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Einleitung

1. Einleitung

Die Photosynthese ist die Grundlage fiir das Leben auf unserem Planeten. Durch sie findet die
Umwandlung von Lichtenergie in die chemische Energie von organischen Verbindungen
unter Assimilation von Kohlendioxid durch die Spaltung von Wasser oder anderer an- bzw.
organischer Substanzen statt. Cyanobakterien, Algen und hoheren Pflanzen fiithren eine
oxygene Photosynthese durch. Als Folge der photolytischen Spaltung von Wasser, das als
Elektronendonator dient, kommt es dabei zur Freisetzung von molekularem Sauerstoff. Diese
Gruppen von photoautotrophen Organismen sind fiir den iiberwiegenden Teil der
Nettoprimdrproduktion der Erde verantwortlich. Damit stellen sie die stoffliche und
energetische Lebensgrundlage fiir alle heterotrophen Organismen dar.

In Algen und hoheren Pflanzen wird die Photosynthese in speziellen Zellorganellen, den

Chloroplasten, durchgefiihrt.

1.1  Der evolutionire Ursprung der Plastiden

Plastiden sind semiautonome Organellen, die vornehmlich in Pflanzen und Algen
vorkommen. Dariiber hinaus findet man Plastiden aber auch in einigen parasitischen Protisten
(Apicomplexa). Nach der Endosymbionten-Theorie stammen Plastiden und Mitochondrien
phylogenetisch von Prokaryoten ab, welche durch Phagozytose von einer eukaryotischen
Zelle aufgenommen wurden (Margulis, 1970; Gray und Dolittle, 1982; Cavalier-Smith, 2000).
Alle Plastiden gehen auf ein priméres symbiontisches Ereignis vor liber 1,6 Milliarden Jahren
(Hedges et al., 2004; Yoon et al., 2004) zuriick. Bei diesem Ereignis kam es zur Aufnahme
eines photoautotrophen Cyanobakteriums, genauer gesagt eines Vorfahren heutiger
Cyanobakterien, durch eine mitochondrienhaltige eukaryotische Wirtszelle. Diese Form der
Endosymbiose wird aufgrund von Sequenzvergleichen der rRNA und proteinkodierender
Gene als singuldres Ereignis angesehen. Somit haben alle Plastiden, unabhidngig von ihrer
Form und Funktion, sowie des jeweiligen Organismus, in dem sie vorkommen, einen
monophyletischen Ursprung (Yoon et al., 2002). Vor ca. 1,558 Milliarden Jahren kam es zur
Aufspaltung der Abstammungslinien der Glaucophyta und der Linie der Chlorophyta plus
Rhodophyta (Yoon et al., 2004). Plastiden diese Gruppen sind von zwei Hiillmembranen
umgeben (Cavalier-Smith, 2000). Die Aufspaltung der Chlorophyta und Rhodophyta erfolgte

vor ca. 1,5 Milliarden Jahren (Yoon et al., 2004). Die weitere evolutiondre Entwicklung der
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Chlorophyta fiihrte zu den Landpflanzen, welche zwischen 432 bis 476 Millionen Jahren
erstmals auftraten (Yoon ef al., 2004). Aus diesen gingen vor 355 bis 370 Millionen Jahren
die ersten Samenpflanzen hervor (Yoon et al., 2004). Durch sekundire Endosymbiose eines
Rhodophyten entstanden vor ca. 1,3 Milliarden Jahren die Gruppe der Chromista
(Cryptophyta, Haptophyta und Stramenopila) (Yoon et al, 2002; 2004). Auch die
Apicomlexa sind vermutlich durch sekundire Endosymbiose eines Rhodophyten entstanden
(McFadden et al., 1997; Stoebe et al., 1999; Fast et al, 2001). Die Gruppe der
Dinoflagellaten sind wahrscheinlich durch tertidre Endosymbiose eines Haptophyten
entstanden (Yoon et al, 2002). Plastiden, die aus einer sekunddren oder tertidiren
Endosymbiose hervorgegangen sind, besitzen drei oder vier Plastidenhiillmembranen
(Cavalier-Smith, 2000). Im Verlauf der evolutiondren Entwicklung hat der urspriingliche
cyanobakterielle Endosymbiont einen GroBteil seiner Eigenstdndigkeit verloren. Dabei kam
es durch lateralen Gentransfer (LGT) in den Zellkern (Martin et al., 2002) zu einer rapiden
Reduktion des Organellengenoms auf 5 - 10% der urspriinglichen Grofle. Der Zellkern erhielt
dadurch die genetische Kontrolle iiber das Organell. Diese Verlagerung von genetischer
Information stellte den kritischen Schritt im Ubergang vom Endosymbionten zum Organell
dar (Dyall et al., 2004). Obwohl die Maschinerie dieses Gentransfers noch immer aktiv ist
(Millen et al., 2001; Huang et al., 2003; Stegemann et al., 2003), scheint dieser Prozess
jedoch ein gewisses Plateau erreicht zu haben (Millen et al., 2001; Adams und Palmer et al.,
2003; Dyall et al., 2004). Vom Genom des cyanobakteriellen Vorfahren sind nur noch 60 -
200 proteinkodierende Gene im Plastom heutiger Pflanzen existent (Martin und Herrmann,
1998). Das Genom von Arabidopsis thaliana enthélt nach Analysen von Martin et al. (2002)
etwa 4500 proteinkodierende Gene (~ 18% aller Gene) mit cyanobakeriellem Ursprung.
Durch die Kodierung der Gene der ehemaligen Endosymbionten, aus denen Plastiden und
Mitochondrien hervorgingen, im Zellkern, war es moglich, die entsprechenden Proteine auch
in anderen Zellkompartimenten oder fiir neue Funktionen zu nutzen. So wird ein erheblicher
Anteil der Proteine mit cyanbakteriellen Ursprung (ca. 50%) nicht in die Plastiden sondern in
andere Zellkompartimente transportiert (Martin et al., 2002). Umgekehrt stammt ein Teil der
Enzyme des Calvin-Zyklus von der ehemaligen eukaryotischen Wirtszelle oder dem
Endosymbionten, aus dem die Mitochondrien hervorgingen (Martin und Schnarrenberger,
1997; Martin und Herrmann, 1998). Trotzdem sind verschiedene urspriingliche Eigenschaften
und Funktionen des cyanobakteriellen Endosymbionten, wie z.B. Reproduktion, Replikation,
Transkription, Translation, Ribosomen, t-RNAs, Transportsysteme und andere

Stoffwechselfunktionen, in den Plastiden weitgehend erhalten geblieben. Weiterhin bestand



Einleitung

aber auch die Notwendigkeit fiir Innovation, Weiterentwicklung und Neukombination von
bestehenden Systemen. Dies wird z.B. an der Maschinerie des Proteinimports fiir kernkodierte
Proteine, den Proteinen des Lichtsammelkomplexes (LHC) oder an den Transportproteinen
fiir Metabolite tiber die Plastidenhiillmembranen, deutlich. Obwohl nur noch ein geringer Teil
der Gene hoherer Pflanzen plastomkodiert sind, enthélt das Proteom der Plastiden zwischen
1000 und 5000 Proteine (Martin et al., 2002). Diese kernkodierten Gene werden im Cytosol
synthetisiert und miissen im Anschluss iiber die Plastidenhiillmembranen in die Plastiden

transportiert werden.

1.2 Die Plastiden hoherer Pflanzen

Die Plastiden hohere Pflanzen sind durch eine doppelte Hiillmembran gekennzeichnet (Abb.
1.1). Dabei stammt die innere Hiillmembran vom cyanobakteriellen Endosymbionten ab. Die
duBere Hiillmembran trigt sowohl Merkmale des Endosymbionten als auch der ehemaligen
Wirtszelle (Kilian und Kroth, 2003). Vermutlich ist diese aber eukaryotischen Ursprungs
(Cavalier-Smith, 2000; Joyard et al., 1998) und stammt von der Plasmamembran der
ehemaligen Wirtzelle ab (Heldt, 2003). Die beiden Hiillmembranen sind durch den
Intermembranraum voneinander getrennt. Das Innere der Plastiden wird als Stroma
bezeichnet. Im Falle der Chloroplasten enthdlt das Stroma ein inneres Membransystem, die
Thylakoide. Sie sind der Ort der Lichtreaktion der Photosynthese und tragen Chlorophyll a

und b. Die Thylakoide hoherer Pflanzen werden in zwei Bereiche, die Stroma- und die
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Granathylakoide unterteilt. Die Thylakoidmembran umschlieBt einen weiteren
Reaktionsraum, das Thylakoidlumen.

Plastiden sind mit wenigen Ausnahmen in fast jedem Zellentypen vorhanden, werden
maternal vererbt und vervielfdltigen sich durch Teilung. Aufgrund der Gewebedifferenzierung
hoherer Pflanzen treten die Plastiden in verschiedenen Struktur- und Funktionstypen auf.
Dabei ist ihr Metabolismus eng mit der Funktion des entsprechenden Gewebes verkniipft.
Proplastiden oder Eoplasten sind sehr kleine (~ 1 pm) undifferenzierte Plastiden und sind in
meristematischen Zellen von Sprof3 und Wurzel sowie im embryonalen Gewebe der Samen
vorhanden. Sie haben ein kaum differenziertes internes Membransystem, welches aus
wenigen Tubuli besteht. Von ihnen stammen alle anderen Plastidentypen ab. Bei der
Abwesenheit von Licht oder bei extrem geringen Lichtintensititen wird die Entwicklung der
Proplastiden zu Chloroplasten unterbrochen und die Plastiden verweilen im Stadium des
Etioplasten. Etioplasten sind durch einen parakristallinen Prolamellarkorper gekennzeichnet
(Gunning, 2001). Dieser besteht aus Protochlorophyllid a und Carotinoiden. Des Weiteren
kann der Prolamellarkorper in geringem Malle auch Ribosomen und Plastoglobuli enthalten.
Bei Belichtung geht aus dem Prolamellarkorper in sehr kurzer Zeit die Thylakoidmembran
hervor. Im Licht findet diese Entwicklung direkt statt. Dabei entwickeln sich aus den
Proplastiden ohne Verzégerung Chloroplasten.

Chloroplasten beinhalten das fiir die Photosynthese bendtigte Chlrorophyll und sind daher
deutlich griinlich gefarbt. Sie sind neben ihrer Hauptfunktion, der Photosynthese, die
metabolisch vielseitigsten Plastiden und beinhalten ca. 75% des Gesamtproteingehalts der
Blitter (Peoples und Dalling, 1988). Des Weiteren konnen zum Teil starke strukturelle und
funktionelle Unterschiede zwischen ihnen existieren, wie die Mesophyllchloroplasten von Cs-
und Cs4-Pflanzen oder Licht- und Schattenblittern verdeutlichen. Des Weiteren sind die
SchlieBzellchloroplasten der Spaltoffnungen hervorzuheben, deren primére Funktion nicht in
der Photosynthese sondern in der Regulation des Offnungsmechanismus der Stomata liegt.
Als Leukoplasten werden ausdifferenzierte nichtpigmentierte Plastiden zusammengefasst,
denen zumeist Speicherfunktionen zukommen. Dabei werden generell drei unterschiedliche
Formen von Leukoplasten: Amyloplasten, Elaioplasten (Elioplasten) und Proteinoplasten
(Proteoplasten) unterschieden. Den Amyloplasten kommt die Funktion der Stdrkespeicherung
in nichtgriinen Geweben wie Wurzeln, Knollen, Samen und in pigmentierten Geweben des
Stidngels und der Friichte zu. Sie sind durch ein oder mehrere grofle Stirkekorner und ein
kaum entwickeltes internes Membranensystem gekennzeichnet. Zusétzlich sind sie fiir die

Lipidsynthese und die Nitratassimilation in nichtgrinen Geweben verantwortlich.
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Elaioplasten dienen der Speicherung von Triacylglycerolen und Sterolestern, z.B.
Monogalactosyldiacylglycerol (Hernandez-Pinozon et al., 1999). Sie sind von runder Form
und ihre innere Struktur wird durch viele Oltropfchen gekennzeichnet. Von Bedeutung sind
Elaioplasten vor allem bei der Pollenentwicklung (Ross et al., 1998; Hsieh et al., 2004).
Proteoplasten zeigen kristalline oder amorphe Proteineinschliisse, die von einer Membran
umgebenen sind. Dabei wird angenommen, dass Proteoplasten Ort der Speicherung von
Proteinen sind, welches aber keinesfalls als eindeutig gesichert anzusehen wird (Thompson
und Whatley, 1980).

Chromoplasten sind Plastiden, die durch ihren Gehalt an Carotinoiden eine rdtliche, gelbliche
oder orange Farbe aufweisen. Dabei konnen vier Feinbautypen globuldse, tubuldse,
kristallose und membrandse Chromoplasten unterschieden werden (Sitte et al., 1991). Ihr
Inneres zeichnet sich durch Carotinoid/Lipid-Tropchen und supramolekulare Strukturen, den
sogenannten Fibrillen aus. Diese bestehen aus einem Carotinoid-Kern, einer Lipidschicht und
einer dulleren Schicht von Fibrillin (Deruere et al, 1994). Chromoplasten kommen in
Friichten, Bliiten, Bléttern und bei einigen Pflanzen in der Wurzel vor. Dabei kommt Thnen
eine Rolle bei der Farbgebung zu, die bei der Attraktion von Bestdubern (Zoophilie) und der
Samenverbreitung durch Tiere (Zoochorie) bedeutsam ist. In Friichten gehen Chromoplasten
haufig aus Chloroplasten, in anderen Geweben hingegen direkt aus Proplastiden hervor.
Gerontoplasten entwickeln sich wéhrend der Seneszenz von Blattgewebe aus Chloroplasten.
Sie sind jedoch biochemisch und metabolisch stark von diesen abzugrenzen. Der progressive
Ubergang von Chloroplasten zu Gerontoplasten ist durch einen fortschreitenden Abbau der
Stapelung der Granathylakoide, der Auflosung der Thylakoidmembran und die Akkumulation
von Plastoglobuli gekennzeichnet. Dieser Prozess ist ab einem bestimmten Schritt
irreversibel. Dabei kommt den Gerontoplasten die Funktion der Degradierung der
Photosynthesemaschinerie, = der  Photosynthesepigmente = und der Lipide der
Thylakoidmembran sowie deren Recycling zu. Mit Ausnahme von Gerontoplasten kénnen
sich alle Plastidenformen ineinander umwandeln.

s- und p-Typ Plastiden kommen in den Siebrohren des Phloems vor und dienen als Starke- (s-
Typ) oder Proteinspeicher (p-Typ) (Behnke, 1991). Ihre physiologische Funktion ist jedoch
noch weitgehend unklar (van Bel, 2003). Die p-Typ Plastiden konnten eine Rolle bei

Verschluss von beschidigten Siebrohren in Folge einer Verletzung zukommen.
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1.3  Proteinimport in pflanzliche Plastiden

Ca. 95% der plastidiren Proteine (~ 2,500) sind kernkodiert, werden im Cytosol translatiert
und miissen iiber die Hiilllmembranen in die Plastiden importiert werden (Leister, 2003). Die
meisten plastiddren Proteine verfiigen liber einen N-terminalen Peptidbereich, das sogenannte
Transitpeptid (cTP), welches die Proteine zum Chloroplasten leitet und deren Import
vermittelt. Dabei zeichnen sich Transitpeptide durch eine sehr hohe Heterogenitét aus. Sie
habe eine Liange von etwa 20 - 100 Aminosdureresten und eine positive Nettoladung. Im Fall
der Chloroplasten miissen die entsprechenden Proteine in sechs Substrukturen die dufere
Hiillmembran (OE, outer envelope membrane), den Intermembranraum, die innere
Hiilllmembran (IE, inner envelope membrane), das Stroma, die Thylakoidmembran und das
Thylakoidlumen transportiert werden.

Wihrend die meisten Proteine flir das Innere der Chloroplasten iiber ein Transitpeptid
verfiigen, entbehren die meisten Proteine der duBleren Hiillmembran (OEP, outer envelope
proteins) eine solche Sequenz. Zur Zeit sind noch keine Komponenten, die eine Integration
von OEP in die duflere Hiillmembran vermitteln, bekannt. Daher wird eine spontane oder eine
von cytosolischen Proteinen vermittelte Insertion dieser Proteine angenommen (Vothknecht
und Soll, 2006). Aufgrund experimenteller Schwierigkeiten sind bisher kaum Idsliche
Proteine des Intermembranraums bekannt (Vothknecht und Soll, 2006). Daher kann iiber die
Art des Transportmechanismus nur spekuliert werden. Auch die Insertion von Proteinen in die
innere Hiillmembran ist noch nicht abschlieBend geklirt. Es werden jedoch zwei
Mechanismen fiir moglich gehalten (Vothknecht und Soll, 2006). Zum einem konnte eine
komplette Translokation iiber das Tic-Toc-Translokon (s.u.) stattfinden, das Transitpeptid
abgeschnitten werden und anschlieend eine Insertion des Proteins in die innere Hiillmembran
vom Stroma aus erfolgen. Die Alternative wére eine teilweise Translokation liber das Tic-
Toc-Translokon. Dabei wiirde die Translokation durch das Tic-Translokon nur soweit
erfolgen, dass das Transitpeptid abgespalten werden kann und anschlieend eine laterale
Insertion des Proteins in die innere Hiillmembran vermittelt wird.

Der Transport iiber die Plastidenhiillmembranen wird durch ein Zusammenspiel von zwei
multimeren Proteinkomplexen, dem Toc- (translocon on the outer envelope membrane of
chloroplasts) und dem Tic-Translokon (translocon on the inner envelope membrane of
chloroplasts), vermittelt. Der genaue Funktionsmechanismus dieses Transportmechanismus
ist jedoch nur teilweise aufgeklart. Da die Tic-Toc-Maschinerie nur ungefaltete Proteine

transportieren kann, sind auch cytosolische Proteine des sogenannten guidance complex, wie
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Hsp70 und 14-3-3, fiir die Fiihrung und die Unterbindung einer vorzeitigen Faltung der
plastiddren Proteine bedeutsam. Die Komponenten des Toc-Translokons sind Toc159, Toc75,
Toc34, Toc64 und Tocl2. Tocl59, Toc75 und Toc34 stellen die Kerneinheit dar, an die
Toc64 und Tocl2 assoziiert sind (Schnell et al., 1997; Sohrt und Soll, 2000; Becker et al.,
2004). Toc75 ist tief in die Membran eingebettet und bildet eine f-barrel-Struktur aus 16
transmenbranen B-Faltblattern aus (Hinnah et al., 1997; 2002; Sveshnikova et al., 2000).
Somit stellt Toc75 die Translokationspore dieses Komplexes dar. Toc159 und Toc34 haben
eine GTP-Bindungsstelle und werden als Rezeptoren fiir die zu transportierenden Préproteine
angesehen. A. thaliana besitzt fiir viele dieser Komponenten verschiedene Isoformen mit zum
Teil Substratspezifititen (Jackson-Constan und Keegstra, 2001). Fiir Toc34 existieren zwei
unterschiedliche Formen, AtToc33 und AtToc34 (Jarvis et al., 1998; Gutensohn et al., 2000).
Von Tocl59 und Toc75 sind jeweils vier Isoformen, AtTocl59, AtToc132, AtToc120 und
AtToc90 bzw. AtToc75-1, -II, -III und -1V, bekannt (Jarvis et al., 1998; Bauer et al., 2000;
Jackson-Constan und Keegstra, 2001). Vom Tic-Translokon sind bislang sieben
Komponenten, Ticl110, Tic62, Tic55, Tic40, Tic32, Tic22 und Tic20, identifiziert (Javis und
Soll, 2002; Kiichler et al., 2002; Hormann et al., 2004). Die exakte Komposition des Tic-
Translokons ist allerdings noch unklar (Vothknecht und Soll, 2006). Ticl10 wird als
Importpore angesehen. Tic62, Tic55 und Tic32 besitzen redoxregulierte Motive und sind
vermutlich an der Regulation des Transportprozesses beteiligt. Tic20 ist ein kleines integrales
Membranprotein und mit Ticl10 assoziiert. Es wird daher es als ein Teil der
Translokationspore in Verbindung mit Tic110 oder als alternative Pore diskutiert (Soll, 2002).
Tic22 ist an die Oberfldche der inneren Hiillmembran zum Intermembranraum lokalisiert und
mit Tic20 assoziiert. Es konnte eine Aufgabe bei der Insertion von Proteinen in die innere
Hiilllmembran haben (Nada und Soll, 2004). Fiir Tic40 wird eine Funktion als Chaperon-
Bindungsprotein im Translokationsprozess vermutet.

Nach der Translokation des Proteins wird dessen Transitpeptid durch die im Stroma
lokalisierte Metallo-Peptidase, SPP (stromal processing peptidase), vom restlichen Protein
abgeschnitten und anschlieBend durch eine weitere Metallo-Peptidase (transit peptide
subfragment-degrading enzyme) komplett abgebaut (Oblong und Lamppa, 1992; Richter und
Lamppa, 1999).

Die importierten Proteine konnen je nach ihrer Funktion im Stroma verbleiben oder
intraplastiddr in die Thylakoidmembran oder das Thylakoidlumen weitertransportiert werden.
Fiir diesen Transport sind vier Mechanismen, namentlich der signal recognition particle

pathway, der Sec pathway, der twin arginine translocation pathway und der spontaneous
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insertion pathway, bekannt (Jarvis und Robinson, 2004; Robinson und Mant, 2005). Fiir die
Insertion von Proteinen in die Thylakoidmembran sind der signal recognition particle
pathway und der spontaneous insertion pathway verantwortlich. Fiir den signal recognition
particle pathway werden zwei l6sliche Komponenten cpSRP54 und cpSRP43, die
sogenannten signal recognition particle (SRP), und cpFtsY im Stroma bendtigt (Schiinemann
et al., 1998; Kogata et al., 1999). Fiir Ihre Funktion bendtigen die cpSRPs und cpFtsY GTP.
Die Insertion von Proteinen erfolgt anschlieBend durch das Membranprotein ALB3 (Moore et
al., 2000). Fiir einige Proteine der light-harvesting chlorophyll-binding protein (LHCP), wie
Proteine Lheb1, Lheb4.1 und Lheb5, wurde eine Insertion in die Thylakoidmembran iiber den
signal recognition particle pathway nachgewiesen (Cline, 1986; Woollhead ef al., 2001). Der
GroBteil der Proteine der Thylakoidmembran scheint jedoch iiber den spontaneous insertion
pathway integriert zu werden. Dieser Mechanismus bedarf keiner Energie (Moore, 2003).

Die Translokation tiiber die Thylakoidmembran ins Thylakoidlumen erfolgt durch die
Mechanismen des Sec pathway oder des twin arginine translocation pathway. Proteine dieser
Translokationswege weisen eine zweiteilige Prdsequenz auf. Sie besteht aus dem N-
terminalen Transitpeptid (cTP) fiir den Chloroplastenimport und einer nachfolgenden
Erkennungssequenz  (ITP) fiir den jeweiligen Translokationsweg. Diese zweite
Erkennungssequenz wird nach der Translokation von einer Peptidase (thylakoid processing
peptidase, TPP) im Thylakoidlumen abgespalten.

Der Sec pathway kann nur ungefaltete Proteine transportieren und ist mit ATP-Verbrauch
verbunden. Dieser Weg beinhaltet die zwei membrangebundenen Komponenten SecY und
SecE sowie die 16sliche Komponente SecA (Schiinemann et al., 1999). Durch ATP-Hydrolyse
ist SecA in der Lage, sich und das zu transportierende Protein in die Thylakoidmembran zu
integrieren. Ob SecY, SecE oder weitere noch unbekannte Proteine dabei die
Translokationspore bilden, ist unbekannt.

Der twin arginine translocation pathway kann gefaltete Proteine transportieren und benétigt
einen Protonengradienten (ApH) an der Thylakoidmembran. Fiir diesen Mechanismus wurden
bisher drei Proteine, Hcfl06, Tha4 wund cpTatC, identifiziert. Der exakte
Funktionsmechanismus ist noch nicht genau bekannt. Hcf106 und cpTatC dienen vermutlich
als Rezeptoren, wahrend Tha4 die Translokation ins Thylakoidlumen vermittelt (Cline und
Mori, 2001).

Neuere Untersuchungen weisen auf die Existenz eines fiinften Proteintransportmechanismus
von der inneren Hiillmembran zur Thylakoidmembran hin, welcher durch Vesikeltransport

vermittelt wird. Hinweise dafiir liefert eine Mutante flir das Protein VIPP1 (versicle-inducing
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in plastid protein 1), welche durch einen verminderten intrachloroplastiddaren Lipidtransport

gekennzeichnet ist (Kroll e al., 2001).

14 Die Funktionen der Plastiden in der Pflanzenzelle

Im Folgenden wird auf einige essentielle Funktionen der Plastiden fiir die Pflanzenzelle und
deren Metabolismus niher eingegangen werden. Dabei soll nur ein kurzer Uberblick iiber

einige wichtige plastidire Stoffwechselwege und deren Bedeutung aufgezeigt werden.

1.4.1 Photosynthese

Die Photosynthese kann formal in zwei Schritte, die Primér- bzw. Lichtreaktion und die
Sekundar- bzw. Dunkelreaktion, unterteilt werden. Bei der Primirreaktion werden unter
Nutzung der Lichtenergie der Energietrdger ATP und Reduktionsidquivalente in Form von
NADPH gebildet. Diese werden in der Sekundérreaktion, auch Calvin-Zyklus genannt, unter

Fixierung von CO, zum Aufbau von Kohlenhydraten genutzt.

Die Primérreaktion der Photosynthese findet in bzw. an der Thylakoidmembran statt. An
dieser Reaktion sind vier supramolekulare Proteinkomplexe beteiligt: das Photosystem I
(PSI), das Photosystem II (PSII), der Cytochrom-bs/f-Komplex und die ATP-Synthase,
welche ungleichméBig iiber die Thylakoidmembran verteilt vorliegen. Das PSI und die ATP-
Synthase sind hauptsédchlich in den Stromathylakoiden und den Randbereichen der
Granathylakoide lokalisiert, was eine freien Zugang von ADP und NADP' erméglicht.
Dahingegen befindet sich das PSII verwiegend in den Granathylakoiden. Diese Anordnung
verhindert einen unkontrollierten Excitonentransfer zwischen den beiden Photosystemen. Der
Cytochrom-b4/f-Komplex ist gleichméBig iiber die Thylakoidmembran verteilt und vermittelt
tiber Plastochinon und Plastocyanin den Elektronentransport vom PSII zum PSI.

An die Photosysteme sind die Lichtsammelkomplexe (LHCs) der &ulleren und inneren
Antennen assoziiert, welche die Absorption von Lichtquanten und den Excitonentransfer zum
Reaktionszentrum der beiden Photosysteme (P680 fiir das PSII bzw. P700 fiir das PSI)
vermitteln. Die Reaktionszentren werden dadurch in den angeregten Zustand tiberfiihrt, was

diese zu einer Ladungstrennung befdahigt. Durch die Ladungstrennung am Reaktionszentrum
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von PSII wird zundchst das festgebundene Plastochinon Qs und durch dieses das lose
gebundene Plastochinon Qg reduziert. Die dadurch am PSII Reaktionszentrum entstandene
Elektronenliicke wird durch die oxidative Spaltung von Wasser (Photolyse) ausgeglichen, was
zur Freisetzung von Sauerstoff und Protonen im Lumen fiihrt. Das lose gebundene
Plastochinon Qg ist durch Diffusion in der Thylakoidmembran frei beweglich. Das vom PSII
reduzierte Plastochinon wird durch den Cytochrom-bs/f~Komplex schrittweise oxidiert, wobei
Protonen in das Thylakoidlumen transportiert werden. Die Elektronen werden vom
Cytochrom-b4/f-Komplex auf Plastocyanin (PC) iibertragen, welches im Lumen zur
Akzeptorseite des PSI diffundiert. Das durch Licht angeregte PSI katalysiert den
Elektronentransfer von der Lumenseite zur Stromaseite der Thylakoidmembran von PC zu
Ferredoxin (Fd). Der weitere Elektronentransfer von Fd zu NADP" wird durch Ferredoxin-
NADP-Reduktase im Stroma katalysiert, wodurch NADPH als Endprodukt des
photosynthetischen Elektronentransports entsteht. Durch die lichtgetriebenen Spaltung von
Wasser, die Reduktion von NADP' und die Verlagerung von Protonen wihrend des
Elektronentransports in das Lumen wird ein Protonengradient (ApH) an der
Thylakoidmembran generiert. Dieser Protonengradient wird von der ATP-Synthase zur

Bildung von ATP genutzt.

Die Sekundirreaktion der Photosynthese ist im Stroma der Chloroplasten lokalisiert. In ihr
werden die in der Lichtreaktion synthetisierten Energietrager bzw. Reduktionsdquivalente
ATP und NADPH zur Bildung von Kohlenhydraten durch die Assimilation von CO,
verwendet. Dabei wird die Sekundérreaktion in drei Phasen eingeteilt: die carboxylierende
Phase, die reduzierende Phase und die regenerierende Phase.

In der carboxylierenden Phase wird durch die Aktivitdit der Ribulose-1,5-bisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase (RubisCO) CO, an Ribulose-1,5-bisphosphat (RuBP) gebunden.
Dabei entsteht das instabile Zwischenprodukt 2-Carboxy-3-ketoarabinitol-1,5-bisphosphat,
welches hydrolytisch zu zwei Molekiilen 3-Phosphoglycerat (3-PGA) gespalten wird. Diese
Reaktion stellt die Schliisselfunktion fiir die photosynthetische CO,-Assimilation dar.

Das gebildete 3-PGA wird in der reduzierenden Phase unter ATP-Verbrauch durch das
Enzym Phosphoglycerat-Kinase zu 1,3-Bisphosphoglycerat phosphoryliert, welches
anschlieBend unter Verbrauch von NADPH durch die Glycerinaldehydphosphat-
Dehydrogenase zum Triosephosphat Glycerinaldehyd-3-phosphat reduziert wird. Die
Triosephosphat-Isomerase katalysiert anschlieBend die reversible Isomerisierung des

Glycerinaldehyd-3-phosphats zu Dihydroxyacetonphosphat. Es kann jedoch nur jedes sechste
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Triosephosphatmolekiil aus dem Kreislauf entzogen und als Nettogewinn der CO,-
Assimilation  angesehen  werden.  Dieses  Triosephosphat kann  iiber den
Triosephosphat/Phosphat-Translokator in das Cytosol transportiert werden, wo es in die
Saccharosesynthese eingeht, oder der intraplastiddren Synthese von transitorischer Stérke
dienen. Die flinf restlichen Molekiile Triosephosphat flieen in die regenerierende Phase ein.

In dieser erfolgt die Riickgewinnung von RuBP aus den Triosephosphaten. Dadurch wird ein
kontinuierlicher Ablauf des Calvin-Zyklus sichergestellt. Durch das Enzym Aldolase werden
jeweils ein Molekiil Glycerinaldehyd-3-phosphat und Dihydroxyacetonphosphat zu Fruktose-
1,6-bisphosphat verkniipft, welches durch die Fruktose-1,6-bisphosphatase anschlieSend
deposphoryliert wird. Durch das Enzym Transketolase werden von einem Molekiil Fruktose-
6-phosphat zwei Kohlenstoffatome auf Glycerinaldehyd-3-phosphat iibertragen, wobei ein
Molekiil ~Xylulose-5-phosphat und ein Molekiil Erythrose-4-phosphat entstehen.
AnschlieBend katalysiert die Aldolase eine Kondensation von Erythrose-4-phosphat mit
Glycerinaldehyd-3-phosphat und es entsteht Sedoheptulose-1,7-bisphosphat, welches zu
Sedoheptulose-7-phosphat dephosphoryliert wird. Danach werden durch die Transketolase
zwei Kohlenstoffatome von Sedoheptulose-7-phosphat auf Glycerinaldehyd-3-phosphat
tibertragen. Dabei entstehen jeweils ein Molekiil Ribose-5-phosphat ein Molekiil Xylulose-5-
phosphat. Bei den bisherigen Reaktionsschritten wurden zwei Molekiile Xylulose-5-phosphat
und ein Molekiil Ribose-5-phosphat erhaltenen, die durch die Ribulosephosphat-Epimerase
bzw. die Ribosephosphat-Isomerase zu Ribulose-5-phosphat umgesetzt werden. Die Molekiile
Ribulose-5-phosphat werden abschlieend unter Verbrauch von ATP durch die Aktivitdt der
Ribulosephosphat-Kinase zu RuBP umgewandelt, wodurch der Calvin-Zyklus geschlossen

wird.

1.4.2 Photorespiration

Die Photorespiration oder C,-Zyklus (engl. C, oxidative photosynthetic carbon cycle) ist
Folge der Oxygenase-Aktivitdit der RubisCO (Husic et al., 1987; Tolbert, 1997). Das
Verhiltnis der Oxygenierung zu Carboxylierung betrdgt in etwa 1:3. Als Produkt dieser
Reaktion entsteht aus einem Molekiil Ribulose-1,5-bisphosphat (RuBP) jeweils ein Molekiil
3-Phosphoglycerat (3-PGA) und ein Molekiill 2-Phosphoglycolat (2-PG). Durch die
Photorespiration wird aus 2-PG 3-PGA fiir den Cavin-Zyklus zuriickgewonnen. Der C,-

Zyklus erfolgt jedoch unter erheblichem Mehraufwand an Energie, von iiber 50% in Form
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von ATP und NADPH, und dem Verlust von jeweils einem Molekiil an fixiertem CO; und
NH,'. Bei dieser Riickgewinnung von 2-PG sind 16 verschiedene Enzyme und vermutlich
sechs Translokatorproteine beteiligt, die auf drei Kompartimente, nimlich die Chloroplasten,
die Peroxisomen und die Mitochondrien, verteilt vorliegen. Im ersten Schritt wird 2-PG im
Stroma der Chloroplasten durch die Glycolatphosphatase zu Glycolat hydrolysiert, das
anschlieBend in die Peroxisomen transportiert wird. Dort wird das Glycolat zunichst durch
die Glycolat-Oxidase oxidiert, wobei Glyoxylat und Wasserstoffperoxid gebildet werden.
Danach findet eine Transaminierung des Glyoxylat zu Glycin durch die Aktivitdt der
Glutamat- oder der Serin-Glyoxylat-Aminotransferase statt. Zwei Molekiile des entstandenen
Glycins werden dann in den Mitochondrien durch die Zusammenarbeit des Glycin-
Decarboxylase-Komplexes (H-, P-, T- und L-Protein) und der Serin-Hydroxymethyl-
Transferase zu jeweils einem Molekiil Serin, CO, und NH," oxidiert. AnschlieBend wird Serin
in den Peroxisomen durch die schon erwdhnte Serin-Glyoxylat-Aminotransferase zu
Hydroxypyruvat und anschlieBend weiter zu D-Glycerat umgesetzt. Den letztgenannten
Schritt katalysiert dabei die Hydroxypyruvat-Reduktase. Durch die Aktivitit der Glycerat-
Kinase wird abschlieBend aus D-Glycerat in den Chloroplasten 3-PGA synthetisiert, welches
in den Calvin-Zyklus einflieBt. Uber die Transportproteine, die den Metabolitaustausch iiber
die verschiedenen Membranen der an der Photorespiration beteiligten Kompartimente
gewdhrleisten, ist wenig bekannt (Weber, 2006). Die Existenz eines Transporters fiir
Austausch von Glyoxylat gegen D-Glycerat konnte fiir die Chloroplastenhiillmembran
nachgewiesen werden (Howitz und McCarty, 1985a, b; 1991). Die molekulare Identitit dieses
Proteins ist jedoch noch nicht geklart. Allerdings wird derzeit in der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. A. Weber ein vielversprechender Kandidat fiir diesen Transportprozess untersucht. Fiir
den Austausch von Metaboliten liber die Membran der Peroxisomen werden Porine vermutet
(Douce und Neuburger, 1999). Auch fiir den Transport von Glycin und Serin iiber die
Mitochondrienmembran sind keine Proteine bekannt (Douce und Neuburger, 1999; Weber,
2006). Fiir den Glycin-Transport wurde vorkurzem in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. A.
Weber ein vielversprechender Kandidat identifiziert. Durch die Transaminierung von
Glyoxylat und die Freisetzung von NH;  am Glycin-Decarboxylase-Komplex besteht in
Pflanzen eine enge Verkniipfung der Photorespiration mit dem Stickstoffmetabolismus. Der
Export des in den Peroxisomen bendétigten Glutamats aus den Chlorplasten und der Import
von a-Ketogluterat fiir die Glutamatsynthese wird von den Translokatoren DiT1 und DiT2
vermittelt. Dafiir wurde ein Transport mittels eines Zwei-Translokatormodell vorgeschlagen

(Woo und Osmond, 1987; Weber und Fligge, 2002). Ob das in den Mitochondrien
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freiwerdende NH," zur Glutaminsynthese iiber Diffusion oder spezifische Ionenkanile in die
Chloroplasten gelangt, ist ebenfalls noch ungeklirt (Douce und Neuburger, 1999). Die in den
Peroxisomen zur Reduktion von Hydroxypyruvat bendtigten Reduktionsdquivalente werden
durch den sogenannte Malat-Oxalacetat-Shuttle von den Mitochondrien und Chloroplasten
bereitgestellt (Heldt, 2003).

Die gezielte Suche und Analyse von photorespiratorischen Mutanten in A. thaliana aber auch
weiteren Pflanzen, welche unter atmosphirischen CO,-Bedingungen konditionell letal aber
unter erhohten CO,-Bedingungen iiberlebensfdhig sind, fithrte zur Identifizierung vieler
photorespiratorischer Enzyme und der Aufkldrung ihrer Funktion und Bedeutung in der
Photorespiration (Somerville und Ogren, 1979, Somerville und Ogren, 1981; Somerville,
1986; Blackwell et al., 1988; Wingler et al., 1997; Wingler et al., 1999; Somerville et al.,
2001; Renne et al., 2003; Boldt ez al., 2005; Voll et al., 2006).

Die Photorespiration kann jedoch nicht nur unter dem Gesichtspunkt einer aufwendigen
Nebenreaktion aufgrund der Oxygenase-Aktivitdt der RubisCO gesehen werden. Vielmehr ist
sie durch den in der englischsprachigen Literatur verwendeten Ausspruch ,,wasteful but
useful . gekennzeichnet (Douce und Neuburger, 1999; Wingler et al., 2000). Dabei wird der
Photorespiration eine bedeutende Rolle bei der Energiedissipation und der Vermeidung von
Photoinhibition, z.B. unter Strebedingungen, zugesprochen (Osmond et al., 1997; Wingler et
al., 2000). Weiterhin wird durch die Photorespiration eine Vielzahl von bedeutenden
Metaboliten, z.B. Serin und Glycin generiert. Glycin ist vor allem fiir die Synthese der

antioxidativen Substanz Glutathion von Bedeutung.

1.4.3 Nitrat- und Sulfatassimilation

Stickstoff stellt neben Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff einen hohen Anteil des
Trockengehwichts von Pflanzen (Taiz und Zeiger, 2002). Dabei ist er vor allem in
organischen Verbindungen wie Aminosduren, Proteinen, Nukleosiden, Nukleinsduren und
verschiedenen Cofaktoren bedeutsam. Stickstoff wird von Pflanzen vornehmlich in Form von
Nitrat oder Ammonium iiber die Wurzel aufgenommen. Die Nitratautnahme in Pflanzen
erfolgt durch Plasmamembran-lokalisierte Nitrattransporter, die in den Epidermis- und
Cortexzellen der Wurzel lokalisiert sind. Dabei handelt es sich um einen sekundéraktiven
Symport von Nitrat und Protonen, der vom Protonengradienten an der Plasmamembran

angetriecben wird. Die Nitrataufhahme wird durch Nitrattransporter der NNP- und POT-
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Familie vermittelt (Forde, 2000). Das aufgenommene Nitrat wird entweder sofort zu Nitrit
reduziert, in der Vakuole gespeichert oder iiber das Xylem in die Blétter transportiert. Die
daran beteiligten Transporter sind noch nicht identifiziert. Die Assimilation von Nitrat findet
sowohl in den Wurzeln als auch in den Bléttern statt. Dabei wird das aufgenommene Nitrat
zundchst im Cytosol durch die Aktivitit der Nitratreduktase zu Nitrit reduziert. Danach
erfolgt der Transport von Nitrit in die Plastiden. Dieser Transport konnte nach neusten
Untersuchungen von Sugiura et al. (2007) durch ein Transportprotein der POT-Familie
vermittelt zu werden. Im Stroma der Chloroplasten reduziert die Nitritreduktase Nitrit zu
Ammonium. Die Fixierung des Ammoniums erfolgt durch die Glutamin-Synthetase (GS) und
die Glutamatsynthase (Glutamin-Oxoglutarat-Aminotransferase, GOGAT) im sogenannten
GS/GOGAT-Zyklus. Dabei kommt der Refixierung des in der Photorespiration freiwerdenden
Ammoniums eine besondere Bedeutung zu. Durch die GS wird Ammonium unter Verbrauch
von ATP auf Glutamat iibertragen, und es entsteht Glutamin. Das gebildete Glutamin wird
anschliefend mit a-Ketogluterat durch die GOGAT zu zwei Molekiilen Glutamat umgesetzt.
Diese Reaktion findet unter Verbrauch von sechs Reduktionsdquivalenten in Form von
Ferredoxin (Fd) oder NAD(P)H statt. Die Reduktionsidquivalente werden in den
Chloroplasten durch die Photosynthese und in den Leukoplasten durch den oxidativen
Pentosephosphatweg bereitgestellt. Fiir die GOGAT ist eine Ferredoxin-abhéngige (Fd-
GOGAT) Isoform, die Hauptform photosynthetischer Gewebe, und eine NADH-abhéngige
(NADH-GOGAT) Isoform, die Hauptform nichtphotosynthetischer Gewebe, bekannt
(Lancien und Lea, 2006). Der genaue enzymatische Weg zur Bereitstellung von a-
Ketogluterat ist noch immer Gegenstand kontroverser Diskussionen (Lancien et al., 2000;
Lemaitre ef al., 2007). Da aber a-Ketogluterat oder Vorstufen davon im Cytosol und/oder den
Mitochondrien synthetisiert werden und das Endprodukt der Ammoniumassimilation,
Glutamat, exportiert wird, besteht die Notwendigkeit fiir ein plastiddres Transportsystem. Fiir
diesen Transportprozess wurden ein Zwei- und ein Drei-Translokatormodell vorgeschlagen,
in welchen die plastidiren Translokatoren DiT1 und DiT2 bzw. DiT1, DiT2 und der
Glutamin/Glutamat-Translokator involviert sind (Woo et al., 1987; Weber und Fliigge, 2002).

Schwefel ist essentieller Bestandteil von Proteinen, in Form der Aminosduren Cystein und
Methionin, und von Antioxidanzien (Glutathion), Sulfolipiden (SQDG), sekundiren
Pflanzenstoffen (Glukosinolate) sowie von Vitaminen und Cofaktoren (Biotin, Thiamin, CoA,
S-Adenosyl-Met). Der Schwefel wird dabei hauptsdchlich als anorganisches Sulfat {iber die

Wurzel aufgenommen. Weiterhin ist Sulfat die Hauptspeicher- und Transportform fiir den
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Schwefel innerhalb der Pflanze. Die Aufnahme und Verteilung von Sulfat innerhalb der
Pflanze wird dabei von einer Gruppe membrangebundener Sulfattransporter, den sogenannten
Sultr realisiert (Bucher et al., 2004). Auf der Basis von Aminosdurevergleichen wurden diese
Sulfattransporter in fiinf Gruppen eingeteilt (Aravind und Koonin, 2000; Hawkesford, 2003).
Die Sulfataufnahme in den Symplasten wird in A. thaliana durch hochaffine Transporter der
Gruppe 1 (AtSultrl;1, AtSultrl;2), welche in der Plasmamembran von Epidermis- und
Cortexzellen der Wurzel lokalisiert sind, vermittelt (Takahashi et al., 2000; Shibagaki ef al.,
2002; Yoshimoto et al., 2002; Howarth et al., 2003). Die Aufnahme von Sulfat ist ein
sekundérakiver Transportsmechanismus, bei dem ein Symport von Protonen und Sulfat
stattfindet. Er wird von dem Protonengradienten an der Plasmamembran, der von einer
ATPase generiert wird, angetrieben. Die niederaffinen Sulfattransporter AtSultr2;1 und
AtSultr2;2 der Gruppe 2 und der hochaffine Transporter AtSultrl;3 der Gruppe 1, welche in
den Zellen des Xylem-Parenchyms und des Phloems der Wurzel und des Blattes exprimiert
sind, sind an der Sulfatverteilung innerhalb der Pflanze beteiligt (Takahashi et al., 2000;
Yoshimoto et al., 2003). Die Transporter der Gruppe 4 sind im Tonoplast lokalisiert und
scheinen am Transport von Sulfat aus der Vakuole, welche der intrazelluldrer Speicherort von
Sulfat ist, beteiligt zu sein (Kataoka et al., 2004). Uber die Funktion der Sulfattransporter der
Gruppe 3 und 5 ist derzeit nichts bekannt. In Pflanzen erfolgt die Sulfatassimilation
hauptséchlich in den Plastiden, vorwiegend in den Chloroplasten, aber in geringerem Umfang
auch in den Plastiden der Wurzel. Das plastiddre Transportsystem fiir die Aufnahme von
Sulfat ist zur Zeit noch nicht identifiziert (Hawkesford, 2003; Buchner et al., 2004). Im
Stroma der Chloroplasten muf3 das Sulfat aufgrund seines relativ hohen Redoxpotentials
zundchst durch die ATP-Sulfrylase und ATP aktiviert werden. Das entstandene AMP-Sulfat
(APS) wird zum GroBteil durch die APS-Reduktase unter Verwendung von Glutathion (GSH)
zu Sulfit und AMP umgesetzt. Es kann aber auch durch die APS-Kinase zu Phosphoadenosin-
Phosphosulfat (PAPS) phosphoryliert werden, welches als Sulfatdonor fiir Brassinosteroide,
Glukosinolate und Flavonide dient. Die Sulfit-Reduktase reduziert anschlieBenden unter
Verwendung von sechs Molekiilen Ferredoxin Sulfit zu Sulfid. Des Weiteren wird Sulfit auch
fiir die Synthese von Sulfolipiden genutzt. Durch die Aktivitit der O-Acetylserin-(thiol)-
Lyase wird Sulfid und O-Acetylserin zu Cystein und Acetat umgesetzt. Das entstandene
Cystein wird zur Synthese von Methionin, Glutathion und Proteinen genutzt. Weiterhin dient
Cystein als Schwefeldonor fiir Fe-S-Zentren, Biotin, Thiamin, Molybdén-Cofaktoren und
CoA.
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1.4.4 Aminosiuresynthese

Pflanzen sind in der Lage, alle zwanzig proteinogenen Aminosduren de novo zu
synthetisieren. Auf die Synthese von Glutamat, Glutamin und Cystein wurde bereits im
Zusammenhang mit der Nitrat- und Sulfatassimilation eingegangen (Kap. 1.4.3). Die
Aminosduren Arginin und Prolin werden aus Glutamat synthetisiert. Das bei der
Photorespiration gebildete Phosphoglycolat ist Ausgangssubstanz fiir die Synthese von Glycin
und Serin. In nichtgriinen Geweben konnen Glycin und Serin auch aus 3-Phosphoglycerat
gebildet werden (Heldt, 2003). Alanin und Aspartat werden durch Transaminierung von
Pyruvat bzw. Oxalacetat unter Verwendung von Glutamat synthetisiert. Die Aminosdure
Asparagin wird hauptsidchlich in der Wurzel aus Aspartat mit Glutamin als NH;-Donor
gebildet. Die Biosynthese der Aminosduren Lysin, Threonin, Methionin, Isoleucin, Leucin,
Valin, Tryptophan, Phenylalanin, Tyrosin, Histidin, Cystein, Glutamat und Glutamin findet
ausschlieBlich oder groBtenteils in den Plastiden statt (Lancien und Lea, 2006). Dabei ist
Aspartat die Vorstufe fiir die Synthese von Lysin, Threonin, Methionin und Isoleucin. Der
letzte Schritt der Methionin Synthese findet jedoch im Cytosol statt. Dafiir wird Homocystein
tiber einen nicht bekannten Transporter exportiert und mit Methylentetrahydrofolat durch die
Methionin-Synthase zu Methionin umgesetzt. Die Synthese der verzweigtkettigen
Aminosduren Valin und Leucin erfolgt ausgehend von Pyruvat und fiir Isoleucin ausgehend
von Threonin. Uber den plastidir lokalisierten Shikimatweg werden die aromatischen
Aminosduren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan gebildet (Herrmann, 1995; Herrmann
und Weaver, 1999). Vorldufer sind dabei Erythrose-4-Phosphat (Ery-4-P) aus dem Calvin-
Zyklus und Phosphoenolpyruvat (PEP), welches iiber den Phosphoenolpyruvat/Phosphat-
Translokator (PPT) aus dem Cytosol importiert wird (Streatfield et al., 1999; Knappe et al.,
2003b; Voll et al., 2003). Im Shikimatweg wird aus Ery-4-P zunéchst schrittweise Shikimat
gebildet und dieses mit PEP in Chorismat umgewandelt. Aus Chorismat werden dann die
aromatischen Aminosduren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan synthetisiert (Lancien und
Lea, 2006). Zahlreiche auxotrophe Mutanten und die Hemmung verschiedener Synthesewege
durch Herbizide, z.B. Glyphosat (Round up®) oder Chlorsulfuron (Glean®), belegen die
Bedeutung der plastiddren Aminosduresynthese (Wright et al., 1992; Radwanski und Last,
1995; Craciun et al., 2000).
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1.4.5 Lipidsynthese

Polare Glycerolipide sind amphiphile Molekiile, konnen Lipiddoppelschichten bilden und
sind die Grundbausteine jeder biologischen Membran. Triacylglyceride dienen Pflanzen als
Kohlenstoffspeicher, z.B. in Samen, wo sie in sogenannten Olkdrpern eingelagert sind.

Die Neusynthese von Fettsduren erfolgt bei Pflanzen in griinen Geweben im Stroma der
Chloroplasten bzw. im Stroma der Leukoplasten und Chromoplasten in nichtgriinen
Geweben. Nur ein sehr geringer Anteil wird in den Mitochondrien synthetisiert (Ohlrogge et
al., 1979). Da Fettsduren nicht iiber lange Strecken transportiert werden kdnnen, dienen sie,
aufler in Samen und Friichten, dem Eigenbedarf der jeweiligen Zelle. Die Produkte der
Fettsduresynthese und der plastiddren Stearoyl-ACP-Desaturase sind Acylreste der Linge
16:0, 18:1 und in sehr geringem Maf3e Acylreste der Lange 18:0. Diese sind dabei an das acy/
carrier protein (ACP) gebunden. Fiir die anschlieBende Metabolisierung der Fettsduren
auferhalb der Plastiden erfolgt eine hydrolytische Abspaltung von ACP durch die Acyl-ACP-
Thioesterase und ein Export der Fettsduren iiber die Plastidenhiillmembranen. Dabei ist nicht
bekannt, ob der Export durch unspezifische Diffusion oder ein spezifisches Transportproteine
erfolgt (Heldt, 2003). An der dufleren Hiillmembran werden die freien Fettsduren sofort durch
die Acyl-CoA-Synthase zu Acyl-CoA umgesetzt.

Bei der Synthese von Glycerolipiden in Pflanzen kann zwischen dem prokaryotischen
Syntheseweg der Plastiden und dem eukaryotischen Syntheseweg des endoplasmatischen
Retikulums (ER) entsprechend ihrer evolutiondren Herkunft unterschieden werden. Im
plastidiren Weg erfolgt die Synthese der Glycerolipide durch eine direkte Ubertragung der
Acylreste von Acyl-ACP auf Glycerin-3-Phosphat. Diese werden dementsprechend als
prokaryotischen Lipide bezeichnet. Beim eukaryotischen Weg, der am ER abléuft, wird fiir
die Ubertragung des Acylrestes auf Glycerol-3-Phosphat Acyl-CoA verwendet. Der groBte
Teil des Glycerol-3-Phosphats fiir die Lipidsynthese im Plastidenstroma sowie im Cytosol
entsteht durch die Aktivitit der Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase (GPDH) aus
Dihydroxyaceton-Phosphat (DHAP) und stammt aus der Glykolyse. Fiir beide Wege
existieren jeweils zwei Enzyme, die bestimmte Acylreste auf die C-1- (glycerol-3-phosphate
acyltransferase, GPAT) bzw. C-2-Position (lysophosphatidic acid acyltransferase, LPAAT)
von Glycerol-3-Phosphat tibertragen. Dabei werden im prokaryotischen Weg in den Plastiden
tiberwiegend 18:1-Acylreste auf die C-1-Position und 16:0 oder 18:1-Acylreste auf die C-2-
Position iibertragen, und es entsteht Phosphatidsdure (Frentzen, 1993). Beim eukaryotischen

Weg am ER werden 16:0 oder 18:1-Acylreste an der C-1-Position und 18:1-Acylreste an der
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C-2-Position verestert (Frentzen, 1993). Durch Dephosphorylierung der Phosphatidsduren in
der ER-Membran entsteht Diacylglycerin (DAG), welches dann mit CDP-Cholin zu
Phosphatidylcholin (Lecithin) umgesetzt wird. Durch weitere Desaturierungen in der ER-
Membran werden 18:2 und 18:3-Acylreste generiert, welche gegen die Acylreste des
Phosphatidylcholin ausgetauscht werden konnen. Auch die Kettenverlingerung von
Fettsduren (Cy bis Cys) fir Wachse findet durch Elongasen am ER statt. Ein Teil der
Phosphatidsduren und des Phosphatidylcholins wird wiederum in die Plastiden
zuriicktransportiert. An den Hiillmembranen der Plastiden werden die Phosphatidsduren des
pro- und eukaryotischen Weges mit UDP-Sulfochinovose und UDP-Galactose zu
Phosphatidylglycerol (PG), Sulfolipiden (Sulfochinovosyldiacylglycerol, SQDG) bzw.
Glactolipiden (Monogalactosyldiacylglycerol, MGDG; Digalactosyldiacyl-glycerol, DGDG)
umgesetzt. Der Transport dieser Lipide von der Hiill- zur Thylakoidmembran verfolgt
vermutlich {liber Vesikeltransport. Eine Mutation des VIPP1-Proteins verhindert einen
korrekten Aufbau der Thylakoidmembran durch eine Verringerung dieses Lipidtransports
(Kroll et al.; 2001). Es wird dabei angenommen, dass VIPP1 kritisch fiir den Versikelaufbau
und -transport an der inneren Hiillmembran ist.

Das Vorkommen von MGDG, DGDG und SQDG beschrankt sich fast ausschlieBlich auf
phototrophe Organismen. Rontgenstrukturanalysen des PSI, des LHCII und des Cytochrom-
bs/f-Komplexes zeigen eine enge Assoziation von PG, MGDG, DGDG und SQDG mit diesen
photosynthetischen Proteinkomplexen an (Jordan et al., 2001 et al., Stroebel 2003; Liu et al.,
2004). Das spricht fiir eine entscheidende Rolle dieser Glycolipide fiir die Leistungsfahigkeit
der Photosynthese. Verschiedene Mutanten von A. thaliana, die in der Synthese dieser
Substanzen beeintrachtigt sind, belegen diese Annahme. Die mgd/-Mutante, welche in der
Synthese von MGDG betroffen ist, zeichnet sich durch einen mehr als 50% verringerten
MGDG-Gehalt und eine damit verbundene Reduktion der Thylakoidmembranen sowie des
Chlorophyllgehalts aus (Jarvis et al., 2000). Die Mutante dgdl sowie die dgdl dgd?2-
Doppelmutante, welche in den DGDG-Synthesegenen mutiert sind, zeigen drastisch
verringerte DGDG-Gehalte (Dérmann et al., 1995; Kelly et al., 2003). Die dgdl-Mutante
zeigt ein verringertes Wachstum und eine reduzierte photosynthetische Leistungsfahigkeit
(Dormann et al., 1995). Die dgdl dgd2-Doppelmutante ist nicht in der Lage, photoautotroph
zu wachsen (Kelly et al., 2003). Eine Mutante in der PG-Synthese, pgp!, ist hellgriin, hat
einen verringerten Thylakoidgehalt und kann nicht photoautotroph wachsen (Hagio et al.,
2002; Xu et al., 2002; Babiychuk et al., 2003). Des Weiteren kommt es in Pflanzen durch
Phosphatmangel zu einer Erh6hung des Anteils der phosphatfreien Verbindungen DGDG und
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SQDG nicht nur in den Plastidenmembranen, sondern auch in extraplastidiren Membranen
(Hértel et al., 2000). Damit steht das verbleibende Phosphat fiir andere zellulidre Prozesse zur
Verfiigung (Dormann und Benning, 2002). Auch der Saturierungsgrad der Fettsduren hat
einen groflen Einfluss auf die Membranfluiditdt und somit auf das Wachstum unter nicht
optimalen Temperaturbedingungen. Dies belegt das verdndertes Wachstumsverhalten einiger
Mutanten fiir Fettsduredesaturasen von A. thaliana (Hugly and Somerville, 1992; McConn
und Browse, 1996; Murakami ef al., 2000). Des Weiteren sind plastiddre Fettsduren auch als
Signalstoffe in der Pathogenabwehr beteiligt. Sie sind Ausgangstoffe der Oxylipinsynthese,
welche tiber 12-Oxo-Phytodienonsédure (OPDA) zu Jasmonsdure fiihrt (Weber et al., 1997;
Farmer et al., 2003).

1.4.6 Isoprenoidsynthese

Die Isoprenoide von Pflanzen sind durch eine ungewohnliche Vielfalt gekennzeichnet. Die
Isoprenoidsynthese stellt zahlreiche wichtige Intermediate fiir die unterschiedlichsten
pflanzlichen Stoffwechselwege zur Verfiigung. Isoprenoide sind die Ausgangstoffe flir die
Synthese von Carotinoiden, Chlorophyllen, Sterolen, Chinonen, Isopren, Abwehrstoffen,
Duftstoffen, Phytohormonen (Gibberilline, Abcisinsdure, Brassinosteroide) und sind
bedeutsam bei der Prenylierung und Glycosylierung von Proteinen. Die Synthese der
Isoprenoide kann in vier Phasen gegliedert werden (Lange und Ghassemian, 2003). Die erste
Phase fiihrt zur Synthese der C5-Einheiten Isopentenylpyrophosphat (IPP). In Algen und
hoheren Pflanzen sind fiir diesen Schritt zwei unterschiedliche Synthesewege, der Acetat-
Mevalonat-Weg (MVA-Weg) und der Mevalonat-unabhingige Weg (1-Deoxy-D-xylulose-5-
Phosphat (DOXP)-Weg oder MEP-Weg), bekannt (Lichtenthaler et al., 1997a, b;
Lichtenthaler, 1999; Lange und Ghassemian, 2003). Der Acetat-Mevalonat-Weg ist in
hoheren Pflanzen im Cytosol lokalisiert und verwendet als Substrat Acetyl-CoA. Der
Mevalonat-unabhédngige Weg ist in den Plastiden hoheren Pflanzen lokalisiert, verwendet als
Substrate Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat und verlduft iber DOXP. Die zweite
Phase beginnt mit der Isomerisierung von IPP zu Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP),
welches als Startermolekiil fiir die nachfolgenden Kondensationen mit IPP unter Abspaltung
von Pyrophosphat (PP) dient. Durch Kopf-zu-Schwanz- und/oder Kopf-zu-Kopf-
Kondensationen wird das Monoterpen Geranylpyrophosphat (GPP, C10), das Sesquiterpen
Farnesylpyrophosphat (FPP, C15), das Diterpen Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP, C20),
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das Triterpen Squalen (C30), die Tetraterpene Phytylpyrophosphat und Phytoen (C40) sowie
noch lidngerkettige Polyprenylpyrophosphate synthetisiert. In der dritten Phase konnen die
Prenylpyrophosphate und deren Derivate eine Cyclisierung (intramolekulare Prenylierung),
wie z.B. im Falle der Sterole oder Carotinoide, durchlaufen. Bei der vierten Phase findet eine
Umformung dieser cyclischen Verbindungen iiber Redox-, Isomerisations-, Substitutions- und
Konjugationsreaktionen statt, welche zu einer sehr breiten Palette an Endprodukten fiihrt.

Radioaktive Markierungsuntersuchungen zeigen, dass durch den Acetat-Mevalonat-Weg iiber
Mevalonat Sesquiterpene (C15), Triterpene (Sterole, C30) und die Seitenkette von Ubiquinon
synthethisiert werden. Dahingegen werden vom Mevalonat-unabhéngigen Weg tiber DOXP
Hemiterpene (Isopren, C5), Monoterpene (C10), einige Sesquiterpene (C15), Diterpene
(Gibberilline, C20), sowie Tetraterpene (Carotenoide, C40) und die Phytol-Seitenketten (C20)
von Chlorophyll, Phyllochinon und Tocopherol gebildet (Lange und Ghassemian, 2003).
Zwischen den beiden Synthesewegen existiert eine metabolische Schnittstelle, die vermutlich
auf dem Austausch von IPP beruht. Ob auch auf anderen Ebenen ein Austausch besteht, ist
Gegenstand aktueller Forschungen und noch nicht abschlieend geklart. Fiir den relativ spét
entdeckten Mevalonat-unabhingigen Weg konnten vor einigen Jahren alle plastiddren
Enzyme identifiziert werden (Rodrigez-Conception und Boronat, 2002). Mutanten fiir den
Mevalonat-unabhiangigen Weg wie die cla/-Mutante (Hoeffler et al., 2002), die durch einen
nahezu Albino-Phédnotyp gekennzeichnet ist, verdeutlichen seine Bedeutung. Weiterhin zeigt
diese Mutante, dass, auch wenn eine metabolische Verbindung zwischen dem MVA-Weg und
dem MEP-Weg besteht, diese nicht ausreicht, um den Verlust der plastiddren

Isoprenoidsynthese zu kompensieren.

1.4.7 Chlorophylisynthese

Neben der Synthese von Chlorophyllen ist die Tetrapyrrolbiosynthese auch fiir die Bildung
von Ham, Sirohdm und Phytochromobilin verantwortlich (Tanaka und Tanaka, 2007). Die
Eisen-haltigen Hime und Sirohdme sind vor allem bei der Photosynthese, Respiration bzw.
als prosthetische Gruppen der Nitrit- und Sulfitreduktase von Bedeutung. Phytochromobilin
ist ein lineares Tetrapyrrol und dient als Chromophorgruppe der Phytochome. Die
Chlorophylle haben eine einzigartige und essentielle Funktion fiir die Lichtabsorption und den
Licht- bzw. Energietransfer bei der Photosynthese. Die Tetrapyrrolsynthese findet

hauptsichlich in den Plastiden statt. Nur die letzten Schritte der Himsynthese sind vermutlich
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in den Plastiden und den Mitochondrien lokalisiert. Die Synthese von Chlorophyll ist ein
hochkomplexer Stoffwechselweg, unterliegt einer strikten transkriptionellen und
posttranskriptionellen Regulation und ist eng mit weiteren zelluldren Prozessen wie z.B. der
Signaltransduktion vom Plastiden zum Nucleus, der Chloroplastenbiognese, der
Photomorphogenese, der Photosynthese, der Seneszenz und dem programmierten Zelltod
verkniipft (Tanaka und Tanaka, 2007). Fiir 4. thaliana sind seit kurzem alle Gene und
Enzyme der Chlorophyllbiosynthese bekannt (Nagata et al., 2005). Die ersten enzymatischen
Schritte sind fiir Chlorophyll-, Him-, Sirohdm- und Phytochromobilinsynthese dieselben. In
hoheren Pflanzen ist Glutamat die Ausgangssubstanz fiir die Synthese von Tetrapyrrolen.
Dabei wird Glutamat zunichst durch die Glutamyl-tRNA-Synthase durch Ubertragung auf die
tRNA™ aktiviert und durch die Glutamyl-tRNA-Reduktase (GluTR) zu Glutamat-1-
semialdehyd (GSA) umgesetzt. Danach erfolgt die Synthese des wichtigen Intermediats d-
Aminolédvulinat (ALA). Bei der Synthese von ALA kommt der GIuTR eine Schliisselrolle in
der Regulation zu. Aus zwei Molekiillen ALA wird Porphobilinogen (PBG) gebildet. Vier
Molekiile PBG werden dann zum ersten linaren Tetrapyrrol Hydroxymethylbilan verkniipft
und weiter zu Uroporphyrinogen III, der ersten ringférmigen Verbindung und Abzweig fiir
die Sirohdme, umgesetzt. Das Uroporphyrinogen III wird in weiteren Decarboxylierungs- und
Oxygenierungsschritten zu Protoporphyrin IX umgebaut. Das Protoporphyrin IX stellt den
Verzweigungspunkt der Chlorophyll- und Hé&msynthese dar. In die Chlorophylle wird
Magnesium und in die Hime Eisen als Zentralatom durch die Magnesium-Chelatase bzw.
Ferro-Chelatase eingefiigt. Die Aktivitdt der Magnesium-Chelatase scheint dabei von der
freien Magnesiumkonzentration, dem ATP/ADP-Verhiltnis und von Thioredoxin abhingig zu
sein bzw. reguliert zu werden. Das entstandene Mg-Protoporphyrin IX wird anschlieBend in
drei weiteren Schritten, unter anderem durch die Beteiligung der lichtabhéngigen
Protochlorophyllid-Reduktase (POR), zundchst in Protochlorophyllid und dann in
Chlorophyllid iiberfiihrt. Die POR scheint dabei durch die circadiane Uhr, Cytokinin, ABA
und Phytochrome reguliert zu sein. Im letzten Schritt wird von GGPP durch die
Prenyltransferase (Chlorophyll-Synthase) die Phytolseitenkette auf das Chlorophyllid
ibertragen, was zur Bildung von Chlorophyll a fiihrt. Die Synthese von Chlorophyll b erfolgt
anschlieBend im Chlorophyll-Zyklus (Tanaka et al., 1998).

Als Hauptregulationspunkte der Chlorophyllbiosynthese und der daran gekoppelten Prozesse
gelten die Schritte der ALA-Synthese, die Magnesium-Chelatase und die Protochlorophyllid-
Reduktase (Willows, 2006; Tanaka und Tanaka, 2007). Anhand von Mutanten fiir die
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Chlorophyllsynthese werden die komplexen Regulationsmechanismen und deren Bedeutung
fiir den pflanzlichen Metabolismus und die Pflanzenentwicklung besonders deutlich.

Wihrend die Mutanten fiir die ALA-Synthese keine nekrotischen Léisionen bei Belichtung
zeigten, sind die Mutanten fiir spitere Reaktionsschritte durch nekrotischen Lisionen infolge
der Anreicherung reaktiver Chlorophyll-Intermediate charakterisiert (Tanaka und Tanaka,
2007). Die bekannten Mutanten fiir die verschiedenen Untereinheiten (I, D, H) der
Magnesium-Chelatase cs, ch-42, gun5, cch, chlD zeigen reduzierte Chlorophyllgehalte und
sind dementsprechend durch eine hellgriine oder gelbliche Blattfarbe gekennzeichnet (Koncz
et al., 1990; Mochizuki et al., 2001; Rissler et al., 2002; Larkin et al., 2003; Strand et al.,
2003). Dariiber hinaus scheint Mg-Protoporphyrin IX fiir die Signaltransduktion vom
Plastiden zum Nucleus von Bedeutung zu sein, wie die Beeintrichtigung dieses Mechanismus
in den Mutanten gun4 und gun35 zeigt. Die gun4 gun5-Doppelmutante ist durch einen Albino-

Phinotyp gekennzeichnet (Mochizuki et al., 2001).

1.5  Identifizierung und Charakterisierung von plastidiren Proteinen und

Transportern

In den letzten Jahren hat die Anwendung und Weiterentwicklung von verschiedenen
Methoden der funktionellen Genomanalyse (functional genomics) einen groflen Beitrag zur
Aufklarung und zum Verstindnis der Funktionen von Plastiden beigetragen. Dadurch sind
Chloroplasten die vermutlich am besten untersuchten Kompartimente der Pflanzenzelle
(Leister, 2003). Die Brassicaceae Arabidopsis thaliana (A. thaliana) war die erste
Pflanzenspezies und der dritte mehrzellige Organismus, von dem eine komplette
Sequenzierung des Genoms durchgefiihrt wurde (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).
Deshalb kommt ihr in vielen Féllen eine bedeutende Rolle als pflanzlicher Modell-
Organismus zu. Dennoch ist das Wissen iiber die Bedeutung, Funktion und Regulation vieler
plastiddrer Prozesse sowie deren Interaktion mit dem restlichen Zellmetabolismus in vielen
Details noch liickenhaft oder komplett unbekannt.

Bioinformatische in silico Analysen des Plastoms und des Kerngenoms von A. thaliana
zeigen, dass im Plastom etwa 90 Proteine kodiert sind (Leister und Schneider, 2003). Anhand
der Vorhersage von plastiddren Transitpeptiden wurden zwischen 2100 und 3600 Gene, die
fiir plastiddre Proteine kodieren, im Kerngenom ermittelt (Abdallah er al, 2000; The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Richly und Leister, 2004). Des Weiteren wurden
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verschiedene Proteomstudien zur Aufkldrung der intraplastiddren Lokalisation von Proteinen
fiir die Chloroplasten von A. thaliana durchgefiihrt. Diese Analysen waren auf Proteine der
Chloroplastenhiillmembran (Ferro et al., 2002, 2003; Froehlich et al., 2003), des Stromas
(Zabrouskov et al., 2003), der Thylakoidmembran (Friso et al., 2004), des Thylakoidlumens
(Peltier et al., 2000) oder des kompletten Chloroplasten (Kleffmann ez al., 2004) fokussiert.
Fiir einen Grofteil der identifizierten Proteine ist die Funktion jedoch noch unbekannt.

Die Isolierung von Mutanten mittels forward und reverse gentics zur Charakterisierung des
Phinotyps und der entsprechenden Genfunktion bzw. vice versa wurde zu einer weit
verbreiteten Strategie in der funktionellen Genomanalyse. Eine breite Anwendung dieser
beiden Methoden wurden vor allem durch die relative unkomplizierte Erzeugung von
Mutanten und der Verfiigbarkeit groBer Kollektionen von T-DNA Insertionsmutanten
(Sessions et al., 2002; Alonso et al., 2003; Rosso et al., 2003) fir A. thaliana ermoglicht.
Durch die Strategie der forward gentics wurde fiir plastiddre Proteine eine erhebliche Anzahl
an Mutanten anhand ihrer Phinotypen isoliert. Dabei wurden sowohl unspezifische als auch
spezifische Ansdtze gewdhlt. Durch unspezifische screening-Programme konnten Mutanten
fiir plastiddre Proteine mit keimlingsletalem Phinotyp oder einer verdnderter Pigmentierung
isoliert werden (Budziszewski et al.,, 2001). Dabei wurden die schon bekannten
keimlingsletalen Phénotypen von CLAI, PAC und TatC sowie weitere Mutanten-Allele von
AtpD, PetC, Tic40 und auch Proteine des MEP-Weges identifiziert (Leister und Schneider,
2003). Anhand der isolierten Mutanten mit einer verdnderten Pigmentierung konnten
plastiddre Proteine mit Funktionen in der Proteintranslokation, der Metallionen-Homeostase,
der Proteolyse sowie der Chloroplasten- und Thylakoidmembranbiogenese, z.B. Toc33,
Toc159, Tic20, FtsH, IMMUTANTS und ALB3, identifiziert werden (Leister und Schneider,
2003). Aufgrund von pleiotrophen Effekten, die in Verbindung mit einer verdnderten
Pigmentierung héufig auftreten, ist eine funktionelle Charakterisierung und Identifizierung
der dabei mutierten Proteine oft problematisch. Spezifische screening-Ansitze wurde fiir
Mutanten der Photosynthese mittels der Bestimmung von verschiedenen Parametern der
Chlorophyllfluoreszenz durchgefiihrt. Dabei wurden Mutanten mit erhohter Fluoreszenz high
chlorophyll fluorescence (hcf), Verdnderungen im non-photochemical quenching (npg) und
im effective quantum yield of PSII (@y) ermittelt (Leister und Schneider, 2003). Weiterhin
wurden spezifische screening-Ansitze zur Identifizierung von Mutanten fiir die
Signaltransduktion vom Plastiden zum Nucleus, die Plastidenteilung und die state transition
durchgefiihrt, welches unter anderem in der Isolation der chlorophyll a/b-binding protein

underexpressed (cue), genome-uncoupled (gun), long after far-red (laf), accumulation and
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replication of chloroplasts (arc) und fluorescence after etiolation (flu) Mutanten resultierte

(Leister, 2003).

Wie im vorangegangenen Kapitel (Kap. 1.4) teilweise aufgefiihrt, besitzen Plastiden
vielfdltige und essentielle Funktionen und Stoffwechselwege fiir die Pflanzenzelle. Daher
besteht die Notwendigkeit fiir eine koordinierte und regulierte Integration dieser plastiddren
Stoffwechselvorgéinge in den Zellmetabolismus. Die Plastiden hoherer Pflanzen werden von
zwei Hiilllmembranen (Abb. 1.1) umgeben und sind dadurch vom Cytosol abgegrenzt. Es wird
angenommen, dass dabei vor allem die innere Hiillmembran die -eigentliche
Diffusionsbarriere fiir den Austausch polarer Verbindungen zwischen dem Cytosol und den
Plastiden darstellt. Dahingegen scheint die duflere Hiillmembran durch Poren mehr oder
minder frei permeabel fiir Molekiile unterhalb eines Molekulargewicht von 10 kDA zu sein
(Fliigge und Benz, 1984; Fliigge, 2000). Neuere Untersuchung zeigen jedoch, dass auch die
duflere Hiilllmembran durch in ihr befindliche substratspezifische Poren in gewissem Umfang
iiber selektive Filtereigenschaften verfiigt (Soll et al., 2000; Boélter und Soll, 2001). Der
regulierte Austausch von Vorstufen, Intermediaten, Endprodukten, Polypeptiden und
Signalmolekiilen zwischen dem Cytosol und den Plastiden wird durch eine Vielzahl
spezifischer Transportproteine, z.B. Translokatoren, Kanédle und Poren, vermittelt. Obwohl
fiir viele dieser Transportvorginge iiber die Plastidenhiillmembran physiologische,
biochemische und kinetische Daten und Indizien existieren, sind nur wenige der
entsprechenden Transportproteine auf molekularer Ebene identifiziert (Weber et al., 2004).
Bioinformatische Analysen (Koo und Ohlrogge, 2002; Schwacke et al., 2003; Weber et al.,
2005) und Proteomstudien der Chloroplastenhiillmembranen (Ferro et al, 2002, 2003;
Froehlich et al., 2003) deuten auf die Existenz von 140 - 660 Transmembranproteine in der
plastiddren Hiillmembran hin. Fiir eine Grofteil dieser Membranproteine wird eine Funktion
als Transporter angenommen (Koo und Ohlrogge, 2002; Weber ef al., 2005).

In dieser Arbeit vorausgegangenen Untersuchungen, im Rahmen eines GABI-
Forschungsprojektes zur Identifikation, Klassifikation und Charakterisierung von bislang
unbekannten Transportproteinen in A. thaliana (Functional Genomics of A. thaliana
Membrane Transport Proteins), wurden anhand der Vorhersage von plastidiren
Transitpeptiden in Verbindung mit mindestens vier oa-helikalen Transmembrandoménen
potentielle Kandidaten fiir Transportproteine der Plastidenhiillmembran identifiziert. Diese
Kandidaten wurden durch einen Ansatz der reverse gentics in einem screening-Programm

untersucht. Dazu wurden homozygote T-DNA Insertionsmutanten fiir die entsprechenden
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Kandidatengene isoliert und hinsichtlich phénotypischer Auffélligkeiten analysiert. Dabei
wurde eine Mutante mit reduzierter Grofle und einer gelblichen Blattfarbe isoliert. Dariiber
hinaus zeigte diese Mutante eine drastisch reduzierte Elektronentransportrate und wurde
darauthin mit der Bezeichnung dwarf affected in photosynthetic electron transport rate 1
(dapl) versehen. Fiir diese Mutante wurde eine homozygote T-DNA-Insertion im Gen
Atlg61450 nachgewiesen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diese Mutante zu verifizieren
und durch eine molekularbiologische und physiologische Charakterisierung Hinweise auf die

Funktion des betroffen Proteins zu erarbeiten.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die zur Durchfilhrung dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, D), Biomol (Hamburg, D), Bio-Rad (Miinchen, D),
Difco (Hamburg, D), Duchefa (Haarlem, NL), ICN (Heidelberg, D), Fluka (Neu-Ulm, D),
KMF (Sankt Augustin, D), Merck (Darmstadt, D), Roth (Karlsruhe, D), Schleicher & Schuell
(Dassel, D), Serva (Heidelberg, D), Sigma-Aldrich (Miinchen, D), VWR (Darmstadt, D)
bezogen. Die zur PCR verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion

(Martiensried, D) bezogen.

2.1.2 Enzyme

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen GibcoBRL (Karlsruhe,
D), New England Bioloabs (Schwalbach, D), MBI-Fermentas (St.Leon-Rot, D) bezogen.
Weitere Enzyme fiir molekularbiologische und biochemische Anwendungen wurden von den
Firmen Qiagen (Hilden, D), Invitrogen (Paisley, UK), Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg, D), Promega (Mannheim, D), Sigma-Aldrich (Miinchen, D), Stratagene (La Jolla,
USA) und Roche (Mannheim, D) verwendet.

2.1.3 Molekularbiologische Kits

Zur Plasmidisolation wurden das Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit der Firma Bio-Rad
(Miinchen, D) unter Verwendung selbsthergestellter Puffer und Diatomeenerde verwendet.
Weiterhin fanden das Plasmid Midi und Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen (Hilden, D)
sowie das PureYield Plasmid Midiprep System der Firma Promega (Mannheim, D)
Anwendung. Fiir die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden die
QIAquick Gel Extraction Kit und das MinElute Gel Extraction Kit der Firma Qiagen (Hilden,

D) genutzt. Fiir die Sequenzierung von DNA-Fragmenten wurde das Big Dye Reaction
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Terminator v 1.1 Cycle Sequencing Kit oder das Reaction Terminator v 3.1 Cycle Sequencing

Kit (PE Applied Biosystems, Weiterstadt, D) verwendet.

2.1.4 Vektoren

Die beiden den Arbeiten verwendeten und hergestellten Vektoren sind in Tab. 2.1 und 2.2

aufgefiihrt.

Tab. 2.1: Auflistung der fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Basisvektoren.

Bezeichnung

Charakteristika/Verwendungszweck

Referenz

pBIN-AR-Kan

Pflanzentransformationsvektor

Hofgen und Willmitzer, 1990

pBIN-AR-Kan-PPT1

Proteinexpression des AtPPT! in planta

Knappe et al., 2003b

pBIN-AR-Kan-PPT2

Proteinexpression des AtPPT! in planta

Knappe et al., 2003b

pBluescript-Serie

Klonierungsvektor

Stratagene (La Jolla, USA)

pENTR/D-TOPO

Klonierungsvektor

Invitrogen (Paisley, UK)

pda04495 cDNA-Klon von AtDAPI RIKEN Bioresource Center
Acc. No. AY045639 (BRC; Ibaraki, Japan)
pdall771 cDNA-Klon von AtDAP3 RIKEN Bioresource Center
Acc. No. AK118742 (BRC; Ibaraki, Japan)
pdal2590 cDNA-Klon von AtDAP4 RIKEN Bioresource Center
Acc. No. BT002846 (BRC; Ibaraki, Japan)
pda04246 cDNA-Klon von AtDAPS RIKEN Bioresource Center
Acc. No. AY054477 (BRC; Ibaraki, Japan)
pGEM-T Easy Klonierungsvektor Promega (Mannheim, D)
pGREEN II Pflanzentransformationsvektor Hellens et al., 2000

pGREEN II-35Snos-Kan

Pflanzentransformationsvektor

Dr. V. G. Maurino
(Universitdt zu Koln, D)

pGREEN II-35Snos-Hyg

Pflanzentransformationsvektor

Dr. V. G. Maurino
(Universitat zu Koln, D)

pGREEN II-35Snos-Bar

Pflanzentransformationsvektor

Dr. V. G. Maurino
(Universitit zu Koln, D)

pGWB2 Proteinexpression in planta Dr. T. Nakagawa
(Shimane University, Japan)
pGWB3 Expressionanalyse mittels GUS-Reportergen in Dr. T. Nakagawa
planta (Shimane University, Japan)
pGWB5 Analyse der Proteinenlokalisation mittels GFP- Dr. T. Nakagawa
Reportergen in planta (Shimane University, Japan)
pUK4K Klonierungsvektor New England Biolabs
(Frankfurt/Main, D)
pRS300 Matrize fiir das miR319a-Riickrat Schwab et al., 2006

27



Material und Methoden

Tab. 2.2: Auflistung der fiir die vorliegende Arbeit hergestellten Vektoren.

Bezeichnung Charakteristika/Verwendungszweck Referenz

pENTR/D-AtDAPI-ST c¢DNA von AtDAPI ohne Stop-Kodon in diese Arbeit
pENTR/D-TOPO

pENTR/D-AtDAPI1+ST cDNA von AtDAPI mit Stop-Kodon in diese Arbeit
pENTR/D-TOPO

pENTR/D-AtDAP2-ST c¢DNA von AtDAP2 ohne Stop-Kodon in diese Arbeit
pENTR/D-TOPO

pENTR/D-AtDAP2+ST cDNA von AtDAP2 mit Stop-Kodon in diese Arbeit
pENTR/D-TOPO

pENTR/D-AtDAP3-ST cDNA von AtDAP3 ohne Stop-Kodon in diese Arbeit
pENTR/D-TOPO

pENTR/D-AtDAP3+ST c¢DNA von AtDAP3 mit Stop-Kodon in diese Arbeit
pENTR/D-TOPO

pENTR/D-AtDAP4-ST c¢DNA von AtDAP4 ohne Stop-Kodon in diese Arbeit
pENTR/D-TOPO

pENTR/D-AtDAP4+ST cDNA von AtDAP4 mit Stop-Kodon in diese Arbeit
pENTR/D-TOPO

pENTR/D-AtDAPS5-ST c¢DNA von AtDAP5 ohne Stop-Kodon in diese Arbeit
pENTR/D-TOPO

pENTR/D-AtDAP5+ST cDNA von AtDAPS5 mit Stop-Kodon in diese Arbeit
pENTR/D-TOPO

pENTR/D-AtDAPI1-P2kb | ca. 2kb-Promotorfragment von AtDAP1 diese Arbeit
pENTR/D-TOPO

pENTR/D-AtDAP2-P2kb | ca. 2kb-Promotorfragment von AtDAP2 diese Arbeit

pENTR/D-TOPO

PENTR/D-AtDAPI ;1.300)

Basenpaare 1-300 der cDNA von AtDAPI in
pENTR/D-TOPO

B. Kleinhenz
(Universitdt zu Koln, D)

pENTR/D -AtDAP2 (13100)

Basenpaare 1-300 der cDNA von AtDAP2 in
pENTR/D-TOPO

B. Kleinhenz
(Universitat zu Koln, D)

pENTR/D-AtDAP3(1_3()())

Basenpaare 1-300 der cDNA von AtDAP3 in
pENTR/D-TOPO

B. Kleinhenz
(Universitdt zu Koln, D)

pENTR/D-AtDAP4 ;. 30,

Basenpaare 1-300 der cDNA von AtDAP4 in
pENTR/D-TOPO

B. Kleinhenz
(Universitdt zu Koln, D)

pENTR/D-AtDAPS(I_m())

Basenpaare 1-300 der cDNA von AtDAPS5 in
pENTR/D-TOPO

B. Kleinhenz
(Universitat zu Koln, D)

pGWB2-4tDAPI-ST

c¢cDNA von AtDAPI ohne Stop-Kodon in pPGWB2

diese Arbeit

pGWB2-4tDAP2-ST

c¢DNA von AtDAP2 ohne Stop-Kodon in pPGWB2

diese Arbeit

pGWB3-4tDAPI-P2kb

ca. 2kb-Promotorfragment von 4¢tDAPI in pPGWB3

diese Arbeit

pGWB3-4tDAP2-P2kb

ca. 2kb-Promotorfragment von AtDAP2 in pGWB3

diese Arbeit

PGWBS5-4tDAPI-ST

cDNA von AtDAPI ohne Stop-Kodon in pPGWBS

diese Arbeit

pGWBS5-4tDAP2-ST

c¢DNA von AtDAP?2 ohne Stop-Kodon in pPGWBS

diese Arbeit

pGWBS5-4tDAP3-ST

c¢DNA von AtDAP3 ohne Stop-Kodon in pPGWBS

diese Arbeit

pGWBS5-4tDAP4-ST

cDNA von AtDAP4 ohne Stop-Kodon in pPGWBS5

diese Arbeit
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pGWBS5-4tDAPS5-ST cDNA von AtDAPS5 ohne Stop-Kodon in pPGWBS5 | diese Arbeit
PGWBS5-AtDAP1 1 300 Basenpaare 1-300 der cDNA von AtDAPI in B. Kleinhenz

pGWB5 (Universitdt zu Koln, D)
pGWBS-AtDAP2 ;3,99 Basenpaare 1-300 der cDNA von AtDAP?2 in B. Kleinhenz

pGWBS (Universitdt zu Koln, D)
pGWBS-AtDAP3; 39, Basenpaare 1-300 der cDNA von AtDAP3 in B. Kleinhenz

pGWBS (Universitat zu Koln, D)
pGWBS5-AtDAP4,; 3, Basenpaare 1-300 der cDNA von AtDAP4 in B. Kleinhenz

pGWB5 (Universitdt zu Koln, D)
pGWBS-AtDAPS ;. 39 Basenpaare 1-300 der cDNA von AtDAPS in B. Kleinhenz

pGWBS (Universitdt zu Koln, D)
pGREEN II-35Snos-Kan- | cDNA von AtDAP2 mit dem Transitpeptid von diese Arbeit
TP;-AtDAP2 AtDAPI in pGREEN II-35Snos-Kan
pGREEN II-35Snos-Kan- | cDNA von Synechocystis slI0615 mit dem Transit- | diese Arbeit
TP;-sll0615 peptid von AtDAPI in pGREEN II-35Snos-Kan
pGREEN II-35Snos-Hyg- | cDNA von S. cerevisiae YBR187w mit dem diese Arbeit
TP,-YBRI87w Transitpeptid von A4¢tDAPI in pGREEN II-35Snos-

Hyg

e Synechocystis sll0615 mit integrierter apHII- . .

pGEM-T-sl10615/apHII Kassette in pGEM-T Easy diese Arbeit
pGWB2-amiR-dap1-1 amiRNA-Konstrukt gegen AtDAPI in pGWB2 diese Arbeit
pGWB2-amiR-dap2-1 amiRNA-Konstrukt gegen AtDAP2 in pGWB2 diese Arbeit

2.1.5 Bakterienstimme

Escherichia coli (E. coli)

Zur Amplifikation von Plasmiden wurden die E. coli-Stimme DHS5o und XL10-Gold
verwendet (Tab. 2.3).

Tab. 2.3: Auflistung der fiir die vorliegende Arbeit verwendeten E. coli-Stamme.

Bezeichnung Charakteristika/Genotyp Referenz

E. coli DH5a, F®80dlacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl | Invitrogen
hsdR17(r, m") phoA supE44 A~ thi-1 gyrA96 relAl (Paisley, UK)

E. coli XL10-Gold Tet" A(mcrA)183 A(mcerCB-hsdSMR-mrr)173 endAl Stratagene
supE44 thi-1 recAl gyrA96 reld1 lac Hte [F’ proAB (La Jolla, USA)
lacl"ZAM15 Tnl0 (Tet’) Amy Cam']*
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Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens)

Bei der vorliegenden Arbeit fanden die in Tab. 2.4 aufgefiihrten 4. tumefaciens-Stamme

Anwendung.

Tab. 2.4: Auflistung der fiir die vorliegende Arbeit verwendeten A. tumefaciens-Stamme.

Bezeichnung

Charakteristika/Verwendungszweck

Referenz

A. tumefaciens LBA4404
GV3101 (pMP90RK)

Rif', Gm', Transformation von 4. thaliana

Koncz und Schnell,
1986

A. tumefaciens LBA4404
GV3101
(pMPI90RK, pSoup)

Rif', Gm', Tet', Transformation von A. thaliana

Koncz und Schnell,
1986; Hellens et al.,
2000

A. tumefaciens LBA4404
(pBBRIMCS.virGN54D)

Rif', Cm', Transformation der 4. thaliana
Zellsuspensionskulturen

Kovach et. al. 1995

A. tumefaciens RK19

Rif', Kan", antisilencing-Stamm zur Transformation der

A. thaliana Zellsuspensionskulturen

A. tumefaciens GV2260

Rif", Car’, Transformation der Nicotiana tabacum
Protoplastenkulturen

Deblaere et al., 1985

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)

Zur Untersuchung von knock-out Mutanten fiir das homologe DAP-Gen von S. cerevisiae

wurden die in Tab. 2.5 aufgefiihrten Mutanten sowie die korrespondierenden Kontrollstimme

verwendet. Diese Stimme wurden von EUROSCARF (EUROpean Saccharomyces Cerevisiae

ARchive for Functional analysis; Winzeler et al., 1999) bezogen.

Tab. 2.5: Auflistung der fiir die vorliegende Arbeit verwendeten S. cerevisiae-Staimme.

Bezeichnung Charakteristika/Genotyp Referenz

S. cerevisiae FY1679-06C MATa; ura3-52; leu2Al; trp1A63; his3A200; | EUROSCARF
(Wildtyp-1) GAL2 (Universitit Frankfurt, D)
S. cerevisiae FSREQ018- FY; Mata; ura3-52; his3A200; leu2Al; LYS2; | EUROSCARF

03B(AL) (ybri87wA-1) TRP1; YBR187w(4,728)::kanMX4 (Universitat Frankfurt, D)
S. cerevisiae BY4741 MATa; his3Al; leu2A0; met15A0; ura3A0 EUROSCARF
(Wildtyp-2) (Universitét Frankfurt, D)
S. cerevisiae BY4741; Mat a; his3A1; leu2A0; met15A0; EUROSCARF
(bri87wA-2) ura3A0; YBR187w::kanMX4 (Universitét Frankfurt, D)
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Synechocystis sp. PCC 6803 (Synechocystis)

Zur Erzeugung von Insertionsmutanten von Symechocystis wurde der sequenzierte

Wildtypstamm Synechocystis sp. PCC6803 verwendet (Kaneko et al., 1996).

2.1.6 Pflanzenmaterial
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (A. thaliana, Arabidopsis)

Fiir die Arbeiten an A. thaliana wurden der Okotyp Columbia-0 sowie T-DNA
Insertionsmutanten des gleichen genetischen Hintergrund verwendet. Dabei wurden T-DNA
Insertionslinien der SALK- (Alonso et al., 2003), GABI-Kat- (Rosso et al., 2003) und der
SAIL-Kollektion (Sessions et al., 2002) verwendet. Die entsprechenden Samen wurden vom
Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC; Scholl et al., 2000), vom Arabidopsis
Biological Resource Center (ABRC) oder von der Kolner Ressourcenzentrum fiir Arabidopsis

thaliana T-DNA-Linien Kollektion (GABI-Kat) bezogen (Tab. 2.6).

Tab. 2.6: Auflistung der fiir die vorliegende Arbeit verwendeten A. thaliana-Linien.

Bezeichnung Okotyp Referenz
A. thaliana, Wildtyp Columbia-0 (Col-0) ABRC

A. thaliana, T-DNA Insertionslinien | Columbia-0 (Col-0) GABI-Kat
GK-166A05 (N415845)

A. thaliana, T-DNA Insertionslinien | Columbia-0 (Col-0) GABI-Kat
GK-094C03 (N408955)

A. thaliana, T-DNA Insertionslinien | Columbia-0 (Col-0) GABI-Kat
GK-107G11

A. thaliana, T-DNA Insertionslinien | Columbia-0 (Col-0) GABI-Kat
GK-145H02

A. thaliana, T-DNA Insertionslinien | Columbia-0 (Col-0) ABRC
SALK 129037 (N629037)

A. thaliana, T-DNA Insertionslinien | Columbia-0 (Col-0) ABRC
SALK 011783 (N511783)

A. thaliana, T-DNA Insertionslinien | Columbia-0 (Col-0) GABI-Kat
GK-402B01 (N438509)

A. thaliana, T-DNA Insertionslinien | Columbia-0 (Col-0) NASC
SAIL 892 B03 (N840167)

A. thaliana, T-DNA Insertionslinien | Columbia-0 (Col-0) GABI-Kat
GK-484G10 (N446450)

A. thaliana, T-DNA Insertionslinien | Columbia-0 (Col-0) ABRC
SALK 143524 (N643524)

A. thaliana, T-DNA Insertionslinien | Columbia-0 (Col-0) GABI-Kat
GK-027F07
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Nicotiana tabacum (N. tabacum)

Fiir die Untersuchungen zur subzelluldren Lokalisation von Proteinen wurden Protoplasten

der Zelllinie ,,Bright Yellow 2 von Nicotiana tabacum verwendet.

- N. tabacum ,Bright Yellow 2 (BY2)

Protoplastensuspension

2.1.7 Kultivierungsbedingungen und Nihrmedien

E. coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in LB-Flissigmedium (Bertani, 1951) im
Schiittelinkubator bei 200 U/min oder auf LB-Agarplatten im Inkubator bei einer Temperatur
von jeweils 37°C.

Die kurzfristige Lagerung von E. coli erfolgte auf LB-Agarplatten bei 4°C oder ldngerfristig
als Glycerin-Stammkulturen (500 pl Bakterienkultur plus 500 pl LB-Medium mit 30%
Glycerin) bei -80°C.

Die Zelldichte von E. coli-Kulturen wurde photometrisch iiber die Extinktion bei 600 nm
bestimmt (Sambrook et al., 1989). Eine optische Dichte von 1 entspricht etwa einer Zellzahl

von 8 x 10% Zellen/ml.

LB-Fliissigmedium:

10 g/l Bacto Trypton, 5 g/l Bacto Hefe-Extrakt, 5 g/l NaCl

LB-Festmedium :
10 g/l Bacto Trypton, 5 g/l Bacto Hefe-Extrakt, 5 g/l NaCl, 16 g/l Bacto Agar

A. tumefaciens

Die Kultivierung von A. tumefaciens erfolgte in LB-Fliissigmedium (Bertani, 1951) oder
YEB-Fliissigmedium im Schiittelinkubator bei 200 U/min oder auf YEB-Agarplatten im

Inkubator bei einer Temperatur von jeweils 28°C.
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Die kurzfristige Lagerung von A. tumefaciens erfolgte auf Agarplatten bei 4°C oder
langerfristig als Glycerin-Stammkulturen (500 pl Bakterienkultur plus 500 pl LB-Medium
mit 30% Glycerin) bei -80°C.

YEB-Fliissigmedium:
5 g/l Bacto Fleisch Extrakt, 1 g/l Bacto Hefe-Extrakt, 1 g/l Bacto Pepton, 5 g/l Saccharose,
0,5 g/l MgS04

YEB-Festmedium:
5 g/l Bacto Fleisch-Extrakt, 1 g/l Bacto Hefe-Extrakt, 1 g/l Bacto Pepton, 5 g/l Saccharose,
0,5 g/l MgSO,, 16 g/l Bacto Agar

S. cerevisiae

Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte in YPD-Fliissigmedium im Schiittelinkubator bei
200 U/min oder auf YPD-Agarplatten im Inkubator bei einer Temperatur von jeweils 30°C.
Die kurzfristige Lagerung von S. cerevisiae erfolgte auf Agarplatten bei 4°C oder ldngerfristig
als Glycerin-Stammkulturen (500 pl Bakterienkultur plus 500 pl LB-Medium mit 30%
Glycerin) bei -80°C.

YPD-Fliissigmedium (Fliissigmedium):
1 g/l Bacto Pepton, 0,5 g/l Bacto Hefe-Extrakt, 2 g/l Glukose

YPD-Festmedium:
1 g/l Bacto Pepton, 0,5 g/l Bacto Hefe-Extrakt, 2 g/l Glukose, 16 g/l Bacto Agar

Synechocystis sp. PCC 6803

Die Kultivierung von Symechocystis unter phototrophen Bedingungen erfolgte bei einer
Temperatur von 30°C entweder auf BG11-Agarplatten bei kontinuierlicher Belichtung mit 30
LE oderin BG11-Fliissigmedium bei einer Lichtintensitit von 30 pE und kontinuierlichem

Schiitteln von 150 U/min. Alternativ dazu wurden groBere batch-Kulturen in BGI11-
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Fliissigmedium bei einer Lichtintensitdt von 100 uE und einer kontinuierlichen Begasung mit
einem 3%-igen (v/v) CO,/Luftgemisch angezogen. Das Wachstum von Synechocystis-
Kulturen wurde photometrisch iiber die Extinktion bei 750 nm bestimmt.

Die kurzfristige Lagerung von Synechocystis erfolgte in Fliissigkultur oder auf Agarplatten
bei 20°C und einer Lichtintensitidt von ca. 15 pE. Eine ldngerfristige Lagerung erfolgte als

Glycerin-Stammkulturen (800 pl Bakterienkultur plus 200 pl DMSO) bei -80°C.

BG11-Fliisssigmedium (pH 8,0):

Stocklésung 1 2 ml
Stocklésung 2 50 ml
Stockldsung 3 2 ml
A6-Spurenelement-Mix 1 ml

1 M TES/KOH (pH 8,0) 20 ml
ad 1000 ml A. dest.
Stockldsung 1:
3 g/l Zitronensdure, 3 g/l Ammonium-Eisen(III)-Citrat, 0,5g/1 Na,EDTA 0,05 g

Stockldsung 2:
30 g/l NaNOs, 0,78 g/l K;HPO4, 1,5 g/l MgSO4x 7H,0

Stocklésung 3:
19 g/l CaCl, x 2H,0,

A6-Spurenelement-Mix:

2,86 g/l H;BOs, 1,81 g/l MnCl, , 0,222 g/l ZnSO, x 7H>0, 0,079 g/l CuSO4 x SH,0, 0,021 g/l
Na;MoO; x 2H,0, 0,0494 g/l Co(NO3), x 6H,0

BG11-Festmedium (pH 8,0):
BG11-Fliissigmedium + 15 g/l Bacto Agar
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A. thaliana

Die Anzucht von A. thaliana in Sterilkultur erfolgte auf 2 MS-Agarplatten (Murashige und
Skoog, 1962).

%2 MS-Festmedium (pH 5,7):
4,4 g/l Murashige & Skoog-Salze inklusive modifizierter Vitamine (MO0245; Duchefa,
Haarlem, NL), 10 g/l Saccharose, 8 g/l Difco Agar

2.1.8 Antibiotika

Zur Selektion der rekombinanten Organismen wurden, sofern nicht anders vermerkt, die in

Tab. 2.7 angegebenen Konzentrationen der entsprechenden Antibiotika verwendet.

Tab. 2.7: Auflistung der Endkonzentrationen der Antibiotika, die zur Selektion von
rekombinanten Organismen verwendeten wurden.

Antibiotikum E. coli A. tumefaciens | Synechocystis A. thaliana
Ampicillin 50 pg/ml 50 - 100 pg/ml - -
Carbenicillin 50 pg/ml 50 pg/ml - -
Chloramphenicol 50 pg/ml 75 pug/ml 15 pg/ml -
Gentamycin - 25 pg/ml - -
Hygromycin 40 pg/ml 40 pg/ml - 15 - 30 pg/ml
Kanamycin 50 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml
Rifampicin (in DMSO) - 20 pg/ml - -
Spectinomycin 50 - 100 pg/ml 50 - 100 pg/ml - -
Streptomycin 50 pg/ml - 50 pg/ml -
(in 75T<§:f?§§$1?tom S pg/ml S pg/ml ] ]
D/L-Phosphinothricin - - - 10 pg/ml
BASTA i ) i 0,1% BASTA
(Selektion auf Erde) 0,01% Tween 80
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Herstellung kompetenter E.coli Zellen

Zur Herstellung kompetenter E.coli Zellen wurde eine modifizierte Version der Methode von
Inoue et al. (1990) verwendet. Dabei wurden 250 ml SOB-Medium (0,5 % Hefeextrakt, 2 %
Trypton, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO4) mit 10 - 12 Kolonien
des entsprechenden FE.coli Stammes angeimpft und bei 19°C und 200 U/min in einem
Schiittelinkubator bis zu einer ODgoo von 0,5 inkubiert. Die Zellen wurden anschlie3end fiir
10 min auf Eis gelagert und dann fiir 10 min bei 500 x g und 4°C zentrifugiert. Danach
wurden die Zellen in 80 ml TB-Puffer (10 mM PIPES, 15 mM CaCl,, 250 mM KCIl, 55 mM
MnCly; pH 6,7) resuspendiert, 10 min auf Eis gelagert, bei 2.500 x g und 4°C fiir 10 min
zentrifugiert und anschliefend in 20 ml TB-Puffer mit 1,4 ml DMSO resuspendiert. Im
Anschluss wurden die Zellen in 50 pl Aliquots abgefiillt, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80°C bis zur Anwendung gelagert.

2.2.1.2 Transformation kompetenter E.coli Zellen

Fiir die Transformation wurden 50 ul Aliquots der kompetenter E.coli Zellen (Kap. 2.2.1.1)
auf Eis aufgetaut und nach Zugabe einer entsprechenden Menge Plasmids fiir 15 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 90 s einem Hitzeschock von 42°C unterzogen
und kurz auf Eis abgekiihlt. Der Ansatz wurden mit Iml LB-Medium versetzt und fiir 1h bei
37°C inkubiert, anschlieBend zentrifugiert und in ca. 100 pl Uberstand resuspendiert. Die
Selektion rekombinanter Klone erfolgte durch Ausplattieren auf LB-Agarplatten, welche mit

den zur Selektion bendtigten Antibiotika versetzt waren, ii. N. bei 37°C.

2.2.1.3 Herstellung elektrokompetenter Agrobacterium tumefaciens Zellen

Fiir eine Vorkultur wurde eine Kolonie des entsprechenden Agrobakterienstammes in 5 ml

MGL-Medium (0,5% Bacto Trypton, 0,25% Hefe-Extrakt, 0,5% NaCl, 0,5% Mannitol,
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0,116% Na-Glutamat, 0,025% KH,PO4, 0,01% MgSO4, 0,0001% Biotin) mit den
entsprechenden Antibiotika, angeimpft und fiir 2 Tage bei 28°C und 200 U/min im
Schiittelinkubator inkubiert. Danach wurde die Vorkultur in 100 ml MGL-Medium {iberfiihrt,
so dass eine ODggp 0,04 - 0,08 erreicht wurde. Die Hauptkultur wurde bis zu einer ODgoo von
0,5 bei 28°C und 200 U/min im Schiittelinkubator inkubiert und anschlieBend bei 4°C fiir 5
min bei 2.500 x g zentrifugiert. Wihrend der folgenden Arbeitsschritte wurden die Zellen
stets auf Eis gelagert. Die Zellen wurden in 40 ml eisgekiihltem 1 mM HEPES-Puffer (pH
7,0) resuspendiert, erneut zentrifugiert (2.500 x g, 5 min, 4°C), in 40 ml 1 mM HEPES-Puffer
mit 10% Glycerin (pH 7,0) resusperndiert und wieder zentrifugiert (2.500 x g, 5 min, 4°C).
AnschlieBend wurde das Bakterienpellet in 2 ml 1 mM HEPES-Puffer mit 10% Glycerin (pH
7,0) aufgenommen und auf zwei 1,5 ml Eppendorfgefdle verteilt, zentrifugiert (2.500 x g, 1
min, 4°C) und in je 200 ul 1 mM HEPES-Puffer mit 10% Glycerin (pH 7,0) resuspendiert.
Danach wurden die Zellen in 50 ul Aliquots abgefiillt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei —80°C gelagert.

2.2.1.4 Transformation elektrokompetenter Agrobacterium tumefaciens Zellen

Fiir die Elektrotransformation wurden die 50 pl Aliquots der kompetenten Agrobakterien
(Kap. 2.2.1.3) auf Eis aufgetaut und nach Zugabe einer entsprechenden Menge Plasmids (ca.
200 ng DNA) fiir 2 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz in eine vorgekiihlte
2 mm Elektroporationskiivette (Molecular BioProducts, San Diego, USA) {iberfiihrt. Die
Elektroporation erfolgte mit dem Elektroporator Genepulser II (Bio-Rad, Miinchen, D) bei 25
uF, 400 Q und einem Puls von 2,5 kV. Der Transformationsansatz wurde mit 1 ml YEB-
Medium versetzt, fiir 2 h Stunden bei 28°C inkubiert, zentrifugiert und in ca. 100 pl
Uberstand resuspendiert. Die Selektion rekombinanter Klone erfolgte durch Ausplattieren des
Uberstandes auf LB-Agarplatten, welche mit den zur Selektion benétigten Antibiotika

versetzt waren, fiir 2 Tage bei 28°C inkubiert.

2.2.1.5 Anzucht von Saccharomyces cerevisiae

Die Anzucht von S. cerevisiae erfolgte auf LB- bzw. YPD-Medium. Zur Analyse des

Wachstums auf nichtfermentativen Kohlenstoffquelle wurde YP-Medium verwendet. Dabei
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wurden die fermentativen und nichtfermentativen Kohlenstoffquellen in folgenden
Konzentrationen eingesetzt:

2% Glukose

2% Galaktose

2% Ethanol

2% Glycerol

2% Acetat

2% Pyruvat

2% Laktat

0,2% Olséure

Um das Wachstum zu ermitteln, wurden zuerst eine Fliissigkultur in 5 ml YPD-Medium fiir
24 h bei 30°C im Schiittelinkubator bei 200 U/min inkubiert. AnschlieBend wurde die ODggo
mit YP-Medium auf den Wert 0,4 eingestellt. Davon wurde eine serielle Verdiinnungsreihe
vonl, 2 - 10'1, 4 - 10'2, 8 - 10'3, 1,6 - 107 und 3,2 10* in YP-Medium erstellt. Von diesen
Verdiinnungen wurden jeweils 10 upl auf YP-Agarplatten mit der zu testenden
Kohlenstoffquelle aufgetropft und trocknen gelassen. Diese Platten wurden im Anschluss 2 -

3 Tage bei 30°C inkubiert.

2.2.1.6  Transformation von Synechocystis sp. PCC 6803

Synechocystis besitzt eine natiirliche Kompetenz zur Aufnahme von Fremd-DNA, so dass
eine spezielle Vorbehandlung der Zellen nicht notwendig war. Zur Transformation von
Synechocystis wurden 2 ml einer Kultur mit einer OD759 von ca. 2 (ca.lO9 Zellen) fiir 2 min
bei 1000 x g zentrifugiert. Der Uberstandes wurde verworfen und die Zellen in ca. 200 pl
Riicklauf resuspendiert. 1 pg der gewiinschten Plasmid-DNA wurde dazugegeben und die
Zellen anschlieBend bei 30°C . N. im Dunkeln inkubiert. Dieser Ansatz wurde auf BG11-
Agarplatten ausplattiert und nach ca. 2 - 3 Tagen mit den zur Selektion bendtigten Antibiotika
unterschichtet. Nach ca. 14 Tagen waren die Wildtyp-Zellen in der Regel lysiert und die
Kolonien rekombinanter Klone erkennbar. Diese wurden anschlieBend auf BG11-Agarplatten
mit den entsprechenden Antikiotika {iberimpft und nach ausreichendem Wachstum in 5ml

BG11-Flissigmedium zur weiteren Kultivierung iiberfiihrt.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Molekularbiologische Standard Methoden

Molekularbiologische Standardmethoden wurden nach Sambrook et al. (1991) oder Ansubel
et al. (1997) durchgefiihrt.

2.2.2.2  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR; Mullis et al., 1986) wurde zur enzymatischen
Vervielfiltigung spezifischer DNA-Fragmenten in vitro verwendet. Dabei werden zwei
sequenzspezifische Starter-Oligonukleotide oder Primer (in sense- und antisense-
Orientierung) verwendet, die den zu amplifizierenden DNA-Bereich flankierten. Durch einen
sich wiederholenden Zyklus aus DNA-Denaturierung, Oligonukleotid-Anlagerung und
Kettenverldngerung der Oligonukleotide durch eine DNA-Polymerase, z.B. (7Tag-DNA-
Polymerase aus Thermophilus aquaticus) wurde eine exponentielle Vervielfachung der DNA
erzielt. Ein normaler 20 pl PCR-Ansatz bestand aus folgender Zusammensetzung: 1-10 ng
DNA, je 100 pmol der sense- und antisense-Oligonukleotide, je 10 nmol an dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 1-fach Reaktions-Puffer und 1-2 Unit DNA-Polymerase. Dabei wurden
das Kit Taqg DNA Polymerase der Firma Qiagen (Hilden, D) sowie das Kit GoTaq DNA
Polymerase der Firma Promega (Mannheim, D) verwendet. Zur Durchfiihrung der PCR ist der
Thermocycler MJ Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, Miinchen, D) nach
dem angefiigten Standardprogramm verwendet worden. Die verwendeten Oligonukleotide
wurden mit der Software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi;

Rozen and Skaletsky, 2000) erstellt und von der Firma Metabion (Martinsried, D) bezogen.

39



Material und Methoden

PCR-Standardprogramm:

Schritt Temperatur | Zeitdauer | Wiederholungen
1 94°C 2 min -
2 94°C 30 sec <4+
3 55°C 30 sec 25 x
4 72°C 1,5 min —
5 72°C 10 min -
6 4°C 0 -

2.2.2.3  Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten fiir analytische und préparative Zwecke erfolgte
mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophorese (Maniatis, 1982). In Abhéngigkeit von der zu
erwartenden Fragmentgrof3e wurden 0,8 - 2%-ige (w/v) Agarosegele verwendet. Die Agarose
wurde dabei in 1x TAE-Puffer (40mM Tris/HAc, ImM EDTA; pH 7,5) gelost, mit einer 1%-
igen Ethidiumbromid-Losung auf eine Endkonzentration von 0,5 pg/ml versetzt und in eine
vorgefertigte Gussform iiberfithrt. Die DNA-Proben wurden mit Stop-Puffer (20% Ficoll 400,
1% SDS, 100 mM EDTA, 40 mM Tris/HAc, 0,05% Bromphenolblau, 0,05% Xylencyanol,
pH 7,5) versetzt und in die Taschen des erstarrten Gels tlberfiihrt. Die elektrophoretische
Trennung der DNA-Fragmente erfolgte, je nach GroBe des verwendeten Gels, bei einer
Spannung von 80-140V. Die Analyse der DNA erfolgte unter UV-Licht (~254 nm) und wurde

mit einem Photodokumentationssystem (Intas, Gottingen, D) dokumentiert.

2.2.2.4 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen
Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen fiir eine weitere Verwendung in

Restriktion- oder Ligationansdtzen erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit oder
des MinElute Gel Extraction Kit der Firma Qiagen (Hilden, D) nach Angaben des Herstellers.
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2.2.2.5 Quantifizierung von Nukleinsiuren

Die Quantifizierung von DNA und RNA erfolgte entweder durch Abschidtzung anhand einer
Auftrennung im Agarose-Gel oder durch photometrische Konzentrationsbestimmung mittels
Photometer (Ultrospec III Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D).

Bei der Bestimmung im Agarose-Gel wurde die Intensitit der Ethidiumbromid gefdrbten
Fragmentbande optisch zu der Intensitdt einer Markerbande, gleicher Grof3e und bekannter

DNA-Menge, verglichen und so die Menge grob geschitzt.

Die photometrische Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration erfolgte nach dem Lambert-
Beer’schen Gesetz bei einer Wellenldnge von 260 nm. Die Messung erfolgte gegen einen
Leerwert. Eine Absorption (Aye) von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 40 pg/ml fiir
RNA oder einer Konzentration von 50 pg/ml fiir doppelstrangiger DNA. Zur Berechnung der

Nukleinsdure-Konzentration wurde folgende Formel verwendet:
c=A,, Vf-F

c: Konzentration der Nukleinsdure-Losung [pg/ml]
Ajzeo:  Absorption bei 260 nm
Vf:  Verdiinnungsfaktor

F: Konzentrationsfaktor
(F =50 pg/ml fir dsDNA, F =40 pg/ml fiir ssSRNA, F =33 pg/ml fiir ssDNA)

Das Absorptionsmaximum fiir Proteine liegt bei 280 nm. Eine Verunreinigung mit Proteinen
wurde liber den Quotienten der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm ermittelt. Eine reine
DNA-Lo6sung hat einen Quotienten (Azeso/Azg0) von 1,8, eine reine RNA-Losung von 2,0.
Zusitzlich gibt eine Messung der Absorption bei 230 nm Auskunft iiber Verunreinigungen
durch Phenole oder Polysacchariden. Dabei sollte das Verhiltnis der Werte bei 260 nm und

230 nm ungefahr 2 sein.

2.2.2.6 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA wurde nach der Kettenabbruchmethode von Sanger et al. (1977)
mit Modifikationen nach Zimmermann et al. (1990) durchgefiihrt. Die Sequenzierreaktion

wurde unter Verwendung des Big Dye Reaction Terminator v 1.1 Cycle Sequencing Kit oder
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des Big Dye Reaction Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosystems,
Weiterstadt, D) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte mit der
automatischen Sequenzierapparatur ABI PRISM 310 Genetic Analyser (PE Applied
Biosystems, Weiterstadt, D). Zur Auswertung wurden die Programme ABI PRISM Edit View
und ABI PRISM Auto Assembler (PE Applied Biosystems, Weiterstadt, D) verwendet.

Standard-Sequenzierungsprogramm:

Schritt Temperatur | Zeitdauer | Wiederholungen
1 95°C 20 sec -
2 95°C 10 sec <+
3 55°C 10 sec 35x
4 60°C 4 min |
5 4°C 0 -

2.2.2.7 DNA-Techniken

2.2.2.7.1 Allgemeine DNA-Techniken

Standardmethoden zur Handhabung und Manipulation von DNA wurden nach Sambrook e?

al. (1991) oder Ansubel et al. (1997) durchgefiihrt.

2.2.2.7.2 Plasmidisolation aus E.coli

Die Priparation von Plasmiden aus E.coli erfolgte nach der Methode der alkalischen Lyse
(Bimboim und Doly, 1979). Es kam fiir die Mini-Préparation von Plasmiden das Quantum
Prep Plasmid Miniprep Kit (Bio-Rad, Miinchen, D) unter Verwendung selbsthergestellter
Losungen zum Einsatz. Dabei wurden 2 ml einer LB-Ubernachtkultur fiir 1 min bei 20.000 x
g sedimentiert, in 200 pl Losung I (50 mM Glukose, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 20
ng/ml RNAse A; pH 8,0) resuspendiert, 2 min bei RT inkubiert, mit 200ul Losung 11 (0,2 M
NaOH, 1% SDS) versetzt, vorsichtig vermischt und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend
wurden 200 pl Losung III (5,3 M Guanidinium-HCI, 0,7 M Kaliumacetat; pH 5,0)
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dazugegeben, gemischt und der Zelldebris fiir 5 min bei 20.000 x g sedimentiert. Der
Uberstand dann auf eine mit 200 pl Binde-Matrix (5,3 M Guanidinium-HCI, 20 mM Tris-
HCI, 0,15 g/ml Diatomeenerde; pH 8,0) gefiillte Sdule iiberfiihrt, gemischt und fiir I min bei
20.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Sdule zweimal durch
Zugabe von 500 pl Wasch-Puffer (20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA , 0,2 M NaCl, 50%
Ethanol; pH 8,0) und Zentrifugation bei 20.000 x g fiir 2 min gewaschen. Die Elution der
Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe von 50-100 pl Wasser und Zentrifugation bei 20.000 x g

fiir 2 min.

Fiir die Midi- und Maxi-Priparation von Plasmiden aus E.coli kamen die Midi- und Maxi Kits
der Firma Qiagen (Hilden, D) sowie das PureYield Plasmid Midiprep System der Firma

Promega (Mannheim, D) nach Angaben der Hersteller zur Anwendung.

2.2.2.7.3 Plasmidisolation aus Agrobacterium tumefaciens

Die Préparation von Plasmid-DNA aus A. tumefaciens erfolgte unter Anwendung einiger
Modifikationen nach der Methode von Birnboim und Doly (1979). Es wurden 2 ml einer fiir
zwei Tage inkubierten LB-Kultur fiir 1 min bei 20.000 x g sedimentiert und in 100 pl Losung
I + Lysozym (50 mM Glukose, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 4% (w/v) Lysozym; pH 8,0)
resuspendiert. Im Anschluss wurde fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Dann wurden 200ul
Losung II (0,2 M NaOH, 1% SDS) dazugegeben, vorsichtig gemischt und 5 min bei 4°C
inkubiert. Darauf wurden 150 pl Losung IIT (3 M Kaliumacetat; pH 5,0) zugegeben, gemischt,
fiir 15 min bei 4°C inkubiert und der Zelldebris fiir 15 min bei 20.000 x g sedimentiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, mit 500 pl PCI versetzt und gut gemischt. Danach wurde fiir
5 min bei 4°C inkubiert und anschliefend fiir 5 min bei 20.000 x g zentrifugiert. Der erhaltene
Uberstand wurde abgenommen, mit 400 ul CI versetzt und nach kriftigem Mischen fiir 5 min
bei 20.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefifle
tiberfiihrt und die DNA durch Zugabe von 1 ml 96%-igen Ethanol bei RT fiir 15 min
prazipitiert. Anschlieend wurde die DNA fiir 5 min bei 20.000 x g pelletiert, das erhaltene
Pellet in 70%-igem Ethanol gewaschen und erneut fiir 5 min bei 20.000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet im Exsikkator getrocknet. Im Anschluss das
Pellet in 20-50 pul Wasser mit RNase (40 pg/ml) resuspendiert.
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2.2.2.7.4 Schnellpriparation genomischer DNA aus Saccharomyces cerevisiae

Zur Isolation genomischer DNA aus S. cerevisiae wurden 5 ml einer bei 30°C i.N.
gewachsenen Kultur verwendet. Die Zellen wurden bei 20.000 x g abzentrifugiert und mit 1
ml dH,O gewaschen und erneut abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieBend in 500 pl
Lysis-Puffer resuspendiert und ca. 750 mg Glasperlen (@ 0,5 mm) zugegeben. Der Ansatz
wurde anschlieBend fiir 2 min geschiittelt und die Fliissigkeit mit einer Pipette in ein neues 1,5
ml Eppendorfgefdfle iiberfiihrt. Dann erfolgte die Zugabe von 275 pl 7 M Ammoniumacetat
(pH 7,0). Der Ansatz wurde anschlieend fiir 5 min bei 65°C inkubiert, auf Eis abgekiihlt und
mit 500 pl Chloroform gemischt. Danach wurden die Proben fiir 2 min bei 20.000 x g
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml EppendorfgefiBe iiberfiihrt. Durch Zugabe
von 1 ml Isopropanol wurde die DNA fiir 5 min bei RT prézipitiert. Die DNA wurde
anschlieBend fiir 10 min bei 20.000 x g pelletiert, in 70%-igem Ethanol gewaschen und erneut
pelletiert. Das DNA-Pellet wurde im Exsikkator getrocknet und im Anschluss in 50 pul Wasser

resuspendiert.

Lysis-Puffer:
100 mM Tris (pH 8,0), 50 mM EDTA, 1% SDS

2.2.2.7.5 Schnellpriparation genomischer DNA aus Synechocystis sp. PCC 6803

Zur Isolierung von genomischer DNA aus Synechocystis wurde 1 ml einer dicht gewachsenen
Zellkultur fiir 5 min bei 11.000 x g abzentrifugiert und in 200 ul dH,O resuspendiert.
Alternativ wurden die Zellen mittels Impfose direkt von einer BG11-Agarplatte in 200 pl
dH,O iiberfiihrt. Nach Zugabe von 200 pl saurem Phenol wurde die Zellsuspension gut
gemischt und zum Zellaufschluss fiir 10 min bei 65°C inkubiert. AnschlieBend wurde der
Ansatz fiir 2 min auf Eis inkubiert, mit 200 pl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt und
gut gemischt. Darauf erfolgte eine Zentrifugation fiir 5 min bei 20.000 x g und 4°C. Der
Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefil iiberfiihrt. Dann erfolgte, zur
vollstindigen = Entfernung des Phenols, eine erneute Zugabe von 200 pl
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) und eine Zentrifugation fiir 5 min bei 20.000 x g und 4°C.
Der wiissrige Uberstand mit der geldsten DNA wurde direkt fiir die PCR verwendet.
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2.2.2.7.6 Schnellpriparation genomischer DNA aus Pflanzengewebe

Fiir eine schnelle Préparation von genomischer DNA aus A. thaliana wurde die Methode nach
Edwards et al. (1991) verwendet. Die auf diese Weise isolierte genomische DNA ist zwar
nicht hochrein, aber die Methode ist durch ihre Einfachheit besonders gut zur Aufarbeitung
einer groflen Anzahl von Proben bei einer relativ geringen Menge an Probenmaterial geeignet.
Deshalb wurde diese Methode zur Identifikation von T-DNA Insertionslinien und anderer
transgenen Pflanzen mittels PCR verwendet.

Es wurden zuerst 1-3 Rosettenbldtter in 1,5 ml Eppendorfgefale tiberfiihrt und in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Das Blattmaterial wurde in gefrorenem Zustand mittels eines Bohrers
grob zerkleinert und unter Zugabe von zweimal 200 pl Extraktionspuffer (200 mM Tris/HCI,
250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS; pH 7,5) weiter homogenisiert. Die Proben wurden
dann kurz gemischt und fiir 2 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Ansétze fiir 1
min bei 20.000 x g zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefifle
tiberfithrt. Dann wurden 300 pl Isopropanol zugegeben, gemischt und fiir 5 min bei RT
inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben fiir 5 min bei 20.000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das gefillte DNA-Pellet im Exsikkator getrocknet. Die
getrocknete DNA wurde in 50 pl Wasser resuspendiert.

2.2.2.7.7 Durchsicht von transgenen Pflanzenpopulationen mittels PCR

Von der isolierten genomischen DNA (Kap. 2.2.2.7.6) wurden 0,5 - 1 pl fiir die folgende
Analyse mittels PCR (Kap. 2.2.2.2) eingesetzt. Hierbei wurden ein 20 pl PCR-Ansatz und das
folgende PCR-Programm verwendet. Des weitern wurde im PCR-Programm die
Anlagerungstemperatur den Schmelzpunkten der sequenzspezifische Oligonukleotide und die
Zeitspanne fiir die Kettenverldngerung den zu erwartenden Fragmentgrofen angepasst. Im

Anschluss erfolgte eine Analyse der entstandenen PCR-Produkte mittels Agarose-

Gelelektrophorese (Kap. 2.2.2.3).
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PCR-Programm:

Schritt Temperatur | Zeitdauer | Wiederholungen
1 94°C 2 min -
2 94°C 30 sec <4+
3 55°C 30 sec 35x
4 72°C 1,5 min —
5 72°C 10 min -
6 4°C 0 -

2.2.2.7.8 Priparation genomischer DNA aus Pflanzengewebe

Die Préparation von genomischer DNA hoher Qualitit aus A. thaliana, z.B. fiir Southern-Blot
Analysen, erfolgte nach der Methode von Liu et al. (1995). Dafiir wurden 2-4 Bliitenstinde
in ein 1,5 ml Eppendorfgefdl iiberfiihrt und in fliissigen Stickstoff eingefroren. Das
Blattmaterial wurde in gefrorenem Zustand mittels eines Bohrers grob zerkleinert und unter
Zugabe von zweimal 250 pl Extraktionspuffer (50 mM Tris/HCI, 300 mM NaCl, 20 mM
EDTA, 2% Sakrosyl, 0,5% SDS, 4,8 M Harnstoff, 0,05% Phenol, pH 7,5) weiter
homogenisiert. Anschlieend wurden 400 ul PCI (Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol im
Verhiltnis 25 : 24 : 1) hinzugefiigt und durch invertieren gemischt. Im Anschluss wurden die
Proben fiir 15 min bei 1.700 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann in ein neues 1,5 ml
Eppendorfgefde iiberfilhrt und mit 800 pl Isopropanol versetzt. Nach 10-miniitiger
Inkubation bei RT wurden die Proben fiir 10 min bei 1.700 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das geféllte DNA-Pellet zwei Mal mit 70%-igem Ethanol gewaschen.
Danach wurde die DNA im Exsikkator getrocknet, in 50 pl TE-Puffer mit RNase (10 mM
Tris/HCl, 1mM EDTA, 1-10 pg/ml RNase; pH 8,0) resuspendiert und 15 min bei RT
inkubiert.
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2.2.2.7.9 Southern-Blot mit genomischer DNA

Restriktion genomischer DNA:

30 ul  genomische DNA (ca. 30-50 pg)
5 ul  Restriktionsenzym

5ul 10 x Reaktionspuffer

10 ul dH,O
50 ul gesamt Ansatz

Agarose-Gelelektrophorese:

1%-iges TAE-Agarosegel, Elektrophorese fiir 4 - 6 h bei 50 - 80 V

Southern-Blot (Southern, 1975):

Im Anschluss an die Agarose-Gelelektrophorese wurde das Gel fiir 30 min unter vorsichtigem
Schwenken in Denaturierungslosung (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH) inkubiert. Danach wurde
das Gel kurz in H,O gewaschen und fiir 30 min unter vorsichtigem Schwenken in
Neutralisierungslosung (1M NH4Ac, 10 mM NaOH) inkubiert.

Fiir den Transfer der aufgetrennten DNA-Fragmente vom Gel auf eine Nylon-Membran
(Hybond N; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D) wurde die upward-Methode des
Kapillartransfer verwendet. Dazu wurde zunéchst eine Wanne mit 20 x SSC gefiillt und mit
einem aufliegenden Glassteg versehen. Quer {liber den Glassteg wurde ein Streifen mit 20 x
SSC befeuchtetes Whatman-Papier ausgelegt, so dass beide Ende in den Puffer eintauchen.
Auf den Steg wurden vier Lagen in 20 x SSC getrdnktes Whatman-Papier in GroB3e des Gels
gelegt. Das Agarosegel wurde anschlieBend mit der Oberseite nach unten auf die vier Lagen
Whatman-Papier gelegt. Darauf wurde die in 20 x SSC getréinkte Nylon-Membran platziert.
Auf diese Anordnung wurden wiederum vier Lagen in 20 x SSC getranktes Whatman-Papier
in GroBe des Gels gelegt. Dabei wurde darauf geachtet, dass keiner Luftblasen zwischen den
einzelnen Lagen eingeschlossen wurden. Im Anschluss erfolgte das Abdichten der das Gel
umgebenden Seiten mit Plastikfolie. Auf die vier Lagen Whatman Papier wurde ein ca. 5 cm
hoher Stapel aus saugfahigem Papier positioniert. Zum Abschluss wurde der Blot obenauf mit
einer Glasplatte und einem kleinen Gewicht beschwert. Nach ca. 10 Stunden wurde der Blot
abgebaut und die Nylon-Membran entnommen. Danach wurde die DNA durch Bestrahlung
mit UV-Licht (1200 pJ x 1000) im Crosslinker (UV Stratalinker 2400; Stratagene, La Jolla,
USA) kovalent an die Nylon-Membran gebunden.
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Radioaktive Markierung einer DNA-Sonde (Feinberg und Vogelstein, 1983):

Zur radioaktiven Markierung von DNA wurden ca. 30 pul DNA (20 - 100 ng Plasmid-DNA
oder PCR-Produkt) mit 10 pl Labelling-Mix fiir 10 min bei 95°C denaturiert und
anschlieBend auf Eis gestellt. Zu dem Ansatz wurden 20 - 30 pCi a-"P-dATP, 2 pl BSA
(1Img/ ml) und 3 U Klenow-Fragment zugegeben und mit dH,O auf 25 ul aufgefiillt. Dann
erfolgte eine Inkubation des Ansatzes fiir 1 - 2 h oder ii.N. bei 37°C. Die Einbaurate der
Radioaktivitit wurde durch eine TCA-Féllung bestimmt. Dazu wurde 1 ul Labellingansatz
mit 10 % (w/v) TCA und 0.1 mg Heringssperma-DNA versetzt und auf ein Gesamtvolumen
von 400 pl mit dH,O aufgefiillt, 10 min auf Eis inkubiert und anschlieBend 2 min bei 20.000
x g zentrifugiert. Im gefillten Pellet war die DNA enthalten, withrend sich im Uberstand nicht
eingebaute Nukleotide, inklusive des radioaktiven dATPs, befanden. Der Uberstand wurde in
ein neues Eppendorf-Gefal iiberfiihrt, und die enthaltene Radioaktivitit konnte so getrennt
vom Pellet mit einem Geigerzéhler gemessen werden. Dabei sollte die Rate der eingebauten
Radioaktivitdt im Pellet ca. 80% betragen. Dann erfolgte die Trennung der im Gesamtansatz
nicht eingebauten Nukleotide von der Sonde iiber eine Sdule (MicroSpin S-200 HR;
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D) nach dem Prinzip der GroBenausschluss-
chromatographie. Die Gelmatrix in der Séule wurde vor Gebrauch kriftigt geschiittelt. Dann
wurde der Deckel der Sdule gelost, der untere Verschlussstopfen abgebrochen und die Siule
in ein 1,5 ml Eppendorfgefdll gestellt. Durch Zentrifugation fiir 1 min bei 720 x g wurde die
Sdulenfliissigkeit abgetrennt. Der radioaktive Reaktionsansatz wurde dann in die Mitte der
Matrix gegeben und die Séule fiir 2 min bei 720 x g zentrifugiert. Damit erfolgte Abtrennung
der markierten DNA-Molekiile von nicht eingebauten Nukleotiden und Salzen, welche
aufgrund ihrer GroBle in der Matrix verblieben. Der Durchfluss mit der markierten Sonde
wurde in einem neuen Eppendorfgefdl gesammelt. Die Sonde wurde nun in 25 ml
Hybridisierungslosung verdiinnt, fiir 10 min bei 95°C denaturiert und dann direkt zur

Hybridisierung eingesetzt oder bei —20°C gelagert.
Losung A :
1,25 M Tris/HCI; pH 8.2, 0,125 M MgCl,, 2% (v/v) B-Mercaptoethanol, jeweils 0,5 M dCTP,

dGTP, dTTP

Losung B:
2 M HEPES/ NaOH; pH 6,6
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Losung C:
3,6 ng/ ul Hexadesoxynukleotide pd(N)g

5 x Labelling-Mix:
Lsg. A:Lsg. B:Lsg. C 100 : 250 : 100

Hybridisierung:

Zur Vorhybridisierung wurde die Nylon-Membran in ein Hybridisierungsrohrchen iiberfiihrt,
mit ca. 25 ml Vorhybridisierungslésung (RotiHybriQuick; Roth, Karlsruhe, D) befeuchtet und
fir 1 - 3 h bei 65°C in einem Rotationsofen inkubiert. Im Anschluss daran wurde die
Vorhybridisierungslosung verworfen und durch die Hybridisierungslosung, in der die
denaturierte Sonde geldst war, ersetzt. Die Hybridisierung mit der markierten Sonde erfolgte
i.N. bei 65°C im Rotationsofen. Danach wurde die Sondenlosung entfernt und die Nylon-
Membran, zur Entfernung von unspezifisch gebundenen Sondenfragmenten, mit zunehmender
Stringenz zuerst fiir 30 min bei 65°C mit frischer Hybridisierungslosung (RotiHybriQuick;
Roth, Karlsruhe, D), dann zweimal fiir jeweils 30 min bei 65°C mit Waschlosung I (2 x SSC,
0,1 % SDS) und anschlieBend fiir 10 min bei 65°C mit Waschlésung I (0,2 x SSC, 0,1 %
SDS) gewaschen. Die Membran wurde abschlieBend kurz getrocknet. Die Detektion des
radioaktiven Signal erfolgte liber die Exponierung eines Phosphor-Image Screens (Kodak
Storage Phosphor Screen S0O230; Molecular Dynamics GmbH, Krefeld, D). Je nach
Signalstdrke wurde der Screen einen oder mehreren Tagen exponiert und mit dem Phosphor-

Imager (Storm 860; Molecular Dynamics GmbH, Krefeld, D) ausgelesen.

2.2.2.8 RNA-Techniken

2.2.2.8.1 Allgemeine RNA-Techniken

Standardmethoden zur Handhabung und Manipulation von DNA wurden nach Sambrook et

al. (1991) oder Ansubel et al. (1997) durchgefiihrt.
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2.2.2.8.2 Priparation von Gesamt-RNA aus Pflanzengewebe

Fiir die Préparation von Gesamt-RNA aus 4. thaliana wurde das TRIsure-Reagenz (Bioline,
Luckenwalde, D) verwendet. Dafiir wurden zuerst 50-100 mg Blattmaterial in ein 1,5 ml
Eppendorfgefifle iiberfiihrt und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Das Blattmaterial wurde
in gefrorenem Zustand mittels eines Bohrers grob zerkleinert und unter Zugabe von zweimal
500 pl TRIsure-Reagenz weiter homogenisiert. Dann erfolgte eine kurzes Mischen der
mittels Vortex und eine Inkubation fiir 5 min bei RT. AnschlieBend wurden 200 pl
Chloroform zugegeben, fiir 15 s geschiittelt und fiir 2 min bei RT inkubiert. Die Proben
wurden dann fiir 15 min bei 4°C und 12.000 x g zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde
in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefia3e iiberfiihrt, mit 500 pl Isopropanol versetzt und gemischt.
Nach einer Inkubation von 10 min bei RT erfolgte ein Zentrifugation der Proben fiir 10 min
bei 4°C und 12.000 x g. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 75%-igem Ethanol
gewaschen. In Anschluss wurde fiir 5 min bei 4°C und 7.500 x g zentrifugiert. Das RNA-
Pellet wurde anschlieend im Exsikkator getrocknet und in 30-50 pl DEPC/dH,O (0,01%
DEPC) resuspendiert. Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte photometrisch, wie
unter Kap. 2.2.2.5 beschrieben. Die Lagerunge der isolierten RNA erfolgte bei —70°C.

2.2.2.8.3 Semiquantitative RT-PCR

c¢DNA Synthese

Die Synthese von cDNA wurde mit dem Kit SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen,
Paisley, UK) oder BioScript (Bioline, Luckenwalde, D) durchgefiihrt.

Zuvor wurde die erhaltene RNA (Kap. 2.2.2.8.2) einer DNAse Behandlung unterzogen, um
eventuell vorhanden DNA-Kontaminationen zu beseitigen. Dazu wurden ca. 2 pg Gesamt-
RNA mit DNAse (10 U; Roche, Mannheim, D) versetzt und fiir 15 min bei 37°C inkubiert.
Die Reaktion wurde anschlieBend durch Zugabe von EDTA (2,5 mM Endkonzentration) und
Hitzeinaktivierung des Enzyms bei 65°C fiir 10 min gestoppt.

Fiir das SuperScript II Reverse Transcriptase Kit wurde folgender 12 pl Reaktionsansatz
verwendet: 1 - 2 pg Gesamt-RNA, 1 pl Oligo pd(T);s-Primer (500 ng/ul), 1 ul ANTP Mix (je
10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 8 - 9 ul dH,0O. Dann erfolgte eine erhitzen des

Ansatzes fiir 5 min auf 65°C, Abkiihlen auf Eis und eine kurz Zentrifugation. Anschlieend
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wurden 4 pl 5x First-Stand Buffer, 1 pul 0,1 M DTT und optional 1 pul RNaseOUT (40 U/ul;
Invitrogen, Paisley, UK) hinzugegeben und fiir 2 min bei 42°C inkubiert. Danach wurde 1 pl
(200 U) SuperScript II Reverse Transkriptase dazugegeben und der Ansatz fiir 50 min bei
42°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 15-miniitiges Erhitzten bei 70°C gestoppt. Die
cDNA wurde dann bei —20°C gelagert oder direkt verwendet.

Fiir das BioScript Kit ist folgender 12 ul Reaktionsansatz verwendet worden: 1-2 ug Gesamt-
RNA, 1 ul Oligo pd(T);g-Primer (500 ng/pl) und 9 - 10 pl dH,O. Dieser Ansatz wurde fiir 5
min auf 70°C erhitzt, auf Eis abgekiihlt und kurz anzentrifugiert. AnschlieBend wurden 4 pl
5x Reaction buffer, 1 ul ANTP Mix (je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP), optional 10 U
RNase Inhibitor hinzugegeben und mit dH,O auf ein Gesamtvolumen von 19,75 ul aufgefiillt.
Dann wurden 0,25 pl BioScript Reverse Transkriptase dazugegeben und der Ansatz fiir 60
min bei 42°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 10-miniitiges Erhitzten bei 70°C gestoppt.
Die cDNA wurde dann bei —20°C gelagert oder direkt verwendet.

PCR

Fiir die Amplifikation von ¢cDNA wurden 1 pl der cDNA-Reaktion fiir eine PCR (Kap.
2.2.2.2) eingesetzt. Dabei ist zuerst eine Kontrollreaktion unter Verwendung eines
spezifischen Primerpaares flir die mRNA des Haushaltsgenes Aktin2 durchgefiihrt worden.
Damit konnte die Quantitidt der cDNA-Probe eingeschitzt und eventuelle genomische DNA-
Kontaminationen detektiert werden. Anhand der erhaltenen Signalstirke war ein
Normalisierung von verschiedenen cDNA-Proben, z.B. aus verschiedenen Organen und
Geweben, moglich. Durch die Verwendung spezifischer Primer fiir die mRNAs, der zu
untersuchenden Gene, konnte in den folgenden PCRs eine semiquantitative Aussage iiber
deren Expression in den cDNA-Probe getroffen werden. Des Weiteren wurde diese Methode

auch zur Isolierung der genspezifischen cDNAs verwendet.

2.2.2.9 Klonierungsmethoden

2.2.2.9.1 Allgemeine Klonierungsmethoden

Standard Methoden fiir die Klonierung und Manipulation von DNA wurden nach Sambrook
et al. (1991) oder Ansubel et al. (1997) durchgefiihrt.
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2.2.2.9.2 Gateway Klonierungstechnologie

Gateway ist eine universelle Klonierungstechnologie (Invitrogen, Paisley, UK), welcher als
Grundlage das sequenzspezifische Rekombinationssystem des Bakteriophagen Lambda dient.
Dabei wird das effiziente und gerichtete Rekombinationsverhalten zur Klonierung von DNA-
Fragmenten in verschiedene Vektorsysteme, z.B. zur funktionellen Analyse oder zur
Proteinexpression, genutzt.

Das gewiinschte DNA-Fragment wird dabei zuerst iiber klassische Klonierungsverfahren in
einen sogenannten entry vector integriert, welcher mit zwei att-Sequenzen (engl. site-specific
attachment site) ausgestattet ist. Die Rekombination von dem entry vector in einen
gewlinschten destination vector wird iiber Proteine des Clonase enzyme mix vermittelt. Dabei
erfolgt die gerichtete und sequenzspezifische Rekombination des DNA-Fragments {iber diese
spezifischen att-Sequenzen. Im gegebenen Fall wird die Rekombination zwischen den a#fL-
Sequenzen des entry vector und den attR-Sequenzen des destination vector durch den LR
Clonase enzyme mix katalysiert. Es existiert eine Vielzahl von destination vector-en, mit
unterschiedlichsten Eigenschaften, die eine flexible Analysen der Expression oder der
funktionellen Eigenschaften einer beliebigen DNA-Sequenz ermdglicht.

Die Rekombination zwischen den at#fP-Sequenzen eines donor vector und den attB-
Sequenzen eines DNA-Fragments wird iiber BP Clonase enzyme mix vermittelte. Durch diese
Reaktion kann auf einem alternativen Weg ein entry vector mit attL-Sequenzen erzeugt

werden.

2.2.2.9.3 Klonierung der cDNAs der AtDAPs

Zur Klonierung der full-length cDNAs von AtDAPI, 3, 4 und 5 wurden RAFL ¢cDNA-Klone
(Tab. 1) des RIKEN Bioresource Center (BRC; Ibaraki, Japan) verwendet (Seki ef al., 1998;
2002). Fiir AtDAP2 erfolgte die Isolierung der cDNA aus Blattgewebe wie unter Kap.
2.2.2.8.2 und Kap. 2.2.2.8.3 beschrieben. Der proteinkodierende Teile der jeweiligen cDNA
wurde mit sequenzspezifischen Primern unter Verwendung der PCR amplifiziert. Dabei
wurden die sense-Primer mit einem 5° CACC-Uberhang versehen, um die Klonierung in den
Gateway entry vector pENTR/D-TOPO (Invitrogen, Paisley, UK) zu ermoglichen. Als
antisense-Primer wurden fiir jede cDNA zwei verschieden Oligonukleotide verwendet, die

entweder das Stop-Kodon des Gens beinhalteten oder nicht. Um Fehler in der Basensequenz
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auszuschlieBen, ist die proofreading DNA-Polymerasen PfuTurbo DNA Polymerase
(Stratagene, La Jolla, USA) oder iProof High-Fidelity DNA Polymerase (Bio-Rad, Miinchen,
D) nach Angaben der Hersteller verwendet worden. Die Uberpriifung der Basensequenz

dieser Klone, auf eventuelle Fehler, erfolgte durch Sequenzierung.

2.2.2.9.4 Klonierung von Promotor GUS-Reportergenkonstrukte fiir AtDAPI und
AtDAP2

Um die organ- und gewebespezifische Aktivitit der Promotoren von AtDAPI und AtDAP2 zu
untersuchen, wurden 2 kb-Fragmente direkt upstream des STAR-Kodons der entsprechenden
Gene durch PCR unter Verwendung einer proofireading DNA-Polymerase amplifiziert. Dabei
wurden die sense-Primer mit einem 5° CACC-Uberhang versehen, um die Klonierung in den
Gateway entry vector pENTR/D-TOPO (Invitrogen, Paisley, UK) zu ermdglichen. Die
Uberpriifung der Basensequenz dieser Klone, auf eventuelle Fehler in der Basensequenz,
erfolgte durch Sequenzierung. AnschlieBend wurden diese Fragmente unter Verwendung des
Clonase enzyme mix (Invitrogen, Paisley, UK), nach Angaben des Herstellers, in den
destination vector pPGWB3 (Dr. T. Nakagawa; Shimane University, Japan) liberfiihrt. Durch
diese Rekombination wurde eine C-terminale Fusion des Promotor-Fragmentes mit dem
GUS-Reportergen erzeugt. Dabei wird die Expression des GUS-Reportergens iiber die
Promotor-Fragmente vermittelt. Die Termination der Transkription erfolgt durch den nos-

Terminator (7),s).

2.2.2.9.5 Klonierung von GFP-Fusionskonstrukten der 4¢DAPs

Zur Analyse der moglichen Funktion des N-Terminus der AtDAP-Proteine als Transitpeptide,
welche eine eventuelle subzelluldre Lokalisation vermitteln, wurden die ersten 300
Basenpaare der entsprechenden Gene durch PCR unter Verwendung einer proofireading
DNA-Polymerase amplifiziert. Dabei wurden die sense-Primer mit einem 5° CACC-Uberhang
versehen, um die Klonierung in den Gateway entry vector pENTR/D-TOPO (Invitrogen,
Paisley, UK) zu ermdglichen. Die Uberpriifung der Basensequenz dieser Klone, auf
eventuelle Fehler in der Basensequenz, erfolgte durch Sequenzierung. Diese Klonierungen

fiihrte Barbara Kleinhenz durch. Des weitern wurden die vollstindige Proteinsequenz der
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AtDAP-Proteine zur Analyse der subzelluldren Lokalisation herangezogen. Fiir diese
Untersuchungen wurden die erzeugten full-length cDNA-Klone der entsprechenden Gene
ohne Stop-Kodon (Kap. 2.2.2.9.3) verwendet.

Zur Klonierung wurden die N-terminalen DNA-Fragmente und die cDNA unter Verwendung
des Clonase enzyme mix (Invitrogen, Paisley, UK), nach Angaben des Herstellers, in den
destination vector pGWBS (Dr. T. Nakagawa; Shimane University, Japan) tiberfiihrt. Dadurch
wurde eine C-terminale Fusion mit dem GFP-Reportergen erzeugt. Die Expression der
Fusions-Konstrukte wird dabei von dem 35S-CaMV-Promotor (P;ss) und dem nos-

Terminator (7},,;) reguliert.

2.2.2.9.6 Klonierung von amiRNA-Konstrukten gegen DAPI und DAP2

Um den Phénotyp der dap! und dap2 T-DNA Insertionsmutanten zu verifizieren, wurde
versucht ein knock-out der Gene durch geme silencing mittels artifizieller MirkoRNAs
(amiRNAs) gegen DAPI und DAP2 zu generieren. Dies ist nach der Methode von Schwab et
al. (2006) unter Verwendung des Programms Web MicroRNA Designer (WMD,
http://wmd.weigelworld.org) und des von Schwab erstellten Klonierungsprotokolls
(http://wmd.weigelworld.org) durchgefiihrt worden. Dabei wurde der Vektor pRS300 als
Matrize fiir das Riickrat der miR319a und sechs Oligonukleotide verwendet. Davon enthalten
je zwei Primerpaare (I und II, IIT und IV) zueinander komplementire Sequenzen, welche
spezifischen fiir einen Sequenzbereich des entsprechenden Genes sind. Des Weiteren sind
diese Primer auch fiir Bereiche des Riickrat der miR319a komplementdr. Diese Primer
wurden mit dem Programm Web MicroRNA Designer erstellt. Die zwei restlichen Primer (A
und B) sind komplementir zu dem 5°- bzw. 3’- des miR319a-Fragments. Dabei wurde der
sense-Primer mit einem 5° CACC-Uberhang versehen, um die Klonierung in den Gateway
destination vector pPGWB2 (Dr. T. Nakagawa; Shimane University, Japan) zu ermoglichen.
Zunichst erfolgten drei PCR-Reaktionen (1. A + IV, 2. Il + 111, 3. I + B), in denen mittels der
Primer die genspezifischen Sequenzen fiir das Riickgrat der miR319a eingefiigt wurden.
AnschlieBendend wurden diese Fragmente durch die Methode der PCR-based fusion nach
Horton et al. (1989) unter Verwendung der Primer A und B fusioniert. Danach erfolgte eine
Uberfiihrung dieser Fragmente unter Verwendung des Clonase enzyme mix (Invitrogen,
Paisley, UK), nach Angaben des Herstellers, in den destination vector pGWB2 (Dr. T.

Nakagawa; Shimane University, Japan). Die Expression der amiRNA wird dabei von dem
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35S-CaMV-Promotor (P3ss) und dem nos-Terminator (7,,) reguliert. Die Uberpriifung der
Basensequenz dieser Klone, auf eventuelle Fehler in der Basensequenz, erfolgte durch

Sequenzierung.

2.2.2.9.7 Klonierung von Konstrukten fiir die Komplementation der dapl- und dap?2 -

Mutanten

Um die T-DNA Insertionsmutanten dap! und dap2 genetisch zu komplementieren, sind die
erzeugten full-length ¢cDNA-Klone der Gene (Kap. 2.2.2.9.3) verwendet worden. Dafiir
wurden die entsprechenden cDNAs in den destination vector pGWB2 (Dr. T. Nakagawa;
Shimane University, Japan) tiberfiihrt. Dadurch unterliegt die Expression der cDNAs der 35S-
Promotor (P;3ss) und dem nos-Terminator (7).

Des Weiteren wurde versucht, die dap/ Mutanten mit den homologen Genen aus S.
cereviseae (YBRIS87w), Symechocystis sp. PCC 6803 (s/l0615) und mit AtDAP2 zu
komplementieren. Um die proteinkodierenden Basensequenz von YBRI87w (keine Introns)
und s//0615 zu erhalten, wurde genomische DNA, wie unter Kap. 2.2.2.7.4 und Kap. 2.2.2.7.5
beschrieben, von diesen Organismen isoliert. Diese genomische DNA diente als Matrize fiir
die PCRs, wobei eine proofreading DNA-Polymerase verwendet worden ist. Um die
subzelluldre Lokalisation von AtDAP1 zu erzielen, war es notig diese Gene mit der
transitpeptidkodierenden N-terminalen Sequenz von AtDAP1 zu fusionieren. Dafiir wurde die
Methode der PCR-based fusion nach Horton et al. (1989) mit Modifikationen nach (Wurch e¢
al., 1998) und (Shevchuk et al., 2004) verwendet. Da das Gen YBRIS7w eine
transitpeptidkodierende N-terminale Prasequenz aufweist, wurde die ungefdhre Grofe des
reifen Proteins durch Sequenzvergleiche und cleavage site Vorhersagen bestimmt und die
Fusionsprimer dementsprechend positioniert. Zuerst wurden die DNA-Fragmente der zu
fusionierenden Gene und der transitpeptidkodierenden Sequenz durch PCR amplifiziert und
anschlieBend mit dem Vektor pGEM-T Easy (Promega, Mannheim, D) ligiert. Im Anschluss
erfolgte eine Sequenzierung der erhaltenen Klone. Die von diesen Vektoren reamplifizierten
Fragmente wurden dann durch die Methode der PCR-based fusion miteinander fusioniert.
Diese PCR-Produkte wurden anschlielend mit dem Vektor pGEM-T Easy ligiert. Unter
Verwendung der in den Primern enthaltenen Restriktionsschnittstellen erfolgte eine
Klonierung dieser Fragmente in modifizierte Vektoren der pGreen II-Serie Dr. V. Maurino

(Universitdt zu Koln, D). Die Fusionskonstrukte 7P;:DAP2 und TP,:sll0615 wurde iiber die
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Restriktionsschnittstellen von Kpn I und Sa/ I in den Vektor pPGREEN II-35SnosKan kloniert.
Das Fusionskonstrukt 7P;:YBRI187w wurde uber die Restriktionsschnittstelle BamH I in den
Vektor pGREEN II-35SnosHyg kloniert. Die Expression der Fusions-Konstrukte wird dabei

von dem 35S-CaMV-Promotor (P;3ss) und dem nos-Terminator (7)) reguliert.

2.2.2.9.8 Klonierung eines Insertionskonstruktes fiir das DAP-Homolog aus

Synechocystis sp. PCC 6803

Zur Erzeugung einer Insertionsmutante fiir das homologe DAP-Gen von Synechocystis sp.
PCC 6803 wurde genomische DNA, wie unter Kap. 2.2.2.7.4 beschrieben, isoliert. Durch
PCR unter Verwendung einer proofreading DNA-Polymerase wurde der entsprechende
Leserahmen, s/l0615, amplifiziert und mit dem Vektor pGEM-T Easy ligiert. Dieser Vektor
wurde mit Msc I, welches im Leserahmen s//0615 blunt schneidet, gedffnet. Im Anschluss
erfolget eine Phosphatasebehandlung des gedffneten Vektors. Aus dem Vektor pUK4Kan
wurde durch Restriktion mit EcoR 1 die Kanamycin-Resistenzgenkassette apHII isoliert. Das
apHII-Fragment wurde anschlieBend einem Klenow fill-in unterzogen, um blunt ends zu
erzeugen. Zum Abschluss wurden das so behandelte apHII-Fragment mit dem
phosphatasebehandelten Vektor ligiert. Der so erhaltene Vektor trdgt eine Insertion im
Leserahmen s//0615, welche die vollstindige Transkription des Gens verhindert und eine

Selektion iiber das Antibiotikum Kanamycin ermdglicht.

2.2.3 Botanische und pflanzenphysiologische Methoden

2.2.3.1 Oberflichensterilisation von Saatgut

Zur Oberflachensterilisation des Saatgutes von A. thaliana wurden die Methoden der
Fliissigsterilisation mittels 30%-iger Natriumhypochlorid-Losung oder die Gassterilisation

mittels Chlorgas verwendet.

Fliissigsterilisation mit 30%-iger Natriumhypochlorid-Ldsung:
Die Samen wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgefafl {iberfiihrt, mit 1ml 30%-iger NaClO4 mit
0,2% Tween 20 iiberschichtet und anschlieBend fiir 10 min geschiittelt. Danach ist die Losung

56



Material und Methoden

abgesaugt und die Samen sind zweimal mit sterilem Leitungswasser gewaschen worden.
Abschliefend wurden die Samen entweder auf sterilem Filterpapier unter der Sterilbank
getrocknet oder in 0,15%-iger Agarose-Losung aufgenommen und anschlieBend auf Agar-

Platten ausgebracht.

Gassterilisation mit Chlorgas:

Die Samen wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgefd3 iiberfithrt und mit geéffnetem Deckel in
einen Exsikkator gestellt. In den Exsikkator wurde ein Becherglas gestellt, mit 100 ml
NaClOy4 gefiillt und mit 5 ml 37%-iger HCI versetzt. Der Exsikkator ist anschlieBend schnell
verschlossen und die Samen sind bei sich entwickelndem Chlorgas fiir 3 - 12 h inkubiert
worden. Danach wurden die gedffneten Eppendorfgefile zum Abdampfen des restlichen

Chlorgases fiir 2 h unter die Sterilbank gestellt.

2.2.3.2  Anzucht von Arabidopsis thaliana

Die Pflanzenanzucht erfolgte entweder in Sterilkultur auf MS-Medium (Murashige und

Skoog, 1962) oder auf Erde.

2.2.3.3  Anzucht von Arabidopsis thaliana in Sterilkultur

Die Anzucht von A. thaliana in Sterilkultur erfolgte auf 2 MS-Festmedium (4,4 g/l
Murashige & Skoog-Salze inklusive modifizierter Vitamine (M0245; Duchefa, Haarlem, NL),
10 g/l Saccharose, 8 g/l Difco Agar; pH 5,7) nach Murashige and Skoog (1962) in
Petrischalen (@ 90 mm). Fiir die Selektion transgener Pflanzen wurden die entsprechenden
Antibiotika dazugegeben. Die oberflichensterilisierten Samen wurden mittels steriler
Zahnstocher oder in 0,15%-iger Agarose-Losung mittels Pipette ausgelegt. Die Petrischalen
wurden mit Gewebeband versiegelt flir drei Tage bei 4°C stratifiziert und anschlieend unter
den gewiinschten Kulturbedingungen angezogen. Die Pikierung auf Erde erfolgte

gegebenenfalls nach ca. 12 Wochen.
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2.2.3.2.1 Anzucht von Arabidopsis thaliana auf Erde

A. thaliana wurde auf Vermehrungssubstrat A210 (Stender AG, Schermbeck, D) oder
alternativ auf Einheitserde Typ ED73 (Einheitserde- und Humuswerke Gebr. Patzer GmbH &
Co. KG@G, Sinntal-Jossa, D) angezogen. Vor der Aussaat erfolgte eine Befeuchtung des
Substrats mit Wasser. Die Samen wurden fiir drei Tage zur Brechung der Samenruhe und
Synchronisation der Keimung bei 4°C stratifiziert und anschlieBend unter den gewlinschten
Kulturbedingungen angezogen. Bis zur vollstdndigen Ausbildung der Keimblitter wurden die
Keimlinge unter einer Pikierhaube gehalten. Nach ca. zwei Wochen erfolgte eine Pikierung in
Rundtopfen (@ 6 cm oder @ 9 cm) oder in 77-er Multitray-Platten. Die Wésserung der
Pflanzen erfolgte einmal wochentlich durch Anstauen. Sobald ein beginnendes Abreifen der
Schoten zu erkennbar war, wurden die Stingel mit einer Pergamenttiite iiberzogen und
verschlossen, um die Samen aufzufangen.

Die Schidlingsbekdmpfung von Weiller Fliege, Minierfliege, Trauermiicke und gefliigelte
Blattlaus erfolgte mit Gelbtafeln (Hermann Meyer KG, Willich, D). Zur Bekdmpfung von
Bliitenthrips wurden Blautafeln (Hermann Meyer KG, Willich, D) verwendet.

Die biologische Schédlingsbekdmpfung erfolgte durch routineméBiges Applizieren einer
Nematodensupension (Steinernema feltiae, Sautter und Stepper, Ammerbuch, D) zur
praventiven Bekdmpfung eines Befalls mit Trauermiickenlarven und Thrips. Des Weiteren
wurden Florfliegenlarve (Chrysoperla carnea; Sautter und Stepper, Ammerbuch, D)
priaventiv gegen den Befall mit Blattlausen, Thrips, Spinnmilben, Raupen oder Woll-
/Schmierldusen eingesetzt.

Bei der chemischen Schédlingsbekdmpfung kamen die Insektizide Confidor (Bayer
CropScience, Mohnheim, D), Consereve (Spiess-Uranic Chemical GmbH, Hamburg, D) und
Bulldock (Feinchemie Schwelda GmbH, Eschwege, D) gegen Weille Fliege, Trauermiicken,
Blattlause, Thrips sowie weitere beilende und saugende Insekten zum Einsatz. Weiterhin
wurden das Fungizid Baymat (Bayer CropScience, Mohnheim, D) gegen echten Mehltau und

Rost eingesetzt.
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2.2.3.3 Anzuchtbedingungen von Arabidopsis thaliana Pflanzen

Die Anzucht von A. thaliana Pflanzen in Sterilkultur erfolgte in Phytokammern (Percival
Scientific, lowa, USA). Die Anzucht auf Erde erfolgte in Phytokammern (Percival Scientific,
Iowa, USA) oder im Gewéchshaus bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von ca. 50%.
Dabei wurden folgende Anzuchtbedingung realisiert:
e Phytokammer:
- Kurztag
LD =8 h (22°C)/16 h (18°C), PFD = 100 pmol'm™>s™
- Langtag
LD = 12 h (22°C)/12 h (18°C), PFD = 100 pmol'm™s™
LD =16 h (22°C)/8 h (18°C), PFD = 100 pmol'm™s™

o Gewichshaus:
- Langtag
LD =16 h (20°C)/8 h (18°C), PFD = 80 pmol'm™>s"'

2.2.3.4 Transformation von Arabidopsis thaliana Pflanzen

Die stabile Transformation von A. thaliana wurde mit der Methode der Vakuuminfiltration
von Infloreszenzen mit Agrobakterien nach Bechthold ef al. (1993) durchgefiihrt.

Von den zu transformierenden Pflanzen wurden je fiinf in einen mit Erde gefiillte Rundtopfe
(9 10 cm) pikiert und bis zur Bliite angezogen. Nach Resektion der Primérinfloreszenzen und
der Ausbildung von zahlreichen bliihenden Sekundérinfloreszenzen sind diese Pflanzen zur
Transformation eingesetzt worden.

Die zur Transformation bendtigten rekombinaten Agrobakterien wurden in Sml LB-Medium,
versetzt mit den zur Selektion bendtigten Antibiotika, inokuliert und bei 28°C und 200 U/min
fiir ca. 36 h Tage im Schiittelinkubator inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Uberfiihrung der
Vorkultur in eine 300 ml LB-Medium, versetzt mit den zur Selektion benotigten Antibiotika,
und eine Inkubation . N. bei 28°C und 200 U/min bis zu einer ODgo von 0,8 - 1,0. Die
Zellen wurden dann fiir 15 min bei 2.500 x g abzentrifugiert und in Infiltrationsmedium (0,5
g/l MES, 2,2 g/l MS-Salze inklusive modifizierten Vitaminen (M0222; Duchefa, Haarlem,
NL), 50 g/l Saccharose, 0,01% Tween 20; pH 5.,8) resuspendiert. Die Agrobakterien-
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suspension ist in eine Petrischale (@ 13,5 cm) {iberfiihrt und in einen Exsikkator gestellt
worden. Die A. thaliana Pflanzen wurden mit den Infloreszenzen kopfiiber in die Suspension
getaucht. Dann erfolgte das Anlegen von Unterdruck mittels einen Wasserstrahlpumpe fiir
zweimal 5 min. Die infiltrierten Pflanzen wurden fiir vier Tage unter einer Plastikhaube

angezogen und unterer Langtagbedingungen zur Samenreife gebracht.

2.2.3.5 Selektion transgener Arabidopsis thaliana Pflanzen

Selektion auf MS-Festmedium:

Die Selektion von A. thaliana in Sterilkultur erfolgte durch Ausbringen von
oberfldchensterilisierten Samen (Kap. 2.2.3.1) auf 2 MS-Agar-Platten (Kap. 2.1.7) unter
Verwendung der entsprechenden Antibiotika. Die Pikierung auf Erde erfolgte nach ca. 1'%

Wochen.

BASTA-Selektion auf Erde:

Die Selektion auf Erde mittels BASTA erfolgte nach der Ausbildung der ersten beiden
Rosettenblitter (ca. 10 - 12 Tage) durch BASTA-Losung (0,1% Basta (Aventis, Diisseldorf,
D), 0,01% Tween 80 geldst in Leitungswasser). Gegebenenfalls wurde diese Behandlung
nach 4 - 6 Tagen wiederholt. Nach ca. 12 Wochen wurden die resistenten Pflanzen in

Einzeltopfe pikiert.

2.2.3.6 Kreuzen von Arabidopsis thaliana Pflanzen

Fir das Kreuzen von A. thaliana wurden Primirinfloreszenzen von 6 - 8 Wochen alten
Pflanzen verwendet. Dabei wurde unter Verwendung eines Binokulars und Pinzetten bei den
Akzeptorpflanzen drei junge, noch nicht gedffneten, Bliitenknospen emaskuliert sowie die
Kelch- und Kronebldtter entfernt. Die restlichen Bliitenknospen wurden ebenfalls entfernt.
AnschlieBend erfolgte eine Ubertragung der Pollen der entfernten Saublitter der
Donorpflanze auf die Narbe der Akzeptorpflanze. Die so bestdubten Bliiten wurden markiert
und die Pflanzen fiir zwei Tage unter einer Pikierhaube in feuchten Bedingungen gehalten.

Die aus der Kreuzung hervorgehenden Schoten wurden separat geerntet.
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2.2.3.7 Anzucht und Protoplastierung einer Tabak-Zellsuspension

Anzucht:

Fiir die Tabak-Suspensionskulturen wurden Zellen von Nicotiana tabacum cv Bright Yellow-
2 verwendet. Die BY2-Suspensionskulturen wurden fiir vier Tage in 70 ml BY2-
Zellkulturmedium bei 22°C und 120 U/min auf einem Schiittler unter Ausschluss von Licht

herangezogen.

BY2-Zellkulturmedium: (autoklaviert)
4,4 g/1 MS-Salze, 30 g/l Saccharose, 100 mg/l myo-Inositol, 1 mg/l Thiamin-HCI, 0,2 mg/I
2,4-Dichlorphenoxyessigsdure, 255 mg/l KH2POy; pH 5,0

Protoplastierung:

Von der vier Tage alten BY2-Zellkultur wurden zweimal jeweils 20 ml mit einer
Plastikpipette (groBe Offnungsweite; Corning, New York, USA) entnommen und in 50 ml
Reaktionsgefifle (Corning, New York, USA) iiberfiihrt. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension bei RT fiir 5 min und 400 x g schonend pelletiert. (Bei allen folgenden
Zentrifugationschritten wurde ohne Bremswirkung der Zentrifuge gearbeitet.) Der Uberstand
ist verworfen und das Pellet in 25 ml Waschlésung resuspendiert worden. Anschliefend
erfolgte eine Zentrifugation bei RT fiir 5 min und 400 x g. Der erhaltene Uberstand wurden
anschlieBend verworfen. Das Pellet wurde mit 13 ml Verdaulosung resuspendiert und der
Ansatz in Petrischalen (@ 90 mm) tberfiihrt. Diese wurden mit Parafilm abgedichtet und fiir

den Zellwandverdau ii. N. bei 26°C abgedunkelt inkubiert.

Waschldsung: (sterilfiltriert)
0,5 % (w/v) BSA, 0,01 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 50 mM CaCl,, 10 mM Na-Acetat (pH
5,8), 0,25 mM Mannitol

Verdaul6sung: (sterilfiltriert)

Waschlosung mit folgende Enzyme:

1 % (W/v) Cellulase Onozuka RS (Serva, Heidelberg, D)

0,5 % (w/v) Macerozyme OnozukaR-10 (Serva, Heidelberg, D)
0,1 % (w/v) Pectinase (Sigma-Aldrich, Miinchen, D)
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2.2.3.8 Transfektion von Tabakprotoplasten

Zur Transformation von Tabakprotoplasten wurde die Methode der PEG-vermittelten
Transfektion angewendet. In Vorbreitung auf die Transfektion wurde die PEG-Losung bei 37°
C aufgetaut und fiir einige Stunden bei dieser Temperatur inkubiert. Die restlichen Losungen
wurden bei RT verwendet. Um die Zellwidnde von den Protoplasten zu 16sen, sind die
Petrischalen mit den BY2-Tabakprotoplasten nach der Inkubationszeit jeweils mehrere Male
alle 10 min vorsichtig geschwenkt worden. Die Protoplasten wurden mit einer Plastikpipette
(groBe Offnungsweite) vorsichtig in ein 50 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt und bei RT fiir 5 min
und 100 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf ein kleines Restvolumen
abgenommen. AnschlieBend erfolgte langsam die Zugabe von 25 ml Waschldsung und
vorsichtiges Mischen. Die Suspension wurde erneut bei RT fiir 5 min und 100 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum bis auf ein kleines Restvolumen abgenommen.
AnschlieBend wurden in 1 ml- Schritten langsam insgesamt 10 ml W5-Losung zugegeben und
das Pellet vorsichtig resuspendiert. Die Suspension ist dann erneut bei RT fiir 5 min und 100
x g pelletiert worden. AnschlieBend wurde der Uberstand moglichst komplett abgenommen.
Danach wurde zum ersten Ansatz 5 ml, zum zweiten 10 ml W5-Losung in 1 ml-Schritten
zugegeben. Anschliefend erfolgte eine Bestimmung der Protoplastendichte durch eine
Doppelbestimmung mit einer Neubauer-Zellzdhlkammer. Dazu wurden je Ansatz 10 pl

Protoplastensuspension verwendet.

Die Zellzahl wurde mit folgender Formel ermittelt:

Zellzahl = ermittelte Anzahl der Zellen - Kammerzahl (10%) - Volumen Zellsuspension (ml)

Die Protoplastensuspension wurde nun fiir 60 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert.
AnschlieBend sind die Protoplasten erneut fiir 5 min und 100 x g bei RT pelletiert und der
Uberstand ist vollstindig entfernt worden. Die Protoplasten wurden in 1 ml- Schritten
vorsichtig in insgesamt 10 ml MMM-L6sung resuspendiert. Die Suspension wurde erneut flir
5 min bei 100 x g und RT zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Nun erfolgte eine
Einstellung der Konzentration der Protoplasten durch Zugabe von MMM-L&sung, unter
Beriicksichtigung der ermittelten Zellzahl, auf ca. 10° Zellen je 300 pl Zellsuspension. Zur
Transformation wurden 25 pg Plasmid-DNA (Midi-Préparation; Volumen max. 30 pl) in eine
50 ml ReaktionsgefaB iiberfiihrt. AnschlieBend wurden 300 ul der Protoplastensuspension (ca.
10° Zellen) hinzugegeben. Dann sind 300 pl PEG-Losung tropfenweise, unter stindigen

Drehen des ReaktionsgefidBBes, vorsichtig dazugegeben worden. Im Anschluss erfolgte eine
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Inkubation des Ansatzes fiir 20 min bei RT. Zum Abstoppen der Transfektion wurden 10 ml
W5-Losung, in Schritten von 1 ml, 2 ml, 3 ml und 4 ml vorsichtig und unter stindigem
Drehen des Reaktionsgefdfle dazugegeben. Die Protoplasten wurden dann erneut bei RT fiir 5
min und 100 x g pelletiert und der Uberstand verworfen. Es sind dann in 0,2 ml-, 0,5 ml- und
in 1 ml-Schritten insgesamt 4 ml K3-Medium vorsichtig und unter stindigem Drehen
hinzugegeben worden. Nach der ersten Zugabe wurde bis zum néchsten Schritt 2 min
gewartet. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation der Zellsuspension fiir 2 min bei RT. Die
Protoplasten wurden darauf in Petrischalen (@ 45 mm) {iberfiihrt und mit Parafilm
verschlossen. Zum Abschluss wurde die Protoplastensuspensionen {i.N. im Dunkeln bei 22 -
26°C inkubiert. Die Analyse der GFP-Expression erfolgte innerhalb der folgenden zwei Tage
nach Transfektion der Protoplasten am Fluoreszenzmikroskop. Die ermittelte subzellulédre

Lokalisation wurde exemplarisch dokumentiert.

W5-Losung: (pH 5,8 - 6,0) (sterilfiltriert)
154 mM NaCl, 125 mM CaCl,, 5 mM KCI, 5 mM Glucose

MMM-Losung: (sterilfiltriert)
15 mM MgCl,, 0,5 % (w/v) MES/KOH (pH 5,8), 0,5 M Mannitol

PEG-Lo6sung: (pH 8,0 - 9,0) (sterilfiltriert)
40 % (w/v) PEG 4000, 0,4 M Mannitol, 0,1 M Ca(NO3),

K3-Medium (Stammlésungen):

Makroelemente: (sterilfiltriert)

1,5 g/l NaH,PO4 x H,0, 9 g/l CaCl, x 2H,0, 25 g/l KNOs;, 2,5 g/l NH4NOs, 1,34 g/l
(NH4)2S04, 2,5 g/l MgS04 x TH,0O

Mikroelemente: (sterilfiltriert)
75 mg/l KI, 300 mg H3;BO;, 1 g/l MnSO4 x 7H,O, 200 mg/l ZnSO4 x 7H,0, 25 mg/l

Na,MoO; x 2H,0 2,5 mg/l CuSO4 x SH,0, 2,5 mg/l CoCl, x 6H,O

Vitamine: (sterilfiltriert)
100 mg/1 Nicotinsdure, 100 mg/l Pyridoxin-HCI, 1 g/l Thiamin-HCI
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EDTA/Eisen: (autoklaviert)
7,46 g/l EDTA (in 300 ml dH,O vorgeldst, erwirmt), 5,56 g/l Fe(II)SO4 x 7H,0 (in 300 ml

dH,O vorgeldst, erwéirmt)

Ca-Phosphat: (pH 3,0, mit 25 % HCI) (autoklaviert)
1,26 g/l CaHPO4 x 2H,0 in 200 ml dH,O gelost

Naphtylessigsdure (NAA):  (sterilfiltriert)
1 mg/ml Naphtylessigséure (in dH,O gelost + einige Tropfen NaOH)

Kinetin: (sterilfiltriert)
0,5 mg/ml Kinetin in 0,1 M HCI

K3-Medium (pH 5,6): (sterilfiltriert)
100 ml Makroelemente, 1 ml Mikroelemente, 1 ml Vitamine, 5 ml EDTA/Eisen, 10 ml Ca-
Phosphat, 100 mg myo-Inositol, 250 mg D(+)-Xylose, 137 g Saccharose, | ml NAA, 0,4 ml

Kinetin

2.2.3.9 Anzucht und Transformation einer Arabidopsis thaliana-Zellsuspension

Die Anzucht und Transformation einer A. thaliana-Zellkultur erfolgte mit einer modifizierten
Methode nach Koroleva et al. (2005). Dazu wurde die Zellsuspension in AT-Medium im
Dunkeln bei 25°C in einem Schiittelinkubator bei 175 U/min angezogen. Die Zellsuspension
wurde alle 7 Tage 1 : 5 mit frischem AT-Medium verdiinnt. Fiir die Transformation erfolgte
eine Uberfihrung der zu untersuchenden Konstrukte in den supervirulenten
Agrobakterienstamm [B4404 (pBBRIMCS.virGN54D) (Kovach et. al. 1995). Die
rekombinanten Agrobakterien sowie der antisilencing-Stamm RKI19 wurden in YEB-
Medium, versetzt mit den entsprechenden Antibiotika, fiir 24 h bei 28°C in einem
Schiittelinkubator bei 200 U/min angezogen. Anschlieend sind die Agrobakterienkulturen
fiir 15 min bei 2.500 x g abzentrifugiert und in 1 ml AT-Medium resuspendiert worden. Zur
Transformation wurden je 3 ml einer frisch verdiinnten A. thaliana-Zellkultur in eine
Mikrotiterplatte mit 6 Kavitdten fassende Zellkulturplatte (Corning, New York, USA)
iiberfiihrt. Dazu wurden je 25 ul der Agrobakterienkultur des konstrukttragenden Stammes
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LB4404 (pBBRIMCS.virGN54D) und der Agrobakterienkultur des antisilencing-Stammes
RK19 dazugegeben. Die Ansdtze wurden im Dunkeln bei 25°C in einem Schiittelinkubator
bei 175 U/min inkubiert. Die Analyse der GFP-Expression erfolgte im Anschluf} an eine 2 bis
4-tagiger Inkubation mittels Fluoreszenzmikroskop. Die ermittelte subzelluldre Lokalisation

wurde exemplarisch dokumentiert.

AT-Medium: (pH 5,8) (autoklaviert)
4,4 g/l MS-Salze (M0221; Duchefa, Haarlem, NL), 30 g/l Saccharose, 400 mg/l myo-

Inositol, 4 ml/l B5-Vitamin-Losung, 1 ml/l 2,4D-Lésung (nach dem autoklavieren dazugeben)

B5-Vitamin-Losung: (sterilfiltriert)
100 mg/ml Nicotinsdure, 100 mg/l Pyridoxin-HCl, 1 g/l Thiamin-HCI

2,4D-Losung: (sterilfiltriert)
1 mg/ml 2,4D (40 mg 2,4D in 4ml EtOH 16sen, mit dH,O auf 40 ml auffiillen)

2.2.3.10 Messung der Chlorophyllfluoreszenz (PAM-Fluorometrie)

Im Prinzip dient die Chlorophyllfluoreszenz als Indikator fiir die Aktivitét einer Vielzahl von
photosynthetischen Prozessen, z.B. der primére Lichtreaktion, dem Elektronentransport an der
Thylakoidmembran, Dunkelreaktion, langsamer regulatorischer feedback-Mechanismen oder
Prozessen auf der Pigmentebene. Die Messung der Chlorophyll a-Fluoreszenz an intakten
Bléttern bei Raumtemperatur beruht im wesentlichen auf der Fluoreszenzemission des
Photosystem II (PSII) (Krause und Weis, 1991). Zur Quantifizierung der Chlorophyll-
fluoreszenz wurde die Methode der Puls-Amplituden-Modulations (PAM)-Fluorometrie
(Schreiber et al., 1986) benutzt. Bei dieser Methode wird das Messlicht schwach gepulst
(moduliert) verwendet. Das Messlicht ist dabei durch eine Pulszeit von 1 ps, eine Frequenz
von 1,6 kHz, eine Wellenldnge A < 680 nm und eine Photonenflussdichte (PFD) von 0,1
umol'm™s™ gekennzeichnet. Dabei ist das Messlicht zu schwach, um photosynthetischen
Elektronentransport zu initiieren, regt aber die Chlorophyll a-Molekiile an, getaktet
Fluoreszenz auszusenden. Von einem getakteten Detektor, welcher mittels eines Filter (A <
700 nm) Storsignale durch aktinisches Licht ignoriert, werden die modulierten

Fluoreszenzsignale registriert und verstirkt. Bei Belichtung mit photosynthetisch aktivem
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(aktinischem) Licht kann so selektiv die Fluoreszenzausbeute des PSII gemessen werden,
welches Riickschliisse auf die Photosyntheseleistung zuldsst. Eine schematische

Induktionskurve der Chlorophyllfluoreszenz ist in Abb. 2.1 dargestellt.

SP

ML i AL

Abb. 2.1: Schematische Darstellung einer Induktionskurve der Chlorophyllfluoreszenz mit
Fluoreszenzparametern. (verdndert nach Maxwell und Johnson, 2000) AL ' = aktinisches
Licht an, AL * = aktinisches Licht aus, ML ' = Messlicht an, SP " = saturierende Lichtpulse.
Die Fluoreszenzparameter und Fluoreszenzkoeffizienten sind in Tab. 2.8, 2.9 und im Text
erklért.

Durch Einschalten des Messlichts, welches von so geringer Lichtintensitdt ist (PDF < 1
umol-m?-s™), dass keine Photosynthese betrieben werden kann, wird die Messung gestartet.
Diese Lichtintensitét stellt sicher, dass alle Reaktionszentren im offenen Zustand sind, und Qa
vollstindig oxidiert ist. Die ermittelte Chlorophyllfluoreszenzausbeute stellt F,, die
Grundfluoreszenz, dunkeladaptierter Blitter dar. Durch einen kurzen sittigenden Lichtpuls
(PDF > 4000 pmol-m’z-s'l) wird F,, die maximale Fluoreszenz, dunkeladaptierter Blétter
ermittelt. Dabei werden alle Reaktionszentren in einen geschlossenen Zustand tiberfiihrt, und
Qa wird vollstdndig reduziert. Die Differenz von F,, und Fy ist F,, die variable Fluoreszenz.
Aus dem Verhiltnis von F,/F,, wird die maximale Quanteneffizienz des PSII abgleitet (Butler,
1978). Durch Einschalten einer aktinischen Lichtquelle wird ein Teil von QA in den ersten
Sekunden der Belichtung reduziert und die Fluoreszenzausbeute steigt. Danach ist, mit dem
Einsetzen photochemischer Prozesse und Wairmedissipation, wieder eine Abnahme der
Fluoreszenzausbeute zu verzeichnen (Kautsky-Effekt). Diese wird als transiente
Fluoreszenzausbeute (F;) bezeichnet und strebt einen konstanten Wert an (steady state). Nach

der Applikation weiterer sidttigenden Lichtpulse, bei gleichzeitiger Belichtung mit
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aktinischem Licht, wird die maximale Fluoreszenzausbeute (F,) lichtadaptierter Blatter
erhalten. Daraus lassen sich vielfdltige Parameter, wie die photochemische
Fluoreszenzloschung (qP), die nichtphotochemische Fluoreszenzloschung (qN), die
Quantenausbeute des PSII Elektronentransports (®PSII; Genty et al., 1989) und die
Elektronentransportrate (ETR), ableiten (Tab. 2.9).

Zur Bestimmung der Chlorophyllfluoreszenz wurde das Fluorometer PAM-2000 mit Fiberotic
2010-F und Leaf-Clip Holder 2030-B (Walz, Effeltrich, D) eingesetzt. Die Datenanalyse
erfolgte mit der Software DA-2000 (Walz, Efteltrich, D).

Dabei wurde das Fv/Fm-Verhiltnis flir dunkeladaptierten Bléttern (10 min) ermittelt. Die
Bestimmung der Photosynthese-Parameter Fv/Fm, ®PSII, qP, qN und ETR wurde an
dunkeladaptierten Blattern mit anschlieBender Belichtung bei einer Lichtintensitidt von 150
umol'm™>s" durchgefiihrt. Die Experimente zur Erfassung von qP, gN und ETR erfolgten in
einer Lichtreihe an dunkeladaptierten Blittern und Lichtintensitdten von 20, 35, 60, 125, 250,
300, 500, 750 und 1100 pmol'm™s”. Zur Erfassung einer Induktionskurve der
Chlorophyllfluoreszenz wurden dunkeladaptierte Blétter und eine Lichtintensitdt von 500

2 -1
umol'm™-s™ verwendet.

Tab. 2.8: Fluoreszenzparameter und -koeffizienten.

ETR Elektronentransportrate

Fo minimale Fluoreszenzausbeute dunkeladaptierter Blétter, Grundfluoreszenz
Fo minimale Fluoreszenzausbeute lichtadaptierter Blitter

Fm maximale Fluoreszenzausbeute dunkeladaptierter Blatter, Maximalfluoreszenz
Foy maximale Fluoreszenzausbeute lichtadaptierter Blitter

F; transiente Fluoreszenzausbeute lichtadaptierter Blatter

F, variable Fluoreszenzausbeute dunkeladaptierter Blatter

F. variable Fluoreszenzausbeute lichtadaptierter Blétter

Fo/ Fu maximale Quanteneffizienz des PSII

OPSII Quantenausbeute des PSII Elektronentransports

PFD Photonenflussdichte

qN nichtphotochemische Fluoreszenzldschung

qP photochemische Fluoreszenzloschung
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Tab. 2.9: Berechnung der Fluoreszenzkoeftizienten.

ETR = Yield - PAR - 0,5-0,84
qP=(F, -F)/(F, - F;)
gN=1-(F,, -F,)/(F, -F,)
F/F,=(F,-F)/F,

®PSII=(F,, -F,)/F,,

2.2.3.11 Bestimmung des Chlorophyllgehalts

Die Bestimmung der Chlorophyllgehalte erfolgte photometrisch nach der Methode von Graan
und Ort (1984).

Dazu wurde 25 mg Blattmaterial in ein 1,5 ml Eppendorfgefdl3 iiberfithrt und in 1 ml 80%-
igem Aceton homogenisiert. AnschlieBend wurde der Ansatz 10 min im Dunkeln inkubiert
und fiir 1 min bei 5°C und 20.000 x g zentrifugiert. Je nach Konzentration des Ansatz wurde
dieser mit 80%-igem Aceton verdinnt und in eine 1 ml Kiivette tberfiihrt. Die
photometrische Konzentrationsbestimmung des Ansatzes erfolgte bei Wellenldngen von A =
648 nm (Chl b), A = 652 nm (Gesamtchlorophyll) und A = 664nm (Chl a). Unter Verwendung
der von Graan und Ort (1984) definierten Extinktionskoeffizienten wurden die

Chlorophyllgehalte ermittelt.

Chl a (pg/ml) = 13,19 . A664 - 2,57 . A64g
Chl b (ug/ml) = 22,10 : A648 — 5,26 : A664
Chl a+b (ug/ml) =793 A¢ea + 19,53 - Agas
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224 Biochemische Methoden

2.2.4.1 Bestimmung von losliche Zuckern und Stirke

Zur Bestimmung der Gehalte an 16slichen Zuckern (Glukose, Fruktose, Saccharose) und
Starke wurden 30 - 100 mg Blattmaterial in ein 1,5 ml Eppendorfgefde iiberfiihrt und in
fliissigem Stickstoff eingefroren. Das Blattmaterial wurde in gefrorenem Zustand mittels
eines Bohrers grob zerkleinert und mit 500 pl 80%-igem Ethanol versetzt. Die Extraktion der
16slichen Zuckern erfolgte zweimal fiir je 30 min bei 80°C, wobei der 80%-ige Ethanol
einmal gewechselt wurde. Die ethanolischen Extrakte wurden anschlieBend vereinigt und im
Vakuumkonzentrator (Bachofer, Reutlingen, D) eingeengt. Das Pellet wurde in 200 pl Wasser
resuspendiert und die Schwebstoffe bei 20.000 x g fiir 10 min prézipitiert. Die Ansitze
wurden entweder sofort analysiert oder bei —20°C gelagert.

Von dem ausgebleichten Blattmaterial erfolgte parallel dazu die Starkeextraktion. Dazu wurde
die Blattfragmente unter Zugabe von zweimal 250 pl 0,2 M KOH mittels Bohrers erneut
homogenisiert. Die Ansdtze wurden anschlieBend fiir 45 min bei 90°C erhitzt. Nach
Abkiihlung wurden die Proben mit 1 M Essigsdure auf einen pH-Wert von 5,5 bis 6,0
eingestellt. Durch Zugabe von 3,5 U a-Amylase und 2,5 U Amyloglucosidase (in Na-Acetat-
Puffer, pH 4,6) erfolgte eine enzymatische Hydrolyse der Stirke zu Glukose bei RT ii.N.. Die
Reaktion wurde danach durch eine Inkubation bei 95°C fiir 10 min gestoppt. Die Prézipitation
von Schwebstoffen erfolgte durch Zentrifugation bei 20.000 x g fiir 10 min. Der Uberstand
wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefafle iiberfiihrt und entweder sofort analysiert oder

bei —20°C gelagert.

Die Bestimmung der Konzentration von Glukose, Fruktose und Saccharose wurde in einem
gekoppelten optischen Test nach Bergmeyer (1970) durchgefiihrt. Dabei wurde die
Extinktionsédnderung bei 340 nm mittels Mikrotiterplatten-Lesegerdt SpectroFlour Plus
(TECAN GmbH, Crailsheim, D) und der Software EasyWin Kinetics V6.0a (TECAN GmbH,

Crailsheim, D) ermittelt.
Die Bestimmung erfolgte in folgenden Reaktionsansatz (200pl):

100 mM Hepes/ KOH (pH 8,0), 0,6 mM NADP",2 mM ATP, 10 mM MgCL,
+ 2,5 % (v/v) Probe
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Die Bestimmung der 16slichen Zucker erfolgte durch sequentielle Zugabe der folgenden
Enzyme:

0,07 U Glk-6-P-DH

0,75 U Hexokinase Bestimmung der Glukose-Konzentration
0,07 U Phosphoglukose-Isomerase Bestimmung der Fruktose-Konzentration
120 U Invertase Bestimmung der Saccharose-Konzentration

Die Bestimmung von Stirke, welche zuvor zu Glukose hydrolysiert wurde, erfolgte durch
Zugabe der folgenden Enzyme:
0,07 U Glk-6-P-DH

0,75 U Hexokinase Bestimmung der Glukose-Konzentration

Die Bestimmung der Konzentration der Zucker erfolgt anhand der absoluten
Extinktionsédnderung des entstandenen NAD(P)H bei 340 nm unter Anwendung des Lamber-

Beer’schen Gesetzes.
E=¢-c-d

E:  Extinktion
€: Extinktionskoeffizient des geldsten Stoffes

c: Konzentration des gelosten Stoffes

d: Schichtdicke der Losung

Unter Umformung nach ¢ und Anwendung einer variablen Schichtdicke wurde die

Konzentrationsdnderung von NAD(P)H mit der folgenden Formel berechnet:

e AE-m r’
€350(NADPH) - Vg

Ac: absolute Konzentrationsdnderung

AE : absolute Extinktionssédnderung

r: Radius [cm]

€, (NADPH) : Extinktionskoeffizient von NADPH bei 340 nm [cm” x pmol ']
V! eingesetztes Probevolumen [cm’]
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2.24.2 GUS-Firbung von Pflanzengewebe

Der qualitative histochemische Nachweis von B-Glucuronidase-Aktivitit (GUS-Test;
Jefferson et al., 1987) in den Organen und Geweben von transgenen A. thaliana-Pflanzen
wurde mit der Methode nach Stomp (1992) durchgefiihrt. Dazu wurden DNA-Fragmente der
entsprechenden Promotoren mit dem Reportergen uid4 (GUS, B -Glucuronidase) aus E. coli
(Novel and Novel, 1973) fusioniert. Diese Konstrukte wurden anschlieBend durch
Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Gentransfer stabil in das Genom von A. thaliana
uberfiuhrt. Verschiedene Linien der T,-Generation dieser Pflanzen wurden dann hinsichtlich
des GUS-Expressionsmusters untersucht. Durch die B-Glucuronidase wird das Substrat 5-
Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Glucuronid (X-Gluc) zu Brom-4-Chlor-Indol umgesetzt,
welches zu einem blauen Indigofarbstoff dimerisiert (Abb. 2.2). Dieser Farbstoff ist
wasserunldslichen und nicht diffusibel. Uber diese spezifische Firbung kann daher die
Aktivitidt des GUS-Reportergens dort nachgewiesen, wo es exprimiert wird. Dadurch ist ein
sehr detailreicher Riickschluss auf die organ- und gewebespezifische Aktivitit des zu
untersuchenden Promotorfragmentes und die daraus resultierende Expression des
entsprechenden Gene moglich. Dazu wurden die Proben je nach ihrer Gréfe in entsprechende
Reaktionsgefiafie tiberfiihrt und mit GUS-Firbelosung bedeckt. Anschlieend wurde zweimal
fiir 15 min eine Vakuuminfiltration der Proben im Exsikkator durchgefiihrt. Die Inkubation
der Proben erfolgte bei 37°C. Je nach der Stirke der B-Glucuronidase-Aktivitdt wurden die
Inkubation von wenigen Minuten bis auf mehrere Stunden ausgedehnt bis eine deutliche
Blaufarbung erkennbar war. Die Reaktion wurde durch das Entfernen der GUS-Farbelosung
und anschlieBender Zugabe der GUS-Fixierungslosung gestoppt. Im Anschluss wurde fiir 30
min bei 60°C inkubiert. Danach wurden die chlorophyllhaltigen Proben zweimal in 80%-igem
Ethanol bei 60°C entfirbt. Zur Anfertigung von Gewebeschnitten wurden die Proben in
Parafin eingebettet. Ansonsten wurden die Proben direkt mikroskopisch analysiert und

dokumentiert.

GUS-Firbelosung:
0,1 M NaPOQOgy-Puffer (pH 7,2), 10 mM EDTA, 0,5 mM K3Fe(CN)¢ (K-Ferricyanid), 0,5 mM
K4Fe(CN)g (K-Ferrocyanid), 0,1 % Triton X-100, 1 mM X-Glucuronid (geldst in DMF)

GUS-Fixierungslosung:
50 % (v/v) Ethanol, 5 % (v/v) Essigséure, 3.7 % (v/v) Formaldehyd
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+ X —» x-x,l,

Oxidation blau

Abb. 2.1: Reaktionsschema des Nachweises der B-Glucuronidase (GUS) -Aktivitit unter
Verwendung des Substrates X-Gluc im quantitativen GUS-Test.

2.2.4.3 Wasserstoffperoxid-Fiarbung

Die Fiarbung von Wasserstoffperoxid wurde mittels Farbung von 3,3-Diaminobenzidin (DAB)
nach der Methode von Thordal-Christensen et al. (1997) durchgefiihrt. Dabei polymerisiert
DAB spontan und lokal in Kontakt mit Wasserstoffperoxid bei Anwesenheit einer Peroxidase.
Das polymerisierte DAB ist dabei durch eine braunliche Farbung gekennzeichnet.

Fir die Farbung wurden ganze Blattrosetten verwendet und in Petrischalen (@ 90 mm).
tiberfiihrt. Nach Zugabe der DAB-Férbelosung wurde zweimal fiir ca. 15 min eine
Vakuuminfiltration durchgefiihrt. Danach sind die Blattrosetten auf feuchtes Whatman-Papier
ausgelegt und dem gewlinschten Stress ausgesetzt worden. AnschlieBend erfolgte eine
Uberfithrung der Blattrosetten in die DAB-Fixierungslosung und eine Inkubation fiir 45 min.

Im Anschluss wurde das Blattmaterial bei 60°C in 80%-gem Ethanol entfarbt.
DAB-Firbelosung:
1 mg/ml 3,3-Diaminobezidin (DAB) gelost in 1 x PBS (pH 7,2)

(DAB wurde zunéchst in 10 ml dH,O unter Zugabe von 10 N HCI gelost)

1 x PBS (pH 7,2):
8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 1,44 g/l Na,HPO4, 0,24 g/l KH,PO4

DAB-Fixierungslosung:
33 % (v/v) Ethanol, 33 % (v/v) Milchséure, 33 % (v/v) Glycerol
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2.2.5 Analytische Methoden

2.2.5.1 Mikroskopie

2.2.5.1.1 Licht- und Fluoreszenz-Mikroskopie

Fir die Mikroskopischen Analysen wurde das Binokulare Nikon SMZ-U (Nikon AG,
Diisseldorf, D) sowie das Epifluoreszenz-Mikroskope Nikon Eclipse E800 (Nikon AG,
Diisseldorf, D) mit den folgenden Filtern verwendet:
GFP (R) - BP EX 460-500

DM 505

BA 510-560
UV -2A EX 330-300

DM 400

BA 420

Des Weiteren wurde das Epifluoreszenz-Mikroskope LEICA-DMRE (Leica, Wetzlar, D) mit

den folgenden Filtern verwendet:

EGFP-LP BP 470/40
LP 500

N2.1 BP 515-560
LP 590

Ds-Red BP 546/10
BP 600/40

Die Bilddokumentation erfolgte mittels der CCD-Farbvideokamera (KY-F1030; JVC,
Singapore, Thailand) fiir das Nikon Eclipse E800 oder fiir das LEICA-DMRE mit der CCD-
Farbvideokamera (KY-F70 3-CCD; JVC, Singapore, Thailand) unter Verwendung des
DISKUS Software-Pakets (Technisches Biiro Hilgers, Konigswinter, D).
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2.2.5.1.2 Elektronen-Mikroskopie

Fiir die Elektronenmikroskopische Analyse wurden ca. 2 x 2 mm grofle Blattstiicke der A.
thaliana Mutanten sowie des Wildtyps verwendet. Diese wurden zur Fixierung in eine 2%-ige
Glutaraldehydlosung tiberfiihrt und im Excikator durch Anlegen eines Vakuums infiltriert.
Wenn es nicht zu einem Absinken der Proben kam, wurde eine geringe Menge 0,01%-iges
Triton X 100 dazugegeben oder leicht anzentrifugiert. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation
bei 4°C ii.N.. Danach wurde die Glutaraldehyd-Losung verworfen und die Proben dreimal in
100 mM NaPi-Puffer gewaschen. Der Puffer wurde anschlieend entfernt und die Proben mit
2%-1ger Osmiumtetroxid-Losung bei 4°C ii.N. inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung
entfernt und dreimal mit dH,O gewaschen. Danach wurde das dH,O abgenommen und die
Proben in einer Acetonreihe entwissert. Dabei erfolgte zunichst eine Uberschichtung der
Proben mit 25%-igem Aceton und eine Inkubation fiir 15 - 20 min. AnschlieBend wurde die
Losung abgenommen, die Proben mit 50%-igem Aceton mit 1% Uranylacetat iiberschichtet
und fiir 2 h inkubiert. Dieser Schritt wurde danach mit 70%-, 96%- und dreimal 100%-igem
Aceton fiir jeweils 15 — 20 min wiederholt. Im Anschluss folgte die Einbettung in Spurr.
Zunichst wurden die Proben in Spurr und Aceton im Verhiltnis 1:1 i.N. bei RT inkubiert.
Danach erfolgte die Zugabe von Spurr und Aceton im Verhéltnis 3:1 und purem Spurr fiir
jeweils fiir 4 h tiberschichtet, sowie abschlieBend eine Inkubation in frischem Spurr i.N.. Die
Proben wurden dann mit purem Spurr in Formmatten eingebettet. Die Polymerisation erfolgte
zundchst fiir 3 - 4 h bei 40°C und abschlieend bei 50°C fiir 2 - 3 Tage. Die Ultra-
Diinnschnitte (60 bis 70 nm) der Proben wurden mit dem Leica Ultracut UCT Mikrotom
(Leica Microsystems, Wien, Osterreich) unter Verwendung von Diamantmessern (Micro Star,
Huntsville, USA) hergestellt. Diese wurden auf einem mit Pioloform bezogenen Kupfergittern
befestigt und mit Bleicitrat und Uranlyacetat (Reynolds, 1963) kontrastiert. Die Analyse
erfolgte mit einem Transmissions-Elektronenmikroskop Zeiss EM 109 (Carl Zeiss,
Oberkochem, D) bei 80 kV. Mikrographe wurden mit So-163 EM film (Kodak, Rochester,
USA) aufgenommen. Die Elektronenmikroskopie wurden von Dr. Stefan Geimer (Universitét
Bayreuth) durchgefiihrt. Die Flachenanalyse der Granastapel erfolgte mit der Software ImageJ
1.37v (Dr. W. Rasband; National Institute of Health, Bethesda, USA).

IM Natriumphosphatpuffer (pH 7,2):
2,8 (V/V) 1M NaH2P04, 7,2 (V/V) 1M NazHPO4
(vor Gebrauch auf 100mM mit dH,O verdiinnen)
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2% Glutaraldehyd (pH 7,2):
2 % (w/v) Glutaraldehyd in 100 mM NaPi-Puffer (pH 7,2)

2% Osmiumtetroxid:

2 % (w/v) OsO4 in dH,O

Spurr-Harz:

26 g Nonenylsuccinic anhydride pure (NSA), 10 g ERL-4221 D, 6 g D.E.R. 736 pract., 0,4 g

Dimethylaminoethanol

2.2.6 Photodokumentation

Zur visuellen Dokumentation der Pflanzen wurde die Digitalkamera Nikon Coolpix 995

(Nikon AG, Diisseldorf, D) verwendet.

2.2.7 Statistische Analysen
2.2.7.1 Pearson's xz—Test (Anpassungstest)

Der y>-Test untersucht die Verteilungseigenschaften einer statistischen Grundgesamtheit.
Durch den y*-Anpassungstest wurde die Nullhypothese, ob die empirisch ermittelten Daten
einer theoretischen Verteilung entstammen, gepriift. Ist der ermittelte x*-Wert > dem
Tafelwert, bei der gegebenen Anzahl von Freiheitsgraden, ist die Nullhypothese mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit o abzulehnen, d.h. die beobachtete Verteilung der empirischen

Daten unterscheiden sich von der theoretischen Verteilung.

Formel des - Anpassungstest:
2 G (Bi— E)’
X~ ZZ:I: Ei
Bi: beobachtete Haufigkeit

Ei: theoretische Haufigkeit
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2.2.7.2  Student’s #-Test (+~Test nach Welch)

Der ¢-Test nach Welch wurde angewendet um die Nullhypothese, ob sich die Mittelwerte von
zwei normalverteilten Stichproben (die sich in Varianz und Stichprobenumfang
unterscheiden) gleichen, zu untersuchen. Ist der ermittelte -~-Wert > dem Tafelwert, bei der
gegebenen Anzahl von Freiheitsgraden, ist die Nullhypothese mit einer Irrtums-

wahrscheinlichkeit o abzulehnen, d.h. die Mittelwerte der Stichproben unterscheiden sich.

Formel des #-Test nach Welch:

Xi— X
==

s, S

ni n:
X0 Mittelwert der Stichprobe 1
X Mittelwert der Stichprobe 2
st Varianz der Stichprobe 1
53 Varianz der Stichprobe 2
ni: Stichprobenumfang 1
n»: Stichprobenumfang 2
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3. Ergebnisse

3.1  insilico Analysen der AtDAP-Proteine

Um einen Uberblick iiber die phylogenetischen und molekularen Eigenschaften des in der
isolierten Mutante dap (dap1-1) beeintrachtigten Proteins AtDAP1 (At1g64150) zu erhalten,
kamen verschiedene in silico Analyseprogramme zur Anwendung.

Ausgehend von dessen Aminosduresequenz wurden BLAST-Analysen in den Datenbanken
von TAIR und NCBI durchgefiihrt. Basierend auf der Genom-Annotation von Arabidopsis
thaliana (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000) konnten vier homologe Proteine
identifiziert werden, die wie folgt benannt wurden: AtDAP2 (At4gl13590), AtDAP3
(At1g68650), AtDAP4 (At1g25520) und AtDAPS (At5g36290). Weiterhin wurden homologe
Proteine bei Cyanobakterien, z.B. Synechocystis sp. PCC 6803, bei einigen heterotrophen
Bakterien sowie flir Eukaryoten wie Pilze, z.B. Saccharomyces cerevisiae, Neurospora
crassa, Aspergillus nidulans, und Tiere, z.B. Caenorhabditis elegans, Drosophila

melanogaster, Mus musculus, Homo sapiens, identifiziert (Abb. 3.1A). Auch fiir andere

AtDAP5
— Os08g41670 | IV
L os11g28300 |
0s08g33630 ]
AtDAP4 111
AtDAP3
AtDAP2 i
0s11g34180 | 11
AtDAP1
0s01g12220 |

Mﬁ!

Abb. 3.1: Phylogenetische Baume der DAP-Proteine von A. thaliana und weiteren Spezies.
(A) Unverwurzelter phylogenetische Baum der DAP-Proteine von A. thaliana, Bakterien,
Pilzen und Tieren.

(B) Rechtwinkliges Cladogramm der DAP-Proteine von 4. thaliana (At) und O. sativa (Os).
Die Baume wurden basierend auf der Aminosduresequenz der Proteine unter Verwendung der
Programme ClustalX und TreeView erstellt.
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hohere Pflanzen, z.B. Oryza sativa, Medicago truncatula und Populus trichocarpa konnten
homologe DAP-Proteine ermittelt werden. Anhand der Genom-Annotation von Reis
(International Rice Genome Sequence Project, 2005) wurde fiir diese monokotyledone
Pflanze ein #hnlicher Satz an DAP-Proteinen identifiziert (Abb. 3.1B). Dabei war eine
Einordnung der Proteine in vier separate Gruppen moglich. Innerhalb dieser Gruppen
befinden sich Proteine, die anhand von Vorhersagen die gleiche subzelluldren Lokalisation
aufweisen. Fiir die Proteine der Gruppen I und II werden plastidire Signalpeptide
vorhergesagt. Die Proteine der Gruppe IV zeigen Signalpeptide fiir den sekretorischen Weg.
In der Gruppe III befinden sich Proteine mit ungenauen Vorhersagen, fiir die jeweils
mitochondriale Signalpeptide als auch Signalpeptide des sekretorischen Wegs vorhergesagt
werden.

Zur Zeit ist fiir keines der ermittelten Homologe aus den verschiedenen Organismen eine
konkrete Funktion beschrieben. Aktuelle Ergebnisse postulieren fiir das homologe DAP-
Protein aus S. cerevisiae jedoch eine nichteingehend charakterisierte Beteiligung in der
Ribosomenbiogenese (Barbara ef al., 2007).

Ein auf der Aminosduresequenz basierender Vergleich, zeigt Aminosdureidentitdten von 34
bis 89% zwischen den AtDAP-Proteinen (Tab. 3.1). Dabei besitzen AtDAP1 und AtDAP2
mit 47% sowie AtDAP3 und AtDAP4 mit 89% eine hohere Identitidt zueinander als zu den
jeweils anderen Proteinen. Weiterhin ist anzunehmen, dass die Gene AtDAP3 und AtDAP4

sehr wahrscheinlich auf eine Genduplikation zuriickgehen, da diese sich in einem duplizierten

Tab. 3.1: Homologievergleich der DAP-Proteine auf Aminosiureebene.

Vergleich der Aminosiureidentitit (I) in % und des Uberlappungsbereichs (C, coverage) der
DAP-Proteine von A. thaliana (At) mit denen von O. sativa (Os), Synechocystis sp. PCC 6803
(Syn.) und S. cerevisiae (S.c.).

Die aufgelisteten Daten entstammen der ARAMEMNON-Datenbank (Schwacke et al., 2003).

AtDAP1 AtDAP2 AtDAP3 AtDAP4 AtDAPS5

| Cc [ Cc | Cc [ C [ Cc
AtDAP1 - - 47 0,52 34 0,56 34 0,56 38 0,54
AtDAP2 47 0,52 - - 39 0,58 39 0,58 41 0,60
AtDAP3 34 0,56 39 0,58 - - 89 1,00 43 0,72
AtDAP4 34 0,56 39 0,58 89 1,00 - - 44 0,72
AtDAPS 38 0,54 Ll 0,60 43 0,72 44 0,72 - -
0s01g12220 58 0,49 46 0,27 37 0,28 36 0,28 31 0,48
0Os11934180 36 0,90 70 0,84 36 0,61 38 0,61 42 0,60
0s089g33630 33 0,56 37 0,58 76 0,96 76 0,97 41 0,73
0s089g41670 37 0,57 41 0,57 44 0,74 45 0,74 69 0,97
0s11g28300 36 0,56 39 0,62 45 0,75 47 0,72 73 0,98
Syn sll0615 40 0,54 44 0,54 40 0,90 38 0,89 40 0,90
S.c. YBR187TW 29 1,00 33 0,85 37 0,83 37 0,84 37 0,88
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Genombereich auf dem Chromosom I befinden. Weitere Indizien fiir diese Vermutung sind
die konservierte Intron/Exon-Struktur dieser Gene und die schon erwéhnten
Ubereinstimmungen auf Aminosiuresequenzebene (MATDB Redundancy Viewer, BLASTP,
P-value = 7,9™*). Fiir die restlichen 4tDAP-Gene konnte keine dhnliche Intron/Exon-Struktur
ermittelt werden. AtDAP5 und die anderen Mitgliedern der A. thaliana-Proteinfamilie
besitzen untereinander Aminosdureidentititen von 38 bis 44%. Die Aminosdureidentitit
zwischen den DAP-Proteinen von A. thaliana und O. sativa liegen zwischen 31 und 76%.
Dabei ist auffillig, dass AtDAP1 und AtDAP2 jeweils nur ein Homolog mit starker
Aminoséureidentitit in Reis besitzen (Os01g12220, 58% bzw. Os11g34180, 70%). Fiir
AtDAP3 und AtDAP4 ist mit 76% die Identitdit zum Protein Os08g33630 am hdchsten.
AtDAPS5 weist hohe Aminosédureidentititen zu zwei Proteinen, Os11g28300 (73%) und
0s08g41670 (69%), von Reis auf. Die Ahnlichkeit der DAP-Proteine von A. thaliana zu den
Homologen von Synechocystis sp. PCC 6803 und S. cerevisiae ist deutlich geringer. Diese
betrigt nur 44% bzw. 37%.

In Protein-alignments weisen AtDAP1, AtDAP2 und AtDAPS im Vergleich zu AtDAP3,
AtDAP4 und zu bakteriellen DAP-Proteinen eine N-terminale Verlingerungen auf. Dabei

wire eine Funktion als Signalpeptide denkbar, welche eine unterschiedliche subzelluldre

Tab. 3.2: Vorhersagen iiber potentielle Signalpeptide fiir die AtDAP-Proteine.

Auflistung der Ergebnisse von verschiedenen Vorhersageprogramme iiber die Existenz von
chloroplastiddren (c), mitochondrialen (m) oder Signalpeptiden des sekretorischen
Signalwegs (s) fiir die AtDAP-Proteine. Die hervorgehobenen Werte stehen fiir die vom
jeweiligen Programm bevorzugte Proteinlokalisation. Die angegebenen Zahlenwerte der
einzelnen Programme sind untereinander nicht direkt vergleichbar.

Programm AtDAP1 AtDAP2 AtDAP3 AtDAP4 AtDAP5
c | m|s c|m|s c|m| s c|m| s c|m| s
BaCelLo ja - - | ja - - - - - - - - - - | ja
ChloroP v1.1 0,59 - - 10,56 - - 0,5 - - 1049 - - 1045 - -
iPSort 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1
Mitopred - |nein| - - |nein| - - |nein| - - |nein| - - |nein| -
MitoProd v2 - |0,65| - - 10,85 - - 10,26 - - 017 - - 10,26 -
MultiLoc 0,96 (0,03]0,00/0,95|0,03/0,00]0,11(0,20|0,42]0,09|0,24 |0,54]0,00|0,00{0,99
PCLR v0.9 0,99 - - 10,98 - - 10,12 - - 10,06 - - 10,04 - -
Pprowler v1.1 0,97 0,01|0,00(0,94|0,02|0,00]0,05|0,07|0,58|0,02|0,09|0,60]0,00|0,00|0,97
PrediSi - - 10,02 - - |01 - - 10,78 - - 10,78 - - 10,73
Predotar v1 0,79|0,18|0,00(0,11|0,06 | 0,03]0,11|0,06 |0,01|0,12|0,21|0,05]0,00|0,03 | 0,92
PredSL 0,97(0,19]0,00(1,00|0,00{0,01]0,01({0,00{1,00|0,00|0,00(1,00]0,00|0,00(1,00
| SignalP HMM v3 - - (0,00 - - 10,03| - - 10,38 - - 10,28] - - 10,98
| SignalP NN v3 - - 10,04 - - 10,11 - - 10,35 - - 0,4 - - 10,85
TargetLoc 0,90|0,06|0,02(0,92|0,05/0,02]0,260,18|0,47|0,24|0,18|0,50]0,01|0,03 | 0,94
TargetP vi 0,98 |0,05|0,01(0,74|0,02|0,08]0,03|0,04|0,41]0,02|0,05|0,41]0,02|0,02 0,97




Ergebnisse

Lokalisationen dieser Proteine vermittelt konnte. Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wurden
die AtDAP-Proteine mit verschieden Vorhersageprogramme zur Bestimmung von
Signalpeptiden analysiert (Tab. 3.2). Dabei deutet die iliberwiegende Mehrzahl dieser
Programme auf die Existenz von chloroplastidéren Transitpeptiden fiir AtDAP1 und AtDAP2
hin. Ein weiterer Hinweis fiir die chloroplastiddre Lokalisation von AtDAP2 wurde in einer
Proteomanalyse der Chloroplastenhiillmembran von A4. thaliana durch Ferro et al. (2003)
erbracht. Dabei konnte mittels Massenspektrometrie das AtDAP2-Protein in einer Fraktion
der Hiillmembran nachgewiesen werden. Signalsequenzen fiir den Sec pathway, den twin
arginine translocation pathway oder den signal recognitionparticle pathway, welche eine
spezifische intraplastidiare Lokalisation von AtDAP1 und AtDAP2 in der Thylakoidmembran
oder im -lumen vermitteln konnten, wurden nicht ermittelt. Fiir das Protein AtDAPS5 wird ein
Signalpeptid des sekretorischen Wegs angezeigt. Fiir Proteine, die liber den sekretorischen
Signalweg transportiert werden, ist eine Lokalisation in verschieden subzelluldren
Kompartimenten moglich (Jirgens 2004, Matheson et al., 2007, Hanton et al., 2007).
Proteine, die ein solches Signalpeptid tragen, konnen sowohl im endoplasmatischem
Retikulum, im Golgi-Apparat aber auch in der Vakuole, in der Plasmamembran oder
extrazelluldr lokalisiert sein. Obwohl AtDAP3 und AtDAP4 keine N-terminale Verldngerung
besitzen, geben einzelne Vorhersageprogramme Signalpeptide fiir den sekretorischen Weg an.
Weiterhin zeigen einige Programme auch mitochondriale Transitpeptide fiir AtDAP3 und
AtDAP4 an. Diese Vorhersagen sind jedoch nicht einheitlich.

Die DAP-Proteinen von A. thaliana sind relative kleine Proteine mit einer Lange von 228 bis
370 Aminosdureresten. Das resultierende rechnerische Molekulargewicht betragt 39 kDA fiir
AtDAPI1, 40 kDA fir AtDAP2, 25 kDA fiir AtDAP3 und AtDAP4 sowie 30 kDA fiir
AtDAPS. Unter Verwendung des Programms SignalP v3 (Emanuelsson et al., 2000; 2007;
Nielson et al., 1997) wurden Proteaseschnittstellen fiir die jeweiligen Transitpeptide ermittelt.
Damit war es moglich, das rechnerische Molekulargewicht der reifen Proteine zu bestimmen.
Anhand dieser Vorhersagen ergeben sich fiir die reifen Proteine rechnerische
Molekulargewichte von 31 kDA fiir AtDAPI1, von 30 kDA fiir AtDAP2 und von 32 kDa fiir
AtDAPS. Fiir AtDAP3 und AtDAP4 wurden keine Schnittstellen ermittelt.

Verschiedene  Programme  zur  Vorhersage  a-helikaler = Transmembrandominen
(ARAMEMNON Datenbank; Schwacke et al., 2003) deuten die Existenz von finf bis acht
Membranhelices flir die AtDAP-Proteine an (Abb. 3.2). Dabei werden fiir AtDAP1 acht, fiir
AtDAP2 sieben, fiir AtDAP3 und AtDAP4 jeweils fiinf und fiir AtDAPS durchschnittlich

sechs Transmembranhelices angegeben. Daher ist anzunehmen, dass es sich um stark
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hydrophobe Proteine handelt, die als integrale Membranenproteine vorliegen. Des Weiteren
ist ein relativ hydrophiler Aminosdurebereich fiir AtDAP1 und AtDAP2 nach der vierten, fiir
AtDAP3 und AtDAP4 nach der zweiten und fir AtDAPS5 nach der dritten
Transmembrandomaine auffillig (Abb. 3.2).

AtDAP1 AtDAP2
AM AM
CONSEnsus 081 078 082 084 083 0.50.740.83 CONSEnsus 091 074 081 0.74 0.2 089 0.81

100 ' 200 ' 300 ) I 1 100 I 200 ‘ 300

AtDAP3 AtDAP4

AM AM

CONSEnsus 0.9 0.74 0.69 0.79 0.78 consensus 0.89 0.74 0.65 0.86 0.79

160 ||| ; Zilll] I I 1 f:'ﬂ lvl : 260

AtDAPS

AM

consensus 039 085 0685 0.61 0.77 067

100 200

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Position a-helikaler Transmembranspannen fiir die
AtDAP-Proteine.

Vorhersagen zur Position von oa-helikalen Transmembranspannen fiir die AtDAP-Proteine
anhand von Hydropathiediagrammen. Dabei kennzeichnen die grau schattierten Bereiche die
Lage der Transmembranhelices innerhalb der Aminosduresequenz der Proteine. Der AM
consensus beschreibt die Wahrscheinlichkeit flir die Existenz der jeweiligen Membranspanne
(Késtchen) durch den darunter dargestellten Zahlenwert. Die Daten entstammen der
ARAMEMNON Datenbank (Schwacke et al., 2003).
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3.2  Analyse der subzelluliiren Lokalisation der AtDAP-Proteine

Aufgrund der Hinweise {iber Signalpeptide, die anhand der in silico Analysen im Kapitel 3.1
gewonnen wurden, sollte fiir die Mitglieder der AtDAP-Familie die subzelluldre Lokalisation
der Proteine unter Verwendung des Reporterproteins GFP (green fluorescent protein) in vivo

ermittelt werden.

3.2.1 Analyse der subzelluliren Lokalisation der AtDAP-Proteine in Tabak-

protoplasten

Um die Existenz der mutmaBlichen Signalpeptide zu verifizieren, wurden zunéchst einmal die
ersten 100 N-terminalen Aminosdurereste der AtDAP-Proteine C-terminal mit dem
Reporterprotein GFP fusioniert. Dabei stand die Expression der Fusionskonstrukte unter
Kontrolle des 35S-Promotors des Cauliflower Mosaic Virus (CaMV), welcher eine starke
konstitutive Expression in Pflanzenzellen realisiert. Nach einer transienten Transformation
von BY2 Tabakprotoplasten mit diesen Konstrukten wurde die Lokalisation der zu
untersuchenden GFP-Fusionsproteine mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert (Abb. 3.3).

Wir zu erwarten, wurde fiir nicht transformierte Tabakprotoplasten kein GFP-
Fluoreszenzsignal ermittelt (Abb. 3.3A - C). Als Positivkontrolle diente ein Konstrukt,
welches nur das GFP-Protein exprimiert. Tabakprotoplasten, die mit diesem Konstrukt
transformierte wurden, zeigten, da GFP ein 16sliches Protein ist, eine Fluoreszenzsignal im
Cytosol (Abb. 3.3D - F). Die GFP-Fluoreszenz fiir das AtDAP1-Fusionsprotein ergab ein
deutlich lokal begrenztes Signal (Abb. 3.3G - I). Das GFP-Signal war dabei auf die Plastiden
beschrinkt, welche in BY2 Tabakprotoplasten eine ringférmige Anordnung aufweisen. Auch
fiir das AtDAP2-Fusionsprotein wurde so eine Lokalisation in Plastiden nachgewiesen (Abb.
3.3] - L). Damit konnte die Existenz von plastiddren Transitpeptiden, wie sie von mehreren
Vorhersagenprogrammen vorgeschlagen wurde (vgl. Tab. 3.2), fiir diese beiden Proteine
experimentell bestitigt werden. Fiir die GFP-Fusionsproteine von AtDAP3, AtDAP4 und
AtDAPS wurde durch die Transformation von BY2 Tabakprotoplasten keine eindeutigen
GFP-Signale erhalten, die eine zuverldssige Aussage iiber die subzelluldre Lokalisation dieser

Proteine zulassen wiirden.
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Kontrolle

Abb. 3.3: Lokalisation der GFP-Fusionsproteine von AtDAP1 und AtDAP2 in BY2
Tabakprotoplasten.

Lichtmikroskopische Aufnahme nach Nomarski (A, D, G und J), GFP-Fluoreszenz (B, E, H
und K), Uberlagerung der licht- und fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (C, F, I und L).
Balken = 20 pm.
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3.2.2 Analyse der subzelluliiren Lokalisation der AtDAP-Proteine in einer Arabidopsis-

Zellkultur

Da unter Verwendung der ersten 100 N-terminalen Aminosdurereste nur fir AtDAP1 und
AtDAP?2 ein funktionelles Transitpeptid bestimmt werden konnte, wurden Konstrukte mit der
kompletten Aminoséduresequenz der verschiedenen AtDAP-Proteine in Verbindung mit einer
C-terminalen GFP-Fusion generiert. Dadurch sollte in einem alternativen Ansatz versucht
werden, die Lokalisation von AtDAP3, AtDAP4 und AtDAPS zu bestimmen. Weiterhin sollte
dadurch die Lokalisation des kompletten Proteins von AtDAP1 bzw. AtDAP2 in den
Plastiden Dbestédtigt werden. Die entsprechenden Konstrukte durch Agrobacterium
tumefaciens-vermittelten Gentransfer stabil in das Genom von Zellen einer A. thaliana-
Zellkultur iiberfiihrt. Als Kontrollen wurden zwei weitere GFP-Konstrukte mitgefiihrt. Als
erste Kontrolle diente eine GFP-Fusion mit dem im Cytosol lokalisierten Protein BCAT4
(branched-chain amino acid transaminases 4; Diebold et al., 2002) von A. thaliana. Eine
Fusion der ersten 100 N-terminalen  Aminosdurereste des  TPT-Proteins
(Triosephosphat/Phosphattranslokator; Fliigge et al., 1989) von A. thaliana dienten als
Positivkontrolle fiir eine plastidire Lokalisation. Die beiden Kontrollen zeigten die jeweils
erwartete Lokalisationen im Cytosol bzw. in den Plastiden (Abb. 3.4A - F). Die GFP-
Fusionsproteine mit den kompletten Aminosduresequenzen von AtDAP1 und ATDAP2 waren
wie im vorangegangenen Experiment deutlich in den Plastiden lokalisiert (Abb. 3.4G - L).
Die Fusionsproteine von AtDAP3 und AtDAP4 wiesen eine cytosolische Anreicherung auf
(Abb. 3.4M - R). Da fiir AtDAP3 und AtDAP4 jeweils fiinf Membranspannen vorhergesagt
werden, ist anzunehmen, dass die GFP-Fusion die Loslichkeit dieser Proteine verdandert und
so zu einer Misslokalisation im Cytosol fiihrt. Dadurch war eine abschlieBende Kldrung der
Lokalisation fiir diese Proteine nicht mdglich. Fiir AtDAPS war ein sehr schwaches GFP-
Signal, welches sich iiber die gesamte Zelle erstreckt, detektierbar (Abb. 3.4S - U).
Dementsprechend wire von einer Lokalisation in der Zentralvakuole auszugehen. Da die
Stirke des GFP-Fluoreszenzsignals jedoch sehr gering war, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass es sich moglicherweise um ein Artefakt handelte. Somit war auch die

Lokalisation AtDAPS5 nicht eindeutig zu bestimmen.
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P3ss:BCAT4:GFP

P3ss:DAP1:GFP

P3ss:DAP2:GFP
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P3ss:DAP4:GFP

0
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Abb. 3.4: Lokalisation der GFP-Fusionsproteine von AtDAP1, AtDAP2 AtDAP3, AtDAP4
und AtDAPS in einer Zellkultur von A. thaliana.

Lichtmikroskopische Aufnahme nach Nomarski (A, D, G, J, M, P und S), GFP-Fluoreszenz

(B, E, H, K, N, Q und T), Uberlagerung der licht- und fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen (C, F, I, L, O, R und U). Balken = 20 pm.
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33 Expressionanalyse der A¢tDAP-Gene

3.3.1 insilico Analyse der Expression der A¢tDAP-Gene

Die Veroffentlichung einer groen Anzahl von DNA Microarray-Experimenten durch
nationale Institute und Kooperationen von Wissenschaftlern (AtGenExpress, NASCArrays,
Gruissem Lab, GEO, FGCZ, ArrayExpress) auf der standarisierten Basis des ATH1 full
genome array von Affymetrix (Redman et al., 2004) und die Visualisierung der Resultate in
Datenbanken ist ein sehr hilfreiches Werkzeug zur Expressionsanalyse von Genen in A.
thaliana. Dabei ist neben der Analyse des entwicklungs-, organ- und gewebespezifischen
Expressionsmusters auch die Expression von Genen in Abhédngigkeit von verschiedensten
biotischen und abiotischen Stressfaktoren moglich. Fiir die Expressionsanalyse der AtDAP-
Gene wurde die Datenbank GENEVESTIGATOR (Zimmermann ef al., 2004) verwendet. Die
gezeigten Daten sind normalisiert und die Expressionsstirke in einer Farbkodierung
dargestellt. Dabei stellt die Farbe weill eine geringe und die Farbe dunkelblau einer hohe
Genexpression dar  (Abb. 3.5A). Da diese Farbkodierung bei  geringen
Expressionsunterschieden irrefilhrend sein kann, wurde zusitzlich der Log2(n) des
Zahlenwerts der entsprechenden Expressionsstirke angegeben.

Eine Expressionsanalyse war fliir AtDAP2 nicht moglich, da die auf dem Microarray
befindlichen Sonden fiir dieses Gen nicht spezifisch genug sind und auch das angrenzende
Gen At4gl13580 detektierten. Die Expressionsanalyse fiir die restlichen 4¢tDAP-Gene zeigte
eine nahezu durchgingige Expression der AtDAP-Gene in den verschiedenen
Entwicklungsstadien. Dabei wies AtDAPI eine hohere Expression in der vegetativen
Entwicklung, besonders in den spéteren Phasen der Blattentwicklung, und in der generativen
Phase bei der Bliitenbildung und -differenzierung. Das Gen AtDAP3 war geringfligig starker
in den Phasen der Blatt- und Bliitenentwicklung und etwas schwécher in der Keimungsphase
und der Schotenausbildung exprimiert. Dahingegen zeigte AtDAP4 eine etwas stirkere
Expression in der Phase der Keimung, der Bliitenentwicklung und der Schotenbildung. In den
Keimlingen und in der vegetativen Phase war AtDAP4 etwas schwicher exprimiert. Fiir
AtDAP5 war eine anndhernd gleich starke Expression in allen Entwicklungsstadien
nachzuweisen.

Eine Analyse der organ- und gewebespezifischen Expression von AtDAPI zeigte dessen
Aktivitdt in Keimlingen und adulten Pflanzen vor allem in den oberirdischen Pflanzenteilen

an. Dahingegen war die Expression nur sehr gering in der Wurzel, in der Keimwurzel, in Kalli
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Abb. 3.5: Expressionsanalyse der AtDAP-Gene.
(A) Entwicklungs-,
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organ- und gewebespezifische Expressionsmuster der AtDAP-Gene

ermittelt auf der Grundlage von Microarray-Experimenten und deren Visualisierung durch das
Programm Genevestigator. Die Expressionsstérke ist als Farbintensitdt sowie als numerischer

Wert (Log2(n)) dargestellt.

(B) Analyse der Expressionsmuster der AtDAP-Gene mittels semiquantitativer RT-PCR.
Dargestellt sind die erhaltenen RT-PCR Fragmente von AtDAPI, AtDAP2, AtDAP3, AtDAP4,
AtDAPS5 und einer Kontrolle mit genomischer DNA (gDNA) nach 35 Zyklen sowie von

Aktin2 nach 25 Zyklen aus verschiedenen Organen.
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und in der Zellsuspension ausgeprigt. AtDAP3, AtDAP4 und AtDAP5 zeigten eine breite
organ- und gewebespezifische Expression. Die Expression von AtDAP3 im Keimling war
eher gering, obwohl die Einzelwerte fiir die Keimblitter, das Hypokotyl und die Keimwurzel
eine hohere Expression widerspiegelten. Des Weiteren war eine etwas hohere Expression im
Spross, in Blittern aber vor allem in verschiedenen Teilen der Wurzel nachweisbar. Die
Expression von AtDAP4 war in Kelch-, Kron- und Staubblittern sowie in Hoch- und
seneszenten Rosettenblittern stiarker nachzuweisen. Dahingegen war das Expressionsmuster
von AtDAPS in den aufgefiihrten Organen und Geweben in etwa gleich. Eine etwas stirkere

Expression war nur in Teilen der Wurzel zu verzeichnen.

3.3.2 Analyse der Expression der AtDAP-Gene durch semiquantitative RT-PCR

Zu den auf Basis der Microarray-Analysen (Kap. 3.3.1) erhaltenen Expressionsmustern wurde
die Expression der AtDAP-Gene zusitzlich durch semiquantitative RT-PCR bestimmt. Dazu
wurde Gesamt-RNA aus verschieden Organen wie Bliite, Stingel, Hochblatt, Rosettenblatt
und Wurzel von Wildtyppflanzen isoliert.

In diesen Untersuchungen war die Expression von AtDAPI in der Bliite sehr stark, in
Rosettenblittern stark und im Stingel und in Hochbléttern schwicher (Abb. 3.5B). Fiir die
Wurzel konnte keine Expression ermittelt werden. Die erhaltenen Ergebnisse decken sich gut
mit dem aus Microarray-Analysen erhaltenen Expressionsmuster von AtDAPI. Bei diesen
Analysen wurde allerdings eine schwache Expression von AtDAPI auch in der Wurzel
nachgewiesen. Weiterhin wurde durch die Expressionsanalyse mittels RT-PCR eine etwas
hohere AtDAPI-Expression fiir die Bliite und die Rosettenblitter im Vergleich zum Stingel
und zu den Hochblittern bestimmt. Die Expression von AtDAP2 war in etwa gleich stark im
Stangel und der Wurzel nachweisbar. Etwas hoher war die Expression im Hoch- und
Rosettenblatt. Fiir die Bliite wurde der hochste Expression von AtDAP2 ermittelt. Eine
Expression von AtDAP3 war sehr stark in der Bliite sowie stark im Stangel, im Rosettenblatt
und der Wurzel nachzuweisen. Eine schwichere Expression wurde hingegen fiir die
Hochblétter ermittelt. Auch die Daten der Microarray-Analysen zeigen eine hohere
Expression von AtDAP3 in der Bliite an. In den Microarray-Analysen wurden allerdings
keine grofBen Unterschiede in der Expressionsstirke zwischen Rosetten- und Hochblittern
ermittelt. Die Expression von AtDAP4 war am stirksten in Rosettenbléttern. Im Microarray-

Expressionsmuster von AtDAP4 war eine erhohte Expression erst in seneszenten

89



Ergebnisse

Rosettenbléttern auffillig. Des Weiteren wurde mittels RT-PCR eine Expression auch in der
Bliite, dem Hochblatt und der Wurzel sowie etwas schwicher im Stingel ermittelt. Dabei
konnte eine erhohte Expression in Bliite und Hochblatt, wie sie bei den Microarray-
Experimenten zu verzeichnen war, nicht bestitigt werden. Eine Expression von AtDAPS5
konnte in Bliite, Stingel, Hochblatt, Rosettenblatt und Wurzel nachgewiesen werden. Dabei
war die Expression in der Bliite, dem Rosettenblatt und der Wurzel etwas stirker. Obwohl
anhand der Microarray-Experimente keine erhohte Expression von AtDAP5 in der Bliite zu
verzeichnen war, stimmen die beiden Expressionsmuster ndherungsweise {iberein.
Zusammenfassend 146t sich fiir die organspezifische Expression der einzelnen AtDAP-Gene
festhalten, dass, obwohl kleinere Unterschiede in den Daten der Microarray-Experimente und
der semiquantitativen RT-PCR-Analysen existieren, die erhaltenen Resultate eine hohe

Ubereinstimmung zeigen.

3.3.3 Analyse der Expression von AtDAPI und AtDAP2 durch Promotor-GUS-

Fusionen

Da die plastiddren Proteine der Gene AtDAPI und AtDAP2 von besonderem Interesse waren,
sollten das Expressionsmuster dieser Gene in vivo verifiziert werden. Hierzu wurde ein
qualitativer Nachweis der Promotoraktivitit dieser beiden Gene durch den histochemischen
GUS-Test (Jefferson et al., 1987) durchgefiihrt. Dafiir wurden 2kb-Fragmente der
entsprechenden Promotoren mit dem Reportergen uidA (GUS, B-Glucuronidase) aus E. coli
(Novel and Novel, 1973) fusioniert. Diese Konstrukte wurden anschlieBend durch
Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Gentransfer stabil in das Genom von A. thaliana
uberfuhrt. Verschiedene Linien der T,-Generation wurden dann hinsichtlich ithres GUS-
Expressionsmusters untersucht. Durch die B-Glucuronidase wird das Substrat 5-Brom-4-
Chlor-3-Indolyl-B-D-Glucuronid (X-Gluc) zu Brom-4-Chlor-Indol umgesetzt, welches zu
einem blauen Indigofarbstoff dimerisiert. Dieser Farbstoff ist wasserunldslichen und nicht
diffusibel. Uber diese spezifische Fiarbung kann daher die Aktivitit des GUS-Reportergens
dort nachgewiesen werden, wo es exprimiert wird. Dadurch ist ein sehr detailreicher
Riickschluss auf die organ- und gewebespezifische Aktivitit des zu untersuchenden

Promotorfragments und die daraus resultierende Expression des entsprechenden Gens
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Abb. 3.6: Expression des Promotor-GUS-Konstruktes von AtDAPI (Pp4p;: GUS).
Histologische Lokalisation der GUS-Aktivitit (blaue Férbung). (A) Keimling, (B)
Rosettenblatt, (C) Spross, (D) Hochblatt, (E) Trichom, (F) Wurzel, (G) Bliite, (H) Staubblatt,
(I) Pollen, (J) Schote, (K) Samen und (L) Embryo.
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moglich. Die GUS-Expression vermittelt durch das Promotorfragment von A¢tDAPI konnte
schon friih in der Keimlingsentwicklung nachgewiesen werden (Abb. 3.6A). Dabei war eine
GUS-Férbung in den Keimbléttern und in abgeschwichter Weise auch im Hypokotyl zu
beobachten. In der Keimwurzel hingegen wurde keine GUS-Farbung detektiert. Diese
Ergebnisse decken sich mit dem Microarray-Expressionsmuster (vgl. Abb. 3.5A). In adulten
Pflanzen wurde die GUS-Expression in den Rosetten- und Hochblittern sowie im Spross
nachgewiesen (Abb. 3.6B, C, D). In der Wurzel wurde jedoch keine Fiarbung beobachtet
(Abb. 3.6F). Auch diese Resultate stimmen mit den zuvor gewonnenen Expressionsdaten von
AtDAPI (vgl. Abb. 3.5) tiberein. Des Weiteren war eine GUS-Farbung in Trichomen, Bliiten,
Schoten, Samen und ausdifferenzierten Embryos zu beobachten (Abb. 3.6E, G, J, K, L). In
der Bliite war eine GUS-Férbung in Kelchbléttern zu verzeichnen. In dlteren Bliiten war eine
Farbung auch im Bereich des Bliitenbodens sowie im Griffel nachzuweisen. Eine
Promotoraktivitit in Kelchblittern, Staubbléttern und den Pollenkdrnern wurde im Gegensatz
zu den Microarray-Expressionsdaten nicht ermittelt (Abb. 3.6G, H, I). Insgesamt war dabei
auffillig, dass AtDAPI mit Ausnahme der Trichome, Samen und Embryos, vornehmlich in
chlorophyllhaltigen Organen und Geweben exprimiert war. Zusammenfassend ldsst sich
festhalten, dass die zur Promotoraktivitit von AtDAPI gewonnenen Ergebnisse, bis auf
wenige Ausnahmen, in Ubereinstimmung mit den ermittelten Expressionsdaten der Kapitel
3.3.1 und 3.3.2 stehen.

Eine durch das Promotorfragment von AtDAP2 vermittelte GUS-Expression wurde fiir
Keimlinge in den Keimblittern, im Hypokotyl und in der Keimwurzel beobachtet (Abb.
3.7A). Dariiber hinaus war die GUS-Farbung in Bliiten, im Spross, in Rosettenbléttern, in
Hochblittern sowie in der Wurzel ausgeprigt (Abb. 3.7B, C, D, F, G). Damit ist die
beobachtete Promotoraktivitit identisch mit dem durch die RT-PCR-Analysen erhaltenen
Expressionsprofil (vgl. Abb. 3.5B). In der Bliite waren die Kelchblitter und der Fruchtknoten
kraftig gefarbt. Fiir das Filament und die Antheren der Staubblétter war nur eine leichte GUS-
Féarbung erkennbar (Abb. 3.7H). Die Pollenkdrner hingegen wiesen eine deutliche GUS-
Féarbung auf (Abb. 3.71). Auch Trichome, Schoten, Samen und ausdifferenzierte Embryos
waren gefarbt (Abb. 3.7E, J, K, L). Im Gegensatz zu AtDAP1 deutet vor allem die Expression
von AtDAP2 in der Wurzel von Keimlingen sowie adulten Pflanzen auf eine zusitzliche
Funktion in heterotrophen Organen und Geweben hin. Anhand der durchgefiihrten
Untersuchungen konnte ein detailliertes, aber vor allem verldssliches Bild von der Expression

der AtDAP-Gene gewonnen werden. Dabei zeigt das Expressionsmuster von AtDAPI im
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Abb. 3.7: Expression des Promotor-GUS-Konstruktes von AtDAP2 (Pp4p2: GUS).
Histologischer Nachweis der GUS-Aktivitit (blaue Farbung). (A) Keimling, (B)
Rosettenblatt, (C) Spross, (D) Hochblatt, (E) Trichom, (F) Wurzel, (G) Bliite, (H) Staubblatt,
(I) Pollen, (J) Schote, (K) Samen und (L) Embryo.
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Vergleich zu den restlichen 4tDAP-Gene die deutlichsten Unterschiede. Wéahrend AtDAP2,
AtDAP3, AtDAP4 und AtDAP5 eine Expression in den Organen aufweisen, erfolgt die
Expression von AtDAPI vornehmlich in chlorophyllhaltigen Organen und Geweben wie z.B.
in Stingel, Laubblatt, Kelchblatt und Fruchtblatt. Ausgehend von der Expression und der
plastiddren Lokalisation wére daher fiir von AtDAP1 eine direkt oder indirekt mit der
Photosynthese assoziierte Funktion in den Chloroplasten denkbar. Weiterhin wére fiir das
ebenfalls plastiddr lokalisierte Protein AtDAP2 aufgrund seiner zusétzlichen Expression in
heterotrophen Organen und Geweben eine eher grundlegende Funktion in Plastiden
anzunehmen. Anhand des Expressionsmusters von AtDAP3, AtDAP4 und AtDAP5 konnten
keine Anhaltspunkte fiir eine spezifische Funktion der entsprechenden Proteine ermittelt

werden.
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3.4  Isolierung und molekularbiologische Analyse von T-DNA Insertionsmutanten fiir

die AtDAP-Gene

3.4.1 Identifizierung und Isolierung von T-DNA Insertionsmutanten

Reverse gentics hat sich als wichtiges Werkzeug bei der Analyse von Genen und Proteinen
und der Aufkldrung deren Funktionen in den unterschiedlichen Pflanzenwissenschaften
etabliert. Eine Methode dabei ist die Verwendung von kock-out-Mutanten, z.B. T-DNA
Insertionsmutanten, und die Untersuchung des resultierenden Phinotyps.

Zur Identifizierung von T-DNA Insertionsmutanten fiir die einzelnen Mitglieder der AtDAP-
Genfamilie wurden verschiedene Kollektionen von T-DNA Insertionsmutanten (SALK-
Kollektion (Alonso et al., 2003), GABI-Kat-Kollektion (Rosso et al., 2003), SAIL-Kollektion
(Sessions et al., 2002)) durchsucht. Die Samen der entsprechenden T-DNA-Linien wurden
direkt iiber das Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC; Scholl et al., 2000), vom
Kolner Ressourcenzentrum fiir Arabidopsis thaliana T-DNA-Linien (GABI-Kat) oder vom
Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) bezogen. Fiir jedes AtDAP-Gen konnte
wenigstens eine T-DNA-Linie identifiziert werden. Da die Samen der entsprechenden Linien
als segregierende Population (pool) vorliegen und versendet werden, wurden Einzelpflanzen
der entsprechenden pools in Hinblick auf den Segregationszustandes der T-DNA Insertion
analysieert. Diese Untersuchungen wurden mittels PCR unter Verwendung von Gen- und T-
DNA-spezifischer Primer in jeweils zwei parallelen PCR-Reaktionen durchgefiihrt. In der
ersten PCR-Reaktionen wird mit zwei genspezifischen Primern, welche den Locus der T-
DNA Insertion umspannen, das Vorhandensein des wildtypischen Allels gepriift. In einer
zweiten PCR wird mit einem genspezifischen Primer und einem fiir die left border-Region
der T-DNA spezifischen Primer, versucht die Integration der T-DNA im Gen-Locus direkt
nachzuweisen. Die Kombination dieser beiden PCR-Reaktionen ldsst einen Riickschluss auf
den genomischen Allelzustand der entsprechenden Pflanze zu. Dabei sind als Resultat drei
Kombinationen moglich: (I) ein Fragment tritt nur im PCR-Ansatz fiir das wildtypische Allel,
nicht aber im PCR-Ansatz fiir die T-DNA Insertion, auf. Dies Ergebnis entspricht einer
Pflanze, die homozygot fiir das Wildtypgen ist. (II) Es treten Fragmente in beiden PCR-
Ansitzen auf. Die entsprechende Pflanze ist demzufolge heterozygot fiir das Gen, mit einem
Wildtyp-Allel und einem Mutanten-Allel. (IIT) Es wird nur im PCR-Ansatz fiir die T-DNA

Insertion, nicht aber im PCR-Ansatz fiir das Wildtypgen, ein Fragment nachgewiesen. Diese
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Pflanzen sind dementsprechend homozygot fiir das mutierte Gen. Es wurde versucht Pflanzen
zu isolieren, die dem letztgenannten Allel- Zustand entsprechen, da nur diese Pflanzen
potentielle Kandidaten fiir einen knock-out des entsprechenden Gens auf beiden
Chromosomen darstellen. Fiir die meisten der untersuchten T-DNA Insertionslinien konnten
Pflanzen isoliert werden, die homozygot fiir das entsprechende Mutanten-Allel waren. Diesen
Linien wurde entsprechend der von Meinke und Koornneef (1997) vorgeschlagenen
Nomenklatur eine Bezeichnung zugeteilt (Tab. 3.3). Fiir einige Linien war es allerdings nicht
moglich, die T-DNA Insertion im entsprechenden Locus nachzuweisen oder homozygote
Mutanten zu erhalten. Bei diesen Linien wird von einer fehlerhaften Annotation des
Insertionsorts der T-DNA oder von multiplen T-DNA Insertionen mit letalem Effekt
ausgegangen. Fiir die restlichen Linien wurden die fiir die entsprechende mutierten Allele,

erhaltenen PCR-Produkte sequenziert, um die Position der T-DNA Insertion zu verifizieren.

AtDAP1 AtDAP2
dap1-2 dap1-1 dap2-2 dap2-1
LB LB ] LB LB
ATG +1083 +2909 -121] AJG +763
. . ; ——— e esm—
0 1000 2000 3000 0 500 1000 1500 2000 2500
AtDAP3 AtDAP4
dap3-1
+63
o ATG gy 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
AtDAPS
dap5-1

+1389

0 500 1000 1500 2000

Abb. 3.8: Schematische Darstellung der Intron/Exon-Struktur der AtDAP-Gene und die
Position der T-DNA Insertion in den entsprechenden Linien.

Dargestellt sind die genomischen Loci der Gene AtDAPI, AtDAP2, AtDAP3, AtDAP4 und
AtDAPS5 mit Exons (dunkelgraue Késtchen), Introns (verbindende Striche), T-DNA Insertion
(hellgraues Fihnchen), Namen der T-DNA Insertionslinie, Position der T-DNA Insertion, left
border (LB), Startkodon (ATG) und LangenmalBstab in Basenpaaren.
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Des Weiteren wurde die Kopienzahl der T-DNA Insertionen durch Southern-Blot Analysen
mittels einer left border-spezifischen Sonde ermittelt. Fiir einige der Linien wurde die
Existenz von multiplen T-DNA Insertionen nachgewiesen. Dabei kdnnen die Insertionen in
verschiedenen chromosomalen Loci oder als Mehrfachinsertion (tandem insertions) im selben
Locus vorliegen. Dies ist kein unbekanntes Phdnomen. So wurden in Untersuchungen von
Rosso et al. (2003) auf Basis der GABI-Kat-Kollektion fiir ca. 38% der Linien
Mehrfachinsertionen nachgewiesen. Alonso ef al. (2003) wiesen anhand der SALK-
Kollektion durchschnittlich 1,5 Insertionen pro Linie nach, was mit Werten fiir andere
Kollektionen von T-DNA Insertionsmutanten vergleichbar ist (McElver et al., 2001). Ein
einmaliges Riickkreuzen der in dieser Arbeit isolierten Linien mit dem Wildtyp fiihrte nicht
zu einer Reduktion der Anzahl der T-DNA Insertionen. In Tabelle 3.3 und Abbildung 3.8 sind
die ermittelten Ergebnisse fiir die einzelnen T-DNA Insertionslinien in einer Liste aufgefiihrt

oder schematisch dargestellt.
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3.4.2 Verifikation des knock-out fiir die T-DNA Insertionsmutanten

Das Vorhandensein von einer groBer Insertion innerhalb des genomischen Locus eines Gens
fiihrt normalerweise zum Abbruch der Transkription in diesem Bereich und dadurch zum
Funktionsverlust des entsprechenden Proteins. Um den kock-out der entsprechenden Genen in
T-DNA Insertionsmutanten zu bestétigen, wurden RT-PCRs unter Verwendung von Gesamt-
RNA, welche von homozygoten Pflanzen der T-DNA Insertionslinien und dem Wildtyp
isoliert wurde, durchgefiihrt (Abb. 3.9). Dafiir wurden Primer verwendet, die um den
Insertionsort der T-DNA im Protein-kodierenden Bereich des Gens liegen.

Fiir AtDAPI konnte, neben der im Vorfeld isolierten homozygoten Mutante dapl-1, eine
zweite homozygote T-DNA Insertionslinie, dap -2, isoliert werden. Die Insertionen liegt bei
dapl-1 im 11. Intron und bei dapl-2 im 5. Exon des Gens (Abb. 3.8). In beiden
Insertionslinien konnten keine Wildtyp-spezifische mRNA-Fragmente mehr nachgewiesen
werden (Abb. 3.9). Damit wurde gezeigt, dass es sich bei dapl-1 und dapl-2 um knock-out-
Linien handelt. Im Falle von 4tDAP2 wurden zwei homozygote T-DNA Insertionslinien,
dap2-1 und dap2-2, isoliert. dap2-1 tragt die Insertion im 2. Intron und dap2-2 im 5’-
untranslatierten Bereich des Gens. Fiir die Linie dap2-1 konnte der knock-out von AtDAP2,
durch das Fehlen dessen Transkripts gezeigt werden (Abb. 3.9). Obwohl die T-DNA Insertion
bei dap2-2 im 5’-untranslatierten Bereich liegt und eine Deregulation des Gens erwartet
wurde, zeigte diese Linie keine Verdnderung der Genexpression von AtDAP2 (Daten nicht
gezeigt). Die Insertionslinie dap3-1 hat eine T-DNA Insertion im 1. Intron von A¢tDAP3. Dies
fiihrte im gegebenen Fall jedoch nicht zum Abbruch der Genexpression, da das entsprechende
Transkript im Vergleich zum Wildtyp noch in gleicher Gro3e und Stirke vorhanden war.
Somit konnte fiir AzDAP3 keine knock-out-Linie isoliert werden. Fiir AtDAP4 wurden zwei
homozygote T-DNA Insertionslinien, dap4-1 und dap4-2, isoliert. Diese tragen die Insertion
im 2. Intron bzw. im 4. Exon des Gens. Die Mutante dap4-1 enthielt jedoch noch geringe
Mengen des entsprechenden Transkripts. Fiir diese Linie war somit nur ein knock-down von
AtDAP4 nachzuweisen. Bei dap4-2 war eine vollstandiges Transkript von AtDAP4 nicht mehr
detektierbar, so dass von einem knock-out des entsprechenden Gens ausgegangen wird. Die
Linie dap5-1 tragt eine T-DNA Insertion im 6. Intron des Gens AtDAPS5. Der knock-out dieses
Gens wurde durch die Abwesenheit des entsprechenden mRNA-Fragments nachgewiesen.
Somit wurde, mit Ausnahme von AtDAP3, fiir jedes der anderen AtDAP-Gene mindestens
eine T-DNA Insertionslinie mit einem knock-out des entsprechenden Gens isoliert und

verifiziert.
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dap1-1 dap1-2 dap2-1 dap3-1
WT MT G WTMT G WTMT G WTMT G
dap4-1 dap4-2 dap5-1
WT MT G WTMT G WTMT G

Abb. 3.9: Analyse der Expression der A¢tDAP-Gene in den korresponierenden homozygoten
T-DNA Insertionsmutanten.

Dargestellt sind die erhaltenen RT-PCR-Fragmente von Wildtyppflanzen (WT), homozygoten
T-DNA Insertionsmutanten (MT) sowie einer Kontrolle mit genomischer DNA (G) nach 40
Zyklen.
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3.5 Phinotypische Charakterisierung der T-DNA Insertionsmutanten

Um die homozygoten T-DNA Insertionsmutanten und den damit verbundenen
Funktionsverlust der entsprechende Proteine zu charakterisieren, wurden die isolierten Linien
zunéchst hinsichtlich morphologischer Auffilligkeiten und Verdnderungen untersucht. Dazu
wurde der Phédnotyp der Pflanzen unter normalen Wachstumsbedingungen im Langtag

analysiert.

3.5.1 Phinotyp der dapl T-DNA Insertionsmutanten

Die Mutante dapl-1 wurde aufgrund ihres auffilligen Phinotyps in vorausgegangenen
Untersuchungen isoliert. Dabei war sie iiber die gesamte vegetative Entwicklungsphase durch
eine GroBenreduktion auf ca. ein Drittel der Wildtyppflanzen und durch eine gelbliche
Blattfarbe gekennzeichnet (Abb. 10). Diese Auffilligkeiten waren auch in der zweiten knock-
out-Linie, dap1-2, ausgeprégt. Eine verminderte Grof3e wurde auch fiir alle anderen Organe,
wie anhand der Blattflache, der Wurzelldnge, der Stingelhdhe, der Bliitengro3e und -anzahl
und der Schotenldnge nachgewiesen wurde, ermittelt. Daher scheint fiir die dap/-Mutanten
eine generelle GroBenreduktion vorzuliegen. Auf einige dieser Besonderheiten wird im
Rahmen der physiologischen Charakterisierung dieser Mutanten nédher eingegangen (Kapitel
3.6). Da beide T-DNA Insertionsmutanten einen identischen Phénotyp zeigten, wird davon
ausgegangen, dass die ermittelten phinotypischen Auffélligkeiten ihre Ursache direkt im
Funktionsverlust des Gens 4tDAPI haben. Des weiteren ist festzuhalten, dass es sich bei den
beiden isolierten knock-out-Mutationen um rezessive Allele handelt, da die durch
Riickkreuzungen mit dem Wildtyp erzeugten heterozygoten dapl-1- und dapl-2-Mutanten
keine phanotypischen Auffalligkeiten gezeigt haben.

3.5.2 Phinotyp der dap2 T-DNA Insertionsmutante

Von der T-DNA Insertionslinie dap2-1 wurden nach einer Keimung auf Erde zunichst keine
homozygoten Mutanten ermittelt. Dabei wurden aus der Nachkommenschaft heterozygoter
dap2-1-Mutanten nur Pflanzen isoliert, welche heterozygote fiir das mutierte Allel oder

homozygot fiir das Wildtyp-Allel waren. Dabei war auffillig, dass ein Teil der
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Wildtyp dap1-1 dap1-2

dap3-1 dap4-1 dap4-2

Abb. 3.10: Darstellung des Phianotyps der T-DNA Insertionsmutanten fiir die A¢DAP-Gene.
Die dargestellten Pflanzen sind fiir 26 Tage unter Langtagbedingungen (LD = 16/8 h, PFD =
100 pmol'm™s™) auf Erde gewachsen. Eine Ausnahme war dap2-1, die auf 4 MS-
Festmedium mit 1% (w/v) Saccharose angezogen und nach ca. drei Wochen auf Erde
iiberfiihrt wurde. Der Einsatz zeigt eine zweifache Ausschnittsvergrof3erung.

Nachkommenschaft zwar keimte, sich jedoch nicht iiber das Keimlingsstadium hinaus
entwickelte und im weiteren Verlauf abstarb (Abb. 3.11B). Es wurde vermutet, dass es sich
bei den keimlingsletalen Pflanzen um die homozygoten T-DNA Insertionsmutanten handeln
konnte. Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wurden die Verteilungseigenschaften dieses
Phanotyps ermittelt und die Ergebnisse einer statistischen Analyse unterzogen. Dazu wurde
der Pearson's y’—Test angewendet, welcher analysiert, ob die vorliegenden Daten mit einer
statistischen Wahrscheinlichkeitsverteilung korrelieren. Hierbei ist die statistische Verteilung
der Allele durch die Mendel sche Spaltungsregel (2. Mendel sche Regel) im Verhiltnis 1:2:1
definiert. Bei einer Dominanz eines der beiden Allele ist das Verhéltnis der Phanotypen aber
3:1. Im Fall der dap2-1-Mutante wurde gepriift, ob das Auftreten der Phinotypen (wildtypisch
und arrestiert) in einer statistischen Verteilung von 3:1 vorlag. Dazu wurden die Fi-
Keimlingspopulationen von zwei unabhdngigen heterozygoten Pflanze der Fo-Generation
untersucht. Die ermittelten Verteilungen des x*-Tests ergaben Werte von 0,18 (n = 153) und
0,06 (n = 145). Bei einem a von 0,05 liegt der kritische Wert der Testpriifgrofe x* (p = 0,95,
FG = 1) bei 3,84. Somit sind die erhaltenen Werte signifikant und die Nullhypothese, dass die
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beobachtete  Haufigkeit der theoretischen  Verteilung folgt, ist bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05% anzunehmen. Da die beobachtete H&ufigkeit der
Phinotypen der theoretischen Verteilung von 3:1 entsprach, wird davon ausgegangen, dass
die T-DNA Insertion im Gen fiir AtzDAP2 fir das verdnderte Keimverhalten der dap2-1-
Mutanten verantwortlich ist. Um adulte homozygote dap2-1-Mutanten zu erhalten, wurden
Samen der heterozygoten dap2-1-Mutanten auf /2 MS-Festmedium mit 1% (w/v) Saccharose
ausgebracht. Pflanzen, die unter diesen Bedingungen angezogen wurden, waren in der Lage,
sich zu entwickeln. Somit konnten homozygote dap2-I-Mutanten isoliert werden. Diese
Pflanzen zeigten eine sehr starke Wachstumsreduktion und eine gelbliche Blattfarbe
gekennzeichnet (Abb. 3.10 und 3.11A). Nach der Anzucht auf 2 MS-Festmedium mit 1%
(w/v) Saccharose konnten die homozygoten Mutanten auf Erde tliberfiihrt werden. Dabei blieb
der zwergenhafte Phinotyp und die gelbe Blattfarbe erhalten. Nach der Uberfiihrung auf Erde
waren die Pflanzen fertil und entwickelten Samen. So war es moglich die homozygoten
knock-out Mutanten flir dap2-1 zu vermehren. Es ist aber hervorzuheben, dass die Seneszenz
und die Samenentwicklung im Vergleich zu Wildtyppflanzen erheblich verlangsamt war. Eine
Entwicklung homozygoter dap2-1-Mutanten auf 2 MS-Festmedium ohne externe Energie-
und Kohlenstoffquelle, war ebenfalls keimlingsletal (Abb. 3.11B). Auf 2 MS-Festmedium
mit 1% (w/v) Saccharose war die Keimungsrate der Samen von homozygoten dap2-1-
Mutanten (93%) und des Wildtyps (92%) vergleichbar. Der beobachtete Phénotyp der
homozygoten dap2-I-Mutanten stellte sich jedoch pleiomorph dar. Bei einer genaueren
Untersuchung waren starke Grofenunterschiede zwischen den gekeimten Pflanzen
festzustellen. Deshalb wurde nach dreiwdchigem Wachstum auf /2 MS-Festmedium mit 1%
(w/v) Saccharose eine Einteilung der dap2-1-Mutanten in vier Gruppen vorgenommen (Abb.
11A). Die Pflanzen der Gruppen 1 bis 3 waren entwicklungsfdhig. Dem gegeniiber
entwickelten Pflanzen der Gruppe 4 zwar Keimlinge, welche aber in diesem Stadium
arrestiert blieben und im weiteren Verlauf abstarben. Die Klassifizierung der Gruppen 1 bis 3
erfolgte anhand des Durchmessers der Blattrosette: Gruppe 1, Pflanzen mit einer Blattrosette
grofer als 10 mm; Gruppe 2, Pflanzen mit einer Blattrosette von 4 bis 10 mm; Gruppe 3,
Pflanzen mit einer Blattrosette kleiner als 4 mm. Fiir diese Gruppen wurde folgende
Verteilung ermittelt: Gruppe 1, 62%; Gruppe 2, 19%; Gruppe 3, 16%; Gruppe 4, 3%. Alle

weiteren Untersuchungen wurden nur Pflanzen der Gruppe 1 durchgefiihrt.
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Wildtyp dap2-1
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4

B C 1/2 MS-Agar 1/2 MS-Agar +1% Saccharose

Abb. 3.11: Darstellung der des Phéanotyps der dap2-1-Mutanten.

(A) Gruppeneinteilung der homozygoten Mutanten von dap2-1. Die dargestellten Pflanzen
von dap2-1 sind fiir 22 Tage unter Langtagbedingungen (LD = 16/8 h, PFD = 100 pmol'm™'s’
" auf % MS-Festmedium mit 1% (w/v) Saccharose gewachsen. Balken =4 mm.

(B) Wachstum der homozygoten Mutanten von dap2-1 nach 10 Tagen nach der Keimung auf
Erde. Die homozygote Mutanten von dap2-1 sind mit Pfeilen markiert.

(C) Wachstum der homozygoten dap?2-1-Mutanten nach 22 Tagen auf /2 MS-Festmedium mit

oder 1% (w/v) Saccharose.

Das Auftreten der starken GroBenvarianz innerhalb der Pflanzenpopulation der dap2-1-
Mutante legt die Vermutung nahe, dass diese Unterschiede moglicherweise durch die
Segregation weiterer T-DNA Insertionen verursacht werden. Eine Bestimmung der
Kopienzahl der im Genom dieser Mutanten enthaltenen T-DNA-Insertionen zeigte das
Vorhandensein mehrerer Insertionen an (vgl. Tab. 3.3). Durch Riickkreuzungen mit dem
Wildtyp wurde versucht, die Anzahl nicht gekoppelter T-DNA-Insertionen zu verringern.
Nach einmaliger Riickkreuzung wurde jedoch keine Verringerung der Anzahl der Insertionen
erzielt. Die F;-Generation dieser Kreuzungen war durch einen uniformen wildtypischen
Phénotyp gekennzeichnet. Dabei wurden heterozygote dap2-1-Mutanten isoliert, die allesamt
durch eine wildtypischen Phinotyp gekennzeichnet waren. Damit wurde weiterhin gezeigt,
dass das isolierte knock-out Allel von dap2-1 rezessiv ist. In der F,-Generation der
Kreuzungen wurden wiederum Pflanzen mit dem Phinotyp homozygoter dap2-1-Mutanten
oder des Wildtyps beobachtet. Fiir die restlichen Pflanzen wurden keine auffilligen
Unterschiede in der Grof3e der Blattrosette oder der Blattpigmentierung ermittelt werden. Des

Weiteren entsprach die in diesem Versuch beobachtete Verteilung der Phianotypen (Wildtyp :
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Mutante) wiederum in etwa dem Verhiltnis 3:1. Dabei waren die homozygoten dap2-1-
Mutanten und deren Nachkommenschaft wiederum durch die schon beschriebenen
GroBengruppen gekennzeichnet. Diese Ergebnisse dieser Riickkreuzungen deuten darauf hin,
dass die GroBenunterschiede innerhalb der dap2-1-Mutantenpopulation entweder auf weitere
gekoppelte T-DNA Insertionen zuriickzufiihren sind, oder dass die Auspriagung des dap2-1

Phinotyp in seiner morphologischen Erscheinungsform variabel ist.

3.5.3 Phinotyp der Kreuzungen der dapl-1, dapl-2 und dap2-1 T-DNA

Insertionsmutanten

Um genetisch sicherzustellen, dass es sich bei dapl-1 und dapl-2 um knock-out-Allele des
selben Gens handelt, wurden zusétzlich reziproke Kreuzungen zwischen diesen beiden
Mutanten durchgefiihrt. Dabei wurden homozygote dapl-I-Mutanten als Akzeptor- und
homozygote dapl-2-Mutanten als Donorpflanzen und vice versa verwendet. Die
resultierenden Fi-Generationen dieser Kreuzungen wurden mittels PCR analysiert. Sie waren,
wie erwartet, heterozygot fiir die Allele von dapl-1 und dapl-2 und wiesen die gleichen
phinotypischen Auffilligkeiten wie die homozygoten Elternpflanzen auf (Abb. 12). Damit
konnte bestitigt werden, dass dapl-1 und dapl-2 allelisch sind, d.h. die beiden T-DNA
Insertionslinien tragen knock-out-Allele fiir dasselbe Gen.

Um eine teilweise Redundanz der Gene AtDAPI und AtDAP2 zu untersuchen, wurden
Kreuzungen zwischen den Insertionsmutanten dieser Gene, dapl-1, dapl-2 und dap2-1,
erzeugt. Aus den resultierenden Kreuzungen konnten in der Fs;-Generation die homozygoten
Doppelmutanten dapi-1 dap2-1 und dapl-2 dap2-1 isoliert werden. Der Zygotiestatus der
Doppelmutanten wurde in Bezug auf die beiden Gene mit PCR iiberpriift. Morphologisch
stimmten die beiden Doppelmutanten mit der phanotypischen Erscheinung von dap2-1
iiberein. Weitere oder zusitzliche morphologische Auffilligkeiten, die {iber den Phénotyp von
dap2-1 hinausgehen, wurden nicht erkannt. Des Weiteren waren diese Doppelmutanten, wie
die Keimlinge von dap2-1, auf Erde keimlingsletal und konnten sich nur nach einer Keimung
auf 2 MS-Festmedium mit 1% (w/v) Saccharose weiterentwickelten. Aufgrund der
phénotypischen Erscheinung der Einzel- und Doppelmutanten und unter Beriicksichtigung
des unterschiedlichen Expressionsmusters kann eine Redundanz von AtDAPI und AtDAP2 in
heterotrophen Organen und Geweben ausgeschlossen werden. Auch fiir phototrophe Gewebe

scheint eine Redundanz auszuschlieflen zu sein.
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dap1-1 dap2-1 dap1-2 dap2-1

Abb. 3.12: Darstellung des Phédnotyps der Mutanten dapl-1, dapl-2, dap2-1 sowie der
Doppelmutanten dapi-1 dap2-1 und dap1-2 dap?2-1.

Die dargestellten Pflanzen sind fiir 26 Tage unter Langtagbedingungen (LD = 16/8 h, PFD =
100 pmol'm?s™) auf Erde gewachsen. Ausnahme waren dap2-1, dapl-1 dap2-1, dapl-2
dap2-1, welche auf 2 MS-Festmedium mit 1% (w/v) Saccharose angezogen und nach ca. drei
Wochen auf Erde iiberfiihrt wurden. Der Einsatz zeigt eine 2-fache Ausschnittsvergroflerung.

3.5.4 Phinotyp der dap3, dap4 und dap5 T-DNA Insertionsmutanten

Die T-DNA Insertionsmutanten der Gene AtDAP3 und AtDAP4 zeigten unter
Langtagbedingungen keine morphologischen oder entwicklungsbedingtem Verdnderungen im
Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3.10). Im Fall von dap3-1 war die Ursache hierflir die
unverdnderten Expression des Gens (Abb. 3.9). Da fiir diese Mutante die T-DNA Insertion im
1. Intron nachgewiesen wurde, ist davon auszugehen, dass das Gen vollstindig transkribiert
wird, die mRNA korrekt prozessiert (splicing) wird und somit auch ein funktionelles Protein
vorhanden ist. Fiir AtDAP4 wurden zwei homozygote T-DNA Insertionslinien isoliert und
untersucht. Dabei wurde fiir dap4-1 nur ein verminderter Transkriptgehalt ermittelt (Abb.
3.9). Es wird angenommen, dass in diesem Fall die Transkriptionseffizienz erniedrigt ist.
Dahingegen war fiir die Linie dap4-2, welche die T-DNA Insertion im 4. Exon trigt, kein

vollstindiges Transkript nachzuweisen (Abb. 3.9). Diese Linie ist eine kompletter knock-out
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von AtDAP4. Aufgrund der hoher Ahnlichkeit in der Aminosiureidentitit von AtDAP3 und
AtDAP4 und eines dhnlichen Expressionsmusters kann eine Redundanz fiir diese Gene
vermutet werden. Deshalb ist anzunehmen, dass es in einer Einzelmutante, in der nur eines
der beiden Gene ausgeschaltet ist, aufgrund der Aktivitdt des jeweils anderen Proteins zu
keinem kompletten Funktionsverlust kommt. Nur ein Doppelmutante wiirde eventuell
Auftilligkeiten, die im Zusammenhang mit der Funktion der Proteine stehen, zeigen. Da, wie
zuvor angesprochen, fiir das Gen AtDAP3 keine knock-out-Allel isoliert werden konnte, ist
eine Uberpriifung dieser Hypothese durch eine Kreuzungen der entsprechenden
Einzelmutanten nicht moglich. Auch die knock-out-Linie dap5-1, welche die T-DNA
Insertion im 6. Intron von AtDAP5 tragt, zeigt keine morphologischen oder
Entwicklungsauffilligkeiten unter den gewdhlten Wachstumsbedingungen (3.10). Ob fiir die
knock-out-Mutanten von AtDAP4 und AtDAP5 moglicherweise ein konditioneller oder

metabolischer Phinotyp exsistiert, wurde noch nicht eingehender untersucht.
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3.6  Molekulare Analyse und phénotypische Charakterisierung von Mutanten mit

amiRNA-Konstrukten gegen AtDAPI und AtDAP2

Zur Verifizierung des Phinotyps der dapl und dap? T-DNA Insertionsmutanten, wurde
versucht die Expression der verantwortlichen Gene durch eine weitere unabhéngige Methode
mittels reverse gentics zu unterbinden. Damit sollte sichergestellt werden, dass die
beobachteten Phénotypen der isolierten T-DNA Insertionslinien im direkten Zusammenhang
mit dem Funktionsverlust von AtDAPI und AtDAP2 stehen. Dafiir wurde die Methode des
gerichteten gene silencing durch artifizielle microRNAs (amiRNAs) von Schwab et al. (2006)
eingesetzt.

MicroRNAs (miRNAs) sind bedeutende Negativregulatoren der Genexpression in
Eukaryoten. Dabei unterbinden sie die Genexpression posttranskriptionell, meist durch einen
gezielten Transkriptabbau oder durch Inhibition der Translation entsprechender Zielgene. In
Pflanzen werden miRNAs durch die RNA-Polymerase II transkribiert und so zunichst die
sogenannte pri-miRNA (primary transcripts of miRNA gene) synthetisiert. Diese wird durch
die Doppelstrang-spezifische Ribonuklease (RNase), DICER-LIKE1 (DCLI1), sequentiell
zunichst zur pre-miRNA (precursor miRNA) und anschlieBend zu einer miRNA-Duplex
prozessiert. Der komplementéire Strang der miRNA-Duplex wird dann in den RNA-induced
silencing complex (RISC) eingelagert. Unter Verwendung der sequenzspezifischen 19 - 24 bp
langen miRNA wird das Transkript des Zielgens erkannt, gerichtet geschnitten und so dessen
nachfolgender Abbau eingeleitet. Bei der Methode von Schwab et al. (2006) wird mittels
PCR eine sequenzspezifische amiRNA auf Grundlage der miR319a erzeugt, welche die
Expression des entsprechenden Zielgens in der zuvor beschrieben Weise unterdriickt. Eine
konstitutive Expression der amiRNA-Konstrukte in fast allen Geweben wurde in den
geflihrten Untersuchungen durch den 35S-Promotors des Cauliflower Mosaic Virus (CaMV)

realisiert.

3.6.1 Phinotyp der Mutanten mit dem amiRNA-Konstrukt gegen AtDAPI

Zur Analyse der Mutanten, welche das amiRNA-Konstrukt amiR-dapl-1 tragen, wurde die
morphologische Erscheinung der Mutanten und der Transkriptgehalt von 4tDAP1 untersucht
(Abb. 3.13). In der T;-Generation dieser Mutanten wurden Pflanzen identifiziert, die den

Phanotyp der dapl T-DNA Insertionsmutanten widerspiegelten (Abb. 3.13A). Neben diesen
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Pflanzen (ca. 36%) fiir den liberwiegenden Teil der Mutanten nur intermediére (ca. 36%) oder
wildtypische (ca. 28%) Phénotypen beobachtet. Auch in den Untersuchungen von Schwab et
al. (2006) waren Varianzen in der Auspriagungsstirke der Phénotypen fiir verschiedene
amiRNA-Konstrukte zu verzeichnen. Eine Ursache dafiir konnte in der unterschiedliche
Starke des gene silencing-Effektes liegen, was z.B. durch eine unterschiedliche Expression
der amiRNA in Abhidngigkeit vom entsprechenden Integrationsort der T-DNA zu erkldren
wire. Deshalb wurde der AtDAPI-Transkriptgehalt von den amiR-dapl-1-Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp und der dapi-1-Mutante durch semiquantitative RT-PCR untersucht
(Abb. 3.13B). Die dapi-1 Mutante wies, wie auch schon in vorangegangen Untersuchungen,
kein Transkript fiir AtDAP1 auf. Dahingegen zeigte sich, dass die amiR-dap1-1-Mutanten der
Linien 1, 8, 11, 15 und 24, welche die héchsten morphologischen Ahnlichkeiten zum
Phinotyp der dapl-I Mutante hatten, nur einen drastisch reduzierten AtDAPI-
Transkriptgehalt aufwiesen. Es ist davon auszugehen, dass in diesen Linien dementsprechend
auch der Proteingehalt von AtDAP1 deutlich verringert ist. Im Gegensatz dazu war fiir die
amiR-dapl-1-Mutante der Linie 2, die von der phénotypischen Erscheinung dem Wildtyp
glich, nur eine geringfiigige Reduktion des AtDAPI-Transkriptgehalts zu verzeichnen. Somit
kann auf eine Korrelation der Auspriagungsstirke des dapl-Phéanotyps in Abhingigkeit von
dem noch vorhandenen Transkriptgehalt des 4tDAPI1-Gens geschlossen werden. Obwohl es
Unterschiede in der Ausprigung des dapl-Phédnotyps innerhalb der amiR-dapl-1-
Mutantenpopulation gab, war deutlich erkennbar, dass die phédnotypischen Auffilligkeiten
dieser Mutanten in der verminderten Expression von AtDAPI begriindet lag. Dabei war
allerdings nur ein knock-down und kein kompletter knock-out des Gens zu verzeichnen
gewesen. Dennoch zeigte der Phianotyp von Pflanzen mit starkem knock-down- oder gene
silencing-Effekt hohe morphologische Ubereinstimmung mit dem fiir die T-DNA
Insertionslinien dapl-1 und dapi-2 beschrieben Phénotyp. Damit wird deutlich, dass der im
Kap. 3.5.1 fiir diese Mutanten beschriebenen Phénotyp als Folge des Funktionsverlusts des

Gens AtDAPI angesehen werden muss.
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Abb. 3.13: Darstellung des Phénotyps und der AtDAPI-Expression der amiRNA-Mutanten
mit dem Konstrukt amiR-dap1-1.

(A) Dargestellt sind der Wildtyp, die T-DNA Insertionsmutante dap/-1 sowie die amiRNA-
Mutanten der T;-Generation mit dem Konstrukt amiR-dapl-1. Die Pflanzen wurden fiir 26
Tage unter Langtagbedingungen (LD = 16/8 h, PFD = 100 pmol-m™>s™) angezogen.

(B) Nachweis der Expression von AtDAPI in verschiedenen Linien der amiRNA-Mutanten
des Konstrukts amiR-dap1-1 mittels semiquantitative RT-PCR. Dargestellt sind die erhaltenen
RT-PCR Fragmente von AtDAPI, genomischer DNA (gDNA) (40 Zyklen) und von Aktin2
(25 Zyklen) aus Blattgewebe.
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3.6.2 Phinotyp der Mutanten mit dem amiRNA-Konstrukt gegen AtDAP2

Die Analyse der Mutanten mit dem amiRNA-Konstrukt amiR-dap2-1, welches gegen
AtDAP? gerichtet ist, wurden in gleicher Weise wie fiir die Mutanten des amiRNA-Konstrukt
amiR-dapl-1 (Kap. 3.6.1) durchgefiihrt. Dabei wurde allerdings ein Teil der selektierten
Keimlinge weiterhin auf /2 MS-Agarplatten mit 1% (w/v) Saccharose kultiviert und nicht, wie
die librigen Keimlinge, nach ca. einer Woche auf Erde pikiert. Damit sollte die Fahigkeit der
Keimlinge zur Entwicklung auf Erde getestet werden, welches bei Pflanzen der T-DNA
Insertionsmutante dap2-1 gestort war (Kap. 3.5.2). Im Gegensatz zur dap2-1-Mutante war fiir
die amiRNA-Mutanten mit dem Konstrukt amiR-dap2-1 keine Keimlingsletalitit bei einem
Wachstum auf Erde festzustellen. An adulten Pflanzen der amiR-dap2-1-Mutante traten
jedoch die phinotypischen Charakteristika der dap2-1-Mutante auf (Abb. 3.14A). Auch fiir
die amiR-dap2-1-Mutanten wurde eine hohe Varianz in der Ausprigung des Phénotyps
beobachtet. Die amiR-dap2-1-Mutanten waren nur teilweise kleiner als der Wildtyp und durch
eine gelbliche Blattfarbe gekennzeichnet. Dabei zeigten ca. 28% der amiR-dap2-1-Mutanten
einen dhnlichen Phédnotyp wie die dap2-1-Mutante. Ca. 56 % der Mutanten waren durch einen
intermedidren Phianotyp und die restlichen ca. 16% durch einen eher wildtypischen Phanotyp
gekennzeichnet. Dabei war auffillig, dass viele der Mutanten mit dap2-1-dhnlichem oder
intermedidrem Phanotyp durch eine hellere Blattfarbe, vor allem im Bereich der Mittelrippe,
gekennzeichnet waren (Abb. 3.14 Linie 8). Diese Auftélligkeit wurde fiir die dap2-1-Mutante,
welche sich durch eine einheitlich gelbliche Blattfarbe auszeichnete, nicht beobachtet. Des
Weiteren wurde vor allem fiir éltere Blétter der amiR-dap2-1-Mutanten ein zunehmendes
chlorotisches Ausbleichen beobachtet, welches in einigen Fille zu nekrotischen Lisionen
fiihrte (Abb. 3.14B). Dieses Phinomen war bei der dap2-I-Mutante nur selten in
abgeschwichter Form, z.B. nach dem Uberfiihren auf Erde oder bei besonders ungiinstigen
Wachstumsbedingungen, zu beobachten. Auch fiir die amiR-dap2-1-Mutanten wurde der
Transkriptgehalt von AtDAP2 im Vergleich zum Wildtyp und der dap2-1-Mutante durch
semiquantitative RT-PCR analysiert (Abb. 3.14C). Dabei war fiir die dap2-1 T-DNA
Insertionsmutante, wie in den vorherigen Untersuchungen, kein Transkript von AtDAP2
nachweisbar. Die Pflanzen mit den groBten morphologischen Ahnlichkeiten zum Phénotyp
der dap2-1-Mutante wiesen einen deutlich reduzierten Gehalt von 4tDAP2-Transkript auf.
Zudem wurde jedoch nur ein knock-down und kein kompletter knock-out dieses Gens, wie in

der T-DNA [Insertionslinie dap2-1, nachgewiesen. Dies war flir die amiR-dap2-1-
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Abb. 3.14: Darstellung des Phinotyps und der AtDAP2-Expression der amiRNA-Mutanten
mit dem Konstrukt amiR-dap2-1.

(A) Dargestellt sind der Wildtyp, die T-DNA Insertionsmutante dap2-1 sowie die amiRNA-
Mutanten der T;-Generation mit dem Konstrukt amiR-dap2-1. Die Pflanzen wurden fiir 26
Tage unter Langtagbedingungen (LD = 16/8 h, PFD = 100 pmol'm™s™") angezogen. Der
Einsatz zeigt eine zweifache AusschnittsvergrofBerung.

(B) Blattphéanotyp der amiRNA-Mutante amiR-dap2-1 26 Tage (1), 29 Tage(2) und 36 Tage
(3) nach der Aussaat.

(C) Nachweis der Expression von AtDAP2 in verschiedenen Linien der amiRNA-Mutanten
des Konstrukts amiR-dap2-1mittels semiquantitative RT-PCR. Dargestellt sind die erhaltenen
RT-PCR Fragmente von AtDAP2, genomischer DNA (gDNA) (40 Zyklen) und von Aktin2
(25 Zyklen) aus Blattgewebe.

Mutanten der Linien 2, 7, 8, 9 und 24 der Fall. Fiir die Linie amiR-dap2-1/3, welche durch
eine wildtypische Erscheinung gekennzeichnet war, wurde in etwa die gleiche Menge an
AtDAP2-mRNA nachgewiesen. Obwohl die amiR-dap2-1-Mutanten nicht in allen
Einzelheiten den Phénotyp der dap2-1 T-DNA Insertionsmutante widerspiegelten, zeigte sich
trotzdem ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem erniedrigten Transkriptgehalt von
AtDAP2 und der Auspridgung des Phidnotyps. Da aber immer eine geringe Menge von
AtDAP2-mRNA in den amiR-dap2-1-Mutanten nachweisbar waren, ist davon auszugehen,
dass noch in gewissem Umfang ein funktionelles Protein gebildet werden kann. Das konnte
eine Erkldrung dafiir sein, dass der Phinotyp der amiR-dap2-1-Mutanten schwicher
ausgeprdagt war und nicht in allen Einzelheiten mit dem der knock-out-Mutante dap2-1
tibereinstimmte. Trotzdem wird davon ausgegangen, dass der in Kap. 3.5.2 beschriebene

Phénotyp die Folge des Funktionsverlusts von AtDAP?2 ist.
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3.7  Physiologische Charakterisierung dapl und dap2 T-DNA Insertionsmutanten

3.7.1 Wachstumscharakteristika der dapl T-DNA Insertionsmutanten

Um vor einer eingehenderen physiologischen Untersuchung einen Eindruck {iber
Verdnderungen in den Wachstumseigenschaften der isolierten Mutanten dap! und dap?2 zu
erhalten, wurden fiir diese verschiedene Wachstumsparameter bestimmt. Die Quantifizierung
der Wachstumsunterschiede wurde bei drei verschiedene Tagesldngen, Langtagbedingungen
(LD 16/8 h bzw. 12/12 h) und Kurztagbedingungen (LD 8/16 h), durchgefiihrt.

Wie unter Kapitel 3.5.1 beschrieben, sind die dap/-Mutanten neben der gelblichen Blattfarbe
vor allem durch eine deutliche GroBenreduktion im Vergleich zum korespendierenden
Wildtyp gekennzeichnet. Dies wurde besonders an der GroB3e der Blattrosette zum Zeitpunkt
der Anthese deutlich. Der Blattrosettendurchmesser des Wildtyps war fiir die beiden
gewihlten Langtagbedingungen identisch (Tab. 3.4). Dies war fiir die dap/-Mutanten nicht
der Fall. Bei einer Photoperiode von LD 16/8 h war der Rosettendurchmesser fiir beide dap -
Mutanten um ca. 60% verringert. Dahingegen betrug die Reduktion bei einer Photoperiode
von LD 12/12 h ca. 40%. Unter Kurztagbedingungen (LD 8/16 h) wurde, wie zu erwarten
war, fiir den Wildtyp eine Vergrof8erung des Rosettendurchmessers verzeichnet. Fiir die dap 1-
Mutanten wurde jedoch keine derartige Zunahme beobachtet, und der Durchmesser blieb im
Vergleich zu der Photoperiode von LD 12/12 h unverdndert. Damit wurde unter
Kurztagbedingungen eine Reduktion um ca. 50% im Vergleich zum Wildtyp ermittelt. Im
Zusammenhang mit dem Rosettendurchmesser wurde auch die Anzahl der Rosettenblitter
bestimmt. Dabei war die Blattanzahl unter Langtagbedingungen um jeweils ca. 30% (LD
16/8 h und 12/12 h) und unter Kurztagbedingungen um ca. 10% verringert.

Weiterhin war eine Reduktion der GroBe bzw. Linge auch an weiteren Organen der dap!-
Mutanten wie der Bliite, der Wurzel, des Stingels (Daten nicht gezeigt) und den Schoten
(Tab. 3.4) festgestellt. Auch die Anzahl der Samenanlagen pro Schote war reduziert. Somit
konnte fiir die dap/-Mutanten eine generelle GroBenreduktion festgestellt werden. Auch die
Entwicklung der dapl-Mutanten gegeniiber dem Wildtyp war verzogert. Das war am
Zeitpunkt fiir das Auftreten der ersten Bliitenknospe, der Bliite und die Ausbildung der ersten
Schote nachweisbar. Bei einer Photoperiode von LD 16/8 h war das Auftreten der ersten
Bliitenknospe, die Bliite, und die Ausbildung der ersten Schote um durchschnittlich jeweils 2
Tage gegeniiber dem Wildtyp verzogert. Unter Langtagbedingungen von LD 12/12 h betrug

die Verzogerung durchschnittlich jeweils 14 Tage. Am drastischsten war der Effekt unter
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Kurztagbedingungen von LD 8/16 h. Dabei war eine Verzogerung von durchschnittlich 74
Tage zu ermitteln. Daran wird deutlich, dass fiir die dap/-Mutanten nur der Ubertritt in die
generative Phase verlangsamt ist und dass fiir die nachfolgenden Phasen der Bliiten- und

Schotenbildung in etwa die gleiche Zeit wie im Wildtyp benétigt wurden.

Tab. 3.4: Auflistung der Wachstumseigenschaften des Wildtyps und der dapi-1-, dapl-2-
Mutanten.

Die dargestellten Pflanzen wurden unter Langtag- (LD = 16/8 h, LD = 12/12 h) oder
Kurztagbedingungen (LD = 8/16 h) bei einer PFD von 100 pmol'm?s” angezogen.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (= SD) von jeweils zwolf
Messungen (n = 12). Die statistische Analyse wurde mit dem Student’s #-Test nach Welch
durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede der Mutanten gegeniiber dem Wildtyp sind bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit oo von 0,05 mit * markiert.

wT dap1-1 dap1-2
Parameter LD LD LD LD LD LD LD LD LD
16/8 h 12/12h 8/16 h | 16/8 h 12/12h 8/16 h | 16/8 h 12/12h 8/16 h

Durchmesser der 12,8 128 162 | 53 8,0 8,2 5,0 8,1 8,3

Blattrosette am Tag ', 153 1078 2,13 044" +0,55* +0,46" +0,88" +0,82" 051"
der Knospung (cm)
Rosettenblattanzahl | 56 545 535 | 106 225 467 | 107 244 479

zum Zeitpunktder |, 45 4180 £231 |£008* +1,61* £+481%+113* +2,29* +4.25*
nospung

Zeitpunkt fiir das 270 518 789 | 291 66,9 1546 | 290 658 1525

Auftreten der ersten ', ')y 11747 1469 |+0,32 + 1,08 +7,29% +0,00* +310% +6,08"
Bliitenknospe (Tage) ' ; . ; , ; , , ,

(ZTe:pe‘;"kt derBlite | 4,5 575 g45 | 334 721 1624 | 326 705 1598
9 £0,69 +155 +4.69 |+142% +240* +7.73%|+1.25* +3.85* +7.35°

Zeitpunkt fiir das 338 614 982 355 751 1700 | 345 738 1649

Auftretens derersten | ,"'as 176 1099 |1 150% £221% +11.4*% +1,25* +4.60° +6,33*
Schote (Tage)

f’rg::]‘;te“'énge 160 128 111 | 132 125 100 | 134 124 1,02
+011 +0,09 +0,10 |+0,08* +0,08* +0,09* +0,09* +0,09* +0,08*
gzrh":t’;a"'age" je 59,00 4806 40,63 44,91 4580 34,56 | 43,14 44,93 3511

27,32 +421 +£445 +6,21* £4,68" +5,45* | +6,35" +4,28* +5091*
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3.7.1 Wachstumscharakteristika der dap2 T-DNA Insertionsmutanten

Wie unter Kapitel 3.5.2 dargestellt, ist die dap2-I-Mutante durch einen sehr drastischen
Phinotyp gekennzeichnet, der durch eine deutliche Grofenreduktion und eine gelbe Blattfarbe
im Vergleich zum Wildtyp charakterisiert ist. Des Weiteren sind die Keimlinge der dap2-1-
auf Erde keimlingsletal. Deshalb wurden die Pflanzen der dap2-/-Mutante und des Wildtyps
zur Erfassung der Wachstumseigenschaften zunéchst fiir drei Wochen auf 2 MS-Festmedium
mit 1% (w/v) Saccharose angezogen und erst im Anschluss auf Erde iiberfiihrt. Dies fiihrte
beim Wildtyp im Vergleich zu auf Erde gekeimten Samen zu einer deutlichen
GroBenreduktion. Dies ist vermutlich auf Platzmangel, vor allem im Wurzelbereich, bedingt
durch die GroBe der Petrischalen zuriickzufiihren. Die Quantifizierung der
Wachstumsunterschiede wurde fiir die dap2-/-Mutante nur unter Langtagbedingungen mit
einer Photoperiode von LD 16/8 h durchgefiihrt. Unter diesen Bedingungen war der
Rosettendurchmesser der dap2-1-Mutante gegeniiber dem Wildtyp bei der Anthese um ca.
60% verringert (Tab. 3.5). Die Blattanzahl dahingegen war nur um ca. 10% geringer. Des

weitern ~ war  eine  deutliche = Entwicklungsverzégerung  fiir die  dap2-1-

Tab. 3.5: Auflistung der Wachstumseigenschaften des Wildtyps und der dap2-1-Mutante.

Die dargestellten Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen (LD = 16/8 h) bei einer PFD
von 100 pmol'm™s” angezogen. Die Pflanzen sind zunichst fiir 3 Wochen auf 5 MS-
Festmedium mit 1% (w/v) Saccharose gewachsen und anschlieBend auf Erde iiberfiihrt
worden. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (£ SD) von jeweils
vierzehn Pflanzen (n = 14). Die statistische Analyse wurde mit dem Student’s 7-Test nach
Welch durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede der Mutante gegeniiber dem Wildtyp sind bei
einer Irrtumswahrscheinlichkeit o von 0,05 mit * markiert.

WT dap2-1
Parameter LD 16/8 h LD 16/8 h
Durchmesser der 54 2 1
Blattrosette am Tag + 0’ 63 + 0'23*
der Knospung (cm) - -
Rosettenblattanzahl 9.4 8.6
zum Zeitpunkt der + 0’ 63 + 0’79*
Knospung - 7
Zeitpunkt fur das
Auftreten der ersten +310 g 4 +313é02*
Bliitenknospe (Tage) - 7
Zeitpunkt der Bliite 357 40.2
(Tage) +1,54 +1,88*
Zeitpunkt fur das
Auftretens der ersten +3$ ,58 +425’310*
Schote (Tage) — -
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Mutante im Vergleich zum Wildtyp erkennbar. Dabei war das Auftreten der ersten
Bliitenknospe um 3 Tage, die Bliite um 4 Tage, und des Auftretens der ersten Schote um 5

Tage gegeniiber dem Wildtyp verzogert.

3.7.3 Chlorophyllgehalt

Aufgrund des auffilligen Blattphinotyps wurden die Chlorophyllgehalte der dapI- und dap2-
Mutanten bestimmt. Wie die gelbliche Blattfarbe der Mutanten schon andeutet, waren die
Chlorophyll a+b-Gehalte fiir die Mutanten dap! und dap?2 gegeniiber dem Wildtyp reduziert
(Tab. 3.6). Dabei wurde eine Reduktion des Chlorophyllgehalts fiir dapl-2 um ca. 50% und
fiir dapl-1 um ca. 32% ermittelt. Das Verhéltnis von Chlorophyll a zu b war jedoch nicht
signifikant verdndert, d. h. beide Chlorophyllvarianten sind im gleichem MaRe reduziert. Fiir
die Mutante dap2-1, die durch eine deutlich gelbere Blattfarbe als die dapl-Mutanten
gekennzeichnet war, wurde eine Verringerung des Chlorophyllgehalt um ca. 65% im
Vergleich zum Wildtyp bestimmt. Weiterhin zeigte diese Mutante eine leichte aber
signifikante Verschiebung im Chlorophyll a/b-Verhiltnis. Da Chlorophyll b in hoheren
Pflanzen ausschlieBlich in den Lichtsammelkomplexen (LHC) vorkommt, deutet ein hoheres
Chlorophyll a/b-Verhiltnis eine geringere Anzahl an Lichtsammelkomplexen im Verhéltnis
zu den Reaktionszentren an. Somit scheinen die verringerten Chlorophyllgehalte der dap!-
und dap2-1-Mutanten die Ursache fiir deren hellere Blattfarbe zu sein, was auf eine

verminderte Anzahl an Photosystemen schliefSen 1a63t.

Tab. 3.6: Chlorophyllgehalt des Wildtyps und der dapi-1-, dap1-2-, dap2-1-Mutanten.

Die Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen (LD = 16/8 h, PFD = 100 pmol'm™s™)
angezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (£ SD) von jeweils drei
Pflanzen (n = 3). Die statistische Analyse wurde mit dem Student’s #-Test nach Welch
durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede der Mutanten gegeniiber dem Wildtyp sind bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit oo von 0,05 mit * markiert.

WT dap1-1 dap1-2 dap2-1

Chlorophyll a+?-GehaIt
(mg Chl-gFG )
Chlorophyll a/b-Verhaltnis

164+006 1,12+0,07* 0,89+0,19* 0,58 +£0,05*

2,58 £0,03 2,48 £ 0,07 266+0,18 2,96 +0,09*
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3.7.4 Photosyntheseeigenschaften der dapl und dap2 T-DNA Insertionsmutanten

Die Wachstumsreduktion und die Auffélligkeiten im Chlorophyllgehalt der Mutanten konnten
in Zusammenhang mit Verdnderungen in der Leistungsfihigkeit der Photosynthese stehen.
Daher sollten die Photosyntheseeigenschaften der Mutanten gepriift werden. Hierfiir wurden
Messungen der Chlorophyll a-Fluoreszenz mittels Puls-Amplituden-Modulations (PAM)-
Fluorometrie (Schreiber et al., 1986) durchgefiihrt.

3.7.4.1 Bestimmung der Photosynthese-Parameter Fv/Fm, ®PSII, qP, N und ETR

Als Parameter fiir die Photosyntheseleistung der Mutanten wurde die maximale
Quanteneffizienz (Fv/Fm-Verhiltnis), die Quantenausbeute des Elektronentransports (OPSII),
die photochemische Fluoreszenzl6schung (qP), die nichtphotochemische
Fluoreszenzloschung (qN) sowie die Elektronentransportrate (ETR) fiir das Photosystem II
untersucht. Diese Messungen erfolgten mittels PAM-Fluorometrie an intakten Bléttern. Dabei
gibt das Fv/Fm-Verhéltnis Auskunft iiber die maximale Effizienz der Lichtabsorption und der
anschlieBenden Umwandelung in chemische Energie (Reduktion von Q) durch die
Lichtsammelkomplexe und das PSII-Reaktionszentrum. Unabhdngig von der jeweiligen
Pflanzenspezies betrdgt dieser Wert in gesunden Blattern ca. 0,8. Ein geringerer Wert fiir das
Fv/Fm-Verhiltnis deutet auf eine Schiddigung am PSII, spezifischer formuliert am D1-Protein,
hin. Die Quantenausbeute des Elektronentransports (®PSII, Gentry et al., 1989) gibt den
Anteil des bei der vorherrschenden Lichtbedingung vom PSII absorbierten Lichts an, welches
photochemisch  genutzt wird. Die  photochemische  Fluoreszenzloschung  der
Anregungsenergie (qP) spiegelt den Redoxstatus von Qa (Plastochinon A), dem priméren
Elektronenakzeptor des PSII, wider. P gibt Auskunft in welchem Umfang die Pflanzen in der
Lage sind photochemische Arbeit zu leisten und steht somit im Zusammenhang mit dem
linearen Elektronentransport. Die nichtphotochemische Fluoreszenzloschung (qN) spiegelt die
thermische Dissipation von Anregungsenergie wider und schiitzt den Photosyntheseapparat
vor tiberschiissiger = Anregungsenergie. Dabei tragen mehrere Faktoren zur
nichtphotochemischen Fluoreszenzloschung bei. Eine Hauptkomponente ist die pH-abhéngige
Fluoreszenzloschung (qE), welche die Energiedissipation durch den Protonengradienten an
der Thylakoidmembran reflektiert. Weitere Faktoren sind die Fluoreszenzldschung durch

Photoinhibition (ql) sowie die Fluoreszenzloschung durch Umverteilung (state transition;
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qT). ETR ist die photosynthetische Elektronentransportrate und spiegelt die
Photosynthesekapazitit wider.

Die Ergebnisse der Messungen fiir die dapl- und dap2-Mutanten sind in Tabelle 3.7
dargestellt. Dabei wiesen dunkeladaptierte Blitter der dapl/-Mutanten unter normalen
Anzuchtbedingungen (LD = 16/8 h, PFD = 100 pmol'm™*s”) ein Reduktion des Fv/Fm-
Verhiltnisses um ca. 30% auf. In dunkeladaptierten Blittern der dap2-I-Mutante war das
Fv/Fm-Verhiltnis um ca. 40% verringert. Die dapl dap2-Doppelmutante wies eine
Verringerung um ca. 30% auf. Diese Reduktion deutet auf eine geringere maximale
Quanteneffizienz des PSII schon bei fehlender Belichtung hin. Weiterhin zeigt dies eine
Schiadigung des PSII bzw. aktiver Mechanismen der Fluoreszenzloschung an. Bei
lichtadaptierten Blittern (PFD ~ 150 pmol-m’2~s'1) war die Quantenausbeute des PSII-
Elektronentransports (®PSII) fiir die dap/-Mutanten um ca. 50% und fiir die dap2-1-Mutante
sowie die dapl dap2-Doppelmutante um ca. 40% reduziert. Folglich konnen die Mutanten bei
Belichtung nur einen deutlich geringeren der Anteil der absorbierten Lichtenergie
photochemisch nutzten. Die photochemische Fluoreszenzloschung (qP) fiir dapl-2 ist im
Vergleich zum Wildtyp signifikant erhdht. Bei dapl-1 wurde nur eine leichte, jedoch nicht
signifikante, Erhohung fiir qP bestimmt. Die Pflanzen von dap2-1 und der Doppelmutante
dapl-1 dap2-1 wiesen unter diesen Bedingungen eine signifikante Reduktion von qP und
damit einen geringeren Reduktionszustand von Q4 auf. Das zeigt, dass ein geringerer Teil der
Anregungsenergie von der dap2-1-Mutante und der dap! dap2-Doppelmutante unter diesen
Bedingungen tatsdchlich fiir photochemische Arbeit genutzt wird. Weiterhin wurde fiir die
dapl- und dap?2-1-Mutanten eine Erh6hung der nichtphotochemischen Fluoreszenzldschung
(qN) um jeweils mehr als 45% beobachtet. QN war fiir die dap! dap2-Doppelmutante im
Vergleich zum Wildtyp um ca. 50% erh6ht. Daher scheint in allen Mutanten ein Grossteil der
Anregungsenergie dissipiert zu werden. Dies spiegelt sich auch in der reduzierten
Elektronentransportraten (ETR) der Mutanten wider, welche um jeweils mehr als 45%

verringert waren.
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Tab. 3.7: Photosynthese-Parameter des Wildtyps und der dapi-1-, dap2-1-, dap2-1-, dapi-1
dap2-1-Mutanten.

Die Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen (LD = 16/8 h, PFD = 100 pmol'm™>s™)
angezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (+ SD) von jeweils drei
Pflanzen (n = 3), die bei einer PFD von 150 umol'm™s™ analysiert wurden. Die statistische
Analyse wurde mit dem Student’s #-Test nach Welch durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede
der Mutanten gegeniiber dem Wildtyp sind bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit o von 0,05
mit * markiert.

Parameter WT dap1-1 dap1-2 dap2-1 dap1-1
dap2-1

Fv/IFm 0,819 0,551 0,578 0,492 0,551
+ 0,002 +0,015* +0,036* +0,068* + 0,045*

DOPSII 0,763 0,383 0,371 0,429 0,425
+ 0,003 +0,017* +0,018* +0,007* + 0,009*

qP 0,794 0,801 0,811 0,692 0,723
+ 0,006 + 0,005 + 0,006* +0,019* + 0,009*

gN 0,295 0,456 0,433 0,453 0,599
+ 0,009 +0,015* + 0,029* + 0,024* +0,018*

ETR 44,55 23,62 23,46 22,23 24,41
+ 0,205 +1,126* +1,121* +0,273* +0,176*

3.7.4.2 Bestimmung der Photosynthese-Parameter qP, qN und ETR bei verschiedenen

Lichtintensititen

Da die Mutanten im vorangegangenen Experiment Auffilligkeiten fiir die photochemische
und nicht photochemische Fluoreszenzloschung sowie die Elektronentransportrate aufwiesen
(Kap. 3.7.4.1), sollten diese Parameter in einer Lichtreihe unter Verwendung
unterschiedlichen Lichtintensititen eingehender untersucht werden.

Hierbei war in Abhdngigkeit zu steigenden Lichtintensitit eine Zunahme der ETR fiir alle
Pflanzen zu verzeichnen (Abb. 3.15). Dabei war auffillig, dass schon bei Lichtintensititen
(PFD < 100 umol-m’z-s'l), welche unterhalb der PFD der Anzuchtbedingung lagen, eine
drastische Reduktion im ETR der dap/-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp erkennbar war.
Diese Differenz wurde mit zunehmender Lichtintensitdt umso deutlicher. Auch die dap2-1-
Mutante sowie die dapl dap2-Doppelmutante zeigten liber die gesamte Lichtreihe eine
deutliche Reduktion der ETR in gleicher Weise. Daraus kann eine spezifisch verringerte PSII-
Aktivitdt und eine Limitierung des linearen Elektronentransport fiir alle Mutanten abgleitet

werden.
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Mit steigender Lichtintensitdt war fiir qP eine generelle Abnahme zu verzeichnen, welches
den zunehmenden Reduktionsstatus von Qa widerspiegelt. Hierbei lag qP fiir die dapi-
Mutanten bei Lichtintensititen bis 750 pmol'm™®s” iiber dem des Wildtyps. Im weiteren
Verlauf war jedoch ein Angleichen an die Werte des Wildtyps zu verzeichnen, so dass bei
hohen Lichtintensititen iiber 750 umol'm™s™ nur noch geringe Unterschiede fiir qP ermittelt
wurden. Daher scheint vor allem bei niedrigen und moderaten Lichtintensititen in den dap-
Mutanten eine hohere photochemische Fluoreszenzldschung ausgeprigt zu sein, welches
einen geringeren Reduktionsstatus von Q andeutet. Auffillig bei diesem Experiment war,
dass dabei auch die dapl-1-Mutante bei Lichtintensititen von 100 bis 200 pmol'm™s™ ein
signifikant hoheres qP als der Wildtyp aufwies (vgl. Kap. 3.7.4.1). Fiir qP wurden bei der
dap2-1-Mutante sowie der dapl dap2-Doppelmutante Unterschiede zu dem qP der dap!-
Mutanten bei steigenden Lichtintensititen ermittelt. Im Vergleich zum Wildtyp existierte bei
der dap2-1-Mutante sowie der dap! dap2-Doppelmutante bis zu einer Lichtintensitit von 320
umol'm?s” ein anndhernd gleiches qP. Bei héheren Lichtintensititen kam es zu einer
zunehmenden Verminderung von qP im Vergleich zum Wildtyp. Diese Unterschiede waren
ab Lichtintensititen iiber 500 umol'm™s™ deutlich ausgeprigt. Das spiegelt einen stirkere
Reduktion von Qa fiir die dap2-1-Mutante und die dap! dap2-Doppelmutante bei hoheren
Lichtintensitdten wider.

Uber die gesamte Lichtreihe waren die Mutanten von dapl, dap2 sowie die Doppelmutante
dapl dap2 im Vergleich zum Wildtyp durch eine signifikant erhdhtes qN gekennzeichnet.
Das weist darauf hin, dass in den Mutanten verstiarkt Anregungsenergie dissipiert wird.
Zusammenfassend zeigten die Experimente, dass die dap /-Mutanten neben dem erhohten qN
auch tiiber ein erhohtes qP bei fast allen Lichtintensititen verfiigen. Die dapl-Mutanten
zeichneten sich also durch eine erhdhte Dissipation von Anregungsenergie (qN) aus. Des
Weiteren ldsst das erhohte gP (1 — qP = Qareq), auf einen geringeren Reduktionsstatus von Qa
schlieen. Dies deutet auf eine Stérung direkt in Verbindung mit dem PSII und nicht in den
nachfolgenden Komponenten der Elektronentransportkette hin. Die dap2-1-Mutante und die
dapl dap2-Doppelmutante waren durch ein erhohtes qN gekennzeichnet. Auch fiir diese
Mutanten liegt somit eine erhohte Dissipation der Anregungsenergie vor. Das qP fiir die
dap2-1-Mutante und die dapl dap2-Doppelmutante war vor allem bei hdheren
Lichtintensitdten deutlich erniedrigt. Eine Limitation des Elektronentransports vom PSII
durch einen erhdhten Reduktionszustand von Qa scheint damit fiir diese Mutanten nur bei

hoheren Lichtintensititen gegeben zu sein.
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Abb. 3.15: Bestimmung des photosynthetischen Elektronentransports (ETR) sowie der
photochemischen und nicht photochemischen Fluoreszenzldschung (qP, qN) fiir den Wildtyp
und die Mutanten dapl-1, dap1-2, dap2-1, dapi-1 dap2-1.

Die Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen (LD = 16/8 h, PFD = 100 pmol'm™s™)
angezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (= SD) von mindestens
drei Pflanzen (n > 3), bei Raumtemperatur (22 - 25°C) und steigenden Lichtintensititen (PFD
=25 - 1100 pmol'm™s™). Die Regressionskurven wurden mit dem Programm SIGMA Plot
erstellt.
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Die ETR war in allen Mutanten drastisch verringert, was eine reduzierte photosynthetische
Leistungsfahigkeit zeigt. Dies ist vor allem durch die stark erhdhte Dissipation von
Anregungsenergie (qQN) der Mutanten zuriickzufiihren. Die gewonnenen Ergebnisse decken
sich mit den im vorrangegangen Kapitel beobachteten geringen Werten fiir ®PSII und fiir das
Fv/Fm-Verhiltnis (vgl. Kap. 3.7.4.1), welche Aufschluss iiber die Intaktheit und die
photochemische Effizienz des PSII geben. Die Verminderung dieser Werte spricht fiir eine
Schidigung des PSII, welche die Effizienz des Elektronentransports limitierte. Weiterfithrend
zeigen die Ergebnissen der PAM-Fluorometrie, dass die dap! dap2-Doppelmutante neben
dem schon beschriebenen Wachstumsphianotyp (Kap. 3.5.3) auch in den Fluoreszenz-
Parametern eher der dap2- Mutante als den Mutanten von dap/ dhnelt. Das wird vor allem

anhand des Verlaufs von qP deutlich.

3.7.4.3 Bestimmung einer Chlorophyllfluorezenz-Induktionskurve

Um eine Aussage iiber den zeitlichen Verlauf der Chlorophyllfluoreszenzloschung der dap!-
und dap2-1-Mutanten zu erhalten, wurden kinetische Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt.
Fiir diese Messungen wurden dunkeladaptierte Bléattern verwendet. Dabei wurde zunichst
durch Einschalten des Messlichts die Grundfluoreszenz (Fy) bestimmt. Im Vergleich zum
Wildtyp wurde fiir die dap - und dap2-1-Mutanten eine erhohtes Fy ermittelt (Abb. 3.16). Da
Fo die Fluoreszenzausbeute bei maximal oxidiertem Q, widerspiegelt, kann fiir diese
Mutanten ein erhohter Reduktionszustand von Q4 angenommen im Dunklem werden. Durch
Einschalten des aktinischen Lichts und simultaner Applikation eines geséttigten Lichtpulses
wurde im Anschluss die Maximalfluoreszenz (F,,) gemessen. Dabei zeigte sich, dass das Fy,
der dapl- und dap?2-1-Mutanten gegeniiber dem des Wildtyps deutlich erniedrigt war. Da Fy,
erniedrigt und F, erhoht waren, ist die variable Fluoreszenzausbeute (F,), welche die
Differenz aus beiden Faktoren darstellt, dementsprechend verringert. Die Reduktion von F,
spiegelt ein reduziertes Vermogen des PSII zur Reduktion von Qa, also zur Durchfiihrung
primdrer Photochemie wider. Weiterhin wird daraus der rechnerische Zusammenhang mit
dem auffillig reduzierten F,/F-Verhiltnis (Kap. 3.7.4.1) ersichtlich. Im Anschluss war eine
Abnahme von F,, der transienten Fluoreszenzausbeute, zu verzeichnen (Kautsky-Effekt).
Durch die Applikation gesittigter Lichtpulse wurde F,,», die maximale Fluoreszenzausbeute,

lichtadaptierter Blétter ermittelt.
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Abb. 3.16: Chlorophyllfluoreszenz-Induktion fiir den Wildtyp und die Mutanten dapl-1,
dapl-2und dap2-1.

Die Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen (LD = 16/8 h, PFD = 100 pmol'm™s™)
angezogen. Dargestellt sind reprdsentative Kurven der Chlorophyllfluoreszenz von jeweils
einer Pflanze. Fy, minimale Fluoreszenzausbeute; F,,, maximale Fluoreszenzausbeute; ML,
Messlicht (PFD < 1 pmol'm?s™); AL, aktinisches Licht (PFD = 500 pmol'm™s™);
saturierende Lichtpulse (PFD > 4000 pmol-m™s™).

Die dapl-Mutanten zeigten dabei einen sehr ungewo6hnlichen Fluoreszenzverlauf. Dabei war
ein lichtinduzierter Abfall der Chlorophyllfluoreszenz unter Fy zu verzeichnen, welcher
daraufhin wieder sigmoid anstieg. Das ldsst vermuten, dass im belichteten Zustand,
wenigstens liber wenige Minuten, schnelle Mechanismen der Fluoreszenzloschung aktiviert
werden, welche die Fluoreszenz kurzzeitig drastisch verringern, aber im weiteren Verlauf

nicht mehr effektiv sind. Dabei konnte es sich um qE, die pH-abhdngige Komponente der
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nichtphotochemischen Fluoreszenzloschung, handeln. Des Weiteren war auch F, im
Verhiltnis zu F,, gegeniiber deutlich verringert, was sich in der geringeren Quanteneffizienz
des PSII Elektronentransports (®PSII) widerspiegelt (vgl. Kap. 3.4.7.1). In der
anschlieBenden Dunkelphase war nur eine geringe Erholung (dark relaxation) von F,, zu
erkennen. Dabei fehlten die Komponenten der schnellen (qE) und mittleren Erholungskinetik
(qT) von gN komplett. Nur die langsame Komponente der Erholungskinetik (dark relaxation
kinetic), ql, war schwach ausgeprigt. Der gesamte Kinetikverlauf der dap/-Mutanten zeigte
eine massive Storung der Mechanismen der nichtphotochemischen Fluoreszenzldschung an.

Die dap2-1-Mutante zeigte, aufgrund des geringeren F,,, einen etwas frijheren Ubergang in
den steady state als der Wildtyp. Im steady state war fiir die dap2-Mutante ein relativ
normaler kinetischen Verlauf der Fluoreszenz zu ermitteln. Dabei war das F,,» gegeniiber dem
Wildtyp jedoch deutlich verringert. Das erklart, weshalb auch im belichtetem Zustand die
Quantenausbeute fiir den Elektronentransport des PSII (®PSII) geringer war (vgl. Kap.
3.4.7.1). Nach Abschalten des aktinischen Lichts waren alle drei Komponeten der
Erholungskinetik von qN ausgeprigt. Dabei waren qE, qT und gl im Vergleich zum Wildtyp
aber deutlich schwicher. Zusammenfassend wurde fiir die dap2-7-Mutante iiber die gesamten

Kinetik ein reduzierter aber relativ normaler Fluoreszenzverlauf ermittelt.

3.7.5 Wasserstoffperoxid-Fiarbung der dapl T-DNA Insertionsmutanten

Da bei den dapl-Mutanten massive Storungen der Photosynthese festgestellt wurden, sollte
iiberpriift werden, ob die Mutanten durch ein héheres MaB3 an photooxidativem Stress
gekennzeichnet sind. Daher wurde das Vorhandensein von Wasserstoffperoxid mittels der
Féarbung von 3,3-Diaminobenzidin (DAB) untersucht. DAB polymerisiert spontan und lokal
bei Kontakt mit Wasserstoffperoxid und Anwesenheit einer Peroxidase. Das polymerisierte
DAB ist dabei durch eine braunliche Farbung gekennzeichnet.

Unter den Kontrollbedingungen zeigten sich keine Unterschiede in den Férbungen des
Wildtyps und der dapl-Mutanten (Abb. 3.17A, B, C). Weiterhin wurde das Verhalten der
Pflanzen unter Lichtstress bei zweistlindiger Belichtung mit Starklicht (PFD ~ 900 pumol-m’
%571 untersucht (Abb. 3.17D, E, F). Dabei zeigte sich eine stirkere DAB-Firbung infolge des
ausgeiibten photooxidativen Stress. Es wurden jedoch keine Unterschiede zwischen dem
Wildtyp und den Mutanten beobachtet. Als Kontrolle fiir photooxidativen Stress wurde fiir
zwei Stunden das Herbizid DCMU appliziert, welches den Elektronentransport vom PSII zu
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Plastochinon inhibiert (Abb. 3.17G, H, I). Auch dabei war eine verstirkte DAB-Fiarbung zu
verzeichnen, welche fiir den Wildtyp und die Mutanten aber vergleichbar war. Diese
Untersuchungen zeigen, dass, falls es in den dap/-Mutanten unter Normal- oder
Starklichtbedingungen zu einer vermehrten Bildung von Wasserstoffperoxid infolge von

photooxidativen Stress kommt, diese kompensiert werden kann.

Wildtyp dap1-1 dap1-2
A B C
Kontrolle ’ = ot a
D E F
Starklicht o 2 { \\%-
N :
G H |
4\
+ DCMU g *

Abb. 3.17: Nachweis von Wasserstoffperoxid mittels DAB-Féarbung.
Wasserstoffperoxid-Nachweis mittels DAB (brdunliche Farbung) des Wildtyps und der
Mutanten dapl-1 und dapl-2. Dargestellt sind reprdsentative Pflanzen unter Kontroll-
bedingungen (PFD ~ 100 pmol'm™s™), nach zweistiindiger Applikation von Starklicht (PFD
~ 900 pmol'm™s™) und nach zweistiindiger Inkubation mit 200 pm DCMU (PFD ~ 100
umol-m’z-s'l).
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3.7.6 Gehalte an Stirke und loslichen Zuckern der dapl und dap2 T-DNA

Insertionsmutanten

Um die Auswirkungen des verminderten Elektronentransports auf die Synthese von
Photoassimilaten zu untersuchen, wurden die Gehalte an Stdrke, Saccharose, Glukose und

Fruktose fiir die dap - und dap2-1-Mutanten im tageszeitlichen Verlauf analysiert.

3.7.6.1 Gehalte an Stirke und loslichen Zuckern der dapl T-DNA Insertionsmutanten

Die Gehalte an Stirke der dapl-I- und dapl-2-Mutanten waren nur vor Beginn der
Lichtperiode mit dem des Wildtyps vergleichbar (Abb. 3.18A). Bei Belichtung wurde fiir
diese Mutanten aber deutlich verminderte Stirkegehalte ermittelt. Dabei war eine Zunahme
der Differenz fiir den Stirkegehalt zwischen den dapl/-Mutanten und dem Wildtyp mit
fortschreitender Dauer der Lichtperiode zu beobachten. Am Ende der Lichtperiode hatten die
dapl-Mutanten nur ca. 60% des Starkegehalts des Wildtyps. Auch vier Stunden nach Ende
der Photoperiode waren noch deutliche Unterschiede messbar. Fiir die Saccharosegehalte
waren keine Unterschiede zwischen dem Wildtyp und den dap/-Mutanten auszumachen
(Abb. 3.18B). Dahingegen waren die Glukosegehalte der Mutanten iiber den gesamten
Tagesverlauf um ca. 30% verringert (Abb. 3.18C). Fiir den Gehalt an Fruktose wurden zum
Ende der Lichtperiode und in den ersten vier Stunden der Dunkelperiode eine Verringerung
fiir die dapl-Mutanten gegeniiber dem Wildtyp ermittelt (Abb. 3.18D). Daher wire es
denkbar, dass die dapl-Mutanten den Saccharosegehalt zu Lasten der Glukose- und
Fruktosekonzentration aufrecht erhalten kdnnen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die reduzierte photsynthetische
Leistungsfahigkeit der dap I-Mutanten zu einem verminderten Gehalt an Photoassimilaten, im
besonderen Stérke, flihrt. Dies konnte eine Erkldrung fiir die Wachstumsreduktion und die

verzogerte Anthese der dap/-Mutanten sein.
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Abb. 3.18: Stirke-, Saccharose-, Glukose- und Fruktosegehalte des Wildtyps und der
Mutanten dap -1 und dapl-2.

Dargestellt sind die Mittelwerte der Blattgehalte an Stirke, Saccharose, Glukose und Fruktose
mit Standardabweichung (+ SD) von jeweils drei Pflanzen (n = 3) im tageszeitlichen Verlauf
(LD =12/12 h). Die verwendeten Pflanzen wurden dabei auf Erde angezogen.

3.7.6.2 Gehalte an Stirke und loslichen Zuckern der dap2 T-DNA Insertionsmutante

Da die dap2-I1-Mutanten nicht auf Erde angezogen werden konnen, wurden die Pflanzen
zunichst fiir vier Wochen auf 2 MS-Festmedium mit 1% (w/v) Saccharose angezogen. Fiir
photoautotrophes Wachstum wurden die Pflanzen im Anschluss fiir zwei Wochen auf 2 MS-
Festmedium ohne Saccharose kultiviert. Mit den Wildtyppflanzen wurde analog verfahren,
um die Vergleichbarkeit zu gewihrleisten. Da die dap2-1-Mutanten weiterhin durch eine sehr
geringe Blattmasse gekennzeichnet sind, wurden jeweils ca. drei Pflanzen bendtigt, um eine
dem Wildtyp entsprechende Probemenge zu erhalten. Obwohl die dap2-Mutante eine starke
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Verringerung der photosynthetischen Leistungsfihigkeit zeigt, wurden im Vergleich zum
Wildtyp keine signifikanten Unterschiede fiir den Stédrke-, Saccharose-, Glukose- oder
Fruktosegehalt nachgewiesen (Abb. 3.19A, B, C, D). Dies konnte vielleicht auf die

artifiziellen, aber notwendigen Anzuchtbedingungen zuriickzufiihren sein.
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Abb. 3.19: Stirke-, Saccharose-, Glukose- und Fruktosegehalte des Wildtyps und der Mutante
dap2-1.

Dargestellt sind die Mittelwerte der Blattgehalte an Stérke, Saccharose, Glukose und Fruktose
mit Standardabweichung (£ SD) von jeweils drei Proben (n = 3) im tageszeitlichen Verlauf
(LD = 12/12 h). Dabei wurden die Pflanzen zundchst vier Wochen auf '2 MS-Festmedium
mit 1% (w/v) Saccharose und anschlieBend fiir zwei Wochen auf 2 MS-Festmedium ohne
Saccharose kultiviert.
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3.8  Elektronenmikroskopische Analyse der Chloroplastenmorphologie der

dapl und dap2 T-DNA Insertionsmutanten

Um Aufschluss tiber einen Einfluss der dapl- und dap2-1-Mutationen auf die Morphologie
und Ultrastruktur der Chloroplasten zu erhalten, wurden Ultradiinnschnitte von den Bléttern

dieser Mutanten mittels Transmissionselektronenmikroskopie analysiert.

3.8.1 Chloroplastenmorphologie der dapl T-DNA Insertionsmutanten

Die Chloroplasten der dap-1-Mutante glichen in der Grof3e und Form den Chloroplasten des
Wildtyps (Abb. 3.20A). Auch die Akkumulation von transitorischer Stirke war nicht
beeinflusst. Es war aber eine deutliche Verdnderung in der Anordnung und Verteilung der
Thylakoide in der Mutante zu beobachten. Die dap/-1-Mutante wies eine erhohte Stapelung
der Granathylakoide (engl. grana stacking) auf. Dies wurde anhand der Fldche der
Granastapel deutlich erkennbar (Abb. 3.20B). Dabei hatten der iiberwiegende Anteil der
Granathylakoide des Wildtyps eine Fliche von 0,005 - 0,060 um’. Die durchschnittliche
Fliache der Granathylakoide der dap-/-Mutante war vergroBBert. Bei dieser Mutante wurden
fir die Granathylakoide Flichen im Bereich von 0,005 - 0,150 pum’® nachgewiesen. Des
Weiteren war die Anzahl an Granastapel pro Chloroplast bei der Mutante verringert (Daten
nicht gezeigt). Die Differenz aus der relativen Anzahl der Granastapel pro Granafldche von
Wildtyp und dap1-1-Mutante zeigt, dass der Wildtyp gegeniiber der Mutante vor allem durch
einen hoheren Anteil kleiner Granastapel mit Fichen von 0,005 - 0,035 pm® gekennzeichnet
ist. Dahingegen weist die dapI-1-Mutante einen hoheren Anteil an Granastapeln mit groferen

Fldachen im Bereich von 0,040 - 0,150 umz auf.
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Abb. 3.20: Transmissionselektronenmikroskopische Analyse der Chloroplasten des Wildtyps
und der dapI-1-Mutante.

Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen von Mesophyllchloroplasten

(A) des Wildtyps und der dap1-1-Mutante.

Starkekorner (S) Stromathylakoide (ST), Granathylakoide (GT), Balken = 0,6 um.

(B) Statistische Verteilung der Flache der Granastapel vom Wildtyp und der dap1-1-Mutante.

3.8.2 Chloroplastenmorphologie der dap2 T-DNA Insertionsmutante

Fiir die Chloroplasten der dap2-1-Mutante wurde eine Vielzahl von Erscheinungsformen
beobachtet (Abb. 3.21). Der iiberwiegende Teil der Chloroplasten der Mutante (Abb. 3.21B,
C) war in Form und GroBe mit denen des Wildtyp vergleichbar. Dennoch waren fiir eine
gewisse Anzahl von Chloroplasten der dap2-1-Mutante keine Stirkekorner nachweisbar
(Abb. 3.21C). Des Weiteren waren aber auch einige Chloroplasten mit augenscheinlichen
Auffilligkeiten zu erkennen (Abb. 3.21D, E). Dabei waren unterschiedliche Morpholologien

erkennbar, die vor allem Defekte in der Anordnung der Thylakoide zeigten. In einem Teil der
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Chloroplasten waren so gut wie keine Granathylakoide, aber eine grole Anzahl an globulédren
Korperchen, vermutlich Plastoglobuli, zu verzeichen (Abb. 3.21D). Weiterhin waren aber
auch Chloroplasten auffillig, welche zum {iiberwiegen Teil durch rudimentire
Stromathylakoide und extrem stark gestapelte Granathylakoide gekennzeichnet waren (Abb.
3.12E). Da der iiberwiegende Teil der Chlorplasten der dap2-I-Mutante eine normale
Erscheinung hatte, wird davon ausgegangen, dass fiir diese Mutante keine ultrastrukturelle

Verinderung der Chlorplasten vorliegt.

Abb. 3.21: Transmissionselektronenmikroskopische Analyse der Chloroplasten des Wildtyps
und der dap?2-1-Mutante.

Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen von Mesophyllchloroplasten

(A) des Wildtyps und (B - E) eine Anzahl von Chloroplasten der dap2-/-Mutante.
Starkekorner (S) Stromathylakoide (ST), Granathylakoide (GT), Peroxisome (P),
Plastoglobuli (PG), Balken = 0,6 um.
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3.9  Generierung einer Synechocystis Insertionsmutante

Um die Auswirkungen eines kock-out von homologen DAP-Gene flir weitere phototrophe
Organismen zu untersuchen, wurde versucht, eine Insertionsmutante vom Cyanobakterium
Synechocystis sp. PCC 6803 zu erzeugen. Anhand des Phanotyps sollten Riickschliisse auf die
Funktion des entsprechenden Proteins erarbeitet werden. Fiir die Wahl von Syrnechocystis
sprachen die Mdglichkeit zur gentechnischen Manipulation und das komplett sequenzierte
Genom (Kaneko et al, 1996). Es war moglich, ein homologes DAP-Protein von
Synechocystis in der Datenbank CyanoBase (Nakamura et al, 1998; 1999; 2000) zu
identifizieren (Kap. 3.1). Synechocystis verfiigt iber nur ein homologes DAP-Protein, welches
im Leserahmen s//0615 kodiert ist. Dies Protein ist 206 Aminosdurereste lang und verfiigt
iiber eine Aminosdureidentitit von ca. 40% zu den AtDAP-Proteinen (vgl. Tab. 3.1).
Weiterhin werden fiir dieses Protein, in Ubereinstimmung mit den DAP-Proteinen von A.
thaliana, sechs a-helikale Transmembrandoménen vorhergesagt.

Die Erzeugung der entsprechenden Insertionsmutante erfolgte iiber homologe Rekombination.
Dazu wurde der entsprechende Leserahmen mittels PCR amplifiziert und iiber eine im
Leserahmen vorhandene Schnittstelle einer Ristriktionsendonuklease eine Kanamycin-
Resistenzgenkassette eingefligt. Das so erhaltene Konstrukt trigt eine Insertion im
Leserahmen s//0615, welche die vollstindige Transkription des Genes verhindert und eine
Selektion mit dem Antibiotikum Kanamycin ermoglicht. Dieses Konstrukt wurde nach
Synechocystis transformiert und die resultierenden Transformanten durch Zugabe von
Kanamycin selektiert. Da Synechocystis liber ein multicopy genome verfiigt (Kaneko et al.,
1996), wurden die erhaltenen Transformanten anschlieBend in Hinblick auf die
Vollstindigkeit der Segregation mittels PCR iiberpriift (Abb. 3.22). Fiir alle Transformanten

war neben der vergroferten Bande fiir das Insertionsfragment auch die Bande fiir das

WT - MT1MT2MT3MT4 MT5 MT6

<4— Insertionsfragment
<— Hybridfragment
<4— Wildtypfragment

Abb. 3.22: Segregationsanalyse der Insertionsmutanten von Synechocystis.

Dargestellt ist die gelelektrophoretische Auftrennung der erhaltenen PCR-Fragmente des
mutierten Leserahmens s//0615 fir den Wildtypstamm (WT) und separate Transformanten
(MT).
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Wildtypfragment vorhanden. Weiterhin trat durch den Zusammenschluss von jeweils einem
DNA-Strang des Wildtypfragments und des Insertionsfragments eine Hybridbande auf. Es
konnte keine komplett segregierte Insertionsmutante, welche nur noch das mutiert Allel und
kein Wildtyp-Allel mehr trégt, ermittelt werden. Auch eine ldngerfristige Kultivierung unter
erhohten Konzentrationen des Antibiotikums und die mehrfache Vereinzelung der Kulturen
fiihrte nicht zur Identifizierung von komplett segregierten Mutanten. Des Weiteren zeigten die
nicht segregierten Transformanten keine augenscheinlichen phénotypischen Auffélligkeiten.
Das Fehlen von komplett segregierten Mutanten legt nahe, dass es sich bei dem mutierten

Leserahmen um ein essentielles Gen fiir Synechocystis handelt.

3.10 Analyse von Saccharomyces cerevisiae Deletionsmutanten

Auch fiir einen heterotrophen Organismus sollte ermittelt werden, welche phénotypischen
Auswirkungen ein kock-out der DAP-Genen hat. Aufgrund der komplett bekannten
Genomsequenz (Goffeau et al, 1996) und der einfachen Verfligbarkeit von
Deletionsmutanten (EUROSCARF; Winzeler et al., 1999) wurde hierfiir Saccharomyces
cerevisiae verwendet. Auch fiir S. cerevisiae wurde nur ein homologes DAP-Protein
identifiziert (Kap. 3.1), welches im Leserahmen YBRI87w kodiert ist. Dabei zeigt YBR187w
eine geringfligig hohere Aminosdureidentitit zu AtDAP3, AtDAP4 und AtDAPS (jeweils
37%) als zu AtDAP1 (29%) und AtDAP2 (30%). Auch fiir dieses Protein werden sechs a-
helikale Transmembrandoménen vorhergesagt. Weiterhin verfiigt YBR187w iiber eine N-
terminale Verldngerung, fiir die eine Funktion als Signalpeptid des sekretorischen Wegs
vorhergesagt wird. Die Lokalisation des entsprechenden Proteins konnte in einer
genomweiten GFP-Studie durch Huh et al. (2003) ermittelt werden. Das GFP-Fusionsprotein
wurde dabei innerhalb der Vakuole von S. cerevisiae lokalisiert. Da, bedingt durch den
methodischen Ansatz, nur ein relativ kurzes Fragment des Proteins mit GFP fusioniert war,
wiére durch das Fehlen einiger Membranspannen, aber auch eine Lokalisation in der
Tonoplastenmembran oder eine Misslokalisation denkbar.

Durch functional genome profiling wurde flr eine kock-out-Mutante des Gens YBRI87w ein
reduziertes Wachstum auf nichtfermentativen Kohlenstoffquellen zwar nachgewiesen, aber
nicht im Detail analysiert (Giaever et al., 2002; Steinmetz et al., 2002). Aktuelle
Untersuchungen postulieren fiir dieses Protein eine nicht eingehender charakterisierte

Beteiligung in der Ribosomenbiogenese von S. cerevisia (Barbara et al., 2007).
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Zur Analyse von knock-out-Mutanten fiir dieses Gen wurden zwei Deletionsmutanten in
verschiedenen Genotypen von S. cerevisiee vom EUROSCARF-Projekt (EUROpean
Saccharomyces Cerevisiae ARchive for Functional analysis; Winzeler et al., 1999) bezogen.
In beiden Mutantenstimmen sollte ein Teil des urspriinglichen Leserahmens {iber homologe
Rekombination deletiert und an dessen Stelle eine Resistenzgenkassette vorhanden sein (Abb.
3.23A). Eine solche Mutation verhindert die vollstindige Transkription des Gens und somit
die Synthese eines funktionellen Proteins. Die Verifizierung der Mutanten wurde mittels PCR
unter Verwendung von spezifischen Primerkombinationen, die das Vorhandensein der
Insertion nachweisen, durchgefiihrt (Abb. 3.23B). Dabei wurde durch Verwendung der
Primerkombination A, die den kompletten Leserahmen amplifiziert, fiir beide

Mutantenstimmen eine Vergroflerung der erhaltenen Fragmentbanden im Vergleich zu den

A
A
— .
e P
| ATG | YBR187w | sToP |
D E
B
Wildtyp-1 ybr187wA-1 Wildtyp-2 ybr187wA-2
A B CDE A BCDE ABCDE ABCDE

Abb. 3.23: Analyse der Deletionsmutanten von S. cerevisiae.

(A) Schematische Darstellung der Deletion des Gens YBRI187w sowie die Positionen der zur
Verifizierung der Deletion verwendeten Primerkombinationen A, B; C, D und E.

(B) Nachweis der Deletion im Gen YBR87w unter Verwendung der Primerkombinationen A,
B, C, D, E in zwei unabhidngigen Deletionsmutanten. Dargestellt ist die Auftrennung der
erhaltenen PCR-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese.
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Wildtypstimmen erkennbar. Bei Verwendung der Primerkombinationen B und C, welche fiir
das Wildtypgen spezifisch sind, traten nur fiir die Wildtypstimme Fragmentbanden auf.
Dahingegen wurden unter Verwendung der Primerkombinationen D und E, welche fiir das
mutierte Gen spezifisch sind, nur Fragmentbanden fiir die Mutantenstimmen nachgewiesen.
Dadurch wurde fiir beide Deletionstimme (vbri87wA-1, ybri87wA-2) das Vorhandensein der

Mutationen bestétigt.

Um die von Giaever et al. (2002) und Steinmetz et al. (2002) ermittelten Wachstums-
eigenschaften zu verifizieren, wurde das Wachstumsverhalten der Mutantenstimme mittels
Tropftest in einer seriellen Verdiinnungsreihe auf YP-Medium unter Verwendung
verschiedener Kohlenstoffquellen analysiert. Fiir das Wachstum auf den fermentativen
Zuckern Glukose und Galaktose zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Wildtyp- und
Mutantenstimmen (Abb. 3.24A). Im Gegensatz zu den fermentativen Zuckern wurde jedoch
eine reduziertes Wachstum der Mutantenstimme auf den nichtfermentativen
Kohlenstoffquellen Ethanol, Glycerol, Olsdure, Acetat und Laktat beobachtet (Abb. 3.24B).
Dabei konnte es sich sowohl um eine verlangsamtes Wachstum beim Vollzug des diauxic
shift als auch um eine generelle Verlangsamung der Wachstumsrate fiir die Mutantenstimme
auf den genannten Kohlenstoffquellen handeln. Es war zu beobachten, dass der
Wildtypstamm-2 und die Mutante dieses Genotyps (ybri87wA-2) etwas besser wuchsen als
der Wildtypstamm-1 und dessen entsprechende Mutante (ybri87wA-1). Diese Unterschiede
beruhen aber vermutlich auf dem entsprechenden Genotyp der Hefestimme. Im Gegensatz zu
den szuvor genannten nichtfermentativen Kohlenstoffquellen waren auf der
nichtfermentativen Kohlenstoffquelle Pyruvat keine Wachstumsunterschiede zwischen den
Mutanten- und den Wildtypstimmen zu ermitteln. Diese physiologische Komplementation
deutet einen Einfluss von Pyruvat auf das Wachstumsvermogen der Mutanten an. Da
allerdings Laktat und Pyruvat strukturell sehr dhnlich sind und auch in dhnlicher Weise
katabolisiert werden, ist die Ursache fiir die Wachstumsunterschiede auf diesen beiden

nichtfermentativen Kohlenstoffquellen noch nicht eindeutig erklérbar.
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A 2% Glukose 2% Galaktose
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Wildtyp-1 ; '
Wildtyp-2 _
ybr187wA-1 £
ybr187wA-2
B 2% Ethanol 2% Glycerol 0,2% Olsaure
1 2 3 4 5 6 _ 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Wildtyp-1
Wildtyp-2
ybr187wA-1
ybr187wA-2
2% Acetat 2% Pyruvat 2% Laktat
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Wildtyp-1
Wildtyp-2
ybr187wA-1
ybr187wA-2

Abb. 3.24: Charakterisierung des Wachstums der Wildtypen bzw. der Mutanten ybri87wA-1
und ybr187wA-2 auf verschiedenen Kohlenstoffquellen.

Dargestellt ist das Wachstum der Hefestimme Wildtyp-1, Wildtyp-2 und der Mutanten
ybr187wA-1 und ybri187wA-2 in einer seriellen Verdiinnungsreihe (1 = 1-10% 2 =2-10"; 3 =
4-10'2,; 4=810" ;5=1,6 102 ;6= 3,2-10’4) auf verschiedenen Kohlenstoffquellen.

(A) Wachstum auf fermentativen Kohlenstoffquellen.

(B) Wachstum auf nichtfermentativen Kohlenstoffquellen.

137



Ergebnisse

3.11 Komplementation der dapl und dap2 T-DNA Insertionsmutanten

3.11.1 Komplementation der dapl und dap2 T-DNA Insertionsmutanten
durch die entsprechenden cDNAs

Um sicherzustellen, dass die Ursache der Phinotypen der dap/ und dap2 T-DNA Insertions-
mutanten tatsdchlich im knock-out dieser Gene begriindet liegen, wurde versucht, die
Mutanten mit den entsprechenden cDNAs genetisch zu komplementieren. Dabei standen die
cDNAs unter der Kontrolle des 35S Promotors des Cauliflower Mosaic Virus. Des Weiteren
wurden als Kontrolle und zur Analyse der Folgen einer Uberexpression dieser Gene, Pflanzen
des Wildtyps mit denselben Konstrukten transformiert. Die entsprechenden Konstrukte
wurden durch Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Gentransfer unter Verwendung der
Methode der Vakuuminfiltration von Infloreszenzen (Bechthold et al., 1993) stabil in das
Genom von A. thaliana uberfiihrt und die resultierenden Transformanten selektiert. Zur
Analyse des morphologischen Phénotyps wurden Pflanzen der T,-Generation verwendet. Die
Expression der einzelnen Konstrukte war in den verschieden Linien mittels RT-PCR
nachzuweisen (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren wurde das Fv/Fm-Verhéltnis mittels PAM-
Fluorometrie ermittelt, um eine physiologische Aussage iiber Vollstindigkeit der
Komplementation treffen zu konnen.

Unter Verwendung des Konstrukts P;ss:DAPI konnten die T-DNA Insertionsmutanten von
AtDAPI, dapl-1 und dapl-2, genetisch komplementiert werden (Abb. 3.25F, G). Auch die
ermittelten Werte des Fv/Fm-Verhéltnisses dieser Linien waren mit dem des Wildtyp
vergleichbar sind (Tab. 3.8). Eine Uberexpression der cDNA von AtDAPI im genetischen
Hintergrund des Wildtyps fiihrte zu keinerlei phénotypischen Auffilligkeiten (Abb. 3.25E).
Auch eine Expression des Konstrukts Psss:DAP2 im Hintergrund von dap2-1 erzielte eine
komplette Reversion des Phanotyps und des verringerten Fv/Fm-Verhiltnisses (Abb. 3.25K,
Tab. 3.8). Weiterfilhrend waren die Keimlinge der so komplementierten Pflanzen, im
Gegensatz zu den Keimlingen der dap2-/-Mutanten, zu einer vollstindigen Entwicklung auf
Erde in der Lage. Auch eine Uberexpression des Konstrukts P3ss:DAP2 im
Wildtyphintergrund fiihrte keine phéanotypischen Auffilligkeiten (Abb. 3.25H). Diese
Untersuchungen zeigen, dass der Phanotyp der T-DNA Insertionsmutanten von AtDAPI und
AtDAP?2 durch die Expression der entsprechenden cDNAs vollstidndig revertiert werden kann.
Des Weiteren fiihrt eine Uberexpression der Gene AtDAPI und AtDAP2 im Wildtyp zu
keinen phanotypischen Auffalligkeiten.
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P3ss:DAP2
dap2-1

P3ss:TP1:DAP2 P3ss:TP:DAP2

Wildtyp dap1-1 dap1-2

Abb. 3.25: Darstellung des Phinotyps, der mit den Konstrukten P;ss:DAPI, P3ss:DAP2 und
P3s55:TP;:DAP2 erhaltenen Transformanten.

Dargestellt sind der Wildtyp (A), die Mutanten dapl-1, dapl-2, dap2-1 (B, C, D) und die
selektierten Transformaten der T,-Generation, welche die Konstrukten P;ss:DAPI (E, F, G),
P;ss:DAP2 (H, 1, J, K) oder P;ss:TP;:DAP2 (L, M, N) im genetischen Hintergrund des
Wildtyps oder der entsprechendenMutanten tragen. Die Pflanzen wurden fiir 26 Tage unter
Langtagbedingungen (LD = 16/8 h, PFD = 100 pmol-m™s') angezogen. Die Mutante dap2-1
und die Transformanten mit diesem genetischen Hintergrund wurden auf 2 MS-Festmedium
mit 1% (w/v) Saccharose angezogen und nach ca. drei Wochen auf Erde {iberfiihrt.
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Tab. 3.8: Fv/Fm-Verhiltnis des Wildtyps, der Mutanten dapi-1, dapl-2, dap2-1 und von
Pflanzen der T,-Generation, die mit den Konstrukten Pj355:DAPI, P3ss:.DAP2 und
P3;ss:TP;:DAP2  transformiert wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte  mit
Standardabweichung (= SD) von jeweils drei Messungen an einer Pflanze (n = 3), die unter
Langtagbedingungen (LD = 16/8 h, PFD = 100 pmol'm?s”) angezogen wurden. Die
statistische Analyse wurde mit dem Student’s #-Test nach Welch durchgefiihrt. Signifikante
Unterschiede der Mutanten gegeniiber dem Wildtyp sind bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit
o von 0,05 mit * markiert.

Komplementations- Genetischer Linie Fv/IFm
konstrukt Hintergrund
- Wildtyp - 0,797 + 0,007
- dap1-1 - 0,524 +0,012*
- dap1-2 - 0,537 +0,018*
- dap2-1 - 0,343 + 0,019*
P3ss:DAP1 Wildtyp 1 0,796 + 0,015
Psss:DAP1 Wildtyp 2 0,807 + 0,001
P3ss:DAP1 dap1-1 1 0,787 + 0,008
P3ss:DAP1 dap1-1 2 0,793 + 0,003
P3ss:DAP1 dap1-2 1 0,798 £ 0,004
P3ss:DAP1 dap1-2 2 0,810 + 0,004*
P3ss:DAP2 Wildtyp 1 0,799 + 0,005
P3s55:DAP2 Wildtyp 2 0,806 + 0,013
P3ss:DAP2 dap1-1 1 0,523 + 0,035*
P35s:DAP2 dap1-1 2 0,512 +0,011*
P3ss:DAP2 dap1-2 1 0,565 + 0,015*
Ps35s:DAP2 dap1-2 2 0,534 + 0,041*
P3ss:DAP2 dap2-1 1 0,777 £ 0,007*
Ps35s:DAP2 dap2-1 2 0,799 + 0,004
P3s55:TP:DAP2 Wildtyp 1 0,787 + 0,002
P355:TP:DAP2 Wildtyp 2 0,789 + 0,006
P355:TP:DAP2 dap1-1 1 0,794 + 0,006
P35s:TP,:DAP2 dap1-1 2 0,787 £ 0,008
P355:TP:DAP2 dap1-2 1 0,743 £ 0,027*
P355:TP:DAP2 dap1-2 2 0,736 + 0,043

Des Weiteren wurde iiberpriift, ob die Uberexpression von A4tDAPI und AtDAP2 die knock-
out-Mutante des jeweils anderen Gens komplementieren kann. Damit sollte untersucht
werden, ob die beiden Proteine eine dhnliche Funktion haben. Die T-DNA Insertionsmutanten
von AtDAPI, welche mit dem Konstrukt P;ss:DAP2 transformiert wurden, zeigten keine
Komplementation (Abb. 3.251, J). In den entsprechenden Linen war die Uberexpression des
Konstrukts P;ss:DAP2 anhand von RT-PCR nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Auch fiir die
Werte des Fv/Fm-Verhiltnisses waren keine Verdnderungen gegeniiber den
nichttransformierten dap/-Mutanten nachzuweisen. Weiterhin wurde ein Konstrukt generiert,

in welchem die Basensequenz des reifen AtDAP2-Proteins mit der Sequenz des
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Transitpeptids von AtDAP1 fusioniert war. Damit sollte der Einfluss des Transitpeptids, z.B.
durch eine unterschiedliche intraplastiddre Lokalisation von AtDAP1 und AtDAP2, auf die
Funktionalitit des zur Komplementation verwendeten Konstrukts iiberpriift werden. Dieses
Konstrukt, P;3ss:TP;:DAP2, zeigte bei Uberexpression im Wildtyphintergrund keine
Auffalligkeiten (Abb. 3.25L). Die Expression in den Mutanten dapl-1 und dap1-2 hingegen
fiihrte zu einem wildtypischen Phinotyp (Abb. 3.25M, N). Dariiber hinaus bestétigen auch die
ermittelten Werte des Fv/Fm-Verhiltnisses eine physiologische Reversion fiir diese Mutanten
(Tab. 3.8). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die beiden Proteine eine dhnliche Funktion
haben, diese aber in ihrer physiologischen Bedeutung mafgeblich durch das Transitpeptid

mitbestimmt wird.

3.11.2 Komplementation der dapl T-DNA Insertionsmutanten mit den DAP-Homologen

aus Synechocystis sp. PCC 6803 und Saccharomyces cerevisiae

Um zu tiberpriifen, ob die homologen DAP-Proteine aus Synechocystis und S. cerevisiae fihig
sind, die 4. thaliana T-DNA Insertionsmutanten von AtDAPI genetisch zu komplementieren,
wurden Konstrukte mit diesen Genen erzeugt und nach A. thaliana transformiert. Da das
cyanobakterielle Gen nicht iiber ein plastiddres Transitpeptid verfiigt, wurde die
Basensequenz des entsprechenden Leserahmens, s//0615, mit der transitpeptidkodierenden
DNA-Sequenz von AtDAP1 fusioniert. Das Protein von S. cerevisiae weist eine N-terminale
Verldngerung, fiir die Hinweise auf eine mogliche Funktion als Signalpeptid existieren, auf
(vgl. Kap. 3.10). Deshalb wurde die Sequenz des reifen Proteins im Abgleich zu bakteriellen
DAP-Proteinen ermittelt. Die entsprechende DNA-Sequenz des reifen Proteins wurde
anschlieBend mit der transitpeptidkodierenden DNA-Sequenz von AtDAPI fusioniert. Die so
erhaltenen Konstrukte wurden als P;zss:TP;:sll0615 bzw. P3ss:TP;:YBRI187w bezeichnet und
stehen unter der Kontrolle des 35S CaMV-Promotors. Diese Konstrukte wurden in den
Wildtyp und die Mutanten dapl-1 und dapl-2 von A. thaliana transformiert. Die Expression
der einzelnen Konstrukte wurde in Pflanzen der T,-Generation dieser Linien durch RT-PCR
verifiziert und anschlieBend morphologisch sowie anhand des Fv/Fm-Verhiltnisses analysiert.
Fir die Konstrukte Pssg:TP;:sll0615 und P3ss:TP;:YBR187w wurden eine Uberexpression der
Gene im jeweiligen genetischen Hintergrund durch RT-PCR nachgewiesen (Daten nicht
gezeigt). Dennoch war fiir die im Mutantenhintergrund von dapi-1 und dapi-2 erhaltenen

Transformanten des Konstruktes Psss: TP;:s/l0615 keine Reversion des Mutantenphinotyps
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P3ss:TP:sl10615 P3ss:TP4:sll0615 P3ss:TP:sl10615
Wildtyp dap1-1 dap1-2

P3ss:TP,:YBR187w P35 TP,:YBR187w Pjs5:TP;:YBR187w
Wildtyp dap1-1 dap1-2

Abb. 3.26: Darstellung des Phénotyps, der mit den Konstrukten P;ss:TP;:YBRI187w und
P3s55:TP;:s110615 erhaltenen Transformanten.

Dargestellt sind der Wildtyp (A), die Mutanten dap -1 und dap-2 (B, C) und die selektierten
Transformanten der T,-Generation, welche die Konstrukte P;ss:TP;:sll0615 (D, E, F) oder
Ps3se:TP:YBRIS7w (G, H, I) im genetischen Hintergrund des Wildtyps oder der
entsprechenden Mutanten tragen. Die Pflanzen wurden fiir 26 Tage unter
Langtagbedingungen (LD = 16/8 h, PFD = 100 pmol-m™>s™) angezogen.

festzustellen (Abb. 3.26E, F). Auch eine Uberexpression dieses Konstrukts im Wildtyp wies
keine phénotypischen Auffalligkeiten auf. (Abb. 3.26D). Eine Komplementation durch
Uberexpression des Konstrukts P3ss:TP;:YBR187w im Mutantenhintergrund von dapl-1 und
dapl-2 war fiir die erzeugten Transformanten nicht zu ermitteln (Abb. 3.26H, I). Auch die
Uberexpression des Konstrukts P3ss:TP;:YBR187w im genetischen Hintergrund des Wildtyps
wies keine phénotypischen Auffélligkeiten auf (Abb. 3.26G). Entsprechend dieser
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Beobachtung war auch das Fv/Fm-Verhéltnis der erzeugten transgenen Pflanzen gegeniiber
dem entsprechenden genetischen Hintergrund der dap/-Mutanten bzw. des Wildtyps
unverdndert (Tab. 3.9). Somit war eine Komplementation der dapl/-Mutanten mit den

Homologen aus Synechocystis und S. cerevisiae nicht erfolgreich.

Tab. 3.9: Fv/Fm-Verhiltnis des Wildtyps, der Mutanten dap -1, dapI-2 und von Pflanzen der
T,-Generation, die mit den Konstrukten Pjsss-TP;:s/l0615 und Psss:TP;:YBRIS7w
transformiert wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (£ SD) von
jeweils drei Messungen an einer Pflanze (n = 3), die unter Langtagbedingungen (LD = 16/8 h,
PFD = 100 pmol'm™s"') angezogen wurden. Die statistische Analyse wurde mit dem
Student’s #-Test nach Welch durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede der Mutanten gegeniiber
dem Wildtyp sind bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit o von 0,05 mit * markiert. Da die
Untersuchungen zu P;ss:TP;:sll0615 und P;3ss:TP;:YBRIS87w separat durchgefiihrt wurden,
sind diese Daten dementsprechend geteilt aufgelistet.

Komplementations- Genetischer Linie Fv/IFm
konstrukt Hintergrund
- Wildtyp - 0,789 + 0,007
- dap1-1 - 0,477 £ 0,015*
- dap1-2 - 0,476 + 0,010*
P355:TP4:s110615 Wildtyp 1 0,794 £ 0,001
P355:TP4:s110615 Wildtyp 2 0,792 + 0,003
P355:TP4:s1l0615 dap1-1 1 0,494 + 0,022*
P355:TP4:s110615 dap1-1 2 0,507 +0,013*
P355:TP4:s110615 dap1-2 1 0,479 £ 0,013*
P355:TP4:s1l0615 dap1-2 2 0,504 + 0,023*
- Wildtyp - 0,813 £ 0,002
- dap1-1 - 0,524 +0,012*
- dap1-2 - 0,537 +0,018*
P35s:TP;:YBR187w  Wildtyp 1 0,800 £ 0,010
P355:TP.:YBR187w  Wildtyp 2 0,807 + 0,009
P35s:TP;:YBR187w  dap1-1 1 0,518 £ 0,016*
P35s:TP;:YBR187w  dap1-1 2 0,523 £ 0,031*
P35s:TP.:YBR187w  dap1-2 1 0,491 + 0,030*
P35s:TP;:YBR187w  dap1-2 2 0,518 £ 0,016*
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3.12 Analyse der dapl- und dap2-Mutanten in Verbindung mit einer limitierten

plastidiren Pyruvatkonzentration

Durch Microarray-Experimente der cuel-6-Mutante (Streatfield et al., 1999) mit dem
korrespondierenden Wildtyp wurde eine signifikant erhdhte Expression fiir das AtDAP1-Gen
in dieser Mutante ermittelt (Dr. A. Schneider personliche Mitteilung). Die cuel-Mutanten
sind im AtPPTI-Gen, welches den Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator 1 von A4.
thaliana kodiert, mutiert (Streatfield et al., 1999; Knappe et al., 2003b; Voll et al., 2003). Sie
Mutante cuel-6 tragt eine Mutation an der Position 54 des unreifen Proteins, welche als Stop-
Kodon agiert und so die Translation eines funktionellen Proteins verhindert (Streatfield et al.,
1999). In A. thaliana existieren zwei AtPPTs (AtPPT1 und AtPPT2) mit &hnlicher
Substratspezifitit, aber unterschiedlicher gewebespezifischer Expression (Knappe et al.,
2003b). Dabei ist AtPPTI in der Lage die cuel-6-Mutante komplett zu komplementieren,
wiéhrend AtPPT2 die cuel-6-Mutante nur partiell komplementieren kann (Knappe et al.,
2003b). Beide AtPPTs transportieren neben Phosphoenolpyruvat (PEP) auch 2-
Phosphoglycerat (2-PGA) und 3-Phosphoglycerat (3-PGA) im Austausch mit Phosphat in
Plastiden (Knappe et al., 2003a; 2003b). Der PEP-Transport stellt in C;-Pflanzen den
Ausgangspunkt fiir mehrere plastidir lokalisierte Biosynthesewege, wie der Synthese von
verzweigtkettigen Aminosduren (Schulze-Siebert et al., 1984; Hanson und Gregory, 2002),
Fettsduren (Qi et al., 1995; Singh und Shaner, 1995), Isoprenoiden (Lichtenthaler et al.,
1997a) und iiber den Shikimatweg der Synthese von aromatischen Aminosiuren und einer
Vielzahl weiterer Sekundidrmetabolite (Phenylpropanoide, Flavonoide, Plastochinon,
Tocopherol, Vitamin K) dar. Zur Synthese von Fettsduren und verzweigtkettigen
Aminoséduren wird PEP dabei durch die Aktivitdt der plastiddren Pyruvatkinase unter Bildung
von ATP zu Pyruvat umgesetzt (Sangwan et al., 1992; Plaxton, 1989; McHugh et al., 1995).
In Plastiden von Cs-Pflanzen ist die Bildung von PEP aus Pyruvat durch die Aktivitit der
ATP-abhingigen Pyruvat-Phosphat-Dikinase (PPDK) moglich (Matsuoka, 1995). Dabei wird
Pyruvat aus dem Cytosol importiert, was anhand von Importstudien an isolierten
Mesophyllchloroplasten von verschiedenen C4-Pflanzen dokumentiert wurde (Huber und
Edwards 1977; Fliigge et al., 1985; Ohnishi et al., 1990). Dieser Pyruvattransporter ist zur
Zeit jedoch weder in Cs- noch Cs-Pflanzen auf molekularer Ebene identifiziert (Weber et al.,
2004). Durch Uberexpression der PPDK aus Flaveria trinervia konnte die cuel-6-Mutanten
komplementiert werden (Voll al., 2003). Auch fiir A. thaliana wurde eine plastidar

lokalisierte PPDK (Parsley und Hibberd, 2006) mit nur geringer Aktivitit nachgewiesen (Voll
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al., 2003). Es wird vermutet, dass ein erhdhter Import von Pyruvat in die Plastiden
moglicherweise die PEP-Limitation in der cuel-6-Mutante teilweise mildern kann. Die
erhohte Expression von AtDAPI in der cuel-6-Mutante konnte eventuell damit in
Zusammenhang stehen oder direkt am Pyruvattransport beteiligt sein. Da auch die knock-out-
Mutanten des DAP-Gens von S. cerevisiae eine Auffilligkeit beim Wachstum auf Pyruvat
zeigten (vgl. Kap. 3.10), wurden die knock-out-Mutanten von AtDAPI und AtDAP2 in
Hinsicht auf eine mogliche Pyruvat-Limitation in den Plastiden analysiert. Dabei wurden das
Wachstum diese Mutanten unter Verwendung von Pyruvat als externer Kohlenstoffquelle
untersucht. Zum Zweiten wurden versucht, die plastiddre Konzentration an PEP in den dap -
Mutanten durch Uberexpression des AtPPT1 und AtPPT2 zu erhohen. In Verbindung mit der
Aktivitdt der plastiddren Pyruvatkinase sollte das zu einer Erhohung des plastidiren

Pyruvatgehalts fiihren.

3.12.1 Wachstum der dapI- und dap2-Mutanten auf Pyruvat

Um eine plastiddre Limitation von Pyruvat zu untersuchen, wurde zunédchst das Wachstum
der dapl-1- und dap2-1-Mutante bei Zugabe von Pyruvat ins Medium untersucht. Da die
Deletionsmutanten von S. cerevisiae im Gegensatz zum Wachstum auf Pyruvat beim
Wachstum auf Laktat einen verdnderten Wachstumsphinotyp aufwiesen (vgl. Abb. 3.24B),
wurde diese Substanz als zusétzliche Kontrolle mitgefiihrt. Des Weiteren wurde untersucht,
inwiefern das Vorhandensein von Saccharose in Kombination mit diesen beiden Substanzen
das Wachstum beeinflusst.

Fiir den Wildtyp wurde keine Wachstumsverdnderung durch Saccharose beobachtet (Abb.
3.27A, D). Dahingegen zeigte die dap/-Mutante ein geringfiigig verbessertes Wachstum bei
Zusatz von Saccharose (Abb. 3.27A, D). Die dap2-1-Mutante war, wie im Kap. 3.5.2
beschrieben, nur bei Zugabe von Saccharose in der Lage, sich liber das Keimlingsstadium
hinaus zu entwickeln (Abb. 3.27G, J). Fiir die Untersuchung des Wachstums auf Pyruvat und
Laktat wurden im Medium Konzentrationen von 10 mM, 100 mM und 250 mM untersucht.
Dabei war ab einer Konzentration von 100 mM der jeweiligen Substanzen die Keimung fiir
die Samen des Wildtyps und der beiden Mutanten nicht mehr moglich (Daten nicht gezeigt).
Auch bei einer Konzentration von 10 mM an Pyruvat oder Laktat war eine Inhibition des

Wachstums vom Wildtyp und der dapI-1-Mutante erkennbar (Abb. 3.27A, B, C, D, E, F). Die
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Wildtyp | dap1-1  Wildtyp | dap7-1  Wildtyp | dap1-1
- + Pyruvat + Laktat

1/2 MS
- Sac

1/2 MS
+1% Sac

Wildtyp | dap2-1  Wildtyp | dap2-1
+ Pyruvat + Laktat

1/2 MS
- Sac

1/2 MS
+1% Sac

Abb. 3.27: Darstellung des Phinotyps der Mutanten dap/-1 und dap2-1 beim Wachstum mit
10 mM Pyruvat bzw. 10 mM Laktat.

Die dargestellten Pflanzen wurden fiir 25 Tage unter Langtagbedingungen (LD = 16/8 h, PFD
= 100 pmol'm™s™) auf 4 MS-Festmedium mit (D, E, F, J, K, L) oder ohne 1% (w/v)
Saccharose (A, B, C, G, H, I) unter Zusatz von 10 mM Pyruvat (B, E, H, K) bzw. 10 mM
Laktat (C, F, I, L) angezogen.
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Mutante dap2-1 war jedoch bei Zugabe von Pyruvat oder Laktat auch ohne Saccharose in der
Lage zu iiberleben und bildete vereinzelt Rosettenblétter (Abb. 3.27H, I). Dies Ergebnis
unterstiitzt die in Kap. 3.5.2 beschriebene Beobachtung, dass die dap2-1/-Mutante nur unter
Zufuhr einer externen Energie- und Kohlenstoffquelle zur Entwicklung befahigt ist.
Abgesehen von dieser Ausnahme wurde jedoch eine Wachstumsreduktion durch Pyruvat oder
Laktat sowohl auf Medium mit als auch ohne Saccharose sowohl fiir den Wildtyp und alsauch
fiir die beiden Mutanten ermittelt. Dabei war die Wachstumsreduktion durch Pyruvat starker
ausgepriigt als durch Laktat. AuBer dem Uberleben der dap2-I-Mutante auf Saccharose-
freiem Medium wurde durch die Zugabe von Pyruvat und Laktat unter den gewaihlten
Bedingungen kein verbessertes Wachstum oder eine physiologische Komplementation fiir die

Phinotypen der Mutanten ermittelt.

3.12.2 Uberexpression von AtPPTI und AtPPT2 in den dapl-Mutanten

Da Pflanzen neben einer cytosolischen Pyruvatkinase auch iiber eine plastiddre Pyruvatkinase
verfiigen (Sangwan et al., 1992; Plaxton, 1989; McHugh et al., 1995), sollte untersucht
werden, ob durch ein erhohte PEP-Zufuhr in die Plastiden die vermutete plastidére
Pyruvatlimitation der dap/-Mutanten teilweise oder komplett zu revertieren ist. So wurde
versucht, die beiden plastiddren Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokatoren von A.
thaliana, AtPPTI und AtPPT2, zu iiberexprimieren. Dabei wurden die cDNAs von AtPPTI
und AtPPT2 unter Kontrolle des 35S CaMV-Promotors (Knappe et al., 2003b) in die dap-1-,
dapl-2-Mutanten und den Wildtyp transformiert. Eine Funktionalitit der verwendeten
Konstrukte wurde anhand einer Komplementation der cuel/-6-Mutante von Knappe et al.
(2003Db) bereits gezeigt. Die resultierenden Mutanten wurden anhand der morphologischen
Erscheinung und des Fv/Fm-Verhiltnisses im Hinblick auf eine Komplementation analysiert.
Fiir die isolierten Transformanten im genetischen Hintergrund von dapi-1, dapi-2 und des
Wildtyps wurde die Integration des entsprechenden Konstruktes im Genom sowie dessen
Transkription nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Anhand der phinotypischen Erscheinung
und des Fv/Fm-Verhiltnisses war jedoch sowohl fiir das Konstrukt P3ss. PPT1 als auch fiir das
Konstrukt P3ss:PPT2 keine Komplementation der dap-Mutanten erkennbar (Abb. 3.28, Tab.
3.10). Allerdings waren einige Transformanten im Durchmesser der Blattrosette etwas grofler

oder hatten ein leicht erhohtes Fv/Fm-Verhiltnis. Dennoch war in allen transformierten

147



Ergebnisse

P3ss:PPT1 P3ss:PPT1 P3ss:PPT1
Wildtyp dap1-1 dap1-2

Psss:PPT2 Psss:PPT2

dap1-1 dap1-2

Abb. 3.28: Darstellung des Phianotyps der mit den Konstrukten P;ss:PPT1 und P3ss:PPT2
erhaltenen Transformanten.

Dargestellt sind Wildtyp- (A), Mutanten (B, C) und die selektierten Transformanten der T,-
Generation, welche die Konstrukte P;ss:PPTI (D, E, F) oder P;ss:PPT2 (G, H, I) im
genetischen Hintergrund des Wildtyps oder der Mutanten dapl-1 und dapl-2 tragen. Die
dargestellten Pflanzen wurden fiir 26 Tage unter Langtagbedingungen (LD = 16/8 h, PFD =
100 pmol'm™s™) angezogen.

Mutanten der dapl-knock-out-Phianotyp deutlich ausgepridgt. Ein teilweise erhdhtes
Frischgewicht fiir Wildtyppflanzen, die das Konstrukt P;ss: PPT1 tragen, wurde auch von Voll
et al. (2003) ermittelt. Deshalb wird eine partielle Komplementation der dap/-Mutanten auch
in diesen Fillen ausgeschlossen. Weiterhin wiesen einige Mutanten, die das Konstrukt
P;ss:PPTI tragen, an manchen Bléttern den retikuldren Blattphénotyp der cuel-Mutante auf

(Daten nicht gezeigt). In diesen Fillen ist von einer sehr starken Uberexpression des
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Konstruktes auszugehen, welche zum gene silencing des AtPPTI-Gens fiihrt.
Zusammenfassend lisst sich sagen, dass durch eine Uberexpression von AtPPT1 und AtPPT2

in den dap I-Mutanten keine Wiederherstellung der wildtypischen Erscheinung erzielt wurde.

Tab. 3.10: Fv/Fm-Verhiltnis des Wildtyps, der Mutanten dapl-1, dapl-2 und von Pflanzen
der T,-Generation, die mit den Konstrukten P;3ss:PPTI und P;ss: PPT2 transformiert wurden.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (£ SD) von jeweils drei Messungen
an einer Pflanze (n = 3), die unter Langtagbedingungen (LD= 16/8h, PED= 100 pmol'm™>s™)
angezogen wurden. Die statistische Analyse wurde mit dem Student’s #-Test nach Welch
durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede der Mutanten gegentiber dem Wildtyp sind bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit oo von 0,05 mit * markiert.

Komplementations- Genetischer Linie Fv/IFm
konstrukt Hintergrund

- Wildtyp - 0,810 £ 0,010

- dap1-1 - 0,600 £ 0,039*

- dap1-2 - 0,524 £ 0,067*
P3s5s:PPT1 Wildtyp 1 0,811 £ 0,002
P355:PPT1 Wildtyp 2 0,794 + 0,008
P3s5s:PPT1 dap1-1 1 0,517 £ 0,053*
P3s55:PPT1 dap1-1 2 0,532 + 0,045*
P3s55:PPT1 dap1-2 1 0,613 £ 0,027*
P3s5s:PPT1 dap1-2 2 0,521 £ 0,054*
P3s55:PPT2 Wildtyp 1 0,796 + 0,009
P35s:PPT2 Wildtyp 2 0,788 £ 0,017
P3s55:PPT2 dap1-1 1 0,567 + 0,037*
P35s:PPT2 dap1-1 2 0,543 £+ 0,002*
P3s5s:PPT2 dap1-2 1 0,557 £ 0,042*
P355:PPT2 dap1-2 2 0,541 £ 0,057*
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4. Diskussion

In dieser Arbeit vorausgegangen Untersuchungen wurde eine homozygote knock-out-Mutante
mit phdnotypischen Auffilligkeiten isoliert. Aufgrund des ermittelten Phianotyps wurde die
isolierte Mutante als dwarf affected in photosynthetic electron transport rate 1 (dapl)
bezeichnet. Diese Mutante sollte verifiziert und anschlieBend molekularbiologisch und
physiologische charakterisiert werden, um Hinweise auf die Funktion des betroffenen Gens zu
erarbeiten. Fiir die vorliegende Arbeit waren die Mutanten der plastididren Proteine AtDAP1
und AtDAD?2 von vorrangigem Interesse, weshalb diese im Verlauf der Arbeit eingehender
untersucht worden sind.

Wie sich im spéteren Verlauf dieser Arbeit herausstellte, wurde von der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. P. Jahns (Universitit Diisseldorf) etwa zeitgleich mit Hilfe des Video-
Imagingverfahrens eine weitere homozygote knock-out-Mutante fiir dasselbe Gen isoliert und
mit der Bezeichnung affected in non-photochemical energy quenching 2 (que2) versehen. Im
Folgenden sollen die von Beran (2006) an der gue2-Mutante durchgefiihrten Untersuchungen

und gewonnenen Erkenntnisse in die Diskussion miteinbezogen werden.

4.1  insilico Vorhersagen zu den DAP-Proteinen

Auf Basis der Aminosduresequenz von AtDAPI konnten mittels BLAST-Analysen vier
weitere homologe Protein flir A. thaliana ermittelt werden (Abb. 3.1A). Homologe Proteine
wurden auch fiir weitere dikotyledone und monokotyledone bestimmt. Anhand einer
Clusteranalyse werden die DAP-Proteine von A. thaliana und O. sativa in vier Gruppen
eingeteilt (Abb. 3.1B). Dabei wird fiir jedes der AtDAP-Proteine das Vorhandensein von
mindestens jeweils einem homologen Protein von O. sativa angezeigt. Dariliber hinaus
stimmen sogar die vorhergesagten subzelldren Lokalisationen der Proteine in den jeweiligen
Gruppen iiberein. Daher wird vermutet, dass ein dhnlicher Satz an DAP-Proteinen in dem
jeweiligen Organismus benotigt wird und dass auch in anderen hoheren Pflanzen eine
dhnliche Anzahl an DAP-Proteinen exsistiert. Da neben A. thaliana und O. sativa nur fiir
wenige weitere hohere Pflanzen die Genomsequenz komplett bekannt und annotiert ist,
konnte diese Hypothese nicht eingehender iiberpriift werden. Dariiber hinaus wurde die
Existenz von homologen DAP-Proteinen auch fiir Cyanobakterien, Pilze, Tiere und fiir einige

heteroptrophe Bakterien ermittelt (Abb. 3.1A). Hierbei ist auffillig, dass obwohl eine grof3e
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Anzahl von Bakteriengenomen bekannt ist, nur fiir wenige heterotrophe Bakterien homologe
Proteine identifiziert werden konnten. Da AtDAPI1, AtDAP2 und AtDAP5 N-terminale
Verldngerungen aufweisen, wurden Vorhersagen zur Existenz von Signalsequenzen fiir alle
AtDAP-Proteine durchgefiihrt (Tab. 3.2). Dabei werden fiir AtDAP1 und AtDAP2 durch die
Mehrzahl der Computerprogramme deutlich chloroplastiddre Transitpeptide angezeigt. Fiir
AtDAPS deuten die Vorhersageprogramme ein Signalpeptid des sekretorischen Weges an.
Daraus kann eine extrazelluldre Lokalisation oder eine intrazelluldr Lokalisation im
endoplasmatischem Retikulum, im Golgi-Apparat oder der Vakuole vermutet werden. Fiir
AtDAP3 und AtDAP4 gibt keine eindeutigen Vorhersagen. Es werden sowohl mitochondriale
Transitpeptide als auch Signalpeptide fiir den sekretorischen Signalweg angegeben. Da
AtDAP3 und AtDAP4 im Vergleich zu den bakteriellen Proteinen und den reifen Proteinen
von AtDAP1, AtDAP2 und AtDAPS aber keine N-terminale Verlingerungen aufweisen, wird
davon ausgegangen, dass diese Vorhersagen nicht aussagekriftig sind und keine
Signalpeptide fiir AtDAP3 und AtDAP4 existieren. Des Weiteren wurden Analysen zur
Bestimmung von Signalsequenzen fiir eine mdgliche intraplastiddre Lokalisation von
AtDAP1 und AtDAP2 durchgefiihrt. In den Prisequenzen dieser Proteine wurden jedoch
keine Hinweise fiir weiteren Signalsequenzen des Sec pathway, des twin arginine
translocation pathways oder des signal recognition particle pathway fiir den Proteinimport in
die Thylakoidmembran oder das Thylakoidlumen ermittelt. Vorhersagen fiir eine Integration
von Membranproteinen in die Thylakoidmembran {iber den spotaneous pathway sind nicht
moglich. Deshalb sind diese Analysen nur in begrenztem Male aussagekriftig, und es
konnten keine definitiven Aussagen iiber die intraplastiddre Lokalisation von AtDAP1 und
AtDAP2 getroffen werden.

Weiterhin werden fiir jedes der AtDAP-Proteine von A. thaliana mindestens fiinf hydrophobe
a-helikale Transmembrandoménen vorhergesagt (Abb. 3.2). Daher wird angenommen, dass es
sich bei den AtDAP-Proteine um integrale Membranenproteine handelt.

Zusammenfassend muss jedoch gesagt werden, dass in silico Vorhersagen nur mehr oder

minder zuverldssige Indizien liefern, die nicht als gesicherte Aussagen zu interpretieren sind.

Bis dato ist fiir keines der ermittelten DAP-Proteine eine Funktion bekannt. Aktuelle
Ergebnisse postulieren fiir das homologe DAP-Protein aus S. cerevisia auf Basis von
Promotorbindestellen und Proteininteraktionsstudien eine nicht eingehend charakterisierte
Beteiligung in der Ribosomenbiogenese (Barbara ef al., 2007). Spezifische experimentelle

Beweise fiir diese Hypothese stehen jedoch noch aus. Unter der Annahme, dass die DAP-
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Proteine aufgrund der ermittelten Transmembranhelices Membranproteine sind, wire eine
Interaktion mit den sich im Cyosol, im Stroma von Chloroplasten oder in der Matrix von
Mitochondrien befindlichen Ribosomen unwahrscheinlich. Allerdings ist eine Interaktion mit
membrangebundenen Ribosomen des rauhen endoplasmatischen Retikulums, der
Hiillmembran des Zellkerns, der inneren Hiillmembran der Mitochondrien und Chloroplasten

sowie der Thylakoidmembran denkbar.

4.2 Lokalisation der AtDAP-Proteine

Um die Existenz der vorhergesagten N-terminalen Signalpeptide fiir die AtDAP-Proteine zu
{iberpriifen, wurden zwei Strategien angewendet. Da sich die Uberexpression von kompletten
Proteinen zum Teil als problematisch erweisen kann, wurde zundchst versucht, nur den
Signalpeptid-kodierende Bereich in Verbindung mit einer C-terminalen Fusion des GFP-
Reportergens zu exprimieren. Dazu wurden die jeweils ersten 300 Basenpaare der cDNA der
zu untersuchenden Gene verwendet. Das entspricht den ersten 100 N-terminalen
Aminoséureresten der Proteine und stellt einen ausreichend groBen Sequenzbereich fiir die
Untersuchungen dar. Es wurden dabei neben AtDAPI, AtDAP2 und AtDAPS5 zusitzlich die
Gene AtDAP3 und AtDAP4, firr welche keine N-terminale Verlidngerung existieren, aber zum
Teil Signalpeptide vorhergesagt wurden, liberpriift. Die unter Kontrolle des 35S-Promotors
stehenden GFP-Fusionskonstrukte wurden in Tabak-Protoplasten transformiert. In
Ubereinstimmung mit den Vorhersagen konnte fiir die Fusionskonstrukte von AtDAP1 und
AtDAP2 die GFP-Fluoreszenz eindeutig in den Plastiden nachgewiesen werden (Abb. 3.3).
Die Fusionskonstrukte von AtDAP3, AtDAP4 und AtDAPS zeigten keine eindeutige
Lokalisierung der GFP-Signale. Somit konnte flir diese Proteine keine Aussagen iiber die
Existenz von Signalpeptiden oder liber eine subzelluldre Lokalisation getroffen werden.
Darauthin wurde die komplette cDNA des jeweiligen Proteins C-terminal mit GFP fusioniert,
um Aussagen iiber die subzelluldre Lokalisation der kompletten Proteine zu erhalten. Dieses
Mal wurde eine Suspensionskultur von A. thaliana transformiert, um die Untersuchungen
direkt im Herkunftsorganismus dieser Proteine zu fithren. Zusitzlich wurden auch die schon
zuvor verwendeten Fusionskonstrukte, welche nur die ersten 100 N-terminalen
Aminoséurereste beinhalten, auf diese Weise analysiert. Mit diesen Konstrukten wurden die
gleichen Ergebnisse erzielt wie bei der Transformation von Tabak-Protoplasten (Daten nicht

gezeigt). Fiir die Fusionskonstrukte von AtDAP1 und AtDAP2, welche unter Verwendung der
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komplette ¢cDNA des jeweiligen Gens erzeugt wurden, war auch in der Arabidopsis-
Zellsuspension eine eindeutige Lokalisation der Fusionsproteine in den Plastiden zu
verzeichnen (Abb. 3.4). Somit wurden sowohl die Existenz eines funktionellen Transitpeptids
als auch die plastiddre Lokalisation dieser beiden Proteine nachgewiesen. Des Weiteren
konnte damit die von Ferro et al. (2003) ermittelte plastiddre Lokalisation von AtDAP2
experimentell bestétigt werden. Fiir die Fusionsproteine von AtDAP3 und AtDAP4 wurde,
dhnlich wie fiir das 16sliche GFP-Protein, das GFP-Signal im Cytosol detektiert (Abb. 3.4).
Die in silico Analysen geben fiir AtDAP3 und AtDAP4 fiinf Transmembranhelices an, daher
ist davon auszugehen, dass diese Proteine einen deutlich hydrophoben Charakter aufweisen.
Folglich ist zu vermuten, dass die beobachtete cytosolische Anreicherung nicht der normalen,
urspriinglichen Lokalisation dieser Proteine entspricht. Fiir das Fusionsprotein von AtDAPS
wurde nur eine sehr schwache GFP-Fluoreszenz nachgewiesen (Abb. 3.5). Das GFP-Signal
war dabei liber die gesamte Zelle verteilt. Dementsprechend wire eine Lokalisation in der
Zentralvakuole anzunehmen. Aufgrund der geringen Fluoreszenz kann ein Messartefakt aber
nicht ausgeschlossen werden. Da die Vakuole unter anderem auch dem Abbau von Proteinen
dient, konnte das schwache Signal innerhalb der Vakuole auch ein Resultat fiir die
Degradierung des Fusionsproteins sein. Des Weiteren werden auch fiir AtDAPS mehrere
Membranhelices vorhergesagt, so dass auch fiir dieses Protein eher eine Lokalisation in einem
Membransystem anzunehmen ist. Da es sich bei AtDAP3, AtDAPS5 und AtDAP4 zudem um
recht kleine Proteine von 230, 228 bzw. 293 Aminosdureresten handelt, ist es denkbar, dass
die Fusion mit GFP die hydrophoben Eigenschaften dieser Proteine verdndert oder eine
Integration in die Membran behindert. Daher konnte auch in diesem zweiten Ansatz die
Lokalisation von AtDAP3, AtDAPS5 und AtDAP4 nicht eindeutig ermittelt werden. Da alle
Experimente mit C-terminalen GFP-Fusionen durchgefiihrt wurden, wére die Integration von
GFP in einen nichtmembranstindigen Teil der zu untersuchenden Proteine eine weitere
Moglichkeit fiir weitere Untersuchungen. Dadurch koénnten eventuelle Probleme bei der
Membranintegration minimieren werden. Bei den Untersuchungen zur Lokalisation von
AtDAP1 und AtDAP2 war es nicht moglich, Aufschluss iiber die intraplastiddre Lokalisation
oder die Integration dieser Proteine in ein Membransystem zu erhalten. Solche Aussagen
konnten durch in organello Importexperimente erzielt werden. Dabei wird das entsprechende
Gen in vitro transkribiert und bei der sich anschlieBenden Transkription radioaktiv markiert.
Im Anschluss daran wird der Import des markierten Proteins in isolierten Chloroplasten
untersucht. Nach einer Auftrennung der Subkompartimente (Hiillmembran, Stroma und

Thylakoidmembran) ist die Detektion des radioaktiv markierten Proteins in den
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entsprechenden Fraktionen und somit eine sehr exakte Aussage iiber dessen Lokalisation
moglich. Es wurden mehrere in organello Importexperimente fiir AtDAP1 und AtDAP2
durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Dabei konnte unter Verwendung eines gekoppelten
Systems zur Transkription und Translation aber keine ausreichende Menge an markierten
Proteinen synthetisiert werden. Ein Alternative wére die separate Transkription und
Translation, um so die Einzelvorginge optimieren zu kdnnen. Eine weitere Moglichkeit zum
Nachweis der Proteinlokalisation ist die Verwendung von Antikdrpern. Dabei wire es
moglich die Lokalisation der AtDAP-Proteine mit Protein-spezifischen Antikorpern oder
Antikorpern gegen den fag eines entsprechenden Fusionsproteinen mittels Western-Blot
Analysen oder durch immunogold labelling elektronenmikroskopisch nachzuweisen. Diese
Strategien wurden zum Teil auch schon in Angriff genommen. So konnten die Proteine
AtDAP1 und AtDAP2 zur Herstellung proteinspezifischer Antikdper erfolgreich in S.
cerevisiae iiberexprimiert werden. Weiterhin wurden transgene Pflanzen erzeugte, welche
myc-tag-Fusionsproteine von AtDAP1 und AtDAP2 exprimieren, um eine Lokalisation
mittels eines myc-spezifischen Antikdrper nachzuweisen. Die aufgefiihrten Untersuchungen
wiirden einen detailreicheren Aufschluss iiber die Lokalisation von AtDAP1 und AtDAP2
innerhalb der Plastiden und deren mutmalliche Membranintegration erlauben. Diese
Ergebnisse konnte eventuell eine differenziertere Aussage und eine Eingrenzung der mogliche

Funktionen dieser Proteine zulassen.

4.3  Expression der AtDAP-Gene

Die Expressionsanalyse der 4tDAP-Gene wurde durch semiquantitative RT-PCR, Promotor-
GUS-Fusionen (AtDAP1 und AtDAP2) und unter Verwendung der Mikroarray-Datenbank
GENEVESTIGATOR (Zimmermann et al., 2004) durchgefiihrt. Durch die Verwendung
mehrerer Analysemethoden konnten sehr verldssliche und detailreiche Erkenntnisse {iber die
Expressionsmuster der AtDAP-Gene gewonnen. Dabei zeigte sich, dass die untersuchten
Gene, mit geringfiigigen Abweichungen, liber die gesamten Ontogenese von A. thaliana
durchgéingig und in etwa gleich stark exprimiert werden (Abb. 3.5). Auch das organ- und
gewebespezifische Expressionsmuster der 4tDAP-Gene ist mit Ausnahme von AtDAPI fast
ubiquitdr (Abb. 3.5). Daher wird angenommen, dass die entsprechenden Proteine eine
grundlegende Funktion im Stoffwechsel von A. thaliana haben und nicht nur in bestimmten

Geweben, Organen, Entwicklungsstadien oder unter speziellen Stressbedingungen notwendig
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sind. Weiterhin waren aber zum Teil Unterschiede in der Expressionsstirke in einzelnen
Organen und Geweben ausgeprigt. Auch waren geringfiigige Abweichungen der
Expressionsstirke der Gene zwischen den Ergebnissen der semiquantitative RT-PCR und den
Mikroarraydaten zu verzeichnen. Dennoch konnte anhand der Expressionsmuster eine
generelle Ubereinstimmung zwischen diesen Experimenten ermittelt werden. Vor allem das
Expressionsmuster von AtDAP1 war herausstechend, da dessen Expression vornehmlich auf
chlorophyllhaltige Organe und Gewebe, z.B. den Kotelydonen, Hypokotyl, Stidngel, Rosetten-
und Hochblatt beschriankt war. Besonders deutlich wurde dies anhand der Promotor-GUS-
Studien (Abb. 3.6). Dabei wurde keine Promotoraktivitdt von AtDAPI in der Keimwurzel
oder in der Wurzel adulter Pflanzen ermittelt. Des Weiteren war eine klare Differenzierung
der Expression innerhalb der Bliite erkennbar. Eine Expression war in Kelch- und
Fruchtbléttern, nicht aber in den heterotrophen Bliiten- und Staubblittern zu verzeichnen. Die
Korrelation der Expression von AtDAPI mit chlorophyllhaltigen, photosynthetischaktiven
Organen und Geweben und die plastidire Lokalisation, ldsst auf eine Assoziation mit
Prozessen in Verbindung oder Abhéngigkeit von der Photosynthese vermuten. Somit wére fiir
das ebenfalls plastidér lokalisierte Protein AtDAP2, aufgrund der zusétzlichen Expression in
heterotrophen Organen und Geweben (Abb. 3.5, Abb. 3.6), eine eher grundlegende Funktion
in Plastiden anzunehmen. Anhand der Expressionsmuster und der nicht gesicherten
subzelluldren Lokalisationen von AtDAP3, AtDAP4 und AtDAPS5 (Abb. 3.5) konnten keine

Anbhaltspunkte fiir spezifische Funktionen dieser Proteine gewonnen werden.

4.4  Molekularbiologische Analyse der Mutanten fiir die A¢2DAP-Genfamilie

Um die Funktion der einzelnen AtDAP-Gene zu untersuchen, wurden zwei Ansitze der
reverse gentics verfolgt. Zundchst wurden T-DNA Insertionslinien fiir die einzelnen Gene im
Genom von 4. thaliana identifiziert, homozygote Pflanzen isoliert und molekularbiologisch
analysiert. Dabei konnten fiir jedes AtDAP-Gen mindestens eine T-DNA Insertionslinie in
verschiedenen Kollektionen von T-DNA Insertionsmutanten (Sessions et al., 2002; Alonso et
al., 2003; Rosso et al., 2003) als potenzieller Kandidat fiir einen Gen-knock-out identifiziert
werden. Fiir diese Linien konnten in der iiberwiegenden Anzahl der Fille homozygote
Mutanten isoliert werden, von welchen die Kopienzahl der im Genom befindlichen T-DNA
Insertionen mittels Southern-Blot Analysen ermittelt wurde (Tab. 3.3, Abb. 3.8). Fiir die T-
DNA Mutanten des Gens AtDAPI wurden in den Linien dapi-1 und dapl-2 jeweils nur eine
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Insertion im 11. Intron bzw. im 5. Exon nachgewiesen. Weitere Untersuchungen zeigten, dass
fiir beide Allele kein vollstdndiges Transkript von AzDAPI mehr nachweisbar war (Abb. 3.9).
Demzufolge werden dapl-1 und dapl-2 als knock-out- oder null-Mutanten angesehen. Die
schon angesprochene que2-Mutante tragt eine T-DNA Insertion im 5’UTR von AtDAPI
(Beran, 2006). Wie viele T-DNA Insertionen in dieser Linie vorhanden sind und im welchen
Umfang noch ein Transkript von AtDAPI existiert, wurde noch nicht verifiziert. Es wird
jedoch aufgrund des Phénotyps dieser Linie davon ausgegangen, dass es sich um eine knock-
out-Mutante handelt (Beran, 2006). Da beide knock-out-Linien dapI-1 und dapl-2 sowie die
que2-Mutante (Beran, 2006) einen identischen Phénotyp zeigen, kann mit hoher Sicherheit
davon ausgegangen werden, dass die Ursache des beobachteten Phinotyps im Gendefekt von
AtDAPI zu suchen ist.

Fiir die Mutante dap2-1 wurde neben einer T-DNA Insertion im 1. Intron des Gens AtDAP2
weitere Insertionen detektiert. Untersuchungen fiir T-DNA Insertionslinien aus verschiedenen
Kollektionen zeigen, dass durchschnittlich ca. 1,5 Insertionen pro Linie im Genom dieser zu
detektieren sind (McElver et al, 2001; Alonso et al., 2003; Rosso et al., 2003).
Riickkreuzungen der Mutante dap2-1 mit dem Wildtyp fiihrten zu keiner Verringerung der
Anzahl an T-DNA Insertionen. Es konnte aber statistisch abgesichert werden, dass der
Phanotyp der dap2-1-Mutante nur in Verbindung mit einer homozygoten T-DNA Insertion im
Gen fiir AtDAP2 auftritt. Weiterhin handelt es sich auch bei der Mutante dap2-1 um ein
knock-out-Allel, da fiir das entsprechenden Gen kein vollstdndiges Transkript nachzuweisen
war (Abb. 3.9). In der Mutante dap3-1, die eine T-DNA Insertion im 1. Intron im Gen von
AtDAP3 tragt, wurde fir 4tDAP3 der gleiche Transkriptgehalt wie im Wildtyp ermittelt (Abb.
3.9). In diesem Fall wird das A¢tDAP3 vollstindig transkribiert, die mRNA korrekt prozessiert
(splicing) und somit sollte auch ein funktionelles Protein vorhanden sein. Auch fiir die
Mutante dap4-1 und dap4-2, welche T-DNA Insertionen im 2. Intron bzw. 4. Exon im Gen
von AtDAP4 haben, wurden mehrere Insertionen nachgewiesen. Die Mutanten dap4-1 zeigt
einen verminderten Transkriptgehalt von AtDAP4 (Abb. 3.9). Somit ist dap4-1 als ein kock-
down-Allel anzusehen. Weiterhin ist anzunehmen, dass in dieser Mutante in geringem
Umfang noch funktionelles Protein von AtDAP4 gebildet wird. Dahingegen war fiir dap4-2
kein Transkript des entsprechenden Genes zu ermitteln (Abb. 3.9). Daher wurde mit der dap4-
2-Mutante ein kock-out-Allel von AtDAP4 isoliert. Fiir die Mutante dap5-1 wurde neben der
T-DNA Insertion im 6. Intron des Gens AtDAPS5 eine weitere Insertion im Genom festgestellt.
Da kein vollstindiges Transkript von AtDAPS5 in der dap5-1-Mutante zu detektieren war

(Abb. 3.9), muss diese als kock-out angesehen werden. Es ist weiterfiihrend anzumerken, dass
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nicht in allen Linien untersucht wurde, in wieweit der vor der T-DNA Insertion liegenden Teil
des Gens transkribieren wird. Daher kann nicht mit voélliger Sicherheit ausgeschlossen
werden, dass gegebenenfalls nicht doch noch kiirzere (truncated) Proteinefragmente
synthetisiert werden kdnnen. Inwieweit solche Proteine noch funktionell sein wiirden ist
spekulativ.

Zusammenfassend konnte mit Ausnahme von AtDAP3 fiir jedes der 4tDAP-Gene mindestens
eine T-DNA Insertionslinie mit knock-out des entsprechenden Gens isoliert werden. Die
erzeugten Riickkreuzungen der verschiedenen Linien mit dem Wildtyp fiihrten dabei nicht zu
einer Reduktion der Anzahl der T-DNA Insertionen. Daher wird angenommen, dass die
Insertionen kosegregieren, d.h. dass sich die Insertionen in relativer Ndhe zum Zielgen
befinden und/oder dass es sich um Mehrfachinsertionen, sogenannte tandem insertions, im
Zielgen handelt. Es wurde weiterhin nachgewiesen, dass es sich bei den Mutanten von dap!-
1, dapl-2 und dap2-1 um rezessive Allele der entsprechenden Gene handelt. Des Weiteren
konnte durch Kreuzungen dieser Mutanten gezeigt werden, dass sich dapl-1 und dapl-2
zueinander allelisch verhalten (Abb. 3.12). Da sowohl AtDAP1 als auch AtDAP2 eine
chloroplastiddre Lokalisation aufweisen, wurde eine teilweise funktionelle Redundanz durch
Kreuzungen der kock-out-Mutanten untersucht. Da sich das Expressionsmuster der beiden
Gene in heterotrophen Organen und Geweben aber markant unterscheidet (siche Kap. 3.3), ist
per se nicht von einer Redundanz in diesen Geweben auszugehen. Die erzeugten dap! dap2-
Doppelmutanten sind identisch mit dem Phéinotyp von dap2-1, welche den drastischeren
Phinotyp hat (Abb. 3.12). Daraus wird geschlossen, dass diese beiden Proteine
unterschiedliche Funktionen in der Pflanze haben, auch wenn sie vielleicht den gleichen oder
einen dhnlichen Prozess ausiiben. Dabei wire, z.B. an die Ausiibung des gleichen Prozesses
aber in unterschiedlichen intraplastiddaren Reaktionsrdumen, z.B. Membransystemen denkbar.
Des Weiteren kann eine direkte Interaktion von beiden Proteinen ausgeschlossen werden, da
ansonsten identische Phinotypen schon bei den jeweiligen Einzelmutanten zu erwarten

gewesen waren.

Als zweiter Ansatz der reverse gentics wurde versucht, die Expression der AtDAP-Gen
mittels gerichtetem gene silencing durch die Expression artifizieller microRNAs (amiRNAs)
(Schwab ef al., 2006) zu unterbinden. Dadurch sollten die Phinotypen der kock-out-Mutanten
von AtDAPI und AtDAP?2 mittels einer unabhdngigen Methodik verifiziert werden.

Die Mutanten mit den amiRNA-Konstrukte gegen AtDAPI (amiR-dapl-1) und gegen
AtDAP2 (amiR-dap2-1) waren durch eine hohe phénotypische Varianz gekennzeichnet. Eine
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dhnliche Varianz in der Auspriagungsstirke des Phénotyps war auch in den Untersuchungen
von Schwab ef al. (2006) zu verzeichnen. Daher muss angenommen werden, dass die Ursache
dafiir in der Methode selbst begriindet liegt. Fiir ca. ein Drittel der amiR-dap1-1-Mutanten
bestand groBe morphologische Ahnlichkeiten zum Phinotyp der T-DNA Insertionsmutanten
von AtDAPI (Abb. 3.13A). Diese amiRNA-dapl-1-Mutanten wiesen einen drastisch
reduzierten AtDAPI-Transkriptgehalt auf (Abb. 3.13B). Bei den restlichen Linien wurden
intermedidre oder wildtypische Phédnotypen beobachtet, was auf eine nur geringfligige
Reduktion des AtDAPI-Transkriptgehalts zuriickzufiihren war. Auch von den amiR-dap2-1-
Mutanten zeigten ca. ein Drittel der Pflanzen morphologische Ubereinstimmungen mit dem
Phanotyp der T-DNA Insertionsmutanten dap2-1 (Abb. 3.14A). Dieser Teil der Mutanten
durch einen deutlich reduzierten Gehalte von AtDAP2-Transkript gekennzeichnet (Abb.
3.14C). Es wurden fiir diese knock-down-Mutanten, aber nicht alle phénotypischen
Eigenheiten der knock-out-Mutante dap2-1, wie z.B. die Keimungsletalitit auf Erde,
wiedergefunden. Dariiber hinaus wurden in einigen Fillen zusétzliche Auffilligkeiten, z.B.
eine Aufhellung im Bereich der Mittelrippe oder die Entwicklung von chlorotischen und
nekrotischen Zonen fiir einzelne Blétter, beobachtet (Abb. 3.14B). Die restlichen Linien
zeigten intermedidre Phénotypen oder den Phénotyp des Wildtyps. Diese amiR-dap2-1-
Mutanten zeigten eine nur schwache Reduktion des 4tDAP2-Transkriptgehalts.

Zusammenfassend ldsst sich fiir die amiRNA-Mutanten gegen AtDAPI und AtDAP2
festhalten, dass fiir beide verwendeten Konstrukte kein kompletter kinock-out der
entsprechenden Gene erzielt wurde. Dennoch konnten durch den amiRNA-vermittelten gene
silencing-Effekt knock-down-Mutanten isolierte werden, fiir welche eine deutliche Korrelation
zwischen der Stdrke des auftretenden Phénotyps und der noch vorhandenen Transkriptmenge
des Zielgens zu ermitteln war. Da die starken knock-down-Mutanten des amiRNA-Konstrukts
amiR-dapl-1 und die knock-out-Linien dapl-1 und dapl-2 morphologisch iiber einen
identischen Phinotyp verfiigen, konnte verifiziert werden, dass die Ursache fiir den Phanotyp
in einem Gendefekt von AtDAPI liegt. In Bezug auf den morphologischen Phédnotyp zeigen
die starken knock-down-Mutanten des Konstrukts amiR-dap2-1 und die knock-out-Linien
dap2-1 groBe Ubereinstimmungen. Dennoch konnten einige Auffilligkeiten der dap2-1-
Mutante nicht in den amiRNA-Mutanten gegen AtDAP2 und umgekehrt wiedergefunden
werden. Da in den amiRNA-Mutanten immer noch eine geringe Mengen an AtDAP2-
Transkript exsistiert, wird angenommen, dass auch noch in geringem Umfang das
entsprechende Protein gebildet werden kann. Dadurch konnten eventuelle die gravierendsten

Folgen des Funktionsverlusts von AtDAP2 abgemildert werden, was eine Erkldrung fiir die
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Unterschiede, z.B. der Keimungsletalitdt auf Erde, liefern wiirde. Trotz der Unterschiede wird
davon ausgegangen, dass der Gendefekt von AtDAP2 die Ursache fiir den Phénotyp, der die
beiden Mutanten dap2-1 und amiR-dap2-1 kennzeichnet, ist.

Durch eine genetische Komplementation der T-DNA Insertionsmutanten von AtDAPI und
AtDAP?2 sollte untersucht werden, ob die knock-out-Mutanten zu revertieren sind (Abb. 3.25).
Zusitzlich wurde analysiert, welche Auswirkung die Uberexpression dieser Gene im Wildtyp
hervorruft. Dazu wurden die entsprechenden cDNAs der Gene unter Verwendung des 35S
CaMV-Promotors konstitutiv tiberexprimiert. Durch eine Expression der cDNA von AtDAPI
konnten die knock-out-Mutanten dapl-1 und dapl-2 morphologisch und physiologisch
komplementiert werden, wodurch der Phanotyp des Wildtyps wiederhergestellt wurde.
Dahingegen war es nicht moglich, die dap/-Mutanten durch Expression der cDNA von
AtDAP2 zu komplementieren, was eine unterschiedliche Funktion der beiden Proteine
vermuten ldsst. Auch fiir die knock-out-Mutante dap2-1 war es durch Expression der cDNA
von AtDAP2 moglich, die Mutante morphologisch und physiologisch wiederherzustellen.
Auch das gestorte Keimverhalten der dap2-1-Mutante auf Erde konnte revertiert werden.
Diese Komplementation zeigt eindeutig, dass die Keimlingsletalitit auf Erde mit dem knock-
out von AtDAP2 und nicht mit einer weiteren T-DNA Insertion zusammenhéngt. Eine
Uberexpression der Gene AtDAPI und AtDAP2 im Wildtyp zeigte keine erkennbaren
Auffilligkeiten. Weiterhin wurde ein Konstrukt von AtDAP2 generiert, in welchem das
Transitpeptid von AtDAP2 gegen das Transitpeptid von AtDAP1 ausgetauscht wurde.
Interessanterweise war es durch die Uberexpression dieses Fusionsproteins moglich, die
knock-out-Mutanten von dapl morphologisch und physiologisch wiederherzustellen. Das
verdeutlicht, dass AtDAP1 und AtDAP2 die gleiche Funktion ausiiben kénnen. Auch durch
mehrmalige Transformation der dap2-1-Mutante mit diesem Konstrukt war es bisher nicht
moglich, transgene Pflanzen zu erhalten. Da die dap2-7-Mutante durch einen sehr drastischen
Phéinotyp gekennzeichnet ist und infolgedessen nur eine geringe Samenanzahl liefert, ist eine
abschlieBende Aussage vorerst jedoch noch nicht gesichert. Weiterhin wére es interessant zu
untersuchen, ob eine Komplementation der dap2-/-Mutanten auch fiir ein Konstrukt von
AtDAP1 mit dem Transitpeptid von AtDAP2 zu beobachten wire. Die vorldufigen Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die beiden Proteine AtDAP1 und AtDAP2 durchaus eine dhnliche
Funktion haben, dass diese aber maBgeblich durch das Transitpeptid bestimmt wird. Daher
wird vermutet, dass fir die Proteine von AtDAPI und AtDAP2 tatsidchlich eine

unterschiedliche intraplastiddre Lokalisation vorhanden ist, die bestimmend fiir deren
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physiologische Funktion ist. Durch die erfolgreiche morphologische und physiologische
Komplementation der knock-out-Mutanten von dapl und dap2 mit den cDNAs der
entsprechenden Gene wird es als gesichert angesehen, dass die Ursache der Phédnotypen in
den jeweiligen Mutanten auf einem Funktionsverlust von 4tDAP1 bzw. AtDAP2 beruht.

Weiterhin wurde untersucht, ob die homologen DAP-Proteine aus Synechocystis sp. PCC6803
und Saccharomyces cerevisiae in der Lage sind, die dapl/-Mutanten genetisch zu
komplementierten (Abb. 3.26). Die homologe Proteine wurden dazu mit dem Transitpeptid
von AtDAP1 versehen, um die gleiche subzelluldre Lokalisation zu gewihrleisten. Obwohl
eine Expression der beiden Homologen in den transgenen Pflanzen durch RT-PCR bestitigt
wurde, war fiir beide Konstrukte keine Komplementation der dapI-knock-out-Mutanten zu
erkennen. Daraus miisste geschlossen werden, dass die DAP-Homologe aus Synechocystis
und S. cerevisiae entweder nicht translatiert werden oder aufgrund der verhéltnisméBig
geringen Aminosdureidentitit zu AtDAP1 (40 bzw. 29%) unterschiedliche Funktionen in den
jeweiligen Organismen haben. Fiir die DAP-Homologe aus Synechocystis und S. cerevisiae
bestehen zum Teil geringfiigig hohere Aminosdureidentititen zu den anderen Mitgliedern der
DAP-Familie von A. thaliana (vgl. Tab. 3.1). Es wire denkbar, dass Unterschiede in der
metabolischen Kompatibilitdt, in der Regulation oder in der Interaktion mit weiteren
Komponenten und Proteinen zwischen den homologen Proteinen aus phototrophen und
heterotrophen Organismen bestehen, die eine direkte Komplementation erschweren. So wire
erkldrbar, warum z.B. das DAP-Homolog aus S. cerevisiae nicht in der Lage ist die Mutante
des plastidiren Proteins AtDAP1 wiederherzustellen. Weiterhin weist das DAP-Homolog aus
Synechocystis bei gleicher Sequenzabdeckung eine geringfiigig hohere Aminosdureidentitit
zu AtDAP2 (44%) als zu AtDAP1 (40%) auf. Dabei konnte es sich eventuell, wie zuvor
beschrieben, um essentielle Unterschiede handeln. Um diese Annahme zu {iberpriifen,
miissten weitere Untersuchungen gefiihrt werden. Dafiir wiirde sich eine Komplementation
der knock-out-Mutante von AtDAP2 mit dem DAP-Homolog aus Synechocystis anbieten.
Weiterfithrend konnte auch eine Koplementation der Mutanten von S. cerevisiae mit den
einzelnen DAP-Proteinen von A. thaliana einen geeigneten Ansatz zur Uberpriifung dieser

Hypothese darstellen.
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4.5  Phinotyp der dap-Mutanten

Da die knock-out-Mutanten von AtDAPI und AtDAP2 durch phénotypische Auffélligkeiten

gekennzeichnet waren, wurden diese im Folgenden eingehender physiologisch charakterisiert.

4.4.1 Phinotyp der dapl-Mutanten

4.5.2.1 Morphologie und Wachstumscharakteristika

Die markantesten Charakteristika der knock-out-Mutanten dapl-1 und dapl-2 waren die
generelle GroBenreduktion und die gelbliche Blattfarbe (Abb. 3.10). Dabei waren die
Phinotypen der beiden knock-out-Allele dap -1 und dap I-2 morphologisch nicht voneinander
zu unterscheiden. Ahnliche phinotypische Auffilligkeiten wurden auch fiir die que2-Mutante
ermittelt (Beran, 2006). Weiterhin war fiir die dap/-Mutanten eine GroBenreduktion in der
Blattflaiche, der Wurzelldnge, der Stingelhdhe, der BliitengroBe und der Schotenlidnge
nachzuweisen (Daten nicht gezeigt).

Des Weiteren wurden die Wachstumseigenschaften der Mutanten unter Langtag- und
Kurztagbedingungen untersucht (Tab. 3.4). Mit abnehmender Photoperiode war eine
Zunahme der Blattanzahl und des Blattrosettendurchmessers sowohl fiir Wildtyp als auch die
dapl-Mutanten zu verzeichnen. Dabei blieben aber die Wachstumsunterschiede zwischen
dem Wildtyp und den dapl/-Mutanten bei allen Lichtbedingungen bestehen. Fiir den
Blattrosettendurchmesser war die geringste Differenz bei Langtagbedingungen von LD 12/12
h zu verzeichnen. In Hinsicht auf die Blattanzahl wurde die geringste Differenz bei
Kurztagbedingungen von LD 8/16 h ermittelt. Des Weiteren war mit Abnahme der
Photoperiode eine Zunahme der Zeitdauer zur Anthese, Bliite sowie zur Schotenbildung beim
Wildtyp und den dap/-Mutanten zu beobachtet. Der Zeitpunkt der Anthese war fiir die dap!-
Mutanten gegeniiber dem Wildtyp bei Langtagbedingung von LD 16/8 h und LD 12/12 um 2
bzw. 14 Tage und bei Kurztagbedingungen um sogar 75 Tage verzogert. Fiir die Zeitdauer
von der Anthese bis zur Bliite und Schotenbildung waren jedoch keine Unterschiede zum
Wildtyp zu ermitteln. Dies zeigt, dass bei den dapl-Mutanten nur der Ubergang von der
vegetativen in die generative Phase eine Storungen aufweist. Des Weiteren wurde eine
Reduktion der Schotenlinge und Samenanzahl bei den dapl-Mutanten gegeniiber dem

Wildtyp fiir die unterschiedlichen Photoperioden ermittelt. Das wurde fiir die gue2-Mutante
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nicht verzeichnet (Beran, 2006). Zusammentfassend ldsst sich sagen, dass bei den untersuchten
Photoperioden die Wachstumsunterschiede und die phinotypischen Auffalligkeiten der dapi-
Mutanten gegeniiber dem Wildtyp bestehen bleiben.

Die Analyse des Chlorophyllgehalts der dap/-Mutanten zeigte eine deutliche Verringerung
der Chlorophyll a+b-Gehalte (Tab. 3.6). Der Chlorophyll a+b-Gehalt waren fiir dapl-1 um
32% und fiir dapl-2 um 50% geringer als im Wildtyp. Diese Verdnderung ist vermutlich die
Erklirung fiir die gelbliche Blattfarbe der Mutanten. Ein weniger drastischer Wert von —20%
wurde von Beran (2006) fiir que2 ermittelt. Das Chlorphyll a/b-Verhiltnis der dap /-Mutanten
war jedoch nicht signifikant verdndert. Der reduzierte Gesamtchlorophyllgehalt und das
unverdanderte Chlorphyll a/b-Verhéltnis deutet auf eine geringere Anzahl an Reaktionszentren
und Lichtsammelkomplexen hin. Dahingegen wurde fiir que2 eine Reduktion des Chlorphyll
a/b-Verhiltnisses und des B-Carotingehalts von -12% bzw. -16% unter Normallicht (PFD =
100 pmol'm™s™) bestimmt (Beran, 2006). Der ernidrigte p-Carotingehalt und Chlorphyll b-
Gehalt lasst in diesem Fall auf eine verringerte Anzahl von Reaktionszentren im Verhiltnis zu
den Lichtsammelkomplexen schlieBen. Weiterfiihrend zeigten Western-Blot Analysen eine
Reduktion des Proteingehalts von D1, PsaC und PsaA/B und unterstiitzen diese Annahme
(Beran, 2006). Auch die um 33% erhohte Menge der Pigmente des Xanthophyllzyklus (VAZ)
deutet auf erhohten photooxidativen Stress fiir die Mutante hin (Beran, 2006).

Weiterfithrend wurde die Ultrastruktur der Chloroplasten der dapl-1-Mutanten untersucht
(Abb. 3.20). Dabei war keine Form- oder GroBenverdanderung fiir die Chloroplasten der
Mutante gegeniiber den Chloroplasten des Wildtyps zu ermitteln. Auch die Akkumulation
transitorischer Stirke war in der Mutante nicht beeinflusst. Es wurde aber eine erhdhte
Stapelung der Granathylakoide fiir die dap/-1-Mutante festgestellt. Von Beran (2006) wurde
fiir die AtDAPI-Mutante que2 ein verringerter Gehalt fiir einige Proteine der Kernkomplexe
von PSI (PsaA/B, PsaC) und PSII (D1) sowie ein stark erhohter Gehalt an PsbS ermittelt.
Eine verdnderte stochiometrische Zusammensetzung der Photosysteme konnte eine Ursache
fiir die erhohte Stapelung der Granathylakoide sein. Des Weiteren hat der pH-Gradient an der
Thylakoidmembran einen Einfluss auf die Ausbildung von Granathylakoiden (Chow et al.,
2005). Der schnellere Aufbau des pH-Gradienten, der fiir die que2-Mutante angrund eines
schnellen Aufbaus von qN vermutet wurde (Beran, 2006), konnte ebenfalls eine erhohten
Stapelung der Granathylakoide bewirken. Des Weiteren dienen Granthylakoide als Reservoir
fiir photoinaktiviertes D1-Protein bis eine Reparatur vollzogen ist (Chow et al., 2005). Das
verringerte F,/Fy,-Verhiltnis der 4tDAPI-Mutanten zeigt eine erhdhte Photoinhibition des
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D1-Proteins an. Somit kommt auch dieser Mechanismus als mdgliche Ursache fiir eine

stirkere Granathylakoidstapelung der 4¢tDAP-Mutanten in Betracht.

4.5.2.2 Photosynthesecharakteristika

Eine Untersuchung der Photsynthese-Parameter zeigte, dass das Fv/Fm-Verhéltnis und ®PSII
in den dapl-Mutanten bei einer PFD von 150 pmol'm™s™ signifikant erniedrigt waren (Tab.
3.7). Das verdeutlicht, dass die Quantenausbeute des PSII sowohl im Dunklen als auch bei
Belichtung vermindert war und eine Schidigung des PSII bzw. aktiver Mechanismen der
aktiver Fluoreszenzldschung vorhanden waren. Auch dieses wurde in dhnlicher Weise fiir die
que2-Mutante von Beran (2006) beobachtet. Des Weiteren war bei dieser PFD P fiir die
dap I-Mutanten leicht erhoht, qN signifikant erhoht und die ETR signifikant erniedrigt.

Der Verlauf dieser Parameter wurde in einer Lichtreihe bei Lichtintensititen von 25 bis 1100
umol'm™>s” genauer untersucht (Abb. 3.15). Dabei war die ETR der dapl-Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp aufler bei sehr geringen Lichtintensititen stark reduziert. Eine
Verminderung der ETR wurde in dhnlicher Weise auch fiir die gue2-Mutante in vitro und
auch in vivo bestimmt (Beran, 2006). Dabei wurden auch in vitro-Messungen iiber die PSI-
Aktivitdit sowie in vivo-Messungen iliber den Oxidationszustandes des PSI durchgefiihrt.
Dabei zeigte die que2-Mutante unter sittigenden Lichtbedingungen (1300 pmol'm™s™) in
vitro eine leicht hohere PSI-Aktivitit als der Wildtyp. Des Weiteren wies das PSI der que2-
Mutante schon bei einer Lichtintensitit (PFD = 100 pmol'm?s™) einen stark erhdhten
Oxidationszustand von tiber 56% auf. Der Wert des Wildtyps lag bei nur 1,3%. Das zeigt,
dass der Elektronentransport der Mutante selbst unter den Anzuchtbedingungen nicht
angepasst ist. Ein signifikant erhdhter Oxidationszustand des PSI war auch noch bis zu einer
Lichtintensitit von 900 pmol'm™-s” zu verzeichnen (Beran, 2006). Zusammengefasst zeigen
die Ergebnisse, dass eine deutlich verringerter Elektronentransport vom PSII zu PSI in dieser
Mutanten von AtDAPI existiert, der seine Ursache in einer verminderten PSII-Aktivitét hat.
Bis zu einer Lichtintensitit von 750 pmol'm™s™” lag das qP der dapl-Mutanten signifikant
iiber dem Wert des Wildtyps. Das deutet eine hohere photochemische Fluoreszenzldschung
der dapI-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp in diesem Bereich an, was fiir einen geringeren
Reduktionszustand von Qa spricht. Bei hoheren Lichtintensititen war qP fiir den Wildtyp und
die Mutanten vergleichbar. Diese Ergebnisse stehen in Konflikt mit den von Beran (2006)

erzielten Untersuchungen. In diesen hatte der Wildtyp bis zu einer Lichtintensitdt von 600
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umol'm?-s™ ein geringfiigig hdheres qP als die gue2-Mutante. Ab 900 pmol'm s waren fiir
qP keine Unterschiede mehr zu verzeichnen. Die Diskrepanz dieser Ergebnisse ldsst sich nicht
erkldren. Das qN der dap/-Mutanten war bei allen Lichtintensitdten signifikant erhoht. Da qN
die thermische Dissipation der Anregungsenergie darstellt, wird ein deutlich erhohter Anteil
der Anregungsenergie von den dapl-Mutanten dissipiert und steht somit nicht fiir die
photochemischen Prozesse zur Verfiigung. Ein dhnlicher Verlauf von qN wurde auch von
Beran (2006) fiir die gue2-Mutante ermittelt. Zusétzlich wurden dabei die Hauptkomponenten
von N, qE und ql, einzeln bestimmt. Der Verlauf von gl war fiir den Wildtyp und die que2-
Mutante identisch. Fiir qE jedoch war eine drastische Reduktion in der Mutante zu
verzeichnen. Da T nur eine untergeordnete Rolle fiir N spielt und gl unverdndert war, ist
der Unterschied fiir N zwischen dem Wildtyp und den dap/-Mutanten vornehmlich auf das
verminderte qE zurlickzufiihren.

Weitere Untersuchungen wurden iiber den kinetischen Verlauf  der
Chlorophyllfluoreszenzloschung durchgefiihrt (Abb. 3.16). Dabei wurde fiir dap/-Mutanten
in dunkeladaptierten Blittern ein erniedrigtes F,, und ein erhdhtes F, ermittelt. Da die
Differenz von F,,und Fy F, ist, stellt die Verdnderung dieser beiden Faktoren die Ursache fiir
das verringerte F,/F,-Verhiltnis und somit ein geringere Fahigkeit des PSII fiir Photochemie
dar. Die Kinetik der Fluoreszenzloschung der dap/-Mutanten bei Belichtung war durch einen
sehr ungewohnlichen Verlauf gekennzeichnet. Dabei war ein lichtinduzierter Abfall der
Chlorophyllfluoreszenz sogar unter Fy zu verzeichnen. Die Chlorophyllfluoreszenz stieg dann
im weiteren Verlauf wieder sigmoid an. Somit schein Fy im Dunkeln tatséchlich erhoht zu
sein, dass ldsst auf eine stirkere Reduktion von Qa schlieBen. Des Weiteren schienen im
belichteten Zustand, wenigstens zu Beginn der Belichtung, schnelle Mechanismen der
Fluoreszenzloschung aktiv zu sein. Diese vermittelten einen Abfall von F, unter Fy, so dass
dabei ein geringerer Reduktionsstatus von Qa anzunehmen ist. Danach schienen diese
Mechanismen nicht mehr ausreichend zu sein und es kahm wieder zu einer stirkeren
Reduktion von Qs und somit zu einem Anstieg von Fp. Des Weiteren war in der
anschlieBenden Dunkelphase keine normale Erhohlungskinetik (dark relaxation kinetic) von
Fn zu beobachten. Die Komponenten der schnellen (qE) und mittleren Phase der
Dunkelerholung (qT) fehlen komplett. Nur die langsame Komponente, ql, war schwach
ausgeprigt. Das fiir die dap/-Mutanten zu Beginn der Belichtung beobachtete Phinomen
konnte eventuell mit einer schnelleren pH-abhéngigen Fluoreszenzléschung (qE) erklart
werden, die zu einem schnelleren Aufbau der pH-Gradienten iiber die Thylakoidmembran

flihren wiirde. Sobald dieser komplett etabliert ist, sind die Kapazititen der Mutante
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erschopft, und es wiirde dann wieder zu einer Zunahme der Fluoreszenz kommen. Ein
weiteres Indiz fiir die Beteiligung von qE ist dessen Fehlen bei der Erholungskinetik im

Dunkeln.

4.5.2.3 Photooxidativer Stress

Die verringerte Anzahl an Reaktionszentren, das erhohte qN sowie der erhohte Gehalt an
Xanthophyll, Tocopherol, Anthocayn und Ascorbat in jungen Pflanzen (Beran, 2006) ldsst auf
ein erhohtes Mall an photooxidativem Stress fiir die Mutanten von AtDAPI schliefen.
Dennoch waren unter Normal- und Starklicht keine Unterschiede in der Konzentration von
Wasserstoffperoxid fiir den Wildtyp und die dap/-Mutanten zu ermitteln (Abb. 3.17). Im
Chloroplasten kann molekularer Sauerstoff von verschiedenen Komponenten der
Elektronentransportkette reduzierte werden (Asada, 1996; Apel und Hirt, 2004; Pitzschke et
al., 2006). Dabei scheint die Reduktion von molekularem Sauerstoff am PSI, die so genannte
Mehler-Reaktion (Mehler 1951, Mehler und Brown, 1952), die dominante Rolle zu spielen.
Da aber das PSI der dap/-Mutanten vor allem bei moderaten Lichtbedingungen eher in einem
hoheren Oxidationszustand als im Wildtyp vorliegt (Beran, 2006), wire keine erhohte
Aktivitdit der Mehler-Reaktion zu erwarten. In den dapl/-Mutanten war keine erhohte
Konzentration an Wasserstoffperoxid bei Normal- und Starklichtbedingungen nachzuweisen.
Deshalb wird angenommen, dass es zu keiner vermehrten Bildung von Wasserstoffperoxid in
den dapl-Mutanten kommt, diese effektiv kompensiert wird oder die verwendete
Nachweismethode mittels DAP-Farbung nicht sensitiv genug ist, um geringe Unterschiede zu
detektieren. Dahingegen deutet das verringerte F./Fi,-Verhéltnis, das erhohte qN des PSII und
der erhohte Gehalt an Xanthophyll und Tocopherol (Beran, 2006) jedoch auf photooxidative
Schiden direkt am PSII, spezifischer am D1-Protein, hin. Ungiinstige physiologischen
Bedingungen, z.B. Starklicht, haben eine starke Reduktion des PQ-pool zur Folge. Um die
Uberreduktion des PQ-pool und Schiden am photosynthetischen Apparat zu vermeiden,
findet eine erhohte Dissipation von Anregungsenergie (qN) statt. Wenn die
Schutzmechanismen nicht mehr ausreichen, ist das angeregte Triplett-Chlorophyll im PSII-
Reaktionszentrum (3P680*) in der Lage die Anregungsenergie auf Triplett-Sauerstoff (*0,) zu
iibertragen (Durrant ef al., 1990; Keren et al., 1995; Adir et al., 2003). Bei dieser Reaktion
entsteht das hochreaktiver Singulett-Sauerstoff ('0y). Aufgrund seiner hohen Reaktivitit ist
Singulett-Sauerstoff in Lage mit Proteinen, Pigmenten und Lipiden in der unmittelbaren

Umgebung zu reagieren. Dabei wird angenommen, dass Singulett-Sauerstoff die bedeutendste
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Variante der Sauerstoffradikalen (ROS) als Ursache fiir den lichtinduzierten Verlust der PSII-
Aktivitdt und den Abbau des D1-Proteins ist (Aro et al., 1993; Hideg et al., 1994; Hidge et
al., 1998; Nixon et al., 2005). Tocopherol scheint dabei eine obligate Funktion bei der
Beseitigung von Singulett-Sauerstoff am PSII zu haben (Trebst et al., 2002; Krieger-Liszkay
und Trebst, 2006). Somit wird angenommen, dass der erhohte Gehalt an Xanthophyll,
Tocopherol, Anthocyan und Ascorbat der Mutanten von AtDAPI eine Adaptation zur
Priavention und Kompensation von photooxidativen Schiden des PSII darstellt. Zur Kldrung
dieses Sachverhalts ist deshalb die Verwendung weiterer Methoden, z.B. die Bestimmung von
Singulett-Sauerstoff nach Flors et al. (2006) oder eine alternative Bestimmung der
Konzentration von Wasserstoffperoxid nach Ngo und Lenhoff (1980), notig. Weiterhin wiirde
sich eine Untersuchung der Expression von photoprotektiven Enzymen, z.B. der Superoxid-

Dismutase und der Ascorbat-Peroxidase, anbieten.

4.5.2.4 Gehalt an Stirke und loslichen Zuckern

Durch die reduzierte photosynthetische Leistungsfahigkeit der dapl-Mutanten war eine
Reduktion des Stirkegehaltes fiir diese Mutanten im Vergleich zum Wildtyp zu verzeichnen
gewesen (Abb. 3.18). Der Saccharosegehalt war hingegen nicht verdndert. Die Gehalte an
Glukose und Fruktose fiir die dap/-Mutanten sind jedoch im Vergleich zum Wildtyp leicht
vermindert. Das ldsst vermuten, dass die Mutanten den Gehalt an Saccharose unter
Verringerung des Hexosephosphat-poo/ aufrechterhalten. Da die Funktion von AtDAP1 noch
nicht genauer eingegrenzt werden konnte, werden die verminderten Stirke, Glukose- und
Fruktosegehalte der Mutanten als eine Folge denn als Ursache der reduzierten
photosynthetischen Leistungsfahigkeit angesehen.

Der Saccharosegehalt im Phloemsaft und die Remobilisierung von Stirke zu Saccharose bei
einer Limitierung der Photosynthese sind wichtige Faktoren fiir die Blithinduktion von A.
thaliana (Corbesier et al. 1998). Daher wird vermutet, dass die verzdgerte Bliite der dapi-

Mutanten eine Folge des verringerten Starkegehalts ist.
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4.4.2 Phinotyp der dap2-Mutante und der dapl dap2-Doppelmutanten

4.5.2.1 Morphologie und Wachstumscharakteristika

Der Phanotyp der knock-out-Mutante dap2-1 ist durch eine drastische Gréfenreduktion und
eine gelbe Blattfarbe gekennzeichnet (Abb. 3.10, Abb. 3.11). Das auffilligste ist jedoch, dass
diese Mutante nicht in der Lage ist, sich auf Erde iiber das Keimlingsstadium hinaus zu
entwickeln und keimlinsletal ist. Nur bei einer Kultivierung unter photoheterotrophen
Wachstumsbedingungen auf MS-Festmedium mit einer externen Kohlenstoffquelle, z.B. 1%
(w/v) Saccharose, war eine Weiterentwicklung der dap2-I-Mutante zu verzeichnen. Im
Anschluss daran war fiir die Mutante ein Uberleben auf Erde mdglich. Das deutet auf eine
essentielle Bedeutung des AtDAP2-Gens in diesem Entwicklungsabschnitt hin. Dabei konnte
man tber eine Rolle in Zusammenhang mit der Chloroplastenbiogenese, der Entwicklung der
Primérblattern und/oder der Umstellung auf den photoautotrophen Stoffwechsel spekulieren.
Untersuchungen an adulten Pflanzen der dap2-I-Mutante waren somit nur bei einer
vorherigen Kultivierung auf MS-Festmedium mit Saccharose moglich. Selbst unter diesen
Bedingungen zeigte sich eine GroBenvarianz innerhalb der Pflanzenpopulation der dap2-1-
Mutante, was eventuell durch das Vorhandsein von weiteren T-DNA Insertionen in dieser
Linie hervorgerufen wird. Das Riickkreuzungen der dap2-1-Mutante mit dem Wildtyp, fiihrte
nicht zu einer Verringerung der Anzahl der Insertionen. So muss angenommen werden, dass
sich die weiteren T-DNA-Insertionen in unmittelbarer Ndhe zum Locus oder im Locus von
des AtDAP2-Gens befinden. Es konnte somit nicht eindeutig geklart werden, ob die Gréfe der
dap2-1-Mutante variabel ist oder ob die weiteren Insertionen dafiir verantwortlich sind.
Deshalb wurden die Pflanzen der dap2-1-Mutante in vier Gruppen eingeteilt (vgl. Abb. 3.11).
Fiir die weiteren Analysen wurden jeweils nur Pflanzen der Gruppe 1 verwendet. Die
homozygoten Doppelmutanten von AtDAPI und AtDAP2 sind in ihrer phénotypischen
Erscheinung mit der dap2-/-Mutante identisch.

Bei Langtagbedingungen mit einer Photoperiode von LD 16/8 h war fiir die dap2-1-Mutante
eine Reduktion des Durchmessers der Blattrosette um 60% zu verzeichnen (Tab. 3.5).
Dahingegen war die Blattanzahl nur um 10% verringert. Des Weiteren waren die Anthese, die
Bliite und die Schotenbildung um 3, 4 bzw. 5 Tage im Vergleich zum Wildtyp verzdgert, was
die generelle Entwicklungsverzogerung der dap2-I-Mutante widerspiegelt. Weitere

Reduktionen waren auch in der Blattfliche, der Wurzellinge, der Stingelhohe, der
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Bliitengrofe und der Schotenlinge nachzuweisen (Daten nicht gezeigt), so dass von einer
generellen Grofenreduktion fiir die dap2-1-Mutante ausgegangen wird.

Der Chlorophyll a+b-Gehalt der dap2-1-Mutante war gegeniiber dem Wildtyp um 65%
verringert. Dabei war das a/b-Verhéltnis erhoht (Tab. 3.6). Zusammen gesehen deutet dies auf
eine geringere Anzahl an Lichtsammelkomplexen im Verhéltnis zu den Reaktionszentren an.
Dieser Sachverhalt konnte in Verbindung mit einem erhohtes Maf3 an photooxidativem Stress
stehen. Ob dies fiir die dap2-1-Mutante und die dap! dap2-Doppelmutante tatsdchlich der
Fall ist, konnte eine Bestimmung von Sauerstoffradikalen (ROS), Pigmenten des
Xanthophyllzyklus oder Antioxidantien wie Tocopherol und Ascorbat zeigen.

Auch fiir die Morphologie der Chloroplasten der dap2-I-Mutante waren keine
ultrastrukturellen Verdnderungen zu erkennen (Abb. 3.21). Weiterfiihrend wire eine Analyse
von auf Erde gewachsenen Keimlingen dieser Mutante interessant, da aufgrund der
Keimlinsletalitit eine essentielle Funktion von AtDAP2 in diesem Entwicklungsabschnitt

vermutet wird.

4.5.2.2 Photosynthesecharakteristika

Auch fiir die dap2-1-Mutante und die dap! dap2-Doppelmutante fand eine Bestimmung der
Photosynthese-Parameter bei einer PFD von 150 pmol-m’z-s'1 statt (Tab. 3.7). In beiden
Mutanten war das Fv/Fm-Verhédltnis und das ®PSII erniedrigt. Dabei war das Fv/Fm-
Verhiltnis der dap2-1-Mutante etwas stirker verringert als fiir die dap/-Mutanten. Das
Fv/Fm-Verhiltnis der dapl dap2-Doppelmutante war dhnlich dem der dapl-Mutanten
erniedrigt. Auch diese Mutanten zeigten eine verminderte Quantenausbeute des PSII sowohl
im Dunklen als auch bei Belichtung an. Weiterhin war gN signifikant erhoht und qP und die
ETR signifikant vermindert. Dabei waren unter diesen Bedingungen P und gN fiir die
Doppelmutante etwas hoher als fiir die dap2-1-Mutante. Im Vergleich zu den dap/-Mutanten
war fiir die dap2-1-Mutante qP niedriger und qN etwa gleich grof8. Die Verminderung der
ETR war fiir die dap1-, dap2-Mutanten und die dap! dap2-Doppelmutanten in etwa gleich.

In eine Reihe mit verschiedenen Lichtintensititen wurde auch fiir die dap2-1-Mutante und die
dapl dap2-Doppelmutante eine signifikante Reduktion der ETR dhnlich wie fiir die dap1-
Mutanten ermittelt (Abb. 3.15). Da fiir diese Mutanten keine PSI-Aktivititen gemessen
wurden, kann nur spekuliert werden, ob auch bei diesen Mutanten die Ursache des

verminderten Elektronentransports ausschlielich in einer geringeren PSII-Aktivitat
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begriindet ist. Das qP der dap2-1-Mutante und der dap! dap2-Doppelmutante war bis zu einer
Lichtintensitit von 320 pmol'm™'s™ mit dem Wildtyp vergleichbar. Ab einer Lichtintensitit
von 500 pmol'm™s” waren jedoch eine signifikante Verringerungen des qP fiir beide
Mutanten zu verzeichnen, was einen hoheren Reduktionsstatus von Q, widerspiegelt. Das
zeigt eine verminderte photochemische Leistungsfdhigkeit der Mutanten bei hoheren
Lichtintensititen. Das qN der dap2-I-Mutante und der dap! dap2-Doppelmutante war,
dhnlich wie bei den dap/-Mutanten, bei allen Lichtintensitéten signifikant erhdht. Somit wird
auch von diesen Mutanten ein deutlich erhdhter Anteil der Anregungsenergie dissipiert und
steht nicht fiir die photochemischen Prozesse zur Verfiigung. Eine detaillierte Analyse von
qE, gl und qT wurde fiir diese Mutanten noch nicht durchgefiihrt, so dass die genaue Ursache
fiir das erhdhte gN unklar ist.

Untersuchungen zum kinetischen Verlauf der Chlorophyllfluoreszenzléschung fiir die dap2-1-
Mutante zeigten bei dunkeladaptierten Blittern, wie bei den dapl-Mutanten, ein deutlich
erniedrigtes F, und ein leicht erhohtes Fy (Abb. 3.16). Daraus erklért sich das reduzierte
F,/Fn-Verhiltnis der Mutanten und die verminderte Fahigkeit des PSII fiir Photochemie. Des
Weiteren muss auch fiir die dap2-/-Mutante ein hoherer Redoxstatus von Qa vermutet
werden. Die weitere Kinetik der Fluoreszenzloschung im Licht zeigte einen normalen
Verlauf. Dabei war F,,» gegeniiber dem Wildtyp ebenfalls verringert. In der anschlieBenden
Dunkelphase wurde eine Erhohlungkinetik (dark relaxation kinetic) mit allen drei
Komponenten, qE, qT und ql, beobachtet. Diese war entsprechend der verminderten
Maximalfluoreszenz der Mutanten ebenfalls geringer ausgeprigt als im Wildtyp. Daher
scheint die verringerte photosynthetische Leistungsfahigkeit der dap2-1-Mutante vor allem

auf dem stark reduziertem F,, und dem erhéhten qN zu beruhen.

4.5.2.3 Gehalt an Stirke und loslichen Zuckern

Trotz des verminderten Elektronentransports der dap2-1-Mutante waren erstaunlicher Weise
keine Verdnderungen fiir den Gehalt von Stirke, Saccharose, Glukose oder Fruktose im
Vergleich zum Wildtyp zu ermitteln (Abb. 3.19). Ein Grund hierfir kénnte in den
unvermeidbaren photoheterotrophen Anzuchtbedingungen liegen. Es wire interessant zu
untersuchen, ob bei einer ldngeren Wachstumsdauer (> 2 Wochen) unter photoautotrophen

Bedingungen, z.B. bei Kurztagbedingungen, die gleichen Ergebnisse zu ermitteln wiren.
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4.6  Die homologen DAP-Gene aus Synechocystis sp. PCC 6803 und Saccharomyces

cerevisiae

Um Indizien fiir eine mogliche Funktion der DAP-Proteine zu ermitteln, wurde versucht
knock-out-Mutanten von weiteren Organismen zu erzeugen und zu analysieren. Dazu wurde
das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC6803 als photoautotropher Organismus und die
Hefe Saccharomyces cerevisiae als organoheterotropher Organismus aufgrund der bekannten
Genomssequenzen (Kaneko et al., 1996; Goffeau et al., 1996) und der Mdglichkeit zur
gentechnischen Manipulation verwendet. Fiir beide Organismen wurde jeweils ein homologes
DAP-Protein ermittelt. Dabei werden, dhnlich wie fiir die AtDAP-Proteine, o-helikale
Transmembrandomédnen vorhergesagt. Fiir das Homolog aus Symechocystis sind keine
Funktionen bekannt. Das DAP-Protein aus S. cerevisiae verfiigt liber eine N-terminale
Verldangerung, welche als Signalpeptid des sekretorischen Signalwegs vorhergesagt wird.
Mittels einer GFP-Fusion wurde eine Lokalisation dieses Proteins in der Vakuole ermittelt
(Huh et al., 2003). Des Weiteren wurde fiir Deletionsmutanten dieses Gens ein reduziertes
Wachstum auf nichtfermentativen Kohlenstoffquellen zwar nachgewiesen aber nicht genauer
analysiert (Giaever et al., 2002; Steinmetz et al., 2002). Dariiber hinaus wird von Barbara et
al. (2007) eine nichteingehend charakterisierte Beteiligung in der Ribosomenbiogenese
postuliert.

Mittels homologe Rekombination wurden von Symechocystis Transformanten mit einer
Insertion im DAP-Gen erzeugt (Kap. 3.9). Diese waren nicht komplett segregiert und zeigten
keine augenscheinlichen Panotyp. Auch durch mehrfache Vereinzelung und Erhéhung der
Antibiotikakonzentration war es nicht moglich, komplett segregierte Insertionsmutanten,
welche kein Wildtyp-Allel mehr im Genom tragen, zu isolieren. Daher wird angenommen,
dass das DAP-Gen von Synechocystis eine essentielle Funktion hat, welche die
Uberlebensfihigkeit von knock-out-Mutanten stark einschrinkt. Aufgrund der fehlenden
knock-out-Mutanten war es fiir das DAP-Protein von Symechocystis nicht moglich eine
Anbhaltspunkte iiber dessen Funktionen zu gewinnen. Es wire interessant zu untersuchen, ob
sich segregierte knock-out-Mutanten fiir dieses Gen unter verdnderten physiologischen
Bedingungen, z.B. bei photoheterotrophem Wachstum auf Glukose, isolieren lassen.

Zur Untersuchung von knock-out-Mutanten fiir das homologe DAP-Gen von S. cerevisiae
wurden zwei unabhéngige Deletionsstimme verwendet. Fiir die Mutantenstimme war ein Teil
des Leserahmens des DAP-Gens deletiert und an dessen Stelle eine Resistenzgenkasette

integriert (Abb. 3.23A). Damit ist die Synthese eines funktionellen Proteins unterbunden.
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Eine Uberpriifung der Mutanten zeigte die Existenz der Deletion und die Integration der
Resistenzgenkasette in beiden Deletionsstimme an (Abb. 3.23B). Somit ist fiir beide
Deletionsmutanten ein kompletter knock-out des entsprechenden Gens anzunehmen. Das
Wachstum der Deletionsmutanten unter Verwendung fermentativer Kohlenstoffquellen, wie
Glukose und Galaktose, zeigte keine Auffalligkeiten (Abb. 3.24A). Fir das Wachstum auf
nichtfermentativen Kohlenstoffquellen, wie Ethanol, Glycerol, Olsiure, Acetat und Laktat,
war jedoch eine vermindertes Wachstum im Vergleich zu den Wildtypstimmen zu ermitteln
(Abb. 3.24B). Hierbei konnte das verlangsamte Wachstum sowohl auf eine generelle
Reduktion der Wachstumsrate als auch auf ein vermindertes Vermdgen zur Adaptation im
diauxic shift zuriickzufiithren sein. Dabei konnte eine Storung sowohl bei der Erkennung
(sensing) der Kohlenstoffquelle, deren Verwertung sowie der metabolischen Regulation
vorliegen. Fiir das Wachstum auf Pyruvat, einer weiteren nichtfermentativen
Kohlenstoffquelle, war keine Reduktion des Wachstums nachzuweisen (Abb. 3.24B). Da
Laktat und Pyruvat strukturell sehr dhnlich sind, durch die Aktivitit der Laktatdehydrogenase
ineinander umgewandelt werden konnen und somit in gleicher Weise katabolisiert werden, ist
eine Ursache fiir die Wachstumsunterschiede und die Funktion des DAP-Proteins in S.

cerevisiae nicht exakt auszumachen.

4.7  Funktion von AtDAPI und AtDAP2

Da Mikroarray-Experimente von der cuel-6-Mutante und die knock-out-Mutanten von S.
cerevisiae (Kap. 3.10) eine Verbindung von Pyruvat mit der Funktion von AtDAP1 vermuten
lassen, wurde versucht, weitere Indizien fiir diesen Zusammenhang zu ermitteln (Kap. 3.12).
Dafiir wurde das Wachstum der dap!- und dap2-Mutanten bei externem Zusatz von Pyruvat
untersucht. Dabei wurde eine Wachstumsreduktion sowohl fiir den Wildtyp als auch die
Mutanten durch Pyruvat beobachtet (Abb. 3.27). Weiterfiihrend wurden keine deutliche
Verianderung des Phénotyps der Mutanten durch den Zusatz von Pyruvat ermittelt. In einem
zweiten Ansatz wurde versucht die plastiddre Verfligbarkeit von Pyruvat durch eine
Uberexpression der Phosphoenolpyruvat/Phosphattranslokatoren von 4. thaliana zu erzielen.
Dabei war keine Komplementation der dap/-Mutanten zu ermitteln (Abb. 3.28). Ob dabei die
Aktivitdt der plastiddren Pyruvat-Kinase ausreicht, um geniigend Pyruvat aus PEP zu
synthetisieren, ist unklar. Beide Experimente lassen nicht auf eine Limitation durch Pyruvat in

den Mutanten schlief3en.
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Diskussion

Um einen Einfluss der Proteine AtDAP1 und AtDAP2 auf die plastidére
Pyruvatkonzentration eindeutig zu verifizieren, wire die Bestimmung der Gehalte von
Pyruvat und PEP sowie von Fettsduren, verzweigtkettigen Aminosduren und Terpenen
aufschlussreich. Des Weiteren wire die Uberexpression der plastidiren Pyruvatkinase, welche
Pyruvat aus PEP synthetisiert, ein geeigneter Ansatz um Anhaltspunkte fiir eine Limitation
der plastididren Verfiigbarkeit von Pyruvat zu erhalten. Auch Kreuzungen der dap-Mutanten
mit der cuel-6-Mutante und der cuel-6/PPDK-Mutante (Voll al., 2003) konnten weitere

Erkenntnisse liefern.

4.8 Ausblick

Fiir eine bestimmte Funktion der DAP-Proteine konnten keine konkreten Indizien gewonnen
werden. Ob sie eine Funktion als Transporter haben ist zur Zeit unklar. Um zu kldren welche
Rolle die DAP-Proteine, speziell AtDAP1 und AtDAP2, fiir den pflanzlichen Metabolismus
und die Entwicklung spielen, sind weitere Untersuchungen nétig. Dabei wire eine
Eingrenzung der Funktion von AtDAP1 und AtDAP2 durch die schon angesprochene
Bestimmung der intraplastiddren Lokalisation als vorrangiges Ziel anzusehen. Des Weiteren
wiren Hefe-Zwei-Hybrid-Untersuchungen, um Anhaltpunkte tiber die Interaktion der
AtDAP-Proteine mit eventuell funktionell charakterisierten Proteinen zu erhalten, hilfreich.
Dabei konnte das fiir Membranproteine geeignete split-ubiquitin system (Johnsson und
Varshavsky, 1994; Stagljar et al., 1998; Stagljar und Fields, 2002) verwendet werden. Auch
vergleichende Expressionsanalysen der dap-Mutanten mit dem Wildtyp mittels DNA-
Mikroarrays konnten spezifisch deregulierte Gene aufzeigen und somit entscheidende
Hinweise iiber die Funktion der AtDAP-Gene liefern. Dabei wire auch die Verwendung von
induzierbaren amiRNA-Mutanten sinnvoll. Durch die Verwendung von induzierbaren
Mutanten sollte es moglich, sein frithe Verdnderungen im Expressionsmuster zu detektieren
und einen Grofteil der kompensatorischen Mechanismen und pleiotrophen Verdnderung
auszuschlieBen. Weiterhin kdnnten auch Metabolom-Analysen Hinweise auf eine mogliche
Funktion der Proteine erbringen. Sobald Hinweise fiir eine Beteiligung der DAP-Proteine in
einem speziellen zelluldren ProzeB oder Stoffwechselweg gewonnen wurden, wire eine
Kreuzung mit bekannten Mutanten des jeweiligen Prozesses oder eine physiologische

Komplementation moglich, um eine Beteiligung der AtDAP-Proteine zu iiberpriifen.
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S. Zusammenfassung

Plastiden sind mulifunktionelle Organellen von Pflanzenzellen. Neben der Photosynthese sind
in ihnen eine Vielzahl von essentiellen Stoffwechselprozessen des pflanzlichen Metabolismus
lokalisiert. Daher ist eine exakte Kontrolle und Regulation von Entwicklungs- und
Stoffwechselvorgingen sowie ein koordinierter Import von kernkodierten Proteinen
unabdingbar. Der regulierte Stoffaustausch von Vorstufen, Intermediaten und Endprodukten
iiber die Plastidenhiillmebranen durch die Aktivitit von Transportproteinen ist eine
notwendige Voraussetzung fiir die Integration plastiddrer Stoffwechselprozesse in den

Zellmetabolismus.

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde eine Mutante von Arabidopsis thaliana isoliert, welche ein
retardiertes Wachstum zeigte. Aufgrund der phénotypischen Charakteristika wurde die
isolierte Mutante als dwarf affected in photosynthetic electron transport rate 1 (dapl)
bezeichnet. Diese Mutante trdgt eine T-DNA Insertion im genomischen Lokus des Gens
Atlg64150, dessen Protein als ein potentieller Kandidat fiir ein plastiddres Transportprotein
angesehen wird. Das Genom von A. thalinana enthilt vier weitere homologe Gene. Die
entsprechenden Gene wurden als AtDAPI (Atig64150), AtDAP2 (At4gl13590), AtDAP3
(At1g68650), AtDAP4 (Atl1g25520) und AtDAPS5 (At5g36290) bezeichnet. Fiir diese Proteine
werden mindestens fiinf hydrophobe a-helikale Transmembrandoménen und zum Teil N-
terminale Signalpeptide vorhergesagt. Des Weiteren konnten Paraloge fiir andere hohere
Pflanzen, Cyanobakterien, heterotrophe Bakterien, Pilze und Tiere identifiziert werden. Fiir
keines dieser Proteine ist bislang eine Funktion ermittelt worden.

In Ubereinstimmung mit den in silico Vorhersagen wurde fiir AtDAP1 und AtDAP2 anhand
von GFP-Fusionen die Existenz funktioneller plastidirer Signalpeptide sowie die plastidére
Lokalisation dieser Proteine nachgewiesen. Die subzellulire Lokalisation von AtDAP3,
AtDAP4 und AtDAPS konnte nicht eindeutig ermittelt werden.

Expressionsanalysen flir diese Gene zeigten ein nahezu ubiquitires Expressionsmuster von
AtDAP2, AtDAP3, AtDAP4 und AtDAP5. Dahingegen wurde eine Expression von AtDAPI
fast ausschlieBlich in chlorophyllhaltigen Geweben und Organen nachgewiesen.

Um die Funktion der AtDAP-Proteine zu analysieren, wurden fiir die entsprechenden Gene T-
DNA Insertionslinien isoliert und verifiziert. Dabei konnte fiir A2DAPI neben der schon
bekannten Mutante eine weitere knock-out-Linie ermittelt werden. Von AtDAP2, AtDAP4 und
AtDAPS5 wurde jeweils eine knock-out-Linie isoliert. Fiir AtDAP3 konnte keine knock-out-
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Linie ermittelt werden. Nur die knock-out-Mutanten von AtDAPI und AtDAP2 waren durch
phénotypische Auffilligkeiten gekennzeichnet.

Die beiden T-DNA Insertionslinien von 4tDAP1 waren durch beeintrachtigtes Wachstum und
eine gelbliche Blattfarbe charakterisiert. Durch die Uberexpression der cDNA von AtDAPI
war es moglich, die beiden dapl-Mutanten genetisch zu komplementieren. Des Weiteren
zeigten auch Pflanzen, die mit einem amiRNA-Konstrukt gegen AtDAPI transformiert
wurden, den gleichen Phénotyp wie die entsprechenden T-DNA Insertionslinien. Somit wurde
verifiziert, dass der Phianotyp der dap/-Mutanten seine Ursache im Gendefekt von AtDAPI
hat. Weiterfilhrende Untersuchungen der T-DNA Insertionslinien von AtDAPI zeigten einen
reduzierten = Chlorophyllgehalt, eine verminderte  PSII-Aktivitit, eine erhohte
nichtphotochemische  Fluoreszenzloschung und eine reduzierte photosynthetische
Elektronentransportrate. Das deutet auf einen erhohten photooxidativen Stress und eine
verringerte photosynthetische Leistungsfahigkeit fiir die dap/-Mutanten hin. Durch die
verminderte Leistungsfahigkeit der Photosynthese waren die Gehalte an Starke, Glukose und
Fruktose reduziert, was als Ursache fiir die Wachstumsreduktion der dapl-Mutanten
angesehen wird. Des Weiteren zeigten die Chloroplasten der dap/-Mutanten eine erhdhte
Stapelung der Granathylakoide.

Die T-DNA Insertionslinie von AtDAP2 war unter photoautotrophen Wachstumsbedingungen
keimlingsletal. Unter photoheterotrophen Bedingungen war die dap2-1-Mutante durch ein
stark reduziertes Wachstum und eine gelbe Blattfarbe gekennzeichnet. Die Komplementation
dieser Mutanten konnte durch Uberexpression der cDNA von AtDAP2 gezeigt werden. Fiir
Mutanten, die ein amiRNA-Konstrukt gegen AtDAP2 tragen, wurde ein dhnlicher Phianotyp
nachgewiesen. Das belegt, dass der Phinotyp der dap2-/-Mutante auf einen Gendefekt von
AtDAP2 zuriickgeht. Die gelbe Blattfarbe dieser Mutante ist Folge des reduzierten
Gasamtchlorophyllgehalts. Des Weiteren war auch die dap2-1-Mutante durch eine deutlich
geringere PSII-Aktivitdt, eine reduzierte photosynthetische Elektronentransportrate und eine
erhohte nichtphotochemische Fluoreszenzloschung gekennzeichnet. Trotz der beeintrachtigten
Photosyntheseleistung waren die Gehalte an Stirke, Saccharose, Glukose und Fruktose
unverdndert. Die Chloroplasten der dap2-1-Mutante zeigten keine ultrastrukturellen
Auftalligkeiten.

Fiir eine Eingrenzung der Funktion der Proteine AtDAPI und AtDAP2 liegen derzeit keine
ausreichenden Erkenntnisse vor. Ob ihnen eine Funktion als Transporter zugeschrieben
werden kann, ist unklar. Deshalb sind weitere molekulare und physiologische

Untersuchungen zur funktionellen Charakterisierung dieser Proteine notig.
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7.  Anhang

7.1. Datenbanken und Internetadressen

ABRC, Arabidopsis Biological Resource Center

http://www.biosci.ohio-state.edu/~plantbio/Facilities/abrc/abrchome.htm

ARAMEMNON, plant membrane protein database (Schwacke et al., 2003)

http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de

BRC, RIKEN Bioresource Center
http://www.brc.riken.go.jp/lab/epd/Eng/index.html

CyanoBase (Nakamura et al., 1998; 1999; 2000)

http://bacteria.kazusa.or.jp/cyanobase/index.html

EUROSCARF, EUROpean Saccharomyces Cerevisiae ARchive for Functional analysis
(Winzeler et al., 1999)
http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/index.html

GABI-Kat, Kdlner Ressourcenzentrum fiir Arabidopsis thaliana T-DNA-Linien
(Rosso et al., 2003)
http://www.gabi-kat.de

GENEVESTIGATOR (Zimmermann ef al., 2004)

https://www.genevestigator.ethz.ch/at/

MATDB, MIPS Arabidopsis thaliana Database (Schoof et al., 2004)
http://mips.gsf.de/proj/thal/db/main.html

MIPS, Munich Information Centre for Protein Sequences (Mewes et al., 2002)
http://mips.gsf.de/proj/thal/db/
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NASC, The European Arabidopsis Stock Centre, seed and DNA service
(Scholl et al., 2000)
http://arabidopsis.info

NCBI, National Center for Biotechnology Information

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

NCBI Entrez PubMed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed

PGreen

http://www.pgreen.ac.uk

Primer3 (Rozen and Skaletsky, 2000)

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi

SIGnAL, "T-DNA Express" Arabidopsis Gene Mapping Tool
http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress

SGD, Saccharomyces Genome Database (Cherry et al., 1998)

http://www.yeastgenome.org

TAIR, The Arabidopsis Information Resource
http://www.arabidopsis.org

WMD, Web MicroRNA Designer
http://wmd.weigelworld.org
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7.3.  Abkiirzungsverzeichnis

ABA
Abb.
ABRC
ACP
AGI
ALA
amiRNA
Amp
APS

arc

A. thaliana
ATP

BY2
BCAT
BLAST
BRC
bp

bzw.

ca.
CaMV
Car
cDNA
Cm
Col-0
cTP
cue

Cv

dap

Abscisinsédure

Abbildung

Arabidopsis Biological Resource Center
acyl carrier protein

The Arabidopsis Genome Initiative
d-Aminolévulinat

artificial mircoRNA

Ampicillin

AMP-Sulfat

accumulation and replication of chloroplasts
Arabidopsis thaliana
Adenosintriphosphat

Bright Yellow 2

branched-chain amino acid transaminase
basic local alignment search tool
RIKEN Bioresource Center

Basenpaare

beziehungsweise

circa

Cauliflower Mosaic Virus

Carbenicillin

complementary DNA

Chloramphenicol

Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia 0
plastiddres Transitpeptid

chlorophyll a/b binding protein underexpressed

Kultivar

Deutschland

dwarf affected in photosynthetic electron transport rate
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DAB
DAG
dATP
dCTP
DCLI1
DEPC
DGDG
dGTP
dH,O
DHAP
DOXP
DMAPP
DNA
dNTP
DMF
DMSO
dTTP
ds
DTT

EDTA
E. coli
engl.
ER
Ery-4-P
et al.
EtOH
ETR

Fo

Fo
Fd
FG

3,3-Diaminobenzidin
Diacylglycerol

Desoxyadenosin

Desoxycytidin

DICER-LIKEI
Diethylpyrocarbonat
Digalactosyldiacylglycerol
Desoxyguanosin

destilliertes Wasser
Dihydroxyaceton-Phosphat
1-Deoxy-D-xylulose-5-Phosphat
Dimethylallylpyrophosphat
Desoxyribonukleinsdure, engl. desoxyribonucleic acid
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Desoxythymidin

doppelstriangig

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsiure
Escherichia coli

englisch

Endoplasmatisches Retikulum
Erythrose-4-Phosphat

et alii

Ethanol

Elektronentransportrate

minimale Fluoreszenzausbeute dunkeladaptierter Blatter
minimale Fluoreszenzausbeute lichtadaptierter Blitter
Ferredoxin

Frischgewicht

fluorescence after etiolation
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gDNA
[Zahl] x g
GABI-Kat
GGPP

Gm

GFP
Glk-6-P-DH
GIuTR
GPAT
GPDH

GPP
GSA
GSH
gun

GUS

hef
HEPES

Hyg

IPP

maximale Fluoreszenzausbeute dunkeladaptierter Blitter
maximale Fluoreszenzausbeute lichtadaptierter Blitter
Farnesylpyrophosphat

transiente Fluoreszenzausbeute lichtadaptierter Blatter
variable Fluoreszenzausbeute dunkeladaptierter Blatter
variable Fluoreszenzausbeute lichtadaptierter Blitter
maximale Quanteneffizienz des PSII

Quantenausbeute des PSII Elektronentransports

effective quantum yield of PSII

Gramm

genomische DNA

x-fache Erdbeschleunigung

Koélner Ressourcenzentrum fiir Arabidopsis thaliana T-DNA-Linien
Geranylgeranylpyrophosphat

Gentamycin

green fluorescent protein

Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase

Glutamyl-tRNA-Reduktase

glycerol-3-phosphate acyltransferase
Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase oder Dihydroxyaceton-Phosphat-
Reduktase

Geranylpyrophosphat

Glutamat-1-semialdehyd

Glutathion

genome-uncoupled

B-Glucuronidase

Stunden

high chlorophyll fluorescence
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonséure
Hygromycin

Isopentenylpyrophosphat
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Kan
kb
kDa

1

LB
LB-Medium
LHC

LHCP

laf

log

LPAAT
Lsg.

ITP

M
MATDB
MEP
MGDG
min
MIPS
amiRNA
ul

ml

pumol
uM

mM
mRNA
MVA

NAD"
NADP"
NASC

Kanamycin
Kilo Basenpaare

Kilo Dalton

Liter

left border

Luria Bertani-Medium

light-harvesting complex

light-harvesting chlorophyll-binding protein
long after far-red

logarithmischer Wert

lysophosphatidic acid acyltransferase
Losung

lumenales Transitpeptid

Molar

MIPS Arabidopsis thaliana Database
Methylerythritol-4-Phosphat
Monogalactosyldiacylglycerol
Minuten

Munich Information Centre for Protein Sequences
artificial microRNA

Mikroliter

Milliliter

Mikromol

Mikromolar

Millimolar

Boten-RNA, engl.: messenger RNA

Mevalonséure

Nicotinadenindinukleotid
Nicotinadenindinukleotid-Phosphat
The European Arabidopsis Stock Centre
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NCBI
ng
NL
nm

nmol

npq

ODyzany
OPDA

Psss

PAM
PAPS

PBG

PC

PCR

PEG

PEP

PFD

PG

2-PG
2-PGA
3-PGA
POR

PP

PPT
pre-miRNA
pri-miRNA
PSI

PSII

Qa
Qs
qE

National Center for Biotechnology Information
Nanogramm

Niederlande

Nanometer

Nanomol

non-photochemical quenching

optische Dichte

12-Oxo-Phytodienonséure

Promotor des 35S RNA-Gens aus dem CaMV
Pulsamplitudenmodulationsverfahren, engl. pulse-amplitude-modulation
Phosphoadenosin-Phosphosulfat

Porphobilinogen

Plastocyanin

Polymerase-Kettenreaktion, engl. polymerase chain reaction
Polyethylenglykol

Phosphoenolpyruvat

Photonenflussdichte

Phosphatidylglycerol

2-Phosphoglycolat

2-Phosphoglycerat

3-Phosphoglycerat

Protochlorophyllid-Reduktase

Pyrophosphat

Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator

precursor miRNA

primary transcripts of miRNA gene

Photosystem I

Photosystem II

Plastochinon A
Plastochinon B

pH-abhéngige Fluoreszenzldsung
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RAFL
RB

Rif
RISC
RNA
ROS
RubisCO
RuBP
RT
RT-PCR

S
S. cerevisiae
SD

SDS

SGD

Spec

SQDG
Strept

T-DNA
Tab.
TAIR
Taq
TBS
Tet

Tic

Toos

Toc

Photoinhibition
nichtphotochemische Fluoreszenzldschung
photochemische Fluoreszenzléschung

Fluoreszenzl6schung durch state transition

RIKEN Arabidopsis full-length cDNA clones
right border

Rifampicin

RNA-induced silencing complex

Ribonukleinséure, engl. ribonucleic acid

reactive oxygen species
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
Ribulose-1,5-bisphosphat

Raumtemperatur oder Reverse Transkription
Reverse Transkription- Polymerase-Kettenreaktion

Umdrehungen pro Minute

Sekunden

Saccharomyces cerevisiae
Standardabweichung
Nartiumdodecylsulfat
Saccharomyces Genome Database
Spectinomycin
Sulfochinovosyldiacylglycerol

Streptomycin

Transfer-DNA

Tabelle

The Arabidopsis Information Resource

Thermus aquaticus

tris buffered saline

Tetracyclin

translocon on the inner envelope membrane of chloroplasts
Terminator der Nopaline-Synthese Gens aus A. tumefaciens

translocon on the outer envelope membrane of chloroplasts
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Tris (Tris-hydroxymethyl-)aminomethan

U unit

UK Grof3britannien

i.N. iiber Nacht

USA Vereinigte Staaten von Amerika

A% Volt

VAZ Violaxanthin, Antheraxanthin und Zeaxanthin; Pigmente des Xantho-
phyllzyklus

VIPP1 versicle-inducing in plastid protein 1

Vol. Volumen

v/v Volumenprozent

WT Wildtyp

w/v volumenbezogenes Gewichtsprozent

X-Gluc 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-glucuronid

YPD-Medium Yeast extract Peptone Dextrose medium

z.B. zum Beispiel
°C Grad Celsius
o unendlich

Des Weiteren wurden die iiblichen Abkiirzungen des “Internationalen Einheitensytems”

(Systéme international d’Unités, SI) verwendet.
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Kurzzusammenfassung

Plastiden sind mulifunktionelle Organellen der pflanzlichen Zelle und besitzen essentielle
Stoffwechselwege. Die Integration der plastiddren Stoffwechselvorgénge in den pflanzlichen
Zellmetabolismus erfolgt durch die Aktivitit von zahlreichen Transportproteinen in den
Plastidenhiillmebranen, welche einen geregelten Stoffaustausch von Vorstufen, Intermediaten
und Endprodukten zwischen den Plastiden und dem Cytosol sicherstellen.

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde eine homozygote T-DNA Insertionsmutante im Gen
Atlg64150, das fiir einen potentiellen Kandidaten eines plastididren Transportproteins kodiert,
isoliert. Aufgrund ihres Phénotyps wurde die Mutante mit der Bezeichnung dwarf affected in
photosynthetic electron transport rate 1 (dapl). Im Genom von Arabidopsis thaliana wurden
insgesamt fiinf homolge Gene AtDAPI (Atig64150), AtDAP2 (At4g13590), AtDAP3
(At1g68650), AtDAP4 (Atlg25520) und AtDAPS (At5g36290) identifiziert. Eine plastidire
Lokalisation der Proteine AtDAP1 und AtDAP2 konnte anhand von GFP-Fusionen
nachgewiesen werden. Um die Funktion der AtDAP-Proteine zu analysieren, wurden
Expressionsanalysen durchgefiihrt. Weiterhin wurden homozygote T-DNA Insertions-
mutanten fiir die entsprechenden Gene isoliert. Die knock-out-Mutanten von AtDAPI und
AtDAP2 waren durch auffillige Phénotypen gekennzeichnet. Sie zeigten eine retardiertes
Wachstum, eine verringerten Chlorophyllgehalt und eine Beeintrachtigung der Photosynthese.
Des Weiteren war die Mutante von AtDAP2 keimlingsletal und nur unter photoheterotrophen
Bedingungen lebensfihig. Beide knock-out-Mutanten konnten durch die Expression der
entsprechenden cDNAs komplementiert werden. Weitere Untersuchungen sind jedoch nétig,

um die Funktion dieser beiden Proteine zu charakterisieren.



Abstract

Plastids are multifunctional organelles and possess essential biosynthetic pathways for plant
cells. The integration of the plastidial biosynthetic capacities into the cell metabolism depends
on the activity of several transport proteins within the plastid envelope, which facilitate the
exchange of precursors, intermediates and end products between the plastid and the cytosol.

In a previous mutant-screen a homozygous T-DNA insertion mutant in the gene At/g64150
was isolated, which represents a putative candidate for plastidial transporter. According to its
phenotype the mutant was named dwarf affected in photosynthetic electron transport rate 1
(dapl). The genome of Arabidopsis thaliana contains five homologous genes AtDAPI
(At1g64150), AtDAP2 (At4g13590), AtDAP3 (At1g68650), AtDAP4 (At1g25520) and AtDAPS
(At5g36290). The plastidial localization of AtDAP1 and AtDAP2 was verified by GFP protein
fusions. To analyze their function, expression studies were performed. Furthermore,
homozygous T-DNA insertion mutants for these genes were isolated. The knock-out mutants
of AtDAPI and AtDAP2 were characterized by severe phenotypes. They showed retarded
growth, decreased chlorophyll content and a reduced photosynthetic performance. In
Addition, the mutant of A¢tDAP2 has a seedling lethal phenotype and could only survive when
grown under photoheterotrophic conditions. Both knock-out mutants could be complemented
by expressing the corresponding cDNAs. Further investigations are needed to elucidate and

characterize the functions of both proteins.
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