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1. Einleitung

1.1 “Pflanzenphysiologieist zu einemerstaunlichen
Grad die Untersuchungvon Wasser”

Pflanzenverbindendie Reicheder belebtenund der unbelebterMaterie,indem

sieausanoganischerstoffen mit Hilfe von Sonnenengjie die organischerSub-
stanzerbilden, ausdenensich alles Lebenaufbautund erhélt. Dal3 dasWasser
bei diesenAssimilationsprozessetter PflanzereinezentraleRolle spieltundein

existentiellerZusammenhanigestehzwischenPflanzenWasseundNahrungjst

denMenscherseitjeherbekanntund Gegenstandier BetrachtungDiesillustrie-

renetwa die folgendenBibelversesehrpoetischin Form einerFrage:

Wer hat dem Wettegul3 eine Rinne gegrabenund einen Weg dem
Donnerstrahl,

um Reyen zu sendenauf menschenleerelsand, auf die Wiste,da
niemandweilt,

die Odeund Wildnis zu sattigenund jungesGriin sprosserzu lassen
ausdurstigemLand?(Hiob, 38, 25-27)

Die in diesenVersendesBuchesHiob beschriebené&bhangigleit pflanzlichen
Gedeihenson einerausreichendewasserersogung(unddamitdie allenande-
renLebens)wird beleggt durchdie KorrelationzwischerterrestrischeBiomassen-
produktion— 99.9%davon sind pflanzlich[34] — und der Niederschlagssrtei-
lung auf der Erde[71]. Die Ursachefir dieseAbhangigleit liegt in denSchlus-
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selfunktionendie dasWasselin der Pflanzeerfillt. Die Physiologieder Pflanze
ist dabeiin so hohemGradbestimmtdurchdie EigenschaftemesWassersdal3
Salishury und Ross[97] ihr Lehrbuch der Pflanzenphysiologienit demim Titel
diesesAbschnittedibersetzteZitat einleiten:*Plant physiologyis, to asurprising
degree thestudyof water”

Wiein ZellenandererUrsprungsst Wassemit einemAnteil von85—90%an
derZellmassg82] bei PflanzendasLosungsmitteljn demsichder tberwiggen-
de Teil biochemischeProzessabspielt.Jedesnetabolischaktive Lebenbedarf
einesLosungsmittelsin demdie notwendigerchemischerReaktionenvon Bio-
polymerenundihrer Bausteinestattfinderkonnen weil die Molekile gentigende
Bewegungsfreiheithabenmiissenum sich zu treffen, miteinanderzu reagieren
undsichwiederzutrennenln kristallinenFestkorperroderin festerLosung(ein-
gebettein Kristalle oderim Glaszustand$ind Molektile zu unbeveglich undre-
aktionstrageandererseitgerdampferPolymereschlechtodergarnicht und zer
fallenin Gasformsehrschnell,wesweengasférmiged.ebennicht moglichist.
Nur in FlussigleitensindausreichendBeweglichkeit und Stabilitatfir Biomole-
kile gleichzeitiggegeben63].

Wasserdie haufigsteFlussigleit auf der Erdoberflachebestehtaussehrklei-
nenMolekulen,welchedurchsemipermeabl&embranerieicht ein- und austre-
ten kdnnenund somit eine Kompartimentierungon Zellenin verschieden®e-
aktionsraumeulassenlhr gewinkelterBauunddie daraugesultierendéolaritat
mit einer negativen Partialladungam Sauerstdf sowie einer positven Partialla-
dungaufderSeitederWasserstdhtomeermoglichtdenH,O-Molekilendie Aus-
bildung von Wasserstdbriickenbindungerund verleiht Wassereine Reihevon
anomalemphysikalischerEigenschaftefl4][31]. So hat Wassertrotz der gerin-
genGroReseinerMolekule die extrem hoheFlissigleitsspanneron 100°C (bei
einemDruck von 1 atm), so dal3esals Biosolvensiibereinengrol3enTempera-
turbereichzur Verfigungsteht.Die hoheVerdampfungswarmeusammemit der
hohenwarmekapazitatnddergroRenwWarmeleitfahiglkit ziehendie Eignungals
idealerThermorgulatornachsich. WeiterhinbesitztWassereinerseiteine Vis-
kositat,die geringerist als die andererFlussigleitenbei gegebenefTemperatur
so daResdunnflissigauchim unterenBereichseinerFlussigleitsspannéleibt,
andererseitst die Kohasion(Zerreil3festigkit) unddie Adhasion(Benetzungsfa-
higkeit) hoch,wasPflanzerbeispeilsweiseum Transporigegendie Schwerkraft
in denkapillarenGefaRerdesXylems ausnutzenWassembesitztmit 7.2x10° rﬂn
(gegenLuft) die hochsteOberflachenspannurajler Flissigleiten; die Tendenz,
moglichstkleine geordneteOberflacherru bilden, erlaubthydrophobéNechsel-
wirkungenin Wassemund die Ausbildungvon MembranenDie auf dergeringen
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Tabellel.1: EigenschaftenlesWassersindihre Relevanzfiir die Pflanze

EigenschaflesWassers Relevanzfir die Pflanze

geringe Viskositat, hohe Kohasion,hohe Eignungals Massentransportmittéh den
Adhasion KapillargefaRerdesXylems

Eignung zur osmotischerkErzeugunghy-
geringeKompressibilitat draulischerDruckesfur mechanisch&e-
wegungen Stitzungund Formgelung

Lésungsmittelfur eine Vielzahl polarer
hohedielektrischeKonstante bis mafig apolarer Teilchen wie lonen,
Zuckern,Alkoholenetc.

Nutzungvon Lichtquanterausdemsicht-
baren Bereich des elektromagnetischen
Wellenspektrum&ir die Photosynthese

geringeQuantenabsorptionnterhalbvon
850nm

Redoxpaar2 H,O = O, + 4H" + 4e= Eignungals Protonen-und Elektronendo-
starkpositiv norin derPhotosynthese

hohe Verdampfungswarmeywarmekapa-

zitatundWarmeleitfahiglit Eignungalsthermorgulierendesviedium

Kompressibilitatdes WassersbegrindeteMdglichkeit der Erzeugunghydrauli-
scherDruckeswird bei Tierenfur Fllssigleitskreislaufegenutzt bei Pflanzereur
mechanischeBewegung,Stitzungund Formgelung.

Wasselist bestandigm flissigenZustandund chemischstabilerals die gelo-
stenBiomolekiile,so dal3esderenReaktionemicht stért. Die hoheDielektrizi-
tatslonstante— nur H,O, undHCN besitzereinehéherg31] — gepaarnit der
geringenMolekilgrélRemachenWasserzu einemausgezeichnetebhdsungsmit-
tel fir eineVielzahlpolarerbis schwachapolarerTeilchen(beispielsweiséonen,
SaurenBasen,Zucker und Alkohole)und erlaubtdie Bildung von Solvathiillen
(Solvatation, Quellung). Die elektrolytischeDissoziationdes HoO-Molekuls in
H* undOH~ist sehrgering(Ky = 10714 ml—g'z bei22°C [20]). Dadurchist Wasser
eineneutraleFlussigleit, die dennochhydrolytischeReaktionererlaubt,d. h. die
Spaltungvon Polymerenoder die Abspaltungvon Atomgruppendurch Einbau
von Wasser Aufgrund seinesstark positiven Redoxpotentialglient dasRedox-
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paar2 H,O = O, + 4H™+ 4e” denPflanzerals ProtonenundElektronendonator
zur chemischerfixierungvon Lichtenegie in der PhotosynthesdieseAufzah-
lung derEigenschaftenesWassersindihrer biologischerNutzungzeigenseine
Bedeutundur die Pflanzerundsindim Hinblick daraufin derTabellel.1zusam-
mengealit.

1.2 Wassewersorgung als Grundv oraussetzungftr
Wachstumund Entwicklung bei denPflanzen

PflanzemnehmendasWassertberdie Wurzelnim Bodenauf, leiten esiiberdie
durchgehendeWerbindungerder Xylemgefalleim Sprof3und durch den Apo-
plastenzu den Blattern und gebenes durch die Stomataan die Luft ah Dabei
transportierdasWasselim Aufwartsstromder XylemgefalieausdemBodenge-
I6steNahrstofe an Orte desVerbrauchsind dientselbstals Ausgangsstdfin der
Photosynthesederals Reaktionspartnen hydrolytischerReaktionen.

Die Enegie fur diesengegendie Schwerkrafgerichteterranspirationsstrom
desWasserslurchdie Pflanzestammtausder Differenzzwischendemrelatv ho-
hen(wenignegativen)chemische®otentiadesWassersm Bodenunddemmeist
sehrviel niedrigeren(starknegativen) Wasserpotentialer Luft, worauseinesehr
starke Saugspannungesultiert[97]. Wasselbesitztaufgrundder durchKohasion
bedingtenhohenZerreil3festigkit die Fahigleit, dendurchdieseSaugspannung
und durch Osmosein den Symplasterausgehendeiug bis in den Bodenhin-
unterauszudehnermghnedal3die durchgehendekiVasserfademeil3en.Um unter
der saugenderKraft dieserSpannungicht zu kollabieren,missendie Gefal3e
durchlignifizierte Wanderstarkungerffen gehalterwerden[119]. Prinzipielle
Kontrollpunkteder Pflanzenfiir dieseWasserb&egungensind die Stomatadie
alsregulatorische/entile zwischendemfeuchtenBlattinnerenund dertrockenen
Luft in einerdurcheineimpermeabléutikula geschtztei:pidermisliegen.

Die NutzungdesWasserslsTransportmitteentlangdesTranspirationsstroms
ziehteinenerheblichenWasserbraucker Pflanzemachsich; die Wassertkno-
miequotienterliegenfur Pflanzenzwischenl und 10 g gebildeteTrockenmasse
prokg verbrauchtenwWasserwobeinurwenigeProzenin derPflanzeverbleiben,
wahrendderweitausgréf3teTeil vonderPflanzealsWasserdampbgeeberwird
[82]. Soist die ausreichend®@/asserersogungdespflanzlichenOrganismusine
Grundwraussetzungur AufrechterhaltungeinerLebensfunktionen.
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1.3 Uberlebenohne Wasser— Trockentoleranz als
weitverbreiteteUberlebensstrategiebei Pflanzen

Selbstin Regionenmit statistischhaufigeniberdasganzelJahrverteiltenNieder
schlagerwie in Mitteleuropagibt esimmerwiederPhasenin denendenPflanzen
nichtgentigendVasserzur Verfigungsteht,ebensavie esauchhier meistklein-
flachigeArealegibt, die aufgrundmikroklimatischerGegebenheitemund lokaler
Bodenbesch&nheitdurchWassermangeaiekennzeichnesind [121]. In weiten
GebieterderErdejedochtretenNiederschlagaur periodischoderseltenundun-
regelméaRigauf, sodalRdie ausreichend@/asserersogungderPflanzerebenélls
nur periodischoder seltenund unregelmaliggegebenist. Bedingtdurchdie ge-
schilderteAbhangigleitlebensnotwendiggrhysiologischeFunktionenvoneiner
genugendeiVasserzufuhbewirkt Wassermangddei PflanzenTrockenstre3der
die pflanzlicheEntwicklungje nachAuspragungdoeeintrachtigtDa Trockenstrel3
in vielenRegionender Erderegelmaligundin denibrigenGegendernwenigstens
gelgyentlichauftritt, ist er die haufigsteund am weitestenverbreiteteForm abio-
tischenStressesind die wichtigsteUrsacheeingeschrankteRflanzenwachstums
[16].

Mit vielfaltigen morphologischemnd physiologischen/orkehrungerbegeg-
nen Pflanzendem Wassermangelind versuchenden dadurchhenorgerufenen
Trockenstrelzu GberlebenSo beobachtetman bei einigenPflanzendie in re-
gelmaRigdirregefahrdeterGebietedeben,daflisie dicke Kutikeln ausbildendie
Stomataeinsenlen und die Oberflacheverringern,um den Transpirationswider
standzuerhdhenBeispielhierfirsinddie KakteenundandereSukkulenterj107].
Xerophytenwie Allocasuarinaaus Australienhabenin Anpassungan haufige
Trockenheitihre Blatter zu schuppenférmigeebildenzuriickgebildeund ma-
chen Gebrauchvon photosynthetisctaktiven Sprof3abschnittefCladoden)zu-
satzlichzur ErhéhungdesTranspirationswiderstandesirch SchluRder Stomata
[123]. Im GegensatalazuverzichtenandereBewohnerariderZonenwie Vertre-
ter der GattungEucalyptusganzauf die Verringerungdes Transpirationswider
standeg106] und bilden stattdesserxtremtiefreichendéNurzelsystenmaus,um
sich unterirdischeéWasserresenirs zu erschlieRenCs- und CAM-K ohlenstof-
Fixierung,wie siebeivielenXerophyteranzutrefenist, geberPflanzerirockener
lichtreicherStandorteeinenbessereiVasseroknomiequotienteim Vergleichzu
Cs-Pflanzer{88].

WahrendaberdieseAdaptationengdie manunterdem Begriff der Austrock-
nungsermeidung(droughtavoidance72]) zusammerdsserkann, meistspezi-
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elle Anpassungenlarstellenhatsich die Fahigleit von Zellen, Organenund so-
gar ganzerOrganismenyollstandigeAustrocknungzu tberleben(Trockentole-
ranz,droughttolerance in den meistensystematischeGruppendesPflanzen-
reichsentwickelt [50]. Sogarin der Gruppeder Angiospermenwo dersporophy-
tischePflanzenkdrpedurcheinehoheEmpfindlichleit gegentiberAustrocknung
gekennzeichneist, Ubersteheistrukturenwie SameroderPollenextremenWas-
serentzughneVitalitatswverlustund sichernihrer Art eine Verbreitungdie nicht
von PeriodenmangelhafteMWasserersogung begrenztist. So gibt es Wisten-
pflanzendie die kurzen,unregelméaRigauftretendermRegenfallezum Durchlaufen
ihres Reproduktionszyklusiutzenund danachunter Umstanderjahrzehntelang
bis zumnachsterRegenals Samedie Trockenheitiberdauern.

Dabeiist die durch AustrocknungstoleranerreichteMoglichkeit, Zeitenim
Zustandeiner Anhydrobios€g26] zu Uberdauernyon Pflanzenweiter ausgenutzt
worden,um auchandereFormenabiotischerStressezu durchstehenSoist der
trockentolerant&Sameals sehrwiderstandsfahigBiasporebeispielsweisgegen-
Uber Kalte- und Frosteinwirkungeroder bei der Verdriftung durch Meernwasser
wesentlicheiTeil der Uberlebensstratge vieler Pflanzen.

Im GegensatzudergrolRenMehrheitderGefal3pflanzerpeidersichdie Aus-
trocknungstoleranauf bestimmteStadienbeschranktunddie versuchtdasZell-
wasserpotentiaindglichstkonstantzu halten(Homoiohydrie[107]), sind einige
Kormophyterin derLage,ihr Zellwasserpotentiah Abhangigleitvomumgeben-
denWasserpotentiau andern(Poikilohydrie)undauchdie véllige Austrocknung
desvegetatven Pflanzenkérpergu tolerieren.Diese physiologischdurch Aus-
trocknungstoleranihresSporophytercharakterisierteefal3pflanzewerdenals
Wiederauferstehungspflanz@esurectionplants[42]) bezeichnetUngefahrl40
WiederauferstehungspflanzeimddokumentiertSieverteilensichinnerhalbver-
schiedenesystematischeGruppeniberdi- und monolkotyle Angiospermerso-
wie Farne;vondenGymnospermesindkeinepoikilohydrenSpeziedeschrieben
worden[9][50]. Ein bekanntereNMertreterist die ausAfrika stammendeCrate-
rostigmaplantagineum(*“RhodesiarViolet”) ausderFamilie Scrophulariaceae.
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1.4 Samenund Wiederauferstehungspflanzemls Stu-
dienobjekte zur Untersuchungder molekularen
Mechanismender Trockentoleranz

TrockentoleranteStrukturensind bei denmeistenPflanzenartemanzutrefen, und
TrockentoleranzerganzerPflanzeist punktuelliberdasgesamteéPflanzenreich
verbreitef99]. Dieslegt die Vermutungnahe dafdie genetischeioraussetzun-
gen,die fur die Ausbildungder Trockentoleranznotwendigsind, bei allen Pflan-
zengegebernsindunddaResmdglicherweisaur wenigerAnderungenm Ablauf
der Entwicklungsprogrammeéedarf,um einenPflanzenkdrpeaustrocknungsto-
lerant werdenzu lassen.Unterstitztwird dieseVermutungdurch die Ahnlich-
keit der grundséatzlichemimolekularenvVorgange die bei Samenwie bei Wieder
auferstehungspflanzeaum Erwerb der TrockentoleranzZtihren [56] und die in
Abbildung 1.1 schematiscldagestelltsind. Zwar scheintdie Austrocknungstole-
ranzbei WiederauferstehungspflanzdarchdasVorhandenseieinesentwickel-
ten Gefal3systemsgusatzlicheAspektezu umfassengdochgleichensich, so weit
bisheridentifiziert, die grundsatzliche’vVorgdngebeim Erwerbder Trockentole-
ranzbei SamerundWiederauferstehungspflanzen.

Zur UntersuchunglermolekularerMechanismemlerTrockentoleranhatdie
Verwendungron Wiederauferstehungspflanzese Craterostigmaplantagineum
als StudienobjekigegeniberSamenden Vorteil, dal3paralleleEntwicklungswr-
gangefehlen,die esdurchUberlagerungerschwerengie Wege, die zum Erwerb
der Austrocknungstoleranizihren,von andererru differenzierenCraterostigma
plantagineumim speziellerhatzudemdenVorzugderABA-abhangigennduzier
barkeit derTrockentoleranan Kallus-Geavebe die esermoglicht,Signalvege,die
zur TrockentoleranZthren,paralleloderim Vergleich zur ganzerPflanzezu un-
tersuchen5][56].

Da nur einebegrenzteAnzahlvon Pflanzersich Austrocknungstoleranauch
in reifen Gewebenerhalt, scheintein Selektionserteil nur in einigen dkologi-
schenNischengegebernzu sein,wahrendwiederauferstehungspflanzanderswo
in Wachstumsowie Reproduktionund Verbreitungbenachteiligtsind. Oft sind
Wiederauferstehungspflanz&swohnerfelsiger Gebietein aridenRegionen,in
denerzu haufigenJangenPerioderder TrockenheitauchnochStressbelastungen
durch extreme Temperaturschankungenoder Salzreichtumdes Bodenstreten
[99]. Somitliegt auchhier eine Ahnlichkeit zu dengleichfalls gegeniibewielen
Strel3formenesistentersamenvor.
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Abbildung 1.1: Schematisch®arstellungder Wege, die zur Auspragungder Trocken-
toleranzin Samerundin Wiederauferstehung8anznfihren.RWC: relativer Wassege-
halt. Nebendem ABA-abhéngigenWeg der Signaltransduktiorist gestricheltder ABA-
unabhéngigaNeg eingezeichnetOsmosensorennd als Signahermittler wirkende se-
condmessengrs sindnochnichtidentifiziert.
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1.5 Vonder Austrocknungzur Trockentoleranz:die
molekularen Reaktionen der Zelle und die Si-
gnaltransduktionsketten,die zu ihnen fiihren

Aufgrund der eingangsbeschriebeneerwendungvon Wasserfir ein breites
SpektrumphysiologischelMorgangefolgendemWasserentzugnd einerdadurch
angestolReneAusbildungder TrockentoleranzineVielzahlgeordneteProzesse
in denOrganenund Zellen der Pflanzennach.Dabeigehérenzur vollstdndigen
Auspragungler Trockentoleranaicht nur die Vorgange die zur Trockentoleranz
im engererSinnefiihren,sonderrauchdie Prozessedlie derspéatererRehydrata-
tion dienen.

Sowird durcheineverstarkteslykolysedemerhéhterEnegieverbrauctRech-
nunggetragenwassichin einerExpressionssteigerumgrGlyceraldehyd-3Phos-
phat-Dehydrogenasgnd andererbeteiligterEnzymeéuliert.Ebentlls verstarkt
gebildetwerdeneinhegehendmit der erh6htenExpressionder entsprechenden
EnzymeZucker wie Trehalose SaccharoseRaffinoseoder Stachyosesowie Be-
tainundProlinalsweiterekompatibleLosungsstde. DieseStoffe kdnnensubzel-
lulare StrukturerundProteinedurchErsatzderHydrathullenstabilisiererundder
Akkumulationchaotropetonenwie CI~ undNO3~ durchSequestrierungntge-
genwirken,welchein erhéhterKonzentratiorzur Dissoziationvon Proteinunter
einheitenund Membranelementefiihrenkénnen[1][26][57]. Uberdieswird ge-
radedenZuckern eineRolle bei der AusbildungeinesglasartigerZustandesles
Cytosolszugesprochemjasauf dieseWeisedurch die Reaktionstragheiseiner
KomponenterrockeneZeiten unbeschadeiibersteherkann (vgl. Abschnitt1.1
[63]). Massv exprimiert werdenauchdie bereitserwdhntenLEA-Proteine,de-
neneinedhnlicheRolle wie denkompatiblenLésungsstden zugeschriebewird
[16][24] und die als molekulareMarker fiir die Ausbildungvon Trockentoleranz
verwendetverden.

Parallel werdenZellstrukturender Austrocknungdurch Anderungder Zell-
wandetensibilitatoder Abbauvon Chloroplastenmembranemgepalitwasdie
BildungderdafirnotwendigerEnzymesowie denAbbauvon Proteinemachsich
zieht.Letzteremdientdie verstarkteExpressiorvon Proteasen biquitin undHit-
zeschockproteineer Beseitigungaktiver Sauerstdspeziesdie ausderUmord-
nungdesStoffwechselgesultierendienenaufregulierteEnzymewie Glutathion-
reductaseSuperoxiddismutasé&;lyoxylatoxidaseoder AscorbatperoxidaseZur
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osmotischerAdaptationund zur Vorbereitungder Rehydratatiorder Zelle wer-
denWasserundlonenkandalavie majorintrinsic proteins(MIP) bei Trockenstrel3
verstéarktgebildet[79].

Noch sehrfragmentarisctsind die Kenntnissdiberdie Signaltransduktions-
ketten,die zu diesenmolekularenAntwortender Pflanzenzelleriihren.Vermut-
lich gehtvon derWurzelein Signalaus,daf3die Wasserzufuhknappemwird [29],
doch auchdie Blatter werdenals Orte der Reiznwahrnehmungm Hinblick auf
Wassermangdliskutiert[67]. Unklar ist, wie dasphysikalischeSignal Wasser
mangelin einebiochemisché&ntwort umgevandeltwird undwie die von einzel-
nenZellenausgehende8ignaletberdie ganzePflanzeintegriert werden.Denk-
bare zellulare MeRRgroRensind Turgorabtll, Anderungdes Zellvolumensoder
der MembranflacheVerlustder Membranspannunginderungder Losungsmit-
telkonzentratioroderAnderungin der Zellwand-Plasmeerbindung13].

Die Natur der OsmosensorehthererPflanzenliegt trotz der Charakterisie-
rungvon Kandidatenwie Histidin-KinasenausArabidopsig116] weitgehendm
Dunkeln, und unbeantwrtet ist die Frage,ob es Unterschieden der Wahrneh-
mungdesvon derMutterpflanzeinduzierterWasserentzugsyie im Falle desSa-
mens,undderAustrocknungder Wiederauferstehungspflanzgibt. WelcheRol-
le MAP (Mitogen Activated Protein) Kinase Kaskadenwie im Falle der HOG
(High Osmolarity Glycerol) Signaltransduktionsvge der Hefe [91] bei Pflan-
zenspielenist noch nicht entgultig gekléart. Die Komponenterder von animali-
schenZellen her bekanntersecondmessengeBystemewie Kinasen,Calcium-
regulierteProteineoderPhospholipasesindauchausPflanzerbekanntundwer-
denin Zusammenhangit den AntwortenpflanzlicherZellen auf Trockenheits-
stref3gebracht[56][105].

Demge@enibekannesalsgesichergelten,dallAbscisinsaur¢ ABA) einbio-
chemischeBignaltragenachUmwandlungdesReizesst [29]. DasSesquiterpen
Xanthoxin,eine ABA-Vorstufe,wird ausdemCarotenoidZeaxanthinn derPla-
stidegebildet,ins Cytosoltransportiertund dort in ABA umgeformt[27]. Zahl-
reicheABA-Biosynthesemutationewie abalausArabidopsisthalianaodervp8
ausMais sind beschriebenvorden[80]. Ein Anstieg der ABA-Konzentratiorauf
Austrocknunghin ist sovohl im Zuge der Ausbildungder Trockentoleranzdes
Samenglsauchbeidenbisheruntersuchteiederauferstehungspflanzbaob-
achtetworden[17][50]. Nicht geklartist hingegen, wie der Anstieg der ABA-
Konzentratiorvon nachgeschaltete@liedernder Signaltransduktionsitteperzi-
piertwird undwie die PflanzenzellewischenselbstproduziertemABA undvon
aul3erherantransportierteékbscisinsaureinterscheidef29].



1. Einleitung

11

1.6 Durch Austrocknung und ABA induzierte Gen-
expressionund daran beteiligte Transkriptions-
faktoren

Einigedermit der Auspragungler Austrocknungstoleranassoziiertevorgange
findenunmittelbamachWahrnehmunglesTrockenstressestattund kbnnenauf-
grundihrer Reaktionsgeschwindigit nicht auf einerverénderterGenepression
basierenEin Beispielfiir einenderartigerVorgangist die Trockenstref3-induzierte
Aktivierungder Phospholipas® in Craterostigmaplantagineum[39], die kein
exogenesABA bendtigt.Viele anderévorgdngeim Zusammenhangit der Aus-
bildung der Trockentoleranzeruhendemgeeniberauf einer veranderterGen-
expressionHierbeisindverschieden®usterbeschriebemorden.Soistim Falle
von Craterostigmaplantagineumdas TranskripteinesHomologendes PvSRP-
Proteing StresRelatedProteinausPhaseoluwulgaris) bereitseinehalbeStunde
nachAustrocknungsbginn in Blattern nachweisbaund verschwindenachvier
Stundernwieder[11]. NebendiesentransientexprimiertenmRNAs gibt esandere,
die auf Austrocknunghin verschwindenwie beispielsweiselasPSII-Proteindes
WasseioxidierenderKomplexes,undwiederanderedie heraufrguliert werden,
wie eineReihevon LEA-Gen-Transkripter{5][11].

AuRRerGenengdie durchdaszeitlicheMusterihrer Expressiorcharakterisiert
sind, gibt esGene die raumlichdifferentiellauf Austrockunghin exprimiertwer-
den, wie beispielsweisadas Myb-Gen cpm7 aus Craterostigmaplantagineum
welchesnurin Wurzelngebildetwird [59].

Je nachdempb dasals biochemischeSignaltrageibereitserwahntePhyto-
hormonABA bei exogenerApplikation an Stelle von Trockenstreldie Bildung
einesTranskriptesausldserkann oder nicht, sind die ABA-abhangigeund die
ABA-unabhéngigeésenepressionunterscheidbafl05]. Soist zum Beispieldie
ExpressiondeserwahntenMyb-Genscpm7 [59] oderdie desHomeodomanen-
LeucinzippefrProteinGensCPHB-1ausCraterostigmaplantagineum[40] durch
Trockenstrel3abernicht durchexogenesABA induzierbar Demgegeniubemwer-
dendieflr die PhasalerAuspragunderTrockentoleranzharakteristischebEA-
Genesowohl auf Trockenstrefals auchBehandlungnit exogenemABA hin ex-
primiert[24].

Die Analysevon PromotorenTrockenstrel3-induziertegenefihrte zur Iden-
tifikation von cis-Elementendie in Zusammenhangnit der differentiellenEx-
pressiorstehensowie derzugehorigemranskriptionséktoren Soist dasdrought
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responselemenDRE [125] von Generbekanntdie unabhéngigyon ABA expri-
miertwerdenwie COR1% undRD29A ausArabidopsisthaliana Ebenglls aus
ArabidopsighalianawurdederandasDRE-Elemenbindendelranskriptionsék-
tor CBF1lisoliert, derdie von einigenPflanzenproteineher bekannteApetala2-
Doméneals DNA-Bindungsmotv besitzt[110]; die ebensoan DRE-Elemente
bindendenTranstktorenDREB1 und DREB2 sind gleichfalls durcheine AP2-
Domanecharakterisierf76]. Dasim Zusammenhanmit Trockenstrelfbestunter
suchtecis-Elementist dasABA-responsre elementABRE, welchesdasG-Box-
KernelemenACGT enthéltund ausvielen PromotorerABA-induzierbareiGene
wie EM ausWeizen[49] oderRabl16AausReis[108] bekanntist [56]. Als trans
Elementedie mit demABRE-Motiv interagierenywurdenbasisché.eucinzipper
(bzip) Proteineisoliert, beispielsweis&mBPlausWeizen[49] oderDPBFlaus
Daucuscarota[64]; einDPBF1-HomologausArabidopsighalianaist ABI5 [37].

Wahrendfur dasABRE PromotorElementEmlaausWeizengezeigtwur-
de,dalResin mehrererkKopienan einen35S-Minimalpromotofusionierthinrei-
chendist fur die ABA-vermittelte ExpressioneinesReportegenes[49], stellte
essichim Falle desHVA22-Promotorsaus Gersteheraus,dalRdas ABRE not-
wendig,abernicht ausreichendst fur eine ABA-stimuliertetranskriptionelleGe-
naktivierung.Zusatzlichwar hier nochdasausvielen ABA-reguliertenPromoto-
ren bekanntecouplingelementCE1 [103] notwendig.Uber die Natur der an das
CE1-ElemenbindendenransFaktorenist nichtsbekanntwahrenddasverwand-
te CE3-Elemen{104] zum ABRE-Elementunktionell Aquialentzu seinscheint
undebenélls von einembzip-Proteinerkanntwird [53].

1.7 Ziel dieserArbeit

Aus der Wiederauferstehungspflan@zaterostigmaplantagineumals Modellsy-
stemzur Untersuchungler molekularenGrundlagerder Austrocknungstoleranz
beiPflanzenst dasGenCDeT27-45soliertworden,dasfir ein LEA-artigesPro-
tein kodiert[5]. Die ExpressiordesCDeT27-45Transkripteserfolgtin denWur-
zelnund in Blattern auf Austrocknungsowie auf exogenappliziertesABA hin
[90]. Die UntersuchunglesPromotorgdiesesGensfuhrte zur Identifikationeines
minimalenBereichesderdie ABA-stimulierte ExpressioreinesReportegensin
CraterostigmaProtoplastervermittelnkann[81]. Aul3ervier ABRE-Elementen
fandensichinnerhalbdiesesBereicheszwei AGCCC<¢is-Elemente Der Bereich
mit diesenausdem Promotordesembryo-spezifisclexprimiertenGensder a-
UntereinheidesSamenspeicherproteifisConglycininausGlycinemaxbekann-



1. Einleitung

13

ten Elementer]18] erwiessich als notwendig,abernicht ausreichenaur ABA-
vermitteltenReportegenepressionin CraterostigmaProtoplasteri85]. Ein 28
Basenumfassende®romotorfragmenmnit den beidenAGCCC-Motvenwar in
Gegenwvart von Kernproteinergeschutzivor DNAsel im DNAse-footprintassay
und Gelverzdogerungseerimentemit diesemPromotorfragmenund Kernpro-
teinenausCraterostigmaCallusfiihrten zu retardierterDNA-Proteinkomplexen
[85].

Aus diesenBefundenemibt sich die Fragenachden Faktoren,die an den
Promotorbereicimit denAGCCC-Elementéinden.Im Hinblick auf dieseFrage
solltenim Rahmender vorliegendenArbeit zun&chsdie Bindungsaktiitdtenan
die AGCCC-ElementausdemCDeT27-45Promotorbeziglichihrer Verbreitung
in verschiedeneenebencharakterisiertverden.Die ausdiesenUntersuchun-
gengewonnenerkErkenntnisseolltenin demzur ldentifizierungvon cis-Element-
spezifischemnteraktionspartnergeeignetetdefeOne-HybridVersucteurlsolie-
rung von Proteinernverwendetwerden,die als Transiktorenan ein cis-Element
mit dem AGCCC-Motv binden.Dazu sollte ein Hefe One-Hybrid Systemeta-
bliert werdenund mit seinerHilfe eine cDNA-Bibliothek nach cDNA-Klonen
durchsuchtverden,die fur Proteinekodieren,die mit demdie AGCCC-Motive
umfassendemis-Elementinteragierenlsolierte Klone solltenin Hefe undin vi-
tro im Hinblick auf die Spezifitatihrer DNA-Interaktion iberpriftwerden.Klo-
ne,dereninteraktionmit demAGCCC<¢is-Elementsich bestatigtesolltenmole-

kularbiologischbezuglichihrer Transkriptionsaktoreigenschaftecharakterisiert
werden.



2. Material und Methoden

2.1 Anzuchtund Transformation von Escherichiacoli

2.1.1 VerwendeteStammevon Escherichia coli
KC8 [64]
GenotyppyrF::Tn5hsdRIeuB600trpC9830lacA74 strA galK hisB436

Um PlasmideausHefe-DNA-Praparationemmit Hilfe von Auxotrophiemarkern
zuisolieren,wurdedieserBakterienstamnals Wirt verwendet.

DH10B [44]

GenotypF~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)P80dlacZAM15 AlacX74 deoRre-
cAl endAlaraD13%(ara,leu)769galu galK A~ rpsL nupG

DieserBakterienstamnwurde zur Transformationund Amplifikation der Hefe
One-HybridcDNA Bibliothek verwendesowie fur Subklonierungen.

XL1-BlueMRF’ [111]

GenotypA(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-mrr)178ndAlsupE44thi-1
recAlgyrA96relAl lac[F’ proAB laclqZAM15 Tn10(Tetr)]

XL1-BlueMRF wurdeflr einfachePlasmidamplifikationemind als Wirtsstamm
fur A-Phagenbardnverwendet.

14
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BL21 [113]
GenotypF~ompTgal [dcm] [lon] hsdSB(rB~mB™)

BL21 ist ein proteasedefizienté8tamm,der als Wirt zur Expressiorvon GSTF
Fusionsproteiringesetztvurde.

2.1.2 Medien zur Haltung und Anzucht von Escherichia coli

LB-Medium

10g/IBacto-Trypton,5 g/l Bacto-Hefegtrakt, 10 g/l NaCl; mit 1 M NaOHpH auf
7.5einstellenjfur festeMedienzusatzlichl5 g/l Agar.

NZ-Medium

10 g/l NZ-Amin, 5 g/l Bacto-Hefegtrakt, 5 g/l NaCl, 2 g/l MgSOy-7H20, 1
g/l Pepton;fir feste Medien zuséatzlich15 g/l Agar bzw. 6g/l Agarose(*NZ-
Agarose”)

NZ-Topagar
NZ-Mediummit 10 mM MgCl, und6 g/l Agaroseanstellevon Agar.

TYP-Medium

16 g/l Trypton, 16 g/l Hefeetrakt, 5 g/l NaCl, 2.5 g/l KoHPOy; mit 1 M NaOH
pH auf7.5einstellen.

M-9 Medium

6 g/l NapHP Oy, 3 g/l KH2P Oy, 0.5g/1 NaCl, 1g/l NH4CI, 15 g/l Agar wurdenin
900 ml H,0 autoklaviert und anschlieRenauf 50 °C abgekuhlt.Dannwurden2
mi/l 1M MgSQy, 0.1ml/l 1M CaCb, 10 ml/l 20%Glucose 1 ml/l 1 M Thiamin-
HCI und 100 ml 10x Dropout-Lésungs. Medienzur Haltungund Anzuchtvon
Hefen)zugesetzt.
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TB-Medium

TB I: 239/l KH2POy, 1649/l KoHPOy; TB II: 12 g/l Trypton, 24 g/l Hefeetrakt,
4 ml/l Glycerol;vor GebraucHL Teil TB | mit 9 TeilenTB Il mischen.

SOC-Medium

20 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Bacto-Hefegtrakt, 10 ml/l 1 M NaClund2.5ml/l 1
M KCI mit Wasserauf ein Volumenvon 980 ml bringenund autoklavieren;nach
Abkuhlungauf RaumtemperatutO ml/l 2 M MgSO, und 10 ml/l 2 M Glucose
steril zusetzen.

Zusatzefir Selektvmedien

IPTG wird demMediumin einerEndkonzentratiorvon 1 mM, X-Gal von 0.02%
[w/v], Ampicillin von 100 ug/ml, Tetrag/clin von 12.5ug/ml zugegeben.

2.1.3 Transformation von Escherichia coli

Transformation durch Elektr oporation

Mit einerEinzelkoloniewurdend ml TYP-MediuminokuliertundiberNachtbei
37°C und 200 rpm inkubiert. Mit 2.5 ml dieserVorkultur wurden250 ml TYP-
Mediuminokuliertundbei37°C und200rpminkubiert,bis die Kultur eineODggg
von0.5erreichthatte.Die Bakterienwurdenfir 30 Minutenauf Eis gestellt,dann
wurdendie Zellen mit 4000 rpm fur 5 Minuten pelletiert. Das Pelletwurde in
250ml eiskaltemsterilemWasserresuspendiemindwie zuvor zentrifugiert.Die-
se Waschschrittevurden nacheinandemit 125 und 50 ml Wasserwiederholt,
dannwurdendie Zellen mit 50 ml eiskaltemsterilem10% [v/v] Glycerolgena-
schenZuletztwurdendie Bakterienin 1 ml 10% Glycerolaufgenommemndin
Aliquots von 50 Wl in N2lig schockgefrorenZur Transformatiordurch Elektro-
porationwurdeein 50 gl Aliquot derelektrolompetenterZellenzu 10- 50 ngin
H>0 gelosterDNA in einereisgekihlted.1 cm Elektroporationskiettegegeben
undfir 1 Minute auf Eisinkubiert. AnschlieRendvurdemit 18 kV/cm bei200Q
Widerstandund einerKapazitatvon 25 pF elektroporiertwaszu Pulslangervon
ca4.5 msfihrte.Die elektroporierterZellenwurdenin 1 ml SOC-Mediumauf-
genommenund 1 Stundebei 37°C und200rpminkubiert,bevor siein geeigneten
Verdunnungeiauf selektvenMedienausplattierivurden.
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Transformation chemischkompetenterZellen

3 ml LB-Mediumwurdenmit einerEinzelkolonieangeimpftianschlielendurde
die Kultur tiberNachtbei 37°C und 200 rpm inkubiert. 400 ul dieserUbernacht-
kultur wurdenin 40 ml LB-Medium Uberimpftund ca 3-4 Stundenbei 37°C und
200rpmim Schittelinkubatoangezogemis eineODggg von 0.5 erreichtwurde.
Die Anzuchtkulturwurdein ein sterilesFalcontberfihrtund 5 Minutenbei4°C
und4000rpm abzentrifugiertDasPelletwurdein 20 ml eiskalter0.1 M MgClo-
Losungresuspendiergannwurdewie zuvor zentrifugiert.Die Zellenwurdenin
10ml eiskalter0.1M CaCb-L6sungresuspendietindein weiteresMal wie oben
zentrifugiert. AnschlieRendvurde dasBakterienpellein 2 ml der eiskalten0.1
M CaCb-Losungaufgenommenund auf Eis mindestensine Stundeinkubiert.
Die sogewvonnenerchemischkompetenterZellenkénnendrei Tagebei 4°C auf-
bewahrtund zur Transformatiorverwendetwerden.Zur Transformationwurden
10-100ngDNA mit 0.1M eiskalterCaCh-Losungauf 100l gebrachtindzu 100
i chemischkompetenterBakteriengegeben.Der Transformationsansatzurde
vorsichtiggemischtundfur eine Stundeauf Eis gestellt.Der Ansatzwurdedann
fur genaud0 Sekunderbei 42°C im Wasserbadhkubiert. NachderHitzebehand-
lung wurden800 Wl LB-Medium zugefliigtund die transformiertenZellen eine
Stundebei 37°C und 200 rpm inkubiert bevor sie in geeigneternVerdiinnungen
auf selektvenMedienausplattierivurden.

2.2 Anzucht und Transformation von Saccharomy-
cescerevisiae

2.2.1 Verwendeter Stamm von Saccharomyces cerevisiae
YM954 [122]

Genotypura3-52nis3-200ade2-101ys2-801leu2-trp1-901canRgaldA512gal8338
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2.2.2 Medien zur Haltung und Anzucht von Saccharomyces ce-
revisae

YPD-Medium

10 g/l Hefeextrakt, 20 g/l Pepton,20 g/l Glucosejfir festeMedienzusatzlichl5

g/l Agar.

SC-Medium

6.79/l YNB, 209/l Glucose,100ml/l 10x DropoutlésungsieheSelektvmedien);

fur festeMedienzuséatzlichl5 g/l Agar.

Selektvmedien

Je nach SelektionszielwurdenDropoutldsungerverwendetdie eine oder meh-
rere der folgendenKomponenterenthielten:400 mg/l Adenin, 1000 mg/I Leu-
cin, 300 mg/I Lysin, 200 mg/I Uracil, 200 mg/I Tryptophan,200 mg/I Histidin.
3-Aminotriazol,ein kompetitver Inhibitor der Enzymaktvitat desHis3-Proteins
in Sacharomyceserevisiag wurdeeingesetztum ein WachstundesHefestam-
mesYM954 aufgrundvon Restakivitéat beztglichder His-3 Proteingpressioreu
unterdriclen[32].

2.2.3 Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Die Transformatiorvon SactaromycegerevisiaeerfolgteunterVerwendungon
LithiumacetathachGietzund Schiestl[45].

e 10xTE:0.1M Tris-HCI, 20mM EDTA, pH 7.5
e 10xLiAc: 1 M Lithium Acetat,pH 7.5 (mit Essigsaureingestellt)

e 1xTE/LiAc-Losung:1 Teil 10xTE, 1 Teil 10xLiAc und 8 Teile Wasser
stetsfrisch angesetzt

e PEG/LiAc-L6sung8 Teile 50%[w/v] PEG4000]1 Teil 10x TE und1 Teil
10xLiAc, stetsfrisch angesetzt

e Lachsspermien-DA: StammldsungonifizierterLachsspermien-DA von
Merckin einerKonzentratiorvon 10 mg/ml
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Transformation von Saccharomyces cerevisiae im kleinen Mal3stab

Eine Einzelkoloniewurdein 1 ml YPD durchVortexenresuspendiemnind zur In-
okulationvon 50 ml YPD verwendetDie Vorkultur wurdebei30°C und200rpm
geschutteltbis eineODgpg >1.5erreichtwordenwar (ca18 Stunden)30 ml die-
serVorkulturwurdenzu 300ml YPD gegeberundca4 Stunderbei 30°C und200
rpmgeschutteltbiseineODgggvonca0.5erreichtwurde.Die Zellenwurdenin 50
ml Falconsmit 1000gfur 5 Minutenabzentrifugiertjn je 8 ml TE resuspendiert,
in einemFalconvereinigtund wie zuwvor zentrifugiert.Der Uberstandvurde ab-
gegossernunddasPelletin 1.5ml frischhegestellteml x TE/LiAc aufgenommen.
Zur Transformatiorwurdenin eineml1.5ml Eppendorfl00ng Plasmid-DM und
100ng Lachsspermien-DA alsTragerDNA gemischtHierzuwurden100ul der
kompetentedefezellengegebenundderganzeAnsatzdurchVortexengemischt.
AnschlieRendvurden600 pl PEG/LiAc-Losungzugefligt,erneutdurchVortexen
gemischtunddannbei 30°C fur 30 Minuten bei 200 rpm inkubiert. Nun wurden
70yl DMSO zugefugtundsachtegemischtDer Transformationsansaweurdefir
15 Minutenim Wasserbadei 42°C inkubiert, die Zellen anschliel3enddr eine
Minute auf Eis gestelltund dannfir 5 Sekunderbei 14.000rpm zentrifugiert.
Der Uberstandvurde abgegjossendie Zellenin 500 ul TE resuspendiemtind in
geeigneterYerdinnungemauf selektvemMediumausplattiert.

Transformation von Plasmidbibliothekenin Saccharomyces cerevisiae

KompetenteHefezellerwurdenwie zuvor beschriebeimeigestellt.Zur Transfor
mation wurdenin einem50 ml Falcon 20 pg cDNA-Plasmidbibliothekmit 2
mg Lachsspermien-DN als TragerDNA gemischt.Zu diesemAnsatzwurde 1
ml kompetenteHefezellengegebenund erneutgut gemischt,dannwurden6 ml
PEG/LiAc-Losungzugefigtund 10 Sekundemmit maximalerStarle gevortext.
Es folgte eine Inkubationbei 30°C bei 200 rpm fur 30 Minuten, bevor 700
DMSO zugefugtwurdenund vorsichtiggemischtwurde.Der Ansatzwurde nun
fur 15 Minutenbei 42°C im Wasserbadhkubiert,2 Minuten auf Eis gestelltund
anschlieRend Minutenbei 1000g zentrifugiert.Der Uberstandvurdeverworfen
und dasPelletin 50 ml SC-HisresuspendiertVerteilt auf 2 50 ml Falconswur-
dendie Zellen1 Stundebei 30°C und 200 rpm inkubiert, wie zuvor zentrifugiert
und dasPelletin 7 ml TE aufgenommenl0 pl der gut resuspendiertedellen
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wurdenin 1 ml TE gegebenund 200 pl hiervon zur Kontrolle der Transformati-
onsefizienzauf SC-Trp-MediumausplattiertJe500ul desHauptansatzesurden
auf SC-His-Leu-Tp-Mediumin 150mm Petrischalemusplattiertywelchess mM
3-AT enthielt.

2.3 Kultur und Gewebekultur von Crater ostigma plan-
tagineum

2.3.1 Haltung, Ernte und Austrocknungvon Craterostigma plan-
tagineum

Haltung von Craterostigma plantagineum

Craterostigmaplantagineumwurde in einem Hydrokultursystem(Lecato fein,
Hydro GmbHK®GIn) in Corviron Klimakammernbei ca60%relativer Luftfeuch-
te, 14 h Beleuchtungnit 60.000lux undeinerTag/Nachttemperatwon 24/20°C
kultiviert[5].

Ernte und Austrocknung von Craterostigma plantagineum

Zur Untersuchungon Blatternund WurzelnwurdengesundéPflanzenohnene-
krotischeBlattranderverwendet Blatter und Wurzelnwurdenmit einer Rasier
klinge abgetrennundsofortin fliissigemStickstof schockgefrorerZzu Austrock-
nungsbehandlungemurdenebenélls nur gesundePflanzenohneNekrosenver-
wendet.Die PflanzenwurdendabeisamtWurzeln ausdem Hydrokultursystem
gezogerundohneWasselin der Corviron Klimakammergehalten.

2.3.2 Gewebekultur von Craterostigma plantagineum

Gewebekulturmediumfur Craterostigma plantagineum
Stammldsungenfir MSAR-Medium

e Makroelemente-Stammlosurizd g/l NH4NOs3, 409/l KNOg3, 6.49/l MgSOy-7H20,
2 g/l KH2oPOy, 1.89/Il KoHPOy

e Mikroelemente-Stammlésun@:2g/l H3BO4, 16.8g/l MNSQy, 8.6/l ZnSQy- 7H,0,
250mg/I NapM00O4-2H,0, 26 mg/l CuSQ-5H20, 26 mg/l CoCh-6H,0
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e FeEDTA-Stamml6ésung7.46g/l NaoEDTA-2H,0, 5.56¢g/| FeSQ-7H,0
e CaCb-Stammlosung75 g/l CaCh-2H,0
e Kl-Stammldsung375mg/I Kl

e MSAR-Vitamin-Stammlosungs0 g/l Myoinositol, 2.5 g/l Thiamin,0.5g/I
Nicotinsaure.5g/l Pyridoxin

ZusammensetzungVISAR-Medium

50 ml/l Makroelemente-Stammldsungyml/l Mikroelemente-Stammlésung,6
ml/l FeEDTA-Stammldsung5.8 ml/l CaCh-Stammldésung2.2 ml/l KI-Stamm-
I6sung,30 g/l Saccharose?50 mg/l Antioxidationsmixtur(Ascorbatund Citrat
im Verhaltnis3:2); pH 5.8 mit 1 M KOH einstellen;fir festeMedienzuséatzlich
4 g/l Gelrite; nachdem Autoklavierenund Abkuihlungauf 50°C wurdenl1 ml/I

Vitaminstammldsungowie 2 mg/l IAA, 0.5mg/l 2,4-D,0.2mg/I Kinetinund0.2
mg/l 9iP zugesetzt.

Induktion von Kallus von Craterostigma plantagineum

Zur Induktion von Kallus von Craterstigmaplantagineumwurden sehrjunge
Blatter vorsichtig mit sterilemSchmigelpapier(400erKérnung) behandelund
auffesteaMSAR-MediumgegebenDie Kultur erfolgteunterkontrolliertenLicht-
undTemperaturerhéltnisseil6 h Lichtperiode 200pEm—2s~1, 24°C). Die Kal-
li, die sichwenigeWochennachderIinduktionzeigenwurdenvom Muttergenvebe
entferntundalle dreiWochenauf frischemMediumsubkultviert [41].

ABA-Behandlung von Craterostigma plantagineum Kallus

Zur Untersuchungd\BA induzierterGenewurdeKallus von Craterostigmaplan-
tagineumauf festemMSAR-Mediumkultiviert, welchess mg/l ABA (gemischte
Isomere Sigma)enthielt[5].
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2.4 Haltung, Protoplastierungund Transfektion von
Nicotiana tabacum

2.4.1 Haltung von Nicotiana tabacum

Tabakpflanzerder Varietét Petit HavannaSR1 wurden auf hormonfreiemMS-
Medium (Fertigsal-derFirmaDuche#f, [84]) in sterilerKultur bei24°C gehalten.
Nach Aufzucht der Pflanzenaus Samenund Ernte von Blattern zur Proto-
plastierungwurdendie verbleibenderSprossehdchstensinmal zur vegetatven
VermehrungunderneuterErnteverwendet.

2.4.2 lIsolierung von Protoplastenaus Nicotiana tabacum

e K3-Medium: MS-Medium mit 0.4 M Saccharoseauf 600 mOsm einge-
stellt, 100 mg/I Inosit, 250 mg/l Xylose, 1 ml/l Vitaminlésung(s. MSAR-
Medium),0.2mg/l 2.4-D,1 mg/I NAA sowie 0.2 mg/I Kinetin, pH 5.8

e W5-Medium:154 mM NacCl, 125mM CaCb, 5 mM KCI, 5 mM Glucose,
pH5.8

e MaMg-L6sung0.45Mannitol,15mM MgCly, 0.1% [w/v] MES-KOH, pH
5.8

Zur Isolierungvon ProtoplastermusNicotianatabacumwurden5 g Blattmaterial
in 100 ml K3-Medium mit 0.1 % Cellulase(Sigma)und 0.4 % MacerozymR10
(Sena) bei 28°C UberNachtim Dunkelninkubiert. Durchlangsame$&chwenlen
wurdendie Protoplasterausdem Gewebegeldstund durch Filtration durchein
100 um Kunststofsiebvon Geweberestemgetrennt Eine Zentrifugationvon finf
Minutenbei100g separiertalie floatierenderProtoplastewon derpelletierenden
Debris.Mediumund Gewveberestevurdenmit einerperistaltischeflPumpeabge-
saugtunddie Protoplastemit W5-MediumdurcheinezweiminitigeZentrifuga-
tion bei 50 g pelletiert. Anschlielendvurdendie Protoplasternn MaMg-L6sung
resuspendierind auf eineDichtevon 3x 10° Zellenpro ml eingestellt.
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2.4.3 Transfektion von Tabak-Protoplasten

e PEG-L6sung25 % [w/v] PEG-1500450 mM Mannitol, 100mM MgCls,
20mM HEPESpH 6

330l Protoplastenin MaMg-Losungwurdenzuje 5 gl Plasmid-DM (1 pg/ul)
und 5 pl Lachsspermien-DN (10 pg/ul) gegeben,der Ansatzwurde gemischt
und 10 Minuten bei RaumtemperaturuhengelassenAnschlie3endvurden600
i PEG-Lésundangsamzugegebenund vorsichtig gemischt.Nach einer Inku-
bationvon 30 Minuten bei Raumtemperatuwurde der Transfektionsansatmit
K3-Medium auf 6 ml gebrachtyorsichtiggemischtund anschliel3end (Trans-
fektion mit GFP-Fusionembschnitt3.3.3)bzw. 16-20StundenGUS-Fusionen,
Abschnitt3.3.6)bei 28°C im Dunkelninkubiert.

2.5 BiochemischeVlethoden

2.5.1 Isolierung von Kernproteinen aus Craterostigma planta-
gineum

e Extraktionspufer: 10mM HEPES pH 7.5,10mM MgCl,, 1 mM 2-methyl-
2,4-pentandiol10 mM [3-Mercaptoethanol).5 mM PMSF

e Lysispufer: 100mM KCI, 15mM HEPES pH 7.5,5 mM MgCl;, 3.5mM
[B-MercaptoethanollOOpuM PMSF

e 2xBindungspufer: 15 mM HEPES,8 mM Tris pH 7.5,120mM KCI, 140
UM EDTA, 14%Glycerol,3.5mM B-Mercaptoethanoll 00 uM PMSF

Die Extraktionvon Kernproteinererfolgte in Anlehnungan ein Protololl von
Nelsonet al. [85]. Alle Schritteder Proteinisolierungvurdenauf Eis oderim
KuhlraumdurchgefihrtPuffer, Zentrifugen RotorenundsonstigeGerateauf4°C
vorgekuhlt. Zur PraparatiorwurdenunterflissigemsStickstof zu einemfeinem
Pulver zermdrserteCalli, Blatterund Wurzelnverwendet10-15g Pflanzenmate-
rial wurdenin 125ml Extraktionspufer aufgetautderin einemmit Rasierklingen
bestuckterWaring-Blendeworgelegt wordenwar. Eswurde2 mal eine Sekunde
und einmalsiebenSekunderhomogenisierund der Extrakt anschliel3endiurch
Nylongazemit 300und50 um Maschenweitdiltriert. DasFiltrat wurdemit 1200g
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funf Minuten zentrifugiert,der Uberstandrerworfen und dasPelletmit 3 ml Ly-
sispufer resuspendierDasLysatwurdein ein 14 ml Schraubdeakifalcontiber
fuhrt, auf4 ml mit Lysispufer gebrachundmit 0.4ml 4 M Ammoniumsulatver
setzt.Der Ansatzwurde30 Minutenim KuhlraumaufdemRoller gemischtdann
fur funf Minutenbei5000gzentrifugiert derUberstancabgenommenndfir eine
Stundebei200.000gzentrifugiert AnschlieBenavurdederUberstandn ein14ml
SchnappdeaifalcongegebendasVolumenbestimmtund 0.3 g mit demMaorser
fein gemahlene&mmoniumsulatperml in drei Portionenzugegebenwas51%
Sattigungentsprichtoder2 M EndkonzentrationDer Ansatzwurdewiederum30
Minuten im Kuhlraum auf dem Roller gemischtund anschlieRend 0 Minuten
bei 15.000gzentrifugiert.Das Prazipitatwurdein 400 Wl 2xBindungspufer ge-
|6st und gegendenselberPuffer GberNachtdialysiert. Die Kernproteinevurden
aliquotiertundbei-70°C gelagert.

2.5.2 Bestimmungvon Proteinkonzentrationen

Die Bestimmungson Proteinlonzentrationeim detegenzfreierLdsungererfolg-
te nachBradford[12] mit demBioRad ProteinassayBioRad,Miinchen).Dabei
dientenBSA-Verdunnungsreihernur Kalibrierungder Messung.

2.5.3 GelelektrophoretischeAuftr ennungvon Proteinen

Proteinewurdendurchdenaturierend8DS-PolyacrylamidgelelektrophorgSDS-
PAGE) in einemdiskontinuierlichemGelsystermachLammli [68] aufgetrennt.
Die Proteinatraktewurdenvor der Elektrophoresenit einemVolumenLammli-
SDS-Probenptér (62.5mM Tris-HCI pH 6.8, 10 % [v/v] Glycerin, 2 % [w/v]
SDS,5 % [v/v] B-Mercaptoethanol).1% [w/v] Bromphenolblauyersetziund 3
Minutenbei 95°C inkubiert. Eswurdenl.5 mm dicke Geleeingesetzmit einem
4% Sammelgel4% [w/v] Acrylamid, 0.1% [w/v] N,N’-Methylenbisacrylamid,
125mM Tris pH 6.8,0.1[w/v] SDS,0.05%[w/v] APS,0.1%][v/v] TEMED) und
einem12%Trenngel12%][w/v] Acrylamid,0.3%dw/v] N,N’-Methylenbisacryla-
mid, 375mM Tris pH 8.8,0.1[w/v] SDS,0.1%][w/v] APS,0.04%|v/v] TEMED).
Als Elektrophoreselaufptdr diente0.3% [w/v] Tris pH 8.3,1.4%[w/v] Glycin,
0.1%][w/v] SDS.An die Gelewurdenkonstan25 mA angelgt bei eineroberen
Spannungslggenzungvon 150V.
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2.5.4 Farbung von Proteinen

e Farbeldsung0.2% [w/v] CoomassieBrilliant Blau, 7% [v/v] Essigsaure,
50%[v/v] Methanol

e Entfarbel6sung7% [v/v] Essigsaure50%[v/v] Methanol

Elektrophoretisclaufgetrenntéroteinewurdenmit Coomassi@rilliant Blauge-
farbt. Dazu wurdendie Gele bei Raumtemperatut-2 Stundenin Farbelésung
geschwenktDanachwurdendie Gelesolangan Entfarbeldsungeschwenkibis
sichdie Proteinbandegentigendleutlichvom HintergrundabhobenDie gefarb-
ten Gelewurdenauf zwei LagenWhatmanFilterpapieruntereinerEinmachfolie
aufeinemGeltrocknergetrocknet.

2.5.5 Elektrotransfer von Proteinenauf Nitr ocellulose

Mit einerSemidry-Blotting-Apparatu¢Sartorius Gottingen)wurdenelektropho-
retischaufgetrennt®roteineaufeineNitrocellulosemembra(ProtranNitrozellu-

lose,Schleiche& Schuell,Dassel)nachdemim Pharmacié&SonderdruckRE-72
verdffentlichtenProtololl vontransferier{89]. Als Blotpuffer diente40mM Gly-

cin, 50 mM Tris pH 7.5,0.04%[w/v] SDS,20% [v/v] Methanol.Bei 2 mA/cm?

wurdeeineStundegeblottet.Gut erkennbareBandeneines"prestained'Markers
auf der Blotmembransind ein Indiz fir gutenProteintransfetWeiterhinkdnnen
ProteineaufderMembrandurchdie reversibleAnfarbungmit Ponceau-Ragicht-
bar gemachtwerden.Fir dieseTransferlontrolle wurde der Blot eine Minute in

Ponceau-Rot-Losun{f.5% Ponceau-S-Roin 1% Essigsaurepefarbtund an-
schlieBendn Wassemelat, bis sich einzelneBandenzeigten.Mit 0.1 M NaOH
liel3 sichderBlot wiederentfarberundfir Immunreaktionewverwenderj96].

2.5.6 Immunodetektion von Proteinen
e TBS:50mM Tris-HCI pH 7.5bzw 9.6,150mM NacCl

e Blockpuffer: TBS pH 9.6 mit 5% [w/v] Magermilchpuher
e Waschpufer I: TBS pH 9.6 mit 0.5%][v/v] Nonidet-P40
e Waschpufer Il: TBSpH 7.5mit 0.5%][v/v] Nonidet-P40
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Mit spezifischerAntiserenwurdenauf NitrocellulosetransferierteProteineim-
munologischnachg&iesen.Dazuwurde die Membranmindesten® Stundenn
Blockpuffer geschwenktum freie MembranflacherabzuséattigenAnschlie3end
wurde die Membraneine Stundemit dempriméarenAntikdrperin einerVerdun-
nung von 1072 in TBS pH 9.6 inkubiert bei Raumtemperatuunter Schwen-
ken.Die Membranwurdedreimal10 Minuten bei Raumtemperatun Waschpuf-
fer I geschwenktdannfolgte eine 45 minitige Inkubationmit dem sekundéren
Antikorper, einem Peroxidase-gealppeltenAnti-Kaninchenimmunogloblin G-
Antikérper, in einerKonzentratiorvon 104, Esfolgtenzweizehnminitig@Vasch-
schrittemit Waschpufier Il und zwei zehnminttéNaschschrittenit TBS pH 7.5,
dannwurden Proteinemit der "EnhancedChemoluminiszenz-Method@&CL)"
detektiert.Es wurde das"ECL-Westernblotting system"der Firma Amersham-
BuchlernachVorschriftdesHerstellereingesetztRontgenfilmgKodak-X-Omat
ARS5) wurdendemLuminiszenzsignalir 10 Sekunderbis 5 Minutenexponiert.

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Isolierung von Nukleinsauren

Isolierung von DNA ausA-Bakteriophagen

e A-Verdinnung10mM MgSQy, 10mM Tris-HCI, pH 7.5

e Phagenprazipitationslosungp % [w/v] PEG8000,2 M NaClin A-Verdin-
nung

DNA desBakteriophage wurde ausPlattenlysatemachSambrooket al. [98]
isoliert. Dazuwurde ein einzelnerBakteriophagen-Plaqueuf einerNZ-Topaga-
roseplatteausgestochemndin 1 ml SM-Pufer geggebenNachZugabeesinesTrop-
fens Chloroformwurde der Ansatzfir mindesten Stundenbei 4 °C gelagert,
umdie Phagenpartiél ausderTopagaroséiffundierenzu lassenParallelwurden
BakteriendesStammesXL1-BlueMRF’ in NZ-Medium bis zu einerODggg von
0.5 herangezogemelletiertund anschlieRenth 10 mM MgSO, aufgenommen.
100yl der Phagensuspensiamurdenzu 100 gl der Bakterienin MgSQO, gege-
benund 15 Minutenbei 37°C inkubiert. NachZugabevon ca3 ml 48°C warmer
NZ-Topagarossvurdedie Bakteriensuspensiauffrischhegestellte90 mmNZ-
Agarose-PlattegegosserundnachErstarrunglerNZ-Topagaros@vertiertiiber
Nachtbei37°C inkubiert.
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Mit 3 ml A-Verdinnungvurdendie Phagenpartié&l durch2 stiindigesschwen-
kenbei Raumtemperatuausder Topagaroseluiertunddurcheinezehnminutige
Zentrifugationbei 4000gund 4°C von Bakteriendebrigereinigt.Der Uberstand
wurdein einemPolyprogylen-Zentrifugenréhrchemit 1 ul RNAseA (1 mg/ml)
undDNAsel (1 mg/ml)versetzundeineStundebei37°C inkubiert.Anschlieend
wurden3 ml Phagenprazipitationslosurzggefligt,durchVortexen gemischtund
eine Stundein Eiswasserinkubiert. Die prazipitiertenPhagernwurdendurch ei-
ne zehnminitigeZentrifugationbei 10000gund 4°C gewonnen;der Uberstand
wurdedurchinvertierteLagerungder Zentrifugenréhrchemollstandigentfernt.

Die Phagenpartiél wurdenin 0.5 ml TE resuspendiertnit 5 pyl 10 % SDS
versetzund5 Minutenbei68°C inkubiert.NachZugabevon 10l 5M NaClwur-
de die Phagen-DM einmalmit Phenol-Chloroformund einmalmit Chloroform
gereinigt.Die wassrigePhasewurde mit 0.5 ml eiskaltemlsopropanolversetzt,
der Ansatzgemischtund eine Stundebei -70°C gelagertDie DNA wurdedurch
Zentrifugationbei13000gfur 15Minutenbei0°C pelletiert,mit 70 % Ethanolge-
waschengerneutkurz zentrifugiertund anschlieRendetrocknetDie getrocknete
DNA wurdezuletztin 50 yl TE resuspendiert.

Isolierung von Plasmid-DNA ausEscherichia coli

Plasmidprapaationim kleinenMal3stab("Miniprap")

e TELT-Puffer: 50 mM Tris-HCl pH 7.5,62.5mM EDTA, 2.5M LiCl, 0.4%
[v/v] Triton-X-100

EinzelneKolonienwurdentberNachtbei 37°C und200rpmin 3 ml TB-Medium
herangezogeldecal.4ml dersehrdichtenKulturenwurdenamnéachsteMorgen
in ein 1.5 ml Eppendorf-Gefalgegebenund 3 Minuten bei 14.000rpmzentrifu-
giert. Der Uberstandwurde vollstandigentferntund dasPelletin 200 ul TELT-
Puffer resuspendiertersetzimit 20 gl Lysozymlésung10 mg Lysozympro ml
TE-Pufer) wurdendie Ansatze5 Minuten bei Raumtemperatunkubiert, bevor
sie fur genau60 Sekundenn kochendedVassergestelltwurden.Nachzehnmi-
ndtigerZentrifugationbei Raumtemperatuwnd 14.000rpmwurdedasschleimige
Pelletmit einemsterilenZahnstocheentferntund 100l -20°C kalterlsopropanol
zum Uberstandyegeben DasPellet,dassich nachzehnminiitigeZentrifugation
bei 4°C und 14.000rpmbildete, wurdein 100 yl RNAse-L6sung(l pl DNAse-
freie RNAse-StammlIdsun@lO mg/ml] pro ml TE-Pufer) resuspendiertind 30
Minuten bei 37°C inkubiert. Es schlof3sich eine Chloroform-Phenol-Extraktion
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(Chloroform:Phenol:lIsoamylatihol 24:25:1)an, bevor die Plasmid-DM durch
Zugabevon 10yl 5 M NaClund 250 ul -20°C kaltemEthanolgefallt und durch
einezehnmindtigeZentrifugationbei 4°C und 14.000rpm pelletiertwurde.Das
Pelletwurdemit 70% Ethanolgevaschengetrockneundin H,O resuspendiert.

Isolierung von Plasmid-DNA im mittler en Mal3stab ("Midiprap”)  Die Iso-
lierung von Plasmid-DM im mittleren Mal3staberfolgte durch alkalischeLyse
derZellennachderMethodevon Birnboim undDoly [10].

Isolierung von Hefe-DNA

e Hefe-DNA Extraktionspufier: 10 mM Tris-HCI pH 8, 100mM NaCl,1 mM
EDTA, 1% [w/v] SDS,2 % [v/v] Triton-X-100

Hefe-DNA wurde nachKretsch(urverdfientlicht) isoliert. Dazuwurden1.5 ml
einer dichtgevachsenerHefekulturin einem Eppendorfgefalzentrifugiert,der
Uberstandverworfen und dasPelletin 100 pul Hefe-DNA Extraktionspufer re-
suspendiertAnschlieliendvurde eine SpatelspitzeGlaskugelnzugefugtund 3
Minuten gevortext. NacheinerZentrifugationmit 140009 fur 5 Minuten wurde
der Uberstandabgenommenind der Restverworfen. Die DNA wurdemit Etha-
nol prazipitiert,gevaschenin TE-Pufer mit RNAsel einehalbeStundebei 37°C
inkubiert und anschlieRenge zweimal phenolisiertund Chloroform-behandelt.
Die DNA wurdewiederummit Ethanolgefallt, gewaschengetrockneundin TE
resuspendiert.

Isolierung von genomischerDNA aus Craterostigma plantagineum

e Lysispufer: 100mM Tris-HCI pH 9.5, 1.35M NaCl, 20 mM EDTA, 2%
[w/v] CTAB, 1% [w/v] PEG6000

e Puffer QBT, QC, QF sawie Qiagen-Tp 20 sindProduktederFirmaQiagen,
Hilden

Pro DNA-Extraktionsansatevurden0.5 g unterflissigemStickstof fein gemor
sertesPflanzenmaterigBlatter, Callus)in ein 14 ml Falcongegebenund mit 2.5
ml 74°C warmenLysispuferversetztNachZugabeson6.25ul 3-Mercaptoethanol
wurdegut gevortext und 20 Minuten bei 74°C untergelegentlichemMischenin-
kubiert.Der AnsatzwurdeanschlieRenduf Raumtemperatuabgekihlundnach
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Zugabevon1Volumeneines?25:24:1-GemischemusPhenol Chloroformundiso-
amylalkohol 10 Minutenbei4°C mit 5000gzentrifugiert.Der Uberstandvurdein
ein neuedralconuberfihrtund mit einemVolumenisopropanolvurde 30 Minu-
tenbei RaumtemperatuwinterSchittelninkubiert. NacheinerZentrifugationvon
20 Minuten bei 4°C mit 50009 wurdedasPelletin 0.5ml 1 M NaCl bei 62°C
inkubiert, bis essichldste.Der Ansatzwurdeauf Raumtemperatuabgekiihltpe-
vor 24yl DNAse-freieRNAse-Stammldsun@lO mg/ml) zugesetzivurdenund 30
Minuten bei 37°C inkubiertwurde.Gemischtmit 0.2 ml H>,O und 0.4 ml Pufer
QBT wurdedie DNA-Praparationiibereinemit QBT-Puffer &quilibrierteQiagen-

Saule("Qiagen-Tip 20") gegeberundmit 2 mal1 ml Waschpufier QC gewaschen.

Die DNA wurdemit 1 ml Elutionspufer QF eluiertund mit Isopropanoligefalit.
DasPelletwurdemit 70% Ethanolgevaschengetrockneundin 15 pl Tris-HCI,
pH 8.5 resuspendierDie so gevonnenegenomischdONA wurdebei 4°C gela-
gert.

Isolierung von polyA™-RNA aus Craterostigma plantagineum

Die Isolierungvon polyA™-RNA erfolgtenachBartelsund Thompsor{6].

e Puffer I: 100mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 9, 10 mM EDTA, 2% [w/V]
SDS,2 mg/ml Proteinasé&

e Puffer Il: 400mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7.5,0.2%[w/v] SDS
e PuferIll: 10 mM Tris-HCI pH 7.5,100mM NacCl
e Puffer IV: 20mM Tris-HCIpH 7.5

20g unterflissigemStickstof fein gemorsertePflanzenmateriaburdenmit 100
ml Puffer | versetzt kraftig geschaittelund 15 Minuten bei 37°C und 50 rpm
gemischtDer Ansatzwurdezweimalmit demgleichenvVolumenPhenol:Chloro-
form:Isoamylallohol (25:24:1)extrahiertundeinmalmit demdoppelterVolumen
Chloroform:Isoamylalkhol (24:1). Die wassrigePhasevurdemit 1/10Volumen
4 M NacClversetzund20Minutenbei4°C und15.000gzentrifugiert.0.2g Oligo-
(dT)-Cellulosewurdenzu dem Uberstandgegebenund 30 Minuten bei Raum-
temperatuund 50 rpm inkubiert. Die Oligo-(dT)-Cellulosewvurde mit 2000gftr
1 Minute abzentrifugiertder Uberstandverworfen. Jedreimalwurde die Oligo-
(dT)-Cellulosemit denPuffernil undlll gewaschenbevor siein eine10ml Saule
transferierwurde.Die Oligo-(dT)-Cellulosevurdemit Puffer Ill gewaschenbis
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die OD,g0 O erreichte dannwurdedie polyA™-RNA mit 5 ml 55°C warmenPuf-

fer IV eluiert. DasEluatwurdemit 5 ml Puffer Il und0.2g Oligo-(dT)-Cellulose
versetztund und wie zuwvor inkubiertund gewaschenNach Transferauf eine 10

ml Saulewurdedie polyAT-RNA in funf Fraktionenvon je 500l 55°C warmen
Puffer IV eluiert.Die einzelnerFraktionenvurden5 Minutenbei 10.000rpmund

4°C zentrifugiert,um Verunreinigungemlurchdie Cellulosematrixzu beseitigen,
dannwurde die polyA™-RNA durch Zugabevon 1/10 Volumen4 M NaCl und

2 VolumenEthanoliberNachtbei -20°C prazipitiert. NacheinerZentrifugation
von 20 Minuten bei 4°C und 14.000rpm wurde die RNA mit 70% Ethanolge-

waschengetrocknetund in H20 resuspendiertKonzentrationund Reinheitder

RNA-PraparatiorwurdendurchBestimmungder OD,go und OD2gg spektropho-
tometrischbestimmt.Die Lagerungder polyA™-RNA erfolgtebei-70°C.

2.6.2 Quantifizierung von Nukleinsauren

Am Spektralphotometerurdedie optischeDichtevon Nukleinsaurelésungdoei
260, 280 und 350 nm bestimmt.Fur doppelstrangigbbNA wird angenommen,
daf31.0 Azgp 50 pg/ml DNA entsprechenfiir RNA entsprichtl.0 Azgo 40 pg/ml
RNA. FirDNA solltederQuotientderOD,g¢/OD2gg zwischenl.8und2.0 (RNA:
zwischenl.6 und 1.8) liegen, wahrenddie OD359 mdglichstnahebei O liegen
sollte[30].

2.6.3 ElektrophoretischeAuftr ennungvon Nukleinsauren

Auftr ennungvon DNA und RNA in nativen Agarosegelen

e Ladepufer: 1% [w/v] Bromphenolblaul% [w/v] Xylenxylenol,50%[v/v]
Glycerol,50%[v/v] 10x TAE

e 10xTAE: 400 mM Tris-AcetatpH 8.2, 200 mM Natriumacetat20 mM
EDTA

Native Agarosgelewurdenzur elektrophoretischeAuftrennungvon DNA und
Gesamt-RM verwendetDer Zusatzvon Agaroserichtetesichbei DNA nachder
Grol3ederaufzutrennendeRragmentaindlag zwischen0.7 und 1.5%[w/v]; zur
Analysevon Gesamt-RM wurdenGele verwendetdie 1% [w/v] Agaroseent-
hielten. Die Agarosewurde durch Aufkochenin 1x TAE-Puffer gel6stund auf



2. Materialund Methoden 31

ca 60°C abgekuhlt,bevor sie ins Gelbettgegossenwurde. Die Auftrennunger-
folgte mit 1XTAE als Laufpuffer. Die Nukleinsaureprobemwurdenmit 1/10 Vo-
lumen Ladepufer versetzt,der dasAuftragenerleichtertund eine Abschatzung
desGellaufserlaubt.Die Elektrophoreserfolgtebei konstanttOOmA Stromstér
ke. Anschlie3endvurdendie Nukleinsaurerl5 Minutenin 0.5 pg/ml Ethidium-
bromidin 1xTAE inkubiert, 5 Minutenin 1xTAE entfarbtund auf einemUV-
Transilluminatorfotografiert. Anhandder stetsmitaufgetragenei®NA-Grol3en-
marker wurde die Lange von NukleinsaurerabgeschatztMit Hilfe von DNA-
Bandendie einebekannteMengedarstelltenjieRensich andereBandenbezlg-
lich ihrer Quantitatabschéatzen.

Southem Blot
e Denaturierungslosund.5M NaCl,0.5M NaOH

Neutralisationslésund:.5M NaCl,1 M Tris-HCIpH 7.5

20xSSC:3 M NacCl,300mM NatriumcitratpH 7

Southern-Hybridisierungspigir: 600 mM NaCl, 10 mM PIPESpH 6.8,
1 mM EDTA, 0.1% [w/v] SDS, 10xDenhardts, 100 pg/ml denaturierte
Lachsspermien-DN

100x Denhardts: 2% [w/v] BSA, 2% [w/v] Ficoll400,2% [w/v] Polyvinyl-
pyrrolidon360

e Waschpufier: 2x SSC,0.1%][w/v] SDS

Die HybridisierungelektrophoretischufgetrennteDNA-Fragmentesrfolgtenach
Southern109]. Im AnschluRandie Auftrennungder DNA in einemAgarosegel
wurdedasGel 30 Minutenbei50rpmin Denaturierungslosungeschwenktdann
folgte eine30 minttigeInkubationbei 50 rpm in Neutralisationslosundoer Ka-
pillartransferder DNA erfolgtetiberNachtmit 10x SSCaufeineNylonmembran
(HybondN, Amersham)gdanachwurdedie DNA durchUV-Behandlungnit dem
"Stratalinler" derFirmaStratagenéxiert. Die Prahybridisierungur Absattigung
freier Membranflachemrfolgtein Southern-Hybridisierungspidgr fir 4 Stunden
bei 65°C unterleichtemSchiutteln.Unter gleichenBedingungerwurdein einem
minimalenVolumenfrischenHybridisierungsputrs die Hybridisierungmit ra-
dioaktv markiertenDNA-Sonden(s. Abschnitt) GberNachtdurchgefihrtNach
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der Hybridisierungwurde die Membran3 Mal fur je 20 Minuten bei 65°C ge-
waschenpevor siein Frischhaltefolieeingeschlageaur Autoradiographiesines
Rontgenfilms(Kodak X-Omat AR5) verwendetwurde. Die Expositionerfolgte
bei-70°C. Ein Filter konntenacheinandemit mehrerernSondenanalysiertwer-
den.Dabeiwar eswichtig, die Membranemachder Hybridisierungstetsfeucht
zu halten,damit DNA-Sondendurchca fiinfzehnminitigedVascherin H>O bei
80°C entferntwerdenkonnten.

Northern Blot

e Northern-Hybridisierungspidr: 50%]v/v] deionisiertes-ormamid,
5xSSC10 mM PIPESpH 6.80.1%(w/v] 1xDenhardts(s.0.)

e RNA-Ladepufer: 10% [v/v] 5xMOPS, 17.5% [v/v] 37% Formaldehyd,
50%(v/v] Formamid,0.1%][w/v] Bromphenolblau

e 5xMOPS:200mM MOPS,50 mM NatriumacetapH 7 (NaOH),
5mM EDTA

e Formamid,deionisiert:100ml Formamidwerdenmit 5 g lonenaustauscher
(Analytical GradeMix ed Bed ResinAg 501-X8 Resin,Biorad, Miinchen)
eineStundegerihrtundabschlieRendie Matrix deslonenaustauscheab-
filtriert.

Zur Unterdriickungvon SekundarstrukturewurdenGesamt-und polyAt-RNA
fur einenNorthernBlot in Agarosgelenmit Formaldehyd(1% [w/v] Agarose,
1xMOPS, 2.2 M Formaldehyd)aufgetrenntAls Laufpuffer diente 1x MOPS,
2.2 M FormaldehydDie RNA-Probenwurdenmit 2 VolumenRNA-Ladepufer
gemischtund 5 Minuten bei 65°C inkubiert bevor sie auf dasGel aufgetragen
wurden.Die Elektrophoresesrfolgte bei 100V fur 4-5 Stunden.AnschlieRend
wurdendie RNAs tiberNachtdurchKapillartransfemit 10x SSCaufeineNylon-
membranHybondN, Amersham)ibertragemundwie beim Southern-Blofixiert.
Die Prahybridisierungrfolgtefir mindestengl Stunderbei 65°C unterSchwen-
kenin Northern-Hybridisierungsptgr. Bei 42°C erfolgtedie Hybridisierungmit
einerradioakty markiertenDNA-Sonde(sieheAbschnitt2.6.5) in einemmini-
malenVolumenfrischenNorthern-Hybridisierungsptgrs tiber Nachtim Schit-
telwasserbadDer hybridisierteFilter wurde gewascherund exponiertwie beim
Southern-Blobeschrieben.
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Auftr ennungvon DNA-Protein-Komplexenin nativen Polyacrylamidgelen

DNA-Protein Interaktionenwurdendurch einenElectrophoreticMobility Shift
Assay"(EMSA) charakterisiertDazuwurdenKernproteingtraktemit radioaktv
markierterZiel-DNAs inkubiertundanschlie3enah einemnativenPolyacrylamid-
gel aufgetrenntProtein-DM\-K omplexe wandernlangsameals freie, ungetun-
deneDNA, was zu retardierterBandenin der Autoradiographidtihrt. EMSAS
wurdenmit KernproteinermusCraterostigmaplantagineum(sieheAbschnitt2.5.1)
undmit rekombinantenin Esderichia coli exprimiertenFusionsproteinedurch-
gefuhrt.

e 2xBindungspufer fur Kernproteineund Fusionsproteinel4% [v/v] Gly-
cerin,15mM HepespH 7.5 (mit KOH eingestellt) 8 mM Tris-HCIpH 7.5,
120mM KCI, 140uM EDTA, 7 mM B-MercaptoethanollO0uM PMSF

Im Standard-Bindungsansdtar Kernproteinevurden10-20ug Kernprotein-Ex-
trakt mit 2x Bindungspufier auf 10 yl gebrachundin einemGesamtelumenvon
20 mit 10.000cpmZiel-DNA undmindestengd pg pdAdT pro 10 ug Kernprote-
inextrakt20 Minutenbei Raumtemperatunkubiert.Im Standard-Bindungsansatz
fur Fusionsproteinevurden1-10 pg Fusionsproteirunterdenzuvor beschriebe-
nen Bedingungereingesetztallerdingswurdenzur Reaktionmit Fusionsprote-
inen 0.2-1 yg pdAdT zur UnterdriickungunspezifischeWechselirkungenver-
wendet.Fur Kompetitions&perimentevurdenicht markierteZiel-DNA demRe-
aktionsansatbei konstantemGesamtelumenzugegeben.An dasnative Poly-
acrylamidge(4%][w/v] Acrylamid,0.1%][w/v] N,N’-Methylenbisacrylamid).2x-
TAE, 7% [v/v] Glycerin,0.06%][w/v] APS,0.06%][v/v] TEMED) wurdefur ei-
ne Stundeeine Spannungron 100V angel@t, bevor die Probenbei anliegender
Spannunggeladenwurden.Die Auftrennungerfolgte 3 Stundenbei 150 V mit
0.2x TAE alsLaufpuffer. Die Gelewurdenauf Whatman-FilterpapiegineStunde
bei 60°C unter Vakuumgetrocknetund ein Rontgenfilm(Kodak X-Omat AR5)
bei-70°C exponiert.

2.6.4 Isolierung von DNA-Fragmenten ausAgarosegelen

DNA-Fragmentevurdendurch Elektroelutionan eine DEAE-lonenaustauscher-
-Membran(NA 45, Schleicher& Schuell, Dassel)gelunden.Dazu wurde die
DEAE-Membranvor Benutzungl10 Minutenin 10 mM EDTA und 5 Minuten
in 0.5M NaOH inkubiert,mehrmalamit sterilemWasseigevascherundbei4°C
in sterilemWassegelagertUnmittelbarvor demzuisolierenderDNA-Fragment
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wurdemit einerRasierklingeein Schnittin dasAgarosgelgemachundein Strei-
fenderaktiviertenDEAE-Membrammit einerPinzettein denSchnittgebrachtin

der Elektrophoresekammaen 1x TAE-Laufpuffer wurden100 mA Stromftr 10
Minutensoangelgt, dalRdie DNA ausdemGelin RichtungderDEAE-Zellulose
eluiertwird. Die DEAE-Membranwurde zur Elution der DNA eine Stundebei

65°C in 400 1 M NaCl 10 mM Tris-HCIl pH 8 1 mM EDTA inkubiert, dann
wurde kurz zentrifugiert,der Uberstandabgenommennd durch Zugabevon 2

VolumenEthanolwurdendie DNAs geféllt. DasPrazipitatwurdedurchZentrifu-
gationmit 14.000rpm bei 4°C fur 15 Minuten pelletiert,mit 70% Ethanolgeva-
schenundin H2O oderTE aufgenommen.

2.6.5 Markierung von Nukleinsauren mit Radioisotopen

Random-Primer-Labeling von DNA mit Radioisotopen

NachdemRandom-PrimeNerfahrenvon Feinbeg und Vogelstein[36] wurden
DNA-FragmentaunterVerwendunglesRadioisotopga2P]dCTPmarkiert. Hit-
zedenaturiert®NA (50-100ng) wurde mit 20 pCi [a32P]dCTPin OLB-Puffer
mit Hilfe von 2 U Klenow-Enzym tiberdrei Stundenbei Raumtemperatumar
kiert. Nicht inkorporierteNukleotidewurdendurch Gelfiltration Gbereine 1 ml
Sephade-G50-SauleabgetrenntDie spezifischeAktivitdt der Sondenvurdemit
einemBeckmanLS 1701 Szintillationsz&hle(BeckmaninstrumentsFullerton,
USA) bestimmt.Vor Verwendungn Southern-oder Northern-Hybridisierungen
wurdendie Sonderhitzedenaturiert.

Auffullung 5-UberhédngenderDNA-Enden mit Radioisotopen

Fir EMSA-Experimentevurden5’-tberh&ngend&ndender Ziel-DNA mit ra-
dioaktiven [a3?P]dNTPsaufgefiillt, wobei daseingesetzteadioaktive Nukleotid
von der BasensequenzesUberhangesibhangigwar. 50-100ng Ziel-DNA wur-
denmit 20 uCi desradioaktvenlsotopsmit 2 U Klenow-Enzym15 Minuten bei
Raumtemperatuin 10 mM Tris-HCI pH 8 10 mM MgCl, 50 mM NaCl 1 mM
DTT markiert.Nicht inkorporierteNukleotidewurdebei Sondenmit mehrals40
Basenlangedurch Gelfiltration ibereine 1 ml Sephade-G50-Sauleabgetrennt,
beikirzerenSondemachAngaberdesHerstelleramit dem"NucleotideRemoval
Kit" der FirmaQiagen,Hilden. Die spezifischeAktivitat der Sondenwurdewie
zuvor beschriebeiestimmit.
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2.6.6 DNA modifizierendeReaktionen

Die Spaltungvon DNA mit RestriktionsendonukleaseBgphosphorylierundj-
nearisierteektoren,Ligation von DNA-Fragmenterund Phosphorylierungsre-
aktionenvon Oligonukleotidersowie alleweiteremichtnaherbeschriebenemo-
lekularbiologischerstandardmethodemurdennach Sambrooketal. [98] durch-
geflhrt.

2.6.7 Herstellungeiner One-Hybrid cDNA-Bibliothek ausmRNAs
von Craterostigma plantagineum und Durchflhrung ei-
nesHefe One-Hybrid Versuches

5 ug polyAT-RNA (sieheAbschnitt2.6.1)ausKallus von Cratemstigmaplantagi-
neum der2 Tagemit ABA behandeltvordenwar (s. Abschnitt), dientenalsAus-
gangsmateriatur Herstellungeiner One-HybridcDNA-Bibliothek. Die cDNA-
SyntheserfolgteabgeleitenachGublerundHoffman[48] mit dem”SuperScript
cDNA SynthesiKit" derFirmaGibco[44]. NachderGréRRenselektiowurdendie
cDNAs gerichtetin die Sall- und Notl-Schnittstellendes TRP-markierterOne-
Hybrid-VektorspPC86[19] kloniert. Der cDNA-VektorLigationsansatgvurdein
kompetentaVirtszellendesStamme®H10B elektroporiert.TransformierteZel-
lenwurdendurcheinelnkubationtiiberNachtbei30°C und150rpmin selektvem
LB-Medium amplifiziertund die Plasmid-DM wie in Abschnitt2.6.1beschrie-
benextrahiert.

Zur Durchsuchungler amplifiziertenBibliothek in einemHefe One-Hybrid
Versuchwurdein an Anlehnunganein Clontech-Protoéll [23] die Bibliothekin
Aliquotsvon 20 pg wie in Abschnitt2.2.3beschriebeim die Histidin-auxotrophe
ReporterhefelesStammesyM954 [122] mit demLEU-markiertencentromeren
PlasmidpSK1[64] transformiert6x 10* transformierteZellenwurdenpro 15 cm
Petrischalerauf SC-MediumohneHistidin, Leucin und Tryptophanmit 5 mM
3-AT ausplattierundsechsTagebei 30°C inkubiert.

2.6.8 DNA-Sequenzierungund Sequenzdatenanalysen

DNA-Fragmentevurdenmit automatischeDNA-Sequenzierertmodel377,Ap-
plied Biosystemsyurchdie SequenziggruppedesMax-Planck-Instituts$tir Zich-
tungsforschungADIS) sequenziert.
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NukleinsdureundProteinsequenzdatevurdenmit denProgrammerassem-
ble, bestfit, gap, map, pileup, pretty, segedit, stringsearch und translate ausdem
WisconsinPacket Version9.1 der GeneticsComputerGroup (GCG, Madison,
Wisconsin USA) unterUNIX durchgefihrt.

Unterhttp://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST wurdenSequenzemgleichemit Protein-
undNukleinsauredatenbashk[2] im Internetdurchgefihrt.

Unter http://www.dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multialign/multi-align.html wur-
denSequenz-Alignment&egeniuberstellunger@rrechnet.

Mit Hilfe von http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html wurdendie-
seSequenz-CGgeniberstellungegrafischaufbereitet.

2.6.9 Aufreinigung einesin Escherichia coli exprimierten re-
kombinanten GST-Fusionsproteins

e Lysispufer: 50 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM NaCl,5 mM EDTA, 150 uM
PMSF

e 2xPBS: 275 mM NaCl, 5 mM KCI, 16 mM NaHPQOy-2H,0, 3.5 mM
KHo2POy pH 7.4

e PBS-EDA: PBSmit 5mM EDTA
e PBS-EDA-PMSF:PBSmit 5 mM EDTA und150puM PMSF

e Glutathion-Pufer: 50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM reduziertesslutathion

RekombinantessST-Fusionsproteiritir EMSA-Analysen(sieheAbschnitt2.6.3)
wurdeim WirtsstammBL21 (sieheAbschnitt2.1.1)exprimiert. Dazuwurdedas
zu untersuchendeDNA-FragmentdesKlonesR18in framemit der Glutathion-
S-Transferas€GST)in die Sall- und Notl-SchnittstellerdesVektorspGEX4T-2
[89] kloniert und dasentstanden&ST-cDNA-Fusionsplasmidn denBakterien-
stammBL21 transformiert.Eine UbernachtkultutransformierteiZellen wurde
in 3 ml LB-Amp bei 37°C und 200 rpm herangezogemMit 1 ml dieserVor-
kultur wurden100 ml LB-Amp inokuliert und bei 37°C und 200 rpm inkubiert,
bis eine OD600 von 0.5 erreichtwordenwar. Die Induktion desFusionsprote-
in erfolgte durch Zugabevon IPTG in dasMedium zu einer Endkonzentration
von 1 mM. Nacheinerinkubationvon 3 Stundenbei 30°C und 200 rpm wurden
die Zellendurcheinefinfminutige Zentrifugationbei Raumtemperatumit 1500
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g geerntetund in flissigemStickstof schockgefrorenDie Induktion desFusi-
onsproteinsvurde mit Coomassie-gefarbteBDS-Gelen(sieheAbschnitt2.5.4)
unddurchiImmunodetektiormit einemgegenGST gerichtetemntikorper (siehe
Abschnitt2.5.6) Uberpruft.Alle weiterenSchrittewurdenauf Eis oderbei 4°C
im Kahlraummit eisgekihlterPuffern und auf 4°C gekihltenGeratendurchge-
fuhrt. Die pelletiertenZellen wurdenin 3 ml Lysispufer resuspendiertind auf
Eis ca5 Mal fur 10 SekunderunterVermeidungvon Schaumbildungsonifiziert,
bis die Zellsuspensiomsich geradestwasklarte. DasLysatwurde20 Minutenbei
48.000g zentrifugiertundder UberstandveiternerwendetDie IsolierungdesFu-
sionsproteingrfolgtedurcheineAffinitdtschromatographiébereineGlutathion-
Agarose-SauleDie 1 ml ergebendeVienge Glutathion-Agaros€Sigma)wurde
UberNachtin einer10 ml Saulein Wassergequollen.NachAblauf desWassers
wurdedie Saulenacheinandamit 5 BettwolumenPBS,5 BettwolumenGlutathion-
Puffer und 5 Bettwolumen PBS-EDA-PMSF bei einer Durchflul3ratevon 150
ul/Minute gewaschenUberdie SaulewurdedasdurchZentrifugationgeklartely-
satgegebenund anschliel3en® BettwolumenPBS-EDR-PMSFE 5 Bettwlumen
PBS-ED™A undzur Elution desGSTFFusionsproteins BettwolumenGlutathion-
Puffer. DasEluatwurdein einenDialyseschlauclgegebenund iberNachtgegen
2xBindungspufler (sieheAbschnitt2.6.3)dialysiert.NachderDialysewurdedas
Fusionsproteimit Hilfe einer Amicon-Ultrafiltrationseinhei{Centricon-50-SR-
ConcentratgrAmicon, Witten) auf 400 il 2x Bindungspufier konzentrierundin
Aliquotsvon 50l in flissigemStickstof schockgefrorerDie Lagerungerfolgte
bei-70°C.

2.6.10 TransienteExpressiorvonrekombinanten GFP-Fusions-
proteinenin Tabak-Protoplasten

Nach Transfektionmit einemGFP-Fusionsénstruktim Vektor pCK-GFP-S65C
[92] wurdendie Tabak-Protoplasteim einemGesamtelumenvon 6 ml in K3-
Mediumfir 4 Stundenbei 28°C im Dunkeln inkubiert. AnschlieRendvurde ein
Aliquot der flotierendenProtoplasterauf transienteExpressiondes R18-GFP-
Fusionsproteinmit demLichtmikroskopuntersuchtDie FluoreszengrinenGFP)
undroten(Chloroplasten).ichts wurdefotografischin Echtfarbenfestgehalten.
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2.6.11 TransienteKoexpressioneinesR18-Fusionspoteinsmit
einemPromoter-GUS-Konstrukt in Tabak-Protoplasten

e Extraktionspufier: 50 mM NaH,POy, 10 mM EDTA, 10 mM B-Mercapto-
ethanol,0.1% [v/v] Triton-X-100,pH 7

e Substratlosungi0 mM 4-Methylumbelliferyl-D-GlucuronidMUG, Sig-
ma)in Extraktionspufer

e Stop-L6sung0.2M NaCOg3

e ABA-Stammldésungl00mM ABA (Sigma,gemischtdsomere)n EtOH

Die Untersuchunglertransienterexpressiorvon PromoterGUS-Konstrukterim
Vektor pRT104 [114] erfolgtein Anlehnungan dasbei Kleineset al. 1999 be-
schrieben&/orgehen65]. Dazuwurdendie Tabak-ProtoplastenachTransfekti-
onin einemGesamtelumenvon 6 ml in K3-Mediumfir 16-20Stunderbei28°C
im Dunkeln inkubiert. Inkubationenin Gegenwart von ABA erfolgtennachZu-
satzvon ABA-Stammlésungan dasK3-Medium zu einer Endkonzentrationvon
100 uM. Anschlie3endvurden7 ml W5-Mediumzugefligt,vorsichtiggemischt
und die Protoplasterdurch Zentrifugationfur 2 Minuten bei 50 g pelletiert.Der
Uberstandvurdebis auf 1 ml abgegjosserunddie Protoplasterin ein Eppendorf-
ReaktionsgefaBberfihrt.NachZentrifugationbei 2000rpm fir 2 Minutenwurde
derverbliebendJberstancabgenommennddie Protoplastein Nolig. schockge-
froren.Die weitereLagerungerfolgtebei-70°C.

In 200l Extraktionspufer wurdendie aufgetauteriProtoplasterzur Freiset-
zungihresZellinhalts 10 mal auf- und abpipettiert.Der Zellextrakt wurde fir 1
Minute bei5000rpm zur Abtrennungvon Zelltrimmernzentrifugiertundein Ali-

quotvon 72 il desUberstande ein Eppendorf-Reaktionsgefabgenommen.

DasAliquot wurdemit 8 yl Substratldsungersetztund bei 37°C inkubiert. Die

ProteinlonzentratiorderGUS-ReaktionsaliquotsurdedurchVergleichmit einer
BSA-Eichkune nachBradfordbestimmt.Nach30, 60 und 120 Minutenwurden
denReaktionenAliquots von je 20 Wl abgenommemnd mit 1 ml Stop-Lésung
versetzt.Die Messungder Fluoreszen365 nm Anregung, 455 nm Emission)
erfolgteaneinemLuminiscenceSpectrometek S30von Perkin-Elmer
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2.6.12 DurchsuchungeinergenomischerPhagen-DN\-Bank (Pla-
guehybridisierung)

Eine Bankvon A-Phagemit genomische®NAs ausCraterostigmaplantagine-
um, die von Stratageng111] hegestelltwordenwar, wurde mittels Plaquehybri-
disierungnachPhagenklonemurchsuchtdie zur eingesetzteisondehomologe
Insertstragen Die Kultur derPhagerunddesBakterienstammeXL1-BlueMRF’
erfolgtenachAngabendesHerstellers.

NachlInkubationder plattiertenPhageniberNachtwurdeein Nitrocellulose-
Filter (Schleicher& Schuell,Dassel)eine Minute aufgelgt und mit der Plaque-
SeitenachobenanschlieRendufmit 10% SDSgetranktemWhatman-Filterpapier
fur funf Minuteninkubiert.Esfolgtenfinf MinutenaufWhatman-Filterpapiege-
trankt mit Denaturierungslésunglanachzwei je finfmindtige Inkubationenauf
NeutralisationslosunfsieheAbschnitt2.6.3).Die DNAs aufdenanschliel3enth
20x SSCkurz gewaschenerfriltern wurdenmit dem*“Autocrosslink”-Programm
im “Stratalinker” (Stratageneileidelbeg) mit UV-Licht fixiert. Prahybridisierung
und Hybridisierungerfolgtennachdem Protololl desSouthermBlots (sieheAb-
schnitt2.6.3).

2.7 Chemikalien, Enzymeund sonstigeMaterialien

Chemikalienwurdenim Reinheitsgrag.A. von denFirmenMerck (Darmstadt),
Sigma(Deisenhofen)Sena (Heidelbeg), Boehringer(Mannheim),Biomol (ll-
vesheimundRiedelde Haen(Hannwer) bezogen.

Nahrmedienzusatzetammtenvon den Firmen Gibco BRL [44] und Difco
(Detroit, USA).

Radioisotopevurdenvon AmershanmBuchler(Braunschweigpezogen.

Die eingesetzteEnzymestammtensofernnichtanderangegebenyonBoeh-
ringer(Mannheim)und New EnglandBiolabs(Schwalbach).
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3.1 KernproteineausWurzeln und Kallus von Cra-
terostigma plantagineum binden an dasdurch zwei
AGCCC-Elementecharakterisierte Promoterfrag-
ment desLEA-Gens CDeT27-45

Die DNA-Bindungsaktvitaten an das durch zwei AGCCC-Elementecharakte-
risierte Promotorfragmen8.5 desLEA-GensCDeT27-45warenmit Hilfe von

DNAsel-footprintVersuchemund Gelretardationsgperimenteranhandvon Kern-
proteinenausKallus von Craterostigmaplantagineumidentifiziert worden[85].

DieseBindungsaktritatensind starkausgepragh ABA-behandelteniKallusund

nur schwachin unbehandelterkallus.

Um einenUberblick tiber eine mogliche gewebespezifisch&erbreitungder
DNA-Bindungsaktvitdtenvon Kernproteineran dasPromotorfragmen8.5 des
LEA-GensCDeT27-45zu gewinnen, sollten Kernproteingtrakte aus Wurzeln,
Blatternund Kallus in Bezugauf die Interaktionmit der EMSA-Sonde3.5 (Se-
guenzsieheAnhang6.2) untersuchtverden.Gleichzeitigsollte getestewerden,
ob etwaigeBindungsaktiitatenin WurzelnoderBlatterndurchAustrocknungn-
duziertwerdenoderkonstitutiv vorliegen.

DazuwurdenKernproteingtrakte ausfrischenund 72 Stundengetrockneten
WurzelnundBlattern(sieheAbschnitt2.3.1)sovie ausunbehandeltemand2 Tage
ABA-behandeltenKallus (sieheAbschnitt2.3.2)wie in Abschnitt2.5.1beschrie-
ben hegestellt. Als EMSA-Sondewurde das PromotorfragmenB.5 des LEA-
GensCDeT27-45eingesetztdesserbequenan Abschnitt6.2 angeebernist. Das

40
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Abbildung 3.1: Untersuchungler gevebespezifischewerbreitungder Bindungsakiii-
tatvon KernproteingtraktenandasFragmenB.5desCDeT27-45PromotersEingesetzt
wurden17.5 pg Kernproteingtrakt ausWurzelnund Blattern sovie 10 pg ausKallus-
Geawvebe.Die Reaktionererfolgtenmit 10.000cpm der EMSA-Sonde3.5in Gegenwvart
von 2 ug pdAdT.
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120 Basenpaaremfassendé&ragment3.5 erstrecktsich von denBasen-441 bis
-320 desCDeT27-45Promotorsund ist notwendig,abernicht ausreichendur
ABA vermitteltenExpressioreinesPromotorGUS-Konstrukteg85]. Es enthalt
eineim DNAsel-footprintVersuchgeschutztd’romoterrgion (Basen-362 bis -
334, sieheAbschnitt 6.2) mit zwei AGCCC-Elementerj18]. Wie in Abschnitt
2.6.5beschriebenvurde Fragment3.5 mit [a32P]dATP an den Endenradioakti
markiertund10.000cpmdieserSondewurdenmit 17.5ug (WurzelnundBlatter)
bzw 10 g (Kallus) Kernproteinenn Gegenwartvon 2 ug pdAdT inkubiert (sie-
he Abschnitt2.6.3). Die Auftrennungerfolgte anschlie3endh einem3.5%igen
nativenPolyacrylamidgel.

Abbildung 3.1 zeigtdie AutoradiographiaiesesGelsnachderElektrophore-
se.Kernproteineausfrischenund getrocknetelWurzelnsovie ausABA behan-
deltemKallus fuhrenzu einemdeutlichenVerzégerungssignaler EMSA-Sonde
3.5, wahrendKernproteineausunbehandelteriKallus nur zu einemschwachen,
geradesbensichtbarerVerzégerungssignélihrten.Fir Kernproteinewusfrischen
sowie getrockneterBlatternkonntekeine Gelverzogerunghachg&iesenwerden.
Somitist die von Nelsonidentifizierte PromotorBindungsakiritat vor allemin
Wurzelnundin ABA behandeltenKallus zu finden,abernicht in Blattern.Die
PromotorbindenderFaktorensind starler in KernproteingtraktenausABA be-
handeltemKallus vertretenals in ExtraktenausWurzeln, denn eine geringere
MengeKernproteineausKallus (10 pg gegeniiberl 7.5 ug ausWurzeln) erzeugt
einstarleresGelretardationssignal.

Um AufschluBuberdie Spezifitatzu erlangenmit derdie Kernproteinendie
EMSA-Sonde3.5binden wurdenzusatzlichzu Reaktionengie nurdie radioaktv
markierteEMSA-Sondeenthielten auchAnsatzemit nicht radioakty markierter
EMSA-Sonde3.5alsKompetitorum Bindungsstellerin einem3.5%igennativen
PolyacrylamidgebkufgetrenntAbbildung 3.2 zeigt die Autoradiographialieses
Geles.Veglichenmit den ReaktionerohneKompetitorwird dasVerzégerungs-
signalin Gegenwart einesUberschussean nicht radioakty markierterEMSA-
Sonde3.5 erheblichschwacherweil nicht markierteSondenmolekulenarkierte
Sondenmolekile@n den BindungsstellerverdrangenSomit handeltes sich bei
den Interaktionenvon Kernproteineraus Wurzeln und Kallus mit der EMSA-
Sonde3.5um spezifischdindungen.
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Abbildung 3.2: Untersuchungler Spezifitatder Bindungvon Kernproteingtraktenaus
verschiedeneievebenan dasFragment3.5 desCDeT27-47Promoters Proteinmen-
gen,pdAdT undEMSA-Sondevurdenwie fur Abbildung3.1beschrieberingesetztEin
500facherUberschuftlernicht radioakty markiertenSonde3.5 dienteals Kompetitor
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3.2 Isolierung desfir ein DNA bindendesProtein
kodierendencDNA-Klons R18durcheinenOne-
Hybrid-V ersuchin Hefe

Mit Hilfe einesOne-HybridVersuchsn Hefe[120] solltenProteineisoliert wer-
den, die mit der durch AGCCC-ElementecharakterisierteriPromoterbindungs-
stelle desLEA-Gens CDeT27-45interagieren85]. Beim One-Hybrid Versuch
werdenHybrid-Proteine,die aus der Fusion der Reprasentanteriner cDNA-
Bibliothek mit der Genaktvierungsdomané&al4 (Gal4AD) der Hefe entstehen,
in Hefezellenauf Bindung an eine bestimmteDNA-Sequenzdem Zielelement,
untersuchtDie Bindungaufertsichinfolge der AktivierungeinesandasZielele-
mentgelkoppeltenReportegenesals eineVeranderunglesHefe-Phanotypsyel-
chedurchdie Hefe-Genaktiierungsdomanausgeldstird; beispielsweisé&ann
die AktivierungdesHis3-Reportegeneszu einemhistidinautotropherPhanotyp
fuhren. Voraussetzungefuir einen erfolgreichenHefe-One-Hybrid-Screesind
daherein Zielelementwelchesvon denzu identifizierenderProteinerngetunden
werdenkann, eine Reporterhefedie spezifischeProtein-DNA-Wechselvirkung
sichtbarmacht,sowie eine cDNA-Bibliothek, die Sequenzernthalt,welcheflr
ein bindendesHybridprotein kodieren. Diese Elementedes Hefe-One-Hybrid-
Systemssindin Abbildung 3.3 schematisclidamgestellt.

3.2.1 Das Pentamer A19 der CDeT27-45Promotorbindungs-
stelle interagiert mit Kernproteinen aus ABA behandel-
tem Craterostigma-Kallus

Um die Bindungvon Proteinenan dasZielelementzu verstérlen und auchPro-
teinenmadglichzu machenwelchedurchdie Fusionandie Aktivierungsdomane
Gal4 derHefe sterischveranderivordensind, sollte ein Pentame{38] derdurch
DNAsel FootprintingermitteltenBindungsstellalesCDeT27-45Promotorg85]
als Zielelementdes Hefe-One-Hybrid-Screensingesetztverden.Die Sequenz
diesePentamersst in Abschnitt6.2 wiedegegebenlIn einemGel-Retardations-
Assaysolltezuwvor Uberpruftwerden ob dasPentamealsZiel-DNA von Kernpro-
teinengetundenwird. Dasichgezeigthatte dafl’die DNA-Bindungsakivitatenan
die natve Promotorbindungstellin KernproteingtraktenausABA behandeltem
Kallusbesonderstarkvertretersind(sieheAbschnitt3.1),wurdenfir diesenGel-
retardatiomersuchmit demPentameA19 Kernproteineaus2 TageABA behan-
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Abbildung 3.3: Elementedesim folgendenbeschriebene®ne-HybridVersuchsn He-
fe.In derHefezelleist links dasPlasmidoPC86(rot) daigestelltin demcDNA-Sequenzen
(grin) andie Gal4AD (blau) fusioniertsind und daseinenTryptophan-Markr (orange)
zur Selektionin Hefe oder Esderichia coli enthalt.Die ExpressiordesHybrid-Proteins
(Mitte) wird durchdenADH1 Promotor(gelb,im PlasmidpPC86)angetriebenRechts
in derHefeist dasReporterplasmigSK1 (hellblau)schematischviedegegebenmit dem
Pentame”A19 als DNA-Zielelement(5 griineVierecle) vor demHis3-Reportagen (cy-
an),desserkexpressioreur Histidin-Autotrophiederansonstemistidin-auxotrophe He-
fe YM954 fuhrt. DasPlasmidpSK1kannuberdenLeucin-Marler (orange)selektioniert
werden.
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deltemKallus von CraterostigmaplantagineumverwendetAls Kontrolledienten
KernproteineausunbehandelterKallus, weil hier die Interaktionmit dernativen
Promotorbindungsstellgehrschwachist.

Das Pentamemurde mit denRestriktionsendonucleasé&toRI und Hindlll
ausdemVektorpA19[38][126] herausgeschnittamddasDNA-Fragmentausei-
nemAgarosgelisoliert. Durch Auffilllen der Endenmit [a32P]dATP und[a32P]-
dCTP wurde dasPentameradioakty markiert. Je 10.000cpm der Probewur-
de mit 2.5 - 20 pg der Kernproteineund mit einem5 - 135 fachenUberschuR3
nicht radioakty markierterProbeinkubiertundin einem4%igennativen Poly-
acrylamidgelaufgetrenntAbbildung 3.4 zeigt dasErgebnisdieserBindungsstu-
dien.Mit zunehmendeMengeKernproteineaus2 TageABA behandelteniKal-
lus wird eine zunehmendd&lengeradioaktver Probegetunden,wéhrend20 ug
KernproteineausunbehandeltenKallus nur zu einemebensichtbarerverzége-
rungssignafiihren.In Gegenwart eineszunehmendetlberschussesicht radio-
aktiv markierterProbewerdenimmermehrradioaktv markierteMolektleanden
ProteinbindungsstelleverdrangtwaseinezunehmendébschwéachunglesVer-
zbgerungssignalsachsichzieht. SomitzeigtedasPentameA19 ein dernativen
PromoterbindungsstelieergleichbaresBindungserhaltenund wurde daherals
Ziel-DNA im Hefe One-HybridVersucheingesetzt.

3.2.2 Die Reporterhefe YM954-A19 kann in Gegenwart von
5 mM 3-AT nicht auf Minimalmedium ohneHistidin wach-
sen

Umdie One-HybridcDNA-Bibliothek durchsucheaukdnnenmufRgewvahrleistet
sein,dal3die Reporterhefauf selektvemMedium nur aufgrundeinerinteraktion
zwischendemHybrid-Proteinund demZielelementwachserkann.Daherwar es
notwendig,die Reporterhefevor Verwendungm Hefe One-HybridVersuchim
Hinblick aufihr Wachstumauf selektvemMediumzu testen.

In Hefe One-HybridVersuchemwarenderHefestammnYM954 undderVektor
pSK1mit einemKonstrukt,dasein His3-Gendenat ausHefe enthalt,als Repor
terplasmidbereitserfolgreicheingesetztvorden[58][64]. Dahersollte der mit
demReporterplasmigpSK1 transformierteHefestammYM954 als Reporterhefe
verwendetwerden.Dazuwurde dasals Zielelementvorgesehen@ 19-Pentamer
mit denRestriktionsendonukleas@amHI und Saclausdem Vektor pA19 [38]
herausgeschnitteindin dasmit dengleichenEnzymenverdautePlasmidpSK1
ligiert. DasaufdieseWeiseentstandenReporterionstrukipSK1-A19wurdenach
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Abbildung 3.4: Bindung von Kernproteineraus2 d ABA behandeltenKallus andas
PentameA19 derim DNAsel-footprintgeschutzteBindungsrgiondesCDeT27-43Pro-
moterfragmente8.5. In Gegenvartvon 2 pg pdAdT reagierter?.5 - 20 pg Kernprotein-
extraktemit 10.000cpmdesPentamer&19 alsEMSA-Sondel10 pg Kernproteineaus2

d ABA behandelteniKallus wurdenzusatzlichmit 5 - 135 fachemUberschufdesnicht

radioakty markiertenPentamergkubiert.
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Histidin  3-AT [mM] Wachstum

Tabelle 3.1: Wachstumstest der

+ 0 + . - -

— 0 wenig histidin-auxotrophen  Reporterhefe
— 25 kaum YM954-A19 auf Minimalmedien in
— 5 _ Gegenwvart verschiedeneiKonzentra-
— 10 . tionendeslnhibitors 3-AT

— 20 _

einemAmplifikationsschrittin Esderichia coli in denHefestamniYM954 trans-
formiertundergabdie Reporterhefée’M954-A19.

DerHefestamn¥M954 ist auxotrophoeziglichderAminosaureHistidin (Ge-
notyp sieheAbschnitt2.2.1) und wachstdahernicht auf Minimalmediumohne
Histidin. Transformiertmit demHis3-Gendewatim Vektor pSK1wird aufgrund
einersehrschwachenRestapressiordesHis3-Genft geringfligigedVachstum
von ReporterhefeaufMediumohneHistidin beobachtetDahersolltederkompe-
titive Inhibitor der Enzymaktvitat desHis3-Proteingn Sactharomyceserevisiae
3-Aminotriazol (3-AT) dem Selektionsmediunm ansteigendeionzentrationen
zugefugtwerden[32]. Ziel war es, die geringste3-AT-Konzentrationzu finden,
beiderdie Reporterhefenicht mehrwéachst,dader Screerdannhinreichendspe-
zifischist, aberschwacherénteraktionemicht unterdriicktwverden.Der Testder
Reporterhefer M954-A19 erfolgteauf SelektvmediumohneHistidin (sieheAb-
schnitt2.2.2),dem0, 2.5,5, 10 oder20 mM deslInhibitors3-AT zugesetztvorden
waren.Um den BedingungerdesOne-Hybrid-Screenmdglichstnahezu kom-
men,war die Reporterhefélr diesenTestzusatzlichmit demOne-Hybrid-\éktor
pPC86ohnelnserttransformiertworden.Die ErgebnissalieserWachstumstests
sindin Tabelle3.1zusammengefsst.

Auf SelektvmediumohneHistidin war in Gegenwart von 3-AT-Konzentra-
tionenab5 mM keinerleiwachstunmehrzuerkennenDaherwurden5 mM 3-AT
demhistidinfreienSelektvmediumbeigesetzzur Unterdrickungzon Wachstum,
dasnicht auf einerAktivierungdesReportegensberuht.
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3.2.3 Durchsuchungeiner cDNA-Bibliothek aus 2 Tage ABA
behandeltemKallus auf Transfaktoren zum Zielelement
A19 mit Hilfe der Reporterhefe YM954-A19

Die starksteBindungsakiritat andie natve BindungsstellalesCDeT27-45-Pro-
motorswar fur KernproteineausABA behandeltenKallus beobachtetvorden
(sieheGelverzdogerungseerimentan Abschnitt3.1). Dahersolltein der Annah-
me,dalRin ABA behandelteniKallus auchdie denbindenderKernproteinerent-
sprechendemRNAs amstarkstervertretersind,einecDNA-Bibliothek mit Hilfe
von polyATRNA aus2 TageABA behandelteniKallus heigestelltwerden.Diese
cDNA-Bibliothek sollte dannin denOne-HybridVektor pPC86kloniert werden
undin der ReporterhefeyM954-A19 nachProteiendurchsuchwerden,die an
dasPentameAl19 alsZielelementbinden.

Die wie unter2.6.7 beschrieberhelgestelltecDNA-Bibliothek reprasentier
te 1.5x10° primareKlone. Um die Qualitatder Bibliothek zu Giberpriifenwur-
de ein Aliquot der cDNA-Bibliothek in Esderichia coli transformiertund die
One-HybridPlasmidevon 38 primarenKlonenisoliert. Von den38 untersuchten
Klonentrugen35 ein Insertim Vektor pPC86;die durchschnittlichd.angedieser
Insertsbetrugl.1kB.

Die primarenKlone wurdenwie unter 2.6.7 beschrieberauf 250 pg ampli-
fiziert und zur Transformatiorder ReporterhefeY M954-A19 verwendet.Dabei
wurdeeine Transformationséizienzvon ca10® Transformanteipro pg Plasmid-
DNA erreicht,so daR27.5x10° transformierteHefezellenauf Selektvmedium
auf die Bindungseigenschaftahrer cDNA-Insertshin untersuchtverdenkonn-
ten.NacheinerInkubationvon sechsTagenbei 30°C auf Selektvmediumzeig-
tensich 309 Hefekolonien.Die Fahigleit dieserHefeklone auf Selektvmedium
zu wachsenpestatigtesich nach Ausstreicherin WassemresuspendierteZellen
auf Selektvmedium.Die One-Hybrid-Plasmideler im erstenDurchgangposi-
tiven Hefeklonewurdendurch Transformationrvon DNA-IsolatendieserKlone
(sieheAbschnitte2.6.1und2.1.3)in denEsderichia coli StammKC8 (sieheAb-
schnitt2.1.1) von den Reporterplasmidegetrennt.Dazuwurdendie Bakterien
auf M9-Medium ohne Tryptophan,dem Selektionsmarér desPlasmidspPC86
(sieheAbbildung 3.3), selektiertund Plasmid-DMs isolierterKC8-Zellendurch
Praparationemm kleinenMal3stal(sieheAbschnitt2.6.1)gevonnen.

DasErgebnisderSequenzierunderinsertsvon 26 zufallig ausg&ahltenKlo-
nennachdererstenSelektionsrundést in Tabelle3.2 dagestellt.
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Tabelle3.2: Sequenzhomologietter Insertsvon 26 zufallig ausgaahltenKlonennach
der erstenSelektionsrundelesOne-HybridVersuchesn Hefe. Aufgefuhrt sind neben
statistischsignifikantenHomologien Angabendariiber ob das Leseraste(ORF) der
Insert-Homologiedasgleichewie dasder Gal4AD ist und ob esdurchgéngigd.h. un-
unterbrochewon Stopcodoneist. Firdie Klone 22/3und 23/1sindkeineAussagerzu
Leserastermdglich,dadie Sequenzeron zahlreicherStopcodonemlurchsetzsind.

SignifikantesteHomologie zu Daten-

ORFInsertund Gal4AD

Klon banksequenzen gleich durchgangig

11 i(:rln/ThreoanmaseSoghum bico- N

o 6-19cDNA Cratelostigmaplantagine- o
um
YTM1 Microtubuli assoziierteProtein

4/1 . — Vv
Sactaromyceservisiae
hypothetisches Protein Arabidopsis

5/1 . — —
thaliana
unbekanntegenomischeSequenzAra-

7/9 . : ; — —
bidopsisthaliana
2,4-D induzierbare Glutathion-S-

7110 Transferas&ycinemax v o

715 mitochondrialesRiesle Fe-S Protein Y o
Zeamays

8/1 pcC27-0ACratestigmaplantagineum  — 4

9/1 — _ v
putatives Auxin reprimiertes Protein

10/1 ) — —
Prunusarmeniaca

12/6 pcC3-06Cratelostigmaplantagineum — — v

13/1 r|b(_)somaleﬂProteln(BOSUnterelnhelt) . N
Spinaciaoleracea

14/1 T23K8.1Arabidopsisthaliana — Vv
EST/unbekannteProtein Arabidopsis

20/1 ) — —
thaliana

2213 — ? ?

23/1 — ? ?

Fortsetzungrabelle3.2
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Fortsetzungrabelle3.2
ORFInsertundGal4AD

SignifikantesteHomologie zu Daten-

Klon banksequenzen gleich durchgéangig

25/1 S-Adenosylmethionin-Stelre- o Y,
Methyltransferas@licotianatabacum

34/1 Cyclophilin-40Bostaurus — Vv

36/1 mltochondrlale5268 rRNA Gen Triti- / /
cumaestivum

37/1 Hitzeschock-Proteiid0 Oryzasativa 4 4

Chaperonin enthaltende T-Komplex
38/1 PolypeptidB-UntereinheitHomosapi- — —

ens
putatives CUC2 Protein Arabidopsis

39/1 : — —
thaliana

40/1 rlbo_somalesProtelnSlSArabldopS|s o J
thaliana

65/1 hyptheﬂsche@rotelnArabldopS|stha— o N
liana
potentieller ~ Embryogenese-Maek

811 Dc3 Daucuscarota v

195/1 17.3_kD Klassel Hitzeschock-Protein o
Glycinemax

In vielenFallengabeskeingrolRered eserastein framemit derGal4-Aktivie-
rungsdoméneoderdie Leserasteder Hybridproteinewarennicht durchgéngig,
sonderrewischenGal4AD und demORF durch StopcodoneminterbrochenDie
Homologiendeutetenin den meistenFallen nicht auf Proteinemit Transkripti-
onsfktoreigenschaftenMeiterhin fandensich in Hefeklon 7 drei verschiedene
Plasmide so dal3zur Erfassungaller an echteninteraktionenbeteiligtenPlasmi-
de die One-HybridVektoren-DMs der 309 positven Hefekloneausdemersten
Durchgangsoliertundfir eineerneutelransformatiorder Reporterhefeerwen-
detwurden.In dieserzweitenSelektionsrundéihrten 18 Plasmidezu Hefelolo-
nienauf Selektvmedium.Esgabkeine Schnittmengenit denSequenzeausder
erstenSelektionsrundeDie SequenzederinsertsdieserPlasmidesindin Tabelle
3.3 aufgefiihrt.Wie nachder erstenSelektionsrundeviesendie meisteninsert-
sequenzeentwedelkein groRered.eserastein framemit der Gal4AD auf, oder
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Tabelle3.3: HomologienderInsertsaller histidinautotropheiefeklonemachderzwei-
tenRundedesOne-HybridVersuchsAufgefuhrtsind nebenstatistischsignifikantenHo-
mologienAngabendariber ob daslLeseraste(ORF) der Insert-Homologiedasgleiche
wie dasderGal4AD ist undob esdurchgangigd.h.ununterbrochemon Stopcodoneiist.

ORFInsertund Gal4AD

SignifikantesteHomologie zu Daten-

Klon banksequenzen gleich durchgéngig
R1 quyA bindendesProteinTriticum ae- J
stivum
hypothetisches Protein Arabidopsis
R2 thaliana v v

R3  Epoxidhydrolas&olanuntubeiosum —
R4  Epoxidhydrolas&olanuntubeosum —

R5 — — —

R6 — — —

R7 — — Vv

R8 LEA D-34Gossypium Vv V

R9 Rab210Oryzasativa Vv Vv

R10 putativesProteinArabidopsighaliana — Vv

R11 gnbekannte?rotein Arabidopsistha- Y Y
liana

R12 — Vv 4
putatvesMINE-ProteinChlorella pro-

RI3 iothecoides o v

R14 — — Vv
potentieller  Embryogenese-Maek

R15 — —
Dc3 Daucuscarota

R16 gnbekannte?rotein Arabidopsistha- .
liana
Ubiquitin aktivierendesEnzym Arabi-

RL7 dopsisthaliana o v

R1S im folgenden beschriebeneZinkfin- Y

gerprotein




3. Ergebnisse

sie kodiertenfir Proteineohnedie EigenschafterinesTranskriptionséktors.In
einer dritten Selektionsrundaevar nur dasOne-Hybrid Plasmiddesachtzehnten
Retransformanteim derLage,Hefekolonienauf selektvemMediumhenorzuru-
fen. DasInsertdiesesOne-HybridPlasmidesvurdedeswgenR18 genanntund
im folgendenauf die SpezifitdtseinerBindungandasZielelementuntersucht.

3.2.4 Das Translationsprodukt descDNA-Inserts R18 intera-
giert in Hefe spezifischmit dem Pentamer A19 im Re-
porterplasmid pSK1-A19

Um die Spezifitdtder Bindungdesvom cDNA-InsertsdesKlonesR18 kodierten
ProteinesandasPentamedesReporterplasmidegSK1-A19in Hefe genauerzu
untersuchenyurdederHefestammyM954 mit demPlasmidpSK1ohneZielele-
mentA19 transformiertDie so entstanden®eporterheféy M954-pSK1lunddie
im One-Hybrid-Screeringesetzt®eporterhef& M954-A19 wurdensowvohl mit
demOne-Hybrid-PlasmidlesKlonesR18alsauchmit demPlasmidpPC86ohne
Insert transformiert.Reprasentanteder vier moglichenPlasmidlombinationen
wurdennachResuspensiom Wasselauf Selektvmediumaufgetragemndsechs
Tagebei30°C inkubiert.DasErgebnisdesVersuchesst in Abbildung3.5wieder
gegebenundzeigt,dalR3nur die PlasmidiombinationR18+ pSK1-A19Wachstum
derHefe YM954 auf Selektvmediumermoglicht.DasHybridproteindesKlones
R18bindetalsospezifiscrandasPentameAl19 im ReporterplasmigpSK1-A19.

3.2.5 Das cDNA-Insert desKlones R18 kodiert fir ein basi-
schesProtein mit einem C3H-Zinkfinger und einer SAP-
Doméaneund zeigt Homologien zu Sequenzeraus Arabi-
dopsis, Tomateund weiteren Arten

Um AufschluRiberdasvon Klon R18kodierteHybridproteinzu erhaltenwurde
dascDNA-Insertmit Hilfe derPrimerYanlundYan2(sieheAnhang6.2) sequen-
ziert. In Abbildung 3.6 ist die NukleinsauresequerdescDNA-Insertsvon Klon
R18zusammemit der Aminosaureabfolgen Leserasteder Gal4AD wiedege-
geben.

UberdenzurKlonierungdercDNA-Bibliothek verwendeterall-Adaptehin-
weg (sieheAnhang6.2) umfal3tdasoffene LeserasteB85 Aminosaurerder In-
sertsequengor demerstenStopcodonEs schlief3tsich eineiber 128 Basener-
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YM954-A19 YM-954-pSK1

—His, 5 mM 3-A"

YM-954-A19  YM-954-pSK1
' + His

Abbildung 3.5: Spezifitatder Interaktionvon One-HybridKlon R18unddemPentamer
A19. Abbildung oben:Wachstumder Reporterhefery M-954-A19 (Reporterplasmidnit
Pentamern19) und YM-954-pSK1(ohnePentamern19) in Gegenvart desKlonesR18

bzw, desOne-Hybrid PlasmidspPC860ohnelnsertauf selektvem Medium. Abbildung
unten:Kontrollenauf Mediummit Histidin.
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Abbildung 3.6: Nukleinsaure-und Peptidsequendes cDNA-Insertsvon One-Hybrid
Klon R18 sowie der angrenzendeBereichedesPlasmidspPC86.Die zur Klonierung
verwendeterSall- und der Notl-Adaptersind einfach unterstrichenBasender Gal4AD
sindunterschlangelt.

-79  ATGCTATATAACTATCTACGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAMAMGAGGE -20
27 ML YNYLFDDEDT®PPNPKIKETG G -8
-19 GGGTCGACCCACGCAEICCGCRTTGTAARAGTACRAGARACTIGCAGAGE 41
7 G STHASARI VKSTIKDNLTETEG 13
42  GTGGAAGTTGAGAAGARGIGGLCAGARTAGCRAGAGACAAMTGITATGA 101
4 VvV EV EKTGGPELSKEDO QKT CYE 33
102 ACCATTCTGACAATGAAGGTGTAGTGARGO TAAAAGTCGACAMTCCAM 161
34 T I L TMVEGGQQVESLIKVDQOQZCK 53
162 ATATATCTTAGGAAACABG TCAGA TGACTGGAACAAAGCACACTTATTCAGC@A 221

5% |1 YLRKHKLRLTGNIKATTLI QR 73
222 ATTAAGGAGCATACATEBIOGTARATGCGCGGCGAMAGRAGATCCAIGTGTAAGT 281
74 | KEHTCI VNGGGEIKIKYWPVSS 93

282 TTTGTGCTGAATTGCABETGATGCAGITGGCGATGTACTATGTICGACAAAC 341
%9 FVLNCKGDACLGDVVMFEOQN 113
342 GTATATGAAATGTTTAATGGCACTCGAGTGCIGCTGGTCCECTTGIGGCAAAGS 401
114 V Y EMF NL ASRSAAGPPTCGKR 133
402 CTTGTTGCAGGCCGTATTAAGGAMGOATGGACASCAARAACACATACATTT 461
13 L VA GRI I KESYGAAKOQQHT F 153
462 ACGATTGAAGTCCTATBBAAAGGHARAKCATCCCTCCETTCACCATTIGCT 521
%4 T 1 EV L WS KGEIKPLWPPLHPLL 173
522 ATTAAAGGCAGGAATORCAAG TAAAGACAITAAGEARAATCGGAGAGMAGE® 581
174 | K GR NL Y KL KTULRQKWEDE G 19
582 GAAAGGGAGAAGATTTTAGAMAGCATTCTAGAGGTGAGTASGAACATGICACAG 641
194 EREKI L L EKHSRGDVARTZ CHR 213
642 GACGCACGCATAGAGAGEAMTCCGAAMAACGCATAAATGAGAGRAATAG 701
24 D ARI ERREMRIKI KAI NAEANR 23
702  GGAACCAGGAAACAAAAGGGECATTCATTCCACAATCATGAGAAGCAATTARC 761
224 G T RKQNNGPI HSTNHEIKRI S 25
762 GGATCTGTAAAGCAGAHMACTCATAACGSAO TGGATGATACAAGITTTCACCACAAG 821
254 G S VKQKDLI TDLDDTSFHHK 273
822 AAACAGAACTATCCCGHEBAAGTGGA CGRACTCGECAATCAGGAAACCATTATAGA 881
24 K Q NY P GASGSNSGNQGNHYR 29
882 CCACCACCCATTGGTAITTMGACATTTTCCCECATTGTTAGGATTAATACTG 941
294 P PPI GI PSTI L PPFVRI NSC 313
942 GGCTTTGACCGTAGCTAICAMCTAGTITCAGRAACATCAACATGAGAGGAGAAC 1001
34 GFDRSFQPTSLSNI NMSRTN 333
1002 TTTTTACATCATCTTGTUATCCRAGACATCAG\GACAACATGTICAATCCCGGATAC 1061
334 FLHHLVHPRDO QQROQHY QSRDY 353
1062 GTGCGAAATCAGATTTEETATTATGCTCAAGGAGAGTCATITCGAGAAGTE 1121
3% VRNQI CRYYAQGRC CHTFGDRTC 373
1122 AAGTATTTGCATGAACTTTGTAGAAATGATTAATCGCATTATCACCRAATATTGCA 1181
374 K YLHEL®PVEYD?* SHYHPI L Q 39
1182 GATTTGATTGACTTGGICAOCCITTGGAATACCCATATACTTGCTACTGAATATTTG 1241
3% DLI DLVPSFGNTHI L ATEY L 413
1242 TATATTTGTTTCAAATTITTTAGCTTGTGATACATCTATCAAAAAAAAAAMAAGGE 1301
414 Y | CF KF F* L VI HL S K K KK K G 433
1302 GGCCGCCACCGCGGTBGBCATTICGCCTATAGTRAGTCGT

43 G R HRGGAPI RPI VSR
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streclendeuntranslatiertefRegion an,danneine15 Adeninelangepoly-Adenin-
Sequenzndschliellichdie Notl-Restriktionsschnittstelldeszur Herstellungder
cDNA-Bibliothek verwendetei®ligo-dT-AdaptergsieheAnhang6.2).In denan-
derenmdglichenLeserasterigibt eskeinelangererAminosaurensequenzen.

Die Aminosauresequenm Gal4AD-LeserastekodiertdurchdenhohenAn-
teil anLysinundArginin (45von 385 Aminosaurenyur ein basische®roteinmit
einempl von 9.6. Am CarboxyterminuslesORFfindetsich ein C3H-Zinkfinger,
zu demein BLAST-Datenbankergleich ahnlicheSequenzetekannteiZinkfin-
gerproteineausHomosapiensCaenorhabditi®legans Arabidopsighalianaund
anderenArten lieferte. In Abbildung 3.7 D ist die dem CzH-ZinkfingerMotiv
entsprechendabfolge C—Xo_g—C—Xp_16~C—Xo_g—H (mit C = Cystein,H = Hi-
stidin und X = nicht konservierteAminoséure)von drei Cysteinenund einem
Histidin farbighernvorgehoben.

Am N-terminalenEnde entsprichtder Bereichder Aminosaurerd44-78 der
R18-Sequendem SAP-Motiv, dasauseinerReiheDNA-bindenderProteinebe-
schrieberwordenist, die in Abbildung 3.7 B im Sequenzergleich mit R18 auf-
gefuhrtsind.In 10von 11 dernachAravind undKoonin[3] fur die SAP-Doméne
charakteristischeRositionerentsprichtlie SequenzertranslatierterR18-cDNA
demSAP-Motw. In Teilabbildung3.7 B sindtypischeSAP-DoméaneiR18gegen-
Ubegestelltunddie durchPfeilemarkiertencharakteristischeRositionerwieder
gegeben.

Fir den Bereichder Aminosauren181-232gibt dasProgrammPHD (unter
http://www.public.iastate.edu/~pedro/pprotein_guery.html) eine Helix-Loop-Helix
(HLH) Strukturan.Die eineHelix umfal3t21 Aminosaurengie andere25. Mit 16
basischerAminosaurenist der Bereichder Helix-Loop-Helix-Strukturreich an
positiven Ladungen Die Helicessind nicht amphipatischund entsprechemicht
derConsensus-Sequertie von vielenbeschriebenemranskriptionsfktorenmit
Helix-Loop-Helix-Domanerabgeleitetwordenist. Weiterhinsind kurze,basen-
reicheAbschnittewie RKHK (57-60)oderRREMRRK (219-225)vorhandenbei
denenessichum Kernlokalisierungssignaleandelrkann.
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Abbildung 3.7: Homologienund StrukturelementéesOne-HybridKlons R18 (auf der
nachstergeite).TeilabbildungA zeigteinenVemleichdes5’-Bereichesron R18 mit Se-
guenzerausderDatenbankin TeilabbildungB ist R18 Sequenzemit derputatven SAP
DNA-Bindungsdomangegenubegestellt. Die Farbkodierungder durch Pfeile markier

tenkonservierterPositioneninnerhalbder SAP-Doméandolgt Aravind und Koonin[3]:

gelbhydrophobeaindaliphatischeReste polareRestemagentagroleRestegrauunddas
starkkonservierteGlycin griin. In TeilabbildungC sind Homologienzum mittleren Teil

von R18 wiedegegeben.TeilabbildungD zeigtrot henorgehobendasC3H-Zinkfinger

Motiv in der Sequenzon R18im Vemleichzu verschiedeneRertreterrmit diesenmMo-

tiv ausder DatenbankTeilabbildungE faf3tdie StrukturelementelesOne-HybridKlons
R18 schematisclzusammennd gibt ihre Positionerninnerhalbder Sequenavieder Als

schwarze Pfeile sind die Primer R18-Ncol-5" und R18-Ncol-3’ eingezeichnetdie zur
Amplifizierung einesNcol-R18-Fragmentegerwendetwurden (Sequenzerer Primer
sieheAnhang6.2).Die Datenbankzugangscadgerhier aufgeflihrterSequenzesindim

Anhang6.3zufinden
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Der BLAST-Datenbankemleich fordertehomologeESTSequenzemusTo-
mate,Arabidopsisund Pinustaedazu Tagesaowie ein auseinergenomischeise-
guenzabgeleitete®roteinausArabidopsisthaliana Die HomologiendieserSe-
guenzengruppierensich um die Bereicheder SAP-DomangAbbildung 3.7 A)
und denHLH-Bereich (Abbildung 3.7 C) und sind stellenweisehochmit Identi-
tateniber75 %.

Somit handeltes sich bei R18 um ein bisherunbekannte&inkfingerprotein
mit einerSAP-Domaneindeinernichtcharakterisiertelelix-Loop-Helix Struk-
tur, welchesAhnlichkeiten zu SequenzermusanderenSpeziesaufweist. Abbil-
dung3.7 E fal3tdie StrukturelementdescDNA-Insertsvon Klon R18zusammen.

3.3 Molekularbiologische Charakterisierung desOne-
Hybrid Klons R18

DadascDNA-InsertdesOne-Hybrid-KlonefR18flr einbisherunbekanntegink-
fingerproteinkodiert, welchesin Hefe spezifischan dasPentamerA19 bindet,
sollte esmolekularbiologiscitharakterisiertindim Hinblick auf notwendigeEi-
genschaftefir einenTranskriptionséktoruntersuchtverden.

3.3.1 Das cDNA-Insert des Klones R18 ist das Fragment ei-
nesgroél3eren, seltenenTranskriptes, dasin Wurzeln und
Kallus vorkommt

Durch Northern-AnalyserwurdenGré3eund Expressionsmustaeter mRNA er-
mittelt, die dascDNA-InsertdesKlonesR18reprasentierts g derpolyA™RNA,
die zur Herstellungder cDNA-Bibliothek verwendetwordenwar, wurdendazu
mit demradioakty markiertencDNA-Insert desKlones R18 hybridisiert. Nach
derAutoradiographievurdederselbé-ilter nacheinandemit Sonderfir das1.8
kB groReTranskriptdesLEA-GeneCDeT11-24118] sowie fur das0.9kB grol3e
Transkriptvon CDeT27-495] hybridisiert.Die in Abbildung 3.8 A nebeneinan-
derundhorizontalgleichausgerichteteAutoradiographiezeigendalidie cDNA
desKlonesR18einel.7-1.8kB grol3emRNA représentiert.

Die HybridisierungeinesNorthernfiltersmit je 4 pug polyATRNA ausBlat-
tern (frisch, 24 und 72 Stundergetrocknet) Wurzeln( frisch und 72 Stunderge-
trocknet)sawie Kallus (frisch, 2 und4 TageABA behandeltyon Craterostigma
plantagineummit demradioaktv markiertennsertdesklonesR18ermabSignale
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R18 CDeT11-24 CDeT27-45

A

R18

CDeT27-4¢

Abbildung 3.8: NorthernAnalysezur Bestimmungvon GréRReund Expressionsmuster
dervon cDNA-Klon R18vertretenermRNA. A DerselbeFilter mit 6 pg polyA -RNA
aus2 TageABA behandelterKallus wurdenacheinandemit Sonderfir die mRNAs von
R18(spezifisché\ktivitatvon 1.8 10’ cpm),CDeT11-24(4 10° cpm)undCDeT27-45
(4 1P cpm)hybridisiert.DerhybridisierteFilter wurde96 h (R18)bzw. 3h (CDeT11-24
und CDeT27-45)exponiert.B Je4 g polyA -RNA wurdenmit Sonderfur die mRNAs
von R18und CDeT27-45hybridisiert.Northernanalysé TeilabbildungB freundlicher
weisevon FrauBarabaréeEilts zur Verfigunggestellt.
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fir Wurzeln (frisch und getrocknet)sowie fur Kallus (frisch und ABA behan-
delt). Die Hybridisierungdesselberfkilters mit einerSondefliir CDeT27-45emgab
die erwartetenSignalefir getrockneteBlatter, getrocknetéNurzelnsowie ABA
behandelteikallus [5][90]. Somitliegt die demcDNA-InsertR18entsprechende
MRNA in Wurzelnundin Kallus,abemichtin Blatternvor. Die Expressiorerfolgt
unabhéngigon AustrocknungoderABA BehandlungvergleicheAbbildung 3.8
B).

Bei der R18-mRM\ handeltessich um ein seltenesTranskript,denndasin
Abbildung3.8gezeigteSignalwurdeverglichenmit denSignalerfir CDeT11-24
oderCDeT27-45durcheineSondemit sehrviel h6hererispezifischeRadioaktvi-
tat (1.8x 10" cpmfiir R18bzw. 4x 10° cpmfiir CDeT11-24und CDeT27-45und
einevielfachlangereExpositionszei(96 h furR18 bzw. 3 h fiir CDeT11-24und
CDeT27-45)esFilmserreicht.

3.3.2 Dasin Escherichiacoli als GST-Fusionsprotein exprimier -
te cDNA-Insert des Klones R18 bindet in vitro an das
Pentamer A19 und an dasnative Promoterfragment 3.5

Zur Bestatigungler Bindungdesvon cDNA-Klon R18kodiertenProteinsandas
PentameA19 und zur Untersuchungler Bindung an dasnative Promotorfrag-
ment3.5 sollten Bindungsstudiemit demals Glutathion-S-Tansferase{GST)-
Fusionsproteiim Esderichia coli exprimiertencDNA-InsertdesKlonsR18durch-
gefuihrtwerden Hierfiir wurdedascDNA-Insertmit denRestriktionsendonuclea-
senSallundNotl ausdemOne-HybridPlasmidpPC86geschnitterundin denmit
dengleichenEnzymenverdauterExpressionsgktor p GEX4T-2 [89] kloniert; in
pPGEX4T2 liegender GST-Anteil unddasvon R18kodierteProteinin demselben
Leserastedes Hybridproteins.Nach Transformationdes so entstandeneVek-
torspGEX-R18in Bakterienvom Esderichia coli StammBL21 (sieheAbschnitt
2.1.1)wurdedie Expressiorwie in Abschnitt2.6.9beschriebedurchZugabevon
IPTGinduziert.DerErfolg derinduktionwurdedurchimmunodetektiomit Hilfe
einesgegendenGST-Anteil desFusionsproteinegerichteterAntikérperin einer
Western-AnalysésieheAbschnitt2.5.6)tberpruft.TeilabbildungA in Abbildung
3.9 gibt einenWesternblomit je 10 pug GesamtproteimlerldslichenFraktionvor
und nacheinerdreistiindigerinduktion bei 30°C wiederund zeigt nur fur indu-
zierte Zellen eine Bandenleiterdie in Hohe der erwartetenFusionsproteingrof3e



3. Ergebnisse

62

von 70 kD beginnendherunterbis zur Gré3edes GSTFAnteils alleine (26 kD)
reicht. SomitwurdedesFusionsproteirsavohl vollstdndigals auchin Fragmen-
tenexprimiert.

Da eine weitere Optimierungder Expressionn Bezugauf den Anteil voll-
standigenFusionsproteinsicht moglich war, wurde es wie in Abschnitt2.6.9
beschriebeiibereineGlutathion-Agarose-SautiurchAffinitditschromatographie
angereichemindaufgereinigtParallelwurdeunterVerwendunglesVektorspGEX-
4T-2 ohnelnsertder GSTAnteil alleine exprimiert und aufgereinigt.Teilabbil-
dungB in Abbildung3.9zeigtein Coomassie-gefarbt&DS-Gel(sieheAbschnit-
te 2.5.3und2.5.4),in dem5 und 10 pg der FusionsproteinpraparatidR18-GST
sawie je 5 ug der GSTFPréparatior(26 kD) bzw. Rinderserumalbmin (BSA, 66
kD) aufgetrennivurden.Dem Westernbloin Teilabbildung3.9 A entsprechend
ist fir die GST-Praparatioreine Banden-Leiterzu erkennen die etwasoberhalb
derBSA entsprechenderoteingroReon 66 kD beginnendhinunterreichbis 26
kD, derProteingréRelesGSTAnteils alleine.Die ausder Affinitatschromatogra-
phie mit Glutathion-Agaroséenorgegangendk18-GSTFusionsproteirfPrapara-
tion bestandalsoausvollstandigerMolekilenund ausFragmentemavon.

Die R18-GSTFusionsproteifPraparationwurdezunachstiur einenGelverzo-
gerungsassayit demPentameAl19 alsEMSA-Sondeverwendetumdiein Hefe
beobachteténteraktionzu bestatigenDazureagierterwie in Abschnitt2.6.3be-
schrieberl.25,2.5und5 pg der R18-GSTFusionsproteirPraparatiorsowie 10
pg der GSTPraparatiommit 10.000cpmdesPentamer#\19 alsEMSA-Sondéan
Gegenwvartvon 200ng pdAdT. Die AutoradiographielesGelesnachderAuftren-
nungist in TeilabbildungC wiedegegeben Wéhrenddie freie Probeund 10 g
derGST-Praparatiorkeine Gelverzogerundhenorrufen,bewirkt einezunehmen-
de Mengeder R18-GSTPraparatioreine zunehmendstarlere Gelverzogerung.
Dasin Esderichia coli exprimierte cDNA-InsertdesKlonesR18 bindetalsoin
vitro andasPentameA19.

Zur Uberprifungder InteraktiondesR18-GSTFusionsproteinsnit demna-
tivenPromotorfragmenB.5wurdeein Gelverzogerungsassait demPromotor
fragment3.5 als EMSA-Sondeund je 2.5 pg der R18-GSTFusionsproteirPra-
parationin Gegenwart und Abwesenheitines160fachenUberschussean nicht
radioakty markierterEMSA-Sondeals Kompetitorum Bindungsstellemurchge-
fuhrt. DazureagiertedasR18-GSTFusionsproteimn Gegenwartvon 1 ug pdAdT
wie in Abschnitt2.6.3beschriebemit derEMSA-SondeTeilabbildungD in Ab-
bildung3.9zeigtdie AutoradiographielesGelesnachderAuftrennung DasR18-
GST Fusionsproteiritihrt mit Promotorfragmen8.5 zu einemdeutlichenVerzo6-
gerungssignabDasVerzdgerungssignalestehtuseinemoberenginemmittleren
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Abbildung 3.9: Expressionund Aufreinigung einesin Esderichia coli exprimierten
R18-GSTFusionsproteinesndseineVerwendungn GelverzégerungsasssiyA Western-
blot mit 16slichenProteinerausinduzierten(+IPTG) und nicht-induzierter(-IPTG) Zel-
lendesE. coli Stamme®L21. B Coomassie-gefarbt&DS-Gel C Gelverzégerungsassay
mit PentameA19 als EMSA-SondeD Gelverzdgerungsassayit demnativen Promo-

terfragmenB.5alsEMSA-Sondeund Kompetitor
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und einemunterenTeil. Der obereTeil verschwindein Gegenwart eines160fa-
chen Uberschussean nicht radioakty markierter EMSA-Sonde3.5 ganz,der
mittlere und untereTeil werdenabgeschwachSomitist die BindungdesR18-
GST Fusionsproteinandasnative Promotorfragmen8.5 alsEMSA-Sondezum
Teil kompetierbar

Somitbindetdasin Esderichia coli exprimierteR18-GSTFusionsproteinn
vitro sowvohl an dasPentameA19 als auchan desnative Promotorfragmen8.5
und bestétigtdenin Hefe geawonnenerBefund.Die BindungdesR18-GSTFusi-
onsproteinesin dasnatve Promotorfragmen8.5 als EMSA-Sondeist zum Teil
kompetierbar

3.3.3 DasR18-GFP Fusionsprotein ist kernlokalisiert

Um zu untersuchengb essich bei R18 um ein kernlokalisiertegroteinhandelt,
sollte ein FusionsproteirescDNA-Insertsvon Klon R18 mit demgrtnfluores-
zierenderProtein(GFP)in Tabakprotoplasteexprimiertwerden Dazuwurdeein
900bp groResR18-Fragmenmit Hilfe derPrimerR18-Ncol-5'undR18-Ncol-3’
(sieheAnhang6.2 zur Sequenaund Abbildung 3.7 Teil E zur Lage der Primer
in derR18 cDNA-Sequenz)mit Ncol-Schnittstelleran beidenEndendurchPCR
amplifiziertundin denVektor pCK-GFP-S65(92] kloniert. Hierbei entstanden
die VektorenpGFP-R18indpGFP-antisenseR1ktztererdientealsKontrolleim
folgendenExperiment.

Tabakprotoplastewurdenwie unter2.4.2beschriebehegestellt,mit pGFP-
R18und pGFP-antisenseR liBansfiziert(sieheAbschnitt2.4.3)und auf Expres-
sion desFusionsproteinsinterdem Lichtmikroskop untersuchisieheAbschnitt
2.6.10).Abbildung 3.10 zeigt dasErgebnisdieserUntersuchungDie Teilabbil-
dungenA undB zeigeneinenProtoplasterermit pGFP-R18ransfiziertworden
ist, links mit einemFilter fotografiert,der nur griinesLicht durchlaf3trechtsmit
einempFilter, der rotesund grinesLicht passiererafit. Die griine Fluoreszenz
konzentriersichausschlief3liclauf denBereichdesZellkerns.Demgeenubeist
fur denmit pGFP-antisenseR IiBansfizierterProtoplastenderin denTeilabbil-
dungenC (grunesLicht) undD (rotesundgrinesLicht) dagestelltist, die griine
FluoreszeniiberdasgesamteCytoplasmaverteilt. Somitenthaltdie von R18ko-
dierteProteinsequenkernlokalisierungssignaléje denTransporidesR18-GFP
Fusionsproteinem denNukleusbewirken.
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Abbildung 3.10: ExpressioneinesR18-GFPFusionsproteingn TabakprotoplastenA
und B: mit R18-GFPtransfizierterProtoplast.C und D: mit R18antisense-GFfansfi-
ZierterProtoplast.



3. Ergebnisse

66

3.3.4 DascDNA-Insert desKlons R18 hybridisiert nur mit we-
nigen Genomfragmenten

Um Aufschluld ber die Haufigkeit desvom cDNA-FragmentR18 vertretenen
Gensim Genomvon Craterostigmaplantagineumzu erlangenwurdeeine Sou-
thern Analysedurchgefihrt(vergleiche Abschnitt2.6.3).Je 10 ug genomischer
CraterostigmaDNA wurdendazumit denRestriktionsendonukleas&toRIbzw.
Hindlll geschnittenin einemAgarosegel elektrophoretisctaufgetrennund auf
einemNylonfilter fixiert. TeilabbildungA in Abbildung3.11zeigtdie Autoradio-
graphiedieseg-iltersnachHybridisierungmit demcDNA-InsertdesKlonesR18.
Schnittmit EcoRI emibt ein starkeresSignalbei 6 kB und ein schwéacherebei 5
kB. Schnittmit Hindlll emgibt je ein Signalbei 7,4 und3 kB. R18vertritt alsoein
Gen,dasin eineroderin wenigenKopienim Genomvorliegt.

3.3.5 Isolierung und SequenzierunggenomischerR18-Klone

Dadie IsolationeinesvollstandigenR18-cDNA-Klones auseinerA-ZAP-Biblio-
thek von 2 TageABA behandeltenCallus[33] aufgrundseinerschwachenEx-
pressiomichtméglichwarundauchein 5’-RACE-Versuchichterfolgreichwar,
solltendie entsprechendegenomisch&lone auseinergenomischeCraterostig-
maDNA-Bibliothek [111]] isoliertwerden.

NachPlaguehybridisierungon 200.000pfu (sieheAbschnitt2.6.12)konnten
10 A-Klone isoliertwerden die mit derR18-cDNA hybridisiertenDie DNA die-

serKlone wurdeisoliert (sieheAbschnitt2.6.1),mit denRestriktionsendonuklea-

senXbal, EcoRlund Asel geschnitterund nacheinerGelelektrophoresauf eine
Hybond-MembranransferiertNachHybridisierungmit derR18-cDNA zeigtees
sich,daRRdie 10 Klone zwei Gruppendarstelltenyon denendie eineachtmalund
die anderezweimal vertretenwar. Bei der Gruppemit achtVertreternzeigt die
Autoradiographiesin EcoRI-Fragmenton 6 kB, bei der Gruppemit zwei Ver-

treternwird ein EcoRI-Fragmenvon 5 kB markiert.Die Autoradiographieeines
SoutherrBlotts (sieheAbschnitt2.6.3)mit EcoRIgeschnittenePhagen-DI je

einesVertretersder beidenGruppenmit derR18-cDMA ist in Abbildung3.11B

wiedegegeben.

Die EcoRI-Fragmentge einesVertretersder beidenGruppen,gc3A (6 kB)
und gc19(5kB), wurdenisoliert undin denVektor pBluescriptkloniert. Um zu
erfahren,wo sichinnerhalbder5 bzw. 6 kB grof3enFragmentalie bekannteSe-
guenzdes cDNA-FragmentesR18 befindet,wurde eine PCR-Analysemit den
R18-spezifischefPrimernR18-I (an den Basen56-76 auswartsgerichtetanset-
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zend,vemgleiche Abbildung 3.12) und R18-II (an den Basen120-140auswaérts
gerichtetansetzendyemleiche Abbildung 3.12) gegenden an die multiple clo-
ning site flankierendegpBluescript-SequenzdrindendenJniverse-Primedurch-
gefuhrt(PrimerSequenzes. Anhang6.2). Die ErgebnissalieserPCR-Analyse
sindin Teil C derAbbildung3.11dagestellt.Firgc3AergabersichPCR-Produkte
von 4 (R18-1) bzw. 4.1 kB (R18-Il), fir gc19zeigtensich Bandenbei 3 (R18-1)
bzw 3.1kB (R18-Il). Darausemibt sich,dal’5’ von der bekannterSequenzer
R18-cDMNA 4 kB (gc3A) bzw. im Falle vongc193 kB liegen.

Da somitder bekanntecDNA-Abschnittam 3’-Endeinnerhalbderisolierten
EcoRI-Genomfragmententhaltenwar, wurdendie beidengenomischerkKlone
gc3Aundgcl9mit Hilfe derPrimerR18-1,R18-I1l, R18-1V, R18-VII sowie R18-
Ncol-5' (SequenzesieheAnhang6.2, PositionersieheAbbildung3.12)sequen-
ziert. Abbildung 3.12 gibt die beidenso gevonnenengenomischerNukleotid-
Sequenzenn Gegenuberstellungnit der entsprechendeSequenzdes cDNA-
InsertsdesKlons R18wieder Abbildung3.13zeigtdenVemleichdertranslatier
tencDNA-Sequenanit dentranslatierterexonsderbeidengenomischeiklone.

Die Nukleotidsequenzier R18-cDMA verteilt sich bei beidengenomischen
Klonenauf 9 Exonsundist zu 99 % identischmit der Sequenzlesgenomischen
Klonsgc19(13 unterschiedlich@ositionenvon 1298).Translationder Exonsdes
genomischerKlons gcl9fuhrt zu einer Peptidsequenzlie sich an 8 von 385
Positionenvom Translationsprodukdler R18-cDNA unterscheidetind somit zu
98 % identischist. Die 9 ExonsdesgenomischetKlons gc3A unterscheidesich
aufNukleotidebenén 51 Positioner(entsprichteinerldentitatvon 96 %) und auf
Aminosaureebenim 23 Positionen(entsprichteinerldentitdtvon 94 %) von der
SequenzlerR18-cDMNA bzw. ihresTranslationsproduktes.
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6 kB— -6 kB

-4 kB

-1.6 kB

Abbildung 3.11: Southern-Analyseur Bestimmungder Haufigkeit der von Klon R18
vertretenenGeneund Isolation der genomischeR18-Klone.A Southernblomit je 10
Mg genomischeDNA aus Craterostigmaplantagineum B Southernbloimit EcoRI ge-
schnittenetDNA der Phagenklonayc3A und gc19.C PCR-Analysezur Lokalisierung
dercDNA-Sequenznnerhalbdergenomischeiklone gc3A undgcl9.Spurenl-3 gc3A,
Spurend-6 gc19.Spurenl und 4 PrimerR18-1 gegenuniverse,Spuren2 und 6 Primer
R18-1l gegenuniverse,Spuren3 PlasmidpBluescriptmit EcoRI-Fragmentic3A, Spur4
PlasmidpBluescriptmit EcoRI-Fragmengc19.
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Abbildung3.12:VergleichderNukleotidsequenzetiergenomischeiKlone gc3A

undgc19mit demcDNA-Klon R18.Exonssind durchrote Unterstreichundner
vorgehobenDie zur SequenzierungerwendeterPrimer sind als Pfeile einge-

zeichnetR18-1durchgezogenkinie, R18-Ncol-5’gestrichelte_inie, R18-1l ge-

punktetd_inie, R18-VIl alsStrich-Punkt-LinieundR18-Ncol-3'alsStrich-Punkt-

Punkt-Linie.
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Abbildung3.13:VemgleichderAminosauresequenzeiertranslatierterfexonsder
genomischerR18-Klonegc3A und gcl9mit der translatierterR18-cDNA. Die
Exongrenzersinddurchrote Pfeilspitzerhenorgehoben.
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0, -
Konstrukt/Behandlung ﬁkti(\?i?é? s.d.(n=4)

Tabelle3.4: GUS-Aktivitatenmit pRT,
pRT-R18oderpRT-antiR18transfizier

PRT-R18 203 S7 ter Tabakprotoplasterausgedruckin
PRT + ABA 170 52 Prozentgegenuberder als 100 gesetz-
PRT-R18+ ABA 482 260 tenAktivitat beitransienteExpression
pRT-antiR18+ ABA 364 150 von pRT-antiR18ohneABA.

3.3.6 Untersuchung der Interaktion einesGUS-Reportergen-
konstruktes mit cDNA-Klon R18 durch transiente Ex-
pressionin Tabak-Protoplasten

Um die Wechselirkung zwischencDNA-Klon R18unddemPromoterdesLea-
GensCDeT27-45in planta zu untersuchensollte R18 in Tabak-Protoplasten
transientexprimiert werdenund die AktivierungeinesReportegenlonstruktaus
demCDeT27-45Promoterund demp-Glucuronidas€GUS) Gengemessewer-
den.Dazuwurde dasbereitsbeschrieben®&lcol-Fragmentder R18-cDNA (sie-
he Abschnitt3.3.3und Abbildung 3.7 Teil E) in die Ncol-SchnittstelledesVek-
torspRT104[114] kloniert. Hierausentstandewlie beidenPlasmidepRT-R18 (5’

3’ R18-cDMA gleichorientiertwie 5’ pRT-Promoter 3’ pRT-Terminations-
sequenzund pRT-antiR18 (5’ 3’ R18-cDMA nicht gleichorientiertwie 5’
pRT-Promoter 3’ pRT-TerminationssequenzpRT-antiR18wurdeim folgen-
denExperimentals Kontrolle verwendetAls ReporterknstruktdientedasPlas-
mid p27-45GUSwelchesden PromoterdesCDeT27-45Gensfusioniertan das
B-Glucuronidasésenenthalt[81].

Tabakprotoplastemvurdenwie unter 2.4.2 beschrieberheigestellt und mit
demPlasmidp27-45GUSsowie entwedeipRT-R18, pRT-antiR18oderpRT ohne
Inserttransfiziert.Die Inkubationder Protoplastererfolgte mit und ohne ABA.
Anschlie3endvurdendie Protoplastermyeernteund die GUS-Aktivitatengemes-
sen(sieheAbschnitt2.6.11).Die Ergebnisseler Messungervon vier unabhangi-
genExperimentersindin Tabelle3.4zusammengef3t.Die Tabellezeigt,dal’die
transienteExpressionvon pRT-R18 zu einer signifikanthdherenGUS-Aktivitat
verglichenmit pRT-antiR18fuhrt. Die ABA-Inkubationvon Protoplastengie mit
demVektor pRT transfiziertwordensind, ziehteineErhéhungder GUS-Aktivitat
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nachsich, die unter Berticksichtigungder Standardabweichunigp der Grol3en-
ordnungder Erh6hungdurch pRT-R18 liegt. Demgeentberist die zusatzliche
ErhohungdesGUS-Spigelsbei Transfektionmit pRT-R18 und pRT-antiR18in
Gegenwvart von ABA verglichenmit der Erhéhungbei Transfektionmit pRT in
Geggenvartvon ABA aufgrundderhohenStandardabweichungetatistischicht
signifikant.

Somitfuhrtedie KotransfektiorvonR18mit einemKonstruktausdemCDeT27-
45-Promotorfusioniertan dasGUS-Reportegen in Tabakprotoplasteau einer
signifikantenErhéhungder Expressiondes GUS-Reportagens,die in der Gro-
Renordnungler ErhéhungdesGUS-Spigelsdurchinkubationmit ABA lag.



4. Diskussion

4.1 Isolierung desR18-Genamit Hilfe desHefe One-
Hybrid Systems

Zur ldentifizierungvon Proteinendie mit einerbestimmtenrDNA-Sequenzspe-
zifischinteragierenstehenMethodenwie South-WesternScreenind25][55][95]
oderAffinitatschromatographi€1][87] zur VerfligungdochwarderdurchWang
und Reed[120] erstmalsbeschrieben€®ne-Hybrid Versuchbesondersrfolg-
reich. Dies belggt die Auswahl derin Tabelle4.1 aufgelisteterveroffentlichten
One-HybridVersuche Oft wurdenBefunde,die durchOne Hybrid Versuchean
Hefe gavonnenwordensind, durchandereMethodenbestatigt So stelltesich et-
wa im Falle von abi5 (ABA insensitve 5) nachGenisolierungdurch positional
cloning [37] herausdalRdasdurchknod out Mutationin Arabidopsisbekannte
Gen ein Homologesdesdurch einen One-Hybrid Versuchidentifiziertenbzip-
TranskriptionshktorsDPBP-1[64] ist, deran denPromotordesLEA-GensDc3
bindet.

Vorteil desHefeOneHybrid AnsatzegegeniubeMethoderwie South-Western
Screeningoder Affinitatschromatographiest der Ablauf der Interaktionin vivo
unterdenBedingungendie in derlebenderiZelle herrschenBegrenztwerdendie
MoglichkeitendesOne-HybridVersuchesystembedingtiurchdie Tatsachedaf3
sichnur Transelementesolierenlassendie fir ihre Bindungsaktritat keineran-
dersartigerPartnerbedirfenseienesProteine Hormoneoderanderekofaktoren.

75
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Zur Isolierungder von Nelsonet al. 1994 [85] identifiziertenBindungsakti-
vitat andasdurchzwei AGCCC-Elementeharakterisiert€romoterfragmer.5
desCDeT27-45Gensbot sichdahervor demHintergrunddernichterfolgreichen
Identifizierungsersucheiber South-WesternScreeningund Affinitatschromato-
graphie[38] ein One-Hybrid Versuchan. Dieserwurde mit dem bereitsmehr
fach verwendeterHefestammYM954 und ausschliel3lichiiber die Aktivierung
einesHis3-Reportergdurchgefiihrt.Dabei zeigte es sich, dal3wie auchbei an-
derenOne-HybridScreensachder erstenSelektionsrundeinein die hunderte
gehendeAnzahl von Hefelolonienentsteht Auf der Basisder Sequenzhomolo-
gien zufallig ausgavahlter VertreterdieserUberlebendemachder erstenSelek-
tionsrunde(siehe Tabelle 3.2) scheintdas Wachstumvieler Kolonien nicht auf
einercis-Element-spezifischeAktivierungdesReportegenesdurchdascDNA-
InsertsdesOne-HybridPlasmidszu beruhenDaherist in denmeisternFalleneine
Nachselektiomotwendig;weil auf der einenSeitedie zusatzlichevVerwendung
einesLacZ-Reporterglie Anzahl der Klone in manchenFallen nicht drastisch
genugreduziererkonnte(z. B. bei Ulmasw etal. 1997[115] 500 212LacZ-
Positive Klone) und andererseitslie Nachselektiordurch Retransformatiorder
One-HybridPlasmideerfolgreichwar (z. B. Inouyeetal. 1994[58]), wurdenwie-
derholteRetransformationegewnahlt, um echtelnteraktionernvon scheinbarenzu
trennen.m Hinblick auf die arbeitsintensie Trennungder One-HybridPlasmi-
devon denReporterplasmidedurch Selektionim auxotropherEsderichia coli
StammKC8 (sieheAbschnitte2.1.1und 3.2.3)kanndie Verwendung/on Repor
tern, die in dasHefegenomintegriert werden(z. B. His3 oderLacZ in YM4271
Liu etal. 1998[76] oderRoseet al. 1999[94]) vorteilhaftsein,dain letzterem
Fall nur ein einzigesPlasmidin der Hefezellevorhanderist. Nacheinerzweiten
Selektionsrundevarennur noch18 One-HybridPlasmidpréparationen derLa-
ge, Wachstunmvon Reporterhefermuf selektvem Medium henorzurufen(Klone
R1- R18,sieheTabelle3.3),undin einerdrittenRundenur nochdasOne-Hybrid
PlasmiddesRetransformanteR18.

Die Interaktiondesvom cDNA-InsertdesKlonesR18 kodiertenProteinsmit
demeingesetztenis-Elementbestatigtesichin weiterenExperimentenZur Aus-
pragungdeshistidinautotropherHefe-Phéanotypsvar dasals DNA-Zielelement
verwendetdPentameA19 notwendig.Dies zeigteder Vergleich desWachstums
auf selektvem Mediumvon Hefen,die dasHis3-ReporterplasmigSK1 mit und
ohnedasPentame”A19 enthielten:nur die KombinationpPC86-R18&usammen
mit pSK1-Al9war in der Lage, einenhistidinautotropherPhanotyphenorzu-
rufen (sieheAbschnitt3.2.4). DiesemBefund entsprechendiihrte dasals GST
Fusionin Esderichia coli exprimierte cDNA-Insert R18 zu einemGelverzége-
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rungssignatiesals SondeeingesetzteRPentamersindzeigteso,daf3sichdie Bin-
dungsakwitat von R18 andasPentameA19 sowohl in vitro alsauchin vivoin
der Hefezellenachweisenal3t (sieheAbschnitt 3.3.2). Ebensobewirkte dasals
GSTFusionin Esderichia coli exprimiertecDNA-InsertR18in vitro ein Gelver-
z6gerungssignalesnativen Promotorfragmente8.5 (vergleiche Abschnitte3.1
und 3.3.2).Unter Beriicksichtigungler Tatsachegal3die Protein&pressionvon
R18 als GST-Fusionnur zu einer kleinen MengevollstdndigenFusionsproteins
nebeneiner gréfierenMenge von Fusionsproteinteilsti@n fuhrte, ist das Gel-
verzogerungssignaurchdasFragmenB.5 alsEMSA-Sondeauchals spezifisch
anzusehergennein 160facherUberschuficht markierterFragmente8.5fiihrte
dazu,daRderobereTeil desGelverzégerungssignakerschvand(sieheAbschnitt
3.3.2). Somit wurde durch den beschriebene®ne-Hybrid Versuchin Hefe ein
Proteinisoliert,dasandasDNA-Fragment3.5 ausdemPromotordesLEA-Gens
CDeT27-4%0indet.

4.2 R18 kodiert flr einen bisher nicht beschriebe-
nen Transkriptionsfaktor

Datenbankergleichemit demInsertdescDNA-Klones R18 ergebeneine Reihe
von Sequenzerdie ausgedehnteomologeBereicheaufweiserundvondenerei-
nige Vertreterin Abbildung 3.7 dagestelltsind.In denmeistenFéllenhandeltes
sichum ESTs,die ausverschiedeneArten (Tomate Pinustaeda Reisundande-
re) sowie ausverschiedene@enveben(BliutenknospeQvar, Frucht,Rispe,Sprol3-
spitzeund andere)soliert wurden.Die Homologieeinesauseinergenomischen
ArabidopsisSequenabgeleitetemypothetischeProteinserstrecksichiiber221
Aminosaurenm 5’-Bereich.Wie in denTeilenA undC derAbbildung3.7 dage-
stellt,ist die Ahnlichkeit derhomologerSequenzemuR18hochin denBereichen
derPositioner87-111und139-220dertranslatiertetDNA mit Aminosaureiden-
titdtenvonbiszu80% . Dadie homologerSequenzealle pflanzlichenUrsprungs
sind,scheintessichbeidenkonservierterBereicherum pflanzentypisch&lotive
zuhandeln.

Um AufschluZiberFunktionselementanerhalbder R18-Sequenzu erlan-
gen,wurdeeineStrukturanalysenit Hilfe derin Abschnitt2.6.8und3.2.5genann-
ten Programmeund Datenbankn durchgefiihrt.Sie ergibt fir die R18-cDMA-
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SequenzineN-terminaleSAP-Domaneginenicht charakterisiertédelix-Loop-
Helix-Strukturim mittlerenBereichundeinenCsH-Zinkfingeram Carboxytermi-
nus.

Zinkfinger sind aufgrundder chemischerEigenschaftemlesZn? -lons hau-
fige Strukturen,die nachdatenbankbasierteBchatzungein 1 % aller offenen
LeserasteeukaryotischelGenomevorkommen[8][22]. Seltenunterdenin bis-
her mehrals 10 Grundmotven beschriebeneformender Zinkfinger ist darun-
ter der C3H-Zinkfinger [8][77]. Er ist in 20 von 16626 offenenLeserasternn
Caenorhabditiselegganssawie in 3 von 6215 offenenLeserasternn Sactharo-
mycescetrevisiae vertreten[22], und die Suchein der smart-Datenbank(http://-
smart.embl_heidelberg.de/smart) ergabfur Pflanzen43 Proteinemit einemoder
mehrererCsH-Zinkfingern,daruntei37 ausArabidopsighaliana Der C3H-Zink-
fingerlaRtsichdurchdie allgemeineStrukturC—X, g—C—Xp 16~C—X> g—H (mit
C = Cystein,H = Histidin und X = nicht konservierteAminosaure)darstellen
und koordiniertzwischenden Cysteinenund dem Histidin in noch nicht genau
geklarterWeise ein Zn? -lon als Liganden[100][124]. Vermutlich dienendie
C3H-ZinkfingerStrukturender Protein-Protein-Wchselirkung und der Dime-
risierung[62][77].

C3H-ZinkfingerDomanenwurdenals Bestandteileron Proteinendentifiziert,
die als Transkriptionséktorensowie Zellzyklus- und Entwicklungssignalgeber
wirken.Sowerdendie Nukleinsauren-antigend?roteineNup475und Tris-Tetra-
prolin11 aus Homo sapiensals Transkriptionsaktorendiskutiert, die nachIn-
duktion durch Wachstumsdktorenoder Cycloheimid von der Zellzyklusphase
Go nachG1 umschalterkbnnen[51][117]. Aus Arabidopsiswurde PEIlisoliert,
desserExpressiorfur die Embryoentwicklungnotwendigist und vermutlichals
Transkriptionsaktorwirkt [74]. SoscheinemachdergegenwartigerBefundlage
CzH-Zinkfinger nicht selbstan der DNA-Bindung beteiligtzu sein,sonderreher
alsDimerisierungsdoméaneBestandteileson Transkriptionséktorenzu sein.

Wahrendder C3H-Zinkfingerin R18 einebekannterMotiven entsprechende
Aminosaurenabfolgbesitzt,st diein derMitte dertranslatiertertDNA geleggene
Helix-Loop-Helix Strukturim Hinblick auf vergffentlichte HLH-Domé&nennicht
charakterisiertDie R18-Sequenentsprichtnicht der HLH-K onsensus-Sequenz,
und es handeltsich bei den Helicesnicht, wie sonstiblich um amphipatische
Helices.Mit 16 basischemResterunter51 Aminosaurenst derBereichderHLH-
Strukturin R18reichan positvenLadungendie mit negatv geladenerPartnern
wie zum Beispielden AminosaurenAspartatund Glutamatoder Nukleinsduren
interagiererkdnnten.Im Falle charakterisiertefranskriptionsfktorenmit HLH-
Doméanewie demmit Phytochrominteragierenderfraktor PIF3 [86] liegt meist
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einsehrbasischerDNA bindendeBereichvor demHLH-Abschnitt,derderOli-
gomerisierunglient[75].

Im N-terminalenBereichderR18-Sequenerstreckisichvonder Aminosaure
44 bis zur Aminosaure78 eine SAP-DoméneDieseserstkirzlich beschriebene
Motiv ist nachden Anfangshichstaberder drei ProteineSAF-A/B, Acinus und
PIAS benanntund stellt moglicherweiseeine DNA-Bindungsregion dar [3]. An
10von 11 konservierterPositionen(in Abbildung3.7 B durchPfeile henorgeho-
ben)stimmtdie R18-Sequenmit 7 reprasentatien Vertreternder 31 bekannten
Sequenzemit SAP-Domanesowie deren90 % Konsensus-Sequeiiberein. Fur
dasSAP-Motwv wird im Hinblick auf die bekannterFunktioneneinigerVertreter
einespezifischdRolle bei Transkription Nukleinséurereparatwund-verarbeitung
sawie apoptotischenChromatinabbawermutet.So binden SAF-A und SAF-B
(Scafold AttachmentFactor)andefiniertechromosomal®egionen,die als SAR
(Scafold AttachmentRegion) bezeichnewerden[93]. DNA-Bindungsakivitat
und TranskriptionsaktiierungdurchdasSTAT3 Protein(Signal Transduceiand
Activatorof Transcription-3werdenaktiviert durchCytokineund EGFs(Epider
mal Growth Factors)undinhibiertdurcheinandereSAP-ProteinPIAS3(Protein
Inhibitor of Activationof STAT3) [21]. Fur ARIP3 (AndrogenReceptornterac-
ting Partner3), ein anderesSAP-Proteinjst ebenélls gezeigtworden,dal3esals
transkriptionelleiK oregulatorwirkt [83].

Ihrer Naturentsprechendlsim Kernmit DNA interagierendeRroteinerent-
halten TranskriptionsaktorsequenzeKernlokalisierungssignaleNLS), die den
Transportdesim Cytosol synthetisierterPolypeptidsin den Nukleusbewirken
[75]. In R18 sind zwei putative KernlokalisierungssignalkorhandensieheAb-
bildung 3.7 E), unddie transienteExpressioreinerFusionvon R18 mit demgrin
fluoreszierendeRrotein(GFP)hatgezeigtdalidie R18-SequeneinenTransport
desFusionsproteingn denKern bewirkt (sieheAbschnitt3.3.3). Somitist R18
wie auchalle andererbishergenauercharakterisiertetCsH-ZinkfingerProteine
kernlokalisiert(http://smart.embl_heidelberg.de/smart).

EinevergleichendeExpressionsanalysait Sonderfur die R18-mRM sowie
fur die TranskriptederLEA-GeneCDeT11-24undCDeT27-45zeigte,dalRessich
beiderR18-mRM\ um ein schwachexprimiertesGenhandelt(vergleicheAbbil-
dung3.8 A). Eine schwacheExpressiorwurde fir viele Transkriptionséktoren
beobachtef15][59], dasie eineoft sehrspezifischaVirkung als Regulatorender
Genepressiorin derZelle habenundeinhoherTranskriptspigelalsmolekularer
Ein-Aus-Schalteaufwendigerzu steuerrist.

Die DNA-Bindungsakwitat zusammemit derBasizitatundderProteinstruk-
tur mit einemC3H-Zinkfinger sowie einer SAP-Doménedie Kernlokalisierung
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unddie schwacheExpressiorsindHinweisedarauf,dal3essichbeiR18umeinen
Transkriptionséktorhandelt.

4.3 DasR18-Proteinbindet andasFragment 3.5des
CDeT27-45Promotors

Nelsonet al. [85] hattenfur Kernproteingtrakte ausKallus von Craterostigma
plantagineumschwacherd&onstitutve Bindungsaktitatenund starkere ABA in-
duzierbareandasFragmenB.5desCDeT27-45PromotordbeobachtetDamitim
Einklangsteherdie Befundeausdenin denAbbildungen3.1,3.2und3.4wieder
gegebenerGelverzégerungseerimentenZusatzlichzeigteessich, dal3die Gel-
verzégerungeauchdurchKernproteineausWurzelnhenorgerufenwerden.Die
Bindungsaktitat in Wurzelnist konstitutv und nicht durchAustrocknungndu-
ziert. DemgegenubesindkeineBindungsaktiitatenfir Kernproteineusfrischen
undgetrockneterBlatternnachweisbar

DasMusterderBindungsaktitatenist in Bezugauf Wurzelnund Blatter mit
demsteadystatelevel desR18 Transkriptskorreliert,wie Abbildung 3.8 (Teil B)
zeigt. In Kallus daggenwird die R18-mRM\ auchin unbehandeltenZustand
exprimiert und durch ABA nur geringfugiginduziert,wahrenddie Gelverzoge-
rungssignalelurchKernproteineausfrischemKallus viel schwéchesind alsdie
aus ABA behandeltenKallus. Diese Diskrepanzim Expressionsmusteténn-
te in UnterschiederzwischendifferenziertenGevebenwie Wurzeln und Blat-
tern gegentberdemundifferenzierterKallusgevebebegriindetliegen[46]. Die
Bindungsaktritat an dasFragment3.5 desCDeT27-45Promotorsund die R18-
MRNA zeigenalso ein bezuglichihrer Verbreitungin verschiedeneiGeveben
gleichesdifferentiellesVorkommen,unterscheidesich aberim Hinblick auf die
ABA-induzierteVerstarkungler Bindungsaktitat in Kallus-Kernproteinen.

Die AGCCC-Elementedie dasFragmenB.5desCDeT27-45Promotorcha-
rakterisierensind ebenélls als Promotorbestandteileon Glycinemaxund Ara-
bidopsisthalianabekanntim Promotordera-Untereinheidesembryospezifisch
gebildetenSamenspeicherproteifisConglycininausGlycine maxkommenvier

A
Wiederholungerder Motive A G CCCA in einemBereichvon 98 Basenvor,
C

desserGegenwart die Expressiordera-Untereinheitvon 3-Conglycininin trans-
generPetunierumdas20fachesteigertd18]. Aus Arabidopsisst nurdie Prasenz
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des AGCCC-Motwvs im Promotordes ABA- und Kéltestress-induzierte@ens
Rab18[69] bekanntDie wenigenBeschreibngenvon AGCCC-Motvenin Pro-
motorernkdnntendie Tatsachaviderspigyeln,dalRessichumein Elemenimit einer
sehrspezifischeVerbreitunghandelt. Dementsprechengt flr Transtktorenzu
diesemElementein vereinzeltesvorkommenim Genomzu erwartenund kein
Auftretenin einer grol3enGenfmilie. Eine Durchsuchungler Datenbanknach
homologenSequenzerzu R18 ergibt nur wenige ESTsund ein hypothetisches
Protein,sodalRR18 und R18-ahnlicheSequenzeiiberverschieden&peziede-
trachteteinesehrspezifische/erbreitungzu besitzerscheinen.

In einerSouthernanalyse&urdenmit einerSondefiir R18,die auchdie Berei-
cheenthielt,die sichim Datenbankergleichalskonservierin einerReihevon Se-
guenzerherausstelltenm CraterostigmaGenomnur wenigeBandendetektiert
(sieheAbschnitt3.3.4).Im Southernblomit R18als Sondewurdenein 5 kB und
ein6 kB grofReEcoRI-Fragmentietektiert die mdglicherweisalenbeidengeno-
mischenKlonenentsprecherdie als5 bzw 6 kB grof3eEcoRI-Fragmentbeider
DurchsuchunginerBibliothek genomischeCraterostigmaDNA isoliertwurden
(sieheAbschnitt3.3.5).Die anhandeinesVergleichsmit der cODNA-Sequenzes
Klons R18identifiziertenExonsderbeidengenomischeilone sindauf Nukleo-
tidebenezu 99 % (gc19)bzw. zu 96 % (gc3A) identisch.Auf Aminosaureebene
sinddietranslatiertersequenzederExonsunddercDNA zu98% (gc19)bzw. 94
% (gc3A) identisch Bei denbeidengenomischeiKlonenkdnnteessichaufgrund
ihrer groRenAhnlichkeit um Allele handeln.Die wenigenmit einer R18-Sonde
hybridisierendeBandendeutendaraufhin, daBR18und R18-ahnlicheGeneder
spezifischeVerbreitungdesAGCCC-Motwvs entsprechendur mit wenigenVer-
treternim Genomvon Craterostigmaplantagineumvertretensind und es sich
nichtum einegro3eGenfmilie handelt.

Wahrendfur einige Promotorelementeine gut charakterisiertékorrelation
zur Art bindenderTransaktorenvorliegt, wie etwa im Falle der ABA respon-
sive elementsABRE und bzip-Faktoren[49][60], den AATTATT-Kernmotven
und Homdodomanen-Leucinzipp&rroteinen[102] oder bei den DRE (drought
responsie elementslund Proteinenmit Apetala2-Doméangl10], ist nichts Gber
Transbktorenbekanntdie andasAGCCC-Motv binden.Dieswurdedurcheine
Recherchén derTranskriptionséktorendatenbar(kinterhttp://transfac.gbf.de/cgi-
bin/matSearch) mit demPromotorfragmen8.5 bestatigt.DaherkdnnenProteine
mit bishernicht charakterisierte®NA-Bindungsdoménenls AGCCC-Element
bindendeFaktorenin Fragekommen.

Die Kotransfektiorvon R18 mit einemKonstruktausdemCDeT27-45-Pro-
motorfusioniertandasGUS-Reportagenfihrtein Tabakprotoplastenu einersi-
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gnifikantenErh6hungder ExpressiordesGUS-Reportagens.Die Erh6hungdes
GUS-Spigelslag in der Grol3enordnunglesdurchInkubationmit ABA gemes-
senenAnstiegs der GUS-Aktivitat. DieserBefund unterstitztden aufgrundder
Protein-DM\-Interaktionenim One-HybridVersuchundbei in vitro Reaktionen
gezogenerschlul3 dalR18mit demCDeT27-45Promotorinteragiererkann.

AufgrundderKorrelationenm Expressionsmuste@onR18undderBindungs-
aktivitatenandasFragmenB.5kannessichbeiR18umeinenderausEMSA- und
DNAsel-footprinting-\érsucherbekanntenFaktorenhandeln,die an das Frag-
ment3.5desCDeT27-45Promotordinden.Weiterhinsteherdie Erwartungeran
einenAGCCC-Elementerkennendefranskriptionséktorin Bezugaufdie Hau-
figkeit desVorkommensn der Datenbanksawie im Genomaufgrundder spezi-
fischenVerbreitungvon AGCCC-Elementén Ubereinstimmungnit denfiir R18
erhalteneBefundenausdenDatenbankrechercheder Southernanalysendder
Isolierungzweier einandersehrahnlichergenomischeKlone. Zusatzlichstitzt
die Erhohungder GUS-Aktivitat durch Transfektionund transienteExpression
von R18in Tabakprotoplastemit einemCDeT27-45-PromoteGUS-Konstrukt
die Annahme,daf3 es sich bei R18 um einen Transkriptionsaktor handelt,der
mit dem durch AGCCC-ElementecharakterisierteBereichausdem CDeT27-
45-Promotoiinteragiert.

4.4 Maogliche Funktion von R18

Die damgestellterErgebnisséegennahe dalRR18anElementemit AGCCC-Moti-
vensaowohlin vitro (GelverzogerungssrsuchesieheAbschnitt3.3.2)alsauchin
vivo (Versuchen Hefe,sieheAbschnitt3.2.4,sovie Abschnitt3.3.6, Transfektion
von Tabakprotoplaster)indenkann.Daherist esmoglich,dalR18an AGCCC-
Elementen CraterostigmaplantagineunbindetundeineRolle beiderRegulation
derTranskriptionin Reaktionauf Trockenstre(spielt.

R18 wurde in einem One-Hybrid Versuchin Hefe isoliert, so dal3 fur die
Bindung an die Ziel-DNA keine weiterenmoglichenProtein-Rirtner aus Cra-
terostigmazur VerfigungstandenWeiterhin bandauchdasin Esderichia co-
li exprimierte R18-Proteinnach Aufreinigung an AGCCC-Motwve bei in vitro-
ReaktionenDie Isolierungin einemHefe One-Hybrid Versuchund die DNA-
Bindungsaktitat in vitro unterstitzeraherdie Annahme dal3R18fur die Bin-
dungan DNA keinerweiterenProtein-KofaktorenoderzuséatzlicheModifikatio-
nenbedarf.
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R18weistamCarboxyterminuginenZinkfingervom CsH-Typ auf. FUrHTLV-
| Tax mit Zinkfingernvom C3H-Typ ist gezeigtworden,dal3diesesZinkfinger
motiv anProtein-Protein-InteraktiondreteiligtsindundtiberDimerisierungeine
Erhohungder Transakwierungsfunktionbewirkt [62][100]. AuRerdem Zinkfin-
gerbesitztR18 mit demuncharakterisierteRlelix-Loop-Helix-Motiv eineweite-
re Struktur die an Protein-ProteinNechselirkungenbeteiligt seinkdnnte. Fur
charakterisiertélelix-Loop-Helix-Motive wird ebenélls die Rolle einerDimeri-
sierungsdomaneermutet[75]. Auch TranskriptionsktorenandererTranskripti-
onsfhktorklassenwie etwa Athb-1 und-2 HDzip [101][102] oder WD-Faktoren
wie Spal[54] interagiererals Homodimeremit DNA. Die Gegenwartvon Struk-
turen, die Protein-Protein-Interaktionevermittelnkénnen,und der Befund,daf3
viele TranskriptionséktorernverschiedendlasseralsDimerewirken,gebenAn-
laRzu der Annahme dafRauchR18alsHomodimeran AGCCC-Elementéindet.

Die ExpressiordesputatvenZielgensvon R18,CDeT27-45 st nicht korre-
liert mit der Expressiorvon R18 und den Bindungsaktritdtenan dasFragment
3.5 desCDeT27-45Promotors.WahrendCDeT27-45in Wurzeln und Blattern
in Reaktionauf Trockenstrelexprimiert wird, ist dasTranskriptvon R18 ebenso
wie Bindungsaktiitat an das Fragment3.5 des CDeT27-45Promotorskonsti-
tutiv und nur in Wurzeln zu finden. Der Unterschiedn der Induzierbarkit auf
Trockenstrelhin legt die Vermutungnahe,daf3in Craterostigmaweitere Fakto-
renzusatzlichzu R18 ander Transkriptionsaktiierungvon CDeT27-45beteiligt
sind. Damit in Ubereinstimmungstehtdie BeobachtungdaR das Fragment3.5
desCDeT27-453Promotorsiotwendigaberalleinenichtausreichendur ABA in-
duziertenExpressioreinerPromotorGUS-Fusionn CraterostigmaProtoplasten
ist [85]. WeiterhinzeigteeinedetaillierteAnalyseder Bindungsaktritatendurch
Kernproteineaus Kallus von Craterostigmaplantagineuman dasPromotorele-
ment3.5, dal3es sich um mindestengwei unterschiedlichéindungsaktitaten
handelt.Ein Bindungslomplex fiihrt zu einer weniger starlen Gelverzégerung
und ist nicht manipulierbardurch die Zugabevon Proteinsyntheseinhibitoren
dasMediumdeszur Gewinnungvon KernproteinerverwendeterKallus, deran-
dereKomplex verzdgertstarker undtauchtnicht aufin Kernproteingtraktenaus
Kallus, dermit ABA und Proteinsyntheseinhibitdyehandeltvordenist ([85], zu
denbeidenKomplexen sieheauchAbbildung 3.4, Spurmit 20 ug ABA Kallus).
Die vorhandeneBefundebeziglichderRegulationderExpressiorvon CDeT27-
45 deutendaraufhin,dal3die Regulationkomplex ist. Der Komplexitat der Bin-
dungsakitritdten entsprechendst nicht zu erwarten,dalR alle beteiligtenFakto-
renin dergleichenWeisedifferentiell exprimiert werdenwie ihre Zielgene,auch
wennder Faktor selbstzur differentiellenExpressiomotwendigist. Dies wurde
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beispielsweis@auchgezeigtfir denkonstitutv exprimiertenTranskriptionsaktor
CBF1 undseindurchKalte und TrockenheitinduziertesZielgen Corl5x [110].
Soschliel3erdie in Bezugaufdie Verbreitungn denverschiedeneevebenso-
wie im Hinblick auf die Induzierbarlkeit nicht korreliertenExpressionmusteies
R18-Genaund dasvon CDeT27-45(vergleicheAbbildung 3.8 B) nicht aus,dal
R18anderRegulationder Expressiorvon CDeT27-4%eteiligtist.

Im Promotorvon CDeT27-45liegenbenachbarzu den AGCCC-Elementen
vier ABRE-Motive [81]. Es wurde gezeigt,dal’bzip-Transkriptionshktorenan
dasABRE-Motiv binden[49]. Im Zusammenhangit Trockenstrel3-und ABA-
induzierterTranskriptionsaktiierungbei Pflanzerist beispielsweiséir die diffe-
rentielleExpressiorder GeneHVA1 und HVA22 dasZusammenspialon Fakto-
renbeschriebenvorden,die an ABA responsie element§ABRE) undan coup-
ling elementqCE) binden[103][104]. Fur viviparous-lausMais ist sehrdetail-
liert beschriebemvorden,dal3seinGenproduktls Transaktvatorwirkt, indemes
die DNA-Bindungsakivitat von bzip-Transkriptionsaktorenwie EmBP-1,aber
auchvon Opaque-2indanderererheblichsteigerf52]. Somitist moéglicherweise
auchim Falle derGenrgulationvon CDeT27-45ineWechselirkung zwischen
R18 und bzip-FaktorenBestandteilder differentiellenExpressionDies leitet zu
der Annahme,dal3mehrereFaktorenan verschiedeneibtellendesCDeT27-45
Promotorsbinden.

Mit Blick aufdie in R18 identifizierte SAP-DomangsieheAbschnitt3.2.5)
sindim Zusammenhangon TranskriptionskmplexenanderedurchSAP-Doma-
nencharakterisierté&aktoreninteressantgie gemeinsanmit Partnernander Re-
gulationvon GenepressioraufhormonelleSignalehin beteiligtsind. Sowird die
im Menscherund in mehrereriTierartenuntersuchtdnormonelleTranskriptions-
aktivierungdurchSTAT3 (Signal Transducersnd Activatorsof Transcription3)
[28] durcheinenVertretervon Proteinemmit einerSAP-DomanePIAS3 (Protein
Inhibitor of Activationof STAT3), reprimiert[21]. Ebenklls alstranskriptioneller
Korggulatorwirkt ARIP3 (AndrogenReceptorinteractingPartner3) ausRattus
norvegicus ein anderesProteinmit SAP-Domang83]. R18 kénntefunktionell
analoganderenProteinenmit SAP-Domanedie Regulation der Genepression
aufhormonelleSignalehin moduliererundals Transkriptionskregulatorwirken.

Die Komplexitat derVorgange die ein Ereigniswie Trockenstref3n Pflanzen
auslést(vergleiche Abschnitte1l.5 und 1.6), erfordertSignaltransduktionsitten,
die die Reaktionender Zelle in Raum,Zeit und Intensitatintegrierenund steu-
ernkonnen.Dazukanndie Spaltungder Kettenin spezifischéVege dienen,wie
beispielsweisdei der ABA unabhangigerrockenstre3-induzierte®ignaher
mittlung durchDREB1 und DREBZ2 in einenKaltestrel3-spezifischemnd einen
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Trockenstre3-spezifischéfeg [76]. Der Komplexitat der zellularenGenreyulati-
onswrgangeentsprechenthachenGenefur Transkriptionshktoreneinengrol3en
Anteil aller offenenLeserasteim Genomaus(geschatztverdenbeispielsweise
Anteile von 12 % in Hefe odermehrals 20 % im Falle von Arabidopsisthalia-
na [35]). Zur TranskriptioneineseinzelnenGenesist dasZusammenspietiner
Reihevon Faktorennotwendigwie RNA-PolymerasenallgemeinenTranskrip-
tionsfaktoren,Acetylasernund DeacetylaserspezifischeAranskriptionséaktoren
sawie ihren Koaktivatorenund Korepressoref66]. JedereinzelnedieserFakto-
renkannseinerseit®in Komplex ausverschiedenekntereinheitersein,wie im
Falle der maximalenTranskriptionsaktiierungdurch CBF1in Hefe, fir die die
GegenvartderKofaktorenADA2, ADA3 und GCN5notwendigist [110].

Da andererseitaberdie AnzahlbekannteiSignaltransduktionsitten-Grund-
mustergegenuberder Anzahl der moglichenZellreaktionengeringist, muf3die
Differenzierungn spezifischeSignaleauchiiberdie Kombinationvon Signalmo-
lekilenwie Transkriptionsaktorenund ihrer Signaltransduktionsktenerfolgen
[43]. Im Zusammenhangler ABA vermitteltenSignaltransduktionsktensind
beispielsweiselasZusammenwirkn von ABA und Licht im Falle der Expres-
siondeskElip (earlylight inducibleprotein)-ahnlicherProteinsdsp-22ausCrate-
rostigmaplantagineum[4] oderdie notwendigeNechsealirkungenzwischenden
ABA- unddenEthylen-\ermitteltenSignalvegenbeim ABA-inhibiertenWurzel-
wachstuni7] beschrieben.

Die Isolierungim Hefe One-HybridVersuchund die in vitro Bindungsakii-
vitat lassenden Schluf3zu, dal3die Bindungan DNA durch R18 ohneProtein-
kofaktorenerfolgenkann. Protein-ProteinMechselvirkungensind aufgrundvon
Sekundarstrukturewie einemuncharakterisierterielix-Loop-Helix Motiv und
einem CzH-Zinkfinger maglich und kdnntender Homodimerisierungsowie der
Interaktionmit andersartigerotein-Kofaktorenim Hinblick auf die Regulation
derGenepressiordienenDie in Bezugaufdie Verbreitungn denverschiedenen
Geawebensowie im Hinblick aufdie Induzierbarlkit nichtkorreliertenExpression-
musterdesR18-Gensinddasvon CDeT27-45uhrenzuderVermutungdalRR18
nichtalleineanderRegulationderExpressiorvonCDeT27-4%eteiligtseinkann.

4.5 Ausblick

Die R18-cDMA ist ein guter Ansatzpunkfir die FunktionsanalyseinzelnerSe-
kundarstrukturelemen&nesbishernicht bekannterTranskriptionshktorsdurch
DNA-Bindungsstudierin vivo und in vitro sawie zur Isolation interagierender
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Proteinebeispielsweisalurch einenTwo-Hybrid Versuchin Hefe. Die im One-
Hybrid Versuchgenvonnenel.3 kB grof3eR18-cDMA ist dasFragmenteinesca
1.7 kB grof3enTranskripts(sieheAbschnitt3.3.1),so daRmdglicherweisenicht
alle StrukturelementeerR18-cDNA bekanntsind. AufgrundderschwachenEx-
pressionder R18-mRMNA gelanges nicht, einenvollstandigencDNA-Klon aus
einercDNA-Bank zu isolieren,und auchein 5’-RACE-Ansatzfiihrte nicht zum
fehlenden5’-Endeder R18-cDNA. Um einevollstandigecDNA-Sequenzzu er-
halten,kdnntenanhanddergenomischei18-KloneOligonukleotidefiir einere-
verseTranskriptionund Amplifikation (RT-PCR) abgeleitetund verwendetwer-
den.

Da Sequenzemit Homologienzu R18 auchin anderenPflanzenartenwvie
Arabidopsis ReisoderTomatevorhandersind, kanndasausCraterostigmaplan-
tagineumisolierte putatve Transkriptionsaktoigen R18 helfen, die Rolle seiner
Homologeninsbesondere solchenSpezieszu untersuchenausdenenbekannt
ist, dalRdas AGCCC-Motv in ihren Promotorenvertretenist. Im Fall von Ta-
bak fuhrte die transienteExpressiorvon R18 zu einer signifikantenSteigerung
derGUS-Aktivitat (sieheAbschnitt3.3.6).Im Fall von Craterostigmalantagine-
um sprichtdemggentberielesdafir, dalR18 vermutlichnicht alleinean der
Regulation der Expressionvon CDeT27-45beteiligt (sieheAbschnitt4.4). Zur
Erklarungmulfir Tabakprotoplastedie Gegenwart zusétzlicheiFaktorenange-
nommenwerdendiein Craterostigmadie ABA-Induzierbarleit von CDeT27-45
bewirken. Die Rolle von R18 als mdglichemTranskriptionsaktiator muf3 daher
in detailliertenTransfektionsersuchemm homologerSystemzusatzlichzumhe-
terologenAnsatzgenaueuntersuchtverden.

Im Hinblick auf die Diskussionum denOrt der Wahrnehmung/on Trocken-
stref3sawie aufdie SignaiveitergabeliberlangereDistanzerinnerhalbderPflanze
ist die Beobachtungnteressantgdal3in planta R18 und die Bindungsaktiitat an
die AGCCC-ElementelesCDeT27-45Promotorsnur in denWurzelnnachweis-
barsind,wahrenddie CDeT27-45mRNA in Wurzelnundin Blatternvorhanden
ist (vergleicheAbbildung3.1und3.8, Teil B). Somitkdnntedie Untersuchungler
BindungsaktritdtenandasPromotorelemer2.5mdglicherweiselazudienendie
von DaviesundZhang[29] diskutierterphysiologische\nsatzezur Klarungder
FragenachUrsprungundWegender Trockenstref3signalmolekularbiologisclzu
elganzen.



5. Zusammenfassung

Aus der Wiederauferstehungspflan@zaterostigmaplantagineumals Modellsy-
stemzur Untersuchungler molekularenGrundlagerder Austrocknungstoleranz
beiPflanzenst dasGenCDeT27-45soliertworden,dasfur ein LEA-artigesPro-
tein kodiert. Die Untersuchungles Promotorsdiesesdurch Trockenstre3-und
ABA induzierbarenGensfihrte zur lIdentifikation einesBereichesder fur die
ABA-stimulierte ExpressioneinesReportegensin CraterostigmaProtoplasten
notwendigist. DieserBereichist durchzweiderausandererPromotorerbekann-
ten,kaumcharakterisierteAGCCC<is-Elementegekennzeichnet.

MotivationdervorliegendenArbeit war die FragenachProteinendie andie-
sendurchAGCCC-Motve charakterisiertePromotorbereictbinden.Die Unter
suchungder Bindungsaktritatenan die AGCCC-ElementausdemCDeT27-45
Promotorbeziglichihrer Verbreitungin verschiedeneiGenvebenmit Hilfe von
Gelverzogerungssrsuchereeigte,dalRKernproteineausWurzelnund Kallus an
die AGCCC-Motwve binden.Da KernproteingtrakteausABA behandelteniKal-
lus dasstarksteGelverzogerungssignddenorriefen,wurdensieim Hinblick auf
die DurchfiihrungeinesOne-HybridVersuchsn Hefeauf Bindungsaktitatenan
ein DNA-Zielelementmit demAGCCC-Motv getestetDa sichdie Bindungsak-
tivitat an dasDNA-Zielelementbezuglichihrer Spezifitdtnicht von demnativen
Promotorfragmeninterschiedwurdeesin einemOne-HybridVersucheurlsolie-
rungvon cDNAs verwendetdie fur Proteinekodieren,die an AGCCC-Elemente
binden.

Nach EtablierungdesHefe One-Hybrid Systemswvurden1.5  10° cDNA-
Klone, die die mRNA-Populationvon ABA behandeltenKallus reprasentierte,
nachKlonendurchsuchtdie fiir Proteinekodierendie mit demAGCCC-Zielele-
mentinteragieren309Klone wurdenhierbeiisoliert unddurchRetransformation
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5. Zusammerdssung

aufdie Spezifitaihrer DNA-InteraktionuntersuchtFureinenKlon, R18,bestatig-
tesichdie SpezifitdtderBindungsowohlin Hefealsauchin vitro bei Verwendung
desin Esderichia coli exprimiertenKlons R18in Gelverzégerungssrsuchen.

Die SequenzierungesKlons R18 ergab,dalRessich um ein basische$ro-
tein mit einemCzH-Zinkfinger, einerSAP-Doméneaind eineruncharakterisierten
Helix-Loop-Helix-Strukturmit Homologienzu ESTssaowie abgeleiteterProtein-
sequenzenor allemausPflanzenspezidsandelt. Aus einerNorthernanalysenit
R18als Sondefolgte, dalRdie 1.3 kB grof3ecDNA dasFragmenteinescal.7 kB
groRenseltenenTranskriptesst undin Wurzelnund Kallus exprimiert wird. Die
transienteExpressioreinerR18-GFP-Fusioin Tabakprotoplastehestatigtedie
ausKernlokalisierungssignaleabgeleitete/ermutung,daRR18 in denNukleus
transportierwird. Die Messungder GUS-Aktivitat nachKotransfektiorvon Ta-
bakprotoplastemit R18undeinemKonstruktausdemPromotorvon CDeT27-45
und einemGUS-Reportagenzeigte,dallR18in vivo als Transkriptionsaktiator
wirkt.

Zwei genomisch&lonewurdenisoliert,beideneressichaufgrundhrer Ahn-
lichkeit vermutlichum Allele handeltund von denender einezu 99 % mit R18
aufNukleinsdureebenendzu 98 % auf Aminosaureebenébereinstimmt.

Somit gelanges, durch einen Hefe One-Hybrid Versuchdas putatve Tran-
skriptionstiktogenR18ausderWiederauferstehungspflan@eaterostigmaplan-
tagineumzu isolieren.



6. Anhang

6.1 Abkirzungen und Akr onyme

ABA Abscisinséure

Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxodisukt

bp Basenpaar

H->0 bidest. zweifachdestillierteswasser
BSA RinderSerumalbimin

Camv Cauliflower MosaicVirus
cDNA komplementar®©NA

Ci Curie

cpm countsperminute

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid
d Tag

dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxygtidintriphosphot
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DEAE
DEPC
dGTP
DNA
dNTP
DTT
dTTP
EDTA
EMSA

GFP
GUS

HEPES

IPTG
kb
kDa

mA
mM
MOPS
MRNA

Diethylaminoethyl
Diethylpyrocarbonat
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleotidtriphosphat
1,4-Dithiothreitol
Desoxythymidintriphosphat
Ethylendiamintetraacetat
Electromobilityshift assay
Gravitationslonstante
GriunfluoreszierendeBrotein
B-Glucuronidase

Stunde

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-ethansulfonsaure

Indolessigsaure

Isopropyl-B-D-thiogalactogranosid

Kilobasenpaare
Kilodalton

Mol

Milliampere

Millimol

N-Morpholinopropansulfonsaure

messengeRNA



6. Anhang 92
OD,, optischeDichte beiderWellenlange\
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR Polymerase-Kttenreaktion

pdAdT poly-dAdT

PEG Polyethylenglycol

pfu plaqueforming units

PIPES 1,4-Piperazin-N,N’-2-ethansulfonséure
PMSF Pherylmethansulfoglfluorid

RNA Ribonukleinsaure

rpm roundsperminute

rRNA ribosomaleRNA

SDS Natiumdodeglsulfat

TCA Trichloressigsaure

TEMED N,N,N’,N’-T etramethylethylendiamin
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton-X-100 Octylpherylpolyethylenglycolether

U Unit

Vv Volt

% [vIV] Volumenprozent

% [wiv] Gewichtsprozent

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyB-galactogranosid
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6.2 EMSA-Sondenund Oligonukleotidsequenzen

Alle Sequenzesindin Richtung5’

Probe3.5

PentameAl19

R18-I

R18-lI
R18-llI
R18-1V
R18-V
R18-VI
R18-VII
R18-Ncol-5’
R18-Ncol-3’
Yan-I

Yan-II

Notl-Adapter

3’ aufgefihrt:

TTTAAACATTTGCCATTGAGTTTTCTGTA
GGCTGGCGABCATAATAAATCCATTTGAC
TTGTTGCTTATGAAACTTATGCAAGCCCAA
ATTTCACAGCCCGATAACCRACCCGAGAAG
AGTCCATGG

AGAAAGCCCAATTTCACAACCCGATAACC
GATCCGAGAAGCCCAAATTTCACAACCCG
ATAACCGACIGAGAAAGCCAAATTTCAC
AGCCCGATACGGACCCGABAAGCCCAAA
TTTCACAGCCCGATAACCGACCGCGAAAG
CCCAAATTTCAGAGCCCGARACCGACCCG
AGAA

CTC AGCTCT GGACCA CCAGTC
GCT CTC CAC CTG ACCACCTTC
GGAGCATGT CCAACCCAAC

GAT AAG AAT GTA AGGCC

AGT TTT GAA CCGGCCAGC
GGAAAT GGGCAC CTG TCG

CCA CCCATT GGTATC TCA
CCATTC TGA CCATGG GTGAAG G
CGT CCT ACC CAT GGTGAT GTT G
GCATGT TTA ATA CCACT

TTG ATT GGAGACTTG ACC

GAC TAG TTC TAG ATC GCGAGC GGCCGCCC (T) 15
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Sall-Adapter TCG ACC CAC GCGTCC G
universe GTA AAA CGACGGCCAGT
reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC

6.3 Datenbankzugangscodefir diein Abbildung 3.7
aufgefuhrten Sequenzen

Teilabbildung A

Tomate EST Fruchtgriin
Tomate EST Blutenknospe
Pinustaeda EST Sprol3spitze
Arabidopsis hyp. Protein

Teilabbildung B

PIAS1Homosapiens

ARP Arabidopsis

SAF-A Homosapiens

NLFI1p Sacharomyceserevisiae
SAF-B Homosapiens
TholpSacharomyceserevisiae

Teilabbildung C

Tomate EST Ovar
Tomate EST Fruchtrot
Reis,ESTRispe
Arabidopsis hyp. Protein

AW933717
AW622914
AW042570
BAB08626.1

075925
P45951
AF068847
Q12216
L43631
1077664

Al487326
AW222568
C72520
BAB08626.1
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Teilabbildung D

MenschZNF127

Arabidopsis RNA bindendegrotein
Caenorhabditi®legans Piel
ArabidopsisZNF3

U41315
AC004561
Q94131
AF138872
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Abstract

ThegeneCDeT27-45which encodes late embryogenesiabundant(LEA) protein,has
beenclonedfrom Cratestigmaplantegineum aresurrectiorplantusedto studythe mo-
lecularbasisof desiccatiortolerancein plants.Characterizatiorof the promoterof this
dehydratiorand ABA induciblegeneled to the identificationof a fragmentwhich is ne-
cessaryor theABA stimulatedexpressiorof areportergenen Craterstigna protoplasts.
This fragmentcontainstwo of the scarcelyinvestigatedAGCCC<cis-elementswhich are
alsopresenin otherplantgenepromoters.

This promptedthe questionfor the proteinswhich bind to the promoterfragment
containingthe two AGCCC-motifs.Analysisof the binding activities with the AGCCC-
elementsof the CDeT27-45promoterwith regardto the distribution in varioustissues
by meansof gel retardationassayshaved that binding activities are presentin nuclear
proteinsfrom roots and callus. Sincenuclearprotein extractsfrom ABA treatedcallus
causedhe strongestgel retardationsignalsthe binding of theseextractswas analyzed
for binding to a pentamerof the AGCCC<cis-elementwhich shouldbe usedin a yeast
one-hybridscreenBecauséhebindingactvities to the pentameandthe native promoter
fragmentdid not differ the pentamemwasusedto screena cDNA library in a yeastone-
hybrid screerfor sequenceshich codefor proteinsbindingto AGCCC-elements.

After establishinga one-hybridsystem1.5 10° cDNA cloneswere screenedor
sequencesvhich codefor proteinsinteractingwith AGCCC-elements309 cloneswe-
re isolatedandanalyzedfor the specificity of their interactionby retransformationto
yeastOneclone,R18,shavedbindingspecificityin yeastaswell asin vitro usingprotein
expressedn Esderichia coli in gelretardatiorassays.

SequencingloneR18revealedabasicproteinwith a CsH-zincfinger anuncharacte-
rized helix-loop-helixelementanda SAP-domairwith homologieso ESTsandderived
protein sequencemainly from plant speciesA northernanalysiswith R18 asa probe
shaved thatthe cDNA of 1.3 kb is a fragmentof a 1.7 kB rare transcriptexpressedn
rootsandcallus.Fusionof R18to the greenfluorescenproteinandtransientexpression
in tobaccoprotoplastindicatedthat R18is transportednto the nucleusassuggestedby
the presencef putative nuclearlocalizationsignalsin the R18 sequenceGUS actities
in tobaccarotoplastxotransfecteavith R18andaconstrucof theCDeT27-45romoter
with GUS shavedthatR18canactin vivo asatranscriptionahcitivator

Two genomicR18-cloneshave beenisolatedwhich arevery similar andpossiblyal-
lelic to eachother; one of thesegenomicclonesis 99 % identicalto R18 on nucleotide
level and98 % on aminoacidlevel.

Thustheputative transcriptiorfactorgeneR18hasbeenisolatedfrom theresurrection
plant Cratemstigmaplantagineumusingayeastone-hybridscreen.



