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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Pflanzenentwicklung: Funktion der Meristeme

Im Unterschied zu Tieren kdnnen Pflanzen ihren Standort nicht beliebig wechseln, um
sich gunstigere Lebensbedingungen zu suchen, wenn sich das Angebot an Licht und
Wasser sowie lebensnotwendigen Nahrstoffen verschlechtert. Um zu Uberleben, sind
sie darauf angewiesen sich den Veranderungen ihrer Umwelt anzupassen. Genetisch
identische Pflanzen, die unter unterschiedlichen Umweltbedingungen wachsen, weisen
eine grofRe Variabilitat in Grélke und Form auf (Steeves & Sussex, 1989).

Wahrend in hoheren tierischen Systemen die Morphogenese im Wesentlichen
wahrend der Embryonalentwicklung stattfindet, wird im Verlauf der pflanzlichen
Embryogenese nur der grundlegende Koérperaufbau entlang der Wurzel-Spross-Achse
angelegt. Pflanzen bilden wahrend des gesamten Lebenszyklus durch die Differen-
zierung von Zellen der so genannten apikalen Meristeme kontinuierlich neue Gewebe
und Organe aus (Walbot, 1985). Die Aktivitat der Wurzel- und Sprossapikalmeristeme
gewabhrleistet den Pflanzen die Flexibilitat, die laufenden Veranderungen der Umwelt in
ihre Entwicklungsentscheidungen zu integrieren und auf diese Weise die Effizienz der
Photosynthese zu maximieren. Das heil3t, Gber laufend neu gebildete Pflanzenorgane
wird eine optimalere Nutzung der vorhandenen Ressourcen mdglich (Taylor, 1997), der
Korperaufbau kann sich den gegebenen Umweltbedingungen anpassen.

Der Lebenszyklus der Blutenpflanzen unterteilt sich in Embryogenese, vegetative und
generative Entwicklung. Die primaren Meristeme des Sprosses und der Wurzel werden
frih in der Embryogenese an den entgegengesetzten Enden der apikal-basalen Achse
gebildet (Weigel & Jurgens, 2002). Der reife Embryo zeigt zum einen ein apikal-basales
Muster mit den Elementen Sprossmeristem, Kotyledonen, Hypokotyl, embryonale
Wurzel, Wurzelmeristem und zum anderen ein radiales Muster mit den Elementen
Epidermis, Grundgewebe mit den Derivaten Cortex und Endodermis sowie dem
Leitgewebe.

Mit der Keimung des Samens entsteht aus dem Embryo der Keimling, der sich
wahrend der vegetativen Wachstumsphase zur fortpflanzungsfahigen Pflanze
entwickelt. Diese Entwicklung beruht auf der Aktivitat der primaren Meristeme, auf die
sich frihzeitig die Zellteilungsaktivitdt beschrankt. Das Sprossapikalmeristem ist ver-
antwortlich fir die Bildung sich wiederholender Struktur- und Funktionseinheiten im
Spross, so genannter Phytomere, bestehend aus Internodium, Nodium, Blatt und
Achselknospe (Sussex, 1989). Eine Vorraussetzung hierfur ist die Fahigkeit der
Pflanzen wahrend des gesamten Entwicklungszyklus eine Gruppe undifferenzierter
Zellen im Zentrum der Meristeme (zentrale Zone) zu erhalten. Diese so genannten
Stammzellen teilen sich langsam und gliedern zwei Arten von Tochterzellen ab. Zellen,
die im Zentrum bleiben, bleiben Stammzellen und erneuern auf diese Weise den Vorrat
an undifferenzierten Zellen. Tochterzellen, die an den Rand des Meristems abgegeben
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werden (periphere Zone), durchlaufen Differenzierungsprozesse zu spross-spezifischen
Zellen, zur Bildung lateraler Organe oder zur Initiation sekundarer Meristeme. Die
Fahigkeit das Gleichgewicht zwischen Zellteilung und Zelldifferenzierung aufrecht zu
erhalten, ist eines der charakteristischen Merkmale des Sprossapikalmeristems (Weigel
& Jurgens, 2002).

Der Ubergang in die generative Wachstumsphase ist gekennzeichnet durch die
Bildung des Infloreszenzmeristems, das direkt aus dem vegetativen Sprossmeristem
hervorgeht (Poethig, 1990). Diese Umwandlung (Evokation) geschieht haufig erst nach
Induktion durch Auflenfaktoren, wie Temperatur- und Lichteinwirkung (BlUhinduktion).
Das Infloreszenzmeristem bildet dann die Blitenmeristeme aus, die sich zu Bluten mit
den charakteristischen Blutenorganen Sepalen, Petalen, Stamina und Karpelle
entwickeln, wobei die letzten beiden die reproduktiven Organe reprasentieren. Die
Gametenbildung bei Pflanzen erfolgt also erst in einer relativ spaten Entwicklungsphase
durch die Umdifferenzierung einer Population von Zellen, die vorher bereits am Aufbau
des vegetativen Pflanzenkorpers beteiligt waren. Dies ist Ausdruck der Entwicklungs-
plastizitat pflanzlicher Zellen, die im Prinzip wahrend des gesamten Lebenszyklus
totipotent bleiben, das heil3t das Potential fur samtliche Entwicklungsstrategien von
Pflanzenzellen abrufbar enthalten (Walbot, 1985; Weigel & Jurgens, 2002). Mit der
Ausbildung der Blute endet bei einjahrigen Pflanzen die Aktivitat der Meristeme.

Die beschriebene Entwicklung héherer Pflanzen zeigt die seit langem bekannte grolle
Bedeutung der Meristeme in diesen Prozessen. Aber erst in letzter Zeit gibt es Fort-
schritte im Verstadndnis der molekularen Mechanismen, die der Bildung und
Aufrechterhaltung der Meristeme zugrunde liegen. Die meisten Erkenntnisse Uber die
Regulationsprozesse in Meristemen haben sich aus Untersuchungen der dikotylen
Modellpflanze Arabidopsis thaliana ergeben, die sich aufgrund ihres kleinen Genoms,
ihrer geringen Grofle und ihres kurzen Lebenszyklus besonders gut zur genetischen
Analyse der Pflanzenentwicklung eignet. Ein weiterer Vorteil ist, dass Arabidopsis
thaliana die erste Pflanze ist, deren Genom vollstandig sequenziert ist (Arabidopsis
Genome Initiative, 2000).

Arabidopsis ist eine Rosettenpflanze, das heil3t das Sprossapikalmeristem gliedert in
kurzen Abstanden Blatter ab, ohne dass die Internodien nennenswert wachsen. Nach
der Bluhinduktion wachst die Infloreszenz, an deren Basis die 9 bis 11 Blatter (unter
Langtagbedingungen) als Rosette angeordnet sind. In den Achseln der Rosettenblatter
gibt es sekundare Sprossmeristeme, die aufgrund der apikalen Dominanz erst spat oder
gar nicht auswachsen. Das endstandige Infloreszenzmeristem bleibt bei Arabidopsis
undifferenziert und gliedert laufend Bllitenmeristeme sowie Anlagen fur Seitensprosse
ab. Die Blutenorgane sind charakteristisch in vier konzentrischen Wirteln angeordnet,
die Blute bestaubt sich selbst. Sechs Wochen nach der Aussaat ist bereits die Samen-
reife erreicht.
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Die Suche nach Arabidopsis thaliana Mutanten, bei denen die beschriebene Meristem-
entwicklung bzw. die Musterbildung verandert ist und die Isolierung der fur den
beobachteten Phanotyp verantwortlichen Gene, hat zur Identifzierung einer Reihe
molekularer Marker gefuhrt. Diese kdnnen erste Aufschlisse Uber die molekularen
Regulationsprozesse in Meristemen und bei der Bildung von Organen geben. Eine
grolle Anzahl der identifizierten Gene kodieren Transkriptionsfaktoren, dazu zahlen
unter anderem SHOOT MERISTEMLESS (Long et al,1996) und ASYMMETRIC
LEAVES1 (Byrne et al., 2000), die eine Rolle bei der Organisation des Sprossapikal-
meristems spielen, sowie APETALA3 (Jack et al., 1992) und PISTILLATA (Goto &
Meyerowitz, 1994), die an der Entwicklung der Bllitenorgane beteiligt sind.

1.2 Pflanzliche Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren im allgemeinen sind trans-wirkende Proteine, die an cis-
regulatorische Elemente binden und/oder mit anderen Transkriptionsfaktoren
interagieren und auf diese Weise die Aktivitat ihrer Zielgene regulieren (Mitchell & Tijan,
1989). Die Funktion der Transkriptionsfaktoren spiegelt sich in ihrer Struktur wieder.

Ein typischer pflanzlicher Transkriptionsfaktor enthalt, mit wenigen Ausnahmen, eine
DNA-bindende Domane, eine Protein-Protein Interaktionsdomane, eine transkriptions-
regulierende Domane und ein Kernlokalisierungssignal. Aufgrund von Struktur-
merkmalen der konservierten Domanen, die fur die Bindung der DNA und fur die
Protein-Protein Interaktion verantwortlich sind, ergibt sich die Einteilung der pflanzlichen
Transkriptionsfaktoren in unterschiedliche Familien (Liu et al., 1999). Dazu zahlen unter
anderem die Familie der Zinkfinger-Proteine (Takatsuji, 1998), die MYB verwandten
Proteine (Martin & Paz-Ares, 1997), die MADS Transkriptionsfaktoren (Riechmann &
Meyerowitz, 1997) und die Homéodomanen Proteine (Kerstetter et al., 1994).

Diese Strukturmotive sind auch in tierischen Transkriptionsfaktoren konserviert.
Die Homoobox beispielsweise, die die 60 Aminosauren umfassende DNA-bindende
Homdéodomane kodiert, wurde zuerst in Drosophila entdeckt (Scott & Weiner, 1984;
McGinnis et al.,, 1984). Sie ist in vielen entwicklungsspezifischen Genen enthalten, die
eine SchlUsselrolle unter den Kontrollgenen spielen, die das anterior-posterior Muster
von Drosophila definieren. Dazu zahlen die Gene der ANTENNAPEDIA- und
BITHORAX-Komplexe, sowie BICOID, FUSHI TARAZU und ENGRAILED (Gehring,
1987; Scott & Caroll, 1987).

Die Entwicklungsstrategien héherer Pflanzen und Tiere weisen, wie bereits be-
schrieben, grofle Unterschiede auf. Die Isolierung von pflanzlichen Homéobox Genen,
die eine Rolle bei der Organisation der Meristeme spielen, hat allerdings die Vermutung
nahe gelegt, dass wichtige Regulationsmechanismen, die die Entwicklung kontrollieren
unter allen hdheren Eukaryoten konserviert sein kdnnten (Hake, 1992).
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1.3 KNOTTED1-like Homoobox (KNOX) Gene

Das erste in Pflanzen identifizierte Homoéobox Gen, KNOTTED1 (KN1), wurde aus einer
morphologischen Transposon markierten Zea mays Mutante isoliert (Hake et al., 1989;
Vollbrecht et al.,, 1991). Die dominanten kn1 Mutanten bilden durch fortgesetzte
Teilungen einzelner Gruppen von Zellen entlang der lateralen Leitgefale der Blatt-
spreite kleine Auswuchse, so genannte Knoten, aus, bedingt durch die ektopische
Expression von KN1 in den Blattern (Smith et al., 1992).

In  Wildtyp-Pflanzen wird KN71 im Sprossapikalmeristem, in sekundaren
Meristemen, in Infloreszenzmeristemen und in Blitenmeristemen expremiert, nicht aber
in Blattern oder Blutenorganen. Die KN71 Expression geht zurick, sobald ein neues
Organprimordium initiiert wird (Jackson et al.,, 1994). In kn1 Funktionsverlust (/oss-of-
function) Mutanten zeigen mannliche und weibliche Bluten eine geringere Verzweigung,
darUber hinaus werden in weiblichen Bluten zusatzliche Karpelle und vereinzelt in den
Achseln der vegetativen Blatter zusatzliche Blatter ausgebildet. Das heil3t, dass im
Wildtyp meristematisch bleibende Zellen einen Differenzierungsprozess durchlaufen,
wenn das KN1 Protein ausfallt (Kerstetter et al., 1997). In einigen Inzuchtlinien fuhrt der
Verlust der KN71 Funktion zu signifikant kleineren Meristemen, was zur Folge hat, dass
nach der Bildung der Koleoptile hochstens zwei Blatter initilert werden und die Mais-
pflanzen im Keimlingsstadium verbleiben (Vollbrecht et al., 2000).

Das Expressionsmuster und die Phanotypen der Funktionsverlust und -gewinn
Mutanten weisen darauf hin, dass KNOTTED1 eine wichtige Funktion bei der Aufrecht-
erhaltung eines meristematischen bzw. undifferenzierten Zellstatus hat.

Inzwischen sind eine ganze Reihe weiterer sequenzahnlicher Gene aus verschiedenen
Pflanzenarten unter anderem aus Mais (KNOX-Gene, Kerstetter et al., 1994),
Arabidopsis (STM, Long et al, 1996; KNAT-Gene, Lincoln et al, 1994) und Reis
(OSH1, Matsuoka et al., 1993) isoliert worden, die zusammen die Familie der
KNOTTED1-like Homeobox (KNOX) Gene bilden. Die KNOX-Genfamilie gehort zur
ubergeordneten Three Amino acid Loop Extention (TALE) Familie (Burglin, 1997), die
ihren Namen durch drei zusatzliche Aminosauren im loop zwischen Helix 1 und Helix 2
im Vergleich mit einer typischen Homdéodoméne erhalten hat und der Gene aus
Pflanzen, Tieren und Pilzen zuzuordnen sind.

Uber die Homologie der Homdodomane hinaus weisen die Mitglieder der KNOX-
Genfamilie zusatzliche Sequenzahnlichkeiten auf. N-terminal an die Homéodomane
grenzt die ELK Domane an (Kerstetter et al., 1994), die als Kernlokalisierungssignal
fungieren kann (Meisel & Lam, 1996), gefolgt von einem kleineren weniger
konservierten Element, der GSE Box. Weiter stromaufwarts liegt die etwa 100 Amino-
sauren umfassende KNOX-Domane, eine putative Protein-Protein Interaktionsdomane,
die in einer tierischen TALE Klasse als MEIS Domane vorkommt, also auch zwischen
Pflanzen und Tieren hoch konserviert ist (Burglin, 1997; Sakamoto et al., 1999).
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Aufgrund von Sequenzhomologien lassen sich die Mitglieder der KNOX-Gen-
familie in zwei Klassen unterteilen. Wahrend die Klasse 2 Gene sehr unterschiedliche
Expressionsmuster zeigen, ist fur die Klasse 1 Gene, dazu gehoért KNOTTED1 aus
Mais, sowie SHOOT MERISTEMLESS und KNAT1 aus Arabidopsis, eine meristem-
spezifische Genexpression charakteristisch (Reiser, 2000).

1.3.1 SHOOT MERISTEMLESS (STM)

Das Arabidopsis SHOOT MERISTEMLESS Gen kodiert einen 382 Aminosauren langen
Transkriptionsfaktor der Klasse 1 KNOX-Gene (Long et al, 1996), der neben der
Homdéodomane die charakteristischen Strukturmerkmale KNOX- und ELK-Domane
aufweist.

In Wildtyp Arabidopsis Embryonen ist die STM mRNA bereits im mittleren Globular-
Stadium in einer einzelnen Zelle detektierbar, noch bevor das Sprossapikalmeristem
initiiert ist. Im frihen Herzstadium ist die STM Expression dann als schmaler Streifen
zwischen den zu diesem Zeitpunkt angelegten Primordien der Kotyledonen zu finden.
Im reifen Embryo schliel3lich beschrankt sich die STM mRNA auf den zentralen Bereich
des embryonalen Sprossapikalmeristems (Long & Barton, 1998). Nach der Keimung
bleibt die STM Expression die vegetative und generative Entwicklung hindurch in allen
Meristemen (vegetative, Achsel-, Infloreszenz- und Blitenmeristeme) erhalten. Keine
Expression ist in differenzierten Organen zu finden. Sobald Organprimordien initiiert
werden, wird die STM Expression herunterreguliert (Long et al., 1996).

Arabidopsis Keimlingen, die homozygot fur rezessive Mutationen im STM Gen
sind, fehlt ein sichtbares Sprossapikalmeristem und die beiden Kotyledonen sind im
Bereich der Petiolen miteinander fusioniert (Barton & Poethig, 1993). Spater entstehen
offenbar Blatter aus den Achseln der Kotyledonen. Schwachere stm Allele entwickeln
scheinbar ein Sprossapikalmeristem, das jedoch nach der Ausbildung einiger weniger
Blatter keine weiteren Organe mehr abgliedert, sozusagen ,aufgebraucht” ist und die
Entwicklung stoppt. Gelegentlich entstehen Infloreszenzen aus sekundaren Meristemen
in den Achseln der Blatter, die einige Hochblatter und eine variable Anzahl Bluten tra-
gen. Diese Infloreszenzmeristeme enden in Blitenstrukturen, die zum Teil miteinander
fusioniert sind. Den gebildeten Bluten fehlen teilweise Organe oder diese sind in
geringerer Anzahl vertreten (Clark et al.,, 1996). In einigen Fallen sind so genannte
,Luftrosetten zu beobachten, ahnlich wie in wuschel Mutanten (Laux et al., 1996). Die
Infloreszenz wachst, stoppt die Entwicklung, eine groRere Anzahl Blatter wird rosetten-
ahnlich abgegliedert und anschlief3end wachst erneut die Infloreszenz.

Die ektopische Expression von STM unter der Kontrolle des CaMV 35S
Promotors in Arabidopsis fuhrt zu schwer verkimmerten Pflanzen (GrolRe etwa 1 mm)
mit einem vollkommen unorganisierten Sprossapikalmeristem, das von zwei sehr
kleinen Kotyledonen umgeben ist. Das Sprossmeristem tragt viele kleine Strukturen, die
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Blattprimordien ahneln aber nicht auswachsen. Diese Pflanzen sind also nicht in der
Lage differenzierte Strukturen auszubilden (Williams, 1998).

Das STM Expressionsmuster, das dem von KN17 sehr ahnlich ist, und die Phanotypen
der Funktionsverlust und -gewinn Mutanten zeigen, dass STM ebenso wie KN17 eine
wichtige Funktion bei der Bildung der Meristeme hat, aber vor allem notwendig ist, die
meristematischen Eigenschaften zu erhalten.

Die Ahnlichkeit der Proteinsequenzen und der Expressionsmuster zwischen KN7 und
STM liely vermuten, dass es sich bei STM um das KN171 Ortholog aus Arabidopsis
handelt. Phylogenetische Analysen haben aber gezeigt, dass STM und KN7 in zwei
unterschiedlichen Zweigen zu finden sind (Reiser, 2000). Die groRte Homologie weist
STM zu SBH1 einem KNOX-Protein aus Sojabohne auf (67% ldentitat, Ma et al., 1994).
Die Ubereinstimmung der Aminosauren zwischen KN1 und STM liegt bei 47%, genau
wie zwischen STM und KNAT1 (KNOTTED1-like Arabidopsis thaliana), einem weiteren
KNOX-Protein aus Arabidopsis.

1.3.2 KNOTTED-like Arabidopsis thaliana 1 (KNAT1)

Durch Hybridisierung mit der Homéobox von KNOTTED1 als heterologer Sonde
konnten in unterschiedlichen Arabidopsis cDNA Banken eine Reihe von Klonen, die
KNAT Gene (fur KNOTTED1-like from Arabidopsis thaliana), identifiziert werden
(Lincoln et al.,, 1994; Serikawa et al., 1996). Zwei dieser Gene, KNAT1 und KNAT2,
sind den Klasse 1 KNOX-Genen zuzuordnen (Lincoln et al., 1994).

KNAT1 kodiert ein 398 Aminosaure langes Homoodomanen Protein, das wie KN1 und
STM zusatzlich zur Homéodomane die konservierten Domanen ELK und KNOX enthalt.

Northern-, in situ Hybridisierungsexperimente und die Analyse des B-Glucuronidase
(GUS) Expressionsmusters in transgenen KNAT1::GUS Pflanzen haben gezeigt, dass
KNAT1 im Wildtyp Keimling und in der Infloreszenz aber nicht in den Blattern
expremiert wird. Die KNAT71 mRNA ist wahrend der vegetativen Entwicklung in erster
Linie in der peripheren Zone des Sprossapikalmeristems zu finden, an der Basis der
Blattprimordien und angrenzend an das sich entwickelnde vaskulare Gewebe sowie im
Hypokotyl. Keine Expression ist in jungen Blattprimordien, alteren Blattern und Stipeln
(Nebenblatter, Strukturen an der Basis der Blatter) detektierbar. Nach dem Ubergang in
die generative Phase beschrankt sich die KNAT1 Expression auf die inneren Zelllagen
des Kortex entlang der primaren Sprossachse, der Seitensprosse und der Pedicels
(BlUtenstiele) sowie im vierten Blutenwirtel auf den Griffel der Karpelle. In Infloreszenz-
und Blutenmeristemen konnte keine Expression nachgewiesen werden (Lincoln et al.,
1994; Ori et al., 2000).
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Transgene Arabidopsis Pflanzen, die KNAT7 unter der Kontrolle des CaMV 35S
Promotors exprimieren, zeigen Veranderungen in der Blattentwicklung. Die Blatter,
sowohl Rosetten- als auch Hochblatter, sind im Unterschied zu wildtypischen Blattern
etwas schmaler, stark gelappt und leicht gewellt, wobei die Starke des Phanotyps sehr
variiert. Im Wildtyp sind die Blatter beginnend mit dem dritten Rosettenblatt lediglich
leicht gezackt und an der Basis entwickeln sich ein Paar Stipeln. Die starken Ausbuch-
tungen (lobes) der Blatter in 35S::KNAT1 Pflanzen entstehen an Positionen, an denen
sich im Wildtyp die kleinen Zacken befinden. Die Zacken werden zu Primordien, die zu
lobes auswachsen, an deren Basis sich ektopische Stipeln bilden. Die einzelnen lobes
ahneln also wildtypischen Blattern. Einige Transformanten entwickeln ektopische
Meristeme im Bereich zwischen zwei Ausbuchtungen. Bei den am starksten betroffenen
35S::KNAT1 Pflanzen ist auch die Blitenentwicklung gestort (Lincoln et al., 1994;
Chuck et al., 1996).

Die Sequenzahnlichkeit mit KN1 und STM, das Expressionsmuster von KNAT1 sowie
der Phanotyp der Funktionsgewinn Mutante haben zu der Vermutung gefuhrt, dass
KNAT1 ebenfalls fur die Bildung oder Aufrechterhaltung von Meristemen notwendig
sein konnte. Zum Zeitpunkt des Beginns meiner Arbeit war keine Funktionsverlust
Mutante von KNAT1 bekannt, die naheren Aufschluss Uber die Bedeutung des Gens in
der Entwicklung hatte geben konnen.

1.3.3 KNOTTED-like Arabidopsis thaliana 2 (KNAT2)

KNAT2, das zweite identifizierte Klasse1 KNOX-Gen in Arabidopsis, kodiert ein 310
Aminosaure langes Protein, das im Bereich der Homb6odoméane zu 80% identisch mit
KNAT1 und KN1 ist. Wird die Aminosauresequenz uber die gesamte Lange betrachtet,
liegt die Ubereinstimmung mit KNAT1 bzw. KN1 lediglich bei etwa 45% bzw. 40%
(Lincoln et al., 1994).

KNAT2 wird im inneren Bereich des vegetativen Sprossapikalmeristems
exprimiert; keine Expression ist in den sich entwickelnden Blattprimordien detektierbar.
KNAT?Z2 ist im Infloreszenzmeristem nicht aktiv, wird spater in Blitenmeristemen wieder
reaktiviert und beschrankt sich schliellich auf den Blitenboden und das Gewebe
zwischen den fusionierten Karpellen. Darlber hinaus ist das KNATZ2 Transkript in den
Achselknospen der Infloreszenz zu finden (Dockx et al., 1995; Laufs et al., 1998; Pautot
et al., 2001).

Die Uberexpression von KNAT2 in Arabidopsis fiihrt dhnlich wie in 35S::KNAT1
Pflanzen zu gewellten und gelappten Blattern mit ektopischen Stipeln, d.h. die Differen-
zierung der Blattzellen ist verandert. Zusatzlich ist in den Bluten von mit Dexamethason
induzierten 35S::KNAT2-GR Landsberg erecta Pflanzen (GR fur Hormon-Bindungs-
domane des Glucocorticoid-Rezeptors) eine homootische Transformation der Ovulen in
carpellartige Strukturen zu beobachten (Pautot et al., 2001).
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Das Expressionsmuster von KNAT2 und der Phanotyp der Uberexpressions-Pflanzen
lassen die Vermutung einer Uberlappenden Funktion im apikalen Sprossmeristem
zwischen KNAT2 und KNAT1 sowie STM zu. Diese Vermutung wird durch die Tatsache
unterstiitzt, dass die Uberexpression von KNAT2 zumindest teilweise in der Lage ist
stm Mutanten zu retten (Byrne et al., 2000; Pautot et al., 2001). Daruber hinaus ist eine
Aktivitat von KNATZ2 in der Entwicklung der Karpelle vorstellbar. Eine Funktionsverlust
Mutante von KNAT2 wurde bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht identifiziert.

1.4 Analyse von Transkriptionsfaktoren

In Eukaryoten ist die Kontrolle der Transkription eine der wichtigsten Ebenen der Gen-
regulation. Auf der Transkriptionsebene werden die unterschiedlichen intra- und inter-
zellularen Signale verarbeitet, so dass sich fur jedes Gen ein spezifisches zeitliches und
raumliches Expressionsmuster ergibt. An diesem Regulationsnetzwerk sind wie bereits
beschrieben eine Reihe von Transkriptionsfaktoren beteiligt, deren Gene in Pflanzen
haufig einer groleren Genfamilie angehdren (Benfey & Weigel, 2001). Der Familie der
myb-verwandten Gene werden zum Beispiel in Arabidopsis 136 Gene zugeordnet
(Riechmann et al., 2000). MADS Box und Homdobox Gene sind in allen bisher unter-
suchten Pflanzenarten ebenfalls in groRen Genfamilien vertreten (Riechmann &
Meyerowitz, 1997; Kerstetter et al., 1994).

Nachdem das Arabidopsis Genom vollstandig sequenziert ist (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000), sind hier die Sequenzen aller putativen Transkriptionsfaktoren bekannt,
aber fur die meisten dieser Gene, wie z. B. KNAT717 und KNAT2, ist weiterhin unklar,
welche Rolle sie im Regulationsnetzwerk spielen, vor allem weil Funktionsverlust
Mutanten vieler Gene bisher noch nicht identifiziert wurden.

Die Bestimmung des Expressionsmusters durch Northern-Analysen und in situ
Hybridisierungen sowie die ektopische Expression des Gens in Sinn (sense)
Orientierung unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors geben Hinweise, ersetzen
aber nicht die Informationen, die Mutanten Uber die biologische Funktion der Gene
liefern kdnnen. Redundanz erschwert jedoch die Identifizierung von Funktionsverlust
Phanotypen. Wenn mit Hilfe der PCR in Transposon oder T-DNA Populationen eine
Insertion in dem untersuchten Gen identifiziert werden kann, sind haufig erst Doppel-
oder Dreifachmutanten verwandter Gene aussagekraftig. Dies ist recht zeitaufwendig.

Ein Versuch, das Fehlen einer Funktionsverlust Mutante auszugleichen und auch
das Problem der Redundanz zu umgehen, ist die ektopische Expression des zu unter-
suchenden Gens in Gegensinn (antisense) Orientierung (Schuch, 1991). Man erhofft
sich die Reaktion der eingebrachten antisense RNA mit der sense RNA des zu
untersuchenden Gens sowie mit der RNA sequenzahnlicher Gene, um dadurch eine
Kopie eines Funktionsverlust Phanotyps zu erzeugen und auf diese Weise etwas uber
die biologische Funktion des Gens zu erfahren. Dartber hinaus ist bei der ektopischen
Expression von sense RNA neben dem Uberexpressions-Phanotyp teilweise ebenfalls
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eine Kopie des Funktionsverlust Phanotyps zu beobachten, ein haufig als
Cosuppression bezeichnetes Phanomen. (Napoli et al., 1990). Auch hier kann die RNA
des eingebrachten Transgens mit der RNA des homologen endogenen Gens
interagieren, was zur Bildung von anormaler RNA und/oder cRNA fuhrt. Die auf diese
Weise gebildeten doppelstrangigen RNA Molekule (dsRNA) initieren dann den Abbau
der transgenen und der homologen endogenen RNA. In Pflanzen wird diese Antwort
auf dsRNA als post-transcriptional gene silencing (PTGS) bezeichnet und vermittelt
naturlicherweise Resistenz gegen endogene parasitische und exogene pathogene
Nukleinsauren (Vaucheret et al., 1998). Uber antisense RNA oder Cosuppression eine
Kopie des Funktionsverlust Phanotyps zu erzeugen ist jedoch nicht immer erfolgreich,
da vor allem haufig nur ein geringer Prozentsatz der transgenen Pflanzen diesen
Phanotyp zeigen bzw. der Phanotyp sehr schwach ist.

Seit kurzem wird auch in Pflanzen eine in Caenorhabditis elegans bereits erfolg-
reich angewendete Methode zum gezielten ,Ausschalten“ eines zu untersuchenden
Gens eingesetzt, genannt RNAI fir RNA interference (Fire et al., 1998; Ueda, 2001;
Hannon, 2002). Hierbei werden direkt dsRNA-exprimierende Konstrukte der zu unter-
suchenden Gene in die Pflanzen eingebracht. Der bisherige Einsatz von RNAi in
Arabidopsis thaliana scheint Erfolg versprechend zu sein und die Methode wird weiter
verfeinert (Chuang & Meyerowitz, 2000; Wesley et al. 2001).

1.5 Dominant-negative Genfunktionen

Eine weitere Alternative die biologische Funktion von Transkriptionsfaktoren zu
identifizieren, ist die Umwandlung der Transkriptionsfaktoren in dominant-negative
Genfunktionen, um dann durch die Uberexpression dieser Proteinchimaren eine Kopie
des Funktionsverlust Phanotyps zu erzeugen (Herskowitz, 1987). Dies ist insbesondere
dann hilfreich, wenn Funktionsverlust Mutanten fehlen oder Einfachmutanten aufgrund
von Redundanz nicht aussagekraftig sind. Die Herstellung dominant-negativer Protein-
chimaren durch Fusion mit der Repressordomane des Drosophila Engrailed Proteins
wurde in Drosophila, Xenopus und Maus erfolgreich eingesetzt (John et al., 1995;
Conlon et al., 1996; Lyon & Watson, 1996).

Das Drosophila Segmentpolaritatsgen engrailed kodiert einen aktiven Repressor,
dessen N-terminaler Bereich (En**®, 298 Aminosauren) die Repressordoméne umfasst,
die von der DNA-bindenden Domane des Proteins abgekoppelt werden und auf
heterologe DNA-Bindungsdomanen Ubertragen werden kann (Poole et al., 1985;
Jaynes et al.,, 1991; Han & Manley, 1993). Dass diese Strategie in vivo erfolgreich ist,
hat die ubiquitéare Expression eines chimaren Proteins in Drosophila gezeigt, bei dem
die DNA-bindende Homéodomane von Engrailed (En) durch die des transkriptions-
aktivierenden Proteins Fushi tarazu (Ftz) ersetzt wurde. Nach der Induktion bindet das
chimare Protein aufgrund der eingesetzten DNA-bindenden Domane spezifisch an
Promotorregionen der normalerweise von Ftz aktivierten Gene, die dann aber aufgrund
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der Engrailed Repressordomane reprimiert werden, was in einer Phanokopie der fiz
Funktionsverlust Mutante resultiert (John et al., 1995). Der Einsatz von En?%-
Fusionsproteinen bei der Analyse des Xbra Gens in Xenopus und Zebrafisch (Conlon et
al., 1996) sowie bei der Analyse von c-Myb in Maus (Lyon & Watson, 1996) war
ebenfalls erfolgreich und hat wichtige Informationen zur Funktion dieser Gene geliefert.

In Pflanzen steht noch keine wirklich funktionsfahige Repressordomane zur Verfugung.
Erst in diesem Jahr wurde eine Repressordomane in SUPERMAN identifiziert, einem
Transkriptionsregulator, der als aktiver Repressor in der Blutenentwicklung von
Arabidopsis agiert (Hiratsu et al.,, 2002). Andererseits gibt es Homologien zwischen
pflanzlichen und tierischen Transkriptionsfaktoren sowie Bestandteilen des
Transkriptions-Initiationskomplexes. Daraus hat sich die Frage ergeben, ob es moglich
ist, auch in Pflanzen bei der Analyse von Transkriptionsfaktoren die Engrailed
Repressordomane zur Herstellung dominant-negativer Proteinchimaren einzusetzen.

Um die Einsatzfahigkeit des Systems, genannt Chimeric Repressor Interference System
(CHRIS), in Pflanzen zu testen, wurde in unserer Arbeitsgruppe der gut charakterisierte
Transkriptionsfaktor SHOOT MERISTEMLESS (STM, siehe oben) gewahlt und als
chiméres Konstrukt en?*®-STM unter der Kontrolle des starken CaMV 35S Promotors in
Arabidopsis thaliana exprimiert. Die Auswertung der erhaltenen Primartransformanten
hat gezeigt, dass die Engrailed Repressordomane auch in Pflanzen funktionell zu sein
scheint. Uber 70 % der transgenen Pflanzen haben eine Kopie des stm Funktions-
verlust Phanotyps gezeigt.

1.6 Ziel der Arbeit

Im Rahmen meiner Dissertation sollte zunachst der Mechanismus von CHRIS naher
untersucht werden, um die Einsatzfahigkeit des Systems in Pflanzen besser belegen zu
konnen. Zu diesem Zweck wurden eine Reihe C- und N-terminaler Deletionen von STM
sowie einzelne Doménen mit und ohne die En®**® Repressordoméne in Arabidopsis
Pflanzen Uberexprimiert. DarUber hinaus wurden in einige dieser Konstrukte Lese-
rasterverschiebungen eingefugt und ebenfalls in Arabidopsis Uberexprimiert. Die
erhaltenen Primartransformanten wurden analysiert.

Das System wurde entwickelt, um die biologische Funktion von Transkriptionsfaktoren
besser untersuchen zu kénnen, fir die im Rahmen klassischer Untersuchungen bisher
kein Funktionsverlust Phanotyp identifiziert werden konnte. Um die Leistung des
Systems in dieser Hinsicht zu testen, wurden im zweiten Abschnitt meiner Arbeit zwei
weitere Mitglieder der KNOX-Genfamilie, KNAT1 und KNAT2 (siehe oben), mit Hilfe des
Einsatzes dominant-negativer En**®-Proteinchimaren analysiert. Fiir beide Gene waren
zum Zeitpunkt des Beginns dieser Untersuchungen keine Funktionsverlust Mutanten
bekannt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Enzyme, Verbrauchsmaterial und Radioisotope

Chemikalien wurden, soweit erhaltlich, in der Qualitat pro analysis (p.A.) verwendet und
wenn nicht anders vermerkt, von folgenden Firmen bezogen: Biomol (Hamburg),
Biozym (Hameln), Duchefa (Haarlem, NL), Fluka (Neu-Ulm), Life Technologies
(Karlsruhe), Merck-Eurolab (Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Roche Diagnostics
GmbH (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhof).

Enzyme sowie die entsprechenden Puffer stammen von den Firmen Gencraft
(Munster), Invitrogen GmbH (Karlsruhe) ehemals Life Technologies (Karlsruhe), New
England Biolabs (Frankfurt am Main), Promega GmbH (Mannheim), Roche Diagnostics
GmbH (Mannheim) und Stratagene (Heidelberg).

Verbrauchsmaterial wurde von Roth (Karlsruhe) und Sarstedt (Rommelsdorf) bezogen,
Roéntgenfilme von Kodak (Rochester, USA), Farbumkehrfiime (Ektachrom 100,
Ektachrom 64T) von Annaker (KoOIn) und Filtermaterial von den Firmen Schleicher &
Schull (Dassel), Macherey & Nagel (Diren) und Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg).

Radioisotope ([a*?P]JdCTP mit der spezifischen Aktivitit 6000 Ci/mmol und 400
Ci/mmol) wurden von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) bestellt.

2.1.2 Puffer, Losungen und Medien

Alle verwendeten Standardlésungen und -puffer sowie die Medien zur Kultivierung von
E.coli wurden nach den Angaben von Ausubel et al. (1996) hergestellt.

Alle Puffer, Losungen und Medien wurden mit doppelt deionisiertem H,O (ddH,O, Milli-
Q, Wasserreinigungssystem, Millipore Eschborn) angesetzt. Losungen fur molekular-
biologische Arbeiten sowie Medien wurden autoklaviert bzw. sterilisiert (0,2 um Filter,
Roth), Medien anschlielfend falls erforderlich mit den entsprechenden Antibiotika
versetzt.

Die Angaben der folgenden Medien beziehen sich auf 11 Endvolumen:

YEB-Medium/Agar (fur Agrobakterien): 5 g Beef extract, 5 g Trypton, 1 g Hefeextrakt, 5
g Saccharose, 2 ml 1 M MgSOQy; zur Herstellung fester Medien 15 g Agar zusetzen.

Infiltrationsmedium: 5 % Saccharose, 200 pl Silwet L -77° Copolymer (Witco, Steina an
der Strasse)
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2.1.3 Nukleinsauren

2.1.3.1 Oligonukleotide (5" — 3)

Oligonukleotide wurden von Eurogentec (Seraing, Belgien) und Sigma (Deisenhof) be-
zogen. Grau unterlegt sind eingefligte Erkennungssequenzen flir Restriktionsenzyme,
die die Klonierung in die verwendeten Vektoren ermdglicht haben. F steht fur forward
Primer, R steht fur reverse Primer.

a) Fur die Amplifikation der STM-Fragmente:

stmN_1 GGAACCATGGACCCTTGCTCCTCTTTCTC (F: bp 331-347)
stmN_2 ACAGCCATGGTTGGTGAAGATCCAGGGCTTG (F: bp 520-538)
stmN_3 TCTTCCATGGCTCTATCCTCACCTTCCTC (F: bp 661-677)
stmN_4 TCTGCCATGGGTGATCCACAAGCTGAGG (F: bp 763-778)
stmN_5 TCGACCATGGATAAAGGAAAGCTCCCTAAAG (F: bp 862-880)
stmN_6 TGGACCATGGCGGAGGATATGCAGTTTG (F: bp 1039-1054)
stmN_B GACTAGGATCCGAAGCATGGTGGAGGAG (R: bp 1138-1153)
STM_F CTAGCCATGGAGAGCGGTTCC (F: bp 1-15)
stm111 AGAGGGGATCCGGTTGATTCCTCCTGC (R: bp 316-330)
STM fs TCTACCATGGGAGAGCGGTTCCAAC (F: bp 1-15)
KNOFR GGACGCCATGGCCCTTGCTCCTCTTTCTCTTCT (F: bp: 331-351)
KNO7slo AGGTGGGATCCGAGAGAGAGATTTGAATTGACA (R: bp: 640-660)
ELKlo AGCAGGATCCGACGCGCTTCTTTAGGGAGCTT (R: bp: 868-888)
b) Fur die Amplifikation der KNAT1-Fragmente:

knat1U GTCGCCATGGAAGAATATCAGCATGACAAC (F: bp: 1-24)
knat1L TTCGAGGATCCATGGACCGAGACGATAAG (R: bp: 1177-1193)
K1oxF GCTACCATGGACAACAATGACAACGTAAG (F: bp: 370-386)
K1oxR GGACGGATCCACAACATGCTAAGCTGAG (R: bp: 683-699)
K1ELKR GGAAGTTGGATCCTCTTTTTCTTCTTGGATAG (R: bp: 895-912)
c) Fur die Amplifikation der KNAT2 cDNA:

knat2U ACATCCATGGATAGAATGTGTGGTTTCCGC (F: bp 1-24)
knat2L CTCTCGGTCTAGAACTCGGTAAAGAATGTTTC (R: bp 913-930
d) Als Kontrolle in der RT-PCR:

gapCf ACCACTAACTGCCTTGCTC

gapCr CAATTTCACAAACTTGTCGCTC

Ergeben ein 474 bp langes Produkt der gapC cDNA (Shih et al., 1991).

e) Sequenzierungsprimer:

K1seq1 ATGGAAGAATATCAGCATG (KNAT1 F: bp 1-19)

K1seq2 AAGCTTACTTGGACTGC (KNAT1 F: bp 446-462)

K1seq3 TTGTTCTTCGTCTGATG (KNAT1R: bp 758-774)

K1seq4 TGGACCGAGACGATAAG (KNAT1 R: bp 1178-1194)

35S 1 TCATTTCATTTGGAGAGG (CaMV35S Promoter F: bp 401-418)
engstm2 GTGGATCTGCTGGAGTTTAGC (EN*® F: bp 661-681)

prt3 CCTTATCTGGGAACTACTCAC (pPRT R)

M13F20 GTAAAACGACGGCCAGT

M13R CAGGAAACAGCTATGAC

T7/T3 AACAGCTATGACCATG
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2.1.3.2 Plasmide
pCR®II-TOPO®
pBluescriptlIKS(+/-)

pCHRIS

PRTQGFP

pGPTV-Bar-Asc

2.1.3.3 Konstrukte

Bac FOM13

pRSTM4

pRT-KNAT1-7

2.1.3.4 DNA-Sonden

engrailed

KNAT1-ORF

TOPO TA Cloning® Kit von Invitrogen (Karlsruhe)
Alting-Mees et al., (1992)

modifizierter pRTQ100 (Topfer et al., 1987; Uberlacker
& Werr, 1996), Ncol und BamHI Schnittstelle eingefugt
(Nolte, 2000), enthalt den aminoterminalen Bereich (298 AS)
des Drosophila Proteins Engrailed (Repressordomane,
Jaynes & O’'Farell, 1991; Han & Manley, 1993; Smith &
Jaynes, 1996), Ncol-Schnittstelle erlaubt translationelle
Fusion mit Engrailed-Repressordomane, uber Ascl kann die
komplette Expressionskassette in den binaren Expressions-
vektor pGPTV-Bar-Asc umgesetzt werden

modifizierter pRTQ100 (Topfer et al., 1987; Uberlacker &
Werr, 1996) mit GFP-S65C (Reichel et al., 1996), nach
Ausspaltung von GFP mit Ncol und BamHI ist direktionale
Klonierung der DNA-Fragmente hinter den CaMV35S
madglich, Uber Ascl kann die komplette Expressionskassette
in den binaren Expressionsvektor pGPTV-Bar-Asc umgesetzt
werden

Uberlacker & Werr, (1996),
enthalt das BASTA Resistenzgen

GenBank Accession Nummer AC006267
(IGF_B122M139Q3, RZPD Deutsches Ressourcenzentrum
fur Genomforschung GmbH, Berlin)

pBlueskriptlIKS+ (Alting-Mees et al., 1992)

mit SHOOTMERISTEMLESS cDNA (U32344) bp 1-1149,
Hindlll/Xbal kloniert, freundlicherweise von Dr. Rudiger
Simon (Universitat zu Kéln) zur Verfligung gestellt

KNAT1 cDNA in pCHRIS (s.0.)

Repressordomane, SplI(BsIWI)/BamHI Fragment aus
Topo engSPL (Petra Comelli), 900 bp

Ncol/BamHI Fragment aus pRT-KNAT1-7, 1201 bp
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2.1.4 Bakterienstamme
Escherichia coli:

DH10B Grant et al., 1990,
F*, endA1, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ®80d/acZAM15, AlacX74,
deoR, recA1, araD139, A(ara, leu)7697, galU, galK\’, rpsL,
nupG

TOP 10 TOPO TA Cloning® Kit von Invitrogen (Karlsruhe),
F*, mrcA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ®80/acZAM15, AlacX74,
recA1, deoR, araD139, A(ara, leu)7697, galU, galK, rpsL
(Str), endA1, nupG

Agrobacterium tumefaciens:
GV3101 Koncz & Schell, 1986,

Rif', die Virulenz wird Uber das enthaltene Plasmid pMP90RK
(Gm', Km'") vermittelt

2.1.5 Pflanzenmaterial

Col-0 Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia
Ler Arabidopsis thaliana Okotyp Landsberg erecta
bp brevipedicellus, Koornneef et al. (1983), in Ler, (NW30,

NASC, University of Nothingham, Loughborough)

bp-R Allel von bp, in Ler, aus EMS-Screen mit homozygoter ufo-6
Mutante (Beschreibung der ufo Mutation: Bowman, 1997),
Samen freundlicherweise von Dr. Rudiger Simon (Universitat
zu KolIn) zur Verfugung gestellt

2.1.6 Anzuchtbedingungen

Die Pflanzen wurden auf Erde bei durchschnittlich 23°C unter Langtagbedingungen
(mindestens 16 Stunden Licht) im Gewachshaus angezogen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Alle molekularbiologischen Standardmethoden wurden, sofern nicht anders angegeben,
nach Ausubel et al. (1996) oder Anleitung des jeweiligen Herstellers der verwendeten
Materialien (Enzyme, Chemikalien, Kits) ausgefihrt.

2.2.2 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien (E.coli)

Fur Transformationen wurden elektrokompetente E.coli (Muhlhardt, 2000) hergestellt.
Die Transformation fand in 0,1 cm Elektroporationskiivetten in einem GenePulser™
(Gerateeinstellung: Kapazitat 25 yF, Spannung 1,8 kV, Widerstand 200 Q) der Firma
BIORAD statt. Die Transformation von pCR®II-TOPO®-Konstrukten in TOP10 Zellen
erfolgte nach Herstellerangaben.

2.2.3 Herstellung und Transformation elektrokompetenter Agrobakterien (GV3101)

e Ausstreichen einer Glycerinkultur auf YEB/Rif'/Gent*-Agarplatten und 2 Tage bei
28°C inkubieren

e 40 ml YEB-Medium mit einer vereinzelten Kolonie animpfen und 2 Tage bei 28°C
auf Schuttler wachsen lassen

e 800 ml YEB/RIif'/Gent’-Medium mit der Vorkultur versetzen und bei 28°C bis zu
einer ODgpp von 0,1 — 0,5 (ca. 4 h) wachsen lassen

e 10 min bei 2°C und 3000 rpm in einem GS-3-Rotor zentrifugieren

e Uberstand verwerfen

e Pellets in insgesamt 240 ml 1 mM Hepes (sterilfiltriert, eiskalt) vorsichtig
resuspendieren und 10 min auf Eis inkubieren

e Erneut zentrifugieren (siehe oben)

e Waschschritt mit 1mM Hepes noch 2x wiederholen

e Pellet in insgesamt 80 ml 1 mM Hepes mit 10% Glycerol (sterilfiltriert, eiskalt)
resuspendieren

e Erneut zentrifugieren (siehe oben)

e Uberstand vollstéandig verwerfen

e Pellet in 1 Volumen 1mM Hepes mit 10% Glycerol vorsichtig auf Eis
resuspendieren, zu je 90 ul aliquotieren und auf Trockeneis einfrieren

e Lagerung bei-70°C

Elektrokompetente Agrobakterien auf Eis langsam auftauen und je 1 ul DNA (50 — 500
ng) mit 50 pl Agrobakterien mischen. Die Transformation findet in 0,1 cm
Elektroporationskiivetten in einem GenePulser™ (Gerateeinstellung: Kapazitat 25 uF,
Spannung 1,8 kV, Widerstand 200 Q) der Firma BIORAD statt. Zligig 1 ml YEB-Medium
(RT) zugeben, in einem Reaktionsgefal® 2 Stunden bei 28°C inkubieren, anschlielRend
die gewlinschte Menge auf YEB/Rif'/Gent'/Kan’-Platten ausplattieren und 2 Tage bei
28°C inkubieren.
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2.2.4 Transformation von Arabidopsis thaliana mittels Agrobacterium

tumefaciens

10 ml YEB/RIif'/Gent*/Kan*-Medium mit vereinzelter Agrobakterienkolonie animpfen
und 24 h bei 28°C inkubieren

250 ml YEB/RIif'/Gent’/Kan*-Medium mit 2,5 ml Vorkultur animpfen und mit dem
Rest der Kultur Glycerinkultur anlegen und Plasmid-Praparation durchflhren (s.u.)
Die Kultur ca. 30 h bei 28° im Schuttler bis zu einer ODgop von >2 wachsen lassen
15 min bei RT und 5000 rpm zentrifugieren

Pellet in insgesamt 11 Infiltrationsmedium aufnehmen bis ODgg etwa 0,8 betragt
Drei 250 ml Messbecher in einem Exsikkator platzieren, mit Agrobakterinsuspension
befullen und die zu transformierenden Pflanzen (je Becher 1 Topf mit ca. 8
Pflanzen) kopflber mit den Infloreszenzen eintauchen

Fur zweimal 4 min Vakuum anlegen, dazwischen abrupt bellften

Nach der Infiltration die Pflanzen bis zur Samenreife kultivieren

Die Samen ernten, auf mit H,O befeuchtetem Filterpapier auslegen (in Petrischalen)
und bei 4°C fir 4 Tage lagern (Vernalisation)

Auf Erde aussaen und unter Langtagbedingungen im Gewachshaus keimen lassen
Zur Selektion die jungen Pflanzen mit dem Herbizid BASTA (200 g/l
Glufosinateammonium, Hoechst (Hattersheim)) besprihen, sobald die Primarblatter
der Keimlinge entwickelt sind

Transgene Pflanzen sind BASTA resistent, so dass nach 3 Tagen nur die transfor-
mierten Pflanzen weiterwachsen, wahrend alle anderen absterben.

2.2.5 Praparation von Plasmid-DNA

Plasmid-Minipraparationen wurden nach der von Holmes und Quigley (1981) beschrie-
benen TELT-Methode durchgeflihrt. GroRere DNA-Mengen oder DNA-Proben fur die
Sequenzierung und in-situ Hybridisierung wurden mit Kits (Plasmid Mini, Midi, Maxi) der
Firma Qiagen (Hilden) nach Angaben der Hersteller isoliert.

2.2.6 Praparation von BAC-DNA

Stabile BAC-DNA wurde nach Sinnett et al. (1998) hergestellt.

2.2.7 Isolierung von genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana

Genomische DNA wurde nach einem leicht modifizierten Protokoll von Doyle & Doyle
(1987) aus Arabidopsis thaliana Pflanzen isoliert. Bis zu 30 g Blattmaterial lassen sich
mit dieser Methode aufarbeiten.

5 g Blattmaterial in flussigem Stickstoff zu feinem Pulver mérsern, in 50 ml Falcon
mit 3 Teflonkugeln vortexen

Blattmaterial mit 25 ml Extraktionspuffer und 25 pl 3-Mercaptoethanol versetzen

Bei 60°C fur 30 min im Wasserbad schiitteln
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e Inkubierte Probe durch Miracloth jeweils in 2 x 50ml Falcons filtrieren und Filter gut
ausdrucken

e Filtrat mit gleicher Menge Chloroform mischen

e 10 min bei RT und 4000 rpm zentrifugieren

Uberstand in neue Falcons transferieren, 0,8 V Isopropanol zugeben und 5 min bei

RT inkubieren

15 min bei RT und 4000 rpm zentrifugieren

Uberstand verwerfen

Pellet 10 min trocknen lassen und in 500 ul TE/RNase (20ul/ml) aufnehmen

Fur die folgende Phenol/Chloroformextraktion Heavy Phase Lock Reaktionsgefalie

der Firma Eppendorf (Hamburg) verwenden

e Einmal mit 1 V Phenol/Chloroform/IAA (25:24:1) und einmal mit einem Volumen
Chloroform/IAA (24:1) extrahieren

e DNA direkt nach Zugabe von 1/10 V 3 M NaAc und 2,5 V EtOH fallen

e 10 min bei RT und 13.000 rpm bzw. wenn 15 ml Falcons verwendet werden 20 min
bei 4000 rpm

e Pellet mit 600 pl 70% EtOH waschen, trocknen und in 500 pl TE resuspendieren.

Extraktionspuffer: 100 mM Tris/HCI, pH8, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% CTAB
(Hexadecyltrimethylammoniumbromide)

2.2.8 Restriktionsverdau von genomischer DNA

Es werden 200 ul (0,1 ug/pl) genomische DNA mit 1ul 1M Spermidin (Endkonzentration
2,5 mM) und 50 U Enzym in einem Endvolumen von 400 ul bei geeigneten Puffer- und
Temperaturbedingungen (laut Herstellerangaben) fur 6 bis 16 Stunden inkubiert. An-
schlielend noch 2-mal die gleiche Menge an Enzym zugegeben und jeweils erneut fir
6 bis 16 Stunden inkubiert. Vor dem Auftragen auf das Agarosegel werden die Proben
mit 1/10V 3M NaAc und 3V EtOH gefallt und in einem angemessenen Volumen H,0
resuspendiert.

2.2.9 Isolierung von Gesamt-RNA aus Arabidopsis thaliana

Gesamt-RNA aus Arabidopsis thaliana Infloreszenzen wurden mit Hilfe des TRIzoL®
Reagent von Life Technologies (Karlsruhe) nach Herstellerangaben isoliert. Alle Inku-
bationsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt. Das RNA-Pellet wurde in 50
Ml RNase-freiem Wasser pro 100 mg Gewebe resuspendiert, so dass die RNA
Konzentration der Praparation in etwa 1 pg/ul betragt.

FuUr ein Northern-Gel werden 30 ug Gesamt-RNA gefallt, in 7 yl RNase-freiem Wasser
resuspendiert und mit 15 pl deionisiertem Formamid, 5,25 ul 37% Formaldehyd und 3 pl
10x MEN versetzt. Vor dem Auftragen werden die Proben fur 3 min bei 62°C denaturiert
und mit 2 pl EtBr (2ug/ul) versetzt.

10x MEN: 0,2 M Na-MOPS, 50 mM NaAc, 10 mM EDTA, pH 7
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2.2.10 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von Plasmid-DNA erfolgt in 0,8 - 1% TAE-Agarosegelen/EtBr
(0,5ug/ul) bei einer Feldstarke von ca. 10V/cm.

Fur die Auftrennung genomischer DNA (Southern-Gele) wird 1x TBE long run buffer
verwendet, die genomischen DNA-Fragmente werden Uber Nacht (ca. 16 h) in einem
0,9% TBE-Agarosegel mit einer Feldstarke von ca. 1,5V/cm aufgetrennt und
anschlielend in TBE/EtBr (0,5 pg/ul) fur 30 min angefarbt.

Fur die Auftrennung von RNA werden 1,2% denaturierende Agarosegele verwendet, die
1,85% Formaldehyd und 1x MEN-Puffer enthalten. Die Elektrophorese findet Uber
Nacht bei 1,5V/cm in MEN-Puffer statt.

Als Grélkenmarker wurden die 1kb plus DNA-Leiter sowie die 0,24 — 9,49 kb RNA-Leiter
von Life Technologies (Karlsruhe) verwendet.

In Agarosegelen aufgetrennte DNA- bzw. RNA-Fragemente wurden mit einem UV-
Transiluminator (A=312 nm) sichtbar gemacht, Uber Videokamera und das Bioprint DS-
System (Froebel Labor-Technik, Software Amibios von American Megatrends) fotogra-
fiert und das Bild Uber einen Mitsubishi Video Copy Processor-Thermodrucker
ausgegeben.

2.2.11 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung und Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden das
GFX™PCR DNA and Gel Band Purification Kit von Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg) sowie das CONCERT Rapid Gel Extraction Kit von Life Technologies
(Karlsruhe) verwendet.

2.2.12 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Konstrukten wurde auf dem PE/Applied Biosystems 377
Sequenzer mit den unter 2.1.3.1 aufgefUhrten Primern und dem DNA-Sequenzie-
rungskit Big Dye Terminator Cycle Sequencing der Firma Perking Elmer Applied
Biosystems nach Herstellerangaben durchgefuhrt.

2.2.13 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Die Markierung von DNA-Sonden durch radioaktives [a*?P] dCTP erfolgt mit Hilfe des
Ladderman™ Labeling Kits der Firma TaKaRa (Japan). Die markierten DNA-Fragmente
werden Uber Micro Spin Columns S-200 HR (Amersham Pharmacia Biotech) von den
ungebundenen radioaktiven Nukleotiden getrennt und vor der Zugabe zum Hybridisie-
rungspuffer (s. 2.2.14.2) fur 5 min bei 95°C denaturiert.
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2.2.14 Southern-Blot

2.2.14.1 Transfer von DNA auf Membranfilter

Das 0,9%igeTBE-Gel mit den aufgetrennten genomischen DNA-Fragmenten wird zu-
nachst zur Denaturierung fur 30 min in 3M NaCl/0,4M NaOH und anschlief’iend 15 min
in Transferpuffer vorsichtig geschwenkt. Der Transfer erfolgt in Transferpuffer auf S&S
Nytran Supercharge (Schleicher & Schiull, Dassel) nach Herstellerangaben Gber Nacht.
AnschlieRend wird die Membran fur 3 min in 0,2M Na-Phosphatpuffer, pH 6,8 neutrali-
siert und die DNA auf dem noch feuchten Filter mit einem UV-Crosslinker (Stratagene)
auf der Membran fixiert.

Transferpuffer: 3M NaCl, 8mM NaOH

2.2.14.2 Hybridisierung von radioaktiv markierten DNA-Sonden an filter-
gebundene DNA

Die Prahybridisierung erfolgt in Prahybridisierungspuffer in einem entsprechenden
Gefall liegend im Wasserbad fur 3 h bei 68°C. Die Hybridisierung erfolgt in
Hybridisierungspuffer in einem Hybritube (Life Technologies) Gber Nacht. Anschliel3end
werden die Filter einmal fur 20 min in 2xSSC/0,1% SDS und fur weitere 20 min in
0,5xSSC/0,1% SDS bei 68°C gewaschen, in Folie verpackt und nach dem Auflegen des
Films bei -70°C fur die Autoradiographie exponiert

Prahybridisierungspuffer: 6x SSC, 4x Denhardt’s, 0,4% SDS, 4% Dextransulfat, 100
pMg/ml CT-DNA

Hybridisierungspuffer: 6x SSPE, 1x Denhardt’s, 4% SDS, 4% Dextransulfat, 100 pug/mli
CT-DNA

2.2.15 Northern-Blot

2.2.15.1 Transfer von RNA auf Membranfilter

Das denaturierende Agarosegel wird zunachst kurz in ddH,O gewaschen. Die aufge-
trennte RNA wird dann uber Nacht in 20x SSC auf Hybond N+ Membran (Amersham
Pharmacia Biotech) transferiert. Die RNA wird auf dem noch feuchten Filter mit einem
UV-Crosslinker (Stratagene) auf der Membran fixiert.

2.2.15.2 Hybridisierung von radioaktiv markierten DNA-Sonden an filter-
gebundene RNA

Die Prahybridisierung erfolgt fur 3 h in Hybridisierungspuffer in einem entsprechenden
Gefald liegend bei 65°C (Gesamt-RNA) bzw. 45°C (mRNA). Die Hybridisierung erfolgt
uber Nacht in frischem Hybridisierungspuffer. Anschliel3iend werden die Filter einmal fur
15 min in 2xSSC/1% SDS und fur weitere 15 min in 0,5xSSC/1% SDS bei 65°C
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gewaschen, in Folie verpackt und nach dem Auflegen des Films bei -70°C fur die
Autoradiographie exponiert.

Mit einer Methylenblaufarbung (Filter 10 min in 5% Essigsaure inkubieren, dann 10 min
in 0,4% Methylenblau/0,5M NaAc farben, mit ddH,O entfarben; Herrin und Schmidt,
1988) kann man die RNA auf der Membran nachweisen.

Hybridisierungspuffer: 50% Formamid, 6x SSPE, 4x Denhards-Ldsung, 0,4% SDS, 4%
Dextransulfat, 100 pg/pl CT-DNA, 100 ug/ul t-RNA

2.2.16 Reverse Transkriptase Reaktion

Die Reverse Transkriptase Reaktion zur Herstellung von cDNA wurde mit der
SuPERSCRIPT™ |I, RNase H Reverse Transcriptase von Life Technologies (Karlsruhe)
mit Oligo(dt),z Primern nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Pro Reaktion wurden
etwa 500 ng mRNA bzw. 4 ug Gesamt-RNA eingesetzt.

2.2.17 PCR-Amplifikation

Um das offene Leseraster von KNAT1 bzw. KNAT2 zu amplifizieren, wurden 2 ul der
cDNA in einer PCR mit den Primern knat1U und knat1L bzw. knat2U und knat2L einge-
setzt. Zur Amplifikation der STM Deletionsfragmente wurden 50 ng des Vektors
pRSTM4 und die entsprechenden unter 2.1.3.1 angegebenen Primer verwendet. Fur
die Amplifikation von Fragmenten aus genomischer DNA wurden etwa 2 ug eingesetzt.
Zur Kontrolle wurde ein STM-Fragment und die gapC cDNA von den gleichen cDNA
Pools unter den gleichen Bedingungen amplifiziert. Alle Reaktionen wurden jeweils in
50 uyl Gesamtvolumen mit 2.5U Pfx-Polymerase (Life Technologies) angesetzt und
folgendes Programm durchgeflhrt:

0 Denaturierung: 45 Sekunden bei 95°C

1 Denaturierung: 45 Sekunden bei 95°C

2 Annealing: 45 Sekunden bei der errechneten Temperatur
(Mdlhardt ~ 2000)

3 Elongation: 1 Minute / kb Lange PCR-Fragment bei 72°C

4 Schritt 1 bis 3 wiederholen 29-mal

5 Elongation 10 Minuten bei 72°C

6 Pause 4°C

Fur Abbildung 18 wurden anschliefiend 10 ul des PCR-Reaktionsansatzes auf ein EtBr
gefarbtes Agarosegel aufgetragen.

2.2.18 Nicht-radioaktive RNA in-situ Hybridisierung

Die in situ-Hybridisierung wurde leicht modifiziert nach Coen et al. (1990) und Jackson
(1991) durchgefuhrt. Das Protokoll beinhaltet die Fixierung des frischen Gewebes, des-
sen Einbettung in Paraffin, die Herstellung der Schnitte, die Herstellung der Sonde,
sowie die Detektion der Transkripte von Interesse mit Hilfe einer Digoxygenin-
markierten RNA-Sonde und einem Anti-Digoxygenin AP-gekoppelten Antikorper.
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2.2.18.1 Gewebefixierung und Einbettung

Herstellung des Fixativs

e 100 ml PBS-Puffer werden mit NaOH auf pH 11 eingestellt und in der Mikrowelle auf
etwa 70°C erhitzt

e 4 g Paraformaldehyd zugeben und kraftig schutteln bis das Paraformaldehyd
vollstandig gelost ist

e Auf Eis stellen

e pH 7 mit konzentrierter H,SO,4 einstellen

e 30 pl Tween 20 zugeben

Fixierung des Gewebes

Fur die Praparation von Arabidopsis Infloreszenzen werden diese 5 mm unterhalb der
Sprossspitze abgeschnitten und Keimlinge am Hypokotyl. Bis zu 20 Infloreszenzen oder
Keimlinge werden in ein 20 ml Glasgefal® mit Fixativ eingelegt und fur 3 x 10 min in
einem Vakuum-Exsikkator infiltriert. Danach werden die Proben Uber Nacht bei 4°C
inkubiert.

Die Proben werden nun dehydriert, gefarbt und schlieRlich in Paraffin (Paraplast Plus®,
Sigma, Deisenhofen) uberfuhrt. Die Temperatur der Proben sollte 60°C niemals uber-
schreiten.

Austauschen des Fixativs durch eiskalten 50% EtOH, 90 min auf Eis

Uberfihren in eiskalten 70% EtOH, 90 min auf Eis

In 85% EtOH flr 90 min bei 4°C

In 95% EtOH mit 0,1% Eosin Y fur 90 min bei 4°C

In 100% EtOH mit 0,1% Eosin Y Uber Nacht bei 4°C

In frischem 100% EtOH mit 0,1% Eosin Y fur 90 min bei 4°C

In 100% EtOH fur 60 min bei RT

In 50% EtOH/50% Rotihistol fir 60 min bei RT

In 100% Rotihistol fur 60 min bei RT

Rotihistol Schritt noch zweimal wiederholen

Entnehmen des Rotihistols und Auffullen des Glasgefaldes mit 50% (v/v) frischem

Rotihistol und 50% (v/v) Paraplast Plus®, Inkubation bei 50°C iiber Nacht

e Austauschen des Rotihistol/Paraffingemisches durch frisch geschmolzenes
Paraplast Plus®, Inkubation bei 60°C fiir 8 h

e Austauschen gegen frisches Paraplast Plus®, Inkubation {iber Nacht bei 60°C

e In den nachsten 2 Tagen jeweils morgens und abends durch frisches Paraplast

Plus® ersetzen

2.2.18.2 Herstellung der Gewebeblécke

Die Gewebebldocke werden in Wageschalen gegossen. Hierzu wird diese auf einen
60°C warmen Heizblock gestellt und mit etwas geschmolzenem Paraplast Plus® gefiillt.
Darauf wird das Glasgefaly mit den Proben entleert und die Gewebeproben mit einer
zuvor erhitzten Pinzette orientiert. Zur Aushartung wird die Wageschale in ein kuhles
Wasserbad gelegt. Die eingebetteten Proben kdnnen bei 4°C gelagert werden.
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2.2.18.3 Herstellung der Mikrotomschnitte

Die in den Wageschalen eingebetteten Gewebeproben werden zunachst zu kleinen
Blécken von ca. 1,5 cm Seitenlange zurechtgeschnitten, das Paraffin auf der Rlckseite
der Gewebeblocke mit einem in einer Bunsenbrennerflamme erhitzten Spatel ge-
schmolzen und die Blocke jeweils auf einem Holzbléckchen fixiert. Nach 20 min werden
die einzelnen Gewebeblocke auf ein rechteckiges Format geschnitten, wobei seitlich
des eigentlichen Gewebes eine 1 —2 mm breite Paraffinschicht erhalten bleibt. Die Ge-
webeblocke werden mit der langeren Seite parallel zum Messer im Mikrotom
eingespannt. Es werden Schnittbander mit einer Schnittbreite von 7 um hergestellt, die
mit Hilfe eines feinen Pinsels auf beschichtete Objekttrager (Superfrost-Plus™, Roth)
platziert werden. Die Schnittbander werden mit sterilem H,O Uberschichtet und auf eine
42°C warme Heizplatte gelegt, bis sich die Schnittbdnder vollends gestreckt haben;
verbleibendes H,O kann mit feinem Saugpapier abgezogen werden. Die Schnitte
bleiben Uber Nacht auf der 42°C warmen Heizplatte liegen und kénnen dann bis zur
Hybridisierung bei 4°C gelagert werden.

2.2.18.4 Praparation der antisense RNA Sonde

Die DNA-Fragmente wurden in den Transkriptionsvektor pBluescript kloniert, das
Plasmid durch geeignete Restriktionsendonukleasen linearisiert und Uber
Phenol/Chloroform-Extraktion und EtOH-Fallung gereinigt. Das linearisierte Plasmid
wird in ddH20 ad 0,5 pg/ul resuspendiert.

In-vitro Transkription

e Die Reaktion wird bei RT angesetzt und fur 60 bis 120 min bei 37°C inkubiert.
e Die Wahl der RNA-Polymerase (T3, T7 oder SP6) hangt von der Orientierung der zu
transkriptierenden DNA im Vektor ab.

Reaktionsansatz:

8,5 ul H,O

2,5 ul 10 x Transkriptionspuffer
1 ul RNase Inhibitor (40 U/pl)
2,5ul5mMATP
2,5u5mMCTP
25u5mMGTP

2,5 yl 1/mM DIG-UTP

2 ul linearisierte Matrize (= 1 ug)
1 yl RNA-Polymerase (20 U/ml)

¢ Die Reaktion wird durch Zugabe von 75 ul TMS Puffer, 2 pl tRNA (100mg/ml) sowie
1 ul DNase (RNase-frei) und Inkubation fur 10 min bei 37°C abgestoppt.

e Zur Fallung der RNA werden 100 pl 3,8 M NH4Ac und 600 pl EtOH zugegeben und
die Reaktion fur 1 h bei -20°C inkubiert.

Zentrifugation fur 10 min bei 14 000 rpm

Waschen des Pellets mit eiskaltem 70% EtOH/0,15 M NaCl

Zentrifugation fir 5 min bei 14 000 rpm

Resuspension des Pellets in 50 pl H,O
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Hydrolyse

Die optimale Lange von RNA-Sonde fur die in-situ Hybridisierung auf Pflanzengewebe
betragt 150 bp. Die in-vitro synthetisierten RNA-Sonden koénnen unter milden
alkalischen Bedingungen hydrolysiert werden, um ein Gemisch von RNA-Sonden zu
erzielen, deren durchschnittliche Lange in etwa 150 bp betragt. Die Hydrolysedauer
wird mit folgender Formel berechnet.

L-L,
- K x L, x Lf
t = Zeit (min), K = Ratenkonstante (0,11 kb/min), L, =initiale Lange (kb), Lf = endguiltige Lange (kb)

50 pl RNA-Probe mit 50 pyl 200 mM Carbonat-Puffer pH 10,2 versetzen
Inkubation bei 60°C im Wasserbad fur die kalkulierte Zeit

Auf Eis stellen

+ 10 ul 10% HAC

+ 12 ul 3 M NaAc, vorsichtig mischen, Gasblaschen treten auf
+ 312 ul EtOH

60 min bei —20°C und Zentrifugation far 10 min bei 14 000 rpm
Waschen des Pellets mit eiskaltem 70% EtOH/0,15 M NaCl
Zentrifugation fur 10 min bei 14 000 rpm

Resuspension des Pellets in 50 pl H,O

Lagerung bei -20°C

Kontrolle der Sonde mit dem Anti-DIG-Antikorper

Auftragen von 1 yl Probe auf ein kleines Stuck Nitrozellulosemembran
Fixierung durch UV cross linking der RNA mit der Membran

1 min waschen in Puffer 1

Inkubation fir 30 min in Puffer 2

1 min waschen in Puffer 1

Inkubation fir 30 min in Puffer 1 versetzt mit 1 ul Anti-DIG-Antikérper (Roche)
2x fur jeweils 15 min waschen in Puffer 1

1 min waschen in Puffer 5

Entwicklung der Membran in 5 ml Puffer 5 mit 5 yl NBT und 5 pl X-P far 10 min
Abstoppen der Reaktion durch Waschen des Filters in Wasser

An der Stelle des Probenauftrags wird ein dunkelblauer Punkt sichtbar

2.2.18.5 Hybridisierungsreaktion

Reiniqung der Deckglaser

Die Deckglaser (24 x 50 mm) werden fur 15 min in Aceton gewaschen, anschlielend
getrocknet, in Aluminiumfolie eingeschlagen und bei 180°C fir 2 h gebacken.
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Vorbehandlung der Gewebeschnitte

Die Objekttrager mit den gewunschten Schnitten werden in einen Trager gestellt und
nacheinander fur die angegebene Zeit in folgenden Lésungen inkubiert:

10 MU covvrreeeeerrrneeeeenns 100% Rotihistol

10 NN covveeeerreeeeneeennnes 100% Rotihistol

1 NN eeeeerrrreeeeminneeeennns 100% EtOH

1 MU eeeeerreeeemmnneeeannns 100% EtOH

1 MU eeeeerrrereeeminneeeennns 95% EtOH

1 MU eeeeerreeeemmnneeeannns 85% EtOH

1 NN eeeeerrrneeeeminneeeennns 50% EtOH

1 MU eeeeerrereeemsnneeeennns 30% EtOH

1 MU ceeeeevreeeeemnneeeinnns ddH20

10 MU covvereeeeerrrneeeeenns 0,2 M HCI

B MM weeeerreeerrneeenneennnns ddH20

D NN eeeeerrrereeesnneeeennns PBS

10 MiN coeeeeeeeeneneeene Pronase (0,125 mg/ml Pronase-Puffer)
D NN eeeeerrreeeeesinneeeennns Glycin (0,2% in PBS)

D NN ceeeeerrreeeemsnnnennnnns PBS

10 MU covvrreeeeerrrneeeeennns Formaldehyd (4% in PBS)

B 1118 TR PBS

D NN ceeeeerrreeeemsnneeennnns PBS

10 MiN coeeeeemeeeeeeneeenes Essigsaureanhydrid (1 ml in 100 ml 0,1 M Triethanolamin pH 8)
D NN ceeeeerrreeeessnneeninnns PBS

Die Gewebeschnitte werden nun in einer aufsteigenden Ethanolreihe bis zum zweiten
100% EtOH dehydriert, dann nochmals in 100% EtOH gewaschen. Wahrend der Vorbe-
reitung des Hybridisierungspuffers kdnnen sie in einer Box mit wenig 100% EtOH im
Kuhlschrank gelagert werden.

Hybridisierung

In der Regel werden 2 pl der hydrolysierten DIG markierten RNA-Sonde pro Objekt-
trager eingesetzt. Die Menge kann jedoch je nach der zu erwartenden Intensitat des
Signals variiert werden. Es werden 80 ul Hybridisierungsgemisch pro Objekttrager
eingesetzt.

Probengemisch: Hybridisierungspuffer:
e 2yl hydrolysierte RNA-Sonde fur 24 Objekttrager
e ad8ulHO e 200 pl 10x Salzlésung
e + 8 ul deionisiertes Formamid e + 800 pl deionisiertes Fomamid
e mischen, e +400 ul 50% Dextransulfat
e Inkubation im Wasserbad bei 80°C e + 20 ul 100 mg/ml tRNA
fur 2 min, e +40 ul 50x Denhardt’s
e sofort auf Eis stellen e + 140 ul HO
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16 pl Probengemisch mit 64 pl Hybridisierungspuffer versetzen und auf den Gewe-
beschnitt auftragen. Das Deckglas wird unter Vermeidung von Luftblaschen aufgelegt.
Die Hybridisierungsreaktion findet in einer mit in 2x SSC/50% Formamidlésung
getrankten Papiertlichern ausgelegten Box Uber Nacht bei 50°C in einem Ofen statt.

2.2.18.6 Waschen der Schnitte

e Waschen in Waschpuffer und Inkubation bei 50°C fur 15 min, dabei fallen die
Deckglaser von den Objekttragern

Waschen in Waschpuffer und Inkubation bei 50°C zweimal fir 60 min

Waschen in NTE bei 37°C zweimal fur je 5 min

Inkubation in NTE + 20 pg/ml RNase A bei 37°C fur 30 min

Waschen in NTE bei RT zweimal fur je 5 min

Waschen in Waschpuffer bei 50°C fur 60 min

Waschen in PBS bei RT fir 5 min

2.2.18.7 Detektion

Die hybridisierte Proben-DNA wird mit einem Anti-DIG-Antikdrper, der an alkalische
Phosphatase gekoppelt ist, nachgewiesen. Die folgenden Reaktionen finden in kleinen
Schalen auf einem Schttler statt. Die Schalen sollten nach jedem Schritt gewechselt
und gespult werden. Alle Inkubationen finden bei RT statt. Der Puffer sollte die
Objekttrager wahrend des Schittelns gleichmalig bedecken.

5 [N coveeerreesreeenneesnnens Puffer 1
B0 MM vveeeeerrrrreeeesnnnns Puffer 2

BO MU -veevreeereerersennans Puffer 3

B0 MU -weevereeremsensernaens Puffer 4

4mal 20 min -eeeeeeese Puffer 1 mit 0,3% Triton X 100
B NN woeevrrereeeesnnneeeennns Puffer1

5 NN woveerveernesrensnennnns Puffer 5

bis 3 Tage oo Puffer 6 im Dunkeln

Puffer 6 beinhaltet die Substrate fur die alkalische-Phosphatase Reaktion. Die Inku-
bation findet in durchsichtigen Plastikschalen statt, so dass die Reaktion leicht unter
dem Binokular verfolgt werden kann. Inkubationszeiten langer als drei Tage fuhren zu
einer Verstarkung des Hintergrunds.

2.2.18.8 Abstoppen der Reaktion und Schlussbehandlung der Gewebeschnitte

Kurz in H,O waschen

Waschen in HoO flir 5 min
Waschen in 70% EtOH fir 5 min
Waschen in 95% EtOH fur 5 min

Anschlielend die Gewebeschnitte mit 2-3 Tropfen Entellan (Merck Eurolab) bedecken
und mit einem Deckglas versiegeln.
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2.2.18.9 Puffer und Stammlésungen

10x PBS: 1,3 M NaCl, 0,07 M NayHPO4, 0,03 M NaH,PO,4

2x Carbonate-Puffer: 80 mM NaHCO3;, 120 mM Na,COs3;, pH 10,2

TMS Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM MgCl,, 50 mM NacCl

10x Pronase-Puffer: 0,5 M Tris-Cl, pH 7,5, 0,05 M EDTA

Pronase: Herstellung einer Stammldsung mit 40 mg/ml in H,O.
Vorverdau des Enzyms zur Aktivierung durch Inkubation fur
4 h bei 37°C

Triethanolamin: Herstellung einer 2 M Ldsung in ddH,O, mit HCI auf
pH 8
einstellen

10x Salz: 3 M NaCl, 0,1 M Tris-HCI, pH 6,8, 0,1 M NaPO.-
Puffer,
50 mM EDTA

Formamid: Deionisierung durch Verwendung eines Kationen-
Anionenaustauschers

Waschpuffer: 2x SSC, 50% Formamid

10x NTE: 5 M NaCl, 100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM EDTA

RNase A: Stammldsung mit 10 mg/ml in H,O

10x Puffer 1: 1 M Tris-HCI, pH 7,5, 1,5 M NaCl

Puffer 2: 1x Puffer 1, 0,5% Blocking reagent (Roche)

Puffer 3: 1x Puffer 1, 1% BSA, 0,3% Triton X-100

Puffer 4. Puffer 3 mit Anti-DIG Antikdrper-AP (Roche, 1:3000)

Puffer 5: 100 mM Tris-HCI, pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,

Puffer 6: Puffer 5 mit 7,5% Polyvinylalkohol;

Lésen des Polyvinylalkohols durch Aufkochen auf einem
Heizrlhrer. Nach Abkuhlen 1,5 pl NBT und 1,5 pl BCIP pro

ml zugeben.
NBT: 100 mg/ml Nitrobluetetrazolium Salz in
70% Dimethylformamid, Roche
BCIP: 50 mg/ml 5-Bromo-4chloro-3-indolylphosphat in

Dimethylformamid, Roche

2.2.19 Mikroskopie und Fotografie

Die Gewebeschnitte wurden nach der in-situ Hybridisierung unter dem Axioskop von
Zeiss analysiert. Die Bilder wurden Uber die AxioCam und der Software AxioVision auf
dem Computer betrachtet. Arabidopsis Keimlinge wurden unter einem Binokular von
Zeiss betrachtet und mit einer Olympus OM-4 bzw. OM-2 oder der Digitalkamera Nikon
Coolpix 995 fotografiert.

2.2.20 Computeranalysen

Die Analysen der Nukleotid- und Aminosaurensequenzen wurden unter Benutzung des
UWGCG-Programmpakets Version 7.0 (University of Wisconsin Genetics Computer
Group) durchgefuhrt. Zur Verarbeitung und Analyse von DNA- bzw. Proteinsequenzen
wurden die Programme Gene Construction Kit, Oligo4, Programme des Lasergene
Software Pakets und DNASTAR verwendet. Die in dieser Arbeit vorhandenen
Abbildungen wurden mit dem Programm Adobe Photoshop Version 5.5/6 erstellt.
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3 ERGEBNISSE

Um die Einsatzfahigkeit des Chimeric Repressor Interference System (CHRIS) in Pflan-
zen zu testen, wurde der Transkriptionsfaktor SHOOT MERISTEMLESS (STM) gewahlt
und als chimares 35S::en**®*-STM Konstrukt in Arabidopsis thaliana exprimiert. Die
Auswertung der erhaltenen Primartransformanten hat gezeigt, dass die En**® Doméane
auch in Pflanzen funktionell zu sein scheint.

Im ersten Abschnitt meiner Arbeit (Kapitel 3.1) wurden Experimente durchgefihrt,
um mehr Informationen Uber den Mechanismus von CHRIS zu erhalten. Im zweiten Teil
(Kapitel 3.2) wurden die Transkriptionsfaktoren KNAT1 und KNAT2, fur die zu Beginn
meiner Arbeit keine Funktionsverlust Mutanten bekannt waren, mit Hilfe von CHRIS
analysiert.

3.1 Untersuchungen zum Mechanismus von CHRIS

Um den Mechanismus von CHRIS eingehender zu untersuchen, wurden eine Reihe
STM-Deletionskonstrukte sowie einzelne Doménen mit und ohne die En®*® Domane in
Arabidopsis Pflanzen unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors exprimiert. Darlber
hinaus wurde in einige dieser Konstrukte Leserasterverschiebungen eingefligt und
ebenfalls in Arabidopsis exprimiert. Die erhaltenen Primartransformanten wurden
analysiert.

3.1.1 Das 35S::en?®-STM Konstrukt

Ascl ATG Ascl
L poly A Signal
35S Promoter pCH RIS
Nclol BszHI
STM
100 bp

Abb. 1: Schematische Darstellung des 35S::en”*®-STM Konstruktes.

Das offene Leseraster von STM wurde mit den unter 2.1.3.1 angegebenen Primern
mittels PCR aus dem Konstrukt pPRSTM4, das die STM cDNA enthalt amplifiziert und
mit Hilfe der angeflgten Erkennungssequenzen fir die Restriktionsenzyme Ncol
(enthalt das native Startcodon) und BamHI direktional in pCHRIS (s. 2.1.3.2) kloniert.
Das offene Leseraster von STM befindet sich dadurch im Leseraster von en®”® und dies
ermdglicht die korrekte Translation des chimidren En*®-STM Proteins. Die in der
Abbildung 1 dargestellte Expressionskassette wurde dann Uber die flankierenden
Schnittstellen fur Ascl in den binaren Vektor pGPTV-Bar Ascl (s. 2.1.3.2.) kloniert.
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3.1.2 Beschreibung und Klassifizierung der Phanotypen der transgenen
Arabidopsis thaliana Pflanzen

Arabidopsis thaliana Pflanzen wurden mit dem pGPTV-en®*®-STM Konstrukt transfor-
miert und die BASTA resistenten Primartransformanten 19 — 21 Tage nach der Aussaat
analysiert (s. 2.2.4). Wildtypische Arabidopsis Keimlinge weisen unter den gewahlten
Bedingungen (s. 2.1.6) zu diesem Zeitpunkt neben den zwei Kotyledonen im Durch-
schnitt 7 Blatter auf und das Sprossapikalmeristem ist verdeckt durch weitere angelegte
Blatter. Transgene Arabidopsis Keimlinge (77, s. Abb. 5), die als Kontrolle ein
35S::en®*® Konstrukt trugen, hatten zu diesem Zeitpunkt 4 bis 7, im Durchschnitt 5
Blatter. Auch hier war das Meristem verdeckt durch weitere Blattprimordien (Abb. 2 A,
B). Die En®**® Domaéne allein filhrt also zu keiner phanotypischen Verdnderung der
transgenen Pflanzen, sie sehen wildtypisch aus. Die Entwicklung wird lediglich
kurzfristig durch die Behandlung mit BASTA verlangsamt. Dagegen zeigten 74,3% der
Arabidopsis Keimlinge, die das 35S::en*’®-STM Konstrukt trugen, eine Kopie des stm
Funktionsverlust Phanotyps (s. Abb. 5). Das heil3t, die Expression der trans-dominanten
Genfunktion en?*’-STM interferiert mit der endogenen STM Funktion.

Die Entwicklungsstdrungen besonderes stark betroffener transgener en®®-STM Pflan-
zen (33,9%, 125/369, Abb. 5) zeigte sich nach der Ausbildung der beiden Primarblatter
(Abb. 2 C, D). Es wurden keine weiteren Blattprimordien angelegt und ein sichtbares
Sprossapikalmeristem (SAM) fehlt (Abb. 2 D, Pfeil). Bei anderen en?**-STM Pflanzen
trat dieser Entwicklungsblock erst nach der Bildung von 3 (Abb. 2 E, F) bis maximal 6
Blattern auf (40,4%, 149/369, s. Abb. 5). Auch bei diesen Pflanzen fehlt ein sichtbares
SAM (Abb. 2 F).

Bei 24,1% der transgenen en®**-STM Pflanzen (89/369) waren im Vergleich mit
der wildtypischen Situation nach langer zeitlicher Verzégerung unter dem Binokular ein-
zelne sehr kleine Blattprimordien zu erkennen, die allerdings in der Regel nicht
vollstandig ausgewachsen sind (Abb. 2 G, H). Zu einem relativ frihen Zeitpunkt wurden
in en®*®-STM Keimlingen ein oder mehrere sekunddre Meristeme aktiviert (Abb. 2. 1, J),
die im folgenden Blattprimordien gebildet haben (Abb. 2 J, Pfeil). Dartber hinaus waren
weitere Veranderungen zu beobachten, wie Blatter mit fusionierten Blattstielen (Abb. 2
K) und Kotyledonen in veranderter Position (Abb. 2 C).

Die mit dem kompletten STM Leseraster als en®*® Fusion beobachteten Phanotypen
dienten als Standard flr die im Folgenden durchgeflhrten Experimente. Um die Phano-
typen vergleichen zu kdnnen, wurden sie in unterschiedliche Klassen gruppiert, die in
Tabelle 1 (S. 30) zusammengefasst sind.
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298

Abb. 2: Phanotyp der transgenen 35S::en“"-STM Arabidopsis thaliana Keimlinge verglichen mit
35S::en*® Keimlingen, Okotyp Columbia-0 (Col-0).(A) 35S::en*® Arabidopsis Keimling Col-0 mit 6
Blattern, das SAM ist durch weitere angelegte Blatter verdeckt (B, Detailansicht), (C) — (K) en®*®-STM
Keimlinge, (C) Keimling mit 2 Primarblattern, veranderte Stellung der Kotyledonen, kein sichtbares SAM
(D, Pfeil), (E) Keimling mit 3 Blattern, kein sichtbares SAM (F, Pfeil), (G) und (H) Keimling mit 2 Primar-
blattern und 2 sehr kleinen Blattprimordien, (I) Keimling mit 5 Blattern, Blatt 4 und 5 sehr klein, gleich
grof3 und an der Basis fusioniert, kein sichtbares SAM, in Achselmeristem Blattprimordium zu erkennen
(J, Pfeil), (K) fusionierte Blattstiele. SAM: Sprossapikalmeristem, Analyse 19 Tage nach der Aussaat.

298

Abb. 3: Phédnotyp der transgenen 35S::en“"-STM Arabidopsis thaliana Pflanzen im Inflo-
reszenzstadium. (A) Infloreszenz bildet sich aus Achselmeristem, Luftrosetten aus Hochblattern (Pfeile),
(B) fusionierter Blitenstand, (C) ,buschiger” Phanotyp mit Luftrosetten (Pfeil) (D) und (E) endstandige
Bliten, (D) deformiert, (E) fehlende Blitenorgane, (F) fasziierter Spross.
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Phanotyp Beschreibung

1 kein sichtbares SAM, Entwicklungsblock nach 2 Primarblattern
(Abb. 2 C, D)

5 kein sichtbares SAM, Block nach 3 — 4 Blattern bzw. Blattprimordien
(Abb. 2 E, F)

3 kein sichtbares SAM, Block nach mehr als 4 Blattern bzw.
Blattprimordien (Abb. 2 1)

WT SAM durch Blattprimordien verdeckt, kein Entwicklungsblock

(Abb. 2 A, B)

Tabelle 1: Klassifizierung der en®®-STM Phanotypen. Analyse der Pflanzen 19 — 21 Tage nach der
Aussaat. SAM: Sprossapikalmeristem.

Altere en®*®-STM Pflanzen zeigten haufig einen buschigen Phanotyp (Abb. 3 C) auf-
grund einer stark erhohten Anzahl von Rosettenblattern, die kontinuierlich von
aktivierten Achselmeristemen gebildet wurden. Bei etwa 41% der Pflanzen (105/255)
kam es nicht zur Ausbildung einer Infloreszenz. Entwickelten sich Infloreszenzen aus-
gehend von sekundaren Meristemen, wiesen diese jedoch Stérungen im internodalen
Wachstum auf. Dies zeigte sich in der Bildung so genannter ,Luftrosetten®, bei 29,1%
der untersuchten en?*®*-STM Pflanzen (74/255). Die Infloreszenz streckt sich, stoppt das
Wachstum und gliedert eine Reihe von Hochblattern ab (Abb. 3 A, C). In einigen Fallen
verbleibt sie in diesem Zustand (Abb. 3 C, Pfeil), bei anderen Infloreszenzen setzt das
internodale Wachstum wieder ein (Abb. 3 A). Wenn diese Infloreszenzen Blitenstande
ausgebildet haben, waren diese zum Teil miteinander fusioniert (Abb. 3 B). Gelegentlich
(4,3%, 11/255) bildete sich je Infloreszenz lediglich eine terminale sterile Blute, deren
Bliitenorgane deformiert waren oder fehlten (Abb. 3 D, E). Bei 5,5% der en®***-STM
Pflanzen (14/255) konnte eine starke Fasziation der Infloreszenz beobachtet werden
(Abb. 3 F).

3.1.3 Die En?*®-Domaine fusioniert mit verschiedenen STM-Deletionskonstrukten

Um den Anteil bestimmter Domanen von STM an der Auspragung des stm Phanokopie
Phanotyps zu bestimmen, wurden verschiedene STM-Deletionskonstrukte als EN?%-
Fusionsproteine in Arabidopsis exprimiert. In Abbildung 4 sind diese in Relation zum
vollstandigen Protein schematisch dargestellt. Die interessanten Domanen KNOX, ELK
und die Homdéodomane (HD) sind farbig hervorgehoben. Die Feststellung, welche Do-
mane welchen Anteil an der stm Phanokopie hat, sollte Rickschlisse auf den
Mechanismus von CHRIS erlauben. DarUber hinaus ist jeweils die Lange des
Transkriptes beginnend mit der Q leader Sequenz bis zum Polyadenylierungssignal
sowie die Lange des Translationsproduktes angegeben, um eine eventuelle Korrelation
mit zu beobachtenden Phanotypen herstellen zu kénnen
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Transkript/
1 56 111 175 221 255288 347 382 rip
Translations-

produkt
STM Linge in bp/AS?®

EN?.STM BN s 2198/689
[ -

ENZ® 1043/305
EN?*®-STMAHD® 1941/626
ENZ%.STMAC2 1368/412
EN*8-STMAN1 1859/576
EN.STMAN2 1667/512
EN?®.STMAN3 1529/461
EN*2-STMAN4 1427/431
EN?®.STMAN5 1328/394
EN*8-STMANG 1151/340
EN%8-.kKNOX(®) 1373/414
(STM)
EN*®-KNOX/ELK (), 1601/490

100 AS

Abb. 4: Schematische Darstellung der als EN?*® Fusionsproteine exprimierten STM-
Deletionskonstrukte. Die Zahlen oberhalb der STM Doménenstruktur geben die Aminosaureposition an.
@) |ange des Transkriptes in bp inklusive Q leader Sequenz bis Polyadenylierungssignal, ® Diese
Konstrukte wurden von Carolin Nolte (Diplomarbeit, 2000) hergestellt.

Die N-terminalen Deletionskonstrukte STMAN1 bis STMAN6 sowie das C-terminale
Deletionskonstrukt STMAC2 wurden mit den unter 2.1.3.1 aufgeflhrten Primern Uber
PCR aus pRSTM4 (s. 2.1.3.3) amplifiziert, Uber die Restriktionsschnittstellen Ncol und
BamHI in pCHRIS (s. 2.1.3.2) kloniert und die Expressionskassette Uber die flankie-
renden Ascl Schnittstellen in pGPTV-Bar Ascl umgesetzt (s. 2.1.3.2). Die Konstrukte
pGPTV-en*®-STMAHD, pGPTV-en**-KNOX(stmy und pGPTV-en***-KNOX/ELK s,
sind von Carolin Nolte (Diplomarbeit, 2000) hergestellt worden. Anschliellend wurden
Arabidopsis thaliana Pflanzen mit diesen pGPTV-en’*®-STM Deletionskonstrukten
transformiert und die BASTA resistenten Primartransformanten etwa drei Wochen nach
der Aussaat analysiert (s. 2.2.4).
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3.1.3.1 Frequenzen der Phédnotypen

Die Frequenzen der beobachteten Phanotypen sind in Abbildung 5 dargestellt. Wie
bereits beschrieben, zeigten 74,3% (274/369) der transgenen Pflanzen, die das en®®-
STM Konstrukt trugen, eine stm Phanokopie. Jeweils 7 der analysierten Pflanzen
waren dem stm Phanokopie Phanotyp 1 (33,9%, 125/369) bzw. Phanotyp 2 (34,4%,
127/369) zuzuordnen, lediglich 6% der Pflanzen (22/369) zeigten die stm Phanokopie
erst nach der Ausbildung von mehr als vier Blattern.

Die C-terminale Deletion EN**®-STMAC2, bei der lediglich die ersten 110 Aminos&uren
mit der EN?®® Domane fusioniert sind, reichte nicht aus, um eine stm Phanokopie zu
erzeugen. 98,7 % (76/77) der transgenen Keimlinge waren wildtypisch. Transgene
Arabidopsis Pflanzen, die das STM Deletionskonstrukt en®*®-STMAHD trugen, zeigten
hingegen sogar in 79% der Falle (188/238) eine stm Phanokopie (s. a. Nolte, 2000),
obwohl die DNA-bindende Domane fehlte. Lediglich die Verteilung war leicht in Rich-
tung des schwacheren Phanotyps 3 verschoben. Die Homdéodomane scheint demnach
fur die Erzeugung der stm Phanokopie nicht notwendig zu sein.

Die N-terminalen STM Deletionskonstrukte erzeugten bis auf en®**®-STMANG (nur 4,6%,
8/174) alle stm Phanokopien, vom ldngsten Konstrukt en***-STMAN1 (65,3%, 49/75)
zum kiirzesten en?**-STMANS5 (30,1%, 97/322) mit abnehmender Frequenz. Also auch
Konstrukte, die lediglich die kodierende Sequenz der ELK und Homéodomane enthiel-
ten, fuhrten zu einem gewissen Prozentsatz an Phanokopien. Hier kann eine
Korrelation zwischen der Lange des Transkriptes und der Frequenz an auftretenden
stm Phanokopien bestehen (vgl. Abb. 4). Es fiel allerdings auf, dass deutlich weniger
sehr starke Phanokopien des Typs 1 beobachtet werden konnten. Bei transgenen
Pflanzen, die die Konstrukte en®*®*-STM und en*®-STMAHD trugen, lag der Anteil der
Typ1 Phanokopien an den Phanokopien insgesamt bei etwa 46% (125/274) bzw. 37%
(69/188), wahrend bei den N-terminalen STM-Deletionskonstrukten dieser Anteil ledig-
lich zwischen 2% (1/49) und 15% (20/132) lag. Der Anteil der schwacheren Typ 3 Pha-
nokopien lag dagegen bei diesen Pflanzen deutlich hdher, zwischen 31% (41/132) und
47% (23/49) im Vergleich zu 8% (22/274) und 19% (35/188). Das Fehlen der ersten 110
Aminosauren im Konstrukt EN**®-STMAN1 filhrte neben der stm Phanokopie zusatzlich
zu einem Blattphanotyp, der nur mit diesem Konstrukt aufgetreten ist (s. 3.1.3.2).

Die Expression der KNOX Domane als EN®® Fusion fiihrte zu 55,2% (224/406) stm
Phanokopien. Dies sind signifikant mehr Pflanzen, als von Konstrukten vergleichbarer
Transkriptlange (en®*®-KNOX: 1373 bp, vgl. Abb. 4) erzeugt wurden. Das etwas langere
N-terminale Deletionskonstrukt en®***-STMAN4 (1427 bp) erzeugte 45,4% stm Phano-
kopien; das etwas kiirzere Konstrukt en®*®-STMANS5 (1328 bp) filhrte lediglich zu 30,1%
stm Phanokopien. Transgene Pflanzen, die das nahezu gleichlange C-terminale Dele-
tionskonstrukt en?**-STMAC2 (1368 bp) trugen, wiesen sogar lediglich 1,3% stm
Phanokopien auf.
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Abb. 5.: Phinokopie Frequenzen der transgenen Arabidopsis Pflanzen mit 35S::en’®-STM
Deletionskonstrukten verglichen mit 35S: enm und 35S::en**-STM Pflanzen. Analyse 21 Tage nach
Aussaat. (A) Frequenz der Phanotypen in %, ©® Die Zuordnung der transgenen Pflanzen basiert auf der
KIaSS|f|Z|erung in Tabelle 1. ®’ Gesamtanzahl der analysierten BASTA resistenten Arabidopsis Pflanzen.

) 21,3 % der BASTA resistenten Pflanzen zeigten stm Phanokopie Typ 2 und Blattphanotyp, 26,7%
zeigten stm Phanokopie Typ 3 und Blattphanotyp, 32% zeigten keine stm Phanokopie, aber Blatt-
phanotyp (s. 3.1.3.2). (B) Darstellung der Ergebnisse aus (A) als Saulendiagramm. Die Zahlen lber den
Saulen geben die Anzahl der analysierten BASTA resistenten Pflanzen an, auf die sich jeweils die 100%
beziehen. Die en®**-STMAN1 Pflanzen, die zusatzlich zur stm Phanokopie einen Blattphdnotyp zeigen
sind in dieser Darstellung nicht gesondert hervorgehoben.
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Diese Zahlen sprechen gegen eine reine Abhangigkeit der Phanokopie Frequenz von
der Transkriptlange. Die KNOX Domaéane scheint demnach einen groReren Beitrag zur
Ausbildung der stm Phanokopie zu leisten als andere Domanen (s. a. Nolte, 2000).
Auch der Anteil an Typ 1 Phanokopien an den Phanokopien insgesamt liegt hoher als
bei dem en®**-STMAN5 Konstrukt, 16,5% (37/224) im Vergleich zu 4% (4/97). Die
KNOX Domane in Kombination mit der ELK Domane im Fusionsprotein EN%%-
KNOX/ELK erhoht den Anteil der stm Phanokopien auf 68,1% (98/144) und auch der
Anteil der Typ 1 Phanokopien lag hoher, bei etwa 21% (21/98).

In der generativen Phase konnten auch bei transgenen Pflanzen mit en®**-STM Dele-
tionskonstrukten ,Luftrosetten und Fasziation der Infloreszenz beobachtet werden, mit
Ausnhahme der en?**®-STMAC2 und en?***-STMANG6 Pflanzen. Der Prozentsatz an Pflan-
zen pro STM Deletionskonstrukt, der eine Fasziation der Infloreszenz zeigte, war recht
unterschiedlich und lag zwischen 13% und 34%. Luftrosetten traten lediglich bei
Pflanzen auf, die EN?®® Fusionsproteine exprimierten, die die ELK Domane umfassten,
jeweils in etwa "4 der transgenen Pflanzen.

3.1.3.2 Zusitzlicher Phdnotyp der transgenen 35S::en’**-STMAN1 Arabidopsis
thaliana Pflanzen

Neben den unter 3.1.2 beschriebenen stm Phanokopie Phanotypen, die bei den
einzelnen Konstrukten unterschiedlich haufig auftraten (s. 3.1.3.7), konnte bei
transgenen Arabidopsis thaliana Pflanzen, die mit dem en®**-STMAN1 Konstrukt trans-
formiert wurden, ein zusatzlicher Phanotyp beobachtet werden (s. Abb. 5).

Bei 80% (60/75) der BASTA resistenten Primartransformanten, die das en®***-STMAN1
Konstrukt trugen, zeigte sich ein deutlicher Blattphanotyp. Bei 48% (36/75) der trans-
genen Pflanzen trat dieser zusatzlich zur stm Phanokopie auf, wahrend 32% (24/75) der
Pflanzen lediglich phanotypisch veranderte Blatter aufwiesen (s. 3.71.3.7). Die Starke
des Blattphanotyps variierte, wie in Abbildung 6 zu sehen ist.

Einige stark betroffene transgene Keimlinge waren deutlich kleiner als gleich alte wild-
typische Keimlinge und wiesen stark veranderte Kotyledonen auf. Die Rosettenblatter
waren deutlich dicker als im Wildtyp, nach oben gewdlbt und der Blattstiel nicht ausge-
bildet (Abb. 6 A, B). Die Blattspreite war zum Teil sehr tief ,eingekerbt®, was den Blat-
tern ein stark ,gelapptes‘ Aussehen verleiht (Abb. 6 B, C). Die en®*’-STMAN1 Pflanzen
mit einem weniger starken Phanotyp waren etwas grofder und der gelappte Blatt-
phanotyp reichte von stark (Abb. 6 D) tUber mittel (Abb. 6 E) bis schwach (Abb. 6 F). Bei
den transgenen en?*®-STMAN1 Pflanzen, die eine Kopie des stm Phanotyps zeigten
und gelappte Blatter aufwiesen, trat der Blattphanotyp frihestens ab dem dritten
Rosettenblatt und damit meist erst in Blattern der Achselmeristeme auf und war eher
mittel bis schwach.
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Abb. 6: Blattphanotypen der transgenen 35S::en**-STMAN1 Arabidopsis thaliana Pflanzen.
Analyse 21 Tage nach der Aussaat. Alle Keimlinge sind im gleichen Malstab dargestellt. Die Starke des
Blattphanotyps variiert (von A — F abnehmend). (A) Keimling mit stark veranderten Kotyledonen; sehr
kleine dicke Blatter, Blattstiele fehlen, (B) Keimling mit sehr kleinen, stark nach oben gewdlbten Blattern,
eingekerbt, Blattstiele fehlen (C) Keimling mit Blattern, die sehr tief eingekerbt sind, (D) Keimling mit sehr
stark gelappten Blattern, (E) mit weniger stark gelappten Blattern und (F) mit Blattern, die nur sehr leicht
gelappt sind.

In der weiteren Entwicklung gliederten en®**-STMAN1 Pflanzen mit starkem Blatt-
phanotyp wie in Abbildung 6 A und B weitere dieser kleinen dicken Blatter ab. Es bildete
sich aber nur in einem Fall eine Infloreszenz, allerdings mit einer terminalen sterilen
Blute. Bei transgenen Pflanzen mit schwacherem Blattphanotyp (Abb. 6 D — E) zeigten
sich gelappte Hochblatter nach dem Ubergang in die reproduktive Phase, die Pflanzen
waren fertil. Bei en®**®*-STMAN1 Pflanzen mit gelappten Blattern und stm Phanokopie
wurden, wie bei en?*®-STM Pflanzen, eine Reihe Achselmeristeme aktiviert, die in erster
Linie Rosettenblatter produzierten und in einem ,buschigen” Phanotyp resultierten (Abb.
7 A). Wenn es zur Bildung einer Infloreszenz kam, konnten Luftrosetten beobachtet
werden (Abb. 7 B, C). Setzte die Elongation der Infloreszenz anschliefend wieder ein,
wurden nur wenige fertile Bliten gebildet (Abb. 7 C).
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Abb. 7: Phanotyp alterer transgener 35S::en”°-STMAN1 Pflanzen mit gelappten Blattern und stm
Phéanokopie (A) Achselmeristeme bilden viele Rosettenblatter, keine Infloreszenz, (B) ,buschige“ Pflanze
mit Luftrosetten, (C) Infloreszenz mit gelappten Hochblattern und 4 terminalen sterilen Bliten, die zweite
Infloreszenz tragt fertile Bluten.



ERGEBNISSE 36

3.1.3.3 Keine Korrelation zwischen Expressionsstédrke und Phanotyp

Um festzustellen, ob eine Korrelation zwischen der Expressionsstarke des Konstruktes
in den transgenen Pflanzen und der Starke der beobachteten phanotypischen
Verdnderungen bestand, wurde dies fiir das en®**®*-STMAN1 Konstrukt auf Northern-
Ebene getestet.

schwach mittel stark

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12
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Abb. 8: Expression des en“"-STMAN1 Konstruktes in den transgenen Pflanzen. Northern-Analyse
mit Gesamt-RNA aus Blattern, bzw. bei Pflanze in Spur 11 aus der kompletten Pflanze inklusive der Inflo-
reszenz. Uber der abgebildeten Autoradiographie sind die Nummer der Spur und die Stérke des
Phéanotyps angegeben. Der RNA-Filter wurde mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde hybridisiert, die
das engrailed %8 Fragment umfasst (2.1.3.4). Die Starke des Signals korreliert nicht mit der Starke des
Phénotyps. Die Spur, in der Wildtyp Gesamt-RNA aufgetragen wurde, zeigte kein Signal (nicht
abgebildet).

Die Northern-Analyse (s. 2.2.16) wurde mit Gesamt-RNA (s. 2.2.9) aus Blattmaterial
von 12 ausgewahlten en***-STMAN1 exprimierenden Pflanzen durchgefiihrt, die repra-
sentativ fur die verschiedenen beobachteten Phanotypen waren. Das Ergebnis der
Autoradiografie ist in Abbildung 8 dargestellt. Die Pflanzen mit starkem Phanotyp (Spur
9 — 12) entsprachen den in Abbildung 6 A und B gezeigten Pflanzen. Die Pflanze, deren
Gesamt-RNA in Spur 11 aufgetragen wurde, entwickelte als einzige dieser Gruppe eine
Infloreszenz. Die Pflanzen mit mittlerem Phanotyp zeigten eine stm Phanokopie des
Typs 2 (Spur 5 - 8) bzw. des Typs 3 (Spur 3 und 4) und zeigten den etwas schwacheren
Blattphanotyp, wie in Abbildung 6 E bzw. 7 A dargestellt. Die dritte Gruppe der hier
analysierten Pflanzen (Spur 1 und 2) zeigten den schwachen Blattphanotyp (Abb. 6 F)
und ein wildtypisches Sprossapikalmeristem.

In allen Pflanzen liel® sich das Transkript nachweisen, in den Pflanzen, deren RNA in
Spur 3 und 4 zu sehen ist, allerdings nur sehr schwach. Es bestand jedoch keine
Korrelation zwischen der detektierten Transkriptmenge und der Starke des
beobachteten Phanotyps. Hieraus lasst sich schlieRen, dass andere Faktoren als die
vorhandene Menge an Transkript fur die Variationen des Phanotyps verantwortlich sein
mussen.
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3.1.4 Uberexpression einiger STM-Deletionskonstrukte, der KNOXstm und der
KNOX/ELKstm) Domine ohne die En®*®-Doméne

Um den Beitrag der En**®-Domane am stm Phanokopie Phanotyp naher zu bestimmen,

wurden transgene Pflanzen hergestellt, die verschiedene STM-Deletionskonstrukte, die

KNOXstm) und die KNOX/ELK stvy Doméne ohne die En***-Doméne exprimieren.

A Transkript/ Phanotyp [%]
Translations- stm
— produkt  Phénokopie a a a Gelappte Elongierte b
STM . Lange in bp/AS gesamt 1 2 3 Blitter Internodien "'V Total
STMAN1 EECEES 933/277 4.4/21.6° 3.2/1.2 1.018.0 0.2/24 724 — 1.6 504
STMAN2 [ - 741/213 29.5 1.5 11.7 16.3 — — 70.5 264
STMAN3 == 603/167 21.1 0.3 9.9 10.9 — — 78.9 284
STMAN5 [ - 402/100 4.7 0.7 1.4 2.6 — — 95.3 274
KNOX [ ] 4471115  16.8/23.2° 16.2/3.3 0.6/16.2 0.0/3.7 — 56.4 3.6 328
KNOX/ELK - 675/191 73.6/3.0° 58.9/0.0 14.5/3.0 0.2/0.0 — 21.1 2.3 440
100 AS
B 504 264 284 274 328 440
100% -
90%
80%
< 70%
= awT
g 60% B Elongierte Internodien
g .
g 50% E Blattphanotyp
3 JPK3
o 40% mPK2
g 30% mPK 1
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Uberexpressions-Phinotyp

Abb. 9: Phanotyp Frequenzen der transgenen Arabidopsis Pflanzen (A) Frequenzen der Phano-
typen in %. @ Die Zuordnung zu Ty, 1 2 oder 3 basiert auf Tabelle 1. ® Gesamtanzahl der analysierten
transgenen Arabidopsis Pflanzen. 9 @ Die erste Zahl gibt die Frequenz der Pflanzen m|t relner stm
Phanokopie an, die zweite die Frequenz der Pflanzen mit zusatzllchem Blattphanotyp ) bzw. die
Frequenz der Pflanzen, die zusatzliche elongierte Internodien zelgen (B) Darstellung der Ergebnisse
aus (A ) als Saulendiagramm. Zahlen Uber den Saulen geben die Anzahl der analysierten transgenen
Pflanzen an, auf die sich jeweils die 100% beziehen. Die STMAN1 Pflanzen, die zusatzlich zur stm
Phanokopie einen Blattphanotyp zeigen, sind nicht gesondert hervorgehoben. Die Saulen fiur KNOX und
KNOX/ELK zeigen Pflanzen, die zusatzlich zur stm Phanokopie elongierte Internodien haben, ebenfalls
nicht gesondert an. Die schwarzen Balken geben stm Phanokopie Prozentsatz aus Abb.5 an.
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Alle Fragmente wurden mit den unter 2.1.3.1 aufgefuhrten Primern Uber PCR aus
pRSTM4 (s. 2.1.3.3) amplifiziert und mit Ncol und BamH| nachgeschnitten. Aus dem
Vektor pRTQGFP (s. 2.1.3.2) wurde mit Ncol und BamHI das GFP-Fragment heraus-
geschnitten, um an dessen Stelle die amplifizierten Fragmente hinter den CaMV 35S
Promotor zu klonieren. Die Expressionskassette wurde anschlieend Uber die flankie-
renden Ascl Schnittstellen in pGPTV-Bar Ascl (s. 2.1.3.2) umgesetzt, um Arabidopsis
thaliana Pflanzen mit diesen pGPTV Konstrukten zu transformieren. Die BASTA resis-
tenten Primartransformanten wurden etwa drei Wochen nach der Aussaat analysiert (s.
2.1.4). Die Frequenzen der beobachteten Phanotypen sind in Abbildung 9 dargestellt
und werden im folgenden mit den in Abbildung 5 dargestellten Frequenzen der
entsprechenden EN?*-STM Deletionskonstrukte verglichen.

FUr die N-terminalen STM Deletionskonstrukte lie3 sich feststellen, dass deutlich
weniger Pflanzen die stm Phanokopie zeigten. Der Anteil lag zwischen 4,7% (13/2749)
flir STMAN5 und 29,5% (78/264) fiir STMAN2. Fiir die N-terminalen EN***-STM Dele-
tionskonstrukte lag der Anteil an stm Phanokopien zwischen 30,1% (97/322) fur das
EN®®. STMAN5 Konstrukt und 65,3 % (49/75) fir das EN?*®- STMAN1 Konstrukt.
Daruber hinaus gilt fur die Konstrukte STMAN2, STMAN3 und STMANS5, dass bei Uber
54% der transgenen Pflanzen die stm Phanokopie erst nach 4 Blattern auftrat, der Pha-
notyp also relativ schwach war. Bei den entsprechenden EN?%.STM
Deletionskonstrukten hingegen trat der Entwicklungsblock des Sprossapikalmeristems
bei Uber 60% der Pflanzen bereits vor Ausbildung des vierten Blattes ein.

Damit lasst sich sagen, dass die Expression der Konstrukte als EN?*® Fusion die
Ausbildung des Funktionsverlust Phanotyps deutlich unterstutzt. Es konnten zwischen
46% (EN**®-STMAN2) und 84% (EN**®-STMAN5) mehr stm Phanokopien beobachtet
werden. Der mit den Konstrukten ohne EN?**-Domane beobachtete Anteil an stm Pha-
nokopien lasst sich mdglicherweise durch Cosuppression erklaren.

Nur mit dem STMAN1 Konstrukt wurde neben den stm Phanokopien eine grofe Anzahl
an Pflanzen (94,4%, 476/504) mit einem Blattphanotyp erzeugt. Dieser war deutlich
starker als bei den en?®- STMAN1 Pflanzen (Abb. 6 und 7), aber schwécher als der
beschriebene 35S::STM Phanotyp (Williams, 1998).

Die STMAN1 Pflanzen mit Blattphanotyp waren deutlich kleiner als gleich alte
wildtypische Pflanzen. Bei 67,1% (338/504) der Pflanzen wurden vom Sprossapikal-
meristem lediglich sehr kleine dicke und mit Trichomen besetzte blattahnliche
Strukturen gebildet (Abb. 10 A, B), die nicht weiter ausgewachsen sind. Bei 20,2%
(106/504) der Pflanzen wurden rosettenartig sehr viele kleine dicke Blatter ohne Blatt-
stiel abgegliedert (Abb. 10 C). Die restlichen 7,1 % (36/504) der STMAN1 Pflanzen mit
Blattphanotyp wiesen in der Regel zwei annahernd wildtypisch aussehende Primar-
blatter auf, gefolgt von einer groflen Anzahl der kleinen ,fleischigen® Blatter. Diese
Pflanzen entwickelten meistens eine Infloreszenz, allerdings mit wenigen meist sterilen
Bliten (Abb. 10 D).
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Der mit dem STMAN1 Konstrukt beobachtete Blattphanotyp scheint ein schwacherer
STM Uberexpressions-Phanotyp zu sein, der allerdings nur auftritt, wenn das Konstrukt
die komplette KNOX Domane enthalt. Fehlt der 110 Aminosaure umfassende N-
Terminus von STM, der Polyhistidin und Polyglutamin Bereiche enthalt (s. Anhang Abb.
A2), fallt also der Uberexpressions-Phanotyp schwacher aus. Die Fusion von STMAN1
mit der EN**® Domane hat dazu gefiihrt, dass der Uberexpressions-Phénotyp deutlich
unterdrickt wird und der Phanokopie Phanotyp Uberwiegt.

Abb. 10: Blattphdnotypen der transgenen 35S:: STMAN1
Arabidopsis thaliana Pflanzen. 36 Tage nach der Aussaat.
(A) Pflanze mit sehr kleinen dicken blattdhnlichen
Strukturen, besetzt mit Trichomen. Strukturen wachsen nicht
aus (B) Detailaufnahme der blattdhnlichen Strukturen von
(A). (C) Pflanze, die rosettenartig sehr viele kleine dicke
Blatter abgegliedert hat, ohne Blattstiel. (D) Pflanze mit
Infloreszenz, sterile Bliite.

Die Uberexpression der KNOX(stvy und der KNOX/ELKstmy Domane fihrte zu sehr
starken Phanotypen. Lediglich 3,6% bzw. 2,3% dieser transgenen Pflanzen sahen
wildtypisch aus.

Die Frequenz an stm Phanokopien (alle: 40%, 131/328; reine stm Phanokopie: 16,8%,
55/328) war mit dem KNOXstv) Konstrukt zwar niedriger als mit dem entsprechenden
en®%- KNOXstm) Konstrukt (65,2%, 224/406), allerdings war der Anteil an Typ 1 Phano-
kopien deutlich groRer, d.h. der stm Phanokopie Phanotyp war deutlich starker. Der
Anteil lag bei 96,4% (53/55) der stm Phanokopien, betrachtet man nur die Pflanzen mit
reinen stm Phanokopien und bei 48,8% (64/131) der stm Phanokopien, wenn die Pflan-
zen, die zusatzlich elongierte Internodien (s. 3.1.4.1) aufwiesen, miteinbezogen werden.
Dieser Prozentsatz lag bei Pflanzen mit en®**- KNOXsmy Konstrukt lediglich bei 16,5%
(37/224). Wie bereits angedeutet, trat mit dem KNOX st Konstrukt ein neuer Phanotyp
auf. Insgesamt 79,6% (261/328) der transgenen Pflanzen wiesen keine wildtypische
Rosette auf, sondern zeigten elongierte Internodien, wobei bei 56,4% (185/328) der
Pflanzen die Aktivitat des Sprossapikalmeristems uber die gesamte Entwicklung
erhalten blieb. Bei 23,2% (76/328) dieser transgenen Pflanzen stellte das
Sprossapikalmeristem seine Aktivitat ein, allerdings Uberwiegend (85,8%, 65/76) erst
nach der Ausbildung von 4 Blattern.
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Mit dem KNOX/ELK stvm) Konstrukt lag die stm Phanokopie Frequenz (alle: 76.6%,
337/440; reine stm Phanokopie: 73,3%, 324/440) etwas uber der Frequenz mit dem
entsprechenden en®*®-KNOX/ELK sy Konstrukt (68,1%, 98/144). Der Anteil der Typ 1
stm Phanokopien war mit 80% (352/324) ebenfalls deutlich groRer als mit dem en®%-
KNOX/ELK stm Konstrukt (21,4%, 21/98). Im Vergleich zum KNOXsmv) Konstrukt zeigte
ein geringerer Prozentsatz an transgenen Pflanzen (24,1 %, 106/440) elongierte Inter-
nodien in der vegetativen Phase, wobei bei der Uberwiegenden Anzahl dieser Pflanzen
(87,6%, 93/106) die Aktivitat des Sprossapikalmeristems erhalten blieb.

Mit dem KNOXstmy und dem KNOX/ELKstvm) Konstrukt war ein neuer Phanotyp zu
sehen, der bisher nicht mit STM in Verbindung gebracht wurde und auch nicht mit den
entsprechenden EN?®® Fusionen beobachtet werden konnte. Die Fusion mit der EN?%®
Domane hat also in diesem Fall die Spezifitat fir Phanokopien erhdht. Mit dem
KNOXstm) Konstrukt lag die Frequenz fur elongierte Internodien hoher als bei trans-
genen KNOX/ELK v Pflanzen, was moglicherweise mit der Abwesenheit der ELK
Domane zusammenhangt, die mit der Kernlokalisierung in Verbindung gebracht wird
(Meisel & Lam, 1996).

3.1.4.1 Transgene 35S:: KNOXstmy und 35S::KNOX/ELKstm) Arabidopsis thaliana
Pflanzen zeigten einen bisher nicht mit STM assoziierten Phdnotyp

Neben der stm Phanokopie, die bei KNOXsti Pflanzen und KNOX/ELK sty Pflanzen
deutlich starker ausfiel (Abb. 11 A, D), konnte bei diesen transgenen Pflanzen ein
bisher nicht mit STM assoziierter Phanotyp beobachtet werden. Bei 79,6% (261/328)
der KNOXstm) Pflanzen und 24,1 % (106/440) der KNOX/ELK st Pflanzen haben sich
die Internodien der Rosettenphytomere gestreckt.

Die Aktivitat des Sprossapikalmeristems blieb bei der Uberwiegenden Anzahl dieser
Pflanzen erhalten (Abb. 11 C, F), jedoch stellte sich bei einigen Pflanzen ein Entwick-
lungsblock nach der Ausbildung des vierten Blattes ein (Abb. 11 B, E). Diesen Pflanzen
fehlte ein sichtbares Sprossapikalmeristem (Abb. 11 E). Dass die Funktion des
Sprossapikalmeristems in irgendeiner Weise gestort ist, zeigte sich allerdings auch bei
den anderen Pflanzen. Die bei wildtypischen Arabidopsis thaliana Pflanzen spiralig mit
einem Winkel von 137 Grad angeordneten Blatter der Rosette entstanden bei
KNOX(stimy und KNOX/ELK stmy Pflanzen mit elongierten Internodien zum Teil mit einem
Winkel von nahezu 360 Grad zueinander, d. h. die Blatter waren fast Gbereinander an-
gelegt (Abb. 11 G). Die Aktivierung der Achselmeristeme konnte in keinem Fall
beobachtet werden.

Bei den KNOXstiy und KNOX/ELKstmy Pflanzen mit aktivem Sprossapikalmeristem
bildete sich nach dem Ubergang in die generative Phase eine Infloreszenz aus mit
wenigen fertilen Bluten (Abb. 11 H).
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Abb. 11: Phénotypen der transgenen 35S::KNOX;sryy und 35S::KNOX/ELKsrwy Arabidopsis
thaliana Pflanzen. (A) KNOX/ELKisty Pflanze mit stm Phénokopie Typ 1, kein sichtbares
Sprossapikalmeristem vorhanden, Detailansicht in (D), (B) KNOX/ELK sty Pflanze mit stm Phanokopie
und elongierten Internodien, fusionierte Blattstiele, sichtbares Sprossapikalmeristem fehlt, Detail in (E),
(C) KNOX/ELKstmy Pflanze mit elongierten Internodien, Aktivitdt des Sprossapikalmeristems ist erhalten
geblieben, Detail in (F), (G) KNOX/ELK sty Pflanze, bei der sich drei aufeinander folgende Blatter in
einem Winkel von nahezu 360 Grad gebildet haben, Blatter stehen fast tGbereinander, (H) KNOXsmu)
Pflanze mit elongierten Internodien, Infloreszenz mit fertilen Blaten.
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3.1.5 Einfligen von Leserasterverschiebungen in einige der Konstrukte

Um zu testen inwieweit die Frequenz der Phanokopien tatsachlich mit der korrekten
Translation zusammenhangt, wurden in einige der Konstrukte Leserasterverschie-
bungen eingefugt, so dass sich STM-Proteinfragmente ohne Sinn ergaben (s. Abb. 12).
Die EN**®-Domane wurde weiterhin korrekt translatiert.

A Transkript/ Phéanotyp [%I*
Translations- B stm ]
STM EEEE produkt Phénokopie 4 2 3 WT Total®

Linge in bp/AS  gesamt
EN**-fsSTM D . 2190/317 536 2.7 14.2 36.7 46.4 528
ENZSfsSTMAN1 S S 1858/140 49.7 105 22.2 17.0 50.3 153

EN**®fsKNOX O NS 1377/367 2.7 00 04 23 97.3 556
fsKNOX LA A 446/137 25.3 35 9.6 122 74.7 572
fsKNOX/ELK V] 674/140 23.0 20 12.3 87 77.0 506
100 AS
B
258 153 556 572 506
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Konstrukte mit Leserasterverschiebung

Abb. 12: Phanokopie Frequenzen der transgenen Arabidopsis Pflanzen, die Konstrukte mit
Leserasterverschiebungen tragen. (A) Frequenzen der Phanotypen in %. Die Schraffur deutet an, dass
sich das STM-Fragment nicht mehr im Leseraster von en?® bzw. dem ATG befindet und stattdessen das
+1 Leseraster exprimiert wird. @ die Zuordnung zu Phanokopie Typ 1, 2 oder 3 basiert auf Tabelle 1. ()
Gesamtanzahl der analysierten transgenen Arabidopsis Pflanzen. (B) Darstellung der Ergebnisse aus (A)
als Saulendiagramm. Die Zahlen Uber den Saulen geben die Anzahl der analysierten transgenen
Pflanzen an, auf die sich jeweils die 100% beziehen. Die schwarzen Balken geben den stm Phanokopie
Prozentsatz aus Abb.5 an. fs: frameshift (Leserasterverschiebung).
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Alle Konstrukte bis auf en®®-fskNOX wurden mit Hilfe der PCR hergestellt. Die Frag-
mente wurden mit den unter 2.1.3.1 aufgefuhrten Primern aus pRSTM4 (s. 2.1.3.3)
amplifiziert mit Ncol und BamHI nachgeschnitten und in den entsprechenden Kon-
strukten an Stelle der Fragmente ohne Leserasterverschiebung eingesetzt. Das
Konstrukt en®*®-fsKNOX ergab sich durch Schneiden mit Ncol, Auffiillen der Restrik-
tionsschnittstelle, gefolgt von der Re-Ligation. Die Expressionskassetten wurden
anschlielend uber die flankierenden Ascl Schnittstellen in pGPTV-Bar Ascl (s. 2.1.3.2)
umgesetzt, um Arabidopsis thaliana Pflanzen mit diesen pGPTV Konstrukten zu trans-
formieren. Die BASTA resistenten Primartransformanten wurden etwa drei Wochen
nach der Aussaat analysiert (s. 2.2.4.). Die Frequenzen der beobachteten Phanotypen
sind in Abbildung 12 dargestellt.

Es hat sich gezeigt, dass die Phanotypen gelappte Blatter und elongierte Internodien
nur mit Konstrukten ohne Leserasterverschiebung auftreten, also abhangig sind von der
Anwesenheit des korrekten Proteins. Mit den en®®-fsSTMAN1, fsKNOXsmy und
fSKNOX/ELK sty Konstrukten konnten nur stm Phanokopien beobachtet werden.

Die Frequenz an stm Phanokopien mit den Konstrukten en®®-fsSTM und en?*-
fsSSTMAN1 (53,6%, 283/528 bzw. 49,7%, 76/163) war deutlich geringer als die stm
Phanokopie Frequenz mit den entsprechenden Konstrukten ohne Leserasterverschie-
bung (74,3%, 274/369 bzw. 65,3%, 49/75). Darlber hinaus waren die beobachteten stm
Phanokopien relativ schwach. Bei 68,5% (194/283) der transgenen en®*’-fsSTM Pflan-
zen mit stm Phanokopie trat der Entwicklungsblock des Sprossapikalmeristems erst
nach Ausbildung des vierten Blattes ein. Im Unterschied dazu ist die stm Phanokopie
mit dem en®*®-STM Konstrukt bei 68,3% (252/369) der Pflanzen bereits vor der Ausbil-
dung des vierten Blattes erkennbar. Ein gewisser Prozentsatz an Phanokopien muss
also moglicherweise durch Cosuppression erklart werden, ist also lediglich abhangig
von der eingebrachten RNA. Ohne korrekte Translation fallt die Phanokopie jedoch
deutlich schwacher aus.

Es wird allerdings auch deutlich, dass die KNOX Domane einen grol3en Beitrag zur
Entstehung der stm Phanokopien leistet. Mit den Konstrukten f7sKNOX und
fSKNOX/ELK liegt die stm Phanokopie Frequenz lediglich bei 25,3% (145/572) bzw.
23% (116/506). Dies zeigt, dass der Anteil an Cosuppression relativ niedrig ist. Mit dem
en*?®-fsKNOX Konstrukt zeigten sogar nur 2,7% (15/556) der transgenen Pflanzen eine
stm Phanokopie. Durch Isolierung und anschlielende Sequenzierung dieses Konstruk-
tes aus transgenen Pflanzen konnte die Anwesenheit in den Pflanzen und die Integritat
des CaMV 35S Promotors nachgewiesen werden. Dasselbe Ergebnis wurde auch mit
einem unabhangig hergestellten und ebenfalls verifizierten en®*®-fskNOX Konstrukt in
einem weiteren Transformationsexperiment erzielt.
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3.1.6 Zusammenfassung der Daten

Transkript/ Phénotyp [%]
Translations- stm

— — produkt  Phdnokopie Gelappte Elongierte a
ST BB sngeinbp/AS gesamt  Blitter Internodien V1 10t
EN>% | 1043/305 0.0 100.0 77
EN*.STM [ . W 2198/689 74.3 257 369
EN**’.fsSTM . 2190/317 53.6 46.4 528
EN*®.STMAHD NN = 1941/626 79.0 21.0 238
EN*..sTMAC2 SN 1368/412 1.3 98.7 77
EN?..sTMAN1 N BT 1859/576 65.3 32.0 27 75
EN®’-fsSTMAN1 WS  1858/140 49.7 50.3 153
STMAN1 = 933/277 26.0 72.4 1.6 504
ENZ®:.STMAN2 S I B 1667/512 55.0 450 240
STMAN2 ECEET 741/213 29.5 70.5 264
EN*S.STMAN3 EEEEEEE— 1529/461 49.4 50.6 81
STMAN3 - - 603/167 21.1 78.9 284
EN*®.STMAN4 N —  ——E 1427/431 45.4 54.6 185
ENZ..STMANS S 1328/394 30.1 69.9 322
STMANS5 [ 402/100 4.7 95.3 274
EN?:.STMANG |EEEE— —_  1151/340 4.6 94.5 174
EN*2.KNOX [ 1373/414 55.2 44.8 406
EN®.fsKNOX I N 1377/367 2.7 97.3 556
KNOX . 4471115 40.0 56.4 3.6 328
fsKNOX LA 446/137 25.3 74.7 572
EN*KNOX/ELK s ~w 8 1601/490 68.1 319 144
KNOX/ELK [ - 675/191 76.6 21.1 2.3 440
fsKNOX/ELK VA A A 674/140 23.0 77.0 506
100 AS
Abb. 13: Phinotyp Frequenzen der transgenen Arabidopsis Pflanzen. ® Gesamtanzahl der

Phanotypen in %. Die Schraffur deutet an, dass sich das STM-Fragment nicht mehr im Leseraster von
en’® bzw. dem ATG befindet und stattdessen das +1 Leseraster exprimiert wird. fs: frameshift
(Leserasterverschiebung).



ERGEBNISSE 45

3.2 Analyse der Transkriptionsfaktoren KNAT71 und KNAT2 mit der
Hilfe von CHRIS

CHRIS wurde entwickelt, um die biologische Funktion von Transkriptionsfaktoren
besser erforschen zu kdnnen, flr die im Rahmen klassischer Untersuchungen bisher
kein Funktionsverlust Phanotyp identifiziert werden konnte. Um zu belegen, dass
CHRIS bei der Beantwortung dieser Fragestellung hilfreich ist und um die Spezifitat von
CHRIS bei sehr ahnlichen Proteinen zu untersuchen, habe ich im Rahmen dieser Arbeit
KNAT1 und KNATZ2 mit Hilfe von CHRIS analysiert.

KNAT1 und KNAT2 sind wie STM Transkriptionsfaktoren der KNOX-Genfamilie.
Vergleicht man die Aminosauresequenzen von KNAT1 und KNAT2 miteinander, lasst
sich eine Ubereinstimmung von 45,8% feststellen (s. Anhang Abb. A7). Auffallig sind im
N-terminalen Bereich von KNAT1 mehrere kurze Asparagin- und Histidin-reiche
Regionen (s. Anhang Abb. A3), ahnlich der Glutamin- und Histidin-reichen Region im N-
terminalen Bereich von STM (s. Anhang Abb. A2). In KNAT2 ist dagegen kein
vergleichbarer Bereich zu finden (s. Anhang Abb. A4).

STM und KNAT2 stimmen ebenfalls in etwa 45,8 % ihrer Aminosauresequenz Uberein
(s. Anhang Abb. AB). KNAT2 wird im inneren Bereich des Sprossapikalmeristems
exprimiert. Das Expressionsmuster entspricht also nahezu dem von STM. Im Inflores-
zenzmeristem ist KNATZ2 allerdings im Unterschied zu STM nicht aktiv (Dockx et al.,
1995; Laufs et al., 1998).

Die Ubereinstimmung der Aminosauresequenz zwischen STM und KNAT1 liegt mit
49,3% etwas hoher (s. Anhang Abb. A5). Das Expressionsmuster von KNAT7 im
Sprossapikalmeristem ist ahnlich dem Expressionsmuster von STM, beschrankt sich
allerdings auf die periphere Zone. In der generativen Entwicklungsphase wird KNAT1
im Unterschied zu STM in den inneren Zelllagen des Kortex entlang der primaren
Sprossachse, der Seitensprosse und der Pedicels exprimiert (Lincoln et al., 1994; Ori et
al., 2000).
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3.2.1 Die Konstrukte: 35S::en®*-KNAT1 und 35S::en***-KNAT2

Ascl ATG Ascl
Nclol BarlnHI
KNAT1
KNAT2
E bp

Abb. 14: Schematische Darstellung des 35S::en**-KNAT1 und des 35S::en*>-KNAT2 Konstruktes

Das offene Leseraster von KNAT71 bzw. das von KNATZ2 wurde jeweils mit den unter
2.1.3.1 angegebenen Primern mittels RT-PCR aus Gesamt-RNA Arabidopsis thaliana
Okotyp Columbia amplifiziert. Um die Expression als En?® Fusion zu ermdglichen,
wurden die erhaltenen Fragmente wie fur die STM cDNA unter 3.1.1 beschrieben in
pCHRIS kloniert. Die in Abb. 14 dargestellten Expressionskassetten wurden dann Uber
die flankierenden Schnittstellen flr Ascl in den binaren Vektor pGPTV-Bar Ascl kloniert.

3.2.2 Phinotyp der transgenen en’**-KNAT2 Pflanzen

Arabidopsis thaliana Pflanzen wurden mit dem pGPTV-en®*®-KNAT2 Konstrukt trans-
formiert und alle BASTA resistenten Primartransformanten analysiert. Lediglich 22,5%
(49/218) dieser Pflanzen zeigten einen Phanotyp, der allerdings dem beschriebenen
35S::KNATZ2 Phanotyp entsprach (Lincoln et al., 1994; Pautot et al., 2001). Etwa 19%
(41/218) der Keimlinge war recht klein und hatte stark gelappte Blatter mit sehr vielen
Trichomen. Weitere 3,7% (8/218) waren etwas grofRer und zeigten nur maRig gelappte
Blatter. Altere Blatter waren hier starker gelappt als jiungere. Alle Ubrigen Pflanzen
(77,5%, 169/218) unterschieden sich nicht von wildtypischen Arabidopsis thaliana,
sowohl in der vegetativen, als auch in der generativen Entwicklungsphase.

Es konnten also in diesem Experiment der EN?®_.KNAT2 Fusion leider keine zum
Uberexpressions-Phanotyp  unterschiedlichen  phanotypischen  Veranderungen
zugeordnet werden. Anzumerken ist allerdings, dass der EN?*®-KNAT2 Phanotyp sehr
stark dem Blattphanotyp der en®*®*-STMAN1 Pflanzen &hnelte (s. 3.1.3.2), der als
Uberexpressions-Phénotypanteil  identifiziert wurde (s. 3.1.4). Diesem STM
Deletionskonstrukt fehlten die N-terminalen Histidin- und Glutamin-reichen 110 Amino-
sauren. Ahnliche Bereiche fehlen bereits dem nativen KNAT2 Protein (s. Anhang Abb.
A4, A6). Hier besteht moglicherweise ein Zusammenhang.
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3.2.3 Phinotyp der transgenen en?**-KNAT1 Pflanzen

In drei unabhangigen Experimenten wurden Arabidopsis thaliana Pflanzen mit dem
PGPTV-en®*-KNAT1 Konstrukt transformiert und die BASTA resistenten Primartrans-
formanten analysiert. Die transgenen Pflanzen, die en®*>-KNAT1 exprimierten, zeigten
keine Veranderung in der vegetativen Entwicklung im Vergleich zu wildtypischen
Arabidopsis thaliana Columbia Pflanzen (Abb. 15 A und B). Ebenso wie im Wildtyp
bildete sich nach im Durchschnitt 13 Rosettenblattern eine Infloreszenz, die allerdings in
insgesamt 75,6% (508/672) der Primartransformanten (Tabelle 2) phanotypische
Veranderungen aufwies.

Experiment Infloreszenz-Phanotyp wildtypischer Phanotyp Total®
Anzahl % Anzahl %

1 56 74,6 19 25,4 75

2 345 75,5 112 24,5 457

3 107 76,4 33 23,6 140

Gesamt 508 75,6 164 24,4 672

Tabelle 2: Auszdhlung der transgenen en**®-KNAT1 Pflanzen. ® Die Gesamtanzahl der untersuchten
BASTA resistenten Pflanzen, die das pGPTV-en**-KNAT1 Konstrukt trugen.

Zum einen war die Lange der Internodien und der Pedicels (Blutenstiele) verkurzt.
Daruber hinaus waren die Pedicels nach unten gebogen, so dass die Bluten bzw. die
Schoten im Vergleich mit dem wildtypischen Phanotyp nicht nach oben sondern nach
unten zeigten (Abb. 15 C verglichen mit D, F). Nicht nur der Winkel zwischen Pedicel
und Sprossachse war verandert, sondern auch der Winkel zwischen Sprossachse und
Seitenspross. Die Seitensprosse befanden sich nahezu im rechten Winkel zur primaren
Sprossachse (Abb. 15 D). Einige wenige Pflanzen wiesen teilweise zwischen zwei auf-
einander folgenden Pedicels helle Steifen auf, d.h. einen schmalen Bereich, der
scheinbar weniger Chlorophyll aufwies, als das umgebende Gewebe (Abb. 15 E, Pfeil).
Des Weiteren ist in Abbildung 15 F und G zu sehen, dass in den transgenen Pflanzen,
die das en*®*-KNAT1 Konstrukt trugen, unter den gewahlten Wachstumsbedingungen
verstarkt sekundare Infloreszenzen ausgewachsen sind. Dies ist ein Hinweis auf
verminderte Apikaldominanz.

Die transgenen Pflanzen in Experiment 1 wurden etwas genauer hinsichtlich der Starke
des Phanotyps betrachtet. 57,3% (43/75) der Pflanzen zeigten sehr stark hangende
Bliten und Schoten mit recht kurzen Pedicels und vielen sekundaren Infloreszenzen,
wie in Abbildung 15 D, F und G dargestellt. In 17,3% (13/75) der en®**>-KNAT1 Pflanzen
zeigte sich dieser Phanotyp in leicht abgeschwachter Form. Der Phanotyp wird dartber
hinaus in die nachste Generation vererbt, was am Beispiel von 23 T, Linien ausgehend
von den en®®-KNAT1 Primértransformanten (T) gezeigt wurde. In 20 dieser Linien
konnte eine variierende Anzahl an Nachkommen mit dem beschriebenen Phanotyp
beobachtet werden.
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Abb. 15: Phanotyp der en***-KNAT1 Pflanzen verglichen mit Wildtyp Arabidopsis thaliana, Okotyp
Columbia (Col-0). (A) Vegetative Rosette eines Wildtyp Keimlings, Col-0 , (B) Vegetative Rosette einer
en*”-KNAT1 Pflanze, (C) Infloreszenz einer Wildtyp Pflanze, (D) Infloreszenz einer en®*-KNAT1 Pflanze
mit hangenden Schoten, Winkel zwischen Sprossachse und Seitenspross im Vergleich zum Wildtyp
verandert (E) Detailaufnahme der Infloreszenz einer en”®-KNAT1 Pflanze. Deutlich zu sehen sind die
kurzen nach unten gebogenen Pedicels. Der Pfeil markiert einen hellen Steifen im Gewebe von der
Lange eines Internodiums, (F) en”®-KNAT1 Pflanze mit auswachsenden sekundaren Infloreszenzen
(Pfeile), (G) en**-KNAT1 Pflanze mit vielen ausgewachsenen sekundaren Infloreszenzen

3.2.4 Identifizierung der Arabidopsis thaliana Mutante brevipedicellus (bp) als
Funktionsverlustmutante von KNAT1

Der beschriebene Phanotyp der en®*-KNAT1 Pflanzen ahnelt der in der Literatur
beschriebenen  Ethylmethansulfonat-induzierten  Mutante  brevipedicellus  (bp)
(Koornneef et al., 1983), die, zu dem Zeitpunkt als ich im Rahmen meiner Dissertation
diese Experimente durchgefuhrt habe, molekular nicht weiter charakterisiert war.

Die Ahnlichkeit der Phanotypen sowie die Tatsache, dass sowohl KNAT1 als auch bp
auf Chromosom 4 kartieren, fuhrte zu der Annahme, dass bp der Funktionsverlust
Phanotyp von KNAT1 sein konnte.
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3.2.4.1 Der Phédnotyp der Arabidopsis thaliana Mutante brevipedicellus (bp)

Die Abbildung 16 zeigt den Phanotyp des bp-1 Allels im Vergleich mit dem Arabidopsis
thaliana Landsberg erecta Wildtyp.

Abb. 16: Phanotyp der brevipedicellus Mutante (bp-1) verglichen mit Wildtyp Arabidopsis thaliana
Landsberg erecta (Ler). (A) Ler Wildtyp, Rosette, (B) bp-1 Mutante im Ler Hintergrund , Rosette, (C) Ler
Infloreszenz mit nach oben stehenden Bliten und Schoten, lange Pedicels, (D) bp-1 Infloreszenz mit
nach unten hangenden Bliten und Schoten, kurze Pedicels. Die Sprossachse ist im Bereich der Nodien
gekrimmt. Der Pfeil markiert einen hellen Streifen im Gewebe. (E) Wildtyp Ler Pflanze (links) im Grofien-
vergleich mit bp-1 Mutante (rechts). In Wildtyp Ler Achselmeristeme der Rosette nicht aktiviert,
Seitensprosse nicht ausgewachsen. Die bp-1 Mutante mit sekundarer Infloreszenz und Seitenspross (F)
Detailaufnahme eines Bereichs der Sprossachse von Wildtyp Ler, (G) Detailaufnahme eines Bereichs der
Sprossachse von bp-1. Ein heller Gewebestreifen, der unterhalb des Nodiums entspringt, schraubt sich
entlang der Sprossachse nach unten. (H) bp-1 Mutante mit sekundarer Infloreszenz, die annahernd die
gleiche Grolke hat wie die primare Infloreszenz, (I) Wildtyp Ler Detailaufnahme eines Pedicels, (J) Detail-
aufnahme eines kurzen Pedicels von bp-1.
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Die bp-1 Mutante zeigt eine wildtypische Rosette (Abb. 16 B). Erst nach der Ausbildung
der Infloreszenz wird der Phanotyp deutlich. Die Internodien und die Pedicels sind ver-
kirzt, die Sprossachse ist gekrimmt (Abb. 16 D). Die gesamte Pflanze ist dadurch
wesentlich kleiner als gleich alte Wildtyp Ler Arabidopsis thaliana Pflanzen (Abb. E). Die
Pedicels sind nach unten gebogen, so dass die Bluten und Schoten im Gegensatz zum
Wildtyp nach unten zeigen (Abb. 16 D, G, J). Ein heller Gewebestreifen, der scheinbar
weniger Chlorophyll enthalt als das umgebende Gewebe, schraubt sich entlang der
Sprossachse (Abb. 16 D (Pfeil), G).

Darlber hinaus wachsen in bp-1 Mutanten unter gleichen Wachstumsbedingungen
mehr sekundare Infloreszenzen aus als in Wildtyp Pflanzen. Auch die Seitensprosse
entwickeln sich friher (Abb. 16 E, H). Dies lasst auf eine verminderte Apikaldominanz
schliel3en.

3.2.4.2 Vergleich zwischen en**®-KNAT1 und bp-1 Pflanzen

Wie die Beschreibungen der en®’-KNAT1
Pflanzen und der brevipedicellus (bp-1)
Mutante zeigen, kopieren die en®**-KNAT1
Pflanzen unterschiedliche Merkmale der bp
Mutante.

T ]
|
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C];G
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Um dies mit Daten zu belegen, wurden die
in Abbildung 17 angegebenen Grofien 50
Tage nach der Aussaat bei en®*®-KNAT1
Pflanzen, dem brevipedicellus Allel bp-1,
sowie bei Arabidopsis thaliana Columbia
und Landsberg erecta Wildtyp Pflanzen be-
stimmt. Da sich die bp-1 Mutante im Ler

Abb. 17: Arabidopsis thaliana. Verglichen
wurden (A) die HOhe der Pflanzen, (B) die
Anzahl an  Bluten/Schoten, (C) die
durchschnittliche Lange der Internodien, (D)
die Anzahl sekundarer Infloreszenzen, (E) der
Winkel zwischen Sprossachse und
Seitenspross, (F) der Winkel zwischen
Sprossachse und Pedicel und (G) die Lange
der Pedicels.

schale, wie die bp-1 Mutanten bzw. die en

Hintergrund, das en®*-KNAT?1 Konstrukt
aber im Okotyp Columbia befindet, wurden
die Messergebnisse zunachst mit den Zah-
len der entsprechenden Wildtyp-Pflanzen
und anschlieRend diese Ergebnisse unter-
einander verglichen. Die entsprechenden
Wildtyp-Pflanzen wurden unter den gleichen
Bedingungen, d.h. in der gleichen Pflanz-
2%8_KNAT1 Pflanzen herangezogen, um die

Messergebnisse vergleichbar zu machen. Dies ist notwendig, da alle untersuchten As-

pekte von

Umweltfaktoren wie Temperatur,

Lichtqualitat, Wasserstress und

Insektenbefall beeinflusst werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt.
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A B C D E F G
Heh Anzahl Lange Anzahl Winkel (°) Lange
Ohe
Genotyp Bliten/ Internodien  sekundéarer , Pedicel
(cm) Seiten- Pedicel
edice
Schoten (cm) Infloreszenzen Spross (cm)
Ler 17.7+0.2 283+02 056+0.01 0.14+0.03 53+2 56+2 0.52+0.05
bp-1/Ler 59+£02 29.1+£0.2 0.18+0.01 1.8+ 0.1 92+3 132+3 0.09+0.01
A 11.8/67% 0.38/68% 0.43/83%
Col 355+0.3 439+0.3 066+0.03 0.04+0.01 62+2 77+1 0.69+0.10
en?® .
236104 452+05 0.46+0.04 22+0.2 92 +1 127+1 0.20+0.10
KNAT1/Col
A 11.9/34% 0.2/30% 0.49/71%

Tabelle 3: Vergleich zwischen en?*-KNAT1/Col und bp-1/Ler Pflanzen. Die Pflanzen (n > 20, en®®-
KNAT1: n=60) wurden 50 Tage nach der Aussaat analysiert. Die durchschnittliche Lange der Internodien
wurde fur die ersten 3 cm (bp-1/Ler) bzw. 10 cm (en298-KNAT1/CoI) der Infloreszenz bestimmt, beginnend
an der ersten Blite. Die Buchstaben A bis G oberhalb der Tabelle beziehen sich auf Abbildung 16. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + Standartabweichung.

Obwohl sich das bp-1 Allel im Landberg erecta Okotyp befindet, fihrt die Expression
von en’**-KNAT1 im Columbia Hintergrund zu nahezu identischen Veranderungen des
entsprechenden Wildtyp Phanotyps. Die Lange des Pedicels in en?**-KNAT1 Pflanzen
ist um 71% reduziert im Vergleich zu 83% in bp-1 Mutanten (Spalte G) und der Winkel
zwischen Sprossachse und Pedicel lag bei 127° im Vergleich zu 132° (Spalte F). Im

Wildtyp betragt dieser Winkel lediglich 56° bzw. 77°.

Dariiber hinaus standen sowohl in bp-1 Mutanten als auch in en®**-KNAT1 Pflanzen die
Seitensprosse nahezu im rechten Winkel zur Sprossachse (92°), wahrend die Winkel in
den entsprechenden Wildtyp Pflanzen bei 53° bzw. 62° liegen (Spalte E).

Vergleichbar ist auch die erhdhte Anzahl an sekundaren Infloreszenzen (Spalte D).
Unter den gewahlten Wachstumsbedingungen sind in nahezu allen Wildtyp Pflanzen
keine sekundaren Infloreszenzen ausgewachsen, wahrend die en**-KNAT?1 Pflanzen
und bp-7 Mutanten im Durchschnitt etwa zwei sekundare Infloreszenzen aufwiesen.

Die durchschnittliche Lange der Internodien (Spalte C), die in bp-1 Mutanten um 68%
reduziert ist, war in den en®*>-KNAT1 Pflanzen ebenfalls verkiirzt, allerdings lediglich
um 30%. Dies spiegelt sich dann in der Hohe der Pflanzen wieder (Spalte A). Bp-1
Mutanten sind um 67% kleiner als Ler Pflanzen, wahrend en®**-KNAT1 Pflanzen nur um
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34% kleiner waren als die Col Pflanzen. Die Anzahl der Bluten bzw. Schoten ist sowohl
in bp-1 Mutanten als auch in en*®-KNAT1 Pflanzen nicht betroffen (Spalte B).

In einigen der en**®*-KNAT1 Pflanzen ist, wie in bp-1 Mutanten der Fall, entlang der
Sprossachse ein heller Gewebestreifen zu sehen, der scheinbar weniger Chlorophyll
enthalt als das umgebende Gewebe. Unterschiedlich ist allerdings, dass sich dieser
Streifen in bp-1 Mutanten um die Sprossachse windet, wahrend er in den en®*’-KNAT1
Pflanzen gerade von Nodium zu Nodium verlauft (vgl. Abb. 15 E, 16 G). Die Windung ist
bedingt durch die mehrfache Krimmung der Sprossachse in bp-71 Mutanten, die in den
en’*®*-KNAT1 Pflanzen nicht zu beobachten ist. Hier ist die Sprossachse gerade.

Dieser Unterschied ist mdglicherweise bedingt durch den Arabidopsis thaliana Okotyp.
Das bp-1 Allel befindet sich im Ler Hintergrund, wahrend mit dem en®®-KNAT1
Konstrukt Arabidopsis thaliana Columbia Pflanzen transformiert wurden. Die
Krimmungen in der Sprossachse kdnnten sich also durch den gleichzeitigen Ausfall
des ERECTA Gens ergeben.

3.2.4.3 Ein weiteres brevipedicellus Allel: bp-R

In einem Mutagenese Experiment bei dem Samen von homozygoten ufo-6 Mutanten
(Beschreibung des ufo Phanotyps siehe Bowman, 1995) mit Ethylmethansulfonat
(EMS) behandelt wurden, konnte eine Pflanze identifiziert werden, die neben dem ufo
Phanotyp den brevipedicellus Phanotyp zeigte (Simon, personliche Mitteilung). Dies
spricht dafur, dass in diesem Experiment moglicherweise ein weiteres unabhangiges
Allel von bp induziert wurde. Fur meine Arbeit wurden mir von Rudiger Simon
freundlicherweise Samen dieser Pflanze zur Verfligung gestellt, weshalb diese Mutante
als bp-R bezeichnet wurde.

3.2.4.3.1 Phanotyp der bp-R Mutante

Die bp-R Mutante ist ebenso wie die bp-7 Mutante deutlich keiner als gleich alte
Arabidopsis thaliana Ler Pflanzen (Abb. 17 A). Dies liegt auch bei bp-R Pflanzen an
stark verkurzten Internodien (Abb. 17 B, C, D). Die Pedicels sind ebenfalls stark
verklirzt und nach unten gebogen, so dass die Bluten bzw. Schoten nach unten
hangen. Der Phanotyp der Bluten und Schoten ist bedingt durch die ufo Mutation (Abb.
17D, F, G).

Auch in bp-R Mutanten ist entlang der Sprossachse ein heller Gewebestreifen zu
finden, der weniger Chlorophyll enthalt als das umgebende Gewebe (Abb. 17 G, Pfeil).
Dieser Streifen windet sich allerdings nicht um die Sprossachse.
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Abb. 17: Phanotyp der bp-R Mutante (A) Grofenvergleich zwischen Wildtyp Ler Pflanze, bp-1 Mutante
und bp-R Mutante. Achselmeristeme der Rosette in Ler nicht aktiviert, Seitensprosse sind nicht ausge-
wachsen. Bp-1 und bp-R Mutanten mit sekundaren Infloreszenzen und Seitensprossen. (B) bp-R Pflanze
mit ausgewachsener sekundarer Infloreszenz. Rosette ist wildtypisch. (C) bp-R Pflanze mit sekundaren
Infloreszenzen und zwei Seitensprossen, die die Hauptsprossachse tberragen. (D) bp-R Infloreszenz mit
nach unten hangenden Schoten, kurze Pedicels. Die Form der Schoten hangt mit der ufo Mutation zu-
sammen. (E) Detailaufnahme eines Bereichs der Sprossachse von bp-R. Die Sprossachse ist im Bereich
des Nodiums gekrimmt. (F) Detailaufnahme eines Pedicels von bp-R, (G) bp-R Infloreszenz mit hellem
Gewebestreifen (Pfeil)

Die Krummung der Sprossachse im Bereich der Nodien, ein weiteres Merkmal der bp-1
Mutanten, ist auch in bp-R Mutanten zu beobachten (Abb. 17 E).

Daruber hinaus scheint wie in bp-1 Mutanten die Apikaldominanz vermindert zu sein. Es
wachsen unter gleichen Wachstumsbedingungen mehr sekundare Infloreszenzen aus
als in Wildtyp Ler Pflanzen (Abb. 17 B, C). Die Seitensprosse Uberragen in einigen bp-R
Pflanzen sogar die Hauptsprossachse (Abb. 17 C).
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3.2.4.3.2 Vergleich zwischen bp-R, bp-1 und Ler Pflanzen

In Tabelle 4 werden die unter 3.2.4.3.1 beschriebenen phanotypischen Merkmale der
bp-R Mutante mit Daten belegt und mit denen der bp-1 Mutante aus Tabelle 3

verglichen.

A C D E F G
Heh Lange Anzahl Winkel (°) Lange
6he
Genotyp Internodien  sekundarer . Pedicel
(cm) Seiten- Pedicel
edice
(cm) Infloreszenzen Spross (cm)
Ler” 17.7+£0.2 0.56+0.01 0.14 +0.03 53+2 56+2 0.52+0.05
bp-1/Ler” 59+0.2 0.18+£0.01 1.8+0.1 92+3 132+3 0.09 +0.01
A? 11.8/67% 0.38/68% 0.43/83%
Ler 16.3+£19 0.78+0.09 045%0.15 52+ 7 53+9 0.35+0.06
bp-R/Ler 46+0.8 ?° 29+0.9 85+7 122+10 < 0,05
A 11.7 1 72% ?° >0.3/86%

Tabelle 4: Vergleich zwischen bp-R und bp-1 Pflanzen. Die Pflanzen (Ler” und bp-1/Ler”: n 2 20, Ler:
n = 11, bp-R: n= 20) wurden 50 Tage nach der Aussaat analysiert. Die durchschnittliche Lange der Inter-
nodien wurde fir die ersten 3 cm der Infloreszenz bestimmt, beginnend an der ersten Blite. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung. Die Buchstaben A bis G oberhalb der
Tabelle beziehen sich auf die Abbildung 16. @ Die Daten fiir die bp-1 Pflanzen sind Tabelle 3
entnommen. ® Die Bliiten bzw. Schoten drangten sich bei den hier untersuchten bp-R Pflanzen an der
Spitze der Infloreszenz auf weniger als 3 cm (s. Abb. 17 A — C), so dass es nicht mdglich war, die Lange
der Internodien genau zu bestimmen.

Die bp-R und die Ler Pflanzen wurden alle unter den gleichen Wachstumsbedingungen,
das heildt in der gleichen Pflanzschale, herangezogen. Trotzdem sind die Pflanzen
weniger einheitlich gewachsen als die bp-71 Pflanzen und ihre entsprechenden Ler
Kontrollpflanzen, was sich in der Standardabweichung widerspiegelt.

Die Tabelle 4 zeigt, dass alle gemessenen Werte der bp-R Mutante den Werten flr die
bp-1 Mutante nahezu entsprechen. Die bp-R Mutanten sind um 72% kleiner als die
Wildtyp Pflanzen, verglichen mit 62% bei den bp-1 Mutanten (Spalte A). Die genaue
Lange der Internodien (Spalte C) konnte bei den ausgemessenen bp-R Pflanzen nicht
bestimmt werden, da sich unter den herrschenden Wachstumsbedingungen die
Schoten auf weniger als 3 cm an der Spitze der Infloreszenz drangten (s. Abb. 17 A -
C). Es kann jedoch gesagt werden, dass die Internodien deutlich kirzer sind als im
Wildtyp. Wie in Abbildung 17 G zu sehen ist, verteilten sich bei einer anderen Aussaat
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zu einem friheren Zeitpunkt die Schoten allerdings auf einen langeren Bereich der
Sprossachse. Diese Pflanzen waren aber ebenfalls deutlich kleiner als die entspre-
chenden Ler Kontrollpflanzen.

Vergleichbar ist auch die erhohte Anzahl an sekundaren Infloreszenzen (Spalte D).
Unter den herrschenden Wachstumsbedingungen ist beim Wildtyp lediglich bei jeder
zweiten Pflanze eine sekundare Infloreszenz ausgewachsen. Die bp-R Pflanzen wiesen
im Durchschnitt drei sekundare Infloreszenzen auf, was vergleichbar mit den zwei
sekundaren Infloreszenzen der bp-1 Pflanzen unter anderen Bedingungen ist.

Die Seitensprosse stehen in bp-R Mutanten ebenso wie in bp-1 Mutanten nahezu im
rechten Winkel von der Sprossachse ab (85°, Spalte E). Die Lange der Pedicels und
der Winkel der Pedicels zur Sprossachse (Spalte F und G) ist ebenfalls vergleichbar.
Sie sind 86% kurzer als im Wildtyp und stehen in einem Winkel von 122° zur
Sprossachse.

3.2.4.3.3 Kreuzung der bp-R mit bp-1 Pflanzen

Der Nachweis, dass bp-R ein weiteres Allel von brevipedicellus ist, wurde durch drei
unabhangige Kreuzungen von homozygoten bp-R mit homozygoten bp-1 Pflanzen er-
bracht, aus denen 15 Linien hervorgegangen sind. Die rezessive Mutation ufo-6
fungierte dabei als Marker, dass tatsachlich eine Kreuzung stattgefunden hatte.

Alle 15 F4 Nachkommen zeigten den brevipedicellus Phanotyp aber nicht den ufo-6
Phanotyp. Das bedeutet, da brevipedicellus ebenfalls eine rezessive Mutation ist, dass
bp-R und bp-1 allelisch sind.

3.2.4.4 Das KNAT1 Transkript in bp-1 und bp-R Mutanten

Bp-1 und bp-R sind EMS-induzierte Mutationen. Die Mutagenese mit EMS fihrt vor-
nehmlich zu Punktmutationen (Sega, 1984; Burns et al, 1986). Aufgrund der
beobachteten und beschriebenen Phanotypen ergab sich die Annahme, dass bei bp-1
und bp-R Pflanzen diese Punktmutationen im KNAT1 Gen liegen kdnnten.

Es wurde eine RT-PCR (s. 2.2.16, 2.2.17) durchgefuhrt, um das KNAT1 Transkript aus
bp-1 und bp-R RNA zu amplifizieren. Das Ergebnis ist in Abbildung 18 dargestellt. Zu
sehen ist, dass lediglich in der cDNA von bp-R Infloreszenzen das KNAT1 Transkript
nachgewiesen werden konnte. Die schwache Bande im Bereich von 2,6 kb resultiert
aus einer geringen Verunreinigung mit genomischer DNA. Es war nicht moglich das
KNAT1 Transkript aus zwei unabhangigen bp-1 Infloreszenz cDNA Praparationen zu
isolieren (Abb. 18, bp und bp*). Dieses Ergebnis sprach fur eine Deletion.
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KNAT1 ein STM Fragment und ein Glyceraldehyde-3-
1.2kb Phosphate Dehydrogenase (gapC) Fragment
(Primer s. 2.1.3.1) amplifiziert.
0.85 kb
STM

0.4 kb

Um die Qualitat der beiden bp cDNA Praparationen zu testen, das heil3t, um nachzu-
weisen, dass es moglich ist gering exprimierte Gene aus diesen Praparationen zu
amplifizieren, wurden STM spezifische Primer eingesetzt. Die Abbildung 18 zeigt, dass
in beiden bp cDNA Praparationen das 400 bp STM-Fragment genau wie in der Wildtyp
Ler und der bp-R cDNA nachgewiesen werden konnte, allerdings in einer geringeren
Konzentration.

Die anschlieBende Sequenzierung des KNATT Transkriptes aus bp-R Infloreszenz
cDNA hat allerdings gezeigt, dass die Sequenz des offenen Leserasters im Vergleich
mit der wildtypischen Ler KNAT1 Sequenz (s. Anhang A3) keine Unterschiede aufwies.
Es handelt sich bei der bp-R Mutation auch nicht um eine grof3e Deletion der Promotor-
region, wie in einem Southern Experiment gezeigt wurde (Abb. 20). Weitere
Madglichkeiten sind eine kleinere Deletion, die bei der Southern Analyse nicht aufge-
deckt werden konnte, oder Basenaustausche in der Promotorregion. Um dies zu klaren,
wurde versucht mit einer grof3en Anzahl unterschiedlicher Primer die Promotorregion zu
amplifizieren. Dies war leider bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht erfolgreich.

Neben der RT-PCR wurde eine in-situ Hybridisierung einer DIG-markierten KNAT1
antisense RNA-Sonde (s. 2.2.18) auf Gewebeschnitten von Ler, bp-1 und bp-R
Infloreszenzen durchgefuhrt. Das Ergebnis ist in Abbildung 19 dargestellt. Zur Kontrolle
wurde mit einer KNAT1 sense RNA-Sonde hybridisiert, was kein Signal ergab.

Die Hybridisierung der KNAT1 antisense RNA-Sonde auf Ler Gewebeschnitten
zeigte wie erwartet das unter 1.3.2 beschriebene Expressionsmuster von KNAT1 (Abb.
19 B). Expression ist in den inneren Zelllagen des Kortex entlang der Sprossachse und
der Pedicels zu finden, aber nicht im Infloreszenzmeristem. In bp-1 Infloreszenzen war
das KNAT1 Transkript mit der gleichen Sonde, wie nach dem RT-PCR Ergebnis zu
erwarten, nicht detektierbar (Abb. 19 A).
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Abb. 19: In-situ Hybridisierung mit DIG markierter KNAT1 antisense RNA Sonde. Gewebeschnitte
von Arabidopsis thaliana (A) bp-1 Infloreszenz, (B) Wildtyp Ler Infloreszenz sowie (C) bp-R Infloreszenz.
Die VergrofRerungen in (A) und (C) zeigen die nach unten gebogenen Pedicels im Detail.

Die in-situ Hybridisierung auf Gewebeschnitten von bp-R Infloreszenzen mit der KNAT1
antisense RNA-Sonde filhrte allerdings ebenfalls zu keinem spezifischen Signal (Abb.
19 C), obwohl das KNAT1 Transkript Uber RT-PCR in Infloreszenz-cDNA nachgewiesen
werden konnte. Ein schwaches Signal, Uber die gesamte Infloreszenz verteilt, ist bei
Betrachtung unterschiedlicher Schnitte jedoch denkbar. Das heil3t, das Transkript ist
moglicherweise unspezifisch Uber die gesamte Infloreszenz verteilt aufgrund eines ge-
stérten raumlichen Expressionsmusters. Eine mogliche Ursache hierflr kdnnte in einer
Mutation in der KNAT1 Promotorregion liegen, die eine Sequenzierung dieser Region
aufdecken wird.

In Abbildung 19 A und C wird dartber hinaus deutlich, dass die ganz jungen Bllten in
bp-1 und bp-R Pflanzen genau wie im Wildtyp nach oben zeigen. Erst im Laufe der
Entwicklung kommt es zu der beschriebenen charakteristischen Krimmung der
Pedicels und damit zu den hangenden Schoten (Abb. 19 A, C, Detailbild).

3.2.4.5 Southern-Analyse mit genomischer DNA von bp-1 und bp-R Mutanten

Um festzustellen, ob es sich bei den bp-71 und bp-R Mutationen um Deletionen handelt
wurde ein genomischer Southern-Blot (s. 2.2.14) angefertigt und mit einer radioaktiv-
markierten DNA Sonde hybridisiert, die das komplette offene Leseraster von KNAT1
umfasste (KNAT1-ORF, 2.1.3.4)

Abbildung 20 A zeigt schematisch die genomische Struktur des KNAT1 Gens. Das
nachste Gen stromaufwarts ist 8 kb, das nachste Gen stromabwarts ist 11 kb entfernt.
Die genomische DNA wurde mit unterschiedlichen Enzymen geschnitten, so dass mit
der Sonde KNAT1-ORF ein mdglichst grol’er Bereich zwischen den flankierenden
Genen abgedeckt wurde.
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Abb. 20: Southern Analyse: genomische DNA von Wildtyp Arabidopsis thaliana Okotyp Col-0 und
Ler sowie von bp-1 und bp-R Mutanten hybridisiert mit KNAT1-ORF DNA Sonde. (A) Genomische
Struktur des KNAT1 Gens und erwartete Fragmentlangen nach Restriktionsverdau der genomischen
DNA von Arabidopsis thaliana Okotyp Col-0 mit den angegebenen Enzymen, (B) Autoradiographie nach
Hybridisierung des Southern-Blots mit KNAT1 DNA Sonde, die das gesamte offene Leseraster umfasst
(KNAT1-ORF), (C) EtBr gefarbtes Agarosegel, das die vergleichbaren Mengen genomischer DNA zeigt.
ORF: open reading frame (offenes Leseraster).

Die Autoradiografie nach der Hybridisierung des Southern-Blots mit der KNAT1-ORF
Sonde zeigte kein Signal in den Spuren mit genomischer DNA von bp-1 Mutanten, das
heil3t die Deletion umfasst mindestens 15 kb. In den Spuren mit genomischer DNA von
bp-R Mutanten ergab sich ein Muster, das dem von wildtypischer Ler DNA entsprach.
Bei der Mutation in bp-R Pflanzen handelt es sich also nicht um eine gréRere Deletion
in diesem Bereich. Daruber hinaus zeigte die mit Nsi bzw. BamH1/Sca geschnittene Ler
DNA einen Restriktionslangenpolymorphismus (RFLP) im Vergleich mit der
genomischen DNA von Col-0 Pflanzen (Abb. 20 B).

In allen Spuren befand sich eine vergleichbare Menge an genomischer DNA, wie das in
Abbildung 20 C abgebildete Ethidiumbromid gefarbte Agarosegel zeigt.
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3.2.4.6 Komplementation des brevipedicellus Phdnotyps durch Expression eines
35S::KNAT1 Konstruktes in bp-1 Mutanten

Ein weiteres Indiz fir die Annahme, dass es sich bei bp um die Funktionsverlust
Mutation von KNAT1 handelt, lieferte die Expression eines 35S::KNAT1 Konstruktes,
das das komplette offene Leseraster von KNAT1 enthielt, im bp-1/Ler Hintergrund. Wie
die Abbildung 21 zeigt, fuhrte dies in den transgenen BASTA resistenten Pflanzen zur
Komplementation des Infloreszenz-Phanotyps.

Abb. 21: Partielle Komplementation des
bp-1 Phanotyps durch Expression eines
358::KNAT1 Konstruktes. (A) bp-1
Infloreszenz mit kurzen Internodien, kurzen
Pedicels und nach unten hangenden
Bliten und Schoten (siehe auch Abb. 16),
(B) Infloreszenz ~ einer  transgenen
35S::KNAT1/bp-1 Pflanze. Die Internodien
und Pedicels sind verlangert, die Schoten
stehen im rechten Winkel zur Sprossachse.

Die Internodien und Pedicels der transgenen 35S::KNAT1/bp-1 Pflanzen waren
verglichen mit denen der bp-1 Mutante verlangert (Abb. 21 A, B). Die Bluten bzw.
Schoten waren nach oben gerichtet oder standen zumindest im rechten Winkel zur
Sprossachse. Die kodierende Region von KNAT1 scheint damit auszureichen, um die
bp Mutation zu retten. Die 35S::KNAT1/bp-1 Pflanzen hatten darUber hinaus stark
gelappte Blatter. Dieser Blattphanotyp ergibt sich aus der ektopischen Expression des
KNAT1 Transkriptes in den Blattern und ist typisch fir den KNAT1 Uberexpressions-
Phanotyp (s. 1.3.2).

Das Ergebnis von RT-PCR, in-situ Hybridisierung, Southern-Analyse und Komplemen-
tations-Experiment bestatigte die Annahme, dass KNAT1 von BREVIPEDICELLUS
kodiert wird und der Phanotyp der 35S::en®**®*-KNAT1 Pflanzen eine Kopie des KNAT1
Funktionsverlust-Phanotyps ist.



ERGEBNISSE 60

3.2.5 Die Expression der beiden Domanen KNOXknat1) und KNOX/ELKknaT1) als
EN**®-Fusionen

Die KNOXnaT1) bzw. die KNOX/ELKknaT1) DOomane (s. Abb. 22) wurde mit den unter
2.1.3.1 angegebenen Primern Uber PCR aus pRT-KNAT1-7 (s. 2.1.3.3) amplifiziert und
uber die Restriktionsschnittstellen Ncol und BamHI in pCHRIS (s. 2.1.3.2) kloniert, so
dass sich die Domanen im Leseraster von en®”® befanden. Die 35S::en***-KNOXunar1)
und 35S::en”*®-KNOX/ELKxnat1) Expressionskassetten wurden dann iber die flankie-
renden Ascl Schnittstellen in pGPTV-Bar Ascl (s. 2.1.3.2) umgesetzt. Anschliel3end
wurden Arabidopsis thaliana Pflanzen mit diesen pGPTV Konstrukten transformiert und
die BASTA resistenten Primartransformanten analysiert (s. 2.2.4).
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Abb. 22: Sequenzvergleich zwischen den KNOX/ELK Doméanen von STM und KNAT1. Konservie-
rungsgrad + . . —. Die Zahlen geben die Aminosaureposition an. Die Ubereinstimmung der
Aminoséuren betragt im Bereich der KNOX Doméne 50%, die Ahnlichkeit 67%. Die Ubereinstimmung im
Bereich der ELK Doméne betragt 76%, die Ahnlichkeit 85%. Uber den gesamten Bereich der KNOX/ELK
Doméne betrachtet, betragt die Ubereinstimmung der Aminosauren 50%, die Ahnlichkeit 65%.

Vergleicht man die Aminosauresequenzen der KNOX/ELK Domanen von STM und
KNAT1 miteinander wie in Abbildung 22 durchgefiihrt, so stellt man fest, dass die Uber-
einstimmung der Aminosauresequenz 50,3% betragt und damit etwa 1% uber dem Wert
fur den gesamten Proteinbereich liegt. Werden auch ahnliche Aminosauren miteinbe-
zogen liegt der Prozentsatz fir die KNOX/ELK Doméne sogar bei 65,2% im Vergleich
zu 58,5% Uber den gesamten Proteinbereich. Im Bereich der ELK Domane stimmen die
Aminosauren sogar in 75,8% Uberein (Abb. 22, Anhang Abb. A5).
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Interessant war nun die Frage, ob sich trotz der groRen Ahnlichkeit der KNOX/ELK
Domanen von STM und KNAT1 spezifische Phanotypen mit dem en®*®-KNOXxnars) und
en’*®-KNOX/ELK knat1) Konstrukt ergeben.

Zu beobachten war, dass starke bp Phanokopien mit hangenden Bluten und Schoten
nur mit dem en**-KNOX/ELKxnar1) Konstrukt erzielt wurden. Etwa 29% der transgenen
Pflanzen (18/62) waren betroffen. Die Ubrigen Pflanzen waren wildtypisch. Damit
zeigten deutlich weniger Pflanzen den bp Phanotyp als mit dem en®**-KNAT1 Konstrukt
(vgl. Tabelle 2). Fehlte die ELK Domane zeigten lediglich 9,5% der transgenen Pflanzen
(10/105) eine bp Phanokopie, die daruber hinaus schwacher ausfiel als mit den Kon-
strukten en*®-KNAT1 und en®*®-KNOX/ELKxnats). Die Schoten standen lediglich im
rechten Winkel zur Sprossachse. Dies verdeutlicht, dass die ELK Domane, und damit
verbunden wahrscheinlich der Transport in den Kern, von Bedeutung ist fur die Funktion
des KNAT1 Proteins

Keine der transgenen Pflanzen, die eines der beiden Konstrukte trugen, zeigte eine
phanotypische Veranderung des Sprossapikalmeristems, die vergleichbar gewesen
wére mit dem beobachteten Phanotyp bei en®®-KNOX sty bzw. en**-KNOX/ELK sty
Pflanzen
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4 DISKUSSION

4.1 Dominant-negative EN?*® Fusionen erzeugen in Pflanzen eine
Kopie des Funktionsverlust-Phanotyps

Die Umwandlung von Proteinen in dominant-negative Proteinchimaren durch die Fusion
mit der Repressordomane des Drosophila Engrailed Proteins (En®®), um durch deren
Uberexpression eine Kopie des Funktionsverlust-Phanotyps zu erzeugen, wurde in
Drosophila, Xenopus und Maus bereits erfolgreich eingesetzt (John et al., 1995; Conlon
et al.,, 1996; Lyon & Watson, 1996). Diese Experimente haben wichtige Informationen
Uber die Funktion der untersuchten Gene geliefert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Einsatz dieser Methode, im
Folgenden mit CHRIS bezeichnet fir Chimeric Repressor Interference System, auch in
Pflanzen geeignet ist, um Funktionsverlust-Phanotypen von Transkriptionsfaktoren zu
identifizieren. Die ektopische Expression von N-terminalen Fusionsproteinen zwischen
der EN?*® Domane und STM oder KNAT1 in Arabidopsis thaliana resultierte in trans-
genen Pflanzen, die eine Phanokopie des entsprechenden Funktionsverlust-Phanotyps
zeigten. Dariiber hinaus konnten in der Arbeitsgruppe auch mit en***-AP3 und en®¥-pPI
Konstrukten Phanokopien erzeugt werden (Markel et al., 2002).

Die gut charakterisierten Transkriptionsfaktoren STM, AP3 und Pl wurden als Testgene
gewahlt aufgrund des vorhersagbaren Funktionsverlust-Phanotyps. Im Unterschied
dazu war fur KNAT1 zu Beginn meiner Untersuchungen keine Funktionsverlust Mutante
bekannt. Aufgrund der Analyse von KNAT1 mit der Hilfe von CHRIS konnte dann eine
Verbindung zwischen der bereits beschriebenen aber bis zu diesem Zeitpunkt mole-
kular nicht weiter charakterisierten Mutante brevipedicellus (bp, Koornneef et al., 1983)
und KNAT1 hergestellt werden. Die transgenen en®**-KNAT1 Pflanzen kopierten den
Phanotyp der bp Mutante. Uber RT-PCR, in-situ Hybridisierung, Southern-Analyse und
Komplementations-Experiment konnte anschliefend nachgewiesen werden, dass in bp-
1 Mutanten das KNAT1 Gen betroffen ist. Dies stimmt Gberein mit den Ergebnissen von
Douglas et al. (2002) und Venglat et al. (2002), die kirzlich veréffentlicht wurden.

Die en®**>-KNAT1 Pflanzen kopieren den Phanotyp der bp-71 Mutante im Detail, wie der
Vergleich einzelner Merkmale gezeigt hat (s. 3.2.4.2). Dies ist der Fall, obwohl sich das
en®*®*-KNAT1 Konstrukt im Columbia Hintergrund und die bp-71 Mutation im Landsberg
erecta Hintergrund befindet. Dieses Ergebnis unterstutzt damit nicht die These, dass
der bp Phanotyp hauptsachlich mit der erecta Mutation zusammenhangt (Douglas et al.,
2002). Der Ausfall der ERECTA Funktion fuhrt ebenfalls zu verkirzten Internodien und
Pedicels (Torii et al., 1996) Die gezeigten Daten weisen nun darauf hin, dass dies mog-
licherweise in bp Mutanten einen additiven Effekt auf die Verkirzung der Internodien
und weniger stark auch auf die Verkurzung der Pedicels hat, aber keinen Einfluss auf
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den Winkel zwischen Pedicel und Sprossachse. Sowohl bp-7/Ler als auch en?%-
KNAT1/Col Pflanzen haben stark nach unten hangende Bliten und Schoten.

Die en**®*-KNAT1 Pflanzen haben dariiber hinaus gezeigt, dass KNAT1/BP auch den
Winkel zwischen Sprossachse und Seitensprossen beeinflusst. Die Seitensprosse
stehen in en®*®*-KNAT1 und bp Pflanzen im Gegensatz zum Wildtyp im rechten Winkel
zur Sprossachse. Es gibt eine ganze Reihe von Untersuchungen Uber Regulations-
mechanismen, die fur die Initiation und das Auswachsen von sekundaren Meristemen in
den Achseln von vegetativen Blattern und Hochblattern verantwortlich sind und damit
das Verzweigungsmuster der Pflanzen bestimmen. Zu den hier beteiligten Genen
zahlen zum Beispiel LATERAL SUPPRESSOR in Tomate (Schmitz & Theres, 1999),
sowie REVOULTA, SUPERSHOOT, MAX1 und MAX2 in Arabidopsis (Talbert et al.,
1995; Tantikanjana et al., 2001; Stirnberg et al., 2002). Es gibt allerdings relativ wenig
Informationen Uber die Entwicklung der Seitensprosse, dass heil3t Uber bei der Initiation
ablaufende Wachstums- und Differenzierungsprozesse, die unter anderem den Winkel
zur priméren Sprossachse bestimmen. Aufgrund der Beobachtungen an en®®-KNAT1
und bp Pflanzen lasst sich sagen, dass hier moglicherweise zumindest zum Teil
ahnliche Prozesse ablaufen, wie von Venglat et al. (2002) fur die Entwicklung der
Pedicels beschrieben, wobei KNAT1/BP ebenfalls daran beteiligt zu sein scheint.

Transgene Pflanzen, die mit den Konstrukten en®*®-STMAN1T bzw. en®*®-KNAT?2 trans-
formiert wurden, zeigten zum Teil oder sogar nur einen Uberexpressionsphanotyp. Es
scheint so, dass hier CHRIS nicht oder nur zum Teil erfolgreich eingesetzt werden
konnte. Eine mdgliche Erklarung hierfur kénnte in den N-terminalen 110 Aminosauren
liegen, die der STM-Deletion STMAN1 fehlen. Dieser Bereich enthalt Histidin- und
Glutamin-reiche Regionen. Ahnliche Bereiche sind auch in KNAT1 zu finden, hier sind
es Histidin- und Asparagin-reiche Regionen. Diese Bereiche fehlen aber dem nativen
KNAT2 Protein. Polyhistidin, Polyasparagin und Polyglutamin Abschnitte sind in den
unterschiedlichsten Transkriptionsfaktoren zu finden, wobei ihre Funktion noch nicht
eindeutig geklart werden konnte (Smoller et al., 1990; Mével-Ninio et al., 1991). Es gibt
Hinweise darauf, dass Glutamin- und Prolin-reiche Regionen an der Transkriptions-
saktivierung beteiligt sind (Gerber et al.,, 1994). Denkbar ist also, da dieser Bereich in
KNAT2 fehlt, dass KNAT2 in vivo primar nicht als Transkriptionsaktivator agiert. Die
Fusion mit der EN®**® Domane wiirde in diesem Fall keine Umwandlung in eine
dominant-negative Genfunktion bewirken, sondern eher die native Funktion des
Proteins unterstitzen. Sowohl die Proteinsequenzen von STM und KNAT1, als auch die
von KNAT2 enthalten eine Reihe negativ geladener Aminosauren (Asparaginsaure und
Glutaminsaure) im Bereich direkt stromaufwarts der ELK Domane, die ebenfalls mit der
Transkriptionsaktivierung in Verbindung gebracht werden (Ptashne & Gann, 1990;
Frankel & Kim, 1991). Diese reichen aber moglicherweise nicht aus, sondern erst die
Kombination mit den Polyhistidin, Polyasparagin und/oder Polyglutamin Bereichen kann
letztendlich die Aktivierung der Zielgene bewirken.
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4.2 Moglicher Mechanismus von CHRIS

Der Frage nach dem molekularen Mechanismus, der der Wirkungsweise von CHRIS
zugrunde liegt, wurde auf verschiedene Weise nachgegangen. Mégliche Mechanismen
sind neben der direkten Transkriptionsrepression der Zielgene des untersuchten Gens
(Levine & Manley, 1989) auch Cosuppression und das so genannte Squelching. Als Co-
suppression wird das Phanomen bezeichnet, dass die RNA des eingebrachten Trans-
gens mit der RNA des homologen endogenen Gens interagieren kann, was zur Bildung
von anormaler RNA und/oder cRNA fuhrt. Die auf diese Weise gebildeten doppel-
strangigen RNA Molekile (dsRNA) initiieren dann den Abbau der transgenen und der
homologen endogenen RNA. In Pflanzen wird diese Antwort auf dsRNA auch als post-
transcriptional gene silencing (PTGS) bezeichnet. (Napoli et al., 1990; Vaucheret et al.,
1998). Squelching resultiert aus der Interaktion des Uberexprimierten Proteins mit
anderen Faktoren, mit denen das zu untersuchende Protein normalerweise interagiert,
wodurch die Bildung von funktionstiichtigen Komplexen verhindert wird (Gill & Ptashne,
1988). Denkbar ist auch eine Form der Repression, die sich aus unterschiedlichen
Aspekten dieser Mechanismen zusammensetzt.

Die stm Phanokopie Frequenzen, die sich aus der Expression der N-terminalen STM
Deletionskonstrukte als EN?®® Fusionen ergeben haben, deuten sicherlich auf einen
gewissen Cosuppressionsanteil hin, da eine Korrelation zwischen Lange des
Transkriptes und Hohe der Frequenz festgestellt werden kann. Die hohe stm Phano-
kopie Frequenz mit en®*®-KNOXsty) im Vergleich mit der stm Phénokopie Frequenz,
die mit dem etwa gleichgroRen en®**-STMAC2 Konstrukt beobachtet wurde, weist aller-
dings darauf hin, dass nicht allein das Transkript fur die Phanokopie verantwortlich sein
kann. Hier wird deutlich, dass es eine Rolle spielt, was translatiert wird. Die KNOX
Domane scheint einen groReren Beitrag zur Ausbildung des Phanotyps zu leisten als
andere Domanen (s. a. Nolte, 2000).

Ein weiterer Hinweis darauf, dass die korrekte Translation des EN298—Fusionsproteins
von Bedeutung fur die Frequenz an stm Phanokopien ist, lieferten die Konstrukte mit
Leserasterverschiebung. Der Prozentsatz an stm Phanokopien ist grofier, wenn sich
das STM Fragment im Leseraster von en?%8 befindet, das heil3t ein korrektes Fusions-
protein translatiert wird. Die mit einem Fusionsprotein ohne Sinn erzeugten Phano-
kopien, hier wurde C-terminal der en®*’-Sequenz eine Leserasterverschiebung
eingefigt, sind dartber hinaus deutlich schwacher. Besonders deutlich wird die
Abhangigkeit der stm Phanokopie von der Anwesenheit des korrekten Fusionsproteins
bei Pflanzen, die das en®®*-fsKNOXstu) Konstrukt tragen. Mit diesem Konstrukt traten
lediglich 2,7% stm Phanokopien auf. Aus diesen Ergebnissen lasst sich also schliefden,
dass es zwar einen Anteil an Cosuppression gibt, der aber nicht die hohe Frequenz an
Phanokopien erklaren kann.
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Dariiber hinaus wird der Phanotyp durch Dexamethason induzierbar, wenn en®*’-STM
mit der Hormonbindungsstelle des Glucocorticoid Rezeptors (GR) kombiniert wird. Die
Behandlung der Pflanzen mit Dexamethason ermoéglicht den Transport des Fusions-
proteins in den Kern (Lloyd et al., 1994). Und EN**®-STM/GR bewirkt erst dann, dass
die Entwicklung des Sprossapikalmeristems stoppt und im Unterschied zu unbehan-
delten en®*®*-STM/GR Pflanzen keine weiteren Blatter mehr gebildet werden (Markel et
al., 2002). Diese Induzierbarkeit belegt erneut, dass CHRIS hauptsachlich ein Mecha-
nismus zugrunde liegen muss, der auf der Anwesenheit des Proteins basiert.

Squelching ist nach den Ergebnissen ein sehr wahrscheinlicher Mechanismus. Hierfur
sprechen die Beobachtungen, dass stm Phanokopien auch in Abwesenheit der DNA
Bindungsdomane erzielt werden und insbesondere die isolierte KNOXstvy bzw.
KNOX/ELKstvy Doméne als EN**® Fusion eine hohe Frequenz an stm Ph&nokopien
bewirkt. Vorstellbar ist also, dass das EN?*®-Fusionsprotein iber die KNOX Doméne mit
Proteinpartnern des endogenen STM interagiert, STM aus den Proteinkomplexen ver-
drangt und damit die Bildung funktionstuchtiger Komplexe verhindert.

Die hochkonservierte KNOX Domane ist auch in tierischen Proteinen zu finden und wird
dort als MEIS Domane bezeichnet (Burglin, 1997). Die Bedeutung der KNOX Domane
als Protein-Protein Interaktionsdomane konnte zunachst am Beispiel des MEIS
Homdodomanen Proteins Prep1 aus Saugern nachgewiesen werden. Prep1 interagiert
uber die MEIS Domane mit Pbx, einem weiteren Homdodomanen Protein der TALE
Familie (Berthelsen et al., 1998). Mittlerweile wurde dies Uber das Hefe Zwei-Hybrid
System auch fur die pflanzliche KNOX Domane gezeigt. Die Interaktion zwischen
BELL1 und spezifischen KNAT Homoéodomanen Proteinen wird durch die KNOX
Domane vermittelt (Bellaoui et al., 2001).

Ein weiteres Indiz fir Squelching ist, dass die Uberexpression der KNOXstum) und
KNOX/ELK(stmy Doméne ohne die EN**® Doméne in etwa 97% der Primértrans-
formanten zu Veranderungen des wildtypischen Phanotyps gefuhrt hat. Diese
Veranderungen sind Uberwiegend abhangig von der korrekten Translation des Proteins,
denn Konstrukte mit Leserasterverschiebung bewirkten lediglich in weniger als 25% der
transgenen Pflanzen den gleichen Effekt.

Auch die Spezifitat der Phanokopien lasst sich Uber Squelching erklaren. Die Uber den
CaMV 35S Promotor ubiquitar exprimierten EN?®-Fusionsproteine finden ihre
spezifischen Interaktionspartner nur im Sprossapikalmeristem (EN298—STM) oder in der
Infloreszenz (EN?*®-KNAT1). Diese Annahme wird unterstiitzt durch die Beobachtung,
dass auch die isolierten KNOX Domanen von STM und KNAT1 als EN?*® Fusionen
spezifische Phanokopien zeigen, die entweder das Sprossapikalmeristem oder die
Infloreszenz betreffen.
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Squelching als moglicher Mechanismus schlie3t aber nicht aus, dass die Protein-
chimaren auch mit fehlender DNA bindender Doméane in den gebildeten multimeren
Proteinkomplexen zu den entsprechenden Zielgenen rekrutiert, dort mit der DNA asso-
ziiert werden und die EN**® Domane direkt die Transkription beeinflusst. Dass dies
prinzipiell moglich ist, wurde in einem Experiment mit dem Fushi tarazu (Ftz) Protein
gezeigt, dem die Homoodomane deletiert wurde. Das FtzAHD Protein ist Uber die
Interaktion mit anderen Proteinen immer noch in der Lage die Segmentierung des
Drosophila Embryos zu kontrollieren (Copeland et al., 1996).

Die Bindung an die DNA scheint fur die Ausbildung der bp Phanokopien in transgenen
Pflanzen mit dem en®**-KNAT1 Konstrukt starker von Bedeutung zu sein. Lediglich 29%
der Primértransformanten mit en®**-KNOX/ELKxnat1) Konstrukt wiesen verkiirzte Inter-
nodien und hangende Schoten auf. Mit dem vollstdndigen offenen Leseraster also
inklusive der DNA-bindenden Domane lag dieser Prozentsatz bei 75,6%. Hier scheint
Squelching, wenn man dies mit den Ergebnissen mit dem en®**-KNOX/ELK st Kon-
strukt vergleicht, eher einen geringeren Anteil an der Auspragung der Phanokopien zu
haben. Die Bedeutung der Hom6odomane fur die in vivo Funktion von KNAT1 zeigt sich
auch in bp-2 Mutanten. Hier flhrt eine Punktmutation zu einem Stopcodon, was in
einem verkirzten Protein ohne ELK und Hombéodomane resultiert. Der Phanotyp der
bp-2 Mutanten entspricht nahezu dem der bp-7 Mutanten, in denen die codierende
Region von KNAT1 vollstandig deletiert ist (Venglat et al., 2002). Unter der Annahme,
dass hier Squelching eine geringere Rolle spielt, sprechen die Beobachtungen mit dem
en*?®*-KNAT1 Konstrukt demnach fiir die Mdglichkeit, dass aktive Repression durch die
EN?*® Domane Anteil an der Auspragung der Phanokopien haben kénnte.

Eine wichtige Vorraussetzung hierflr ist die Anwesenheit des Konstruktes im Kern. Die
Induzierbarkeit des Phénotyps in en®*®*-STM/GR Pflanzen spricht dafiir. Dariiber hinaus
ist die Frequenz an stm Phanokopien hoher, wenn die ELK Domane, die unter anderem
als Kernlokalisierungssignal fungieren kann (Meisel & Lam, 1996), anwesend ist. Dies
zeigt sich, wenn man die Phanokopie Frequenzen von en298-KNOX(STM) mit der von
en’*®-KNOX/ELK sty Pflanzen vergleicht. Noch deutlicher wird der Einfluss der ELK
Doméne bei Betrachtung der en®®-KNOXynary) und en*®*-KNOX/ELKxnat1) Pflanzen.
Nur die en?®-KNOX/ELK xnat1) Pflanzen zeigten die starke bp Phanokopie. Es gibt also
Hinweise darauf, dass der Wirkungsort der Konstrukte der Kern ist. Daraus lasst sich
selbstverstandlich nicht schlieBen, dass auch tatsachlich direkte Transkriptions-
repression der Zielgene stattfindet. Dies kann aufgrund der durchgefuhrten Experimente
nicht ausgeschlossen aber auch nicht abschlieRend geklart werden.
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Es wird aber deutlich, dass die Anwesenheit der EN?*®* Domane zum einen die
Frequenz an stm Phanokopien (gilt nicht fir KNOX/ELKstv)) und zum anderen die
Spezifitdt des Phanotyps erhéht. Das heilt, die EN**® Domaéne leistet auf jeden Fall
einen gewissen Beitrag. Die erhdhte Spezifitat zeigt sich bei der Expression des en®®-
STMAN1 Konstruktes im Vergleich mit dem STMAN7 Konstrukt. Die EN**® Doméne
bewirkt, dass der auftretende Uberexpressions-Phanotyp deutlich unterdriickt wird und
der Phanokopie Phanotyp Uberwiegt. Noch offensichtlicher wird dies, wenn man die
transgenen en**-KNOX(sti) bzw. en***-KNOX/ELKstvy Pflanzen mit den Pflanzen ver-
gleicht, die die beiden Doméanen ohne die EN**® Domane exprimieren. Zwar ist die
Anzahl an Primartransformanten, die einen Phanotyp zeigen, mit den en298-KNOX(STM)
und en®-KNOX/ELK sty Konstrukten deutlich niedriger (55% bzw. 68%) als mit den
entsprechenden Konstrukten ohne die EN**® Domane (97%), allerdings zeigen diese
Pflanzen nur die stm Phanokopie und keine elongierten Internodien. Die EN?%-
Fusionen geben also eindeutigere Hinweise auf die biologische Funktion der unter-
suchten Proteine als die einfache Uberexpression der Doméanen.

Inwieweit der neue bisher nicht mit STM assoziierte Phanotyp der elongierten Inter-
nodien dennoch mit der in vivo Funktion von STM zusammenhangt, muss noch geklart
werden. Festzuhalten ist, dass in stm7/as1 Doppelmutanten, obwohl in bisherigen
Veroffentlichungen nicht weiter darauf eingegangen wird, ebenfalls elongierte
Internodien beobachtet werden koénnen (Rudiger Simon, personliche Mitteilung).
Allerdings ist der Phanotyp deutlich schwacher. Unter Berucksichtigung der bisher
festgestellten Interaktionen zwischen STM, AS1 (ASYMMETRIC LEAVES1), AS2
(ASYMMETRIC LEAVES2) und KNAT1 (Byrne et al., 2002) ist die Beteiligung von
KNAT1 an der Streckung der vegetativen Internodien denkbar. Das Fehlen von
KNAT1/BP fuhrt zu verkirzten Internodien der Infloreszenz, wie unter anderem in dieser
Arbeit gezeigt wurde. Fallen STM und AS7 bzw. ASZ2 aus, ist in den Mutanten eine
Uberexpression von KNAT1 festzustellen (Ori et al., 2000), die dann méglicherweise zu
den elongierten Internodien flhrt.

Zusammenfassend lasst sich aufgrund der Ergebnisse also sagen, dass der Mecha-
nismus von CHRIS wahrscheinlich auf einer Mischung der verschiedenen Mdglichkeiten
beruht. Squelching scheint den groften Anteil an der Auspragung der Phanokopien zu
haben, wobei Cosuppression zu einem geringen Teil ebenfalls dazu beitragt. Ob die
EN?® Fusionsproteine auch iiber direkte Repression der Zielgene die Phénokopien
erzeugen, kann nicht eindeutig festgestellt aber auch nicht ausgeschlossen werden. Auf
jeden Fall tragt die EN**® Domane wesentlich zur Spezifitit der zu beobachtenden
Phanotypen bei.



DISKUSSION 68

4.2.1 Cosuppressor-abhingige und -unabhingige Repression durch EN*?

Die fiir CHRIS verwendete EN?®® Doméane umfasst die Repressordomane, die sich in
zwei Subdomanen unterteilen lasst (Jaynes & O’Farell,1991; Han & Manley, 1993;
Smith & Jaynes, 1996; Jimenez et al., 1997). Die erste Domane, die mit eh1 (Engrailed
homology 1) bezeichnet wird, ist in allen Engrailed Homologen hoch konserviert und
scheint in vivo die Hauptrepressoraktivitat zu beinhalten (Logan et al.,, 1992; Smith &
Jaynes, 1996). Es wurde gezeigt, dass eh1 die Bindung an den Corepressor Groucho
vermittelt, der in vivo notwendig ist, damit Engrailed bestimmte Zielgene reprimieren
kann (Jimenez et al., 1997; Tolkunova et al., 1998). Darlber hinaus werden Groucho
Proteine von einer gro3en Anzahl weiterer DNA-bindenden Proteine als Corepressor
genutzt (Paroush et al., 1994; Aaronson et al., 1997; Dubnicoff et al., 1997). Groucho
ahnlich Proteine, vor allem die genetische Funktion und die Motivstruktur betreffend,
sind nicht nur in unterschiedlichen tierischen Spezies gefunden wurden sondern auch in
Hefe (Tup1, Williams & Trumbly, 1990). Die zweite Domane, die als Region D
bezeichnet wird, hat eine Groucho-unabhangige Repressoraktivitat (Han & Manley,
1993; Smith & Jaynes, 1996). Denkbar ist also, dass einige Zielgene durch
eh1/Groucho vermittelte Repression reprimiert werden, wahrend die Repression
anderer Zielgene durch die Region D vermittelt wird (Fisher & Caudy, 1998).

Ob CHRIS in Pflanzen einen Corepressor bendtigt oder der Mechanismus auf der
Nutzung der Region D beruht, kann nicht gesagt werden. Hierin kdnnte auch eine mog-
liche Erklarung liegen, dass die Analyse von KNATZ2 mit der Hilfe von CHRIS nicht zum
Erfolg gefuhrt hat. Sollten in Pflanzen keine Groucho-ahnlichen Proteine vorhanden
sein, die von EN®%® genutzt werden konnten, ware fur die Repression der Zielgene von
STM und KNAT1 die Nutzung der Region D denkbar, wahrend fur die Repression der
Zielgene von KNAT2 aus unbekannten Grinden ein Corepresssor notwendig ware. In
Arabidopsis thaliana wurde mit LEUNIG mittlerweile eine zu Groucho und Tup1 analoge
Genfunktion gefunden. LEUNIG reguliert als moglicher Corepressor die AGAMOUS
Expression wahrend der Blitenentwicklung (Conner & Zhongchi, 2000). Ob LEUNIG
auch ENGRAILED als Corepressor dienen konnte oder weitere Groucho ahnliche
Proteine in Arabidopsis vorhanden sind, musste weiter untersucht werden.
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4.3 CHRIS im Vergleich mit anderen Methoden

Nachdem das Arabidopsis Genom mittlerweile vollstandig sequenziert ist (Arabidopsis
Genome Initiative, 2000), sind die Sequenzen nahezu aller putativer Transkriptions-
faktoren bekannt. FlUr die meisten dieser Gene ist allerdings ihre biologische Funktion
weiterhin unklar. Sequenzanalyse und Bestimmung des Expressionsmusters geben
zwar recht schnell erste Hinweise, am aussagekraftigsten sind aber immer noch
Funktionsverlust Mutanten. Ein effizientes System zum gezielten Ausschalten der Gene
basierend auf homologer Rekombination, wie es routinemafig in Maus eingesetzt wird
(Babinet & Cohen-Tannoudji, 2001), fehlt in hoheren Pflanzen. Nur im Moos
Physcomitrella patens kann diese Form der gerichteten Mutagenese seit einiger Zeit
genutzt werden (Schaefer, 2002). Alle Versuche ein solches System in hoheren Pflan-
zen zu etablieren, blieben bisher nahezu ohne Erfolg. Erst seit kurzem gibt es erste
Ansatze fur die Nutzung der homologen Rekombination in Reis (Terada et al., 2002).
Aus diesem Grund ist man darauf angewiesen in gro3en Transposon oder T-DNA
Populationen tber PCR nach Insertionen in dem gewlnschten Gen zu suchen. Haufig
sind anschliefend Kreuzungen der Einfachmutanten mit Mutanten verwandter Gene,
die ebenfalls zum Teil erst identifiziert werden mussen, notwendig, da sich aufgrund von
Redundanz erst in Doppel- oder Dreifachmutanten ein Phanotyp zeigt. Insgesamt ein
recht zeitaufwendiges Verfahren, dass dazu noch gro3e Ressourcen benétigt. Es wurde
kalkuliert, dass, um eine 90% Chance zu haben ein spezifisches Gen von etwa 1kb
uber T-DNA Insertionsmutagenese in Arabidopsis zu finden, etwa 350000 unabhangige
Transformanten notwendig sind (Krysan et al., 1999).

CHRIS bietet nun die Moglichkeit in Pflanzen durch die Umwandlung der Transkrip-
tionsfaktoren in dominant-negative Genfunktionen recht einfach Informationen Uber
deren Funktion zu erhalten. Es muss lediglich die kodierende Sequenz des Gens im
Leseraster mit der en®*® Sequenz kloniert und Pflanzen mit dem en®®- Konstrukt trans-
formiert werden. Damit kann CHRIS nicht nur in Arabidopsis thaliana genutzt werden,
sondern in allen Spezies die transformiert werden konnen. Auf3erdem sind diese Infor-
mationen sehr schnell zugénglich. Die mit den EN?®® Fusionen erzeugten Phanokopien
waren bereits in den Primartransformanten zu beobachten. Dartber hinaus war die
Effizienz der en®*®-Konstrukte sowohl mit der kompletten kodierenden Region von STM
als auch mit der von KNAT1 sehr hoch. Die Frequenz an Phanokopien unter den
Primartransformanten lag in etwa bei 75%. Die beobachteten Phanotypen waren sehr
homogen, was die Interpretation erleichtert. Es bestanden lediglich Unterschiede in der
Starke der Phanokopien.

Daneben besteht recht einfach die Méglichkeit, wenn eine EN?*® Fusion nicht erfolg-
reich ist, d.h. wenn die transgenen Pflanzen keinen Phanotyp zeigen, das
entsprechende en®® Konstrukt zusammen mit weiteren en®*® Konstrukten verwandter
Gene zu transformieren. Hier sind alle denkbaren Kombinationen moglich, auch mit
Genen, fur die noch keine Funktionsverlust Mutante identifiziert wurde, da lediglich die
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Sequenz vorhanden sein muss. Diese Mehrfachtransformationen erhéhen die Wahr-
scheinlichkeit einen Phanotyp zu identifizieren. Mit transgenen Pflanzen, die CUP-
SHAPED COTYLEDONT1 und CUP-SHAPED COTYLEDONZ2 (Aida et al., 1997) als
en’®® Fusionen exprimierten, konnte dies bereits erfolgreich gezeigt werden (John
Chandler, personliche Mitteilung).

Es ist moglich dominant-negative Genfunktionen durch einfache Deletion oder Mutation
der DNA-bindenden Domane zu erzeugen. Die auf diese Weise veranderten und
anschlieBend in Pflanzen Uberexprimierten Proteine interagieren Uber ihre Protein-
Protein Interaktionsdomanen mit Proteinpartnern des endogenen Proteins, verdrangen
dieses und verhindern auf diese Weise die Ausbildung funktionstlichtiger Komplexe
(Rieping et al., 1994, Pontier et al., 2001). Auch durch die Uberexpression einzelner
funktionaler Interaktionsdomanen lassen sich dominant-negative Funktionen erzeugen,
die zunachst einmal effizienter scheinen als die Fusion mit EN**®. Mit der Expression
der KNOXstm) bzw. der KNOX/ELK sty Doméane zeigten 97% der transgenen Pflanzen
einen im Vergleich mit dem Wildtyp veranderten Phanotyp. Allerdings mussen hier
zunachst Domanen identifiziert werden. Darliber hinaus fiihrt die Expression als EN?%
Fusion zu spezifischeren Phanotypen. Mit den en298-KNOX(STM) und en?®%-
KNOX/ELK sty Konstrukten trat nur die Phénokopie auf und nicht wie ohne die EN*%®
Domane zusatzlich ein neuer, bisher nicht mit STM assoziierter Phanotyp, Pflanzen mit
elongierten Internodien.

Die Herstellung dominant-negativer Genfunktionen durch Deletion der DNA-bindenden
Domane ist nur erfolgreich, wenn das Protein eine intakte Protein-Protein Interaktions-
domane umfasst. Obwohl dies im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden konnte, da
alle hier untersuchten Proteine in vivo hochstwahrscheinlich uber die Interaktion mit
weiteren Proteinen agieren, eroffnet die Herstellung von dominant-negativen Protein-
chiméren durch die Fusion mit der EN**® Domane auch die Analyse von Faktoren, die
keine Protein-Protein Interaktionsdomane enthalten.

Zum Teil ergeben sich als Nebeneffekt Uber das Phanomen der Cosuppression
(Vaucheret et al., 1998) in transgenen Pflanzen Erkenntnisse Uber den Phanotyp einer
Funktionsverlust Mutante. Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass der
Prozentsatz an Primartransformanten mit den en®*® Konstrukten tiber dem liegt, der mit
en®*® Konstrukten mit Leserasterverschiebung erzielt werden kann. Also Uber dem
Prozentsatz an Pflanzen, deren Phanotyp hochstwahrscheinlich auf reiner
Cosuppression beruht. Dieser Vorteil von CHRIS wuirde sich deutlich bemerkbar
machen, wenn der Phanotyp schwach ist und sich nur in relativ wenigen Pflanzen zeigt.
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Seit kurzem wird in Pflanzen eine in Caenorhabditis bereits erfolgreich angewendete
Methode eingesetzt, die als RNAi fur RNA interference bezeichnet wird. Das Einbringen
doppelstrangiger RNA (dsRNA) resultiert im gezielten Ausschalten der untersuchten
Gene (Fire et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass Transgene, die doppelstrangige oder
einzelstrangige in-sich komplementare (hairpin) RNA (hpRNA) exprimieren, einen
ahnlichen Effekt in Pflanzen haben (Wang & Waterhouse, 2000; Waterhouse et al.,
1998). Der Effekt wird noch verstarkt, wenn Pflanzen mit hpRNA Konstrukten
transformiert werden, die ein Intron enthalten (ihpRNA, Smith et al., 2000). Deshalb
wurden Vektoren konstruiert, die es ermoglichen einzelne PCR-Fragmente des
gewulnschten Gens sehr einfach in sehr effektive ihpRNA Konstrukte umzuwandeln, die
in transgenen Pflanzen gezielt das untersuchte Gen ausschalten. Die Effizienz dieser
Konstrukte liegt ebenfalls deutlich Uber der von Cosuppression und antisense
Konstrukten (Wesley et al., 2001).

Im Vergleich mit CHRIS hat RNAi zwei Vorteile. Es kdnnen zum einen sehr kurze
Fragmente genutzt werden, unter Umstanden lediglich 21 bis 25 Nukleotide
umfassende hpRNAs (s. Hamilton & Baulcombe, 1999; Waterhouse et al., 2001). Dies
ermdglicht auch einzelne Mitglieder groRerer Genfamilien auszuschalten, da unikale
Sequenzen dieser Lange in den meisten Genfamilien vorhanden sind. Zum anderen
konnen neben der kodierenden Region auch Sequenzen aus der 3" oder 5" untrans-
latierten Region verwendet werden. Ein Vorteil von CHRIS kénnte allerdings sein, dass
das System hochstwahrscheinlich, wie weiter oben diskutiert, auf Proteinebene arbeitet,
was bei RNAI nicht der Fall ist. Dies eroffnet zusatzliche Wirkungsmechanismen, die
unter Umstanden von Bedeutung sein konnen, was aber noch nicht naher untersucht
wurde.



DISKUSSION 72

4.4 Ausblick

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit ist der Mechanismus von CHRIS eine Mischung
unterschiedlicher Formen der Repression. Inwieweit aktive Repression unter
Verwendung von Corepressoren daran beteiligt ist, konnte mit den durchgefuhrten
Experimenten nicht eindeutig geklart werden. Um Informationen hieriber zu
bekommen, sollte die EN?®® Domane in unterschiedliche Fragmente unterteilt und diese
mit STM fusioniert in Arabidopsis transformiert werden. Hier wirde sich zeigen, ob die
eh1 Domane und/oder die Region D notwendig ist, um die hohe Frequenz an
Phanokopien zu erzielen.

CHRIS wird darUber hinaus zur Analyse weiterer Transkriptionsfaktoren herangezogen,
die den unterschiedlichsten Genfamilien angehdren.

Um den Einfluss der Histidin-, Glutamin- und Asparagin-reichen Bereiche im N-
Terminus von STM und KNAT1 naher zu bestimmen, kénnte die Fusion dieser Region
mit der Sequenz von KNAT2 und der anschlieRenden Transformation des en®%-
STM110-KNAT2 Konstruktes in Arabidopsis interessant sein. Aullerdem sollte die
Analyse von transgenen Pflanzen, die ein 35S::KNAT7-VP16 Konstrukt tragen unter
Umstanden Informationen Uber die Aktivitat von KNAT2 liefern.

Um den Zusammenhang der elongierten Internodien mit einer Uberexpression von
KNAT1 zu klaren, kdonnten unter anderem Gewebeschnitte von Bereichen der Inflo-
reszenz von KNOXstw) bzw. KNOX/ELKstm) Pflanzen mit einer DIG-markierten KNAT1
Sonde hybridisiert und mit wildtypischen Schnitten verglichen werden.

Nicht zuletzt wird weiterhin versucht die Promotorregion von KNAT1/BP aus bp-R
Mutanten zu amplifizieren, um diese anschlielend sequenzieren zu kénnen. Es wird
erwartet, dass sich die Mutation in einem regulatorischen Element von KNAT1 befindet,
das fur das raumliche Expressionsmuster verantwortlich ist.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Nachdem das Arabidopsis Genom vollstandig sequenziert ist, sind hier die Sequenzen
aller putativer Transkriptionsfaktoren bekannt, aber flr die meisten dieser Gene ist ihre
biologische Funktion weiterhin unklar, vor allem weil Funktionsverlust Mutanten vieler
Gene bisher noch nicht identifiziert wurden. Eine Mdglichkeit schnell Informationen Uber
die biologische Funktion eines bestimmten Transkriptionsfaktors zu bekommen, ist die
Umwandlung in dominant-negative Genfunktionen, um dann durch die Uberexpression
dieses veranderten Proteins eine Kopie des Funktionsverlust Phanotyps zu erzeugen.
Die Herstellung dominant-negativer Proteinchimaren durch Fusion mit der
Repressordoméne des Drosophila Engrailed Proteins (EN®%®) wurde in Drosophila,
Xenopus und Maus erfolgreich eingesetzt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Einsatz dieser Methode, im
Folgenden mit CHRIS bezeichnet fur Chimeric Repressor Interference System, auch in
Pflanzen geeignet ist, um Funktionsverlust-Phanotypen von Transkriptionsfaktoren zu
identifizieren. Die ektopische Expression von N-terminalen Fusionsproteinen zwischen
der EN**® Doméne und STM oder KNAT1 in Arabidopsis thaliana resultierte in
transgenen Pflanzen, die eine Phanokopie des entsprechenden Funktionsverlust-
Phanotyps zeigten. Der gut charakterisierte Transkriptionsfaktor STM wurde als
Testgen gewahlt aufgrund des vorhersagbaren Funktionsverlust-Phanotyps. Fur KNAT1
konnte erst mit Hilfe von CHRIS die zu diesem Zeitpunkt molekular nicht weiter
charakterisierte EMS-Mutante brevipedicellus (bp) als Funktionsverlust Mutante von
KNAT1 identifiziert werden. Uber 75% der transgenen 35S:en***-KNAT1 Arabidopsis
thaliana Pflanzen zeigten die flr bp charakteristischen nach unten gebogenen Pedicels
und den daraus resultierenden hangenden Bluten und Schoten sowie verklrzte
Internodien. Uber RT-PCR, in-situ  Hybridisierung, Southern-Analyse und
Komplementations-Experiment konnte dann gezeigt werden, dass in bp-1 Mutanten in
der Tat das KNAT1 Gen betroffen ist.

Um den Mechanismus von CHRIS naher zu untersuchen wurden C- und N-terminale
Deletionen von STM sowie einzelne Doménen mit und ohne der EN**® Domane in
Arabidopsis Pflanzen Uberexprimiert. Daruber hinaus wurden in einige dieser
Konstrukte Leserasterverschiebungen eingefugt. Aufgrund der Analyse der mit diesen
Konstrukten erhaltenen Primartransformanten lasst sich sagen, dass der Mechanismus
wahrscheinlich auf einer Mischung unterschiedlicher Formen der Repression beruht.
Squelching scheint den grofliten Anteil an der Auspragung der Phanokopien zu haben,
wobei Cosuppression zu einem geringen Teil ebenfalls dazu beitragt. Ob die EN?*®
Fusionsproteine auch uber direkte Repression der Zielgene die Phanokopien erzeugen,
kann nicht eindeutig festgestellt aber auch nicht ausgeschlossen werden. Auf jeden Fall
tragt die EN**® Domane wesentlich zur Spezifitat der zu beobachtenden Phanotypen
bei.
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6 ABSTRACT

The Arabidopsis genome has been completely sequenced and therefore the sequences
of all putative transcription factors are available. However, for most genes, their
biological function and contribution to regulatory networks remain unknown, not least
because loss-of function mutants for many of the genes have not been so far identified.
A suitable method to obtain rapid information about the biological function of a
transcription factor of interest is the conversion of the transcriptional activator into a
dominant-negative gene function. The expression of these dominant-negative gene
functions lead to a copy of the loss-of function phenotype. In Drosophila, Xenopus and
mouse, the repressor domain of the Drosophila Engrailed protein (EN?**®) has
successfully been used to effect dominant-negative gene functions.

Evidence is provided that CHRIS (Chimeric Repressor Interference System) can also be
used in plants to identify loss-of function phenotypes of transcription factors. The
ectopic expression of N-terminal fusions of the EN?®® domain and STM or KNAT1 in
Arabidopsis thaliana results in dominant-negative functions that copy the loss-of
function phenotype. The well characterized transcription factor STM was used to test
the system because of its predictable phenotype. In contrast, at the time of this study
the KNAT1 locus was not associated with any known mutant. With the help of CHRIS,
the EMS mutant brevipedicellus (bp) could be identified as the loss-of function mutant of
KNAT1. More than 75% of transgenic 35S::en***-KNAT1 Arabidopsis thaliana plants
exhibited the characteristic bp phenotype in the inflorescence, with downward-pointing
pedicels and shortened internodes. Using RT-PCR, in-situ hybridisation, Southern
analysis and complementation experiments it was possible to confirm that the KNAT1
locus is affected in bp-1 mutants.

To further understand the mechanism of CHRIS, C- and N-terminal deletions as well as
individual domains of STM were expressed in Arabidopsis plants with or without the
EN?*® domain. Additionally, frameshifts were introduced into some of the constructs.
The analysis of the primary transformants revealed that the mechanism of CHRIS
probably relies on a mixture of different forms of repression. Protein squelching appears
to be the main mechanism, although cosuppression may contribute to the phenocopy
frequency at a low level. Whether the EN?*® domain actively represses transcription of
target genes remains an open question but cannot be excluded. However, the EN?*®
domain significantly increases the specificity of the observed phenotypes.
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8 ANHANG

8.1 Sequenzen

1 ATG GCC CTG GAG GAT CGC TGC AGC CCA CAG TCA GCG CCC AGC CCC ATT ACC CTA CAA ATG CAG CAT CTT
1#Met Ala Leu Glu Asp Arg Cys Ser Pro Gln Ser Ala Pro Ser Pro lle Thr Leu Gln Met Gin His Leu

70 CAC CAC CAG CAA CAG CAG CAG CAG CAA CAG CAG CAG CAA ATG CAG CAC CTC CAC CAG CTG CAG CAA CTG
24FHis His Gln GIn GIn Gln GIn Gln GIn Gln GIn GIn Gln Met GIn His Leu His GIn Leu GIn GIn Leu

139 CAG CAG TTG CAC CAA CAG CAA CTG GCC GCC GGT GTC TTC CAC CAT CCG GCA ATG GCC TTC GAT GCC GCT
47#GIn Gln Leu His Gln Gln Gln Leu Ala Ala Gly Val Phe His His Pro Ala Met Ala Phe Asp Ala Ala

208 GCA GCC GCC GCT GCT GCA GCT GCT GCT GCG GCC GCC CAC GCT CAT GCT GCT GCA CTG CAG CAG CGC CTC
70FAla Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala His Ala His Ala Ala Ala Leu Gln GIn Arg Leu

277 AGT GGC AGT GGA TCG CCC GCA TCC TGC TCC ACG CCC GCC TCG TCC ACG CCG CTG ACC ATC AAG GAG GAG
93k Ser Gly Ser Gly Ser Pro Ala Ser Cys Ser Thr Pro Ala Ser Ser Thr Pro Leu Thr lle Lys Glu Glu

346 GAA AGC GAC TCC GTG ATC GGT GAC ATG AGT TTC CAC AAT CAG ACG CAC ACC ACC AAC GAG GAG GAG GAG
116#Glu Ser Asp Ser Val Ile Gly Asp Met Ser Phe His Asn GlIn Thr His Thr Thr Asn Glu Glu Glu Glu

415 GCG GAG GAG GAT GAC GAC ATT GAT GTG GAT GTG GAT GAT ACG TCG GCG GGC GGA CGC CTG CCA CCA CCC
139FAla Glu Glu Asp Asp Asp lle Asp Val Asp Val Asp Asp Thr Ser Ala Gly Gly Arg Leu Pro Pro Pro

484 GCC CAC CAG CAG CAG TCG ACG GCC AAG CCC TCG CTG GCC TTT TCC ATC TCC AAC ATC CTG AGC GAT CGT
162#Ala His Gln GIn Gln Ser Thr Ala Lys Pro Ser Leu Ala Phe Ser lle Ser Asn lle Leu Ser Asp Arg

553 TTC GGA GAT GTC CAG AAG CCT GGC AAG TCG ATT GAG AAC CAG GCC AGC ATA TTC CGC CCC TTC GAG GCG
185#Phe Gly Asp Val GIn Lys Pro Gly Lys Ser Ile Glu Asn Gln Ala Ser Ile Phe Arg Pro Phe Glu Ala

622 AAT CGC TCC CAG ACT GCC ACG CCC TCC GCC TTT ACA AGA GTG GAT CTG CTG GAG TTT AGC CGG CAA CAG
208 #Asn Arg Ser GIn Thr Ala Thr Pro Ser Ala Phe Thr Arg Val Asp Leu Leu Glu Phe Ser Arg Gln GIn

691 CAA GCT GCC GCC GCA GCC GCT ACT GCG GCC ATG ATG CTG GAA CGG GCC AAC TTC CTT AAC TGC TTC AAT
231#GIn Ala Ala Ala Ala Ala Ala Thr Ala Ala Met Met Leu Glu Arg Ala Asn Phe Leu Asn Cys Phe Asn

760 CCG GCT GCC TAT CCC AGG ATA CAC GAG GAA ATC GTG CAG AGT CGC CTG CGC AGG AGT GCA GCC AAT GCC
254#Pro Ala Ala Tyr Pro Arg Ile His Glu Glu Ile Val GlIn Ser Arg Leu Arg Arg Ser Ala Ala Asn Ala

829 GTC ATC CCG CCG CCC ATG AGC TCC AAG ATG AGC GAT GCC AAT CCA GAG AAA TCT GCT CTG GGA TCT
277#Val Ile Pro Pro Pro Met Ser Ser Lys Met Ser Asp Ala Asn Pro Glu Lys Ser Ala Leu Gly Ser

Abb. C1: Die Engrailed Repressordomine (En*%).

Poole, S.J., Kauvar, L.M., Drees, B. and Kornberg, T. (1985). The engrailed Locus of Drosophila:
Structural Analysis of an Embryonic Transcript. Cell 40: 37-43.
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1 ATG GAG AGT GGT TCC AAC AGC ACT TCT TGT CCA ATG GCT TTT GCC GGG GAT AAT AGT GAT GGT CCG ATG
1#Met Glu Ser Gly Ser Asn Ser Thr Ser Cys Pro Met Ala Phe Ala Gly Asp Asn Ser Asp Gly Pro Met

70 TGT CCT ATG ATG ATG ATG ATG CCG CCC ATC ATG ACA TCA CAT CAA CAT CAT GGT CAT GAT CAT CAA CAT
24#Cys Pro Met Met Met Met Met Pro Pro Ile Met Thr Ser His Gln His His Gly His Asp His GIn His

139 CAA CAA CAA GAA CAT GAT GGT TAT GCA TAT CAG TCA CAC CAC CAA CAA AGT AGT TCC CTT TTT CTT CAA
47#GIn GIn Gln Glu His Asp Gly Tyr Ala Tyr Gln Ser His His Gln GIn Ser Ser Ser Leu Phe Leu GIn

208 TCA CTA GCT CCT CCC CAA GGA ACT AAG AAC AAA GTT GCT TCT TCT TCT TCT CCT TCC TCT TGT GCT CCT
70#Ser Leu Ala Pro Pro GIn Gly Thr Lys Asn Lys Val Ala Ser Ser Ser Ser Pro Ser Ser Cys Ala Pro

277 GCC TAT TCT CTA ATG GAG ATC CAT CAT AAC GAA ATC GTT GCA GGA GGA ATC AAC CCT TGC TCC TCT TTC
93FAla Tyr Ser Leu Met Glu Ile His His Asn Glu Ile Val Ala Gly Gly Ile Asn Pro Cys Ser Ser Phe

346 TCT TCT TCA GCC TCT GTC AAG GCC AAG ATC ATG GCT CAT CCT CAC TAC CAC CGC CTC TTG GCC GCT TAT
116#Ser Ser Ser Ala Ser Val Lys Ala Lys Ile Met Ala His Pro His Tyr His Arg Leu Leu Ala Ala Tyr

415 GTC AAT TGT CAG AAG GTT GGA GCA CCA CCG GAG GTT GTG GCG AGG CTG GAG GAG GCA TGC TCG TCT GCC
139FVal Asn Cys Gln Lys Val Gly Ala Pro Pro Glu Val Val Ala Arg Leu Glu Glu Ala Cys Ser Ser Ala

484 GCA GCC GCA GCC GCA TCT ATG GGG CCA ACA GGG TGT CTT GGT GAA GAT CCA GGG CTT GAT CAA TTC ATG
162#Ala Ala Ala Ala Ala Ser Met Gly Pro Thr Gly Cys Leu Gly Glu Asp Pro Gly Leu Asp Gln Phe Met

553 GAA GCT TAC TGT GAA ATG CTC GTT AAG TAT GAG CAA GAG CTC TCC AAA CCT TTC AAG GAA GCT ATG GTC
185FGlu Ala Tyr Cys Glu Met Leu Val Lys Tyr Glu Gln Glu Leu Ser Lys Pro Phe Lys Glu Ala Met Val

622 TTC CTT CAA CGT GTC GAG TGT CAA TTC AAA TCC CTC TCT CTA TCC TCA CCT TCC TCT TTC TCC GGT TAT
208 #Phe Leu Gln Arg Val Glu Cys Gln Phe Lys Ser Leu Ser Leu Ser Ser Pro Ser Ser Phe Ser Gly Tyr

691 GGA GAG ACA GCA ATT GAT AGG AAC AAT AAT GGG TCA TCC GAG GAA GAA GTC GAT ATG AAC AAT GAA TTT
231#Gly Glu Thr Ala Ile Asp Arg Asn Asn Asn Gly Ser Ser Glu Glu Glu Val Asp Met Asn Asn Glu Phe

760 GTA GAT CCA CAA GCT GAG GAT AGA GAG CTT AAA GGA CAG CTC TTG A
254#Val Asp Pro Gln Ala Glu Asp Arg Glu Leu Lys Gly GIn Leu Leu Arg L

Q

G TAC AGT GGT TAC TTA GGG
s Tyr Ser Gly Tyr Leu Gly

829 AGC CTC AAG CAA GAG TTC ATG AAG AAG AGG AAG AAA GGA AAG CTC CCT ARA GAA GCT CGT C-A “TG

277#Ser Leu Lys Gln Glu Phe Met Lys Lys Arg Lys Lys Gly Lys Leu Pro Lys Glu Ala Arg GIn Gln Leu

898 CTT GAT TGG TGG AGC CGT CAC TAC AAA TGG CCT TAC CCT TCG GAG CAA CAA AAG CTC GCC CTT GCC
300 Leu Asp Trp Trp Ser Arg His Tyr Lys Trp Pro Tyr Pro Ser Glu Gln Gln Lys Leu Ala Leu Ala Glu

967 TCA ACG GGG CTG GAC CAG AAA CAG ATA AAC AAT TGG TTC ATA AAC CAG AGG AAA CGG CAT TGG AAG CCG

323FSer Thr Gly Leu Asp GIn Lys GIn Ile Asn Asn Trp Phe Ile Asn GIn Arg Lys Arg His Trp Lys Pro

1036 TCG GAG GAC ATG CAG TTT GTA GTA ATG GAC GCA ACA CAT CCT CAC CAT TAC TTC ATG GAT AAT GTC TTG
346#Ser Glu Asp Met GIn Phe Val Val Met Asp Ala Thr His Pro His His Tyr Phe Met Asp Asn Val Leu

1105 GAC AAT CCT TTC CCA ATG GAT CAC ATC TCC TCC ACC ATG CTT TGA
369FAsp Asn Pro Phe Pro Met Asp His Ile Ser Ser Thr Met Leu +<«

Abb. A2: Die SHOOT MERISTEMLESS Sequenz. GenBank Accession number U32344. Die Histidine
und Glutamine im N-Terminus sind violett gekennzeichnet. Die KNOX Domane ist in grun, die ELK
Domane ist in magenta und die Homéodomane ist in blau dargestellt.
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1 ATG GAA GAA TAC CAG CAT GAC AAC AGC ACC ACT CCT CAA AGA GTA AGT TTC TTG TAC TCT CCA ATC TCT
1#Met Glu Glu Tyr GIn His Asp Asn Ser Thr Thr Pro Gln Arg Val Ser Phe Leu Tyr Ser Pro Ile Ser

70 TCT TCC AAC AAA AAC GAT AAC ACA AGT GAT ACC AAC AAC AAC AAC AAC AAT AAT AAT AGT AGC AAT TAT
24FSer Ser Asn Lys Asn Asp Asn Thr Ser Asp Thr Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Ser Ser Asn Tyr

139 GGT CCT GGT TAC AAT AAT ACT AAC AAC AAC AAT CAT CAC CAC CAA CAC ATG TTG TTT CCA CAT ATG AGC

47#Gly Pro Gly Tyr Asn Asn Thr Asn Asn Asn Asn His His His GIn His Met Leu Phe Pro His Met Ser
AAC Ler

208 TCT CTT CTC CCT CAA ACA ACC GAG AAT TGC TTC CGA TCT GAT CAT GAT CAA CCC AAC AAC AAC AAC AAC

70#Ser Leu Leu Pro Gln Thr Thr Glu Asn Cys Phe Arg Ser Asp His Asp GIn Pro Asn Asn Asn Asn Asn
Asn Ler

277 CCA TCT GTT AAA TCT GAA GCT AGC TCC TCA AGA ATC AAT CAT TAC TCC ATG TTA ATG AGA GCC ATC CAC

93FPro Ser Val Lys Ser Glu Ala Ser Ser Ser Arg Ile Asn His Tyr Ser Met Leu Met Arg Ala lle His

AAC Ler
346 AAT ACT CAA GAA GCT AAC AAC AAC AAC AAT GAC AAC GTA AGC GAT GTT GAA GCC ATG AAG GCT AAA ATC
116#Asn Thr GIn Glu Ala Asn Asn Asn Asn Asn Asp Asn Val Ser Asp Val Glu Ala Met Lys Ala Lys lle

Asn Ler

415 ATT GCT CAT CCT CAC TAC TCT ACC CTC CTA CAA GCT TAC TTG GAC TGC CAA AAG ATT GGA GCT CCA CCT
139k 1le Ala His Pro His Tyr Ser Thr Leu Leu Gln Ala Tyr Leu Asp Cys GIn Lys lle Gly Ala Pro Pro

484 GAT GTG GTT GAT AGA ATT ACG GCG GCA CGG CAA GAC TTT GAG GCT CGA CAA CAG CGG TCA ACA CCG TCT
162 #Asp Val Val Asp Arg Ile Thr Ala Ala Arg Gln Asp Phe Glu Ala Arg Gln GIn Arg Ser Thr Pro Ser

553 GTC TCT GCC TCC TCT AGA GAC CCG GAG TTA GAT CAA TTC ATG GAA GCA TAC TGT GAC ATG TTG GTT AAA
185#Val Ser Ala Ser Ser Arg Asp Pro Glu Leu Asp GIln Phe Met Glu Ala Tyr Cys Asp Met Leu Val Lys

622 TAT CGT GAG GAG CTA ACA AGG CCC ATT CAG GAA GCA ATG GAG TTT ATA CGT CGT ATT GAA TCT CAG CTT
208 #Tyr Arg Glu Glu Leu Thr Arg Pro Ile GIn Glu Ala Met Glu Phe Ile Arg Arg Ile Glu Ser Gln Leu

691 AGC ATG TTG TGT CAG AGT CCC ATT CAC ATC CTC AAC AAT CCT GAT GGG AAG AGT GAC AAT ATG GGA TCA
231#Ser Met Leu Cys GIn Ser Pro lle His lle Leu Asn Asn Pro Asp Gly Lys Ser Asp Asn Met Gly Ser

760 TCA GAC GAA GAA CAA GAG AAT AAC AGC GGA GGG GAA ACA GAA TTA CCG GAA ATA GAC CCG AGG GCC GAA
254#Ser Asp Glu Glu Gln Glu Asn Asn Ser Gly Gly Glu Thr Glu Leu Pro Glu lle Asp Pro Arg Ala Glu

829 GAT CGG GAA CTC AAG AAC CAT TTG CTG AAG AAG TAT AGT GGA TAC TTA AGC AGT TTG AAG CAA GAA CTA
277#Asp Arg Glu Leu Lys Asn His Leu Leu Lys Lys Tyr Ser Gly Tyr Leu Ser Ser Leu Lys GIn Glu Leu

898 TCC AAG AAG AAA AAG AAA GGT AAA CTT CCT AAA GAA GCA CGG CAG AAG CTT CTC ACG TGG TGG GAG TTG
300#Ser Lys Lys Lys Lys Lys Gly Lys Leu Pro Lys Glu Ala Arg GIn Lys Leu Leu Thr Trp Trp Glu Leu

967 CAT TAC CCT TCT GAG TCA GCG TTG GCG TCA ACG GGG TTA GAT

323FHis Tyr Lys Trp Pro Tyr Pro Ser Glu Ser Glu Lys Val Ala Leu Ala Glu Ser Thr Gly Leu Asp GIn

1036 AAA CAA ATC AAC AAT TGG TTC ATA AAC CI AGA AAG CGT CAC TGG \A CCA TCT GAA GAC ATG CAG TTC
346FLys GIn lle Asn Asn Trp Phe lle Asn GlIn Arg Lys Arg His Trp Lys Pro Ser Glu Asp Met Gln Phe

1105 ATG GTG ATG GAT GGT CTG CAG CAC CCG CAC CAC GCA GCT CTG TAC ATG GAT GGT CAT TAC ATG GGT GAT
369FMet Val Met Asp Gly Leu GIn His Pro His His Ala Ala Leu Tyr Met Asp Gly His Tyr Met Gly Asp

1174 GGA CCT TAT CGT CTC GGT CCA TAA
392FGly Pro Tyr Arg Leu Gly Pro -+«

Abb. A3: Die KNAT1 Sequenz. GenBank Accession number U14174. Die Histidine und Asparagine im
N-Terminus sind violett gekennzeichnet. Die KNOX Domane ist in griin, die ELK Doméane ist in magenta
und die Homdodomane ist in blau dargestellt. Die Sequenz von KNAT1 in Landsberg erecta enthalt zwei
zusatzliche Aminosauren, die oberhalb der Columbia Sequenz angegeben ist.
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1 ATG GAT AGA ATG TGT GGT TTC CGC TCG ACG GAA GAC TAT TCG GAG AAA GCG ACG TTG ATG ATG CCG TCC
1#Met Asp Arg Met Cys Gly Phe Arg Ser Thr Glu Asp Tyr Ser Glu Lys Ala Thr Leu Met Met Pro Ser

70 GAT TAT CAG TCT TTG ATT TGT TCA ACC ACC GGA GAC AAT CAA AGA CTG TTT GGA TCC GAC GAA CTC GCT
24FAsp Tyr GIn Ser Leu Ile Cys Ser Thr Thr Gly Asp Asn GlIn Arg Leu Phe Gly Ser Asp Glu Leu Ala

139 ACC GCT TTG TCC TCG GAG TTG CTT CCG CGT ATT CGA AAA GCT GAG GAT AAT TTC TCT CTT AGT GTC ATC
47#Thr Ala Leu Ser Ser Glu Leu Leu Pro Arg Ile Arg Lys Ala Glu Asp Asn Phe Ser Leu Ser Val lle

208 AAA TCC AAA ATC GCT TCT CAT CCT TTG TAT CCT CGC TTA CTC CAA ACC TAC ATC GAT TGC CAA AAG GTG
70 Lys Ser Lys Ile Ala Ser His Pro Leu Tyr Pro Arg Leu Leu GIn Thr Tyr lle Asp Cys Gln Lys Val

277 GGA GCG CCT ATG GAA ATA GCG TGT ATA TTG GAA GAG ATT CAG CGA GAG AAC CAT GTG TAC AAG AGA GAT
93k Gly Ala Pro Met Glu lle Ala Cys Ile Leu Glu Glu Ile GIn Arg Glu Asn His Val Tyr Lys Arg Asp

346 GTT GCT CCA TTA TCT TGC TTT GGA GCT GAT CCT GAG CTT GAT GAA TTC ATG GAA ACC TAC TGT GAT ATA
116#Val Ala Pro Leu Ser Cys Phe Gly Ala Asp Pro Glu Leu Asp Glu Phe Met Glu Thr Tyr Cys Asp lle

415 TTG GTT AAA TAC AAA ACC GAT CTT GCG AGG CCG TTC GAC GAG GCT ACA ACT TTC ATA AAC AAG ATT GAA
139FLeu Val Lys Tyr Lys Thr Asp Leu Ala Arg Pro Phe Asp Glu Ala Thr Thr Phe Ile Asn Lys lle Glu

484 ATG CAG CTT CAG AAC TTG TGC ACT GGT CCA GCG TCT GCT ACA GCT CTT TCA GAT GAT GGT GCG GTT TCA
162#Met GIn Leu GIn Asn Leu Cys Thr Gly Pro Ala Ser Ala Thr Ala Leu Ser Asp Asp Gly Ala Val Ser

553 TCT GAC GAG GAA CTG AGA GAA GAT GAT GAC ATA GCA GCG GAT GAC AGC CAA CAA AGA AGC AAT GAC CGC
185k Ser Asp Glu Glu Leu Arg Glu Asp Asp Asp Ile Ala Ala Asp Asp Ser Gln Gln Arg Ser Asn Asp Arg

622 GAT CTG AAG GAC CAG CTA CTA CGC AAA TTT GGT AGC CAT ATC AGT TCA TTG AAA CTC GAG TTC TCT AAA
208 #Asp Leu Lys Asp Gln Leu Leu Arg Lys Phe Gly Ser His lle Ser Ser Leu Lys Leu Glu Phe Ser Lys

691 AAG AAG AAG AAA GGG AAG CTA CCA AGA GAA \ -G GA TGG TGG AAT GTT CAT AAT
231FLys Lys Lys Lys Gly Lys Leu Pro Arg Glu Ala Arg Gln Ala Leu Leu Asp Trp Trp Asn Val His Asn

760 AAA TGG CCT TAC CCT ACT GAA GGC GAC AAA

254FLys Trp Pro Tyr Pro Thr Glu Gly Asp Lys

\ TCT CTG GCT GAA GAA ACA GGT TTG GAT CAA AAA CAA

e Ser Leu Ala Glu Glu Thr Gly Leu Asp GIn Lys GIn

829 ATC AAC AAT TGG TTT ATA AAC CAA AGG AAA CGC CAT TGG I

o} CCG TTT GAT ATG
277#11e Asn Asn Trp Phe Ile Asn Gln Arg Lys Arg His Trp

Pro Phe Asp Met

898 ATG GAC GAT TCT AAT GAA ACA TTC TTT ACC GAG TAA
300#Met Asp Asp Ser Asn Glu Thr Phe Phe Thr Glu «--

Abb. A4: Die Sequenz von KNAT2. GenBank Accession number U14175.
Die KNOX Domane ist in griin, die ELK Domane ist in magenta und die Homdodomane ist in blau
dargestellt.
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Abb. A5: Vergleich der Aminosauresequenzen von STM und KNAT1. Konservierungsgrad
+ l l l — STM und KNAT1 stimmen in etwa 49,3 % ihrer Aminosauresequenz uberein (End-weighted
GAP, UWGCG)
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Abb. A6: Vergleich der Aminosauresequenzen von STM und KNAT2. Konservierungsgrad
+ l l l —STM und KNAT2 stimmen in etwa 45,8 % ihrer Aminosauresequenz Uberein. (End-weighted
GAP, UWGCG)
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Abb. A7: Vergleich der Aminosduresequenzen von KNAT1 und KNAT2. Konservierungsgrad
+ I I I — KNAT1 und KNAT2 stimmen in etwa 45,8 % ihrer Aminosauresequenz tberein. (End-weighted
GAP, UWGCG)
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8.2 Abkurzungen

Abb.

Amp
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AS2

BAC
BASTA

bp

BP

CaMV 35S
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Col-0
CTAB
ct-DNA
cRNA
C-terminal
C-Terminus
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DNA
Dnase
dNTP
dsRNA
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ELK-Domane

EMS
EN2%8
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fs
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GUS
HD
hpRNA
ihpRNA
kb

Kan
KN1
KNAT1
KNAT2
KNOX-Gene
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M

Abbildung

Ampicilin

ASYMMETRIC LEAVES1

ASYMMETRIC LEAVES2

Bacterial artificial chromosome

Herbizid

Basenpaare

BREVIPEDICELLUS

Cauliflower mosaic virus 35S Promotor
komplementare DNA

Chimeric Repressor Interference System
Okotyp Columbia
Hexadecyltrimethylammoniumbromid
Kalbsthymus-DNA

komplementare RNA

am C-Terminus

Carboxyl-Terminus

doppelt destilliertes H,O

das heif3t

Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease 1
Desoxyribonukleosidtriphosphat
doppelstrangige RNA

Escherichia coli

benannt nach den invarianten Aminosauren
Glutamat (E), Leucin (L), Lysin (K)
Ethylmethansulfonat

Engrailed Repressordomane, 298 Aminosauren
Gentamycin

Hormon-Bindungsstelle des Glucocorticoid-Rezeptors
forward

frameshift

Fushi tarazu

Gramm

B-Glucoronidase

Homoodomane

hairpin RNA

hairpin RNA mit Intron

Kilobase(n)

Kanamycin

KNOTTED1

KNOTTED1-like from Arabidopsis thaliana1
KNOTTED1-like from Arabidopsis thaliana2
KNOTTED1-like Hombobox Gene

Liter

Landsberg erecta

Molar
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mg Milligramm

pl Mikroliter

mM Millimolar

MM Mikromolar

mRNA Boten-(messenger) Ribonukleinsaure
N-terminal am N-Terminus

N-Terminus Amino-Terminus

ORF open reading frame (offenes Leseraster)
PCR Polymerase-Kettenreaktion
poly(A)"RNA polyadenylierte RNA

PTGS post-transcriptional gene silencing

R reverse

RNA Ribonukleinsaure

RNAI RNA interference

RFLP Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus
Rif Rifampicin

rom Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

S. siehe

S. a. siehe auch

SAM Sprossapikalmeristem

SDS Natriumdodecylsulfat

STM SHOOT MERISTEMLESS

TALE Three Amino acid Loop Extention
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

U Unit (Einheit fur Enzymaktivitat)

uN uber Nacht

Vv Volt

z. B. zum Beispiel

Aminosauren wurden mit dem internationalen Ein- und Dreibuchstaben Code
abgekurzt.
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