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Zusammenfassung

Die Proteinfamilie der patatin-dhnlichen Phospholipasen (pPLA’s) aus Arabidopsis thaliana besteht aus 10
Mitgliedern, von denen die patatin-dhnliche Phospholipase A-I (pPLA-I) in dieser Arbeit untersucht wurde.
Sie verfiigt im Vergleich zu den anderen pPLA’s iiber zusétzliche N- und C-terminale Domédnen mit
enzymatischer Funktion und einer moglichen G-Protein-Bindestelle. Untersuchungen an den isolierten
ppla-I-Knockoutmutanten ppla-I-1 und ppla-I-3 lassen eine Beteiligung der pPLA-I am Auxinsignalweg,
Phototropismus und Gravitropismus in Arabidopsis vermuten.

Die Sequenzanalyse der pPLA-I ergab das Vorhandensein von zwei Sequenz-Varianten. Die eine Sequenz
stimmt vollstdndig mit der seit 2011 allgemein angenommenen cDNA-Sequenz iiberein. Gleichzeitig konnte
eine verkiirzte Sequenz, verursacht durch einen Sequenzabbruch an Position 435 der Aminosiduresequenz,
gefunden werden. Mittels qPCR konnte festgestellt werden, dass diese im Vergleich zur Gesamtsequenz
wesentlich hoher exprimiert wird. Dennoch gibt es keine Anzeichen fiir eine Funktion der theoretisch
resultierenden verkiirzten Proteinsequenz. Aufgrund der hier vorliegenden Studien ist anzunehmen, dass es
sich hierbei um Fehlspleiling der mRNA handelt, die in der Folge degradiert wird, so dass es nicht zur
Translation kommt. Weiter konnte durch die Sequenzanalyse das Vorhandensein der von Yang et al. (2007)
postulierten Sequenzvariante widerlegt werden. Auch zeigten die Wildtypen Wassilijewskia und Columbia
keine Unterschiede in der RNA-Expressionsrate der pPLA-I oder in Bezug auf das gefundene FehlspleiBling.
So konnen in den Knockoutmutanten ppla-I-1 (Wassilijewskia-Hintergrund) und ppla-I-3 (Columbia
Hintergrund) gefundene phinotypische Unterschiede nicht durch den jeweiligen Arabidopsis-Okotyp
begriindet werden.

Mittels eines hergestellten pPLA-I-GFP Reporterproteins konnte die pPLA-I in vivo lokalisiert werden. Es
konnte eine Expression des Reporterproteins in der Wurzelspitze, der Elongationszone, beginnenden
Seitenwurzeln und im Pollen festgestellt werden. Zelluldr ist das Protein cytosolisch, im Zellkern, im
Endoplasmatischen Retikulum um den Nukleus herum und Plasmamembran-nah lokalisiert. Die
Proteinexpression wird durch Licht hochreguliert und in Dunkelheit reprimiert. Diese Licht-abhéngige
Expression konnte mittels qPCR-Analyse auf RNA-Ebene bestétigt werden.

Weiter wurden zwei pPLA-I-spezifische Antikorper hergestellt. Diese ermdglichten die Lokalisierung der
pPLA-I in situ mittels Immunolabeling. Das gefundene Expressionsmuster stimmt grofBtenteils mit dem des
GFP-Reporterproteins, sowie dem pPLA-I-GUS-Konstrukt (Effendi ef al., in Vorbereitung) iiberein, so dass
beziiglich des Expressionsmusters weitere Sicherheit gewonnen werden konnte. Die Lichtabhédngigkeit der
Expression konnte ebenfalls bestitigt werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche
Auxinkonzentrationen in den Zellen der Wurzelspitze Einfluss auf das Expressionsmuster und die
Expressionsstirke haben. Die Lokalisierung im Endoplasmatischen Retikulum um den Nukleus herum
nimmt bei den in sifu - Lokalisierungsstudien einen besonderen Stellenwert ein. Sie ist in Blaulicht und bei
Behandlung mit NPA erhoht, in ABP/-Mutanten hingegen reduziert. Die Ergebnisse unterstiitzen den von
Effendi et al. (in Vorbereitung) postulierten gemeinsamen Signalweg von ABP1 und pPLA-I.

Im Rahmen des WAICO-Weltraumprojektes wurde eine morphologische Analyse des Wachstums von
Arabidopsis Wildtyp-Keimlingen und ppla-I-1-Keimlingen durchgefiihrt. Die Auswertung ergab Hinweise
darauf, dass die pPLA-I die PHY B - Signalantwort moduliert. Auch verhalfen die Ergebnisse zu einem
besseren Verstindnis des Coiling-Phdnomens. Mittels Immunolabeling der unter pg-Bedingungen
angezogenen Keimlinge konnte gezeigt werden, dass die funktionsbezogene Anordnung der Mikotubuli
Schwerkraft-abhingig ist und bei Wachstum unter pg-Bedingungen gestort ist. Auch konnte eine eindeutige
Verlagerung der PIN-Proteine PIN1, PIN2 und PIN4 in ppla-I-1 in Schwerelosigkeit festgestellt werden.
Dies zeigt, dass pPLA-I die Schwerkraft-abhingige Lokalisierung der PIN-Proteine steuert. Die Verlagerung
der pPLA-I in Schwerelosigkeit ldsst eine Beteiligung an der gravitropen Reaktion der Wurzel vermuten.
Abschlielend fithren die genannten Ergebnisse zu der Hypothese, dass pPLA-I eine Komponente des
Signalweges von ABP1 und PIN ist und den PHYB-Signalweg indirekt moduliert.
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Abstract

The family of the patatin-related phospholipases A (pPLAs) from Arabidops thaliana consists of 10
genes and in the present study sequence and function of patatin-related phospholipase A-1 (pPLA-I)
gene was investigated. In comparison to the other pPLAs, pPLA-I has additional N- and C-terminal
domains, an enzymatic domain and a possible G-protein binding site. Analysis of two ppla-I
knockout mutant alleles, ppla-I-1 and ppla-1-3, revealed the involvement of pPLA-I in auxin
pathway, phototropism and gravitropism.

The sequence analysis of pPLA-I revealed the existence of two different sequence variants. One
sequence shows total similarity to the sequence commonly accepted since 2011 and one shorter
sequence variant due to the presence of stop codon at 435 of the deduced amino acid sequence.
gPCR analysis gave evidence that this variant is drastically upregulated in comparison to the full
length sequence. Despite this, there is no evidence for the existence of a truncated pPLA-I protein.
It can be assumed that this sequence variant is due to missplicing and as a result it is degraded
without translation. Further it could be shown that the sequence proposed by Yang et al. (2007) does
not exist. The two wild type parent lines Wassilijewskia and Columbia have identical mRNA s and
missplicing. Therefore, differences in the phenotype of the knockout mutants ppla-I-1
(Wassilijewskia background) and ppla-I-3 (Columbia background) are not due to differences in both
Arabidopsis ecotypes.

Expression of the pPLA-I-GFP fusion protein was observed in root tip, in elongation zone of the
root, in emerging side roots and in the pollen. In the cellular level, it is localized to the cytosol,
nucleus, in endoplasmic reticulum around the nucleus and close to the plasma membrane. pPLA-I-
GFP expression is upregulated by light and downregulated by dark. The light dependent expression
could be confirmed at RNA-level by qPCR.

Two pPLA-I-specific antibodies were produced. Localization of pPLA-I by immunolabeling
indicated similar patterns as observed by pPLA-I-GFP and pPLA-I-GUS (Effendi et al., in prep.).
Light induced expression of pPLA-I could also be verified by immunolabeling. Further, it could be
shown that differences in auxin concentration of the root tip influence the expression pattern and
level. Localization in the endoplasmic reticulum around the nucleus is increased by blue light and
application of NPA, whereas it is reduced in ABPI mutants. These results support a common signal
pathway of pPLA-I and ABP1 suggested by Effendi ef al. (in prep.).

With the WAICO space project, a morphological analysis of Arabidopsis wild type and ppla-I-1
seedlings showed a possible link of pPLA-I to PHY B response. Additionally the results lead to a
better understanding of the coiling. It could be shown by immunolabeling of seedlings grown under
pg-conditions that the functional arrangement of the microtubuli is gravity dependent and is
disturbed in seedlings grown under pg conditions. Also a clear difference of the PIN proteins PINT1,
PIN2 and PIN4 in their subcellular localization could be shown in ppla-I-1 under pg conditions.
This shows, that pPLA-I regulates the gravity dependent localization of PIN proteins. Differences in
localization of pPLA-I under pg conditions support its involvement in the gravitropic response of
the root.

Taken together, all these results suggest a function of pPLA-I in the ABP1, the PHYB and the PIN
signal pathway.
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1. Einleitung

1.1 Patatin-ahnliche Phospholipase A-l aus A. thaliana (pPLA-I)

Patatin-dhnliche Phospholipasen A (pPLA) sind Acylhydrolasen, die Phospholipide und
Galactolipide in Fettsduren und andere lipophile Substanzen hydrolysieren kénnen und in ihrer
Struktur Ahnlichkeiten zum Kartoffel-Speicherprotein Patatin aufweisen. Die pPLA-Genfamilie aus
A. thaliana besteht aus 10 Genen, fir die zunichst unterschiedliche Nomenklaturen existierten.
Inzwischen wurden die Bezeichnungen fiir die einzelnen Mitglieder der Genfamilie vereinheitlicht
(Scherer et al., 2010, s. Abb. 1).

Die pPLA’s sind nach ihrer Ahnlichkeit in der DNA-Sequenz in drei Gruppen unterteilt (Holk et
al., 2002, Ryu et al., 2004). Die pPLA-I bildet aufgrund ihrer DNA-Sequenz eine eigene Gruppe.
Sie verfiigt im Vergleich zu allen anderen pPLA’s iiber zusétzliche N- und C-terminale Doméinen
und weist groBte Ubereinstimmung zu tierischen iPLA,-Enzymen auf. Daher wird angenommen,

dass es sich bei der pPLA-I um die evolutionir élteste pPLA handelt (Holk ef al., 2002).

New name Gene nr. Old name
Group |

pPLA-I At1g61850 AtPLA-I -
PPLA-llo.  At2g26560 AtPLA-IIA ==

PPLA-IIB  At5g43590 AtPLA-V ——a-a-
pPLA-Ily  At4g37050 AtPLA-IVC —HHHE— —Group Il
PPLA-IIS  At4g37060 AtPLA-IVB —
PPLA-lle  At4g37070 AtPLA-IVA T
PPLA-lllc. At2g39220 AtPLA-IIB H

pPLA-IlIB  Af3g54950 AtPLA-IIIA — — Group llI
PPLA-Illy  At4g29800 AtPLA-IVD 5
PPLA-IlI5  At3g63200 AtPLA-IIB " —_
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Genfamilie der pPLA’s in A. thaliana mit alten und
neuen Bezeichnungen der einzelnen Gene, unterteilt in drei Gruppen und deren Exon-/Intron-
Struktur. Abgebildet sind Exons (tiirkis), Introns (schwarze Linien), katalytische Domdne (hellblau),
N-terminale Domdne (gelb) mit LRR-Struktur (dunkelblau) und C-termianle Domdne (magenta) mit
ankyrin-dhnlicher Struktur (griin). Scherer et al. (2010).

Die pPLA-I verfiigt wie alle pPLA’s iiber ein katalytisches Zentrum, bestehend aus einer
Esterasebox (GTSTG), einem Phosphat- oder Anionen-bindenen Element (DGGGXRG) und
weiteren spezifischen Motiven. Zusitzlich verfiigt sie liber eine N-terminale Doméne mit Leucin-
reichen Wiederholungen (LRR) und eine C-terminale Doméine mit Ankyrin-dhnlicher Struktur
(s. Abb. 2). Das LRR-Motiv beinhaltet eine G-Protein-Bindestelle, was vermuten ldsst, dass die

pPLA-I an G-Protein-vermittelten Signalwegen beteiligt ist. Allgemeine, nicht an PLA assoziierte
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Untersuchungen ergaben eine Beteiligung an der Vermittlung spezifischer Protein-Protein-
Interaktionen fiir die Ankyrin-Doméne (Mosavi et al., 2004). Untersuchungen an iPLA,-VIA
zeigen, dass das Vorhandensein einer Ankyrin-Doméne hier fiir die vollstindige enzymatische
Funktion des Proteins notwendig ist und diese direkt an der Regulation der Enzymaktivitét beteiligt

sind (Balsinde und Balboa, 2005).

[

l
|:| HEC—O‘%‘D_ R'I

[ |
R, —CRO—C—H 0O plLa,

PLA, o-

Abbildung 2: Dargestellt ist die Strukturformel eines Phospholipids mit eingezeichneten
Schnittstellen von Phospholipasen mit PLA ;- bzw. PLA>-Aktivitdt

Die pPLA-I ist in der Lage, ihr Substrat sowohl am C;-, als auch am C,-Atom zu hydrolysieren,
weist also sowohl PLA -, als auch PLA,-Spezifitit auf (Scherer et al., 2010). Galaktolipide werden

als Substrat gegeniiber den Phospholipiden bevorzugt umgesetzt (Yang et al., 2007).

b
e B st
= =] llAm

% Col Was

Abbildung 3: b) RT-PCR 7 Tage alter Keimlinge zeigt die mRNA-Expression der pPLA-I in Col W1,
Ws Wt, ppla-I-1 und ppla-1-3. c)-k) Ubersicht iiber die GUS-Expression von Ppra1::uidA c) in den
Leitbiindeln des Sprosses, d) in einem einzelnen Leitbiindel des Sprosses, e) im Leitbiindel der Petiolen,
) im Zentralzylinder der Wurzel, g) in beginnenden Seitenwurzeln, h) in den Trichomen der Blditter, i) in

der Wurzelspitze, j) in der Bliite und k) im Pollen. Effendi et al. (in Vorbereitung).
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Mittels eines pPLA-I-Promotor-GUS-Konstruktes konnten Effendi et al. (in Vorbereitung) die
Promotor-gesteuerte Expression der pPLA-I in Arabidopsis zeigen (s. Abb. 3). Die Untersuchungen
ergaben GUS-Farbung in den Leitbiindeln des Sprosses und der Petiolen, im Zentralzylinder der
Wurzel, an der Basis beginnender Seitenwurzeln, in der Wurzelspitze, in den Trichomen der Blétter

und im Pollen.

1.2 Beteiligung der pPLA-l am Auxin-Signalweg

Allgemein ist fiir die Gruppe der pPLA eine Beteiligung an Auxin-vermittelten Signalwegen
bekannt. Die ersten Hinweise darauf gaben Versuche zur schnellen Aktivierung von PLA’s durch
Auxin in 1-5min (Scherer und André, 1989). Insbesondere wurde eine Rolle der pPLA»-
Spaltprodukte Fettsduren und Lysophospholipide als second-messenger im Auxin-Signalweg
postuliert (Paul et al., 1998, Scherer et al. 2002). Weitere Nachweise einer Beteiligung von pPLA s
an Auxin-vermittelten Signalwegen konnten durch Verwendung pPLA-spezifischer Inhibitoren
erbracht werden, die gleichzeitig als Inhibitoren im Auxin-Signalweg fungieren (Yi et al., 1996,
Scherer und Arnold, 1997).

Die wichtigsten Hinweise auf eine Beteiligung der pPLA-I am Auxin-Signalweg konnten mit Hilfe
von Knockoutmutanten der pPLA-I in den Okotypen Wassilijewskia (ppla-I-1) und Columbia
(ppla-1-3) erbracht werden. So konnte festgestellt werden, dass verschiedene friihe Auxin-induzierte
Gene in Licht-gewachsenen ppla-I-1 und ppla-I-3 nicht hochreguliert waren (Effendi ef al., in
Vorbereitung).

Weitere Untersuchungen befassten sich mit dem phénotypischen Unterschieden der ppla-I-
Knockoutmutanten im Vergleich zum Wildtyp. So bliiht ppla-I-1 im Kurztag signifikant frither im
Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp und bildet unter spezifischen Lichtbedingungen
(simulierte Bedingungen des shade avoidance syndroms / SAS, s. 1.5) ein lingeres Hypokotyl aus.
Sowohl das friihe Blithen als auch die unterdriickte Hemmung des Hypokotylwachstums geben
einen Hinweis auf die Beteiligung der pPLA-I an einem Lichtsignalweg. Versuche zum
Phototropismus ergaben eine verminderte Reaktionfdhigkeit der ppla-I-1 auf phototrophe Reize. So
zeigten seitlich belichtete Hypokotyle der ppla-I-1 eine zeitlich verzogerte und schwécher
ausgepriagte Umorientierung zum neuen Lichtreiz im Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp.
Dies ldsst auf einen Defekt im Phototropismus dieser Knockoutmutante schlieen (Effendi ef al., in

Vorbereitung).
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Doch auch der Wurzelphénotyp der ppla-I-Knockoutmutanten kann entscheidende Hinweise auf
eine Beteiligung der pPLA-I am Auxinsignalweg liefern. Als allgemein anerkannt gilt, dass das
Wurzelwachstum durch Auxin stimuliert wird (Simmons et al., 1995b) und maB3geblich durch drei
Faktoren bestimmt wird. Dies sind die Circumnutation, der positive Gravitropismus und der
negative Thigmotropismus (Migliaccio et al., 2000). Zudem kann die Beteiligung weiterer
Wachstumskomponenten nicht ausgeschlossen werden (Migliaccio und Piconese, 2001). Die
Circumnutation bewirkt eine kreisformige bis elliptische Bewegung der Wurzelspitze, die beim
Arabidopsis-Wildtyp im Uhrzeigersinn aus abwartsgerichteter Sicht entlang der Wurzelachse
verlduft (Baillaud, 1962). Es wird angenommen, dass sie spontan auftritt und grundsétzlich nicht
durch &ufere Faktoren induziert wird. Jedoch gibt es Anzeichen, dass die Gravitation Einfluss auf
die Circumnutation nimmt (Johnsson 1979). Weiterhin ist das Wurzelwachstum grundsitzlich
gepragt von positivem Gravitropismus, welcher einen Mechanismus beschreibt, bei dem der
Gravitationsreiz als Impuls dient, der das Wachstum des Wurzelgewebes hin zum Erdmittelpunkt
bewirkt. Die Erkennung des Gravitationsreizes wird dabei durch die Umlagerung stirkehaltiger
Amyloplasten gesteuert, die sich in den Columnellazellen der Wurzelhaube befinden (Sack, 1991;
Kuznetsov und Hasenstein, 1996). Sie fungieren als Schwerkraft-Sensoren, indem sie sich bei Lage-
Anderung der Wurzel umverteilen und so einen asymmetrischen Riickstrom des Auxins steuern
(Blancaflor et al., 1998, Sack, 1997, Younis, 1954). Die Folge ist ein Umbiegen der Wurzelspitze
hin zum Gravitationsreiz. Negativer Thigmotropismus beschreibt eine ,,Hindernis-Vermeidungs-
Bewegung® (obstacle avoiding movement, Darvin, 1880), bei der die Wurzel sich von einem
Hindernis weg bewegt (Massa und Gilroy 2003, nicht veroffentlichte Daten).

Die Summe dieser Wachstumskrifte bewirkt letztendlich ein helikales, dreidimensionales
Wachstum der Wurzel zum Erdmittelpunkt. Werden Arabidopsis-Keimlinge jedoch auf
Vertikalplatten mit hohem Agaranteil im Ndhrmedium angezogen, so dringen die Wurzeln beim
Wachstum nicht in das ,harte Ndhrmedium ein, sondern wachsen an ihm entlang nach unten
(s.4bb. 4).

Hierbei wird die dreidimensionale Helixstruktur der Wurzel gebrochen und in eine
zweidimensionale Struktur adaptiert, wodurch es zu den Wachstumsarten Waving, Slanting, Coiling
und Torsion kommt. Waving wird vermutlich ausgeldst, indem die im Uhrzeigersinn verlaufende
Circumnutation das Wurzelwachstum zunédchst nach links (bei Aufsicht) lenkt. Durch den spiraligen
Wachstumsdruck wird die Wurzelspitze zunichst in Richtung Agarfliche gedriickt. Aufgrund des
Hartegrades des Agars kommt es jedoch nicht zur Penetration, sondern im Zusammenspiel mit dem

negativen Thigmotropismus (Simmons et al, 1995a) zu einer Umkehr der Wachstumsrichtung
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(Okada und Shimura, 1990) nach rechts (bei Aufsicht). Diese Bewegung ist zudem an den positiven
Gravitropismus gekoppelt, so dass waving, also ein abwértsgerichtetes, wellenformiges Wachstum

der Wurzel auftritt (Okada und Shimura, 1995).

(c)

Right-hand

Right-hand | <«—

Left-hand
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Abbildung 4: Schematische Darstellung einer Arabidopsis Hauptwurzel, die auf senkrecht
stehenden "harten" Agarplatten (Agaranteil 1,5%) angezogen wurden. a) Theoretisches helikales
Wachstum der Wurzel im Uhrzeigersinn (abwdrtsgerichtete Sicht in Richtung der Wurzelachse),
wenn diese frei in der Luft elongieren wiirden. b) Alternierende Bewegungen der Wurzel, die zum
Slanting fiihren. Das Nettowachstum weicht dabei nach links von Richtung zum Erdmittelpunkt ab
(Aufsicht). c) Zweidimensionales wellenformiges Wachstum der Wurzel als Reaktion auf das
Wachstum auf einer gekippten Agarplatte. d) Coilwachstum im Uhrzeigersinn als Resultat des

zweidimensionalen Wachstums auf einer Agaroberfldche. Migliaccio und Piconese (2001).

Eine andere Hypothese besagt, das die Circumnutation einen groferen Einfluss auf das
Wurzelwachstum hat, als die thigmotrophe ,,Riickreaktion* (Simmons et al., 1995a), wodurch es
zum Slanting kommt: die linksgerichtete Wachstumskraft ist stiarker ausgepragt im Gegensatz zur
rechtsgerichteten Wachstumskraft, so dass anstelle eines Wachstums zum Erdmittelpunkt eine
linksgerichtete Verschiebung der Wachstumsrichtung auftritt. Coiling entsteht, wenn die
Circumnutation zur entscheidenden Wachstumskraft wird und es dadurch nicht zur Riickreaktion
kommt. Anstelle einer wellenformigen Bewegung kommt es dann zu einer geschlossen

kreisformigen Bewegung (s. Abb. 5), die in der Richtung der Circumnutation (also in aller Regel im
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Uhrzeigersinn) erfolgt (Mirza, 1987).

Abbildung 5: Dargestellt sind Wurzeln des Wassilijewskia Wildtyps, die fiir 10 Tage auf hartem
Agar angezogen wurden und Waving (A) oder Coiling (B) zeigen. Die Pfleile zeigen Bereiche der
Wurzelepidermis an, bei denen die Torsion besonders deutlich zu erkennen ist. Wihrend die
Torsionsrichtung mit jedem Wave wechselt, verlduft sie beim Coil konstant gegen den

Uhrzeigersinn.

Eine weiterer morphologischer Effekt, der moglicherweise durch die Adaption der
dreidimensionalen Wurzelhelix in eine zweidimensionale, flache Strukur ausgebildet wird, ist die
Torsion. Hierbei handelt es sich um eine rillenformig aussehende Struktur der Rhizodermiszellen,
die entgegengesetzt zur Richtung der Circumnutation verlduft. Eine Hypothese besagt, dass es sich
bei der Torsion lediglich um ein strukturelles Artefakt handelt, welches durch die Verringerung der
Fliche im Inneren bei einer VergroBerung der Fliche im AuBeren der Wurzel verursacht wird.
Durch den Verlauf der Torsion entgegengesetzt zur Circumnutation kdnnte es zu einem Ausgleich
der konformativen Spannungen kommen (Migliaccio und Piconese, 2001). Es ist bislang jedoch
ungeklart, ob die Torsion eine Folge von Waving und Coiling ist oder deren Ausloser.

Ebenfalls noch nicht vollig geklart ist die Beteiligung des Cytoskeletts an der
Gravitropismusreaktion. Wahrend es eine wichtige Rolle in der Erkennung von Gravitationsreizen
zu spielen scheint, zeigten einige Experimente, dass weder Mikrotubuli noch Mikrofilamente
essentiell notwendig fiir das beschriebene differentielle Wachstum der Wurzel als Antwort auf
gravitrope Reize sind (Baluska und Hasenstein, 1997).

In den vergangenen Jahren wurden mehr und mehr Arabidopsis-Mutanten isoliert, die eine
Abweichung vom reguldren Wurzelwachstum des Wildtyps in Bezug auf Waving, Coiling oder
Slanting aufweisen. Zusitzlich konnte fiir diese Mutanten neben einem Defekt im Gravitropismus

auch ein Defekt im Auxintransport festgestellt werden. Ein gutes Beispiel hierfiir gibt die ppla-I-1.
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Sie bildet im Vergleich zum Wildtyp signifikant mehr Wurzel-Coils aus und zeigt ein verstérktes
Slanting (Effendi et al, in Vorbereitung, s. Abb. 6), was ein Indiz fiir einen reduzierten
Gravitropismus darstellen konnte (Ferrari et al, 2000). Effendi et. al. fanden zudem deutliche

Defekte dieser Mutante in der Auxin-induzierten Genregulation.

ppla-I-1

Abbildung 6: Dargestellt sind Keimlinge des Wassilijewskis-Wildtyps (A) und der ppla-I-

Knockoutmutante ppla-1-1 (B) nach Wachstum auf 45° gekippten, harten Agarplatten. Der
Vergleich zeigt deutlich eine erhohte Anzahl an Coils und ein verstdirktes Slanting der ppla-1-1 im
Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp. Effendi et al. (in Vorbereitung).

Dies unterstiitzt die Hypothese, dass der Auxintransport in irgendeiner Weise mit der Ausbildung
von Waving, Coiling und Slanting der Wurzel verkniipft sein muss. Weiter fiihrt es zu der Annahme,
dass Auxin nicht nur Gravitropismus und Phototropismus kontrolliert, sondern auch

Nutationsbewegungen (Migliaccio et al., 2009).

1.3 PIN-Proteine

Der Transport von IAA in der Pflanze kann auf zwei Arten erfolgen: Den nicht-polaren
Langstreckentransport {iber das Phloem oder den polaren Transport von Zelle zu Zelle. Der polare
Auxinstrom erfolgt dabei von seinem hauptsidchlichen Syntheseort, dem Sprossspitzenmeristem
iiber den Spross basipetal bis zur Wurzelspitze, wo es dann zu einem Riickstrom des Auxins hin zur
Basis kommt. Dieser Transport erfolgt von Zelle zu Zelle iiber in der Plasmamembran lokalisierte

Carrier-Proteine (Rubery und Sheldrake, 1974, Raven, 1975). Die Aufnahme von IAA in eine Zelle
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erfolgt durch Influx-Carrier (AUX1/LAX) (Bennett ef al., 1996) oder durch Diffusion. Der Efflux
von [TAA wird {iber die Familie der PINFORMED (PIN)-Proteine ermoglicht (Petrasek et al., 2006).
Diese konnen asymmetrisch in der Plasmamembran lokalisiert sein und ermdglichen dann den
polaren Transport von TAA aus der Zelle (Wisniewska et al., 2006). Die Lokalisierung der PIN-
Proteine ist jedoch nicht statisch. Vielmehr befinden sie sich in einem konstitutiven zyklischen
Transport zwischen der Plasmamembran und den Endosomen, der iiber Vesikel funktioniert
(Geldner et al., 2001). Das Gleichgewicht kann hierbei durch unterschiedliche Faktoren, wie
Gravitations- oder Lichtreize in die eine oder andere Richtung verschoben werden. Somit sind die
PIN-Proteine in Abhéngigkeit von ihrer jeweiligen Lokalisierung unmittelbar an der wichtigen
Rolle des polaren Auxinstroms fiir Wachstum und Entwicklung pflanzlicher Zellen und Gewebe
beteiligt. In diesem Zusammenhang ist auch die Beteiligung der PIN-Proteine an den Tropismus-

Signalwegen der Pflanze hinreichend bekannt (Luschnig ef al., 1998, Friml et al., 2002b)

1.4 Auxin binding protein 1 (ABP1)

In den 70er Jahren identifizierte man in Bindungsstudien mittels radioaktiv markierter Auxine
(Hertel et al., 1972) Auxinbindungsstellen im Endoplasmatische Retikulum (site I), in der
Plasmamembran (site II) und im Tonoplasten (site III) (Dohrmann et al., 1978), wobei site 1 die
stiarkste Bindungsaktivitit zugeschrieben wird (Venis und Napier 1997). In der Folge konnte von
site I der potentielle Auxinrezeptor ABPI1 isoliert werden, welcher im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) am stirksten akkumuliert ist. In Arabidopsis existiert im Gegensatz zu bspw. Mais
nur ein Gen der ABP1. Es codiert fiir ein hydrophiles Glycoprotein mit N-terminalem Signalpeptid,
welches das vermutlich am ER synthetisierte ABP1 zum Lumen transloziert. Ein weiteres C-
terminales Motiv (KDEL, ER-Retentionssignal) hélt das Protein im ER zuriick. ABP1 verfiigt tiber
keinerlei intrinsische hydrophobe Domine. Dennoch konnte es bisher nur in Assoziation mit
Membranfraktionen nachgewiesen werden.

Tromas et al. postulierten 2010 das Vorhandensein eines C-terminalen Bindungsproteins (CBP1),
welches spezifisch das KDEL-Motiv von ABP1 maskiert und so den Transport vom ER zur dufleren
Oberfliche der Plasmamembran ermoglicht (s. 4bb. 7). Dort dient ABP1, moglicherweise in

Beteiligung eines weiteren Proteins, der Auxin-Signaliibertragung ins Zellinnere.
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Abbildung 7: Hypothetische Modell fiir das ABP1-targeting an der Plasmamembran. ABPI ist im
Endoplasmatischen Retikulum (ER), sowie an der dufleren Oberfliche der Plasmamembran
lokalisiert. Das Protein ist ungeachtet einer nicht vorhandenen intrinsischen hydrophoben Domdne
immer mit Membranfraktionen assoziiert. Es wird angenommen, dass die Lokalisierung an der
Oberfliche der Plasmamembran aus der C-terminalen Domdne mit KDEL-Motiv mit einem
anderen Protein (CBPI) resultiert. CBP1 konnte am Transport von ABPI1 zur Plasmamembran
beteiligt sein. Die Beteiligung eines weiteren Proteins an der Signaltransduktion nach dem Binden

von Auxin an ABP1 ist dabei nicht auszuschlieffen. Tromas et al. (2010).

Weitere Untersuchungen an isolierten Protoplasten konnten belegen, dass ABP1 an schnellen
Auxineffekten beteiligt ist (Ephritikhine et al., 1987). Auch konnte festgestellt werden, dass ABP1-
Dimere die Auxinmolekiile binden (Napier et al., 2002). Eine besondere Funktion kommt dabei
dem C-terminalen Peptid des ABP1 zu, welches direkt an der Auxinbindung beteiligt ist und
biologische Aktivitit aufweist (Thiel et al., 1993). Heterozygote abpl-Insertionsmutanten weisen
agravitrope Wurzeln und Hypokotyle auf, sind aphototroph und verfiigen iiber eine verminderte
Apikaldominanz. Auch der akropetale Auxintransport der Wurzel ist verringert. Die aufgezeigten
Merkmale lassen die Regulation des PIN-abhingigen Auxintransportes iiber den ABP1-Signalweg
vermuten . Es konnten zudem von vielen Autoren Nachweise fiir die Funktion von ABP1 als Auxin-

Rezeptor erbracht werden (Effendi et al., 2011, Scherer 2011).
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1.5 Phytochrome und Chryptochrome

Bei den Phytochromen handelt es sich um Chromoproteine, die vor allem hellrotes und dunkelrotes
Licht, aber auch Blaulicht absorbieren konnen. Sie sind als Dimere mit zwei &dquivalenten
Untereinheiten aufgebaut. Jede Untereinheit besteht wiederum aus zwei Komponenten, dem
Chromophor und dem Apoprotein. Aus Arabidopsis wurden fiinf Mitglieder der Genfamilie, die
Phytochromegene A bis E (PHYA, PHYB, PHYC, PHYD und PHYE) isoliert. Sie werden anhand
threr lichtabhédngigen Expression in Typl- und TyplI-Phytochrome unterteilt. PHYA ist dabei das
einzige Gen, welches fiir ein Typl-Phytochrom codiert.

Die Phytochrome kdnnen — abhingig von den vorherrschenden Lichtbedingungen — in zwei
unterschiedlichen Formen vorliegen. In etiolierten Pflanzen liegen sie vorwiegend in der
Hellrotlicht-absorbierenden Form (Pr-Form) vor. Durch Bestrahlung mit hellrotem Licht konnen die
Phytochrome in die Dunkelrotlicht-absorbierende Form (Pfr-Form) umgewandelt werden. Dieser
Vorgang ist photoreversibel, denn durch Bestrahlung mit dunkelroten Licht kann die Pfr-Form
wieder in die Pr-Form umgewandelt werden. Die beiden Formen unterscheiden sich maBgeblich in
den Absorbtionsmaxima fiir die Wellenléingen des Lichtes, zeigen aber deutliche Uberlappungen in
threm gesamten Absorptionsspektrum. Daher kommt es nie zur vollstindigen Umwandlung in eine
Form, sondern Pr- und Pfr-Form liegen in einem Gleichgewicht (photostationdrer Zustand) vor. Die
Lage des Gleichgewichts ist dabei mafigeblich fiir den Verlauf Phytochrom-induzierter Reaktionen.
Ein Beispiel hierfiir ist das shade avoidance syndrome (SAS). Dieser Mechanismus beruht auf dem
Sachverhalt, dass griine Blétter wegen ihres hohen Chlorophyllgehaltes hellrotes Licht absorbieren,
andererseits fiir dunkelrotes Licht aber relativ durchlissig sind (s. 4bb. 8). Pflanzen, die sich im
Schatten dieser Blétter befinden, empfangen demnach verstirkt dunkelrotes Licht. Dies hat
Auswirkungen auf das vorliegenden Phytochrom-Gleichgewicht: Bei starker Beschattung ist der
hellrot(R)/dunkelrot(FR)-Quotient niedrig und es wird mehr Pfr in Pr umgewandelt.

Die physiologische Folge ist ein verstirktes SproBwachstum, wodurch fiir die beschattete Pflanze
ein deutlicher adaptiver Vorteil entsteht. Denn durch das schnelle Streckungswachstum erhdht sich
die Wahrscheinlichkeit des Individuums, iiber das Pflanzendach hinauszuwachsen und so einen
hoheren Anteil an ungefiltertem, photosynthetisch wirksamem Licht zu erhalten (Physiologie der
Pflanzen, Taiz und Zeiger, 1999). Weitere SAS-Merkmale sind die Elongation der Petiolen,
Blatthyponastie, verringerte Seitensprossbildung und eine verstérkte phototrophe Orientierung des
Sprosses in Richtung von Liicken im Pflanzendach (Ballaré, 1999). Speziell in Hinblick auf das

Wurzelwachstum kommt es zu einer Reduktion der Seitenwurzelbildung und moglicherweise zu
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einer Verringerung des Wachstums der Hauptwurzel (Morelli und Ruberti. 2000). Hautpsédchlich
verantwortlich fiir das Einsetzen eines solchen SAS-Phénotyps durch eine Verringerung des R:FR-
Quotienten ist PHYB (Franklin, 2008, Ballaré, 2009, Jaillais und Chory, 2010, Martinez-Garcia et
al., 2010).

8 Daylight
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Abbildung 8: Spektrale Verteilung des Tageslichts auf der Erdoberfliche (durchgehende Linie) und
unter einem dichten Bldtterdach (gepunktete Linie). Photosynthetische Pigmente wie Chlorophylle
und Carotinoide absorbieren fast vollstindig die Lichtstrahlung des sichtbaren Spektrums (400nm -
700nm). Jedoch absorbiert die Vegetation kaum Licht im Wellenldngenbereich von 700nm - 800nm.
Die Grafik zeigt deutlich die Dezimierung des roten Lichtspektrums unter einem dichten
Blitterdach, wihrend der Anteil des dunkelroten Lichtspektrums nahezu unverdndert bleibt. Die

Folge ist eine Verringerung des hellrot(R)/dunkelrot(FR)-Quotienten. Smith (1994).

Eine weitere wichtige Rolle wird PHYB bei der Regulierung von Tagesrythmen zuteil. Viele
Stoffwechselprozesse der Pflanze durchlaufen abwechselnde Phasen hoher und niedriger Aktivitat
mit einer gleichméfBigen Periodendauer von ungefdhr 24 Stunden, dem circadianen Rhythmus.
PHYB ist in der Lage, diesen Rhythmus durch Verdnderung des Transkriptlevels verschiedener
Phytohormone als Reaktion auf definierte Lichtsignale zu kontrollieren (Michael et al., 2008).

Chryptochrome sind Photorezeptoren, die ausschlieBlich Reaktionen auf Blaulicht und
Wellenldngen nahe der UV-Strahlung vermitteln. Sie fungieren ebenfalls wie die Phytochrome in

der photomorphogenen Signalantwort und sind diesen in manchen Grundfunktionen sehr dhnlich
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(Casal et al., 2000, Fankhauser et al., 2002). Phédnotypisch bewirken sie die Hemmung der
Hypokotylstreckung, Offnung der Kotyledonen und VergréBerung der Kotyledonenfliche, sowie die
Akkumulation von Anthocyanen (Ahmad et al., 1998, Lin et al., 1998). In Arabidopsis existieren
die Chryptochromgene 1 und 2 (CRY! und CRY?2). Chryptochrom] ist sowohl Blaulicht, als auch
UV-A-Lichtrezeptor, der photomorphogene Signalantworten insbesondere bei mittleren und hohen
Lichtintensititen steuert. Dabei ist seine Funktion unmittelbar mit seiner subzelluldren
Lokalisierung verkniipft: Wu et al. veroftentlichten 2007 Ergebnisse, die zeigten, dass nuklear
lokalisiertes CRY1 (Lokalisierung bei hoher Blaulicht-Intensitdt) das Wurzelwachstum hemmen
kann, nicht aber cytoplasmatisches CRY1 (Lokalisierung bei geringer Blaulicht-Intensitdt). CRY2
fungiert hingegen in der Signalantwort auf geringe Blaulicht-Intensititen (Lin et al., 1996).
Moglicherweise spielt es auch eine wichtige Rolle bei der Tageslicht-abhdngigen Induktion der

Bliite (Guo et al., 1998, Yanovsky und Kay, 2002).

1.6 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die weitere Untersuchung der im Hypokotyl-Gravitropismus und
Phototropismus gestérten Knockoutmutante ppla-I-1. Studien zur Analyse der pPLA-I-Sequenz, der
Expression und der subzelluldren Lokalisation der pPLA-I-und morphologische Untersuchungen
der ppla-I-1-Mutante sollten zu einem tiefer gehenden Verstindnis dieser Mutante fiihren. Die
Studie sollte auch im Hinblick auf kommende Experimente zum Wachstum von Pflanzen in
Schwerelosigkeit mit der Modellpflanze Arabidopsis thaliana im Rahmen des WAICO-
Weltraumprojektes stattfinden. Insbesondere sollte dazu die Bildung von Coils im Rahmen des

WAICO-Experiments untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Sequenzanalyse der pPLA-I

Effendi et al. (in Vorbereitung) konnten feststellen, dass die Knockoutmutanten ppla-I-1 aus dem
Okotyp Wassilijewskia und ppla-I-3 aus dem Okotyp Columbia in einigen Versuchsreihen deutliche
phénotypische Unterschiede zeigen. Um eine mogliche Ursache fiir diese Unterschiede zu finden
wurde in dieser Arbeit zunichst eine griindliche Analyse der cDNA-Sequenz der pPLA-I aus den
beiden Okotypen vorgenommen. Hierzu wurde jeweils die Gesamt-RNA gewonnen und mittels RT-
PCR cDNA hergestellt. Im Weiteren wurde versucht, die vollstindige cDNA-Sequenz der pPLA-I
zu amplifizieren. Trotz Auswahl verschiedener Primerpaare, Polymerasen, PCR-Mix-Varianten und
Thermocycler-Programme war es jedoch nicht moglich, spezifische Fragmente grofer als ca. 2,7kb
zu amplifizieren. Daher wurden Primerpaare zur Amplifikation von vier verschiedenen
Sequenzteilen ermittelt, die die Gesamtsequenz vollstindig abdecken und dabei miteinander
iiberlappen. Die erhaltenen Amplifikate wurden dann mit spezifischen Primern sequenziert und die
erhaltenen Sequenzstiicke zur Gesamtsequenz zusammengefiigt. Zusidtzlich wurde mittels
Phagenverdiinnung die cDNA-Sequenz der pPLA-I aus der Phagenbank CD4-16 gewonnen und auf

gleiche Weise sequenziert.

2.1.1 Extraktion von RNA aus Arabidopsis und cDNA-Synthese

Fiir die Gewinnung von RNA wurden 7 Tage alte Wassilijewskia und Columbia Wildtyp-Keimlinge
als Ausgangsmaterial verwendet. Die RNA-Extraktion erfolgte mittels NucleoSpin® RNA-Plant Kit
der Firma Machery-Nagel (Katalog-Nr.: 740 949-50). AnschlieBend wurde eine photometrische
Konzentrationsbestimmung mittels Safas SP2000 Spectrophotometer der Firma Monaco
durchgefiihrt. Die gewonnene RNA wurde anschlieBend fiir eine RT-PCR ZUR cDNA-Synthese
weiterverwendet.

500ng RNA wurden wie in 7ab. 1 beschrieben fiir die Synthese von cDNA mittels RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Katalog-Nr. K1622) eingesetzt. Anschlieend wurde die
cDNA fiir die Amplifikation von pPLA-I-Sequenzteilen verwendet oder bei -20°C gelagert.
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Tabelle 1: Komponenten und Inkubationszeiten der cDNA-Synthese aus extrahierter RNA

Komponente Volumen
RNA (500ng/pl) Tul
pPLA-I_for (10pmol/ul) 2ul
pPLA-I rev (10pmol/ul) 2ul
DEPC-behandeltes Wasser (RNAse-frei) 7ul
Inkubation bei 65°C fiir Smin

5x Reaktionspuffer 4ul
RiboLock™ Ribonuklease-Inhibitor (20u/ul) Tul
dNTP-Mix (10mM) 2ul
RevertAid™M-MuLV Reverse Transkriptase (200u/pl) lul
Inkubation bei 25°C fiir 10min und anschlieSend 42°C fiir 60min
RNAse H Tul

Inkubation bei 37°C fiir 10min und abschlieSend bei 70°C fiir 10min

2.1.2 Screening der Phagenbank CD4-16 auf das Vorhandensein einer

PPLA-I-Sequenz

Die Phagenbank CD4-16 beinhaltet cDNA aus Gewebe von 4. thaliana, Okotyp Columbia mit einer

Fragmentgrofle von 3 - 6kb. Mittels der Screeningmethode von Watanabe ef al. (1997) wurde ein

pPLA-I - haltiger Phagenklon aus dem Klongemisch isoliert. Hierzu wurden XL1-Blue MRF'-E.

coli-Zellen mit verschiedenen Verdiinnungsstufen der Phagenbank infiziert und wie folgt der

Phagentiter bestimmt:

MRF’-Zellen in 50ml LB-Medium mit 0,2% Maltose und 10mM MgSO, animpfen
Inkubation liber Nacht bei 140rpm und 30°C

MRF’-Zellen in SS34-Rohrchen fiir 10min bei 4000xg und 4°C abzentrifugieren
Zellsediment in 10mM MgSO; bis zu einer ODgy von 0,5 16sen

Verdiinnungsstufen der Phagenbank mit SM-Puffer ansetzen (Verdiinnungen von 10 bis
107 bei einer Ausgangskonzentration von 10" Phagen/pl)

je 400ul MRF’-Zellen mit 1ul einer Phagen-Verdiinnungsstufe versetzen und 15min bei
37°C im Wasserbad inkubieren

4 x 4ml NZY-Top-Agar in 15ml Reaktionsgefdl aliquotieren, MRF’-Zellen mit

Phagenverdiinnung hinzugeben und auf Agarplatten ausgieflen
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— Inkubation der Platten iiber Nacht bei 37°C

— Auszdhlung der plaque performing units (pfu). Der Phagentiter wird wie folgt bestimmt:

pfu x Verdiinnungsstufe = Phagen / ml

Nach erfolgter Titerbestimmung wurde die Phagenbank auf das Vorhandensein der pPLA-I-Sequenz
gescreent. Hierzu wurden die Phagen-haltigen Agarplatten mit SM-Puffer verdiinnt und 10
Agarplatten mit jeweils etwa 5000 Phagen hergestellt. Statistisch gesehen sollte eine dieser Platten
einen Phagenklon mit pPLA-I-cDNA-Sequenz besitzen. Die Platten wurden mit SM-Puffer
ausgeschwdmmt und die phagenhaltige Aufschwidmmung fiir eine PCR mit spezifischen pPLA-I-
Primern (pPLA-I Exonl18 for - und pPLA-I Exonl8 rev) verwendet. Zur Amplifikation wurde tag-
Polymerase der Firma 5Prime (Katalog-Nr. 2900169) verwendet. Die PCR-Bedingungen lauteten,

wie in Tab. 2 und 3 beschrieben:

Tabelle 2: PCR-Mix zur Amplifikation von pPLA-I-Exonl8 mittels taq-Polymerase

PCR-Komponente Volumen
10x-PCR-Puffer 5,0 ul
dNTP’s (10mM) 1,0 ul
pPLA-I Exonl8 for (10mM) 1,0 pl
pPLA-I Exonl8 rev (10mM) 1,0 pl
Template (phagenhaltige Aufschwdmmung) 1,0 pl
tag-Polymerase (2,5u/pl) 0,5 ul
destilliertes Wasser 36,5 ul
Gesamtvolumen 50,0 pl

Tabelle 3: Thermocycler-Programm zur Amplifikation von pPLA-I-Exonl§

Schritt Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
Denaturierung |95°C 2min 1
Denaturierung |95°C 30s

Annealing 50°C 30s 35

Elongation 72°C Imin

Elongation 72°C 15min 1

Lagerung 4°C 00
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Mittels Agarose-Gelelektrophorese wurde der Erfolg der Amplifikation {iberpriift. Dazu wurden
zunidchst 0,5g Agarose in einer 250ml-Flasche abgewogen und mit 50ml 1 x TAE-Puffer versetzt.
Zum Losen wurden die Flasche fiir Imin 30s bei 600W in der Mikrowelle erhitzt. Die
Agaroselosung wurde dann auf etwa 50°C abgekiihlt und mit 1,3ul Ethydiumbromid versetzt.
Durch Schwenken der Flasche wurde das Ethydiumbromid gleichmifBig in der Agaroseldsung
verteilt und diese in eine Agarosegel-Form ausgegossen. Die Form wurde mit K&dmmen belegt und
die Agaroselosung fiir etwa 15min bis zum Verfestigen der Agarose stehen gelassen. Dann wurde
die Form in eine mit 1 x TAE-Puffer befiillte Gelkammer iiberfiihrt und die Kdmme entfernt. Die
gebildeten Taschen wurden jeweils mit 5ul ¢cDNA-Probe + 1ul 6xLadepuffer befiillt. Zudem
wurden 5ul DNA-Standard zur Groflen- und Gehaltsbestimmung der cDNA aufgetragen. Das
Agarosegel wurde fiir 45min bei 80V und 6W elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend wurde
das Gel mit den aufgetrennten cDNA-Proben unter UV-Licht abgelichtet.

10 x TAE-Puffer: 400 mM Tris, pH 8,0
200 mM Natriumacetat
10 mM EDTA

Verdiinnung 1:10 mit destilliertem Wasser zur Verwendung fiir die
Agarosegellosung oder zum Ansetzen des Ladepuffers

6xLadepuffer: 30 % Glycerin
0.125% Bromphenolblau
0.125% Xylencyanol

Konnte fiir eine der Platten nach PCR und Agarosegelelektrophorese eine spezifische pPLA-I-
Exonl8-Bande amplifiziert werden, so wurde die jeweilige Aufschwimmung verwendet, um
weitere 10 Platten mit jeweils etwa 500 Phagen herzustellen. Wurde auf einer der Platten ein
positiver Klon detektiert, konnte eine erneute Verdiinnung auf neuen Agarplatten mit etwa 50
Phagen/Platte angefertigt und erneut gescreent. Von der ermittelten Platte, die einen positiven Klon
beinhaltet, wurde jeder einzelne Plaque gescreent:

— wie unter 2.1.2 beschriecben MRF’-Zellen mit einer entsprechend dem Titer hergestellten
Phagenverdiinnung inkubieren und 10 NZY-TOP-Agarplatten mit je 5000 Phagen
ausplattieren

— je Sml SM-Puffer auf die Platten geben und liber Nacht auf dem Schiittler bei 100rpm die
Phagen 16sen

— ein 2ml Reaktionsgefdll je Platte mit der Aufschwdmmung befiillen auf 5% Chloroform

einstellen, vortexen und fiir 15min bei RT inkubieren
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— Suspension fiir 10min bei 10000 x g zentrifugieren und ein 1,5ml Reakionsgefdf3e je Platte
mit Uberstand befiillen

— je lul Uberstand als Template fiir die PCR mit pPLA-I Exonl8-Primern verwenden; bei
Amplifikation einer spezifischen Bande den entsprechenden Uberstand mit
Phagensuspension fiir eine erneute Titerbestimmung verwenden

— die Phagenverdiinnung wie oben beschrieben fortfiihren, bis der positive Phagenklon auf 50
Phagen je Platte eingegrenzt wurde; dann jeden einzelnen Phagenklon mit einer
Pipettenspitze picken und fiir Smin in einem PCR-Ansatz inkubieren; anschlieend wie in
Tab. 2 und 3 beschrieben die PCR durchfilhren und so den positiven Phagenklon

identifizieren

Der ermittelte Einzelphage mit positivem Klon wurde dann wie folgt mit einem Ex-Assist-
Helferphagen Co-infiziert und der enthaltene Bluescript-Vektor in Form von Phagenpartikeln in
SOLR-E. coli-Zellen transformiert:

— Ausstechen des positive Phagenplaques und 16sen in 10ul SM-Puffer

— MRF’- und SOLR-Zelle iiber Nacht in 30ml LB (0,2% Maltose, 10mM MgSO.) bei 30°C
und 14rpm anziehen

— MRF’- und SOLR-Zellen in SS34-Rohrchen fiir 10min bei 1000xg abzentrifugieren und bis
zu einer ODggo = 1,0 resuspendieren

— in ein 1,5ml Reaktionsgefil 200ul MRF’-Zellen, 5ul Phagensuspension und 1pl
Helferphagen zusammen pipettieren und fiir 15min bei 37°C inkubieren

— in einem 15ml Reaktionsgefdl 3ml LB-Medium vorstrecken, den MRF’-Zellen-Ansatz
hinzugeben und fiir 3h bei 37°C und 150rpm im Wasserbad inkubieren; anschlieend fiir
20min bei 70°C inkubieren

— nach erfolgter Inkubation den MRF "Zellen-Ansatz in zwei 2ml Reaktionsgefdf3e tiberfiihren
und fiir 15min bei 1000xg abzentrifugieren; anschlieBend den Uberstand mit pBluescript-
Phagemiden in zwei 2ml Reaktionsgefil3e pipettieren

— 200ul resuspendierte SOLR-Zellen mit 10ul des Phagen-haltigen Uberstandes versetzen und
fiir 15min bei 37°C inkubieren

— 10ul des SOLR-Zellen-Ansatzes auf LB-Agarplatten mit Ampicillin (¢ = 50ug/ml)
ausplattieren und iiber Nacht bei 37°C inkubieren

— einzelne Kolonie mit einer Pipettenspitze von der Platte picken und damit 2,5ml LB-
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Medium mit Ampicillin (¢ = 50pg/ml) animpfen und tiber Nacht bei 37°C inkubieren
— 1,5 ml der i.N.-Kultur zur Gewinnung von Plasmid-DNA mittels Minipréparation

verwenden

LB-Medium: 10,0 g NaCl
10,0 g Tryptone
50 g Hefeextrakt
mit destilliertem Wasser auf 11 auffiillen, mit SM NaOH auf pH 7,0
einstellen und autoklavieren

NZY-Medium (11): 5,0 g NaCl
20 g MgSO,
50 g Hefeextrakt
10,0 g Trypton
mit destilliertem Wasser auf 11 auftfiillen, mit SM NaOH auf pH 7,5
einstellen

NZY-TOP-Agar : NZY-Medium + 0,7% Agarose; autoklavieren

SM-Puffer (11): 58 ¢ NaCl
20 g MgSO; x 7 dH,O
50,0ml IM Tris, pH 7,5
5,0ml 2% Gelatin

mit destilliertem Wasser auf 11 auffillen und autoklavieren

2.1.3 Gewinnung von Plasmid-DNA

Von der in selektivem LB-Medium iiber Nacht angezogenen Zellkultur wurde ein 1,5ml
ReaktionsgefdB befiillt und dieses fiir 45s bei 10000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 100ul Losung A resuspendiert. Dann wurden 200ul Losung B
hinzugegeben und das Reaktionsgefdll nach kurzem Schiitteln fiir Smin bei 4°C inkubiert. Es folgte
eine Zugabe von Losung C und eine erneute Inkubation fiir Smin bei 4°C. Die Suspension wurde
anschlieBend fiir Smin bei 8°C und 10000xg zentrifugiert. Vom gebildeten Uberstand wurden 380ul
abgenommen und mit 380ul Losung D versetzt. Nach 15-miniitiger Inkubation bei 4°C wurde das
ReaktionsgefiB fiir 15min bei 15°C und 10000xg abzentrifugiert. 700ul des Uberstandes wurden
mit 420ul Isopropanol versetzt und die Plasmid-DNA fiir 10min bei -20°C gefillt. Das
Reaktionsgefd wurde dann fiir 10min bei 8°C und 1000xg zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das verbleibende Pellet wurde mit 300ul Ethanol (70%) fiir Smin bei 8°C und 10000xg



2. Material und Methoden 19

gewaschen. Das Pellet wurde in der Vakuumzentrifuge (SpeedVac Concentrator SVC100H der
Firma Savant) bis zum vollstindigen Verfliichtigen des Ethanols getrocknet und in 50ul
destilliertem Wasser aufgenommen. Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels

photometrischer Extinktionsbestimmung bei 260nm.

Losung A: 25 mM Tris, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0
50 mM Glucose

steril-filtrieren

Losung B: 0,2 M NaOH
I % SDS
Losung C (11): 600 ml 5M Kaliumacetat
115 ml Eisessig
Losung D: 75 M Ammoniumacetat

2.1.4 Amplifikation von Sequenzteilen der pPLA-I und Sequenzierung

Die zur Verfiigung stehende cDNA-Sequenz der pPLA-I aus extrahierter RNA und die aus der
Phagenbank CD4-16 isolierte pPLA-I-haltige Plasmid-DNA konnten nun fiir die Sequenzierung
weiterverwendet werden. Hierzu wurden zundchst vier iiberlappende Sequenzteile der pPLA-I
amplifiziert (s. Taub. 4 und 5). Dies erfolgte mittels pfu-Proofreading-Polymerase der Firma
Promega (Katalog-Nr. M7741).

Die PCR-Produkte wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt
(s. 2.1.2) um die erfolgte Amplifikation zu iiberpriifen. Das gebildete Fragment konnte dann
entweder aus dem Gel extrahiert oder direkt aus dem PCR-Ansatz aufgereinigt werden (jeweils
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega, Katalog-Nr. A1460).

Die Sequenzierung der aufgereinigten pPLA-I-Fragmente wurde mittels diverser Sequenzierprimer
durch die Firma Seqlab durchgefiihrt (verwendete Sequenzierprimer fiir die jeweiligen
Teilamplifikate s. Anhang). Die erhaltenen Sequenzen wurden untereinander, sowie mit der pPLA-1-
Sequenz aus NCBI und der genomischen pPLA-I-Sequenz aus dem Klon F8K4 auf Nukleotid- und
Proteinebene verglichen. Nukleotid- bzw. Aminosdureaustausche oder Unterschiede in der

Exon/Intron-Struktur konnten so ermittelt werden. In 7ab. 6 sind die verwendeten Primer und
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Amplifikate zur vollstindigen Sequenzierung der pPLA-I aus den Okotypen Wassilijewskia und
Columbia aufgefiihrt.

Tabelle 4: PCR-Mix zur Amplifikation der vier Sequenzteile von pPLA-I mittels pfu-Polymerase

PCR-Komponente Volumen
10x-pfu-Puffer 5,0 ul
dNTP’s (10mM) 1,0 pl
forward-Primer (10mM) 3,0 ul
reverse Primer (10mM) 3,0 ul
Template (cDNA, bzw. Plasmid-DNA CD4-16, ¢ = 100ng/ul) 1,0 ul
pfu-Polymerase (2,5u/ul) 0,5 ul
destilliertes Wasser 36,5 ul
Gesamtvolumen 50,0 ul

Tabelle 5: Thermocycler-Programm zur Amplifikation der vier Sequenczteile der pPLA-I

Schritt Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
Denaturierung |95°C 2min 1
Denaturierung |95°C Imin

Annealing 50°C 30s 35

Elongation 68°C 2min

Elongation 68°C 10min 1

Lagerung 4°C 00

2.2 Quantitative Realtime-PCR

Die quantitative Realtime-PCR dient der Ermittlung von Expressionsraten von Genen. Hier wurde
die Expressionsrate der zwei unterschiedlichen Splicingvarianten der pPLA-I in den Okotypen
Wassilijewskia und Columbia mittels der komparativen Ci-Methode (AAC; ) untersucht. Dadurch
sollte zum einen festgestellt werden, in welchem Verhiltnis die gefundene fehl-gespleiste
Sequenzvariante der pPLA-I ohne Exon 7 (pPLA-I (-Exon7) im Vergleich zur vollstindigen cDNA -
Sequenz der pPLA-I exprimiert wird.
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Hierzu wurden Primerpaare entwickelt, mit deren Hilfe die Expressionsrate von Exon 7 im
Vergleich zu Sequenzabschnitten ermittelt werden sollte, die bei beiden RNA-Sequenzvarianten
identisch sind. Hierfiir wurde die Software Primer 3 verwendet. Es wurden jeweils 8 Primerpaare
fiir identische Sequenzabschnitte aus dem N-terminalen und C-terminalen Sequenzbereich, sowie 6
Primerpaare fiir Exon7 auf ihre Primereffizienz hin untersucht. Um festzustellen, ob die
Primerpaare unter den in der Realtime-PCR gegebenen Bedingungen ausschlieBlich das spezifische
Fragment oder auch unspezifische Fragmente amplifizieren, wurde eine PCR mit cDNA aus 7 Tage
alten Arabidopsis-Keimlingen durchgefiihrt und das PCR-Produkte auf ein Agarosegel aufgetragen
(s. 2.1.3). Wurde ausschlieflich ein Fragment spezifischer GroBe amplifiziert, konnten die
Primerpaare fiir einen Primereffizienztest weiterverwendet werden. Fiir den Primereffizienztest
wurden Verdiinnungsstufen von Plasmid-DNA verwendet, die die jeweils zu amplifizierenden
Sequenzteile enthielten. Fiir die Primerpaare aus den N- und C-teminalen Sequenzbereichen konnte
die pPLA-I-haltige Plasmid-DNA aus dem CD4-16-Klon verwendet werden. Fiir die Uberpriifung
der Exon7-Primerpaare wurde ein Exon7-haltiges Fragment aus der cDNA der pPLA-I in E. coli
transformiert und die Plasmid-DNA gewonnen. Dann wurde ein Primereffizienztest mittels
Verdiinnungsstufen der pPLA-I-haltigen Plasmid-DNAs durchgefiihrt. Je Primergruppe wurde ein
Primerpaar mit der besten Primereffizienz fiir die quantitative Realtime-PCR ausgewéhlt. Dann
wurden Wassilijewskia und Columbia Wildtyp-Keimlinge angezogen und deren RNA extrahiert.
Die RNA wurde in ¢cDNA transkribiert, welche dann fiir die Realtime-PCR eingesetzt werden
konnte. Die Auswertung der aus der Realtime-PCR erhaltenen Messwerte erfolgte mittels der AAC,-
Methode und der Auswertungssoftware REST 2009.

2.2.1 Herstellung von pPLA-I Exon7 /| pENTRY221 als Template fiir den
Primereffizienztest

Fiir die N- und C-terminalen Sequenzabschnitte konnte der Klon CD4-16 als Template fiir den
Primereffizienztest verwendet werden. In diesem ist Exon 7 jedoch nicht enthalten. Daher musste
ein zusétzliches, Exon7-haltiges Template hergestellt werden. Zur Herstellung von Exon7-haltiger
Plasmid-DNA wurde ein ca. 1500bp langes Sequenzstiick der pPLA-I mittels B1- pPLA-I Exon7
-B2-Primern amplifiziert (Amplifikationsbedingungen s. 2.1.6). Dieses beinhaltete die vollstindige
Sequenz von Exon7. Das gebildete Amplifikat wurde mittels 30% PEG 8000 / 30mM MgCl,
aufgereinigt. Der DNA-Gehalt des aufgereinigten Fragmentes und des Vektors pPDONR221 wurden
mittels Gelelektrophorese bestimmt (s. 2.1.3) und ein BP-Klonierungsansatz pipettiert (s. 7ab. 6).
Die DNA-Molaritdt von Vektor und Amplifikat sollten dabei jeweils ca. 50fmol betragen. Das
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entspricht in Abhédngigkeit von der Sequenzlidnge einem DNA-Gehalt von 150ng fiir pPDONR221
und ca. 60ng fiir B1-Exon7-B2.

Tabelle 6. BP-Klonierungsansatz zur Klonierung von B1- pPLA-I Exon7-B2 in pDONR221

BP-Klonierungsansatz |Volumen DNA-Konzentration DNA-Gehalt
pDONR221 Tul 150ng/ul 150ng
B1-pPLA-I Exon7-B2 Iul 60ng/ul 20ng
TE-Puffer (pH 8,5) oul - -

BP-Clonase 2ul - -
Gesamtvolumen 10ul

Der BP-Klonierungsansatz wurde fiir 16h bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurde 1ul Proteinase K
hinzugegeben und der Ansatz fiir 10min bei 37°C inkubiert, um die BP-Clonase (Invitrogen,
Katalog-Nr. 11789-020) zu inaktivieren. 1ul des Ansatzes wurde in 50ul Stbl2-Zellen (Invitrogen,
Katalog-Nr. 10268-019) pipettiert und der Transformationsansatz fiir 30min auf Eis gelagert. Es
erfolgte eine Hitzeschock-Transformation fiir 25s bei 42°C. Der Ansatz wurde mit 250ml SOC-
Medium versetzt und fiir 90min bei 225rpm und 30°C geschiittelt. Die Kultur wurde auf
Selektionsagar mit 50pg/ml Kanamycin ausplattiert und {iber Nacht bei 30°C inkubiert. Einige der
gebildeten Kolonien wurden gepickt und iiber Nacht bei 37°C in selektivem LB-Medium mit
50pg/ml Kanamycin angezogen. Von 2ml der i.N.-Kultur wurde eine Plasmidpraparation
durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA wurde fiir eine Kontroll-PCR mit M13-Primern, sowie fiir eine
Kontroll-Spaltung mit dem Restriktionsenzym EcoRV verwendet. Plasmid-DNA eines positiven
Klons wurde zur Sequenzierung an die Firma Peqlab versandt. Das gewonnene Plasmid konnte

anschlieffend fiir einen Primereffizienztest der Exon7-Primerpaare verwendet werden.

2.2.2 Ermittlung der Primereffizienz

Von Primerpaaren, die bei der Standard-PCR ausschlieBlich Fragmente spezifischer Grofe
amplifizierten und deren Negativkontrolle in der Realtime-PCR keinen Hinweis auf unspezifische
Amplifikate oder Wechselwirkungen der Primer untereinander lieferten, wurde die Primereffizienz
ermittelt. Diese sollte zwischen 0,8 und 1,2 liegen und fiir einen Vergleich der drei Sequenzbereiche
unter den ausgewihlten Primerpaaren moglichst dhnlich sein. Fiir die Uberpriifung der N- und C-

terminalen Primerpaare wurde die aus dem Phagenklon CD4-16 isolierte Plasmid-DNA verwendet.
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Als Template fiir die Exon7-Primerpaare diente die hergestellte Exon7-haltige Plasmid-DNA.

Die Realtime-PCR wurde mit dem Gerét StepOne Plus der Firma Applied Biosystems durchgefiihrt.
Die Amplifikationsbedingungen wurden mittels der Software StepOne Software v2.0 bestimmt. Es
wurden jeweils sechs Verdiinnungsstufen der Plasmid-DNA von 100ng/Reaktion bis
0.001ng/Reaktion verwendet (s. 7ab. 7). Parallel zu den Verdiinnungsstufen wurde in der Realtime-
PCR auch eine Kontrollamplifikation ohne Template (Negativkontrolle) durchgefiihrt. Eine
gemessene Zyklenzahl unterhalb des Richtwertes von 31 ldsst dabei auf Wechselwirkungen der
Primer untereinander schlieBen (z. B. Dimerisierung). Da die tatsdchlichen Amplifikationszahlen in
diesem Fall nicht berechnet werden kdnnen, wurden Primerpaare mit einer Zyklenzahl unterhalb
von 31 nicht fiir die Ermittlung der Primereffizienz weiterverwendet. Als Fluoreszenzfarbstoff
wurde der Power SYBR®Green PCR Master Mix der Firma Applied Biosystems (Katalog-Nr.:
4367659) verwendet. Die Amplifikationsbedingungen der Realtime-PCR sind 7ab. 8 und 9 zu

entnehmen.

Tabelle 7. DNA-Gehalt der einzelnen Verdiinnungsstufen der Plasmid-DNA in der Realtime-PCR

Verdiinnungsstufe |Konzentration Plasmid-DNA
10? 100 ng/ul
10! 10 ng/ul
10° 1 ng/ul
10" 0,1 ng/ul
107 0,01 ng/ul
107 0,001 ng/ul

Tabelle 8: Anzahl der Zyklen und Inkubationszeiten der Realtime-PCR

Anzahl Zyklen Temperatur Inkubationszeit Schritt
1 95°C 10min Holding stage
95°C 15s ,
40 60°C Lmin Cycling stage
1 95°C 15s
1 60°C Imin Melt curve stage
1 95°C 15s
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Tabelle 9: Komponenten der Realtime-PCR und eingesetzte Volumina

Komponente Volumen in pl fiir eine Reaktion
SYBR Green Master Mix (2x) 5

forward Primer (¢ = 10pmol/pl) 0.20

reverse Primer (¢ = 10pmol/ul) 0.20

Plasmid-DNA Verdiinnungsstufe (100ng — 0.0001ng) |1

HPLC-Wasser 3,6

Gesamtvolumen Reaktion 10

Aus den erhaltenen C-Werten wurde anschlieBend die Amplifikations-Effizienz jedes Primerpaares
berechnet. Hierzu wurden die C-Werte der einzelnen Verdiinnungsstufen in einen logarithmischen
Graphen eingezeichnet und eine Trendlinie eingefiigt. Die Steigung dieser Geraden wurde in die

folgende Formel eingesetzt: E(ffizienz) = 10¢"S«ieme)_]

Die Primereftizienz sollte dabei zwischen 0,8 und 1,2 liegen. Zudem sollte darauf geachtet werden,
dass die verwendeten Negativkontrollen in der Realtime-PCR keinen ermittelbaren C.-Wert

besitzen, oder der C,-Wert liber 31 liegt.

Anhand der kalkulierten Ergebnisse aller Primerpaare wurde fiir den C- und N-terminalen Bereich,

sowie fiir das Exon7 jeweils ein Primerpaar ausgewdhlt.

2.2.3 gPCR-Analyse der Expressionsraten der Splicingvarianten

Fir die Ermittlung der Expressionsrate von pPLA-I (-Exon7) im Vergleich zur vollstindigen
pPLA-I-Sequenz wurden die ausgewdhlten Primerpaare in einer Realtime-PCR zusammen mit
verschiedenen endogenen Genen getestet. Hierzu wurde von 7 Tage alten Keimlingen der Okotypen
Wassilijewskia und Columbia RNA isoliert und in c¢DNA umgewandelt (s. 2.1.1).
Verdiinnungsstufen von 1000ng — 0.0001ng cDNA je Reaktion wurden eingesetzt.

Nach erfolgter Realtime-PCR wurden zunichst die Negativkontrollen auf einen C-Wert von iiber
31 hin untersucht. Dann wurde von den verwendeten endogenen Genen eines als Referenzgen
(Ubiquitin) fiir die weitere Berechnung ausgewéhlt. Das Referenzgen sollte dabei in seinem C-Wert
dem Testgen moglichst dhnlich sein. Auch sollte der Wert zwischen den Messungen fiir RNA aus

Wassilijewskia und Columbia und in den drei obligatorischen Wiederholungen moglichst wenig
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schwanken. Je Primerpaar und Okotyp wurden drei biologische Wiederholungen mit jeweils drei
technischen Wiederholungen durchgefiihrt. Die Berechnung der Expressionsrate erfolgte mittels

direktem Vergleich der C-Werte anhand der folgenden Formel:
AC,(Probe) = AC,(pPLA-I -Exon7) - AC,(Referenzgen)
AC, (Calibrator) = AC,(pPLA-I cDNA) - AC,(Referenzgen)

AAC,-AC, (Probe) - AC,(Calibrator)

Der berechnete Genexpressionslevel der zu untersuchenden Probe entspricht dann 244

Die Expressionsraten der einzelnen Sequenzabschnitte wurde mittels der Software REST 2009

ermittelt (Pfaftl ez al., 2002).

2.2.4 gPCR-Analyse des Einflusses von Licht auf die pPLA-I-Expression

Da Vorversuche mit den pPLA-I-Knockoutmutanten Hinweise auf eine mogliche Beteiligung der
pPLA-I am Auxinsignalweg, bzw. am Lichtsignalweg geben, wurde im folgenden iiberpriift, ob die
RNA-Expressionsrate der pPLA-I durch unterschiedlichen Lichtbedingungen oder eine verdnderte
Auxinkonzentration im Gewebe verdndert wird.

Hierfiir wurden Keimlinge des Wassilijewskia Wildtyp 7 Tage lang auf 2 MS, 1% Agar angezogen.
Belichtet wurden sie dabei taglich fiir 16h mit WeiBllicht gefolgt von mit darauffolgender 8h
Dunkelheit. Nach der siebten Dunkelphase im Ubergang zur Lichtphase wurden die Keimlinge nach
definierten Inkubationszeiten (Omin / Beginn der Belichtung, 15min, 30min, 60min, 90min,
120min, 150min, 180min und 300min) in fliissigem Stickstoff eingefroren. Anschliefend wurde
eine RNA-Extraktion durchgefiihrt.

Umgekehrt wurden in einem weiteren Versuchsautbau die Keimlinge nach Ende der siebten
Lichtphase im Ubergang zur Dunkelphase (Omin = Beginn der Dunkelheit) nach denselben
Inkubationszeiten in Dunkelheit in fliissigem Stickstoff eingefroren und eine RNA-Extraktion nach
der Trizol-Methode durchgefiihrt.

Hierzu wurden zunéchst 50 — 100mg Pflanzenmaterial zusammen mit vier Mahlkugeln in ein 2ml
Reaktionsgefdl gegeben und in fliissigen Stickstoff getaucht. AnschlieBend wurde das
Pflanzenmaterial in der Schiittelmiihle bei hochster Stufe bis zu acht mal 3 min lang gemahlen, bis
ein feines Pulver entstand. Dabei war darauf zu achten, dass die Proben zwischen den einzelnen

Mabhlschritten jeweils in fliissigen Stickstoff getaucht wurden, um ein Auftauen der Proben zu
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verhindern. Dann wurde sofort 1ml eiskaltes Trizol-Reagenz (Invitrogen, Katalog-Nr. 15596-018)
je 100mg Pflanzenmaterial hinzu pipettiert und griindlich gevortext. Es folgte eine Inkubation bei
Raumtemperatur fiir Smin. Die Zelltriimmer wurden bei 12000xg fiir 10min abzentrifugiert und der
Uberstand in ein 1,5ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt. AnschlieBend wurden 200ul Chloroform hinzu
pipettiert und fiir 15s gevortext. Der Ansatz wurde erneut fiir 2-3min bei Raumtemperatur inkubiert
und fiir 15min bei 12000xg abzentrifugiert. Die klare, obere Phase wurde abpipettiert und mit dem
gleichen Volumen Isopropanol versetzt. Nach 10min Inkubation bei Raumtemperatur wurde erneut
fiir 10min bei 12000xg abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet einmal fiir
10min bei 10000xg in 70% Ethanol gewaschen. Das Ethanol wurde abpipettiert und das
Reaktionsgefal zusitzlich fiir Smin bei 45°C im Heizblock getrocknet. Das Pellet wurde in 50ul
DEPC-Wasser aufgenommen und bei -20°C gelagert oder direkt fiir die cDNA-Synthese
weiterverwendet. Zur Bestimmung des RNA-Gehaltes wurde eine photometrische
Konzentrationsbestimmung mittels Safas SP2000 Spectrophotometer der Firma Monaco
durchgefiihrt. Die cDNA-Synthese erfolgte wie in 2.1.1 beschrieben.

In den bisher durchgefiihrten Realtime-PCR’s konnte festgestellt werden, dass die
Amplifikationsraten der eingesetzten Ubiquitin-Primer und des ausgewidhlten Exon7-Primerpaares
am dichtesten beieinander liegen. Daher wurde fiir die folgenden Versuchsreihen dieses Ubiquitin-
Primerpaar als endogene Kontrolle verwendet. Die Realtime-PCR wurde wie in 2.2.3 beschreiben

durchgefiihrt.

2.3 Lokalisierungsstudien der pPLA-I mittels Inmunolabeling

Ein Ansatz zur Lokalisierung der pPLA-I in Arabidopsis war das Immunolabeling mittels pPLA-I-
spezifischer Antikorper im Whole Mount-Verfahren. Hierbei handelt es sich aufgrund der
vorangehenden Fixierung des Gewebes um ein Verfahren zur in situ - Lokalisierung. Der eindeutige
Vorteil dieser Methode liegt darin, dass auch schnell verdnderliche Prozesse in Bezug auf die
zelluldre Lokalisierung der pPLA-I genau festgehalten werden konnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch die Eignung des Immunolabelings im Embedding-Verfahren
iiberpriift. Hierbei wird nicht, wie im Whole Mount-Verfahren der gesamte Keimling unter dem
Mikroskop betrachtet. Stattdessen wird der Keimling in ein Medium eingebettet und anschlieend
mittels Mikrotom in 6-10uM dicke Scheiben geschnitten. Der eindeutige Vorteil dieser Methode
besteht darin, dass die Proben aufgrund der wesentlich geringeren Schichtdicke auch unter einem

einfachen Fluoreszenz-Mikroskop betrachtet werden konnen. Das Verfahren ist gut geeignet fiir
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»~robuste Pflanzenarten, wie z. B. Mais, welcher iiber ein solides Wurzelgewebe verfiigt.
Arabidopsis-Wurzels sind hingegen wesentlich empfindlicher gegeniiber Verletzungen. So wurde in
allen Versuchen das Gewebe beim Schneiden derart beschéddigt, dass eine addquate Erstellung von
Mikroskopaufnahmen nicht moglich war. Getestet wurde das Verfahren mit verschiedenen
Einbettungsmedien (Wachs, Paraftin, Technovit), jeweils mit gleichem Resultat.

Fiir das Immunolabeling war zunéchst die Herstellung pPLA-I-spezifischer Antikorper angezeigt.
Erste Versuche zur Herstellung eines pPLA-I-spezifischen Antikorpers mittels der gesamten
pPLA-I-Proteinsequenz schlugen fehl. Die Verwendung von Sequenzteilen der pPLA-I wurde daher
als vielversprechender beziiglich der Bildung spezifischer Antikorper angesehen. Auch wurde in die
Uberlegungen zur Antikdrperherstellung einbezogen, dass die Sequenzanalyse zwei verschiedene
Sequenzvarianten der pPLA-I aufzeigte, von denen die aus dem CD4-16-Klon stammende Variante
durch das Fehlen von Exon 7 einen Abbruch der Aminosduresequenz bei 435 AS aufwies. Um
aufzukldren, wo im Gewebe die vollstdndige und die verkiirzte Proteinvariante lokalisiert sind und
wie stark sie exprimiert werden, sollten zwei verschiedene Antikorper hergestellt und fiir das
Immunolabeling verwendet werden.

Bei dem einen Antikorper handelt es sich um einen Peptidantikdrper aus einem N-terminalen
Sequenzbereich, der beide Sequenzvarianten detektieren sollte. Die Auswahl einer geeignete
Sequenz, Antikorperproduktion und Aufreinigung aus dem Antiserum erfolgten dabei iiber die
Firma Eurogenetec.

Der zweite Antikorper sollte spezifisch nur die vollstindige Sequenzvariante von pPLA-I
detektieren. Hierflir wurde eine 480kb lange, C-terminale Nukleinsduresequenz, die aus dem letzten
Exon gebildet wird (pPLA-I Exonl8), ausgewéhlt und mittels spezifischer Gateway-Primer
amplifiziert. Das Amplifikat wurde dann in einer BP-Reaktion in den Vektor pDONR221 kloniert.
Nach Ermittlung eines positiven Klons mittels spezifischer PCR, Kontrollspaltung und
Sequenzierung wurde eine LR-Reaktion mit dem Proteinexpressionsvektor pGEX-2TM-GW
durchgefiihrt. Erneut wurde ein Screening auf positive Klone durchgefiihrt. Ein Klon mit korrekter
Nukleinsduresequenz von pPLA-I Exonl8 wurde in den E. coli-Stamm BL21 transformiert. Mittels
IPTG wurden die transformierten Zellen dann zur Expression eines pPLA-I Exonl8-His-Tag-
Fusionsproteins induziert. Das gebildete Protein wurde mittels denaturierender Aufreinigung iiber
Ni-NTA-Séule aufgereinigt, durch Auftragen einer Probe des Eluates auf ein Proteingel auf
Spezifitit tiberpriift und zur Antikorperherstellung an die Firma Pineda iibersandt. Proben des
Antiserums wurden wihrend des Immunisierungsverfahrens in regelmafligen Zeitabstanden mittels

Immunoblot mit tiberexprimiertem Protein auf Antikdrpergehalt und -spezifitdt hin untersucht. Eine
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Aufreinigung des Antikdrpers aus dem Antiserum war nicht notwendig, da eine Uberpriifung des
Serums mittels Immunolabeling von ppla-I-1- und ppla-I-3-Knockoutlinien keine unspezifischen
Bindungen erkennen lie. Die aufgereinigten Antikorper wurden dann fiir immunocytologische

Studien weiterverwendet.

2.3.1 Herstellung von pPLA-I-spezifischen Antikorpern

Die Herstellung des N-terminalen Peptid-Antikorpers einschlielich der vorherigen Ermittlung
einer geeigneten Sequenz und der Aufreinigung aus dem Serum wurde von der Firma Eurogentec
(Seraing, Belgien) durchgefiihrt. Der gelieferte Peptid-Antikérper konnte direkt fiir
immunocytologische Untersuchungen verwendet werden. Fiir die Herstellung des C-terminalen
Antikorpers wurde zundchst wie folgt eine geeignete Sequenz ausgewahlt:

* Fiir beide Antikorper musste zunéchst eine sorgfiltige Epitopanalyse durchgefiihrt werden,
um eine geeignete Protein-, bzw. Peptidsequenz fiir die Antikorperherstellung zu ermitteln.

* Sequenzen, die Signaltriplette flir eine mogliche N-Glykosylierung (NXT, NXS) enthalten,
sollten bei Membran-gebundenen bzw. Membran-assoziierten Proteinen fiir die
AntikOrpergewinnung nicht eingesetzt werden.

* Fiir den erfolgreichen Einsatz von Peptid-Antikorpern ist auller der Lokalisierung der
Peptidsequenz an der Proteinoberflache eine moglichst groBBe Bindungskraft (Aviditit) des
Antikorpers erforderlich. Das Vorhandensein von mehreren positiv und/oder negativ
geladenen Aminosduren in der Peptidsequenz hat sich in diesem Zusammenhang als sinnvoll
erwiesen. Daher wurde die pPLA-I-Peptidsequenz auf das Vorhandensein solcher
Anhidufungen positiver oder negativer Ladungen hin untersucht.

* Aufgrund der genannten Parameter wurde aus einer Reihe geeigneter Sequenzen eine 480kb
lange C-terminale Sequenz, welche aus dem letzten Exon der pPLA-I besteht, ausgewihlt
(pPLA-I Exonls$).

* Fir die spitere Bindung des Antikorpers am Protein ist eine Lokalisierung der
Bindungsstelle an der Proteinoberfliche notwendig. Die Analyse der pPLA-I-
Sekundarstruktur fiir die Ermittlung moglicher Epitope des C-terminalen Antikorpers basiert
auf der von Parker et al. (1986) veroftentlichten Methode. Dabei wurden verschiedene
Algorithmen eingesetzt:

1) Hydrophilicity scale (Parker et al., 1986)
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1) Accessibility scale (Janin, 1979)

2) Bulk hydrophobic scale (Karplus und Schulz, 1985)
Mit Hilfe dieser Algorithmen wurde ein zusammengesetztes Oberflichenprofil des Proteins
erstellt. Aminosduresequenzen, die dabei hohe Peaks ergeben, wurden als geeignet fiir die
Gewinnung von Antikdrpern bewertet (Peaks oberhalb von 50% iiber dem Mittelwert der

jeweiligen Skala fiir das untersuchte Protein).

In Abb. 9 ist die Lage der fiir die Antikorper-Herstellung ausgewidhlten Sequenzen dargestellt.

N-terminaler C-terminaler
Antikorper Antikorper

: v

T HHHHTH -

Abbildung 9: Lage des N-terminalen und des C-terminalen Antikorpers innerhalb der genomischen
Sequenz der pPLA-I. Die ausgewdhlte Sequenz zur Herstellung des N-terminalen Peptid-
Antikérpers befindet sich in Exon3, wdihrend fiir die Herstellung des C-terminale Antikorpers die

Sequenz des gesamten letzten Exons (Exon 18) ausgewdhlt wurde.

2.3.1.1 Herstellung eines pPLA-I-Exon18-His-Tag-Peptids, Uberexpression in E. coli
und Peptidaufreinigung

Die ausgewidhlte Sequenz wurde mittels spezifischer B1-pPLA-I Exonl8-B2-Primer unter
Verwendung von pfu-Proofreading-Polymerase der Firma Promega (Katalog-Nr. M7741).
amplifiziert. Als Template diente der Phagen-Klon CD4-16, welcher zunéchst in E. coli inseriert
wurde. Anschliefend wurde die Plasmid-DNA gewonnen und in der PCR eingesetzt. Die
Amplifikationsbedingungen sind in 7ab. 10 und 11 beschrieben.

Das gebildete Amplifikat wurde mittels 30% PEG 8000 / 30mM MgCl, aufgereinigt. Der DNA-
Gehalt des aufgereinigten Fragmentes und des Vektors pDONR221 wurden mittels
Gelelektrophorese bestimmt und ein BP-Klonierungsansatz pipettiert (s. 7ab. 12). Die DNA-
Molaritdt von Vektor und Amplifikat sollten dabei jeweils ca. 50fmol betragen. Das entspricht in
Abhingigkeit von der Sequenzlinge einem DNA-Gehalt von 150ng fiir pPDONR221 und ca. 20ng
fiir B1-pPLA-I Exon18-B2.



Tabelle 10: PCR-Mix zur Amplifikation von Bl- pPLA-I Exonl8-B2 mit pfu-Polymerase

2. Material und Methoden

PCR-Komponente Volumen
10x-pfu-Puffer 5,0 ul
dNTP’s (10mM) 1,0 pl
B1- pPLA-I Exon18-B2 for (10mM) 3,0 ul
B1- pPLA-I Exonl18-B2 rev (10mM) 3,0 ul
Template (Plasmid-DNA CD4-16, 100ng/pl) 1,0 pl
pfu-Polymerase (2,5u/pl) 0,5 ul
destilliertes Wasser 36,5 ul
Gesamtvolumen 50,0 pl

Tabelle 11: Thermocycler-Programm zur Amplifikation von Bl- pPLA-I Exonl8 -B2

Schritt Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
Denaturierung |95°C 2min 1
Denaturierung |95°C Imin

Annealing 50°C 30s 35

Elongation 68°C Imin

Elongation 68°C 10min 1

Lagerung 4°C 00

Tabelle 12: BP-Klonierungsansatz zur Klonierung von Bi1- pPLA-I Exonl8-B2 in pDONR221

BP-Klonierungsansatz |Volumen DNA-Konzentration DNA-Gehalt
pDONR221 Il 150ng/pl 150ng

B1- pPLA-I Exonl8-B2 Ll 20ng/pl 20ng
TE-Puffer (pH 8.5) 6ul - -

BP-Clonase 2ul - -
Gesamtvolumen 10ul

30

Der BP-Klonierungsansatz wurde fiir 16h bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurde 1l Proteinase K

hinzugegeben und der Ansatz fiir 10min bei 37°C inkubiert, um die BP-Clonase (Invitrogen,

Katalog-Nr. 11789-020) zu inaktivieren. 1ul des Ansatzes wurde in 50ul Stbl2-Zellen (Invitrogen,

Katalog-Nr. 10268-019) pipettiert und der Transformationsansatz fiir 30min auf Eis gelagert. Es

erfolgte eine Hitzeschock-Transformation fiir 25s bei 42°C. Der Ansatz wurde mit 250ml SOC-

Medium versetzt und fiir 90min bei 225rpm und 30°C geschiittelt. Die Kultur wurde auf
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Selektionsagar mit 50pg/ml Kanamycin ausplattiert und iiber Nacht bei 30°C inkubiert. Einige der
gebildeten Kolonien wurden gepickt und iiber Nacht bei 37°C in selektivem LB-Medium mit
50pg/ml Kanamycin angezogen. Von 2ml der #.N.-Kultur wurde eine Plasmidpréparation
durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA wurde fiir eine Kontroll-PCR mit M13-Primern, sowie fiir eine
Kontroll-Spaltung mit dem Restriktionsenzym EcoRV verwendet. Die Plasmid-DNA eines positiven
Klons wurde zur Sequenzierung an die Firma Seqlab (Gottingen, Deutschland) versandt.

Der hergestellte Entry-Vektor L1-pPLA-I Exon18-L2-pDONR221 wurde fiir eine LR-Klonierung
mit dem Proteinexpressionsvektor pGEX-2TM-GW verwendet. Im Klonierungsansatz sollten
jeweils 150ng DNA der beiden Vektoren eingesetzt werden. Der DNA-Gehalt der Vektoren wurde
mittels Gelelektrophorese ermittelt und ein LR-Klonierungsansatz pipettiert (s. 7ab. 13 ). Der LR-
Klonierungsansatz wurde fiir 16h bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurde 1pul Proteinase K
hinzugegeben und der Ansatz fiir 10min bei 37°C inkubiert, um die LR-Clonase (Invitrogen,
Katalog-Nr. 11791-020) zu inaktivieren. 1pul des Ansatzes wurde in 50ul Stbl2-Zellen (Invitrogen,
Katalog-Nr. 10268-019) pipettiert und der Transformationsansatz fiir 30min auf Eis gelagert. Es
erfolgte eine Hitzeschock-Transformation fiir 25s bei 42°C. Der Ansatz wurde mit 250ml SOC-
Medium versetzt und fiir 90min bei 30°C und 225rpm geschiittelt. Die Kultur wurde auf
Selektionsagar mit 100pg/ml Ampicillin ausplattiert und tiber Nacht bei 30°C inkubiert. Einige der
gebildeten Kolonien wurden gepickt und iiber Nacht bei 30°C in selektivem LB-Medium mit
100pg/ml Ampicillin angezogen. Von 2ml der U.N.-Kultur wurde eine Plasmidpriparation
durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA wurde mittels eine Kontroll-PCR mit Exonl8-Primern auf
Spezifitit tiberpriift.

Tabelle 13: LR-Klonierungsansatz zur Klonierung von B1-pPLA-I Exonl8-B2 in pGEX-2TM-GW

LR-Klonierungsansatz Volumen  DNA-Konzentration DNA-Gehalt
L1- pPLA-I Exonl18-L2/pENTRY221 | 1pl 150ng/pl 150ng
pGEX-2TM-GW Lul 150ng/pl 150ng
TE-Puffer (pH 8,5) oul - -
LR-Clonase 2ul - -
Gesamtvolumen 10ul

Die hergestellte Plasmid-DNA wurde fiir die Transformation in BL21-Zellen verwendet. 1ul
Plasmid-DNA wurde dazu in 50ul BL21-Zellen pipettiert, der Ansatz fiir 30min auf Eis gelagert
und eine Hitzeschock-Transformation fiir 30s bei 42°C durchgefiihrt. 250ml LB-Medium wurden
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zum Transformationsansatz pipettiert und fiir 60min bei 30°C und 225rpm geschiittelt. Die Kultur
wurde auf Selektionsagar mit 100pg/ml Ampicillin ausplattiert und {iber Nacht bei 30°C inkubiert.
Einige der gebildeten Kolonien wurden gepickt und tiber Nacht bei 30°C in selektivem LB-Medium
mit 100pg/ml Ampicillin angezogen.

Mittels der so erhaltenen Kultur wurde eine Protein-Expression des pPLA-I-His-Tag-Peptids
durchgefiihrt. 10ml LB-Medium mit 100pg/ml Ampicillin wurden dazu mit dem ausgewéhlten Klon
angeimpft und iiber Nacht bei 180rpm und 30°C inkubiert. Iml der Vorkultur wurde in 250ml LB-
Medium mit 100pug/ml Ampicillin pipettiert und die Kultur bei 30°C und 180rpm bis zu einer OD
von 0,5 — 0,8 angezogen. AnschlieBend wurde durch Zugabe von 250ul IPTG (1ImM) die
Uberexpression von pPLA-I Exonl18 mit His-TAG induziert. Das Medium wurde weitere 3h bei
30°C und 180rpm inkubiert. Die Bakterien wurden anschlieend in GSA-Rohrchen tiberfiihrt und
im GSA-Rotor fiir 12min bei 12000xg abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
gebildete Bakterienpellet fiir eine erste Lyse der Bakterien iiber Nacht eingefroren.

Anschliefend erfolgte die Aufreinigung. Dabei war eine denaturierende Reinigung des
rekombinanten Proteins notwendig, da dieses nach der Uberexpression im Sediment in Form von
Inclusion Bodies vorliegt, so dass eine native Aufreinigung nicht moglich ist. Es erfolgte zunichst
eine mechanische Lyse mittels French Press. Im Weiteren wurden denaturierende (chaotrophe)
Puffer (Guanidinhydrochlorid) zum Ldsen des Proteins verwendet. Die eigentliche Aufreinigung
erfolgte dann mittels Ni-NTA-Séule im Batch-Verfahren.

Hierzu wurde zunéchst je 7,5ml Lysis-Puffer A, sowie Img/ml Lysozym und 10pg/ml DNasel zu
Zellsediment aus 125ml i.N.-Kultur gegeben. Das Sediment wurde auf dem Vortexer resuspendiert
und fiir 1h auf Eis inkubiert. Es folgte ein Aufschluss in der French Press bei 1000psi. AnschlieBend
wurde der Ansatz fiir 10min bei 4°C und 12000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Sediment in Sml Lysis-Puffer B resuspendiert. Uber Nacht wurden die Inclusion Bodies bei
4°C vollstandig geldst. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fiir 10min bei 12000xg und 4°C.
Der Uberstand wurde in ein 15mL Sarstedt-Rohrchen iiberfiihrt und mit MgSO, zu einer
Gesamtkonzentration von 10mM aufgefiillt. Hierdurch sollte das EDTA chelatisiert werden. Dann
wurde die Proteinlosung mit 500ul Ni-NTA-Sdulenmaterial versetzt und auf dem Schiittler fiir
30min bei 160rpm auf Eis inkubiert, um das fusionierte His-tag des Zielproteins an die Matrix zu
binden. AnschlieBend wurde die Suspension in ein konisches Zentrifugenglas iiberfiihrt und fiir
Imin bei 4°C und 2000xg in der Heraeus Biofuge (Rotor HSA 4100) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen wund die Ni-NTA-Agarose in S5ml Puffer C resuspendiert. Der

Zentrifugationsvorgang wurde wiederholt und der Uberstand erneut verworfen. Dann wurde die
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Agarose in 0,5ml Puffer D resuspendiert und in gleicher Weise zentrifugiert. Der Uberstand mit
dem gereinigten Eluat wurde abgenommen und der Elutionsschritt zweimal wiederholt. Nach
Einstellen des gesammelten Eluates auf 2mM EDTA wurde es bei 4°C gelagert.

Die Uberpriifung des Eluates auf das Vorhandensein des spezifischen pPLA-I Exonl8-His-Tag-
Fusionsproteins und den Reinheintsgrad erfolgte mittels SDS-PAGE (s. 2.3.1.2). Zuvor wurde das
in der Proteinlosung befindliche Guanidinhydrochlorid mittels TCA-Fillung entfernt, da es

ansonsten Prézipitate mit SDS bilden wiirden.

Lysis-Puffer A: 25 mM Tris, pH 8,0
100 mM NaCl
5mM EDTA
10 mM B-Mercaptoethanol
Lysis-Puffer B: Lysis-Puffer A
4 M Guanidin-HC1
Puffer C: 25 mM Tris, pH 8,0
500 mM NaCl
20 mM Imidazol
10 mM B-Mercaptoethanol
1 M Guanidin-HC1
Puffer D: 25 mM Tris, pH 8,0
500 mM NaCl
250 mM Imidazol
10 mM B-Mercaptoethanol
4 M Guanidin-HC1

Fir die TCA-Féllung wurde die Guanidinhydrochlorid-haltige Proteinlésung 1:20 mit Wasser und
mit dem gleichen Volumen 10-prozentigem TCA versetzt. Es folgte ein Inkubationsschritt fiir 20min
bei 4 °C und eine Zentrifugation fiir 15min bei 12000xg. Der Uberstand wurde verworfen und das
Sediment mit 10uL eiskaltem Ethanol gewaschen. Dann wurde fiir weitere 10min bei 12000xg

zentrifugiert. Das Sediment wurde anschlieBend fiir die SDS-Gelelektrophorese weiterverwendet.

2.3.1.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit anschlieBender
Silberfarbung

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Sie besteht aus

einem Trenngel und einem Sammelgel. Zum Gieflen des Geles wurde zunichst die GieBvorrichtung
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aufgebaut. AnschlieBend wurde das Trenngel zusammen pipettiert und in die Kammer zwischen die
Glasscheiben gegossen. Das Trenngel wurde mit Isopropanol iiberschichtet und zum Polymerisieren
des Acrylamids ca. 45min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach dem Polymerisieren wurde
das Isopropanol entfernt. Das Sammelgel wurde zusammen pipettiert und zwischen die
Glasscheiben iiber das Trenngel gegossen. Dann wurde ein Kamm in die Kammer zwischen die
Glasscheiben eingesetzt. Nach weiteren 45min bei Raumtemperatur war das Sammelgel
polymerisiert und konnte in die Elektrophoresekammer {iberfiihrt werden. Diese wurde mit Tris-
Glycin-Puffer befiillt. Dann wurde der Kamm entfernt. Die Proteinproben wurden zunichst fiir
10min gekocht, 1 : 1 mit Probenpuffer vermischt und dann in die Geltaschen pipettiert. Aufgetragen
wurden Proben der einzelnen Reinigungsschritte bis zur Gewinnung des Eluats. Die Auftrennung

erfolgte bei 140V, 100mA, 15W fiir ca. 1,5h.

9 %iges Trenngel (20ml): 6,67 ml 3 x Gelpuffer
2,67 ml Glycerin (88 %)
4,50 ml Acrylamid-Lésung 1
6,05 ml dH,O
10,0 ul TEMED
100,0 pl APS (10%)
3 %-iges Sammelgel (6,5 ml): 1,6 ml 3 x Gelpuffer
0,86 ml Acrylamid-Losung 2
4,0 ml dH,O
4,0 pl TEMED
40,0 pl APS (10%)
1 x Probenpuffer: 62 mM Tris, pH 6,8
20 % Glycerin
10 % B-Mercaptoethanol
10 % SDS
mit einigen Tropfen Coomassie Brilliant Blue G-250 angeférbt
Acrylamid-Losung 1: 40 % Acrylamid
1,6 % Bisacrylamid
Acrylamid-Losung 2: 30 % Acrylamid
0,8 % Bisacrylamid
10 x Tris-Glycin-Puffer (11): 303 g Tris, pH8,3
144 g Glycin
0,1 % SDS (10%)

Anschliefend erfolgte die Silberfarbung. Es wurde eine durch Nesterenko et al. (1994) modifizierte
Silberfarbung nach Blum et al. (1987) durchgefiihrt. Dazu wurde das Gel mit den aufgetrennten
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Proteinen in 60ml Aceton-Losung (50%) mit 1,5ml Trichlor-Essigsdure-Losung (50%) und 25ul
Formaldehyd fiir Smin geschwenkt. Dann wurde es dreimal 5s mit destilliertem Wasser gespiilt,
Smin geschwenkt und wieder dreimal 5s gespiilt. Es folgte eine Inkubation in Aceton-Losung flir
Smin. AnschlieBend wurde das Gel fiir Imin in 60ml destilliertes Wasser mit 100ul
Natriumthiosulfatlosung (10%) iiberfiihrt und erneut dreimal 5s gespiilt. Als nédchstes wurde es in
60ml destilliertem Wasser mit 0,8ml Silbernitrat-Losung (20%) und 0,6ml Formaldehyd fiir 8min
inkubiert. Nach zweimaligem Spiilen fiir 5s wurde das Gel in Entwicklerlosung inkubiert, bis die
gewlinschte Fiarbung eintrat. Um den Entwicklungsvorgang zu beenden, wurde es fiir 30s in
Eisessig (1%) inkubiert und anschlieBend in destilliertem Wasser gewaschen. Die Konzentration

und Reinheit des aufgereinigten Proteins wurde anhand des gefarbten SDS-Gels beurteilt.

2.3.1.3 Konzentration des aufgereinigten Proteins und Proteinbestimmung nach
Bradford

Das aufgereinigte Protein wurde bis zu einer Konzentration von 1mg/ml aufkonzentriert. Hierzu
wurden Centricon YM-10 Zentrifugenfilter der Firma Millipore (Katalog-Nr. 4241) verwendet. Die
befiillten Centricon wurden dabei so lange bei 5000xg zentrifugiert, bis die gewiinschte
Konzentration an Proteinldsung erreicht war. Uberpriift wurde der Proteingehalt der Losung dabei
regelméfig mittels Bradfort-Assay.

Fiir die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) wurde 1pul aufkonzentrierte Proteinldsung in eine
Kiivette pipettiert und auf Iml mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Eine zweite Kiivette wurde mit
Iml destilliertem Wasser als Nullprobe befiillt. In weitere Kiivetten wurden je 1ul BSA-Losung
(Bovine Serum Albumin) steigender Konzentrationen im Bereich von 0,5mg/ml bis 2mg/ml
pipettiert und ebenfalls mit destilliertem Wasser auf 1ml aufgefiillt. Diese BSA-Konzentrationsreihe
diente der Erstellung einer Kalibrierungskurve. Dann wurde in jede Kiivette 1 ml Bradford-Reagenz
hinzupipettiert, gut gemischt und fiir 5min im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
photometrische Messung der Extinktion bei 595nm mittels Safas SP2000 Spectrophotometer der
Firma Monaco. Aus der gemessenen Extinktion konnte mittels der erstellten Kalibrierungskurve
graphisch oder durch Interpolation der Proteingehalt der Probe ermittelt werden. Wurde fiir das
gereinigte Antigen eine Konzentration von 1mg/ml oder mehr festgestellt, konnte dies zur
Antikorperherstellung an die Firma Pineda Antikorperservice iibersandt werden. Fiir die
Immunisierung eines Kaninchens war dabei ein Volumen von ca. 500ul notwendig. Da zwei

Kaninchen immunisiert werden sollten, wurde demnach 1ml Proteinlosung verwendet.
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BSA-Losungen: 0,5-2 mg/ml BSA
Bradford-Reagenz: 100 mg/l Coomassie Brilliant Blue G-250
50 ml  Ethanol (96 %)
100 m  H;PO, (85 %)

mit dH,O auf 1 1 auffiillen und tiber Papierfilter
(Schleicher & Schull) filtrieren

2.3.1.4 Uberwachung des Immunisierungsprozesses mittels Inmunoblot

Der Immunisierungserfolg mit dem pPLA-I Exonl8-Antigen wurde mittels Serumproben der zwei
Kaninchen vom 120., 150. und 165. Immunisierungstag tiberpriift. Dazu wurden jeweils Sul des
pPLA-I-His-Tag-Fusionsproteins mittels SDS-PAGE aufgetrennt (s. 2.3.1.2) und das Gel fiir einen
Westernblot weiterverwendet. Dieser wurde mit einer Verdiinnung des Antiserums und anschlieBend
mit einem Biotin-markierten anti-rabbit-Antikdrper behandelt. Die Biotinfarbung lieB dann
Riickschliisse auf den Immunisierungsfortschritt zu, so dass iiber die Gesamtlinge des
Immunisierungszeitraums entschieden werden konnte.

Fiir den Immunoblot wurden zundchst vier Whatman-Filter und ein Nitrocellulose-Membran
(Schleicher und Schull Membranfilter, 0,2um, 150 x 200mm, BA 83) auf die Grofle des Proteingels
zugeschnitten. Dann wurden sie je 1min in destilliertem Wasser und Transfer-Puffer vorbehandelt.
AnschlieBend wurde die Western Blot - Kammer mit Transfer-Puffer befiillt und der Western Blot
zusammengestellt. Auf die Einspannvorrichtung wurden zunédchst 2 Lagen Whatman-Filter gelegt,
darauf das Proteingel, dann die Nitrocellulose-Membran und 2 weitere Lagen Whatman-Filter.
Dabei war darauf zu achten, dass keine Luftblasen oder Verunreinigungen zwischen die Lagen
gelangt sind. Die Einspannvorrichtung wurde geschlossen und in die Western Blot - Kammer
eingehingt. Es wurde ein Strom von 50mA angelegt und iiber Nacht (ca. 20h) geblottet. Dann
wurde die Nitrocellulose-Membran aus der Blot-Vorrichtung entnommen und fiir 30min in TTBS
inkubiert.

Der so vorbehandelte Western Blot wurde zundchst liber Nacht bei 4°C in Antiserum-LoOsung
inkubiert. Hierzu wurden 2pl der jeweiligen Antiserum-Probe in 20ml TTBS-Puffer mit 5%BSA
gelost. Die Verdiinnung 1:10000, sowie das inkubieren iiber Nacht dienten dabei dem mdglichst
effektiven Binden des spezifischen Antikorpers an das Protein, ohne dass unspezifische Bindungen
eintraten.

Es folgte die Farbung mit Vectastain (Vector laboratories, Katalog-Nr. BA-1000). Hierzu wurde der
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Filter fiir 3 x 10min mit 100ml TTBS gewaschen. Dann wurde die Losung mit dem sekundiren
Antikorper angesetzt. Als sekunddrer Antikdrper wurde entsprechend der Immunisierung im
Kaninchen ein anti-rabbit-Antikdrper verwendet. 1 Tropfen des Antikdrpers wurde mit 15ml
TTBS-Puffer versetzt und der Filter darin fiir weitere 2h im Dunkeln auf dem Schiittler inkubiert.
30min vor Gebrauch wurde je 1 Tropfen Vectastain-Losung A und B in 15ml TTBS-Puffer gegeben.
Nach der Inkubation wurde der Filter fiir 3 x 10min mit 100ml TTBS-Puffer gewaschen und
anschlieBend erneut fiir 2h im Dunkeln mit Vectastain A und B auf dem Schiittler inkubiert. Es
folgte ein dreimaliges Waschen in TTBS-Puffer fiir 10min. Im Folgenden wurde der Filter fiir ca.
Imin in Entwicklerlosung inkubiert, bis eine deutliche Graufarbung der spezifischen Antikorper-

Proteinbanden auf dem Filter eintrat. Nach dem Wéssern des Filters fiir 10min wurde dieser an der

Luft getrocknet.
Transfer-Puffer: 12,1 g 20mM Tris
563 ¢ 150mM Glycin
1000 ml 20% Methanol
TTBS-Puffer: 100 ml 2M Tris-HCI, pH 7,4
20 ml 10% Tween 20
62 ml 5M NacCl

Entwicklerlosung (100ml): 5,0 ml

2M Tris-HCI, pH 7,4

93,0 ml H,O dest.
0,5 ml NiCl-Stammldsung
30,0 pl 30% H,0,
1,5ml DAB
NiCl-Stammldsung: 80mg/ml

2.3.2 Immunocytologische Untersuchung von Arabidopsis

2.3.2.1 Isolierung des C-terminalen Antikorpers aus dem Antiserum

Fir das Immunolabeling wurde der C-terminale Antikorper jeweils aus einem Aliquot des
Antiserums frisch aufgereinigt. Hierzu wurde ein Stiick Nitrocellulosemembran (1cm x 0,5cm) mit
iiberexprimiertem Protein des pPLA-I Exonl8-Fragmentes (40ug/ml) belegt und in ein 2ml
Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Es erfolgte eine Inkubation fiir 30min bei RT. AnschlieBend wurde die
Membran fiinfmal mit Blockierpuffer gewaschen. Die Membran wurde iiber Nacht bei 4°C mit 1ml

Antiserum in Blockierpuffer (Verdiinnung 1:10) inkubiert. Dann wurde die Membran in
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Blockierpuffer iiberfiihrt und dreimal gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran in
Elutionslosung tiberfiihrt und 20s inkubiert. Die Membran wurde entfernt und die Antikorper-
haltige Losung mittels 1M Tris/HCIL, pH 8,0 neutralisiert.

Blockierpuffer: 5% Milchpulver
10mg/ml BSA
in TTBS-Puffer

Elutionslosung: 0,2M Glycin-HCI
0,5M NaCl
I mg/ml BSA
0,02% Natriumazid

2.3.2.2 Immunolabeling

Der frisch hergestellten C-terminale Antikdrper und der N-terminale Antikorper konnten nun fiir das
Immunolabeling im Whole Mount-Verfahren eingesetzt werden. Hierzu mussten die verschiedenen
Arabidopsis-Gewebe nach 7-28 Tagen Wachstum unter verschiedenen Testbedingungen zunichst
fixiert werden. Dann erfolgte ein Zellwandabbau und das Benetzen mit Detergens fiir ein besseres
Eindringen des Antikorpers in das Gewebe, sowie fiir ein besseres Anhaften. Ein weiterer Schritt
war die Behandlung mit BSA zur Vermeidung unspezifischer Bindungen durch die Antikorper.
Dann wurde das Gewebe mit dem pPLA-I-spezifischen Antikérper und anschlieend mit einem
sekundédren anti-rabbit-Antikdrper behandelt. Die Préparation des mit Antikdrpern markierten
Gewebes erfolgte auf Objekttrigern mit Mounting-Medium, welches den Brechungsindex fiir das
Mikroskopieren optimiert und einem Abbau der Fluoreszenz entgegenwirkt. Zudem ist dem
Mounting-Medium DAPI zugesetzt, welches DNA fluoreszent markiert. Lokalisierungen in und um
den Zellkern konnten so leichter nachgewiesen werden. Zundchst wurde das grundsitzliche
Expressionsmuster der pPLA-I in Wassilijewskia und Columbia Wildtyp unter
Wachstumsbedingungen in Weillicht ermittelt. Weitere Testbedingungen waren das Wachstum in
verschiedenen Lichtfarben, in Dunkelheit, unter Zusatz von 1-NAA und unter Zusatz von NPA. Als
Negativkontrollen dienten ppla-I-1- und ppla-I-3-Knockoutlinien. Weiter wurden zwei heterozygote
abp1-Insertionsmutanten und eine 4BPI-Uberexpressionsmutante auf das Expressionsmuster der
pPLA-I hin untersucht.

Fiir die Anzucht der Keimlinge wurden die Samen wurden zunichst sterilisiert. Hierzu wurden sie
3min in in 70% Ethanol inkubiert. Es folgte eine Inkubation fiir 3min in 4% Natriumhypochlorit.
Anschliefend wurden die Keimlinge griindlich mit sterilem Wasser gewaschen und iiber Nacht bei

4°C in sterilem destilliertem Wasser inkubiert. Dann wurden die Samen auf Agarplatten mit /> MS-
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Medium aufgebracht und erneut iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Das Wachstum der Keimlinge
erfolgte dann fiir 7-14 Tage. Weitere Wachstumsbedingungen (Licht, Additive im Ndhragar) waren
abhingig vom jeweiligen Versuchsaufbau und sind in 7ab. 14 und 15 dargestellt. Zur Analyse des
Pollens wurden Arabidopsis-Keimlinge fiir 4 Wochen im Gewédchshaus unter Langtag-Bedingungen

angezogen und die aufbrechenden Bliiten geerntet.

Tabelle 14: Verwendete Lichtfarben und Lichtstdirken.

Lichtfarbe Lichtstirke
Blaulicht 15 uE
Rotlicht 15 uE
Dunkelrotlicht 15 uE
WeiBlicht 15 nuE

Tabelle 15: Verwendete Additive und ihre Endkonzentration im Néihragar.

Additiv Konzentration Stammldsung Konzentration im Néhragar
I-NAA 0,1 mM 1 uM
NPA 10 mM 10 uM

Die Fixierung der Keimlinge erfolgte ohne Zeitverlust nach der Entnahme aus den Agarplatten, um
den tatsdchlichen zelluldren Zustand zu erhalten. Hierzu wurden die Keimlinge in ELISA-Platten
mit 2% Formaldehyd in MTSB gegeben und zweimal fiir je 1min im Exsikkator ein Vakuum
angelegt. Waren alle Luftblasen aus den ELISA-Vertiefungen entwichen, erfolgte eine Inkubation
auf dem Schiittler fiir 30min. Nach zwei Waschschritten mit MTSB fiir je Smin wurden Blatt und
Hypokotyl der Keimlinge mit dem Skalpell entfernt und die verbleibenden Wurzel zur leichteren
Uberfiihrung in andere Medien in Inkubation Baskets (medium incubation baskets der Firma
Intavis, Katalog-Nr. 12.442) gegeben. Dann wurden die Wurzeln in den Baskets in MTSB mit
0,15% Driselase/0,15% Mazerozym iberfiihrt und fiir 30min bei 37°C inkubiert. Es folgte ein
zweimaliges Waschen mit MTSB fiir je Smin. Das Gewebe wurde fiir weitere 30min bei 37°C in
3% NP40/10% DMSO in MTSB inkubiert. Es folgten mindesten 3 Waschschritte fiir je Smin in
MTSB auf dem Schiittler, um das Detergens griindlich auszuwaschen. Im Weiteren wurde mit
2%BSA in MTSB fiir 30min bei 37°C geblockt. Dann wurde fiir 2h bei 37°C mit dem pPLA-I-
Antikorper (1:1000 in 2%BSA/MTSB) inkubiert. Es folgten drei Waschdurchgidnge mit MTSB fiir

jeweils 5min auf dem Schiittler. Anschlieend wurde fiir 40min bis 2h mit dem sekundéren anti-
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rabbit-Antikorper (1:100 — 1:1000) in MTSB inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit MTSB auf
dem Schiittler wurde einmal mit destilliertem Wasser gewaschen. Die Vorbereitung entspricht der

Methode des Labors Prof. Dr. K. Palme (Freiburg).

MTSB: 50 mM PIPES
5mM MgSO,*7H,0
SmM EGTA
auf pH 6,9 einstellen auf 1L mit destilliertem Wasser auffiillen und autoklavieren.

2.3.2.3 Konfokale Lasermikroskopie

Fiir die Préparation der Gewebestiicke wurden zundchst Objekttriger mit 80ul Mounting-Medium
(SlowFade®Gold Antifade der Firma Invitrogen, Katalog-Nr. S36936) versechen. Die gelabelten
Gewebeproben wurden mit duflerster Vorsicht aus den Inkubation Baskets auf die Objekttrager
iiberfiihrt. Dann wurden sie mit einem Objekttrager (MaBle 24 X 60mm) bedeckt und mit Nagellack
am Rand versiegelt. Die Proben konnten direkt fiir die Lasermikroskopie verwendet oder fiir 2-3
Monate bei 4°C im Dunklen gelagert werden.

Fiir die konfokale Lasermikroskopie wurden das Zeiss LSM 510 Meta und das Leica inverted-2 der
Medizinischen Hochschule Hannover, Abteilung konfokale Lasermikroskopie, verwendet. Die

eingesetzten Objektive, Laserlinien und Detektoren sind der nachfolgenden Tabelle zu entnehmen

(s. Tab. 16):

Tabelle 16: Eingesetzte Objektive, Laserlinien und Detektoren der verwendeten konfokalen
Lasermikroskope

Verwendete Objektive | Verwendete Laserlinien | Verwendete Detektoren

Zeiss LSM 510 Meta 20x 2 confocal PMTs

mit Axiovert 200M 63x 488 1x Meta Detektor
1 transmission PMT

20x 405 3 confocal PMTs

Leica inverted-2

63x 488 1 transmission PMT
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2.4 Lokalisierungsstudien der pPLA-I mittels Reporterproteinen

2.4.1 Herstellung von pPLA-I-GFP

Fiir die Lokalisierung der pPLA-I in Arabidopsis wurde zunichst ein pPLA-I-GFP-Fusionsprotein
mit nativem Promoter in der Knockoutmutante ppla-I-1 exprimiert. So sollten {iber eine
Lokalisierung bei unterschiedlichen Wachstumsbedingungen Riickschliisse auf die Funktion des
Proteins in Arabidopsis gezogen werden konnen. Zur Uberpriifung auf Funktionalitit des
Fusionsproteins wurde zusétzlich ein Blithversuch als Komplementationstest durchgefiihrt, um zu
iiberpriifen, ob die Transformanden in ihren Bliiheigenschaften weiterhin die Eigenschaften von
ppla-I-1 oder des Wassilijewskia Wildtyp zeigen.

Hierzu wurde die genomische pPLA-I -Sequenz mit vorangeschaltetem nativem Promotor mittels
spezifischer attB-Gateway-Primer amplifiziert und in einer BP-Reaktion in den Vektor pDONR221
kloniert. Der entstehende Entry-Vektor L1- pPLA-Igenom -L2-pDONR221 wurde dann fiir eine
LR-Reaktion mit dem Destination-Vektor (bindrer Vektor) pPGWB4 verwendet. Der resultierende
Expressions-Vektor B1- pPLA-Igenom -B2 /pGWB4 verfiigte somit {iber eine genomische pPLA-I-
Sequenz mit C-terminaler GFP-Sequenz, die als T-DNA in Arabidopsis-Pflanzen transformiert
wurde. Nach Transformation in Agrobacterium tumenfaciens wurde eine Vakuum-Infiltration der
Arabidopsis-Knockoutlinien und der korrespondierenden Wildtypen durchgefiihrt. Die so
behandelten Pflanzen wurden bis zur Samenreife angezogen.

Die Samen der ersten Generation wurden auf Selektionsagar aufgetragen und positive (hemizygote)
Transformanden bis zur erneuten Samenreife angezogen. Die Transformanden der zweiten
Generation wurden nun erneut auf Selektionsagar aufgetragen, um Linien zu ermitteln, die
homozygot transformiert waren. Das konstitutiv transformierte Saatgut wurde anschlieSend unter
verschiedenen Lichtbedingungen angezogen und mittels konfokaler Lasermikroskopie auf die

Expression und die Lokalisierung des pPLA-I-GFP-Fusionsproteins hin untersucht.

2.4.1.1 Klonierung von B1- pPLA-l genom -B2 in pDONR221

Die Amplifikation der genomischen Sequenz der pPLA-I mit flankierenden attB1- und attB2-sites
erfolgte mittels spezifischer Gateway-Primer und dem Klon F8K4 als Template. Als Polymerase
wurde aufgrund der 7817bp langen Sequenz die i-Proof-Polymerase der Firma Biorad (Katalog-Nr.
72-53011) verwendet. Die Amplifikationsbedingungen sind in 7ab. 17 und 18 dargestellt. Das
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gebildete Amplifikat wurde aufgereinigt. Hierzu wurden 50pul PCR-Produkt mit 150ul TE-Puffer,
pH 8,0 und 100ul 30% PEG 8000 / 30mM MgCl, versetzt. Der Ansatz wurde vorsichtig durch
Vortexen gemischt und fiir 15min bei 10.000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das DNA-Pellet in 50ul TE-Puffer, pH 8,0 resuspendiert. Der DNA-Gehalt des aufgereinigten
Fragmentes und des Vektors pDONR221 wurden mittels Gelelektrophorese bestimmt und ein BP-
Klonierungsansatz pipettiert (s. 7ab. 19). Die DNA-Molaritdt von Vektor und Amplifikat sollten
dabei jeweils ca. 50fmol betragen. Das entspricht in Abhéngigkeit von der Sequenzlinge einem
DNA-Gehalt von 150ng fiir pDONR221 und ca. 250ng fiir B1- pPLA-Igenom -B2. Der BP-
Klonierungsansatz wurde fiir 16h bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurde 1pl Proteinase K
hinzugegeben und der Ansatz fiir 10min bei 37°C inkubiert, um die BP-Clonase zu inaktivieren. 1ul
des Ansatzes wurde in 50ul Stbl2-Zellen (Invitrogen, Katalog-Nr. 10268-019) pipettiert und der

Transformationsansatz fiir 30min auf Eis gelagert.

Tabelle 17: PCR-Mix zur Amplifikation von B1- pPLA-Igenom -B2 mit i-Proof-Polymerase

PCR-Komponente Volumen
5 x-HF-Puffer 10,0 pl
dNTP’s (10mM) 1,0 pul
B1- pPLA-Igenom -B2 for (10mM) 2,5 ul
B1- pPLA-Igenom -B2 rev (10mM) 2,5 ul
Template (Plasmid-DNA CD4-16, 100ng/pl) 0,5 ul
i-Proof-Polymerase (2,5u/ul) 0,5 ul
destilliertes Wasser 33,0 ul
Gesamtvolumen 50,0 pl

Tabelle 18: Thermocycler-Programm zur Amplifikation von Bl- pPLA-Igenom -B2

Schritt Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
Denaturierung 98°C 30s 1
Denaturierung 98°C 10s

Annealing 70°C 30s 35

Elongation 72°C 4min

Elongation 72°C 10min 1

Lagerung 4°C 00
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Tabelle 19: BP-Klonierungsansatz zur Klonierung von B1- pPLA-Igenom -B2 in pDONR221

BP-Klonierungsansatz |Volumen DNA-Konzentration | DNA-Gehalt
pDONR221 1,0ul | 150ng/ul 150ng

B1- pPLA-Igenom -B2 2,5ul 100ng/pl 250ng
TE-Puffer (pH 8.5) 4,5u1 |- -

BP-Clonase 2,0ul |- -
Gesamtvolumen 10,0ul

Es erfolgte eine Hitzeschock-Transformation fiir 25s bei 42°C. Der Ansatz wurde mit 250ml SOC-
Medium versetzt und fiir 90min bei 225rpm und 30°C geschiittelt. Die Kultur wurde auf
Selektionsagar mit 50pug/ml Kanamycin ausplattiert und iiber Nacht bei 30°C inkubiert. Einige der
gebildeten Kolonien wurden gepickt und iiber Nacht bei 37°C in selektivem LB-Medium mit
50pg/ml Kanamycin angezogen. Von 2ml der i.N.-Kultur wurde eine Plasmidpriparation mittels
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Katalog-Nr. A1460) der Firma Promega
durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA wurde fiir eine Kontroll-PCR mit den Primern M13 for und
pPLA-Igenom_revl, sowie fiir eine Kontroll-Spaltung mit dem Restriktionsenzym Ncol verwendet.
Plasmid-DNA eines positiven Klons wurde mit den Primern pPLA-Igenom revl bis pPLA-
Igenom_forl3 zur Sequenzierung an die Firma Peglab versandt. Nach vollstindiger Uberpriifung
der Sequenz und Feststellung einer fehlerfreien Sequenzabfolge wurde eine Glycerin-Dauerkultur
des Entry-Klons angelegt.

Zur Herstellung von Glycerindauerkulturen wurden 10ml LB-Medium mit einer Kolonie des
positiven Klons angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und 155rpm auf dem Schiittler inkubiert. 1ml
der Zellsuspension wurde mit Iml Glycerin (50%) in LB-Medium vermischt, in fliissigem
Stickstoff Schock-gefroren und bei -80°C dauerhaft gelagert. In gleicher Weise wurden von allen im

Rahmen dieser Arbeit hergestellten Klonen Glycerindauerkulturen hergestellt.

2.4.1.2 Klonierung von L1- pPLA-I genom -L2 in pGWB4

Der  hergestellte  Entry-Vektor mit in  der  BP-Reaktion  gebildeten  L-sites
(L1- pPLA-I genom -L2 / pDONR221) wurde fiir eine LR-Klonierung mit dem
Pflanzentransformationsvektor pGWB4 verwendet. Im Klonierungsansatz sollten jeweils 150ng

DNA der beiden Vektoren eingesetzt werden. Der DNA-Gehalt der Vektoren wurde mittels
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Gelelektrophorese bestimmt und ein LR-Klonierungsansatz pipettiert (s. Zab. 20 ). Der LR-
Klonierungsansatz wurde fiir 16h bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurde 1pul Proteinase K
hinzugegeben und der Ansatz fiir 10min bei 37°C inkubiert, um die LR-Clonase zu inaktivieren. 1pl
des Ansatzes wurde in 50ul Stbl2-Zellen (Invitrogen, Katalog-Nr. 10268-019) pipettiert und der
Transformationsansatz fiir 30min auf Eis gelagert. Es erfolgte eine Hitzeschock-Transformation fiir
25s bei 42°C. Der Ansatz wurde mit 250ml SOC-Medium versetzt und fiir 90min bei 225rpm und
30°C geschiittelt. Die Kultur wurde auf Selektionsagar mit 50pg/ml Hygromycin ausplattiert und
iiber Nacht bei 30°C inkubiert. Einige der gebildeten Kolonien wurden gepickt und iiber Nacht bei
30°C in selektivem LB-Medium mit 50pug/ml Hygromycin angezogen. Von 2ml der ii.N.-Kultur
wurde eine Plasmidpréparation mittels Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Katalog-Nr. A1460) der Firma Promega durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA wurde fiir eine Kontroll-
PCR mit den Primern pPLA-I genom_for und pPLA-I genom revl verwendet.

Tabelle 20: LR-Klonierungsansatz zur Klonierung von L1- pPLA-I genom -L2 in pGWB4

LR-Klonierungsansatz Volumen DNA-Konzentration DNA-Gehalt
L1- pPLA-I genom -L2/pDONR221 | 1ul 150ng/ul 150ng
pGWB4 lul 150ng/pul 150ng
TE-Puffer (pH 8,5) 6ul - -

LR-Clonase 2ul - -
Gesamtvolumen 10ul

2.4.2 Herstellung von GFP-pPLA-I (-Exon7)

Die Sequenzierung der aus dem CD4-16-Klon erhaltenen pPLA-I-Sequenz ergab das Fehlen von
Exon 7. Der hierdurch entstehende Frameshift fiihrte zu einer Unterbrechung des Open Reading
Frames, so dass es bei dieser cDNA-Sequenzvariante tatsdchlich nur zur Expression der Exone 1-6
kommt. Durch Herstellung eines pPLA-I (-Exon7) - Fusionsproteins mit N-terminal fusioniertem
GFP sollte eine moglicherweise unterschiedliche Expression dieser verkiirzten Sequenz im
Gegensatz zur vollstindigen pPLA-I-Sequenz festgestellt werden, um Riickschliisse auf
Funktionsunterschiede zwischen beiden Sequenzvarianten feststellen zu kénnen. Hierzu wurde der
mittels Phagenverdiinnung aus der CD4-16 Phagenbank gewonnene cDNA-Klon der pPLA-I-
Sequenz ohne Exon7 verwendet. Die Sequenz wurde mit Bl- pPLA-I-cDNA -B2-Primern
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amplifiziert und eine BP-Reaktion mit dem Vektor pPDONR221 durchgefiihrt. Einzelne Klone dieser
Reaktion wurden mittels PCR, Kontrollspaltung und Sequenzierung auf Spezifitit tiberpriift. Ein
positiver Klon wurde fiir eine LR-Reaktion mit dem Arabidopsis-Transformationsvektor
pK7FWGF2 verwendet. Die gebildeten Klone wurden erneut in gleicher Weise iiberpriift und die
Plasmid-DNA eines positiven Klons fiir die Transformation in Agrobacterium tumefaciens
verwendet. Anschlieend wurde eine Vakuum-Infiltration der Knockoutlinien ppla-I-1 und ppla-I-
3 mit den transformierten Agrobakterien durchgefiihrt. Nach Selektion transformierter Samen und
Anzucht einer zweiten Generation homozygot transformierten Arabidopsis-Pflanzen wurden die
einzelnen Gewebe mittels konfokaler Lasermikroskopie auf das Vorhandensein des gebildeten

Fusionsproteins hin untersucht.

2.4.2.1 Klonierung von B1- pPLA-I (-Exon7) -B2 in pPDONR221

Die Amplifikation der cDNA-Sequenz von pPLA-I (-Exon7) mit flankierenden attB1- und attB2-
sites erfolgte mittels spezifischer Gateway-Primer und dem Klon pPLA-I (-Exon7) als Template. Als
Polymerase wurde auch hier die i-Proof-Polymerase der Firma Biorad (Katalog-Nr. 72-53011)
verwendet (Amplifikationsbedingungen s. 2.4.1.1). Die folgende Fragmentaufreinigung wurde wie
in 2.4.1.1 beschrieben durchgefiihrt. Der DNA-Gehalt des aufgereinigten Fragmentes und des
Vektors pDONR221 wurden mittels Gelelektrophorese bestimmt und ein BP-Klonierungsansatz
pipettiert (s. 7ab. 21). Die DNA-Molaritdt von Vektor und Amplifikat sollten dabei jeweils ca.
50fmol betragen. Das entspricht in Abhidngigkeit von der Sequenzlinge einem DNA-Gehalt von
150ng fiir pPDONR221 und ca. 125ng fiir B1- pPLA-I (-Exon7) -B2.

Tabelle 21: BP-Klonierungsansatz zur Klonierung von Bl- pPLA-I (-Exon7) -B2 in pDONR221

BP-Klonierungsansatz |Volumen DNA-Konzentration DNA-Gehalt
pDONR221 1,00ul | 150ng/ul 150ng
B1-pPLA-I (-Exon7) -B2 | 1,25ul | 125ng/ul 125ng
TE-Puffer (pH 8,5) 5,75ul |- -

BP-Clonase 2,00pul |- -
Gesamtvolumen 10,00u1

Die Inkubation des BP-Klonierungsansatzes, die Transformation in E. coli, das Ausplattieren auf
Selektionsagar und die Selektion positiver Klone s. 2.4.1.1. Die Kontroll-PCR erfolgte mit B1-
pPLA-I (-Exon7) -B2 - Primern, die Kontrollspaltung mit dem Restriktionsenzym Ncol. Die
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Sequenzierung eines positiven Klons wurde mit den Primern pPLA-I revl bis pPLA-I for7

durchgefiihrt.

2.4.2.2 Klonierung von L1- pPLA-I (-Exon7) -L2 in pK7TFWGF2

Der hergestellte Entry-Vektor L1- pPLA-I (-Exon7) -L2 / pENTRY221 wurde fiir eine LR-
Klonierung mit dem Pflanzentransformationsvektor pK7FWGF2 verwendet. Im Klonierungsansatz
sollten jeweils 150ng DNA der beiden Vektoren eingesetzt werden. Der DNA-Gehalt der Vektoren

wurde mittels Gelelektrophorese bestimmt und ein LR-Klonierungsansatz pipettiert (s. 7ab. 22).

Tabelle 22: LR-Klonierungsansatz zur Klonierung von L1 -pPLA-I (-Exon7) -L2 in pK7FWGF2

LR-Klonierungsansatz Volumen |DNA-Konzentration DNA-Gehalt
L1-pPLA-I (-Exon7)-L2/pENTRY221 | 1ul 150ng/pul 150ng
pK7FWGEF2 Ll 150ng/pl 150ng
TE-Puffer (pH 8,5) oul - -
LR-Clonase 2ul - -
Gesamtvolumen 10ul

Die Inkubation des LR-Klonierungsansatzes, die Transformation in E. coli, das Ausplattieren auf
Selektionsagar, die Selektion positiver Klone und die Sequenzierung eines positiven Klons
s. 2.4.1.2. Die Selektion erfolgte jedoch auf 50ug/ml Spectinomycin. Die Kontroll-PCR erfolgte
mit den Primern pPLA-I Exonl8 for und pPLA-I Exonl8 rev durchgefiihrt.

2.4.3 Herstellung chemisch kompetenter Agrobacterium tumefaciens
und Transformation

Nach Fertigstellung der Fluoreszenzkonstrukte sollten diese in A. tumefaciens transformiert werden.
Hierzu wurden 5ml LB-Medium mit A. tumefaciens-Zellen angeimpft und die Kultur iiber Nacht bei
28°C und 180rpm auf dem Schiittler inkubiert. Aufgrund einer vorhandenen Resistenz der Zellen
wurde dem LB-Medium Rifampicin (¢ = 100pg/ml) als Selektivum zugesetzt. Die i.N.-Kultur
wurde verwendet, um 500ml LB-Medium mit Rifampicin und 0,5% Glucose anzuimpfen. Die

Bakterien wurden bis zu einer ODgy = 0,5 - 0,6 angezogen. Dann wurde die Kultur in GSA-
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Rohrchen fiir Smin bei 4°C und 6000xg abzentrifugiert und das Pellet in 25ml eiskaltem 0,15M
Natriumchlorid resuspendiert und fiir weitere 15min bei 4°C inkubiert. Die Suspension wurde
erneut in GSA-Rohrchen fiir 5min bei 4°C und 6000xg abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde in 5ml 20mM Calciumdichlorid resuspendiert, in fliissigem Stickstoff
Schock-gefroren und in 250ul-Aliquots bei -80°C dauerhaft gelagert.

Fir die Transformation von Arabidopsis thaliana mittels Vakuum-Infiltration wurde der
Agrobakterium-Stamm GV3101 verwendet. Zur Transformation mit den hergestellten Konstrukten
wurde je 1ul Plasmid-DNA in 250ul chemisch kompetente Agrobakterien pipettiert und der
Transformationsansatz fiir Smin auf Eis inkubiert. Es folgte eine Inkubation fiir Smin in fliissigem
Stickstoff und eine weitere fiir Smin bei 37°C. Dann wurde 1ml LB-Medium auf den Ansatz
pipettiert und dieser fiir 4-6h bei 225rpm und 30°C auf dem Schiittler inkubiert. AnschlieBend
wurde der Ansatz auf LB-Agar mit 100pug/ml Rifampicin als Bakterien-Selektivum, sowie 50pg/ml
Hygromycin als Plasmid-Selektivum fiir B1- pPLA-I genom -B2 / pGWB4, bzw. 50ug/ml
Spectinomycin fiir BI- pPLA-I (-Exon7) -B2 / pK7FWGF2 ausgestrichen und fiir 2-3 Tage bei
30°C inkubiert. Einige der gebildeten Kolonien wurden gepickt und iiber Nacht bei 30°C in dem
jeweiligen selektiven LB-Medium angezogen. Von 2ml der i.N.-Kultur wurde eine

Plasmidpraparation durchgefiihrt.

2.4.4 Anzucht von Arabidopsis thaliana, Vakuum-Infiltration und

Selektion der Transformanden

Die Anzucht der Arabidopsis-Pflanzen fiir die Vakuum-Infiltration erfolgte in der Klimakammer im
Kurztag. Hierfiir wurden zunédchst Wassilijewskia und Columbia Wildtyp-Pflanzen, sowie ppla-I-1
und ppla-1-3 in einer Pikierkiste ausgesét. Nach zwei Wochen wurden je vier Keimlinge einer Sorte
in einen Topf (Durchmesser 10cm) mit Pikiererde umgesetzt. Nach etwa acht Wochen kam es zur
Ausbildung der Bliitenstinde. War die primére Infloreszenz bis zu einer Hoéhe von ca. 10cm
gewachsen, wurde sie an der Basis entfernt, um eine hohere Anzahl an nachwachsenden
Infloreszenzen zu erhalten. Die Pflanzen konnten fiir die Transformation verwendet werden, wenn
sich die Bliitenknospen der sekundédren Infloreszenzen Offneten. Fiir die A4. tumefaciens-
Transformation von A. thaliana wurde die Vakuum-Infiltration nach Bechthold er. al. (1993)
angewendet. Die Anzucht des A. tumefaciens-Stammes GV3101 erfolgte drei Tage vor der Vakuum-

Infiltration. Zundchst wurden 10 ml LB-Medium mit 100ug/ml Rifampicin und 50pg/ml
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Spectinomycin mit 100 pl der jeweiligen Glycerindauerkultur transformierter A. tumefaciens
inokuliert. Die Zellsuspension wurde zwei Tage bei 155 rpm und 28 °C auf dem Schiittler
vorkultiviert. 1ml dieser Vorkultur wurde in 400ml LB-Medium mit 100pg/ml Rifampicin und
50ug/ml Hygromycin, bzw. 50pg/ml Spectinomycin in Schikaneflaschen iiberimpft. Die Zellkultur
wurde bei 140 rpm und 28 °C auf dem Schiittler angezogen, bis eine ODgoonm von etwa 1,2 erreicht
war. Dann wurde die Suspension bei 6000xg und RT abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in
Infiltrationsmedium resuspendiert, bis dieses eine ODgonm Von etwa 0,8 aufwies. Das erhaltene
Volumen an mit A. tumefaciens -Zellen versetztem Infiltrationsmedium entsprach dabei etwa dem
Volumen an zuvor kultiviertem LB-Medium. Mit dem Infiltrationsmedium wurde ein Becherglas
(Volumen 400ml) befiillt und dieses in einen Exsikkator gestellt. Auf das Becherglas wurde
kopfiiber der Pflanztopf so platziert, dass moglichst alle Bliiten in die Losung eintauchten, wiahrend
die Rosettenblitter nicht von der Suspension benetzt werden sollten. Dann wurde mittels
Wasserstrahlpumpe fiir 1-2min der maximale Unterdruck (etwa 100mbar) im Exsikkator angelegt,
wobei sich Luftblasen an den Bliitenstdnden bildeten. Anschlieend wurde das Vakuum moglichst
schnell aufgehoben, um das Eindringen der A. tumefaciens in das pflanzliche Gewebe zu
erleichtern. Die Topfe mit den infiltrierten Arabidopsis-Pflanzen wurden aus dem Exsikkator
genommen und der ndchste Topf auf dem Becherglas platziert. Das Infiltrationsmedium wurde
jeweils fiir vier Infiltrationsdurchgidnge mit neuen Pflanzen verwendet und dann gewechselt. Nach
der Infiltration wurden die Topfe in Plastikbeutel gehiillt und fiir einen Tag liegend in der
Klimakammer (23°C, 12h Licht) gelagert. Dann wurden die Beutel entfernt und die Topfe
aufgestellt. Die vier Pflanzen jedes Topfes wurden vollstdndig mit einer Papiertiite umhiillt und an
den Stingeln dicht mit Tesa-Film umwickelt. Etwa vier bis sechs Wochen nach der Transformation
konnten die Samen aus den Tiiten gewonnen und in einem Sieb mit 425um - Maschen ausgesiebt

werden. Das Saatgut wurde eine Woche bei RT getrocknet und bei 4°C im Dunkel gelagert.

BAP-Stammldsung (1 mM): 225,3 mg/l BAP

Infiltrationsmedium: 1/2 x Murashige & Skoog Salze
1 x B5-Vitamine
5% Saccharose

in dH20 16sen, mit KOH auf pH 5,7 einstellen und
autoklavieren; dann Zugabe von:

0,044 uM BAP
0,15 % Tween 80

Fiir die Selektion transgener Keimlinge mittels Kanamycin wurde eine Enzymspatelspitze (etwa
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10mg) transformiertes Saatgut von Wassilijewskia und Columbia Wildtyppflanzen wie in 2.3.2.2
beschrieben sterilisiert. Zum Auftragen auf die Petrischale wurde die Suspension mit einer Iml-
Pipette aufgenommen und auf 1/2 x MS-Agar mit 50ug/ml Kanamycin verteilt. Nach einer
dreitdgigen Vernalisation bei 4°C und etwa drei Wochen Wachstum hatten die Antibiotika-
insensitiven Arabidopsis-Pflanzen ein ausreichendes Wurzelwerk aufgebaut und konnten einzeln in
Topfe (Durchmesser 6cm) mit Einheitserde P gepflanzt werden. Nicht Kanamycin-resistente
Keimlinge blieben im Wuchs sehr klein oder waren gelblich verfarbt. Die positiven Transformanden
wurden im Gewédchshaus bis zur Samenreife weiter angezogen. Zum Auffangen der Samen diente
ein Auffangbehilter aus Kunststoff (Arasystem, BetaTech). In den Samen lag das jeweilige
inserierte Konstrukt hemizygot vor. Um homozygot transformierte Pflanzen zu erhalten, wurden die
hemizygoten Arabidopsis-Samen direkt in Pikiererde ausgesdt um Samen der zweiten Generation zu
erhalten. Nach den Mendelschen Gesetzen kam es hier zu einer Aufspaltung im Verhiltnis
1 (homozygot transformiert) : 2 (hemizygot transformiert) :1 (homozygot Wt). Von den einzelnen
Linien wurde nun eine dritte Generation auf Selektivmedium angezogen. Waren alle Keimlinge
resistent und wuchsen auf dem Selektionsagar normal, musste es sich um eine homozygot
transformierte Linie handelt. Nachkommen einer hemizygoten Linie waren zu Y4 nicht resistent. Die

homozygot transformierten Samen wurden fiir die weitere Verwendung in der Samenbank gelagert.

1/2 x MS-Agar: 172 x Murashige & Skoog Medium
3% Saccharose
1% Pflanzenagar in dH,O 16sen,

mit KOH auf pH 5,7 einstellen und autoklavieren

Die komplementierten pPLA-I-Knockoutmutanten konnten aufgrund der schon vorhandenen
Kanamycin-Resistenz alternativ nur mit dem zweiten Selektivum des Vektors pGWB4,
Hygromycin, selektiert werden. Hierzu wurden die Samen wie in X vorbehandelt und nach dem
Aussden auf Hygromycin-haltigem Medium (%2 MS) zunichst fiir drei Tage vernalisiert. Dann
wurden sie fiir 4-12h mit etwa SOuE WeiBllicht behandelt. AnschlieBend wurden sie fiir 5-7 Tage in
Dunkelheit angezogen. Hygromycin-sensitive Keimlinge zeigten nur geringes Wachstum mit sehr
kurzen Hypokotylen. Hygromycin-resistente Keimlinge waren dagegen viel besser entwickelt und
zeigten einen typischen etiolierten Phinotyp. Die Keimlinge wurden auf 2 MS-Medium ohne
Hygromycin tiberfiihrt und im schwachen Weilllicht fiir etwa 3 Wochen angezogen, bis ein
ausreichendes Wurzelwerk vorhanden war. AnschlieBend wurden sie wie fiir die Kanamycin-
Selektion beschrieben weiter behandelt. In Abb. 10 ist der morphologische Unterschied Kanamycin-

und Hygromycin-resistenter Keimlinge zu nicht-resistenten Keimlingen dargestellt.
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Abbildung  10:  Selektion  transformierter  Arabidopsis-Pflanzen  mittels  spezifischer

Antibiotikaresistenz. A) Kanamycin-resistenter Transformand nach 3-wéchigem Wachstum auf
Kanamycin-haltigem Ndhragar. B) Hygromycin-resistenter Transformand nach [-wochigem

Wachstum auf Hygromycin-haltigem Nédhragar im Dunkeln.

2.4.5 Uberpriifung der hergestellten GFP-Pflanzen auf Komplementation

Um zu iiberpriifen, ob mittels Transformation von ppla-I-1-Knockoutpflanzen mit pPLA-I-GFP und
pPLA-I-GFP (-Exon7) eine Komplementation hergestellt wurde, bietet die Feststellung des
Bliihzeitpunktes eine geeignete Methode. Wéhrend der durchschnittliche Blithzeitpunkt bei im
Kurztag angezogenen Wassilijewskia Wildtyp-Pflanzen bei ca. 10 Wochen liegt, bendtigen ppla-1-1-
Knockoutpflanzen nur etwa 7 Wochen bis zur Bliite. Durch Ermittlung des Bliihzeitpunktes der
transformierten Pflanzen sollte {iberpriift werden, ob eine Komplementation der Knockout vorliegt

oder nicht.

2.4.6 Konfokale Lasermikroskopie

Die Untersuchungen zur Lokalisierung der Fusionsproteine beschrinkten sich auf den
Wurzelbereich, die Pollenkorner und die Trichome der Blitter. Alle weiteren Gewebe sind zu dick,
um unter dem konfokalen Lasermikroskop betrachtet werden zu kénnen. Auch wird die spezifische
GFP-Fluoreszenz hier weniger durch unspezifische Autofluoreszenz, z. B. durch Chlorophylle,
iiberlagert. Untersucht wurde die Lokalisierung der Reporterproteine bei verschiedenen

Wachstumsbedingungen der Keimlinge.
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Fir die konfokale Lasermikroskopie der Wurzel und der Trichome wurden 7-14 Tage alte
Keimlinge verwendet, fiir die Mikroskopie des Pollens mussten die Keimlinge etwa 6 Wochen
angezogen werden. Zur mikroskopischen Untersuchung wurden die entsprechenden Gewebe
priapariert und zusammen mit einer Positivkontrolle (DR5-GFP) und einer Negativkontrolle
(Wildtyp) auf Objekttriger aufgebracht und mit 2 MS-Medium benetzt. Waren fiir das
Keimlingswachstum zuvor dem Nahragar weitere Reagenzien zugesetzt worden, so wurden diese
im gleichen Mengenverhidltnis auch dem MS-Medium zugesetzt. Die Keimlinge wurden mit
Deckgliaschen luftdicht abgedeckt und mit Nagellack versiegelt. AnschlieBend erfolgte die
konfokale Lasermikroskopie. Die verwendeten Objektive, Laserlinien und Detektoren sind 7ab. 23

zu entnehmen.

Tabelle 23: Eingesetzte Objektive, Laserlinien und Detektoren des Zeiss LSM 510 Meta

Verwendete Objektive | Verwendete Laserlinien | Verwendete Detektoren
20x 2 confocal PMTs
63x 488 1x Meta Detektor

1 transmission PMT

Zeiss LSM 510 Meta

2.5 Coiling-Verhalten von ppla-I-1 und ppla-I-3

Ziel dieses Versuchsteils war die Untersuchung der Beteiligung der pPLA-I an der gravitropen
Reaktion der Arabidopsis-Wurzel. Pflanzen mit einem Defekt im Gravitropismus zeigen hdufig ein
verstirktes Coiling. Das Coiling wird vermutlich ausgelost, indem die am gravitropen
Wurzelwachstum  beteiligte Wachstumskraft zum Erdmittelpunkt vermindert oder ganz
ausgeschaltet wird und so eine weitere, spiralige Wachstumskraft der Wurzeloberflache
(Circumnutation) zum wichtigsten Wachstumsfaktor wird. Die Folge ist demnach ein Coiling-
Verhalten der Wurzel. Ein MaB fiir die Ausprigung des Coiling-Phinotyps konnte der Coil-
Durchmesser sein: Je grofler der Einfluss der Circumnutation, umso kleiner miisste auch der Coil-
Durchmesser werden. Nach dieser Hypothese zur Entwicklung von Coils wiirde eine verminderte
Wachstumskraft zum Erdmittelpunkt zudem auch zu einer verminderten Penetrationsrate
(Einwachsen der Wurzel in das Wachstumsmedium), insbesondere bei erhohtem
Penetrationswiderstand durch ein festes Wachstumsmedium, fiihren.

In diesem Versuch wurden die ppla-I-Knockoutlinien ppla-I-1 und ppla-1-3 fiir 10 Tage auf /2 MS-

Medium mit steigendem Gehalt an MS-Agar angezogen. Die Wurzeln wurden auf ihr Coiling-
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Verhalten hin untersucht. Zudem wurde die Penetrationsrate der Keimlinge ermittelt. Die erhaltenen
Ergebnisse wurden dann mit denen des Wassilijewskia und des Columbia Wildtyps verglichen. Die
Daten sollten zu einem tiefer gehenden Verstindnis des Coiling-Vorgangs fiihren.

Die Sterilisation der Samen wurde wie in 2.3.2.2 beschrieben durchgefiihrt und die Samen iiber
Nacht im Dunkeln bei 4°C gelagert. Es wurden '2 MS-Medium mit verschiedenen
Agarkonzentrationen von 0.8% bis 2.0% angesetzt, autoklaviert und jeweils 8 Platten mit etwa 50
Keimlingen fiir die ppla-I-Knockoutlinien und die korrespondierenden Wildtypen hergestellt.

. Die Samen wurden einzeln mittels 10ul-Pipette mit ein wenig Wasser auf die Platten aufgebracht.
Anschlielend erfolgte eine 3-tdgige Vernalisation bei 4°C im Dunkeln. Dann wurden die Platten bei
Raumtemperatur und WeiBllicht fiir 7 Tage angezogen. Die Auswertung des Wurzelwachstums
erfolgte durch Bonitur penetrierender Wurzeln, Bonitur gebildeter Coils, sowie durch Ausmessen

des Coildurchmessers, jeweils in Abhédngigkeit zur Agarkonzentration.

MS-Agar: /2 MS
0.8% - 2.0% Agar
auf pH 7.0 einstellen und autoklavieren.

2.6 WAICO-Weltraumprojekt

2.6.1 Allgemeines

Im Rahmen des Weltraumprojektes WAICO (waving and coiling response of Arabidopsis thaliana
at different g-levels) wurden Arabidopsis thaliana-Samen des Wassilijewskia Wildtyps und der
Knockoutmutante ppla-I-1 auf die Weltraumstation ISS verbracht und dort fiir 12 Tage in
Wachstumsboxen in einer ruhenden Zentrifuge unter Bedingungen nahe der Schwerelosigkeit
(ug <10°g) angezogen. Parallel wurden Vergleichspflanzen mittels einer baugleichen Zentrifuge in
simulierter Schwerkraft angezogen. Das Wachstum wurde durch automatisch erstellte Bilder, sowie
durch den Astronauten erstellte Fotos nach 12 Tagen dokumentiert und iiberwacht. Die
Wachstumsphase konnte dann durch Einleiten einer Fixierungslosung in die Wachstumsboxen
beendet werden. AnschlieBend wurde das Fixanz mittels in die Boxen eingeleitetem Waschpuffer
weitgehend entfernt. Die Keimlinge wurden anschlieBend zuriick auf die Erde verbracht und dort
untersucht. Das WAICO-Projekt wurde zweimal durchgefiihrt.

Alle Vorginge zur Vorbereitung des Weltraumexperiment wurden unter sterilen Bedingungen

durchgefiihrt. Alle Arbeiten wurden bereits einen Monat vor dem eigentlichen Termin und jeweils
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doppelt ausgefiihrt. Dadurch konnte ein Vorversuch auf der Erde geprobt werden, um die

Priparationen zu tiberpriifen (Kontamination, Keimung).

2.6.2 Praparation der Samen auf Wachstumsstreifen

Durch einfache Wachstumsversuche konnte festgestellt werden, dass groflere Samen eine hdhere
Keimungswarscheinlichkeit haben. Daher wurden die Samen auf ihre Grofe hin selektiert.
AnschlieBend folgte die Sterilisation der Samen wie in 2.3.2.2 beschrieben. Dann wurde das
Reaktionsgefdl mit Sml Wasser befiillt und zur Vernalisation {iber Nacht bei 4°C im Dunkeln
gelagert. AnschlieBend wurde noch einmal das Wasser gewechselt und erneut iiber Nacht
vernalisiert. Dann konnten die Samen zur spiteren Priparation auf den Néhragar auf Filterstreifen
aufgebracht werden.

Als Haftgrund fiir die Samen wurden Membranen aus Polyethersulfon (Supor®-800black, 0,8uM)
der Firma Pall Corporation verwendet (Katalog-Nr. S80678). Diese wurden bereits fertig
zurechtgeschnitten an die Firma OHB nach Bremen versandt. Dann wurden jeweils 15 Samen
mittels einer 10ul-Pipette mit einem Tropfen Wasser in einem Abstand von ca. Smm aufgebracht.
An den Ridndern musste dabei ein Bereich von Icm freigehalten werden. Dieser wurde spéter
abgeknickt, um den Streifen auf dem Stempeltool zu fixieren. Dann wurde der Samenstreifen fiir
Smin getrocknet und auf die Samen 1-2ul Gummi Arabicum (15%) gegeben. Nach dem erneuten
Antrocknen wurden die Samen in den Stempeltool eingebracht. Dieser wurde steril und unter
Vakuum in ein WhirlPak®bag verpackt und in einem Container fiir einen sterilen Transport

prépariert.

2.6.3 Ansetzen des Wachstumsmediums und Befiillen der Boxen

Zum Ansetzen des Wachstumsmediums wurden neue 0,5L-Flaschen verwendet. Der Ring am
Verschluss wurde aus hygienischen Griinden entfernt. Zur ersten Reinigung und Sterilisation
wurden die Flaschen mit 100ml Wasser befiillt und dieses in der Mikrowelle zum Kochen gebracht.
AnschlieBend wurde das noch kochende Wasser ausgekippt. Der Vorgang wurde wiederholt. Das
MS-Medium wurde zunichst in einem Messzylinder angesetzt, der zuvor mit 1M Salzsdure und 1M
Ammoniak behandelt und anschlieBend gespiilt wurde. AnschlieBend wurde 1L 3/4MS-Medium
angesetzt und mit einem Riihrstab autoklaviert. Die Wachstumsboxen wurden zur Sterilisation

inzwischen flir mindestens 30min in 70% Ethanol gebadet. Zum Spiilen wurde 100% Ethanol
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verwendet. Die Wachstumsboxen wurden auf ein mit 100% Ethanol benetztes Tuch gelegt und fiir
10min unter UV-Licht erneut sterilisiert. Die getrockneten Boxen wurden dann mit 3/4MS-Medium
befiillt. Hierzu wurden jeweils 11ml Medium mittels einer 25ml-Pipette blasenfrei in die
Wachstumsboxen pipettiert und bis zum Erkalten stehen gelassen. Die Boxen wurden mit Folie

abgedeckt, in WhirlPak®bag’s verpackt und in Container fiir den Transport verpackt.

3/4MS-Medium: 3,3g MS-Fertigmischung der Firma Sigma (Katalog-Nr. M5519)
13,3g Saccharose
7,5ml 100xMS Vitaminstammlosung
20g Agar
auf pH 5,7 — 5,8 einstellen und mit reinstem Wasser auf einen Liter auffiillen

100xMS Vitaminstammlosung: 50mg/1 Nicotinsdure
10mg/1 Thiamin HCI
50mg/1 Pyrodoxol HCI
10 g/l myo-Inositol

Zur Herstellung von Fixierlosung und Waschpuftfer wurden 3L Waschpuffer, sowie weitere 1,5L
Waschpuffer als Grundlage fiir das Fixanz hergestellt und autoklaviert. Dann wurde 1L
Formaldehyd-Losung (20%) hergestellt. Dazu wurde das Formaldehyd bei stindigem Riihren und
Erhitzen (max. 70°C) zum Wasser gegeben. Um den Losungsvorgang zu erleichtern, wurden nach
Bedarf einige Tropfen konzentrierte Natronlauge hinzugegeben. Die erkaltete Formaldehydlosung
wurde zu den 1,5L autoklaviertem Waschpuffer gegeben. Fixierlosung und Waschpuffer wurden
anschliefend mittels Anlegen eines Unterdrucks entgast und blasenfrei in Vorratsbehélter (ACTS)
eingefiillt, aus denen im Biolab der ISS spiter die Einspritzung in die Wachstumsboxen erfolgen
konnte. Auch die Vorratsbehélter wurden in WhirlPak®bag verpackt und in Containern fiir den
Transport vorbereitet.

Fixierlosung: 37,5ml IM PIPES
7,5ml IM MgSO,
75 ml 100mM EGTA
75 ml DMSO
auf pH 6,8 eingestellt und auf 1,35L mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Nach dem
Autoklavieren Zugabe von 150ml Formaldehyd (20%)

Waschpuffer: wie Fixierlosung, jedoch ohne Zugabe von Formaldehyd
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2.6.4 Wachstum der Keimlinge in Schwerelosigkeit

Die Samen auf Wachstumsstreifen, Fixierlosung, Waschpuffer und die mit Wachstumsagar befiillten
Boxen wurden mittels eines Space-Shuttles in das Biolab der ISS verbracht und dort bis zum
Beginn des Experimentes meist bei 4°C gelagert. Am Tage des Wachstumsbeginns wurden durch
den zustindigen Astronauten mit Hilfe eines Stempels die Wachstumsstreifen auf den
Wachstumsagar gepresst und so der Wachstumsvorgang eingeleitet. Das Keimlingswachstum wurde
mittels automatisch erstellter und durch den Astronauten durchgefiihrter Fotoaufnahmen
dokumentiert. Bedingungen wie Luftfeuchtigkeit und Temperatur sollten jederzeit angepasst werden
konnen, was jedoch nur bei WAICO2 funktionierte. Um schlieflich das Wachstum zu beenden,
wurde mittels einer Pumpe und einer Kaniile aus dem ACTS Fixierlosung in die Boxen eingeleitet.
Dies fiihrte zum Fixieren der pflanzlichen Zellstruktur. AnschlieBend wurde die Fixierlosung
abgepumpt und Waschpuffer eingeleitet. Spiter erfolgte der Riicktransport des fixierten

Pflanzenmaterials zur Erde.

2.6.4.1 Durchfiihrung von WAICO 1

Die erste morphologische Auswertung der Keimlinge erfolgte anhand automatisch erstellter
Aufnahmen nach 12 Tagen storungsfreiem Wachstum. Beim Versuch der anschlieBenden Fixierung
verklemmte die aktive Zentrifuge, so dass diese nicht durchgefiihrt werden konnte. Wiahrend die
A-Boxen (Wachstum unter pg-Bedingungen) nach 10 Tagen zuriick auf die Erde verbracht werden
konnten, verblieben die B-Boxen (geplantes Wachstum unter 1g-Bedingungen) fiir weitere
6 Monate ohne Schwerkraft auf der ISS, so dass die Keimlinge bis zum Absterben unter pg-
Bedingungen weiterwuchsen. Daher wurden die Keimlinge der A-Boxen nach Riickkehr auf die
Erde einer weiteren morphologischen Untersuchung unterzogen, wihrend die Keimlinge der
B-Boxen aufgrund des ungeplanten Wachstum nicht weiter ausgewertet wurden.

Im Labor in Hannover wurden die Keimlinge der A-Boxen zunéchst vollstdndig mittels Fotoapparat
und Stereolupe fotografiert. Die Morphologie der in Schwerelosigkeit und in simulierter
Schwerkraft gewachsenen Keimlinge wurde, insbesondere in Hinblick auf Coil-Bildung (Anzahl,
Durchmesser, Torsion) verglichen. AnschlieBend wurden die Keimlinge aus dem Agar entnommen,
in Wurzel und Blattanteil aufgetrennt und verschiedene Parameter vermessen (Haupt- und
Seitenwurzellinge, Anzahl Seitenwurzeln, Hypokotyl- und Petiolenlinge, Blatt- und

Kotyledonenflédche).
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2.6.4.2 Durchfuhrung von WAICO 2

Der zweite Durchlauf der Weltraumversuche auf der ISS verlief bis auf einen kurzfristigen Ausfall
von Licht und Zentrifugalkraft fiir alle Boxen zu Beginn des Wachstums storungsfrei. Das
Wachstum erfolgte bei 70% Luftfeuchtigkeit in LED-belichteten Boxen. Die Fixierung erfolgte mit
Ausnahme der Box BS5 planmiBig nach 12-tigigem Wachstum in den Zentrifugen des BIOLAB auf
der ISS. Fiir Box B5 konnte aus technischen Griinden keine Fixierung durchgefiihrt werden. Diese
Box wurde daher bei der Auswertung nicht berticksichtigt. AnschlieBend wurden die Keimlinge mit

Waschpuffer gespiilt und bei konstanter Kiihlung zurtick auf die Erde verbracht.

Im Anschluss erfolgte die Ermittlung von Proteinexpressionsmustern in den Wurzelzellen der
Keimlinge mittels maschinell durchgefiihrtem Immunolabeling. Hierzu wurden im sogenannten
Whole Mount — Verfahren die Wurzel-Anteile der Keimlinge mit Hilfe eines in Freiburg etablierten
Verfahrens auf die Lokalisierung einzelner Proteine, konkret PIN1, PIN2, PIN4, alpha Tubulin und
pPLA-I hin untersucht. Es handelt sich hierbei um ein maschinell durchgefiihrtes Verfahren, bei
dem die Zellwdnde der Keimlinge zundchst mittels Zellwand-degenerierender Enzyme
aufgebrochen werden, um das Eindringen von Antikorpern zu erleichtern, die spezifisch an die oben
genannten Proteine binden. AnschlieBend werden diese primédren Antikorper mit weiteren,
sekunddren Antikdrpern markiert. Diese verfiigen iiber ein Fluoreszenz-Merkmal (rote oder griine
Fluoreszenz), welches dann mittels konfokaler Lasermikroskopie detektiert werden kann und
indirekt die Lokalisierung des gewiinschten Proteins anzeigt.

Nach dem maschinellen Labeling-Verfahren wurden die Wurzeln &uflerst vorsichtig auf
Objekttrager iiberfiihrt, mit einem Mounting-Medium versetzt und luftdicht mit einem Deckglas
abgedeckt. Das Mounting-Medium fordert aufgrund seines Brechungsindex die Aufnahmequalitét
der Konfokal-Fotos, verhindert die Degradierung von Proteinen und ist zudem mit DAPI versetzt,
welches DNA blau anfarbt. Somit konnten unter dem konfokalen Lasermikroskop insgesamt drei
verschiedene Fluoreszenzfarben detektiert werden. Das blaue Spektrum diente der Detektion der
Zellkerne. Mittels roter Fluoreszenz wurden primire Antikorper detektiert, die aus Kaninchen (R)
stammten und mittels griiner Fluoreszenz wurden primdre Antikorper detektiert, die in
Meerschweinchen (GP) und Méusen (M) hergestellt wurden. Im ersten Konfokal-Durchgang
wurden zunéchst die Keimlinge der Boxen A3, A5, B3 und B6 in 15ml-Reaktionsgefif3e (Falcon)
mit Waschpuffer iiberfiihrt und bei 4°C nach Freiburg iiberfiihrt. Dort wurde der Grofteil der
Keimlinge fiir das Immunolabeling verwendet. Hierzu wurde jeweils die komplette Wurzel vom

Hypokotyl abgetrennt und entsprechend dem Immunolabeling-Protokoll (s. 7ab. 24) behandelt.
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Tabelle 24: Protokoll des maschinell durchgefiihrten Immunolabeling von Keimlingen aus WAICO2

Behandlung Reagenz Temperatur | Dauer
Waschen MTSB RT 10min
Enzymatische Zellwanddegeneration Driselase/Mazerozym * 37°C 30min
Waschen MTSB RT 12min
Waschen MTSB RT 12min
Detergenzbehandlung NP40/DMSO ** RT 20min
Waschen MTSB RT 12min
Waschen MTSB RT 12min
Blocken 2%BSA RT 1h

Primérer Antikorper PIN / AtPLAI-AK RT 4h

Waschen MTSB RT 15min
Waschen MTSB RT 15min
Waschen MTSB RT 15min
Sekundirer Antikorper Anti-M, -R, GB *** RT 3h

Waschen MTSB RT 15min
Waschen MTSB RT 15min
Postfixierung 4% Formaldehyd RT 30min
Waschen MTSB RT 15min
Waschen dH,O RT 15min

*39%NP40 (Nonidet) / 10% DMSO

**Driselase 0,20% / Mazerozym 0,20%

Driselase from Basidomycetes sp. (Sigma D9515 - 25g)

% Anti-GP-AK, Alexa Fluor 488 (green), Invitrogen, 1:500
Anti-R-AK, Alexa Fluor 546 (red), Invitrogen, 1:500

Mounting Medium: SlowFadeRGold Antifade reagent with DAPI (Invitrogen, Katalog-Nr.

336936 ).

Hypokotyl und Blétter wurden wieder in die 15ml-Reaktionsgefia3e tiberfiihrt und zusammen mit

den nicht-genutzten Keimlingen (A3:12, 13, 15; A5: 1, 10, 14; B3: 9; B6: 7, 11M, 12M,13) zuriick

nach Hannover verbracht. Von den weiteren Keimlingen der Boxen A3, A5, B3 und B6 wurden ein

Labeling mit verschiedenen Antikérpern durchgefiihrt. Wurzeln der Keimlinge, deren zugehorige

Boxen und verwendete Fluoreszenzfarben sind in 7ab. 25 aufgefiihrt.
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Tabelle 25: Entnahmebox der verwendeten Keimlinge und jeweiliges Labeling mit primdren und

sekunddren Antikorpern, Durchlauf 1.

Proben-Nr. |Entnahmebox Keimling Nr. | Antikdrperbehandlung (R-red, GP-green, M-green)
1 A3 (WtWs/1g) |1-4 PIN1-R 1:600, PIN2-GP 1:600

2 A5 (KO Ws/1g) |2-5 PIN1-R 1:600, PIN2-GP 1:600

3 B3 (WtWs/pnug) |1-4 PIN1-R 1:600, PIN2-GP 1:600
4 B6 (KO Ws/ug) |1-4 PIN1-R 1:600, PIN2-GP 1:600

5 A3 (WtWs/1g) |5-8 PIN3-GP 1:300, PIN4-R 1:400

6 A5 (KO Ws/1g) |6-9 PIN3-GP 1:300, PIN4-R 1:400

7 B3 (Wt Ws/pnug) |5-8 PIN3-GP 1:300, PIN4-R 1:400

8 B6 (KO Ws/ug) |5,6,8,9 PIN3-GP 1:300, PIN4-R 1:400

9 A3 (WtWs/1g) |9-11, 14 PIN7-M 1:50 , pPLA-I-R 1:1000
10 A5 (KO Ws/1g) 11-13 PIN7-M 1:50 , pPLA-I-R 1:1000
11 B3 (Wt Ws/pnug) |10-13 PIN7-M 1:50 , pPLA-I-R 1:1000
12 B6 (KO Ws/ug) [10-12,14 PIN7-M 1:50 , pPLA-I-R 1:1000

Im zweiten Durchlauf wurden neben den Wurzeln der zuriick verbrachten Keimlinge auch diese aus
den Boxen A2, B2 und A6 verwendet. Hierzu wurden die Wurzeln diesmal direkt in Hannover
pripariert und in 2ml Eppendorf-Reaktionsgefdlen in MTSB bei 4°C nach Freiburg transportiert.
Dabei wurde die Wurzel teilweise in Hauptwurzel und Mittelstiick (M) der Wurzel unterteilt. Das
Hypokotyl und die Blitter wurden ebenfalls in 2ml Eppendorf-Reaktionsgefile gegeben und bei
4°C weiter in Hannover gelagert. Keimlingswurzeln, zugehorige Boxen und Férbungen sind 7ab. 27
zu entnehmen.

Die konfokale Lasermikroskopie wurde im Freiburger Labor von Prof. Dr. K. Palme in
Zusammenarbeit mit Dr. F. Ditengou durchgefiihrt. Verwendet wurde ein Konfokalmikroskop der
Firma Leica. Es wurde mit 20- und 60-facher VergroBerung und teilweise einem weiteren Zoom
gearbeitet. Der verwendete Detektor Gain fiir die drei Fluoreszenzfarben, welcher ein MaB fiir die
Detektionsgrenze und damit fiir die Spezifitdt der Fluoreszenz darstellt, lag zwischen 100 und 164
und wurde fiir eine verbesserte Bildqualitdt jeweils optimiert, so dass die einzelnen Fluoreszenz-

Signale gut sichtbar waren und sich nicht gegenseitig iiberlagerten.
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Tabelle 26: Entnahmebox der verwendeten Keimlinge und jeweiliges Labeling mit primdren und

sekunddren Antikorpern, Durchlauf 2.

Proben-Nr. |Entnahmebox |Keimling Nr. | Antikdrperbehandlung (R-red, GP-green, M-green)

17 A2 1-5 PIN1-R 1:600, PIN2-GP 1:600
A3 12,15

18 B2 1-6 PIN1-R 1:600, PIN2-GP 1:600
B3 9

19 A6 1-6, 1M, 2M | PIN1-R 1:600, PIN2-GP 1:600
A5 1,10, 14

20 B6 7, 12M,13 PIN1-R 1:600, PIN2-GP 1:600

21 A2 06.10.10 PIN4-R 1:400, PIN7-M 1:50
A3 13

22 B2 7-12 PIN4-R 1:400, PIN7-M 1:50

23 A6 7-11,3M,4M | PIN4-R 1:400, PIN7-M 1:50
AS 14M

24 B6 11M, 13M PIN4-R 1:400, PIN7-M 1:50

25 A2 IM-4M pPLA-I-R 1:1000, a-Tub-M 1:200

26 B2 IM-4M,13,14 |pPLA-I-R 1:1000, a-Tub-M 1:200
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3. Ergebnisse

3.1 cDNA-Sequenzanalyse der pPLA-I

Nach Extraktion von RNA aus 7 Tage alten Keimlingen von A. thaliana der Okotypen
Wassilijewskia und Columbia, sowie anschlieBender RT-PCR mit pPLA-I-spezifischen Primern
wurde zunéchst versucht, die Gesamtsequenz der pPLA-I zu amplifizieren. Jedoch konnten aus den
jeweiligen Genpools von RNA Wassilijewskia und Columbia Wildtyp) trotz Variation
verschiedenster Amplifikationsbedingungen (Polymerase, Thermocyclerprogramm, Primer,
Templatekonzentration im PCR-Ansatz) keine spezifischen Fragmente grofler als ca. 2,7 kb
amplifiziert werden. Daher wurde die Sequenz in vier iiberlappende Teilamplifikate T1 — T4
unterteilt und anschlieBend sequenziert. Zusdtzlich wurde pPLA-I-haltige cDNA mittels
Phagenverdiinnung aus der Phagenbank CD4-16 gewonnen und ebenfalls eine vollstindige
Sequenzierung der pPLA-I vorgenommen. Die erhaltenen Sequenzinformationen wurden dann
mittels der Software ,.clc free workbench 3% zu einer kompletten Sequenz zusammengefiigt.

Die erhaltenen Sequenzen wurden sowohl miteinander, als auch mit der bei NCBI vorhandenen
cDNA-Sequenz (NM_104867.4), sowie mit der von Yang et al. (2007) postulierten Sequenz
abgeglichen. Zusitzlich wurden die cDNA-Sequenzen mit der genomischen Sequenz der pPLA-I
aus dem Klon F8K4 verglichen. Die gefundenen Unterschiede zwischen den Sequenzen der beiden
Okotypen sollten Riickschliisse auf die beobachtete unterschiedliche Physiologie der
Knockoutmutanten ppla-I-1 und ppla-1-3 liefern. Sollten keine Sequenzunterschiede gefunden
werden, miissten andere Faktoren fiir die phinotypischen Differenzen von ppla-1-1 und ppla-1-3

ursichlich sein.

Die Amplifikation der pPLA-I-cDNA-Gesamtsequenz scheiterte trotz der Verwendung
unterschiedlichster Amplifikationsbedingungen. Daher wurde mittels PCR tiberpriift, bis zu welcher
Linge Amplifikate der pPLA-I hergestellt werden konnten. Die Primerpaare wurden dabei so
gewdhlt, dass 9 verschiedene pPLA-I-Amplifikate mit Lingen zwischen 368bp und 3936bp gebildet
werden sollten. Es konnte festgestellt werden, dass eine Amplifikation von Teilfragmenten grofer
als 2729bp unter den verwendeten Versuchsbedingungen nicht moglich war (s. Tab. 27, s. Abb. 11).
Als Positivkontrolle wurde Plasmid-DNA der pPLA-I-Sequenz aus dem Klon CD4-16 verwendet.
In Tab. 28 sind die Amplifikatlangen der jeweiligen Primerpaare aufgefiihrt.
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Tabelle 27: Verwendete PCR-Bedingungen zur vollstindigen Amplifikation der pPLA-I-cDNA-Sequenz

4kb—
2kb—

1kb—

1kb 1 2 3

4 5 6 7 8

9 10

Primerpaare pPLA-I Yang, pPLA-I cDNA 4.1kb, pPLA-I cDNA full length, B1 -pPLA-1 cDNA -B2
tag-Polymerase (5-Prime), pfu-Polymerase (Biorad), i-Proof Polymerase (Biorad), pfx
Polymerasen ]
50 (Invitrogen)
Templategehalt | 10pg — 1ug DNA /Reaktionsansatz in Abstinden von einer Zehnerpotenz
Thermocycler- | verdnderte Parameter: Elongationszeit (30s — 3min / kb), incl. Nachpipettieren von
programm Polymerase, Annealingtemperatur (40°C — 72°C)

1kb

Abbildung 11: Gelelektrophorese verschieden langer Teilamplifikate der pPLA-I-cDNA-Sequenz

aus Wassilijewskia Wildtyp. Verwendete Primer fiir die einzelnen Teilamplifikate Reihe 1-10:
s. Tab. 29 . 1kb: DNA-Standard. Aufiragsvolumen je Sul.

Tabelle 28: Verwendete Primerpaare fiir pPLA-I-Amplifikationsreihe mit Wassilijewskia Wildtyp
(Ws Wt) als cDNA-Template.

Spur | forward-Primer reverse-Primer Amplifikat- | cDNA-Template
lange

1 pPLA-I cDNA _for7 pPLA-I full length cDNA_rev 368 bp Ws Wt

2 pPLA-I Exonl8 for pPLA-I Exonl8 rev 483 bp Ws Wt

3 pPLA-I full length cDNA for |pPLA-IcDNA revl 680 bp Ws Wt

4 pPLA-I ¢cDNA_for6 pPLA-I full length cDNA _rev 926 bp Ws Wt

5 pPLA-I cDNA_for5 pPLA-I full length cDNA_rev 1465 bp Ws Wt

6 pPLA-I cDNA for4 pPLA-I full length cDNA_rev 2076 bp Ws Wt

7 pPLA-I cDNA_for3 pPLA-I full length cDNA_rev 2729 bp Ws Wt

8 pPLA-I cDNA for2 pPLA-I full length cDNA_rev 3354 bp Ws Wt

9 pPLA-I full length cDNA_for |pPLA-I full length cDNA rev 3936 bp Ws Wt

10 pPLA-I full length cDNA_for |pPLA-I full length cDNA rev 3767 bp CD 4-16 als

Positivkontrolle
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3.1.1 Gewinnung der cDNA der pPLA-I durch Phagenverdiinnung der
Phagenbank CD4-16

Zur Gewinnung eines pPLA-I-haltigen Klons aus der Phagenbank CD4-16 wurden die Phagen
zunichst in MRF’-Zellen kloniert und der Phagentiter bestimmt. In der ersten Verdiinnungsstufe
wurden auf 10 LB-Platten jeweils etwa 5000 Phagenklonen ausplattiert. So wurden insgesamt ca.
50000 Phagenklone gescreent. Die Platten wurden in einer Kolonie-PCR mittels spezifischer
pPLA-I Exonl8-Primer auf das Vorhandensein der pPLA-I-Sequenz getestet. Platten, deren
Screening ein spezifisches Amplifikat ergab, wurden mit Pufferlosung aufgeschwemmt, und die
Phagen-haltige Pufferlosung erneut auf 10 Platten (also geschitzte 500 Phagenklone je Platte)
aufgeteilt und diese gescreent. Nach einer weiteren durchgefiihrten Verdiinnungsstufen wurden von
Proben einzelner Plaques Kolonie-PCR'’s durchgefiihrt, bis letztendlich eine positive Kolonie
gefunden werden konnte (s. Abb. 12). Mittels des so erhaltenen Phagenklons wurde pPLA-I-haltige
Plasmid-DNA gewonnen und diese zur Amplifikation der pPLA-I-cDNA und zur Sequenzierung

weiterverwendet.

100bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 100bp

500bp — <~ pPLA-I Exon18-Amplifikat

500bp — <—pPLA-I Exon18-Amplifikat

500bp — <—pPLA-I Exon18-Amplifikat

500bp — «—pPLA-I Exon18-Amplifikat

Abbildung 12: DNA-Gelelektrophorese nach PCR mit pPLA-I Exonl8-Primern. Dargestellt ist das
Screening der einzelnen Phagenverdiinnungsstufen bis zur Uberpriifung einzelner Plagues. Spuren
1-10 zeigen die gebildeten Amplfikate jeweils einer Platte/einer Kolonie. 100bp: DNA-Standard.
Auftragsvolumen je Sul.
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3.1.2 Amplifikation von Teilsequenzen der pPLA-I

Wenn ¢cDNA aus den Wildtypen Wassilijewskia und Columbia oder dem Phagenklon CD4-16
eingesetzt worden war, ergab die Gelelektrophorese bei allen drei Templates jeweils gleich grof3e
Amplifikate fiir T1, T3 und T4. Lediglich bei Fragment T2 zeigten sich Lingenunterschiede der
Amplifkate bei Verwendung unterschiedlicher Templates. So wies das Teilamplifikat T2 bei
Verwendung von cDNA aus isolierter RNA der beiden Okotypen jeweils eine Linge 1358 bp auf,
wihrend dieses Fragment bei Einsatz von Plasmid-DNA des Klons CD4-16 nur 1189 bp lang war.
Auch war festzustellen, dass die Amplifikation von T2 unter Verwendung gleicher PCR-
Bedingungen bei Benutzung von RNA aus den Okotypen Wassilijewskia und Columbia weniger

effizient im Vergleich zur Amplifikation von T2 aus dem Klon CD4-16 war (s. Abb. 13, s. Tab. 29).

1kb  T1 T2 T3 T4 1kb

1,5 kb—

1,5 kb—

1,5 kb—

Abbildung 13: Gelelektrophorese der Teilamplifikate Tl — T4 unter Verwendung der hergestellten
c¢DNA aus dem Okotypen Wassilijewskia und Columbia, sowie dem Phagenklon CD4-16
(Columbia) als Template. Tl - T4 stellen Teile der Gesamtsequenz von pPLA-I dar. 1kb: DNA-
Standard. Auftragsvolumen je 5Sul.
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Tabelle 29: Linge in bp der Teilfragmente T1 - T4 bei Verwendung der unterschiedlichen Templates

Template  / cDNA aus Ws Wt cDNA aus Col Wt|Plasmid-DNA aus CD4-16
Teilamplifikat | Position / Lange Position / Liange Position / Lange

T1 1-1201bp / 1200bp 1 -1201bp / 1200bp 1 -1201bp / 1200bp

T2 1101 - 2458bp / 1358bp | 1101 - 2458bp / 1358bp 1101 - 2289bp / 1189bp
T3 2401 - 3936bp / 1536bp 2401 - 3936bp / 1536bp 2232 -3767bp / 1536 bp
T4 2207 - 3361bp / 1155bp  |2207 - 3361bp / 1155bp 2038 -3192bp / 1155bp

Die amplifizierten Teilsequenzen der pPLA-I-cDNA aus den Okotypen Wassilijewskia und
Columbia, sowie aus dem isolierten CD4-16-Klon wurden zur Sequenzierung an die Firma Seqlab
versandt. AnschlieBend wurden die liberlappenden Sequenzstiicke mittels der Software ,.clc free
worbench 3 zusammengesetzt und so jeweils eine Gesamtsequenz erhalten. Die einzelnen pPLA-I-
Sequenzen wurden dann fiir ein Alignment mit der in NCBI angegebenen cDNA-Sequenz, der von
Yang et al. (2007) postulierten Sequenz und der genomischen Sequenz aus dem Bac-Klon F8K4

verwendet (Gesamtsequenz s. Anhang)

3.1.3 Alignment der Sequenzvarianten der pPLA-I

Die aus der Gesamt-RNA hergestellte cDNA-Sequenz der pPLA-I aus dem Okotypen
Wassilijewskia hat eine Gesamtlinge von 3936bp und besteht aus 18 Exonen. Im Vergleich zu der
durch Yang et al. (2007) bei NCBI angegebenen cDNA-Sequenz enthilt sie ein zusitzliches Exon
(Exon 4) im Bereich von 2352bp bis 2504bp mit einer Gesamtlidnge von 153bp, sowie 3 zusitzliche
Nukleotide am beginnenden Exon 5 (2595bp — 2597bp). Im Vergleich zur cDNA-Sequenz der
pPLA-I aus dem CD4-16-Klon verfiigt sie zudem {iiber ein zusétzliches Exon (Exon 7) im Bereich
von 1278bp bis 1440bp mit einer Lénge von 163bp. Die Sequenz stimmt mit dem
korrespondierenden Sequenzteil der genomischen pPLA-I-Sequenz aus dem Klon F8K4 vollstindig
iberein.

Die aus der Gesamt-RNA hergestellte cDNA-Sequenz der pPLA-I aus dem Okotypen Columbia
verfligt ebenfalls wie die Wassilijewskia-Variante iiber eine Gesamtlinge von 3936bp und besteht
aus 18 Exonen. Die Nukleotidabfolge ist mit der Wassilijewskia-Variante vollstindig identisch.

Die cDNA-Sequenz der pPLA-I aus der CD4-16-Phagenbank weist eine Gesamtldnge von 3767bp
auf. Sie verfligt zwar, wie die aus extrahierter RNA erhaltenen Sequenzen, iiber ein weiteres Exon

im Bereich von 2352bp bis 2504bp (Exon4). Ihr fehlt jedoch das allen anderen Sequenzen
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gemeinsame Exon 7 im Bereich von 1278bp bis 1440bp. Zudem existieren 18 Punktmutationen im
Vergleich zu den anderen vorliegenden Sequenzvarianten. Hierbei handelt es sich um T—C -
Austausche an den Positionen 94bp, 488bp, 499bp, 558bp, 728bp, 1716bp und 1949%bp, G—A -
Austausche an den Positionen 939bp, 1759bp, 1769bp, 2657bp und 3418bp, A—G - Austausche an
den Positionen 146bp, 1467bp, 2657bp, 3418bp, 3712bp und 3905bp, sowie einen A—T -
Austausch bei 225bp.

Eine Zusammenfassung der jeweiligen Sequenz-Eigenschaften und - Unterschiede ist in Abb. 14.

dargestellt. Die Sequenzierungsergebnisse sind im Anhang aufgefiihrt.

genom. DNA Col

DNACINCE NI DD EENE DE D NN i
RNA Col CCOOIDDDDNEEI DN DD mDmm Ei
OOl DD N D e

cDNA Col IMMbooinOO Ef OO D0 OO0 =1 0 oc4a

(CD4-16)

Yanget al II:ID[I OO0CO0 OO0 OO O0E

(NM__104867.3)
[ |
| |

0b
P 3936 bp

500 bp

Abbildung 14: Graphische Darstellung der pPLA-I-Sequenzunterschiede zwischen der bei NCBI
verdffentlichten cDNA-Sequenz (NM 104867.4), der cDNA-Sequenz von aus den Okotypen
Wassilijewskia und Columbia isolierter RNA, der cDNA-Sequenz aus dem Klon CD4-16 und der
postulierten cDNA-Sequenz von Yang et al. (2007) im Vergleich zur genomischen DNA-Sequenz aus
dem Bac-Klon F8K4 (Col Wt). Graue Kdsten zeigen Exon-Strukturen, schwarze Striche Intron-
Strukturen. Mit rot sind die Unterschiede in der Nukleotidsequenz im Vergleich zur

Konsensussequenz (FSK4) dargestellt.

Die abgeleiteten Aminosduresequenzen der aus der RNA von Wassilijewskia und Columbia Wildtyp
gewonnenen pPLA-I-cDNA’s sind einander vollkommen identisch und zeigen auch im Vergleich
zur in der Datenbank NCBI seit 05/2011 eingestellten Sequenz keine Unterschiede. Im Vergleich
zur abgeleiteten Aminosduresequenz der von Yang et al. (2007) postulierten cDNA-Sequenz fehlen
jedoch 2 Aminoséuren ab Position 729, anschlieBend folgt ein Aminosdureaustausch D—N.

Anstelle der Aminosduresequenz im Bereich von Exon4 weist diese Sequenz im Bereich von 223
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AS - 226AS eine alternative Sequenz auf, die sich von der auf Exon3 direkt nachfolgenden Intron-
Sequenz herleiten ldsst. Die abgeleitete AS-Sequenz aus der cDNA des CD4-16-Klons zeigt fiinf
Aminosédureaustausche: H—R an Positon 49, R—S an Position 75, L—P an Position 163, I—T an
Position 243 und M—I an Position 313. Durch das Fehlen von Exon7 kommt es zu einer
Verschiebung des Leserahmens und einer daraus resultierenden ,,nonsense“-Sequenz, in der
zahlreiche Stop-Codons enthalten sind. Ab Positon 426 unterscheidet sich die AS-Sequenz aus dem
CD4-16-Klon daher im Vergleich zu den anderen Sequenzen vollstindig. Der erste Sequenzabbruch

durch ein Stop-Codon liegt an Position 435 (s. 4bb. 15).

cDNA Col NCBI
(NM_ 104867.4)

RNA Col

RNA W5

cDNA Col
(CD4-16)

Yang et al.
(NM_104867.3)

=
>
wn

1312 AS

100 AS

Abbildung 15: Vergleichende Darstellung der aus der Nukleinsduresequenz verschiedener pPLA-I-
Varianten hergeleiteten Proteinsequenz. Verglichen wurden die hergeleiteten Sequenzen von aus den
Okotypen Wassilijewskia und Columbia isolierter RNA, der cDNA aus dem CD4-16-Klon und der
von Yang et al. (2007) vorgeschlagenen cDNA-Sequenz mit der bei NCBI eingestellten cDNA-
Sequenz der pPLA-1 (NM_104867.4).

3.2 Ermittlung der relativen RNA-Expressionsrate der pPLA-I

Das in der pPLA-I-Sequenz des Phagenklons CD4-16 fehlende Exon 7 legt den Schluss nahe, dass
die cDNA-Sequenz von CD4-16 aus einer hiufig vorkommenden, fehlgespleisten mRNA iibersetzt
wurde und dass durch dieses Fehlsplicing die vollstindige Sequenz-Variante mit Exon7 seltener
exprimiert wird. Dies konnte im Zusammenhang mit den gefundenen phénotypischen Unterschiede

zwischen den pPLA-I-Knockoutmutanten ppla-I-1 und ppla-I-3 stehen. Um die RNA-
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Expressionsrate der vollstindigen Sequenz im Vergleich zur Sequenz mit fehlendem Exon7 in
Abhiingigkeit zum jeweiligen Okotyp (Wassilijewskia oder Columbia) zu ermitteln, wurden
Primerpaare entwickelt, die entweder in beiden Sequenzvarianten spezifische PCR-Produkte
amplifizieren (N- und C-terminale Primer) oder nur in der Gesamtsequenz (Exon7-Primer). Der
Vergleich der Expressionsraten sollte dann mogliche Unterschiede auf Transkript-Ebene aufdecken.
Im weiteren sollte die vermutete Beteiligung des pPLA-I am Lichtsignalweg von Arabidopsis
anhand des RNA-Levels nachgewiesen werden. Diesbeziiglich mittels Immunolabeling und
Reporterproteinen gefundene Resultate sollten untermauert werden. Hierzu wurden Primer
verwendet, die spezifisch nur Teile der Gesamtsequenz der pPLA-I amplifizieren (Exon7-Primer).
Die verwendeten Arabidopsis-Keimlinge wurden in einem definierten Licht-Dunkel-Rhytmus
angezogen und an definierten Zeitpunkten die RNA-Expressionsrate ermittelt. So sollte eine

mogliche Licht-abhéngige Steuerung der RNA-Expression nachgewiesen werden.

3.2.1 RNA-Expressionsraten verschiedener pPLA-I-Sequenzvarianten

Die gefundene Sequenzvariante des CD4-16-Klons mit fehlendem Exon 7 fiihrte zu der
Uberlegung, dass diese Sequenz aus einer hiufigen mRNA iibersetzt wurde und dass eventuell
durch Fehlsplicing die Variante mit Exon 7 seltener iiberexprimiert wird. Um dies zu testen, wurden
fiir C-terminus, Exon7 und N-terminus geeignete Primer fiir gPCR-Analysen gesucht und auf ihre
Effizienz getestet. AnschlieBend wurde die relative RNA-Expressionsrate der genannten

Sequenzteile ermittelt.

3.2.1.1 Uberpriifung der Primerpaare auf spezifische und unspezifische Amplifikation

Um festzustellen, ob die entwickelten Primer grundsitzlich fiir die Verwendung in der Realtime-
PCR geeignet sind, wurde eine Standard-PCR mit anschlieBender Gelelektrophorese durchgefiihrt.
Als Template wurde cDNA verwendet die aus isolierter RNA aus Arabidopsis (Wassilijewskia
Wildtyp) transkribiert wurde. Nur Primerpaare, die in der PCR ein Fragment spezifischer Grof3e,
aber keine weiteren unspezifischen Fragmente amplifizierten, wurden fiir die Primeroptimierung
weiterverwendet (s. Abb. 16). Einige Primerpaare konnten nicht fiir einen Primereffizienztest
weiterverwendet werden, da sie unspezifische Amplifikate ausbildeten (C4 und C6, sowie

Ex7/2 - Ex7/5) oder kein spezifisches Amplifikat synthetisierten (C3).
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<—unspezifische Amplifikate

Ex7/1  Ex7/2 Ex7/3 Ex7/4 Ex7/5 Ex7/6

350 bp— <unspezifische Amplifikate

200 bp— <unspezifische Amplifikate

50 bp—

Abbildung 16: Gelelektrophorese der PCR mit verschiedenen Realtime Primern zur Uberpriifung
auf spezifische und unspezifische Amplifikationen. NI1-N8: Primer zur Amplifikation von N-
terminalen Sequenzstiicken, CI1-C8: Primer zur Amplifikation von C-terminalen Sequenzstiicken,
Exon7/1 -Exon7/6: Primer zur Amplifikation von Sequenzstiicken aus Exon7. Die Primerpaare
Cterm4, Cterm6, Cterm 8, sowie Exon 7/2 bis Exon 7/5 bildeten bei der PCR unspezifische
Amplifikate aus. 50bp: DNA-Standard. Auftragsvolumen je Sul.

3.2.1.2 Quantitative Realtime-PCR (qPCR)

Fiir den Primereffizienztest musste zundchst Exon7-haltige Plasmid-DNA hergestellt werden, um
die Exon7-Primerpaare testen zu konnen. Daher wurde eine ca. 1400bp lange, Exon7-haltige
Sequenz (pPLA-I-Teilamplifikat T2 aus Wassilijewskia, s. 3.1.2) mittels attB-Primern amplifiziert
und in den Vektor pDONR221 kloniert. Zur Uberpriifung des Klonierungserfolges des Exon7-
haltigen Fragmentes wurde eine PCR mit den Primern B1-pPLA-I Exon7-B2_for und -rev, sowie
eine Kontrollspaltung mit dem Restriktionsenzym EcoRV durchgefiihrt. Das Amplifikat sollte eine
spezifische Lange von ca. 1400bp aufweisen. Die Kontrollspaltung sollte zwei Fragmente mit einer

GroBe von 2,5kb und 1,5kb ergeben (s. Abb. 17).
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A B C
1kb T2 1kb T2 1kb T2 EcoRV
1,5 kb — .
< Exon7-Amplifikat
1 kb — 3 kb— — 2,5kb-Fragment
2 kb—
1,5kb — < 1,5kb-Fragment

Abbildung  17:  Gelelektrophoresebilder — zur  Herstellung des  Konstruktes  pPLA-I
Exon7/pENTRY221. A) Amplifikation von BIl-pPLA-1 Exon7-B2 aus pPLA-I-haltiger c¢DNA
(Wassilijewskia Wildtyp) mit BI-pPLA-I Exon7-B2-Primern. B) PCR zur Uberpriifung des
Klonierungserfolges von pENTRY221-Exon7 mit M13-Primern C) Restriktionsenzymspaltung von
B1-pPLA-I Exon7-B2/pENTRY221 mit EcoRV. 1kb: DNA-Standard. Auftragsvolumen je Sul.

Nach Gewinnung der Exon7-haltigen Plasmid-DNA konnte der Primereffizienztest durchgefiihrt
werden. Die getesteten Primerpaare wurden zundchst anhand der Negativkontrolle der qPCR auf
unspezifische Amplifikationen untersucht. Die Primereftizienz wurde nur fiir Primerpaare ermittelt,
bei denen die Negativkontrolle Amplifikationswerte iiber 31 aufwiesen oder keine

Amplifikationszahl ermittelt werden konnte (s. 7ab. 30).

Das Primerpaar Nterm6 ergab in der PCR eine Amplifikationszahl unter 31, was auf unspezifische
Bindungen der Primer hindeutet. Die Primerpaare Cterm4, Cterm6, Cterm 8, sowie Exon 7/2 bis
Exon 7/5 bildeten bei der PCR unspezifische Amplifikate aus. Bei der PCR mit den C-term3-
Primerpaaren konnte kein Amplifikat spezifischer Lénge gebildet werden. Daher scheiden die

genannten Primerpaare fiir eine Verwendung in der Realtime-PCR aus.

Tabelle 30: Uberpriifung der Primerpaare auf Eignung fiir den Einsatz in der Realtime-PCR.

Primerpaar Zyklenzahl Primerpaar Zyklenzahl Primerpaar Zyklenzahl
Nterml - Cterm1 - Exon7/1 33,8

Nterm?2 - Cterm2 - Exon7/2 Unspez. Ampl.
Nterm3 - Cterm3 kein Ampl. Exon7/3 Unspez. Ampl.
Nterm4 - Cterm4 Unspez. Ampl. |Exon7/4 Unspez. Ampl.
Nterm5 34,4 Cterm5 - Exon7/5 Unspez. Ampl.
Nterm6 25,64 Cterm6 Unspez. Ampl. |[Exon7/6 -

Nterm?7 38,6 Cterm7 35,5

Nterm8& 34,9 Cterm8 Unspez. Ampl.
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Die in 7ab. 31 genannten Primerpaare weisen eine Primereffizienz im Bereich von 0,8 - 1,2 auf. Die
Primerpaare Nterm5, Cterml und Exon7/1 wurden fiir die Realtime-PCR zur Ermittlung der

Expressionsraten der betreffenden Sequenzabschnitte ausgewahlt.

Tabelle 31: Ermittelte Primereffizienz flir die ausgewihlten Primerpaare

Primerpaar | Steigung Primereffizienz-Gerade E(ffizienz) = 10¢"/Stigme)_]
Nterm5 -3,27 1,02
Nterm7 -2,93 1,19
Nterm8 -3,36 0,99
Cterm1 -3,72 0,86
Cterm7 -3,73 0,85
Exon 7/1 -3,14 1,08

Die anschlieBende Realtime-PCR wurde mit Primerpaaren des endogenen Vergleichsgens Ubiquitin
durchgefiihrt, da die Amplifikationszahlen denen der pPLA-I-spezifischen Primerpaare am
dhnlichsten sind. Als Template diente cDNA, die zuvor aus RNA von Wassilijewskia und Columbia
Wildtyp gewonnen worden war. Die aus der Realtime-PCR erhaltenen Zyklenzahlen der Sequenz-
spezifischen Primerpaare, sowie der Primerpaare der endogenen Gene wurden mittels der Software

REST 2009 ausgewertet (s. Abb. 18).
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Abbildung 18: Dargestellt ist die relative Expressionsrate verschiedener Sequenzbereiche der

PpPLA-I aus Wassilijewskia und Columbia Wildtyp.

Zwar wurden fiir den Wassilijewskia Wildtyp insgesamt hohere Expressionsraten als fiir den
Columbia Wildtyp ermittelt, es zeigten sich aber keine signifikanten Unterschiede im Verhéltnis der
Expressionsraten untereinander. Die errechneten Expressionsraten ergaben fiir den Wassilijewskia

Wildtyp ein etwa 40-fach hohere Expressionsrate des N-terminalen Sequenzbereichs, sowie eine
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etwa 8-fach hohere Expressionsrate des C-terminalen Sequenzbereichs im Vergleich zum
Sequenzbereich von Exon7. Im Columbia Wildtyp war die Expressionsrate im N-terminalen
Sequenzbereich etwa 30-fach und im C-terminalen Sequenzbereich erneut etwa 8-fach
hochreguliert, im Vergleich zur Expressionsrate des Sequenzbereiches von Exon7. Somit geben nur
Messwerte, die mit Primern fiir Exon7 erzeugt wurden, die Expressionsrate korrekt wieder. Daher

wurden die Exon7-Primer in allen folgenden Experimenten eingesetzt.

3.2.2 Abhangigkeit der pPLA-I-Expression vom Licht-Dunkel-Rhytmus

Die RNA-Expressionsanalyse von pPLA-I in Wassilijewskia Wildtyp-Keimlingen nach Beginn der
Lichtphase ergab zunéchst ein Ansteigen der relativen Expressionsrate bis auf 1,9-fach nach 15min.
Dann kam es zu einem leichten tendenziellen Abflachen des Wertes bis auf das 1,6-fache nach einer
Inkubationszeit von 300min. Im gesamten Zeitraum war eine Hochregulation der Expression durch
Licht zu verzeichnen.

Nach Beginn der Dunkelphase kam es zu einem geringen tendenziellen Abfall der relativen
Expressionsrate bis auf einen Minimalwert von 0,6-fach nach 150min. Nach 30min war bis zum
Ende des Untersuchungs-Zeitraums eine geringe Repression im Dunkeln im Vergleich zum

Ausgangswert zu verzeichnen (s. 4bb. 19).
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Abbildung 19: Dargestellt ist die relative Expressionsrate der pPLA-I aus dem Wassilijewskia
Wildtyp mit Exon7/1-Primern nach Beginn der Lichtphase und der Dunkelphase.
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3.3 Lokalisierung von pPLA-l in A. thaliana mittels Immunolabeling

Der Einsatz des Immunolabelings im Whole Mount Verfahren sollte die in situ - Lokalisierung der
pPLA-I in Arabidopsis ermoglichen, nachdem festgestellt wurde, dass das Immunolabeling im
Embedding-Verfahren nicht fiir Arabidopsis-Wurzeln geeignet ist. Zum einen sollte dadurch die
grundsitzliche Expression der pPLA-I auf Zellebene ermittelt werden, um Hinweise auf die
Funktion zu erhalten. Durch Verdnderung der Lichtbedingungen oder der Auxinkonzentration der
Zellen sollte weiter die Hypothese iiber eine mogliche Beteiligung der pPLA-I am Licht- und

Auxinsignalweg in Arabidopsis getfestigt werden.

3.3.1 Herstellung von pPLA-I spezifischen Antikorpern

Fiir ein spdteres Immunolabeling der pPLA-I in A. thaliana wurden zundchst zwei spezifische
Antikorper hergestellt. Ein N-terminaler Peptidantikdrper sollte dabei an beide ermittelten
Sequenzvarianten der pPLA-I binden konnen. Ein C-terminaler Antikorper, welcher mittels einer in
E. coli iiberexprimierten Peptidsequenz hergestellt wurde, diente der spezifischen Bindung an das
pPLA-I-Protein, das aus der vollstindigen RNA mit Exon7 synthetisiert wurde. Das hypothetische
Protein, das mdglicherweise aus RNA mit fehlendem Exon7 synthetisiert wurde, konnte durch
diesen Antikorper nicht detektiert werden. Hierdurch besteht die Moglichkeit, gegebenenfalls
Unterschiede in der Expression beider Proteinvarianten der pPLA-I zu ermitteln. Ansonsten bieten
zwei verschiedene Antikorper die Moglichkeit, die Ergebnisse wechselseitig zu {iberpriifen.

Die Auswahl der N-terminalen Peptidsequenz zur Herstellung des Peptidantikdrpers erfolgte
aufgrund von Sequenzvorschligen der Firma Eurogentec. Fiir die Herstellung des C-terminalen
Antikorpers wurde die komplette Proteinsequenz von Exon 18 ausgewihlt. Diese wurde in E. coli
iiberexprimiert. Die Immunisierung erfolgte jeweils in zwei Kaninchen und wurde mittels Western
Blot iiberwacht. Nachdem die pPLA-I-Antikérper-Produktion ihr Optimum erreicht hatte wurde das

gesamte Antiserum gewonnen und {ibersandt.

3.3.1.1 Herstellung von B1-pPLA-I Exon18-B2/ pGEX-2TM-GW

Mittels spezifischer attB-Primer wurde das Fragment B1- pPLA-I Exonl8 -B2 amplifiziert und das
PCR-Produkt gelelektrophoretisch auf die spezifische Lange von 480bp liberpriift (s. 4bb. 20).
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B Exon18/
1kb CD4-16 1kb pENTRY221
500bp — — s < Exon18-Amplifikat
250bp —
C Exon18/pENTRY221
1kb EcoRV
3 kb— -
25 kb — Exon18/pENTRY221
D Exon18/

500bp  pGEX2TMGW

-

500bp — WSS B < pPLAI Exon18-Amplifikat
400bp —

Abbildung 20: DNA-Gelelektrophorese A) des gebildeten Amplifikates pPLA-I Exonl8 unter
Verwendung des Phagenklons CD4-16 als Template und den Primern Bl1-pPLA-I Exonl§8-B2 for
und _rev B) des gebildeten Amplifikates pPLA-I Exonl8 unter Verwendung von
Ll -pPLA-I Exonl8 -L2 / pENTRY221 als Template und M]I13-Primern, C) der
Restriktionsenzymspaltung von LI -pPLA-I Exonl8 -L2 / pENTRY221 mit EcoRV und D) des
gebildeten Amplifikates pPLA-I Exonl8 mit Bl- pPLA-I Exonl8 -B2 / pGEX-2TM-GW als
Template und pPLA-I Exonl8-Primern. 1kb und 500bp: DNA-Standard. Auftragsvolumen je Sul.

Nach erfolgter Klonierung eines spezifischen Amplifikates wurde der Entry-Vektor L1-pPLA-I
Exon18-L2 /pENTRY221 auf Prisenz des Inserts hin {iberpriift. Hierzu wurde die Plasmid-DNA
des Vektors fiir eine Kontroll-PCR mit M13-Primern, sowie fiir eine Kontroll-Spaltung mit dem
Restriktionsenzym EcoRV verwendet und die Ansitze jeweils gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das
Amplifikat sollte erneut eine GroBe von 480bp aufweisen. Die Restriktion hatte eine Linearisierung

zur Folge, so dass das resultierende Fragment eine Linge von 2900bp aufweisen sollte. Zudem
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wurde eine Sequenzierung der Klonierungsstelle mit MI13 for- und MI13 rev-Primern
vorgenommen und die erhaltenen Sequenzstiicke zu einer kompletten Sequenz zusammengefiigt
(s. Anhang). Ein nachfolgendes Alignment mit der bekannten pPLA-I-cDNA-Sequenz ergab eine
vollstindige ~ Ubereinstimmung.  Zur  Uberpriifung  des  Klonierungserfolges  von
B1- pPLA-I Exonl8 -B2 / pGEX-2TM-GW wurde eine PCR mit den Primern pPLA-I Exonl8 for
und pPLA-I Exonl8 rev durchgefiihrt. Das Amplifikat sollte wieder eine spezifische Linge von
480bp aufweisen (s. Abb. 20). Die durchgefiihrten Gelelektrophoresen ergaben die gewiinschten

Ergebnisse.

3.3.1.2 Uberexpression von pPLA-I-Exon18-His-tag in E. coli und Aufreinigung

Das rekombinante pPLA-I-Exonl8-His-Tag-Protein wurde denaturierend aus den transformierten
E. coli aufgereinigt. Die Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE von Proben der einzelnen
Aufreinigungssschritte dokumentiert. Zu erwarten war die Aufreinigung eines spezifischen Proteins
mit einem Molekulargewicht von 18kDa. Diese Annahme stiitzt sich auf eine Berechnung durch das
Softwareprogramm ,,Expasy Compute pl/Mw* anhand der iibersetzten Aminosduresequenz von
Exonl8. Die SDS-PAGE ergab die selektive Aufreinigung eines Proteins mit spezifischer Grof3e
(s.4bb 21).

1 2 3 4 5 6 170kDa

130kDa— e
-——

| —

15kDa— | '

10kDa—

Abbildung 21: SDS-PAGE der denaturierenden Proteinaufreinigung mittels His-Tag und Ni-NTA-
Sdule. Dargestellt sind die einzelnen Schritte der Aufreinigung von pPLA-I-Exonl8-His-Tag. Spurl:
0,5ul Suspension nach Proteinaufschluss mittels French Press, Spur2: Sul Uberstand geldsten
Proteins in Lysis-Puffer B, Spur3: 5ul Uberstand nach erstem Waschschritt der Ni-NTA-Matrix,
Spurd: 5ul Uberstand nach zweitem Waschschritt der Ni-NTA-Matrix, Spur5: Sul Uberstand nach
drittem Waschschritt der Ni-NTA-Matrix, Spur6: 5ul von Ni-NTA-Sdule eluiertes Protein, 170kDa:
Sul Proteinstandard.
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3.3.1.3 Uberpriifung des Immunisierungsfortschritts

Serumproben der zwei zur Immunisierung mit dem rekombinanten pPLA-I Exonl8-His-Tag-
Protein verwendeten Kaninchen des 120., 150. und 165. Immunisierungstages wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und fiir einen Western Blot mit rekombinantem pPLA-I Exon18-His-Tag-Protein
verwendet (s. 4bb. 22). Die Immunisierung wurde nach dem 165. Immunisierungstag beendet, da
der Western Blot fiir beide Kaninchen eine ausreichende Menge an gebildetem pPLA-I-spezifischen
Antikorper vermuten lieB und zudem keine wesentliche Erhohung der pPLA-I-

Antikorperkonzentration im Serum der Kaninchen zu erwarten war.

A
) 120. Immunisierungstag 150. Immunisierungstag 165. Immunisierungstag
!
18kDa— #
B) 120. Immunisierungstag  150. Immunisierungstag 165. Immunisierungstag

’ = T 3 . ”
Abbildung 22: Uberpriifung des Immunisierungsfortschritts mittels SDS-PAGE und Western Blot

der iibersendeten Immunisierungsproben von A) Kaninchen 1 und B) Kaninchen 2 vom 120., 150.

und 165. Immunisierungstag. Gelbild zeigt die spezifische 18kDa-Bande.

3.3.2 Konfokale Lasermikroskopie

Ein wichtiger Parameter bei der Erstellung von Konfokal-Aufnahmen ist der Detektor Gain. Durch
die Einstellung dieses Faktors wird die Verstirkung des Fluoreszenzsignals justiert. Ein zu stark
erhohter Detektor Gain wiirde zwangsldufig zur Darstellung unspezifischer Autofluoreszenz fiihren.
Daher wurde mittels Arabidopsis-Proben, die nur mit dem ersten Antikorper, aber nicht mit dem
zweiten, Fluoreszenz-markierten Antikorper inkubiert wurden, ansonsten aber identisch behandelt
worden waren, der maximal mogliche Detektor Gain ermittelt, bei dem keine unspezifische
Fluoreszenz mehr detektierbar war. Fiir die zu untersuchenden Gewebe konnte dann der Detektor
Gain unterhalb dieses Schwellenwertes so eingestellt werden, dass die spezifische Fluoreszenz gut

erkennbar war. Eine weitere Einstellung ist das Pinhole, welches ein Mal3 fiir die betrachtete
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Schichtdicke im Gewebe darstellt. Je hoher der Pinhole-Wert, umso groBer ist auch der
Gewebebereich, aus dem die Fluoreszenz wiedergegeben wird. Bei Verwendung einer zu groflen
Einstellung des Pinholes ist die Aufnahme im eigentlichen Sinne aber nicht mehr konfokal. Um die
Konfokalitit zu gewihrleisten und Lokalisierungen in der Zelle optimal darstellen zu konnen,
wurde in dieser Arbeit eine Pinhole-Einstellung verwendet, welche die Darstellung von maximal
1uM Schichtdicke ermoglicht.

Im folgenden werden zur Beschreibung des erkennbaren Fluoreszenzsignals die Begriffe
Expression und Lokalisierung verwendet. Der Begriff Expression bezieht sich dabei ausschlielich
auf die Proteinebene und meint das Vorhandensein von Protein auf Gewebe-spezifischer Ebene. Die
Lokalisierung beschreibt hingegen die subzelluldre Expression.

In allen folgenden Abbildungen zur Immunocytochemie sind die einzelnen Fluoreszenzbilder durch
GroBbuchstaben bezeichnet. Mit den entsprechenden klein geschriebenen Buchstaben werden die
korrespondierenden DIC-Aufnahmen (Differentialinterferenzkontrast) des betrachteten Gewebes
zugewiesen. Zu jeder Abbildung sind die verwendete Arabidopsis-Linie und der verwendete

Antikorper angegeben.

3.3.2.1 Negativkontrollen

Versuche, das vollstindige pPLA-I-Protein im Western Blot darzustellen, schlugen fehl. Daher
wurden die Knockoutlinien ppla-I-1 und ppla-1-3 als Kontrollen fiir die Spezifitit der hergestellten
Antikorper im Immunolabeling verwendet. Die Abbildungen A - F zeigen mittels konfokaler
Lasermikroskopie erstellte Aufnahmen verschiedener Gewebe von ppla-I-1 und ppla-I-3 nach
Immunolabeling mit N-terminalen oder C-terminalen pPLA-I-spezifischen Antikorpern.

Die Untersuchungen beschrinken sich dabei auf Wurzel und Pollen, da die anderen Gewebe von
Arabidopsis zum einen durch ihren hohen Chlorophyllgehalt ein zu hohes Mal3 an Autofluoreszenz
aufweisen. FEin weiteres Problem ist die Gewebedicke. Die Erstellung konfokaler
Mikroskopieaufnahmen ist rein technisch auf 100um begrenzt. Hypokotyle, Petiolen oder Blitter
sind daher nicht Bestandteil der folgenden lasermikroskopischen Untersuchungen.

Die Aufnahmen von Wurzelspitze, beginnender Elongationszone, physiologischer élterer
Elongationszone, entstehender Seitenwurzel, Wurzelhaar und Pollenkdrner zeigen kein
detektierbares spezifisches Fluoreszenzsignal bei Verwendung von N-terminalen oder C-terminalen

pPLA-I-spezifischen Antikérpern in den Knockoutmutante ppla-1-1 und ppla-1-3 (s. Abb. 23).
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Immunolabeling von ppla-I-1 mit N-terminalen pPLA-I-spezifischen Antikdrpern

I-
E FlE O v P

Immunolabeling von ppla-I-1 mit C-terminalen pPLA-I-spezifischen Antikdrpern

NinEs
g =

Immunolabeling von ppla 1-3 mit N-terminalen pPLA -I- speziﬁschen Antikorpern

Abbildung 23: Wurzel und Pollen von ppla-I-1 und ppla-1-3 nach Immunolabeling (Wachstum in
15uE  Weiflicht) mit N- und C-terminalen pPLA-I-spezifischen Antikérpern in 20-facher
Vergréfierung. A) Wurzelspitze,7 Tage, B) meristematische Zone, 7 Tage, C) Elongationszone, 7
Tage, D) beginnende Seitenwurzel, 14 Tage, E) Wurzelhaar, 14 Tage, F) Pollen, 28 Tage, A)-F)
Alexa Fluor®488-Signal, a)-f) korrespondierende DIC-Aufnahmen. WeifSer Balken entspricht 20um.

Alle Aufnahmen zeigen mittige Ldngsschnitte.
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3.3.2.2 Wachstum der Keimlinge in 15uE WeiRlicht

Die lasermikroskopischen Ubersichtsabbildungen 24 A - C zeigen die Expression spezifischer
Fluoreszenz in der Wurzelspitze von Wassilijewskia und Columbia Wildtyp nach Immunolabeling

mit N- und C-terminalen Antikdrpern. Fluoreszenzsignal konnte mit Ausnahme der Wurzelhaube in

Immunolabeling von Ws Wt mit N-terminalen pPLA-I-Antikorpern Immunolabeling von Ws Wt mit C-terminalen pPLA-I-Antik6rpern

Abbildung 24: Wurzelspitze von Wassilijewskia (Ws Wt) und Columbia Wildtyp (Col Wt) nach
7 Tagen Wachstum in 15uE Weifllicht und anschliefendem Immunolabeling mit N- und C-
terminalen pPLA-I-spezifischen Antikérpern in 20-facher Vergrofserung. A) Wurzelspitze, B) untere
Wurzelspitze und Wurzelhaube, C) meristematische Zone, A)-C) Alexa Fluor©488-Signal, a)-c)
korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weif3er Balken entspricht 20um. Alle Aufnahmen zeigen

mittige Ldangsschnitte.
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der gesamten Wurzelspitze gefunden werden. Plasmamembran-nah ist spezifisches
Fluoreszenzsignal insbesondere in Epidermis, Cortex und Endodermis detektierbar. Cytosolisch
lokalisiert ist es hauptséchlich in der Stele vorzufinden.

Die lasermikroskopischen Detailaufnahmen 25 D - G zeigen die Lokalisierung spezifischer
Fluoreszenz in der meristematischen Zone der Wurzelspitze. In allen Zellschichten ist ein
cytosolisches Fluoreszenzsignal erkennbar. In Endodermis (4bb. 25 D) und Cortex (4bb. 25 D und

F) ist zudem eine erhohte Lokalisierung nahe der Plasmamembran zu verzeichnen.

Immunolabeling von Ws Wt mit N-terminalen pPLA-I-Antikdrpern Immunolabeling von Ws Wt mit C-terminalen pPLA-I-Antikdrpern
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Immunolabeling von Col Wt mit N-terminalen pPLA-I-Antikorpern Immunolabeling von Col Wt mit C-terminalen pPLA-I-Antikérpern
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Abbildung 25: Detailaufnahmen der meristematischen Zone der Wurzelspitze von Wassilijewskia

(Ws Wt) und Columbia Wildtyp (Col Wt) nach 7 Tagen Wachstum in 15uE Weiflicht und

anschlieffendem Immunolabeling mit N- und C-terminalen pPLA-I-spezifischen Antikorpern.
D) meristematische Zone O, 20-fach E) Epidermis, Aufsicht, 20-fach, F) Cortex, Aufsicht, 63-fach
G) Epidermis, Aufsicht, 63-fach, D)-G) Alexa Fluor°488-Signal, d) und e) korrespondierende DIC-
Aufnahmen , f) und g) korrespondierende DAPI-Aufnahmen. Weifser Balken entspricht 20um.
O = Ldngsschnitt.
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Insbesondere in der Epidermis (4bb. 25 E und G) und auch im Cortex (4bb. 25 D und F) ist ein
erhohtes Fluoreszenzsignal im endoplasmatische Retikulum um den Nukleus herum und im
Zentrum des Nukleus detektierbar.

Die Ubersichtsabbildungen 26 H - J zeigen die Lokalisierung in der beginnenden Elongationszone.
Spezifisches Fluoreszenzsignal ist am Ubergang von meristematischer Zone zu Elongationszone
(4bb. 26 H.) weiterhin im Cytosol zu sehen und Plasmamembran-nah detektierbar. Jedoch nimmt
das Signal in Richtung Wurzelbasis deutlich ab. Diese Abnahme ist zundchst in Epidermis, Cortex
und Endodermis erkennbar. Im weiteren Verlauf Richtung Wurzelbasis wird auch die spezifische
Fluoreszenz in der Stele deutlich schwicher (4bb. 26 I). Zunidchst verschwindet das
Plasmamembran-nahe Signal entlang der lateralen Zellwédnde. In Abbildung 26 J ist jeweils die
zelluldre Lokalisierung des Fluoreszenzsignals in der beginnenden Elongationszone dargestellt. Ein
erhohtes Fluoreszenzsignal im Endoplasmatischen Retikulum um den Nukleus herum ist hier nicht
mehr zu verzeichnen.

Abbildung 27 K zeigt jeweils eine an der Hauptwurzel entstehende Seitenwurzel. In diesem
Gewebe konnte kein spezifisches Fluoreszenzsignal detektiert werden. Lediglich in den zur
Elongationszone der Hauptwurzel zéhlenden Randbereichen ist eine schwache Fluoreszenz
erkennbar. In Abbildung 27 L wurde jeweils ein Wurzelhaar in der Elongationszone der
Hauptwurzel untersucht. Auch hier war kein spezifisches Signal feststellbar. Abbildung 27 M zeigt
einen Pollensack. In den Pollenkdrnern und den Teka des Pollensacks ist ein deutliches
Fluoreszenzsignal feststellbar. Auch in den Trichomen der Blitter (4bb. 27 N) konnte kein

spezifisches Signal detektiert werden.

Immunolabeling von Ws Wt mit N-terminalen pPLA-I-Antikdrpern Immunolabeling von Ws ¢ mit C-terminalen pPLA-I-Antikérpern
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Immunolabeling von Col W¢ mit N-terminalen pPLA-I-Antikorpern Immunolabeling von Col Wt mit C-terminalen pPLA-I-Antikdrpern

Abbildung 26: Meristematische Zone und beginnende Elongationszone von Wassilijewskia (Ws Wt)
und Columbia Wildtyp (Col Wt) nach 7 Tagen Wachstum in 15uE Weiflicht und anschliefSendem
Immunolabeling mit N- und C-terminalen pPLA-I-spezifischen Antikorpern. H) endende
meristematische Zone und beginnende Elongationszone, 20-fach, 1) beginnende Elongationszone,
20-fach, J) beginnende Elongationszone, 63-fach H)-J) Alexa Fluor®488-Signal, h)-j)
korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weifer Balken entspricht 20um. Alle Aufnahmen zeigen

mittige Ldngsschnitte.

Die Auswertung aller durchgefiihrten Immunolabelings ergab keine Antikdrper- oder Okotyp-
bezogenen Unterschiede im spezifischen Fluoreszenzmuster. Daher wird bei allen folgenden
Auswertungen jeweils nur eine der vier durchgefiihrten Varianten (N- oder C-terminaler pPLA-I-
spezifischer Antikorper, Wassilijewskia oder Columbia Wildtyp) dargestellt (Zusammenfassung

aller Varianten s. Anhang).

Immunolabeling von Ws Wt mit N-terminalen pPLA-I-Antikérpern Immunolabeling von Ws ¢ mit C-terminalen pPLA-I-Antikorpern
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Immunolabeling von Col W¢ mit N-terminalen pPLA-I-Antikorpern Immunolabeling von Col Wt mit C-terminalen pPLA-I-Antikorpern

Abbildung 27: Elongationszone in der Ndihe der Basis und Pollen von Wassilijewskia (Ws Wt) und
Columbia Wildtyp (Col Wt) nach Wachstum in 15uE Weiplicht und anschlieffendem
Immunolabeling mit N- und C-terminalen pPLA-I-spezifischen Antikorpern in 20-facher
Vergroflerung. K) beginnende Seitenwurzel, 14 Tage, O, L) Wurzelhaar, 14 Tage, O, M) Pollen,
28 Tage, @, N) Trichom, 28 Tage, Aufsicht. K)-N) Alexa Fluor°488-Signal, k)-n) korrespondierende
DIC-Aufnahmen. Weifler Balken entspricht 20um. @ = Ldngsschnitt.

3.3.2.3 Wachstum der Keimlinge in Dunkelheit

In den Abbildungen 28 A - C ist das spezifische Fluoreszenzsignal in der Wurzelspitze dargestellt.
Das detektierbare Signal ist sehr schwach und grenzwertig zu unspezifischer Fluoreszenz.
Insbesondere in der unteren Wurzelspitze und der Wurzelhaube (4bb. 28 B) ist kaum spezifische
Fluoreszenz detektierbar. Es ist hauptsidchlich cytosolisch in der Stele der meristematischen Zone
vorzufinden (4bb. 28 C). In Epidermis und Cortex der meristematischen Zone ist es zudem
Plasmamembran-nah und moglicherweise im Nukleus lokalisiert. Die Abbildungen 28 D und E
zeigen den Ubergang von der meristematischen Zone zur Elongationszone. In Abbildung 28 D ist
ein sehr schwaches Fluoreszenzsignal in der Stele am Rande der Detektionsgrenze erkennbar. Im

weiteren Verlauf der Elongationszone ist keine weitere Fluoreszenz zu verzeichnen (4bb. 28 E).
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Abbildung 28: Meristematische Zone und Elongationszone von Wassilijewskia Wildtyp nach 7
Tagen Wachstum in Dunkelheit und anschlieffendem Immunolabeling mit C-terminalen pPLA-I-
spezifischen Antikorpern in 20-facher Vergrofierung. A) Wurzelspitze, B) untere Wurzelspitze und
Wurzelhaube, C) meristematische Zone, D) meristematische Zone und beginnende Elongationszone,
E) beginnende Elongationszone, A)-E) Alexa Fluor°488-Signal, a)-e) korrespondierende DIC-
Aufnahmen. Weifler Balken entspricht 20um. Alle Aufnahmen zeigen mittige Ldngsschnitte.

3.3.2.4 Wachstum der Keimlinge in verschiedenen Lichtfarben

3.3.2.4.1 Wachstum der Keimlinge in 15uE Blaulicht

Die Abbildungen 29 A - C zeigen die Expression spezifischer Fluoreszenz in der Wurzelspitze.
Analog zu in Weilllicht angezogenen Keimlingen findet sich das spezifische Signal cytosolisch und
Plasmamembran-nah. Eine Ausnahme bildet wiederholt die Wurzelhaube, in der sich keine
spezifische Fluoreszenz detektieren ldsst (4bb. 29 B). Auftillig ist die erhohte Fluoreszenz im
Endoplasmatischen Retikulum um den Nukleus herum, welche insbesondere in der Epidermis, in
verringertem Malle aber auch im Cortex vorzufinden ist (4bb. 29 C). Im Cortex ist die cytosolische
Fluoreszenz im Vergleich zu den anderen Zellschichten deutlich herabgesetzt. In den Abbildungen
29 D und E ist die beginnende Elongationszone dargestellt. Korrespondierend zu den Ergebnissen

von in Weilllicht angezogenen Keimlingen nimmt die Fluoreszenz in Richtung Wurzelbasis
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drastisch ab. Das Signal ldsst dabei zundchst in den dulleren Zellschichten nach und ist zuletzt noch
in der Stele nachzuweisen. Im Bereich der Elongationszone findet sich auf zelluldrer Ebene (Abb.

D) wenig oder keine Fluoreszenz im Endoplasmatischen Retikulum um den Nukleus herum.

Abbildung 29: Wurzelspitze und beginnende Elongationszone von Wassilijewskia Wildtyp nach 7
Tagen Wachstum in 15uE Blaulicht und anschlieffendem Immunolabeling mit C-terminalen pPLA-I-
spezifischen Antikorpern in 20-facher Vergrofierung. A) Wurzelspitze, B) untere Wurzelspitze und
Wurzelhaube, C) meristematische Zone, D) und E) beginnenden Elongationszone, A)-E) Alexa
Fluor°488-Signal, a)-e) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weifler Balken entspricht 20um. Alle

Aufnahmen zeigen mittige Ldngsschnitte.

3.3.2.4.2 Wachstum der Keimlinge in 15uE Rotlicht

Die Abbildung 30 A - C zeigen die Expression in der Wurzelspitze. Das Fluoreszenzsignal ist
insgesamt im Vergleich zu in Weilllicht oder Blaulicht angezogenen Keimlingen wesentlich
reduziert. Fluoreszenz findet sich ausschlieBlich in der meristematischen Zone und dem Ubergang
zur Elongationszone. In den dufBleren Zellschichten (Epidermis, Cortex, Endodermis) ist sie
Plasmamembran-nah lokalisiert. In der Stele findet sie sich auch schwach cytosolisch. In der
beginnenden Elongationszone ist lediglich in der Stele ein Signal zu verzeichnen, welches in

Richtung Wurzelbasis schnell an Intensitdt abnimmt.
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Abbildung 30: Wurzelspitze von Wassilijewskia Wildtyp nach 7 Tagen Wachstum in 15uE Rotlicht
und anschlieffendem Immunolabeling mit N-terminalen pPLA-I-spezifischen Antikérpern in 20-
facher Vergrofserung. A) Wurzelspitze, B) untere Wurzelspitze und Wurzelhaube, C) meristematische
Zone, @, A)-C) Alexa Fluor°488-Signal, a)-c) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weif3er Balken

entspr. 20um. Alle Aufnahmen zeigen mittige Ldingsschnitte.

3.3.2.4.3 Wachstum der Keimlinge in 15yuE Dunkelrotlicht

Die Abbildungen 31 A und B zeigen das spezifische Fluoreszenzsignal in der Wurzelspitze. Es
beschriankt sich fast vollstindig auf die meristematische Zone. In Epidermis, Cortex und

Endodermis ist es Plasmamembran-nah vorzufinden, in der Stele schwach im Cytosol.

Abbildung 31: Wurzelspitze von Wassilisjewskia ~ Wildtyp nach 7 Tagen Wachstum in I5uE
Dunkelrotlicht und anschliefendem Immunolabeling mit C-terminalen pPLA-I-spezifischen
Antikorpern in 20-facher Vergrofferung. A) Wurzelspitze, B) meristematische Zone, A)+B) Alexa
Fluor©488-Signal, a)+b) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weif3er Balken entspricht 20um. Alle

Aufnahmen zeigen mittige Lingsschnitte.



3. Ergebnisse 86

3.3.2.4.4 Zusammenfassende Darstellung

Im folgenden ist das Expressionsmuster der pPLA-I in der gesamten Wurzelspitze und als
Detailaufnahme in der meristematischen Zone von Arabidopsis unter den verschiedenen getesteten
Lichtbedingungen und in Dunkelheit zusammengefasst. Der Vergleich zeigt deutlich die verringerte
Expression in rotem und dunkelrotem Licht, sowie in Dunkelheit (4bb. 32 C - E) im Vergleich zur
starken Expression in weillem (4bb. 32 A) und blauem Licht (4bb. 32 B). Weiter auftallend ist die

bei Wachstum in Blaulicht auftretende starke Expression im Endoplasmatischen Retikulum um den

e AR

Nukleus herum.
al a2 cl

Abbildung 32: Konfokale Lasermikrokopie 7 Tage alter A. thaliana nach kontinuierlichem Wachstum in
15uE A) weifsem Licht, B) blauem Licht C) rotem Licht, D) dunkelrotem Licht und Wachstum in E)
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Dunkelheit. 1) kennzeichnet Aufnahmen der Wurzelspitze, 2) kennzeichnet Detailaufnahmen der
meristematischen Zone. a)-e) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Linie entspricht 20um. Alle

Aufnahmen zeigen mittige Ldngsschnitte.
3.3.2.5 Einfluss von 1-NAA auf die Lokalisierung der pPLA-I

Die Abbildungen 33 A — C zeigen das Expressionsmuster nach Behandlung mit 1-NAA fiir 3h in der
Wurzelspitze. In der Wurzelhaube und der unteren Wurzelspitze konnte kein spezifisches
Fluoreszenzsignal detektiert werden (4bb. 33 B). In der beginnenden meristematischen Zone ist
Plasmamembran-nah in Epidermis, Cortex und Endodermis eine schwache Fluoreszenz feststellbar
(4bb. 33 C). Weiter in Richtung Wurzelbasis ist dieses Signal nahe der Plasmamembran zunichst
auch vorzufinden und es kommt in den genannten Zellschichten ein stirkeres cytosolisches Signal
hinzu. In den Abbildungen 33 D und E ist die Lokalisierung in der beginnenden Elongationszone
dargestellt. In Epidermis, Cortex und Endodermis ist sie vorwiegend Plasmamembran-nah und

vermutlich auch im Nukleus. In den Zellen der Stele findet sich eine cytosolische Fluoreszenz. In
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Richtung zur Wurzelbasis nimmt das Fluoreszenzsignal schnell ab und ist in weiterer Entfernung

von der Wurzelspitze nicht mehr detektierbar.

3.3.2.6 Einfluss von NPA auf die Lokalisierung der pPLA-I

Die Abbildungen 34 A — C zeigen das Fluoreszenzmuster in der Wurzelspitze nach Behandlung mit
NPA fiir 3h. Erkennbar sind die cytosolische Lokalisierung (insbesondere im Bereich der Stele) und
die Lokalisierung in der Ndhe der Plasmamembran (insbesondere in Epidermis, Cortex und in der
Endodermis). Zudem ist ein Fluoreszenzsignal im Endoplasmatischen Retikulum um den Nukleus
herum in allen Zellschichten und fast allen Zellen detektierbar (4bb. 34 B). Insbesondere in der
Epidermis kommt es in einzelnen Zellen zu einer stark erhdhten Fluoreszenz um den Nukleus
herum (4bb. 34 C). Die Abbildungen 34 D und E zeigen die beginnende Elongationszone. Hier
findet sich ein cytosolisches Signal in der Stele, sowie Plasmamembran-nah in Epidermis, Cortex
und Endodermis. Die Fluoreszenz nimmt in Richtung Wurzelbasis deutlich ab und ist in der

Elongationszone in weiterer Entfernung zur Wurzelspitze nicht mehr detektierbar.
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Immunolabeling von Col Wt mit C-terminalen pPLA-I-Antikdrpern und Inkubation mit OuM 1-NAA fiir 3h (Kontrolle)

Abbildung 33: Wurzelspitze und beginnende Elongationszone von Columbia Wildtyp nach 7 Tagen
Wachstum in Weifslicht und anschliefsender Inkubation in 1uM 1-NAA, bzw. OuM 1-NAA (Kontrolle)
fiir  3h. Immunolabeling erfolgte mit C-terminalen pPLA-I-spezifischen Antikorpern. A)
Wurzelspitze, B) untere Wurzelspitze und Wurzelhaube, C) meristematische Zone, D)
meristematische Zone und beginnende Elongationszone, E) beginnende Elongationszone, A)-E)
Alexa Fluor©488-Signal, a)-e) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Alle Aufnahmen in 20-facher
Vergrofierung. WeifSer Balken entspricht 20um. Alle Aufnahmen zeigen mittige Ldngsschnitte.
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Immunolabeling von Col Wt mit C-terminalen pPLA-I-Antikdrpern und Inkubation mit OuM NPA fiir 3h (Kontrolle)

Abbildung 34: Wurzelspitze und beginnende Elongationszone von Wassilijewskia Wildtyp nach
nach 7 Tagen Wachstum in Weifslicht und anschlieffender Inkubation in 10uM NPA fiir 3h.
Immunolabeling erfolgte mit C-terminalen pPLA-I-spezifischen Antikérpern. A) Wurzelspitze O, B)
meristematische Zone @, C) meristematische Zone (Aufsicht Epidermis), D) und E) beginnende
Elongationszone, @. A)-E) Alexa Fluor©488-Signal, a)-e) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Alle
Aufnahmen in 20-facher Vergrofierung. Weifler Balken entspricht 20um. @ = Lingsschnitt.
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3.3.2.7 Lokalisierung der pPLA-l in ABP1-Mutanten

In den Abbildungen 35 A und B ist die spezifische Fluoreszenz der Wurzelspitze der abpl-
Insertionsmutanten abpl,; und abpl,s (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Yunus

Effendi) dargestellt.

Immunolabeling von abp1,,; mit C-terminalen pPLA-I-Antikdrpern

Abbildung 35: Wurzelspitze und beginnende Elongationszone von abpl/M7 und abpl/M8 nach 7
Tagen Wachstum in 15uE Weifslicht und anschlieffendem Immunolabeling mit C-terminalen pPLA-
I-spezifischen Antikérpern in 20-facher Vergroferung. A) Wurzelspitze, B) meristematische Zone,
C) und D) beginnende Elongationszone, A)-D) Alexa Fluor°488-Signal, a)-d) korrespondierende
DIC-Aufnahmen. Weifler Balken entspricht 20um. Alle Aufnahmen zeigen mittige Ldangsschnitte.



3. Ergebnisse 91

Diese Mutanten exprimieren kein Wildyp-ABP1 (homozygote T-DNA-Insertionsmutante) aber eine
punktmutierte ABPI-cDNA. Sie ist bei beiden Mutanten vorwiegend cytosolisch (insbesondere in
der Stele) aber auch Plasmamembran-nah (insbesondere in Cortex und Endodermis) erkennbar. In
der beginnenden Elongationszone (4bb. 35 C und D) findet sich ein spezifisches Signal ebenfalls
vorwiegend cytosolisch in der Stele aber auch Plasmamembran-nah in Epidermis, Cortex und
Endodermis. Das Signal wird in Richtung Wurzelbasis jeweils geringer. Ein wesentlicher
Unterschied zu den untersuchten Wildtyplinien ist, dass eine Lokalisierung im Nukleus oder im
Endoplasmatischen Retikulum um den Nukleus herum kaum feststellbar ist.

Neben den Insertionsmutanten abpl,,; und abpl,s wurde auch eine Linie hergestellt, deren ABPI-
cDNA identisch mit der von Wildtyp-Linien ist, jedoch mit synthetischen Promotor. Diese cDNA
wurde in einen ABPI-Knockout-Hintergrund inseriert und so eine ABPI-Uberexpressionsmutante
(ABPI/OEXP) hergestellt. In den Abbildungen 36 A — D ist das Expressionsmuster und das
Lokalisierungsmuster von pPLA-I in ABPI/OEXP (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von
Yunus Effendi) dargestellt. Korrespondierend zu den Ergebnissen des Immunolabelings der abp!-
Insertionsmutanten abpl,; und abpl,s findet sich ein spezifisches Fluoreszenzsignal in der
Wurzelspitze (4bb. 36 A und B) und in der beginnenden Elongationszone (4bb. 36 C und D)
cytosolisch, sowie Plasmamembran-nah. Auch in ABPI/OEXP ist keine Lokalisierung im Nukleus

oder im Endoplasmatischen Retikulum um den Nukleus herum feststellbar.
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Abbildung 36: Wurzelspitze und beginnende Elongationszone von ABPI/OEXP nach 7 Tagen
Wachstum in 15uE Weifllicht und anschlieffendem Immunolabeling mit C-terminalen pPLA-I-
spezifischen Antikérpern in 20-facher Vergrofferung. A) Wurzelspitze, B) meristematische Zone, C)
und D) beginnende Elongationszone, A)-D) Alexa Fluor®488-Signal, a)-d) korrespondierende DIC-
Aufnahmen. Weifser Balken entspricht 20um. Alle Aufnahmen zeigen mittige Lingsschnitte.
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3.3.2.8 WAICO 2: PIN-Lokalisierung nach Wachstum in pg

Die Pflanzen fiir dieses Experiment waren 12 Tage im Weltraum gewachsen und wurden in den
Zentrifugen des BIOLAB auf der ISS fixiert. Nach dem Riicktransport ins Labor Hannover wurden
die Boxen fotografiert. Die Immunocytochemie wurden in Kooperation mit dem Labor von Prof.
Dr. Klaus Palme in Freiburg in Zusammenarbeit mit Dr. F. Ditengou Immunocytochemisch
untersucht. Festgestellt werden sollte eine mogliche Verlagerung der untersuchten PIN-Protein und
der pPLA-I als Folge der Mikrogravitation. Weiter sollte festgestellt werden, ob sich die Anordnung
von Mikrotubuli in pg von der Anordnung in 1g unterscheidet.

Im folgenden sind die Ergebnisse der mit den WAICO2-Keimlingen durchgefiihrten
Immunolabelings dargestellt. Alle verwendeten Materialien, insbesondere die Antikorper (mit
Ausnahme von pPLA-I-spezifischen Antikorpern) und die technische Ausriistung wurden
freundlicherweise vom Labor Palme zur Verfiigung gestellt.

Aufgrund der schlechten Fixierungsbedingungen im BIOLAB ist die Qualitdt der im folgenden
gezeigten Priparate nicht optimal. Es kam haufig zur Vakuolisierung der Zellen, was als runder
schwarzer Fleck in den einzelnen Zellen erkennbar wird. Zudem weisen viele Priparate eine
gleichméBige unspezifische Fluoreszenz in ihren Zellen auf. Auch wurde zur optimalen Ausnutzung
der vorhandenen Keimlinge jeweils ein doppeltes Labeling jedes Keimlings mit je zwei
Fluoreszenzfarben fiir die spezifische Lokalisierung zweier unterschiedlicher Proteine durchgefiihrt.
Zur verbesserten Orientierung auf zelluldrer Ebene wurde zudem DAPI verwendet, um den Zellkern
anzufdrben. Die Erlduterung jeder Abbildung beschriankt sich jedoch ausschlieBlich auf die jeweils

betrachtete und als spezifisch definierte Fluoreszenzfarbe.

3.3.2.8.1 Lokalisierung des PIN1-spezifischen Antikorpers

Die Abbildungen 37 A - C (Ws Wt / 1g , Ws Wt / ug, ppla-I-1 / 1g) zeigen spezifisches
Fluoreszenzsignal im Bereich der Stele und der Endodermis in der Plasmamembran entsprechend
des zu erwartenden Expressions- und Lokalisierungsmusters von PIN1. Trotz der sehr schlechten
Priparat-Qualitdt in Abbildung 37 A ldsst sich ein verstirktes spezifisches Signal in der
Plasmamembran lokalisieren. In Abbildung 37 D ( ppla-I-1 / ng) ist im Vergleich zu Abbildung
37 A (Wildtyp in 1g) eine deutlich verringerte Polarisierung von anti-PIN1 in der Plasmamembran
zu verzeichnen. Pfeile deuten auf Bereiche hin, in denen eine Lokalisierung in der Plasmamembran

erkennbar ist. Im Préparat aus Abbildung 37 B (Wildtyp in pg) war die Fixierung offensichtlich
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besser gelungen und im Bereich der Stele war PIN1 deutlich in der Plasmamembran lokalisiert. Die
Fixierung in den Prdparaten aus den Abbildungen 37 C und D war der von Abbildung 37 B
gleichwertig. PIN1 war in ppla-I-1 deutlich Plasmamembran-lokalisiert in 1g (4bb. 37 C), jedoch

nur geringfligig in ug (4bb. D).
A

Abbildung 37: Lokalisierung von PINI-spezifischen Antikorpern in A) Ws Wt/ 1g (n=1) B) Ws Wt/
ug (n=1) C) ppla-I-1/ 1g (n=2), D) ppla-1-1 / ug (n=1), jeweils in der Wurzelspitze, in 20-facher
Vergroferung. Weifle Linie entspricht 20um. Alle Aufnahmen zeigen mittige Ldngsschnitte.

3.3.2.8.2 Lokalisierung des PIN2-spezifischen Antikorpers

Die Abbildungen 3 A) — C) (Ws Wt/ 1g, Ws Wt/ ug, ppla-I-1 / 1g) zeigen ein Fluoreszenzsignal in
der Plasmamembran der Epidermis- und Cortexzellen entsprechend des zu erwartenden
Expressions- und Lokalisierungsmusters von PIN2. Diese Plasmamembran-Lokalisierung ist im
Wildtyp in 1g und in pg festzustellen (4bb. 38 A und B), in pg etwas schwécher. Bei ppla-I-1 ist
schon in 1g (4bb. 38 C) weniger Plasmamembran-Lokalisierung zu verzeichnen und in pg (A4bb.
38 D) ist fast gar keine Plasmamembran-Lokalisierung mehr erkennbar. Somit ist ein Gradient von
Wildtyp zu Mutante und 1g zu pg in abnehmender Lokalisierung von PIN2 in der Plasmamembran

zu erkennen.
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Abbildung 38: Lokalisierung von PIN2-spezifischen Antikorpern in A) Ws Wt/ 1g (n=3), B) Ws Wt/
ug (m=2), C) ppla-1-1 / 1g (n=4) und D) ppla-I-1 / ug (n=3), jeweils in der Wurzelspitze in 20-
facher Vergroferung. Weifse Linie entspricht 20um. Alle Aufnahmen zeigen mittige Ldngsschnitte.

3.3.2.8.3 Lokalisierung des PIN4-spezifischen Antikorpers

In den Abbildungen 39 A) — C) ist jeweils deutlich ein spezifisches Fluoreszenzsignal in der
Plasmamembran des Meristems im Ruhenden Zentrum entsprechend des zu erwartenden
Verteilungsmusters von PIN4 erkennbar. Diese Plasmamembran-Lokalisierung ist also im Wildtyp
sowohl in 1g (4bb. 39 A) als auch in pg (4bb. 39 B) zu finden. Auch ppla-I-1 zeigt in 1g eine
deutliche =~ Plasmamembran-Lokalisierung (4bb. 39 C), wihrend in pg fast gar keine
Plasmamembran-Lokalisierung detektierbar ist (4bb. 39 D). Dies ist ein klarer Hinweis auf eine

Auswirkung der Schwerkraft auf die Plasmamembran-Lokalisierung im Ruhenden Zentrum.

Abbildung 39: Lokalisierung von PIN4-spezifischen Antikorpernin A) Ws Wt/ 1g (n=3), B) Ws Wt/
ug (n=1), C) und E) ppla-1-1 / 1g (n=2) und D) und F) ppla-I-1 / ug (n=1), jeweils im Ruhenden
Zentrum, in 20-facher Vergrofierung. Weifse Linie entspricht 20um. Alle Aufnahmen zeigen mittige

Ldngsschnitte.
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3.3.2.8.4 Lokalisierung des pPLA-I-spezifischen Antikorpers

Die Abbildungen 40 A) und 40 al) (Ws Wt / 1g) lassen eine hauptsichliche Lokalisierung von
pPLA-I-spezifischen Antikdrpern im Nukleus erkennen. Im Vergleich hierzu ist das
Fluoreszenzsignal im Cytoplasma vermindert. Die Abbildungen 40 B) und 40 bl) (Ws Wt / ng)
zeigen hingegen eine gleichméBig cytosolische Fluoreszenz, wihrend ein erhdhtes Signal innerhalb
des Zellkerns nicht vorzufinden ist. Dies weist darauf hin, dass die Lokalisierung der pPLA-I

Schwerkraft-abhiangig ist.

Abbildung 40: Lokalisierung von anti-pPLA-I-red in Ws Wt in 63-facher Vergrofferung. A) Ws
Wt/ lg (n=2), B) Ws Wt/ ug (n=2). A)+B) anti-pPLA-I-red, al)+bl) DAPI-gefiirbte Nuklei,
a2)+b2) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weifse Linie entspricht 20um.
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3.3.2.8.5 Lokalisierung des a-Tubulin-spezifischen Antikorpers

Abbildung 41 A (Ws Wt/ 1g ) zeigt die typische Anordnung cortikaler Mikrotubuli in gestreckten
Zellen mit ihrer gleichmiBig parallel verlaufenden Struktur senkrecht zur Wachstumsrichtung. In
Abbildung 41 B (Ws Wt/ ng ) zeigen die Mikrotubuli eine deutliche Fragmentierung. Sie sind in

ihrer Anzahl vermindert und weniger deutlich parallel angeordnet.

A B

A

Abbildung 41: Lokalisierung von anti-a-Tubulin-green. A) Ws Wt/ 1g, (n=2), B) Ws Wt/ ug, (n=2).
A)und B) anti-a-Tubulin-green, a)und b) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weifse Linie
entspricht 20um.



3. Ergebnisse 97

In 7ab. 32 ist die Anzahl an Wiederholungen der einzelnen Aufnahmen zusammengefasst.

Tabelle 32: Anzahl Wiederholungen der einzelnen Fotoaufnahmen unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen.

Antikorper A. thaliana / Wachstum Anzahl (n) Wiederholungen gesamt
anti-PIN1 Ws Wt/ 1g 1
anti-PIN1 Ws Wt/ ug 1
anti-PIN1 ppla-1-1/1g 2
anti-PIN1 ppla-I-1 /ng 1
anti-PIN2 Ws Wt/ 1g 3
anti-PIN2 Ws Wt/ nug 2
anti-PIN2 ppla-1-1/1g 4
anti-PIN2 ppla-1-1 /ng 3
anti-PIN4 Ws Wt/ 1g 3
anti-PIN4 Ws Wt/ nug 1
anti-PIN4 ppla-1-1/1g 2
anti-PIN4 ppla-I-1 /ng 1
anti-pPLA-I Ws Wt/ 1g 2
anti-pPLA-I Ws Wt/ ng 2
anti-a-Tubulin Ws Wt/ 1g 2
anti-a-Tubulin Ws Wt/ ug 2

3.4 Lokalisierung von pPLA-I-GFP-Reporterproteinen

Die in vivo - Lokalisierungsstudien mittels Reporterproteinen sollten die durch das Immunolabeling
gefundene Expression der pPLA-I bestdtigen. Gleichzeitig bietet diese Methode im Vergleich zur in
situ - Lokalisierung die Mdglichkeit, Verdnderungen in der Lokalisierung von pPLA-I-GFP in
einem einzigen Keimling als Reaktion auf verdnderte Umweltbedingungen zu dokumentieren.
Daher wurden in diesem Teil der Arbeit auch kurzfristige Schwankungen der pPLA-I-Expression in
Abhingigkeit vom Licht-Dunkel-Rhytmus untersucht.

Neben einem GFP-Reporterprotein mit fusionierter vollstdndiger pPLA-I-Sequenz wurde zusitzlich
ein Konstrukt mit der verkiirzten pPLA-I-Sequenz verwendet. Die Untersuchung der
entsprechenden Transformanden auf die Lokalisierung von pPLA-I (-Exon7) sollte Riickschliisse
auf eine mogliche Funktion dieser Proteinvariante zulassen, bzw. eine Funktion auszuschlieBen. Die

Sequenzvariante verfiigt theoretisch auf Proteinebene noch {iiber eine LRR-Region, die eine
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mogliche G-Protein-Bindestelle darstellt. Eine Lokalsierung von Pjss::GFP-pPLA-I (-Exon7)

konnte daher weitere Hinweise auf die Funktion des N-terminus im vollstdndigen Protein liefern.

3.4.1 Herstellung eines pPLA-I-GFP-Konstruktes

Zur Durchfithrung von in-vivo - Lokalisierungsstudien der pPLA-I wurde ein pPLA-I-GFP-
Fusionsprotein im pPLA-I-Nullhintergrund von ppla-I-1 Konstitutiv exprimiert. Hierzu wurde
zunidchst die genomische DNA der pPLA-I mit vorgeschaltetem nativen Promotor mittels
spezifischer attB-Primer amplifiziert (B1- pPLA-I genom -B2). Das Amplifikat mit einer Lange von
7817bp (Abb. 42 A) wurde aufgereinigt und in einer BP-Reaktion in den Vektor pDONR221
kloniert, um den ENTRY-Vektor L1- pPLA-I genom -L2 / pENTRY221 zu bilden. Zur Uberpriifung
des Klonierungserfolges von L1- pPLA-I genom -L2 / pENTRY221 wurde eine PCR mit den
Primern M13_for und pPLA-Igenom_revl (4bb. 42 B), sowie eine Kontrollspaltung mit dem

pPLA-I/
F8K4 pENTRY221

N 1000bp — < pPLA-I-Amplifikat
8 kb — <pPLA-I -Amplifikat  500pp —
Ncol pPLA-I/

PENTRY221

10 kb — < 7,8 kb - Fragment
3 kb — 750bp —
< 2,8 kb - Fragment 500bp —

1kb  pPLA-I

. < pPLA-I-Amplifikat

Abbildung 42: DNA-Gelelektrophorese A) des gebildeten Amplifikates B1- pPLA-Igenom -B2 unter

Verwendung von F8K4 als Template und Bl- pPLA-Igenom-B2-Primern, B) des gebildeten
Amplifikates B- pPLA-Igenom -B2 unter Verwendung von Bl- pPLA-Igenom-B2 / pENTRY221 als
Template und den Primern M13 for und pPLA-Igenom revl, C) der Restriktionsenzymspaltung
von Bl- pPLA-Igenom-B2 / pENTRY221 mit Ncol. D) des gebildeten pPLA-I-Amplifikates unter
Verwendung von Bl- pPLA-Igenom-B2 / pGWB4 als Template und den Primern pPLA-Igenom_for
und pPLA-Igenom_revl. 1kb: DNA-Standard. Auftragsvolumen je Sul.
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Restriktionsenzym Ncol durchgefiihrt (4bb. 42 C). Das Amplifikat sollte eine spezifische Léinge
von ca. 900bp aufweisen. Bei der Kontrollspaltung waren Banden mit einer Gré3e von 7800bp und
2800bp zu erwarten. Der positive Klon wurde mittels der Sequenzierprimer pPLA-Igenom_revl bis
pPLA-Igenom forl3 vollstindig sequenziert. AnschlieBend wurden die erhaltenen Teilsequenzen
mittels der Software ,,clc free workbench 3 zusammengesetzt und auf Amplifikationsfehler hin
untersucht. Der Klon mit korrekter genomischer pPLA-I-Sequenz (s. Anhang) wurde fiir die
folgende LR-Reaktion mit dem Vektor pGWB4 eingesetzt. Zur Uberpriifung des
Klonierungserfolges von B1- pPLA-Igenom -B2 / pGWB4 wurde eine PCR mit den Primern pPLA-
Igenom for und pPLA-Igenom revl (4bb. 42 D) durchgefiihrt. Das Amplifikat sollte eine
spezifische Liange von 650bp aufweisen. Der so hergestellte Klon wurde fiir die Transformation von

Arabidopsis weiterverwendet.

3.4.2 Herstellung eines GFP-pPLA-I (-Exon7)-Konstruktes

Bei der Sequenzanalyse der pPLA-I-cDNA-Sequenz aus dem CD4-16-Klon konnte das Fehlen von
Exon7 festgestellt werden. Hierdurch kam es innerhalb des Open Reading Frames (ORF) zu einer
Verschiebung des Leserahmens, die den frithzeitigen Abbruch der Proteinsequenz zur Folge hat. Um
festzustellen, ob diese verkiirzte Proteinsequenz in ihrer Funktion gegeniiber der Gesamtsequenz
verdndert oder eingeschrinkt ist, wurde ein pPLA-I (-Exon7)-GFP-Fusionsprotein hergestellt, um
aufgrund einer mdglichen differentiellen Lokalisierung Aussagen iiber die Funktion treffen zu
konnen. Hierzu wurde die spezifische Sequenz zunédchst mittels B1-pPLA-I -Exon7-B2-Primern aus
dem durch Phagenverdiinnung aus der Phagenbank CD4-16 gewonnenen cDNA-Klon der pPLA-I
(ohne Exon7) amplifiziert (Gesamtlidnge ca. 3850bp, s. 4bb. 43 A) und in pDONR221 kloniert.

Zur Uberpriifung des Klonierungserfolges von L1- pPLA-I (-Exon7) -L2 / pENTRY221 wurde eine
PCR mit den Primern pPLA-I cDNA for und pPLA-I cDNA rev (4bb. 43 B), sowie eine
Kontrollspaltung mit dem Restriktionsenzym Ncol durchgefiihrt (4bb. 43 C). Das Amplifikat sollte
eine spezifische Linge von 3900bp aufweisen. Bei der Kontrollspaltung waren zwei Fragmenten
mit einer Lange von 3,6kb und 2,8kb zu erwarten. Es folgte die Klonierung in pK7FWGF2. Die
korrekte Klonierung von B1- pPLA-I (-Exon7) -B2 / pK7FWGF2 wurde durch PCR mit den
Primern pPLA-I Exonl8 for und pPLA-I Exonl8 rev iiberpriift (4bb. 43 D). Das Amplifikat sollte

eine spezifische Linge von 480bp aufweisen.
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A B
pPLA-I/
CD4-16 pENTRY221
4 kb— < pPLAI(-Exon7)-Amplifikat
3,5kb — 4 kb — «<pPLA-I( -Exon7)- Amplifikat
C Ncol pPLA-l/ pPLA-I/
pENTRY221 100bp  pK7FWGF2

4 kb —
3 kb —

500bp— < pPLA-I Exon18-Amplifikat
< 3,6 kb - Fragment 400bp—
2,8 kb - Fragment

Abbildung 43: DNA-Gelelektrophorese A) des gebildeten pPLA-I-Amplifikates aus dem isolierten
cDNA-Klon der Phagenbank CD4-16 mit Bl-pPLA-I ¢cDNA-B2 - Primern, B) des gebildeten
PpPLA-I-Amplifikates unter Verwendung von LI1-pPLA-I (-Exon7)-L2 / pENTRY221 als Template
mit und BIl-pPLA-1 ¢cDNA-B2 - Primern, C) der Restriktionsenzymspaltung von LI-pPLA-I (-
Exon7)-L2/pENTRY221 mit Ncol., D) des gebildeten pPLA-I Amplifikates unter Verwendung von
BI-pPLA-I (-Exon7)-B2/ pK7FWGF?2 als Template und pPLA-I Exonl8- Primern. 100bp und 1kb:
DNA- Standard. Auftragsvolumen je Sul.

3.4.3 Transformation von A. fumefaciens und Saatgutanzucht

Plasmid-DNA je eines positiven Klons der pPLA-I in pGWB4 und der pPLA-I ohne Exon7 in
pK7FWGF2 wurde fiir die Transformation von A. tumefaciens (GV3101) verwendet. Der
Transformationsansatz wurde auf Selektionsmedium (Rifampicin 50pg/ml, sowie Vektor-
spezifisches Selektivum, s. Tab. 33) ausplattiert. Nach 3 Tagen wuchsen zahlreiche transformierte

Kolonien, die fiir die Agrotransformation von A. thaliana weiterverwendet werden konnten.
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Tabelle 33: Verwendetes Selektivum im LB-Medium fiir die mit den hergestellten Genkonstrukten
transformierten A. tumefaciens

Vektor-Konstrukt in 4. tumefaciens Selektivum
B1- pPLA-Igenom - B2 / pGWB4 Hygromycin (c = 50pg /ml)
B1- pPLA-I(-Exon7) -B2 / pK7FWGEF2 Spectromycin (c = 50png / ml)

Die ausgewdhlten Agrobakterium-Kolonien wurde fiir die Transformation von ppla-I-1 verwendet
(s. Tab. 34)

Nach dem Abtrocknen wurde das geerntete Saatgut auf Selektionsagar ausgesit. Nach 7-10 Tagen
konnten die normal entwickelten, transformieren Keimlinge von den schlecht gewachsenen, nicht-
transformierten Keimlingen unterschieden werden. Die Keimlinge wurden auf frisches Medium
umgesetzt und bis zur Ausbildung eines ausreichenden Wurzelwerkes angezogen. Dann wurden sie
in Einheitserde P1 umgesetzt und bis zur Samenreife angezogen. Die homozygot transformierten
Samen der zweiten Filialgeneration wurden unter dem konfokalen Lasermikroskop auf spezifische

Fluoreszenz hin untersucht.

Tabelle 34: Im Ndhragar zugesetztes Selektivum fiir die Anzucht unterschiedlicher Transformanden

Vektor-Konstrukt Transformand Hintergrund |Selektivum
B1- pPLA-Igenom- B2 / pGWB4 Poprii::pPLA-I-GFP ppla-1-1 Hygromycin (¢ =25 pg/ ml)
B1- pPLA-I(-Exon7) -B2 / pK7TFWGEF2 | P;ss::GFP-pPLA-I (-Exon7) | ppla-1-1 Kanamycin (¢ =50 pg / ml)

3.4.4 Uberpriifung der hergestellten Transformanden auf Komplementation

Von den mit kompletter genomischer DNA transformierten ppla-I-Transformanden war zu erwarten,
dass sich der Wildtyp-Phinotyp wieder herstellen ldsst. Zum Zeitpunkt der Experimente war hierzu
nur der frithe Blithzeitpunkt von ppla-I-1 als leicht zu testende Eigenschaft bekannt. Daher wurde
ein Bliithversuch auf potentielle Komplementation von P,pp4..-:pPLA-I-GFP und P;ss::GFP-pPLA-1
(-Exon7) durchgefiihrt.

In Abb. 44 ist der Blithversuch mit Wassilijewskia Wildtyp, ppla-I-1, sowie den Transformanden
Popras::;pPLA-I-GFP und P;sss::GFP-pPLA-I (-Exon7) nach 8 Wochen Anzucht im Kurztag (16h
Licht/ 8h Dunkelheit) dargestellt. Wahrend ppla-I-1 und P;ss.:GFP-pPLA-I (-Exon7) zu diesem
Zeitpunkt bereits blithen, haben Wassilijewskia Wildtyp und P,prs.-:;pPLA-I-GFP noch keine
Infloreszenz ausgebildet (s. 4bb. 44). Demnach liegt in P,p...::pPLA-I-GFP eine Komplementation
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vor, wihrend P;ss::GFP-pPLA-I (-Exon7) nicht komplementiert ist. Dies ist ein Hinweis auf die
Funktionalitét der pPLA-I-Gesamtsequenz. Gleichzeitig wird festgestellt, das die verkiirzte Sequenz

ohne Exon7 keine vollstindige Funktion erfiillen kann.

Abbildung 44: Arabidopsis-Pflanzen nach 8-wéchiger Anzucht im Kurztag von links nach rechts:
Wassilijewskia Wildtyp (n = 24), ppla-1-1 (n = 24), P,pra.r::pPLA-I-GFP (n = 24), Psss::GFP-pPLA-
1 (-Exon7) (n = 24). ppla-I-1 und P;ss::GFP-pPLA-1 (-Exon7) zeigen verfriihtes Bliihen im
Vergleich zum Wassilijewskia Wildtyp, jedoch nicht P,py41::pPLA-I-GFP.

3.4.5 Konfokale Lasermikroskopie

3.4.5.1 Ermittlung der Expression und der Lokalisierung von P a.::pPLA-I-GFP nach
Wachstum in 15uE WeiBlicht

Die Abbildungen 45 A - C zeigen die GFP-Fluoreszenz der Keimlinge in der Wurzelspitze. Ein sehr
starkes Fluoreszenzsignal ist in der Endodermis detektierbar, sowie ein starkes Signal in der
gesamten Stele. In den duBeren Zellschichten (Epidermis, Cortex und Endodermis) ist hingegen nur
eine schwache GFP-Fluoreszenz erkennbar (4bb. 45 A und C). 4Abb. 45 B zeigt auch in der

Waurzelhaube ein schwaches Signal.
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Abbildung 45: Wurzelspitze von P,pp4.::pPLA-I-GFP nach 7-tigigem Wachstum in 15uE Weiflicht
in 20-facher Vergrofierung. A) Wurzelspitze, B) untere Wurzelspitze und Wurzelhaube, C)
meristematische Zone, A)-C) GFP-Signal, a)-c) DIC. Weifler Balken entspricht 20um. Alle

Aufnahmen zeigen mittige Lingsschnitte.

Die Abbildungen 46 D - F zeigen Detail-Aufnahmen der Wurzelspitze. Abbildung 46 D zeigt
Fluoreszenzspots in der Stele. Auch ist das GFP-Signal innerhalb des Nukleus vermindert. In
Abbildung 46 E ist das verstirkte GFP-Signal in der Endodermis, sowie das sehr schwache Signal
in Cortex und Epidermis erkennbar. In der Epidermis (4bb. 46 F) zeigt sich neben schwachen Spots
ein Plasmamembran-nahes Signal. Das Innere der Zellkerne scheint weitgehend frei von
Fluoreszenz zu sein. Dies ist trotz einer starken cytosolischen GFP-Fluoreszenz auch in den
Endodermiszellen (4bb. 46 G) zu beobachten. Im Gegensatz dazu ist ein Signal in den Zellkernen

der Cortex-Zellen, sowie im Endoplasmatische Retikulum um den Nukleus herum, zu verzeichnen.
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Abbildung 46: Detail-Aufnahmen der meristematische Zone der Wurzelspitze von P,pp4.::pPLA-I-
GFP nach 7-tigigem Wachstum in 15uE Weiflicht in 20-facher Vergroflerung. D)d) Stele der
Wurzelspitze, O, E)e) Stele, Endodermis und Cortex der Wurzelspitze, O, F)f) Epidermis, Aufsicht,
G)g ) Endodermis und Cortex der Wurzelspitze, O, D)-G) GFP-Signal, d)-g) korrespondierende
DIC-Aufnahmen. Weifser Balken entspricht 20um. @ = Ldngsschnitt.

Die Abbildungen 47 H - K zeigen das spezifische GFP-Fluoreszenzsignal in der beginnenden
Elongationszone, sowie im weiteren Verlauf der Elongationszone Richtung Basis. Aus Abbildung
47 H wird deutlich, dass das Signal mit dem Ende der meristematischen Zone deutlich abnimmt,
insbesondere aber in der Endodermis. Im weiteren Verlauf der Elongationszone Richtung Basis
beschrénkt sich die Fluoreszenz groBtenteils auf die Stele (4bb. 47 1 und 47 J). Geringe Fluoreszenz

ist zudem noch Plasmamembran-nah in der Epidermis (4bb. 47 K) zu verzeichnen.
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Abbildung 47: Elongationszone der Wurzel von Ppppi1::pPLA-I-GFP nach 7-tigigem Wachstum in
15uE Weiflicht in 20-facher Vergrofierung. H) beginnende Elongationszone @, 1) Elongationszone,
9, J) Vergrofsierung Elongationszone O, K) Elongationszone (Aufsicht Epidermis), H)-K) GFP-
Signal, h)-k) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weiler Balken entspricht 20um. @O =
Ldngsschnitt.

Nach 14-tdgigem Wachstum der Keimlinge wurde die Fluoreszenz in beginnenden Seitenwurzeln
und Wurzelhaaren detektiert. Wahrend in beginnenden Seitenwurzeln (4bb. 48 L) und in den
duBeren Randbereichen der Pollenkorner (4bb. 48 N) Fluoreszenz detektierbar war, konnte in
Wurzelhaaren (4bb. 48 M) und Trichomen (4Abb. 48 O) kein spezifisches Signal festgestellt

werden .
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Abbildung 48: Wurzel und Pollen von P,pr4..::pPLA-I-GFP nach Wachstum in 15uE Weifslicht in
20-facher Vergroferung. L) beginnende Seitenwurzel, 14 Tage, Aufsicht, M) Wurzelhaar, 14 Tage,
9, N) Pollenkérner, 8 Wochen, O, L)-N) GFP-Signal, 1)-n) korrespondierende DIC-Aufnahmen.
Weif3er Balken entspricht 20um. @ = Ldngsschnitt.

3.4.5.2 Ermittlung der Expression von Pypia.::pPLA-I-GFP nach Wachstum in
Dunkelheit

Die Abbildungen 49 A - C zeigen Wurzelgewebe von P,pr4..-:;pPLA-I-GFP - Keimlingen nach
7-tagigem Wachstum in Dunkelheit. Auf spezifische Fluoreszenz wurden die Wurzelspitze, die
Elongationszone und Wurzelhaare untersucht. Keines der Gewebe lieferte Hinweise auf das

Vorhandensein einer spezifischen GFP-Fluoreszenz in den Keimlingen.
A c

Abbildung 49: Wurzel von Popri..pPLA-I-GFP nach 7-tigigem Wachstum in Dunkelheit in 20-
facher Vergrofserung. A) Wurzelspitze, B) Elongationszone, C) Wurzelhaar. A)-C) GFP-Signal, a)-c)
korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weifer Balken entspricht 20um. Alle Aufnahmen zeigen

mittige Ldngsschnitte.
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3.4.5.3 Ermittlung der Expression von Ppp a4 :pPLA-I-GFP beim Dunkel-Licht-
Wechsel

Die P,prs.:pPLA-I-GFP -Keimlinge wurden nach 5-tigigem Wachstum in Weillicht zunéchst fiir
2 Tage in Dunkelheit inkubiert und anschlieBend wieder in Licht tberfithrt. Nach 60min und
120min wurden die gleichen Keimlinge unter dem konfokalen Lasermikroskop mit identischen

Mikroskopeinstellungen auf ihre spezifische GFP-Fluoreszenz hin untersucht.
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Abbildung 50: Wurzel von Pprs.r::pPLA-I-GFP nach 7-tigigem Wachstum in 15uE Weiflicht, 2h
Inkubation in Dunkelheit und anschlieffender Inkubation in 15uE Weifslicht in 20-facher

Vergroferung. A-C) Wurzelspitze, D)-F) beginnende Elongationszone, G)-I) Elongationszone,
A)D)G) Inkubation fiir 2h in Dunkelheit, B)E)H) Inkubation fiir 60min, C)F)I) Inkubation fiir
120min in 15uE Weiflicht. A)-1) GFP-Signal, a)-c) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weifser
Balken entspricht 20um. Alle Aufnahmen zeigen mittige Ldngsschnitte.
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Die Abbildungen 50 A-I zeigen unterschiedliche Bereiche der Wurzel eines P,p...:pPLA-I-GFP -
Keimlings. In 4bb. 50 A), D) und G) (nach 2 Tagen Wachstum in Dunkelheit) ist lediglich eine
minimale GFP-Fluoreszenz in einigen Zellen der Stele in der Wurzelspitze erkennbar. Die
Abbildungen 50 B), E) und H) (Inkubation fiir 60min in Licht) zeigen eine geringe Fluoreszenz in
der Wurzelspitze und der Stele der Elongationszone. Abb. 50 C), F) und I) (Inkubation fiir 120min
in Licht) zeigen eine deutlich gesteigerte Fluoreszenz in der Wurzelspitze, hauptséchlich in der
Stele und der Endodermis, in geringerem Mal3e aber auch in Cortex und Endodermis. Lediglich in
der Wurzelhaube ist nach wie vor keine Fluoreszenz detektierbar. In der beginnenden
Elongationszone ist das Fluoreszenzsignal zunichst unverdndert stark. In Richtung Wurzelbasis
nimmt es jedoch in allen Zellschichten deutlich an Stirke ab. In der weiter zur Wurzelbasis

verlaufenden Elongationszone ist nur noch Fluoreszenzsignal in der Stele feststellbar.

3.4.5.4 Ermittlung der Expression von P3ss::GFP-pPLA-I (-Exon7)

Die Abbildungen 51 A - C zeigen Wurzelgewebe von P;ss::GFP-pPLA-I (-Exon7) nach 7- bzw. 14-
tagigem Wachstum in 15uE WeiBlicht. Auf spezifische Fluoreszenz wurden die Wurzelspitze, die
beginnende Elongationszone, die physiologisch dltere Elongationszone, beginnende Seitenwurzeln
und Wurzelhaare untersucht. In keinem der genannten Wurzelgewebe konnte ein spezifische

Fluoreszenzsignal detektiert werden.

Abbildung 51: Wurzel von P;ss::GFP-pPLA-I (-Exon7) nach Wachstum in 15uE Weifslicht in 20-
facher Vergrofferung. A) Wurzelspitze, 7 Tage, B) beginnende Elongationszone, 7 Tage,
C) Elongationszone, 7 Tage, D) beginnende Seitenwurzel, 14 Tage, E) Wurzelhaar, 14 Tage,
A)-E) GFP-Signal a)-e) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weifser Balken entspricht 20um. Alle

Aufnahmen zeigen mittige Lingsschnitte.
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3.5 Auswertung von WAICO 1

Die durch WAICOI1 erhaltenen Keimlinge wurden fiir eine griindliche morphologische Analyse
verwendet. So sollten Wachstumsunterschiede zwischen ppla-I-1 und Wassilijewskia Wildtyp bei
Wachstum in 1g und pg gefunden werden. Diese sollten Aufschluss iiber die Auswirkung von
Schwerelosigkeit auf das Keimlingswachstum geben, insbesondere in Verbindung mit den bereits
vorliegenden Defekten der Knockoutmutante. Einen Teil der Auswertung bildet die Vermessung der
Keimlinge nach 12 Tagen Wachstum anhand erstellter Astronautenfotos. Der andere Teil der
Auswertung bezieht sich lediglich auf die Keimlinge der A-Boxen, welche nach 12-tdgigem

Wachstum und anschlieBender konstanter Kiihlung auf die Erde verbracht werden konnten.
3.5.1 Manuell erstellte Bilder nach 12Tagen Wachstum

Die durch den Astronauten auf der ISS kurz vor Ende der Wachstumsphase nach 12 Tagen erstellten
Bilder (s. Abb. 52) konnten nur einen groben Einblick in das Wachstumsverhalten der Keimlinge

in den einzelnen Boxen liefern. Die Bildqualitit wies deutliche Mingel auf, hauptsichlich
verursacht durch eine schlecht regulierte Luftfeuchtigkeit in den Boxen. Diese fiihrte zur Bildung
von Wassertropfen auf der Frontscheibe, so dass lediglich eine Vermessung von Hypokotylldnge,
Petiolenlédnge und Blattflaiche anhand der Bilder moglich war. Der Wurzelbereich konnte daher nur
nach Entnahme der Keimlinge aus den Boxen und anschlieBendem einscannen vermessen werden.
Die Bilder waren jedoch sehr hilfreich bei der Beurteilung des Wachstumsverlaufes und qualitativ
besser als die automatisch erstellten Fotos. Es ist festzustellen, dass Keimung und Wachstum
allgemein sehr gut verlaufen waren. Anzeichen einer Deetiolierung waren nicht erkennbar.

Anhand der Betrachtung der 4bb. 52 lasst sich die Morphologie bereits grof3 abschitzen. So sind bei
Wachstum der ppla-I-1-Keimlinge in pg (Box AS5) einige Coils zu erkennen, jedoch nicht bei
Wachstum des Wassilijewskia Wildtyp in pg (Box A6). Deutlich erkennbar sind die groflen
Blattflichen des Wassilijewskia Wildtyps nach Wachstum in 1g (Boxen B3 und B5) im Vergleich
zum Wachstum in pg (Boxen A3 und A6).
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ppla-1-1/ 1g (Box B6)

WsWt / (Box A3) WsWt / ug (Box A6)

ppla—]—] /g (Box A) - ppla-1-1/ ug (Box A5)

Abbildung 52: Manuell erstellte Bilder der acht Boxen von WAICOI nach 12 Tagen Wachstum.
Deutlich erkennbar sind storende Wassertropfen auf der Scheibe, verursacht durch eine schlechte
Regulierung der Lufifeuchtigkeit in den Boxen. Die Bilder lassen jedoch erkennen, dass Keimung

und Wachstum der Arabidopsis-Pflanzen gut verlaufen sind.
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3.5.2 Morphologische Auswertung der Keimlingsphysiologie

Fiir WAICOL1 erfolgte eine erste morphologische Auswertung nach 12-tdgigem Wachstum anhand
der vom Astronauten erstellten Fotos von unfixierten Keimlingen. Hier wurden zundchst die
Keimlinge aller Boxen in Hinblick auf Hypokotylldnge, Petiolenlinge und Blattfliche vermessen
und die erhaltenen Durchschnittswerte miteinander verglichen (s. Abb. 53). Die Vermessung der
Hypokotyllingen ergab keine signifikanten Unterschiede beim Wachstum des Wildtyps in 1g und in
pg. Ein signifikant langeres Hypokotyl war jedoch bei Wachstum der Mutante in pg im Vergleich
zum Wachstum in 1g zu verzeichnen. Die durchschnittliche Petiolenldnge blieb beim Wildtyp im
Vergleich von 1g und pg konstant. Jedoch waren die Petiolen der Mutante in 1g signifikant kiirzer
als unter pg-Bedingungen. Wihrend die Blattfliche des Wildtyps unter 1g Bedingungen signifikant
grofler war, als unter pg-Bedingungen, zeigte die Mutante keine signifikanten Unterschiede im

Wachstum zwischen 1g und pg.

Durchschnittliche Hypokotyllange in mm Durchschnittliche Petiolenldnge in mm Durchschnittliche Blattfliche in mm?
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Abbildung 53: Auswertung der Keimlings-Physiologie nach 11 Tagen Wachstum: Ausgewertet wurde
die durchschnittliche Hypokotyllinge, Petiolenldinge und Blattfliche. Jeweils aufgetragen sind die
einzelnen Boxen getrennt nach Wachstum in Schwerelosigkeit (A-Boxen) und simulierter Schwerkraft
(B-Boxen). Boxen A3, A6, B3 und B5 enthielten Wassilijewskia Wildtyp-Keimlinge, Boxen A2, A5, B2
und B6 enthielten ppla-1-1-Keimlinge. Sternchen kennzeichnen signifikante Wachstumsunterschiede.
Dabei wurde zur Berechnung ein Durchschnitt der beiden Wachstumsboxen gleicher Behandlungsart
verwendet. Verglichen wurde jeweils das Wachstum in 1g und ug, getrennt nach Mutante und

Wildtyp. Standardbalken zeigen S.E.

3.5.3 Auswertung des Wurzelwachstums der Keimlinge der A-Boxen

Nach Erhalt der unfixierten Keimlinge der A-Boxen (pg-Bedingungen) wurden zunichst anhand

von Aufnahmen der Boxen die Coiling-Rate, die Torsion der Coils und der Durchmesser der Coils
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bestimmt (s. Abb. 54). Die durchschnittlichen Langen von Haupt- und Seitenwurzeln, sowie die

durchschnittliche Anzahl an Seitenwurzeln wurden anhand von Bildern bestimmt, fiir die die

Keimlinge einzeln aus den Agarboxen entnommen waren und gescannt wurden.

Abbildung 54: Vermessung von Coil-Durchmesser und Torsion. A) vermessener ppla-1-1Coil
(Box A2), B) vermessener Wassilijewskia Wildtyp-Coil (Box A6), C) Schematische Darstellung der
Vermessung. blau: Durchmesser des Coils, rot: Anteil des Gesamtumfanges des Coils mit Torsion,

gelb: Anteil des Gesamtumfanges des Coils ohne Torsion. Balken entspricht 0,5mm.

Die Ermittlung der Coilingrate, also der Anzahl an Coils je Pflanze bei den unter ug-Bedingungen
gewachsenen Keimlingen ergab eine signifikant hohere Anzahl gebildeter Coils bei der Mutante im
Vergleich zum Wildtyp. Als Coil wurde dabei ein Wurzelwachstum definiert, bei dem die Wurzel
kreisformig verlduft und mindestens einen vollstindig geschlossenen Ring ausbildet. Der Vergleich
der Coil-Durchmesser von Mutante und Wildtyp nach Wachstum in pg ergab signifikant kleinere
Coils bei der Mutante. Bei Wachstum unter pg-Bedingungen zeigte die Mutante einen signifikant
geringeren Grad an Torsion der Epideriszellen im Vergleich zum Wildtyp. So bildeten sich bei der
Mutante im Schnitt kleinere Coils mit geringerer Torsion aus. Der Vergleich der
Hauptwurzelldngen, Seitenwurzellingen und Anzahl der Seitenwurzeln unter pg-Begingungen
gewachsener Keimlinge ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen Mutante und Wildtyp

(s. Abb. 55).
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Abbildung 55: Auswertung der Wurzel-Morphologie der A-Boxen (ug-Bedingung). Ausgewertet
wurde die Durchschnittswerte der Coiling-Rate, des Coil-Durchmessers, des Torsionsgrads, der
Hauptwurzelldnge, der Seitenwurzellinge und der Anzahl Seitenwurzeln je Pflanze der Keimlinge
der A-Boxen. Die Boxen A3 und A6 enthielten Wassilijewskia Wildtyp-Keimlinge, Boxen A2 und A5
enthielten ppla-1-1 — Keimlinge. Sternchen kennzeichnen signifikante Wachstumsunterschiede
zwischen Mutante und Wildtyp. Dabei wurde zur Berechnung ein Durchschnitt der beiden

Wachstumsboxen gleicher Behandlungsart verwendet. Standardbalken zeigen S.E.
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3.6 Coilingverhalten als Oberflichen-abhangiges Phanomen und
Penetration des Agars bei ppla-I-1 und ppla-I-3

Vermehrtes Coiling von Knockoutmutanten ist ein deutlicher Hinweis auf einen vorliegenden
Gravitropismusschaden. Dieses Merkmal ist insbesondere in ppla-I-1 gut zu beobachten. Bislang
unklar ist jedoch, warum ppla-I-3 eindeutig kein vermehrtes Coiling zeigt. Weiter ist ungeklért, ob
das héufige Coiling Ausdruck eines Defektes im Gravitropismus per se ist oder aber eine Strategie
zum Ausgleich des durch den Defekt drohenden Schadens fiir die Pflanze. Eine denkbare Folge der
verringerten Erkennung von Gravitation ist ein verringertes Wachstum der Wurzel hin zum
Erdmittelpunkt und demnach ein verringertes Eindringen der Wurzel in das Ndhrmedium. Daher
wurde zunidchst die Penetrationsrate bei steigenden Agarkonzentrationen im Ndhrmedium, also
steigendem Eintrittswiderstand der Wurzel in den Nihrager, untersucht. Es sollte festgestellt
werden, ob vermehrtes Coiling in Abhédngigkeit zum Penetrationswiderstand die Penetration
verbessert, verschlechtert oder garnicht beeinflusst. Die Ermittlung der Coilingrate sollte Aufschluss
dartiber geben, ob Penetrationsrate und Anzahl der Coils direkt miteinander zusammenhéngen. Die
Messung des Coil-Durchmessers sollte klidren, ob die Penetrationsrate mit den sterischen
Eigenschaften der Coils in Verbindung stehen.

Dieser Versuchsteil dient einem besseren Verstidndnis des Coilings und ist vorbereitend fiir das in
Schwerelosigkeit (WAICO) durchgefiihrte Coil-Experiment. Auch liefert es eine weitergehende
Beschreibung der phénotypischen Unterschiede und Gemeinsamkeiten von ppla-I-1 und ppla-1-3 in
Bezug auf das Coiling.

Die Penetrationsrate wurde ermittelt, indem nach 10 Tagen Wachstum der Keimlinge auf den
verschiedenen Agarkonzentrationen jeweils die Keimlinge gezédhlt wurden, deren Wurzel bereits in
den Agar eingedrungen war. Die Anzahl der penetrierenden Keimlinge wurde dann zur Gesamtzahl
der Keimlinge einer Behandlungsart ins Verhéltnis gesetzt.

Die Auswertung der Penetrationsraten ergab eine deutlich erhohte Penetration der ppla-I-1 im
Vergleich zum Wassilijewskia Wildtyp. Insbesondere im Bereich von 1,0 — 1,6% Agar ergaben sich
signifikante Unterschiede. Bei einer Konzentration von 1,1% Agar im Ndhrmedium lag mit 21% der
deutlichste Unterschied vor (s. Abb. 56).

Ein Vergleich der Penetrationsraten von ppla-I-3 und Columbia Wildtyp ergab ebenfalls signifikante
Unterschiede. Im Bereich von 1,3 — 2,0% Agarkonzentration wichen die Penetrationsraten von
ppla-1-3 und Columbia Wildtyp am deutlichsten voneinander ab. Bei einer Agarkonzentration von

1,5% wurde ein maximaler Unterschied von 22% erreicht.
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Beide Mutanten weisen also eine &hnlich erhohte Penetrationsrate im Vergleich zum
korrespondierenden Wildtyp auf. Jedoch liegen die maximalen Unterschiede jeweils in
unterschiedlichen Konzentrationsbereichen. Weiter penetriert Columbia Wildtyp etwas schlechter

als Wassilijewskia Wildtyp wahrend pplal-1 und ppla-1-3 vergleichbar gut penetrieren.
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Abbildung 56.: Dargestellt ist die durchschnittliche Penetrationsrate von ppla-1-1 und ppla-1-3 im
Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp bei Wachstum auf 1/2 MS-Medium fiir 10 Tage und
steigenden Agarkonzentrationen im Bereich von 0,8 - 2,0% Agar. Die Auswertung erfolgte mit 4

biologischen Wiederholungen und jeweils > 30 Keimlingen. Standardbalken zeigen S.E.

Die Coiling-Rate wurde analog zu der Auswertung von WAICO1 ermittelt, indem die Gesamtzahl
gebildeter Coils einer Agarkonzentration bonitiert und ins Verhiltnis zur Gesamtzahl ausgezéhlter
Pflanzen der jeweiligen Agarkonzentration gesetzt wurde. Somit erhielt man den durchschnittlichen
Anteil an Coils je Pflanze fiir jede Behandlungsart. Als Coil wurde dabei korrespondierend zu der
Auswertung von WAICO1 ein Wurzelwachstum definiert, dass einen in sich geschlossenen Kreis
ausbildet (s. Abb. 57).

Die Coiling-Rate von ppla-I-1 schwankt im Bereich von 0,13 - 0,33, die des Wassilijewskia Wildtyp
im Bereich von 0,03 - 0,23. Die durchschnittliche Coiling-Rate von ppla-I-1 ist deutlich hoher als

die des Wassilijewskia Wildtyp. In Bezug auf die Agarkonzentration ist jeweils keine tendenzielle
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Entwicklung der Coiling-Rate erkennbar. Es findet sich jedoch bei ppla-I-1 ein deutliches
Maximum bei einer Agarkonzentration von 1,2% (s. Abb. 58).

Die Coiling-Raten von ppla-I-3 und Columbia Wildtyp schwanken im Bereich von 0,01 - 0,14. Die
mittleren Coiling-Raten unterscheiden sich nicht eindeutig voneinander. In Bezug auf die

Agarkonzentration ist keine Tendenz der Coiling-Rate erkennbar.

Abbildung 57: Ausschnitte des Wurzelwachstums von A) ppla-1-1, B) Wassilijewskia Wildtyp,
C) ppla-1-3 und D) Columbia Wildtyp. Als Coil gewertetes Wurzelwachstum wurde rot umrandet.
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Abbildung 58: Dargestellt ist die durchschnittliche Coiling-Rate von ppla-1-1 ppla-1-3 im Vergleich
zum korrespondierenden Wildtyp bei Wachstum auf 1/2 MS-Medium fiir 10 Tage und steigenden
Agarkonzentrationen im Bereich von 0,8 - 2,0% Agar. Die Auswertung erfolgte mit 4 biologischen

Wiederholungen und jeweils > 30 Keimlingen. Standardbalken zeigen S.E.

Die Ermittlung der Coil-Durchmesser erfolgte analog zu der WAICO1-Auswertung. Die Coil-
Durchmesser von ppla-I-1 und Wassilijewskia Wildtyp nehmen mit steigender Agarkonzentration
im Nihrmedium kontinuierlich ab. Dabei ist der durchschnittliche Coil-Durchmesser der ppla-I-1

im Vergleich zum Wildtyp deutlich kleiner. Auch die Coil-Durchmesser von ppla-I-3 und Columbia
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Wildtyp nehmen bei steigender Agarkonzentration im Nihrmedium kontinuierlich ab, aber ohne
deutliche Unterschiede zwischen Mutante und Wildtyp. Insgesamt bilden ppla-I-3 und Columbia
Wildtyp durchschnittlich kleinere Coils aus als ppla-I-1 und Wassilijewskia Wildtyp (s. Abb. 59).
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Abbildung 59: Dargestellt ist der durchschnittliche Coil-Durchmesser von ppla-I-1 und ppla-1-3 im
Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp bei Wachstum auf 1/2 MS-Medium fiir 10 Tage und

steigenden Agarkonzentrationen im Bereich von 0,8 - 2,0% Agar. Standardbalken zeigen S.E.

So ergibt sich zwar eine gleiche, hohere Penetrationsfahigkeit fiir beide Mutanten, aber die
Umsetzung durch das Coiling ist verschieden. ppla-I-1 und Wassilijewskia Wildtyp zeigen hdhere
Coil-Zahlen je Pflanze, bilden aber im Vergleich zu ppla-1-3 und Columbia Wildtyp groBere Coils
aus. Die kleineren Coils von ppla-I-3 und Columbia Wildtyp, vor allem bei hoheren

Agarkonzentrationen, sind offenbar effizienter in der Penetration.
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4. Diskussion

4.1 Phanotypische Unterschiede zwischen ppla-I-1 und ppla-I-3
Effendi ef al. (in Vorbereitung) zeigten, dass die beiden Knockoutmutanten ppla-I-1 und ppla-1-3

neben phdnotypischen Gemeinsamkeiten auch Unterschiede in Phototropismus- und

Gravitropismus- Versuchen aufweisen (s. 7ab. 35).

Tabelle 35: Unterschiede und Gemeinsamkeiten im Phdnotyp von ppla-I-1 und ppa-1-3

Defekt / Phianotyp ppla-1-1 ppla-1-3

Phototropismus Hypokotyl verzogert normal

Gravitropismus Wurzel normal schwach verzogert
Gravitropimus Hypokotyl verzogert verzogert

Coil-Bildung vermehrt normal

Bliihzeitpunkt verfriiht normal

frithe Auxin-Gene RNA-Expression verdndert RNA-Expression verdandert

So ist die phototrope Umorientierung des Hypokotyls auf einen neuen Lichtreiz in ppla-I-1 nach
12h signifikant verzogert, aber nicht in ppla-1-3. Bei Kippen der Wachstumsplatten um 90° ist die
gravitrope Umorientierung der Wurzel von ppla-I-3 nach 24h signifikant verzogert, jedoch konnte
dies nicht fiir ppla-I-1 festgestellt werden. Bei einem entsprechenden Versuch zur gravitropen
Umorientierung des Hypokotyls sind hingegen beide Mutanten verzogert. Weiter zeigt ppla-I-1 im
Gegensatz zu ppla-1-3 auf 45° gekippten harten Agarplatten eine verstdrkte Tendenz zur Ausbildung
von Wurzel-Coils im Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp. Den deutlichsten phénotypischen
Unterschied stellt jedoch der frithe Bliithzeitpunkt von ppla-I-1 im Vergleich zum Wassilijewskia
Wildtyp dar, wéihrend ppla-I-3 keine signifikantne Unterschiede im Blithzeitpunkt im Vergleich zum
Columbia Wildtyp aufweist. qPCR-Analysen ergaben, dass die Regulierung frither Auxin-
induzierbarer Gene in den beiden Allelen ppla-I-1 und ppla-1-3 Unterschiede aufweist.

Eine Annahme fiir eine mogliche Begriindung der Unterschiede der beiden Knockoutmutanten
resultierte aus den gefundenen Splicingvarianten der pPLA-I mit und ohne Exon7. Da ppla-I-1
einen Wassilijewskia-Hintergrund und ppla-I-3 einen Columbia-Hintergrund aufweist, wurde

zundchst vermutet, dass die gefundenen Differenzen mit verschiedene Expressionsraten der
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Splicingvarianten in den beiden Okotypen zusammenhingen kénnte. Jedoch ergab die Uberpriifung
mittels qPCR und Splicing-spezifischen Primern keine signifikanten Unterschiede in den RNA-
Expressionsraten der Sequenzvarianten in Wassilijewskia und Columbia. Somit konnte diese
Uberlegung als Grund fiir die Unterschiede in ppla-I-1 und ppla-I-3 ausgeschlossen werden. Auch
die Untersuchungen mittels Immunolabeling zeigten keine Hinweise auf ein unterschiedliches
Protein-Expressionsmuster in den Okotypen Wassilijewskia und Columbia. Dies fiihrt zu der
Annahme, dass die phinotypischen Differenzen nicht primdr mit dem pPLA-I-Protein, bzw. mit
einem Knockout der pPLA-I in Zusammenhang stehen, sondern weitere Faktoren ursédchlich sein
miissen.

Eine weitere Hypothese stiitzt sich auf eine von Aukermann ef al. (1997) gefundene, im
Wassilijewskia Okotyp natiirlich vorkommende Deletion des PHYD-Gens, wihrend die Gene fiir
die Phytochrome A, B und C vorhanden sind. PHYD teilt etwa 80% seiner Aminosduresequenz mit
PHYB (Mathews und Sharrock, 7/997) und beide Photorezeptoren besitzen sehr dhnliche
Funktionen, was bedeutet, dass die PHYD-Deletion in Wassilijewskia einen Defekt im Signalweg
der PHYB-édhnlichen Phytochrome verursachen kénnte. Auch wird aufgrund der Verbindung zu
PHYB fiir PHYD eine Funktion in der Regulation des SAS vermutet (Aukermann et. al., 1997,
Devlin et al., 1999).

Mittels qPCR, Immunolabeling mit pPLA-I-spezifischen Antikérpern und pPLA-I-GFP-
Reporterproteinen konnten in der vorliegenden Arbeit Anhaltspunkte auf die Regulation der
pPLA-I-Expression durch Licht gefunden werden. Hieraus resultiert insgesamt die Hypothese, dass
die Phytochrome B und eventuell D in ihrer Funktion mit pPLA-I verkniipft sein kdnnten.

Dies konnte im Mindesten schon eine Erklarung fiir den frithen Blithzeitpunkt von ppla-I-1 bieten.
Reed ef al. (1993) konnten zeigen, dass eine Deletion von PHYB frithes Blithen zur Folge hat.
Dieser Effekt konnte in abgeschwidchtem Malle durch die natiirliche PHYD-Deletion (phyD-1-
Mutation) in ppla-I-1 hervorgerufen werden. Weitere genetische Unterschiede zwischen
Wassilijewskia Wildtyp und Columbia Wildtyp sind bekannt (Ulm et al., 2001; Yang und Hua, 2004;
Bartels et al., 2009), wobei mogliche Zusammenhédnge mit pPLA-I vollig unklar sind. Ob letztendlich
die PHYB-Deletion in Wassilijewskia Wildtyp fiir die Unterschiede zwischen ppla-I-1 und ppla-1-3
ganz oder teilweise verantwortlich ist, kann mit den vorliegenden Ergebnissen nicht abschliefend

geklart werden.
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4.2 Sequenzanalyse des pPLA-I-Gens

Yang et al. postulierten 2007 das Vorhandensein einer pPLA-I cDNA-Sequenz bestehend aus 17
Exonen, (fehlendes Exon 4 im Vergleich mit der hier vorgestellten Sequenz). Grundlage dieser
Analyse war die Nutzung der Phagenbank CD4-16, welche die cDNA-Sequenz der pPLA-I enthilt.
Im Rahmen der fiir diese Arbeit notwendigen Sequenzgewinnung der pPLA-I wurde die Isolierung
eines pPLA-I-haltigen Klons aus der Phagenbank CD4-16 durchgefiihrt. Eine vollstindige
Sequenzierung ergab das Fehlen von Exon7, vermutlich hervorgerufen durch alternatives Splicing.
Es wurden zudem zahlreiche Punktmutationen gefunden, was auf eine schlechte Qualitit der
hergestellten cDNA, verursacht durch die Bedingungen der RT-PCR, schlielen ldsst. Die von Yang
et al. (2007) vorgeschlagene Sequenzvariante mit fehlendem Exon4 konnte im Rahmen dieser
Arbeit jedoch nicht gefunden werden. Auch wurde die dementsprechende Sequenz 2009 aus der
Datenbank NCBI entfernt. Dies ldsst vermuten, dass die von Yang et al. (2007) veroftentlichte
Sequenz lediglich mittels Software aus der genomischen DNA der pPLA-I abgeleitet wurde und
nicht durch Sequenzierung ermittelt wurde.

Das Fehlen von Exon7 fiihrt zu einer Verschiebung des Leserahmens und somit zu einem Abbruch
des Open Reading frames nach wenigen Nukleotiden. Die Folge ist ein Stop der Proteinbiosynthese
nach nur 435 Aminoséuren.

In einem weiteren Versuch zur Gewinnung der vollstindigen pPLA-I-Sequenz wurde im Rahmen
dieser Arbeit RNA isoliert und in ¢cDNA umgewandelt. Die auf diese Weise gefundene cDNA-
Sequenz der pPLA-I bestehend aus 18 Exonen wurde durch einen Eintrag bei NCBI im Jahr 2011,
der eine vollstindige Ubereinstimmung der Sequenzabfolge aufweist, bestiitigt (s. 4bb. 14 und 15)
Es ist daher davon auszugehen, dass die hier fiir die Erstellung verschiedener GFP-Konstrukte,
Realtime-Primer und Antikdrper verwendete Sequenz mit der nativen Sequenz vollstindig identisch

ist.

4.3 Modgliche Funktionen der gefundenen Splicingvarianten

Mittels qPCR mit Exon7-spezifischen, sowie N- und C-Terminus-spezifischen Primern konnte das
Vorhandensein beider Splicingvarianten nachgewiesen werden. Es konnte weiter festgestellt
werden, dass die ,,unvollstindige* Splicingvariante im Vergleich zur vollstaindigen Sequenzvariante
etwa 25-fach haufiger auftritt (s. 4bb. 18). Dies konnte eine Erklarung fiir die Problematik einer
vollstindigen Amplifikation der pPLA-I bieten, da die Wahrscheinlichkeit der Amplifikation der
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pPLA-I-Sequenz mit Exon7 demnach 25-fach verringert ist. Auch zeigte sich bei der Amplifikation
der pPLA-I-Sequenz mittels Teilsequenzen, dass sowohl fiir die Benutzung von Wassilijewskia
Wildtyp, als auch Columbia Wildtyp als Template das Teilfragment T2, welches Exon 7 (falls in der
Sequenz vorhanden) beinhaltet, trotz konstanter PCR-Bedingungen fiir alle Teilfragmente stets
schwiécher amplifiziert wurde.

Die stark hochregulierte Expression von pPLA-I (-Exon7), bzw. die vergleichsweise schwache
Expression von pPLA-I wirft die Frage auf, ob pPLA-I (-Exon7) eine Funktion auf Proteinebene
zukommt und ob diese Funktion mit der der pPLA-I tiberlappt oder identisch ist. Auch konnte
pPLA-I (-Exon7) ganz einfach auf Fehlsplicing zurlickzufiihren sein. In diesem Fall wiirde es sich
bei dieser Sequenzvariante lediglich um ein Artefakt ohne Funktion handeln, welches in der Folge
vollstindig degradiert wiirde. Tatséchlich sind Fehlsplicing und der Zerfall von ,,nonsense“-mRNA
in Eukaryoten keine Seltenheit (Roy und Irimia, 2008).

Um dieser Fragestellung auf den Grund zu gehen, wurde ein pPLA-I (-Exon7)-Konstrukt mit
synthetischem 35S-Promotor und N-terminalem GFP in ppla-I-1 transformiert. Die korrekte
Herstellung des Konstruktes und eine erfolgreiche Transformation von Arabidopsis wurden durch
Sequenzierung und Verwendung von Selektionsmarkern liberwacht. Als Resultat konnte keinerlei
spezifische GFP-Fluoreszenz in diesen Transformanden ermittelt werden (s. Abb. 51). Dies ldsst die
Schlussfolgerung zu, dass pPLA-I (-Exon7) trotz der hohen RNA-Expressionsrate auf Proteinebene
nicht oder nur in Spuren vorhanden ist. Die Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese vom
Fehlsplicing und Zerfall der ,,nonsense“-mRNA.

Gegen eine vollwertige Funktion von pPLA-I (-Exon7) auf Proteinebene sprechen zudem die
Komplementationsversuche mit den Transformanden. Im Blithexperiment konnte festgestellt
werden, dass der Blithzeitpunkt von P;ss::GFP-pPLA-I (-Exon7) dem von ppla-I-1 entspricht, die
Transformanden also wie die Mutante friih und nicht wie der Wildtyp vergleichsweise spit bliihen.
Hingegen konnte ppla-I-1 mit einem Konstrukt, welche die vollstindige pPLA-I-Sequenz
beeinhaltet (P,pr4s-:pPLA-I-GFP), im Blithversuch erfolgreich komplementiert werden
(Bliihverhalten wie Wassilijewskia Wildtyp) (s. 4bb. 44).

4.4 Expressionsstudien der pPLA-I

Die mittels konfokaler Lasermikroskopie erhaltenen Daten beziehen sich groBtenteils auf die
Wurzel. Grund hierfiir ist zum einen der durchschnittliche Wurzeldurchmesser junger, 5-7 Tage alter

Arabidopsis-Keimlinge von etwa 100uM. Mit dieser Gewebedicke ist auch die Grenze zur
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Erstellung konfokaler Aufnahmen erreicht. Organe mit einem groBeren Durchmesser / einer
grofBeren Gewebedicke, wie Hypokotyle, Petiolen und Blitter, konnen zwar mikroskopisch, aber
nicht mehr konfokal betrachtet werden, da die spezifische Fluoreszenz der betrachteten Schicht
durch dariiber liegendes Gewebe absorbiert oder reflektiert wird und daher nicht mehr detektierbar
ist. Auch die Wurzel kann daher nur bis etwas iiber den Querschnitt hinaus betrachtet werden, bevor
das Fluoreszenzsignal signifikant abnimmt. Zudem stellt der hohe Gehalt an Pigmenten wie
Chlorophyllen, Carotinoiden und Anthocyanen in Hypokotylen, Petiolen, Blittern und Knospen ein
Problem dar. Diese weisen eine starke Autofluoreszenz auf, die die spezifische Fluoreszenz
iiberlagern wiirde. Zwar konnen die Pigmente mittels einer Methanolreihe groftenteils entfernt
werden. Die Behandlung schéddigt jedoch das Gewebe und verschlechtert die Qualitit des
Immunolabelings erheblich. Aus den genannten Griinden beschrinkten sich die Untersuchungen auf
die Wurzel, den Pollen und die Trichome der Blatter. Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch die
Eignung des Immunolabelings im Embedding-Verfahren tiberpriift. Es zeigte sich jeweils, dass das

Verfahren fiir Arabidopsis-Wurzeln nicht geeignet ist.

4.4.1 Spezifitat der Antikorper gegen pPLA-I und des detektierten
Signals

Fiir die hier durchgefiihrten Immunolabelings wurden zwei unterschiedliche pPLA-I-spezifische
Antikorper hergestellt. Bei dem ersten Antikorper handelt es sich um einen Peptid-Antikorper, der
spezifisch an ein Peptid in der N-terminalen Domidne der pPLA-I bindet. Der zweiter Antikorper
besteht aus einer 161 Aminosduren langen, C-terminalen Peptidsequenz. Die beiden
unterschiedlichen Antikérper wurden zum einen hergestellt, um die Wahrscheinlichkeit zu erhdhen,
dass fiir die Untersuchungen zumindest ein funktionsfahiger, spezifischer Antikorper zur Verfiigung
steht. Im Falle einer Verwendbarkeit beider Antikdrper sollte nach Unterschieden in der Expression
beider Antikorper gesucht werden. Da der N-terminale Antikdrper sowohl an das vollstindige
pPLA-I-Protein, als auch an pPLA-I (-Exon7) spezifisch bindet, wédhrend der C-terminale
Antikorper nur an das vollstdndige Protein binden kann, kdnnten so Aussagen tiber die Expression
von pPLA-I (-Exon7) getroffen werden.

Erste Untersuchungen der Antikorper bestétigten deren Funktionsfahigkeit und Spezifitit. So ergab
ein Western Blot mit pPLA-I-His-Tag-Peptid (Sequenz von Exon 18) und dem C-terminalen

Antikorper eine Bande spezifischer Grofle. Der N-terminale Antikorper wurde mittels einer Peptid-
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Séule durch die herstellende Firma aufgereinigt und so die spezifische Bindefdhigkeit fiir das Peptid
tiberpriift. Die entscheidenden Nachweise zur spezifischen Bindungsaktivitit der Antikorper im
Arabidopsis-Gewebe erbrachten Immunolabelings von ppla-I-1 und ppla-I-3. In diesen Versuchen
war keine spezifische Fluoreszenz detektierbar, was den Schluss zuldsst, dass die in Arabidopsis-
Wildtyppflanzen ermittelbare Fluoreszenz bei 488nm spezifisch sein muss (s. Abb. 23).

Der Vergleich der Expressionsmuster von Wurzelspitzen, die mit dem N-, bzw. dem C-terminalen
Antikdrper behandelt worden waren, ergab grundsétzlich keine Unterschiede. Dies ist ein weiterer
Hinweis auf die Spezifitit beider Antikorper, da unspezifische Bindungen abhingig von der
zugrunde liegenden Peptidsequenz des zur Antikorperherstellung verwendeten Antigens sind. Diese
Peptidsequenzen sind jedoch in N- und C-terminalem Antikdrper grundverschieden. Demzufolge
miissten die Antikorper ein unterschiedliches Expressionsmuster erzeugen, sobald nur einer von
thnen auch unspezifische Bindungsaktivititen in Arabidopsis-Gewebe aufweisen wiirde. Auch fiihrt
dies zu der Annahme, dass pPLA-I (-Exon7) nicht in nennenswerter Weise auf Proteinebene
exprimiert wird, da ansonsten eine zusdtzliche Expression bei Verwendung des N-terminalen

Antikorpers detektierbar sein miisste.

4.4.2 In situ - Expressionsstudien der pPLA-I

In allen hier durchgefiihrten Untersuchungen wurden jeweils Arabidopsis-Keimlinge des
Wassilijewskia Wildtyp und des Columbia Wildtyp verwendet und die Ergebnisse miteinander
verglichen. Wie im Vergleich der Antikdrper konnten auch in Bezug auf den Okotyp keine
Unterschiede im Expressionsmuster oder in der Expressionsstirke gefunden werden. Daher wurden
alle Versuche unabhiingig von verwendetem Antikdrper oder Okotyp zusammenfassend
beschrieben.

Die Untersuchungen mittels Immunolabeling im Whole Mount-Verfahren ergaben die Expression
von pPLA-I in der Wurzelspitze der Hauptwurzel, in der beginnenden Elongationszone und in den
Pollenkdrner. In WeiBllicht angezogene Keimlinge zeigten dabei eine relativ starke Expression in der
Wurzelspitze und eine Richtung Basis deutlich abnehmende Expression in der beginnenden
Elongationszone. Keine Expression wurde in der Wurzelhaube, der physiologisch &lteren
Elongationszone, den Wurzelhaaren, beginnenden Seitenwurzeln und den Trichomen der Blétter

gefunden (s. 4bb. 24 -27).
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4.4.3 In vivo - Expressionsstudien von pPLA-I::pPLA-I-GFP

Untersuchungen mit Reporterproteinen sind immer dann angezeigt, wenn Expressionsstudien am
lebenden Objekt vorgenommen werden sollen. Im konkreten Fall sollte die mittels Immunolabeling
gefundene Expression der pPLA-I und gewonnene Erkenntnisse iiber die Licht-gesteuerte
Expression der pPLA-I bestétigt werden.

Expression fand sich in der Wurzelspitze, in der Wurzelhaube und in der beginnenden
Elongationszone der Hauptwurzel, in beginnenden Seitenwurzeln und im Pollen. Dabei wurde die
Expression in der beginnenden Elongationszone zunehmend schwécher und verschwand zunéchst in
den &uBleren Zellschichten, dann auch in der Stele. In der Wurzelhaube war die Expression sehr
schwach. Keine Expression konnte den Wurzelhaaren und den Trichomen der Blitter gefunden

werden (s. Abb. 45 - 48).

4.4.4 Vergleich des gefundenen Expressionsmuster

Die Untersuchung des Expressionsmusters von P,p.....:pPLA-I-GFP zeigte groBe Ahnlichkeit zu
den Ergebnissen der Immunocytochemie. Zu nennen sind hier die Expression in der Wurzelspitze
und in der beginnenden Elongationsszone der Hauptwurzel, sowie im Pollen. Auch verschwand die
Expression iibereinstimmend in der physiologisch élteren Elongationszone und war nicht in den
Trichomen detektierbar. Die Unterschiede sind in der Hauptsache die gefundene Expression in
beginnenden Seitenwurzeln und die schwache Expression in der Wurzelhaube von P ,pp4..-:pPLA-I-
GFP

Mittels eines pPLA-I-GUS-Konstruktes konnten Effendi et al. (in Vorbereitung) die Promotor-
gesteuerte Expression der pPLA-I in Arabidopsis zeigen. Die Untersuchungen ergaben GUS-
Féarbung in den Leitbiindeln des Sprosses und der Petiolen, in der Stele der Hauptwurzel, an der
Basis beginnender Seitenwurzeln, in der Wurzelspitze der Hauptwurzel (einschlieBlich der

Wurzelhaube), in den Trichomen der Blatter und im Pollen (s. Abb. 3).

Ein Vergleich der in dieser Arbeit gefundenen Expressionsmuster mit der GUS-Verteilung in
Arabidopsis-Keimlingen zeigt gute Ubereinstimmungen beziiglich der Expression in der
Waurzelspitze, in der Stele der beginnenden Elongationszone der Hauptwurzel, in den beginnenden
Seitenwurzeln (nur in P,p .. :pPLA-I-GFP gefunden) und im Pollen. Allerdings wurde keine

Ubereinstimmung in den Trichomen der Blitter gefunden. Auch konnte in dieser Arbeit keine
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durchgéngige Expression in der Stele der Hauptwurzel gefunden werden. Nicht verglichen werden
konnte die Expression in Spross und den Petiolen.

Betrachtet man die Nachweismoglichkeiten von Immunocytochemie, Reporterproteinen und GUS-
Konstrukten, finden sich Ansdtze zur Begriindung der gefundenen Unterschiede. Das
Immunolabeling mit pPLA-I-spezifischen Antikdrpern ergibt eine Momentaufnahme der Protein-
Expression fiir den Zeitpunkt der vollstdndigen Fixierung der Keimlinge. Auch ist die Fluoreszenz
des sekundiren Antikorpers erst ab eine Schwellenwert als spezifische Fluoreszenz von der
Autofluoreszenz des Gewebes abgrenzbar. Ein weiterer, einschrinkender Faktor fiir die
Nachweismoglichkeiten der Immunocytologie ist der enzymatische Zellwandabbau nach erfolgter
Fixierung. Ist dieser nicht ausreichend, etwa aufgrund zu kurzer Inkubationszeiten oder
Verwendung unspezifischer Enzyme, konnen die Antikdrper nicht bis ins Zellinnere diffundieren.
Anders verhilt es sich mit der ermittelbaren GUS-Expression. Die Glucuronidase ist ein duflerst
stabiles Protein (Jefferson er al. 1986), welches nur sehr langsam wieder abgebaut wird
(Halbwertszeit etwa 50h, nicht publiziert). Dementsprechend ist das gefundene GUS-
Expressionsmuster, im Unterschied zum Immunolabeling, als Anhdufung der Proteinexpression
iiber einen ldngeren Zeitraum zu verstehen. Zudem ist die blduliche Verfarbung im gebleichten
Gewebe schon in geringen Mengen leicht detektierbar. Weiter tritt eine GUS-Firbung in nicht-
transformierten Pflanzen nicht auf (Jefferson et al., 1986), was bedeutet, dass jede gefundene GUS-
Féarbung spezifisch sein muss. Daher kann durch die GUS-Féarbung auch eine sehr geringe
Proteinexpression im Gewebe, die unter Umstdnden nur in einem kurzen Zeitraum stattgefunden
hat, detektiert werden, wihrend sich mittels Immunolabeling eher Verdnderungen und
Schwankungen der Expression darstellen lassen.

Die fiir die in vivo - Expressionsstudien verwendeten Reporterproteine mit fusioniertem GFP
weisen ebenfalls eine gewisse Stabilitdt auf. Zwar ist die Halbwertszeit des verwendeten GFP
wesentlich geringer, als es bei GUS-Konstrukten der Fall ist. Dennoch findet im Gegensatz zum
Immunolabeling eine Anhdufung des Signals statt. Auch kann hier ein verdnderter Transport
mogliche Ursache fiir Unterschiede in der gefundenen Expression sein. Dieser konnte durch das

angehdngte GFP verdndert sein.

In Bezug auf die Trichome konnte im unzureichenden Zellwandverdau der Grund fiir ein fehlendes
Signal im Vergleich zu den GUS-Studien liegen, da die fiir das Immunolabeling verwendeten
Enzyme zum Zellwandabbau spezifisch fiir die Epidermis der Wurzeln sind, jedoch nicht fiir die

Kutikula der Trichome. Auch war die Inkubationszeit fiir einen vollstdndigen Zellwandabbau an den
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Trichomen moglicherweise nicht ausreichend. Die erkldrt jedoch noch nicht die fehlende
Lokalisierung in den Trichomen von P,p.4..::pPLA-I-GFP.

Die von Effendi et al. (in Vorbereitung) gefundene pPLA-I-GUS-Expression in den Trichomen ist
moglich, jedoch nicht gesichert. Die Trichome erfiillen ihre Aufgabe als erste mechanische Barriere
auf der Blattoberflidche (Glover, 1999) und spielen damit eine Rolle in der Pathogenabwehr. Yang et
al. (2007) postulierten eine Funktion der pPLA-I in der Pathogenabwehr durch Hydrolyse polarer
Lipide, die als Vorstufe flir die Pathogen-induzierte Jasmonsdure-Produktion fungieren. Die
beiderseits zugewiesene Rolle in der Pathogenabwehr konnte auf mogliche funktionale
Zusammenhénge von pPLA-I und den Trichomen hinweisen.

Im Falle der unterschiedlichen Lokalisierung in der physiologisch dlteren Elongationszone bei
Immunocytochemie, P,p...-:pPLA-I-GFP (jeweils keine Expression vorhanden) und GUS-Studien
(Expression vorhanden) konnte eine geringe Proteinexpression die mogliche Erkldrung sein.
Geringe Proteinmengen konnten durch Anhdufungen in der GUS-Expression durchaus detektierbar
sein, wihrend sie im Falle von Immunocytochemie und Reporter-Proteinen unterhalb der

Detektionsgrenze liegen konnten.

4.5 Zellbiologische Untersuchungen zur Lokalisierung und Expression
von pPLA-I

4.5.1 In situ - Lokalisierung der pPLA-I auf Zellebene

Im Bereich der Wurzelspitze ist pPLA-I meist Plasmamembran-nah und cytosolisch lokalisiert.
Dabei ist auch die Plasmamembran-nahe Lokalisierung grundsitzlich eine cytosolische
Lokalisierung, bezieht aber eine nicht ndher definierte Assoziation mit der Plasmamembran mit ein.
Plasmamembran-nah ist pPLA-I insbesondere in den Zellen von Epidermis, Cortex und Endodermis
detektierbar, cytosolisch dagegen hauptséchlich in der Endodermis und in der Stele. Betrachtungen
auf zelluldrer Ebene ergaben in Epidermis und Cortex zum Teil eine verstirkte Lokalisierung im
endoplasmatische Retikulum um den Nukleus herum und auch im Zentrum des Nukleus. In der
beginnenden Elongationszone findet sich ein vergleichbares Lokalisierungsmuster, jedoch nimmt
die Expression in Richtung Wurzelbasis deutlich ab, bis sie vollstindig verschwindet. Diese
Abnahme ist zundchst in Epidermis, Cortex und Endodermis erkennbar. Im weiteren Wurzelverlauf
Richtung Basis wird auch die Expression in der Stele deutlich schwiécher. Plasmamembran-nah

verschwindet das Signal zundchst entlang der lateralen Zellschichten. Eine Lokalisierung im
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Endoplasmatischen Retikulum ist in der beginnenden Elongationszone nicht mehr zu verzeichnen.
Weiter findet sich eine pPLA-I-Lokalisierung entweder im gesamten Pollenkorn oder nur in den

duBeren Randbereichen des Pollens (s. 4bb. 24 -27).

4.5.2 In vivo - Lokalisierung von Ppp.4.::pPLA-I-GFP auf Zellebene

Die in vivo - Lokalisierung der pPLA-I auf Zellebene ist grundsétzlich der gefundenen in situ -
Lokalisierung sehr dhnlich. In der Wurzelspitze ist sie ebenfalls cytosolisch und Plasmamembran-
nah vorzufinden. Die cytosolische Lokalisierung ist in der Stele verstirkt vorzufinden. Ein
deutlicher Unterschied zur Immunocytochemie ist das Auftreten von Spots im Cytoplasma der
Stele. Plasmamembran-nah ist P,p.4..-:;pPLA-I-GFP vorwiegend in den duBleren Zellschichten
(Epidermis, Cortex und Endodermis) lokalisierbar. Im Bereich der Stele ist keine oder eine sehr
geringe Lokalisierung im Nukleus feststellbar. In den &uBeren Zellschichten ist dagegen eine
Lokalisierung im Nukleus und auch im Endoplasmatischen Retikulum um den Nukleus herum zu
verzeichnen. Aufgrund der hohen cytosolischen Lokalisierung in der Stele war es nicht moglich, die
Lokalisierung in der Néhe der Plasmamembran und im Endoplasmatischen Retikulum zu bestétigen
oder auszuschlieBen. Die Expression nimmt in Richtung Wurzelbasis deutlich ab und verschwindet
dann vollstindig. P,pr4..-:pPLA-I-GFP ist zudem in den Randbereichen des Pollens lokalisiert
(s. Abb. 45 - 48).

4.5.3 Vergleich der gefundenen Lokalisierungen der pPLA-I

Die gefundenen in situ-Lokalisierungsstudien durch pPLA-I-spezifische Antikorper stimmen
grundsétzlich gut mit den in vivo - Lokalisierungsstudien iiberein. Leichte Unterschiede, wie das
Auftreten von Spots bei der in vivo - Lokalisierung konnten durch das C-terminal fusionierte GFP
verursacht werden. So konnten die Ankyrin-Motive des C-terminus (LRR) durch das angehdngte
GFP moglicherweise in ihrer Funktion gestort sein. Die Ankyrin-Motive sind an der Vermittlung
spezifischer Protein-Protein-Interaktionen (Mosavi et al., 2004), sowie an der Regulation der
Enzymaktivitit beteiligt und damit an der vollstindigen enzymatischen Funktion des Proteins
(Balsinde und Balboa, 2005). Ein nicht vollstindig funktionsfdhiger C-terminus konnte damit auch
Einfluss auf die Lokalisierung auf zelluldrer Ebene haben.

Die unterschiedliche Auspragung des Fluoreszenzsignals im Pollen konnte abhingig sein vom

Entwicklungsstadium des gesamten Pollensacks und vom Erfolg der Fixierung. Durch die Grofle
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und Geschlossenheit der Pollensicke wird moglicherweise das Vordringen der Antikorper bis zu

den Pollenkornern erschwert.

4.5.4 Interpretation der gefundenen Lokalisierungen der pPLA-I

Ein Grofteil der gefundenen pPLA-I-Lokalisierung ist cytosolisch. Das war ein zu erwartendes
Ergebnis, da Software-Programme eine cytosolische Lokalisierung aufgrund der vorwiegend
hydrophilen Sequenz der pPLA-I vorschlagen und dies auch frithere Befunde ergaben (Holk ef al.,
2002).

Auch die gefundene Lokalisierung in der Ndhe der Plasmamembran ist nicht unerwartet. Die
Sequenz der pPLA-I verfiigt liber eine Doméne fiir eine mogliche G-Protein-Bindestelle. Es ist also
eine direkte Interaktion der pPLA-I mit G-Proteinen zu vermuten. Insbesondere fiir heterotrimere
G-Proteine ist bekannt, dass sie in der Hauptsache mit Plasmamembran-Rezeptoren assoziiert sind.
Sie geben dabei Signale der Transmembranrezeptoren weiter, welche zuvor durch Interaktion mit
extrazelluldren Liganden aktiviert wurden. Es ist denkbar, dass insbesondere Plasmamembran-nahe
pPLA-I in Interaktion mit den dort lokalisierten G-Proteinen steht. Auch ist die Interaktion von G-
Proteinen mit Phospholipase A-Proteinen bereits bekannt (Roos ef al., 1999). Weiter sind die
typischen heterotrimeren G-Proteine sowie die extra grolen G-Proteine (XLG3) an der Kontrolle
der Wurzelmorphogenese und an der Signalantwort auf Phytohormone, insbesondere Auxin,
beteiligt (Ding et al., 2007, Pandey et al., 2006, Ullah et al., 2002, 2003). Pandey et al. (2008)
fanden deutliche Hinweise darauf, dass die B-Untereinheit der typischen heterotrimeren G-Proteine
und XLG3 Waving und Slanting positiv regulieren. Hier konnte ein Erklarungsansatz flir die
gefundene verdanderte Wurzelmorphologie der ppla-I-Knockoutmutanten auf der einen Seite und der
gefundenen Plasmamembran-nahen Lokalisierung der pPLA-I auf der anderen Seite liegen.

Eine weitere Annahme fiir die Lokalisierung der pPLA-I an den Plasmamembranen und den
Membranen des Zellkerns ist eine potentielle Regulierungsfunktion. Die pPLA-I konnte selektiv in
der Plasmamembran befindliche Phospholipide hydrolysieren. Die Spaltprodukte konnten dann eine
Funktion als second messenger in der Membran erfiillen (Scherer and Andre’, 1989; Lee et al.,
1992, Scherer and Andre’, 1993, Chandra et al., 1996, Paul et al., 1998, Narvaez-Vasquez et al.,
1999; Roos et al., 1999).

Die gefundene Lokalisierung im Pollen stimmt iiberein mit Daten von Holk et al. (2002), die bereits
mittels semiquantitativer PCR festgestellt hatten, dass die mRNA-Gehalte der pPLA-I in Wurzel

und Pollen in etwa identisch waren (ca. 30% der im Spross gefundenen Expressionsrate).
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4.6 pPLA-I-Expression auf Protein- und RNA-Ebene und ihre Reaktionen
auf Auxin und Licht

Effendi et al. (in Vorbereitung) konnten zeigen, dass insbesondere die ppla-I-Knockoutmutante
ppla-1-1 durch gednderte Reaktionen auf Auxin und Licht Unterschiede in ihrem Phédnotyp aufweist.
So bliiht ppla-I-1 im Kurztag frither und bildet bei Wachstum in schwachem Dauerlicht von
Dunkelrot und Blau (je 1pE) ein signifikant langeres Hypokotyl aus. Auch wurde mittels qPCR
festgestellt, dass 30min nach Applikation von 10uM TAA acht von dreizehn frithen Auxingenen in
der ppla-1-1 Veranderungen in der RNA-Expression aufwiesen. Weiter folgerten Effendi et al. (in
Vorbereitung) aus diesen und weiteren Untersuchungen der ppla-I-1, dass Licht-gesteuerte und
Auxin-gesteuerter Signalweg miteinander verkniipft sein miissten. Anlehnend an diese Ergebnisse
wurde mittels der Lokalisierungsstudien unter anderem die Abhéngigkeit der pPLA-I-Expression
von unterschiedlichen Lichtbedingungen und verdnderten Auxinkonzentrationen in den Zellen

iiberpriift.

4.6.1 Auswirkung der Auxinkonzentration auf die pPLA-I-Expression auf
Proteinebene

Die Auswirkung verdnderter Auxinkonzentrationen auf die pPLA-I-Expression im Wurzelgewebe
wurde immunocytologisch untersucht. Aus Zeitgriinden wurde auf in vivo - Studien zur pPLA-I-
Expression in Abhéngigkeit von der Auxin-Konzentration verzichtet. Bei der Inkubation mit 1uM
I-NAA war ein eindeutiger Abfall des pPLA-I-Expressionslevels zu verzeichnen (s. Abb. 33) . Die
Expression war cytosolisch fast vollstindig verschwunden und reduziert noch Plasmamembran-nah
detektierbar. Eine Lokalisierung im Endoplasmatischen Retikulum um den Nukleus herum war
nicht mehr zu verzeichnen, eine Lokalisierung im Nukleus jedoch nicht ganz auszuschlieen. Dies
sollte zu dem Schluss fiihren, dass erhohte Auxinkonzentrationen im Gewebe zu einer Verringerung
der pPLA-I-Expression oder zu einem Abbau der pPLA-I fithren. Ubereinstimmend mit diesen
immunocytologischen Untersuchungen konnten Effendi ef al. (in Vorbereitung) mittels qPCR eine
ca. 3,5-fache Verringerung der RNA-Expressionsrate der pPLA-I nach dreistiindiger Inkubation mit
10uM TAA feststellen.

Auch wurde der Einfluss von NPA auf die Expression der pPLA-I untersucht. NPA ist ein Auxin-
Efflux-Inhibitor, welcher an den Auxin-Efflux-Carrier oder an einem assoziierten Protein (Davies

und Rubery, 1978; Hertel et al., 1983; Morris ef al., 1991) bindet und so den Auxin-Efflux hemmt.
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Dies fiihrt insgesamt zu Reduzierung des IAA-Gehaltes in der gesamten Wurzel (Reed et al., 1998).
Genauere Untersuchungen von Casimiro et al. (2001) zeigten jedoch, dass es sich tatsdchlich um
eine Umverteilung des IAA-Gehaltes in der Wurzel handelt, bei der es zu hoheren Konzentrationen
an [AA in der Wurzelspitze kommt, wihrend die Wurzelgewebe nahe der Basis reduzierte Level an
IAA aufweisen. Demnach ist von einer Erh6hung der IAA-Konzentration in der Wurzelspitze bei
Applikation von 10uM NPA auszugehen.

Die Ermittlung der pPLA-I Expression in der Wurzelspitze nach Behandlung mit 10pM NPA ergab
eine deutlich gesteigerte Expression und eine Lokalisierung im Bereich des Endoplasmatischen
Retikulums um den Nukleus herum (s. 4bb. 34). Die Expression in diesem Bereich ist dabei in
einigen Zellen noch deutlich verstdrkt und iibersteigt damit die bei Bestrahlung mit Blaulicht
gefundenen Intensititen am Endoplasmatischen Retikulum. Da Casimiro et al. (2001) feststellten,
dass nach 10-tigigem Wachstum mit 10uM NPA der TAA-Gehalt in der Wurzelspitze von
Arabidopsis zunimmt, findet sich hier ein Widerspruch zu der Uberlegung, dass hohe IAA-
Konzentrationen in den Wurzelzellen zu einer Verringerung der pPLA-I-Expression oder zu einem
Abbau der pPLA-I fithren. Allerdings ist ein unterschiedlicher Versuchsautbau festzustellen (10-
tagiges Wachstum auf NPA-haltigem Néhrmedium anstelle der hier durchgefiihrten Inkubation mit
NPA fiir 3h). Weiter zeigten die qPCR-Analysen von Effendi ef al. (in Vorbereitung), dass die
pPLA-I-Expression innerhalb von 24h nach IAA-Applikation stark schwankt. Grund hierfiir
konnten die vorherrschenden Lichtbedingungen und der Zeitpunkt im diurnalen Rhythmus bei
Durchfiihrung der Messungen sein. Wie in 4.6.2 dargestellt haben diese Faktoren ebenfalls grof3en
Einfluss auf die pPLA-I-Expressionsrate.

Reed et al. (1998) stellten fest, dass NPA-Applikation an der unteren Hélfte der Wurzel das
gravitrope Wachstum der Keimlinge reduziert. Ob diese Feststellung in Zusammenhang mit dem
gefundenen pPLA-I-Lokalisierungsmuster nach NPA-Behandlung stehen konnte, kann durch die
vorliegenden Ergebnisse nicht gekldrt werden. Abschlieend kann kein eindeutiger Zusammenhang
zwischen Auxinkonzentration in der Zelle nach NPA-Behandlung und pPLAI-Expression gefunden

werden.
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4.6.2 Auswirkung von Licht auf die pPLA-I Expression und
Lokalisierung

4.6.2.1 pPLA-I-Expression wird durch Blaulicht hochreguliert

Insbesondere ppla-I-1-Keimlinge bilden als Reaktion auf Wachstum in kontinuierlichem schwachen
Licht aus nur einer Lichtfarbe (je 1nE rotes, dunkelrotes oder blaues Licht) im Vergleich zum
Wildtyp ein signifikant langeres Hypokotyl aus (Effendi ef al., in Vorbereitung). Aufgrund der
Erkenntnis, dass die Bestrahlung mit einzelnen Lichtfarben Einfluss auf den ppla-I-Phénotyp haben
kann, wurde das Expressionsmuster und die Expressionsstirke der pPLA-I nach 7-tigigem
Wachstum in kontinuierlichem schwachen Licht der genannten Lichtfarben, sowie bei Wachstum in
Dunkelheit, ermittelt.

Der Vergleich der Expressionsmuster bei Wachstum in WeiBlicht, einzelnen Lichtfarben und
Dunkelheit zeigt eindeutige Unterschiede. Die Anzucht der Licht-gewachsenen Keimlinge in
konstanten 15uE ermdglicht einen Bezug der gefundenen Unterschiede auf die jeweiligen
Lichtqualititen. Dabei zeigen Anzucht in Weilllicht und Blaulicht eine relativ starke Expression
entsprechend dem bereits aufgefiihrten Verteilungsmuster, wihrend die Expression bei Wachstum in
roten und dunkelrotem Licht, sowie in Dunkelheit schwach war und am Rande der
Detektionsgrenze lag (s. Abb. 32).

Ein detaillierter Vergleich von Anzucht in konstanten 15uE Weillicht und Blaulicht ldsst eine
geringfiigig stirkere Expression in blauem Licht erkennen. Jedoch muss bei der Beurteilung der
Expressionsstirke beriicksichtigt werden, dass diese bei einem Immuolabeling nur grob abgeschétzt
werden kann. Grund hierfiir sind die leichten Unterschiede bei der Durchfiihrung eines manuellen
Immunolabelings, die Schwankungen in der Intensitdt der Fluoreszenz hervorrufen kénnen. Daher
kann eine Zu- oder Abnahme der Signalintensitit mit dieser Methode nur grob abgeschétzt werden.
Relative Sicherheit wurde in diesem Fall durch eine héufige Versuchsdurchfiihrung gewonnen, bei
der stets die selbe Tendenz erkennbar war.

Gleiches gilt beim Vergleich des Wachstums in rotem und dunkelrotem Licht, sowie in Dunkelheit.
Bei allen drei Behandlungsarten ist die Expression sehr schwach. Jedoch zeichnen sich feine
Unterschiede ab. So scheint die Expression bei Bestrahlung mit Rotlicht etwas stirker zu sein als
mit dunkelrotem Licht oder bei Anzucht in Dunkelheit.

Auch gibt es Licht-abhidngige Unterschiede in der subzelluldren Lokalisierung. Wahrend bei
Belichtung mit blauem oder weiflem Licht sowohl ein cytosolisch als auch ein Plasmamembran-nah

lokalisiertes Fluoreszenzsignal feststellbar ist, bewirken rotes und dunkelrotes Licht primér eine
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Plasmamembran-nahe Polarisierung. Etiolierte Keimlinge zeigen hingegen primir eine cytosolische
Lokalisierung.

Die Lokalisierung im Endoplasmatischen Retikulum um den Nukleus herum ist ebenfalls abhingig
von den Lichtbedingungen. So findet sie sich vorwiegend in der meristematischen Zone bei
Anzucht in WeiBlicht und in verstirktem Maf3e in blauem Licht, wihrend sie nur in sehr geringem
Male bei der Anzucht in rotem oder dunkelrotem Licht feststellbar ist. Etiolierte Keimlinge zeigen
ebenfalls keine Lokalisierung im Endoplasmatischen Retikulum um den Nukleus herum.

Eine Lokalisierung innerhalb des Nukleus konnte grundsitzlich bei allen getesteten
Lichtbedingungen und in Dunkelheit detektiert werden. Es zeigte sich jedoch, dass diese
Lokalisierung bei Wachstum in rotem und dunkelrotem Licht, sowie in Dunkelheit, verstirkt
auftritt.

Die in vivo - Untersuchungen zur Licht-abhingigen pPLA-I-Expression ergaben, dass pPLA-I bei in
Dunkelheit angezogenen P,pp4...:pPLA-I-GFP - Keimlingen in den Organen und Geweben der
Transformanden nicht exprimiert wird (s. Abb. 49). Setzt man die Keimlinge jedoch nach einer
Dunkelphase hellem WeiBlicht aus, so kommt es innerhalb von zwei Stunden zu einem starken
Anstieg der Expression (s. Abb. 50).

Die Ergebnisse lassen den gesicherten Schluss zu, dass die pPLA-I-Expression Licht-gesteuert ist
und dass primir der blaue Teil des Lichtspektrums fiir einen hohen Proteinlevel verantwortlich ist.
Da rotes und dunkelrotes Licht, sowie Wachstum in Dunkelheit vergleichbar niedrige
Expressionslevel erzeugen, gibt es zwei Erkldrungsansitze fiir die Regulierung des pPLA-I-
Proteinlevels. Entweder wird unter den genannten Bedingungen einfach keine Proteinexpression
angeregt oder es wird ein nahezu vollstindiger Abbau des Proteins induziert. Aufgrund der
verwendeten einheitlichen und relativ geringen Lichtstdrken von 15uE ldsst sich schlussfolgern,
dass die Lichtintensitdt im Verhéltnis zur Lichtfarbe eine eher untergeordnete Rolle spielt. Die

Lichtqualitit zeigt sich als entscheidender Faktor der pPLA-I-Expression.

4.6.2.2 Nukleus-lokalisierte pPLA-I konnte in Zusammenhang mit Phytochrom-
Funktionen stehen

Eine Lokalisierung im Endoplasmatischen Retikulum um den Nukleus herum war in den in situ -
Lokalisierungsstudien immer dann zu verzeichnen, wenn der pPLA-I - Expressionslevel in der
Wurzelspitze allgemein hoch war.

Um die Lokalisierung im Nukleus zu iiberpriifen, wurden vergleichende Farbungen mit DAPI
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durchgefiihrt. So konnte festgestellt werden, dass die pPLA-I auch im Nukleus lokalisiert sein kann.
Diese Lokalisierung ist vor allem bei insgesamt sehr schwachem Expressionslevel der pPLA-I,
beispielsweise bei Dunkelwachstum, zu verzeichnen. Bei starken Expressionsleveln, wie dem
Wachstum in WeilBlicht, ist teilweise keine Lokalisierung im Nukleus feststellbar. Unklar ist,
inwiefern ein Transport der pPLA-I in den Nukleus oder aus dem Nukleus heraus gesteuert werden
konnte und welche Faktoren einen Transport begiinstigen konnten. Lichtabhéngiger Transport von
Proteinen zwischen Nukleus und Cytoplasma ist fiir Phytochrome bekannt. So werden PHYA und
PHYB im Rotlicht vom Cytoplasma in den Nukleus transportiert (Bae und Choi, 2008), wo sie flir
die  meisten  Phytochrom-induzierten = Signalantworten  als  Bindungspartner  fiir
Transkriptionsfaktoren gebraucht werden (Castillon et al., 2007, Jiao et al., 2007, Leivar und Qail,
2011) und proteolytisch abgebaut werden (Al-Sady et al., 2006, Bauer et al., 2004, Nozue et al.,
2007, Park et al, 2004, Shen et al., 2005, 2007). Der Transfer von Phytochromen in den Nukleus hat
demnach entscheidende Auswirkung auf die Aktivitdt der Photorezeptoren (Debrieux und
Fankhauser, 2010). Aufgrund der festgestellten Parallelen in der Licht-gesteuerten
Nukleuslokalisierung von pPLA-I und Phytochromen ist eine Interaktion von pPLA-I und
Phytochromen nicht auszuschlieBen. Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse von Effendi et al.
(in Vorbereitung) unterstiitzt, bei denen die ppla-I-Knockoutmutaten in ithrem Phénotyp einen
schwachen Defekt in der PHYB-Signalantwort aufweisen. Zur Aufklirung einer mdglichen
Verbindung von Phytochrom und pPLA-I konnten weitere Vergleiche der Licht-Phinotypen von
ppla-I-Knockoutmutanten und phy-Knockoutmutanten hilfreich sein. Aus Zeitgriinden wurden
solche Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht durchgefiihrt.

Eine weitere Hypothese iliber die Funktion der pPLA-I-Lokalisierung im Nukleus und um den
Nukleus herum bieten Immunolabelings mit zwei abpl-Insertionsmutanten und einer ABPI-
Uberexpressionsmutante unter Verwendung pPLA-I-spezifischer Antikdrper. In diesen Mutanten ist
der Auxinsignalweg jeweils verdndert. Das Expressionsmuster nach Immunolabeling ist dem
Expressionsmuster in Wildtyppflanzen sehr dhnlich. Wahrend jedoch bei Wildtyppfanzen in der
meristematischen Zone der Wurzelspitze eine deutliche Lokalisierung im Endoplasmatischen
Retikulum um den Nukleus herum und im Nukleus zu verzeichnen ist, finden sich diese
Lokalisierungen in den ABPI-Mutanten nur sehr selten (s. 4bb. 35 und 36). Dieses Ergebnis lésst
erneut die Relevanz der Kernlokalisierung und Lokalisierung im Endoplasmatischen Retikulum um
den Kern herum erkennen und deutet erneut auf die Beteiligung der pPLA-I am Auxin-Signalweg
hin. Auch wird erneut die Hypothese von Effendi et al. (in Vorbereitung) unterstiitzt, dass ABP1
und pPLA-I den selben Signalweg teilen.
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4.6.2.3 RNA-Expression der pPLA-I wird durch Licht hochreguliert

Die mittels Immunolabeling und GFP-Reporterproteinen gefundenen Protein-Expressionsmuster
unter definierten Wachstumsbedingungen sollten auch auf mRNA-Ebene erkennbar sein. Um die
auf Proteinebene gefundenen Ergebnisse bei Behandlung mit Licht zu untermauern, wurden daher
vergleichbare Versuche mittels qPCR ausgewertet.

Holk et al. (2002) ermittelten die relative mRNA-Expressionsrate der pPLA-I in den verschiedenen
Organen von Arabidopsis: Bliten, Blitter, Hypokotyl und Wurzel. Sie stellten fest, dass die
hochsten Raten im Spross zu finden waren. Nur etwa 30% der im Spross gefundenen pPLA-I
mRNA-Menge fand sich in der Bliite oder in den Wurzeln, in den Bléttern waren es sogar nur 10%.
Diese Verteilung der pPLA-I-mRNA im Arabidopsis-Keimling ist bei der Bewertung der mittels
gPCR erhaltenen Ergebnisse von grofler Bedeutung, da hier jeweils komplette Keimlinge fiir die
RNA-Extraktion verwendet wurden. So wiirden sich Schwankungen in der pPLA-I-Expressionsrate,
die nur ein bestimmtes Organ betreffen, auch nur in verringertem Malle anhand der Messung der
gesamt-Expressionsrate der Keimlinge bemerkbar machen. Weiter konnen anhand von qPCR-
Analysen keine Aussagen iiber die Expressionsrate in den Bliiten getroffen werden, da die
Keimlinge zum Zeitpunkt der RNA-Expression nur wenige Tage alt waren und daher noch nicht
bliihten.

Die Expressionsstudien der pPLA-I mittels konfokaler Lasermikroskopie beziehen sich fast
ausschlieBlich auf die Wurzel. Daher kénnen Anderungen in der Expression der pPLA-I, die mittels
konfokaler Lasermikroskopie festgestellt wurden, nur bedingt mittels qPCR {iberpriift werden. Auf
die Durchfiihrung von qPCR’s unter selektiver Verwendung von Wurzeln oder Wurzelspitzen wurde
aus Zeitgriinden verzichtet.

Mittels qPCR wurde aufgrund der neuen Erkenntnisse liber die Protein-Expression der pPLA-I eine
Analyse der mRNA-Expression bei Wechsel von Licht- und Dunkelphasen durchgefiihrt. Es konnte
festgestellt werden, dass die mRNA-Expression innerhalb von 15min nach Wechsel zum Licht
signifikant Anstieg, wiahrend sie 15min nach Ende einer Lichtphase leicht und nach 1-2h auf einen
Wert von 60% abfiel. Die gefundenen Unterschiede waren relativ gering, aber eindeutig
(s. Abb. 19). Somit ist im Licht-Dunkel-Rhythmus die mRNA-Expression durch Licht hochreguliert

und im Dunkeln reprimiert.

Haufig werden Gene durch einen Signalreiz nicht nur in ihrer Proteinaktivitdt reguliert, sondern
gleichzeitig auf Transkriptebene. Dies kann in Bezug auf die Wirkung von Licht auf die pPLA-I-

Expression ebenfalls angenommen werden. Der Proteinlevel der pPLA-I nimmt in der Wurzelspitze
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bei Dunkelheit cytosolisch ab. Anlehnend an die Erkenntnisse zu den Phytochromen kann vermutet
werden, dass die Lokalisierung der pPLA-I im Nukleus in Zusammenhang mit der pPLA-I-Aktivitat
steht. Gleichzeitig kommt es zur Repression des RNA-Levels im Keimling. Somit ergibt sich ein

schliissiges Gesamtbild beziiglich der Wirkung von Licht auf die pPLA-I-Expression

4.7 Wurzelbewegungen von ppla-I-1 und ppla-I-3

Der Arabidopsis-Wildtyp bildet auf 45° gekippten harten Agarplatten Waves als normale
Wachstumsform aus. Diese Wachstumsbewegungen werden durch Circumnutation, Gravitropismus
und negativen Thigmotropismus gesteuert (Simmons et al 1995a, Simmons et al. 1995b,
Migliaccio und Piconese, 2001, Sedbrook und Kaloriti, 2008, Milgiaccio et al. 2009). Dem
entgegen bildet ppla-I-1 vermehrt Coils aus (s. 4bb. 6). Dieser Defekt bietet einen Hinweis auf
Schiaden im Gravitropismus und negativen Thigmotropismus (Simmons et al. 1995a, Mullen ef al.
1998, Ferrari et al., 2000). Wéhrend der Gravitropismus ein Wachstum zum Erdmittelpunkt steuert,
bewirkt der negative Thigmotropismus bei der Ausbildung von Waves den Richtungswechsel der
Wurzel nach Kontakt mit der Agaroberfldche. Bleibt dieser Richtungswechsel durch einen Defekt
des Gravitropismus und des Thigmotropismus aus, bildet sich ein Coil. Nach dieser allgemein
anerkannten Hypothese wird die Circumnutation zum entscheidenden Faktor fiir
Wachstumbewegungen. Weiter konnte man annehmen, dass durch diese Verminderung des
gravitropen Wachstums auch die Penetration der Wurzel in den Agar erschwert wird und somit die
Penetrationsrate in Gravitropismus-geschadigten Mutanten vermindert wird.

In dieser Arbeit konnte ein gegenteiliger Effekt festgestellt werden. Die Wurzeln von ppla-I-1 und
ppla-I-3  konnen grundsétzlich besser in das Néhrmedium eindringen, als die Wurzeln
korrespondierender Wildtyppflanzen (s. Abb. 56). Hieraus ldsst sich schlieen, dass der Defekt der
Mutanten einen Effekt auf die Morphologie der Wurzel hat, der zu einer verbesserten Penetration
fiihrt. Ein deutlicher morphologischer Unterschied in ppla-I-1 ist die vermehrte Coil-Bildung (s.
Abb. 58). Da dies in ppla-I-3 nicht zu beobachten ist, muss zudem ein anderer Faktor Einfluss
haben. Dies kdnnte der Coil-Durchmesser sein. Wéahrend die Anzahl der Coils offenbar nicht durch
steigende Agarkonzentrationen (also zunehmende Hérte des Agars) beeinflusst wird, existiert ein
Zusammenhang zum Durchmesser der Coils. Mit steigender Agarhérte sinkt der Durchmesser der
Coils (s. 4bb. 59). Demnach konnten die Unterschiede in der Penetrationsrate beim Vergleich der

ppla-I-Knockoutmutanten mit den korrespondierenden Wildtypen sowohl durch eine steigende
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Anzahl Coils als auch durch einen verringerten Coil-Durchmesser verursacht werden, wobei die
Gewichtung beider Effekte in ppla-I-1 und ppla-I-3 unterschiedlich ist. Moglicherweise hat die
Verringerung des Coil-Durchmessers statische Effekte auf die Wurzel, so dass diese mehr Stabilitat
erhélt und so auch in hértere Oberflichen eindringen kann. Auch konnte eine Verringerung des
negativen Thigmotropismus, der die Wurzel iiber ein Hindernis fithrt (Massa und Gilroy, 2003) in

den Knockoutmutanten die Bewegung nach vorwirts verstirken.

4.8 WAICO

4.8.1 Stellenwert der erhaltenen Daten aus WAICO

Grundsatzlich ist zu den aus den WAICO-Experimenten erhaltenen Daten festzustellen, dass diese
teilweise nicht die methodischen Anforderungen gesicherten wissenschaftlichen Arbeitens erfiillen
konnen. So konnte in keiner Analyse eine dreifache biologische Wiederholung durchgefiihrt
werden. Bei der Durchfiihrung der Experimente passierten Fehler. So wurde der Filterstreifen einer
Box von der falschen Seite appliziert, wodurch ein Teil des pflanzlichen Gewebes bei den ersten
fotografischen Auswertungen verdeckt wurde. Weiter gab es technische Defekte. So waren in
WAICOI1 die Scheiben aller Boxen durch zu hohe Luftfeuchtigkeit beschlagen, so dass anhand der
Fotos der Astronauten nach 12 Tagen zunichst keine addquaten Vermessungen der Keimlinge
vorgenommen werden konnten. Weiter verhinderte eine verklemmte Zentrifuge die Beendigung des
Wachstumsexperimentes, so dass ein weiteres Wachstum in Schwerelosigkeit bis zum
Riicktransport auf die Erde stattfand. Diese Einschrinkungen im wissenschaftlichen Arbeiten
mussten akzeptiert werden. Auch wurden die Ergebnisse mit Hinweis auf die jeweiligen
Einschriankungen présentiert.

Eine Alternative in der erdbegleitenden Erforschung des Wachstums in Mikrogravitation ist derzeit
die Random Positioning Machine (RPM). Mittels RPM ermittelte Daten ergeben sehr dhnliche
Resultat im Vergleich zum Wachstum in Mikrogravitation (Kraft ef al., 2000, van Loon, 2007).
Dennoch lassen sich vollstindig zuverldssige Aussagen iiber das Wachstum von Pflanzen in
Mikrogravitation nur durch Projekte wie WAICO treffen, bei denen eine reale Verminderung der

Schwerkraft anstelle von simulierten Bedingungen vorliegt.



4. Diskussion 137
4.8.2 WAICO 1

4.8.2.1 Einfluss von Schwerelosigkeit auf den PHYB-Signalweg im Wildtyp und in
ppla-I-1

Der Vergleich der Wildtyppflanzen untereinander zeigt, dass die unter pg-Bedingungen
gewachsenen Keimlinge im Gegensatz zu Wachstum unter 1g-Bedingungen wesentlich kleinere
Blattflaichen ausbildeten. Bei Hypokotyl- und Petiolenldnge lassen sich hingegen keine
Unterschiede feststellen (s. Abb. 53).

Die Betrachtung des Keimlingswachstums bei der Mutante zeigt, dass die Entwicklung unter pg-
Bedingungen zur Ausbildung ldngerer Hypokotyle und lédngerer Petiolen im Vergleich zum
Wachstum unter 1g-Bedingungen fiihrte, wihrend in Bezug auf die Blattfliche keine eindeutigen
Unterschiede zu verzeichnen sind.

Diese Differenzierungen in pg zeigen Ahnlichkeiten zur Schattenvermeidungsreaktion, wie sie auch
bei PHYB-Mutanten beobachtet werden konnen (Reed et al, 1993). Der geschilderte Phinotyp
(lingeres Hypokotyl und ldangere Petiolen oder kleinere Blattflaichen) dhnelt dem Phénotyp bei
vorliegen eines SA-Syndroms. SAS tritt auf, wenn Keimlinge in Licht mit einem niedrigen R:FR
Quotienten angezogen werden. In den Wachstumskontainern herrschten Schwachlicht-Bedingungen
durch Verstrebungen und eine dicke Plexiglasscheibe, die die Lichtintensitdt deutlich herabsetzten.
Es ist daher moglich, dass die in den Boxen vorherrschenden Lichtbedingungen SAS auslosen. Die
Resultate machen deutlich, dass das Wachstum in Mikrogravitation bei ppla-I-1-Keimlingen einen
wesentlich stirkeren Effekt auf die Morphologie hat, als beim Wildtyp. PHYB ist der
hauptsichliche Photorezeptor flir die Induktion von SAS-Phanotypen (Robson et al., 1993). Daher
lasst sich vermuten, dass ppla-I-1 auch im PHYB - Signalweg gestort ist und dementsprechend
pPLA-I fiir die korrekte Ausfiihrung des PHYB - Signalweges notwendig ist. Der Defekt wird unter
ng-Bedingungen moglicherweise noch verstirkt und tritt dadurch morphologisch in Erscheinung.
Steindler et al. (1999) konnten zeigen, dass beim SAS der Auxintransport verdndert ist. Dieser
verdanderte Auxintransport wird wiederum durch PIN3 gesteuert (Keuskamp et al., 2010b). Somit
bietet sich hier iiber die Verbindung mit PHYB eine mogliche Erklarung fiir die Beteiligung der
pPLA-I am Auxinsignalweg.

Der SAS-Phinotyp kann auch durch Bestrahlung mit blauem Licht simuliert werden (Keller ef al. ,
2011, Keuskamp et al., 2011). Da die Signalantwort bei Blaulicht-Bestrahlung durch den
Photorezeptor CRY1 gesteuert wird, ist auch ein Einfluss von pPLA-I auf den CRY 1-Signalweg

nicht auszuschlieBen. Fiir eine Unterstiitzung dieser Annahme fehlen jedoch Informationen tiber die
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tatsdchlichen Lichtverhiltnisse in den Wachstumsboxen.

Die Beteiligung der pPLA-I am PHYB oder CRY 1- Signalweg konnte durch Vergleich der Licht-
Phénotypen von ppla-I-Knockoutmutanten, sowie phyB- und cryl-Knockoutmutanten genauer
ermittelt werden. Solche Untersuchungen wurden im Rahmen dieser Arbeit aus Zeitgriinden jedoch

nicht durchgefiihrt.

4.8.2.2 Vermehrtes Coiling in Mikrogravitration erfolgt unabhangig von der Torsion

Ein Ziel von WAICO war die Feststellung der Beteiligung der pPLA-I an der Coil-Bildung in
Schwerelosigkeit. Die Auswertung der in pg gewachsenen Keimlinge (A-Boxen) ergab deutliche
Unterschiede in den Wurzelbewegungen und in der Ausbildung von Coils zwischen Wildtyp und
Mutante. So bildete die Mutante vermehrt Coils aus. Diese waren im Durchmesser kleiner als die
des Wildtyps und wiesen einen geringeren Torsionsgrad der Oberflichenzellen auf (s. Abb. 55). Die
durchschnittlichen Léngen von Haupt- und Seitenwurzeln, sowie die durchschnittliche Anzahl an
Seitenwurzeln zeigten keine eindeutigen Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante. Die Anzahl
an Seitenwurzeln war bei der Mutante lediglich geringfiigig erhoht.

Zwar fehlt der direkte Vergleich zum Wachstum von Mutante und Wildtyp in 1g, da die B-Boxen
nicht ausgewertet werden konnten. Dennoch lassen sich aufgrund der erhaltenen Daten wertvolle
Aussagen treffen. So sind eine vermehrte Ausbildung von Coils und ein kleinerer Durchmesser der
Coils bei der Mutante nach Wachstum in 1g bei Erdexperimenten ebenfalls zu verzeichnen. Diese
morphologischen Unterschiede konnten in Studien durch Effendi er al. (in Vorbereitung), sowie
durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen festgestellt werden. Zwar ldsst
sich keine Aussage dartiber treffen, ob sich die Unterschiede zwischen Wassilijewskia Wildtyp und
ppla-1-1 durch Wachstum in pg eher angleichen oder noch vergréfern, die Tendenz ist jedoch in 1g
und pg die gleiche. Es ist festzustellen, dass die im Vorfeld der WAICO-Versuche aufgestellte
Hypothese, dass Coiling in Mikrogravitation vermehrt auftritt, zutreffend ist. Sie beruht auf der
Feststellung, dass Arabidopsis-Mutanten mit einem Defekt in der Schwerkrafterkennung vermehrt
Coils ausbilden (Mullen et al. 1998, Ferrari et al., 2000). In Mikrogravitation in der Schwerkraftreiz
fast nicht vorhanden, was den Coiling-Effekt in der Gravitropismus-Mutante deutlich verstarkt.
Interessanterweise bildete ppla-I-1 in pg kleinere Coils und zudem eine geringere Torsion aus, als
der Wildtyp. Dieses Verhalten widerspricht der Hypothese von Migliaccio und Piconese (2001), die
in der Torsion einen Ausgleich der konformativen Spannungen sehen. Dies wiirde bedeuten, dass

bei kleiner werdendem Durchmesser der Grad an Torsion zunehmen misste. Daher kann diese
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Hypothese, zumindest fiir das Wachstum der ppla-I-1 in pg, widerlegt werden. Auch kénnen Coils
aufgrund dieser Feststellung nicht die Folge von Torsion sein oder umgekehrt.

In Bezug auf die Lingen von Haupt- und Seitenwurzeln und die Anzahl gebildeter Seitenwurzeln
wurden keine eindeutigen Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante gefunden. Diese weisen
darauf hin, das weder das Wachstum in pg-Bedingungen noch die Mutation in ppla-I-1 einen

eindeutigen Effekt auf diese Parameter hat.

4.8.3 WAICO 2

4.8.3.1 pPLA-I steuert Schwerkraft-abhangige PIN-Lokalisierung

Begriindung fiir die Durchfiihrung des Immunolabelings unter pg-Bedingungen gewachsener
Keimlinge war die Hypothese, dass die Lokalisierung von Proteinen, die an der gravitropen
Reaktion der Wurzel beteiligt sind, durch Wachstum in Mikrogravitation verdndert wird. Untersucht
wurde in dieser Versuchsreihe die Lokalisierung der PIN-Proteine PIN1, PIN2, und PIN4. Alle
genannten Proteine konnen ihre Lokalisierung grundsitzlich verdndern und haben zentrale
Funktionen im Auxintransport (Petrasek et al., 2006, Wisniewska et al, 2006). Fiir alle
untersuchten Proteine konnte eine eindeutige Veranderung der Lokalisierung in Schwerelosigkeit
gezeigt werden.

Die PIN-Proteine befinden sich in einem konstitutiven zyklischen Transport zwischen der
Plasmamembran und den Endosomen, der iiber Vesikel funktioniert (Geldner et al., 2001). Unter
1g-Bedingungen waren die PIN-Proteine fast ausschlieBlich in der Plasmamembran lokalisiert. Bei
Wachstum in pug konnte fiir PIN2 keine und fiir PIN1 und PIN4 nur noch eine minimale
Lokalisierung in der Plasmamembran gefunden werden. Dies zeigt, dass das Endocytose-
Exocytose-Gleichgewicht der PIN-Proteine in ppla-I-1 in Mikrogravitation gestort war. pPLA-I ist
also notwendig fiir die richtige Schwerkraft-abhingige PIN-Lokalisierung. Weiter ist anzunehmen,
dass die Verschiebung des Gleichgewichtes der Auxin-Efflux-Transporter einen Einfluss auf die
vorherrschende Auxinkonzentration in den Zellen der Wurzelspitze hat. So spielt PIN2 eine
bedeutende Rolle in der Kontrolle des Gravitropismus, indem es die Umverteilung von Auxin aus
der Stele in die Elongationszone steuert (Miiller et al., 1998). Eine Umverteilung von Auxin konnte
ursdchlich fiir die gefundenen morphologischen Unterschiede der ppla-I-1 in Vergleich zum
Wildtyp in Mikrogravitation (vermehrtes Coiling, kleinere Coils, verminderte Torsion) sein. In

Bezug auf den Coiling-Phénotyp konnten PIN2 und PIN3 bedeutende Proteine sein (Friml et al.,
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2003, Robert und Offringa, 2008, Kleine-Vehn und Friml, 2008). Weiter konnte die geringere
Priasenz der PIN-Proteine an der Plasmamembran in Mikrogravitation als Verringerung des Auxin-
Efflux interpretiert werden (Paciorek et al., 2005). Wie genau sich die Auxinkonzentration in den
Wurzelzellen verdndert haben konnte, ldsst sich durch die hier vorliegenden Ergebnisse jedoch nicht

klaren.

4.8.3.2 Anordnung der Mikrotubuli ist in Mikrogravitation gestort

In einem weiteren Versuch wurden die Wurzeln von in Mikrogravitation gewachsenen
Wassilijewskia Wildtyp-Keimlingen auf die Lokalisierung der Mikrotubuli untersucht. Die
Immunocytochemie mit a-Tubulin-spezifischen Antikérpern ergab eine verdnderte Strukturierung
der Mikrotubuli bei Wachstum in pg im Vergleich zum Wachstum in 1g. Normalerweise sind die
Mikrotubuli sehr einheitlich strukturiert und transvers zur Wachstumsrichtung angeordnet (Lloyd et
al., 2008, Sedbrook und Kaloriti, 2008, Abe et al., 2004). Die in Mikrogravitation gewachsenen
Mikrotubuli sind dagegen weniger einheitlich (parallel) angeordnet und weisen eine deutliche
Fragmentierung auf. Solche Strukturierungen der Mikrotubuli wurden bereits in /effy-Mutanten
gefunden. Diese weisen einen Defekt in der a-Tubulin-Synthese auf, was Auswirkungen auf die
Zellmorophogenese hat (Abe et al., 2004). Denkbar wire, dass in den in pg gewachsenen
Wildtyppflanzen eine wursdchlich durch Mikrotubuli-Defekte hervorgerufene verdnderte
Zellmorphogenese vorliegt, die zu einer unterschiedlichen Wurzelmorphologie der in pg
gewachsenen Keimlinge fithren konnte.

Fiir die Organisation der Mikrotubuli mitverantwortlich sind die Mikrotubuli-assoziierten Proteine
(MAP’s). Sie interagieren mit den Mikrotubuli und regulieren so die dynamischen Prozesse von
Polymerisierung und Depolymerisierung zur Neuanordnung der Mikrotubuli wihrend des Zell-
Wachstums und Elongationsprozessen der Wurzel (Sedbrook und Kaloriti, 2008). Die geschilderte
unorganisierte Mikrotubuli-Anordnung koénnte auch mit einer Fehlfunktion der MAP’s in
Zusammenhang stehen.

Zusammengenommen verhelfen die WAICO-Studien zu einem besseren Verstindnis des
Gravitropismus der Arabidopsis-Wurzel und festigen die bisherigen Annahmen tiber die Beteiligung
der PIN-Proteine am Gravitropismus der pPLA-I. Weiter konnte das Wissen {iiber das
Zusammenspiel von Circumnutation, Gravitropismus und Thigmotropismus bei der
Wurzelmorphologie erweitert werden und frithere Hypothesen iiber das Auftreten von Torsion

widerlegt werden.
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6.1 Verwendete DNA- und Protein-Standards

50bp Ladder 100 bp plus DNA Ladder 1 kb DNA Ladder
(Invitrogen) (GeneRuler™) (GeneRuler™)
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Abbildung 60: Verwendete Standards fiir die Agarose-Gelelektrophorese: 50bp DNA Ladder
(Invitrogen, Katalog -Nr. 10416-014), 100bp DNA Ladder (Fermentas, Katalog-Nr. SM0321) und
1kb DNA Ladder (Fermentas, Katalog -Nr. SM 1331)
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Abbildung 61: Verwendeter Protein-Standard fiir die Polyacrylamid-Gelelektrophorese:
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas, Katalog-Nr. SM0671 )
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6.2 Verwendete Vektoren

Bei den zur Klonierung verwendeten Vektoren handelt es sich ausschlieBlich um Gateway-
Vektoren. Diese Verfligen iiber spezifische att-Sites, die eine Rekombination von Fragmenten
mittels spezieller Clonasen der Firma Invitrogen ermdglichen. Die Positiv-Selektion nach einer
Klonierung erfolgt iiber einen spezifischen Selektionsmarker (z.B. Kanamycin), dessen Gensequenz
auBBerhalb der Rekombinationskassette liegt. Die Negativselektion erfolgt {iber das fiir E. coli-Zellen
toxische ccdB-Gen innerhalb der Kassette. E. coli-Zellen, die das aus der Rekombination
resultierende Nebenprodukt mit ccdB-Gen oder einen nicht rekombinierten Vektor enthalten,

sterben ab.
pDONR221

Donorvektor mit spezifischen attP1-attP2 Rekombinationsstellen zur Rekombination mit attB1-
attB2-Amplifikaten oder -Expressionsvektoren. Die Rekombinationskassette verfiigt iiber das ccdB-
Gen und eine Chloramphenicolresistenz. Die Positiv-Selektion erfolgt mittels Kanamycin-
Resistenzgen. Die Uberpriifung der inserierten Sequenz kann mittels die Kassette flankierender
M13-Primer durchgefiihrt werden. Der Vektor (s. 4bb. 62) hat eine Gesamtlinge von 4762bp
(Invitrogen, Katalog-Nr. 12536017).

M13 M13

IFDrward m ccaB m Fle-uersel

Abbildung 62: Karte des Vektors pDONR221 mit attP1-attP2 Rekombinationsstellen.
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pGEX-2TM-GW

Dieser Destination-Vektor wurde aus dem Vektor pGEX-2T (Novagen, GenBank acc. U13850)
weiterentwickelt (Bekir Ulker, Imre Somssich, u. a.). Er verfligt liber spezifische attR1-attR2
Rekombinationsstellen. Die Rekombinationskassette verfiigt tliber das ccdB-Gen und ein
Chloramphenicol-Resistenzgen. Die Positiv-Selektion erfolgt mittels Ampicillin-Resistenzgen. Der
Vektor kann zur Proteinexpression und Proteinaufreinigung, wahlweise mit N-terminalem GST-tag
oder C-terminalem His-tag, verwendet werden. Der Vektor hat eine Gesamtldnge von 6705bp (s.

Abb. 63). Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Steffen Rietz.

Bsu36l 6496

Sfol 6043 EcoNI 264
Narl 6043
Kas16043
Bbel 6043

Hpal 5008
FCORV 5852

BstBI 654
Swal 682

a Notl 1067
N,/ Eco5211068
BstHl 5585 >

Acclll 1384

BstAPI5081 pGEX-2TM-GW cmR
5000

6705 bps - Ncol 1689

Styl 1689
Bst11071192
BbvCl 2112
Xmal 2257

Ahdl 3895

Aatll 2977

Abbildung 63: Karte des Vektors pGEX-2TM-GW mit attR1-attR2 Rekombinationsstellen.

pK7FWGF2

Destinationvektor mit spezifischen attR1-attR2 Rekombinationsstellen. Die
Rekombinationskassette verfiigt {liber das ccdB-Gen. Die Positiv-Selektion erfolgt mittels
Spectinomycin-Resistenzgen. Der Vektor verfiigt iber Left- und Right-Border (LB/RB) und wird
fiir Agrotransformationen verwendet. Zwischen LB und RB befindet sich ein Kanamycin-
Resistenzgen fiir die Transformandenselektion, sowie ein N-terminales und ein C-terminales GFP,
welche die inserierte Sequenz flankieren. Der Vektor hat eine Gesamtlinge von 12593bp.

Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Karimi et al. (2007) (s. Abb. 64).
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Abbildung 64: Karte des Vektors pK7FWGF2 mit attR1-attR2-Rekombinationsstellenc

pGWB 4

Dieser Destination-Vektor stammt aus der pGWB-Serie bindrer Gateway-Vektoren von Tsuyoshi

Nakagawa (Research Institute of Molecular Genetics, Japan). Er wurde aus dem Vektor pABH-Hml1

(Mita et al., 1995) durch Austausch der urspriinglichen HindIII-Sacl-Region mit der dargestellten

Gateway-Cassette (s. Abb. 65) hergestellt. Die inserierte Gateway-Cassette verfligt liber eine

Insertionsstelle fiir eine genomische Sequenz mit nativem Promotor und ein C-terminales sGFP. Der

Vektor verfiigt zudem {iber ein Kanamycin- (NPTII) und ein Hygromycin-Resistenzgen (HPT). Die

Resistenzgene funktionieren sowohl auf bakterieller, als auch auf pflanzlicher Ebene. Der Vektor

hat eine GroBe von ca. 17kb. Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Tsuyoshi Nakagawa.

ccdb

RB

NosP::NPTII —D— Cmr -D—DL;GFP

NosT 1dH--SS€ LB

attR1 attR2

Abbildung 65: Karte der Sequenz des Vektors pGWB4 zwischen LB und RB mit attRI-attR2-

Rekombinationsstellen
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6.3 Verwendete Primer

Tabelle 36: Verwendete Primer zur Amplifikation der pPLA-I und pPLA-I-Teilsequenzen

Primer Sequenz 5'— 3’ Tm (°C)  |Lénge (bp)
pPLA-ITS1 for ATGTCTTCTACATGTTCTTCTC 54,7 22
pPLA-ITS1 rev ATCAGATACAAAAGCTAAGG 51,2 20
pPLA-I TS2 for TGATATAATGAAGCCGACTG 53,2 20
pPLA-ITS2 rev GGTTGAACCGAAAATATTGT 51,2 20
pPLA-ITS3 for GAAGCTCTAAGCACATTGCT 55,3 20
pPLA-I TS3 rev CTATACATTAGGAAGATGAC 51,2 20
pPLA-ITS4 for GTGCAATAGTGGCAAACAATC 55,9 21
pPLA-ITS4 rev TCTGGCGTCCAATATAACGG 57,3 20
pPLA-I cDNA _for ATGTCTTCTACATGTTCTTCTCCA 63,7 24
pPLA-I cDNA rev CTATACATTAGGAAGATGACAAGTG 58,1 25
pPLA-I Yang_for CGCGTCGACTGATGTCTTCTACATGTTC 66,6 28
pPLA-I Yang_rev CTTGCGGCCGCGTCTTTCTATACATTAGG 68,1 29
pPLA-I Zahn for GATCTGAACGACGATCCGATTC 60,3 22
pPLA-I Zahn_rev GCAGAAACGAACAAAACTTCG 55,9 21
pPLA-I Exonl8 for ATGGTAGGAGCATGGAGAGATAGGA 68,1 25
pPLA-I Exonl8 rev CTATACATTAGGAAGATGACAAGTG 58,1 25

Tabelle 37: Verwendete Sequenzierprimer

Primer Sequenz 5'— 3’ Tm (°C)  |Lénge (bp)
pPLA-IcDNA revl AACCCAGCCATCGCCCTGAA 61,4 20
pPLA-IcDNA _for2 CCAGTGGAACTAAGACAGTG 57,3 20
pPLA-IcDNA _for3 CTCAGAAGATGCTCACCAAG 57,3 20
pPLA-IcDNA _for4 TGTGCTGATGAGGATGGAG 56,7 19
pPLA-IcDNA _for5 CTGTGGAATGGAGTTGGATG 57,3 20
pPLA-IcDNA _for6 TGTCGCCTCCATCATCTCCT 59,4 20
pPLA-IcDNA _for7 ACGAGCCACAAGAGACACCA 59,4 20
pPLA-Igenom_revl TCTTGAGTATGTAAATGGGT 51,2 20
pPLA-Igenom_for2 CGAACCCCCACTTTTATTAA 53,2 20
pPLA-Igenom_for3 CGGATCACATTTTGTTTATC 51,2 20
pPLA-Igenom_for4 TTGCTTCTTCTTGTGGGGTG 57,3 20
pPLA-Igenom_for5 GTAATCCCCTTGAATTCCTT 53,2 20
pPLA-Igenom_for6 AGTTCTGAAATCTTCGTCCC 55,3 20
pPLA-Igenom_for7 AAGTGGCAAGCCTATTCATG 55,3 20
pPLA-Igenom_for8 ACTGTTAAAGGAAATGTGTG 51,2 20
pPLA-Igenom_for9 ATCCTACAATCTTTGCCATC 53,2 20
pPLA-Igenom forl0 GCGATTGAAGAATTCATACA 51,2 20
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pPLA-Igenom_ forll CGACAAAGACAACTCTATCT 53,2 20

pPLA-Igenom_forl2 GCTGGATGGTAATGTTGTTA 53,2 20

pPLA-Igenom forl3 AGTGTCTGAATTTGTTTGCC 53,2 20

M13 (-21 uni)_for GTAAAACGACGGCCAG 51,7 16

M13 (-21 uni) rev CAGGAAACAGCTATGAC 50,4 17

pPLA-ITSI s TATTCCGTTCGTCGTCTTGT 55,3 20

pPLA-I TSI as CCCACAAGAAGAAGCAACG 56,7 19

pPLA-ITS2a s GCTACTACAAGCAAAGTGCT 55,3 20

pPLA-ITS2b s ATATTCCGTTCGTCGTCTTG 55,3 20

pPLA-ITS2 as TTCATTCCTCCTCCATCCAT 55,3 20

pPLA-ITS2 CD4-16_as |CATCAGCACACATTTCCTTT 53,2 20

pPLA-ITS3 s CTGAGTACAACATTGGAGAT 53,2 20

pPLA-ITS3 as CCAGGAGTAGCAGTAGTATGTA 58,4 22

Tabelle 38: Verwendete Gateway-Primer

Primer Sequenz 5'— 3’ Tu (°C) ﬁ)apn)ge
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAAT

B1-pPLA-I Exonl8-B2_for GGTAGGAGCATGGAGA 74,4 49
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTAT

BI-pPLA-I Exonl8-B2 rev |\ s\ r1TAGGAAGATGACAAGTG >75,0 | 55
GGG GACAAG TTT GTA CAAAAAAGC AGG CTT

B1-pPLA-I genom-B2 for ACT AGC TCA GCT CTC AAG T 74,4 49
GGG GAC CACTTT GTA CAA GAAAGC TGG

B1-pPLA-I genom-B2 rev GTTACATTAGGAAGATGACA 73,8 47
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAAG

BI-pPLA-I cDNA-B2_for |5\ GGTACCATGTCTTCTACATGTTCTTCTCCA >73,0 | 65
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATACA

B1-pPLA-I cDNA-B2 rev TTAGGAAGATGACA 73,7 48
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTATGA

B1-pPLA-I Exon7 -B2_for TATAATGAAGCCGACTGAAA 73,8 56
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGATC

B1-pPLA-I Exon7 -B2 rev AGTCTCATCCAACT >75,0 | 48

Tabelle 39: Verwendete Realtime-Primer

Primer Sequenz 5" — 3’ Twm (°C) |Lénge (bp)

Exon7/1 for CTTTAAAATCCTTGTGTGCCC 55,9 21

Exon7/1 rev TCCCAACTGCTAATAAGGCT 55,3 20

Exon7/2 for CTTTAAAATCCTTGTGTGCCC 55,9 21

Exon7/2 rev TTCCCAACTGCTAATAAGGC 55,3 20

Exon7/3_for CACACCTGAACCACGAGTCA 57,9 21

Exon7/3 rev CTTGCCTGCCTTTTATGGAAC 59,4 20

Exon7/4 for GTCACACCTGAACCACGAGT 59,4 20
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Exon7/4_rev  |CTTGCCTGCCTTTTATGGAAC 57,9 21
Exon7/5_for TGAACCACGAGTCAACAAAG 59,4 20
Exon7/5_rev  |CTTGCCTGCCTTTTATGGAA 55,3 20
Exon7/6_for TGGCAATTCTTGGAGAAAAT 55,3 20
Exon7/6 rev CTTGCCTGCCTTTTATGGAA 55,3 20
N-term1_for GGATTAGAGATGAGAGTTGA 53,2 20
N-terml_rev  |TCAATGTAACTGCTCGTAAC 53,2 20
N-term2_for GGATTAGAGATGAGAGTTGA 53,2 20
N-term2 rev  |CTTTCATCAATGTAACTGCT 51,2 20
N-term3_for GGATTAGAGATGAGAGTTGA 53,2 20
N-term3_rev  |CAACCGCTTTCATCAATGTA 53,2 20
N-term4 _for ~ |ATGTCTTCTACATGTTCTTCTC 54,7 22
N-term4 rev  |CCAATCTAAATCAATCCGAA 51,2 20
N-term5_for TGTCTTCTACATGTTCTTCTC 54,0 21
N-term5 rev | GCCGTCCAATCTAAATCAAT 53,2 20
N-term6_for CTGAATTAGGGTTTCGGATT 53,2 20
N-term6 rev  |ATCAGCTGCGATTCCAATCG 57,3 20
N-term7_for TTTGCCTGCACCGCATGATA 57,3 20
N-term7 rev |GCTCTCTCCGTTTCTCAACT 57,3 20
N-term8_for TGAATTGAAGGGAATTGGCG 55,3 20
N-term8 rev CTCTCCGTTTCTCAACTCTC 57,3 20
C-terml_for CACTAATCACATCCCAAGGC 57,3 20
C-terml_rev  |CGTTCTGATCTCCAATGTTG 55,3 20
C-term2_for GCATCGTTTATGTTCCGCAGAA 58,4 22
C-term2 rev. |CAGGAGTCAAGTGTGCCGAA 59,4 20
C-term3_for CGTTTATGTTCCGCAGAACTGTAC 61,0 24
C-term3_rev CATCAGGAGTCAAGTGTGCC 59,4 20
C-term4_for CAAGAGTTGATGTTGCTCTT 55,3 20
C-term4 rev.  |CTATACATTAGGAAGATGACAAGTG 55,3 20
C-term5_for CTGAATTTGTTTGCCAGTTA 53,2 20
C-term5 rev.  TGAGAGGCAAGAGCTTTTTG 54 21
C-term6_for GATCAGTTGTTCAGAGAGAA 53,2 20
C-term6_rev. | ACATTAGGAAGATGACAAGTG 58,1 25
C-term7_for TTGGGAAGATGATGAAGAAG 53,2 20
C-term7 rev. |CAACTCTTGAGTTCTCTCTG 55,3 20
C-term8_for CAAGAGTTGATGTTGCTCTT 51,2 20
C-term8 rev.  |CTATACATTAGGAAGATGACAAGTG 55,3 20
Ubiquitin_for  |GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAAG 61,9 27
Ubiquitin rev. | AAAGAGATAACAGGAACGGAAACATAG 60,4 27
Tubulin_for AACCATTTGATCTCCGCA 55,3 20
Tubulin_rev TGGAGTCCCACATTTGTTGA 55,3 20




6 Anhang 158

6.4 Sequenzierungen

6.4.1 Vollstandige cDNA-Sequenz der pPLA-I

Gefundene cDNA-Sequenz aus isolierter und transkribierter RNA der Okotypen Wassilijewskia und
Columbia (Sequenzen identisch zueinander):
atgtcttctacatgttettctccatccgeegtggaggatectgaattagggtttcggattgatttagattggacggeaggegattcggaggatcaggt
agcgttgcgattggaatcgecagetgatggtegcetttgectgeaccgeatgatacagtagtggtigaattgaagggaattggegatgacgatgaag
gtggtttagagaatgttggattagagatgagagttgagaaacggagagagecgttacgagcagttacattgatgaaageggttggttccggtcag
cagtacgacggtgtcggcegttttgacaaggctaatgecggtctgatatgatgectgecagecattectgegeeggetatcgacgttgettettettgtg
gggtgcattggaagactgtgacttcgttgagtctatctggttgtggtttattggtaatgccagttgaagtgactgagttacctetgettgagaagetat
gccttgageacaataaactgtcagttttgecacctgagatagggaagetgaagaaccttaagatacttagggttgacaataacatgcttatttetgte
ccagtggaactaagacagtgtgtaggtcttgttgaattgtcgttggaacacaataaacttgtccggectcttettgatttcagggegatggctgggtt
acgaattctacggctttttggtaatccccttgaattccttccggaaattttacctttgecatcagcettcgtcacttgtetettgtaaatatcagaattgtgtct
gatgagaatctaagatcagtaaatgtacagatagagacagaaaacacttectattttggggcatctaggcacaagcetcagtgecttcteteecctta
tattccgttcgtegtettgtcatcatectetictageatctacattggtgaagataatgcaagatgaaggaaategttetgttattggtaaagatgaaaat
geggtgaggcagcettataagtatgataactagtgacaatcaacacgtggttgagcaagettgtgttgcetttatcatetettgetcgagatgttggegt
agcaatgcagctgatgaagtgtgatataatgaagccgactgaaacagttctgaaatcttcgtccccagacgaagtgatatccgttttacaagtcgt
ggtcaccttagettttgtatctgattcegtttctcagaagatgetcaccaaggatatgetaaaagetttaaaatecttgtgtgcccataagaateetgaa
gttcaaagacaagccttattagcagttgggaacttggecttetgtttagaaaatcgtegtattctgattacttcagagagtttgagagagttattgatge
ggttaattgtcacacctgaaccacgagtcaacaaagetgeggetcgagcetttggcaattettggagaaaatgaaattctgegacgttccataaaag
gcaggcaagtaccaaaacagggactgcggatactcaccatggatggaggaggaatgaaaggtcttgcaacggtgcagattcttaaggagattg
agaagggaagtggcaagcctattcatgaactattcgaccttatatgtggcacatcaacaggaggaatgctagetattgeccttggtgtcaagcettat
gacattggaacaatgtgaagaaatttacaagaatctaggaaagcttgtttttgetgaatctgtcccaaaggacaatgaagetgecaagetggeggg
aaaagttggatcagctatataaaagttcatcgcaaagttttagagttgttatccatggatctaagcacagtgcaaacgagtttgagagactgttaaag
gaaatgtgtectgatgaggatggagatttactaatagaatcagetgtgaagaatgttccaaaagtatttgttgtatctactctigttagtgtgatgectg
cgcaaccatttatatttcggaactaccagtatcctgttggaacaccggaaatgtcegtatgcattttcagatcattcaggeggcagtacactaacttcat
caactgccagtgatcaagetggctactacaagcaaagtgcttttatgggaagttgtaagecatcaggtttggcaagegatacgagceatcatcaget
gctccatattatcttgatgatttttcagttggtacaaactcatatcgetggcaagatggtgcaatagtggcaaacaatcctacaatetttgecatcaga
gaagcacaacttctatggcctgacacaaaaattgattgettggtttcgattggctctggetctgtaccaacaagggtacggaaaggtggatggcgt
tatttagatactgggcaagtactgattgagagtgcatgctcagtggaacgtgttgaagaagetctaageacattgetecctatgttgecagaaatac
aatattttcggttcaacccagttgacgatcgetgtggaatggagttggatgagactgatccagegatctggetaaaattggaagetgegattgaag

aattcatacaaagcaatccccaagtatttaaaaacgtatgcgagagattaacactccecttcctaaacgatgagaaatggtgtgataatttgaaace



6 Anhang 159

acgatttatgaatggaaagctaccaaatagcagagtagagagcagtccttctcttggatggagacgcaatgttttgcttatggaggctcageatag

tcctgactcagggagagtaaagtatcatgetcgtgegetecgagtcattttgticgaataatggaataaagttatcctcattacatactactgetactect
ggatgccaaaaaccatctccaggaactgcttttcccacaccatttacctetectcttataactggaagettgectccgageccccttetettcactect
gagcttggcccacaaaagttcaataggattgatatggticcgecacttagettggatgggggacatgtigggaagacggttatgtcgectccatca
tctcetecgegacaaagacaactctatcttccactacgacagatgcatgaaaagttacagaatttaccccaagtggggatcttacatctctcacttca
aaatgattctaatggttcaatactgagttggcaaaatgatgtatttgtggttgctgaacctggagatctagetgataagtttctccaaagegtcaaagt
cagtatattgtcagtcatgcaaagtaatcgccgaaaggcetgceatcagttctttccaatatctgttcaatctcggatttggtgcgtagcaagaaatgctt
ccaagttggaaatatcatccaccgttatattggacgccagaccctagtgatggaagatgatcaagaaattgcategtttatgttccgcagaactgta
ccttcggceacacttgactcctgatgatattcgctggatggtaggagecatggagagataggataatagtcttctcaggaacatttggaccaacacaa
gctgtagttaaagcectttttggactctggtgecaaagetgtgattggtccatcaaacgagecacaagagacaccactaatcacatcccaaggetca
tctgagtacaacattggagatcagaacgggaagtttgagattggagaagaagaagacgaagatgaagaagtaaacgaggaaacggaaaggg
aagagatggaaccaccgacaccgacaagtgactgggaagatagcgaccacgagaaaacaaacagagacggtaagtattgtggtetttggga

agatgatgaagaagaagtgtctgaatttgtttgccagttatatgatcagttgttcagagagaactcaagagttgatgttgctcttcaaaaagcetcttge

ctctcatcgaaagctcaggtacacttgtcatcttcctaatgtatag

6.4.2 Sequenz der cDNA von pPLA-I (-Exon7)

Sequenzierung der pPLA-I-cDNA-Sequenz aus der Phagenbank CD4-16 (Columbia Okotyp) mit
fehlendem Exon 7 und zahlreichen Punktmutationen im Vergleich zur vollstindigen cDNA-
Sequenz:

atgtcttctacatgttcttctccatccgecgtggaggatectgaattagggtttcggattgatttagattggacggcaggegattcggaggaccaggt
agcgttgegattggaatcgeagetgatggtggctttgectgcaccgegtgatacagtagtggttgaattgaagggaattggegatgacgatgaag
gtggtttagagaatgttggattagagatgagtgttgagaaacggagagagecegttacgageagttacattgatgaaageggttggttccggtcag
cagtacgacggtgtcggcegttttgacaaggctaatgeggtctgatatgatgectgecagecattecctgegeeggetatcgacgttgettettettgtg
gggtgcattggaagactgtgacttcgttgagtctatctggttgtggtttattggtaatgeccagttgaagtgactgagttacctctgettgagaagetat
gcectgageacaacaaactgteagttttgecacctgagatagggaagetgaagaaccttaagatacttagggtcgacaataacatgcttatttetgt
cccagtggaactaagacagtgtgtaggtcttgttgaattgtcgttggaacacaataaacttgtccggectcttettgatttcagggcgatggetgggt
tacgaattctacggctttttggtaatccccttgaattccttccggaaactttacctttgcatcagettegteacttgtetcttgtaaatatcagaattgtgtc
tgatgagaatctaagatcagtaaatgtacagatagagacagaaaacacttcctattttggggcatctaggcacaagcetcagtgecttetetecectt
atattccgttcgtegtcttgtcatcatectcttctageatetacattggtgaagataatacaagatgaaggaaatcgttctgttattggtaaagatgaaa
atgcggtgaggcagcttataagtatgataactagtgacaatcaacacgtggttgagcaagcettgtgttgctttatcatctettgetcgagatgttggc
gtagcaatgcagctgatgaagtgtgatataatgaagccgactgaaacagttctgaaatcttcgtccccagacgaagtgatatecgttttacaagte
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gtggtcaccttagcttttgtatctgattccgtttctcagaagatgctcaccaaggatatgctaaaagcetttaaaatecttgtgtgcccataagaatectg
aagagaaaatgaaattctgcgacgttccatgaaaggcaggcaagtaccaaaacagggactgcggatactcaccatggatggaggaggaatga
aaggtcttgcaacggtgcagattcttaaggagattgagaagggaagtggcaagectattcatgaactattcgaccttatatgtggeacatcaacag
gaggaatgctagctattgcccttggtgtcaagettatgacattggaacaatgtgaagaaatttacaagaatctaggaaagcettgtttttgeccgaatet
gtcccaaaggacaatgaagetgcaagetggegggaagagttgggtcagetatataaaagttcatcgcaaagttttagagttgttatccatggatet
aagcacagtgcaaacgagtttgagagactgttaaaggaaatgtgtgctgatgaggatggagatttactaatagaatcagetgtgaagaatgttcca
aaagtatttgttgtatctactcttgttagtgtgacgcctgcgeaaccatttatatttcggaactaccagtatectgttggaacaccggaaatgtcgtatg
cattttcagatcattcaggcggcagtacactaacttcatcaactgecagtgatcaagetggetactacaagcaaagtgcttttatgggaagttgtaa
gcatcaggtttggcaagcgatacgagcatcatcagetgctccatattatcttgatgatttttcagttgactcatatcgetggcaagatggtgcaatagt
ggcaaacagtcctacaatctttgeccatcagagaagcacaacttctatggectgacacaaaaattgattgcttggtttcgattggetetggetctgtac
caacaagggtacggaaaggtggatggcgttatttagatactgggcaagtactgattgagagtgeatgetcagtggaacgtgttgaagaageteta
agcacattgctccctatgttgccagaaatacaatattttcggttcaacccagttgacgatcgetgtggaatggagttggatgagactgatccagega
tctggctaaaattggaagctgegattgaagaattcatacaaagcaatccccaagtatttaaaaacgtatgecgagagattaacactccecttcctaaa
cgatgagaaatggtgtgataatttgaaaccacgatttatgaatggaaagctaccaaataacagagtagagagcagtccttetcttggatggagac
gcaatgttttgcttatggaggctcagcatagtcctgactcagggagagtaaagtatcatgetegtgegetcgagteattttgttcgaataatggaata
aagttatcctcattacatactactgctactcctggatgccaaaaaccatctccaggaactgcettttcccacaccatttacctctectettataactggaa
gcttgeetecgageccccttetettcactecctgagettggeccacaaaagttcaataggattgatatggttccgecacttagettggatggggogaca
tgttgggaagacggttatgtcgectccatcatctecctccgegacaaagacaactctatettccactacgacagatgeatgaaaagttacagaattta
cceccaagtggggatcttacatctetcacttcaaaatgattctaatggttcaatactgagttggcaaaatgatgtatttgtggttactgaacctggagat
ctagctgataagtttctccaaagcgtcaaagtcagtatattgtcagtcatgcaaagtaatcgecgaaaggetgeatcagttetttccaatatetgttca
atctcggatttggtgcgtagcaagaaatgctticcaagttggaaatatcatccaccgttatattggacgccagaccctagtgatggaagatgatcaa
gaaattgcatcgtttatgttccgcagaactgtaccttcgacacacttgactcctgatgatattcgetggatggtaggagcatggagagataggataa
tagtcttctcaggaacatttggaccaacacaagcetgtagttaaagectttttggactctggtgccaaagetgtgattggtecatcaaacgagecaca
agagacaccactaatcacatcccaaggctcatctgagtacaacattggagatcagaacgggaagtttgagattggagaagaagaagacgaaga
tgaagaagtaaacgaggaaacggaaagggaagagatggaaccaccggeaccgacaagtgactgggaagatagegaccacgagaaaacaa
acagagacggtaagtattgtggtctitgggaagatgatgaagaagaagtgtctgaatttgtitgccagttatatgatcagttgticagagagaactca
agagttgatgttgctcttcaaaaagetcttgectctcatcgaaagetcaggtgcacttgtcatcettcctaatgtatag

6.4.3 Verwendete cDNA-Sequenz von Exon18 zur Antikorperherstellung

Die zur Herstellung des C-terminalen Antikorpers verwendete cDNA-Sequenz von Exon 18 der
pPLA-I-Sequenz wurde vor der LR-Klonierung auf Fehler untersucht. Es wurde eine 100%-ige

Ubereinstimmung mit der Template-cDNA gefunden.
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atggtaggagcatggagagataggataatagtcttctcaggaacatttggaccaacacaagetgtagttaaagectttttggactctggtgccaaa
getgtgattggtccatcaaacgagccacaagagacaccactaatcacatcccaaggcetcatctgagtacaacattggagatcagaacgggaagt
ttgagattggagaagaagaagacgaagatgaagaagtaaacgaggaaacggaaagggaagagatggaaccaccgacaccgacaagtgact
gggaagatagcgaccacgagaaaacaaacagagacggtaagtattgtggtetitgggaagatgatgaagaagaagtgtetgaatttgtttgeca
gttatatgatcagttgttcagagagaactcaagagttgatgttgctcttcaaaaagctcttgectctcatcgaaagetcaggtacacttgtcatcttect
aatgtatag

6.4.4 Genomische Sequenz der pPLA-I

Die genomische Sequenz mit nativem Promotor wurde aus dem Template F8K4 amplifiziert und auf
Fehler in der Amplifikation untersucht. Das Amplifikat mit 100%iger Ubereinstimmung zum

Template wurde fiir die Klonierung in pDONR221 und spater pPGWB4 verwendet.

atgtcttctacatgttcttctccatccgecgtggaggatcctgaattagggtticggattgatttagattggacggcaggegattcggaggatcaggt
agcgttgcgattggaatcgcagetgatggtggctttgcctgcaccgeatgatacagtagtggttgaattgaagggaattggcgatgacgatgaag
gtggtttagagaatgtiggattagagatgagagttgagaaacggagagagecgttacgageagttacattgatgaaageggttggticcggteag
cagtacgacggtgtcggcgttttgacaaggctaatgecggtctgatatgatgectgecagecattecectgegecggcetatcgacgttgcttcticttgtg
gggtgcattggaagactgtgacttcgttgagtctatctggttgtggtttattggtatgttacttitageatttctgaatccaaggaagaaactttgattag
gaattgggttatgctgatccgtctttaatgetttgcaatgttgggcaggtaatgecagttgaagtgactgagttacctetgettgagaagcetatgectt
gagcacaataaactgtcagttttgccacctgagatagggaagcetgaagaaccttaagatacttagggttgacaataacatgcttatttctgtcccag
gtgaccgttatcgcatcttaatgataaaaaaaaaacatattggaatcattagatttttcagctgatgttggttgaaactcttgtgtagtggaactaagac
agtgtgtaggtcttgttgaattgtcgttggaacacaataaacttgtccggectcettcttgatttcaggtcattggggcagagagcetggtattactgtttt
aatttcttcttgaagttagttaggatgctgattaagtatacgattgaaatgcagggcgatggctgggttacgaattctacggcetttttggtaatceccett
gaattccttccggaaattttacctttgcatcagettcgtcacttgtetcttgtaaatatcagaattgtgtctgatgagaatctaagatcagtaaatgtaca
gatagaggtaagaagaaaactcatcagactatctgctgctacttttcattctctaggtcactaagtttatgctaaggataagttttcatgattgcagaca
gaaaacacttcctattttggggcatctaggcacaagctcagtgecttctctcececttatattcegttegtegtcttgtcatcatectettctageatctac
attggtgaagataatgcaagatgaaggaaatcgttctgttattggtaaagatgaaaatgeggtgaggcagcettataagtatgataactagtgacaat
caacacgtggtatgttggtttttgtictgtgctatggtttgaaaaaacttttactttcttttgggaacaatcaccataactacaggtttgataggttgagea
agcttgtgttgctttatcatctcttgctcgagatgttggcgtagcaatgcagetgatgaagtgtgatataatgaageccgactgaaacagttctgaaat
cttcgtccccagacgaagtgatatecgttitacaagtegtggtcaccttagettttgtatctgattcegtttctcagaagatgctcaccaaggatatget
aaaagctttaaaatccttgtgtgcccataagaatcctgaagtaagtttgttgcatttttgctetecttataagaaaaccctatagtttcttcgactgagtat
cctttcecttaggttcaaagacaagecttattagecagttgggaacttggecttctgtttagaaaatcgtegtattctgattacttcagagagtttgagag
agttattgatgcggttaattgtcacacctgaaccacgagtcaacaaagcetgcggctcgagetttggcaattcttggtatgtttcttgtgtatcaaatcg
tcattttgcttgatattctggttgggocattacatagaacgtttttcttctgatgacaggagaaaatgaaatictgecgacgttccataaaaggcaggceaa
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gtaccaaaacagggactgcggatactcaccatggatggaggaggaatgaaaggtcttgcaacggtgcagattcttaaggagattgagaaggg
aagtggcaagcctattcatgaactattcgaccttatatgtggcacatcaacaggaggaatgctagetattgeccttggtgtcaagettatgacattgg
aacaatgtgaagaaatttacaagaatctaggtgtgtaaaattccctttacagcettcgttgacttattggtictggactttactttggatgtttttctatagg
aaagcttgtttttgctgaatctgtcccaaaggacaatgaagetgcaagetggegggaaaagttggatcagetatataaaagttcatcgcaaagtttt
agagttgttatccatggatctaaggtatacacaacgctgttggtctattcacagttgatttctictgtagcgacatagaatcaaagatctagacttttgg
ttatgtttttaaggacttatcattttgatattatttagcgtcttggattttaaatgtaagaattccaaaaaaaaattattgccactaaggattgtaaagatata
tgcttgtagaaaaccaaatagctcttcgtagttccgacatgacttggaatcagattttataatatactgtettgecageacagtgcaaacgagtttgaga
gactgttaaaggaaatgtgtactgatgaggatggagatttactaatagaatcagetgtgaagaatgttccaaaagtatttgttgtatctactettgttag
tgtgatgcctgegeaaccatttatatttcggaactaccaggtacaacacttctctttttacttttggttaattctttattctetgttaattgecgtatgaagttttt
accactttaaatttgtctgtctattcttcttgtgtgtatcatgttctctetttictatttgcagtatcctgttggaacaccggaaatgtcgtatgcattttcaga
tcattcaggceggceagtacactaacttcatcaactgccagtgatcaagetggctactacaagcaaagtgcttttatgggaagttgtaagcatcaggtt
tggcaagcgatacgagcatcatcagctgctccatattatcttgatgatttttcagttggtacaagtetaccttctctattctccactcttatccatgactet
ttgttgtaagcttttacgctgatattatcttgtttcctttctaaatcattaagactcatatcgetggcaagatggtgcaatagtggcaaacaatcctacaat
ctttgccatcagagaagcacaacttctatggectgacacaaaaattgattgcttggtttcgattggctctggetetgtaccaacaagggtaattcccg
tttttcctgtggetccagattgtgcaaaatctatgtttatgttggaaaaccactgaaatacatatggtggataaaatcttgecgtecttgtaatgttaagt
aattatttttcattgttgatctaactcecttgtaggtacggaaaggtggatggcgttatttagatactgggeaagtactgattgagagtgcatgctcagt
ggaacgtgttgaagaagctctaagcacattgeteectatgttgccagaaatacaatattttcggttcaacccaggtaacaaacagceattttacaacat
gcaagaacactcttatcctgttgaacacctatgaaaccttgaatttcttatccatgecgatttccataatgeatgtgttttgacgtagaatctagttaatct
ttacatatctgggtatatgcagttgacgatcgetgtggaatggagttggatgagactgatccagegatetggctaaaattggaagetgegattgaa
gaattcatacaaagcaatccccaagtatttaaaaacgtatgegagagattaacactccecttcctaaacgatgagaaatggtgtgataatttgaaac
cacgatttatgaatggaaagctaccaaatagcagaggtatctattttaaaatttatttgcttttcagcaaaaccttctcaaactgttagcttagtaacttct
atcatttttctttcattcctaaacagtagagagcagtccttctcttggatggagacgcaatgttttgcttatggaggctcageatagtcctgactcagg
gagagtaaagtatcatgctcgtgcgetcgagtcattttgticgaataatggaataaagttatcctecattacatactactgetactectggatgccaaaa
accatctccaggaactgcttttcccacaccatttacctetectettataactggaagcettgectecgageccccttctettcacteectgagettggece
acaaaagttcaataggattgatatggttccgccacttagettggatgggggacatgttgggaagacggttatgtcgecteccatcatctecteccgeg
acaaagacaactctatcttccactacgacagatgcatgaaaagttacagaatttaccccaagtggggatcttacatctctcacttcaaaatgattcta
atggttcaatactgaggttagtccaaacttttcagtttccaccatatcacactcagttctaaaaaggttgattctagtgaattgattacatttgctttttggt
ttcatttagttggcaaaatgatgtatttgtggttactgaacctggagatctagectgataagtttctccaaagegtcaaagtcagtatattgtcagteatg
caaagtaatcgccgaaaggctgcatcagttctttccaatatctgttcaatctcggatttggtgcgtagcaagaaatgettccaagttggaaatatcat
ccaccgttatattggacgccagaccctagtaagaatatgttttcatattaacttetttgtggtgttactgttatagegttgaaagcetttattttatttttgatg
ttacttgttaatatactgtaggtgatggaagatgatcaagaaattgcategtttatgttccgeagaactgtaccttcggcacacttgactectgatgata
ttcgetggatggtaatgttgttacttgacttttgtatacctaaaattgecgaaaggetagettttgetcacatatatttactetcgeattecttaaaagget
agcttctacgaaaatattgtccgtatacttatgttcagtttgtttgacgggtacagaacccaaaccatcaaagctagtgataaacataaggaaggcta



ataagaagaaggccaaaagtttgtcttatgctatgaacatcttatctgaaacaggtaggagcatggagagataggataatagtcttctcaggaaca
tttggaccaacacaagctgtagttaaagcectttttggactctggtgccaaagetgtgattggtccatcaaacgageccacaagagacaccactaatc
acatcccaaggctcatctgagtacaacattggagatcagaacgggaagtttgagattggagaagaagaagacgaagatgaagaagtaaacga
ggaaacggaaagggaagagatggaaccaccgacaccgacaagtgactgggaagatagegaccacgagaaaacaaacagagacggtaagt

attgtggtctttgggaagatgatgaagaagaagtgtctgaatttgtttgccagttatatgatcagttgttcagagagaactcaagagttgatgttgctct
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tcaaaaagctcttgectctcatcgaaagetcaggtacacttgtcatcttcctaatgtatag
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6.4.5 Verwendete Primer zur vollstandigen Sequenzierung der pPLA-/

Tabelle 40: Verwendete Primer und Amplifikate zur vollstindigen Sequenzierung der pPLA-I aus

den Okotypen Wassilijewskia und Columbia. TS = Teilsequenz.

Okotyp Wassilijewskia Okotyp Columbia Okotyp Columbia

(aus RNA-Isolation) (aus RNA-Isolation) (aus Phagenbank CD4-16)
Primer Amplifikat | Primer Amplifikat | Primer Amplifikat
pPLA-ITS1 as TS 1 pPLA-ITS1 as TS 1 pPLA-ITS1 as TS 1
pPLA-ITSI s TS 1 pPLA-ITSI s TS 1 pPLA-ITSI s TS 1
pPLA-IT1 for TS 1 pPLA-IT1 rev TS 1 pPLA-IT1 for TS 1
pPLA-ITI rev TS 1 pPLA-I cDNA revl |TS1 pPLA-IT1 rev TS 1
pPLA-I cDNA revl |TS1 pPLA-I cDNA for2 |TS1 pPLA-I cDNA revl |[TS1
pPLA-IcDNA for2 |TS1 pPLA-1T2 for TS 2 pPLA-IcDNA for2 |TS1
pPLA-I T2 for TS 2 pPLA-I T2 rev TS 2 pPLA-I T2 for TS 2
pPLA-I T2 rev TS 2 pPLA-ITS2 as TS 2 pPLA-I T2 rev TS 2
pPLA-I TS2 as TS 2 pPLA-ITS2 s TS 2 pPLA-ITS2 as TS2
pPLA-ITS2 s TS 2 pPLA-1TS3 for TS 3 pPLA-ITS2 s TS 2
pPLA-I TS3 for TS 3 pPLA-I TS3 rev TS 3 pPLA-I TS3 for TS 3
pPLA-ITS3 rev TS 3 pPLA-ITS3 as TS 3 pPLA-ITS3 rev TS 3
pPLA-ITS3 as TS 3 pPLA-ITS3 s TS 3 pPLA-ITS3 s TS 3
pPLA-ITS3 s TS 3 pPLA-I cDNA for5 |TS3 pPLA-I Exonl8 for |TS3
pPLA-I Exonl8 for |TS3 pPLA-I cDNA for6 |TS3 pPLA-I cDNA for7 |TS3
pPLA-1TS4 for TS 4 pPLA-1TS4 for TS 4 pPLA-1TS4 for TS4
pPLA-ITS4 rev TS 4 pPLA-ITS4 rev TS 4

pPLA-IcDNA for6 |TS4




6 Anhang 164

6.5 Epitopanalyse zur pPLA-I-spezifischen Antikorper-Herstellung

6.5.1 N-Glykosylierungsstellen

Im Folgenden sind die in der Proteinsequenz der pPLA-I befindlichen N-Glykosylierungsstellen
dargestellt (s. Abb. 66).

ISETCESPEAVEDPELGFRIDLDWTAGDSEDOVALELESQLMVALPAPHD
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: : | — mdgliche M-glykosylierungssiellen (MxT/N=S auller x=F/0)

Abbildung 66: Mogliche N-Glykosylierungsstellen innerhalb der Proteinsequenz der pPLA-I.

N-Glykosylierungsstellen konnten sich negativ auf die Funktionalitdt des Antikdrpers auswirken.

Signaltriplete wie NXT und NXS geben hinweise fiir eine mogliche N-Glykosylierung.
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6.5.2 Aviditat

Die pPLA-I-Peptidsequenz wurde auf Anhdufungen positiver oder negativer Ladungen hin

untersucht (s. 4bb. 67).

mssteh s EEVEDDELgERID '_ra IR1EzqglmvalpapHD
tvvvEILGaG NG HIIEnvg LIEMRVERRRERp LRavt ImKavgsgggyDg
vogvltRImRsDmmpaalipapaiDvasscgvHwKtvislslsgogl lvmew
EvtElpllEEKlclEHnKlsv1ppEigKlEnlKilRvDnnmlisvpvELRGg
cvglvElslEHNKl1vRollDfRamaglRI1IIR1fgnplEf1pELilplHglR
HlslvniRivsDEanssRHIEl safsplifRsssc
HHpllastlvKimgDEgNRSvigKDEnavRglismitsDngHvvEgacva
1ss1 aRDvgvarr_q'_rrml::DirrspDEviEvlq':fvvt lafwvsD
svagEml tEDmlKalKslcaHEnpEvoRgallavgnlafclEnRRilits
EslREl1ImRlivtpEpRvnKazaRalailgEnEl lRRs1EgRavpEgglR
iltmDgggmEKglatvgllKEi1EKgsgKplHELfDlicgtstggmlaialyg
vElmtlEgcEEL yKr_ng'_vfs JsfR

agqllwpDtKiDclvsigsgsvptRVRKggwRylDtggvliEsacsvERVE
EzlstllpmlpEligyiREnpvDDRoogmEIDELDpaiwlKlEza1iEEfigs
npogviEnvcERLtlpf I nDEKwcDn Liwathaiiile il R oo I =153 o LR G (W B
nvl lyE[aRalE sfecsnngiKlss1HEtERRssfels sl

wonDvivvaEpgDlaDEL lgsvEvsilsvmgsnRRKaasvisnicsisDl
vRsKEcfgvgniiHRyigRgtlvmEDDgELasfmfRRtvpsaHLtpDDiR

IHgm L Kyvogl wEDDEEEVsEELf veql vDgl fREnsRvDvalgEal asHR
KlRytcHlpnv

Abbildung 67: Uberpriifung auf positiv und/oder negativ geladene Aminosiuren in der
Peptidsequenz (AS grau hinterlegt)
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6.5.3 Oberflachenprofil

Anhand des Oberfléchenprofils ist deutlich zu erkennen, das insbesondere der C-terminus eine hohe

Wahrscheinlichkeit dafiir aufweist, an der Oberfliche des Proteins lokalisiert zu sein (s. 4bb. 68).

| [ | | :
1il-'l| t | . " ll.lI I |“ . ‘l. |It'lj[I Inn
| | [|1 J" ’H ]II. # K

L

=

1 1| ¥ i | 14
i i iy ' '
& i ' : I
| { | [ | |
' I
I
IIIIIIIII |IIIIFIIIIIIIIrIIIIlillllllll lIIIIIIIII IIIIIFIIIIIIIJIIIlllllIIFIIIIIIIIIIIFIIIII‘IIIIIII‘I!IllIIl!|_|_|_||_j_|jj]‘llllllll|.|
] ] =] 6 =g - = £ =1 T [T A oy
Aminosiurs-Nr

Abbildung 68: Oberflichenprofil der Proteinsequenz der pPLA-I.
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6.6 Immunolabelings

6.6.1 Expression bei Wachstum in 15uE Blaulicht

Wassilijewskia Wildtyp
N-terminaler Antikorper

Wassilijewskia Wildtyp
N-terminaler Antikdrper

Columbia Wildtyp
C-terminaler Antikorper

Columbia Wildtyp
C-terminaler Antikorper

Abbildung 69: Wurzelspitze und beginnende Elongationszone von Wassilijewskia und Columbia
Wildtyp nach 7 Tagen Wachstum in 15uFE Blaulicht und anschlieffendem Immunolabeling mit N-
und C-terminalen pPLA-I-spezifischen Antikérpern in 20-facher Vergroflerung. A) Wurzelspitze, B)
untere Wurzelspitze und Wurzelhaube, C) meristematische Zone, D) und E) beginnenden
Elongationszone, A)-E) Alexa Fluor®488-Signal, a)-e) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weifer
Balken entspricht 20um. Alle Aufnahmen sind mittige Lingsschnitte.
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6.6.2 Expression bei Wachstum in 15uE Rotlicht

Wassilijewskia Wildtyp
N-terminaler Antikorper

Wassilijewskia Wildtyp
C-terminaler Antikorper

Columbia Wildtyp
N-terminaler Antikorper

Columbia Wildtyp
C-terminaler Antikorper

Abbildung 70: Wurzelspitze von Wassilijewskia und Columbia Wildtyp nach 7 Tagen Wachstum in
15uE Rotlicht und anschliefendem Immunolabeling mit N- und C-terminalen pPLA-I-spezifischen
Antikérpern in 20-facher Vergrofferung. A) Wurzelspitze, B) untere Wurzelspitze und Wurzelhaube,

C) meristematische Zone, A)-C) Alexa Fluor°488-Signal, a)-c) korrespondierende DIC-Aufnahmen.
Weifser Balken entspricht 20um. Alle Aufnahmen sind mittige Lingsschnitte.
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6.6.3 Expression bei Wachstum in 15uE Dunkelrotlicht

B

Wassilijewskia Wildtyp
B ) N-terminaler AntikOrper

. Wassilijewskia Wildtyp
. C-terminaler Antikorper

Columbia Wildtyp
N-terminaler Antikorper

B

s
by

ey
i

e
)

Columbia Wildtyp

C-terminaler AntikOrper

Abbildung 71: Wurzelspitze von Wassilisjewskia ~ Wildtyp nach 7 Tagen Wachstum in 15uE
Dunkelrotlicht und anschlieffendem Immunolabeling mit C-terminalen pPLA-I-spezifischen
Antikérpern in 20-facher Vergrofserung. A) Wurzelspitze O, B) meristematische Zone, A)+B) Alexa
Fluor®488-Signal, a)+b) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weifler Balken entspricht 20um. Alle

Aufnahmen sind mittige Lingsschnitte.
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6.6.4 Expression bei Wachstum in Dunkelheit

Wassilijewskia Wildtyp
I-.-I T

I. .I Wassilijewskia Wildtyp

C-terminaler Antikorper

Columbia Wildtyp
N-terminaler Antikorper

Columbia Wildtyp
C-terminaler Antikorper

Abbildung 72: Meristematische Zone und Elongationszone von Wassilijewskia und Columbia
Wildtyp nach 7 Tagem Wachstum in Dunkelheit und anschliefendem Immunolabeling mit N- und C-
terminalen pPLA-I-spezifischen Antikorpern in 20-facher Vergrofierung. A) Wurzelspitze, B) untere
Wurzelspitze und Wurzelhaube, C) meristematische Zone, D) meristematische Zone und beginnende
Elongationszone, —E)  beginnende  Elongationszone, — A)-E)  Alexa  Fluor®488-Signal,
a)-e) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weifler Balken entspricht 20um. Alle Aufnahmen sind

mittige Ldngsschnitte.
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6.6.5 Expression nach Inkubation in1uM 1-NAA

A

Wassilijewskia Wildtyp
N-terminaler Antikorper

Wassilijewskia Wildtyp
C-terminaler Antikorper

Columbia Wildtyp
N-terminaler Antikorper

Columbia Wildtyp
C-terminaler Antikdrper

Abbildung 73: Wurzelspitze und beginnende Elongationszone von Wassilijewskia und Columbia
Wildtyp nach 7 Tagen Wachstum in Weifslicht und anschliefSender Inkubation in 1uM 1-NAA fiir 3h.
Immunolabeling erfolgte mit N- und C-terminalen pPLA-I-spezifischen  Antikorpern.
A) Wurzelspitze, B) untere Wurzelspitze und Wurzelhaube, C) meristematische Zone,
D) meristematische Zone und beginnende Elongationszone, E)e) beginnende Elongationszone,
A)-E) Alexa Fluor®488-Signal, a)-e) korrespondierende DIC-Aufnahmen. Weifler Balken entspricht
20um. Alle Aufnahmen sind mittige Ldngsschnitte.
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6.6.6 Expression nach Inkubation in 10uM NPA

I...I Wassilijewskia Wildtyp

N-terminaler Antikorper

Wassilijewskia Wildtyp
C-terminaler Antikorper

Columbia Wildtyp
N-terminaler Antikorper

Columbia Wildtyp
C-terminaler Antikorper

Abbildung 74: Wurzelspitze und beginnende Elongationszone von Wassilijewskia und Columbia
Wildtyp nach nach 7 Tagen Wachstum in Weifslicht und anschliefsender Inkubation in 10uM NPA fiir
3h. Immunolabeling erfolgte mit N- und C-terminalen pPLA-I-spezifischen Antikorpern.
A) Wurzelspitze @, B) meristematische Zone @, C) meristematische Zone (Aufsicht Epidermis), D)
und E) beginnende Elongationszone, . A)-E) Alexa Fluor®488-Signal, a)-e) korrespondierende
DIC-Aufnahmen. Alle Aufnahmen in 20-facher VergréfSerung. WeifSer Balken entspricht 20um.
0 = mittiger Ldngsschnitt.
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