, die absolute Aktivitdtszunahme bei Erhéhung der
Abscisinsaurekonzentration nimmt jedoch mit steigender Plasmidmenge zu.

Damit 4Bt sich feststellen, dall die transiente Expression ABA-regulierter
Reportergenkonstrukte in Protoplasten als ABA-reguliertes Melisystem funktionieren kann,
wobei verschiedene Parameter die Reporterexpression und -regulation beeinfluen.
Auswirkungen auf die Expression der Reporter haben das Pflanzenmaterial, die Behandlung
der Protoplastierungslosung, die Verdauzeit, die Reinheit der DNA, die eingesetzte
Plasmidmenge und die Inkubationszeit der Protoplasten. Die Induktion des Reporters ist
direkt abhangig von der Inkubationszeit; mit Iangerer Inkubation nimmt die ABA-vermittelte
Induktion zu. Die ABA-abhangige Signalénderung des Systems kann variiert werden durch

Veranderung der eingesetzten Plasmidmenge des regulierten Reportergenkonstrukts.
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Daraus ergeben sich fir den Vergleich verschiedener Experimente die folgenden
Konsequenzen. Das Pflanzenmaterial sollte unter gleichen Bedingungen angezogen werden,
die gleiche Praparation der Protoplastierungslésung und der DNA, sowie dieselbe DNA-
Menge sollte verwendet werden und gleiche Inkubationszeiten sollten eingehalten werden.
Durch Verwendung eines internen Standards kdnnen Abweichungen, die sich etwa durch

das Pflanzenmaterial oder die Protoplastierungslésung ergeben, verringert werden.

Als weiterer Test der Funktionalitdt des Modellsystems wurde die ABA-abhangige
Reporterexpression in Wildtyp- und Mutantenprotoplasten verglichen und der ABA-
Regulation in transgenen Reporterlinien und Kreuzungen zwischen den Transgenen und
Mutanten gegenulbergestellt.

Zunachst zeigt die Betrachtung der Reporterexpression in  Mutanten- und
Wildtypprotoplasten fir die ABA-vermittelte Induktion und die ABA-abhangigen
Signalanderung in den meisten Fallen die gleiche Tendenz. Bei der hypersensitiven Mutante
ahrl etwa liegen sowohl die Werte flir die ABA-abhangige Signalanderung wie auch fir die
Induktion hoher als beim Wildtyp, bei der insensitiven Mutante abil dagegen sind die Werte
fur die Mutante geringer als beim Wildtyp. Am deutlichsten wird der Unterschied zwischen

Mutante und Wildtyp beim Vergleich der ABA-abhangigen Signalanderung.

10

abil I_I rh gca5 gca7 gca8
14 T T [ T T T [ T |_. T T
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0,3 1
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0,01 1 H ABA-abhangige Signalanderung
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Verhéltnis der Induktionen bzw. der ABA-abh&ngigen
Signalanderungen von Mutante zu Wildtyp

Abb. 72: Quotienten der Induktions- bzw. der ABA-abhangigen Signaldanderung der
RAB18LUC-Expression in Mutanten- und den entsprechenden Wildtypprotoplasten. Induktion
ist das Aktivitdtsverhaltnis der Reporterexpression bei 30 uM ABA zu 0 uM ABA, die ABA-
abhangige Signaldnderung ist beschrieben durch die Aktivitdtsdnderung bezogen auf den
Logarithmus der ABA-Konzentration.
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Abb. 72 zeigt die Quotienten aus Mutanten- zu Wildtypwerten der Induktion
beziehungsweise der ABA-abhangigen Signalanderung der RAB18LUC-Expression.

Es ergeben sich beim Vergleich der Werte fur die Induktion mit denen fiir die ABA-abhangige
Signalanderung  wesentlich  groRere  Unterschiede  zwischen  Mutanten- und
Wildtypprotoplasten bei den Werten fiir die ABA-abhangige Signalanderung. Die Quotienten
der Werte fir die ABA-abhangige Signalanderung liegen zwischen 0,01 fir abil und 8 fir
ahrl, was einer etwa 100-fach geringeren beziehungsweise 8-fach hdheren
Aktivitatsdnderung bezogen auf den Logarithmus der ABA-Konzentration der Mutante
entspricht (siehe Abb. 29). Das Verhaltnis der Induktionswerte dagegen liegt zwischen 0,3
fir abil und 3 fir ahrl, was jeweils eine etwa 3-fache Anderung gegenlber dem Wildtyp
darstellt.

Damit scheinen verlallichere Aussagen zur Charakterisierung der Mutanten lber die ABA-
abhangige Signalanderung moglich zu sein. Endogen vorhandene Abscisinsdure kann
beispielsweise unterschiedlich Einflud nehmen auf die Induktion und die ABA-abhangige
Signalanderung. Eine hohere Reporterexpression ohne exogen applizierte Abscisinsaure
bedingt durch endogene ABA wiirde bei gleicher ABA-abhangiger Signalanderung zu einem
kleineren Verhaltnis von induzierter zu nicht induzierter Reporteraktivitat und damit zu einer
geringeren Induktion fihren. Entsprechend wird durch die Induktion bei endogen
vorhandener Abscisinsaure die ABA-Antwort nicht mehr erfafdt. Daraus lalkt sich schliel3en,
daf fir die Untersuchung der ABA-Antwort etwa zum Vergleich von Wildtyp und Mutanten
die ABA-abhangige Signalanderung geeigneter ist als die Induktion. Zudem reprasentieren in
den angeflhrten Beispielen die Werte fur die ABA-abhangige Signaldanderung mehr
Mel3daten als die einfache Induktion. Auftretende Schwankungen bei einzelnen Messungen
wirken sich aus diesem Grund bei Verwendung der ABA-abhangigen Signaléanderung zur

Charakterisierung der Mutanten weniger stark aus.

SchlieBlich wurden zur Kontrolle der Funktionalitdt des Modellsystems die Ergebnisse aus
den transienten Expressionsexperimenten verglichen mit der Reporterregulation in
transgenen Reporterlinien und entsprechenden Kreuzungen. Die ABA-abhangige
Reporterregulation in transgenen Pflanzen mit RD29BLUC und AtHB-6LUC als ABA-
reguliertem Reportergenkonstrukt ergab in beiden Fallen eine starke ABA-abhangige
Induktion des Reporters (vgl. Abb. 61, 62). Im Gegensatz dazu war in Protoplasten keine
ABA-abhangige Regulation von AtHB-6LUC nachweisbar, weder bei transienter Expression
(siehe Abb. 24) noch bei Verwendung von Protoplasten aus transgenen Reporterpflanzen
(vgl. Abb. 63). Dies zeigt deutlich Limitierungen des transienten Expressionssystems.

Verschiedene Grunde kdnnen verantwortlich sein fur die fehlende Induktion von AtHB-6LUC

in Protoplasten. Zum einen wird durch die Verwendung von Blattern zur Protoplastierung
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eine gewebsspezifische Expression in anderen Geweben nicht mehr erfafl3t. Im Fall von
AtHB-6 wurde jedoch die Expression in Blattern von Séderman et al. (1999) gezeigt.

Zum anderen fuhrt die Verletzung der Pflanze bei der Protoplastierung zur Aktivierung oder
Inhibierung von Signalkaskaden. Signaltransduktionswege von Pflanzenhormonen sind
beteiligt an einem komplexen Netzwerk, das fir die Steuerung verschiedenster Prozesse
verantwortlich ist und kdnnnen sich gegenseitig beeinflulRen (Davies, 1995). Mutanten, die
bezluglich eines Effekts auf ein Pflanzenhormon isoliert worden sind zeigen
dementsprechend oft auch veranderte Sensitivitdt gegentber ein anderes Pflanzenhormon
(Ross und O"Neill, 2001).

Bei der Protoplastierung wird beispielsweise Ethylen gebildet (Krens et al., 1994). Beaudoin
et al. (2000) und Ghassemian et al. (2000) haben eine starke Interaktion zwischen den
Ethylen- und Abscisinsauresignaltransduktionswegen gezeigt. In Arabidopsis wirken
Abscisinsdure und Ethylen antagonistisch auf die Samendormanz. Ethylen férdert die
Keimung indem es als negativer Regulator der ABA-Signalkaskade wirkt. Im Gegensatz
dazu kann sowohl Abscisinsaure wie auch Ethylen zu einer Inhibierung des
Wurzelwachstums fiihren. Eine mdgliche Erklarung ist, dal fir die Inhibierung des
Wurzelwachstums durch ABA und Ethylen ein gemeinsamer Signalweg besteht. Ethylen und
ABA konnten kompetieren beziglich der Aktivierung dieses Signalweges. Damit kdnnte eine
verringerte ABA-Sensitivitat bei hoher Ethylenkonzentration erklart werden (Ghassemian et
al., 2000). Entsprechend konnte in Protoplasten durch die Interaktion der Ethylen- und ABA-
Signalkaskaden die AtHB-6LUC-Regulation beeinflult werden. Das vorhandene Ethylen
konnte eine ABA-abhangige Reporterregulation inhibieren. Die Reporterregulation in den
transgenen Pflanzen bei simultaner Applikation von Ethylen und Abscisinsaure im Vergleich
zu einzeln angebotenen Hormonen koénnte einen Hinweis auf die Beteiligung der
Ethylensignaltransduktion an der Reporterregulation geben. Mdglicherweise werden die
verschiedenen getesteten Promotoren durch unterschiedliche ABA-Signalwege, zum Teil
ethylenabhangig zum Teil unabhangig induziert.

Schlieflich kénnte auch der Abbau der Zellwand Uber stretch- oder mechano-sensitive
Kanale die ABA-Signaltransduktion beeinfluBen. In SchlieRzellen beispielsweise beschreibt
MacRobbie (1998) eine mdgliche Interferenz von ABA mit einem Kontrollsystem durch
welches Zellvolumen oder Turgor erfal3t werden etwa Uber stretch- beziehungsweise
mechano-sensitive Kanale.

Der Vergleich der Ergebnisse aus transienter Expression in Protoplasten der gca2, gca?,
abil und ahrl Mutanten und entsprechenden Wildtyppflanzen mit Kreuzungen zwischen
diesen Mutanten und der AtHB-6LUC-Reporterlinie zeigt deutlich Ubereinstimmungen (vgl.
Abb. 64) und damit die Verwendbarkeit des Modellsystems zur Analyse und

Charakterisierung der ABA-Signaltransduktion. Fir abil, ahrl und gca2 ergab sich fir die
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Kreuzungen das gleiche Bild wie im transienten Modellsystem. Uberraschenderweise verhielt
sich in beiden Systemen gca2 bezuglich der Genregulation hypersensitiv, obwohl die
Mutante ansonsten als ABA-insensitiv charakterisiert wurde (Benning, 1999). Im Gegensatz
zum transienten System entsprach die Kreuzung mit gca7 bezilglich der ABA-Regulation
dem Wildtyp. In Protoplasten zeigte die Mutante ein insensitives Verhalten gegenliber ABA
(vgl. Abb. 28). Neben dem ABA-insensitivem Primarwurzelwachstum ist die gca7-Mutante
auch in der physiologischen Antwort auf ACC und Ethephon gestort (Ehrler, 1997).
Mdoglicherweise beeinfluRt das Vorhandensein sowohl von Ethylen wie auch von ABA in
Protoplasten die Regulation der Reporter und beide Pflanzenhormone parallel fihren bei
gca7-Protoplasten im Gegensatz zur Analyse der Kreuzungen zu einer veranderten ABA-
Regulation der Reporter.

Aus den gezeigten Ergebnissen und Auswertungen lafdt sich feststellen, dal® die transiente
Expression in Arabidopsis Protoplasten als Modellsystem eine sinnvolle Erganzung etwa zu
Untersuchungen in transgenen Pflanzen darstellt. Mit der Kombination aus transienter
Expression und Transgenen wurde etwa die Cytokinin-Signaltransduktion analysiert (Hwang
und Sheen, 2001) oder die Suppression der Auxin-Signaltransduktion durch eine MAPK-
Kaskade (Kovtun et al., 1998) gezeigt.

Hwang und Sheen (2001) haben auf der Basis der transkriptionellen Aktivierung eines
Cytokinin-regulierten Gens, ARRG6, ein transientes Expressionssystem verwendet, mit
welchem sie in Arabidopsis Protoplasten die Cytokinin-Signaltransduktion untersucht haben.
Die Analyse Cytokinin-abhangiger Reporterexpression und Proteinlokalisation im transienten
System zusammen mit transgenen Pflanzen flhrte zu einem im wesentlichen aus vier
Schritten bestehenden Signaltransduktionsweg, der Cytokininrezeption und Signal-
weiterleitung, der phosphorylierungsabhangigen Translokation von AHP-Proteinen, der ARR-
spezifischen transkriptionellen Aktivierung und der negativen Ruckkopplung durch Cytokinin
induzierter ARR-Gene (Abb. 73).

Im transienten Expressionssystem konnte die subzellulare Lokalisation von CKI1, AHP1,
AHP2, ARR2 und ARRG6 fusioniert an GFP, wie auch die transkriptionelle Regulation von
ARR-Genen durch ARR-Proteine in Zusammenhang mit der Cytokininsignaltransduktion
untersucht werden. In Erganzung mit Transgenen zeigen die von Hwang und Sheen (2001)
durchgeflihrten transienten Expressionsexperimente die Verwendbarkeit der transienten
Expression in  Arabidopsis-Protoplasten als Modellsystem zur Analyse von

Pflanzenhormonsignalkaskaden.
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Zudem kdénnen Limitierungen des Modellsystems, zum Beispiel die unterschiedliche AtHB-
6LUC-Regulation in Protoplasten und transgenen Reporterlinien, zu neuen Perspektiven
einer Fragestellung verhelfen.

Die Arbeit mit Protoplasten bietet eine Vielzahl an Mdglichkeiten. Durch Verwendung
unterschiedlichem Pflanzenmaterials zur Protoplastierung kénnen in kurzer Zeit Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp untersucht werden.

Bei genetischen Analysen koénnen zur Komplementation identifizierter Mutanten grofRRe
genomische DNA-Fragmente (bis zu 80 kb) beispielsweise mittels eines TAC
(transformation-competent artificial chromosome) Vektors stabil in Pflanzen eingebracht
werden (Liu et al., 1999). Zusatzlich zu transgenen Pflanzen bietet die transiente Expression
in Protoplasten dabei eine Moglichkeit zur Identifizierung mutierter Gene durch die
Transfektion von Cosmiden. Am Beispiel von ABI1 und ABI2 wurde im transienten
Expressionssystem die Verwendung von Cosmiden zur Isolierung mutierter DNA-Fragmente
gezeigt (vgl. Abb. 58 und 59).

Im transienten System kénnen verschiedene Effektoren der Genregulation getestet werden.

Pharmakologisch wirksame Stoffe, beispielsweise Inhibitoren wie Tunicamycin als
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Glykolisierungsinhibitor (Hwang und Sheen, 2001), lonophore, wie der Calciumionophor
A23187 (Sheen, 1996) oder Antagonisten wie 7-Deaza-8-bromo-cADPR als
membrangangiger, hydrolysebestandiger Antagonist der cyclischen ADP-Ribose (Sethi et al.,
1997) kéonnten als Effektoren in transienten Expressionsexperimenten eingesetzt werden.
Die Expression von Genkonstrukten, zum Beispiel die Uberexpression von an
Signaltransduktionswegen beteiligten Komponenten, wie die Uberexpression von CKI1 und
CRE1 zur Untersuchung der Cytokininsignaltransduktion (Hwang und Sheen, 2001) bietet
eine weitere Moglichkeit Effekte auf die Genregulation im transienten System zu analysieren.
Denkbar ware auch die Transfektion von doppelstrangiger RNA um durch RNA-Interferenz
(RNA)) posttranskriptionelles Silencing (Waterhouse et al., 2001) und damit einen Effekt auf
die Genregulation auszulésen. Mit entsprechenden Reportergenkonstrukten wie GFP-
Fusionen ist im transienten Expressionssystem neben der quantitativen Analyse der
Genregulation eine subzelluldre Lokalisation von Fusionsproteinen moglich. Der Kernimport
und -export kann zum Beispiel untersucht werden (Haasen et al., 1999). Die Abwandlung
von Promotoren bietet die Mdglichkeit Promotorstudien im transienten System
durchzufiihren. Damit ergeben sich durch die Variation der Reporter, Effektoren oder
Promotoren eine Vielzahl von Anwendungen der transienten Expression als Modellsystem

zur Untersuchung von Signaltransduktionswegen.

4.2. ABA-Signaltransduktion

ABA-Signaltransduktion bezeichnet die Weiterleitung biologischer Information, in diesem Fall
die Weiterleitung des Abscisinsauresignals in der Pflanze. Ein haufig an der Regulation
zellularer Prozesse und Signalweiterleitung in der Zelle beteiligter Mechanismus ist die
Proteinphosphorylierung, wie etwa bei MAPKinase-Kaskaden (Mizoguchi et al., 1997) oder
Zwei-Komponenten-Histidin-Kinasen (Urao et al., 2000). Proteinphosphatasen wirken als
Modulatoren und sichern die Reversibilitdt der Proteinkinasereaktionen. Die Beteiligung von
Proteinphosphatasen 2C an der ABA-Signaltransduktion zeigte sich durch die Klonierung der
ABI1 (Meyer et al., 1994) und ABI2 (Leung et al., 1997; Rodriguez et al., 1998) Gene von
Arabidopsis thaliana. Fir beide Gene ergab sich bei der genetischen Analyse durch
Untersuchung intragener Revertanten eine Funktion als negativer Regulator der
Abscisinsdure  Signaltransduktion (Gosti et al.,, 1999; Merlot et al., 2001).
Uberexpressionsexperimente in Maisprotoplasten fiihrten fiir ABI1 und einer weiteren
Proteinphosphatase 2C AtPP2C zu einem entsprechenden Ergebnis und zeigten die
Wirkung der Phosphatasen als Inhibitor der ABA-vermittelten Genregulation (Sheen, 1998).
Die in dieser Arbeit gezeigte Uberexpression von ABI1 und abi1 in Arabidopsis-Protoplasten

ergab einen negativen Effekt auf die ABA-abhangige Regulation von RD29BLUC (siehe
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Abb. 32). Dabei wies die Mutantenform einen starkeren negativen Effekt auf die ABA-
Regulation des Reporters auf als die Wildtypform (vgl. Abb. 33). Die N-terminale Region von
ABI1 und die inaktive ABI1-Form hatten keine Auswirkung auf die ABA-vermittelte
Reporterregulation (siehe Abb. 34). In Mutantenprotoplasten von gca2 und ahrl zeigte sich
wie im Wildtyp die inhibierende Wirkung von ABI1 und abi1. In beiden Mutanten wurde die
Reporterregulation durch Uberexpression von abi1 in groRerem MaR beeinfluBt als durch
ABI1 (vgl. Abb. 35-37).

Entsprechend den Ergebnissen aus Uberexpressionsexperimenten ergab der Vergleich der
Reporterregulation in Protoplasten aus der abil-Mutante und Wildtypprotoplasten eine
Inhibierung der Reporterinduktion in abil-Protoplasten. Sowohl die Induktion durch ABA als
auch die ABA-abhangige Signalanderung ist wesentlich geringer als im Wildtyp (vgl. Abb. 28
c, d, 29).

Die Uberexpression der zu ABI1 homologen Proteinphosphatase 2C ABI2 fiihrte wie ABI1 zu
einer Inhibierung der ABA-vermittelten Reporterinduktion (vgl. Abb. 41). ABI2 wie auch abi2
wirken als negative Regulatoren in Uberexpressionsexperimenten.

Der Vergleich der Reporterregulation in Protoplasten der Mutanten abil und abi2 ergibt
jedoch einen wesentlichen Unterschied zwischen abil und abi2. Interessanterweise zeigt
sich in abil-Protoplasten ein deutlich insensitives Verhalten beziglich der ABA-abhangigen
Reporterregulation, wogegen in abi2-Protoplasten die Reporterinduktion vergleichbar ist mit
der in Wildtyp-Protoplasten. In abi2-Protoplasten findet sich keine negative Regulatorfunktion
bezuglich der Induktion durch ABA oder der ABA-abhangigen Signaldnderung (vgl. Abb. 28
e, f, 29). Damit stellt sich die Frage wodurch die unterschiedliche Regulation in den
Mutantenprotoplasten bedingt ist.

Far die Funktion von ABI1 beziehungsweise ABI2 als negativer Regulator der ABA-
Signaltransduktion scheint die Phosphataseaktivitat der Proteinphosphatasen 2C wesentlich
zu sein. In Maisprotoplasten zeigte die Uberexpression einer inaktiven ABI1-Form im
Gegensatz zu ABI1, abi1 oder einer N-terminal verkirzten Version keinen Einflu auf die
Reporteraktivitat (Sheen, 1998). Vergleichbar filhrte die Uberexpression von ABI1, abit,
ABI2 oder abi2 in Arabidopsis-Protoplasten zu einem inhibierenden Effekt auf die ABA-
vermittelte Reporterinduktion (vgl. Abb. 32, 41). Die Cotransfektion der N-terminalen Region
von ABI1 oder einer inaktiven ABI1-Form dagegen ergab keine negative Beeinflussung der
Reporterinduktion (sieche Abb. 34). Intragene Revertanten der ABA insensitiven Mutanten
abil und abi2 weisen einen schwach hypersensitiven (abi1-1R1 — abi1-1R7) oder dem
Wildtyp vergleichbaren (abi2-1R1) Phanotyp auf. Die entsprechenden Proteine zeigen 1000-
beziehungswiese 100-fach niedrigere Phosphataseaktivitat als die Wildtypproteine (Merlot et
al., 2001). Damit 12t sich eine Abhangigkeit der Regulation der ABA-Signalkaskade durch

ABI1 oder ABI2 von der Phosphataseaktivitat vermuten. Inaktive Formen zeigten keinen
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Effekt oder flihrten im Falle der intragenen Revertanten zu einem hypersensitiven Verhalten.
Allerdings ist in den beiden Abscisinsaure-insensitiven Mutanten, abil und abi2, durch den
gleichen Aminosaureaustausch von Glycin gegen Asparaginsaure innerhalb der
katalytischen Domane die Phosphataseaktivitat stark reduziert auf etwa 5 % (Bertauche et
al., 1996; Leube et al., 1998; Leung et al., 1997; Rodriguez et al., 1998; Abb. 74).

Abb. 74: Kristallstruktur der menschlichen Proteinphosphatase 2Ca (Das et al., 1996). Das in
den Proteinphosphatasen 2C abi1 und abi2 mutierte in der katalytischen Domane liegende
Glycin ist gelb markiert.

Nach obiger Annahme muften diese Proteine im Vergleich zum Wildtyp eine schwachere
Auswirkung auf die Signaltransduktion besitzen. Es ergab sich jedoch ein vergleichbarer
oder sogar starker negativer Effekt in Uberexpressionsexperimenten (siehe Abb. 33, 41).
Eine mogliche Erklarung fir den dominant negativen Effekt von abi1 und abi2 sind
Konformationsanderungen in der katalytischen Domane, durch welche Substrate gebunden
und der Signalkaskade entzogen werden (Gosti et al., 1999). Beide Phosphatasen, ABI1 und
ABI2 koénnten an einer negativen Rickkopplung der ABA-Signaltransduktion beteiligt sein
(Merlot et al., 2001). Durch ABA wird die Phosphataseaktivitat erhéht, die Transkription von
ABI1- und ABI2 wird induziert. Die Phosphatasen konnten ein an der Signaltransduktion

beteiligtes Protein dephosphorylieren und so die Signalkaskade negativ regulieren (Abb. 75).
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Abb. 75: Modell fir die Rolle von ABI1/ABI2 in der ABA-Signaltransduktion (verandert nach
Merlot et al., 2001).

Neben ABI1 und ABI2 kénnten noch weitere Proteinphosphatasen an der ABA-
Signaltransduktion beteiligt sein. Fir AtPP2C beispielsweise wurde bei Uberexpression in
Maisprotoplasten ein zu ABI1 vergleichbarer negativer Effekt auf die Reporterexpression
gefunden (Sheen, 1998). In der Arabidopsis-Sequenz finden sich etwa 70 putative
Proteinphosphatasen 2C (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), von denen nur wenige
naher charakterisiert sind wie ABI1, ABI2 oder KAPP (kinase-associated protein
phosphatase). KAPP ist als negativer Regulator am CLAVATA1 Signaltransduktionsweg, der
die Meristementwicklung kontrolliert, beteiligt (Stone et al., 1998). Verschiedene
Proteinphosphatasen 2C konnten berlappende Funktion besitzen etwa durch verschiedene
Substratspezifitdt oder Lokalisierung in der Zelle. Damit zeigt sich auch eine mdgliche Gefahr
von Uberexpressionsexperimenten. Durch die massive Expression eines Proteins kénnten
andere Signalwege, als die an denen das Protein eigentlich beteiligt ist beeinflult werden
(Downward, 2001). Eine Erklarung fiir die Unterschiede zwischen Uberexpressions-
experiment mit ABI1 und ABI2 und der Analyse in Mutantenprotoplasten von abil und abi2
ware eine unterschiedliche, gewebsspezifische Expression der Proteine. In
Northernexperimenten haben Leung et al. (1997) eine héhere Expression von ABI1 im
Vergleich zu ABI2 in Blattern nachgewiesen. Ware ABI1 in Blattern exprimiert und ABI2 nicht
oder in wesentlich geringerem MaR, ware damit in Protoplasten aus abi2-Blattern im
Gegensatz zu abil kein Effekt der Mutation auf die Reporterregulation zu erwarten. Durch

die konstitutive Uberexpression von ABI2 kénnte entsprechend der hohen Homologie zu
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ABI1 ein Effekt auf die ABA-Signaltransduktion in Blattern auftreten. Allerdings zeigt die abi2-
Mutante ein deutlich ABA-insensitives Verhalten fir den Stomataschlul® (Koornneef et al.,
1984), was flr eine Expression des Proteins zumindest in Stomata spricht. Northern- und
Westernexperimente sowie entsprechende Promotor-Reportergenkonstrukte kdnnten
Aufschlufy Gber eine gewebsspezifische Expression von ABI1 und ABI2 geben.

Eine weitere Erklarung fir die unterschiedliche Regulation der ABA-abhangien Reporter in
abil- beziehungsweise abi2-Protoplasten neben der gewebsspezifischen Expression besteht
in der unterschiedlichen Lokalisation der Proteine in der Zelle. Am C-Terminus von ABI1
findet sich im Gegensatz zu ABI2 ein Kernlokalisationssignal KPRRK (siehe Abb. 38). Durch
die unterschiedliche Lokalisation der Proteine kdnnten sich verschiedene Auswirkungen auf
die Genregulation in Mutantenprotoplasten ergeben. Zur Uberprifung wurde in
Uberexpressionsexperimenten der Effekt von ABI1, ABI2 und einer Fusion zwischen ABI1
und ABI2 untersucht. Fir die Fusion wurden die letzten 30 Aminosauren von ABI2, gegen
die entsprechenden das Kernlokalisationssignal enthaltenden Aminosauren von ABI1
ausgetauscht. Es ergab sich jedoch fir jedes der transfizierten Proteine eine Inhibierung der
Reporterexpression und nicht wie in Mutantenprotoplasten fir ABI2 keine inhibierende
Wirkung auf die ABA-Induktion des Reporters (vgl. Abb. 41). Damit laf3t sich keine Aussage
Uber die Beteiligung des Kernlokalisationssignals an der unterschiedlichen
Reporterregulation in Mutantenprotoplasten treffen. Zur weiteren Klarung wurden GFP-
Fusionen mit ABI1 und ABI2 (siehe 3.5.) verwendet. Die Fusionsproteine wurden in
Protoplasten exprimiert und die Lokalisation in der Zelle untersucht. Als funktionaler Test der
Fusionen wurde der Effekt auf die ABA-regulierten Reportergenkonstrukte analysiert.
Entsprechend den nicht fusionierten Proteinen zeigte sich fir jede Fusion eine negative
Beeinflussung der ABA-Induktion des Reporters (vgl. Abb. 55). Durch das
Kernlokalisationssignal in der ABI1-Sequenz sollte eine Kernlokalisation zu erwarten sein.
Schlief3lich konnte jedoch fir keines der Proteine eine eindeutige Kernlokalisation festgestellt
werden (siehe Abb. 57). Dagegen zeigte als Kontrolle die GFP-Fusion mit AtHB-6 eindeutig
die Kernlokalisation des Transkripitonsfaktors. Eine mdgliche Erklarung fur die nicht
nachweisbare Kernlokalisation von ABI1 ware ein Kernexportsignal. Tatsachlich existiert am

Carboxy-Terminus von ABI1 ein potentielles Exportsignal (Abb. 76).

ABI1 398  AAEYLSKLAI Q 408
AtRanBPla 172 TAGLLEKLTVE 182
Rev 74  Q.PPLERLTLD 84
mPKla 38 AL-KLAGDI N 47

Abb. 76: Mégliches Kernexportsignal (NES) von ABI1. Der Vergleich zeigt die Sequenzen von ABI1,
AtRanBP1a (Haizel et al, 1997), Rev (Fischer et al., 1995) und mPKla (Wen et al., 1995). Die fiir den
Export kritischen hydrophoben Aminosauren sind grau unterlegt.
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Ein Vergleich mit anderen Kernexportsignalen zeigt, da® in ABI1 am Carboxy-Terminus die
entsprechenden kritischen hydrophoben Aminosauren fir eine Bindung an AtXPO1, einem
Kernexportrezeptor (Haasen et al., 1999) vorhanden sind. Ein standiger Export aus dem
Kern konnte die Anreicherung des Fusionsproteins im Kern verhindern und den Nachweis
erschweren.

Damit ist die unterschiedliche Reporterregulation in Mutantenprotoplasten von abil und abi2
noch nicht geklart. Fur die inhibierende Wirkung von ABI2 kdnnte ein Kernimport notig sein.
Ohne ein Kernlokalisationssignal ware entsprechend in abi2-Protoplasten keine Inhibierung
der Reporterexpression nachzuweisen. Durch die ektopische Expression kénnte jedoch
wegen mistargeting auch ABI2 im Kern zu finden sein und als negativer Regulator der ABA-
Antwort fungieren. Eine Moglichkeit zur weiteren Analyse ware das putative Kernexportsignal
von ABI1 zu mutieren um auf diese Weise eine Anreicherung im Kern zu erreichen und eine
eventuelle Kernlokalisation nachzuweisen.

Als weitere Komponente der ABA-Signaltransduktion wurde als Interaktionspartner von ABI1
in einem Yeast-Two-Hybrid-Screen AtHB-6 identifiziert (Himmelbach et al., 2001). AtHB-6,
ein Homoéodoman-Leucin-Zipper-(HD-ZIP)-Transkriptionsfaktor wird wie AtHB-7 und AtHB-12
durch Abscisinsaure reguliert (S6derman et al., 1999). Homdéodoman-Leucin-Zipper-
Transkriptionsfaktoren sind charakterisiert durch eine Homéodomane und einem Leucin-
Zipper-Motiv. Die Hombéodomane bestehend aus drei a-Helices stellt das DNA-Bindemotiv
des Transkriptionsfaktors dar, der Leucin-Zipper erméglicht durch die wiederholte Anordnung
von Leucin-Resten in einer a-Helix die Dimerisierung von Homdodoman-Leucin-Zipper-
Transkriptionsfaktoren (Ruberti et al., 1991).

Die Interaktion von AtHB-6 mit ABI1 korreliert mit der Proteinphosphataseaktivitat von ABI1
(Himmelbach et al., 2001). Damit kénnte AtHB-6 ein Substrat der Proteinphosphatase 2C
ABI1 sein. Proteinphosphorylierung und —dephosphorylierung kann die Funktion von
Transkriptionsfaktoren Uber verschiedene Mechanismen beeinflul3en: durch die Regulation
der Kernlokalisation, die Regulation der proteolytischen Degradierung, durch die Modulation
von Protein-Protein-Interaktionen zwischen Transkriptionsfaktoren, Koregulatoren und des
basalen Transkriptionskomplexes, durch Regulation der DNA-Bindung und durch
Modifizierung der Chromatinstruktur (Whitmarsh und Davis, 2000).

Wichtig fur die DNA-Bindung von Homoodomanproteinen ist die a-Helix 3 der
Homoodomane, durch welche spezifische DNA-Sequenzen erkannt werden (Gehring et al.,
1994). Die a-Helix 3 von AtHB-6 ist homolog zur entsprechenden Region von AtHB-1 (Sessa
et al., 1993), wodurch eine mégliche Bindestelle im Promotor von AtHB-6 identifiziert werden
konnte. In Gelretardationsexperimenten wurde die Bindung von AtHB-6 an das im Promotor
von AtHB-6 vorkommende cis-Element (vgl. Abb. 43) nachgewiesen (Himmelbach et al.,

2001). Die AtHB-6 bedingte Aktivierung eines kiinstlichen Promotors der dieses cis-Element
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enthielt konnte in vivo in transienten Expressionsexperimenten gezeigt werden (siehe Abb.
47). Als Kontrolle wurde eine punktmutierte Version des cis-Elements eingesetzt (vgl. Abb.
43). Konstruiert wurde der kunstliche Promotor durch Fusion des cis-Elements
beziehungsweise der punktmutierten Version des cis-Elements in unterschiedlicher
Kopienzahl (2 beziehungsweise 4 Kopien) an einen minimalen CaMV 35S Promotor
(Position —46 bis +1; Fang et al., 1989; siehe Abb. 45). Die ektopische Expression von AtHB-
6 in Kombination mit den cis-Element-Konstrukten zeigte in Protoplasten deutlich eine
Aktivierung des kunstlichen Promotors. Die punktmutierten Versionen konnten nicht durch
AtHB-6 aktiviert werden. Dieser Befund und die Tatsache, dal} eine hdhere Anzahl an cis-
Elementen zu einer verstarkten Aktivierung flhrt, spricht fir eine spezifisch von dem
verwendeten cis-Element abhangigen Aktivierung.

In einer weiteren Kontrolle wurde an Stelle von AtHB-6 eine deletierte Version AAtHB-6
eingesetzt. In AAtHB-6 wurde die a-Helix 3 der Homéodoméane deletiert, um eine Bindung
des Transkriptionsfaktors an die DNA zu verhindern. In transienten Expressions-
experimenten fihrte AAtHB-6 nicht zu einer Aktivierung des klnstlichen Promotors.
Darlberhinaus ergab sich bei simultaner Expression von AtHB-6 und AAtHB-6 eine
Kompetition zwischen den beiden Formen beziglich der Aktivierung des kulnstlichen
Promotors (siehe Abb. 48 und 49). Die Kompetition der beiden Formen kann durch die
mdgliche Dimerisierung Uber den Leucin-Zipper der Homdodomantranskriptionsfaktoren
zustande kommen. Durch die Bildung von Heterodimeren aus AtHB-6 und AAtHB-6 wird die
Anzahl an Transkriptionsfaktoren, die die Transkription aktivieren kénnen, reduziert (Abb.
77).

Daraus folgt, daf® im transienten Expressionsexperiment AtHB-6 spezifisch den kinstlichen
Promotor, der das im Promotor von AtHB-6 vorkommende cis-Element enthalt, aktiviert. Bei
der Verwendung eines kinstlichen Promotors mit 4 Kopien des cis-Elements ergab sich eine
etwa sechsfache Erh6hung der Reporteraktivitat. Interessanterweise flhrte die Anwesenheit
von Abscisinsaure zu einer weiteren Stimulierung der Expression auf eine cirka 12-fache
Induktion (vgl. Abb. 47).

Zu berucksichtigen ist zusatzlich beim Betrachten der AtHB-6 vermittelten Induktion des
kiinstlichen Promotors die durch den minimalen CaMV 35S Promotor verursachte
Grundexpression. Diese Grundexpression ist in etwa vergleichbar mit der Expression des
kinstlichen Promotors ohne zusatzlichen Effektor (vgl. Abb. 50 und 51). Damit flhrt das im
kinstlichen Promotor vorhandene cis-Element ohne ektopisch exprimiertem AtHB-6 und
ohne ABA zu keiner Erhéhung der Grundexpression.

Die Wirkungsweise von Abscisinsaure bei der Stimulierung der Induktion des kinstlichen
Promotors ist nicht geklart. ABA koénnte die Aktivitdt von AtHB-6 durch Aktivierung

zusatzlicher Transkriptionsfaktoren die mit AtHB-6 interagieren erhéhen. Johannesson et al.
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Abb. 77: Schematische Darstellung der Kompetition zwischen AtHB-6 und AAtHB-6. AtHB-6-
Monomere sind grau unterlegt, AAtHB-6-Monomere sind schwarz dargestellt. Gezeigt wird
eine mdgliche Dimerisierung und DNA-Bindung. Eine Dimerisierung unter Beteiligung von
AAtHB-6 flihrt zu Dimeren, die nicht mehr an die DNA binden kénnen.

(2001) haben beispielsweise in vitro eine Heterodimerisierung von AtHB-5 und AtHB-6
nachgewiesen. AtHB-6 kénnte an einem Netzwerk von Transkriptionsfaktoren beteiligt sein
Uber dessen kombinatorische Kontrolle die Transkription reguliert wird, wie es von Séderman
et al. (2000) fur ABI3, ABI4 und ABI5 vorgeschlagen wurde.

Zudem kénnte die Aktivitat von AtHB-6 durch Abscisinsaure Gber die Proteinphosphatase 2C
ABI1 als Interaktionspartner durch die Veranderung des Phosphorylierungszustandes von
AtHB-6 beeinflul3t werden. Durch Phosphorylierung beziehungsweise Dephosphorylierung
kénnnte zum Beispiel die Kernlokalisation von AtHB-6 bestimmt werden, wie es fir den
basischen Leucin-Zipper Transkriptionsfaktor CPRF2 aus Arabidopsis beschrieben worden
ist (Wellmer et al., 1999). Lokalisationsexperimente mit einer Fusion von AtHB-6 an GFP im
transienten Expressionssystem (vgl. Abb. 57) und von Dr. A. Himmelbach durchgefiihrte
Experimente mit Transgenen, die AtHB-6 fusioniert an GUS exprimieren zeigen jedoch eine

eindeutige von Abscisinsaure unabhangige Kernlokalisation des HD-ZIP-Transkriptions-
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faktors. Dementsprechend muf® flr eine Interaktion zwischen ABI1 und AtHB-6 der
Kerntransport der Proteinphosphatase 2C postuliert werden.

ABI1 enthalt sowohl ein Kernlokalisations- wie auch Kernexportsignal (siehe Abb. 38 und
75). Eine dynamische Verteilung von ABI1 zwischen Cytosol und Kern in Abhangigkeit von
ABA konnte eine Weiterleitung des ABA-Signals in den Kern ermdglichen. Einen Hinweis auf
den Einflu von ABI1 auf die AtHB-6 bedingte Aktivierung des kiinstlichen Promotors gibt die
Coexpression von ABI1 beziehungsweise des N-terminalen Bereichs von ABI1. Im
transienten Expressionssystem ergab sich bei Coexpression von ABI1 unabhangig von
Abscisinsaure kein EinfluR auf die Induktion des kunstlichen Promotors (siehe Abb. 50).
Interessanterweise flihrte jedoch die Coexpression der N-terminalen Region von ABI1 zu
einer Inhibierung der Aktivierung des klnstlichen Promotors (vgl. Abb. 51).

Méglicherweise kompetiert der N-terminale Bereich von ABI1 mit dem nativen ABI1 und
verhindert damit eine Dephosphorylierung und Aktivierung von AtHB-6. Durch den
Phosphorylierungszustand kénnte beispielsweise die DNA-Bindung des
Transkriptionsfaktors reguliert werden, was fir Homo&éodoman-transkriptionsfaktoren aus
Tieren bereits gezeigt worden ist (Coqueret et al., 1998).

Aus den Analysen im transienten Expressionssystem lafdt sich ein durch ABA-reguliertes cis-
Element definieren, wobei AtHB-6 als positiver Regulator beziiglich dieses cis-Elements
wirkt. Durch das Vorhandensein des cis-Elements im Promotor von AtHB-6 1at sich eine
positive Autoregulation des Promotors vermuten. Fir AtHB-2, einem anderen Homdodoman-
Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktor aus Arabidopsis wurde von Ohgishi et al. (2001) eine
negative Autoregulation gezeigt. AtHB-2 bindet vergleichbar mit AtHB-6 an ein im Promotor
von AtHB-2 vorhandenes cis-Element und wirkt im Gegensatz zu AtHB-6 als Repressor der
eigenen Transkription.

In transgenen Arabidopsis-Pflanzen (AtHB-6LUC) fuhrt Abscisinsdure zu einer enormen
Induktion des AtHB-6 Promotors. Es ergab sich durch ABA eine 1200-fach hdéhere
Reporterexpression (siehe Abb. 62). In Kreuzungen zwischen der transgenen Reporterlinie
(AtHB-6LUC) und der abil Mutante wurde die Aktivierung des AtHB-6 Promotors durch ABA
blockiert (vgl. Abb. 64). Dies zeigt deutlich die ABI1-abhangige ABA-Regulation des
Reporters.

Kreuzungen zwischen der Reporterlinie (AtHB-6LUC) und Transgenen zur Uberexpression
von AtHB-6, AAtHB-6 und AtHB-6 in antisense Orientierung wiesen Uberraschenderweise
keinen deutlichen Unterschied im Vergleich zur Wildtyp-Kreuzung auf (vgl. Abb. 65). Nach
der im transienten Expressionssystem festgestellten positiven Autoregulation von AtHB-6
ware bei Uberexpression von AtHB-6 eine Induktion des Reporters zu erwarten gewesen.
Fir die Kreuzungen mit AAtHB-6 und antisense AtHB-6 hatte sich eine geringere Induktion

ergeben sollen. Es zeigte sich jedoch sowohl fiir die AtHB-6-, wie auch fir die AAtHB-6- und
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antisense AtHB-6-Kreuzung eine geringfligig hohere Induktion des Reporters durch
Abscisinsaure im Vergleich zur nicht gekreuzten AtHB-6LUC-Reporterlinie. Daraus laft sich
schliefen, dal fir die Regulation des AtHB-6-Promotors noch weitere Komponenten
wesentlich sind.

Aus den transienten Expressionsexperimenten und der Reporterregulation in Transgenen
laRkt sich vermuten, dal® AtHB-6 Uber ein komplexes regulatorisches Netzwerk an der ABA-
Signaltransduktion beteiligt ist. Eine wichtige Komponente dabei ist ABI1, welches als
Interaktionspartner von AtHB-6, dessen Aktivitat zu modulieren scheint. Interessant erscheint
eine mdgliche Weiterleitung des Abscisinsauresignals Uber eine modulierbare-ABI1
Lokalisation. Gerade diese subzellulare Lokalisierung koénnte die unterschiedliche
Reporterregulation in abil- und abi2- Protoplasten erklaren. ABI2 kénnte ohne Kernimport-
und Kernexportsignal ausschlieBlich im Cytoplasma lokalisiert sein, wohingegen ABI1 in

Abhangigkeit von Abscisinsaure zwischen Kern und Cytoplasma verteilt sein kénnte.

Abscisinsaure flhrt neben der im transienten Expressionssystem und in den Reporterlinien
untersuchten Genregulation zu sehr schnellen Antworten, die auf Anderungen von
lonenflissen zurtickzufihren sind. In Schliefzellen (Thiel et al., 1992) wie in Wurzelzellen
(Roberts und Snowman, 2000) wird durch ABA eine Membrandepolarisation hervorgerufen.
Roberts und Snowman (2000) haben in Wurzelzellen von Mais eine Depolarisation des
Membranpotentials durch Abscisinsdure von etwa 35 mV nachgewiesen. In Arabidopsis-
Wurzeln konnte entsprechend eine durch ABA hervorgerufene Membrandepolarisation
gezeigt werden (vgl. Abb. 66).

Damit ergibt sich ergdnzend zu Untersuchungen an Stomata eine Moglichkeit Auswirkungen
von Abscisinsdure auf lonenflisse zu analysieren. Mutanten, betroffen in der ABA-
Signalkaskade kdnnen mit dieser Methode charakterisiert werden. Fur gca2 beispielsweise
ergab sich der phanotypischen Charakterisierung entsprechend eine geringere
Depolarisation und somit insensitives Verhalten bei Applikation von ABA (siehe Abb. 68).
Interessanterweise zeigte die Analyse der Genregulation im transienten Expressionsystem
(siehe Abb. 28 g,h) und in Kreuzungen mit Reporterlinien (vgl. Abb. 64) fir gca2 ein
hypersensitives Verhalten gegenlber Abscisinsaure. Es stellt sich die Frage welches
Genprodukt  verantwortlich ist fir das entgegengesetzte  Verhalten bei
Membrandepolarisation und Genregulation.

Ein moglicher Zusammenhang zwischen Genregulation und ABA-vermitteltem
Stomataschlu® wurde durch die Identifizierung von ABH1 einem mRNA-Cap-Bindeprotein
als negativem Regulator der ABA-Antwort hergestellt (Hugouvieux et al., 2001). Die
Kombination der Analyse der Genregulation im transienten Expressionssystem und von

Membranpotentialmessungen an Wurzelzellen bietet eine Moglichkeit den Zusammenhang
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zwischen sehr schnellen durch lonenflisse bedingte ABA-Antworten und der durch

Abscisinsaure vermittelten Genregulation genauer zu analysieren.

Fir weitergehende Untersuchungen der ABA-Signaltransduktion im transienten
Expressionssystem sind zahlreiche Strategien denkbar. Posttranskriptionelles Silencing von
Komponenten der ABA-Signalkaskade durch RNA-Interferenz (Waterhouse et al., 2001)
kénnte etwa Hinweise auf die Rolle dieser Komponenten als positive oder negative
Regulatoren geben. Ein anderer sehr interessanter Ansatz ware die Verwendung ABA-
regulierter Promotoren zur Expression beziehungsweise zum ABA-abhangigen Silencing
durch RNA, von an der ABA-Signaltransduktion beteiligten Komponenten. Damit kénnte sich
eine positive oder negative Rickkopplung in der Signalkaskade ergeben. Durch eine
ahnliche Vorgehensweise haben Kasuga et al. (1999) stresstolerantere Pflanzen generiert.
In Arabidopsis—Pflanzen wurde unter der Kontrolle des stressinduzierbaren RD29A-
Promotors ein Transkriptionsfaktor, DREB1A, exprimiert. Dieser Transkriptionsfaktor erkennt
spezifisch ein in cis wirkendes Promotorelement, DRE (dehydration response element),
welches eine wichtige Rolle spielt bei der Genregulation bedingt durch Umwelteinflisse wie
Trockenheit, Salzstrel3 oder Kalte (Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki, 1994). Die
Expression des Transkriptionsfaktors unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors fiihrte
zwar zu einer hoéheren Streftoleranz aber zugleich zu einem stark retardierten
Pflanzenwachstum unter normalen Wachstumsbedingungen. Im Gegensatz dazu wurde bei
Verwendung des RD29A-Promotors das Pflanzenwachstum unter normalen
Wachstumsbedingungen kaum oder nicht beeinflut, die Stretoleranz jedoch erheblich
erhoht, starker als bei CaMV 35S kontrollierter Expression.

Die Analyse der ABA-Signaltransduktion konnte entsprechend zu biotechnologisch
interessanten Anwendungen fihren. Die Verwendung beispielsweise des enorm durch ABA
induzierten AtHB-6-Promotors zur Expression von an Strelantworten beteiligten
Transkriptionsfaktoren wie DREB1A oder die Expression von AtHB-6 unter Kontrolle eines
anderen streRinduzierbaren Promotors kdnnte in dhnlicher Weise wie bei den von Kasuga et

al. (1999) beschriebenen Pflanzen eine erhdhte Strefdtoleranz bewirken.
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Oligonukleotide fiir Sonden

CDC2A

AtHB-6

RD29B

ACT1

Oigonukleotide flir Promotoren

AT XM O

polas

AtHB-6

AtHB-6*

RD29B

-46 CaMV35S

RAB18

M oM

polas

GGA ATT CGT GGA GTT TAC TTC AGC
GGA ATT CGG AGA ACC CTATGA GAG

GAC GCC TCG AGA TGA AGA GAT TAAGTAGTTC
CGG GAT CCT GCA GTC AAT TCC AAT GAT CAACG

CAG AAT TCG ATG ATG AGT ATG ACG AGC
CAG AAT TCC GCC TTT ATG CGT GGG ATC AG

TGG GAT GAC ATG GAG AAG AT
ATA CCA ATC ATA GAT GGC TGG

TCC CCG CGG ATC TCT CGC GAC CCAATATCC
CGG GAT CCC AAC AAT CTT TAATTACTT TCG

ATAATC CAATTG TTACAACTT TAAC
TTG TAACAATTG GAT TATATG C

TCC CCG CGG CTCAAG TTT ACT TCATCC
GCG GAT CCT TCA AGT GAATCAATC AAAC

GAC TAG TGC AAGACCCTTCCTC

TCC CCG CGG ATC TAAACGCGG CGTTTG G
CGC GGA TCC ACT TTG AGC TAA GCT AG

Oligonukleotide fir die Ascl-Schnittstelle

EcoRI/Hindlll

Kpnl

5
5-

5
5-

AAT TGG CCG GCC GGC GCG CAA
AGC TTG GCG CGC CGG CCG GCC

AGT ACT GGC GCG CCT GTAC
AGG CGC GCC AGT ACT GTAC

Oligonukleotide fiir AtHB-6-Bindemotiv-Promotor

HD-ZIP-Motiv

Mutiertes Motiv

F
R

polas

5-
5-

5-
5-

CTA GCT AGC AAT TAT TAC AAT TAT TAG ATA
CTA GTA TCT AAT AAT TGT AAT AAT TGC TAG

CTA GCT AGC AAT TGT TAC AAT TGT TAG ATA
CTA GTA TCT AAC AAT TGT AAC AAT TGC TAG

-3

-3
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Oligonukleotide fir ABlI1l/abil/N-terminus

ABI1 F 5- CGG GAT CCATGG AGGAAG TATCTCC -3
ABl1stop R 5- CAA GAG CAAACC CTT GAA CTA GTACTA GGCCTT -3
Nterstop R 5- CTG CGAGCT CACTTCTCG CTAGTAATATCTG -3

Oligonukleotide fiir CaMV 35SS1-Promotor

Nheen35sr R 5- GCT AGC TAC AGG ACG GAC CAT GG -3
Sphen35sf F 5- GCATGC TCT AGATTC ATT AAT GC -3

Oligonukleotide fiir ABI2

ABI2 fwBgll F 5- CCT AGATCT ATG GAC GAAGTT TCT CCT -3
ABI2 Nter F 5- CGG GAT CCATGG ACGAAGTTTCTCCT -3
ABI2Cternostop R 5- GAAGATCTATTC AAG GATTTGCTCTT -3
ABI2revstop R 5- CCTTCTTTT TCAATT CAAGG -3
ABI2fwSall F 5- ACG CGT CGACAATGGACGAAGTTTCTCC -3
ABI|2revXhol R 5- TACTCGAGCCTTCTTTTT CAATTC AAG G -3

Oligonukleotide fiir Lokalisation (GFP327)

GFPnostopXho R 5- CGA GCT CGAGTT GTY TAG TTC ATC CAT GC -3
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