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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Zahlreiche Prozesse der pflanzlichen Entwicklung sowie der Adaptation an
Wasser-, Salz- oder Kaltestress werden durch das Phytohormon Abscisinsaure
(ABA) reguliert. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Charakterisierung eines
Schlisselregulators der ABA-Signaltransduktion, der PP2C Phosphatase ABI1,
und ihres Interaktionspartners, des HD-Zip Transkriptionsfaktors ATHBG6.

In  Arabidopsis-Protoplasten  wurde Uber bimolekulare  Fluoreszenz-
Komplementation (BiFC) die Bildung von Homo- und Heterodimeren zwischen
ATHB6 und ATHB7 sowie die ATHB6-ABI1-Wechselwirkung beobachtet.
Anhand transient transformierter Arabidopsis-Protoplasten und stabiler
Arabidopsis-Uberexpressionslinien erfolgte die funktionelle Analyse eines
Kernlokalisierungssignals (NLS) des als negativer Regulator der ABA-
Signalkaskade fungierenden ABI1- bzw. punktmutierten abi1-Proteins. Sowohl
die negative Wirkung von ABI1 und abi1 auf die Induktion ABA-abhangiger
Promotoren (RD29B, RAB18), als auch die in transgenen Reporterfusionslinien
durch ABI1 bzw. abi1 vermittelte ABA-Insensitivitdt bei physiologischen
Prozessen (Keimung, Wurzelwachstum, Stomataregulation) sind direkt von der
Funktionalitdt des untersuchten NLS-Motivs abhangig. Subzellulare
Lokalisationsstudien  bei  35SS1::GFP-ABI1- und  35SS1::GFP-abil-
Reporterlinien lielen auf eine verstarkte nukleare Akkumulation von GFP-abi1
gegenuber GFP-ABI1 in Schlielzellen, Zellen des Wurzelmeristems und der
Wurzelepidermis schlieBen. Die praferentielle nukledre Akkumulation der
mutierten PP2C Phosphatase bildet eine neue Erklarungsbasis fur den
dominanten ABA-insensitiven abil-Phanotyp.

Der Agrobakterien-vermittelte Gentransfer in Arabidospis-Zellkulturen wurde zur
Untersuchung transienter Expressionsstudien optimiert. Allerdings konnte die
Analyse des ABA-abhangigen ATHBG6-Promotors aufgrund ABA-pra-
induzierender Bedingungen des Systems nicht erfolgen. Die Deregulation
induzierbarer Promotor-Konstrukte ist direkt mit deren agrobakteriellen Transfer
in die Pflanzenzelle verbunden und Iasst erstmals das Zusammenwirken bisher
unbekannter pflanzlicher und agrobakterieller Mechanismen bei der Regulation

der T-DNA-Genexpression erkennen.



Summary

Summary

The plant hormone abscisic acid (ABA) is involved in plant development as well
as in adaptation processes to drought, high salt or water stress. The focus of
this work lies on the characterisation of the PP2C phosphatase ABI1, a key
regulator in ABA signalling, and its interaction partner ATHB6, an HD-Zip
transcription factor.

In Arabidopsis protoplasts, bimolecular fluorescence complementation (BiFC)
was used to detect homo- and heterodimerisation of transcription factors
ATHB6 and ATHB7 and to confirm the ATHB6-ABI1 interaction in vivo.

In addition, functional analysis of a putative ABI1 nuclear localisation signal
(NLS) performed in transiently transformed Arabidopsis protoplasts as well as in
stable Arabidopsis overexpressing lines revealed strong dependence on the
NLS functionality for the negative regulatory ABI1 function on ABA-dependent
promoter activation (RD29B, RAB18) as well as on ABA-regulated physiological
processes (germination, root growth or stomata regulation).

Studies on subcellular localisation of ABI1 and abi1 reporter fusions display a
stronger nuclear accumulation for GFP-abi1 than for GFP-ABI1 in guard cells,
epidermal root cells and root meristem cells of 35SS1::GFP-abil lines. The
preferential nuclear localisation of the mutated PP2C phosphatase might
provide a new explanation for the dominant ABA-insensitive phenotype of abil-
plants.

The agrobacteria dependent gene transfer into Arabidopsis cell suspension
culture was optimised as a transient transformation system. However, the
regulation of ABA-inducible ATHB6 promoter could not be analysed due to the
ABA-pre-inducing conditions of the system. The de-regulation of inducible
promoter constructs is directly linked to their T-DNA transfer process and
thereby gives a novel insight into a network of unknown plant and agrobacterial

mechanisms that mediate the regulation of T-DNA gene expression.
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1. Einleitung

1.1. Phytohormone

Pflanzen muissen aufgrund ihrer Ortsgebundenheit flexibel auf lokale
Umweltbedingungen wie Schwerkraft, Licht, Wasser, Nahrstoffe oder
Pathogene mit Veranderungen in der Physiologie, zum Beispiel beim
Wachstum, reagieren. Phytohormone sind wesentlich flr die Steuerung und
Koordination des pflanzlichen Wachstums sowie fur die Adaption an
wechselnde Umweltbedingungen: als pflanzeneigene organische
Verbindungen, welche in niedrigen Konzentrationen wirken, integrieren sie

extrazellulare Signale in die endogenen Entwicklungsprozesse der Pflanze.

Auxin
©\_/I(\ COOH (Indol-3-essigséure ) Ethylen
- Streckungswachstum HN SH )
N - Zellteilung o= 4 - Erqchtr:_elfung
- Apikaldominanz H H - Splnas ie
- Seneszenz

- Adventiv-/Seitenwurzelbildung

OH
Cytokinin ™ Abscisinséaure

. A
N (Zeatin) OH - StomataschluB
m _ J‘ - Zellteilung o COOH - Dormanz
N N - Adventivknospen - Trocken -/Kélte -/Salztoleranz
H - Antagonist der Seneszenz

4
Gibberellin V/ Jasmonsaure
(Gibberellin A) o

HO OH - Pathogenantwort
- Streckungswachstum COOH - Verwundung
COOH - Férderung der Keimung

- Férderung der Blitenbildung

OOH Salicylsaure
Brassinosteroid OH - Pathogenantwort
(Campesterol )

- Streckungswachstum
HO

Abb. 1.1.: Struktur und Funktion von Pflanzenhormonen (verandert nach lten et
al.,1999).

Pflanzenhormone werden oft unterteilt in die vorwiegend wachstumsférdernden
Regulatoren Auxine, Cytokinine, Gibberelline und Brassinosteroide sowie in die
wachstumshemmenden Substanzen Ethylen, Abscisinsaure, Jasmonsaure und

Salicylsaure (lten et al., 1999).
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Neben den hier aufgezahlten niedermolekularen Substanzen (s. Abb. 1.1.),
welche alle aus dem pflanzlichen Sekundarstoffwechsel hervorgehen, werden
mittlerweile auch Peptide zu den Phytohormonen gezahlt. So spielen
beispielsweise die aus 18 Aminosauren bestehenden Systemine eine wichtige
Rolle bei der Wundsignaltransduktion in Tomate und Tabak (Ryan and Pearce,
2003).

FUr die physiologische Wirksamkeit der Hormone ist meist nicht die absolute
Konzentration entscheidend, sondern das Mengenverhaltnis der einzelnen
Phytohormone zueinander, da sie meistens nicht alleine wirken, sondern im
engen wechselseitigen Zusammenspiel die pflanzlichen Wachstums- und
Entwicklungsprozesse ausldésen, hemmen oder fordern. Ethylen und
Abscisinsaure interagieren beispielsweise bei der Regulation der
Samendormanz (Beaudoin et al., 2000) sowie bei der Steuerung des Wurzel-
und Sprosswachstums infolge von Wasserstress (Sharp and LeNoble, 2002).
Um die genauen Zusammenhange der von Phytohormonen gesteuerten
Mechanismen verstehen zu kdnnen, bedarf es einer naheren Untersuchung der
verschiedenen hormonellen Signaltransduktionswege. Als Signaltransduktion
wird die Summe der Prozesse bezeichnet, mit deren Hilfe Zellen eine Art von
Signal oder Stimulus in eine physiologische Reaktion umwandeln (Chory and
Wu, 2001).

Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit Komponenten der Abscisinsaure-
Signaltransduktion in Arabidopsis thaliana charakterisiert werden sollen, werden
im Folgenden Abscisinsaure-abhangige physiologische Prozesse sowie das
komplexe SignalUbertragungsnetzwerk, das fur die Steuerung solcher Prozesse

verantwortlich ist, naher beschrieben.

1.2. Abscisinsaure: Wirkung und Signaltransduktionsmechanismen

Abscisinsaure (ABA) ist ein monozyklisches Sesquiterpen (s. Abb.1.1), dessen
Name darauf beruht, dass die Substanz in hohen Konzentrationen in
abgeworfenen Baumwollblattern gefunden wurde (Ohkuma et al., 1963).
Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass die durch Applikation von ABA auf Blatt-

und Fruchtstiele hervorgerufene Abscission nicht direkt durch ABA
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hervorgerufen wird, sondern durch eine von ihr hervorgerufene Ethylen-

Freisetzung (Jackson and Osborne, 1972).

Abscisinsaure reguliert zahlreiche Prozesse der pflanzlichen Entwicklung, zu
denen unter anderem die Samen- und Embryoentwicklung zahlen. In frihen
Stadien der Embryogenese fordert Abscisinsdure neben dem embryonalen
Wachstum die Bildung von Speicherproteinen und -lipiden, wahrend sie in der
spaten Embryogenese sowohl die Weiterentwicklung des Embryos als auch die
Keimung hemmt und die Dormanz der Samen fordert (Finkelstein et al., 2002;
Nambara and Marion-Poll, 2005). Zudem foérdert endogenes ABA in
Abwesenheit von Stress das Wachstum von Keimlingen, wahrend exogen
verabreichte Abscisinsdure wachstumsinhibierend wirken kann (Cheng et al.,
2002).

Des Weiteren spielt ABA fiur die Pflanze eine wichtige Rolle bei der Adaptation
an Umwelteinflisse, wie zum Beispiel Trockenheit, Kalte oder Salzstress
(Leung and Giraudat, 1998; Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Bei
Wassermangel hemmt ABA die Akkumulation von Ethylen und kann somit
Wurzel- und Sprosswachstum fordern (Spollen et al.,, 2000; Sharp, 2002).
Zusatzlich bewirkt die bei Trockenstress in den Blattern ansteigende
Konzentration an ABA die SchlieBung der Spaltéffnungen und reduziert so die
stomatare Transpiration (Schroeder et al., 2001). Auf die Funktion von ABA bei
der Steuerung des pflanzlichen Wasserhaushaltes wird spater naher

eingegangen (siehe Abschnitt 1.2.4.).

Da Uber die Zusammenhange der an der ABA-Signaltransduktion beteiligten
molekularen Mechanismen erst relativ wenig bekannt ist, wurden verschiedene
experimentelle Systeme etabliert um die einzelnen ABA-gesteuerten
physiologischen Prozesse naher zu untersuchen.

Eine Mdoglichkeit, um die an der ABA-Signalkaskade beteiligten Proteine zu
identifizieren, ist die genetische Analyse des Signaltransduktionsweges. Diese
erfolgt Uber die Untersuchung von Mutanten. Es werden zwei wesentliche
Gruppen von Mutanten unterschieden: die erste Gruppe umfasst Pflanzen, bei
denen die ABA-Biosynthese gestort ist und deren mutierter Phanotyp durch

exogene ABA-Applikation aufgehoben werden kann. Die zweite Gruppe von
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Mutanten weist Defekte in der Erkennung oder Weiterleitung des ABA-Signals
auf (Finkelstein et al., 2002). Diese Storungen konnen ahnlich pleiotrope
Phanotypen hervorrufen wie die Mutationen innerhalb der ABA-
Biosynthesekette, eine Kompensation durch exogenes ABA ist jedoch bei
dieser zweiten Gruppe von Mutanten nicht mdoglich. Die zweite Gruppe
mutierter Pflanzen wird in ABA-insensitive, zum Beispiel abil-abi5 und abi8
(Koornneef et al., 1984; Finkelstein, 1994; Lopez-Molina and Chua, 2000;
Brocard-Gifford et al., 2004) oder gcal-gca8 (Himmelbach et al., 1998; Allen et
al., 2001) und ABA-hypersensitive Mutanten wie eral oder abhl (Pei et al.,
1998; Hugouvieux et al., 2001) unterteilt .

1.2.1. Biosynthese von Abscisinsaure in Arabidopsis

Hauptbildungsort von Abscisinsaure sind, neben den in den Blattern
lokalisierten Schlie3zellen, Zellen der Wurzeln und des Leitgewebes
(Christmann et al., 2005; Nambara and Marion-Poll, 2005).

Wahrend in Pilzen, wie zum Beispiel Cercospora rosicola, die Bildung von
Abscisinsaure Uber Mevalonat-Biosynthese aus einem Sesquiterpen erfolgt
(Hirai et al., 2000), erfolgt die ABA-Biosynthese in Arabidopsis-Pflanzen Uber
die Bildung der ABA-Vorstufe Xanthoxin aus Carotenoiden, die aus dem
plastidaren 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat-Syntheseweg hervorgehen und
somit unabhangig vom cytosolischen Mevalonat-Syntheseweg gebildet werden
(Arigoni et al., 1997; Lichtenthaler et al., 1997). Die Cqs-Verbindung Xanthoxin
entsteht durch die oxidative Spaltung der Cjo-Epoxycarotenoide 9-cis-
violaxanthin und 9’-cis-neoxanthin durch die plastidar lokalisierte 9’-cis-
Epoxycarotenoid-Dioxygenase (NCED). Die Cqs-Verbindung wird anschlie3end
ins Cytosol transportiert und in Abscisin-Aldehyd umgewandelt. Als letzter
Schritt in der ABA-Biosynthese erfolgt die Oxidation von Abscisin-Aldehyd zur
Abscisinsaure, welcher durch die Molybdan-abhangige Abscisin-Aldehyd
Oxidase 3 (AAQO3) erfolgt (Christmann et al., 2006). Die Inaktivierung von
Abscisinsaure erfolgt Uber oxidativen Abbau zu Phaseinsaure und
Dihydrophaseinsaure oder Uber die Bildung von ABA-Glucose-Konjugaten
(Koiwai et al., 2004; Christmann et al., 2005; Nambara and Marion-Poll, 2005).
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Einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung der ABA-Biosynthesekette haben die
Arabidopsis-Mutanten abal, aba2 und aba3 geleistet. Sie blockieren jeweils
unterschiedliche, an der Bildung von ABA beteiligte Reaktionen (Koornneef et
al., 1982; Léon-Kloosterziel et al., 1996). Wahrend ABA1 im Xanthophyll-Zyklus
als Zeaxanthin Epoxidase die Oxidation von Zeaxanthin zu Violaxanthin
katalysiert (Barrero et al., 2005), greifen ABA2 und ABAS3 erst spat in die
Bildung von  Abscisinsaure ein. ABA2 sorgt als  kurzkettige
Dehydrogenase/Reduktase fur die Bildung von Abscisin-Aldehyd (Cheng et al.,
2002; Gonzalez-Guzman et al., 2002), wahrend ABA3 als Sulfurase an der
Bildung eines Molybdan Co-Faktors beteiligt ist, welchen die fir den letzten
Schritt der ABA-Synthese verantwortliche Abscisin-Aldehyd Oxidase AAQO3
bendtigt (Seo et al., 2000; Xiong et al., 2001). Die aba-Mutanten kennzeichnen
sich durch eine nur schwach ausgepragte Samendormanz und weisen aufgrund
der gestorten Stomataregulation deutliche Welkerscheinungen auf. Zusatzlich
ist die Expression ABA-regulierter Gene gestort. Diese Merkmale des ABA-
defizienten Phanotyps konnen durch exogene ABA-Applikation aufgehoben

werden.

1.2.2. Signaltransduktion von Abscisinsaure

Die Steuerung hormonregulierter Prozesse erfolgt durch ein Netzwerk aus
Signaltransduktionskaskaden, welche je nach Entwicklungsstadium, Organ-
oder Zelltyp stark variieren kdonnen (Finkelstein, 2006). Die Regulation der
zahllosen ABA-gesteuerten Vorgange beginnt mit der Signalperzeption, welche
durch Rezeptorproteine erfolgt. Modelle, die membrangebundene oder l6sliche
ABA-Rezeptoren postulieren, konnten bislang nicht endgultig bestatigt werden.
Neben der Identifizierung ABA-bindender Regionen in cytosolischen
Proteinfraktionen aus Apfeln (Zhang et al., 2001) wurde als bisher einziger
ABA-Rezeptor das in die Infloreszenzbildung von Arabidopsis eingreifende
RNA-Bindeprotein FCA beschrieben (Razem et al., 2006). Zahlreiche
intrazellulare Faktoren sind an der Weiterleitung und Modulation des durch die
Rezeptormolekile empfangenen ABA-Signals beteiligt. Neben kleinen und

heterotrimeren G-Proteinen erfullen hierbei die sogenannten second
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messengers wie Ca?*, cADPR InsPs, InsPs, und Diacylglycerolpyrophosphat
wichtige Funktionen (Schroeder et al., 2001; Zalejski et al., 2005), aber auch
Faktoren wie Redox-Status oder pH-Wert (Brault et al., 2004; Bright et al.,
2006), Proteinkinasen und Proteinphosphatasen Ubernehmen zentrale Rollen
im Netzwerk der ABA-Signaltransduktion (Fedoroff, 2002). Auf die Funktionen
der einzelnen Komponenten innerhalb der ABA-Signalkaskade soll am Beispiel

des Abscisinsaure-regulierten Stomataschlusses naher eingegangen werden.

1.2.3. Bewegungen des Spaltéffnungsapparates unter dem Einfluss von

Abscisinsaure

Abscisinsaure-abhangige Vorgange lassen sich in schnelle und langsame
Reaktionsablaufe einteilen, wobei die schnellen Antworten hauptsachlich auf
Anderungen von lonenfliissen zuriickzufiihren sind, wahrend die langsamen
Reaktionen auf differenzierter Genexpression beruhen. Zu den am besten
erforschten schnellen Reaktionen auf ABA gehort der Stomataschluss.

Stomata regulieren uber ihre beiden Schliel3zellen die CO2-Aufnahme sowie die
Wasserabgabe Uber Transpiration in die Atmosphare. Die Steuerung der
stomataren Bewegungen erfolgt in der Regel Uber einen ABA-abhangigen
Anstieg des cytosolischen Ca?*-Spiegels sowie durch das daran gekoppelte
Zusammenspiel mehrerer lonenkanadle in Plasmalemma und Tonoplast
(MacRobbie, 2000). Zuerst wird das ABA-Signal von Rezeptormolekulen auf die
im Plasmalemma lokalisierten und ins Cytosol gerichteten Calciumkanale
Ubertragen. Dieser Signaltransfer wird einerseits durch das Zusammenspiel
membranassoziierter  Proteinkinasen und deren  Antagonisten, den
Proteinphosphatasen, kontrolliert (Himmelbach et al., 2003), andererseits Uber
einen Farnesyltransferase-abhangigen Prozess gesteuert. So zeigen
beispielsweise rezessive eral-Mutanten aufgrund eines Defekts im fur die B-
Untereinheit einer Protein-Farnesyltransferase codierenden ERA1-Gen ein
ABA-hypersensitives Verhalten beim Stomataschluss sowie erhdhte Toleranz
bei Trockenstress (Pei et al., 1998). Die durch ERA1 codierte B-Untereinheit der
Farnesyltransferase gilt als negativer Regulator der ABA-Signallbertragung,

welcher im Anschluss an die ABA-Perzeption und oberhalb der ABA-induzierten
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stomataren Ca?*-Strome agiert (Allen et al., 2002). Die Tatsache, dass in
eral/abil- beziehungsweise in eral/abi2-Doppelmutanten der ABA-insensitive
Phanotyp der abil- und abi2-Mutanten (s. 1.2.4.2.) unterdrickt wird, bekraftigt
die Position von ERA1 am Anfang der ABA-Signaltransduktion (Allen et al.,
2002).

Als zusatzliche Aktivatoren der im Plasmalemma lokalisierten Ca**-Kanile
wirken aufRerdem reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie H,O, und NO (Pei et
al., 2000): so ist vor dem ABA-induzierten Schlielen der Stomata ein Anstieg
von H>O, und NO zu beobachten, deren Synthese Uber eine ABA-induzierte
membrangebundene NADPH Oxidase beziehungsweise Uber Nitrat
Reduktasen und die NO Synthase AtNOS1 gesteuert wird. Beide Substanzen
wirken aktivierend auf die ins Cytosol gerichteten Ca?*-Kanéle im Plasmalemma
und gelten demnach als positive Regulatoren des ABA-induzierten
Stomataschlusses (Schroeder et al., 2001; Jiang and Zhang, 2002; Guo et al.,
2003; Desikan et al., 2004; Bright et al., 2006; Crawford, 2006).

Der hieraus resultierende Anstieg der cytosolischen Ca?*-Konzentration wird
gefolgt von der Uber zwei verschiedene Mechanismen ablaufenden Calcium-
Freisetzung aus intrazellularen Speichern. So sorgen durch Phospholipase C
(PLC) von Lipiden abgespaltenes InsPs/InsPs und durch die ADPR Cyclase aus
NAD" gebildetes cADPR unabhéngig voneinander fiir den ABA-abhZngigen
Ca?*-Anstieg im Zytosol. Dieser filhrt zusammen mit einer Hemmung der in der
Plasmamembran lokalisierten H*-ATPase zu einer Membrandepolarisation
(Schroeder et al.,, 2001; Brault et al., 2004). Als eine weitere calcium-
mobilisierende Komponente der zum Stomataschluss fluhrenden ABA-
Signalkaskade qilt Sphingosin-1-Phosphat (Ng et al.,, 2001), welche im
Zusammenspiel mit GPA1, der a-Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins,
am Stomataschluss in Arabidopsis beteiligt ist (Wang et al., 2001). Zusatzlich
beeinflusst das entsprechende heterotrimere G-Protein die Offnung der
Stomata Uber Wechselwirkungen mit der Phospholipase PLDa1 und deren
Produkt Phosphatidsaure. Wahrend die Interaktion von GPA1-GTP mit
Phosphatidsaure den ABA-vermittelten Stomataschluss fordert, sorgt die

Bindung von PLDa1 durch GPA1-GDP fur die Hemmung der positiv auf den
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Stomataschluss wirkenden Phospholipase und begunstigt somit indirekt die
erneute Offnung der Stomata (Mishra et al., 2006).

Neben anderen, zum Stomataschluss fuhrenden Stimuli wie ROS oder Kalte,
|6st auch Abscisinsaure in Schlie3zellen cytosolische Calciumoszillationen aus
(Allen et al., 2000). Mutanten wie det3, welche unter dem Einfluss dieser Stimuli
nicht mehr zum SchlieRen der Spaltdffnungen in der Lage sind, kdnnen durch
extern induzierte Calciumoszillationen zum Stomataschluss bewegt werden.
Eine wesentliche Rolle fur den Schlievorgang spielen Frequenz, Anzahl der
Perioden und Amplitude der Oszillationen (Allen et al., 2000; Allen et al., 2001).
Auch Schliel3zellen der ABA-insensitiven gca2-Mutanten zeigen Veranderungen
in Frequenz und Dauer der Ca**-Oszillationen, was hier zu einer Deregulation
des Stomataschlusses fuhrt (Himmelbach et al., 1998; Allen et al., 2000; Allen
et al., 2001). Die Mutanten gcal bis gca8 (growth control exerted by ABA)
wurden aufgrund ihres ABA-insensitiven Primarwurzelwachstums identifiziert.
Im Gegensatz zum pleiotropen Phanotyp der gca2- und gcal-Mutanten sind
gca3-gca8-Pflanzen ausschlieBllich in ihrem ABA-abhangigen Wachstum
beeintrachtigt. Neben den Stérungen des ABA-abhangigen Wachstums zeigen
die Mutanten gca3-gca8 zusatzliche Defekte bei der physiologischen Antwort
auf Ethylen, was auf eine Vernetzung der Abscisinsaure- und
Ethylensignalkaskaden hindeutet (Himmelbach et al., 1998).

Die Ca**-induzierte Depolarisation der Membran wird tber ABA-abhingige
Aktivierung nach auf3en gerichteter Anionenkanale zusatzlich verstarkt, wobei
noch unklar ist, ob ABA direkt auf die Kanale wirkt oder Uber zusatzliche
Rezeptoren  (Levchenko et al., 2005). Als Konsequenz der
Membrandepolarisation werden nach innen gerichtete Kaliumkanale gehemmt
und es kommt gleichzeitig zu einem Efflux an K'-lonen in den Apoplasten,
welcher mit dem gleichzeitigen Ausstrom von Anionen gekoppelt ist. Zudem
wird osmotisch wirksames Malat in Starke umgewandelt. Das durch die
Zunahme an cytosolischen Ca®*-lonen hervorgerufene Ausstrdmen von K*-
lonen aus den SchlieBzellen wird zusatzlich verstarkt von einer ABA-
abhangigen Alkalisierung des Cytosols. Infolge des lonenausstroms und einer
passiven, osmotisch-bedingten Wasserabnahme nimmt der Turgordruck in den
Schliel3zellen ab, die Zellen erschlaffen und der stomatare Spalt schliel3t sich.

Bei anhaltendem Wasserstress sorgt ABA (iber die Hemmung der H*-ATPase
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und der nach innen gerichteten K*-Kanale dafiir, dass die Stomata geschlossen
bleiben.

Bleibt das ABA-Signal aus, bewirkt die nach aufen Protonen pumpende H’-
ATPase indirekt die Aufnahme von K'-lonen aus dem Apoplasten. Diese
bewirken zusammen mit den resynthetisierten osmotisch aktiven Substanzen
wie Malat und Saccharose die erneute Offnung der Stomata (Leung and
Giraudat, 1998; Schroeder et al., 2001).

Neben den in diesem Abschnitt beschriebenen Regulatoren Gbernehmen auch
die im Folgenden beschriebenen Proteinphosphatasen und —kinasen wichtige
Funktionen bei den zum Stomataschluss flhrenden Prozessen. In Abb. 1.2.
sind alle hier erwahnten positiven und negativen Regulatoren des ABA-

vermittelten Stomataschlusses zusammengefasst.

1.2.4. Phosphorylierung und Dephosphorylierung innerhalb der ABA-
Signalkaskade

Wie viele andere biologische Signalkaskaden ubertragt auch die Abscisinsaure-
Signalkette wichtige Funktionen auf Phosphorylierungs- und
Dephosphorylierungsereignisse. Zahlreiche ABA-regulierte Proteinkinasen und
Proteinphosphatasen sind als positive beziehungsweise negative Regulatoren
in einem koordinierten Netzwerk an der Weiterleitung des ABA-Signals auf
zellularer Ebene beteiligt. Bereits die zu Beginn stattfindende Transmission des
ABA-Signals vom Ort der Perzeption zu den Ca**-Kanalen der Plasmamembran
soll durch ein Zusammenspiel aus Proteinkinasen und Proteinphosphatasen
vom Typ PP1 und PP2A reguliert sein (Kohler and Blatt, 2002).

1.2.4.1. Proteinkinasen

Die zahlreichen bereits charakterisierten, ABA-aktivierbaren Proteinkinasen
greifen an unterschiedlichen Stellen in die ABA-Signalkette ein. Wahrend fur die
Plasmamembran-lokalisierte Arabidopsis LRR-Kinase RPK1 ein frihes
Eingreifen in ABA-abhangige Prozesse wie Keimung, Wurzelwachstum oder

Genexpression postuliert und sogar Uber ihre Beteiligung an einem ABA-
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Rezeptor-Komplex spekuliert wird (Osakabe et al., 2005), fuhren andere
Enzyme, wie die Ca?-abhidngigen Proteinkinasen CDPK1 und CDPK1a zur
Aktivierung ABA-induzierbarer Promotoren (Sheen, 1996).

Proteinkinasen agieren meistens als positive Regulatoren des ABA-
Signaltransfers. (Sokolovski et al., 2005). Eine ABA-aktivierte Serin-/Threonin-
Kinase aus Vicia faba, AAPK1 (AAPK; ABA-activated protein kinase) ist an der
ABA-abhangigen Aktivierung stomatarer Anionenkanale beteiligt und fordert so
das ABA-induzierte Schliel’en der Stomata (Li et al., 2000). Als Arabidopsis-
Ortholog dieser Kinase gilt das ABA-aktivierte Enzym OST1, welches oberhalb
der ROS-Bildung als positiver Regulator in der Signalkaskade des
Stomataschlusses wirkt (Mustilli et al., 2002). Auch Ca2+-abhéngige
Proteinkinasen (CDPK; calcium dependent protein kinase) greifen in die
Mechanismen des Stomataschlusses ein. In Vicia faba-Protoplasten konnte die
CDPK-vermittelte Phosphorylierung des am Stomataschluss beteiligten Kalium-
Kanals KAT1 nachgewiesen werden (Li et al., 1998). Zusatzlich gibt der Einsatz
des Proteinkinase-Antagonisten K252A in unterschiedlichen Spezies
Aufschluss Uber die positive Wirkung von Kinasen auf das ABA-regulierte
SchlieRen der Spaltéffnungen: die Uber K252A provozierte Hemmung der
Kinase-Aktivitaten inhibiert den Anstieg des intrazelluldren Ca?*-Spiegels in
Schliezellen und sorgt so fur eine negative Beeintrachtigung des
Stomataschlusses (Hey et al., 1997; Allen et al., 1999; Sokolovski et al., 2005).

Als Beispiel fur die aktivierende Wirkung von Proteinkinasen auf ABA-
abhangige Veranderungen der Genexpression gelten unter anderem das
Enzym PKABA1 aus Weizen und die oben bereits erwahnte Kinase AAPK aus
Vicia (Fedoroff, 2002). Beide Proteine gehoren zur Familie der SnRKs, die ihren
Namen aufgrund der Homologie zu der AMP-aktivierten Proteinkinase SNF1
(SNF; sucrose non-fermenting) aus Hefe erhalten haben (Farras et al., 2001).
PKABA1 phosphoryliert und aktiviert den samenspezifischen bZIP-
Transkriptionsfakor TaABF, der eine hohe strukturelle Homologie zum
Transkriptionsregulator ABI5 aus Arabidopsis aufweist (Johnson et al., 2002).
AAPK bewirkt Uber Phosphorylierung des RNA-Bindeproteins AKIP1 dessen
Interaktion mit RNA-Zielmolekulen, zu denen unter anderem die durch ABA
hochregulierten Dehydrin-Transkripte gehdren (Li et al., 2002). Auch die bereits
oben erwahnten bZIP-Transkriptionsfaktoren AREB1 und AREB2 werden erst
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durch Phosphorylierung ihrer Serin- und Threoninreste aktiviert, wobei die
hierfur zustandige Kinase noch nicht ermittelt werden konnte (Furihata et al.,
2006).

Allerdings kénnen Proteinkinasen auch als negative Regulatoren des ABA-
Signaltransfers wirken. So kommt es unter der Anwendung von Proteinkinase-
Inhibitoren in ABA-insensitiven abil-Schlie3zellen zu einer Wiederherstellung
der ABA-abhangigen Reaktionen (Pei et al., 1997).

1.2.4.2. Proteinphosphatasen

Neben den oben erwahnten PP1 und PP2A Phosphatasen Ubernehmen auch
PP2C Phosphatasen eine negativ regulatorische Rolle bei ABA-gesteuerten
Vorgangen. Zu ihnen gehdren neben den weiter unten ausfuhrlicher
beschriebenen PP2C Phosphatasen ABI1 und ABI2 die zur gleichen Gruppe
zahlenden Enzyme AtPP2CA und AtP2C-HAB1, welche hauptsachlich in
Samen aktiv sind, aber in geringerem Malle auch Wurzelwachstum und die
stomataren Bewegungen beeinflussen (Saez et al., 2004; Kuhn et al., 2006;
Yoshida et al., 2006).

Die durch Abscisinsaure etwa 15-fach hochregulierten Gene ABI1 und ABI2
codieren fiir Mg?*-abhangige Serin-/Threonin-Phosphatasen vom Typ PP2C mit
identischem Aufbau und einer Aminosaure-ldentitat von 86% innerhalb der
PP2C Domanen (Meyer et al., 1994; Leung et al., 1997). Beide Gene wurden
infolge der Charakterisierung zweier dominanter ABA-insensitiver Arabidopsis-
Mutanten, abil-1 und abi2-1, identifiziert (Koornneef et al., 1984), welche
pleiotrope phanotypische Veranderungen aufweisen, wie zum Beispiel ABA-
insensitive Keimung und Keimlingsentwicklung, reduzierte Dormanz und
abnormale Stomataregulation (Koornneef et al., 1984; Leung et al., 1997; Allen
et al., 1999). Die Ahnlichkeit zum Phanotyp der aba-Mutanten I4sst vermuten,
dass diese beiden Proteine relativ am Anfang der ABA-Signalkaskade stehen
und somit eine zentrale Position in der ABA-SignallUbertragung einnehmen.
Neben abil und abi2 zeigt auch die abi8-Mutante einen pleiotropen ABA-
insensitiven Phanotyp mit verschlechterter Stomataregulation, Veranderungen

in der Expression ABA-regulierter Gene, verspateter Infloreszenzbildung und
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sterilen Pollen. Uber die Funktion des ABI8-Proteins, das zu einer kleinen,
pflanzenspezifischen Familie gehort, ist jedoch noch nichts bekannt (Brocard-
Gifford et al., 2004).

Die abil- und abi2-Mutationen beruhen auf dem singularen Austausch eines
Glycin-Restes durch Asparaginsaure an aquivalenter Position (Position 180 in
abil, Position 168 in abi2) innerhalb der jeweiligen katalytischen PP2C-
Domane. Dieser Aminosaureaustausch reduziert die Phosphatase-Aktivitat der
beiden Enzyme auf 3% der Wildtyp-Aktivitat und fuhrt zur verminderten ABA-
Sensitivitat der abil- und abi2-Mutanten (Leube et al., 1998; Rodriguez et al.,
1998).

Um Aufschluss uber die Funktion von ABI1 und ABI2 in der ABA-Signalkette zu
erhalten wurden Suppressor-Screens mit abil- und abi2-Mutanten
durchgefuhrt. Dabei wurden fir abil sieben intragene Revertanten gefunden
(abil-1R1 bis abil-1R7). Diese rezessiven Allele von ABI1 flUhrten zu einer
erhohten ABA-Sensitivitat bezuglich der Keimung und des Wurzelwachstums.
Die entsprechenden Mutationen liegen im aktiven Zentrum der Phosphatase
und reduzieren die Enzymaktivitat auf ein Tausendstel der Wildtyp-Aktivitat.
Somit kann die Hypersensitivitat gegenuber Abscisinsaure durch den Verlust
der ABI1-Phosphatase-Aktivitat erklart werden und dies deutet darauf hin, dass
die Wildtypform der ABI1-Phosphatase als negativer Regulator der ABA-
Signaltransduktion fungiert (Gosti et al., 1999). Dieses Ergebnis stimmt mit den
Resultaten aus transienten Expressionsstudien uberein, bei denen in Mais-
Protoplasten konstitutiv exprimiertes ABI1-Protein die ABA-abhangige
Genexpression blockiert (Sheen, 1998). Auch fur abi2 konnte eine intragene
Revertante gefunden werden, welche durch Veranderungen in der
Stomataregulation identifiziert wurde. Die Revertante zeigt im Gegensatz zu
den abi2-Pflanzen wildtypartiges Verhalten bei der Transpirationskontrolle und
somit eine dem Wildtyp entsprechende ABA-Sensitivitat (Merlot et al., 2001).
Die PP2C-Aktivitat in abi2-1R1-Revertanten ist etwa 100-mal geringer als in
Wildtyp-Pflanzen. Demnach gilt neben ABI1 auch ABI2 als negativer Regulator
der ABA-Signaltransduktion und beide konnten somit Uberlappende Rollen in
der Kaskade besitzen.

Um die Funktionen von ABI1 und ABI2 innerhalb des ABA-Signalnetzwerkes zu

ermitteln, wurden unterschiedliche transiente Systeme eingesetzt. In den oben
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erwahnten Mais-Protoplasten wurden neben Wildtyp ABI1 verschiedene
mutierte Versionen des Gens transient exprimiert und der Einfluss dieser
Proteine auf die ABA-regulierte Genexpression untersucht (Sheen, 1998). Da
neben intaktem ABI1 Protein auch einige mutierte Formen mit verringerter
PP2C Aktivitat, wie zum Beispiel abi1, die ABA-Signaltransduktion hemmten,
beruht die negativ regulatorische Rolle von ABI1 offensichtlich nicht
ausschlieflich auf einer intakten Phosphatase-Aktivitat. Zusatzlich beleuchteten
Mikroinjektionsstudien in Hypokotylzellen aus Tomate einen neuen Aspekt der
ABI1-Funktion: bei einer Co-Injektion von ABI1- und abi1-Protein sorgte ein
zwei- bis dreifacher Uberschuss an ABI1 fiir die Wiederherstellung der ABA-
Sensitivitat. Neben der Erkenntnis, dass ABI1 und abi1 um dieselben
Bindestellen konkurrieren, zeigt dieses System, dass ABI1 bei der Weiterleitung
des ABA-Signals aul’er der hemmenden auch eine positiv regulatorische Rolle
ubernehmen kann (Wu et al., 2003). Welche Funktion ABI1 Gbernimmt, hangt
von der jeweiligen Position des Proteins in der ABA-Signalkette ab: so wird ein
kurzzeitig positiver ABI1-Effekt fur die frihe Verbreitung des ABA-Signals
postuliert, wahrend die anschlieBende ABA-Desensibilisierung der Pflanze
mithilfe des negativen Regulators ABI1 erfolgt und mit der Interaktion von ABI1
mit Transkriptionsfaktoren verbunden ist (Christmann et al., 2003). Ein bereits
identifizierter Interaktionspartner von ABI1 ist der oben beschriebene
Transkriptionsfaktor ATHBG6 (siehe 1.2.6. und 1.2.8.).

Wie es der welke Phanotyp der abil-und abi2-Mutanten bereits vermuten lasst,
sind beide PP2C Phosphatasen an der Regulation des Stomataschlusses
beteiligt. So ist in abil- und abi2-Schliel3zellen der ABA-induzierte Anstieg des
cytosolischen Ca?*-Spiegels stark reduziert. Beide Mutationen hemmen
aulRerdem die ABA-abhangige Aktivierung stomatarer Anionenkanale (Pei et al.,
1997; Allen et al., 1999) und Plasmalemma-lokalisierter K*-Kanale (Armstrong
et al., 1995).

Zusatzlich interagiert ABI1 mit der als positiver Regulator des
Stomataschlusses wirkenden Arabidopsis Kinase OST1 (s. auch Abschnitt
1.2.4.1.), deren ABA-abhangige Aktivierung in abil-Pflanzen stark inhibiert wird
(Yoshida et al., 2006). Uber seine Interaktion mit Phosphatidsiure (PA) greift
ABI1 zudem in den stomataren Schlielvorgang ein: die durch Phospholipase
PLDa1 als Reaktion auf ABA gebildeten Phosphatidsaure (PA)-Molekile binden
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ABI1 und verankern das Enzym in der Plasmamembran. Auf diese Weise wird
die inhibierende Wirkung von ABI1 auf den Schlie3vorgang der Spaltéffnungen
abgeschwacht (Zhang et al., 2004) und somit ein positiver Effekt auf die
SchlieBRbewegung der Stomata ausgeubt. (Zhang et al., 2004; Mishra et al.,
2006). Diese beiden Interaktionen zeigen, dass ABI1 sowohl als positiver als
auch als negativer Effektor auf die zum Stomataschluss fuhrenden Prozesse
einwirken kann (Yoshida et al., 2006).

NAD(P)H =& ROS, H202 _i»  Ca?*- Freisetzung durch:

+ (PP2C) Sphingosin-1-phosphat
InsP3
GCA2 ", cADPR
N Ca?*-induzierte Ca-Freisetzung
Caz+ Influx 4
OST1 CDPK, MAP APK Anionenkanéle

abil Kanal

R K
\ PPl/PPZA pos K*out Kanédle

Caz+Oszillationen
+ Metabolische Antworten,
Malat-Umwandlung,
—

Stomataschluss

ABA > = = *_’_’_’ Saccharosetransport_>
Actinrekonfiguration,
veranderte Genexpression

GPAL-GTP andere Mechanismen
A PP1/PP2A neg
GPA1-GDP r K*in Kanale
B negative Regulatoren v PA H*Pumpen
B positive Regulatoren PLDal

Abb. 1.2: Vereinfachtes Modell zur Wirkungsweise positiver und negativer Regulatoren
der ABA-Signaltransduktion (Schroeder et al., 2001; Maser et al., 2003).

1.2.5. Regulation der Genexpression durch Abscisinsaure

Die meisten der ABA-abhangigen Reaktionen wie Samenreifung, Dormanz oder
vegetatives Wachstum, aber auch die Anpassung an Stresssituationen wie
Kalte-, Trocken- oder Salzstress sind durch langsamere Ablaufe
gekennzeichnet und haufig mit einer ABA-abhangigen Regulation der
Genexpression verbunden.

Da Uber die an der ABA-gesteuerten Genexpression beteiligten Komponenten
bisher nur wenig bekannt ist, wurden mithilfe von cDNA-Mikroarray Analysen
Gene identifiziert, die eine ABA-induzierte Veranderung ihrer Expression

aufwiesen (Seki et al., 2002). Aufgrund der beschrankten Anzahl an Genen auf
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den ersten Arabidopsis DNA-Chips wurde aulierdem Uber Massive Parallele
Signatur Sequenzierung (MPSS) der Versuch gestartet, die Gesamtheit der
ABA-regulierten Gene im Arabidopsis-Genom zu ermitteln (Hoth et al., 2002).
Auf diese Weise wurden in Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen 1354 Gene
identifiziert, deren Expression unter dem Einfluss von ABA induziert
beziehungsweise reprimiert wurde. Unter diesen Genen befanden sich
zahlreiche putative Komponenten der ABA-Signalkaskade, wie Proteinkinasen
oder —phosphatasen (z. B. ABI1, ABI2), aber es konnten auch Genfamilien
identifiziert werden, die bis dahin nicht als ABA-reguliert galten, so zum Beispiel
Gene ribosomaler Proteine oder Gene, deren Produkte proteolytische Aktivitat
aufweisen. Zusatzlich wurden etwa 100 Abscisinsaure-regulierte Gene
beschrieben, welche fur diverse Typen von Tanskriptionsfaktoren, wie bZIP,
AP2, B3, bHLH oder HD-Zip codieren (Finkelstein et al., 2002).

Die durch Abscisinsaure aktivierten Transkriptionsfaktoren erkennen
spezifische cis-Elemente innerhalb der Promotorsequenz ihrer Zielgene. So
binden zum Beispiel bZIP-Transkriptionsfaktoren als Dimere an ein als ABRE
(ABA-responsive element) bezeichnetes, 8-10 bp langes cis-Element, welches
durch eine ACGT-Kernsequenz gekennzeichnet ist (Hattori et al., 2002). Dieses
Motiv wurde unter anderem in ABA-induzierbaren Genen wie Em aus Weizen
(Marcotte Jr et al., 1989), RAB16A und OsEm aus Reis (Mundy et al., 1990;
Hattori et al., 2002) oder Dc3 aus Karotte gefunden (Siddiqui et al., 1998). Ein
ABRE-Element allein ist jedoch nicht ausreichend fur die ABA-vermittelte
Geninduktion. Zusatzliche Motive, wie zum Beispiel die sogenannten coupling
elements CE1 und CE3 der Gene HVA1 und HVA22 aus Gerste (Shen et al.,
1996), bilden jeweils mit dem ABRE-Element zusammen einen ABA-
responsiven Komplex (abscisic acid response complex, ABRC).

Die Funktion des CE-Element kann jedoch auch durch ein zweites, im Promotor
vorhandenes ABRE-Motiv ersetzt werden (Yamaguchi-Shinozaki and
Shinozaki, 2005). So enthalt der Promotor des RD29B-Gens aus Arabidopsis
zwei ABRE-Elemente, welche als Bindestellen der bZIP-Transkriptionsfaktoren
AREB1 (ABA-responsive element binding protein) und AREB2 fungieren (Uno
et al., 2000).
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Daneben exisitiert eine Gruppe ABA-regulierter Gene, die kein ABRE enthalten,
wie zum Beispiel das C1-Gen aus Mais, dessen ABA-Regulation tUber ein Sph-
Element erfolgt. Die RY/Sph-Motive fungieren als Bindestelle fur B3-
Transkriptionsfaktoren (Suzuki et al., 1997). Zu dieser Gruppe gehért auch das
bei Trockenstress aktivierte Arabidopsis-Gen rd22, dessen Promotor eine MYC-
und eine MYB-Bindestelle enthalt. Diese Motive werden von den bHLH-
Transkriptionsfaktoren AtMYC2 beziehungsweise AtMYB2 erkannt (Abe et al.,
2003).

Auch die Aktivierung des Arabidopsis-Gens HB6 erfolgt, zumindest teilweise,
ohne Beteiligung eines ABRE-Elements: der Homéodoman-Leucin-Zipper (HD-
Zip) Transkriptionsfaktor HB6 erkennt eine palindromische Sequenz im
Promotor seines eigenen Gens und kann durch die Bindung dieses Elements
die ABA-abhangige Expression des HB6-Gens aktivieren (Himmelbach et al.,
2002). Auf die Funktion von HD-Zip-Transkriptionsfaktoren im Besonderen wird
im nachsten Abschnitt (1.2.6.) eingegangen.

All  diese Befunde weisen auf ein Netzwerk unterschiedlicher
Transkriptionsregulatoren hin, welche am Ende der ABA-
Signaltransduktionskette den Stimulus auf die Expression der von ihnen
regulierten Gene Ubertragen und auf diese Weise die ABA-abhangigen
Prozesse steuern.

Zu den bereits naher charakterisierten, an der ABA-Signalkaskade beteiligten
Transkriptionsregulatoren zahlen neben den spater genauer beschriebenen
HD-Zip-Transkriptionsfaktoren die Proteine ABI3, ABI4 und ABI5. Die
entsprechenden ABA-insensitiven Mutanten abi3, abi4 und abi5 wurden
aufgrund ihres Keimungsverhaltens selektiert: ihre Samen keimten bei flr
Wildtyp-Pflanzen stark inhibitorischen Abscisinsaure-Konzentrationen
(Finkelstein, 1994; Lopez-Molina and Chua, 2000; Brocard-Gifford et al., 2004).
Die ABI3-, ABI4- und ABI5-Gene codieren fur Transkriptionsfaktoren
verschiedener Klassen, welche ihren grof3ten Einfluss auf die Genregulation
wahrend der Samenreifung haben, jedoch in geringerem Malle auch an
unterschiedlichen Prozessen des vegetativen Wachstums beteiligt sind (Rohde
et al.,, 2000; Lopez-Molina et al., 2002). So wird ABI3, Ortholog des
Transkriptionsregulators VP1  aus Mais, zur Gruppe der B3-
Transkriptionsfaktoren gezahlt (Rohde et al., 1999; Rohde et al., 2000), ABI4
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enthalt eine AP2-ahnliche DNA-Bindedomane (Finkelstein et al.,, 1998),
wahrend ABIS zur Familie der bZIP-Transkriptionsfaktoren gehort (Finkelstein
and Lynch, 2000). Zu den Zielsequenzen des ABI3-Proteins gehort unter
anderem das RD29B-Gen (Nakashima et al., 2006). Pflanzen, die jeweils einen
dieser drei Transkriptionsfaktoren Uberexprimieren, zeigen hypersensitives
Verhalten gegenuber ABA (Brocard et al., 2002).

Diese Transkriptionsfaktoren sind nicht jeweils an einer einfachen linearen
Signalkette beteiligt, sondern bilden Uber Interaktion untereinander und mit
weiteren Transkriptionsfaktoren ein Netzwerk, welches die Expression der
einzelnen Gene reguliert (Soderman et al., 2000). Der genaue Zusammenhang
zwischen der ABA-Signaltransduktion und der Regulation ABA-abhangiger
Genexpression ist jedoch noch nicht bekannt.

Zusatzlich deutet die Charakterisierung der Mutanten ABH1, SAD1 und HYL1
auf einen direkten Zusammenhang zwischen mRNA-Prozessierung und ABA-
Signalubertragung hin. Die Arabidopsis-Mutante abhl ist charakterisiert durch
verstarkte Keimungsinhibierung und ABA-hypersensitiven Stomataschluss. Das
entsprechende Gen ABH1 codiert fir ein mRNA-Cap-Bindeprotein, welches
Bestandteil eines heterodimeren Komplexes ist, der die mRNA-Cap-Struktur
bindet (Hugouvieux et al., 2001). Auch die Gene SAD1 und HYL1, deren
mutierte Versionen fur ABA-hypersensitives Verhalten bezuglich Keimung und
Wurzelwachstum verantwortlich sind, codieren fir RNA-bindende Proteine.
SAD1 zeigt hohe Homologie zu einem der am mRNA-Splei3vorgang beteiligten
snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins), wahrend es sich bei HYL1 um ein
dsRNA-bindendes Protein handelt (Lu and Fedoroff, 2000; Xiong et al., 2001).

1.2.6. Funktion der HD-Zip-Transkriptionsfaktoren

Die HD-Zip-Transkriptionsfaktoren (HD-Zip; homeodomain-leucine zipper) sind
durch eine DNA-bindende Homdodomane und ein C-terminal direkt
angrenzendes Leucin-Zipper-Motiv gekennzeichnet (Ruberti et al., 1991;
Schena and Davis, 1992). Letzteres ist fur die Bildung von Transkriptionsfaktor-
Dimeren zustandig, welche Voraussetzung fur die Bindung der DNA-
Erkennungssequenzen ist (Sessa et al., 1993). Neben Homodimeren kénnen

sich auch Heterodimere bilden, wobei die Heterodimer-Bildung zwischen
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Proteinen derselben Klasse am wahrscheinlichsten ist (Sessa et al., 1993;
Johannesson et al., 2001). Die innerhalb des Arabidopsis-Genoms
identifizierten 47 HD-Zip-Gene werden je nach Sequenzhomologien und
Ahnlichkeiten in der Exon-Intron-Struktur in 4 Klassen (HD-Zip I-1V) unterteilt
(Henriksson et al., 2005). Im Folgenden wird jedoch nur auf die Mitglieder der
Klasse | eingegangen, da einige dieser Proteine (unter anderem ATHBS-
ATHB7, sowie ATHB12 und ATHB16) nicht nur an der pflanzlichen Entwicklung,
sondern auch an der Reaktion auf Umwelteinflisse wie Trocken- und
Salzstress sowie an der ABA-Signallbertragung beteiligt  sind.
Dementsprechend erfolgt die Induktion der jeweiligen HD-Zip-Gene durch
Trockenstress (ATHB6, ATHB7, ATHB12, ATHB16), osmotischen Stress
(ATHB6, ATHB7, ATHB16) sowie durch ABA (ATHB5-ATHB7, ATHB12 und
ATHB16) (Séderman et al., 1996; Sdéderman et al., 1999; Johannesson et al.,
2003; Olsson et al., 2004).

Verschiedene experimentelle Systeme belegen die Verstrickung der HD-Zip-
Proteine ATHB5, ATHB6, ATHB7 und ATHB12 im Netzwerk der ABA-
Signaltransduktion. So kann beispielsweise in transgenen ATHBG6::LUC-
Pflanzen eine mehr als 1000-fache ABA-abhangige Induktion des ATHBG6-
Promotors erzielt werden (Himmelbach et al., 2002). Des Weiteren wird
beispielsweise in abil-Mutanten die Genexpression aller eben genannten
Transkriptionsfaktoren erheblich gehemmt (S6derman et al., 1999; Hoth et al.,
2002; Johannesson et al., 2003). In abi2-Mutanten wird die Induktion der Gene
ATHB6, ATHB7 und ATHB12 reduziert, wahrend die Transkription des ATHB5-
Gens in abi3-Pflanzen verschlechtert ist (Séderman et al., 1999; Johannesson
et al., 2003; Olsson et al., 2004). Studien mit HD-ZIP-Uberexprimierenden
transgenen Pflanzen geben weiteren Aufschluss Uber die Funktion der
einzelnen Transkriptionsfaktoren. Die ektopische Expression von ATHBG6 fuhrt
beispielsweise zu reduzierter ABA-Sensitivitdt bezuglich Keimung und
Stomataschluss, wahrend ATHB5-Uberexprimierende  Pflanzen  ABA-
hypersensitives Verhalten bei Keimung und Wurzelwachstum zeigen
(Himmelbach et al., 2002; Johannesson et al., 2003). ATHB6 gilt demnach als
negativer Regulator der ABA-Signallbertragung, wahrend fur ATHBS5 eine
positiv regulatorische Rolle angenommen wird. Auch ATHB7 und ATHB12

gelten, aufgrund des gehemmten Wurzel- und Keimlingswachstums in den
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entsprechenden Uberexprimierenden Pflanzen, als positive Regulatoren der
ABA-vermittelten Reaktionen innerhalb der Pflanze (Olsson et al., 2004).

Die Tatsache, dass die Proteine ATHB6, ATHB7 und ATHB12 jeweils in vitro
Heterodimere mit ATHBS5 bilden kénnen (Johannesson et al., 2001) und ATHB7
seinerseits mit ATHB6 und ATHB16 interagiert (Wang, 2001), deutet an, dass
die HD-Zip-Transkriptionsfaktoren sich Zu einem Netzwerk
zusammenschlief3en, welches es der Pflanze erlaubt, unterschiedliche Stimuli

zu integrieren und somit auf wechselnde Umwelteinflisse zu reagieren.

1.2.7. Interaktion zwischen der Proteinphosphatase ABI1 und dem HD-
Zip Transkriptionsfaktor ATHB6

Um Aufschluss Uber die unterschiedlichen Funktionen von ABI1 innerhalb der
ABA-Signalkette von Arabidopsis zur erhalten, wurde uber ein yeast two-hybrid
screening (Fields and Song, 1989) nach ABI1-Interaktionspartnern gesucht.
Dabei konnte die spezifische Bindung zwischen ABI1 und dem HD-Zip-Protein
ATHB6 nachgewiesen werden, welche anschliessend durch in vitro
Bindungsassays bestatigt wurde. Die Bindung zwischen ABI1 und HBG6
korreliert stark mit der Phosphatase-Aktivitat von ABI1: eine Punktmutation im
katalytischen Zentrum von ABI1 unterbindet jegliche Wechselwirkung mit
ATHBG6. Andere HD-Zip-Proteine, wie ATHBS oder ATHB7, interagieren nicht
mit ABI1 (Himmelbach et al., 2002). Die Interaktion mit ATHBG6 gilt als Hinweis
fur eine Beteiligung von ABI1 an nukledaren Prozessen der ABA-

Signaltransduktionskaskade.

1.3. Transiente Expression

Die Identifikation von Komponenten eines Signalweges erfolgt Uber die Analyse
charakteristischer Signalantworten oder spezifischer Interaktionen mit Hilfe
unterschiedlicher Methoden. Im Fall der Abscisinsaure-Signaltransduktion

dienen z.B. Mutanten und ihre verandertes Verhalten gegenuber ABA der
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Aufklarung des Signallbertragungsnetzwerkes (Koornneef et al., 1984;
Finkelstein, 1994; Himmelbach et al., 1998; Zhang et al., 2004). Die zum
Verstandnis der Funktion eines Signalweges wesentliche Anordnung der
einzelnen Komponenten kann unter anderem durch die Untersuchung der
Signal-abhangigen Genregulation erreicht werden. Neben Expressionsstudien
auf RNA-Ebene konnen hierfur Signal-abhangige Reportergenkonstrukte
verwendet werden, deren Anwendung sowohl in transgenen Linien als auch in
transienten Expressionssystemen erfolgen kann.

Aufgrund des im Vergleich zu stabil transformierten Linien geringen
Zeitaufwandes wurden bereits zahlreiche Methoden flr den direkten
Gentransfer in Pflanzenzellen und die darauffolgende transiente Expression
entwickelt. Hierzu zahlen unter anderem die ballistische Transformation
pflanzlicher Gewebe oder Zellsuspensionen Uber DNA-beschichtete Gold- oder
Wolframpartikel (Klein et al., 1987), der Transfer von DNA bzw. RNA in
pflanzliche Zellen Uber Elektroporation (Fromm et al., 1985; Callis et al., 1987;
Koscianska and Wypijewski, 2001) oder das Verfahren der Mikroinjektion
(Schnorf et al., 1991; Wu et al., 2003), durch dessen Verwendung bspw. die
cADPR-Abhangigkeit der ABA-regulierten Genexpression gezeigt werden
konnte (Wu et al.,, 1997). Des Weiteren kann mit Hilfe des Agrobakterien-
vermittelten DNA-Transfers in pflanzliche Zellkulturen die subzellulare
Lokalisation und Aufreinigung sowie der immunologische Nachweis von mit
Epitopen versehenen, transient in planta exprimierten Genen erfolgen (Mathur
et al., 1998; Ferrando et al., 2000).

Auch Protoplasten sind aufgrund der freien Zuganglichkeit ihres Plasmalemmas
fur den direkten Gentransfer geeignet. Die DNA-Aufnahme in Protoplasten kann
durch verschiedene Verfahren wie Elektroporation oder Behandlung mit
Polyethylenglykol erfolgen (Krens et al., 1982; Paszkowski et al., 1984).

Neben der Anwendung transienter Expressionssysteme zur Untersuchung des
ABA-Signaltransduktionsweges kdnnen auch Lokalisationsstudien von
vorubergehend exprimierten Reporter-Fusionsproteinen im transienten System
durchgefuhrt werden (Hwang and Sheen, 2001; Hoth et al., 2002). Um jedoch
Ergebnisse, die im transienten System erzielt wurden, auf ganze Pflanzen
Ubertragen zu kdénnen, sind entsprechende Kontrollen in stabil transgenen

Pflanzen in jedem Fall unbedingt notwendig.
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

In Pflanzen werden wichtige Prozesse der pflanzlichen Entwicklung sowie der
Adaptation an Umweltbedingungen wie Kalte, Trockenheit oder Salzstress
durch Abscisinsaure reguliert. Obwohl bereits einige Komponenten der ABA-
Signaltransduktion identifiziert und somit Einblicke in die molekularen
Mechanismen der Signalweiterleitung gewonnen wurden, ist erst wenig Uber die
jeweilige Positionierung der einzelnen Prozesse im Netzwerk des ABA-
Signaltransfers bekannt.

Die im Rahmen dieser Arbeit geplante funktionelle Analyse der mit dem HD-
ZIP-Transkriptionsfaktor ATHBG6 interagierenden PP2C Phosphatase ABI1
sollte die Maoglichkeit eréffnen, einen Zusammenhang zwischen der ABA-
Signallbertragung und den damit verbunden Anderungen der Genexpression
herzustellen. Hierfir sollte neben der Charakterisierung eines potenziellen
ABI1-Kernlokalisierungssignals der Einfluss von ABI1 bzw. abi1 auf die ABA-
abhangige Genexpression sowie auf ABA-regulierte, physiologische Prozesse
wie Samenreifung, Stomataregulation oder Wurzelwachstum untersucht
werden. Als entsprechende Testsysteme wurden stabile Arabidopsis-
Transformanden sowie das transiente Arabidopsis-Protoplastensystem gewahlt.
Ein zweiter Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Untersuchung des ABI1-
Interaktionspartners ATHB6. Um die in transgenen Pflanzen mehr als 2000-
fache ABA-Induktion des ATHB6-Promotors zu untersuchen, sollte anhand von
Promotordeletionsstudien in transgenen Arabidopsis-Pflanzen die Kartierung
ABA-regulierter cis-Elemente erfolgen. Als Ergadnzung zu diesen stabilen
Transformanden sollte zudem ein alternatives Modellsystem in Arabidopsis-
Zellsuspensionskulturen erstellt werden, welches infolge von Agrobakterien-
vermittelter GenUbertragung die transiente Expression ABA-regulierter
Promotor-Reportergen-Konstrukte ermaoglicht.

Des Weiteren wurden uber die Methode der bimolekularen Fluoreszenz-
Komplementation in vivo stattfindende Protein-Wechselwirkungen fur ABI1 und

ATHB6 in transient transformierten Arabidopsis-Protoplasten untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien

Alle Chemikalien und Losungsmittel stammten — soweit nicht anders
angegeben - von Fluka (Sigma-Aldrich GmbH, Minchen), Roth (Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe) und Serva (Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg). Bei Prozentangaben handelt es sich —wenn nicht anders vermerkt-

um Massenprozente (w/v).

2.2. Oligonukleotide

Die bei PCRs und Sequenzierungen verwendeten Oligonukleotide (primer)
stammten — soweit nicht anders vermerkt - von der Firma MWG. Die in
lyophilisierter Form gelieferten Oligonukleotide wurden in ,Jow EDTA TE’-Puffer
(10 mM Tris HCI, 0,1 mM EDTA, pH 7,5) so geldst, dass eine Konzentration von
100 pmol/pl erreicht wurde. Die Aufbewahrung der geldsten Oligonukleotide
erfolgte bei —20 °C. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang

aufgefuhrt.

2.3. Anzucht von Pflanzenmaterial

2.3.1. Anzucht von Arabidopsis thaliana-Pflanzen

In dieser Arbeit wurden mit Reschiev (RLD), Columbia (Col) und Landsberg
erecta (La-er) verschiedene Arabidopsis thaliana Okotypen verwendet. Die
Anzucht in Erde erfolgte in Phytokammern (Conviron, Kanada) unter
Langtagbedingungen von 16 h Licht (100 uE x m? x s, 22 °C, 65%
Luftfeuchtigkeit) und 8 h Dunkelheit (17 °C, 75% Luftfeuchtigkeit) in einer Perlit-
Einheitserde-Mischung (Typ T). Unter diesen Bedingungen Ilag die

Generationszeit bei 6-8 Wochen.
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2.3.2. Sterilisation und Sterilkultur von Arabidopsis-Samen

Material:

Stocklésungen:

10 x MS-Makrosalze

16,5 g/l NHsNO3

19 g/l KNO3

3,32 g/l CaCly x 2 H,O (ohne H,0: 4,4 g/l)
1,7 g/l KH2PO4

3,7 g/ MgS0O4 x 7 H20

4 g/l MnSO4 x 4 H,O

400 x B5-Vitamine
0,4 g/l Nicotinsaure
0,4 g/l Pyridoxin-HCI
4 g/l Thiamin-HCI
40 g/l Myo-Inositol

400 x B5-Mikrosalze

0,01 g/l CoCl; x 6 h,0
0,01 g/l CuSO4 x 5 H,0O
14,6 g/l Na,EDTA

1,2 g/l H3BO3

0,3 g/l Kl

0,1 g/L NazMoOg4 x 2 H,0
0,8 g/l ZnSO4 x 4 H,O
11,2 g/l FeSO4 x 7 H,0

fur die Sterilisation: 80% (v/v) EtOH mit 0,1% (v/v) Triton-X 100
4% (v/v) Natriumhypochlorit mit 0,1% (v/v) Triton-X 100

steriles Wasser

fur die Selektionsplatten: MS/B5-Kombinationsmedium flr Agarplatten

100 ml/l 10 x MS-Makrosalze
2,5 ml/l 400 x B5-Mikrosalze
2,5 ml/l 400 x B5-Vitamine

10 g/l Saccharose

1 g/l MES

pH auf 5,7 einstellen (KOH), autoklavieren

ABA-Stocklosung

10 mM ABA in 1% MES (= 47 mM), pH 7,5
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Zur Herstellung von Agar-Platten wurde vor dem Autoklavieren 10 g/l Agar
zugeben. Die Zugabe von Antibiotika (50 mg/ml Kanamycin od. Rifampicin)
bzw. ABA (0,1-25 uM) erfolgte nach Abkuhlen des Mediums auf ca. 60 °C.

Fir die Anzucht auf Agar-Platten wurden Arabidopsis-Samen zunachst in einer
Lésung aus 80% (v/v) Ethanol und 0,1% (v/v) Triton-X 100 fGr 30 min bei RT
geschuttelt. AnschlieRend erfolgte eine zweite, 1-2-minutige Sterilisation mit 3%
(v/v) Natriumhypochlorit-Losung. Die abschlieRend mindestens funf Mal mit
sterilem Wasser gewaschenen Samen wurden auf Agarplatten mit
Selektionsmedium ausgebracht.

Um die eventuell noch vorhandene Dormanz zu brechen, wurden die Samen
vor der Kultivierung 1-2 Tage bei 4 °C bzw. UN bei —20 °C gelagert. Die
Anzucht von Arabidopsis-Keimlingen auf Agar-Platten erfolgte im Zellkulturraum
unter Dauerlicht (100 uE x m? x s, 22 °C) auf einem kombinierten
Pflanzenwachstumsmedium (s. oben), das neben 1% Saccharose und 0,1%
MES-Puffer Makrosalze entsprechend dem 1 x MS-Medium (Murashige and
Skoog, 1962) sowie Mikrosalze und Vitamine entsprechend dem 1 x BS5-
Medium (Gamborg et al., 1968) enthielt. Hormon- beziehungsweise Antibiotika-
Zusatze erfolgten nach dem Autoklavieren. Alle Platten wurden vor Benutzung
im Dunkeln bei 4 °C gelagert.

FUr die Anzucht in Schuttelkulturen wurden 100 ml-Erlenmeyerkolben mit je
30 ml MS/B5-Medium vorbereitet. Nach dem Sterilisieren wurden die Samen in
diese Kolben pipettiert (30 Samen pro 100 ml-Kolben) und im Zellkulturraum bei
105 rpm kultiviert. Nach 8-10 Tagen wurden die entsprechenden Keimlinge
geerntet, bzw. vorher noch UN mit unterschiedlichen ABA- oder

Agrobakterienkonzentrationen behandelt.

2.3.3.  Anzucht von Arabidopsis thaliana-Zellsuspensionskultur

Material: Gamborg B5-Medium fur Arabidopsis-Suspensionskultur
100 ml/l 10 x B5-Medium-Salze
2,5 ml/l 400 x B5-Vitamine (s. oben)
20 g/l Saccharose
pH 5,7, einstellen mit KOH, NaOH oder HCI
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1 ml/l 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D) zugeben (Stock
1 mg/ml in EtOH), autoklavieren
zur Herstellung von Agar-Platten vor dem Autoklavieren 10 g/l

Agar zugeben

10 x B5-Medium-Salze

1,726 g/l NaH,PO4 7,5 mg/l KI

1,5 g/l CaCl, x 2 H,O 100 mg/l MnSO4 x H,O
1,34 g/l (NH4)2SO4 30 mg/l H3BO3

2,5 g/l MgSO4 x 7 H,O 30 mg/l ZnSO4 x 7 H0

25 g/l KNO3 2,5 mg/l Na,O4Mo x 2 H,O
0,256 g/l FeSO4 x 7 H,0O 3,91 mg/l CuSO4 x 5 H,0
0,38 g/l Na,EDTA x 2 H,O 2,5 mg/l CoCl; x 6 H,O

Das autoklavierte Medium fur die Flussigkulturen wurde in 30 ml-Aliquots auf
sterile 250 ml-Erlenmeyerkolben bzw. in 15 ml-Aliquots auf sterile 100 ml-
Kolben verteilt. Nach dem Uberfiilhren der Kalli von Agarplatten in
Erlenmeyerkolben wurden die Arabidopsis-Zellkulturen unter Dauerlicht (100 pE
x m? x s) bei 22 C und 105 rpm kultiviert. Die Umsetzung in neues Medium
erfolgte alle 6-7 Tage. Hierfir wurde der Inhalt eines Erlenmeyerkolbens unter

der Sterilbank durch Umschutten auf drei neue Kolben verteilt.

2.4. Mikroorganismen

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten und klonierten Plasmide sowie die
entsprechenden Agrobakterien- und E. coli-Stdmme sind der Stammsammlung

sowie dem Anhang 5.3. zu entnehmen.

2.4.1. E. coli-Bakterienstamme

Fiar die Amplifikation von Plasmiden wurden folgende E.coli-Bakterienstamme
verwendet:

e XL-1 Blue (Stratagene GmbH, Heidelberg) mit Tetracyclin-Resistenz
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e DHb5a (Stratagene GmbH, Heidelberg) ohne Resistenz

2.4.2. Agrobacterium tumefaciens-Stamme

Die Agrobakterien-vermittelte stabile Transformation von Arabidopsis-Pflanzen
erfolgte unter Verwendung des Agrobakterienstammes C58 pGV3101
(Larebeke et al.,, 1974). Als Ti-Plasmid wurde pMP90 mit bakteriellen
Resistenzmarkern gegen Rifampicin und Gentamycin verwendet (Koncz and
Schell, 1986; Ferrando et al., 2000). Die Stamme wurden von Dr. Csaba Koncz

zur Verfugung gestellt.

2.4.3. Anzucht von Mikroorganismen

Material: LB-Medium (Luria-Bertani) NaCl 10 g/l
Bactotrypton 10 g/l
Hefeextrakt 54l

pH 7 einstellen (NaOH)
autoklavieren
Fir Agarmedium wurde vor dem Autoklavieren zusatzlich 15 g/l Agar
zugegeben. Nach Abkuhlen des Mediums auf ca. 60 °C wurden Antibiotika
eingeruhrt.
Ampicillin: 50 mg/I (Stocklésung 50 mg/ml in A. bidest)
Kanamycin: 25-50 mg/I (Stocklésung 50 mg/ml in A. bidest)
Rifampicin: 50 mg/l (Stocklésung: 50 mg/ml in MeOH oder DMSO)
Carbenicillin: 50 mg/I (Stocklosung: 100 mg/ml in A. bidest)

Die Anzucht erfolgte auf Platte UN bei 37 °C (E: coli) bzw. bei 28-30 °C
(A. tumefaciens). Das Anziehen von Vorkulturen (E. colii 4-5 mi;
A. tumefaciens: 10-20 ml) erfolgte UN bei 190 rpm unter den fir Agarplatten
angegebenen Temperaturbedingungen. Die Lagerung von E. coli- bzw.
Agrobacterium-Stammen erfolgte in Form von Glycerolstocks (e 1 ml
Flussigkultur mit 400 pl 87% (v/v) Glycerol steril) bei -80 °C.
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2.4.4. Herstellung kompetenter Zellen

Chemisch kompetente Zellen (E. coli):

Material: Medium A TB-Medium
20 g/L Bacto Trypton 10 mM PIPES pH 6,4
5 g/L Hefeextrakt 55 mM MnCl;
10 mM NaCl 15 mM CaCl,
2,5 mM KCI 250 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSOQOq4

Eine 250 ml-Kultur von DH5a-Zellen (Stammsamung #62) wurde in Medium A
bei 18°C bis zu einer ODggp von ca. 0,6 kultiviert (ca. 48 h). Nach 10-minutigem
Abkuhlen der Kultur auf Eis wurden die Zellen 15 min in einem Beckman JA-10
Rotor bei 4000 rpm (2500 x g) und 4 °C abzentrifugiert und in 80 ml eiskaltem
TB-Medium resuspendiert. Nach einer zweiten Abklhlphase auf Eis wurden die
Zellen erneut unter den gleichen Bedingungen abzentrifugieren und in 10 ml
eiskaltem TB-Medium resuspendiert. In die Zellsuspension wurde 0,7 ml
DMSO eingerihrt. Nach einer 10-minttigen Inkubation auf Eis wurden 250 ul-

Aliquots in flissigem N, schockgefroren und bei —80°C gelagert.

Elektrokompetente Zellen (E. coli bzw. A. tumefaciens)

Material: 10% (v/v) Glycerol (autoklaviert)
A. bidest steril

Nach Anziehen von 500 ml-UNK (Stammsammlung #844 bzw. 845) wurden
diese bei einer ODggo von 0,5-1 zuerst auf Eis abgekuhlt, dann 10 min bei
5000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Anschlieiend wurden die Zellen mit 500 ml
eiskaltem A. bidest gewaschen und erneut 10 min bei 5000 rpm zentrifugiert.
Nach einmaliger Wiederholung dieses Wasch- und Zentrifugationsschrittes
wurden die Pellets jeweils in 20 ml 10% (v/v) Glycerol (steril) resuspendiert und

erneut bei 5000 rpm 10 min zentrifugiert. Zum Schluss wurden die Zellen in 3
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ml 10% (v/v) Glycerol (steril) aufgenommen und als Aliquots von 250 pl nach

Schockgefrieren in flussigem N2 bei -80 °C gelagert.

2.4.5. Transformation von Mikroorganismen mit Plasmid-DNA

Hitzeschock-Transformation von E. coli-Zellen:

Vor der Transformation wurden die kompetenten DHS5a-Zellen auf Eis
aufgetaut, mit der entsprechenden DNA gemischt und 30 min auf Eis stehen
lassen. Der Hitzeschock erfolgte fir 30 s bei 42 °C im Wasserbad, danach
wurde jeder Ansatz 5 min auf Eis inkubiert und anschlie®end mit 800 pl LB-
Medium versetzt. Nach einer Inkubation von 1-2 h unter Schitteln bei 37 °C
wurden die transformierten Zellen auf LB-Platten mit entsprechenden

Antibiotika-Konzentrationen ausplattiert.

Transformation von E. coli-/A. tumefaciens-Zellen tiber Elektroporation:

Material: YM-Medium SOC-Medium
0,4 g/l Yeast extract 20 g/L Bacto Trypton
10 g/l Mannitol 5 g/L Hefeextrakt
1,7 mM NaCl 10 mM NacCl
0,8 mM 1M MgSO4*7H,0 2.5 mM KCI
2,2 mM KaHPO4*3H,0 10 mM MgCly
pH 7,0 mit 0,1 N NaOH 10 mM MgSO,4
oder 0,1 N HCI einstellen, 20 mM Glucose
autoklavieren autoklavieren

Die in Wasser oder in salzarmen Puffern geloste DNA wurde in 1,5 ml-
Mikroreaktionsgefallen vorgelegt und auf Eis vorgekuhlt. Von der auf Eis
aufgetauten Bakteriensuspension wurde 80 ul (E. coli) bzw. 100 pl
(A. tumefaciens) zur DNA zugegeben und der ganze Ansatz gemischt.
AnschlieBend wurden die Zellen in eine vorgekuhlte Elektroporationskivette
uberfuhrt. Bei einem Abstand der Kuivettenelektroden von 0,2 cm wurden

folgende Elektroporationsparameter eingestellt:
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E. coli: A. tumefaciens
V =1800V V =2500V

C = 25uF C=25pF

R =200 Q R=700Q
T=5ms T=17,5ms

Nach dem Impuls wurden 800 pl YM- oder SOC-Medium zugegeben, gemischt
und in das Mikroreaktionsgefaly zurtickuberfuhrt. Die Zellen wurden 1 h bei
37 °C (E. coli) bzw. 2 h bei 29 °C (A. tumefaciens) im Heizblock geschuttelt und
anschliellend auf LB-Platten mit entsprechender Selektion ausplattiert und bei
37 °C (E. coli) bzw. 30 °C (A. tumefaciens) inkubiert.

2.5. DNA-Techniken

2.5.1. Isolation genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana

DNA-Isolation im kleinen MafR3stab (einzelne Pflanzenorgane):

Diese oftmals mit einzelnen Blattern durchgeflihrte Isolierung genomischer
Pflanzen-DNA (modifiziertes Protokoll nach (Murray and Thompson, 1980)
wurde verwendet um transgene Pflanzen auf die jeweils eingebrachten

Konstrukte zu testen.

Material:

2 x CTAB Puffer 1 x TE-Puffer

2% Cetyl-Trimethyl-Ammonium Bromid (CTAB) 10 mM Tris HCI pH 8
1,4 M NaCl 1 mM EDTA

100 mM Tris HCI pH 8,0

20 mM EDTA

1% PVP

[6sen bei 65 °C, nicht autoklavieren!
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1%-ige RNAse-Stockldsung 10 mg/ml RNAse in 0,1 M Na-Acetat pH 5,2

Chloroform-Isoamylalkohol (IAA) im Verhaltnis 24:1
Isopropanol (unverdinnt)
70% (v/v) EtOH

Eine geringe Menge Pflanzenmaterial (z. B. ein Arabidopsis-Blatt oder einige
Arabidopsis-Keimlinge) wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal® gegeben und nach
Schockgefrieren in flissigem Stickstoff mit einem Glasstab zu Pulver zerrieben.
Direkt im Anschluss wurde 300 pl vorgewarmter 2 x CTAB Puffer zugegeben
und die Ansatze bei 65 °C inkubiert (10 min oder mehrere Stunden maoglich),
dann das Ganze auf Eis abgekuhlt fur die darauffolgende Zugabe von 300 pl
IAA-Chloroform. Um wassrige und organische Phase voneinander zu trennen
wurden die Ansatze gevortext und bei 16000 x g (14000 rpm) zentrifugiert,
dann die obere wassrige Phase in ein neues 1,5 ml-Gefall Uberflihrt. Zur
Fallung der pflanzlichen DNA wurde 300 ul Isopropanol zugegeben, gut
gemischt und erneut zentrifugiert (14000 rpm, 10 min). Der darauffolgende
Waschschritt wurde mit 70% (v/v) Ethanol durchgefuhrt, das Pellet grundlich
getrocknet und in 50 ul TE-Puffer aufgenommen. Zum Abbau vorhandener RNA
wurde pro Ansatz je 2 pl 1%-ige RNase zugegeben und 30 min bei 37 °C
inkubiert. Von der so erhaltenen DNA wurde 1-3 ul als Templat bei PCR-

Ansatzen verwendet.

DNA-Isolation im GroRRansatz (mehre Pflanzen):

Material:
2 x CTAB-L6sung siehe oben

10 x CTAB-L6sung 10% CTAB
700 mM NaCl, losen bei 65 °C, nicht autoklavieren

CTAB-Prazipitationspuffer 1% CTAB
50 mM Tris-HCI (pH=8,0)
10 mM EDTA (pH=8,0), nicht autoklavieren

34



Material und Methoden

high salt-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

Chloroform-Isoamylalkohol (IAA) im Verhaltnis 24:1
Isopropanol (unverdunnt)
70% (v/v) EtOH

Genomische Pflanzen-DNA wurde uber die CTAB-Methode isoliert (Rogers and
Bendich, 1994). Neben Blattmaterial von in Erde angezogenen Pflanzen
wurden auch steril angezogene Keimlinge verwendet (Anzucht auf Agar-Platten
oder in Schuttelkulturen). Um die Zellwande aufzubrechen und das
Pflanzenmaterial zu homogenisieren wurde dieses zunachst in flissigem
Stickstoff fein gemorsert. AnschlieRend wurde das feine Pulver in bei 65 °C
vorgewarmtes 2 x CTAB aufgenommen (1 ml/g Frischgewicht Pflanzenmaterial)
und resuspendiert. Die CTAB-Phase wurde zur Entfernung von Proteinen und
Chlorophyllen zweimal mit Chloroform extrahiert. Vor der zweiten Extraktion
wurde die Losung 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 wurde die DNA in
high salt TE aufgenommen worden. Die schliellich mit Ethanol prazipitierte
DNA wurde phenolisiert und in 0,1 x TE gel6st. Die mit 0,05% RNAse versetzte
DNA wurde fur PCR-Analysen eingesetzt.
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2.5.2. Plasmid-Isolierung aus Mikroorganismen (E. coli, A. tumefaciens)

DNA-Minipraparation aus E. coli Uber alkalische Lyse

Material:
Lésung 1 50 mM Glucose
10 mM EDTA (pH=8,0)
25 mM Tris-HCI (pH=8,0)
alternativ: 5 x TE
Lésung 2 0,2 M NaOH
1% SDS
Lésung 3 3 M Kac (4,8-5,5)

Ethanol, Isopropanol
0,1 x TE-Puffer

Fir die Isolierung von Plasmid-DNA Uber alkalische Lyse (Birnboim und Doly,
1979) wurde 4 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur 5 min bei 4000 x g
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 yl GTE-Puffer (Losung 1) resuspendiert.
Nach Zugabe von 250 pl stark alkalischem Lysepuffer (Losung 2) wurden die
Bakterien 5 min bei RT lysiert. Durch Zugabe von 250 pyl 3M Kaliumacetat, pH
4,8 (Lésung 3) wurden genomische DNA und Proteine ausgefallt. Nach einer
15-mindtigen Zentrifugation bei 16000 x g (14000 rpm) und 4 °C wurde der
Uberstand mit dem gleichen Volumen Isopropanol versetzt. Die Fallung der
Plasmid-DNA erfolgte 15 min lang bei —20 °C. Anschlieliend wurde 15 min bei
14000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 500 yl 70% (v/v) EtOH
gewaschen und nach 5-minutiger Zentrifugation bei RT getrocknet. Das Pellet
wurde in 40 pl Aqua bidest. oder 0,1 x TE-Puffer, der 25 ug/ml RNase enthielt,
ruckgelost. Die DNA-Konzentration wurde photometrisch oder Uuber ein

Agarosegel bestimmt.
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Modifiziertes Protokoll zur Plasmidpréparation aus Agrobakterien

Material:

Lésung 1, 2 und 3 (s. oben)

Lysozym-Stock 40 mg/ml Lysozym in 10 mM Tris-HCI pH 8,0

Phenol, pH 7,0; aquilibriert mit TE (Sambrook and Russell, 2001)

Chloroform

Die Isolierung von DNA aus Agrobakterien erfolgte Uber ein adaptiertes
Protokoll der alkalischen Lyse. Neben einer groReren Ausgangskultur (25 ml)
wurde Ldésung 1 (200 pl) zum besseren Aufschluss der agrobakteriellen
Zellmembran mit Lysozym (10 pl) versetzt. Nach Lyse der Zellen mit 250 ul
Ldsung 2, sowie darauffolgender Neutralisierung (Zugabe von 350 pl Losung 3)
und Zentrifugation wurde der erhaltene Uberstand durch Zugabe von 1 Vol.
Phenol und anschlieRender Zentrifugation zusatzlich aufgereinigt. Daraufhin
wurde der abgezogenen walirigen Phase 1 Vol. Chloroform zugegeben und
erneut zentrifugiert. Der so gereinigte Uberstand wurde anschlieRende durch
Zugabe von 1 Volumen Isopropanol wie oben beschrieben gefallt und

gewaschen (s. alkalische Lyse E. coli) und am Ende in TE-Puffer resuspendiert.

DNA-Maxipraparation tiber Silica

Material:

Solution 1 (5 x TE) Solution 2 Solution 3
50 mM Tris 200 mM NaOH 3 M KAc
5 mM EDTA, pH 8,0 1% SDS pH 5,5
GuSCN-L8sung Silica

3 M GuSCN Silicon Dioxid (SIGMA S-5631)

4% (vlv) Triton-X 100
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Dieses Protokoll wurde in leicht abgewandelter Form von Myakishev et al.
ubernommen. Es dient der Praparation grolerer Mengen Plasmid-DNA
(500 pg-1 mg DNA/I Kultur), welche fur Klonierungszwecke eingesetzt werden
kann. Die Verwendung entsprechend gereinigter DNA in transienten
Expressionssystemen kann jedoch aufgrund eventuell verbleibender Silica-
Ruckstande im allgemeinen nicht empfohlen werden.

Fir die Maxiprep wurde eine 500 mI-UNK 10 min bei 5000 x g (Beckman-Rotor
JA-10) und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml Solution 1
resuspendiert, dann wurde 20 ml frisch zubereitete Solution 2 zugeben,
gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Anschlielend wurde 15 ml Solution 3
zugegeben, gemischt und erneut 5 min bei RT inkubiert. Die Zelltrummer
wurden 10 min bei 10000 x g und 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand durch
Papierfilter (Schleicher&Schuell, & 210 mM; # 10311649) in einen 250 ml-
Zentrifugenbecher filtriert. Nach Zugabe von 30 ml Isopropanol wurde 30 min
bei 10000 x g und 4 °C zentrifugiert und das Pellet in 2 ml 0,1 x TE geldst.
Nach Zugabe von 8 ml 5 M LiCl erfolgte eine 10-minltige Zentrifugation
(Beckman Rotor JLA-16.25) bei 10000 x g und 4 °C. Der Uberstand wurde in
ein 50 ml-Roéhrchen Uberfuhrt, mit 10 ml Bindmix versetzt und 3 min inkubiert.
Als Bindmix wurde ein 3 M GuSCN/Silica-Gemisch verwendet, wobei fur high
copy Plasmide 100 mg Silica pro 100 ml UNK und fiir low copy Plasmide 20 mg
Silica pro 100 ml Ubernachtkultur eingewogen wurden. Nach Zugabe der
Bindmix-Lésung wurde gemischt und 3 min bei 2000 x g und 4 °C zentrifugiert
(Beckman Rotor JA-14). Das Pellet wurde in 10 ml 3 M GuSCN und 4% (v/v)
Triton-X 100 aufgenommen und erneut unter den gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Pellet zweimal mit je 10 ml 50% (v/v)
EtOH gewaschen, dann getrocknet und in 2 ml TE resupendiert. Zur Elution der
DNA von der Silica-Matrix wurde das Gemisch 5 min bei 60 °C inkubiert und
dann 10 min bei 7500 x g (JA-14) zentrifugiert. Nach Wiederholung dieses
letzten Schrittes wurde der Uberstand in ein neues Roéhrchen (berfiihrt und
erneut 10 min bei 7500 x g zentrifugiert um restliche Silica-Spuren zu entfernen.
Mit dem auf diese Weise griindlich gereinigten Uberstand wurde optional zur
Aufkonzentrierung der DNA eine 95% EtOH/5 M NaCl-Fallung durchgefuhrt.
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Fir Anwendungen wie Sequenzierungen und Protoplasten-Transformationen,
die Plasmide in reiner Form erforderten, wurden Aufreinigungskits mit Silicagel-
Saulen benutzt (JETSTAR® Plasmid Purification Midi Kit, GENOMED;

NucleoSpin® Plasmid Macherey&Nagel).

2.5.3. Photometrische Konzentrationsbestimmung DNA-haltiger

Losungen

Zur Abschatzung der DNA-Konzentration von Plasmidlésungen wurde nach
300-facher Verdunnung mit H,O eine Absorptionsmessung bei 260 nm gegen
A. bidest. in einem Zweistrahlphotometer durchgefihrt. Die Bestimmung der
DNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes c=A d
¢'. Bei einer Schichtdicke (d) von 1 cm und einem Extinktionskoeffizienten fiir
doppelstrangige DNA von €=20 pl pg'1 cm’” ergibt sich beispielsweise bei

Azsonm=1 eine Konzentration von 50 pug/ml fir eine unverdinnte DNA-L&sung.

2.5.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Anhand unterschiedlicher PCR-Techniken kdnnen DNA-Fragmente mithilfe der
hitzestabilen Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus exponentiell vermehrt

werden.

Material:
10 mM dNTPs: je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

verdunnt in sterilem A. bidest

DNA-Polymerasen: Tag DNA Polymerase (MBI Fermentas)
weitere Komponenten: 10 x PCR-Reaktionspuffer
25 mM MgCl,-Stockldsung
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Ein typisches PCR-Programm lautete:

Dauer | Temperatur |Vorgang Anzahl der
Zyklen

5min |94 °C Denaturierung (Pra- 1
Zyklus)

1min |94 °C Denaturierung 35

1min |58 °C Primer-Annealing 35

1min |72 °C Elongation 35

10 min |72 °C Elongation 1
(Post-Zyklus)

Typischer PCR-Ansatz: 1-50 ng Templat

je 25 pmol sense- und antisense-Primer
0,1 mM dNTPs (0,025 mM each)

1 x PCR-Reaktionspuffer

1-2 mM MgCl;

0,5-1 U Tag-Polymerase

ad 25 pl A. bidest

Um die Anzahl fehlerhaft eingebauter Nukleotide moglichst gering zu halten
erfolgte die Amplifikation von Fragmenten, die anschlieRend fir Klonierungen
eingesetzt  wurden, unter  Verwendung von Polymerasen mit
Korrekturlesefunktion (proof reading) (High Fidelity® Polymerase, Roche;
TaKaRa LA Tag™). Eventuell darauffolgende Restriktionsspaltungen wurden —
wenn es die enzymatischen Optimalbedingungen zulieRen - direkt im PCR-
Ansatz oder im Anschlull an eine DNA-Aufreinigung Uber Gelextraktion
durchgefuhrt (s. 2.5.8.).

2.5.5. DNA-Verdau durch Restriktionsendonukleasen

Fir das Schneiden von DNA wurden Restriktionsendonukleasen von New
England BioLabs (NEB) und von MBI Fermentas verwendet. Fur Analysen zur
Uberprifung von PlasmidgréRen und einligierten Fragmenten wurde 0,5-1 ug,
im praparativen MalRstab 5-15 ug DNA eingesetzt. Beim Verdau von PCR-

Amplifikaten wurde der gesamte, vorher Uber Gelextraktion (s. 2.5.8.) gereinigte
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PCR-Ansatz (25-50 ul) verwendet. Jeder Verdauansatz enthielt neben dem
entsprechenden Puffer 1-2 U Restriktionsenzym pro pg Plasmid-DNA. Beim
Verdau genomischer DNA wurden 5 U pro ug DNA eingesetzt. Die Inkubation
erfolgte fir mehrere Stunden oder UN bei der entsprechenden optimalen
Temperatur (meist 37 °C). Manche Enzyme konnten nach dem Verdau durch
Hitze inaktiviert und durch anschliellende Fallung entfernt werden, wahrend
Enzyme, die nicht hitzeinaktivierbar sind, vor der Ligation durch erneute
Gelextraktion und anschlieBende Reinigung entfernt werden mussten. Die

GrolRe der entstandenen Fragmente wurde Uber 1%-ige Agarosegele Uberpruft.

2.5.6. Glatten von Einzelstrang-DNA Uberhangen (Klenow-Reaktion)

Um durch Restriktionsverdaus entstandene einzelstrangige DNA-Uberhénge
am 3’- und am 5-Ende zu glatten, wurde das Klenow Fragment (DNA
Polymerase | Large Fragment, MBI Fermentas) benutzt, welches aufgrund
seiner 3’-5’-Exonuklease-Aktivitat Einzelstrangliberhdnge am 3’-Ende entfernen
und aufgrund seiner 5’-3’-DNA-Polymerase-Aktivitdt Uberhange am 5-Ende
auffullen kann. Diese Reaktion erfolgte 15 min bei 37 °C unter empfohlenen
Pufferbedingungen und wurde anschlieRend durch Zugabe von 20 mM EDTA

sowie eine 20-mindtige Inkubation bei 65 °C gestoppt.

2.5.7. Dephosphorylierung geschnittener DNA

Um die Religation linearisierter DNA-Fragmente einzuschranken, wurden die
entsprechenden komplementaren DNA-Enden dephosphoryliert. Ein typischer
Dephosphorylierungsansatz enthielt 1-2 ug linearisierte DNA, 1-2 U Alkalische
Phosphatase (CIAP, calf intestinal alkaline phosphatase, Roche) sowie 1 x
CIAP-Puffer in einem Gesamtvolumen von 15 pl. Die Dephosphorylierung
erfolgte bei 37 °C fur 1 h, anschlieRend wurde das Enzym durch Zugabe von
20 mM EDTA sowie durch eine 20-minutige Hitzeinaktivierung bei 65 °C
gestoppt.
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2.5.8. Gelextraktion

Damit nachfolgende Reaktionen, wie zum Beispiel Sequenzierungen oder
Ligationen, moglichst ungestort ablaufen konnten, wurden PCR-Produkte sowie
Restriktionsverdaus Uber Gelextraktion gereinigt. Hierfur wurde die Probe auf
ein Ethidiumbromid-haltiges =~ Agarosegel aufgetragen. Nach der
Gelelektrophorese konnte die Probe mittels Skalpell unter schwachem UV-Licht
aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe eines Gelextraktionskits
(QlAquick Gel Extraction Kit®, Quiagen) aus dem Gel isoliert werden. Die
Elution der gelextrahierten DNA von der Reinigungssaule erfolgte entweder mit
dem im Kit enthaltenen Elutionspuffer, mit low EDTA TE’-Puffer (10 mM Tris
HCI, 0,1 mM EDTA, pH 7,5) oder mit A. bidest. (pH 7-7,5).

2.5.9. DNA-Gelelektrophorese

Material:
Matrix- und Laufpuffer 50 x TE: 242 g/l TRIS-Base

57,1 ml/l Eisessig

100 ml/1 0,5 M EDTA, pH 8,0

mit A. bidest. auf 1 Liter auffullen
Gel: 0,7-1,0% Agarose (in 1 x TAE)

6 x DNA-Auftragspuffer 5 x TAE
50% (v/v) Glycerin
0,1% Orange G
Auffallen mit A. bidest

GrolRenstandards A DNA, verdaut mit Hindlll [50 ng/pl]
1 kb-DNA-Ladder (MBI Fermentas)
EtBr-Stockldsung 10 mg/ml EtBr (in A. bidest)

42



Material und Methoden

Zur Grolen- und Konzentrationsbestimmung von DNA wurde diese in einem
Agarosegel aufgetrennt. Nach Aufkochen der Agarose in 1 x TAE und Abkuhlen
auf etwa 60 °C wurde EtBr in einer Endkonzentration von 1 pyg/ml zugegeben
und die Agarose in ein Gelbett gegossen. Die Proben wurden vor dem
Auftragen mit 1/5Vol. 5 x Auftragspuffer versetzt. Der Gellauf erfolgte bei
400 mA sowie 100 V-180 V.

2.6. RNA-Techniken

2.6.1. RNA-Isolation aus Arabidopsis-Schittelkulturen

Material:

Lésung D 4 M Guanidinium-Thiocyanat
25 mM Natriumcitrat, pH 7,0
0,5% Natriumlaurylsarcosin
0,75% (v/v) B-Mercaptoethanol

Natriumacetat: 2M, pH4,0

Phenol: wassergesattigt, pH = 3,0

Chloroform/Isopentanol:  49:1
DEPC behandeltes H,O : H,O mit 0,001 Vol. DEPC versetzt
bei RT 24 h inkubiert, autoklaviert

RNA wurde aus 14 Tage alten, in Schuttelkulturen angezogenen Keimlingen
isoliert (Chomczynski and Sacchi, 1987). Das Pflanzenmaterial wurde in
flussigem Stickstoff gemdrsert. Etwa 100 mg gefrorenes Pulver wurde mit
0,5 ml Losung D versetzt und homogenisiert. Zu der erhaltenen Suspension
wurden 50 pl Natriumacetatiosung gegeben. Nach Mischen wurde mit
wassergesattigtem Phenol und Chloroform/Isopentanol extrahiert. Nach 15 min
Inkubation auf Eis und Zentrifugation (12000 rpm; 20 min; 4 °C) wurde der
wakrige Uberstand zur RNA-Fallung mit gleichem Volumen Isopropanol
versetzt. Nach 1-2 h bei —20°C wurde wie oben zentrifugiert, der Rickstand in

300 pl Lésung D resuspendiert und erneut mit gleichem Volumen Isopropanol
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prazipitiert. Das nach Zentrifugation erhaltene Pellet wurde mit 70% (v/v)
Ethanol gewaschen, getrocknet und in DEPC behandeltem Wasser gelost.

Zur weiteren Reinigung schloss sich ein LiCl-Fallungsschritt an mit 0,2 Volumen
8 M LiCl zur selektiven Prazipitation groRer RNA (Sambrook und Russell,
2001).

2.6.2. RNA-Isolation aus auf Platten angezogenen Arabidopsis-

Keimlingen

Fir Experimente, die RNA-Material mit hohem Reinheitsgrad erforderten,
wurden auf 2 MS-Agarose-Platten angezogene, 10 d alte Keimlinge zur
Isolierung von Gesamt-RNA benutzt. Dabei wurden pro Probe 60 mg
Pflanzenmaterial aus Keimlingen verwendet, deren RNA uber die Saulen eines
RNA-Isolationskits (Aurum ™ Total RNA Sample Pack, BIORAD, #732-6820S)

gereinigt wurde.

2.6.3. Konzentrationsbestimmung RNA-haltiger L6sungen

Konzentration und Reinheit der extrahierten RNA wurden zuerst photometrisch
bestimmt. Dabei wurde die Absorption einer 1:100 (alternativ: 1:250)
Verdinnung jeweils bei 260 und 280 nm gemessen. Die Berechnung der
Konzentration erfolgte im Anschluss anhand des Lambert-Beerschen Gesetzes
mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten fiir RNA, =25 pl pg' cm™. Die
Verunreinigung mit Proteinen wurde Uber den Quotienten OD2s0/OD2s
bestimmt, der im Optimalfall im Bereich von 1,8-2 liegen sollte. Optional wurde
die anschlielend synthetisierte cDNA (s. 2.6.4.) zur Qualitatsprufung auf ein
0,7-1%-iges Agarosegel aufgetragen (s. 2.5.9.). Alle RNA-Proben wurden bei
-80 °C gelagert.
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2.6.4. Reverse Transkription von RNA und RT-PCR

Das Umschreiben von mRNA in cDNA erfolgte unter Nutzung eines cDNA-
Synthese-Kits (First Strand cDNA Synthesis Kit, MBI Fermentas, #K1612). Als
Ausgangsmaterial fur RT-PCRs wurde bei der reversen Transkription jeweils
500 ng Gesamt-RNA zum Umschreiben in cDNA eingesetzt.
Die hier aufgefuihrte Anleitung wurde fur die cDNA-Erststrang-Synthese befolgt.
- Folgende Reaktionsansatze wurden in einem Eppendorf-Gefald auf Eis
zusammenpipettiert:
Gesamt-RNA 0,1-5 ug
Oligo dT-Primer [0.5 ug/pul] 1 ul
Auffallen auf 11 yl mit Nuklease-freiem, deionisiertem H,0
- Ansatze mischen, 3-5 s abzentrifugieren
- FOr 5 min bei 70 °C inkubieren, auf Eis abkuhlen lassen, kurz
abzentrifugieren

- Ansatze auf Eis lagern, hinzupipettieren von:

5 x Reaktionspuffer 4 ul
RNase-Inhibitor (20 U/ul) 1 ul
10 mM dNTP mix 2 ul

- Ansatze mischen, 3-5 s abzentrifugieren

- Fir 5 min bei 37 °C inkubieren (bei random Hexamer-Primern: 5 min
25 °C)

- Zugabe von:

M-MuLV Rev. Transkriptase (20 U/ul) 2 pl (Gesamtvolumen somit 20 pl)

- Fir 60 min bei 37 °C inkubieren (bei Hexamer-Primern erst 10 min
25 °C, dann 60 min 37 °C)

- Abstoppen der Reaktion durch Inkubieren der Ansatze fur 10 min bei
70 °C

- Auf Eis abkuhlen lassen und bei =20 °C aufbewahren

Zur Uberpriufung der umgeschriebenen cDNA wurde von den Anséatzen jeweils

0,5 pl auf ein 0,7-1%-iges Agarosegel aufgetragen. Vor ihrer Anwendung als
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Templat in RT-PCR-Experimenten wurde die cDNA mit Nuklease-freiem,
deionisiertem H>O 1:10 verdunnt.

Das bei anschlieRenden RT-PCR-Analysen angewendete PCR-Programm
entsprach, soweit nicht anders vermerkt, dem unter 2.5.4. angegebenen
Standard-Lauf. Dabei wurde als Templat je nach cDNA-Konzentration 1-2 pl
einer 1:10 Verdlnnung eingesetzt. Die Amplifikation der cDNA erfolgte, zur
Berucksichtigung der linearen Phase bei der DNA-Vermehrung, meist in 28
Zyklen (3.1.11.). Fur die Untersuchung von ABA-abhangigen Veranderungen
der Gen-Transkritipion wurden fur jedes Gen spezifisch ausgewahlte forward
und reverse Primer verwendet (siehe Anhang 5.1.).

Der Nachweis der aus den cDNA-Templaten erhaltenen PCR-Amplifikate
erfolgte, wie in 2.5.9. beschrieben, dber Auftrennung in 0,7-1%-igen

Agarosegele mit anschlieRender EtBr-Farbung.

2.7. Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana-Pflanzen

Die Methode des ,floral dip“ dient dazu, Arabidopsis thaliana einfach und
schnell stabil zu transformieren (Clough and Bent, 1998). Da die ,gedipten®
Pflanzen transformierte Samen liefern, welche direkt selektiert werden kdnnen,

entfallt bei dieser Methode die Regeneration von Pflanzen aus Gewebekultur.

2.7.1. Auswahl geeigneter Arabidopsis-Pflanzen fur die Transformation

Fur die Transformation wurden 5-6 Wochen alte, Arabidopsis-Pflanzen vom
Okotyp RLD verwendet (9 x 9 cm Topfe mit je 15-20 Pflanzen), welche im
Idealfall moglichst viele, nur teilweise gedffnete oder noch geschlossene, und

deshalb grine Infloreszenzen besalden.
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2.7.2. Anzucht von Agrobacterium tumefaciens fur die ,floral dip*®

Transformation

Material:
LB-Medium (Luria-Bertani) s.2.4.3.

YEB-Medium (alternativ)

Hefeextrakt 10 g/l
Rinderextrakt 5 g/l
Pepton 5 g/l
Saccharose 5 g/l
MgSQO4 x 7 H,O 0,246 g/l
Antibiotika Kanamycin 50 ug/ml

Rifampicin 50 pg/ml
Carbenicillin 100 pg/ml

Fir die Transformation der Arabidopsis-Pflanzen wurden vorher Uber
Elektroporation (2.4.5.) transformierte Agrobakterien (s. 2.4.2.) verwendet. Als
binare Ausgangsvektoren wurden dabei pBI121 (Jefferson et al., 1987) bzw. der
von Olaf Grof3 (2003) modifizierte Vektor pPCV812Meshi (Ferrando et al.,
2000) verwendet. Fur die Anzucht der fur die ,floral dip“-Transformation
verwendeten Agrobakterien wurden 5 ml-Vorkulturen mit Einzelkolonien
angeimpft und uber Nacht in LBbzw. YEB-Medium mit Rifampicin (25-50 pg/ml)
und Kanamycin (pBl121) bzw. Carbenicillin (pPCV812) (beide 50 pug/ml) bei 28-
30 °C inkubiert. Ausgehend von diesen frischen Vorkulturen wurde eine
Hauptkultur von 400 ml LB-Medium ohne Selektion fir 24 h bei 28-30 °C

angezogen.
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2.7.3. Agrobakterien-vermittelte Transformation von Arabidopsis-

Pflanzen

Material:

Infiltrationsmedium

50 ml/l 10 x Makrosalze

1.25 ml/l 400 x Mikrosalze

1.25 ml/l 400 x Vitamine

50 g/l Saccharose (5% Endkonzentration)

0,5 g/l MES

auf 11 mit Wasser auffullen, pH 5,8 einstellen

10 ul/l BAP (Stocklésung 1 mg/ml in DMSO oder EtOH)
500 pl/I VAC-IN-Stuff (Silwet L-77; Lehle Seeds, Round Rock, Texas, USA;
Endkonzentration 0,05%)

Die stabile Transformation von Arabidopsis-Pflanzen durch Agrobakterien
startete mit der Ernte der unter 2.7.2. beschriebenen agrobakteriellen 400 mi-
Hauptkultur durch Zentrifugation (3000 x g, 4 °C, 10 min). AnschlieRend wurden
die Bakterien erst in 5 ml, dann in insgesamt jeweils 300 ml Infiltrationsmedium
resuspendiert. Die eigentliche in planta Transformation wurde mit 5-6 Wochen
alten, gerade bluhenden Pflanzen (9 x 9 cm Toépfe mit 15-20 Pflanzen)
durchgefuhrt. Die Infloreszenzen wurden kopfuber in die Agrobacterium-Zellen-
Suspension eingetaucht und fur 3 min mit den Zellen infiltriert, so dass alle
Bluten mit der Zell-Suspension benetzt wurden. Gleichzeitig wurde der Kontakt
der Agrobakterien-Suspension mit anderen Pflanzenteilen moéglichst vermieden.
Nach den 3 min Inkubationszeit wurden die Pflanzen hochgebunden. Zur
Steigerung der Transformationsrate wurden die Pflanzen anschlieRend uber
Pipetten mit der Agrobakterien-Suspension betraufelt.

Diese Transformationsprozedur wurde nach drei Tagen identisch wiederholt, so
dass auch Zellen transformiert werden konnten, die sich erst zu diesem
Zeitpunkt im richtigen Entwicklungsstadium fur die Transformation befanden.
Eine zweite Wiederholung der Transformation nach 6-7 Tagen sollte die

Transformationseffizienz noch weiter erhohen.
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Die infiltrierten Pflanzen wurden 2-4 Wochen bis zur Samenreife kultiviert. Die
geernteten Samen (T4) wurden mit Hilfe von Hygromycin (pPCV812Meshi-
Konstrukte) bzw. Kanamycin (pBl121-Konstrukte) nach Transgenen

selektioniert.

2.8. Transiente Expression in Arabidopsis-Protoplasten

Die unter 3.1.11. beschriebene Untersuchung der Regulation ABA-induzierter
Genexpression sowie deren Beeinflussung durch verschiedene Effektoren
erfolgte unter Nutzung von Arabidopsis-Protoplasten als transientes
Expressionssystem. Im Folgenden werden die Verfahren zur Herstellung von

Protoplasten sowie zu deren Transformation beschrieben.

2.8.1. Protoplastierung von Arabidopsis-Blattmaterial

Material:
Enzymldsung 1% Cellulase ,Onozuka“ R-10 (#216001, Yakult ,
Tokyo, Japan)
0,25% Macerozym R-10 (#202039, Yakult , Tokyo,
Japan)
400 mM Mannit
8 mM CaCl,
1% BSA (Fluka #05488)
5 mM MES-KOH (pH=5,6)

Die Herstellung der Enzymldsung erfolgte nach Standardprotokollen (Sambrook

and Russell, 2001). Dabei wurde eine Stammlésung mit 2% Cellulase, 0,5 %
Macerozym und 10 mM MES-KOH (pH=5,6) gegen 10 mM MES-KOH (pH=5,6)
zweimal fur je 40 min dialysiert und mit PMSF (0,5 mM) behandelt. Die fur die
Dialyse bendtigten Schlduche wurden nach Standardprotokoll vorbereitet und
bei 4 °C aufbewahrt (Sambrook and Russell, 2001). Anschlie®end wurde
Mannit und CaCl, zugesetzt und die Losung bei 55 °C fir 30 min inkubiert.
Nach dem Zusatz von BSA und der Kontrolle des pH-Wertes wurde die fertige

Losung durch 0,22 uym Filter sterilfiltriert, aliquotiert und bei —20 °C gelagert.
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WIMK 0,5 M Mannit

5 mM MES-KOH (pH=5,8-6,0), autoklavieren
MaMg 400 mM Mannit

15 mM MgCl,

5 mM MES-KOH (pH=5,6-5,8), autoklavieren
FDA-L6sung 1 mg/ml in Aceton

Die Protoplastenpraparation erfolgte nach den modifizierten Protokollen von T.
Hoffmann (2002), Abel und Theologis sowie J. Sheen (Abel and Theologis,
1998; Sheen, 2001). Zur Protoplastierung wurden etwa 4 Wochen alte, in Erde
angezogene Pflanzen vom Okotyp Columbia oder La-er verwendet. Von diesen
Pflanzen wurden 20-30 Blatter (2-3 g Frischgewicht) abgeschnitten und sofort in
eine Petrischale mit 15-20 ml Enzymlésung Uberfihrt. Der Verdau des
Blattmaterials erfolgte auf einem Kippschuttler bei 23-28 °C fur 2-4 h. Die
entstandene Protoplasten-Suspension wurde durch ein Netz mit 150 ym
Maschenweite zur Abtrennung unverdautem Materials filtriert. Nach einer
Zentrifugation bei RT und 60 x g fiir 2 min wurde der Uberstand abgenommen
und das Pellet vorsichtig in 10 ml WIMK resuspendiert. Dieser Waschvorgang
wurde mit gleichen Zentrifugationsbedingungen und erneuter Zugabe von 10 ml
WIMK wiederholt bis die Protoplasten schliel3lich nach nochmaliger
Zentrifugation in 5 ml MaMg aufgenommen wurden. Dieses Endvolumen wurde
an die anschlielend bestimmte Protoplasten-Konzentration angepasst. So
wurden die Zellen zur Kontrolle ihrer Vitalitat mit Fluoresceindiacetat angefarbt.
Hierfir wurde 0,5 pyl FDA zu 20 pul einer 1:5 verdinnten Protoplasten-
Suspension gegeben. 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. Als Richtwert entsprach 1 Protoplast/Quadrat
4 x 10° Protoplasten/ml. AnschlieRend wurde mit MaMg der Zahlung
entsprechend eine Konzentration von 0,5-1 x 10° Protoplasten pro ml

eingestellt. Zur Erzielung besserer Transformationsraten wurde die fertige
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Protoplasten-Suspension anschlielend flir mindestens 30 min bei 4 °C

aufbewahrt.

2.8.2. Transfektion und Kultivierung der Protoplasten

Material:

DNA-Verdinnungslosung 0,5-1M Mannitol, autoklaviert

PEG-L6sung 300 mM CaCl,
40% PEG-4000
0,5% MES-KOH (pH=5,8)
(unbedingt nur sterilfiltrieren!)

IMK s. 2.8.1.

ABA-Stocklésung 10 mM ABA (Sigma-Aldrich, Minchen #862169)
in 1% MES, pH 7,0-7,5

Zur Forderung der DNA-Aufnahme in die Protoplasten wurde Polyethylenglycol
(PEG-4000) verwendet. In einem 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefald wurde die zu
transfizierende DNA in gleichem Volumen sterilem 0,5-1M Mannit vorgelegt. Zu
dieser Lésung wurde 100 pl 0,5-1 x 10° Protoplasten/ml in MaMg gegeben und
die Suspension vorsichtig gemischt. Nach dem Zusatz von einem Volumen
PEG-LOsung (entspricht 130-150 pl (VOl.protoplastentVOl.oNATVOl . Mmannitol)) Wurde
wieder vorsichtig gemischt und die Suspension flr 3-5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wurde 700-800 ul WIMK zugegeben. Die erhaltene
Suspension wurde bei bei RT und 60 x g fir 2 min zentrifugiert und in WIMK
resuspendiert. Nach nochmaliger Zentrifugation unter gleichen Bedingungen
wurde das Pellet wieder in WIMK aufgenommen (je nach Ansatz 100-300 pl
Gesamtvolumen). Je nach Experiment wurde die Protoplastensuspension
gesplittet und mit Zusatzen wie Abscisinsaure versehen. Im Falle von co-
transformierten Effektor-Plasmiden erfolgte die Zugabe von ABA erst nach 4-

6 h phanotypischer Expression. Die verschiedenen Proben wurden schlieBlich
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im Dunkeln bei 22-25 °C und Schutteln mit 30-50 U/min bzw bis zur weiteren
Verwendung inkubiert. Bei mikroskopischen Analysen von bspw.
fluoresziernden Proteinen konnte die Protoplasten-Verwendung bereits nach 8-
12 h oder — wie bei Reporteraktivitats-Messungen - nach UN-Inkubationen von

bis zu 24 h erfolgen.

2.8.3. Herstellung von Proteinextrakten aus Arabidopsis-Protoplasten

Material:

CCLR-Extraktionspuffer

25 mM Tris-Phosphatpuffer (pH=7,8)

2mMDTT

2 mM 1,2-Diaminocyclohexan-N,N,N",N’-tetraessigsaure (DCTA)

10% (v/v) Glycerin

bei —20 °C aufbewahren und bei Bedarf 1% (v/v) Triton X-100 zugeben

FUr verschiedene Reportergenassays wurden Proteinextrakte ausgehend von
transfizierten Protoplasten hergestellt. Dabei wurde je nach getestetem
Reporter-Protein unterschiedlich vorgegangen.

Fir die schnelle Messung der 3-Glucuronidase (GUS)-Aktivitat konnte 20-50 ul
Protoplasten-Suspension direkt, vermischt mit 100 pyl in CCLR angesetztem
GUS-Substratpuffer, verwendet werden. Fur eine direkt im Anschluss folgende
Luciferase (LUC)-Messung im Luminometer wurde der Protoplastenextrakt aus
den Mikrotiter-Platten in die Luminometer-Rdhrchen Uberfuhrt, welchen Uber
das Gerat automatisch je 100 pyl LUC-Substratlosung zugesetzt wurden. Diese
schnelle Aufschlussmethode setzte allerdings voraus, dass die LUC- und GUS-
Substratpuffer zur Lyse der Zellen 1% Triton X-100 enthielten (fur Reporter-
Messungen s. 2.9.).

Alternativ erfolgte der Aufschluss der Protoplasten Uber eine 2-min(tige
Zentrifugation bei 60 x g. Die auf diese Weise madglichst weit eingeengte
Protoplastensuspension wurde schlief3lich in 100 yl CCLR-Extraktionspuffer

aufgenommen und eventuell gevortext. Nach Zentrifugation (14.000 U/min; 5

52



Material und Methoden

min) wurde der erhaltene Uberstand wurde bei —80 °C gelagert und fir

Reportergenassays oder Protein-Gele benutzt.

2.9. Aktivitatsnachweis von Reportergenen

2.9.1. Messung der in vivo B-D-Glucuronidase-Aktivitat in Arabidopsis-

Protoplasten

Material:
CCLR-Puffer siehe 2.8.3.

20 x MUG-Substrat-Lésung 4 mM 4-Methylumbelliferyl-p-D-Glucuronid
(MUG) in CCLR l6sen

Die B-D-Glucuronidaseaktivitat (GUS) wurde nach den Angaben von Jefferson
(1987) bestimmt. In transienten Expressionsexperimenten wurde, wenn
ausschlieBlich Glucuronidase-Aktivitat untersucht werden sollte, mit GUS-
Extraktionspuffer nach oben beschriebener Vorgehensweise (2.8.3.) extrahiert.
FUr die Bestimmung von Luciferase- und GUS-Aktivitat nebeneinander wurde
zur Extraktion CCLR benutzt (Luehrsen et al., 1992). Fur die Extraktion aus
ganzen Pflanzen oder Zellkulturen wurde das Pflanzenmaterial in flissigem
Stickstoff gefroren, gemoérsert und in GUS-Extraktionspuffer aufgenommen
(etwa 50 mg Pflanzenmaterial pro 200 pl Extraktionspuffer). Von dem nach
Zentrifugation (10 min, 14.000 U/min) erhaltenen klaren Uberstand wurde 50 l
fur den GUS-Nachweis eingesetzt. Bei Protoplasten wurde entweder 50 ul
Suspension direkt mit 100 ul Substratpuffer versetzt oder der Aufschluss
erfolgte Uber eine 2-minttige Zentrifugation bei 60 x g. Die so aufkonzentrierte
Protoplastensuspension wurde schlief3lich in 100 yl CCLR-Extraktionspuffer
aufgenommen und eventuell gevortext. Nach Zentrifugation (14.000 U/min; 5
min) wurde der erhaltene Uberstand fiir Reportergenassays verwendet (s. auch
2.8.3.).

Die im Extrakt vorhandene Glucuronidaseaktivitat wurde fluorimetrisch erfasst.

Als Substrat wurde 4-Methylumbelliferyl-p-D-Glucuronid verwendet. Die B-D-
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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 HT-Soft 7000 Plus
Bioassay Reader von Perkin Elmer durchgefuhrt. Zu 50 pl Extrakt wurden
100 pl Assaypuffer gegeben. Nach 10 s Schutteln im Bioassayreader wurde bei
25-38 °C uber 25 Zyklen und somit uber 8 min alle 20 s die Fluoreszenz
gemessen, wobei die Anregung bei 360 nm und die Emission bei 465 nm
erfolgte. Die gemessene Zunahme der relativen Fluoreszenz pro Zeiteinheit ist

direkt proportional zur Enzymaktivitat.

2.9.2. Histochemischer Nachweis der in vivo B-D-Glucuronidase-

Aktivitat in Arabidopis-Pflanzen und Arabidopsis-Zellkulturen

Der Nachweis der B-Glucuronidase erfolgte durch ein histochemisches
Verfahren, bei dem in Anwesenheit der aktiven B-Glucuronidase deren Substrat
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-glucuronid (X-GlucA) gespalten wird. Dabei entsteht
mit CIBr-Indigo ein wasserunlosliches Endprodukt. Diese Reaktion kann durch
die Zugabe von Kalium (ll)- und Kalium (lll)-Hexacyanoferrat beschleunigt

werden.

Material:
X-Gluc-Waschlésung 50 mM Na-Phosphatpuffer pH 7,2
0,5 mM K3Fe(CN)g
0,5 mM KsFe(CN)s
X-Gluc-Farbeldsung 50 mM Na-Phosphatpuffer pH 7,2
0,5 mM KsFe(CN)g
0,5 mM K4sFe(CN)g

2 mM X-GlucA
eventuell zusatzlich: 1% DMSO
X-Gluc-Stocklosung 100 mM X-GlucA in DMFA, bei —20 °C aufbewahren,

vor Licht schitzen, bei Gelbfarbung verwerfen
90% Aceton
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alternativ: Fixierlésung 150 mM Na-Phosphatpuffer, pH 7,0
1% Formaldehyd
0,1%Triton X-100

100 x DAPI-Stock 300 uM DAPI
in 50 mM Na-Phosphatpuffer, pH 7,2

aufbewahren bei 4 °C

FiUr die Farbung von Keimlingen wurden nach einem abgewandelten Protokoll
(Rodrigues-Pousada et al., 1993) 2-3 Pflanzchen in 2 ml-Gefallen mit 500 pl
90% Aceton auf Eis fixiert (20 min oder langer). Die Fixierung kann alternativ
mit Fixierlosung 20 min auf Eis erfolgen. Nach dem Entfernen des Acetons
werden die Pflanzen mit je 1 ml X-Gluc-Waschlosung gewaschen. Der
Waschpuffer wurde verworfen und durch X-Gluc Farbelésung ersetzt, wobei
soviel Farbelosung eingesetzt wurde, dass alle Keimlinge vollstandig bedeckt
waren. Nach einer optionalen Vakuuminfiltration zum besseren Eindringen der
Farbelésung wurden die Keimlinge bei 37 °C mehrere Stunden bzw. Gber Nacht
inkubiert. Um auch schwachere Blaufarbung sichtbar zu machen, wurde
anschlieBend mit 80%-igem Ethanol bei 80 °C das Chlorophyll aus dem
Gewebe extrahiert.

Zur Markierung der Zellkerne im fixierten Gewebe wurde ausschlieB3lich DAPI
verwendet, wobei das Gewebe flir 10 min mit 3 yM DAPI inkubiert und dann
unter Fluoreszenz (DAPI)- bzw. Durchlicht (GUS) am Mikroskop untersucht
wurde (Zeiss, Axioskop). Die DAPI-Fluoreszenz wurde mit einem 365 (40) nm
Anregungs-, 395 nm Sperr- und 420 nm Langpassemissionsfilter erfasst.
Aufnahmen erfolgten mit einer Nikon Coolpix 990 Kamera. Als Objektive
wurden die folgenden verwendet:

10er: Plan-Neofluar 10x/0,3

20er: Plan-Neofluar 20x/0,5

40er: Plan-Neofluar 40x/0,75

100er: Plan-Neofluar 100x/1,3 QOil
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2.9.3. Nachweis der Photinus pyralis Luciferase-Aktivitat in Arabidopsis-
Keimlingen, -Protoplasten und —Zellkulturen

Material:
Substratpuffer (LAR) 20 mM Tricin (pH=7,8, einstellen mit NaOH)
1,07 mM (MgCO3)4sMg(OH), x 5H,0
2,7 mM MgSO,
0,1 mM Na,EDTA
33,3mM DTT
0,27 mM Coenzym A
0,47 mM D-Luciferin (PJK GmbH, Kleinblittersdorf)

0,53 mM ATP
Luciferinlésung 1 mM D-Luciferin (PJK GmbH, Kleinblittersdorf)
in 10 mM MES (pH 7,0) mit 0,01% Tween 80
CCLR-Puffer optional mit 1% Triton X-100, siehe 2.8.3.

Die Bestimmung der Luciferase-Aktivitat in Proteinextrakten wurde nach der
Methode von (Luehrsen et al., 1992) durchgefuhrt, bei der die Lichtemission
durch die Verwendung von Coenzym A Uber einen langeren Zeitraum stabil
bleibt und nicht wie bei Verwendung von Substratlésungen ohne Coenzym A
nur von vergleichsweise kurzer Dauer ist (0,3 s). Fur den Luciferasenachweis
alleine oder neben B-D-Glucuronidase wurde erfolgte die Herstellung von
Proteinextrakten wie unter 2.8.3. beschrieben. Ganze Pflanzen bzw.
Zellsuspensionen wurden in flissigem Stickstoff gefroren, gemorsert und in
Extraktionspuffer (etwa 50 mg Pflanzenmaterial oder 2 Spatelspitzen in 300 pl
CCLR mit 1% Triton X-100) aufgenommen. Luciferase wurde im, durch
Zentrifugation (5-10 min, 14.000 U/min) erhaltenen, klaren Uberstand bestimmt.
Dieser wurde zur Hemmung des Enzym-Abbaus auf Eis aufbewahrt und
innerhalb einer Stunde verarbeitet. Die Luciferaseaktivitat der gewonnenen
Extrakte wurde im flash'n glow Luminometer von Berhold in light units (LU) pro
90 s gemessen. 50 pul des jeweiligen Extraktes wurden vorgelegt. Die
Hintergrundstrahlung wurde direkt nach der Injektion des Substratpuffers Uber

20 s und das infolge der Luciferase-Aktivitat emittierte Licht tGber 90 s
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gemessen. Alternativ konnte die Licht-Emission auch nur 20 s und die
Hintergrundstrahlung dann entsprechend nur 10 s gemessen werden. In die
Proben wurden jeweils 100 pul des Substratpuffers injiziert. Bei in vivo
Messungen an Keimlingen wurde die Aktivitdt der Luciferase mit einer
hochsensitiven Kamera (ARGUS-50 System mit einer C2400-47 Kamera;
Hamamatsu Photonics, Herrsching) nach (Ramagli, 1985; Millar et al., 1995)
nachgewiesen. Auf Agarplatten angezogene Keimlinge wurden mit
Luciferinlésung bespruht.

Anschlie®end wurde je nach Signalintensitat bis zu 30 min die Biolumineszenz

aufgenommen.

2.9.4. Untersuchung von GFP- bzw. YFP-Fluoreszenz in Arabidopsis-

Protoplasten und —Keimlingen durch Epifluoreszenz-Mikroskopie

Material:
1000 x H33342-L6sung 10 mg/ml H33342 in H,0, sterilfiltriert
(zur Kernmarkierung) (Fluka, #14533)

Zur zellularen Lokalisation wurden GFP- bzw. YFP-Fusionsproteine transient in
Arabidopsis-Protoplasten exprimiert. Die Untersuchung der in WIMK oder
MaMg-Lésung resuspendierten Protoplasten im Epifluoreszenz-Mikroskop
erfolgte in der Zahlkammer oder auf Objektragern unter Nutzung eines FITC-
Filtersatzes, der fur GFP 480 (40) nm Anregungs-, 505 nm Sperr- und 535 (50)
nm Emissionsfilter enthielt. Fur die Untersuchung von YFP am wurde ein FITC-
Filtersatz aus 500 (20) nm Anregungs-, 515 nm Sperr- und 535 (30) nm
Emissionsfilter verwendet.

Die GFP-Lokalisation in transgenen Keimlingen der T,- bzw. Ts-Generation
erfolgte unter Verwendung der gleichen Filtersatze. Die Untersuchung der
Keimlinge erfolgte unter Zugabe von Wasser auf mit Deckglasern abgedeckten
Objekttragern. Die Objektive entsprechen denen, die bei der GUS-
Untersuchung benutzt wurden (s. 2.9.3.)
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2.9.5. Kernfarbung in Arabidopsis-Protoplasten und —Keimlingen

Zur Markierung der Zellkerne im pflanzlichen Gewebe wurde aufgrund der
besseren Diffusion durch lebendes Gewebe ausschlielllich das in die DNA
interkalierende  Bisbenzimid H33342 verwendet, welches mit einer
Endkonzentration von 10 ug/ml zu den Protoplasten zugegeben wurde. Nach
10 min Einwirkzeit bei 25-28 °C konnten die Zellkerne im Epifluoreszenz-
Mikroskop mit dem fir DAPI verwendeten Filtersatz (s. 2.9.3.) bzw. im
Konfokalmikroskop mit den entsprechenden Parametern unter Verwendung des
405 nm-Lasers lokalisert werden. Um ein Uberlappen der GFP- bzw. der YFP-
und der H33342-Fluoreszenz zu vermeiden, wurden am Konfokalmikroskop die
entsprechenden Signale sequentiell, also zeitlich hintereinander aufgenommen.
Zur Markierung der Zellkerne in Protoplasten wurde DAPI oder H33342
verwendet. Bei DAPI-Farbungen wurde wie unter 2.9.3., bei H33342 wie oben

beschrieben verfahren.

2.10. Konfokale Mikroskopie

Bei dem verwendeten Mikroskope, handelt es sich um inverses konfokales

Mikroskope der Firma Olympus: Fluoview FV1000.

2.10.1. Verwendete Laser

Folgende Laser mit Angabe der Emissionswellenlangen wurden verwendet:
Argonlaser mit A = 405 nm (DAPI, H33342)

Argonlaser mit A = 488 nm (GFP, FM 4-64)

Argonlaser mit A = 515 nm (YFP)
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2.10.2. Objektive

Verwendete Objektive:

10er: UPLFLN 10x/0,3 Working distance: 10 mM

20er: UPFLN 20x/0,5 Working distance: 2,1 mm

40er: PLABPO: 40x/0,8 Wasser Working distance: 0,16 mm
60er: LUMPLFL: 60x/1,1 Wasser Working distance: 2 mm

2.10.3. Vorbereitung der Praparate und Zeitserien

Protoplasten:
Zur Untersuchung der subzellularen GFP- bzw. YFP-Lokalisation im inversen

Konfokalmikroskop wurden Arabidopsis-Protoplasten auf maoglichst didnnen,
durch Anbringen einer Vertiefung modifizierten Deckglasern aufgetragen und
unter Verwendung des 488 nm- (GFP) bzw. des 515 nm-Lasers (YFP)

untersucht.

Keimlinge:

Die GFP-Lokalisation in transgenen Keimlingen der T,- bzw. Ts-Generation
erfolgte unter Verwendung des gleichen Lasers. Die zu untersuchenden
Keimlinge wurden vorsichtig mit einer Federpinzette von den Agarplatten
zwischen zwei Deckglaser mit Wasser transferiert. Fur Zeitreihen wurden
- zwecks besserer Zugabe von ABA - die mit Vertiefung versehenen Deckglaser

benutzt.

2.10.4. Markierung der Zellmembranen in Arabidopsis-Wurzeln

Material:

300 x FM 4-64-L6ésung 1,5 mg/ml in DMSO (Molecular Probes #T3166)

(zur Membranmarkierung) Endkonzentration: 5 pg/ml FM 4-64 in H,O (evtl.
mit 0,05% Silwet
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Zur Visualisierung der zellularen Membranen in der Wurzelspitze von
Arabidopsis-Keimlingen wurden die frisch abgeschnittenen Wurzeln auf einem
Objekttrager in eine wassrige FM 4-64-Losung gelegt und nach 5-10 min
Inkubation im Konfokalmikroskop angeschaut. Die Anregungs- bzw.
Emissionswellenlange fir FM 4-64 betrug 515 bzw. 640 nm. Zur Anregung
unter dem Konfokalmikroskop wurde der 480 nm-Laser benutzt.

2.11. Proteinmengen-Bestimmung nach Bradford

Die in Extrakten aus transgenen Pflanzen oder Zellsuspensionen gemessene
Reporteraktivitat wurde auf den Gesamtproteingehalt des Extraktes bezogen.
Der Proteingehalt wurde Uber einen modifizierten Bradford-Nachweis nach
(Ramagli, 1985) bestimmt. Hierfur wurden Standardproteinlosungen mit
bekannten BSA-Konzentrationen von 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 4,0; 8,0;
10 ug/10pl erstellt. Nach Erstellen der Eichkurve Uber Messung der
Absorptionen bei einer Wellenlange von 595 nm im HT-Soft 7000 Plus Bioassay
Reader von Perkin Elmer erfolgte die Mengenbestimmung in den eigentlichen
Proben. Hierflr wurde jeweils zu 1 ul (bei Bedarf verdunnter) Proteinlésung 9 pl
0,11 M HCI und 200 ul des 1:3 verdlnnten Bradford-Reagenz zugegeben. Nach
5 min Inkubation wurde parallel zum Erstellen der Eichkurve die Absorption

gemessen.

2.12. Ermittlung von Sauerstoff-Konzentrationen in Flissigkultur-

Uberstanden

Die Messung der Sauerstoff (O,)-Konzentration im Uberstand von Arabidopsis-
Zellsuspensionskultur erfolgte mit Hilfe einer Sauerstoff-Elektrode (Multichannel
Oxygen Detector, model 2610, Orbisphere Laboratories, Geneva, Switzerland).
Die Sauerstoffelektrode besteht aus einer Silber- und einer Platinelektrode,
welche Uber eine gesattigte KCI-Losung (KCI-Brucke) miteinander verbunden
sind. Die Platinelektrode ist auRerdem mit einer Teflonmembran Uberzogen

(Dicke: 0,0125 mm), welche den Reaktionsraum mit dem O»-haltigen Gemisch
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von ihr abtrennt (s. Abb. 2.1.). Diese Membran stellt fir Wasser und die darin
gelosten Substanzen einen sehr hohen Diffusionswiderstand dar, wahrend sie
fur Sauerstoff sehr permeabel ist. Wird die Platinelektrode mit dem negativen
und die Silberelektrode mit dem positiven Pol einer Batterie verbunden, so ladt
sich die Platinelektrode negativ auf und wird zur Kathode, wahrend die
Silberelektrode ihre Elektronen abgibt und damit zur Anode wird. Unter diesen
Umstanden konnen in der Gegenwart von Sauerstoff an der Platinelektrode
folgende chemische Vorgange an der an der Silberelektrode formuliert werden
(s. Abb. 2.1.):

4 Ag —>4Ag +4e

4 Ag" + 4 ClI— 4 AgCl
Infolge dieser Reaktionskette lagert sich Silberchlorid an der Oberflache der
Anode ab und es werden Elektronen bereitgestellt, die Uber den externen
Stromkreis zur Platinelektrode gelangen und den Sauerstoff reduzieren:

02+2H,0+2¢e > HyO,+20OH

HO2+2e — 2 OH
Der Strom, der durch den uber die KCI-Brucke geschlossenen Kreislauf flieft,
ist direkt proportional zur Sauerstoffmenge in der direkten Umgebung der
Platinelektrode. Da die Reaktionen an der Kathode irreversibel sind, flie3t nach
vollstandiger Reduktion des Sauerstoffs kein weiterer Strom mehr. Die
Messung des Stroms erfolgt Uber ein an die Elektrode angeschlossenes

Amperemeter und wird mit Hilfe eines Schreibers registriert.

Membran

Kathode (Pt)

KCI-Brlicke
0,+2H,0+2e — H,0,+2OH
H,0, +2e —2OH-

¢KCI—Lt’)sung

4 Ag — 4Ag*+4e
4 Ag* +4 Cl-— 4 AgCl

Abb. 2.1.: Reaktionen in einer Sauerstoffelektrode wahrend der Messung von O,
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Um die Veranderung der Sauerstoff-Konzentration in mit Agrobakterien
infizierten Zellkulturiberstanden zu messen, wurden die Kolben auf einen
Magnetriuhrer gestellt und die vorher geeichte und mit frischem Wasser
kalibrierte Sonde zur Messung der Ojz-Konzentration unter gleichmalligem
Ruhren der Losung in die Sonde getaucht. Um den Verbrauch des Sauerstoffs
in den mit Agrobakterien belasteten Zellkulturiberstanden uUber die Zeit zu
dokumentieren, wurde in einem Zeitraum von bis zu 3 min alle 10 s die Og-
Konzentration bestimmt (fur Details siehe Bedienungsanleitung Multichannel

Oxygen Detector, model 2610, Orbisphere Laboratories).
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3. Ergebnisse

3.1. Funktionelle Analyse eines Kernlokalisierungssignals in ABl1l/abil

Die meisten der ABA-abhangigen Reaktionen wie Samenreifung oder
vegetatives Wachstum, aber auch die Anpassung an Stresssituationen sind mit
einer ABA-abhangigen Regulation der Genexpression verbunden. Analysen zur
Identifikation ABA-regulierter Gene in Arabidopsis ergaben fur zahlreiche
Komponenten der ABA-Signalkaskade eine Abscisinsaure-abhangige
Veranderung der Genexpression (Hoth et al., 2002; Seki et al., 2002).

Obwohl Uber den genauen Zusammenhang zwischen ABA-Signaltransduktion
und Regulation ABA-abhangiger Genexpression bisher wenig bekannt ist,
konnte mit der PP2C Phosphatase ABI1 bereits ein wichtiger Regulator der
ABA-abhangigen Genexpression beschrieben werden, der die Induktion ABA-
regulierter Gene in Mais- (Sheen, 1998) und Arabidopsis-Protoplasten negativ
beeinflusst (Hoffmann, 2002).

Um weiteren Aufschluss uber die Rolle von ABI1 innerhalb der ABA-
gesteuerten Genexpression von Arabidopsis zur erhalten, wurde Uber ein yeast
two-hybrid screening nach ABI1-Interaktionspartnern gesucht. Dabei konnte die
spezifische Bindung zwischen ABI1 und dem nuklear lokalisierten HD-Zip-
Protein ATHB6 nachgewiesen werden, welche zusatzlich durch in vitro

Bindungsassays bestatigt wurde (Himmelbach et al., 2002).

3.1.1. Herstellung deletierter und mutierter Versionen eines potenziellen
ABIl1/abil Kernlokalisationssignals

Zusatzlich zu seiner Wechselwirkung mit dem HD-Zip-Transkriptionsfaktor
ATHB6 konnte fur ABI1 in unterschiedlichen transienten (Hoth et al., 2002;
Zhang et al., 2004) und stabil transformierten Systemen (Himmelbach, 2003;
unveroffentlichte Ergebnisse) neben einer cytosolischen auch eine nukleare
Lokalisation festgestellt werden. Auf der Suche nach moglichen
Kernlokalisierungssignalen (NLS, nuclear localisation site) innerhalb der ABI1

Sequenz wurde an deren C-Terminus ein kurzer Arginin- und Lysin-reicher
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Bereich (s. Abb. 3.1.) gefunden, welcher hohe Ahnlichkeit mit der NLS des
grollen SV40 T-Antigens aufweist (SV40, simian virus 40) (Kalderon et al.,
1984). Des Weiteren enthalt der ausgewahlte ABI1-Bereich eine Sequenz aus
drei Aminosauren, die exakt einem der zwei NLS-Motive des O2-Proteins aus

Mais entspricht (Varagona et al., 1992).

1 93 105 180 423 434aa
EF-Hand ! ! ! !
DGHGGSEX:]t KPRRK
DGH DGS LIt

Abb. 3.1.: Schematische Darstellung der Aminosauresequenz von ABI1 und abi1. Die
Gesamtlange der beiden Proteine betragt 434 Aminosduren. Der C-terminale Bereich
(schwarz hinterlegt) enthalt die PP2C Domane, der N-Terminus weist eine potenzielle
Ca?*-Bindedomane auf (EF-Hand). Die abil-Mutation beruht auf dem Austausch des
Glycins durch Asparagin an Position 180 (verandert nach Yi, 2000).

Um den Einfluss dieses C-terminalen Motivs auf die subzellulare Lokalisation
und die Funktion von ABI1 und abi1 zu ermitteln, wurde eine mutierte
(ABITmtNLS bzw. abi1mtNLS) und eine deletierte Version (ABI1dNLS bzw.
abi1dNLS) dieser basischen Region konstruiert. Die Mutation beziehungsweise
Deletion der urspringlichen, 15 bp langen Sequenz erfolgte tiber PCR mit Hilfe
spezieller Primer (s. Anhang). Die Deletion der potenziellen NLS erfolgte durch
PCR-Amplifikation der am C-Terminus um 51 bp verkirzten ABI1-Sequenz. Da
die auch in Pflanzen funktionstlichtige NLS des groRen SV40 T-Antigens Uber
den Austausch eines Lysin-Restes durch Asparagin deaktiviert werden kann
(Lanford and Butel, 1984; Hicks and Raikhel, 1993; Merkle et al., 1996), wurde
dementsprechend fur die mutierte Version der ABI1-NLS ein Primer konstruiert,
der durch seine modifizierte Sequenz flr den Austausch der basischen
Aminosauren Lysin (K) und Arginin (R) durch die polaren, aber ungeladenen

Bausteine Asparagin (N) bzw. Glutamin (Q) sorgte (fur Primer s. Anhang 5.1.).
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419 434
ABI1 (Arabidopsis) ...VVDLKKPRRKLKSKPLN
ABI1 mutiert ...VVDLKKPONNLQSKPLN
127 131
02 (Mais) ...LRRKL...
126 132
SV40 T-Antigen ...PKKKRK...
SV40 T-Antigen (mutiert) ...PKNKRK...

Abb. 3.2.: Wildtyp und mutiertes NLS-Motiv in ABI1 bzw. abi1 im Vergleich zu den
NLS-Motiven des O2-Proteins aus Mais bzw. des SV40 T-Antigens. Neben der
pflanzlichen O2-NLS ist die in Pflanzen funktionsfahige NLS des SV40 T-Antigens
sowie deren nachweislich inaktive, mutierte Version (Merkle et al., 1996) angegeben.
Des Weiteren sind Position und Sequenz der letzten 16 Aminosauren am C-Terminus
von ABI1 aufgefihrt. Letztere wurden fiur die Konstruktion von ABI1dNLS bzw.
abi1dNLS deletiert. Das 12 Aminosauren vom C-Terminus entfernte, putative NLS-
Motiv ist durch Unterstreichen gekennzeichnet und die fir die Mutation der NLS
eingefuhrten Aminosaure-Austausche sind angegeben (ABITmtNLS).

Alle hier erwahnten Variationen des NLS-Motivs von ABI1 sind in Abb. 3.2. im
Vergleich zu den NLS-Versionen des O2-Proteins und des SV40 T-Antigens
dargestellt.

3.1.2. Cotransfektion von ABA-regulierten Reportersystemen und ABI1-
Effektor-Konstrukten

Um die mit der Deaktivierung des NLS-Motivs in ABI1 verbundenen
Konsequenzen zu ermitteln, wurde als erstes untersucht, ob der beschriebene
negative Effekt von ABI1 auf die Aktivierung ABA-regulierter Gene (Sheen,
1998) auch bei Ausfall der moglichen NLS-Funktion zu beobachten ist.

Als transientes experimentelles System fur die Untersuchung von ABI1 und
abi1 mit jeweils intakter bzw. nicht funktionaler NLS wurde die PEG-abhangige
Transformation von Arabidopsis-Mesophyll-Protoplasten genutzt. Hierflr
wurden die verschiedenen ABI1/abi1-Konstrukte jeweils zusammen mit einem
ABA-induzierbaren Reportergenkonstrukt in den Protoplasten exprimiert.
Aulerdem wurde mit ABI1 NAP eine ABI1-Version ohne Phosphatase-Aktivitat

als bereits beschriebene inaktive ABI1-Effektor-Version getestet. Die zur
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Inaktivierung der katalytischen  Aktivitat in  ABI1  NAP flhrende
Sequenzabweichung besteht im Austausch eines Asparaginsaure-Restes durch
einen Alanin-Baustein an Position 177 (Sheen, 1998; Himmelbach et al., 2002).
Als Reporterkonstrukte wurden die von Thomas Hoffmann (2002) bereits in
pSKAscl klonierten, ABA-induzierbaren Reportergenkonstrukte RAB18::LUC
und RD29B::LUC genutzt (s. Abb. 3.3.).

a) pSKAscIRAB18::LUC
Nos Ter Luc RAB18-Promotor

Ascl 661 Sacl 996 BamHI 2869 Sacll 3469 Ascl

pSKAscIRD29B::LUC

Nos Ter LuUC RD29B-Promotor
Ascl 661 BamHI 2869 Sacll 4624 Ascl 4661
b) pBl221
CaMV35S-Promotor GUS NosTer

Sphi12 Ecl13611 2764 'EcoRI 3031
BamHI 87.

Xbal 867
Smal 880

abil als
+ BamHI-Eco147]-
Fragment

+ ABILals

BamHI-Eco147I-Fragment

pBI22135S::ABI1 pBI122135S::abil
CaMV35S-Promotor ABI1 NosTer CaMV35S-Promotor abil NosTer
Sphi 12 Bamhi 72 __l__ (Ecl13611 2764) Sphiiz —_— (Ecl13611 2764)

Abb. 3.3.: Konstrukte fir die Co-Expression ABA-induzierbarer Reporter (RAB18::LUC
und RD29B::LUC, dargestellt in a) und verschiedener ABI1 bzw. abi1 Effektoren (b) im
transienten Protoplasten-System (verandert nach T. Hoffmann, 2002). Da alle ABI1-
und abi1-Effektoren auf die gleiche Weise kloniert wurden sind hier exemplarisch die
Kassetten fur ABI1 und abi1 dargestellt. Informationen zur ABI1 NAP Effektorkassette
sind der Dissertation von T. Hoffmann zu entnehmen. Zur Anwendung der
RD29B::LUC-Reporterkassette siehe 3.1.6.

Das RAB18-Gen (At5g66400) codiert ein glycinreiches, hydrophiles Protein,
welches durch Kalte, Trockenheit oder exogen applizierte Abscisinsaure
induziert wird (Lang and Palva, 1992). An der Induktion des RD29B-Gens
(At5g52300), welche durch Dehydration, osmotischen Stress oder exogene

ABA-Applikation herbeigeflhrt wird, sind bZIP-Transkriptionsfaktoren beteiligt
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(Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 1994; Uno et al., 2000). Das RD29B-Gen
entspricht dem durch Lang und Palva (1992) beschriebenen LTI65-Gen.

Die von Axel Himmelbach zur Verflugung gestellten Effektor-Konstrukte
entstanden durch Ligation der ABI1- bzw. abil- oder ABI1 NAP-Sequenz als
BamHI-Eco1471 Fragment in den von Thomas Hoffmann konstruierten, BamHI-
und Ecl1136ll-verdauten Vektor pBl221 (Jefferson et al., 1987). Um die
deaktivierte NLS-Version von ABI1 und abi1 zu testen wurden die von Axel
Himmelbach in pSK klonierten 35S::ABIImtNLS- und 35S::abilmtNLS-
Kassetten verwendet.

Alle Effektorgene standen unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven CaMV
35S-Promotors sowie des NOS-Terminators. Detaillierte Informationen zu
Effektor- und Reportergenkonstrukten sind Abb. 3.3. sowie dem Anhang 5.3. zu
ennehmen.

Die Effektor-Plasmide pBl22135S::ABI1, pBl22135S::abil,
pBl122135S::ABI1INAP sowie pSK35S:: ABIImtNLS und pSK35S::abilmtNLS
wurden transient in Arabidopsis-Protoplasten eingebracht um ihren Effekt auf
die ABA-Regulation des RAB18::LUC-Reporterkonstruktes zu testen.

3.1.3. Auswirkung eines inaktivierten NLS-Motivs auf die ABI1/abil

Funktion bei der Regulation ABA-induzierter Genexpression

Fir die Analyse der Auswirkungen verschiedener ABI1- und abi1-Effektoren auf
die RAB18::LUC-Regulation wurden Columbia (Col) Protoplasten mit 15 ug
pSKAsclRAB18::LUC sowie jeweils unterschiedlichen Mengen (0-10 ug) des
jeweils getesteten Effektor-Plasmids (pBl22135S::ABI1, pBI22135S::abil...)
cotransfiziert. Als interner Standard wurde 5 pg pSK35S2::GUS eingesetzt. Zur
Expression des Effektors wurden die Protoplasten nach der Transfektion
zunachst 4-6 h ohne Abscisinsaure inkubiert, anschlieRend wurde die Ansatze
gesplittet und zur Induktion des Reporters 30 uM ABA bzw. das entsprechende
Volumen an 10 mM MES (pH 7,0) zugegeben. Vor der Messung der LUC- und
GUS-Aktivitat wurden die Protoplasten fur weitere 14-16 h inkubiert.

In Abbildung 3.4. sind die uber B-Glucuronidase (GUS) standardisierten, ABA-
induzierten LUC-Werte fur RAB::LUC bei ansteigender Menge an Effektor-
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Plasmid dargestellt. Die ABA-Induktion des Reporter-Konstruktes unter dem

Einfluss des jeweiligen Effektors wurde relativ zur Reporter-Aktivitat in

Abwesenheit von Abscisinsaure berechnet und in Prozent ausgedrickt, wobei

die ABA-induzierte Reporteraktivitat in Anwesenheit einer leeren Vektor-

Kontrolle als 100%-Wert angesehen wurde.

ABIImtNLS
ABIINAP
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Abb. 3.4.: Einfluss verschiedener ABI1-
und abi1- Effektoren auf  die
RAB18::LUC-Regulation in Col
Protoplasten. Neben 35S::ABI1 und
35S:abil  werden die jeweiligen
mutierten NLS-Versionen,
35S::ABIImtNLS und 35S::abilmtNLS,
getestet (a bzw. b) Die in (c)
aufgefiihrten unterschiedlichen Effektor-
Plasmide wurden in ansteigender
Konzentration (0-10 pg) zum Reporter-
Konstrukt  hinzugegeben um  den
jeweiligen Effekt der Proteine auf die
Reporter-Expression in An-  oder
Abwesenheit von Abscisinsdure zu
untersuchen (durchgezogene  bzw.
gestrichelte Linie).
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Mit steigender Menge sowohl von 35S::ABI1 als auch von 35S::abil zeigte sich
eine verstarkende Abnahme der ABA-vermittelten Reporter-Induktion, wobei
sich fur das mutierte Protein abi1 ein starkerer negativer Effekt auf die Induktion
ergab als bei Uberexpression des Wildtyp-Proteins ABI1. Bei Cotransfektion
von 35S::abil sank die Induktion des RAB18-Promotors bei einer maximalen
Effektorplasmid-Menge von 10 yg auf 3% ab, wahrend die unter dem Einfluss
von 10 pg 35S::ABI1-Plasmid verbleibende RAB18::LUC-Induktion noch 13%

des ursprunglichen, vollen Induktionswertes betrug (s. Abb. 3.4.a und b).

Wahrend also die ein intaktes NLS-Motiv besitzenden ABI1- und abi1-Proteine
die ABA-abhangige Induktion des RAB18-Promotors erwartungsgemal
hemmten, nahmen die Effektoren ABI1TmtNLS (a) und abiTmtNLS (b) jeweils
keinen inhibierenden Einfluss auf die durch Abscisinsdure verursachte Gen-
Induktion. Sie verhielten sich damit wie die katalytisch inaktive Phosphatase
ABI1 NAP (Abb. 3.4.a), deren Uberexpression zu keiner im transienten System
erfassbaren Veranderung der Reporter-Induktion im Vergleich zur Kontrolle
ohne Effektor flhrte. Die erkennbaren Schwankungen der aus sieben
unterschiedlichen Transformationsansatzen zusammengestellten Messwerte
sind auf die bei unabhangigen Transfektionen auftretenden Abweichungen

zurlckzufuhren.

3.1.4. Konstruktion von GFP-Fusionsproteinen zur Lokalisierung von
ABI1 und abil in Abh&ngigkeit des NLS-Motivs

Als zusatzliche Bestatigung der durch die defekte NLS verursachten Aufhebung
des inhibitorischen Einflusses von ABIl1/abi1 auf die ABA-abhangige
Genregulation sollte die subzellulare Lokalisation von ABI1 und abi1 in
Abhangigkeit des NLS-Motivs untersucht werden. Sowohl in Zwiebel
Epidermiszellen (Hoth et al., 2002) als auch in Protoplasten von Arabidopsis
(Zhang et al.,, 2004) oder Mais (Himmelbach, 2003; unveroffentlichte
Ergebnisse) wurden bereits transient exprimierte GFP-Fusionsproteine von

ABI1 bzw. abi1 im Kern nachgewiesen.
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Um die Lokalisationsstudien in Arabidopsis zu unterstlitzen und um den
Einfluss der ABI1/abi1-NLS auf die subzellulare Verteilung des jeweiligen
Proteins zu untersuchen, wurden verschiedene ABI1- und abil-Versionen in
den von Thomas Hoffmann konstruierten Vektor pBIGFP-fusion kloniert
(Hoffmann, 2002). Bei diesem Vektor handelt es sich um ein pBl221-Derivat mit
CaMV 35S-Promotor, S1 enhancer (Futterer et al., 1990) und smRS-GFP-
Sequenz (soluble modified red shifted GFP) mit mutiertem STOP-Codon (Davis
and Vierstra, 1998). Er wurde fur die Expression von GFP-Fusionsproteinen im
transienten System und als Zwischenstufe flr die Klonierung dieser Reporter-
Fusionen in den binaren Vektor pBI121 genutzt.

Neben den bereits bezuglich der ABA-abhangigen Genregulation in Arabidopsis
Protoplasten getesteten ABI1/abil-Versionen (s. 3.1.3.) wurden zusatzlich ABI1
und abil mit jeweils deletierter NLS-Version in den Vektor pBIGFP-fusion
kloniert (ABI1dNLS bzw. abildNLS, siehe 3.1.1.).

Alle ABI1- und abil-Sequenzen wurden als Amplifikat einer proof reading PCR
mit Hilfe von Xhol-Uberhdngen in die hinter dem GFP-Gen eingefligte Xhol-
Schnittstelle ligiert (Primer s. Anhang 5.1.). Dadurch handelte es sich bei den
angefertigten GFP-Fusionsklonen ausschlieBlich um N-terminale Reporter-
Fusionen (s. Abb. 3.5.). Alle GFP-Konstrukte sind dem Anhang 5.3. zu

entnehmen.

Sphl 12 355 S1 Promotor
Nhel 317 . .
+ zu fusionierende

Gensequenz
3718 414 ABI1
GFP327
pUC19 ori 3 ABIImtNLS
3305 827 /
pBI122135SS1GFP327-fusion — ABI1dNLS
3953 bp Xhol 1055
\ .
2892 1240 abil
Nos ter
abilmtNLS
EcoRI 1326
paliz080 abildNLS

Ampr

Abb.3.5.: Klonierungsvektor pBIGFP-fusion fur die Expression verschiedener GFP-
ABI1 und GFP-abi1 Fusionsproteine im transienten System
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3.1.5. Subzellulare Verteilung von GFP-ABI1 und GFP-abil in
Abhéngigkeit des NLS-Motivs

Die Lokalisation der GFP-Fusionen von ABI1, abi1, ABITmtNLS, abi1mtNLS,
ABI1dNLS und abi1dNLS wurde in RLD Protoplasten untersucht, die mit jeweils
5-15 ug des jeweiligen Expressionsvektors transfiziert wurden. Die Co-
Transformation mit je 5 pg pSK35S«2:GUS diente zur Uberpriifung der
Transformationseffizienz. Nach Zugabe von 0 uM ABA bzw. 30 yM ABA und
anschlielRender 14-20-stindiger Inkubation im Dunkeln wurden die Protoplasten
zuerst mit Hilfe eines Epifluoreszenz-Mikroskops analysiert. Zur Kontrolle der
Kernlokalisation wurden die Zellen vor dem Mikroskopieren 5 min mit DAPI
bzw. mit dem Bisbenzimid H33342 behandelt. Obwohl nur jeweils ein geringer
Anteil der untersuchten Protoplasten (3-4 Protoplasten unter 10%) ein sich
deutlich vom Hintergrund abzeichnendes Signal zeigte, konnte sowohl die GFP-
Fluoreszenz als auch die Fluoreszenz der nuklearen Marker DAPI und H33342
nachgewiesen werden. In Abbildung 3.6. sind jeweils GFP- und DAPI-

Fluoreszenzaufnahmen einander gegentbergestellt.

..
f h
-

Abb. 3.6.: Subzellulare Lokalisation verschiedener GFP-ABI1- und GFP-abi1-Fusionen
in transient transformierten RLD-Protoplasten unter dem Epifluoreszenz-Mikroskop.
Die Protoplasten wurden transfiziert mit 35SS1::GFP-ABI1 (a), 35SS1::GFP-abil (b),
35SS1::GFP-abilmtNLS (c) oder 35SS1::GFPnoSTOP. Die unter dem Mikroskop in
untransformierten bzw. kaputten Protoplasten zZu beobachtende
Hintergrundfluoreszenz ist in (h) dargestellt. Zur Markierung der Zellkerne wurde DAPI
(e-g) oder H33342 verwendet. Die angegebene Malieinheit entspricht 20 um.
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Wahrend fur die ABI1- und abi1-Fusionsproteine eine klare nukleare
Lokalisation zu erkennen war (a bzw. b), schien das GFP-Signal von GFP-
abiTmtNLS, ahnlich wie bei unfusioniertem GFP-Protein gleichmalig innerhalb
der Zelle verteilt zu sein (c). Zwischen ABA-behandelten und ABA-
unbehandelten Protoplasten waren, beziglich der Signalverteilung, insgesamt
keine Unterschiede zu erkennen.

Da unter dem Epifluoreszenz-Mikroskop das Untersuchen der GFP- und DAPI-
Fluoreszenz oftmals durch das Uberlagernde Signal der Chlorophyllfluoreszenz
erschwert wurde, erfolgten zusatzliche Analysen der Protoplasten unter
Nutzung eines konfokalen Mikroskops (CLSM; confocal laser scanning
microscope). Dieses ermdglicht zudem eine bessere Trennung der sich
teilweise Uberlagernden Emissionsspektren von DAPI und GFP bzw. H33342
und GFP und somit eine exaktere Zuordnung der Signale als das
Epifluoreszenz-Mikroskop.

Die Proben fur das Konfokalmikroskop wurden auf die gleiche Weise vorbereitet
wie die unter dem Epifluoreszenz-Mikroskop untersuchten Proben. Auch hier
war fur die ABI1- und abi1-Reporterfusionen mit intakter NLS hauptsachlich
eine nukleare Lokalisation, sowie eine im Ausmal variierende, cytosolische

Verteilung des jeweiligen Fusionsproteins zu erkennen (s. Abb. 3.7.a, d).

.-
..

Abb. 3.7.: Konfokale Mikroskopie zur subzelluldren Lokalisation verschiedener GFP-
ABI1- und GFP-abi1-Fusionen in transient transformierten RLD-Protoplasten. Die
Protoplasten wurden transfiziert mit 35SS1::GFP-abil (a), 35SS1::GFP-ABI1dNLS (b)
oder 35SS1::GFPnoSTOP (c). Zur Markierung der Zellkerne wurde H33342 (d-f)
verwendet. Die angegebene Maleinheit entspricht 20 ym.
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Die mit der Expression von GFP-ABI1dNLS naher untersuchte Deletion des
NLS-Motivs fuhrte, ahnlich wie die mutierte NLS in GFP-abi1mtNLS, zu einer
meist regelmaligen Verteilung des GFP-Signals im Cytosol und im Kern (Abb.

3.7.b, e), welche erwartungsgemal auch fur unfusioniertes GFP (Abb. 3.7.c)
beobachtet werden konnte (Haseloff et al., 1997; Hoth et al., 2002).
Sowohl bei GFP-ABI1 als auch bei GFP-abi1 fiuhrte demnach das Ausschalten

des NLS-Signals zu einer subzellularen Umverteilung des Reportersignals und

damit des Proteins in Arabidopsis-Protoplasten.

3.1.6. Einfluss verschiedener GFP-ABI1- und GFP-abil-Fusionen auf die

Regulation ABA-induzierter Genexpression

Um die Funktionalitat der fur die Lokalisationsstudien herangezogenen GFP-

ABI1- bzw. GFP-abi1-Fusionen zu uberprifen, wurde die Auswirkung der

entsprechenden

Expressionsklone auf die Regulation ABA-abhangiger

Genexpression im transienten Arabidopsis Protoplasten-System untersucht.

GFP-abilmtNLS

GFP-abil
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c
)
%
S 50 -
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Effektor Plasmid (ug DNA)
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Reporter |RD293>—{ we |

G—»D
Effektoren | 35S abil
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Abb. 3.8.: Einfluss verschiedener
GFP-abi1-Effektoren auf die
RD29B::LUC-Regulation in Col
Protoplasten. Neben 35S:abil als
Inhibierungskontrolle wurde 35S::GFP-
abil und die mutierte NLS-Version,
35S::GFP-abilmtNLS, getestet (a). Die
in (b) aufgefihrten unterschiedlichen
Effektor-Plasmide wurden in
ansteigender Konzentration (0-10 ug)
zum Reporter-Konstrukt hinzugegeben
um den jeweiligen Effekt der Proteine
auf die Reporter-Expression in An-
oder Abwesenheit von Abscisinsaure
zu untersuchen (durchgezogene bzw.
gestrichelte Linie).
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Die unter 3.1.4. beschriebenen Effektorplasmide pBIGFP-ABI1, pBIGFP-abil,
pBIGFP-ABILIMINLS sowie pBIGFP-abilmtNLS wurden transient in Col-
Protoplasten eingebracht und ihr Effekt auf das ABA-induzierbare
Reporterkonstrukt RD29B::LUC (s. Abb. 3.3.) getestet. Pro Transformation
wurden, wie bereits oben beschrieben, 15 ug pSKAscIRD29B::.LUC, 5 ug
pSK35S.2:GUS als interner Standard und unterschiedlichen Mengen (0-10 ug)
des jeweils getesteten Effektorplasmids (pBI221GFP-ABI1, pBl221GFP-abil...)
eingesetzt.

Zur Expression des Effektors wurde die Transfektion erst fur 4-6 h ohne
Abscisinsaure inkubiert, anschlieend wurden die Ansatze geteilt und zur
Induktion des Reporters 30 uyM ABA bzw. das entsprechende Volumen an
10 mM MES (pH 7,0) zugegeben und fur weitere 14-16 h inkubiert.

b)
Reporter | RD29B Luc

100 Effektoren | 35S >——| ABI1
> e | aBn |

355
RRK—» QNN
[ 355 >—{ oP | ABllthle]

Abb. 3.9.: Einfluss verschiedener GFP-
ABI1-Effektoren auf die RD29B::LUC-
Regulation in Col Protoplasten. Als
Effektoren wurden 35S::GFP-ABI1 und
die mutierte NLS-Version, 35S::GFP-
ABIImtNLS, getestet, wobei 35S::ABI1
als Inhibierungskontrolle diente (a). Die
in (b) schematisch dargestellten,
unterschiedlichen Effektor-Plasmide
wurden in ansteigender Konzentration
(0-10 upg) zum Reporter-Konstrukt
hinzugegeben um den jeweiligen Effekt

0 01 1 10 der Proteine auf die Reporter-
.O- OuMABA  Effektor Plasmid (ug DNA) Expression in An- oder Abwesenheit von
- 30 M ABA Abscisinsaure zZu untersuchen
(durchgezogene bzw. gestrichelte Linie).
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Die fur die GFP-abi1- und GFP-ABI1-Effektoren erzielten Ergebnisse sind in
getrennten Abbildungen dargestellt: in Abb. 3.8. und Abb. 3.9. sind die Uber B-
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Glucuronidase (GUS) standardisierten, ABA-induzierten Luciferase (LUC)-
Werte fur RD29B::LUC in Abhangigkeit der Menge an eingesetztem abi1- (Abb.
3.8.) bzw. ABI1- (Abb. 3.9.) Effektor gezeigt. Die ABA-Induktion des Reporter-
Konstruktes unter Einfluss des jeweiligen Effektors wurde relativ zur Reporter-
Aktivitat in Abwesenheit von Abscisinsaure berechnet und in Prozent
ausgedruckt, wobei die ABA-induzierte Reporteraktivitat in Anwesenheit einer
leeren Vektor-Kontrolle als 100%-Wert angesehen wurde.

Beim Vergleich der Effektor-Wirkung von GFP-ABI1- und GFP-abi1-Konstrukten
zeigte sich, dass der starkste negativ regulatorische Effekt von der GFP-abi1-
Fusion ausging: bei Cotransfektion von 35S::GFP-abil sank die Induktion des
RD29B-Promotors bei 10 ug Effektor-Plasmid bis auf 5% des urspringlichen
Induktionswertes ab, womit die abi1-Reporter-Fusion genauso effizient hemmte
wie das unfusionierte abi1 Protein (Abb. 3.8.a). Die durch GFP-ABI1 vermittelte
Hemmung fiel hingegen mit einer Restinduktion von 37% bei 10 pg Effektor-
Plasmid deutlich schwacher aus als die inhibierende Wirkung des nicht
fusionierten ABI1 Proteins, welches nur 7% der urspringlichen Induktion zuliel3
(Abb. 3.9.a).

Insgesamt zeigte sich jedoch in jedem Fall eine negative Beeinflussung der
ABA-abhangigen Genregulation, was fur eine mit der Wirkung der nicht
fusionierten ABI1- und abi1-Formen vergleichbare Funktionalitdt der GFP-
Fusionen im transienten Expressionssystem spricht. Auch die Protein-Fusionen
mit defekter NLS-Sequenz, also GFP-ABITmtNLS und GFP-abi1mtNLS,
verhielten sich im GroRen und Ganzen wie die entsprechenden nicht
fusionierten Effektoren, indem sie keine (Abb. 3.8.a) oder eine nur schwache
inhibitorische Wirkung (11% Inhibition fur GFP-ABI1TmtNLS im Vergleich zur
Kontrolle, Abb. 3.9.a), auf die durch Abscisinsaure verursachte Gen-Induktion
ausubten.

Aufgrund der bei unabhangigen Transfektionen auftretenden Schwankungen
wurden die in Abb. 3.8. und Abb. 3.9. gezeigten Messreihen aus bis zu flnf
unabhangigen Transformationsereignissen erstellt. Das als Negativkontrolle
eingesetzte unfusionierte GFP-Protein aus pBIGFP-fusion zeigte keinen

Einfluss auf die RD29B-regulierte Reporter-Expression.
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3.1.7. Einfluss verschiedener GUS-ABI1- und GUS-abil-Fusionen auf die
Regulation ABA-induzierter Genexpression

Da bereits generierte, stabile Arabidopsis-Transformanden (Okotyp RLD) mit
ektopischer Expression der GUS-Fusionen von ABI1, abi1, ABI1dNLS und
abi1dNLS zur Verfligung standen (s. Anhang 5.3.), wurde zusatzlich die
Funktionalitat der entsprechenden GUS-fusionierten Effektoren im transienten
Protoplasten-System mit RD29B::LUC getestet. Diese Analyse fand parallel zu
den unter 3.1.8. beschriebenen Untersuchungen der GFP-Fusionen statt, wird
jedoch zwecks einer ubersichtlicheren Darstellungsweise im Folgenden als
getrennter Teil dargestelit.

Die Konstruktion der von Axel Himmelbach fir die Herstellung stabiler GUS-
Transformanden verwendeten GUS-Kassetten begann in pBl221. Dabei wurde
ein Uber Pwo-PCR mit spezifischen Primern erhaltenes Teilfragment des GUS-
Gens Uber die im Amplifikat enthaltene BstBI-Stelle sowie blunt Gber die im
reverse Primer integrierte, ungeschnittene, Xhol-Schnittstelle in die Uber BstBI
und Ecl136ll geodffnete GUS-Sequenz von pBI221 ligiert (Primer s. Anhang
5.1.). Dadurch wurde das STOP-Codon des GUS-Gens mutiert und gleichzeitig
die Xhol-Schnittstelle des reverse Primers am 3’-Ende der GUS-Sequenz
eingeflugt. Diese Schnittstelle diente als Eintrittsstelle fur alle ABI1- und abil-
Sequenzen in die so kreierte 35S::GUSNoSTOP-Kassette. Dabei wurden die
gleichen Xhol-Uberhang-Primer verwendet wie fir die Konstruktion der oben
erwahnten GFP-Fusionen in pBI221 (s. 3.1.4.). Das EinflUgen der
verschiedenen ABI1- und abil-Sequenzen erfolgte jedoch erst nach Uberfiihren
der modifizierten 35S::GUSNoSTOP-Kassette als Hindlll-EcoRI-Fragment in
den binaren Vektor pBl121.

Die so konstruierten GUS-ABI1-,GUS-ABI1dNLS-, GUS-abi1- und GUS-
abi1dNLS-Plasmide wurden zur Transformation von Arabidopsis—Pflanzen
(RLD) benutzt. Der erfolgreiche Transfer der DNA in die Pflanzen wurde in der
T1-Generation Uber PCR aus genomischer Pflanzen-DNA bestatigt.

Um die Funktionstlchtigkeit der in den transgenen Pflanzen Uberexprimierten
GUS-ABI1- und GUS-abi1-Fusionen zu Uberprifen, wurden die entsprechenden
pBl121-Derivate im transienten Arabidopsis-Protoplasten-System bezuglich

ihrer Auswirkung auf die Expression der ABA-induzierbaren RD29B::LUC-
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Kassette untersucht. Die Versuchsdurchfihrung erfolgte, wie in 3.1.6. bereits
beschrieben, mit je 15 pug Reporterkonstrukt pSKAscIRD29B::LUC, 5 ug
pSK35S2:GUS als interner Standard sowie 0-10 ug des jeweils getesteten
Effektorplasmids (pBI121GUS-ABI1, pBI221GUS-abil...).

a) b)  Reporter RD29B >—| LUC
5S

: G—»D
Effektoren 3 abil
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355 >—{ eus || abin |
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Abb. 3.10.: Einfluss verschiedener
GUS-abi1-Effektoren auf die
RD29B::LUC-Regulation in
Arabidopsis-Protoplasten (Col).
Neben 35S::abil-Plasmid als
Inhibierungskontrolle wurde
35S::GUS-abil-Plasmid und die
deletierte NLS-Version, 35S::GUS-
abildNLS, getestet (a). Die in (b)
aufgeflhrten unterschiedlichen
abil i Effektor-Plasmide wurden in
//ﬁ ........... Oy ansteigender Konzentration (0-10 pg)
0 [;L,;' T . 5 zum Reporter-Konstrukt
0 01 1 10 hinzugegeben um den jeweiligen
Effekt der Proteine auf die Reporter-
_ Expression in An- oder Abwesenheit
.:D[)_ngﬁii Eifektor Plasmid (g DNA) von Abscisinsdure zu untersuchen
(durchgezogene bzw. gestrichelte

Linie).
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Zur phanotypischen Expression des jeweiligen Effektors wurde die Transfektion
erst fir 4-6 h ohne Abscisinsaure inkubiert, dann wurden die Ansatze geteilt
und zur Induktion des Reporters 30 uM ABA bzw. das entsprechende Volumen
an 10 mM MES (pH 7.0) zugegeben. Nach weiteren 14-16 h Inkubation erfolgte
die Messung der Reporter-Aktivitaten von LUC und GUS. Zur besseren
Ubersicht sind die fiir die GUS-ABI1- und GUS-abi1-Effektoren erzielten
Ergebnisse in getrennten Abbildungen (s. Abb. 3.10. bzw. 3.11.) dargestellt.

Far die GUS-ABI1- und GUS-abi1-Effektoren ergab sich ein ahnliches Bild wie

fur die entsprechenden GFP-Fusionen. Auch hier war die inhibitorische Wirkung
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von GUS-abi1 starker als die von GUS-ABI1, wobei jedoch im Vergleich zu den
GFP-Fusionen insgesamt eine Abschwachung des hemmenden ABI1- bzw.
abi1-Effekts festzustellen war. So bewirkte 10 ug 35S::GUS-abil nur noch eine
Hemmung des RD29B-Promotors von 19% des ursprunglichen
Induktionswertes (Abb. 3.10.a), die GUS-ABI1 vermittelte Hemmung lag flr die
maximale Menge an eingesetztem Plasmid sogar nur noch bei 46% der
Ausgangsinduktion (Abb. 3.11.a).
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Abb. 3.11.: Einfluss von GUS-ABI1-
Effektoren auf die RD29B:LUC-
Regulation in Col Protoplasten. Als
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GUS-ABI1 Effektor wurde neben 35S::GUS-
ABI1 die deletierte ABI1-NLS-
Version, 35S::GUS-ABI1dNLS,

getestet. Das Konstrukt 35S::ABI1
diente als Inhibierungskontrolle der
ABA-abhangigen Genregulation (a).
Die verwendeten Effektor-Plasmide
sind in b) schematisch dargestellt.
Jedes Plasmid wurde in ansteigender
Konzentration  (0-10 pg) zum
Reporter-Konstrukt hinzugegeben um
0 01 1 10 den jeweiligen Effekt der Proteine auf
die Reporter-Expression in An- oder
Abwesenheit von Abscisinsdure zu
[0- 30 uM ABA untersuchen (durchgezogene bzw.

25

-0~ 0puM ABA Effektor Plasmid (ug DNA)

gestrichelte Linie).

Obwohl es bei den getesteten GUS-Fusionen im Vergleich zu den
unfusionierten Effektor-Konstrukten zu einer eindeutigen Verschlechterung der
ABI1- und abi1-Effizienz bei der Regulation der ABA-vermittelten
Genexpression kam, waren die ABI1- und abi1-vermittelten negativen Effekte
auf die RD29B::LUC-Expression immer noch klar erkennbar. Auch die Protein-
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Fusionen mit defekter NLS-Sequenz, GUS-abi1dNLS und GUS-ABI1dNLS,
zeigten mit 85% (GUS-abi1, Abb. 3.10.a) bzw. 78% Restinduktion (GUS-ABI1,
Abb. 3.11.a) ein den nicht fusionierten Versionen einigermalien entsprechendes
Bild. Die GUS-Fusionen von ABI1, abil, ABI1dNLS und abildNLS konnten
somit — zumindest im transienten System - als funktionsfahig angesehen
werden.

Auch bei den hier beschriebenen Versuchsansatzen kam es zu starken
Schwankungen der Messwerte unabhangiger Transfektionen, weshalb die in
Abb. 3.10. und Abb. 3.11. gezeigten Ergebnisse aus bis zu funf unabhangigen
Transformationsereignissen zusammengestellt wurden. Das als
Negativkontrolle eingesetzte unfusionierte GUS-Protein aus pBI121 zeigte

keinen Einfluss auf die RD29B-regulierte Reporter-Expression.

Die sowohl bei Reporterfusionen von ABI1 als auch von abi1 klar erkennbare
Abschwachung der effektorischen Wirkung lasst sich wohl durch die
angehefteten Reporter erklaren. So werden ABI1 und abi1 offensichtlich durch
das 66 kD grole, tetramere GUS-Protein in ihrer Wirkung als Effektor strak
beeintrachtigt. Die Behinderung durch das mit 34 kD vergleichsweise kleine und
nur bei hohen Konzentrationen zur Dimerisierung neigende GFP-Protein, fallt

dagegen schwacher aus.

3.1.8. Physiologische Charakterisierung transgener Arabidopsis-
Pflanzen mit GFP-ABI1/abil- bzw. GUS-ABI1/abil-Uberexpression

Um Funktion und Einfluss der in ABI1/abi1 vorhandenen NLS-Sequenz genauer
zu ermitteln, sollten in Pflanzen durch Abscisinsaure regulierte, physiologische
Prozesse untersucht werden. Hierzu zahlen beispielsweise die Ermittlung der
Keimungsrate unter ABA-Einfluss, die Untersuchung des Wurzelwachstums bei
Keimlingen sowie die Messung der stomataren Transpiration uber
Wasserverlust. Im folgenden Abschnitt ist die Generierung der fur diese

Untersuchungen bendtigten Pflanzen beschrieben.
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3.1.8.1. Konstruktion transgener Arabidopsis-Pflanzen mit ektopischer

Expression verschiedener ABl1/abi1-Reporterfusionen

Neben den bereits unter 3.1.7. beschriebenen GUS-Pflanzen wurden stabile
Arabidopsis-Transformanden mit ektopischer Expression der verschiedenen, im
transienten System getesteten GFP-ABI1 bzw. GFP-abi1-Konstrukte generiert.
Hierzu wurden die in pBIGFPfusion zusammengestellten Kassetten von GFP-
ABI1, GFP-abi1 und GFP-abi1dNLS mittels proof reading PCR und Primern mit
Ascl-Uberhdngen amplifiziert und dann anhand der Ascl-Schnittstellen als
35SS1::GFP-Fusion-Nos-Fragment in den Ascl-linearisierten Vektor pBl121
ligiert (Primer siehe Anhang 5.1.).

Diese pBI121-GFP-Fusionen wurden Uber Agrobakterien-vermittelten Transfer
in Arabidopsis-Pflanzen (Okotyp RLD) eingebracht und die transgenen Samen
anschlieBend auf Kanamycin-Platten selektiert. Bei den nachfolgenden
Untersuchungen der GFP-ABI1-, GFP-abi1- und GFP-abi1dNLS-Pflanzen
wurden je Reporterkonstrukt mindestens zwei unabhangige heterozygote Linien
mit 3:1-Seggregation verwendet. Die von Axel Himmelbach bereitgestellten
GUS-Linien, von denen pro Konstrukt auch mindestens zwei verwendet

wurden, waren alle homozygot.

3.1.8.2. Keimungsrate, Wurzelwachstum und stomatare Requlation bei GUS-
ABI1/abi1-Pflanzen in Abhangigkeit von ABA

Um die Keimungsrate der homozygoten 35S::GUS-ABI1-, 35S::GUS-abil-,
35S::GUS-ABI1dNLS- und 35S::GUS-abildNLS-Linien zu ermitteln, wurden 80-
100 sterilisierte Samen auf MS-Agarplatten mit ansteigenden ABA-
Konzentrationen (0-10 yM) ausgebracht und nach 48 h Lagerung bei 4 °C fur
4 d bei 21 °C inkubiert. Innerhalb dieses Zeitraums wurde mehrmals die Anzahl
gekeimter Samen ermittelt, wobei das Erscheinen der Primarwurzel als
Keimungsvorgang gewertet wurde (Bewley, 1997). In Abb. 3.12.a. sind die nach
4 Tagen ermittelten Keimungsraten dargestellt. Der Versuch wurde insgesamt

dreimal durchgefuhrt.
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Wahrend die GUS-ABI1 und GUS-ABI1dNLS-Uberexprimierenden Linien eine
parallel zur ansteigenden ABA-Konzentration sinkende Keimungsrate und somit
keine Unterschiede zu — hier nicht gezeigten - RLD Wildtyp-Pflanzen aufwiesen,
konnte bei GUS-abi1-Samen fur alle ABA-Konzentrationen eine fur abil-
Mutanten typische, ABA-insensitive Keimung (Koornneef et al.,, 1984)
beobachtet werden (Abb. 3.12. a.).

Im Gegensatz dazu zeigten GUS-abi1dNLS-Samen ein den GUSABI1- und
GUS-ABI1dNLS-Linien sowie den Wildtyp-Pflanzen entsprechendes, ABA-
sensitives, Keimungsverhalten.

Des Weiteren wurde bei homozygoten 35S::GUS-ABI1-, 35S::GUS-abil-,
35S::GUS-ABI1dNLS- und 35S::GUS-abidNLS-Keimlingen das
Wurzelwachstum unter ABA-Einfluss getestet (s. Abb. 3.12.b). Dazu wurden 5 d
alte Keimlinge, die zuvor auf MS-Agarplatten angezogen worden waren, auf

Platten mit unterschiedlichen ABA-Konzentrationen (0-100 uM) transferiert.
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Abb. 3.12.: Analyse ABA-abhangiger Reaktionen in Arabidopsis-Pflanzen mit
ektopischer Expression verschiedener GUS-ABI1- bzw. GUS-abi1-Konstrukte.

a) Zur Ermittlung der Keimungsrate wurden die Samen von GUS-abi1- (schwarzer
Kreis), GUS-ABI1- (schwarzes Quadrat), GUS-ABI1dNLS- (weiRes Quadrat) und GUS-
abi1dNLS-Linien (weiller Kreis) untersucht. Die Anzahl gekeimter Samen wurde
ermittelt und der Prozentsatz relativ zur Gesamtzahl an Samen berechnet (n = 80-100,
mittlere Standardabweichung bei 2 Versuchswiederholungen + 10%). b) Das relative
Wurzelwachstum unter ABA-Einfluss wurde flir 5 d alte Keimlinge (n = 25) ermittelt, die
vor der Messung 4 d auf Platten mit 0-100 yM ABA gewachsen waren. c) Als Mal} fur
das stomatdre Offnungsverhalten gilt die Messung des in Blattern stattfindenden
Wasserverlustes Uber die Zeit. Dafur werden in Gré3e und Entwicklung vergleichbare
Blatter (n = 8) abgeschnitten und der prozentuale Verlust ihres Frischgewichts bei RT
Uber die Zeit ermittelt (mittlere Standardabweichung bei 2 Wiederholungen = 12%).
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Das Wachstum der Wurzeln betrug auf Kontrollplatten ohne ABA 16 + 2, 17 £ 2,
17 £ 2 and 16 £ 2 mm fur GUS-ABI1-, bzw. GUS-ABI1dNLS-, GUS-abi1- und
GUS-abi1dNLS-Pflanzen (mittlere Stabweichung + 16%). Der Versuch wurde in
drei unabhangigen Ansatzen durchgefuhrt.Die jeweilige Zunahme der
Wurzellange wurde 4 Tage nach dem Transfer auf ABA- bzw. Kontrollplatten
gemessen. Auch hier verhielten sich GUS-ABI1- und GUS-ABI1dNLS-Linien
wie Wildtyp-Pflanzen, indem sie ein bei ansteigender ABA-Konzentration
zunehmend gehemmtes Wurzelwachstum zeigten. Ektopische Expression von
GUS-abi1 fuhrte hingegen zu einem deutlich unempfindlicheren Verhalten
gegenuber ABA: wahrend das relative Wurzelwachstum unter dem Einfluss von
100 uM ABA bei GUS-ABI1- und GUS-ABI1dNLS-Pflanzen nur 22% bzw. 19%
betrug, war das Wachstum der Wurzel von GUS-abi1-Keimlingen mit 65% bei
100 uM ABA deutlich weniger gehemmt. Transgene GUS-abi1dNLS-Pflanzen
zeigten wiederum eine dem Wildtyp- oder den GUS-ABI1-Pflanzen
entsprechende Wachstumshemmung von 20% bei 100 uM ABA.

Um die Regulation des ABA-induzierten Stomataschlusses in den
verschiedenen GUS-Pflanzen zu untersuchen, wurde zudem der Wasserverlust
abgeschnittener Arabidopsis-Blatter Uber den Zeitraum von 60 min analysiert.
Hierfir wurde bei frisch abgetrennten Blattern von vergleichbarer Gro3e und
aus demselben Entwicklungsstadium der prozentuale Verlust des
Frischgewichts bei Raumtemperatur Uber die Zeit ermittelt (Abb. 3.12.c). Dabei
zeigten die Linien mit ektopischer GUS-abi1-Expression im Vergleich zu den
GUS-ABI1-, GUS-ABI1dNLS- und GUS-abi1dNLS-Pflanzen den starksten
Wasserverlust: nach 40 min war das Frischgewicht um mehr als 20% reduziert,
wahrend der Gewichts- und somit der Wasserverlust der restlichen GUS-Linien
bei 10-12% lag. In Abbildung 3.13. ist zudem der fortschreitende Wasserverlust
uber den damit einhergehenden Welkvorgang von GUS-abi1-Blattern im
Vergleich zu GUS-abi1dNLS-Blattern dokumentiert: wahrend die ABA-
insensitiven GUS-abi1-Blatter nach 3 Stunden ausgetrocknet sind, schreitet der
Wasserverlust in den GUS-abi1dNLS-Blattern vergleichsweise langsam voran.
Als Kontrollen fungierten neben Wildtyp-Blattern die Blatter der entsprechenden
ABI1-Fusionen. Die Dokumentation des Gewichtverlustes Uber die Zeit wurde

noch zweimal mit jeweils unterschiedlichem Pflanzenmaterial wiederholt.

82



Ergebnisse

35S::GUS-abil

Abb. 3.13.: Zeitreihe des Wasserverlustes
und des damit verbundenen Welkvorgangs
als Indikator fir die Regulation stomatarer
Bewegungen. Frisch abgeschnittene GUS-
abi1- und GUS-abi1dNLS-Blatter gleicher
Grole und aus demselben
Entwicklungsstadium Pflanzen wurden Uber
eine Zeit von 3 h alle 15 min photographiert
und ihr fortschreitendes Welken anhand der
Bilder dokumentiert.

35S::GUS-abildNLS

Demnach zeigten die homozygoten GUS-abi1-Pflanzen in allen hier
durchgefuhrten physiologischen Assays ein deutliches, ABA-insensitives
Verhalten, welches jedoch mit einer deletierten NLS nicht aufrechterhalten
werden konnte. Die Uberexpression von GUS-ABI1 und GUS-ABI1dNLS hatte
hingegen keinerlei Effekt auf das Verhalten der entsprechenden Pflanzen bei
den getesteten, ABA-abhangigen Reaktionen. Diese Ergebnisse wurden auch
vom aufleren Erscheinungsbild der unter Standardbedingungen (s. 2.3.1.)
angezogenen, homozygoten, transgenen GUS-Linien gestitzt. Wahrend GUS-
ABI1-, GUS-ABI1dNLS- und GUS-abi1dNLS-Pflanzen sich von pBI121-
Kontrollpflanzen aufderlich nicht unterschieden, konnte fur GUS-abi1-Pflanzen
jedes Mal ein deutlich retardiertes Wachstum beobachtet werden (vgl. Abb.
3.14.a-d mit e).

2) | o d N

pBI121 “GUS-ABI1 = GUS- = GUS-abil*+  GUS-
anLs ABIl- s -abll

GRS, e

Abb. 3.14.: Wachstumsverhalten homozygoter GUS-Reporterlinien. Wahrend die unter
Langtagbedingungen angezogenen GUS-ABI1dNLS-, GUS-ABI1- und GUS-abi1dNLS-
Pflanzen (b bzw. ¢ und d) sich in ihrer Entwicklung von den Vektor-Kontrollpflanzen (a)
nicht unterscheiden, zeigen die GUS-abi1-Pflanzen (e) ein verzégertes Wachstum.
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3.1.8.3. Vergleich der phanotypischen Merkmale von GFP-ABI1/abi1-
Pflanzen und GUS-ABI1/abi1-Pflanzen Uber das Keimungsverhalten

Um zu Uberprifen ob, ahnlich wie im transienten Protoplasten-System, die
Funktionalitdat der GFP- und GUS-ABI1/abi1-Fusionen auch in transgenen
Pflanzen vergleichbar ist, wurde auf ABA-Platten (0 bzw. 15 uyM ABA) das
Keimungsverhalten der GFP- und GUS-Reporterlinien parallel untersucht.
Zusatzlich wurde der Einfluss des mit 10 Aminosauren vergleichsweise kurzen
Anhangs c-myc auf die Wirkungsweise von ABI1 getestet. Hierfur wurden
transgene Pflanzen verwendet, welche das von Yulin Tang klonierte Konstrukt
pPMESHI35S::c-myc-ABI1 enthielten (siehe Tang, 2003).

Zur Ermittlung der Keimungsrate wurden die entsprechenden Samen (T.-
Generation) wie unter 3.1.8.2. beschrieben auf Agarplatten mit 0 bzw. 15 yM
ABA ausgebracht. In Abb. 3.15.a. sind die nach 4 Tagen ermittelten

Keimungsraten aus drei unabhangigen Versuchsreihen dargestellt.

80
601

407

Keimung [%)]

201

00 pM ABA
B25 UM ABA

Abb. 3.15.: Vergleich des Keimungsverhaltens zwischen transgenen Arabidopsis-
Pflanzen mit ektopischer Expression verschiedener ABI1- und abi1-Fusionsproteine. a)
Zur Ermittlung der Keimungsrate wurden die Samen von 35S::GUS-abil-, GUS-
abildNLS, 35SS1::GFP-abil, 35SS1::GFP-abildNLS- sowie 35S::c-myc-ABI1-Linien
untersucht. Als Kontrolle dienten Pflanzen mit ektopischer pBl121-Expression. Die
Anzahl gekeimter Samen (n = 90-120) wurde in 3 unabhangigen Versuchsansatzen
ermittelt und der Prozentsatz relativ zur Gesamtzahl an Samen berechnet.
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Wahrend die GFP-abi1dNLS-Uberexprimierenden Linien, ahnlich wie die
entsprechenden GUS-Linien, eine parallel zur ansteigenden ABA-Konzentration
sinkende Keimungsrate und somit keine Unterschiede zu — hier nicht
gezeigten - RLD Wildtyp-Pflanzen aufwiesen, konnte auch bei GFP-abi1-
Samen in Gegenwart von ABA die fur abil-Mutanten typische - und hier bereits
fur GUS-abi1-Pflanzen beobachtete - ABA-insensitive Keimung (Koornneef et
al., 1984) gezeigt werden. Des Weiteren zeigten GFP-ABI1-Pflanzen, genau
wie GUS-ABI1-Pflanzen, ein Wildtyp-ahnliches, ABA-sensitives
Keimungsverhalten. Im Gegenteil hierzu und auch zu friheren Befunden bei
ABI1-Uberexprimierenden Pflanzen (Wu et al., 2003) steht die fur 35S::c-myc-
ABI1-Pflanzen dokumentierte, ABA-insensitive Keimung. GUS- und GFP-
Fusionen der ABI1- und abi1-Proteine zeigen also sowohl im transienten als
auch im stabil transformierten System vergleichbare Eigenschaften, die jedoch

fur c-myc-Fusionen, zumindest im Fall von ABI1, nicht bestatigt werden kénnen.

3.1.9. Lokalisation der Fusionsproteine GFP-ABI1 und GFP-abil in stabil

transformierten Arabidopsis-Pflanzen

Zusatzlich zu den physiologischen Anworten auf ABA wurde in den transgenen
35SS1::GFP-ABI1-, 35SS1::GFP-abil- und 35SS1::GFP-abildNLS-Pflanzen
die Verteilung des jeweiligen Fusionsproteins untersucht.

Hierfir wurden von den transgenen-Linien Samen auf MS-Agarplatten
angezogen und die Keimlinge nach 5-7 Tagen (Tz-Generation) zunachst auf
Gewebsebene unter dem Epifluoreszenz-Mikroskop angeschaut. Dabei konnte
das GFP-Signal fur 35SS1::GFP-ABI1-, 35SS1::GFP-abil- und 35SS1::GFP-
abildNLS-Pflanzen in den Wurzeln (Abb. 3.16.), im Hypokotyl (Abb. 3.17.)
sowie in den Epidermiszellen (Abb. 3.18.) und Stomata (Abb. 3.19.) der Blatter
lokalisiert werden. Zur Uberpriifung des GFP-Emissionsspektrums wurden die
Keimlinge zusatzlich mit Hilfe eines konfokalen Laserscanning-Mikroskops
analysiert.

In Abb. 3.16. ist das unter dem Konfokalmikroskop detektierbare
Fluoreszenzsignal in den Hauptwurzeln von 35SS1:.GFP-ABI1-, 35SS1::GFP-
abil- und 35SS1::GFP-abildNLS-Pflanzen dargestellt. Dabei zeigten sowohl
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GFP-ABI1- (Abb. 3.16.a-c) als auch GFP-abi1-Keimlinge (Abb. 3.16.e-g) eine
Verteilung des Reporters in den Kalyptra-Stammzellen sowie der inneren,
dritten Zellschicht der Kalyptra.

35S::GFP-
ABI1

35S::GFP-
abildNLS

Abb. 3.16.: GFP-Fluoreszenz in den Hauptwurzeln verschiedener GFP-
Reporterfusionslinien. Mittels Konfokalmikroskop wurde die GFP- (a, e, i, m) und FM 4-
64-Fluoreszenz (b, f, j, n) in 35SS1::GFP-ABI1- (a-d), 35SS1::GFP-abil- (e-h) und
35SS1::GFP-abildNLS-Keimlingen (i-1) untersucht. Als Kontrolle wurden die
entsprechenden Signale in 35S::GFP-Keimlinge dokumentiert (m-p). Zur Erleichterung
der zellularen Zuordnung wurden die fur GFP und FM 4-64 erhaltenen Signale
anschliefend Uberlagert (d, h, I, p) und die dabei markierten Bereiche zusatzlich
vergroRert dargestellt (d, h, |, p). Die am linken Bildrand der Uberlagerten Aufnahmen
eingefiuigten Bilder stellen eine 2-fache Vergrélierung des jeweils hervorgehobenen
Bereichs dar. Die angegebene Maleinheit entspricht 30 ym in den Bildern der drei
ersten Spalten von links (a-m, b-n, c-0) sowie 5 um in den Bildern der vierten Spalte (d-

P)-
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AuBerdem konnte eine Lokalisation der GFP-Fusionen in den meristematischen
Zellen der Epidermis und der lateralen Wurzelhaube festgestellt werden
(Sabatini et al.,, 1999). Diese Signal-Verteilung entsprach auch der GFP-
Fluoreszenzverteilung in GFP-abi1dNLS-Pflanzen, welche sich hier jedoch
zusatzlich auf die aulReren Zellreihen der Kalyptra ausweitete (Abb. 3.16. i-k).
Wahrend die subzellulare Lokalisation von GFP-ABI1 sich auf das Cytosol und
die Zellmembranen beschrankte (s. Abb. 3.16.c und d), konnte in den Zellen
von GFP-abi1- und GFP-abi1dNLS-Keimlingen zusatzlich eine Akkumulation
der GFP-Fusionen im Kern festgestellt werden (s. Abb. 3.16.g und h bzw. k und
). Entsprechende GFP-Verteilungsmuster wurden in den jeweiligen
Seitenwurzeln detektiert. Die als Kontrolle eingesetzten 35S::GFP-
Reporterlinien von A. Christmann zeigten in den Wourzelzellen ein im
Cytoplasma und im Zellkern lokalisiertes Signal (Abb. 3.16.m-p), wahrend in

Wildtyp-Wurzeln nur schwache Hintergrund-Fluoreszenz auftrat.

- \"_-'.;

Abb. 3.17.: Zuordnung der GFP-Farbung in 35SS1::GFP-ABI1-Wurzelgewebe. Die in
ihrer Funktion voneinander abweichenden Bereiche der Wurzel sind durch
unterschiedliche Farben gekennzeichnet. In der schematischen Darstellung (Aida et
al.,, 2004) und in der konfokalen Wurzel-Aufnahme sind zu erkennen: Leitgewebe (v),
Endodermis (en), Kortex (c), Epidermis (e), seitliche Fortsatze der Wurzelhaube (Irc,
lateral root cap), ruhendes Zentrum (gc) und Wurzelhaube (Col, columella). Die mit *
versehenen Zellen kennzeichnen die Stammzellen der Kalyptra- bzw. der Endodermis
und des Kortex.
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In Abbildung 3.17. wurde die emittierte Fluoreszenz exemplarisch flr
35SS1::GFP-ABI1-Pflanzen den unterschiedlichen Wurzelgeweben zugeordnet
(Aida et al., 2004).

Fur das Reporter-Signal in Zellen des Hypokotyls waren keine grof3en
Unterschiede zwischen den GFP-ABI1-, GFP-abi1- und GFP-abi1dNLS-
Pflanzen zu erkennen (s. Abb. 3.18.).

Alle drei GFP-Fusionsproteine verteilten sich in Kern und Cytoplasma, wobei
das von nuklear lokalisietem GFP ausgehende Signal in GFP-abi1-Keimlingen
starker erschien als in den GFP-ABI1- und GFP-abi1dNLS-Pflanzen (s. Abb.
3.18.c). Die als Kontrollpflanzen verwendeten 35S::GFP-Keimlinge zeigten
ebenfalls eine gleichmafige Verteilung der GFP-Fluoreszenz im Cytosol und im
Zellkern von Hypokotylzellen (Abb. 3.18.d), wahrend in Wildtyp-Pflanzen nur ein

sehr schwaches Hintergrund-Signal zu detektieren war.

GFP-ABI1 GFP-abi1 GFP-ahi1 GFP-abi1dNLS

Abb. 3.18.: GFP-Fluoreszenz im Hypokotyl von GFP-Reporterlinien. Es wurden
35SS1::GFP-ABI1-(a, f), 35SS1::GFP-abil- (b, ¢, g, h) und 35SS1::GFP-abildNLS-
Keimlinge (d, i) unter Fluoreszenz- (a, b, d) und Durchlicht (f, g, i) bzw. im
Konfokalmikroskop (c, h) aufgenommen. Als Kontrolle wurden auRerdem 35S::GFP-
bzw. Wildtyp-Keimlinge unter der Fluoreszenzlampe (e) und im Durchlicht dokumentiert
(j)- Die angegebene Maleinheit entspricht jeweils 20 ym.

In den Blattern der transgenen 35SS1::GFP-ABI1- und 35SS1::GFP-abil-Linien
zeigten die Zellen der Epidermis eine starke GFP-Expression (s. Abb. 3.19).
Diese war fur jede der Reporterlinien im Zellkern und im dinnen, zwischen
Plasmalemma und Vakuole erkennbaren, cytoplasmatischen Film am starksten

detektierbar.
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GFP-ABI1 GFP-abi1 GFP-abi1

Abb. 3.19.: GFP-Fluoreszenz in der Epidermis von GFP-Reporterlinien. Es wurden
35SS1::GFP-ABI1-(a, f) und 35SS1::GFP-abil-Keimlinge (b, c, g, h) unter
Fluoreszenz- (a-c, h) und Durchlicht (f, g) aufgenommen. Zur Markierung des Zellkerns
in Hypokotyl-Zellen von 35SS1::GFP-ABI1-Pflanzen wurde das Bisbenzimid H33342
(h) verwendet. Als Kontrollen wurden zusatzlich 35S::GFP- bzw. Wildtyp-Keimlinge
unter der Fluoreszenzlampe (d, e) und im Durchlicht dokumentiert (i, j). Die
angegebene Malieinheit entspricht 20 pm.

Die Markierung der Zellkerne, welche hier am Beispiel von 35SS1::GFP-abil-
Blattgewebe demonstriert wird, erfolgte vor dem Mikroskopieren mit dem in die
DNA interkalierenden Bisbenzimid H33342 (Abb. 3.19.c und h). Signifikante
Unterschiede bezuglich der Signalverteilung von GFP-ABI1 und GFP-abi1 (Abb.
3.19.a bzw. b und c) waren flr die Zellen der Epidermis nicht zu erkennen. Die
als Kontrollpflanzen verwendeten 35S::GFP-Pflanzen zeigten ebenfalls eine in
Zytoplasma und Zellkern verteilte GFP-Fluoreszenz (Abb. 3.19.d). In den
Epidermiszellen von Wildtyp-Blattern konnte erwartungsgemafl® kein Signal
detektiert werden.

Neben den Epidermiszellen in den Blattern von 35SS1::GFP-ABI1- und
35SS1::GFP-abil-Keimlingen zeigten auch die SchlieRzellen (s. Abb. 3.20.) in
diesen Keimlingen eine deutlich erkennbare GFP-Expression.

Anders als jedoch bei den Epidermiszellen oder den Zellen des Hypokotyls
waren hier eindeutige Unterschiede zwischen der Verteilung der GFP-ABI1-
(Abb. 3.20.a und b) und der GFP-abi1-Fusionsproteine (Abb. 3.20.c und d)
festzustellen. Wahrend GFP-abi1 innerhalb der Schliel3zellen primar im Kern
lokalisiert war, konnte fiir die entsprechende ABI1-Reporter-Fusion des Ofteren

eine Verteilung zwischen Kern und Cytoplasma festgestellt werden.
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GFP-ABI1 GFP-ABN GFP-abi1 GFP-abii

Abb. 3.20.: GFP-Fluoreszenz in den Stomata von GFP-Reporterlinien. Es wurden
Blatter von GFP-ABI1-(a, f) und GFP-abi1-Keimlingen (c, h) unter Fluoreszenz (a und
¢) und Durchlicht (f und h) im Epifluoreszenz-Mikroskop aufgenommen. Zusatzlich
erfolgten Aufnahmen von GFP-ABI1 (b, g) und GFP-abi1 (d, i) unter dem
Konfokalmikroskop. Als Kontrollen wurden zusatzlich die Stomata von GFP-
Kontrolllinien Uber konfokale Lasermikroskopie (e) und entsprechend im Durchlicht
dokumentiert (j). Die angegebene Maleinheit entspricht 50 um.

Die Kontroll-Reporterlinien mit ektopischer GFP-Expression zeigten ein starkes,
ebenfalls im Cytoplasma und im Zellkern der Schlie3zellen verteiltes Signal
(Abb. 3.20.e und j). Das Reporter-Signal in den Blattern von GFP-abi1dNLS-
Pflanzen fiel wesentlich schwacher aus als in GFP-ABI1- und GFP-abi1-
Pflanzen, zeigte jedoch die gleiche cytoplasmatische und nukleare Verteilung
wie das GFP-Signal in GFP-ABI1-Pflanzen. Wildtyp-Pflanzen zeigten auch in
Schliel3zellen kein GFP-Signal.

Um die zwischen GFP-ABI1 und GFP-abi1 bestehenden Unterschiede in der
Signalverteilung quantitativ ausdriucken zu konnen, wurde der Quotient von
cytosolischer zu nuklearer GFP-Signalintensitat fur jeweils 50 Schlie3zellen
ermittelt (s. Abb. 3.21.). Das jeweils daraus resultierende mittlere Verhaltnis von
zytosolischer zu nukledrer Signalintensitat spiegelt den in Abb. 3.20.
angedeuteten aulReren Eindruck wider.

So betragt das Verhaltnis von cytosolischem zu nuklearem GFP-Signal fur das
hauptsachlich im Kern akkumulierende GFP-abi1-Protein (Abb. 3.21., grauer
Balken) ein Drittel des fur die GFP-ABI1-Fusion (Abb. 3.21., schwarzer Balken)
ermittelten Wertes (3,8 = 1,3 bzw. 10,7 + 4,4). Der fir die 35SS1::GFP-
Kontrollpflanzen gebildete mittlere Quotient (6,7 + 2,8; Abb. 3.21. weilder
Balken) lag zwischen den fiur GFP-abi1- und GFP-ABI1-Schlie3zellen
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ermittelten Werten. Die Signifikanz der errechneten Mittelwerte war mit
p < 0,001 sehr hoch.

15

10

RFU Cytosol/Nukleus
—

I
GFP-ABI1 GFP-abil GFP

Abb. 3.21.: GFP-Signalverteilung in den SchlieRzellen transgener 35SS1::GFP-ABI1-
und 35SS1::GFP-abil-Keimlinge. Um das Verhaltnis zwischen nukledrer und
cytosolischer GFP-Verteilung statistisch abzusichern wurde fir je 50 SchlieRzellen der
GFP-ABI1- (schwarzer Balken) und GFP-abi1-(grauer Balken) Linien der Quotient der
cytosolischen und nukledren GFP-Signalintensitat errechnet und der entsprechende
Mittelwert gebildet Als Kontrolle wurde der entsprechende Quotient flr unfusioniertes
GFP (weilter Balken) in 35S::GFP-Keimlingen gebildet. Die angegebene Maleinheit
entspricht 20 um.

Bei allen hier aufgefuhrten Lokalisationsstudien der GFP-Fusionsproteine
wurde zusatzlich der Einfluss von ABA auf die Verteilung der Proteine in den
Schlielzellen getestet. Mehrere unabhangige Zeitreihen, welche unmittelbar
nach ABA-Zugabe gestartet und bis zu 120 min fortgesetzt wurden, ergaben
keine signifikanten Unterschiede fur die subzellulare Verteilung der GFP-

Fusionsproteine.
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3.1.10. Lokalisation der Fusionsproteine GUS-ABI1 und GUS-abil in
stabil transformierten Arabidopsis-Pflanzen

Neben der unter 3.1.9.3. beschriebenen subzellularen Lokalisation von GFP-
Fusionsproteinen in transgenen Keimlingen wurde die Verteilung der GUS-
ABI1-, GUS-abi1-, und GUS-abi1dNLS-Fusionen im Gewebe der

entsprechenden Reporterlinien von A. Himmelbach getestet.

GUS-ABI GUS-ABN GUS-abit GUS-abi1dNLS

Abb. 3.22.: Histologische GUS-Farbung von 35S::GUS-Reporterfusionslinien. Es
wurden 35S::GUS-ABI1- (a, b, f, g), 35S::GUS-abil- (c, h) und 35S::GUS-abildNLS-
Keimlinge (d, i) unter Durchlicht (a-d) bzw. Fluoreszenz (f-i) aufgenommen. Als
Kontrolle wurden 35S::GUS-Keimlinge unter Durchlicht (e) und Fluoreszenz (j)
dokumentiert. Die Markierung des Zellkerns in den SchlieRzellen (a) bzw.
Wurzelhaaren (b-e) erfolgte tber DAPI (f-j). Die angegebene Maleinheit entspricht
20 ym.

Hierfur wurden Keimlinge uber Nacht mit 0 yM bzw. 50 uM ABA behandelt und
dann fixiert. Nach 3-5-stundiger GUS-Farbung wurden die Pflanzen unter dem
Lichtmikroskop  betrachtet. Wahrend GUS-ABI1 im  Cytosol von
Wurzelhaarzellen und SchlieRzellen verteilt (s. Abb. 3.21.a und b) und
- zumindest bei Wurzelhaaren - auch im Nukleus auszumachen war, konnte fur
die GUS-abi1-Konstrukte in Wurzelhaaren neben der cytosolischen Lokalisation
auch eine deutliche nukleare Akkumulation festgestellt werden (Abb. 3.22.c).
Die GUS-abi1dNLS-Proteinfusionen entsprachen in ihrer Lokalisation dem zur
Kontrolle eingesetzten, unfusioniertem GUS-Protein (Abb. 3.22.e): beide GUS-

Fusionen waren im Cytosol und im Zellkern von Wurzelhaaren zu finden.
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3.1.11. Effekt von GUS-abil- und GUS-abildNLS-Fusionen auf die
Transkription ABA-induzierter Gene in transgenen Arabidopsis-

Pflanzen

Wie in Abschnitt 3.1.8. bereits beschrieben wurde, zeigten die transgenen GUS-
abi1-Linien bei den ABA-abhangigen physiologischen Prozessen wie Keimung,
Wurzelwachstum und Stomata-Regulation ABA-insensitives Verhalten und
unterschieden sich somit deutlich von den GUS-ABI1-, GUS-ABI1dNLS- und
GUS-abi1dNLS-Pflanzen. Da durch Abscisinsaure verursachte physiologische
Veranderungen meist mit Modifikationen in der Genexpression verbunden sind,
wurde in den transgenen GUS-Pflanzen die Expression verschiedener ABA-
regulierter Gene auf RNA-Ebene analysiert. Dabei sollte untersucht werden, ob
der weiter oben fur GUS- und GFP-abi1 in Protoplasten beschriebene, negative
Einfluss auf die Regulation ABA-abhangiger Gene auch in transgenen Pflanzen
mit einer funktionsfahigen NLS verbunden ist. Hierzu wurden Gene ausgesucht,
welche bezuglich ihrer ABA-abhangigen Induktion oder Reprimierung deutliche
Unterschiede zwischen Wildtyp-Pflanze und der abil-Mutante zeigten (Hoth et
al., 2002).

Als ABA-induzierte Gene wurden neben den in Abschnitt 3.1.2. bereits
beschriebenen Genen RAB18 (Lang and Palva, 1992), und RD29B
(Yamaguchi-Shinozaki and  Shinozaki, 1994) die fur  HD-Zip-
Transkriptionsfaktoren codierenden Gene ATHB6 (At2g22430) und ATHB12
(At3g61890) ausgewahlt. ATHB6 und ATHB12 zeigen, ahnlich wie RD29B, eine
durch  Trockenheit, Osmostress und exogenes ABA hochregulierte
Genexpression (Soderman et al.,, 1999; Olsson et al., 2004). Des Weiteren
wurde die Expression des fur einen Kalium-Kanal codierenden, ebenfalls ABA-
induzierbaren KCO6-Gens (At4g18160) und das Gen des Zink-Finger-Proteins
ZFP2 (At5g57520) analysiert (Hoth et al., 2002). Zur Gruppe der hier getesteten
ABA-reprimierten Gene zahlt, neben des die Aldehyd-Oxidase AAOQO2
codierenden Gens (At3g43600), das NAI1-Gen (At2g22770), bei dessen
Produkt es sich um ein bHLH-Protein handelt. Zudem wurde die ABA-
reprimierte Expressions-Regulation fur ein putatives RNA-bindendes Protein
untersucht (At1g09340) (Hoth et al., 2002).
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Zur Untersuchung der ABA-abhangigen Expression dieser Gene in transgenen
Arabidopsis-Pflanzen  wurden  35S::GUS-ABI1-, 35S::GUS-ABI1dNLS-,
35S::GUS-abil- und 35S::GUS-abildNLS-Samen auf 2 MS-Agarose-Platten
ausgebracht und die Keimlinge 10 d spater flr 4 h auf entsprechende Agarose-
Platten mit 0 uM bzw. 50 yuM ABA Uberfuhrt. Als Wildtyp-Kontrolle dienten RLD-
Keimlinge, als ABA-insensitive Kontrolle wurden abil-Pflanzen verwendet. Die
RNA von je 30 Keimlingen wurde isoliert und 500 ng Gesamt-RNA wurde uber
reverse Transkription in cDNA umgeschrieben.

Bei der anschliellenden RT-PCR-Analyse wurden zur Amplifikation der DNA,
wenn nicht anders angegeben, 28 Zyklen gewahlt, womit die lineare Phase der
DNA-Vermehrung berucksichtigt wurde. Fur die Analyse der ABA-abhangigen
Expression wurden fur jedes Gen spezifisch ausgewahlte forward und reverse
Primer verwendet (s. Anhang 5.1.). Als interner Standard wurde bei jedem
Ansatz das Actin-Gen ACT1 (At2g37620) mit Hilfe der entsprechenden Primer
amplifiziert. HierfGr wurden nur 25 PCR-Zyklen durchgefuhrt. Fur jedes PCR-
Amplifikat wurde die Intensitat der Ethidium-Bromid-gefarbten Bande im
Agarosegel gemessen und Uber die Intensitat der jeweiligen Actin-Bande
abgeglichen. Anschlielend wurde fiur jedes Gen der in den einzelnen
transgenen Linien erhaltene ABA-Induktionsfaktor ermittelt. Um die fur die
verschiedenen Linien erhaltenen Induktionswerte eines einzelnen Gens
miteinander vergleichen zu kénnen, wurde die in diesem Fall héchste ABA-
Induktion als 100%-Wert festgelegt und die restlichen Induktionsfaktoren
wurden jeweils relativ zu diesem Wert ausgedrucki.

Bis auf die mit ATHB6-Primern erzielten PCR-Daten sind die fur alle ABA-
induzierbaren Gene erhaltenen Ergebnisse in Abbildung 3.23. dargestellt.
Wahrend bei Wildtyp-Keimlingen fir alle ausgewahlten Gene eine deutliche,
durch 50 uM ABA ausgel6ste Induktion der Genexpression zu beobachten war,
wurde in abil-Mutanten die ABA-abhangige Aktivierung bei fast allen getesteten
Genen aufgehoben. Somit zeigte ATHB12 als einziges Gen im abil-Hintergrund
eine Hochregulation durch ABA, wobei diese deutlich schwacher ausfiel als die
entsprechende Induktion in Wildtyp-Pflanzen.

Die in homozygoten 35S::GUS-abil-Linien bei physiologischen Assays
beobachtete ABA-Insensitivitat setzte sich auch bei der Regulation der Gen-
Transkription fort. So konnte fir die Gene RAB18 (AT5g66400), RD29B
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(At5g52300), ATHB12 (At3g61890), KCO6 (At4g18160) und ZFP2 (At5g57520)
eine im Vergleich zum Wildtyp abgeschwéachte ABA-Induktion festgestellt
werden, doch der ABA-insensitive Effekt fiel fur diese Gene in GUS-abi1-

Transgenen deutlich schwacher aus als in den abil-Mutanten.

ABA - + - + - + - +
WT abil  GUS-abi1GUS-abildNLS
At5966400
Actin
At5g52300 |
Actin
At3g61890
Actin
O 10 O 04 0 05 0 08
At4g18160 ———

ACHN e i -

0 03 03 03 02 04 01 10

At5g957520

Actin

0 05 03 03 01 0.2 0 1,0

Abb. 3.23.: RT-PCR zur vergleichenden Analyse der Expression ABA-induzierter Gene
in 35S::GUS-abil- und 35S::GUS-abildNLS-Pflanzen. 500 ng Gesamt-RNA aus fur 4 h
mit 0 uyM () bzw. 50 uM (+) ABA behandelten Keimlingen wurde in cDNA
umgeschrieben und fur die Untersuchung der Gene RAB18 (At5966400), RD29B
(At5g52300), ATHB12 (At3g61890), KCO6 (At4g18160) und ZFP2 (At5g57520) als
Templat eingesetzt. Die EtBr-gefarbte Actin-Bande wurde als ABA-unabhangiger
Standard und zum internen Mengenabgleich der im Agarosegel erhaltenen Gen-
Banden genutzt. Fir jedes Gen wurde das jeweils starkste Signal auf 1,0 gesetzt und
die restlichen ABA-Induktionsfaktoren relativ zu diesem Wert ausgedriickt.
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Die in Keimungsverhalten, Wurzelwachstum und Stomataregulation keine
Abweichung zum Wildtyp zeigenden GUS-abi1dNLS-Pflanzen verhielten sich
auch bei der Regulation der, in Abb. 3.23 dargestellten, ABA-induzierten Gene
dem Wildtyp entsprechend. Fur GUS-ABI1- und GUS-ABI1dNLS-Pflanzen
wurde exemplarisch die Regulation des ABA-induzierten RAB18-Gens
(At5g66400) getestet. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse entsprachen der
Transkriptionsregulation des RAB18-Gens in Wildtyp-Pflanzen.

ABA - + - + - + - +
WT abil GUS-abilGUS-abildNLS

02 10 02 03 02 04 0 0.4

Abb. 3.24.: RT-PCR zur vergleichenden Analyse der Expression des ATHB6-Gens in
35S::GUS-abil- und 35S::GUS-abildNLS-Pflanzen. 500 ng Gesamt-RNA aus fir 4 h
mit 0 pM (-) bzw. 50 uM (+) ABA behandelten Keimlingen wurde in cDNA
umgeschrieben und fiir die Untersuchung ATHB6 (At2g22430) als Templat eingesetzt.
Die Zyklenzahl der PCR variierte zwischen 28 (a) und 34 (b). Die EtBr-gefarbte Actin-
Bande wurde als ABA-unabhéangiger Standard und zum internen Mengenabgleich der
im Agarosegel erhaltenen Gen-Banden genutzt. Es wurde das starkste Signal auf 1,0
gesetzt und die restlichen Induktionsfaktoren relativ zu diesem Wert ausgedriickt.

Aufgrund der in vivo und in vitro Interaktion von ABI1 mit dem HD-Zip-
Transkriptionsfaktor ATHB6 (At2g22430) und der bereits beschriebenen abi1-
vermittelten Hemmung der ABA-induzierten = ATHB6-Promotoraktivitat
(Himmelbach et al., 2002) wurde zusatzlich zu den ABA-induzierbaren Genen in
Abbildung 3.24. die Expression des ATHB6-Gens in abil-Mutanten sowie in
transgenen 35S::GUS-abil- und 35S::GUS-abildNLS-Pflanzen getestet. Auch
hier dienten RLD-Keimlinge als Wildtyp-Kontrolle. Eine Uber 28 Zyklen laufende
PCR ergab fur ATHB6 eine ABA-induzierte Erhohung der Transkriptmenge in
Wildtyp- und GUS-abi1dNLS-Pflanzen, sowie die Aufhebung dieser Induktion in
abil-Mutanten und GUS-abi1-Pflanzen (s. Abb. 3.23). Diese Regulation der
ATHBG6-Expression konnte mit einer PCR Uber 34 Zyklen jedoch nicht

produziert werden, so dass beim Nachweis der ABA-abhangigen ATHBG6-
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Regulation die Zyklenzahl der PCR-Laufe als kritischer Parameter angesehen
werden musste.

Neben den ABA-induzierbaren Genen wurden mit den oben bereits
beschriebenen Genen AAO2 (At3g43600) und NAIL (At2g22770) sowie dem fur
ein RNA-Bindeprotein codierenden Gen At09340 zudem drei ABA-reprimierbare
Gene auf ihre Regulation in 35S:GUS-abil- und 35S::GUS-abildNLS-
Keimlingen getestet.

ABA ; L * Abb. 3.25.: RT-PCR zum Vergleich der
WT abil Expression ABA-reprimierter Gene in GUS-

At2922770 _ abi1-und GUS-abi1dNLS-Pflanzen. Es wurde
500 ng Gesamt-RNA aus Keimlingen isoliert,

Actin _ die fir 4 h mit 0 uM (-) bzw. 50 uyM (+) ABA
inkubiert wurden. Nach reverser Transkription

04 03 04 10 der RNA in cDNA erfolgte die Untersuchung

— S— der Gene NAI1 (At2g22770) und AAO2
At3g09340 [F (At3g43600), sowie das Gen eines RNA-
- : — Bindeproteins (At3g09340) Uber PCR mit 28
Zyklen. Die EtBr-gefarbte Actin-Bande wurde
als ABA-unabhangiger Standard und zum
internen Mengenabgleich der im Agarosegel
At3043600 ' ' erhaltenen Gen-Banden genutzt. Fir jedes
9 = Gen wurde das jeweils starkste Signal auf 1,0
Actin _ gesetzt und die restlichen  ABA-
Induktionsfaktoren relativ zu diesem Wert
0 01 03 1,0

ausgedrickt.

Actin

Trotz der fur die Expression von At2g22770 und At09340 angegebenen 50-
bzw. 60-fachen ABA-abhangigen Repression konnte im Rahmen dieser Arbeit
fur diese beiden Gene, sowie fir das nur 4-fach herunterregulierte Gen
At3g43600 (Hoth et al., 2002) bereits in den Wildtyp-Kontrollen (Okotyp RLD)
selbst unter Verwendung unabhangig isolieten RNA-Materials nur eine
schwache (At29g22770) bzw. gar keine ABA-Reprimierung (At3g09340 bzw.
At3g43600) festgestellt werden (s. Abb. 3.25.).

Somit fiel bereits fur die Wildtyp-Kontrolle die in der Literatur als deutlich
angegebene, ABA-bedingte Hemmung aus. Auch die sich ansonsten wie
Wildtyp-Pflanzen verhaltenden 35S::GUS-abildNLS-Linien zeigten fur die
betreffenden Gene eine nur schwache, ABA-bedingte Hemmung der

Expression. Aufgrund der mit den verschiedenen Linien erhaltenen Ergebnisse
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konnte fur alle drei ausgewahlten ABA-reprimierten Gene beziglich der

Transkriptionsregulation keine Aussage getroffen werden.
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3.2. Agrobakterien-vermittelter Gentransfer in Arabidopsis-

Zellsuspensionskultur: Etablierung eines transienten

Expressionssystems zur Analyse der ABA-Signaltransduktion

Wie alle Pflanzenhormone steuert Abscisinsaure in Pflanzen eine Vielzahl an
Vorgangen, die ein komplexes Netzwerk an regulatorischen Prozessen bilden.
Neben den direkt durch Abscisinsaure beeinflussten, physiologischen
Prozessen (s. 3.1.9.) wird auch die ABA-abhangige Generegulation zur naheren
Untersuchung der ABA-Signalkaskade verwendet (Sheen, 1998; Himmelbach
et al., 2002). Da hierbei die Anwendung transienter Expressionssysteme im
Vergleich zu stabilen Transformanden den Vorteil des deutlich geringeren
Zeitaufwandes bietet, wurden bereits verschiedene transiente Systeme zur
Untersuchung der ABA-Signaltransduktionswege adaptiert. Dazu gehort die,
auch im Rahmen dieser Arbeit verwendete, Polyethylenglykol-vermittelte
Transfektion von Arabidopsis-Protoplasten, die unter anderem zur
Untersuchung verschiedener ABA-induzierbarer Promotoren herangezogen
wurde. So erfolgte der Nachweis der ABA-abhangigen Aktivierung des ATHBG6-
Promotors durch das eigene Genprodukt, den HD-Zip-Transkriptionsfaktor
ATHBG6, mit Hilfe dieses Systems (Himmelbach et al., 2002). Auch der Einfluss
verschiedener, an der ABA-Signalkaskade beteiligter Effektoren auf die Aktivitat
ABA-abhangiger Promotoren wie RD29B und RAB18 wurde in Arabidopsis
Protoplasten untersucht (siehe 3.1.1.-3.1.8. und Hoffmann, 2002;
unveroffentlichte Ergebnisse).

Neben den Promotoren der Gene RD29B und RAB18 wurde auch der in
transgenen Reporterlinien durch Abscisinsaure stark induzierbare ATHBG6-
Promotor (Himmelbach et al., 2002) in transient transformierten Arabidopsis-
Protoplasten getestet. Uberraschenderweise konnte jedoch die in stabilen
Transformanden beobachtbare = ABA-Induktion dieses Promotors im
Protoplastensystem nicht hervorgerufen werden. Im Vergleich zu den parallel
getesteten RAB18- und RD29B-Promotoren zeigte der ATHB6-Promotor eine
konstitutive, aber niedrige Aktivitat, welche durch die Zugabe von Abscisinsaure
nicht zu beeinflussen war (Hoffmann, 2002).

Diese Daten deuten entweder auf eine unterschiedliche Regulation des ATHB6-

Promotors im Vergleich zu den RAB18- und RD29B-Promotoren oder aber auf
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eine Stérung der ATHBG6-Induktion im Protoplastensystem hin. So koénnte
beispielsweise die bei der Protoplastierung ablaufende, enzymatische
Auflosung der Zellwand gleichzeitig zum Verlust eines fur die ABA-abhangige
ATHBG6-Promotorinduktion bendtigten zellwandstandigen Rezeptors flhren.
Eine weitere Erklarung fur die Deregulation des Promotors kdnnte der in den
zellwandlosen Protoplasten fehlende Turgordruck sein, welcher eventuell als
Signal bei der ABA-Signaltransduktion tber ATHBG6 fungieren konnte.

Aufgrund der in Protoplasten erzielten Ergebnisse erwies es sich als notwendig,
ein geeignetes transientes Expressionssystem flur die ndhere Charakterisierung
des ATHBG6-Promotors zu finden. Als alternatives System wurde die Methode
des Agrobakterien-vermittelten Transfers von DNA in Arabidopsis-
Zellsuspensionskultur gewahlt (Ferrando et al., 2000), da sie die Mdoglichkeit
bietet, transiente Transformationsereignisse an Zellen mit Zellwand und ohne

die Stress verursachende Protoplastierung durchzuftihren.

3.2.1. Optimierung der Agrobakterien-vermittelten Transfektion von

Arabidopsis-Zellsuspensionskulturen

Bei pflanzlichen Zellsuspensionskulturen handelt es sich um schnell
wachsende, homogene Suspensionen von Pflanzenzellen, die in einem
flissigen Kulturmedium unter sterilen Bedingungen wachsen. Zur Etablierung
des transienten Expressionssystems wurden Zellkulturen verwendet, die
Arabidopsis-Wurzelgewebe entstammten und eine Teilungsrate von 2-3
Teilungen pro Woche aufwiesen (Mathur and Koncz, 1998).

Fur die Analyse ABA-aktivierbarer Promotoren sollten in bindre Vektoren
klonierte ATHB6-, RAB18- und RD29B-Reporterkonstrukte (Hoffmann, 2002;
Anhang 5.3.) Uber Agrobakterien in die Zellsuspensionskulturen tbertragen und
anschlieend der Einfluss von Abscisinsaure auf die transient exprimierten,
ABA-regulierbaren Reporter gemessen werden.

Zur Einstellung der System-Parameter wurden zunachst zwei unterschiedliche
Agrobakterienlinien des Stammes C58 pGV3101 (Larebeke et al., 1974)
eingesetzt, welche als binaren Vektor pPCV812MESHI-35S::LUC (Grol3, 2003)
bzw. pBI121RD29B::LUC (Hoffmann, 2002) enthielten. Dabei wurde die
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35S::LUC-Kassette als konstitutive, ABA-unabhangige Kontrolle und das
RD29B::LUC-Konstrukt als ABA-induzierbares und in Protoplasten aktivierbares
Reportersystem ausgewahlt (s. Anhang 5.3.).

FUr die Ausgangsbedingungen der Agrobakterien-vermittelten Transformation
(s. Abbildung 3.26.) wurden zunachst alle Parameter entsprechend den
frheren, zu dieser Methode verfassten Arbeiten eingestellt (Ferrando et al.,
2000). So wurde als Ausgangskonzentration fur die 1-tagige Co-Kultivierung
von 30 ml Zellkultur und Agrobakterien 10° Bakterien/ml gewahlt und die direkt
im Anschluss folgende ABA-Induktionsphase erstreckte sich Uber zwei Tage.
Die Agrobakterien-Konzentration gehort zu den kritischen Parametern der
Agrobakterien-vermittelten Transformation. Sie sollte hoch genug sein, um
innerhalb einer maoglichst kurzen Co-Inkubationszeit eine relativ hohe
Transfektionsrate zu erzielen, gleichzeitig sollte sie jedoch nicht zu hoch
gewahlt werden, um eine, moglicherweise mit der Anwesenheit von

Agrobakterien verbundene Schadigung der Pflanzenzellen zu vermeiden.

Zellsuspensionskultur wochentlich je 1 g Zellen
in 30 ml Medium umsetzen
1 Tag ¢

Agrobakterien-Infektion Agrobakterien-Konzentration
nach Zugabe: 108 /ml|

1Tag Cokultivierung von Zellen und
# Agrobakterien
Induktion
2 Tage l Zugabe von 30 uM ABA
Ernte
Farbung Protein Extraktion
(qualitativer Assay) (quantitativer Assay)

Mikroskop/CCD-Kamera  Reporteraktivitdtsmessung

Abb. 3.26.: Ablauf einer Zellsuspensionskultur-Transformation durch Agrobakterien.
Als Ausgangsbedingungen fur die Etablierung dieses transienten Expressionssystems
wurden die in der Diplomarbeit von Olaf Grof3 (2003) und durch Ferrando et al. (2000)
angegebenen Bedingungen Ubernommen.
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Auch die Auswahl der Co-Kultivierungsdauer von Agrobakterien und
Pflanzenzellen erfolgte unter hochster Berlcksichtigung der pflanzlichen
Vitalitat.

Fir die Einstellung der Agrobakterien-Konzentration wurden die
entsprechenden Bakterienkulturen bis zu einer optischen Dichte (ODggonm) vOn
1,0 angezogen. Dies entspricht einer Zelldichte von 1*10° Bakterien/ml
(Ferrando et al., 2000). Die Bakterien wurden nach einem Waschschritt mit
Zellkulturmedium zu Suspensionen von 1*10'° Bakterien/ml aufkonzentriert und
bei der Infektion der pflanzlichen Zellsuspension eingesetzt.

Bei ersten Vorversuchen mit 35S::LUC-transferierenden Agrobakterien
erwiesen sich die gewahlte Konzentration von 10® Bakterien/ml sowie die
insgesamt 3 Tage dauernde Co-Kultivierungs- und Induktionsphase als
ungeeignet (s. Abb. 3.27.). Die Reporteraktivitat von Pflanzenzellen, welche mit
35S::LUC-Plasmid transformiert und nach 72 Stunden geerntet wurden, zeigten
relativ zu Zellen, die nach 16 h geerntet wurden, nur 20% LUC-AKktivitat (s. Abb.
3.27.a).

a) 120
B 35S-regulierte LUC-Aktivitat

= 100 in Pflanzenzellen
s
< 80
< %
O x i

60
22
e 3
S 2 40
12l
S 20 -
o
o I

0 |

16 h . 72 h
Zeit (h)

b)

Abb. 3.27.. Einfluss von Agrobakterien auf die Reporteraktivitat in transient
transformierten Zellsuspensionen. Die mit 10® Bakterien/ml infizierten Pflanzenzellen
wurden nach 16 h bzw. 72 h zwecks Reporteraktivititsmessung geerntet. Die Farbung
der Zellkulturen nach 16-stundiger bzw. 72-stindiger Agrobakterien-Infektion wurde mit
Hilfe von Fotos dokumentiert.
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Wahrend die nach einer 16-stindigen Agrobakterien-Infektion geernteten
Pflanzenzellen sich von nicht infizierten Kontrollzellen &uferlich nicht
unterschieden, konnte bei den nach 72 h dokumentierten Zellsuspensionen
eine braune Verfarbung beobachtet werden (s. Abb. 3.27.b). Diese deutet auf
eine Verschlechterung der Kulturbedingungen hin. Die braunliche Verfarbung
von Zellkulturen ist auf die Bildung von Polyphenolverbindungen durch die
Pflanzen zuruckzufuhren, welche im Zuge der Pathogenabwehr erfolgt. Eine
Verstarkung der braunlichen Verfarbung wird auRerdem durch die nach dem
Tod von Pflanzenzellen ablaufende Oxidation von Zellbestandteilen verstarkt.
Zur Untersuchung eines moglichen Zusammenhangs zwischen der
Verschlechterung der Zellkultur-Bedingungen und der langeren Dauer der
Agrobakterien-Infektion wurde mit Hilfe einer Sauerstoff-Elektrode der
Sauerstoffgehalt im Uberstand von Zellkulturen analysiert, die mit 35S::GUS-

ubertragenden Agrobakterien infiziert worden waren (s. Abb. 3.28.).
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Abb. 3.28.: Messung der Sauerstoff-Konzentration bei verminderter Agrobakterien-
Konzentration im Zellmedium von transgenen 35S::LUC-Zellkulturen. Mit Hilfe einer
Sauerstoff-Elektrode wurde Uber 3 min die Veranderung des Sauerstoffgehaltes im
Uberstand von 35S::LUC-Zellsuspensionen gemessen, welche nach der Infektion mit
108 35S::GUS-transferierenden Agrobakterien/ml fur 18 h (a, grine Symbole) bzw.
40 h (b, grine Symbole) inkubiert wurden. Als Kontrolle wurden nicht infizierte
35S::LUC-Zellkulturen verwendet (a und b, schwarze Symbole).

Hierfir wurden transgene 35S::LUC-Zellsuspensionen mit 108 Agrobakterien/ml
versetzt und bis zu 48 h unter Schutteln inkubiert. Nach 18 h bzw. 40 h Co-
Kultivation (Abb. 3.28.a bzw. b) wurde Uber einen Zeitraum von bis zu 3 min die

Veranderung der Sauerstoff (Oz)-Konzentration im Uberstand der

103



Ergebnisse

Zellsuspensionen gemessen. Dabei konnte fur die infizierten Kulturen bereits
nach 18 h Co-Inkubation eine deutliche Abnahme des O,-Gehaltes von 7 auf
5,5 mg O/l Uberstand festgestellt werden (3.28.a, griine Symbole). Die als
nicht infizierte Kontrolle verwendeten 35S::LUC-Zellen hingegen blieben in ihrer
O,-Verfligbarkeit Uber den gemessenen Zeitraum unbeeintrachtigt (3.28.a,
schwarze Symbole). Nach 40 h Co-Kultivation ergab sich fur die mit
Agrobakterien belasteten Zellen ein drastischer Unterschied zu der
unbehandelten Kontrolle: gleich zu Beginn der Messung war der O»-Gehalt im
Agrobakterien-infizierten Kulturiiberstand mit 3 mg O/l Uberstand deutlich
niedriger als im Uberstand der unbehandelten Kontrolle, fir den konstant 8 mg
O,/l gemessen wurden (3.28.b, grune Symbole bzw. schwarze Symbole). Somit
sorgte die verwendete Anfangskonzentration von 10® Agrobakterien/ml bereits
nach 40 h Co-Inkubation fir einen akuten Sauerstoffmangel im Zellkultur-
Uberstand. Um die Bedingungen wahrend der Co-Kultivierung von
Pflanzenzellen und Bakterien zu verbessern, musste demnach die
agrobakterielle  Ausgangskonzentration im  Zellkultur-Uberstand  deutlich
niedriger als die bis dahin eingesetzte Konzentration von 10® Agrobakterien/ml

gewahlt werden.
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Abb. 3.29.: Messung der Sauerstoff-Konzentration bei Agrobakterien-infizierten
transgenen 35S::LUC-Zellkulturen. Mit Hilfe einer Sauerstoff-Elektrode wurde Uber
3min die Veranderung des Sauerstoffgehaltes im Uberstand von 35S:LUC-
Zellsuspensionen gemessen, welche nach der Infektion mit 10" (blau) bzw. 10°
35S::GUS-Agrobakterien/ml (magenta) fur 18 h (a) bzw. 40 h (b) inkubiert wurden. Als
Kontrolle wurden nicht infizierte 35S::LUC-Zellkulturen verwendet (a und b, schwarze
Symbole).
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Zur Ermittlung der optimalen Ausgangskonzentration wurde der Einfluss von
10" bzw. 10° 35S::GUS-transferierenden Agrobakterien/ml auf den O,-Gehalt im
Zellkultur-Uberstand untersucht (s. Abb. 3.29.). Dabei konnten nach 18 h Co-
Inkubation von Pflanzenzellen mit den ausgewahlten Agrobakterien-
Konzentrationen kaum Unterschiede zwischen den O,-Konzentrationen der
nicht infizierten Kontrolle und den mit Agrobakterien belasteten
Kulturiberstanden festgestellt werden (Abb. 3.29.a). Die 40-stindige Inkubation
mit Agrobakterien fuhrte, neben einer schwachen Beeintrachtigung der O,-
Verfiigbarkeit in dem mit 10° Bakterien/l infizierten Kulturmedium (3.29.b,
Symbole in magenta), zu einer sehr deutlichen Abnahme des
Sauerstoffgehaltes in der mit 107 Bakterien/ml belasteten Zellsuspensionskultur
(Abb. 3.29.b, Symbole in blau).

Die Schadigungen, welche der Agrobakterien-bedingte Sauerstoffmangel in den
35S::LUC-exprimierenden Pflanzenzellen hervorruft, wurden mit Hilfe von
Reporteraktivitatsmessungen dokumentiert. Hierfur wurden nach der O»-
Messung aus den 40 h mit Agrobakterien belasteten Zellsuspensionen
Rohextrakte hergestellt und die Aktivitdt der extrahierten Luciferase im

Luminometer quantifiziert (Abb. 3.30.).

-

Spezifische 35S::LUC-Aktivitat
[LU/s*ug Protein]
:

T

Kontrolle  10° Agros/ml 107 Agros/ml  10° Agros/ml

T

Abb. 3.30.: Spezifische LUC-Aktivitdt in mit verschiedenen Agrobakterien-
Konzentrationen infizierten transgenen 35S::LUC-Zellsuspensionen. Nach 40-stiindiger
Co-Inkubation mit 10°, 10" bzw. 10%/ml Agrobakterien wurde die im Rohextrakt der
Pflanzenzellen vorhandene LUC-Aktivitat gemessen. Der Abgleich der gemessenen
Reporter-Aktivitaten erfolgte quantitativ Uber Proteingehalt.
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Dabei konnte mit zunehmender Agrobakterien-Konzentration eine starke
Abnahme der LUC-Aktivitat festgestellt werden, womit die in den einzelnen
Zellsuspensionen gemessene Reporteraktivitat exakt mit den vorher ermittelten
Sauerstoff-Konzentrationen korrelierte. So wurde die hochste LUC-Aktivitat in
nicht infizierten Kontrollen gemessen, welche gleichzeitig den meisten
Sauerstoff zur Verfugung hatten. Am niedrigsten fiel die Reporter-Aktivitat in
den, mit der hochsten Agrobakterien-Konzentration belasteten, und demzufolge
bezlglich des Sauerstoffgehaltes stark eingeschrankten Zellsuspensionen aus
(Abb. 3.30.).

Da bei den mit 10° Bakterien/ml infizierten Zellkulturen sowohl die nach 40 h
Co-Inkubation ermittelte O,-Konzentration (Abb. 3.29.) als auch die zum
gleichen Zeitpunkt gemessene Reporteraktivitat nur schwach abnahm (Abb.
3.30.), wurde diese Agrobakterien-Konzentration als Ausgangswert bei
anschliellenden Experimenten eingesetzt.

Aufgrund des in Abb. 3.28. und 3.29. fur alle getesteten Bakterien-
Konzentrationen gezeigten, starken Unterschiedes zwischen dem O,-Gehalt im
Zellkultur-Medium nach 18- und 40-stindiger Agrobakterien-Infektion sollte
- zusatzlich zur Verwendung niedriger Agrobakterien-Konzentrationen - die
Dauer der Co-Inkubation von Zellkulturen und Agrobakterien unter oder im
Bereich von 40 h gehalten werden.

Zur Ermittlung des optimalen Zeitrahmens fur die Agrobakterien-Transfektion
mit anschlieRender ABA-Induktion wurden Arabidopsis Zellkulturen fur O h bzw.
8 h oder 16 h mit unterschiedlichen Agrobakterienlinien und moglichst niedriger
bakterieller Ausgangskonzentration (10%/ml) transfiziert (s. Abb. 3.31.). Diese
Ubertrugen die binaren Reporter-Plasmide pPCV812MESHI-35S::c-myc-LUC
bzw. pPCV812MESHI-35S::HA-GUS deren jeweiliges Genprodukt enzymatisch
uber Luciferin- bzw. Methylum-belliferyl-B-D-Glucuronid (MUG)-Zugabe
nachgewiesen und durch Nutzung der CCD-Kamera bzw. des Lichtmikroskops
dokumentiert werden konnte (Abb. 3.31. a-c, bzw. d-f).

Zur Veranschaulichung der zeitabhangigen Verbesserung der
Transformationseffizienz wurden in Abb. 3.31. reprasentativ einige der
transformierten Zellen dargestellt.

Die beiden unabhangigen Reporternachweise ergaben nach 8-stundiger Co-

Kultivierung eine Transformationsrate von etwa 5%, wahrend die Verlangerung
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der agrobakteriellen Inkubationszeit um weitere 8 h auf insgesamt 16 h zur

Transformation von 25-40% der untersuchten Zellen fihrte.

Oh 8h 16 h

Abb. 3.31.: Reporternachweis in  Uber  Agrobakterien transformierten
Zellsuspensionskulturen zur Ermittlung der zeitabhangigen Transformationseffizienz.
Pflanzenzellen, die Uber Agrobakterien die Plasmide pPCV812-MESHI-35S::c-myc-
LUC (a-c) bzw. pPCV812-MESHI-35S::HA-GUS (d-f) erhielten, wurden Oh (a, d), bzw.
8 h (b, e) oder 16 h (c, f) mit den transformierenden Agrobakterien (10%/ml) inkubiert.
Nach der Ernte erfolgte der jeweilige Nachweis der erworbenen Reporteraktivitat mit
Hilfe der CCD-Kamera (a-c) bzw. unter dem Lichtmikroskop (d-f).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine 16 h andauernde Infektion von
pflanzlichen Zellsuspensionen mit den jeweiligen, DNA-Ubertragenden
Agrobakterien als ausreichend angesehen.

Um die Bedingungen der Zellsuspensionskulturen auch wahrend der im
Anschluss an die Transfektion erfolgenden ABA-Inkubationsphase moglichst
optimal zu halten, wurde - zusatzlich zur Verkirzung der Co-Infektionszeit und
zur Minimierung der Agrobakterien-Konzentration - nach einer Mdglichkeit zur
Eindammung der agrobakteriellen Vermehrung gesucht. Eine Hemmung der
Agrobakterien-Vermehrung nach erfolgtem DNA-Transfer wirde zusatzlich zur
Entlastung der Pflanzenzellen beitragen.

Eine Moglichkeit zur Einschrankung der Bakterien-Vermehrung besteht in der
Verwendung von Antibiotika. In einem Vorversuch mit transgenen RD29B::LUC-
Keimlingen wurde das von Ferrando et al. (2000) in Zellkulturen angewendete

Cephalosporin-Derivat Cefotaxim getestet. Dabei sollten dessen antibakterielle
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Wirkung sowie mdogliche negative Einflisse dieses Antibiotikums auf die
Pflanzen untersucht werden. Als Indikator fur die Vitalitat der Keimlinge wurde
die ABA-induzierbare RD29B-gesteuerte LUC-Aktivitat genutzt.
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Abb. 3.32.: Einfluss des Antibiotikums Cefotaxim (Cf) auf die Reporteraktivitat in
transgenen RD29B::LUC-Keimlingen. Das Antibiotikum wurde sowohl im Beisein
(+Bakterien) als auch in Abwesenheit von pPCV812-MESHI-35S::GUS-Agrobakterien
(-Bakterien) zu den Keimlingskulturen gegeben, so dass gleichzeitig zur Untersuchung
der Agrobakterien-Hemmung auch der Einfluss von Cefotaxim auf die RD29B::LUC-
Aktivitat geprift werden kann (-Cf, +Cf). Zur ABA-Induktion des RD29B-Promotors
wurden die Keimlinge 24 h lang mit 30 uM ABA inkubiert. Die angegebenen Messwerte
beruhen auf Doppelbestimmungen von unabhangig angesetzten Keimlingskulturen.

Hierfir wurde die RD29B-regulierte Reporteraktivitat sowie deren ABA-
Induzierbarkeit unter dem Einfluss von Agrobakterien und bzw. oder Cefotaxim
getestet und mit den entsprechenden Kontrollen verglichen (s. Abb. 3.32.). Um
die Keimlinge zusatzlich zu schonen wurde (gleichzeitig die ABA-
Induktionsphase von ursprunglich 48 h auf 24 h verkurzt. Da alle Ansatze
- unabhangig von Agrobakterien- und Antibiotikumbehandlung - eine deutliche
ABA-Induktion zeigten, konnte die Dauer der ABA-Einwirkung als ausreichend
betrachtet werden (Abb. 3.32.).

Bei den mit Agrobakterien belasteten Keimlingen konnte infolge einer
Cefotaxim-Behandlung eine doppelt so hohe ABA-Induktion als bei nur mit
Agrobakterien infizierten Keimlingen festgestellt werden (12-fache bzw. 5-fache

ABA-Induktion). Allerdings zeigten ausschlieBlich mit Cefotaxim behandelte
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Pflanzen im Vergleich eine deutlich schlechtere, 65-fache Reporter-Induktion
als ganzlich unbehandelte Keimlinge, deren RD29B-regulierte Aktivitat bis zu
135-fach durch ABA induziert wurde. Dieses Ergebnis lie® auf eine durch das
Antibiotikum herbeigefuhrte Verschlechterung der pflanzlichen Vitalitat
schlielen. Aufgrund dieser fir Cefotaxim beobachteten negativen Wirkung auf
die Fitness transgener Keimlinge wurde nach alternativen Moglichkeiten zur
Eindammung des Agrobakterienwachstums gesucht.

So wurde aulderdem die Effektivitat eines im Anschluss an die Co-Kultivierung
von Agrobakterien und Pflanzen folgenden Waschschrittes getestet. Bei diesem
Schritt wurden die Zellen Uber einen Buchner-Trichter aufgefangen und - nach
Spulung mit 2%-iger Saccharose-Losung - in die mit frischem Medium
versetzten Kolben zurlickgegeben. In Abbildung 3.33. ist am Beispiel
transgener Keimlinge der Effekt eines solchen Waschschrittes auf das
Wachstum der Agrobakterien in pflanzlichen Flussigkulturen dargestellt. Nach
einer UN-Inkubation von 35S::LUC-Keimlingen mit 10® Agrobakterien/ml wurde
vor einer weiteren, 24-stindigen ABA-Induktionsphase, der mit Agrobakterien-

belastete Kulturiiberstand verworfen und durch neues Medium ersetzt.

Abb. 3.33.: Einfluss eines
Waschschrittes auf das Agrobakterien-
Wachstum in Keimlingskulturen. Nach
einer UN-Inkubation mit Agrobakterien
wurden 35S::LUC-Keimlinge direkt fur
24 h mit ABA induziert (a) bzw. vor
dem 24-stiindigen ABA-
Induktionsschritt gewaschen und mit
neuem Medium versorgt (b).

Die Aufnahme in Abbildung 3.33. zeigt den Unterschied zwischen Keimlingen,
die mit neuem Medium versehen wurden und FlUssigkulturen, bei denen die
Vermehrung der Agrobakterien vor der 24-stundigen Inkubation mit ABA nicht
durch einen Mediumaustausch eingedammt wurde. Letztere zeigen demnach
eine deutlich starkere agrobakterielle Kontamination des Uberstandes (3.33.a)
als die gewaschenen Keimlingskulturen (3.33.b).

Aufgrund der mit einem Waschschritt verbundenen, wirkungsvollen Hemmung
des agrobakteriellen Wachstums in Keimlingskulturen, wurde diese

Vorgehensweise auch flir die Zellsuspensionskulturen Ubernommen, so dass
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nach der Co-Inkubationsphase das Medium gewechselt wurde und somit die
Agrobakterien fur die anschlieRende ABA-Induktion zumindest groBtenteils

entfernt wurden.
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Abb. 3.34.: Nachweis der LUC-AKktivitat in transient transformierten Zellkulturen und in
der fUr die jeweilige Transformation verwendeten Agrobakterien-Suspension. Die LUC-
Aktivitat in mit 35S::LUC- bzw. RD29B::LUC-Plasmid transformierten Pflanzenzellen
wurde gemessen und mit der Aktivitdt im Agrobakterien-Pellet des zugehérigen
Zellkulturiberstandes verglichen.

Ein weiterer Vorteil des zwischen Co-Kultivierung und ABA-Induktion
eingefiuhrten Waschschrittes kdnnte in der Entfernung der aus bakterieller
Genexpression stammenden Reporterproteine bestehen (Wood and Deluca,
1987). Wie Testreihen mit 35S:LUC- bzw. RD29B::LUC-exprimierenden
Arabidopsis-Zellen zeigten, kann im Zellkultur-Uberstand gemessene Aktivitat
der agrobakteriellen Luciferase bis zu 30% der im entsprechenden pflanzlichen
Rohextrakt gemessenen Reporteraktivitat erreichen (Abb. 3.34.). Bei der
Herstellung von Rohextrakten aus mit Agrobakterien  kultivierten
Zellsuspensionen kann es daher zur Vermischung von Reporterproteinen
bakteriellen und pflanzlichen Ursprungs kommen, die in den anschlieRenden
luminometrischen (LUC) bzw. fluorimetrischen Nachweisen (GUS) nicht
unterschieden werden konnten.

Um die Wirksamkeit des Waschschrittes bei der Behebung dieses Problems zu
uberprifen, wurde die Luciferase-Aktivitat im Rohextrakt von Pflanzenzellen,
die 16 h mit 35S::LUC-Agrobakterien inkubiert wurden, verglichen mit der

Aktivitat von Zellkulturen, die nur 10 min in Kontakt mit den transformierenden
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Agrobakterien waren. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die fir die 10-
minutige Co-Kultivierung eingestellte agrobakterielle Dichte dem Wert
entsprach, der in der 16 h lang co-inkubierten Zellsuspensionskultur gemessen
wurde. Gleichzeitig wurde mit 10 min jedoch eine Zeitspanne gewahlt, die zu
kurz ist, um eine effiziente Transformation der Pflanzenzellen mit dem
35S::LUC-Konstrukt zu erreichen.

Die Zellkulturen wurden anschliellend wie oben beschrieben gewaschen und
zwecks Proteinextraktion sofort geerntet. Da fur die nur 10 min mit
Agrobakterien infizierten Pflanzenzellen nur  Hintergrundaktivitat im
Luminometer gemessen werden konnte, wurde demzufolge das agrobakterielle
Reporterprotein durch den Waschschritt effektiv entfernt. Die 16 h mit
Agrobakterien inkubierte und demnach transformierte Zellkultur zeigte hingegen
eine erwartungsgemafl hohe Luciferase-Aktivitat (vgl. 0 h und 16 h in Abb.
3.35.).
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Abb. 3.35.: Messung der verbleibenden 35S:LUC-Aktivitdt in Pflanzenzellen nach
Entfernung der Agrobakterien. Die Luciferase-Aktivitat von Zellen, die 16 h mit
Agrobakterien in Kontakt waren, wurde mit der entsprechenden Aktivitat in
Pflanzenzellen verglichen, die nur 10 min (entspricht 0 h in der Abbildung) mit
Agrobakterien inkubiert wurden und demnach als untransformiert galten. Beide
Zellkulturen wurden zum Entfernen der Agrobakterien vor der Proteinextraktion mit
Hilfe eines Buchner-Trichters gewaschen und anschlieBend zur Proteinextraktion
aufgeschlossen.

Somit wurde mit dem eingefuhrten Waschschritt nicht nur die Vitalitat der Zellen

verbessert, sondern gleichzeitig auch die durch bakterielle Reporterproteine
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verursachte Hintergrundaktivitat im Rohextrakt von Zellsuspensionen stark
vermindert.

Alle bis hierher aufgefuhrten Veranderungen und Erganzungen des in
Abbildung 3.26. vorgestellten Transformationsschemas, die sich fur einen
effizienten Agrobakterien-vermittelten Gentransfer mit geringstmoglicher
Schadigung der Pflanzenzellen und anschlielendem spezifischem Nachweis
pflanzlicher Reporteraktivitat als notwendig erwiesen, sind in Abb. 3.36. mit

roter Farbe dargestellt.

ZeIIsus ensionskultur wdchentlich je 1 g Zellen
in 30 ml Medium umsetzen

1Tag

ﬁ

Agrobakterien-Infektion Agrobakterien-Konzentration
nach Zugabe: 106 /ml

Cokultivierung von Zellen und
Agrobakterien

—:

Waschen der Pflanzenzellen Uber

Bichner-Trichter Entfernen der Agrobakterien
vor der ABA-Induktionsphase

4—

Induktion
Zugabe von 30 uM ABA

<4

Ernte
Farbung Protein Extraktion

(qualitativer Assay) (quantitativer Assay)

Mikroskop/CCD-Kamera  Reporteraktivitditsmessung

Abb. 3.36.: Zeitlicher Ablauf der Agrobakterien-vermittelten Transformation von
Zellsuspensionskulturen. Die als Ausgangsbedingungen bei der Etablierung dieses
transienten Expressionssystems von Olaf Grof3 (unveroffentlichte Ergebnisse, 2003)
und Ferrando et al. (2000) UGbernommenen Bedingungen wurden optimiert. Alle
eingefiihrten Veranderungen sind in roter Schrift aufgeflhrt.

Um die Belastung der Pflanzenzellen wahrend der agrobakteriell vermittelten
Transformation so gering wie moglich zu halten, wurde die

Ausgangskonzentration der Agrobakterien mit 10°/ml so niedrig gewahlt, dass
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gemall den in Abbildung 3.28. aufgefuhrten Ergebnissen auch nach 40 h
Gesamtinkubation kein Sauerstoffmangel auftreten sollte. Da gezeigt werden
konnte, dass eine auf 16 h beschrankte Co-Kultivierung von Pflanzenzellen und
Agrobakterien bereits zu ausreichenden Transformationsraten von 25-40% fuhrt
(s. Abb. 3.31.) wurden die Agrobakterien bereits nach 16 h durch den
- ebenfalls neu eingefuhrten - Waschschritt mit Hilfe eines Buchner-Trichters
entfernt (Abb. 3.33.-3.35.). Der in Abbildung 3.33. dargestellte, bezuglich der
Wirksamkeit des Antibiotikums Cefotaxim durchgefihrte Versuch zeigte
aulBerdem, dass -zumindest bei RD29B::LUC-Keimlingen - eine nur 24-
stundige ABA-Induktion ausreicht um eine starke Aktivierung des Reporters zu
erhalten.

Mit diesem optimierten Protokoll sollte nun der Versuch gestartet werden, die
ABA-abhangige Reporterkassette ATHBG6::.LUC Uber Agrobakterien in
Arabidopsis-Zellsuspensionskultur einzubringen und anhand dieses transienten
Systems die ABA-Regulation des in Protoplasten nicht induzierbaren ATHBG6-
Promotors naher zu untersuchen. Fur den ersten Agrobakterien-vermittelten
Transferversuch wurde jedoch neben dem Kontrollkonstrukt pB112135S::LUC
zuerst der binare Vektor pBI121RD29B:.LUC verwendet, da der RD29B-
Promotor — im Gegensatz zum ATHB6-Promotor - auch im transienten

Protoplasten-System reguliert ist (Hoffmann, 2002).
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Abb. 3.37.: Luciferase-Aktivitdt in transient Uber Agrobakterien transformierten
35S::LUC- und RD29B::LUC-Zellkulturen. Nach 16 h Agrobakterien-Transformation
(107/ml), anschlieRendem Waschschritt und 24 h Inkubation mit 0 pM (weiB) bzw.
30 uM (schwarz) ABA wurde die Uber Proteingehalt standardisierte Reporteraktivitat in
den Zellextrakten gemessen.
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Transformiert wurde mit einer Anfangskonzentration von 10° Agrobakterien/ml
fur 16 h, anschlieRend wurden die Zellen gewaschen und fur 24 h mit 30 yM
ABA induziert. Die nach der Ernte der Zellen fur 35S::LUC bzw. RD29B::LUC
gemessene und Uber Proteingehalt abgeglichene LUC-Aktivitat ist in Abbildung
3.37. dargestellt.

Sowohl im uninduzierten als auch im induzierten Zustand war die RD29B-
regulierte Reporteraktivitat starker als die 35S-gesteuerte LUC-Aktivitat. Somit
konnte in den transformierten Zellkulturen keine ABA-Induktion des RD29B-
Promotors, sondern vielmehr eine bereits vor ABA-Zugabe induzierte
Luciferase-Aktivitat beobachtet werden.

Obwohl die Transformation der Pflanzenzellen — den hohen Reporter-
Aktivitaten nach - sehr effizient ablief und die Bakterien-Konzentration mit
10°%/ml bereits duBerst niedrig gewahlt schien, fiihrten diese Bedingungen zu
einer ABA-unabhangigen Aktivierung des RD29B-Promotors. Auch ein weiteres
Absenken der agrobakteriellen Anfangskonzentration im Zellkultur-Uberstand
brachte, wie in Abbildung 3.38. gezeigt, keinen Erfolg: der durch osmotischen
Stress und exogenes ABA induzierbare RD29B-Promotor verhielt sich
konstitutiv aktiv wie der 35S-Promotor und somit komplett unabhangig von

exogenem ABA.
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Abb. 3.38.: Vergleich des ABA-Einflusses in 35S::LUC- und RD29B::LUC-
transformierten Zellkulturen bei ansteigender Agrobakterien-Konzentration. Es wurde
die ABA-Induzierbarkeit des RD29B-Promotors nach 16 h Agrobakterien-Infektion und
24 h Induktion mit 0 bzw. 30 uM ABA getestet (a). Parallel dazu wurde das 35S::LUC-
Plasmid als konstitutiv aktive Kontrolle in Arabidopsis Zellkultur eingebracht und die
hier erhaltene LUC-Aktivitat mit der in RD29B::LUC-Zellen verglichen (b).
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Um ausschlielien zu kénnen, dass die Arabidopsis-Zellen - als Abwehrreaktion
auf die Agrobakterien - selbst Abscisinsaure produzieren und somit fur die Pra-
Induktion des RD29B-Promotors sorgen, wurden flr das anschlieende
Transformationsexperiment  aba2-Zellkulturen verwendet, welche eine
defiziente ABA-Biosynthese aufweisen (Cheng et al., 2002).

Diese Zellen zeigten ebenfalls nach der Transformation mit RD29B::LUC keine
ABA-Induktion fur den Promotor (s. Abb. 3.39.). Auch eine hier nicht gezeigte
Behandlung der Zellsuspensionen mit Fluridon, einem generellen Hemmstoff
der Carotenoid- und somit der ABA-Biosynthese, ergab keine Veranderung zur
Promotor-Regulation in unbehandelten Wildtyp-Zellen. Eine pflanzeneigene
ABA-Produktion als Grund fur die pra-induzierenden Bedingungen wurde somit

ausgeschlossen.
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Abb. 3.39.: Test der 35S:LUC- bzw. RD29B:LUC-Aktivitat in Agrobakterien-
tranformierten aba2-Zelluspensionen. Die aba2-Suspensionskulturen wurden 16 h mit
den jeweiligen Agrobakterien inkubiert (10%/ml), gewaschen und 20 h mit 0 bzw. 30 yM
ABA inkubiert. Die in den Rohextrakten gemessene LUC-Aktivitdt wurde Uber
Proteingehalt abgeglichen.

Aufgrund des deregulierten Verhaltens des ABA-induzierbaren RD29B-
Promotors wurde auch im mit Agrobakterien infizierten Zellkultur-Uberstand
nach hierfir verantwortlichen Faktoren gesucht. So wurde ein Test an
Arabidopsis-Protoplasten durchgefuhrt, welche transient Uber PEG mit
RD29B::LUC transformiert und mit 10° bzw. 10® 35S::GUS-Agrobakterien/ml
inkubiert wurden. Nach UN-Inkubation wurde die LUC-Aktivitat in den jeweiligen

Protoplasten-Ansatzen gemessen (s. Abb. 3.40.).
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Abb. 3.40.: Einfluss des Agrobakterien-infizierten Zellkultur-Uberstandes auf die
RAB18-gesteuerte LUC-Aktivitat in transient transformierten Arabidopsis-Protoplasten

Demnach konnten die in der Arabidopsis-Zellkultur herrschenden, RD29B-
induzierenden Bedingungen auch keinem, in der Suspension von 35S::GUS-

ubertragenden Agrobakterien vorhandenen Faktor zugeordnet werden.
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Abb. 3.41.: Vergleich der ABA-Induzierbarkeit von RD29B::LUC- und ATHBG6::LUC-
Konstrukten zwischen transient Uber Agrobakterien transformierten und stabil
transgenen Arabidopsis-Zellkulturen. Wildtyp- und aba2-Zellkulturen wurden mit
RD29B::LUC-Ubertragenden Agrobakterien infiziert, wahrend die bereits transgenen
RD29B::LUC- und HB6::LUC-Zellsuspensionen mit den 35S::GUS-transferierenden
Agrobakterien belastet wurden. Als Ausgangskonzentration wurde jeweils
106 Bakterien/ml gewahlt. Der Abgleich der jeweils gemessenen LUC-Aktivitat erfolgte
Uber die Proteinmenge.
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Im Gegensatz zur verlorengegangenen ABA-Induzierbarkeit des RD29B-
Promotors in transient transformierten RD29B::LUC-Zellsuspensionen zeigten
Experimente mit stabil transgenen RD29B::LUC- und HBG6::LUC-Zellkulturen
eine deutliche ABA-Induktion fur ihre stabil eingebauten Konstrukte (Abb.
3.41.). Diese ABA-Regulierbarkeit blieb sowohl in Gegenwart von 35S::GUS-
transferierenden Agrobakterien als auch unter dem Einfluss von Agrobakterien
erhalten, die keine T-DNA auf Pflanzen Ubertragen konnten.

Demnach schien die Prasenz der Agrobakterien in Zellkulturen auf die ABA-
Regulation bereits stabil integrierter Promotor-Reportergen-Konstrukte keinen
negativen Einfluss zu nehmen, so dass die Deregulation des transient in
Zellkulturen exprimierten RD29B-Promotors mit den beim Agrobakterien-
vermittelten DNA-Transfer ablaufenden Mechanismen verknupft sein muss.

Da der Transfer ABA-induzierbarer Reportersysteme in Pflanzenzellen mittels
Agrobakterien den Verlust der ursprunglichen ABA-Induzierbarkeit dieser
Konstrukte mit sich brachte, schien diese Methode der transienten Ubertragung
von DNA in Arabidopsis-Zellsuspensionskulturen fur die anschlieRende
Untersuchung der eingebrachten, ABA-regulierten Konstrukte nicht geeignet zu

sein.
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3.3. Funktionelle Analyse des Abscisinsaure-requlierten ATHBG-

Promotors: Deletionsstudie in transgenen Pflanzen

Aufgrund der fur den ATHB6-Promotor beobachteten, bis zu 2000-fachen ABA-
Induktion in transgenen Reporterlinien (Himmelbach et al., 2002), sollte die ABA-
abhangige Regulation dieses Promotors im Rahmen der vorliegenden Arbeit
naher untersucht werden. Da der ATHB6-Promotor in durch Thomas Hoffmann
transformierten Arabidopsis- und Mais-Protoplasten keine ABA-Induktion mehr
zeigt, sollte seine Regulation in alternativen Systemen untersucht werden
(Hoffmann, 2002; unveroffentlichte Ergebnisse). Hierzu gehoért neben dem, unter
3.2. vorgestellten System der Agrobakterien-vermittelten Transformation von
Arabidopsis-Zellkulturen, die Generierung stabil transformierter Arabidopsis-

Pflanzen, welche im Folgenden besprochen wird.

3.3.1. Klonierung von 5'-deletierten ATHB6::LUC-Fragmenten in den bin&ren
Vektor pPCV812Meshi-c-myc-LUC und Generierung transgener

Arabidopsis-Pflanzen

Mit Hilfe transgener Arabidopsis-Pflanzen sollte innerhalb des HB6-Promotors
nach den cis-Elementen gesucht werden, die fir die ABA-abhangige Aktivierung
dieses Promotors verantwortlich sind. Dafur wurden ATHBG6-Promotor-
Reportergen-Konstrukte mit zunehmender 5’-Deletion des Promotors angefertigt
und zur Transformation von Arabidopsis-Pflanzen in einen binaren Vektor kloniert.
Die Untersuchung der ABA-Regulation dieser Konstrukte in den stabil
transformierten Arabidopsis-Pflanzen sollte anschlieRend Aufschluss Uber bisher
noch unbekannte, an der ABA-induzierten Aktivierung des ATHB6-Promotors
beteiligte Elemente geben.

Die Herstellung von 5'-deletierten ATHBG6-Promotor-Fragmenten erfolgte Uber
proof reading PCR mit Oligonukleotiden, die anhand der vorliegenden ATHBG6-
Promotorsequenz aus Arabidopsis (Okotyp Columbia; http://www.arabidopis.org)
ausgewahlt wurden. Die Sequenzen und exakten annealing Positionen der fur die
sieben ATHB6-Promotor-Deletionen (ATHB6(A1-47)) verwendeten Primer sind
dem Anhang zu entnehmen (siehe 5.2. bzw. 5.1.). Zur Ubersicht ist in Abbildung
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3.37. ein Schema des ATHB6-Promotors gezeigt (3.41.a). Auch die Langen der
aus der PCR hervorgehenden 5’-Promotor-Deletionen sowie ihre jeweiligen
Positionen relativ zur ATHBG6-Bindestelle und zu einigen putativen regulatorischen
Elementen sind dargestellt (Abb. 3.42.a bzw. b). Die mit Xhol- und Bglll-Uberhang
generierten PCR-Produkte der ATHB6-Promotor-Deletionen wurden Uber Xhol
und Bglll in den ebenso geschnittenen Vektor pSKAscl (Hoffmann, 2002) ligiert.
Von hier aus wurden die Promotor-Fragmente Uber die selben Schnittstellen in
den binaren Vektor pPCV812Meshi-c-myc-LUC (Grof3, 2003; unverodffentlichte
Ergebnisse) eingebracht, der eine LUC-Kassette mit vorgeschaltetem c-myc-

Epitop enthalt (Ferrando et al., 2000). Alle Konstrukte sind dem Anhang 5.3. zu

entnehmen.
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Abb. 3.42.: Schematische Darstellung der ATHB6 5’-Promotor-Deletionen und ihrer
jeweiligen Lange relativ zur Ausgangspromotor-Sequenz. a) Die ATHBG6-Bindestelle im
Promotor des gleichnamigen Gens ist rot gekennzeichnet. Des Weiteren sind neben dem
Transkriptionsstart (+1) mit ABRE und TATA-Box zwei potenzielle regulatorische
Elemente rot hervorgehoben. Um die fir die ABA-Regulation verantwortlichen Regionen
des HB6-Promotors lokalisieren zu kénnen, wurden tber PCR mit Hilfe der angegebenen
Primer (-1389, -1171...-35) sieben 5'-Promoter Deletionen (A1-A7) konstruiert, deren
jeweilige Lange in (b) dargestellt ist. Diese Fragmente wurden tber Xhol-Bglll-Uberhédnge
erst in pSKAscl kloniert und dann zur Klonierung von HB6-Promotor-c-myc-LUC-
Kassetten in den fur Arabidopsis Transformation verwendbaren, binaren Vektor
pPCV812MESHI-c-myc-LUC Ubertragen (c).
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Auf diese Weise wurden sieben HBG6-Promotor-c-myc-LUC-Kassetten (A1-A7)
generiert, die zur Transformation von Arabidopsis-Pflanzen genutzt wurden. Dabei
bezeichnet ATHB641 das von Thomas Hoffmann (2002) als Volllangen-Promotor
verwendete, 1589 bp lange ATHB6-Fragment, welches am 3’-Ende die letzte
Base der 5’-UTR vor dem Start-Codon einschliel3t (bezugl. ATHB6-Gensequenz
s. Anhang 5.2.). Das kurzeste Promotor-Fragment, ATHB647, beginnt 35 bp
stromaufwarts vom Transkriptionsstartpunkt (+1) und ist insgesamt 228 bp lang.
Die zwischen dem langsten (A1) und dem kirzesten Promotor-Fragment (A7)
liegenden 5’-Deletionen A2-A6 verkirzen den Promotor jeweils um etwa 200 bp.

Die stabile Transformation von Arabidopsis thaliana-Pflanzen (Okotyp RLD)
erfolgte Uber die Methode des ,floral dip“ (Clough and Bent, 1998). Fur jedes
ATHBG6-Promotor-Konstrukt wurden je vier Topfe mit je 15-20 Pflanzen zur
Transformation verwendet. Parallel zu den ATHB6(A1-A7)::c-myc-LUC-
Konstrukten wurden die Kontrollplasmide pPCV812Meshi35S::c-myc-LUC sowie
pPCV812Meshi35S:HA-GUS (s. GroR 2003) in Arabidopsis-Pflanzen (Okotyp
RLD) eingebracht. Die von den transformierten Pflanzen geernteten, sterilisierten
Samen wurden zur Selektion auf MS Agar-Platten mit 15 ug/ml Hygromycin
ausgebracht. Nach 2-3 Wochen wurden die Antibiotikum-resistenten Keimlinge
(T4-Generation) in Toépfe mit Perlit-Erde-Mischung Uberfuhrt und die Anwesenheit
des jeweiligen ATHBG6::c-myc-LUC-Konstrukts Uber PCR mit LUC- und HBG6-

Promotor-Primern bestatigt (Primer siehe Anhang 5.1.).

Konstrukt # gescreente Samen | Anzahl an Transformanden Transformationsrate [%]
pPCV812HB6A1::c-myc-LUC 32500 18 0,06%
pPCV812HB642::c-myc-LUC 32500 15 0,05%
PPCV812HB6.43::c-myc-LUC 32500 10 0,03%
pPCV812HB644::c-myc-LUC 32500 13 0,04%
pPCV812HB645::c-myc-LUC 32500 19 0,06%
pPCV812HB646::c-myc-LUC 32500 16 0,05%
pPCV812HB647::c-myc-LUC 32500 13 0,04%

pPCV81235S::c-myc-LUC 10000 4 0,04%
pPCV81235S::HA-GUS 10000 5 0,05%
Abb. 3.43.: Dokumentation  des Hygromycin-Resistenz ~ screenings  von

pPCV812MeshiHB6(41-47)::c-myc-LUC-Transformanden mit Ermittlung der jeweils
erzielten Transformationsrate.
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Die Anzahl der Pflanzen, welche in diesen Tests positiv getestet wurden, sind in
Abbildung 3.43. dargestellt. Fur alle transformierten Konstrukte wurde eine

durchschnittliche Transformationsrate von 0,05% erreicht.

3.3.2. Untersuchung transgener pPCV812MeshiATHB6(A1-A7)::c-myc-LUC-

Pflanzen

Im Anschluss an das PCR screening der Hygromycin-resistenten Pflanzen
wurden die positiv getesteten Pflanzen hochgezogen und ihre To-Samen geerntet.
Um die Luciferase-Aktivitat in den transgenen Reporterlinien zu bestimmen,
wurden aus den Samen der T,-Generation Schuttelkulturen angezogen. Diese
Keimlingskulturen wurden nach 10 d mit 0 yM bzw. 30 uM ABA behandelt. Nach
24-stindiger Hormonbehandlung wurde die in den Pflanzenextrakten der
transgenen ATHB6 (A1-A7)::c-myc-LUC-Linien vorhandene LUC-Aktivitat
bestimmt, wobei die Enzym-Aktivitat auf den jeweiligen Proteingehalt bezogen

wurde.

10

0O 0 uM ABA
8 1 W30 UM ABA

ABA-Induktion der LUC-Aktivitat

Al1-5 A2-5 A3-10 A4-5 A4-10 A4-11 A5-5 A6-1 35S::LUC

ATHBG6(41-6)::c-myc-LUC

Abb. 3.44.: ABA-induzierter Anstieg der Reporter-Aktivitat in transgenen
pPCV812MeshiATHB6(A41-46)::c-myc-LUC-Linien. Der ABA-Induktionsfaktor beschreibt
das Verhaltnis der fur 0 yM und 30 yM ABA gemessenen LUC-Aktivitaten. Als ABA-
unabhangige, konstitutive Kontrolle wurden zusatzlich transgene pPCV812Meshi35S::c-
myc-LUC-Pflanzen untersucht.
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Neben den als Vektor-Kontrollpflanzen verwendeten pPCV81235S::c-myc-LUC-
und pPCV81235S::HA-GUS-Pflanzen wurden alle in Abb. 3.43. angegebenen
Transformanden auf die ABA-Regulation ihres jeweiligen ATHB6A1-7::LUC-
Konstruktes getestet. Dabei konnten insgesamt jedoch nur wenige ABA-
induzierbare Reporterlinien ermittelt werden: von den insgesamt 104 Hygromycin-
resistenten Linien zeigten nur 8 unabhangige Transgene einen Anstieg der
ATHBG6-regulierten Reporter-Aktivitat im Anschluss an die ABA-Behandlung.
Diese Linien sind in Abb. 3.44. dargestellt.

Far das bereits in pBI121 getestete Volllangen-Promotor-Konstrukt A1 (Hoffmann,
2002) wurde unter den 18 getesteten Linien nur eine ABA-induzierbare Pflanze
gefunden, die jedoch mit der gemessenen 8-fachen ABA-Induktion eine nur
schwache ABA-abhangige Aktivitatssteigerung im Vergleich zu den bereits
beschriebenen HB6-Promotor::LUC-Linien zeigt (Himmelbach et al., 2002). Auch
fur die kdrzeren Promotorfragmente wurden nur je 1 (HB642::c-myc-LUC,
HB643::c-myc-LUC, HB645:c-myc:LUC und HB646::.c-myc-LUC) bzw. 3
(HB644:.c-myc-LUC) ABA-aktivierbare Linien identifiziert, aber auch diese wiesen
fur die LUC-Aktivitat nur geringe ABA-Induktionsfaktoren auf, die zwischen 4
(ATHB642) und 1,6 (ATHB644) lagen.

Als ABA-unabhangige, konstitutiv Luciferase exprimierende Kontrolle wurden
zudem transgene 35S::c-myc-LUC-Pflanzen verwendet, welche mit dem gleichen
binaren Vektor, pPCV812Meshi, transformiert worden waren. Auch diese Pflanzen
zeigten eine leichte, bis zu 3-fache Induktion der LUC-Aktivitat im Anschluss an
die ABA-Zugabe. Fir das kurzeste Promotor-Fragment, ATHB6A47, konnte
ebenfalls keine ABA-Hochregulation festgestellt werden. Da diese Sequenz
jedoch nur 35 bp des Promotors sowie die 5-UTR enthalt, wurde davon
ausgegangen, dass die Uber diesen massiv deletierten Promotor regulierte
Luciferase nur noch sehr schwach und unbeeinflusst von aufleren Faktoren

exprimiert wird.

Wahrend alle mit dem pPCV812Meshi-Vektor neu generierten ATHB6(A1-7)::c-
myc-LUC-Pflanzen keine oder nur eine schwache ABA-Induktion des ATHBG6-
Promotors zeigten, wurde bei parallel unter identischen Bedingungen

angezogenen, von Thomas Hoffmann generierten, [RLD-HB6::LUC x La-er]-
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Reporterlinien (Himmelbach et al., 2002) mit ATHB6A41:LUC-Expression eine ca.
150-fache durch Abscisinsaure induzierte LUC-Aktivitat festgestellt (s. Abb. 3.45.).
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Abb. 3.45.: Abscisinsaure-abhangige Hochregulierung der ATHBG6-regulierten LUC-
Aktivitat in von T. Hoffmann (2002) generierten transgenen pBI121HB641::LUC-Pflanzen
im [RLD x La-er]-Hintergrund.

Somit konnte ein sich generell negativ auf die ABA-abhangige ATHBG6-
Promotorregulation auswirkender und eventuell auf die in den Schuttelkulturen

herrschenden Bedingungen zurtckzufuhrender Faktor ausgeschlossen werden.

Aufgrund der deregulierten ATHBG6-Promotor-Aktivitat in den generierten
Reporterlinien wurden die klonierten 5’-Deletionen des Promotors - trotz
Amplifikation der Promotor-Fragmente dber proof reading PCR - durch
Sequenzierung Uberprift und mit der Sequenz des ATHBG6-Promotors in den
bereits vorhandenen, ABA-induzierbaren pBl121ATHBG6::LUC-Linien verglichen.
Der Vergleich zwischen der in pBl121 und der in pPCV812Meshi klonierten
ATHBG6-Promotor-Sequenz ist im Anhang beschrieben (s. 5.2.). Hierbei konnte
jedoch nur ein einzelner Basenaustausch festgestellt werden, welcher sich, relativ
zum Transkriptionsstartpunkt an Position —981 bp und somit relativ nahe am 5’-
Ende des benutzten Promotor-Fragmentes befand. Dieser Basenaustausch betraf
weder die bereits bekannte ATHBG6-Bindestelle (Position —632 bp) noch ein

potenzielles, ABA-regulierbares Element.

123



Ergebnisse

Ein weiterer, weitaus groRerer Unterschied zwischen den ATHB6(A41-7)::c-myc-
LUC-Konstrukten in pPCV812Meshi und der ATHBG6::LUC-Kassette in pBIl121
bestand in dem der Luciferase in pPCV812Meshi vorgeschalteten c-myc-Epitop
(s. Abb.3.46.).

a) pBI121HB6(A1)::LUC

CTTAACCATGGTTACTTTCTAACCCAACCTTTGAGTTTATTTAAACTGAGAGAAAGTGTGAAACCAAGCTTGTTCATATGGAA
+1 Transkriptionsstart und 5’-UTR HB6-Promotor
AACGCTCATCAACICITCAACAATCTCTCTCCTCTCTCTCTCTGTATATAGAAGAATCTCCATTGTCTTTAATTTCTCTCCATTT
CTCTTTCTCTCTTCCTTCAAAGTTTTCTCTTTTCTTGATGGGTTTAAGAGAGTAAAGATCATCAAGTACTATGCATTAAATTG
BamHI
AGAAGTTATTAAAAATTTCGAAAGTAATTAAAGATTGTTGGGATCCIGAGCTTGGAATTCCTTTGTGTTACATTCTTGAATGTC
Start LUC
GCTCGCAGTGACATTAGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAATCGAAGACGCCAAAAA

b) pCV812Meshi35S::c-myc-LUC

«35S-Promotor Start c-myc-Epitop Bglll c-myc-Epitope (N-term) intron PIV2
GAGGACAGCCCAAGCTTccaccifgcgcccgggtctagaagatctiEReLrrEl el gig taagtttctgcttctaccttty
atatatatataataattatcattaattagtagtaatataatattttaaatatttttttcaaaataaaagaatgtagtatatagc

aattgcttttctgtagtttataagtgtgtatatttcaatttataacttttctaatatatgaccaaaatttgttgatgtgca

c-myc-Epitop (C-term) Start LUC
GloeEREE e Eatgtcgacggategatcc AAATGIGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCGGCGCCATTCTATCCT

c) pPCV812MeshiHB6(A41)::c-myc-LUC

«HB6-Promotor TATA-Box
ACTTTCTAACCCAACCTTTGAGTTTATTTAAACTGAGAGAAAGTGTGAAACCAAGCTTGTTCATATGGAAAACGCTCATCAAC

+1 Transkriptionsstart und 5’-UTR HB6-Promotor
[CTCAACAATCTCTCTCCTCTCTCTCTCTGTATATAGAAGAATCTCCATTGTCTTTAATTTCTCTCCATTTCTCTTTCTCTCTT

CCTTCAAAGTTTTCTCTTTTCTTGATGGGTTTAAGAGAGTAAAGATCATCAAGTACTATGCATTAAATTGAGAAGTTATTAAA

Bglll c-myc-Epitop (N-term) intron PIV2
AATTTCCGAAAGTAATTAAAGATTGTTGlagatct{sEleleEEEE s a sy aig taagtttctgcttctacctttgatatatatata

ataattatcattaattagtagtaatataatattttaaatatttttttcaaaataaaagaatgtagtatatagcaattgctt

c-myc Epitop (C-term)
ttctgtagtttataagtgtgtatatttcaatttataacttttctaatatatgaccaaaatttgttgatgtgcagiieguelleefle]

Start LUC
FEfESaigtcgacggatcgatccAAATEGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCGGCGCCA

Abb. 3.46.: Vergleich der ATHB6A41::.LUC-Kassette in den Vektoren pBl121 und

pPCV812Meshi. Die in pBI121ATHB6A1::LUC vorhandene Promotor-Reporter-Sequenz
(a) ist durch Unterstreichen gekennzeichnet, die 5’-UTR ist rot hervorgehoben. In (b) und
(c) ist der Ubergang zwischen HB6-Promotor und c-myc-Epitop nach Ersetzen des 35S-
Promotors in pPCV812Meshi35S::c-myc-LUC durch die HBG6-5-Promotordeletionen
gezeigt. Der 35S-Promotor (b) und der HB6-Promotor (c) sind durch Unterstreichen
gekennzeichnet, wobei die 5-UTR des HB6-Promotors zusatzlich rot markiert ist. Das c-
myc-Epitop und das PIV2-Intron aus Kartoffel sind griin hinterlegt bzw. in griner Schrift
markiert. Die Sequenz des LUC-Gens ist orange gekennzeichnet (a, b und c).
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Wahrend in pBI121 ein mit 325 bp vergleichsweise kurzer Ubergang zwischen der
TATA-Box des ATHB6-Promotors und dem Start-Codon des LUC-Reportergens
besteht (s. Abb. 3.46.a), ist beim Vektor pPCV812Meshi zusatzlich zwischen
Promotor-5’-UTR und Luciferase eine fur das c-myc-Epitop codierende, 30 bp
lange Sequenz zwischengeschaltet (s. Abb. 3.46.b und c).

Um eine Expression der c-myc-Sequenz durch prokaryotische Organismen zu
unterbinden, wurde diese aufl’erdem durch ein 189 bp langes Intron unterbrochen.
Somit liegen im Vektor pPCV812Meshi-c-myc-LUC zwischen dem 3’-Ende des
jeweilig einklonierten Promotors und dem Start-Codon der Luciferase nicht nur die
30 bp des c-myc-Epitops, sondern, einschliellich der 189 bp langen Intron-
Sequenz, insgesamt bereits 219 bp (s. Abb. 3.46.b). Aus diesem Grund fiel fur die
uber eine Bglll-Schnittstelle in diesen Vektor eingefugten ATHB6-Promotor-
Deletionen der Abstand zwischen der TATA-Box des ATHB6-Promotors und dem
LUC-Start-Codon mit 490 bp viel groRer aus als der in den c-myc-freien Vektor
pBl1121 klonierte, nur 325 bp lange Abschnitt (Abb. 3.46.c).

Durch das Einklonieren der HB6-Promotor-Deletionen in den Vektor
pPCV812Meshi-c-myc-LUC Uber die Bglll-Schnittstelle wurde aullerdem das
Start-Codon des c-myc-Epitops entfernt, so dass dieses nicht exprimiert werden
konnte (s. Abb. 3.46.c).

Nachdem sich herausgestellt hatte, dass in den neu klonierten, hinsichtlich der
ABA-Regulation gestorten, pPCV812MeshiATHB6(A1-7)::c-myc-LUC-Konstrukten
die 5’-UTR mit 490 bp um 165 bp langer war als die 325 bp lange 5-UTR in dem
bereits vorhandenen, ABA-induzierbaren, pBI121ATHB641::LUC-Konstrukt,
sollten alle ATHBG6-Promotor-Deletionen in den von Thomas Hoffmann
verwendeten pBI121-LUC-Vektor kloniert werden. Auf diese Weise sollten die
gleichen Ausgangsbedingungen geschaffen werden wie im bereits vorliegenden,
funktionsfahigen, pBI121HB641::LUC-Konstrukt.

Die Klonierung der HBG6(A41-7)-Promotor-5’-Deletionen in pBl121 sowie die
Generierung neuer transgener ATHBG6(A41-7)::LUC-Pflanzen ist im Folgenden

beschrieben.
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3.3.3. Klonierung neu konstruierter ATHBG6-Promotor(41-7)-LUC-
Fragmente in den binaren Vektor pBI121LUC und Generierung

transgener Arabidopsis-Pflanzen

Da die mit Hilfe des binaren Vektors pPCV812Meshi-c-myc-LUC generierten
ATHBG6(A41-7)-Reporter-Linien nicht die erwartete ABA-abhangige Reporter-
Induktion zeigten, sollten die sieben HB6-Promotorfragmente in den Vektor
pBl121 kloniert werden, welcher sich in Pflanzen bereits in Form des
pBI121HB641::LUC-Plasmids als funktionsfahig erwiesen hatte (Hoffmann, 2002).
Somit wurden erneut Uber proof reading PCR die oben beschriebenen 5'-
deletierten ATHBG6-Promotor-Fragmente ATHB6(A41-47) angefertigt. Als Matrize
diente hierbei der von Thomas Hoffmann angefertigte Vektor pSKAsclpHB6A41.
Wahrend die ATHBG6-spezifische annealing Sequenzen der Primer gegenuber den
pPCV812Meshi-Fragmenten unverandert blieben (s. Anhang 5.1. und 5.2.),
wurden die Restriktionsschnittstellen in den Uberhéngen der Primer modifiziert:
die forward Primer wurden mit Sacll-, der reverse Primer mit BamHI-Uberhang
versehen (siehe 5.1.).

Als Zielvektor der zwischen 1589 und 228 bp langen Promotor-Deletionen wurde
das von Thomas Hoffmann (2002) generierte Plasmid pBI121AsclHB6::LUC
verwendet, aus dem zuvor Uber Sacll und BamHI| der vor das Luciferase-Gen
geschaltete, 1,6 kb lange HB6-Vollangen-Promotor herausgeschnitten worden
war. Die auf diese Weise neu klonierten Promotor-5’-Deletionen mit ihren
jeweiligen Langen und den veranderten Restriktionsschnittstellen sind zusammen
mit dem pBI121LUC-Zielvektor in Abbildung 3.47. (a bzw. b und c) dargestellt.
Alle sieben pBI121HB6(A41-7)::LUC-Kassetten wurden nach der exemplarischen
Sequenzierung der Konstrukte pBI121HB6(A1)::LUC und pBI121HB6(42)::LUC,
wie in 3.3.1. beschrieben, lber Agrobakterien in Arabidopsis-Pflanzen (Okotyp
RLD) eingebracht.

Als ABA-induzierbare Positivkontrolle wurde, parallel zu den pATHB6(A41-
AT7)::LUC-Konstrukten, das urspringliche pBI121HB6A41::LUC-Plasmid von
Thomas Hoffmann stabil in Arabidopsis-Pflanzen (Okotyp RLD) eingebracht. Die
von den transformierten Pflanzen geernteten und sterilisierten Samen wurden zur

Selektion auf MS Agar-Platten mit 50 yM Kanamycin ausgebracht.
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Abb. 3.47.: Schematische Darstellung der neu generierten und in pBI121LUC klonierten
ATHB6 5’-Promotor-Deletionen und ihrer jeweiligen Lange relativ zur Ausgangspromotor-
Sequenz. a) ATHBG6-Bindestelle sowie Transkriptionsstart (+1), putatives ABRE und
TATA-Box sind im ATHBG6-Promotor rot gekennzeichnet. Um die ABA-regulierbaren
Regionen des HB6-Promotors zu ermitteln, wurden iber PCR mit Hilfe der angegebenen
Primer (-1389, -1171...-35) sieben 5'-Promoter Deletionen (A1-A7) konstruiert, deren
jeweilige Lange in b) dargestellt ist. Diese Fragmente wurden Uber Sacll-BamHI-
Uberhénge aus pSKAsclHB6A1 amplifiziert und anschlieBend zur Klonierung von
HB6(A1-A7)::LUC-Kassetten in den fir Arabidopsis Transformation verwendbaren,
binaren Vektor pBI121LUC Ubertragen (c), aus dem zuvor der HB6-Volllangenpromotor
(A1) Uber BamHI-Sacll-Verdau entfernt wurde.

Nach 2-3 Wochen wurden die Antibiotikum-resistenten Keimlinge (T1-Generation)
in Topfe mit Perlit-Erde-Mischung Uberfuhrt und die Anwesenheit des jeweiligen
HB6(41-A47)::LUC-Konstrukts Uber PCR mit LUC- und HBG6-Promotor-Primern
bestatigt (Primer siehe Anhang 5.1.). Die Anzahl der LUC-Pflanzen, welche in
diesen Tests positiv getestet wurden, sind in Abbildung 3.48. dargestellt. Im
Gegensatz zZu den die pPCV812Meshi-Konstrukte betreffenden
Transformationsansatzen konnten fir die pBI121HB6:LUC-Konstrukte 44, A5 und
AT trotz der vergleichsweise hohen Anzahl gescreenter Samen keine Kanamycin-
resistenten Pflanzen und demnach keine stabilen Transformanden isoliert werden.
Fir die restlichen Konstrukte (pBI121HB6:LUC A1, 42, 43 und 46) fiel zudem die
Transformationsrate mit <0,01%-0,03% wesentlich niedriger aus als bei der
vorangegangenen Transformation mit pPCV812Meshi-Konstrukten (s. Abb. 3.48.).
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Konstrukt # gescreente Samen Anzahl an Transformanden Transformationsrate [%)]
pBI121HB641::LUC* 65000 18 0,03%
pBI121HB642::LUC 65000 14 0,02%
pBI121HB643::LUC 65000 4 <0,01%
pBI121HB644::LUC 98000 0 0%
pBI121HB645::LUC 98000 0 0%
pBI121HB646::LUC 65000 2 <0,01%
pBI121HB6A7:LUC 98000 0 0%

Abb. 3.48.: Dokumentation des Kanamycin-Resistenz screenings von pBl121HB6(A41-
A7):LUC-Transformanden mit Ermittlung der jeweils erzielten Transformationsrate. Das
mit * gekennzeichnete Konstrukt ist identisch zu dem von Thomas Hoffmann (2002) bei
der Generierung transgener pBI121HB6::LUC-Reporterlinien verwendeten Plasmid.

Durch die Analyse der ABA-Regulation in den generierten, stabil transformierten
ATHBG6::LUC-Pflanzen sollten anschlieBend Informationen Uber die an der ABA-
induzierten Aktivierung des ATHBG6-Promotors beteiligten Elemente erhalten

werden.

3.3.4. Untersuchung transgener pBI121ATHB6(41-47)::LUC-Pflanzen

Nach dem screening der Kanamycin-resistenten Pflanzen tber PCR wurden die
positiv getesteten Pflanzen hochgezogen und ihre T,-Samen geerntet. Aus diesen
Samen wurden, wie unter 3.3.2. bereits fur die pPCV812Meshi-Pflanzen
beschrieben, zur Untersuchung der ABA-regulierten Reporter-Aktivitat
Schuttelkulturen angezogen, welche nach 10 d mit 0 yM bzw. 30 uM ABA
behandelt wurden. Nach 24 h Hormonbehandlung wurde die in den
Pflanzenextrakten der transgenen pBl121ATHBG6::LUC-Linien vorhandene LUC-
Aktivitat bestimmt, wobei die Enzym-Aktivitat auf den jeweiligen Proteingehalt
bezogen wurde.

Im Vergleich zu den Uber das screening der pPCV812MeshiHB6(A1-A47)::LUC-
Pflanzen identifizierten 104 Transgenen wurden fir die pBI121HB6(A1-47)::LUC-
Konstrukte — trotz der hdoheren Anzahl geprufter Samen - insgesamt nur 38

unabhangige transgene Linien identifiziert.
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ABA-Induktion der LUC-Aktivitat

pBI121ATHB64::LUC-Konstrukte 41, 42, A3 und 46

Abb. 3.49.. Messung der ABA-abhangigen Reporter-Aktivitdt in transgenen
pBI121ATHB6A4::LUC-Linien (HB6-Promotor-Deletionen 41, 42, A3, 46) nach Behandlung
mit 0 uM bzw. 30 uM ABA. Der ABA-Induktionsfaktor beschreibt das Verhaltnis der fur 0
MM und 30 uM ABA gemessenen LUC-Aktivitdten. Die parallel als ABA-induzierbare
Kontrollpflanzen verwendeten pBI121ATHB6A41::LUC-Linien sind in Abb. 3.50.
dargestellt.

Davon entfielen 18 Transformanden auf das von Thomas Hoffmann verwendete
Konstrukt pBI121HB6A41::LUC. Alle in Abb. 3.48. angegebenen Reporterlinien
wurden bezuglich der ABA-Regulation ihres jeweiligen ATHBG6-regulierten LUC-
Gens getestet, wobei in Abb. 3.49. und 3.50. nur die Reporter-Aktivitat einiger
Linien exemplarisch dargestellt ist.

Nur 2 der 38 untersuchten Linien zeigten eine Induktion der LUC-Aktivitat infolge
der ABA-Behandlung: so wurde fir die ATHB642::LUC-Linie #2 eine bis zu 214-
fache ABA-abhangige Induktion ihres Reporters gemessen, wahrend die
HB641::LUC-Linie #15 eine relativ schwache, 2-fache Induktion der Luciferase-
Aktivitat zeigte (s. Abb. 3.50. bzw. 3.49.). Bei den restlichen getesteten Linien war
— trotz oftmals hoher LUC-Aktivitat - keine Induktion des HBG6-regulierten
Reporters festzustellen.

Zur besseren Dokumentierung der schwach bzw. nicht ABA-induzierbaren Linien
in Abb. 3.49. wurde die stark Abscisinsaure-regulierte Linie ATHB642::LUC #2 in
Abb. 3.50. zusammen mit den als ABA-induzierbaren Kontrollen verwendeten
Kreuzungen [RLD-HB6::LUC x La-er] #23 und #25 dargestellt.
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2!23_|2 RLD_H2562A51::LUC RLD—HszAgl::LUC x . La_er] Kreuzungen gezeigt
ABA-induzierbare pBI121ATHB64::LUC-Pflanzen (Himmelbach et al., 2002).

Da neben der ATHB642::LUC #2-Linie die unter denselben Bedingungen
angezogenen Positivkontrollen [RLD-HB6::LUC x La-er] eine bis zu 100-fache
ABA-Induktion des LUC-Reporters zeigten, konnten auch hier — wie bei der
Analyse der pPCV812Meshi-Pflanzen - in den Schittelkulturen herrschende, sich
hemmend auf die ABA-Regulation der Keimlinge auswirkende Bedingungen als
Grund fur die ABA-deregulierten pBI121HB6::LUC-Pflanzen ausgeschlossen
werden.

Auch eine Sequenzierung der bis dahin noch nicht Gberpriften, stabil in die RLD-
Pflanzen integrierten pBIl121-Konstrukte ATHBG6(A1-43)::LUC ergab keine
Unterschiede zu den bereits vorhandenen, als ABA-induzierbar getesteten
pBI121ATHB641::LUC-Linien von Thomas Hoffmann (2002).

Um eventuell vorliegende, bis dahin unerkannte, Okotyp-spezifische Probleme
aufzudecken, wurde das pBI121HB6A41::LUC-Konstrukt im genetischen
Hintergrund von Columbia- und RLD-Pflanzen auf seine jeweilige ABA-Induktion
geprift. Hierfir wurden homozygote pBI121HB641::LUC-Keimlinge vom Okotyp
Columbia verwendet, welche von Thomas Hoffmann parallel zu den fur die [RLD-
HB6::LUC x La-er]-Kreuzungen eingesetzten pBl121HB6A41::LUC-Pflanzen in
RLD-Hintergrund generiert worden waren. Parallel zu den Columbia-
Reporterlinien wurden bis dahin noch nicht verwendete, homozygote
pBI121HB641::LUC-Keimlinge von Thomas Hoffmann verwendet. Die Keimlinge
beider Linien wurden 10 d auf MS-Agarplatten angezogen und dann jeweils eine
Platte mit 30 yM ABA bzw. mit 10 mM MES (pH 7,0) bespruht. Nach 24 h
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Inkubation wurde die in den Proteinextrakten der Keimlinge vorhandene

Luciferase-Aktivitat luminometrisch gemessen.

D
o

U opM ABA
B 50 uM ABA

N
o

N
o

ABA-Induktion der LUC-Aktivitat

—— I

HB6A41::LUC HB641 ::LUC
RLD Columbia

o

Abb. 3.51.: Quantitativer Vergleich zwischen der ABA-abhangigen Induktion von
pBI121ATHB6A41::LUC in RLD- und Columbia-Pflanzen. Es wurde die ABA-induzierte
Hochregulierung der ATHBG6-regulierten Luciferase-Aktivitat in RLD- und Columbia-
Keimlingen dargestellt. Zur internen Standardisierung diente die jeweils Uber Bradford
ermittelte Proteinmenge.

Die in beiden Okotpyen fiir HB6A41::LUC erhaltene, ABA-abhangige Induktion der
Reporter-Atkivitat ist in Abbildung 3.51. dargestellt. In Columbia-Pflanzen konnte
die Aktivitdt der Luciferase durch die Behandlung mit ABA bis zu 50-fach
hochreguliert werden, wahrend die ABA-Induktion in der getesteten RLD-
Reporterlinie nur den Faktor 4 erreichte.

Um aufzuklaren, warum die oben beschriebenen [RLD-HB6::LUC x La-er]-
Kreuzungen, im Gegensatz zu den in Abb. 3.51. gezeigten, homozygoten RLD-
Reporterlinien eine starke, uber 100-fache ABA-Induktion zeigten, wurde, um
Okotypische Verwechslungen auszuschlielen, der dkotypische Hintergrund der
[RLD-HB6::LUC x La-er]-Kreuzungen uberpruft. Hierfur wurde DNA aus drei
verschiedenen Kreuzungen isoliert und Uber PCR mit CAPS-Marker-spezifischen
Primern (s. Anhang 5.1.) und anschlieendem Xhol-Restriktionsverdau getestet.
Der verwendete CAPS-Marker RPS4-NT (At5g45250) ermoglicht die
Unterscheidung zwischen RLD- und Columbia-Hintergrund, indem das in RLD-

Pflanzen erhaltene, 420 bp lange PCR-Fragment durch Xhol in zwei 210 bp lange
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Fragmente unterteilt wird, wahrend das entsprechende, aus Columbia-DNA
hervorgehende PCR-Produkt ungeschnitten bleibt (s. 5.1.). Eine Unterscheidung
zwischen La-er- und RLD-DNA ist gleichzeitig allerdings nicht mdglich, da der hier
verwendete CAPS-Marker nicht zwischen Columbia und LA-er-DNA
unterscheidet.

Wie die CAPS-Marker-spezifische PCR in Abb. 3.52. zeigt, zeigten die RLD- bzw.
Columbia- Wildtyp-Kontrollen das erwartete Muster: das PCR-Produkt aus RLD
konnte durch Xhol geschnitten werden, wahrend das aus Columbia stammende
Amplifikat unverdaut blieb. Da alle von Thomas Hoffmann verwendeten
[HB6::LUC x La-er]-Kreuzungen unverdaut blieben handelt es sich bei diesen
Reporterlinien nicht - wie urspringlich angenommen - um [RLD-HB6::LUC x La-
er]-, sondern um [Columbia-HB6::.LUC x La-er]-Kreuzungen. Auch die
Ruckkreuzungen in abil-Hintergrund erfolgten mit Columbia-HB6::LUC-

Reporterlinien.

Marker 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

#7.2 #23.1 #23.2 #32.1
La-er x HB6::LUC abil x HB6::LUC RLD Columbia

Abb. 3.52.: Uberpriifung der dkotypischen Hintergriinde verwendeter [HB6::LUC x La-er]-
Kreuzungen Uber CAPS-Marker-spezifische PCR und anschliellenden
Restriktionsverdau. Es wurden drei verschiedene [RLD-HB6::LUC x La-er]-Kreuzungen
(#7.2, #23.1, #23.2) und zusatzlich eine [RLD-HB6::LUC x abil]-Kreuzung getestet. Als
Wildtyp-Kontrollen wurden Matrizen von RLD und Columbia eingesetzt. Alle PCR-
Amplifikationen (bis auf Columbia) wurden doppelt angesetzt (1, 2). Als Marker wurde die
100 bp-Ladder von MBI verwendet.

Die Tatsache, dass - mit Ausnahme der in Abb. 3.51. beschriebenen, nur
schwach induzierbaren RLD-HBG6::LUC-Reporterlinie - alle als ABA-induzierbare
Positivkontrollen verwendeten [HB6::LUC x La-er]-Kreuzungen einen Columbia-
Hintergrund aufwiesen, unterstreicht die Beobachtung, dass eine hohe ABA-
Induzierbarkeit des ATHB6::LUC-Konstruktes vom Arabidopsis-Okotyp abhéngig

ist. Dies erklart somit auch die zwischen den vermeintlichen [RLD-HB6::LUC x La-
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er]-Kreuzungen (s. Abb. 3.45. und 3.50.) und der homozygoten RLD-HB6::LUC-
Reporterlinie (vgl. Abb. 3.51.) festgestellten Unterschiede bezuglich der ABA-

abhangigen Induktion.
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3.4. ldentifizierung von in Vivo Interaktionspartnern des

Transkriptionsfaktors ATHB6 Uber bimolekulare Fluoreszenz-

Komplementation

Die Durchfuhrung und Regulation der zahlreichen ABA-abhangigen Prozesse,
welche wahrend der pflanzlichen Entwicklung oder bei der Adaptation an
auldere Einflisse innerhalb der Zelle ablaufen, beruhen zu einem wesentlichen
Teil auf den spezifischen Wechselwirkungen, die zwischen den einzelnen
Komponenten des komplexen Signaltransduktionsnetzwerks stattfinden.

So konnten flir die PP2C Phosphatasen ABI1 und ABI2, die eine zentrale Rolle
bei der ABA-SignalUbertragung einnehmen, Uber yeast two-hybrid screening
bereits unterschiedliche Interaktionspartner identifiziert werden. Zu ihnen zahlen
neben dem bereits erwahnten HD-Zip-Transkriptionsfaktor ATHB6 (At2g22430),
ein in den Plastiden an der Photoprotektion beteiligtes Fibrillin-Protein
(At4g04020) (Yang et al., 2006) sowie eine im Cytosol lokalisierte Glutamyl-
tRNA-Synthetase (At5926720, Tang, 2003; unveroffentlichte Ergebnisse),
welche zudem noch mit ATHBG6 in Wechselwirkung tritt.

Mit Ausnahme der ABI1-AtGIuRS-Interaktion, deren Nachweis Uber Co-
Immunoprazipitation der aus Pflanzenextrakten isolierten Proteine erfolgte,
konnten all diese Wechselwirkungen in vivo bisher nur im heterologen Hefe-
System und durch in vitro Bindungsassays nachgewiesen werden (Himmelbach
et al., 2002; Yang et al., 2006).

Zur Bestatigung der hier erwahnten Interaktionen im homologen pflanzlichen
System, sowie zur ldentifizierung weiterer, bis dahin unbekannter Kontakte
zwischen Proteinen der ABA-Signaltransduktion sollte daher die Methode der
bimolekularen Fluoreszenz-Komplementation in Kombination mit dem
transienten Protoplasten-Expressionssystem genutzt werden (Hu and Kerppola,
2003; Walter et al., 2004).
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3.4.1. Klonierung potenzieller Interaktionspartner in pflanzenkompatible
YFP-Fusionsvektoren

Das Prinzip der bimolekularen Fluoreszenz-Komplementation beruht auf der
Bildung eines fluoreszierenden Komplexes, der sich aus zwei Fragmenten des
aufgespaltenen yellow fluorescent protein (YFP) zusammensetzt. Da die beiden
YFP-Fragmente mit den codierenden Sequenzen potenzieller
Interaktionspartner fusioniert werden, kommt es nur dann zur Emission des
fluoreszierenden Signals, wenn die beiden, an die YFP-Fragmente gekoppelten
Proteine tatsachlich miteinander in Wechselwirkung treten. Dieses System
wurde urspringlich fur Saugetier-Zellen etabliert (Hu and Kerppola, 2003), doch
mit Hilfe von entsprechenden, Pflanzen-kompatiblen YFP-Fusionsvektoren
kann diese Methode zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen in lebenden
Pflanzenzellen verwendet werden (Walter et al., 2004). Alle fur dieses System
verwendeten YFP-Fusionsvektoren wurden von Herrn Professor Dr. Jérg Kudla

(Universitat Mlnster) zur Verfligung gestellt.
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b) pSPYCE-35S/pUC-SPYCE ~ HA

Abb. 3.53.: Schematische Darstellung der YFP-Fusionskassetten in den fur die
Transformation von Protoplasten eingesetzten Vektoren pSPYNE-35S/pUC-SPYNE (a)
und pSPYCE-35S/pUC-SPYCE (b). Der in (a) dargestellte Vektor tragt die 465 bp
lange, fur den N-Terminus des YFP-Proteins codierende Sequenz, das in (b) gezeigte
Plasmid die 249 bp lange, C-terminale YFP-Sequenz. In der multiple cloning site
(MCS) sind 7 der insgesamt 14 Restriktionsschnittstellen angezeigt (siehe auch (Walter
et al.,, 2004)) Die Konstrukte verfugen Uber ein c-myc- bzw. HA-Epitop, welches
Antikorper-spezifische Immunodetektion erméglicht.
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Da die Untersuchung von Interaktionen zwischen den Proteinen ATHB6, ABI1,
abi1 und GIuURS zunachst im transienten Arabidopsis-Protoplastensystem
stattfinden sollte, wurden als YFP-Fusionsplasmide die in Abbildung 3.53.
dargestellten pUC-Derivate pSPYNE-35S/pUC-SPYNE (a) und pSPYCE-
35S/pUC-SPYCE (b) gewahlt (Walter et al., 2004). Der pSPYNE-Vektor enthalt
die fur die ersten 155 Aminosauren codierende YFP cDNA-Sequenz, der
pSPYCE-Vektor das entsprechende cDNA-Fragment fur die 83 letzten
Aminosauren von YFP. Neben potenziellen Wechselwirkungen zwischen den
oben genannten Proteinen sollte ausserdem die Bildung von Homo- und
Heterodimeren zwischen HD-Zip-Transkriptionsfaktoren der Klasse | untersucht
werden. Aus diesem Grund wurden auch die cDNA-Sequenzen von ATHB5 und
ATHB7, die als in vitro (Johannesson et al, 2001) bzw. in vivo
Heterodimerisierungspartner (Tang, 2003; unverdffentlichte Ergebnisse) von
ATHB6 gelten und in vitro auch untereinander Heterodimere bilden
(Johannesson et al., 2001), mit den YFP-Fragmenten fusioniert.

Die Klonierung der codierenden Sequenzen von AtGIuRS, ATHB5, ATHBSG,
ATHB7, ABI1 und abil in die Vektoren pSPYNE-35S/pUC-SPYNE (pSPYNE)
und pSPYCE-35S/pUC-SPYCE (pSPYCE) erfolgte durch Amplifikation der
entsprechenden Fragmente mittels proof reading PCR. Die forward Primer
wurden so gewahlt, dass sie das Start-Codon (ATG) des jeweiligen Leserasters
enthielten, die Sequenzen der reverse Primer wurden so gewahlt, dass das
STOP-Codon aufgehoben wurde. Als Restriktionsschnittstellen-Uberhéange
wurden bei allen eingesetzten forward Primern, einschliesslich des GIuRS-
Primers BamHI gewahlt, wahrend sich die Uberhdnge der reverse Primer je
nach Gen unterschieden. Flr die Amplifikation der codierenden Sequenzen von
ABI1 und abil, sowie HB5 und HB6 wurden reverse Primer mit Xhol-Uberhang
verwendet, fiir den reverse Primer von HB7 wurde ein Xmal (Smal)-Uberhang
gewahlt (Primer s. Anhang 5.1.). Der reverse GluRS-Primer wurde beide mit
einem Smal-Uberhang versehen.

Die verdauten PCR-Produkte wurden anschliefend in die entsprechend
verdauten, untereinander identischen, multiple cloning sites der Vektoren
pSPYNE und pSPYCE einligiert. Die erhaltenen Klone konnten nach
Uberprifung durch Restriktionsverdaus fir die transiente Transformation von

Arabidopsis-Protoplasten verwendet werden.
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3.4.2. Visualisierung von in vivo Interaktionen im transienten

Protoplasten-System

Das Prinzip der bimolekularen Fluoreszenz-Komplementation (BiFC;
bimolecular fluorescence complementation) in Protoplasten wurde zuerst an
den pSPYNE- und pSPYCE-Konstrukten von ATHB6 und ATHB7 getestet.
Hierfur wurden die Protoplasten mit je 10 uyg des pSPYCE-35S::ATHB6- bzw.
des pSPYCE-35S::ATHB7-Plasmids und je 10 ug des pSPYNE-35S::ATHB6
bzw. des pSPYNE-35S::ATHB7-Plasmids transfiziert. Zur Uberprifung der
Transformationseffizienz wurde pro Ansatz zusatzlich 5 pg pSK35S2:GUS
eingesetzt. Nach 14-20 h Inkubation im Dunkeln (50 rpm, 23-26 °C) wurden die
Protoplasten mit Hilfe eines Epifluoreszenz-Mikroskops bzw. eines konfokalen
Mikroskops untersucht. Zur Kontrolle der Kernlokalisation wurden die Zellen

optional vor dem Mikroskopieren 5 min mit DAPI bzw. mit dem Bisbenzimid

H33342 behandelt.
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Abb. 3.54.: Visualisierung der bei verschiedenen ATHB6- und ATHB7-Kombinationen
in Arabidopsis-Protoplasten auftretenden bimolekularen Fluoreszenz-Komplementation
in Form von emittierter YFP-Fluoreszenz. Die subzelluldre Lokalisation der YFP-
Fluoreszenz in nur mit ATHB6-YFP-Fusionen (a, b, h), nur mit ATHB7-YFP-Fusionen
(c, d, j) oder mit einer Mischung aus ATHB7- und ATHB6-YFP-Fusionen (e, f, I)
transformierten Protoplasten erfolgte mit Hilfe des Epifluoreszenz- (a, g, c, i, e, k) und
des Konfokalmikroskops (b, h, d, j, f, 1). Unter dem Epifluoreszenz-Mikroskop wurden
zusatzlich Durchlicht-Aufnahmen der Protoplasten gemacht (g, i, k). Zur Markierung
der Zellkerne wurde H33342 (h, j, I) verwendet. Die angegebene Maleinheit entspricht
20 pym.

Obwohl die Transformationseffizienz insgesamt niedrig ausfiel (2-3 Protoplasten

unter 10°), konnte in einigen Féllen ein sich deutlich vom Hintergrund
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abzeichnendes Signal ausgemacht werden, welches sich nach eingehender
Uberprifung des Emisionsspektrums am Konfokalmikroskop als YFP-
Fluoreszenz identifizieren lie. Aulerdem wurde das bei Transformationen mit
den YFP-Fusionsvektoren erhaltene Signal mit der Fluoreszenz in mit
pSKAsclI35S::YFP transformierten Protoplasten verglichen (s. Abb. 3.55.b und
e). In Abbildung 3.54. sind jeweils YFP- (b, d, f) und DAPI-
Fluoreszenzaufnahmen (h, j, I) bzw. YFP- (b, d, f) und Durchlichtaufnahmen (g,
i, K) einander gegenubergestellt.

Fir alle bis hierher getesteten Kombinationen, also pSPYNE-ATHB6/pSPYCE-
ATHB6 (a, b), pSPYNE-ATHB6/pSPYCE-ATHB7 (c, d), pSPYNE-
AtHB7/SPYCE-ATHBG6 (hier nicht gezeigt) sowie pSPYNE-ATHB7/pSPYCE-
ATHB7 (e, f) konnte YFP-Fluoreszenz im Epifluoreszenz- (a, c, €) und im
Konfokalmikroskop (b, d, f) nachgewiesen werden. Das Signal konzentrierte
sich fur alle drei Kombinationen fast ausschlief3lich im nuklearen Bereich. Somit
scheinen ATHBG- und ATHB7-Molekile im Kern sich nicht nur jeweils zu
Homodimeren zu assoziieren (Abb. 3.52.a und b bzw. ¢ und d), sondern sie
lagern sich offenbar auch zu ATHB6-ATHB7-Heterodimeren zusammen (Abb.
3.54.e und f). Dieses Ergebnis bestatigt die im yeast two-hybrid System sowie
in vitro bereits beobachtete Interaktion fur die Transkriptionsfaktoren ATHB6
und ATHB7 (Tang, 2003; unverdffentlichte Ergebnisse). Protoplasten, welche
mit leeren YFP-Fusionsvektoren co-transfiziert wurden, zeigten keine YFP-
spezifische Fluoreszenz und wurden hier nicht abgebildet (s. Abb. 3.55.d und
h). Auch das in kaputten oder untransformierten Protoplasten beobachtete

Hintergrundsignal wurde hier nicht dokumentiert.

Nachdem das BiFC-System fir die HD-Zip-Transkriptionsfaktoren ATHB6 und
ATHB7 erfolgreich angewendet worden war, sollten auch andere Proteine, wie
ABI1, abi1 oder GIuRS auf mogliche Interaktionen Uberpruft werden. Somit
wurde auch der HD-Zip-Transkriptionsfaktor ATHBS, der als in vitro
Interaktionspartner von ATHB6 und ATHB?7 gilt (Johannesson et al., 2001), in
Kombination mit ATHBG6 getestet. Allerdings konnte bei der Co-Transfektion von
ATHBS und ATHBG kein YFP-Signal ermittelt werden.
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Auch bei den restlichen bisher getesten Kombinationen verschiedener YFP-
Fusionsplasmide ergab nur die Co-Transfektion von pSPYNE-ABI1 und
pSPYCE-ATHBG6 ein fluoreszierendes YFP-Signal. wobei hier die Anzahl an
analysierten Protoplasten und somit auch die Ausbeute an co-exprimierenden
Protoplasten mit 3 fluoreszierenden Protoplasten unter 10° Zellen im Vergleich
zu den mit ATHB6 und ATHB7 durchgeflhrten Dimerisierungstests sehr gering

war.

Abb. 3.55.: Visualisierung der bei Co-Expression von ATHB6- und ABI1-YFP-Fusionen
in Arabidopsis-Protoplasten auftretenden bimolekularen Fluoreszenz-Komplementation
in Form von YFP-Signalemission. Die subzellulare Lokalisation der YFP-Fluoreszenz
(a) erfolgte mit Hilfe des Epifluoreszenzmikroskops. Unter dem Epifluoreszenz-
Mikroskop wurden zusatzlich Durchlicht-Aufnahmen (d) der Protoplasten gemacht.
Zum Vergleich wurden parallel Protoplasten mit pSK35S::YFP transformiert, welche
unter Fluoreszenz- und Durchlicht dargestellt sind (b bzw. e). Als Negativkontrolle ist in
¢ bzw. f ein mit den leeren YFP-Vektoren pSPYCE und pSPYNE transformierter Vektor
dargestellt. Die angegebene Maleinheit entspricht 20 um.

Im Gegensatz zu der fur die HD-Zip-Transkriptionsfaktoren beobachteten, auf
den Nukleus beschrankten Fluoreszenz verteilte sich das von den ABI1- und
HB6-co-exprimierenden Protoplasten emittierte YFP-Signal jeweils innerhalb
des ganzen Protoplasten (s. Abb. 3.55.a). Dies konnte auf eine neben dem
Kern auch im Cytosol stattfindende Interaktion zwischen der Phosphatase ABI1
und dem HD-Zip-Protein ATHB6 hindeuten. Protoplasten, die mit
pSKAscI35S::YFP transformiert worden waren, zeigten eine cytosolische

Verteilung des Fluoreszenz-Signals (Abb. 3.55. b und e); die mit den
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entsprechenden, wahrend fur die mit leeren pSPYNE- und pSPYCE-Vektoren
transformierten Zellen nur eine schwache Hintergrundfluoreszenz zu
detektieren war (s. Abb. 3.55. c und f).

Die Co-Transfektion von pSPYNE-abil und pSPYCE-ATHBG6 flhrte bisher zu
keiner YFP-Reaktion. Eine endglltige Schlussfolgerung bezlglich der
Interaktion von abi1 mit HB6 kann jedoch, wie bei der Wechselwirkung
zwischen ABI1 und HBG6, noch keinesfalls getroffen werden, da die Anzahl der
unabhangigen Transformationsansatze bisher zu gering war. Auch fur die
getestete Kombination aus pSPYNE-ABI1 und pSPYCE-ATHB7 konnte bisher
keine YFP-Fluoreszenz dokumentiert werden, was mit friheren, in Hefe
erzielten Ergebnissen Ubereinstimmt. Auch hier bedarf es jedoch bis zu einem

endgultigen Fazit noch einiger Versuchswiederholungen.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Funktion der PP2C Proteinphosphatase ABI1
innerhalb des Netzwerks der ABA-Signaltransduktion untersucht. Besonderes
Augenmerk lag mit der Analyse eines potenziellen  ABI1-
Kernlokalisationssignals vor allem auf der Rolle von ABI1 bei der Verbindung
der ABA-Signalkaskade mit den durch Abscisinsaure hervorgerufenen
Veranderungen der Genexpression. Wahrend in einem ersten Teil der Arbeit
die Ergebnisse aus transienten Expressionsexperimenten in Arabidopsis-
Protoplasten gewonnen und mit Hilfe stabil transformierter Pflanzen auf ihre
Bestatigung in planta Uberpruft wurden, sollte im Rahmen eines zweiten
Projekts mit dem Agrobakterien-vermittelten Gentransfer in Arabidopsis-
Zellsuspensionskulturen ein alternatives transientes System zur Analyse der
ABA-regulierten Genexpression etabliert werden. Dieses System sollte zur
Untersuchung von solchen ABA-abhangigen Reportergen-Konstrukten
eingesetzt werden, fir die Experimente im transienten Protoplasten-System
nicht durchgefuhrt werden konnen und welche aus diesem Grund bisher
ausschlieRBlich nach dem langwierigen Prozess der stabilen Arabidopsis-
Transformation untersucht werden konnten. Ein Beispiel flr derartige
Konstrukte sind durch den ATHBG6-Promotor regulierte Reportergene, deren
ABA-abhangige Induktion Thema des dritten Ergebnisteils dieser Arbeit ist.

Ein vierter Abschnitt illustriert die Verwendung der bimolekularen Fluoreszenz-
Komplementation in Arabidopsis-Protoplasten als einfach zu handhabendes,
transientes System zur Untersuchung von in vivo stattfindenden Interaktionen

pflanzlicher Proteine im homologen System.

4.1. Die Funktion von ABI1 und abil bei der Modulation der ABA-

Signaltransduktion

ABA-Signaltransduktion bezeichnet die Gesamtheit der Vorgange, die an der
Weiterleitung des Abscisinsaure-Signals in der Pflanze beteiligt sind. Ein haufig

an der Regulation zellularer Prozesse und an der Signalibermittlung in der
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Zelle beteiligter Mechanismus ist die Proteinphosphorylierung durch
MAPKinase-Kaskaden oder Zwei-Komponenten-Hisitidin-Kinasen (Mizoguchi et
al., 1996; Mizoguchi et al., 1997; Urao et al., 2000). Proteinphosphatasen
wirken bei diesen Prozessen als Modulatoren, welche die Reversibilitat der
Kinase-Reaktionen ermdglichen.

Die Beteiligung der PP2C-Phosphatasen an der ABA-SignalUbermittlung zeigte
sich durch die Klonierung der Gene ABI1 (Meyer et al., 1994) und ABI2 (Leung
et al.,, 1997) aus Arabidopsis thaliana. Trotz zahlreicher Untersuchungen in
verschiedenen experimentellen Systemen konnte die jeweilige Rolle der beiden
Phosphatasen jedoch bisher nicht hinreichend erklart werden. So erwiesen sich
beide Gene infolge einer Analyse von genetischen Revertanten als negative
Regulatoren der ABA-Signaltransduktion mit teilweise Uberlappenden
Funktionen (Gosti et al., 1999; Merlot et al., 2001). Auch die fur ABI1-T-DNA-
Insertionslinien beobachtete Hypersensitivitat bezuglich ABA-abhangiger,
vegetativer Prozesse unterstreicht die fur ABI1 postulierte Rolle als negativer
Regulator der ABA-Signallbertragung (Saez et al., 2006; Yoshida et al., 2006).
Diese Befunde stehen aullerdem im Einklang mit der im Rahmen ektopischer
Expressionsexperimente in Mais-Protoplasten flir ABI1 beschriebenen Rolle
des ABA-Insensitivitat vermittelnden, negativen Regulators der ABA-
abhangigen Genexpression (Sheen, 1998; Sheen, 2001).

Wie im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist eine nukleare
Lokalisation von ABI1 bzw. abi1 Voraussetzung fir die ABA-desensibilisierende
bzw. ABA-insensitive Wirkung dieser Proteine.

Eine Kernlokalisation von ABI1 und abi1 wurde in verschiedenen, transienten
und stabilen Systemen gezeigt. So konnte fur GFP-ABI1- und GFP-abi1-
Fusionen in transient transformierten Zwiebelepidermis-Zellen neben einer im
Cytosol verteilten Fluoreszenz ein deutliches GFP-Signal im Nukleus
ausgemacht werden (Hoth et al., 2002). Die Verteilung von ABI1- und abi1-
Fusionsproteinen in Cytosol und Zellkern wurde auch in stabil transgenen
Arabidopsis 35S::GUS-ABI1/abil-Linien beobachtet und in transienten
Lokalisationsstudien mit 35S::GFP-ABI1- und 35S::GFP-abil-Konstrukten in
Arabidopsis- und Mais-Protoplasten bestatigt (Himmelbach, unveroffentlichte
Ergebnisse, 2003). Ein direkter Einfluss von ABI1 auf die beteiligten nuklearen

Prozesse konnte Uber Wechselwirkungen wie die in Hefe bereits gezeigte
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Interaktion der PP2C Phosphatase mit dem HD-Zip-Transkriptionsfaktor ATHB6
erfolgen, bei der ABI1 in Abhangigkeit seiner Phosphatase-Aktivitat mit ATHB6
interagiert und die ABA-abhangige Expression dieses Transkriptionsfaktors
moduliert (Himmelbach et al., 2002).

Da die passive Diffusion von Proteinen in den Zellkern ab einem
Molekulargewicht von mehr als 30 kD nur noch sehr ineffizient ablauft (Gorlich
and Kutay, 1999), bendtigen selbst relativ kleine Proteine wie das 28 kD grol3e
HMG1-Protein oder der 47 kD grolde Transkriptionsaktivator Opaque-2
(Tsuneoka et al., 1986; Varagona et al., 1992) ein oder mehrere
Kernlokalisierungssignale (NLS). Um entsprechende Motive innerhalb des
47 kD groflien ABI1-Proteins zu lokalisieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
potenzielles NLS-Element am C-Terminus von ABI1 auf seine Bedeutung
bezlglich der ABI1-Kernlokalisation Uberpruft (s. Abb. 3.2.).

Die dabei gezeigte, mit der Deletion dieses Motivs verbundene Aufhebung der
ABI1-/abi1-Effektorwirkung im transienten Arabidopsis-Protoplastensystem
ermoglicht schlielllich die Herstellung einer direkten Verbindung zwischen der
Rolle von ABI1 als negativer Regulator der ABA-abhangigen Genexpression
und der ABI1-Kernlokalisation (s. Abb. 3.4. und 3.8.-3.11.). Da auch das durch
Mutation deaktivierte NLS-Motiv die negative Effektor-Wirkung von ABI1/abi1
aufhob, kann eine durch die C-terminale Proteindeletion hervorgerufene,
unspezifische Deaktivierung von ABI1/abi1 als Ursache flr die ausgeschaltete

Effektor-Wirkung ausgeschlossen werden.

Die direkte Verbindung zwischen funktionalem NLS-Motiv und negativer
Regulator-Funktion von ABI1/abi1 wird durch die Befunde bei ABI1- bzw. abi1-
Uberexprimierenden  Pflanzen  bekraftigt: nur in  Anwesenheit des
funktionsfahigen NLS-Elements von ABIl1/abi1 kann ein ABA-insensitives
Verhalten bezuglich Keimung, Wurzelwachstum und Stomataregulation
beobachtet werden (s. 3.1.8. mit Abb. 3.12., 3.13. und 3.15.).

Die unmittelbare Abhangigkeit der durch ABI1 vermittelten ABA-Insensitivitat
vom Kernlokalisierungsmotiv lasst sich durch die nukledre Lokalisation von
ABI1-Substraten erklaren. Diese kdnnten unter dem Einfluss von ABI1 die ABA-
abhangige Genexpression modulieren und sich auf diese Weise an der ABA-

desensibilisierenden Ruckkopplung beteiligen.
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Da in Protoplasten und transgenen Pflanzen trotz Deletion der NLS weiterhin
eine abgeschwachte Kernlokalisation fur ABI1 bzw. abi1 zu beobachten war (s.
Abb. 3.7. bzw. 3.18.), wurden innerhalb der ABI1-Sequenz neben dem hier
charakterisierten NLS-Element zusatzliche Kernlokalisationsmotive vermutet.
Zahlreiche pflanzliche Proteine verfliigen tUber 2-3 NLS-Sequenzen (Varagona
et al., 1992; Shieh et al., 1993; Meisel and Lam, 1996), die kombinatorisch fur
die nukleare Akkumulation des jeweiligen Proteins sorgen und sich dabei in
ihrer Effizienz deutlich voneinander unterscheiden konnen. Als Elemente, die
potenziell neben dem hier charakterisierten Motiv zur Kernlokalisation von ABI1
beitragen konnen, gelten zwei Motive an Position 255 bzw. 278 der ABI1-
Sequenz, die einem Kernlokalisierungssignal des Opaque-2-Proteins

entsprechen (Varagona et al., 1992).

Neben der wichtigen Rolle des NLS-Motivs beim Ausflihren der ABI1-
Funktionen, konnte die Kernlokalisation von ABI1 zusatzlich Aufschluss Uber
den dominant negativen Effekt von abi1 auf die ABA-Signaltransduktion geben.
So wurden in SchlieRzellen und Wurzelzellen transgener Pflanzen Unterschiede
zwischen der subzellularen Verteilung von GFP-ABI1 und GFP-abi1 festgestellt:
Wahrend GFP-ABI1 gleichmaRig in Kern und Cytosol verteilt ist und auch der
Plasmamembran zugeordnet werden kann, ist GFP-abi1 hauptsachlich im Kern
zu finden (s. Abb. 3.16. und 3.20.). Zusatzlich deutet der in Schliezellen fir
GFP-ABI1 ermittelte, dreimal hoher als fir GFP-abi1 ausfallende Quotient von
cytosolischer zu nuklearer GFP-Signalintensitat (s. Abb. 3.21.), auf eine im
Vergleich zum ABI1-Protein deregulierte Kernlokalisation des abi1-Proteins hin.
Da die abil-Mutation zum Austausch eines Glycin-Restes durch einen
Asparaginsaure-Rest fuhrt und somit dem abi1-Protein im Vergleich zum
nativen ABI1-Protein moglicherweise den Status eines phosphorylierten
Proteins verleiht (Littlepage and Ruderman, 2002), konnte die unterschiedliche
Lokalisierung von ABI1 und abi1 auf eine, der nukledren Translokation von
ABI1 vorgeschaltete und im Zuge der ABA-Signallibertragung ausgeloste
Phosphorylierung des nativen ABI1-Proteins zuruckzufuhren sein. Demnach
ware der Phanotyp der abil-Mutanten durch eine fehlende, mdglicherweise

ABA-abhangige Regulation der nuklearen Translokation von abi1 bedingt.
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Mehrere, an Schliefizellen von 35S::GFP-ABI1-Pflanzen durchgeflihrte
Zeitreihen zur Untersuchung einer moglichen, ABA-abhangigen Akkumulation
des ABI1-Proteins ergaben keine ABA-abhangige Translokation des GFP-ABI1-
Proteins in den Zellkern (s. 3.1.9.). Aufgrund eines zusatzlich innerhalb der
ABI1-Sequenz vorhandenen, potenziellen Kernexport-Signals (NES; nuclear
export signal) (s. Abb. 4.1.), kdnnte anstatt einer rein nuklearen Akkumulation
des ABI1-Proteins auch ein, durch die NLS- und NES-Motive bedingtes,
dynamisches Gleichgewicht zwischen cytoplasmatischer und nuklearer ABI1-
Lokalisation herrschen. Dieses wirde den Nachweis einer ABA-abhangigen
ABI1-Translokation sichtlich erschweren. Ein potenzielles NES-Motiv befindet
sich am C-Terminus von ABI1, in unmittelbarer Nahe der experimentell
bestatigten NLS-Sequenz (s. Abb. 4.1.).

Da der Austausch von Glycin durch Asparaginsaure jedoch nicht nur einen
phosphorylierten Aminosaure-Rest vortauschen, sondern auch zu allgemeinen
strukturellen Veranderungen, bspw. innerhalb von Dimerisierungs- oder
Ligandenbindungsdomanen fuhren kann (Lease et al., 2001), kdnnte auch ein
durch abi1-bedingte Konformationsanderungen dereguliertes NES-Element flr

die verstarkte nukleare Akkumulation des abi1-Proteins verantwortlich sein.

ABI1 398 AAEYLSKLAIQ 408
AtRanBP1la 172 TAGLLEKLTVE 182
Rev 74 QLPPLERLTLD 84
mPKla 38 AL-KLAGLDIN 47

Abb. 4.1.: Mdgliches Kernexportsignal (NES) von ABI1 im Vergleich mit bekannten
NES-Motiven. Der Vergleich zeigt die Sequenz der potenziellen NES von ABI1, sowie
des pflanzlichen NES-Motivs von AtRanBP1a (Haizel et al., 1997). AuRerdem sind
noch die NES des HIV-Proteins Rev (Pollard and Malim, 1998) sowie die fur Export
verantwortliche Sequenz des mPKla-Proteins gezeigt (Wen et al., 1995). Die fur den
Export kritischen hydrophoben Aminosauren sind durch Fettdruck hervorgehoben.

Eine weitere Erklarung fur die ausschlieRlich in Schlie®- und Wurzelzellen
beobachteten Kompartimentierungsunterschiede zwischen ABI1 und abi1
konnten ABI1-Interaktionspartner darstellen, die in den Kernen dieser Zellen in

vergleichsweise hoher Kopienzahl auftreten und aufgrund mutationsbedingter
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Veranderungen von abi1 eine aullerst stabile Wechselwirkung mit dem GFP-
abi1-Fusionsprotein eingehen. Als potenzielle, nukleare Interaktionspartner von
ABI1 wurden bspw. in Schliezellen verstarkt exprimierte Transkriptionsfaktoren
wie ZAP1 oder Mitglieder der MYB-Transkriptionsfaktor-Familie in Frage
kommen (Leonhardt et al., 2004).

Allerdings konnten die im Vergleich zu GFP-ABI1 verstarkte Kernlokalisation
von GFP-abi1 auch auf eine verschlechterte Wechselwirkung des mutierten
abi1-Proteins mit membranstandigen oder cytosolischen Interaktionspartnern
von ABI1 zurickzufuhren sein. Eine im Fall des mutierten abi1-Proteins
auftretende Inhibierung der Wechselwirkung zwischen ABI1 und der als
Regulator der intrazellularen ABI1-Verteilung postulierten Phosphatidsaure,
(Zhang et al., 2004; Mishra et al., 2006) hatte bspw. eine ungehinderte
Kerntranslokation des abi1-Proteins zur Folge, wahrend ABI1 durch die
Wechselwirkung mit der membranlokalisierten Phosphatidsaure im Cytosol

zuruckgehalten wurde.

f
@"

D U
ool
'@ ‘ ® \\ Aktivierung ABA-abhangiger

Genexpression

/\\ Nukleus
Cytosol -—

Plasmamembran

Abb. 4.2.: Vereinfachtes Modell zur Regulation der Kompartimentierung von ABI1.
Wahrend abi1 auf deregulierte Weise im Kern akkumuliert wird die subzellulare
Lokalisation von ABI1 und somit die Weiterleitung des ABA-Signals in den Zellkern
durch  Phosphorylierung oder durch  Wechselwirkungen von ABI1 mit
membranstandigen bzw. cytosolischen Interaktionspartnern kontrolliert.

Auch die im yeast two-hybrid System detektierte Interaktion zwischen ABI1 und
der cytosolischen Glutamyl-tRNA-Synthetase AtGIURS (At5g26707) konnte als

Regulationsmechanismus fur die ABI1-Translokation vom Cytosol in den
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Nukleus dienen (Tang, 2003; Yang, 2003), wobei das AtGIuRS-Protein als
cytosolischer Anker des ABI1-Proteins und somit als positiver Regulator der

ABA-Signaltransduktion fungieren wurde.

Ein in Abbildung 4.2. dargestelltes Modell fasst die hier aufgeflhrten
Moglichkeiten zur Regulation der ABI1-Kompartimentierung zusammen:
wahrend abi1 aufgrund seiner mutationsbedingten Eigenschaften unkontrolliert
im Kern akkumuliert, wird die nukleare Translokation von ABI1 und damit die
ABA-abhangige Genregulation durch cytosolische oder membranstandige
Interaktionspartner von ABI1 bzw. durch phosphorylierungsabhangige

Mechanismen reguliert.

Neben den fur GFP-ABI1 und GFP-abi1 festgestellten Unterschieden bezuglich
der subzellularen Lokalisation zeigen die entsprechenden transgenen Linien
eine fur ABI1 bzw. abi1 spezifische Verteilung in den Geweben der Wurzel (s.
Abb. 3.16. und 3.17.), welche sich auf die Kalyptra-Stammzellen und die
unmittelbar anschlieBende, dritte Kalyptra-Zellschicht sowie auf die
meristematischen Zellen der Epidermis und der lateralen Wurzelhaube
beschrankt (Sabatini et al., 1999).

Diese Proteindistribution stimmt in grolen Teilen mit der bei Arabidopsis in
Wurzelmeristemen beobachteten Lokalisation der PIN2-, PIN3- und PIN7-
Proteine Uberein, welche an der Regulation der Auxin-Verteilung und somit an
der Steuerung der Zellteilung und Zellexpansion in den Primarwurzeln beteiligt
sind (Blilou et al., 2005). Da das unfusionierte, ebenfalls durch den 35S-
Promotor gesteuerte GFP-Kontrollkonstrukt eine gleichmaRig innerhalb der
Wourzel verteilte Fluoreszenz emittiert, deutet die fir GFP-ABI1 und GFP-abi1
beobachtete Verteilung auf eine erhdhte Stabilitat dieser Reporterfusionen hin,
welche durch den Ablauf ABA-regulierter Prozesse in diesen Zellen bedingt
sein konnte. Demnach koénnte ABA als Gegenspieler von Auxin bei der
Steuerung des  Wurzelwachstums  sowie der  Ausbildung von
Seitenwurzelprimordien wirken. Die Beeinflussung der Wurzelentwicklung durch
ABA wird bei der Untersuchung des Wurzelwachstums in ungestressten, mit
exogen applizierter ABA behandelten Keimlingen deutlich: wahrend die

Elongation der Wurzel in derart behandelten Wildtyp-Keimlingen stark inhibiert
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wird, ist bei ABA-insensitiven abil-Keimlingen keine Hemmung der
Wurzelverlangerung festzustellen (Meyer et al., 1994). Auch die Entwicklung
von Seitenwurzeln wird durch ABA-abhangige Regulationsmechanismen
gesteuert (Deak and Malamy, 2005): so wird beispielsweise die bei hohen
Nitratkonzentrationen aufkommende Inhibierung der Seitenwurzelbildung durch
ABA vermittelt (Signora et al., 2001). Die Tatsache, dass bei abil-Mutanten
eine verminderte Sensitivitat fur die ABA-induzierte Hemmung der
Seitenwurzelformation festgestellt wurde, deutet aulerdem auf eine Beteiligung
von ABI1 an der ABA-abhangigen Inhibierung der Seitenwurzelbildung hin (De
Smet et al., 2003)

In Wurzelzellen lokalisiertes ABI1-Protein konnte zudem die fordernde Wirkung
von ABA auf das Wurzelwachstum bei Trockenstress vermitteln. Da diese ABA-
Wirkung auf eine Hemmung der Ethylen-Produktion zurtickgeht (Spollen et al.,

2000), kdnnte das ABI1-Protein in derartige Mechanismen eingreifen.

Abb. 4.3.: Lokalisation der ABA-Signaltransduktion in RD29B::GUS-Wurzeln sowie der
GFP-ABI1-Expression in 35SS1::GFP-ABI1-Wurzeln. In An- und Abwesenheit von
Wasserstress beschrankt sich die ABA-abhangige Reporteraktivierung auf die durch
Pfeile markierten Zellen der Kalyptra und des ruhenden Zentrums (a). Diese Verteilung
entspricht nicht der fir ektopisch exprimiertes GFP-ABI1 beobachteten Akkumulation
(b), welche in der Kalyptra sowie in der Wurzelepidermis stattfindet. Die angegebene
Maleinheit entsprich 50 um.

Eine intensive ABA-Signaltransduktion findet jedoch sowohl unter stressfreien
Bedingungen als auch unter Trockenstress-Einfluss nicht in den hier durch
GFP-ABI1 und GFP-abi1 gekennzeichneten Zellen des Wurzelmeristems und
der Kalyptra statt (s. Abb. 4.3.), sondern in der oberhalb dieser Zellen
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lokalisierten Kalyptra sowie im weiter unten folgenden ruhenden Zentrum
(Christmann et al., 2005).

Wie die oben erwahnten genetischen abil-Revertanten mit ihrer bis zu 1000-
fach verringerten Phosphatase-Aktivitat zeigen, ist die negativ regulatorische
Wirkung von ABI1 nicht nur eng mit der Kernlokalisation des Proteins, sondern
auch mit der katalytischen Aktivitat seiner PP2C-Domane verknupft (Gosti et al.,
1999). Dies bestatigt auch der fur ABI1-Versionen mit reduzierter PP2C-
Aktivitat beobachtete fehlende Einfluss auf die ABA-abhangige Genexpression
(Sheen, 1998).

Uberraschenderweise gilt diese Feststellung jedoch nicht im Falle des nur 5%
der ursprunglichen Phosphatase-Aktivitat aufweisenden abi1-Proteins (Leube et
al., 1998; Rodriguez et al., 1998; Gosti et al., 1999), welches sowohl in Mais-
(Sheen, 1998) als auch in Arabidopsis-Protoplasten (Hoffmann, 2002) eine
starkere Wirkung auf die ABA-regulierte Genexpression ausubt als das
katalytisch aktivere ABI1-Protein. Demnach sind offenbar auch andere
Regionen von ABI1 flr dessen negativ regulatorische Funktion innerhalb der
ABA-Signalkaskade wichtig.

So konnte der dominant negative Effekt von abi1 auch durch mit der Mutation
verbundene Konformationsanderungen innerhalb der PP2C-Domane bedingt
sein, welche das katalytische Verhalten des Proteins deutlich verandern und
somit auch die Funktionalitdt von Substraten und Interaktionspartnern des
ABI1-Proteins entscheidend beeinflussen wurden (Gosti et al., 1999).
Mutationsbedingte Unterschiede zwischen ABI1 und abi1 kdnnten auch die
zwischen GFP-/GUS-ABI1- und GFP-/GUS-abi1-Uberexprimierenden Pflanzen
hervorgerufenen, voneinander abweichenden Effekte auf physiologische
Prozesse wie Keimung oder Stomataregulation erklaren (s. 3.8.1. sowie Abb.
3.12., 3.13., und 3.15.). Wahrend Uberexprimierte abi1-Reporterfusionen das fur
abil-Mutanten typische, ABA-insensitive Verhalten hervorrufen, ist infolge der
ektopischen Expression von GFP- bzw. GUS-ABI1 keine Abweichung vom
Wildtyp-Verhalten festzustellen. Die Merkmale der hier untersuchten, ABI1-
uberexprimierenden Pflanzen entsprechen damit dem fur 35S::ABI1-Pflanzen
beschriebenen Wildtyp-Phanotyp (Wu et al., 2003).
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Da jedoch die im Rahmen dieses Projektes parallel getesteten, 35S::c-myc-
ABI1-Pflanzen im Gegensatz zu den 35S::GUS- und 35S::GFP-ABI1-Linien ein
ABA-insensitives Keimungsverhalten zeigten, (vgl. Abb. 3.15.), konnte die
Aufhebung der ABI1-Wirkung in den GUS- und GFP-ABI1-Linien auch auf ein
mit der GroRe des GFP- bzw. GUS-Reporters verbundenes Problem
zuruckzufuhren sein.

Wahrend der nur 10 Aminosauren lange c-myc-Anhang die Effektivitat von ABI1
bei der Keimungsregulation kaum beeintrachtigt, konnten unter dem Einfluss
des 27 kD grofden, zur Dimerisierung neigenden GFP-Tags (Yokoe and Meyer,
1996; Palm et al., 1997) bzw. in Anwesenheit des zur Ausbildung von
Tetrameren tendierenden, 68 kD schweren GUS-Anhangs (Jefferson et al.,
1986) Tertiarstrukturen ausgebildet werden, die zu einer raumlichen
Blockierung funktionaler Domanen fuhren koénnten. Die auf diese Weise
verschlechterte Zuganglichkeit zu essentiellen Sequenzbereichen wirde die
Wirkungsweise von  ABI1, bspw. aufgrund eines veranderten
Interaktionsverhaltens gegenuber Substraten oder sonstigen Regulatoren der
ABA-Signalkaskade, erheblich einschranken oder sogar komplett abschalten.
Eine Beeintrachtigung funktionaler Protein-Domanen durch angeheftete
Reporterproteine konnte fur C-terminalen GUS-Fusionen des Opaque-2-
Proteins bereits beobachtet werden. So galten Tertiarstrukturen, welche sich
innerhalb dieses Proteins durch die tetramere Struktur des GUS-Enzyms und
die Assoziation der O2-Leucin-Zipper-Doméanen ausbildeten, als Ursache flr
die eingeschrankte Effizienz der zwischen GUS-Sequenz und Leucin-Zipper-
Domane liegenden O2-NLS (Varagona et al., 1992).

Da die von abi1 vermittelte ABA-Insensitivitat - unabhangig von den jeweils
eingesetzten Reporter-Anhangen - in allen hier analysierten Ereignissen
erhalten blieb, kdonnte es sich bei der in GFP-ABI1- bzw. GUS-ABI1-Fusionen
sterisch behinderten Domane um die katalytische PP2C-Domane handeln. Eine
raumliche Blockierung dieser enzymatisch aktiven Doméane durch den Reporter-
Anhang wurde die Funktion von ABI1 erheblich abschwachen, ware aber
gleichzeitig ohne besondere Konsequenz fur das Wirkungsspektrum des abi1-
Proteins, da dieses seinen dominant negativen Effekt innerhalb der Pflanze
vermutlich unabhangig von seiner bis zu 30-fach reduzierten katalytischen
Phosphatase-Aktivitat austbt (Sheen, 1998; Gosti et al., 1999). Wie in vitro
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PP2C Aktivitatstests jedoch zeigen, haben N-terminale Anhange wie die 26 kD
grofRe Glutathion-S-Transferase keinen negativen Einfluss auf die enzymatische
Aktivitat von ABI1 (Smith and Johnson, 1988; Gosti et al., 1999), so dass auch
bei den hier verwendeten GFP-ABI1- bzw. GUS-ABI1-Fusionen eine Reporter-
bedingte Beeintrachtigung der PP2C Aktivitat unwahrscheinlich sein duirfte.

Da infolge des ABA-Signals die ABI1-Phosphatase-Aktivitat erhoht und die
Transkription des ABI1-Gens induziert wird (Leung et al., 1997; Hoth et al.,
2002; Merlot et al., 2002), wurde flr ABI1 die Beteiligung an einer negativen
Ruckkopplung des ABA-Signaltransfers postuliert (Gosti et al., 1999; Merlot et
al., 2001). In diesem Fall konnte ABI1 an der Signaltransduktion beteiligte
Proteine dephosphorylieren und auf diese Weise die Signalkaskade negativ
regulieren. Eine derartige, ABl1-abhangige Desensibilisierung im Zuge der
ABA-Signalkette wirde es der Pflanze ermdglichen, die Anwesenheit des
signalgebenden Hormons kontinuierlich zu tberprufen.

Ein in seinem katalytischen Verhalten verandertes abi1-Protein konnte
innerhalb dieser negativen RuUckkopplungsschleife Substrate von ABI1
irreversibel binden und sie der Signalkaskade ganzlich entziehen. Die auf diese
Weise herbeigefuhrte Verstarkung der ursprunglichen ABA-desensibilisierenden
Wirkung von ABI1 wirde somit den durch abi1 verursachten, ABA-insensitiven
Effekt (Merlot et al., 2001) und gleichzeitig den Unterschied zwischen den ABA-
desensibilisierten abil-Pflanzen und dem ABA-hypersensitiven Verhalten von
ABI1-T-DNA-Insertionslinien (Yoshida et al., 2006) erklaren.

Neben der bis hierher diskutierten Rolle von ABI1 als negativer Regulator der
ABA-Signaltransduktion er6ffnen im Rahmen der ABIl1/abi1-Charakterisierung
durchgefuhrte Mikroinjektionsexperimente in Tomate zusatzliche Aspekte der
ABI1- und abi1-Funktion (Wu et al., 2003). So fuhrt im Widerspruch zu bis dahin
mit ektopisch exprimierten ABI1-Effektoren erhaltenen Ergebnissen ein
Uberschuss an injiziertem ABI1-Protein zur Aufhebung des abi1-vermittelten,
ABA-insensitiven Effekts und deutete somit auf eine zusatzliche Rolle von ABI1
als positiver Regulator der ABA-Signalkaskade hin.

Modelle, welche die zweiseitige Funktion von ABI1 berlcksichtigen, kénnen

demnach bezuglich der ABA-Signaltransduktion in eine frihe und eine spate
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Phase unterteilt werden (s. Abb. 4.4.). So sorgt ABI1 in einem ersten Schritt der
ABA-Signalkette fur die Weiterleitung des ABA-Signals innerhalb der Zelle.
Dieser positive Effekt besteht vermutlich in der inaktivierenden
Dephosphorylierung eines Repressors (blaue Symbole, Abb. 4.4.) und ist somit
direkt mit der PP2C-Aktivitat des Proteins verbunden. Hierzu passt auch der
innerhalb von 3 h nach ABA-Zugabe beobachtete Anstieg der ABI1 PP2C-
Aktivitat (Merlot et al., 2001).

Das im Zellkern ankommende Signal schaltet die Expression ABA-abhangiger
Gene ein, zu denen auch das ABI1-Gen gehért. Das im Zuge der ABA-
induzierten Genexpression akkumulierende ABI1-Protein tGbernimmt nun eine
zweite, negativ regulatorische Funktion, welche zur ABA-Desensibilisierung der

Pflanze fiihren soll.
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Abb. 4.4.: Erweitertes Modell fir die Rolle von ABI1 in der ABA-Signaltransduktion
(Christmann et al., 2003). In einer frthen Phase der ABA-Signaltransduktion schaltet
ABI1 in einem dephosphorylierungsabhangigen Schritt den Repressor R (blau
dargestellt) aus. Infolge der ABA-induzierten Genexpression von ABI1 sorgt
akkumulierendes ABI1-Protein fir die Stabilisierung und Aktivierung des ABA
Repressors R (blau dargestellt) bzw. flr die dephosphorylierungsabhangige
Inaktivierung von urspriinglichen positiven Regulatoren (A, rot dargestellt) des ABA-
Signaltransfers.

Diese inhibierende Wirkungsweise erfolgt Uber Protein-Protein-Interaktionen,

welche zumindest teilweise im Nukleus stattfinden.
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Die hier postulierten Protein-Wechselwirkungen sorgen moglicherweise fir die
Stabilisierung des in der frihen Phase durch ABI1 deaktivierten Repressors
(Abb. 4.4., blau Symbole). Eine andere Mdglichkeit besteht in dieser Phase
auBerdem in der bereits oben postulieten Dephosphorylierung positiver
Regulatoren (Abb. 4.4., rote Symbole) der Signaltransduktionskette, die
dadurch deaktiviert werden.

Eine parallele Verteilung der Interaktionspartner des sowohl positiv als auch
negativ regulatorisch wirkenden ABI1-Proteins in Cytosol und Nukleus wirde
auch die in dieser Arbeit beobachtete, subzellulare Lokalisation von GFP-ABI1-
bzw. GUS-ABI1-Fusionen in beiden Kompartimenten erklaren (s. Abb. 3.18.
und 3.19.).

Die oben erwahnte Aufdeckung der beiden gegensatzlichen Funktionen von
ABI1 lasst sich unter Umstanden durch die Anwendung verschiedener
experimenteller Systeme erklaren, welche der Pflanze jeweils unterschiedliche
Situationen vorgeben. So konnten die in ABl1-Uberexprimierenden Pflanzen
durchgehend hohen Expressionslevel des ABI1-Proteins die negativ
regulatorische Funktion des ABI1-Proteins im Zuge der ABA-Desensibilisierung
unterstutzen, wahrend die in  Mikroinjektionsexperimenten transient
vorhandene, hohe Anzahl an ABI1-Molekulen eher die positive Wirkungsweise
der PP2C Phosphatase hervorruft, welche in einer frihen Phase der ABA-
SignalUbertragung vermutet wird.

Auch die Wirkungsweise des mutierten abi1-Proteins Iasst sich mit Blick auf die
doppelte Funktion von ABI1 moglicherweise neu erklaren. Wahrend abi1
aufgrund seines nativen Expressionslevels in abil-Mutanten die ABA-
Signalkaskade bereits frih beeinflusst und aufgrund seiner mutationsbedingten
Eigenschaften beispielsweise die Dephosphorylierung des ersten ABI1-
regulierten Repressors negativ beeintrachtigt, greift das in 35S::abil-Pflanzen
kontinuierlich akkumulierende abi1-Protein erst in der zweiten Phase der ABA-
Signalkette ein und verstarkt - entweder durch zusatzliche Stabilisierung des
postulierten Repressors oder durch eine verstarkte Inhibierung von positiven
Regulatoren der ABA-Signalkette - den von ABI1 ausgehenden, ABA-
desensibilisierenden Effekt.

Fur weiterfUhrende Untersuchungen beziglich der Funktion von ABI1 im ABA-

Signaltransduktionsnetzwerk sind zahlreiche Strategien denkbar. Ein
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interessanter Ansatz ware die Verwendung des nativen ABI1-Promotors zur
Expression von ABI1- bzw. abi1-Reporterfusionen im transienten
Protoplastensystem und in stabil transformierten Pflanzen. Mit Hilfe dieser neu
generierten, endogene Expressionslevel der ABI1-/abi1-Reporterproteine
aufweisenden Linien konnten durch aufllere Einflisse wie Schwerkraft oder
osmotischen Stress hervorgerufene Translokationen der Reporterfusionen auf
zellularer Ebene, zum Beispiel in Schliel- oder Wurzelzellen, aber auch
Veranderungen von Expressionsmustern, bspw. im Wurzelspitzenmeristem,

analysiert werden.
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4.2. Agrobakterien-vermittelter Gentransfer in pflanzliche Zellkultur:

Ein Modellsystem fiir transiente Expressionsstudien?

Zur Untersuchung von Effekten auf die pflanzliche Genregulation werden neben
stabil transgenen Linien oftmals transiente Expressionssysteme verwendet.
Zahlreiche Methoden wurden entwickelt um den Gentransfer in Pflanzenzellen
und die darauffolgende, voribergehende Expression der eingebrachten Gene
moglichst  effizient  zu machen. So ergaben  zum Beispiel
Mikroinjektionsexperimente mit Reportergen-Konstrukten, second messengers
und Effektorproteinen neue Aufschllisse Uber die Funktion und Position von
ABI1 innerhalb der ABA-Signalkaskade (Wu et al., 2003). Eine weitere
Moglichkeit der transienten Transformation stellt die ballistische Transformation
mittels Partikelkanone dar. Hierbei werden mit Hilfe von Mikropartikeln aus Gold
oder Wolfram DNA-Molekile in pflanzliche Gewebe oder Zellen geschossen
(Klein et al., 1987; Seki et al., 1999; Kikkert et al., 2005). Aufgrund der freien
Zuganglichkeit ihres Plasmalemmas eignen sich auch die zellwandlosen
Protoplasten fur den direkten Gentransfer. Die DNA-Transformation kann hier
durch verschiedene Verfahren wie Elektroporation oder Behandlung mit
Polyethylenglykol durchgefuhrt werden (Krens et al., 1982; Paszkowski et al.,
1984; Guerche et al., 1987; Sheen, 2001). Auch der Agrobakterien-vermittelte
DNA-Transfer wird far die transiente Transformation von
Zellsuspensionskulturen oder pflanzlichen Geweben genutzt (Ferrando et al.,
2000; Fuentes et al., 2004) und kann sogar uber die Methode der Agro-Injektion
fur den transienten Gen-Transfer bei ganzen Frichten eingesetzt werden
(Orzaez et al., 2006).

Im Unterschied zur Analyse in transgenen Pflanzen ist der Zeitaufwand zur
Untersuchung genregulatorischer Prozesse in transienten Systemen relativ
gering: wahrend fur die Konstruktion stabil transformierter Linien sowie die
anschlielfende Untersuchung der Pflanzen mehrere Monate bendétigt werden,
nimmt z.B. der transiente Gentransfer durch PEG in Arabidopsis-Protoplasten
sowie die im Anschluss durchgefuhrte Analyse der Genregulation nur wenige
Tage in Anspruch.

Verschiedene transiente Systeme wurden bereits zur Untersuchung des ABA-

Signaltransduktionsweges eingesetzt. So wurde durch Partikelbeschuss-
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Experimente die durch ABA-Respons-Komplexe (ABRC, siehe 1.2.5))
vermittelte ABA-Induktion in Gerste charakterisiert (Shen et al., 2004). Auch in
Arabidopsis-Protoplasten  wurde die Regulation verschiedener ABA-
induzierbarer Promotoren getestet: so wurde unter anderem die ABA-
abhangige Aktivierung des ATHB6-Promotors durch das eigene Genprodukt,
den coexprimierten HD-Zip-Transkriptionsfaktor ATHB6, nachgewiesen
(Himmelbach et al., 2002). In Mais- (Sheen, 1998) und Arabidopsis-
Protoplasten (Hoffmann, 2002) konnte Uber die Coexpression verschiedener
Effektor- sowie ABA-regulierter Reportergenkonstrukte zudem die negativ
regulatorische Rolle von PP2C Phosphatasen im ABA-
Signaltransduktionsnetzwerk nachgewiesen werden.

Die Anwendung der DNA-Transformation von Arabidopsis-Protoplasten
(Hoffmann, 2002) bietet im Vergleich zu anderen transienten
Expressionsmethoden neben der einfachen Durchflihrung den Vorteil, dass zur
Transfektion eine homogene Zellsuspension verwendet wird, die eine freie
Zuganglichkeit der Gene fur jede Zelle in definierter Konzentration ermaoglicht
(Potrykus, 1991). Zu den Nachteilen des Systems gehoéren die bei
unabhangigen Transformationsansatzen auftretenden Schwankungen von
Reporteraktivitatsmessungen, welche Variationen um den Faktor 50 erreichen
konnen (Luehrsen et al.,, 1992) und selbst durch madglichst konstante
Bedingungen hinsichtlich der Protoplastierung sowie durch Verwendung von in
Phytokammern angezogenem Pflanzenmaterial nicht zu vermeiden sind
(Doelling and Pikaard, 1993). Auch die Regenerierung stabil transgener
Pflanzen aus transformierten Protoplasten gestaltet sich schwierig: obwohl
anhand optimierter Protokolle die Effizienz hierbei inzwischen von 15% auf bis
zu 30% gesteigert werden konnte (Dovzhenko et al., 2003), fallt sie immer noch
deutlich niedriger aus, als die fur das Anziehen stabiler Transformanden aus
Agrobakterien-transformierten Zellsuspensionskulturen beschriebene
Erfolgsrate von Uber 90% (Mathur et al., 1998).

Die Notwendigkeit eines als Alternative zur Protoplasten-Transformation
nutzbaren transienten Systems wurde jedoch vor allem im Rahmen von
Untersuchungen der ABA-abhangigen Genexpression durch den Verlust der

ABA-Induzierbarkeit des ATHBG6-Promotors im Protoplastensystem deutlich
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(Hoffmann, 2002). Wahrend die bereits vorgestellten Promotoren der Gene
RAB18 und RD29B ihre ABA-Induzierbarkeit in Protoplasten behalten, ist der
ATHBG6-Promotor nur noch konstitutiv auf niedriger Expressionsebene aktiv
(s. Abb. 4.5. und Hoffmann, 2002).

Grinde flur diese unterschiedliche Regulation kénnten mit dem Prozess der
Protoplastierung verbunden sein, welcher innerhalb der betroffenen Zellen zu
erheblichen Veranderungen, unter anderem bei der Genexpression, fuhren
kann (Grosset et al., 1990; Ferrando et al., 2000).

Verschiedene, mit der Protoplastierung verbundene und den ATHB6-Promotor
negativ beeinflussende Konsequenzen sind denkbar. Zum einen koénnte die
Protoplastierung zum Verlust eines zellwandstandigen Rezeptors fuhren,
dessen Anwesenheit fur die ABA-abhangige ATHB6-Promotorinduktion bendtigt
wird. Gegen diese Theorie spricht jedoch die Tatsache, dass die ABA-
regulierten RAB18- und RD29B-Promotoren im Protoplastensystem weiterhin
ABA-induzierbar sind (s. Abb. 4.5., Hoffmann, 2002).

RD29B::LUC RAB18::LUC ATHBG6::LUC
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Abb. 4.5.: Transiente LUC-Expression in mit RAB18::.LUC bzw. RD29B::LUC oder
ATHBG6::LUC-Plasmid transformiert wurden. Nach 18 h Inkubation mit 0 bzw. 30 uM
ABA wurde die jeweilige Induktion durch ABA bestimmt. Zur internen Standardisierung
wurde die GUS-Aktivitat des co-transformierten 35S¢2.:GUS-Plasmids gemessen
(verandert nach Hoffmann, 2002).

Eine weitere Erklarung fur die Stérung der ATHB6-Promotorregulation kénnte
mit dem Abbau der Zellwande und dem dadurch herbeigefuhrten Verlust des
Turgordrucks zusammenhangen, dessen Veranderungen die Induktion des

Wasser- und Salzstress-regulierten ATHB6-Promotors regulieren koénnte

157



Diskussion

(Séderman et al., 1999). Im Gegensatz zu Pflanzen, bei denen bisher noch
keine Sensoren fur Turgorveranderungen nachgewiesen wurden, konnte in
Caenorhabditis elegans bereits die Verknupfung von turgorsensiblen Proteinen
mit dem Cytoskelett und der extrazellularen Matrix nachgewiesen werden
(Tavernarakis and Driscoll, 1997).

Unter dem Aspekt einer eventuellen Turgorabhangigkeit der ATHB6-Regulation
muf} auch die Verwendung von Polyethylenglykol bei der Fallung von DNA auf
Arabidopsis-Protoplasten als kritisch angesehen werden, da diese Substanz
unter anderem zur Untersuchung von Enzymaktivitatsveranderungen in

Abhangigkeit des osmotischen Drucks eingesetzt wird (Reid and Rand, 1997).

Aufgrund eines eventuellen Zusammenhangs zwischen der Deregulation des
ATHB6-Promotors und dem Vorgang der Protoplastierung sollte daher die
Untersuchung der ATHB6-Promotorregulation in einem alternativen transienten
System erfolgen. Um - ahnlich wie beim Protoplastensystem - eine freie
Zuganglichkeit der Ubertragenen Gene fur die einzelnen Pflanzenzellen in
definierter Konzentration zu ermdglichen, wurde als System der Agrobakterien-
vermittelte DNA-Transfer in Arabidopsis-Zellsuspensionskulturen gewahlt
(Ferrando et al., 2000). Weitere Vorteile dieses Systems im Gegensatz zur
transienten Transformation von Protoplasten bestehen in der Intaktheit der
Zellwande sowie in der Uber mehrere Tage stabilen, transienten Expression der
eingebrachten Gene (Mathur et al., 1998; Ferrando et al., 2000). Auch die im
Protoplastensystem als duferst kritisch angesehene DNA-Qualitat (Sheen,
2001) spielt beim Gen-Transfer uber Agrobakterien keine Rolle mehr.

Vor der eigentlichen Anwendung dieses transienten Systems musste jedoch
erst geklart werden, ob die Methode alle Voraussetzungen erfullt, die zur
Aufklarung der gegebenen Fragestellungen bendtigt werden.

Die aus frUheren Publikationen Ubernommenen Parameter wie bakterielle
Ausgangskonzentration, Co-Inkubationszeit zwischen Agrobakterien und
Pflanzenzellen sowie Dauer der ABA-Induktion wurden an die Bedurfnisse der
Zellsuspensionskulturen angepasst (Ferrando et al.,, 2000). Mit der
Herabsenkung der agrobakteriellen Ausgangskonzentration sowie der
Verkiarzung der Co-Inkubationszeit von Agrobakterien und Pflanzenzellen

konnte z.B. der mit der agrobakteriellen Vermehrung zunehmende
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Sauerstoffmangel im Zellkulturiberstand (vgl. Abb. 3.29.), und der damit
verbundene, massive Abfall der in den Pflanzenzellen gemessenen
Reporteraktivitat eingeschrankt werden (s. Abb. 3.30. bzw. 3.31.). Mit der
EinfUhrung eines im Anschluss an die Transfektion durchgeflihrten
Waschschrittes erfolgte gleichzeitig zur Eindammung der agrobakteriellen
Vermehrung die Entfernung der aus agrobakterieller Genexpression
hervorgehenden Reporterproteine (s. Abb. 3.34. und 3.35.).

Im Anschluss an die Optimierung des Systems (s. Abb. 3.36.) erfolgte der
Agrobakterien-vermittelte Transfer ABA-regulierter Reporterkassetten wie
RD29B::LUC oder ATHBG6::LUC in Arabidopsis-Zellsuspensionen und die
Untersuchung der ABA-abhangigen Promotorregulation.

Dabei konnte jedoch flur alle Uber Agrobakterien eingebrachten Promotoren
eine Aktivitat festgestellt werden, welche unabhangig von exogenem ABA war
und auf pra-induzierende Bedingungen flr die urspringlich durch osmotischen
Stress oder exogenes ABA regulierten Promotoren hindeutete (Yamaguchi-
Shinozaki and Shinozaki, 1994; Soéderman et al.,, 1999; Himmelbach et al.,
2002). Da die Aktivierung des RD29B-Promotors sich auch in den, nur zu einer
dezimierten ABA-Produktion befahigten aba2-Zellen (Cheng et al., 2002) zeigte,
und nicht durch Fluridon, einen Hemmstoff der der ABA-Synthese
vorgeschaltenen Carotenoid-Biosynthese (Kikuchi et al., 2006), auszuschalten
war, konnte eine pflanzeneigene ABA-Produktion als Grund fur die
Promotoraktivierung ausgeschlossen werden (vgl. Abb. 3.39.). Auch eine durch
agrobakterielle Faktoren ausgeloste Promotorinduktion bestatigte sich nicht, da
bei PEG-transformierten RD29B::LUC-Protoplasten nach Co-Inkubation mit T-
DNA-Ubertragenden Agrobakterien keine Aktivierung des ABA-abhangigen
Reporterkonstruktes festzustellen war. Die in Zellkulturen trotz Agrobakterien-
Infektion und T-DNA-Transfer weiterhin beobachtbare Regulierbarkeit von stabil
exprimierten, ABA-induzierbaren Promotoren (s. Abb. 3.41.) sprach ebenfalls
gegen eine, von Agrobakterien freigesetzte, und flir die ABA-unabhangige
Aktivierung der Ubertragenen Konstrukte verantwortliche Substanz.

Wahrend demnach in pflanzlichen Zellen die Regulierbarkeit bereits
eingebrachter Konstrukte durch die Prasenz von Agrobakterien nicht beeinflusst
wird, ist fur die Uber agrobakteriellen T-DNA-Transfer in Pflanzenzellen

eingeschleusten Promotor-Reporter-Kassetten anschlielend eine deregulierte
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Genexpression zu beobachten. Demnach scheint weniger die Prasenz der
Agrobakterien, sondern vielmehr der Mechanismus des agrobakteriellen T-
DNA-Transfers Einfluss auf die Regulation der in die Pflanzenzellen
eingeschleusten Konstrukte zu nehmen.

Faktoren agrobakteriellen Ursprungs wurden bereits mehrfach als Modulatoren
der pflanzlichen Genexpression beschrieben. So wurden in Ageratum
conyzoides-Zellsuspensionen bereits nach 24-stundiger Co-Kultivierung mit
Bakterien Veranderungen der Genexpression festgestellt (Ditt et al., 2001). Bei
Arabidopsis-Zellkulturen wurde sogar die durch Pseudomonas syringae
ausgeloste Aktivierung von Genen der ABA-Biosynthese bzw. ABA-
Signaltransduktion beschrieben, zu denen Gene wie NCED3 bzw. ABI1, ABI2
oder RD26 gehdrten (Truman et al., 2006). Diese, auch fur ABA-abhangige
Gene beobachtete, differentielle Genexpression erfolgt in den meisten Fallen
als allgemeine Abwehrreaktion auf Bakterien, so dass auch die Anwesenheit
der fur Pflanzen nicht pathogenen E. coli-Zellen zu genregulatorischen
Modifikationen fuhren kann. Allerdings konnten auch schon spezifisch als
Reaktion auf Agrobakterien erfolgende Gen-Induktionen beobachtet werden,
wie das fur ein Nodulin-ahnliches Protein codierende Gen in Ageratum
conyzoides zeigt (Ditt et al., 2001).

Auch die bei Arabidopsis bereits beobachtete Aktivierung der ABA-
Signalkaskade durch bakterielle Elicitoren (Zipfel et al., 2004; Dong et al., 2005)
eroffnet die Mdglichkeit der Aktivierung von ABA-induzierbaren Genen durch
agrobakterielle Fakoren. So konnte eine von den Agrobakterien freigesetzte
Substanz die ABA-Signaltransduktion einschalten und auf diesem Weg die
Expression ABA-regulierter Gene initileren. Ein entsprechender Einfluss von
Elicitoren auf ABA-abhangige Prozesse wurde in Arabidopsis fir das
pflanzenpathogene Bakterium Erwinia amylovora produzierten Harpin-Elicitoren
beobachtet, welche neben den zum Stomataschluss und somit zur
Trockenheitstoleranz  fuhrenden, ABA-abhangigen Prozessen, auch die
Expression des hier getesteten, ABA-regulierten RD29B-Gens aktivieren (Dong
et al., 2005). Die Tatsache, dass weder das ATHB6- noch das RD29B-Gen eine
Flagellin-abhangige Induktion zeigen, unterstutzt jedoch das Ausschlie3en von
Flagellin als Ursache fiur die Pra-Induktion der gewahlten Promotor-
Reporterkonstrukte (Zipfel et al., 2004).
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Eine Co-Inkubation von RD29B::LUC-Protoplasten mit T-DNA Ubertragenden
Agrobakterienkulturen fuhrte nicht zu einer Induktion des transient exprimierten
RD29B::LUC-Konstruktes (s. Abb. 3.37. und 3.38.). Somit schienen die
Agrobakterien keine induzierenden Faktoren zu enthalten. Gegen die
Vermutung einer Agrobakterien-bedingten Promotor-Regulation  spricht
aulerdem die unter dem Einfluss von Agrobakterien komplett erhaltene ABA-
Aktivierbarkeit stabil eingebauter RD29B::LUC- bzw. ATHBG6::LUC-Konstrukte in
Zellkulturen (s. Abb. 3.41.). Eine mogliche Reaktion der Pflanzenzellen auf
bakterielle Elicitoren wie Harpin, Flagellin oder Lipopolysaccharide wurde
daraufhin als Ursache fir die deregulierte Aktivierung der RD29B- und ATHBG6-
Promotoren in Zellsuspensionskulturen ausgeschlossen.

Somit liegt die Ursache fur die in Arabidopsis-Zellkulturen herrschenden, ABA-
induzierenden Bedingungen weder in der pflanzeneigenen ABA-Produktion,
noch in durch die Freisetzung agrobakterieller Substanzen in den
Pflanzenzellen ausgelosten Mechanismen.

Die Prasenz der Agrobakterien verschlechtert zwar die Vitalitat der Zellkulturen,
hat aber keinen Einfluss auf die ABA-Induktion von bereits vorher integrierten
Promotor-Reportergen-Konstrukten. Der Verlust der Induzierbarkeit ABA-
regulierter Konstrukte scheint vielmehr direkt mit dem Agrobakterien-
vermittelten Gen-Transfer verbunden zu sein.

Als Ursache flir die Deregulation von transient in Zellkulturen eingebrachten,
ABA-regulierten  Promotor-Reporter-Konstrukten kann die Intervention
pflanzlicher Mechanismen vermutet werden, welche an der Regulation des
Agrobakterien-vermittelten DNA-Transfers beteiligt sind. Zu diesen im Rahmen
einer agrobakteriellen Infektion innerhalb der Pflanzenzelle ablaufenden
Prozessen zahlt unter anderem die Aktivierung jener pflanzlichen Gene, deren
Produkte fur den Transfer der agrobakteriellen T-DNA in den Kern der
Pflanzenzellen bendtigt werden (Veena et al., 2003).

Die durch Harpin-Proteine von Erwinia amylovora sowie durch Typ |llI-
Effektorproteine (TTEs) von Pseudomonas syringae hervorgerufene Induktion
der ABI1- und ABI2-Transkription deutet demnach auf eine Rolle der beiden, als
zentrale Regulatoren der ABA-Signalubertragung geltenden PP2C
Phosphatasen ABI1 und ABI2, an den Prozessen der agrobakteriellen Infektion
hin (Dong et al., 2005; Truman et al., 2006). Auch die im Vergleich zu Wildtyp-
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Pflanzen erhohte Anfalligkeit von abil-Pflanzen beziglich der Agrobakterien-
vermittelten Transformation (Tao, 1999) kdnnte auf die Beteiligung von ABI1 an
den, im Zuge einer Agrobakterien-Infektion eingeleiteten, pflanzlichen
Prozessen hindeuten.

Da ABI1 die ABA-Induktion des RD29B-Promotors in Protoplasten (s. 3.1.3.)
und transgenen Pflanzen (s. 3.1.11.) beeinflussen kann und auch eine Rolle bei
der ABA-abhangigen Aktivierung des ATHB6-Promotors einnimmt (Himmelbach
et al.,, 2002), kdnnte dieses, an der Regulation der Genexpression beteiligte
Protein (Sheen, 1998) die Expression von Genen beeintrachtigen, die im Zuge
einer Agrobakterien-Infektion in die Pflanzenzelle eingebracht werden. Da die
im Rahmen dieser Systemetablierung ausgewahlten, ABA-regulierten Reporter-
Konstrukte auRerdem Promotoren enthalten, die von ursprunglichen Zielgenen
des ABI1-Effektors herrihren (RD29B, ATHBG6), kdnnte es im Laufe eines, fur
die Ubertragung der agrobakteriellen T-DNA in die Pflanzenzelle benétigten,
ABI1-abhangigen Schrittes gleichzeitig zu einer ABIl1-induzierten Aktivierung
der aus Agrobakterien eingeschleusten Konstrukte kommen.

Die Beteiligung von PP2C Phosphatasen an den Prozessen des Agrobakterien-
vermittelten T-DNA-Transfers in die Pflanzenzelle konnte bereits anhand der
aus Tomate isolierten PP2C Phosphatase DIG3 gezeigt werden, welche als
negativer Regulator auf den Kernimport des agrobakteriellen Komplexes aus
VirD2-Protein und T-DNA einwirkt und deren Aminosauresequenz zu 36%

identisch ist mit der Aminosauresequenz des ABI1-Proteins (Tao et al., 2004).

Neben der hier erwahnten, mdglichen Beteiligung ABA-regulierter Faktoren
konnten jedoch auch andere, von der ABA-Signaltransduktion ganzlich
unabhangige, pflanzliche Prozesse am Vorgang der agrobakteriellen Infektion
pflanzlicher Zellkulturen beteiligt sein. Die wahrend der agrobakteriellen
Ubertragung regulierter Konstrukte auftretenden Probleme kdnnten demnach
bspw. mit dem Transfer der T-DNA in die Pflanzenzelle, mit dem
anschliessenden nuklearen Import oder mit dem Einbau ins pflanzliche Genom
verbunden sein.

Auf die Prasenz von, beim Agrobakterien-vermittelten Gentransfer in
Zellkulturen auftretenden Mechanismen, die mit der Regulation eingebrachter

Gene negativ interferieren, deutet auch der in diesem System zu beobachtende
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Verlust der Volicitin-abhangigen Induktion des transient eingebrachten Igl-Gens
aus Mais hin (Kortes, 2003). Im Gegensatz dazu blieb jedoch die
Induzierbarkeit von Salicylsaure-abhangigen Promotoren aus Tabak auch nach
dem Agrobakterien-vermittelten DNA-Transfer erhalten; was eine Kartierung der
fur die Induktion verantwortlichen cis-Elemente ohne weiteres ermdoglichte
(Yang et al., 2000).

Aufgrund dieser fur regulierte Promotoren erhaltenen, unterschiedlichen
Ergebnisse infolge des Agrobakterien-vermittelten Gentransfers muss vor der
Anwendung dieses Systems dessen Eignung zur Untersuchung des jeweils

ausgewahlten Promotors spezifisch Uberprift werden.
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4.3. Funktionelle Analyse des Abscisinsdure-requlierten ATHBG-

Promotors Uber Deletionsstudien in transgenen Arabidopsis-

Pflanzen

Die Produktion von Abscisinsaure spielt eine wichtige Rolle bei der Adaptation
von Pflanzen an aulere Umwelteinflusse, wie Trocken- und Salzstress. Als
Reaktion auf ABA werden Gene eingeschaltet, deren Produkte eine Toleranz
gegen den abiotischen Stress etablieren (Zhu, 2002; Shinozaki et al., 2003).
Modifikationen der Expression finden fur diese regulierten Gene zum grof3en
Teil auf der Ebene der Transkription statt (Calkhoven and Ab, 1996) und
beruhen auf der Kombination verschiedener cis-Elemente sowie der
Verfugbarkeit und Aktivitat von den an sie bindenden Transkriptionsfaktoren
(trans-Faktoren). Die Analyse der, an der Regulation der ABA-abhangigen
Genexpression in Arabidopsis beteiligten cis- und trans-Faktoren leistet einen
wichtigen Beitrag zur Aufklarung der molekularen Mechanismen der
Stresswirkung (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte mit der Charakterisierung des ATHBG6-
Promotors die ABA-abhangige Expressionsregulation des HD-Zip-
Transkriptionsfaktors ATHB6, einem Interaktionspartner von ABI1, naher
untersucht werden. Stabile ATHBG6::LUC-Reporterlinien zeigten eine bis zu
2000-fache ABA-Induktion des Promotors, welche in abil-Pflanzen bis auf 10%
Restinduktion reduziert war und damit die Position von ATHB6 unterhalb von
ABI1 innerhalb der ABA-Signaltransduktion festlegte (Himmelbach et al., 2002).
Innerhalb des ATHBG6-Promotors ist ein cis-Element kartiert worden, das fur die
Aktivierung der ATHBG6-Expression durch das eigene Genprodukt verantwortlich
ist (Himmelbach et al., 2002). Es sollten die fur die in transgenen Pflanzen
auftretende, starke ABA-Induktion verantwortlichen ATHBG6-Promotorelemente
identifiziert werden.

Der klassischen Vorstellung von Genexpression zufolge befinden sich die
regulierenden cis-Elemente stromaufwarts des Transkriptionsstarts (Guarente,
1988). Basale Promotorelemente sind meist innerhalb des direkt an den
Transkriptionsstart anschliefienden, etwa 300 bp langen Bereichs lokalisiert
(Ohtsubo et al., 1993; Ellerstrom et al., 1996; Hong et al., 2000; Morikami et al.,

2005), weitere cis-Elemente finden sich jedoch in groReren Entfernungen von
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1 kb und mehr (Sarah et al., 1996; De Bellis et al., 1997). Um die ABA-
regulierten cis-Elemente des bereits beschriebenen, 1,6 kb langen ATHBG6-
Promotors zu kartieren (Himmelbach et al., 2002), sollten vom 5’-Ende des
Promotors fortschreitende Deletionen konstruiert und deren jeweils
verbleibende ABA-Induzierbarkeit dokumentiert werden, vergleichbar der
Identifizierung  zweier  INA-induzierbarer  cis-Elemente  (INA;  2,6-
dichloroisonicotinic acid) im PR1-Promotor von Arabidopsis (Lebel et al., 1998).
Da die ABA-induzierte Aktivierung des ATHB6-Promotors in Arabidopsis- und
Mais-Protoplasten (Hoffmann, 2002) sowie infolge des Agrobakterien-
vermittelten Gentransfers in Arabidopsis-Zellkulturen (s. 3.2. und 4.2.) gestort
ist, erfolgte die im Rahmen dieses Projektes durchgefuhrte ATHBG6-
Promotorstudie in stabil transformierten Pflanzen.

Um innerhalb der Promotorsequenz vorhandene, potenziell ABA-regulierte cis-
Elemente lokalisieren und die Positionen der Deletionsfragmente
dementsprechend anpassen zu konnen, wurde der Promotor unter Nutzung der
Transfac- und PLACE-Datenbanken nach bereits bekannten und fir die
beobachtete ABA-Induktion eventuell relevanten Elementen abgesucht (s. Abb.

44. bzw. http://www.dna.affrc.qgo.jp/PLACE/info.html und  http://www.gene-

requlation.com/).

1bp 200 bp 400 bp 600 bp 800 bp 1000 bp 1200 bp 1400 bp 1600 bp
-1389 bp
Bglll EcoRlI
ATHB6 ABRE TATA +1 bp > /J
GRA DRE  Mmyb Myc

CF1

Abb. 4.4.. Putative Bindestellen fir an der ABA-Signaltransduktion beteiligte
Transkriptionsfaktoren innerhalb der ATHB6-Promotorsequenz. Die Analyse wurde mit
Hilfe der PLACE- und der Transfac-Datenbank erstellt
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/info.html bzw. http://www.gene-regulation.com/).

Verschiedene, innerhalb der Trockenstress-Signaltransduktion bereits
beschriebene Motive, deren Sequenzen starke Ahnlichkeit mit innerhalb des
ATHBG6-Promotors gefundenen, putativen cis-regulatorischen Elementen haben,

sind in Abb. 4.6. naher beschrieben. Ein Sequenzvergleich zwischen den im
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Folgenden naher beschriebenen cis-Elementen und den entsprechenden
Bereichen des ATHB6-Promotors ist dem Anhang 5.2. zu entnehmen.

Zu den potenziell innerhalb der ATHB6-Promotorsequenz vorhandenen Motiven
gehort unter anderem das GRA-Element (GRA, GC-rich rab activator) des
Rabl17-Promotors aus Mais, welches die ABA-abhangige
Transkriptionsaktivierung des Rabl17-Gens in Blattern reguliert (Busk et al.,
1997). Das innerhalb der ATHB6-Sequenz gefundene, dem GRA-Motiv
ahnelnde Element, befindet sich 1200 bp stromaufwarts des
Transkriptionsstarts (s. Anhang 5.2.) und Uberlappt mit einer Sequenz, welche
Ubereinstimmungen mit dem als motif || bezeichneten, innerhalb der ABA-
regulierten RAB16-Familie aus Reis hoch konservierten Motiv zeigt
(Yamaguchi-Shinozaki et al., 1990).

NAME BINDEMOTIV BESCHREIBUNG/ERKENNUNGSSEQUENZ

GRA: CACTGGCCGCCC Motiv aus dem ABA-responsiven Promotor
des RAB17-Gens in Mais (Busk et al., 1997)

MOTIF I CGCCGCGCTG konserviertes Motiv in den ABA-regulierten

Promotoren der RAB16-Genfamilie
(Yamaguchi-Shinozaki et al., 1990)

ABRE ACGT Promotor-Motiv zur ABA-abhangigen
Transkriptionsinduktion (Hattori et al., 2002)

CE1: TGCCACCGG Motiv aus dem ABA-regulierten Promotor
des HVA22-Gens in Gerste (Niu et al., 2002)

MYB/MYC: YAACKG/CANNTG Transkriptionsfaktoren, die als Antwort auf

abiotischen Stress hin aktiviert werden
(Abe et al., 2003)

Abb. 4.5.: Auflistung von potenziell im ATHB6-Promotor vorhandenen cis-Elementen
stressabhangiger Transkriptionsfaktoren mit jeweiliger Sequenz und entsprechender
Referenz. Die Positionen und Sequenzen der diesen Motiven entsprechenden, putativen
Transkriptionsfaktor-Bindestellen innerhalb des ATHB6-Promotors sind im Anhang 5.2.
angezeigt.

Zusatzlich konnte 200 bp stromaufwarts des ATHBG6-Transkritpionsstarts ein
dem CE1-Element aus Mais entsprechender Bereich ausgemacht werden,
welches als Bindestelle fur einen als ABI4-Homolog beschriebenen
Transkriptionsfaktor fungiert (Niu et al., 2002). Zusammen mit der 100 bp
stromaufwarts lokalisierten ABRE-Kernsequenz kénnte dieses CE-Element als
ABA-responsiver Komplex (Shen et al., 1996) die ABA-Regulation des ATHB6-

Promotors steuern.
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Als weitere potenzielle Erkennungsmotive flir an der ABA-abhangigen
Genexpression beteiligte Transkriptionsfaktoren konnten die 20 bp bzw. 60 bp
stromaufwarts der ATHB6-TATA-Box als mogliche MYB- bzw. MYC-

Bindestellen identifizierten Sequenzen dienen (Abe et al., 2003).

Zur Bestatigung bzw. Identifizierung der fur die ABA-abhangige ATHBG6-
Promotorregulation verantwortlichen Elemente wurden sieben
Promotorfragmente erzeugt, die gleichmalig vom 5-Ende aus um jeweils ca.
250 bp verkirzt und als ATHB6-Promotor-LUC-Konstrukt jeweils in Arabidopsis-
Pflanzen vom Okotyp RLD eingebracht wurden. Alle aus einem ersten
Transformationsansatz hervorgegangenen, unabhangigen Transformanden
zeigten jedoch eine, selbst im Falle der ursprunglichen, 1,6 kb langen
Promotorversion beobachtbare Aufhebung der urspringlich beschriebenen,
starken ABA-Induktion des ATHB6-Promotors.

Als Ursache fur die Deregulation des Promtors wurde die Anwesenheit einer in
dem verwendeten Vektor pPCV812Meshi zwischen LUC-Gen und ATHBG6-
TATA-Box geschalteten Sequenz fir die Stérung der ATHBG6-
Promotorregulation in den generierten transgenen Pflanzen vermutet, welche
die dem Luciferase-Gen vorgeschaltete 5-UTR gegenuber dem ABA-
induzierbaren ATHB6::LUC-Ausgangskonstrukt um 165 bp verlangerte.

Da die 5-UTR oftmals essentielle Elemente enthalt, welche unter anderem fur
die Bildung von Protein-RNA-Komplexen bendtigt werden und somit - wie unter
anderem in Spinat Chloroplasten gezeigt - eine wichtige Rolle bei der
Stabilisierung und Translation von mRNA tUbernehmen (Merhige et al., 2005),
konnte eine Veranderung dieser Sequenz die ABA-abhangige Expression des
ATHBG6-regulierten Reportergens entscheidend beeinflussen. Die Verlangerung
einer 5’-UTR-Sequenz Uber ihre urspringliche, endogene Lange hinaus kann
sogar, wie im Fall der Expression des plastidaren accD-Gens aus Tabak, die
Transkriptionseffizienz des nachgeschalteten Gens deutlich herabsenken
(Hirata et al., 2004).

Aufgrund der fur die ABA-Regulation des ATHBG6-Promotors als inhibierend
betrachteten Verlangerung der 5-UTR, erfolgte die Klonierung der ATHBG6-
Promotordeletionen in einem zweiten Anlauf in den fur die Untersuchung ABA-

regulierter Promotoren geeigneten Vektor pBI121-LUC. Somit wurden die
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gleichen Bedingungen geschaffen wie flr das urspriinglich als ABA-induzierbar

beschriebene, ATHB6-Promotor-Volllangenfragment (Himmelbach et al., 2002).

Die Tatsache, dass sowohl diese neu generierten ATHB6::LUC-Kassetten als
auch das ursprunglich ABA-induzierbare ATHBG6::LUC-Ausgangsplasmid in
transgenen Pflanzen keine ABA-Induktion des ATHBG6-Promotors zeigten,
fuhrte zum Ausschluss eines Vektor-abhangigen Problems als Ursache fur die
ATHBG6-Deregulation. Vielmehr deuteten anschlieBende Untersuchungen der
ATHBG6-Promotorinduktion im homozygoten, genetischen Hintergrund von RLD-
Pflanzen, die eine auf 10% der flir Columbia-Keimlinge beobachteten ABA-
abhangigen ATHBG6-Promotoraktivierung ergaben, auf eine Okotypische
Abhangigkeit der ATHB6-Promotorregulation hin.

Diese Vermutung wurde durch den Befund bestatigt, dass keine der bis dahin
im Rahmen dieses Projektes als ABA-induzierbare Kontrollen verwendeten
Linien Uber den genetischen Hintergrund von RLD-Pflanzen verfugte: alle als
Positivkontrollen verwendeten HBG6::LUC-Pflanzen bzw. Kreuzungen wiesen
Columbia bzw. La-er-Hintergrund auf.

Demnach scheint die beobachtete, hohe ABA-Induzierbarkeit des ATHB6::LUC-
Konstruktes (Himmelbach et al., 2002) vom Arabidopsis-Okotyp abhéngig sein:
wahrend im Columbia-Hintergrund eine starke ABA-abhangige Regulation des
ATHBG6-Promotors erreicht werden kann, zeigt sich fir entsprechende
Konstrukte im RLD-Hintergrund nur eine schwache bzw. keine ABA-abhangige
Aktivierung.

Okotypische Unterschiede beziiglich der Genregulation in Arabidopsis konnten
zumindest fur La-er- und Columbia-Pflanzen bereits mehrfach beobachtet
werden. So wurden bei Arabidopsis fur 1316 von 4876 ausgewahlten Genen
signifikante Differenzen bezuglich der Transkription in La-er- bzw. Columbia-
Pflanzen nachgewiesen (Vuylsteke et al., 2005). Ein Beispiel fur die
unterschiedliche Gen-Regulation im La-er- bzw. Columbia-Hintergrund ist die
unter 4.1. bereits erwahnte ABA-abhangige Reprimierung der ABIS8-
Transkription, welche im Columbia-Hintergrund stattfindet, in La-er-Pflanzen
jedoch nicht zu beobachten ist (Brocard-Gifford et al., 2004).

Um bei einer erneuten Studie der ABA-abhangigen ATHB6-Promotorregulation

die mit einer Ookotypisch differenzierten Regulation des ATHB6-Gens
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verbundenen Komplikationen zu umgehen, sollte die funktionelle Analyse des
Promotors demnach in den, sich bezuglich der ABA-Induzierbarkeit des
ATHB6-Promotors als unproblematisch erwiesenen Columbia-Pflanzen

durchgefuhrt werden.
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4.4. Untersuchung von in vivo stattfindenden Interaktionen zwischen

Komponenten des ABA-Signalnetzwerkes ber bimolekulare

Fluoreszenz-Komplementation

Die bisher ausschlieflich in Pflanzen gefundenen HD-Zip-
Transkriptionsfaktoren zeichnen sich durch eine DNA-bindende Homéodomane
und ein direkt an diese Homéodomane folgendes Leucin-Zipper-Motiv aus.
Durch hydrophobe Wechselwirkungen, haufig durch eine hohe Anzahl an
Leucin-Resten sind diese Proteine in Form einer Doppelwendel zu
reilRverschlussartigen Dimeren verbunden (Siberil et al., 2001).

Die Ausbildung von Hetero- und Homodimeren zwischen HD-Zip-
Transkriptionsfaktoren wurde bereits mehrfach belegt. Allein in der im Rahmen
dieser Arbeit naher betrachteten HD-Zip Klasse | kommt es zur Ausbildung von
Heterodimeren zwischen dem Transkriptionsfaktor ATHBS und den zur gleichen
Klasse gehorenden Proteinen ATHB6, ATHB7, ATHB12 und ATHB16
(Johannesson et al., 2001), sowie zwischen ATHB7 und ATHB6 bzw. ATHB16.
ATHBS ist aullerdem zur Bildung von Homodimeren befahigt (Wang, 2001;
Tang, 2003). Daneben konnen auch HD-Zip-Transkriptionsfaktoren der Klasse
II, wie zum Beispiel ATHB1 und ATHB2 Homodimere ausbilden (Sessa et al.,
1993, 1997) und sogar mit HD-Zip-Proteinen anderer Spezies interagieren, wie
es fur das ATHB2-Protein aus Arabidopsis und das OsHox1-Protein aus Reis
bereits gezeigt wurde (Meijer et al., 1997).

Alle hier erwahnten Dimerisierungen wurden jedoch bisher nur in vitro gezeigt.
Als einzige Ausnahme gilt die von Y. Tang (2003) in vivo Uber yeast two-hybrid
Assay nachgewiesene, vom Leucin-Zipper-Motiv abhangige Interaktion
zwischen ATHB6 und ATHB7. Die aufgrund von in vitro Bindungsassays
postulierte Interaktion zwischen ATHBS5 und ATHB6 (Johannesson et al., 2001)
konnte hingegen im Hefe-System nicht bestatigt werden (Tang, 2003).
Verschiedene Methoden zur in vivo Identifizierung und Charakterisierung von
Protein-Protein-Wechselwirkungen wurden bereits entwickelt. Hierzu zahlt das
oben erwahnte yeast two-hybrid System, welches neben den haufig
auftretenden, falsch-positiven bzw. falsch-negativen Interaktionen auch den
Nachteil der heterologen Bedingungen besitzt (Fields and Song, 1989;
Stephens and Banting, 2000). Auch die weit verbreitete Methode zur
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Visualisierung von Protein-Protein-Interaktionen Uber Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET) birgt Komplikationen: so gelten hohe Expressionslevel
der Interaktionspartner und eine enge, raumliche Nahe der GFP-Fluorophore
als Voraussetzung fur die erfolgreiche, quantitative Detektion von
Wechselwirkungen zwischen Proteinen (Chen et al., 2003). Weitere Ursachen
fur die bisher relativ schwach verbreitete Anwendung von FRET zum Nachweis
pflanzlicher Protein-Interaktionen (Aker et al., 2006; Huang et al., 2006) sind
das im Rahmen von Untersuchungen auftretende Ausbleichen der Proben

sowie die komplizierte Handhabung des Systems.

Als bisher einziger, kernlokalisierter Interaktionspartner von ABI1 unterstreicht
der HD-Zip-Transkriptionsfaktor ATHB6 die im ABA-
Signaltransduktionsnetzwerk  fir ABI1 postulierte  Notwendigkeit einer
Kernlokalisation. Mit dem Nachweis zusatzlicher, im Nukleus stattfindender
Interaktionen zwischen der PP2C Phosphatase und Transkriptionsfaktoren,
oder anderen Modulatoren der Genexpression konnten Komponenten der ABA-
Signaltransduktion identifiziert werden, die fiir die direkte Ubertragung des ABA-
Signals auf die Genexpression verantwortlich sind. Nachdem derartige Protein-
Protein-Interaktionen bisher, wie die Wechselwirkung zwischen ABI1 und
ATHBG6, nur Uber yeast two-hybrid screening und in vitro Bindungsassays
nachgewiesen wurden, besteht nun durch die Methode der bimolekularen
Fluoreszenz-Komplementation (BiFC) die Moglichkeit, bereits detektierte
Interaktionen durch ein einfach zu handhabendes, transientes System in planta
zu bestatigen. Auch bis dahin unbekannte Wechselwirkungen zwischen
Proteinen kdnnen auf diese Weise direkt unter physiologischen Bedingungen
detektiert und subzellular lokalisiert werden, wie die Charakterisierung von G-

Protein-Komplexen in Saugetierzellen zeigt (Tsuchisaka and Theologis, 2004).

Wie der Nachweis der Homodimerisierung fur das Leucin-Zipper-Protein
bZIP63 aus Arabidopsis zeigt (Walter et al., 2004), kann die Methode der BIFC
auch zur Detektion nuklearer Interaktionen im transienten Protoplasten-System
verwendet werden, weshalb es im Rahmen dieser Arbeit fur die in planta
Bestatigung der oben beschriebenen Homo- und Heterodimer-Bildungen

zwischen HD-Zip-Transkriptionsfaktoren, aber auch zur Verifizierung der in

171



Diskussion

Hefe gezeigten ABI1-ATHBG6-Interaktion (Himmelbach et al., 2002)
herangezogen wurde.

Neben der Bestatigung der in Hefe bereits beobachteten Heterodimerisierung
zwischen ATHB6-ATHB?7 konnte dabei sowohl fur ATHB6 als auch fur ATHB7
eine bis dahin nie diskutierte Ausbildung von Homodimeren beschrieben
werden (s. Abb. 3.50.). Hierbei muss allerdings beachtet werden, dass aufgrund
der autoaktivierenden Wirkung von ATHBG6 im yeast two-hybrid System stets C-
terminal deletierte Versionen dieses Proteins eingesetzt werden (Tang, 2003).
Das durch die Homo- bzw. Heterodimer-Bildung der ATHB6- und ATHB7-
Proteine emittierte YFP-Signal war in jedem Fall ausschliesslich auf den Kern
beschrankt, welcher fur die drei Transkriptionsfaktoren auch als
Hauptwirkungsort postuliert wird.

Zusammen mit den bereits erwahnten HD-Zip-Dimerisierungen deuten die
durch bimolekulare Fluoreszenz-Komplementation neu gewonnen Erkenntnisse
auf eine hohe Komplexitat bezuglich der Interaktionen zwischen HD-Zip-
Transkriptionsfaktoren und bezuglich der durch diese Proteine gesteuerten
Transkriptionsregulation hin. So wird fir die zahlreichen HD-Zip-Homo- und
Heterodimere der Zusammenschluss zu einem komplexen Netzwerk von
Transkriptionsfaktoren postuliert, dessen kombinatorische
Transkriptionskontrolle der Pflanze die Feinabstimmung ihres vegetativen
Wachstums mit den durch Wasserverfugbarkeit und Lichtverhaltnisse
bestimmten, auferen Bedingungen ermdglichen und sie somit, auch im
Rahmen der ABA-Signallbertragung, auflerst differenziert auf wechselnde

Einflusse reagieren lassen (Henriksson et al., 2005).

Neben den Wechselwirkungen innerhalb der HD-Zip Klasse | wurde auch die
Interaktion zwischen ABI1 und ATHB6 bzw. zwischen abi1 und ATHB6 Uber
bimolekulare Fluoreszenz-Komplementation Uberprift. Dabei konnte in wenigen
unabhangig transformierten Protoplasten ein in Kern und Cytoplasma
gleichermallen verteiltes YFP-Signal beobachtet werden. Dies koénnte ein
Hinweis dafur sein, dass zumindest ein Teil der durch die Interaktion der
Phosphatase ABI1 mit dem Transkriptionsfaktor ATHB6 gesteuerten Prozesse

im Cytoplasma ablauft.
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Ahnlich wie die bereits beschriebene Regulation der Genexpression durch die
Retention von Transkriptionsfaktoren in intrazellularen Membranen oder im
Cytosol (Kaffman and O'Shea, 1999; Brown et al.,, 2000), konnte die
cytosolische Interaktion von ABI1 und ATHB6 auch Teil eines
Regulationsmechanismus fur die ATHB6-abhangige Genexpression sein.

Eine im Cytosol stattfindende Interaktion wird bereits aufgrund von
histochemischen Untersuchungen und yeast two-hybrid Studien fur ATHB6 und
die als cytosolisches Anker-Protein des Transkriptionsfaktors postulierte
Glutamyl-tRNA-Synthetase (GIuRS) vermutet (Tang, 2003). Da die im Cytosol
lokalisierte GIURS im yeast two-hybrid auRerdem mit ABI1 interagiert und die
trans-Faktor-Wirkung von ATHBG inhibiert (Tang, 2003), konnte die im BIFC-
System beobachtete, cytosolische Interaktion zwischen den negativen
Regulatoren der ABA-Signallbertragung, ATHB6 und ABI1, auf die Bildung
eines Komplexes zwischen ABI1, ATHB6 und GIuRS zurickzufihren sein,
welcher die ABI1-gesteuerte Translokation von ATHB6 in den Nukleus in
Abhangigkeit von ABA regulieren wurde.

Um dieses Modell zu bestatigen bedarf es jedoch weitererfihrender
Untersuchungen bezlglich der in planta Interaktionen zwischen ABI1 und
ATHB6, ATHB6 und GIuRS, sowie zwischen ABI1 und GIuRS, welche auch

unter Nutzung des BIFC-Systems durchgefuhrt werden kdnnten.
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5.  Anhang

5.1. Oligonukleotide

In der folgenden Aufzahlung sind die fur Klonierungen und Sequenzierungen
verwendeten Oligonukleotide (primer) aufgefuhrt. Sense-Primer (forward
Primer) sind durch die Abkurzung ,fwd“, antisense-Primer (reverse Primer)
durch ,rev® gekennzeichnet. In den Oligonukleotiden enthaltene
Restriktionsschnittstellen sind durch Fettdruck hervorgehoben und im Namen

des jeweiligen Primers enthalten.

Amplifikation und Klonierung der ABI1/abil Sequenz in pBl221/pSK:
ABl1BamHI-fwd: 5-CTA GGA TCC ATG GAG GAA GTATCT CCG GC-3

ABI1Eco147l-rev:  5-TAG GCC TAG TAC TAG TTC AAG GGT TTG CTC TTG-3'

Amplifikation und Klonierung der ABIl1/abilSequenzen in pBI221GFP-fusion
bzw. pBI121GUSNoSTOP:

ABI1Xhol-fwd: 5-AAT TCC TCG AGG GAA GTA TCT CCG GC-3

ABI1Xhol-rev: 5-GTA CTC GAG TCA GTT CAAGGG TTT GC-3

abi1dnlsstopXhol-rev: 5-GTA CTC GAG CTC TCA CAC ACT TAT GTT GTC
TTT GC-3

ABIl1nIsXhol-rev: 5-CCC CTC GAG TCAGTT CAAGGG TTT GCT CTG

CAG ATT ATT CTG AGG CTT C-3

Amplifikation von GFPnoSTOP aus pBI221GFP-fusion:

GFPnoSTOPXhol-rev: 5-CGA GCT CGA GTT GTATAG TTC ATC CAT GC-3’
GFPnoSTOPXholSmal-rev: 5-GGG GCT CGA GTT GTA TAG TTC ATC CAT GC-3’
GFPBamHI-fwd: 5’-GGC GGG ATC CAT GAG TAA AGG AGA AGA AC-3

Modifikation der GUS-Sequenz fur GUS-ABI1/abil Fusionen in pBl221/121:
GUSG1-fwd: 5-CGT GCT GAT GGT GCA CGA CC-3

GUSG2-rev: 5-ACT GCT CGA GCATTGTTT GCC TCC CTG-3
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Amplifikation von 35SS1-GFP-Fusion-Nos-Kassetten aus pBIGFP-fusion zur

anschlieRenden Ligation in pBI121Ascl:

35SS1Ascl-fwd:
NOSterAscl-rev:

5-TTG GCG CGC CTC TAG ATT CAT TAATGC AG-3
5-TTG GCG CGC CCC CGA TCT AGT AAC ATA GAT G-

RT-PCR-Analyse von ABA-requlierten Genen:

Actin-fwd:
Actin-rev:
RAB18-fwd:
RAB18-rev:
RD29B-fwd:
RD29B-rev:

At3g61890-fwd:

At3g61890-rev:

At4g18160-fwd:

At4g18160-rev:

At5g57520-fwd:

At5g57520-rev:

HB6BamHI-fwd:
HB6BamHI-rev:
At2g22770-fwd:

At2g22770-rev:

At4g43600-fwd:

At4g43600-rev:

At3909340-fwd:

At3g09340-rev:

5’-TGG GAT GAC ATG GAG AAG AT-3’

5'-ATA CCA ATC ATA GAT GGC TGG-3'.

5-GCG TCT TAC CAG AAC CGT-3

5-GAA GCATTC CTC CCA AGC-3

5’-CCC TGT AAA AGA TGA AAC TCC GAG-3’

5-CCC AAT CTC TTT TTC ACA CAA AG-3’

5’-CAG CGA GAT TAG TAG TGG CA-3

5-GTAATT GCT GCT AGATTG GTC-3’

5’-CAA TAC ATG ATT AGC CCG AG-3’

5-ACT GTT TGG AGT GAT GAC TCC-3’

5’-CCA AAC ACA TCC CTA CGT CT-3

5-GCC GTG TGC CGG AGA GTG GT-3

5’-CGG GAT CCT AAT GAT GAA GAG ATT AAG TAG-3'
5’-CGG GAT CCT GCA GTC AAT TCC AAT GAT CAA CG-3
5-TGG ATT TGATGA TCG ACA CTG-3
5-CTGCTCTTC TTC CTG GCC TCA-3

5-CTATCT CAA CCC CAT TCT GG-3’

5’-CAG GAT CGA ACT TGG AGA GAA-3

5-TTC TTC ACT TGA AAG GAG AC-3

5’-CACTGA CGA CAT GAT TCT GA-3’

Amplifikation von 5’-Deletionen des ATHB6-Promotors zur Klonierung

in

pPCV812Meshi-LUC:

A1-1389
A2-1171
A3-909
A4-701
A5-487
A6-279
A7-35

5’-CAG AGC TCG AGA TCT CTC GCG ACC CAATAT C-3
5-CAG AGC TCG AGG AAT GCT CTT TGC AGG CC-3
5’-CAG AGC TCG AGT TAT CAATGG ATG ATA CCG G-3
5-CAG AGC TCG AGG AAA GTC ATC ACC CTATAAC-3
5’-CAG AGC TCG AGT AAC CAATTT TGT TAC ACA C-3
5’-CAG AGC TCG AGC CAT ATT ATATCC GTT TGA G-3
5’-CAG AGC TCG AGACCAAGC TTG TTC ATATGG-3’
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rev+171 5’-GTC GAA GAT CTA GAC AAC AAT CTT TAATTACTT TCG-3’

Die Restriktionsschnittstellen fir Xhol (Primer A1-A7) bzw. Bglll (Primer rev +171),
welche zur Klonierung der Fragmente in pPCV812Meshi-c-myc-LUC verwendet
wurden, sind durch Fettdruck gekennzeichnet.

Fir die Klonierung dieser Promotorfragmente in pBI121 wurden dieselben
genspezifischen Abschnitte der Primer verwendet, die Restriktionsschnittstellen-
Uberhange wurden jedoch gegen Sacll- (forward Primer A1-A7) bzw. BamHI-

Schnittstellen (reverse Primer rev+171) ausgetauscht.

Unterscheidung zwischen den Arabidopsis-Okotypen Columbia bzw. Landsberg
erecta und RLD durch den CAPS-Marker RPS4-NT:

RPS4-NT-primer1: 5-TCATCAATT TTC CGT GGG GCA-3
RPS4-NT-primer2: 5-GGT ACC TTT TCT TGT CAATG-3’

Das erhaltene, 420 bp lange PCR-Produkt kann bei der Verwendung von RLD-DNA
durch Xhol in zwei 210 bp lange Fragmente gespalten werden. Das entsprechende,
aus genomischer DNA von Landsberg erecta bzw. Columbia hervorgehende PCR-

Produkt bleibt dagegen unverdaut.

Amplifikation codierender Sequenzen zur Klonierung in die YFP-
Fusionsvektoren pSPYNE-35S/pUC-SPYNE und pSPYCE-35S/pUC-SPYCE:

ABI1-BamHIY-fwd: 5'-CTA GGA TCC ATG GAG GAA GTATCT CCG GC-3'
ABI1-XholYnoSTOP-rev:  5-AAT TCG CTC GAG GTT CAA GGG TTT GCT CTT G-3
HB6-BamHIY-fwd: 5-CGG GAT CCT ATG ATG AAG AGA TTA AGT AGT-3

HB6-XholYnoSTOP-rev: 5-ATT CTC GAG ATT CCA ATG ATC AAC GGT GG-3’
GluRS-BamHI-fwd (Y. Tang) 5-CGA ATT CCC GGA TCC TAT GGA TGG GAT GAA

GCT TTC-3’
GIuRS-SmalYnoSTOP-rev: 5-ATT CCC GGG CTT AGC GGC TCT TCC ATC TGG-3'
HB5-BamHI-fwd: 5-CGC GGA TCC ATG AAG AGA TCA CGT GGA AG-%
HB5-Xhol-YnoSTOP-rev: 5-CCG CTC GAG CGA ATT CCA CTG ATC GGA G-3’
HB7-BamHIY-fwd: 5-CGC GGA TTC ATG ACA GAA GGT GGA GA-3
HB7-XmalYnoSTOP-rev: 5-TCC CCC CGG GTG ACC AAA AAT CCC GCC AA
G-3
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5.2. Seguenz des ATHB6-Gens aus Arabidopsis (Okotyp Columbia) mit

Positionen der ATHB6-Promotor-Primer (A1-A7) zur Erzeugung von

ATHBG6-Promotor-Deletionsfragmenten

Die Primer A1-A7 sind mitsamt ihren Xhol- bzw. Bglll-Uberhdngen durch
Unterstreichen und Fettdruck hervorgehoben, wobei der fettgedruckte Bereich die
annealing Sequenz  kennzeichnet. Die Primer-Bezeichnungen sind blau
hervorgehoben. Der schwarze Bereich kennzeichnet den ATHB6-Promotor, von dem
die 5-UTR durch rote Markierung abgegrenzt ist. Innerhalb des offenen Leserasters
von ATHBG sind die Exons orange und die Introns violett markiert (die Farben wurden

entsprechend den Kennzeichnungen in http://arabidopsis.org gewahlt). Aus

Platzgriinden wurde das ATHB6-Gen am 3’-Ende um 300 bp verklrzt. Der grau
hinterlegte Thymin-Rest an Position 408 (entspricht Position —981 relativ zum
Transkriptionsstart), welcher in Thomas Hoffmanns HB6-Promotor (2002)
entsprechend der in den Datenbanken vorgegebenen Promotorsequenz vorhanden ist,
wird in dem von Olav Grof3 (2003) klonierten HB6-Promotorfragment durch einen
Guanin-Rest ersetzt.

Die in Abb. 4.6. aufgeflihrten, putativen Bindemotive stressabhangiger
Transkriptionsfaktoren innerhalb der ATHB6-Promotorsequenz sind hier gelb hinterlegt.
Zum Sequenzvergleich mit bereits bekannten Elementen sind deren Sequenzen und
Bezeichnungen unmittelbar Uber den potenziellen ATHB6-Elementen aufgeflhrt:

Abweichungen sind in GroRbuchstaben, Ubereinstimmungen klein geschrieben.

bp Xhol
cagagCTCGAG Al -1389
1 atctctcgcg acccaatatc ctgacttaac agtataatta ccggatttag tgtgagacca

61 gctaaagcca tcactcaagt aggtacgact tgggcgaatc cctaaaatga gtggaatatc
121 aacgggatcg atcagtgctt ggagacggtc caatttccac aaatttgtgt tttggtcaat
| Motif Il gccgcgceT]

cagagCTCGAG A2 -1171 GRA CAcTggccgcCc

181 taaatcattg acatagagta gagaatctct tatgttaaga atgctctttg cajggccgegd
241 !aggatagtg ggaatccatg gatctttcca tacgcgagtc agcattccag aacctatggt
301 cctccgaaat ccaaagacaa gaagaggttt ggcgcatttt cacctctaaa ataaacacaa
361  tttcatgttg atattaaggt tgttagtttc gatccaaaag aattattttg actatagtta
421 agatgatgtt atacctaaaa aatataattt acattttata aagaaaacaa actaattata

cagagCTCGAG A3 —-909

481 ttatcaatgg atgataccgg atataggaac ttataaggtg aaaaaaatca aagaaccaaa
541 aacccaaaaa ctttccaaat atataagaga atataaatat gttttggaga atcaaaagaa
601 cctaacccaa ataaaaagaa agcaaaaaac tcactcttgt tgctgtcatc gaggcccaac
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661

721
781
841

cagagCTCGAG A4

agctcttgtc tcatttttgc

attttttaat gggttagaga
aaattaaaga agacatgatg
atgttgtcaa aaaaatatct

cagagCTCGAG A5 -487

901
961

1021

1081

1141
1201
1261

1321
1381

1441
1501

1561

1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341

2641

gataaccaat tttgttacac

attgccacga

-701
aagtcatcac cctataactt taatttataa

aaataaaaaa
attagattac
ctaaagcatt

HB6 Bindemotiv
cgcatataat ccaattatta caactttaac
catgcgaata agacaaacat attttgtaaa
catgatttta gcatttaaca aaataattct

actactataa aacttctaaa cacaatattg

ataactttta catggtgaat

tcaattttta aaaatagatt

gtggagctga gccgattagt

ttttaattga ttttttaatc
aggtaactgg gtatagccgg
atttacaaaa gaaaacaccc
Myb YAACK
TATA-Box
cctttgagtt TATTTAAact
ctcatcaac+1
c tcaacaatct
ctttaatttc tctccatttc
gtttaagaga gtaaagatca

agacaatttc aaaagattaa taaaaagaaa
ABRE-Core-Sequenz
attaatttaa cacagagatt cctttccacg

cagagCTCGAG A6 -279
ataagccgag ccatattata tccgtttgag
CE1 tgCCaccgg
ttctcttaca cgagttccag tgataccgga
tggaccccct caaatttatt ttaacaaaaa
aagacaatat ctacttaacc atggttactt
G

cagagCTCGAG A7 —35 Myc CAN
gagagaaagt gtgaaaccaa gcttgttcat

tgatgttata
actcgattat

acgt

tatagcttga

attaatttta

agaaacctgg
aaaaaaaatc
tctaacccaa

NTG
atggaaaacg

ctctcctctc tctctctgta tatagaagaa
tctttctctc ttccttcaaa gttttctctt
tcaagtacta tgcattaaat tgagaagtta

+192 Bglll Xbal

gctttcatta atttctaaca acAGATCTAGAagctg

cgaaagtaat taaagattgt tg

tctccattgt
ttcttgatgg
ttaaaaattt

tctcatctct
tttaattaat
gtccgaggag
aagaagctat
gcattaacca
agaggaaagt
ttcaaaaccg
aaacccagta
tccttcaaga
aaagttaaaa
tggttttggt
agaagaagaa
ggaagaagtt

ctccaccgtt

ttatgtccta
ctcatctttg
atacggtggg
agtagaagaa
agttaaagct
taagttagct
tcgtgctegg
cgattctctc
ggtataaaaa
aaattgaaac
ttgatgcaga
gaagagaaca
tcgttgcecgg

gatcattgga

atgatgaa
caacttccac
tttgctaatt
agagagtttc
agaggacacg
ttggagaaga
caagaacttg
tggaagacaa
cgtcataact
ttcaaccttt
tttttaccaa
ttagtaaact
acgcggeggt
agaagattac

atficd

gagattaagt
aggtacttag
gttcttctta
agtcgatgct
tgggcttgtc
attttgagtt
gtcttcaacc
aacagcttga
ttgattccct
ttgataaaag
tcttgagatt
gaaaacgaag
gacaacggag
agaggcaccg

agttcagatt
ctaattttct
tggaattaca
tgaaggatac
ggagaagaag
agagaataag
tcgtcaagtt
gaaagattac
ccgccgtgac
attgaaactt
tacaagagaa
cttaatggag
agtgatattt
tcgtctcctc

cagtgggtgg
aaacaagtcc
gatgagcaga
gaggaagaag
agaaggttaa
cttgagcctg
gctgtttggt
ggtgttctta
aatgaatctc
ttgttgattc
ttgaaactta
gaggaggaga
cggtcaagga
cacagtttct
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5.3. Plasmide und ihre Registrierung in der Stammsammlung

In der folgenden Tabelle sind die fir Klonierungen, Transformation und Transfektion
genutzten Vektoren, sowie die Nummer der entsprechenden Agrobakterien (AT)- und
E. coli. (EC)-Stamme dargestellt. Zweitausfiihrungen der Stdmme sind in Klammern

angegeben. Die Stamme werden als Glycerolstocks bei —80 °C aufbewahrt.

Nummer in
Konstrukt Organismus
Stammsammlung
- DH5a, EC 62
pBl121 DH5a, EC 812
pBl221 DH5a, EC 813
pBl121 C58 pGV3850, AT 814 (393)
pPCV812Meshi-35S::LUC DH5a, EC 885
pMP90RK, pPCV812 (HIAGUS) C58 pGV3101, AT 825 (834)
pMP90RK C58 pGV3101, AT 844
pMP90 C58 pGV3101, AT 845
pSKAscIATHB6(A1-47) DH5a, EC 897-903
pPCV812Meshi-ATHB6(A1-47)::LUC DH5a, EC 967-990
pPCV812Meshi-ATHB6(A1-47)::LUC C58 pGV3101, AT 991-1008
pSKAsCIATHB6(A1-47)::LUC DH5a, EC 1138-1149
pBI121ATHB6(41-47)::LUC DH50, EC 1150-1165

pBI121ATHB6(AL-47)::LUC

C58 pGV3101, AT

Box TH -80 °C Agros

pBl22135S::ABI1 DH5q, EC 1102 (1103)

pBl22135S::abil DH5a, EC 1104 (1105)
pBl122135S::ABIINAP DH5a, EC 1106 (1107)
pSK35S::ABI1ImtNLS DH5a, EC 860 (861)
pSK35S::abilmtNLS DH5a, EC 862
pSKAscIRAB18::LUC DH5a, EC 878 (879)
pSKAscIRD29B::LUC DH5a, EC 880 (881)

pBI121AscIRD29B::LUC

C58 pGV3101, AT

398 (+ Box TH Agros)

pBl1121AscIHB6::LUC

C58 pGV3101, AT

396 (+ Box TH Agros)

pSK35S2:GUS DH50, EC 883 (882)

pBI22135SS1::GFPNoSTOP DH50, EC 940 (941)
pBI22135SS1::GFP-ABI1 DH50, EC 243
pBI22135SS1::GFP-abil DH50, EC 944
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pBI22135SS1::GFP-GUS DH5a, EC 945
pBI22135SS1::GFP-ABI1dNLS DH5a, EC 947
pBI22135SS1::GFP-abildNLS DH5q, EC 1179 (1180)
pBI22135SS1::GFP-ABIImtNLS DH5q, EC 1188 (1189)
pBI22135SS1::GFP-abilmtNLS DH5¢, EC 1012 (1013)

pBI221355S1::GFP-HB6 DH5q, EC 951 (950)
pBI121Ascl35SS1::GFP-ABI1 DH50, EC 1216

pBI121Ascl35SS1::GFP-abil DH50, EC 1217 (1218)
pBI121Ascl35SS1::GFP-abildNLS DH50, EC 1219
pBI121Ascl35SS1::GFP-abilmtNLS DH50, EC 1220

pBI121Ascl35SS1::GFP-HB6 DH50, EC 1225 (1226)

pBI121Ascl35SS1::GFP-ABI1 C58 pGV3101, AT 1228 (1229)

pBl121Ascl35SS1::GFP-abil C58 pGV3101, AT 1230 (1231)
pBl121Ascl35SS1::GFP-abildNLS C58 pGV3101, AT 1233 (1234)
pBI121Ascl35SS1::GFP-abilmtNLS C58 pGV3101, AT 1235

pBl121Ascl35SS1::GFP-HB6 C58 pGV3101, AT 1236

pBI22135S::GUS-ABI1 DH50, EC 1009
pBI22135S::GUS-abil DH50, EC 1011
pBI12135S::GUS-ABIANLS DH5¢, EC 1208 (1209)
pBI12135S::GUS-abildNLS DH5q, EC 1210 (1211)
pSK35SS1eYFP DH5q, EC 1330 (720)
pSPYCE-35S/pUC-SPYCE DH5q, EC 1238 (1239)
pSPYNE-35S/pUC-SPYNE DH5q, EC 1240 (1241)
pSPYNE-35S/pUC-35S::YFP"-ABI1 DH5q, EC 1254 (1255)
pSPYNE-35S/pUC-35S::YFP"-abil DH5q, EC 1256
pSPYCE-35S/pUC-35S::YFP“-ABI1 DH5q, EC 1257 (1258)
pSPYCE-35S/pUC-35S::YFP-abil DH5q, EC 1259 (1260)
pSPYNE-35S/pUC-35S::YFP"-HB6 DH5q, EC 1264 (1265)
pSPYCE-35S/pUC-35S::YFP“-HB6 DH5q, EC 1266 (1267)
pSPYNE-35S/pUC-35S::YFP"-HB5 DH5q, EC 1271 (1272)
pSPYCE-35S/pUC-35S::YFP“-HB5 DH5q, EC 1273
pSPYNE-35S/pUC-35S::YFP"-HB7 DH5q, EC 1274 (1275)
pSPYCE-35S/pUC-35S::YFP“-HB7 DH5q, EC 1276 (1277)
pSPYNE-35S/pUC-35S::YFP"-GIURS DH5q, EC 1278
pSPYCE-35S/pUC-35S::YFP®-GIURS DH5q, EC 1279
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Neben meinen jetzigen Arbeitskollegen mdchte ich auch den ehemaligen
Heidelberger Laborkollegen Andreas, Jan, Jochen, Markus und Stina danken, die
mich nicht vergessen haben und unglaublicherweise alle wahrend meiner Promotion
hier in Freising vorbeigeschaut bzw. mich mit einem Jahrhundertfrihstick auf der

Urlaubsdurchreise voéllig plattgemacht haben.

An dieser Stelle seien auch David und sein Rakelsofa, Sushi-Queen lvonne, der
stets einnordende Dr. Jockel, die nach Friichtekorben lechzende Mel, das
Schlisselkind Nele, die allzeit tugendhafte Simone sowie Tim mit dem langsten
Briefkasten der Welt, hochstlobend erwahnt: ohne Euch wéare es leider mal sowas

von aus...

Villmols Merci och un deser Plaz un d’Anik Sibenaler: hatt huet mech emmer esou
akzeptéiert wéi ech sin an séng Frendschaft as fir méch en onbeschreiwlechen

Cadeau.

SchlieRlich mdchte ich mich bei meinen GroRmdattern, Eltern und Geschwistern fr
ihre Unterstutzung in der letzten Zeit bedanken und dafur, dass ich mich jedes Mal
darauf freue, nach Hause zu kommen. Mein grofdter Dank geht an Wolfgang - ich bin

auller Dir gar nicht hier.



Dat lescht as fir d’'Keule — an fir méch:

“...While the details here are unique to me, I hope that they will strike a chord with
anyone who has ever found themselves drifting off, in the middle of a working day or a
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Nick Hornby, Fever Pitch
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