
 

 

Isolierung und Charakterisierung von  

Zielgenen des homöotischen Transkriptions-

faktors DEFICIENS aus Antirrhinum majus 
 

 

 

Inauguraldissertation 

zur Erlangung des Doktorgrades 

an der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät 

der Universität zu Köln 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

vorgelegt von 

Melanie Bey 

aus Olpe 

 

Köln 2005 

 



 

 

Diese Arbeit wurde am  

Max-Planck-Institut für Züchtungsforschung 

in Köln durchgeführt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Berichterstatter:  Prof. Dr. Heinz Saedler 

    Prof. Dr. Klaus Harter 

 

Tag der mündlichen Prüfung:      12.02.2004 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In Gedenken an 

Reinhold Bicher 

(1906 – 2003) 

 

 



Inhaltsverzeichnis I 

Inhaltsverzeichnis 

1 EINLEITUNG 1 

1.1 Die Blütenentwicklung von Antirrhinum majus 1 

1.2 Homöotische Transkriptionsfaktoren 4 

1.3 Zielgene von Transkriptionsfaktoren 7 

1.4 Die Array Technik 9 

1.5 Ziel der Arbeit 12 

2 MATERIAL & METHODEN 13 

2.1 Chemikalien, Enzyme und Radioisotope 13 

2.2 Medien, Puffer und Lösungen 14 

2.3 Biologisches Material 14 
2.3.1 Bakterienstämme und Plasmidvektoren 14 
2.3.2 Pflanzenmaterial 14 

2.4 Isolierung von Nukleinsäuren 15 
2.4.1 Isolierung von genomischer DNA 15 
2.4.2 Isolierung von Plasmid-DNA 15 
2.4.3 Isolierung von Gesamt-RNA 15 

2.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) gestützte Verfahren 16 
2.5.1 Standard PCR 16 
2.5.2 Genomische PCR 16 
2.5.3 Genomische Linker PCR zur Isolierung von genomischen DNA-Fragmenten 17 
2.5.4 Semiquantitative RT-PCR-Analysen 18 

2.6 Klonierung von PCR-Fragmenten 20 

2.7 DNA-Sequenzierungen 20 

2.8 Expressionsprofil-Experimente mittels Makroarray Technik 20 
2.8.1 Die Antirrhinum majus EST-Kollektion  20 
2.8.2 Die EST-Filter 21 
2.8.3 Experimentelle Durchführung der Makroarray-Experime nte 22 

2.8.3.1 Erststrang-cDNA-Synthese mit radioaktiver 33P-Markierung 22 
2.8.3.2 Hybridisierung der EST-Filter 23 
2.8.3.3 Detektion der Signale radioaktiv hybridisierter EST-Filter 25 

2.8.4 Computerunterstützte Auswertung der Makroarray-Experimente 25 
2.8.4.1 Quantifizierung der Signale 25 
2.8.4.2 Speicherung, Prozessierung und Analyse der Makroarray-Daten mittels M-CHIPS 26 
2.8.4.3 Clusteranalysen mittels GENESIS 30 
2.8.4.4 Funktionelle MIPS-Kategorie-Analysen 31 

2.9 Sequenzanalysen und Datenbanksuchen 31 



Inhaltsverzeichnis II  

3 ERGEBNISSE 32 

3.1 Analyse der Petalenentwicklung von Antirrhinum majus 32 
3.1.1 Einteilung der Petalenentwicklung in definierte Stadien 32 
3.1.2 Genexpressionsanalyse der Wildtyp Petalenentwicklung mittels Makroarray Technik  34 

3.1.2.1 Prozessierung und qualitative Prüfung der Makroarray-Daten 35 
3.1.2.2 Vergleich der Expressionsprofile zwischen Petalen und Sepalen 39 

3.1.2.2.1 Funktionelle Untersuchung der Expressionsdaten 41 
3.1.2.2.2 Gene mit erhöhtem Expressionsniveau in Petalen im Vergleich zu Sepalen 44 
3.1.2.2.3 Gene mit erniedrigtem Expressionsniveau in Petalen im Vergleich zu Sepalen 52 

3.1.3 Expressionsanalysen ausgewählter Gene mittels semiquantitativer RT-PCR  55 

3.2 Isolierung von DEF-Zielgenen aus späten Petalenstadien 58 
3.2.1 Morphologische Auswirkungen von Temperaturverschiebungs-Experimenten während 

der Petalenentwicklung bei def-101 Mutanten 59 
3.2.2 Expressionsprofil-Experiment mit einem späten Petalenstadium der def-101 Mutante 61 

3.2.2.1 Prozessierung und qualitative Prüfung der Makroarray-Daten 62 
3.2.2.2 Regulierte ESTs nach Reduktion der DEF-Funktion in Petalen P3 der def-101 Mutante 63 

3.2.2.2.1 Funktionelle Untersuchung der DEF-Zielgene 65 
3.2.2.3 Zielgene, die von DEF aktiviert werden 68 
3.2.2.4 Zielgene, die von DEF reprimiert werden 70 

3.2.3 Bestätigung der Makroarray-Daten mittels semiquantitativer RT-PCRs 72 

3.3 Vergleichende Expressionsanalysen ausgewählter DEF-Zielgene in Mutante und Wildtyp 74 
3.3.1 Auswahl einiger DEF-Zielgene für weitere Analysen 74 
3.3.2 Ermittlung der vollständigen EST-Sequenzen der ausgewählten DEF-Zielgene 76 
3.3.3 Vergleichende Expressionsanalysen ausgewählter DEF-Zielgene 77 

3.3.3.1 Expression von DEFICIENS 79 
3.3.3.2 Expression von GLOBOSA 80 
3.3.3.3 Expression von DEFTup 1 (Extensin-ähnliches Gen) 81 
3.3.3.4 Expression von DEFTup 2 (Alpha Tubulin) 82 
3.3.3.5 Expression von DEFTdown 1 (RuBisCO Aktivase) 83 
3.3.3.6 Expression von DEFTdown 2 (Beta Glukosidase) 84 
3.3.3.7 Expression von DEFTdown 3 (hypothetisches Gen) 85 
3.3.3.8 Expression von DEFTdown 4 (PAP-ähnliches Gen) 86 

3.4 Charakterisierung der Genstruktur einiger DEF-Zielgene 88 
3.4.1 Isolierung von Promotorfragmenten der ausgewählten Zielgene mittels RAGE Technik 88 
3.4.2 Sequenzmotivanalyse der isolierten Promotorregionen 89 

3.5 Test auf direkte Bindung der isolierten Promotorregionen einiger DEF-Zielgene durch das 
DEFICIENS Protein 92 

3.5.1 Auswahl der zu testenden Promotorregionen 93 
3.5.2 Entwurf und Test Gen-spezifischer Promotorprimer 93 
3.5.3 X-ChIP-PCR-Analysen mit ausgewählten Promotorfragmenten der DEF-Zielgene 94 

3.6 Weitere Aspekte der Expressionsanalyse der EST-Kollektion 98 
3.6.1 ESTs mit invariantem Expressionsniveau 98 
3.6.2 Temperatursensitive ESTs in Wildtyp Pflanzen 100 

4 DISKUSSION 102 

4.1 Petalenentwicklung in Antirrhinum majus 102 
4.1.1 Während der Petalenentwicklung von A. majus werden mindestens ein Fünftel der 

exprimierten Gene reguliert 102 
4.1.2 DEF und GLO zeigen eine unterschiedliche Expressionsdynamik innerhalb der 

Petalenentwicklung 104 



Inhaltsverzeichnis III  

4.1.3 Korrelation von Genexpressionsveränderungen mit morphologisch sichtbaren 
Differenzierungsprozessen 105 

4.1.3.1 Petalen des Stadiums P1 zeigen eine hohe Zellteilungsaktivität 106 
4.1.3.2 Der schnelle Größenzuwachs der späten Petalen (P3 und P4) wird durch 

Zellstreckungsprozesse realisiert 107 
4.1.3.3 Petalen des Stadiums P4 zeigen neben Zellstreckungsprozessen eine hohe metabolische 

Aktivität 108 
4.1.3.4 Die Photosynthese wird innerhalb der Petalenentwicklung kontinuierlich reprimiert 109 

4.2 Isolierung von DEF-Zielgenen 110 
4.2.1 Kombination von Makroarray Technik und temperatursensitiver def-101 Mutante 111 
4.2.2 Die Expression von über 100 ESTs reagiert auf eine ein- bis drei-tägige Reduktion der 

DEF-Funktion  112 
4.2.3 Das regulatorische Potential von DEFICIENS erstreckt sich in Petalen des Stadiums 3 

auf verschiedene Stoffwechselwege 113 
4.2.3.1 DEF kontrolliert das Zellstreckungswachstum während der späten Petalenentwicklung 114 
4.2.3.2 DEF hemmt den Photosynthesestoffwechsel während der späten Petalenentwicklung 115 
4.2.3.3 DEF und GLO werden unterschiedlich stark durch das DEF Protein reguliert 115 

4.3 Charakterisierung der ausgewählten DEF-Zielgene 117 
4.3.1 DEFTup 1 – ein Extensin-ähnliches DEF-Zielgen 117 
4.3.2 DEFTup 2 – ein Alpha Tubulin ist Zielgen von DEF 119 
4.3.3 DEFTdown 1 – eine RuBisCO Aktivase ist Zielgen von DEF 120 
4.3.4 DEFTdown 2 – eine Beta Glukosidase ist Zielgen von DEF 120 
4.3.5 DEFTdown 3 – ein hypothetisches DEF-Zielgen 122 
4.3.6 DEFTdown 4 – ein PAP-ähnliches DEF-Zielgen 123 

4.4 Ausblick auf weitere Experimente 124 

5 ZUSAMMENFASSUNG 126 

5.1 Abstract 128 

6 LITERATURVERZEICHNIS 130 

7 ANHANG 134 

7.1 Sequenzen der Oligonukleotide 134 
7.1.1 RT-PCR-Primer (nach Genen sortiert) 134 
7.1.2 EST-Adapterprimer  136 
7.1.3 RAGE GSP-Primer 136 
7.1.4 Genomische Primer für X-ChIP-Studien 137 

7.2 Hierarchische Cluster 139 

7.3 Ergebnisstabellen der Makroarray-Experimente 144 

7.4 Danksagungen 158 

7.5 Eidesstattliche Erklärung 159 

7.6 Lebenslauf 160 
 

 

 



Abkürzungsverzeichnis   IV  

Abkürzungsverzeichnis 

 

Physikalische Einheiten, chemische Formeln, die gängigen Abkürzungen für Nukleotide 

sowie der Ein-Buchstaben-Code für Aminosäuren sind nicht aufgeführt. 

 

 A. majus  Antirrhinum majus 

A. thaliana  Arabidopsis thaliana 

Abb.   Abbildung 

 ad   bis 

al.   alii 

 AS   Aminosäure(n) 

Bp   Basenpaar(e) 

bzw.    beziehungsweise 

ca.   circa 

cDNA   komplementäre DNA 

E. coli   Escherichia coli 

EST   exprimierte cDNA (expressed sequence tag) 

DEPC   Diethylpyrocarbonat 

DNase   Desoxyribonuklease 

DTT   Dithiothreitol 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

kB   Kilobasen 

kBp   Kilobasenpaare 

 min.   Minute(n) 

mRNA   messenger RNA 

O.D.   Optische Dichte 

p.A.   zur Analyse 

PCR   Polymerase-Ketten-Reaktion 

 RNase   Ribonuklease 

RT   Raumtemperatur 

 s.o.   siehe oben 

 scatterplot  Streu-Diagramm 

SDS   Natriumdodecylsulfat 

 sek.   Sekunde(n) 



Abkürzungsverzeichnis   V 

 Spot   DNA-Element auf einem Nylonfilter 

Tab.   Tabelle 

template  DNA Matrize 

Tris   Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan 

U   Unit (funktionelle Enzymeinheit) 

u.a.   unter anderem 

Unigen  cDNA-Sequenz, die in einem Set von Genen einzigartig ist 

UV   Ultraviolett 

 Vol.   Volumen 

z.B.   zum Beispiel 

 



Einleitung 1 

1 Einleitung 

 

 

1.1  Die Blütenentwicklung von Antirrhinum majus 
 

 

Die Blüten der Scrophulariaceae Antirrhinum majus sind nicht nur für die sie bestäuben-

den Insekten attraktiv, sondern erregten bereits 1838 zum ersten Mal auch wissenschaftli-

ches Interesse (Paxton, 1838). In den nachfolgenden Jahrzehnten wurden viele Blüten-

mutanten dieser Pflanzenart beschrieben und Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts etab-

lierte Erwin Bauer das Löwenmäulchen als Modellsystem für genetische Untersuchungen 

(Schwarz-Sommer et al., 2003). Als ein typisches Beispiel für eine mit ihrem Pollinator 

ko-evolvierte höhere Angiosperme zeigt die Blüte von Antirrhinum majus eine zygo-

morphe Symmetrie (siehe Abb. 1-1). Das charakteristische Erscheinungsbild der An-

tirrhinum Blüten beruht hauptsächlich auf den sehr großen und oftmals auffällig gefärbten 

Petalen. Die fünf Blütenblätter die eine Korolla formen, bilden zwei spezifische Bereiche 

aus, die Blütenröhre und die Blütenlappen. Abgesehen von dem ventralen Blütenblatt, 

welches den mittleren Bereich der Unterlippe bildet zeigen die zwei lateralen und die 

zwei dorsalen Petalen in sich eine dorsoventrale Asymmetrie.  

 

  

Blütenröhre

Blütenlappen

abaxiale Stamina

adaxiale Stamina

ventral

dorsal

modifiziert nach D. Heß „Die Blüte“; Ulmer Verlag 1990

Karpelle

PetalenSepalen

Stamina

 
Abb. 1-1  Blütendiagramm und schematische Skizzen von Antirrhinum Blüten 
Die Blüten von Antirrhinum majus besitzen 5 Sepalen, 5 an der Basis fusionierte Petalen, 4 Stamina plus 
ein Stamenoid und 2 fusionierte Karpelle. Die Organe sind in vier konzentrischen Blütenwirteln angeord-
net. Die Blüten weisen eine zygomorphe Symmetrie auf. 
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Der durch die spezielle Blütenblatt-Faltung bedingte Klappmechanismus ermöglicht nur 

eine Bestäubung durch entsprechend große und schwere Insekten wie Hummeln, welche 

auf der Unterlippe landen, ihre Körper in die Blütenröhre schieben und bei Aufsammlung 

des Nektars von Pollen überzogen werden.  

 

Ausgewachsene Petalen umfassen zwischen der einzelligen äußeren und inneren Epider-

mis 5-6 Mesophyll Zellschichten (Kay, 1988). Die Epidermis der Antirrhinum Petalen 

zeigt wie bei über 80% der Angiospermenarten spezialisierte Zellformen. Innerhalb der 

Blütenröhre und auf der äußeren Epidermis befinden sich Trichome und speziell nur in 

der inneren Epidermis der Petalen findet man die hochspezialisierten konischen Zellen. 

Sie sind mit einer besonders dicken Cuticulaschicht überzogen und ihre Form bewirkt, 

dass das einfallende Licht stärker von den in den Epidermiszellen lokalisierten Pigmenten 

absorbiert und somit weniger weißes Licht reflektiert wird. Dadurch erscheinen die Peta-

lenbereiche farbintensiver und erhalten einen samtigen Glanz (Kay et al., 1981). 

Neben der markanten Symmetrie weisen die Petalen weitere interessante Charakteristika 

wie z.B. verschiedene Farbtöne, komplizierte Faltungen und eine mit der Anthese koordi-

nierte Blütenöffnung und Duftproduktion auf. Außerdem findet in den frühen Differenzie-

rungsphasen der Petalenentwicklung eine Umschaltung von einer Zellteilungs-geprägten 

Wachstumsphase zu einer Phase statt, in der der Größenzuwachs durch Zellstreckungpro-

zesse realisiert wird (Martin & Gerats, 1993). Alle genannten Merkmale spiegeln die 

Vielzahl der von der Petaleninitiierung bis zur Reife kontrolliert stattfindenden morpho-

logischen und biochemischen Prozesse wider, die zur Ausbildung dieser Organe einer 

hoch entwickelten Angiospermblüte notwendig sind.  

 

Viele dieser Prozesse wurden bereits anhand von Funktionsverlust-Mutanten untersucht 

und führten zur Isolierung einer Vielzahl von Genen, die spezifische Aufgaben innerhalb 

der Petalenmorphogenese spielen. Die meisten von ihnen zeigen eine spezifische, lokal 

und zeitlich regulierte Expression in verschiedenen Entwicklungsphasen von Petalen was 

ein Indiz dafür ist dass die Transkription dieser Gene durch übergeordnete Regulatoren 

kontrolliert wird. Durch Analysen von Antirrhinum Mutanten mit veränderter Blüten-

symmetrie wurden z.B. die Gene CYCLOIDEA, DICHOTOMA und DIVARICATA ent-

deckt (Stubbe, 1966; Luo et al., 1999; Galego & Almeida , 2002). Pflanzen mit Störungen 

in der Pigment-Biosynthese wurden ebenfalls intensiv untersucht und trugen erheblich 

zum Verständnis der daran beteiligten Stoffwechselwege bei (Schwarz-Sommer et al., 
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2003). Unter anderem wurden aus Antirrhinum die Gene NIVEA, DELIA und PALLIDA 

kloniert. Die Chalconsynthase, ein von NIVEA kodiertes Schlüsselenzym der Anthocyan-

synthese, wurde bereits Mitte der achtziger Jahre erforscht (Sommer & Saedler, 1986). 

Dieses Gen wird hauptsächlich in Phasen der späten Blütenentwicklung exprimiert, wo 

eine starke Blütenblattfärbung zu beobachten ist (Jackson et al., 1992). DELILA reguliert 

die Verteilung der roten Anthocyan-Pigmentierung in Antirrhinum Blüten und seine Ex-

pression korreliert mit der Verteilung dieses Farbstoffs. Das Protein beinhaltet eine Regi-

on, die der konservierten „Helix-Loop-Helix“-Domäne der gleichnamigen Transkriptions-

faktorenfamilie sehr ähnlich ist (Goodrich  et al., 1992). PALLIDA ist ebenfalls ein Gen 

des Flavonoidstoffwechsels und wird von DELILA reguliert (Almeida  et al., 1989). Das 

von diesem Gen kodierte Enzym ist an der Anthocyansynthese beteiligt und eine kom-

plette Blockade der Expression der Dihydroflavonol-4-Reduktase resultiert in ungefärbten 

(elfenbeinfarbenen) Blüten (Coen et al., 1986). 

Mit MIXTA konnte 1994 ein weiteres wichtiges Regulatorgen aus der Petalenentwicklung 

identifiziert werden (Noda et al., 1994). Dieser MYB-ähnliche Transkriptionsfaktor wird 

ebenfalls in späten Phasen der Petalenentwicklung exprimiert und ist notwendig zur Aus-

bildung der charakteristischen konischen Epidermiszellen in den Petalen (Glover et al., 

1998). Ein weiteres, speziell in Petalen exprimiertes Gen ist BAMT. Das Genprodukt ist 

eine Benzolsäure-Carboxyl-Methyltransferase, welche als finales Enzym der Methylben-

zoat-Biosynthese die Reaktion von Benzolsäure und S-Adenosyl-L-Methionin zu Me-

thylbenzoat und S-Adenosyl-L-Homocystein katalysiert. Der leicht flüchtige Ester Me-

thylbenzoat ist Hauptbestandteil der von reifen Antirrhinum Blüten emittierten Duftstoffe. 

Die mRNA von BAMT ist nur in reifen Petalen und dort speziell in den Blütenlappen 

nachweisbar (Dudareva et al., 2000). 
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1.2 Homöotische Transkriptionsfaktoren 
 

 

Neben Funktionsverlust-Mutanten die Aberationen während der Organogenese bewirken, 

wurden in Antirrhinum majus auch eine Anzahl von Genen entdeckt, deren Mutanten eine 

veränderte Organidentität innerhalb der Blüten oder sogar generell keine floralen Struktu-

ren mehr aufweisen. Erstere, zu denen DEFICIENS, GLOBOSA und PLENA gehören sind 

Organidentitätsgene, letztere sind mit den Vertretern FLORICAULA und SQUAMOSA in 

die Klasse der Meristemidentitätsgene einzuordnen (Lohmann & Weigel, 2002). Aus den 

Untersuchungen dieser Gene und ihrer funktionellen Orthologen in Arabidopsis thaliana 

ging das ABC-Modell hervor, welches die Festlegung der Organidentitäten der vier Blü-

tenorgane durch eine kombinatorische Expression dreier unterschiedlicher Klassen von 

homöotischen Transkriptionsfaktoren beschrieb (Coen & Meyerowitz, 1991; Bowman et 

al., 1991). Jede Klasse dieser A, B und C Gene wird dabei in zwei benachbarten Wirteln 

exprimiert und kontrolliert die Entwicklung der in diesen beiden Wirteln gebildeten Blü-

tenorgane (siehe Abb. 1-2).  

 

A

B

C

Sepalen Petalen Stamina Karpelle

 
Abb. 1-2  Das ABC-Modell. 
Drei Klassen von homöotischen Genen steuern die Organogenese der vier  Blütenorgane. 
 

 

Die B-Funktion wird in Antirrhinum majus durch die MADS-Box Gene DEFICIENS und 

GLOBOSA vermittelt, welche Schlüsselregulatoren der Petalen- und Staminaentwicklung 

sind. Blüten der Funktionsverlust-Mutanten sowohl von DEF als auch von GLO zeigen 

zwei äußere Wirtel von Sepalen und eine fusionierte karpelloide Struktur in der Blüten-

mitte (siehe Abb. 1-3). 
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WT 165E deficiens

 

 

Abb. 1-3  Infloreszenzen von Wildtyp (Ecotyp 165E) und def Mutante von A. majus 

 

Die Expression dieser beiden Transkriptionsfaktoren in Wildtyp Pflanzen ist hauptsäch-

lich auf die Organe der zweiten und dritten Wirtels (Petalen und Stamina) begrenzt. In 

den restlichen zwei Blütenorganen ist nur eine sehr schwache Expression nachweisbar 

(Sommer et al., 1991). Der Verlust der Expression dieser beiden Transkriptionsfaktoren 

in Organen des zweiten Blütenwirtels führt zu einer homöotischen Konvertierung von 

Petalen zu Sepalen (Sommer et al., 1990). Umgekehrt ist eine ektopische Expression von 

DEF und GLO in Sepalen hinreichend für eine Konvertierung zu Petalen (Davies et al., 

1996).  

 

Temperaturverschiebungs-Experimente mit einer konditionalen def Mutante (def-101) 

wiesen nach, dass für eine korrekte Petalen- und Staminamorphogenese die DEF-

Funktion kontinuierlich von der Organinitiierung bis hinein in reife Stadien vorhanden 

sein muss (Zachgo et al., 1995). Die Blüten der def-101 Mutante zeigen unter nicht-

permissiven Bedingungen (15°C) einen Wildtyp-ähnlichen Phänotyp. Auch hier sind 

mRNA und Proteine der beiden MADS-Box Gene hauptsächlich in Petalen und Stamina 

nachweisbar, allerdings ist die Expressionsstärke von DEF etwas geringer als in Wildtyp 

Blüten. Dieses leicht abgesenkte Expressionsniveau bewirkt ein kompakteres Erschei-

nungsbild der Blüten, deren Petalen verkürzt und intensiver gefärbt sind (siehe Abb. 1-4). 

Werden def-101 Pflanzen unter permissiven Bedingungen (26°C) kultiviert, so zeigen sie 
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den Phänotyp einer DEF-Funktionsverlust-Mutante (siehe Abb. 1-4). Die Expression so-

wohl von DEF als auch von GLO ist in den Organen des zweiten Wirtels dieser Blüten 

stark reduziert und in dem zentralen feminisierten Organ fast gar nicht nachweisbar 

(Zachgo, 1995). 

Durch Kombination der B-Funktionsverlust-Mutante def-101 mit der C-Funktionsverlust-

Mutante plena erhält man eine temperatursensitive B/C-Doppelmutante. Diese zeigt unter 

permissiven Bedingungen (15°C) einen plena-ähnlichen Phänotyp und unter nicht-

permissiven Bedingungen (26°C) mit nur einem ausgeprägten Blütenorgantyp (Sepalen) 

den Phänotyp einer B/C-Doppelmutante (siehe Abb. 1-4). Die erhöhte Anzahl an Wirteln 

ist auf den Verlust der C-Funktion zurückzuführen, die in Wildtyp Blüten zusätzlich, ne-

ben der Regulation der Ausbildung der reproduktiven Organe, das Blütenmeristem termi-

niert. 

 

 

 

Abb. 1-4  Einzelblüten des Wildtyps und homöotischer Mutanten aus Antirrhinum majus. 
A: WT 165E; B: def-101 (15°C); C: def-101 (26°C); D: plena; E: def-101/plena (15°C);  
F: def-101/plena (26°C) 
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1.3 Zielgene von Transkriptionsfaktoren 
 

 

Wie im letzten Abschnitt erwähnt, wird die Petalen- und Staminaentwicklung primär von 

den homöotischen Transkriptionsfaktoren DEFICIENS und GLOBOSA reguliert. Die 

Ausbildung dieser komplex aufgebauten Organe mit ihren diversen Geweben wird jedoch 

durch viele direkte und indirekte Zielgene dieser Schlüsselregulatoren und deren spezifi-

sche zeitliche und räumliche Expression realisiert (Bey et al., 2002). 

 

Tröbner und Schwarz-Sommer konnten 1992 zeigen, dass DEF und GLO ihre eigene 

Transkription regulieren. Die autoregulative Kontrolle wird dabei durch eine Interaktion 

des aus DEF und GLO Proteinen gebildeten Heterodimer-Komplex mit spezifischen 

DNA-Motiven (CArG-Boxen) in den Promotoren beider Gene vermittelt (Tröbner et al., 

1992; Schwarz-Sommer et al., 1992). Auch für APETALA3, dem Orthologen von DEF in 

Arabidopsis konnte eine Autoregulation nachgewiesen werden, bei der die im AP3 Pro-

motor befindlichen CArG-Boxen durch ein APETALA3/PISTILLATA Heterodimer ge-

bunden werden (Riechman et al., 1996; Hill et al., 1998). Der Promotor von PISTILLATA 

hingegen, dem Arabidopsis Orthologen von GLO, enthält weder eine CArG-Box, noch 

wird ein für die Autoregulation als entscheidend geltender Promotorabschnitt von dem 

AP3/PI-Heterodimer gebunden (Honma & Goto, 2000). Diese Untersuchungen zeigten, 

dass MADS-Domänen Proteine in der Lage sind konservierte CArG-Box Elemente in 

regulatorischen Regionen ihrer Zielgene in vitro zu binden, dass eine Regulation jedoch 

nicht ausschließlich über die Interaktion mittels CArG-Boxen stattfinden muss. Zudem 

konnte nachgewiesen werden, dass sich die DNA-Bindeaffinität eines aus DEF, GLO und 

SQUA gebildeten ternären Komplex deutlich von denen der einzelnen Heterodimere un-

terscheidet (Egea-Cortines et al., 1999). Folglich wird angenommen, dass die DNA-

Bindespezifität von MADS-Domänen Proteinen und ihre Fähigkeit zur Interaktion mit 

spezifischen Zielgenen sehr wahrscheinlich von Interaktionen mit ternären Faktoren ab-

hängig ist und dadurch moduliert werden kann. 

 

Um Zielgene von MADS-Box Genen zu isolieren, können mehrere Strategien verfolgt 

werden. Unter dem Aspekt der für MADS-Domänen Proteine in vitro gezeigten DNA-

Bindefähigkeit, kann man zum einen in silico putativ regulative Sequenzen aus Daten-
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banken nach Besitz von DNA-Bindemotiven (z.B. CArG-Boxen) durchsuchen. Des Wei-

teren bietet ein konditionales System, in dem die Funktion des Transkriptionsfaktors in-

duziert werden kann die Möglichkeit, mit der Induktion korrelierende Expressionsverän-

derungen von Zielgenen zu untersuchen. Um jedoch direkte Zielgene zu isolieren, muss 

man biochemisch eine in vivo Interaktion zwischen MADS-Box Protein und gebundener 

regulatorischer DNA-Sequenz des entsprechenden Gens nachweisen.  

Im Falle von DEFICIENS sind die Identitäten der Zielgene bislang noch weitgehend un-

bekannt, obwohl es viele Petalen-spezifisch exprimierte Gene wie z.B. MIXTA, NIVEA, 

DELILA, PALLIDA oder BAMT (siehe Abschnitt 1.1) gibt, die als Kandidaten diskutiert 

werden. In der Literatur wird jedoch über die Isolierung einiger Zielgene von anderen 

pflanzlichen MADS-Box Genen berichtet. Zum Beispiel konnte für ein, mit Hilfe eines 

AGAMOUS Antikörpers isoliertes genomisches DNA-Fragment die Bindung durch die-

sen Klasse C Transkriptionsfaktor in Gelretardierungs-Experimenten nachgewiesen wer-

den (Ito et al., 1997). Des weiteren wurde unter Benutzung des induzierbaren Glukocorti-

koid-Systems in Kombination mit der „differential display“ Technik NAP, das bislang 

einzige direkte Zielgen des Arabidopsis B-Funktionsgens APETALA3 isoliert (Sablowski 

& Meyerowitz, 1998). In einer global ausgelegten Expressions-Studie benutzte Zik u.a. 

das gleiche induzierbare System in Kombination anderen B-Funktionsverlust-Mutanten 

aus Arabidopsis (Zik & Irish, 2002). Aus den Ergebnissen dieser Expressionsprofil-

Experimente wurde gefolgert, dass durch die Aktivitäten von AP3 und PI ungefähr 200 

Gene in Petalen und Stamina transkriptionell  reguliert werden. Ebenfalls eine Kombina-

tion unterschiedlicher Methoden führte zur Isolierung von DTA4, einem Zielgen von 

AGL15 (Tang & Perry, 2003). Hier wurde zunächst durch eine PCR-gestützte Bindestel-

len-Selektion in vitro ein speziell von AGL15 gebundenes DNA-Motiv ermittelt. Bei der 

anschließenden in silico Suche nach Genen, die diese Bindestelle in ihrem Promotor be-

sitzen wurde DTA4 als perfekt übereinstimmender Kandidat gefunden und die Bindung 

von AGL15 an dieses cis-aktive Element durch die X-ChIP Technik nachgewiesen.  

Diese Beispiele zeigen, dass eine Kombination verschiedener Strategien zur Isolierung 

von Zielgenen sinnvoll ist. 
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1.4 Die Array Technik 
 

 

Nachdem Schena 1995 den ersten Artikel über ein Expressionsprofil-Experiment mittels 

cDNA Mikroarrays publizierte (Schena et al., 1995) erfuhr die Array Technik in den fol-

genden Jahren einen rasanten Aufschwung in wissenschaftlichen Laboren. Als Hoch-

durchsatz Technik bot sie das Potential, die aufkommende Flut von Sequenzinformatio-

nen aus diversen Genomprojekten, welche kurze Zeit später komplett entschlüsselt vorla-

gen (Hefe 1996; E. coli 1997; C. elegans 1998; Drosophila 1999; Arabidopsis 2000 und 

Mensch 2000) effektiv zu nutzen (Draghici, 2003). Somit ebnete sie den Weg für die heu-

tige Form der Genomik. Die Array Technologie erlaubt die Untersuchung der Transkrip-

tome von verschiedenen Zellen, Geweben, Organen oder ganzer Organismen durch eine 

simultane Erfassung der Expressionsprofile tausender Gene. 

Bei dieser Technik unterscheidet man zwei verschiedene Arten von Arrays: Mikroarrays 

und Makroarrays. Erstere sind Glas-Chips, auf die in einer sehr hohen Dichte entweder 

cDNA-Fragmente aufgebracht, oder Oligonukleotide direkt auf dem Chip synthetisiert 

werden. Die Anzahl der DNA-Elemente pro Chip kann hier die Größenordnung von 

100.000 pro cm2 erreichen. Jedes einzelne Mikroarray-Experiment erfordert eine kompeti-

tive Hybridisierung eines Chips mit Sonden der Probe und Kontrolle, welche zuvor mit 

unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert wurden (Shalon et al., 1996). Die rela-

tiven Verhältnisse der Signale (Ratios) geben Aufschluss darüber, welche Gene stärker 

unter der einen oder der anderen Bedingung exprimiert sind. 

Bei den Makroarrays, der zweiten Form von Arrays werden die DNA-Elemente auf posi-

tiv geladenen Nylonmembranen immobilisiert. Aufgrund der Hybridisierung mit radioak-

tiv markierten Sonden ist die Dichte der Elemente geringer, jedoch ist die Methode sensi-

tiver da die Magnitude detektierbarer Signalstärken 10 fach höher ist als bei den Fluores-

zenzfarbstoffen (Friemert et al., 1989). Die in dieser Arbeit verwendeten Nylon-Filter 

weisen eine Dichte von über 36.000 DNA-Elementen auf einer Fläche von 22 x 22 cm 

auf. Ein entscheidender Vorteil von Makroarrays ist die Möglichkeit der mehrmaligen 

Wiederverwendung, was die laufenden Kosten dieser Art von Experimenten gegenüber 

Glas-Chips erheblich reduziert. Jedes Makroarray-Experiment liefert aufgrund der Hybri-

disierung mit nur einer Sonde absolute Intensitätsdaten, welche mit den Intensitätsdaten 
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aus anderen Hybridisierungen nach Prozessierung der Daten in beliebiger Kombination 

verglichen werden können.  

 

     

Pflanzenmaterial

Hybridisierung

EST-Filter

RNA-Extraktion

Reverse Transkription und
radioaktive Markierung der
cDNAs

Kontrolle Probe

Detektion +
Quantifizierung der Signale

Speicherung +
Annotierung der Daten
in M-CHIPS Datenbank

Datenanalyse

Korrektur des Hintergrunds,
Normalisierung, 
Prozessierung der Daten, 
Clusteranalysen,
funktionelle Analysen

 
Abb. 1-5  Schematische Übersicht eines Makroarray-Experiments 

 

 

Eine Übersicht des Ablaufs der in dieser Arbeit durchgeführten Makroarray-Studien ist in 

Abbildung 1-5 dargestellt, die dafür im Detail notwendigen Arbeitsschritte sind im Kapi-

tel Material & Methoden (2.8) beschrieben. Es werden die Transkriptome verschiedener 

Konditionen (Proben) in Bezug zu einer Referenzbedingung (Kontrolle) untersucht. Der 

Ablauf von Expressionsprofil-Experimenten beinhaltet zum einen Arbeitsschritte die im 

Labor durchgeführt werden und anschließend einen mehrstufigen Prozess der Datenana-

lyse. 
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Die für die Makroarray-Experimenten verwendeten EST-Filter repräsentieren über 14.000 

cDNA-Fragmente aus Antirrhinum majus, welche Bestandteil der EST-Kollektion sind 

(siehe Material & Methoden, Abschnitt 2.8.2). Die auf den EST-Filtern immobilisierten 

DNA-Elemente repräsentieren 11.600 unigene Sequenzen, die in bioinformatischen Un-

tersuchungen der EST-Kollektion ermittelt wurden (Dr. Kurt Stüber, persönliche Mittei-

lung). Eine bioinformatische Analyse dieses Datensatzes ergab die in Abbildung 1-6 dar-

gestellte Einteilung in funktionelle Kategorien in Anlehnung an die MIPS-Kategorien von 

A. thaliana. Die Verteilung der Häufigkeiten der dargestellten Kategoriezugehörigkeiten 

der unigenen ESTs aus Antirrhinum sind ähnlich zu der von den in Arabidopsis thaliana 

exprimierten Genen. Für Antirrhinum wird angenommen, dass diese 11.600 ESTs unge-

fähr 40% der gesamt vorhandenen cDNAs darstellen.  

 

Funktionelle Zuordnung der 11.600 Unigene
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Abb. 1-6  MIPS-Kategorie Zuordnung der 11.600 Unigene der EST-Kollektion 
Den 11.600 Unigenen aus der EST-Kollektion wurden nach dem unter 2.8.4.4 beschriebenen Verfahren 
funktionelle Kategorien nach Vorbild der MIPS-Analysen zugeordnet. Die Häufigkeit von 20 ausgewählten 
Kategorien innerhalb dieses Datensets sind hier mit Hilfe eines Tortendiagramms dargestellt. 
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1.5 Ziel der Arbeit 
 

 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten aus Petalen von Antirrhinum majus Zielgene des 

Transkriptionsfaktors DEFICIENS isoliert und charakterisiert werden.  

Über das homöotische MADS-Box Gen war bereits bekannt, das sich sein regulatorisches 

Potential über die gesamte Petalen- und Staminaentwicklung erstreckt und von frühen bis 

hinein in späte Entwicklungsphasen Interaktionen mit Zielgenen erfolgen (Zachgo et al., 

1995).  

Zuerst sollte ein Vergleich der Transkriptome von Sepalen und Petalen die Identifizierung 

von Petalen-spezifischen Genen erlauben, welche unter der Annahme, dass sich Petalen 

und Sepalen primär durch eine vorhandene oder nicht vorhandene DEF Expression unter-

scheiden, gute Kandidaten für DEF-Zielgene repräsentieren. Um auch diejenigen Gene zu 

erfassen, deren Expression spezifisch in bestimmten Entwicklungsabschnitten reguliert 

wird, sollten die späten Petalendifferenzierungssphasen anhand morphologischer Krite-

rien in vier verschiedene Stadien eingeteilt, und deren Expressionsprofile ermittelt wer-

den. Diese Studien sollten einerseits die Identifizierung spezifisch regulierter Gene in den 

definierten Entwicklungsstadien erlauben und durch funktionelle Analysen ko-regulierter 

Gene eine Korrelation von Genexpressionsveränderungen mit morphologischen Charakte-

ristika der einzelnen Petalenstadien ermöglichen. Zudem sollte aufgrund der Resultate 

dieser Analysen eines dieser Petalenstadien für die Isolierung von DEF-Zielgenen ausge-

wählt werden. 

Nach der Auswahl des am besten geeigneten Petalenstadiums sollte die Identifizierung 

der Zielgene durch eine kombinierte Nutzung der Makroarray Technik und einer in vivo 

induzierbaren Mutante (def-101) erfolgen. 

Die daraus resultierenden DEF-Zielgene sollten funktionell eingeordnet und eine Aus-

wahl von ihnen detaillierter charakterisiert werden. Neben einer Untersuchung der Ex-

pressionsmuster in Wildtyp und def-101 Mutanten mittels Organ-spezifischer RT-PCR-

Analysen, sollten Promotorbereiche der isolierten DEF-Zielgene isoliert und charakteri-

siert werden. Letzteres ermöglicht die Untersuchung von in vivo Interaktionen des DEF 

Proteins mit regulatorischen Elementen in den Promotoren der Zielgene mittels X-ChIP-

PCR-Analysen und erlaubt die Identifizierung direkter Zielgene.
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2 Material & Methoden 
 

 

2.1 Chemikalien, Enzyme und Radioisotope 
 

Sofern nicht anders angegeben, wurden Chemikalien mit dem Reinheitsgrad „zur Analy-

se“ verwendet. Sie wurden von folgenden Firmen bezogen: 

BIOMOL (Hamburg), Clontech (Heidelberg), Difco Lab. (USA), Fluka (Schweiz), Gib-

co-BRL Life Technologies (Karlsruhe), Invitrogen (Karlsruhe) Macherey-Nagel (Düren), 

Merck (Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Promega (Heidelberg), Qiagen (Hilden), Rie-

del de Häen (Hannover), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth ( Karlsruhe), Seakem 

(USA), Serva (Heidelberg) und Sigma (München) 

 

Enzymatische Reaktionen wurden im Allgemeinen nach Anleitung der Hersteller durch-

geführt. Die eingesetzten Enzyme stammten von den Firmen Gibco-BRL (Neu-Isenburg), 

Invitrogen (Karlsruhe), Qiagen (Hilden), Roche (Mannheim), und Promega (Heidelberg). 

 

Zwei unterschiedliche Radioisotope wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet: [α32P] 

dCTP und [α33P] dCTP. Ersteres wurde von der Firma Hartmann-Analytik (Braun-

schweig) bezogen und hatte eine spezifische Aktivität von 3000 Ci/mmol. Das [α33P] 

dCTP stammte von der Firma Amersham Buchler (Braunschweig) und hatte eine spezifi-

sche Aktivität von 2500 Ci/mmol. 

 

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Invitrogen (Niederlande) und 

Metabion (Martinsried) bezogen, die Sequenzen sind im Anhang aufgeführt.  
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2.2 Medien, Puffer und Lösungen 
 

Alle Medien, Puffer und Lösungen wurden, sofern nicht explizit erwähnt, nach Sambrook 

et al. hergestellt (Sambrook et al., 1989). 

 

 

2.3 Biologisches Material 
 

2.3.1 Bakterienstämme und Plasmidvektoren 
 

Zur Plasmidpropagation wurden der Escherichia coli Stamm DH10B verwendet. Zur 

Klonierung von PCR-Fragmenten wurde der Plasmidvektor „pCR2.1©“ von Invitrogen 

benutzt. Die EST-Fragmente wurden in den Vektor pBluescript KS+ (Stratagene Cloning 

Systems, USA) kloniert. 

 

2.3.2 Pflanzenmaterial 
 

In dieser Arbeit wurden Antirrhinum majus Pflanzen des Ecotyps WT165E verwendet, 

die entweder im Freiland, im Gewächshaus (18-22°C; 16h Licht) oder in Klimakammern 

kultiviert wurden. Pflanzenmaterial der def-101 oder def-101/plena Mutanten wurde aus-

schließlich aus Klimakammern mit konstanter Temperatur (15°C „Kälte“ bzw. 26°C 

„Wärme“), identischen Lichtintensitäten (16h hell, 8h dunkel) und gleichmäßiger Luft-

feuchtigkeit (60%) geerntet. Dabei wurden die Pflanzen zunächst nach der Aussaat bis 

zur Ausbildung von zwei bis drei Internodien unter Gewächshausbedingungen angezogen 

und dann in die Klimakammern transferiert. 
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2.4 Isolierung von Nukleinsäuren 
 

2.4.1 Isolierung von genomischer DNA 
 

Genomische DNA wurde nach einer modifizierten Methode von Doyle und Doyle isoliert 

(Doyle & Doyle, 1990). Dabei wurde die DNA nach Degradation der RNA mit dem 

„DNeasy Plant Kit“ von Qiagen nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die in dieser 

Arbeit verwendete genomische DNA aus A. majus Ecotyp WT165E wurde freundlicher-

weise von Dr. Z. Schwarz-Sommer zur Verfügung gestellt. 

 

2.4.2 Isolierung von Plasmid-DNA 
 

Die Gewinnung von Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien erfolgte nach dem Prinzip der 

alkalischen Lyse unter Benutzung des „QIAprep Spin Miniprep Kits“ (Qiagen) nach An-

gaben des Herstellers. 

 

2.4.3 Isolierung von Gesamt-RNA 
 

Die in dieser Arbeit verwendete Gesamt-RNA wurde entweder mit dem „BIOMOL Total 

RNA Reagenzien“ der Firma BIOMOL oder dem „RNeasy Plant Mini Kit“ von Qiagen 

nach Angaben des Herstellers isoliert. Die Konzentrationen der isolierten RNA-Proben 

wurden unter Benutzung einer Quarzküvette photometrisch bestimmt. 
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2.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) gestützte Verf ahren 
 

2.5.1 Standard PCR 
 

Die Polymerase-Ketten-Reaktionen wurden in einem programmierbaren Thermobock mit 

beheizbarem Deckel der Firma Biometra (Göttingen) durchgeführt. Die Primer-

Anlagerungstemperaturen variierten je nach Länge und GC-Gehalt der Oligonukleotide 

zwischen 55°C und 63°C. Die Synthesezeiten waren von der zu erwartenden Fragment-

größe abhängig. Standardmäßig wurden 2.5 Units der Taq DNA Polymerase von Qiagen 

in einem 50 µl PCR-Ansatz unter folgenden Reaktionsbedingungen benutzt: 

 

   Reaktionsbedingungen       PCR-Ansatz 

95°C 2 min.      1-5 ng template DNA 

95°C 30 sek.      5 µl (10x) Qiagen PCR Puffer 

56°C 30 sek.  30x    2 µl [10 mM] dNTP-Mix 

72°C 1 min.      1 µl [10 µM] Primer1 

72°C 5 min.      1µl [10 µM] Primer 2 

15°C unendlich     0.5 µl DNA Polymerase 

       ad 50 µl H2O  

 

In der Regel wurden die mittels PCR-Reaktionen amplifizierten DNA-Fragmente gele-

lektrophoretisch im Agarose-Gel aufgetrennt und durch UV-Licht-Fotografie dokumen-

tiert. 

 

2.5.2 Genomische PCR 
 

PCR-Reaktionen in denen 2-10 ng genomische DNA als Matrize verwendet wurde, wur-

den unter den gleichen Bedingungen wie die Standard-PCR-Reaktionen durchgeführt mit 

dem Unterschied, dass zur Denaturierung der DNA-Stränge der Reaktionsansatz im ersten 

Schritt für 5 min auf 95°C erhitzt wurde. 
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2.5.3 Genomische Linker PCR zur Isolierung von geno mischen DNA-
Fragmenten 

 

Die Technik der genomischen RAGE-PCR (Rapid amplification of genomic ends) wurde 

in dieser Arbeit dazu verwendet genomische flankierende Bereiche der bekannten cDNA-

Sequenzen von EST-Klonen zu isolieren (Siebert et al., 1995; Cormack & Somssich, 

1997). 

Die Durchführung der Experimente folgte dem „Universal GenomeWalkerTM Kit“ von 

Clontech. Zur Herstellung der als PCR template einzusetzenden Ligationsansätze wurde 

genomische DNA von A. majus benutzt, welche mit den Restriktionsenzymen BamHI 

oder EcoRV geschnitten wurde. Abweichend zu dem in der Anleitung von Clontech be-

schriebenen Verfahren wurde den zwei verschachtelten PCRs zur Amplifizierung geno-

mischer DNA-Fragmente eine lineare PCR vorgeschaltet, in der nur der erste Gen-

spezifische Primer (GSP1) eingesetzt wurde. Diese sollte die Spezifität der amplifizierten 

DNA-Fragmente erhöhen. Im Folgenden sind die Reaktionsbedingungen und PCR-

Ansätze der drei nacheinander durchgeführten PCR-Reaktionen aufgelistet.  

 

    Lineare PCR 
   Reaktionsbedingungen      PCR-Ansatz 

95°C 2 min.     0.5 µl DNA Ligationsansatz 
95°C 30 sek.     5 µl (10x) PCR Puffer “High Fidelity” 
68°C 30 sek.  30x   1µl [10 mM] dNTP-Mix 
68°C 5 min.     1µl [10 µM] GSP1  
68°C 10 min.    1 µl “Expand High Fidelity”-Enzymmix  
15°C unendlich    ad 50 µl H2O  
 

 

    Erste PCR 
   Reaktionsbedingungen      PCR-Ansatz 

 

95°C 2 min.     1 µl (1:50) PCR-Produkt der linearen PCR 
95°C 20 sek.     5 µl (10x) PCR Puffer “High Fidelity” 
68°C 30 sek.  11x   1µl [10 mM] dNTP-Mix 
68°C 6 min.     1 µl [10 µM] Adapterprimer nAP1 
95°C 20 sek.     1 µl [10 µM] GSP1 
68°C 30 sek.     1 µl “Expand High Fidelity”-Enzymmix 
68°C 6 min. + 20 sek./ Zyklus 30x ad 50 µl H2O 
68°C 20 min. 
15°C unendlich      
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    Zweite PCR 
   Reaktionsbedingungen      PCR-Ansatz 

 

95°C 2 min.     1 µl (1:50) PCR-Produkt der ersten PCR 
95°C 20 sek.     5 µl (10x) PCR Puffer “High Fidelity” 
68°C 30 sek.  11x   1µl [10 mM] dNTP-Mix 
68°C 6 min.     1 µl [10 µM] Adapterprimer AP3 
95°C 20 sek.     1 µl [10 µM] GSP2 
68°C 30 sek.     1 µl “Expand High Fidelity”-Enzymmix 
68°C 6 min. + 20 sek./ Zyklus 30x ad 50 µl H2O 
68°C 20 min. 
15°C unendlich      
 

Um die für die nachfolgende Klonierung benötigten Adenin-Überhänge an die dop-

pelsträngigen PCR-Produkte anzuhängen, wurden den Ansätzen nach erfolgter zweiter 

PCR 0,5 µl Taq DNA Polymerase (Qiagen) zugegeben und sie für 10 min. bei 72°C inku-

biert. Danach wurden die mit Hilfe dieser Methode amplifizierten genomischen DNA-

Fragmente wurden unter Benutzung des „NucleoSpin® Extract Kit“ von Macherey-Nagel 

nach Angaben des Herstellers aus Agarose-Gelen extrahiert und für nachfolgende Klonie-

rungen aufgereinigt. 

 

2.5.4 Semiquantitative RT-PCR-Analysen 
 

Zur semiquantitativen Gen-spezifischen Expressionsanalyse wurde zunächst Gesamt-

RNA aus unterschiedlichen Geweben von A. majus WT Pflanzen und Mutanten isoliert 

(siehe 2.4.3). Die anschließende Erststrang-cDNA-Synthese und die PCR-Reaktion er-

folgte in Anlehnung an die Vorgaben der Firma Invitrogen, deren „SuperScriptTM II RNa-

se H- Reverse Transkriptase“ verwendet wurde. Um die erhaltenen cDNA-Mengen quan-

tifizieren und für vergleichende PCR-Analysen abgleichen zu können, wurde der Reakti-

on zur Reversen Transkription der Proben eine minimale Menge an [α 32P] dCTP zuge-

setzt. Der Anteil der eingebauten radioaktiv markierten Trisphosphate wurde im Scintilla-

tionszähler gemessen und als Maß für die Quantität der hergestellten cDNA benutzt.  

 

Die hier durchgeführten RT-PCR-Analysen bestanden aus zwei Schritten: der Reversen 

Transkription und einer separat durchgeführten PCR-Analyse. Standardisiert wurde die 



Material & Methoden 19 

Erststrang-cDNA jeweils aus 2 µg Gesamt-RNA nach dem im Folgenden beschriebenen 

Verfahren hergestellt. 

2 µg Gesamt-RNA ad 11µl DEPC-H2O   

1µl [500 µg/ml] Oligo (dT)15 Primer (Roche) 

0.1 µl (1:10) [α 32P] dCTP 

 

Die angegebenen Reagenzien werden zusammengemischt und für 5 min. auf 65°C er-

wärmt um die Sekundärstrukturen der RNA aufzulösen und eine Anlagerung der Primer-

Moleküle zu ermöglichen. Anschließend erfolgte eine schnelle Abkühlung des Reaktions-

ansatzes auf Eis. 

 

4 µl (5x) Erststrang Puffer (Invitrogen) 

2 µl 0.1 M DTT (Invitrogen) 

 

Nach der Zugabe der zwei oben genannten Lösungen und einer Durchmischung des Re-

aktionsansatzes wird dieser für 2 min. bei 43°C äquilibriert. Danach wird 1 µl (200U) des 

Enzyms „SuperScriptTM II RNase H- Reverse Transkriptase“ hinzugegeben, gut gemischt 

und der Inhalt am Boden des Reaktionsgefäßes gesammelt. Es folgt eine 50 minütige In-

kubation bei 43°C, in der die Reverse Transkription stattfindet. Gestoppt wird die Reakti-

on anschließend durch eine Hitze-Inaktivierung des Enzyms für 15 min. bei 70°C. 

Die hergestellten cDNA-Fragmente wurden mit Hilfe des „NucleoSpin® Extract Kit“ von 

Macherey-Nagel aufgereinigt und in 35 µl Elutions-Puffer (Macherey-Nagel) aufgenom-

men. 

Um sicherzustellen, dass die cDNA-Proben keine Verunreinigungen von genomischer 

DNA enthielten, wurde dies mittels einer genomischen Kontroll-PCR untersucht. 

 

Für die semiquantitativen PCR-Analysen wurden die Erststrang-cDNA quantifiziert (s.o.) 

und in vergleichbaren Mengen als template eingesetzt. Zur Überprüfung dieses Abgleichs 

wurden bei allen RT-PCR-Analysen Kontrollen mit konstitutiv exprimierten Genen (Ran3 

oder UPL2) durchgeführt. Die Reaktionsbedingungen und der PCR-Ansatz entsprachen 

denen der Standard-PCR (2.5.1), nur die Zyklenzahlen wurden je nach Expressionsstärke 

der untersuchten Gene variiert. 
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2.6 Klonierung von PCR-Fragmenten 
 

Sämtliche in dieser Arbeit durchgeführten Klonierungen erfolgten mit dem TOPO TA 

pCR®2.1-TOPO Klonierungssystem von Invitrogen. Dabei wurden die Vorgaben des Her-

stellers befolgt. 

 

 

2.7 DNA-Sequenzierungen 
 

Alle Sequenzierreaktionen wurden von der ADIS-Servicegruppe (Automatische DNA 

Isolierung und Sequenzierung) am MPIZ durchgeführt. 

 

 

2.8 Expressionsprofil-Experimente mittels Makroarra y Technik 
 

2.8.1 Die Antirrhinum majus EST-Kollektion 
 

In Kollaboration mit Dr. Zsuzsanna Schwarz-Sommer, Dr. Hans Sommer und Dr. Kurt 

Stüber wurde eine Antirrhinum EST-Kollektion erstellt, welche cDNAs aus 12 verschie-

denen reproduktiven und vegetativen Geweben von Antirrhinum majus enthält. Nach ei-

ner partiellen Sequenzierung von über 23.000 EST-Klonen konnten 11.600 Unigene er-

mittelt werden. Die EST-Kollektion repräsentiert ungefähr 40% der für Antirrhinum ge-

schätzten Anzahl an cDNAs. Eine funktionelle Analyse der Sequenzen dieses EST-

Gesamtsets bei denen ihnen funktionelle Kategorien im Stil der MIPS-Analysen von A. 

thaliana zugeordnet wurden, wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Kurt Stüber durchgeführt 

(siehe auch 2.8.4.4). Das Resultat dieser Analyse ist in der Abbildung 1-6 (siehe Einlei-

tung) dargestellt. 

Sämtliche EST-Sequenzen sind mit den Ergebnissen ihrer Sequenzvergleiche in einer 

Datenbank (Genagent http://charon.mpiz-koeln.mpg.de/GenAgent/index.php3 ) gespei-

chert. Die letzte Aktualisierung der Sequenzvergleiche für die gesamte EST-Kollektion 



Material & Methoden 21 

fand am 22.08.2002 statt. Soweit nicht anders vermerkt, beziehen sich die im Ergebnisteil 

gezeigten Sequenzähnlichkeiten auf diese Quelle. 

 

2.8.2 Die EST-Filter 
 

Die so genannten „EST-Filter“ stellen 22 x 22 cm große Nylonmembranen dar, auf denen 

über 14.000 in Plasmidvektoren integrierte EST-Sequenzen immobilisiert wurden. Diese 

über 14.000 DNA-Elemente repräsentieren neben den 11.600 Unigenen zusätzliche ESTs 

aus großen Genfamilien. Das Aufbringen der Plasmide auf die Membranen wurde von der 

Firma Eurogentec (Belgien) durchgeführt. Die DNA-Elemente wurden dabei als Duplika-

te in einem 4 x 4 Muster in sechs großen Bereichen aufgebracht. Jeder Bereich umfasst 16 

Reihen und 24 Spalten von 4 x 4 Musterelementen (siehe Abb. 2-1).  

 

      

 

Abb. 2-1  Autoradiografie eines radioaktiv hybridisierten EST-Filters 

Als Sonde wurde ein radioaktiv markiertes DNA-Fragment des pBS KS+-Vektors benutzt. 
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2.8.3 Experimentelle Durchführung der Makroarray-Ex perimente 
 

Eine Übersichtsabbildung des Verlaufs der in dieser Arbeit durchgeführten Makroarray-

Experimente wurde bereits in der Einleitung dargestellt. Die detaillierten Schritte dieser 

Analysen werden im Folgenden beschrieben. 

In einem Makroarray-Experiment wird die Gesamtheit der vorhandenen mRNAs in dem 

zu untersuchenden Gewebe (Probe) mit der Gesamtheit der vorhandenen mRNAs einer 

Referenzbedingung (Kontrolle) verglichen. Dazu werden die aus dem Proben- und Kon-

trollmaterial extrahierten Gesamt-RNAs einer Reversen Transkription unterzogen, bei der 

die in der Gesamt-RNA vorhandenen mRNA-Moleküle in cDNA-Moleküle umgeschrie-

ben werden. Gleichzeitig werden in dieser Reaktion durch Zugabe von [α 33P] dCTP die 

entstehenden cDNAs markiert. Die so entstandenen komplexen Sonden werden zur 

Hybridisierung der EST-Filter benutzt.  

 

 

2.8.3.1 Erststrang-cDNA-Synthese mit radioaktiver 33P-Markierung 
 

Das Startmaterial der Erststrang-cDNA-Synthese zur Herstellung der radioaktiven Son-

den ist die nach Kapitel 2.4.3 extrahierte Gesamt-RNA. Auf Eis werden 25-30 µg der 

jeweiligen Gesamt-RNA mit 1µl [500 µg/ml] Oligo (dT)15 Primer (Roche) versetzt und 

das Volumen mit DEPC-behandelten Wasser auf 11 µl gebracht. Der Ansatz wird für 10 

min. auf 70°C erhitzt und danach für weitere 10 min. bei 43°C äquilibriert. Danach wer-

den 

6 µl (5x) Erststrang Puffer (Invitrogen) 

3 µl 0.1 M DTT (Invitrogen) 

3 µl [10 mM] dAGT-Mix 

3 µl [50 µM] dCTP 

3 µl 30µCi [α 33P] dCTP 

1 µl (200U) SuperScriptTM II RNase H- Reverse Transkriptase (Invitrogen) 

 

zugegeben, der Ansatz gut gemischt, am Gefäßboden gesammelt und für eine Stunde im 

Wasserbad bei 43°C inkubiert. Hier findet die Reverse Transkription mit gleichzeitigem 

Einbau der radioaktiv markierten Nukleotide statt. Nach Ablauf der Zeit wird die Reakti-
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on gestoppt und die nicht mehr benötigte RNA hydrolysiert. Dies geschieht durch Zugabe 

von  

1 µl 1% SDS 

1 µl [0.5 M] EDTA 

3 µl [3 M] NaOH 

Nach Mischen aller Komponenten wird der Ansatz ein halbe Stunde bei 65°C inkubiert 

und danach 15 min. bei Raumtemperatur stehen gelassen. Anschliessend wird die Probe 

mit 10 µl [1 M] Tris (pH = 8.0) und 3 µl einer 2 normalen HCL-Lösung neutralisiert. 

Nun erfolgt die erste Messung, die später zur Ermittlung der Einbaurate notwendig ist. 

Dazu wird 1 µl der insgesamt 48 µl entnommen und der cpm-Wert (counts per minute) 

mit Hilfe eines Scintillationszählers bestimmt. Den restlichen 47 µl werden 

5 µl [3 M] Na-Acetat (pH = 5.3) 

5 µl (10 mg/ml) tRNA 

60 µl eiskalter Isopropanol 

zugefügt und dadurch die synthetisierten cDNAs gefällt. Nach einer halben Stunde Inku-

bation bei -20°C wird die Probe für 30 min bei 13.000 rpm (rounds per minute) zentrifu-

giert. Nach Abnahme und Verwerfen des Überstands wird das am Boden befindliche Pel-

let kurz getrocknet und dann in 96 µl destilliertem Wasser resuspendiert. Für die zweite 

Messung wird von 2µl der resuspendierten cDNA der cpm-Wert ermittelt. 

Zur Bestimmung der Einbaurate wird der Quotient aus dem ersten und zweiten Messwert 

berechnet und mit dem Faktor 100 multipliziert. Für die Makroarray-Hybridisierungen 

wurden nur Sonden eingesetzt, deren Einbaurate bei mindestens 30 Prozent lag.  

 

2.8.3.2 Hybridisierung der EST-Filter 
 

„Mock“- Prä- und die eigentlichen Hybridisierungen wurden in großen Hybridisierungs-

röhren (Biometra) in Hybridisierungsöfen der Firma Hybaid durchgeführt. Die Entfer-

nung der radioaktiven Sonden erfolgte in größeren Flüssigkeitsvolumina in Kunststoff-

schalen. 

 

Hybridisierungs-Puffer: [0.5 M] Na-Phosphat (pH = 7.2) 

    7 % SDS 

    [1 mM] EDTA 
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Wasch-Puffer:   [40 mM] Na-Phosphat (pH = 7.2) 

    0.1 % SDS 

 

Strip-Puffer:   [5 mM] Na-Phosphat (pH = 7.2) 

    0.1 % SDS 

 

„Mock“-Hybridisierung 

Die „Mock“-Hybridisierung stellt eine Pseudo-Hybridisierung ohne Zugabe einer Sonde 

dar. Ansonsten wird sie analog einer normalen Prä-Hybridisierung mit nachfolgender 

Hybridisierung durchgeführt. Zweck der „Mock-Hybridisierung“ ist die Entfernung über-

schüssiger DNA-Mengen, die nach dem Aufbringen der DNA-Elemente zwar auf den 

Nylon-Membran haften, aber nicht kovalent mit ihr verbunden sind und deshalb innerhalb 

oder nach der ersten Hybridisierung entfernt werden.  

 

Prä-Hybridisierung 

Zur Prä-Hybridisierung werden die sich in den Hybridisierungsröhren befindlichen EST-

Filter mit 25 ml Hybridisierungs-Puffer und 500 µl [5 mg/ml] denaturierter Lachssperma-

DNA versetzt und damit 1-2 Stunden bei 65°C im Ofen gleichmäßig gerollt. 

 

Hybridisierung 

Für die Hybridisierung wurde die Prä-Hybridisierungslösung erneuert und dann eine zu-

vor für 5 min bei 100°C denaturierte radioaktiv markierte Sonde zugegeben. Die Hybridi-

sierungsreaktion erfolgte über Nacht (16h) bei einer Temperatur von ebenfalls 65°C. Da-

nach wurden die Filter zweimal für je 30 min mit 40 ml Wasch-Puffer bei 65°C in den 

Hybridisierungsröhren gewaschen.  

 

Entfernung radioaktiver Sonden und Wiederverwendung der EST-Filter 

Die in dieser Arbeit verwendeten EST-Filter konnten bis zu neunmal hybridisiert werden. 

Zur Entfernung der alten Sonden wurden jeweils bis zu vier Filter in einer großen Plastik-

schale mit einem Liter aufgekochten Strip-Puffer übergossen und für 30-60 min ge-

schwenkt, so dass die Lösung auf Raumtemperatur herunterkühlte. Diese Prozedur wurde 

ein zweites Mal wiederholt. Die Effizienz der Entfernung der alten Sonden wurde über-
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prüft indem die Filter erneut eingescannt und die Höhen der maximalen Intensitäten ver-

glichen wurden. Die Filter wurden erneut hybridisiert, wenn die Signalintensitäten um 

mindestens 90% reduziert waren. 

 

2.8.3.3 Detektion der Signale radioaktiv hybridisierter EST-Filter 
 

Hybridisierte und gewaschene EST-Filter wurden kurz auf 3MM-Papier (Whatman) ange-

trocknet, so dass keine Flüssigkeitstropfen mehr sichtbar waren. Danach wurden sie sehr 

glatt und unbedingt blasenfrei in Saranfolie (Roth) eingepackt und diese dicht verschlos-

sen. Die so eingepackten Filter wurden für 21h auf Schirme („Storage Phosphor screens“) 

der Firma Molecular Dynamics exponiert und die Signale mit Hilfe eines Phosphor 

Imagers (Typ „typhoon“) und einer Auflösung von 50 µm eingelesen. Dadurch erhielt 

man digitalisierte Bilder von radioaktiv hybridisierten EST-Filtern. 

 

2.8.4 Computerunterstützte Auswertung der Makroarra y-Experimente 
 

Die Datenanalyse wurde mit den hier im einzelnen aufgeführten Programmen vollzogen. 

Einfache Tabellenkalkulationen und die Aufbereitungen von M-CHIPS-Analysen wurden 

mit dem Programm Excel v6.0 von Microsoft durchgeführt. 

 

2.8.4.1 Quantifizierung der Signale  
 

Die Signalintensitäten der digitalisierten Bilder von radioaktiv hybridisierten EST-Filtern 

wurden mit Hilfe der AIS Array Vision v5.0 Software (Imaging Research) ermittelt. Bei 

diesem Programm wird zunächst eine Maske erstellt, die die Größe und Form der zu 

quantifizierenden Signalspots hat. Zusätzlich werden die Positionen der Duplikate und 

einige Extra-Elemente definiert, die den lokalen Hintergrund in festgelegten Bereichen 

des Bildes messen. Zur Quantifizierung wird die Maske über das Bild der eingescannten 

Hybridisierung gelegt und zunächst automatisch angepasst. Nach einer Überprüfung, ob 

alle Signale richtig erfasst werden und eventuellen manuellen Korrekturen der Lage der 
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Maske, werden sowohl die Signalspot-Intensitäten als auch die Intensitäten der als Hin-

tergrund definierten Bereiche quantifiziert. 

Die Intensitäten werden verknüpft mit ihren Positionsinformationen als Excel-kompatible 

Tabelle gespeichert. 

 

2.8.4.2 Speicherung, Prozessierung und Analyse der Makroarray-Daten mittels 
M-CHIPS 

 

Da Makroarray-Experimente eine extreme Menge an Daten generieren ist , zur Verarbei-

tung der Ergebnisse die Benutzung von Datenbanken sinnvoll. Innerhalb dieser Arbeit 

wurde eine Kollaboration mit Dr. Kurt Fellenberg (DKFZ) initiiert, welcher in seiner 

Doktorarbeit ein Konzept eines Datenbank basierten Systems entwickelt hat, das speziell 

für die Speicherung, Prozessierung und Analyse von Array-Daten optimiert wurde 

(Fellenberg et al., 2002). Das M-CHIPS System (Multi-Conditional Hybridization Inten-

sity Processing System) bietet neben den genannten Funktionen zusätzlich die Möglich-

keit experimentelle Annotierungen der einzelnen Experimente zu erfassen was die Stan-

dardisierung der Dokumentation durchgeführter Array-Studien erlaubt und eventuelle 

Kombinationen separat generierter Organismen-spezifischer Array-Daten ermöglicht.  

Mit Hilfe von K. Fellenberg wurde eine in dem M-CHIPS System eingebundene An-

tirrhinum- spezifische Datenbank (Am1) generiert. In dieser Datenbank wurden die expe-

rimentell annotierten Intensitäten-Tabellen sämtlicher durchgeführter Hybridisierungen 

mit einer eindeutigen Zuordnung bezüglich Makroarray-Studie, Kondition und Hybridi-

sierung gespeichert. Neben der Positionsinformation und den Signalintensitäten enthalten 

die Einträge auch die zugehörige EST-Nummer und das beste Ergebnis des Sequenzver-

gleichs.  

 

Experimentelle Annotierung  

Bei einer so sensitiven Methode wie der Array Technik ist eine Durchführung der Expe-

rimente unter standardisierten Bedingungen erforderlich. Jedoch ist die Einhaltung aller 

Parameter bei Arbeiten mit lebenden Organismen wie z.B. Pflanzen aus dem Gewächs-

haus nicht immer möglich. Um eine Überprüfung eventueller Varianzen der Daten zu 

erleichtern, wurden deshalb sämtliche mit dem durchgeführten Experiment verbundene 

Daten erfasst, welche die Datenqualität beeinflussen könnten. Dazu gehörten z.B. die Me-
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thode der RNA-Isolierung, der Erntezeitpunkt, die Einbaurate oder die Expositionslänge 

der Filter. Die komplette Auflistung der Parameter ist im Internet unter 

(http://www.dkfz.de/tbi/services/mchips) einsehbar. 

 

Korrektur des Hintergrunds und Normalisierung 

Bei der Quantifizierung der Signale mittels der Array Vision Software wurde für jeden 

einzelnen Quadranten (4 x 4 Muster, siehe 2.8.2) der lokale Hintergrund bestimmt. Am 

Anfang der Datenanalyse mittels der M-CHIPS Methode wurde der lokale Hintergrund 

von den Signalintensitäten subtrahiert. Danach erfolgte die Normalisierung der Daten die 

notwendig ist um Intensitäten verschiedener Hybridisierungen miteinander vergleichen zu 

können. Unter den verschiedenen Normalisierungs-Arten wurde in dieser Arbeit aufgrund 

der hohen Anzahl an DNA-Elementen die Methode der globalen Normalisierung über alle 

auf dem Filter befindliche Elemente gewählt. Bei dieser Methode wird angenommen, dass 

der größte Teil der Signalstärken (> 80%) einer Hybridisierung in der Größenordnung des 

Hintergrunds liegt und nur sehr wenige DNA-Elemente ein starkes Hybridisierungssignal 

aufweisen (Beissbarth et al., 2000). Die Hintergrund-korrigierten und global normalisier-

ten Hybridisierungssignale wurden für alle weiteren Datenauswertungen benutzt.  

Um die Datenqualität der einzelnen Hybridisierungen zu ermitteln wurden Pearson Kor-

relationskoeffizienten berechnet und damit sowohl die Filterqualität als auch die Repro-

duzierbarkeit der Daten innerhalb einer Kondition überprüft. Die Berechnungen erfolgten 

nach der hier dargestellten Formel: 

 

 

Der Pearson Korrelationskoeffizient ist ein dimensionsloses Maß um die lineare Relation 

zweier Datensätze zu messen. Er setzt sich zusammen aus der Kovarianz zweier Daten-

sätze die durch die Standardabweichungen beider Elementmengen dividiert wird. Gene-

rell kann er absolute Werte zwischen 0 und 1 einnehmen und ist sehr sensitiv gegenüber 

Ausreißern (Draghici, 2003).  
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Korrespondenz-Analyse 

Das Verfahren der Korrespondenz-Analyse ist eine innerhalb der M-CHIPS-Analyse ein-

gebundene Methode zu Identifizierung differentiell exprimierter Gene. Die genauen Pa-

rameter dieser Auswertungsmethode sind in der Publikation von Fellenberg und seinen 

Mitarbeitern beschrieben (Fellenberg et al., 2001). Neben der Ermittlung der relativen 

Expressionsänderungen der Gene in allen Konditionen im Vergleich zur Referenzbedin-

gung wird die statistische Absicherung der Daten überprüft. Dabei wird unterschieden, ob 

die jeweiligen Expressionsdaten eines DNA-Elements dem strengen Min/Max-Kriterium 

oder dem nicht ganz so strengen Standardabweichungskriterium genügen (siehe Abbil-

dung 2-2; (Beissbarth et al., 2000)). Während bei einem Vergleich von zwei Datensätzen 

zur Erfüllung des Min/Max Kriteriums alle Werte des einen Datensatzes größer als alle 

Werte des anderen sein müssen, erlaubt das Standardabweichungskriterium bis zu einem 

gewissen Maß „Ausreißer“-Werte, solange eine Differenz zwischen den Mittelwerten 

zuzüglich einfacher Standardabweichung der  Datensätze bestehen bleibt.  

 

Qualitätskriterien – Filtern der Ergebnisdaten  

Aus einer hier durchgeführten Makroarray-Studie gehen die Expressionsprofile von über 

14.000 ESTs hervor. Allerdings ist nur ein Bruchteil von ihnen im Hinblick auf die Iden-

tifizierung differentiell exprimierter Gene wirklich interessant und verwendbar für die 

nachfolgenden Auswertungen. Um diese ESTs aus dem Gesamt-Datensatz zu selektieren 

und gleichzeitig definierte Qualitätskriterien zu überprüfen, wurden die aus der Korres-

pondenz-Analyse hervorgehenden Daten anhand der nachfolgenden Kriterien gefiltert. 

Dadurch wurde sichergestellt, dass die in dieser Arbeit als reguliert definierten ESTs hin-

reichend exprimiert, ausreichend reproduzierbar und ihre gemessenen Expressionsunter-

schiede statistisch abgesichert waren. 
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     Aus Beißbarth et al. 2000  

 

Abb. 2-2  Schematische Darstellung des Kriterien zur statistischen Absicherung der differentiell 
exprimierten Gene aus M-CHIPS-Analysen 

x bzw o stellen Intensitätsdaten aus den zwei zu vergleichenden Datensätzen dar. 

 

 

Zunächst wurden durch ein Intensitäts-Kriterium  diejenigen Gene bestimmt, die unter 

den untersuchten Bedingungen ausreichend exprimiert sind. Wie bereits im Abschnitt 

über die Normalisierung erwähnt, zeigen bei der hier durchgeführten Art von Expressi-

onsprofil-Experimenten nur ca. 20 % der hybridisierten DNA-Elemente eine Signalstärke, 

die deutlich über der des Hintergrunds liegt. Die übrigen 80% der Gene sind nur sehr 

schwach exprimiert und zeigen aufgrund dieser geringen Signalintensitäten oft große rela-

tive Expressions-Ratios, die sich aber in einer nur minimalen absoluten Differenz der Ex-

pressionsniveaus begründen (Beissbarth et al., 2000). Dadurch stellen sie eine wesentli-

che Quelle für Falschpositive dar und werden deshalb von vorneherein von den weiteren 

Analysen ausgeschlossen. Dazu wurde unter Benutzung des M-CHIPS Systems für jedes 

multikonditionale Expressionsprofil-Experiment (Gesamtheit aller innerhalb einer Mak-

roarray-Studie verglichenen Hybridisierungen) ein Intensitäts-Schwellenwert bestimmt, 

welcher die niedrigste absolute Intensität der 20% am stärksten exprimierten Gene dar-

stellte. In die folgenden Datenauswertungen wurden nur solche ESTs einbezogen, deren 
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Expression in mindestens einer untersuchten Kondition über diesem Schwellenwert lag. 

Diese ESTs wurden damit gleichzeitig als „exprimiert“ definiert. 

 

Als nächstes wurde für die Makroarray-Daten ein Ausschlußkriterium  von 1.2 fach fest-

gelegt, dass die minimale Expressionsabweichung als differentiell exprimiert betrachteter 

Gene definiert. Untersuchungen der Expressionsprofile ausgewählter ESTs mittels unab-

hängiger Methoden konnten über 80% der ESTs die diesem Kriterium genügten als diffe-

rentiell exprimiert bestätigen (siehe 3.1.3 und 3.2.3).  

 

Die statistische Absicherung erfolgte über die bereits unter dem Punkt Korrespondenz-

Analyse erwähnten Kriterien (siehe auch Abb. 2-2). Es wurden nur solche Gene als diffe-

rentiell exprimiert betrachtet, deren Abweichungen in mindestens einer untersuchten 

Kondition entweder dem Min/Max-Kriterium oder wenigstens dem Standardabwei-

chungskriterium genügten. 

 

2.8.4.3 Clusteranalysen mittels GENESIS 
 

Die Software von GENESIS ist ein von der bioinformatischen Abteilung der TU Graz zur 

Verfügung gestelltes Werkzeug um u.a. hierarchische Clusteranalysen mit Array-Daten 

durchzuführen. Die dabei benutzten Algorithmen sind mit denen der 1998 von Eisen ent-

wickelten Programme „Cluster“ und „Tree View“ vergleichbar (Eisen et al., 1998). Alle 

hier dargestellten Analysen wurden mit der Programmversion GENESIS v1.2.2 unter Be-

nutzung des Pearson Korrelationskoeffizenten als Distanzmatrix durchgeführt. Bei dieser 

Methode zur Untersuchung ähnlich regulierter Gene werden die relativen Änderungen der 

Expressionen zweier Datensets stärker bewertet als deren absolute Differenzen. Dadurch 

werden ko-regulierte Gene unabhängig von ihren absoluten Expressionsunterschieden, 

aufgrund ihrer ähnlichen relativen Expressionsmuster ermittelt. Die Ergebnisse werden 

graphisch als hierarchische Cluster formiert, in denen die unterschiedlich starken Expres-

sionsabweichungen jedes einzelnen Gens im Bezug zur Expression der jeweiligen Refe-

renzbedingungen farblich kodiert dargestellt werden.  
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2.8.4.4 Funktionelle MIPS-Kategorie-Analysen  
 

Die MIPS-Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Kurt Stüber (MPIZ) durchge-

führt. Die bioinformatischen Untersuchungen erfolgten mit Hilfe von PERL-Scripten, 

welche von K. Stüber erstellt wurden.  

Mit dieser Methode ist es möglich unbekannte cDNAs aufgrund von Sequenzähnlichkei-

ten zu bekannten Arabidopsis Genen in funktionelle Kategorien einzuteilen. Diese Eintei-

lung wurde für die im Jahr 2000 bekannten über 27.000 kodierenden Sequenzen von A. 

thaliana durchgeführt und ist im Internet zugänglich. 

Die EST-Sequenzen der aus dieser Arbeit hervorgegangenen interessanten Datensets 

wurden zunächst mit dem Programm BLASTX mit den bekannten Proteinen aus Arabi-

dopsis verglichen und dadurch die jeweiligen Arabidopsis Gene mit der größten Sequenz-

ähnlichkeit für die untersuchten ESTs bestimmt. Die dem nächst ähnlichsten Arabidopsis 

Gen zugeordneten funktionellen Kategorien wurden dann für den jeweiligen EST über-

nommen und so die Häufigkeiten der vorkommenden MIPS-Kategorien in dem unter-

suchten Datensatz ermittelt. Bei den Analysen wurden alle 100 MIPS-Kategorien berück-

sichtigt, aus Gründen der Übersicht sind in den Abbildungen jedoch nur 20 ausgewählte 

Kategorien dargestellt. 

 

 

2.9 Sequenzanalysen und Datenbanksuchen 
 

Sequenzvergleiche mit Nukleinsäure- bzw. Proteindatenbanken der BLAST-Programme 

erfolgten im world wide web (www) unter der Adresse http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ . 

Die Untersuchungen der genomischen DNA-Fragmente zur Identifizierung von cis-

aktiven Elementen wurden unter Benutzung der PLACE (Plant cis-acting regulatory 

DNA elements) Datenbank durchgeführt (Higo et al., 1999).  
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3 Ergebnisse 
 

 

3.1 Analyse der Petalenentwicklung von Antirrhinum majus 
 

 

Die Blütengröße von A .majus ermöglicht es, sowohl organ- als auch stadienspezifisches 

Material zu ernten und damit die Genexpression in frühen bis späten Phasen der Petale-

nentwicklung zu analysieren. 

Die MADS-Box Gene DEFICICENS (DEF) und GLOBOSA (GLO) sind Schlüsselregula-

toren der Petalen- und Staminaentwicklung (siehe Einleitung). Frühere Untersuchungen 

wiesen bereits darauf hin, dass DEF die Expression von Zielgenen nicht nur in frühen, 

sondern bis in sehr späte Blütenentwicklungsphasen hinein reguliert (Bey et al., 2002). 

Um einen Überblick über die Stärke der Regulationsaktivitäten innerhalb der Petalenent-

wicklung zu bekommen, wurden in dem ersten Teil der Arbeit Expressionsprofil-

Experimente mit definierten Petalenentwicklungsstadien durchgeführt. Im weiteren Ver-

lauf der Arbeit wurden dann aus Stadien mit besonders hoher Expressionsdynamik mittels 

weiterer Transkriptomanalysen unter Benutzung eines induzierbaren Systems DEF-

Zielgene aus Petalen isoliert.  

 

 

3.1.1 Einteilung der Petalenentwicklung in definier te Stadien 
 

 

Zur Untersuchung der temporären Regulation der Petalenentwicklung wurden die späte-

ren Differenzierungsphasen von A. majus (Ecotyp WT165E) die nach dem Abschluss der 

Organinitiierung der Blütenblattmorphogenese erfolgen in vier verschiedene Stadien (P1 

bis P4) eingeteilt (siehe Abb. 3-1). Kriterien für die Einteilung waren Blütenlänge, Grad 

der Petalenfärbung, Entfaltung und Zeitpunkt der Anthese. Die Zunahme der Blütenlänge 

im zeitlichen Verlauf ist ebenfalls graphisch in Abb. 3-1 dargestellt. Bisherige Untersu-

chungen haben gezeigt, dass Petalen der Stadien P1 und P2 Phasen intensiver Zellteilun-
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gen sind, während in den Stadien P3 und P4 der Größenzuwachs eher auf Zellstreckungs-

prozesse zurückzuführen ist (Martin & Gerats, 1993).  
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Abb. 3-1  Einteilung der Petalenentwicklung von A. majus (WT165E) in vier Stadien  
Fotografie der Blüten von Antirrhinum majus aus den 4 definierten Stadien 1-4. Daneben ist der Längen-
zuwachs der Blüten über die Zeit während dieser Entwicklungsphasen schematisch skizziert. Blütenlängen: 
Stadium 1: 0.5 – 0.8 cm;  Stadium 2: 0.8 – 1 cm;  Stadium 3: 1 – 2 cm; Stadium 4: 2 – 4 cm. 
 

 

Die Blütenblätter im Stadium P1 sind noch annähernd vollständig von den Kelchblättern 

umschlossen und zeigen noch keine Anthocyanproduktion. Die Gesamtblüte ist 0.5 – 0.8 

cm lang, die Filamente der Stamina wie auch der Griffel sind noch nicht gestreckt.  

Nach 2.5 Tagen Wachstum befinden sich die Blüten im Stadium P2 (0.8 – 1 cm Blüten-

länge). Hier beginnen sich die Petalen, welche nun schon 2 - 3 mm aus der Sepalenum-

mantelung herausragen, an den Spitzen rötlich zu färben. Die Stamina liegen in der Höhe 

immer noch gleichauf mit den Organen des 4. Wirtels, wobei sich sowohl die Filamente 

(jetzt ca. ½ cm lang) als auch der Griffel leicht gestreckt haben. In Stadium 3 beginnt die 

Phase des schnellen Blütenwachstums. In nur 3.5 Tagen verdoppelt sich die Blütenlänge 

von 1 auf 2 cm. Deutliches Elongationswachstum ist an der Basis der Petalen, bei den 

Filamenten und dem Griffel zu beobachten. Die Filamente überwachsen in dieser Ent-

wicklungsphase die Karpelle und zeigen zudem abhängig von ihrer adaxialen oder abaxi-

alen Position (siehe Abb. 1-1, Einleitung) ein unterschiedlich starkes Längenwachstum. 

Die Petalen des Stadiums P3 sind deutlich gefärbt, aber noch geschlossen. Im späten Sta-

dium P3 wird die Furchung sichtbar, die die an der Basis zusammengewachsene Korolla 

in Ober- und Unterlippe trennt. Zum Ende des Stadiums P3 und während Stadium P4 

strecken sich die einige mm längeren abaxialen Stamina, so dass ihre Theken am Ende 
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des Stadiums P4 über der Narbe positioniert sind. Dadurch wird eine erfolgreiche 

Selbstbestäubung gewährleistet. Im Stadium P4, welches bis zur Anthese dauert, 

verdoppelt sich die Blütenlänge abermals innerhalb von zwei bis drei Tagen von 2 auf 4 

cm. Dieser Größenzuwachs geht einerseits auf ein anhaltendes Streckungswachstum, 

andererseits auf die Entfaltung der Blütenblätter zurück. Die Filamente erreichen ihre 

Endlänge, die Antheren öffnen sich und die Duftemission beginnt nachdem die Blüten 2-3 

Tage geöffnet sind (Dudareva et al., 2000).  

 

 

3.1.2 Genexpressionsanalyse der Wildtyp Petalenentw icklung mittels Mak-
roarray Technik 
 

 

Die Stärke der Makroarray Technik ist es, mit nur einer Hybridisierung parallel das Ex-

pressionsniveau mehrerer tausend Gene in einem Gewebe zu erfassen. Hier wurden mul-

tikonditionale Expressionsprofil-Experimente unter Verwendung von Nylon-EST-Filtern 

durchgeführt, auf denen 11.600 Unigene in Form von Plasmiden mit klonierten cDNA-

Fragmenten aus Antirrhinum majus immobilisiert waren (siehe Material & Methoden, 

Kapitel 2.8.2).  

 

In diesem Teil der Arbeit werden die Petalenstadien P1-P4 mit einer Mischung aus Sepa-

lenstadien verglichen (Kapitel 3.1.2.2). Dabei wurden erstens „Petalen“- und „Sepalen-

spezifische“ Gene identifiziert, die in diesen beiden Organen unterschiedlich reguliert 

sind und gleichzeitig ihre Expressionsdynamik während der Petalenmorphogenese ermit-

telt.  

Neben dem Gesamtset der in Petalen regulierten Gene, wurden interessante Subgruppen 

ko-regulierter Gene bioinformatisch hinsichtlich ihrer funktionellen Zuordnung unter-

sucht. Ziel dieser Analyse war die Korrelation differentiell exprimierter Gene mit mor-

phologischen Differenzierungsprozessen. 

 

In dem hier durchgeführten multikonditionalen Expressionsprofil-Experiment (im weite-

ren Verlauf dieser Arbeit auch „WT Stadien“ genannt) wurde das Transkriptom fünf ver-

schiedener Konditionen (Sepalenmix, Petale P1, Petale P2, Petale P3 und Petale P4) un-

tersucht. Das parallel geerntete Pflanzenmaterial, aus welchem die Gesamt-RNA isoliert 
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wurde, stammte von mindestens zwanzig WT165E Pflanzen, die zeitgleich unter Ge-

wächshausbedingungen aufwuchsen. Im Gegensatz zu dem stadienspezifisch prozessier-

ten Petalen-Material, wurden für die Sepalen-Proben Kelchblätter aller vier Entwick-

lungsstadien vereinigt. Für die jeweils drei Hybridisierungen pro Kondition wurde zur 

Generierung der radioaktiv markierten Sonden Gesamt-RNA aus mindestens zwei unab-

hängigen Isolationen benutzt. 

 

 

3.1.2.1 Prozessierung und qualitative Prüfung der Makroarray-Daten 
 

 

Die Auswertung aller Makroarray-Experimente erfolgte in Kollaboration mit Dr. Kurt 

Fellenberg (DKFZ). Zur Prozessierung der Daten wurde das Verfahren der M-CHIPS-

Analyse (Multi-conditional Hybridization Intensity Processing System) (Fellenberg et al., 

2002) unter Benutzung der in Material & Methoden beschriebenen Kriterien angewendet 

(siehe Kapitel 2.8.4). Im Zuge der Prozessierung wurden sämtliche Hybridisierungen ex-

perimentell annotiert und diese Zusatzinformationen zusammen mit den Intensitäten der 

Hybridisierungen in einer M-CHIPS Datenbank (Am1) gespeichert 

(http://www.dkfz.de/tbi/services/mchips). Auch die vollständigen Ergebnistabellen der 

durchgeführten M-CHIPS Analysen sind unter der genannten Adresse abrufbar und wer-

den deshalb nicht einzeln in dieser Arbeit aufgeführt. Die Ergebnisstabellen spezieller 

Subdatensets, auf welche in den folgenden Kapiteln eingegangen wird, sind im Anhang 

aufgeführt. 

 

Nach der Detektion und Quantifizierung der Hybridisierungssignale aller Hybridisierun-

gen eines multikonditionalen Expressionsprofil-Experiment (hier „WT Stadien“) wurden 

zunächst die lokalen Hintergründe abgezogen und danach die Signalstärken normalisiert, 

um aus unterschiedlichen Hybridisierungen stammende Daten miteinander vergleichen zu 

können. Als Abgleichungsmethode wurde das Verfahren der globalen Normalisierung 

über alle auf dem Filter befindliche Elemente gewählt. Diese Methode eignet sich beson-

ders für Makroarray-Experimente mit einer großen Anzahl an Elementen, da aus früheren 

Array-Studien hervorging, dass der größte Teil der Gene (ca. 80%) unter den jeweils un-
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tersuchten Bedingungen nicht exprimiert wird und ihre Intensitäten im Bereich des Hin-

tergrundniveaus liegen (Beissbarth et al., 2000). 

 

     

Korrelationskoeffizienten des Expressionsprofil-Exp eriments „WT Stadien“

Filterqualität Reproduzierbarkeit Kondition / Kontrolle

Petale P1 Hyb1 prim/sek 0.971 Hyb1/Hyb2   0.961 P1 / Sepale   0.501
Hyb2 prim/sek 0.971 Hyb1/Hyb3   0.861
Hyb3 prim/sek 0.940 Hyb2/Hyb3   0.879

Petale P2 Hyb1 prim/sek 0.974 Hyb1/Hyb2   0.951 P2 / Sepale   0.554
Hyb2 prim/sek 0.976 Hyb1/Hyb3   0.886
Hyb3 prim/sek 0.974 Hyb2/Hyb3   0.915

Petale P3 Hyb1 prim/sek 0.992 Hyb1/Hyb2   0.942 P3 / Sepale   0.427
Hyb2 prim/sek 0.991 Hyb1/Hyb3   0.816
Hyb3 prim/sek 0.962 Hyb2/Hyb3   0.908

Petale P4 Hyb1 prim/sek 0.995 Hyb1/Hyb2   0.982 P4 / Sepale   0.343
Hyb2 prim/sek 0.995 Hyb1/Hyb3   0.952
Hyb3 prim/sek 0.980 Hyb2/Hyb3   0.953

Sepalen Hyb1 prim/sek 0.974 Hyb1/Hyb2   0.968
Hyb2 prim/sek 0.991 Hyb1/Hyb3   0.920
Hyb3 prim/sek 0.991 Hyb2/Hyb3   0.923

(G) (H) (I)

D

BA

E F

C

rxy = 0.980 rxy = 0.951 rxy = 0.501

rxy = 0.554 rxy= 0.427 rxy = 0.343

 

 

Abb. 3-2  Korrelationskoeffizienten des Expressionsprofil-Experiments „WT Stadien“ 
Die Pearson Korrelationskoeffizienten wurden für die jeweils drei Hybridisierungen der fünf Konditionen 
(Sepale, Petale P1-P4) berechnet (siehe Material & Methoden). prim = Primärspot; sek = Sekundärspot; 
Hyb = Hybridisierung 
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Um die Qualität der Daten bezüglich Filterqualität und Reproduzierbarkeit innerhalb der 

einzelnen Konditionen zu überprüfen, wurden die Pearson Korrelationskoeffizienten für 

die 15 hier durchgeführten Hybridisierungen berechnet (siehe Kapitel 2.8.4.2.). Bei einem 

Wert von 1 besteht eine perfekte Korrelation zwischen den Elementen der zwei vergli-

chenen Datensets. Je kleiner der Wert (zwischen 1 und 0) ausfällt, desto größer ist die 

Varianz der Daten.  

In Abbildung 3-2 sind die Korrelationskoeffizienten des hier durchgeführten Makroarray-

Experiments aufgelistet und exemplarische scatterplots (= Streudiagramme) dargestellt. 

Die Berechnungen wurden mit den normalisierten Intensitäten aller auf dem Filter befind-

lichen Elemente durchgeführt. Zunächst wurden zur Abschätzung der Filterqualitäten die 

Intensitäten der primären Spots mit denen der aus derselben Hybridisierung stammenden 

sekundären Spots verglichen (Abb. 3-2 A und G). Dies zeigte, wie einheitlich die DNA-

Mengen der Duplikate der auf den Filtern immobilisierten EST-Klone waren. Der durch-

schnittliche Wert der Korrelationskoeffizienten bei dieser Teilanalyse lag erwartet hoch 

bei rxy = 0.978.  

Um die Reproduzierbarkeit der Makroarray-Analysen darzustellen, wurden nach dem 

gleichen Verfahren die jeweils 3 Hybridisierungen innerhalb einer Kondition miteinander 

verglichen (Abb. 3-2 B und H). Der durchschnittliche Korrelationskoeffizient liegt hier 

etwas niedriger bei rxy = 0.921. Der exemplarische scatterplot aus diesen Analysen zeigt, 

dass der allergrößte Teil der über 14.000 Datenpunkte immer noch auf oder in unmittelba-

rer Nähe der Diagonale liegt, welche ein konstantes Expressionsniveau anzeigt. 

 

Ganz anderes sehen die scatterplots aus, bei denen die gemittelten 3 Hybridisierungen 

einer Kondition mit denen der Kontrollkondition (Sepalen) verglichen wurden (Abb. 3-2 

C,D;E;F und I). Die Datenpunkte zeigen eine große Streuung und die Korrelationskoeffi-

zienten sind mit rxy = 0.501 (P1), rxy = 0.554 (P2), rxy = 0.427 (P3) und rxy = 0.343 (P4) 

deutlich niedriger. In diesen Fällen wurde nicht die Reproduzierbarkeit der Datensätze, 

sondern ihre Unterschiedlichkeit demonstriert. Je weiter ein Datenpunkt von der Diagona-

le entfernt ist, desto signifikanter variiert seine Expression zwischen den beiden Bedin-

gungen. Der Aspekt, dass kaum noch Elemente mit höheren Intensitäten auf der Diagona-

le liegen zeigt, dass der größte Teil dieser Gene zwischen den zwei Organtypen reguliert 

wird. Am stärksten fällt die Regulation zwischen Petalen P4 und Sepalen aus.  
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Da für diese Arbeit primär diejenigen Gene von Interesse sind, welche signifikant unter-

schiedlich zwischen den untersuchten Bedingungen reguliert werden, wurden sie inner-

halb der Auswertung aus dem Gesamtdatenset extrahiert. Gene, die im weiteren Verlauf 

als signifikant differentiell exprimiert bezeichnet werden, mussten drei Qualitätskriterien 

genügen (siehe auch Kapitel 2.8.4.2) 

 

1. Intensitäts-Kriterium 

Das absolute Expressionsniveau musste über dem, für jedes multikonditionale Ex-

pressionsprofil-Experiment bestimmten Intensitäts-Schwellenwert liegen. 

2. Ausschlußkriterium 

Die Expression musste in wenigstens einer Kondition eine minimal 1.2 fache Ab-

weichung zu der Expression der jeweiligen Kontrollbedingung aufweisen. 

3. Statistische Absicherung 

Die Expressionsveränderung musste statistisch mindestens durch die Standardab-

weichungs-Separation abgesichert sein. 

 

Die Festlegung des Intensitäts-Schwellenwerts ist notwendig, um Gene aus den weiteren 

Analysen auszuschließen, deren Expressionsstärke nur schwach über der Signalstärke des 

Hintergrunds liegt und welche somit eine große Quelle für falschpositive Daten sind 

(Beissbarth et al., 2000). Das Ausschlußkriterium ist ein gesetzter Schwellenwert. Unab-

hängige Expressionsanalysen einer Auswahl von Genen aus Makroarray-Studien, die dort 

eine mehr als 1.2 fache Expressionsabweichung aufwiesen konnten im Allgemeinen mit-

tels semiquantitativen RT-PCR-Analysen bestätigt werden (siehe Kapitel 3.2.3). Die sta-

tistische Absicherung der Makroarray-Daten erfolgte im Zuge der Auswertung mittels der 

M-CHIPS-Analyse (siehe Material & Methoden).  
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3.1.2.2 Vergleich der Expressionsprofile zwischen Petalen und Sepalen 
 

 

Aus der Expressionsanalyse der vier Wildtyp-Petalenstadien im Vergleich zu einer Mi-

schung aus Wildtyp-Sepalen aller Stadien mit einem Ausschlußkriterium von 1.2 gehen 

537 ESTs hervor, die in mindestens einem Petalenstadium gegenüber den Sepalen diffe-

rentiell exprimiert sind (siehe Tabelle 1; ausführliche Datentabelle im Anhang dieser Ar-

beit unter 7.4). Diese Zahl setzt sich zusammen aus 322 in Petalen aktivierten und 226 in 

Petalen reprimierten ESTs. 11 dieser ESTs zeigen innerhalb der Petalenentwicklung eine 

so starke Expressionsdynamik, dass sie in beiden Datensätzen vorkommen.  

Erhöht man das Ausschlusskriterium auf eine mindestens 1.5 fache Abweichung, so redu-

zieren sich die Anzahlen der signifikant regulierten ESTs auf nur noch 158 (siehe Tabelle 

1). 

 
   

 
 

Ausschlußkriterium 
1.2 

 

Ausschlusskriterium 
1.5 

 

 
Aktivierte ESTs in Petalen 

 
322 

 
80 

 
Reprimierte ESTs in Petalen 

 
226 

 
78 

 
Regulierte ESTs gesamt 

 
537 

 
158 

 
 
 

Tabelle 1  Regulierte ESTs in Petalen im Vergleich zu Sepalen 
Berücksichtigt sind alle ESTs, die in mindestens einem Petalenstadium im Vergleich zu Sepalen signifikant 
differentiell exprimiert sind.  
 

 

Aus der genaueren Analyse des Expressionsverhaltens der 537 regulierten ESTs wird 

deutlich, dass der Grossteil der 226 reprimierten ESTs in allen vier Petalenstadien eine 

verminderte Expression gegenüber derer in Sepalen zeigt. Bei den 322 in den Petalen 

aktivierten ESTs erkennt man jedoch eine Dynamik: in Stadium P1 sind 104 ESTs signi-

fikant aktiviert, in Stadium P2 nur 85, in Stadium P3 erhöht sich die Zahl auf 128 ESTs 

und erreicht den Höchstwert in Stadium P4 mit 174 signifikant hoch regulierten ESTs 

(siehe Abb. 3-3).  
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Regulierte ESTs im Vergleich WT Petalenstadien zu WT Sepalen
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Abb. 3-3  Regulierte ESTs in WT Petalenstadien im Vergleich zu WT Sepalen 
Berücksichtigt sind alle ESTs, die unter den untersuchten Bedingungen in mindestens einem Petalenstadi-
um eine minimal 1.2 fache Abweichung zum Expressionsniveau in Sepalen zeigen. 
 

Besonders der Übergang von den zellteilungsintensiven jungen Petalenstadien (P1 und 

P2) zu den späten Petalenstadien (P3 und P4), bei denen das Zellwachstum hauptsächlich 

durch Zellstreckungsprozesse realisiert wird, ist mit einem Anstieg der Anzahlen der ak-

tivierten Gene verbunden.  

 

In den Kapiteln 3.1.2.2.2 und 3.1.2.2.3 werden die Expressionsprofile der 322 in Petalen 

aktivierten bzw. der 226 in Petalen reprimierten ESTs genauer analysiert.  

Zunächst wird jedoch untersucht, welche funktionellen Aussagen über die 537 in der Pe-

talenentwicklung regulierten Gene getroffen werden können. 
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3.1.2.2.1 Funktionelle Untersuchung der Expressions daten 

 

 

Nach der Ermittlung der Anzahlen der während der Petalenentwicklung regulierten Gene 

wurde die biologische Relevanz dieser Genexpressionsänderungen untersucht. Um dieser 

Fragestellung nachzugehen, wurden den ESTs funktionelle Kategorien nach Vorbild der 

MIPS-Analysen für A. thaliana (http://mpis.gsf.de) zugeteilt und 20 dieser Kategorien in 

vergleichenden Analysen betrachtet.  

Vergleich der Funktionellen Zuordnungen 
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gesamt

Exprimiert
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Reguliert
in WT Stadien

MIPS-Kategorien:
1 Metabolismus 14      Zellschicksal
2 Energie 20      Systemische Regulation
3 Zell-Zyklus / DNA 25      Entwicklung
4 Transkription 30      Kontrolle zell. Organisation
5 Proteinsynthese 33      Zelltyp-Differenzierung
6 Proteinverarbeitung 35      Gewebe-Differenzierung
8 Zellulärer Transport 62      Regulation Proteinaktivität
10 Zellulärer Kommunikation 63      Struktur- oder Katalyt. Proteine
11 Zellabwehr 67      Transport      
13    Interaktion mit Zellumgebung 99      Nicht klassifiziert  

 
Abb. 3-4  Vergleich der funktionellen Zuordungen der gesamten ESTs der Antirrhinum-Kollektion 
mit denen der in WT Petalenstadien exprimierten bzw. regulierten ESTs 
Die Sequenzen der gesamten Unigene der Antirrhinum EST-Kollektion (11.600), der in WT Stadien expri-
mierten ESTs (2858) und der in WT-Petalen regulierten ESTs (537) wurden mit den Proteinsequenzen von 
Arabidopsis thaliana verglichen. Die jeweiligen MIPS-Kategorien der sequenzähnlichsten A. thaliana Gene 
wurden übernommen und die prozentualen Häufigkeiten der, in den drei Datensätzen vorkommenden 
MIPS-Kategorien verglichen. 



Ergebnisse 42 

Dafür war es zunächst notwendig, die Sequenzen der Antirrhinum-ESTs mit den verfüg-

baren Proteinsequenzen von Arabidopsis thaliana zu vergleichen. Die funktionellen Ka-

tegorien des nächst homologen Gens dieser vollständig sequenzierten Spezies wurden 

dann dem jeweiligen EST zugeordnet.  

Dieser bioinformatische Teil der Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Kurt Stüber 

durchgeführt. Die dazu notwendigen Sequenzvergleiche wurden mit Hilfe des BLASTX-

Programms unter Benutzung der Standardeinstellungen durchgeführt.  

In der hier dargestellten Analyse wurde der Datensatz der gesamten Antirrhinum ESTs 

(11.600) mit dem der in WT Sepalen und Petalenstadien exprimierten ESTs (2856) und 

dem der in WT Petalen regulierten ESTs (537) verglichen. 

 

In Abbildung 3-4 sind die Ergebnisse dieses Vergleichs für zwanzig ausgewählte MIPS-

Kategorien dargestellt. Die prozentualen Anteile der drei Datensätze an den verschiede-

nen Kategorien sind für 15 von ihnen sehr ähnlich. Markante Unterschiede finden sich 

nur in fünf Kategorien, welche in dem Datenset der exprimierten ESTs leicht und in dem 

der 573 regulierten ESTs deutlich überrepräsentiert sind. Bei den Kategorien handelt es 

sich um Metabolismus, Energie, Zellabwehr, Kontrolle der zellulären Organisation und 

Transport. Die prozentualen Anteile dieser funktionellen Kategorien der drei Datensets 

sind in Tabelle 2 detailliert aufgeführt. 

 

 

 
Kategorie 

 
ESTs gesamt 

exprimiert in 
WT Stadien 

reguliert in 
WT Stadien 

 

Metabolismus 
 

20% 
 

27% 
 

34% 

Energie 7% 11% 14% 

Zellabwehr 9% 13% 15% 

Kontrolle der zell. Organisation 8% 12% 14% 

Transport 8% 12% 14% 

 

Tabelle 2  Vergleich der prozentualen Anteile der überrepräsentierten funktionellen MIPS-
Kategorien des Datensets der in WT Petalenstadien regulierten ESTs  
Angegeben sind jeweils die prozentualen Häufigkeiten der MIPS-Kategorien innerhalb der drei untersuch-
ten Datensätze: EST-Gesamtset (11.600), in WT Petalenstadien exprimierte ESTs (2858); in WT Peta-
lenstadien regulierte ESTs (537).  
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Während sich bei der Kategorie Metabolismus der prozentuale Anteil im Set der in Peta-

len P1-P4 regulierten ESTs im Vergleich zum Set der unigenen 11.600 ESTs um 70% 

erhöht, findet in den übrigen detailliert aufgeführten Kategorien nahezu eine Verdopplung 

der prozentualen Anteile statt. 

 

Obwohl tendenzielle Unterschiede zwischen den untersuchten Datensets nachgewiesen 

werden konnten, ist ein Nachteil der Einteilung in funktionelle Kategorien mit dem hier 

benutztem Verfahren die hohe Redundanz der Daten. Ein Gen wird in den meisten Fällen 

nicht nur einer Kategorie zugeordnet, sondern es werden sämtliche in der translatierten 

Sequenz vorhandene Proteindomänen und ihre möglichen Funktionen berücksichtigt. Da-

durch lässt sich auch der große prozentuale Anteil der Kategorie der unklassifizierten 

Gene erklären.  

Zudem werden bei den hier durchgeführten Berechnungen aufgrund des alleinigen Se-

quenzvergleichs mit dem Arabidopsis-Genom Gene, von denen es keine verwandten Se-

quenzen in Arabidopsis gibt automatisch als nicht klassifiziert eingestuft. Dadurch ver-

liert man funktionelle Informationen über Antirrhinum-spezifische Gene, oder solche, die 

nur in mit Antirrhinum nah verwandten Arten wie z.B. Solanum vorkommen. 

Aus diesen Gründen wurden neben den MIPS-Kategorie Analysen für die ESTs der Sub-

gruppen A-D, welche aus den nachfolgenden Expressionsanalysen der WT Petalenent-

wicklung hervorgingen (siehe Kapitel 3.1.2.2.2 Abb. 3-5 und Kapitel 3.1.2.2.3 Abb. 3-7) 

noch einmal separat mittels des Programms „BLASTX“ (NCBI) ein Vergleich mit allen 

bekannten Proteinsequenzen durchgeführt, und so Spezies-unabhängig die Gene mit der 

jeweils stärksten Sequenzähnlichkeit ermittelt. 
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3.1.2.2.2 Gene mit erhöhtem Expressionsniveau in Pe talen im Vergleich zu Sepa-
len 

 

 

In diesem und dem folgenden Kapitel werden die innerhalb der Petalenentwicklung in 

ihrer Expression aktivierten bzw. reprimierten ESTs (siehe Abb. 3-3) getrennt voneinan-

der betrachtet. 

 

Zunächst erfolgt eine Untersuchung des qualitativen Expressionsmusters der 322 in Peta-

lenstadien aktivierten Gene. Dabei werden die ESTs gemäß der Ähnlichkeit ihres relati-

ven Expressionsverhaltens in Petalen im Vergleich zu der Expression in Sepalen hierar-

chisch angeordnet. Bei dieser Darstellungsart, welche im weiteren Verlauf dieser Arbeit 

als „hierarchisches Cluster“ bezeichnet ist, wird die Expressionsstärke der Kontrollbedin-

gung (hier: Sepalen) eines jeden Gens gleich 1 definiert und die relativen Expressions-

stärken der zu untersuchenden Bedingungen gemäß eines Farbcodes dargestellt. Rote Far-

ben deuten auf eine erhöhte Expression (Verhältnis >1.0) hin, grüne Farbtöne auf eine 

verminderte Expression (Verhältnis zw. 0 und 1.0). Die Intensität des Farbtons korreliert 

positiv mit dem Expressionsunterschied zur Referenzbedingung. 

Alle in dieser Arbeit abgebildeten hierarchischen Cluster wurden unter Benutzung des 

Programms GENESIS (v 1.2.2) erstellt. Den dafür erforderlichen Berechnungen wurde 

die Pearson Korrelation als Distanzmatrix zugrunde gelegt (siehe Material & Methoden, 

Kapitel 2.8.4.3), welche die relative Änderung zweier Datensets stärker bewertet als de-

ren absoluten Differenzen. 

Ferner werden in einem Venn-Diagramm die Relationen zwischen den in Petalen signifi-

kant aktivierten ESTs dargestellt, um die Anzahlen zu erfassen, wie viele ESTs in nur 

einer, mehreren oder allen Konditionen aktiviert werden.  

Schließlich werden besonders interessante ko-regulierte Subgruppen von Genen, die aus 

den genannten Analysen hervorgehen unter funktionellen Aspekten bezüglich ihrer Se-

quenzähnlichkeiten betrachtet.  
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Die aus Tabelle 1 (Kapitel 3.1.2.2) ersichtlichen 322 der 537 ESTs, welche in mindestens 

einen Petalenstadium im Vergleich zu den Sepalen eine signifikant erhöhte Expression 

zeigen, wurden in Abb. 3-5 in Form eines hierarchischen Clusters dargestellt.  

 

Subgruppe A

Subgruppe B

Subgruppe C
S

ep
al

en

signifikant      in P3 + P4

signifikant     nur in P4

signifikant      nur in P1

 
 

 
Abb. 3-5  Hierarchisches Cluster der 322 in Petalen signifikant aktivierten ESTs 
Die qualitativen Änderungen der Expression sind im Bezug zur Kontrollbedingung für jedes Gen darge-
stellt wobei die Expressionsstärke in der Kontrollkondition (Sepale) als = 1 definiert wird. Die ESTs sind 
gemäß der Ähnlichkeit ihres relativen Expressionsprofils angeordnet. Einige interessante Subgruppen ko-
egulierter Gene wurden farblich markiert und das typische Expressionsverhalten schematisch dargestellt. 
↑ = Expression in Petalen erhöht; ↓ = Expression in Petalen erniedrigt (im Vergleich zu Sepalen) 
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Wie aus dieser Abbildung erkennbar ist, bilden die 322 ESTs mit erhöhtem Expressions-

niveau in Petalen viele Subgruppen ko-regulierter Gene, deren Expression charakteris-

tisch nur in bestimmten Petalenstadien hochreguliert ist. Drei besonders interessante 

Gruppen dieser ähnlich regulierten Gene (Subgruppe A-C; siehe Abb. 3-5, Abb. 3-6 und 

Tabelle 4), gehen auch aus den im Folgenden dargestellten detaillierten Analysen der in 

Petalen aktivierten ESTs hervor. Sie werden am Ende dieses Abschnitts bezüglich ihrer 

funktionellen Zuordnung ausführlich betrachtet. Mit diesen Datensätzen (Subgruppe A-C) 

separat erstellte hierarchische Cluster befinden sich im Anhang dieser Arbeit. 

 

Zur exakteren Untersuchung der sich in Abb. 3-5 andeutenden Gruppen ko-regulierter 

Gene, wurden die Relationen zwischen den signifikant aktivierten ESTs in den vier Peta-

lenstadien im folgenden Venn-Diagramm (Abb. 3-6) dargestellt. Dabei wurde ermittelt, 

welche ESTs in welchem Stadium der Petalenentwicklung reguliert werden und ob sie 

eine signifikante Expressionsänderung in nur einer, zwei, drei oder sogar allen vier Peta-

lenkonditionen zeigen. Die Schnittmengen der vier Kreise geben die Anzahlen derjenigen 

ESTs an, die redundant in den entsprechenden Datensätzen der Stadien-spezifisch signifi-

kant aktivierten Petalen vorkommen.  

 

     

Petale
P1

Petale
P4

Petale
P2

Petale
P3

174

 

 

Abb. 3-6  Venn-Diagramm der ESTs deren Expression in WT Petalenstadien im Vergleich zu WT 
Sepalen erhöht ist. 
Angegeben sind jeweils die Gesamtzahlen der Schnittmengen. Z.B. zeigen von den 104 ESTs, deren Ex-
pression in Petalen Stadium P1 im Vergleich zu der der Sepalen aktiviert ist, 53 auch in Petalen Stadium P2 
und 11 in allen Petalenstadien eine erhöhte Expression. 
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Aus dem Venn-Diagramm ist ersichtlich, dass nur 11 der 322 ESTs in allen vier Peta-

lenstadien eine signifikant erhöhte Expression gegenüber Sepalen aufweisen. Folglich ist 

ein Großteil der aktivierten ESTs zweier aufeinander folgenden Petalenentwicklungs-

stadien nicht redundant.  

Die 11 während der gesamten Petalenentwicklung stark aktivierten ESTs sind mit den 

zugehörigen Makroarray-Daten und BLAST-Homologien in Tabelle 3 dargestellt. In zwei 

Fällen sind jeweils zwei EST-Sequenzen absolut identisch, so dass nur 9 Gene von diesen 

ESTs repräsentiert werden. Unter ihnen befindet sich zweimal der Transkriptionsfaktor 

GLOBOSA, auffallend viele Lipid Transfer Proteine, ein CER1 und ein CER1-ähnliches 

Protein eine Methionyl-tRNA-Synthethase, ein Calmodulin-ähnliches Protein und ein 

hypothetisches Protein. 

 

 

 
EST-Nummer 
 

Makroarray-Ratios 

    P1       P2        P3       P4 

 
BLAST-Homologie 

 
018_1_01_n17 
018_4_11_m24 

 
1.79 
1.38 

 
2.26 
1.86 

 
3.65 
2.50 

 
1.92 
1.59 

 
Lipid Transfer Protein 

 
018_2_04_h01 

 
2.15 

 
1.81 

 
1.74 

 
1.32 

 
hypothetisches Protein 

 
018_2_04_h21 

 
1.37 

 
1.97 

 
1.50 

 
1.25 

 
Methionyl-tRNA-Synthethase 

 
018_2_06_h16 
018_6_08_n20 

 
1.28 
1.41 

 
1.34 
1.42 

 
1.60 
1.86 

 
1.91 
2.26 

 
CER1-ähnliches Protein 

 
018_4_11_h12 

 
1.77 

 
2.17 

 
3.16 

 
1.57 

 
unspezifisches Lipid Transfer Protein 

 
018_5_02_d09 

 
1.39 

 
1.29 

 
1.28 

 
1.39 

 
MADS Box Transkriptionsfaktor GLOBOSA 

 
018_5_02_n08 

 
1.66 

 
1.65 

 
1.45 

 
2.07 

 
CER1 Protein 

 
018_5_03_c12 

 
1.62 

 
1.78 

 
1.32 

 
1.21 

 
Calmodulin-ähnliches Protein 

 
018_6_05_n17 

 
1.32 

 
1.24 

 
1.45 

 
1.46 

 
MADS Box Transkriptionsfaktor GLOBOSA 

  
 

 

 

Tabelle 3  ESTs die in allen vier Petalenstadien signifikant aktiviert sind 
Die hier aufgeführten ESTs zeigen in allen untersuchten Petalenbedingungen (P1-P4) im Vergleich zu den 
Sepalen ein stark erhöhtes Expressionsniveau. Neben den Makroarray-Ratios sind die Ergebnisse der Se-
quenzvergleiche gegen alle bekannten Proteine angegeben. 
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Betrachtet man die redundant in zwei aufeinander folgenden Petalenstadien aktivierten 

ESTs (Abb. 3-6), so zeigt sich, dass von den 104 aktivierten ESTs in Petalen des Stadi-

ums P1 in Stadium P2 die Expression von 51 von ihnen nicht mehr signifikant erhöht ist. 

Die Anzahl der neuen ESTs, die diesem Kriterium in Stadium P2 genügen, beträgt 32. 

Besonders hoch ist der Anteil der neu aktivierten ESTs in den adulten Petalenstadien P3 

und P4. 77 der 128 in Petalen P3 aktivierten Gene (> 60%) zeigen in dem vorangehenden 

Entwicklungsstadium noch keine signifikante Expressions-aktivierung. Im Petalenstadi-

um P4 kommen im Vergleich zu Stadium P3 sogar 115 neu aktivierte ESTs dazu, dies 

entspricht über 66 % des Datensatzes der 174 in reifen Petalen aktivierten ESTs. 

 

Die hohe Expressionsdynamik zwischen den aufeinander folgenden Stadien und die sehr 

geringen Anzahlen der Schnittmengen von in drei oder vier Stadien signifikant aktivierten 

ESTs deuten darauf hin, dass es sehr viele Gene gibt, deren Expressionsniveau nur für 

einen kurzen Zeitraum während der Petalenentwicklung signifikant erhöht ist. Um dies zu 

überprüfen, wurden diejenigen ESTs ermittelt, die in genau einer spezifischen Entwick-

lungsstufe der Petalen eine signifikante Expressionserhöhung im Vergleich zu den Sepa-

len zeigen. Ihre Anzahl und der Anteil am Gesamtset der in diesem Petalenstadium signi-

fikant aktivierten ESTs variiert in den vier untersuchten Petalenstadien (siehe Tabelle 4). 

 

 Ausschlußkriterium 
1.2 

stadienspez. aktiviert 

Anteil am Gesamtset 
der aktivierten ESTs 

des jeweiligen Stadiums 
 

Petalen Stadium P1 
 

47 
 

45 % 
 

Petalen Stadium P2 
 

14 
 

16 % 
 

Petalen Stadium P3 
 

33 
 

26 % 
 

Petalen Stadium P4 
 

114 
 

66 % 

 

Tabelle 4  Ausschließlich in einem spezifischen Petalenstadium signifikant aktivierte ESTs 
Die hier berücksichtigten ESTs zeigen nur in dem angegebenen Petalenstadium ein mindestens 1.2 fach 
erhöhtes Expressionsniveau zu dem der Sepalen. Sie stellen eine Teilmenge der in den einzelnen Peta-
lenstadien aktivierten ESTs im Vergleich der vier WT Petalenstadien zu WT Sepalen dar (siehe Abb. 3-3 
bzw. Abb. 3-6). Der prozentuale Anteil der spezifisch in einem Stadium aktivierten ESTs an der Anzahl der 
generell in diesem Stadium aktivierten ESTs ist in der rechten Spalte angegeben. 
 

Spezifisch in einer kurzen Entwicklungsphase regulierte Gene repräsentieren oft regulati-

ve Faktoren, Gene die an Umstrukturierungsmaßnahmen des Zellmetabolismus beteiligt 
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sind oder gehören zu Stoffwechselwegen, die für dieses Stadium charakteristisch sind. 

Besonders bemerkenswert ist die hohe Anzahl an Genen, die spezifisch in Petalen (P4) 

aktiviert ist. Diese 114 ESTs, welche 2/3 der generell in Stadium P4 signifikant aktivier-

ten ESTs darstellen, bilden die Subgruppe C (siehe Abb. 3-5). Ebenfalls interessant sind 

die spezifisch in den Petalen des Stadiums P1 aktivierten Gene, sie werden als Subgruppe 

A in diesem Kapitel näher betrachtet. Die dritte Subgruppe (SubgruppeB) beinhaltet alle 

ESTs, die signifikant in den Stadien P3 und P4 aktiviert werden (siehe Abb. 3-6). Für 

diese drei Datensätze wurde mit Hilfe der MIPS-Kategorien (siehe Kapitel 3.1.2.2.1) un-

tersucht, welche funktionellen Gruppen von Genen transkriptionell reguliert werden. Zu-

dem wurden mit Hilfe des Genagenten (siehe M & M, Kapitel 2.8.1) die Informationen 

der einzelnen Sequenzvergleiche gegen bekannte Proteine aus allen Spezies überprüft und 

aktualisiert. Gerade bei den spezifisch nur in einem Stadium aktivierten Genen stellt sich 

die Frage, ob nachweisbare Veränderungen in der Genexpression mit den zu beobachten-

den morphologischen Auffälligkeiten dieses Blütenblattstadiums korrelieren. 

 

Die Subgruppe A umfasst 47 ESTs, welche im Vergleich mit den Sepalen spezifisch in 

Petalen des Stadiums 1 aktiviert sind. Hierunter befinden sich allein 14 Histone und 7 

ESTs deren Proteinsequenzen Homologien zu ribosomalen Proteinen aufweisen. Des 

Weiteren enthält dieser Datensatz Gene, deren zugehörige Proteine an der Prozessierung 

von mRNAs beteiligt sind.  

Diese Klassen von Proteinen lassen sich funktionell den Bereichen Zell-Zyklus, DNA-

Prozessierung und Proteinsynthese zuordnen. Eine MIPS-Kategorie Analyse der 57 aus-

schließlich in Petalen P1 regulierten ESTs (spezifisch in diesem Stadium aktiviert und 

reprimierte ESTs) ergab, dass im Vergleich zum Gesamtset der 537 regulierten ESTs in 

WT-Petalen die Kategorien Zell-Zyklus (23 % statt 8%), Proteinsynthese (18% statt 8%) 

und Proteinverarbeitung (25 % statt 14%) stark überrepräsentiert waren. 

Im gesamten weisen diese Daten auf eine hohe Zellteilungsaktivität in Petalen des Stadi-

ums P1 hin. 

 

Die Subgruppe B beinhaltet 59 ESTs, deren Expression sowohl in Petalen P3 als auch in 

P4 signifikant gegenüber der in Sepalen aktiviert ist. Die BlAST-Homologien von 13 von 

ihnen sind mit dem Zellwandmetabolismus assoziiert. Unter ihnen befinden sich Zell-

wandbestandteile (z.B. putatives Zellwandprotein), Membranproteine (z.B. Wasserkanal-
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protein, integrierte Plasmamembranproteine) und Proteine die an der Regulation der 

Zellwandsynthese beteiligt sind (Chitinase, Pektinacetylesterase).  

Außerdem enthält diese Subgruppe 2 Gene aus dem Anthocyanstoffwechselweg, und 7 

Lipid Transfer Proteine. Die Ergebnisse der MIPS-Kategorie Analysen mit diesen Daten-

set zeigen, dass die Kategorien zellulärer Transport (15% statt 7%), Interaktion mit der 

Zellumgebung (19% statt 11%) und Differenzierung des Zelltyps und des Gewebes (je 

7% statt 4%) im Vergleich zu denen des Gesamtsets der 537 regulierten ESTs stärker 

repräsentiert waren. 

Bringt man diese Beobachtungen in den Kontext mit morphologischen Differenzierungs-

prozessen, so lässt sich das funktionelle Spektrum an regulierten Genen in dieser Sub-

gruppe mit dem in späten Phasen der Petalenentwicklung vorherrschenden Zellstre-

ckungswachstum und diversen Differenzierungsprozessen korrelieren. 

 

Die 114 spezifisch in Petalen P4 aktivierten ESTs der Subgruppe C repräsentieren zu 

einem sehr großen Teil Enzyme des pflanzlichen Sekundärmetabolismus, darunter Enzy-

me der Methylbenzoat-Biosynthese und des Anthocyanstoffwechsels. Des Weiteren ent-

hält dieser Datensatz, ähnlich wie Subgruppe B viele Gene, die mit dem Zellwandmetabo-

lismus verknüpft sind. Die Ergebnisse der mit diesem Datensatz durchgeführten MIPS-

Kategorie-Analysen weisen eine Steigerung des prozentualen Anteils in der Kategorie 

Metabolismus (44% statt 34%) im Vergleich zu dem prozentualen Anteil der 537 gesamt 

regulierten Gene auf (Daten nicht aufgeführt). Auch hier zeigt sich eine starke Korrelati-

on des funktionell untersuchten Datensatzes an regulierten Genen mit den bekannten mor-

phologischen Differenzierungsprozessen in diesem Petalenstadium. Methylbenzoat ist der 

Hauptbestandteil des von Antirrhinum-Blüten emittierten Dufts (Dudareva et al., 2000) 

und Anthocyane sind maßgeblich an der Färbung der Petalen beteiligt. Die große Anzahl 

an Genen deren Proteine Funktionen im Zellwandmetabolismus haben, spiegelt die anhal-

tenden Zellstreckungs- und Faltungsprozesse des ältesten Petalenstadiums wider, in dem 

sich die Blütenlänge noch einmal verdoppelt (siehe 3.1.2.2, Abb. 3-3).  

 

 

Zusammenfassend kann über die Analyse der in Petalen P1-P4 im Vergleich zu den Sepa-

len aktivierten Gene gesagt werden, dass die sich bereits am Anfang dieses Kapitels an-

deutende starke Expressionsdynamik bzw. Regulationsaktivität zwischen den einzelnen 

Petalenstadien im Verlauf von detaillierteren Analysen bestätigt hat. Besonders die bei-
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den ältesten hier untersuchten Petalenstadien (P3 und P4) zeigen mit jeweils über 60 Pro-

zent an neu aktivierten ESTs in den jeweiligen Datensätzen eine sehr hohe Regulationsak-

tivität. Dieser Aspekt zusammen mit der hohen Anzahl an ESTs, deren Expressionsniveau 

in diesen beiden Stadien gegenüber dem der Sepalen signifikant erhöht ist, prädestiniert 

die späten Petalenstadien als geeignete Entwicklungsphasen zur Isolierung von DEF-

Zielgenen. 
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3.1.2.2.3 Gene mit erniedrigtem Expressionsniveau i n Petalen im Vergleich zu 
Sepalen 

 

 

In diesem Kapitel wird analog zum vorherigen Kapitel zuerst eine Untersuchung der qua-

litativen Expressionsmuster der ESTs mit erniedrigtem Expressionsniveau in Petalen 

durchgeführt und danach die genauen Relationen der in einer oder mehreren Bedingungen 

signifikant reprimierten Gene ermittelt. Eine besonders interessante Subgruppe ko-

regulierter ESTs wurde ermittelt und mittels Sequenzvergleichen unter funktionellen As-

pekten betrachtet. 

 

Subgruppe D

S
ep

al
en

signifikant     in P1 bis P4 

 
 

Abb. 3-7  Hierarchisches Cluster der 226 in Petalen signifikant reprimierten ESTs 
Die qualitativen Änderungen der Expression sind im Bezug zur Kontrolle für jedes Gen dargestellt und die 
Expressionsstärke in der Kontrollkondition (Sepale) als = 1 definiert. Die ESTs sind gemäß der Ähnlichkeit 
ihres relativen Expressionsprofils geordnet. Eine interessante Subgruppe ko-regulierter Gene wurde farb-
lich markiert und das typische Expressionsverhalten schematisch dargestellt. 
↑ = Expression in Petalen erhöht; ↓ = Expression in Petalen erniedrigt (im Vergleich zu Sepalen) 
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Die 226 ESTs, deren Expression in der Petalenentwicklung (P1-P4) im Vergleich zur Ex-

pression in Sepalen signifikant vermindert ist, sind in Form eines hierarchischen Clusters 

in Abbildung 3-7 dargestellt. Anders als bei den in den Petalen aktivierten Genen, wo 

klare Subgruppen stadienspezifisch regulierter ESTs und allgemein eine große Expressi-

onsdynamik innerhalb der Petalenentwicklung erkennbar waren, zeigt sich hier, dass die 

meisten ESTs dieses Datensatzes in mehreren Petalenstadien reprimiert sind.  

 

Das Venn-Diagramm (Abb. 3-8) zeigt detailliert die Anzahlen derjenigen ESTs, welches 

redundant in mehreren Petalenstadien im Vergleich zu den Sepalen reprimiert sind. Auf-

fällig ist hier der hohe Anteil an Genen, die sich in den Schnittmengen mehrerer Peta-

lenstadien befinden. Entsprechend niedrig sind die Anzahlen der in aufeinander folgenden 

Stadien neu hinzukommenden reprimierten ESTs (12 in P2, 31 in P3, 28 in P4). 46 % des 

Gesamtsets (104 ESTs) der in Petalen reprimierten ESTs zeigen sogar in allen 4 Peta-

lenstadien ein signifikant erniedrigtes Expressionsniveau gegenüber dem in Sepalen. Die-

se ESTs bilden die Subgruppe D, deren Homologien im Folgenden unter funktionellen 

Gesichtspunkten betrachtet werden. Ein hierarchisches Cluster dieser Subgruppe ist im 

Anhang aufgeführt. 

 

     

Petale
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Petale
P4

Petale
P2

Petale
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Abb. 3-8  ESTs deren Expression in WT Petalenstadien im Vergleich zu WT Sepalen erniedrigt ist 
Angegeben sind jeweils die Gesamtzahlen der Schnittmengen. Z.B. zeigen von den 180 ESTs, deren Ex-
pression in Petalen Stadium P1 im Vergleich zu der der Sepalen reprimiert ist, 148 auch in Petalen Stadium 
P2 und 104 in allen Petalenstadien eine verminderte Expression. 
 



Ergebnisse 54 

Die Subgruppe D beinhaltet 104 ESTs, deren Expression signifikant in allen 4 Peta-

lenstadien im Vergleich zu den Sepalen reprimiert ist, also die „Sepalen-spezifischen“ 

Gene. Der größte Teil der Proteinsequenzen dieser Gene besitzt Homologien zu Proteinen 

des Photosynthesestoffwechsels und den ihm assoziierten Biosynthesewegen wie z.B. der 

Kohlenhydrat- oder Fettsäurestoffwechsel. Die entsprechende MIPS-Kategorie-Analyse 

zeigt einen zweifach erhöhten Anteil der Kategorie Energie. Diese Ergebnisse sind im 

Einklang mit den Erwartungen, da ein offensichtlicher Unterschied zwischen Sepalen und 

Petalen in deren unterschiedlich ausgeprägten Photosyntheseaktivität liegt. 

 

Dieses Ergebnis rundet die funktionellen Betrachtungen spezifischer Datensätze mit zwei 

unterschiedlichen Methoden mit einer weiteren eindeutigen Korrelation von Veränderun-

gen in der Genexpression mit morphologisch sichtbaren Differenzierungsprozessen ab. 

Die generelle funktionelle Analyse des Gesamt-Datensatzes der in WT-Petalen regulier-

ten ESTs mit Hilfe der MIPS-Kategorien liefert Hinweise, welche funktionellen Gruppen 

von Genen hauptsächlich reguliert werden. Je spezifischer die untersuchten Datensets 

waren, desto eindeutiger wurden auch die Ergebnisse der MIPS-Kategorie-Analysen. Be-

sonders bei den Betrachtungen der Subgruppen B-D stimmten die Aussagen der bioin-

formatischen Untersuchungen gut mit den manuell nachgeprüften funktionellen Betrach-

tungen überein (Subgruppe A-C siehe Kapitel 3.1.2.2.2). Jedoch sind komplexe Prozesse 

(z.B. Zellstreckung), deren markante Gene sich in mehreren großen Kategorien wieder 

finden, mittels der MIPS-Analyse nicht greifbar, da deren Kategorien zu allgemein defi-

niert sind. In diesen Fällen und wenn Spezies- oder Familien-spezifische Charakteristika 

eine Rolle spielen könnten (z.B. Anthocyansynthese) ist ein zusätzlicher Sequenzver-

gleich mit allen bekannten Proteinen und eine separate Nachprüfung der Sequenzähnlich-

keiten sinnvoll. 
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3.1.3 Expressionsanalysen ausgewählter Gene mittels  semiquantitativer 
RT-PCR 
 

 

Aus den Untersuchungen der vorhergehenden Kapitel geht hervor, dass die Regulations-

aktivität in späten Petalen P3 und P4 besonders hoch ist und sie deshalb interessante Sta-

dien für die geplante Isolation von DEF-Zielgenen repräsentieren. Mit DEFICIENS und 

GLOBOSA wurden bisher bereits viele mRNA- und Protein-Expressionsstudien durchge-

führt, jedoch gibt es keine detaillierte Studie über die Expression dieser Gene in späten 

Petalenstadien. Die Frage war nun, ob DEFICIENS selbst in den entsprechenden Stadien 

ausreichend hoch exprimiert ist, um durch einen Funktionsverlust in einem späten Stadi-

um der def-101 Mutante möglichst viele regulierte Zielgene zu erfassen. Die Makroarray-

Daten von DEFICIENS zeigen eine sehr deutliche und auch von den absoluten Intensitä-

ten her hohe Expressionsaktivierung in Petalen P1 bis P3 im Vergleich zu den Sepalen. 

Im Stadium P4 sinkt das Expressionsniveau jedoch wieder deutlich ab und genügt mit 

einem Verhältnis von 1.19 sogar nicht mehr dem Ausschlußkriterium von 1.2 fach. Die 

Expression von GLOBOSA dagegen ist durchweg in Petalen P1 bis P4 im Vergleich zu 

der Expression in Sepalen aktiviert. 

Um diese Expressionsdaten mit Hilfe einer unabhängigen Methode zu bestätigen, wurden 

in diesem Kapitel RT-PCR-Analysen dieser beiden Gene in den gleichen Sepalen- und 

Petalenstadien durchgeführt, wie sie für die Makroarray-Experimente verwendet wurden. 

 

Neben DEFICIENS und GLOBOSA, die hauptsächlich in Blütenorganen des zweiten und 

dritten Wirtels exprimiert werden, gibt es noch einige andere Blüten-spezifische Gene, 

deren Expression in Petalen verschiedener Altersstufen in der Literatur beschrieben wird 

(siehe Einleitung; Kapitel 1.1). Ein Vergleich ihrer DNA-Sequenzen mit den in der EST-

DB verfügbaren cDNA-Sequenzen ergab, dass homologe EST-Klone der Gene PALLIDA, 

DELILA und BAMT auf den EST-Filtern vorhanden waren. Diese putativen DEF-Zielgene 

wurden in die semiquantitativen RT-PCR-Analysen miteinbezogen, um vergleichende 

Aussagen über die Expressionsintensitäten der in Petalen exprimierten Gene treffen zu 

können. 

Unter Benutzung der cDNA-Sequenzen von DEFICIENS, GLOBOSA, PALLIDA, DELI-

LA und BAMT wurden Gen-spezifische Primer generiert und semiquantitative RT-PCR-

Analysen in Sepalen und den Petalenstadien P1-P4 durchgeführt. Die Ergebnisse dieser 
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unabhängigen Expressionsstudie wurden einerseits mit den Makroarray-Daten der korres-

pondierenden ESTs und andererseits mit den bereits aus der Literatur bekannten Expres-

sionsdaten verglichen. Abbildung 3-9 zeigt eine Zusammenstellung der Expressionsdaten 

dieser fünf Gene. Als Vergleichsstandard der RT-PCR wurde ein Fragment der ubiquitär 

exprimierten Ubiquitin-Protein-Ligase 2 verwendet. Auch die Makroarray-Daten des zu 

diesem Gen korrespondierenden ESTs sind in der Abbildung aufgeführt. 

 

PALLIDA 25 018_3_08_i15 1.0   1.00   1.03   1.06   1.14in adulten und reifen Stadien

DELILA 25 018_4_06_k20 1.0   0.98   1.00   0.95   0.95in adulten und reifen Stadien
Maximum in Stadium 3

BAMT 25 018_1_09_b17 1.0   0.96   0.98   0.95   1.22nur in den Lappen von reifen Petalen
(P4) nach der Anthese

UPL2
(PCR-Standard)

30 018_1_12_o09 1.0   1.00   1.00   1.01   1.01ubiquitär exprimiert

Gen RT-PCR Makroarray-RatiosEST-NummerExpression in Petalen (Literatur)

Petalen

S
ep

al
en

Petalen

S
ep

al
en

DEFICIENS 25 018_5_01_o10 1.0   1.79   1.72   1.74   1.19in allen Stadien der Petalenentwicklung

GLOBOSA 25 018_5_02_d09 1.0   1.39   1.29   1.28   1.39in allen Stadien der Petalenentwicklung

 

 

Abb. 3-9  Vergleichende Expressionsanalysen ausgewählter Blüten-spezifischer Gene 
Die Expressionsdaten Blüten-spezifischer Gene und ihrer korrespondierender EST-Klone aus der Literatur, 
den RT-PCR-Analysen und der Makroarray-Daten (aus Kapitel 3.1.2) wurden tabellarisch zusammen ge-
stellt. Die RT-PCR-Reaktionen wurden mit einer Primer-Anlagerungstemperatur von 56°C und einer Syn-
thesezeit von 1 min durchgeführt. Die Anzahl der jeweilig durchgeführten Zyklen ist neben der UV-Licht-
Fotografie vermerkt. Die Amplifikatlänge beträgt jeweils ca. 500 bp. 
 

 

Die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCRs bestätigen tendenziell die Makroarray-

Expressionsdaten von DEF und GLO. Die in Petalen P1 bis P3 ansonsten sehr starke Ex-

pression von DEFICIENS sinkt im Stadium P4 deutlich ab. Ein anderes Bild ergibt sich 

bei Betrachtung der GLOBOSA Expression, in Sepalen kaum nachweisbar zeigt sie wäh-

rend der gesamten Petalenentwicklung bis hinein in die Endphase (P4) ein hohes Expres-

sionsniveau. 

Auch bei den Genen PALLIDA und BAMT lässt sich eine Übereinstimmung zwischen den 

Expressionsdaten aus der Literatur, der RT-PCR-Analysen und der Makroarray-Studien 

feststellen. Im Falle von DELILA sieht man eine Übereinstimmung zwischen den Daten 
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der RT-PCR-Analysen und denen aus der Literatur, die Makroarray-Daten können die 

differentiellen Expressionsniveaus dieses Gens in unterschiedlichen Petalenstadien ten-

denziell nicht bestätigen. 

 

Zusammenfassend konnten die aus der Literatur bekannten Expressionsdaten der fünf 

Blüten-spezifischen Gene in WT-Petalen von A. majus mittels semiquantitativer RT-

PCRs klar bestätigt werden. Zudem korrelierten die Makroarray-Daten von vier der fünf 

korrespondierenden ESTs mit der Expressionsdynamik der RT-PCRs.  

Im Hinblick auf die Isolierung von DEF-Zielgenen aus Petalen erweist sich, unter Einbe-

ziehung der bestätigten Expressionsdaten von DEFICIENS in späten Petalenstadien das 

Stadium P3 als am besten geeignet. In dieser Phase der Petalenentwicklung wurde sowohl 

eine beachtliche Regulationsaktivität Petalen-spezifischer Gene, als auch eine ausrei-

chend hohe Expression von DEFICIENS selbst nachgewiesen. 
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3.2 Isolierung von DEF-Zielgenen aus späten Petalen stadien 
 

 

Während der Petalen- und Staminaentwicklung ist für eine vollständige und korrekte 

Entwicklung dieser Blütenorgane das kontinuierliche Vorhandensein des DEF Proteins 

notwendig (siehe Einleitung). Die Zielgene, welche das regulatorische Potential dieses 

Transkriptionsfaktors in Antirrhinum majus realisieren, sind jedoch noch weitgehend un-

bekannt (Bey et al., 2002). In dieser Arbeit sollten durch eine Kombination der Makroar-

ray Technik und einem in vivo induzierbaren System, der def-101 Mutante, DEF-Zielgene 

isoliert und charakterisiert werden. 

 

Mittels Temperaturverschiebungs-Experimenten mit der def-101 Mutante wurde gezeigt, 

dass Petalen und Stamina verschiedener Entwicklungsstadien unterschiedliche Sensitivi-

täten und Restaurationspotentiale nach Störungen der DEF-Funktion aufweisen (Zachgo 

et al., 1995). In diesem Kapitel werden die EST-Filter verwendet, um die Änderung der 

Genexpression nach einer induzierten Reduktion der DEF-Funktion in def-101 Pflanzen 

zu untersuchen. Als DEF-Zielgene werden diejenigen Gene definiert, deren Expressions-

niveau sich signifikant in Folge der reduzierten DEF-Funktion ändert. 

 

Aus Kapitel 3.1.2 geht hervor, dass viele Gene die in der Petalenentwicklung involviert 

sind eine charakteristische Expressionsdynamik aufweisen. Um zu vermeiden, dass signi-

fikante Expressionsunterschiede innerhalb definierter Stadien aufgrund der Durchmi-

schung mehrerer Entwicklungsstufen nicht mehr detektierbar sind, wurde für diese Mak-

roarray-Analysen ein definiertes Petalenstadium ausgewählt. Aus den Transkriptomanaly-

sen der Wildtyp-Petalen ist ersichtlich, dass die späte Petalenentwicklung bei Antirrhinum 

majus ein komplexer und dynamischer Prozess ist. In Kapitel 3.1.2.2 wurde gezeigt, dass 

die Regulationsaktivität innerhalb der Petalenentwicklung besonders hoch in den Stadien 

P3 und P4 ist (siehe Abb. 3-3 und Abb. 3-6). Aus den RT-PCR-Analysen (Kapitel 3.1.3 

Abb. 3-9) ging hervor, dass das Expressionsniveau von DEFICIENS sehr stark in den 

Petalenstadien P1 bis P3 ist, in P4 allerdings beträchtlich sinkt. Aufgrund dieser Daten 

und unter der Annahme, dass DEF maßgeblich an der Genregulation in späten Petalensta-

dien beteiligt ist, wurde das Petalenstadium P3 für die Expressionsprofil-Experimente zur 

Isolierung von DEF-Zielgenen ausgewählt. 
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3.2.1 Morphologische Auswirkungen von Temperaturver schiebungs-
Experimenten während der Petalenentwicklung bei def-101 Mutanten 
 

 

Zunächst wurde untersucht, inwieweit eine zeitlich begrenzte Reduktion der DEF-

Funktion der Petalenentwicklung makroskopisch sichtbare Veränderungen der Petalen-

morphologie verursacht. 

In Temperaturverschiebungs-Experimenten mit der def-101 Mutante konnte gezeigt wer-

den, dass ein DEF-Impuls von nur 24h in sehr jungen Blütenstadien vor dem Erscheinen 

der Sepalenprimordien hinreichend ist für eine Initiierung der Karpelle im vierten Wirtel 

(Dr. S. Zachgo, persönliche Mitteilung). In einem anderen Experiment bewirkte die Re-

duktion der DEF-Funktion für 72h, dass an der Basis der Filamente der Stamina des Sta-

diums 3 karpelloide Strukturen ausgebildet wurden (Dr. S. Zachgo, persönliche Mittei-

lung).  

Diese Versuche zeigen, dass erstens morphologische Auswirkungen nach Veränderungen 

der DEF-Funktion für nur 24h nachgewiesen werden können, und zweitens dass eine mo-

difizierte DEF-Funktion auch in späten Blütenstadien noch sichtbare morphologische 

Veränderungen zur Folge hat. 

 

Zur Untersuchung welche morphologisch sichtbaren Auswirkungen auf Petalen eine un-

terschiedlich lange reversible Reduktion der DEF-Funktion der def-101 Blüten hat, wur-

den Temperaturverschiebungs-Experimente mit jungen def-101 Infloreszenzen durchge-

führt. Die def-101 Pflanzen wurden in der permissiven Temperatur (15°C) angezogen bis 

ihre Infloreszenzen ca. 1 cm groß waren. Dann wurden jeweils 15 von ihnen für drei, 

sechs oder 10 Tage in der nicht-permissiven Temperatur (26°C) kultiviert, bevor die 

Infloreszenzen wieder bei 15°C auswuchsen. 

Die Wildtyp-ähnlichen Blüten von def-101 Pflanzen, die unter permissiven Bedingungen 

(15°C) kultiviert wurden zeigten allgemein ein kompakteres Wachstum und deren Petalen 

eine intensivere Färbung und deutlichere Furchung der Korolla im Vergleich zu WT165E 

Blüten (siehe Abb. 3-11 und Einleitung). 
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Abb. 3-10  Infloreszenzen und Einzelblüten von def-101 Pflanzen nach unterschiedlichen Tempera-
turverschiebungs-Experimenten in jungen Entwicklungsstadien 
Die def-101 Pflanzen wurden unter permissiven Bedingungen (15°C) kultiviert und zu einem Zeitpunkt, als 
die Infloreszenzen ca. 1 cm groß waren für 3 (A), 6 (B) oder 10 Tage (C) in nicht-permissive Bedingungen 
(26°C) geshiftet. Die anschließende Kultivierung erfolgte wieder unter den Anfangsbedingungen. Die Ein-
zelblüten (D) stammen aus vergleichbaren Entwicklungsstadien der unterschiedlich lang behandelten Pflan-
zen.  
 

 

In Abbildung 3-10 werden ausgewachsene Infloreszenzen gezeigt, deren Petalen von der 

temporär verminderten DEF-Funktion beeinflusst wurden. Je länger die Pflanze unter 

nicht-permissiven Bedingungen kultiviert wurde, desto deutlicher zeigen deren Petalen 

sepaloide Charakteristika wie verkürztes Wachstum und grüne Sektoren. Dies zeigt, dass 

nach einem 72 stündigen Ausfall der DEF-Funktion die Petalenmorphogenese irreversibel 

gestört ist. 

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde angenommen, dass auf transkriptioneller Ebene Ver-

änderungen der DEF-Zielgene als Reaktion auf eine reduzierte DEF-Funktion für 72h 

ebenfalls nachweisbar sind. Um außerdem Zielgene zu isolieren, die sehr schnell auf eine 

Modifikation der DEF-Proteinkonzentration reagieren, wurden bei den folgenden Expres-

sionsstudien auch die Transkriptomveränderungen nach einer 24 stündigen Reduktion der 

DEF-Funktion untersucht.  
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3.2.2 Expressionsprofil-Experiment mit einem späten  Petalenstadium der 
def-101 Mutante 
 

 

Blühende Infloreszenzen der def-101 Mutante, welche unter permissiven (15°C) Bedin-

gungen heranwuchsen, wurden für null, 24 oder 72 Stunden in eine Klimakammer mit 

nicht-permissiven Temperaturbedingungen (26°C) transferiert und danach Petalen des 

Stadiums P3 (siehe Abb. 3-11) geerntet. Die Gesamt-RNA dieser drei Blütenblattproben 

diente als Vorlage zur Herstellung der Sonden, mit denen die EST-Filter jeweils dreimal 

hybridisiert wurden. Auch hier wurde für jede Kondition Gesamt-RNA aus mindestens 

zwei unterschiedlichen Isolationen zur Erzeugung der radioaktiv markierten Sonden be-

nutzt. 

 

1 cm

1 2 3 4

 
      

 

Abb. 3-11  Blütenstadien der def-101 Mutante in Analogie zur Einteilung der Petalenstadien des 
Wildtyps 165E 
Die Blüten der def-101 Mutante sind im allgemeinen etwas kleiner und kompakter als die des Wildtyps 
165E. Die Stadien wurden unter Berücksichtigung der morphologischen Charakteristika in Anlehnung an 
die Stadieneinteilung des Wildtyps definiert (siehe Kapitel 3.1.1). 
 

 

Ziel war die Identifizierung aller ESTs, deren Expression sich aufgrund der abnehmenden 

DEF-Funktion signifikant ändert. Um Falschpositive ausschließen zu können, die nur 

aufgrund der Temperaturdifferenz, nicht aber wegen der verminderten DEF-Funktion 

reguliert werden, wurde das gleiche Expressionsprofil-Experiment parallel mit Proben 

von WT165E Petalen, die unter den gleichen Bedingungen aufwuchsen und geerntet wur-

den, durchgeführt (siehe Kapitel 3.6.2). 
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3.2.2.1 Prozessierung und qualitative Prüfung der Makroarray-Daten 
 

 

Die Prozessierung und Auswertung der Makroarray-Daten dieses Expressionsprofil-

Experiments („def-101 P3“) erfolgte analog zu der in Kapitel 3.1.2 beschriebenen Makro-

array-Analyse der Petalenentwicklung („WT Stadien“). Signifikant regulierte Gene wur-

den unter Benutzung des M-CHIPS-Analyseverfahrens ermittelt und mussten den glei-

chen Qualitätskriterien genügen, wie sie unter Kapitel 3.1.2.2 aufgeführt sind. Die in die-

sem Experiment ermittelten Pearson Korrelationskoeffizienten sind in Abb. 3-12 darge-

stellt. 

 

     

Korrelationskoeffizienten des Expressionsprofil-Exper iments „ def-101 P3“

Filterqualität Reproduzierbarkeit Kondition / Kontrolle

K����W 24h Hyb1 prim/sek 0.992 Hyb1/Hyb2   0.958 24h / Kontrolle   0.913
Hyb2 prim/sek 0.990 Hyb1/Hyb3   0.949
Hyb3 prim/sek 0.984 Hyb2/Hyb3   0.954

K����W 72h Hyb1 prim/sek 0.988 Hyb1/Hyb2   0.904 72h / Kontrolle   0.807
Hyb2 prim/sek 0.985 Hyb1/Hyb3   0.922
Hyb3 prim/sek 0.991 Hyb2/Hyb3   0.929

Kontrolle Hyb1 prim/sek 0.982 Hyb1/Hyb2   0.926
(K����W 0h) Hyb2 prim/sek 0.968 Hyb1/Hyb3   0.892

Hyb3 prim/sek 0.993 Hyb2/Hyb3   0.869

rxy = 0.958

D

BA

C

rxy = 0.991

rxy = 0.913 rxy= 0.870

 

 

Abb. 3-12  Korrelationskoeffizienten des Expressionsprofil-Experiments „ def-101 P3“ 
Die Pearson Korrelationskoeffizienten wurden für die jeweils drei Hybridisierungen der drei Konditionen 
(K�W 0h, 24h, 72h) berechnet (siehe Material & Methoden). prim = Primärspot; sek = Sekundärspot; Hyb 
= Hybridisierung; K = Kälte (15°C); W = Wärme (26°C) 
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Die hohen Werte der Korrelationskoeffizienten aus den Berechnungen bei denen die In-

tensitäten der Primärspots mit denen der Sekundärspots verglichen wurden oder der ver-

gleichenden Analysen zweier Hybridisierungen innerhalb einer Kondition spiegeln eine 

hohe Filterqualität und zudem eine gute Reproduzierbarkeit wider (exemplarische scat-

terplots A und B, Abb. 3-12). Bei den Vergleichen der einzelnen Konditionen (K�W 

24h, bzw. 72h) zur Kontrolle sieht man, dass hier die Streuung der Datenpunkte in den 

scatterplots (C und D, Abb. 3-12) bei weitem nicht so ausgeprägt ist wie die Distribution 

der Datenpunkte in den organübergreifenden scatterplots (C-F, Abb. 3-2, Kapitel 3.1.2.1) 

der „WT Stadien“ Analysen. Des Weiteren weisen die Korrelationskoeffizienten von rxy = 

0.913 (24h) und rxy = 0.870 (72h) darauf hin, dass sich das Expressionsniveau der meisten 

untersuchten Gene kaum oder gar nicht geändert hat. Dies entspricht den Erwartungen, da 

hier zum einen nur Material eines Organs von einem definierten Stadium (P3) benutzt 

wurde. Dennoch ist hier anhand der scatterplots schon erkennbar, dass die Anzahl der 

regulierten Gene, welche potentielle DEF-Zielgene darstellen nach 72h Behandlung im 

Vergleich zu der 24 stündigen Behandlung ansteigt. 

 

 

3.2.2.2 Regulierte ESTs nach Reduktion der DEF-Funktion in Petalen P3 der 
def-101 Mutante 
 

 

Insgesamt zeigen 125 ESTs in def-101 Petalen P3 eine signifikante Expressionsverände-

rung innerhalb der ersten drei Tage nach Behandlung. Davon reagieren 39 ESTs auch in 

WT Petalen des Stadiums P3 signifikant auf eine Temperaturerhöhung für 24h oder 72h 

(siehe Kapitel 3.6.2). Bei genauerer Betrachtung konnte jedoch festgestellt werden, dass 

nur 17 dieser ESTs wirkliche Falschpositive, d.h. nur aufgrund des Temperaturunter-

schieds und nicht wegen der reduzierten DEF-Funktion regulierte Gene sind. Die verblei-

benden 22 ESTs sind in der def-101 Mutante im Vergleich zum WT entweder stärker re-

guliert (18 ESTs) oder zeigen einen konträren Regulationstrend (4 ESTs). 
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Regulierte ESTs in Petalen P3 der def-101 Mutante
nach Verminderung der DEF-Funktion
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Abb. 3-13  Regulierte ESTs in def-101 Petalen Stadium P3 nach Verminderung der DEF-Funktion. 
Berücksichtigt werden alle ESTs, deren Expression in den behandelten Petalen P3 (K�W 24h oder K�W 
72h) eine minimal 1.2 fache Abweichung zum Expressionsniveau der nicht behandelten Petalen aufweist. 
K = Kälte (15°C); W = Wärme (26°C) 
 

Nach Abzug der Falschpositiven bleiben 108 DEF-Zielgene mit einer signifikant differen-

tiellen Expression in def-101 Petalen P3 nach Verminderung der DEF-Funktion für 24h 

oder 72h (Datentabelle im Anhang unter Kapitel 7.4). Bei 55 von ihnen erhöht sich das 

Transkriptionsniveau im Vergleich zur Kontrollbedingung und bei 53 ESTs wird die Ex-

pression verringert. Spaltet man diese Ergebnisse weiter nach den einzelnen Untersu-

chungsbedingungen auf, so ist bereits nach 24h die Transkription von 47 ESTs reguliert, 

60% davon zeigen eine Transkriptionsaktivierung (siehe Abb. 3-13). Nach 72h Wachstum 

in der permissiven Temperatur weisen 98 ESTs eine Transkriptionsregulation auf, wobei 

hier ein ausgewogenes Verhältnis zwischen den Anzahlen der ESTs mit erhöhten bzw. 

erniedrigten Expressionsniveau zu beobachten ist.  

 

Zur genaueren Analyse der 108 ermittelten DEF-Zielgene werden in den Kapiteln 3.2.2.3 

und 3.2.2.4 die von DEF aktivierten bzw. reprimierten Zielgene getrennt voneinander 

betrachtet. Zunächst wird jedoch der gesamte Datensatz der 108 DEF-Zielgene unter 

funktionellen Aspekten untersucht. 
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3.2.2.2.1 Funktionelle Untersuchung der DEF-Zielgene  
 

 

Analog zu den in Kapitel 3.1.2.2.1 durchgeführten MIPS-Analysen wurden auch hier den 

EST-Datensets funktionelle MIPS-Kategorien nach Vergleich mit dem Gen mit der 

höchsten Sequenzähnlichkeit aus Arabidopsis zugeordnet.  
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Vergleich der Funktionellen Zuordnungen 

MIPS-Kategorien:
1 Metabolismus 14      Zellschicksal
2 Energie 20      Systemische Regulation
3 Zell-Zyklus / DNA 25      Entwicklung
4 Transkription 30      Kontrolle zell. Organisation
5 Proteinsynthese 33      Zelltyp-Differenzierung
6 Proteinverarbeitung 35      Gewebe-Differenzierung
8 Zellulärer Transport 62      Regulation Proteinaktivität
10 Zellulärer Kommunikation 63      Struktur- oder Katalyt. Proteine
11 Zellabwehr 67      Transport      
13    Interaktion mit Zellumgebung 99      Nicht klassifiziert  

 

Abb. 3-14  Vergleich der funktionellen Zuordungen der gesamten ESTs der Antirrhinum-Kollektion 
mit denen der in def-101 Petalen P3 exprimierten bzw. regulierten ESTs 
Die Sequenzen der gesamten Unigene der Antirrhinum EST-Kollektion (11.600), der in def-101 Petalen P3 
exprimierten ESTs (2848) und der von DEF in def-101 Petalen P3 regulierten ESTs (108) wurden mit den 
Proteinsequenzen von Arabidopsis thaliana verglichen. Die jeweiligen MIPS-Kategorien der sequenzähn-
lichsten A. thaliana Gene wurden übernommen und die prozentualen Häufigkeiten der, in den drei Daten-
sätzen vorkommenden MIPS-Kategorien verglichen. 
 

Auch hier wurde der Datensatz der in def-101 Petalen P3 regulierten ESTs (108) mit dem 

der in diesem Petalenstadium exprimierten ESTs (2848) und dem Gesamt-Datensatz der 



Ergebnisse 66 

EST-Kollektion (11.600) verglichen und die prozentualen Anteile der Kategorien am je-

weiligen Datensatzvolumen in einem Balkendiagramm dargestellt (siehe Abb. 3-14). 

 

Die prozentualen Anteile der Hälfte der in Abbildung 3-14 dargestellten Kategorien sind 

auf einem vergleichbaren Niveau in allen drei Datensätzen. Die anderen 10 dieser 20 

MIPS-Kategorien sind im Datensatz der von DEF regulierten Gene entweder über- oder 

unterrepräsentiert. Sie sind in Tabelle 5 dargestellt. Zu den Kategorien, die sowohl im 

Datensatz der in def-101 Petalen P3 exprimierten als auch im Datensatz der dort regulier-

ten ESTs (jeweils im Vergleich zum EST-Gesamtset) sichtlich überrepräsentiert sind ge-

hören Metabolismus, Energie, Zellabwehr, Interaktion mit Zellumgebung, Entwicklung, 

Kontrolle der zellulären Organisation, Zelltyp-Differenzierung und Transport (siehe Ta-

belle 5).  

 

 

 
Kategorie 

 
ESTs gesamt 

exprimiert in 
def-101 P3 

reguliert in 
def-101 P3 

 

Metabolismus 
 

20% 
 

29% 
 

35% 

Energie 7% 12% 15% 

Proteinsynthese 6% 9% 4% 

Proteinverarbeitung 14% 18% 7% 

Zellabwehr 9% 12% 16% 

Interaktion mit Zellumgebung 7% 11% 14% 

Entwicklung 11% 15% 17% 

Kontrolle der zell. Organisation 8% 12% 15% 

Zelltypdifferenzierung 2% 3% 5% 

Transport 8% 12% 19% 

 

Tabelle 5  Vergleich der prozentualen Anteile der unterschiedlich repräsentierten funktionellen 
MIPS-Kategorien des Datensets der in def-101 Petalen P3 regulierten ESTs  
Angegeben sind jeweils die prozentualen Häufigkeiten der MIPS-Kategorien innerhalb der drei untersuch-
ten Datensätze: EST-Gesamtset (11.600), in def-101 Petalen P3 exprimierte ESTs (2848); in def-101 Peta-
len P3 regulierte ESTs (108).  
 

Die Kategorien Proteinsynthese und Proteinverarbeitung sind zwar auch im Set der in def-

101 Petalen P3 exprimierten Gene im Vergleich zum Gesamtset stärker vertreten (9% 

statt 6%, bzw. 18% statt 14%), jedoch sinken die Werte für diese Kategorien bei Betrach-
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tung der 108 DEF-Zielgene unter das Niveau der Werte für den EST-Gesamtdatensatz ab 

(4% statt 6%, bzw. 7% statt 14%). 

 

Verglichen mit der MIPS-Kategorie Analyse der in WT Petalenstadien (Kapitel 3.1.2.2.1) 

aus der fünf Kategorien hervorgingen, die im Set der regulierten Gene deutlich überreprä-

sentiert waren, wurden hier zehn Kategorien beschrieben, deren prozentuale Anteile sich 

in dem Datensatz der von DEF regulierten ESTs ähnlich deutlich von dem EST-

Gesamtdatensatz unterscheiden. Dies deutet darauf hin, dass sich das regulatorische Po-

tential von DEFICIENS auf viele verschiedene Stoffwechselwege erstreckt. 

 

Um spezifischere Aussagen über die biologische Relevanz der stark regulierten Katego-

rien treffen zu können, wurden genauso wie für die Subgruppen A-D (Kapitel 3.1.2.2.2 

und 3.1.2.2.3) neben getrennten MIPS-Analysen für die Datensets der in behandelten def-

101 Petalen P3 hoch- bzw. runterregulierten ESTs, zusätzlich separate funktionelle Be-

trachtungen der DEF-Zielgene dieser beiden Datensätze durchgeführt (siehe Kapitel 

3.2.2.3 und 3.2.2.4). 
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3.2.2.3 Zielgene, die von DEF aktiviert werden 

 

 

Da dieses Experiment das Expressionsverhalten der ESTs nach einer Abnahme der DEF-

Funktion untersucht, sind alle Gene, die ebenfalls ein signifikant abfallendes Expressi-

onsniveau nach Verminderung der DEF-Funktion zeigen, direkt oder indirekt aktivierte 

Zielgene von DEF. Die 53 ESTs, die diesem Kriterien genügen sind in Form eines hierar-

chischen Clusters (Abb. 3-15) dargestellt.  
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Abb. 3-15  Hierarchisches Cluster der von DEF aktivierten Zielgene in def-101-Petalen Stadium P3 
unter Berücksichtigung ihrer Petalen-spezifischer Expressionsmuster 
Die hier gezeigten ESTs zeigen nach Verminderung der DEF-Funktion mittels Temperaturänderung für 24h 
oder 72h (Spalte 2 und 3) in mindestens einer dieser Bedingungen einen signifikanten Rückgang ihrer Ex-
pression im Vergleich zu der Kontrollbedingung (Spalte 1). Daneben sind die Expressionsprofile dieser 
ESTs in den Petalenstadien P1 bis P4 (Spalten 5-8) im Vergleich zu dem Expressionsniveau in Sepalen 
(Spalte 4) angegeben. Die ESTs sind gemäß der Ähnlichkeit ihres relativen Expressionsprofils angeordnet. 
** = Korrelation zu Zellwandmetabolismus 
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Innerhalb der Expressionsprofile der von DEF aktivierten Gene gibt es Unterschiede in 

der Schnelligkeit und der relativen Stärke der Reaktion auf eine modifizierte DEF-

Funktion. Während viele ESTs mit einem stetig abfallenden Expressionsniveau innerhalb 

der ersten 72h nach Behandlung reagieren, gibt es einige, bei denen die maximale Regula-

tion sehr schnell nach 24h erfolgt, oder andere, deren Expressionsniveau nach 24h ver-

minderter DEF-Funktion kaum beeinflusst und der signifikante Effekt erst nach 72h 

nachweisbar ist. Im Weiteren fällt wie schon bei den hierarchischen Clustern der Sub-

gruppen A-D (Kapitel 3.1.2.2.2 bzw. 3.1.2.2.3) auf, dass auch hier Gene mit ähnlichem 

Expressionsmustern ähnliche BLAST-Homologien aufweisen. 

 

Betrachtet man die BLAST-Homologien dieser 53 ESTs unter funktionellen Aspekten, so 

fällt auf, dass 24 von ihnen mit dem Zellwandmetabolismus bzw. Zellstreckungswachs-

tum korreliert werden können. Neben strukturellen Bestandteilen der Zellwand (z.B. Ex-

tensin und Tubulin) umfassen die Ergebnisse der Sequenzvergleiche außerdem Enzyme 

aus dem Glukosestoffwechsel (z.B. UDP-Glukose 6-Dehydrogenase), Enzyme die bei der 

Zellstreckung eine Rolle spielen (Pektinesterase), ein CER1-ähnliches Protein und allein 

sechs Lipid Transfer Proteine.  

Die Untersuchungen der MIPS-Analysen für diesen Datensatz ergeben, dass im Vergleich 

zum Gesamtset der EST-Kollektion in die Kategorien Metabolismus (40% statt 20%), 

Interaktion mit der Zellumgebung (19% statt 7%) und Kontrolle der zellulären Organisa-

tion (25% statt 8%) stark überrepräsentiert sind. 
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3.2.2.4 Zielgene, die von DEF reprimiert werden 
 

 

In Analogie zu der Aussage am Anfang von Kapitel 3.2.2.1 werden hier alle ESTs als von 

DEF direkt oder indirekt reprimierte Zielgene bezeichnet, die ein signifikant erhöhtes 

Expressionsniveau nach Verminderung der DEF-Funktion in def-101-Petalen Stadium 3 

aufweisen. Die Expressionsdynamiken der 55 ESTs die dieses Kriterium erfüllen sind in 

Abb. 3-16 dargestellt.  

 

S
ep

al
enDEF-Funktion

EST-Nummer Homologie

 
 

Abb. 3-16  Hierarchisches Cluster der von DEF reprimierten Zielgene in def-101-Petalen Stadium P3 
unter Berücksichtigung ihrer Petalen-spezifischen Expressionsmuster 
Die hier gezeigten ESTs zeigen nach Verminderung der DEF-Funktion mittels Temperaturänderung für 24h 
oder 72h (Spalte 2 und 3) in mindestens einer dieser Bedingungen einen signifikanten Anstieg ihrer Ex-
pression im Vergleich zu der Kontrollbedingung (Spalte 1). Daneben sind die Expressionsprofile dieser 
ESTs in den Petalenstadien P1 bis P4 (Spalten 5-8) im Vergleich zu dem Expressionsniveau in Sepalen 
(Spalte 4) angegeben. Die ESTs sind gemäß der Ähnlichkeit ihres relativen Expressionsprofils angeordnet. 
** = Korrelation zu Zellwandmetabolismus; ### = Korrelation zu Photosynthese 
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Auch hier finden sich wieder einige ESTs, die entweder sehr schnell schon nach 24h oder 

nur später nach 72h einen signifikanten regulativen Effekt auf transkriptioneller Ebene 

zeigen. Bei den meisten ist jedoch, wie schon bei den von DEF aktivierten Zielgenen, 

eine sich verstärkende Expressionsänderung in Reaktion auf eine verlängerte Reduktion 

der DEF-Funktion zu beobachten.  

Bis auf wenige Ausnahmen zeigen die von DEF in def-101 Petalen des Stadiums P3 nega-

tiv regulierten ESTs in WT-Petalen Stadium P3 eine vermindertes Expressionsniveau 

gegenüber dem in Sepalen. Besonders zwei Subgruppen fallen in diesem hierarchischen 

Cluster auf: die erste beinhaltet ESTs, deren Expression in WT-Petalen P1 bis P3 äußerst 

stark vermindert ist, die zweite ESTs bei denen dies durchweg in allen Petalenstadien der 

Fall ist (siehe Abb. 3-16) Ende erstes Drittel und gesamtes letztes Drittel). Bei genauerer 

Betrachtung fällt auf, dass die meisten ESTs der zweiten Gruppe funktionell mit der Pho-

tosynthese assoziiert sind. Hier liegt eine eindeutige Korrelation zwischen Genregulation 

und Funktionalität vor. Zudem zeigen auch hier wieder viele ESTs eine Verbindung zum 

Zellwandmetabolismus. Darunter befinden sich neben Enzymen des Lipidstoffwechsels 

(z.B. Mevalonat-Disphosphat-Decarboxylase, GDSL-Lipase) zwei Gibberellin-regulierte 

Gene und vier Plasmamembranproteine. Außerdem befinden sich unter den von DEF re-

primierten Genen ein Ankyrin-ähnliches Gen, dessen Genprodukt eine auf osmotischen 

Stress reagierende Proteinkinase darstellt und ein Transporter-Gen (MATE-Efflux- ähnli-

ches Gen). 
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3.2.3 Bestätigung der Makroarray-Daten mittels semi quantitativer RT-PCRs 
 

 

Um die mittels Makroarray-Expressionsprofil-Experimenten identifizierten DEF-Zielgene 

mit einer unabhängigen Expressionsanalyse-Methode zu untersuchen, wurden semiquan-

titative RT-PCRs mit 16 Gen-spezifischen Primerpaaren durchgeführt (Sequenzen der 

Oligonukleotide siehe Anhang). Hierfür wurden 15 Gene inklusive DEFICIENS und 

GLOBOSA aus dem Set der 108 regulierten ESTs ausgewählt und zusätzlich Ran3 

(GTPase) als PCR-Standard verwendet. Hauptkriterien für die Auswahl waren Schnellig-

keit und Stärke der Expressionsveränderung der Zielgene nach Verminderung der DEF-

Funktion bei möglichst geringer Reaktion auf die Temperaturänderung. Die Primer wur-

den so gewählt dass die durchschnittliche Amplifikatlänge 400-500 Basenpaare betrug. 

Eine Zusammenstellung des Vergleichs der Expressionsdaten ist in der Abbildung 3-17 

dargestellt. 

Hier zeigt sich, dass die Makroarray-Daten dieses Expressionsprofil-Experiments qualita-

tiv zu über 80% mit Hilfe der semiquantitativen RT-PCR Technik bestätigt werden konn-

ten (siehe teilweise auch Abb. 3-18, Kapitel 3.3.1).  
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Alpha Tubulin
Beta Untereinheit018_5_12_k20 1.0  0.93  0.71 1.0  0.91  0.83

Prolin-reiches Protein GPP1
Extensin-ähnlich

018_5_05_a15 1.0  0.85  0.55 1.0  1.10  0.63

RuBisCO kleine 
Untereinheit EC 4.1.1.39018_1_01_e05 1.0  1.07  1.56 1.0  0.96  1.07

RuBisCO Aktivase EC 6.3.4.-018_5_02_g06 1.0  1.47  1.75 1.0  1.07  1.04

Hypothetisches Protein018_4_05_m21 1.0  1.26  1.54 1.0  0.98  1.12

Lipid Transfer Protein018_4_06_e01 1.0  0.79  0.82 1.0  1.29  1.21

Naringenin 3-Dioxygenase
EC 1.14.11.9018_6_07_m18 1.0  0.82  0.82 1.0  1.31  1.07

Myosin, leichte Untereinheit018_5_03_c12 1.0  0.81  0.76 1.0  1.02  0.98

Unbekanntes Protein018_5_08_f14 1.0  0.73  0.69 1.0  0.87  0.83

EST-Nummer RT-PCR Makroarray-Ratios Homologie

DEFICIENS018_5_01_o10 1.0  0.91  0.82 1.0  0.99  0.92

def-101       WT165E
k � w        k � w

0  24  72    0  24  72

def-101      WT165E
k � w       k � w

0      24      72           0      24      72

Ran3 GTPase
(PCR-Standard)018_6_06_k11 1.0  1.02  1.01 1.0  1.04  1.06

NOI Protein018_5_09_a01 1.0  1.28  1.30 1.0  1.05  1.21*

CER1-ähnlich018_6_08_n20 1.0  0.92  0.80 1.0  1.06  1.13*

Beta-Glukosidase
EC 3.2.3.1 2

018_5_01_e02 1.0  1.21  1.31 1.0  1.02  1.02*

Plastilipid-assoz. Protein PAP
Fibrillin-Familie018_6_08_j23 1.0  1.34  1.54 1.0  1.02  1.04*

GLOBOSA018_5_02_d09 1.0  0.96  0.93 1.0  1.04  1.08*

 
Abb. 3-17  Vergleich der Genexpression einiger DEF-Zielgene mittels RT-PCR Technik und Makro-
array Technik. 
Neben den UV-Licht-Fotografien der Gelelektrophoresen der RT-PCR-Analysen sind die Makroarray-
Daten der korrespondierenden ESTs in Mutante (def-101) und WT aufgelistet. Die RT-PCR-Reaktionen 
wurden mit einer Primer-Anlagerungstemperatur von 56°C und 1 min Synthesezeit durchgeführt. Die An-
zahl der PCR-Zyklen betrug 20 (bzw. * 25). k = Kälte(15°C); w = Wärme (26°C); 0 (24, 72) = Material 
wurde für 0 (24, 72) Stunden behandelt. 
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3.3 Vergleichende Expressionsanalysen ausgewählter DEF-
Zielgene in Mutante und Wildtyp 
 

 

3.3.1 Auswahl einiger DEF-Zielgene für weitere Anal ysen 
 

 

Von den über 100 DEF-Zielgenen, die in Kapitel 3.2 durch das Expressionsprofil-

Experiment identifiziert werden konnten, wurden für weitere detailliertere Expressions-

analysen sechs bestätigte Zielgene und DEFICIENS und GLOBOSA als Kontrollen aus-

gewählt. 

Hauptkriterium für die Auswahl der besten Kandidaten war eine eindeutige und schnelle 

Veränderung des Expressionsniveaus in def-101-Petalen des Stadiums P3, nachdem die 

DEF-Funktion für 24h bzw. 72h vermindert wurde. Zudem musste eine gleichartig starke 

Reaktion aufgrund von Temperatursensitivität ausgeschlossen und die Expressionsände-

rungen durch RT-PCR-Studien bestätigt werden können. Des Weiteren sollte sich das 

Expressionsniveau der entsprechenden Gene in Wildtyp-Petalen Stadium P3 deutlich von 

dem jeweiligen Expressionsniveau in WT Sepalen unterscheiden.  

 

 

EST-Nummer Bestätigung durch RT-PCRMakroarray-Daten

Petalen

S
ep

al
en

def-101  P3           WT165E P3
15°C � 26°C         15°C � 26°C

0h     24h     72h       0h     24h     72h

def-101  P3             WT165E P3
15°C � 26°C           15°C � 26°C
24h     72h                24h     72h

+
+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+
+

+
+
-
-
+
-
+
+

018_5_02_d09   GLO
018_5_01_o10   DEF
018_5_12_k20
018_5_05_a15
018_5_01_e02   
018_6_08_j23
018_5_02_g06
018_4_05_m21  

 

Abb. 3-18  Auswahl einiger DEF-Zielgene für weitere Analysen 
Für alle ausgewählten DEF-Zielgene wurden neben den Makroarray-Daten aus den Kapiteln 3.1 und 3.2 auch 
die bewerteten Ergebnisse der RT-PCRs aus Kapitel 3.2.3 schematisch dargestellt. Ein „+“ bedeutet, dass die 
Makroarray-Daten durch die RT-PCR-Ergebnisse qualitativ bestätigt wurden, ein  „-“ bedeutet, das diese 
nicht bestätigt werden konnten. (rote Farbtöne: erhöhte Expression im Vergleich zu Kontrolle; grüne Farbtö-
ne: verminderte Expression im Vergleich zur Kontrolle) 
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Abb. 3-18 fasst die bis hierher vorhandenen Expressionsdaten der interessantesten ESTs 

zusammen, deren Expression in induzierten Petalen Stadium P3 sowohl in Makroarray-

Experimenten (siehe Kapitel 3.2.1) als auch mittels RT-PCR (siehe Kapitel 3.2.3) analy-

siert wurde. Zum Vergleich werden die entsprechenden Daten von DEF und GLO darge-

stellt, deren Expression bekanntermaßen unter einer autoregulativen Kontrolle der Prote-

in-Heterodimere steht (Tröbner et al., 1992). 

Eine Auflistung der Sequenzvergleiche der ausgewählten Gene gegen die Gesamtheit der 

bekannten Proteine bzw. derer von Arabidopsis thaliana ist in Tabelle 6 zu sehen. Für die 

Sequenzvergleiche wurden die bis dato nur ansequenzierten cDNA-Fragmente der ent-

sprechenden EST-Klone noch einmal vollständig nachsequenziert (siehe nächster Ab-

schnitt 3.3.2). Um die Handhabung dieser sechs Kandidaten im weiteren Verlauf dieser 

Arbeit zu vereinfachen, wurden sie gemäß der Art ihrer Regulation durch DEFICIENS in 

def-101 Petalen Stadium P3 benannt und durchnummeriert. Gene, die von DEF aktiviert 

werden, werden als DEFTup bezeichnet (DEF Target-Gen upregulated) und solche die 

von DEF reprimiert werden als DEFTdown (DEF Target-Gen downregulated). 

 

DEF-Zielgen EST-Nummer BLAST-Homologie „e-value“ A. thaliana Gen mit 
größter Homologie 
AGI           I  /  Ä 

 

DEFTup 1 

 

018_5_05_a15 

 

Extensin-ähnliches Protein GPP1 

 

1e -47 

 

At4g38770  (48% / 65%) 

DEFTup 2 018_5_12_k20 Alpha Tubulin 
Beta Untereinheit 

0.0 
 

At4g14960  (91% / 94%) 

DEFTdown 1 018_5_02_g06 RuBisCO Aktivase 0.0 At2g39730  (79% / 86%) 

DEFTdown 2 018_5_01_e02 Beta Glukosidase 1e -102 At2g44480  (43% / 62%) 

DEFTdown 3 018_4_05_m21 hypothetisches Protein ---    ---               (  - /  - ) 

DEFTdown 4 018_6_08_j23 Plastidlipid-assoziiertes Protein 
der Fibrillin-Familie 

3e -25 
 

At3g23400  (71% / 80%) 

 

 

Tabelle 6  Übersicht der ausgewählten DEF-Zielgene mit Ergebnissen der Sequenzähnlichkeitsvergleiche 
Den ausgesuchten ESTs wurden zur vereinfachten Handhabung im weiteren Verlauf dieser Arbeit neue Namen 
gegeben (DEFT = DEF „Target“-Gen; up = wird in Petalen Stadium P3 von DEF aktiviert; down = wird in Petalen 
Stadium P3 von DEF reprimiert). Die Ergebnisse der Sequenzvergleiche gegen alle bekannten Proteine sind mit einem 
Maß der Wahrscheinlichkeit („e-value“) angegeben. Je kleiner dieser Wert ist, desto größer ist der Anteil an Sequenz-
übereinstimmungen zwischen dem EST und dem wahrscheinlich homologen Gen. Daneben sind die AGI-Nummern 
der Gene mit der höchsten Sequenzähnlichkeit in Arabidopsis thaliana mit dem Grad der Gleichartigkeit der 
verglichenen Proteinsequenzen in Prozent angegeben. (I: Anteil identischer AS; Ä: Anteil ähnlicher AS) 
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3.3.2 Ermittlung der vollständigen EST-Sequenzen de r ausgewählten DEF-
Zielgene 
 

 

Im Zuge der Erstellung der EST-Datenbank von Antirrhinum majus wurden die herge-

stellten EST-Klone nur einseitig, ausgehend von dem 5’-Ende ansequenziert. Die dadurch 

erhaltenen Sequenzen haben eine durchschnittliche Länge von 582 Basenpaaren.  

Für möglichst genaue Sequenzvergleiche werden von den ausgewählten Genen die kom-

plett verfügbaren EST-Sequenzen ermittelt werden.  

Eine sukzessive Sequenzierung der entsprechenden EST-Plasmide erfolgte unter Benut-

zung der im Anhang aufgeführten EST-Adapterprimer und spezifischen Sequenzierpri-

mern. Die Sequenzierreaktionen wurden von der Service-Gruppe ADIS (MPIZ) durchge-

führt (siehe Material & Methoden Kapitel 2.7).  

 

DEF-Zielgen EST-Nummer BLAST-Homologie Länge cDNA vollständiger 
ORF 

 

DEFTup 1 

 

018_5_05_a15 
 

Extensin-ähnliches Protein GPP1 

 

1779 bp 
 

ja 

DEFTup 2 018_5_12_k20 Alpha Tubulin Beta Untereinheit 1600 bp ja 

DEFTdown 1 018_5_02_g06 RuBisCO Aktivase 1597 bp ja 

DEFTdown 2 018_5_01_e02 Beta Glukosidase 1181 bp nein 

DEFTdown 3 018_4_05_m21 hypothetisches Protein 1094 bp nicht bekannt 

DEFTdown 4 018_6_08_j23 Plastidlipid-assoziiertes Protein 
der Fibrillin-Familie 

952 bp nicht bekannt 

 

Tabelle 7  Längen der cDNA-Fragmente der ausgewählten DEF-Zielgene 
Die cDNA-Insertionen der EST-Plasmide wurden unter Benutzung der jeweiligen Adapterprimer und erforderlichen  
Gen-spezifischen Sequenzierprimern sequenziert. Die Längen der vollständigen cDNA-Fragmente ohne Adaptoren 
und poly(A)-Anhang sowie die Information über die Vollständigkeit des offenen Leserasters sind angegeben. (ORF = 
open reading frame) 

 

Für drei der sechs neuen DEF-Zielgene wurden die kompletten Sequenzen der offenen 

Leseraster ermittelt. Im Falle des Beta Glukosidase Gens fehlt ein Teil des 5’-Bereichs 

des offenen Leserasters, demzufolge konnte das Startcodon nicht bestimmt werden. Bei 

den Genen DEFTdown 3 bzw. 4 ist die Position des Stop- bzw. Startkodons unklar.  

Die c-DNA Sequenzen der hier untersuchten EST-Klone sind im Anhang dokumentiert. 
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3.3.3 Vergleichende Expressionsanalysen ausgewählte r DEF-Zielgene 
 

 

In diesem Kapitel wurden zur detaillierteren Charakterisierung der Genexpression der 

sechs ausgewählten DEF-Zielgene zusätzlich zu den bereits in den Kapiteln 3.1 und 3.2 

dargestellten Expressionsstudien, weitere RT-PCR-Experimente durchgeführt. DEFI-

CIENS bzw. GLOBOSA wurden als Kontrollgene in diese Expressionsanalysen miteinbe-

zogen.  

 

Die Organspezifität der Gene wurde mittels Expressionsanalysen in sämtlichen Blütenor-

ganen und vier vegetativen Geweben von WT165E Pflanzen untersucht. Hierzu wurden 

die entsprechenden Blütenorgane (Sepalen, Petalen, Stamina und Karpelle) im Stadium 3 

und die vegetativen Organe (Brakteen, Blätter, Stängel und Wurzeln) derselben WT 

Pflanzenpopulation, die unter Gewächshausbedingungen aufwuchs, geerntet, die Gesamt-

RNA isoliert und Erststrang-cDNAs hergestellt (siehe Material & Methoden Kapitel 

2.5.4). Die in diesem Versuchsteil verwendete Gesamt-RNA aus Antirrhinum majus Wur-

zeln wurde freundlicherweise von Dr. Shuping Xing zur Verfügung gestellt. 

 

Des Weiteren wurde mittels RT-PCR-Analysen getestet, ob die Expressionsregulation der 

DEF-Zielgene, die in Petalen P3 der def-101 Mutante zu beobachten ist, auch in Stamina 

des gleichen Blütenstadiums der def-101 Mutante nachgewiesen werden kann. Dazu wur-

den Stamina des Stadiums 3 von def-101 Pflanzen, in denen die DEF-Funktion mittels 

einer Temperaturverschiebung für null, 24 oder 72 Stunden reduziert worden war geern-

tet, und die entsprechenden Erststrang-cDNAs hergestellt. In Analogie zu den Expressi-

onsstudien in Kapitel 3.2.3 wurde auch hier der identische Ansatz parallel mit WT Stami-

na des gleichen Stadiums durchgeführt, um Regulationseffekte der Expression aufgrund 

von Wärmestress erkennen und gegebenenfalls ausschließen zu können.  

 

Ein weiterer Ansatzpunkt war die Frage, ob die in adulten Petalen P3 nachgewiesene Re-

gulation der Zielgene durch DEFICIENS zeitlich auf dieses Entwicklungsstadium be-

schränkt ist, oder ob zudem schon eine Regulation der entsprechenden Gene in sehr jun-

gen Petalenstadien (< P1) nachweisbar ist. Für diesen Versuch wurde die induzierbare 

Doppelmutante def-101/plena genutzt, deren Blüten je nach Kultivierungsbedingung die 

Charakteristika einer homöotischen C-Mutante oder einer homöotischen B/C-
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Doppelmutante zeigen (siehe Einleitung Kapitel 1.2). Unter permissiven Bedingungen 

(15°C) weisen die def-101/plena Blüten neben einem Wirtel Sepalen mehrere Wirtel an 

Petalen auf, während unter nicht-permissiven Bedingungen (26°C) nur ein Organtyp (Se-

palen) in allen Wirteln zu finden ist. Die Doppelmutante wurde gewählt, um die Komple-

xität der aus Blütenmaterial hergestellten mRNA möglichst gering zu halten, da die zu 

untersuchenden Blütenstadien zu jung sind, als dass man Organ-spezifisches Blütenge-

webe isolieren könnte. 

In diesem Versuchsteil wurde untersucht, ob die Expression der Gene, die sich in def-101 

Mutanten nach einer Reduktion der DEF-Funktion signifikant ändert, in der Doppelmut-

ante auf eine Restauration der DEF-Funktion ebenfalls reagiert.  

Um dies zu überprüfen wurden die def-101/plena Pflanzen unter nicht-permissiven Be-

dingungen (26°C) angezogen bis ihre Infloreszenzen die Größe von 1 - 1.5 cm hatten. 

Durch eine Änderung der Temperatur auf 15°C (permissive Bedingungen) für null, 12, 

24, 48 oder 72 Stunden wurde die DEF-Funktion induziert. Die Gesamt-RNA der unter-

schiedlich induzierten Infloreszenzen diente zur Herstellung der Erststrang-cDNAs für 

die RT-PCR-Studien (Kapitel 2.5.4). Zusätzlich wurde zum Vergleich Infloreszenzmate-

rial von def-101/plena Pflanzen geerntet und analog verarbeitet, die von Anfang an unter 

nicht-permissiven Bedingungen (26°C) aufwuchsen. 

 

Aus Gründen der Übersicht wurden einzeln für jedes Gen alle in dieser Arbeit ermittelten 

Expressionsdaten zusammenfassend in den Abbildungen 3-19 bis 3-26 dargestellt. In den 

nun folgenden Abschnitten wird deshalb jedes Gen separat betrachtet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3-19 bis 3-26  Vergleichende Expressionsanalysen der sechs ausgwählten DEF-Zielgene und 
DEF und GLO in Wildtyp und Mutanten 
Neben den UV-Licht-Fotografien der Gelelektrophoresen der RT-PCR-Analyen sind die vorhandenen, 
dazugehörigen Makroarray-Daten dargestellt. Die RT-PCR-Reaktionen wurden mit einer Primer-
Anlagerungstemperatur von 56°C und 1 min. Synthesezeit durchgeführt. K = Kälte (15°C) 
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3.3.3.1 Expression von DEFICIENS  
 

In bisherigen Expressionsstudien (Northern, in situ Hybridisierungen) konnte gezeigt 

werden, dass DEFICIENS sehr stark in den Organen des zweiten und dritten Wirtels und 

nur schwach in Sepalen und Karpellen exprimiert ist (Sommer et al., 1991). Die hier 

durchgeführten Organ-spezifischen RT-PCR-Analysen korrelieren mit den bekannten 

Literaturdaten (Abb. 3-19). Innerhalb der Petalenentwicklung zeigt DEF in den Stadien 

P1-P3 ein sehr hohes Expressionsniveau, welches dann im Stadium P4 merklich abfällt 

(siehe auch Kapitel 3.1.3). Aus den mit induzierbaren def-101 Mutanten durchgeführten 

Expressionsanalysen (Abb. 3-19) ist ersichtlich, dass DEF seine eigene Expression so-

wohl in Petalen P3 der def-101 Mutante, als auch in jungen Petalenstadien (<P1) der def-

101/plena Mutante autoregulativ kontrolliert. Ferner ist festzustellen, dass die vorhande-

nen Makroarray-Daten gut mit den Ergebnissen der RT-PCR-Analysen korrelieren. 
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Petalen

S
ep

al
en

WT165E Petalenstadien 1-4

DEF 

Kontrolle

Junge Infloreszenzen
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def-101                  WT165E
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Abbildung 3-19 
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3.3.3.2 Expression von GLOBOSA 
 

Die Expression von GLO beschränkt sich ebenfalls auf Blütenorgane des zweiten und 

dritten Wirtels (siehe Einleitung). Aus den hier durchgeführten RT-PCR-Analysen geht 

eine sehr starke Expression dieses Transkriptionsfaktors in Petalen und Stamina und eine 

schwache Expression in Karpellen hervor, eine Expression in Sepalen liegt im Grenzbe-

reich des Nachweisbaren (Abb. 3-20). Innerhalb der Petalenentwicklung wird GLO in 

allen vier Stadien stark exprimiert, am stärksten im Stadium P4 (siehe auch Kapitel 3.1.3). 

Eine Reduktion der DEF-Funktion in def-101 Petalen P3 zeigt kaum Einfluss auf die Ex-

pression des GLO Gens. In jungen Stadien der def-101/plena Doppelmutante ist eine Er-

höhung des Expressionsniveaus sichtbar, jedoch ist die Reaktion schwächer als bei DE-

FICIENS (Abb. 3-19). Auch hier werden die vorhandenen Makroarray-Daten durch die 

Ergebnisse der RT-PCR-Analysen tendenziell bestätigt. 
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Abbildung 3-20 
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3.3.3.3 Expression von DEFTup 1 (Extensin-ähnliches Gen) 
 

 

Dieses DEF-Zielgen wird in allen hier untersuchten Organen des Wildtyps außer den 

Wurzeln exprimiert. Die Expressionsstärke variiert jedoch von sehr stark in Petalen und 

stark in Stamina über mäßig in Karpellen und Brakteen bis schwach in Sepalen, Blättern 

und Stängeln (Abb. 3-21). Innerhalb der Petalenentwicklung beobachtet man einen Ex-

pressionsanstieg in späten Petalen (P3 + P4) (siehe Abb. 3-18). In allen drei der hier un-

tersuchten Testsysteme reagiert die Expression des von DEF aktivierten Gens signifikant 

und schnell auf Modifikationen in der DEF-Funktion. Wird die DEF-Funktion in def-101 

Petalen oder Stamina reduziert, so sinkt auch das Expressionsniveau von DEFTup 1 deut-

lich jeweils schon nach 24h. Wird dagegen in jungen Infloreszenzen der B/C-

Doppelmutante die DEF Proteinkonzentration erhöht, so steigt auch die Expression dieses 

Gens schwach an. 
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Abbildung 3-21 
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3.3.3.4 Expression von DEFTup 2 (Alpha Tubulin) 
 

 

Das zweite von DEF aktivierte neue Zielgen zeigt hohe Expressionsniveaus in Petalen, 

Stamina, Karpellen, Stängeln und Wurzeln und niedrige in Blättern, Brakteen und Sepa-

len und ist damit in sämtlichen hier untersuchten Organen des Wildtyps exprimiert (Abb. 

3-22). Während der Petalenentwicklung zeigt das Alpha Tubulin eine starke Expression in 

Petalen P1, welche in den weiteren Entwicklungsphasen abnimmt und in Petalen P4 fast 

wieder das Expressionsniveau der Sepalen erreicht (siehe Abb. 3-18). Das aus Petalen P3 

der def-101 Mutante isolierte DEF-Zielgen zeigt in diesem Organ eine starke Expressi-

onsveränderung nach Reduktion der DEF-Funktion, in Stamina die der gleichen Behand-

lung unterzogen wurden ist jedoch mit der semiquantitativen PCR-Methode keine derarti-

ge Reaktion zu beobachten. Anders sieht es in jungen Infloreszenzen der Doppelmutante 

aus, hier wird die Expression von DEFTup 2 nach Restauration der DEF-Funktion stark 

aktiviert. 
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Abbildung 3-22 
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3.3.3.5 Expression von DEFTdown 1 (RuBisCO Aktivase) 
 

 

Das RuBisCO Aktivase Gen wird besonders stark in photosynthetisch aktiven Organen 

des Wildtyps exprimiert. Dabei zeigt sich eine besonders starke Expression in Sepalen 

und Brakteen und eine starke Expression in Stängeln und Blättern (Abb. 3-23). In den 

Blütenorganen des zweiten bis vierten Wirtels ist nur eine sehr schwache Expression zu 

beobachten und in Wurzeln keine. In Petalen P1-P4 ist dieses Gen sehr stark reprimiert 

(siehe Abb. 3-18). Die Expression dieses Gens reagiert sehr stark sowohl in Petalen, als 

auch Stamina der def-101 Mutante auf eine Reduktion der DEF-Funktion, wobei die Re-

aktion in Stamen sogar schneller nachweisbar ist. Auch innerhalb des dritten induzierba-

ren Testsystems, den jungen Infloreszenzen der def-101/plena Mutante, ist der reprimie-

rende Einfluss von DEF auf die Expression dieses Zielgens nachweisbar. 
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Abbildung 3-23 
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3.3.3.6 Expression von DEFTdown 2 (Beta Glukosidase) 
 

 

DEFTdown 2 zeigt in den Blüten ein zu DEF komplementäres Expressionsmuster, da es 

nur hohe Expressionsniveaus in Karpellen und Sepalen und eine kaum nachweisbares 

Transkript in Brakteen aufweist (Abb. 3-24). In vegetativen Geweben ist keine Expressi-

on nachweisbar. Innerhalb der Petalenentwicklung zeigt die Beta Glukosidase schon in 

Petalen P1 ein reduziertes Expressionsniveau, welches bis hin zu den reifen Petalen (P4) 

stetig weiter absinkt (siehe Abb. 3-18). Bezüglich der Regulation durch DEF bietet sich in 

diesem Fall eine interessante Datenlage dar. Während DEFTdown 2 in späten Petalen P3 

der def-101 Mutante von DEF reprimiert wird, erfährt das gleiche Gen in früheren Stadien 

der Doppelmutante eine Expressionsaktivierung durch DEF. Dies dokumentiert eine von 

der Entwicklungsphase abhängige, qualitativ unterschiedliche Regulation. In Stamina der 

def-101 Mutante ist selbst nach einer 72 stündigen Induktion kein Transkript dieser Beta 

Glukosidase nachzuweisen was darauf hindeutet, dass in diesem Stadium die Organde-

termination nicht mehr reversibel ist. 
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Abbildung 3-24 
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3.3.3.7 Expression von DEFTdown 3 (hypothetisches Gen) 
 

 

Das hypothetische Gen weist eine starke Expression in Brakteen, Stängeln und Sepalen 

des Wildtyps 165E auf. Daneben ist es in Blättern und Wurzeln exprimiert und zeigt au-

ßerdem eine schwache, über die Organe abnehmende Expression in Petalen, Stamina und 

Karpellen (Abb. 3-25). Innerhalb der Petalenentwicklung ist das Zielgen in allen Peta-

lenstadien bis auf P4 sehr stark reprimiert (siehe Abb. 3-18). DEFTdown 3 zeigt eine star-

ke durch DEF induzierte Expressionsveränderung in Petalen P3 der def-101 Mutante und 

eine etwas schwächere aber gleichartige Reaktion in den Stamina dieser Pflanzen. Nach 

einer Induktion der DEF-Funktion in Infloreszenzen der Doppelmutante lässt sich keine 

eindeutige Regulation der Expression dieses in älteren Blütenstadien von DEF reprimier-

ten Zielgens nachweisen. 
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Abbildung 3-25 
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3.3.3.8 Expression von DEFTdown 4 (PAP-ähnliches Gen) 
 

 

Auch die Expression des letzten detailliert untersuchten reprimierten DEF-Zielgens ist 

vornehmlich in Organen mit hoher Photosyntheseaktivität zu beobachten. In diesem Falle 

zeigt sich eine starke Expression in Brakteen, Blättern und Sepalen gegenüber einer 

schwachen Expression in allen übrigen Organen des Wildtyps (Abb. 3-26). Wie schon in 

Abb. 3-18 gezeigt, ist die Expression von DEFTdown 4 kontinuierlich während der Peta-

lenentwicklung P1-P4 reprimiert im Vergleich zu den Sepalen. Die RT-PCR-Analysen 

aller drei induzierbaren Testsysteme zeigen im Falle der def-101 Petalen und Stamina 

deutlich und in den Infloreszenzen etwas schwächer, dass die Expression von DEFTdown 

4 von DEF reprimiert wird. 
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Abbildung 3-26 
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Zusammenfassend kann über die detaillierten Expressionsstudien der sechs neuen DEF-

Zielgene gesagt werden, dass neben der Regulation durch DEF in Petalen P3 der def-101 

Mutante für vier dieser Gene eine gleichartige Regulation durch DEF in behandelten Sta-

mina des Stadiums 3 und außerdem für fünf Gene eine Expressionsveränderung in jungen 

Infloreszenzen der def-101/plena Doppelmutante in Folge einer modifizierten DEF-

Funktion nachgewiesen werden konnte. Bei fünf dieser Zielgene ist die Auswirkung der 

DEF-Funktion auf die Transkriptionskontrolle in allen Testsystemen gleich, nur im Falle 

der Beta Glukosidase (DEFTdown 2) zeigt sich zwischen den frühen und späten Entwick-

lungsstadien der Petalen eine qualitative Umkehrung der Regulationstendenz durch DEF.  
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3.4 Charakterisierung der Genstruktur einiger DEF-Z ielgene 
 

 

Nachdem in den vorangegangenen Kapiteln die transkriptionelle Regulation der ausge-

wählten DEF-Zielgene nachgewiesen und detaillierte Expressionsstudien mit ihnen 

durchgeführt wurden, erfolgte in diesem Teil der Arbeit die Isolierung und Charakterisie-

rung von Promotorfragmenten der vielversprechendsten Kandidaten. DEFICIENS und 

GLOBOSA binden bekanntermaßen als Heterodimer-Proteinkomplex an regulative Se-

quenzen in den Promotorregionen ihrer direkten Zielgene (siehe Einleitung; Kapitel 1.3). 

Die Kenntnis der genomischen DNA-Sequenz der Promotorregionen der DEF-Zielgene 

ermöglicht die Identifizierung von CArG-Box- oder anderen Bindungsmotiven, welche 

Hinweise auf direkte Interaktionsmöglichkeiten mit Transkriptionsfaktoren liefern. 

Da Antirrhinum majus bislang noch nicht vollständig sequenziert ist, können die ge-

wünschten Promotorinformationen nicht einfach in silico aus Sequenzdatenbanken extra-

hiert werden. Hier werden deshalb mit Hilfe der RAGE Technik (rapid amplification of 

genomic ends; (Cormack & Somssich, 1997) genomische DNA-Fragmente in Nachbar-

schaft von bekannten DNA-Sequenzen isoliert (siehe Material & Methoden Kapitel 

2.5.3). 

 

 

3.4.1 Isolierung von Promotorfragmenten der ausgewä hlten Zielgene mit-
tels RAGE Technik 
 

 

Die Isolierung genomischer DNA-Bereiche mit Hilfe des PCR-gestützten RAGE-

Verfahrens wurde für alle in Tabelle 7 aufgelisteten DEF-Zielgene durchgeführt. Die da-

für benutzen Adapter-Ligationsansätze genomischer DNA von Antirrhinum majus 

(WT165E) wurden freundlicherweise von Dr. Jong Hee Kim zur Verfügung gestellt. Die 

Sequenzen der Gen-spezifischen Primer wurden von den 5’-Bereichen der bekannten 

cDNA-Sequenz des jeweiligen Gens abgeleitet. Dies geschah so, dass die zu isolierenden 

genomischen DNA-Fragmente überlappende Sequenzbereiche mit der bekannten EST-

Sequenz hatten, anhand derer sie später überprüft werden konnten. Die Sequenzen der 

Oligonukleotide sind im Anhang (Kapitel 7.2.3) aufgeführt. Als template für die ersten 
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linearen PCRs wurden Adapter-Ligationsansätze benutzt, deren genomische Fragmente 

aus einem Restriktionsverdau mit BamHI oder EcoRV stammten. In den folgenden zwei 

verschachtelten PCR-Reaktionen wurden 1:50 Verdünnungen der vorhergehenden PCR-

Reaktion als template eingesetzt.  

Für alle sechs DEF-Zielgene wurden genomische DNA-Fragmente isoliert, deren Größen 

zwischen 600 und über 2800 Bp variieren. Sie wurden mit Hilfe des TOPO TA® Klonie-

rungssystems (siehe Kapitel 2.6) kloniert und ihre DNA-Sequenzen ermittelt. Die Se-

quenzen der Promotorfragmente befinden sich im Anhang (Kapitel 7.1), eine schemati-

sche Übersicht ist in Abb. 3-27 dargestellt. 

 

 

3.4.2 Sequenzmotivanalyse der isolierten Promotorre gionen  
 

 

Um Hinweise auf mögliche Binderegionen für transkriptionelle Regulatoren zu bekom-

men, wurden die in 3.4.1 isolierten genomischen DNA-Fragmente einer Sequenzmotiv-

analyse unter Nutzung der PLACE-Datenbank (Plant cis-acting regulatory DNA ele-

ments) unterzogen (Higo et al., 1999). Von besonderem Interesse waren dabei CArG-

Box-Motive, die mehrfach als Bindestelle für MADS-Box Transkriptionsfaktoren nach-

gewiesen wurden (Tröbner et al., 1992; Riechmann et al., 1996; Egea-Cortines et al., 

1999; Tang & Perry, 2003). 

Abbildung 3-27 stellt eine schematische Übersicht der isolierten genomischen Fragmente 

der DEF-Zielgene und den darin befindlichen CArG-Box-Elementen dar. Es wurden zwei 

unterschiedliche CArG-Motive markiert, zum einen die „klassische“ CArG-Box „CX 

(A/T)6 GX“ (Typ1), welche z.B. von den CArG-Boxen 1 und 3 des GLO Promotors und 

der CArG-Box des DEF Promotors repräsentiert wird. Zum anderen ein CArG-Motiv „C 

(A/T)8 G“ (Typ2) welches als Bindestelle des MADS-Box Transkriptionsfaktors AGL15 

beschrieben wurde (Tang & Perry, 2003). 

 



Ergebnisse 90 

500 bp

DEFTdown 1
1627 bp

CArG-Box Typ1  CX (A/T)6 GX 

CArG-Box Typ2  C (A/T)8 G

Skizzen der isolierten genomischen DNA-Fragmente de r DEF-Zielgene

DEFTdown 3
1397 bp

DEFTup 2
1219 bp

DEFTup 1
2837 bp

DEFTdown 2
601 bp

DEFTdown 4
2521 bp

-1293

-1670

-2918

-1392

- ?

-/+ ?

-75

-82

+ ?

ATG

+ 5

+ ?

-44

 
Abb. 3-27  Schematische Darstellung der isolierten genomische DNA-Fragmente der ausgewählten 
DEF-Zielgene mit den darin befindlichen CarG-Box-Motiven 
Zwei unterschiedliche Typen von CArG-Boxen sind gemäß ihren ungefähren Positionen innerhalb der 
genomischen DNA-Fragmente skizziert. Die Positionsinformationen beziehen sich auf die Entfernung zum 
Translationsstartpunkt (� ATG). ? = Position bzw. Translationsstartpunkt unklar 
 

 

Die Sequenzanalyse der Promotorbereiche ergab, dass in jedem untersuchten DNA-

Fragment CArG-Box-Elemente vorhanden waren (siehe Abb. 3-27). In einigen Fällen 

kommen sie gehäuft in benachbarten Sequenzbereichen vor, was ein Hinweis auf eine 

eventuelle regulative Funktion dieser Regionen ist (Egea-Cortines et al., 1999).  

Das über 2800 Basenpaare (Bp) lange Promotorfragment von DEFTup 1 (Extensin-

ähnliches Gen) enthält neben insgesamt 21 CArG-Motiven noch zahlreiche andere pflan-

zenspezifische Cis-Elemente (HD-Zip-Motiv, Bindestelle für MYB-ähnlichen TF, b-Zip 

TF Bindestelle, GT1-Bindestelle, WRKY-Bindestelle), die hier aus Übersichtsgründen 

nicht eingezeichnet wurden. Auf einige von ihnen wird in einer detaillierteren Ansicht 

partieller Bereiche des genomischen DNA-Fragments im nächsten Kapitel eingegangen 

(siehe Abb. 3-28). Der von DEFTup 2 (Alpha Tubulin) isolierte Promotorbereich, enthält 

in knapp über 1200 Bp vier CArG-Boxen des Typ 1 und eine des zweiten Typs. Ansons-

ten wurden keine weiteren interessanten regulatorischen Elemente gefunden. Auch das 

1627 Bp lange genomische DNA-Fragment der RuBisCO Aktivase (DEFTdown 1) weist 

neben den insgesamt sieben CArG-Motiven keine weiteren interessanten cis-aktive Ele-
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mente auf. Das gleiche gilt für die klonierten Promotorbereiche von DEFTdown 3 und 4. 

Die 1397 Bp bzw. 2521 Bp langen genomischen DNA-Sequenzen enthalten sechs bzw. 

fünfzehn CArG-Motive. Bei dem genomischen DNA-Fragment welches von DEFTdown 

2 isoliert wurde, konnte der Translationsstart nicht eindeutig angegeben werden, da ein 

beträchtlicher Teil der Sequenz im 5’Bereich der cDNA des EST-Klons fehlt. Das hier 

verfügbare genomische Fragment enthält neben einer CArG-Box des Typs 2 eine Binde-

stelle für Pflanzen-spezifische MYB-Transkriptionsfaktoren (siehe Abb. 3-28 nächstes 

Kapitel).  
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3.5 Test auf direkte Bindung der isolierten Promoto rregionen ei-
niger DEF-Zielgene durch das DEFICIENS Protein 
 

 

Nachdem in dem vorangegangenen Kapitel Promotorbereiche der DEF-Zielgene, die 

Hinweise auf eine direkt durch DEF vermittelte Regulation zeigten isoliert und ihre Se-

quenzen in Bezug auf cis-aktive Elemente analysiert wurden, wird in diesem Abschnitt 

der Arbeit mittels der X-ChIP-Methode getestet, ob eine direkte Interaktion des DEF Pro-

teins mit den Promotorbereichen der ausgewählten Zielgene vorliegt.  

 

Die X-ChIP Technik bietet die Möglichkeit, die in vivo Assoziation von Proteinen an ge-

nomischen DNA-Sequenzen zu überprüfen (Orlando, 2000). Dazu werden Protein/DNA-

Komplexe aus frisch geerntetem Pflanzenmaterial mittels Formaldehyd reversibel fixiert 

und das so behandelte Chromatin in kleine Stücke (0.4 - 4 kB) geschert. In einer dann 

folgenden Immunopräzipitation mit anti-DEF Serum werden Protein/DNA-Komplexe die 

das DEFICIENS Protein enthalten immunopräzipitiert. Als Negativkontrolle wird der 

gleiche Versuch mit dem Präimmunserum durchgeführt. Nach Revertierung der Fixie-

rung, werden Proteine und RNA-Moleküle verdaut und die aufgereinigte DNA weiter 

analysiert.  

 

In den dazu durchgeführten Experimenten erfolgten PCR-Analysen mit den isolierten 

genomischen DNA-Fragmenten aus X-ChIP-Experimenten, welche jeweils mit anti-DEF 

Serum im Vergleich zu Präimmunserum (Negativkontrolle) durchgeführt wurden. Damit 

konnten spezifisch angereicherte Promotorfragmente nachgewiesen werden. Der dazuge-

hörige experimentelle Teil der Arbeit, insbesondere die unter 3.5.3 beschriebenen Ergeb-

nisse wurde in Zusammenarbeit mit Bettina Müller durchgeführt, welche die hierfür ver-

wendete X-ChIP-Methode (crosslinked-chromatin immunoprecipitation) in der Arbeits-

gruppe etabliert hat. 
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3.5.1 Auswahl der zu testenden Promotorregionen  
 

 

In ihrer Doktorarbeit konnte Bettina Müller nachweisen, dass Bereiche des DEFICIENS 

und des GLOBOSA Promotors, welche CArG-Box-Motive umspannten, in den aufgerei-

nigten DNA-Fraktionen aus X-ChIP-Experimenten mit Antirrhinum majus angereichert 

sind. Das galt sowohl für Immunopräzipitationen die mit α-DEF Serum durchgeführt 

wurden, als auch für diejenigen bei denen α-GLO Serum benutzt wurde. Dies war der 

erste Beweis für die direkte in vivo Interaktion der DEF und GLO Proteine mit ihren ei-

genen Promotoren. 

Die als positiv getesteten Sequenzbereiche umspannten im Fall von GLOBOSA die 

CArG-Boxen 2 und 3 (ca. 100 – 200 Bp vor dem Translationsstartpunkt) (Tröbner et al., 

1992) und im Fall von DEFICIENS den Bereich um die SRF CArG-Box ca. 1300 Bp vor 

dem Translationsstartpunkt (Schwarz-Sommer et al., 1992). 

 

Für die Analysen der Promotorregionen der in dieser Arbeit isolierten DEF-Zielgene wur-

den Fragmente aus Bereichen genomischer DNA gewählt, die nicht weiter als 2 kB 

stromaufwärts des Startkodons liegen. Außerdem wurden solche Bereiche bevorzugt, in 

denen sich CArG-Motive befinden. 

 

 

3.5.2 Entwurf und Test Gen-spezifischer Promotorpri mer 
 

 

Die Gen-spezifischen Primer wurden unter Benutzung der isolierten genomischen DNA-

Fragmente der DEF-Zielgene so gewählt, dass sie Sequenzbereiche von 300-600 Bp Län-

ge umspannten. Im Durchschnitt waren sie 26-30 Nukleotide lang und wiesen einen GC-

Gehalt von 38-56% auf. Die Sequenzen der Oligonukleotide sind im Anhang aufgeführt 

und ihre Lage innerhalb des analysierten DNA-Fragments in Abbildung 3-28 schematisch 

dargestellt. 

Die Primer-Qualität wurde in PCR-Reaktionen mit genomischer WT165E-DNA aus A. 

majus als template getestet. Nur diejenigen Primer-Kombinationen, deren Fragment mit 
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einer Signalstärke amplifiziert werden konnte die vergleichbar mit denen der GLO Frag-

mente war, wurden für die X-ChIP-PCR-Analysen eingesetzt. 

 

 

3.5.3 X-ChIP-PCR-Analysen mit ausgewählten Promotor fragmenten der 
DEF-Zielgene 
 

 

Für die X-ChIP-PCR-Analysen wurden als template die aufgereinigten genomischen 

DNA-Fragmente eingesetzt, welche aus X-ChIP-Experimenten mit Wildtyp Pflanzen 

stammten bei denen die Immunopräzipitation mit einem polyklonalen α-DEF Serum (aus 

Kaninchen) durchgeführt wurde. Als Ausgangsmaterial der Versuche dienten Petalen P3 

oder Stamen des Stadiums 3 des A. majus Ecotyps WT165E, angezogen unter Gewächs-

haus- oder Freilandbedingungen. 

Jedes X-ChIP-Experiment beinhaltete zwei parallel laufende Ansätze: bei der einen Im-

munopräzipitation wurde das spezifische Anti-Serum des gewünschten Proteins (DEFI-

CIENS) eingesetzt, bei der anderen das unspezifische Präimmunserum (Negativkontrol-

le). Wird mit beiden DNA-Proben eine X-ChIP-PCR-Analyse durchgeführt, so erkennt 

man im Falle einer direkten Interaktion des untersuchten Proteins mit dem amplifizierten 

Promotorbereich eine deutliche Anreicherung des PCR-Produkts im Vergleich zur unspe-

zifischen Kontrolle.  

 

In den X-ChIP-PCR-Reaktionen wurde als template jeweils 4% der aus einem standardi-

siert durchgeführten Immunopräzipitations-Experiment erhaltenen DNA-Menge einge-

setzt. Neben der internen Negativkontrolle (Präimmunserum IP) wurden zusätzlich eine 

positive PCR-Kontrolle mit 10 ng genomischer Wildtyp-DNA und eine negative PCR-

Kontrolle mit sterilem H2O durchgeführt.  
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PCR-KontrollenPetalen Stadium 3
DEFTup 1

E1       E2      E3
M +    - +    - +    - M

E1      E2        E3
M - +    - +     - +

A

PCR-KontrollenPetalen Stadium 3
GLOBOSA

G1        G2      Gup

M +     - +    - +    - M
G1       G2      Gup

M - +     - +    - +

D
PCR-KontrollenPetalen Stadium 3

DEFTdown 3 und 2

H1       H2      B1
M +    - +    - +    - M

H1      H2        B1
M - +    - +     - +

C

Stamina Stadium 3
DEFTup 1

E1        E2     
M +    - +     - M

PCR-Kontrollen

E1       E2 
M - +     - + 

B

Myb (Pflanzen)

CArG-Box Typ1  CX (A/T)6 GX

CArG-Box Typ2  C (A/T)8 G

b-ZIP

WRKY

Cis-aktive Elemente

500 Bp

621 515
Fragment H2

(574 bp)

619 620Fragment H1
(420 bp)

DEFTdown 3
+ 33- 1000

ATG

622 513
Fragment B1

(606 bp)

DEFTdown 2
+?-/+?

733 811
Fragment E3

(418 bp)
509737

Fragment E2
(492 bp)

591 740
Fragment E1

(403 bp)

DEFTup 1
- 44- 2000

E

 
Abb. 3-28  X-ChIP-PCR-Analysen mit genomischen Fragmenten dreier DEF-Zielgene 
(A-C): Gelelektrophoresen der mit genomischen Primerpaaren von drei DEF-Zielgenen durchgeführten X-
ChIP-PCRs. (D): Gelelektrophoresen der mit Promotorprimerpaaren von Globosa durchgeführten X-ChIP-
PCRs zum Vergleich. (+ = anti-DEF Serum; - = Präimmunserum bzw. bei den PCR-Kontrollen: + = Posi-
tivkontrolle; - = Negativkontrolle) 
Die X-ChIP-PCR-Reaktionen wurden mit jeweils 4% der aus Immunopräzipitations-Experimenten mit 
Petalen P3 (A,C,D) oder Stamen Stadium 3 (B) stammenden DNA als template durchgeführt. Für die PCR-
Kontrollen wurden 10 ng genomische DNA (WT165E) bzw. steriles H2O als template genommen. Alle 
PCR-Reaktionen wurden mit 58°C Primeranlagerungstemperatur, 1 min Synthesezeit und 34 Zyklen durch-
geführt. 
(E): Schematische Skizze der getesteten genomischen Regionen der DEF-Zielgene mit Lage der Primer und 
der cis-aktiven Elemente. 
(Die hier gezeigten X-ChIP-PCR-Analysen wurden von Bettina Müller durchgeführt.) 
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Anhand der X-ChIP-PCR-Analysen des GLO Promotors (Abb. 3-28, D) sieht man eine 

starke und eindeutige Anreicherung des Fragments G1, welches die ersten beiden CArG-

Motive (CArG 2 und 3) des GLO Promotors stromaufwärts des Translationsstartpunkts 

beinhaltet. Bei den zwei weiteren getesteten genomischen Fragmenten dieses Promotors, 

die stromaufwärts der G1-Region liegen und nur ein CArG-Motiv (CArG 1, Fragment 

G2) bzw. keine CArG-Motive enthalten (Gup) ist keine deutliche Anreicherung in den mit 

α-DEF Serum durchgeführten Immunopräzipitations-Experimenten zu beobachten (mit 

freundlicher Genehmigung von B. Müller). 

 

Die ebenfalls in Abbildung 3-28, (A-C) gezeigten Ergebnisse der mit genomischen Prim-

erpaaren drei DEF-Zielgene DEFTup 1 (Extensin-ähnliches Gen), DEFTdown 2 (Beta 

Glukosidase) und DEFTdown 3 (Hypothetisches Gen) durchgeführten X-ChIP-PCR-

Analysen wurden jeweils mit den Ergebnissen der Analyse des GLO Promotors vergli-

chen. Die Fragmente E1 und E2 sind in beiden DNA-Fraktionen aus X-ChIP-

Experimenten, durchgeführt mit Petalen P3 bzw. Stamina des Stadiums 3, verglichen mit 

den DNA-Fraktionen der internen Negativkontrolle angereichert (Abb. 3-28, A und B). 

Das weiter stromabwärts lokalisierte Fragment E3 zeigt im Vergleich zu den beiden ande-

ren Fragmenten nur eine schwache Reaktion. Verglichen mit der Stärke der Anreicherung 

des GLO-Fragments G1, ist die Reaktion mit dem Fragment E1 fast vergleichbar, die des 

Fragments E2 etwas schwächer.  

Das genomische Fragment H1 von DEFTdown 3 (Abb. 3-28, C) ist in den DNA-

Fraktionen aus X-ChIP-Experimenten mit Petalen P3 im Vergleich zu dem GLOBOSA-

Fragment G1 nur sehr schwach angereichert. Die Stärke der Reaktion liegt kaum über der 

des nicht angereicherten Fragments Gup (Abb. 3-28, D). Bei den Banden des weiter 

stromabwärts liegenden Fragment H2 ist kein quantitativer Unterschied zwischen Expe-

riment und Kontrolle zu erkennen (Abb. 3-28, C).  

Das Fragment B1 (Beta Glukosidase) zeigt ebenfalls nur eine leicht stärkere Amplifikati-

on in der PCR-Reaktion, welche die mit Hilfe von α-DEF Serum isolierte X-ChIP-DNA 

als template hatte (Abb. 3-28, C). Dieses Ergebnis welches mit einem genomischen Frag-

ment erzielt wurde, dass größtenteils stromabwärts des Translationsstartpunkts von 

DEFTdown 2 lokalisiert ist, kann für nachfolgende Experimente als Hinweis, nicht aber 

als eine eindeutige Anreicherung gewertet werden. 
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In diesem Kapitel wurden sechs genomische DNA-Fragmente von drei neuen DEF-

Zielgenen auf eine direkte in vivo Interaktion mit dem DEF Protein getestet. Für zwei 

Fragmente des Extensin-ähnlichen Gens (E1 und E2, Abb. 3-28) konnte eine Assoziation 

des Transkriptionsfaktors mit der genomischen DNA dieser Promotorbereiche nachge-

wiesen werden. Dies zeigt, dass die X-ChIP-Methode das Potential besitzt direkte Inter-

aktionen zwischen Transkriptionsfaktoren und Zielgenen nachzuweisen. 
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3.6 Weitere Aspekte der Expressionsanalyse der EST- Kollektion 
 

 

Ein interessanter Aspekt von Expressionsprofil-Experimenten mit großen Datensets ist 

die Möglichkeit, die verfügbaren Daten auf Gene mit invariantem Expressionsniveaus in 

möglichst allen Bedingungen zu untersuchen. Die Identifizierung von „Haushaltsgenen“, 

erlaubt diese als Kontrollen für Expressionsstudien wie RT-PCRs oder Northern-

Analysen einzusetzen. Des Weiteren können sie als interne Kontrollgene zur Normalisie-

rung von Array-Experimenten genutzt werden, vor allem dann, wenn die Anzahl der 

DNA-Elemente auf dem Filter zu gering für eine globale Normalisierung über alle Ele-

mente ist. Aufgrund der Ergebnisse vieler Mikro- oder Makroarray-Expressionsstudien 

wurde bei vielen klassischen Haushaltsgenen eine Expressionsregulierung in bestimmten 

Geweben oder nach gewissen Behandlungen festgestellt, was ihre Verwendbarkeit als 

Kontrollgene einschränkt. Gleichermaßen wurden jedoch viele neue Gene mit invarianter 

Expression durch die Kombination von Ergebnissen verschiedener Expressionsprofil-

Experimente entdeckt. Die in dieser Arbeit ermittelten invarianten Gene werden in Kapi-

tel 3.6.1 vorgestellt. 

Der Weiteren werden in Kapitel 3.6.2 die temperatursensitiven ESTs aufgelistet und in 

Ansätzen funktionell betrachtet. 

 

 

3.6.1 ESTs mit invariantem Expressionsniveau 
 

 

Zur Ermittlung von invarianten ESTs wurden die Datensätze der Makroarray-

Expressionsstudien aus den Kapiteln 3.1.2, 3.2.2 und 3.6.1.1 dieser Arbeit in Kombinati-

on genutzt. Die im weiteren Verlauf als invariant bezeichneten Gene mussten folgende 

Kriterien erfüllen: 

1. Sie mussten in allen 3 Expressionsprofil-Experimenten exprimiert sein.  

2. Im Vergleich zur jeweiligen Kontrollbedingung durften die Abweichungen der 

Expressionsniveaus in allen Bedingungen nur zwischen 0.97 – 1.03 betragen 

(Ausschlußkriterium) 

 



Ergebnisse 99 

Die Datensätze der drei in dieser Arbeit durchgeführten Makroarray-Expressionsstudien 

wurden zunächst für sich betrachtet und danach in allen möglichen Kombinationen auf 

invariante ESTs untersucht. Das Venn-Diagramm in Abbildung 3-29 stellt die Anzahlen 

der als invariant definierten ESTs dar. Auffällig ist die von vorneherein geringe Anzahl 

von 57 invarianten ESTs in dem Expressionprofil-Experiment „Wildtyp Stadien“ (Kapitel 

3.1.2), gegenüber den 914 bzw. 1163 invarianten ESTs in den Makroarray-Experimenten 

„def-101 P3“ (Kapitel 3.2.2) bzw. „WT P3“ (Kapitel 3.6.1.1). Anders als bei den letztge-

nannten Expressionsstudien („def-101 P3“ und „WT P3“) wurden im ersten Experiment 

die Transkriptome sowohl verschiedener Entwicklungsstadien, als auch unterschiedlicher 

Organe verglichen. Dadurch werden die Anzahlen der in allen Bedingungen nicht regu-

lierten ESTs enorm reduziert. Wurden die Daten einer der beiden organ- und stadienspe-

zifischen Expressionsstudien mit denen der „Wildtyp Stadien“ kombiniert, so befanden 

sich die Anzahlen der invarianten ESTs mit 21 bzw. 27 in der gleichen Größenordnung. 

Nach einer Kombination aller drei Datensätze blieben elf ESTs übrig, die unter allen in 

dieser Arbeit vorgestellten Bedingungen eine invariante Expression aufwiesen.  

     

Wildtyp
P3

def-101
P3

Wildtyp
Stadien

57

11

2721

382
1163914

 

 

Abb. 3-29  Venn-Diagramm der invarianten ESTs aus drei Expressionsprofil-Experimenten 
Angegeben sind jeweils die Gesamtzahlen der Schnittmengen. 
 

In Tabelle 8 sind die elf invarianten ESTs aus allen drei Expressionsprofil-Experimenten 

aufgelistet. Neben zwei Proteinasen befinden sich unter ihnen vier Gene, die funktionell 

an Translationsprozessen beteiligt sind. 
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EST-Nummer 
 

„WT Stadien“ 

   P1       P2       P3       P4 
 

„def-101 P3“ 

   24h    72h 
 

„WT P3“ 

   24h     72h 
 

 
BLAST-Homologie 

 

 
018_1_02_o08 

 
0.99 

 
1.00 

 
1.00 

 
0.99 

 
1.01 

 
1.03 

 
1.01 

 
1.01 

 
Translations Inhibitor 

 
018_2_02_l16 

 
0.99 

 
0.99 

 
0.98 

 
0.98 

 
0.98 

 
1.00 

 
0.98 

 
0.98 

 
Translations Elongationsfaktor eEF-1 gamma 

 
018_2_03_i04 

 
1.00 

 
1.02 

 
1.01 

 
1.02 

 
0.98 

 
1.00 

 
0.99 

 
1.01 

 
exprimiertes Protein 

 
018_4_10_g05 

 
1.00 

 
1.03 

 
0.98 

 
1.01 

 
0.98 

 
1.00 

 
1.01 

 
1.00 

 
Glutaredoxin 

 
018_5_01_f14 

 
1.00 

 
0.99 

 
0.99 

 
1.02 

 
0.99 

 
0.99 

 
1.00 

 
1.01 

 
14-3-3 Protein Homolog 

 
018_5_02_b03 

 
1.00 

 
1.00 

 
1.01 

 
1.00 

 
0.97 

 
0.97 

 
1.00 

 
0.98 

 
ABC Transporter (ATP bindend) 

 
018_5_11_e08 

 
0.99 

 
1.00 

 
0.98 

 
1.02 

 
0.99 

 
0.98 

 
0.98 

 
0.99 

 
Clp Proteinase (ATP-abhängig) 

 
018_6_01_b20 

 
1.02 

 
1.01 

 
1.01 

 
1.03 

 
0.98 

 
0.99 

 
1.01 

 
1.02 

 
Peptidase (Chloroplast, thylakoidal) 

 
018_6_01_015 

 
1.01 

 
1.00 

 
0.97 

 
1.00 

 
0.99 

 
0.99 

 
1.01 

 
0.98 

ähnlich zu Phosphatidylinositol 
transferierendem Protein III 

 
018_6_01_p15 

 
1.02 

 
1.02 

 
0.99 

 
1.03 

 
0.99 

 
1.00 

 
0.97 

 
0.98 

 
Translations Initiationsfaktor 6 

 
018_6_03_j20 

 
1.01 

 
1.01 

 
0.98 

 
1.02 

 
1.00 

 
1.03 

 
0.99 

 
1.02 

 
Zink-Finger Protein 

 

Tabelle 8  Invariante ESTs aus drei Expressionsprofil-Experimenten 
Die hier aufgeführten ESTs sind unter allen Bedingungen exprimiert und zeigen im Vergleich zur jeweili-
gen Kontrollbedingung eine Abweichung im Expressionsniveau, die zwischen 0.97 und 1.03 beträgt. Ne-
ben den Makroarray-Ratios sind die Ergebnisse der Sequenzvergleiche gegen alle bekannten Proteine an-
gegeben. 
 
 
 

3.6.2 Temperatursensitive ESTs in Wildtyp Pflanzen 
 

 

Im Zuge der Isolierung von DEF-Zielgenen aus adulten Petalen der def-101 Mutante (sie-

he Kapitel 3.2.2) wurde parallel das gleiche Expressionsprofil-Experiment mit Petalen P3 

von identisch kultivierten und behandelten Wildtyp Pflanzen durchgeführt. Die Auswer-

tung erfolgte analog und zu dem in Kapitel 3.2.2 vorgestellten Expressionsprofil-

Experiment und. Signifikant (Ausschlußkriterium 1.2) regulierte ESTs aus WT-Petalen 

P3, welche für null, 24 oder 72 Stunden einer Temperaturerhöhung von elf Grad Celsius 

ausgesetzt waren, wurden ermittelt und dieser Datensatz mit dem der DEF-Zielgene aus 

späten Petalen P3 verglichen (siehe Kapitel 3.2.2). 
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Insgesamt reagieren in adulten Wildtyp-Petalen 83 ESTs signifikant auf die Temperatur-

änderung, die Expression von 40 von ihnen wird dabei in mindestens einer Bedingung 

hoch reguliert, die von 44 von ihnen entsprechend reprimiert. Ein EST (018_6_08_j11) 

zeigt eine so starke Expressionsdynamik innerhalb der untersuchten 72h, dass er sowohl 

zum Set der signifikant aktivierten, als auch der signifikant reprimierten ESTs zählt. Die-

ses Gen wird zunächst nach 24h signifikant (1.31 fach) aktiviert und erfährt dann eine so 

starke Reduktion der Expression, dass das Expressionsniveau nach 72h signifikant unter 

dem Ausgangsniveau der Kontrolle (0h) liegt. 

Eine detaillierte Aufspaltung der regulierten ESTs zu unterschiedlichen Zeitpunkten ist in 

Tabelle 9 dargestellt. Während das Verhältnis von aktivierten und reprimierten ESTs nach 

24h noch recht ausgeglichen ist, sind fast 60% der nach 72h regulierten ESTs in ihrem 

Expressionsniveau reduziert. 

 

 aktiviert reprimiert 

 

Regulierte ESTs nach 24h 

 

21 

 

23 

 

Regulierte ESTs nach 72h 

 

30 

 

42 

 

Tabelle 9  Regulierte ESTs in WT-Petalen P3 nach Temperaturerhöhung 
Aufgeführt sind alle in WT Petalen P3 exprimierten und nach einer Temperaturerhöhung von 24h bzw. 72h 
signifikant regulierten ESTs. Aktivierte ESTs zeigen ein erhöhtes Expressionsniveau im Vergleich zur 
Kontrollbedingung, reprimierte ESTs dementsprechend ein reduziertes. 
 
 
Ein Hierarchisches Cluster der 83 in WT Petalen P3 auf Wärme reagierenden ESTs mit 

ihren BLAST-Homologien zu bekannten Proteinen ist im Anhang dargestellt. Unter den 

in ihrer Expression hochregulierten ESTs befinden sich Ionenkanalproteine, Hitzeschock-

Proteine und Enzyme des Anthocyanstoffwechselwegs. Unter den ESTs, welche in ihrer 

Expression reprimiert werden befinden sich Enzyme diverser Biosynthesen und das Käl-

testressprotein SRC1. 
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4 Diskussion 
 

 

4.1 Petalenentwicklung in Antirrhinum majus 
 

 

4.1.1 Während der Petalenentwicklung von A. majus werden mindestens 
ein Fünftel der exprimierten Gene reguliert 
 

 

Zur Untersuchung der Petalenentwicklung von A. majus wurde diese anhand morphologi-

scher Merkmale in vier definierte Stadien (P1 bis P4, siehe Kapitel 3.1.1) eingeteilt und 

damit ein Expressionsprofil-Experiment im Vergleich zu Sepalen durchgeführt. Dies er-

laubte einerseits eine Charakterisierung der Genregulation innerhalb später Differenzie-

rungsphasen der Petalenentwicklung und ermöglichte andererseits die Auswahl des am 

besten zur Isolierung von DEF-Zielgenen geeigneten Petalenstadiums. 

 

Aus den Genexpressionsanalysen der Wildtyp Petalenentwicklung geht hervor, dass 20 

Prozent (537 von 2858) der in diesen Entwicklungsphasen exprimierten ESTs eine signi-

fikant differentielle Expression (Ausschlußkriterium 1.2 fach) in mindestens einem Peta-

lenstadium gegenüber Sepalen aufweisen. Da mit unabhängigen Methoden auch Gene als 

differentiell bestätigt werden konnten, deren Abweichungen in den Makroarray-Studien 

geringer als 1.2 fach waren, wird Anteil regulierter Gene innerhalb der Petalenent-

wicklung vermutlich noch höher sein. Expressionsprofil-Experimente in denen andere 

Gewebedifferenzierungsprozesse wie die Xylogenese im vaskulären System von Pappeln 

untersucht wurden ergaben, dass über 40% der aus Pappeln isolierten ESTs innerhalb 

verschiedener Entwicklungsphasen des vaskulären Systems differentiell reguliert werden 

(Hertzberg et al., 2001). Eine andere Studie in der das männliche gametophytische 

Transkriptom von A. thaliana betrachtet wurde zeigte, dass nur 13% der analysierten Ge-

ne (Arabidopsis 8K GeneChip) in Pollen exprimiert werden, davon aber 40 % Pollen-

spezifisch sind (Honys & Twell, 2003). Ein direkter Vergleich der Anzahlen regulierter 

Gene in den dargestellten Gewebedifferenzierungsprozessen ist schwierig, da sich sowohl 

die Fragestellungen der Versuche, als auch die jeweils angewandten experimentellen Pa-
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rameter unterscheiden. Jedoch kann man aus diesen Beobachtungen ableiten, dass die 

transkriptionelle Regulationsaktivität mit zunehmender Komplexität der untersuchten 

Gewebe steigt. Sowohl das vaskuläre System (40% Regulation) als auch die Petalen (20% 

Regulation) besitzen verschiedene spezialisierte Zellen und wiesen daher deutlich mehr 

differentiell exprimierte Gene auf als ein einzelner untersuchter Zelltyp wie Pollen (13% 

Regulation). 

Die im weiteren Verlauf dieses Kapitels diskutierten Ergebnisse der Stadien-spezifischen 

Genexpressionsanalysen der Petalenentwicklung von A. majus unterstützen die Beobach-

tungen, dass die meisten der zwischen zwei Organen differentiell exprimierten Gene unter 

einer strikten Entwicklungsstadien-spezifischen transkriptionellen Kontrolle während der 

Organogenese stehen (Hertzberg et al., 2001). 

 

Funktionell betrachtet weisen die BLAST-Homologien der insgesamt regulierten Gene 

nach Vergleichen zu bekannten Sequenzen aus A. thaliana bzw. anderen Spezies darauf 

hin, dass die Regulation der Petalenentwicklung komplex ist und ein großes Spektrum an 

Stoffwechselprozessen beeinflusst wird. Dabei werden auffallend viele Gene differentiell 

in Sepalen und Petalen reguliert, die den Kategorien Photosynthese, Metabolismus, Zell-

abwehr, Kontrolle der zellulären Organisation oder Transport zuzuordnen sind. Auch die 

Resultate anderer Studien belegen, dass der größte Teil der etwa 2000 aus Rosen Petalen 

isolierten ESTs in die funktionellen Kategorien Zellabwehr (Stressantwort) und Memb-

ran-assoziierte Proteine (Zellwandmetabolismus) eingeordnet werden können 

(Channelière et al., 2002; Guterman et al., 2002). 

 

In dieser Arbeit zeigen detailliertere Untersuchungen der 537 regulierten ESTs, dass 98% 

von ihnen entweder überwiegend in Sepalen oder in Petalen exprimiert sind, nur 2% zei-

gen innerhalb der Petalenentwicklung eine so starke Expressionsdynamik, das sie in 

mind. einem Petalenstadium reprimiert und in mind. einem anderen im Vergleich zum 

Expressionsniveau der Sepalen aktiviert werden. Aussagen über eine wirkliche Organspe-

zifität dieser 526 ESTs können jedoch erst getroffen werden, nachdem ihre Expression in 

anderen Blütenorganen (Stamina, Karpelle) und in vegetativen Organen dokumentiert 

worden ist.  

 

Von den insgesamt 322 innerhalb der Petalendifferenzierung hochregulierten ESTs zeigen 

311 eine hohe Expressionsdynamik zwischen den definierten Petalenstadien, die oft mit 
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einer Stadien-spezifischen Expression einhergeht. Besonders deutlich lässt sich diese in 

den späten Petalenstadien P3 und P4 beobachten, wo mehr als die Hälfte der insgesamt 

280 in diesen beiden Stadien aktivierten ESTs Stadien-spezifisch in nur einer dieser bei-

den Differenzierungsphasen reguliert werden. Eine Expressionsstudie aus dem Jahr 2001 

mit einem kleinen Datensatz speziell ausgewählter ESTs aus Rosen Petalen zeigte, dass 

bei einem Vergleich zwischen jungen (entspricht P1) und sehr späten Petalenstadien (ent-

spricht P4) 25% der Gene stark aktiviert und 5 % stark reprimiert werden (Guterman et 

al., 2001). Hier in dieser Arbeit konnte für A. majus detailliert gezeigt werden, dass der 

größte Teil der Regulationsaktivität innerhalb der Petalendifferenzierung spezifisch in 

den späten Entwicklungsphasen (P3 und P4) stattfindet. Die dabei im speziellen regulier-

ten Stoffwechselwege werden genauer in den Kapiteln 4.1.3.2 und 4.1.3.3 diskutiert. 

Neben den vielen Stadien-spezifisch regulierten EST gibt es 11 ESTs die während den 

untersuchten Entwicklungsphasen kontinuierlich in allen Petalenstadien signifikant akti-

viert sind. Die 9 von ihnen repräsentierten Gene umfassen den Transkriptionsfaktor 

GLOBOSA, Lipid Transfer Protein Gene, CER1 und ein CER1-ähnliches Gen, ein Gen 

für eine Methionyl-tRNA-Synthethase, ein Calmodulin-ähnliches Gen und ein hypotheti-

sches Gen. Bezüglich der gemessenen absoluten Expressionsintensitäten gehören sie, mit 

Ausnahme von GLO, zu den 170 am höchsten exprimierten Genen innerhalb der Petalen 

P1-P4. 

 

 

4.1.2 DEF und GLO zeigen eine unterschiedliche Expressionsdynamik in -
nerhalb der Petalenentwicklung 
 

 

Obwohl seit über zehn Jahren die DEF und GLO Transkriptionsfaktoren intensiv er-

forscht werden, wurde deren Expression in späten Petalenstadien bislang nicht genauer 

untersucht. Die Makroarray- und RT-PCR-Daten aus dieser Arbeit zeigen, dass sich die 

DEF und GLO Expressionsstärken in späten Petalendifferenzierungsphasen unterschei-

den. Beide Transkriptionsfaktoren weisen innerhalb der Stadien P1-P3 ein sehr hohes 

Expressionsniveau auf und gehören nach den Makroarray-Daten in diesen Stadien zu den 

3% der absolut gesehen am höchstens exprimierten Genen. Außerdem geht aus beiden 

Arten von Expressionsdaten hervor, dass DEF innerhalb der ersten drei Petalenstadien 

wesentlich stärker exprimiert wird als GLO, die ist besonders deutlich im Stadium P3 
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erkennbar. In dem letzten untersuchten Petalenstadium (P4) reduziert sich jedoch die Ex-

pressionsstärke von DEF im Gegensatz zu der von GLO, welche auf einem vergleichba-

ren Expressionsniveau bleibt. Dieser Unterschied könnte dadurch erklärt werden, dass 

nicht allein der Multiproteinkomplex aus DEF, GLO und SQUA Proteinen die autoregu-

lative Kontrolle der Transkription dieser beiden Gene steuert (siehe Einleitung). Abhän-

gig von Entwicklungsphase und lokaler Proteinumgebung könnten weitere Proteine die 

transkriptionelle Kontrolle von DEF und GLO unterschiedlich modulieren (Lohmann & 

Weigel, 2002). Eine genauere Untersuchung der Gewebe-spezifischen Expression dieser 

beiden Gene in späten Petalenstadien des Wildtyps würde Anhaltspunkte dafür liefern, 

inwieweit eine unterschiedliche mRNA-Lokalisation dieser Gene und die damit eventuell 

verbundene divergierende Verfügbarkeit von Ko-Faktoren die Expressionsregulation be-

einflussen könnte.  

 

 

4.1.3 Korrelation von Genexpressionsveränderungen m it morphologisch 
sichtbaren Differenzierungsprozessen 
 

 

Generell zeigt sich bei einem Vergleich der in Stadium P2-P4 gemessenen Blütenlängen 

und der Anzahlen der in diesen Entwicklungsphasen in Petalen aktivierten Gene, dass der 

Zuwachs der Petalenlängen und der damit fortschreitende Differenzierungsgrad mit den 

gesteigerten Anzahlen der in der Petalenentwicklung aktivierten Gene korreliert. 

Abgesehen von den unter 4.1.1 diskutierten Resultaten der allgemeinen funktionellen 

Analyse der insgesamt in Wildtyp Petalen regulierten ESTs, können wesentlich genauere 

Aussagen getroffen werden, wenn funktionellen Analysen für kleinere Datensätze ko-

regulierter Gene durchgeführt werden. Bei der gesonderten Betrachtung der Subgruppen 

A, B, C und D fiel auf, dass in den Clustern benachbarte ESTs mit sehr ähnlichen Expres-

sionsmustern oft eine hohe Sequenzähnlichkeit aufweisen und dass für viele der ko-

regulierten Gene Zugehörigkeiten zu gleichen Stoffwechselwegen nachgewiesen werden 

konnten. Im Folgenden werden die Charakteristika der vier aus dieser Arbeit hervorge-

gangenen Subgruppen ko-regulierter Gene mit Hinblick auf ihre biologische Relevanz 

diskutiert. 
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4.1.3.1 Petalen des Stadiums P1 zeigen eine hohe Zellteilungsaktivität 
 

 

Alle ausschließlich in Stadium P1 signifikant aktivierten Gene wurden in der Subgruppe 

A zusammengefasst. Die Ergebnisse der funktionellen Analysen dieser ko-regulierten 

Gene mit Hilfe der MIPS-Kategorien belegen eindrucksvoll, dass die Kategorie Zell-

Zyklus in dieser Entwicklungsphase stark überrepräsentiert ist. Ebenfalls gehäuft finden 

sich Gene aus den Kategorien Proteinsynthese und Proteinverarbeitung. Die separate Be-

trachtung identifiziert 14 ESTs mit BLAST-Homologien zu Histonen und weitere mit 

BLAST-Homologien zu ribosomalen Proteinen. Unter den Histonen befindet sich sechs-

mal der DNA-Replikationsmarker Histon H4 (Fobert et al., 1994) dessen Expression aus-

schließlich im Stadium P1 stark aktiviert ist. In den späteren Petalenstadien P2-P4 sinkt 

die Expression dieser ESTs auf das in gemischten Sepalenstadien beobachtete Expressi-

onsniveau ab. In einer Veröffentlichung von Coen aus dem Jahr 1986 wurde bereits pos-

tuliert, dass die jungen Blütenentwicklungsstadien (vergleichbar mit P1 bis P2) in A. ma-

jus Phasen mit hoher Zellteilungsaktivität darstellen (Coen et al., 1986). Ferner wiesen 

Reale und Mitarbeiter im Jahr 2002 in Petalen von Petunia hybrida mittels eines Zelltei-

lungsmarkers (Typ B1 Cyclin) und einem DNA-Replikationsmarker (Histon H4) nach, 

dass hohe Zellteilungsaktivitäten zeitlich auf junge Stadien der Petalenentwicklung be-

schränkt und in fortschreitenden Stadien die Expression dieser Markergene nur noch im 

Bereich der inneren Epidermis der Petalenlappen detektierbar ist (Reale et al., 2002). Die 

Resultate der hier vorgestellten detaillierten Genexpressionsanalysen belegen in Antirrhi-

num majus zum ersten Mal, dass das durch Zellteilungen hervorgerufene Zellwachstum 

nach der Organinitiierung auf junge Petalenstadien (bis Ende P1) beschränkt ist. 
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4.1.3.2 Der schnelle Größenzuwachs der späten Petalen (P3 und P4) wird durch 
Zellstreckungsprozesse realisiert 
 

 

Eine andere aus Kapitel 3.1.2.2.2 hervorgehende Subgruppe ko-regulierter Gene umfasst 

59 ESTs deren Expression sowohl in P3 als auch in P4 signifikant gegenüber der Expres-

sion in Sepalen erhöht ist. Von Anfang des Petalenstadiums P3 bis zum Ende des Stadi-

ums P4 vervierfachen die Blütenblätter des Wildtyps ihre Länge von 1 auf 4 cm. Die Ab-

wesenheit von Zellteilungs- und DNA-Replikations-assoziierten Genen unter den signifi-

kant in den beiden letzten Stadien aktivierten ESTs zeigt, dass diese rapide Größenzu-

nahme innerhalb von nur fünf Tagen nicht allein durch ein Zellteilungswachstum ver-

wirklicht wird. Stattdessen finden sich innerhalb der Subgruppe B gehäuft Gene, die an 

der Zellstreckung (Pektinacetylesterase), am Zellwandmetabolismus allgemein (Extensin, 

Plasmamembranproteine) oder an Membrantransportprozessen (Lipid Transfer Proteine) 

beteiligt sind.  

Zellvergrößerungsprozesse stellen eine energetisch ökonomische Art des schnellen 

Wachstums dar und gehen mit einem Massenzuwachs der Vakuole und einer irreversiblen 

Expansion der Zellwand einher. Der Größenzuwachs der Zelle wird dabei hauptsächlich 

durch die Aufnahme von Wasser realisiert, während der Zytoplasmagehalt der Zellen 

kaum steigt (Cosgrove, 1997). Um wachsen zu können, muss zunächst das starre Zell-

wandgerüst gelockert werden. Dieser Vorgang ist Turgor- und pH-Wert-abhängig und 

kann durch Hormone beeinflusst werden. Durch die anschließende Wasseraufnahme ex-

pandiert die Zelle physikalisch und erhält ihre endgültige Form nach Erweiterung und 

Festigung der zuvor aufgeweichten Zellwandbereiche (Cosgrove, 1997).  

Neben den hier diskutierten Zellwachstumsaktivitäten weisen die MIPS-Daten auch auf 

eine erhöhte Differenzierungsaktiviät in späten Petalenentwicklungsphasen hin. Tatsäch-

lich formen sich in der inneren Epidermis dieser Petalenstadien spezielle konische Zellen 

aus, die den Blütenblättern ihren makroskopisch sichtbaren samtigen Glanz verleihen 

(siehe Einleitung; (Glover et al., 1998; Martin et al., 2002). Dieser durch den MYB-

ähnlichen Transkriptionsfaktor MIXTA kontrollierte Differenzierungsprozess beginnt in 

den Petalen P3 und die Ausprägung der konischen Zellen dauert über P4 hinaus bis nach 

der Anthese an (Goodwin et al., 2003). Unter den DNA-Elementen der EST-Filter befin-

den sich zwar einige MYB-ähnliche Sequenzen, jedoch keine welche eindeutig als MIXTA 

identifiziert werden und neue Expressionsdaten über diesen Transkriptionsfaktor liefern 
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konnten. Aus der Literatur ist jedoch bekannt, dass dieser Transkriptionsfaktor in An-

tirrhinum majus überlappend mit der Lokalisation der konischen Zellen nur in der inneren 

Epidermis von späten Petalenstadien exprimiert wird (Glover et al., 1998). CER1, ein 

Gen dass an der Wachsbiosynthese beteiligt ist (Aarts et al., 1995), befindet sich gleich 

zweimal unter den in Subgruppe B dargestellten ESTs. Die Expressionsprofile der zuge-

hörigen ESTs zeigen eine in allen vier Petalenstadien eine signifikant erhöhte Expression 

gegenüber der von Sepalen, mit dem höchsten Expressionsniveau in P4. Diese Daten kor-

relieren mit dem erhöhten Cuticulabedarf in Petalen, der einerseits generell in den wachs-

tumsbedingten Zellvergrößerungen und andererseits speziell in den formbedingten Zell-

oberflächenvergrößerungen der konischen Zellen (siehe Einleitung) begründet ist. 

 

 

4.1.3.3 Petalen des Stadiums P4 zeigen neben Zellstreckungsprozessen eine 
hohe metabolische Aktivität 
 

 

Das Stadium P4 zeigte in den Untersuchungen den neben der größten Anzahl (174) an 

signifikant aktivierten Genen auch den mit 66% eindeutig höchsten Anteil an Stadien-

spezifisch regulierten ESTs. Unter den ausschließlich in diesem Entwicklungsstadium 

aktivierten Genen befinden sich, vergleichbar zu Subgruppe B auffallend viele ESTs mit 

Assoziation zum Zellwandmetabolismus. Dies verdeutlicht, dass die Verdoppelung der 

Blütenlänge von 2 auf 4 cm innerhalb dieses Stadiums keineswegs nur auf der Auffaltung 

bereits gestreckter Petalen beruht, sondern dass weiterhin ein aktives Zellstreckungs-

wachstum nachzuweisen ist, wodurch die Petalen ihre endgültige Größe und Form erhal-

ten. 

Ein anderer charakteristischer Aspekt dieses späten Petalenstadiums ist die deutlich er-

höhte Anzahl an Enzymen des pflanzlichen Sekundärmetabolismus. Sehr eindeutige Kor-

relationen zeigen sich dabei einerseits zwischen den in der Anthocyansynthese involvier-

ten Genen (Flavonol 3-O-glukosyltransferase, Isoflavon Reduktase) und der ausgeprägten 

Blütenblattfärbung (Martin & Gerats, 1993), und andererseits für ein Enzym (BAMT) des 

Methylbenzoat-Biosynthesewegs, da Methylbenzoat Hauptbestandteil des von Antirrhi-

num Blüten emittierten Dufts ist (Dudareva et al., 2000). Weitere Enzyme aus anderen 

Bereichen des pflanzlichen Sekundärstoffwechsels könnten bei Abwehrreaktionen eine 

Rolle spielen. Diese Vermutung wird unterstützt von der großen Anzahl an Abwehr- und 
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Stress-verwandten Genen, die innerhalb der aus Rosen Petalen isolierten cDNAs gefun-

den wurden (Channelière et al., 2002). 

 

 

4.1.3.4 Die Photosynthese wird innerhalb der Petalenentwicklung kontinuierlich 
reprimiert 
 

 

Das Datenset der Subgruppe D, welches diejenigen ESTs umfasst, deren Expression kon-

tinuierlich in Petalen reprimiert wird zeigt von den hier speziell untersuchten Datensätzen 

die offensichtlichste Korrelation zwischen funktioneller Zuordnung der ko-regulierten 

Gene und morphologisch sichtbaren Differenzierungsprozessen. Fast alle in dieser Sub-

gruppe vertretenen ESTs können dem Photosynthesemetabolismus oder den mit ihm ver-

knüpften Stoffwechselwegen zugeordnet werden. Diese Resultate zusammen mit der Ü-

berrepräsentation der MIPS-Kategorie Energie stehen im Einklang mit den morphologi-

schen Beobachtungen dass Sepalen grün sind und eine hohe Photosyntheseaktivität vor-

weisen, dagegen aber Petalen nur in jungen Stadien eine leichte Grünfärbung besitzen 

und keine Stomata vorweisen. Eine Untersuchung der Plastiden-Ontogenie während der 

Arabidopsis Petalenentwicklung zeigte, dass junge Petalen aus ungeöffneten Knospen 

grüne Chloroplasten in allen Organbereichen besitzen. Im Laufe der Petalenstreckung 

beobachtet man jedoch, dass die Plastiden ihr Chlorophyll verlieren und sich zu Leuko-

plasten redifferenzieren. Normale grüne Chloroplasten verbleiben nur an der Basis von 

reifen Petalen (Pyke & Page, 1998). 
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4.2 Isolierung von DEF-Zielgenen 
 

 

Die Makroarray Technik ermöglicht die gleichzeitige Untersuchung mehrerer tausend 

Gene im Hinblick auf ihr Expressionsniveau in unterschiedlichen Konditionen z.B. in 

Organen, Entwicklungsphasen oder nach spezifischer Behandlung. Besonders für Analy-

sen komplexer Prozesse bei denen eine vielschichtige Regulation vermutet wird, ist diese 

Methode geeignet um konkrete Hinweise auf die an der Regulation beteiligten Gene zu 

erhalten. 

 

Innerhalb dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur Genexpressionsanalyse der EST-

Kollektion von Antirrhinum majus etabliert, mit dem die Daten hybridisierter EST-Filter 

unter verschiedenen Aspekten ausgewertet werden können. Die darin integrierte Benut-

zung der M-CHIPS-Analyse-Methode (Fellenberg et al., 2002) beinhaltet zum einen eine 

experimentelle Annotierung und adäquate Speicherung der Hybridisierungsdaten, die den 

Zugriff auf die Daten und ihre Benutzung in Kombination mit zukünftig durchgeführten 

Expressionsexperimenten erlaubt. Zum anderen konnte gezeigt werden, dass die aus mit 

den hier angewandten Prozessierungsmethoden und Qualitätskriterien produzierten Mak-

roarray-Daten eine hohe Reproduzierbarkeit aufweisen und die Expressionsdaten einer 

Auswahl an Genen zu über 80% mittels einer unabhängigen Analysemethode bestätigt 

werden konnten. Bei den nicht bestätigten Genen konnten entweder die Genexpressions-

veränderungen mittels der semiquantitativen und daher unsensitiveren RT-PCR-Analyse 

aufgrund von zu geringen absoluten Expressionsunterschieden nicht erfasst werden, oder 

es handelt sich um Falschpositive. Ersteres könnte durch quantitative poly(A)-Northern-

Analysen detaillierter untersucht werden. Im Falle von DELILA, das einer großen Familie 

von bHLH-Transkriptionsfaktoren angehört, stimmen die Daten der RT-PCR-Analysen 

mit den bekannten Literaturdaten überein, jedoch ist aus den Makroarray-Daten keine 

gleichartige Regulation ersichtlich. Hier könnte aufgrund der kurzen EST-Sequenz eine 

Kreuzhybridisierung mit anderen bHLH-Genen stattgefunden und die Ergebnisse beein-

flusst haben. 

 

Die meisten der signifikant differentiell exprimierten Gene, welche aus den Makroarray-

Analysen hervorgingen zeigen neben dem mehr als 1.2 fach relativen Expressionsunter-



Diskussion 111 

schied auch eine große absolute Differenz der Intensitäten. Diese Beobachtungen deuten 

darauf hin, dass sich die hier verwandte Methode sehr gut dazu eignet aus einer großen 

Anzahl zumeist unbekannter ESTs sowohl stark exprimierte als auch stark regulierte Ge-

ne zuverlässig zu ermitteln.  

 

 

4.2.1 Kombination von Makroarray Technik und temper atursensitiver 
def-101 Mutante 
 

 

Als Strategie zur Isolierung von DEF-Zielgenen aus A. majus wurde in dieser Arbeit eine 

Kombination aus einer Hochdurchsatz Technik mit einem in vivo induzierbaren System 

gewählt. Bei der def-101 Mutante aus Antirrhinum können Modifikationen in der DEF-

Funktion durch einfache Temperaturänderungen hervorgerufen werden. Gene, deren Ex-

pression nicht aufgrund der veränderten DEF-Funktion sondern durch den Temperatur-

stress beeinflusst wird, können klar im Rahmen von Kontrollexperimenten erkannt und 

ausgeschlossen werden. Dies verdeutlicht den Vorteil dieses in vivo Systems gegenüber 

artifiziellen Ansätzen. Z.B. können bei der Nutzung eines Steroid-induzierbaren Systems 

zur Identifizierung von Zielgenen (Sablowski & Meyerowitz, 1998; Zik & Irish, 2002), 

generelle Effekte auf die Genexpression auch in den nicht induzierten Pflanzen nicht aus-

geschlossen werden, da das eingebrachte System in WT Pflanzen normalerweise nicht 

vorhanden ist. 

 

Vorversuche zeigten, dass die Reduzierung der mRNA-Komplexitäten der untersuchten 

Proben durch Verwendung Organ- und Stadien-spezifischer Proben und die Einhaltung 

konstanter Parameter (z.B. Erntezeit, Methode der RNA-Extraktion, Expositionszeit) die 

Anzahl der identifizierten differentiell exprimierten Gene steigerte. Insbesondere bei der 

in Kapitel 3.1 beschriebenen Makroarray-Studie „WT Stadien“ wurde nachgewiesen, dass 

die Expression vieler in der Petalenentwicklung regulierter Gene Entwicklungsphasen-

spezifisch reguliert ist. Aufgrund dessen, wurde für die Isolierung von DEF-Zielgenen 

das Petalenstadium P3 der def-101 Mutante ausgewählt. In dieser Entwicklungsphase der 

Petalenmorphogenese zeigen insgesamt 293 ESTs eine signifikant verändertes Expressi-

onsniveau im Vergleich zu dem der Sepalen und 33 von ihnen sind ausschließlich in die-

sem Stadium aktiviert. Zudem liegt die Expression von DEF in diesem Stadium deutlich 
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über seinem basalen Expressionsniveau, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass 

eine Reduktion der DEF-Funktion sowohl autoregulativ die DEF Expression als auch die 

Expressionsniveaus von DEF-Zielgenen beeinflussen wird. 

 

 

4.2.2 Die Expression von über 100 ESTs reagiert auf  eine ein- bis drei-
tägige Reduktion der DEF-Funktion 
 

 

In Kapitel 3.2 wurde die mindestens 1.2 fache Änderung der Expressionsniveaus von 108 

ESTs in Folge einer verminderten DEF-Funktion in def-101 Petalen P3 im Rahmen eines 

Makroarray-Experiments nachgewiesen, und über 80% einer Auswahl von ihnen durch 

semiquantitative RT-PCR-Analysen bestätigt. Das ausgeglichene Verhältnis zwischen 

von DEF aktivierten (53) und von DEF reprimierten (55) ESTs zeigt, dass dieser 

Transkriptionsfaktor sowohl als Aktivator, als auch als Repressor agiert. Zudem kann ein 

Anstieg der Anzahlen der regulierten ESTs nach 24h (47) im Vergleich zu 72h (98) beo-

bachtet werden. Das deutet darauf hin, dass das sehr schnell vermittelte regulatorische 

Potential von DEF auf direkten Interaktionen beruhen könnte. Im weiteren Verlauf des 

DEF-Funktionsverlusts könnten diese frühen Zielgene dann vermutlich selbst auch wie-

der die Transkription von anderen Genen innerhalb der Regulationskaskade beeinflussen. 

Es ist anzunehmen, dass die Anzahl der in dem untersuchten System differentiell expri-

mierten Gene noch ansteigen würde, wenn man die Zeit der Behandlung über drei Tage 

hinaus verlängert. 

Unter Berücksichtigung der Tatsache, dass die hier untersuchten 11.600 Unigene aus der 

EST-Kollektion ungefähr 40% der für A. majus geschätzten Anzahl an cDNAs repräsen-

tieren, kann eine direkte oder indirekte Regulation von ca. 250 Genen durch DEFICIENS 

in diesem Petalenstadium der def-101 Mutante angenommen werden. Diese Annahme 

übertrifft die aus einer Mikroarray-Studie hervorgehende Schätzung von ungefähr 200 in 

Arabidopsis thaliana vermutlich durch AP3/PI regulierte Gene (Zik & Irish, 2002). Al-

lerdings umfasst die dort genannte Anzahl sowohl Petalen-, als auch Stamina-spezifische 

Zielgene, die während der gesamten Blütenentwicklung detektierbar waren. Da in dieser 

Arbeit nur die DEF-Zielgene eines der vier vorhandenen definierten Petalenstadien unter-

sucht wurden ist anzunehmen, dass in Antirrhinum die Anzahl der von DEF regulierten 

Gene in der gesamten Petalen- und Staminaentwicklung wesentlich höher ist. Mittels Or-
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gan- und Stadien-spezifischen Analysen können somit größere Anzahlen an differentiell 

exprimierten Zielgenen isoliert werden. 

 

 

4.2.3 Das regulatorische Potential von DEFICIENS er streckt sich in Petalen 
des Stadiums 3 auf verschiedene Stoffwechselwege 
 

 

Aus den funktionellen MIPS-Analysen des Datensatzes der in def-101 Petalen P3 regu-

lierten ESTs ging hervor, dass 10 der 20 betrachteten Kategorien im Vergleich zu dem 

Datensatz der allgemein in diesem Petalenstadium exprimierten ESTs deutlich über- oder 

unterrepräsentiert waren. Ein Vergleich der 5 Kategorien, die sowohl innerhalb der regu-

lierten ESTs der „WT Stadien“, als auch innerhalb der regulierten ESTs der „def-101 P3“ 

überrepräsentiert sind zeigt, dass die Gene beider Datensätze fast mit jeweils identischen 

Anteilen den Kategorien Metabolismus, Energie, Zellabwehr oder Kontrolle der zellulä-

ren Organisation zugeordnet werden können. Die Kategorie Transport ist unter den DEF-

Zielgenen mit 19% noch stärker vertreten als unter den innerhalb der WT Petalenent-

wicklung regulierten Genen. Diese Resultate lassen vermuten, dass die ermittelten DEF-

Zielgene spezifische Aufgaben innerhalb der Petalenentwicklung besitzen. Tatsächlich 

befinden sich 73 der 108 DEF-Zielgene auch unter den in der WT Petalenentwicklung als 

reguliert identifizierten Genen. 

Ferner wurde festgestellt, dass Gene die an der Proteinsynthese oder Proteinverarbeitung 

beteiligt sind, im Datensatz der von DEF regulierten Gene unterrepräsentiert sind. Diese 

Beobachtungen lassen zusammen mit den Ergebnissen aus Kapitel 3.6.1, wo sich von den 

11 als invariant identifizierten ESTs allein 4 in die oben genannten Kategorien einordnen 

lassen vermuten, dass DEF in späten Petalen, zumindest innerhalb der ersten 72h die Pro-

teinsynthese nicht reguliert. 
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4.2.3.1 DEF kontrolliert das Zellstreckungswachstum während der späten Peta-
lenentwicklung 
 

 

Die detaillierten funktionellen Analysen der DEF-Zielgene ergaben dass allein 34 der 108 

regulierten ESTs mit dem Zellwandmetabolismus bzw. dem Zellstreckungswachstum 

assoziiert sind. Die Transkription von über 70% von ihnen wird durch DEF aktiviert, die 

restlichen werden durch DEF reprimiert. Ähnlich wie bei den in Kapitel 4.1.3.2 und 

4.1.3.3 diskutierten Genen mit einer Funktion im Zellwandmetabolismus, befinden sich 

auch unter den DEF-Zielgenen des Stadiums P3 strukturelle Zellwandbestandteile (Ex-

tensin, Tubulin), in die Zellstreckung involvierte Genprodukte (Pektinacetylersterase), 

mehrere Lipid Transfer Proteine und das an der Wachsbiosynthese beteiligte Gen CER1 

(Aarts et al., 1995). Zusätzlich findet man jedoch hier zwei ESTs die Ähnlichkeiten zur 

Gibberellin-regulierten Genen zeigen, GIP1 und GEG (Kotilainen et al., 1999) und zwei 

ESTs, deren Genprodukte in der Weiterleitung von abiotischen Signalen involviert sind. 

Bei letzteren handelt es sich erstens um ein Calmodulin-ähnliches Gen, was unter Einluß 

von Ca2+ die Aktivität von Enzymen beeinflussen kann (Alberts et al., 1995) und zweitens 

um ein Ankyrin-ähnliches Gen. Für eine Ankyrin Proteinkinase aus Alfalfa konnte eine 

Induzierung der Expression aufgrund von osmotischen Stress nachgewiesen werden 

(Chinchilla et al., 2003).  

Die vier letztgenannten Gene zeigen, dass zusätzlich zu den bereits in späten Petalensta-

dien des Wildtyps identifizierten Genen, welche mit dem in diesen Phasen beobachteten 

Zellstreckungswachstum korrelieren, hier auch einige putative Regulatoren dieses Prozes-

ses als von DEF reguliert nachgewiesen werden konnten. Speziell für GEG ist bereits 

bekannt, dass seine Expression in Petunia hybrida zeitlich mit der longitudinalen Zellex-

pansion korreliert und diese von diesem Gibberellin-stimulierten Gen reguliert wird 

(Kotilainen et al., 1999). 

Der Vergleich mit Studien in denen Zielgene des DEF Orthologen AP3 aus A. thaliana 

zeigt, dass sowohl dem direkten Zielgen NAP eine Funktion während der Umschaltung 

von der Zellteilungs-geprägten Phase der Blütenentwicklung zur Zellexpansions-

geprägten Phase zugeordnet wird (Sablowski & Meyerowitz, 1998), und sich des Weite-

ren unter den 47 von Zik identifizierten von AP3/PI regulierten Genen auch viele befin-

den, die dem Zellwandmetabolismus zugeordnet werden können (Zik & Irish, 2002). 
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4.2.3.2 DEF hemmt den Photosynthesestoffwechsel während der späten Petale-
nentwicklung 
 

 

Wie bei den Temperaturverschiebungs-Experimenten mit def-101 Mutanten beobachtet 

werden konnte, bestanden die ersten sichtbaren morphologischen Auswirkungen einer 

Verminderung der DEF-Funktion in Petalen in der Ausbildung von grünen Sektoren. Zu-

dem kann ein Fünftel der von DEF in def-101 Petalen P3 reprimierten ESTs eindeutig mit 

dem Photosynthesemetabolismus assoziiert werden. Alle diese Gene zeigen eine stark 

verminderte Expression in Petalen gegenüber dem Expressionsniveau in Sepalen. Interes-

santerweise sind jedoch die absoluten Intensitäten dieser Gene in den Petalenstadien im-

mer noch recht hoch, so gehört z.B. die RuBisCO Aktivase ( EST 018_5_02_g06) selbst in 

WT Petalen P3 noch zu den 600 am stärksten exprimierten Genen. Zudem wurde bei Un-

tersuchungen von Petunien festgestellt, dass deren Korolla Chloroplasten enthält die, 

wenn auch mit einer stark reduzierten Effizienz, photosynthetisch aktiv sind und CO2 

fixieren (Weiss & Halevy, 1991). In Antirrhinum wurden die Petalen hinsichtlich ihrer 

photosynthetischen Aktivität noch nicht untersucht und sie zeigen nur in jungen Stadien 

eine grünliche Färbung. Obwohl die Chloroplasten innerhalb der Petalenentwicklung zu 

Leukoplasten redifferenzieren (Pyke & Page, 1998) ist noch unklar, warum anscheinend 

trotzdem das Expressionsniveau photosynthetischer Komponenten hoch gehalten wird, 

zumal Stomata in Petalen fehlen. Eventuell könnten einige Komponenten bislang noch 

unbekannte, nicht direkt mit der Photosynthese assoziierte Aufgaben während der Organ-

differenzierung ausüben. 

 

 

4.2.3.3 DEF und GLO werden unterschiedlich stark durch das DEF Protein regu-
liert 
 

 

Bereits unter dem Punkt 4.1.2 wurden die unterschiedlichen Expressionsdynamiken und 

ungleichen absoluten Expressionsniveaus von DEF und GLO in WT Petalen diskutiert. 

Die Ergebnisse der detaillierten Expressions-Studien zeigen, dass sich außerdem auch die 

Auswirkungen einer veränderten DEF-Funktion auf die Transkriptionsregulation dieser 

beiden MADS-Box Gene unterscheiden. Während die Expression von DEF sowohl in 
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Petalen P3 der def-101 Mutante, als auch jungen Infloreszenzen der def-101/plena Dop-

pelmutante nach Reduzierung der DEF-Funktion stark beeinflusst ist, kann man für die 

Expression von GLO nur sehr geringe Änderungen in diesen beiden Testsystemen beo-

bachten. Da die Makroarraydaten im Falle der behandelten def-101 Petalen eine leichte 

Reduktion der GLO Expression nachweisen, könnte mit Hilfe von poly(A) RNA Northern 

noch einmal überprüft werden, ob die hier benutzte semiquantitative RT-PCR-Technik 

zur Erfassung der geringen Expressionsunterschiede nicht sensitiv genug war. 

In WT Pflanzen wurde sowohl für DEF, als auch für GLO in vivo nachgewiesen, dass die 

DEF und GLO Proteine an den beiden Promotoren binden (B. Müller, unveröffentlichte 

Daten). Ein Bindungsnachweis implementiert jedoch nicht, dass dadurch auch die 

Transkription der betreffenden Gene kontrolliert wird.  

In Petalen der def-101 Mutante wurde eine autoregulative Kontrolle der DEF Expression 

beobachtet, jedoch reagierte die Expression von GLO fast gar nicht auf eine reduzierte 

DEF-Funktion. Die generell verminderte DEF-Funktion in def-101 Blüten (siehe Einlei-

tung) könnte im Fall von GLO zu gering sein, um die Autoregulation für dieses Gen zu 

gewährleisten. Demnach würden unterschiedliche DEF-Schwellenwerte für die 

Transkriptionsaktivierung von DEF und GLO benötigt. Eine andere Möglichkeit besteht 

darin, dass die Art und Stärke der Transkriptionskontrolle dieser beiden Gene zusätzlich 

durch weitere ternäre Faktoren moduliert wird (Egea-Cortines et al., 1999), welche unter-

schiedlich an den Promotoren der beiden MADS-Box Gene binden. Auch die Entwick-

lungsphasen-abhängigen Expressionsunterschiede von DEF und GLO in WT Petalensta-

dien weisen auf eine Beteiligung von zusätzlichen Ko-Faktoren bei der Transkriptionsre-

gulation dieser Gene hin. 

Diese Beobachtungen zeigen, dass der Nachweis eines direkten DEF-Zielgens sowohl 

eine in vivo dokumentierte Interaktion des DEF Proteins mit dem Promotor, als auch eine 

Bestätigung der in Folge dieser Bindung regulierten Transkriptionsaktivität bedingen. Für 

Letzteres stellte sich in die dieser Arbeit die def-101 Mutante als geeignetes System her-

aus. 
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4.3 Charakterisierung der ausgewählten DEF-Zielgene  
 

 

Aus den über 100 DEF-Zielgenen, die aus der Makroarray-Studie mit def-101 Petalen P3 

hervorgingen, wurden sechs unabhängig bestätigte Zielgene für weitere Analysen ausge-

wählt. Kriterien für die Auswahl waren dabei eine schnelle und eindeutige Expressions-

veränderung in Folge einer Modifikation der DEF-Funktion in def-101 Petalen P3 und 

eine deutliche differentielle Expression in WT Petalen des Stadiums P3 gegenüber WT 

Sepalen. Durch die komplette Sequenzierung der zugehörigen EST-Klone konnten die 

offenen Leseraster von drei Genen vollständig ermittelt werden, bei den restlichen Ziel-

genen ist entweder der Translationsstartpunkt oder das Translationsende noch nicht 

eindeutig bestimmt. Die Expression aller sechs Gene wurde in verschiedenen Organen 

und Mutanten charakterisiert, und mit Hilfe der RAGE Technik genomische DNA-

Fragmente stromaufwärts des Translationsstartpunkts isoliert und charakterisiert. 

Abschließend wurden genomische DNA-Fragmente von drei der DEF-Zielgene 

dahingehend untersucht, ob ihre Regulation durch eine direkte Interaktion des DEF 

Proteins mit der genomischen DNA vermittelt wird. 

 

 

4.3.1 DEFTup 1 – ein Extensin-ähnliches DEF-Zielgen 
 

 

Das Genprodukt des Extensin-ähnlichen DEF-Zielgens DEFTup 1 weist ein offenes Le-

seraster von 454 Aminosäuren Länge auf. Das sequenzähnlichste Arabidopsis Gen ist 

At4g38770. Mit einem Anteil an identischen Aminosäuren von nur 48% repräsentiert es 

wahrscheinlich nicht das orthologe Gen von DEFTup 1.  

Die detaillierten Expressionsstudien zeigen, dass dieses Gen in WT Organen des Stadi-

ums 3 sehr stark in Petalen und Stamina und mäßig in Karpellen und Brakteen exprimiert 

ist. Mit seiner besonders stark aktivierten Expression in späten Petalenstadien P3 und P4 

gegenüber der Expression in WT Sepalen ist es Teil des speziellen Datensatzes der Sub-

gruppe B. Betrachtet man die in den Makroarray-Studien ermittelten absoluten Signalin-

tensitäten dieses Gens, so gehört es sowohl in den späten Petalenstadien des Wildtyps als 

auch in den Petalen P3 der def-101 Mutante zu den sechs am stärksten exprimierten Ge-



Diskussion 118 

nen. Extensine gehören zu den Hydroxyprolinreichen Glykoproteinen und stellen Struk-

turproteine der Zellwand dar (Alberts et al., 1995). Ihre erhöhte Expression, besonders in 

späten Petalenstadien korreliert mit dem dort beobachteten enormen Zellstreckungs-

wachstum. Auch in anderen Untersuchungen wurde eine Funktion von Extensin-

ähnlichen Proteinen in Geweben mit starkem Längenwachstum nachgewiesen (Bucher et 

al., 2002).  

Die Expression von DEFTup 1 reagiert sowohl in Petalen P3 als auch Stamina des Stadi-

ums 3 der def-101 Mutante schon nach 24h sehr stark in Folge einer Reduktion der DEF-

Funktion. Zusätzlich ist eine Expressionsaktivierung durch DEF in jungen Infloreszenzen 

der def-101/plena Doppelmutante nach 48h zu beobachten. Die schnelle und starke 

Transkriptionsaktivierung durch DEFICIENS zeichnete DEFTup 1 als guten Kandidaten 

für eine direktes Zielgen aus.  

Mittels der RAGE Technik konnte von DEFTup 1 ein genomisches Promotorfragment 

von 2837 bp Länge isoliert werden, welches nach einer weit gefassten CArG-Box Defini-

tion 21 CArG-Boxen und zusätzlich einige andere cis-aktive Elemente enthält. Für dieses 

Gen konnte mittels X-ChIP-PCR-Analysen für zwei der drei getesteten Promotorfragmen-

te sowohl in WT Petalen P3 als auch in Stamen des Stadiums 3 eine Anreicherung in den 

DNA-Fraktionen aus mit dem α-DEF Serum durchgeführten Immunopräzipitationen ge-

genüber denen mit Prä-Immunserum durchgeführten Immunopräzipitationen nachgewie-

sen werden. Die beiden Promotorfragmente E1 (403 bp) und E2 (492 bp) enthalten fünf 

(E1) bzw. sechs (E2) CArG-Box Motive und zusätzlich jeweils eine b-ZIP Bindestelle. 

Wie bereits in der Einleitung erörtert wurde können MADS-Domänen Proteine mit hoher 

Affinität an CArG-Box Elemente in den Promotoren ihrer Zielgene binden. Die Spezifität 

dieser Bindung und die Stärke bzw. Art des regulatorischen Effekts wird entweder von 

der Sequenz des cis-aktiven Elements selbst oder von zusätzlichen mit dem MADS-

Domänen Protein interagierenden Faktoren bestimmt (Hill  et al., 1998; Tilly et al., 1998). 

Proteine, die räumlich getrennte Motive von Promotoren binden, können durch Ausbil-

dung einer dreidimensionalen Struktur miteinander in Form von multimeren Proteinkom-

plexen interagieren (Egea-Cortines et al., 1999). Dadurch können weit voneinander en-

fernte cis-aktive Elemente an den gleichen Regulationsprozessen beteiligt sein. Im Falle 

von DEFTup 1 könnte deshalb im Rahmen von weiteren X-ChIP-Experimenten überprüft 

werden, ob auch noch andere der zahlreichen im Promotor vorhandenen regulatorischen 

Sequenzen für die Interaktion mit DEF wichtig sind. 
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Das hier vorgestellte Extensin-ähnliche Gen DEFTup 1 ist neben DEF und GLO selbst 

das erste isolierte und charakterisierte direkte Zielgen von DEFICIENS. 

 

 

4.3.2 DEFTup 2 – ein Alpha Tubulin ist Zielgen von DEF 
 

 

Auch für DEFTup 2 konnte die Sequenz des vollständigen offenen Leserasters von 450 

Aminosäuren Länge ermittelt werden. Das Gen weist mit einem Anteil von 91% identi-

schen Aminosäuren eine hohe Sequenzähnlichkeit zu dem Alpha Tubulin Gen At4g14960 

aus Arabidopsis auf. Ein mittels der RAGE Technik isoliertes 1219 bp langes genomi-

sches DNA-Fragment stromaufwärts des Translationsstartpunkts enthält 5 CArG-Boxen.  

In WT Organen wird das hier untersuchte Alpha Tubulin stark in Petalen, Stamina, Kar-

pellen, Stängeln und Wurzeln exprimiert. Innerhalb der Petalenenwicklung weist es eine 

sehr hohe Expression in jungen Petalen (P1 und P2) auf, welche im weiteren Verlauf der 

Petalendifferenzierung absinkt. Alpha Tubuline sind Bestandteil der Mikrotubuli die u. a. 

beim Aufbau der Zellwand für deren Ausrichtung sorgen (Alberts et al., 1995).  

Die Expression dieses DEF-Zielgens reagiert in Petalen P3 der def-101 Mutante nach 24h 

schwach und nach 72h sehr stark auf eine modifizierte DEF-Funktion. In Stamina der 

gleichen Blüten ist jedoch keine derartige Reaktion zu beobachten. In jungen Infloreszen-

zen der def-101/plena Mutante hingegen wird die Expression von DEFTup 2 ebenfalls 

durch DEF aktiviert. Die hier nicht nachweisbare Regulation von DEFTup 2 in Stamina 

der def-101 Mutante könnte einerseits in einer zu kurzen Behandlungszeit begründet sein. 

Wie in den Petalen der gleichen Blüten zu beobachten ist, erfolgt der größte Anteil der 

Expressionsregulierung erst nach 72h. Die schnelle Transkriptionsregulierung in den 

Infloreszenzen der Doppelmutante schon nach 12h Behandlung lässt jedoch eine andere 

Möglichkeit wahrscheinlicher erscheinen. Die unterschiedliche Regulation dieses Gens in 

Petalen und Stamina könnte in der Interaktion mit zusätzlichen Ko-Faktoren begründet 

sein, die die Trankriptionsaktivierung des Alpha Tubulins beeinflusen und in den beiden 

Organen differentiell exprimiert sind (Lohmann & Weigel, 2002). 
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4.3.3 DEFTdown 1 – eine RuBisCO Aktivase ist Zielgen von DEF 
 

 

Dieses von DEF reprimierte Zielgen zeigt ein 472 Aminosäure langes offenes Leseraster. 

Die sequenzähnlichste RuBisCO Aktivase aus A. thaliana (At2g39730) weist eine 79% 

ige Aminosäureidentität auf. Das Promotorfragment, welches mit Hilfe der genomischen 

Linker PCR-Methode isoliert werden konnte ist 1627 bp lang und enthält 7 CArG-Box 

Elemente. 

Die aus Antirrhinum isolierte RuBisCO Aktivase  wird sehr stark in photosynthetisch hoch 

aktiven Organen wie Sepalen, Brakteen und Blättern exprimiert. DEFTdown 1 gehört zu 

dem Datensatz der Subgruppe D der im Vergleich zu Sepalen kontinuierlich während der 

Petalenentwicklung reprimierten Gene. Das funktionell eindeutig mit der Photosynthese 

assoziierte Genprodukt aktiviert das Schlüsselenzym der Photosynthese (RuBisCO) durch 

eine Carbamylierungsreaktion (Buchanan et al., 2000). 

In den behandelten def-101 Petalen P3 steigt die Expression dieses Zielgens nach 72h 

stark an, was auf eine starke Reprimierung der Transkription dieses Gens durch DEF hin-

weist. In Stamina konnte der Regulationseffekt noch deutlicher und bereits nach 24h 

nachgewiesen werden. Auch in jungen Infloreszenzen der Doppelmutante zeigt sich ein 

durch DEF induzierter Regulationseffekt.  

X-ChIP-PCR-Analysen mit Petalen-Material zeigten keine Anreicherung von Promotor-

fragmenten dieses Gens (Daten nicht aufgeführt). Allerdings könnte die sehr starke und 

schnelle Expressionsaktivierung dieses Gens in Stamina ein Hinweis für eine direkte Re-

gulation durch DEF in den Organen des dritten Wirtels sein. Zur Klärung dieser Vermu-

tung müssten weitere Promotorbereiche stromaufwärts der bereits bekannten Sequenzen 

isoliert und damit weitere X-ChIP-PCR-Analysen mit DNA-Fraktionen auch aus WT 

Stamina durchgeführt werden. 

 

 

4.3.4 DEFTdown 2 – eine Beta Glukosidase ist Zielgen von DEF 
 

 

Die EST-Sequenz des zweiten von DEF reprimierten Zielgens umfasst 1181 bp, ein voll-

ständiges offenes Leseraster konnte hier aufgrund des fehlenden 5’ Bereichs der cDNA 
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noch nicht ermittelt werden. Auch die Genauigkeit der Sequenzvergleiche wird durch das 

fehlende Fragment beeinflusst, so das bislang nur die allgemeine Enzymklasse ermittelt 

werden konnte. Die höchste Sequenzähnlichkeit mit 48% Aminosäureidentität zeigt bis-

her eine Beta Glukosidase aus Olea europaea. Aufgrund des nicht vorhandenen Transla-

tionsstartpunkts ist ferner für das mittels RAGE Technik isolierte 601 bp lange genomi-

sche Fragment unklar, ob es sich dabei um Promotorbereiche handelt. Diese Sequenz 

wies außer einer CArG-Box des Typs 2 noch eine Myb-Bindestelle auf. 

Die Expression dieses Gens ist in den untersuchten WT Organen auf Sepalen und Karpel-

le begrenzt und innerhalb der Petalenentwicklung ist das Expressionsniveau im Vergleich 

zu Sepalen deutlich reduziert. Auch DEFTdown 2 gehört zu den kontinuierlich in Petalen 

reprimierten ESTs der Subgruppe D. Pflanzliche Beta Glukosidasen stellen eine große 

Enzymklasse mit vielen unterschiedlichen Vertretern dar. Sie besitzen die unterschied-

lichsten Funktionen die von Beteiligungen bei Abwehrreaktionen, über Aufgaben in der 

Farbstoffsynthese bis hin zu Rollen in der Ligninsynthese reichen. Nach Ermittlung der 

fehlenden cDNA-Sequenz dieses Gens z.B. mit Hilfe der RACE Technik, könnte eine 

genauere Einteilung des isolierten DEF-Zielgens erfolgen, und Hinweise über eine mögli-

che Funktion des Antirrhinum Gens durch Vergleiche mit bekannten ähnlichen Beta Glu-

kosidasen ermittelt werden. 

Bei der Expressions-Regulation der Beta Glukosidase zeigt sich ein komplexes Bild. Zum 

einen reagiert die Expression von DEFTdown 2 mit einem starken Anstieg in Folge einer 

reduzierten DEF-Funktion in Petalen des Stadiums P3 der def-101 Mutante. In sehr jun-

gen Organstadien der Infloreszenzen der def-101/plena Doppelmutante zeigt sich jedoch, 

dass DEFTdown 2 dort von DEF aktiviert wird. Die hier beobachtete Transkriptionsakti-

vierung in frühen Stadien und Transkriptionsreprimierung in späten Stadien ein und 

desselben Zielgens, vermittelt durch den gleichen Transkriptionsfaktor könnte einerseits 

in zeitlich unterschiedlich exprimierten, an der Regulation beteiligten Ko-Faktoren 

begründet sein. Zum andern kann aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass sich die 

fehlende C-Funktion in der Doppelmutante auch auf die Expressionsregulation dieses 

Zielgens auswirkt. Um dies zu überprüfen, könnte die Expressionsregulation von 

DEFTdown 2 aufgrund einer modifizierten DEF-Funktion in jungen Petalen (P1 und 

jünger) in der def-101 Mutante untersucht werden. 

Die mit dem 600 bp langen genomischen Fragment dieses Zielgens durchgeführten X-

ChIP-PCR-Analysen zeigten eine leichte Anreicherung innerhalb der mit dem α-DEF 

immunopräzipitierten DNA-Fraktion. Dies kann als Hinweis für eine eventuelle Interakti-
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on des DEF Proteins oder eines DEF assoziierten Proteinkomplexes mit benachbarten 

Bereichen dieses untersuchten Fragments ausgelegt werden. Da zumindest ein Teil dieser 

genomischen Sequenz stromabwärts des Translationsstartpunkts liegt, könnte hier auch 

eine Interaktion von regulativen Faktoren mit Intronbereichen innerhalb des Gens vorlie-

gen, wie es z.B. schon einmal für AGAMOUS nachgewiesen wurde (Busch et al., 1999). 

Um die möglicherweise direkt durch DEF vermittelte Regulation dieses Gens weiter zu 

untersuchen, sollten sowohl genomische Bereiche weiter stromaufwärts als auch strom-

abwärts des hier getesteten Fragments isoliert und in X-ChIP-PCR-Analysen untersucht 

werden. 

 

 

4.3.5 DEFTdown 3 – ein hypothetisches DEF-Zielgen 
 

 

Das putative Genprodukt des hypothetischen Gens DEFTdown 3 zeigt ein offenes Le-

seraster von 287 Aminosäuren Länge, welches in Sequenzvergleichen zu keinem bisher 

bekannten Protein Ähnlichkeiten zeigte. Das fast 1400 bp lange isolierte genomische 

Promotorfragment enthält 6 CArG-Boxen. 

DEFTdown 3 zeigt in WT Organen des Stadiums 3 eine starke Expression in Brakteen, 

Stängeln und Sepalen. In Petalen, Stamina und Karpellen ist es nur schwach exprimiert. 

Im Vergleich der WT Petalenstadien zu WT Sepalen konnte eine deutlich reduzierte Ex-

pression in P1 bis P3 beobachtet werden, die jedoch in P4 fast wieder auf das Expressi-

onsniveau der Sepalen ansteigt.  

Die Expressions-Studien mit def-101 Petalen P3 wiesen für dieses Gen eine durch DEF 

reprimierte Expression nach. Auch in Stamina des Stadiums 3 der gleichen Blüten konnte 

eine gleichartige Expressionsregulation nachgewiesen werden, jedoch nicht in jungen 

Infloreszenzen der Doppelmutante. 

Auch von diesem DEF-Zielgen wurden zwei Promotorfragmente innerhalb von X-ChIP-

PCR-Analysen auf eine direkte in vivo Interaktion mit DEF untersucht. Die dabei beo-

bachtete Anreicherung für eines der beiden Fragmente (H1; 420 bp) ist in ihrer Stärke 

vergleichbar mit der unter 4.3.4 diskutierten Anreicherung des Beta Glukosidase Frag-

ments. Auch hier kann dieses Resultat als Hinweis für nachfolgende Untersuchungen der 

benachbarten Promotorbereiche genutzt werden. 
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4.3.6 DEFTdown 4 – ein PAP-ähnliches DEF-Zielgen 
 

 

DEFTdown 4 zeigt als letztes hier vorgestelltes DEF-Zielgen in Sequenzvergleichen Ähn-

lichkeiten zu einem Plastidlipid-assoziierten Protein der Fibrillin-Familie. Die Länge des 

offenen Leserasters ist bei diesem Gen noch unklar. Das sequenzähnlichste Gen aus Ara-

bidopsis (At3g23400) wird mit einem Anteil von 71% identischen Aminosäuren unter-

stützt. Im Falle von DEFTdown 4 konnte ein über 2500 bp langes genomisches Fragment 

isoliert werden, dass wie die anderen Fragmente zahlreiche CArG-Box Elemente besitzt. 

DEFTdown 4 ist in WT Organen des Stadiums 3 stark in Sepalen, Brakteen und Blättern 

exprimiert. Innerhalb der gesamten Petalenentwicklung ist dieses Gen im Vergleich zu 

der Expression in Sepalen stark reprimiert. 

Plastidlipid-assoziierte Proteine stellen strukturelle Proteine dar, die mit Carotinoiden und 

anderen neutralen Lipiden in Plastiden assoziiert sind. Untersuchungen der drei in Brassi-

ca napus vorhandenen PAPs zeigten, dass deren Transkripte teilweise Organ-spezifisch 

nachgewiesen werden konnten, u.a. fand man dabei auch das Petalen-spezifische Gen 

PAP2 (Kim et al., 2001). 

Die Expression von DEFTdown 4 konnte sowohl in def-101 Petalen P3, als auch in def-

101 Stamina Stadium 3 als von DEF reprimiert nachgewiesen werden. Ebenso zeigte sich 

eine schwache derartige Transkriptionsregulation in jungen Infloreszenzen der Doppel-

mutante. 
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4.4 Ausblick auf weitere Experimente 
 

 

In dieser Arbeit wurde durch eine Kombination der Makroarray Technik mit der tempera-

tursensitiven def-101 Mutante ein System zur Identifizierung von DEF-Zielgenen etab-

liert. Die bereits in der zur Auswertung angelegten Datenbank gespeicherten Versuchser-

gebnisse, können mit den Resultaten zukünftiger Expressionsprofil-Experimente kombi-

niert und unter neuen Aspekten ausgewertet werden. Die Makroarray-Studien können 

nach dem experimentellen Vorbild der def-101 Petalen-Studie auf die Isolierung von 

Stamina-spezifischen DEF-Zielgenen ausgeweitet werden. Diese Analyse könnte Einbli-

cke in die spezifische Expressionsregulation Stamina-spezifischer Gewebe wie z.B. Fila-

ment und Tapetum liefern. Des Weiteren kann zur Isolierung von frühen DEF-Zielgenen 

das System der Doppelmutante def-101/plena im Rahmen von Expressions-Studien ge-

nutzt werden. Hierbei würden die Transkriptome junger Infloreszenzen mit und ohne ei-

ner modifizierten DEF-Funktion verglichen werden. Eine Verkürzung der Behandlungs-

zeiten in allen genannten Experimenten würde die Wahrscheinlichkeit erhöhen, auch di-

rekt von DEF regulierte Zielgene zu erfassen. Weiterhin könnten noch andere der über 

100 DEF-Zielgene genauer analysiert werden. 

 

Zur weiteren Charakterisierung der bereits isolierten DEF-Zielgene können mittels in situ 

Expressionsstudien zunächst die Gewebe-spezifische Expression der sechs Gene in WT 

Blüten dokumentiert und im Weiteren ihre unter der Kontrolle von DEF stehende 

Transkriptionsregulation in def-101 Blüten auch mit dieser unabhängigen Methode unter-

sucht werden.  

 

Die Funktionalität der Zielgene kann mit Hilfe von transgenen Systemen weiter aufge-

klärt werden. Dabei steht zum einen das leicht und schnell zu transformierende System 

der Brassicaceae Arabidopsis und zum anderen das zu Antirrhinum näher verwandte Sys-

tem der Solanaceae Tabak zur Verfügung. Überexpressions-Studien der DEF-Zielgene 

unter der Kontrolle des 35S Promotors in A. thaliana könnten z.B. im Fall des Extensin-

ähnlichen Gens Aufschluß darüber geben, ob allgemein die Größe der Blütenorgane be-

einträchtigt wird, oder nur die Petalenlänge in Folge einer bereits in frühen Entwicklungs-

stadien vorhandenen Expression dieses Gens zunimmt. Zudem stellt sich die Frage, ob die 
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ektopische Expression von DEFTup 1 außerhalb der Kontrolle von DEF und GLO auch 

vegetative Organe beeinträchtigt, oder ob sich die Funktion des Zielgens nur im Netzwerk 

der Blüten-spezifischen Genexpression auswirkt. 

Des Weiteren können knock-out Mutanten homologer Arabidopsis Gene im Hinblick auf 

Blüten-spezifische Phänotypen betrachtet werden. Falls diese nicht vorhanden sein soll-

ten, können knock-out ähnliche Phänotypen auch mittels der RNAi-Methode generiert 

werden (Chuang & Meyerowitz, 2000). 

 

Um unabhängig in vivo zu zeigen, dass die direkte Interaktion von DEF mit dem Promo-

tor des Extensin-ähnlichen Zielgens die Transkription von DEFTup 1 aktiviert, können 

transgene Tabakpflanzen verwendet werden, in denen DEF und GLO unter dem 35S 

Promotor überexprimiert sind (Davies et al., 1996). Diese Pflanzen könnten mit einem 

Zielgen-Promotor-Reportergen Vektor (z.B. DEFTup 1::GUS) transformiert werden. 

Wird eine Reportergen Expression in den Petalen, die im ersten Wirtel dieser Pflanzen 

gebildet werden nachgewiesen, stellt dies den Nachweis einer direkten Transkripti-

onskontrolle durch DEF/GLO dar. 

 

Zukünftig könnten vergleichende Analysen der Resultate aus den Zielgen-

Untersuchungen der B-Funktionsgene verschiedener Spezies einerseits Aufschluss dar-

über geben, inwieweit die regulatorischen Funktionen der homöotischen Gene konserviert 

sind. Im Weiteren würden gerade die Spezien-spezifischen Zielgene dieser Schlüsselregu-

latoren interessante Hinweise liefern, worin die zu beobachtende Formenvielfalt der Blü-

tenblätter begründet ist und Spekulationen über die Evolution der Petalen zulassen. 
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5 Zusammenfassung 
 

 

DEFICIENS (DEF) ein homöotisches MADS-Box Gen, reguliert die Organogenese der 

Petalen und Stamina, welche sich in zwei benachbarten Wirteln der A. majus Blüte entwi-

ckeln. Die Zielgene, durch die das regulatorische Potential von DEF während der Ent-

wicklung der Blütenorgane realisiert wird, sind jedoch noch weitgehend unbekannt. Für 

die korrekte Ausprägung von Petalen und Stamina ist die kontinuierliche DEF Expression 

von Phasen der Organinitiierung bis in späte Entwicklungsstadien hinein notwendig. Da-

her wird angenommen, dass DEF die Expression von unterschiedlichen Zielgenen sowohl 

in frühen, als auch in späten Phasen reguliert. 

Auf der Basis morphologischer Kriterien wurden die späten Differenzierungsphasen der 

Petalenentwicklung in vier definierte Stadien (P1-P4) eingeteilt. Aus den mit ihnen 

durchgeführten Expressionsprofil-Experimenten ging hervor, dass mindestens ein Fünftel 

der in Sepalen und Petalen exprimierten Gene während der Petalenentwicklung reguliert 

werden. Funktionelle Analysen definierter Subgruppen von ko-regulierten Genen zeigten, 

dass Veränderungen in der Genexpression morphologischen Differenzierungsprozessen 

zugeordnet werden können. Zudem unterliegt der größte Teil der Petalen-spezifisch 

exprimierten Gene einer hohen zeitlichen Regulation. Die frühe Petalenentwicklung bis 

Ende des Stadiums P1 ist Zellteilungs-geprägt. Der enorme Längenzuwachs der späten 

Petalenstadien P3 und P4 wird dagegen durch Zellstreckungsprozesse realisiert. 

Das Petalenstadium P3 wurde aufgrund der dort festgestellten hohen Regulationsaktivität 

von DEF zur Isolierung von Zielgenen ausgewählt. Mittels der konditionellen def-101 

Mutante wurden in weiteren Expressionsprofil-Experimenten 108 ESTs ermittelt, deren 

Expression in Folge einer reduzierten DEF-Funktion reguliert wird. Dabei zeigte sich, 

dass DEF zu gleichen Teilen als Aktivator und Repressor agiert. In unabhängigen Expres-

sions-Studien konnten von einer Auswahl dieser Gene über 80% als differentiell expri-

miert bestätigt werden. Funktionelle Analysen dieser DEF-Zielgene zeigten, dass DEF in 

dem untersuchten Petalenstadium P3 hauptsächlich Prozesse des Zellwandmetabolismus 

aktiviert und notwendig ist, um die Expression von Genen die an der Photosynthese betei-

ligt sind, zu reprimieren. 

Darüber hinaus wurde die Expression von sechs ausgewählten dieser über 100 DEF-

Zielgene detailliert charakterisiert. Neben semiquantitativen RT-PCR-Analysen in WT 
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Organen, wurde die durch DEF vermittelte Transkriptionsregulation der aus Petalen P3 

isolierten Gene auch in Stamina des gleichen Stadiums und jungen Infloreszenzen unter-

sucht. 

Abschließend wurde eine in vivo Interaktion des DEF Proteins mit isolierten Promotor-

fragmenten der ausgewählten DEF-Zielgene mittels X-ChIP-PCR-Analysen überprüft. 

Dabei konnte für das Extensin-ähnliche Gen DEFTup 1, dessen Transkription nachweis-

lich durch die DEF-Funktion reguliert wird gezeigt werden, dass DEF direkt oder als Be-

standteil eines Proteinkomplexes mit dem Promotor des Zielgens interagiert. 

 

In dieser Arbeit wurde somit ein System kombinierter Methoden zur Isolierung von DEF-

Zielgenen etabliert, mit dem über 100 neue, unter der Kontrolle des homöotischen 

Transkriptionsfaktors stehende Gene isoliert wurden. Abgesehen von der autoregulativen 

Transkriptionskontrolle von DEF und GLO durch das Heterodimer ihrer eigenen Proteine, 

konnte mit DEFTup 1 das erste direkte Zielgen von DEFICIENS nachgewiesen werden. 
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5.1 Abstract 
 

 

DEFICIENS (DEF), a homeotic MADS-Box gene controls petal and stamen organogene-

sis in the second and third whorl of the A. majus flower. Target genes that realize the 

regulatory potential of DEF during flower development are almost unknown. Constant 

DEF expression from the time of organ initiation to late developmental stages is crucial 

for proper development of both floral organs. This lead to the assumption that DEF ex-

pression regulates different target genes in early and late stages of flower development. 

The late phases of differentiation in petal development were divided into four stages (P1-

P4) based on their morphological characteristics. Expression profiling experiments dem-

onstrated that at least one fifth of sepal and petal genes are regulated differentially during 

petal development. 

Functional analysis of defined subgroups of co-regulated genes revealed that changes in 

gene expression correlate with processes of morphological differentiation. Additionally, 

many petal-specific genes exhibit a distinct temporal expression pattern. Early petal de-

velopment until the end of stage P1 is dominated by cell division. The dramatic growth in 

length of petals during stages P3 and P4 is predominantly based on cell expansion proc-

esses.  

The developmental phase P3 showed high regulation activity and was chosen for the iso-

lation of DEF target genes. In additional expression profiling experiments conducted with 

the conditional def-101 mutant 108 ESTs with altered expression as a consequence of a 

reduced DEF-function were identified. By that DEF was shown to act both as transcrip-

tional activator or repressor. Independent expression studies on a selection of these genes 

confirmed that 80% are differentially expressed. Functional analysis of these stage P3 

petal target genes revealed that DEF activates cell wall metabolism and represses genes 

involved in photosynthesis. 

Furthermore six of about 100 DEF target genes were selected and characterized in detail. 

In addition to semi-quantitative RT-PCR analyses in WT organs, the DEF-mediated tran-

scription regulation of the isolated genes was analyzed in stamens stage 3 and young in-

florescences. 

Finally, X-ChIP-PCR-analyses were carried out to investigate the in vivo interaction of 

DEF protein with isolated promoter fragments of selected DEF target genes. In case of the 

the extensin-like gene DEFTup 1 it was demonstrated, that its transcription is regulated by 
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DEF and that DEF interacts directly or as part of a protein complex with the promoter of 

this target gene. 

 

In this work a system of combined methods for the isolation of DEF target genes was es-

tablished. More than 100 genes were identified to be transcriptionally controlled by DEF. 

Apart from the auto-regulative transcription control of DEF and GLO by their corre-

sponding protein heterodimer, DEFTup 1 was shown to be the first direct target gene of 

DEFICIENS.  
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7  Anhang 
 
 

7.1 Sequenzen der Oligonukleotide 
 

7.1.1 RT-PCR-Primer (nach Genen sortiert) 
 

 

DEFICIENS 

Primer 275   

5’ - TGAGAGCTTGAACGATCTGGGCTACG - 3’ 

Primer 276   

5’ - CAGAACACGCCAACATATTGTCATGG - 3’ 

 

GLOBOSA 

Primer 269   

5’ - ACTACCACAAGCTCTCTGGGAAGAGG - 3’ 

Primer 270   

5’ - CCTGAAGATTAGGCTGCATTGGCTGG - 3’ 

 

PALLIDA 

Primer 271   

5’ - CGAGAAGGAACCCATTTTGAATTCCC - 3’ 

Primer 272   

5’ - CAAAGTAAGTTCAATGATCGCCGTGG - 3’ 

 

DELILA 

Primer 273   

5’ - CTTGAGAGGGCTTGAGAGGAAAGTCG - 3’ 

Primer 274   

5’ - CACTTGCTGATGCAACCTTCAATCCC - 3’ 

 

BAMT 

Primer 267   

5’ - GGATGCAAGTGACTACACAGATGACG - 3’ 

Primer 268   

5’ - GCTGATCAGTTCACACCTCTGCAAC - 3’ 

 

UPL2 

Primer UPL2(F)   

5’ - GCCGATGGAAGTATATGTTTGGACATC - 3’ 

Primer UPL2(R)    

5’ - CAAGTCTTACAAGACCTAGAAGCTCAA - 3’ 

 

 

DEFTup 1 

Primer 455   

5’ - TTCCCTTTGTAGTCGTGTGTTC - 3’ 

Primer 456   

5’ - TCCAAGGATGGATTTTGGGAAG - 3’ 

 

DEFTup 2 

Primer 467   

5’ - GCTTTCACCTCTCTCCTTCTC - 3’ 

Primer 468   

5’ - GCAACAGAGATCCGAGACCG - 3’ 

DEFTdown 1 

Primer 471   

5’ - ACTAGCAGCAATGGCAG - 3’ 

Primer 472   

5’ - AAGTGGAACCTTGATGTTTG - 3’ 

 

DEFTdown 2 

Primer 475   

5’ - GACTTGTTGAGATTGAATCTTC - 3’ 

Primer 476   

5’ - CTTTTTCAGTCAAAAGTAGAG - 3’ 
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DEFTdown 3 

Primer 477   

5’ - CGATGCGCCTCCCCAC - 3’ 

Primer 478   

5’ - CGTCCTGCTTCCCACC - 3’ 

 

DEFTdown 4 

Primer 463   

5’ - CTTATCACTCCCAATCTCTCAC - 3’ 

Primer 464   

5’ - AAGAAGTCTTCCAGTGGGCG - 3’ 

 

RuBisCO kl. Untereinheit 

Primer 453   

5’ - CTTCTTCAATCGTTGCCTCTG - 3’ 

Primer 454   

5’ - GAACAACACATTCAGGTATTAAC - 3’ 

 

Lipid Tranfer Protein 

Primer 473   

5’ - GCTACTATCGCTGAAGCAGCC - 3’ 

Primer 474   

5’ - AGCCCATGGCTCCTGCAGAAG - 3’ 

 

Naringenin 3-Dioxygenase 

Primer 461   

5’ - ATGGCTCCAATGCCAACATC - 3’ 

Primer 462   

5’ - GCAACTTCGAGTTCAGTTTC - 3’ 

 

Myosin 

Primer 457   

5’ - CACCTCATTCTTCCCCACAC - 3’ 

Primer 458   

5’ - GTCACCGTTCTCACTTAGCC - 3’ 

 

unbekanntes Protein 

Primer 465   

5’ - CACCAATTACTGAGACCC - 3’ 

Primer 466   

5’ - CATAGCAGCAACAATAAGC - 3’ 

 

CER1-ähnliches Gen 

Primer 459   

5’ - CTTTTCATAGAAAGGCACCTTC - 3’ 

Primer 460   

5’ - AGCTTGCCAAATTTTCTCAATATC - 3’ 

 

NOI Protein 

Primer 469   

5’ - TCTCGAGGATTCATGTCGGATAAG - 3’ 

Primer 470   

5’ - GCAAACATAATGCATAGGCAACAC - 3’ 

 

Ran3 (GTPase) 

Primer 116   

5’ - CGAATCAACAAACGGTGGATTACCC - 3’ 

Primer 117   

5’ - GCCAAATCAATTTGCACTTCAGGTGG - 3’ 
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7.1.2 EST-Adapterprimer  
 

 

Adaptoren für 018_1_XX_xxx – 018_4_XX_xxx: 

Primer 309  

5’ - TCGAGCGGCCGCCCGGGCACCT - 3’ 

Primer 314 

5’ - AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT - 3’ 

 

Adaptoren für 018_5_XX_xxx – 018_6_XX_xxx: 

Primer AD22C 

5’ - CTATTCGATGATGAAGATACCCC - 3’ 

Primer AD21 

5’ - GGTTTTTCAGTATCTACGATTC - 3’ 

 

 

7.1.3 RAGE GSP-Primer  
 

 

DEFTup 1 

Primer 508 (GSP1) 

5’ - GAACACACGACTACAAAGGGAATGAACC- 3’ 

Primer 509 (GSP2) 

5’ - GAAGGGCAAGAGCCCAAAAAGAAAGATG - 3’ 

 

DEFTup 2 

Primer 510 (GSP1) 

5’ - CGACCTGGATACCGGCCTGACCAATGTG - 3’ 

Primer 511 (GSP2) 

5’ - GGAGAGAGGTGAAAGCAGAGGCGTTTGC - 3’ 

 

DEFTdown 1 

Primer 516 (GSP1) 

5’ - CCAGCAACAGCTCCACTTAAGTTCAGC - 3’ 

Primer 517 (GSP2) 

5’ - CAGTGGCTGAGAATGAGTGAAGAACGAG - 3’ 
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DEFTdown 2 

Primer 512 (GSP1) 

5’ - GTTCAATTCCAGGATCCCCAGAAGATTC - 3’ 

Primer 513 (GSP2) 

5’ - CTCCACCTCTACGAAACCCTCTGTACG - 3’ 

 

DEFTdown 3 

Primer 514 (GSP1) 

5’ - GTTAAAGCCATCCTGGCTCGAGTACTC - 3’ 

Primer 515 (GSP2) 

5’ - GCCTGGATACATCTGCATGTTTGTGAAC - 3’ 

 

DEFTdown 4 

Primer 518 (GSP1) 

5’ - CGGCGGTGAGAGATTGGGAGTGATAAG - 3’ 

Primer 519 (GSP2) 

5’ - GATTCAACACAGAAGCCACTGCTGGAAG - 3’ 

 

 

7.1.4 Genomische Primer für X-ChIP-Studien 
 

 

X-ChIP-Primer von DEFTup 1 

 

Primer 591  

5’ - CGAACATGCCACAGCTAAATAAC - 3’ 

Primer 740 

5’ - AAATGTCAATCTTCTCTACAAACTTGCGC - 3’ 

Primer 733 

5’ - GCTTGAATAATTCTACCTGAGTACTGCAAG - 3’ 

Primer 811 

5’ - AACAAATCTATTTACCACCTCTCGATACCC - 3’ 

Primer 737 

5’ - CACGAGAACCGAATCACGAACCCATG - 3’ 

Primer 509 

5’ - GAAGGGCAAGAGCCCAAAAAGAAAGATG - 3’ 
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X-ChIP-Primer von DEFTdown 2 

 

Primer 622 

5’ - GATATTGTCGTGACTTTCCATGGGCCGG - 3’ 

Primer 513 

5’ - CTCCACCTCTACGAAACCCTCTGTACG - 3’ 

 

X-ChIP-Primer von DEFTdown 3 

 

Primer 619 

5’ - GGAATCGAAAGGAAGGGCCCAAAGTATCTG - 3’ 

Primer 620 

5’ - GTGATGGATGCTACCTTACTCTGGAAAACG - 3’ 

Primer 621 

5’ - CGTTTTCCAGAGTAAGGTAGCATCCATCAC - 3’ 

Primer 515 

5’ - GCCTGGATACATCTGCATGTTTGTGAAC - 3’ 
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7.2 Hierarchische Cluster  
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signifikant      nur in P1
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Temperatursensitive ESTs
In WT Petalen P3
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7.3 Ergebnisstabellen der Makroarray-Experimente 
 

Datentabelle der 537 in WT Petalenstadien signifikant regulierten ESTs 
 

Ratios im Vergleich zur Kontrolle

EST-Nummer Sepale P1 P2 P3 P4 Blast-Homologie

018_1_01_d16 1 1.27 1.40 1.18 0.98 01_i18; 018_1_01_d16;

018_1_01_e05 1 0.29 0.38 0.27 0.17

01_a12; 018_1_01_e05; [ ribulose-bisphosphate carboxylase EC 4.1.1.39 small chain 
precursor ] Score = 766

018_1_01_e11 1 0.77 0.84 0.79 0.75 01_b01; 018_1_01_e11; [ hypothetical protein CP12 precursor ] Score = 17

018_1_01_f18 1 1.11 1.24 1.09 1.03 01_j01; 018_1_01_f18; [ gibberellin-stimulated transcript 1 like protein ] Score = 12

018_1_01_i13 1 1.00 1.02 1.10 1.28 01_b08; 018_1_01_i13;

018_1_01_j05 1 0.75 0.83 0.91 1.24 01_e23; 018_1_01_j05; [ thioredoxin ] Score = 41

018_1_01_k24 1 1.38 1.19 1.04 0.99 01_e05; 018_1_01_k24; [ histone H2A ] Score = 226

018_1_01_m03 1 1.29 1.26 1.10 1.01 01_a11; 018_1_01_m03;

018_1_01_n17 1 1.79 2.26 3.65 1.92 01_g14; 018_1_01_n17; [ lipid transfer protein ] Score = 173

018_1_01_p01 1 1.25 1.05 1.02 0.98 01_e12; 018_1_01_p01; [ histone H2A ] Score = 197

018_1_01_p13 1 1.23 1.11 1.07 1.05 01_g03; 018_1_01_p13;

018_1_02_b19 1 1.31 1.22 1.08 1.02 02_b15; 018_1_02_b19;

018_1_02_c08 1 1.33 1.34 1.33 1.12 01_n12; 018_1_02_c08;

018_1_02_e19 1 0.85 0.94 1.42 2.03 01_m04; 018_1_02_e19;

018_1_02_g03 1 1.21 1.10 1.09 0.97 01_k05; 018_1_02_g03; [ acidic ribosomal protein P2 ] Score = 14

018_1_02_h06 1 0.93 0.93 1.35 0.94 02_c19; 018_1_02_h06;

018_1_02_l24 1 1.11 1.19 1.23 1.02 02_e20; 018_1_02_l24;

018_1_02_p21 1 0.80 0.83 0.82 0.81 02_c01; 018_1_02_p21; [ conserved hypothetical protein ] Score = 18

018_1_02_p23 1 0.77 0.78 0.78 0.79 02_c04; 018_1_02_p23; [ transposase ] Score = 2

018_1_03_a10 1 1.34 1.25 1.12 1.04 02_i10; 018_1_03_a10;

018_1_03_a19 1 0.71 0.79 1.23 1.35 02_g22; 018_1_03_a19;

018_1_03_c08 1 1.28 1.13 1.10 1.04 02_i05; 018_1_03_c08;

018_1_03_c19 1 0.62 0.63 0.63 0.91 02_g23; 018_1_03_c19; [ gibberellin-regulated protein ] Score = 28

018_1_03_e07 1 0.79 0.84 0.78 0.75 02_f14; 018_1_03_e07; [ photosystem I chain psaN ] Score = 12

018_1_03_f20 1 0.77 0.84 0.99 1.13 02_p03; 018_1_03_f20;

018_1_03_g10 1 1.01 1.01 1.09 1.61 02_i12; 018_1_03_g10;

018_1_03_g19 1 0.79 0.81 0.74 0.68 02_g24; 018_1_03_g19; [ photosystem I protein psaH precursor ] Score = 28

018_1_03_h03 1 1.25 1.07 1.00 1.00 02_k16; 018_1_03_h03; [ histone H2A ] Score = 197

018_1_03_i05 1 0.77 0.80 0.79 0.80 02_f09; 018_1_03_i05; [ squalene monooxygenase EC 1.14.99.7 ] Score = 25

018_1_03_i12 1 0.74 0.76 0.73 0.72 02_i17; 018_1_03_i12;

018_1_03_j01 1 0.83 0.81 0.90 1.39 02_k10; 018_1_03_j01;

018_1_03_j17 1 0.70 0.73 0.71 0.68 02_m07; 018_1_03_j17; [ hypothetical protein F28A21.20 ] Score = 4

018_1_03_k05 1 0.73 0.76 0.79 0.88 02_f10; 018_1_03_k05; [ xyloglucan endo-1,4-beta-D-glucanase EC 3.2.1.- ]

018_1_03_k16 1 0.99 1.08 1.28 1.45 02_j08; 018_1_03_k16;

018_1_03_l08 1 0.68 0.73 0.65 0.59 02_n22; 018_1_03_l08; [ light harvesting chlorophyll a/b-binding protein precursor ]

018_1_03_m03 1 0.94 0.95 1.06 1.22 02_f05; 018_1_03_m03; [ glutathione reductase NADPH EC 1.8.1.4 ] Score = 227

018_1_03_n17 1 0.73 0.75 0.72 0.69 02_m08; 018_1_03_n17;

018_1_03_n20 1 0.93 0.95 1.10 1.63 02_p07; 018_1_03_n20; [ plasma membrane intrinsic protein ] Score = 189

018_1_03_o11 1 0.75 0.75 0.77 0.78 02_g07; 018_1_03_o11; [ hypothetical protein ] Score = 63

018_1_04_a07 1 1.00 1.02 1.13 1.48 03_a11; 018_1_04_a07; [ glutathione transferase EC 2.5.1.18 clone ERD13 ]

018_1_04_d23 1 0.96 0.96 0.98 1.26 03_e22; 018_1_04_d23; [ xyloglucan endo-1,4-beta-D-glucanase EC 3.2.1.- ] 

018_1_04_e05 1 0.74 0.77 0.75 1.03 03_a06; 018_1_04_e05;

018_1_04_p02 1 1.20 1.26 1.13 1.19 03_f05; 018_1_04_p02; [ plasma membrane intrinsic protein ] Score = 76

018_1_05_c09 1 0.86 0.83 0.74 0.73 03_h16; 018_1_05_c09;

018_1_05_c17 1 0.73 0.75 0.71 0.70 03_i10; 018_1_05_c17; [ N-carbamyl-L-amino acid amidohydrolase EC 3.5.-.- ]

018_1_05_e05 1 0.71 0.75 0.71 0.67 03_h06; 018_1_05_e05; [ fructose-bisphosphate aldolase EC 4.1.2.13 ] Score = 186

018_1_05_e17 1 0.93 0.87 0.77 0.69 03_i11; 018_1_05_e17; [ reductase NADPH EC 1.6.4.5 / thioredoxin ] Score = 78

018_1_05_h12 1 1.07 1.10 1.18 1.26 03_o02; 018_1_05_h12; [ DRT100 protein precursor ] Score = 8

018_1_06_d03 1 0.51 0.54 0.52 0.54 04_a09; 018_1_06_d03; [ photosystem II 10K protein precursor ] Score = 34

018_1_06_e03 1 0.96 0.98 1.67 0.99 03_p04; 018_1_06_e03;

018_1_07_c04 1 0.83 0.91 0.86 0.92 04_d02; 018_1_07_c04; [ glutamate decarboxylase EC 4.1.1.15 2 calmodulin-binding ]

018_1_07_d23 1 1.30 1.06 1.00 0.98 04_g10; 018_1_07_d23; [ histone H4 ] Score = 160

018_1_07_g14 1 0.89 0.93 1.04 1.71 04_d20; 018_1_07_g14; [ pectinacetylesterase precursor ] Score = 15  
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Ratios im Vergleich zur Kontrolle

EST-Nummer Sepale P1 P2 P3 P4 Blast-Homologie

018_1_07_i03 1 0.64 0.69 0.66 0.66 04_b01; 018_1_07_i03; [ S)-2-hydroxy-acid oxidase EC 1.1.3.15 ] Score = 46

018_1_07_j17 1 1.04 1.06 1.08 1.41 04_g01; 018_1_07_j17;

018_1_08_a07 1 0.94 0.81 0.81 0.81 04_i22; 018_1_08_a07; [ lactoylglutathione lyase EC 4.4.1.5 ] Score = 36

018_1_08_b06 1 0.97 1.00 1.04 1.55 04_o24; 018_1_08_b06; [ NAD(P)H oxidoreductase isoflavone reductase EC 1.3.1.45 ]

018_1_08_e07 1 1.20 1.20 1.12 1.15 04_i24; 018_1_08_e07; [ 50S ribosomal protein L13a ] Score = 42

018_1_08_i13 1 1.03 1.06 1.20 2.03 04_j17; 018_1_08_i13; [ glutathione transferase EC 2.5.1.18 clone ERD13 ]

018_1_08_l11 1 1.24 1.19 1.04 1.01 04_n21; 018_1_08_l11; [ 30S ribosomal protein S18 cytosolic ] Score = 42

018_1_08_n13 1 0.99 1.01 0.99 1.22 04_n24; 018_1_08_n13; [ aldehyde dehydrogenase NAD+ EC 1.2.1.3 ] Score = 241

018_1_08_p13 1 1.25 1.14 1.02 1.00 04_o01; 018_1_08_p13; [ thaumatin-like protein ] Score = 82

018_1_09_b10 1 0.95 0.96 0.97 1.23 05_g22; 018_1_09_b10; [ xyloglucan endo-1,4-beta-D-glucanase EC 3.2.1.- clone NXG2 ]

018_1_09_b17 1 0.96 0.98 0.95 1.22 05_f14; 018_1_09_b17; [ hypothetical protein M3E9.150 ] Score = 4

018_1_09_b24 1 0.97 1.02 1.16 1.84 05_i02; 018_1_09_b24;

018_1_09_i04 1 1.45 1.16 1.04 1.02 05_c13; 018_1_09_i04; [ histone H2A ] Score = 226

018_1_09_i07 1 1.22 1.18 1.00 0.95 05_b02; 018_1_09_i07;

018_1_09_i11 1 1.05 0.98 1.01 1.24 05_b10; 018_1_09_i11; [ plasma membrane intrinsic protein ] Score = 186

018_1_09_m19 1 1.36 1.19 1.08 0.97 05_b24; 018_1_09_m19;

018_1_10_a08 1 0.98 1.01 1.13 1.36 05_k24; 018_1_10_a08; [ glutathione transferase EC 2.5.1.18 clone ERD13 ]

018_1_10_b08 1 0.99 1.19 1.23 1.28 05_o19; 018_1_10_b08;

018_1_10_f06 1 1.33 1.28 1.32 1.10 05_o16; 018_1_10_f06; [ pEARLI 1 protein ] Score = 68

018_1_10_f13 1 1.34 1.26 1.34 1.05 05_n05; 018_1_10_f13; [ hypothetical protein T20K24.8 ] Score = 4

018_1_10_h19 1 0.83 0.87 0.88 1.63 05_n21; 018_1_10_h19;

018_1_10_k07 1 1.56 1.48 1.52 1.12 05_i21; 018_1_10_k07; [ pEARLI 1 protein ] Score = 54

018_1_10_k11 1 1.64 1.61 1.45 1.16 05_j07; 018_1_10_k11; [ MADS box protein ] Score = 280

018_1_10_l20 1 0.98 0.99 1.17 1.39 05_p22; 018_1_10_l20; [ indole-3-acetate beta-glucosyltransferase homolog ] 

018_1_11_d10 1 0.86 0.79 0.66 0.61 06_g19; 018_1_11_d10; [ cinnamyl-alcohol dehydrogenase EC 1.1.1.195 ] Score = 134

018_1_11_e04 1 0.90 0.86 0.80 0.78 06_c13; 018_1_11_e04; [ cinnamyl-alcohol dehydrogenase EC 1.1.1.195 ] Score = 109

018_1_11_e18 1 0.78 0.82 0.85 1.04 06_d17; 018_1_11_e18; [ translation initiation factor eIF-2A ] Score = 18

018_1_11_f10 1 0.83 0.78 0.82 0.98 06_g20; 018_1_11_f10; [ dnaK-type molecular chaperone ] Score = 491

018_1_11_f21 1 1.01 1.02 1.01 1.28 06_f24; 018_1_11_f21; [ acid--CoA ligase EC 6.2.1.- ] Score = 310

018_1_11_g03 1 1.28 1.12 1.01 1.00 06_a10; 018_1_11_g03;

018_1_11_g12 1 0.78 0.80 0.79 0.82 06_d10; 018_1_11_g12; [ RNA-binding protein ] Score = 144

018_1_11_g20 1 0.65 0.71 0.50 0.43 06_d23; 018_1_11_g20;

018_1_11_j13 1 0.50 0.53 0.56 0.62 06_f11; 018_1_11_j13;

018_1_12_e22 1 0.73 0.77 0.81 1.06 06_l13; 018_1_12_e22; [ translation initiation factor eIF-2A ] Score = 18

018_1_12_f15 1 0.75 0.77 0.80 0.84 06_n09; 018_1_12_f15;

018_1_12_j01 1 1.03 1.02 1.04 1.20 06_m03; 018_1_12_j01; [ phospholipase D EC 3.1.4.4 ] Score = 52

018_1_12_k15 1 1.15 1.21 1.10 1.02 06_j06; 018_1_12_k15;

018_1_12_o06 1 1.22 1.12 1.04 0.99 06_k08; 018_1_12_o06; [ ribosomal protein L13 ] Score = 36

018_2_02_l17 1 0.83 0.76 0.84 0.99 07_e12; 018_2_02_l17; [ dnaK-type molecular chaperone ] Score = 491

018_2_02_p22 1 1.12 1.22 1.22 1.06 07_g05; 018_2_02_p22; [ gibberellin-regulated protein ] Score = 24

018_2_03_a06 1 0.92 0.86 0.71 0.68 07_i14; 018_2_03_a06; [ cinnamyl-alcohol dehydrogenase EC 1.1.1.195 ] Score = 86

018_2_03_a21 1 1.11 1.22 0.94 0.78 07_h20; 018_2_03_a21;

018_2_03_b11 1 1.01 1.02 1.04 1.45 07_k22; 018_2_03_b11;

018_2_03_f01 1 0.96 0.92 0.86 0.83 07_k06; 018_2_03_f01;

018_2_03_i23 1 0.32 0.32 0.34 0.35 07_i03; 018_2_03_i23;

018_2_03_k11 1 1.13 1.33 1.03 1.04 07_h01; 018_2_03_k11;

018_2_04_b16 1 0.81 0.87 1.08 1.26 08_f21; 018_2_04_b16; [ glutamate--ammonia ligase EC 6.3.1.2 ] Score = 295

018_2_04_d09 1 1.08 1.13 1.11 1.42 08_c20; 018_2_04_d09;

018_2_04_e05 1 1.34 1.11 1.01 1.02 07_o03; 018_2_04_e05; [ acid--CoA ligase EC 6.2.1.- ] Score = 238

018_2_04_e14 1 1.20 1.19 1.16 0.98 08_a24; 018_2_04_e14;

018_2_04_f23 1 0.89 0.82 0.64 0.60 08_e11; 018_2_04_f23;

018_2_04_g07 1 1.38 1.17 1.02 1.02 07_o09; 018_2_04_g07;

018_2_04_h01 1 2.15 1.81 1.74 1.32 08_c03; 018_2_04_h01; [ hypothetical protein F16G20.110 ] Score = 6

018_2_04_h02 1 1.37 1.34 1.15 1.17 08_e15; 018_2_04_h02;

018_2_04_h21 1 1.37 1.97 1.50 1.25 08_e05; 018_2_04_h21;  
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Ratios im Vergleich zur Kontrolle

EST-Nummer Sepale P1 P2 P3 P4 Blast-Homologie

018_2_04_i19 1 0.87 0.86 0.85 0.81 07_p14; 018_2_04_i19;

018_2_04_i22 1 1.23 1.03 1.04 1.02 08_b20; 018_2_04_i22;

018_2_04_j13 1 0.72 0.72 0.76 0.97 08_d05; 018_2_04_j13; [ DNA-binding homeotic protein ] Score = 63

018_2_04_l06 1 1.14 1.21 1.10 1.01 08_f02; 018_2_04_l06;

018_2_04_l24 1 0.80 0.82 0.78 0.79 08_g18; 018_2_04_l24; [ 5B protein ] Score = 3

018_2_04_m15 1 1.15 1.24 1.14 1.05 07_p08; 018_2_04_m15;

018_2_04_m21 1 1.05 1.05 1.04 1.40 07_p19; 018_2_04_m21; [ hypothetical protein T5C23.170 ] Score = 7

018_2_04_n19 1 1.04 1.10 1.35 1.22 08_d24; 018_2_04_n19; [ transcription initiation factor sigma 70 ] Score = 105

018_2_04_p12 1 0.33 0.40 0.31 0.24 08_f15; 018_2_04_p12; [ hypothetical protein ] Score = 12

018_2_05_c09 1 0.75 0.78 0.69 0.66 08_h11; 018_2_05_c09; [ alanine--tRNA ligase EC 6.1.1.7 ] Score = 5

018_2_05_d07 1 1.33 1.12 1.02 1.01 08_l02; 018_2_05_d07;

018_2_05_d15 1 1.25 1.18 1.08 1.02 08_l16; 018_2_05_d15;

018_2_05_d21 1 1.43 1.14 1.04 1.01 08_m01; 018_2_05_d21; [ transcription regulator RPD3 protein homolog ] Score = 16

018_2_05_e08 1 0.76 0.78 0.78 0.85 08_i21; 018_2_05_e08; [ DNA-directed RNA polymerase EC 2.7.7.6 II 35.5K chain ]

018_2_05_h05 1 1.20 1.11 1.13 0.99 08_k22; 018_2_05_h05;

018_2_05_h19 1 0.98 0.96 0.92 0.76 08_l24; 018_2_05_h19; [ retrovirus-related pol polyprotein homolog ] Score = 33

018_2_05_k04 1 1.08 1.35 2.82 1.07 08_i14; 018_2_05_k04;

018_2_05_k14 1 0.81 0.93 1.52 2.23 08_j11; 018_2_05_k14; [ cytochrome-c oxidase EC 1.9.3.1 chain VIb ] Score = 22

018_2_05_k16 1 0.56 0.53 0.49 0.41 08_j16; 018_2_05_k16;

018_2_05_k19 1 0.91 0.84 0.74 0.62 08_i03; 018_2_05_k19;

018_2_05_m05 1 0.80 0.83 1.20 1.87 08_h07; 018_2_05_m05;

018_2_05_n03 1 1.19 1.26 1.15 1.07

08_k18; 018_2_05_n03; [ serine/threonine-specific protein kinase EC 2.7.1.- BKIN12 
version 2 ] Score = 65

018_2_05_o24 1 0.87 0.92 0.83 0.89 08_k13; 018_2_05_o24;

018_2_05_p20 1 0.35 0.42 0.56 0.85 08_n18; 018_2_05_p20;

018_2_06_b09 1 1.03 1.09 1.28 1.19 09_c01; 018_2_06_b09; [ cell division control protein ] Score = 37

018_2_06_c09 1 1.03 1.09 1.22 2.00 08_o07; 018_2_06_c09;

018_2_06_c15 1 1.01 1.03 1.12 1.38 08_o14; 018_2_06_c15;

018_2_06_c22 1 0.49 0.57 0.65 0.78 09_a22; 018_2_06_c22; [ secreted glycoprotein EP4 47K precursor ] Score = 12

018_2_06_h04 1 1.01 1.00 1.53 0.99 09_d13; 018_2_06_h04;

018_2_06_h16 1 1.28 1.34 1.60 1.91 09_e18; 018_2_06_h16; [ hypothetical protein F13M22.20 ] Score = 5

018_2_06_j24 1 1.02 1.03 0.99 1.29 09_f16; 018_2_06_j24; [ catechol O-methyltransferase EC 2.1.1.6 ] Score = 31

018_2_06_o08 1 0.81 0.83 0.81 0.80 08_p22; 018_2_06_o08; [ carbonate dehydratase EC 4.2.1.1 precursor chloroplast ]

018_2_07_b06 1 0.92 1.13 1.38 1.45 09_k04; 018_2_07_b06; [ 2.7.2.4 / homoserine dehydrogenase EC 1.1.1.3 precursor ]

018_2_07_b08 1 0.56 0.58 0.62 0.63 09_k07; 018_2_07_b08;

018_2_07_e23 1 0.85 0.89 0.81 0.71 09_h14; 018_2_07_e23; [ light harvesting chlorophyll a/b-binding protein precursor ]

018_2_07_f19 1 1.42 1.59 1.26 0.96 09_j03; 018_2_07_f19; [ POP2 protein ] Score = 3

018_2_07_h03 1 1.18 1.20 1.15 1.01

09_h22; 018_2_07_h03; [ phosphoprotein phosphatase EC 3.1.3.16 2A regulatory subunit 
of PP2A-like protein ] Score = 21

018_2_07_h04 1 0.75 0.77 0.83 0.83 09_j24; 018_2_07_h04; [ hypothetical protein M4E13.130 ] Score = 4

018_2_07_i19 1 1.00 1.00 1.00 1.52 09_h05; 018_2_07_i19; **?**

018_2_07_l01 1 1.25 1.07 1.03 1.03 09_h21; 018_2_07_l01; [ arginine decarboxylase EC 4.1.1.19 ] Score = 54

018_2_07_l10 1 1.36 1.15 1.03 1.02 09_k14; 018_2_07_l10; [ hypothetical protein YOR145c ] Score = 4

018_2_07_l18 1 1.23 1.31 1.33 1.11 09_l04; 018_2_07_l18;

018_2_07_p19 1 0.45 0.47 0.35 0.29 09_j07; 018_2_07_p19; [ glucan 1,3-beta-glucosidase EC 3.2.1.58 ExoII ] Score = 10

018_2_08_a21 1 1.28 1.46 1.15 0.99 09_n18; 018_2_08_a21; [ gibberellin-regulated protein GASA2 precursor ] Score = 18

018_2_08_d19 1 0.46 0.50 0.51 0.50 10_b18; 018_2_08_d19; [ photosystem II 10K protein precursor ] Score = 34

018_2_08_g07 1 1.01 1.06 1.08 1.24 09_m08; 018_2_08_g07;

018_2_08_g22 1 1.22 1.47 1.33 1.11 09_p23; 018_2_08_g22;

018_2_08_m14 1 0.87 0.92 0.85 0.82 09_p01; 018_2_08_m14; [ photosystem I chain psaN ] Score = 12

018_2_08_p24 1 1.28 1.51 1.45 1.00 10_d20; 018_2_08_p24;

018_2_09_a24 1 0.99 1.08 1.07 1.32 10_i07; 018_2_09_a24;

018_2_09_d05 1 1.01 1.01 1.07 1.23 10_i22; 018_2_09_d05; [ maize myb-related protein ] Score = 243

018_2_09_d22 1 0.78 0.83 1.01 1.17 10_m15; 018_2_09_d22;

018_2_09_f03 1 0.59 0.68 0.56 0.55 10_i17; 018_2_09_f03;

018_2_09_f04 1 0.99 1.03 1.07 1.23 10_l03; 018_2_09_f04;

018_2_09_f22 1 0.58 0.61 0.61 0.61 10_m16; 018_2_09_f22; [ photosystem II chlorophyll a-binding protein psbB ]  
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018_2_09_i08 1 0.90 1.11 1.65 1.42 10_g19; 018_2_09_i08; [ pyruvate dehydrogenase lipoamide EC 1.2.4.1 beta chain ]

018_2_09_o05 1 0.90 0.97 1.18 1.21 10_e12; 018_2_09_o05; [ L-ascorbate oxidase EC 1.10.3.3 ] Score = 41

018_2_10_b07 1 0.81 0.84 0.86 0.97 11_a16; 018_2_10_b07; [ aminopeptidase-like protein ] Score = 3

018_2_10_b23 1 0.79 0.82 0.81 0.80 11_c01; 018_2_10_b23;

018_2_10_e20 1 1.21 1.09 1.01 1.00 10_p21; 018_2_10_e20; [ histone H4 ] Score = 160

018_2_10_i01 1 0.77 0.78 0.79 0.86 10_m23; 018_2_10_i01; [ cysteine proteinase EC 3.4.22.- precursor ] Score = 572

018_2_10_n20 1 1.03 1.03 1.30 1.54 11_d20; 018_2_10_n20; [ glutathione transferase EC 2.5.1.18 clone ERD13 ]

018_2_11_c21 1 1.13 1.45 2.22 1.01 11_f13; 018_2_11_c21;

018_2_11_f21 1 1.13 1.21 1.25 1.05 11_j05; 018_2_11_f21; [ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase EC 1.2.1.12 ]

018_2_11_g13 1 1.01 1.02 1.02 1.24 11_e24; 018_2_11_g13;

018_2_11_h11 1 1.20 1.07 1.01 1.00 11_i06; 018_2_11_h11; [ histone H4 ] Score = 160

018_2_11_i13 1 0.84 0.91 0.84 0.82 11_f01; 018_2_11_i13; [ phosphoribulokinase EC 2.7.1.19 ] Score = 24

018_2_11_p05 1 0.86 0.94 1.73 2.60 11_h20; 018_2_11_p05;

018_2_12_c14 1 1.00 1.02 0.99 1.24 11_o14; 018_2_12_c14; [ aryl-acylamidase EC 3.5.1.-) 50K hepatic ] Score = 16

018_2_12_f15 1 1.09 1.14 1.05 0.58 12_a19; 018_2_12_f15;

018_2_12_h23 1 0.84 0.86 0.81 0.77 12_b16; 018_2_12_h23; [ photosystem II protein psbW ] Score = 10

018_2_12_j17 1 0.83 0.87 0.91 1.16 12_a24; 018_2_12_j17;

018_2_12_p07 1 1.16 1.23 1.10 1.00 12_a04; 018_2_12_p07;

018_3_01_b16 1 0.81 0.83 0.84 1.01 12_l17; 018_3_01_b16;

018_3_01_c02 1 0.66 0.72 0.75 0.78 12_g12; 018_3_01_c02; [ metallothionein-like protein ] Score = 3

018_3_01_d19 1 1.05 1.34 1.55 1.02 12_k05; 018_3_01_d19; [ hypothetical protein APG homolog T27E13.4 ] Score = 46

018_3_01_e07 1 0.77 0.78 0.77 0.75 12_e20; 018_3_01_e07; [ glycine hydroxymethyltransferase EC 2.1.2.1 ] Score = 211

018_3_01_i07 1 0.90 0.93 1.22 1.92 12_e22; 018_3_01_i07; [ pectinacetylesterase precursor ] Score = 15

018_3_01_i09 1 0.88 0.90 1.03 1.72 12_f01; 018_3_01_i09; [ glutamine--tRNA ligase EC 6.1.1.18 ] Score = 5

018_3_02_c21 1 1.00 1.02 1.01 1.39 12_o18; 018_3_02_c21; [ of succinate dehydrogenase EC 1.3.99.1 flavoprotein ]

018_3_02_e20 1 0.72 0.78 0.75 0.70 13_a21; 018_3_02_e20;

018_3_02_e24 1 0.99 1.00 1.01 1.27 13_b05; 018_3_02_e24; [ NAD(P)H oxidoreductase isoflavone reductase EC 1.3.1.45 ]

018_3_02_m11 1 1.04 1.05 1.05 1.20 12_n20; 018_3_02_m11;

018_3_03_b18 1 0.70 0.74 0.94 1.00 14_a11; 018_3_03_b18;

018_3_03_b19 1 0.98 1.05 1.10 1.21 13_n18; 018_3_03_b19; [ sucrose alpha-glucosidase EC 3.2.1.20 ] Score = 52

018_3_03_g06 1 1.10 1.10 1.06 1.24 13_j09; 018_3_03_g06; [ thaumatin-like protein ] Score = 82

018_3_03_h06 1 1.09 1.23 1.92 2.35 13_p03; 018_3_03_h06; [ hypothetical protein F14M19.50 ] Score = 7

018_3_03_i06 1 0.97 0.98 0.97 1.55 13_j10; 018_3_03_i06; [ aldehyde dehydrogenase NAD+ EC 1.2.1.3 ] Score = 369

018_3_04_a04 1 0.86 0.91 1.01 0.82 14_e10; 018_3_04_a04;

018_3_04_f02 1 1.22 1.14 1.23 1.07 14_j23; 018_3_04_f02;

018_3_04_g15 1 1.08 1.16 1.30 1.03 14_c21; 018_3_04_g15; [ hypothetical protein F17K2.14 ] Score = 7

018_3_05_a01 1 1.11 1.14 1.18 1.37 14_m02; 018_3_05_a01;

018_3_05_f08 1 1.02 1.01 1.10 1.48 15_e12; 018_3_05_f08; [ hypothetical protein T4L20.110 ] Score = 10

018_3_05_f23 1 0.75 0.78 0.69 0.64 15_d17; 018_3_05_f23; [ thiamine biosynthetic enzyme thi1-2 ] Score = 18

018_3_05_g01 1 0.82 0.83 0.77 0.78 14_m05; 018_3_05_g01;

018_3_05_m15 1 1.08 1.09 1.36 1.35 14_n20; 018_3_05_m15; [ disease resistance protein ] Score = 122

018_3_06_d12 1 0.97 1.00 1.01 1.27 16_a19; 018_3_06_d12;

018_3_06_d15 1 0.94 0.97 1.06 1.24 15_o02; 018_3_06_d15; [ conserved hypothetical protein MTH83 ] Score = 9

018_3_06_f10 1 0.96 0.95 1.04 1.34 16_a12; 018_3_06_f10;

018_3_06_h21 1 0.51 0.59 0.64 1.03 15_o22; 018_3_06_h21; [ hypothetical protein F4B14.30 ] Score = 7

018_3_06_k04 1 0.37 0.40 0.51 0.82 15_j23; 018_3_06_k04;

018_3_06_l12 1 1.09 1.01 1.12 1.37 16_a23; 018_3_06_l12; [ hypothetical protein F13M23.170 ] Score = 4

018_3_07_a02 1 1.01 1.04 1.20 1.34 16_e23; 018_3_07_a02; [ xyloglucan endo-1,4-beta-D-glucanase EC 3.2.1.- ]

018_3_07_m17 1 1.12 1.12 1.27 1.36 16_e05; 018_3_07_m17;

018_3_08_k21 1 0.90 0.95 1.14 1.47 16_p22; 018_3_08_k21; [ xyloglucan endo-1,4-beta-D-glucanase EC 3.2.1.- ]

018_3_08_l10 1 1.01 1.05 1.18 1.50 17_g20; 018_3_08_l10; [ flavonol 3-O-glucosyltransferase EC 2.4.1.91 allele BzMcC2 ]

018_3_09_a11 1 1.21 1.08 1.01 1.00 17_j12; 018_3_09_a11; [ hsr201 protein hypersensitivity-related ] Score = 6

018_3_09_d12 1 1.01 1.01 1.01 1.71 18_b03; 018_3_09_d12; [ catechol O-methyltransferase EC 2.1.1.6 ] Score = 23

018_3_09_e14 1 0.85 0.89 0.78 0.74 17_m05; 018_3_09_e14; [ conserved hypothetical protein ] Score = 17

018_3_10_b12 1 0.76 0.86 0.64 0.58 18_m02; 018_3_10_b12; [ membrane protein T10I14.160 ] Score = 11  
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018_3_10_f19 1 1.41 1.36 1.13 0.99 18_k02; 018_3_10_f19; [ hypothetical protein APG homolog F16A16.110 ] Score = 45

018_3_10_g20 1 1.35 1.21 1.10 0.99 18_h06; 018_3_10_g20; [ casein kinase I EC 2.7.1.- ] Score = 138

018_3_10_i20 1 1.24 1.20 1.10 1.04 18_h07; 018_3_10_i20;

018_3_10_j07 1 0.81 0.84 0.83 0.83 18_i17; 018_3_10_j07; [ hypothetical protein T8F5.23 ] Score = 12

018_3_10_j23 1 0.78 0.81 0.72 0.64 18_k19; 018_3_10_j23; [ thiamine biosynthetic enzyme ] Score = 26

018_3_10_k04 1 1.00 1.01 1.08 1.23 18_f18; 018_3_10_k04; [ plasma membrane intrinsic protein ] Score = 78

018_3_12_a18 1 0.73 0.83 1.02 1.19 19_m04; 018_3_12_a18;

018_3_12_b07 1 0.97 1.02 0.99 1.35 19_n21; 018_3_12_b07; [ succinate dehydrogenase EC 1.3.99.1 flavoprotein ]

018_3_12_h12 1 1.21 1.17 1.13 0.98 20_b03; 018_3_12_h12; [ spermidine synthase EC 2.5.1.16 ] Score = 39

018_3_12_n15 1 0.99 1.04 1.09 2.86 19_o21; 018_3_12_n15; [ pectinacetylesterase precursor ] Score = 15

018_4_01_f07 1 1.01 1.00 1.00 1.20 20_i16; 018_4_01_f07; [ hypothetical protein T29A15.10 ] Score = 17

018_4_02_h19 1 1.02 1.04 1.16 1.25 21_a19; 018_4_02_h19; [ proline-rich protein APG homolog T27E13.4 ] Score = 6

018_4_02_j11 1 1.03 1.05 1.02 1.40 21_a06; 018_4_02_j11; [ nonspecific lipid transfer protein ] Score = 66

018_4_02_l06 1 1.09 1.07 1.30 1.07 21_b16; 018_4_02_l06;

018_4_02_l12 1 1.31 1.31 1.12 1.00 21_c06; 018_4_02_l12;

018_4_02_p24 1 0.87 0.93 0.89 0.82 21_d09; 018_4_02_p24; [ photosystem II 22K protein ] Score = 14

018_4_03_a23 1 0.82 0.83 0.82 0.86 21_f11; 018_4_03_a23; [ malate dehydrogenase EC 1.1.1.37 precursor mitochondrial ]

018_4_03_a24 1 0.73 0.76 0.65 0.61 21_h22; 018_4_03_a24; [ light harvesting chlorophyll a/b-binding protein precursor ] 

018_4_03_c07 1 1.05 1.24 3.60 12.11 21_d21; 018_4_03_c07; [ lipid transfer protein ] Score = 161

018_4_03_g03 1 1.50 1.18 1.03 1.00 21_d13; 018_4_03_g03;

018_4_03_j17 1 1.03 1.06 1.28 1.36 21_j19; 018_4_03_j17; [ hypothetical protein APG homolog T27E13.4 ] Score = 46

018_4_03_l16 1 1.01 1.07 1.17 1.44

21_l18; 018_4_03_l16; [ indole-3-acetate beta-glucosyltransferase homolog ripening-
related ]

018_4_04_b17 1 0.96 0.83 0.84 0.81 22_c09; 018_4_04_b17;

018_4_04_c08 1 1.00 1.04 1.10 1.39 21_p06; 018_4_04_c08;

018_4_04_c15 1 0.88 0.93 0.80 0.82 21_n17; 018_4_04_c15; [ light-harvesting chlorophyll a/b-binding protein

018_4_04_p06 1 1.75 1.26 1.04 1.01 22_d11; 018_4_04_p06; [ proteinase inhibitor ] Score = 4

018_4_05_a09 1 0.73 0.83 0.60 0.56 22_f20; 018_4_05_a09;

018_4_05_d11 1 0.99 1.03 1.04 1.21 22_k06; 018_4_05_d11; [ phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase EC 6.3.3.1 ]

018_4_05_d23 1 1.54 1.86 1.68 1.15 22_l08; 018_4_05_d23;

018_4_05_g07 1 1.03 1.11 1.41 1.61 22_f17; 018_4_05_g07;

018_4_05_l01 1 0.76 0.82 0.80 1.12 22_j11; 018_4_05_l01; [ late-embryogenesis protein lea5 ] Score = 13

018_4_05_m21 1 0.24 0.26 0.37 0.79 22_h02; 018_4_05_m21;

018_4_05_m22 1 0.72 0.80 0.75 0.74 22_j01; 018_4_05_m22; [ acyl-CoA oxidase EC 1.3.3.6) peroxisomal ] Score = 35

018_4_05_o09 1 1.01 1.03 1.09 1.35 22_f23; 018_4_05_o09;

018_4_06_a06 1 1.44 1.17 1.09 0.89 23_a11; 018_4_06_a06; [ 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase ] Score = 60

018_4_06_a13 1 1.01 1.10 1.45 1.08 22_o22; 018_4_06_a13;

018_4_06_b10 1 1.70 1.26 1.03 1.00 23_e10; 018_4_06_b10; [ proteinase inhibitor ] Score = 4

018_4_06_c13 1 0.81 0.82 0.95 0.85 22_o23; 018_4_06_c13; [ ADP-ribosylation factor 1 ] Score = 148

018_4_06_e01 1 1.02 1.11 2.32 7.23 22_n19; 018_4_06_e01; [ lipid transfer protein ] Score = 150

018_4_06_g04 1 0.79 0.80 0.76 0.87 23_a07; 018_4_06_g04; [ peptide transport protein ] Score = 14

018_4_06_l11 1 1.30 1.10 1.01 1.00 23_d02; 018_4_06_l11; [ histone H4 ] Score = 160

018_4_06_n17 1 0.76 0.78 0.70 0.66 23_d12; 018_4_06_n17; [ light harvesting chlorophyll a/b-binding protein precursor 

018_4_06_o05 1 0.45 0.46 0.52 0.49 22_o08; 018_4_06_o05; [ photosystem II chlorophyll a-binding protein psbB ]

018_4_07_b14 1 0.64 0.68 0.64 0.60 23_m23; 018_4_07_b14; [ hypothetical protein CP12 precursor ] Score = 17

018_4_07_b22 1 1.07 1.07 1.17 1.22 23_n19; 018_4_07_b22; [ disease resistance protein ] Score = 85

018_4_07_k03 1 1.00 1.07 1.55 3.14 23_f17; 018_4_07_k03;

018_4_07_l06 1 1.20 1.25 1.07 1.00 23_m07; 018_4_07_l06; [ ribosomal protein L36 cytosolic ] Score = 24

018_4_07_m05 1 0.98 1.04 1.24 1.03 23_f20; 018_4_07_m05;

018_4_07_o12 1 0.89 1.02 0.92 0.81 23_i15; 018_4_07_o12; [ ferredoxin [2Fe-2S] ] Score = 240

018_4_08_b15 1 1.01 1.05 1.21 1.77 24_c12; 018_4_08_b15; [ ids-4 protein ] Score = 3

018_4_08_b17 1 1.03 1.07 1.10 1.37 24_c18; 018_4_08_b17;

018_4_08_g11 1 1.07 1.11 1.51 1.32 23_o17; 018_4_08_g11; [ hypothetical protein T3F12.2 ] Score = 4

018_4_08_i22 1 1.07 1.10 1.21 0.98 24_a23; 018_4_08_i22; [ pyruvate dehydrogenase lipoamide EC 1.2.4.1 alpha chain ]

018_4_08_k01 1 0.95 1.00 0.98 1.23 23_o04; 018_4_08_k01;

018_4_08_k15 1 0.71 0.79 0.68 0.67 23_p02; 018_4_08_k15; [ ADP-ribosylation factor 1 ] Score = 147  
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018_4_08_l13 1 1.23 1.15 1.04 1.02 24_c10; 018_4_08_l13; [ histone H2A ] Score = 217

018_4_08_m06 1 0.66 0.72 0.65 0.66 23_p24; 018_4_08_m06; [ photosystem I chain III precursor ] Score = 47

018_4_08_m10 1 0.96 1.03 2.00 5.72 24_a07; 018_4_08_m10; [ glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase EC 5.4.3.8 ]

018_4_08_n09 1 1.08 1.06 1.34 1.10 24_c03; 018_4_08_n09;

018_4_08_o23 1 1.06 1.21 1.05 1.04 23_p11; 018_4_08_o23;

018_4_08_p23 1 0.69 0.73 0.68 0.65 24_d07; 018_4_08_p23; [ fructose-bisphosphate aldolase EC 4.1.2.13 ] Score = 201

018_4_09_a09 1 1.37 1.32 1.26 1.01 24_f14; 018_4_09_a09;

018_4_09_c04 1 0.81 0.90 0.74 0.68 24_h06; 018_4_09_c04; [ photosystem I protein psaH precursor ] Score = 28

018_4_09_d23 1 1.02 1.03 1.02 1.55 24_k11; 018_4_09_d23; [ hypothetical protein ] Score = 9

018_4_09_i02 1 1.01 1.07 1.61 3.65 24_h02; 018_4_09_i02;

018_4_09_i05 1 1.00 1.15 1.29 1.27 24_f07; 018_4_09_i05; [ membrane channel protein ] Score = 55

018_4_09_j09 1 1.28 1.12 1.01 0.98 24_j06; 018_4_09_j09; [ histone H2A ] Score = 220

018_4_09_k21 1 0.77 0.79 0.83 0.84 24_g18; 018_4_09_k21; [ peptidylprolyl isomerase EC 5.2.1.8 ] Score = 260

018_4_09_l05 1 1.19 1.26 1.11 1.05 24_i20; 018_4_09_l05;

018_4_09_l06 1 1.02 1.05 1.21 1.03 24_k23; 018_4_09_l06;

018_4_09_m04 1 0.69 0.72 0.72 0.73 24_h08; 018_4_09_m04; [ hypothetical 16.5K protein ] Score = 8

018_4_09_o07 1 1.03 1.03 1.02 1.24 24_f13; 018_4_09_o07; [ AMP deaminase EC 3.5.4.6 ] Score = 35

018_4_09_o10 1 1.04 1.09 1.23 1.07 24_h20; 018_4_09_o10; [ 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase EC 2.3.1.41 FAE1 ]

018_4_10_e01 1 1.12 1.25 1.29 1.25 24_m11; 018_4_10_e01; [ glycine hydroxymethyltransferase EC 2.1.2.1 ] Score = 18

018_4_10_f18 1 0.63 0.68 0.64 0.54 25_e03; 018_4_10_f18; [ photosystem I chain II ] Score = 54

018_4_10_g07 1 0.78 0.82 0.67 0.63 24_n06; 018_4_10_g07;

018_4_10_h05 1 1.00 1.04 1.05 1.26 25_a24; 018_4_10_h05; [ hypothetical protein T18E12.4 ] Score = 4

018_4_10_h09 1 0.94 0.96 1.03 1.29 25_b09; 018_4_10_h09;

018_4_10_h14 1 0.72 0.76 0.80 0.74 25_d17; 018_4_10_h14; [ H+-transporting ATP synthase EC 3.6.1.34 lipid-binding protein ] 

018_4_10_l17 1 1.12 1.68 4.04 1.29 25_c05; 018_4_10_l17; [ cell wall protein clone pAt2191 ] Score = 7

018_4_10_m18 1 0.88 0.95 0.89 0.81 25_a02; 018_4_10_m18; [ ferredoxin [2Fe-2S] ] Score = 240

018_4_10_n08 1 0.79 0.82 0.82 1.07 25_d09; 018_4_10_n08;

018_4_10_n14 1 0.65 0.68 0.66 0.69 25_d18; 018_4_10_n14; [ S)-2-hydroxy-acid oxidase EC 1.1.3.15 ] Score = 46

018_4_10_n22 1 0.61 0.64 0.69 0.67 25_e18; 018_4_10_n22; [ hypothetical 16.5K protein ] Score = 10

018_4_10_o15 1 1.13 1.26 1.23 1.05 24_n23; 018_4_10_o15;

018_4_11_f18 1 0.81 0.74 0.67 0.75 25_m11; 018_4_11_f18;

018_4_11_g18 1 1.26 1.14 1.00 1.01 25_h19; 018_4_11_g18; [ histone H4 ] Score = 160

018_4_11_h12 1 1.77 2.17 3.16 1.57 25_l21; 018_4_11_h12; [ nonspecific lipid transfer protein ] Score = 122

018_4_11_i18 1 0.79 0.85 0.74 0.68 25_h20; 018_4_11_i18; [ chlorophyll a/b-binding protein type III precursor ] Score = 19

018_4_11_l09 1 1.21 1.24 1.16 1.06 25_j10; 018_4_11_l09; [ beta-6 tubulin beta chain ] Score = 694

018_4_11_l10 1 1.07 1.06 1.24 1.32 25_l19; 018_4_11_l10; [ tonoplast intrinsic protein ] Score = 85

018_4_11_m03 1 0.62 0.65 0.74 1.03 25_f05; 018_4_11_m03;

018_4_11_m24 1 1.38 1.86 2.50 1.59 25_i15; 018_4_11_m24; [ lipid transfer protein ] Score = 173

018_4_11_o12 1 0.91 0.91 0.85 0.82 25_h10; 018_4_11_o12; [ IgE-dependent histamine-releasing factor homolog ] Score = 20

018_4_11_o18 1 0.66 0.69 0.66 0.69 25_h21; 018_4_11_o18; [ endopeptidase inhibitor ] Score = 3

018_4_12_d06 1 1.60 1.74 1.31 0.98 26_e15; 018_4_12_d06; [ gibberellin-regulated protein GASA2 precursor ] Score = 18

018_4_12_e20 1 1.15 1.20 1.04 0.99 26_b06; 018_4_12_e20; [ ribosomal protein S28 ] Score = 8

018_4_12_h10 1 1.24 1.09 1.02 0.99 26_e23; 018_4_12_h10; [ histone H4 ] Score = 160

018_4_12_i11 1 1.20 1.21 1.02 0.95 25_o07; 018_4_12_i11; [ gibberellin-stimulated transcript 1 like protein GASA2 ]

018_4_12_i16 1 1.08 1.16 1.54 1.35 26_a22; 018_4_12_i16;

018_4_12_l20 1 1.01 1.07 1.04 1.24 26_g05; 018_4_12_l20; [ hypothetical protein F13M22.20 ] Score = 5

018_4_12_p19 1 0.99 1.02 1.02 1.27 26_d21; 018_4_12_p19;

018_5_01_c10 1 0.66 0.61 0.54 0.44 26_j07; 018_5_01_c10; [ beta-glucosidase EC 3.2.1.21 ] Score = 148

018_5_01_c12 1 1.02 1.08 1.27 1.11 26_j11; 018_5_01_c12; [ pollen surface protein ] Score = 13

018_5_01_e02 1 0.63 0.55 0.54 0.41 26_i17; 018_5_01_e02; [ beta-glucosidase EC 3.2.3.1 2 ] Score = 91

018_5_01_f17 1 0.95 1.00 0.94 1.22 26_m09; 018_5_01_f17; [ sucrose synthase EC 2.4.1.13 ] Score = 118

018_5_01_g10 1 0.78 0.81 0.75 0.75 26_j08; 018_5_01_g10; [ transketolase EC 2.2.1.1 ] Score = 99

018_5_01_l05 1 0.33 0.39 0.48 0.70 26_l05; 018_5_01_l05;

018_5_01_l06 1 0.68 0.73 0.68 0.65 26_n13; 018_5_01_l06; [ fructose-bisphosphate aldolase EC 4.1.2.13 ] Score = 203

018_5_01_n18 1 1.08 1.14 1.16 1.24 26_o17; 018_5_01_n18; [ aspartic proteinase EC 3.4.23.- ] Score = 234  
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018_5_01_o10 1 1.79 1.72 1.74 1.19 26_j09; 018_5_01_o10; [ MADS box protein ] Score = 278

018_5_01_o12 1 1.06 1.09 1.24 1.07

26_j16; 018_5_01_o12; [ trans-cinnamate 4-monooxygenase EC 1.14.13.11 cytochrome 
P450

018_5_02_c06 1 0.57 0.58 0.58 0.83 27_b17; 018_5_02_c06; [ catalase EC 1.11.1.6 ] Score = 248

018_5_02_d01 1 0.62 0.64 0.55 0.53 27_d02; 018_5_02_d01; [ photosystem II oxygen-evolving complex protein 3 ]

018_5_02_d09 1 1.39 1.29 1.28 1.39 27_e04; 018_5_02_d09; [ MADS box protein ] Score = 278

018_5_02_d20 1 0.65 0.66 0.63 0.61 27_h04; 018_5_02_d20; [ fatty acid hydroperoxide lyase ] Score = 7

018_5_02_e07 1 0.84 0.88 0.89 0.82 26_p22; 018_5_02_e07; [ H+-transporting ATP synthase EC 3.6.1.34 chain b' ]

018_5_02_e13 1 1.07 1.12 1.25 1.02 27_a11; 018_5_02_e13;

018_5_02_g04 1 0.83 0.85 0.86 0.82 27_b14; 018_5_02_g04; [ H+-transporting ATP synthase EC 3.6.1.34 chain 9 ]

018_5_02_g06 1 0.35 0.37 0.36 0.34

27_b19; 018_5_02_g06; [ ribulose-bisphosphate carboxylase activase EC 6.3.4.- 
precursor ] Score = 90

018_5_02_h07 1 0.78 0.80 0.79 0.77 27_d22; 018_5_02_h07; [ glycine-rich RNA-binding protein ] Score = 102

018_5_02_h14 1 0.77 0.80 0.84 0.95 27_g13; 018_5_02_h14; [ glutamate decarboxylase EC 4.1.1.15 2 calmodulin-binding ]

018_5_02_i15 1 0.57 0.57 0.60 0.85 27_a18; 018_5_02_i15; [ cysteine proteinase EC 3.4.22.- precursor ] Score = 549

018_5_02_j09 1 1.21 1.14 1.05 1.00 27_e07; 018_5_02_j09; [ ribosomal protein S7 ] Score = 65

018_5_02_j18 1 0.75 0.82 0.93 1.06 27_g23; 018_5_02_j18;

018_5_02_k20 1 1.21 1.11 1.08 0.99 27_c19; 018_5_02_k20; [ ribosomal protein S6 cytosolic ] Score = 54

018_5_02_l09 1 1.01 1.01 1.26 1.01 27_e08; 018_5_02_l09;

018_5_02_n08 1 1.66 1.65 1.45 2.07 27_g01; 018_5_02_n08; [ glossy1 protein F13M22.20 ] Score = 6

018_5_02_p04 1 1.01 1.13 1.48 2.07 27_f14; 018_5_02_p04; [ naringenin 3-dioxygenase EC 1.14.11.9 ] Score = 72

018_5_03_b12 1 0.79 0.81 0.76 0.71 27_o21; 018_5_03_b12; [ WD-repeat protein T4I9.10 ] Score = 4

018_5_03_c12 1 1.62 1.78 1.32 1.21 27_k23; 018_5_03_c12; [ non-muscle myosin alkali light chain 1 fast skeletal muscle ]

018_5_03_c21 1 0.70 0.76 0.68 0.63 27_j17; 018_5_03_c21; [ light harvesting chlorophyll a/b-binding protein precursor ]

018_5_03_j03 1 0.97 0.94 0.79 0.91 27_m05; 018_5_03_j03; [ hypothetical protein Rv2406c ] Score = 9

018_5_03_j14 1 1.26 1.09 0.98 0.98 27_p03; 018_5_03_j14;

018_5_03_j24 1 0.65 0.66 0.69 0.75 27_p24; 018_5_03_j24; [ hypothetical protein T16H5.200 ] Score = 17

018_5_03_k17 1 0.84 0.85 1.42 0.82 27_j09; 018_5_03_k17;

018_5_03_k19 1 0.76 0.67 0.55 0.61 27_j14; 018_5_03_k19; [ glycine-rich RNA-binding protein ] Score = 23

018_5_03_l13 1 0.96 1.03 2.10 0.99 27_n06; 018_5_03_l13;

018_5_03_m03 1 1.14 1.20 1.25 1.21

27_i04; 018_5_03_m03; [ 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine S-
methyltransferase EC 2.1.1.14 ] Score = 26

018_5_03_n14 1 1.16 1.22 1.21 1.04 27_p04; 018_5_03_n14;

018_5_03_o15 1 1.05 1.01 1.18 1.39 27_j06; 018_5_03_o15; [ hypothetical protein APG homolog T27E13.4 ] Score = 28

018_5_04_a08 1 0.82 0.84 0.82 0.83 28_c15; 018_5_04_a08; [ soluble hydrogenase EC 1.12.-.- small chain ] Score = 23

018_5_04_f05 1 1.14 1.07 1.25 1.07 28_e12; 018_5_04_f05; [ 1A tubulin beta chain ] Score = 736

018_5_04_f13 1 1.46 1.28 1.17 1.00 28_f04; 018_5_04_f13;

018_5_04_h06 1 1.27 1.27 1.39 1.04 28_g19; 018_5_04_h06; [ hypothetical protein T20K24.8 ] Score = 4

018_5_04_i01 1 0.88 0.88 0.84 0.81 28_a05; 018_5_04_i01; [ photosystem II protein X precursor ] Score = 6

018_5_04_j06 1 0.75 0.77 0.69 0.66

28_g20; 018_5_04_j06; [ light-harvesting chlorophyll a/b-binding protein type II 
photosystem I ] Score = 135

018_5_04_k20 1 1.10 1.22 1.17 1.03 28_d23; 018_5_04_k20; [ disease resistance protein ] Score = 111

018_5_04_o19 1 0.74 0.77 0.75 0.73 28_b21; 018_5_04_o19; [ glycine hydroxymethyltransferase EC 2.1.2.1 ] Score = 223

018_5_05_a15 1 0.90 0.97 2.06 3.42 28_j18; 018_5_05_a15; [ extensin-like protein GPP1 ] Score = 6

018_5_05_c07 1 0.82 0.85 0.84 0.81 28_i19; 018_5_05_c07; [ sedoheptulose-bisphosphatase EC 3.1.3.37 precursor ]

018_5_05_d02 1 0.53 0.60 0.35 0.32 28_p01; 018_5_05_d02; [ light harvesting chlorophyll a/b-binding protein precursor ]

018_5_05_d21 1 0.98 1.00 1.02 1.21 28_o18; 018_5_05_d21; [ carnitine racemase ] Score = 8

018_5_05_e02 1 1.01 1.00 1.02 1.40 28_k19; 018_5_05_e02; [ isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase EC 5.3.3.2 ]

018_5_05_e11 1 0.81 0.84 0.85 0.83 28_j05; 018_5_05_e11; [ imbibition protein ] Score = 8

018_5_05_f17 1 1.17 1.12 1.06 1.22 28_o10; 018_5_05_f17; [ plasma membrane intrinsic protein ] Score = 168

018_5_05_f23 1 0.95 1.03 1.09 1.22 28_o22; 018_5_05_f23; [ gene Bp10 protein ] Score = 28

018_5_05_g13 1 0.50 0.49 0.50 0.44 28_j13; 018_5_05_g13; [ H+-transporting ATP synthase EC 3.6.1.34 beta chain ]

018_5_05_h10 1 1.14 1.19 1.87 1.60 28_p17; 018_5_05_h10; [ hypothetical protein T3F12.2 ] Score = 4

018_5_05_j10 1 1.08 1.21 1.23 1.38 28_p18; 018_5_05_j10;

018_5_05_k13 1 0.81 0.86 0.89 0.95 28_j15; 018_5_05_k13; [ glutamate decarboxylase EC 4.1.1.15 2 calmodulin-binding ]

018_5_05_m12 1 1.01 1.08 1.31 1.16 28_l20; 018_5_05_m12; [ hypothetical protein F16M14.4 ] Score = 7

018_5_05_o03 1 1.05 1.04 1.22 1.13 28_i15; 018_5_05_o03; [ H+-transporting ATP synthase EC 3.6.1.34 beta chain ]

018_5_06_a03 1 0.69 0.74 0.74 0.85 29_b11; 018_5_06_a03; [ lipase-like protein BYJ15 ] Score = 7

018_5_06_c09 1 0.79 0.84 0.82 0.91 29_b23; 018_5_06_c09;  
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018_5_06_d16 1 0.83 0.87 0.83 0.82 29_j07; 018_5_06_d16; [ hypothetical protein F13M22.7 ] Score = 4

018_5_06_d19 1 0.87 0.84 0.85 0.81 29_h06; 018_5_06_d19; [ IgE-dependent histamine-releasing factor homolog ]

018_5_06_e10 1 1.33 1.68 2.81 1.00 29_e04; 018_5_06_e10; [ hypothetical protein APG homolog F16A16.110 ] Score = 57

018_5_06_g18 1 0.66 0.68 0.73 0.70

29_e24; 018_5_06_g18; [ H+-transporting ATP synthase EC 3.6.1.34 lipid-binding protein ] 
Score = 166

018_5_06_g22 1 1.32 1.11 1.10 1.00 29_f12; 018_5_06_g22; [ 14-3-3 protein homolog ] Score = 236

018_5_06_j12 1 0.65 0.69 0.67 0.66 29_i24; 018_5_06_j12; [ photosystem II oxygen-evolving complex protein 3 ]

018_5_06_j15 1 0.98 0.98 1.00 1.73 29_g24; 018_5_06_j15; [ hypothetical protein ] Score = 12

018_5_06_l02 1 1.16 1.24 1.26 1.37 29_h22; 018_5_06_l02; [ oxoacyl carrier protein synthase III ] Score = 70

018_5_06_p05 1 0.85 0.85 0.83 0.82 29_g04; 018_5_06_p05;

018_5_07_j15 1 0.48 0.51 0.41 0.32 29_m24; 018_5_07_j15; [ xyloglucan endo-1,4-beta-D-glucanase EC 3.2.1.- ]

018_5_07_j20 1 0.51 0.53 0.44 0.34 29_p10; 018_5_07_j20; [ light harvesting chlorophyll a/b-binding protein precursor ]

018_5_07_l02 1 1.02 1.04 1.05 1.20

29_n21; 018_5_07_l02; [ 2-dehydro-3-deoxyphosphoheptonate aldolase EC 4.1.2.15 2 
precursor ] Score = 41

018_5_08_b08 1 0.93 0.92 0.99 1.25 30_g06; 018_5_08_b08;

018_5_08_b24 1 1.30 1.13 1.09 1.01 30_h16; 018_5_08_b24; [ 14-3-3 protein homolog ] Score = 236

018_5_08_d22 1 1.00 1.02 1.01 1.22 30_h13; 018_5_08_d22; [ aldehyde dehydrogenase NAD+ EC 1.2.1.3 ] Score = 416

018_5_08_d24 1 0.79 0.83 0.78 0.74 30_h17; 018_5_08_d24; [ photosystem II oxygen-evolving complex protein 2 ]

018_5_08_f10 1 0.91 0.94 1.03 1.47 30_g09; 018_5_08_f10; [ ankyrin ] Score = 3

018_5_08_f14 1 2.08 1.69 1.46 1.15 30_g17; 018_5_08_f14;

018_5_08_h10 1 1.21 1.20 1.33 1.10 30_g10; 018_5_08_h10;

018_5_08_h15 1 0.77 0.77 0.72 0.68 30_f01; 018_5_08_h15; [ photosystem II oxygen-evolving complex protein 2 ]

018_5_08_l10 1 0.97 1.02 1.13 1.46 30_g11; 018_5_08_l10;

018_5_08_l22 1 1.06 1.07 1.35 1.12 30_h15; 018_5_08_l22; [ UDPglucose 6-dehydrogenase EC 1.1.1.22 ] Score = 29

018_5_08_m10 1 0.79 0.80 0.80 0.79 30_c07; 018_5_08_m10;

018_5_08_o09 1 1.05 0.89 0.80 0.92 30_a06; 018_5_08_o09; [ ubiquitin / ribosomal protein CEP52 ] Score = 353

018_5_08_o23 1 1.05 1.03 1.23 1.23 30_b05; 018_5_08_o23; [ plasma membrane intrinsic protein ] Score = 174

018_5_09_c11 1 1.25 1.21 1.11 1.01 30_i21; 018_5_09_c11; [ 50S ribosomal protein L37a ] Score = 45

018_5_09_i10 1 0.97 0.97 0.97 1.21 30_k18; 018_5_09_i10; [ aldehyde dehydrogenase NAD+ EC 1.2.1.3 ] Score = 428

018_5_09_i11 1 0.90 0.90 1.08 1.40 30_i23; 018_5_09_i11;

018_5_09_k14 1 0.76 0.79 0.76 0.72 30_l04; 018_5_09_k14; [ beta-glucosidase EC 3.2.1.21 ] Score = 152

018_5_09_m24 1 1.24 1.10 1.05 1.09 30_m09; 018_5_09_m24; [ CDC2/CDC13 suppressor RNA-binding protein ]

018_5_09_n05 1 1.44 1.10 1.04 1.05 30_m19; 018_5_09_n05; [ histone H2B ] Score = 242

018_5_09_n18 1 1.12 1.07 1.28 1.52 31_a08; 018_5_09_n18; [ plasma membrane intrinsic protein ] Score = 148

018_5_09_p10 1 1.02 1.14 1.08 1.52 30_p15; 018_5_09_p10; [ hypothetical protein F13M22.20 ] Score = 4

018_5_10_b16 1 1.01 0.97 1.12 1.24 31_i09; 018_5_10_b16; [ oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14 ]

018_5_10_f10 1 0.86 0.85 0.81 0.78 31_h20; 018_5_10_f10; [ hypothetical protein F17K2.13 ] Score = 5

018_5_10_g10 1 0.42 0.42 0.46 0.85 31_d23; 018_5_10_g10; [ catalase EC 1.11.1.6 ] Score = 248

018_5_10_j20 1 1.07 1.17 1.23 1.09

31_i17; 018_5_10_j20; [ trans-cinnamate 4-monooxygenase EC 1.14.13.11 cytochrome 
P450 ] Score = 59

018_5_10_l07 1 0.92 0.74 0.77 0.72 31_f15; 018_5_10_l07;

018_5_10_l09 1 0.76 0.78 0.75 0.73 31_f19; 018_5_10_l09; [ fructose-bisphosphate aldolase EC 4.1.2.13 ] Score = 201

018_5_10_n10 1 0.97 1.03 1.14 1.35 31_h22; 018_5_10_n10;

018_5_11_a15 1 0.91 0.83 0.86 0.83 31_j24; 018_5_11_a15; [ IgE-dependent histamine-releasing factor homolog ]

018_5_11_b20 1 1.30 1.17 1.02 0.98 32_a02; 018_5_11_b20; [ 50S ribosomal protein L2 ] Score = 113

018_5_11_e06 1 1.06 1.04 1.03 1.31 31_l06; 018_5_11_e06;

018_5_11_f09 1 1.21 1.09 1.02 0.97 31_n13; 018_5_11_f09; [ ribosomal protein L15 ] Score = 43

018_5_11_f22 1 0.83 0.85 0.84 0.83 32_a05; 018_5_11_f22; [ aminomethyltransferase EC 2.1.2.10 precursor ] Score = 51

018_5_11_k06 1 1.01 1.03 1.25 1.01 31_l08; 018_5_11_k06;

018_5_11_o03 1 1.06 1.09 1.29 1.15

31_j09; 018_5_11_o03; [ biosynthesis of teichuronic acid UDP-glucose 6-dehydrogenase 
EC 1.1.1.22 ] Score = 31

018_5_11_p18 1 0.81 0.83 0.83 0.92 32_a01; 018_5_11_p18; [ lectin 2 phloem-specific ] Score = 14

018_5_12_e08 1 0.95 0.99 1.10 1.21 32_a20; 018_5_12_e08; [ gene Bp10 protein ] Score = 27

018_5_12_k20 1 1.77 1.49 1.33 1.10 32_c02; 018_5_12_k20; [ 1A tubulin beta chain ] Score = 717

018_6_01_c02 1 1.20 1.18 1.06 1.01 32_i02; 018_6_01_c02; [ hypothetical protein ] Score = 3

018_6_01_f07 1 1.00 1.01 1.01 1.44 32_k23; 018_6_01_f07; [ isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase EC 5.3.3.2 ]

018_6_01_f08 1 0.79 0.81 0.80 0.79 32_m22; 018_6_01_f08; [ alanine transaminase EC 2.6.1.2 ] Score = 26

018_6_01_g01 1 0.78 0.79 0.79 0.79 32_g05; 018_6_01_g01; [ beta-glucosidase EC 3.2.1.21 ] Score = 148

018_6_01_k03 1 0.64 0.75 0.79 0.87 32_g09; 018_6_01_k03; [ xyloglucan endo-1,4-beta-D-glucanase EC 3.2.1.- ]  
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018_6_01_k24 1 0.85 0.85 0.83 0.83 32_k08; 018_6_01_k24; [ glycine-rich RNA-binding protein ] Score = 284

018_6_01_l02 1 0.68 0.70 0.58 0.51 32_m07; 018_6_01_l02;

018_6_01_o03 1 1.28 1.12 1.28 1.05 32_g10; 018_6_01_o03; [ 1A tubulin beta chain ] Score = 717

018_6_01_p05 1 0.80 0.81 0.78 0.76 32_k21; 018_6_01_p05; [ uridine kinase EC 2.7.1.19 ] Score = 42

018_6_02_c01 1 1.27 1.21 1.26 1.06 32_o06; 018_6_02_c01; [ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase EC 1.2.1.12 ]

018_6_02_d12 1 1.00 1.02 1.05 1.21 33_f04; 018_6_02_d12;

018_6_02_g23 1 0.84 0.89 0.86 0.82 33_a09; 018_6_02_g23; [ aminomethyltransferase EC 2.1.2.10 precursor ] Score = 51

018_6_02_i08 1 1.24 1.30 1.40 1.14 33_a24; 018_6_02_i08;

018_6_02_k02 1 1.07 1.09 1.41 1.53 33_a15; 018_6_02_k02; [ chitinase EC 3.2.1.14 ] Score = 296

018_6_02_m01 1 1.14 1.18 1.11 1.33 32_o08; 018_6_02_m01; [ 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase EC 2.3.1.41 FAE1 ]

018_6_02_n03 1 1.13 1.22 1.15 1.04 33_c18; 018_6_02_n03; [ 2-hydroxy-6-oxohepta-2,4-dienoate hydrolase EC 3.7.-.- ]

018_6_02_n12 1 0.82 0.87 0.82 0.81 33_f07; 018_6_02_n12; [ hypothetical protein T5I7.2 ] Score = 16

018_6_02_o17 1 0.84 0.87 0.73 0.77 32_p24; 018_6_02_o17;

018_6_03_e01 1 1.21 1.55 4.13 0.99 33_g20; 018_6_03_e01; [ hypothetical protein APG homolog F16A16.110 ] Score = 45

018_6_03_f14 1 0.65 0.67 0.67 0.79 33_n12; 018_6_03_f14; [ cysteine proteinase EC 3.4.22.- precursor ] Score = 494

018_6_03_g04 1 1.29 1.21 1.26 1.03 33_i15; 018_6_03_g04; [ 50S ribosomal protein L2 ] Score = 140

018_6_03_h21 1 0.78 0.86 0.81 0.81 33_l23; 018_6_03_h21; [ dihydrokaempferol 4-reductase EC 1.1.1.219 ] Score = 90

018_6_03_j18 1 0.83 0.86 0.86 0.86 33_n22; 018_6_03_j18; [ hypothetical protein ] Score = 19

018_6_03_k04 1 0.33 0.34 0.44 0.86 33_i17; 018_6_03_k04; [ catalase EC 1.11.1.6 ] Score = 252

018_6_03_l23 1 0.72 0.74 0.82 0.93 33_m05; 018_6_03_l23; [ glutamate decarboxylase EC 4.1.1.15 2 calmodulin-binding ]

018_6_04_b14 1 0.91 0.91 1.27 0.92 34_e24; 018_6_04_b14;

018_6_04_c01 1 0.92 0.98 1.09 1.27 33_o14; 018_6_04_c01; [ small GTP-binding protein ] Score = 681

018_6_04_h18 1 0.82 0.84 0.82 0.81 34_f08; 018_6_04_h18; [ hypothetical protein F19D11.10 ] Score = 4

018_6_04_i09 1 0.67 0.70 0.67 0.66 33_p06; 018_6_04_i09; [ lipoxygenase EC 1.13.11.12 ] Score = 193

018_6_04_k15 1 1.25 1.13 1.24 1.03 33_p17; 018_6_04_k15; [ ribosomal protein L7a cytosolic ] Score = 42

018_6_04_k24 1 0.91 0.96 1.08 1.28 34_c02; 018_6_04_k24; [ DNA-binding protein F4I18.20 ] Score = 5

018_6_04_l09 1 0.75 0.83 0.88 0.95 34_c17; 018_6_04_l09; [ glutamate decarboxylase EC 4.1.1.15 2 calmodulin-binding ]

018_6_04_o08 1 1.03 0.98 1.28 1.00 34_a20; 018_6_04_o08; [ ADP-ribosylation factor 1 ] Score = 148

018_6_04_p09 1 0.96 1.01 0.96 1.51 34_c19; 018_6_04_p09; [ aldehyde dehydrogenase NAD+ EC 1.2.1.3 ] Score = 365

018_6_04_p19 1 1.05 1.14 1.28 1.06 34_d19; 018_6_04_p19; [ acid--CoA ligase EC 6.-.-.- component II ] Score = 49

018_6_05_a14 1 1.01 1.06 1.04 1.20 34_j08; 018_6_05_a14; [ citrate si)-synthase EC 4.1.3.7 ] Score = 64

018_6_05_d01 1 1.21 1.25 1.13 1.04 34_k11; 018_6_05_d01;

018_6_05_g07 1 0.75 0.82 0.78 1.02 34_g10; 018_6_05_g07;

018_6_05_h13 1 0.71 0.78 0.68 0.64 34_l18; 018_6_05_h13;

018_6_05_i12 1 0.82 0.83 0.83 0.80 34_j06; 018_6_05_i12; [ phosphoribulokinase EC 2.7.1.19 ] Score = 31

018_6_05_l22 1 0.85 0.86 1.04 1.32 34_o11; 018_6_05_l22; [ hypothetical protein T14N5.11 ] Score = 23

018_6_05_n17 1 1.32 1.24 1.45 1.46 34_m05; 018_6_05_n17; [ MADS box protein ] Score = 278

018_6_05_o05 1 0.89 0.94 1.11 0.81 34_g08; 018_6_05_o05;

018_6_05_p17 1 0.73 0.74 0.72 0.70 34_m06; 018_6_05_p17; [ fatty acid hydroperoxide lyase ] Score = 7

018_6_06_b08 1 1.03 1.09 1.14 1.58 35_f01; 018_6_06_b08;

018_6_06_e10 1 0.48 0.49 0.47 0.46 35_b03; 018_6_06_e10; [ lipoxygenase EC 1.13.11.12 ] Score = 189

018_6_06_e19 1 0.83 0.87 0.84 1.01 34_p24; 018_6_06_e19; [ xyloglucan endo-1,4-beta-D-glucanase EC 3.2.1.- ]

018_6_06_f07 1 0.76 0.78 0.79 0.75 35_d01; 018_6_06_f07; [ glycine hydroxymethyltransferase EC 2.1.2.1 ] Score = 218

018_6_06_f14 1 0.95 1.01 0.96 1.24 35_f16; 018_6_06_f14; [ adenosylmethionine decarboxylase EC 4.1.1.50 ] Score = 40

018_6_06_g05 1 1.15 1.22 1.60 1.63 34_o23; 018_6_06_g05;

018_6_06_h04 1 0.96 1.00 0.98 1.20 35_e17; 018_6_06_h04; [ L-ascorbate oxidase EC 1.10.3.3 ] Score = 45

018_6_06_i05 1 0.85 0.95 0.82 0.80 34_o24; 018_6_06_i05; [ hypothetical protein F17K2.13 ] Score = 7

018_6_06_j14 1 1.00 1.01 1.02 1.57 35_f18; 018_6_06_j14; [ catechol O-methyltransferase EC 2.1.1.6 ] Score = 70

018_6_06_k20 1 1.09 1.20 1.31 1.30 35_c04; 018_6_06_k20; [ glycine hydroxymethyltransferase EC 2.1.2.1 ] Score = 223

018_6_06_o02 1 1.03 1.10 1.37 1.61 35_a16; 018_6_06_o02; [ chitinase EC 3.2.1.14 precursor ] Score = 79

018_6_07_a11 1 0.78 0.81 0.76 0.78 35_h05; 018_6_07_a11; [ carbonate dehydratase EC 4.2.1.1 precursor chloroplast ]

018_6_07_a23 1 0.83 0.80 0.86 0.87 35_i06; 018_6_07_a23; [ DNA-directed RNA polymerase EC 2.7.7.6 II 35.5K chain ]

018_6_07_b08 1 1.37 1.11 1.08 1.25 35_n08; 018_6_07_b08;

018_6_07_d02 1 0.83 0.94 1.02 1.20 35_m18; 018_6_07_d02; [ hypothetical protein homolog T13J8.160 ] Score = 10

018_6_07_d08 1 0.99 1.04 1.00 3.11 35_n09; 018_6_07_d08; [ catechol O-methyltransferase EC 2.1.1.6 ] Score = 37  
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018_6_07_d11 1 0.70 0.77 0.88 0.95

35_l09; 018_6_07_d11; [ 2-oxoglutarate/malate translocator clones OMT134 and 
OMT106) mitochondrial membrane ] Score = 26

018_6_07_e06 1 0.79 0.83 0.93 1.20 35_i16; 018_6_07_e06; [ hexose transport protein ] Score = 41

018_6_07_f09 1 1.01 1.01 1.05 1.29 35_l06; 018_6_07_f09;

018_6_07_j07 1 1.45 1.27 1.29 0.97 35_l03; 018_6_07_j07; [ signal recognition particle 54K protein ] Score = 33

018_6_07_j21 1 1.11 0.90 1.32 1.08 35_m10; 018_6_07_j21; [ translation elongation factor eEF-1 alpha chain ] Score = 782

018_6_07_m15 1 0.68 0.73 0.70 0.65 35_h15; 018_6_07_m15; [ beta-glucosidase EC 3.2.3.1 2 ] Score = 99

018_6_07_m18 1 1.03 1.22 1.90 2.27 35_j20; 018_6_07_m18; [ naringenin 3-dioxygenase EC 1.14.11.9 ] Score = 69

018_6_07_m20 1 1.00 1.05 1.11 1.24 35_k02; 018_6_07_m20;

018_6_07_n06 1 0.85 0.82 1.01 0.94 35_n06; 018_6_07_n06; [ golgi associated protein se-wap41 ] Score = 6

018_6_07_n21 1 0.80 0.83 0.89 1.05 35_m11; 018_6_07_n21; [ hexose transport protein ] Score = 99

018_6_07_o15 1 0.25 0.27 0.27 0.28 35_h16; 018_6_07_o15;

018_6_08_b16 1 1.06 1.16 1.88 2.16 36_f20; 018_6_08_b16; [ plasma membrane intrinsic protein ] Score = 134

018_6_08_e10 1 0.75 0.79 0.99 1.47 36_b14; 018_6_08_e10;

018_6_08_f02 1 1.01 1.05 1.40 1.10 36_e19; 018_6_08_f02;

018_6_08_h08 1 0.79 0.85 0.86 0.79 36_f04; 018_6_08_h08; [ phosphoglycerate kinase EC 2.7.2.3 ] Score = 297

018_6_08_h10 1 1.02 0.94 1.13 1.69 36_f09; 018_6_08_h10; [ membrane intrinsic protein ] Score = 121

018_6_08_j05 1 0.92 0.93 2.11 0.91 36_d08; 018_6_08_j05;

018_6_08_j11 1 0.92 1.04 1.51 2.59 36_d19; 018_6_08_j11;

018_6_08_j23 1 0.32 0.35 0.34 0.32 36_e17; 018_6_08_j23;

018_6_08_m10 1 0.71 0.78 0.74 0.68 36_b17; 018_6_08_m10; [ glutamate--ammonia ligase EC 6.3.1.2 ] Score = 315

018_6_08_n20 1 1.41 1.42 1.86 2.26 36_g08; 018_6_08_n20; [ hypothetical protein F13M22.20 ] Score = 5

018_6_09_a10 1 0.76 0.80 0.76 0.74 36_j13; 018_6_09_a10; [ phosphoribulokinase EC 2.7.1.19 ] Score = 28

018_6_09_b18 1 0.82 0.87 0.83 0.86 36_o23; 018_6_09_b18;

018_6_09_e22 1 1.15 1.21 1.19 0.85 36_k22; 018_6_09_e22; [ bacteriochlorophyll synthase 43K chain ] Score = 6

018_6_09_e23 1 0.74 0.75 1.03 1.27 36_i14; 018_6_09_e23;

018_6_09_f21 1 1.16 1.20 1.21 1.04 36_n10; 018_6_09_f21;

018_6_09_h18 1 1.26 1.24 1.26 1.02 36_p02; 018_6_09_h18; [ peptidylprolyl isomerase EC 5.2.1.8 ] Score = 265

018_6_09_k01 1 0.66 0.67 0.60 0.51 36_g19; 018_6_09_k01; [ glycine hydroxymethyltransferase EC 2.1.2.1 ] Score = 222

018_6_09_l20 1 0.45 0.48 0.45 0.43

36_p09; 018_6_09_l20; [ ribulose-bisphosphate carboxylase activase EC 6.3.4.- precursor 
] Score = 98

018_6_09_p07 1 1.00 1.02 1.08 1.26 36_m01; 018_6_09_p07; [ pectinacetylesterase precursor ] Score = 4

018_6_10_b17 1 0.85 0.92 0.86 1.54 37_e23; 018_6_10_b17;

018_6_10_c11 1 1.12 1.06 2.21 1.00 37_a19; 018_6_10_c11;

018_6_10_c13 1 1.01 1.10 1.24 1.46 37_a22; 018_6_10_c13; [ naringenin 3-dioxygenase EC 1.14.11.9 ] Score = 55

018_6_10_c17 1 0.84 0.91 0.78 0.76 37_b02; 018_6_10_c17; [ hypothetical protein T29H11.60 ] Score = 4

018_6_10_e14 1 0.94 0.91 0.93 0.82 37_c15; 018_6_10_e14;

018_6_10_e21 1 0.79 0.89 0.81 0.75 37_b11; 018_6_10_e21; [ beta-glucosidase EC 3.2.3.1 2 ] Score = 105

018_6_10_i02 1 0.93 1.04 1.35 1.13 37_b21; 018_6_10_i02; [ clones Ia and actin ] Score = 355

018_6_10_k07 1 1.13 1.23 1.13 1.02 37_a12; 018_6_10_k07; [ lysophospholipase homolog F12L6.7 ] Score = 11

018_6_10_k20 1 0.62 0.70 0.76 0.92 37_d05; 018_6_10_k20; [ xyloglucan endo-1,4-beta-D-glucanase EC 3.2.1.- ]

018_6_10_m16 1 0.66 0.72 0.71 0.57 37_c21; 018_6_10_m16; [ photosystem II oxygen-evolving complex protein 2 ]

018_6_10_p01 1 1.03 1.07 0.94 0.82 37_d15; 018_6_10_p01; [ nonenzymatic protein CP12 precursor ] Score = 15

018_6_11_c22 1 0.78 0.81 0.78 0.75 37_n15; 018_6_11_c22; [ hypothetical protein F8K4.9 ] Score = 19

018_6_11_g20 1 0.65 0.66 0.74 0.75 37_n11; 018_6_11_g20; [ peptidylprolyl isomerase EC 5.2.1.8 ] Score = 270

018_6_11_i04 1 0.38 0.41 0.56 0.94 37_l18; 018_6_11_i04; [ plasma membrane intrinsic protein ] Score = 90  
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018_1_01_e05 1 1.07 1.56 ribulose-bisphosphate carboxylase EC 4.1.1.39 small chain precursor

018_1_01_n17 1 0.68 0.58 lipid transfer protein

018_1_02_e19 1 0.88 0.72

018_1_03_a19 1 0.85 0.78

018_1_03_c19 1 1.05 1.34 gibberellin-regulated protein (GEG)

018_1_03_n20 1 1.22 1.46 plasma membrane intrinsic protein

018_1_05_c17 1 1.26 1.13 N-carbamyl-L-amino acid amidohydrolase EC 3.5.-.-

018_1_06_d03 1 1.21 1.23 photosystem II 10K protein precursor

018_1_07_i03 1 1.19 1.63 S)-2-hydroxy-acid oxidase EC 1.1.3.15

018_1_08_a07 1 1.09 0.82 glyoxylase I (Glo1)

018_1_10_k07 1 0.82 0.72 extensin-like protein

018_1_10_k11 1 0.89 0.83 MADS box protein DEFICIENS

018_1_11_h07 1 1.02 1.34 putative reductase / dehydrogenase

018_2_02_p22 1 1.22 0.93 gibberellin induced protein (Gip1)

018_2_04_h01 1 0.81 0.63 senescence-associated protein-like

018_2_04_h02 1 0.85 0.83 pectinesterase-like protein

018_2_04_h21 1 0.92 0.82 putaive methionyl-tRNA synthethase

018_2_05_m05 1 0.95 0.83

018_2_08_d19 1 1.17 1.25 light inducible tissue-specific ST-LS1 protein

018_2_11_p05 1 0.78 0.61 histidine-rich glycoprotein

018_3_05_g01 1 0.96 0.77 putative ribosomal protein L2

018_3_06_a12 1 1.14 1.20

018_3_06_f10 1 1.40 1.61 hypothetical protein

018_3_06_h21 1 0.82 0.77 hypothetical protein

018_3_06_k04 1 1.03 1.31

018_3_08_o11 1 0.84 0.80 alpha-1,4-glucan protein synthase (UDP-forming)

018_3_11_l04 1 0.88 0.83 cysteine proteinase EC 3.4.22.- 

018_3_12_n15 1 0.83 0.99 pectinacetylesterase 

018_4_02_a08 1 0.83 0.76

018_4_03_c07 1 0.60 0.60 lipid transfer protein 

018_4_03_m12 1 1.23 1.16 plasma membrane intrinsic protein

018_4_04_b17 1 1.15 1.24

018_4_04_e02 1 1.27 1.31 phosphoribosylformylglycinamidine synthase EC 6.3.5.3

018_4_04_l03 1 1.11 1.21

018_4_04_m01 1 1.16 1.24

018_4_05_d23 1 0.93 0.73 nonspecific lipid transfer protein

018_4_05_m21 1 1.26 1.54 hypothetical protein

018_4_05_m22 1 1.10 1.25 acyl-CoA oxidase EC 1.3.3.6 peroxisomal 

018_4_06_e01 1 0.79 0.82 lipid transfer protein

018_4_06_h09 1 1.17 1.28

018_4_07_k15 1 1.18 1.31

018_4_08_e05 1 1.14 1.22

018_4_08_m10 1 0.82 0.83 glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase EC 5.4.3.8 

018_4_10_l17 1 0.78 0.57 cell wall protein clone pAt2191 

018_4_11_e06 1 1.23 1.30

018_4_11_h12 1 0.86 0.67 nonspecific lipid transfer protein

018_4_11_m24 1 0.83 0.76 lipid transfer protein

018_4_11_n11 1 1.15 1.21 putative protein kinase

018_4_12_h18 1 1.20 1.34 hypothetical protein

018_4_12_l16 1 1.15 1.22 hypothetical protein

018_4_12_m17 1 1.27 1.32

018_5_01_c10 1 1.13 1.26 beta-glucosidase EC 3.2.1.21 

018_5_01_e02 1 1.21 1.31 beta-glucosidase EC 3.2.3.1 2 

018_5_01_o10 1 0.91 0.82 MADS box protein DEFICIENS  
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018_5_02_c06 1 1.19 1.25 catalase EC 1.11.1.6 

018_5_02_d01 1 1.20 1.27 photosystem II oxygen-evolving complex protein 3 

018_5_02_g06 1 1.47 1.75 ribulose-bisphosphate carboxylase activase EC 6.3.4.-

018_5_03_c12 1 0.81 0.76 non-muscle myosin alkali light chain 1 fast skeletal muscle

018_5_03_k19 1 0.86 0.81 glycine-rich RNA-binding protein

018_5_03_m03 1 0.74 0.51 methionine synthase

018_5_04_f05 1 0.90 0.78 1A tubulin beta chain 

018_5_04_j22 1 1.17 1.33 LytB-like protein

018_5_05_a15 1 0.85 0.55 extensin-like protein GPP1

018_5_05_f17 1 1.29 1.23 plasma membrane intrinsic protein

018_5_05_g13 1 2.42 1.82 H+-transporting ATP synthase EC 3.6.1.34 

018_5_05_h10 1 0.78 0.70 putative protease inhibitor

018_5_06_e10 1 0.95 0.56 GDSL-motif lipase

018_5_06_l02 1 0.96 0.77 beta-ketoacyl-ACP synthase

018_5_06_m19 1 1.28 1.47 unknown protein

018_5_07_h11 1 1.20 1.22 omega-3 fatty acid desaturase EC 1.14.99.-

018_5_08_f10 1 0.97 1.26 ankyrin-like protein

018_5_08_f14 1 0.73 0.69

018_5_08_l22 1 0.87 0.79 UDPglucose 6-dehydrogenase EC 1.1.1.22 

018_5_08_p16 1 0.84 0.83 ubiquitin / ribosomal protein CEP52 

018_5_09_a01 1 1.28 1.30 NOI protein 

018_5_10_b16 1 1.25 1.35 acyl-ACP thioesterase

018_5_10_f12 1 1.24 1.31 aquaporin 2

018_5_10_g10 1 1.20 1.16 catalase EC 1.11.1.6 

018_5_10_h14 1 1.14 1.27 mevalonate disphosphate decarboxylase

018_5_10_l07 1 0.97 0.76 hypothetical protein

018_5_10_o07 1 1.10 1.23 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase NADP+ EC 1.2.1.9 

018_5_11_l14 1 0.82 0.88 translation elongation factor eEF-1 alpha chain 

018_5_11_m16 1 0.85 0.82 reversibly glycosylated polypeptide (RGP1)

018_5_11_o03 1 0.84 0.72 UDP-glucose 6-dehydrogenase EC 1.1.1.22 

018_5_12_a18 1 1.20 1.33 (nifS) nitrogen fixation protein 

018_5_12_g06 1 1.24 1.31 ribonuclease II-related protein

018_5_12_h08 1 1.29 1.02

018_5_12_k20 1 0.93 0.71 1A tubulin beta chain 

018_6_01_l02 1 1.25 1.15

018_6_01_m06 1 1.22 1.30 pol polyprotein homolog 

018_6_01_o03 1 0.97 0.79 1A tubulin beta chain 

018_6_02_b22 1 1.19 1.25 GDSL-motif lipase / hydrolase

018_6_02_c01 1 0.89 0.79 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase EC 1.2.1.12 

018_6_02_k02 1 0.99 0.79 chitinase EC 3.2.1.14 

018_6_03_e01 1 0.89 0.57 GDSL-motif lipase / hydrolase

018_6_03_k04 1 1.23 1.14 catalase EC 1.11.1.6 

018_6_06_e10 1 1.25 1.17 lipoxygenase EC 1.13.11.12 

018_6_06_g05 1 0.79 0.74

018_6_06_k20 1 0.86 0.76 glycine hydroxymethyltransferase EC 2.1.2.1

018_6_06_o02 1 0.99 0.78 chitinase EC 3.2.1.14 precursor

018_6_07_g22 1 0.67 0.68 naringenin-chalcone synthase EC 2.3.1.74 

018_6_07_m18 1 0.82 0.82 naringenin 3-dioxygenase EC 1.14.11.9 

018_6_08_h14 1 1.20 1.25 MATE efflux protein-related

018_6_08_j11 1 0.85 0.64

018_6_08_j23 1 1.34 1.54 plastid-lipid associated protein (PAP)

018_6_08_n20 1 0.92 0.80 CER1-like protein

018_6_09_l20 1 1.17 1.40 ribulose-bisphosphate carboxylase activase EC 6.3.4.-

018_6_10_n18 1 0.90 0.81 MADS box protein DEFH84  
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018_1_01_d16 1 0.83 0.75

018_1_01_n17 1 0.85 0.81  nonspecific lipid transfer protein

018_1_01_o10 1 0.92 0.83 acyl carrier protein

018_1_03_a19 1 1.13 1.23 putative protein

018_1_03_f20 1 1.20 1.23

018_1_03_j01 1 0.79 0.81 gEgh7 protein

018_1_04_p02 1 1.10 1.21 plasma membrane intrinsic protein 

018_1_05_e01 1 0.87 0.81 papain-like cysteine proteinase 

018_1_05_m05 1 0.99 1.34 prolin-rich protein

018_1_05_o18 1 0.74 0.71 naringenin-chalcone synthase EC 2.3.1.74 

018_1_06_b21 1 0.82 0.79

018_1_07_j17 1 1.04 1.28 hypothetical protein

018_1_08_a07 1 0.71 0.63 lactoylglutathione lyase

018_1_08_i13 1 1.20 1.36 glutathione S-transferase 

018_1_09_b24 1 0.96 0.69 extensin-like protein

018_1_10_a05 1 0.78 0.77 cold stress protein SRC1

018_1_11_p17 1 0.86 0.82 pectate lyase 

018_1_12_k15 1 0.81 0.83 retinoid-x-receptor

018_2_02_b15 1 0.81 0.81 very-long-chain fatty acid condensing enzyme

018_2_02_l17 1 1.25 1.12 heat shock cognate protein

018_2_03_k11 1 0.74 0.77

018_2_05_k04 1 0.73 0.66 expressed protein

018_2_05_k14 1 0.80 0.79 cytochrome-c oxidase

018_2_05_p14 1 1.25 1.29 epimerase / dehydratase-like protein

018_2_07_b06 1 1.13 1.25 homoserine dehydrogenase-like protein

018_2_07_f19 1 0.88 0.80 CCR4-associated factor1-like protein

018_2_08_k21 1 1.16 1.26

018_2_09_f04 1 1.02 1.39 prolin-rich protein

018_2_09_i08 1 1.17 1.39 pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit

018_2_10_n20 1 1.12 1.22 glutathione S-transferase 

018_2_11_c21 1 0.84 0.73 unknown protein

018_2_11_p05 1 1.23 0.85 histidine-rich glycoprotein

018_3_01_d19 1 0.75 0.77 putative APG protein

018_3_01_i07 1 1.13 1.22 pectinacetylesterase 

018_3_03_h06 1 1.47 1.64 hypothetical protein

018_3_05_g01 1 0.69 0.62 putative ribosomal protein L2

018_3_08_i15 1 1.20 1.22 dihydroflavonol-4-reductase 

018_3_10_b12 1 0.80 0.81 Acyl-CoA independent ceramide synthase

018_3_12_a18 1 1.24 1.28 hypothetical protein

018_3_12_m18 1 0.88 0.83 NADPH-dependent mannose 6-phosphate reductase

018_4_02_l06 1 0.79 0.69

018_4_04_c08 1 1.28 1.11 anthocyanidin synthase

018_4_05_d23 1 1.00 1.27 nonspecific lipid transfer protein

018_4_05_n17 1 0.85 0.77 chalcone-flavonone isomerase 

018_4_06_a13 1 0.84 0.80

018_4_06_e01 1 1.29 1.21 nonspecific lipid transfer protein 

018_4_06_l01 1 0.67 0.69

018_4_08_n09 1 1.11 1.21 NADH-ubiquinone oxireductase  
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Ratios im Vergleich zur Kontrolle

EST_Nummer K -> W 0h K -> 24h K ->72h Blast-HomologieBlast-HomologieBlast-HomologieBlast-Homologie

018_4_09_i05 1 1.27 1.26 tonoplast intrinsic protein

018_4_10_l17 1 0.64 0.64 putative cell wall protein 

018_5_01_p23 1 0.96 0.82 reversibly glycosylated polypeptide

018_5_02_p04 1 1.21 1.11 naringenin 3-dioxygenase

018_5_03_l13 1 0.76 0.83 unknown protein

018_5_03_m03 1 0.80 0.81 methionine-synthase

018_5_03_o15 1 1.02 0.79 putative APG protein

018_5_04_j22 1 1.13 1.21 LytB-like protein

018_5_05_a15 1 1.10 0.63 extensin-like protein GPP1 

018_5_05_d10 1 1.14 1.22 putative serine protease-like protein

018_5_05_f17 1 1.29 1.44 aquaporin

018_5_05_g13 1 1.29 1.12 ATP-synthase beta subunit

018_5_05_h10 1 1.26 0.95 lipid transfer protein-like

018_5_05_m12 1 0.93 0.71 unknown protein

018_5_08_f14 1 0.87 0.83 hypothetical protein

018_5_08_l10 1 1.08 0.81 hypothetical protein

018_5_08_o23 1 1.29 1.33 plasma membrane intrinsic protein 

018_5_09_a01 1 1.05 1.21 NOI protein

018_5_09_n18 1 1.18 1.47 plasma membrane intrinsic protein

018_5_10_i17 1 1.29 1.10 cinnamoyl CoA reductase-like protein

018_5_10_l07 1 0.74 0.62 hypothetical protein

018_5_12_k20 1 0.91 0.83 alpha-tubulin

018_6_01_c02 1 0.77 0.79 hypothetical protein

018_6_03_e01 1 1.08 0.80 putative GDSL-motif lipase / acylhydrolase

018_6_05_e03 1 0.80 0.82 AMP deaminase homolog 

018_6_07_g22 1 0.87 0.83 naringenin-chalcone synthase EC 2.3.1.74 

018_6_07_m18 1 1.31 1.07 naringenin 3-dioxygenase EC 1.14.11.9 

018_6_08_b16 1 1.35 1.30 plasma membrane intrinsic protein

018_6_08_h10 1 1.18 1.28 aquaporin

018_6_08_j05 1 0.80 0.86

018_6_08_j11 1 1.31 0.71 hypothetical protein

018_6_10_c13 1 1.41 1.23 anthocyanidin synthase

018_6_10_e14 1 1.24 1.28 K+ channel protein

018_6_10_i02 1 1.26 1.12 actin

018_6_11_g02 1 0.90 0.83 ataxin-2 related domain protein  
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