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1. Einleitung

1.1 “Pflanzenphysiologieist zu einemerstaunlichen
Grad die Untersuchungvon Wasser”

Pflanzenverbindendie Reicheder belebtenund der unbelebtenMaterie, indem
sieausanorganischenStoffen mit Hilfe von Sonnenenergie die organischenSub-
stanzenbilden, ausdenensich allesLebenaufbautund erhält.DaßdasWasser
bei diesenAssimilationsprozessenderPflanzeneinezentraleRolle spieltundein
existentiellerZusammenhangbestehtzwischenPflanzen,WasserundNahrung,ist
denMenschenseit jeherbekanntundGegenstandderBetrachtung.Diesillustrie-
renetwadie folgendenBibelversesehrpoetischin FormeinerFrage:

Wer hat dem Wetterguß eine Rinne gegrabenund einenWeg dem
Donnerstrahl,

um Regen zu sendenauf menschenleeresLand, auf die Wüste,da
niemandweilt,

die ÖdeundWildnis zu sättigenundjungesGrünsprossenzu lassen
ausdurstigemLand?(Hiob, 38,25-27)

Die in diesenVersendesBuchesHiob beschriebeneAbhängigkeit pflanzlichen
Gedeihensvon einerausreichendenWasserversorgung(unddamitdie allenande-
renLebens)wird belegt durchdieKorrelationzwischenterrestrischerBiomassen-
produktion— 99.9%davon sindpflanzlich[34] — undderNiederschlagsvertei-
lung auf derErde[71]. Die Ursachefür dieseAbhängigkeit liegt in denSchlüs-
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selfunktionen,die dasWasserin der Pflanzeerfüllt. Die PhysiologiederPflanze
ist dabeiin so hohemGradbestimmtdurchdie EigenschaftendesWassers,daß
Salisbury undRoss[97] ihr Lehrbuchder Pflanzenphysiologiemit demim Titel
diesesAbschnittesübersetztenZitat einleiten:“Plantphysiologyis, to asurprising
degree,thestudyof water.”

Wie in ZellenanderenUrsprungsist Wassermit einemAnteil von85– 90%an
derZellmasse[82] bei PflanzendasLösungsmittel,in demsichderüberwiegen-
de Teil biochemischerProzesseabspielt.Jedesmetabolischaktive Lebenbedarf
einesLösungsmittels,in demdie notwendigenchemischenReaktionenvon Bio-
polymerenundihrer Bausteinestattfindenkönnen,weil die Molekülegenügende
Bewegungsfreiheithabenmüssen,um sich zu treffen, miteinanderzu reagieren
undsichwiederzutrennen.In kristallinenFestkörpernoderin festerLösung(ein-
gebettetin Kristalle oderim Glaszustand)sindMolekülezu unbeweglich undre-
aktionsträge;andererseitsverdampfenPolymereschlechtodergarnicht undzer-
fallen in Gasformsehrschnell,weswegengasförmigesLebennicht möglich ist.
Nur in FlüssigkeitensindausreichendeBeweglichkeit undStabilitätfür Biomole-
külegleichzeitiggegeben[63].

Wasser, die häufigsteFlüssigkeit auf derErdoberfläche,bestehtaussehrklei-
nenMolekülen,welchedurchsemipermeableMembranenleicht ein- undaustre-
ten könnenund somit eineKompartimentierungvon Zellen in verschiedeneRe-
aktionsräumezulassen.Ihr gewinkelterBauunddiedarausresultierendePolarität
mit einernegativen Partialladungam Sauerstoff sowie einerpositiven Partialla-
dungaufderSeitederWasserstoffatomeermöglichtdenH2O-MolekülendieAus-
bildung von Wasserstoffbrückenbindungenund verleiht Wassereine Reihevon
anomalenphysikalischenEigenschaften[14][31]. So hatWassertrotz der gerin-
genGrößeseinerMoleküle die extrem hoheFlüssigkeitsspannevon 100

�
C (bei

einemDruck von 1 atm),so daßesals BiosolvensübereinengroßenTempera-
turbereichzurVerfügungsteht.Die hoheVerdampfungswärmezusammenmit der
hohenWärmekapazitätunddergroßenWärmeleitfähigkeit ziehendieEignungals
idealerThermoregulatornachsich.WeiterhinbesitztWassereinerseitseineVis-
kosität,die geringerist als die andererFlüssigkeitenbei gegebenerTemperatur,
so daßesdünnflüssigauchim unterenBereichseinerFlüssigkeitsspannebleibt,
andererseitsist dieKohäsion(Zerreißfestigkeit) unddieAdhäsion(Benetzungsfä-
higkeit) hoch,wasPflanzenbeispeilsweisezumTransportgegendie Schwerkraft
in denkapillarenGefäßendesXylemsausnutzen.Wasserbesitztmit 7.2� 109 N

m
(gegenLuft) die höchsteOberflächenspannungaller Flüssigkeiten;die Tendenz,
möglichstkleinegeordneteOberflächenzu bilden,erlaubthydrophobeWechsel-
wirkungenin Wasserunddie Ausbildungvon Membranen.Die auf dergeringen
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Tabelle1.1:EigenschaftendesWassersundihreRelevanzfür diePflanze

EigenschaftdesWassers Relevanzfür die Pflanze

geringeViskosität, hohe Kohäsion,hohe
Adhäsion

EignungalsMassentransportmittelin den
KapillargefäßendesXylems

geringeKompressibilität
Eignungzur osmotischenErzeugunghy-
draulischenDruckesfür mechanischeBe-
wegungen,StützungundFormgebung

hohedielektrischeKonstante
Lösungsmittelfür eine Vielzahl polarer
bis mäßig apolarerTeilchen wie Ionen,
Zuckern,Alkoholenetc.

geringeQuantenabsorptionunterhalbvon
850nm

Nutzungvon Lichtquantenausdemsicht-
baren Bereich des elektromagnetischen
Wellenspektrumsfür die Photosynthese

Redoxpaar2 H2O
��

O2 + 4H
�

+ 4e�
starkpositiv

EignungalsProtonen-undElektronendo-
nor in derPhotosynthese

hohe Verdampfungswärme,Wärmekapa-
zitätundWärmeleitfähigkeit

EignungalsthermoregulierendesMedium

KompressibilitätdesWassersbegründeteMöglichkeit der Erzeugunghydrauli-
schenDruckeswird beiTierenfür Flüssigkeitskreisläufegenutzt,beiPflanzenzur
mechanischenBewegung,StützungundFormgebung.

Wasserist beständigim flüssigenZustandundchemischstabileralsdie gelö-
stenBiomoleküle,so daßesderenReaktionennicht stört.Die hoheDielektrizi-
tätskonstante— nur H2O2 undHCN besitzeneinehöhere[31] — gepaartmit der
geringenMolekülgrößemachenWasserzu einemausgezeichnetenLösungsmit-
tel für eineVielzahlpolarerbis schwachapolarerTeilchen(beispielsweiseIonen,
Säuren,Basen,Zucker und Alkohole)und erlaubtdie Bildung von Solvathüllen
(Solvatation,Quellung).Die elektrolytischeDissoziationdesH2O-Moleküls in
H

�
undOH � ist sehrgering(KW = 10� 14 mol2

l2 bei22
�
C [20]). Dadurchist Wasser

eineneutraleFlüssigkeit, die dennochhydrolytischeReaktionenerlaubt,d. h. die
Spaltungvon Polymerenoder die Abspaltungvon Atomgruppendurch Einbau
von Wasser. Aufgrund seinesstark positiven Redoxpotentialsdient dasRedox-
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paar2 H2O
�	

O2 + 4H
�

+ 4e� denPflanzenalsProtonen-undElektronendonator
zur chemischenFixierungvon Lichtenergie in derPhotosynthese.DieseAufzäh-
lung derEigenschaftendesWassersundihrer biologischenNutzungzeigenseine
Bedeutungfür diePflanzenundsindim Hinblick daraufin derTabelle1.1zusam-
mengefaßt.

1.2 Wasserversorgung als Grundvoraussetzungfür
Wachstumund Entwicklung bei denPflanzen

PflanzennehmendasWasserüberdie Wurzelnim Bodenauf, leiten esüberdie
durchgehendenVerbindungender Xylemgefäßeim Sproßund durch den Apo-
plastenzu denBlättern und gebenes durchdie Stomataan die Luft ab. Dabei
transportiertdasWasserim AufwärtsstromderXylemgefäßeausdemBodenge-
lösteNährstoffe anOrtedesVerbrauchsunddientselbstalsAusgangsstoff in der
PhotosyntheseoderalsReaktionspartnerin hydrolytischenReaktionen.

Die Energie für diesengegendieSchwerkraftgerichtetenTranspirationsstrom
desWassersdurchdiePflanzestammtausderDif ferenzzwischendemrelativ ho-
hen(wenignegativen)chemischenPotentialdesWassersim Bodenunddemmeist
sehrviel niedrigeren(starknegativen)WasserpotentialderLuft, worauseinesehr
starke Saugspannungresultiert[97]. WasserbesitztaufgrundderdurchKohäsion
bedingtenhohenZerreißfestigkeit die Fähigkeit, dendurchdieseSaugspannung
und durchOsmosein denSymplastenausgehendenZug bis in denBodenhin-
unterauszudehnen,ohnedaßdie durchgehendenWasserfädenreißen.Um unter
der saugendenKraft dieserSpannungnicht zu kollabieren,müssendie Gefäße
durchlignifizierte Wandverstärkungenoffen gehaltenwerden[119]. Prinzipielle
Kontrollpunkteder Pflanzenfür dieseWasserbewegungensind die Stomata,die
alsregulatorischeVentilezwischendemfeuchtenBlattinnerenunddertrockenen
Luft in einerdurcheineimpermeableKutikula geschütztenEpidermisliegen.

Die NutzungdesWassersalsTransportmittelentlangdesTranspirationsstroms
ziehteinenerheblichenWasserbrauchder Pflanzennachsich;die Wasserökono-
miequotientenliegenfür Pflanzenzwischen1 und 10 g gebildeteTrockenmasse
prokg verbrauchtemWasser, wobeinurwenigeProzentin derPflanzeverbleiben,
währendderweitausgrößteTeil vonderPflanzealsWasserdampfabgegebenwird
[82]. Soist dieausreichendeWasserversorgungdespflanzlichenOrganismuseine
GrundvoraussetzungzurAufrechterhaltungseinerLebensfunktionen.
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1.3 Überlebenohne Wasser— Trockentoleranzals
weitverbreiteteÜberlebensstrategiebeiPflanzen

Selbstin Regionenmit statistischhäufigen,überdasganzeJahrverteiltenNieder-
schlägenwie in Mitteleuropagibt esimmerwiederPhasen,in denendenPflanzen
nicht genügendWasserzur Verfügungsteht,ebensowie esauchhier meistklein-
flächigeArealegibt, die aufgrundmikroklimatischerGegebenheitenund lokaler
BodenbeschaffenheitdurchWassermangelgekennzeichnetsind [121]. In weiten
GebietenderErdejedochtretenNiederschlägenurperiodischoderseltenundun-
regelmäßigauf,sodaßdieausreichendeWasserversorgungderPflanzenebenfalls
nur periodischoderseltenund unregelmäßiggegebenist. Bedingtdurchdie ge-
schilderteAbhängigkeit lebensnotwendigerphysiologischerFunktionenvoneiner
genügendenWasserzufuhrbewirkt Wassermangelbei PflanzenTrockenstreß,der
die pflanzlicheEntwicklungje nachAusprägungbeeinträchtigt.Da Trockenstreß
in vielenRegionenderErderegelmäßigundin denübrigenGegendenwenigstens
gelegentlichauftritt, ist er die häufigsteundamweitestenverbreiteteForm abio-
tischenStressesunddie wichtigsteUrsacheeingeschränktenPflanzenwachstums
[16].

Mit vielfältigenmorphologischenundphysiologischenVorkehrungenbegeg-
nen Pflanzendem Wassermangelund versuchen,den dadurchhervorgerufenen
Trockenstreßzu überleben.So beobachtetman bei einigenPflanzen,die in re-
gelmäßigdürregefährdetenGebietenleben,daßsiedicke Kutikeln ausbilden,die
Stomataeinsenken und die Oberflächeverringern,um denTranspirationswider-
standzuerhöhen;BeispielhierfürsinddieKakteenundandereSukkulenten[107].
Xerophytenwie AllocasuarinaausAustralienhabenin Anpassungan häufige
Trockenheitihre Blätterzu schuppenförmigenGebildenzurückgebildetundma-
chenGebrauchvon photosynthetischaktiven Sproßabschnitten(Cladoden)zu-
sätzlichzur ErhöhungdesTranspirationswiderstandesdurchSchlußderStomata
[123]. Im GegensatzdazuverzichtenandereBewohnerariderZonenwie Vertre-
ter der GattungEucalyptusganzauf die VerringerungdesTranspirationswider-
standes[106] undbildenstattdessenextremtiefreichendeWurzelsystemaus,um
sich unterirdischeWasserreservoirs zu erschließen.C4- und CAM-Kohlenstoff-
Fixierung,wiesiebeivielenXerophytenanzutreffenist,gebenPflanzentrockener,
lichtreicherStandorteeinenbesserenWasserökonomiequotientenim Vergleichzu
C3-Pflanzen[88].

WährendaberdieseAdaptationen,die manunterdemBegriff der Austrock-
nungsvermeidung(droughtavoidance[72]) zusammenfassenkann,meistspezi-



1. Einleitung 6

elle Anpassungendarstellen,hatsichdie Fähigkeit von Zellen,Organenundso-
gar ganzerOrganismen,vollständigeAustrocknungzu überleben(Trockentole-
ranz,drought tolerance) in den meistensystematischenGruppendesPflanzen-
reichsentwickelt [50]. Sogarin derGruppederAngiospermen,wo dersporophy-
tischePflanzenkörperdurcheinehoheEmpfindlichkeit gegenüberAustrocknung
gekennzeichnetist, überstehenStrukturenwie SamenoderPollenextremenWas-
serentzugohneVitalitätsverlustundsichernihrer Art eineVerbreitung,die nicht
von PeriodenmangelhafterWasserversorgung begrenztist. So gibt es Wüsten-
pflanzen,diediekurzen,unregelmäßigauftretendenRegenfällezumDurchlaufen
ihres Reproduktionszyklusnutzenund danachunter Umständenjahrzehntelang
biszumnächstenRegenalsSamedieTrockenheitüberdauern.

Dabei ist die durchAustrocknungstoleranzerreichteMöglichkeit, Zeiten im
ZustandeinerAnhydrobiose[26] zu überdauern,von Pflanzenweiterausgenutzt
worden,um auchandereFormenabiotischenStresseszu durchstehen.So ist der
trockentoleranteSamealssehrwiderstandsfähigeDiasporebeispielsweisegegen-
überKälte- und Frosteinwirkungenoderbei der VerdriftungdurchMeerwasser
wesentlicherTeil derÜberlebensstrategievieler Pflanzen.

Im GegensatzzudergroßenMehrheitderGefäßpflanzen,beidersichdieAus-
trocknungstoleranzauf bestimmteStadienbeschränktunddie versucht,dasZell-
wasserpotentialmöglichstkonstantzu halten(Homoiohydrie[107]), sind einige
Kormophytenin derLage,ihr Zellwasserpotentialin Abhängigkeit vomumgeben-
denWasserpotentialzuändern(Poikilohydrie)undauchdievöllige Austrocknung
desvegetativen Pflanzenkörperszu tolerieren.Diesephysiologischdurch Aus-
trocknungstoleranzihresSporophytencharakterisiertenGefäßpflanzenwerdenals
Wiederauferstehungspflanzen(resurrectionplants[42]) bezeichnet.Ungefähr140
Wiederauferstehungspflanzensinddokumentiert.Sieverteilensichinnerhalbver-
schiedenersystematischerGruppenüberdi- und monokotyle Angiospermenso-
wie Farne;vondenGymnospermensindkeinepoikilohydrenSpeziesbeschrieben
worden[9][50]. Ein bekanntererVertreterist die ausAfrika stammendeCrate-
rostigmaplantagineum(“RhodesianViolet”) ausderFamilieScrophulariaceae.
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1.4 Samenund WiederauferstehungspflanzenalsStu-
dienobjektezur Untersuchungder molekularen
Mechanismender Trockentoleranz

TrockentoleranteStrukturensindbei denmeistenPflanzenartenanzutreffen, und
TrockentoleranzderganzenPflanzeist punktuellüberdasgesamtePflanzenreich
verbreitet[99]. Dieslegt die Vermutungnahe,daßdie genetischenVoraussetzun-
gen,die für die AusbildungderTrockentoleranznotwendigsind,bei allenPflan-
zengegebensindunddaßesmöglicherweisenurwenigerÄnderungenim Ablauf
der Entwicklungsprogrammebedarf,um einenPflanzenkörperaustrocknungsto-
lerant werdenzu lassen.Unterstütztwird dieseVermutungdurch die Ähnlich-
keit der grundsätzlichenmolekularenVorgänge,die bei Samenwie bei Wieder-
auferstehungspflanzenzum Erwerb der Trockentoleranzführen [56] und die in
Abbildung1.1schematischdargestelltsind.Zwarscheintdie Austrocknungstole-
ranzbei WiederauferstehungspflanzendurchdasVorhandenseineinesentwickel-
ten GefäßsystemszusätzlicheAspektezu umfassen,dochgleichensich,so weit
bisheridentifiziert,die grundsätzlichenVorgängebeim Erwerbder Trockentole-
ranzbei SamenundWiederauferstehungspflanzen.

Zur UntersuchungdermolekularenMechanismenderTrockentoleranzhatdie
Verwendungvon Wiederauferstehungspflanzenwie Craterostigmaplantagineum
als StudienobjektgegenüberSamendenVorteil, daßparalleleEntwicklungsvor-
gängefehlen,die esdurchÜberlagerungerschweren,die Wege,die zumErwerb
derAustrocknungstoleranzführen,von anderenzu differenzieren.Craterostigma
plantagineumim speziellenhatzudemdenVorzugderABA-abhängigenInduzier-
barkeit derTrockentoleranzin Kallus-Gewebe,dieesermöglicht,Signalwege,die
zur Trockentoleranzführen,paralleloderim Vergleichzur ganzenPflanzezu un-
tersuchen[5][56].

Da nur einebegrenzteAnzahlvon PflanzensichAustrocknungstoleranzauch
in reifen Gewebenerhält, scheintein Selektionsvorteil nur in einigenökologi-
schenNischengegebenzusein,währendWiederauferstehungspflanzenanderswo
in Wachstumsowie Reproduktionund Verbreitungbenachteiligtsind. Oft sind
WiederauferstehungspflanzenBewohnerfelsigerGebietein aridenRegionen,in
denenzuhäufigen,langenPeriodenderTrockenheitauchnochStressbelastungen
durch extremeTemperaturschwankungenoder SalzreichtumdesBodenstreten
[99]. Somit liegt auchhier eineÄhnlichkeit zu dengleichfalls gegenübervielen
StreßformenresistentenSamenvor.
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100 % RWC < 4 % RWC

Signalvermittlung: second messengers

Anstieg der ABA−Konzentration

niedrige Konzentration hohe Konzentration

Genexpression

Austrocknungstoleranz

Austrocknung

Signalwahrnehmung: Osmosensoren

Wahrnehmung des ABA−Signals

Abbildung1.1: SchematischeDarstellungderWege,die zur AusprägungderTrocken-
toleranzin Samenundin Wiederauferstehungspflanzenführen.RWC: relativerWasserge-
halt. NebendemABA-abhängigenWeg der Signaltransduktionist gestricheltder ABA-
unabhängigeWeg eingezeichnet.Osmosensorenund als Signalvermittler wirkendese-
condmessengers sindnochnicht identifiziert.
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1.5 Von der Austrocknungzur Trockentoleranz:die
molekularen Reaktionen der Zelle und die Si-
gnaltransduktionsketten,die zu ihnen führ en

Aufgrund der eingangsbeschriebenenVerwendungvon Wasserfür ein breites
SpektrumphysiologischerVorgängefolgendemWasserentzugundeinerdadurch
angestoßenenAusbildungderTrockentoleranzeineVielzahlgeordneterProzesse
in denOrganenund Zellen der Pflanzennach.Dabeigehörenzur vollständigen
AusprägungderTrockentoleranznichtnurdie Vorgänge,diezurTrockentoleranz
im engerenSinneführen,sondernauchdie Prozesse,die derspäterenRehydrata-
tion dienen.

Sowird durcheineverstärkteGlykolysedemerhöhtenEnergieverbrauchRech-
nunggetragen,wassichin einerExpressionssteigerungderGlyceraldehyd-3-Phos-
phat-Dehydrogenaseund andererbeteiligterEnzymeäußert.Ebenfalls verstärkt
gebildetwerdeneinhergehendmit der erhöhtenExpressionder entsprechenden
EnzymeZucker wie Trehalose,Saccharose,RaffinoseoderStachyosesowie Be-
tainundProlinalsweiterekompatibleLösungsstoffe.DieseStoffe könnensubzel-
luläreStrukturenundProteinedurchErsatzderHydrathüllenstabilisierenundder
AkkumulationchaotroperIonenwie Cl � undNO3 � durchSequestrierungentge-
genwirken,welchein erhöhterKonzentrationzur Dissoziationvon Proteinunter-
einheitenundMembranelementenführenkönnen[1][26][57]. Überdieswird ge-
radedenZuckerneineRolle bei derAusbildungeinesglasartigenZustandesdes
Cytosolszugesprochen,dasauf dieseWeisedurchdie Reaktionsträgheitseiner
KomponententrockeneZeitenunbeschadetüberstehenkann(vgl. Abschnitt1.1
[63]). Massiv exprimiert werdenauchdie bereitserwähntenLEA-Proteine,de-
neneineähnlicheRolle wie denkompatiblenLösungsstoffenzugeschriebenwird
[16][24] unddie alsmolekulareMarker für die Ausbildungvon Trockentoleranz
verwendetwerden.

Parallel werdenZellstrukturender AustrocknungdurchÄnderungder Zell-
wandextensibilitätoderAbbauvon Chloroplastenmembranenangepaßt,wasdie
BildungderdafürnotwendigenEnzymesowiedenAbbauvonProteinennachsich
zieht.LetzteremdientdieverstärkteExpressionvonProteasen,Ubiquitin undHit-
zeschockproteinen.DerBeseitigungaktiverSauerstoffspezies,dieausderUmord-
nungdesStoffwechselsresultieren,dienenaufregulierteEnzymewie Glutathion-
reductase,Superoxiddismutase,GlyoxylatoxidaseoderAscorbatperoxidase.Zur
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osmotischenAdaptationund zur Vorbereitungder Rehydratationder Zelle wer-
denWasser- undIonenkanälewie majorintrinsicproteins(MIP) beiTrockenstreß
verstärktgebildet[79].

Noch sehrfragmentarischsind die Kenntnisseüberdie Signaltransduktions-
ketten,die zu diesenmolekularenAntwortenderPflanzenzellenführen.Vermut-
lich gehtvonderWurzeleinSignalaus,daßdieWasserzufuhrknapperwird [29],
doch auchdie Blätter werdenals Orte der Reizwahrnehmungim Hinblick auf
Wassermangeldiskutiert [67]. Unklar ist, wie dasphysikalischeSignalWasser-
mangelin einebiochemischeAntwort umgewandeltwird undwie dievon einzel-
nenZellenausgehendenSignaleüberdie ganzePflanzeintegriert werden.Denk-
barezelluläreMeßgrößensind Turgorabfall, ÄnderungdesZellvolumensoder
der Membranfläche,Verlustder Membranspannung,Änderungder Lösungsmit-
telkonzentrationoderÄnderungin derZellwand-Plasmaverbindung[13].

Die Natur der OsmosensorenhöhererPflanzenliegt trotz der Charakterisie-
rungvon Kandidatenwie Histidin-KinasenausArabidopsis[116] weitgehendim
Dunkeln, und unbeantwortet ist die Frage,ob esUnterschiedein der Wahrneh-
mungdesvonderMutterpflanzeinduziertenWasserentzugs,wie im Falle desSa-
mens,undderAustrocknungderWiederauferstehungspflanzengibt. WelcheRol-
le MAP (Mitogen ActivatedProtein)KinaseKaskadenwie im Falle der HOG
(High Osmolarity Glycerol) Signaltransduktionswege der Hefe [91] bei Pflan-
zenspielenist nochnicht entgültiggeklärt.Die Komponentender von animali-
schenZellen her bekanntensecondmessengerSystemewie Kinasen,Calcium-
regulierteProteineoderPhospholipasensindauchausPflanzenbekanntundwer-
denin Zusammenhangmit denAntwortenpflanzlicherZellen auf Trockenheits-
streßgebracht[56][105].

Demgegenüberkannesalsgesichertgelten,daßAbscisinsäure(ABA) einbio-
chemischerSignalträgernachUmwandlungdesReizesist [29]. DasSesquiterpen
Xanthoxin,eineABA-Vorstufe,wird ausdemCarotenoidZeaxanthinin derPla-
stidegebildet,ins Cytosoltransportiertund dort in ABA umgeformt[27]. Zahl-
reicheABA-Biosynthesemutationenwie aba1ausArabidopsisthalianaodervp8
ausMais sindbeschriebenworden[80]. Ein Anstieg derABA-Konzentrationauf
Austrocknunghin ist sowohl im Zugeder Ausbildungder Trockentoleranzdes
Samensalsauchbei denbisheruntersuchtenWiederauferstehungspflanzenbeob-
achtetworden[17][50]. Nicht geklärt ist hingegen,wie der Anstieg der ABA-
Konzentrationvon nachgeschaltetenGliedernderSignaltransduktionsketteperzi-
piert wird undwie die PflanzenzellezwischenselbstproduziertemABA undvon
außenherantransportierterAbscisinsäureunterscheidet[29].
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1.6 Durch Austrocknung und ABA induzierte Gen-
expressionund daran beteiligte Transkriptions-
faktor en

Einigedermit derAusprägungderAustrocknungstoleranzassoziiertenVorgänge
findenunmittelbarnachWahrnehmungdesTrockenstressesstattundkönnenauf-
grundihrer Reaktionsgeschwindigkeit nicht auf einerverändertenGenexpression
basieren.Ein Beispielfür einenderartigenVorgangist dieTrockenstreß-induzierte
Aktivierungder PhospholipaseD in Craterostigmaplantagineum[39], die kein
exogenesABA benötigt.Viele andereVorgängeim Zusammenhangmit derAus-
bildung der Trockentoleranzberuhendemgegenüberauf einerverändertenGen-
expression.HierbeisindverschiedeneMusterbeschriebenworden.Soist im Falle
von CraterostigmaplantagineumdasTranskripteinesHomologendesPvSRP-
Proteins(StressRelatedProteinausPhaseolusvulgaris) bereitseinehalbeStunde
nachAustrocknungsbeginn in Blätternnachweisbarund verschwindetnachvier
Stundenwieder[11]. NebendiesentransientexprimiertenmRNAs gibt esandere,
die auf Austrocknunghin verschwinden,wie beispielsweisedasPSII-Proteindes
Wasser-oxidierendenKomplexes,undwiederandere,die heraufreguliert werden,
wie eineReihevonLEA-Gen-Transkripten[5][11].

AußerGenen,die durchdaszeitlicheMusterihrer Expressioncharakterisiert
sind,gibt esGene,die räumlichdifferentiellaufAustrockunghin exprimiertwer-
den, wie beispielsweisedasMyb-Gen cpm7 ausCraterostigmaplantagineum,
welchesnur in Wurzelngebildetwird [59].

Jenachdem,ob dasals biochemischerSignalträgerbereitserwähntePhyto-
hormonABA bei exogenerApplikation an Stellevon Trockenstreßdie Bildung
einesTranskriptesauslösenkann oder nicht, sind die ABA-abhängigeund die
ABA-unabhängigeGenexpressionunterscheidbar[105]. So ist zum Beispieldie
ExpressiondeserwähntenMyb-Genscpm7[59] oderdie desHomeodomänen-
Leucinzipper-ProteinGensCPHB-1ausCraterostigmaplantagineum[40] durch
Trockenstreß,abernicht durchexogenesABA induzierbar. Demgegenüberwer-
dendiefür diePhasederAusprägungderTrockentoleranzcharakteristischenLEA-
Genesowohl auf TrockenstreßalsauchBehandlungmit exogenemABA hin ex-
primiert [24].

Die Analysevon PromotorenTrockenstreß-induzierterGeneführtezur Iden-
tifikation von cis-Elementen,die in Zusammenhangmit der differentiellenEx-
pressionstehen,sowie derzugehörigenTranskriptionsfaktoren.Soist dasdrought



1. Einleitung 12

responseelementDRE[125] vonGenenbekannt,dieunabhängigvonABA expri-
miert werden,wie COR15α undRD29A ausArabidopsisthaliana. Ebenfalls aus
ArabidopsisthalianawurdederandasDRE-ElementbindendeTranskriptionsfak-
tor CBF1 isoliert, derdie von einigenPflanzenproteinenherbekannteApetala2-
Domäneals DNA-Bindungsmotiv besitzt [110]; die ebensoan DRE-Elemente
bindendenTransfaktorenDREB1 und DREB2 sind gleichfalls durcheineAP2-
Domänecharakterisiert[76]. Dasim Zusammenhangmit Trockenstreßbestunter-
suchtecis-Elementist dasABA-responsive elementABRE, welchesdasG-Box-
KernelementACGT enthältundausvielenPromotorenABA-induzierbarerGene
wie EM ausWeizen[49] oderRab16AausReis[108] bekanntist [56]. Als trans-
Elemente,diemit demABRE-Motiv interagieren,wurdenbasischeLeucinzipper-
(bzip) Proteineisoliert, beispielsweiseEmBP1ausWeizen[49] oderDPBF1aus
Daucuscarota [64]; einDPBF1-HomologausArabidopsisthalianaist ABI5 [37].

Währendfür dasABRE PromotorElementEm1aausWeizengezeigtwur-
de,daßesin mehrerenKopienaneinen35S-Minimalpromotorfusionierthinrei-
chendist für die ABA-vermittelteExpressioneinesReportergenes[49], stellte
essich im Falle desHVA22-PromotorsausGersteheraus,daßdasABRE not-
wendig,abernicht ausreichendist für eineABA-stimuliertetranskriptionelleGe-
naktivierung.Zusätzlichwar hier nochdasausvielenABA-reguliertenPromoto-
renbekanntecouplingelementCE1[103] notwendig.Überdie Naturderandas
CE1-Elementbindendentrans-Faktorenist nichtsbekannt,währenddasverwand-
teCE3-Element[104] zumABRE-Elementfunktionell äquivalentzuseinscheint
undebenfalls voneinembzip-Proteinerkanntwird [53].

1.7 Ziel dieserArbeit

Aus derWiederauferstehungspflanzeCraterostigmaplantagineumalsModellsy-
stemzur Untersuchungder molekularenGrundlagender Austrocknungstoleranz
beiPflanzenist dasGenCDeT27-45isoliertworden,dasfür einLEA-artigesPro-
tein kodiert[5]. Die ExpressiondesCDeT27-45Transkripteserfolgt in denWur-
zeln und in Blätternauf Austrocknungsowie auf exogenappliziertesABA hin
[90]. Die UntersuchungdesPromotorsdiesesGensführtezur Identifikationeines
minimalenBereiches,derdie ABA-stimulierteExpressioneinesReportergensin
Craterostigma-Protoplastenvermittelnkann [81]. Außervier ABRE-Elementen
fandensich innerhalbdiesesBereicheszwei AGCCC-cis-Elemente.Der Bereich
mit diesenausdem Promotordesembryo-spezifischexprimiertenGensder α-
UntereinheitdesSamenspeicherproteinsβ-ConglycininausGlycinemaxbekann-
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tenElementen[18] erwiessichalsnotwendig,abernicht ausreichendzur ABA-
vermitteltenReportergenexpressionin Craterostigma-Protoplasten[85]. Ein 28
BasenumfassendesPromotorfragmentmit denbeidenAGCCC-Motiven war in
Gegenwart von Kernproteinengeschütztvor DNAseI im DNAse-footprintassay,
und Gelverzögerungsexperimentemit diesemPromotorfragmentund Kernpro-
teinenausCraterostigma-Callusführtenzu retardiertenDNA-Proteinkomplexen
[85].

Aus diesenBefundenergibt sich die Fragenachden Faktoren,die an den
Promotorbereichmit denAGCCC-Elementebinden.Im Hinblick auf dieseFrage
solltenim Rahmender vorliegendenArbeit zunächstdie Bindungsaktivitätenan
dieAGCCC-ElementeausdemCDeT27-45PromotorbezüglichihrerVerbreitung
in verschiedenenGewebencharakterisiertwerden.Die ausdiesenUntersuchun-
gengewonnenenErkenntnissesolltenin demzurIdentifizierungvoncis-Element-
spezifischenInteraktionspartnerngeeignetenHefeOne-HybridVersuchzurIsolie-
rung von Proteinenverwendetwerden,die als Transfaktorenan ein cis-Element
mit demAGCCC-Motiv binden.Dazusollte ein Hefe One-HybridSystemeta-
bliert werdenund mit seinerHilfe eine cDNA-Bibliothek nachcDNA-Klonen
durchsuchtwerden,die für Proteinekodieren,die mit demdie AGCCC-Motive
umfassendencis-Elementinteragieren.IsolierteKlone solltenin Hefeund in vi-
tro im Hinblick auf die Spezifitätihrer DNA-Interaktionüberprüftwerden.Klo-
ne,derenInteraktionmit demAGCCC-cis-Elementsichbestätigte,solltenmole-
kularbiologischbezüglichihrer Transkriptionsfaktoreigenschaftencharakterisiert
werden.



2. Material und Methoden

2.1 Anzucht und Transformation vonEscherichia coli

2.1.1 VerwendeteStämmevon Escherichia coli

KC8 [64]

GenotyppyrF::Tn5hsdRleuB600trpC9830lac∆74 strA galK hisB436

Um PlasmideausHefe-DNA-Präparationenmit Hilfe von Auxotrophiemarkern
zu isolieren,wurdedieserBakterienstammalsWirt verwendet.

DH10B [44]

GenotypF � mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)Φ80dlacZ∆M15 ∆lacX74 deoRre-
cA1 endA1araD139∆(ara,leu)7697galUgalK λ � rpsLnupG

DieserBakterienstammwurde zur Transformationund Amplifikation der Hefe
One-HybridcDNA Bibliothekverwendetsowie für Subklonierungen.

XL1-BlueMRF’ [111]

Genotyp∆(mcrA)183∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173endA1supE44thi-1
recA1gyrA96 relA1 lac[F’proAB lacIqZ∆M15 Tn10(Tetr)]

XL1-BlueMRF’ wurdefür einfachePlasmidamplifikationenundalsWirtsstamm
für λ-Phagenbankenverwendet.

14
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BL21 [113]

GenotypF� ompTgal [dcm] [Ion] hsdSB(rB � mB � )

BL21 ist ein proteasedefizienterStamm,der als Wirt zur Expressionvon GST-
Fusionsproteineingesetztwurde.

2.1.2 Medien zur Haltung und Anzucht von Escherichia coli

LB-Medium

10g/lBacto-Trypton,5 g/l Bacto-Hefeextrakt,10g/l NaCl;mit 1 M NaOHpH auf
7.5einstellen;für festeMedienzusätzlich15 g/l Agar.

NZ-Medium

10 g/l NZ-Amin, 5 g/l Bacto-Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 2 g/l MgSO4 
 7H2O, 1
g/l Pepton;für feste Medien zusätzlich15 g/l Agar bzw. 6g/l Agarose(“NZ-
Agarose”)

NZ-Topagar

NZ-Mediummit 10 mM MgCl2 und6 g/l Agaroseanstellevon Agar.

TYP-Medium

16 g/l Trypton,16 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 2.5 g/l K2HPO4; mit 1 M NaOH
pH auf 7.5einstellen.

M-9 Medium

6 g/l Na2HPO4, 3 g/l KH2PO4, 0.5g/l NaCl, 1g/l NH4Cl, 15 g/l Agar wurdenin
900ml H20 autoklaviert undanschließendauf 50 oC abgekühlt.Dannwurden2
ml/l 1 M MgSO4, 0.1ml/l 1 M CaCl2, 10ml/l 20%Glucose,1 ml/l 1 M Thiamin-
HCl und 100ml 10 � Dropout-Lösung(s. Medienzur Haltungund Anzuchtvon
Hefen)zugesetzt.
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TB-Medium

TB I: 23g/l KH2PO4, 164g/l K2HPO4; TB II: 12g/l Trypton,24g/l Hefeextrakt,
4 ml/l Glycerol;vor Gebrauch1 Teil TB I mit 9 TeilenTB II mischen.

SOC-Medium

20 g/l Bacto-Trypton,5 g/l Bacto-Hefeextrakt, 10 ml/l 1 M NaCl und2.5 ml/l 1
M KCl mit Wasserauf ein Volumenvon 980ml bringenundautoklavieren;nach
Abkühlungauf Raumtemperatur10 ml/l 2 M MgSO4 und 10 ml/l 2 M Glucose
steril zusetzen.

Zusätzefür Selektivmedien

IPTGwird demMediumin einerEndkonzentrationvon 1 mM, X-Gal von0.02%
[w/v], Ampicillin von100µg/ml, Tetracyclin von 12.5µg/ml zugegeben.

2.1.3 Transformation von Escherichia coli

Transformation durch Elektroporation

Mit einerEinzelkoloniewurden4 ml TYP-MediuminokuliertundüberNachtbei
37

�
C und 200 rpm inkubiert.Mit 2.5 ml dieserVorkultur wurden250 ml TYP-

Mediuminokuliertundbei37
�
C und200rpminkubiert,bisdieKultur eineOD600

von0.5erreichthatte.Die Bakterienwurdenfür 30MinutenaufEisgestellt,dann
wurdendie Zellen mit 4000 rpm für 5 Minuten pelletiert.Das Pelletwurde in
250ml eiskaltemsterilemWasserresuspendiertundwie zuvor zentrifugiert.Die-
se Waschschrittewurdennacheinandermit 125 und 50 ml Wasserwiederholt,
dannwurdendie Zellenmit 50 ml eiskaltemsterilem10%[v/v] Glycerolgewa-
schen.Zuletztwurdendie Bakterienin 1 ml 10%Glycerolaufgenommenundin
Aliquots von 50 µl in N2liq schockgefroren.Zur TransformationdurchElektro-
porationwurdeein 50 µl Aliquot derelektrokompetentenZellenzu 10 - 50 ng in
H2O gelösterDNA in einereisgekühlte0.1 cm Elektroporationsküvettegegeben
undfür 1 MinuteaufEis inkubiert.Anschließendwurdemit 18kV/cm bei 200Ω
WiderstandundeinerKapazitätvon 25 µF elektroporiert,waszu Pulslängenvon
ca4.5 ms führte.Die elektroporiertenZellenwurdenin 1 ml SOC-Mediumauf-
genommenund1 Stundebei37

�
C und200rpminkubiert,bevor siein geeigneten

VerdünnungenaufselektivenMedienausplattiertwurden.
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Transformation chemischkompetenterZellen

3 ml LB-Mediumwurdenmit einerEinzelkolonieangeimpft;anschließendwurde
die Kultur überNachtbei 37

�
C und200rpm inkubiert.400µl dieserÜbernacht-

kultur wurdenin 40 ml LB-Medium überimpftundca3-4 Stundenbei 37
�
C und

200rpm im Schüttelinkubatorangezogen,biseineOD600 von0.5erreichtwurde.
Die Anzuchtkulturwurdein ein sterilesFalconüberführtund5 Minutenbei 4

�
C

und4000rpm abzentrifugiert.DasPelletwurdein 20 ml eiskalter0.1M MgCl2-
Lösungresuspendiert,dannwurdewie zuvor zentrifugiert.Die Zellenwurdenin
10ml eiskalter0.1M CaCl2-LösungresuspendiertundeinweiteresMal wie oben
zentrifugiert.AnschließendwurdedasBakterienpelletin 2 ml der eiskalten0.1
M CaCl2-Lösungaufgenommenund auf Eis mindestenseineStundeinkubiert.
Die sogewonnenenchemischkompetentenZellenkönnendrei Tagebei 4

�
C auf-

bewahrtundzur Transformationverwendetwerden.Zur Transformationwurden
10-100ngDNA mit 0.1M eiskalterCaCl2-Lösungauf100µl gebrachtundzu100
µl chemischkompetentenBakteriengegeben.Der Transformationsansatzwurde
vorsichtiggemischtundfür eineStundeauf Eis gestellt.Der Ansatzwurdedann
für genau90Sekundenbei42

�
C im Wasserbadinkubiert.NachderHitzebehand-

lung wurden800 µl LB-Medium zugefügtund die transformiertenZellen eine
Stundebei 37

�
C und 200 rpm inkubiert bevor sie in geeignetenVerdünnungen

aufselektivenMedienausplattiertwurden.

2.2 Anzucht und Transformation von Saccharomy-
ces cerevisiae

2.2.1 VerwendeterStammvon Saccharomyces cerevisiae

YM954 [122]

Genotypura3-52his3-200ade2-101lys2-801leu2-trp1-901canRgal4∆512gal80∆338
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2.2.2 Medien zur Haltung und Anzucht von Saccharomyces ce-
revisiae

YPD-Medium

10 g/l Hefeextrakt, 20 g/l Pepton,20 g/l Glucose;für festeMedienzusätzlich15
g/l Agar.

SC-Medium

6.7g/l YNB, 20g/l Glucose,100ml/l 10 � Dropoutlösung(sieheSelektivmedien);
für festeMedienzusätzlich15 g/l Agar.

Selektivmedien

JenachSelektionszielwurdenDropoutlösungenverwendet,die eineodermeh-
rereder folgendenKomponentenenthielten:400 mg/l Adenin, 1000mg/l Leu-
cin, 300 mg/l Lysin, 200 mg/l Uracil, 200 mg/l Tryptophan,200 mg/l Histidin.
3-Aminotriazol,ein kompetitiver Inhibitor der Enzymaktivität desHis3-Proteins
in Saccharomycescerevisiae, wurdeeingesetzt,um ein WachstumdesHefestam-
mesYM954 aufgrundvonRestaktivität bezüglichderHis-3Proteinexpressionzu
unterdrücken[32].

2.2.3 Transformation von Saccharomyces cerevisiae

DieTransformationvonSaccharomycescerevisiaeerfolgteunterVerwendungvon
LithiumacetatnachGietzundSchiestl[45].

� 10 � TE: 0.1M Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 7.5

� 10 � LiAc: 1 M Lithium Acetat,pH 7.5(mit Essigsäureeingestellt)

� 1 � TE/LiAc-Lösung:1 Teil 10 � TE, 1 Teil 10 � LiAc und 8 Teile Wasser,
stetsfrischangesetzt

� PEG/LiAc-Lösung:8 Teile 50%[w/v] PEG4000,1 Teil 10 � TE und1 Teil
10 � LiAc, stetsfrisch angesetzt

� Lachsspermien-DNA: StammlösungsonifizierterLachsspermien-DNA von
Merck in einerKonzentrationvon 10mg/ml
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Transformation von Saccharomyces cerevisiae im kleinen Maßstab

EineEinzelkoloniewurdein 1 ml YPD durchVortexenresuspendiertundzur In-
okulationvon50ml YPD verwendet.Die Vorkulturwurdebei30

�
C und200rpm

geschüttelt,bis eineOD600 >1.5erreichtwordenwar (ca18 Stunden).30 ml die-
serVorkulturwurdenzu300ml YPD gegebenundca4 Stundenbei30

�
C und200

rpmgeschüttelt,biseineOD600vonca0.5erreichtwurde.DieZellenwurdenin 50
ml Falconsmit 1000gfür 5 Minutenabzentrifugiert,in je 8 ml TE resuspendiert,
in einemFalconvereinigtundwie zuvor zentrifugiert.Der Überstandwurdeab-
gegossenunddasPelletin 1.5ml frischhergestelltem1 � TE/LiAc aufgenommen.
Zur Transformationwurdenin einem1.5ml Eppendorf100ngPlasmid-DNA und
100ngLachsspermien-DNA alsTräger-DNA gemischt.Hierzuwurden100µl der
kompetentenHefezellengegebenundderganzeAnsatzdurchVortexengemischt.
Anschließendwurden600µl PEG/LiAc-Lösungzugefügt,erneutdurchVortexen
gemischtunddannbei 30

�
C für 30 Minutenbei 200rpm inkubiert.Nun wurden

70µl DMSOzugefügtundsachtegemischt.DerTransformationsansatzwurdefür
15 Minuten im Wasserbadbei 42

�
C inkubiert, die Zellen anschließendfür eine

Minute auf Eis gestelltund dannfür 5 Sekundenbei 14.000rpm zentrifugiert.
Der Überstandwurdeabgegossen,die Zellen in 500 µl TE resuspendiertund in
geeignetenVerdünnungenaufselektivemMediumausplattiert.

Transformation von Plasmidbibliotheken in Saccharomyces cerevisiae

KompetenteHefezellenwurdenwie zuvor beschriebenhergestellt.Zur Transfor-
mation wurden in einem 50 ml Falcon 20 µg cDNA-Plasmidbibliothekmit 2
mg Lachsspermien-DNA als Träger-DNA gemischt.Zu diesemAnsatzwurde1
ml kompetenteHefezellengegebenund erneutgut gemischt,dannwurden6 ml
PEG/LiAc-Lösungzugefügtund 10 Sekundenmit maximalerStärke gevortext.
Es folgte eine Inkubationbei 30

�
C bei 200 rpm für 30 Minuten, bevor 700 µl

DMSO zugefügtwurdenundvorsichtiggemischtwurde.Der Ansatzwurdenun
für 15 Minutenbei 42

�
C im Wasserbadinkubiert,2 Minutenauf Eis gestelltund

anschließend5 Minutenbei1000g zentrifugiert.DerÜberstandwurdeverworfen
unddasPelletin 50 ml SC-Hisresuspendiert.Verteilt auf 2 50 ml Falconswur-
dendie Zellen1 Stundebei 30

�
C und200rpm inkubiert,wie zuvor zentrifugiert

und dasPellet in 7 ml TE aufgenommen.10 µl der gut resuspendiertenZellen
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wurdenin 1 ml TE gegebenund200µl hiervon zur Kontrolleder Transformati-
onseffizienzaufSC-Trp-Mediumausplattiert.Je500µl desHauptansatzeswurden
aufSC-His-Leu-Trp-Mediumin 150mmPetrischalenausplattiert,welches5 mM
3-AT enthielt.

2.3 Kultur und GewebekulturvonCraterostigma plan-
tagineum

2.3.1 Haltung, Ernteund Austrocknungvon Craterostigma plan-
tagineum

Haltung von Craterostigma plantagineum

Craterostigmaplantagineumwurde in einem Hydrokultursystem(Lecato fein,
Hydro GmbHKöln) in Conviron Klimakammernbei ca60%relativerLuftfeuch-
te,14 h Beleuchtungmit 60.000lux undeinerTag/Nachttemperaturvon 24/20

�
C

kultiviert [5].

Ernte und Austrocknung von Craterostigma plantagineum

Zur Untersuchungvon BlätternundWurzelnwurdengesundePflanzenohnene-
krotischeBlattränderverwendet.Blätter und Wurzelnwurdenmit einerRasier-
klingeabgetrenntundsofortin flüssigemStickstoff schockgefroren.Zu Austrock-
nungsbehandlungenwurdenebenfalls nur gesundePflanzenohneNekrosenver-
wendet.Die PflanzenwurdendabeisamtWurzelnausdemHydrokultursystem
gezogenundohneWasserin derConviron Klimakammergehalten.

2.3.2 Gewebekultur von Craterostigma plantagineum

Gewebekulturmediumfür Craterostigma plantagineum

Stammlösungenfür MSAR-Medium

� Makroelemente-Stammlösung:20g/l NH4NO3, 40g/l KNO3, 6.4g/l MgSO4 
 7H2O,
2 g/l KH2PO4, 1.8g/l K2HPO4

� Mikroelemente-Stammlösung:6.2g/l H3BO4, 16.8g/l MnSO4, 8.6g/l ZnSO4 
 7H2O,
250mg/l Na2MoO4 
 2H2O, 26mg/l CuSO4 
 5H2O, 26mg/l CoCl2 
 6H2O
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� FeEDTA-Stammlösung:7.46g/l Na2EDTA 
 2H2O, 5.56g/l FeSO4 
 7H2O

� CaCl2-Stammlösung:75g/l CaCl2 
 2H2O

� KI-Stammlösung:375mg/l KI

� MSAR-Vitamin-Stammlösung:50 g/l Myoinositol, 2.5g/l Thiamin,0.5g/l
Nicotinsäure,0.5g/l Pyridoxin

ZusammensetzungMSAR-Medium

50 ml/l Makroelemente-Stammlösung,1 ml/l Mikroelemente-Stammlösung,6.6
ml/l FeEDTA-Stammlösung,5.8 ml/l CaCl2-Stammlösung,2.2 ml/l KI-Stamm-
lösung,30 g/l Saccharose,250 mg/l Antioxidationsmixtur(Ascorbatund Citrat
im Verhältnis3:2); pH 5.8 mit 1 M KOH einstellen;für festeMedienzusätzlich
4 g/l Gelrite; nachdemAutoklavierenund Abkühlungauf 50

�
C wurden1 ml/l

Vitaminstammlösungsowie 2 mg/l IAA, 0.5mg/l 2,4-D,0.2mg/l Kinetin und0.2
mg/l 9iP zugesetzt.

Induktion von Kallus von Craterostigma plantagineum

Zur Induktion von Kallus von Craterostigmaplantagineumwurdensehr junge
Blätter vorsichtigmit sterilemSchmirgelpapier(400erKörnung)behandeltund
auffestesMSAR-Mediumgegeben.Die KulturerfolgteunterkontrolliertenLicht-
undTemperaturverhältnissen(16h Lichtperiode,200µEm� 2s� 1, 24

�
C). Die Kal-

li, diesichwenigeWochennachderInduktionzeigen,wurdenvomMuttergewebe
entferntundalle dreiWochenauf frischemMediumsubkultiviert [41].

ABA-Behandlungvon Craterostigma plantagineum Kallus

Zur UntersuchungABA induzierterGenewurdeKallus von Craterostigmaplan-
tagineumauf festemMSAR-Mediumkultiviert, welches5 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

Tabakpflanzender VarietätPetit HavannaSR1 wurdenauf hormonfreiemMS-
Medium(FertigsalzderFirmaDuchefa,[84]) in sterilerKultur bei24

�
C gehalten.

Nach Aufzucht der PflanzenausSamenund Ernte von Blättern zur Proto-
plastierungwurdendie verbleibendenSprossehöchstenseinmalzur vegetativen
VermehrungunderneutenErnteverwendet.

2.4.2 Isolierung von ProtoplastenausNicotiana tabacum
� K3-Medium: MS-Medium mit 0.4 M Saccharoseauf 600 mOsm einge-

stellt, 100mg/l Inosit, 250 mg/l Xylose,1 ml/l Vitaminlösung(s. MSAR-
Medium),0.2mg/l 2.4-D,1 mg/l NAA sowie 0.2mg/l Kinetin, pH 5.8

� W5-Medium:154mM NaCl, 125mM CaCl2, 5 mM KCl, 5 mM Glucose,
pH 5.8

� MaMg-Lösung:0.45Mannitol,15mM MgCl2, 0.1% [w/v] MES-KOH,pH
5.8

Zur Isolierungvon ProtoplastenausNicotianatabacumwurden5 g Blattmaterial
in 100ml K3-Mediummit 0.1 % Cellulase(Sigma)und0.4 % MacerozymR10
(Serva)bei 28

�
C überNachtim Dunkeln inkubiert.DurchlangsamesSchwenken

wurdendie ProtoplastenausdemGewebegelöstund durchFiltration durchein
100µm Kunststoffsiebvon Geweberestengetrennt.EineZentrifugationvon fünf
Minutenbei100g separiertediefloatierendenProtoplastenvonderpelletierenden
Debris.MediumundGeweberestewurdenmit einerperistaltischenPumpeabge-
saugtunddieProtoplastenmit W5-MediumdurcheinezweiminütigeZentrifuga-
tion bei 50 g pelletiert.Anschließendwurdendie Protoplastenin MaMg-Lösung
resuspendiertundaufeineDichtevon3 � 106 Zellenpro ml eingestellt.
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2.4.3 Transfektion von Tabak-Protoplasten
� PEG-Lösung:25 % [w/v] PEG-1500,450mM Mannitol, 100mM MgCl2,

20mM HEPES,pH 6

330µl Protoplastenin MaMg-Lösungwurdenzu je 5 µl Plasmid-DNA (1 µg/µl)
und 5 µl Lachsspermien-DNA (10 µg/µl) gegeben,der Ansatzwurde gemischt
und10 Minutenbei Raumtemperaturruhengelassen.Anschließendwurden600
µl PEG-Lösunglangsamzugegebenund vorsichtig gemischt.Nacheiner Inku-
bationvon 30 Minuten bei Raumtemperaturwurdeder Transfektionsansatzmit
K3-Medium auf 6 ml gebracht,vorsichtiggemischtund anschließend4 (Trans-
fektionmit GFP-Fusionen,Abschnitt3.3.3)bzw. 16-20Stunden(GUS-Fusionen,
Abschnitt3.3.6)bei 28

�
C im Dunkeln inkubiert.

2.5 BiochemischeMethoden

2.5.1 Isolierung von Kernproteinen aus Craterostigma planta-
gineum

� Extraktionspuffer:10mM HEPES,pH 7.5,10mM MgCl2, 1 mM 2-methyl-
2,4-pentandiol,10mM β-Mercaptoethanol,0.5mM PMSF

� Lysispuffer: 100mM KCl, 15 mM HEPES,pH 7.5,5 mM MgCl2, 3.5mM
β-Mercaptoethanol,100µM PMSF

� 2 � Bindungspuffer: 15 mM HEPES,8 mM Tris pH 7.5,120mM KCl, 140
µM EDTA, 14%Glycerol,3.5mM β-Mercaptoethanol,100µM PMSF

Die Extraktion von Kernproteinenerfolgte in Anlehnungan ein Protokoll von
Nelsonet al. [85]. Alle Schritteder Proteinisolierungwurdenauf Eis oder im
Kühlraumdurchgeführt,Puffer, Zentrifugen,RotorenundsonstigeGeräteauf4

�
C

vorgekühlt.Zur PräparationwurdenunterflüssigemStickstoff zu einemfeinem
Pulver zermörserteCalli, BlätterundWurzelnverwendet.10-15g Pflanzenmate-
rial wurdenin 125ml Extraktionspuffer aufgetaut,derin einemmit Rasierklingen
bestücktenWaring-Blendervorgelegt wordenwar. Eswurde2 mal eineSekunde
und einmalsiebenSekundenhomogenisiertund der Extrakt anschließenddurch
Nylongazemit 300und50µm Maschenweitefiltriert. DasFiltrat wurdemit 1200g



2. MaterialundMethoden 24

fünf Minutenzentrifugiert,derÜberstandverworfenunddasPelletmit 3 ml Ly-
sispuffer resuspendiert.DasLysatwurdein ein 14 ml Schraubdeckelfalconüber-
führt,auf4 ml mit Lysispuffergebrachtundmit 0.4ml 4 M Ammoniumsulfatver-
setzt.DerAnsatzwurde30Minutenim KühlraumaufdemRollergemischt,dann
für fünf Minutenbei5000gzentrifugiert,derÜberstandabgenommenundfür eine
Stundebei200.000gzentrifugiert.AnschließendwurdederÜberstandin ein14ml
Schnappdeckelfalcongegeben,dasVolumenbestimmtund0.3g mit demMörser
fein gemahlenesAmmoniumsulfatperml in drei Portionenzugegeben,was51%
Sättigungentsprichtoder2 M Endkonzentration.DerAnsatzwurdewiederum30
Minuten im Kühlraum auf dem Roller gemischtund anschließend10 Minuten
bei 15.000gzentrifugiert.DasPräzipitatwurdein 400µl 2 � Bindungspuffer ge-
löst undgegendenselbenPuffer überNachtdialysiert.Die Kernproteinewurden
aliquotiertundbei -70

�
C gelagert.

2.5.2 Bestimmungvon Proteinkonzentrationen

Die BestimmungvonProteinkonzentrationenin detergenzfreienLösungenerfolg-
te nachBradford[12] mit demBioRadProteinassay(BioRad,München).Dabei
dientenBSA-VerdünnungsreihenzurKalibrierungderMessung.

2.5.3 GelelektrophoretischeAuftr ennungvon Proteinen

ProteinewurdendurchdenaturierendeSDS-Polyacrylamidgelelektrophorese(SDS-
PAGE) in einemdiskontinuierlichemGelsystemnachLämmli [68] aufgetrennt.
Die Proteinextraktewurdenvor derElektrophoresemit einemVolumenLämmli-
SDS-Probenpuffer (62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 10 % [v/v] Glycerin,2 % [w/v]
SDS,5 % [v/v] β-Mercaptoethanol,0.1% [w/v] Bromphenolblau)versetztund3
Minutenbei 95oC inkubiert.Eswurden1.5mm dicke Geleeingesetztmit einem
4% Sammelgel(4% [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%Trenngel(12%[w/v] Acrylamid,0.3%[w/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 Elektrophoreselaufpuffer diente0.3%[w/v] Tris pH 8.3,1.4%[w/v] Glycin,
0.1%[w/v] SDS.An die Gelewurdenkonstant25 mA angelegt bei eineroberen
Spannungsbegrenzungvon 150V.
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2.5.4 Färbung von Proteinen
� Färbelösung:0.2% [w/v] CoomassieBrilliant Blau, 7% [v/v] Essigsäure,

50%[v/v] Methanol

� Entfärbelösung:7% [v/v] Essigsäure,50%[v/v] Methanol

ElektrophoretischaufgetrennteProteinewurdenmit CoomassieBrilliant Blauge-
färbt. Dazu wurdendie Gele bei Raumtemperatur1-2 Stundenin Färbelösung
geschwenkt.Danachwurdendie Gelesolangein Entfärbelösunggeschwenkt,bis
sichdieProteinbandengenügenddeutlichvomHintergrundabhoben.Die gefärb-
tenGelewurdenauf zwei LagenWhatmanFilterpapieruntereinerEinmachfolie
aufeinemGeltrocknergetrocknet.

2.5.5 Elektr otransfer von Proteinenauf Nitr ocellulose

Mit einerSemidry-Blotting-Apparatur(Sartorius,Göttingen)wurdenelektropho-
retischaufgetrennteProteineaufeineNitrocellulosemembran(ProtranNitrozellu-
lose,Schleicher& Schuell,Dassel)nachdemim PharmaciaSonderdruckRE-72
veröffentlichtenProtokoll vontransferiert[89]. Als Blotpuffer diente40mM Gly-
cin, 50 mM Tris pH 7.5,0.04%[w/v] SDS,20%[v/v] Methanol.Bei 2 mA/cm2

wurdeeineStundegeblottet.Gut erkennbareBandeneines"prestained"Markers
auf der Blotmembransind ein Indiz für gutenProteintransfer. Weiterhinkönnen
ProteineaufderMembrandurchdiereversibleAnfärbungmit Ponceau-Rotsicht-
bar gemachtwerden.Für dieseTransferkontrolle wurdeder Blot eineMinute in
Ponceau-Rot-Lösung(0.5% Ponceau-S-Rotin 1% Essigsäure)gefärbtund an-
schließendin Wassergelegt, bis sicheinzelneBandenzeigten.Mit 0.1 M NaOH
ließsichderBlot wiederentfärbenundfür Immunreaktionenverwenden[96].

2.5.6 Immunodetektion von Proteinen
� TBS:50 mM Tris-HCl pH 7.5bzw9.6,150mM NaCl

� Blockpuffer: TBS pH 9.6mit 5%[w/v] Magermilchpulver

� Waschpuffer I: TBS pH 9.6mit 0.5%[v/v] Nonidet-P40

� Waschpuffer II: TBSpH 7.5mit 0.5%[v/v] Nonidet-P40
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Mit spezifischenAntiserenwurdenauf NitrocellulosetransferierteProteineim-
munologischnachgewiesen.Dazuwurdedie Membranmindestens2 Stundenin
Blockpuffer geschwenkt,um freie Membranflächenabzusättigen.Anschließend
wurdedie MembraneineStundemit demprimärenAntikörper in einerVerdün-
nung von 10� 3 in TBS pH 9.6 inkubiert bei Raumtemperaturunter Schwen-
ken.Die Membranwurdedreimal10 MinutenbeiRaumtemperaturin Waschpuf-
fer I geschwenkt,dannfolgte eine45 minütigeInkubationmit demsekundären
Antikörper, einem Peroxidase-gekoppeltenAnti-Kaninchenimmunoglobulin G-
Antikörper, in einerKonzentrationvon10� 4. EsfolgtenzweizehnminütigeWasch-
schrittemit Waschpuffer II undzwei zehnminüteWaschschrittemit TBS pH 7.5,
dannwurdenProteinemit der "EnhancedChemoluminiszenz-Methode(ECL)"
detektiert.Es wurdedas"ECL-Westernblotting system"der Firma Amersham-
BuchlernachVorschriftdesHerstellerseingesetzt.Röntgenfilme(Kodak-X-Omat
AR5) wurdendemLuminiszenzsignalfür 10Sekundenbis5 Minutenexponiert.

2.6 MolekularbiologischeMethoden

2.6.1 Isolierung von Nukleinsäuren

Isolierung von DNA ausλ-Bakteriophagen

� λ-Verdünnung:10 mM MgSO4, 10mM Tris 
 HCl, pH 7.5

� Phagenpräzipitationslösung:20% [w/v] PEG8000,2 M NaCl in λ-Verdün-
nung

DNA desBakteriophagenλ wurdeausPlattenlysatennachSambrooket al. [98]
isoliert. Dazuwurdeein einzelnerBakteriophagen-Plaqueauf einerNZ-Topaga-
roseplatteausgestochenundin 1 ml SM-Puffer gegeben.NachZugabeeinesTrop-
fensChloroformwurdeder Ansatzfür mindestens2 Stundenbei 4

�
C gelagert,

umdiePhagenpartikel ausderTopagarosediffundierenzulassen.Parallelwurden
BakteriendesStammesXL1-BlueMRF’ in NZ-Mediumbis zu einerOD600 von
0.5 herangezogen,pelletiertundanschließendin 10 mM MgSO4 aufgenommen.
100 µl der Phagensuspensionwurdenzu 100 µl der Bakterienin MgSO4 gege-
benund15 Minutenbei 37

�
C inkubiert.NachZugabevon ca3 ml 48

�
C warmer

NZ-TopagarosewurdedieBakteriensuspensionauffrischhergestellte90mmNZ-
Agarose-PlattengegossenundnachErstarrungderNZ-Topagaroseinvertiertüber
Nachtbei37

�
C inkubiert.
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Mit 3 ml λ-VerdünnungwurdendiePhagenpartikeldurch2 stündigesSchwen-
kenbei RaumtemperaturausderTopagaroseeluiertunddurcheinezehnminütige
Zentrifugationbei 4000gund4

�
C von Bakteriendebrisgereinigt.Der Überstand

wurdein einemPolypropylen-Zentrifugenröhrchenmit 1 µl RNAseA (1 mg/ml)
undDNAseI(1 mg/ml)versetztundeineStundebei37

�
C inkubiert.Anschließend

wurden3 ml Phagenpräzipitationslösungzugefügt,durchVortexengemischtund
eineStundein Eiswasserinkubiert.Die präzipitiertenPhagenwurdendurchei-
ne zehnminütigeZentrifugationbei 10000gund 4

�
C gewonnen;der Überstand

wurdedurchinvertierteLagerungderZentrifugenröhrchenvollständigentfernt.
Die Phagenpartikel wurdenin 0.5 ml TE resuspendiert,mit 5 µl 10 % SDS

versetztund5 Minutenbei68
�
C inkubiert.NachZugabevon10µl 5 M NaClwur-

dedie Phagen-DNA einmalmit Phenol-Chloroformundeinmalmit Chloroform
gereinigt.Die wässrigePhasewurdemit 0.5 ml eiskaltemIsopropanolversetzt,
derAnsatzgemischtundeineStundebei -70

�
C gelagert.Die DNA wurdedurch

Zentrifugationbei13000gfür 15Minutenbei0
�
C pelletiert,mit 70% Ethanolge-

waschen,erneutkurz zentrifugiertundanschließendgetrocknet.Die getrocknete
DNA wurdezuletztin 50µl TE resuspendiert.

Isolierung von Plasmid-DNA ausEscherichia coli

Plasmidpräparationim kleinenMaßstab("Minipräp")

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

EinzelneKolonienwurdenüberNachtbei37
�
C und200rpmin 3 ml TB-Medium

herangezogen.Jeca1.4ml dersehrdichtenKulturenwurdenamnächstenMorgen
in ein 1.5 ml Eppendorf-Gefäßgegebenund3 Minuten bei 14.000rpmzentrifu-
giert. Der Überstandwurdevollständigentferntund dasPellet in 200 µl TELT-
Puffer resuspendiert.Versetztmit 20 µl Lysozymlösung(10 mg Lysozympro ml
TE-Puffer) wurdendie Ansätze5 Minutenbei Raumtemperaturinkubiert,bevor
sie für genau60 Sekundenin kochendesWassergestelltwurden.Nachzehnmi-
nütigerZentrifugationbeiRaumtemperaturund14.000rpmwurdedasschleimige
Pelletmit einemsterilenZahnstocherentferntund100µl -20

�
C kalterIsopropanol

zumÜberstandgegeben.DasPellet,dassichnachzehnminütigerZentrifugation
bei 4

�
C und 14.000rpmbildete,wurde in 100 µl RNAse-Lösung(1 µl DNAse-

freie RNAse-Stammlösung[10 mg/ml] pro ml TE-Puffer) resuspendiertund 30
Minuten bei 37

�
C inkubiert.Es schloßsich eineChloroform-Phenol-Extraktion
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(Chloroform:Phenol:Isoamylalkohol 24:25:1)an,bevor die Plasmid-DNA durch
Zugabevon 10 µl 5 M NaCl und250µl -20

�
C kaltemEthanolgefällt unddurch

einezehnminütigeZentrifugationbei 4
�
C und14.000rpm pelletiertwurde.Das

Pelletwurdemit 70%Ethanolgewaschen,getrocknetundin H2O resuspendiert.

Isolierung von Plasmid-DNA im mittler en Maßstab ("Midipräp") Die Iso-
lierung von Plasmid-DNA im mittlerenMaßstaberfolgtedurchalkalischeLyse
derZellennachderMethodevonBirnboim undDoly [10].

Isolierung von Hefe-DNA

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

Hefe-DNA wurdenachKretsch(unveröffentlicht) isoliert. Dazuwurden1.5 ml
einer dichtgewachsenenHefekultur in einemEppendorfgefäßzentrifugiert,der
Überstandverworfen und dasPellet in 100 µl Hefe-DNA Extraktionspuffer re-
suspendiert.Anschließendwurde eine SpatelspitzeGlaskugelnzugefügtund 3
Minutengevortext. NacheinerZentrifugationmit 14000g für 5 Minuten wurde
derÜberstandabgenommenundderRestverworfen.Die DNA wurdemit Etha-
nol präzipitiert,gewaschen,in TE-Puffer mit RNAseI einehalbeStundebei37oC
inkubiert und anschließendje zweimal phenolisiertund Chloroform-behandelt.
Die DNA wurdewiederummit Ethanolgefällt,gewaschen,getrocknetundin TE
resuspendiert.

Isolierung von genomischerDNA ausCraterostigma plantagineum

� Lysispuffer: 100 mM Tris-HCl pH 9.5, 1.35M NaCl, 20 mM EDTA, 2%
[w/v] CTAB, 1%[w/v] PEG6000

� Puffer QBT, QC,QFsowie Qiagen-Tip 20sindProduktederFirmaQiagen,
Hilden

ProDNA-Extraktionsansatzwurden0.5 g unterflüssigemStickstoff fein gemör-
sertesPflanzenmaterial(Blätter, Callus)in ein 14 ml Falcongegebenundmit 2.5
ml 74

�
CwarmenLysispufferversetzt.NachZugabevon6.25µl β-Mercaptoethanol

wurdegut gevortext und20 Minutenbei 74
�
C untergelegentlichemMischenin-

kubiert.DerAnsatzwurdeanschließendaufRaumtemperaturabgekühltundnach
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Zugabevon1Volumeneines25:24:1-GemischesausPhenol,ChloroformundIso-
amylalkohol10Minutenbei4

�
C mit 5000gzentrifugiert.DerÜberstandwurdein

ein neuesFalconüberführtundmit einemVolumenIsopropanolwurde30 Minu-
tenbei RaumtemperaturunterSchüttelninkubiert.NacheinerZentrifugationvon
20 Minuten bei 4

�
C mit 5000g wurdedasPellet in 0.5 ml 1 M NaCl bei 62

�
C

inkubiert,bisessichlöste.DerAnsatzwurdeaufRaumtemperaturabgekühlt,be-
vor 24µl DNAse-freieRNAse-Stammlösung(10mg/ml)zugesetztwurdenund30
Minutenbei 37

�
C inkubiertwurde.Gemischtmit 0.2 ml H2O und0.4 ml Puffer

QBT wurdedieDNA-Präparationübereinemit QBT-Puffer äquilibrierteQiagen-
Säule("Qiagen-Tip 20") gegebenundmit 2 mal1 ml WaschpufferQCgewaschen.
Die DNA wurdemit 1 ml Elutionspuffer QF eluiertundmit Isopropanolgefällt.
DasPelletwurdemit 70%Ethanolgewaschen,getrocknetundin 15 µl Tris-HCl,
pH 8.5 resuspendiert.Die sogewonnenegenomischeDNA wurdebei 4

�
C gela-

gert.

Isolierung von polyA
�

-RNA ausCraterostigma plantagineum

Die Isolierungvon polyA
�

-RNA erfolgtenachBartelsundThompson[6].

� Puffer I: 100mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 9, 10 mM EDTA, 2% [w/v]
SDS,2 mg/mlProteinaseK

� Puffer II: 400mM NaCl,10 mM Tris-HCl pH 7.5,0.2%[w/v] SDS

� Puffer III: 10 mM Tris-HCl pH 7.5,100mM NaCl

� Puffer IV: 10 mM Tris-HCl pH 7.5

20g unterflüssigemStickstoff fein gemörsertesPflanzenmaterialwurdenmit 100
ml Puffer I versetzt,kräftig geschütteltund 15 Minuten bei 37

�
C und 50 rpm

gemischt.DerAnsatzwurdezweimalmit demgleichenVolumenPhenol:Chloro-
form:Isoamylalkohol(25:24:1)extrahiertundeinmalmit demdoppeltenVolumen
Chloroform:Isoamylalkohol (24:1).Die wässrigePhasewurdemit 1/10Volumen
4 M NaClversetztund20Minutenbei4

�
C und15.000gzentrifugiert.0.2g Oligo-

(dT)-Cellulosewurdenzu dem Überstandgegebenund 30 Minuten bei Raum-
temperaturund50 rpm inkubiert.Die Oligo-(dT)-Cellulosewurdemit 2000gfür
1 Minute abzentrifugiert,der Überstandverworfen.Jedreimalwurdedie Oligo-
(dT)-Cellulosemit denPuffernII undIII gewaschen,bevor siein eine10ml Säule
transferiertwurde.Die Oligo-(dT)-Cellulosewurdemit Puffer III gewaschen,bis
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die OD260 0 erreichte,dannwurdedie polyA
�

-RNA mit 5 ml 55
�
C warmenPuf-

fer IV eluiert.DasEluatwurdemit 5 ml Puffer II und0.2g Oligo-(dT)-Cellulose
versetztundundwie zuvor inkubiertundgewaschen.NachTransferauf eine10
ml Säulewurdedie polyA

�
-RNA in fünf Fraktionenvon je 500µl 55

�
C warmen

Puffer IV eluiert.Die einzelnenFraktionenwurden5 Minutenbei10.000rpmund
4

�
C zentrifugiert,um Verunreinigungendurchdie Cellulosematrixzu beseitigen,

dannwurdedie polyA
�

-RNA durchZugabevon 1/10 Volumen4 M NaCl und
2 VolumenEthanolüberNachtbei -20

�
C präzipitiert.NacheinerZentrifugation

von 20 Minuten bei 4
�
C und 14.000rpm wurdedie RNA mit 70% Ethanolge-

waschen,getrocknetund in H20 resuspendiert.Konzentrationund Reinheitder
RNA-PräparationwurdendurchBestimmungderOD260 undOD280 spektropho-
tometrischbestimmt.Die LagerungderpolyA

�
-RNA erfolgtebei -70

�
C.

2.6.2 Quantifizierung von Nukleinsäuren

Am SpektralphotometerwurdedieoptischeDichtevonNukleinsäurelösungenbei
260, 280 und 350 nm bestimmt.Für doppelsträngigeDNA wird angenommen,
daß1.0 A260 50 µg/ml DNA entsprechen;für RNA entspricht1.0 A260 40 µg/ml
RNA. FürDNA solltederQuotientderOD260/OD280 zwischen1.8und2.0(RNA:
zwischen1.6 und 1.8) liegen,währenddie OD350 möglichstnahebei 0 liegen
sollte[30].

2.6.3 Elektr ophoretischeAuftr ennungvon Nukleinsäuren

Auftr ennungvon DNA und RNA in nativenAgarosegelen
� Ladepuffer: 1%[w/v] Bromphenolblau,1%[w/v] Xylenxylenol,50%[v/v]

Glycerol,50%[v/v] 10 � TAE

� 10 � TAE: 400 mM Tris-AcetatpH 8.2, 200 mM Natriumacetat,20 mM
EDTA

Native Agarosegelewurdenzur elektrophoretischenAuftrennungvon DNA und
Gesamt-RNA verwendet.DerZusatzvonAgaroserichtetesichbeiDNA nachder
GrößederaufzutrennendenFragmenteundlag zwischen0.7und1.5%[w/v]; zur
Analysevon Gesamt-RNA wurdenGeleverwendet,die 1% [w/v] Agaroseent-
hielten.Die Agarosewurdedurch Aufkochenin 1 � TAE-Puffer gelöstund auf
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ca 60
�
C abgekühlt,bevor sie ins Gelbettgegossenwurde.Die Auftrennunger-

folgte mit 1xTAE als Laufpuffer. Die Nukleinsäureprobenwurdenmit 1/10 Vo-
lumenLadepuffer versetzt,der dasAuftragenerleichtertund eineAbschätzung
desGellaufserlaubt.Die Elektrophoreseerfolgtebeikonstant100mA Stromstär-
ke. Anschließendwurdendie Nukleinsäuren15 Minuten in 0.5 µg/ml Ethidium-
bromid in 1 � TAE inkubiert, 5 Minuten in 1 � TAE entfärbtund auf einemUV-
Transilluminatorfotografiert.Anhandder stetsmitaufgetragenenDNA-Größen-
marker wurde die Längevon Nukleinsäurenabgeschätzt.Mit Hilfe von DNA-
Banden,die einebekannteMengedarstellten,ließensichandereBandenbezüg-
lich ihrerQuantitätabschätzen.

Southern Blot
� Denaturierungslösung:1.5M NaCl,0.5M NaOH

� Neutralisationslösung:1.5M NaCl,1 M Tris-HCl pH 7.5

� 20 � SSC:3 M NaCl,300mM NatriumcitratpH 7

� Southern-Hybridisierungspuffer: 600 mM NaCl, 10 mM PIPESpH 6.8,
1 mM EDTA, 0.1% [w/v] SDS, 10 � Denhardt’s, 100 µg/ml denaturierte
Lachsspermien-DNA

� 100� Denhardt’s:2%[w/v] BSA, 2%[w/v] Ficoll400,2%[w/v] Polyvinyl-
pyrrolidon360

� Waschpuffer: 2 � SSC,0.1%[w/v] SDS

DieHybridisierungelektrophoretischaufgetrennterDNA-Fragmenteerfolgtenach
Southern[109]. Im Anschlußandie AuftrennungderDNA in einemAgarosegel
wurdedasGel30Minutenbei50rpmin Denaturierungslösunggeschwenkt,dann
folgte eine30 minütigeInkubationbei 50 rpm in Neutralisationslösung.Der Ka-
pillartransferderDNA erfolgteüberNachtmit 10 � SSCauf eineNylonmembran
(HybondN, Amersham),danachwurdedie DNA durchUV-Behandlungmit dem
"Stratalinker" derFirmaStratagenefixiert. Die PrähybridisierungzurAbsättigung
freier Membranflächenerfolgtein Southern-Hybridisierungspuffer für 4 Stunden
bei 65

�
C unterleichtemSchütteln.UntergleichenBedingungenwurdein einem

minimalenVolumenfrischenHybridisierungspuffers die Hybridisierungmit ra-
dioaktiv markiertenDNA-Sonden(s. Abschnitt) überNachtdurchgeführt.Nach



2. MaterialundMethoden 32

der Hybridisierungwurdedie Membran3 Mal für je 20 Minuten bei 65
�
C ge-

waschen,bevor sie in Frischhaltefolieeingeschlagenzur Autoradiographieeines
Röntgenfilms(KodakX-Omat AR5) verwendetwurde.Die Expositionerfolgte
bei -70

�
C. Ein Filter konntenacheinandermit mehrerenSondenanalysiertwer-

den.Dabeiwar eswichtig, die MembranennachderHybridisierungstetsfeucht
zu halten,damitDNA-Sondendurchca fünfzehnminütigesWaschenin H2O bei
80

�
C entferntwerdenkonnten.

Northern Blot
� Northern-Hybridisierungspuffer: 50%[v/v] deionisiertesFormamid,

5 � SSC10 mM PIPESpH 6.80.1%[w/v] 1 � Denhardt’s (s.o.)

� RNA-Ladepuffer: 10% [v/v] 5 � MOPS, 17.5% [v/v] 37% Formaldehyd,
50%[v/v] Formamid,0.1%[w/v] Bromphenolblau

� 5 � MOPS:200mM MOPS,50 mM NatriumacetatpH 7 (NaOH),
5 mM EDTA

� Formamid,deionisiert:100ml Formamidwerdenmit 5 g Ionenaustauscher
(Analytical GradeMixedBedResinAg 501-X8Resin,Biorad,München)
eineStundegerührtundabschließenddieMatrix desIonenaustauschersab-
filtriert.

Zur Unterdrückungvon SekundärstrukturenwurdenGesamt-und polyA
�

-RNA
für einenNorthernBlot in Agarosegelenmit Formaldehyd(1% [w/v] Agarose,
1 � MOPS, 2.2 M Formaldehyd)aufgetrennt.Als Laufpuffer diente1 � MOPS,
2.2 M Formaldehyd.Die RNA-Probenwurdenmit 2 VolumenRNA-Ladepuffer
gemischtund 5 Minuten bei 65

�
C inkubiert bevor sie auf dasGel aufgetragen

wurden.Die Elektrophoreseerfolgte bei 100 V für 4-5 Stunden.Anschließend
wurdendieRNAs überNachtdurchKapillartransfermit 10 � SSCaufeineNylon-
membran(HybondN, Amersham)übertragenundwie beimSouthern-Blotfixiert.
Die Prähybridisierungerfolgtefür mindestens4 Stundenbei65

�
C unterSchwen-

kenin Northern-Hybridisierungspuffer. Bei 42
�
C erfolgtedie Hybridisierungmit

einer radioaktiv markiertenDNA-Sonde(sieheAbschnitt 2.6.5) in einemmini-
malenVolumenfrischenNorthern-HybridisierungspuffersüberNacht im Schüt-
telwasserbad.Der hybridisierteFilter wurdegewaschenund exponiertwie beim
Southern-Blotbeschrieben.
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Auftr ennungvon DNA-Protein-Komplexenin nativenPolyacrylamidgelen

DNA-ProteinInteraktionenwurdendurcheinen"ElectrophoreticMobility Shift
Assay"(EMSA) charakterisiert.DazuwurdenKernproteinextraktemit radioaktiv
markiertenZiel-DNAs inkubiertundanschließendin einemnativenPolyacrylamid-
gel aufgetrennt.Protein-DNA-Komplexe wandernlangsamerals freie, ungebun-
deneDNA, waszu retardiertenBandenin der Autoradiographieführt. EMSAs
wurdenmit KernproteinenausCraterostigmaplantagineum(sieheAbschnitt2.5.1)
undmit rekombinanten,in Escherichia coli exprimiertenFusionsproteinendurch-
geführt.

� 2 � Bindungspuffer für Kernproteineund Fusionsproteine:14% [v/v] Gly-
cerin,15mM HepespH 7.5(mit KOH eingestellt),8 mM Tris-HCl pH 7.5,
120mM KCl, 140µM EDTA, 7 mM β-Mercaptoethanol,100µM PMSF

Im Standard-Bindungsansatzfür Kernproteinewurden10-20µg Kernprotein-Ex-
traktmit 2 � Bindungspuffer auf10µl gebrachtundin einemGesamtvolumenvon
20µl mit 10.000cpmZiel-DNA undmindestens1 µg pdAdTpro10µg Kernprote-
inextrakt20MinutenbeiRaumtemperaturinkubiert.Im Standard-Bindungsansatz
für Fusionsproteinewurden1-10 µg Fusionsproteinunterdenzuvor beschriebe-
nenBedingungeneingesetzt;allerdingswurdenzur Reaktionmit Fusionsprote-
inen 0.2-1µg pdAdT zur UnterdrückungunspezifischerWechselwirkungenver-
wendet.Für Kompetitionsexperimentewurdenicht markierteZiel-DNA demRe-
aktionsansatzbei konstantemGesamtvolumenzugegeben.An dasnative Poly-
acrylamidgel(4%[w/v] Acrylamid,0.1%[w/v] N,N’-Methylenbisacrylamid,0.2 � -
TAE, 7% [v/v] Glycerin,0.06%[w/v] APS,0.06%[v/v] TEMED) wurdefür ei-
neStundeeineSpannungvon 100V angelegt, bevor die Probenbei anliegender
Spannunggeladenwurden.Die Auftrennungerfolgte3 Stundenbei 150 V mit
0.2� TAE alsLaufpuffer. Die GelewurdenaufWhatman-FilterpapiereineStunde
bei 60

�
C unterVakuumgetrocknetund ein Röntgenfilm(KodakX-Omat AR5)

bei -70
�
C exponiert.

2.6.4 Isolierung von DNA-Fragmenten ausAgarosegelen

DNA-FragmentewurdendurchElektroelutionan eineDEAE-Ionenaustauscher-
-Membran(NA 45, Schleicher& Schuell,Dassel)gebunden.Dazu wurde die
DEAE-Membranvor Benutzung10 Minuten in 10 mM EDTA und 5 Minuten
in 0.5M NaOHinkubiert,mehrmalsmit sterilemWassergewaschenundbei 4

�
C

in sterilemWassergelagert.Unmittelbarvor demzu isolierendenDNA-Fragment
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wurdemit einerRasierklingeeinSchnittin dasAgarosegelgemachtundeinStrei-
fenderaktiviertenDEAE-Membranmit einerPinzettein denSchnittgebracht.In
derElektrophoresekammerin 1 � TAE-Laufpuffer wurden100mA Stromfür 10
Minutensoangelegt, daßdieDNA ausdemGel in RichtungderDEAE-Zellulose
eluiert wird. Die DEAE-Membranwurdezur Elution der DNA eineStundebei
65

�
C in 400 µl 1 M NaCl 10 mM Tris-HCl pH 8 1 mM EDTA inkubiert, dann

wurdekurz zentrifugiert,der Überstandabgenommenund durchZugabevon 2
VolumenEthanolwurdendie DNAs gefällt.DasPräzipitatwurdedurchZentrifu-
gationmit 14.000rpm bei 4

�
C für 15 Minutenpelletiert,mit 70%Ethanolgewa-

schenundin H2O oderTE aufgenommen.

2.6.5 Markierung von Nukleinsäuren mit Radioisotopen

Random-Primer-Labeling von DNA mit Radioisotopen

NachdemRandom-Primer-Verfahrenvon Feinberg und Vogelstein[36] wurden
DNA-FragmenteunterVerwendungdesRadioisotops[α32P]dCTPmarkiert.Hit-
zedenaturierteDNA (50-100ng) wurdemit 20 µCi [α32P]dCTPin OLB-Puffer
mit Hilfe von 2 U Klenow-Enzymüberdrei Stundenbei Raumtemperaturmar-
kiert. Nicht inkorporierteNukleotidewurdendurchGelfiltration übereine1 ml
Sephadex-G50-Säuleabgetrennt.Die spezifischeAktivität derSondenwurdemit
einemBeckmanLS 1701Szintillationszähler(BeckmanInstruments,Fullerton,
USA) bestimmt.Vor Verwendungin Southern-oderNorthern-Hybridisierungen
wurdendie Sondenhitzedenaturiert.

Auffüllung 5’-überhängenderDNA-Enden mit Radioisotopen

Für EMSA-Experimentewurden5’-überhängendeEndender Ziel-DNA mit ra-
dioaktiven[α32P]dNTPsaufgefüllt,wobeidaseingesetzteradioaktive Nukleotid
von derBasensequenzdesÜberhangesabhängigwar. 50-100ng Ziel-DNA wur-
denmit 20 µCi desradioaktivenIsotopsmit 2 U Klenow-Enzym15 Minutenbei
Raumtemperaturin 10 mM Tris-HCl pH 8 10 mM MgCl2 50 mM NaCl 1 mM
DTT markiert.Nicht inkorporierteNukleotidewurdebei Sondenmit mehrals40
BasenlängedurchGelfiltration übereine1 ml Sephadex-G50-Säuleabgetrennt,
beikürzerenSondennachAngabendesHerstellersmit dem"NucleotideRemoval
Kit" der Firma Qiagen,Hilden. Die spezifischeAktivität der Sondenwurdewie
zuvor beschriebenbestimmt.
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2.6.6 DNA modifizierendeReaktionen

Die Spaltungvon DNA mit Restriktionsendonukleasen,Dephosphorylierungli-
nearisierterVektoren,Ligation von DNA-Fragmentenund Phosphorylierungsre-
aktionenvonOligonukleotidensowie alleweiterennichtnäherbeschriebenenmo-
lekularbiologischenStandardmethodenwurdennach Sambrooketal. [98] durch-
geführt.

2.6.7 HerstellungeinerOne-Hybrid cDNA-Bibliothek ausmRNAs
von Craterostigma plantagineum und Durchführung ei-
nesHefeOne-Hybrid Versuches

5 µgpolyA
�

-RNA (sieheAbschnitt2.6.1)ausKallusvonCraterostigmaplantagi-
neum, der2 Tagemit ABA behandeltwordenwar(s.Abschnitt), dientenalsAus-
gangsmaterialzur HerstellungeinerOne-HybridcDNA-Bibliothek. Die cDNA-
SyntheseerfolgteabgeleitetnachGublerundHoffman[48] mit dem"SuperScript
cDNA SynthesisKit" derFirmaGibco[44]. NachderGrößenselektionwurdendie
cDNAs gerichtetin die SalI- und NotI-SchnittstellendesTRP-markiertenOne-
Hybrid-VektorspPC86[19] kloniert.DercDNA-Vektor-Ligationsansatzwurdein
kompetenteWirtszellendesStammesDH10B elektroporiert.TransformierteZel-
lenwurdendurcheineInkubationüberNachtbei30

�
C und150rpmin selektivem

LB-Medium amplifiziertunddie Plasmid-DNA wie in Abschnitt2.6.1beschrie-
benextrahiert.

Zur Durchsuchungder amplifiziertenBibliothek in einemHefe One-Hybrid
Versuchwurdein anAnlehnunganein Clontech-Protokoll [23] die Bibliothek in
Aliquotsvon20µg wie in Abschnitt2.2.3beschriebenin dieHistidin-auxotrophe
ReporterhefedesStammesYM954 [122] mit demLEU-markiertencentromeren
PlasmidpSK1[64] transformiert.6 � 104 transformierteZellenwurdenpro15cm
Petrischalenauf SC-MediumohneHistidin, Leucin und Tryptophanmit 5 mM
3-AT ausplattiertundsechsTagebei 30

�
C inkubiert.

2.6.8 DNA-Sequenzierungund Sequenzdatenanalysen

DNA-Fragmentewurdenmit automatischenDNA-Sequenzierern(model377,Ap-
pliedBiosystems)durchdieSequenziergruppedesMax-Planck-Institutsfür Züch-
tungsforschung(ADIS) sequenziert.
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Nukleinsäure-undProteinsequenzdatenwurdenmit denProgrammenassem-
ble, bestfit, gap, map, pileup, pretty, seqedit, stringsearch und translate ausdem
WisconsinPacket Version9.1 der GeneticsComputerGroup (GCG, Madison,
Wisconsin,USA) unterUNIX durchgeführt.

Unterhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST wurdenSequenzvergleichemit Protein-
undNukleinsäuredatenbanken[2] im Internetdurchgeführt.

Unterhttp://www.dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multialign/multi-align.html wur-
denSequenz-Alignments(Gegenüberstellungen)errechnet.

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

2.6.9 Aufr einigung eines in Escherichia coli exprimierten re-
kombinanten GST-Fusionsproteins

� Lysispuffer: 50 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 150 µM
PMSF

� 2 � PBS: 275 mM NaCl, 5 mM KCl, 16 mM Na2HPO4 
 2H2O, 3.5 mM
KH2PO4 pH 7.4

� PBS-EDTA: PBSmit 5mM EDTA

� PBS-EDTA-PMSF:PBSmit 5 mM EDTA und150µM PMSF

� Glutathion-Puffer: 50 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM reduziertesGlutathion

RekombinantesGST-Fusionsproteinfür EMSA-Analysen(sieheAbschnitt2.6.3)
wurdeim WirtsstammBL21 (sieheAbschnitt2.1.1)exprimiert. Dazuwurdedas
zu untersuchendecDNA-FragmentdesKlonesR18 in framemit derGlutathion-
S-Transferase(GST) in die SalI- undNotI-SchnittstellendesVektorspGEX4T-2
[89] kloniert unddasentstandeneGST-cDNA-Fusionsplasmidin denBakterien-
stammBL21 transformiert.Eine ÜbernachtkulturtransformierterZellen wurde
in 3 ml LB-Amp bei 37

�
C und 200 rpm herangezogen.Mit 1 ml dieserVor-

kultur wurden100 ml LB-Amp inokuliert undbei 37
�
C und200 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 und200rpm wurden

die ZellendurcheinefünfminütigeZentrifugationbei Raumtemperaturmit 1500
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g geerntetund in flüssigemStickstoff schockgefroren.Die Induktion desFusi-
onsproteinswurdemit Coomassie-gefärbtenSDS-Gelen(sieheAbschnitt2.5.4)
unddurchImmunodetektionmit einemgegenGSTgerichtetenAntikörper(siehe
Abschnitt 2.5.6)überprüft.Alle weiterenSchrittewurdenauf Eis oderbei 4

�
C

im Kühlraummit eisgekühltenPuffern undauf 4
�
C gekühltenGerätendurchge-

führt. Die pelletiertenZellen wurdenin 3 ml Lysispuffer resuspendiertund auf
Eis ca5 Mal für 10 SekundenunterVermeidungvon Schaumbildungsonifiziert,
bis die Zellsuspensionsichgeradeetwasklärte.DasLysatwurde20 Minutenbei
48.000g zentrifugiertundderÜberstandweiterverwendet.Die IsolierungdesFu-
sionsproteinserfolgtedurcheineAffinitätschromatographieübereineGlutathion-
Agarose-Säule.Die 1 ml ergebendeMengeGlutathion-Agarose(Sigma)wurde
überNachtin einer10 ml Säulein Wassergequollen.NachAblauf desWassers
wurdedieSäulenacheinandermit 5 BettvolumenPBS,5BettvolumenGlutathion-
Puffer und 5 BettvolumenPBS-EDTA-PMSF bei einer Durchflußratevon 150
µl/Minute gewaschen.ÜberdieSäulewurdedasdurchZentrifugationgeklärteLy-
satgegebenundanschließend5 BettvolumenPBS-EDTA-PMSF, 5 Bettvolumen
PBS-EDTA undzurElution desGST-Fusionsproteins5 BettvolumenGlutathion-
Puffer. DasEluatwurdein einenDialyseschlauchgegebenundüberNachtgegen
2 � Bindungspuffer (sieheAbschnitt2.6.3)dialysiert.NachderDialysewurdedas
Fusionsproteinmit Hilfe einerAmicon-Ultrafiltrationseinheit(Centricon-50-SR-
Concentrator, Amicon,Witten) auf 400µl 2 � Bindungspuffer konzentriertundin
Aliquotsvon 50µl in flüssigemStickstoff schockgefroren.Die Lagerungerfolgte
bei -70

�
C.

2.6.10 TransienteExpressionvonrekombinantenGFP-Fusions-
proteinenin Tabak-Protoplasten

NachTransfektionmit einemGFP-Fusionskonstruktim VektorpCK-GFP-S65C
[92] wurdendie Tabak-Protoplastenin einemGesamtvolumenvon 6 ml in K3-
Mediumfür 4 Stundenbei 28

�
C im Dunkeln inkubiert.Anschließendwurdeein

Aliquot der flotierendenProtoplastenauf transienteExpressiondesR18-GFP-
Fusionsproteinsmit demLichtmikroskopuntersucht.DieFluoreszenzgrünen(GFP)
undroten(Chloroplasten)Lichtswurdefotografischin Echtfarbenfestgehalten.
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2.6.11 TransienteKoexpressioneinesR18-Fusionsproteinsmit
einemPromoter-GUS-Konstrukt in Tabak-Protoplasten

� Extraktionspuffer: 50 mM NaH2PO4, 10 mM EDTA, 10 mM β-Mercapto-
ethanol,0.1% [v/v] Triton-X-100,pH 7

� Substratlösung:10 mM 4-Methylumbelliferyl-D-Glucuronid(MUG, Sig-
ma)in Extraktionspuffer

� Stop-Lösung:0.2M Na2CO3

� ABA-Stammlösung:100mM ABA (Sigma,gemischteIsomere)in EtOH

Die UntersuchungdertransientenExpressionvonPromoter-GUS-Konstruktenim
Vektor pRT104 [114] erfolgte in Anlehnungan dasbei Kleineset al. 1999be-
schriebeneVorgehen[65]. Dazuwurdendie Tabak-ProtoplastennachTransfekti-
on in einemGesamtvolumenvon6 ml in K3-Mediumfür 16-20Stundenbei28

�
C

im Dunkeln inkubiert. Inkubationenin Gegenwart von ABA erfolgtennachZu-
satzvon ABA-Stammlösungan dasK3-Mediumzu einerEndkonzentrationvon
100µM. Anschließendwurden7 ml W5-Mediumzugefügt,vorsichtiggemischt
unddie ProtoplastendurchZentrifugationfür 2 Minutenbei 50 g pelletiert.Der
Überstandwurdebis auf1 ml abgegossenunddieProtoplastenin ein Eppendorf-
Reaktionsgefäßüberführt.NachZentrifugationbei2000rpmfür 2 Minutenwurde
derverbliebeneÜberstandabgenommenunddieProtoplastenin N2liq. schockge-
froren.Die weitereLagerungerfolgtebei -70

�
C.

In 200µl Extraktionspuffer wurdendie aufgetautenProtoplastenzur Freiset-
zungihresZellinhalts10 mal auf- und abpipettiert.Der Zellextrakt wurdefür 1
Minutebei5000rpmzurAbtrennungvonZelltrümmernzentrifugiertundeinAli-
quot von 72 µl desÜberstandesin ein Eppendorf-Reaktionsgefäßabgenommen.
DasAliquot wurdemit 8 µl Substratlösungversetztundbei 37

�
C inkubiert.Die

ProteinkonzentrationderGUS-ReaktionsaliquotswurdedurchVergleichmit einer
BSA-Eichkurve nachBradfordbestimmt.Nach30, 60 und120Minutenwurden
denReaktionenAliquots von je 20 µl abgenommenund mit 1 ml Stop-Lösung
versetzt.Die Messungder Fluoreszenz(365 nm Anregung,455 nm Emission)
erfolgteaneinemLuminiscenceSpectrometerLS30vonPerkin-Elmer.
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2.6.12 DurchsuchungeinergenomischenPhagen-DNA-Bank (Pla-
quehybridisierung)

EineBankvon λ-Phagenmit genomischenDNAs ausCraterostigmaplantagine-
um, die von Stratagene[111] hergestelltwordenwar, wurdemittelsPlaquehybri-
disierungnachPhagenklonendurchsucht,die zur eingesetztenSondehomologe
Insertstragen.Die Kultur derPhagenunddesBakterienstammesXL1-BlueMRF’
erfolgtenachAngabendesHerstellers.

NachInkubationderplattiertenPhagenüberNachtwurdeein Nitrocellulose-
Filter (Schleicher& Schuell,Dassel)eineMinute aufgelegt undmit derPlaque-
Seitenachobenanschließendaufmit 10%SDSgetränktemWhatman-Filterpapier
für fünf Minuteninkubiert.Esfolgtenfünf MinutenaufWhatman-Filterpapierge-
tränkt mit Denaturierungslösung,danachzwei je fünfminütigeInkubationenauf
Neutralisationslösung(sieheAbschnitt2.6.3).Die DNAs aufdenanschließendin
20 � SSCkurz gewaschenenFiltern wurdenmit dem“Autocrosslink”-Programm
im “Stratalinker” (Stratagene,Heidelberg) mit UV-Licht fixiert. Prähybridisierung
undHybridisierungerfolgtennachdemProtokoll desSouthernBlots (sieheAb-
schnitt2.6.3).

2.7 Chemikalien, Enzymeund sonstigeMaterialien

Chemikalienwurdenim Reinheitsgradp.A. von denFirmenMerck (Darmstadt),
Sigma(Deisenhofen),Serva (Heidelberg), Boehringer(Mannheim),Biomol (Il-
vesheim)undRiedeldeHaen(Hannover)bezogen.

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

RadioisotopewurdenvonAmershamBuchler(Braunschweig)bezogen.
DieeingesetztenEnzymestammten,sofernnichtandersangegeben,vonBoeh-

ringer(Mannheim)undNew EnglandBiolabs(Schwalbach).
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3.1 KernproteineausWurzeln und Kallus von Cra-
terostigma plantagineum bindenandasdurchzwei
AGCCC-Elementecharakterisierte Promoterfrag-
ment desLEA-Gens CDeT27-45

Die DNA-Bindungsaktivitäten an dasdurch zwei AGCCC-Elementecharakte-
risierte Promotorfragment3.5 desLEA-GensCDeT27-45warenmit Hilfe von
DNAseI-footprintVersuchenundGelretardationsexperimentenanhandvonKern-
proteinenausKallus von Craterostigmaplantagineumidentifiziert worden[85].
DieseBindungsaktivitätensindstarkausgeprägtin ABA-behandeltemKallusund
nurschwachin unbehandeltemKallus.

Um einenÜberblick übereinemöglichegewebespezifischeVerbreitungder
DNA-Bindungsaktivitätenvon Kernproteinenan dasPromotorfragment3.5 des
LEA-GensCDeT27-45zu gewinnen,sollten Kernproteinextrakte ausWurzeln,
Blätternund Kallus in Bezugauf die Interaktionmit der EMSA-Sonde3.5 (Se-
quenzsieheAnhang6.2) untersuchtwerden.Gleichzeitigsolltegetestetwerden,
obetwaigeBindungsaktivitätenin WurzelnoderBlätterndurchAustrocknungin-
duziertwerdenoderkonstitutiv vorliegen.

DazuwurdenKernproteinextrakteausfrischenund72 Stundengetrockneten
WurzelnundBlättern(sieheAbschnitt2.3.1)sowieausunbehandeltemund2Tage
ABA-behandeltemKallus(sieheAbschnitt2.3.2)wie in Abschnitt2.5.1beschrie-
ben hergestellt.Als EMSA-Sondewurde dasPromotorfragment3.5 desLEA-
GensCDeT27-45eingesetzt,dessenSequenzin Abschnitt6.2angegebenist. Das

40
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Abbildung3.1: UntersuchungdergewebespezifischenVerbreitungderBindungsaktivi-
tät von KernproteinextraktenandasFragment3.5desCDeT27-45Promoters.Eingesetzt
wurden17.5 µg Kernproteinextrakt ausWurzelnund Blätternsowie 10 µg ausKallus-
Gewebe.Die Reaktionenerfolgtenmit 10.000cpmder EMSA-Sonde3.5 in Gegenwart
von 2 µg pdAdT.
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120BasenpaareumfassendeFragment3.5 erstrecktsichvon denBasen-441bis
-320 desCDeT27-45Promotorsund ist notwendig,abernicht ausreichendzur
ABA vermitteltenExpressioneinesPromotor-GUS-Konstruktes[85]. Es enthält
eineim DNAseI-footprintVersuchgeschütztePromoterregion (Basen-362 bis -
334, sieheAbschnitt 6.2) mit zwei AGCCC-Elementen[18]. Wie in Abschnitt
2.6.5beschriebenwurdeFragment3.5 mit [α32P]dATP andenEndenradioaktiv
markiertund10.000cpmdieserSondewurdenmit 17.5µg (WurzelnundBlätter)
bzw. 10 µg (Kallus) Kernproteinenin Gegenwart von 2 µg pdAdT inkubiert (sie-
he Abschnitt 2.6.3).Die Auftrennungerfolgteanschließendin einem3.5%igen
nativenPolyacrylamidgel.

Abbildung3.1zeigtdie AutoradiographiediesesGelsnachderElektrophore-
se.KernproteineausfrischenundgetrocknetenWurzelnsowie ausABA behan-
deltemKallus führenzu einemdeutlichenVerzögerungssignalderEMSA-Sonde
3.5, währendKernproteineausunbehandeltemKallus nur zu einemschwachen,
geradeebensichtbarenVerzögerungssignalführten.FürKernproteineausfrischen
sowie getrocknetenBlätternkonntekeineGelverzögerungnachgewiesenwerden.
Somit ist die von NelsonidentifiziertePromotor-Bindungsaktivität vor allem in
Wurzelnund in ABA behandeltemKallus zu finden,abernicht in Blättern.Die
Promotor-bindendenFaktorensindstärker in KernproteinextraktenausABA be-
handeltemKallus vertretenals in ExtraktenausWurzeln, denneine geringere
MengeKernproteineausKallus (10 µg gegenüber17.5µg ausWurzeln)erzeugt
einstärkeresGelretardationssignal.

Um AufschlußüberdieSpezifitätzuerlangen,mit derdieKernproteineandie
EMSA-Sonde3.5binden,wurdenzusätzlichzuReaktionen,dienurdieradioaktiv
markierteEMSA-Sondeenthielten,auchAnsätzemit nicht radioaktiv markierter
EMSA-Sonde3.5alsKompetitorumBindungsstellenin einem3.5%igennativen
Polyacrylamidgelaufgetrennt.Abbildung 3.2 zeigt die Autoradiographiedieses
Geles.Verglichenmit denReaktionenohneKompetitorwird dasVerzögerungs-
signal in Gegenwart einesÜberschussesan nicht radioaktiv markierterEMSA-
Sonde3.5 erheblichschwächer, weil nicht markierteSondenmolekülemarkierte
Sondenmolekülean denBindungsstellenverdrängen.Somit handeltessich bei
den Interaktionenvon KernproteinenausWurzeln und Kallus mit der EMSA-
Sonde3.5umspezifischeBindungen.
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Abbildung3.2:UntersuchungderSpezifitätderBindungvon Kernproteinextraktenaus
verschiedenenGewebenan dasFragment3.5 desCDeT27-47Promoters.Proteinmen-
gen,pdAdTundEMSA-Sondewurdenwie für Abbildung3.1beschriebeneingesetzt.Ein
500facherÜberschußdernicht radioaktiv markiertenSonde3.5dientealsKompetitor.
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3.2 Isolierung des für ein DNA bindendesProtein
kodierendencDNA-Klons R18durcheinenOne-
Hybrid-V ersuchin Hefe

Mit Hilfe einesOne-HybridVersuchsin Hefe[120] solltenProteineisoliert wer-
den, die mit der durch AGCCC-ElementecharakterisiertenPromoterbindungs-
stelle desLEA-GensCDeT27-45interagieren[85]. Beim One-HybridVersuch
werdenHybrid-Proteine,die aus der Fusion der Repräsentanteneiner cDNA-
Bibliothek mit der GenaktivierungsdomäneGal4 (Gal4AD) der Hefe entstehen,
in Hefezellenauf Bindungan einebestimmteDNA-Sequenz,demZielelement,
untersucht.Die BindungäußertsichinfolgederAktivierungeinesandasZielele-
mentgekoppeltenReportergenesalseineVeränderungdesHefe-Phänotyps,wel-
chedurchdie Hefe-Genaktivierungsdomäneausgelöstwird; beispielsweisekann
die AktivierungdesHis3-Reportergeneszu einemhistidinautotrophenPhänotyp
führen.Voraussetzungenfür einenerfolgreichenHefe-One-Hybrid-Screensind
daherein Zielelement,welchesvon denzu identifizierendenProteinengebunden
werdenkann,eine Reporterhefe,die spezifischeProtein-DNA-Wechselwirkung
sichtbarmacht,sowie einecDNA-Bibliothek, die Sequenzenenthält,welchefür
ein bindendesHybridprotein kodieren.Diese Elementedes Hefe-One-Hybrid-
Systemssindin Abbildung3.3schematischdargestellt.

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

Um die Bindungvon Proteinenan dasZielelementzu verstärken und auchPro-
teinenmöglichzu machen,welchedurchdie Fusionandie Aktivierungsdomäne
Gal4derHefesterischverändertwordensind,sollteein Pentamer[38] derdurch
DNAseI FootprintingermitteltenBindungsstelledesCDeT27-45Promotors[85]
als ZielelementdesHefe-One-Hybrid-Screenseingesetztwerden.Die Sequenz
diesesPentamersist in Abschnitt6.2wiedergegeben.In einemGel-Retardations-
Assaysolltezuvor überprüftwerden,obdasPentameralsZiel-DNA vonKernpro-
teinengebundenwird. Dasichgezeigthatte,daßdieDNA-Bindungsaktivitätenan
die nativePromotorbindungstellein KernproteinextraktenausABA behandeltem
Kallusbesondersstarkvertretensind(sieheAbschnitt3.1),wurdenfür diesenGel-
retardationversuchmit demPentamerA19 Kernproteineaus2 TageABA behan-
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pSK1

pPC86

Trp−Marker

Pentamer A19

Leu−Marker

His3−Reportergen

cDNA−Insert

cDNA−Gal4AD Hybridprotein

Hefestamm YM954

Abbildung3.3:Elementedesim folgendenbeschriebenenOne-HybridVersuchsin He-
fe. In derHefezelleist links dasPlasmidpPC86(rot) dargestellt,in demcDNA-Sequenzen
(grün)an die Gal4AD (blau) fusioniertsindund daseinenTryptophan-Marker (orange)
zur Selektionin HefeoderEscherichia coli enthält.Die ExpressiondesHybrid-Proteins
(Mitte) wird durchdenADH1 Promotor(gelb, im PlasmidpPC86)angetrieben.Rechts
in derHefeist dasReporterplasmidpSK1(hellblau)schematischwiedergegebenmit dem
PentamerA19 als DNA-Zielelement(5 grüneVierecke) vor demHis3-Reportergen(cy-
an),dessenExpressionzur Histidin-AutotrophiederansonstenHistidin-auxotrophen He-
fe YM954 führt. DasPlasmidpSK1kannüberdenLeucin-Marker (orange)selektioniert
werden.
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deltemKallusvonCraterostigmaplantagineumverwendet.Als Kontrolledienten
KernproteineausunbehandeltemKallus,weil hier die Interaktionmit dernativen
Promotorbindungsstellesehrschwachist.

DasPentamerwurdemit denRestriktionsendonucleasenEcoRI und HindIII
ausdemVektorpA19[38][126] herausgeschnittenunddasDNA-Fragmentausei-
nemAgarosegel isoliert.DurchAuffüllen derEndenmit [α32P]dATPund[α32P]-
dCTP wurde dasPentamerradioaktiv markiert.Je 10.000cpm der Probewur-
de mit 2.5 - 20 µg der Kernproteineund mit einem5 - 135 fachenÜberschuß
nicht radioaktiv markierterProbeinkubiert und in einem4%igennativen Poly-
acrylamidgelaufgetrennt.Abbildung3.4 zeigtdasErgebnisdieserBindungsstu-
dien.Mit zunehmenderMengeKernproteineaus2 TageABA behandeltemKal-
lus wird einezunehmendeMengeradioaktiver Probegebunden,während20 µg
KernproteineausunbehandeltemKallus nur zu einemebensichtbarenVerzöge-
rungssignalführen.In Gegenwart eineszunehmendenÜberschussesnicht radio-
aktiv markierterProbewerdenimmermehrradioaktiv markierteMoleküleanden
Proteinbindungsstellenverdrängt,waseinezunehmendeAbschwächungdesVer-
zögerungssignalsnachsichzieht.SomitzeigtedasPentamerA19 ein dernativen
PromoterbindungsstellevergleichbaresBindungsverhaltenund wurde daherals
Ziel-DNA im HefeOne-HybridVersucheingesetzt.

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

UmdieOne-HybridcDNA-Bibliothekdurchsuchenzukönnen,mußgewährleistet
sein,daßdieReporterhefeaufselektivemMediumnur aufgrundeinerInteraktion
zwischendemHybrid-ProteinunddemZielelementwachsenkann.Daherwar es
notwendig,die Reporterhefevor Verwendungim Hefe One-HybridVersuchim
Hinblick auf ihr WachstumaufselektivemMediumzu testen.

In HefeOne-HybridVersuchenwarenderHefestammYM954 undderVektor
pSK1mit einemKonstrukt,dasein His3-GenderivatausHefeenthält,alsRepor-
terplasmidbereitserfolgreicheingesetztworden[58][64]. Dahersollte der mit
demReporterplasmidpSK1 transformierteHefestammYM954 alsReporterhefe
verwendetwerden.Dazuwurdedasals ZielelementvorgeseheneA19-Pentamer
mit denRestriktionsendonukleasenBamHI undSacIausdemVektorpA19 [38]
herausgeschnittenund in dasmit dengleichenEnzymenverdautePlasmidpSK1
ligiert. DasaufdieseWeiseentstandeneReporterkonstruktpSK1-A19wurdenach
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Abbildung 3.4: Bindungvon Kernproteinenaus2 d ABA behandeltemKallus an das
PentamerA19derim DNAseI-footprintgeschütztenBindungsregiondesCDeT27-45Pro-
moterfragmentes3.5. In Gegenwart von 2 µg pdAdT reagierten2.5 - 20 µg Kernprotein-
extraktemit 10.000cpmdesPentamersA19 alsEMSA-Sonde.10 µg Kernproteineaus2
d ABA behandeltemKallus wurdenzusätzlichmit 5 - 135 fachemÜberschußdesnicht
radioaktiv markiertenPentamersinkubiert.
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Histidin 3-AT [mM] Wachstum

Tabelle 3.1: Wachstumstest der
histidin-auxotrophen Reporterhefe
YM954-A19 auf Minimalmedien in
Gegenwart verschiedenerKonzentra-
tionendesInhibitors3-AT

+ 0 +
— 0 wenig
— 2.5 kaum
— 5 —
— 10 —
— 20 —

einemAmplifikationsschrittin Escherichia coli in denHefestammYM954 trans-
formiertundergabdie ReporterhefeYM954-A19.

DerHefestammYM954 ist auxotrophbezüglichderAminosäureHistidin (Ge-
notyp sieheAbschnitt 2.2.1)und wächstdahernicht auf Minimalmediumohne
Histidin. Transformiertmit demHis3-Genderivat im VektorpSK1wird aufgrund
einersehrschwachenRestexpressiondesHis3-Gensoft geringfügigesWachstum
vonReporterhefenaufMediumohneHistidinbeobachtet.Dahersolltederkompe-
titiveInhibitor derEnzymaktivität desHis3-Proteinsin Saccharomycescerevisiae
3-Aminotriazol(3-AT) demSelektionsmediumin ansteigendenKonzentrationen
zugefügtwerden[32]. Ziel war es,die geringste3-AT-Konzentrationzu finden,
bei derdie Reporterhefenicht mehrwächst,daderScreendannhinreichendspe-
zifischist, aberschwächereInteraktionennicht unterdrücktwerden.Der Testder
ReporterhefeYM954-A19 erfolgteauf SelektivmediumohneHistidin (sieheAb-
schnitt2.2.2),dem0, 2.5,5,10oder20mM desInhibitors3-AT zugesetztworden
waren.Um denBedingungendesOne-Hybrid-Screensmöglichstnahezu kom-
men,wardieReporterhefefür diesenTestzusätzlichmit demOne-Hybrid-Vektor
pPC86ohneInserttransformiertworden.Die ErgebnissedieserWachstumstests
sindin Tabelle3.1zusammengefasst.

Auf SelektivmediumohneHistidin war in Gegenwart von 3-AT-Konzentra-
tionenab5 mM keinerleiWachstummehrzuerkennen.Daherwurden5 mM 3-AT
demhistidinfreienSelektivmediumbeigesetztzurUnterdrückungvonWachstum,
dasnicht aufeinerAktivierungdesReportergensberuht.
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3.2.3 Durchsuchungeiner cDNA-Bibliothek aus 2 Tage ABA
behandeltemKallus auf Transfaktoren zum Zielelement
A19 mit Hilfe der ReporterhefeYM954-A19

Die stärksteBindungsaktivität andie native BindungsstelledesCDeT27-45-Pro-
motorswar für KernproteineausABA behandeltemKallus beobachtetworden
(sieheGelverzögerungsexperimentein Abschnitt3.1).Dahersolltein derAnnah-
me,daßin ABA behandeltemKallus auchdie denbindendenKernproteinenent-
sprechendenmRNAs amstärkstenvertretensind,einecDNA-Bibliothek mit Hilfe
von polyA

�
RNA aus2 TageABA behandeltemKallus hergestelltwerden.Diese

cDNA-Bibliothek solltedannin denOne-HybridVektorpPC86kloniert werden
und in der ReporterhefeYM954-A19 nachProteiendurchsuchtwerden,die an
dasPentamerA19 alsZielelementbinden.

Die wie unter 2.6.7beschriebenhergestelltecDNA-Bibliothek repräsentier-
te 1.5
 106 primäreKlone. Um die Qualitätder Bibliothek zu überprüfen,wur-
de ein Aliquot der cDNA-Bibliothek in Escherichia coli transformiertund die
One-HybridPlasmidevon 38 primärenKlonenisoliert. Von den38 untersuchten
Klonentrugen35 ein Insertim VektorpPC86;die durchschnittlicheLängedieser
Insertsbetrug1.1kB.

Die primärenKlone wurdenwie unter2.6.7beschriebenauf 250 µg ampli-
fiziert und zur Transformationder ReporterhefeYM954-A19 verwendet.Dabei
wurdeeineTransformationseffizienzvon ca105 Transformantenpro µg Plasmid-
DNA erreicht,so daß27.5
 106 transformierteHefezellenauf Selektivmedium
auf die Bindungseigenschaftenihrer cDNA-Insertshin untersuchtwerdenkonn-
ten.NacheinerInkubationvon sechsTagenbei 30

�
C auf Selektivmediumzeig-

tensich309Hefekolonien.Die Fähigkeit dieserHefeklone,auf Selektivmedium
zu wachsen,bestätigtesich nachAusstreichenin WasserresuspendierterZellen
auf Selektivmedium.Die One-Hybrid-Plasmideder im erstenDurchgangposi-
tiven Hefeklonewurdendurch Transformationvon DNA-IsolatendieserKlone
(sieheAbschnitte2.6.1und2.1.3)in denEscherichia coli StammKC8 (sieheAb-
schnitt 2.1.1)von denReporterplasmidengetrennt.Dazuwurdendie Bakterien
auf M9-Medium ohneTryptophan,dem Selektionsmarker desPlasmidspPC86
(sieheAbbildung3.3),selektiertundPlasmid-DNAs isolierterKC8-Zellendurch
Präparationenim kleinenMaßstab(sieheAbschnitt2.6.1)gewonnen.

DasErgebnisderSequenzierungderInsertsvon26zufällig ausgewähltenKlo-
nennachdererstenSelektionsrundeist in Tabelle3.2dargestellt.
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Tabelle3.2:SequenzhomologienderInsertsvon26zufällig ausgewähltenKlonennach
der erstenSelektionsrundedesOne-HybridVersuchesin Hefe. Aufgeführt sind neben
statistischsignifikantenHomologienAngabendarüber, ob das Leseraster(ORF) der
Insert-Homologiedasgleichewie dasderGal4AD ist undob esdurchgängig,d.h.un-
unterbrochenvon Stopcodonenist. FürdieKlone22/3und23/1sindkeineAussagenzu
Leserasternmöglich,dadie Sequenzenvon zahlreichenStopcodonendurchsetztsind.

ORFInsertundGal4AD

Klon
SignifikantesteHomologie zu Daten-
banksequenzen

gleich durchgängig

1/1
Serin/ThreoninKinaseSorghumbico-
lor

—
�

2/1
6-19cDNA Craterostigmaplantagine-
um

— —

4/1
YTM1 Microtubuli assoziiertesProtein
Saccharomycescerevisiae

—
�

5/1
hypothetisches Protein Arabidopsis
thaliana

— —

7/9
unbekanntegenomischeSequenzAra-
bidopsisthaliana

— —

7/10
2,4-D induzierbare Glutathion-S-
TransferaseGycinemax

�
—

7/15
mitochondrialesRieske Fe-S Protein
Zeamays

�
—

8/1 pcC27-04Craterostigmaplantagineum —
�

9/1 — —
�

10/1
putatives Auxin reprimiertes Protein
Prunusarmeniaca

— —

12/6 pcC3-06Craterostigmaplantagineum —
�

13/1
ribosomalesProtein(30SUntereinheit)
Spinaciaoleracea

—
�

14/1 T23K8.1Arabidopsisthaliana —
�

20/1
EST/unbekanntesProtein Arabidopsis
thaliana

— —

22/3 — ? ?
23/1 — ? ?

FortsetzungTabelle3.2
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FortsetzungTabelle3.2

ORFInsertundGal4AD

Klon
SignifikantesteHomologie zu Daten-
banksequenzen

gleich durchgängig

25/1
S-Adenosylmethionin-Sterol-C-
MethyltransferaseNicotianatabacum

—
�

34/1 Cyclophilin-40Bostaurus —
�

36/1
mitochondriales26S rRNA Gen Triti-
cumaestivum

/ /

37/1 Hitzeschock-Protein70 Oryzasativa
� �

38/1
Chaperonin enthaltende T-Komplex
Polypeptidβ-UntereinheitHomosapi-
ens

— —

39/1
putatives CUC2 Protein Arabidopsis
thaliana

— —

40/1
ribosomalesProtein S15 Arabidopsis
thaliana

—
�

65/1
hypthetischesProteinArabidopsistha-
liana

—
�

81/1
potentieller Embryogenese-Marker
Dc3 Daucuscarota

—
�

125/1
17.3 kD KlasseI Hitzeschock-Protein
Glycinemax

— —

In vielenFällengabeskeingrößeresLeserasterin framemit derGal4-Aktivie-
rungsdomäne,oderdie Leserasterder Hybridproteinewarennicht durchgängig,
sondernzwischenGal4AD unddemORFdurchStopcodonenunterbrochen.Die
Homologiendeutetenin denmeistenFällennicht auf Proteinemit Transkripti-
onsfaktoreigenschaften.Weiterhin fandensich in Hefeklon 7 drei verschiedene
Plasmide,sodaßzur Erfassungaller anechtenInteraktionenbeteiligtenPlasmi-
dedie One-HybridVektoren-DNAs der 309positivenHefekloneausdemersten
Durchgangisoliertundfür eineerneuteTransformationderReporterhefeverwen-
detwurden.In dieserzweitenSelektionsrundeführten18 Plasmidezu Hefekolo-
nienauf Selektivmedium.EsgabkeineSchnittmengemit denSequenzenausder
erstenSelektionsrunde.Die SequenzenderInsertsdieserPlasmidesindin Tabelle
3.3 aufgeführt.Wie nachder erstenSelektionsrundewiesendie meistenInsert-
sequenzenentwederkein größeresLeserasterin framemit derGal4AD auf, oder
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Tabelle3.3:HomologienderInsertsallerhistidinautotrophenHefeklonennachderzwei-
tenRundedesOne-HybridVersuchs.AufgeführtsindnebenstatistischsignifikantenHo-
mologienAngabendarüber, ob dasLeseraster(ORF) der Insert-Homologiedasgleiche
wie dasderGal4ADist undobesdurchgängig,d.h.ununterbrochenvonStopcodonenist.

ORFInsertundGal4AD

Klon
SignifikantesteHomologie zu Daten-
banksequenzen

gleich durchgängig

R1
polyA bindendesProteinTriticum ae-
stivum

—
�

R2
hypothetisches Protein Arabidopsis
thaliana

� �

R3 EpoxidhydrolaseSolanumtuberosum — —
R4 EpoxidhydrolaseSolanumtuberosum — —
R5 — — —
R6 — — —
R7 — —

�
R8 LEA D-34 Gossypium

� �
R9 Rab21Oryzasativa

� �
R10 putativesProteinArabidopsisthaliana —

�

R11
unbekanntesProtein Arabidopsistha-
liana

� �

R12 —
� �

R13
putativesMINE-ProteinChlorella pro-
tothecoides

—
�

R14 — —
�

R15
potentieller Embryogenese-Marker
Dc3Daucuscarota

— —

R16
unbekanntesProtein Arabidopsistha-
liana

— —

R17
Ubiquitin aktivierendesEnzymArabi-
dopsisthaliana

—
�

R18
im folgenden beschriebenesZinkfin-
gerprotein

� �
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siekodiertenfür Proteineohnedie EigenschafteneinesTranskriptionsfaktors.In
einerdritten Selektionsrundewar nur dasOne-HybridPlasmiddesachtzehnten
Retransformantenin derLage,HefekolonienaufselektivemMediumhervorzuru-
fen. DasInsertdiesesOne-HybridPlasmideswurdedeswegenR18genanntund
im folgendenaufdie SpezifitätseinerBindungandasZielelementuntersucht.

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

Um die SpezifitätderBindungdesvom cDNA-InsertsdesKlonesR18kodierten
ProteinesandasPentamerdesReporterplasmidespSK1-A19in Hefegenauerzu
untersuchen,wurdederHefestammYM954 mit demPlasmidpSK1ohneZielele-
mentA19 transformiert.Die soentstandeneReporterhefeYM954-pSK1unddie
im One-Hybrid-ScreeneingesetzteReporterhefeYM954-A19wurdensowohl mit
demOne-Hybrid-PlasmiddesKlonesR18alsauchmit demPlasmidpPC86ohne
Insert transformiert.Repräsentantender vier möglichenPlasmidkombinationen
wurdennachResuspensionin Wasserauf Selektivmediumaufgetragenundsechs
Tagebei30

�
C inkubiert.DasErgebnisdesVersuchesist in Abbildung3.5wieder-

gegebenundzeigt,daßnurdie PlasmidkombinationR18+ pSK1-A19Wachstum
derHefeYM954 auf Selektivmediumermöglicht.DasHybridproteindesKlones
R18bindetalsospezifischandasPentamerA19 im ReporterplasmidpSK1-A19.

3.2.5 Das cDNA-Insert des Klones R18 kodiert für ein basi-
schesProtein mit einemC3H-Zinkfinger und einer SAP-
Domäneund zeigt Homologienzu SequenzenausArabi-
dopsis, Tomateund weiteren Arten

Um AufschlußüberdasvonKlon R18kodierteHybridproteinzuerhalten,wurde
dascDNA-Insertmit Hilfe derPrimerYan1undYan2(sieheAnhang6.2)sequen-
ziert. In Abbildung3.6 ist die NukleinsäuresequenzdescDNA-Insertsvon Klon
R18zusammenmit derAminosäureabfolgeim LeserasterderGal4ADwiederge-
geben.

ÜberdenzurKlonierungdercDNA-BibliothekverwendetenSalI-Adapterhin-
weg (sieheAnhang6.2) umfaßtdasoffeneLeseraster385 Aminosäurender In-
sertsequenzvor demerstenStopcodon.Esschließtsicheineüber128Basener-
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YM954−A19 YM−954−pSK1

−His, 5 mM 3−AT

+ His
YM−954−pSK1YM−954−A19

pPC86

R18

pPC86

R18

Abbildung3.5:SpezifitätderInteraktionvon One-HybridKlon R18unddemPentamer
A19. Abbildungoben:WachstumderReporterhefenYM-954-A19 (Reporterplasmidmit
PentamerA19) und YM-954-pSK1(ohnePentamerA19) in Gegenwart desKlonesR18
bzw. desOne-HybridPlasmidspPC86ohneInsert auf selektivem Medium. Abbildung
unten:KontrollenaufMediummit Histidin.
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Abbildung 3.6: Nukleinsäure-und PeptidsequenzdescDNA-Insertsvon One-Hybrid
Klon R18 sowie der angrenzenderBereichedesPlasmidspPC86.Die zur Klonierung
verwendetenSalI- und der NotI-Adaptersind einfachunterstrichen,Basender Gal4AD
sindunterschlängelt.

-79 ATGCTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGGGT -20
-27 M L Y N Y L F D D E D T P P N P K K E G -8
-19 GGGTCGACCCACGCGTCCGCCCGTATTGTGAAGAGTACGAAGGACAACTTGGAGGAGGGC 41
-7 G S T H A S A R I V K S T K D N L E E G 13
42 GTGGAAGTTGAGAAGACTGGTGGTCCAGAGCTGAGCAAGGAGGACCAAAAATGTTATGAA 101
14 V E V E K T G G P E L S K E D Q K C Y E 33
102 ACCATTCTGACAATGGTTGAAGGTGGTCAGGTGGAGAGCTTAAAAGTCGATCAATGCAAA 161
34 T I L T M V E G G Q V E S L K V D Q C K 53
162 ATATATCTTAGGAAACACAAGTTGAGATTGACTGGAAACAAAGCCACACTTATTCAGCGA 221
54 I Y L R K H K L R L T G N K A T L I Q R 73
222 ATTAAGGAGCATACATGCATTGTCAATGGTGGCGGGGAAAAGAAGTATCCTGTGTCTAGT 281
74 I K E H T C I V N G G G E K K Y P V S S 93
282 TTTGTGCTGAATTGCAAAGGTGATGCATGCCTGGGGGATGTAGTCATGTTCGAACAAAAC 341
94 F V L N C K G D A C L G D V V M F E Q N 113
342 GTATATGAAATGTTTAATTTGGCATCTCGCAGTGCTGCTGGTCCCCCTTGTGGCAAAAGG 401
114 V Y E M F N L A S R S A A G P P C G K R 133
402 CTTGTTGCAGGCCGTATCATCAAGGAAAGCTATGGAGCAGCCAAGCAACAACATACATTT 461
134 L V A G R I I K E S Y G A A K Q Q H T F 153
462 ACGATTGAAGTCCTATGGAGCAAAGGAGAGAAGCCATTGCCTCCGCTTCACCCTTTGCTT 521
154 T I E V L W S K G E K P L P P L H P L L 173
522 ATTAAAGGCAGGAATCTATACAAGTTAAAGACATTGAGGCAGAAATGGGAAGATGAAGGC 581
174 I K G R N L Y K L K T L R Q K W E D E G 193
582 GAAAGGGAGAAGATTTTATTAGAAAAGCATTCTAGAGGTGACGTAGCACGTTGTCACAGG 641
194 E R E K I L L E K H S R G D V A R C H R 213
642 GACGCACGCATAGAGCGAAGGGAAATGCGAAAAAAAGCGATAAATGCAGAAGCAAATAGG 701
214 D A R I E R R E M R K K A I N A E A N R 233
702 GGAACCAGGAAACAAAACAACGGGCCCATTCATTCCACAAATCATGAGAAGCGAATTAGC 761
234 G T R K Q N N G P I H S T N H E K R I S 253
762 GGATCTGTAAAGCAGAAGGATCTCATAACGGACTTGGATGATACAAGTTTTCACCACAAG 821
254 G S V K Q K D L I T D L D D T S F H H K 273
822 AAACAGAACTATCCCGGAGCTAGTGGATCGAACTCGGGAAATCAGGGAAACCATTATAGA 881
274 K Q N Y P G A S G S N S G N Q G N H Y R 293
882 CCACCACCCATTGGTATCCCAAGCACCATTTTGCCGCCATTTGTTAGGATTAATAGCTGT 941
294 P P P I G I P S T I L P P F V R I N S C 313
942 GGCTTTGACCGTAGCTTCCAGCCAACTAGTTTGAGCAACATCAACATGAGTAGGACGAAC 1001
314 G F D R S F Q P T S L S N I N M S R T N 333
1002 TTTTTACATCATCTTGTTCATCCCAGAGATCAGAGACAACATGTTCAATCCCGGGATTAC 1061
334 F L H H L V H P R D Q R Q H V Q S R D Y 353
1062 GTGCGAAATCAGATTTGCAGGTATTATGCTCAAGGACGGTGTCATTTCGGAGATAGGTGC 1121
354 V R N Q I C R Y Y A Q G R C H F G D R C 373
1122 AAGTATTTGCATGAACTTCCTGTAGAATATGATTAATCGCATTATCACCCAATATTGCAA 1181
374 K Y L H E L P V E Y D * S H Y H P I L Q 393
1182 GATTTGATTGACTTGGTCCCCTCCTTTGGCAATACCCATATACTTGCTACTGAATATTTG 1241
394 D L I D L V P S F G N T H I L A T E Y L 413
1242 TATATTTGTTTCAAATTTTTTTAGCTTGTCATACATCTATCAAAAAAAAAAAAAAAGGGC 1301
414 Y I C F K F F * L V I H L S K K K K K G 433
1302 GGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGT
434 G R H R G G A P I R P I V S R



3. Ergebnisse 56

streckendeuntranslatiertenRegion an,danneine15 Adeninelangepoly-Adenin-
SequenzundschließlichdieNotI-RestriktionsschnittstelledeszurHerstellungder
cDNA-Bibliothek verwendetenOligo-dT-Adapters(sieheAnhang6.2).In denan-
derenmöglichenLeserasterngibt eskeinelängerenAminosäurensequenzen.

Die Aminosäuresequenzim Gal4AD-LeserasterkodiertdurchdenhohenAn-
teil anLysinundArginin (45von385Aminosäuren)für einbasischesProteinmit
einempI von 9.6.Am CarboxyterminusdesORFfindetsichein C3H-Zinkfinger,
zu demein BLAST-Datenbankvergleich ähnlicheSequenzenbekannterZinkfin-
gerproteineausHomosapiens, Caenorhabditiselegans, Arabidopsisthalianaund
anderenArten lieferte. In Abbildung 3.7 D ist die dem C3H-Zinkfinger-Motiv
entsprechendeAbfolge C–X2 � 8–C–X2 � 16–C–X2 � 6–H (mit C = Cystein,H = Hi-
stidin und X = nicht konservierteAminosäure)von drei Cysteinenund einem
Histidin farbighervorgehoben.

Am N-terminalenEndeentsprichtder Bereichder Aminosäuren44-78 der
R18-SequenzdemSAP-Motiv, dasauseinerReiheDNA-bindenderProteinebe-
schriebenwordenist, die in Abbildung3.7 B im Sequenzvergleichmit R18auf-
geführtsind.In 10von11dernachAravind undKoonin[3] für dieSAP-Domäne
charakteristischenPositionenentsprichtdieSequenzdertranslatiertenR18-cDNA
demSAP-Motiv. In Teilabbildung3.7B sindtypischeSAP-DomänenR18gegen-
übergestelltunddiedurchPfeilemarkiertencharakteristischenPositionenwieder-
gegeben.

Für denBereichder Aminosäuren181-232gibt dasProgrammPHD (unter
http://www.public.iastate.edu/~pedro/pprotein_query.html) eineHelix-Loop-Helix
(HLH) Strukturan.Die eineHelix umfaßt21Aminosäuren,dieandere25.Mit 16
basischenAminosäurenist der Bereichder Helix-Loop-Helix-Strukturreich an
positivenLadungen.Die Helicessind nicht amphipatischund entsprechennicht
derConsensus-Sequenz,dievonvielenbeschriebenenTranskriptionsfaktorenmit
Helix-Loop-Helix-Domänenabgeleitetwordenist. Weiterhinsind kurze,basen-
reicheAbschnittewie RKHK (57-60)oderRREMRRK(219-225)vorhanden,bei
denenessichumKernlokalisierungssignalehandelnkann.
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Abbildung3.7:HomologienundStrukturelementedesOne-HybridKlons R18(auf der
nächstenSeite).TeilabbildungA zeigteinenVergleichdes5’-Bereichesvon R18mit Se-
quenzenausderDatenbank.In TeilabbildungB ist R18Sequenzenmit derputativenSAP
DNA-Bindungsdomänegegenübergestellt.Die Farbkodierungder durchPfeile markier-
tenkonserviertenPositioneninnerhalbderSAP-Domänefolgt Aravind undKoonin [3]:
gelbhydrophobeundaliphatischeReste,polareRestemagenta,großeRestegrauunddas
starkkonservierteGlycin grün. In TeilabbildungC sindHomologienzum mittlerenTeil
von R18 wiedergegeben.TeilabbildungD zeigt rot hervorgehobendasC3H-Zinkfinger-
Motiv in derSequenzvon R18im Vergleichzu verschiedenenVertreternmit diesemMo-
tiv ausderDatenbank.TeilabbildungE faßtdie StrukturelementedesOne-HybridKlons
R18schematischzusammenundgibt ihre PositioneninnerhalbderSequenzwieder. Als
schwarzePfeile sind die Primer R18-NcoI-5’ und R18-NcoI-3’ eingezeichnet,die zur
Amplifizierung einesNcoI-R18-Fragmentesverwendetwurden(Sequenzender Primer
sieheAnhang6.2).Die Datenbankzugangscodes derhieraufgeführtenSequenzensindim
Anhang6.3zufinden
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Der BLAST-Datenbankvergleich fördertehomologeEST-SequenzenausTo-
mate,ArabidopsisundPinustaedazu Tagesowie ein auseinergenomischenSe-
quenzabgeleitetesProteinausArabidopsisthaliana. Die HomologiendieserSe-
quenzengruppierensich um die Bereicheder SAP-Domäne(Abbildung 3.7 A)
unddenHLH-Bereich(Abbildung3.7 C) undsindstellenweisehochmit Identi-
tätenüber75 %.

Somit handeltessich bei R18 um ein bisherunbekanntesZinkfingerprotein
mit einerSAP-DomäneundeinernichtcharakterisiertenHelix-Loop-HelixStruk-
tur, welchesÄhnlichkeitenzu SequenzenausanderenSpeziesaufweist.Abbil-
dung3.7E faßtdieStrukturelementedescDNA-InsertsvonKlon R18zusammen.

3.3 MolekularbiologischeCharakterisierung desOne-
Hybrid Klons R18

DadascDNA-InsertdesOne-Hybrid-KlonesR18für einbisherunbekanntesZink-
fingerproteinkodiert, welchesin Hefe spezifischan dasPentamerA19 bindet,
sollteesmolekularbiologischcharakterisiertundim Hinblick auf notwendigeEi-
genschaftenfür einenTranskriptionsfaktoruntersuchtwerden.

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

Durch Northern-AnalysenwurdenGrößeundExpressionsmusterder mRNA er-
mittelt, diedascDNA-InsertdesKlonesR18repräsentiert.6 µg derpolyA

�
RNA,

die zur Herstellungder cDNA-Bibliothek verwendetwordenwar, wurdendazu
mit demradioaktiv markiertencDNA-Insert desKlonesR18 hybridisiert.Nach
derAutoradiographiewurdederselbeFilter nacheinandermit Sondenfür das1.8
kB großeTranskriptdesLEA-GenesCDeT11-24[118] sowie für das0.9kB große
Transkriptvon CDeT27-45[5] hybridisiert.Die in Abbildung3.8A nebeneinan-
derundhorizontalgleichausgerichtetenAutoradiographienzeigen,daßdiecDNA
desKlonesR18eine1.7–1.8kB großemRNA repräsentiert.

Die HybridisierungeinesNorthernfiltersmit je 4 µg polyA
�

RNA ausBlät-
tern(frisch,24 und72 Stundengetrocknet),Wurzeln( frisch und72 Stundenge-
trocknet)sowie Kallus (frisch, 2 und4 TageABA behandelt)von Craterostigma
plantagineummit demradioaktiv markiertenInsertdesKlonesR18ergabSignale
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von R18undCDeT27-45hybridisiert.Northernanalysein TeilabbildungB freundlicher-
weisevon FrauBarabaraEilts zur Verfügunggestellt.



3. Ergebnisse 61

für Wurzeln (frisch und getrocknet)sowie für Kallus (frisch und ABA behan-
delt).Die HybridisierungdesselbenFiltersmit einerSondefür CDeT27-45ergab
die erwartetenSignalefür getrockneteBlätter, getrockneteWurzelnsowie ABA
behandeltenKallus [5][90]. Somit liegt die demcDNA-InsertR18entsprechende
mRNA in Wurzelnundin Kallus,abernichtin Blätternvor. Die Expressionerfolgt
unabhängigvonAustrocknungoderABA Behandlung(vergleicheAbbildung3.8
B).

Bei der R18-mRNA handeltessich um ein seltenesTranskript,denndasin
Abbildung3.8gezeigteSignalwurdeverglichenmit denSignalenfür CDeT11-24
oderCDeT27-45durcheineSondemit sehrviel höhererspezifischerRadioaktivi-
tät (1.8
 107 cpmfür R18bzw. 4 
 106 cpmfür CDeT11-24undCDeT27-45)und
einevielfachlängereExpositionszeit(96 h fürR18bzw. 3 h für CDeT11-24und
CDeT27-45)desFilms erreicht.

3.3.2 Dasin Escherichia coli alsGST-Fusionsproteinexprimier-
te cDNA-Insert des Klones R18 bindet in vitro an das
PentamerA19 und an dasnativePromoterfragment 3.5

Zur BestätigungderBindungdesvon cDNA-Klon R18kodiertenProteinsandas
PentamerA19 und zur Untersuchungder Bindungan dasnative Promotorfrag-
ment3.5 solltenBindungsstudienmit demalsGlutathion-S-Transferase-(GST)-
Fusionsproteinin Escherichiacoli exprimiertencDNA-InsertdesKlonsR18durch-
geführtwerden.Hierfür wurdedascDNA-Insertmit denRestriktionsendonuclea-
senSalIundNotI ausdemOne-HybridPlasmidpPC86geschnittenundin denmit
dengleichenEnzymenverdautenExpressionsvektorpGEX4T-2 [89] kloniert; in
pGEX4T-2 liegenderGST-Anteil unddasvonR18kodierteProteinin demselben
LeserasterdesHybridproteins.Nach Transformationdesso entstandenenVek-
torspGEX-R18in BakterienvomEscherichia coli StammBL21 (sieheAbschnitt
2.1.1)wurdedieExpressionwie in Abschnitt2.6.9beschriebendurchZugabevon
IPTGinduziert.DerErfolgderInduktionwurdedurchImmunodetektionmit Hilfe
einesgegendenGST-Anteil desFusionsproteinesgerichtetenAntikörperin einer
Western-Analyse(sieheAbschnitt2.5.6)überprüft.TeilabbildungA in Abbildung
3.9gibt einenWesternblotmit je 10 µg Gesamtproteinder löslichenFraktionvor
undnacheinerdreistündigenInduktionbei 30

�
C wiederund zeigtnur für indu-

zierteZellen eineBandenleiter, die in Höheder erwartetenFusionsproteingröße
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von 70 kD beginnendherunterbis zur GrößedesGST-Anteils alleine (26 kD)
reicht.SomitwurdedesFusionsproteinsowohl vollständigalsauchin Fragmen-
tenexprimiert.

Da eineweitereOptimierungder Expressionin Bezugauf denAnteil voll-
ständigenFusionsproteinsnicht möglich war, wurde es wie in Abschnitt 2.6.9
beschriebenübereineGlutathion-Agarose-SäuledurchAffinitätschromatographie
angereichertundaufgereinigt.ParallelwurdeunterVerwendungdesVektorspGEX-
4T-2 ohneInsert der GST-Anteil alleine exprimiert und aufgereinigt.Teilabbil-
dungB in Abbildung3.9zeigteinCoomassie-gefärbtesSDS-Gel(sieheAbschnit-
te 2.5.3und2.5.4),in dem5 und10 µg derFusionsproteinpräparationR18-GST
sowie je 5 µg derGST-Präparation(26 kD) bzw. Rinderserumalbumin (BSA, 66
kD) aufgetrenntwurden.Dem Westernblotin Teilabbildung3.9 A entsprechend
ist für die GST-PräparationeineBanden-Leiterzu erkennen,die etwasoberhalb
derBSA entsprechendenProteingrößevon66kD beginnendhinunterreichtbis26
kD, derProteingrößedesGST-Anteilsalleine.Die ausderAffinitätschromatogra-
phiemit Glutathion-AgarosehervorgegangeneR18-GST-FusionsproteinPräpara-
tion bestandalsoausvollständigenMolekülenundausFragmentendavon.

Die R18-GSTFusionsproteinPräparationwurdezunächstfür einenGelverzö-
gerungsassaymit demPentamerA19 alsEMSA-Sondeverwendet,umdiein Hefe
beobachteteInteraktionzu bestätigen.Dazureagiertenwie in Abschnitt2.6.3be-
schrieben1.25,2.5 und 5 µg der R18-GSTFusionsproteinPräparationsowie 10
µg derGST-Präparationmit 10.000cpmdesPentamersA19 alsEMSA-Sondein
Gegenwartvon200ngpdAdT. Die AutoradiographiedesGelesnachderAuftren-
nungist in TeilabbildungC wiedergegeben.Währenddie freie Probeund10 µg
derGST-PräparationkeineGelverzögerunghervorrufen,bewirkt einezunehmen-
de Mengeder R18-GST-Präparationeine zunehmendstärkere Gelverzögerung.
Dasin Escherichia coli exprimiertecDNA-Insert desKlonesR18 bindetalso in
vitro andasPentamerA19.

Zur Überprüfungder InteraktiondesR18-GSTFusionsproteinsmit demna-
tivenPromotorfragment3.5wurdeein Gelverzögerungsassaymit demPromotor-
fragment3.5 als EMSA-Sondeund je 2.5 µg der R18-GSTFusionsproteinPrä-
parationin Gegenwart undAbwesenheiteines160fachenÜberschussesannicht
radioaktiv markierterEMSA-SondealsKompetitorumBindungsstellendurchge-
führt. DazureagiertedasR18-GSTFusionsproteinin Gegenwartvon1 µg pdAdT
wie in Abschnitt2.6.3beschriebenmit derEMSA-Sonde.TeilabbildungD in Ab-
bildung3.9zeigtdieAutoradiographiedesGelesnachderAuftrennung.DasR18-
GSTFusionsproteinführt mit Promotorfragment3.5 zu einemdeutlichenVerzö-
gerungssignal.DasVerzögerungssignalbestehtauseinemoberen,einemmittleren
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Abbildung 3.9: Expressionund Aufreinigung einesin Escherichia coli exprimierten
R18-GSTFusionsproteinesundseineVerwendungin Gelverzögerungsassays.A Western-
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mit PentamerA19 als EMSA-Sonde.D Gelverzögerungsassaymit demnativen Promo-
terfragment3.5alsEMSA-SondeundKompetitor.
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undeinemunterenTeil. Der obereTeil verschwindetin Gegenwart eines160fa-
chenÜberschussesan nicht radioaktiv markierterEMSA-Sonde3.5 ganz,der
mittlere und untereTeil werdenabgeschwächt.Somit ist die BindungdesR18-
GSTFusionsproteinsandasnative Promotorfragment3.5 alsEMSA-Sondezum
Teil kompetierbar.

Somitbindetdasin Escherichia coli exprimierteR18-GSTFusionsproteinin
vitro sowohl an dasPentamerA19 als auchandesnative Promotorfragment3.5
undbestätigtdenin HefegewonnenenBefund.Die BindungdesR18-GSTFusi-
onsproteinesan dasnative Promotorfragment3.5 als EMSA-Sondeist zum Teil
kompetierbar.

3.3.3 DasR18-GFPFusionsprotein ist kernlokalisiert

Um zu untersuchen,ob essichbei R18um ein kernlokalisiertesProteinhandelt,
sollteein FusionsproteindescDNA-Insertsvon Klon R18mit demgrünfluores-
zierendenProtein(GFP)in Tabakprotoplastenexprimiertwerden.Dazuwurdeein
900bpgroßesR18-Fragmentmit Hilfe derPrimerR18-NcoI-5’undR18-NcoI-3’
(sieheAnhang6.2 zur Sequenzund Abbildung 3.7 Teil E zur Lageder Primer
in derR18cDNA-Sequenz)mit NcoI-SchnittstellenanbeidenEndendurchPCR
amplifiziertund in denVektorpCK-GFP-S65C[92] kloniert. Hierbeientstanden
dieVektorenpGFP-R18undpGFP-antisenseR18;letztererdientealsKontrolleim
folgendenExperiment.

Tabakprotoplastenwurdenwie unter2.4.2beschriebenhergestellt,mit pGFP-
R18undpGFP-antisenseR18transfiziert(sieheAbschnitt2.4.3)undauf Expres-
sion desFusionsproteinsunterdemLichtmikroskop untersucht(sieheAbschnitt
2.6.10).Abbildung 3.10zeigt dasErgebnisdieserUntersuchung.Die Teilabbil-
dungenA undB zeigeneinenProtoplastendermit pGFP-R18transfiziertworden
ist, links mit einemFilter fotografiert,dernur grünesLicht durchläßt,rechtsmit
einemFilter, der rotesund grünesLicht passierenläßt. Die grüneFluoreszenz
konzentriertsichausschließlichaufdenBereichdesZellkerns.Demgegenüberist
für denmit pGFP-antisenseR18transfiziertenProtoplasten,der in denTeilabbil-
dungenC (grünesLicht) undD (rotesundgrünesLicht) dargestelltist, die grüne
FluoreszenzüberdasgesamteCytoplasmaverteilt.SomitenthältdievonR18ko-
dierteProteinsequenzKernlokalisierungssignale,die denTransportdesR18-GFP
Fusionsproteinesin denNukleusbewirken.
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A

C

B

D

Abbildung 3.10: ExpressioneinesR18-GFPFusionsproteinsin Tabakprotoplasten.A
und B: mit R18-GFPtransfizierterProtoplast.C und D: mit R18antisense-GFPtransfi-
zierterProtoplast.
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3.3.4 DascDNA-Insert desKlons R18hybridisiert nur mit we-
nigenGenomfragmenten

Um Aufschlußüber die Häufigkeit desvom cDNA-FragmentR18 vertretenen
Gensim Genomvon Craterostigmaplantagineumzu erlangen,wurdeeineSou-
thernAnalysedurchgeführt(vergleicheAbschnitt2.6.3).Je10 µg genomischer
CraterostigmaDNA wurdendazumit denRestriktionsendonukleasenEcoRIbzw.
HindIII geschnitten,in einemAgarosegel elektrophoretischaufgetrenntund auf
einemNylonfilter fixiert. TeilabbildungA in Abbildung3.11zeigtdieAutoradio-
graphiediesesFiltersnachHybridisierungmit demcDNA-InsertdesKlonesR18.
Schnittmit EcoRIergibt ein stärkeresSignalbei 6 kB undein schwächeresbei 5
kB. Schnittmit HindIII ergibt je einSignalbei7, 4 und3 kB. R18vertritt alsoein
Gen,dasin eineroderin wenigenKopienim Genomvorliegt.

3.3.5 Isolierung und SequenzierunggenomischerR18-Klone

Da die IsolationeinesvollständigenR18-cDNA-Klonesauseinerλ-ZAP-Biblio-
thek von 2 TageABA behandeltemCallus[33] aufgrundseinerschwachenEx-
pressionnichtmöglichwarundauchein5’-RACE-Versuchnichterfolgreichwar,
solltendieentsprechendengenomischeKloneauseinergenomischenCraterostig-
ma-DNA-Bibliothek [111] isoliertwerden.

NachPlaquehybridisierungvon200.000pfu (sieheAbschnitt2.6.12)konnten
10 λ-Klone isoliert werden,die mit derR18-cDNA hybridisierten.Die DNA die-
serKlonewurdeisoliert (sieheAbschnitt2.6.1),mit denRestriktionsendonuklea-
senXbaI, EcoRIundAseIgeschnittenundnacheinerGelelektrophoreseauf eine
Hybond-Membrantransferiert.NachHybridisierungmit derR18-cDNA zeigtees
sich,daßdie 10 Klone zweiGruppendarstellten,von denendie eineachtmalund
die anderezweimalvertretenwar. Bei der Gruppemit achtVertreternzeigt die
Autoradiographieein EcoRI-Fragmentvon 6 kB, bei der Gruppemit zwei Ver-
treternwird ein EcoRI-Fragmentvon 5 kB markiert.Die Autoradiographieeines
SouthernBlotts (sieheAbschnitt2.6.3)mit EcoRIgeschnittenerPhagen-DNA je
einesVertretersderbeidenGruppenmit derR18-cDNA ist in Abbildung3.11B
wiedergegeben.

Die EcoRI-Fragmenteje einesVertretersder beidenGruppen,gc3A (6 kB)
und gc19(5kB), wurdenisoliert und in denVektor pBluescriptkloniert. Um zu
erfahren,wo sich innerhalbder5 bzw. 6 kB großenFragmentedie bekannteSe-
quenzdescDNA-FragmentesR18 befindet,wurde eine PCR-Analysemit den
R18-spezifischenPrimernR18-I (an denBasen56-76auswärtsgerichtetanset-
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zend,vergleicheAbbildung 3.12) und R18-II (an den Basen120-140auswärts
gerichtetansetzend,vergleicheAbbildung 3.12) gegendenan die multiple clo-
ning siteflankierendepBluescript-SequenzenbindendenUniverse-Primerdurch-
geführt(Primer-Sequenzens. Anhang6.2). Die ErgebnissedieserPCR-Analyse
sindin Teil CderAbbildung3.11dargestellt.Fürgc3AergabensichPCR-Produkte
von 4 (R18-I) bzw. 4.1 kB (R18-II), für gc19zeigtensichBandenbei 3 (R18-I)
bzw. 3.1 kB (R18-II). Darausergibt sich,daß5’ von derbekanntenSequenzder
R18-cDNA 4 kB (gc3A)bzw. im Falle vongc193 kB liegen.

Da somitder bekanntecDNA-Abschnittam3’-Endeinnerhalbder isolierten
EcoRI-Genomfragmenteenthaltenwar, wurdendie beidengenomischenKlone
gc3Aundgc19mit Hilfe derPrimerR18-I,R18-III, R18-IV, R18-VII sowie R18-
NcoI-5’ (SequenzensieheAnhang6.2,PositionensieheAbbildung3.12)sequen-
ziert. Abbildung 3.12 gibt die beidenso gewonnenengenomischenNukleotid-
Sequenzenin Gegenüberstellungmit der entsprechendenSequenzdes cDNA-
InsertsdesKlonsR18wieder. Abbildung3.13zeigtdenVergleichdertranslatier-
tencDNA-Sequenzmit dentranslatiertenExonsderbeidengenomischenKlone.

Die Nukleotidsequenzder R18-cDNA verteilt sich bei beidengenomischen
Klonenauf 9 Exonsundist zu 99 % identischmit derSequenzdesgenomischen
Klonsgc19(13unterschiedlichePositionenvon1298).TranslationderExonsdes
genomischenKlons gc19 führt zu einer Peptidsequenz,die sich an 8 von 385
Positionenvom Translationsproduktder R18-cDNA unterscheidetund somit zu
98 % identischist. Die 9 ExonsdesgenomischenKlons gc3A unterscheidensich
aufNukleotidebenein 51Positionen(entsprichteinerIdentitätvon96%) undauf
Aminosäureebenein 23 Positionen(entsprichteinerIdentitätvon 94 %) von der
SequenzderR18-cDNA bzw. ihresTranslationsproduktes.
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6 kB− −6 kB
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Abbildung3.11:Southern-Analysezur BestimmungderHäufigkeit der von Klon R18
vertretenenGeneund Isolationder genomischerR18-Klone.A Southernblotmit je 10
µg genomischerDNA ausCraterostigmaplantagineum. B Southernblotmit EcoRI ge-
schnittenerDNA der Phagenklonegc3A und gc19.C PCR-Analysezur Lokalisierung
dercDNA-SequenzinnerhalbdergenomischenKlone gc3A undgc19.Spuren1-3 gc3A,
Spuren4-6 gc19.Spuren1 und 4 PrimerR18-I gegenuniverse,Spuren2 und 6 Primer
R18-II gegenuniverse,Spuren3 PlasmidpBluescriptmit EcoRI-Fragmentgc3A,Spur4
PlasmidpBluescriptmit EcoRI-Fragmentgc19.
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C T G A A T G G A G T C G T C T G A G G A A G A T C A T C A C G A T G G A T T T G A C A G C G A G
C T G A A T G G A G T C G T C T G A G G A A G A T C A T C A C G A T G G A T T T G A C A G C G A G

A A G A T T A C A C G G A G G T T C A T C C A G G A A G A C T C G A T T A T G A G G T G T T G
A A G A T T A C A C G G A G G T T C A T C C A G G A A A A C T C G A T T G T G A G G T G T T G

G G G A A T T T C C T C C A C G T T T T G A A T C T G C A G A T C A A G G G A A A A G C C A A
G G G A G T T T C C T C C A C A T T T T G A A T C T G C A G A T C A A G G G A A A A G C C A A

G T C C C G G T G A A T A A C T T T C T T T T G T T T T G T T T T G G C G A T G A T C A T G T A T
G T C C C G G T G A A T A A C T T T C T T T T G T T T T G T T T T G G C G A T G A T C A T G T A T

T T T G G G G A G G T C G T C T A C G T A T C T C T T T G A C T C T
T T T G G G G A G G T C A T C T A C A T A T C T C T T T G A C T C T

T T T A G G G T G G T G C G G T G A G C A C A T T G G T C T T T T G A A A A A C T A A T T G
T T T A G G G T G G T G C G G T G A G C A C A T T G G T C T T T T G A A A A A C T A A T T G

A A T G C T T A G G T G C T T G T T T T A T G G T C A G A G G T G A T G C G
A A T G C T T A G G T G C T T G T T T T A T G G T C A G A G G T G G T G C G C

G C C

G G T T A T G A T T G T G G T C G A A T G G C G T T T T T T T T T T T C G T T T A G T
G T A T T A T G A T T G T G G T C G A A T G G C G T T T T T T T T T T T C A T T T A G T
G T

A T T G T G A A G A G T A C G A A G G A C A A C T T G G A G G A G G A C G T G G A A G T T G A G A A
A T T G T G A A G A G T A C G A A G G A C A A C T T G G A G G A G G G C G T G G A A G T T G A G A A
A T T G T G A A G A G T A C G A A G G A C A A C T T G G A G G A G G G C G T G G A A G T T G A G A A

G A C T G G T G G T C C A G A G C T G A G C A A G G A G G A C C A A A A A T G T T A T G A A A C C A
G A C T G G T G G T C C A G A G C T G A G C A A G G A G G A C C A A A A A T G T T A T G A A A C C A
G A C T G G T G G T C C A G A G C T G A G C A A G G A G G A C C A A A A A T G T T A T G A A A C C A

T T C T G A C A A T G G T T G A A G G T C G A T A G A G C C T C A T G A T G T G T T T T T G T G T
T T C T G A C A A T G G T T G A A G G T C G A T A G A G C C T C A T G A T G T G T T T T T G T G T
T T C T G A C A A T G G T T G A A G G T

A T A G T T T G T T G T C T T G C A T T G A T T A T A G G G T T T T A G C A G G T
A T A G T T T G T T G T C T T G C A T T G A T T A T A A G A T T T T A G C A G G T

G G T C A G G T G G A G A G C T T A A A A G T C G A T C A A T G C A A A A T A T A T C T T A G G A A
G G T C A G G T G G A G A G C T T A A A A G T C G A T C A A T G C A A A A T A T A T C T T A G G A A
G G T C A G G T G G A G A G C T T A A A A G T C G A T C A A T G C A A A A T A T A T C T T A G G A A

A C A C A A G T T G A G A T T G A C T G G A A A C A A A G C C A C A C T T A T T C A G C G A A T T A
A C A C A A G T T G A G A T T G A C T G G A A A C A A A G C C A C A C T T A T T C A G C G A A T T A
A C A C A A G T T G A G A T T G A C T G G A A A C A A A G C C A C A C T T A T T C A G C G A A T T A

A G G A G C A T A C A T G G T A A T G C C T T C T A G T T T T G C T A G T
A G G A G C A T A C A T G G T A A T G C C T T C T A G T T T T G C T A A T
A G G A G C A T A C A

g c 3 A        1  T
g c 1 9        1  C
R 1 8 c D N A     1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A       5 1  T G T
g c 1 9       5 1  C T G
R 1 8 c D N A     1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A      1 0 1  C T T
g c 1 9      1 0 1  G G C
R 1 8 c D N A     1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A      1 5 1  T
g c 1 9      1 5 1  A
R 1 8 c D N A     1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A      2 0 1  T . A C T T A G A A G C T C T T
g c 1 9      2 0 1  G A C T A G C T C T C T G T G A
R 1 8 c D N A     1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A      2 5 0  C G T T
g c 1 9      2 5 1  . T C G
R 1 8 c D N A     1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A      3 0 0  . . G T T G T A T A T T
g c 1 9      3 0 0  G T T A A T G T A T C
R 1 8 c D N A     1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C

g c 3 A      3 4 8  C G C G . . C
g c 1 9      3 5 0  T G C T C T
R 1 8 c D N A     5  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A      3 9 6  
g c 1 9      4 0 0  
R 1 8 c D N A     7  

g c 3 A      4 4 6  
g c 1 9      4 5 0  
R 1 8 c D N A    5 7  

g c 3 A      4 9 6  .
g c 1 9      5 0 0  T
R 1 8 c D N A   1 0 7  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A      5 4 5  T T G T A T A . T
g c 1 9      5 5 0  C A T G T G T G A
R 1 8 c D N A   1 2 7  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A      5 9 4  
g c 1 9      6 0 0  
R 1 8 c D N A   1 2 7  

g c 3 A      6 4 4  
g c 1 9      6 5 0  
R 1 8 c D N A   1 7 7  

g c 3 A      6 9 4  . . . . . . . . . . . . .
g c 1 9      7 0 0  A T C A T T T C T G G C C
R 1 8 c D N A   2 2 7  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Abbildung3.12:VergleichderNukleotidsequenzendergenomischenKlonegc3A
undgc19mit demcDNA-Klon R18.ExonssinddurchroteUnterstreichungher-
vorgehoben.Die zur SequenzierungverwendetenPrimer sind als Pfeile einge-
zeichnet:R18-I durchgezogeneLinie, R18-NcoI-5’gestrichelteLinie, R18-II ge-
punkteteLinie, R18-VII alsStrich-Punkt-LinieundR18-NcoI-3’alsStrich-Punkt-
Punkt-Linie.
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FortsetzungdesVergleichsder Nukleotidsequenzender genomischenKlone gc3A und
gc19mit demcDNA-Klon R18

A A A A A A A G A G G T G T G T T A G T T T C A C T G A T T G C T G A T A C T T C A T G
A A A A A A A G A G G T G T G T T A G T T T C A C T G A T T G C T G A T A C T T C A T G

A T T C A T T T C A G C A T T G T C A A T G G T G G C G G G G A A A A G A A G T A T C C G T G
A T T C A T T T C A G C A T T G T C A A T G G T G G C G G G G A A A A G A A G T A T C C T G T G

G C A T T G T C A A T G G T G G C G G G G A A A A G A A G T A T C C T G T G

T C T A G T T T T G T G C T G A A T T G C A G A G G T T A G T G T A T A T A T T T A T T G A A C A
T C T A G T T T T G T G C T G A A T T G C A A A G G T T A G T G T A T G T A T T T A T T G A A C A
T C T A G T T T T G T G C T G A A T T G C A A A

T G A T T T G T T A A A A A A T T C A A T T G T T G G T T C G T T A T G G C C T T G T T T G T G T
T G A T T T G T T A A A A A A T T C A A T T G T T G G T T C G T T A T G G C C T T G T T T G T G T

A A A G C G A G A A G T T C T G A A A C A A C C A G G T C A T T T G T T T G A A A G A T T C T G
A A A G C A A G A A G T T C T G A A A C A A C C A G G T C A T T T G T T T G A A A G A T T C T G

C C T G A A A T C A A A T C A T G C A G G T G A T G C A T G C C T G G G G G A T G T A G T C A T
C C T G A A A T C A A A T C A T G C A G G T G A T G C A T G C T G G G G G A T G T A G T C A T

G G T G A T G C A T G C C T G G G G G A T G T A G T C A T

G T T C G A A C A A A A C G T A T A T G A A A T G T A A G C C T T T G C G C C C C T G T A A G
G T T C G A A C A A A A C G T A T A T G A A A T G T A A G C C T T T G C A C C C C T G T A A G
G T T C G A A C A A A A C G T A T A T G A A A T G

A T C A T T G T T T T T T G A G T G T C A T T T C A
A T C A T T G T T T T T T A G A T G T C A T T T C A

C G T G A C A C T T G A T T A G T C T C A T A A A A A T T T A A C G T T G T T A
C G T G A C A C T T G A T T A G T C T C A T G G A A A T T T A A C G T T G T T A

T G T A T A T G T A T C A A C T T G C T T C A A G C T C G A G C A T A T A T T C C G T T A G T C
T G T A T A T G T A T C A A C T T G C T T C A A G C T C A A G C A T A T A T T C C A T T A G T C

T C T A T T C C T T A G A G A G A T G A C T T A C A C A A A C T C T T C A A T G C T T C C A G G T
T C T A T T C C T T A G A G A G A T G A C T T A C A C A A G C T C T T C A A T G C T T C C A G G T T

T T

T A A T T T G G C A T C T C G A G T G C T A C T G G T C C C C C T T G T G G C A A A A G G T G
T A A T T T G G C A T C T C G C A G T G C T G C T G G T C C C C C T T G T G G C A A A A G G C T T G
T A A T T T G G C A T C T C G C A G T G C T G C T G G T C C C C C T T G T G G C A A A A G G C T T G

T T G C A G G C C G T A T C A T C A A G G G A A G C T T G G A G C A G C C A A G C A A C A A C A
T T G C A G C C G T A T C A T C A A G G A A A G C T A T G G A G C A G C C A A G C A A C A A C A
T T G C A G G C C G T A T C A T C A A G G A A A G C T A T G G A G C A G C C A A G C A A C A A C A

T A C A T T T A C G G T G A G A T G A A C G T A A C C A C A T G C T C A G A T T C C T T T C A A
T A C A T T T A C G G T G A G A T G G A C G T A A C C A C A T G C T C A G A T T C C T T T C G A
T A C A T T T A C G

C A T G A A T A A G A A C A T C A A A T T A A T C G A G A A A A G C A G T T C T A T A A A
C A T G A A T A A G A A C A T C A A A T T A A T C G A G A G A A G C A G T T C T A T A A A

G T A G T C T A A C A T T T G T T T G A A A T G A C T T G T G T A T G T T T C T A T T T A T G G G
G T A G T C T A A C A T T T G T T T G A A A T G A C T T G T G T A T G T T T C T A T T T A T G G G

C T T G T G T C T C A T G C A G A T T G A A G T C T A T G G A G C A A A G G G A G A A G C C A
C T T G T G T C T C A T G C A G A T T G A A G T C C T A T G G A G C A A A G G A G A G A A G C C A

A T T G A A G T C C T A T G G A G C A A A G G A G A G A A G C C A

T T G C C T C C G C T T C A C C C T T G C T T A T T A A A G G C A G G A A T C T A T A C A A G T T
T T G C C T C C G C T T C A C C C T T T G C T T A T T A A A G G C A G G A A T C T A T A C A A G T T
T T G C C T C C G C T T C A C C C T T T G C T T A T T A A A G G C A G G A A T C T A T A C A A G T T

A A A G A C A T T G A G G C A G G T G T G T C C T T G T C G A T C T T T C T T C A T T T C A C C
A A A G A C A T T G A G G C A G G T G T G T C C T T G T C G A T C T T T C T T C A T T T C A C C
A A A G A C A T T G A G G

G C T A T A T A G T A T A T A A T C T T G T C T T C T T C C A A T A T T C A G A A A T G
G C T A T A T A G T A T A T A A T C T T G T C T T C T T C C A A T A T T C A G A A A T G

C A G A A A T G

g c 3 A      7 3 1  . . . C C T
g c 1 9      7 5 0  A A A A T C
R 1 8 c D N A   2 3 8  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A      7 7 8  A T A
g c 1 9      8 0 0  T .
R 1 8 c D N A   2 3 8  . . . . . . . . . . . T

g c 3 A      8 2 8  G
g c 1 9      8 4 9  T
R 1 8 c D N A   2 7 7  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A      8 7 8  T
g c 1 9      8 9 9  C
R 1 8 c D N A   3 0 1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A      9 2 8  C A
g c 1 9      9 4 9  T C
R 1 8 c D N A   3 0 1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A      9 7 8  C .
g c 1 9      9 9 9  A C T
R 1 8 c D N A   3 0 1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     1 0 2 7  T T A
g c 1 9     1 0 4 9  C C C
R 1 8 c D N A   3 3 0  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     1 0 7 7  T C T C A T T T T C A C C A A T C T A T T T A G
g c 1 9     1 0 9 9  G T C T C C C A A T C A A T T A T C T A C G T T
R 1 8 c D N A   3 5 5  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     1 1 2 7  T G C G A C A T G A
g c 1 9     1 1 4 9  C T T T T G . . C T
R 1 8 c D N A   3 5 5  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     1 1 7 7  G C
g c 1 9     1 1 9 7  T .
R 1 8 c D N A   3 5 5  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     1 2 2 7  A
g c 1 9     1 2 4 6  
R 1 8 c D N A   3 5 5  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     1 2 7 7  T T G
g c 1 9     1 2 9 6  
R 1 8 c D N A   3 5 7  

g c 3 A     1 3 2 7  T .
g c 1 9     1 3 4 6  C C
R 1 8 c D N A   4 0 7  .

g c 3 A     1 3 7 6  G A
g c 1 9     1 3 9 6  T C
R 1 8 c D N A   4 5 6  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     1 4 2 6  . T C C T
g c 1 9     1 4 4 6  A C G T G
R 1 8 c D N A   4 6 6  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     1 4 7 5  T
g c 1 9     1 4 9 6  C
R 1 8 c D N A   4 6 6  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     1 5 2 5  T T T
g c 1 9     1 5 4 6  A
R 1 8 c D N A   4 6 6  . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     1 5 7 5  G
g c 1 9     1 5 9 6  
R 1 8 c D N A   4 9 9  

g c 3 A     1 6 2 5  T A
g c 1 9     1 6 4 6  G T
R 1 8 c D N A   5 4 9  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     1 6 7 5  T A C . G C
g c 1 9     1 6 9 6  C T A G T T
R 1 8 c D N A   5 6 2  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
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FortsetzungdesVergleichsder Nukleotidsequenzender genomischenKlone gc3A und
gc19mit demcDNA-Klon R18

G G A A G A T G A A G G C G A A A G G G A G A A G A T T T T A T T A G A A A A G C A T T C T A G A G
G G A A G A T G A A G G C G A A A G G G A G A A G A T T T T A T T A G A A A A G C A T T C T A G A G
G G A A G A T G A A G G C G A A A G G G A G A A G A T T T T A T T A G A A A A G C A T T C T A G A G

G G A C T G C A C G T T G T C A C A G G G A G C A C G C A T A G A G C G A A G G G A A A T G
G T G A G T A G C A C G T T G T C A C A G G G A C G C A C G C A T A G A G C G A A G G G A A A T G
G T G A C G T A G C A C G T T G T C A C A G G G A C G C A C G C A T A G A G C G A A G G G A A A T G

C G G A A G G C G A T A A A T G C A G A A G C A A A T A G G T A A A G A A A A G A A C T C A
C G A A A A A A G G C G A T A A A T G C A G A A G C A A A T A G G T A A A G A A A G G A A C T C G
C G A A A A A A A G C G A T A A A T G C A G A A G C A A A T

C T T C A C A T T C A C A T T T T G C C A A C T A C A A A G A T A T T T G C T G C T C A A C
C T T C A C A T T C A C A T T T T G C C A A C T A C A A A G A T A T T T G C T G C T C A A C

A T A T T T C A G G G G A A C T A G G A A A C A A A A C A A C G G G C C C A T T C A T T C C A C A A
A T A T T T C A G G G G A A C T A G G A A A C A A A A C A A C G G G C C C A T T C A T T C C A C A A

A G G G G A A C A G G A A A C A A A A C A A C G G G C C C A T T C A T T C C A C A A
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T C G A G G A C G G T G T C A T T T C G G A G A A G G T G C A A G T A T T T G C A T G A A C T T C
T C A A G G A C G G T G T C A T T T C G G A G A T A G G T G C A A G T A T T T G C A T G A A C T T C
T C A A G G C G G T G T C A T T T C G G A G A T A G G T G C A A G T A T T T G C A T G A G C T T C

C T G T A A A T A T G A T T A A T C G C A T T A C C C A A T G C T T G
C T G T A G A A T A T G A T T A A T C G C A T T A T C A C C C A A T A T T G C A A G A T T T G A T T
C T G T A G A A T A T G A T T A A T C G C A T T A T C A C C C A A T A T T G C A A G A T T T G A T T

A C G C T C T G A T A T T G A T G A T A T T
G A C T T G G T C C C C T C C T T T G G C A A T A C C C A T A T A C T T G C T A C T G A A T A T T T
G A C T T G G T C C C C T C C T T T G G C A A T A C C C A T A T A C T T G C T A C T G A A T A T T T

G T T T T C A A A T T T T T T A G C T T G T C T A C A T C A T C A A G C A T
G T A T A T T T G T T T C A A A T T T T T T T A G C T T G T C A T A C A T C T A T C A A C A A T
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T T T G A A A G T A A A A T
T T T G G A A G T A A A A T

A A G
G A G

g c 3 A     1 7 2 4  
g c 1 9     1 7 4 6  
R 1 8 c D N A   5 7 0  

g c 3 A     1 7 7 4  C C C A
g c 1 9     1 7 9 6  T
R 1 8 c D N A   6 2 0  

g c 3 A     1 8 2 4  . . . C
g c 1 9     1 8 4 6  T
R 1 8 c D N A   6 7 0  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     1 8 7 1  G T C G
g c 1 9     1 8 9 6  T A T T
R 1 8 c D N A   7 0 0  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     1 9 2 1  
g c 1 9     1 9 4 6  
R 1 8 c D N A   7 0 0  . . . . . . . C

g c 3 A     1 9 7 1  T
g c 1 9     1 9 9 6  
R 1 8 c D N A   7 4 3  

g c 3 A     2 0 2 1  A
g c 1 9     2 0 4 6  
R 1 8 c D N A   7 9 3  

g c 3 A     2 0 7 1       
g c 1 9     2 0 9 6       
R 1 8 c D N A   8 4 3       

g c 3 A     2 1 1 6  . . . . . . . . . G T C
g c 1 9     2 1 4 1  
R 1 8 c D N A   8 8 8  C

g c 3 A     2 1 5 7  T
g c 1 9     2 1 9 1  
R 1 8 c D N A   9 3 8  

g c 3 A     2 2 0 7  G
g c 1 9     2 2 4 1  
R 1 8 c D N A   9 8 8  T

g c 3 A     2 2 5 7  C
g c 1 9     2 2 9 1  
R 1 8 c D N A  1 0 3 8  G

g c 3 A     2 3 0 7  C
g c 1 9     2 3 4 1  
R 1 8 c D N A  1 0 8 8  C

g c 3 A     2 3 5 7  T . C T T C C T C C T A C A A
g c 1 9     2 3 9 1  
R 1 8 c D N A  1 1 3 8  

g c 3 A     2 4 0 6  T C C T A T A T A A C T . . . . . . . A T T A T A T T C
g c 1 9     2 4 4 1  
R 1 8 c D N A  1 1 8 8  

g c 3 A     2 4 4 9  . . . . . . . A T C C C
g c 1 9     2 4 9 1  T C
R 1 8 c D N A  1 2 3 8  A A A

g c 3 A     2 4 9 2  . . C
g c 1 9     2 5 4 1  C A G
R 1 8 c D N A  1 2 8 8  A A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     2 5 4 0  C A C C G A T G G C T T T T C C A T T T A A G G C G T G T G T A A A G A
g c 1 9     2 5 9 1  G C T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
R 1 8 c D N A       . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

g c 3 A     2 5 9 0  G T C G C
g c 1 9     2 6 0 8  . . . . T
R 1 8 c D N A       . . . . . . . .
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Abbildung3.13:VergleichderAminosäuresequenzendertranslatiertenExonsder
genomischenR18-Klonegc3A und gc19mit der translatiertenR18-cDNA. Die
ExongrenzensinddurchrotePfeilspitzenhervorgehoben.
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Konstrukt/Behandlung
% GUS-
Aktivität

s.d.(n = 4)

Tabelle3.4:GUS-Aktivitätenmit pRT,
pRT-R18oderpRT-antiR18transfizier-
ter Tabakprotoplasten,ausgedrücktin
Prozentgegenüberderals100gesetz-
tenAktivitätbeitransienterExpression
vonpRT-antiR18ohneABA.

pRT-R18 203 57
pRT + ABA 170 52
pRT-R18+ ABA 482 260
pRT-antiR18+ ABA 364 150

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

Um die Wechselwirkung zwischencDNA-Klon R18unddemPromoterdesLea-
GensCDeT27-45in planta zu untersuchen,sollte R18 in Tabak-Protoplasten
transientexprimiert werdenunddie AktivierungeinesReportergenkonstruktaus
demCDeT27-45Promoterunddemβ-Glucuronidase(GUS)Gengemessenwer-
den.DazuwurdedasbereitsbeschriebeneNcoI-Fragmentder R18-cDNA (sie-
heAbschnitt3.3.3undAbbildung3.7 Teil E) in die NcoI-SchnittstelledesVek-
torspRT104[114] kloniert.Hierausentstandendie beidenPlasmidepRT-R18(5’� 3’ R18-cDNA gleichorientiertwie 5’ pRT-Promoter� 3’ pRT-Terminations-
sequenz)und pRT-antiR18 (5’ � 3’ R18-cDNA nicht gleichorientiertwie 5’
pRT-Promoter� 3’ pRT-Terminationssequenz).pRT-antiR18wurde im folgen-
denExperimentalsKontrolleverwendet.Als ReporterkonstruktdientedasPlas-
mid p27-45GUS,welchesdenPromoterdesCDeT27-45Gensfusioniertan das
β-GlucuronidaseGenenthält[81].

Tabakprotoplastenwurden wie unter 2.4.2 beschriebenhergestellt und mit
demPlasmidp27-45GUSsowie entwederpRT-R18,pRT-antiR18oderpRT ohne
Insert transfiziert.Die Inkubationder Protoplastenerfolgtemit und ohneABA.
Anschließendwurdendie Protoplastengeerntetunddie GUS-Aktivitätengemes-
sen(sieheAbschnitt2.6.11).Die ErgebnissederMessungenvon vier unabhängi-
genExperimentensindin Tabelle3.4zusammengefaßt.Die Tabellezeigt,daßdie
transienteExpressionvon pRT-R18 zu einersignifikanthöherenGUS-Aktivität
verglichenmit pRT-antiR18führt. Die ABA-InkubationvonProtoplasten,diemit
demVektorpRT transfiziertwordensind,ziehteineErhöhungderGUS-Aktivität
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nachsich, die unter Berücksichtigungder Standardabweichungin der Größen-
ordnungder Erhöhungdurch pRT-R18 liegt. Demgegenüberist die zusätzliche
ErhöhungdesGUS-Spiegelsbei Transfektionmit pRT-R18 und pRT-antiR18in
Gegenwart von ABA verglichenmit der Erhöhungbei Transfektionmit pRT in
GegenwartvonABA aufgrundderhohenStandardabweichungenstatistischnicht
signifikant.

SomitführtedieKotransfektionvonR18mit einemKonstruktausdemCDeT27-
45-Promotorfusioniert an dasGUS-Reportergen in Tabakprotoplastenzu einer
signifikantenErhöhungder ExpressiondesGUS-Reportergens,die in der Grö-
ßenordnungderErhöhungdesGUS-SpiegelsdurchInkubationmit ABA lag.



4. Diskussion

4.1 Isolierung desR18-Gensmit Hilfe desHefeOne-
Hybrid Systems

Zur Identifizierungvon Proteinen,die mit einerbestimmtenDNA-Sequenzspe-
zifischinteragieren,stehenMethodenwie South-WesternScreening[25][55][95]
oderAffinitätschromatographie[61][87] zurVerfügung,dochwarderdurchWang
und Reed[120] erstmalsbeschriebeneOne-Hybrid Versuchbesonderserfolg-
reich. Dies belegt die Auswahl der in Tabelle4.1 aufgelistetenveröffentlichten
One-HybridVersuche.Oft wurdenBefunde,die durchOneHybrid Versuchein
Hefegewonnenwordensind,durchandereMethodenbestätigt.Sostelltesichet-
wa im Falle von abi5 (ABA insensitive 5) nachGenisolierungdurchpositional
cloning [37] heraus,daßdasdurchknock out Mutation in Arabidopsisbekannte
Gen ein Homologesdesdurch einenOne-HybridVersuchidentifiziertenbzip-
TranskriptionsfaktorsDPBP-1[64] ist, derandenPromotordesLEA-GensDc3
bindet.

Vorteil desHefeOneHybridAnsatzesgegenüberMethodenwieSouth-Western
ScreeningoderAffinitätschromatographieist der Ablauf der Interaktionin vivo
unterdenBedingungen,die in derlebendenZelleherrschen.Begrenztwerdendie
MöglichkeitendesOne-HybridVersuchessystembedingtdurchdie Tatsache,daß
sichnur Transelementeisolierenlassen,die für ihre Bindungsaktivität keineran-
dersartigenPartnerbedürfen,seienesProteine,HormoneoderandereKofaktoren.

75
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Zur Isolierungder von Nelsonet al. 1994[85] identifiziertenBindungsakti-
vität andasdurchzweiAGCCC-ElementecharakterisiertePromoterfragment3.5
desCDeT27-45Gensbotsichdahervor demHintergrunddernichterfolgreichen
IdentifizierungsversucheüberSouth-WesternScreeningund Affinitätschromato-
graphie[38] ein One-HybridVersuchan. Dieserwurde mit dem bereitsmehr-
fach verwendetenHefestammYM954 und ausschließlichüber die Aktivierung
einesHis3-Reportersdurchgeführt.Dabei zeigtees sich, daßwie auchbei an-
derenOne-HybridScreensnachder erstenSelektionsrundeeinein die hunderte
gehendeAnzahl von Hefekolonienentsteht.Auf der Basisder Sequenzhomolo-
gien zufällig ausgewählterVertreterdieserÜberlebendennachder erstenSelek-
tionsrunde(sieheTabelle3.2) scheintdasWachstumvieler Kolonien nicht auf
einercis-Element-spezifischenAktivierungdesReportergenesdurchdascDNA-
InsertsdesOne-HybridPlasmidszuberuhen.Daherist in denmeistenFälleneine
Nachselektionnotwendig;weil auf der einenSeitedie zusätzlicheVerwendung
einesLacZ-Reportersdie Anzahl der Klone in manchenFällen nicht drastisch
genugreduzierenkonnte(z. B. bei Ulmasov et al. 1997[115] 500 � 212LacZ-
Positive Klone) und andererseitsdie NachselektiondurchRetransformationder
One-HybridPlasmideerfolgreichwar(z. B. Inouyeetal. 1994[58]), wurdenwie-
derholteRetransformationengewählt,umechteInteraktionenvonscheinbarenzu
trennen.Im Hinblick auf die arbeitsintensive Trennungder One-HybridPlasmi-
devon denReporterplasmidendurchSelektionim auxotrophenEscherichia coli
StammKC8 (sieheAbschnitte2.1.1und3.2.3)kanndie Verwendungvon Repor-
tern,die in dasHefegenomintegriert werden(z. B. His3 oderLacZ in YM4271
Liu et al. 1998[76] oderRoseet al. 1999[94]) vorteilhaft sein,da in letzterem
Fall nur ein einzigesPlasmidin derHefezellevorhandenist. Nacheinerzweiten
Selektionsrundewarennur noch18 One-HybridPlasmidpräparationenin derLa-
ge,Wachstumvon Reporterhefenauf selektivemMedium hervorzurufen(Klone
R1- R18,sieheTabelle3.3),undin einerdrittenRundenurnochdasOne-Hybrid
PlasmiddesRetransformantenR18.

Die Interaktiondesvom cDNA-InsertdesKlonesR18kodiertenProteinsmit
demeingesetztencis-Elementbestätigtesichin weiterenExperimenten.Zur Aus-
prägungdeshistidinautotrophenHefe-Phänotypswar dasals DNA-Zielelement
verwendetePentamerA19 notwendig.DieszeigtederVergleichdesWachstums
auf selektivemMediumvon Hefen,die dasHis3-ReporterplasmidpSK1mit und
ohnedasPentamerA19 enthielten:nur die KombinationpPC86-R18zusammen
mit pSK1-A19 war in der Lage,einenhistidinautotrophenPhänotyphervorzu-
rufen (sieheAbschnitt3.2.4).DiesemBefundentsprechendführte dasals GST-
Fusionin Escherichia coli exprimiertecDNA-Insert R18 zu einemGelverzöge-
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rungssignaldesalsSondeeingesetztenPentamersundzeigteso,daßsichdieBin-
dungsaktivität von R18andasPentamerA19 sowohl in vitro alsauchin vivo in
der Hefezellenachweisenläßt (sieheAbschnitt 3.3.2).Ebensobewirkte dasals
GST-Fusionin Escherichia coli exprimiertecDNA-InsertR18in vitro einGelver-
zögerungssignaldesnativenPromotorfragmentes3.5 (vergleicheAbschnitte3.1
und3.3.2).Unter Berücksichtigungder Tatsache,daßdie Proteinexpressionvon
R18 als GST-Fusionnur zu einerkleinenMengevollständigenFusionsproteins
nebeneiner größerenMengevon Fusionsproteinteilstücken führte, ist dasGel-
verzögerungssignaldurchdasFragment3.5alsEMSA-Sondeauchalsspezifisch
anzusehen,dennein160facherÜberschußnichtmarkiertenFragmentes3.5führte
dazu,daßderobereTeil desGelverzögerungssignalverschwand(sieheAbschnitt
3.3.2).Somit wurdedurchdenbeschriebenenOne-HybridVersuchin Hefe ein
Proteinisoliert,dasandasDNA-Fragment3.5ausdemPromotordesLEA-Gens
CDeT27-45bindet.

4.2 R18 kodiert für einen bisher nicht beschriebe-
nenTranskriptionsfaktor

Datenbankvergleichemit demInsertdescDNA-KlonesR18 ergebeneineReihe
vonSequenzen,dieausgedehntehomologeBereicheaufweisenundvondenenei-
nigeVertreterin Abbildung3.7dargestelltsind.In denmeistenFällenhandeltes
sichumESTs,dieausverschiedenenArten (Tomate,Pinustaeda, Reisundande-
re)sowie ausverschiedenenGeweben(Blütenknospe,Ovar, Frucht,Rispe,Sproß-
spitzeundandere)isoliert wurden.Die Homologieeinesauseinergenomischen
Arabidopsis-SequenzabgeleitetenhypothetischenProteinserstrecktsichüber221
Aminosäurenim 5’-Bereich.Wie in denTeilenA undC derAbbildung3.7darge-
stellt,ist dieÄhnlichkeit derhomologenSequenzenzuR18hochin denBereichen
derPositionen37-111und139-220dertranslatiertencDNA mit Aminosäureiden-
titätenvonbiszu80% . DadiehomologenSequenzenallepflanzlichenUrsprungs
sind,scheintessichbeidenkonserviertenBereichenumpflanzentypischeMotive
zuhandeln.

Um AufschlußüberFunktionselementeinnerhalbderR18-Sequenzzu erlan-
gen,wurdeeineStrukturanalysemit Hilfe derin Abschnitt2.6.8und3.2.5genann-
ten Programmeund Datenbanken durchgeführt.Sie ergibt für die R18-cDNA-
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SequenzeineN-terminaleSAP-Domäne,einenicht charakterisierteHelix-Loop-
Helix-Strukturim mittlerenBereichundeinenC3H-ZinkfingeramCarboxytermi-
nus.

Zinkfinger sind aufgrundder chemischenEigenschaftendesZn2� -Ions häu-
fige Strukturen,die nachdatenbankbasiertenSchätzungenin 1 % aller offenen
LeserastereukaryotischerGenomevorkommen[8][22]. Seltenunterdenin bis-
her mehrals 10 Grundmotiven beschriebenenFormender Zinkfinger ist darun-
ter der C3H-Zinkfinger [8][77]. Er ist in 20 von 16626offenenLeserasternin
Caenorhabditiseleganssowie in 3 von 6215 offenenLeserasternin Saccharo-
mycescerevisiae vertreten[22], und die Suchein der smart-Datenbank(http://-
smart.embl_heidelberg.de/smart) ergabfür Pflanzen43 Proteinemit einemoder
mehrerenC3H-Zinkfingern,darunter37ausArabidopsisthaliana. DerC3H-Zink-
fingerläßtsichdurchdieallgemeineStrukturC–X2 � 8–C–X2 � 16–C–X2 � 6–H (mit
C = Cystein,H = Histidin und X = nicht konservierteAminosäure)darstellen
und koordiniert zwischendenCysteinenund demHistidin in nochnicht genau
geklärterWeiseein Zn2� -Ion als Liganden[100][124]. Vermutlich dienendie
C3H-Zinkfinger-Strukturender Protein-Protein-Wechselwirkung und der Dime-
risierung[62][77].

C3H-ZinkfingerDomänenwurdenalsBestandteilevonProteinenidentifiziert,
die als Transkriptionsfaktorensowie Zellzyklus- und Entwicklungssignalgeber
wirken.SowerdendieNukleinsäuren-antigenenProteineNup475undTris-Tetra-
prolin11 aus Homo sapiensals Transkriptionsfaktorendiskutiert, die nach In-
duktion durchWachstumsfaktorenoder Cycloheximid von der Zellzyklusphase
G0 nachG1 umschaltenkönnen[51][117]. Aus ArabidopsiswurdePEI1 isoliert,
dessenExpressionfür die Embryoentwicklungnotwendigist undvermutlichals
Transkriptionsfaktorwirkt [74]. SoscheinennachdergegenwärtigenBefundlage
C3H-Zinkfingernicht selbstanderDNA-Bindungbeteiligtzu sein,sonderneher
alsDimerisierungsdomänenBestandteilevon Transkriptionsfaktorenzusein.

WährendderC3H-Zinkfinger in R18 einebekanntenMotivenentsprechende
Aminosäurenabfolgebesitzt,ist die in derMitte dertranslatiertencDNA gelegene
Helix-Loop-Helix Strukturim Hinblick auf veröffentlichteHLH-Domänennicht
charakterisiert.Die R18-Sequenzentsprichtnicht der HLH-Konsensus-Sequenz,
und es handeltsich bei den Helicesnicht, wie sonstüblich um amphipatische
Helices.Mit 16basischenRestenunter51Aminosäurenist derBereichderHLH-
Strukturin R18reichanpositivenLadungen,die mit negativ geladenenPartnern
wie zum BeispieldenAminosäurenAspartatund GlutamatoderNukleinsäuren
interagierenkönnten.Im Falle charakterisierterTranskriptionsfaktorenmit HLH-
Domänewie demmit PhytochrominteragierendenFaktor PIF3 [86] liegt meist
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einsehrbasischer, DNA bindenderBereichvor demHLH-Abschnitt,derderOli-
gomerisierungdient[75].

Im N-terminalenBereichderR18-SequenzerstrecktsichvonderAminosäure
44 bis zur Aminosäure78 eineSAP-Domäne.Dieseserstkürzlich beschriebene
Motiv ist nachdenAnfangsbuchstabender drei ProteineSAF-A/B, Acinus und
PIAS benanntund stellt möglicherweiseeineDNA-Bindungsregion dar [3]. An
10von11konserviertenPositionen(in Abbildung3.7B durchPfeilehervorgeho-
ben)stimmtdie R18-Sequenzmit 7 repräsentativenVertreternder31 bekannten
Sequenzenmit SAP-Domänesowie deren90 % Konsensus-Sequenzüberein.Für
dasSAP-Motiv wird im Hinblick auf die bekanntenFunktioneneinigerVertreter
einespezifischeRollebeiTranskription,Nukleinsäurereparaturund-verarbeitung
sowie apoptotischemChromatinabbauvermutet.So bindenSAF-A und SAF-B
(Scaffold AttachmentFactor)andefiniertechromosomaleRegionen,die alsSAR
(Scaffold AttachmentRegion) bezeichnetwerden[93]. DNA-Bindungsaktivität
und TranskriptionsaktivierungdurchdasSTAT3 Protein(SignalTransducerand
Activatorof Transcription-3)werdenaktiviert durchCytokineundEGFs(Epider-
malGrowth Factors)undinhibiertdurcheinanderesSAP-Protein,PIAS3(Protein
Inhibitor of Activationof STAT3) [21]. Für ARIP3 (AndrogenReceptorInterac-
ting Partner3), ein anderesSAP-Protein,ist ebenfalls gezeigtworden,daßesals
transkriptionellerKoregulatorwirkt [83].

IhrerNaturentsprechendalsim Kernmit DNA interagierendenProteinenent-
haltenTranskriptionsfaktorsequenzenKernlokalisierungssignale(NLS), die den
Transportdesim Cytosol synthetisiertenPolypeptidsin den Nukleusbewirken
[75]. In R18 sind zwei putative Kernlokalisierungssignalevorhanden(sieheAb-
bildung3.7E), unddie transienteExpressioneinerFusionvonR18mit demgrün
fluoreszierendenProtein(GFP)hatgezeigt,daßdieR18-SequenzeinenTransport
desFusionsproteinsin denKern bewirkt (sieheAbschnitt3.3.3).Somit ist R18
wie auchalle anderenbishergenauercharakterisiertenC3H-Zinkfinger-Proteine
kernlokalisiert(http://smart.embl_heidelberg.de/smart).

EinevergleichendeExpressionsanalysemit Sondenfür dieR18-mRNA sowie
für dieTranskriptederLEA-GeneCDeT11-24undCDeT27-45zeigte,daßessich
bei derR18-mRNA um ein schwachexprimiertesGenhandelt(vergleicheAbbil-
dung3.8 A). Eine schwacheExpressionwurdefür viele Transkriptionsfaktoren
beobachtet[15][59], dasieeineoft sehrspezifischeWirkung alsRegulatorender
Genexpressionin derZellehabenundeinhoherTranskriptspiegelalsmolekularer
Ein-Aus-Schalteraufwendigerzusteuernist.

Die DNA-Bindungsaktivitätzusammenmit derBasizitätundderProteinstruk-
tur mit einemC3H-Zinkfinger sowie einerSAP-Domäne,die Kernlokalisierung
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unddieschwacheExpressionsindHinweisedarauf,daßessichbeiR18umeinen
Transkriptionsfaktorhandelt.

4.3 DasR18-Proteinbindet an dasFragment 3.5des
CDeT27-45Promotors

Nelsonet al. [85] hattenfür KernproteinextrakteausKallus von Craterostigma
plantagineumschwächerekonstitutiveBindungsaktivitätenundstärkereABA in-
duzierbareandasFragment3.5desCDeT27-45Promotorsbeobachtet.Damit im
EinklangstehendieBefundeausdenin denAbbildungen3.1,3.2und3.4wieder-
gegebenenGelverzögerungsexperimenten.Zusätzlichzeigteessich,daßdie Gel-
verzögerungenauchdurchKernproteineausWurzelnhervorgerufenwerden.Die
Bindungsaktivität in Wurzelnist konstitutiv undnicht durchAustrocknungindu-
ziert.DemgegenübersindkeineBindungsaktivitätenfür Kernproteineausfrischen
undgetrocknetenBlätternnachweisbar.

DasMusterderBindungsaktivitätenist in Bezugauf WurzelnundBlättermit
demsteadystatelevel desR18Transkriptskorreliert,wie Abbildung3.8(Teil B)
zeigt. In Kallus dagegenwird die R18-mRNA auchin unbehandeltemZustand
exprimiert und durchABA nur geringfügiginduziert,währenddie Gelverzöge-
rungssignaledurchKernproteineausfrischemKallus viel schwächersindalsdie
ausABA behandeltemKallus. Diese Diskrepanzim Expressionsmusterkönn-
te in UnterschiedenzwischendifferenziertenGewebenwie Wurzeln und Blät-
tern gegenüberdemundifferenziertenKallusgewebebegründetliegen[46]. Die
Bindungsaktivität an dasFragment3.5 desCDeT27-45Promotorsunddie R18-
mRNA zeigenalso ein bezüglichihrer Verbreitungin verschiedenenGeweben
gleichesdifferentiellesVorkommen,unterscheidensichaberim Hinblick auf die
ABA-induzierteVerstärkungderBindungsaktivität in Kallus-Kernproteinen.

Die AGCCC-Elemente,diedasFragment3.5desCDeT27-45Promotorscha-
rakterisieren,sindebenfalls alsPromotorbestandteilevon GlycinemaxundAra-
bidopsisthalianabekannt.Im Promotorderα-Untereinheitdesembryospezifisch
gebildetenSamenspeicherproteinsβ-ConglycininausGlycinemaxkommenvier

Wiederholungender Motive A
A
G
C

CCCA in einemBereichvon 98 Basenvor,

dessenGegenwartdieExpressionderα-Untereinheitvon β-Conglycininin trans-
genenPetunienumdas20fachesteigerte[18]. AusArabidopsisist nurdiePräsenz
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desAGCCC-Motivs im PromotordesABA- und Kältestress-induziertenGens
Rab18[69] bekannt.Die wenigenBeschreibungenvon AGCCC-Motivenin Pro-
motorenkönntendieTatsachewiderspiegeln,daßessichumeinElementmit einer
sehrspezifischenVerbreitunghandelt.Dementsprechendist für Transfaktorenzu
diesemElementein vereinzeltesVorkommenim Genomzu erwartenund kein
Auftreten in einergroßenGenfamilie. Eine Durchsuchungder Datenbanknach
homologenSequenzenzu R18 ergibt nur wenigeESTsund ein hypothetisches
Protein,sodaßR18undR18-ähnlicheSequenzenüberverschiedeneSpeziesbe-
trachteteinesehrspezifischeVerbreitungzubesitzenscheinen.

In einerSouthernanalysewurdenmit einerSondefür R18,dieauchdieBerei-
cheenthielt,diesichim Datenbankvergleichalskonserviertin einerReihevonSe-
quenzenherausstellten,im Craterostigma-Genomnur wenigeBandendetektiert
(sieheAbschnitt3.3.4).Im Southernblotmit R18alsSondewurdenein 5 kB und
ein6 kB großesEcoRI-Fragmentdetektiert,diemöglicherweisedenbeidengeno-
mischenKlonenentsprechen,die als5 bzw 6 kB großeEcoRI-Fragmentebei der
DurchsuchungeinerBibliothekgenomischerCraterostigma-DNA isoliertwurden
(sieheAbschnitt3.3.5).Die anhandeinesVergleichsmit dercDNA-Sequenzdes
KlonsR18identifiziertenExonsderbeidengenomischenKlonesindaufNukleo-
tidebenezu 99 % (gc19)bzw. zu 96 % (gc3A) identisch.Auf Aminosäureebene
sinddietranslatiertenSequenzenderExonsunddercDNA zu98%(gc19)bzw. 94
% (gc3A) identisch.Bei denbeidengenomischenKlonenkönnteessichaufgrund
ihrer großenÄhnlichkeit um Allele handeln.Die wenigenmit einerR18-Sonde
hybridisierendenBandendeutendaraufhin, daßR18undR18-ähnlicheGeneder
spezifischenVerbreitungdesAGCCC-Motivsentsprechendnurmit wenigenVer-
tretern im Genomvon Craterostigmaplantagineumvertretensind und es sich
nichtumeinegroßeGenfamiliehandelt.

Währendfür einige Promotorelementeeine gut charakterisierteKorrelation
zur Art bindenderTransfaktorenvorliegt, wie etwa im Falle der ABA respon-
sive elementsABRE und bzip-Faktoren[49][60], den AATTATT-Kernmotiven
und Homöodomänen-Leucinzipper-Proteinen[102] oderbei denDRE (drought
responsive elements)und Proteinenmit Apetala2-Domäne[110], ist nichtsüber
Transfaktorenbekannt,die andasAGCCC-Motiv binden.Dieswurdedurcheine
Recherchein derTranskriptionsfaktorendatenbank(unterhttp://transfac.gbf.de/cgi-
bin/matSearch) mit demPromotorfragment3.5 bestätigt.DaherkönnenProteine
mit bishernicht charakterisiertenDNA-Bindungsdomänenals AGCCC-Element
bindendeFaktorenin Fragekommen.

Die Kotransfektionvon R18 mit einemKonstruktausdemCDeT27-45-Pro-
motorfusioniertandasGUS-Reportergenführtein Tabakprotoplastenzueinersi-
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gnifikantenErhöhungderExpressiondesGUS-Reportergens.Die Erhöhungdes
GUS-Spiegelslag in derGrößenordnungdesdurchInkubationmit ABA gemes-
senenAnstiegs der GUS-Aktivität. DieserBefundunterstütztdenaufgrundder
Protein-DNA-Interaktionenim One-HybridVersuchundbei in vitro Reaktionen
gezogenenSchluß,daßR18mit demCDeT27-45Promotorinteragierenkann.

AufgrundderKorrelationenim ExpressionsmustervonR18undderBindungs-
aktivitätenandasFragment3.5kannessichbeiR18umeinenderausEMSA- und
DNAseI-footprinting-VersuchenbekanntenFaktorenhandeln,die an dasFrag-
ment3.5desCDeT27-45Promotorsbinden.WeiterhinstehendieErwartungenan
einenAGCCC-ElementeerkennendenTranskriptionsfaktorin BezugaufdieHäu-
figkeit desVorkommensin der Datenbanksowie im Genomaufgrundder spezi-
fischenVerbreitungvon AGCCC-Elementein Übereinstimmungmit denfür R18
erhaltenenBefundenausdenDatenbankrecherchen,derSouthernanalyseundder
IsolierungzweiereinandersehrähnlichergenomischerKlone. Zusätzlichstützt
die Erhöhungder GUS-Aktivität durch Transfektionund transienteExpression
von R18 in Tabakprotoplastenmit einemCDeT27-45-Promotor-GUS-Konstrukt
die Annahme,daßes sich bei R18 um einenTranskriptionsfaktor handelt,der
mit dem durch AGCCC-ElementecharakterisiertenBereichausdem CDeT27-
45-Promotorinteragiert.

4.4 Mögliche Funktion von R18

Die dargestelltenErgebnisselegennahe,daßR18anElementemit AGCCC-Moti-
vensowohl in vitro (Gelverzögerungsversuche,sieheAbschnitt3.3.2)alsauchin
vivo(Versuchein Hefe,sieheAbschnitt3.2.4,sowie Abschnitt3.3.6,Transfektion
von Tabakprotoplasten)bindenkann.Daherist esmöglich,daßR18anAGCCC-
Elementein CraterostigmaplantagineumbindetundeineRollebeiderRegulation
derTranskriptionin ReaktionaufTrockenstreßspielt.

R18 wurde in einem One-Hybrid Versuchin Hefe isoliert, so daß für die
Bindung an die Ziel-DNA keine weiterenmöglichenProtein-PartnerausCra-
terostigmazur Verfügungstanden.Weiterhinbandauchdasin Escherichia co-
li exprimierte R18-ProteinnachAufreinigung an AGCCC-Motive bei in vitro-
Reaktionen.Die Isolierungin einemHefe One-HybridVersuchund die DNA-
Bindungsaktivität in vitro unterstützendaherdie Annahme,daßR18für die Bin-
dunganDNA keinerweiterenProtein-KofaktorenoderzusätzlicherModifikatio-
nenbedarf.
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R18weistamCarboxyterminuseinenZinkfingervomC3H-Typauf.FürHTLV-
I Tax mit Zinkfingernvom C3H-Typ ist gezeigtworden,daßdiesesZinkfinger-
motiv anProtein-Protein-InteraktionenbeteiligtsindundüberDimerisierungeine
ErhöhungderTransaktivierungsfunktionbewirkt [62][100]. AußerdemZinkfin-
gerbesitztR18mit demuncharakterisiertenHelix-Loop-Helix-Motiv eineweite-
re Struktur, die an Protein-ProteinWechselwirkungenbeteiligt seinkönnte.Für
charakterisierteHelix-Loop-Helix-Motivewird ebenfalls die Rolle einerDimeri-
sierungsdomänevermutet[75]. Auch TranskriptionsfaktorenandererTranskripti-
onsfaktorklassen,wie etwa Athb-1 und-2 HDzip [101][102] oderWD-Faktoren
wie Spa1[54] interagierenalsHomodimeremit DNA. Die Gegenwartvon Struk-
turen,die Protein-Protein-Interaktionenvermittelnkönnen,undder Befund,daß
vieleTranskriptionsfaktorenverschiedenerKlassenalsDimerewirken,gebenAn-
laßzuderAnnahme,daßauchR18alsHomodimeranAGCCC-Elementebindet.

Die ExpressiondesputativenZielgensvon R18,CDeT27-45,ist nicht korre-
liert mit der Expressionvon R18 und denBindungsaktivitätenan dasFragment
3.5 desCDeT27-45Promotors.WährendCDeT27-45in Wurzeln und Blättern
in Reaktionauf Trockenstreßexprimiert wird, ist dasTranskriptvon R18ebenso
wie Bindungsaktivität an dasFragment3.5 desCDeT27-45Promotorskonsti-
tutiv und nur in Wurzelnzu finden.Der Unterschiedin der Induzierbarkeit auf
Trockenstreßhin legt die Vermutungnahe,daßin CraterostigmaweitereFakto-
renzusätzlichzu R18anderTranskriptionsaktivierungvon CDeT27-45beteiligt
sind. Damit in Übereinstimmungstehtdie Beobachtung,daßdasFragment3.5
desCDeT27-45Promotorsnotwendig,aberalleinenichtausreichendzurABA in-
duziertenExpressioneinerPromotor-GUS-Fusionin Craterostigma-Protoplasten
ist [85]. WeiterhinzeigteeinedetaillierteAnalysederBindungsaktivitätendurch
KernproteineausKallus von Craterostigmaplantagineuman dasPromotorele-
ment3.5, daßessich um mindestenszwei unterschiedlicheBindungsaktivitäten
handelt.Ein Bindungskomplex führt zu einer wenigerstarken Gelverzögerung
und ist nicht manipulierbardurchdie Zugabevon Proteinsyntheseinhibitorenin
dasMediumdeszur Gewinnungvon KernproteinenverwendetenKallus,deran-
dereKomplex verzögertstärker undtauchtnicht auf in Kernproteinextraktenaus
Kallus,dermit ABA undProteinsyntheseinhibitorbehandeltwordenist ([85], zu
denbeidenKomplexensieheauchAbbildung3.4,Spurmit 20 µg ABA Kallus).
Die vorhandenenBefundebezüglichderRegulationderExpressionvonCDeT27-
45 deutendaraufhin,daßdie Regulationkomplex ist. Der Komplexität der Bin-
dungsaktivitätenentsprechendist nicht zu erwarten,daßalle beteiligtenFakto-
renin dergleichenWeisedifferentiellexprimiert werdenwie ihre Zielgene,auch
wennder Faktorselbstzur differentiellenExpressionnotwendigist. Dies wurde
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beispielsweiseauchgezeigtfür denkonstitutiv exprimiertenTranskriptionsfaktor
CBF1 und seindurchKälte und TrockenheitinduziertesZielgenCor15α [110].
Soschließendie in Bezugaufdie Verbreitungin denverschiedenenGewebenso-
wie im Hinblick auf die Induzierbarkeit nicht korreliertenExpressionmusterdes
R18-Gensunddasvon CDeT27-45(vergleicheAbbildung3.8 B) nicht aus,daß
R18anderRegulationderExpressionvon CDeT27-45beteiligt ist.

Im Promotorvon CDeT27-45liegenbenachbartzu denAGCCC-Elementen
vier ABRE-Motive [81]. Es wurde gezeigt,daßbzip-Transkriptionsfaktorenan
dasABRE-Motiv binden[49]. Im Zusammenhangmit Trockenstreß-und ABA-
induzierterTranskriptionsaktivierungbeiPflanzenist beispielsweisefür diediffe-
rentielleExpressionderGeneHVA1 undHVA22 dasZusammenspielvon Fakto-
renbeschriebenworden,die anABA responsive elements(ABRE) undancoup-
ling elements(CE) binden[103][104]. Für viviparous-1ausMais ist sehrdetail-
liert beschriebenworden,daßseinGenproduktalsTransaktivatorwirkt, indemes
die DNA-Bindungsaktivität von bzip-Transkriptionsfaktorenwie EmBP-1,aber
auchvonOpaque-2undanderenerheblichsteigert[52]. Somitist möglicherweise
auchim Falle derGenregulationvonCDeT27-45eineWechselwirkungzwischen
R18 und bzip-FaktorenBestandteilder differentiellenExpression.Dies leitet zu
der Annahme,daßmehrereFaktorenan verschiedenenStellendesCDeT27-45
Promotorsbinden.

Mit Blick auf die in R18 identifizierteSAP-Domäne(sieheAbschnitt3.2.5)
sindim Zusammenhangvon TranskriptionskomplexenanderedurchSAP-Domä-
nencharakterisierteFaktoreninteressant,die gemeinsammit PartnernanderRe-
gulationvonGenexpressionaufhormonelleSignalehin beteiligtsind.Sowird die
im Menschenund in mehrerenTierartenuntersuchtehormonelleTranskriptions-
aktivierungdurchSTAT3 (SignalTransducersandActivatorsof Transcription3)
[28] durcheinenVertretervon Proteinenmit einerSAP-Domäne,PIAS3(Protein
Inhibitor of Activationof STAT3), reprimiert[21]. Ebenfallsalstranskriptioneller
Koregulatorwirkt ARIP3 (AndrogenReceptorInteractingPartner3) ausRattus
norvegicus, ein anderesProteinmit SAP-Domäne[83]. R18 könntefunktionell
analoganderenProteinenmit SAP-Domänedie Regulation der Genexpression
aufhormonelleSignalehin modulierenundalsTranskriptionskoregulatorwirken.

Die Komplexität derVorgänge,die ein Ereigniswie Trockenstreßin Pflanzen
auslöst(vergleicheAbschnitte1.5 und 1.6), erfordertSignaltransduktionsketten,
die die Reaktionender Zelle in Raum,Zeit und Intensitätintegrierenund steu-
ernkönnen.Dazukanndie SpaltungderKettenin spezifischeWegedienen,wie
beispielsweisebei der ABA unabhängigenTrockenstreß-induziertenSignalver-
mittlung durchDREB1 und DREB2 in einenKältestreß-spezifischenund einen
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Trockenstreß-spezifischenWeg [76]. DerKomplexität derzellulärenGenregulati-
onsvorgängeentsprechendmachenGenefür Transkriptionsfaktoreneinengroßen
Anteil aller offenenLeserasterim Genomaus(geschätztwerdenbeispielsweise
Anteile von 12 % in Hefe odermehrals 20 % im Falle von Arabidopsisthalia-
na [35]). Zur TranskriptioneineseinzelnenGenesist dasZusammenspieleiner
Reihevon Faktorennotwendigwie RNA-Polymerasen,allgemeinenTranskrip-
tionsfaktoren,AcetylasenundDeacetylasen,spezifischenTranskriptionsfaktoren
sowie ihren Koaktivatorenund Korepressoren[66]. JedereinzelnedieserFakto-
renkannseinerseitsein Komplex ausverschiedenenUntereinheitensein,wie im
Falle der maximalenTranskriptionsaktivierungdurchCBF1 in Hefe, für die die
GegenwartderKofaktorenADA2, ADA3 undGCN5notwendigist [110].

Da andererseitsaberdie AnzahlbekannterSignaltransduktionsketten-Grund-
mustergegenüberder Anzahl der möglichenZellreaktionengering ist, mußdie
Differenzierungin spezifischeSignaleauchüberdieKombinationvonSignalmo-
lekülenwie Transkriptionsfaktorenund ihrer Signaltransduktionskettenerfolgen
[43]. Im Zusammenhangder ABA vermitteltenSignaltransduktionskettensind
beispielsweisedasZusammenwirken von ABA und Licht im Falle der Expres-
siondesElip (early light inducibleprotein)-ähnlichenProteinsdsp-22ausCrate-
rostigmaplantagineum[4] oderdienotwendigeWechselwirkungenzwischenden
ABA- unddenEthylen-vermitteltenSignalwegenbeimABA-inhibiertenWurzel-
wachstum[7] beschrieben.

Die Isolierungim Hefe One-HybridVersuchund die in vitro Bindungsakti-
vität lassendenSchlußzu, daßdie Bindungan DNA durchR18 ohneProtein-
kofaktorenerfolgenkann.Protein-ProteinWechselwirkungensind aufgrundvon
Sekundärstrukturenwie einemuncharakterisiertenHelix-Loop-Helix Motiv und
einemC3H-Zinkfinger möglich und könntender Homodimerisierungsowie der
Interaktionmit andersartigenProtein-Kofaktorenim Hinblick auf die Regulation
derGenexpressiondienen.Die in BezugaufdieVerbreitungin denverschiedenen
Gewebensowie im Hinblick aufdieInduzierbarkeit nichtkorreliertenExpression-
musterdesR18-GensunddasvonCDeT27-45führenzuderVermutung,daßR18
nichtalleineanderRegulationderExpressionvonCDeT27-45beteiligtseinkann.

4.5 Ausblick

Die R18-cDNA ist ein guterAnsatzpunktfür die FunktionsanalyseeinzelnerSe-
kundärstrukturelementeeinesbishernicht bekanntenTranskriptionsfaktorsdurch
DNA-Bindungsstudienin vivo und in vitro sowie zur Isolation interagierender
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ProteinebeispielsweisedurcheinenTwo-Hybrid Versuchin Hefe. Die im One-
Hybrid Versuchgewonnene1.3 kB großeR18-cDNA ist dasFragmenteinesca
1.7 kB großenTranskripts(sieheAbschnitt3.3.1),so daßmöglicherweisenicht
alle StrukturelementederR18-cDNA bekanntsind.AufgrundderschwachenEx-
pressionder R18-mRNA gelanges nicht, einenvollständigencDNA-Klon aus
einercDNA-Bank zu isolieren,und auchein 5’-RACE-Ansatzführte nicht zum
fehlenden5’-Endeder R18-cDNA. Um einevollständigecDNA-Sequenzzu er-
halten,könntenanhanddergenomischenR18-KloneOligonukleotidefür einere-
verseTranskriptionund Amplifikation (RT-PCR)abgeleitetund verwendetwer-
den.

Da Sequenzenmit Homologienzu R18 auchin anderenPflanzenartenwie
Arabidopsis, ReisoderTomatevorhandensind,kanndasausCraterostigmaplan-
tagineumisolierteputative TranskriptionsfaktorgenR18 helfen,die Rolle seiner
Homologeninsbesonderein solchenSpezieszu untersuchen,ausdenenbekannt
ist, daßdasAGCCC-Motiv in ihren Promotorenvertretenist. Im Fall von Ta-
bak führte die transienteExpressionvon R18 zu einersignifikantenSteigerung
derGUS-Aktivität (sieheAbschnitt3.3.6).Im Fall vonCraterostigmaplantagine-
um sprichtdemgegenübervielesdafür, daßR18 vermutlichnicht alleinean der
Regulation der Expressionvon CDeT27-45beteiligt (sieheAbschnitt 4.4). Zur
Erklärungmußfür Tabakprotoplastendie Gegenwart zusätzlicherFaktorenange-
nommenwerden,die in Craterostigmadie ABA-Induzierbarkeit von CDeT27-45
bewirken.Die Rolle von R18 als möglichemTranskriptionsaktivatormußdaher
in detailliertenTransfektionsversuchenim homologenSystemzusätzlichzumhe-
terologenAnsatzgenaueruntersuchtwerden.

Im Hinblick auf die Diskussionum denOrt derWahrnehmungvon Trocken-
streßsowie aufdieSignalweitergabeüberlängereDistanzeninnerhalbderPflanze
ist die Beobachtunginteressant,daßin plantaR18unddie Bindungsaktivität an
die AGCCC-ElementedesCDeT27-45Promotorsnur in denWurzelnnachweis-
barsind,währenddie CDeT27-45mRNA in Wurzelnund in Blätternvorhanden
ist (vergleicheAbbildung3.1und3.8,Teil B). SomitkönntedieUntersuchungder
BindungsaktivitätenandasPromotorelement3.5möglicherweisedazudienen,die
vonDaviesundZhang[29] diskutiertenphysiologischenAnsätzezurKlärungder
FragenachUrsprungundWegenderTrockenstreßsignalemolekularbiologischzu
ergänzen.



5. Zusammenfassung

Aus derWiederauferstehungspflanzeCraterostigmaplantagineumalsModellsy-
stemzur Untersuchungder molekularenGrundlagender Austrocknungstoleranz
beiPflanzenist dasGenCDeT27-45isoliertworden,dasfür einLEA-artigesPro-
tein kodiert. Die UntersuchungdesPromotorsdiesesdurch Trockenstreß-und
ABA induzierbarenGensführte zur Identifikation einesBereiches,der für die
ABA-stimulierte ExpressioneinesReportergensin Craterostigma-Protoplasten
notwendigist. DieserBereichist durchzweiderausanderenPromotorenbekann-
ten,kaumcharakterisiertenAGCCC-cis-Elementegekennzeichnet.

MotivationdervorliegendenArbeit war die FragenachProteinen,die andie-
sendurchAGCCC-Motive charakterisiertenPromotorbereichbinden.Die Unter-
suchungderBindungsaktivitätenandie AGCCC-ElementeausdemCDeT27-45
Promotorbezüglichihrer Verbreitungin verschiedenenGewebenmit Hilfe von
Gelverzögerungsversuchenzeigte,daßKernproteineausWurzelnund Kallus an
die AGCCC-Motive binden.Da KernproteinextrakteausABA behandeltemKal-
lus dasstärksteGelverzögerungssignalhervorriefen,wurdensie im Hinblick auf
dieDurchführungeinesOne-HybridVersuchsin HefeaufBindungsaktivitätenan
ein DNA-Zielelementmit demAGCCC-Motiv getestet.Da sichdie Bindungsak-
tivität andasDNA-Zielelementbezüglichihrer Spezifitätnicht von demnativen
Promotorfragmentunterschied,wurdeesin einemOne-HybridVersuchzurIsolie-
rungvon cDNAs verwendet,die für Proteinekodieren,die anAGCCC-Elemente
binden.

NachEtablierungdesHefe One-HybridSystemswurden1.5 � 106 cDNA-
Klone, die die mRNA-Populationvon ABA behandeltemKallus repräsentierte,
nachKlonendurchsucht,die für Proteinekodieren,diemit demAGCCC-Zielele-
mentinteragieren.309KlonewurdenhierbeiisoliertunddurchRetransformation
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aufdieSpezifitätihrerDNA-Interaktionuntersucht.FüreinenKlon, R18,bestätig-
tesichdieSpezifitätderBindungsowohl in Hefealsauchin vitro beiVerwendung
desin Escherichia coli exprimiertenKlonsR18in Gelverzögerungsversuchen.

Die SequenzierungdesKlons R18 ergab,daßessich um ein basischesPro-
teinmit einemC3H-Zinkfinger, einerSAP-Domäneundeineruncharakterisierten
Helix-Loop-Helix-Strukturmit Homologienzu ESTssowie abgeleitetenProtein-
sequenzenvor allemausPflanzenspezieshandelt.Aus einerNorthernanalysemit
R18alsSondefolgte,daßdie 1.3kB großecDNA dasFragmenteinesca1.7kB
großenseltenenTranskriptesist undin WurzelnundKallus exprimiert wird. Die
transienteExpressioneinerR18-GFP-Fusionin Tabakprotoplastenbestätigtedie
ausKernlokalisierungssignalenabgeleiteteVermutung,daßR18 in denNukleus
transportiertwird. Die MessungderGUS-Aktivität nachKotransfektionvon Ta-
bakprotoplastenmit R18undeinemKonstruktausdemPromotorvonCDeT27-45
undeinemGUS-Reportergenzeigte,daßR18 in vivo alsTranskriptionsaktivator
wirkt.

ZweigenomischeKlonewurdenisoliert,beidenenessichaufgrundihrerÄhn-
lichkeit vermutlichum Allele handeltund von denender einezu 99 % mit R18
aufNukleinsäureebeneundzu98% aufAminosäureebeneübereinstimmt.

Somit gelanges,durch einenHefe One-HybridVersuchdasputative Tran-
skriptionsfaktorgenR18ausderWiederauferstehungspflanzeCraterostigmaplan-
tagineumzu isolieren.



6. Anhang

6.1 Abkürzungen und Akr onyme

ABA Abscisinsäure

Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxodisulfat

bp Basenpaar

H20 bidest. zweifachdestilliertesWasser

BSA Rinder-Serumalbumin

CaMV CauliflowerMosaicVirus

cDNA komplementäreDNA

Ci Curie

cpm countsperminute

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

d Tag

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphot
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DEAE Diethylaminoethyl

DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DNA Desoxyribonukleinsäure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

DTT 1,4-Dithiothreitol

dTTP Desoxythymidintriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EMSA Electromobilityshift assay

g Gravitationskonstante

GFP GrünfluoreszierendesProtein

GUS β-Glucuronidase

h Stunde

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-ethansulfonsäure

IAA Indolessigsäure

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid

kb Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

M Mol

mA Milliampere

mM Millimol

MOPS N-Morpholinopropansulfonsäure

mRNA messengerRNA
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ODλ optischeDichtebei derWellenlängeλ

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR Polymerase-Kettenreaktion

pdAdT poly-dAdT

PEG Polyethylenglycol

pfu plaqueformingunits

PIPES 1,4-Piperazin-N,N’-2-ethansulfonsäure

PMSF Phenylmethansulfonylfluorid

RNA Ribonukleinsäure

rpm roundsperminute

rRNA ribosomaleRNA

SDS Natiumdodecylsulfat

TCA Trichloressigsäure

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Triton-X-100 Octylphenylpolyethylenglycolether

U Unit

V Volt

% [v/v] Volumenprozent

% [w/v] Gewichtsprozent

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-galactopyranosid
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6.2 EMSA-Sondenund Oligonukleotidsequenzen

Alle Sequenzensindin Richtung5’ � � 3’ aufgeführt:

Probe3.5 TTTAAACATT TGCCATTGAGTTTTTCTGTA
GGCTGGCGAACCATAATAAATCCATTTGAC
TTGTTGCTTATGAAACTTATGCAAGCCCAA
ATTTCACAGCCCGATAACCGACCCGAGAAG
AGTCCATGG

PentamerA19 AGAAAGCCCAAATTTCACAACCCGATAACC
GATCCGAGAAAGCCCAAATTTCACAACCCG
ATAACCGACCCGAGAAAGCCCAAATTTCAC
AGCCCGATACCGGACCCGAGAAAGCCCAAA
TTTCACAGCCCGATAACCGACCCGCGAAAG
CCCAAATTTCAGAGCCCGATAACCGACCCG
AGAA

R18-I CTC AGC TCT GGA CCA CCA GTC

R18-II GCT CTC CAC CTG ACC ACC TTC

R18-III GGA GCA TGT CCA ACC CAA C

R18-IV GAT AAG AAT GTA AGG CC

R18-V AGT TTT GAA CCG GCC AGC

R18-VI GGA AAT GGGCAC CTG TCG

R18-VII CCA CCC ATT GGT ATC TCA

R18-NcoI-5’ CCA TTC TGA CCA TGG GTG AAG G

R18-NcoI-3’ CGT CCT ACC CAT GGT GAT GTT G

Yan-I GCA TGT TTA ATA CCA CT

Yan-II TTG ATT GGA GAC TTG ACC

NotI-Adapter GAC TAG TTC TAG ATC GCGAGC GGCCGC CC (T) 15
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SalI-Adapter TCG ACC CAC GCGTCC G

universe GTA AAA CGA CGGCCA GT

reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC

6.3 Datenbankzugangscodesfür die in Abbildung 3.7
aufgeführten Sequenzen

Teilabbildung A

Tomate,ESTFruchtgrün AW933717
Tomate,ESTBlütenknospe AW622914
Pinustaeda, ESTSproßspitze AW042570
Arabidopsis, hyp.Protein BAB08626.1

Teilabbildung B

PIAS1Homosapiens O75925
ARPArabidopsis P45951
SAF-A Homosapiens AF068847
NLFI1p Saccharomycescerevisiae Q12216
SAF-BHomosapiens L43631
Tho1pSaccharomycescerevisiae 1077664

Teilabbildung C

Tomate,ESTOvar AI487326
Tomate,ESTFruchtrot AW222568
Reis,ESTRispe C72520
Arabidopsis, hyp.Protein BAB08626.1
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Teilabbildung D

Mensch,ZNF127 U41315
Arabidopsis, RNA bindendesProtein AC004561
Caenorhabditiselegans, Pie1 Q94131
Arabidopsis, ZNF3 AF138872
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Gelegenheit,um denenzudanken,die vonandererSeitedieVoraussetzungenge-
schaffen haben,die zumGelingenunerläßlichwaren:meinerMutter undmeiner
Großmutter, die vor derZeit gegangensind,meinemVater, meinenGeschwistern
mit ihren jungen,hoffnungsvollen Athleten,my lady Steffi und meinemFreund,
GönnerundMentor, demEarlof Fortescue,dermichweitereJahregewährenließ.
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Abstract

ThegeneCDeT27-45,which encodesa lateembryogenesisabundant(LEA) protein,has
beenclonedfrom Craterostigmaplantagineum, a resurrectionplantusedto studythemo-
lecularbasisof desiccationtolerancein plants.Characterizationof the promoterof this
dehydrationandABA induciblegeneled to the identificationof a fragmentwhich is ne-
cessaryfor theABA stimulatedexpressionof areportergenein Craterostigmaprotoplasts.
This fragmentcontainstwo of thescarcelyinvestigatedAGCCC-cis-elements,which are
alsopresentin otherplantgenepromoters.

This promptedthe questionfor the proteinswhich bind to the promoterfragment
containingthe two AGCCC-motifs.Analysisof thebindingactivities with theAGCCC-
elementsof the CDeT27-45promoterwith regard to the distribution in varioustissues
by meansof gel retardationassaysshowed that binding activities arepresentin nuclear
proteinsfrom rootsandcallus.Sincenuclearproteinextractsfrom ABA treatedcallus
causedthe strongestgel retardationsignalsthe binding of theseextractswas analyzed
for binding to a pentamerof the AGCCC-cis-elementwhich shouldbe usedin a yeast
one-hybridscreen.Becausethebindingactivities to thepentamerandthenativepromoter
fragmentdid not differ thepentamerwasusedto screena cDNA library in a yeastone-
hybridscreenfor sequenceswhichcodefor proteinsbindingto AGCCC-elements.

After establishinga one-hybridsystem1.5 � 106 cDNA cloneswere screenedfor
sequenceswhich codefor proteinsinteractingwith AGCCC-elements.309 cloneswe-
re isolatedandanalyzedfor thespecificityof their interactionby retransformationsinto
yeast.Oneclone,R18,showedbindingspecificityin yeastaswell asin vitro usingprotein
expressedin Escherichia coli in gel retardationassays.

SequencingcloneR18revealedabasicproteinwith aC3H-zincfinger, anuncharacte-
rizedhelix-loop-helixelementanda SAP-domainwith homologiesto ESTsandderived
proteinsequencesmainly from plant species.A northernanalysiswith R18 asa probe
showed that the cDNA of 1.3 kb is a fragmentof a 1.7 kB raretranscriptexpressedin
rootsandcallus.Fusionof R18to thegreenfluorescentproteinandtransientexpression
in tobaccoprotoplastsindicatedthatR18 is transportedinto thenucleusassuggestedby
thepresenceof putative nuclearlocalizationsignalsin theR18sequence.GUSactivities
in tobaccoprotoplastscotransfectedwith R18andaconstructof theCDeT27-45promoter
with GUSshowedthatR18canact in vivo asa transcriptionalacitivator.

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

Thustheputative transcriptionfactorgeneR18hasbeenisolatedfrom theresurrection
plantCraterostigmaplantagineumusingayeastone-hybridscreen.


