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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Blutenentwicklung von  Antirrhinum majus

Die Bluten der Scrophulariacea@atirrhinum majussind nicht nur fir die sie bestauben-
den Insekten attraktiv, sondern erregten berei®8 ¥8m ersten Mal auch wissenschatftli-
ches Interesse (Paxton, 1838). In den nachfolgeddbareehnten wurden viele Bliten-
mutanten dieser Pflanzenart beschrieben und Anfl@sgzwanzigsten Jahrhunderts etab-
lierte Erwin Bauer das Lowenmaulchen als Modelksystir genetische Untersuchungen
(Schwarz-Sommeet al, 2003). Als ein typisches Beispiel fur eine miteim Pollinator
ko-evolvierte hohere Angiosperme zeigt die BlUten VAantirrhinum majuseine zygo-
morphe Symmetrie (siehe Abb. 1-1). Das charakiscis¢ Erscheinungsbild dekn-
tirrhinum Blaten beruht hauptsachlich auf den sehr grof3enoftmals auffallig gefarbten
Petalen. Die funf Blutenblatter die eine Korollanfi@n, bilden zwei spezifische Bereiche
aus, die Blutenrohre und die Blutenlappen. Abgeselen dem ventralen Blitenblatt,
welches den mittleren Bereich der Unterlippe bildetgen die zwei lateralen und die

zwei dorsalen Petalen in sich eine dorsoventraljenhsetrie.

Sepalen Petalen

Blutenrdhre

abaxiale Stamina

ventral

Blitenlappen

Stamina

Karpelle

modifiziert nach D. HeR ,Die Blite*; Ulmer Verlag 1990

Abb. 1-1 Blutendiagramm und schematische Skizzeron Antirrhinum Bllten

Die Bluten vonAntirrhinum majusbesitzen 5 Sepalen, 5 an der Basis fusioniertald?et4 Stamina plus
ein Stamenoid und 2 fusionierte Karpelle. Die Omyamd in vier konzentrischen Blutenwirteln angeord
net. Die Bliten weisen eine zygomorphe Symmetrfe au
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Der durch die spezielle Blutenblatt-Faltung bedinitappmechanismus erméglicht nur
eine Bestaubung durch entsprechend grof3e und sehigakten wie Hummeln, welche
auf der Unterlippe landen, ihre Korper in die Biirighre schieben und bei Aufsammlung

des Nektars von Pollen Uberzogen werden.

Ausgewachsene Petalen umfassen zwischen der @epefiueren und inneren Epider-
mis 5-6 Mesophyll Zellschichten (Kay, 1988). Dieidgymis derAntirrhinum Petalen
zeigt wie bei Uber 80% der Angiospermenarten spsEee Zellformen. Innerhalb der
Blutenrohre und auf der dul3eren Epidermis befirglen Trichome und speziell nur in
der inneren Epidermis der Petalen findet man dehspezialisierten konischen Zellen.
Sie sind mit einer besonders dicken Cuticulaschitigrzogen und ihre Form bewirkt,
dass das einfallende Licht starker von den in deddemiszellen lokalisierten Pigmenten
absorbiert und somit weniger weil3es Licht reflaktveird. Dadurch erscheinen die Peta-
lenbereiche farbintensiver und erhalten einen ggntGlanz (Kaet al, 1981).

Neben der markanten Symmetrie weisks Petalen weitere interessante Charakteristika
wie z.B. verschiedene Farbtone, komplizierte Fglaamund eine mit der Anthese koordi-
nierte Blutendffnung und Duftproduktion auf. Aul3endfindet in den frihen Differenzie-
rungsphasen der Petalenentwicklung eine Umschakongeiner Zellteilungs-gepragten
Wachstumsphase zu einer Phase statt, in der d&e@zdwachs durch Zellstreckungpro-
zesse realisiert wird (Martin & Gerats, 1993). Alenannten Merkmale spiegeln die
Vielzahl der von der Petaleninitiierung bis zur fiediontrolliert stattfindenden morpho-
logischen und biochemischen Prozesse wider, dieAmsbildung dieser Organe einer

hoch entwickelten Angiospermbliite notwendig sind.

Viele dieser Prozesse wurden bereits anhand voktiBasverlust-Mutanten untersucht
und fuhrten zur Isolierung einer Vielzahl von Gendie spezifische Aufgaben innerhalb
der Petalenmorphogenese spielen. Die meisten vwenibkeigen eine spezifische, lokal
und zeitlich regulierte Expression in verschiedeBetwicklungsphasen von Petalen was
ein Indiz daflr ist dass die Transkription dies&n& durch Ubergeordnete Regulatoren
kontrolliert wird. Durch Analysen vorntirrhinum Mutanten mit veranderter Bluten-
symmetrie wurden z.B. die Ger@@YCLOIDEA DICHOTOMA und DIVARICATAent-
deckt (Stubbe, 1966; Luet al, 1999; Galego & Almeida , 2002). Pflanzen mit 8tigen

in der Pigment-Biosynthese wurden ebenfalls intemnsitersucht und trugen erheblich

zum Verstandnis der daran beteiligten Stoffwechegbvbei (Schwarz-Sommet al,
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2003). Unter anderem wurden afistirrhinum die GeneNIVEA DELIA und PALLIDA
kloniert. Die Chalconsynthase, ein vhilVEA kodiertes Schliisselenzym der Anthocyan-
synthese, wurde bereits Mitte der achtziger JaHmseht (Sommer & Saedler, 1986).
Dieses Gen wird hauptsachlich in Phasen der s@iigenentwicklung exprimiert, wo
eine starke Blutenblattfarbung zu beobachten &tkSonet al, 1992).DELILA reguliert
die Verteilung der roten Anthocyan-PigmentierungAmtirrhinum Bliten und seine Ex-
pression korreliert mit der Verteilung dieses Faofis. Das Protein beinhaltet eine Regi-
on, die der konservierten ,Helix-Loop-Helix“-Domader gleichnamigen Transkriptions-
faktorenfamilie sehr &hnlich ist (Goodrickt al, 1992).PALLIDA ist ebenfalls ein Gen
des Flavonoidstoffwechsels und wird vVDELILA reguliert (Almeida et al, 1989). Das
von diesem Gen kodierte Enzym ist an der Anthocyrethese beteiligt und eine kom-
plette Blockade der Expression der Dihydroflavofidteduktase resultiert in ungefarbten
(elfenbeinfarbenen) Bluten (Coenal, 1986).

Mit MIXTA konnte 1994 ein weiteres wichtiges Regulatorgendaun Petalenentwicklung
identifiziert werden (Nodat al, 1994). DieseMYB-ahnliche Transkriptionsfaktor wird
ebenfalls in spaten Phasen der Petalenentwicklypgneiert und ist notwendig zur Aus-
bildung der charakteristischen konischen Epideretisz in den Petalen (Glovet al,
1998). Ein weiteres, speziell in Petalen exprineieiGen isBAMT. Das Genprodukt ist
eine Benzolsdure-Carboxyl-Methyltransferase, wekltlsefinales Enzym der Methylben-
zoat-Biosynthese die Reaktion von Benzolsdure w#éhosyl-L-Methionin zu Me-
thylbenzoat und S-Adenosyl-L-Homocystein katalytsiBer leicht flichtige Ester Me-
thylbenzoat ist Hauptbestandteil der von refenirrhinum Bluten emittierten Duftstoffe.
Die mRNA vonBAMT ist nur in reifen Petalen und dort speziell in dditenlappen
nachweisbar (Dudareat al, 2000).
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1.2 Homootische Transkriptionsfaktoren

Neben Funktionsverlust-Mutanten die Aberationenn@éatt der Organogenese bewirken,
wurden inAntirrhinum majusauch eine Anzahl von Genen entdeckt, deren Mutagitee
veranderte Organidentitat innerhalb der Bliten aigar generell keine floralen Struktu-
ren mehr aufweisen. Erstere, zu deBD&EFICIENS GLOBOSAund PLENAgehoren sind
Organidentitatsgene, letztere sind mit den Ventnefie ORICAULAuUnd SQUAMOSAN
die Klasse der Meristemidentitatsgene einzuordhehrfann & Weigel, 2002). Aus den
Untersuchungen dieser Gene und ihrer funktionelethologen inArabidopsis thaliana
ging das ABC-Modell hervor, welches die Festlegdeg Organidentitaten der vier BlU-
tenorgane durch eine kombinatorische Expressiorerduterschiedlicher Klassen von
homdootischen Transkriptionsfaktoren beschrieb (C&édvieyerowitz, 1991; Bowmaret
al., 1991). Jede Klasse dieser A, B und C Gene wiletida zwei benachbarten Wirteln
exprimiert und kontrolliert die Entwicklung der thesen beiden Wirteln gebildeten Bli-

tenorgane (siehe Abb. 1-2).

L

Sepalen  Petalen  Stamina  Karpelle

Abb. 1-2 Das ABC-Modell.
Drei Klassen von homootischen Genen steuern diarfgenese der vier Blutenorgane.

Die B-Funktion wird inAntirrhinum majusdurch die MADS-Box GenBEFICIENSund
GLOBOSAvermittelt, welche Schlisselregulatoren der Pataled Staminaentwicklung
sind. Bluten der Funktionsverlust-Mutanten sowobih DEF als auch vorGLO zeigen
zwei aulRere Wirtel von Sepalen und eine fusionikaipelloide Struktur in der Bluten-
mitte (siehe Abb. 1-3).
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WT 165E deficiens

Abb. 1-3 Infloreszenzen von Wildtyp (Ecotyp 165Eund def Mutante von A. majus

Die Expression dieser beiden TranskriptionsfaktarelVildtyp Pflanzen ist hauptsach-
lich auf die Organe der zweiten und dritten Wirtghetalen und Stamina) begrenzt. In
den restlichen zwei Blutenorganen ist nur eine sehmache Expression nachweisbar
(Sommeret al, 1991). Der Verlust der Expression dieser beideam3kriptionsfaktoren
in Organen des zweiten Blutenwirtels fihrt zu eihemootischen Konvertierung von
Petalen zu Sepalen (Somnegral, 1990). Umgekehrt ist eine ektopische Expressmm v
DEF und GLO in Sepalen hinreichend fur eine Konvertierung etaken (Daviest al,
1996).

Temperaturverschiebungs-Experimente mit einer kKandilen def Mutante (ef101)

wiesen nach, dass fir eine korrekte Petalen- uraniS8amorphogenese die DEF-
Funktion kontinuierlich von der Organinitiierungsbiinein in reife Stadien vorhanden
sein muss (Zachget al, 1995). Die Bliten dedef101 Mutante zeigen unter nicht-
permissiven Bedingungen (15°C) einen Wildtyp-atic Ph&notyp. Auch hier sind
MRNA und Proteine der beiden MADS-Box Gene haupigétin Petalen und Stamina
nachweisbar, allerdings ist die ExpressionsstadceDEF etwas geringer als in Wildtyp
Bluten. Dieses leicht abgesenkte Expressionsnivmauirkt ein kompakteres Erschei-
nungsbild der Bluten, deren Petalen verkirzt unehisiver gefarbt sind (siehe Abb. 1-4).

Werdendef101 Pflanzen unter permissiven Bedingungen (2&@)viert, so zeigen sie
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den Phéanotyp eindDEF-Funktionsverlust-Mutante (siehe Abb. 1-4). Die Eegsion so-
wohl von DEF als auch von GLO ist in den Organes deeiten Wirtels dieser Bliten
stark reduziert und in dem zentralen feminisier@man fast gar nicht nachweisbar
(Zachgo, 1995).

Durch Kombination der B-Funktionsverlust-Mutaigket 101 mit der C-Funktionsverlust-
Mutanteplenaerhélt man eine temperatursensitive B/C-DoppelntateDiese zeigt unter
permissiven Bedingungen (15°C) ein@henaédhnlichen Phénotyp und unter nicht-
permissiven Bedingungen (26°C) mit nur einem ausiggpn Blltenorgantyp (Sepalen)
den Phanotyp einer B/C-Doppelmutante (siehe Abb). Die erhdhte Anzahl an Wirteln
ist auf den Verlust der C-Funktion zurtckzufihreie, in Wildtyp Bluten zusatzlich, ne-
ben der Regulation der Ausbildung der reprodukti@egane, das Blutenmeristem termi-

niert.

26°C

26°C

Abb. 1-4 Einzelbliten des Wildtyps und homdotischeMutanten aus Antirrhinum majus.
A: WT 165E;B: def101 (15°C),C: def101 (26°C)D: pleng E: def101plena(15°C);
F: def101plena(26°C)
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1.3 Zielgene von Transkriptionsfaktoren

Wie im letzten Abschnitt erwéhnt, wird die Petalend Staminaentwicklung primar von
den homdotischen Transkriptionsfaktor®EFICIENS und GLOBOSAT reguliert. Die

Ausbildung dieser komplex aufgebauten Organe miénidiversen Geweben wird jedoch
durch viele direkte und indirekte Zielgene diesehl8sselregulatoren und deren spezifi-

sche zeitliche und raumliche Expression realigigety et al, 2002).

Trobner und Schwarz-Sommer konnten 1992 zeigers 0&$ und GLO ihre eigene
Transkription regulieren. Die autoregulative Kofiravird dabei durch eine Interaktion
des aus DEF und GLO Proteinen gebildeten Heteraetomplex mit spezifischen
DNA-Motiven (CArG-Boxen) in den Promotoren beideer@ vermittelt (Trobneet al,
1992; Schwarz-Sommaet al, 1992). Auch fUAPETALA3 dem Orthologen voBEF in
Arabidopsiskonnte eine Autoregulation nachgewiesen werdendé&edie imAP3 Pro-
motor befindlichen CArG-Boxen durch ein APETALA3BIILLATA Heterodimer ge-
bunden werden (Riechmat al, 1996; Hillet al, 1998). Der Promotor vVoRISTILLATA
hingegen, dermArabidopsisOrthologen vonGLO, enthalt weder eine CArG-Box, noch
wird ein fur die Autoregulation als entscheidendtayeler Promotorabschnitt von dem
AP3/Pl-Heterodimer gebunden (Honma & Goto, 2000esP Untersuchungen zeigten,
dass MADS-Doménen Proteine in der Lage sind komnsgev CArG-Box Elemente in
regulatorischen Regionen ihrer Zielganevitro zu binden, dass eine Regulation jedoch
nicht ausschlie3lich Uber die Interaktion mittel&rG-Boxen stattfinden muss. Zudem
konnte nachgewiesen werden, dass sich die DNA-Biffidéét eines aus DEF, GLO und
SQUA gebildeten ternaren Komplex deutlich von dedeneinzelnen Heterodimere un-
terscheidet (Egea-Cortinest al, 1999). Folglich wird angenommen, dass die DNA-
Bindespezifitat von MADS-Doménen Proteinen und iR&higkeit zur Interaktion mit
spezifischen Zielgenen sehr wahrscheinlich vonra&kigonen mit ternaren Faktoren ab-

hangig ist und dadurch moduliert werden kann.

Um Zielgene von MADS-Box Genen zu isolieren, konmeehrere Strategien verfolgt
werden. Unter dem Aspekt der fir MADS-Doméanen Rnetén vitro gezeigten DNA-

Bindefahigkeit, kann man zum einém silico putativ regulative Sequenzen aus Daten-
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banken nach Besitz von DNA-Bindemotiven (z.B. CABGxen) durchsuchen. Des Wei-
teren bietet ein konditionales System, in dem diekiion des Transkriptionsfaktors in-
duziert werden kann die Mdglichkeit, mit der Indokt korrelierende Expressionsveran-
derungen von Zielgenen zu untersuchen. Um jedodktéi Zielgene zu isolieren, muss
man biochemisch ein@ vivo Interaktion zwischen MADS-Box Protein und gebureten
regulatorischer DNA-Sequenz des entsprechenden i@zamsveisen.

Im Falle vonDEFICIENSsind die Identitaten der Zielgene bislang nochtgediend un-
bekannt, obwohl es viele Petalen-spezifisch expritaiGene wie z.BMIXTA, NIVEA
DELILA, PALLIDA oderBAMT (siehe Abschnitt 1.1) gibt, die als Kandidaterkdigert
werden. In der Literatur wird jedoch Uber die Isaling einiger Zielgene von anderen
pflanzlichen MADS-Box Genen berichtet. Zum Beisgiehnte fir ein, mit Hilfe eines
AGAMOUS Antikérpers isoliertes genomisches DNA-Hramnt die Bindung durch die-
sen Klasse C Transkriptionsfaktor in Gelretardiggs&xperimenten nachgewiesen wer-
den (ltoet al, 1997). Des weiteren wurde unter Benutzung desziedbaren Glukocorti-
koid-Systems in Kombination mit dedifferential display Technik NAP, das bislang
einzige direkte Zielgen de&rabidopsisB-Funktionsgen®APETALASisoliert (Sablowski
& Meyerowitz, 1998). In einer global ausgelegtemiessions-Studie benutzte Zik u.a.
das gleiche induzierbare System in Kombination eerdd3-Funktionsverlust-Mutanten
aus Arabidopsis (Zik & Irish, 2002). Aus den Ergebnissen diesempiE&ssionsprofil-
Experimente wurde gefolgert, dass durch die Akiteih von AP3 und PI ungefahr 200
Gene in Petalen und Stamina transkriptionell regiiverden. Ebenfalls eine Kombina-
tion unterschiedlicher Methoden fihrte zur Isolileguvon DTA4, einem Zielgen von
AGL15 (Tang & Perry, 2003). Hier wurde zunachstattiueine PCR-gestutzte Bindestel-
len-Selektionin vitro ein speziell von AGL15 gebundenes DNA-Motiv ergditt Bei der
anschlieendeim silico Suche nach Genen, die diese Bindestelle in ihresmétor be-
sitzen wurde DTA4 als perfekt tUbereinstimmender d{@dat gefunden und die Bindung
von AGL15 an dieses cis-aktive Element durch di€MP Technik nachgewiesen.

Diese Beispiele zeigen, dass eine Kombination Wedener Strategien zur Isolierung

von Zielgenen sinnvoll ist.
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1.4 Die Array Technik

Nachdem Schena 1995 den ersten Artikel Uber eimeSspnsprofil-Experiment mittels
cDNA Mikroarrays publizierte (Scheret al, 1995) erfuhr die Array Technik in den fol-
genden Jahren einen rasanten Aufschwung in wissaftschen Laboren. Als Hoch-
durchsatz Technik bot sie das Potential, die aufkende Flut von Sequenzinformatio-
nen aus diversen Genomprojekten, welche kurzespéiter komplett entschlisselt vorla-
gen (Hefe 1996E. coli 1997;C. elegansl998;Drosophila1999; Arabidopsis2000 und
Mensch 2000) effektiv zu nutzen (Draghici, 2003)n& ebnete sie den Weg fur die heu-
tige Form der Genomik. Die Array Technologie erladie Untersuchung der Transkrip-
tome von verschiedenen Zellen, Geweben, Organengadeer Organismen durch eine
simultane Erfassung der Expressionsprofile taugse@dee.

Bei dieser Technik unterscheidet man zwei vers@mnedArten von Arrays: Mikroarrays
und Makroarrays. Erstere sind Glas-Chips, auf dieiner sehr hohen Dichte entweder
cDNA-Fragmente aufgebracht, oder Oligonukleotideskdi auf dem Chip synthetisiert
werden. Die Anzahl der DNA-Elemente pro Chip karer ldie GroRenordnung von
100.000 pro cfrerreichen. Jedes einzelne Mikroarray-Experimemnirdefit eine kompeti-
tive Hybridisierung eines Chips mit Sonden der Brand Kontrolle, welche zuvor mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiemtdsn (Shaloret al, 1996). Die rela-
tiven Verhaltnisse der Signale (Ratios) geben Aultss dariber, welche Gene stéarker
unter der einen oder der anderen Bedingung exptisiied.

Bei den Makroarrays, der zweiten Form von Arraysdea die DNA-Elemente auf posi-
tiv geladenen Nylonmembranen immobilisiert. Aufgifuder Hybridisierung mit radioak-
tiv markierten Sonden ist die Dichte der Elemerggrmger, jedoch ist die Methode sensi-
tiver da die Magnitude detektierbarer Signalstark@riach hoher ist als bei den Fluores-
zenzfarbstoffen (Friemert al, 1989). Die in dieser Arbeit verwendeten Nylonkeil
weisen eine Dichte von uber 36.000 DNA-Elementehemmer Flache von 22 x 22 cm
auf. Ein entscheidender Vorteil von Makroarraysdi& Moglichkeit der mehrmaligen
Wiederverwendung, was die laufenden Kosten diesewvén Experimenten gegenuber
Glas-Chips erheblich reduziert. Jedes Makroarrgyelirment liefert aufgrund der Hybri-

disierung mit nur einer Sonde absolute Intensititsy welche mit den Intensitatsdaten
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aus anderen Hybridisierungen nach Prozessierundpden in beliebiger Kombination

verglichen werden kénnen.

Pflanzenmaterial
RNA-Extraktion

Reverse Transkription und
radioaktive Markierung der
cDNAs

EST-Filter \ /

— Hybridisierung

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 Ubersicht eines Makroarray-gperiments

Eine Ubersicht des Ablaufs der in dieser Arbeitotigefiihrten Makroarray-Studien ist in
Abbildung 1-5 dargestellt, die daftr im Detail netwdigen Arbeitsschritte sind im Kapi-
tel Material & Methoden (2.8) beschrieben. Es wardee Transkriptome verschiedener
Konditionen (Proben) in Bezug zu einer Referenaigpaing (Kontrolle) untersucht. Der
Ablauf von Expressionsprofil-Experimenten beinhiatem einen Arbeitsschritte die im
Labor durchgefihrt werden und anschlieBend einemrsheigen Prozess der Datenana-

lyse.
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Die fur die Makroarray-Experimenten verwendeten Edier repréasentieren tiber 14.000
cDNA-Fragmente augntirrhinum majus welche Bestandteil der EST-Kollektion sind
(siehe Material & Methoden, Abschnitt 2.8.2). Digf den EST-Filtern immobilisierten
DNA-Elemente reprasentieren 11.600 unigene Sequemnize in bioinformatischen Un-
tersuchungen der EST-Kollektion ermittelt wurdem.(Rurt Stuber, personliche Mittei-
lung). Eine bioinformatische Analyse dieses Dateresaergab die in Abbildung 1-6 dar-
gestellte Einteilung in funktionelle KategorienAnlehnung an die MIPS-Kategorien von
A. thaliana Die Verteilung der Haufigkeiten der dargestelltGategoriezugehorigkeiten
der unigenen ESTs adstirrhinum sind ahnlich zu der von den Arabidopsis thaliana
exprimierten GenerFur Antirrhinum wird angenommen, dass diese 11.600 ESTs unge-

fahr 40% der gesamt vorhandenen cDNAs darstellen.

Funktionelle Zuordnung der 11.600 Unigene

20 1 2

19

18

15
1 Metabolismus 08 zellulare Kommunikation M 15 Zelltyp-Differenzierung
[l 2 Energie B9 Zellabwehr B 16 Gewebe-Differenzierung

[13 Zell-Zyklus / DNA [l 10 Interaktion mit Zellumgebung [ 17 Regulation Proteinaktivitat

[14 Transkription 011 Zellschicksal [118 Struktur- oder katalyt. Proteine
l 5 Proteinsynthese [0 12 Systemische Regulation [119 Transport
D 6 Proteinverarbeitung M 13 Entwicklung [J20 Nicht klassifiziert

W 7 Zellularer Transport [l 14 Kontrolle zell. Organisation

Abb. 1-6 MIPS-Kategorie Zuordnung der 11.600 Unigea der EST-Kollektion

Den 11.600 Unigenen aus der EST-Kollektion wurdechndem unter 2.8.4.4 beschriebenen Verfahren
funktionelle Kategorien nach Vorbild der MIPS-Ansén zugeordnet. Die Haufigkeit von 20 ausgewahlten
Kategorien innerhalb dieses Datensets sind hieHitig eines Tortendiagramms dargestellt.
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1.5 Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten aus Petalen Yoriirrhinum majusZielgene des
Transkriptionsfaktor® EFICIENSisoliert und charakterisiert werden.

Uber das homootische MADS-Box Gen war bereits bekatas sich sein regulatorisches
Potential Gber die gesamte Petalen- und Staminaekhtwng erstreckt und von friihen bis
hinein in spate Entwicklungsphasen Interaktioneth4i@lgenen erfolgen (Zachget al,
1995).

Zuerst sollte ein Vergleich der Transkriptome va@p&en und Petalen die Identifizierung
von Petalen-spezifischen Genen erlauben, welcher uler Annahme, dass sich Petalen
und Sepalen primar durch eine vorhandene oder narhianden®EF Expression unter-
scheiden, gute Kandidaten fir DEF-Zielgene reptiessem. Um auch diejenigen Gene zu
erfassen, deren Expression spezifisch in bestimmm@wicklungsabschnitten reguliert
wird, sollten die spaten Petalendifferenzierungasph anhand morphologischer Krite-
rien in vier verschiedene Stadien eingeteilt, ueded Expressionsprofile ermittelt wer-
den. Diese Studien sollten einerseits die Ideiifimg spezifisch regulierter Gene in den
definierten Entwicklungsstadien erlauben und dductktionelle Analysen ko-regulierter
Gene eine Korrelation von Genexpressionsveranderungt morphologischen Charakte-
ristika der einzelnen Petalenstadien ermdglicharderh sollte aufgrund der Resultate
dieser Analysen eines dieser Petalenstadien flisdieerung von DEF-Zielgenen ausge-
wahlt werden.

Nach der Auswahl des am besten geeigneten Petad@nsis sollte die Identifizierung
der Zielgene durch eine kombinierte Nutzung der Makay Technik und einen vivo
induzierbaren Mutantad€f101) erfolgen.

Die daraus resultierenden DEF-Zielgene sollten tionkll eingeordnet und eine Aus-
wahl von ihnen detaillierter charakterisiert werd&eben einer Untersuchung der Ex-
pressionsmuster in Wildtyp urdef-101 Mutanten mittels Organ-spezifischer RT-PCR-
Analysen, sollten Promotorbereiche der isoliertdeFEXZielgene isoliert und charakteri-
siert werden. Letzteres ermoglicht die Untersuchumigin vivo Interaktionen des DEF
Proteins mit regulatorischen Elementen in den Ptorea der Zielgene mittels X-ChlP-

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

2.1 Chemikalien, Enzyme und Radioisotope

Sofern nicht anders angegeben, wurden Chemikaliedem Reinheitsgrad ,zur Analy-

se“ verwendet. Sie wurden von folgenden Firmen gero

BIOMOL (Hamburg), Clontech (Heidelberg), Difco LafpJSA), Fluka (Schweiz), Gib-
co-BRL Life Technologies (Karlsruhe), Invitrogengisruhe) Macherey-Nagel (Dtren),
Merck (Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Promegaidelberg), Qiagen (Hilden), Rie-
del de Haen (Hannover), Roche Diagnostics (MannhelRoth ( Karlsruhe), Seakem
(USA), Serva (Heidelberg) und Sigma (Minchen)

Enzymatische Reaktionen wurden im Allgemeinen nacleitung der Hersteller durch-
gefuhrt. Die eingesetzten Enzyme stammten von demeR Gibco-BRL (Neu-Isenburg),

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

Zwei unterschiedliche Radioisotope wurden im Rahmiieser Arbeit verwendetof?P]
dCTP und ¢**P] dCTP. Ersteres wurde von der Firma Hartmann-ikal(Braun-
schweig) bezogen und hatte eine spezifische Aktiwon 3000 Ci/mmol. Dasaf*P]
dCTP stammte von der Firma Amersham Buchler (Bretunsig) und hatte eine spezifi-

sche Aktivitat von 2500 Ci/mmol.

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von den Emninvitrogen (Niederlande) und

Metabion (Martinsried) bezogen, die Sequenzenisménhang aufgefuhrt.
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2.2 Medien, Puffer und Lésungen

Alle Medien, Puffer und Losungen wurden, soferrhhiexplizit erwahnt, nach Sambrook
et al. hergestellt (Sambroeik al, 1989).

2.3 Biologisches Material

2.3.1 Bakterienstamme und Plasmidvektoren

Zur Plasmidpropagation wurden descherichia coliStamm DH10B verwendet. Zur
Klonierung von PCR-Fragmenten wurde der PlasmidweltCR2.%“ von Invitrogen
benutzt. Die EST-Fragmente wurden in den VektoupBtript KS (Stratagene Cloning
Systems, USA) kloniert.

2.3.2 Pflanzenmaterial

In dieser Arbeit wurdei\ntirrhinum majus Pflanzen des Ecotyps WT165E verwendet,
die entweder im Freiland, im Gewéachshaus (18-228D; Licht) oder in Klimakammern
kultiviert wurden. Pflanzenmaterial ddef101 oderdef101plena Mutanten wurde aus-
schlie3lich aus Klimakammern mit konstanter Tempergl5°C ,Kalte* bzw. 26°C
~warme"), identischen Lichtintensitaten (16h hélh dunkel) und gleichmagiger Luft-
feuchtigkeit (60%) geerntet. Dabei wurden die Pftam zundchst nach der Aussaat bis
zur Ausbildung von zwei bis drei Internodien unBawachshausbedingungen angezogen

und dann in die Klimakammern transferiert.
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2.4 Isolierung von Nukleinsauren

2.4.1 Isolierung von genomischer DNA

Genomische DNA wurde nach einer modifizierten Md#hgon Doyle und Doyle isoliert
(Doyle & Doyle, 1990). Dabei wurde die DNA nach Dadation der RNA mit dem
,DNeasy Plant Kit* von Qiagen nach Angaben des tédless aufgereinigt. Die in dieser
Arbeit verwendete genomische DNA afismajusEcotyp WT165E wurde freundlicher-

weise von Dr. Z. Schwarz-Sommer zur Verflgung dieste

2.4.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Gewinnung von Plasmid-DNA al& coli Bakterien erfolgte nach dem Prinzip der
alkalischen Lyse unter Benutzung des ,QIlAprep giniprep Kits* (Qiagen) nach An-

gaben des Herstellers.

2.4.3 Isolierung von Gesamt-RNA

Die in dieser Arbeit verwendete Gesamt-RNA wurdieveder mit dem ,BIOMOL Total
RNA Reagenzien“ der Firma BIOMOL oder dem ,RNeasgnP Mini Kit“ von Qiagen
nach Angaben des Herstellers isoliert. Die Konagimnen der isolierten RNA-Proben

wurden unter Benutzung einer Quarzkivette photasaitbestimmt.
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2.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) gesttitzte Verf ahren

2.5.1 Standard PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktionen wurden in eineogm@mmierbaren Thermobock mit
beheizbarem Deckel der Firma Biometra (Gottingenrcligefihrt. Die Primer-

Anlagerungstemperaturen variierten je nach Langke @G-Gehalt der Oligonukleotide
zwischen 55°C und 63°C. Die Synthesezeiten warendey zu erwartenden Fragment-
grolRe abhangig. StandardméaRig wurden 2.5 Unitgdg@DNA Polymerase von Qiagen

in einem 50 pl PCR-Ansatz unter folgenden Reakbedsgungen benutzt:

Reaktionsbedingungen PCR-Ansatz
95°C 2 min. 1-5 ngemplateDNA
95°C 30 sek. 5 ul (10x) Qiagen PCR Puffer
56°C 30 sek. J 30x 2 pul [10 mM] dNTP-Mix
72°C 1 min. 1 pl [10 pM] Primerl
72°C 5 min. 1pl [10 uM] Primer 2
15°C unendlich 0.5 ul DNA Polymerase

ad 50 pl HO

In der Regel wurden die mittels PCR-Reaktionen dinjgiiten DNA-Fragmente gele-
lektrophoretisch im Agarose-Gel aufgetrennt undcdudV-Licht-Fotografie dokumen-

tiert.

2.5.2 Genomische PCR

PCR-Reaktionen in denen 2-10 ng genomische DNAalsize verwendet wurde, wur-
den unter den gleichen Bedingungen wie die StarBa@fd-Reaktionen durchgefuhrt mit
dem Unterschied, dass zur Denaturierung der DNARGE der Reaktionsansatz im ersten
Schritt fir 5 min auf 95°C erhitzt wurde.



Material & Methoden 17

2.5.3 Genomische Linker PCR zur Isolierung von geno  mischen DNA-
Fragmenten

Die Technik der genomischen RAGE-PCORapid amplification of genomic erjdsurde

in dieser Arbeit dazu verwendet genomische flamkide Bereiche der bekannten cDNA-
Sequenzen von EST-Klonen zu isolieren (Siele¢ral, 1995; Cormack & Somssich,
1997).

Die Durchfiihrung der Experimente folgte dem ,Unsadr GenomeWalkéf Kit* von
Clontech. Zur Herstellung der als P@nplateeinzusetzenden Ligationsansatze wurde
genomische DNA vorA. majusbenutzt, welche mit den RestriktionsenzynizamHl|
oderEcaRV geschnitten wurde. Abweichend zu dem in der Aumhg von Clontech be-
schriebenen Verfahren wurde den zwei verschacht@&teRs zur Amplifizierung geno-
mischer DNA-Fragmente eine lineare PCR vorgesdhaite der nur der erste Gen-
spezifische Primer (GSP1) eingesetzt wurde. Dielieglie Spezifitat der amplifizierten
DNA-Fragmente erh6hen. Im Folgenden sind die Reakbedingungen und PCR-

Anséatze der drei nacheinander durchgefihrten PCiktlRe@en aufgelistet.

Lineare PCR
Reaktionsbedingungen PCR-Ansatz
95°C 2 min. 0.5 ul DNA Ligationsansatz
95°C 30 sek. 5 pl (10x) PCR Puffer “High Fitigli
68°C 30 sek. ] 30x 1ul [10 mM] dNTP-Mix
68°C 5 min. 1ul [10 pM] GSP1
68°C 10 min. 1 pl “Expand High Fidelity”-Enzynumi
15°C unendlich ad 50 ul,B
Erste PCR
Reaktionsbedingungen PCR-Ansatz
95°C 2 min. 1 pl (1:50) PCR-Produkt der lingaRCR
95°C 20 sek. 5 ul (10x) PCR Puffer “High Fidgli
68°C 30 sek. ] 11x 1ul [10 mM] dNTP-Mix
68°C 6 min. 1 pl [10 pM] Adapterprimer nAP1
95°C 20 sek. 1 pl [10 pM] GSP1
68°C 30 sek. 1 pl “Expand High Fidelity”-Enzynxm
68°C 6 min. + 20 sek./ Zyklus] 30x ad 50 pH
68°C 20 min.

15°C unendlich
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Zweite PCR

Reaktionsbedingungen PCR-Ansatz
95°C 2 min. 1 pl (1:50) PCR-Produkt der erf®&R
95°C 20 sek. 5 pl (10x) PCR Puffer “High Fitigli
68°C 30 sek. ] 11x 1ul [10 mM] dNTP-Mix
68°C 6 min. 1 pl [10 uM] Adapterprimer AP3
95°C 20 sek. 1 pl [10 pM] GSP2
68°C 30 sek. 1 pl “Expand High Fidelity”-Enzynxm
68°C 6 min. + 20 sek./ Zyklus] 30x ad 50
68°C 20 min.

15°C unendlich

Um die fir die nachfolgende Klonierung bendétigtedeAin-Uberhange an die dop-
pelstrangigen PCR-Produkte anzuhangen, wurden desét2en nach erfolgter zweiter
PCR 0,5 ulTagDNA Polymerase (Qiagen) zugegeben und sie fir ib0 Inei 72°C inku-
biert. Danach wurden die mit Hilfe dieser Methodwepéfizierten genomischen DNA-
Fragmente wurden unter Benutzung des ,NucledSpixtract Kit* von Macherey-Nagel
nach Angaben des Herstellers aus Agarose-Geleahgsttr und fir nachfolgende Klonie-

rungen aufgereinigt.

2.5.4 Semiquantitative RT-PCR-Analysen

Zur semiquantitativen Gen-spezifischen Expressioalygae wurde zunachst Gesamt-
RNA aus unterschiedlichen Geweben VonmajusWT Pflanzen und Mutanten isoliert
(siehe 2.4.3). Die anschlieBende Erststrang-cDNA#®se und die PCR-Reaktion er-
folgte in Anlehnung an die Vorgaben der Firma Irogen, deren ,SuperScrifitll RNa-

se H Reverse Transkriptase® verwendet wurde. Um dialeshen cDNA-Mengen quan-
tifizieren und fur vergleichende PCR-Analysen alaglen zu kénnen, wurde der Reakti-
on zur Reversen Transkription der Proben eine na@linMenge and**P] dCTP zuge-
setzt. Der Anteil der eingebauten radioaktiv matkie Trisphosphate wurde im Scintilla-

tionszahler gemessen und als Mal3 fir die Quandi@éhergestellten cDNA benutzt.

Die hier durchgefuhrten RT-PCR-Analysen bestandenzavei Schritten: der Reversen

Transkription und einer separat durchgefiihrten P@Rlyse. Standardisiert wurde die
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Erststrang-cDNA jeweils aus 2 pg Gesamt-RNA naah dae Folgenden beschriebenen
Verfahren hergestellt.

2 ug Gesamt-RNA ad 11ul DEPG®I

1l [500 pg/ml] Oligo (dTys Primer (Roche)

0.1 pl (1:10) ¢ %3] dCTP

Die angegebenen Reagenzien werden zusammengenistHtir 5 min. auf 65°C er-
warmt um die Sekundarstrukturen der RNA aufzulGseeh eine Anlagerung der Primer-
Molekile zu ermdglichen. AnschlieRend erfolgte esnknelle Abkiihlung des Reaktions-

ansatzes auf Eis.

4 ul (5x) Erststrang Puffer (Invitrogen)
2 ul 0.1 M DTT (Invitrogen)

Nach der Zugabe der zwei oben genannten Losunggminer Durchmischung des Re-
aktionsansatzes wird dieser fur 2 min. bei 43°Cléujiert. Danach wird 1 pl (200U) des
Enzyms ,SuperScripf || RNase H Reverse Transkriptase“ hinzugegeben, gut gemischt
und der Inhalt am Boden des Reaktionsgefalies gesiantia folgt eine 50 minttige In-
kubation bei 43°C, in der die Reverse Transkripstattfindet. Gestoppt wird die Reakti-

on anschlieend durch eine Hitze-Inaktivierungezsyms fir 15 min. bei 70°C.

Die hergestellten cDNA-Fragmente wurden mit HiltssgNucleoSpifi Extract Kit* von
Macherey-Nagel aufgereinigt und in 35 pl Elutiongfer (Macherey-Nagel) aufgenom-

men.

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

DNA enthielten, wurde dies mittels einer genomiscKentroll-PCR untersucht.

Fur die semiquantitativen PCR-Analysen wurden didirang-cDNA quantifiziert (s.0.)
und in vergleichbaren Mengen adsnplateeingesetzt. Zur Uberpriifung dieses Abgleichs
wurden bei allen RT-PCR-Analysen Kontrollen mit &btutiv exprimierten GenerkR@n3
oder UPL2) durchgefuhrt. Die Reaktionsbedingungen und deR{A@satz entsprachen
denen der Standard-PCR (2.5.1), nur die Zyklenpahigrden je nach Expressionsstéarke

der untersuchten Gene variiert.
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2.6 Klonierung von PCR-Fragmenten

Samtliche in dieser Arbeit durchgefiihrten Kloniegen erfolgten mit dem TOPO TA
pCR®2.1-TOPO Klonierungssystem von Invitrogen. Dabeiden die Vorgaben des Her-

stellers befolgt.

2.7 DNA-Sequenzierungen

Alle Sequenzierreaktionen wurden von der ADIS-Smgruppe Automatische DNA
Isolierung und Sequenzierungm MPIZ durchgefihrt.

2.8 Expressionsprofil-Experimente mittels Makroarra  y Technik

2.8.1 Die Antirrhinum majus EST-Kollektion

In Kollaboration mit Dr. Zsuzsanna Schwarz-Somnfzar, Hans Sommer und Dr. Kurt
Stiber wurde ein@ntirrhinum EST-Kollektion erstellt, welche cDNAs aus 12 vévise
denen reproduktiven und vegetativen GewebenAmtirrhinum majusenthalt. Nach ei-
ner partiellen Sequenzierung von Uber 23.000 ESin&h konnten 11.600 Unigene er-
mittelt werden. Die EST-Kollektion reprasentiertgeféhr 40% der fuAntirrhinum ge-
schatzten Anzahl an cDNAs. Eine funktionelle Anelyder Sequenzen dieses EST-
Gesamtsets bei denen ihnen funktionelle Kateganestil der MIPS-Analysen voR.
thaliana zugeordnet wurden, wurde in Zusammenarbeit mitkidrt Stiiber durchgefihrt
(siehe auch 2.8.4.4). Das Resultat dieser Analtsm ider Abbildung 1-6 (siehe Einlei-
tung) dargestellt.

Samtliche EST-Sequenzen sind mit den Ergebnissemn Bequenzvergleiche in einer

Datenbank (Genageritttp://charon.mpiz-koeln.mpg.de/GenAgent/index.phpgespei-

chert. Die letzte Aktualisierung der Sequenzvedfieifur die gesamte EST-Kollektion
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fand am 22.08.2002 statt. Soweit nicht anders viktnleeziehen sich die im Ergebnistell

gezeigten Sequenzahnlichkeiten auf diese Quelle.

2.8.2 Die EST-Filter

Die so genannten ,EST-Filter” stellen 22 x 22 cral3g Nylonmembranen dar, auf denen
Uber 14.000 in Plasmidvektoren integrierte EST-8agan immobilisiert wurden. Diese
Uber 14.000 DNA-Elemente reprasentieren neben d60Q Unigenen zusatzliche ESTs
aus grofRen Genfamilien. Das Aufbringen der Plasmaidelie Membranen wurde von der
Firma Eurogentec (Belgien) durchgefihrt. Die DNABENte wurden dabei als Duplika-
te in einem 4 x 4 Muster in sechs grol3en Bereich#gebracht. Jeder Bereich umfasst 16
Reihen und 24 Spalten von 4 x 4 Musterelementemésfbb. 2-1).

Abb. 2-1 Autoradiografie eines radioaktiv hybridiserten EST-Filters
Als Sonde wurde ein radioaktiv markiertes DNA-Fragindes pBS KSVektors benutzt.
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2.8.3 Experimentelle Durchfiihrung der Makroarray-Ex  perimente

Eine Ubersichtsabbildung des Verlaufs der in digsdeit durchgefihrten Makroarray-
Experimente wurde bereits in der Einleitung damgéstDie detaillierten Schritte dieser

Analysen werden im Folgenden beschrieben.

In einem Makroarray-Experiment wird die Gesamtldeit vorhandenen mRNAs in dem
zu untersuchenden Gewebe (Probe) mit der GesanttieNorhandenen mRNAs einer
Referenzbedingung (Kontrolle) verglichen. Dazu weerdie aus dem Proben- und Kon-
trollmaterial extrahierten Gesamt-RNAs einer Regerranskription unterzogen, bei der
die in der Gesamt-RNA vorhandenen mRNA-MoleklleDNA-Molekile umgeschrie-

ben werden. Gleichzeitig werden in dieser Reaktiorch Zugabe vono[**P] dCTP die

entstehenden cDNAs markiert. Die so entstandenenplexen Sonden werden zur

Hybridisierung der EST-Filter benutzt.

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

Das Startmaterial der Erststrang-cDNA-SyntheseHmenstellung der radioaktiven Son-
den ist die nach Kapitel 2.4.3 extrahierte GesaM&RAuf Eis werden 25-30 ug der
jeweiligen Gesamt-RNA mit 1l [500 pg/ml] Oligo (43 Primer (Roche) versetzt und
das Volumen mit DEPC-behandelten Wasser auf 1kptaght. Der Ansatz wird fir 10
min. auf 70°C erhitzt und danach fir weitere 10.riei 43°C aquilibriert. Danach wer-
den

6 pul (5x) Erststrang Puffer (Invitrogen)

3 ul 0.1 M DTT (Invitrogen)

3 pl [L0 mM] dAGT-Mix

3 pl [50 uM] dCTP

3 pul 30uCi f **P] ACTP

1 ul (200U) SuperScript Il RNase HReverse Transkriptase (Invitrogen)

zugegeben, der Ansatz gut gemischt, am Gefal3boekamngnelt und fur eine Stunde im
Wasserbad bei 43°C inkubiert. Hier findet die Regefranskription mit gleichzeitigem
Einbau der radioaktiv markierten Nukleotide sthitich Ablauf der Zeit wird die Reakti-
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on gestoppt und die nicht mehr bendtigte RNA hydrielrt. Dies geschieht durch Zugabe
von

1 ul 1% SDS

1 ul[0.5 M] EDTA

3 ul [3 M] NaOH

Nach Mischen aller Komponenten wird der Ansatz leibe Stunde bei 65°C inkubiert
und danach 15 min. bei Raumtemperatur stehen gelassschliessend wird die Probe

mit 10 pl [1 M] Tris (pH = 8.0) und 3 pl einer 2mealen HCL-LOsung neutralisiert.

Nun erfolgt die erste Messung, die spater zur Ewmg der Einbaurate notwendig ist.
Dazu wird 1 pl der insgesamt 48 ul entnommen urrdcdm-Wert €ounts per minude
mit Hilfe eines Scintillationszahlers bestimmt. Destlichen 47 ul werden

5 ul [3 M] Na-Acetat (pH = 5.3)

5 ul (20 mg/ml) tRNA

60 pl eiskalter Isopropanol

zugefigt und dadurch die synthetisierten cDNAs Ijefdach einer halben Stunde Inku-
bation bei -20°C wird die Probe fur 30 min bei T®Gpm (ounds per minudezentrifu-
giert. Nach Abnahme und Verwerfen des Uberstands ekas am Boden befindliche Pel-
let kurz getrocknet und dann in 96 pl destilliert&asser resuspendiert. Fur die zweite

Messung wird von 2ul der resuspendierten cDNA gen-dVert ermittelt.

Zur Bestimmung der Einbaurate wird der Quotient@ems ersten und zweiten Messwert
berechnet und mit dem Faktor 100 multipliziert. i Makroarray-Hybridisierungen

wurden nur Sonden eingesetzt, deren Einbaurataibeiestens 30 Prozent lag.

2.8.3.2 Hybridisierung der EST-Filter

.-Mock"- Pra- und die eigentlichen Hybridisierungemrden in grof3en Hybridisierungs-
réhren (Biometra) in Hybridisierungsofen der Firfdgbaid durchgefihrt. Die Entfer-
nung der radioaktiven Sonden erfolgte in grol3ergissigkeitsvolumina in Kunststoff-

schalen.

Hybridisierungs-Puffer: [0.5 M] Na-Phosphat (pH 2)7
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-Hybisterung ohne Zugabe einer Sonde
dar. Ansonsten wird sie analog einer normalen Bidrdisierung mit nachfolgender
Hybridisierung durchgefuhrt. Zweck der ,Mock-Hybiggtrung” ist die Entfernung tber-
schissiger DNA-Mengen, die nach dem Aufbringen DBA-Elemente zwar auf den
Nylon-Membran haften, aber nicht kovalent mit ilerlbunden sind und deshalb innerhalb

oder nach der ersten Hybridisierung entfernt werden

Pra-Hybridisierung
Zur Pra-Hybridisierung werden die sich in den Hglsierungsrohren befindlichen EST-

Filter mit 25 ml Hybridisierungs-Puffer und 500 [&Img/ml] denaturierter Lachssperma-
DNA versetzt und damit 1-2 Stunden bei 65°C im Qjesichmalig gerolit.

Hybridisierung

Fur die Hybridisierung wurde die Pra-Hybridisierstigsung erneuert und dann eine zu-
vor fir 5 min bei 100°C denaturierte radioaktiv kiarte Sonde zugegeben. Die Hybridi-
sierungsreaktion erfolgte Gber Nacht (16h) bei reiremperatur von ebenfalls 65°C. Da-
nach wurden die Filter zweimal fur je 30 min mit @& Wasch-Puffer bei 65°C in den

Hybridisierungsréhren gewaschen.

Entfernung radioaktiver Sonden und Wiederverwendungder EST-Filter

Die in dieser Arbeit verwendeten EST-Filter konnbés zu neunmal hybridisiert werden.
Zur Entfernung der alten Sonden wurden jeweilshisier Filter in einer grof3en Plastik-
schale mit einem Liter aufgekochten Strip-Puffeergimssen und fir 30-60 min ge-
schwenkt, so dass die Losung auf Raumtemperatuntezkiihlte. Diese Prozedur wurde

ein zweites Mal wiederholt. Die Effizienz der Emtfang der alten Sonden wurde Uber-
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pruft indem die Filter erneut eingescannt und didnéh der maximalen Intensitaten ver-
glichen wurden. Die Filter wurden erneut hybridisievenn die Signalintensitaten um

mindestens 90% reduziert waren.

2.8.3.3 Detektion der Signale radioaktiv hybridisierter EST-Filter

Hybridisierte und gewaschene EST-Filter wurden lauz3MM-Papier (Whatman) ange-
trocknet, so dass keine Flussigkeitstropfen matittisar waren. Danach wurden sie sehr
glatt und unbedingt blasenfrei in Saranfolie (Raimgepackt und diese dicht verschlos-
sen. Die so eingepackten Filter wurden flur 21hSakfirme (,Storage Phosphor screens®)
der Firma Molecular Dynamics exponiert und die &lgnmit Hilfe eines Phosphor
Imagers (Typ ,typhoon®) und einer Auflésung von ftn eingelesen. Dadurch erhielt

man digitalisierte Bilder von radioaktiv hybridisien EST-Filtern.

2.8.4 Computerunterstutzte Auswertung der Makroarra  y-Experimente

Die Datenanalyse wurde mit den hier im einzelneigeftinrten Programmen vollzogen.
Einfache Tabellenkalkulationen und die Aufbereiteimgon M-CHIPS-Analysen wurden

mit dem Programm Excel v6.0 von Microsoft durchdpetii

2.8.4.1 Quantifizierung der Signale

Die Signalintensitaten der digitalisierten Bildemvradioaktiv hybridisierten EST-Filtern
wurden mit Hilfe der AIS Array Vision v5.0 Softwafemaging Research) ermittelt. Bei
diesem Programm wird zuné&chst eine Maske ersthéit,die GroRe und Form der zu
guantifizierenden Signalspots hat. Zusatzlich werdee Positionen der Duplikate und
einige Extra-Elemente definiert, die den lokalemteligrund in festgelegten Bereichen
des Bildes messen. Zur Quantifizierung wird die kéa8ber das Bild der eingescannten
Hybridisierung gelegt und zun&chst automatisch paggt. Nach einer Uberpriifung, ob

alle Signale richtig erfasst werden und eventueffemuellen Korrekturen der Lage der
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Maske, werden sowohl die Signalspot-Intensitatenaalch die Intensitdten der als Hin-

tergrund definierten Bereiche quantifiziert.

Die Intensitaten werden verknupft mit ihnren Posisimformationen 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 amiDgenerieren ist , zur Verarbei-
tung der Ergebnisse die Benutzung von Datenbankewdl. Innerhalb dieser Arbeit
wurde eine Kollaboration mit Dr. Kurt FellenbergKKBZ) initiiert, welcher in seiner
Doktorarbeit ein Konzept eines Datenbank basieBygstems entwickelt hat, das speziell
fur die Speicherung, Prozessierung und Analyse »oray-Daten optimiert wurde
(Fellenberget al, 2002). Das M-CHIPS Systeriv(lti-Conditional Hybridization Inten-
sity Processing Syst@rbietet neben den genannten Funktionen zusatdleiMaoglich-
keit experimentelle Annotierungen der einzelnendtxpente zu erfassen was die Stan-
dardisierung der Dokumentation durchgefuhrter A&aydien erlaubt und eventuelle

Kombinationen separat generierter Organismen-dpeladr Array-Daten ermdglicht.

Mit Hilfe von K. Fellenberg wurde eine in dem M-GP8B System eingebundera-
tirrhinum- spezifische Datenbank (Am1) generiert. In did3@tenbank wurden die expe-
rimentell annotierten Intensitaten-Tabellen sarhdic durchgefuhrter Hybridisierungen
mit einer eindeutigen Zuordnung bezuglich Makrogs$tudie, Kondition und Hybridi-
sierung gespeichert. Neben der Positionsinformatimh den Signalintensitaten enthalten
die Eintrage auch die zugehdrige EST-Nummer undbeate Ergebnis des Sequenzver-

gleichs.

Experimentelle Annotierung

Bei einer so sensitiven Methode wie der Array Tdchst eine Durchfihrung der Expe-
rimente unter standardisierten Bedingungen erftitlerJedoch ist die Einhaltung aller
Parameter bei Arbeiten mit lebenden OrganismenamBe Pflanzen aus dem Gewachs-
haus nicht immer mdglich. Um eine Uberpriifung euelér Varianzen der Daten zu
erleichtern, wurden deshalb samtliche mit dem dye@lihrten Experiment verbundene

Daten erfasst, welche die Datenqualitat beeinflugSmnten. Dazu gehérten z.B. die Me-
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thode der RNA-Isolierung, der Erntezeitpunkt, diatfaurate oder die Expositionslange
der Filter. Die komplette Auflistung der Parametést im Internet unter

(http://lwww.dkfz.de/tbi/services/mchipsinsehbar.

Korrektur des Hintergrunds und Normalisierung

Bei der Quantifizierung der Signale mittels derarVision Software wurde fir jeden
einzelnen Quadranten (4 x 4 Muster, siehe 2.8.R)akale Hintergrund bestimmt. Am
Anfang der Datenanalyse mittels der M-CHIPS Methadede der lokale Hintergrund
von den Signalintensitaten subtrahiert. Danachigitdalie Normalisierung der Daten die
notwendig ist um Intensitaten verschiedener Hybreungen miteinander vergleichen zu
kénnen. Unter den verschiedenen Normalisierungemnturde in dieser Arbeit aufgrund
der hohen Anzahl an DNA-Elementen die Methode ttldvajen Normalisierung Uber alle
auf dem Filter befindliche Elemente gewéhlt. Beisgir Methode wird angenommen, dass
der grol3te Teil der Signalstarken (> 80%) einerritibierung in der GroRenordnung des
Hintergrunds liegt und nur sehr wenige DNA-Elemegitestarkes Hybridisierungssignal
aufweisen (Beissbartbt al, 2000). Die Hintergrund-korrigierten und globakmalisier-

ten Hybridisierungssignale wurden fir alle weiteBatenauswertungen benutzt.

Um die Datenqualitat der einzelnen Hybridisierungarermitteln wurderPearsonKor-
relationskoeffizienten berechnet und damit sowoélRlterqualitat als auch die Repro-
duzierbarkeit der Daten innerhalb einer Kondititretjprift. Die Berechnungen erfolgten

nach der hier dargestellten Formel:

Cov(XY) XS’LI(XJ;;fJ(STL—Y)

o ay \/.L 06X \/Y’m(y S50

n—1

Y (X - X)(¥ - Y)

_ VI —XP /L P2

Der Pearson Korrelationskoeffizient ist ein dimensioses Mafl? um die lineare Relation
zweier Datensatze zu messen. Er setzt sich zusaraoseder Kovarianz zweier Daten-

séatze die durch die Standardabweichungen beidendflienengen dividiert wird. Gene-

rell kann er absolute Werte zwischen 0 und 1 eimeghund ist sehr sensitiv gegentber
Ausreil3ern (Draghici, 2003).
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Korrespondenz-Analyse

Das Verfahren der Korrespondenz-Analyse ist einerimalb der M-CHIPS-Analyse ein-
gebundene Methode zu Identifizierung differentestprimierter Gene. Die genauen Pa-
rameter dieser Auswertungsmethode sind in der Ratidn von Fellenberg und seinen
Mitarbeitern beschrieben (Fellenbeeg al, 2001). Neben der Ermittlung der relativen
Expressionsanderungen der Gene in allen KonditiameWergleich zur Referenzbedin-
gung wird die statistische Absicherung der Dateerghift. Dabei wird unterschieden, ob
die jeweiligen Expressionsdaten eines DNA-Eleméets strengen Min/Max-Kriterium
oder dem nicht ganz so strengen Standardabweickiiteggim genugen (siehe Abbil-
dung 2-2; (Beissbartht al, 2000)). Wahrend bei einem Vergleich von zwei Da#dzen
zur Erfullung des Min/Max Kriteriums alle Werte desen Datensatzes grol3er als alle
Werte des anderen sein mussen, erlaubt das Stabelaithungskriterium bis zu einem
gewissen Mald ,Ausreil3er‘-Werte, solange eine Ddffier zwischen den Mittelwerten

zuzlglich einfacher Standardabweichung der Dateadiestehen bleibt.

Qualitatskriterien — Filtern der Ergebnisdaten

Aus einer hier durchgefiihrten Makroarray-Studieegetie Expressionsprofile von tber
14.000 ESTs hervor. Allerdings ist nur ein Bruchtein ihnen im Hinblick auf die Iden-
tifizierung differentiell exprimierter Gene wirklcinteressant und verwendbar fiir die
nachfolgenden Auswertungen. Um diese ESTs aus desar@®-Datensatz zu selektieren
und gleichzeitig definierte Qualitatskriterien zheiiprifen, wurden die aus der Korres-
pondenz-Analyse hervorgehenden Daten anhand défabgenden Kriterien gefiltert.
Dadurch wurde sichergestellt, dass die in dieseeiials reguliert definierten ESTs hin-
reichend exprimiert, ausreichend reproduzierbar ihnel gemessenen Expressionsunter-

schiede statistisch abgesichert waren.
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Aus BeifRbarth et al. 2000

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

x bzw o stellen Intensitatsdaten aus den zwei rgl@iehenden Datenséatzen dar.

Zunéachst wurden durch eintensitats-Kriterium diejenigen Gene bestimmt, die unter
den untersuchten Bedingungen ausreichend exprimiedt Wie bereits im Abschnitt

Uber die Normalisierung erwéahnt, zeigen bei der Higchgefuhrten Art von Expressi-

onsprofil-Experimenten nur ca. 20 % der hybridieerDNA-Elemente eine Signalstéarke,
die deutlich tGber der des Hintergrunds liegt. Dirigen 80% der Gene sind nur sehr
schwach exprimiert und zeigen aufgrund dieser genrSignalintensitaten oft grof3e rela-
tive Expressions-Ratios, die sich aber in einerminimalen absoluten Differenz der Ex-
pressionsniveaus begrinden (Beissbatthl, 2000). Dadurch stellen sie eine wesentli-
che Quelle fur Falschpositive dar und werden déshah vorneherein von den weiteren
Analysen ausgeschlossen. Dazu wurde unter Benutdemdl-CHIPS Systems fir jedes
multikonditionale Expressionsprofil-Experiment (@egheit aller innerhalb einer Mak-

roarray-Studie verglichenen Hybridisierungen) aitehsitats-Schwellenwert bestimmt,
welcher die niedrigste absolute Intensitat der 20%ostarksten exprimierten Gene dar-

stellte. In die folgenden Datenauswertungen wum@nsolche ESTs einbezogen, deren
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Expression in mindestens einer untersuchten Kandiiber diesem Schwellenwert lag.

Diese ESTs wurden damit gleichzeitig als ,expriiidefiniert.

Als nachstes wurde fiir die Makroarray-DatenA&usschlukriterium von 1.2 fach fest-
gelegt, dass die minimale Expressionsabweichunditiésentiell exprimiert betrachteter
Gene definiert. Untersuchungen der Expressiondpratisgewahlter ESTs mittels unab-
hangiger Methoden konnten tber 80% der ESTs deedieKriterium genugten als diffe-

rentiell exprimiert bestatigen (siehe 3.1.3 und3.2

Die statistische Absicherungerfolgte Uber die bereits unter dem Punkt Korreseoz-

Analyse erwéahnten Kriterien (siehe auch Abb. 2E8)wurden nur solche Gene als diffe-
rentiell exprimiert betrachtet, deren Abweichungenmindestens einer untersuchten
Kondition entweder dem Min/Max-Kriterium oder wesigns dem Standardabwei-

chungskriterium genugten.

2.8.4.3 Clusteranalysen mittels GENESIS

Die Software von GENESIS ist ein von der bioinfotisghen Abteilung der TU Graz zur
Verfligung gestelltes Werkzeug um u.a. hierarchisChesteranalysen mit Array-Daten
durchzufiihren. Die dabei benutzten Algorithmen smtdenen der 1998 von Eisen ent-
wickelten Programme ,Cluster” und ,Tree View" veegihbar (Eiseret al, 1998). Alle
hier dargestellten Analysen wurden mit der Prograsmsion GENESIS v1.2.2 unter Be-
nutzung des Pearson Korrelationskoeffizenten adsaDzmatrix durchgefuhrt. Bei dieser
Methode zur Untersuchung ahnlich regulierter Geasden die relativen Anderungen der
Expressionen zweier Datensets starker bewertetegisn absolute Differenzen. Dadurch
werden ko-regulierte Gene unabhangig von ihren lateso Expressionsunterschieden,
aufgrund ihrer ahnlichen relativen Expressionsmustaiittelt. Die Ergebnisse werden
graphisch als hierarchische Cluster formiert, inefedie unterschiedlich starken Expres-
sionsabweichungen jedes einzelnen Gens im Bezugxquession der jeweiligen Refe-

renzbedingungen farblich kodiert dargestellt werden



Material & Methoden 31

2.8.4.4 Funktionelle MIPS-Kategorie-Analysen

Die MIPS-Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Rurt Stiber (MPI1Z) durchge-
fuhrt. Die bioinformatischen Untersuchungen erfelgtmit Hilfe von PERL-Scripten,
welche von K. Stuber erstellt wurden.

Mit dieser Methode ist es moglich unbekannte cDNAfrund von Sequenzéahnlichkei-
ten zu bekannteArabidopsisGenen in funktionelle Kategorien einzuteilen. Ri&sntei-
lung wurde fur die im Jahr 2000 bekannten Uber &Y Kbodierenden Sequenzen vAn
thalianadurchgefuhrt und ist im Internet zuganglich.

Die EST-Sequenzen der aus dieser Arbeit hervorggmem interessanten Datensets
wurden zunachst mit dem Programm BLASTX mit dendoeken Proteinen ausrabi-
dopsisverglichen und dadurch die jeweiligémabidopsisGene mit der gréf3ten Sequenz-
ahnlichkeit fur die untersuchten ESTs bestimmt. @@en nachst &hnlichstékrabidopsis
Gen zugeordneten funktionellen Kategorien wurdemndair den jeweiligen EST Uber-
nommen und so die Haufigkeiten der vorkommenden SviRtegorien in dem unter-
suchten Datensatz ermittelt. Bei den Analysen wualke 100 MIPS-Kategorien bertck-
sichtigt, aus Griinden der Ubersicht sind in denillbbgen jedoch nur 20 ausgewahlite

Kategorien dargestellt.

2.9 Sequenzanalysen und Datenbanksuchen

Sequenzvergleiche mit Nukleinsdure- bzw. Protesmaanken der BLAST-Programme

erfolgten imworld wide web(www) unter der Adressttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Die Untersuchungen der genomischen DNA-Fragmente Identifizierung von cis-
aktiven Elementen wurden unter Benutzung der PLAEENt cis-acting regulatory
DNA elementsDatenbank durchgefuhrt (Hige al, 1999).
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Petalenentwicklung von  Antirrhinum majus

Die BlutengréfRe vor\ .majusermaoglicht es, sowohl organ- als auch stadienfpelzes
Material zu ernten und damit die Genexpressiorrithdén bis spaten Phasen der Petale-
nentwicklung zu analysieren.

Die MADS-Box GeneDEFICICENS(DEF) undGLOBOSA(GLO) sind Schltsselregula-
toren der Petalen- und Staminaentwicklung (sielmtelung). Frihere Untersuchungen
wiesen bereits darauf hin, dass DEF die ExpressmmZielgenen nicht nur in frihen,
sondern bis in sehr spate Blutenentwicklungsphasaein reguliert (Beyet al, 2002).
Um einen Uberblick tiber die Starke der Regulatiktigigaten innerhalb der Petalenent-
wicklung zu bekommen, wurden in dem ersten Teil debeit Expressionsprofil-
Experimente mit definierten Petalenentwicklungsstadiurchgefiihrt. Im weiteren Ver-
lauf der Arbeit wurden dann aus Stadien mit besanddeher Expressionsdynamik mittels
weiterer Transkriptomanalysen unter Benutzung eimekizierbaren Systems DEF-

Zielgene aus Petalen isoliert.

3.1.1 Einteilung der Petalenentwicklung in definier  te Stadien

Zur Untersuchung der temporéren Regulation derléetatwicklung wurden die spate-
ren Differenzierungsphasen vén majus(Ecotyp WT165E) die nach dem Abschluss der
Organinitiierung der Blutenblattmorphogenese edalgn vier verschiedene Stadien (P1
bis P4) eingeteilt (siehe Abb. 3-1). Kriterien fiie Einteilung waren Blutenlange, Grad
der Petalenfarbung, Entfaltung und Zeitpunkt deth&se. Die Zunahme der Blitenlange
im zeitlichen Verlauf ist ebenfalls graphisch inbAIB-1 dargestellt. Bisherige Untersu-

chungen haben gezeigt, dass Petalen der StadiandPB2 Phasen intensiver Zellteilun-
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gen sind, wahrend in den Stadien P3 und P4 dergamifdvachs eher auf Zellstreckungs-

prozesse zurtckzufihren ist (Martin & Gerats, 1993)

Entwicklung der
Blitenlangen

Lange (cm)
< I A
[ L R R R R

o

Abb. 3-1 Einteilung der Petalenentwicklung vonA. majus (WT165E) in vier Stadien

Fotografie der Bluten voAntirrhinum majusaus den 4 definierten Stadien 1-4. Daneben ist.degen-
zuwachs der Bluten Uber die Zeit wahrend dieser Ektungsphasen schematisch skizziert. Blutenlangen:
Stadium 1: 0.5 — 0.8 cm; Stadium 2: 0.8 — 1 crigditm 3: 1 — 2 cm; Stadium 4: 2 — 4 cm.

Die Blutenblatter im Stadium P1 sind noch annahemwltstandig von den Kelchblattern
umschlossen und zeigen noch keine Anthocyanpraolukbie Gesamtblite ist 0.5 — 0.8
cm lang, die Filamente der Stamina wie auch deffébgind noch nicht gestreckt.

Nach 2.5 Tagen Wachstum befinden sich die Bluteistadium P2 (0.8 — 1 cm Bluten-
lange). Hier beginnen sich die Petalen, welche saihon 2 - 3 mm aus der Sepalenum-
mantelung herausragen, an den Spitzen rotlich roefé Die Stamina liegen in der Hohe
immer noch gleichauf mit den Organen des 4. Wirtetsbei sich sowohl die Filamente
(jetzt ca. ¥2 cm lang) als auch der Griffel leicksgeckt haben. In Stadium 3 beginnt die
Phase des schnellen Blutenwachstums. In nur 3.Briregrdoppelt sich die Blitenléange
von 1 auf 2 cm. Deutliches Elongationswachstunmarstder Basis der Petalen, bei den
Filamenten und dem Griffel zu beobachten. Die Fdata Uberwachsen in dieser Ent-
wicklungsphase die Karpelle und zeigen zudem abbamn ihrer adaxialen oder abaxi-
alen Position (siehe Abb. 1-1, Einleitung) ein usthiedlich starkes Langenwachstum.
Die Petalen des Stadiums P3 sind deutlich gefal#r noch geschlossen. Im spéaten Sta-
dium P3 wird die Furchung sichtbar, die die an Basis zusammengewachsene Korolla
in Ober- und Unterlippe trennt. Zum Ende des StadiP3 und wahrend Stadium P4

strecken sich die einige mm langeren abaxialen i&&@nso dass ihre Theken am Ende
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des Stadiums P4 Uber der Narbe positioniert sinaduzh wird eine erfolgreiche
Selbstbestaubung gewahrleistet. Im Stadium P4, hgslcbis zur Anthese dauert,
verdoppelt sich die Blitenlange abermals innerkalb zwei bis drei Tagen von 2 auf 4
cm. Dieser GroRenzuwachs geht einerseits auf erali@mdes Streckungswachstum,
andererseits auf die Entfaltung der Blutenblatieniek. Die Filamente erreichen ihre
Endlange, die Antheren 6ffnen sich und die Dufteinis beginnt nachdem die Bluten 2-3

Tage geotffnet sind (Dudareea al, 2000).

3.1.2 Genexpressionsanalyse der Wildtyp Petalenentw icklung mittels Mak-
roarray Technik

Die Starke der Makroarray Technik ist es, mit nimee Hybridisierung parallel das Ex-
pressionsniveau mehrerer tausend Gene in einemligexeerfassen. Hier wurden mul-
tikonditionale Expressionsprofil-Experimente unté&rwendung von Nylon-EST-Filtern

durchgefihrt, auf denen 11.600 Unigene in Form R@smiden mit klonierten cDNA-

Fragmenten auéntirrhinum majusimmobilisiert waren (siehe Material & Methoden,
Kapitel 2.8.2).

In diesem Teil der Arbeit werden die Petalenstati&rP4 mit einer Mischung aus Sepa-
lenstadien verglichen (Kapitel 3.1.2.2). Dabei varrcerstens ,Petalen- und ,Sepalen-
spezifische* Gene identifiziert, die in diesen le#idOrganen unterschiedlich reguliert
sind und gleichzeitig ihre Expressionsdynamik wabrder Petalenmorphogenese ermit-
telt.

Neben dem Gesamtset der in Petalen regulierten,®amden interessante Subgruppen
ko-regulierter Gene bioinformatisch hinsichtlichrah funktionellen Zuordnung unter-
sucht. Ziel dieser Analyse war die Korrelation eliéntiell exprimierter Gene mit mor-

phologischen Differenzierungsprozessen.

In dem hier durchgefuhrten multikonditionalen Exgmiensprofil-Experiment (im weite-
ren Verlauf dieser Arbeit auch ,WT Stadien" genarmtirde das Transkriptom funf ver-
schiedener Konditionen (Sepalenmix, Petale P1,é&2, Petale P3 und Petale P4) un-

tersucht. Das parallel geerntete Pflanzenmatexiad, welchem die Gesamt-RNA isoliert
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wurde, stammte von mindestens zwanzig WT165E Rélandie zeitgleich unter Ge-
wachshausbedingungen aufwuchsen. Im Gegensatznaistdelienspezifisch prozessier-
ten Petalen-Material, wurden fur die Sepalen-ProKefcthblatter aller vier Entwick-

lungsstadien vereinigt. Fur die jeweils drei Hyisidrungen pro Kondition wurde zur
Generierung der radioaktiv markierten Sonden Ge&dA aus mindestens zwei unab-

hangigen Isolationen benutzt.

3.1.2.1 Prozessierung und qualitative Prifung der Makroarray-Daten

Die Auswertung aller Makroarray-Experimente erfelgh Kollaboration mit Dr. Kurt
Fellenberg (DKFZ). Zur Prozessierung der Daten wudds Verfahren der M-CHIPS-
Analyse(Multi-conditional Hybridization Intensity Procesg System{Fellenberget al,
2002) unter Benutzung der in Material & Methodesdbigiebenen Kriterien angewendet
(siehe Kapitel 2.8.4). Im Zuge der Prozessierungdem samtliche Hybridisierungen ex-
perimentell annotiert und diese Zusatzinformatiomesammen mit den Intensitaten der
Hybridisierungen in einer M-CHIPS Datenbank (Am1) espeichert

(http://www.dkfz.de/tbi/services/mchipsAuch die vollstdndigen Ergebnistabellen der

durchgefuhrten M-CHIPS Analysen sind unter der gaten Adresse abrufbar und wer-
den deshalb nicht einzeln in dieser Arbeit aufgedfiibie Ergebnisstabellen spezieller
Subdatensets, auf welche in den folgenden Kapéelgegangen wird, sind im Anhang

aufgefuhrt.

Nach der Detektion und Quantifizierung der Hybiiglisngssignale aller Hybridisierun-
gen eines multikonditionalen Expressionsprofil-Expent (hier ,WT Stadien“) wurden
zunachst die lokalen Hintergrinde abgezogen unddhadie Signalstarken normalisiert,
um aus unterschiedlichen Hybridisierungen stamm&saten miteinander vergleichen zu
kénnen. Als Abgleichungsmethode wurde das Verfalten globalen Normalisierung
Uber alle auf dem Filter befindliche Elemente getvdbiese Methode eignet sich beson-
ders fur Makroarray-Experimente mit einer groRezan an Elementen, da aus friheren

Array-Studien hervorging, dass der grofite Teil@ene (ca. 80%) unter den jeweils un-
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tersuchten Bedingungen nicht exprimiert wird unige imtensitaten im Bereich des Hin-

tergrundniveaus liegen (Beissbaethal, 2000).

Hyb 1 gegen Hyb 2 | P1 gegen Sepalen ‘

I |
Primérspot gegen Sekundérspot i
! |
|
rxy = 0.980 . * | rxy = 0.951 | . ry =0.501
| .
T - = * o *
Ty * >
H : g o i g
@ = . | (2] o
o Q | o (R s
2 o
4
*
|
log (prim.) A ‘ | log (Hyb 1) B log (P1) C
‘ P2 gegen Sepalen ‘ P3 gegen Sepalen | P4 gegen Sepalen
|
* rxy = 0.554 * ry= 0.427 [ * rxy = 0.343
| |
* * *
S °* 2 ° K *
L A e | K.
o o ‘ & *
e os 'Y < by 84 PR ° e » .: > *o
£ g*'. g o g “gss. e
* *
‘ * | &. o s 000 :
| | |
| " log (P2) ' ‘ log (P3) | log (P4)
L - D L e ~S I F

Korrelationskoeffizienten des Expressionsprofil-Exp eriments ,WT Stadien*”

(G) Eilterqualitét (H) Reproduzierbarkeit () Kondition / Kontrolle
Petale P1  Hybl 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 Hybl 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  Hybl prim/sek 0.992 Hyb1/Hyb2 0.942 P3/ Sepale 0.427
Hyb2 prim/sek 0.991 Hybl/Hyb3 0.816
Hyb3 prim/sek 0.962 Hyb2/Hyb3 0.908

Petale P4 Hybl 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 Hybl 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

Abb. 3-2 Korrelationskoeffizienten des Expressionmofil-Experiments ,WT Stadien”

Die Pearson Korrelationskoeffizienten wurden fig giweils drei Hybridisierungen der finf Konditione
(Sepale, Petale P1-P4) berechnet (siehe Materileghoden). prim = Primarspot; sek = Sekundarspot;
Hyb = Hybridisierung
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Um die Qualitdt der Daten bezuglich Filterqualisédd Reproduzierbarkeit innerhalb der
einzelnen Konditionen zu Uberprifen, wurden BlearsonKorrelationskoeffizienten fir
die 15 hier durchgefuhrten Hybridisierungen beretlisieche Kapitel 2.8.4.2.). Bei einem
Wert von 1 besteht eine perfekte Korrelation zwéstllen Elementen der zwei vergli-
chenen Datensets. Je kleiner der Wert (zwischendlQ) ausfallt, desto groR3er ist die
Varianz der Daten.

In Abbildung 3-2 sind die Korrelationskoeffizientdes hier durchgefiihrten Makroarray-
Experiments aufgelistet und exemplariscwatterplots(= Streudiagramme) dargestellt.
Die Berechnungen wurden mit den normalisiertennisitéten aller auf dem Filter befind-
lichen Elemente durchgefuhrt. Zunachst wurden zZogchatzung der Filterqualitaten die
Intensitaten der priméren Spots mit denen der ausetben Hybridisierung stammenden
sekundaren Spots verglichen (Abb. 3-2 A und G)s[ieigte, wie einheitlich die DNA-
Mengen der Duplikate der auf den Filtern immobéiisen EST-Klone waren. Der durch-
schnittliche Wert der Korrelationskoeffizienten libgéser Teilanalyse lag erwartet hoch
bei r, = 0.978.

Um die Reproduzierbarkeit der Makroarray-Analysemzdstellen, wurden nach dem
gleichen Verfahren die jeweils 3 Hybridisierunganerhalb einer Kondition miteinander
verglichen (Abb. 3-2 B und H). Der durchschnittkcKorrelationskoeffizient liegt hier
etwas niedriger beiy = 0.921. Der exemplarisclseatterplotaus diesen Analysen zeigt,
dass der allergrof3te Teil der Uber 14.000 Dateneunkmer noch auf oder in unmittelba-

rer Nahe der Diagonale liegt, welche ein konstaBtggessionsniveau anzeigt.

Ganz anderes sehen dieatterplotsaus, bei denen die gemittelten 3 Hybridisierungen
einer Kondition mit denen der Kontrollkondition (&den) verglichen wurden (Abb. 3-2
C,D;E;F und ). Die Datenpunkte zeigen eine grofseusing und die Korrelationskoeffi-
zienten sind mit,y = 0.501 (P1), 4 = 0.554 (P2),% = 0.427 (P3) und,y = 0.343 (P4)
deutlich niedriger. In diesen Fallen wurde nich¢ &eproduzierbarkeit der Datenséatze,
sondern ihre Unterschiedlichkeit demonstriert. &gev ein Datenpunkt von der Diagona-
le entfernt ist, desto signifikanter variiert seifepression zwischen den beiden Bedin-
gungen. Der Aspekt, dass kaum noch Elemente miredhintensitaten auf der Diagona-
le liegen zeigt, dass der grof3te Teil dieser Gevischen den zwei Organtypen reguliert

wird. Am starksten fallt die Regulation zwischeridfen P4 und Sepalen aus.
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Da fur diese Arbeit primar diejenigen Gene von retse sind, welche signifikant unter-
schiedlich zwischen den untersuchten Bedingunggualisst werden, wurden sie inner-
halb der Auswertung aus dem Gesamtdatenset extraBiene, die im weiteren Verlauf
als signifikant differentiell exprimiert bezeichneerden, mussten drei Qualitatskriterien

genugen (siehe auch Kapitel 2.8.4.2)

1. Intensitats-Kriterium
Das absolute Expressionsniveau musste tber denedéis multikonditionale Ex-

pressionsprofil-Experiment bestimmten Intensitatbvi&llenwert liegen.

2. AusschluRkriterium

Die Expression musste in wenigstens einer Kondigime minimal 1.2 fache Ab-

weichung zu der Expression der jeweiligen Kontrdlingung aufweisen.

3. Statistische Absicherung

Die Expressionsveranderung musste statistisch rsieds durch die Standardab-

weichungs-Separation abgesichert sein.

Die Festlegung des Intensitats-Schwellenwertsasvendig, um Gene aus den weiteren
Analysen auszuschliel3en, deren Expressionsstarkechwach tGber der Signalstarke des
Hintergrunds liegt und welche somit eine grofRe @uélr falschpositive Daten sind
(Beissbarthet al, 2000). Das AusschluRkriterium ist ein gesetztanvgllenwert. Unab-
hangige Expressionsanalysen einer Auswahl von GangmMakroarray-Studien, die dort
eine mehr als 1.2 fache Expressionsabweichung esénikonnten im Allgemeinen mit-
tels semiquantitativen RT-PCR-Analysen bestatigtder (siehe Kapitel 3.2.3). Die sta-
tistische Absicherung der Makroarray-Daten erfolgieZuge 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-Petddtien im Vergleich zu einer Mi-
schung aus Wildtyp-Sepalen aller Stadien mit eidaraschluf3kriterium von 1.2 gehen
537 ESTs hervor, die in mindestens einem Petaléinstagegeniiber den Sepalen diffe-
rentiell exprimiert sind (siehe Tabelle 1; ausfidivé Datentabelle im Anhang dieser Ar-
beit unter 7.4). Diese Zahl setzt sich zusammer32dsn Petalen aktivierten und 226 in
Petalen reprimierten ESTs. 11 dieser ESTs zeigegriwalb der Petalenentwicklung eine
so starke Expressionsdynamik, dass sie in beidéenBatzen vorkommen.

Erhéht man das Ausschlusskriterium auf eine mirahessiL.5 fache Abweichung, so redu-
zieren sich die Anzahlen der signifikant regulierlEeSTs auf nur noch 158 (siehe Tabelle
1).

Ausschluf3kriterium  Ausschlusskriterium

1.2 15
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
Berucksichtigt sind alle ESTSs, die in mindestensnaifketalenstadium im Vergleich zu Sepalen signifikan
differentiell exprimiert sind.

Aus der genaueren Analyse des Expressionsverhallen$37 regulierten ESTs wird

deutlich, dass der Grossteil der 226 reprimiert&T<€in allen vier Petalenstadien eine
verminderte Expression gegenuber derer in Sepadagi. Bei den 322 in den Petalen
aktivierten ESTs erkennt man jedoch eine DynammkStadium P1 sind 104 ESTs signi-
fikant aktiviert, in Stadium P2 nur 85, in StadildB erhoht sich die Zahl auf 128 ESTs
und erreicht den Hoéchstwert in Stadium P4 mit ligghiBkant hoch regulierten ESTs

(siehe Abb. 3-3).
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Regulierte ESTs im Vergleich WT Petalenstadien zu WT  Sepalen

Petale P1 Petale P2 Petale P3 Petale P4

150

100

50 7

Anzahl

50

100

150

200

B axtiviert O reprimiert

Abb. 3-3 Regulierte ESTs in WT Petalenstadien im Vergleich zWT Sepalen
Berlcksichtigt sind alle ESTs, die unter den untdrgrc Bedingungen in mindestens einem Petalenstadi-
um eine minimal 1.2 fache Abweichung zum Expressitvesau in Sepalen zeigen.

Besonders der Ubergang von den zellteilungsintensjungen Petalenstadien (P1 und
P2) zu den spaten Petalenstadien (P3 und P4)ehenddas Zellwachstum hauptsachlich
durch Zellstreckungsprozesse realisiert wird, igteimem Anstieg der Anzahlen der ak-

tivierten Gene verbunden.

In den Kapiteln 3.1.2.2.2 und 3.1.2.2.3 werdenklpressionsprofile der 322 in Petalen
aktivierten bzw. der 226 in Petalen reprimierte M &8§enauer analysiert.
Zunachst wird jedoch untersucht, welche funktiaelAussagen uber die 537 in der Pe-

talenentwicklung regulierten Gene getroffen werki@nnen.
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3.1.2.2.1 Funktionelle Untersuchung der Expressions  daten

Nach der Ermittlung der Anzahlen der wahrend dealBeentwicklung regulierten Gene
wurde die biologische Relevanz dieser Genexpresaiaterungen untersucht. Um dieser
Fragestellung nachzugehen, wurden den ESTs furdtleoKategorien nach Vorbild der
MIPS-Analysen furA. thaliana(http://mpis.gsf.de) zugeteilt und 20 dieser Kategn in

vergleichenden Analysen betrachtet.

Vergleich der Funktionellen Zuordnungen

70%

60%

50%

40%

30%-

prozentualer Anteil

20%-
10%-

0%
1 2 3 4 5 6 8 10 11 13 14 20 25 30 33 35 62 63 67 99

Kategorien
|:| EST-Kollektion . Exprimiert . Reguliert

gesamt in WT Stadien 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  Zelluléarer Transport 62  Regulation Proteinaktivitat
10 Zellularer Kommunikation 63  Struktur- oder Katalyt. Proteine
11 Zellabwehr 67  Transport
13 Interaktion mit Zellumgebung 99  Nicht klassifiziert

Abb. 3-4 Vergleich der funktionellen Zuordungen de gesamten ESTs derAntirrhinum-Kollektion

mit denen der in WT Petalenstadien exprimierten bzwregulierten ESTs

Die Sequenzen der gesamten UnigeneAaiirrhinum EST-Kollektion (11.600), der in WT Stadien expri-
mierten ESTs (2858) und der in WT-Petalen regulieg8is (537) wurden mit den Proteinsequenzen von
Arabidopsis thalianarerglichen. Die jeweiligen MIPS-Kategorien der senzéhnlichsteA. thalianaGene
wurden Ubernommen und die prozentualen Haufigkeiten in den drei Datensatzen vorkommenden
MIPS-Kategorien verglichen.
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Dafur war es zunachst notwendig, die Sequenzeid@gmhinum-ESTs mit den verfug-
baren Proteinsequenzen vAmabidopsisthaliana zu vergleichen. Die funktionellen Ka-
tegorien des nachst homologen Gens dieser voligt&®huenzierten Spezies wurden
dann dem jeweiligen EST zugeordnet.

Dieser bioinformatische Teil der Arbeit wurde insAammenarbeit mit Dr. Kurt Stuber
durchgefiihrt. Die dazu notwendigen Sequenzvergiewehrden mit Hilfe des BLASTX-
Programms unter Benutzung der Standardeinstelludgeaihgefihrt.

In der hier dargestellten Analyse wurde der Datendar gesamteAntirrhinum ESTs
(11.600) mit dem der in WT Sepalen und Petalenstadikprimierten ESTs (2856) und
dem der in WT Petalen regulierten ESTs (537) vehngin.

In Abbildung 3-4 sind die Ergebnisse dieses Vedfjigiflir zwanzig ausgewahlte MIPS-
Kategorien dargestellt. Die prozentualen Anteile diei Datensatze an den verschiede-
nen Kategorien sind fur 15 von ihnen sehr ahniMharkante Unterschiede finden sich
nur in funf Kategorien, welche in dem Datenset@grimierten ESTs leicht und in dem
der 573 regulierten ESTs deutlich Uberreprasengiad. Bei den Kategorien handelt es
sich um Metabolismus, Energie, Zellabwehr, Kon&aler zellularen Organisation und
Transport. Die prozentualen Anteile dieser funktiten Kategorien der drei Datensets

sind in Tabelle 2 detailliert aufgefihrt.

exprimiertin  reguliert in

Kategorie ESTs gesamt WT Stadien  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 kerreprasentierten funktionellen MIPS-
Kategorien des Datensets der in WT Petalenstadiengalierten ESTs

Angegeben sind jeweils die prozentualen Haufigkeiter MIPS-Kategorien innerhalb der drei untersuch-
ten Datensatze: EST-Gesamtset (11.600), in WT Petaltien exprimierte ESTs (2858); in WT Peta-
lenstadien regulierte ESTs (537).
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Wahrend sich bei der Kategorie Metabolismus dergmtuale Anteil im Set der in Peta-
len P1-P4 regulierten ESTs im Vergleich zum Setuegenen 11.600 ESTs um 70%
erhoht, findet in den tbrigen detailliert aufgefig@nr Kategorien nahezu eine Verdopplung

der prozentualen Anteile statt.

Obwohl tendenzielle Unterschiede zwischen den santditen Datensets nachgewiesen
werden konnten, ist ein Nachteil der Einteilungunktionelle Kategorien mit dem hier
benutztem Verfahren die hohe Redundanz der DaiarG&n wird in den meisten Fallen
nicht nur einer Kategorie zugeordnet, sondern eslevesamtliche in der translatierten
Sequenz vorhandene Proteindoménen und ihre mogliebektionen bertcksichtigt. Da-
durch lasst sich auch der grof3e prozentuale AdemilKategorie der unklassifizierten
Gene erklaren.

Zudem werden bei den hier durchgefiihrten Berechenragifgrund des alleinigen Se-
guenzvergleichs mit derrabidopsisGenom Gene, von denen es keine verwandten Se-
guenzen inArabidopsisgibt automatisch als nicht klassifiziert eingestifadurch ver-
liert man funktionelle Informationen tUb@ntirrhinum-spezifische Gene, oder solche, die
nur in mitAntirrhinumnah verwandten Arten wie z.Bolanumvorkommen.

Aus diesen Griunden wurden neben den MIPS-Katedaradysen fur die ESTs der Sub-
gruppen A-D, welche aus den nachfolgenden Expresaimalysen der WT Petalenent-
wicklung hervorgingen (siehe Kapitel 3.1.2.2.2 ABE5 und Kapitel 3.1.2.2.3 Abb. 3-7)
noch einmal separat mittels des Programms ,BLASTXCBI) ein Vergleich mit allen
bekannten Proteinsequenzen durchgefihrt, und soieSpenabhangig die Gene mit der

jeweils starksten Sequenzahnlichkeit ermittelt.
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3.1.2.2.2 Gene mit erhéhtem Expressionsniveau in Pe  talen im Vergleich zu Sepa-
len

In diesem und dem folgenden Kapitel werden die rinad der Petalenentwicklung in
ihrer Expression aktivierten bzw. reprimierten E3ighe Abb. 3-3) getrennt voneinan-

der betrachtet.

Zunachst erfolgt eine Untersuchung des qualitatizepressionsmusters der 322 in Peta-
lenstadien aktivierten Gene. Dabei werden die E@FeaR der Ahnlichkeit ihres relati-
ven Expressionsverhaltens in Petalen im Vergleicller Expression in Sepalen hierar-
chisch angeordnet. Bei dieser Darstellungsart, veelm weiteren Verlauf dieser Arbeit
als ,hierarchisches Cluster” bezeichnet ist, wirgl Bxpressionsstarke der Kontrollbedin-
gung (hier: Sepalen) eines jeden Gens gleich higefiund die relativen Expressions-

starken der zu untersuchenden Bedingungen gemés leambcodes dargestellt. Rote Far

ben deuten auf eine erhéhte Expression (Verhaihi€) hin, griine Farbtone auf eine
verminderte Expression (Verhéltnis zw. 0 und 100¢ Intensitat des Farbtons korreliert
positiv mit dem Expressionsunterschied zur Refdredingung.

Alle in dieser Arbeit abgebildeten hierarchischelms@&r wurden unter Benutzung des
Programms GENESIS (v 1.2.2) erstellt. Den daflioredrlichen Berechnungen wurde
die Pearson Korrelation als Distanzmatrix zugrugekegt (siehe Material & Methoden,
Kapitel 2.8.4.3), welche die relative Anderung mveDatensets starker bewertet als de-
ren absoluten Differenzen.

Ferner werden in einem Venn-Diagramm die Relatiangischen den in Petalen signifi-
kant aktivierten ESTs dargestellt, um die Anzaltenerfassen, wie viele ESTs in nur
einer, mehreren oder allen Konditionen aktiviertaes.

Schlief3lich werden besonders interessante ko-extgilBubgruppen von Genen, die aus
den genannten Analysen hervorgehen unter funktemeélspekten bezuglich ihrer Se-

guenzahnlichkeiten betrachtet.
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Die aus Tabelle 1 (Kapitel 3.1.2.2) ersichtlich@2 8ler 537 ESTs, welche in mindestens
einen Petalenstadium im Vergleich zu den Sepalee sgignifikant erhéhte Expression

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

}
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Subgruppe C

signifikant 1nur in P4

Subgruppe B

signifikant 1in P3+ P4

I Subgruppe A

signifikant 1nur in P1

Abb. 3-5 Hierarchisches Cluster der 322 in Petalen signifikainaktivierten ESTs

Die qualitativen Anderungen der Expression sind iezi) zur Kontrollbedingung fiir jedes Gen darge-
stellt wobei die Expressionsstarke in der Kontralitition (Sepale) als = 1 definiert wird. Die ESTsdsin
gemaR der Ahnlichkeit ihres relativen Expressionfidsrangeordnet. Einige interessante Subgruppen ko-
egulierter Gene wurden farblich markiert und dgssishe Expressionsverhalten schematisch dargestellit.

1 = Expression in Petalen erhdpt= Expression in Petalen erniedrigt (im VergleichSapalen)
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Wie aus dieser Abbildung erkennbar ist, bilden3#& ESTs mit erhdhtem Expressions-
niveau in Petalen viele Subgruppen ko-regulierten&; deren Expression charakteris-
tisch nur in bestimmten Petalenstadien hochreduigtr Drei besonders interessante
Gruppen dieser ahnlich regulierten Gene (Subgrépfe siehe Abb. 3-5, Abb. 3-6 und

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

Petalen aktivierten ESTs hervor. Sie werden am Hhelges Abschnitts bezuglich ihrer
funktionellen Zuordnung ausfuhrlich betrachtet. Migsen Datensatzen (Subgruppe A-C)

separat erstellte hierarchische Cluster befindemisn Anhang dieser Arbeit.

Zur exakteren Untersuchung der sich in Abb. 3-5eatehden Gruppen ko-regulierter
Gene, wurden die Relationen zwischen den signifik&tivierten ESTs in den vier Peta-
lenstadien im folgenden Venn-Diagramm (Abb. 3-6)gdatellt. Dabei wurde ermittelt,

welche ESTs in welchem Stadium der Petalenentwigklkeguliert werden und ob sie
eine signifikante Expressionsadnderung in nur eimwei, drei oder sogar allen vier Peta-
lenkonditionen zeigen. Die Schnittmengen der viezige geben die Anzahlen derjenigen
ESTs an, die redundant in den entsprechenden Rétensder Stadien-spezifisch signifi-

kant aktivierten Petalen vorkommen.

Petale Petale
P1 P2

P
A

Petale Petale
P4 P3

Abb. 3-6 Venn-Diagramm der ESTs deren Expression in WT Petafestadien im Vergleich zu WT
Sepalen erhoht ist

Angegeben sind jeweils die Gesamtzahlen der Somerijen. Z.B. zeigen von den 104 ESTs, deren Ex-
pression in Petalen Stadium P1 im Vergleich zudderSepalen aktiviert ist, 53 auch in Petalen 8tadp2

und 11 in allen Petalenstadien eine erhéhte Exjessi
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Aus dem Venn-Diagramm ist ersichtlich, dass nurdéf 322 ESTs in allen vier Peta-
lenstadien eine signifikant erhdhte Expression géger Sepalen aufweisen. Folglich ist
ein Grof3teil der aktivierten ESTs zweier aufeinanfidgenden Petalenentwicklungs-
stadien nicht redundant.

Die 11 wahrend der gesamten Petalenentwicklundg stitivierten ESTs sind mit den
zugehdrigen Makroarray-Daten und BLAST-HomologieMabelle 3 dargestellt. In zwei
Féallen sind jeweils zwei EST-Sequenzen absoluttisielm so dass nur 9 Gene von diesen
ESTs reprasentiert werden. Unter ihnen befinddt gigeimal der Transkriptionsfaktor
GLOBOSA, auffallend viele Lipid Transfer Proteine, ein CER1d ein CER1-ahnliches
Protein eine Methionyl-tRNA-Synthethase, ein Caloodahnliches Protein und ein

hypothetisches Protein.

Makroarray-Ratios

EST-Nummer P1 P2 P3 P4 BLAST-Homologie

018 1 01 nl17| 1.79| 2.26 | 3.65 | 1.92 | Lipid Transfer Protein
018 4 11 m24 1.38| 1.86| 2.50 | 1.59

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| 1.28 | 1.34 | 1.60 | 1.91 | CER1-ahnliches Protein
018 6_08 _n20| 1.41| 1.42 | 1.86 | 2.26

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 cl12| 1.62 | 1.78 | 1.32 | 1.21 | Calmodulin-ahnliches Protein

018 6 05 nl17| 1.32 | 1.24 | 1.45| 1.46 | MADS Box Transkriptionsfaktor GLOBOSA

Tabelle 3 ESTs die in allen vier Petalenstadien sidikant aktiviert sind

Die hier aufgefiihrten ESTs zeigen in allen untersrcitetalenbedingungen (P1-P4) im Vergleich zu den
Sepalen ein stark erhéhtes Expressionsniveau. NederMakroarray-Ratios sind die Ergebnisse der Se-
guenzvergleiche gegen alle bekannten Proteine abgag
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Betrachtet man die redundant in zwei aufeinandiyefalen Petalenstadien aktivierten
ESTs (Abb. 3-6), so zeigt sich, dass von den 1@Wiaken ESTs in Petalen des Stadi-
ums P1 in Stadium P2 die Expression von 51 vonnhmeht mehr signifikant erhoht ist.
Die Anzahl der neuen ESTs, die diesem KriteriunStadium P2 genligen, betragt 32.
Besonders hoch ist der Anteil der neu aktiviert&T&in den adulten Petalenstadien P3
und P4. 77 der 128 in Petalen P3 aktivierten Geré@bo) zeigen in dem vorangehenden
Entwicklungsstadium noch keine signifikante Expi@ss-aktivierung. Im Petalenstadi-
um P4 kommen im Vergleich zu Stadium P3 sogar 1dib aktivierte ESTs dazu, dies

entspricht tber 66 % des Datensatzes der 174feanrBetalen aktivierten ESTs.

Die hohe Expressionsdynamik zwischen den aufeirraiotgenden Stadien und die sehr
geringen Anzahlen der Schnittmengen von in drer ot Stadien signifikant aktivierten

ESTs deuten darauf hin, dass es sehr viele Genedgien Expressionsniveau nur fur
einen kurzen Zeitraum wahrend der Petalenentwigkgignifikant erhoht ist. Um dies zu

Uberprufen, wurden diejenigen ESTs ermittelt, diggénau einer spezifischen Entwick-
lungsstufe der Petalen eine signifikante Expressdmhung im Vergleich zu den Sepa-
len zeigen. Ihre Anzahl und der Anteil am Gesandsetin diesem Petalenstadium signi-

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

AusschluRkriterium Anteil am Gesamtset
1.2 der aktivierten ESTs
stadienspez. aktiviert 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 Ausschliel3lich in einem spezifischen Péastadium signifikant aktivierte ESTs

Die hier berlicksichtigten ESTs zeigen nur in dem gealgenen Petalenstadium ein mindestens 1.2 fach
erhdhtes Expressionsniveau zu dem der Sepalen.tedienseine Teilmenge der in den einzelnen Peta-
lenstadien aktivierten ESTs im Vergleich der vier Watdkenstadien zu WT Sepalen dar (siehe Abb. 3-3
bzw. Abb. 3-6). Der prozentuale Anteil der spetliign einem Stadium aktivierten ESTs an der Anzahl de
generell in diesem Stadium aktivierten ESTs ist inrdehten Spalte angegeben.

Spezifisch in einer kurzen Entwicklungsphase regtdi Gene reprasentieren oft regulati-

ve Faktoren, Gene die an UmstrukturierungsmafnaltasrZellmetabolismus beteiligt
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sind oder gehdren zu Stoffwechselwegen, die fisedieStadium charakteristisch sind.
Besonders bemerkenswert ist die hohe Anzahl an iGathie spezifisch in Petalen (P4)
aktiviert ist. Diese 114 ESTSs, welche 2/3 der gelhén Stadium P4 signifikant aktivier-
ten ESTs darstellen, bilden die Subgruppe C (shdite 3-5). Ebenfalls interessant sind
die spezifisch in den Petalen des Stadiums Pliaken Gene, sie werden als Subgruppe
A in diesem Kapitel ndher betrachtet. Die drittdo@uppe (SubgruppeB) beinhaltet alle
ESTs, die signifikant in den Stadien P3 und P4vakt werden (siehe Abb. 3-6). Fur
diese drei Datensatze wurde mit Hilfe der MIPS-igatéen (siehe Kapitel 3.1.2.2.1) un-
tersucht, welche funktionellen Gruppen von Genandkriptionell reguliert werden. Zu-
dem wurden mit Hilfe des Genagenten (sieche M & Mpitel 2.8.1) die Informationen
der einzelnen Sequenzvergleiche gegen bekannteir@us allen Spezies tberprift und
aktualisiert. Gerade bei den spezifisch nur in mirgadium aktivierten Genen stellt sich
die Frage, ob nachweisbare Veranderungen in deexpegssion mit den zu beobachten-

den morphologischen Auffalligkeiten dieses Blutextitstadiums korrelieren.

Die Subgruppe A umfasst 47 ESTs, welche im Vergleich mit den Sapabezifisch in
Petalen des Stadiums 1 aktiviert sind. Hieruntédmten sich allein 14 Histone und 7
ESTs deren Proteinsequenzen Homologien zu ribogmmBtoteinen aufweisen. Des
Weiteren enthélt dieser Datensatz Gene, deren dugehProteine an der Prozessierung
von mMRNASs beteiligt sind.

Diese Klassen von Proteinen lassen sich funktiothet Bereichen Zell-Zyklus, DNA-
Prozessierung und Proteinsynthese zuordnen. EilSMNlategorie Analyse der 57 aus-
schlie3lich in Petalen P1 regulierten ESTs (sp&Aifiin diesem Stadium aktiviert und
reprimierte ESTS) ergab, dass im Vergleich zum @ésat der 537 regulierten ESTs in
WT-Petalen die Kategorien Zell-Zyklus (23 % st&)3 Proteinsynthese (18% statt 8%)
und Proteinverarbeitung (25 % statt 14%) stark ri@peésentiert waren.

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

ums P1 hin.

Die Subgruppe Bbeinhaltet 59 ESTs, deren Expression sowohl ial@etP3 als auch in
P4 signifikant gegentber der in Sepalen aktivigrtbie BIAST-Homologien von 13 von
ihnen sind mit dem Zellwandmetabolismus assozildrter ihnen befinden sich Zell-

wandbestandteile (z.B. putatives Zellwandprotdil@mbranproteine (z.B. Wasserkanal-
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protein, integrierte Plasmamembranproteine) undeifte die an der Regulation der
Zellwandsynthese beteiligt sind (Chitinase, Pektitgesterase).

AulRerdem enthalt diese Subgruppe 2 Gene aus dehoéyanstoffwechselweg, und 7
Lipid Transfer Proteine. Die Ergebnisse der MIPSegarie Analysen mit diesen Daten-
set zeigen, dass die Kategorien zellularer Trangd®®o statt 7%), Interaktion mit der
Zellumgebung (19% statt 11%) und Differenzierung delltyps und des Gewebes (je
7% statt 4%) im Vergleich zu denen des GesamtsatH87 regulierten ESTs starker
reprasentiert waren.

Bringt man diese Beobachtungen in den Kontext naitphologischen Differenzierungs-
prozessen, so lasst sich das funktionelle Spekanmegulierten Genen in dieser Sub-
gruppe mit dem in spaten Phasen der Petalenentwmgkiorherrschenden Zellstre-

ckungswachstum und diversen Differenzierungsprezeksrrelieren.

Die 114 spezifisch in Petalen P4 aktivierten ES&s3lbgruppe C repréasentieren zu
einem sehr grof3en Teil Enzyme des pflanzlichen Sdumetabolismus, darunter Enzy-
me der Methylbenzoat-Biosynthese und des Anthodgéimechsels. Des Weiteren ent-
halt dieser Datensatz, ahnlich wie Subgruppe BviEne, die mit dem Zellwandmetabo-
lismus verknipft sind. Die Ergebnisse der mit dedeatensatz durchgeftuhrten MIPS-
Kategorie-Analysen weisen eine Steigerung des ptaaéen Anteils in der Kategorie
Metabolismus (44% statt 34%) im Vergleich zu demwzpntualen Anteil der 537 gesamt
regulierten Gene auf (Daten nicht aufgefuihrt). Abddr zeigt sich eine starke Korrelati-
on des funktionell untersuchten Datensatzes arlieetgn Genen mit den bekannten mor-
phologischen Differenzierungsprozessen in diesetalétestadium. Methylbenzoat ist der
Hauptbestandteil des vohlntirrhinumBliten emittierten Dufts (Dudarewet al, 2000)
und Anthocyane sind maf3geblich an der Farbung ealdh beteiligt. Die grol3e Anzahl
an Genen deren Proteine Funktionen im Zellwandnoéitabus haben, spiegelt die anhal-
tenden Zellstreckungs- und Faltungsprozesse desteilt Petalenstadiums wider, in dem
sich die Blutenlange noch einmal verdoppelt (si@ie2.2, Abb. 3-3).

Zusammenfassend kann Uber die Analyse der in lpedlé?4 im Vergleich zu den Sepa-
len aktivierten Gene gesagt werden, dass die sobitb am Anfang dieses Kapitels an-
deutende starke Expressionsdynamik bzw. Regulaibgét zwischen den einzelnen

Petalenstadien im Verlauf von detaillierteren Asaly bestétigt hat. Besonders die bei-
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den altesten hier untersuchten Petalenstadienr{®®4) zeigen mit jeweils Uber 60 Pro-
zent an neu aktivierten ESTs in den jeweiligen Dséi¢zen eine sehr hohe Regulationsak-
tivitat. Dieser Aspekt zusammen mit der hohen AhaahESTS, deren Expressionsniveau
in diesen beiden Stadien gegeniuber dem der Sepigieifikant erhoht ist, pradestiniert
die spaten Petalenstadien als geeignete Entwickhimagen zur Isolierung von DEF-

Zielgenen.



Ergebnisse 52

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

In diesem Kapitel wird analog zum vorherigen Kaprigerst eine Untersuchung der qua-
litativen Expressionsmuster der ESTs mit erniedrigtExpressionsniveau in Petalen
durchgefuhrt und danach die genauen Relationemagner oder mehreren Bedingungen
signifikant reprimierten Gene ermittelt. Eine beders interessante Subgruppe ko-
regulierter ESTs wurde ermittelt und mittels Seqwengleichen unter funktionellen As-

pekten betrachtet.

Sepalen =%

Subgruppe D

signifikant Jin P1 bis P4

Abb. 3-7 Hierarchisches Cluster der 226 in Petalen signifikainreprimierten ESTs

Die qualitativen Anderungen der Expression sind ezt zur Kontrolle fir jedes Gen dargestellt ure di
Expressionsstarke in der Kontrollkondition (Sepale)= 1 definiert. Die ESTs sind gemaR der Ahnlichkei
ihres relativen Expressionsprofils geordnet. Einerggsante Subgruppe ko-regulierter Gene wurde farb-
lich markiert und das typische Expressionsverhatdrematisch dargestellt.

1 = Expression in Petalen erhdpts Expression in Petalen erniedrigt (im VergleichSapalen)
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Die 226 ESTSs, deren Expression in der Petalenekitwig (P1-P4) im Vergleich zur Ex-

pression in Sepalen signifikant vermindert istdsim Form eines hierarchischen Clusters
in Abbildung 3-7 dargestellt. Anders als bei denden Petalen aktivierten Genen, wo
klare Subgruppen stadienspezifisch regulierter B8k allgemein eine grol3e Expressi-
onsdynamik innerhalb der Petalenentwicklung erkanmiaren, zeigt sich hier, dass die

meisten ESTs dieses Datensatzes in mehreren Petalesm reprimiert sind.

Das Venn-Diagramm (Abb. 3-8) zeigt detailliert diezahlen derjenigen ESTs, welches
redundant in mehreren Petalenstadien im VergleicHen Sepalen reprimiert sind. Auf-

fallig ist hier der hohe Anteil an Genen, die sinhden Schnittmengen mehrerer Peta-
lenstadien befinden. Entsprechend niedrig sindAdizahlen der in aufeinander folgenden
Stadien neu hinzukommenden reprimierten ESTs (E2ir31 in P3, 28 in P4). 46 % des
Gesamtsets (104 ESTs) der in Petalen reprimier&hsEzeigen sogar in allen 4 Peta-
lenstadien ein signifikant erniedrigtes Expressiveau gegeniber dem in Sepalen. Die-
se ESTs bilden die Subgruppe D, deren Homologiefratgenden unter funktionellen

Gesichtspunkten betrachtet werden. Ein hierarchsdluster dieser Subgruppe ist im

Anhang aufgefihrt.

Petale Petale
P1 P2
Petale Petale
P4 P3

Abb. 3-8 ESTs deren Expression in WT Petalenstadien im Vergleh zu WT Sepalen erniedrigt ist
Angegeben sind jeweils die Gesamtzahlen der Somerigen. Z.B. zeigen von den 180 ESTs, deren Ex-
pression in Petalen Stadium P1 im Vergleich zudgerSepalen reprimiert ist, 148 auch in Petaleditta

P2 und 104 in allen Petalenstadien eine vermindeqieession.
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Die Subgruppe D beinhaltet 104 ESTs, deren Expression signifikanallen 4 Peta-

lenstadien im Vergleich zu den Sepalen reprimigtit also die ,Sepalen-spezifischen®
Gene. Der groldte Teil der Proteinsequenzen diesee Gesitzt Homologien zu Proteinen
des Photosynthesestoffwechsels und den ihm asdeniiBiosynthesewegen wie z.B. der
Kohlenhydrat- oder Fettsdurestoffwechsel. Die eetdende MIPS-Kategorie-Analyse
zeigt einen zweifach erhdhten Anteil der Kategdtieergie. Diese Ergebnisse sind im
Einklang mit den Erwartungen, da ein offensichéickinterschied zwischen Sepalen und

Petalen in deren unterschiedlich ausgepragten Byratoeseaktivitat liegt.

Dieses Ergebnis rundet die funktionellen Betracheumspezifischer Datensatze mit zwei
unterschiedlichen Methoden mit einer weiteren aiiden Korrelation von Veranderun-
gen in der Genexpression mit morphologisch sicletb&ifferenzierungsprozessen ab.
Die generelle funktionelle Analyse des Gesamt-Dsdtaes der in WT-Petalen regulier-
ten ESTs mit Hilfe der MIPS-Kategorien liefert Hieise, welche funktionellen Gruppen
von Genen hauptsachlich reguliert werden. Je gpelzdr die untersuchten Datensets
waren, desto eindeutiger wurden auch die Ergebniss®IPS-Kategorie-Analysen. Be-
sonders bei den Betrachtungen der Subgruppen Briingtn die Aussagen der bioin-
formatischen Untersuchungen gut mit den manuelhgegruften funktionellen Betrach-
tungen Uberein (Subgruppe A-C siehe Kapitel 3.122.Jedoch sind komplexe Prozesse
(z.B. Zellstreckung), deren markante Gene sich @hmeren grofRen Kategorien wieder
finden, mittels der MIPS-Analyse nicht greifbar, diaren Kategorien zu allgemein defi-
niert sind. In diesen Fallen und wenn Spezies- édenilien-spezifische Charakteristika
eine Rolle spielen kdnnten (z.B. Anthocyansynthasekin zusatzlicher Sequenzver-
gleich mit allen bekannten Proteinen und eine sgpaddachprifung der Sequenzahnlich-

keiten sinnvoll.
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3.1.3 Expressionsanalysen ausgewéhlter Gene mittels semiquantitativer
RT-PCR

Aus den Untersuchungen der vorhergehenden Kapetdl lgervor, dass die Regulations-
aktivitat in spaten Petalen P3 und P4 besondels isbeind sie deshalb interessante Sta-
dien fur die geplante Isolation von DEF-Zielgeneprasentieren. MIiDEFICIENSund
GLOBOSAwurden bisher bereits viele mMRNA- und Protein-Eggionsstudien durchge-
fuhrt, jedoch gibt es keine detaillierte Studie ridee Expression dieser Gene in spaten
Petalenstadien. Die Frage war nun,RiBFICIENSselbst in den entsprechenden Stadien
ausreichend hoch exprimiert ist, um durch einenkBansverlust in einem spaten Stadi-
um derdef-101 Mutante mdglichst viele regulierte Zielgeneeriassen. Die Makroarray-
Daten vonDEFICIENSzeigen eine sehr deutliche und auch von den aesolatensita-
ten her hohe Expressionsaktivierung in Petaleni®PB im Vergleich zu den Sepalen.
Im Stadium P4 sinkt das Expressionsniveau jedoadevi deutlich ab und gentgt mit
einem Verhaltnis von 1.19 sogar nicht mehr dem ghis®kriterium von 1.2 fach. Die
Expression vorGLOBOSAdagegen ist durchweg in Petalen P1 bis P4 im ¥miglzu
der Expression in Sepalen aktiviert.

Um diese Expressionsdaten mit Hilfe einer unablgergMethode zu bestatigen, wurden
in diesem Kapitel RT-PCR-Analysen dieser beideneGenden gleichen Sepalen- und

Petalenstadien durchgefuhrt, wie sie fur die MakeaExperimente verwendet wurden.

NebenDEFICIENSund GLOBOSA die hauptsachlich in Blitenorganen des zweiteh un
dritten Wirtels exprimiert werden, gibt es nochigénandere Bliten-spezifische Gene,
deren Expression in Petalen verschiedener Altdessin der Literatur beschrieben wird
(siehe Einleitung; Kapitel 1.1). Ein Vergleich in@NA-Sequenzen mit den in der EST-
DB verfugbaren cDNA-Sequenzen ergab, dass hom&&JeKlone der GenBALLIDA,
DELILA undBAMT auf den EST-Filtern vorhanden waren. Diese pwatDEF-Zielgene
wurden in die semiquantitativen RT-PCR-Analysenemibezogen, um vergleichende
Aussagen Uber die Expressionsintensitaten der talédheexprimierten Gene treffen zu
kénnen.

Unter Benutzung der cDNA-Sequenzen \RBFICIENS GLOBOSA, PALLIDA, DELI-
LA und BAMT wurden Gen-spezifische Primer generiert und seamtgative RT-PCR-
Analysen in Sepalen und den Petalenstadien P1-Rshgkfihrt. Die Ergebnisse dieser
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unabhangigen Expressionsstudie wurden einerseitdaniMakroarray-Daten der korres-
pondierenden ESTs und andererseits mit den benestsler Literatur bekannten Expres-
sionsdaten verglichen. Abbildung 3-9 zeigt eineafosenstellung der Expressionsdaten
dieser funf Gene. Als Vergleichsstandard der RT-RZ&Rle ein Fragment der ubiquitér
exprimiertenUbiquitin-Protein-Ligase Zrerwendet. Auch die Makroarray-Daten des zu

diesem Gen korrespondierenden ESTs sind in derdd\big aufgefihrt.

Gen Expression in Petalen (Literatur) RT-PCR O EST-Nummer  Makroarray-Ratios

Petalen
o P %} ?

25 018 501 010 10 179 1.72 174 1.19

Petalen

2 0

Sepalen

Sepalen

DEFICIENS in allen Stadien der Petalenentwicklung

GLOBQOSA inallen Stadien der Petalenentwicklung 25 018 _5_02_d09 1.0 1.39 1.29 1.28 1.39

PALLIDA in adulten und reifen Stadien 25 018 3 08_i15 10 1.00 1.03 1.06 1.14

DELILA in adult_en unq reifen_Stadien 25 018 4 06 k20 1.0 098 1.00 0.95 0.95
Maximum in Stadium 3 7 VO_

BAMT nur in den Lappen von reifen Petalen 25 018 1 09 b17 1.0 0.96 0.98 0.95 1.22
(P4) nach der Anthese

UPL2

(PCR-Standard) ubiquitar exprimiert 30 018_1 12 009 1.0 1.00 1.00 1.01 1.01

Abb. 3-9 Vergleichende Expressionsanalysen ausgewdahlter Béit-spezifischer Gene

Die Expressionsdaten Bluten-spezifischer Gene uredt korrespondierender EST-Klone aus der Literatur,
den RT-PCR-Analysen und der Makroarray-Daten (aapiti€l 3.1.2) wurden tabellarisch zusammen ge-
stellt. Die RT-PCR-Reaktionen wurden mit einer RuirAnlagerungstemperatur von 56°C und einer Syn-
thesezeit von 1 min durchgefiihrt. Die Anzahl devgitig durchgefuhrten Zyklen ist neben der UV-Licht-
Fotografie vermerkt. Die Amplifikatlange betragivigls ca. 500 bp.

Die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCRs hgstéttendenziell die Makroarray-
Expressionsdaten vdbEF undGLO. Die in Petalen P1 bis P3 ansonsten sehr starke Ex
pression vVorDEFICIENSsinkt im Stadium P4 deutlich ab. Ein anderes Bilgibt sich

bei Betrachtung deGLOBOSAEXxpression, in Sepalen kaum nachweisbar zeigvgle
rend der gesamten Petalenentwicklung bis hinediearEndphase (P4) ein hohes Expres-
sionsniveau.

Auch bei den GeneRALLIDA undBAMT lasst sich eine Ubereinstimmung zwischen den
Expressionsdaten aus der Literatur, der RT-PCRy&eal und der Makroarray-Studien

feststellen. Im Falle vVODELILA sieht man eine Ubereinstimmung zwischen den Daten
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der RT-PCR-Analysen und denen aus der Literatw,Miakroarray-Daten konnen die
differentiellen Expressionsniveaus dieses Gensnierachiedlichen Petalenstadien ten-

denziell nicht bestatigen.

Zusammenfassend konnten die aus der Literatur bédarExpressionsdaten der fiinf
Bluten-spezifischen Gene in WT-Petalen vAn majus mittels semiquantitativer RT-
PCRs klar bestatigt werden. Zudem korreliertenMakroarray-Daten von vier der funf
korrespondierenden ESTs mit der ExpressionsdyndemiRT-PCRs.

Im Hinblick auf die Isolierung von DEF-Zielgenensabetalen erweist sich, unter Einbe-
ziehung der bestétigten Expressionsdaten DEFICIENSIn spaten Petalenstadien das
Stadium P3 als am besten geeignet. In dieser Rleadeetalenentwicklung wurde sowohl
eine beachtliche Regulationsaktivitat Petalen-dpehier Gene, als auch eine ausrei-

chend hohe Expression vBEFICIENSselbst nachgewiesen.
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3.2 Isolierung von DEF-Zielgenen aus spaten Petalen  stadien

Wahrend der Petalen- und Staminaentwicklung istefiie vollstandige und korrekte
Entwicklung dieser Blutenorgane das kontinuierlidherhandensein des DEF Proteins
notwendig (siehe Einleitung). Die Zielgene, weldwes regulatorische Potential dieses
Transkriptionsfaktors ilAntirrhinum majusrealisieren, sind jedoch noch weitgehend un-
bekannt (Beyet al, 2002). In dieser Arbeit sollten durch eine Konation der Makroar-
ray Technik und einenm vivoinduzierbaren System, ddef-Ll01 Mutante, DEF-Zielgene

isoliert und charakterisiert werden.

Mittels Temperaturverschiebungs-Experimenten mitd##-101 Mutante wurde gezeigt,
dass Petalen und Stamina verschiedener Entwicldtandjen unterschiedliche Sensitivi-
taten und Restaurationspotentiale nach StérungeBE-Funktion aufweisen (Zachgo
et al, 1995). In diesem Kapitel werden die EST-Filterwendet, um die Anderung der
Genexpression nach einer induzierten ReduktionDdgf-Funktion indef101 Pflanzen

zu untersuchen. Als DEF-Zielgene werden diejeni@ene definiert, deren Expressions-

niveau sich signifikant in Folge der reduziertenfEunktion andert.

Aus Kapitel 3.1.2 geht hervor, dass viele Geneirdider Petalenentwicklung involviert
sind eine charakteristische Expressionsdynamik @igém. Um zu vermeiden, dass signi-
fikante Expressionsunterschiede innerhalb defiere&tadien aufgrund der Durchmi-
schung mehrerer Entwicklungsstufen nicht mehr desedar sind, wurde fir diese Mak-
roarray-Analysen ein definiertes Petalenstadiungewahlt. Aus den Transkriptomanaly-
sen der Wildtyp-Petalen ist ersichtlich, dass gige Petalenentwicklung b&ntirrhinum
majusein komplexer und dynamischer Prozess ist. In #€4f11.2.2 wurde gezeigt, dass
die Regulationsaktivitat innerhalb der Petaleneckiving besonders hoch in den Stadien
P3 und P4 ist (siehe Abb. 3-3 und Abb. 3-6). Aus BF-PCR-Analysen (Kapitel 3.1.3
Abb. 3-9) ging hervor, dass das ExpressionsniveauDEFICIENS sehr stark in den
Petalenstadien P1 bis P3 ist, in P4 allerdingsébbtlich sinkt. Aufgrund dieser Daten
und unter der Annahme, daB&F maRRgeblich an der Genregulation in spaten Petalens
dien beteiligt ist, wurde das Petalenstadium P3li@Expressionsprofil-Experimente zur

Isolierung von DEF-Zielgenen ausgewabhilt.
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3.2.1 Morphologische Auswirkungen von Temperaturver  schiebungs-
Experimenten wahrend der Petalenentwicklung bei def-101 Mutanten

Zunachst wurde untersucht, inwieweit eine zeitlisbgrenzte Reduktion der DEF-
Funktion der Petalenentwicklung makroskopisch biaté Verdnderungen der Petalen-
morphologie verursacht.

In Temperaturverschiebungs-Experimenten mitdbfl01 Mutante konnte gezeigt wer-
den, dass ein DEF-Impuls von nur 24h in sehr jurBjéitenstadien vor dem Erscheinen
der Sepalenprimordien hinreichend ist fur eineigriing der Karpelle im vierten Wirtel
(Dr. S. Zachgo, personliche Mitteilung). In einermdaren Experiment bewirkte die Re-
duktion der DEF-Funktion fur 72h, dass an der BdsisFilamente der Stamina des Sta-
diums 3 karpelloide Strukturen ausgebildet wurden . Zachgo, personliche Mittei-
lung).

Diese Versuche zeigen, dass erstens morphologfesweirkungen nach Veranderungen
der DEF-Funktion fur nur 24h nachgewiesen werdemka, und zweitens dass eine mo-
difizierte DEF-Funktion auch in spaten Blutenstadigoch sichtbare morphologische

Veranderungen zur Folge hat.

Zur Untersuchung welche morphologisch sichtbareeswikungen auf Petalen eine un-
terschiedlich lange reversible Reduktion der DERKa@N derdef101 Bliten hat, wur-
den Temperaturverschiebungs-Experimente mit jurdgfi0l1 Infloreszenzen durchge-
fuhrt. Diedef101 Pflanzen wurden in der permissiven Temper@dthitC) angezogen bis
ihre Infloreszenzen ca. 1 cm grof3 waren. Dann wujdeeils 15 von ihnen fur drei,
sechs oder 10 Tage in der nicht-permissiven Tenyre(@6°C) kultiviert, bevor die
Infloreszenzen wieder bei 15°C auswuchsen.

Die Wildtyp-ahnlichen Bluten vodef101 Pflanzen, die unter permissiven Bedingungen
(15°C) kultiviert wurden zeigten allgemein ein kaaRperes Wachstum und deren Petalen
eine intensivere Farbung und deutlichere Furchuargarolla im Vergleich zu WT165E
Bluten (siehe Abb. 3-11 und Einleitung).
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10 Tage

Abb. 3-10 Infloreszenzen und Einzelbliten vondef-101 Pflanzen nach unterschiedlichen Tempera-
turverschiebungs-Experimenten in jungen Entwicklungstadien

Die def101 Pflanzen wurden unter permissiven Bedingur{&hC) kultiviert und zu einem Zeitpunkt, als
die Infloreszenzen ca. 1 cm grofd waren fur 3 (A)Bpoder 10 Tage (C) in nicht-permissive Bedingunge
(26°C) geshiftet. Die anschlieRende Kultivieruntplgte wieder unter den Anfangsbedingungen. Die Ein-
zelbliten (D) stammen aus vergleichbaren Entwicldstagien der unterschiedlich lang behandelten Pflan
zen.

In Abbildung 3-10 werden ausgewachsene Infloreszemgezeigt, deren Petalen von der
temporar verminderten DEF-Funktion beeinflusst vemrdJe langer die Pflanze unter
nicht-permissiven Bedingungen kultiviert wurde, tdedeutlicher zeigen deren Petalen
sepaloide Charakteristika wie verkirztes Wachstaoh griine Sektoren. Dies zeigt, dass
nach einem 72 stiindigen Ausfall der DEF-FunktianRietalenmorphogenese irreversibel
gestort ist.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde angenommen, ddssamskriptioneller Ebene Ver-
anderungen der DEF-Zielgene als Reaktion auf edgeizierte DEF-Funktion fir 72h
ebenfalls nachweisbar sind. Um aul3erdem Zielgensatieren, die sehr schnell auf eine
Modifikation der DEF-Proteinkonzentration reagieremirden bei den folgenden Expres-
sionsstudien auch die Transkriptomveranderungeh aemer 24 stiindigen Reduktion der
DEF-Funktion untersucht.
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3.2.2 Expressionsprofil-Experiment mit einem spéten Petalenstadium der
def-101 Mutante

Blihende Infloreszenzen ddef101 Mutante, welche unter permissiven (15°C) Bedin
gungen heranwuchsen, wurden fir null, 24 oder T@d&n in eine Klimakammer mit
nicht-permissiven Temperaturbedingungen (26°C)starert und danach Petalen des
Stadiums P3 (siehe Abb. 3-11) geerntet. Die Ge&iNA-dieser drei Blutenblattproben
diente als Vorlage zur Herstellung der Sonden,daiten die EST-Filter jeweils dreimal
hybridisiert wurden. Auch hier wurde fir jede Kommalh Gesamt-RNA aus mindestens
zwei unterschiedlichen Isolationen zur Erzeugungrddioaktiv markierten Sonden be-

nutzt.

Abb. 3-11 Blitenstadien der def-101 Mutante in Analogie zur Einteilung der Petalensadien des
Wildtyps 165E

Die Bluten derdef101 Mutante sind im allgemeinen etwas kleiner undchpakter als die des Wildtyps
165E. Die Stadien wurden unter Berlicksichtigungrderphologischen Charakteristika in Anlehnung an
die Stadieneinteilung des Wildtyps definiert (siétapitel 3.1.1).

Ziel war die Identifizierung aller ESTs, deren Eegsion sich aufgrund der abnehmenden
DEF-Funktion signifikant &ndert. Um Falschpositimasschlielien zu kdénnen, die nur
aufgrund der Temperaturdifferenz, nicht aber weden verminderten DEF-Funktion
reguliert werden, wurde das gleiche Expressionggtaperiment parallel mit Proben
von WT165E Petalen, die unter den gleichen Bediggnraufwuchsen und geerntet wur-
den, durchgefihrt (siehe Kapitel 3.6.2).
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3.2.2.1 Prozessierung und qualitative Prifung der Makroarray-Daten

Die Prozessierung und Auswertung der MakroarraeDatlieses Expressionsprofil-
Experiments (gef-101 P3*) erfolgte analog zu der in Kapitel 3.1.2deiebenen Makro-
array-Analyse der Petalenentwicklung (,WT Stadier8ignifikant regulierte Gene wur-
den unter Benutzung des M-CHIPS-Analyseverfahrensttelt und mussten den glei-
chen Qualitatskriterien genigen, wie sie unter #hfd.1.2.2 aufgefihrt sind. Die in die-
sem Experiment ermittelteRearsonKorrelationskoeffizienten sind in Abb. 3-12 darge-

stellt.

Primérspot gegen Sekundérspot ‘ Hyb 1 gegen Hyb2

rxy = 0.991 o0 ‘ Iy = 0.958 .
g a g °§"’ i
|
log (prim.) A i log (Hyb 1) B
Kontrolle gegen 24h | Kontrolle gegen 72h
Iy =0.913 | rxy= 0.870
: 5 |
log (Kontrolle) C ‘ log (Kontrolle) D
Korrelationskoeffizienten des Expressionsprofil-Exper iments ,, def-101 P3*
Filterqualitat Reproduzierbarkeit Kondition / Kontrolle
K>W 24h  Hybl 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  Hybl 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

Abb. 3-12 Korrelationskoeffizienten des Expressiogprofil-Experiments ,,def-101 P3*

Die PearsonKorrelationskoeffizienten wurden fiir die jeweileedHybridisierungen der drei Konditionen
(K->W 0h, 24h, 72h) berechnet (siehe Material & Methgdprim = Primérspot; sek = Sekundérspot; Hyb
= Hybridisierung; K = Kélte (15°C); W = Warme (26°C
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Die hohen Werte der Korrelationskoeffizienten aga 8erechnungen bei denen die In-
tensitaten der Primarspots mit denen der Sekuno@rserglichen wurden oder der ver-
gleichenden Analysen zweier Hybridisierungen inafisheiner Kondition spiegeln eine
hohe Filterqualitdt und zudem eine gute Reprodbarkeit wider (exemplarischecat-
terplots A und B, Abb. 3-12). Bei den Vergleichen der elnea Konditionen (koW
24h, bzw. 72h) zur Kontrolle sieht man, dass hier@treuung der Datenpunkte in den
scatterplots(C und D, Abb. 3-12) bei weitem nicht so ausgepistgwie die Distribution
der Datenpunkte in den organibergreifenseatterplotsC-F, Abb. 3-2, Kapitel 3.1.2.1)
der ,WT Stadien* Analysen. Des Weiteren weisenKherelationskoeffizienten vony =
0.913 (24h) und,y = 0.870 (72h) darauf hin, dass sich das Expressieesu der meisten
untersuchten Gene kaum oder gar nicht gednderDrest.entspricht den Erwartungen, da
hier zum einen nur Material eines Organs von eimgefmierten Stadium (P3) benutzt
wurde. Dennoch ist hier anhand dmratterplotsschon erkennbar, dass die Anzahl der
regulierten Gene, welche potentielle DEF-Zielgeaestllen nach 72h Behandlung im

Vergleich zu der 24 stiindigen Behandlung ansteigt.

3.2.2.2 Regulierte ESTs nach Reduktion der DEF-Funktion in Petalen P3 der
def-101 Mutante

Insgesamt zeigen 125 ESTsdaf-101 Petalen P3 eine signifikante Expressionsverande
rung innerhalb der ersten drei Tage nach BehandiDagon reagieren 39 ESTs auch in
WT Petalen des Stadiums P3 signifikant auf eine pegaturerhéhung fur 24h oder 72h
(siehe Kapitel 3.6.2). Bei genauerer Betrachtungnke jedoch festgestellt werden, dass
nur 17 dieser ESTs wirkliche Falschpositive, d.br aufgrund des Temperaturunter-
schieds und nicht wegen der reduzierten DEF-Funkegulierte Gene sind. Die verblei-
benden 22 ESTs sind in déef101 Mutante im Vergleich zum WT entweder starkeer r
guliert (18 ESTs) oder zeigen einen kontraren Raguristrend (4 ESTS).
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Regulierte ESTs in Petalen P3 der def-101 Mutante
nach Verminderung der DEF-Funktion

K>W 24h K>W 72h

60

40

20

Anzahl
o

19
20

51

40

60

B aktiviet [ reprimiert

Abb. 3-13 Regulierte ESTs indef-101 Petalen Stadium P3 nach Verminderung der DEF-Furtlon.
Berlcksichtigt werden alle ESTs, deren Expressioremliehandelten Petalen P3¥KV 24h oder KW
72h) eine minimal 1.2 fache Abweichung zum Expressidveau der nicht behandelten Petalen aufweist.
K = Kalte (15°C); W = Wéarme (26°C)

Nach Abzug der Falschpositiven bleiben 108 DEFg&aE mit einer signifikant differen-
tiellen Expression irdef-101 Petalen P3 nach Verminderung der DEF-Funkiior2éh
oder 72h (Datentabelle im Anhang unter Kapitel .7BBi 55 von ihnen erhoht sich das
Transkriptionsniveau im Vergleich zur Kontrollbegimg und bei 53 ESTs wird die Ex-
pression verringert. Spaltet man diese Ergebnisséemwnach den einzelnen Untersu-
chungsbedingungen auf, so ist bereits nach 24Rrdieskription von 47 ESTs reguliert,
60% davon zeigen eine TranskriptionsaktivierunghgiAbb. 3-13). Nach 72h Wachstum
in der permissiven Temperatur weisen 98 ESTs eraaskriptionsregulation auf, wobei
hier ein ausgewogenes Verhaltnis zwischen den Aematter ESTs mit erhohten bzw.

erniedrigten Expressionsniveau zu beobachten ist.

Zur genaueren Analyse der 108 ermittelten DEF-2Zieégwerden in den Kapiteln 3.2.2.3
und 3.2.2.4 die von DEF aktivierten bzw. reprineertZielgene getrennt voneinander
betrachtet. Zunachst wird jedoch der gesamte Daterder 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 durchgefiihrteiPBFAnalysen wurden auch hier den
EST-Datensets funktionelle MIPS-Kategorien nach giech mit dem Gen mit der

hdchsten Sequenzéhnlichkeit arabidopsiszugeordnet.

Vergleich der Funktionellen Zuordnungen
70%
EGO%
& 50%
)
7:540%
=}
€ 30%-
[}
S 20%-
o
10%-
0%
1 2 3 4 5 6 8 10 11 13 14 20 25 30 33 35 62 63 67 99
Kategorien
|:| EST-Kollektion . Exprimiert . Reguliert
gesamt in def-101 P3 in def-101 P3
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  Zellulérer Transport 62  Regulation Proteinaktivitat
10 Zellularer Kommunikation 63  Struktur- oder Katalyt. Proteine
11 Zellabwehr 67  Transport
13 Interaktion mit Zellumgebung 99  Nicht klassifiziert

Abb. 3-14 Vergleich der funktionellen Zuordungen e&r gesamten ESTs deAntirrhinum-Kollektion

mit denen der indef-101 Petalen P3 exprimierten bzw. regulierten ESTs

Die Sequenzen der gesamten Unigeneldirrhinum EST-Kollektion (11.600), der idef101 Petalen P3
exprimierten ESTs (2848) und der von DEFRdef101 Petalen P3 regulierten ESTs (108) wurden mit den
Proteinsequenzen volrabidopsis thalianaverglichen. Die jeweiligen MIPS-Kategorien der sezahn-
lichstenA. thalianaGene wurden Gbernommen und die prozentualen Héifggn der, in den drei Daten-
satzen vorkommenden MIPS-Kategorien verglichen.

Auch hier wurde der Datensatz derdiefF101 Petalen P3 regulierten ESTs (108) mit dem

der in diesem Petalenstadium exprimierten ESTs8R84Ad dem Gesamt-Datensatz der
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EST-Kollektion (11.600) verglichen und die prozeaiam Anteile der Kategorien am je-

weiligen Datensatzvolumen in einem Balkendiagranangestellt (sieche Abb. 3-14).

Die prozentualen Anteile der Halfte der in AbbilduB-14 dargestellten Kategorien sind
auf einem vergleichbaren Niveau in allen drei Dségren. Die anderen 10 dieser 20
MIPS-Kategorien sind im Datensatz der von DEF regidn Gene entweder Uber- oder
unterreprasentiert. Sie sind in Tabelle 5 dargest#@l den Kategorien, die sowohl im
Datensatz der idef101 Petalen P3 exprimierten als auch im Daterdatzlort regulier-
ten ESTs (jeweils im Vergleich zum EST-Gesamtset)tkich Gberreprasentiert sind ge-
héren Metabolismus, Energie, Zellabwehr, Interaktioit Zellumgebung, Entwicklung,
Kontrolle der zellularen Organisation, Zelltyp-@@feénzierung und Transport (siehe Ta-
belle 5).

exprimiert in reguliert in

Kategorie ESTs gesamt  def-101 P3 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 mterschiedlich reprasentierten funktionellen
MIPS-Kategorien des Datensets der inef-101 Petalen P3 regulierten ESTs

Angegeben sind jeweils die prozentualen Haufigketter MIPS-Kategorien innerhalb der drei untersuch-
ten Datensatze: EST-Gesamtset (11.6000ei101 Petalen P3 exprimierte ESTs (2848)l@t101 Peta-
len P3 regulierte ESTs (108).

Die Kategorien Proteinsynthese und Proteinverarbgisind zwar auch im Set derdaf-
101 Petalen P3 exprimierten Gene im Vergleich zuesaBtset starker vertreten (9%
statt 6%, bzw. 18% statt 14%), jedoch sinken dietéV&ir diese Kategorien bei Betrach-
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tung der 108 DEF-Zielgene unter das Niveau der &t den EST-Gesamtdatensatz ab
(4% statt 6%, bzw. 7% statt 14%).

Verglichen mit der MIPS-Kategorie Analyse der in \We&talenstadien (Kapitel 3.1.2.2.1)
aus der funf Kategorien hervorgingen, die im Setrdgulierten Gene deutlich Gberrepra-
sentiert waren, wurden hier zehn Kategorien besbbn, deren prozentuale Anteile sich
in dem Datensatz der von DEF regulierten ESTs éhndeutlich von dem EST-

Gesamtdatensatz unterscheiden. Dies deutet darguldss sich das regulatorische Po-

tential von DEFICIENS auf viele verschiedene SteftWselwege erstreckt.

Um spezifischere Aussagen Uber die biologischeviRale der stark regulierten Katego-
rien treffen zu kénnen, wurden genauso wie furSlibdgruppen A-D (Kapitel 3.1.2.2.2
und 3.1.2.2.3) neben getrennten MIPS-Analysen igiDétensets der in behandeltisf
101 Petalen P3 hoch- bzw. runterregulierten EStlisétzlich separate funktionelle Be-
trachtungen der DEF-Zielgene dieser beiden Dateasdurchgefihrt (siehe Kapitel
3.2.2.3und 3.2.2.4).



Ergebnisse 68

3.2.2.3 Zielgene, die von DEF aktiviert werden

Da dieses Experiment das Expressionsverhalten §€s Bach einer Abnahme der DEF-
Funktion untersucht, sind alle Gene, die ebenfaltssignifikant abfallendes Expressi-
onsniveau nach Verminderung der DEF-Funktion zeigémekt oder indirekt aktivierte
Zielgene von DEF. Die 53 ESTs, die diesem Kritegenigen sind in Form eines hierar-
chischen Clusters (Abb. 3-15) dargestellt.

t |

DEF-Funktion

c
Q
‘ 5 @
[
w P @ EST-Nummer Homologie

G_h21 hypothetical protein

3 k19 glycine-rich RMA-binding protein
3_05_gl1 putative ribosomal protein L2
0g_al7 glyosxylase | (Glol)

_lo_lo7 hypothetical protein
_02_ol1 " alpha-1.4glucan protein synthase (UDP-farming)'
11 _104 cysteine proteinase EC 3.4.22.-
_08_piG ubiguitin f ribosomal protein CEPS2
03_al8

12_n15 ™ pectinacetylesterase

02_02 " chitinase EC 2.2.1.14

06G_o02 ** chitinaze EC3.2.1.14

o7 _mig naringenin 3-dioxygenase EC 1.14.11.8

*= ipid transfer protein

0G_ed1 ™ lipid transfer protein

0g_mid " glutamate-1-semialdehyde 2,7-aminomutase EC 5.438"
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11_p0S ™" histidine-rich glycoprotein
05_als ™ extensin-like protein GFP1

0G_l0z heta-ketoacyl-ACP synthase
0G_|20 glyzine hydroxymethyltransferase EC 2.1.2.1
h10 putative proteasze inhibitor

S_n20 CER1-like protein

1_114 translation elongation factor eEF-1 alpha chain

1_m1G reversibly glycosylated palypeptide (RGP1)

4 102 " pectinesterase-like protein

non-muscle myosin alkali light chain 1 fast skeletal muscle
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senescence-associated protein-like
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2_c01 ™ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase EC 1.2.1.12
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methionine synthase

T_g22 naringenin-chalcone synthase EC 2.3.1.74
4 h21 putative methionyl-tRNA synthethase
S5_d23 " nonspecific lipid transfer protein
1_o02 ™" 1A tubulin beta chain

G_el10 " GDSL-motif lipase

o_117 ™ cell wall protein clone pAt2181
3_e01 ™ GDSL-motif lipase J hydrolase

1_h12 ™" nonspecific lipid transfer protein
1_n17 ™" lipid transfer protein

1_m24 ** lipid transfer protein
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_G_08_122 " UDPglucose G-dehydrogenase EC 1.1.1.22
_: 1_o03 ** UDP-glucose G-dehydrogenase EC 1.1.1.22
_5_ 04 05 " 1A tubulin beta chain

G_10_ni8 MADS box protein DEFHS4

Abb. 3-15 Hierarchisches Cluster der von DEF aktivierten Zielggne indef-101-Petalen Stadium P3
unter Bericksichtigung ihrer Petalen-spezifischer Epressionsmuster

Die hier gezeigten ESTs zeigen nach Verminderund&gi-Funktion mittels Temperaturanderung fir 24h
oder 72h (Spalte 2 und 3) in mindestens einer didsdingungen einen signifikanten Riickgang ihrer Ex
pression im Vergleich zu der Kontrollbedingung (Bpd). Daneben sind die Expressionsprofile dieser
ESTs in den Petalenstadien P1 bis P4 (Spalten 5-8)ergleich zu dem Expressionsniveau in Sepalen
(Spalte 4) angegeben. Die ESTs sind gemaR der Akalidhres relativen Expressionsprofils angeordnet.
** = Korrelation zu Zellwandmetabolismus
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Innerhalb der Expressionsprofile der von DEF aktitedn Gene gibt es Unterschiede in
der Schnelligkeit und der relativen Starke der Reakauf eine modifizierte DEF-

Funktion. Wahrend viele ESTs mit einem stetig defalen Expressionsniveau innerhalb
der ersten 72h nach Behandlung reagieren, gibihggeebei denen die maximale Regula-
tion sehr schnell nach 24h erfolgt, oder anderegrd&xpressionsniveau nach 24h ver-
minderter DEF-Funktion kaum beeinflusst und demisigante Effekt erst nach 72h

nachweisbar ist. Im Weiteren fallt wie schon ben deerarchischen Clustern der Sub-
gruppen A-D (Kapitel 3.1.2.2.2 bzw. 3.1.2.2.3) addiss auch hier Gene mit dhnlichem

Expressionsmustern ahnliche BLAST-Homologien ausemei

Betrachtet man die BLAST-Homologien dieser 53 ESiiter funktionellen Aspekten, so

fallt auf, dass 24 von ihnen mit dem Zellwandmelisbwus bzw. Zellstreckungswachs-

tum korreliert werden kénnen. Neben strukturellesst@ndteilen der Zellwand (z.B. Ex-

tensin und Tubulin) umfassen die Ergebnisse deu&eyergleiche aullerdem Enzyme
aus dem Glukosestoffwechsel (z.B. UDP-Glukose 6yDetgenase), Enzyme die bei der
Zellstreckung eine Rolle spielen (Pektinesterasi@) CER1-ahnliches Protein und allein
sechs Lipid Transfer Proteine.

Die Untersuchungen der MIPS-Analysen fiir dieserebsdtz ergeben, dass im Vergleich
zum Gesamtset der EST-Kollektion in die Kategoréetabolismus (40% statt 20%),

Interaktion mit der Zellumgebung (19% statt 7%) ugahtrolle der zellularen Organisa-

tion (25% statt 8%) stark Uberreprasentiert sind.
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3.2.2.4 Zielgene, die von DEF reprimiert werden

In Analogie zu der Aussage am Anfang von Kapit2l31 werden hier alle ESTs als von
DEF direkt oder indirekt reprimierte Zielgene bebeiet, die ein signifikant erhdhtes
Expressionsniveau nach Verminderung der DEF-Funktiadef101-Petalen Stadium 3

aufweisen. Die Expressionsdynamiken der 55 ESTsligges Kriterium erflllen sind in

Abb. 3-16 dargestellt.
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H_05_gl13  ### H+-transporting ATP synthase EC 3.6.1.24
1_01_el5  ### ribulose-hisphosphate carboxylaze EC 4.1.1.20 small chain precursor

_G5_01_c10 beta-glucosidase EC 3.2.1.21

_G6_01_eD2 beta-glucosidase EC3.2.3.12

_G_01_loz

_G6_02_d01  ### photosystem |l oxygen-evolving complex protein 3
_G_0&_e10 lipoxygenase EC 1.13.11.12

1_06_d03  ### photosystem |1 101 protein precusor

_2_08_d19  ### light inducible tissue-specific 5T-L51 protein
G_02_gla  ### ribulose-hisphosphate carboxylase activase EC G.3.4.-
G_08_j23  #&# plastid-lipid associated protein (PAP)

### ribulose-bisphosphate carboxylase activase EC G.3.4.-

DEF-Funktion
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2 EST-Nummer Homologie
018_2_02_p22 " gibberellin induced protein {(Gip1)
018_4_03_m12 " plasma membrane intrinsic protein
018_5_05_f17 ™ plasma membrane intrinsic protein
018_5_09_al1 MOl protein
018_1_03_n20 " plasma membrane intrinsic protein
018_5_08_f10 anleyrin-like protein
018_1_11_hO7 putative reductase / dehyidrogenase
018_5_04_j22 LytB-like protein
018_5_10_h1G acyl-ACP thioesterase
018_3_06_f10 hypothetical protein
018_5_10_f12 " oakuaparin 2
018_5_12_h0g
018_1_03_c19 " gibberellin-regulated protein (GEG)
018_5_02_c0G catalase EC 1.11.1.6
018_3_05_k4
018_4_05_m21 hypothetical protein
018_5_10_g10 catalase EC 1.11.1.6
018_6_03_lo4 catalase EC 1.11.1.6
0128_4 04 |03
018_5_07_h11 ™" omega-3 fatty acid desaturase EC 1.14.99.-
018_4_12_h18 hypothetical protein
018_3_06_a12
018_5_10_h14 *° mevalonate disphosphate decarboxylase
018_4 07_k15
018_5_0G_m19 unknown protein
018_5_12_al8 (nifS) nitrogen fixation protein
0128_4 11_e06
018_4_12_116 hypothetical protein
018_4 12_m17
018_5_12_g0iG ribonuclease |l-related protein
018_G6_01_m0& pol polyprotein homaolog
012_4_04_m01
012_4_02_e05
012_4_04 e02 phosphoribosylformylglyeinamidine synthase EC 6.2.5.3
o1e_a_11_ni1 putative protein kinase
018_6_02_h22 " GDEL-motif lipase / hydrolaze
018°6_08_h14 MATE efflux protein-related
018 404 117
012_4_06_hoo
01e_1_07_i03 S-Z-hyclrox:.r-acin:l oxidase EC 1.1.2.15
018_4_05_m22 acyl-Cod oxidase EC 1.2.2.6 peroxisomal
018_56_10_o07 ™ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase NADP+ EC1.2.1.8
018_1_05_c17 N-carbamyl-L-amino acid amidohydiolase EC 3.5.-
018
018
018
018
018
018
018
018
018
018
018
018

@
[=}
o

1|
%]
=1

Abb. 3-16 Hierarchisches Cluster der von DEF reprimierten Ziebene indef-101-Petalen Stadium P3
unter Beriicksichtigung ihrer Petalen-spezifischen Egressionsmuster

Die hier gezeigten ESTs zeigen nach Verminderundp&@é®-Funktion mittels Temperaturdnderung fur 24h
oder 72h (Spalte 2 und 3) in mindestens einer diBsdingungen einen signifikanten Anstieg ihrer Ex-
pression im Vergleich zu der Kontrollbedingung (Epd). Daneben sind die Expressionsprofile dieser
ESTs in den Petalenstadien P1 bis P4 (Spalten B8)argleich zu dem Expressionsniveau in Sepalen
(Spalte 4) angegeben. Die ESTs sind gemaR der Akalidhres relativen Expressionsprofils angeordnet.
** = Korrelation zu Zellwandmetabolismus; ### = Kelation zu Photosynthese
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Auch hier finden sich wieder einige ESTs, die emgresehr schnell schon nach 24h oder
nur spater nach 72h einen signifikanten regulatiZéfiekt auf transkriptioneller Ebene
zeigen. Bei den meisten ist jedoch, wie schon leai ¥vbn DEF aktivierten Zielgenen,
eine sich verstarkende Expressionsénderung in Rea&uf eine verlangerte Reduktion
der DEF-Funktion zu beobachten.

Bis auf wenige Ausnahmen zeigen die von DEBaA101 Petalen des Stadiums P3 nega-
tiv regulierten ESTs in WT-Petalen Stadium P3 ememindertes Expressionsniveau
gegenuber dem in Sepalen. Besonders zwei Subgrdpfyen in diesem hierarchischen
Cluster auf: die erste beinhaltet ESTs, deren Bgwa in WT-Petalen P1 bis P3 &ul3erst
stark vermindert ist, die zweite ESTs bei denes digrchweg in allen Petalenstadien der
Fall ist (siehe Abb. 3-16) Ende erstes Drittel g@damtes letztes Drittel). Bei genauerer
Betrachtung fallt auf, dass die meisten ESTs daitew Gruppe funktionell mit der Pho-
tosynthese assoziiert sind. Hier liegt eine eindeuKorrelation zwischen Genregulation
und Funktionalitat vor. Zudem zeigen auch hier wredele ESTs eine Verbindung zum
Zellwandmetabolismus. Darunter befinden sich neBerymen des Lipidstoffwechsels
(z.B. Mevalonat-Disphosphat-Decarboxylase, GDSLakg) zwei Gibberellin-regulierte
Gene und vier Plasmamembranproteine. Aul3erdemdmzfisich unter den von DEF re-
primierten Genen einkyrindhnliches Gen, dessen Genprodukt eine auf osrhetisc
Stress reagierende Proteinkinase darstellt und reinsporter-GenMATE-Efflux ahnli-

ches Gen).
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3.2.3 Bestatigung der Makroarray-Daten mittels semi  quantitativer RT-PCRs

Um die mittels Makroarray-Expressionsprofil-Expeeimten identifizierten DEF-Zielgene
mit einer unabhangigen Expressionsanalyse-Methadenersuchen, wurden semiquan-
titative RT-PCRs mit 16 Gen-spezifischen Primerpaadurchgefuhrt (Sequenzen der
Oligonukleotide siehe Anhang). Hierfir wurden 15n&enklusive DEFICIENS und
GLOBOSAaus dem Set der 108 regulierten ESTs ausgewaklt zusatzlichRan3
(GTPase) als PCR-Standard verwendet. Hauptkritéiiedie Auswahl waren Schnellig-
keit und Starke der Expressionsveranderung degeie nach Verminderung der DEF-
Funktion bei mdglichst geringer Reaktion auf dienperaturanderung. Die Primer wur-
den so gewahlt dass die durchschnittliche Amplifdege 400-500 Basenpaare betrug.
Eine Zusammenstellung des Vergleichs der Expresdaian ist in der Abbildung 3-17
dargestellt.

Hier zeigt sich, dass die Makroarray-Daten diesqw&ssionsprofil-Experiments qualita-
tiv zu Uber 80% mit Hilfe der semiquantitativen RCR Technik bestatigt werden konn-

ten (siehe teilweise auch Abb. 3-18, Kapitel 3.3.1)
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EST-Nummer RT-PCR Makroarray-Ratios Homologie

def-101 WT165E def-101 WT165E

k>w | k>w k>w k>w

024 72 "0 24 72 0 24 72 0 24 72
018 5 01_010 - 1.0 0.91 0.82 1.0 0.99 0.92 DEFICIENS
018 5 12 k20 - 1.0 093 0.71 1.0 0.91 0.83 QggaUTn‘::r‘g:Eheit
018 5 05 _al5 = 1.0 0.85 055 1.0 1.10 0.63 E;‘:!:S'li'gﬁshfh“"e'” GPP1
018_6_08_j23 B 10134 150 10 102 .04 Lopine-assoz Protein PAP
018 5 01_e02 _* 121 1.31 1.0 1.02 1.02 Eg%ig_'g_klogidase
018 5 02 g06 _ 1.0 1.47 1.75 1.0 1.07 1.04  RuBisCO Aktivase EC 6.3.4.-
018 4 05 _m21 - 1.0 1.26 1.54 1.0 0.98 1.12  Hypothetisches Protein
018 4 06_e01 = 1.0 0.79 0.82 1.0 1.29 1.21 Lipid Transfer Protein
018_6_07 m18 - 1.0 082 0.82 1.0 1.31 1.07 gg’ilngi’fﬂz'l)ioxyge”ase
018 5 03 c12 - 1.0 0.81 0.76 1.0 1.02 0.98  Myosin, leichte Untereinheit
018 5 08 f14 H 1.0 0.73 0.69 1.0 0.87 0.83  Unbekanntes Protein
018 6_08_n20 ; 0.92 0.80 1.0 1.06 1.13  CERZ1-dhnlich
018 5 02_d09 0.96 0.93 1.0 1.04 1.08 GLOBOSA
018 5 09 a0l 128 1.30 1.0 1.05 1.21  NOI Protein
018 6_06_ki11 10 102 101 10 1.04 1.06 23 GTPase

(PCR-Standard)

Abb. 3-17 Vergleich der Genexpression einiger DEF-Zielgene ittéls RT-PCR Technik und Makro-

array Technik.

Neben den UV-Licht-Fotografien der Gelelektrophoresier RT-PCR-Analysen sind die Makroarray-
Daten der korrespondierenden ESTs in Mutadef101) und WT aufgelistet. Die RT-PCR-Reaktionen
wurden mit einer Primer-Anlagerungstemperatur v6fiCsund 1 min Synthesezeit durchgefiihrt. Die An-
zahl der PCR-Zyklen betrug 20 (bzw. * 25). k = K@I&*C); w = Warme (26°C); 0 (24, 72) = Material

wurde fur 0 (24, 72) Stunden behandelt.
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3.3 Vergleichende Expressionsanalysen ausgewahlter DEF-
Zielgene in Mutante und Wildtyp

3.3.1 Auswabhl einiger DEF-Zielgene fiir weitere Anal  ysen

Von den uber 100 DEF-Zielgenen, die in Kapitel 8i@rch das Expressionsprofil-
Experiment identifiziert werden konnten, wurden YVieitere detailliertere Expressions-
analysen sechs bestéatigte Zielgene DEFICIENS und GLOBOSAals Kontrollen aus-
gewahlt.

Hauptkriterium fur die Auswahl der besten Kandidatear eine eindeutige und schnelle
Veranderung des Expressionsniveauslefl0l1-Petalen des Stadiums P3, nachdem die
DEF-Funktion fir 24h bzw. 72h vermindert wurde. 2admusste eine gleichartig starke
Reaktion aufgrund von Temperatursensitivitét ausgessen und die Expressionsande-
rungen durch RT-PCR-Studien bestatigt werden konbes Weiteren sollte sich das
Expressionsniveau der entsprechenden Gene in \piRiggalen Stadium P3 deutlich von

dem jeweiligen Expressionsniveau in WT Sepalenraateiden.

Makroarray-Daten EST-Nummer Bestatigung durch RT-PCR

Petalen

def-101 P3 WT165E P3
15C > 26T 15C > 26T
] @ 24h  72h 24h  72h

018_5_02_d09 GLO
018 5 01 010 DEF
018 5_12_ k20

018 5 05 al5

018_5_01_e02
018_6_08_j23

018_5_02_g06
018_4_05 m21

def-101 P3
15C - 26T
Oh 24h 72h

WT165E P3
15C > 26
Oh 24h 72h

Sepalen

+
+

+

o+ o+
+ o+ +
o+ o+

Abb. 3-18 Auswabhl einiger DEF-Zielgene fiir weitere Analysen

Fur alle ausgewahlten DEF-Zielgene wurden neben derddrray-Daten aus den Kapiteln 3.1 und 3.2 auch
die bewerteten Ergebnisse der RT-PCRs aus Kapiel 8chematisch dargestellt. Ein ,+* bedeutet, diss
Makroarray-Daten durch die RT-PCR-Ergebnisse qualitaestatigt wurden, ein ,-“ bedeutet, das diese
nicht bestatigt werden konnten. (rote Farbténedletd Expression im Vergleich zu Kontrolle; grinelfas

ne: verminderte Expression im Vergleich zur Kon#pll
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Abb. 3-18 fasst die bis hierher vorhandenen Exprasdaten der interessantesten ESTs
zusammen, deren Expression in induzierten Petalediu®n P3 sowohl in Makroarray-
Experimenten (siehe Kapitel 3.2.1) als auch mitRISPCR (siehe Kapitel 3.2.3) analy-
siert wurde. Zum Vergleich werden die entsprecheridaten vorDEF und GLO darge-
stellt, deren Expression bekanntermal3en unter aeuteregulativen Kontrolle der Prote-
in-Heterodimere steht (Trobnet al, 1992).

Eine Auflistung der Sequenzvergleiche der ausgaedlbene gegen die Gesamtheit der
bekannten Proteine bzw. derer wirabidopsis thalianast in Tabelle 6 zu sehen. Fur die
Sequenzvergleiche wurden die bis dato nur ansegpréziz cDNA-Fragmente der ent-
sprechenden EST-Klone noch einmal vollstandig regsnziert (siehe nachster Ab-
schnitt 3.3.2). Um die Handhabung dieser sechs idateh im weiteren Verlauf dieser
Arbeit zu vereinfachen, wurden sie gemal} der AdrilRegulation durch DEFICIENS in
det101 Petalen Stadium P3 benannt und durchnumme@erie, die von DEF aktiviert
werden, werden alDEFTupbezeichnet DEF Target-Gen_upegulated und solche die
von DEF reprimiert werden aBEFTdownDEF Target-Gen dowregulated.

DEF-Zielgen EST-Nummer BLAST-Homologie  .e-value® A thalianaGen mit
grol3ter Homologie
AGI |/ A

DEFTup 1 018 5 05 alb5 Extensin-ahnliches Protein GPP11e -47 At4g38770 (48% / 65%)

DEFTup 2 018 5 12 k20 B@lzhjngrl)el:rl]iﬁeit 0.0  At4g14960 (91% / 94%)
DEFTdown1l 018 5 02 g06 RuBisCO Aktivase 0.0 At2939730(79% / 86%)
DEFTdown2 018 5 01 e02 Beta Glukosidase le -102 At2g4448Q43% / 62%)
DEFTdown 3 018_4 05 m21  hypothetisches Protein (-1-)

DEFTdown 4 018 6 08 j23 Plastidlipid-assoziiertes Protein 3e -25 At3923400 (71% / 80%)
der Fibrillin-Familie

Tabelle 6 Ubersicht der ausgewahlten DEF-Zielgenait Ergebnissen der Sequenzéhnlichkeitsvergleiche

Den ausgesuchten ESTs wurden zur vereinfachten Handhaim weiteren Verlauf dieser Arbeit neue Namen
gegebenPEFT = DEF ,Target“-Gen;up = wird in Petalen Stadium P3 von DEF aktiviettwn= wird in Petalen
Stadium P3 von DEF reprimiert). Die Ergebnisse dejuSezvergleiche gegen alle bekannten Proteinensinginem
Mal der Wahrscheinlichkeit (,e-value*) angegebenki@iner dieser Wert ist, desto groR3er ist derefA@n Sequenz-
Ubereinstimmungen zwischen dem EST und dem wahrdichelromologen Gen. Daneben sind die AGI-Nummern
der Gene mit der hdchsten SequenzéhnlichkeiAriabidopsis thalianamit dem Grad der Gleichartigkeit der
verglichenen Proteinsequenzen in Prozent angegébémteil identischer AS; A: Anteil hnlicher AS)
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3.3.2 Ermittlung der vollstandigen EST-Sequenzen de  r ausgewahlten DEF-
Zielgene

Im Zuge der Erstellung der EST-Datenbank vartirrhinum majuswurden die herge-
stellten EST-Klone nur einseitig, ausgehend von 8efnde ansequenziert. Die dadurch
erhaltenen Sequenzen haben eine durchschnittliéghgd.von 582 Basenpaaren.

Fur mdglichst genaue Sequenzvergleiche werden gsonadsgewahlten Genen die kom-
plett verfigbaren EST-Sequenzen ermittelt werden.

Eine sukzessive Sequenzierung der entsprechend&PBSmide erfolgte unter Benut-
zung der im Anhang aufgefuhrten EST-Adapterprimed gpezifischen Sequenzierpri-
mern. Die Sequenzierreaktionen wurden von der 8ex@iruppe ADIS (MPI1Z) durchge-
fuhrt (siehe Material & Methoden Kapitel 2.7).

DEF-Zielgen ~ EST-Nummer BLAST-Homologie Lange cDNA Vollsgingiger
DEFTup1 018_5_05_al5 Extensin-ahnliches Protein GPP1 1779 bp ja
DEFTup 2 018 5 12 k20 Alpha Tubulin Beta Untereinheit 1600 bp ja
DEFTdown1l 018 5 02_g06 RuBisCO Aktivase 1597 bp ja
DEFTdown2 018 5 01_e02 Beta Glukosidase 1181 bp nein
DEFTdown3 018_4_05_m21 hypothetisches Protein 1094 bp nicht bekannt
DEFTdown4 018 6 08 j23 Plastidlipid-assoziiertes Protein 952 bp nicht bekannt

der Fibrillin-Familie

Tabelle 7 Langen der cDNA-Fragmente der ausgewahhteDEF-Zielgene

Die cDNA-Insertionen der EST-Plasmide wurden unteniBzung der jeweiligen Adapterprimer und erforidadn
Gen-spezifischen Sequenzierprimern sequenziert.LBiegen der vollstdandigen cDNA-Fragmente ohne Adapto
und poly(A)-Anhang sowie die Information tber dieligtandigkeit des offenen Leserasters sind angegddrF =
open reading frame

Fur drei der sechs neuen DEF-Zielgene wurden dmepketten Sequenzen der offenen
Leseraster ermittelt. Im Falle d&gta Glukosidasé&ens fehlt ein Teil des 5'-Bereichs
des offenen Leserasters, demzufolge konnte datc&@ian nicht bestimmt werden. Bei
den Gene®EFTdown 3bzw.4 ist die Position des Stop- bzw. Startkodons unklar

Die c-DNA Sequenzen der hier untersuchten EST-K&nd im Anhang dokumentiert.
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3.3.3 Vergleichende Expressionsanalysen ausgewahlte  r DEF-Zielgene

In diesem Kapitel wurden zur detaillierteren Chéeakierung der Genexpression der
sechs ausgewahlten DEF-Zielgene zusatzlich zu degitb in den Kapiteln 3.1 und 3.2
dargestellten Expressionsstudien, weitere RT-PCpelmente durchgefihrtDEFI-
CIENSbzw. GLOBOSAwurden als Kontrollgene in diese Expressionsaealysiteinbe-

zogen.

Die Organspezifitat der Gene wurde mittels Expassnalysen in samtlichen Blitenor-
ganen und vier vegetativen Geweben von WT165E Bélamuntersucht. Hierzu wurden
die entsprechenden Blitenorgane (Sepalen, Pett@mina und Karpelle) im Stadium 3
und die vegetativen Organe (Brakteen, Blatter, @thrund Wurzeln) derselben WT
Pflanzenpopulation, die unter Gewachshausbedinguag&vuchs, geerntet, die Gesamt-
RNA isoliert und Erststrang-cDNAs hergestellt (€eMaterial & Methoden Kapitel
2.5.4). Die in diesem Versuchsteil verwendete GégaRA ausAntirrhinum majusiur-

zeln wurde freundlicherweise von Dr. Shuping Xing Yerfligung gestellt.

Des Weiteren wurde mittels RT-PCR-Analysen getestetlie Expressionsregulation der
DEF-Zielgene, die in Petalen P3 dkt101 Mutante zu beobachten ist, auch in Stamina
des gleichen Blitenstadiums akt101 Mutante nachgewiesen werden kann. Dazu wur-
den Stamina des Stadiums 3 wief101 Pflanzen, in denen die DEF-Funktion mittels
einer Temperaturverschiebung fur null, 24 oder Wh&en reduziert worden war geern-
tet, und die entsprechenden Erststrang-cDNAs heiifesn Analogie zu den Expressi-
onsstudien in Kapitel 3.2.3 wurde auch hier deniidehe Ansatz parallel mit WT Stami-
na des gleichen Stadiums durchgefiihrt, um Regulksgitekte der Expression aufgrund

von Warmestress erkennen und gegebenenfalls aiefsamlzu kbnnen.

Ein weiterer Ansatzpunkt war die Frage, ob diedolten Petalen P3 nachgewiesene Re-
gulation der Zielgene durch DEFICIENS zeitlich aliéses Entwicklungsstadium be-
schrankt ist, oder ob zudem schon eine Regulawrredtsprechenden Gene in sehr jun-
gen Petalenstadien (< P1) nachweisbar ist. Fledi&ersuch wurde die induzierbare
Doppelmutantedet101plenagenutzt, deren Bliten je nach Kultivierungsbediggdie

Charakteristika einer homootischen C-Mutante odénere homootischen B/C-
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Doppelmutante zeigen (siehe Einleitung Kapitel .112)iter permissiven Bedingungen
(15°C) weisen diagef101plenaBliten neben einem Wirtel Sepalen mehrere Wirtel an
Petalen auf, wahrend unter nicht-permissiven Badiggn (26°C) nur ein Organtyp (Se-
palen) in allen Wirteln zu finden ist. Die Doppeliaote wurde gewahlt, um die Komple-
xitdt der aus Blutenmaterial hergestellten mRNA hobgt gering zu halten, da die zu
untersuchenden Blitenstadien zu jung sind, als o@ss Organ-spezifisches Blitenge-
webe isolieren konnte.

In diesem Versuchsteil wurde untersucht, ob dieré&sgion der Gene, die sichdef101
Mutanten nach einer Reduktion der DEF-Funktion ifiiggnt andert, in der Doppelmut-
ante auf eine Restauration der DEF-Funktion ebisnfahgiert.

Um dies zu Uberprufen wurden dief101plenaPflanzen unter nicht-permissiven Be-
dingungen (26°C) angezogen bis ihre InfloreszerdienGréf3e von 1 - 1.5 cm hatten.
Durch eine Anderung der Temperatur auf 15°C (pesivésBedingungen) fur null, 12,
24, 48 oder 72 Stunden wurde die DEF-Funktion ireftizDie Gesamt-RNA der unter-
schiedlich induzierten Infloreszenzen diente zursié#lung der Erststrang-cDNAs fur
die RT-PCR-Studien (Kapitel 2.5.4). Zusatzlich waimum Vergleich Infloreszenzmate-
rial vondef101plenaPflanzen geerntet und analog verarbeitet, die vofaig an unter

nicht-permissiven Bedingungen (26°C) aufwuchsen.

Aus Griinden der Ubersicht wurden einzeln fiir je@es alle in dieser Arbeit ermittelten
Expressionsdaten zusammenfassend in den Abbilduwd®nbis 3-26 dargestellt. In den

nun folgenden Abschnitten wird deshalb jedes Gearse betrachtet.

Abb. 3-19 bis 3-26 Vergleichende Expressionsanags der sechs ausgwahlten DEF-Zielgene und

DEF und GLO in Wildtyp und Mutanten

Neben den UV-Licht-Fotografien der Gelelektrophoresier RT-PCR-Analyen sind die vorhandenen,
dazugehdrigen Makroarray-Daten dargestellt. Die HTIR-Reaktionen wurden mit einer Primer-
Anlagerungstemperatur von 56°C und 1 min. Syntressdmrchgefihrt. K = Kélte (15°C)
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3.3.3.1 Expression von DEFICIENS

In bisherigen Expressionsstudien (Northeim,situ Hybridisierungen) konnte gezeigt
werden, dasBPEFICIENSsehr stark in den Organen des zweiten und dittetels und
nur schwach in Sepalen und Karpellen exprimiert(8immeret al, 1991). Die hier
durchgefiihrten Organ-spezifischen RT-PCR-Analyserrekieren mit den bekannten
Literaturdaten (Abb. 3-19). Innerhalb der Petaléwarklung zeigtDEF in den Stadien
P1-P3 ein sehr hohes Expressionsniveau, welches idastadium P4 merklich abfallt
(siehe auch Kapitel 3.1.3). Aus den mit induziegbatef-101 Mutanten durchgefiihrten
Expressionsanalysen (Abb. 3-19) ist ersichtlichssdBEF seine eigene Expression so-
wohl in Petalen P3 daetef101 Mutante, als auch in jungen Petalenstadied)(dBrdef
101plenaMutante autoregulativ kontrolliert. Ferner ist fasdtellen, dass die vorhande-

nen Makroarray-Daten gut mit den Ergebnissen dePRR-Analysen korrelieren.

Expression von DEFICIENS

Petalen Stadium P3 WT165E Petalenstadien 1-4

Petalen
o @ (9 ?

018_5_01 010 GGG

def-101 WT165E
15C > 26T 15C > 26T
Oh 24h 72h Oh 24h 72h

Sepalen

018 _5_01 010

DEF

Kontrolle

Junge Infloreszenzen WT165E Organe (Stadium 3)

Blitenorgane vegetativ

def-101/plena Doppelmutante
26T > 15C

S

g
s &

Oh 12h 24h 48h 72h K Se Pe St Ka & & &

> »
°:~“’
g
DEF

Kontrolle

Abbildung 3-19



Ergebnisse 80

3.3.3.2 Expression von GLOBOSA

Die Expression vorGLO beschrankt sich ebenfalls auf Blitenorgane desteweind
dritten Wirtels (siehe Einleitung). Aus den hierchgefihrten RT-PCR-Analysen geht
eine sehr starke Expression dieses Transkriptiktsfain Petalen und Stamina und eine
schwache Expression in Karpellen hervor, eine Esgio@ in Sepalen liegt im Grenzbe-
reich des Nachweisbaren (Abb. 3-20). Innerhalb Rletalenentwicklung wirdsLO in
allen vier Stadien stark exprimiert, am starkstarStadium P4 (siehe auch Kapitel 3.1.3).
Eine Reduktion der DEF-Funktion def101 Petalen P3 zeigt kaum Einfluss auf die Ex-
pression de§$SLO Gens. In jungen Stadien deéef101plenaDoppelmutante ist eine Er-
hoéhung des Expressionsniveaus sichtbar, jedodiasReaktion schwacher als H2k-
FICIENS (Abb. 3-19) Auch hier werden die vorhandenen Makroarray-Datercid die
Ergebnisse der RT-PCR-Analysen tendenziell bestatig

Expression von GLOBOSA

Petalen Stadium P3 WT165E Petalenstadien 1-4

Petalen
o P @ ?

def-101 WT165E
15C > 26T 15C > 26T

=
g
[}
oy
Oh 24h 72h  Oh 24h 72h »

018_5_02_d09 018_5_02_d09
Junge Infloreszenzen WT165E Organe (Stadium 3)
Blutenorgane vegetativ
def-101/plena Doppelmutante S -
26T > 15T & $ g
oh 12h 24h 48h 72h K Se Pe St Ka & & & &
GLO
Kontrolle Kontrolle

Abbildung 3-20
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3.3.3.3 Expression von DEFTup 1 (Extensin-ahnliches Gen)

Dieses DEF-Zielgen wird in allen hier untersucht@rganen des Wildtyps auf3er den
Wurzeln exprimiert. Die Expressionsstarke varijedoch von sehr stark in Petalen und
stark in Stamina Gber maRig in Karpellen und Braktbis schwach in Sepalen, Bléattern
und Stangeln (Abb. 3-21). Innerhalb der Petalenektung beobachtet man einen Ex-
pressionsanstieg in spaten Petalen (P3 + P4) (8iebhe3-18). In allen drei der hier un-
tersuchten Testsysteme reagiert die Expressionate®EF aktivierten Gens signifikant
und schnell auf Modifikationen in der DEF-Funktiolird die DEF-Funktion irdef101
Petalen oder Stamina reduziert, so sinkt auch slpgeEsionsniveau vadDEFTup 1deut-
lich jeweils schon nach 24h. Wird dagegen in jundefloreszenzen der B/C-
Doppelmutante die DEF Proteinkonzentration erhgdisteigt auch die Expression dieses

Gens schwach an.

Expression von DEFTup 1

Petalen Stadium P3 Stamen Stadium 3
def-101 WT165E def-101 WT165E
15T - 26T 15C - 26T 15C - 26T 15C - 26T
Oh 24h 72h Oh 24h 72h Oh 24h 72h Oh 24h 72h

0185 05_al5 |

DEFTup1

Kontrolle Kontrolle

Junge Infloreszenzen WT165E Organe (Stadium 3)

Blutenorgane vegetativ

def-101/plena Doppelmutante § -
]

26C > 15C & 8¢
Oh 12h 24h 48h 72h K Se Pe St Ka o o & &

Abbildung 3-21
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3.3.3.4 Expression von DEFTup 2 (Alpha Tubulin)

Das zweite von DEF aktivierte neue Zielgen zeighén&xpressionsniveaus in Petalen,
Stamina, Karpellen, Stangeln und Wurzeln und nggdin Blattern, Brakteen und Sepa-
len und ist damit in samtlichen hier untersuchtegafen des Wildtyps exprimiert (Abb.
3-22). Wahrend der Petalenentwicklung zeigtAligha Tubulineine starke Expression in
Petalen P1, welche in den weiteren Entwicklungsphadbnimmt und in Petalen P4 fast
wieder das Expressionsniveau der Sepalen erresigitg Abb. 3-18). Das aus Petalen P3
der def101 Mutante isolierte DEF-Zielgen zeigt in dies@rgan eine starke Expressi-
onsveranderung nach Reduktion der DEF-Funktioistamina die der gleichen Behand-
lung unterzogen wurden ist jedoch mit der semiqgtatiten PCR-Methode keine derarti-
ge Reaktion zu beobachten. Anders sieht es in juhgoreszenzen der Doppelmutante
aus, hier wird die Expression vEFTup 2nach Restauration der DEF-Funktion stark

aktiviert.

Expression von DEFTup 2

Petalen Stadium P3 Stamen Stadium 3
def-101 WT165E def-101 WT165E
15C > 26T 15C > 26T 15C - 26T 15C > 26T
Oh 24h 72h Oh 24h 72h Oh 24h 72h Oh 24h 72h

018_5_12 k20

DEFTup 2

DEFTup 2

Junge Infloreszenzen WT165E Organe (Stadium 3)

Blitenorgane vegetativ

def-101/plena Doppelmutante
26T > 15T
Oh 12h 24h 48h 72h K Se Pe St Ka

Kontrolle

DEFTup 2

Kontrolle

Abbildung 3-22
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3.3.3.5 Expression von DEFTdown 1 (RuBisCO Aktivase)

Das RuBisCO Aktivasé&en wird besonders stark in photosynthetisch akti@rganen

des Wildtyps exprimiert. Dabei zeigt sich eine belos starke Expression in Sepalen

und Brakteen und eine starke Expression in StangethBlattern (Abb. 3-23). In den

Blutenorganen des zweiten bis vierten Wirtels ist @ine sehr schwache Expression zu

beobachten und in Wurzeln keine. In Petalen P1sPdieses Gen sehr stark reprimiert

(siehe Abb. 3-18). Die Expression dieses Gens eeagehr stark sowohl in Petalen, als

auch Stamina detef101 Mutante auf eine Reduktion der DEF-Funktionbei die Re-

aktion in Stamen sogar schneller nachweisbar isthAnnerhalb des dritten induzierba-

ren Testsystems, den jungen Infloreszenzerddet01plena Mutante, ist der reprimie-

rende Einfluss von DEF auf die Expression diesefg&ns nachweisbar.

Expression von DEFT,,,1
Petalen Stadium P3 Stamen Stadium 3
def-101 WT165E def-101 WT165E
15C > 26T 15C > 26T 15C > 26T 15C > 26T
Oh 24h 72h  ©Oh 24h 72h Oh 24h 72h  Oh 24h 72h
018_5 02_g06  pu
Junge Infloreszenzen WT165E Organe (Stadium 3)
Blutenorgane vegetativ
def-101/plena Doppelmutante IS -
26T > 15T .88
Oh 12h 24h 48h 72h K Se Pe St Ka o o F &

Abbildung 3-23
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3.3.3.6 Expression von DEFTdown 2 (Beta Glukosidase)

DEFTdown 2zeigt in den Bluten ein zu DEF komplementéres Egpionsmuster, da es
nur hohe Expressionsniveaus in Karpellen und Sepafel eine kaum nachweisbares
Transkript in Brakteen aufweist (Abb. 3-24). In e&given Geweben ist keine Expressi-
on nachweisbar. Innerhalb der Petalenentwicklungt zie Beta Glukosidasaschon in
Petalen P1 ein reduziertes Expressionsniveau, @e&lols hin zu den reifen Petalen (P4)
stetig weiter absinkt (siehe Abb. 3-18). Bezlglien Regulation durch DEF bietet sich in
diesem Fall eine interessante Datenlage dar. Wdi&frTdown 2in spaten Petalen P3
derdet101 Mutante von DEF reprimiert wird, erfahrt ddsiche Gen in friiheren Stadien
der Doppelmutante eine Expressionsaktivierung dEFR. Dies dokumentiert eine von
der Entwicklungsphase abhangige, qualitativ unteesttiche Regulation. In Stamina der
def101 Mutante ist selbst nach einer 72 stiindigemktidn kein Transkript diesdBeta
Glukosidasenachzuweisen was darauf hindeutet, dass in di&taadium die Organde-

termination nicht mehr reversibel ist.

Expression von DEFT,,, 2

Petalen Stadium P3 Stamen Stadium 3
def-101 WT165E def-101 WT165E
15C > 26T 15C - 26T 15C > 26T 15C - 26T

Oh 24h 72h Oh 24h 72h Oh 24h 72h Oh 24h 72h
018.5.01 c02

DEFTdown 2 DEFTdown 2 Keine Expression
Junge Infloreszenzen WT165E Organe (Stadium 3)
Blutenorgane vegetativ
def-101/plena Doppelmutante IS o
26T > 15C £.88
Oh 12h 24h 48h 72h K Se Pe St Ka & & & &
DEFTdown 2 DEFTdown 2
Kontrolle Kontrolle

Abbildung 3-24
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3.3.3.7 Expression von DEFTdown 3 (hypothetisches Gen)

Das hypothetische Gen weist eine starke Expressi@rakteen, Stangeln und Sepalen

des Wildtyps 165E auf. Daneben ist es in Blattard Wurzeln exprim

Berdem eine schwache, Uber die Organe abnehmempdesEion in Petalen, Stamina und
Karpellen (Abb. 3-25). Innerhalb der Petalenentliol ist das Zielgen in allen Peta-

lenstadien bis auf P4 sehr stark reprimiert (sihie. 3-18).DEFTdown

ke durch DEF induzierte Expressionsveranderungeial®n P3 dedef101 Mutante und
eine etwas schwachere aber gleichartige Reakti@eiStamina dieser Pflanzen. Nach
einer Induktion der DEF-Funktion in Infloreszenzsgr Doppelmutante lasst sich keine

eindeutige Regulation der Expression dieses imait8lutenstadien von DEF reprimier-

ten Zielgens nachweisen.

iert und zeigt au-

3zeigt eine star-

Expression von DEFTy,,, 3

Petalen Stadium P3 Stamen Stadium 3
def-101 WT165E def-101 WT165E
15C > 26T 15C - 26T 15C > 26T 15C > 26T
Oh 24h 72h  Oh 24h 72h Oh 24h 72h  Oh 24h 72h
018 4 05 m2l
Junge Infloreszenzen WT165E Organe (Stadium 3)
Blutenorgane vegetativ
def-101/plena Doppelmutante IS -
26C > 15C .88
Oh 12h 24h 48h 72h K Se Pe StKagy F&F &
DEFTdown 3 DEFTdown 3
Kontrolle Kontrolle

Abbildung 3-25
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3.3.3.8 Expression von DEFTdown 4 (PAP-ahnliches Gen)

Auch die Expression des letzten detailliert untelnsen reprimierten DEF-Zielgens ist
vornehmlich in Organen mit hoher Photosynthesedditizu beobachten. In diesem Falle
zeigt sich eine starke Expression in Brakteen, t&l&tund Sepalen gegenuber einer
schwachen Expression in allen tbrigen Organen d&iyws (Abb. 3-26). Wie schon in
Abb. 3-18 gezeigt, ist die Expression MOBEFTdown 4kontinuierlich wahrend der Peta-
lenentwicklung P1-P4 reprimiert im Vergleich zu d8apalen. Die RT-PCR-Analysen
aller drei induzierbaren Testsysteme zeigen imeFdérdef101 Petalen und Stamina
deutlich und in den Infloreszenzen etwas schwadsss die Expression v&@EFTdown

4 von DEF reprimiert wird.

Expression von DEFTy,,, 4
Petalen Stadium P3 Stamen Stadium 3
def-101 WT165E def-101 WT165E
15C > 26T 15T > 26T 15T > 26T 15T > 26T
Oh 24h 72h  Oh 24h 72h Oh 24h 72h  Oh 24h 72h
018 6 08 j23
Junge Infloreszenzen WT165E Organe (Stadium 3)
Blutenorgane vegetativ
def-101/plena Doppelmutante S -
26T > 15T .8 R
TE TS
Oh 12h 24h 48h 72h K Se Pe St Ka &5 g & =

Abbildung 3-26
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Zusammenfassend kann Uber die detaillierten Exjoresstudien der sechs neuen DEF-
Zielgene gesagt werden, dass neben der Regulatroh @EF in Petalen P3 ddef101
Mutante fur vier dieser Gene eine gleichartige Ragan durch DEF in behandelten Sta-
mina des Stadiums 3 und auRerdem fir finf Genekeipeessionsveranderung in jungen
Infloreszenzen dedef-101/plenaDoppelmutante in Folge einer modifizierten DEF-
Funktion nachgewiesen werden konnte. Bei funf di@selgene ist die Auswirkung der
DEF-Funktion auf die Transkriptionskontrolle inell Testsystemen gleich, nur im Falle
derBetaGlukosidase (DEFTdown 2gigt sich zwischen den friihen und spaten Entwick-

lungsstadien der Petalen eine qualitative Umkehderdregulationstendenz durch DEF.
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3.4 Charakterisierung der Genstruktur einiger DEF-Z  ielgene

Nachdem in den vorangegangenen Kapiteln die trgpigkielle Regulation der ausge-
wahlten DEF-Zielgene nachgewiesen und detaillidetgressionsstudien mit ihnen
durchgefuhrt wurden, erfolgte in diesem Teil debéit die Isolierung und Charakterisie-
rung von Promotorfragmenten der vielversprechendgtandidaten. DEFICIENS und
GLOBOSA binden bekanntermal3en als Heterodimer-PPlaimplex an regulative Se-
guenzen in den Promotorregionen ihrer direktengéiet (siehe Einleitung; Kapitel 1.3).
Die Kenntnis der genomischen DNA-Sequenz der Promegionen der DEF-Zielgene
ermdglicht die Identifizierung von CArG-Box- odenderen Bindungsmotiven, welche
Hinweise auf direkte Interaktionsmoglichkeiten mianskriptionsfaktoren liefern.

Da Antirrhinum majusbislang noch nicht vollstandig sequenziert istnk&n die ge-
winschten Promotorinformationen nicht einfactsilico aus Sequenzdatenbanken extra-
hiert werden. Hier werden deshalb mit Hilfe der RAGechnik (apid anplification of
genomic_ads; (Cormack & Somssich, 1997) genomische DNA-fF&ge in Nachbar-
schaft von bekannten DNA-Sequenzen isoliert (sidteerial & Methoden Kapitel
2.5.3).

3.4.1 Isolierung von Promotorfragmenten der ausgewa  hlten Zielgene mit-
tels RAGE Technik

Die Isolierung genomischer DNA-Bereiche mit Hilfeesd PCR-gestitzten RAGE-
Verfahrens wurde fir alle in Tabelle 7 aufgelisteBEF-Zielgene durchgefuhrt. Die da-
fur benutzen Adapter-Ligationsansatze genomisch&A Dvon Antirrhinum majus
(WT165E) wurden freundlicherweise von Dr. Jong Hé&®m zur Verfligung gestellt. Die
Sequenzen der Gen-spezifischen Primer wurden von5d@&ereichen der bekannten
cDNA-Sequenz des jeweiligen Gens abgeleitet. Désxlgah so, dass die zu isolierenden
genomischen DNA-Fragmente Uberlappende Sequengbereiit der bekannten EST-
Sequenz hatten, anhand derer sie spater Uberpeiiftew konnten. Die Sequenzen der
Oligonukleotide sind im Anhang (Kapitel 7.2.3) aefighrt. Alstemplatefir die ersten
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linearen PCRs wurden Adapter-Ligationsansatze gndéren genomische Fragmente
aus einem Restriktionsverdau rBianHI oder ECORV stammten. In den folgenden zwei
verschachtelten PCR-Reaktionen wurden 1:50 Verdigemu der vorhergehenden PCR-
Reaktion als template eingesetzt.

Fur alle sechs DEF-Zielgene wurden genomische DIggpRente isoliert, deren Grof3en
zwischen 600 und tiber 2800 Bp variieren. Sie wurdérHilfe des TOPO TA Klonie-
rungssystems (siehe Kapitel 2.6) kloniert und ibMdA-Sequenzen ermittelt. Die Se-
guenzen der Promotorfragmente befinden sich im Agh&apitel 7.1), eine schemati-
sche Ubersicht ist in Abb. 3-27 dargestellt.

3.4.2 Sequenzmotivanalyse der isolierten Promotorre  gionen

Um Hinweise auf mdgliche Binderegionen fur trangkanelle Regulatoren zu bekom-
men, wurden die in 3.4.1 isolierten genomischen EffAgmente einer Sequenzmotiv-
analyse unter Nutzung der PLACE-Datenbank r{Plas-acting regulatory DNA le-
ments) unterzogen (Higet al, 1999). Von besonderem Interesse waren dabei CArG-
Box-Motive, die mehrfach als Bindestelle fur MAD$:B Transkriptionsfaktoren nach-
gewiesen wurden (Trobnat al, 1992; Riechmanret al, 1996; Egea-Cortinest al,
1999; Tang & Perry, 2003).

Abbildung 3-27 stellt eine schematische Ubersiarttigolierten genomischen Fragmente
der DEF-Zielgene und den darin befindlichen CArG¢Edementen dar. Es wurden zwei
unterschiedliche CArG-Motive markiert, zum einere dklassische* CArG-Box ,CX
(A/T)e GX* (Typl), welche z.B. von den CArG-Boxen 1 undi&GLO Promotors und
der CArG-Box des DEF Promotors reprasentiert wiaein anderen ein CArG-Motiv ,C
(A/T)s G* (Typ2) welches als Bindestelle des MADS-Box figtariptionsfaktors AGL15
beschrieben wurde (Tang & Perry, 2003).
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Skizzen der isolierten genomischen DNA-Fragmente de

r DEF-Zielgene

- | - | {1 | | . | I T | | DEFTup 1
2018 -82 2837 bp
| T T T | DEFTup 2
-1293 75 1219bp
| Tl | | Tl | DEFTdown 1
-1670 44 1627 bp
o  DEFTdown2
-+ 2 +2 601 bp
| 1 T I>*T% DEFTdown 3
-1392 +5 1397 bp
| I 10 | 10 10 | | DEFTdown 4
) 2 2521 bp

500 b
| CAG-BoxTypl CX (A/T)s GX P

CAIG-Box Typ2 C (AIT)8 G

Abb. 3-27 Schematische Darstellung der isolierten genomiscHeNA-Fragmente der ausgewahlten
DEF-Zielgene mit den darin befindlichen CarG-Box-Mdiven

Zwei unterschiedliche Typen von CArG-Boxen sind genté®n ungefahren Positionen innerhalb der
genomischen DNA-Fragmente skizziert. Die Positioftsimationen beziehen sich auf die Entfernung zum
TranslationsstartpunktX ATG). ? = Position bzw. Translationsstartpunkt unkla

Die Sequenzanalyse der Promotorbereiche ergab, idapsdem untersuchten DNA-
Fragment CArG-Box-Elemente vorhanden waren (siebb.-27). In einigen Féallen
kommen sie geh&uft in benachbarten Sequenzbereigrerwas ein Hinweis auf eine
eventuelle regulative Funktion dieser Regioneflgea-Cortinegt al, 1999).

Das uUber 2800 Basenpaare (Bp) lange Promotorfragmnam DEFTup 1 (Extensin
ahnliches Gen) enthalt neben insgesamt 21 CArGydotnoch zahlreiche andere pflan-
zenspezifische Cis-Elemente (HD-Zip-Motiv, Binddistéir MYB-ahnlichen TF, b-Zip
TF Bindestelle, GT1-Bindestelle, WRKY-Bindestellglie hier aus Ubersichtsgriinden
nicht eingezeichnet wurden. Auf einige von ihnemdwin einer detaillierteren Ansicht
partieller Bereiche des genomischen DNA-Fragmemtséichsten Kapitel eingegangen
(siehe Abb. 3-28). Der voREFTup 2(Alpha Tubulin isolierte Promotorbereich, enthalt
in knapp Uber 1200 Bp vier CArG-Boxen des Typ 1 eime des zweiten Typs. Ansons-
ten wurden keine weiteren interessanten regulatueis Elemente gefunden. Auch das
1627 Bp lange genomische DNA-Fragment BeBisCO Aktivas¢DEFTdown ) weist

neben den insgesamt sieben CArG-Motiven keine vexitenteressanten cis-aktive Ele-
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mente auf. Das gleiche gilt fur die klonierten Povonbereiche vodEFTdown 3und4.

Die 1397 Bp bzw. 2521 Bp langen genomischen DNAu8agen enthalten sechs bzw.
finfzehn CArG-Motive. Bei dem genomischen DNA-Fragmnhwelches voEFTdown

2 isoliert wurde, konnte der Translationsstart nielrtdeutig angegeben werden, da ein
betrachtlicher Teil der Sequenz im 5'Bereich deNéDdes EST-Klons fehlt. Das hier
verfligbare genomische Fragment enthalt neben €AeG-Box des Typs 2 eine Binde-
stelle fur Pflanzen-spezifisch®lYB-Transkriptionsfaktoren (siehe Abb. 3-28 nachstes

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 Promotddmereder DEF-Zielgene, die
Hinweise auf eine direkt durch DEF vermittelte Ragjon zeigten isoliert und ihre Se-
guenzen in Bezug auf cis-aktive Elemente analysiwarden, wird in diesem Abschnitt
der Arbeit mittels der X-ChiP-Methode getesteteate direkte Interaktion des DEF Pro-

teins mit den Promotorbereichen der ausgewéhltelg&me vorliegt.

Die X-ChIP Technik bietet die Mdglichkeit, die vivo Assoziation von Proteinen an ge-
nomischen DNA-Sequenzen zu Uberprifen (OrlandoQR@azu werden Protein/DNA-
Komplexe aus frisch geerntetem Pflanzenmaterialemit~ormaldehyd reversibel fixiert
und das so behandelte Chromatin in kleine Stucke {@ kB) geschert. In einer dann
folgenden Immunoprazipitation mit anti-DEF Serunraen Protein/DNA-Komplexe die
das DEFICIENS Protein enthalten immunoprazipitiéds Negativkontrolle wird der
gleiche Versuch mit dem Praimmunserum durchgefidach Revertierung der Fixie-
rung, werden Proteine und RNA-Molekile verdaut ulel aufgereinigte DNA weiter

analysiert.

In den dazu durchgefiihrten Experimenten erfolgt@RfAnalysen mit den isolierten
genomischen DNA-Fragmenten aus X-ChIP-Experimenteiche jeweils mit anti-DEF
Serum im Vergleich zu Praimmunserum (Negativkofgjadlurchgeftihrt wurden. Damit
konnten spezifisch angereicherte Promotorfragmeatdigewiesen werden. Der dazuge-
horige experimentelle Teil der Arbeit, insbesonddieeunter 3.5.3 beschriebenen Ergeb-
nisse wurde in Zusammenarbeit mit Bettina Mullerctigefuhrt, welche die hierfir ver-
wendete X-ChlP-Methodeciosslinked-ctomatin iImmunopecipitation) in der Arbeits-

gruppe etabliert hat.
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3.5.1 Auswahl der zu testenden Promotorregionen

In ihrer Doktorarbeit konnte Bettina Miller nacheem, dass Bereiche dBEFICIENS
und desGLOBOSAPromotors, welche CArG-Box-Motive umspannten, &m cufgerei-
nigten DNA-Fraktionen aus X-ChIP-Experimenten ®ittirrhinum majusangereichert
sind. Das galt sowohl fir Immunoprazipitationen dié¢ a-DEF Serum durchgefihrt
wurden, als auch fir diejenigen bei dere®GLO Serum benutzt wurde. Dies war der
erste Beweis fur die direkia vivo Interaktion der DEF und GLO Proteine mit ihren ei-
genen Promotoren.

Die als positiv getesteten Sequenzbereiche umspanm Fall von GLOBOSAdie
CArG-Boxen 2 und 3 (ca. 100 — 200 Bp vor dem Tratiwhsstartpunkt) (Trobnest al,
1992) und im Fall voEFICIENSden Bereich um die SRF CArG-Box ca. 1300 Bp vor

dem Translationsstartpunkt (Schwarz-Someteal, 1992).

Fur die Analysen der Promotorregionen der in diégbeit isolierten DEF-Zielgene wur-
den Fragmente aus Bereichen genomischer DNA gewdieltnicht weiter als 2 kB
stromaufwarts des Startkodons liegen. AuRerdem evussbiche Bereiche bevorzugt, in

denen sich CArG-Motive befinden.

3.5.2 Entwurf und Test Gen-spezifischer Promotorpri  mer

Die Gen-spezifischen Primer wurden unter Benutaigmgisolierten genomischen DNA-
Fragmente der DEF-Zielgene so gewahlt, dass siasebefereiche von 300-600 Bp Lan-
ge umspannten. Im Durchschnitt waren sie 26-30 @éailde lang und wiesen einen GC-
Gehalt von 38-56% auf. Die Sequenzen der Oligorutide sind im Anhang aufgefuhrt
und ihre Lage innerhalb des analysierten DNA-Fragma Abbildung 3-28 schematisch
dargestellt.

Die Primer-Qualitat wurde in PCR-Reaktionen mit gaimscher WT165E-DNA aué.

majus als templategetestet. Nur diejenigen Primer-KombinationengdeFragment mit
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einer Signalstarke amplifiziert werden konnte deegleichbar mit denen der GLO Frag-
mente war, wurden fur die X-ChIP-PCR-Analysen essgzt.

3.5.3 X-ChIP-PCR-Analysen mit ausgewahlten Promotor  fragmenten der
DEF-Zielgene

Fur die X-ChIP-PCR-Analysen wurden asmplate die aufgereinigten genomischen
DNA-Fragmente eingesetzt, welche aus X-ChlIP-Expemten mit Wildtyp Pflanzen
stammten bei denen die Immunoprazipitation mit mipslyklonalena-DEF Serum (aus
Kaninchen) durchgefuhrt wurde. Als Ausgangsmatetal Versuche dienten Petalen P3
oder Stamen des Stadiums 3 desnajusEcotyps WT165E, angezogen unter Gewachs-
haus- oder Freilandbedingungen.

Jedes X-ChlIP-Experiment beinhaltete zwei paralleafdnde Anséatze: bei der einen Im-
munoprazipitation wurde das spezifische Anti-Serdmss gewlnschten Proteins (DEFI-
CIENS) eingesetzt, bei der anderen das unspezfiBchimmunserum (Negativkontrol-
le). Wird mit beiden DNA-Proben eine X-ChIP-PCR-Ars durchgefihrt, so erkennt
man im Falle einer direkten Interaktion des untelngen Proteins mit dem amplifizierten
Promotorbereich eine deutliche Anreicherung des4P@RIukts im Vergleich zur unspe-

zifischen Kontrolle.

In den X-ChIP-PCR-Reaktionen wurde #&splatejeweils 4% der aus einem standardi-
siert durchgefihrten Immunoprazipitations-Experitnerhaltenen DNA-Menge einge-
setzt. Neben der internen Negativkontrolle (Praimsenum IP) wurden zuséatzlich eine
positive PCR-Kontrolle mit 10 ng genomischer WilghpNA und eine negative PCR-

Kontrolle mit sterilem HO durchgefihrt.
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A B

Petalen Stadium 3 PCR-Kontrollen Stamina Stadium 3 PCR-Kontrollen
DEFTup 1 DEFTup 1

E1l E2 E3 El1 E2 E3
M  + - + - + - M M- + - + - +

C D

Petalen Stadium 3 PCR-Kontrollen Petalen Stadium 3 PCR-Kontrollen
DEFTdown 3 und 2 GLOBOSA
H1 H2 B1 H1 H2 B1 Gl G2 Gup
M + - + - + - M M- + - + - + M + - + - + - M
DEFTup 1
- 2000 - 44
—> <« —> <« —> <«
591 Fragment E1 740 733 Fragment E2 811 737 Fragment E3 509
(403 bp) (492 bp) (418 bp)
DEFTdown 2 DEFTdown 3 ATG
-/+? +? - 1000 33
' | — . |
—> <« —> <«
622 Fragment B1 513 619 FragmentHl o,
(606 bp) (420 bp)
> Fragment H2 <
621 (574 bp) 515
Cis-aktive Elemente I Myb (Pfianzen)
I caGBoxTypt CX(AT)sGX | bzp
- WRKY
CArG-Box Typ2 C (A)s G | 500 o0

Abb. 3-28 X-ChIP-PCR-Analysen mit genomischen Fragnmgen dreier DEF-Zielgene

(A-C): Gelelektrophoresen der mit genomischen Priraaren von drei DEF-Zielgenen durchgefiihrten X-
ChIP-PCRs. (D): Gelelektrophoresen der mit Pronmotorerpaaren voslobosadurchgefiihrten X-ChiP-
PCRs zum Vergleich. (+ = anti-DEF Serum; - = Praimsaium bzw. bei den PCR-Kontrollen: + = Posi-
tivkontrolle; - = Negativkontrolle)

Die X-ChIP-PCR-Reaktionen wurden mit jeweils 4% @ers Immunopréazipitations-Experimenten mit
Petalen P3 (A,C,D) oder Stamen Stadium 3 (B) stamler®@ DNA algemplatedurchgefihrt. Fir die PCR-
Kontrollen wurden 10 ng genomische DNA (WT165E) bateriles HO alstemplategenommen. Alle
PCR-Reaktionen wurden mit 58°C Primeranlagerungséeatur, 1 min Synthesezeit und 34 Zyklen durch-
geflhrt.

(E): Schematische Skizze der getesteten genomistbgionen der DEF-Zielgene mit Lage der Primer und
der cis-aktiven Elemente.

(Die hier gezeigten X-ChlP-PCR-Analysen wurden Battina Muller durchgefiihrt.)
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Anhand der X-ChIP-PCR-Analysen des GLO Promotorsb(A3-28, D) sieht man eine
starke und eindeutige Anreicherung des Fragmenisv@lthes die ersten beiden CArG-
Motive (CArG 2 und 3) de&LO Promotors stromaufwarts des Translationsstartgunkt
beinhaltet. Bei den zwei weiteren getesteten gescmen Fragmenten dieses Promotors,
die stromaufwérts der G1-Region liegen und nur @rG-Motiv (CArG 1, Fragment
G2) bzw. keine CArG-Motive enthalten (gpist keine deutliche Anreicherung in den mit
a-DEF Serum durchgefiuihrten Immunoprazipitations-Expenten zu beobachten (mit

freundlicher Genehmigung von B. Miiller).

Die ebenfalls in Abbildung 3-28, (A-C) gezeigterg&bnisse der mit genomischen Prim-
erpaaren drei DEF-ZielgenBEFTup 1 (Extensin-ahnliches GenDEFTdown 2(Beta
Glukosidase) undDEFTdown 3 (Hypothetisches Gen) durchgefihrten X-ChlP-PCR-
Analysen wurden jeweils mit den Ergebnissen derlysgadesGLO Promotors vergli-
chen. Die Fragmente E1 und E2 sind in beiden DNakftwonen aus X-ChlP-
Experimenten, durchgefiihrt mit Petalen P3 bzw. Btardes Stadiums 3, verglichen mit
den DNA-Fraktionen der internen Negativkontrolleggareichert (Abb. 3-28, A und B).
Das weiter stromabwarts lokalisierte Fragment E@tze Vergleich zu den beiden ande-
ren Fragmenten nur eine schwache Reaktion. Vegglichit der Starke der Anreicherung
desGLO-Fragments G1, ist die Reaktion mit dem FragmentaSiLvergleichbar, die des
Fragments E2 etwas schwacher.

Das genomische Fragment H1 v@EFTdown 3(Abb. 3-28, C) ist in den DNA-
Fraktionen aus X-ChlP-Experimenten mit Petalen rR3Vergleich zu denGLOBOSA
Fragment G1 nur sehr schwach angereichert. Di&ké&tar Reaktion liegt kaum tber der
des nicht angereicherten Fragments (\bb. 3-28, D). Bei den Banden des weiter
stromabwaérts liegenden Fragment H2 ist kein quetntér Unterschied zwischen Expe-
riment und Kontrolle zu erkennen (Abb. 3-28, C).

Das Fragment B1Beta Glukosidagezeigt ebenfalls nur eine leicht starkere Ampétik
on in der PCR-Reaktion, welche die mit Hilfe vefDEF Serum isolierte X-ChlP-DNA
alstemplatehatte (Abb. 3-28, C). Dieses Ergebnis welchesemi¢m genomischen Frag-
ment erzielt wurde, dass grofldtenteils stromabwéds Translationsstartpunkts von
DEFTdown 2lokalisiert ist, kann fur nachfolgende Experimeats Hinweis, nicht aber

als eine eindeutige Anreicherung gewertet werden.
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In diesem Kapitel wurden sechs genomische DNA-Feaden von drei neuen DEF-
Zielgenen auf eine direktim vivo Interaktion mit dem DEF Protein getestet. Fir zwei
Fragmente deBExtensinahnlichen Gens (E1 und E2, Abb. 3-28) konnte @isgoziation
des Transkriptionsfaktors mit der genomischen DNéser Promotorbereiche nachge-
wiesen werden. Dies zeigt, dass die X-ChIP-Methdate Potential besitzt direkte Inter-

aktionen zwischen Transkriptionsfaktoren und Zieyenachzuweisen.
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3.6 Weitere Aspekte der Expressionsanalyse der EST-  Kollektion

Ein interessanter Aspekt von Expressionsprofil-Expenten mit grof3en Datensets ist
die Mdglichkeit, die verfligbaren Daten auf Gene imiariantem Expressionsniveaus in
moglichst allen Bedingungen zu untersuchen. Diatitieierung von ,Haushaltsgenen®,

erlaubt diese als Kontrollen fir Expressionsstudieie RT-PCRs oder Northern-

Analysen einzusetzen. Des Weiteren kdnnen sientdsne Kontrollgene zur Normalisie-

rung von Array-Experimenten genutzt werden, voeralldann, wenn die Anzahl der
DNA-Elemente auf dem Filter zu gering fur eine gitebNormalisierung tber alle Ele-

mente ist. Aufgrund der Ergebnisse vieler Mikro-eod/lakroarray-Expressionsstudien
wurde bei vielen klassischen Haushaltsgenen eipeeSgionsregulierung in bestimmten
Geweben oder nach gewissen Behandlungen festgestaf ihre Verwendbarkeit als

Kontrollgene einschrankt. GleichermalRen wurdengbdoele neue Gene mit invarianter
Expression durch die Kombination von Ergebnissersalgéedener Expressionsprofil-

Experimente entdeckt. Die in dieser Arbeit ermigelinvarianten Gene werden in Kapi-
tel 3.6.1 vorgestellt.

Der Weiteren werden in Kapitel 3.6.2 die tempersgasitiven ESTs aufgelistet und in

Anséatzen funktionell betrachtet.

3.6.1 ESTs mit invariantem Expressionsniveau

Zur Ermittlung von invarianten ESTs wurden die Datitze der Makroarray-
Expressionsstudien aus den Kapiteln 3.1.2, 3.223u6.1.1 dieser Arbeit in Kombinati-
on genutzt. Die im weiteren Verlauf als invariamizbichneten Gene mussten folgende
Kriterien erfillen:
1. Sie mussten in allen 3 Expressionsprofil-Experiragréxprimiert sein.
2. Im Vergleich zur jeweiligen Kontrollbedingung dweift die Abweichungen der
Expressionsniveaus in allen Bedingungen nur zwiscb®7 — 1.03 betragen

(Ausschluf3kriterium)
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Die Datensatze der drei in dieser Arbeit durchgeé&iih Makroarray-Expressionsstudien
wurden zunéchst fir sich betrachtet und danacHlém andglichen Kombinationen auf
invariante ESTs untersucht. Das Venn-Diagramm ibillong 3-29 stellt die Anzahlen
der als invariant definierten ESTs dar. Auffallgl die von vorneherein geringe Anzahl
von 57 invarianten ESTs in dem Expressionprofil-&xpent ,Wildtyp Stadien” (Kapitel
3.1.2), gegenlber den 914 bzw. 1163 invariantensBE®@en Makroarray-Experimenten
,def-101 P3* (Kapitel 3.2.2) bzw. ,WT P3* (Kapitel 3.61). Anders als bei den letztge-
nannten Expressionsstudierdéf101 P3" und ,WT P3") wurden im ersten Experiment
die Transkriptome sowohl verschiedener Entwicklstaien, als auch unterschiedlicher
Organe verglichen. Dadurch werden die Anzahlenimeilen Bedingungen nicht regu-
lierten ESTs enorm reduziert. Wurden die Datenreilee beiden organ- und stadienspe-
zifischen Expressionsstudien mit denen der ,Wild8tadien* kombiniert, so befanden
sich die Anzahlen der invarianten ESTs mit 21 b2Win der gleichen Grofienordnung.
Nach einer Kombination aller drei Datensatze bliebd ESTs ubrig, die unter allen in

dieser Arbeit vorgestellten Bedingungen eine iravaie Expression aufwiesen.

Wildtyp
Stadien

a

Wildtyp def-101
P3 P3

Abb. 3-29 Venn-Diagramm der invarianten ESTs aus i@i Expressionsprofil-Experimenten
Angegeben sind jeweils die Gesamtzahlen der Samritjen.

In Tabelle 8 sind die elf invarianten ESTs ausratleei Expressionsprofil-Experimenten
aufgelistet. Neben zwei Proteinasen befinden sitkruhnen vier Gene, die funktionell

an Translationsprozessen beteiligt sind.
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EST-Nummer

P1

WT Stadien”
P2 P3

P4

1

,def-101 P3*

24h  72h

WT P3*

24h

72h

BLAST-Homologie

018_1_02_008

0.99

1.00 | 1.00

0.99

1.01 | 1.03

1.01

1.01

Translations Inhibitor

018_2 02 116

0.99

0.99| 0.98

0.98

0.98 | 1.00

0.98

0.98

Translations Elongationsfaktor eEF-1 gamm

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-abhangig)

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

ahnlich zu Phosphatidylinositol
transferierendem Protein Il

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 ExpressionsprdfExperimenten

Die hier aufgefiihrten ESTs sind unter allen Bedingungxprimiert und zeigen im Vergleich zur jeweili-
gen Kontrollbedingung eine Abweichung im Expressiivesau, die zwischen 0.97 und 1.03 betragt. Ne-
ben den Makroarray-Ratios sind die Ergebnisse dque&evergleiche gegen alle bekannten Proteine an-

gegeben.

3.6.2 Temperatursensitive ESTs in Wildtyp Pflanzen

Im Zuge der Isolierung von DEF-Zielgenen aus aduRetalen dedef101 Mutante (sie-

he Kapitel 3.2.2) wurde parallel das gleiche Exgi@ssprofil-Experiment mit Petalen P3

von identisch kultivierten und behandelten Wild®flanzen durchgefiihrt. Die Auswer-

tung erfolgte analog und zu dem in Kapitel 3.2.2gegtellten Expressionsprofil-

Experiment und. Signifikant (Ausschluf3kriterium YLr2gulierte ESTs aus WT-Petalen

P3, welche fur null, 24 oder 72 Stunden einer Teatpeerhéhung von elf Grad Celsius

ausgesetzt waren, wurden ermittelt und dieser Batermit dem der DEF-Zielgene aus

spaten Petalen P3 verglichen (siehe Kapitel 3.2.2).
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Insgesamt reagieren in adulten Wildtyp-Petalen 83 £signifikant auf die Temperatur-
anderung, die Expression von 40 von ihnen wird dabenindestens einer Bedingung
hoch reguliert, die von 44 von ihnen entsprechepfimiert. Ein EST (018_6_08_j11)
zeigt eine so starke Expressionsdynamik innerhatbudtersuchten 72h, dass er sowonhl
zum Set der signifikant aktivierten, als auch dgniikant reprimierten ESTs z&hlt. Die-
ses Gen wird zunachst nach 24h signifikant (1.8h)faktiviert und erfahrt dann eine so
starke Reduktion der Expression, dass das Expressieau nach 72h signifikant unter
dem Ausgangsniveau der Kontrolle (Oh) liegt.

Eine detaillierte Aufspaltung der regulierten EStisunterschiedlichen Zeitpunkten ist in
Tabelle 9 dargestellt. Wahrend das Verhaltnis \diviarten und reprimierten ESTs nach
24h noch recht ausgeglichen ist, sind fast 60%ndeh 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 Terepaturerhdhung

Aufgefiihrt sind alle in WT Petalen P3 exprimierterdunach einer Temperaturerhéhung von 24h bzw. 72h
signifikant regulierten ESTs. Aktivierte ESTs zeigen erhdhtes Expressionsniveau im Vergleich zur
Kontrollbedingung, reprimierte ESTs dementsprechémdegluziertes.

Ein Hierarchisches Cluster der 83 in WT PetaleraBBWarme reagierenden ESTs mit
ihren BLAST-Homologien zu bekannten Proteinen ristAnhang dargestellt. Unter den
in ihrer Expression hochregulierten ESTs befindeh bbnenkanalproteine, Hitzeschock-
Proteine und Enzyme des Anthocyanstoffwechselwegter den ESTs, welche in ihrer
Expression reprimiert werden befinden sich Enzyinerder Biosynthesen und das Kal-

testressprotein SRC1.
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4 Diskussion

4.1 Petalenentwicklung in  Antirrhinum majus

4.1.1 Wahrend der Petalenentwicklung von  A. majus werden mindestens
ein Funftel der exprimierten Gene reguliert

Zur Untersuchung der Petalenentwicklung Yormajuswurde diese anhand morphologi-
scher Merkmale in vier definierte Stadien (P1 bis $tehe Kapitel 3.1.1) eingeteilt und
damit ein Expressionsprofil-Experiment im Verglewh Sepalen durchgefiihrt. Dies er-
laubte einerseits eine Charakterisierung der Geatgn innerhalb spéater Differenzie-
rungsphasen der Petalenentwicklung und ermégliahtiererseits die Auswahl des am

besten zur Isolierung von DEF-Zielgenen geeignPitalenstadiums.

Aus den Genexpressionsanalysen der Wildtyp Petatereklung geht hervor, dass 20
Prozent (537 von 2858) der in diesen Entwicklungsph exprimierten ESTs eine signi-
fikant differentielle Expression (Ausschluf3kritariul.2 fach) in mindestens einem Peta-
lenstadium gegeniber Sepalen aufweisen. Da mith#&majigen Methoden auch Gene als
differentiell bestatigt werden konnten, deren Alsheingen in den Makroarray-Studien
geringer als 1.2 fach waren, wird Anteil reguliert8ene innerhalb der Petalenent-
wicklung vermutlich noch hdher sein. ExpressionpExperimente in denen andere
Gewebedifferenzierungsprozesse wie die Xylogenmaseaskularen System von Pappeln
untersucht wurden ergaben, dass uUber 40% der aapelRaisolierten ESTs innerhalb
verschiedener Entwicklungsphasen des vaskulareter@gdifferentiell reguliert werden
(Hertzberget al, 2001). Eine andere Studie in der das mannlichmet@phytische
Transkriptom vorA. thalianabetrachtet wurde zeigte, dass nur 13% der analgsi&e-
ne (Arabidopsis 8K GeneChip) in Pollen exprimiegrden, davon aber 40 % Pollen-
spezifisch sind (Honys & Twell, 2003). Ein direktéergleich der Anzahlen regulierter
Gene in den dargestellten Gewebedifferenzierungsgeen ist schwierig, da sich sowohl

die Fragestellungen der Versuche, als auch dieilgaegewandten experimentellen Pa-
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rameter unterscheiden. Jedoch kann man aus dieselpaBhtungen ableiten, dass die
transkriptionelle Regulationsaktivitdt mit zunehmden Komplexitdt der untersuchten
Gewebe steigt. Sowohl das vaskulare System (40%I&&mn) als auch die Petalen (20%
Regulation) besitzen verschiedene spezialisierteeieind wiesen daher deutlich mehr
differentiell exprimierte Gene auf als ein einzelnatersuchter Zelltyp wie Pollen (13%
Regulation).

Die im weiteren Verlauf dieses Kapitels diskutiartergebnisse der Stadien-spezifischen
Genexpressionsanalysen der Petalenentwicklungdvanajusunterstitzen die Beobach-
tungen, dass die meisten der zwischen zwei Orgdiffenentiell exprimierten Gene unter
einer strikten Entwicklungsstadien-spezifischemgkaiptionellen Kontrolle wahrend der

Organogenese stehen (Hertzbetgl, 2001).

Funktionell betrachtet weisen die BLAST-Homologider insgesamt regulierten Gene
nach Vergleichen zu bekannten SequenzenAaudbalianabzw. anderen Spezies darauf
hin, dass die Regulation der Petalenentwicklungierist und ein grof3es Spektrum an
Stoffwechselprozessen beeinflusst wird. Dabei weléfallend viele Gene differentiell
in Sepalen und Petalen reguliert, die den KategdPieotosynthese, Metabolismus, Zell-
abwehr, Kontrolle der zellularen Organisation o@leExnsport zuzuordnen sind. Auch die
Resultate anderer Studien belegen, dass der grefitder etwa 2000 aus Rosen Petalen
isolierten ESTs in die funktionellen Kategorien IAbivehr (Stressantwort) und Memb-
ran-assoziierte Proteine (Zellwandmetabolismus) geondnet werden konnen
(Channeliéreet al, 2002; Gutermaset al, 2002).

In dieser Arbeit zeigen detailliertere Untersuchemger 537 regulierten ESTs, dass 98%
von ihnen entweder Uberwiegend in Sepalen odeetal& exprimiert sind, nur 2% zei-
gen innerhalb der Petalenentwicklung eine so st&rkeressionsdynamik, das sie in
mind. einem Petalenstadium reprimiert und in mieihem anderen im Vergleich zum
Expressionsniveau der Sepalen aktiviert werdensagmn Uber eine wirkliche Organspe-
zifitat dieser 526 ESTs kénnen jedoch erst getrofferden, nachdem ihre Expression in
anderen Blutenorganen (Stamina, Karpelle) und igetaiven Organen dokumentiert

worden ist.

Von den insgesamt 322 innerhalb der Petalendifieenng hochregulierten ESTs zeigen

311 eine hohe Expressionsdynamik zwischen deniddfn Petalenstadien, die oft mit
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einer Stadien-spezifischen Expression einhergedgoiders deutlich lasst sich diese in
den spaten Petalenstadien P3 und P4 beobachtemeiwoals die Halfte der insgesamt
280 in diesen beiden Stadien aktivierten ESTs 8tagpezifisch in nur einatieser bei-
den Differenzierungsphasen reguliert werden. Eixgréssionsstudie aus dem Jahr 2001
mit einem kleinen Datensatz speziell ausgewahl&fFsEaus Rosen Petalen zeigte, dass
bei einem Vergleich zwischen jungen (entspricht itid sehr spaten Petalenstadien (ent-
spricht P4) 25% der Gene stark aktiviert und 5 &éksteprimiert werden (Gutermagt

al., 2001). Hier in dieser Arbeit konnte fix. majusdetailliert gezeigt werden, dass der
grof3te Teil der Regulationsaktivitat innerhalb dREtalendifferenzierung spezifisch in
den spaten Entwicklungsphasen (P3 und P4) stattfidle dabei im speziellen regulier-
ten Stoffwechselwege werden genauer in den Kapitdlr3.2 und 4.1.3.3 diskutiert.

Neben den vielen Stadien-spezifisch regulierten BT es 11 ESTs die wahrend den
untersuchten Entwicklungsphasen kontinuierlich llaraPetalenstadien signifikant akti-
viert sind. Die 9 von ihnen repréasentierten Gendassen den Transkriptionsfaktor
GLOBOSA Lipid Transfer ProteinGene,CER1und einCERZ&hnliches Gen, ein Gen
fur eine Methionyl-tRNA-Synthethase, eBalmodulirédhnliches Gen und ein hypotheti-
sches Gen. Bezlglich der gemessenen absolutendSigsintensitaten gehdren sie, mit
Ausnahme vorGLO, zu den 170 am héchsten exprimierten Genen inreded Petalen
P1-P4.

4.1.2 DEF und GLO zeigen eine unterschiedliche Expressionsdynamik in -
nerhalb der Petalenentwicklung

Obwohl seit Uber zehn Jahren dd=F und GLO Transkriptionsfaktoren intensiv er-

forscht werden, wurde deren Expression in spéateéaldtestadien bislang nicht genauer
untersucht. Die Makroarray- und RT-PCR-Daten aesati Arbeit zeigen, dass sich die
DEF und GLO Expressionsstarken in spaten Petalendifferenzispirasen unterschei-

den. Beide Transkriptionsfaktoren weisen innerhddip Stadien P1-P3 ein sehr hohes
Expressionsniveau auf und gehdren nach den Malap®&aten in diesen Stadien zu den
3% der absolut gesehen am hdchstens exprimierteerGéullerdem geht aus beiden
Arten von Expressionsdaten hervor, d&4sF innerhalb der ersten drei Petalenstadien

wesentlich starker exprimiert wird aSLO, die ist besonders deutlich im Stadium P3
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erkennbar. In dem letzten untersuchten Petalensta(i?4) reduziert sich jedoch die Ex-
pressionsstarke voDEF im Gegensatz zu der v@BLO, welche auf einem vergleichba-

ren Expressionsniveau bleibt. Dieser Unterschiednte dadurch erklart werden, dass
nicht allein der Multiproteinkomplex aus DEF, GL@AISQUA Proteinen die autoregu-
lative Kontrolle der Transkription dieser beidenn@esteuert (siehe Einleitung). Abhan-
gig von Entwicklungsphase und lokaler Proteinumgebkdnnten weitere Proteine die
transkriptionelle Kontrolle voiDEF und GLO unterschiedlich modulieren (Lohmann &
Weigel, 2002). Eine genauere Untersuchung der Gewspbzifischen Expression dieser
beiden Gene in spaten Petalenstadien des WildtypdenAnhaltspunkte dafir liefern,

inwieweit eine unterschiedliche mRNA-Lokalisatioieser Gene und die damit eventuell
verbundene divergierende Verfuigbarkeit von Ko-Fekiodie Expressionsregulation be-

einflussen kénnte.

4.1.3 Korrelation von Genexpressionsveranderungen m it morphologisch
sichtbaren Differenzierungsprozessen

Generell zeigt sich bei einem Vergleich der in &adP2-P4 gemessenen Blitenlangen
und der Anzahlen der in diesen Entwicklungsphasdetalen aktivierten Gene, dass der
Zuwachs der Petalenlangen und der damit fortsemed Differenzierungsgrad mit den
gesteigerten Anzahlen der in der Petalenentwickaktiyierten Gene korreliert.
Abgesehen von den unter 4.1.1 diskutierten Resultaer allgemeinen funktionellen
Analyse der insgesamt in Wildtyp Petalen regulieii&STs, konnen wesentlich genauere
Aussagen getroffen werden, wenn funktionellen Asaty fur kleinere Datensatze ko-
regulierter Gene durchgefuhrt werden. Bei der gésden Betrachtung der Subgruppen
A, B, C und D fiel auf, dass in den Clustern beiacte ESTs mit sehr dhnlichen Expres-
sionsmustern oft eine hohe Sequenzéahnlichkeit asémeund dass fir viele der ko-
regulierten Gene Zugehdrigkeiten zu gleichen Steétwselwegen nachgewiesen werden
konnten. Im Folgenden werden die Charakteristikavitgr aus dieser Arbeit hervorge-
gangenen Subgruppen ko-regulierter Gene mit Hikkdigf ihre biologische Relevanz
diskutiert.
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4.1.3.1 Petalen des Stadiums P1 zeigen eine hohe Zellteilungsaktivitét

Alle ausschlief3lich in Stadium P1 signifikant algiten Gene wurden in der Subgruppe
A zusammengefasst. Die Ergebnisse der funktioneMealysen dieser ko-regulierten
Gene mit Hilfe der MIPS-Kategorien belegen eindewchl, dass die Kategorie Zell-
Zyklus in dieser Entwicklungsphase stark Uberregmtisrt ist. Ebenfalls gehauft finden
sich Gene aus den Kategorien Proteinsynthese wtdifrerarbeitung. Die separate Be-
trachtung identifiziert 14 ESTs mit BLAST-Homologieu Histonen und weitere mit
BLAST-Homologien zu ribosomalen Proteinen. Unten ¢listonen befindet sich sechs-
mal der DNA-Replikationsmarker Histon H4 (Fobettal, 1994) dessen Expression aus-
schlie3lich im Stadium P1 stark aktiviert ist. landspateren Petalenstadien P2-P4 sinkt
die Expression dieser ESTs auf das in gemischtpal&estadien beobachtete Expressi-
onsniveau ab. In einer Vero6ffentlichung von Coes dem Jahr 1986 wurde bereits pos-
tuliert, dass die jungen Blutenentwicklungsstadieergleichbar mit P1 bis P2) is. ma-
jus Phasen mit hoher Zellteilungsaktivitat darstel{@oenet al, 1986). Ferner wiesen
Reale und Mitarbeiter im Jahr 2002 in Petalen Retunia hybridamittels eines Zelltei-
lungsmarkers (Typ B1 Cyclin) und einem DNA-Replikasmarker (Histon H4) nach,
dass hohe Zellteilungsaktivitaten zeitlich auf jangtadien der Petalenentwicklung be-
schrankt und in fortschreitenden Stadien die Exgioesdieser Markergene nur noch im
Bereich der inneren Epidermis der Petalenlappesktietbar ist (Realet al, 2002). Die
Resultate der hier vorgestellten detaillierten G@nessionsanalysen belegenAntirrhi-
num majuszum ersten Mal, dass das durch Zellteilungen hgerafene Zellwachstum

nach der Organinitiierung auf junge PetalenstafhenEnde P1) beschrankt ist.
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4.1.3.2 Der schnelle GroRenzuwachs der spaten Petalen (P3 und P4) wird durch
Zellstreckungsprozesse realisiert

Eine andere aus Kapitel 3.1.2.2.2 hervorgehendgr8ppe ko-regulierter Gene umfasst
59 ESTs deren Expression sowohl in P3 als aucl isighifikant gegentber der Expres-
sion in Sepalen erhoht ist. Von Anfang des Pet#deiisms P3 bis zum Ende des Stadi-
ums P4 vervierfachen die Blutenblatter des Wildtype Lange von 1 auf 4 cm. Die Ab-
wesenheit von Zellteilungs- und DNA-Replikations@dierten Genen unter den signifi-
kant in den beiden letzten Stadien aktivierten E3digt, dass diese rapide Grél3enzu-
nahme innerhalb von nur funf Tagen nicht alleinctiuein Zellteilungswachstum ver-
wirklicht wird. Stattdessen finden sich innerhaklr Subgruppe B gehauft Gene, die an
der Zellstreckung (Pektinacetylesterase), am Zeltlmaetabolismus allgemein (Extensin,
Plasmamembranproteine) oder an Membrantranspoegsen (Lipid Transfer Proteine)
beteiligt sind.

ZellvergréRerungsprozesse stellen eine energetidanomische Art des schnellen
Wachstums dar und gehen mit einem Massenzuwachsdtenle und einer irreversiblen
Expansion der Zellwand einher. Der GroRenzuwach<Zdke wird dabei hauptséchlich
durch die Aufnahme von Wasser realisiert, wahread Zyytoplasmagehalt der Zellen
kaum steigt (Cosgrove, 1997). Um wachsen zu kénmarss zunachst das starre Zell-
wandgerust gelockert werden. Dieser Vorgang isgdurund pH-Wert-abhangig und
kann durch Hormone beeinflusst werden. Durch dechlieRende Wasseraufnahme ex-
pandiert die Zelle physikalisch und erhalt ihre gilige Form nach Erweiterung und
Festigung der zuvor aufgeweichten Zellwandbere{€usgrove, 1997).

Neben den hier diskutierten Zellwachstumsaktivitdteisen die MIPS-Daten auch auf
eine erhohte Differenzierungsaktiviat in spateraleentwicklungsphasen hin. Tatsach-
lich formen sich in der inneren Epidermis diesetalemstadien spezielle konische Zellen
aus, die den Blutenblattern ihren makroskopischtBaren samtigen Glanz verleihen
(siehe Einleitung; (Gloveet al, 1998; Martinet al, 2002). Dieser durch delMYB-
ahnlichen TranskriptionsfaktdvlIXTA kontrollierte Differenzierungsprozess beginnt in
den Petalen P3 und die Auspragung der konischdarZeauert tber P4 hinaus bis nach
der Anthese an (Goodwiet al, 2003). Unter den DNA-Elementen der EST-Filterirpef
den sich zwar einigklYB-&hnlicheSequenzen, jedoch keine welche eindeutid/B)$TA

identifiziert werden und neue Expressionsdaten dliesen Transkriptionsfaktor liefern
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konnten. Aus der Literatur ist jedoch bekannt, ddieser Transkriptionsfaktor iAn-
tirrhinum majustberlappend mit der Lokalisation der konischerefehur in der inneren
Epidermis von spaten Petalenstadien exprimiert \{@tbver et al, 1998). CERJ, ein
Gen dass an der Wachsbiosynthese beteiligt istg&aral, 1995), befindet sich gleich
zweimal unter den in Subgruppe B dargestellten EBies Expressionsprofile der zuge-
horigen ESTs zeigen eine in allen vier Petalenstadine signifikant erhéhte Expression
gegenuber der von Sepalen, mit dem hochsten Expnessveau in P4. Diese Daten kor-
relieren mit dem erhdhten Cuticulabedarf in Petatlem einerseits generell in den wachs-
tumsbedingten Zellvergrof3erungen und andererseésiadl in den formbedingten Zell-

oberflachenvergroRerungen der konischen Zellehédtgnleitung) begrindet ist.

4.1.3.3 Petalen des Stadiums P4 zeigen neben Zellstreckungsprozessen eine
hohe metabolische Aktivitat

Das Stadium P4 zeigte in den Untersuchungen deenndér grof3ten Anzahl (174) an
signifikant aktivierten Genen auch den mit 66% eintdy hdochsten Anteil an Stadien-
spezifisch regulierten ESTs. Unter den ausschéibf3in diesem Entwicklungsstadium
aktivierten Genen befinden sich, vergleichbar zbdgsuppe B auffallend viele ESTs mit
Assoziation zum Zellwandmetabolismus. Dies verdehitl dass die Verdoppelung der
Blutenlange von 2 auf 4 cm innerhalb dieses Staslikeneswegs nur auf der Auffaltung
bereits gestreckter Petalen beruht, sondern dagserine ein aktives Zellstreckungs-
wachstum nachzuweisen ist, wodurch die Petalenahdgtiltige Gré3e und Form erhal-
ten.

Ein anderer charakteristischer Aspekt dieses spaétalenstadiums ist die deutlich er-
hohte Anzahl an Enzymen des pflanzlichen Sekundatmésmus. Sehr eindeutige Kor-
relationen zeigen sich dabei einerseits zwischenieler Anthocyansynthese involvier-
ten GenenKlavonol 3-O-glukosyltransferase, Isoflavon Reds&tand der ausgepragten
Blutenblattfarbung (Martin & Gerats, 1993), und aratseits fur ein Enzym (BAMT) des
Methylbenzoat-Biosynthesewegs, da Methylbenzoatptestandteil des voAntirrhi-
num Bliaten emittierten Dufts ist (Dudarew al, 2000). Weitere Enzyme aus anderen
Bereichen des pflanzlichen Sekundarstoffwechsetstein bei Abwehrreaktionen eine

Rolle spielen. Diese Vermutung wird unterstitzt dem groRen Anzahl an Abwehr- und
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Stress-verwandten Genen, die innerhalb der ausnR@stalen isolierten cDNAs gefun-
den wurden (Channelieet al, 2002).

4.1.3.4 Die Photosynthese wird innerhalb der Petalenentwicklung kontinuierlich
reprimiert

Das Datenset der Subgruppe D, welches diejenigdis BE&fasst, deren Expression kon-
tinuierlich in Petalen reprimiert wird zeigt vonrdbier speziell untersuchten Datenséatzen
die offensichtlichste Korrelation zwischen funkw@tier Zuordnung der ko-regulierten
Gene und morphologisch sichtbaren Differenzierurmpgssen. Fast alle in dieser Sub-
gruppe vertretenen ESTs kdnnen dem Photosynthesleofistnus oder den mit ihm ver-
kniipften Stoffwechselwegen zugeordnet werden. DiRessultate zusammen mit der U-
berrepréasentation der MIPS-Kategorie Energie stemeRkinklang mit den morphologi-
schen Beobachtungen dass Sepalen griin sind undhaiePhotosyntheseaktivitéat vor-
weisen, dagegen aber Petalen nur in jungen Stanenleichte Grunfarbung besitzen
und keine Stomata vorweisen. Eine UntersuchungPtbstiden-Ontogenie wahrend der
Arabidopsis Petalenentwicklung zeigte, dass junge Petalenuagedffneten Knospen
grine Chloroplasten in allen Organbereichen besithe Laufe der Petalenstreckung
beobachtet man jedoch, dass die Plastiden ihr Qbihyil verlieren und sich zu Leuko-
plasten redifferenzieren. Normale griine Chloroplasterbleiben nur an der Basis von
reifen Petalen (Pyke & Page, 1998).
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4.2 Isolierung von DEF-Zielgenen

Die Makroarray Technik ermdglicht die gleichzeitigtersuchung mehrerer tausend
Gene im Hinblick auf ihr Expressionsniveau in usthiedlichen Konditionen z.B. in

Organen, Entwicklungsphasen oder nach spezifid8bkandlung. Besonders fir Analy-
sen komplexer Prozesse bei denen eine vielschicRégyulation vermutet wird, ist diese
Methode geeignet um konkrete Hinweise auf die anRegulation beteiligten Gene zu

erhalten.

Innerhalb dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur ©emessionsanalyse der EST-
Kollektion von Antirrhinum majusetabliert, mit dem die Daten hybridisierter ESTie¥i
unter verschiedenen Aspekten ausgewertet werdenekdDie darin integrierte Benut-
zung der M-CHIPS-Analyse-Methode (Fellenbetgal, 2002) beinhaltet zum einen eine
experimentelle Annotierung und adaquate Speichedanddybridisierungsdaten, die den
Zugriff auf die Daten und ihre Benutzung in Kombioa mit zukinftig durchgefiihrten
Expressionsexperimenten erlaubt. Zum anderen kayereigt werden, dass die aus mit
den hier angewandten Prozessierungsmethoden uddé@kaiterien produzierten Mak-
roarray-Daten eine hohe Reproduzierbarkeit aufweised die Expressionsdaten einer
Auswahl an Genen zu Uber 80% mittels einer unaligé@ngAnalysemethode bestatigt
werden konnten. Bei den nicht bestatigten Genemteonentweder die Genexpressions-
verdnderungen mittels der semiquantitativen uncedahsensitiveren RT-PCR-Analyse
aufgrund von zu geringen absoluten Expressionssatiezden nicht erfasst werden, oder
es handelt sich um Falschpositive. Ersteres kédateh quantitative poly(A)-Northern-
Analysen detaillierter untersucht werden. Im Fate DELILA, das einer gro3en Familie
von bHLH-Transkriptionsfaktoren angehort, stimmea Baten der RT-PCR-Analysen
mit den bekannten Literaturdaten Uberein, jedothais den Makroarray-Daten keine
gleichartige Regulation ersichtlich. Hier konntdgrund der kurzen EST-Sequenz eine
Kreuzhybridisierung mit anderen bHLH-Genen statigden und die Ergebnisse beein-

flusst haben.

Die meisten der signifikant differentiell exprimien Gene, welche aus den Makroarray-

Analysen hervorgingen zeigen neben dem mehr al$atlt? relativen Expressionsunter-
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schied auch eine grolR3e absolute Differenz der $ittien. Diese Beobachtungen deuten
darauf hin, dass sich die hier verwandte Methodhe gat dazu eignet aus einer grof3en
Anzahl zumeist unbekannter ESTs sowohl stark exprimals auch stark regulierte Ge-

ne zuverlassig zu ermitteln.

4.2.1 Kombination von Makroarray Technik und temper  atursensitiver
def-101 Mutante

Als Strategie zur Isolierung von DEF-Zielgenen Ausnajuswurde in dieser Arbeit eine
Kombination aus einer Hochdurchsatz Technik miegiin vivo induzierbaren System
gewahlt. Bei dedef101 Mutante auéntirrhinum kdnnen Modifikationen in der DEF-
Funktion durch einfache Temperaturdnderungen hgevafen werden. Gene, deren Ex-
pression nicht aufgrund der veranderten DEF-Funksiondern durch den Temperatur-
stress beeinflusst wird, kénnen klar im Rahmen Kontrollexperimenten erkannt und
ausgeschlossen werden. Dies verdeutlicht den Valiesesin vivo Systems gegenuber
artifiziellen Ansatzen. Z.B. kdnnen bei der Nutzwiges Steroid-induzierbaren Systems
zur Identifizierung von Zielgenen (Sablowski & Megwitz, 1998; Zik & Irish, 2002),
generelle Effekte auf die Genexpression auch innilent induzierten Pflanzen nicht aus-
geschlossen werden, da das eingebrachte SystenT iPfl&hzen normalerweise nicht

vorhanden ist.

Vorversuche zeigten, dass die Reduzierung der mRN#plexitaten der untersuchten
Proben durch Verwendung Organ- und Stadien-spelzdisProben und die Einhaltung
konstanter Parameter (z.B. Erntezeit, Methode déA-Rxtraktion, Expositionszeit) die
Anzahl der identifizierten differentiell exprimiernt Gene steigerte. Insbesondere bei der
in Kapitel 3.1 beschriebenen Makroarray-Studie ,8f&dien” wurde nachgewiesen, dass
die Expression vieler in der Petalenentwicklungutegter Gene Entwicklungsphasen-
spezifisch reguliert ist. Aufgrund dessen, wurde die Isolierung von DEF-Zielgenen
das Petalenstadium P3 akt101 Mutante ausgewahlt. In dieser Entwicklungsphier
Petalenmorphogenese zeigen insgesamt 293 ESTsigimBkant verandertes Expressi-
onsniveau im Vergleich zu dem der Sepalen und 3Bilween sind ausschliel3lich in die-

sem Stadium aktiviert. Zudem liegt die Expression REF in diesem Stadium deutlich
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Uber seinem basalen Expressionsniveau, so dasa daggegangen werden konnte, dass
eine Reduktion der DEF-Funktion sowohl autoreguldie DEF Expression als auch die

Expressionsniveaus von DEF-Zielgenen beeinflusssh w

4.2.2 Die Expression von Uber 100 ESTs reagiert auf  eine ein- bis drei-
tagige Reduktion der DEF-Funktion

In Kapitel 3.2 wurde die mindestens 1.2 fache Andgrder Expressionsniveaus von 108
ESTs in Folge einer verminderten DEF-Funktiord@#101 Petalen P3 im Rahmen eines
Makroarray-Experiments nachgewiesen, und tUber 8 éAuswahl von ihnen durch
semiquantitative RT-PCR-Analysen bestatigt. Dasgegkchene Verhaltnis zwischen
von DEF aktivierten (53) und von DEF reprimiertesb) ESTs zeigt, dass dieser
Transkriptionsfaktor sowohl als Aktivator, als awk Repressor agiert. Zudem kann ein
Anstieg der Anzahlen der regulierten ESTs nach(24h im Vergleich zu 72h (98) beo-
bachtet werden. Das deutet darauf hin, dass dasssihell vermittelte regulatorische
Potential von DEF auf direkten Interaktionen berulkénnte. Im weiteren Verlauf des
DEF-Funktionsverlusts konnten diese frihen Zielgdaen vermutlich selbst auch wie-
der die Transkription von anderen Genen innerhalbRegulationskaskade beeinflussen.
Es ist anzunehmen, dass die Anzahl der in dem sudten System differentiell expri-
mierten Gene noch ansteigen wirde, wenn man diedéeiBehandlung Uber drei Tage
hinaus verlangert.

Unter Berilicksichtigung der Tatsache, dass dieun&rsuchten 11.600 Unigene aus der
EST-Kollektion ungefahr 40% der fifr. majusgeschéatzten Anzahl an cDNAs représen-
tieren, kann eine direkte oder indirekte Regulation ca. 250 Genen durch DEFICIENS
in diesem Petalenstadium ddef101 Mutante angenommen werden. Diese Annahme
Ubertrifft die aus einer Mikroarray-Studie hervdigade Schatzung von ungefahr 200 in
Arabidopsis thalianavermutlich durch AP3/PI regulierte Gene (Zik &shi 2002). Al-
lerdings umfasst die dort genannte Anzahl sowokdlBe-, als auch Stamina-spezifische
Zielgene, die wahrend der gesamten Blutenentwickldetektierbar waren. Da in dieser
Arbeit nur die DEF-Zielgene eineker vier vorhandenen definierten Petalenstadi¢erun
sucht wurden ist anzunehmen, das&mntirrhinum die Anzahl der von DEF regulierten

Gene in der gesamten Petalen- und Staminaentwigkl@sentlich héher ist. Mittels Or-
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gan- und Stadien-spezifischen Analysen kénnen sgrilkere 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 Datensat®rsin def-101 Petalen P3 regu-
lierten ESTs ging hervor, dass 10 der 20 betraght&tategorien im Vergleich zu dem
Datensatz der allgemein in diesem Petalenstadiymmierten ESTs deutlich Uber- oder
unterreprasentiert waren. Ein Vergleich der 5 Katiem, die sowohl innerhalb der regu-
lierten ESTs der ,WT Stadien®, als auch innerhadb ekgulierten ESTs dedgf101 P3*
Uberreprasentiert sind zeigt, dass die Gene b8dtnsatze fast mit jeweils identischen
Anteilen den Kategorien Metabolismus, Energie, ateMlehr oder Kontrolle der zellula-
ren Organisation zugeordnet werden kénnen. Died€ate Transport ist unter den DEF-
Zielgenen mit 19% noch starker vertreten als udtar innerhalb der WT Petalenent-
wicklung regulierten Genen. Diese Resultate lassgmuten, dass die ermittelten DEF-
Zielgene spezifische Aufgaben innerhalb der Pegmimicklung besitzen. Tatsachlich
befinden sich 73 der 108 DEF-Zielgene auch untarideler WT Petalenentwicklung als
reguliert identifizierten Genen.

Ferner wurde festgestellt, dass Gene die an deeiRsgnthese oder Proteinverarbeitung
beteiligt sind, im Datensatz der von DEF regulier@@ene unterreprasentiert sind. Diese
Beobachtungen lassen zusammen mit den Ergebnigsdftapitel 3.6.1, wo sich von den
11 als invariant identifizierten ESTs allein 4 il @dben genannten Kategorien einordnen
lassen vermuten, dass DEF in spaten Petalen, zastiimherhalb der ersten 72h die Pro-

teinsynthese nicht reguliert.
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4.2.3.1 DEF kontrolliert das Zellstreckungswachstum wahrend der spaten Peta-
lenentwicklung

Die detaillierten funktionellen Analysen der DEFejene ergaben dass allein 34 der 108
regulierten ESTs mit dem Zellwandmetabolismus b#dem Zellstreckungswachstum
assoziiert sind. Die Transkription von tber 70% vumen wird durch DEF aktiviert, die
restlichen werden durch DEF reprimiert. Ahnlich wiei den in Kapitel 4.1.3.2 und
4.1.3.3 diskutierten Genen mit einer Funktion inlhZ@ndmetabolismus, befinden sich
auch unter den DEF-Zielgenen des Stadiums P3 atrlld Zellwandbestandteile (Ex-
tensin, Tubulin), in die Zellstreckung involvierteenprodukte (Pektinacetylersterase),
mehrere Lipid Transfer Proteine und das an der \8tdiokynthese beteiligte GE&ER1
(Aarts et al, 1995).Zusatzlich findet man jedoch hier zwei ESTs die Wdikeiten zur
Gibberellin-regulierten Genen zeigegblP1 und GEG (Kotilainenet al, 1999) und zwei
ESTs, deren Genprodukte in der Weiterleitung vaotesehen Signalen involviert sind.
Bei letzteren handelt es sich erstens um ein Calimedhnliches Gen, was unter Einluf3
von C&" die Aktivitat von Enzymen beeinflussen kann (Alsat al, 1995) und zweitens
um ein Ankyrindhnliches Gen. Fur eine Ankyrin Proteinkinase Alialfa konnte eine
Induzierung der Expression aufgrund von osmotiscBémress nachgewiesen werden
(Chinchillaet al, 2003).

Die vier letztgenannten Gene zeigen, dass zudatzlicden bereits in spaten Petalensta-
dien des Wildtyps identifizierten Genen, welche deim in diesen Phasen beobachteten
Zellstreckungswachstum korrelieren, hier auch eiqgtative Regulatoren dieses Prozes-
ses als von DEF reguliert nachgewiesen werden konr&peziell fUrGEG ist bereits
bekannt, dass seine ExpressiofPetunia hybridazeitlich mit der longitudinalen Zellex-
pansion korreliert und diese von diesem Gibberalimulierten Gen reguliert wird
(Kotilainenet al, 1999).

Der Vergleich mit Studien in denen Zielgene @S- OrthologenAP3 ausA. thaliana
zeigt, dass sowohl dem direkten ZielgdAP eine Funktion wahrend der Umschaltung
von der Zellteilungs-gepragten Phase der Blitenieklwng zur Zellexpansions-
gepragten Phase zugeordnet wird (Sablowski & Mayikzp 1998), und sich des Weite-
ren unter den 47 von Zik identifizierten von AP3fgulierten Genen auch viele befin-

den, die dem Zellwandmetabolismus zugeordnet wekdanen (Zik & Irish, 2002).
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4.2.3.2 DEF hemmt den Photosynthesestoffwechsel wahrend der spaten Petale-
nentwicklung

Wie bei den Temperaturverschiebungs-Experimenteéndefil01 Mutanten beobachtet
werden konnte, bestanden die ersten sichtbarenholagischen Auswirkungen einer
Verminderung der DEF-Funktion in Petalen in der #ilgging von griinen Sektoren. Zu-
dem kann ein Funftel der von DEFdef101 Petalen P3 reprimierten ESTs eindeutig mit
dem Photosynthesemetabolismus assoziiert werdda.didése Gene zeigen eine stark
verminderte Expression in Petalen gegeniber demeBgipnsniveau in Sepalen. Interes-
santerweise sind jedoch die absoluten Intensidieser Gene in den Petalenstadien im-
mer noch recht hoch, so gehoért z.B. RigBisCO Aktivas€EST 018 5 02 _g06) selbst in
WT Petalen P3 noch zu den 600 am starksten expteni€&enen. Zudem wurde bei Un-
tersuchungen von Petunien festgestellt, dass décgalla Chloroplasten enthélt die,
wenn auch mit einer stark reduzierten EffizienzotpBynthetisch aktiv sind und GO
fixieren (Weiss & Halevy, 1991). IAntirrhinum wurden die Petalen hinsichtlich ihrer
photosynthetischen Aktivitat noch nicht untersuehtl sie zeigen nur in jungen Stadien
eine grunliche Farbung. Obwohl die Chloroplastamerhalb der Petalenentwicklung zu
Leukoplasten redifferenzieren (Pyke & Page, 1998nhoch unklar, warum anscheinend
trotzdem das Expressionsniveau photosynthetiscloengénenten hoch gehalten wird,
zumal Stomata in Petalen fehlen. Eventuell konmtieige Komponenten bislang noch
unbekannte, nicht direkt mit der Photosynthesezisste Aufgaben wahrend der Organ-

differenzierung ausuben.

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 untersidicleen Expressionsdynamiken und
ungleichen absoluten Expressionsniveaus D&k und GLO in WT Petalen diskutiert.
Die Ergebnisse der detaillierten Expressions-Studaigen, dass sich aul3erdem auch die
Auswirkungen einer verdnderten DEF-Funktion auf Transkriptionsregulation dieser
beiden MADS-Box Gene unterscheiden. Wahrend dierdsgion vonDEF sowohl in
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Petalen P3 dedef101 Mutante, als auch jungen Infloreszenzenddéf 01plena Dop-
pelmutante nach Reduzierung der DEF-Funktion dbainflusst ist, kann man fur die
Expression vorGLO nur sehr geringe Anderungen in diesen beiden J&stsen beo-
bachten. Da die Makroarraydaten im Falle der bebléerddef101 Petalen eine leichte
Reduktion deGLO Expression nachweisen, kdnnte mit Hilfe von polyBNA Northern
noch einmal Uberprift werden, ob die hier benusgmiquantitative RT-PCR-Technik
zur Erfassung der geringen Expressionsunterschietie sensitiv genug war.

In WT Pflanzen wurde sowohl flDEF, als auch fuGLO in vivo nachgewiesen, dass die
DEF und GLO Proteine an den beiden Promotoren hiriBe Muller, unveréffentlichte
Daten). Ein Bindungsnachweis implementiert jedodébhth dass dadurch auch die
Transkription der betreffenden Gene kontrollientdwyi

In Petalen dedef101 Mutante wurde eine autoregulative Kontrolle DEF Expression
beobachtet, jedoch reagierte die Expression @b@ fast gar nicht auf eine reduzierte
DEF-Funktion. Die generell verminderte DEF-Funktiordef101 Bliten (siehe Einlei-
tung) konnte im Fall voiGLO zu gering sein, um die Autoregulation fur dieses1Gu
gewahrleisten. Demnach wuirden unterschiedliche BEfRwellenwerte fir die
Transkriptionsaktivierung voDEF und GLO bendétigt. Eine andere Moglichkeit besteht
darin, dass die Art und Starke der Transkriptionstalle dieser beiden Gene zusatzlich
durch weitere ternére Faktoren moduliert wird (EQeatineset al, 1999), welche unter-
schiedlich an den Promotoren der beiden MADS-BoxeGkinden. Auch die Entwick-
lungsphasen-abhangigen Expressionsunterschied®&&mund GLO in WT Petalensta-
dien weisen auf eine Beteiligung von zusatzlicheaRaktoren bei der Transkriptionsre-
gulation dieser Gene hin.

Diese Beobachtungen zeigen, dass der Nachweis diredden DEF-Zielgens sowohl
einein vivo dokumentierte Interaktion des DEF Proteins mit d&wmotor, als auch eine
Bestatigung der in Folge dieser Bindung reguliefieanskriptionsaktivitat bedingen. Fir
Letzteres stellte sich in die dieser Arbeit def-101 Mutante als geeignetes System her-

aus.
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4.3 Charakterisierung der ausgewéhlten DEF-Zielgene

Aus den uber 100 DEF-Zielgenen, die aus der Makage®tudie mitdef-101 Petalen P3
hervorgingen, wurden sechs unabhangig bestatigligetie fir weitere Analysen ausge-
wahlt. Kriterien fur die Auswahl waren dabei eiredselle und eindeutige Expressions-
veranderung in Folge einer Modifikation der DEF-Kimn in def101 Petalen P3 und
eine deutliche differentielle Expression in WT Rettades Stadiums P3 gegenliber WT
Sepalen. Durch die komplette Sequenzierung derhzisggen EST-Klone konnten die
offenen Leseraster von drei Genen vollstandig ¢ethitverden, bei den restlichen Ziel-
genen ist entweder der Translationsstartpunkt alder Translationsende noch nicht
eindeutig bestimmt. Die Expression aller sechs Gegusle in verschiedenen Organen
und Mutanten charakterisiert, und mit Hilfe der RAQ@echnik genomische DNA-
Fragmente stromaufwérts des Translationsstartpung&tdiert und charakterisiert.
Abschlieend wurden genomische DNA-Fragmente voei dier DEF-Zielgene
dahingehend untersucht, ob ihre Regulation durcle @irekte Interaktion des DEF

Proteins mit der genomischen DNA vermittelt wird.

4.3.1 DEFTup 1 - ein Extensin-ahnliches DEF-Zielgen

Das Genprodukt deBxtensindhnlichen DEF-ZielgenBEFTup lweist einoffenes Le-
seraster von 454 Aminosauren Lange auf. Das seghehlahsteArabidopsisGen ist
At4g38770. Mit einem Anteil an identischen Aminosgiuvon nur 48% repréasentiert es
wahrscheinlich nicht das orthologe Gen \BFTup 1

Die detaillierten Expressionsstudien zeigen, dassed Gen in WT Organen des Stadi-
ums 3 sehr stark in Petalen und Stamina und maf{gipellen und Brakteen exprimiert
ist. Mit seiner besonders stark aktivierten Expgoesfn spaten Petalenstadien P3 und P4
gegenuber der Expression in WT Sepalen ist esdEsilspeziellen Datensatzes der Sub-
gruppe B. Betrachtet man die in den Makroarray-tu@rmittelten absoluten Signalin-
tensitaten dieses Gens, so gehort es sowohl isgkeien Petalenstadien des Wildtyps als

auch in den Petalen P3 dd#f101 Mutante zu den sechs am starksten exprimi€ten
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nen. Extensine gehoren zu den HydroxyprolinreicGérkoproteinen und stellen Struk-
turproteine der Zellwand dar (Albergs al, 1995). lhre erhéhte Expression, besonders in
spaten Petalenstadien korreliert mit dem dort beaieéen enormen Zellstreckungs-
wachstum. Auch in anderen Untersuchungen wurde &uaektion von Extensin-
ahnlichen Proteinen in Geweben mit starkem Langehstam nachgewiesen (Buchedr
al., 2002).

Die Expression VODEFTup 1reagiert sowohl in Petalen P3 als auch StaminSthedi-
ums 3 dedef101 Mutante schon nach 24h sehr stark in Folgerdé@duktion der DEF-
Funktion. Zusatzlich ist eine Expressionsaktivigralurch DEF in jungen Infloreszenzen
der def-101plena Doppelmutante nach 48h zu beobachten. Die schnelte starke
Transkriptionsaktivierung durch DEFICIENS zeichnBEFTup lals guten Kandidaten
fur eine direktes Zielgen aus.

Mittels der RAGE Technik konnte vOREFTup 1ein genomisches Promotorfragment
von 2837 bp Lange isoliert werden, welches nachreireit gefassten CArG-Box Defini-
tion 21 CArG-Boxen und zusatzlich einige andereagisve Elemente enthalt. Fir dieses
Gen konnte mittels X-ChIP-PCR-Analysen fur zwei degi getesteten Promotorfragmen-
te sowohl in WT Petalen P3 als auch in Stamen thdiuBns 3 eine Anreicherung in den
DNA-Fraktionen aus mit dera-DEF Serum durchgefihrten Immunoprazipitationen ge-
genuber denen mit Pra-Immunserum durchgefuhrtenuimaprézipitationen nachgewie-
sen werden. Die beiden Promotorfragmente E1 (4Q3ubg E2 (492 bp) enthalten flnf
(E1) bzw. sechs (E2) CArG-Box Motive und zusatzljetveils eine b-ZIP Bindestelle.
Wie bereits in der Einleitung erdrtert wurde konh@ADS-Domanen Proteine mit hoher
Affinitat an CArG-Box Elemente in den PromotoreneihZielgene binden. Die Spezifitat
dieser Bindung und die Starke bzw. Art des reguktben Effekts wird entweder von
der Sequenz des cis-aktiven Elements selbst oderzusatzlichen mit dem MADS-
Doménen Protein interagierenden Faktoren bestirhiitit €t al, 1998; Tilly et al, 1998).
Proteine, die raumlich getrennte Motive von Promertiobinden, kénnen durch Ausbil-
dung einer dreidimensionalen Struktur miteinandelform von multimeren Proteinkom-
plexen interagieren (Egea-Cortinesal, 1999). Dadurch kénnen weit voneinander en-
fernte cis-aktive Elemente an den gleichen Reguiaprozessen beteiligt sein. Im Falle
von DEFTup 1kénnte deshalb im Rahmen von weiteren X-ChlIP-Erpamnten tberprift
werden, ob auch noch andere der zahlreichen im ®myrmeorhandenen regulatorischen

Sequenzen fir die Interaktion mit DEF wichtig sind.
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Das hier vorgestellt&xtensinahnliche GerDEFTup list nebenDEF und GLO selbst
das erste isolierte und charakterisierte direkédgéin vorDEFICIENS

4.3.2 DEFTup 2 - ein Alpha Tubulin ist Zielgen von DEF

Auch fur DEFTup 2konnte die Sequenz des vollstandigen offenen bastens von 450
Aminosauren Lange ermittelt werden. Das Gen weistemem Anteil von 91% identi-
schen Aminosauren eine hohe SequenzahnlichkeiemuAtpha TubulinGen At4g14960
ausArabidopsisauf. Ein mittels der RAGE Technik isoliertes 1249 langes genomi-
sches DNA-Fragment stromaufwarts des Translatiartgsinkts enthélt 5 CArG-Boxen.

In WT Organen wird das hier untersucitpha Tubulinstark in Petalen, Stamina, Kar-
pellen, Stangeln und Wurzeln exprimiert. Innerhaddéln Petalenenwicklung weist es eine
sehr hohe Expression in jungen Petalen (P1 unc2welche im weiteren Verlauf der
Petalendifferenzierung absinkt. Alpha Tubuline dBebtandteil der Mikrotubuli die u. a.
beim Aufbau der Zellwand fur deren Ausrichtung sorgAlbertset al, 1995).

Die Expression dieses DEF-Zielgens reagiert inlBet®3 dedef101 Mutante nach 24h
schwach und nach 72h sehr stark auf eine modifiziBEF-Funktion. In Stamina der
gleichen Bliten ist jedoch keine derartige Reakiaorbeobachten. In jungen Infloreszen-
zen derdet10lplena Mutante hingegen wird die Expression VOEFTup 2ebenfalls
durch DEF aktiviert. Die hier nicht nachweisbareg®ation vonDEFTup 2in Stamina
derdef-101 Mutante kdnnte einerseits in einer zu kurzelnalBdlungszeit begriindet sein.
Wie in den Petalen der gleichen Bliten zu beobactsie erfolgt der grof3te Anteil der
Expressionsregulierung erst nach 72h. Die schrifenskriptionsregulierung in den
Infloreszenzen der Doppelmutante schon nach 12famBhng lasst jedoch eine andere
Maglichkeit wahrscheinlicher erscheinen. Die unthiedliche Regulation dieses Gens in
Petalen und Stamina konnte in der Interaktion mgatzlichen Ko-Faktoren begriindet
sein, die die Trankriptionsaktivierung dagpha Tubulinsbeeinflusen und in den beiden

Organen differentiell exprimiert sind (Lohmann & Wyel, 2002).
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4.3.3 DEFTdown 1 — eine RuBisCO Aktivase ist Zielgen von DEF

Dieses von DEF reprimierte Zielgen zeigt ein 472ikosdure langes offenes Leseraster.
Die sequenzahnlichstRuBisCO AktivasausA. thaliana (At2g39730) weist eine 79%
ige Aminosaureidentitat auf. Das Promotorfragmemches mit Hilfe der genomischen
Linker PCR-Methode isoliert werden konnte ist 16#¥lang und enthélt 7 CArG-Box
Elemente.

Die ausAntirrhinumisolierteRuBisCO Aktivasewird sehr stark in photosynthetisch hoch
aktiven Organen wie Sepalen, Brakteen und Blageprimiert. DEFTdown 1gehoért zu
dem Datensatz der Subgruppe D der im Vergleichepal®n kontinuierlich wahrend der
Petalenentwicklung reprimierten Gene. Das funktio@@deutig mit der Photosynthese
assoziierte Genprodukt aktiviert das SchlisselendgnPhotosynthese (RuBisCO) durch
eine Carbamylierungsreaktion (Buchareral, 2000).

In den behandeltedef101 Petalen P3 steigt die Expression dieses Aislgach 72h
stark an, was auf eine starke Reprimierung derskrgotion dieses Gens durch DEF hin-
weist. In Stamina konnte der Regulationseffekt ndelutlicher und bereits nach 24h
nachgewiesen werden. Auch in jungen InfloreszemanDoppelmutante zeigt sich ein
durch DEF induzierter Regulationseffekt.

X-ChIP-PCR-Analysen mit Petalen-Material zeigteinkeAnreicherung von Promotor-
fragmenten dieses Gens (Daten nicht aufgefuhrtgrdihgs konnte die sehr starke und
schnelle Expressionsaktivierung dieses Gens iniStagin Hinweis fur eine direkte Re-
gulation durch DEF in den Organen des dritten Warsein. Zur Klarung dieser Vermu-
tung missten weitere Promotorbereiche stromaufvditsbereits bekannten Sequenzen
isoliert und damit weitere X-ChlIP-PCR-Analysen miINA-Fraktionen auch aus WT

Stamina durchgeftihrt werden.

4.3.4 DEFTdown 2 — eine Beta Glukosidase ist Zielgen von DEF

Die EST-Sequenz des zweiten von DEF reprimiertetgZns umfasst 1181 bp, ein voll-

standiges offenes Leseraster konnte hier aufgrasdfehlenden 5’ Bereichs der cDNA
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noch nicht ermittelt werden. Auch die Genauigkeit 8equenzvergleiche wird durch das
fehlende Fragment beeinflusst, so das bislang rmualtjemeine Enzymklasse ermittelt
werden konnte. Die hdchste Sequenzahnlichkeit 8fb Aminosaureidentitat zeigt bis-
her eine Beta Glukosidase abfea europaeaAufgrund des nicht vorhandenen Transla-
tionsstartpunkts ist ferner fir das mittels RAGEHA®k isolierte 601 bp lange genomi-
sche Fragment unklar, ob es sich dabei um Promateidhe handelt. Diese Sequenz
wies aul3er einer CArG-Box des Typs 2 noch eine Rylaestelle auf.

Die Expression dieses Gens ist in den untersudhMEm®rganen auf Sepalen und Karpel-
le begrenzt und innerhalb der Petalenentwickluhdas Expressionsniveau im Vergleich
zu Sepalen deutlich reduziert. AublEFTdown 2gehdrt zu den kontinuierlich in Petalen
reprimierten ESTs der Subgruppe D. Pflanzliche Bgliakosidasen stellen eine grofe
Enzymklasse mit vielen unterschiedlichen Vertretdan. Sie besitzen die unterschied-
lichsten Funktionen die von Beteiligungen bei Abwebktionen, Uber Aufgaben in der
Farbstoffsynthese bis hin zu Rollen in der Lignim&gse reichen. Nach Ermittlung der
fehlenden cDNA-Sequenz dieses Gens z.B. mit Hife RACE Technik, kdonnte eine
genauere Einteilung des isolierten DEF-Zielgenslgeih, und Hinweise Gber eine mogli-
che Funktion deéntirrhinum Gens durch Vergleiche mit bekannten ahnlicBeta Glu-
kosidaserermittelt werden.

Bei der Expressions-Regulation d@gta Glukosidaseeigt sich ein komplexes Bild. Zum
einen reagiert die Expression vDEFTdown 2mit einem starken Anstieg in Folge einer
reduzierten DEF-Funktion in Petalen des Stadiumslét8ef101 Mutante. In sehr jun-
gen Organstadien der Infloreszenzen alfr101plena Doppelmutante zeigt sich jedoch,
dassDEFTdown 2dort von DEF aktiviert wird. Die hier beobacht@wanskriptionsakii-
vierung in frGhen Stadien und Transkriptionsrepeimang in spaten Stadien ein und
desselben Zielgens, vermittelt durch den gleicheam3kriptionsfaktor konnte einerseits
in zeitlich unterschiedlich exprimierten, an dergRktion beteiligten Ko-Faktoren
begriindet sein. Zum andern kann aber auch niclggegaklossen werden, dass sich die
fehlende C-Funktion in der Doppelmutante auch aaf Ekpressionsregulation dieses
Zielgens auswirkt. Um dies zu uberprifen, konnte @xpressionsregulation von
DEFTdown 2aufgrund einer modifizierten DEF-Funktion in jung®etalen (P1 und
junger) in dedef-101 Mutante untersucht werden.

Die mit dem 600 bp langen genomischen Fragmenesli@selgens durchgefihrten X-
ChIP-PCR-Analysen zeigten eine leichte Anreicherumgerhalb der mit denu-DEF

immunoprazipitierten DNA-Fraktion. Dies kann alseis fur eine eventuelle Interakti-
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on des DEF Proteins oder eines DEF assoziierteteiRkomplexes mit benachbarten
Bereichen dieses untersuchten Fragments ausgededem Da zumindest ein Teil dieser
genomischen Sequenz stromabwarts des Translabopsstkts liegt, kdonnte hier auch
eine Interaktion von regulativen Faktoren mit Imtbereichen innerhalb des Gens vorlie-
gen, wie es z.B. schon einmal GAMOUSnachgewiesen wurde (Busehal, 1999).

Um die moglicherweise direkt durch DEF vermittdRegulation dieses Gens weiter zu
untersuchen, sollten sowohl genomische Bereichéewstromaufwarts als auch strom-
abwarts des hier getesteten Fragments isoliertiundChlP-PCR-Analysen untersucht

werden.

4.3.5 DEFTdown 3 — ein hypothetisches DEF-Zielgen

Das putative Genprodukt des hypothetischen GensTD&kn 3 zeigt ein offenes Le-
seraster von 287 Aminosauren Lange, welches in egyergleichen zu keinem bisher
bekannten Protein Ahnlichkeiten zeigte. Das fafd01#p lange isolierte genomische
Promotorfragment enthalt 6 CArG-Boxen.

DEFTdown 3zeigt in WT Organen des Stadiums 3 eine starke dSgoon in Brakteen,
Stangeln und Sepalen. In Petalen, Stamina und Kempest es nur schwach exprimiert.
Im Vergleich der WT Petalenstadien zu WT Sepalemk® eine deutlich reduzierte Ex-
pression in P1 bis P3 beobachtet werden, die jedoét fast wieder auf das Expressi-
onsniveau der Sepalen ansteigt.

Die Expressions-Studien mitef101 Petalen P3 wiesen fur dieses Gen eine durdh DE
reprimierte Expression nach. Auch in Stamina desliSims 3 der gleichen Bluten konnte
eine gleichartige Expressionsregulation nachgewieserden, jedoch nicht in jungen
Infloreszenzen der Doppelmutante.

Auch von diesem DEF-Zielgen wurden zwei Promotainante innerhalb von X-ChlP-
PCR-Analysen auf eine direkte vivo Interaktion mit DEF untersucht. Die dabei beo-
bachtete Anreicherung fir eines der beiden Fragen@mi; 420 bp) ist in ihrer Starke
vergleichbar mit der unter 4.3.4 diskutierten Aoheirung deBeta Glukosidasé-rag-
ments. Auch hier kann dieses Resultat als Hinwigim&chfolgende Untersuchungen der

benachbarten Promotorbereiche genutzt werden.
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4.3.6 DEFTdown 4 — ein PAP-ahnliches DEF-Zielgen

DEFTdown 4zeigt als letztes hier vorgestelltes DEF-Zielge®equenzvergleichen Ahn-
lichkeiten zu einem Plastidlipid-assoziierten Piroter Fibrillin-Familie. Die Lange des
offenen Leserasters ist bei diesem Gen noch unRks.sequenzéhnlichste Gen auwa-
bidopsis (At3g23400) wird mit einem Anteil von 71% identi®n Aminosauren unter-
stitzt. Im Falle voDEFTdown 4konnte ein Uber 2500 bp langes genomisches Fragmen
isoliert werden, dass wie die anderen Fragmentieedalhe CArG-Box Elemente besitzt.
DEFTdown 4ist in WT Organen des Stadiums 3 stark in Sepd&eakteen und Blattern
exprimiert. Innerhalb der gesamten Petalenentwigklist dieses Gen im Vergleich zu
der Expression in Sepalen stark reprimiert.

Plastidlipid-assoziierte Proteine stellen strukitarBroteine dar, die mit Carotinoiden und
anderen neutralen Lipiden in Plastiden assoziied. $Jntersuchungen der dreiBrassi-

ca napusvorhandenerPAPs zeigten, dass deren Transkripte teilweise Orgaaisch
nachgewiesen werden konnten, u.a. fand man dalobi das Petalen-spezifische Gen
PAP2 (Kimet al, 2001).

Die Expression voiDEFTdown 4konnte sowohl irdef101 Petalen P3, als auchdef
101 Stamina Stadium 3 als von DEF reprimiert nashggen werden. Ebenso zeigte sich
eine schwache derartige Transkriptionsregulatiojungen Infloreszenzen der Doppel-

mutante.
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4.4 Ausblick auf weitere Experimente

In dieser Arbeit wurde durch eine Kombination dealvbarray Technik mit der tempera-
tursensitivendef101 Mutante ein System zur ldentifizierung von DEEIgenen etab-
liert. Die bereits in der zur Auswertung angeledgbaienbank gespeicherten Versuchser-
gebnisse, kbnnen mit den Resultaten zukinftigerdsgonsprofil-Experimente kombi-
niert und unter neuen Aspekten ausgewertet werDen.Makroarray-Studien kénnen
nach dem experimentellen Vorbild ddef101 Petalen-Studie auf die Isolierung von
Stamina-spezifischen DEF-Zielgenen ausgeweitet everBiese Analyse konnte Einbli-
cke in die spezifische Expressionsregulation Starspezifischer Gewebe wie z.B. Fila-
ment und Tapetum liefern. Des Weiteren kann zurdamg von friihen DEF-Zielgenen
das System der Doppelmutardef-101/plenaim Rahmen von Expressions-Studien ge-
nutzt werden. Hierbei wirden die Transkriptome pmipfloreszenzen mit und ohne ei-
ner modifizierten DEF-Funktion verglichen werdernd=Verkirzung der Behandlungs-
zeiten in allen genannten Experimenten wirde di&rdéheinlichkeit erhéhen, auch di-
rekt von DEF regulierte Zielgene zu erfassen. Witekdnnten noch andere der tber

100 DEF-Zielgene genauer analysiert werden.

Zur weiteren Charakterisierung der bereits is@eDEF-Zielgene kdnnen mittals situ
Expressionsstudien zunéchst die Gewebe-spezifisgpesssion der sechs Gene in WT
Bliten dokumentiert und im Weiteren ihre unter dé@ntrolle von DEF stehende
Transkriptionsregulation idef101 Bliten auch mit dieser unabhangigen Methoderun

sucht werden.

Die Funktionalitat der Zielgene kann mit Hilfe voransgenen Systemen weiter aufge-
klart werden. Dabei steht zum einen das leicht sgtthell zu transformierende System
der Brassicaceatrabidopsisund zum anderen das 2amtirrhinum ndher verwandte Sys-
tem der Solanaceae Tabak zur Verfiigung. UbereXpresStudien der DEF-Zielgene
unter der Kontrolle des 35S PromotorsAinthalianakdnnten z.B. im Fall deBxtensin
ahnlichen Gens Aufschluld dartber geben, ob allgemiei GroR3e der Blutenorgane be-
eintrachtigt wird, oder nur die Petalenlange ingeéotiner bereits in frihen Entwicklungs-

stadien vorhandenen Expression dieses Gens zundahem stellt sich die Frage, ob die
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ektopische Expression vddEFTup laul3erhalb der Kontrolle von DEF und GLO auch
vegetative Organe beeintrachtigt, oder ob sichdigktion des Zielgens nur im Netzwerk
der Bluten-spezifischen Genexpression auswirkt.

Des Weiteren kénneknock-outMutanten homologeArabidopsisGene im Hinblick auf
Bluten-spezifische Phanotypen betrachtet werdelts Baese nicht vorhanden sein soll-
ten, konnenknock-outédhnliche Phanotypen auch mittels der RNAi-Methgeeeriert
werden (Chuang & Meyerowitz, 2000).

Um unabh&ngign vivo zu zeigen, dass die direkte Interaktion von DEEdem Promo-
tor desExtensinahnlichen Zielgens die Transkription v&EFTup 1aktiviert, kbnnen
transgene Tabakpflanzen verwendet werden, in d&h und GLO unter dem 35S
Promotor Uberexprimiert sind (Daviet al, 1996). Diese Pflanzen kénnten mit einem
Zielgen-Promotor-Reportergen Vektor (z.BEFTup 1:GUS transformiert werden.
Wird eine Reportergen Expression in den Petalem,irdi ersten Wirtel dieser Pflanzen
gebildet werden nachgewiesen, stellt dies den Nashwiner direkten Transkripti-
onskontrolle durch DEF/GLO dar.

Zukunftig konnten vergleichende Analysen der Reselt aus den Zielgen-

Untersuchungen der B-Funktionsgene verschiedenezi&p einerseits Aufschluss dar-
Uber geben, inwieweit die regulatorischen Funktioder homdotischen Gene konserviert
sind. Im Weiteren wirden gerade die Spezien-sgehiéin Zielgene dieser Schlisselregu-
latoren interessante Hinweise liefern, worin diebeobachtende Formenvielfalt der BlU-

tenblatter begriindet ist und Spekulationen tbeEd@ution der Petalen zulassen.
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5 Zusammenfassung

DEFICIENS (DEF) ein homootisches MADS-Box Gen, reguliert die Qraggenese der
Petalen und Stamina, welche sich in zwei benachbaktirteln derA. majusBlite entwi-
ckeln. Die Zielgene, durch die das regulatorischéeftial vonDEF wéahrend der Ent-
wicklung der Blutenorgane realisiert wird, sindgetl noch weitgehend unbekannt. Fir
die korrekte Auspragung von Petalen und StamindieéskontinuierlicheDEF Expression
von Phasen der Organinitiierung bis in spate Eidwitgsstadien hinein notwendig. Da-
her wird angenommen, dass DEF die Expression vtersohiedlichen Zielgenen sowohl
in frihen, als auch in spaten Phasen reguliert.

Auf der Basis morphologischer Kriterien wurden dpten Differenzierungsphasen der
Petalenentwicklung in vier definierte Stadien (RPO-Ringeteilt. Aus den mit ihnen
durchgefiihrten Expressionsprofil-Experimenten diegvor, dass mindestens ein Finftel
der in Sepalen und Petalen exprimierten Gene wédhien Petalenentwicklung reguliert
werden. Funktionelle Analysen definierter Subgruppen ko-regulierten Genen zeigten,
dass Veranderungen in der Genexpression morpholagisDifferenzierungsprozessen
zugeordnet werden konnen. Zudem unterliegt der tgrd®il der Petalen-spezifisch
exprimierten Gene einer hohen zeitlichen Regulatidie frihe Petalenentwicklung bis
Ende des Stadiums P1 ist Zellteilungs-gepragt. @erme Langenzuwachs der spaten
Petalenstadien P3 und P4 wird dagegen durch Zallaingsprozesse realisiert.

Das Petalenstadium P3 wurde aufgrund der dortdsttiten hohen Regulationsaktivitét
von DEF zur Isolierung von Zielgenen ausgewahltttés der konditionellerdef101
Mutante wurden in weiteren Expressionsprofil-Expemten 108 ESTs ermittelt, deren
Expression in Folge einer reduzierten DEF-Funktieguliert wird. Dabei zeigte sich,
dass DEFzu gleichen Teilen als Aktivator und Repressor riigie unabhangigen Expres-
sions-Studien konnten von einer Auswahl dieser Géder 80% als differentiell expri-
miert bestatigt werden. Funktionelle Analysen did3EF-Zielgene zeigten, dass DEF in
dem untersuchten Petalenstadium P3 hauptsachlatesse des Zellwandmetabolismus
aktiviert und notwendig ist, um die Expression ¥&enen die an der Photosynthese betei-
ligt sind, zu reprimieren.

Dariiber hinaus wurde die Expression von sechs adggen dieser tber 100 DEF-

Zielgene detailliert charakterisiert. Neben semigitativen RT-PCR-Analysen in WT
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Organen, wurde die durch DEF vermittelte Translaigregulation der aus Petalen P3
isolierten Gene auch in Stamina des gleichen Stalund jungen Infloreszenzen unter-
sucht.

AbschlieBend wurde ein@ vivo Interaktion des DEF Proteins mit isolierten Proonot
fragmenten der ausgewahlten DEF-Zielgene mittel€hXP-PCR-Analysen Uberpruft.
Dabei konnte fir dagxtensirahnliche GerDEFTup 1 dessen Transkription nachweis-
lich durch die DEF-Funktion reguliert wird gezewgerden, dass DEF direkt oder als Be-

standteil eines Proteinkomplexes mit dem Promodgr4ielgens interagiert.

In dieser Arbeit wurde somit ein System kombiniehgthoden zur Isolierung von DEF-
Zielgenen etabliert, mit dem Uber 100 neue, unter idontrolle des homdotischen
Transkriptionsfaktors stehende Gene isoliert wurddigesehen von der autoregulativen
Transkriptionskontrolle voDEF undGLO durch das Heterodimer ihrer eigenen Proteine,

konnte mitDEFTup 1das erste direkte Zielgen von DEFICIENS nachgeaviegerden.
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5.1 Abstract

DEFICIENS (DEF) a homeotic MADS-Box gene controls petal and staorganogene-
sis in the second and third whorl of tAe majusflower. Target genes that realize the
regulatory potential of DEF during flower developmhere almost unknown. Constant
DEF expression from the time of organ initiation ttelalevelopmental stages is crucial
for proper development of both floral organs. Tieiad to the assumption thBEF ex-
pression regulates different target genes in eartylate stages of flower development.
The late phases of differentiation in petal deveiept were divided into four stages (P1-
P4) based on their morphological characteristicpré&ssion profiling experiments dem-
onstrated that at least one fifth of sepal andlggtaes are regulated differentially during
petal development.

Functional analysis of defined subgroups of co-l&gd genes revealed that changes in
gene expression correlate with processes of moogleal differentiation. Additionally,
many petal-specific genes exhibit a distinct terapexpression pattern. Early petal de-
velopment until the end of stage P1 is dominatedddlydivision. The dramatic growth in
length of petals during stages P3 and P4 is pratlmtly based on cell expansion proc-
esses.

The developmental phase P3 showed high regulatitivitsa and was chosen for the iso-
lation of DEF target genes. In additional exprasgioofiling experiments conducted with
the conditionaldef101 mutant 108 ESTs with altered expression asnaeguence of a
reduced DEF-function were identified. By that DEBRsashown to act both as transcrip-
tional activator or repressor. Independent expoessiudies on a selection of these genes
confirmed that 80% are differentially expressedndtional analysis of these stage P3
petal target genes revealed that DEF activateswadllmetabolism and represses genes
involved in photosynthesis.

Furthermore six of about 100 DEF target genes welected and characterized in detail.
In addition to semi-quantitative RT-PCR analyse$\h organs, the DEF-mediated tran-
scription regulation of the isolated genes wasyaaal in stamens stage 3 and young in-
florescences.

Finally, X-ChIP-PCR-analyses were carried out teestigate then vivo interaction of
DEF protein with isolated promoter fragments oesedd DERarget genes. In case of the

the extensinlike geneDEFTup lit was demonstrated, that its transcription isutetgd by
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DEF and that DEF interacts directly or as part pf@ein complex with the promoter of

this target gene.

In this work a system of combined methods for #wdation of DEF target genes was es-
tablished. More than 100 genes were identifiedetoréanscriptionally controlled by DEF.
Apart from the auto-regulative transcription cohtod DEF and GLO by their corre-
sponding protein heterodimddEFTup 1was 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’

DEFTup 1

Primer 455

5 -TTCCCTTTGTAGTCGTGTGTTC - 3
Primer 456

5 - TCCAAGGATGGATTTTGGGAAG - 3

DEFTup 2
Primer 467
5 - GCTTTCACCTCTCTCCTTCTC - 3
Primer 468
5" - GCAACAGAGATCCGAGACCG - 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

DEFTdown 1

Primer 471

5 - ACTAGCAGCAATGGCAG - 3’
Primer 472

5 - AAGTGGAACCTTGATGTTTG - 3

DEFTdown 2

Primer 475

5 - GACTTGTTGAGATTGAATCTTC - 3
Primer 476

5 - CTTTTTCAGTCAAAAGTAGAG - 3



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 - &

CER1-ahnliches Gen
Primer 459

5 - CTTTTCATAGAAAGGCACCTTC - 3

Primer 460

5 - AGCTTGCCAAATTTTCTCAATATC - 3

NOI Protein
Primer 469

135

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 fir 018_1 XX xxx — 018 4 XX_Xxx:
Primer 309

5 - TCGAGCGGCCGCCCGGGCACCT - 3

Primer 314

5 - AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT - 3

Adaptoren fir 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 - &

DEFTup 2

Primer 510 (GSP1)

5’ - CGACCTGGATACCGGCCTGACCAATGTG - &
Primer 511 (GSP2)

5 - GGAGAGAGGTGAAAGCAGAGGCGTTTGC - 3

DEFTdown 1

Primer 516 (GSP1)

5 - CCAGCAACAGCTCCACTTAAGTTCAGC - 3
Primer 517 (GSP2)

5 - CAGTGGCTGAGAATGAGTGAAGAACGAG - 3



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 fiir X-ChlP-Studien

X-ChlIP-Primer vorDEFTup 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-ChlP-Primer vorDEFTdown 2

Primer 622

5 - GATATTGTCGTGACTTTCCATGGGCCGG - 3’
Primer 513

5 - CTCCACCTCTACGAAACCCTCTGTACG - &

X-ChIP-Primer vorDEFTdown 3

Primer 619

5 - GGAATCGAAAGGAAGGGCCCAAAGTATCTG - 3
Primer 620

5 - GTGATGGATGCTACCTTACTCTGGAAAACG - 3
Primer 621

5 - CGTTTTCCAGAGTAAGGTAGCATCCATCAC - 3’
Primer 515

5 - GCCTGGATACATCTGCATGTTTGTGAAC - 3

138



7.2 Hierarchische Cluster
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expressed protein
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LilZ protein
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Subgruppe B

signifikant 1in P3 + P4

putative cell wall protein
nonspecific lipid transfer protein
nonspecific lipid transfer protein
nonspecific lipid transfer protein
similarto methionyl-tRNA synthetase
senecence-associated protein
putative calmodulin

MADS hox protein GLOBOSA
CER1 protein

MADS box protein GLOBOSA
calmodulin-like

heta-keto acyl-AGP synthase 111
hydrozeymethyltransferase
methionine-synthase
hydrozeymethyltransferase
hypothetical protein

similarto mastigoneme-like protein
homoserine dehydrogenase
tonoplast intrinsic protein

pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit
sigma-like transcrption factor

lipid transfer protein-like

nonspecific lipid transfer protein
polygalacturonase inhibitorlike protein
tonoplast intrinsic protein

hrypothetical protein

water channel protein

hypothetical protein

unknown protein

naringenin 3-dioxygenase EC 1.14.11.9
chitinaze

putative APG protein

plasma membrane intrinsic protein
plazma membrane intrinsic protein
unknown protein

putative CER1 protein

hypothetical protein

putative pectinacetylesterase

glutathione S-transferaze

unknown protein

hrypothetical protein

lipid transfer protein
"glutamate-T-semialdehyde 2,1-aminomutase

unknown protein
hrypothetical protein
putative chorismate mutase
cytochrome-c oxidase
histidine-rich glycoprotein
extensin-like protein GPP1
glutathione S-transferase
lipid transfer protein
hypothetical protein
endo-eyloglucan transferase
chitinaze

naringenin 3-dioxygenase EC 1.14.11.9
anthocyanidin synthase
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e
T l Subgruppe C

< signifikant 1nur in P4
©
g 0 0 @ ?

5_05_fI7  aquaporin
_3_03_g0&5  thaumatin-like protein

G_02_m01 betaketoacyl-Cof synthase

2_00_o05 pectinesterase
47 02"h19  proline-rich protein AP@ homolog
1_05_h12 polygalacturonase inhibitorlike protein
4_07_b22  unknown protein
_3_05_a01 anthocyanelated membrane protein 1

01_n18 aspartic proteinase EC 3.4.23 .-
_G_08_h02  hypothetical protein
aquaparin 2

=}
@
=]
a

"4 10_h09  putative thiamin biosynthesis protein
3_01_i08  glutamine-tRNA ligase EC 6.1.1.18
1_07_g14 pectinacetylesterazse precursor

508710 ankyrin

_1_03_m03 glutathione reductase NADPH EC 1.8.1.4

"5 0011

_3_06_d15 putative O-linked GleNAc transferase

_3_08_k21  "syloglucan endo-1,4beta-D-glucanase EC 3.2.1.-"
_G_04_c01  small GTP-hinding protein

_G_04_l24  DMA-binding protein

G_05_|22 anloyrin-like protein
1 UDP-gl kil

id 7-0-g1 It

]
_G_12_e028 pectinesteraze-like

_3_03_h19  sucrose alpha-glucosidase EC 3.2.1.20 (maltase)

"5 05123 pectinesterase

"510_n10  flavonoid 3-0-gl 1t

_4_03_I16  indole-3-acetate heta-gl It I | ipening-related

_G_07_m20 calcium sensing receptor

5_03_o15 hypothetical protein APG homolog
_G_10_h16  oleoyl-[acyl-camierprotein] hydrolase EC 3.
_3_06_112  hypothetical protein

G_08_h10 aquaparin
_1_00_h24  extenin-like protein

4 _05_o09  unknown protein

4_04_c08  anthocyanidin synthase
G_02_d12  unknown piotein

3_05_f08  putative bHLH transcription factor
1_03_g10  expressed protein
G_07_f09  epoxide hydrolase

"200°f04  pEARLIM-like / extensin-like

"5 05110

_3_08_I10  flavonol 3-0-glucosyltransferase EC 2.4.1.91
1_01_i13

—3_107104  aquaporin

_2_00_d05  myb-related protein 340
1

_1_04_a07  glutathione transferase EC 2.5.1.12 clone ERD132
06_e15  unknown protein
00_p07  pectinacetylesterase precursor

oa_il1 aquaporin 1

Il 2
L}
1,

1
2
3
2_00_a24
ey

127120 CER1-like
maize gl1 homolog
citrate si}synthase EC 4.1.3.7

phosphoribosylfarmylg yelo-ligase EC G.3.3.1
hypothetical protein

hypothetical protein
lelyd 1 I hoheptonate aldolase EC 4.1.2.15 2 precursar

elathrin light chain
phospholipase D EC 3.1.4.4
nonspecific lipid transfer protein
lypothetical protein

_4_09_o07  AWMP deaminase EC 3.54.6

_G_11_e0G& inomanic pyrophosphatase

_3_06_d12  unknown protein

_1_08_bO8  MAD{PIH oxid luct isoflavar luct EC 1.3.1.45
S_05_d21 camitine racemase
2_1_g13  nonspecific lipid transfer protein

_2_03_b11  expressed protein

"3_12_n15  pectinacetylesterase precursor
4 12_p19

5_08_d22  aldehyde dehydrogenase NAD+ EC 1.2.1.3
_2_06_j24  catechol O-methyltransferazse EC 2.1.1.6
_2_12_e14  pepper esterase

3_03_i06  aldehyde dehydrogenase NAD+ EC 1.2.1.3

4 _01_f0F  hypothetical protein

_G_05_e02 I y Delta-i EC5332
"3 02_e24 MAD(PIH oxidoreductase isoflavar luctase EC 1.3.1.45
_G6_06_j15  hypothetical protein
2707010
T00_d12  caffeat O-methyltiansferase
01_fo7 i tenyl-dipl hate Delt EC5332

; yl-diphosy
06_j14  catechol O-methyltransferase EC 2.1.1.6
T117f21  acid-CoA ligase EC B.2.1.-
"4700”d23  hypothetical protein
3_02_e21 succinate dehydiogenase EC 1.2.99.1 flavoprotein
G_07_d08 catechol O-methyltransferase EC 2.1.1.6
1_10_h19  probable prolamin
_1_04_d23 "wyloglucan endo-1,4beta-D-glucanase EC3.2.1.-"
_1_00_h10  "syloglucan endo-1,4beta-D-glucanase EC 3.2.1.- clone NXGZ "
S_00_i10  aldehyde dehydrogenase NAD+ EC 1.2.1.3
3_12_bO7  succinate dehydrogenase EC 1.3.09 1 flavaprotein
_1_08_n12 aldehyde dehydrogenase NAD+ EC 1.2.1.3
_G_04_p0o  aldehyde dehydrogenase NAD+ EC 1.
| 03 _| RMA-hinding protein homaolog Cpo
G_06_h04  L-ascorbate oxidase EC 1.10.3.3
S_01_f17  sucrose synthase EC 2.4.1.13
_G_06_f14 1 Imethionine decarl | EC 4.1.1.50
_1_00_h17  S-adenosyl-L-methionine:salicylic acid carboxyl methyltransferaze- like
_G_10_b17  hypothetical protein

0000000000000 0D000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000
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Subgruppe D

? signifikant ‘in P1 bis P4

Sepalen
=1

<z
S

hypothetical protein
glyeine-rich RMA-binding protein

hypothetical protein
putative Athila ietwelement protein
light harvesting chl
putative punasin hydrolase
heta-glucosidaze
thiamine biosynthetic enzyme
hetaine / proline transporter
photosystem |1 oxygen-evalving complex protein 2 precusar
thiamine biosynthetic enzyme
light harvesting chl I b-hinding protein |
heta-D-glucan exohycllolase
ehlomaphyll afb- IJ\ndlnu protein
alanine--tRNA ligase E R
light-haresting chloropnyll alb-hinding protein type |l photosystem |
WD-repeat protein
photosystem | protein psaH
"eyloglucan endo-1 4—IJeta D- glucanase EC32.1.-
light harvesting chl 1 protein |
glycine hyclmxymethyltransferase ECZ.1.2.1
RuBisC O small chain EC 4.1.1.39
photosystem | chain Il
photosystem |l oxygen-evalving complex protein 2 precusar
tiansketolase EC 2.2.1.1
putative ribosomal protein L2
photosystem [l oxygen-evalving complex protein 3
RuBisC O small chain EC 4.1.1.3
ADP-ribosylation factor \lke
light harvesting chlom| h-hinding protein |
light harvesting chlomphyll afb-binding protein |
unknown protein
photesystern | oxygen-evalving complex protein 2 precursar
expressed protein
acyl-Cof oxidase
glycolate nxidase
tarate / malate translocator

CG11188-PB
photosystem |1 oxygen-evalving complex protein 3
photosystem | chain Il precursor
5B protein
carhonate dehydratase EC 4.2.1.1
ATP-synthase beta subunit
phosphaoribulokinase
glycine hydroxymethyltransferase EC 2.1.2.1
hypothetlcal protein

thamyl-L-amino acid amidohydrolase EC 35.--
expressecl protein
fiuctose-hisphosphate aldolase EC 4.1.2.13
phosphoribulokinase
lipmeygenase EC 1.13.11.12
alanjne aminotiansferase
RuBisC O activase EC 6.3.4.-
eytochrome P450
plastolipid-associated protein d fibrillin family
serine hydroxymethyltransferase
fatty acid hydroperoxide lyase
fatty acid hydroperoxide lyase
putative RNA-binding protein
hypothetical protein
glycine hydroxymethyltransferase EC 2.1.2.1

thonate dehydrat; EC421.1

ing protein |

hloroplast

lipmeygenase EC 1.13.11.12
RuBisCO activase EC 6.3.4.-
heat shock protein-like
glutamate--ammaonia ligase EC G.3.1.2
cardenaolide 16-0-glucolydrolase
fiuctose-hisphosphate aldolase EC 4.1.2.13
fiuctose-hisphosphate aldolase EC 4.1.2.13
phosphoribulokinase EC 2.7.1.18
CP12 precursor
beta-glucosidase
fiuctose-hisphosphate aldolase EC 4.1.2.13
putative transmembrane protein
RIKEN cDNA
hypothetical protein
lipase-like protein
hypothetical protein
catalase EC 1.11.1.6
H+-transporting ATP synthase EC 3.6.1.34 lipid-binding protein
TINY-like transcription factor
putative WD-40 repeat protein
photosystem || CP47 protein
major latex protein (MLFP)
ATPase Il subunit
unknown protein
tozystern (1 101 protein |
photosystem Il CP47 protein
squalene manooxygenase EC 1.14.807
major latex like protein homaolog
t: 3¢ 110K protein p
S}2-hydroxy-acid oxidase EC 1.1.3.15
endopeptidase inhibitor

cardenolide 16-0-glucohydrolase
transposaze

similar to LEA protein

requlation protein E2

lectin-like protein

cysteine proteinase EC 3.4.22.-
metallothionein-like protein
hypothetical protein

eyelophylin




018_2_00_f04
018_1_05_m0S5
018_4_05_d23
01e_1_07_j17
018_5_00_a01
018_1_04_p02
12_2_00_j02
8_5_08_n18
2_1_03_a10
_1_08_i13
2_10_n20
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Temperatursensitive ESTs
In WT Petalen P3

prolin-rich protein

prolin-rich protein

nonspecific lipid transfer protein
hypothetical protein

NOI protein

plasma membrane intrinsic protein
pyruvate dehydmogenase E1 beta subunit
plasma membrane intrinsic protein
putative protein

glutathione S-transferaze

glutathione S-transferase

homoszerine dehydrogenasze-like protein
NADH-ubigquinone oxireductase
aguaparin

pectinacetylesterase

LytB-like protein

putative serine prote ase-like protein
aguaparin

nonspecific lipid transfer protein
tanoplast intrinsic protein

plasma membrane intrinsic protein
hypothetical protein
dihydroflavonol-dreductase
plasma membrane intrinsic protein

epimerase J dehyidratase-like protein
hypothetical protein

K+ channel protein

anthocyanidin synthase

ATP-zynthase bheta subunit

cinnamoyl CoA reductase-like protein
naringenin 3-dimeygenase EC 1.14.11.9
anthocyanidin synthase

naringenin 3-dimoygenase

heatshock cognate protein

actin

extensin-like protein

reversibly glycosylated polypeptide
unknawn protein

putative APG protein

extensin-like protein GPP1

hypothetical protein

putative GDSL-motif lipase § acylhydrolase
lipid transfer protein-like

histidine-rich glycoprotein

hypothetical protein

eold stress protein SRCT

cytochrome-c oxidase

wvery-long-chain fatty acid condensing enzyme
putative cell wall protein

Acyl-CoA independent ceramide synthase
methionine-synthase

putative AP protein
hypothetical protein
retinoid-x-receptor

AEgh7 protein

AMF deaminase homolog
unknown protein

NADPH-dependent mannose G-phosphate reductase

papain-like cysteine proteinasze
chalcone-flavonone isomerase

hypothetical protein
naringenin-chaleone synthase EC 2.2.1.74

nonzpecific lipid transfer protein
putative ribosomal protein L2

pectate lyase

expressed protein

lactoylglutathione lyvase

hypothetical protein

naringenin-chalcone synthase EC 2.3.1.74
acyl eamier protein

alpha-tubulin

unknown protein

CCR4associated factord-like protein
ataxin-2 related damain protein
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7.3 Ergebnisstabellen der Makroarray-Experimente

Datentabelle der 537 in WT Petalenstadien signitikegulierten 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;
01_a12; 018_1_01_e05; [ ribulose-bisphosphate carboxylase EC 4.1.1.39 small chain
018_1_01_e05 1 0.29 0.38 0.27 0.17 |precursor ] Score = 766
018 1 01_ell 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_mo03 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_poO1 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_124 1 1.11 1.19 1.23 1.02 (02_e20; 018_1_02_124;
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_al0 1 1.34 125 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 | 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 | 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_108 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_nl17 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 oll 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_el7 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_002; 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 Il 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_024;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_I11; [ 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_019; 018_1_10_b08;
018_1_10_f06 1 1.33 1.28 1.32 1.10 [05_016;018_1_10_f06; [ pPEARLI 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_120 1 0.98 0.99 117 1.39 [05_p22; 018_1_10_I20; [ 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 elF-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_go03 1 1.28 1.12 1.01 1.00 [06_a10;018_1_11_g03;
018 1_11 gl12 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_113; 018_1_12_e22; [ translation initiation factor elF-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_jO1 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_12 006 1 1.22 1.12 1.04 0.99 |06_k08; 018_1_12_006; [ ribosomal protein L13 ] Score = 36
018_2_02_117 1 0.83 0.76 0.84 0.99 |07_e12; 018_2_02_I17; [ 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_el4 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_009; 018_2_04_g07;
018_2_04_ho1 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_106 1 1.14 1.21 1.10 1.01 |08_f02; 018_2_04_l06;
018 2_04 |24 1 0.80 0.82 0.78 0.79 |08_g18; 018_2_04_I24; [ 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_do7 1 1.33 1.12 1.02 1.01 (08_102; 018_2_05_d07;
018_2_05_d15 1 1.25 1.18 1.08 1.02 |(08_116; 018_2_05_d15;
018_2_05_d21 1 143 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 Il 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_124; 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_mO05;

08_k18; 018_2_05_n03; [ serine/threonine-specific protein kinase EC 2.7.1.- BKIN12
018_2_05_n03 1 1.19 1.26 1.15 1.07 |version 2] Score = 65
018 2_05_o024 1 0.87 0.92 0.83 0.89 |08_k13;018_2_05_024;
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_007; 018_2_06_c09;
018_2_06_c15 1 1.01 1.03 112 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_008 1 0.81 0.83 0.81 0.80 |08_p22; 018_2_06_008; [ 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_bh08 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

09_h22; 018_2_07_h03; [ phosphoprotein phosphatase EC 3.1.3.16 2A regulatory subunit
018_2_07_h03 1 1.18 1.20 1.15 1.01 |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_101; [ arginine decarboxylase EC 4.1.1.19 ] Score = 54
018_2_07_110 1 1.36 1.15 1.03 1.02 [09_k14; 018_2_07_I10; [ hypothetical protein YOR145¢c ] Score = 4
018_2_07_118 1 1.23 1.31 1.33 1.11 |09_104; 018_2_07_I18;
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 Exoll ] Score = 10
018_2_08_a2l1 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 Il 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 | 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_103; 018_2_09_f04;
018_2_09_f22 1 0.58 0.61 0.61 0.61 |10_m16; 018_2_09_f22; [ photosystem Il chlorophyll a-binding protein psbB ]
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018_2_09_i08 1 0.90 111 1.65 1.42 |10_g19; 018_2_09_i08; [ pyruvate dehydrogenase lipoamide EC 1.2.4.1 beta chain ]
018_2_09_005 1 0.90 0.97 1.18 1.21 [10_e12; 018_2_09_005; [ 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 1.13 121 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 hll 1 1.20 1.07 1.01 1.00 ([11.i06; 018_2_11_h11; [ histone H4 ] Score = 160
018_2_11 j13 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_014;018_2_12_c14; [ aryl-acylamidase EC 3.5.1.-) 50K hepatic ] Score = 16
018 2_12 fi5 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 Il 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_117;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_018;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_go01 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_002; 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_022; 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_112 1 1.09 1.01 1.12 1.37 [16_a23; 018_3_06_112; [ 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_110 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_all 1 121 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_el4 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 T10114.160 ] Score = 11
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018_3_10_f19 1 141 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 | 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_jo7 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_021; 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_106 1 1.09 1.07 1.30 1.07 |21_b16; 018_4_02_106;

018_4_02_112 1 1.31 1.31 112 1.00 |21_c06;018_4_02_112;

018_4_02_p24 1 0.87 0.93 0.89 0.82 |21_d09; 018_4_02_p24; [ photosystem Il 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
271_118; 018_4_03_116, | indole-3-acelate beta-glucosylfransferase homolog ripening-

018_4_03_116 1 1.01 1.07 1.17 1.44 (related ]

018_4_04_bl7 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_108; 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_101 1 0.76 0.82 0.80 1.12 [22_j11; 018_4_05_101; [ 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_009 1 1.01 1.03 1.09 1.35 |22_f23;018_4_05_009;

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 |22 022;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_023; 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_111 1 1.30 1.10 1.01 1.00 [23_d02;018_4_06_111; [ 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_005 1 0.45 0.46 0.52 0.49 |22_008; 018_4_06_005; [ photosystem Il 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_ol2 1 0.89 1.02 0.92 0.81 |23_i15; 018_4_07_012; [ 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_017;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_004; 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_[13 1 1.23 1.15 1.04 1.02 [24_c10; 018_4_08_I13; [ histone H2A ] Score = 217
018_4_08_mo06 1 0.66 0.72 0.65 0.66 |23_p24; 018_4_08_mO06; [ photosystem | chain Ill 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_023 1 1.06 1.21 1.05 1.04 |23_p11;018_4_08_023;
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 | 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 1.26 111 1.05 |24_i20; 018_4_09_I05;
018_4_09_106 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_0o07 1 1.03 1.03 1.02 1.24 [24_f13; 018_4_09_007; [ AMP deaminase EC 3.5.4.6 ] Score = 35
018_4_09_010 1 1.04 1.09 1.23 1.07 [24_h20; 018_4_09_010; [ 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 | chain Il ] 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_hi4 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_117 1 1.12 1.68 4.04 1.29 [25_c05; 018_4_10_I17; [ 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_015;
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_121;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 Ill precursor ] Score = 19
018_4_11 109 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_110 1 1.07 1.06 1.24 1.32 [25_119; 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 o012 1 0.91 0.91 0.85 0.82 |25_h10; 018_4_11_012; [ IgE-dependent histamine-releasing factor homolog ] Score = 20
018_4_11_018 1 0.66 0.69 0.66 0.69 |25_h21;018_4_11_018; [ 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_007; 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_120 1 1.01 1.07 1.04 1.24 |[26_g05; 018_4_12_120; [ 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_gl0 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_105 1 0.33 0.39 0.48 0.70 |26_105; 018_5_01_105;
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_017;018_5_01_n18; [ aspartic proteinase EC 3.4.23.- ] Score = 234
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018_5_01_010 1 1.79 1.72 1.74 1.19 [26_j09; 018_5_01_010; [ MADS box protein ] Score = 278
26_j16; 018_5_01_012; [ trans-cinnamate 4-monooxygenase EC 1.14.13.11 cytochrome
018_5_01_012 1 1.06 1.09 1.24 1.07 |[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_d0o1 1 0.62 0.64 0.55 0.53 |27_d02; 018_5_02_d01; [ photosystem Il 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]
27_b19; 018_5_02_g06; [ ribulose-bisphosphate carboxylase activase EC 6.3.4.-
018_5_02_g06 1 0.35 0.37 0.36 0.34 |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_jo9 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 1 121 1.11 1.08 0.99 |27_c19; 018_5_02_k20; [ ribosomal protein S6 cytosolic ] Score = 54
018_5_02_109 1 1.01 1.01 1.26 1.01 |27_e08; 018_5_02_109;
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_021; 018_5_03_b12; [ WD-repeat protein T419.10 ] 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_113 1 0.96 1.03 2.10 0.99 |27_n06; 018_5_03_I13;
27_i04; 018_5_03_m03; [ 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine S-
018_5_03_m03 1 1.14 1.20 1.25 1.21 |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_015 1 1.05 1.01 1.18 1.39 [27_j06; 018_5_03_015; [ 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 1.28 117 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 Il protein X precursor ] Score = 6
28_g20; 018_5_04_j06; [ light-harvesting chlorophyll a/b-binding protein type Il
018 _5_04_jo6 1 0.75 0.77 0.69 0.66 |photosystem | ] 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_019 1 0.74 0.77 0.75 0.73 |28_b21; 018_5_04_019; [ 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_018;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_ell 1 0.81 0.84 0.85 0.83 |28_j05; 018_5_05_e11; [ imbibition protein ] Score = 8
018_5_05_f17 1 117 1.12 1.06 1.22 |[28_010;018_5_05_f17; [ plasma membrane intrinsic protein ] Score = 168
018_5_05_f23 1 0.95 1.03 1.09 1.22 [28_022;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_120; 018_5_05_m12; [ hypothetical protein F16M14.4 ] Score =7
018_5_05_003 1 1.05 1.04 1.22 1.13 [28_i15; 018_5_05_003; [ 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
29_e24; 018_5_06_g18; [ H+-transporting ATP synthase EC 3.6.1.34 lipid-binding protein ]
018_5_06_g18 1 0.66 0.68 0.73 0.70 |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 Il 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_102 1 1.16 1.24 1.26 1.37 [29_h22; 018_5_06_102; [ oxoacyl carrier protein synthase Il ] 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 ]
29_n21; 018_5_07_102; [ 2-dehydro-3-deoxyphosphoheptonate aldolase EC 4.1.2.15 2
018_5_07_102 1 1.02 1.04 1.05 1.20 |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 Il 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 Il oxygen-evolving complex protein 2 ]
018_5_08_110 1 0.97 1.02 1.13 1.46 |30_g11;018_5_08_110;
018_5_08_122 1 1.06 1.07 1.35 1.12 [30_h15; 018_5_08_122; [ 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_009 1 1.05 0.89 0.80 0.92 |30_a06; 018_5_08_009; [ ubiquitin / ribosomal protein CEP52 ] Score = 353
018_5_08_023 1 1.05 1.03 1.23 1.23 [30_b05; 018_5_08_023; [ 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_104; 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
31_i17; 018_5_10_j20; [ trans-cinnamate 4-monooxygenase EC 1.14.13.11 cytochrome
018_5_10_j20 1 1.07 1.17 1.23 1.09 [P450] Score =59
018 5_10_lo7 1 0.92 0.74 0.77 0.72 |31_f15; 018_5_10_107;
018_5_10_109 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_al5 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_106; 018_5_11_e06;
018_5_11_f09 1 121 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_108; 018_5_11_kO06;
31_j09; 018_5_11_003; [ biosynthesis of teichuronic acid UDP-glucose 6-dehydrogenase
018_5_11_003 1 1.06 1.09 1.29 1.15 |[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_102;
018_6_01_003 1 1.28 1.12 1.28 1.05 |[32_g10;018_6_01_003; [ 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 1.27 121 1.26 1.06 [32_006; 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 1.18 111 1.33 |32_008; 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_017 1 0.84 0.87 0.73 0.77 |32_p24;018_6_02_017;
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_123; 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_123 1 0.72 0.74 0.82 0.93 |33_mO05; 018_6_03_123; [ 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_014;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 F4118.20 ] Score =5
018_6_04_109 1 0.75 0.83 0.88 0.95 |34_c17;018_6_04_109; [ glutamate decarboxylase EC 4.1.1.15 2 calmodulin-binding ]
018_6_04_008 1 1.03 0.98 1.28 1.00 [34_a20; 018_6_04_008; [ 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 Il ] 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_118;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_122 1 0.85 0.86 1.04 1.32 [34_011;018_6_05_122; [ hypothetical protein T14N5.11 ] Score = 23
018_6_05_n17 1 1.32 1.24 1.45 1.46 [34_mO05; 018_6_05_n17; [ MADS box protein ] Score = 278
018_6_05_005 1 0.89 0.94 1.11 0.81 |34_908; 018_6_05_005;
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_el0 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_023; 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_024; 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_002 1 1.03 1.10 1.37 1.61 [35_a16;018_6_06_002; [ chitinase EC 3.2.1.14 precursor ] Score = 79
018_6_07_all 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 |l 35.5K chain ]
018_6_07_b08 1 1.37 111 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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35_109; 018_6_07_d11; [ 2-oxoglutarate/malate translocator clones OMT134 and
018_6_07_d11 1 0.70 0.77 0.88 0.95 |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_106; 018_6_07_f09;
018_6_07_jo7 1 1.45 1.27 1.29 0.97 |35_103; 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 eéEF-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 1.05 111 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_o015 1 0.25 0.27 0.27 0.28 |35_h16; 018_6_07_o015;
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 0.93 211 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_al0 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_023;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
36_p09; 018_6_09_120; [ ribulose-bisphosphate carboxylase activase EC 6.3.4.- precursor
018_6_09_I20 1 0.45 0.48 0.45 0.43 |] 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_el4 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 la 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 |l 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_118; 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_el19 1 0.88 0.72

018_1_03_al19 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 1 121 1.23 photosystem Il 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 | (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_ho7 1 1.02 1.34 putative reductase / dehydrogenase
018_2_02_p22 1 1.22 0.93 gibberellin induced protein (Gip1)
018_2_04_ho1 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_al2 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 _ni5 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_m1l2 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_103 1 1.11 1.21

018_4 04_mO01 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_117 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 nl1 1 1.15 1.21 putative protein kinase

018_4_12_h18 1 1.20 1.34 hypothetical protein

018_4 12_116 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_o010 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 Il 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_al5 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_el0 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_[22 1 0.87 0.79 UDPglucose 6-dehydrogenase EC 1.1.1.22
018_5_08_pl6 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_007 1 1.10 1.23 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase NADP+ EC 1.2.1.9
018_5_11 114 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_003 1 0.84 0.72 UDP-glucose 6-dehydrogenase EC 1.1.1.22
018_5_12_al8 1 1.20 1.33 (nifS) nitrogen fixation protein

018_5_12_g06 1 1.24 1.31 ribonuclease Il-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_I02 1 1.25 1.15

018_6_01_mO06 1 1.22 1.30 pol polyprotein homolog

018_6_01_003 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_el0 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_002 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_I20 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_nl17 1 0.85 0.81 nonspecific lipid transfer protein
018_1_01_ol10 1 0.92 0.83 acyl carrier protein

018 1 _03_al9 1 1.13 1.23 putative protein

018_1_03_f20 1 1.20 1.23

018_1_03_jo1 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 o018 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_|17 1 1.25 1.12 heat shock cognate protein

018 2 03 k11 1 0.74 0.77

018 2_05_ko04 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_go01 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_al8 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 _nl17 1 0.85 0.77 chalcone-flavonone isomerase

018_4 06_al3 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 1 111 1.21 NADH-ubiquinone oxireductase
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Ratios im Vergleich zur Kontrolle

EST_Nummer K ->W Oh K ->24h K ->72h Blast-Homologie

018_4_09_i05 1 1.27 1.26 tonoplast intrinsic protein

018 4 10 17 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 |13 1 0.76 0.83 unknown protein

018 5_03_m03 1 0.80 0.81 methionine-synthase

018 _5_03_o015 1 1.02 0.79 putative APG protein

018 _5_04_j22 1 1.13 1.21 LytB-like protein

018_5_05_al5 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_|10 1 1.08 0.81 hypothetical protein

018_5_08_023 1 1.29 1.33 plasma membrane intrinsic protein
018 5 09 a0l 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 1 141 1.23 anthocyanidin synthase

018 6_10_el4 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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