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IV. Zusammenfassung

Die Trichom-Musterbildung in Arababidopsis thaliana stellt ein etabliertes Modellsystem
zur Untersuchung von Musterbildungsprozessen in Pflanzen dar. Die Trichom-
Entwicklung wird von bHLH- und MYB-Transkriptionsfaktoren zusammen mit einem
WD-40 Protein reguliert. Zu den MYB-Transkriptionsfaktoren zahlen die Trichom-
Inhibitoren TRY, CPC, ETC1, ETC2 und TCL1 und die Trichom-Aktivatoren GL1 und
MYB23. GL3, EGL3 und TTG1, ebenfalls Trichom-Aktivatoren, kodieren fur bHLH-
Transkriptionsfaktoren bzw. fir das WD-40 Protein. Die Trichom-Inhibitoren, auf die sich
diese Arbeit konzentriert, regulieren nach der postulierten de novo Trichom-
Musterbildung das regelmallige Abstandsmuster zwischen den Trichomen durch
laterale Inhibition, was in dem Aktivator-Inhibitor Modell beschrieben wird. In dieser
Arbeit wird gezeigt, dass ein weiteres Gen, ETC3 an der Regulation der Trichom-
Musterbildung als Trichom-Inhibitor beteiligt ist.

Untersuchungen der Trichom-Inhibitoren auf Proteinebene zeigen neue Aspekte der
lateralen Inhibition durch deren Mobilitat. Durch Kompetitionsanalysen wird gezeigt,
dass die Inhibitoren ETC1, ETC3, CPC und TRY am Mechanismus der lateralen
Inhibition durch die Verdrangung von GL1 aus dem Aktivator Komplex beteiligt sind,
wohingegen ETC2 keine Kompetitor-Eigenschaft besitzt. Weiterhin wird anhand von
CPC und ETCS3 gezeigt, dass die Inhibitoren unterschiedliche Signalreichweiten fur die
laterale Inhibition besitzen, die aufgrund unterschiedlicher Bindungsaffinitaten zu GL3
erklart werden. Fir diese Beobachtung wird ein theoretisches Modell postuliert, nach
dem ETC2 die langste Signalreichweite der Inhibitoren besitzt, gefolgt von ETC3 und
TRY. CPC und ETC1 haben nach diesem Modell lediglich eine kurze Signalreichweite.
Auf Expressionsebene werden Unterschiede zwischen den Promotoren von CPC, TRY
und ETC3 aufgezeigt. Weiterhin werden die Inhibitoren CPC und TRY auf eine
maogliche posttranslationale Phosphorylierung untersucht um eine eventuelle Regulation
der inhibitorischen Aktivitat und/oder der Mobilitat aufzudecken.

Weiterhin wird eine Methode vorgestellt, die es ermdglicht, die Trichom-Musterbildung
in Rosettenblattern von der Entstehung der Trichom-initialzellen bis hin zum adulten
Stadium in vivo zeitlich zu verfolgen. Daraus ergibt sich einerseits eine neue
Moglichkeit, die Musterbildung quantitativ in silico zu analysieren. Aul3erdem dient diese
Methode der in vivo Verfolgung dazu, die postulierte de novo Musterbildung durch

Laser-Ablationen zu verifizieren.
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V. Abstract

Arabidopsis thaliana trichome pattern formation represents an established model
system to analyze plant pattern formation processes. Trichome development is
governed by bHLH and MYB transcription factors as well as by a WD-40 protein. MYB
transcription factors are represented by the trichome inhibitors TRY, CPC, ETC1, ETC2
and TCL1 and the activators GL1 and MYB23. GL3, EGL3 and TTG1 encode bHLH
transcription factors and a WD-40 protein, respectively, and function as trichome
activators as well.

This study is focussed on trichome inhibitors which regulate the regular distance pattern
of trichomes — postulated as a de novo process — by lateral inhibition described within
the activator-inhibitor model. In this study it is shown that one more trichome inhibitor
gene, ETCS3, is involved in the regulation of trichome pattern formation.

Analyses of trichome inhibitor protein mobility reveal new aspects of lateral inhibition.
Using competition analyses, the inhibitors ETC1, ETC3, CPC and TRY are shown to be
involved in the mechanism of lateral inhibition by displacing GL1 in the activator
complex whereas ETC2 shows no competitor characteristics. Furthermore, it is shown
that CPC and ETC3 have different signal ranges for lateral inhibition explained by their
different binding affinity to GL3. Based on this observation, a theoretical model is
proposed in that ETC2 has the longest signal range, followed by ETC3 and TRY. After
this model, CPC and ETC1 merely have a short signal range. On the expression level,
differences between the CPC-, TRY- and ETC3-promoters are demonstrated.
Furthermore, the inhibitors CPC and TRY are analyzed for a possible post-translational
phosphorylation to discover a potential regulation of their inhibitory activity and/or
mobility.

A method was established to follow trichome pattern formation in rosette leaves in vivo,
from emerging trichome initials to adult stages. From that a new possibility to
quantitatively analyze pattern formation in silico arises. This method can also be used to
verify trichome pattern formation as a de novo process using laser ablation of trichome

initials.
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1. Einleitung

Die Entstehung vielzelliger Lebewesen wirft immer wieder die Frage auf, wie die
Komplexitat der Korperstrukturen zustande kommt. Mehrzellige Eukaryoten entstehen
aus einer einzelligen Zygote, die wahrend ihrer Entwicklung zum adulten Lebewesen
eine Vielfalt von Zelltypen ausbildet. Der Anordnung und Existenz unterschiedlicher
Zelltypen liegen verschiedene biologische Prozesse zugrunde. Ein wichtiger Prozess
bei der Entwicklung vielzelliger Lebewesen ist die Festlegung unterschiedlicher
Zellschicksale zum richtigen Zeitpunkt an der richtigen Position. Denn nur durch die
zeitliche und raumliche Festlegung von Zellschicksalen kann eine geordnete
Korperstruktur gewahrleistet werden. Diesen Prozess bezeichnet man als

Musterbildung.

Um Musterbildungsprozesse untersuchen zu konnen, bedient man sich in der
Entwicklungsbiologie so genannter Modellorganismen, die fur die genetischen und
biochemischen Fragestellungen an die Entwicklung von Zellmustern geeigneten sind.

Fir die Untersuchung von Musterbildungsprozessen in Pflanzen hat sich die
Modellpflanze Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand) aus der Familie der
Brassicaceae etabliert (Meyerowitz ,1989; Meyerowitz and Pruitt, 1985), auf die sich

diese Arbeit konzentriert.

1.1 Epidermale Musterbildungsprozesse in Arabidopsis thaliana

Aus der epidermalen Zellschicht im Spross und der Wurzel von Arabidopsis thaliana
entwickeln sich nur wenige spezialisierte Zelltypen (Esau, 1965) wie Wurzelhaare,
Stomata (Spaltéffnungen) und Trichome (Blatthaare) neben den normalen epidermalen
Zellen. Die drei Zelltypen bilden stets ein geordnetes raumliches Zellmuster aus (s. Abb.
1.1), was deutlich macht, dass die Verteilung nach definierten Musterbildungsprozessen
ablauft. Aufgrund dessen stellen Wurzelhaare, Stomata und Trichome mittlerweile
etablierte Modellsysteme zur Analyse epidermaler Musterbildungsprozesse dar
(Bunning, 1951; Larkin et al., 1997; Marks et al., 1991; Hulskamp and Schnittger, 1998;
Hulskamp et al., 1999).
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Abb. 1.1: Epidermale Modellsysteme fiir Musterbildungsprozesse
in Arabidopsis thaliana. (A) Wurzelhaar-Muster, ibernommen von
Wada et al. (2002). (B) Stomata-Muster im Rosettenblatt, Uber-
nommen von Fred Sack, Homepage. (C) Trichom-Muster auf
Rosettenblatt.

Stomata (Spaltdffnungen) regulieren den Gasaustausch der Pflanze mit der
umgebenden Luft. Sie bestehen aus einem Spaltdéffnungsapparat, der sich aus zwei
Schlief3zellen und einem Porus zusammensetzt. Die Schliel3zellen haften an den Enden
aneinander, zwischen ihnen befindet sich der Interzellularspalt (Porus), uber den der
Gasaustausch stattfindet. Stomata entwickeln sich in epidermalen Schichten aller
oberirdischen Organe, am haufigsten in Blattern (Schroeder et al., 2001; Raven, 2002).
Wurzelhaare dienen der OberflachenvergroRerung und damit der effektiven Aufnahme
von Nahrstoffen und Wasser aus dem Boden, sowie der Befestigung der Pflanze im
Boden. Die Haare bestehen aus einzelnen Zellen, die sich in der Wurzel in der
Wurzelhaarzone aus Epidermiszellen (Rhizodermiszellen) ausbilden (Dolan et al.,
1994).

Trichome in Arabidopsis sind ebenfalls einzellig, sie dienen dem Schutz der Pflanze.
Durch ihre borstenahnliche Struktur schitzen sie die Pflanze vor Tierfrald, Sonnenlicht
kann reflektiert werden, die Blatttemperatur verringert und die Transpiration
herabgesetzt werden (Maurico and Rausher, 1997; Agrawal, 2002; Agrawal, 2004).
Trichomzellen entwickeln sich aus epidermalen Zellen auf Rosettenblattern,

Hochblattern, Sepalen und auf dem Spross (Hulskamp et al., 1994).
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1.2 Zellulare Betrachtung von Musterbildungsprozessen

Die Musterbildungsprozesse von Stomata, Wurzelhaaren und Trichomen flhren zur
Ausbildung raumlicher Zellmuster, die auf zellularer Ebene unterschiedlich generiert
werden, durch Zellabstammung und/oder durch Zell-Zell Kommunikation (Sachs, 1978;
Wolpert and Stein, 1984; Larkin et al., 1996).

A) Zellabstammung

Die Zellabstammung beruht auf asymmetrischer Zellteilung, wodurch sich die cyto-
plasmatischen Faktoren ungleich auf die Tochterzellen verteilen und diese sich zu
unterschiedlich Zelltypen entwickeln. Das Zellschicksal ist daher allein von der
Abstammung der Zellen und nicht von der Umgebung abhangig (Larkin et al., 1997).
Die Bildung des Spaltéffnungsapparates der Stomata geht aus asymmetrischen
Zellteilungen hervor. (Yang and Sack, 1995; Larkin et al.,, 1997; Nadeau and Sack,
2002).

B) Zell-Zell Kommunikation

Bei der Zell-Zell Kommunikation wird das Zellschicksal der beteiligten Zellen durch
Signale aus der Umgebung festgelegt. Die Zellen aus einer Gruppe besitzen fur diesen
Musterbildungsprozess das gleiche Entwicklungspotential, d.h. sie haben alle das
Potential, ein bestimmtes Zellschicksal anzunehmen. Bei der Zell-Zell Kommunikation
kann die Determinierung von Zellen positionsabhangig oder de novo etabliert werden.
Beide Szenarien flihren zur Ausbildung eines raumlich geordneten Zellmusters durch
laterale Inhibition, wobei determinierte Zellen die Nachbarzellen an der Entwicklung
zum gleichen Zellschicksal hindern (Larkin et al., 2003; Pesch and Hulskamp, 2004;
Meinhardt and Gierer, 1974; Meinhardt and Gierer, 2000).

Bei der positionsabhangigen Zelldeterminierung wird durch Signale aus bereits
differenzierten Zellschichten ein bestimmtes Zellschicksal geférdert, was zur Expression
inhibitorischer Signale fuhrt. Durch laterale Inhibition werden die Nachbarzellen an der
Determinierung zum gleichen Zellschicksal gehindert (Dolan et al., 1994; Galway et al.,
1994).

Bei der Wurzelhaarentwicklung entscheidet die Position der Epidermiszellen Uber das

Zellschicksal zu Wurzelhaarzellen bzw. Nicht-Wurzelhaarzellen. Durch die
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positionsabhangige Determinierung entwickeln sich alternierende Zellreihnen von
Wurzelhaarzellen (Trichoblasten, H-Zellreihen)  und Nicht-Wurzelhaarzellen
(Atrichoblasten, N-Zellreihen) in longitudinaler Richtung. Die Wurzelhaar-Zellreihen
entwickeln sich dabei Uber den antiklinen Zellwanden der darunter liegenden kortikalen
Zellen, wohingegen die Nicht-Wurzelhaar-Zellreihen direkt Gber den kortikalen Zellen
liegen. (Galway et al., 1994; Masucci et al., 1996; Hung et al., 1998; Dolan, 2006).

Bei der de novo Zelldeterminierung spielen keine Signale aus anderen Zellschichten
eine Rolle. Zellen mit gleichem Entwicklungspotential entwickeln ein raumliches Muster
von spezialisierten Zellen, wobei die raumliche Distanz der determinierten Zellen allein
durch laterale Inhibition erzeugt wird.

Die Trichom-Musterbildung wird als ein de novo Musterbildungsprozess postuliert
(Larkin et al., 1996; Schnittger et al., 1999; Schellmann et al, 2002). Fir die
Entwicklung von Trichomzellen auf Rosettenblattern sind keine positionsabhangigen
Signale aus dem darunter liegenden Mesophyll bekannt. Ebenso kann Zellabstammung
der Trichomzellen ausgeschlossen werden (Larkin et al, 1996). In jungen
Rosettenblattern wird im basalen Blattbereich, in der Trichom-Initiationszone, das
Zellschicksal fur Trichomzellen festgelegt, wobei stets ein Abstand von drei bis vier
Zellen zwischen den Trichomzellen eingehalten wird (Hulskamp et al., 1994; Larkin et
al.,, 1994). Aufgrund der definierten Abstande wird eine zuféallige Verteilung der
Trichomzellen ausgeschlossen, da bei einer stochastischen Verteilung mehr Trichom-
Nester (aneinander grenzende Trichomzellen) zu erwarten waren (Larkin et al., 1996).
Bei der Etablierung der Zell-Abstande durch laterale Inhibition unterdricken die
determinierten Trichomzellen die Nachbarzellen, sich ebenfalls zu Trichomzellen zu
entwickeln.

Um de novo Musterbildung erklaren zu konnen, bedient man sich theoretischer Modelle.
Das Aktivator-Inhibitor Modell (Meinhardt and Gierer, 1974; Meinhardt and Gierer,
2000) erklart die Entwicklung von Zellmustern durch Lateralinhibition (s. unten),
weshalb es flr die Trichom-Musterbildung eingesetzt wird.

Da sich diese Arbeit auf die Trichom-Musterbildung konzentriert, wird auf die Trichom-

Entwicklung und das Modell fur die Trichom-Musterbildung detaillierter eingegangen.
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1.3 Aktivator-Inhibitor Modell
Das Aktivator-Inhibitor Modell (Meinhardt and Gierer, 1974; Meinhardt and Gierer,
2000) erklart die Entstehung zwei-dimensionaler Zell-Muster durch Zell-Zell
Kommunikation, wobei alle epidermalen Zellen anfangs das gleiche
Entwicklungspotential fur ein bestimmtes Zellschicksal besitzen. Das Modell setzt fur
die Entstehung eines raumlichen Musters einen Aktivator und einen Inhibitor voraus (s.
Abb. 1.2 A). Der Aktivator fordert ein spezifisches Zellschicksal, wohingegen der
Inhibitor dieses reprimiert. Der Aktivator muss die Fahigkeit besitzen, sich selbst zu
verstarken (positive Ruckkopplung) und muss in der Lage sein, den Inhibitor zu
aktivieren. Der Inhibitor seinerseits muss schneller und Uber eine langere Distanz als
der Aktivator wirken und die Fahigkeit besitzen, den Aktivator zu reprimieren.
Durch stochastische lokale Fluktuationen der Aktivator-Konzentration kann bereits
durch geringe Erhdhung der Aktivator-Konzentration in einer Zelle diese Expression
durch positive Ruckkopplung im Vergleich zu den Nachbarzellen stark erhoht werden.
Bei Erreichen einer bestimmten Schwellenwert-Konzentration sind diese Zellen dazu
ausselektiert, ein spezifisches Zellschicksal anzunehmen. Die erhohte Aktivator-
Konzentration fuhrt in den selektierten Zellen ebenfalls zu einem Anstieg des Inhibitor-
Levels. Der Inhibitor breitet sich in die Nachbarzellen aus, wo er den Aktivator
reprimiert. Dadurch konnen diese Zellen das spezifische Zellschicksal nicht annehmen
(laterale Inhibition).
Wendet man dieses Modell auf die Trichom-Musterbildung an, zeigt die in silico
Darstellung der Verteilung lokaler Aktivator-Maxima auf einer Flache ein Muster auf,
das die raumliche Verteilung von Trichomzellen auf einem Blatt widerspiegelt (s. Abb.
1.2 B).
A AQM Abb. 1.2: Aktiva_ltor-lnhibitor_ Modell. __(A)
Modell von Meinhardt & Gierer. Griine
Pfeile markieren Aktivierung, rote Balken
markieren Inhibierung. Rote Pfeile stehen
Inhibitor 2 fur laterale Inhibition. (B) Vergleich der
Verteilung von Aktivator-Maxima (links)
und Trichom-Verteilung (rechts) auf einem
Rosettenblatt. Aktivator-Maxima ergeben

sich nach dem Aktivator-Inhibitor Modell
von Meinhardt & Gierer.

B Konzentration
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1.4 Interzellulare Wanderung von Proteinen

Fir die Zell-Zell Kommunikation, wie z.B. bei der lateralen Inhibition, missen Signale
von Zelle zu Zelle wandern. Die interzellulare Wanderung von Proteinen bzw. RNA
erfolgt durch Plasmodesmata, Mikro-Kanale, die benachbarte Zellen symplastisch
miteinander verbinden (Waigmann et al., 1994a; Lucas et al., 1995; Perbal et al., 1996;
Sessions et al.,, 2000; Kim et al., 2002; Wu et al., 2003; Zambryski, 2004). Der
Austausch von Signalstoffen durch die Plasmodesmata wird durch die Offnungsweite
der Kanale stark reguliert. Bei der Zell-Zell Wanderung von Proteinen durch die
Plasmodesmata (Crawford and Zambryski, 2000; Haywood et al., 2002) unterscheidet
man zwei Arten der Wanderung. Einerseits kdnnen Proteine, die eine geringere Grolle
als die Plasmodesmata PorengroRe besitzen, passiv durch die Plasmodesmata
wandern (Crawford and Zambryski, 2000; Crawford and Zambryski; 2001). Zum
anderen gibt es Proteine, die aktiv wandern. Bei der aktiven Wanderung konnen
Proteine die Porengrofe der Plasmodesmata anheben, wodurch auch gréRere Proteine
interzellular wandern (Lucas et al., 1995; Crawford and Zambryski, 2000; Imlau et al.,
1999; Wu et al., 2003). Die aktive Wanderung wurde z.B. fur virale "Movement"-
Proteine in Pflanzen (Waigmann et al., 1994b) oder auch fur endogene Proteine in Zea
mays und Arabidopsis thaliana gezeigt (Lucas et al., 1995; Kragler et al., 2000; Kim et
al., 2002; Kim et al., 2003; Kim et al., 2005). Die Offnungsweite der Poren variiert in
unterschiedlichen Geweben und Entwicklungsstadien (Crawford and Zambryski, 2001;
Wu et al., 2003). In jungen Entwicklungsstadien sind die Plasmodesmata weiter
geodffnet, und in &lteren Entwicklungsstadien wird die Offnungsweite verkleinert
(Crawford and Zambryski, 2001).

1.5 Trichom-Entwicklung

Die Trichom-Entwicklung auf Rosettenblattern ist mit der Blattentwicklung gekoppelt.
Sie beginnt an der Blattspitze junger Blattprimordien und setzt sich basipetal fort
(HUlskamp et al., 1994; Larkin et al., 1996).

In der Trichom-Initiationszone im basalen Blattbereich wird ein definierter Abstand
zwischen den sich entwickelnden Trichomzellen eingehalten, sie liegen zwei bis vier
Zellen voneinander entfernt (Hulskamp et al., 1994). Diese regelmallige Verteilung

zeichnet die Musterbildung aus. Wahrend der fortlaufenden Blattentwicklung bleibt die



Einleitung

Trichomzell-Initiation auf einen schmalen Bereich an der Blattbasis beschrankt. Der
Abstand adulter Trichome zueinander wird durch weitere mitotische Zellteilungen der
epidermalen Zellen, die zwischen den Trichomzellen liegen, erreicht. Die epidermalen
Zellen, die im direkten Kontakt mit den sich entwickelnden Trichomzellen stehen,
differenzieren sich zu akzessorischen Zellen (Hulskamp and Schnittger, 1998).

Die Differenzierung einer Trichomzelle (s. Abb. 1.3) &uRert sich zu Beginn der
Entwicklung durch eine Vergroflerung des Zellkerns und eine zunehmende ZellgroRe
(Hulskamp et al., 1994). Wahrend die epidermalen Zellen weitere mitotische
Zellteilungen durchlaufen, findet in den Trichomzellen ein Umschalten von mitotischer
Zellteilung zu Endoreduplikation statt. Die wachsende Trichomzelle stilpt sich
hoéckerférmig aus der Zelloberflache aus und leitet auf Rosettenblattern im Wildtyp zwei
Verzweigungen ein (Hulskamp et al., 1994; Marks et al., 1991). Adulte Trichome haben
insgesamt vier Endoreduplikations-Zyklen durchlaufen, wodurch ihr DNA-Gehalt von 2C
auf 32C ansteigt (Hulskamp et al., 1994).

A
CICIE)» R »[oﬁﬁ»@‘@ﬂ»

Abb. 1.3: Trichom-Entwicklung auf Rosettenbléttern in Arabidopsis. (A) Schematische
Darstellung der Trichom-Entwicklung. Aus einem Zellverband (links) entwickelt sich eine
Trichomzelle (blau markiert). Die Differenzierung der Trichomzelle duert sich zu Beginn in
einer Zellkern-VergroBerung. AnschlieBend stulpt sich die Zelle aus und leitet zwei
Verzweigungen ein. Ubernommen von Schellmann and Hilskamp (2005). (B-E) Raster-
elektronenmikroskop-Aufnahmen von verschiedenen Trichomzell-Entwicklungsstadien.
Ubernommen von Schwab et al. (2000). (B) Junge Trichomzelle stiilpt sich aus der
epidermalen Schicht. (C) Trichomzelle leitet erste Verzweigung ein. (D) Trichomzelle leitet
zweite Verzweigung ein. (E) Adultes Trichom.
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1.6 Genetische Betrachtung der Trichom-Entwicklung

Die Determinierung von Trichomzellen in der Epidermis wird durch Trichom-
Regulatorgene gesteuert, die anhand ihrer mutanten Phanotypen in zwei Klassen
eingeteilt werden. Eine Klasse von Genen, die das Trichom-Schicksal fordern, wird als
Trichom-Aktivatoren bezeichnet. Die entsprechenden Mutanten besitzen weniger bzw.
keine Trichome. Die andere Klasse von Genen, die das Trichom-Schicksal
unterdrucken, wird als Trichom-Inhibitoren bezeichnet, bei denen die entsprechenden
Mutanten mehr Trichome entwickeln bzw. Nester von Trichomen aufweisen
(Schellmann and Hulskamp, 2005). Trichomzellen, die direkt aneinander grenzen,
werden als Trichom-Nest bezeichnet. Bei allen bekannten Trichom-Regulatorgenen
auller TTG1 handelt es sich um Transkriptionsfaktoren, und bei den Mutanten handelt

es sich um Funktionsverlustmutanten.

A) Trichom-Aktivatoren

Als Trichom-Aktivatoren sind die Gene GLABRA1 (GL1), GLABRA2 (GL2), GLABRA3
(GL3), TRANSPARENT TESTA GLABRA1 (TTG1), TRANSPARENT TESTA GLABRA2
(TTG2), MYB23 und ENHANCER OF GLABRA3 (EGLJ3) charakterisiert.

GL1 (Oppenheimer et al., 1991) kodiert fur einen R2R3 MYB-Transkriptionsfaktor. In g/1
mutanten Pflanzen entwickeln sich keine Trichome auf Rosettenblattern. Lediglich in
alteren Rosettenblattern werden am Blattrand einzelne Trichome gebildet. (Esch et al.
1994; Larkin et al., 1994) (s. Abb. 1.4 A). Das Gen MYB23 (Kirik et al., 2001; Kirik et al.,
2005) wurde als redundantes Gen zu GL17 charakterisiert. Die myb23 Einzelmutante
zeigt mehr unterverzweigte Trichome, die Trichom-Dichte ist jedoch gleich hoch wie im
Wildtyp. Die Doppelmutante g/1 myb23 (Kirik et al., 2005) zeigt hingegen einen
synergistischen Effekt, die Pflanzen entwickeln hier auch keine Rand-Trichome mehr (s.
Abb. 1.4 A). GL3 (Payne et al., 2000) und EGL3 (Zhang et al., 2003) kodieren fir
basische Helix-Loop-Helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren. In der g/3 Mutante (Hulskamp
et al., 1994) entwickeln sich nur wenige Trichome, die haufig unterverzweigt sind (s.
Abb. 1.4 A). Die egl3 Mutante zeigt keinen Trichom-Phanotyp, jedoch werden in der g/3
egl3 Doppelmutante (Zhang et al., 2003) keine Trichome mehr gebildet (s. Abb. 1.4 A),
weshalb EGL3 eine redundante Funktion zu GL3 in der Trichom-Entwicklung
zugesprochen wird. TTG1 (Koornneef, 1981; Galway et al., 1994; Walker et al., 1999)

ist ein WD-40 Protein. Es wird angenommen, dass die WD-40 Doméane Protein-Protein
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Interaktionen vermittelt bzw. stabilisiert (Walker et al., 1999; Larkin et al., 2003). Starke
ttg1 Allele entwickeln (s. Abb. 1.4 A) wie g/1 Mutanten keine Trichome mehr auf allen
Organen (Larkin et al., 1994). Schwachere ttg7 Mutanten (Larkin et al., 1994; Larkin et
al., 1999; Schnittger et al., 1999) entwickeln hingegen Nester von Trichomen, weshalb
TTG1 auch eine Rolle als Trichom-Inhibitor zugesprochen wird (Bouyer et al., 2008).
GL2 kodiert flr einen Homdobox-Transkriptionsfaktor der HD-Zip IV Klasse (Koornneef
et al., 1982; Rerie et al., 1994; Masucci et al., 1996) und TTG2 kodiert fur ein WRKY
Transkriptionsfaktor (Johnson et al., 2002). In g/2 Mutanten (s. Abb. 1.4 A) kommt die
Trichom-Entwicklung wahrend der Ausstilpung der Trichomzellen zum Erliegen
(Hulskamp et al., 1994). ttg2 Mutanten entwickeln weniger unterverzweigte Trichome
(Johnson et al., 2002). GL2 und TTGZ2 sind den Trichom-Aktivatorgenen GL1, GL3 und
TTG1 untergeordnet und sind fur die Trichom-Differenzierung verantwortlich (Hulskamp
et al., 1994; Di Christina et al., 1996; Szymanski et al., 1998; Johnson et al., 2002;
Morohashi et al., 2007; Ishida et al., 2007).

B) Trichom-Inhibitoren

Als Trichom-Inhibitoren sind die Gene CAPRICE (CPC) (Wada et al., 1997; Wada et al.,
2002), TRIPTYCHON (TRY) (Schnittger et al., 1999; Schellmann et al., 2002),
ENHANCER OF TRIPTYCHON AND CAPRICE1 (ETC1) (Kirik et al., 2004a),
ENHANCER OF TRIPTYCHON AND CAPRICE2 (ETC2) (Kirik et al., 2004b) und
TRICHOMELESS1 (TCL1) (Wang et al., 2007) charakterisiert. Das Gen CAPRICE LIKE
MYB3 (Tominaga et al., 2008) wurde zum Ende dieser Doktorarbeit als Trichom-
Inhibitor charakterisiert. Da die Charakterisierung dieses Gens auch Bestandteil dieser
Arbeit ist, werden die Ergebnisse der Publikationen mit den Ergebnissen dieser Arbeit in
der Diskussion verglichen.

Alle sechs Gene kodieren fur R3 MYB Transkriptionsfaktoren, denen die
transkriptionale Aktivierungsdomane fehilt.

Die Trichom-Inhibitor Mutanten zeigen Defekte in der Trichom-Verteilung und/oder
Trichom-Dichte. In der try Mutante (s. Abb. 1.4 B) entwickeln sich Nester von Trichomen
(Schnittger et al., 1999), die aus bis zu vier Trichomen bestehen, die Trichome sind
haufig Uberverzweigt. In cpc (s. Abb. 1.4 B) ist die Trichom-Dichte im Vergleich zum
Wildtyp erhoht (Schellmann et al., 2002). ETC1, ETC2 und TCL1 wurden durch ihre
starke Homologie zu CPC und TRY identifiziert. In etc? (s. Abb. 1.4 B) wurde kein
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auffalliger Trichom-Phanotyp charakterisiert (Kirik et al., 2004a). In etc2 (s. Abb. 1.4 B)
ist die Trichom-Dichte erhoht (Kirik et al., 2004b). Die tc/1 Mutante zeigt ektopische
Trichome auf dem Spross der Infloreszenz und auf den Pediceln (Wang et al., 2007).
Durch Etablierung von Doppel-, Tripel- und Quadrupelmutanten konnten redundante
Funktionen innerhalb der Trichom-Inhibitoren gezeigt werden. So zeigt die cpc try
Doppelmutante (s. Abb. 1.4 B) sowohl eine erhdhte Trichom-Dichte als auch groRere
Trichom-Nester (Schellmann et al., 2002). In den Tripelmutanten cpc try etc1 (s. Abb.
1.4 B) und cpc try etc2, wie in der Quadrupelmutante cpc try etc1 etc2 (von Daniel
Bouyer hergestellt, nicht publiziert) zeigt sich die redundante Funktion von ETC1 und
ETC2 zu CPC und TRY. Die Trichom-Dichte wie auch die GroRe der Trichom-Nester ist
verglichen mit cpc try stark erhoht, was von den Tripelmutanten zur Quadrupelmutante

weiter zunimmt.

cp
«

N

Abb. 1.4: Trichom-Musterbildungsmutanten in Arabidopsis (A) Trichom-
Aktivator Mutanten. (B) Trichom-Inhibitor Mutanten. (C) Wildtyp.

Ary %

1.7 Funktion der Trichom-Regulatorgene in der Wurzel

Die oben aufgeflhrten Trichom-Aktivatoren und -Inhibitoren regulieren neben der
Trichom-Musterbildung auch die Entwicklung und Musterbildung der Wurzelhaare. In
der Wurzel haben die Musterbildungsgene jedoch im Vergleich zum Spross eine
umgekehrte Funktion. Die Trichom-Aktivatorgene inhibieren in der Wurzel das

Wurzelhaar-Zellschicksal, die Trichom-Inhibitoren férdern es. Ein genetischer
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Unterschied zwischen der Trichom- und Wurzelhaar-Entwicklung ist, dass der Trichom-
Aktivator GL17 in der Wurzel durch das homologe Gen WERWOLF ersetzt wird (Lee and
Schiefelbein, 2001).

1.8 Modell fiurr die Trichom-Musterbildung

Fur das oben beschriebene Aktivator-Inhibitor Modell reicht ein Aktivator und ein
Inhibitor fur die Etablierung eines zwei-dimensionalen Zellmusters aus. Bei der Trichom-
Musterbildung sind jedoch mehrere Aktivatoren und Inhibitoren notwendig. Protein-
Protein Interaktionsanalysen zeigen, dass GL3 mit allen MYB Transkriptionsfaktoren
interagiert, was alle Inhibitoren und GL1/MYB23 einschlie3t, und dass GL3 mit TTG1
interagiert (Payne et al., 2000; Zhang et al., 2003; Esch et al., 2003; Zimmermann et al.,
2004; Kirik et al., 2004b; Wang et al., 2008). Weiterhin zeigen Drei-Hybrid
Kompetitionsanalysen, dass die Inhibitoren TRY und CPC mit GL1 um die Bindung an
GL3 kompetieren (Esch et al., 2003).

Fir die Trichom-Musterbildung wird anhand der charakterisierten Trichom-
Regulatorgene ein Modell postuliert, das auf dem Aktivator-Inhibitor Modell von
Meinhardt und Gierer (1974) und dem Trapping/Depletion Modell von Bouyer et al.
(2008) basiert. Das Trapping/Depletion Modell stellt dabei eine mogliche Erweiterung
des Aktivator-Inhibitor Modells zur Trichom-Musterbildung dar.

Bei dem Trapping/Depletion Modell wird TTG1, das ubiquitar in allen epidermalen
Zellen exprimiert wird, durch seine starke Bindungsaffinitat zu GL3 in den Zellkern von
Trichom-Initiationszellen gezogen. Durch die Verarmung an TTG1 in den Nachbarzellen
wird das Trichom-Schicksal in den Trichom-Initiationszellen geférdert und durch
Prozesse, die mit dem Aktivator-Inhibitor Modell beschrieben werden, stabilisiert. Zu
welchem Zeitpunkt Prozesse, die mit dem Trapping/Depletion Modell in der Trichom-
Musterbildung formuliert werden, ablaufen, also vor, wahrend oder nach Prozessen, die
mit dem Aktivator-Inhibitor Modell erklart werden, ist bislang nicht geklart.

Mit dem Aktivator-Inhibitor Modell (s. Abb. 1.5) wird die Trichom-Musterbildung wie folgt
postuliert. In Trichom-Initialzellen kommt es zur Bildung eines trimeren Protein-
Komplexes, bestehend aus TTG1, GL3/EGL3 und GL1 (Zhao et al., 2008). Dieser
Aktivator-Komplex fordert die Expression von TTG2 und GL2, wodurch die Trichom-

11
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Entwicklung eingeleitet wird (Payne et al., 2000; Schiefelbein, 2003; Pesch and
Hulskamp, 2004; Morohashi et al., 2007; Zhao et al., 2008). Durch den Aktivator-
Komplex wird ebenfalls die Expression der Inhibitoren in den Trichom-Initialzellen
aktiviert (Wang et al., 2008; Morohashi et al., 2007; Zhao et al., 2008). Die Inhibitoren
wandern in die Nachbarzellen, wo sie entweder GL1 direkt reprimieren, wie es flr den
Trichom-Inhibitor TCL1 gezeigt wurde (Wang et al., 2007), oder aber die Inhibitoren
binden an den Komplex, indem sie GL1 aus dem Komplex verdrangen (laterale
Inhibition) (Esch et al., 2003). Wird der inhibitorische Komplex gebildet, bestehend aus
Inhibitor, GL3 und TTG1, kann GL2 nicht exprimiert werden, wodurch das Trichom-
Schicksal in den Nachbarzellen unterdrickt wird und diese Zellen sich zu epidermalen

Zellen entwickeln.

Abb. 1.5: Modell fiir die

Trichom-Musterbildung. In

Trichom-Initialzelle der Trichom-Initialzelle ist
der trimere Trichom-

Nachbarzelle Aktivator Komplex formiert.

Der Komplex aktiviert GL2,

.‘- N\ 762 Gleichzeitig aktiviert

der Komplex die Inhibitoren,

‘ ’ die die Nachbarzellen durch

laterale Inhibition hindern,

@ - das Trichom-Schicksal anzu-
.. nehmen.

Die Inhibitoren verdrangen

- "L GL1 aus dem Komplex
- @ @ und/oder reprimieren GL1
\ / direkt. Grlne Pfeile

markieren Aktivierung, rote
Pfeile stehen fur Ilaterale
Inhibition, rote Balken zeigen
Reprimierung.

1.9 Ziel dieser Arbeit

Diese Arbeit konzentriert sich auf funf offene Fragen in der Trichom-Musterbildung.

1) Zum einen sollte untersucht werden, ob es neben den bekannten Trichom-
Regulatorgenen noch weitere Gene gibt, die flr die Trichom-Musterbildung
verantwortlich sind. Die cpc try etc1 und cpc try etc2 Tripelmutanten sowie die cpc try
etc1 etc2 Quadrupelmutante zeigen eine drastische Erhdhung der Trichom-Dichte, was

durch eine nicht mehr stattfindende laterale Inhibition erklart werden kann. Jedoch
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besitzen alle Mehrfachmutanten immer noch epidermale Zellen, die sich nicht zu
Trichomzellen entwickeln, was zeigt, dass immer noch laterale Inhibition stattfindet. Auf
dieser Tatsache basierend sollte ein weiteres Gen charakterisiert werden, das die
Funktion eines Trichom-Inhibitors besitzt.

2) Das Vorhandensein von funf Trichom-Inhibitoren (CPC, TRY, ETC1, ETC2 und
TCL1) und die Annahme, dass eventuell noch ein weiterer Trichom-Inhibitor existiert,
brachte die Frage auf, ob die Trichom-Inhibitoren redundante oder partiell
unterschiedliche  Funktionen haben. Es sollten eventuelle  Unterschiede
herausgearbeitet werden.

3) Die Trichom-Inhibitoren werden in Trichom-Initialzellen exprimiert und wandern in die
Nachbarzellen, wo sie die Zellen an der Entwicklung zu Trichomzellen unterdrucken. Es
wurde bislang noch nicht geklart, warum die Aktivitat der Inhibitoren erst in den
Nachbarzellen einsetzt und in den Zellen, in denen sie exprimiert werden, keinen
Einfluss nimmt. Durch Mutagenesen der Inhibitoren sollte untersucht werden, ob
eventuelle posttranslationale Modifikationen die Aktivitat bzw. Mobilitat der Inhibitoren
regulieren.

4) Die Trichom-Musterbildung in Arabidopsis thaliana ist ein etabliertes Modellsystem
fur die Untersuchung von Musterbildungsprozessen. Analysen, die es ermoéglichen, die
Trichom-Musterbildung in silico zu rekonstruieren, fehlen bis jetzt. Es sollte versucht
werden, eine Methode zu entwickeln, die es ermdglicht, die Trichom-Musterbildung auf
einem Blatt in vivo zu verfolgen, um die Bilddaten quantitativ in silico bearbeiten zu
konnen.

5) Die Trichom-Musterbildung wird als de novo Musterbildung erklart. Durch Ablationen
von Trichom-Initialzellen sollte versucht werden, eine de novo Musterbildung in vivo zu

verfolgen.
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2. Ergebnisse

2.1 Charakterisierung von ETC3 als Trichom-Regulatorgen

Als Trichom-Inhibitoren sind die Gene CAPRICE (CPC), TRIPTYCHON (TRY),
TRICHOMELESS1 (TCL1) und ENHANCER OF TRIPTYCHON AND CAPRICE1 und 2
(ETC1 und ETCZ2) charakterisiert, die durch laterale Inhibition die Trichom-Dichte und
Trichom-Verteilung auf Rosettenblattern regulieren (Schellmann et al., 2002; Kirik et al.,
20043a; Kirik et al., 2004b; Wang et al., 2007).

In Mehrfachmutanten der Trichom-Inhibitoren kommt die laterale Inhibition mehr und
mehr zum Erliegen, wodurch z.B. die Tripel- und Quadrupelmutanten cpc try etc1, cpc
try etc2 (Kirik et al., 2004a; Kirik et al., 2004b) und cpc try etc1 etc2 (von Daniel Bouyer
hergestellt, nicht publiziert) eine drastisch erhéhte Trichom-Dichte und GroRe der
Trichom-Nester aufweisen. Jedoch findet in allen Mehrfachmutanten noch laterale
Inhibition statt, da sich auf den Rosettenblattern nicht alle epidermalen Zellen zu
Trichomzellen entwickeln. Danach mussen noch weitere Trichom-Inhibitoren zur
Bildung des Trichom-Musters existieren. Basierend auf dieser Vermutung wurde nach

einem weiteren inhibitorischen Trichom-Regulator gesucht.

Das Gen AT4G01060 wurde mit Hilfe der BLAST Suchmaschine von NCBI als
homologes Gen zu CPC, TRY, ETC1 und ETC2 identifiziert. Das Gen wurde daher
ENHANCER OF TRIPTYCHON AND CAPRICE3 (ETC3) benannt. Es handelt sich, wie
auch bei allen anderen bekannten inhibitorischen Trichom-Regulatorgenen um einen
MYB-Transkriptionsfaktor, dem die transkriptionelle Aktivierungsdomane fehit. Die
putative Funktion von ETC3 als Trichom-Inhibitor wurde mittels der entsprechenden
Mutante und Klonierung des Gens in genetischen und biochemischen Ansatzen naher
untersucht.

Die tc/1 Mutante (Wang et al., 2007) war zum Zeitpunkt der Charakterisierung von
ETC3 noch nicht bekannt und konnte daher in die Analysen nicht mit einbezogen
werden. Am Ende der hier vorgestellten Experimente wurde ETC3 von Simon et al.
(2007) in der Wurzelhaarentwicklung vorgestellt und Wang et al. (2008) und Tominaga

et al. (2008) publizierten das Gen als Trichom-Inhibitor. Die Ergebnisse aus den
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Publikationen werden in der Diskussion den Ergebnissen dieser Arbeit

gegenubergestellt.

2.1.1 Molekulare Analyse von ETC3

A) Protein-Sequenzvergleich der Trichom-Inhibitoren

Der Proteinvergleich von ETC3 mit ETC1, ETC2, CPC und TRY (s. Abb. 2.1.1) zeigte,
dass alle Proteine zu 28,5% identisch zueinander sind. ETC3 besitzt zu CPC 50% und
zu TRY 38% Identitat. Das ETC3 Protein ist mit 75 Aminosauren im Vergleich zu den
anderen vier Trichom-Regulatorproteinen das kleinste Protein (s. Abb. 2.1.1). Der

Protein-Sequenzvergleich wurde mit der Vektor NTI Software (Invitrogen) angefertigt.

1? 2? 3? 4? 5? 6?
ETC1 ----MNTQRKSKHL----- KTNPT IVASSSEEVSSLEWEE I AMAQEEEDL I CRMYKEVGERWDLIA
ETC3 ----MDNHRRTKQP--—-- KIN-S IVTSSSEEVSSLEWEVVNMSQEEEDLVSRMHKLVGDRWEL 1A
CPC  MFRSDKAEKMDKRR----- RRQSKAKASCSEEVSS | EWEAVKMSEEEEDL I SRMYKLVGDRWEL 1A
TRY  ---MDNIDRRRRRK----- QHK I A—-LHDSEEVSS I EWEF I NMTEQEEDL I FRMYRLVGDRWDLIA
ETC2 ---MDNTNRLRLRRGPSLRQTKFTRSRYDSEEVSS I EWEF I SMTEQEEDL I SRMYRLVGNRVDLIA

7? 8? 9? 100 1}0

ETC1 GRIPGRTAEENERFWVMK-—-—-—- NHRRSQLR-~——=——————=—— === —
ETC3 GRIPGRTAGEIERFWVMK-—-—-—- No— oo

CPC GRIPGRTPEEIERYWLMKHGVVFANRRRDFFRK--——————=——=———————
TRY GRVPGRQPEEIERYWIMRNSEGFADKRRQLHSSSHKHTKPHRPRFS1YPS
ETC2 GRVVGRKANEIERYWIMRNSDYFSHKRRRLNNSPFFSTSPLNLQENLKL-

Abb. 2.1.1: Protein-Sequenzvergleich mit ETC3. Links, die Namen der analysierten Proteine.
In orange sind die identischen Aminosaure-Bereiche innerhalb der Proteine markiert.

B) Analyse der etc3 Mutante (Salk_094027)

Die genomische ETC3 DNA ist 434bp lang und besteht aus drei Exons und zwei Introns
(s. Abb. 2.1.2 A). Fur das ETC3 Gen war die Salk Linie 094027 von NASC (Nottingham
Arabidopsis Stock Centre) mit einer annotierten T-DNA Insertion im zweiten Intron
verfugbar. Die Salk Linie wurde auf die etc3 Mutation mittels RT-PCRs uberpruft, wobei
Columbia Wildtyp cDNA als Kontrolle diente. Die cDNA wurde aus zwei Wochen alten
Keimlingen hergestellt. Es wurden drei verschiedene PCR-Ansatze durchgefuhrt. Mit
der ersten RT-PCR wurde die Expression der ETC3 cDNA Volllange von 225bp mit den
genspezifischen Primern ETC3-forw. und ETC3-rev. getestet. Die Hybridisierungs-

stellen des Primerpaars sind in Abb. 2.1.2 A mit lila Balken (ETC3) gekennzeichnet.
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Da die T-DNA im zweiten Intron von ETC3 inseriert sein soll (s. Abb. 2.1.2 A), wurde mit
einer zweiten PCR analysiert, ob ein verkirztes ETC3 Fragment vor der T-DNA
Insertion exprimiert werden kann. Hierfur wurden die Primer ETC3-1.-Exon-forw. und
ETC3-2.-Exon-rev. eingesetzt, die spezifisch fur die Amplifikation der ersten beiden
Exons von ETC3 sind. Die Hybridisierungsstellen des Primerpaars sind in Abb. 2.1.2 A
mit blauen Balken (ETC3.1/2) gekennzeichnet.

Die dritte PCR diente als Expressionskontrolle. Hierfur wurde die Aktin-Expression mit
den spezifischen Primern Aktin-forw. und Aktin-rev. analysiert. Mit cDNA der Salk Linie
konnte weder nach 25 noch nach 40 Zyklen ein Amplifikat flr die volle ETC3 cDNA
Lange von 225bp amplifiziert werden (s. Abb. 2.1.2 B). Ebenso konnte das 5'cDNA
Fragment, das die ersten beiden Exons von 115bp beinhaltet, nicht amplifiziert werden.
Mit der Wildtyp cDNA konnte hingegen fur beide RT-PCRs die angenommene
Amplifikatlange synthetisiert werden. Die Expressionslevel von Aktin in der Salk Linie
und im Wildtyp zeigen, dass die eingesetzten cDNA Konzentrationen annahernd gleich
waren.

Die T-DNA Insertion wurde zusatzlich durch Sequenzierung der genomischen etc3 DNA
mit dem Primer ETC3 (1.Exon)-forw. bestatigt. Die T-DNA Insertion ist nach 354bp im
zweiten Intron lokalisiert. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Salk Linie als etc3

Funktionsverlust-Mutante fur weitere Experimente verwendet.

ETC3 (AT4g01060) / Salk 094027 Abb. 2.1.2: Molekulare Analyse von ETC3/etc3. (A)
Genomische ETC3 DNA, in grin die Exons, in weil}
die Introns. Roter Pfeil markiert die T-DNA Insertion in
der Salk Linie. Die lila Balken markieren die
Hybridisierungsstellen des Primerpaars ETC3. In blau
sind die Hybridisierungsstellen des Primerpaars
ETC3.1/2 markiert. (B) RT-PCRs mit etc3 und Wildtyp
(WT) cDNA. ETC3 steht fir die Expression der
gesamten ETC3 cDNA mit den ETC3 Primern.
B ETC3.1/2 steht fir die Expression von Exon eins und

etc3  WT etc3 WT zwei der ETC3 cDNA mit den ETC3.1/2 Primern. Die

T-DNA
Insertion

ETC3.1/2 ETC3.1/2

ETC3 ETC3

434 bp

ETC3 :E Hybridisierungsstellen der Primer sind in A markiert.

Aktin steht fir die Expression von Aktin. Die Zyklen
geben die PCR-Zyklen an, nach denen die Expression
analysiert wurde.

erca.1/2 [
Aktin [F———" ——

25 Zyklen 40 Zyklen
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2.1.2 Phanotypische Analyse der etc3 Mutante

Bei den Trichom-Inhibitoren CPC und TRY wurde gezeigt, dass in den Mutanten die
Trichom-Dichte auf den Rosettenblattern erhoht ist bzw. sich Nester von Trichomen
bilden. In try Mutanten treten zusatzlich noch Uberverzweigte Trichome auf (Schellmann
et al., 2002). Daher wurden etc3 Pflanzen darauf untersucht, ob sich ein flr Trichom-

Inhibitor-Mutanten typischer Trichom-Phanotyp nachweisen lasst.

A) Trichom-Phanotyp von etc3

Columbia Wildtyp Pflanzen und etc3 Pflanzen (s. Abb. 2.1.3) wurden fir die
phanotypische Analyse unter Langtagbedingungen bei 21°C angezogen. Die Trichome
von etc3 und WT Columbia Pflanzen wurden auf den ersten beiden Blattpaaren von je
50 Pflanzen gezahlt. Dabei zeigte sich, dass die etc3 Pflanzen eine hdhere Trichom-
Dichte im Vergleich zum Wildtyp aufweisen, die Trichom-Anzahl ist in etc3 um mehr als
50% hoéher als im Wildtyp (s. Tab. 2.1.3).

Die Grole der Trichome und die Verzweigung der Trichome von etc3 und Wildtyp
wurden ebenfalls miteinander verglichen. Fiur die GrélRenbestimmung wurden je zehn
Rosettenblatter (Blatt drei von zwei Wochen alten Keimlingen) mit Propidiumiodid
angefarbt und mit dem Konfokalen Laser Scanning Mikroskop analysiert. Es konnte
kein Unterschied der Trichom-Grof3e zwischen etc3 Mutante und Wildtyp festgestellt
werden (s. Abb. 2.1.3 E/F).

Bei der Bestimmung der Trichom-Verzweigung wurden die Trichome auf dem ersten
Blattpaar von zehn etc3 und Wildtyp Pflanzen analysiert (s. Tab. 2.1.1). In efc3 zeigten
89,3% der Trichome eine Dreifach-Verzweigung, im Wildtyp nur 81,8%. Diese Zunahme
an Dreifach-Verzweigungen in etc3 ist vornehmlich darauf zurtckzufihren, dass die

Mutante deutlich weniger vierfach verzweigte Trichome aufweist.
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Abb. 2.1.3: Trichom-Phédnotyp von etc3. (A-D) Rosettenblatter von
Arabidopsis. (AIC) Wildtyp Columbia. (B/D) etc3. (E-F) Konfokale
Bilder von Propidiumiodid-gefarbten Rosettenblattern. (E) Ausschnitt
vom WT. (F) Ausschnitt von etc3.

Tab. 2.1.1: Trichom-Verzweigungsgrad.

2x Verzweigung  3x Verzweigung 4x Verzweigung
WT 9,5% 81,9% 8,6%
etc3 9,0% 89,3% 1,8%

Trichom-Verzweigungsgrad auf den ersten beiden Rosettenblattern
(n=10) von etc3 und WT. Von allen Trichomen wurden die zweifach (2x),
dreifach (3x) und vierfach (4x) verzweigten Trichome ausgezahlt. In der
Tabelle sind die fir jeden Verzweigungstyp berechneten Mittelwerte
prozentual angegeben.
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B) Blattphanotyp der etc3 Mutante

Die etc3 Rosettenblatter von adulten Pflanzen hatten im Vergleich zum Wildtyp eine
grollere Blattflache (s. Abb. 2.1.3; 2.1.8), daher wurde getestet, ob dieser Phanotyp
aufgrund groRerer epidermaler Zellen zu erklaren ist, oder ob die Blatter mehr
Epidermiszellen besitzen als der Wildtyp. Hierfur wurden 20 Blatter (jeweils Blatt drei
von drei Wochen alten Pflanzen) von Wildtyp und etc3 mit Propidiumiodid angefarbt.
Von den Blittern wurde an der Blattspitze ein Bereich von 375um? mit dem Konfokalen
Laser Scanning Mikroskop ausgewahlt und die epidermalen Zellen in diesem Bereich
gezahlt (s. Tab. 2.1.2, Abb. 2.1.4). Die Rosettenblatter von etc3 zeigten eine signifikant
geringere Anzahl von Zellen (p<0,0005) als der Wildtyp, es wurden 36 im Vergleich zu
42 Epidermiszellen in dem definierten Bereich ausgezahlt.

Abb. 2.1.4: Epidermale ZellgréRe.
(A-B) Konfokale Bilder Propidiumiodid-
gefarbter Rosettenblatter. Die Bilder
zeigen Blattausschnitte der Epidermis.
(A) WT. (B) etc3.

Tab. 2.1.2: Anzahl epidermaler Zellen pro Flache.

Anzahl epidermaler Zellen im WT  Anzahl epidermaler Zellen in etc3
41,7 £ 3,9 35,7 £ 3,1

Auszahlung epidermaler Zellen in Rosettenblattern. Die Zellen wurden in
einem Blattausschnitt von 375um? im dritten Blatt (n=20) ausgezahlt. In
der Tabelle sind die Mittelwerte an Zellen (+ Standardabweichung) in
dem definierten Bereich angegeben.

2.1.3 ETC3 Expression in planta
Um den Nachweis zu erbringen, dass der etfc3 Phanotyp allein durch die Mutation in
ETC3 hervorgerufen wird, und um die Funktion von ETC3 in der Trichom-Musterbildung

genauer zu analysieren, wurde die ETC3 cDNA wie auch ein ETC3 Promotorfragment
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aus Columbia Wildtyp synthetisiert (Klonierung s. 4.7). Mittels der Expression in

Arabidopsis thaliana wurde die Funktion von ETC3 in vivo Uberpruft.

A) Uberexpression von ETC3

Zur Uberexpression von ETC3 wurde der Blumenkohl Mosaik Virus Promotor (p35S)
verwendet. ETC3 Uberexpressionspflanzen (p35S::ETC3) sollten keine Trichome auf
Rosettenblattern entwickeln, wenn ETC3 die Funktion eines Trichom-Inhibitors hat. Fur
CPC und TRY wurde dieser Phanotyp durch deren Expression unter Kontrolle des p35S
Promotors gezeigt (Wada et al., 1997; Schellmann et al., 2002).

In der T1 Generation wurden 50 selektierte Pflanzen auf ihren Trichom-Phanotyp
uberpruft. 60% der Pflanzen hatten keine Trichome (s. Abb. 2.1.5). Bei den restlichen
40% schwankte die Anzahl an Trichomen zwischen zwei bis zehn Trichomen auf dem

ersten Blatt, Wildtyp Pflanzen entwickeln etwa 17 Trichome auf dem ersten Blatt.

L | Abb. 2.1.5: Uberexpression von

| ETC3. (A-B) Rosettenblatter von
"l Arabidopsis. (A) Wildtyp Columbia.
(B) T1: p35S:ETC3 in Columbia
WT.

B) GUS Expressionsanalyse von ETC3

Fir die Trichom-Inhibitoren CPC, TRY, ETC1 und ETC2 wurde ein Ubereinstimmendes
Expressionsmuster festgestellt. Alle vier Gene werden in Trichomzellen exprimiert
(Schellmann et al., 2002; Kirik et al., 2004a, Kirik et al., 2004b). Fiur die Expressions-
analyse von ETC3 wurde als Promotor ein 2023bp Fragment vor dem Start-Kodon von
ETC3 gewahlt (pETC3). Der ETC3 Promotor wurde in den binaren Vektor pAMPAT
kloniert, 3° von dem Promotor wurde das Reportergen GUS (R-Glucuronidase)
fusioniert (Klonierung s. 4.7).

Das Konstrukt pETC3::GUS wurde in Columbia Wildtyp Pflanzen transformiert, und in
der T1 Generation wurden von den selektierten Pflanzen 15 Linien angelegt. In der T2

Generation wurden die Pflanzen auf eine GUS Expression Uberpruft. Die pETC3::GUS
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Expression (s. Abb. 2.1.6) konnte in acht Linien nach zwdlf Stunden Inkubation in der X-
Gluc Lésung als basale Expression in jungen Blattern detektiert werden, die sich spater
auf junge Trichomzellen beschrankte. In adulten Trichomen war die Expression nicht
mehr zu sehen (s. Abb. 2.1.6 A). Weiterhin konnte in den Stomata eine ETC3
Expression gezeigt werden (s. Abb. 2.1.6 B), was ebenfalls fur ETC2 gezeigt wurde
(Kirik et al., 2004b). In der Wurzel wurde gelegentlich eine sehr schwache Expression
festgestellt, jedoch musste das Pflanzenmaterial dafir bis zu 48 Stunden in der X-Gluc
Lésung inkubieren (s. Abb. 2.1.6 C).

Aufgrund der Veroffentlichung von Tominaga et al. (2008), wo GUS Expressions-
analysen von ETC3 bzw. CPL3 mit einem 2384bp langen Promotor (vor dem Start-
Kodon) keine Expressionen in Trichomzellen zeigten, wurde das gleiche Promotor-
Fragment hergestellt (PETC3-W). Die ETC3/CPL3 Expression wurde ebenfalls mit dem
GUS-Reportersystem in Wildtyp Columbia Pflanzen untersucht. Es konnte eine
Expression in jungen Trichomzellen und in Stomata detektiert werden (Daten nicht
gezeigt), wie es mit dem 2023bp Promotor-Fragment gezeigt wurde.

FUr nachfolgende Experimente wurde lediglich der 2023bp lange Promotor verwendet.

Abb. 2.1.6: GUS Expressionsanalyse von ETC3. (A-C) GUS Expressionsanalyse von ETC3
in Wildtyp Columbia Hintergrund. Analyse der T2 Generation. (A) GUS Expression von ETC3
im Blatt. Roter Pfeil zeigt auf die basale ETC3 Expression. Griiner Pfleil markiert die
Expression in Trichomen. (B) GUS Aktivitat in Stomata. (C) GUS Aktivitat in der Wurzel.
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C) ETC3 Expressionsanalyse in verschiedenen Geweben

Um festzustellen, in welchen Geweben ETC3 in Arabidopsis exprimiert wird und wie
stark die Expression ist, wurden semi-quantitative RT-PCRs mit verschiedenen Wildtyp
Geweben durchgefuhrt (s. Abb. 2.1.7). Fur die PCRs dienten die genspezifischen
Primer ETC3-forw. und ETC3-rev. (s. Abb. 2.1.2) fur die Amplifikation der ETC3 cDNA.
Es wurde cDNA aus Wurzeln, Spross, Rosettenblattern, Hochblattern und Bliten
isoliert. Da bei der GUS Expressionsanalyse in der Wurzel lediglich eine sehr schwache
Expression zu detektieren war (s. Abb. 2.1.6 C), wurde zusatzlich cDNA aus Wurzeln
der cpc try Doppelmutante isoliert. Wie Schellmann et al. (2002) feststellten, kann die
Expression eines Inhibitors durch die Expression eines anderen Inhibitors reprimiert
werden. Als Negativkontrolle diente cDNA aus der Wurzel von etc3. Wie auch schon bei
der GUS Expressionsanalyse von ETCS3, zeigte die RT-PCR in der Wurzel vom Wildtyp
nur eine sehr schwache ETC3 Expression. In Wurzeln der cpc try Doppelmutante war
die Expression hingegen stark. In den restlichen Geweben zeigte ETC3 die starkste
Expression in der Blite, dann abnehmend stark in den Rosettenblattern und

Hochblattern. Im Spross war die Expression von ETC3 schwacher.

Abb. 2.1.7: Gewebespezifische ETC3
Expressionsanalyse.

RT-PCRs in den oben angefiihrten
Geweben von Arabidopsis Wildtyp (WT),
cpc try und etc3. Obere Reihe, die
genspezifische Amplifikation von ETC3
cDNA. Aktin  Amplifikation in den
Geweben ist die Kontrolle.

D) Rettung der etc3 Mutante

Um die Funktionalitat des isolierten ETC3 Promotors und der ETC3 cDNA zu zeigen,
wurde das Rettungskonstrukt pETC3::ETC3 hergestellt, mit dem die etc3 Mutante
komplementiert werden sollte.

Nach der Transformation von etc3 Pflanzen mit dem pETC3::ETC3 Konstrukt wurde in
der T1 Generation die Trichom-Dichte und Trichom-Verteilung auf den ersten beiden
Blattpaaren von vierzig selektierten Pflanzen bestimmt (s. Tab. 2.1.3). Es wurde der

Mittelwert der Trichom-Anzahl pro Blatt im ersten und zweiten Blattpaar bestimmt. Die
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Anzahl der Trichome in etc3 mit dem pETC3::ETC3 Konstrukt war annahernd gleich zu
der Anzahl im Wildtyp, der Unterschied in der Trichom-Anzahl war nicht signifikant
(p=0,11, der Wert bezieht sich auf die gesamte Trichom-Anzahl im ersten und zweiten
Blattpaar von etc3 und WT).

Tab. 2.1.3: Trichom-Anzahl in Abhéngigkeit von ETC3.

Trichom-Anzahl Trichom-Anzahl

Genotyp pro Blatt im pro Blatt im

1. Blattpaar 2. Blattpaar
WT 16,6 £2,2 455+ 7,2
etc3 256 +29 71,0 £ 10,4
p35S::ETC3 /WT 1,1+2,0 1,5+3,8
pETC3::ETC3 / etc3 11,5 +4,0 449 + 14,6
pRbc::ETC3 / WT 54 +28 20,5 + 8,6
pRbc::CPC /WT 39 +3,0 16,9 £ 8,2

Trichom-Anzahl in Columbia Wildtyp (WT), etc3 und transformierten Pflanzen,
in denen ETC3 unter Kontrolle der angefiihrten Promotoren exprimiert wird.
ETC3 unter dem endogenen Promotor (pETC3) wurde in efc3 Pflanzen
transformiert. Unter dem Rubisco und Cauliflower Mosaik Virus Promotors
(pRbc, p35S) wurde ETC3 in Wildtyp Pflanzen transformiert. Die Trichom-
Anzahl pro Blatt bezieht sich auf den Mittelwert + Standardabweichung (n=40)
im ersten und zweiten Blattpaar.

E) Untersuchung der Rosetten-Grofie in Abhangigkeit von ETC3

Es wurde bereits gezeigt, dass in efc3 Mutanten die Anzahl der Epidermiszellen in den
Rosettenblattern geringer ist als im Wildtyp und die Blatter gré3er erscheinen (s. 2.2.
B). Es war daher von Interesse, die Rosetten-Grofde in Abhangigkeit von ETC3 zu
analysieren. Hierfur wurden die Durchmesser ganzer Pflanzenrosetten (n=20) zum
Bluhzeitpunkt (28 +2 Tage) von etc3 Pflanzen mit Wildtyp Pflanzen und den transgenen
Linien p35S::ETC3 (in Columbia Wildtyp) und pETC3::ETC3 (in etc3) verglichen. Der
langste Durchmesser einer Rosette wurde fur die Messungen verwendet (s. Tab.2.1.4).
Wie augenscheinlich schon erkennbar war, zeigten die etc3 Pflanzen (s. Abb. 2.1.8 A)
den gréflten Rosetten-Durchmesser von 11.68cm und die p35S::ETC3 Pflanzen (s.
Abb. 2.1.8 C) die kleinste mit 7,56cm. Die Rosetten-GroRe der etc3 Pflanzen war
signifikant hoher (p<0,0005) als der Durchmesser von Wildtyp Pflanzen (s. Abb.
2.1.8.B). Die pETC3::ETC3 Pflanzen (s. Abb. 2.1.8 D) zeigten hingegen die gleiche
Rosetten-Grofle von 10,6cm wie der Wildtyp.
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Tab. 2.1.4: Rosetten-Durchmesser in Abhédngigkeit von ETC3.

etc3 WT p35S::ETC3 /WT pETC3::ETC3/ etc3
[cm] [em] [cm] [em]
11,68 + 0,93 10,61 £ 0,77 7,56 + 0,48 10,58 +1,30

Von jeder angegebenen Pflanzenlinie wurde der langste Durchmesser der gesamten
Pflanzenrosette (n=20) ausgemessen. Die Werte geben den entsprechenden Mittelwert mit
Standardabweichung an. Bei den transgenen Linien ist der Hintergrund angegeben.

Abb. 2.1.8: Rosetten-GroRe. Aufnahmen der Rosetten von Arabidopsis
zum BlUhzeitpunkt (28 Tage). (A) etc3, (B) WT, (C) p35S::ETC3 in WT
Hintergrund. (D) pETC3::ETC3 in etc3 Hintergrund.

F) Protein Lokalisation von ETC3

Wenn ETC3 die Funktion als Trichom-Inhibitor hat, sollte das Protein in der Lage sein,
von Trichom-Initialzellen, wo es exprimiert wird (s. Abb. 2.1.3 B), in die Nachbarzellen
zu wandern. Um zu untersuchen, ob ETC3 in der Lage ist zu wandern, wurde die ETC3
cDNA mit YFP/GFP fusioniert und unter die Kontrolle des 35S Promotors und ETC3
Promotors kloniert. Der ETC3 Promotor wurde zusatzlich mit GFP-ER fusioniert, um die
ETC3 Expression auf zellularer Ebene zu untersuchen (Klonierung s. 4.7). GFP-ER
steht fir die Fusion von GFP mit einer Endoplasmatischen Reticulum (ER)
Lokalisationssequenz, wodurch GFP zellautonom ist. Die Konstrukte wurden in Wildtyp
Pflanzen transformiert. In der T1 Generation wurden die Transformanden mit dem
Konfokalen Laser Scanning Mikroskop auf ihre Protein Fluoreszenz Lokalisation
analysiert. Pflanzen mit dem Konstrukt p35S: YFP-ETC3 zeigten eine ETC3
Lokalisation im Zellkern und im Cytoplasma (s. Abb. 2.1.9 A). Die endogene Expression
von ETC3 mit dem Konstrukt pETC3::YFP-ETC3 in Transformanden zeigte, dass ETC3
in Trichom-Initialen lokalisiert und in den angrenzenden Nachbarzellen zu sehen ist (s.
Abb. 2.1.9 B). In den Trichom-Initialzellen war ETC3 im Zellkern wie auch im
Cytoplasma zu detektieren, wohingegen sich in den Nachbarzellen die Lokalisation fast

ausschlief3lich im Zellkern konzentrierte.
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Die Expression von pETC3::GFP-ER war lediglich in einzelnen Zellen zu sehen (s. Abb.
2.1.9 C), welche Trichom-Initialzellen darstellen.

Um die Mobilitat von ETC3 durch weitere Experimente zu bestatigen, wurde die GFP-
ETC3 Fusion (Klonierung s. 4.7) transient in Rosettenblattern exprimiert, um die
Wanderung des Proteins zu verfolgen. Das p35S::GFP-ETC3 Konstrukt wurde
zusammen mit dem Konstrukt p35S::YFP-PTS (Peroxisom Signalsequenz) mittels
Partikel-Beschuss in junge Rosettenblatter geschossen. Der Peroxisom-Marker diente
zur Erkennung der getroffenen Epidermis Zelle, da der Marker zellautonom ist. Nach 15
Stunden wurden die beschossenen Blatter mit dem Konfokalen Laser Scanning
Mikroskop analysiert. Die GFP-ETC3 Fusion war in den beschossenen Zellen und in
den benachbarten Zellen in 76% der analysierten Zellen zu detektieren, wobei das
Fusionsprotein eine Reichweite von bis zu drei Zellen hatte (Abb. 2.1.9 F).

Ein weiterer Nachweis fur die Mobilitat von ETC3 wurde durch die Expression von
ETC3 unter der Kontrolle des Rubisco Promotors (pRbc) erbracht (Promotor der kleinen
Untereinheit 2b). Der Rubisco Promotor ist ausschlieBlich in der Subepidermis aktiv
(Kim et al., 2003). Wenn ETC3 in der Lage sein sollte, von der Subepidermis (L2) in die
Epidermis (L1) zu wandern, sollte sich das auf den Trichom-Phanotyp auswirken. Zum
Vergleich wurde CPC ebenfalls unter die Kontrolle des Rubisco Promotors kloniert
(Klonierung s. 4.7). Die Konstrukte pRbc::ETC3 und pRbc::CPC wurden in Wildtyp
Pflanzen transformiert. In der T1 Generation wurden je 40 selektierte Pflanzen
analysiert, die insgesamt weniger Trichome auf den Rosettenblattern zeigten als der
Wildtyp. Die Trichom-Anzahl war in Pflanzen mit dem pRbc::ETC3 Konstrukt im ersten
Blattpaar um 68% und im zweiten Blattpaar um 55% niedriger als im Wildtyp (s. Abb.
2.1.9 E, Tab. 2.1.3). In Pflanzen mit dem pRbc::CPC Konstrukt war die Trichom-Anzahl
im ersten Blattpaar um 77% und im zweiten Blattpaar um 63% niedriger (s. Tab. 2.1.3).
Die Wanderung von der Subepidermis in die Epidermis wurde zusatzlich mit der YFP-
ETC3 Fusion unter Kontrolle des Rubisco Promotors untersucht. Das Konstrukt
pRbc::YFP-ETC3 wurde in Wildtyp Columbia Pflanzen transformiert und die ETC3
Lokalisation mit dem Konfokalen Laser Scanning Mikroskop analysiert. Die YFP-ETC3
Fusion konnte sowohl in der L2 als auch in der L1 Schicht detektiert werden (s. Abb.
2.1.9 D).
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Abb. 2.1.9: Lokalisation von ETC3. (A-F) Rosettenblatter transgener Pflanzen in Columbia
Wildtyp. (A-D) Konfokale Bilder von basalen Blattbereichen. (A) p35S::YFP-ETC3 Lokalisation
in Epidermiszellen. (B) pETC3::YFP-ETC3 Lokalisation in der Epidermis. Gelber Pfeil markiert
Trichom Initialzelle. Zellwande mit Propidiumiodid gefarbt. (C) pETC3::GFP-ER Expression in
der Epidermis. Zellwande mit Propidiumiodid gefarbt. (D) pRbc::YFP-ETC3 Lokalisation in der
Subepidermis (L2, in rot die Auto-Fluoreszenz der Cloroplasten) und Epidermis (L1) in einem
ausgewahlten Blattbereich. (E) Trichom-Phanotyp auf Rosettenblatt. Transformation mit
pRbc::ETC3 Konstrukt. (F) Konfokale Aufnahme transienter Expression von p35S::GFP-ETC3
und p35S::YFP-PTS im basalen Blattbereich mittels Partikel-Beschuss. p35S::YFP-PTS
(PTS=Peroxisom) markiert die getroffene Zelle.

2.1.4 Protein-Protein Interaktionsanalysen mit ETC3

Die regelmallige Verteilung der Trichome auf Rosettenblattern wird durch laterale
Inhibition reguliert, die aus der Mobilitat der Inhibitoren und der Protein-Protein
Interaktionen zwischen den Trichom-Inhibitoren und -Aktivatoren hervorgeht. Die
Protein-Protein Interaktion von GL3 mit den Inhibitoren scheint fur den Prozess der
lateralen Inhibition entscheidend zu sein (Schnittger et al., 1999; Payne et al., 2000;
Szymanski et al., 2000; Schellmann et al., 2002; Zhang et al., 2003; Esch et al., 2003;
Larkin et al., 2003; Marks and Esch, 2003; Pesch and Hulskamp, 2004; Ishida et al.,
2008; Bouyer et al., 2008; Digiuni et al., 2008; Wang et al., 2008).
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Um zu zeigen, dass ETC3 an der lateralen Inhibition beteiligt ist, wurde die Interaktion
von ETC3 mit GL3 und anderen Trichom-Regulatorproteinen mit dem GAL4 Zwei-
Hybrid Interaktionstest in Saccharomyces cerevisiae analysiert.

ETC3 wurde dabei als Koder in dem Vektor pAS2.1 und die folgenden Trichom-
Regulatorgene als Beuteplasmid in dem Vektor pAct eingesetzt: Die Trichom-
Aktivatoren GL1, GL1A, MYB23, GL2, GL3, GL3-96, GL3-400 und TTG1 und Trichom-
Inhibitoren CPC, TRY, ETC1, ETC2 und ETC3 (Klonierung s. 4.7). GL1 A (von Ullrich
Hermann hergestellt) steht fur eine verkurzte GL71 DNA, C-terminal sind 27
Aminosauren deletiert, wodurch die Autoaktivitat von GL1 ausgeschaltet werden kann.
Bei GL3-96 und GL3-400 (in meiner Diplomarbeit hergestellt) handelt es sich ebenfalls
um verkurzte DNA Fragmente. In GL3-96 sind N-terminal 96 Aminosauren und in GL3-
400 N-terminal 400 Aminosauren deletiert. Die verkurzten GL3 Fragmente beziehen
sich auf die Veroffentlichung von Payne et al. (2000), wo gezeigt wurde, dass die
Deletionen die GL3-Transaktivierungdomane auf’er Funktion setzen. Diese verkirzten
GL3 Fragmente zeigen keine Interaktion mehr mit GL1, jedoch wird die Interaktion mit
TTG1 nicht gestort.

Alle verwendeten Koder- und Beuteplasmide wurden vor den Interaktionstests auf eine
eventuelle  Autoaktivierung getestet, da es sich bei den Genen um
Transkriptionsfaktoren handelt. Die Koderplasmide wurden mit dem leeren Beutevektor
pAct auf eine Interaktion getestet. Leerer Vektor bedeutet, dass die GAL4
Aktivierungsdomane bzw. Bindedomane nicht mit einem Gen fusioniert ist. Die
Interaktion wurde mittels des Histidin-Reportersystems uber einen Agar-Plattentest
durchgefuhrt. Die Interaktionsplatten wurden mit 5mM 3-Amino-1,2,4-triazol versetzt.
Bei den Koderplasmiden wurde keine Autoaktivierung festgestellt (Daten nicht gezeigt).
Die Beuteplasmide wurden mit dem leeren Koderplasmid-Vektor pAS auf eine
Interaktion getestet, wobei ebenfalls keine Autoaktivitat festgestellt wurde (Daten nicht

gezeigt).

Die Interaktionsanalysen zwischen ETC3 und den Trichom-Regulatorgenen wurden
mittels des Histidin-Reportersystems qualitativ Uber einen Agar-Plattentest
durchgefuhrt. Die Interaktionsplatten wurden hierfur mit 5mM 3-Amino-1,2,4-triazol
versetzt. Die beiden Hefeproteine SnF1 und SnF4 wurden als Positivkontrolle fur eine

Interaktion mit einbezogen (Fields and Song, 1989).
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Wie alle bekannten Trichom-Inhibitoren zeigte auch ETC3 eine starke Protein-Protein
Interaktion mit GL3. Mit allen anderen Trichom-Regulatoren wurde keine Interaktion
festgestellt (s. Abb. 2.1.10).

BD-ETC3

AD- AD-
ETC2 ETC3

AD-
pAct
L o .

Abb. 2.1.10: GAL4 Zwei-Hybrid Interaktionstest. Qualitativer
Protein-Protein Interaktionstest zwischen ETC3 als Koéderplasmid
mit GAL4 Bindedoméne (BD) und den aufgeflhrten Trichom-
Regulatorproteinen als Beuteplasmide mit GAL4 Aktivierungs-
domane (AD). Das Wachsen der Hefen auf den
Interaktionsplatten signalisiert eine Interaktion zwischen dem
analysierten Kdder- und Beuteplasmid.

2.1.5 Untersuchung moglicher redundanter Funktionen von ETC3

Die etc3 Mutante wurde mit den Trichom-Inhibitor Mutanten cpc, try, cpc try, etc1, etc2
und cpc try etc1 gekreuzt um festzustellen, ob etc3 eine redundante Funktion zu den
aufgefuhrten Trichom-Inhibitoren in der Trichom-Musterbildung besitzt.

Die einzelnen Mutanten zeigen unterschiedliche Defekte in der Trichom-Verteilung und
-Dichte auf Rosettenblattern. Danach kann man Mutanten der Trichom-Inhibitoren in
drei Klassen von Phanotypen einteilen. In der try Mutante bilden sich Nester von
Trichomen, bestehend aus zwei bis vier direkt angrenzenden Trichomzellen. In der cpc
und etc2 Mutante ist die Trichom-Dichte erhdht. Die etc1 Mutante weist hingegen keine
auffalligen Defekte im Trichom-Muster auf (Schellmann et al., 2002; Kirik et al., 2004a;
Kirik et al., 2004b).
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Fir die Auswertung der Kreuzungen wurden in der F2 Generation jeweils drei
homozygote Linien etabliert, die mittels PCR auf die Genotypen Uberpruft wurden. In
der F3 Generation wurden die Analysen durchgefunhrt.

Zuerst wurden die vier moglichen Doppelmutanten cpc etc3, try etc3, etc1 etc3, etc2
etc3 etabliert (s. Tab. 2.1.5). Bei den Doppelmutanten wurden von jeder Linie
mindestens acht Pflanzen untersucht, bei den Einzelmutanten und Wildtypen waren es
15 Pflanzen. Das Trichom-Muster wurde auf die Trichom-Anzahl, Anzahl der Trichom-
Initiationsstellen  (Trichom-Initiationsstelle entspricht einem Trichom bzw. einem
Trichom-Nest) und Frequenz der Trichom-Nester pro Blatt im ersten und zweiten
Blattpaar untersucht. Die Frequenz der Trichom-Nester wurde aus der Gesamtzahl an
Trichom-Initiationen und Trichom-Nestern in den Blattpaaren aller analysierten Pflanzen
pro Blatt bestimmt.

Die try etc3 Doppelmutante zeigte einen synergistischen Effekt. Die Nester-Frequenz
pro Blatt im ersten und zweiten Blattpaar von 8,4% und 11,9% war verglichen mit der try
Einzelmutante mit 6,2% im ersten und 10,5% im zweiten Blattpaar erhoht. Die Trichom-
Anzahl war jedoch ahnlich hoch wie in der etc3 Einzelmutante. Die etc1 etc3
Doppelmutante zeigte eine hdhere Trichom-Anzahl verglichen mit den Einzelmutanten
(p=0,003 flr etc3). In der cpc etc3 und etc2 etc3 war die Trichom-Anzahl im Vergleich
zu den Einzelmutanten geringflugig erhoht. Ausgehend von den Doppelmutanten
wurden die Tripelmutanten etc1 etc2 etc3 und cpc try etc3 (s. Abb. 2.1.12) etabliert. Die
etc1 etc2 etc3 Tripelmutante (s. Abb. 2.1.12 B, Tab. 2.1.5) zeigte eine starke Erhdhung
der Trichom-Anzahl auf den Blattern im ersten und zweiten Blattpaar (n=10). Die Anzahl
an Trichomen pro Blatt im ersten Blattpaar war in etwa doppelt so hoch wie bei der efc1
etc2 Doppelmutante. Die Trichom-Verteilung war nicht gestort, es traten keine Trichom-
Nester auf, jedoch waren die Trichome kleiner als in den Einzelmutanten. In der cpc try
etc3 Tripelmutante konnte ein stark synergistischer Effekt gezeigt werden. Sowohl die
Trichom-Anzahl als auch die GrolRe der Trichom-Nester war verglichen mit der cpc try
Doppelmutante erhoht (s. Abb. 2.1.12). Die Trichom-Nester bestanden aus Uber 300
Trichomen (geschatzter Wert). Auf dem Hypokotyl und den Sepalen befanden sich
ebenfalls mehr ektopische Trichome als in der cpc try Doppelmutante, was auch bei der
cpc try etc1 und cpc try etc2 Mutante (Kirik et al., 2004a; Kirik et al., 2004b) auftritt (s.
Abb. 2.1.12).
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Aus den Tripelmutanten cpc try etc1 und cpc try etc3 wurde die Quadrupelmutante cpc
try etc1 etc3 etabliert (s. Abb. 2.11), in der der beschriebene Phanotyp der
Tripelmutanten noch weiter verstarkt ist. Die Trichom-Dichte in den Trichom-Nestern
war weiter erhoht, wie es auch bei der cpc try etc1 etc2 Mutante (von Daniel Bouyer
hergestellt, s. Abb. 2.1.12) zu sehen ist.

Generell wiesen die Quadrupelmutanten phanotypische Defizite in ihrer Entwicklung
auf. Die Pflanzen waren deutlich kleiner als die Tripelmutanten (s. Abb. 2.1.11) und
bendtigen fur einen Generationswechsel etwa sechs Wochen langer als der Wildtyp. Es
schien, dass die grof3en Trichom-Nester das normale Auswachsen der Rosettenblatter

und der Infloreszenz blockieren.

Abb. 2.1.11: GroRenunterschied der Pflanzen in Abhédngigkeit von etc3. Alle Abbildungen
zeigen die gleiche Vergrolterung (Maf3stab 1cm) von vier Wochen alten Pflanzen (A) WT. (B) cpc
try. (C) cpc try etc1. (D) cpc try etc2. (E) cpc try etc3. (F) cpc try etc1 etc2. (G) cpc try etc1 etc3.

Die Pflanzen sind weniger fertil und bilden weniger Samen. Auf den Sepalen und dem
Hypokotyl entwickeln sich ebenfalls ektopische Trichome (s. Abb. 2.1.12).

Jedoch zeigen die Quadrupelmutanten immer noch Blattbereiche ohne Trichome,
weshalb die Quintupelmutante hergestellt werden sollte. Da die cpc try etc1 etc3
Quadrupelmutante haufig nicht das Bluhstadium erreichte wurde die cpc try etc1 etc2
Quadrupelmutante mit der cpc try etc3 Tripelmutante gekreuzt. In der F2 Generation
wurde 40 Pflanzen, die eine sehr hohe Trichom-Dichte aufwiesen, genotypisiert, jedoch

konnte keine Quintupelmutante identifiziert werden.
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Abb. 2.1.12: Trichom-Inhibitor Mehrfachmutanten. (A-H) Rosettenblatter. (I-L) Hypokotyl. (M-R) Bliten.

(A/M) WT. (B) etc1 etc2 etc3. (C/lIN) cpc try. (DIJIO) cpc try etc1. (E/IKIP) cpc try etc2.(FILIQ) cpc try etc3.
(GIR) cpc try etect etc2. (H) cpc try etct etc3.
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Tab. 2.1.5: Trichom-Anzahl und Trichom-Nester Frequenz in Trichom-Inhibitor Mutanten.

Genotype Trichom- Trichom- Trichom-  Trichom- Trichom-  Trichom-
Initiationen Anzahl pro Nester Initiationen  Anzahl pro  Nester
pro Blattim  Blattim Frequenz pro Blattim Blattim  Frequenz

1. 1. pro Blatt 2. 2. pro Blatt
Blattpaar Blattpaar im 1. Blattpaar Blattpaar im 2.
Blattpaar Blattpaar
[%] [%]
WT (Col) 16,6+2,2 16,6+ 2,2 0 45,5+ 7,2 45,5+ 7,2 0
etc3 (Col) 256+2,9 25,6£2,9 0 71,0+ 104 71,0+ 10,4 0
etc1 (Col) 19,9+26 19,6126 0 53,1+ 9,6 53,1+ 9,6 0
try (Col) 16,5+£2,3 18,6+ 2,0 6,2 40,3+ 6,4 48,9+ 7,9 10,5
etc3 try 247+3,3 28,8+4,5 8,4 53,5+ 7,1 66,7+ 8,9 11,9
etc3 etc1 36,7t4,6 37,146 0,5 88,6+ 11,4 89,6+ 11,4 0,5
WT (WS) 19,8+2,5 19,8+2,5 0 66,7+ 13,3 66,7+ 13,3 0
cpc (WS) 27,7+ 3,7 27,7+ 3,7 0 102,7+ 16,9 102,8% 17,0 0,1
etc2 (WS) 243+29 243+29 0 75,0+ 12,8 75,0+ 12,8 0
etc3 etc2 30,5+3,5 30,5+3,5 0 78,9+ 11,9 78,9+ 11,9 0
etc3 cpc 38,8£3,9 39,2+ 3,9 0,6 106,8+ 17,9 107,1+ 18,1 0,1
etc1 etc? 47,0£3,0 47,0£3,0 0 136,2+ 11,1 136,2+ 11,1 0
etc1 etc2 etc3 92,6+25 92,6£2,5 0 >170+ nd >170+ nd 0

Links sind die Einzel- und Doppelmutanten sowie die Wildtypen der verwendeten Okotypen
(Col= Columbia, WS= Wassilewskija) aufgelistet. Die Trichom-Anzahl, Trichom-Initiationen
und die Trichom-Nester Frequenz pro Blatt bezieht sich auf den Mittelwert *
Standardabweichung im ersten und zweiten Blattpaar. Die Trichom-Initiationen (Trichom-
Initiationsstellen) entsprechen einem Trichom bzw. einem Trichom-Nest pro Blatt. Die
Trichom-Anzahl pro Blatt gibt die gesamte Trichom-Anzahl an. Die Trichom-Nester Frequenz
pro Blatt ergibt sich aus der Gesamtzahl der Trichom-Initiationen und Trichom-Nester von den
analysierten Blattpaaren.

2.1.6 Untersuchung der Stomata-Dichte und -Verteilung in Abhangigkeit von

ETC3

Kirik et al. (2004b) zeigten, dass ETCZ2 in Stomata exprimiert wird. In dieser Arbeit
wurde fur ETC3 eine Stomata-Expression detektiert (s. Abb. 2.1.6). Daher wurde

uberprift, ob in den Einzelmutanten etc2, etc3 und/oder in der Doppelmutante efc2 etc3

Unterschiede in der Stomata-Dichte und -Verteilung auftreten. Hierfir wurden von vier

Wochen alten Pflanzen jeweils das vierte Rosettenblatt mit Propidiumiodid angefarbt

und die Stomata in einem Bereich von 1mm? an der Blattspitze mit dem Konfokalen

Laser Scanning Mikroskop ausgezahlt. Aus den Anzahlen wurde jeweils der Mittelwert

berechnet (s. Tab. 2.1.6).
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Die Stomata-Anzahl in etc3 (n=18) war mit ca. 47 Stomata gleich hoch wie im Wildtyp
Columbia (n=18) (p=0,18). Ebenso war die Stomata-Anzahl in etc2 (n=18)
gleichzusetzten mit der Anzahl im Wildtyp Wassilewskija (n=18) mit ca. 50 Stomata
(p=0,23). Von der etc2 etc3 Doppelmutante wurden drei Linien (jeweils zehn Blatter)
analysiert. Die einzelnen Linien zeigten untereinander keine wesentlichen Unterschiede,
weshalb die Stomata-Anzahl aus dem Mittelwert aller 30 Blatter bestimmt wurde. Bei
der Uberexpressionslinie p35S:ETC3 in Wildtyp Columbia Hintergrund wurden
ebenfalls drei Linien analysiert und aus allen Blattern (n=30) der Mittelwert bestimmt.

In der Doppelmutante etc2 etc3 zeigte sich eine signifikant geringere Stomata-Anzahl
im Vergleich zu den Einzelmutanten etc3 und etfc2. Die Stomata-Anzahl in der
Doppelmutante von ca. 42 zeigte eine Signifikanz von p=0,011 gegenuber der Anzahl in
der etc3 Mutante und eine Signifikanz von p<0,001 zu etc2. Die Uberexpressionslinie
p35S::ETC3 zeigte hingegen die gleiche Anzahl an Stomata wie die efc3 Mutante. Die

Stomata-Verteilung war in allen analysierten Pflanzen nicht gestort.

Tab. 2.1.6: Stomata-Anzahl pro Flache.

Stomata- Stomata- Stomata- Stomata- Stomata- Stomata-
Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl

WT (Col) etc3 (Col) WT (WS) etc2 (WS) etfc2 etc3 p35S::ETC3 (Col)

44,0 +7,3 47,3 +6,4 499 +7,6 52,7 +4.7 42,4 +5.8 475 +7 1

Die Stomata-Anzahl wurde in den oben aufgelisteten Pflanzen bestimmt. Die Stomata wurden in
Rosettenblattern von vier Wochen alten Pflanzen (jeweils Blatt vier) auf einer Flache von 1mm?
ausgezahlt. Die Werte in der Tabelle geben die berechneten Mittelwerte mit Standardabweichung an.
Fir Wildtyp Columbia (Col), Wildtyp Wassilewskija (WS), etc3 und efc2 ist n=18. Fir etc2 etc3 und
Uberexpressionspflanzen von ETC3 (p35S::ETC3) ist n=30.
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2.2 Untersuchung der Trichom-Inhibitoren auf Protein- und

Expressionsebene

Nachdem mittlerweile sechs Gene identifiziert wurden, ETC3 mit eingeschlossen, die
alle eine Funktion als Trichom-Inhibitor zeigen, stellte sich die Frage, warum die
Trichom-Musterbildung von sechs  Trichom-Inhibitoren reguliert wird. Um
unterschiedliche Funktionen der einzelnen Inhibitoren in der Trichom-Musterbildung
aufzudecken, wurden die Trichom-Inhibitoren durch Interaktionstests und
Mobilitatsanalysen auf Poteinebene untersucht und durch Promotor-Austausch

Experimente auf Expressionsebene analysiert.

2.2.1 Protein-Protein Interaktions- und Kompetitionsstarken

Alle Trichom-Inhibitoren zeigen eine Interaktion mit GL3 (Wang et al., 2008). Weiterhin
wurde gezeigt, dass TRY und CPC mit GL1 um die Bindung an GL3 kompetieren (Esch
et al.,, 2003). Das Interesse lag nun darin, die Interaktionen der Trichom-Inhibitoren
CPC, TRY, ETC1, ETC2, ETC3 und des Trichom-Aktivators GL1 mit GL3 zu
vergleichen, um eventuelle Unterschiede zu erkennen. Weiterfuhrend sollte die
Kompetition fur die Bindung an GL3 zwischen den restlichen Inhibitoren ETC1, ETC2,
ETC3 und GL1 Uberprift werden, um einen Vergleich zu den bereits bekannten
Kompetitoren CPC und TRY herzustellen.

Die Interaktions- und Kompetitionstests wurden mit dem GAL4 Zwei-Hybrid bzw. GAL4
Drei-Hybrid System in Saccharomyces cerevisiae durchgefihrt.

Als Positivkontrolle fir eine stattfindende Interaktion wurden die Hefeproteine SnF1 und
SnF4 mit einbezogen (Fields and Song, 1989).

Da es sich bei den Trichom-Inhibitoren und den -Aktivatoren GL1 und GL3 um
Transkriptionsfaktoren handelt, wurden alle verwendeten Kdder- und Beuteplasmide (s.
unten) vor den Interaktions- und Kompetitionstests auf eine eventuelle Autoaktivierung
getestet, wobei fur kein Beute- und Kdderplasmid eine Autoaktivitat festgestellt wurde
(Daten nicht gezeigt).

A) GAL4 Zwei-Hybrid Test
Mit dem GAL4 Zwei-Hybrid System wurden die Interaktionen der MYB
Transkriptionsfaktoren mit GL3 vergleichend getestet. CPC, TRY, ETC1, ETC2, ETC3
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und GL1A wurden dabei als Koéder in den Vektor pAS2.1 kloniert und GL3 in den pAct
Vektor als Beuteplasmid. GL1A steht fur eine verkirzte GL1 cDNA, C-Terminal sind 27
Aminosauren deletiert (von Ullrich Hermann hergestellt). Durch die Deletion wird die
Autoaktivitat von GL1 ausgeschaltet.

Die Interaktionen wurden qualitativ Uber einen Agar-Plattentest und quantitativ mit
ONPG-Tests analysiert.

Im qualitativen Interaktionstest (s. Abb. 2.2.1 A) wurden die Interaktionsplatten mit 5mM
3-Amino-1,2,4-triazol versetzt. Alle Trichom-Inhibitoren und GL1 zeigten eine starke
Protein-Protein Interaktion mit GL3, wobei keine Unterschiede in den Interaktions-
starken zu erkennen waren. Der Test wurde zweimal durchgefuhrt und zeigte jeweils
das gleiche Ergebnis.

Um die Interaktionsstarken quantitativ zu messen, wurden ONPG-Tests durchgefuhrt.
Die Messungen der Kompetitionsstarken in [3-Galaktosidase Einheiten zeigten (s. Abb.
2.2.1 B), dass ETC2 die schwachste Interaktion mit GL3 eingeht. CPC und ETC1
zeigten die starksten Interaktionen mit GL3, gefolgt von TRY, ETC3 und GL1, jedoch
sind die Unterschiede in den Interaktionsstarken nur geringflgig. Jede Interaktion wurde

mit zwei unabhangigen Hefeklonen durchgefihrt.

! Abb. 2.2.1: GAL4 Zwei-Hybrid Interaktions-
2 test. (A) Qualitativer Interaktionstest. GL3 ist
in allen Ansatzen das Beuteplasmid (AD). Die
Kdderplasmide (BD) sind in den Platten-
. feldern angegeben. (B) Quantitativer Inter-
% aktionstest. Die Interaktionsstarken sind in 13-
Galactosidase Einheiten mittels ONPG-Test
gemessen. Die Interaktionspartner sind rechts
aufgelistet.

N
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B) GAL4 Drei-Hybrid Kompetitionstest

Mit dem GAL4 Drei-Hybrid Test wurde die Kompetition zwischen den Inhibitoren und
GL1 far die Bindung mit GL3 getestet. FUr den Test wurde als Kdderplasmid der Vektor
pBridge-attR verwendet. GL1A (s. oben) wurde mit der Bindedomane fusioniert und
jeweils ein Inhibitor 3° von dem Methionin-repremierbaren Promotor kloniert (s. Abb.
2.2.2 A, Klonierung, s. 4.7). Als Beuteplasmid wurde der Vektor pACT verwendet,
indem GL3 mit der Aktivierungsdomane fusioniert wurde.

Durch die Expression eines Inhibitors unter Kontrolle des Methionin-reprimierbaren
Promotors sollte der Einfluss auf die Interaktion zwischen GL1 und GL3 untersucht
werden. Die Expressionsstarke der Inhibitoren wurde durch die Methionin-Konzentration
im Interaktionsmedium gesteuert. Als Kontrolle wurde GL3 als Beuteplasmid im Vektor
pAct und GL1 als Kdderplasmid in dem Vektor pBridge in den Test mit einbezogen
(Nr.6 in Abb. 2.2.2 B/C), um die ungestorte Interaktionsstarke zwischen GL1 und GL3
Zu analysieren.

FUr den Kompetitionstest wurden qualitative und quantitative Interaktionsanalysen
durchgefuhrt. FUr den qualitativen Test wurden die co-transformierten Hefen nach dem
Wachsen auf Selektionsplatten parallel auf verschiedene Interaktionsplatten umplattiert.
Die Interaktionsplatten waren mit 30mM 3-Amino-1,2,4-triazol versetzt und beinhalteten
unterschiedliche Konzentrationen an Methionin: OuM, 10uM, 100uM und 500uM
Methionin. Das Wachsen bzw. Nicht-Wachsen der Hefezellen auf den Platten mit
unterschiedlichen  Methionin-Konzentrationen spiegelte die Kompetitionsstarke
zwischen den einzelnen Inhibitoren und GL1 flr die Bindung an GL3 wider. Es wurden
auch Ansatze mit geringeren 3-Amino-1,2,4-triazol-Konzentrationen durchgefuhrt,
jedoch konnte erst mit einer Konzentration von 30mM 3-Amino-1,2,4-triazol eine
Kompetition erzielt werden.

Wie aus dem Vergleich der Interaktionsplatten zu sehen ist (s. Abb. 2.2.2 B),
kompetierten CPC, TRY, ETC1 und ETC3 mit GL1, weil durch ihre Expression bei Oum
Methionin die Hefezellen auf der Interaktionsplatte nicht wuchsen (entspricht keiner
Interaktion zwischen GL1 und GL3). Die ETC2 Expression zeigte hingegen, dass auf
der OuM Methionin Interaktionsplatte die Hefen wachsen konnten. Damit stellt ETC2
keinen Kompetitor fur GL1 dar. Durch steigenden Methionin-Konzentrationen in den
Interaktionsplatten wird die Expression der Inhibitoren mehr und mehr reprimiert.

Dadurch konnte die Kompetitionsstarke der einzelnen Inhibitoren unterschieden
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werden. Da die geringere Expression von CPC und ETC1 bei 10uM und 100uM
Methionin immer noch zu einem schwacheren Wachstum der Hefen im Vergleich zu der
Kontrolle (s. Abb. 2.2.2 B, Nr.6) fuhrte, wohingegen die Expression von TRY und ETC3
weniger Einfluss auf das Wachstum der Hefen nahm, konnten den einzelnen Inhibitoren
unterschiedlich starke Kompetitor-Eigenschaften zugeordnet werden. So sind CPC und
ETC1 sehr starke Kompetitoren, d.h. sie sind in der Lage, die Interaktion zwischen GL3
und GL1 zu storen. Der nachst starke Kompetitor ist TRY, gefolgt von ETC3 und ETC2.
Bei der Interaktionsplatte mit 500uM Methionin (s. Abb. 2.2.2 B) ist zu erkennen, dass
durch die hohe Methionin-Konzentration der Methionin-sensitive Promotor inaktiv ist.
Auf der Interaktionsplatte wurde die Zwei-Hybrid Situation zwischen GL1 und GL3 in
allen Ansatzen widergespiegelt. Der qualitative Test wurde zweimal durchgefuhrt und
ergab Ubereinstimmende Ergebnisse.

Um die Kompetitionsstarke der einzelnen Inhibitoren quantitativ messen zu kdénnen,
wurden ONPG-Tests durchgefuhrt. Hierfir wurden von jedem Ansatz vier Hefeklone
von den Selektionsplatten gepickt und in verschiedenen FlUssig-Selektionsmedien
angezogen. Die Selektionsmedien unterschieden sich in der Methionin-Konzentration
(OuM, 10uM, 100uM und 500uM). Die Messungen der Kompetitionsstarke in R-
Galaktosidase Einheiten (s. Abb. 2.2.2 C) ergab ein mit dem qualitativen
Kompetitionstest Ubereinstimmendes Ergebnis. ETC1 und CPC zeigten die starksten
Kompetitor-Eigenschaften zu GL1, gefolgt von TRY und ETC3. ETC2 zeigte auch hier

keine Kompetition.
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100uM Met  500uM Met

1] AD-GL3 x BD-GL1A / pMet::ETCA
Bl AD-GL3 x BD-GL1A / pMet::ETC2
[3] AD-GL3 x BD-GL1A / pMet::ETC3
| | AD-GL3 x BD-GL1A / pMet::CPC
| [5] AD-GL3 x BD-GL1A / pMet::TRY
B AD-GL3 x BD-GL1A

OuM Met 10uM Met 100uM Met 500uM Met

Abb. 2.2.2: GAL4 Drei-Hybrid Kompetitionstest. (A) Verwendete Hefevektoren fur den GAL4 Drei-
Hybrid Test. In dem Test wird die Kompetition zwischen den exprimierten Inhibitoren und GL1 fiir die
Bindung mit GL3 getestet. Links ist der Beuteplasmid-Vektor pACT gezeigt. Die GAL4
Aktivierungsdomane (AD) ist mit GL3 fusioniert. Rechts ist der Kéderplasmid-Vektor pBridge gezeigt.
Die GAL4 Bindedomane (BD) ist mit GL1A fusioniert. Des Weiteren ist der Methionin-reprimierbare
Promotor gezeigt (pMet), von dem 3° jeweils einer der 5 genannten Inhibitoren (roter Kasten) kloniert
ist. Die finf verschiedenen pBridge Vektoren wurden jeweils mit dem GL3 Beuteplasmid in Hefe co-
transformiert. Als Kontrolle wurde GL3 als Beuteplasmid mit GL1 als Kéderplasmid ohne zusatzlichen
Inhibitor in Hefe co-transformiert. (B) Hefe Interaktionsplatten mit den sechs co-transformierten Beute-
und Kdderplasmiden. In (C) sind die einzelnen Protein-Paarungen aufgelistet. Jeder Ansatz ist auf allen
Interaktionsplatten mit unterschiedlichen Methionin (Met)-Konzentrationen ausplattiert. Durch die
Methionin-Konzentration wird die Expression der Inhibitoren gesteuert. Das Wachsen der Hefen auf
Interaktionsplatten mit geringer Methionin-Konzentration spiegelt eine schwache Kompetition zwischen
GL1 und dem Inhibitor wider. (C) ONPG-Test als quantitativer Kompetitionstest. Die Protein-Paarungen
sind rechts aufgefiihrt. Die Kompetitionsstarke zwischen dem Inhibitor und GL1 wurde durch die B3-
Galaktosidase Aktivitat bestimmt. Eine geringe R-Galaktosidase Aktivitat stellt eine starke
Kompetitionsstarke dar.
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2.2.2 Bindungsaffinitat versus Mobilitat

Aus den Ergebnissen der Zwei-Hybrid und Drei-Hybrid Interaktionsanalysen (s. 2.2.1)
konnte geschlossen werden, dass die Inhibitoren unterschiedliche Bindungsaffinitaten
zu GL3 besitzen. In dem Trapping/Depletion Modell von Bouyer et al. (2008) wurde
gezeigt, dass GL3 in der Lage ist, TTG1 in den Zellkern von Trichom-Initialzellen zu
ziehen. GL3 und TTG1 besitzen eine starke Protein-Protein Interaktion (Payne et al.,
2000).

Daraus entwickelte sich die Idee, dass die unterschiedlichen Bindungsaffinitaten der
Inhibitoren zu GL3 eventuell zu unterschiedlichen Mobilitats-Eigenschaften der Trichom-
Inhibitoren fuhren kénnten. In transienten Expressionsanalysen sollte die Mobilitat per

se und Signalstarken der Inhibitoren getestet werden.

A) Untersuchung der Mobilitdt und Signalstarke in Abhangigkeit von der
Bindungsaffinitat

Um die Abhangigkeit der Mobilitdt von der Bindungsaffinitat zu GL3 fur die Inhibitoren
zu untersuchen, wurden CPC und ETC3, die eine starke bzw. mittelstarke
Bindungsaffinitat zu GL3 widerspiegeln (s. Abb. 2.2.2), transient in der Epidermis von
Arabidopsis Rosettenblattern exprimiert.

Hierfir wurde eine GL3 Uberexpressionslinie und die g/3 egl3 Doppelmutante
hergestellt. Die Uberexpressionslinie wurde durch Transformation des Wildtyps mit dem
p35S::GL3 Konstrukt (Klonierung s. 4.7) erzeugt. In der T2 Generation wurde eine Linie
etabliert, die pro Blatt im ersten Blattpaar 37% und im zweiten Blattpaar 86% mehr
Trichome besitzt als der Wildtyp (s. Tab. 2.2.1, Abb. 2.2.3 B). Die gI3 egl3
Doppelmutante wurde aus der Kreuzung der beiden Einzelmutanten g/3 und egl/3
(Salk_118201 und Salk_019114) etabliert, die keine Trichome mehr besitzt (s. Abb.
2.2.3C).

Die Konstrukte p35S::YFP-ETC3 und p35S:YFP-CPC (Klonierung s. 4.7) wurden
mittels Partikel-Beschuss in g/3 egl3 und p35S::GL3 Blattmaterial geschossen, wobei
jedes Konstrukt mit dem YFP-Peroxisom-Marker (p35S::YFP-PTS) co-bombardiert
wurde. Da der Peroxisom-Marker (PTS) zellautonom ist, werden so die getroffenen
Epidermiszellen markiert. Nach funfzehn Stunden wurde das beschossene Blattmaterial

mit dem Konfokalen Laser Scanning Mikroskop analysiert.
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Bei der Auswertung wurde sich auf zwei Fragestellungen konzentriert. Zum einen, ob es
Unterschiede in der Mobilitat von YFP-ETC3 und YFP-CPC in der g/3 egl3
Doppelmutante und der GL3 Uberexpressionslinie gibt. Zum anderen, wenn CPC und
ETC3 sowohl in der g3 egl3 Doppelmutante als auch in der GL3 Uberexpressionslinie
mobil sind, ob es Unterschiede in den Signalstarken der Proteine nach der Wanderung

in den Nachbarzellen gibt.

Flr die erste Fragestellung wurden von jedem Beschuss flunfzig getroffene
Epidermiszellen auf Mobilitat bzw. keine Mobilitat (Zellautonomie) von CPC bzw. ETC3
analysiert. Als Mobilitat wurde definiert, wenn sich das Protein (YFP-CPC, YFP-ETC3)
von der beschossenen Zelle in eine direkt angrenzende Nachbarzelle bewegen kann.
Die Anzahl von Zellen, bei denen Mobilitat vorlag, wurde mit der Gesamtzahl der
analysierten Zellen ins Verhaltnis gesetzt und so die Mobilitat prozentual berechnet (s.
Tab. 2.2.2). Fur die YFP-ETC3 Fusion wie auch fur die YFP-CPC Fusion war klar
ersichtlich, dass die Mobilitat in der g/3 egl3 Doppelmutante hoher ist als in der
p35S::GL3 Linie, beide Konstrukte zeigten in der g/3 egl3 Doppelmutante annahernd
die gleiche Mobilitat von 74% fur ETC3 und 66% fur CPC. YFP-ETC3 zeigte jedoch
eine hohere Mobilitat in der GL3 Uberexpressionslinie (39%) als YFP-CPC (22%), was
ein Hinweis fur eine geringere Bindungsaffinitat von ETC3 zu GL3 darstellen konnte.
Auffallig war auch, dass die YFP-CPC Mobilitat von dem Beschuss in p35S::GL3 (22%)
zu der Mobilitat in der g/3 egl3 Doppelmutante (66%) starker zunimmt im Vergleich zu
YFP-ETC3. Beide Proteine waren stets im Zellkern wie auch im Cytoplasma lokalisiert
(s. Abb. 2.2.4).

Um zu untersuchen, ob es Unterschiede in den Signalstarken von CPC und ETC3 in g/3
egl3 und p35S::GL3 gibt, wurden ausschliellich die beschossenen Epidermiszellen
analysiert, die Mobilitat zeigten (s. Abb. 2.2.4 A/B). Die Signalstarke bezog sich darauf,
wie viel YFP-Signal von einer beschossenen Zelle in die Nachbarzelle wandert bzw. wie
viel von dem YFP-Signal in der Nachbarzelle ankommt.

Die YFP-Signalstarke im Zellkern einer beschossenen Zelle und im Zellkern einer
Nachbarzelle wurden mit der Histogramm Leica Konfokal Software ermittelt (s. Abb.
2.2.3 E/F). Die Signalstarke, die in der benachbarten Zelle im Kern vorlag, wurde mit

der Signalstarke in der beschossenen Zelle (n=23) ins Verhaltnis gesetzt, was der
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prozentualen Signalstarke entspricht, also konkret die Protein-Signalstarke, die vom
Zellkern der beschossenen Zelle im Zellkern der Nachbarzelle ankommt.

Aus den erhaltenden Daten war zu erkennen (s. Tab. 2.2.3), dass die YFP-ETC3
Signalstarke in Nachbarzellen (n=23) von beschossenen Zellen bei Verwendung der g/3
egl3 Doppelmutante mit 44,8% hdher lag als in der p35S::GL3 Linie mit 36,2% (p<
0,01). Bei CPC ist die YFP-Signalstarke in den Nachbarzellen (n=23) der p35S::GL3
Linie verglichen mit der in g/3 egl3 drastischer reduziert als bei YFP-ETC3. Der
Vergleich von 39,7% in gI3 egl3 zu 20,7% in der p35S::GL3 Linie (p<0,00001) zeigte,
dass CPC an Signalstarke in den Nachbarzellen verliert, wenn GL3 vorhanden ist. Der
Vergleich der prozentualen Signalstarken in Nachbarzellen der getroffenen Zellen von
YFP-ETC3 und YFP-CPC zeigte in p35S::GL3 eine signifikant hohere Signalstarke in
den Zellkernen der Nachbarzellen von YFP-ETC3 (p<0,00001). Die Signalstarke bei
YFP-CPC mit 39,7% und YFP-ETC3 mit 44,7% in gI3 egl3 war hingegen annahernd
gleich (p=0,13). Als Kontrolle wurde YFP unter Kontrolle des 35S Promotors in g/3 egl3
und p35S::GL3 Blattmaterial geschossen. Wie in Tab. 2.2.3 gezeigt, ist die Signalstarke
von YFP in gI3 egl3 mit 21,2% gleichzusetzen mit der von 22,8% in der GL3

Uberexpressionslinie (n=15).

Tab. 2.2.1: Trichom-Anzahl in Abhangigkeit von GL3.

Trichom-Anzahl Trichom-Anzahl
pro Blatt im pro Blatt im
1. Blattpaar 2. Blattpaar
WT (Col) 22,3 +2,5 52,2 +8,4
p35S::GL3 / WT 30,5 4,2 97,2+12,3
gl3 egl3 0 0

Trichom-Anzahl pro Blatt in den ersten beiden Blattpaaren im
Columbia (Col) Wildtyp, der Uberexpressionslinie von GL3
(p35S::GL3) in  Wildtyp (WT) Hintergrund und der
Doppelmutante g/3 egl3 auf dem ersten und zweiten Blattpaar
(n=20). Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung.

Abb. 2.2.3: Trichom-Phanotyp in Abhangigkeit von GL3. Rosettenblatter,
jeweils Blatt drei. (A) WT. (B) GL3 Uberexpressionslinie (p35S::GL3) in Wildtyp

Hintergrund. (C) g/3 eg/3 Doppelmutante.
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Tab. 2.2.2: Mobilitat der Inhibitoren in Abhangigkeit von GL3.

Mobilitat in Mobilitat in

gl3 egl3 p35S::GL3
p35S::YFP-ETC3 74% 39%
p35S::YFP-CPC 66% 22%

Links die Konstrukte, die mittels Partikel-Beschuss in
Rosettenblatt-Epidermiszellen der oben aufgefihrten Pflanzen-
linien geschossen wurden. Die Prozentzahlen spiegeln die
Mobilitat der Fusionsproteine in den analysierten Zellen (n=50)
der Pflanzenlinien wider, die Mobilitat zeigten.

_

E ROI ROI 1 ROI 2 Whole Frame
Area 12.07 ym?  3.32 um?  35156.25 um?
Pixel Num. 360.00 99.00 1048576.00
Mean 236.18 50.78 16.91
Sum(l) 85024.00 5027.00 17731710.00
Maximum 253.00 52.00 255.00
Minimum  165.00 47.00 0.00
Variance 174.44 1.83 204.20
g::,r::f:;i 13.21 1.35 14.29

Abb. 2.2.4: Vergleich der Mobilitat und Signalstarke in Abhangigkeit von GL3. (A-E)
Konfokale Bilder transient exprimierter Konstrukte in Epidermiszellen von
Rosettenblattern. Die Konstrukte wurden co-bombardiert mit p35S::YFP-PTS
(Peroxisom-Marker, s. rosa Pfeile). (A-B) Mobile YFP-Fusionsproteine. (A) p35S::YFP-
ETC3 in g/3 egl3 Blattmaterial. (B) p35S::YFP-CPC in g/3 egl3 Blattmaterial. (C-D)
Beispiele von YFP-Fusionsproteinen, die Zellautonomie zeigen. (C) p35S::YFP-ETC3 in
p35S::GL3 Blattmaterial. (D) p35S::YFP-CPC in p35S::GL3 Blattmaterial. (E) p35S::YFP-
CPC in gI3 egl3 Blattmaterial. Beispiel fiir die Bestimmung der Signalstarken in den
Zellkernen einer beschossenen Zellen (ROl 1) und der Nachbarzelle (ROl 2). (F)
Histogramm Software (Leica) zur Bestimmung der YFP-Signalstarken in den mit ROI
markierten Bereichen in E.
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Tab. 2.2.3: Signalstarken der Inhibitoren in Abhangigkeit von GL3.

Signalstarke im Zellkern der Signalstarke im Zellkern der
Nachbarzellen in Nachbarzellen in
gl3 egl3 [%] p35S::GL3 [%]
p35S::YFP-ETC3 44,78 +13,15 36,22 +7,06
p35S::YFP-CPC 39,67 8,82 20,73 +4,88
p35S::YFP 21,22 14,42 22,89 3,66

Links die Konstrukte, die mittels Partikel-Beschuss in die oben aufgefiihrten Pflanzenlinien
geschossen wurden. Die YFP-Signalstarken ergeben sich aus dem Verhaltnis der YFP-
Signalstarke im Kern einer beschossenen Zelle und der Signalstdrke im Kern der
Nachbarzelle (n=23) und zeigen, wie viel von der Signalstarke der YFP-Fusionsproteine in
den Zellkernen der Nachbarzellen von getroffenen Zellen ankommt. p35S::YFP (n=15) ist
die Kontrolle.

B) Zeitliche und zellulare Untersuchung der Mobilitat

Mittels der erhaltenen Ergebnisse Uber die unterschiedlichen Signalreichweiten von
CPC und ETC3 in Abhangigkeit von GL3 sollte versucht werden, die unterschiedlichen
Signalreichweiten bzw. Signalstarken auf zellularer Ebene zu zeigen. Weitergehend
sollte getestet werden, ob die unterschiedlichen Bindungsaffinitaten zu GL3 in einer
unterschiedlich schnellen Wanderung der Inhibitoren in die Nachbarzellen resultiert. Um
die Zell-Zell Wanderung der Inhibitoren zeitlich verfolgen zu kdnnen, wurde das
DRONPA-GFP Fluoreszenzprotein eingesetzt (Habuchi et al., 2005). DRONPA-GFP
kann durch optische Anregung zwischen einem fluoreszierenden und nicht-
fluoreszierenden Zustand reversibel und schnell wechseln. Das Absorptionsmaximum
liegt bei einer Wellenlange von 503nm und die Emission bei einer Wellenlange von
518nm. Mit einer Wellenlange von 488nm kann das Protein in einen nicht-
fluoreszierenden Zustand versetzt werden, und mit kurzer Bestrahlung bei 405nm
wechselt das Protein in den fluoreszierenden Zustand.

Um das DRONPA-GFP zu testen, wurde zu Beginn nur die CPC cDNA 5" vor
DRONPA-GFP unter Kontrolle des 35S Promotors in den bindaren Vektor pAMPAT
kloniert (Klonierung s. 4.7). Das p35S::CPC-GFP-DRONPA Konstrukt wurde mittels
Partikel-Beschuss transient in Zwiebel-Epidermiszellen exprimiert, um die reversible
Aktivitat des GFPs zu Uberprifen. Wie in Abb. 2.2.5 gezeigt, war es moglich, das GFP
(s. Abb. 2.2.5 A) durch langere Bestrahlung mit dem 488nm Laser (Laserstarke 80% fur
1,5min) zu inaktivieren (s. Abb. 2.2.5 B) und durch kurze Bestrahlung mit dem 405nm

Laser (40% Laserstarke fur 20s) wieder zu aktivieren (s. Abb. 2.2.5 C). Die transiente
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Expression wurde in Arabidopsis Epidermiszellen wiederholt. Auch hier war es maoglich,
das DRONPA-GFP mit dem 488nm Laser auszuschalten und mit dem 405nm Laser
wieder einzuschalten (s. Abb. 2.2.5 D-F). Jedoch war das Signal generell schwacher als
in Zwiebelzellen, und es konnte keine Mobilitat festgestellt werden. Das Konstrukt
p35S::CPC-DRONPA-GFP wurde zur Analyse der zeitlichen Verfolgung der Zell-Zell
Wanderung in Wildtyp Pflanzen transformiert. In der T1 wurden Linien etabliert, die
keine Trichome mehr besitzen, wie es fiir die Uberexpression von CPC bereits gezeigt
wurde (Wada et al., 1997; Schellmann et al., 2002). In der T3 Generation wurden zehn
Linien auf GFP Fluoreszenz hin untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Fluoreszenz in
allen Linien sehr schwach war. Im Cytoplasma konnte lediglich ein sehr schwaches
GFP Signal detektiert werden (Daten nicht gezeigt), im Zellkern war kein Signal zu
erkennen. Auch durch die Bestrahlung mit dem 405nm Laser konnte das GFP in den
Zellen nicht starker aktiviert werden. Aus diesen Daten ergab sich die These, dass das
GFP eventuell durch den UV-Licht Anteil in den Gewachshauslampen ausgeblichen
werden konnte. Daher wurden Keimlinge im Dunkeln angezogen, wo sich zeigte, dass
die CPC-DRONPA-GFP Fluoreszenz in den Kotyledonen gut zu erkennen war (s. Abb.
2.2.5 G). Jedoch ist es bislang noch nicht gelungen, die Wanderung von CPC zeitlich

aufgeldst in Pflanzen zu untersuchen.

Abb. 2.2.5: Reversible CPC-DRONPA-
GFP Fluoreszenz. Gezeigt ist die
Expression von p35S::CPC-GFP-
DRONPA. (A-C) Gleicher Ausschnitt
transienter Expression von p35S::CPC-
DRONPA-GFP in einer Zwiebelepidermis-
zelle. (A) CPC-DRONPA-GFP im
fluoreszierenden Zustand mit 514nm
Anregung. (B) CPC-DRONPA-GFP im
nicht-fluoreszierenden  Zustand  nach
Bestrahlung mit 488nm Laser. (C)
Aktivierung des fluoreszierenden
Zustands nach der Bestrahlung mit
405nm Laser. (D-F) Gleicher Ausschnitt
transienter Expression von p35S::CPC-
DRONPA- GFP in einer Rosettenblatt-
Epidermiszelle in Arabidopsis. (D) CPC-DRONPA-GFP im fluoreszierenden
Zustand bei Anregung mit 514nm. (E) CPC-DRONPA-GFP im nicht-
fluoreszierenden Zustand nach Bestrahlung mit 488nm Laser. (F) Aktivierung des
fluoreszierenden Zustands nach der Bestrahlung mit 405nm Laser. (G)
p35S::CPC-DRONPA-GFP Expression in transformierten Wildtyp Keimlingen, die
im Dunkel angezogen worden sind. Oranger Pfeil markiert Pflanze, die
Fluoreszenz zeigt.
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2.2.3 ETC3 Expression unter Kontrolle des TRY und CPC Promotors

Um zu analysieren, ob die Promotoren der Inhibitoren die Expression der Gene
unterschiedlich regulieren, wurden Promotor-Austausch Experimente durchgefluhrt.

In Abschnitt 2.1 wurde bereits gezeigt, dass die etc3 Mutante mit der ETC3 cDNA unter
Kontrolle des endogenen Promotors gerettet werden kann. Um zu analysieren, ob die
etc3 Mutante auch komplementiert werden kann, wenn ETC3 unter Kontrolle des TRY
und CPC Promotors exprimiert wird, wurden die Konstrukte pTRY::ETC3 und
pCPC::ETC3 (Klonierung s. 4.7) in etc3 und cpc try etc3 Mutanten transformiert. Die
Transformation von pETC3::ETC3 in die beiden Hintergrinde diente jeweils als
Kontrolle.

Bei der Transformation in etc3 wurde in der T1 Generation die Trichom-Dichte und die
Trichom-Verteilung pro Blatt auf den ersten beiden Blattpaaren von vierzig selektierten
Pflanzen bestimmt (s. Tab. 2.2.4). Mit den Konstrukten pCPC::ETC3 und pTRY::ETC3
konnte eine Rettung der efc3 Pflanzen im gleichen Malde erzielt werden wie mit dem
endogenen Promotor.

Bei der Transformation in die cpc try etc3 Tripelmutante wurde in der T1 Generation
eine phanotypische Charakterisierung durchgefuhrt (s. Abb. 2.2.6). Mit dem
pETC3::ETC3 Konstrukt konnte die Tripelmutante zum Phanotyp der cpc ftry
Doppelmutante gerettet werden (s. Abb. 2.2.6 B). Die ETC3 Expression unter Kontrolle
des CPC bzw. TRY Promotors zeigte hingegen eine Vielfalt von Phanotypen. Es gab
Pflanzen, die zum cpc try Phanotyp gerettet wurden, aber auch Pflanzen, die aberrante
Phanotypen zeigten, welche nie zuvor mit dem pETC3::ETC3 Konstrukt erzielt wurden.
Generell konnte man einen Unterschied zwischen der pTRY::ETC3 und pCPC::ETC3
Expression erkennen. Bei pTRY::ETC3 sind Kreise bzw. Ovale von Trichom-Nestern zu
sehen, die in der Mitte einzelne Trichome aufweisen (s. Abb. 2.2.6 C). Bei pCPC::ETC3
hingegen finden sich nur vereinzelt Trichom-Nester auf den Blattern, die kleiner sind als
in der cpc try Doppelmutante. Die einzelnen Trichome sind unregelmalig Uber das Blatt
verteilt (s. Abb. 2.2.6 D). Manchmal treten Trichome in einer Gruppe auf, wobei es sich
hierbei nicht um Trichom-Nester handelt, da sich zwischen den Trichomen ein bis zwei
epidermale Zellen befinden (s. Abb. 2.2.6.E).
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Tab. 2.2.4: Trichom-Anzahl in Abhéngigkeit von ETC3.

Trichom-Anzahl Trichom-Anzahl

Genotyp pro Blatt im pro Blatt im

1. Blattpaar 2. Blattpaar
WT 16,6 + 2,2 455 +7,2
etc3 25,6 £2,9 71,0 £10,4
pETC3::ETC3/ etc3 11,5+4,0 449 + 14,6
pTRY::ETC3/ etc3 12,5 + 3,1 48,2 + 13,7
pCPC::ETC3/ etc3 11,4 +28 46,7 + 14,0

Trichom-Anzahl pro Blatt auf dem ersten und zweiten Blattpaar im Wildtyp, etc3
und von transformierten Pflanzen, bei denen ETC3 unter Kontrolle der
angefihrten Promotoren exprimiert wird. ETC3 Konstrukte sind in etc3 Pflanzen
transformiert. Angegeben sind die Mittelwerte £+ Standardabweichung (n=40).
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Abb. 2.2.6: Rettung der cpc try etc3 Mutante. Ausschnitte von Rosettenblattern. (A) cpc try etc3.
(B-E) Transgene Pflanzen der T1 Generation. (B) pETC3::ETC3 Expression in cpc try etc3
Hintergrund. (C) pTRY::ETC3 Expression in cpc try etc3 Hintergrund. (D-E) pCPC::ETC3 Expression
in cpc try etc3 Hintergrund. Orange Pfeile markieren einzelne Trichome. Lila Pfeile markieren
Gruppen von Trichomen. (E) Gruppe von Trichomen.
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2.3 CPC und TRY Mutagenese
In dem Aktivator-Inhibitor Modell von Meinhardt and Gierer (1974; 2000) ist eine

Voraussetzung, dass die Inhibitoren mobil sind, um ein geordnetes Trichom-Muster auf
Rosettenblattern zu gewahrleisten. In transienten Expressionsanalysen wurde die
Mobilitat von CPC und TRY gezeigt (Kurata et al., 2005; Digiuni et al., 2008). Das
Aktivator-Inhibitor Modell definiert zusatzlich, dass die Inhibitoren sich schneller als die
Aktivatoren (wenn diese mobil sind) bewegen mussen. Noch nicht geklart ist, warum die
Aktivitat der Inhibitoren erst in den Nachbarzellen wirksam ist und keinen Einfluss auf
die Trichom-Initialzellen hat, wo die Inhibitoren exprimiert werden.

Fir die Aktivitat von Proteinen bzw. Transkriptionsfaktoren sind haufig post-
translationale Modifikationen notwendig. Die Phosphorylierung von Transkriptions-
faktoren im Bereich der DNA-Bindedomane durch spezifische Proteinkinasen stellt
einen weit verbreiteten Mechanismus zur Regulation der Protein-Aktivitat dar (Meek and
Street, 1992; Hunter and Karin, 1992). Des Weiteren kann durch die Phosphorylierung
von Proteinen der Transport durch Plasmodesmata reguliert werden, was z.B. flr virale
Movement Protein (MP) in Pflanzen gezeigt wurde (Waigmann et al., 2000).

Die Phosphorylierung von Proteinen erfolgt Uberwiegend an Serin (Ser), Threonin (Thr)
und Tyrosin (Tyr) Aminosaureresten. Bei genauerer Betrachtung des Protein-
Sequenzvergleichs der Inhibitoren CPC, TRY, ETC1, ETC2 und ETC3 fiel ein
ubereinstimmender Aminosaureabschnitt in allen funf Inhibitoren auf. Im N-terminalen
Bereich vor der MYB-Domane an den Positionen 30, 34 und 35 besitzen alle funf

Proteine Serin-Reste, die putative Phosphorylierungsstellen darstellen (s. Abb. 2.3.1 A).

Die Idee war nun zu Uberprifen, ob die Aktivitat der Trichom-Inhibitoren durch
Phosphorylierung reguliert wird, wobei die Modifikation erst bei der Passage durch die
Plasmodesmata oder in den Nachbarzellen von Trichomzellen erfolgen sollte, wo sie
durch laterale Inhibition die Zellen an der Entwicklung zu Trichomzellen hindern.

Um diese These zu Uberprufen, wurde die CPC und TRY cDNA mutagenisiert. Alle drei
Serine wurden in beiden cDNAs durch Alanin (CPC-3xAla) bzw. Glutamat (CPC-3xGlu)
ausgetauscht, in einem dritten Ansatz wurden die drei Serine deletiert (CPC-3xDel,
Klonierung s. 4.7). Die Aminosaure Alanin kann nicht phosphoryliert werden, und die
Aminosaure Glutamat stellt eine Mimikry fur eine Phosphorylierung dar (Maciejewski et
al., 1995; Waigmann et al., 2000). Die mutagenisierten CPC und TRY cDNAs wurden
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unter die Kontrolle des Rubisco Promotors (pRbc) und zusatzlich unter die Kontrolle der
eigenen Promotoren kloniert (Klonierung s. 4.7). Die nicht mutieten CPC und TRY
cDNAs wurden als Kontrollen mit einbezogen. Die Konstrukte mit Rubisco Promotor
(pRbc::CPC, pRbc::CPC-3xAla, pRbc::CPC-3xGlu, pRbc::CPC-3xDel, pRbc::TRY,
pRbc::TRY-3xAla, pRbc::TRY-3xGlu, pRbc::TRY-3xDel) wurden in Columbia Wildtyp
Pflanzen transformiert. Die Konstrukte mit den eigenen Promotoren (pCPC::CPC,
pCPC::CPC-3xAla, pCPC::CPC-3xGlu, pCPC::CPC-3xDel, pTRY::TRY, pTRY:TRY-
3xAla, pTRY: TRY-3xGlu, pTRY::TRY-3xDel) wurden in die cpc try Doppelmutante
transformiert.

In der T1 Generation wurden die Transformanden im Wildtyp Columbia Hintergrund
(n=60) auf Trichom-Dichte und -Verteilung pro Blatt in den ersten beiden Blattpaaren
untersucht (s. Tab. 2.3.1). Die Rubisco Promotor-Konstrukte zeigten alle eine geringere
Trichom-Dichte als der Wildtyp. Dabei war die Trichom-Dichte in den Pflanzen mit allen
mutagenisierten cDNAs gleichzusetzten mit der Trichom-Dichte in Pflanzen, welche die
nicht mutierten cDNA Konstrukte (pRbc::CPC und pRbc:: TRY) exprimierten. Die
geringeren Trichom-Dichten zeigen, dass CPC bzw. TRY in der Lage sind, von der L2
in die L1 zu wandern und die Trichom-Entwicklung in der L1 hemmen zu kdnnen.

Bei der Expression der mutierten TRY und CPC cDNA unter Kontrolle der endogenen
Promotoren wurde in der T1 Generation die cpc try Doppelmutante zum Trichom-
Phanotyp der try Mutante bis hin zum Muster von Wildtyp Pflanzen gerettet, wie es
auch bei der Expression der nicht mutierten CPC und TRY cDNA (s. Abb. 2.3.1 B-D) zu
beobachten war.

Die Trichom-Dichte und -Verteilung wurde nicht weiter betrachtet, da die Ergebnisse
nicht auf eine Phosphorylierung der Inhibitoren hindeuten. Man hatte bei einer fur die
Funktion notwenigen Phoshorylierung keine Rettung der cpc try Mutante mit den
3xAlaninen bzw. 3xDeletionen in den cDNAs erwartet. Weiterhin zeigten die
Expressionen mit den mutierten cDNAs unter Kontrolle des Rubisco Promotors, dass
sie das gleiche Potential besitzen, von der L2 Schicht in die L1 Schicht zu wandern, wie
das wildtypische TRY und CPC und dort die Funktion als Trichom-Inhibitoren ausiben

konnen, was sich in der geringeren Trichom-Dichte widerspiegelte.
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Tab. 2.3.1: CPC und TRY Mutagenese.

Trichom-Anzahl

Trichom-Anzahl

pro Blatt im pro Blatt im

1. Blattpaar 2. Blattpaar
pRbc::CPC / WT 4,05 + 3,85 14,88 + 9,27
pRbc::CPC-3xDe / WT 5,48 + 2,33 16,55 + 8,37
pRbc::CPC-3xAla / WT 4,00 + 3,17 14,98 + 8,8
pRbc::CPC-3xGlu / WT 6,15 £ 2,96 14,35 £ 5,52
pRbc: TRY / WT 6,54 + 3,33 16,93 £ 9,02
pRbc::TRY-3xDel / WT 7,21 £275 17,96 + 7,04
pRbc:: TRY-3xAla / WT 5,81 +2,40 16,20 + 6,59
pRbc:: TRY-3xGlu / WT 8,38 + 3,6 22,16 +9,73

Trichom-Anzahl in Pflanzen mit den links aufgefiihrten Konstrukten, die in
Wildtyp Columbia Hintergrund transformiert sind. Die Zahlen geben die
Mittelwerte + Standardabweichung (n=50) pro Blatt im ersten und zweiten

Blattpaar an.

1(i') 2? 30
1 --—--MNTQRKSKHL----- KTNPTIVAS
3 —---MDNHRRTKQP----- KIN-SIVTS
MFRSDKAEKMDKRR—----- RRQSKAKASC
---MDNIDRRRRRK----- QHKITA—-LHD

2 ---MDNTNRLRLRRGPSLRQTKFTRSRYD

M m m m m

40

EWEIIE IAMAQEEEDII_ | CRMYKLVGIIERWDL 1A
EWEVVNMSQEEEDLVSRMHKLVGDRWEL ITA
I EWEAVKMSEEEEDL I SRMYKLVGDRWELIA
IEWEF INMTEQEEDL I FRMYRLVGDRWDLIA
I1EWEF I SMTEQEEDL I SRMYRLVGNRVDLIA

Abb.2.3.1: CPC und TRY Mutagenese. (A) Ausschnitt aus dem Proteinsequenzvergleich der
links angefuhrten Inhibitoren. In griin sind die Serine (S) markiert, die mutagenisiert wurden.
(B) cpc try Doppelmutante. (C) pTRY::CPC Expression in cpc try Doppelmutante. (D)
pCPC:: TRY Expression in cpc try Doppelmutante.
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2.4 In vivo Verfolgung der Trichom-Musterbildung

Die Trichom-Entwicklung auf Rosettenblattern in Arabidopsis thaliana wird haufig als
Modellsystem fur die Festlegung von Zellschicksalen herangezogen. Ein Ziel der
Entwicklungsbiologie ist es, die Entstehung des Zellmusters von Trichomen zu
verstehen und zu rekonstruieren. Die raumliche Anordnung von Trichomen auf
Rosettenblattern wurde bislang jedoch hauptsachlich durch zwei-dimensionale (x-, y-
Achse) Aufnahmen analysiert, was flr eine quantitative Auswertung der Trichom-
Musterbildung in der drei-dimensionalen Struktur der Rosettenblatter nicht ausreicht.
Lee et al. (2006) und Kaminuma et al. (2008) stellten drei-dimensionale
Aufnahmeverfahren vor, die optische Projektionstomographie und die Mikro
Roéntgenstrahl-Computertomographie, mit denen man die Trichom-Musterbildung
quantitativ auswerten kann. Bei den Techniken kann die Trichom-Musterbildung
entweder zu einem Entwicklungsstadium zellular betrachtet werden, oder die Trichom-
Entwicklung wird auf Rosettenblattern eines Pflanzenkeimlings verfolgt. Das Trichom-
Muster wird durch den Bezug der Trichom-Abstande zueinander und im Vergleich zur
Blattflache vermessen, wodurch die Trichom-Musterbildung in silico rekonstruiert
werden kann. Bei beiden Analysetechniken bleiben jedoch noch Fragen offen. Wenn
die Auswertung nur zu einem Zeitpunkt moglich ist, kann man z.B. nicht die Positionen
in der Initiationszone bestimmen, wo neue Trichomzellen wahrend der Entwicklung
entstehen, und welchen Bezug sie zu bereits existierenden Trichomen haben. Bei der
Verfolgung der Trichom-Musterbildung in Keimlingen kénnen die entscheidenden
Musterbildungsprozesse im basalen Blattbereich nicht aufgelost werden.

Die Motivation bestand nun darin, eine Methode zu entwickeln, die es ermoglicht, die
Trichom-Entwicklung auf einem Blatt mit der Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie in
vivo Uber eine langere Zeit von der Initiationszone akropetal bis zum adulten Stadium
zu verfolgen, um vier-dimensionale (x-, y-, z-Achse und Zeit) quantitative Daten zu
erhalten. Dabei sollte die Trichom-Musterbildung im Wildtyp mit der Musterbildung in
Trichom-Mutanten verglichen werden. Die quantitative Auswertung der Daten sollte
durch eine Kollaboration mit Bioinformatiker-Gruppen flr biologische Systemanalyse in
Freiburg (AG Fleck, AG Ronneberger) erfolgen.

Fir die Verfolgung der Trichom-Musterbildung wurde eine Trichom-Markerlinie im
Landsberg erecta Wildtyp Hintergrund eingesetzt, bei der GFP mit der

Endoplasmatischen Reticulum Signalsequenz (ER) fusioniert ist, wodurch GFP
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zellautonom bleibt, und unter Kontrolle des GLABRAZ2 Promotors (pGL2) exprimiert wird
(pGL2::GFP-ER, von Jaideep Mathur hergestellt). GLABRAZ2 wird bereits in jungen
Trichomzellen exprimiert, die sich morphologisch noch nicht von epidermalen Zellen
unterscheiden lassen. Die Expression halt bis zum adulten Stadium an. Um die
Entwicklung auf einem Blatt Uber mehrere Tage verfolgen zu kdnnen, wurden junge
Blatter mit Petiolen von Keimlingen prapariert und mit der Petiole in 1% MS Agar
eingebettet. Fur die Aufnahmen mit dem Konfokalen Laser Scanning Mikroskop dienten
der GFP Kanal (grun) zur Detektion der Trichomzellen und die Autofluoreszenz von
Chlorophyll zur Erkennung der Blattflache (rot). Die Blatter wurden in einem
Aufnahmestapel in der x-, y- und z-Ebene (Serie genannt) gescannt, woraus sich drei-
dimensionale Bilder durch die Voxel-GroRen herstellen lassen. Um moglichst viele
Trichom-Entwicklungsstadien analysieren zu kénnen, wurden ca. 200uM grof3e Blatter
(jeweils Blatt drei) verwendet, bei denen erst drei bis sieben Trichomzellen zu erkennen
waren (s. Abb. 2.4.1).

Als erstes wurde getestet, ob die praparierten Blatter unter diesen Bedingungen uber
eine langere Zeit lebensfahig sind. Es wurde eine Serie (40x Wasserobjektiv, ohne
Deckglas) direkt nach der Praparation durchgeflhrt, 48 Stunden spater wurde das Blatt
nochmals analysiert. Wie in Abb. 2.4.1 gezeigt, war die Blatt- und Trichom-Entwicklung

in dieser Zeitspanne weiter fortgeschritten.

Abb. 2.4.1: Verfolgung der Blatt- und Trichom-
Entwicklung. Konfokale Bilder von einem Wildtyp
Rosettenblatt zu unterschiedlichen Entwicklungs-
stadien mit pGL2::GFP-ER Expression. Trichome
sind in griin markiert. In rot die Autofluoreszenz von
Chlorophyll. Links ist das Blatt nach der Praparation,
rechts das gleiche Blatt nach 48h gezeigt.

Um einzelne Blatter zu unterschiedlichen Zeitpunkten Uber einen Zeitraum von drei

Tagen mit der Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie analysieren zu kdnnen, wurden
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die Aufnahmen mit einem 40x Trockenobjektiv oder mit einem 40x Wasserobjektiv
durchgefuihrt (immer ohne Deckglas). Bei der Verwendung des Trockenobjektivs konnte
die Verfolgung der Trichom-Entwicklung Uber mehrere Zeitpunkte verfolgt werden, da
die Blatter weniger Stress ausgesetzt waren. Der Kontakt der Blatter mit Wasser zeigte,
dass die Entwicklung der Blatter und Trichome gehemmt wird, weswegen die Blatter
nach jeder Aufnahme vorsichtig trockengetupft werden mussten. Die Auflésung mit dem
Trockenobjektiv ist schlechter als bei der Verwendung des Wasserobjektivs, was die
quantitative Auswertung erschwert.

Bei alteren Entwicklungsstadien, wo das Blatt nicht mehr mit einer Serie erfasst werden
konnte, wurde das Blatt in Quadranten aufgeteilt und jeweils Uberlappend gescannt.

Es wurden zehn Zeit-Serien erstellt, die die Entwicklung von Trichomen ab der
Initiationszone akropetal bis zur Blattspitze in einem Zeitfenster von ca. 70 Stunden
zeigen (s. Abb. 2.4.2 A, zwei-dimensionale Uberlagerung der einzelnen Zeit-Serien, mit
Adobe Photoshop6.0 zusammengestellt).

Aus der zeitlichen Verfolgung der Trichom-Entwicklung war zu sehen, dass in der
Initiationszone zu frihen Zeitstadien Nester von Zellen eine GL2 Expression zeigen. Bei
der fortlaufenden Entwicklung zeigten einzelne Zellen in einem Nest eine weiter
zunehmende GL2 Expression, aus denen sich spater Trichomzellen entwickeln. Die
restlichen Zellen stellen die GL2 Expression ein und entwickeln sich zu Nicht-
Trichomzellen (s. Abb.2.4.2 B). Es war daher von Interesse, die Verfolgung der
Trichom-Musterbildung zellular aufzulésen, um bestimmen zu kdénnen, welche Zellen
aus einem Nest von GL2 exprimierenden Zellen sich zu Trichomzellen entwickeln.
Hierfur wurden wieder junge Blatter prapariert und mit der Petiole in 1% MS Agar
eingebettet. Vor jeder Zeitserie wurden die Zellwande mit Propidiumiodid angefarbt. Da
durch die Anfarbungen die Blatter extremen Bedingungen ausgesetzt waren, konnte die
Trichom-Musterbildung nur bei drei Blattern (jeweils Blatt fiinf) zeitlich verfolgt werden
(Daten nicht gezeigt).

Um die Trichom-Musterbildung im Wildtyp mit der Trichom-Musterbildung in Trichom-
Mutanten vergleichen zu kdnnen, musste das GFP-ER Fusionskonstrukt neu hergestellt
werden und unter die Kontrolle des GL2 Promotors in den bindren Vektor pAMPAT
kloniert werden (pGL2::GFP-ER, Klonierung s. Abschnitt 4.7). Das Konstrukt wurde in
die cpc, try Einzelmutanten und in die cpc try Doppelmutante transformiert (von Martina

Pesch durchgefihrt). Die Mutanten besitzen eine erhdhte Trichom-Dichte und/oder

52



Ergebnisse

Nester von Trichomen (Schellmann et al., 2002). In der T2 Generation wurden von den
Transformanden Linien etabliert, die eine GL2 Expression zeigten. Von der cpc Mutante
mit pGL2::GFP-ER Expression konnte bislang die Trichom-Entwicklung auf drei Blattern
(jeweils Blatt drei) verfolgt werden, wobei Chlorophyll zur Erkennung der Blattflache
diente (s. Abb. 2.4.2 C, zwei-dimensionale Uberlagerung der einzelnen Zeit-Serien, mit
Adobe Photoshop6.0 zusammengestellt).

Alle drei-dimensionalen Zeit-Serien der in vivo Trichom-Entwicklung wurden zur
quantitativen Auswertung den Informatikern in Freiburg (AG Fleck, AG Ronneberger)

ubergeben. Die Auswertung ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht abgeschlossen.
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Abb. 2.4.2: Trichom-Entwicklung in vivo. Konfokale Bilder von Rosettenblattern. Trichome
sind mit dem Trichom-spezifischen Fluoreszenzmarker pGL2::GFP-ER in griin markiert. In rot
die Autofluoreszenz von Chlorophyll. Bilder zeigen einzelne Entwicklungsstadien der Trichom-
Entwicklung Uber einen definierten Zeitraum (t). (A) pGL2::GFP-ER Expression im WT. Gezeigt
ist die Trichom-Entwicklung auf einem Blatt in unterschiedlichen Entwicklungsstadien Uber
einen Zeitraum von 72,5h. (B) pGL2::GFP-ER Expression im WT. Ausschnitte aus basalem
Blattbereich. Die  Ausschnitte zeigen einen Blattbereich zu unterschiedlichen
Entwicklungsstadien Uber einen Zeitraum von 42h. Die blauen Pfleile markieren die Position
einer Trichomzelle zu den einzelnen Entwicklungsstadien. (C) pGL2::GFP-ER Expression in
cpc. Gezeigt ist die Trichom-Entwicklung auf einem Blatt zu unterschiedlichen Entwicklungs-
stadien Uber einen Zeitraum von 60h.
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2.5 Zell-Ablation: Untersuchung der de novo Trichom-Musterbildung

Die Trichom-Entwicklung auf Rosettenblattern wird als de novo Musterbildungsprozess
postuliert (Larkin et al., 1996; Schnittger et al., 1999; Schellmann et al., 2002; Pesch
and Hulskamp, 2004; Digiuni et al., 2008), wonach alle epidermalen Zellen in jungen
Stadien das gleiche Entwicklungspotential besitzen, sich zu Trichomzellen zu
entwickeln. Larkin et al. (1996) zeigten, dass die Trichom-Entwicklung nicht durch
Zellabstammung erklart werden kann, weiterhin sind keine positionsabhangigen
Merkmale im Blatt bekannt, die das Trichom Zellschicksal in der Epidermis festlegen
konnten. Ein direkter Nachweis fur eine de novo Trichom-Musterbildung wurde jedoch

noch nicht gezeigt.

Bei der Verfolgung der Trichom-Entwicklung (s. 2.4) wurde die Trichom-Markerlinie
pGL2::GFP-ER vorgestellt, womit man die Trichom-Entwicklung auf Rosettenblattern
verfolgen kann. Es wurde beobachtet, dass in der Initiationszone Nester oder Reihen
von Zellen eine GL2 Expression zeigen und mit der Zeit einzelne Zellen aus diesen
Gruppen eine starkere GL2 Expression entwickeln, wobei sich diese Zellen
morphologisch noch nicht von den restlichen Zellen unterscheiden. Diese Zellen
entwickelten sich zu Trichom-Zellen und die restlichen Zellen nahmen das epidermale
Zellschicksal an (s. Abb. 2.4.2 B).

Aus dieser Beobachtung ergab sich der Versuch, durch Zell-Ablation in der pGL2::GFP-
ER Markerlinie einen direkten Nachweis flr eine de novo Musterbildung zu zeigen. Es
sollten diejenigen Zellen in der Trichom-Initiationszone ablatiert werden, welche in
einem Nest oder in einer Reihe von Zellen eine erkennbar starkere GL2 Expression
zeigten, die so genannten Trichom-Initialzellen. Theoretisch sollte durch die Ablation
einer Trichom-Initialzelle eine der Nachbarzellen in der Lage sein, sich zur Trichomzelle
zu entwickeln. Bei einer de novo Trichom-Musterbildung sollte durch die Ablation einer
Trichom-Initialzelle die laterale Inhibition aufgehoben werden, wodurch Nachbarzellen
das Trichom-Schicksal annehmen kdnnen sollten.

Die Analysen wurden mit dem Konfokalen Laser Scanning Mikroskop durchgeflhrt,
wobei die Trichom-Markerlinie (pGL2::GFP-ER) in cpc Hintergrund verwendet wurde,
da sich in cpc mehr Trichomzellen auf den Rosettenblattern entwickeln, was die
Auswahl an Zellen vergroRert, die man ablatieren kann. Einzelne Blatter der Markerlinie

wurden prapariert und in 1%MS Agar eingebettet. Zu Beginn wurde ein Ubersichtsbild
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erstellt. AnschlieRend wurde eine geeignete Trichom-Initialzelle ablatiert und die
Entwicklung der Nachbarzellen verfolgt. Um festzustellen, dass die Zellen ablatiert
worden sind, wurden die Blatter mit Propidiumiodid angefarbt, wodurch Zellwande und

tote Zellen markiert werden.

Zu Beginn wurden die Ablationen mechanisch mit der Mikroinjektionsanlage
durchgefuhrt, die mit dem Konfokalen Laser Scannning Mikroskop gekoppelt ist.
Einzelne fluoreszierende Trichom-Initialen der Markerlinie wurden mit der Nadel
angestochen. Die Blatter wurden anschlieRend bis zu zwei Tage weiter beobachtet.
Mittels Propidiumiodid-Farbung konnte festgestellt werden, dass durch die Ablation mit
Hilfe einer Nadel das umliegende Gewebe zu stark beschadigt wurde. Sowohl die
angestochene Zelle als auch das umliegende Gewebe wurde abgetotet (Daten nicht
gezeigt).

AnschlieRend wurden Laser-Ablationen durchgeflhrt. Fur die Laser-Ablationen wurde
hier der Multi-Photon Laser eingesetzt, bei dem die Anregungswellenlange in etwa der
doppelten normalen Anregungswellenlange entspricht. So kann beispielsweise
Infrarotes Licht eingesetzt werden, um GFP anzuregen. Der Vorteil gegentber dem
normalen (Ein-Photon) Laser ist, dass durch das langerwellige Licht die Streuung
geringer ist und die Fluoreszenz lediglich in der Fokusebene angeregt wird, wodurch die
Ebenen ober- und unterhalb der Fokusebene nicht ausgebleicht werden.

Die Trichom-Initialzellen wurden mit Licht der Wellenlangen 710nm und 820nm mit
unterschiedlicher Intensitat und Dauer beschossen. Die Wellenlange von 710nm
entspricht der zweifachen Wellenlange von UV-Licht, mit der versucht wurde, die DNA
in den beschossenen Zellen zu zerstéren. Jedoch konnten bei dieser Durchfihrung in
22 Versuchen die beschossenen Zellen nicht ablatiert werden, ohne die Nachbarzellen
zu beschadigen (Daten nicht gezeigt).

Mit der maximalen Wellenlange des Multi-Photon Lasers von 820nm erhalt man
annahernd die zweifache Wellenlange fur die Anregung von GFP (Anregung bei
488nm). Mit diesem Versuchsansatz sollten die Zellen Uberhitzt werden. Fur die
Ablation wurden die Zellen mit 570mW und 10ms zwei bis finf mal beschossen.

Nach den Ablationen wurden die Blatter uber zwei Tage hinweg analysiert. In sechs
Ablationen von insgesamt funfzehn konnte man nach 10 Stunden mit einer

Propidiumiodid-Farbung eine erfolgreiche Ablation der Zellen beobachten, wobei die
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umliegenden Zellen intakt waren und einige der Zellen bereits eine verstarkte GL2
Expression zeigten. Nach insgesamt 36 Stunden konnte bei den sechs Ablationen
beobachtet werden, wie sich in drei Fallen eine direkte Nachbarzelle zu einer
Trichomzelle entwickelte (s. Abb. 2.5.1 A/C/D). In den restlichen drei Fallen war eine
Zellen weiter von der ablatierten Zelle entfernt eine neue Trichomzelle entstanden, was
heillt, dass zwischen der ablatierten und der neu entwickelten Trichomzelle lediglich
eine epidermale Zelle liegt (s. Abb. 2.5.1 A/B/E).

Bei der Verfolgung der Trichom-Musterbildung in vivo konnte hingegen immer ein
Mindestabstand von zwei epidermalen Zellen zwischen den Trichom-Initialzellen

beobachtet werden (Daten nicht gezeigt) beobachtet werden.

57



Ergebnisse

Pra-Ablation Post-Ablation t

Abb. 2.5.1: Zell-Ablation. (A-E) Konfokale Bilder von Rosettenblattern, Ausschnitte aus der
Trichom-Initiationszone. Trichome sind mit dem Trichom-spezifischen Fluoreszenzmarker
pGL2::GFP-ER in grin markiert. In rot die Zellwadnde, die mit Propidiumiodid angefarbt sind.
Die blauen und gelben Blitze markieren jeweils eine Laser-ablatierte Zelle. Links sind die
Ausschnitte vor der Ablation gezeigt (Pra-Ablation), daneben die post-ablatierten Auschnitte zu
verschiedenen Zeitpunkten. Die rosa Dreiecke dienen zu Orientierung, sie markieren eine
Trichomzelle im Umkreis der Ablation. Die weiRen Pfeile markieren die neu entstehende
Trichomzelle. (A) Zwei ablatierte Zellen, mit gelbem und blauem Blitz. (B-E) Jeweils eine
ablatierte Zelle.
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3. Diskussion

3.1 ETC3 besitzt die Funktion eines Trichom-Inhibitors

Durch die hier durchgefuhrten Experimente wurde ETC3 auf die Funktion eines
Trichom-Inhibitors untersucht, wodurch das Gen bzw. Protein in das Modell fur die
Trichom-Musterbildung nach dem Aktivator-Inhibitor Modell (Meinhardt and Gierer,

2000) mit einbezogen werden kann.

Das Gen ETC3 (AT4G01060) wurde als homologes Gen zu den Trichom-Inhibitoren
CPC, TRY, ETC1 und ETC2 mit einer Ubereinstimmung von bis zu 50% (s. Abb. 2.1.1)
identifiziert. Wahrend der hier durchgefuhrten Untersuchungen zu ETC3 wurde das Gen
von Simon et al. (2007) in der Wurzelhaarentwicklung vorgestellt. Tominaga et al.
(2008) publizierten das gleiche Gen als Trichom-Inhibitor mit dem Namen CAPRICE
LIKE MYB3 (CPL3) und Wang et al. (2008) integrierten ETC3 in eine vergleichende
Analyse der Trichom-Inhibitoren. Die Ergebnisse in den Publikationen sind teilweise
kontrovers zu den Ergebnissen in dieser Arbeit und werden im Folgenden diskutiert.

Die Salk Linie 094027 enthalt eine T-DNA Insertion im zweiten Intron und wurde in
dieser Arbeit als etc3 Funktionsverlustmutante identifiziert. Die Mutante entwickelt Uber
50% mehr Trichome auf den Rosettenblattern als der Wildtyp. Die Komplementation der
etc3 Mutante zeigte, dass der Trichom-Phanotyp in etc3 allein durch die Mutation in
ETC3 hervorgerufen wird (s. Tab. 2.1.3). In Wang et al. (2008) wurde die gleiche etc3
Salk Linie verwendet, jedoch stellten sie keinen Trichom-Phanotyp in der Mutante fest.
Grunde hierfur sind unklar. Tominaga et al. (2008) verwendeten eine Wisconsin T-DNA
Mutante mit einer Insertion im ersten Exon, die als cp/3 Funktionsverlustmutante
charakterisiert wurde. Die Mutante entwickelt bis zu 80% mehr Trichome auf den
Rosettenblattern. Beide Mutanten etc3 bzw. cpl3 zeigen also die gleiche Tendenz zu
einer erhdhten Trichom-Dichte, die jedoch in der cp/3 Mutante um ca. 30% hoher liegt
als in der etc3 Mutante. Grinde hierfur konnen in der Verwendung unterschiedlicher
mutanter Allele und in unterschiedlichen Wachstumsbedingungen liegen. Eine Rettung
der cpl/3 Mutante unter Verwendung eines 3kb ETC3 genomischen Fragments konnte
jedoch nicht gezeigt werden, die Pflanzen besitzen keine Trichome mehr. Als

Begrundung wurde eine Dosis-abhangige Expression angefuhrt. Der Unterschied der
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hier erzielten Rettung der etc3 Mutante mittels der ETC3 cDNA unter Kontrolle des
2023bp Promotors im Vergleich zu der Uberrettung der cp/3 Mutante mit dem
genomischen Fragment kann dahingehend diskutiert werden, dass dieser Phanotyp
durch die unterschiedlichen Promotor-Fragmente oder durch das Vorhandensein der
Introns zustande kommt. Weiterhin konnte eine hohe Kopienanzahl oder der Ort der

Insertion im Genom verantwortlich flr den Trichom-freien Phanotyp sein.

Neben etc3 zeigen auch die Trichom-Inhibitor Mutanten cpc und etc2 (Schellmann et
al., 2002; Kirik et al., 2004b) eine erhdhte Trichom-Dichte, was auf eine Funktion von
ETC3 als Trichom-Inhibitor hindeutet. Nach dem Aktivator-Inhibitor Modell regulieren
die Trichom-Inhibitoren die definierten Abstande zwischen den Trichomzellen durch
laterale Inhibition. Die erhdhte Trichom-Dichte in etc3 kann nach dem Modell
dahingehend interpretiert werden, dass durch den Ausfall eines Trichom-Inhibitors die
laterale Inhibition verringert wird, wodurch sich mehr epidermale Zellen zu
Trichomzellen entwickeln kdnnen. Jedoch wird durch die Prasenz der anderen Trichom-

Inhibitoren noch ein Verteilungsmuster in der etc3 Mutante aufrechterhalten.

Die GUS Expressionsanalysen von ETC3 mit dem hier verwendeten 2023bp Promotor-
Fragment zeigten eine basale ubiquitare Expression in Rosettenblattern, die sich spater
auf Trichomzellen beschrankt (s. Abb. 2.1.6). Dieses Expressionsmuster wurde auch fur
die Trichom-Aktivatoren GL1, TTG1, GL3 und fir die Trichom-Inhibitoren CPC, TRY,
ETC1 und ETC2 in Rosettenblattern gezeigt (Larkin et al., 1993; Zhang et al., 2003;
Ohashi et al., 2002; Schellmann et al., 2002; Kirik et al., 2004a; Kirik et al., 2004b). Die
basale Expression der Aktivatoren und Inhibitoren spiegelt eine Voraussetzung des
Aktivator-Inhibitor Modells wider, nach der alle Zellen in frihen Entwicklungsstadien das
gleiche Entwicklungspotential flr ein Zellschicksal besitzen missen. Alle Zellen sollten
somit das gleiche Set an Trichom-Aktivatoren und -Inhibitoren exprimieren, was fur die
oben angefuhrten Gene zutrifft.

In der Publikation von Tominaga et al. (2008) wurde ein 2348bp Promotor-Fragment fir
die Expressionsanalyse von CPL3 verwendet. Es wurde basale Expression in
Rosettenblattern gezeigt, jedoch keine spezifische Expression in Trichomzellen. Da
dieses Expressionsmuster nicht mit den hier erhaltenen Ergebnissen Ubereinstimmt,

wurde das von Tominaga et al. (2008) verwendete Promotor-Fragment von 2348bp
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kloniert und flr eine Expressionsanalyse eingesetzt. Diese zeigte im Gegensatz zu den
publizierten Daten eine deutliche GUS Expression fur ETC3 bzw. CPL3 in
Trichomzellen (Daten nicht gezeigt). In dieser Arbeit wurde die ETC3 Expression und
Lokalisation auch auf zellularer Ebene genauer untersucht (s. unten), wobei die
Expression von ETC3 in Trichomzellen bestatigt wurde.

Die Expression von GFP-ER unter Kontrolle des ETC3 Promotors zeigte eine
Expression von ETC3 in Trichom-Initialzellen (s. Abb. 2.1.9). Eine basale Expression,
wie mittels des GUS Reportersystems gefunden, konnte jedoch nicht detektiert werden.
Der Grund hierfir liegt wahrscheinlich in der sensitiveren Detektion mit dem GUS
Reportersystem, da der Farbstoff in Zellen akkumuliert, hingegen kénnte die mit Hilfe
des GFP-ER Fusionsproteins untersuchte basale ETC3 Expression unterhalb der

Detektionsgrenze liegen.

Die Untersuchung der Mobilitat von ETC3 mittels GFP- und YFP-Fusionen in
transienten Transformationen und in stabilen transgenen Pflanzen zeigte klar, dass
ETC3 in der Lage ist, in der Epidermis von Rosettenblattern zu wandern, und auch von
der L2- in die L1-Schicht (s. Abb. 2.1.9) wandern kann. Die Mobilitat der Inhibitoren ist
eine Voraussetzung des Aktivator-Inhibitor Modells, denn durch die Wanderung wird die
laterale Inhibition sichergestellt. Bei der Untersuchung der YFP-ETC3 Lokalisation
durch die Expression unter Kontrolle des endogenen Promotors war ETC3 in Trichom-
Initialzellen und benachbarten Zellen lokalisiert (s. Abb. 2.1.9). Vergleicht man die
Expression von ETC3::GFP-ER, wo ETC3 lediglich eine Expression in Trichom-
Initialzellen zeigte, mit der endogenen Lokalisation mittels pETC3::YFP-ETC3, kann
man schlie3en, dass ETC3 in Trichom-Initialzellen exprimiert wird und von dort in die
Nachbarzellen wandert. Ob es sich bei der Wanderung um das Protein und/oder RNA
handelt, musste noch durch in situ Hybridisierungen oder Immuno-Farbungen analysiert
werden. Interessant ware auch zu untersuchen, ob es sich bei der Wanderung von
ETC3 von der L2- in die L1-Schicht um eine unidirektionale oder bidirektionale
Wanderung handelt, wonach ETC3 auch von der L1- in die L2-Schicht wandert sollte,
was hier nicht getestet wurde. Eine unidirektionale Wanderung wirde fir eine
gewebespezifische Mobilitat sprechen, wie es z.B. fur KNOTTED1 (Kim et al., 2003)
gezeigt wurde, woraus man ableiten kann, dass die Wanderung durch die

Plasmodesmata reguliert wird. Bei einer bidirektionalen Wanderung kann eine passive
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Passage durch die Plasmodesmata angenommen werden, wobei das Protein bzw. die
RNA eine geringere Grole als die Plasmodesmata Porengrof’e besitzen muss. Fir
CPC wurde eine gewebespezifische Mobilitat in der Wurzel gezeigt, wobei CPC in der
Epidermis zwischen Wurzelhaarzellen und Nicht-Wurzelhaarzellen wandern kann,
jedoch von Stelenzellen in die Epidermis keine Mobilitat besitzt. Fir die Mobilitat von
CPC wurden die beiden Aminosauren Tryptophan und Methionin an Position 76 und 78
charakterisiert (Kurata et al., 2005), die ebenfalls in ETC3, TRY, ETC1 und ETC2
konserviert sind. Daher kann man vermuten, dass alle Inhibitoren eine Nicht-
Zellautonomie besitzen und die Mobilitat gewebespezifisch reguliert wird. Bislang wurde
lediglich fur CPC und TRY in der Epidermis von Rosettenblattern Mobilitat durch
transiente Expressionsanalysen gezeigt (Digiuni et al., 2008).

Wildtyp Pflanzen, in denen ETC3 unter Kontrolle des 35S Promotors Uberexprimiert
wurde, entwickelten keine Trichome mehr (s. Abb. 2.1.5), was auch Tominaga und Co-
Autoren (2008) gezeigt haben. Dieser Phanotyp wurde auch mit Hilfe der
Uberexpression von TRY, CPC, ETC1, ETC2 und TCL1 gezeigt (Wada et al., 1997;
Schellmann et al., 2002; Kirik et al., 2004a; Kirik et al., 2004b, Wang et al., 2007). Nach
dem Aktivator-Inhibitor Modell wird die Expression der Inhibitoren durch die Aktivatoren
eingeschaltet. Die Inhibitoren mussen wiederum in der Lage sein, die Aktivatoren zu
reprimieren. Der Trichom-freie Phanotyp von ETC3 Uberexpressionslinien kann
dahingehend interpretiert werden, dass durch die Uberexpression von ETC3 die
Expression der Aktivatoren reprimiert wird, wodurch keine Trichom-Entwicklung
stattfinden kann. Digiuni et al. (2008) zeigten in TRY und CPC Uberexpressionslinien,
die zusatzlich ein pTRY::GUS Konstrukt enthielten, indirekt die Reprimierung der
Aktivatoren durch die Inhibitoren. Durch die Uberexpression der Inhibitoren konnte
keine TRY::GUS Aktivitat mehr detektiert werden. Dies deutet auf eine Reprimierung
der Aktivatoren hin, was wiederum dazu fuhrt, dass auch die Inhibitoren nicht mehr

exprimiert werden konnen.

Durch die Etablierung von Doppel-, Tripel- und Quadrupelmutanten konnte fur ETC3
eine redundante Funktion zu den bekannten Trichom-Inhibitoren in der Trichom-
Musterbildung gezeigt werden. Wie CPC, TRY, ETC1 und ETC2 ist ETC3 an der

Regulation der Trichom-Verteilung und Trichom-Dichte beteiligt (Schellmann et al.,
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2002; Kirik et al., 2004a; Kirik et al., 2004b). Die Trichom-Dichte und GrofRRe der
Trichom-Nester erhoht sich von Trichom-Inhibitor Doppelmutanten Uber die
Tripelmutanten zu den Quadrupelmutanten (s. Abb. 2.1.12). Die Trichom-Phanotypen
der Tripel- und Quadrupelmutanten cpc try etc3, etc1 etc2 etc3, cpc try etc1 etc3 und
cpc try etc1 etc2 sind ebenfalls ein Beispiel fur eine Voraussetzung im Aktivator-
Inhibitor Modell, wonach alle Zellen in frihen Entwicklungsstadien das gleiche
Entwicklungspotential fur die Trichom-Entwicklung tragen sollten. Die extrem hohe
Trichom-Dichte in den Mehrfachmutanten zeigt, dass das Potential zur Trichom-
Entwicklung nicht auf eine begrenzte Anzahl von epidermalen Zellen beschrankt ist.
Durch die Etablierung der cpc etc3 Doppelmutante beschrieben Wang et al. (2008),
dass ETC3 in der Trichom-Musterbildung die Funktion eines Trichom-Inhibitors hat, da
der Trichom-Phanotyp der cpc Mutante verstarkt wird. Die Quadrupelmutante cpc try
etc1 cpl3 in Tominaga et al. (2008) zeigte ebenfalls eine drastisch erhdéhte Trichom-

Dichte auf Rosettenblattern.

Neben der Funktion von ETC3 in der Trichom-Musterbildung wurden fur ETC3 auch
Funktionen in anderen Geweben aufgezeigt.

Zum einen entwickeln etc3 Mutanten groRere Rosetten als der Wildtyp (s. Abb. 2.1.8).
Die grof3eren Rosetten kdnnen auf vergroRerte Rosettenblatter zurickgefuhrt werden,
die sich aufgrund vergroRerter epidermaler Zellen (Nicht-Trichomzellen) entwickeln (s.
Tab. 2.1.2). Uberexpressionslinien von ETC3 zeigten entsprechend kleinere Rosetten
bzw. Rosettenblatter. Hier kann nur spekuliert werden, dass die kleineren
Rosettenblatter aufgrund kleinerer epidermaler Zellen zu erklaren sind und dass die
gesamte Zellzahl in der etc3 Mutante und der Uberexpressionslinie von ETC3 gleich
hoch ist wie im Wildtyp. In Tominaga et al. (2008) wurde diese Vermutung bestatigt. In
der Publikation wurden ebenfalls vergroRerte Rosettenblatter in der cp/3 Mutante
analysiert, die sich aufgrund groRRerer epidermaler Zellen entwickelten. In
Uberexpressionspflanzen von CPL3 waren die Zellen kleiner. Die gesamte Zellzahl war
bei Rosettenblattern der unterschiedlichen Pflanzenlinien gleich hoch wie im Wildtyp.
Die vergrolierten Zellen hatten einen erhdhten DNA-Gehalt, wie es auch fur die
Trichomzellen der try Mutante gezeigt wurde (Tominaga et al., 2008; Schellmann et al.,
2002).
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Generell zeigen die Ergebnisse zur Untersuchung der Rosettenblattgrofien, dass die
Bestimmung der Trichom-Dichte auf Rosettenblattern durch die Auszahlung von
Trichomen in einem definierten Bereich erfolgen sollte. Auf diese Weise kann die
Feststellung einer vermeintlich erhdhten bzw. niedrigeren Trichom-Dichte durch
unterschiedlich gro3e Blattflachen ausgeschlossen werden.

Tominaga und Co-Autoren (2008) zeigten zusatzlich zu dem erhéhten DNA Gehalt in
epidermalen Zellen, dass der DNA Gehalt in Trichomzellen gegenuber Wildtyp-
Trichomzellen reduziert ist, was zu haufig unterverzweigten und kleineren Trichomen in
der cpl3 Mutante flhrt. Eine Unterverzweigung konnte fur die etc3 Mutante nicht
beobachtet werden, lediglich eine Abnahme an vierfach-verzweigten Trichomen wurde
bei der efc3 Mutante im Vergleich zum Wildtyp festgestellt. Die Trichome waren im
Wildtyp und in der etc3 Mutante gleich grof3 (s. Abb. 2.1.3).

Weiterhin zeigten Expressionsanalysen, dass ETC3 in Stomata und in Wurzeln
exprimiert wird (s. Abb. 2.1.6).

Da neben ETC3 auch ETC2 in Stomata exprimiert wird (Kirik et al., 2004b), wurde die
Stomata-Dichte in etc3, etc2 und in etc2 etc3 im Vergleich zu den beiden Wildtyp
Hintergrinden untersucht. Dabei war zu beobachten, dass durch das Ausschalten von
ETC2 oder ETCS3 kein Einfluss auf die Stomata-Dichte genommen wird. Jedoch zeigte
die Untersuchung der etc2 etc3 Doppelmutante, dass die Stomata-Dichte gegenuber
den Einzelmutanten verringert ist (s. Tab. 2.1.6). Somit kdnnten ETC2 und ETC3 eine
Funktion als Stomata-Aktivatoren besitzen. Jedoch muissten weitere Untersuchungen
durchgefuhrt werden, um diese Annahmen zu untermauern. Tominaga et al. (2008), die
ebenfalls Stomata-Expression von CPL3 detektierten, stellten in der etc2 etc3
Doppelmutante keinen aberranten Stomata-Phanotyp im Vergleich zu den
Einzelmutanten und Wildtyp fest. Grinde fir die unterschiedlichen Ergebnisse liegen
vermutlich in der Verwendung unterschiedlicher Allele fur etc3 bzw. cpl3 sowie fur efc2.
In dieser Arbeit wurde mit unterschiedlichen Okotypen gearbeitet, etc2 in Wassilewskija
und etc3 in Columbia Hintergrund. In Tominaga et al. (2008) wurden ausschlieRlich

Mutanten in Columbia Hintergrund verwendet.

In der Wurzel wurde fur ETCS3 lediglich eine schwache Expression gezeigt, was auch

durch semi-quantitative RT-PCRs bestatigt wurde (s. Abb. 2.1.7). Tominaga et al.
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(2008) stellten ebenfalls nur eine schwache Expression in der Wurzel fest und Simon et
al. (2007) detektierten keine ETC3 Expression in der Wurzel.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die ETC3 Expression in der Wurzel durch
CPC und/oder TRY reprimiert wird, da in der cpc try Doppelmutante mittels semi-
quantitativer RT-PCR eine hohe ETC3 Expression in der Wurzel festgestellt wurde (s.
Abb. 2.1.7). Die Reprimierung der Inhibitoren CPC, TRY und ETC1 in der Wurzel durch
CPC und TRY wurde in Schellmann et al. (2002) und Simon et al. (2007) bereits
festgestellt. Die Analyse der Wurzelhaar-Entwicklung in Abhangigkeit von ETC3 wurde
von Simona Digiuni untersucht, wobei in etc3 eine signifikant geringere Anzahl von
Wurzelhaarzellen in Wurzelhaarzellreihen festgestellt wurde. In der cpc etc3
Doppelmutante konnte keine Abweichung zur cpc Mutante festgestellt werden, und in
p35S::ETC3 Uberexpressionspflanzen war die Anzahl an Wurzelhaarzellen in den
Nicht-Wurzelhaarzellreinen erhéht (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse spiegeln
eine Uberlappende Funktion von ETC3 in der Trichom- und Wurzelhaar-Musterbildung
wider. Tominaga et al. (2008) stellen in der cp/3 Mutante ebenfalls eine niedrigere
Anzahl an Wurzelhaarzellen im Vergleich zum Wildtyp fest, wohingegen Simon et al.

(2007) keine Abweichung in der Wurzelhaar-Musterbildung in etc3 feststellten.

3.2 Trichom-Inhibitoren besitzen funktionale Unterschiede auf Protein- und
Expressionsebene

Aufgrund der Tatsache, dass mit ETC3 insgesamt sechs Gene als Trichom-Inhibitoren
identifiziert sind, wurden die Trichom-Inhibitoren auf eventuelle unterschiedliche
Merkmale in der Trichom-Musterbildung untersucht.

FiUr die laterale Inhibition der Trichom-Inhibitoren werden bislang zwei Mechanismen
angenommen. Erstens, laterale Inhibition durch die Verdrangung von GL1 aus dem
Aktivator-Komplex durch einen Inhibitor, wie es fur TRY und CPC in vitro durch Drei-
Hybrid Kompetitionsanalysen gezeigt wurde (Esch et al., 2003). Die Bindung eines
Inhibitors an den Komplex fihrt dazu, dass GL2 nicht exprimiert wird, was zur Folge
hat, dass keine Trichom-Entwicklung stattfindet (Payne et al., 2000; Schiefelbein, 2003;
Pesch and Hulskamp, 2004; Morohashi et al., 2007; Zhao et al., 2008). Zweitens,
laterale Inhibition durch die direkte Reprimierung der Aktivatoren durch einen Inhibitor,

wodurch der Aktivator-Komplex nicht mehr gebildet und folglich keine Trichom-
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Entwicklung eingeleitet werden kann. Dieser Mechanismus wurde bislang jedoch nur flr
die Reprimierung von GL17 durch TCL1 gezeigt (Wang et al., 2007).

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Zwei-Hybrid Analysen zeigten, dass ETC3 mit GL3
interagiert, wie es auch fiur die restlichen Trichom-Inhibitoren und GL1 gezeigt wurde
(Payne et al., 2000; Zhang et al., 2003; Esch et al., 2003; Zimmermann et al., 2004;
Kirik et al., 2004b; Wang et al., 2008). Die quantitative Auswertung der
Interaktionsstarken zwischen den Inhibitoren und GL3 zeigte weiterhin, dass CPC und
ETC1 die starkste Interaktion mit GL3 eingehen und ETC2 die schwachste. In Drei-
Hybrid Kompetitionsanalysen wurde gezeigt, dass neben CPC und TRY auch ETC1
und ETC3 mit GL1 um die Bindung an GL3 unterschiedlich stark kompetieren,
wohingegen ETC2 keine Kompetition zeigt (s. Abb. 2.2.1). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass CPC, TRY, ETC1 und ETC3 an der lateralen Inhibition durch die
Verdrangung von GL1 aus dem Aktivator-Komplex beteiligt sind.

Die unterschiedlichen Bindungsaffinitaten zu GL3 wurden als Kriterium verwendet, den
Einfluss auf die Trichom-Musterbildung zu untersuchen. Die Vermutung war, dass durch
unterschiedliche Bindungsaffinitdten der Inhibitoren zu GL3 die Mobilitat bzw. die
Signalreichweite der Inhibitoren beeinflusst werden koénnte. Fir YFP-ETC3 und YFP-
CPC wurde in transienten Expressionsanalysen in der g/3 eg/3 Doppelmutante und in
einer GL3 Uberexpressionslinie die Mobilitdt und Signalreichweiten der Inhibitoren in
Abhangigkeit von GL3 untersucht. Zum einen wurde gezeigt, dass ETC3 in der GL3
Uberexpressionslinie eine héhere Mobilitat besitz als CPC und dass in g/3 egl3 die
Mobilitat von CPC angehoben wird (s. Tab. 2.2.2). Diese Ergebnisse geben einen
Hinweis darauf, dass CPC durch die hohere Bindungsaffinitat zu GL3 in seiner Mobilitat
eingeschrankt wird und ETC3 durch die niedrigere Bindungsaffinitat zu GL3 in seiner
Mobilitat weniger beeinflusst wird.

Weiterfuhrend wurde die Signalreichweite von ETC3 und CPC in Abhangigkeit von GL3
untersucht. Es wurden die Protein-Signalstarken, die in direkt angrenzenden Zellen von
YFP-CPC bzw. YFP-ETC3 exprimierenden Zellen vorliegt, relativ zu deren
Ausgangssignalstarke gemessen. Dabei konnte festgestellt werden, dass in der GL3
Uberexpressionslinie die Signalstarke von ETC3 in den angrenzenden Zellen hoher ist
als die Signalstarke von CPC. Die CPC Signalstarke konnte durch die Expression in g/3
egl3 erhoht werden (s. Tab. 2.2.3). Die unterschiedlichen Signalstarken werden

dahingehend interpretiert, dass eine hohe gemessene Signalstarke in den
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angrenzenden Zellen fir eine langere Signalreichweite des Proteins spricht und eine
niedrige gemessene Signalstarke flr eine kiurzere Signalreichweite steht.

Aus den Daten kann interpretiert werden, dass CPC eine geringere Signalreichweite als
ETC3 besitzt, da CPC starker an GL3 bindet.

Betrachtet man die Drei-Hybrid Kompetitionsanalysen, kann in Bezug auf die
Bindungsaffinitat zu GL3 ein Modell postuliert werden, in dem ETC2 die langste
Signalreichweite besitzt und ETC3 die zweitlangste. CPC hat zusammen mit ETC1 die
kirzeste Signalreichweite, gefolgt von TRY (s. Abb. 3.1). Mit Hilfe des
Depletion/Trapping Modells (Bouyer et al., 2008) wurde gezeigt, dass GL3 in der Lage
ist, TTG1 aus umliegenden Zellen in den Zellkern von Trichom-Initialzellen zu ziehen.
Diese Tatsache kann die Vermutung stitzen, dass GL3 auch die Signalreichweiten der
Inhibitoren durch deren Bindung beeinflussen kann. Somit wird in Betracht gezogen,
dass unterschiedliche Signalreichweiten der Inhibitoren einen relevanten Unterschied
innerhalb der Inhibitoren auf Proteinebene in der Trichom-Musterbildung darstellen

kann.

Um dieses Modell untermauern zu kénnen, wurde ein theoretisches Modell fur die
Abhangigkeit der Inhibitor-Signalreichweiten von der Bindungsaffinitat zu GL3 basierend
auf dem Aktivator-Inhibitor Modell von Florian Geier (AG Fleck, Bioinformatik-Gruppe
fur biologische Systemanalyse in Freiburg) erstellt (s. Abb. 3.1). Das Modell setzt
folgende Parameter voraus: Ein Inhibitor wird lokal produziert und breitet sich
gleichmalig aus, wobei er eine konstante Abbaurate besitzt. Aufgrund dieser
Parameter besitzt der Inhibitor seine charakteristische Signalreichweite, was der
Entfernung von der lokalen Produktion bis zu dem Abfall des Inhibitor-Levels auf 37%
(1/e) entspricht. Zusatzlich wird der Inhibitor durch seine Bindungsaffinitat zu GL3
unterschiedlich stark zuriickgehalten. GL3 liegt in allen Zellen konstant vor. Anhand der
charakteristischen Signalreichweite wird durch die Bindungsaffinitat zu GL3 die
kalkulierte Signalreichweite ermittelt. Diese Berechnungen (genauere Angaben s.
Anhang) liefern ein theoretisches Modell (s. Abb. 3.1), das ebenfalls in
unterschiedlichen Signalreichweiten der Inhibitoren (kalkulierten Signalreichweiten) in
Abhangigkeit von GL3 resultiert, wobei durch eine hohere Bindungsaffinitat zu GL3 die

Signalreichweite kurzer ausfallt, was mit den Ergebnisse in dieser Arbeit Ubereinstimmt.
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Abb. 3.1. Modell fiir die Signalreichweiten der Inhibitoren in Abhdngigkeit zu GL3. (A)
Schematische Darstellung des Modells. Durch eine héhere Bindungsaffinitat zu GL3 in der Trichom-
Initialzelle wird die Signalreichweite der Inhibitoren kiirzer. Die Farbkodierungen spiegeln die
einzelnen Inhibitoren wider, die in B aufgelistet sind. (B) Theoretisches Modell. Einsatz: Abnahme
der Inhibitor-Konzentration mit zunehmendem Abstand zur Quelle bei unterschiedlichen
Bindungsaffinitaten der Inhibitoren zu den Aktivatoren. Die Entfernungs-Skala hat die Einheit der
charakteristischen Signalreichweite a, die diejenige Entfernung darstellt, bei der die
Proteinkonzentration auf 37% der Ausgangskonzentration an der Quelle ohne Bindung an andere
Proteine gefallen ist (gestrichelte Linie, schwarze Kurve). Farbkodierung: Keine Proteinbindung
(schwarz), relative Bindungsaffinitat y= 0.1 (rot), y= 1 (griin), y= 10 (blau), y= 100 (magenta). Man
beachte die korrespondierenden Kreise im Einsatz und in der gréReren Grafik. Mit zunehmender
relativer Bindungsaffinitat des Inhibitors zum Aktivator nimmt die Signalreichweite ab.

In dem postulierten Modell besitzt CPC eine kurzere Signalreichweite als TRY, was im
Gegensatz zu den Annahmen von Schellmann et al. (2002) steht, wo argumentiert
wurde, dass CPC aufgrund der hohen Trichom-Dichte in der cpc Mutante Uber eine
langere Signalreichweite als TRY verfugen sollte. Da in der try Mutante Nester von
Trichomen gebildet werden, sollte TRY lokaler wirken. Da keine quantitativen Angaben

uber das Netzwerk aus endogenen Protein-Expressionsleveln, -Abbauraten und -
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Transportraten der Inhibitoren vorliegen, kann das theoretische Modell keine
Vorhersagen zu den Trichom-Phanotypen der Trichom-Inhibitor Mutanten treffen. Die
Ergebnisse Uber die unterschiedlichen Signalreichweiten durch die transienten
Expressionsanalysen im Zusammenhang mit dem aufgestellten theoretischen Modell
zeigen jedoch, dass die Modellierung der Inhibitor-Signalreichweiten neue
Ansatzpunkte fur die Trichom-Musterbildung auf Protein-Ebene liefert.

Um Daten Uber die Abbauraten und Transportraten der Inhibitoren zu erhalten, wurde
versucht, die Mobilitat der Inhibitoren mittels DRONPA-GFP Fusionen in stabilen
Pflanzenlinien auf zellularer Ebene zeitlich aufzulésen. Die Idee war, durch definiertes
Einschalten der Inhibitor-DRONPA-GFP Fusionen unter Kontrolle des 35S Promotors in
einer epidermalen Zelle die Wanderung des Proteins in benachbarte Zelle zeitlich zu
verfolgen. Des Weiteren sollte die zeitliche Verfolgung bzw. Detektionsdauer der
Fusionsproteine eine Aussage Uber die Abbauraten liefern.

Das p35S::CPC-DRONPA-GFP Fusionskonstrukt wurde anfanglich in
Zwiebelepidermiszellen auf seine reversible Fluoreszenzaktivitat getestet, wobei das
Fusionsprotein durch unterschiedliche Anregungswellenlangen zwischen einem
fluoreszierenden und nicht-fluoreszierenden Zustand wechseln konnte (s. Abb. 2.2.5).
Jedoch konnten die Fusionsproteine in transgenen Pflanzen nicht detektiert werden. Da
DRONPA-GFP durch Wellenlangen im UV-Bereich eingeschaltet wird, lag die
Vermutung nahe, dass bei der Pflanzen-Anzucht die Lichtquellen durch ihren UV-Licht
Anteil das DRONPA-GFP zu stark ausbleichen, da UV-Licht DRONPA-GFP anregt. Bei
dem Versuch, p35S::CPC-DRONPA-GFP Samen der T2 Generation im Dunkeln
keimen zu lassen, zeigte sich, dass sechs Tage alte Keimlinge eine starke GFP
Fluoreszenz in den Kotyledonen aufweisen, eine Analyse war jedoch noch nicht
mdglich (s. Abb. 2.2.5). Die Anzucht von transgenen Pflanzen mit DRONPA-GFP

Fusionen sollte demnach unter UV-freiem Licht erfolgen.

Die Vermutung, dass Unterschiede der Trichom-Inhibitoren auf Protein-Ebene die
Trichom-Musterbildung beeinflussen, wird auch anhand von Promotor-Austausch-
Experimenten in Simon et al. (2007) gezeigt. Durch die Expression der Inhibitoren unter
Kontrolle des CPC Promotors wurden unterschiedlich starke Rettungen der cpc Mutante
in der Wurzelhaar- und Trichom-Entwicklung erzielt. In der Wurzel zeigten CPC und
ETC1 die beste Rettung, gefolgt von ETC3, TRY und ETC2. In Blattern erzielte die
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Expression von ETC1, ETC2, CPC und ETC3 unter Kontrolle des CPC Promotors die
gleiche Rettung des Trichom-Phanotyps zum Phanotyp des Wildtyps. Nur TRY zeigte
eine Uberrettung. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Inhibitoren auf Protein-Ebene
funktionale Unterschiede besitzen, die sich in verschiedenen Geweben zudem

unterschiedlich auswirken.

Neben den aufgezeigten funktionalen Unterschieden der Trichom-Inhibitoren auf
Protein-Ebene wird die Expression der Trichom-Inhibitoren ebenfalls unterschiedlich
reguliert. So werden z.B. die Trichom-Inhibitoren TCL1 und ETC2 nicht in der Wurzel
exprimiert, und ETC2 und ETC3 werden als einzige Trichom-Regulatorgene in Stomata
exprimiert (Kirik et al., 2004b; Wang et al., 2007; diese Arbeit). Weiterhin wird die
Expression von CPC, TRY, ETC1 und ETC3 durch die Aktivatoren GL7, GL3 und TTG1
gesteuert, wohingegen die Expression von ETCZ2 und TCL17 nicht durch die Aktivatoren
eingeschaltet wird (Wang et al., 2008; Morohashi et al., 2007; Zhao et al., 2008). In der
Wurzel wurde fur TRY gezeigt, dass die Expression auch durch GL2 gesteuert werden
kann, weshalb fur TRY auch eine Expression zu spateren Entwicklungsstadien
angenommen wird (Simon et al., 2007). Weitere Unterschiede wurden fur TCL1 gezeigt.
Unter Kontrolle des CPC Promotors kann TCL1 den Trichom-Phanotyp der cpc Mutante
retten, wohingegen die Expression von TCL1 unter Kontrolle des TRY Promotors die

cpc Mutante nicht retten kann (Wang et al., 2007).

Weiterfuhrend konnte in dieser Arbeit durch Promotor-Austausch-Experimente gezeigt
werden, dass die Expression von ETC3 unter Kontrolle des endogenen Promotors, des
TRY Promotors und des CPC Promotors unterschiedlich reguliert wird.
Transformationen von cpc try etc3 Tripelmutanten zeigten bei der Expression von ETC3
unter Kontrolle des TRY- und CPC-Promotors in den Tripelmutanten eine starkere
Rettung des Trichom-Phanotyps in Richtung der Trichom-Verteilung auf Wildtyp
Pflanzen (s. Abb. 2.2.6). Bei Expression von ETC3 unter Kontrolle des endogenen
Promotors konnte der Trichom-Phanotyp in den Transformanden lediglich bis zum

Trichom-Phanotyp in cpc try Doppelmutanten gerettet werden (s. Abb. 2.2.6).

Die funktionalen Unterschiede der Trichom-Inhibitoren auf Expressionseben zeigen, wie

auch schon bei den Analysen auf Proteinebene, dass die Trichom-Musterbildung durch
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ein komplexes Netzwerk funktionaler Unterschiede innerhalb der Trichom-Inhibitoren
aufgebaut ist. Zwar zeigen die Trichom-Inhibitoren Redundanzen in Bezug auf Trichom-
Verteilung und Trichom-Dichte in den entsprechenden Mehrfachmutanten, die Proteine
und die Regulation der Expression zeigt jedoch Diversifikationen. Um festlegen zu
kénnen, welche der funktionalen Unterschiede flr die Trichom-Musterbildung notwendig
sind, ware eine in silico Modellierung unter den Voraussetzungen des Aktivator-Inhibitor
Modells (Meinhardt and Gierer, 1974; Meinhardt and Gierer, 2000) hilfreich.

3.3 TRY und CPC Mutagenese

Im Aktivator-Inhibitor Modell wird beschrieben, dass die Inhibitoren sich von den Zellen,
in denen sie exprimiert werden, schneller ausbreiten mussen als die Aktivatoren, damit
die laterale Inhibition wirksam ist (Meinhardt and Gierer, 2000). Jedoch ist nicht geklart,
warum die Aktivitat der Inhibitoren erst in den Nachbarzellen wirksam ist und keinen
Einfluss auf die Trichomzellen nimmt, wo sie exprimiert werden. Basierend auf dieser
Tatsache wurde mittels Mutagenesen in der TRY und CPC cDNA untersucht, ob
posttranslationale Phosphorylierung die Aktivitat und/oder Mobilitdt der Inhibitoren
regulieren konnte. Fur das Movement Protein des Tabak Mosaik Virus (TMV) wurde in
Pflanzen gezeigt, dass durch die Mutation der C-terminalen Phosphorylierungsstellen
sowohl der Transport zu den Plasmodesmata als auch die Passage durch die
Plasmodesmata verhindert werden kann (Waigmann et al., 2000).

Die Mutagenesen von CPC und TRY wurden so durchgefihrt, dass drei konservierte
Serin-Reste verandert wurden, indem sie entweder deletiert, zu Alanin oder zu
Glutamat ausgetauscht wurden. Waigmann et al. (2000) und Maciejewski et al. (1995)
zeigten, dass der Austausch von Serin zu Alanin dazu fihrt, dass ein Protein nicht mehr
phosphoryliert werden kann und dass Glutamat eine Mimikry fur eine Phosphorylierung
darstellt. In den hier hergestellten Transformanden war zu beobachten, dass die
Verhinderung einer Phosphorylierung oder eine Mimikry fur Phosphorylierung keinen
Einfluss auf die Aktivitat und Mobilitdt der Inhibitoren nimmt, da die Proteine sowohl in
der Lage waren, von der L2- in die L1-Schicht zu wandern und weiterhin, unter Kontrolle
der endogenen Promotoren, die cpc try Doppelmutante retten kdnnen (s. Tab. 2.3.1,
Abb. 2.3.1). Daraus kann geschlossen werden, dass die Aktivitat und Mobilitat der

Inhibitoren nicht durch Phosphorylierung dieser drei Serinreste reguliert wird. Jedoch
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kann nicht ausgeschlossenen werden, dass Phosphorylierung an anderen Stellen in
den Proteinen stattfindet. Weiterhin kann spekuliert werden, dass die Aktivitat der
Inhibitoren nicht reguliert wird, was bedeutet, dass die Aktivitat durch die Expression
auch in den Trichom-Initialzellen vorliegt. Jedoch nimmt die Inhibitor-Aktivitat aufgrund
der hohen Konzentration an Trichom-Aktivatoren keinen Einfluss auf die Trichom-
Initialzellen. In den Nachbarzellen, wo die Aktivator-Konzentration niedriger ist, zeigt die
Aktivitat der Inhibitoren hingegen seine Wirkung.

In weiterfuhrenden Experimenten sollte man untersuchen, ob die Inhibitoren Uberhaupt
phosphoryliert werden, was in dieser Arbeit nicht analysiert wurde. Weiterhin sollte die
Wanderung der Inhibitoren durch die Pasmodesmata auf eine aktive oder passive
Passage untersucht werden. Fur die aktive Passage wird angenommen, dass Protein-
Protein Interaktionen mit dem Mikrotubuli-assozierten Protein MPB2C und/oder
posttranslationale Modifikation die Spezifizierung regulieren, wie es z.B. fir KNOTTED1
und virale "Movement"-Proteine in Pflanze gezeigt wurde (Kragler et al., 2003; Winter et
al., 2007; Waigmann et al., 2000). Kurata et al. (2005) zeigten durch die Fusion von
CPC mit mehreren GFPs, dass das Fusionsprotein in der Lage ist, von Zelle zu Zelle zu
wandern. Dies ist ein Hinweis darauf, dass CPC aktiv durch die Plasmodesmata
wandert, da das Fusionsprotein die Porengrof3e der Plasmodesmata Uberschreitet und
somit fur die Passage die Porenweite der Plasmodesmata anheben muss. Diese
Beobachtung lasst die Vermutung zu, dass eine aktive Wanderung auch bei den
restlichen Trichom-Inhibitoren vorliegen kann. Mikroinjektionsexperimente kdnnten zur
Uberprifung einer aktiven Wanderung der Inhibitoren durch die Plasmodesmata
hilfreich sein.

In den hier durchgefuhrten Untersuchungen zur Signalreichweite der Inhibitoren wurde
beobachtet, dass YFP alleine Uber eine geringere Signalreichweite als die
Fusionsproteine verflugt (s. Tab. 2.2.3). Fir YFP bzw. GFP wurde eine passive
Wanderung durch Plasmodesmata gezeigt (Crawford and Zambryski, 2000; Crawford
and Zambryski, 2001; Kim et al., 2002). Man kann die geringere Signalreichweite von
YFP im Vergleich zu den hdheren Signalreichweiten der Inhibitoren moglicherweise
dahingehend interpretieren, dass der Transport der Inhibitoren zu den Plasmodesmata
reguliert wird, wodurch sie schneller in die Nachbarzellen wandern kdnnen als z.B. YFP.
Konservierte Signalsequenzen, die den Transport von mobilen Proteinen zu den

Plasmodesmata steuern kénnten, sind bislang jedoch nicht bekannt, wie es z.B. bei
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CPC und KNOTTED1 untersucht wurde. In KNOTTED1 ist ein Teil der Homéodoméane
von 23 Aminosauren fur die Mobilitat des Proteins verantwortlich, die keine

Sequenzahnlichkeiten zu CPC aufzeigt.

3.4 Verfolgung der Trichom-Musterbildung in vivo zeigt charakteristische
Merkmale des Aktivator-Inhibitor Modells

Es wurde in dieser Arbeit eine Methode entwickelt, die es ermdglicht, die Trichom-
Entwicklung von der Trichom-Initiationszone bis zu adulten Trichomen auf
Rosettenblattern in vivo zu verfolgen. Hierzu wurde die Trichom-Markerlinie
pGL2::GFP-ER verwendet. In der Initiationszone, wo die Trichom-Musterbildung
festgelegt wird, waren stets Nester oder Reihen von Zellen mit GL2 Expression zu
beobachten, wobei sich mit fortschreitender Entwicklung einzelne Zellen aus diesen
Zellverbanden zu Trichomzellen entwickelten. Die restlichen Zellen stellten die GL2
Expression ein und nahmen das normale epidermale Zellschicksal an (s. Abb. 2.4.2).
Die Differenzierung von Trichomzellen aus den GL2 exprimierenden Zellverbanden
spiegelt nach der postulierten de novo Musterbildung (Larkin et al., 1996; Schnittger et
al., 1999; Schellmann et al., 2002; Pesch and Hulskamp, 2004) die Etablierung eines
Zellmusters aus anfanglich aquivalenten Zellen wider. Im Stadium, in dem viele Zellen
eine GL2 Expression zeigen (s. Abb. 3.2), ist die Entscheidung Uber das Zellschicksal
noch nicht getroffen. Durch eine starker werdende Expression in einzelnen Zellen wird
die Trichom-Entwicklung eingeleitet. Nach dem Aktivator-Inhibitor Modell (Meinhardt
and Gierer, 1974; Meinhardt and Gierer, 2000) bedeuten diese Beobachtungen, dass
durch lokale Fluktuationen die Aktivator-Konzentration in einer Zelle erhoht wird, was
sich in vivo durch eine erhohte GL2 Expression aullert (s. Abb. 3.2). Diese Zellen
nehmen das Trichom-Schicksal an. Die Nachbarzellen werden durch laterale Inhibition
an der Entwicklung zum gleichen Zellschicksal gehindert, was durch die abnehmende
GL2 Expression in den benachbarten Zellen zu beobachten ist (s. Abb. 3.2). Diese
Prozesse fuhren zu einem Abstandsmuster von drei bis vier Zellen zwischen den
einzelnen Trichomzellen in der Initiationszone (Hulskamp et al., 1994; Larkin et al.,
1994). Mit fortlaufender Entwicklung wird der Abstand zwischen den Trichomzellen
durch mitotische Teilungen der epidermalen Zellen vergrofiert. Vergleicht man die

vorgestellten Tomographie Analysetechniken von Lee et al. (2006) und Kaminuma et al.
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(2008) zur quantitativen Auswertung der Trichom-Musterbildung mit den hier erhaltenen
Bilddaten aus der in vivo Verfolgung, kénnen durch die hier vorgestellte Methode
Trichom-Musterbildungsprozesse bereits zu fruhen Entwicklungsstadien verfolgt
werden. Neu entstehende Trichomzellen kdnnen zu bereits entwickelten Trichomen in

Bezug gesetzt werden, was bei den Tomographie-Analysen bislang nicht mdglich ist.

Die hier erhaltenen Bilddaten liefern vier-dimensionale quantitative Daten (x, v, z, t), die
zur Auswertung der Trichom-Musterbildung verwendet werden konnen. Das Ziel ist, die
Trichom-Musterbildung statistisch auswertbar zu machen und die Trichom-Verteilung im
Wildtyp mit der in Mutanten zu vergleichen und in silico zu rekonstruieren, um
Vorhersagen Uber die Musterbildung treffen zu kdnnen. Die Trichom-Markerlinie steht
bereits in den Mutanten try, cpc und cpc try fur diese Zwecke zur Verfugung. Die in
silico Auswertungen werden von der Bioinformatiker-Gruppen flr biologische
Systemanalyse in Freiburg (AG Fleck, AG Ronneberger) ausgefihrt und sind zu diesem
Zeitpunkt noch nicht abgeschlossen. Man kann daher noch nicht festlegen, ob anhand
der in vivo verfolgten Trichom-Musterbildung auf 13 Blattern des Wildtyps und drei
Blattern der cpc Mutante eine statistische Auswertung maoglich ist oder noch weitere

Daten in die Auswertung einflielen missen.

Trichomzell-
Determinierung
Alle Zellen besitzen Aktivator- abgeschlossen.
Aktivator-Inhibitor] das gleiche Konzentration steigt Nachbarzellen entwickeln
Modell Potential fur das in einzelen Zellen an. sich durch laterale
Trichomzell- Trichom-Initialzellen Inhibition zu normalen
Schicksal. werden determiniert. epidermalen Zellen.

7

Trichom-
Musterbildung
in vivo

\

Abb. 3.2: Trichom-Musterbildung nach den Regeln des Aktivator-Inhibitor
Modells. Gezeigt ist Vergleich der oben genannten Vorraussetzungen des
Aktivator-Inhibitor Modells von Meinhardt and Gierer (1974) und der Trichom-
Musterbildung in vivo (unten). Es sind Ausschnitte aus der Trichom-
Initiationszone von einem Rosettenblatt zu verschiedenen Entwicklungsstadien
gezeigt. Trichomzellen werden durch den Trichom-spezifischen Marker
pGL2::GFP-ER markiert (in grin).
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3.5 Verfolgung der de novo Trichom-Musterbildung

Fur die Annahme, dass es sich bei der Trichom-Musterbildung um einen de novo
Musterbildungsprozess handelt, sprechen viele Indizien. Zum einen konnte die
Entstehung der Trichom-Verteilung nach der Zellabstammung durch klonale Analysen
ausgeschlossen werden (Larkin et al., 1996). Weiterhin sind keine positionsabhangigen
Signale aus anderen Zellschichten bekannt. Durch die etablierten Trichom-Inhibitor
Quadrupelmutanten in dieser Arbeit und in Tominaga et al. (2008) wie durch die
Uberexpression von Trichom-Aktivatoren (Payne et al., 2000; Schellmann et al., 2002),
wird diese Annahme gestitzt, da das Trichomschicksal nicht auf eine begrenzte Anzahl
von Zellen beschrankt ist. Dennoch konnte ein direkter Nachweis fur eine de novo
Trichom-Musterbildung noch nicht erbracht werden. In dieser Arbeit wurden Laser-
Ablationen von Trichom-Initialzellen in der cpc Trichom-Markerlinie GL2::GFP-ER
durchgefuhrt, um die postulierte de novo Musterbildung in vivo zu verfolgen.

Nach den Zell-Ablationen zeigte die zeitliche Beobachtung, dass entweder eine direkte
Nachbarzelle oder eine Zelle, die eine weitere Zelle entfernt von der ablatierten Zelle
liegt, in der Lage war, das Trichom-Schicksal einzuschlagen (s. Abb. 2.5.1, Abb. 3.3).
Bei der in vivo Verfolgung (ohne Ablation) konnte immer ein Mindestabstand von zwei
Zellen zwischen den Trichomzellen beobachtet werden. Somit zeigen die Ablationen,
dass es mdglich ist, die Trichom-Entwicklung dahingehend zu manipulieren, dass neue
Trichomzellen entstehen, was nur durch einen de novo Prozess erklart werden kann.
Bei einer de novo Musterbildung sollte durch die Ablation einer Trichom-Initialzelle die
laterale Inhibition eingestellt werden wodurch angrenzende Zellen das Trichomzell-
Schicksal annehmen konnen, was hier gezeigt wurde. Somit konnen
positionsabhangige Zelldeterminierung und Zellabstammung fur die Trichom-
Musterbildung weiterhin ausgeklammert werden. Da hier jedoch nur sechs erfolgreiche
Ablationen in der cpc Mutante beobachtet wurden, missen weitere Ablationen im
Wildtyp und in Mutanten durchgeflhrt werden, um den direkten Nachweis fur eine de
novo Musterbildung zu erharten. Weiterhin konnte durch die Analysen im Wildtyp und in

Mutanten die de novo Musterbildung statistisch ausgewertet werden.
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normales
Abstandsmuster
Abb. 3.3: Nachweis-Methode fiir eine de novo Trichom-
:I:m Musterbildung. Oben das normale Abstandsmuster zwischen
Laser zwei Trichom-Initialzellen (griin) in der cpc Mutante. Die

normalen epidermalen Zellen sind in grau markiert. Durch Laser-

Ablation Ablation (Blitz) von Trichom-Initialzellen (rote Zelle) entwickeln
sich neue Trichom-Initialzellen, die nicht das typische Abstands-
muster zu den ablatierten Trichom-Initialzellen einhalten.

Schlussfolgerung
Zusammenfassend koénnen aus den durchgefuhrten Ergebnissen folgende

Schlussfolgerungen gezogen werden.

ETC3 besitzt die Funktion eines Trichom-Inhibitors, wobei die erhaltenen
Expressionsanalysen, Phanotypen und Protein-Lokalisationen zu ETC3 mit dem Modell
fur die Trichom-Musterbildung nach dem Aktivator-Inhibitor Modell erklart werden
kénnen. Weiterhin besitzt ETC3 eine Funktion in der Stomata- und Wurzelhaar-

Entwicklung und ist an der Regulation der epidermalen Zellgrofien beteiligt.

Die Trichom-Inhibitoren weisen auf Protein- und Expressionsebene funktionale
Unterschiede auf. Anhand des postulierten Modells besitzen die Inhibitoren
unterschiedliche Signalreichweiten, die in Abhangigkeit zu GL3 stehen. Fur die
Trichom-Musterbildung kann somit spekuliert werden, dass die Inhibitoren fur die
laterale Inhibition unterschiedliche Signalreichweiten besitzen, wodurch definierte

Abstande zwischen den Trichomzellen eingehalten werden.

Die Verfolgung der Trichom-Entwicklung in vivo mit Hilfe der Trichom-Markerlinie
spiegelt die Voraussetzungen des Aktivator-Inhibitor Modells wider. Die erhaltenen
Bilddaten kdnnen zur quantitativen Auswertung der Trichom-Musterbildung in silico
verwendet werden. Weiterhin ermdglicht die in vivo Verfolgung der Trichom-
Musterbildung eine Analyse der postulierten de novo Musterbildung. Durch Laser-
Ablationen von Trichom-Initialzellen konnte gezeigt werden, dass die de novo

Musterbildung in vivo zu erkennen ist.
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4. Material / Methoden

4.1 Molekularbiologische Arbeiten

Plasmid DNA Praparation aus Bakterien:

Plasmidpraparationen erfolgten aus einer 2ml Bakterienkultur und wurden mit dem
Saulen pEQ-LAB Miniprep Kitl von PEQLAB Biotechnology GmBH nach den Angaben
des Herstellers durchgefuhrt.

Enzymatische Modifikationen von DNA:

Alle verwendeten Enzyme stammten von Fermentas. Der Verdau von DNA mit
Restriktionsenzymen, die Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase, die
Phosphorylierung mit T4 Polynukleotid Kinase, das Auffillen von DNA-Uberhdngen mit
Klenow und die Ligation mit T4-Ligase erfolgten nach den Angaben des Herstellers

oder wurden modifiziert nach den Vorschriften von Sambrook.

Agarose Gelelektrophorese:

DNA- und RNA-Fragmente wurden flr analytische und praparative Zwecke durch
horizontale Agarose Gelelektrophoresen aufgetrennt. In Abhangigkeit von der zu
erwartenden FragmentgroRe (Basenpaare, bp) wurden 1-5%ige (w/v) Agarose
(Biozym) Gele verwendet. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen in die
Geltaschen mit 10x Auftragspuffer (s. 4.14) vermischt. Zur GroRenbestimmung der

Fragmente dienten DNA-Gréllenmarker von Fermentas und Invitrogen.

DNA-Extraktion aus Agarosegelen:
DNA-Extraktionen wurden mit dem Saulen Jetquick Gel Extraction Kit von Genomed
nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt. Die DNA wurde anschlielend in

Hzodest eluiert.

PCR:
PCRs (engl. polymerase chain reaction; PCR) wurden zur Amplifikation von DNA-
Fragmenten und zur Uberprifung von klonierten Konstrukten eingesetzt. Fur

praparative PCRs im 50ul Volumen wurde die Phusion Polymerase von Finnzymes
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(proofreading, 1kb/15sec) oder die Pfu Polymerase von Fermentas (proofreading,
0,5kb/1min) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Bei Kontroll-PCRs im 25yl
Volumen wurde die Polymerase von Bioline (1kb/30sec) oder Haus-Taq (1kb/30sec)
eingesetzt. Die PCR-Reaktionen wurden in einem Eppendorf Mastercycler
durchgefuhrt. Bei einer Standard-PCR wurde zu Beginn bei 94°C oder 98°C fur 2min
denaturiert. Ein Zyklus bestand aus Denaturierung bei 96°C oder 98°C flur 30sec,
Primerhybridisierung bei 60°C +10°C (Primer-abhangig) fur 30sec und Elongation bei
72°C far 1min (abhangig von der Amplifikatldnge und Polymerase). Der Zyklus wurde
20x bis 40x wiederholt.

Sequenzierung:

Sequenzierungen wurden mit dem ABI 310 Prism (Perkin-Elmer applied Biosystems)
durchgefuhrt. Die Sequenzreaktionen wurden mit dem Big-Dye Kit 1.1 (Perkin-Elmer
applied Biosystems) angesetzt. Der Reaktionsansatz wurde von den Angaben des
Herstellers wie folgt modifiziert.

Ansatz: Puffer: 0,25l

Primer: 0,25l
DNA: 0,4ul
Big-Dye: 0,5ul
H-0: 1,1l

Die PCR erfolgte in einem Eppendorf Mastercycler bei folgenden Bedingungen. Zu
Beginn wurde bei 94°C fur 2min denaturiert. Ein Zyklus bestand aus Denaturierung bei
94°C fur 20sec, Primerhybridisierung bei 56°C + 2°C, Elongation bei 60°C fur 4min. Der
Zyklus wurde 30x wiederholt. Die Wahl der Primer, sowie die Auswertung erfolgte mit

der Vektor NTI Advance™ 10 Software (Invitrogen).

Genomische DNA Praparation:

Isolierung genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana wurde wie folgt durchgefliihrt. Es
wurden 1-2 Blatter homogenisiert, in 200ul 2xCTAB-Puffer (s. 4.14) gelost und fur 1h
bei 65°C inkubiert. AnschlieBend wurde 200ul Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
zugegeben und fur 15sec gevortext. Nach Zentrifugation fir 5min bei 13.000rpm wurde
die obere, wassrige Phase in ein neues Gefal} Uberfihrt und mit 200ul Isopropanol
aufgefullt. Nach Inkubation fur Smin bei 4°C, wurde fur 20min bei 4°C und 13.000rpm
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 250ul 70% EtOH gewaschen. Das getrocknete Pellet
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wurde in 20ul Tris pH 8,2 aufgenommen. Fur PCRs wurde 1ul genomische DNA

eingesetzt.

RNA Praparation:

Isolierung von RNA aus Arabidopsis thaliana erfolgte mit dem TRl Reagenz von MRC.
Fir die Isolierung wurde 80-100mg Blattmaterial eingesetzt. Die Durchfihrung erfolgte
nach den Angaben des Herstellers. Die RNA wurde in 50yl DEPC-H,O gelost.
AnschlieBend erfolgte ein DNAse-Verdau fur 1h bei 37°C, wonach eine
Chloroform/Phenol Extraktion erfolgte. Das Pellet wurde in 20ul DEPC-H,0 geldst.

cDNA Einzel-Strang Synthese:
Die Synthese von RNA zu DNA wurde mit dem RevertAid™ H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit von Fermentas nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt. Fur

anschlielRende PCRs wurden 2ul cDNA eingesetzt.

Semiquantitative RT-PCR:

RT-PCRs (Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktionen) wurden  zur
Bestimmung der Expressionslevel von ETC3 in verschiedenen Geweben eingesetzt.
Hierfur wurde aus den Geweben cDNA hergestellt und fur die RT-PCRs eingesetzt. Die
verwendeten Primer Sequenzen sind in 4.13 aufgefuhrt. Als Kontrolle diente die
Amplifikation von Aktin in dem analysierten Gewebe mit den Primern Aktin-forw. und
Aktin-rev. Die BioTAQ™ DNA Polymerase von Bioline wurde fiir die PCRs eingesetzt.
Die PCR-Ansatze erfolgten in einem Gesamtvolumen von 50ul nach den Angaben des

Herstellers. Die Expressionslevel wurden zwischen 20 bis 40 PCR-Zyklen analysiert.

4.2 Gateway-Klonierungssystem

Das Gateway-System von Invitrogen stellt ein Klonierungs-System auf der Basis von
Rekombinations-Reaktionen dar. Durch das System kdnnen universelle Klone mit
gewunschtem Insert hergestellt werden. Die sogennaten Entry-Klone kdonnen Uber BP-
Rektionen erzeugt werden, die wiederum in beliebige Zielvektoren, die Destination-
Vektoren (binare Vektoren), Uber LR-Reaktionen transferiert werden konnen. Alle

binaren Vektoren in dieser Arbeit wurden mit diesem System hergestellt (Invitrogen,

79



Material / Methoden

Gateway™ Cloning Technology). Die Reaktionsansatze wurden von den Angaben des

Herstellers wie folgt modifiziert:

BP-Reaktionsansatz: LR-Reaktionsansatz:

5x BP-Puffer: 1l 5x LR-Puffer: 1l
PCR-Produkt:  400ng pEntry Klon: 800ng

pDonor Vektor: 100ng pDest-Vektor:  60ng

BP Klonase Mix.: 1pl LR Klonase Mix.: 1l

H>Ogest: auf 5ul aufgefullt H>Ogest: auf 5ul aufgefullt
Inkubation: 25°C, Uber Nacht Inkubation: 25°C, Uber Nacht

4.3 Arbeiten mit Bakterien

Fir die Vermehrung von Plasmid-DNA wurden die E.coli Stamme DH5a und dB3.1
eingesetzt. Fur die Transformation von Arabidopsis diente der Agrobakterienstamm
GV3101 pMP90RK (s. Tab. 4.1).

Herstellung chemisch kompetenter E.coli-Zellen:

Die Herstellung kompetenter Zellen wurde nach der Calcium- und Rubidiumchlorid
Methode durchgefiihrt. Von einer Kolonie wurde eine Ubernachtkultur in 10ml -
Medium (s. 4.14) im 37°C Schuttler bei 250rpm angezogen. Von der Vorkultur wurden
4ml in 400ml w-Medium bis zu einer OD 0,5 (ca. 2,5h) bei 37°C angezogen. Die Zellen
wurden anschlieRend in 50ml Zentrifugenréhrchen fir 15min auf Eis inkubiert und
nachfolgend bei 4°C und 2000rpm fur 10min zentrifugiert. Das Pellet wurde jeweils in
15ml TFB1-Losung (s. 4.14) resuspendiert und fur 2h auf Eis inkubiert. Nach
Zentrifugation bei 4°C und 2000rpm fir 5min wurden die Pellets insgesamt in 2mi

TFB2-Losung (s. 4.14) resuspendiert und in 100ul Aliquots bei -80°C eingefroren.

Hitzeschock-Transformation von kompetenten E.coli Zellen:

Ein 100ul E.coli Aliquot wurde auf Eis aufgetaut, mit Plasmid-DNA (400ng-800ng)
vermischt und fir 30min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fur
2min. Die Zellen wurden mit 600ul LB-Medium (s. 4.14) aufgefullt und fur 45-60min bei
37°C und 950rpm geschuttelt. Nachfolgend wurden die Zellen auf geeigneten LB-
Selektionsplatten ausplattiert und GUber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Herstellung chemisch kompetenter Agrobakterien Zellen:

Fir die Herstellung kompetenter Zellen wurde die Calcium-Methode verwendet. Der
Stamm GV3101 pMP90RK (s. Tab. 4.1) wurde verwendet. Von einer Kolonie wurde
eine Ubernachtkultur in 5ml YEB+Rif+Kan-Medium (s. 4.14) im 28°C Schittler bei
220rpm angezogen. Aus der Vorkultur wurden 4ml in 400ml YEB+Rif+Kann-Medium
umgeimpft und bis zu einer OD von 0,5 geschdttelt (ca. 9h). Die Kultur wurde dann in
kalten 50ml Zentrifugenbechern bei 4°C fiir 5min und 7000g pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet jeweils in 5ml eiskaltem 0,15M NaCl, (autoklaviert)
resuspendiert und fur 15min auf Eis inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen fur 5min
bei 4°C und 7000g zentrifugiert und die Pellets insgesamt in 2ml eiskaltem 20mM CaCl,

(autoklaviert) aufgenommen und in 25ul Aliquots bei -80°C eingefroren.

Hitzeschock-Transformation von Agrobakterien:

Ein Aliquot von 25ul kompetenter Agrobakterien wurde bei RT aufgetaut und
anschlieBend mit 500ng Plasmid-DNA vermischt und in flissigem N, fur 2min
schockgefroren. Nach dem Auftauen erfolgte fur 2min bei 42°C ein Hitzeschock.
Danach wurde die Agrobakterien-Losung mit 600ul YEB-FlUssigmedium (s. 4.14) fur 2h
bei 28°C und 800rpm geschuttelt. Von der Kultur wurden 60ul auf geeignete YEB-
Selektionsplatten ausplattiert und fur 2 Tage bei 28°C inkubiert.

4.4 Antibiotika

Antibiotika (s. Tab. 4.2) dienten als Selektionsmarker zur Identifizierung transformierter
Bakterien und Pflanzen. Die Antibiotika (Roth, Duchefa Biochemie) wurden den
Nahrmedien hinzugeflgt. Die Wahl der Antibiotika richtete sich nach den Antibiotika-

Resistenz-markern der transformierten Plasmide.
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Tab. 4.1: Bakterien- und Hefestamme..

Stamm Genotyp Anwendung

DH5a (E.coli) F endA1 gInV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 Vermehrung von Plasmide, die
deoR nupG ®80d/lacZAM15 A(lacZYA- kein ccdB Operon tragen
argF)u169, hsdR17(ry’ mg”"), A=

dB3.1 (E.coli) F- gyrA462 endA1 ginV44 A(sr1-recA) mcrB  Vermehrung von Plasmiden, die
mrr hsdS20(rg’, mg’) ara14 galK2 lacY1 das ccdB Operon tragen
proA2 rpsL20(Sm") xyl5 Aleu mtl1

GV3101 pMP90RK  C58C1 Rif' Gm" Km' Transformation von Arabidopsis

(A.tumefaciens) mit pAMPAT Vektoren, die das

Ti Helferplasmid fur den T-DNA
Transfer benotigen

AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-  Verwendet fir alle 2-Hybrid und

(S.cerevisiae) 200, gal4A,gal80A, LYS2::GAL1UAS- 3-Hybrid Interaktionsanalysen
GAL1TATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-
ADE2,URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ

Die aufgeflihrten Bakterienstdmme und der Hefestamm wurden fir die unter Anwendung
angegebenen Tatigkeiten verwendet.

Tab. 4.2: Antibiotika.

Ampicillin (Amp) H.O 100mg/mi 100ug/ml
Kanamycin (Kan) H.O 50mg/ml 50ug/mi
Rifampicin (Rif) DMSO 50mg/ml 50ug/ml
Carbenicillin (Carb) H,O 50mg/ml 50ug/ml

Die aufgefuhrten Antibiotika wurden zur Selektion von transformierten Bakterien und Pflanzen in den
angegeben Konzentrationen den Nahrmedien zugeflihrt.

4.5 Arbeiten mit Hefen
Fir Zwei-Hybrid und Drei-Hybrid Analysen wurde der Hefestamm AH109 (s. Tab. 4.1)
eingesetzt.

Herstellung / Transformation chemisch kompetenter Hefezellen:

Die Hefetransformation wurde nach der Lithium-Acetat/ SS-DNS/PEG Methode von der

Gietz Labor Homepage durchgefuhrt (http://home.cc.umanitoba.ca/~gietz/). Die
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transformierten Hefezellen wurden in 70ul HyOg4est geldst und auf Minimalmedium-
Platten ausplattiert. Die verwendeten Minimalmedium-Platten (=Selektionsplatten, Trp-,
Leu-) richteten sich nach den Aminosaure-Selektionsmarkern der transformierten
Hybridplasmide (Tab. 4.3).

GAL4 Zwei-Hybrid Test:

Mit dem Zwei-Hybrid System wurden Trichom-Regulatoren auf deren Protein-Protein
Wechselwirkungen untersucht. Das von Fields and Song (1989) entwickelte GAL4
Interaktionssystem aus Saccharomyces cerevisiae wurde verwendetet.

Fir den Hefe Zwei-Hybrid Interaktionstest wurden die Kdder- und Beuteplasmide
(pPAS2.1 und pAct, s. Tab. 4.6) durch eine Doppel-Transformation in den Hefestamm
AH109 (s. Tab. 4.1) auf eine Interaktion untersucht. Die Feststellung einer Interaktion
bzw. Autoaktivitdt wurde mit zwei verschiedenen Methoden untersucht.

Zum einen wurde mittels des Histidin-Reportersystems ein qualitativer Interaktionstest
uber einen Agar-Plattentest durchgefuhrt. Das Wachsen von Hefekolonien auf
Interaktionsplatten spiegelt eine Interaktion zwischen den analysierten Proteinen wider.
Zum anderen wurde Uber das lacZ-Reportersystem ein quantitativer Test (ONPG-Test)
in Flussigkultur vorgenommen. Hierflir wurden Hefekolonien von den Selektionsplatten
eingesetzt. Die Hydrolyse des farblosen Substrats o-Nitrophenyl 3-D-Galactopyranosid
(ONPG) wird durch das Genprodukt von LacZ, der R-Galactosidase katalysiert. Dabei
entstent das leuchtend gelbe Reaktionsprodukt o-Nitrophenol, welches
spektrophotometrisch bei 420nm nachweisbar ist. Der Test wurde nach dem Protokoll
des Yeast Protocols Handbook von Clontech (# PT3024-1) durchgefuhrt.

GAL4 Drei-Hybrid Test:

Mit dem Drei-Hybrid System wurden Trichom-Regulatoren auf deren Protein-Protein
Kompetition untersucht. Das GAL4 Drei-Hybrid Interaktionssystem aus Saccharomyces
cerevisiae beinhaltet zusatzlich in dem Beuteplasmid (pBridge, s. Tab. 4.6) einen
Methionin-reprimierbaren Promoter, unter dessen Kontrolle ein drittes Gen in dem
System exprimiert werden kann.

Fir den Kompetitionstest wurden die Kdder- und Beuteplasmide (pBridge und pAct)
durch eine Doppel-Transformation in den Hefestamm AH109 (s. Tab. 4.1) integriert.

Die Feststellung einer Kompetition wurde zum einen Uber einen qualitativen Agar-

Plattentest durchgeflhrt. Hierbei wurde das Wachstum der Hefen auf
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Interaktionsplatten  untersucht, die unterschiedliche Methionin-Konzentrationen
beinhalteten. Das Wachsen bzw. Nichtwachsen der Hefe im Vergleich spiegelt eine
Kompetition zwischen zwei Proteinen fur die Bindung an ein drittes Protein wider.

Zum anderen wurde Uber das lacZ-Reportersystem ein quantitativer Kompetitions-Test
(ONPG-Test) in Flussigkultur vorgenommen (s. GAL4 Zwei-Hybrid Test).

Autoaktivierungstest:

Alle verwendeten Koder- und Beuteplasmide wurden vor den Interaktionstests auf eine
eventuelle Autoaktivierung getestet. Hierfir wurden die Kdderplasmide im pAS2.1 und
pBridge-attR Vektor mit dem leeren Beutevektor pAct auf eine Interaktion getestet.
Leerer Vektor bedeutet, dass die GAL4 Aktivierungsdomane bzw. Bindedomane nicht
mit einem Gen fusioniert ist. Die Interaktion wurde mittels des Histidin-Reportersystems
uber einen Agar-Plattentest durchgefihrt. Die Interaktionsplatten (Leu-/Trp-/His-)

wurden hierflir mit 5mM 3-Amino-1,2,4-triazol (Sigma) versetzt.

Hefe-Medien:

Die Medien (s. 4.14) zeichnen sich durch das Fehlen von Aminosauren im Vollmedium
aus, welche generell fir das Wachstum von Hefezellen essentiell sind. Die
Selektionsmedien sind durch das Fehlen der Aminosauren gekennzeichnet, welche die
entsprechenden Aminosaure-Selektionsmarkergene der transformierten Kdder- bzw.
Beuteplasmide tragen (s. Tab. 4.3).

Den Interaktionsmedien fehlt zusatzlich noch die Aminosaure Histidin fir den Zwei-
Hybrid Test und Methionin fur den Drei-Hybrid Test (s. Tab. 4.3).
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Tab.4.3 A: Aminosaure-Selektionsmarker
der Hybridplasmide.

Tryptophan Leucin
(Trp-) (Leu-)
Kdderplasmid Beuteplasmid
pAS.2.1; pBridge pAct

Tab.4.3 B: Verwendete Interaktionsplatten.

Fehlende Tryptophan/Leucin/Histidin Tryptophan/Leucin/Histidin/

Aminosaure (Trp- /Leu- /His-) Methionin

im Medium (Trp- /Leu- /His- / Met-)

Verwendungs-  Kultivierung von doppel- Kultivierung von doppel-

zweck transformierten Hefezellen mit transformierten Hefezellen mit dem
einem Koder-plasmid und Koderplasmid pBridge und dem
Beuteplasmid. Zwei-Hybrid Test. Beuteplasmid pAct. Drei-Hybrid

Test.

Die Tabellen zeigen in (A) die Aminosaure-Selektionsmarker der verwendeten Hybridplasmide.
In (B) die verwendeten Interaktionsmedien.

4.6 Arbeiten mit Arabidopsis

Transformation von Arabidopsis thaliana:

Fir die Pflanzen Transformation wurde der Agrobakterien-Stammm GV3101 pMP90RK
verwendet. Die transgene Bakterienkultur wurde fir 3 Tage in einem 200ml Volumen im
28°C Schittler bei 220rpm angezogen. Die Pflanzen-Transformation wurde nach der

"floral-dip"” Methode von Clough and Bent (1998) durchgefuhrt.

Anzucht von Arabidopsis thaliana:

Die Pflanzen wurden in der Regel unter Langtagbedingungen (16hTag/ 8h Nacht) bei
22°C im Gewachshaus oder 24°C bzw. 18°C in Klimakammern angezogen. Die
Aufzucht erfolgte entweder in Topfen auf Erde oder auf MS-Platten (s. 4.14). Nach der
Aussaat wurden die Topfe bzw. Platten zunachst fur 3 Tage stratifiziert, bevor die
Samen zum Keimen ins Gewachshaus gestellt wurden. Transformierte Samen wurden

nach der Keimung auf Erde fiir die Selektion mit Basta” bespriiht.
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Sterilisation von Arabidopsis thaliana Samen:

Samen wurden vor der Aussaat auf MS-Platten (s. 4.14) einer Oberflachen-Sterilisation
unterzogen. Hierfur wurden die Samen 15min in 70%EtOH unter Schatteln grundlich
gewaschen. AnschlieRend wurden die Samen 2x mit H204est gewaschen und dann

ausplattiert.

Kreuzen von Arabidopsis thaliana:
Den Akzeptor-Pflanzen wurden die Staubblatter frihzeitig vor der Pollenreifung mit
einer feinen Pinzette entfernt. Einen Tag spater wurde das Stigma der emaskulierten

Bliten mit reifen Pollen der Donor-Pflanze bestaubt.

Pflanzenlinien:
Bei den verwendeten Pflanzenlinien handelt es sich um Arabidopsis Wildtypen, sowie
Einzel- und Mehrfach-Mutanten. Die Linien dienten zum Kreuzen und zur

Transformation. Die verwendeten Pflanzenlinien sind in Tab. 4.4 aufgefluhrt.

Genotypisierung von Einzel- und Mehrfachmutanten:

Bei der Uberpriifung von Einzel- und Mehrfachmutanten wurden die Pflanzen auf ihren
Genotyp mittels PCR (berprift. Fir die Uberpriifung wurden immer 2 unterschiedliche
PCRs angesetzt und miteinander verglichen. Zum einen wurde eine PCR mit einem
genspezifischen Primerpaar angesetzt. Zum anderen wurde eine PCR mit einem
genspezifischen Primer und einen flr die Insertion/Mutation spezifischen Primer
angesetzt. Bei Salk-Linien wurde der spezifische LBa1-Primer verwendet, bei
Wisconsin-Linien der JL202-Primer. Die Primer Kombinationen fur die einzelnen
Mutationen sind in Tab. 4.5 aufgefuhrt. Die Primer-Sequenzen sind in Tab. 4.13

aufgelistet.
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Tab. 4.4: Verwendete Pflanzenlinien.

Pflanzen-Linie (Okotyp)

Mutagen

Referenz

WT (Columbia, Col)
WT (Landsberg, Ler)
WT (Wasilewskaja, WS)
gl3 (Col)

egl3 (Col)

try-JC (Col)

cpc (WS)

cpc try-82 (WS, Ler)

etc1 (Col)

etc2 (WS)

etc3 (Col)

cpc try-82 etc1 (WS, Ler, Col)
cpc try-82 etc2 (WS, Ler, WS)
pGL2::GFP-ER / WT (Ler)

Salk_118201, T-DNA in Exon 6
Salk 019114, T-DNA in Exon 6
EMS

T-DNA Linie, Insertion in AS 75, fihrt
zu Stopp Codon, 19 AA 3'fehlen,
darunter Teil der MYB Domane

Kreuzung (try-82 EMS)
Salk_071734, T-DNA in Intron 1
Wisconsin

Salk_094027, T-DNA in Intron 2
Kreuzung, s.o.

Kreuzung, s.o.

Transformande, trichomspezifische
Markerlinie

in dieser Arbeit analysiert
in dieser Arbeit analysiert
Larkin et al., 1999
Wada et al., 1997

Schellmann et al., 2002
Kirik et al., 2004a

Kirik et al., 2004b

in dieser Arbeit analysiert
Kirik et al., 2004a

Kirik et al., 2004b

Mathur et al., 2002

Bei den aufgefuihrten Pflanzenlinien handelt es sich um Wildtypen (WT) und Einzel- und Mehrfach-
Mutanten von Trichom-Regulatorgenen. Des Weiteren ist die trichomspezifische Markerlinie

pGL2::GFP-ER unter dem GL2 Promotor aufgelistet.

Tab. 4.5: Primer fiir Genotypisierung.

Mutante . Genspezifisches Primerpaar Primerpaar fir Mutation
Pflanzenlinie
etc1 (Col) ETC1 (ATG)-forw. + ETC1 (+Stop)-rev. LBa1 + ETC1 (ATG)-forw.
etc2 (WS) ETC2 (B)-forw. + ETC2 (B)-rev. JL202 + ETC2 (B)-rev.
etc3 (Col) ETC3-forw. + ETC3-rev. LBa1 + ETC3-forw.
cpc (WS) genom.CPC (A)-forw. + genom.CPC (A)-rev. Hyg-B-forw.+ Hyg-B-rev.
try (Ler) TRY genom-forw. + TRY-rev. Verdau mit Avrll auf PCR-Amplifikat
2.PCR auf die 1. PCR: (mit CAP)
TRY-CAP-forw. + TRY-82-rev.
gl3 (Col) kGL3-forw. + GL3 (Ampl. -Stop)-rev. LBa1 + kGL3-forw.
egl3 (Col) EGL3-forw. + EGL3-rev. LBa1 + EGL3-rev.

Zur Uberpriifung der aufgelisteten Einzelmutanten wurden zwei verschiedene PCRs angesetzt. Zum einen
mit den aufgefihrten genspezifischen Primern und zum anderen mit den Primern, welche die Mutation

aufzeigen.

87



Material / Methoden

4.7 Klonierungsstrategien

Neu klonierte Subklone, Entry Klone und bindre Vektoren wurden durch Kontroll-
Verdaus und/oder Sequenzierung uUberpruft. Fur die Festlegung der Restriktions-
enzyme und Primer sowie die Auswertung wurde die Vektor NTI Advance™ 10

Software verwendet.

Klonierungsvektoren:

In Tab. 4.6 sind alle verwendeten Vektoren aufgelistet, die fur weitere Klonierungen
verwendet wurden. Als binarer Vektor wurde der pAMPAT Vektor eingesetzt, der in
E.coli Ampicillin-resistent ist. In Pflanze kann mit Basta selektiert werde. Alle Entry
Klone haben eine Kanamycin Resistenz in E.coli. Der pUC und pBS Vektor sind
Ampicillin.-resistent, wie auch alle Hefevektoren in E.coli. In Hefe zeigen die Beute-
plasmide (GAL4 Aktivierungsdomane) eine Wachstumsresistenz in Leucin-
Mangelmedium. Die Koéderplasmide (GAL4 Bindedomane) haben eine Wachstums-

resistenz in Tryptophan Mangelmedium.

Subklone:

YFP (ohne Stopp) [pBS]

YFP wurde mit den Primern YFP-forw. und YFP(-Stop)-rev. amplifiziert. Das PCR-
Produkt wurde in den pBS Vektor uber Smal ligiert.

GFP (ohne Stopp) [pBS]
Das GFP aus dem Vektor pMyb5::GFP-GL3 wurde Uber 5'Hindlll und 3"EcoRI in den
pBS Vektor kloniert. Mit dem GFP wurde auch der 3'vom GFP liegende Alanin-Linker

mit ausgeschnitten, der aus 10 Alaninen besteht.

Zellkompartiment-Marker:

GFP-ER [pEntr]

GFP-ER wurde mittels der Primer attB-GFP-ER-forw. und attB-GFP-ER-rev. (s.4.13),
welche die attB-Gateway Rekombinationsstellen tragen, amplifiziert. Durch BP-Reaktion
wurde das PCR-Produkt in den pDONR201 Vektor rekombiniert.

Der GFP-ER pEntr Klon wurde Uber LR-Reaktion in den pGL2 pAMPAT und pETC3
pAMPAT Vektor rekombiniert.
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Tab. 4.6: Klonierungsvektoren.

Plasmidvektor

Verwendung

pBluescript KS (pBS)
pUC18

pDONR201
PENTR1A
PENTR4

p35S::pAMPAT

pAS 2.1

pAct

pBridge / pMet::attR
pBridge

pRbc::pAMPAT

pCPC:.pAMPAT

pTRY::pAMPAT

GUS-pEntr

p35S::DRONPA-GFP

p35S::YFP-pENSG

pMyb5::GFP-GL3

Klonierungsvektor mit MCS fiir Subklonierungen (Stratagene).
Klonierungsvektor mit MCS flr Subklonierungen (GenBank L09136).

Gateway Klonierungsvektor mit attP-Kassette, geeignet fiir BP-Reaktionen
(Invitrogen).

Gateway Klonierungsvektor mit MCS in attL-Kassette, flr Ligationen,
geeignet fur LR-Reaktionen (Invitrogen).

Gateway Klonierungsvektor mit MCS in attL-Kassette, fir Ligationen,
geeignet fur LR-Reaktionen (Invitrogen).

Binarer Vektor mit attR-Kassette, geeignet flr LR-Reaktionen, enthalt
CaMV 35S Promotor (GenBank AY027531), Promotor austauschbar Uber
Ascl und Xhol Schnittstelle.

Hefevektor mit GAL4-Bindedomane (BD) und 3" attR-Kassette flir Gateway
Klonierung, Kéderplasmid (Clontech).

Hefevektor mit Gal4-Aktivierungsdoméane (AD) und 3" attR-Kassette fur
Gateway Klonierung, Beuteplasmid (Clontech).

Hefevektor mit Gal4-Aktivierungsdomane (AD) und attR-Kassette fir
Gateway Klonierung 3'von Methionin-reprimierbaren Promoter (pMet).

Hefevektor mit Gal4-Aktivierungsdomane und Methionin-reprimierbaren
Promoter (Clontech).

Hergestellt von Daniel Bouyer, bindrer Vektor, Rubisco-Promoter (pRbc)
tragt die ATRbcS2b Untereinheit (1777bp) und 3'attR-Gateway Kassette,
geeignet fur LR-Reaktionen.

Hergestellt von Martina Pesch, binarer Vektor, tragt den 5'Bereich des
Caprice (CPC) Promotors (pCPC),1000bp lang, 3 attR-Gateway Kassette,
geeignet fur LR-Reaktionen.

Hergestellt von Martina Pesch, binarer Vektor, tragt den 5'Bereich des
Triptychon (TRY) Promotors (pTRY), 1414bp lang, 3’attR-Gateway
Kassette, geeignet fur LR-Reaktionen.

Gateway Klonierungsvektor mit attL-Seiten, tragt GUS cDNA, geeignet fiir
LR-Reaktionen (Invitrogen).

Binarer Vektor pAMPAT mit attR-Kassette, geeignet flir LR-Reaktionen,
enthalt CaMV 35S Promotor, 3° von attR-Kassette ist DRONPA-GFP
fusioniert. Von Daniel Bouyer hergestellt.

Bindrer Vektor pENSG-YFP fiir N-terminale YFP Fusionen, 3" von YFP
attR-Kassette, geeignet fur LR-Reaktionen. Basiert auf den Vektor pXCS
(Gen Bank AY457636).

Vektor von David Marks. Die GFP-GL3 Fusion wurde fir Klonierungen
verwendet.

In der Tabelle sind Sub-Vektoren, Entry Vektoren (pEntr) und bindre Vektoren aufgelistet, die fur
Klonierungen verwendet wurden. Bei den Vektoren pAMPAT und pENS handelt es sich um binare

Vektoren.
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ETC3-Vektoren:

ETC3 [pEntr]

Aus Columbia cDNA wurde die ETC3 cDNA mit den Primern attB1-ETC3-forw. und
attB2-ETC3-rev. (s. 4.13), welche die attB-Gateway Rekombinationsstellen tragen,
amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde Uber BP-Reaktion in den pDONR201 Vektor

rekombiniert.

GFP-ETC3 [pEntr] / YFP-ETC3 [pEntr]

Aus Columbia cDNA wurde die ETC3 cDNA mit den Primern ETC3-Xbal-forw. und
ETC3-Sacl-rev. (s. 4.13), welche 5°die Xbal und 3'Sacl Schnittstellen tragen,
amplifiziert. Uber die 5'Xbal und 3°Sacl Schnittstelle wurde ETC3 3" von GFP ,in
frame® in den GFP pBS Vektor kloniert. GFP-ETC3 diente als Matrize fur die
Amplifikation mit den Primern attB1-GFP-forw. und attB2-ETC3-rev. (s. 4.13), welche
die attB-Gateway Rekombinationsstellen tragen. Das PCR-Produkt wurde Uber BP-
Reaktion in den pDONR201 Vektor rekombiniert.

5 pETC3 [pUC18] / 5'pETC3 [pPAMPAT]

Der ETC3 Promotor wurde aus genomischer DNA von Columbia amplifiziert. Als
Promotor wurden 2023bp aufwarts des Start-Codons von ETC3 gewahlt. Die Region
wurde mit den Primern 5'Prom.ETC3-forw. und 5°'Prom.ETC3-rev. amplifiziert (s. 4.13),
welche 5° die Ascl und 3° die Xhol Schnittstellen tragen. Das PCR-Produkt wurde Uber
,Blunt-End“ Ligation in den pUC18 Vektor tiber Smal kloniert. Uber die Ascl und Xhol
Schnittstelle wurde das Promotorfragment in den pAMPAT Vektor kloniert.

Der ETC3 Promotor wurde in einer zweiten Klonierung um 361bp verlangert. Als
Matrize diente genomische DNA aus Columbia. Das Promotorfragment von 2384bp
wurde mit den Primern pETC3-W-forw. und pETC3-W-rev. amplifiziert (s. 4.13), welche
5" die Ascl und 3 die Xhol Schnittstellen tragen. Das PCR-Produkt wurde Uber ,Blunt-
End“ Ligation Uber Smal in den pUC18 Vektor kloniert. Uber die Ascl und Xhol
Schnittstelle wurde das Promotorfragment in den pAMPAT Vektor kloniert. Die ETC3
Entry-Klone, wie auch die ETC3 Promotor pAMPAT Klone wurden uUber LR-Reaktionen
rekombiniert, wobei die in Tab. 4.7 aufgeflhrten binaren Vektoren hergestellt wurden.
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Tab. 4.7: Binare ETC3 Vektoren.

ETC3 Uberexpressions- ETC3 Misexpressions- ETC3 endogene
Konstrukte Konstrukte Expressions-Konstrukte
[PAMPAT] [PAMPAT] [PAMPAT]
p35S::ETC3 pRbc::ETC3 5'pETC3::ETC3
p35S::YFP-ETC3 pRbc::YFP-ETC3 5'pETC3::YFP-ETC3
p35S::GFP-ETC3 5 pCPC::ETC3 5 pETC3::GUS

5 pTRY::ETC3 5'pETC3::GFP-ER

5pETC3-W::GUS

Das ETC3 Konstrukt, sowie die Fusionskonstrukte mit ETC3 wurden mittels LR-
Reaktionen in die aufgelisteten pAMPAT Vektoren rekombiniert, welche
unterschiedliche Promotoren tragen. Die Promotoren sind durch ein vorstehendes p

gekennzeichnet.

Koder- und Beuteplasmide:

Alle Hybridvektoren aufler AD-ETC3 wurden von Ullrich Hermann oder von mir in
unserer Diplomzeit hergestellt. Alle Gene lagen als Entry-Klone vor und wurden via LR-
Reaktion in die Hefevektoren kloniert.

Die pBridge Hybridplasmide wurden Uber Ligationen hergestellt. Die interessierenden
Gene wurden Uber Hpal und Pstl aus den entsprechenden pAS-Vektoren aus-
geschnitten und in den pBridge Vektor hinter die GAL4 Bindedomane (BD) ,in frame”
fusioniert.

Bei den pBridge+attR Vektoren wurde zunachst Uber LR-Reaktionen die Trichom-
Regulatorgene hinter den Methionin-sensitiven Promotor (pMet) rekombiniert.
AnschlieRend wurde GL1A (C-terminal 81bp deletiert) aus dem entsprechenden pAS
Vektor in alle pBridge Vektoren uUber Hpal und Pstl hinein ligiert. Alle Hefe Hybrid-
plasmide sind in Tab. 4.8 aufgefuhrt.
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Tab. 4.8: Hefevektoren.

Koderplasmide Beuteplasmide Kdderplasmide Kdderplasmide
[PAS2.1] [PAct] [pBridge] [pBridge +attR]
BD-ETC1 AD-GL1 BD-ETCA1 BD-GL1A / pMet::ETC1
BD-ETC2 AD-GL1A BD-ETC2 BD-GL1A /pMet::ETC2
BD-ETC3 AD-MYB23 BD-ETC3 BD-GL1A /pMet::ETC3
BD-CPC AD-GL2 BD-CPC BD-GL1A / pMet::CPC
BD-TRY AD-GL3 /-GL396/-GL3-400 BD-TRY BD-GL1A / pMet::TRY
BD-GL1A AD-TTG1 BD-GL1*
BD-SnF1 AD-ETC1

AD-ETC2

AD-ETC3

AD-CPC

AD-TRY

AD-SnF4

Alle aufgelisteten Trichom-Regulatorgene wurden Uber LR-Reaktionen in die aufgelisteten
Hefevektoren rekombiniert. Bei den Hefevektoren handelt es sich um Kdder- und Beuteplasmide. Bei

GL1A handelt es sich um eine verkiirzte cDNA, C-terminal 81bp deletiert. Bei GL3-96 sind N-terminal
96 AS deletiert. Bei GL3-400 sind 400 AS N-terminal deletiert.

CPC- und TRY-Mutagenese:

Die Serine in der CPC cDNA an Position 73-75, 85-87 und 88-90 wurden durch PCRs
mit Mismatch-Primern mutagenisiert. Mit den Primern CPC-Muta-(3xSer/3xAla)-forw.
und CPC-Muta-rev. wurden die Serine in drei Alanine (Ala) umgewandelt. Mit den
Primern CPC-Muta-(3xSer/3xGlu)-forw. und CPC-Muta-rev. wurden die Serine in
Glutamat (Glu) umgeschrieben, und mit den Primern CPC-Muta- (Del)-forw. und CPC-
Muta-rev. wurden die Serine deletiert (Del) (Primersequenzen s. 4.13). Als Matrize fur
die PCRs diente der Entry Klon CPCpEntr.

Die Serine in der TRY cDNA an Position 58-60, 70-72 und 73-75 wurden durch PCRs
mit Mismatch-Primern mutagenisiert. Mit den Primern TRY-Muta- (3xSer/3xAla)-forw.
und TRY-Muta-rev. wurden die Serine in drei Alanine umgewandelt. Mit den Primern
TRY-Muta-(3xSer/3xGlu)-forw. und TRY-Muta-rev. wurden die Serine in Glutamat
umgeschrieben, und mit den Primern TRY-Muta-(Del)-forw. und TRY-Muta-rev. wurden
die Serine deletiert (Primersequenzen s. 4.13). Als Matrize fir die PCRs diente der
Entry Vektor TRY pEntr.
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Die PCRs wurden mit der Pfu-Polymerase durchgefihrt, wobei jeweils das ganze

Plasmid amplifiziert wurde. Die Primerpaare hybridisieren in der Nahe der drei Serine.

AnschlieRend wurden die PCR-Produkte mit Dpnl verdaut, um den Matrix Vektor zu

zerstoren. Nach der

Gelextraktion wurden die PCR-Produkte mittels der T4

Polynukleotid Kinase phosphoryliert und anschlielend wieder religiert. Die relegierten

Entry Klone wurden uber LR-Reaktionen in binare Vektoren unter die Kontrolle

verschiedener Promotoren kloniert. Die binaren Vektoren sind in Tab. 4.9 aufgefuhrt.

Tab. 4.9: Binare CPC/TRY mutierte Vektoren.

Vektoren mit cDNA mutagenisiert cDNA mutagenisiert cDNA mutagenisiert
unveranderter cDNA 3x Serin zu 3x Alanin 3x Serin zu 3x Glutamat 3x Serin deletiert
[PAMPAT] (Ala) [PAMPAT] (Glu) [PAMPAT] (Del) [PAMPAT]
p35S::CPC p35S::CPC-Ala p35S::CPC-Glu p35S::CPC-Del
pCPC::CPC pCPC::CPC-Ala pCPC::CPC-Glu pCPC::CPC-Del
pRBC::.CPC pRBC::CPC-Ala pRBC::CPC-Glu pRBC::CPC-Del
p35S::TRY p35S:: TRY-Ala p35S::TRY-Glu p35S::TRY-Del
pTRY:: TRY pTRY:: TRY-Ala pTRY:: TRY-Glu pTRY:: TRY-Del
pRBC: TRY pRBC:: TRY-Ala pRBC:: TRY-Glu pRBC:: TRY-Del

Die TRY und CPC cDNA wurde an 3 Serinen (Ser) entweder durch Alanin (Ala) oder Glutamat (Glu)
ersetzt, oder die Serine wurden deletiert (Del). Die CPC-mutagenisierten Konstrukte, sowie die TRY-
mutagenisierten Konstrukte wurden mittels LR-Reaktionen in die aufgelisteten pAMPAT Vektoren re-
kombiniert, welche unterschiedliche Promotoren tragen. Die Promotoren sind durch ein vorstehendes p

gekennzeichnet.

GL3 Klonierungen:

Aus dem Vektor pMyb5::GFP-GL3 (s. Tab. 4.6) wurde die Columbia GL3 cDNA Uber
5EcoRI und 3°Xbal ausgeschnitten und in den GFP pBS Vektor 3'von GFP ,in frame*
kloniert. Uber 5'Ncol und 3°EcolCRI (Blunt-Cutter) wurde GL3 in den Entry Vektor
pEntr4 ligiert (5'Ncol und 3'EcoRV). Uber LR-Reaktion wurde GL3 unter Kontrolle des
p35S Promotors in den Vektor pAMPAT rekombiniert.

p35S::YFP-CPC [pENSG]:
Klonierung durch LR-Reaktion von CPC [pEntr] in den bindren Vektor pENSG.
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p35S::CPC-GFP-DRONPA:

Klonierung von DRONPA-GFP in den Vektor pAMPAT mit 35S-Promotor wurde von
Daniel Bouyer durchgefuhrt: Die CPC cDNA ohne Stopp-Codon (von Martina Pesch
hergestellt) wurde mittels LR-Reaktion 5" von DRONPA-GFP in "frame" kloniert.

4.8 Mikroskopie

Die Expression von fluoreszierenden Genfusionen im Blatt oder in Zwiebelepidermis
wurde mit dem Konfokalen Laser Scanning Mikroskop von Leica (TCS SP2) analysiert,
wobei die Bilder mit der Leica Konfokal Sofware angefertigt wurden.

Histologische Analysen wurden mit dem Leica DMRA2 UV-Mikroskop durchgefuhrt und
die Bilder mit der DISKUS Software (DISKUS, technisches Buro Hilgers, Konigswinter)
angefertigt.

Fir die Laser-Ablationen wurde das Multiphoton (2-Photon) Laser Scanning Mikroskop
der AG Kloppenburg (Zoologisches Institut) verwendet, das aus dem folgenden
Eqiqument zusammengesetzt ist. Das Multiphoton Mikroskop besteht aus einem
Spektra Physics Mai Tai Ti:S Laser mit a 20W Argon pump (Spectra Physics, Mountain
View, CA), einer Olympus Fluoview FV300 Scanbox und einem Aufrechtbihne
Olympus BX51WI Mikroskop mit 40x LUMplan FI/IR 0.8 Objectiv (Olympus, Hamburg,
Germany). Ein Hamamatsu HC125-02 Photomultiplier (Hamamatsu Photonics

Deutschland GmbH, Herrsching am Ammersee, Deutschland).

4.9 GUS-Farbung

Das Expressionsmuster von ETC3 wurde histologisch durch die Aktivitat des
Reportergens GUS (R-Glucuronidase) analysiert, wie in Sessions and Yanofsky (1999)
beschrieben. Damit die X-Gluc Losung (s. 4.14) gut in das Blattmaterial eindringen
kann, wurden die Proben in der Loésung fur 20min bei 0,8 bar Vakuum-infiltriert.
Anschlielend wurden die Proben bei 37°C zwischen 5h und 15h inkubiert. Zum

Auswaschen des Chlorophylls wurden die Blatter in 70% EtOH gewaschen.
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4.10 Propidiumiodid-Farbung

Der Farbstoff Propidiumiodid (Sigma) wurde zum einen zur Erkennung ablatierter Zellen
und zum anderen als Zellmembranmarker eingesetzt. Der Farbstoff kann nur die
perforierte Zellmembran von toten Zellen durchdringen und farbt die Zellkerne an. Bei
lebenden Zellen bleibt der Farbstoff an der intakten Zellmembran hangen. Das
Absorptionsmaximum liegt bei 488nm und das Emissionsmaximum bei 590nm.
Propidiumiodid wurde als 200uM Losung eingesetzt. Das Blattmaterial wurde 5min in

der Losung inkubiert und anschlieRend mit Wasser gewaschen.

4.11 Partikel-Beschuss

Der Beschuss von Pflanzenmaterial mit GFP- / YFP-Fusionsplasmiden wurde mit dem
Biolistic Particle Delivery System von Bio-Rad durchgeflihrt. Der Beschuss diente zur
transienten Expression von Fusionsproteinen, um deren Zelllokalisation und/oder
Mobilitat im Zellgewebe zu analysieren. Weiterhin diente die Methode zur Uberpriifung
der Funktionalitdt von Fusionskonstrukten. Fur einen Beschuss wurden 5ul Gold
(1micron, 30mg/ml) eingesetzt. Je 300ng Plasmid-DNA, 10ul 2,5M CaCl, und 4ul 0,1M
Spermidin  wurden unter standigem vortexen an die Goldpartikel gebunden.
AnschlieRend wurde fur 15min gevortext und dann fur 10min bei RT inkubiert. Die
Partikel wurden mit 50pul 70% EtOH und anschlieRend mit 20pl 100% EtOH gewaschen.
Die Partikel wurden in 12ml 100% EtOH aufgenommen und auf die Membranen

pipettiert. Der Beschuss erfolgte nach den Angaben des Herstellers bei 900psi.

4.12 Mikroinjektionsanlage

Fir mechanische Zell-Ablationen wurde der hydraulische Mikromanipulator (Narashige,
Japan), der mit dem Konfokalen Laser Scanning Mikroskop von Leica (TCS SP2)
gekoppelt ist verwendet. Als Nadeln dienten Borosilikat-Glas Mikro-Kapillaren (Kwik-Fil

™ 1mm Durchmesser, Spitz 1uM).
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4.13. Primer-Sequenzen

ETC3-forw.
ETC3-rev.
ETC3-1.-Exon-forw.
ETC3-2.-Exon-rev.
Aktin-forw.
Aktin-rev.

YFP-forw.

YFP (-Stop)-rev.
attB1-GFP-ER-forw.

attB2-GFP-ER-rev.
attB1-ETC3-forw.
attB2-ETC3-rev.

ETC3-Xbal-forw.
ETC3-Sacl-rev.
attB1 GFP-forw.

5’-Prom. ETC3-forw.

5'-Prom. ETC3-rev.
pETC3-W-forw.

pETC3-W-rev.
CPC-Muta-(Del)-forw.
CPC-Muta-(3xSer/3xAla)-forw.
CPC-Muta-rev.
CPC-Muta-(3xSer/3xGlu)-forw.
TRY-Muta-(Del)-rev.
TRY-Muta-(3xSer/3xAla)-forw.
TRY-Muta-(3xSer/3x Glu)-forw.
TRY-Muta-rev.

ETC1 (ATG)-rev.

ETC1 (+Stop)-forw.

ETC2 B-forw.

ETC2 B-rev.

LBa1

ATGGATAACCATCGCAGGAC
CAATTTTTCATGACCCAAA
ATGGATAACCATCGCAGGAC
ATGCATTCGAGAGACCAAAT
TGCGACAATGGAACTGGAATG
GGATAGCATGTGGAAGTGCATAC
ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA
CTTGTACAGCTCGTCCAT

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGATGAAGACTAATCTT
TTTCTCTTTCTCAT
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAAAGCTCATCATGT
TT
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGATGGATAACCATCG
CAGGACTAAGCA
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAATTTTTCATGAC
CCAAAACCTC

TCTAGAATGGATAACCATCGCAGGAC

GAGCTCTCAATTTTTCATGACCCAA

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGATGGTGAGCAAGGG
CGAGGAGCTGT
ATTCTGGATTCCCTATACATAAC

GTCAAACGGCACCGTATTAC
GGCGCGCCCGCAGCCCTGAAAACAGCTAAGAACAGTCTCT
CTCGAGGCGATGGTTATCCATGTCAA
GAAGAGGTGATCGAATGGGAAGCTGTGAAGATGTCA
GCCGAAGAGGTGGCCGCCATCGAATGGGAAGCTGTGAAGA
ACAAGAAGCCTTGGCTTTGC
GAGGAAGAGGTGGAGGAGATCGAATGGGAAGCTGTGAAGA
GAAGAAGTGATCGAATGGGAGTTTATCAAC
GCCGAAGAAGTGGCCGCCATCGAATGGGAGTTTATCAA
GAGGAAGAAGTGGAGGAGATCGAATGGGAGTTTATCAA
GTCATGGAGGGCGATTTTGTGT
ATGAATACGCAGCGTAAGTCGA
TCAACGTAATTGAGATCTTCGATG
ATGGATAATACCAACCGTCTTCG
TTACAATTTTAGATTTTCTTGGAGATT
TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
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JL202

Hyg-B-forw.
Hyg-B-rev.

genom. CPC (A)-forw.
genom. CPC (A)-rev.
TRY genom-forw.
TRY genom-rev.

k GL3-forw..

GL3 (Ampl. -Stop)-rev.

EGL3-forw.
EGL3-rev.

CATTTTATAATAACGCTGCGGACATCTAC
CTATTTCTTTGCCCTCGGAC
CCTGACCTATTGCATCTCCC
TCATTTCCTAAAAAAGTCTCTTCGTCTG
ATGTTTCGTTCAGACAAGGC
ATGGATAACACTGAC
CTAGGAAGGATAGAT
CGCGCCTATGTTCAGTACGG
ACAGATCCATGCAACCCTTT
GCAGCAGAAGTCAAAATTGACCAG
ACCGTCTCCGGTTGACGACT

4.14 Losungen / Medien

LB-Medium

(engl. lysogeny broth)
Nahrmedium flr
E.coli

YEB-Medium
(engl. yeast extract
with beef extract)
Nahrmedium fir
Agrobakterien

MS-Medium
(engl. Murashige
& Skoog Medium)
Nahrmedium fir
Arabidopsis

(400ml) Pepton (Roth)
Hefe Extrakt (Roth)
NaCl (Roth)

fir Platten Micro Agar (Duchefa Biochemie)

+6,49

Medium auf pH 7 mit NaOH eingestellt und flr 20min autoklaviert.
Bei Verwendung als Selektionsmedium wurde dem
autoklavierten Medium das geeignete Antibiotikum (s. Tab. 4.2)
zugefugt.

(400ml) 2g Fleischextrakt (Merck)
0,49 Hefe Extrakt (Roth)

2g Pepton (Roth)

2g Saccharose (Roth)

8ml Magnesium Heptahydrat 1M (Roth)
fur Platten +6,4g Micro Agar (Duchefa Biochemie)
Losung fur 20min  autoklaviert. Bei Verwendung als
Selektionsmedium  wurde dem autoklavierten Medium das

geeignete Antibiotikum (s. Tab. 4.2) zugefugt.

(400ml) 1,76g MS (Duchefa Biochemie)
4g Saccarose (Roth)
fir Platten +3,2g Plantagar (Duchefa Biochemie)

Medium auf pH 5,8 mit 2N KOH eingestellt und fur 20min
autoklaviert. Bei Verwendung als Selektionsmedium wurde dem
autoklavierten Medium das geeignete Antibiotikum (s. Tab. 4.2)
zugeflgt.
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10x Auftragspuffer (10ml)

(fur DNA Gelelektro-
phorese)

X-Gluc Lésung
Lésung fir GUS-
Farbung

y-Medium
Medium fiir die
Herstellung
kompetenter E.coli

TFB1

Medium fir die
Herstellung
kompetenter E.coli

TFB2

Medium fir die
Herstellung
kompetenter E.coli

2xCTAB-Puffer

Puffer fir Praparation

von genomischer
DNA

1ml 0,5M EDTA pH8 (Roth)
5ml 100% Glycerin (Roth)
25mg Bromphenolblau (Biomol)
25mg Xylene Cyanol (Roth)

Mit HoOgest auf 10ml aufgefullt.

(5ml) 100pl 10% Triton X-100 (Roth)
500ul  0,5M NaPQ4, pH7,2 (Roth)
100pl  100mM K4Fe(CN)s 3H2O (Sigma)
100ul 100mM KsFe(CNg) (Sigma)
100ul  100mM X-Gluc (Fermentas)
4100pl  HO

Lésung immer kurz vor Gebrauch angesetzt.

(1L) Trypton (Roth)
59 Hefe Extrakt (Roth)
4g MgSO4*7H,0O (Roth)

KCI (Roth)

Medium mit 1M KOH auf pH 7,6 eingestellt und fir 20min
autoklaviert.

(100ml) 1,21g RDbCI; (Roth)
0,99g MnCIy*4H,0 (Roth)
0,3g KOAc (Roth)
0,15g CaCl, (Roth)
15ml  100% Glycerol (Roth)

Losung mit 0,2M HOAc auf pH 5,8 eingestellt und steril filtriert. Bei
4°C gelagert

(20ml) 0,024g RbCI, (Roth)
0,221g CaCl, (Roth)
0,042g MOPS (Biomol)
3ml 100% Glycerol (Roth)

Lésung mit NaOH auf pH 7 eingestellt und steril filtriert. Bei 4°C
gelagert

(100ml) 8,2g NaCl (Roth)
2g CTAB (Sigma)
10ml 1M Tris (Roth)

5ml 0,5M EDTA (Roth)

Puffer auf pH 8,2 mit NaOH eingestellt und fur 20 min.
autoklaviert. Bei RT gelagert.
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YPAD-Medium (400ml) 8g Pepton (Roth)

(engl. Yeast Extraxt- 4g Hefe Extrakt (Roth)
EGPIO”E'Ade”'”G' 40mg Adenin (Sigma)

Ng’;rr:]z‘jj)ium i 20ml 40% Glucose, steril filtriert (Roth)
Hefen fir Platten 7,29 Agar (Invitrogen)

Medium auf pH 5,8 mit 25% HCI eingestellt und fur 15 min.
autoklaviert. Glucose anschlief3end bei ca. 55°C hinzugefugt.

SD-Medium (400ml) 0,68g Yeast Nitrogen Base w/o (NH4)SO4 (BD)
(engl. Selection-Drop 2g Ammoniumsulfat (Roth)
g“tl '\ﬁf_d'“m) dium 0,24g DO Supplement (Clontech)
Hzfzn'onsme um tur -Leu/-Trp/-His od. -Leu/-Trp/-His/-Met
40mg Leucin (Sigma)
20mg Tryptophan (Sigma)
8mg Histidine (Sigma)
40mg Adenin (Sigma)
20ml  40% Glucose, steril filtriert (Roth)
fir Platten 7,29 Agar (Invitrogen)
Medium auf pH 5,8 mit 1M NaOH eingestellt und fur 15min
autoklaviert. Glucose anschlief3end bei ca. 55°C hinzugefugt.
Z-Puffer (1L) 10,69 NayHPO4 *2H,0 (Roth)
Puffer fir ONPG 6,22g NaH,PO4 *2H,0 (Roth)
Tests 0,759 KCI (Roth)
0,246g MgSO,4 *7H,0 (Roth)
Puffer auf pH 7 eingestellt und fir 20min autoklaviert. Bei RT
gelagert.
Z-Puffer+ (100ml)  0,27ml B-mercaptoethanol (Roth)

B-mercaptoethanol y ) .
Puffer fir ONPG Tests  In Z-Puffer gelost. Vor jeder Anwendung frisch angesetzt.

ONPG (1Tml) 4mg ONPG (Sigma #N-1127)
(o-Nitrophenyl B-D- _ . ) _
Galactopyranosid) Pulver in Z-Puffer geldst. Vor jeder Anwendung frisch angesetzt.
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Anhang

6. Anhang

Mathematisches Modell fur die Modellierung von Signalreichweiten der
Inhibitoren in Abhangigkeit von GL3

Der Effekt der Ausdinnung der Inhibitoren durch die Bindung an GL3 auf deren
Mobilitat wurde mit Hilfe eines mathematischen Modells analysiert. Der Inhibitor U wird
in einer Zelle produziert (Quelle). Er diffundiert mit einer Ratenkonstante D in das
Gewebe und wird mit einer Ratenkonstante A abgebaut. U wird durch eine irreversible
Bindung an GL3 (G) mit einer Ratenkonstante 3 verdinnt. Diese Annahmen fuhren zu

folgender eindimensionaler Partial- Differentialgleichung fur das Fliessgleichgewichts-

profil von U-:
Daz—g:U(/H,BG) (1a)

X
UX=0)=« (1b)
U(X =) =0. (1c)

Die Konzentration von U an der Quelle ist k, wie in der Randbedingung 1b dargestellt.
Randbedingung 1c stellt sicher, dass das Profil von U gegen Null geht (mit X — ), da
die Quelle von U bei X = 0 die einzige Quelle im betrachteten Bereich darstellt. Im
folgenden wird angenommen, dass GL3 raumlich uniform verteilt ist, d.h. G(X) = const.
Ein Skalierungsansatz wird benutzt, um Gleichung 1 dimensionslos darzustellen. Dies
erlaubt es, nur die effektiven Parameter des Problems zu betrachten. Die

Konzentrationen U und G, sowie die raumliche Koordinate X werden ersetzt:

u=U/x, g=Gl/x, x=X+1/D.
Man beachte, dass der Faktor a=+/D/4 die charakteristische Signalreichweite von U
ist, wenn U nicht an G bindet, d.h. wenn B = 0. Bei einem Abstand o fallt die
Konzentration von U auf 37% der Ausgangskonzentration. Werden die obigen

Ersetzungen angewandt, 1al3t sich das jetzt dimensionslose System folgendermassen

darstellen:
qu Sy
e u(l+ i ) (2a)
u(x=0)=1 (2b)
u(x =) =0. (2c)
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Anhang

Die Loésung von Gleichung 2 ist u(x) =exp(—x4/1+ ), worin y=(fxg)/A den einzigen
effectiven Parameter des Problems darstellt. Dieser ist einfach zu interpretieren, da er
das Verhaltnis von zwei ZeitgroRen darstellt: die Halbwertzeit einer Einheit u fur die
Zeit, die eine Einheit u bendtigt, k¥ Einheiten von g zu binden. Hier stellt « die
Konzentration von U an seiner Quelle dar. Der Parameter y kann als Mal fur die
relative Bindungsaffinitat von uv and g interpretiet werden. Die kalkulierte

Signalreichweite des Inhibitors ist 1/4/1+ .
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