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Zusammenfassung:

Das Spurenelement Kupfer ist fiir hohere Pflanzen lebensnotwendig und wird als Kofaktor in
Proteinen hauptsiachlich wegen seines geringen Redoxpotentials eingesetzt, zum Beispiel im
Plastocyanin, einem wichtigen Elektronentransporter der Photosynthesekomplexe. Ohne
Kupfer als Kofaktor des Plastocyanins konnten keine Elektronen vom Cytochrom-be/f-
komplex auf das Photosystem I iibertragen werden, wodurch die Photosynthese in hoheren
Pflanzen nicht moglich wire. So wichtig Kupfer auch ist, so toxisch ist es auch in
ungebundener Form. Deswegen ist es fiir Pflanzen unerlésslich, dass sie eine gut
funktionierende Kupfer-Homoostase besitzen, damit sie ihre Metalloproteine ausreichend
versorgen konnen, aber dennoch keine toxischen Mengen aufnehmen.

Um eine bessere Kenntnis iiber die molekulargenetischen Mechanismen zu erlangen, die der
Kupfer-Homoostase in hoheren Pflanzen zugrunde liegen, wurde die Funktion von SPL7
(SQUAMOSA PROMOTOR BINDING PROTEIN LIKE7) in Arabidopsis thaliana studiert.
SPL7 ist das Homolog des SBP-Box Transkriptionsfaktor CRRI (COPPER RESPONSE
REGULATORI) aus Chlamydomonas, das fiir das transkriptionelle Umschalten bei
Kupfermangel verantwortlich ist. Fiir die Analyse wurden Funktionsverlustmutanten von
SPL7 unter unterschiedlichen Bedingungen kultiviert und ihr Phénotyp analysiert. Dabei
zeigte sich, dass unter Kupfermangelkonzentrationen, bei denen der Wildtyp keine
Mangelerscheinungen hatte, die Mutanten ein stark verlangsamtes Wachstum und einen
deutlich spiteren Ubergang in die reproduktive Phase aufwiesen. Dariiber hinaus zeigten sie
groBBe Defizite in der Samenproduktion, so dass sich unter Kurztagbedingungen gar keine
Samen entwickelten oder aber die Pflanzen starben, bevor sie in die reproduktive Phase
iibergehen konnten. Auch das Wurzelsystem war wesentlich schlechter ausgebildet und
wuchs deutlich langsamer. Die phidnotypische Analyse der sp/7-Mutanten zeigte auBerdem,
dass die Pflanzen eine gestorte Lignifizierung aufwiesen. So waren beispielsweise die
Leitbiindel in allen Geweben, wenn iiberhaupt, nur sehr gering lignifiziert. Auch die Defiziete
in der Samenproduktion lieen sich auf eine gestorte Lignifizierung zuriickfiihren, da auch

das Endothecium der Antheren kaum lignifiziert war, wodurch eine Selbstung sehr erschwert
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wurde. Zusammen mit den anderen phénotypischen Merkmalen der sp/7-Mutanten, deutete
dies auf eine Mangelversorgung der gesamten Pflanze mit Nahrstoffen hin.

Interessanter Weise verschwanden sdmtliche phéanotypische Unterschiede zwischen
Wildtypen und sp/7-Mutanten, sobald die Kupferkonzentration im Substrat erhoht wurde.
Unter diesen Bedingungen hatten die sp/7-Mutanten einen wildtypischen Phinotyp.

Eine differentielle Transkriptom-Analyse der sp/7-Mutante und des Wildtyps unter optimalen
und pessimalen Kupferbedingungen gab Hinweise darauf, dass SPL7 eine regulierende
Funktion in der Kupfer-Homoostase von A. thaliana haben konnte. Durch unterschiedliche
Genexpression in den Wurzeln (Kupfer-aufnehmendes Gewebe) und den {iberirdischen Teilen
der Pflanze (Kupfer verbrauchendes Gewebe) kann man folgern, dass SPL7 nicht nur fiir die
erhohte Aufnahme von Kupfer iiber die Wurzeln, sondern auch fiir das Remobilisieren
desselben aus anderen Geweben verantwortlich sein kdnnte. SchlieBlich ist der Transport von
Kupfer vermutlich auch, wenn auch nur indirekt, von SPL7 abhéngig, da die Lignifizierung
der Leitbiindel gestort ist. Diese Beobachtungen werden von den kiirzlich verdffentlichten
Forschungsergebnissen von Yamasaki und Mitarbeitern (2009) bestétigt.

Diese Doktorarbeit bestétigt nicht nur, dass SPL7 fiir die allgemeine Kupfer-Homoostase
wichtig ist, sondern offenbart dariiber hinaus differenzierte Regulationsmechanismen, die
iiber die Verteilung zwischen den Geweben einer Pflanze die optimale Kupferversorgung der
einzelnen Zelle gewihrleisten. Durch Ubertragung dieser Erkenntnisse wire es moglich,
landwirtschaftliche Nutzpflanzen fiir Boden mit geringem Kupfergehalt zu optimieren, so

dass die derzeitigen durch Kupfermangel bedingten Ertragseinbuflen verringert wiirden.



Abstract:

Copper is an essential trace element in higher plants and is used mainly because of its low
redox potential. Photosynthesis in higher plants, for example, would not be possible without
copper as a cofactor of PLASTOCYANIN. Despite its indispensability, copper in an unbound
form is toxic. Therefore it is of utmost importance that plants can rely on a well functioning
copper homeostasis.

To come to a better understanding of the molecular genetic mechanisms underlying copper
homeostasis in higher plants, the function of SPL7 (SQUAMOSA PROMOTOR BINDING
PROTEIN LIKE7) was studied in Arabidopsis thaliana. SPL7 is highly homologous to the
SBP-box transcription factor CRRI (COPPER RESPONSE REGULATORI) in
Chlamydomonas, which is required for a transcriptional reprogramming in response to copper
deficiency. Mutants of SPL7 were grown on different substrates and their phenotypic changes
analysed. The mutants showed already severe developmental defects under suboptimal copper
conditions, while these did not yet cause deficiency phenotypes in the wildtype. The growth
rate of the whole plant, including the root system, was strongly reduced and the
developmental switch from vegetative to reproductive growth was significantly delayed. The
seed production strongly declined up to no seeds in days with short light periods where most
of the mutants failed to survive long enough to switch to reproductive growth.

The lignification of the vasculature in all tissues was nearly abolished in the sp/7-mutant and,
like the other phenotypic differences, indicated major failures in uptake, transport and
distribution of nutrients. The reduced lignification of the endothecium also leads to poor
selfing of the flowers.

Either application of additional copper or insertion of the wild type genomic SPL7 locus into
the mutant plants complemented all these phenotypic differences.

Differential transcriptome analysis of the Wildtyp and sp/7-mutant plants grown under either
sufficient or deficient copper conditions revealed SPL7 to be a major regulator in copper

homeostasis. A similar finding was recently published by Yamasaki and co-workers (2009).
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Our gene expression data in combination with the experimental setup, i.e. separating the roots
as importing/source tissue from the rosettes as the sink/source tissue, showed that SPL7 is not
only responsible for boosting copper-uptake, but also for a redistribution of copper throughout
the whole plant.

The study presented in this thesis not only confirms the role of SPL7 in the copper
homeostasis, but also unravels the molecular genetic mechanisms and physiological responses
involved in different plant tissues or even in single cells. These insights may provide a way
for genetic improvement of crop plants to cope with copper deficiency and to reduce yield

loss.
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1 Einleitung

1.1 Metallionen, die essentiell fiir Form und Funktion von
Proteinen sind, evolvierten als Kofaktoren zusammen mit den

Organismen

Metallionen spielen als Kofaktoren fiir viele Proteine eine wichtige Rolle, da sie fiir die
Aufrechterhaltung der Form der Proteine und deren Doménen eine grundlegende Funktion
besitzen; ein Beispiel ist die "Zinkfinger"-Struktur in Transkriptionsfaktoren, iiber die die
Bindung an die DNA stattfindet. An deren Aufrechterhaltung der funktionellen ,,Finger-
Form* ist mindestens ein Zn”"-Ion beteiligt. Am Haufigsten werden Metallionen allerdings
aufgrund ihrer Redox-Eigenschaften genutzt, da sie leicht ein Elektron abgeben und
aufnehmen kdnnen, wie es beispielsweise fiir Transportproteine von Elektronen der Fall ist.
So iibertrdgt Plastocyanin, das Kupfer als Kofaktor benétigt, Elektronen vom Cytochrom bef-
Komplex auf das Photosystem I. FD (FERREDOXIN), ein Protein das Eisen-Schwefel-
Komplexe bindet, tibertrdgt das Elektron bei der Photosynthese unter anderem auf die FNR
(FD:NADPH-REDUKTASE), um zusammen mit den Protonen aus der Photolyse des
Wassers das Reduktionsiquivalent NADPH+H" wieder herzustellen (Hanke and Hase 2008).
Auch an diversen enzymatischen Reaktionen sind Metallionen als Kofaktoren von Enzymen
beteiligt, wie zum Beispiel in den CSDs CU-ZN-SUPEROXID-DISMUTASE), die
Hydroxylradikale zu Wasserstoffperoxid umwandeln. Fiir die Biosynthese von Chlorophyll
und Him werden ebenfalls Enzyme die Eisen als Kofaktor binden bendtigt (Burkhead et al.
2009; Merchant et al. 2006; Mori 1999; Pilon et al. 2009). Rezeptoren fiir Hormone kdnnen
auch Metallionen als Kofaktoren benétigen. ETR1 (ETHYLEN RESPONSE REGULATOR
1) ein Rezeptor fiir Ethylen bendtigt Kupfer als Kofaktor (Yruela 2009).



Die Entwicklung der Eisen- und Kupferionen als Kofaktoren von Proteinen wéhrend der
Evolution ist eng mit der Entwicklung der Photosynthese betreibenden Organismen verkniipft
(Burkhead et al. 2009). Als die Atmosphédre nur geringe Mengen von Sauerstoff enthielt, war
Eisen hauptsédchlich frei als zweiwertiges Ion im Wasser verfiigbar. Durch die von den
oxigene Photosynthese betreibenden Organismen durchgefiihrte Umwandlung von Wasser
und Kohlenstoffdioxid zu Sauerstoff und Zucker erhdhte sich der Sauerstoffanteil in der
Atmosphire und das gut 16sliche Fe*" wurde in Verbindung mit Sauerstoff zu im Wasser
schwer loslichen Eisenoxiden (Fe,Os, Fe;O4 und FeO) abgelagert (Burkhead et al. 2009).
Gleichzeitig wurde allerdings auch Kupfer oxidiert und somit als in Wasser gut loslicher
Form als Kofaktor verfiigbar. Dies wird als einer der Griinde angenommen, warum
Organismen zwei komplett unterschiedliche Systeme mit jeweils anderen Metallen als
Kofaktoren fiir die gleiche Reaktion besitzen (Merchant et al. 2006), zwischen denen sie je
nach Bedingungen wechseln kénnen. Chlamydomonas reinhardii kann bei Kupfermangel
Plastocyanin als Elektronentransporter in der Photosynthese durch Cytochrom c6, dass auf
Eisen als Kofaktor beruht, ersetzen (Kropat et al. 2005; Page et al. 2009). Arabidopsis
thaliana nutzt bei Kupfermangel anstelle von der kupferbasierenden SODs (SUPEROXID-
DISMUTASE) CSD2 die eisenbasierende FSD1 (FE SUPEROXID-DISMUTASE 1) im
Chloroplasten, um die entstehenden Hydroxylradikale zu entgiften (Burkhead et al. 2009;
Pilon et al. 2009; Puig et al. 2007a; Yruela 2009).

1.1.1 Kupfermangel und seine Auswirkung auf die Pflanze

Es gibt groBBe Unterschiede in den Konzentrationen von Metallen wie Kupfer im Boden und in
ihrer Verfligbarkeit fiir die Pflanze. Je hoher der pH-Wert des Bodens ist, umso geringer ist
die Loslichkeit von Kupferionen. Des Weiteren kann Kupfer an organische Séuren gebunden
und somit der Pflanze nicht zugédnglich sein (Basta et al. 2005; Burkhead et al. 2009; Yruela
2009). Kupfermangel in Pflanzen ist seit Langem aus der Landwirtschaft bekannt und fiihrt zu
betrachtlichen Einbuflen bis zu kompletten Verlusten in der Ernte (Loneragan et al. 1980;
Mengel et al. 2007). Wenn der Pflanze nicht ausreichend Kupfer zur Verfiigung steht,

verringert sich ihr Wachstum und besonders die jungen Blitter zeigen Anzeichen von



Gelbblattrigkeit und deformiertem Wachstum (Burkhead et al. 2009; Puig et al. 2007a).
Durch Kupfermangel wird auch die Transition vom juvenilen zum adulten und vom
vegetativen zum reproduktiven Wachstum verzogert. Es treten Probleme bei der
Lignifizierung auf, die sich unter anderem in einem Absterben des Apikalmeristems durch
eine Unterversorgung mit Nihrstoffen, aber auch ein Fehlen der mechanischen Stabilitdt des
Xylems und dadurch ein leichtes Umknicken von Stiangeln zeigen (Downes and Turvey 1990;
Mengel et al. 2007). Stirker als die vegetative Wachstumsphase ist die reproduktive Phase
vom Kupfermangel betroffen, da sich in den Pollen der Stirkegehalt bei Kupfermangel stark
verringert. Durch unzureichende Lignifizierung des Endothecium, das nach Reifen der Pollen
aufreifit und diese freigibt, ist dariiber hinaus die Befruchtung beeintrachtigt (Dell 1980;
Mengel et al. 2007).

1.1.2 Lignine und Lignifizierung

30% des organischen Kohlenstoffs der Biospdhre sind in Lignin gebundenen, das ein Polymer
aus Phenolen ist und nach Zellulose das zweithdufigste Biopolymer der Erde darstellt. Als
Lignifizierung bezeichnet man die radikalische Polymerisation von Ligninmonomeren. Die
Pflanzenzellwand kann aus bis zu drei Schichten bestehen und die Lignifizierung tritt erst als
letzter Schritt bei der Bildung der sekundéren Zellwand auf (Boerjan et al. 2003; Campbell
2001; Vanholme et al. 2008). Dabei wird Lignin zwischen die Zellulosefibrillen,
Hemizellulosen, Pektinen und Proteinen der pflanzlichen Zellwand eingelagert, wodurch
diese an Festigkeit gewinnt. Das Lignin wird dabei kovalent an die Hemizellulosen der
Zellwand gebunden (Vanholme et al. 2008), wodurch die Zellwédnde noch fester und
undurchlissiger fiir Wasser und Ilonen werden.

Lignin wird aus Monomeren aufgebaut, die Derivate der Aminoséure Phenylalanin sind. Die
Hauptkomponenten sind Coumaryl-Alkohol, Coniferyl-Alkohol und Sinapyl-Alkohol (siche
Abbildung 1.1). Allerdings wurde gezeigt, dass das Lignin selbst groere Anderung in der
Zusammensetzung ohne schwerwiegende Probleme in seiner Funktion vertrdgt (Boerjan et al.

2003; Vanholme et al. 2008).



Die einzelnen Ligninmonomere werden in der Zelle hdufig iiber ihre Phenolgruppe an
Monosaccharide gebunden, da somit ihre Reaktivitdt herabgesetzt wird und sie einfacher zu
speichern und zu transportieren sind (Vanholme et al. 2008). Fiir die Polymerisation werden
sie vom Zytosol in die Zellwand sekretiert, wo sie iiber eine radikalische Polymerisation mit
einander verbunden werden. Die Polymerisation soll {iber Oxidasen, Peroxidasen und
Laccasen erfolgen (Boerjan et al. 2003). Wobei hier besonders die Laccasen interessant sind,
da sie vier Kupferionen als Kofaktoren benétigen und mehrfach gezeigt wurde, dass sie in
vitro die radikalische Polymerisation von Ligninmonomeren einleiten konnen (Bao et al.
1993; Liang et al. 2006; Richardson et al. 2000; Sato and Whetten 2006; Sterjiades et al.
1992).

Lignin wird neben Zellulose fiir die Stabilitdt der Zellwand und der gesamten Pflanze genutzt.
Unter anderem wird im vaskulidren Gewebe das Xylem stark lignifiziert, um ein Kollabieren
der Tracheen zu verhindern. Auch der Stamm von Bdumen und sogar der Bliitenstand von 4.
thaliana ist auf die Lignifizierung angewiesen, um ein Umknicken zu verhindern (Boerjan et
al. 2003; Jaramillo-Carmona et al. 2008; Zhao et al. 2000). Neben der mechanischen
Stabilisierung verringert die Lignifizierung von bestimmten Geweben dariiber hinaus deren
Wasserdurchldssigkeit und verhindert dadurch eine Austrocknung der Pflanze. Eine erhdhte
Lignifizierung ist auch bei der Pathogenabwehr von Vorteil, da dadurch die Zellwand an der
Eintrittstelle des Pathogens verstirkt wird, um somit das Eindringen des Pathogens zu

erschweren (Boerjan et al. 2003).
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Abb.1.1: Strukturformel der drei Monolignole, die die hdufigsten Bausteine von Lignin sind. H:
Coumaryl-Alkohol; G: Coniferyl-Alkohol; S: Sinapyl-Alkohol



Diese Verkniipfung von Lignin mit der Zellwand ist auf industrieller Seite unerwiinscht, da
man die beiden Biopolymere fiir die Aufarbeitung zu Papier oder fiir die Herstellung von
Bioethanol als Treibstoff trennen muss und es dadurch kostenintensiver und uneffektiv wird

(Boerjan et al. 2003).

1.1.3 Einhaltung der Kupfer-Homoostase

Sédmtliche Organismen miissen die Bedingungen in ihren Zellen so konstant wie mdglich
halten, um die Konformation und Funktion der in Losung befindlichen Proteine
sicherzustellen. Dabei spielen nicht nur der Wassergehalt und die ionische und osmotische
Stiarke des Zytosols eine Rolle fiir die Proteinfaltung, sondern auch das Gleichgewicht der
unterschiedlichen Substanzen zu einander. Besonders sich in Losung befindende Ionen
werden genutzt, um iiber Membranen einen Gradienten aufzubauen, der fiir zelluldre Prozesse
wie zum Beispiel die ATP-Gewinnung genutzt werden kann. Des Weiteren werden
Metallionen als Kofaktoren in bestimmten Proteinen genutzt und kdnnen nicht gegeneinander
ausgetauscht werden, ohne das die Funktion beeintrichtigt wird. Gerade sessile Organismen
wie Pflanzen, die an die externen Umweltbedingungen gebunden sind und ihren Standort
nicht wechseln konnen, miissen in der Lage sein, Differenzen der im Boden verfligbaren
Néhrstoffe auszugleichen. Organismen konnen unterschiedliche Strategien nutzen, um einen
Mangel an Kupfer, einem essentiellen Metallion, auszugleichen:

I: Die Ionenaufnahme kann erhdht werden. Hierfiir erhoht 4. thaliana zuerst die Anzahl eher
unspezifischer Transporter, die verschiedene Metallionen transportieren konnen, solange
deren Ladung gleich ist. Hier wire die Erhéhung von ZIP2 (ZRT-/IRT-LIKE PROTEIN 2)
oder HMA1 (HEAVY METAL ATPASE 1) zu nennen. ZIP2 ist ein Transporter fiir
zweiwertige Metallionen wie Cu®" und Zn*" (Palmer and Guerinot 2009) wihrend HMA
zweiwertige lonen wie Ca**, Cu**, Zn*", Cd*" und Co** transportiert (Puig and Penarrubia
2009). Die erhohte Menge solcher Transporter aufgrund des Mangels an einem bestimmten
Metallion wiirde aber in der Zelle zu einem Ungleichgewicht in der Zusammensetzung der
verschiedenen Metallionen zueinander fiihren. Dadurch wiirde der Mangel eines Metallions
zu einem potentiell toxischen Uberschuss an kotransportierten Ionen fithren. Um dies zu

vermeiden existieren auBerdem hochspezifische Transporter, die nur eine einzige Art von



Metallionen transportieren konnen, und die Pflanze aufgrund ihrer hohen Affinitdt selbst aus
Umgebungen mit sehr geringen Konzentrationen mit ausreichend Ionen versorgen konnen.
Ein gutes Beispiel in A. thaliana hierfir sind die COPT-Transporter (COPPER
TRANSPORTER). Sie transportieren Cu’ als Symporter mit Kalium aus dem umgebenden
Substrat in die Zelle (Penarrubia et al. 2009). Die COPT-Transporter sind spezifisch fiir Cu"
und Mitglieder der Familie sind auch in der Vakuolenmembran lokalisiert (Penarrubia et al.
2009; Puig et al. 2007a; Sancenon et al. 2003). Diese Transporter werden besonders stark
unter Kupfermangel genutzt (Yamasaki et al. 2009).

II: Eine andere Mdglichkeit mit Mangel umzugehen ist das Umschalten auf ein System, in
dem ein anderes Metallion als Kofaktor genutzt wird. Es gibt verschiedene Beispiele fiir
analoge Systeme, auf die die Zelle beim Mangel eines Kofaktors zuriickgreifen kann.

So besitzen Cyanobakterien und auch einzellige Griinalgen wie Chlamydomonas reinhardtii
das Protein Cytochrom c¢6. Es nutzt Eisen als Kofaktor und vollfilhrt den
Elektroneniibertragungsschritt vom Cytochrom bsf-Komplex auf das Photosystem I anstelle
des kupferhaltigen PC (PLASTOCYANIN), wie es hohere Pflanzen nutzen. Im Gegensatz zu
Cyanobakterien und einzelligen Griinalgen haben hohere Pflanzen wie A. thaliana kein
eisenbasiertes Aquivalent fiir PC. Somit ist PC fiir die Photosynthese und das Uberleben
hoherer Pflanzen essentiell (Abdel-Ghany 2009; Kropat et al. 2005; Page et al. 2009; Weigel
et al. 2003).

Ein Beispiel fiir das Umschalten auf ein anderes Protein in hdheren Pflanzen wie A. thaliana
ist das von kupfer- und zinkbasierenden SODs auf eisenbasierende SODs. SODs katalysieren
die Entgiftung von ROS (REACTIVE OXYGEN SPECIES), zu dem deutlich weniger
reaktiven Wasserstoffperoxid. Sauerstoffradikale konnen bei hohen Lichtintensititen oder
auch Trockenstress wihrend der Photosynthese entstehen, wenn die Elektronen nicht
zusammen mit den Protonen aus der Photolyse des Wassers auf NADP" iibertragen werden
konnen. Anschlieend entsorgen weitere Enzyme das Wasserstoffperoxid (Campbell 2001;
Yamasaki et al. 2007; Yruela 2009).

Abbildung 1.2 zeigt die drei verschieden CSDs von A. thaliana. CSD1 ist im Zytosol, CSD2
im Chloroplastenstroma und CSD3 in den Peroxisomen an der Beseitigung von
Superoxidradikalen beteiligt. CSD1 und CSD2 werden bei ausreichender Kupferversorgung
auch als Speicher fiir Kupferionen in der Zelle verwendet, damit diese nicht frei in der Zelle

sind. Unter Kupfermangel werden ihre Transkripte durch die miR398 (MIRCORNA398) fiir



den Abbau gekennzeichnet und somit die Kupferionen fiir die CSDs fiir das PC aufgespart.
Im Chloroplasten wird anstelle von CSD2 das eisenbasierende FSDI1 genutzt, um die
Superoxidradikale zu entsogen. CSD3 ist in deutlich geringeren Mengen als CSD1 und CSD2
in der Zelle vorhanden und steht nicht unter der Kontrolle der miR398 (Yamasaki et al. 2007).
III: Als dritte Strategie kann die Pflanze auf nicht iiberlebenswichtige Prozesse, in denen
kupferhaltige Proteine bendtigt werden, verzichten. Unter ausreichend Kupfer ist
beispielsweise die Expression von PLANTACYANIN sehr hoch in den Wurzeln, bei
Kupfermangel wird es aber durch die miR408 herunterreguliert. Es ist kein Aquivalent fiir
PLANTACYANIN bekannt, das seine Funktion iibernehmen wiirde (Yamasaki et al. 2009).
Uber PLANTACYANIN ist bis jetzt bekannt, dass es die Pollenschliuche vom Stigma durch
den Griffel zu den Oozyten fiihrt (Dong et al. 2005).

1.1.4 Aufnahme und Verteilung von Kupfer in der Pflanze

Bei hoheren Organismen stehen nicht alle Zellen in direktem Kontakt zur Umwelt und somit
nicht im Kontakt zu extern verfligbaren Néhrstoffen. Fiir deren Aufnahme und Verteilung in
der gesamten Pflanze wurden darauf spezialisierte Gewebe entwickelt. Dabei geschieht die
Aufnahme von Metallionen in hoheren Pflanzen fast ausschlieBlich tiber die Wurzeln und
wird zum gréfften Teil liber das vaskulire Gewebe verteilt. Unter Bedingungen, in denen
ausreichend Kupfer verfiigbar ist, findet die Aufnahme hauptséchlich {iber ZIP2 und ZIP4
statt, zwei Transporter, die neben Kupfer auch Zink als zweiwertiges Kation transportieren
(Abb. 1.2) (Guerinot 2000; Talke et al. 2006). Dariiber hinaus kann Kupfer auch als
einwertiges lon von den COPT-Transportern im Symport mit Kalium aufgenommen werden.
Allerdings ist der groBte Teil an pflanzenverfiigbarem Kupfer in der Form von Cu®" und nicht
als Cu” im Boden gelost (Alloway 1995). Daher wird vermutet dass ein reduzierendes Enzym,
wie ein FRO (FERRIC REDUCTION OXIDASE), wie es aus der Eisenaufnahme bekannt ist,
das Kupfer umwandelt und somit fiir den Transport iber COPTs bereitstellt (Yruela 2009).

Am Transport von Kupfer aus dem Zytosol in die Organelle und aus der Zelle heraus sind die
bereits erwdhnten HMA-Transporter beteiligt. HMA1, HMA6/PAA1 (P-TYPE ATPASE) und
HMAS8/PAA2 transportieren Kupfer in den Chloroplasten und weiter in den



Thylakoidinnenraum zum Plastocyanin. HMA7 transportiert Kupfer in das trans-Golgi-
Netzwerk zum Ethylenrezeptor ETR1 und HMAS ist fiir den Transport aus der Zelle fiir die
Entgiftung verantwortlich. HMAS transportiert Kupfer auch in den apoplastischen Bereich,
damit Zellen, die nicht iiber Plasmodesmata an das vaskuldre Gewebe angeschlossen sind, es
aufnehmen konnen (Abb. 1.2) (Burkhead et al. 2009; Puig et al. 2007a; Puig and Penarrubia
2009; Williams and Mills 2005; Yruela 2009).

In der Zelle ist Kupfer als ungebundenes Metallion sehr toxisch, da es durch die leichte
Bereitstellung eines Elektrons beim Oxidieren von Cu’ zu Cu*" Hydroxylradikale erzeugen
kann, die wiederum die Zelle schidigen. AuBBerdem steht es am Anfang der so genannten
Irving-Williams-Reihe, welche Aussagen iiber die relative Stabilitit der gebildeten
Metallionen-Komplexe macht. Somit bindet Kupfer am stirksten von allen Metallionen an
Proteine und kann andere Metallionen verdringen (Burkhead et al. 2009; Yruela 2009).
Dadurch kann die Funktion der Proteine verdndert oder verhindert werden, was bei einer
Konformationsdnderung der Proteine der Fall wére. So ist beispielsweise beim Austausch von
Zink gegen Kupfer in Zinkfingerproteinen eine Bindung an die DNA nicht mehr mdoglich
(Yamasaki et al. 2004).

Freie Kupferionen in der Zelle kdnnen aulerdem an Thiolgruppen von Proteinen binden,
wodurch der Ladungszustand des Proteins verdndert wird (Burkhead et al. 2009; Penarrubia et
al. 2009; Puig et al. 2007a; Puig and Penarrubia 2009; Yruela 2009), was wiederum die
Funktion des Proteins verdndern kann. Deswegen ist es absolut wichtig, dass Kupfer in der
Zelle nicht ungebunden vorkommt. Um das sicherzustellen, gibt es verschiedene Chaperone,
die Kupfer binden und transportieren. Diese sind besonders gut in 4. thaliana beschrieben
(Abb. 1.2). So ist das Chaperon CCS (COPPER CHAPERONE FOR SUPEROXIDE
DISMUTASE) fiir den Transport von Kupfer zu den CSDs verantwortlich. Fiir den Transport
von Kupfer zu CSD2 in den Chloroplasten gibt es eine weitere Variante von CCS, die auf
einem alternativen Schneiden der Exone beruht, so dass ein Signal fiir den Import und die
weitere Translation im Chloroplasten angehdngt wird (Chu et al. 2005; Puig et al. 2007b). Fiir
ATX1 (ARABIDOPSIS HOMOLOG OF ANTI-OXIDANT 1), ein weiteres Kupfer-
Chaperon, wurde gezeigt, dass es mit den HMAs interagieren kann (Puig et al. 2007b) und am
Transport von Kupfer in die Vakuole, den Golgi-Apparat und den Chloroplasten beteiligt ist
(Puig and Penarrubia 2009). Der Transport von Kupfer iiber das Phloem wird vermutlich

durch das Chaperon CCH (COPPER CHAPERONE) durchgefiihrt (Mira et al. 2001). Es



kommt im Phloemsaft von A4. thaliana vor und wird bei Kupfertransport benétigenden

Bedingungen, Seneszenz oder auch oxidativem Stress angereichert (Himelblau and Amasino
2000; Puig et al. 2007D).
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Abb.1.2: Aufnahme und Transport von Kupferionen in A. thaliana. Blau sind Kupferionen und
Transporter fiir Kupferionen. Hellblau sind Enzyme und Elektronentransporter die Kupfer als
Kofaktor benutzten. In gelb sind die FRO-Enzyme, die Kupfer reduzieren. In lila sind Chaperone fiir
Kupfer dargestellt, in orange der Chelator Nicotianamin und die dazugehdrigen Transporter und in rot
FSDI1, eine auf Eisen basierende Superoxid-Dismutase. Kombiniert aus (Burkhead et al. 2009; Curie
et al. 2009; Yruela 2009)

Eine weitere Moglichkeit des sicheren Transportes und der Speicherung von Metallionen ist
die Kopplung an Zitronensdure oder Chelatoren wie NA (NICOTIANAMINE) (Curie et al.
2009; Yruela 2009). NA bindet nicht nur Cu** sondern auch Eisen-, Zink-, Magnesium- und

weitere Metallionen.



In gebundener Form sind die Metallionen ungefdhrlich und koénnen in der Vakuole
gespeichert werden (Curie et al. 2009). Fiir den Transport von diesen chelatierten Metallen
gibt es die Familie der YSL-Transporter YELLOW STRIPE LIKE). Diese besteht in A.
thaliana aus neun Mitgliedern (Curie et al. 2009). Die unterschiedlichen YSLs sind in
verschiedenen Geweben exprimiert, was eine Versorgung aller Zellen mit Metallionen
gewihrleistet. Auch Pollen, die keine Anbindung an andere Zellen iiber Plasmodesmata
haben, konnen mit Hilfe der YSL-Transporter Kupfer importieren (Curie et al. 2009;
DiDonato et al. 2004; Schaaf et al. 2005; Waters et al. 20006).

Die Aufrechterhaltung der Kupfer-Homoostase einer Zelle und auch eines gesamten
Organismusses ist, neben der Notwendigkeit von Kupfer als Kofaktor fiir Enzyme, wichtig,
da Kupfer in ungebundener Form ebenfalls toxisch sein kann. Diese Homdostase wird iiber
verschiedene Transporter fiir In- und Export, Transport in der Pflanze oder auch das Anlegen
von Speichern in Vakuolen oder iiber Speicherproteine gewéhrleistet. Des Weiteren miissen
Pflanzen und die einzelnen Zellen die Verteilung von Kupfer je nach der ihnen zur Verfiigung
stehenden Konzentration koordinieren, um mit ihm Haushalten zu konnen. Fiir A. thaliana
sind viele dieser Gene, die dabei helfen die Kupfer-Homdostase aufrecht zu erhalten, bekannt.
Die Regulation von ihnen erfolgt mit Hilfe von Transkriptionsfaktoren (Burkhead et al. 2009;
Pilon et al. 2009; Yruela 2009).

Der erste Transkriptionsfaktor, der mit dem Kupferhaushalt einer Pflanze in Verbindung
gebracht wurde, ist CRRI (COPPER RESPONSE REGULATORI) aus Chlamydomonas
reinhardtii (Kropat et al. 2005; Yruela 2009). Er gehort zu der Familie der SBP-Box-Gene. Es
wurde gezeigt, dass CRR1 als Transkriptionsfaktor direkt an so genannte CuREs (Cu
Response Elements) bindet (Kropat et al. 2005). CuREs sind konservierte Bereiche in
Promotoren von Genen, die bei Kupfermangel aktivierend auf die Transkription ihres Gens
wirken. Sie Im Fall von Cyc6 bestehen sie aus ca. 40bp mit dem Kernmotiv GTAC. Der
Austausch einer einzigen Base dieser Kernsequenz zerstort die Funktion der CuREs und das
Gen wird bei Kupfermangel nicht hoher transkribiert (Quinn et al. 2000). Wenn das Gen
CRRI mutiert ist, kann die Griinalge nicht mehr auf Kupfermangel reagieren und die
entsprechenden Gene werden nicht korrekt reguliert. Dies bedeutet, dass das oben
beschriebene Umschalten von dem kupferbasiertem PC auf das eisenbasierte Cyc6 nicht mehr
stattfindet und das Wachstum von Chlamydomonas stagniert (Kropat et al. 2005; Merchant et
al. 2006; Page et al. 2009).
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Erst kiirzlich wurde SPL7 (SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE 7) in A.
thaliana als das homologe Gen von CRRI in Chlamydomonas beschrieben (Yamasaki et al.
2009). Bei Kupfermangel werden abhédngig von SPL7 mehrere Protein-kodierende Gene, wie
FSDI1, CCH, COPTI und COPT2 aktiviert (Abb. 1.2) (Yamasaki et al. 2009). Des Weiteren
bindet SPL7 auch an GTAC-Sequenzen von verschiedenen Genen die fiir miRNAs kodieren.
Diese regulieren ihrerseits diverse fiir kupferhaltige Proteine kodierende Gene wie CSD/ und
CSD2 (Abb. 1.2). Somit ist SPL7 fiir die Regulation der Kupfer nutzenden CSDs und die
Aktivierung der Eisen nutzende FSD im Chloroplasten zustindig (Yamasaki et al. 2007;
Yamasaki et al. 2009).

1.2 SBP-Box-Gene in hoheren Pflanzen

Die SBP-Box-Gene (SQUAMOSA PROMOTOR BINDING PROTEIN) bilden eine recht
heterogene Familie von Transkriptionsfaktoren, die pflanzenspezifisch (Birkenbihl et al.
2005) und von der einzelligen Alge Chlamydomonas (Kropat et al. 2005) iiber das Moos
Physcomitrella patens (Riese et al. 2007) sowie Monokotyledonen wie Mais (Cardon et al.
1999) oder Reis (Guo et al. 2008) beschrieben sind. Auch aus Eudikotyledonen wie der
Modellpflanze A. thaliana sind sie bekannt. Die Familie der SBP-Box Gene wurde zuerst flir
Anthirrhinum beschrieben. Sowohl SBP1 als auch SBP2 erkennen spezifisch die Sequenz
GTAC in der Promotor-Region des Bliitenmeristemidentitits-Gens SQUAMOSA (SQUA).
SQUA ist das Homolg von Atherinum majus za APETALAI (API) in A. thaliana (Klein et al.
1996). Daher werden die Mitglieder dieser Familie in A. thaliana SPL-Gene (SQUAMOSA
PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE) genannt (Cardon et al. 1999). GTAC scheint auch
in A. thaliana die Kernsequenz zu sein, die die Transkriptionsfaktoren in Promotoren aber
vermutlich auch in intronischen Sequenzen als Bindemotiv erkennen (Yamaguchi et al. 2009).
Dieses scheint teilweise vergrofert worden zu sein, denn SPL3 priferiert CGTAC als
Bindungssequenz (Birkenbihl et al. 2005; Liang et al. 2008) und fiir SPL14 wurde
CCGTAC(A/G) beschrieben (Nagae et al 2008).

Die SBP-Box codiert fiir zwei Zinkfinger. Der zweite Zinkfinger hat das Motiv

CxxCxxxHxxxxxxxxxxxC und ist in allen bekannten SBP-Domin-Proteinen hoch
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konserviert. Der erste Finger hat das Motiv CxxxxCxxxxxxxxxxxxxxxxCxxH und ist
ebenfalls von der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii bis zu den hoheren Pflanzen
hochkonserviert. Der Austausch von Aminosduren im zweiten Zinkfinger haben gezeigt, dass
er fiir die Spezifitdt der DNA-Bindung zustdndig ist, wohingegen der erste hauptsdchlich fiir
die Struktur der SBP-Doméne gebraucht wird (Yamasaki et al. 2006). Nur die SPL7-
dhnlichen Proteine haben im zweiten Zinkfinger statt Histidin ein Cystein (Birkenbihl et al.
2005).

Die SBP-Box-Familie in 4. thaliana im Ekotyp Columbia umfasst 17 Mitglieder, die nur die
SBP-Box als konserviertes Motiv miteinander gemeinsam haben. Die SPL-Gene konnen grob
in zwei Gruppen aufgeteilt werden.

Die erste besteht aus den komplexer strukturierten SPL-Genen, die aus zehn Exons aufgebaut
sind. Zu ihnen gehoéren SPLI, SPLI12, SPL14, SPL16 und SPL7. Alle von diesen Genen
kodierten Proteine haben, neben der DNA-bindenden SBP-Doméine, weitere konservierte
Dominen: Eine, die dem AHA-Motiv dhnlich ist und wahrscheinlich aktivierend auf die
Transkription wirkt, eine noch funktionell unbekannte Doméne mit den konservierten
Aminosduren IRPGC und eine in silico vorhergesagte Transmembran-Doméne. Alle bis auf
SPL7 haben zusitzlich konservierte Ankyrin-Wiederholungen die fiir Protein-Protein-
Interaktionen verantwortlich sein konnten (Riese et al. 2007).

Die zweite grofle Gruppe der SPL-Gene umfasst SPL2, SPL3, SPL4, SPL5, SPL6, SPLS,
SPL9, SPL10, SPLI11, SPL13A, SPL13B und SPL15 und sind mit 2-4 Exons im Vergleich zur
ersten Gruppe weniger komplex strukturiert (Riese et al. 2007). Obwohl diese Gruppe
weniger einheitlich ist und ihre Mitglieder, soweit bekannt, unterschiedliche Funktionen
erfiillen konnen, stehen alle, bis auf SPLS, unter der Kontrolle der mikroRNAs miR156 und
miR157 und waren bis jetzt im Fokus des Interesses der Forschung. Da insgesamt elf Gene
durch diese miRNAs kontrolliert werden, und Einzelmutanten durch Redundanz héufig
keinen oder nur einen sehr schwachen phénotypischen Unterschied zum Wildtyp aufweisen,
werden Uberexpressoren der Loci der miR156 und Uberexpressoren der entsprechenden SPL
Gene in die Analyse mit einbezogen.

SPL3, SPL4 und SPL5 fiihren, wenn sie unter dem CaMV 35S Promotor konstitutiv
exprimiert werden und ihre miRNA-Bindestelle im 3'-UTR mutiert wurde, zu einem
verfrithten Wechsel zur reproduktiven Phase und bilden dadurch frither als der Wildtyp
Bliiten (Gandikota et al. 2007). Es wurde ebenfalls gezeigt, dass die Bliitezeit in den

12



entsprechenden Uberexprimierern nicht so deutlich friiher als im Wildtyp beginnt, solange die
miRNA-Bindestelle intakt ist, obwohl die Gene unter dem CaMV 35S Promoter exprimiert
werden. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die miRNA156/157 ein verfriihtes Blithen, durch
Uberexpression der entsprechenden SPL-Gene, unterdriickt (Cardon et al. 1997; Gandikota et
al. 2007; Wu and Poethig 2006). Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass SPL3 direkt die
Bliitenmeristem-Identititsgene FRUITFUL, LEAFY und APETALAI aktiviert. Des Weiteren
ist SPL3 an einem zusétzlichen Kontrollweg fiir die Bestimmung der Bliitezeit beteiligt, der
nicht von dem Signalweg fiir Photoperiode, Lichtqualitit, Vernalisierung oder dem des
Pflanzenhormons Gibberellin abhingig ist (Wang et al. 2009; Wu et al. 2009; Yamaguchi et
al. 2009).

Die T-DNA-Insertionsmutanten in spl9, spl15, die Doppelmutante sp/9spll15 und zusammen
mit einem konstitutiven miR156b-Uberexprimierer (35S::miR156b; (Schwab et al. 2005)),
zeigen ein verkiirztes Plastochron. Auflerdem ist die juvenile Phase in diesen Mutanten
gegeniiber dem Wildtyp verldangert (Schwarz et al. 2008; Wang et al. 2008).

In Mutanten von SPLS, dem einzigen SPL-Gen der zweiten Gruppe das nicht unter der
Kontrolle einer miRNA steht, ist die Entwicklung der Pollensicke gestort, sodass die ersten
Bliiten steril sind und die Pflanzen immer eine geringere Samenproduktion gegeniiber dem
Wildtyp aufweisen (Unte et al. 2003).

Was die erste Gruppe der SPL-Gene betrifft, so ist deren Funktion im Vergleich zu der
zweiten hauptsdchlich unerforscht. Es ist lediglich eine Verbindung von SPL1 und SPL12 mit
der Resistenz in Tabak gegen das Tabak-Mosaik-Virus beschrieben (Shen and Schulze-Lefert
2007). T-DNA Mutanten in SPL/4 haben eine erhohte Resistenz gegeniiber Fumonisin B1,
einem Pilztoxin, und ihre Rosettenblitter sind stirker gelappt als im Wildtyp. GUS-
Konstrukte zeigen eine Expression von SPL/4 hauptsdchlich im vaskuldren Gewebe (Stone et

al. 2005). Dennoch ist die Funktion der SPL-Gene dieser Gruppe weitestgehend unbekannt.
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1.3 Ziel dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, die molekulargenetischen Mechanismen in die das A. thaliana
SBP-Box Gen SPL7 involviert ist, zu erforschen. Hierbei deutete sich schon eine mdgliche
funktionelle Beziehung zu Kupfermangel an, da ein eng verwandter Transkriptionsfaktor in
Chlamydomonas, CRR1, unter diesen Bedingungen aktiviert wird und das Umschalten in der
Photosynthese von PLASTOCYANIN auf CYTOCHROM C6 initialisiert (Kropat et al 2005).
In den letzten Jahren ist das Puzzle um die Kupfer-Homdoostase in A. thaliana immer weiter
zusammengetragen worden und auch SPL7 wurde als ein Regulator bei Kupfermangel
identifiziert (Yamasaki et al. 2007; Yamasaki et al. 2009). Die wihrend dieser Dissertation
durchgefiithrten Versuche helfen dabei, dieses Puzzle zusammenzusetzen und zu
vervollstandigen.

Hierfir wurden sp/7-Mutante Pflanzen, komplementierte Linien und der Wildtyp auf
unterschiedlichen Substraten mit unterschiedlichen Konzentrationen an Kupfer und in
verschiedenen Tagesldngen kultiviert und genau charakterisiert. Die phénotypischen
Unterschiede, die dabei beobachtet wurden, zusammen mit einer differenticllen
Transkriptom-Analyse beweisen die vorher ungeahnten Reichweite, in der SPL7 an der

Aufnahme, Verteilung und Homdostase von Kupfer beteiligt ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Sdmtliche Chemikalien und Antibiotika wurden von den folgenden Firmen bezogen:

BioRad (USA), Clontech (Deutschland), Difco Lab (USA), Duchefa (Niederlande),
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland), MBI Fermentas (Deutschland), Merck (Deutschland),
Pharmacia (USA), Promega (Deutschland), Roche (Deutschland), Roth (Deutschland) and
SigmaAldrich (Deutschland).

2.1.2 Enzyme und Co

Die verwendeten Restriktionsenzyme und die Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
wurden von New England Biolabs (USA) bezogen. T4 DNA Ligase, RNase Inhibitor und
RNase freie DNase kamen von Roche (Deutschland). Superscript I Reverse Transkriptase
wurde von Invitrogen (Deutschland), dNTPs und die 1kb DNA-Leiter von Fermentas
(Deutschland) bezogen.

Die Enzyme wurden, falls nicht anders angegeben, nach dem Protokoll des Herstellers

verwendet.
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2.1.3 Losungen und Puffer

Tris-Losung
IM Tris pH=8

EDTA-LGsung

0,5M EDTA pH=8

Blauladepuffer (5x)

2%  Bromphenolblau
30% Glycerin

50mM EDTA

25mM Tris

pH=8

TELT-Losung

50mM Tris pH=8
62,5mM EDTA
2,5M LiCl

0,4% Triton X 100 (Nach dem Autoklavieren)

Lysozym-Losung

10mg/ml Lysozym
10mM Tris pH=8
0,ImM EDTA pH=8
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RNase Losung
10pg/ml RNase

10mM Tris
1 mM EDTA
pH=8

TE (Tris/EDTA)-Puffer

10mM Tris

I mM EDTA

pH=8

Edwards Puffer

200mM Tris pH=8
0,25M NaCl
25mM EDTA
0,5% SDS
pH=7,5

CTAB Puffer

100mM Tris pH=8
1,4AM NaCl
20mM EDTA pH=8
2% CTAB
Pepton Medium

1,6% Pepton / Trypton
1%  Hefeextrakt
0,5% NaCl

wahlweise 1,5% Agar
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LB Medium

0,5% Hefeextrakt
1%  Trypton

0,5% Kochsalz
pH=7

wahlweise 1,5% Agar

YEB Medium

0,5% Rinderextrakt

0,1% Hefeextrakt

0,1% Peptonmedium

0,5% Saccharose

pH=7,4

wahlweise 1,5% Agar

2mM  MgSO, (nach dem Autoklavieren hinzugeben)

Infiltrationsmedium

2,205g/1 MS Salze (mikro und makro)
50ul/1 BS5 Vitamine

5% Saccharose

pH=5,7

200ul/1 SILWET L-77

MS-Medium fiir Gewebekultur

0,22% MS-Medium mit Vitaminen
0%, 1% oder 3% Saccharose
0,8% Agar Kobel

pH=5.8
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Ethidiumbromid-Losung 5%

Ethidiumbromid: S5g
Wasser bidest.: auf 100ml auffillen

2.1.4 Oligos

Sadmtliche Oligos wurden von Operon bestellt und in 10mM Tris pH=8 als 100mM Stock
gelagert.

2.1.5 Verwendete Organismen:

Escherichia coli: DH5a
Agrobacterium tumefaciens: GV3101 (pMP90RK) (Koncz 1986)
A. thaliana Columbia-0 Wildtyp

A. thaliana Columbia-0 SALK 093849 (sp/7-1) (Alonso et al. 2003)
A. thaliana Columbia-0 SALK 125385 (sp/7-2) (Alonso et al. 2003)

2.1.6 Verwendetes Plasmid

pGJ2148 freundlicher Weise von Guido Jach zur Verfiigung gestellt
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2.1.7 Mischungsverhiltnis der normalen Erde

8 Sidcke Minitray (Balster Einheitserdewerk GmbH, Frondenberg, Deutschland)
800ml Osmocote Start (Diingekiigelchen; Scotts-Sierra, USA)

250g BioMiikk® (gegen Insekten; Biofa, Miinsingen, Deutschland)

auf 50 | Wasser

2.2 Methoden

Falls nicht anders aufgefiihrt, wurden die Methoden so durchgefiihrt wie es in der Anleitung

des dazugehorigen Kits steht.

2.2.1 Standardmethoden fiir die Isolation und Behandlung von DNA

,Quick and dirty* DNA Isolierung

Ein kleines Stiick Pflanzenmaterial <0,25cm? in einem Eppendorfgefif legen
+ 500uL Edwards Puffer

Zermorsern

2min 13.000 rpm zentrifugieren

350uL des Uberstandes in ein neues Eppendorfgefif iiberfiihren
+350uL Isopropanol und kurz vortexen

2min bei Raumtemperatur

Smin 13.000 rpm zentrifugieren

Uberstand abnehmen und verwerfen

2x mit 70% Ethanol waschen

Eppendorfgefdl 10min an der Luft bei RT trocken lassen

Pellet in 100pL TE aufnehmen
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Edwards DNA

Ein ca. 4 mm” groBen Stiick von einem Blatt in ein Eppendorfgefi zusammen mit zwei
Metallkiigelchen legen und in fliissigem Stickstoff einfrieren

In der Kugelritsche von Qiagen (Deutschland) fiir eine Minute bei 30 Bewegungen pro
Sekunde zerkleinern

400ul EB hinzugeben und 5 sec vortexen

5 min bei 13.000 rpm bei RT runterzentrifugieren

250ul des Uberstandes abnehmen und mit 250ul 100% Isopropanol mischen

5 min 5 min bei 13.000 rpm bei RT runterzentrifugieren

Uberstand verwerfen

Zweimal mit 70% Ethanol waschen (+500u1 70% EtOH, 13:000 rpm, Uberstand verwerfen)
Pellet fiir 5 min bei RT trocknen lassen

Wiederaufnahme des Pellets in 200 pul TE

DNA kann iiber ein Jahr bei 4°C aufgehoben werden

C-TAB genomische DNA

Mit dieser Methode wird die DNA sehr geschont und sie eignet sich besonders fiir das

Klonieren von groferen Fragmenten

1-1,5g Pflanzenmaterial ernten und unter fliissigem Stickstoff zermorsern

10ml C-TAB-Puffer hinzugeben, griindlich resuspendieren und bei gelegentlichem Schiitteln
fiir 30 min bei 60°C inkubieren

1 Volumen Chloroform hinzugeben, schiitteln und bei 4000 rpm zentrifugieren

zum Uberstand 1/10 Volumen einer 3 molaren Natriumacetat-Lsg. und 0,8 Volumen 100%
Isopropanol geben

5 min bei RT Féllen

15 min bei 4000 rpm pelettieren und den Uberstand verwerfen

Pellet zweimal mit 70% Ethanol waschen (+5ml 70% EtOH, 10 min 4000 rpm)

Pellet im Liegen trocken lassen und in 1880ul TE mit 3,8ul RNase (10mg/ml) l6sen und fiir
30 min bei 37°C inkubieren

120pl einer fiinf molaren NaCl-Lsg. hinzugeben und schiitteln
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Eine Qiagen Tip20 Sdule mit Iml QBT &quilibrieren

Die Probe auftragen

Zweimal mit 1 ml QC waschen

Zweimal die Sdule mit 400ul QF eluieren

Zum Eluat werden 500u1 100% Isopropanol hinzugegeben

30 min bei 13.000 rpm, den Uberstand verwerfen

Zweimal Waschen mit 70% Ethanol (1ml 70% EtOH, 10 min 13.000 rpm)
Das Pellet fiir 5 min an der Luft trocken

Das Pellet in 50-100ul TE aufnehmen

Aufreinigung von PCR-Fragmenten aus 0.8-1% Agarosegelen durch das Fermentas Silica-

Beats DNA-Extraktions Kit

Ausschneiden der Bande aus dem Agarosegel und mit dem dreifachen Volumen an ,,Binding
Solution* mischen

5 min im Heizblock bei 55°C 16sen; Immer wieder vortexen

5ul Silica-Lsg. hinzugeben

5 min im Heizblock bei 55°C; jede Minute kurz vortexen um die Lsg. homogen zu halten

5 sec bei 13.000rpm die Silica-Beats herunterzentrifugieren, den Uberstand verwerfen

500pl eiskalter Wasch-Lsg. hinzugeben und pipettieren / vortexen bis die Silica-Beats wieder
homogen verteilt sind

5 sec bei 13.000rpm die Silica-Beats herunterzentrifugieren, den Uberstand verwerfen
insgesamt viermal ,,waschen*

10-15 min das Pellet an der Luft trocknen

die DNA von dem Pellet mit H,O /TE {iber drei Aliquots 16sen

jeweils 5 min bei 55°C 16sen, herunterzentrifugieren und den Uberstand sammeln

die zusammengefiihrten Aliquots erneut zentrifugieren um restliche Silica-Beats zu entfernen

Plasmidminiprep nach der TELT-Methode

Bakterienkolonien picken (oder 10ul aus dem PCR-R6hrchen vom Kolonien checken) und ein

15ml Falcon mit 8ml Medium mit Antibiotikum animpfen
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Uber Nacht bei 37°C schiitteln

Iml der Kultur in einem Eppendorfgefal3 bei 13.000 fiir 2 min runterzentrifugieren und den
Uberstand verwerfen

Das Bakterienpellet in 200ul TELT-Losung die 1mg/ml Lysozym enthélt 16sen

5 min bei 37°C inkubieren

3 min bei 95°C inkubieren

5 min auf Eis kiihlen

15 min bei 13.000rpm bei 4°C runterzentrifugieren und das schleimige Pellet mit einem
autoklavierten Zahnstocher entfernen

Zum Uberstand 100u1 100% Isopropanol geben und gut mischen

15 min bei 13.000 bei 4°C zentrifugieren und den Uberstand verwerfen

Pellet zweimal in 200ul 70% EtOH waschen (5 min 13.000rpm; Uberstand verwerfen)
Das Pellet trocken und in 50pl TE mit 10pg/ml RNase auf einem Schiittler 16sen

Das Pellet fiir mindestens eine Nacht bei 4°C weiter 10sen

Nach Umpufferung kann man das Plasmid zum Sequenzieren und Klonieren einsetzen

(Losungen fiir Sequenzierungen diirfen kein EDTA enthalten).

Plasmidmidiprep

Plasmidmidipreps wurden mit dem Kit von Qiagen nach dem dazugehorigen Protokoll

durchgefiihrt

Schneiden mit Restriktionsenzymen

Ansatz: 2ug Vektor oder aufgereinigtes PCR-Fragment
Minimumansatz: 30 pl
10-20 Einheiten des Restriktionsenzyms verwenden

Mindestens 90 min bei 37°C schneiden lassen

Falls mehrere Fragmente entstehen, muss der Ansatz vor der Ligation {iber ein Gel

aufgereinigt werden (danach Gelaufreinigung iiber Silica-Beats)
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Dephosphorilieren

Der Ansatz sollte ca. 100ul betragen

10ul Puffer

5ul alkalische Phosphatase

30 min bei 37°C

20 min bei 65°C fiir die Inaktivierung der Phosphatase

Ligation mit der T4-DNA-Ligase von Roche

Nachdem der Vektor und das zu inserierende DNA-Fragment mit dem gleichen

Restriktionsenzym geschnitten wurden, werden sie in einem molaren Verhiltnis von Vektor

zu DNA-Fragment (1 / 3-5) gemischt

Vektor: 200ng Max lug
DNA-Fragm.: 3-5 fache des Vektors Max lug
Ligase: 1-5 Einheiten

Puffer: Tl

HzOI X

Gesamt: 10-30ul

Die Ligation wird im Kiihlschrank bei 4°C iiber Nacht durchgefiihrt

Dialyse des Ligationsansatzes

Fiir eine spétere Verwendung des Ligationsansatzes fiir eine Elektrotransformation muss ein
GroBteil der Ionen des Puffers entfernt werden, damit die Elektroporation der Bakterien

erfolgreich ist und nicht ,,durchknallt*

Eine Dialysemembran auf einen Wasserfilm (bidest.) in eine Petrischale legen und 20 min

warten
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Bakterientransformation

Elektrokiivette, Eppendorfgefae und Medium auf Eis vorkiihlen
Aliquotierte (40-50ul) Bakterienzellen auf Eis auftauen
10-15ul des dialysierten Ligationsansatzes zu den Bakterien geben und vorsichtig mischen

(leicht schnippen oder mit der Pipette riihren, auf keinen Fall hoch und runter pipettieren)

Elektroporation in Eppendorf Elektroporator 2510:
Imm Kiivette: 1600-1800V
2mm Kiivette: 2400-2800V

Nach der Elektroporation sofort 0,5ml eiskaltes Medium zum Ansatz hinzugeben und in ein
leeres Eppendorfgefal liberfithren. Diesen Schritt wiederholen.
Den Ansatz ca. 60 min bei 37°C schiitteln

Jeweils 100 und 500ul des Ansatzes auf Agarplatten mit Restriktionsenzymen tiberfiihren und

ausplattieren
E. coli: Platten 14 Stunden bei 37°C inkubieren, danach Kolonien picken
A. tumefaciens: Platten zwei Tage bei 28°C inkubieren, danach Kolonien picken

2.2.2 Standardmethoden fiir die Isolation und Behandlung von RNA

RNA-Isolation

RNA-Isolation wurde mit dem RNeasy-Kit von Qiagen durchgefiihrt.

DNase-Verdau

DNase-Verdau erfolgte mit der RNase freien DNase recombinant I von Roche unter

Verwendung des RNase Inhibitors von Roche.
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Erststrangsynthese

Erststrangsynthese erfolgte iiber die Verwendung der Superscript II von Invitrogen unter

Verwendung des RNase Inhibitors von Roche.

2.2.3 Methoden zur Fillung von DNA und RNA

Isopropanolfillung:

1/10 Volumen 3M NaAcetat-Lsg. pH=5.2

1 Volumen 100% Isopropanol

15-30 min auf Eis

30 min zentrifugieren mit 14.000 rpm bei 4°C
Uberstand verwerfen

500ul1 70% Ethanol zum Pellet geben

10 min bei 4-10°C stehen lassen

fiir 10 min 14.000 rpm bei 4°C zentrifugieren
Uberstand verwerfen

5-10 min bei Raumtemperatur trocknen

Pellet im gewiinschten Volumen TE, Tris oder H,O aufnehmen

Ethanolfillung:

1/10 Volumen 3M KaAcetat-Lsg. pH=7,5
2,5 Volumen 100% Ethanol

15-30 min auf Eis

40 min 14.000 rpm 4°C

Uberstand verwerfen
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5001 70% Ethanol zum Pellet geben

10 min bei 4-10°C stehen lassen

fiir 10 min 14.000 rpm bei 4°C zentrifugieren
Uberstand verwerfen

5-10 min bei Raumtemperatur trocknen

Pellet im gewiinschten Volumen TE, Tris oder H,O aufnehmen

Hochsalzféllung:

1 Volumen 4M Ammoniumacetat-Lsg. pH=6
4 Volumen 100% Ethanol

40 min 14.000 rpm 4°C

Uberstand verwerfen

500ul1 70% Ethanol zum Pellet geben

5 min bei 4-10°C stehen lassen

fiir 5 min 14.000 rpm bei 4°C zentrifugieren
Uberstand verwerfen

Waschschritt wiederholen

5-10 min bei Raumtemperatur trocknen

Pellet im gewiinschten Volumen TE, Tris oder H,O aufnehmen
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2.2.4 Polymerase Kettenreaktion

PCR mit der Taq Polymerase von Ampliquon

Fiir PCRs um den Genotyp iiber ein folgendes Agarosegel zu testen

PCR-Mix

H,0: 16,7 ul
Puffer 5x: 2ul
10nM dNTP’s: 0,25 ul
Oligo 1: 0,25 pl
Oligo 2: 0,25 pul
Matritze ca. 50-100ng: 0,5 ul
Polymerase: 0,3 ul
Gesamt: 20 pl

PCR-Programm:
Schritt Temp. °C  Zeit sec. Zyklen

1 95 180 1
2 95 30

3 58 30 38
4 72 60-180

5 72 420 1

PCR: PHUSION Polymerase

Fiir PCRs dessen Produkte in Vektoren kloniert werden sollen da die Polymerase ,,Korrektur*

liest

Ansatz fiir Ligationen: 50-100pl

H,0: 32 ul
Puffer 5x: 10 pl
10nM dNTP’s: I ul
Oligo 1: 3ul
Oligo 2: 3ul
Matritze ca. 50-100ng: 0,5 pl
Polymerase: 0,5 ul
Gesamt: 50 pul
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PCR-Programm:
Schritt Temp. °C  Zeit sec. Zyklen

1 98 60 1

2 98 10

3 62 15 32
4 72 30-140

5 72 600 1

Transformierte Kolonien checken nach Judith Schleppenbdumer

PCR-Streifen mit 100p] Medium mit Antibiotikum fiillen

Kolonien mit weiflen Pipettenspitzen picken und in die PCR-Rohrchen stellen
3min warten und zwischendurch die Pipettenspitzen drehen

PCR-Streifen schliefien und 300 min auf dem ,,Roller* bei 37°C

Fiir die PCR jeweils 1ul des Ansatzes als Matritze einsetzen

2.2.5 Quantitative Echtzeit-PCR

PCR-Mix:

SYBR-Green Master Mix 12,5u1
2,5mM Oligo A 1,25ul
2,5mM Oligo B 1,25ul
cDNA 10ul
Gesamt 25ul

Programm mit Schmelzkurve:

Schritt Temp. °C  Zeit sec. Zyklen

1 95 180 1
2 95 10

3 58 30 45
4 72 45

5 95 180 1
5 55 180 1
7 55-95 Schmelzkurve

Die Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe der Biorad Software des iQ5 Thermocyclers
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2.2.6 Solexa-Sequenzierung

Die Solexa-Sequenzierung wurde von der Firma FASTERIS SA (Plan-les-Ouates,

Switzerland) mit dem ,,Illumina Solexa Genome Analyzer* durchgefiihrt

2.2.8 Firbung mit basischem Fuchsin

Entfarben der Praparate mit 70% EtOH bei 60°C fiir zwei Tage
EtOH wechseln bis keine Farbung mehr auftritt

Entfarbtes Material in Leitungswasser waschen bis man keinen kein EtOH mehr riechen kann
ca. 2h

12h (oder iiber Nacht) bei 60°C in (1% Diamantfuchsin 10% NaOH) farben

12h (oder tiber Nacht) durch leicht flieBendes Leitungswasser waschen bis es sich
nicht mehr farbt

Entwisserung und Entfernung von Uberschiissigem Farbstoff iiber eine Ethanolreihe (50%,
70% und 92%) erst in die ndchst hohere EtOH-Stufe iiberfiihren wenn sich die Losung
nicht mehr farbt

Material wieder iiber riicklaufige EtOH-Reihe wissern und in 30% Glycerin lagern

Material in 30% Glycerin auf Objekttrigern anordnen und Deckglédschen mit Nagelack
abdichten

Abgewandelt nach: Fuchsin staining with NaOH clearing for lignified elements of whole
plants or plants organs CH. Fuchs Biotechnic & Histochemistry Jan 1963, Vol. 38, No. 3,
Pages 141-144
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2.2.9 Konzentrationen von Antibiotika

Antibiotikum Stamm-Losung verwendete Konzentration
Ampicillin 50 mg/ml in Wasser 100 mg/l
Kanamycin 50 mg/ml in Wasser 250 mg/l
Spectomycin | 50 mg/ml in Wasser 50 mg/I
Riffampicin 25 mg/ml in DMSO 100 mg/l
Gentamycin 25 mg/ml in Wasser 25 mg/l
Carbancillin 50 mg/ml in Wasser 50 mg/l

2.2.10 Wachstumsbedingungen fiir Pflanzen

Lichtintensitit Tageslinge | Temperatur [°C] relative Luft-
MW [pumol m-2s-1] [h] Tagsiiber | Nachts | feuchtigkeit [%]

Lichtraum

'Mausekeller' 99 16 22 18 50

(LD)

Lichtraum

'Keller' (SD) 290 8 20 18 50
Votsch 3 (SD) 300 9 20 18 50
Votsch 4 (LD) 207 16 20 18 50
Votsch 8 (CL) 309 24 20 50

Sdmtliche Pflanzen wurden fiir mindestens vier Tage stratifiziert (4°C und dunkel). Dieses

erfolgte wahlweise auf Erde, feuchtem Filterpapier oder auf Agarplatten. Die Aufzucht

erfolgte in Klimakammern (siehe Tabelle). Pflanzen die transformiert wurden waren entweder

Col-0 Wildtyp oder homozygot fiir sp/7-2.
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2.3 Statistik

Student’s t-Test fiir die signifikanten Phinotypischen Unterschiede

Der Student’s t-Test wurde iliber die Funktion von Excel durchgefiihrt mit zweiseitiger

Verteilung und unterschiedlichen Varianzen der beiden zu vergleichenden Gruppen.

Auswertung der Solexa-Daten

Die statistische Auswertung der Solexa-Daten wurde durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Pellegrini (UCLA, USA) durchgefiihrt (Allison et al. 2002; Audic and Claverie 1997; Bullard
et al.).
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3 Ergebnisse

3.1 T-DNA Insertionslinien und komplementierte Linien

Um die Funktion von SPL7 zu studieren, wurden vier verschiedene T-DNA-Insertionslinien
fiir SPL7 vom Nottingham A. thaliana Stock Centre (NASC) bezogen und analysiert. Fiir die
Linie ,,SAIL 1236 _A11* lag die T-DNA Insertion im putativen Promotorbereich vor der
kodierenden Sequenz von SPL7 und zeigte keine Anderung des Phiinotyps im Vergleich zum
Wildtyp. Fiir die Linie ,,SALK 109908 konnte die angegebene T-DNA-Insertion in SPL7
nicht nachgewiesen werden. Die Linien sp/7-1 (SALK 093849) und sp/7-2 (SALK 125385)
allerdings wiesen eindeutige morphologische Anderungen im Phiinotyp im Vergleich zum
Wildtyp (Ekotyp Col-0) auf. Der mutante Phénotyp dieser beiden Linien wird spater noch
beschrieben. Die Position der T-DNAs im Gen ist in Abbildung 3.1.1 dargestellt, zusammen
mit den konservierten Motiven von SPL7 (Riese et al. 2007).

AHA  SBP IRPGC TMD

vr-——=4 |

®
spl7-1 spl7-2

Abb. 3.1.1: Darstellung der Intron und Exon Struktur von SPL7. Die beiden untersuchten T-DNA-
Insertionsmutanten von SALK sind mit ihrer genomischen Position als gelbe Kreise angezeigt. In den
folgenden Farben sind kodierende Bereiche dargestellt: hellblau: AHA-Motiv; rot: SBP-Motiv,
dunkelblau: IRPGC-Motiv; gelb: Motiv der in silico vorhergesagten Transmembran-Doméne.

Die von NASC gelieferten Samenlinien waren heterozygot fiir ihre Insertionen in SPL7, so
dass unter deren Nachkommen nach homozygoten Linien gesucht wurde. Fiir diesen Test
wurden die Kombinationen von Oligonukleotiden aus Tabelle 3.1.1 fiir die Polymerase-
Kettenreaktionen (Abb. 3.1.2) verwendet. Dabei wurden die Primer so gewéhlt, dass zum
Nachweis einer wildtypischen Sequenz in der Linie sp/7-1 ein Fragment der GroBe 1020bp
amplifiziert werden wiirde. Fiir den Nachweis der T-DNA Insertion wurde eine

Primerkombination gewéhlt, mit deren Hilfe ein Fragment von 510 bp amplifiziert werden
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kann, dessen 5'-Bereich einen Sequenzteil der T-DNA enthélt. Die Abwesenheit oder Prasenz
eines Amplifikats gibt also Aufschluss {iber eine wildtypische oder mutante Pflanze. Das
Fehlen der Wildtyp-Bande bei der PCR von sp/7-1 und die Bande fiir die T-DNA in spl7-1
stellen die Homozygotie dieser Linie sicher.

Ebenso konnte mithilfe der Primerkombinationen (c) und (d) die Insertion der T-DNA in der
Linie spl7-2 nachgewiesen und homozygote Linien geziichtet werden. Fiir sp/7-2 wurde
versucht, die Linie mit dem genomischen Lokus von SPL7 (Abb. 3.1.3), der aus dem Wildtyp
kloniert wurde, zu komplementieren. Im Falle der Komplementation kann mit beiden
Primerkombinationen (c) und (d) immer ein Fragment amplifiziert werden, da im Falle des
mutanten Allels die T-DNA-Insertion als Matrize dient und im Falle des komplementierenden
Allels das inserierte SPL7-Wildtypkonstrukt als Matritze dient. Eine weitere Oligo-
Kombination (e), in der der riickldufige Primer hinter dem 3’Ende von SPL7 liegt, beweist,
dass die Pflanzen homozygot fiir sp/7-2 sind und die Komplementierung auf der Insertion des
Konstruktes beruht. Die verschiedenen Oligos und wo sie binden sind in Abb. 3.1.3 noch mal

dargestellt.

Col-0  spl7-1 spl7-2 spl7-2 C1 spl7-2 C2
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Abb. 3.1.2: Polymerase-Kettenreaktion zum Test auf homozygote T-DNA-Insertionslinien fiir SPL7
(spl7-1 und sp/7-2) und komplementierte Linien (sp/7-2 C1 und C2) mit den Oligo-Kombinationen
aus Tabelle 3.1. Die GroBen der Leiter sind am linken Bildrand vermerkt (in bp).
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Tab. 3.1.1: Verwendete Oligo-Kombinationen fiir die Polymerase-Kettenreaktion aus Abb. 3.1.2 und
deren zu erwartende GroBe in bp und die genotypischen Bedingungen fiir eine erfolgreiche

Amplifikation
korr?tl)li%c;tion Oligo 1 Oligo2 Pr[%(:;]]kt Genotyp
a ST74 ST35 1020 WT
b ST74 SH521 510| T-DNA spl7-1
c AG17 AG04 1486 WT
d AG17 SH521 1100| T-DNA spl7-2
e AG17 AG112 2764 WT
SH521 SH521
<4 <4
1 2
560 1000 15‘00 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000
< <
ST74 AG17  ST35 AG04 AG112

Abb. 3.1.3: Darstellung des Fragmentes des genomischen Lokus der fiir die Komplementierung von
spl7-2 verwendet wurde. Des Weiteren sind die Positionen der Oligos fiir die Kontrolle der T-DNA-
Insertionen angegeben. Kodierende Bereiche sind in blau, die T-DNA-Insertionen sind durch orangene
Dreiecke mit der Nummer der Insertion (1:sp/7-1; 2:sp/7-2) und die Primer als gelbe Pfeile dargestellt.
Primer, die in der genomischen Sequenz von SPL7 binden, sind unterhalb, solche, die in den T-DNAs
binden, oberhalb der Sequenz angezeigt. AG112 liegt innerhalb der genomischen Sequenz, aber
aullerhalb der Sequenz, die fiir das Konstrukt zur Komplementation verwendet wurde.

Um zu Uberpriifen in wieweit die Insertion der T-DNAs in sp/7-1 und sp/7-2 (Abb. 3.1.1) die
Expression von SPL7 beeinflussten, wurden die Transkripte von SPL7 in den verschiedenen
Linien mit einer quantitativen ReversenTranskriptions-PCR (qRT-PCR) untersucht. Dazu
wurde RNA aus Infloreszenzen sechs Stunden nach Tagesbeginn isoliert und mit einer
reversen Transkriptase in cDNA {iibersetzt. Mit Hilfe von cDNA spezifischen Primern fiir
SPL7 konnte die Transkriptmenge von SPL7 in den isolierten Geweben bestimmt werden.
Dabei konnte gezeigt werden, dass die relative Menge an SPL7 Transkript in den Linien sp/7-
1 und spl7-2 zur Menge im Wildtyp deutlich geringer ist. Dies galt sowohl fiir Pflanzen, die
unter Kurztag gehalten wurden als auch fiir Pflanzen, die unter Langtagbedingungen
wuchsen. Dariiber hinaus wurde mit Hilfe der gRT-PCR nachgewiesen, dass die
Komplementation von spl/7-2 auf transkriptioneller Ebene erfolgreich war, da eine hohere
Menge Transkript im Vergleich zu spl/7-2 nachgewiesen wurde, die im Kurztag sogar deutlich
iiber der Menge im Wildtyp war (Abb. 3.1.4).

Die Tranksriptionsmenge eines Gens ldsst keine Riickschliisse dariiber zu, ob das kodierte
Protein translatiert wird oder ob es funktionell ist. Allerdings wird angenommen, dass T-DNA

Insertionen in Genen entweder die Funktion des Proteins stark reduzieren oder komplett
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unterbinden (Krysan et al. 1999). Daher lassen die deutlich geringeren Transkriptmengen von
SPL7 in den Mutanten gegeniiber dem Wildtyp noch keine Aussage zu, ob das SPL7-
Transkript in den spl/7-1 und sp/7-2 Mutanten translatiert wird oder ob das daraus folgende

Protein funktionell ist.

0 R -

Col-0 ‘ spl7-1 ‘ spl7-2 ‘ spl7-2_CA1 Col-0 ‘ spl7-1 ’ spl7-2 ’ spl7-2_CA1
Kurztag Langtag

Abb. 3.1.4: Expressionsanalyse von SPL7 im Wildtyp (Col-0), den sp/7-Mutanten (sp/7-1 und sp/7-2)

und von der komplementierten Linie (sp/7-2 C1) unter Kurztag (9 Stunden Licht, 15 Stunden

Dunkelheit) und Langtag (16 Stunden Licht, 8 Stunden Dunkelheit). Das Pflanzenmaterial wurde

jeweils nach den ersten sechs Stunden der Lichtperiode geerntet. Es wurde fiir die Expression des

Gens PP2A4 normalisiert. Oligos fiir SPL7: AG105, AG106 (vergleich Abb. 3.1.3); Oligos fiir PP24:
SH286, SH287

Ein Beispiel fiir eine T-DNA-Insertion die dennoch in einem partiellen Transkript resultiert,
das nicht zu einem nachweisbaren Protein fiihrt ist cdkal. Nowack und Kollegen zeigten, dass
trotz eines verkiirzten Transkriptes kein Protein mit der zu erwartenden Grofle nachweisbar ist
(Nowack et al. 2006). Der Grund konnte NMD (Nonsense Mediated mRNA Decay) sein
(Baker and Parker 2004). NMD ist eine Qualitdtskontrolle der transkribierten mRNA, die
sicherstellt, dass die gesamte mRNA abgelesen und translatiert wird. Nur eine vollstindig
translatierte mRNA wird nicht frithzeitig abgebaut. Damit stellen eukariotische Zellen sicher,
dass fehlerhafte mRNAs so schnell wie moglich abgebaut werden und ihre ,.fehlerhaften*
Proteine die Zelle nicht schiadigen (Baker and Parker 2004). Durch T-DNA-Insertionen in

Gene wird zum einen ein zusétzliches Stiick inseriert und meistens auch das Leseraster
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verdndert, so dass es zu einem verfrithten Stopp kommt. Dies wird durch NMD erkannt und

die mRNA wird nicht fiir die weitere Translation stabilisiert (Krysan et al. 1999).

3.1.1 Analyse der Expression und Lokalisation von SPL7 in der Pflanze

Die Expression von Transkriptionsfaktoren unterliegt meistens einer lokalen und zeitlichen
Begrenzung, um die Regulation der Zielgene so spezifisch wie mdglich zu halten (Campbell
2001). Die Expression von SPL7 ist, laut Internetdatenbanken, ubiquitinir iiber die gesamte
Pflanze verteilt dabei aber in bestimmten Geweben, wie zum Beispiel Pollen, erhdht (Abb.
6.4 und 6.5). Im Gegensatz zu den gesammelten Expressionsdaten wird die Expression von
SPL7 ein Promotor-GUS-Konstrukt als auf die Wurzeln beschrinkt beschrieben (Yamasaki et
al. 2009).

Um eine bessere optische Auftrennung zu erhalten, wurde das Konstrukt mit dem der
Phénotyp der spl/7-2-Pflanzen erfolgreich komplementiert wurde mit GFP (Griin
Fluoreszierendes Protein) an zwei unterschiedlichen Stellen inseriert und mit diesen
Konstrukten sp/7-2-mutante Pflanzen transformiert.

Das erste Konstrukt enthielt das GFP im ersten Exon (Abb. 3.1.5), direkt vor der SBP-
Doméne. Dieses GFP enthielt kein Stopp-Codon, so dass zu erwarten war, dass das komplette
Protein von SPL7 (Abb. 3.1.1) mit dem GFP und allen konservierten Motiven hergestellt
wurde.

Ein weiteres Konstrukt enthielt das GFP im achten Exon, so dass es nach allen konservierten
Motiven bis auf die Transmembran-Doméne (Abb. 3.1.1) kam. Dieses GFP enthielt ein
Stopp-Codon, so dass zu erwarten war, dass das SPL7-Protein mit allen konservierten
Motiven (Abb. 3.1.1) bis zu dem GFP hergestellt und nur die Transmembran-Doméne fehlen

wurde.

GFP

T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500

Abb. 3.1.5: Darstellung des Fragmentes des genomischen Lokus das fiir die Komplementierung von
spl7-2 verwendet wurde. Kodierende Bereiche von SPL7 sind in blau und vom GFP in griin
dargestellt.
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Abb .3.1.6: Darstellung des Fragmentes des genomischen Lokus das fiir die Komplementierung von
spl7-2 verwendet wurde. Bedeutung der Farben wie in Abb. 3.1.5. Das GFP endet mit einem Stopp-
Triplet, so dass die Transmembrandoméne nicht mehr translatiert wird.

Beide Konstrukte (Abb. 3.1.5 und 3.1.6) komplementieren die spl/7-2-Mutante, so dass sie
wieder einen wildtypischen Phdnotyp hat (ohne Abbildung). Allerdings war es bis jetzt
erfolglos ein GFP-Signal nachzuweisen (ohne Abbildung).

3.2 Analyse des Phanotyps

3.2.1 Phianotyp der sp/7-Mutanten auf Erde

Um den Phédnotyp der sp/7-Mutanten zu analysieren, wurden homozygote Pflanzen
zusammen mit dem Wildtyp (Col-0) und der komplementierten Linie (sp/7-2 C1) auf
normaler Erde gezogen. Beide sp/7-Mutanten hatten gegeniiber dem Wildtyp ein insgesamt
gedrungenes Erscheinungsbild. Sowohl die Grofe der Rosetten, als auch die GesamtgroB3e der
Mutanten waren geringer (Abb. 3.2.1). Wenn die gebildeten Bliiten sich iiberhaupt gedffnet
haben, dann waren die gebildeten Schoten kurz und enthielten keine bis wenige Samen. Die
Hauptinfloreszenz starb vorzeitig ab und Meristeme an den proximalen adaxialen Stellen
zwischen Blatt und Stingel wuchsen verfriiht zu sekundiren Infloreszenzen aus (Abb. 3.2.1),
diese starben wiederum ab und es entstanden tertidre Infloreszenzen, so dass mit der Zeit ein
gedrungenes und buschiges Aussehen entstand (Abb. 6.6). Die komplementierte Linie glich
phénotypisch dem Wildtyp (Abb. 3.2.1).

Da fiir SPL7 bereits eine Funktion in der Kupfer-Homdostase beschrieben wurde (Yamasaki
et al. 2009), wurden die Hailfte aller Pflanzen nach dem Aussden einmalig mit einem Liter
einer SmM CuSO4-Losung pro Tray gediingt. Darauthin verringerten sich die fiir die sp/7-
Mutanten beschriebenen phanotypischen Unterschiede gegeniiber dem Wildtyp deutlich und

verschwanden beinahe géinzlich (Abb. 3.2.2). Die Hauptinfloreszenzen der Mutanten
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erreichten fast wieder die gleiche Hohe wie die des Wildtyps, die Schoten waren lang und
verdickt und enthielten Samen und die Rosetten erreichten fast wieder die gleiche Grofle wie

der Wildtyp (Abb. 3.2.2).

spl7-1 spl7-2  spl7-2_C1

Abb. 3.2.1: Die beiden T-DNA-Insertionslinien (mittig) im Vergleich zu dem Wildtyp (links) und der
komplementierten Linie (rechts) nachdem sie unter Langtag auf normaler Erde gewachsen sind.
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spl7-2 spl7-2_C1

Abb. 3.2.2: Die beiden T-DNA-Insertionslinien (mittig) im Vergleich zu dem Wildtyp links) und der
komplementierten Linie (rechts) die unter Langtag auf Erde, die nach dem Ausséen mit 11 einer SmM
CuS0O4-Losung gediingt wurde, gewachsen sind.

Im Folgenden wurden die sp/7-Mutanten weiter phinotypisch charakterisiert, wozu die
Pflanzen unter verschiedenen Lichtregimen (Kurztag, Langtag und Dauerlicht) angezogen
wurden. In  sdmtlichen untersuchten  Tageslingen (Kurztag, KT, 09h/15h
Lichtperiode/Dunkelperiode: Tab. 3.3.1; Langtag, LT, 16h/08h Lichtperiode/Dunkelperiode:
Tab. 3.2.2; Dauerlicht, LL, 24h/00h Lichtperiode/Dunkelperiode: Tab. 3.2.3) sprieten und
bliihten die beiden T-DNA-Insertionsmutanten immer signifikant spiter als der Wildtyp,
sogar wenn der Boden mit einer SmM CuSO4-Losung gediingt wurde (Tab. 3.3.1-3.3.3). Auch
die komplementierte Linie blithte meistens signifikant spéter als der Wildtyp, allerdings war
dieser Unterschied gering (LL max. 1 Tag (Tab. 3.2.3), LT: 2 Tage (Tab. 3.2.2); KT: 4 Tage
(Tab. 3.2.1)) und der p-Wert liegt nur knapp unter dem Schwellenwert von 0,05. Bei den sp!7-
1 und spl7-2 Pflanzen war der Unterschied im Vergleich zum Wildtyp in der Zeit die sie bis
zum SprieBen deutlich groBer (KT Tab. 3.2.1: spl7-1 18 Tage, spl7-2 29 Tage; LT Tab. 3.2.2:
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spl7-1 4 Tage, spl7-2 5 Tage; LL Tab. 3.2.3: sp/7-1 2,4 Tage, spl7-2 3,9 Tage Unterschied
zum Wildtyp), er nahm mit der Zugabe von CuSOy allerdings leicht ab (KT Tab. 3.2.1: sp/7-1
11 Tage, spl7-2 10 Tage; LT Tab. 3.2.2: sp/7-1 3 Tage, sp/7-2 3,7 Tage; LL Tab. 3.2.3: sp/7-1
1,6 Tage, spl7-2 1,9 Tage Unterschied zum Wildtyp).

Weitere Enwicklungsdefizite konnten beobachtet werden, wenn die Pflanzen ohne
zusitzliches GieBen von CuSO,4 unter KT Bedingungen (Tab. 3.2.1) gehalten wurden. Unter
diesen Umstinden entwickelten sich ndmlich nur zwei von 21 sp/7-1-Pflanzen (ca. 10%) und
keine von spl7-2 vom Spriefen bis zum Offnen der ersten Bliite. Bei den restlichen Pflanzen
starben die Infloreszenzmeristeme bevor sich sichtbare Bliiten entwickeln konnten. Im LT
bliihten von sp/7-1-Pflanzen immerhin 71% und von sp/7-2 52% (Tab. 3.2.2), und im LL 67%
und 38% (Tab. 3.2.3) der jeweiligen mutanten Linien. Diese Entwicklungsdefizite
verschwanden jedoch sofort, sobald die Erde mit Kupfer gediingt wurde (Tab. 3.2.1-3.2.3), so
dass maximal nur noch eine Pflanze pro Linie ausfiel. Dies trat beim Wildtyp der sowohl mit
wie auch ohne Kupferzusatz wuchs ebenfalls auf.

Das Sprieen von A. thaliana ist ein leicht zu erkennendes Anzeichen, dass die Pflanze vom
vegetativen zum reproduktiven Wachstum iibergegangen ist. Das Offnen der ersten Bliite
(Anthese) wird gleichgesetzt mit der ersten Befruchtung und somit dem Beginn der
Samenproduktion (Bowman et al. 1991; Sanders et al. 1999; Smyth et al. 1990). Die Anthese
folgt zeitlich immer dem SprieBen. Wenn der Abstand zwischen dem Sprieen und der
Anthese konstant bleibt, verschieben sich die Zeiten des Offnens der ersten Bliite mit denen
des SprieBens. In den Experimenten war die Anthese der Mutanten unter Kupfermangel, im
Vergleich zu Wildtyp, ebenfalls signifikant unterschiedlich (KT Tab. 3.2.1: sp/7-1 47 Tage,
spl7-2 keine Anthese; LT Tab. 3.2.2: spl7-1 7,6 Tage, spl7-2 5,6 Tage; LL Tab. 3.2.3: sp/7-1
3,3 Tage, spl7-2 8,8 Tage Unterschied zum Wildtyp), der Unterschied nahm mit der Zugabe
von CuSOy allerdings leicht ab (KT Tab. 3.2.1: sp/7-1 10 Tage, sp/7-2 10 Tage; LT Tab.
3.2.2: spl7-1 2,8 Tage, spl/7-2 4,1 Tage; LL Tab. 3.2.3: sp/7-1 1 Tag, sp/7-2 1,3 Tage
Unterschied zum Wildtyp).

Um zu erfahren, inwieweit die Mutanten bei der Entwicklung von dem ersten optischen
Anzeichen des reproduktiven Wachstums (SprieBen) bis zum Offnen der ersten Bliite
(Anthese) verdndert waren, wurden diese beiden Werte von einander subtrahiert. Unter KT-
Bedingungen ohne Kupferzusatz blithten von den sp/7-Mutanten nur sehr wenig (Tab. 3.2.1),

allerdings blithten unter Kupferzusatz fast alle Pflanzen (Mutanten und Wildtyp) und, obwohl
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die Zeiten die die Mutanten im Vergleich zum Wildtyp zum SprieBen und der Anthese
brauchten signifikant langer sind, sind die Unterschiede vom SprieBen bis zur Anthese nicht
signifikant unterschiedlich (Tab. 3.2.1: p>>0,05; spl7-2 -0,4 Tage; spl7-2 -0,4 Tage
Unterschied zum Wildtyp). Unter LT und LL hingegen bliihten mehr Mutanten unter
Kupfermangel und der Unterschied im Wachstum vom SprieBen bis zur Anthese ist
signifikant ldnger (p<0,05; LT Tab. 3.2.2: sp/7-1 4,6 Tage, sp/7-2 1,1 Tage; LL Tab. 3.2.3:
spl7-1 1,5 Tage; spl7-2 8,6 Tage Unterschied zum Wildtyp). Durch die zusétzliche
Kupferdiingung glichen sich die Werte der Mutanten denen des Wildtypes und der
komplementierten Linie wieder an (LT Tab. 3.2.2: sp/7-1 0,1 Tage, spl7-2 2,1 Tage; LL Tab.
3.2.3: spl7-1 -0,2 Tage; sp/7-2 -0,2 Tage Unterschied zum Wildtyp).

Die Standardabweichung ist definiert als ein MaB fiir die Streuung der Einzelwerte um ihren
Mittelwert (Horstmann 2008). Die Signifikanz des t-Tests ist ebenfalls an sie gebunden, da
Unterschiede zwischen zwei Populationen umso signifikanter werden, je geringer die
Streuung der Einzelwerte ist (Horstmann 2008). Beim Vergleich der Standardabweichungen
der einzelnen Linien féllt auf, dass sich unter Kupfermangel die Einzelwerte der Mutanten
iiber einen deutlich gréferen Zeitraum streuen als der Wildtyp oder die komplementierte
Linie. Am Beispiel der Standardabweichungen des SprieBens wird dieses offensichtlich (KT
Tab. 3.2.1: Wildtyp SD=3.,6, spl/7-1 SD=7,6, sp/7-2 SD=7,9, spl7-2_C1 SD=5,1; LT Tab.
3.2.2: Wildtyp SD=1,3, spl7-1 SD=4,6, sp/7-2 SD=3,2, spl7-2 C1 SD=1,5; LL Tab. 3.2.3:
Wildtyp SD=1,2, sp/7-1 SD=1,6, sp/7-2, SD=3,0 sp/7-2 Cl, SD=14), die
Standardabweichung nimmt mit der Zugabe von CuSO4 ab und gleicht sich dem Wert des
Wildtypes und der komplementierten Linie an (KT Tab. 3.2.1: Wildtyp SD=2,2, spl/7-1
SD=4,7, spl7-2 SD=4,9, spl7-2_C1 SD=3,2; LT Tab. 3.2.2: Wildtyp SD=0,9, sp/7-1 SD=1,6,
spl7-2 SD=1,8, spl7-2_C1 SD=1,8; LL Tab. 3.2.3: Wildtyp SD=1,3, sp/7-1 SD=1,7, spl7-2
SD=1,3, spl7-2_C1 SD=0,8).

Beziiglich der Anzahl der Rosetteblitter fiel auf, dass die Mutanten durchschnittlich weniger
Blitter bildeten (sp/7-1: 9,7 und spl7-2: 9,6) als der Wildtyp (11,5) oder die komplementierte
Linie (12,4), obwohl sie mehr Zeit zum Sprieen benotigten (Tab. 3.2.2 und 3.2.3). Man hitte
aufgrund der ldngeren Zeit bis zum SprieBen jedoch erwartet, dass die Anzahl der
Rosettenblitter grofBer war als beim Wildtyp. Auch die Anzahl der Hochblitter war
signifikant um ca. ein Blatt im LT und LL geringer (Tab. 3.2.2 und 3.2.3). Besonders im LT

konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von Kupfer die Anzahl der Rosetten- und Hochblatter
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wieder niher an die des Wildtyps und der sp/7-2 C1-Linie brachte. Der Unterschied war zwar

immer noch signifikant, aber deutlich geringer. Im Durchschnitt hatten die Mutanten 1,5-2

Rosettenblitter im LL und nur ein halbes Hochblatt weniger im LT bei der Zugabe von

Kupfer. Bei der Kupferzugabe war die Anzahl der Rosettenblétter der Mutanten im LT (Tab.

3.2.2) identisch mit denen des Wildtyps genauso wie die Anzahl der Hochblatter im LL (Tab.

3.2.3).

Tab. 3.2.1: Unterschiede in der Dauer bis zum Sprielen und Blithen des Wildtyp, der beiden Mutanten
und einer komplementierten Linie unter Kurztag (9 Stunden Licht und 15Stunden Dunkelheit)

ohne Zugabe von CuSO,

Zugabe von 5mM CuSO, pro Tray

+5 mM Cu) (p)

Kurztag Col-0 spl7-1 spl7-2 |spl7-2_C1| Col-0 spl7-1 spl7-2 | spl7-2_C1
Sprielen TnS 55,9 74,0 84,7 59,1 48,0 58,7 58,4 52,1
Anzahl 24 21 22 17 23 24 24 15
% von Keimlingen 100 88 92 94 96 100 100 83
Standardabweichung 3,4 7,6 7,9 51 2,2 4,7 4.9 3,2
students t-Test (gegen 2,0E-13| 2,4E-20| 1,9E-02 9,6E-13| 4,8E-12| 4,8E-05
Col-0) (p)
students t-Test (gegen
+5 mM Cu) (p) 4,6E-12| 2,5E-10 1,4E-17| 8,7E-05
1. offene Blite TnS 62,2 109,5 X 65,5 54,4 64,1 64,4 58,1
Anzahl 24 2 0 16 23 23 24 14
% der Pflanzen 100 10 0 94 100 96 100 93
Standardabweichung 4.0 14,8 X 55 2,2 45 5,0 2,9
students t-Test (gegen 2,1E-12 x| 3,4E-02 8,8E-12| 3,3E-11] 1,1E-04
Col-0)
students t-Test (gegen
+5 mM Cu) 1,3E-10 6,4E-11 x| 1,0E-04
1. Blite-Sprielken TnS 6,3 37,5 X 6,1 6,4 6,0 6,0 6,2
Standardabweichung 1,5 12,0 X 1,5 1,1 1,3 0,9 1,1
students t-Test (gegen | g ge 01|  1,6E-13 x| 86E-01
Col-0) (p)
students t-Test (gegen

1,6E-13 x| 6,8E-01 2,8E-01 2,0E-01 6,4E-01

TnS: Tage nach Aussaat; rote Zahlen entsprechen einem p<0,05
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Tab. 3.2.2: Unterschiede in der Anzahl der Blétter und der Dauer bis zum Sprieen und Blithen des
Wildtyp, der beiden Mutanten und einer komplementierten Linie unter Langtag (18 Stunden Licht und

8 Stunden Dunkelheit)

ohne Zugabe von CuSO,

Zugabe von 5mM CuSO, pro Tray

Col-0) (p)

Langtag Col-0 spl7-1 spl7-2 |spl7-2_C1| Col-0 spl7-1 spl7-2 | spl7-2_C1
Spriefen TnS 19,8 237 250 21,1 19,9 229 236 219
Anzahl 24 24 21 16 24 22 22 18
% von Keimlingen 100 100 88 89 100 92 92 100
Standardabweichung 1,3 4.6 3,2 1,5 0,9 1,6 1,8 1,8
students t-Test (gegen 256-04| 5,8E-09] 8,0E-03 9,86-10| 1,7E-11| 3,1E-05
Col-0) (p)

students t-Test (gegen

25 mM Cu) (0) 8,0E-01| 4,5E-01| 9,2E-02| 1,4E-01

1. offene Bliite TS 23,9 31,5 29,5 25 4 243 271 28.4 27.9
Anzahl 24 17 11 16 24 22 22 18
% der Pflanzen 100 71 52 100 100 100 100 100
Standardabweichung 1,5 8,5 2,7 1,4 1,3 1,4 3,4 1,8
é‘gfg;“s t-Test (gegen 126-04| 3,0E-00| 27E-03 15€-08| 1,8E-06| 2,0E-04
students t-Test (gegen

25 mM Cu) 3,6E-01| 2,3-02| 3,2E-01 1,5E-01

1. Blite-SprieBen TnS 4,1 8,7 5,2 4.4 4.4 42 47 43
Standardabweichung 0,5 8,5 1,6 0,6 0,6 0,5 2,6 0,6
students t-Test (gegen 1,1E-02| 4,1E-03| 1,1E-01 2,3E-01| 5,2E-01| 8,2E-01
Col-0) (p)

students t-Test (gegen

25 mM Cu) (o) 6,8E-02| 1,7E-02| 6,0E-01| 3,6E-01

Anzahl Rosetteblatter 11,5 9,7 9,6 12,4 1,1 10,8 10,8 11,8
Standardabweichung 1,1 1,1 1,1 0,9 1,2 1,1 1,0 1,0
students t-Test (gegen 1,2E-06| 1,5E-06| 1,4E-02 3,0E-01| 3,5E-01| 4,7E-02
Col-0) (p)

Anzahl Hochblatter 3,5 2,4 2,4 3,6 3,6 3,0 3,0 3,7
Standardabweichung 0,5 0,6 0,6 0,6 0,5 0,7 0,5 0,8
students t-Test (gegen 1,6E-07| 1,8E-10| 6,2E-01 58E-08| 1,0E-08| 34E-01

TnS: Tage nach Aussaat; rote Zahlen entsprechen einem p<0,05
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Tab. 3.2.3: Unterschiede in der Anzahl der Blétter und der Dauer bis zum Sprieen und Blithen des
Wildtyp, der beiden Mutanten und einer komplementierten Linie unter Dauerlicht (24 Stunden Licht)

ohne Zugabe von CuSO,

Zugabe von 5mM CuSO, pro Tray

students t-Test (gegen
Col-0) (p)

students t-Test (gegen
+5 mM Cu) (p)

8,4E-07| 4,5E-07| 1,1E-01

2,2E-01| 1,2E-02| 7,9E-04| 8,8E-01

Dauerlicht Col-0 spl7-1 spl7-2 |spl7-2_C1| Col-0 spl7-1 spl7-2 | spl7-2_C1
Sprieen TnS 16,4 18,8 20,3 17,1 15,9 17,5 17,8 17,0
Anzahl 24 24 24 17 24 24 23 16
% von Keimlingen 100 100 100 94 100 100 96 89
Standardabweichung 1,2 1,6 3,0 1,4 1,3 1,7 1,3 0,8

6,0E-04( 5,9E-06 4,9E-03

1. offene Blite TnS
Anzahl
% der Pflanzen

Standardabweichung

students t-Test (gegen
Col-0)

students t-Test (gegen
+5 mM Cu)

20,5 23,8 29,3 211
24 16 9 17
1,0 2,1 9,5 0,9

9,4E-08| 6,9E-05| 7,2E-02

6,6E-01 1,1E-04 5,6E-04 7,1E-01

204 214 21,7
24 24 23
0,9 1,5 1,3

21,0

16

0,9

9,6E-03| 3,9E-04| 5,6E-02

1. Blite-SprieRen TnS

Standardabweichung

students t-Test (gegen
Col-0) (p)

students t-Test (gegen
+5 mM Cu) (p)

4,2 55 10,2 41
0,8 2,3 9,4 0,7
1,3E-02 3,0E-03| 6,7E-01

1,5E-01] 2,1E-03] 2,3E-03] 8,2E-01

4,5 3,9 3,9

08 0,6 0,6

4,0

0,7

3,4E-03] 3,8E-03| 4,9E-02

Anzahl Rosetteblatter

Standardabweichung

students t-Test (gegen
Col-0) (p)

13,0 10,3 10,0 12,9
1,2 1,4 1,4 1,1

3,8E-09( 1,0E-10f 7,8E-01

10,33 8,87 7,99

1,08 1,17 1,06

5,8E-08 1,1E-14| 4,4E-01

Anzahl Hochblatter

Standardabweichung

students t-Test (gegen
Col-0) (p)

2,7 2,0 2,0 2,9
0,6 0,8 0,7 0,6

4,0E-03| 1,4E-03| 1,6E-01

2,2 2,1 2,1

0,6 0,6 0,5

2,1E-01| 6,6E-02| 5,4E-01

TnS: Tage nach Aussaat; rote Zahlen entsprechen einem p<0,05
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3.2.2 Analyse der Reproduktion sp/7-mutanter Pflanzen

3.2.2.1 Samenproduktion bei verschiedenen Tagesldngen

Wie bereits erwédhnt, waren die beiden mutanten Linien sp/7-1 und spl/7-2 in ihrer
Samenentwicklung gestort. In Abbildung 3.2.1 wird deutlich, dass sich die Schoten weder
verdickten noch verlédngerten, wenn die Pflanzen ohne zusitzliche Kupferdiingung gehalten
wurden. Eine kurze Tageslidnge begiinstigte diesen sterilen Phénotyp zusétzlich (Tab. 3.2.4).
Zwar zeigen oft auch die Schoten der ersten gebildeten Bliiten des Wildtyps einen geringeren
Samenansatz, jedoch ist die volle Fertilitdt bei den folgenden Bliiten hergestellt (Unte et al.
2003). Im Folgenden wurde fiir je 10 Pflanzen pro Genotyp die Anzahl der gebildeten Samen
in den Schoten der ersten Bliiten bestimmt. Dabei wurden die Pflanzen unter Lang- oder
Kurztagbedingungen gehalten und die jeweiligen Trays nach der Aussaat zusétzlich mit
einem Liter Wasser oder SmM CuSO,-Losung gegossen. Aufgrund des verfrithten Absterbens
der Hauptinfloreszenz der beiden Mutanten unter Kupfermangel, bildeten diese nur ein paar
Bliiten (Abb.3.2.1). Zusétzlich bildeten die Mutanten unter Kupfermangel deutlich weniger
Bliiten als unter Langtag. Deswegen wurde fiir die Pflanzen unter Kurztagbedingungen die
erste bis dritte Bliite ausgewertet, wihrend fiir die Pflanzen, die unter Langtagbedingungen
wuchsen, die erste, dritte und fiinfte Schote ausgewertet wurde. (Tab. 3.2.5).

Im Kurztag unter normalen Wachstumsbedingungen ohne zuséatzliche Kupferdiingung waren
der Wildtyp und die komplementierte Linie nicht signifikant unterschiedlich und bildeten
durchschnittlich zwischen 14 und 30 Samen pro Schote, wohingegen die sp/7-Mutanten
iiberhaupt keine Samen produzierten (p<<0,05). Wenn die Pflanzen nach dem Aussden
allerdings mit der CuSQO4-L&sung versetzt wurden, war das Problem der Sterilitit aufgehoben
und die beiden Mutanten hatten vergleichbare Mengen von Samen wie der Wildtyp in ihren
Schoten, so dass der Unterschied nicht mehr signifikant ist (p>0,05). Unter
Langtagbedingungen ergab sich ein dhnliches Bild. Allerdings produzierten die beiden
Mutanten hier auch ohne Kupferzusatz noch Samen, aber deutlich weniger als mit
zusétzlicher Kupferdiingung und deutlich weniger als der Wildtyp (Tab. 3.2.5). Bei
zusétzlicher Kupferdiingung waren die sp/7-Mutanten allerdings weniger im Nachteil und
produzierten mehr Samen als ohne Kupferzusatz, allerdings immer noch signifikant weniger

wie der Wildtyp.
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Tab. 3.2.4: Anzahl der Samen pro Schote vom Wildtyp, spi7-1, spl7-2 und spl7-2 C1 auf normaler
Erde gewachsen und nach der Aussaat mit einem Liter einer SmM CuSO4-Losung oder mit einem

Liter Wasser versetzt wurde. Die Pflanzen wuchsen unter Kurztag.

ohne zusatzlichen Kupfer

mit zusatlichem Kupfer

Kurztag " " . . . .
1. Blute 2. Blute 3. Blute 1. Blate 2. Blute 3. Blute

Col-0
Anzahl analysierter 10 10 10 10 10 10
Schoten
Durchschnitt Samen pro 14.4 217 30,5 30,0 41,0 374
Schote
Standardabweichung 12,2 12,0 16,2 20,7 9,2 8,6
t-Test +Cu 5,5E-02 7,8E-04 2,5E-01
t-Test gesamt Cu 4,6E-04
spl7-1
Anzahl analysierter 10 10 10 10 10 10
Schoten
Durchschnitt Samen pro 0.0 0.0 0.0 33,1 318 393
Schote
Standardabweichung 0,0 0,0 0,0 18,0 19,1 15,3
t-Test +Cu 1,7E-05 5,2E-05 2,0E-07
t-Test WT 4,6E-03 5,5E-06 2,2E-04 6,7E-01 3,2E-01 6,4E-01
t-Test gesamt WT 2,9E-10 9,4E-01
t-Test gesamt Cu 7,3E-16
spl7-2
Anzahl analysierter 10 10 10 10 10 10
Schoten
Durchschnitt Samen pro 0 0 0 34.6 39,1 40,8
Schote
Standardabweichung 0,0 0,0 0,0 13,5 14,1 6,8
t-Test +Cu 2,0E-07 6,4E-08 2,5E-13
t-Test WT 4,6E-03 5,5E-06 2,2E-04 5,0E-01 9,0E-01 2,5E-01
t-Test gesamt WT 2,9E-10 3,9E-01
t-Test gesamt Cu 4,6E-25
spl7-2_CA1
Anzahl analysierter 9 9 9 10 10 10
Schoten
Durchschnitt Samen pro 14,7 14,7 22.3 33.2 34.9 435
Schote
Standardabweichung 14,6 14,9 15,1 16,5 15,2 8,5
t-Test +Cu 1,9E-02 9,4E-03 1,4E-03
t-Test WT 8,1E-01 3,0E-01 6,5E-01 6,5E-01 4,6E-01 1,1E-01
t-Test gesamt WT 4,7E-01 5,9E-01
t-Test gesamt Cu 2,8E-06

rote Zahlen entsprechen einem p=<0,05
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Tab. 3.2.5: Anzahl der Samen pro Schote vom Wildtyp, spi7-1, spl7-2 und spl7-2 C1 auf normaler
Erde gewachsen, die nach der Aussaat mit einem Liter einer SmM CuSO4-Losung oder mit einem

Liter Wasser versetzt wurde. Die Pflanzen wuchsen unter Langtag.

Langtag

ohne zusatzlichen Kupfer
1. Blite 2. Bliite 3. Blite

mit zusatlichem Kupfer
1. Bllte 2. Blite 3. Blite

Col-0
Anzahl analysierter

t-Test +Cu
t-Test WT

1,4E-04 1,8E-03 1,6E-06

10 11 11 11 11 11
Schoten .
Durchschnitt Samen pro 43,2 526 65,7 48,7 61,5 65,7
Schote
Standardabweichung 20,9 16,3 3,1 13,9 3,2 3,5
t-Test +Cu 4,8E-01 9,3E-02 1,0E+00
t-Test gesamt Cu 2,7E-01
spl7-1
Anzahl analysierter 11 11 11 10 10 10
Schoten .
Durchschnitt Samen pro 75 215 19,2 38,7 535 60,8
Schote
Standardabweichung 13,0 23,6 22,8 16,0 6,8 5,8

9,5E-05 5,7E-04 2,1E-05
1,4E-01 2,5E-03 2,8E-02

t-Test +Cu
t-Test WT

6,2E-05 2,5E-07 2,4E-06

t-Test gesamt WT 5,3E-17 7,4E-04
t-Test gesamt Cu 1,2E-13
spl7-2

Anzahl analysierter 11 11 11 10 10 10
Schoten

Durchschnitt Samen pro 6.3 78 202 31,9 50,7 57.8
Schote

Standardabweichung 8,3 8,5 22,6 16,9 7,3 3,3

3,5E-04 1,3E-10 2,8E-05
1,9E-02 2,2E-04 2,7E-05

t-Test +Cu
t-Test WT
t-Test gesamt WT

t-Test gesamt Cu

8,8E-02 7,2E-02 9,5E-01
1,8E-02

t-Test gesamt WT 3,3E-21 1,0E-05
t-Test gesamt Cu 7,2E-16
spl7-2_CA1

Anzahl analysierter 11 11 11 11 1 1
Schoten

Durchschnitt Samen pro 555 62.2 656 559 595 65.0
Schote

Standardabweichung 8,4 3,5 3,6 4.6 54 3,5

8,8E-01 1,9E-01 6,8E-01
1,2E-01 3,2E-01 6,3E-01
2,3E-01
7,1E-01

rote Zahlen entsprechen einem p=<0,05
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3.2.2.2 Bliten- und Antherenentwicklung in den sp/7-mutanten Pflanzen

Die Entwicklung der Bliite vom Primordium iiber die offene Bliite bis zum reifen Schote ist in
unterschiedliche Stadien eingeteilt (Bowman et al. 1991; Smyth et al. 1990). Die Entwicklung
der einzelnen Bliitenorgane ist synchronisiert und kann {iber diese Stadien verfolgt werden.
Die Pollenreifung in den Antheren ist kurz vor dem Offnen der Bliite vollendet und beim
Offnen der Bliite reien auch die Endothecien der Antheren, damit die Pollen das Stigma
befruchten konnen (Sanders et al. 1999). Unter allen getesteten Lichtbedingungen 6ffneten
sich bei beiden Mutanten nicht alle Bliiten, wenn der Boden nicht mit zusétzlichem Kupfer
versetzt wurde. Auch die Bliiten die sich 6ftneten blieben meistens steril und setzten keine
Samen an (Tab. 3.2.4 und 3.2.5). Eine detaillierte Betrachtung der Bliitenmorphologie lieferte
zundchst keinen Hinweis auf den Grund der Sterilitit, da offensichtlich alle Bliitenorgane
ausgebildet wurden (Abb. 3.2.3). Bei genauerer Untersuchung der Bliitenorgane fiel jedoch
auf, dass in den sp/7-mutanten Linien die ohne Kupferzusatz wuchsen, die Antheren immer
geschlossen blieben und nicht aufrissen (Abb. 3.2.3). Dadurch konnten die Pollen der Anthere
nicht den Stempel des Fruchtknotens erreichen und somit die Eizellen nicht befruchten. Wenn
das Stigma der Mutanten mit den Wildtyp-Pollen bestdubt wurde, entwickelten sich Samen in
den Schoten (ohne Abbildung). Die Bliiten von sp/7-1 und spl7-2 die auf kupfergediingtem
Boden wuchsen wiesen nicht diesen Unterschied zum Wildtyp und der komplementierten
Linie auf. Die Antheren rissen auf (Abb. 3.2.3) und die Pollen konnten das Stigma befruchten.
Eine erfolgreiche Pollenkeimung konnte man eindeutig an den Pollen auf dem Stigma und
den zusammengefallenen Papillae erkennen (Abb. 3.2.3). Ein weiterer Hinweis auf die
Fertilitdtsprobleme der Mutanten war die Anzahl der in den Schoten produzierten Samen
(Tab. 3.2.4 und 3.2.5).

Viele der Bliiten der Mutanten hatten ohne den Zusatz von Kupfer schon Probleme beim

Offnen. Es trat keine Befruchtung auf und sie 6ffneten sich erst im vertrockneten Zustand
(Abb. 6.1).
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Abb. 3.2.3: Sterilitit bedingt durch fehlende Bestdubung aufgrund des Ausbleibens der Dehiszenz der
Antheren. Die Pflanzen wuchsen im LT; —Cu: pro Tray wurde 11 Wasser direkt nach der Aussaat
hinzugegeben; +Cu: pro Tray wurde 11 einer SmM CuSO,-Lsg. direkt nach der Aussaat hinzugegeben;
Balken entspricht Imm

3.2.3 Phianotyp der sp/7-Mutanten auf Agar-Medium

Da die Wachstumsbedingungen der Pflanzen auf Erde stark von ihrer Zusammensetzung,
insbesondere von der Verteilung der in der Erde enthaltenen Langzeitdiingekiigelchen
(Osmocote Start, siche Material und Methoden) und schliellich auch von der Menge und der
Verteilung des Wassers abhdngt, wurden die Pflanzen auBerdem auf Agar-Platten
herangezogen. Dadurch sollten graduelle Unterschiede in der Verteilung von Nihrstoffen und
Wasser, wie sie auf Erde vorkommen kdnnen, vermieden und eine hohere Reproduzierbarkeit
der Wachstumsergebnisse gewihrleistet werden. Das verwendete MS-Medium hatte keinen
Einfluss auf den Phinotyp des Wildtyps oder der komplementierten Linie, unabhéngig davon,
ob mit zusétzlichem Kupfer versetzt wurde oder nicht (Abbildung 3.2.4). Die beiden spl7-
Mutanten allerdings wuchsen deutlich schlechter ohne den Zusatz von CuSO, ein Unterschied
im Phénotyp der bereits auf Erde beobachtet wurde (Abb. 3.2.1), aber auf Agarplatten noch
deutlicher und stirker zu beobachten war. Wurde die Kupferkonzentration im Agar jedoch auf
5 uM erhoht, wuchsen auch die sp/7-Mutanten gut und es lie} sich kein phanotypischer
Unterschied zum Wildtyp mehr feststellen. Bei zusétzlicher Kupferdiingung auf Erde
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hingegen waren die Mutanten immer noch vom Wildtyp zu unterscheiden (vergleiche Abb.
3.2.1 und 3.2.2). Ahnliche phinotypische Unterschiede im Wachstum auf Agar-Medium
haben auch Yamasaki und Mitarbeiter (2009) herausgefunden.

N

Linien

Abb. 3.2.4: 16 Tage alte Keimlinge von Wildtyp, den beide SPL7 T-DNA-Inseions- und der
komplementierten Linie, die auf Agar mit MS-Medium unter LT mit entweder 0,05 oder 5 uM

CuSO4wuchsen.

Im Folgenden wurde die Verdnderung der Wurzellinge bei Kupferdiinung untersucht.
Messungen der Wurzellédnge von auf Agar gewachsenen Pflanzen zeigten eine sehr deutliche
Abweichung der Hauptwurzellange und der Anzahl der Seitenwurzeln bei Wildtyp und sp/7-
Mutanten in Abhdngigkeit der verwendeten CuSO4-Konzentration (Abb. 3.2.5 und 3.2.6). Die
Liange der Hauptwurzel und auch die Anzahl der Seitenwurzeln der beiden Mutanten war
unter Verwendung des MS-Mediums ohne Kupferzusatz deutlich geringer als die des
Wildtyps, aber durch die Zugabe von CuSOs in das Agar-Medium konnte das verringerte
Wachstum der Mutanten gegeniiber dem Wildtyp wieder aufgehoben werden, so dass die
Wurzelldnge der Mutanten wieder der des Wildtyps bzw. der komplementierten Linie glich.
Eine Erhohung der Kupferkonzentration auf bis zu 50 pM hatte auf alle Linien einen
toxischen Effekt und auch das Wachstum der beiden T-DNA Insertionslinien verringerte sich

unter toxischen Kupferkonzentrationen (>5 um CuSQ4) im gleichen Malle wie beim Wildtyp.
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Abb. 3.2.5:Wurzelldnge nach zehn Tagen (LT) mit unterschiedlichen CuSO4-Konzentrationen im MS-
Medium (%=t-Test gegen Col-0 p< 0,005; ¢/=t-Test gegen 0 um CuSO4 p< 0,005)
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Abb. 3.2.6: Anzahl der Seitenwurzeln nach zehn Tagen (LT) mit unterschiedlichen CuSO4-

Konzentrationen im MS- Medium (#=T-Test gegen Col-0 p< 0,005; ¢=T-Test gegen 0 um CuSQO4 p<
0,005)
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Um zu iiberpriifen ob die geringere Lange der Hauptwurzel der Mutanten unter Kupfermangel
im Vergleich zum Wildtyp die Folge einer verfriihten Stagnation des Wachstums, oder eines
insgesamt verlangsamten Wachstums war, wurde der Wildtyp, die Mutanten und eine
komplementierte Linie unter Dauerlicht auf Agarplatten gezogen und alle 30 Minuten
fotografiert. Die grafische Auswertung ist in Abb. 3.2.7 fiir eine Konzentration von 0,05 uM
CuSO4 und in Abb. 3.2.8 fiir eine von 5 uM CuSO, angeben.

Unter 0,05 uM CuSO4 wuchsen die beiden T-DNA-Insertionslinien nur halb so schnell wie
der Wildtyp oder die komplementierte Linie (Abb. 3.2.7). Bei einer Kupferkonzentration von
5 uM gab es keinen Unterschied in der Wachstumsgeschwindigkeit zwischen Mutanten und

Wildtyp (Abb. 3.2.8).
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Abb. 3.2.7: Wurzelwachstum auf Medium mit 0,05 pM CuSO,. Die Pflanzen wuchsen unter
Dauerlicht und es ist jeweils die Durchschnittsldnge von 4 Pflanzen pro Linie dargestellt.
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Abb. 3.2.8: Wurzelwachstum auf Medium mit 5 pM CuSO,. Die Pflanzen wuchsen unter Dauerlicht
und es ist jeweils die Durschnittsldnge von 4 Pflanzen pro Linie dargestellt.

3.3 Qualitative Analyse des Lignins durch Farbung mit

basischem Fuchsin

Wie Yamasaki und Mitarbeiter (2009) beschrieben haben, ist SPL7 ein Hauptschalter fiir die
Erkennung von Kupfermangel. Nicht nur reguliert es direkt die Transkription der miR398b
und c, die wiederum die Transkripte von CSD/ und CSD2 negativ regulieren, so dass der in
diesen Proteinen gespeicherte Kupfer fiir andere Proteine zur Verfligung steht, sondern SPL7
aktiviert auch die Expression von FSDI, dessen Protein die Funktion der CSDs als
Hydroxylradikalfanger ibernimmt. Des Weiteren aktiviert SPL7 mehrere miRNAs (397a, 408
und 857 siehe Tab. 3.4.4). Diese inaktivieren unter anderem Transkripte von fiinf Laccasen
(Abdel-Ghany and Pilon 2008), deren aktive Zentren vier Kupferionen enthalten, und die eine
wichtige Rolle bei der Oxidoreduktion in der Zellwand spielen konnen. Laccasen, genauso
wie Oxidasen und Peroxidasen erzeugen in der Zellwand Radikale, die fiir die Polymerisation

von Mono-, Di- und Trilignolen zu Lignin verantwortlich sind. Peroxidasen und Oxidasen
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benétigen allerdings keine Kupferionen und konnen somit auch unter Kupfermangel

einwandfrei als Radikalbilder funktionieren.

3.3.1 Die Lignifizierung des Leitbiindelsystems in den sp/7-Mutanten unter

Kupfermangel

Um das Lignin in den Pflanzen zu untersuchen, wurden sie unterschiedlich lang auf Agar-
Medium im Langtag wachsen gelassen und verschiedene Pflanzenteile mit basischem Fuchsin
gefarbt, das dafiir bekannt ist lignifiziertes Gewebe zu férben (siche Material und Methoden).
Die Kotelydonen der beiden Mutanten waren deutlich kleiner. Das vaskulire Gewebe, das im
Wildtyp und spl7-2 C1 sehr deutlich gefiarbt wurde, ist in ihnen unter normalen
Kupferbedingungen nur leicht bis gar nicht angefdarbt worden (Abb. 3.3.1). Sobald die
Kupferkonzentration im Agar-Medium auf 5 uM erhoht wurde, sind die beiden Mutanten
nicht mehr vom Wildtyp zu unterscheiden und das vaskuldre Gewebe wurde in allen Pflanzen
gleich stark und durchgehend gefdarbt. Dies deutet auf eine fehlende Lignifizierung der
Leitbiindel der Mutanten unter Kupfermangel hin.

Die Féarbung des Leitgewebes von echten Bléttern fiel genauso aus wie von den Kotelydonen,
auller dass die echten Blatter der Mutanten bei 0,05 uM Kupfer deutlich kleiner blieben als
die des Wildtypes oder der komplementierten Linie, so dass sie als Vergleich nicht mit
herangezogen wurden (ohne Abb.). Als GroBenvergleich dient Abbildung 3.2.4. Man erkennt,
dass die Kotelydonen der Mutanten bei 0,05 uM CuSO, die mit Abstand groften gebildeten

Blétter waren.

55



spl7-2

spl7-2_C1

0,05uM
CuSO,

SuM

- -

Abb.3.3.1: Durchlicht- und Fluoreszenzbilder von Keimblittern des Wildtypes, sp/7-1, spl7-2 und der
komplementierten Linie die auf 1/2x MS-Medium entweder mit 0,05 oder SuM CuSO,4 wuchsen und
mit basischem Fuchsin angefarbt wurden. Der Balken entspricht 1mm.

3.3.2 Die Lignifizierung der Infloreszenzen in den sp/7-Mutanten unter

Kupfermangel

In den Infloreszenzen ergibt sich ein dhnliches Bild wie bei den Keimblittern (Abb. 3.3.2).
Unter normalen Bedingungen wurde das vaskuldre Gewebe in den Mutanten nicht gefarbt,
sobald aber die Kupferkonzentration auf 5 pM erhoht wurde, entsprach die Farbung der des
Wildtyps. Bei 0,05 uM Kupfer kann man aber erkennen, dass die Antheren teilweise von dem
basischen Fuchsin gefdarbt wurden (Abb. 3.3.2). Die Féarbung war allerdings deutlich geringer
als im Wildtyp oder der sp/7-2 Cl-Linie und die gefarbten Bereiche sind auch wesentlich
kleiner. Dies deutet wiederum auf eine fehlende Lignifizierung der Leitbiindel der Mutanten

unter Kupfermangel hin.
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Col-0 spl7-1 spl7-2 spl7-2_CA

Abb.3.3.2: Fluoreszenzbilder von Infloreszenzen des Wildtypes, sp/7-1, spl7-2 und der
komplementierten Linie die auf 1/2x MS-Medium entweder mit 0,05 oder SuM CuSO4 wuchsen und
mit basischem Fuchsin angefarbt wurden. Der Balken entspricht 1mm.

0,05uM
CuSO,

5uM
CuSO,

Die Aufnahmen der Antheren mit dem konfokalen Lasermikroskop zeigen deutlich, dass
unter normalen Bedingungen in den beiden Mutanten die Antheren, und hierbei das
Endothecium, nur sehr gering gefirbt wurden. Es ist nur die Farbung einer diinnen Schicht zu
erkennen (Abb. 3.3.3). Die hauptsidchliche Farbung die auch in den Infloreszenzen erkennbar
ist (Abb. 3.3.2), ging von den Pollen selber aus (Abb. 3.3.3). Somit ist die Anthere der
Mutanten unter Kupfermangel wahrscheinlich deutlich geringer lignifiziert als der Wildtyp.
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Abb.3.3.3: Fluoreszenzbilder von Infloreszenzen des Wildtypes, sp/7-1, spl7-2 und der
komplementierten Linie, die auf 1/2x MS-Medium entweder mit 0,05 oder SuM CuSO4 wuchsen und
mit basischem Fuchsin angefdrbt wurden. Die Fluoreszenzbilder sind aus 40 verschiedenen Ebenen
zusammengesetzt. Der Balken entspricht 100 pm.

3.3.3 Die Lignifizierung der Leitbiindel der Wurzeln in den sp/7-Mutanten

unter Kupfermangel

Die Wurzeln der sp/7-Mutanten wuchsen unter normalen Bedingungen deutlich langsamer als
der Wildtyp (Abb. 3.2.7). Bei der Farbung der Wurzeln mit basischem Fuchsin ist auch in
ihnen der gleiche deutliche phanotypische Unterschied wie auch schon in den Keimblittern
und Infloreszenzen zu erkennen. Das vaskuldre Gewebe wurde in den Mutanten nicht mit
angefarbt und ist somit wahrscheinlich nicht lignifiziert (Abb. 3.3.4 und Abb. 6.2 im
Anhang). Allerdings wurde der Caspary-Streifen gefdrbt, der eine Abgrenzung fiir den
Transport von Wasser und Ionen zwischen den Zellwénden darstellt (Pollard et al. 2008)
(Abb. 3.3.4 und Abb. 6.2). Unter 5 uM Kupfer im Medium wurden die Wurzeln der Mutanten
wieder genauso gefirbt wie der Wildtyp (Abb.3.3.5 und Abb. 6.3 im Anhang).
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spl7-2_CA1

Abb.3.3.4: Durchlichtbilder und entsprechende Fluoreszenzbilder der Differenzierungszone von
Wourzelspitzen von 10 Tage alten Keimlingen, die auf 1/2x MS-Medium mit 0,05uM CuSO, wuchsen
und mit basischem Fuchsin angefdrbt wurden. Die Bilder sind jeweils aus 20 verschiedenen Ebenen
zusammengesetzt. Der Balken entspricht 100 um.

spl7-2_CA1

\ .

Abb.3.3.5: Durchlichtbilder und entsprechende Fluoreszenzbilder der Differenzierungszone von
Wourzelspitzen von 10 Tage alten Keimlingen, die auf 1/2x MS-Medium mit 0,05uM CuSO,4 wuchsen
und mit basischem Fuchsin angefarbt wurden. Die Bilder sind aus 20 verschiedenen Ebenen
zusammengesetzt. Der Balken entspricht 100 um.
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Insgesamt ldsst sich aufgrund der Farbung mit basischem Fuchsin sagen, dass die
Lignifizierung des Leitbiindelsystems und der Antheren in den sp/7-Mutanten unter normalen
Wachstumsbedingungen im Vergleich zum Wildtyp geringer bzw. nicht vorhanden ist. Diese
fehlende Lignifizierung ist aber bei Kupferdiingung nicht mehr nachzuweisen, stattdessen

gleicht sie der des Wildtyps.

3.4 Transkriptom-Analyse mittels Solexa-Sequenzierung von

Wurzel- und Rosettenmaterial

Um einen tieferen Einblick in die durch SPL7 bestimmte Regulation bei Kupfermangel zu
gewinnen, wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Sabeeha Merchant (UCLA, USA) und
Prof. Dr. Ute Krdmer (Ruhr-Universitit Bochum) die sp/7-2-Mutante und der Wildtyp
beziiglich ihres Transkriptoms unter Kupfermangelbedingungen und Kupferdiingung
untersucht. Dazu wurden die Pflanzen hydroponisch unter ausreichend- und Mangel-Kupfer
Bedingungen in dem Labor von Prof. Dr. Ute Krdmer von Dr. Maria Bernal angezogen,
Wurzeln und Rosetten getrennt geerntet und die RNA extrahiert. Diese wurde dann mithilfe
der Solexa-Sequenzierung analysiert. Die Analyse wurde in den USA von der Bioinformatik-
Arbeitsgruppe von Dr. Matteo Pelligrini (UCLA, USA) durchgefiihrt und bestétigte viele
Ergebnisse, die kurze Zeit spéiter von Yamasaki und Mitarbeitern (2009) verdffentlicht

wurden.

3.4.1 Regulation von Transportern und Chaperonen fiir Metallionen

Durch die Trennung von Rosette- und Wurzelmaterial vor der Solexa-Sequenzierung ist es
moglich, die Unterschiede in der Genregulation von den kupferaufnehmenden Geweben
(Wurzeln) und dem in unserem Experiment Hauptverbraucher (Rosetten) zu analysieren. Des
Weiteren ist es, liber den Vergleich der gleichen Gewebe bei unterschiedlicher

Kupferkonzentration mdglich, die Regulation in diesem Gewebe und dem mdglichen
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Transport von Kupfer zu machen. Durch den Vergleich der Anderungen bei den beiden
Kupferkonzentrationen zwischen dem Wildtyp und der sp/7-Mutante ist es des Weiteren

moglich Aufschluss tiber den Beitrag von SPL7 an der Kupfer-Homdostase zu machen.

Durch den Vergleich der Transkriptmenge von bekannten Transportern und Chaperonen fiir
Kupfer wird deutlich, dass im Wildtyp in der Wurzel eine Erhhung der Transkriptlevel von
Kupfer-Transportern unter Kupfermangelbedingungen statt fand, was eine erhohte Aufnahme
von Kupfer zur Folge haben konnte. In der Mutante wurde in der Wurzel unter
Kupfermangelbedingungen die Transkriptionsrate dieser Transporter und Chaperone jedoch
nicht erhoht, was auf eine mangelhafte Versorgung der Pflanze mit Kupfer schlie3en ldsst.
Die ZIP-Transporter sind bekannt fiir den Import von zweiwertigen Metallionen, unter
anderem Kupfer (Guerinot 2000; Puig et al. 2007a; Yruela 2009). So wurden beispielsweise
im Wildtyp und nicht in der Mutante besonders ZIP2 (FDR<<0,02; 17fach; Tab. 3.4.1) unter
Kupfermangel erhoht.

Die COPT-Transporter sind im Gegensatz zu den ZIPs hochspezifisch fiir den Import von
einwertigen Kupferionen (Burkhead et al. 2009; Penarrubia et al. 2009; Sancenon et al. 2003).
Die Transkriptmenge von COPT2 in der Rosette (Tab. 3.4.1 24fach FDR<<0,02) und in den
Wurzeln (Tab. 3.4.1 22fach FDR<<0,02) des Wildtyps war unter Kupfermangel hoch. Auch
die Transkriptionsrate von COPTI wurde in den Wurzeln des Wildtypes erhoht (Tab. 3.4.1
17fach FDR<<0,02). In der Mutante gingen die Transkriptionsraten von COPTI in der
Rosette runter (Tab. 3.4.1 0,8fach FDR<<0,02) und fiir COPT2 in der Wurzel verdoppelten
sie sich nur (Tab. 3.4.1 FDR<<0,02). In dem jeweils anderen Gewebe der Mutante waren
diese COPT-Transporter nicht signifikant reguliert (Tab. 3.4.1).

In spl7-2 gingen im Gegensatz zum Wildtyp die Transkriptmengen fiir COPT4, dem einzigen
COPT ohne die Kupferbindedoméne (Penarrubia et al. 2009), runter (Tab. 3.4.1 0,15fach
FDR<<0,02).

Aus der Eisenaufnahme sind die FRO-Enzyme bekannt, die Fe'* zu Fe*" reduzieren, damit sie
durch IRT-Transporter aufgenommen werden konnen (Burkhead et al. 2009; Puig et al.
2007a). Aus den Solexa-Daten geht hervor, dass die Transkriptmengen vieler FROs in der
Wurzel vom Wildtyp signifikant unter Kupfermangel anstiegen. Besonders die von FRO4 und
FROS stiegen um ein vielfaches (FRO4 mehr als 50fache und FROS5 mehr als 7000fache;
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Tab. 3.4.1 FDR<<0,02) in den Wurzeln an. In der Mutante hingegen sanken die
Transkriptmengen der FROs unter Kupfermangel tendenziell, sind aber nicht signifikant (Tab.
3.4.1 FDR>0,02). Auch die Transkripte der IRT-Transporter, die zweiwertigen Eisenionen
importieren, stiegen sowohl in der Mutante wie auch im Wildtyp leicht an, bis auf IRT3, der

im Wildtyp in der Wurzel schwach runterreguliert wurde (Tab. 3.4.1 FDR<<0,02).

YSL-Transporter transportieren Metall-Chelat-Komplexe mit Nicotianamin (Abb. 1.1.1).
Viele YSL-Transporter waren im Wildtyp signifikant hoher unter Kupfermangel exprimiert als
unter Kupferdiingung. Besonders die Level der YSL2 und YSL3 mRNA wurden sowohl in den
Waurzeln (Tab. 3.4.1 FDR<<0,02; YSL2 7fach und YSL3 2,6fach) als auch in den Rosetten
des Wildtypes (Tab. 3.4.1 FDR<<0,02; YSL2 25fach und YSL3 4,4fach) stark erhoht.
Allerdings kann keine starke Zunahme der Transkription der Enzyme fiir die Synthese des
Chelators Nicotianamin festgestellt werden, obwohl sie teilweise einen FDR-Wert unter 2%
haben (Tab. 6.3 Anhang). Lediglich ein Gen, Atl1g56430, ging in seiner Expression um den
Faktor zwei in der sp/7-2 Mutante unter Kupfermangel runter (Tab. 6.3 FDR<<0,02).

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, sind Kupferionen in ungebundener Form, aufgrund der
Bildung von Hydroxylradikalen, dem Austausch anderer Metallionen als Kofaktor oder auch
die Bindung an Thiolgruppen, toxisch fiir die Zelle. Deswegen werden sie immer an Proteine
oder Chelatoren gebunden. Bestimmte Proteine wie CSDI1, CSD2 oder auch CCS werden
zusitzlich zu ihrer enzymatischen oder Transport-Funktion auch noch als Speicher fiir Kupfer
eingesetzt (Burkhead et al. 2009; Pilon et al. 2009; Yruela 2009). Im Wildtyp gingen unter
Kupfermangel die Transkriptmengen von CSDI, CSD2 und des Chaperon CCS mindestens
um das 14fache in der Rosette und mindestens um das vierfache in der Wurzel herunter (Tab.
3.4.1 FDR<<0,02). In der Mutante von sp/7 blieben die Transkriptionsraten nahezu gleich.
Diese Regulation ist abhidngig von SPL7 (Yamasaki et al. 2009).

Das Gen fiir das Chaperon CCH, dass fiir den Transport von Kupfer zwischen Zellen via
Plasmodesmata und dem Transport iiber das Phloem zustdndig ist, wurde im Wildtyp um ein
flinffaches sowohl in den Wurzeln wie auch in den Rosetten erhoht (Tab. 3.4.1 FDR<0,02).
Dieses Regulation geschieht nicht in der Mutante und ist somit, wie von (Yamasaki et al.

2009) beschrieben, auch abhidngig von SPL7.
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Tab. 3.4.1: SPL7, bekannte Kupfertransporter, Chaperone und Proteine, die den Hauptteil an Kupfer
in der Pflanze enthalten. Dargestellt sind nur die Gene die einen FDR-Wert von unter 2% hatten. Die
restlichen bekannten Transporter und Proteine der gezeigten Genfamilien die einen FDR von iiber 2%
hatten sind im Anhang in Tab. 6.1.

WT WT - spl7 spl7 |
AGI-Code | Gewebe Name i Cu +‘(’3u pCu WT +/- FDR |spl7 +/- FDR

AT5G 18830 R__ |SPL7 238 265 74 88| 000 0351] 084 00342

AT5G18830 W__ |SPL?Y 454 509 115 78] 089 0063 148 0,107

AT1G66240 R__|ATX1 1158 1634 1450 1354] 0,71 0,000 1,07 0,175

AT1G66240 W |ATX] 231,1 2048 1765 222,9] 1,13 0,000] 0,79 0,000

AT3G56240 R |CCH 978 511,9 1109 90,0/ 0,19 0,000 1,23 0,000

AT3G56240 W__|CCH 1252 6700 912 692 0,19 0,000 1,32 0,000

AT1G12520 R__|cCsST 165,1 11,3 173,8 168,5| 14,569 0,000 1,03 0,466

AT1G12520 W__|CCSt 1085 258 106,6 142,7] 4,20 0,000 0,75 0,000

AT5G59030 R |COPT1 39,7 542 435 346] 0,73 0,000 1,26 0,012

AT5G59030 W__ |COPT1 03 53 14 1,8 006 0,000 078 0510

AT3G46900 R__|COPT2 07 16,8 08 0,7 004 0,000 1,24 0,470

AT3G46900 W__ |COPT2 155 347,9 10,9 254] 0,04 0,000] 043 0,000

AT2G37925 W |COPT4 56 51 60 09 1,10 0,202] 6,65 0,000

AT2G26975 R |COPT6 222 333 247 194] 067 0,000 1,27 0,077

AT1G08830 R__|CSD1 502,90 294 5369 616,0] 17,11 0,000 0,87 0,000

AT1G08830 W__ |CSD1 4832 32,56 540,0 490,5| 14,85 0,000 1,10 0,000

AT2G28190 R__|cSD2 570,6 12,2 637,3 436,6] 46,94 0,000 1,46 0,000

Von links AT2G28190 W |CSD2 150,1 15,2 138,3 158,0] 9,89 0,000 0,88 0,085
AT1G01580 W__ |[FRO2 160,17 170,5 1941 3423] 094 0,008] 0,57 0,000

nach rechts: AT1G23020 R__ |FRO3 230 294 360 47,7] 078 0,053 0,75 0,000
Gen-Name in  [AT1G23020 W __ |[FRO3 436 80,8 478 642] 054 0000 0,75 0,000
AT5G23980 W |FRO4 19 969 14 08| 002 0,000 1,79 0,209

Form des AT5G23990 R |FRO5 01 35 041 01| 003 0,000 1,00 0,490
AGI-Codes; AT5G23990 W FRO5 0,1 705,0 0,4 0,1 0,00 0,000 357 0,288
Gewebe: AT5G49730 R__|FRO6 168,2 160,2 167,56 102,7] 1,06 0,279] 1,63 0,000
: AT5G49730 W__ |[FRO6 02 13 19 10/ 014 0,003 1,81 0,379

R: Rosette; AT5G49740 R |FRO7 571 66,5 619 46,0 0,86 0,029 1,34 0,000
W: Wurzel; AT5G50160 R__ |FRO8 838 77,5 1010 830 1,08 0,144] 122 0,000
: AT4G25100 R__ |FSD1 13,7 15655 0,8 08| 0,01 0,000/ 096 0,590
Expressions- AT4G25100 W__ |FSD1 18,7 11121 0,1 0,4] 0,02 00000 023 0,186
Daten in AT4G37270 R |HMAT 441 571 614 534] 0,77 0002 1,15 0,046
reads per AT4G30110 R |HMA2 220 220 36,8 13,0 1,00 0,601] 2,83 0,000
»reads p AT4G30110 W |HMA2 125 17,0 12,6 38| 0,73 0,004 3,533 0,000
Million“ von  [AT2G19110 R__|HMA4 26,8 18,3 238 214 146 0,002 1,12 0,349
. AT2G19110 W |HMA4 311,7 3189 311,1 3685 0,98 0,063] 084 0,000
Wildtyp }md AT1G63440 W |HMA5 364 464 487 628 079 0,002] 0,78 0,000
spl7-2 mit AT5GA44790 R |HMA7 RANT 706 735 759 97.2] 096 0.442] 078 0,000
und ohne AT5G44790 W |HMA7 RANT 372,7 3941 3635 3749 095 0,003 097 0,093
Kupf AT5G21930 W |HMAB/PAA2 14,0 12,8 12,56 20| 1,09 0,180] 062 0,011
upler AT4G19690 R |IRT1 07 12 12 30| 062 0,38] 039 0,011
gewachsen; AT4G19690 W |IRT1 453 63,5 581 954| 0,71 0,000 061 0,000
g AT4G19680 W |IRT2 22 45 53 84| 050 0012 063 0,019
Verhéltnisse  rresseso T—wTRTs 347 320 302 21.0] 108 0318] 144 0019
von Wildtyp AT1G20340 R__ |PETE1 1680,6 1528,6 1711,0 923,8] 1,10 0,000 1,85 0,000
und spl7-2 AT1G20340 W |PETE1 06 01 16 05| 6,03 0,020 3,15 0,013
. AT1G76100 R |PETE2 1824 1290 169,7 1225 1,41 0,000 1,38 0,000
zwischen + AT2G02850 R |PLANTACYANIN 22,7 1,3 17,6 22,8| 17,73 0,000 0,77 0,028
und —Cu AT2G02850 W__ |PLANTACYANIN | 360 9,7 281 385| 3,70 0,000 073 0,005
Rot: AT4G24120 R |YSL1 271 351 202 329] 077 0,009 061 0,000
: ) AT4G24120 W |YSL1 15 25 12 03] 063 0050 372 0,012
Verhéltnis um [AT5G24380 R |YSL2 27 682 22 22| 004 0,000 097 0490
AT5G24380 W |YSL2 81 552 63 45| 015 0,000 1,39 0,021

de? Faktor 2 AT5G53550 R__|YSL3 256 1124 20,3 341] 023 0,000 059 0,000
gedndert AT5G53550 W |YSL3 438 112,3 46,3 64,9 0,39 0,000 0,71 0,000
FRD: False AT5G41000 R |YSL4 61 70 51 92| 088 0480 056 0,002
Discover AT5G41000 W |YSL4 73 83 86 36| 088 0171 235 0,001
y AT3G17650 R__|YSL5 405 28,7 481 384] 141 0001] 1,25 0,007

Rate AT1G65730 R |YSL7 19 33 04 37| 058 0,161 0,11 0,000
AT1G48370 R |YSL8 19,0 18,3 16,2 289| 1,04 0510 056 0,000

AT5G59520 W |ZIP2 17,0 3000 2,3 35| 0,06 0,000 066 0,112

AT2G32270 W |ZIP3 66,6 50,6 897 759 1,32 0,000 1,18 0,000

AT1G31260 W__|ZIP10 10 3,1 13 02| 032 0,009 7,02 0,047

AT1G55910 R |zIP11 159 462 21,9 359] 0,34 0,000] 0,61 0,000

AT1G55910 W |ZIP11 81 211 10,3 11,7 0,38 0,000 0,89 0,506
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Das Transkript flir das Chaperon A7X1, dass fiir den Transport und die Interaktion mit den
HMA-Transportern zustindig ist, war im Wildtyp bei Kupfermangel in der Rosette leicht
erhoht und in der Wurzel leicht reduziert (Tab. 3.4.1 FDR<<0,02). In der Mutante war die
Regulation dieses Gens in Abhingigkeit von der Kupferkonzentration genau umgekehrt.
HMA-Transporter sind fiir den Transport von Metallionen vom Cytosol in Zellorganelle oder
den Apoplast zustindig (Burkhead et al. 2009; Pilon et al. 2009; Yruela 2009). Die
Verdnderung der Transkriptmengen der HMA-Transporter war sowohl im Wildtyp wie auch
in der spl7-Mutante im Vergleich zwischen den beiden Kupferkonzentrationen zwar
signifikant, aber nicht besonders stark (Tab. 3.4.1 FDR<0,02). Der einzige HMA-Transporter
der in der Mutante hochreguliert wurde ist HMA2. HMA2 ist zusammen mit HMA4 fiir den
Transport von Zink und Cadmium zustindig (Wong et al. 2009).

3.4.2 Regulation des Phenylpropanoid- Biosyntheseweges

Bisher zeigten die Solexa Daten eine Verdnderung der Expression von Genen, die fiir
Kupfertransporter und Chelatoren unter Kupfermangel im Wildtyp und nicht in der sp/7-
Mutante auftrat. Diese sind aber nicht die einzigen Gene, deren Expressionsmuster verdndert
sind. Bei weiterer Untersuchung der Solexa Daten fiel auf, dass der Phenylpropanoid-
Biosyntheseweg ebenfalls vom Kupfermangel beeinflusst wird.

In der Phenylpropanoid-Biosynthese werden aus einem Produkt des Phenylalanins tiber
verschiedene enzymatische Schritte die drei Ligninmonomere Coumaryl-, Coniferyl- und
Sinapyl-Alkohol hergestellt. Diese bilden den Hauptbestandteil des Lignins in der Zellwand
(Boerjan et al. 2003). Keines dieser an der Phenylpropanoid-Biosynthese beteiligten Enzyme
benotigt Kupfer als Kofaktor. In Tabelle 3.4.2 und 3.4.3 sind die einzelnen Enzyme
aufgelistet, die signifikant beim Vergleich der unterschiedlichen Kupferkonzentrationen im
Wildtyp und in der Mutante verdndert waren. Die Nummern sind den von ihnen
wahrscheinlich katalysierten Reaktionen in der Phenylpropanoid-Biosynthese Abbildung
3.4.1 zugeordnet. Die Transkripte der Enzyme fiir das Anhidngen des Coenzyms A
(Reaktion(1)) waren im Wildtyp von +Cu zu —Cu erhdht und in der Mutante verringert (Tab.
3.4.2 und 3.4.3 FDR<0,02). Die Enzyme fiir die spitere Abspaltung des Coenzyms A
(Reaktion(2)) und des Oxidierens des Carbonyls zu einer Alkoholgruppe (Reaktion(3)) war
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sowohl im Wildtyp wie auch in der Mutante in ihren Transkriptmengen unter —Cu-
Bedinungen erhoht (Tab. 3.4.2 und 3.4.3 FDR<0,02). In der Mutante waren allerdings
deutlich mehr Gene der Reaktionen (2) und (3) signifikant betroffen als im Wildtyp (Tab.
3.4.2 und 3.4.3 FDR<0,02). Der Schritt fiir die Addition einer weiteren Alkohol-Gruppe an
den Phenylring (Reaktion (4)) ist sowohl im Wildtyp wie auch in der Mutante in den
Transkriptmengen leicht geringer unter Kupfermangel (Tab. 3.4.2 und 3.4.3 FDR<0,02). Die
Transkripte des Enzyms des Schrittes fiir die erste Ethergruppe an dem aromatischen Ring
(Reaktion(5)) waren ebenfalls unter -Cu geringer im Wildtyp wie in der Mutante (Tab. 3.4.2
und 3.4.3 FDR<0,02) genauso wie der Schritt fiir das Anhdngen der zweiten Ethergruppe
(Reaktion(6)).

Tab. 3.4.2: Solexa-Daten der Gene des Wildtypes die an der Phenylpropanoid-Biosynthese beteiligt
sind. Dargestellt sind nur die Gene die einen FDR-Wert hatten, der unter 2% liegt. Die restlichen
bekannten Transporter und Proteine der gezeigten Genfamilien die einen FDR von iiber 2% hatten
sind im Anhang in Tab. 6.2.

. WT WT| WT
AGI-Code Gewebe [Name Reaktion +Cu  -Cu +- FDR
AT1G20480 W |4-coumarate-CoA ligase-like 2 identical 1 1,9 3,9 | 0,47 0,018
AT1G80820 W  |CCR2 (CINNAMOYL COA REDUCTASE) 2 28,8 33,8] 0,85 0,010
AT1G76470 R cinnamoyl-CoA reductase 2 1,0 99 [ 0,11 0,000
AT1G72680 R cinnamyl-alcohol dehydrogenase 3 27,1 48,4 | 0,56 0,000
AT5G19440 R cinnamyl-alcohol dehydrogenase 3 95,5 130,2( 0,73 0,000
AT1G09480 R cinnamyl-alcohol dehydrogenase family similar 3 3,3 7,1 | 0,46 0,002
AT5G48930 W transferase family protein 4 265,6 242,5| 1,10 0,004
AT4G34050 R caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase 5 164,3 255,21 0,64 0,000
AT4G34050 W |caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase 5 429,3 570,1] 0,75 0,000
AT1G67980 R CCoAMT (caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase) 5 5.1 11,6 | 0,45 0,000
AT4G36220 R FAH1 (FERULATE-5-HYDROXYLASE 1) 6 94,3 121,0] 0,78 0,000
AT4G36220 W FAH1 (FERULATE-5-HYDROXYLASE 1) 6 31,4 228 1,38 0,000

Von links nach rechts: Gen-Zuordnung nach dem AGI-Code; Gewebe: R: Rosette; W: Wurzel;
Expressionsdaten in reads per Million von Wildtyp mit und ohne Kupfer; Verhéltnisse von Wildtyp
und spl7-2 zwischen + und —Cu und Statistik; Rot: Verhéltnis um den Faktor 2 gedndert; FRD: False
Discovery Rate
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Tab. 3.4.3: Solexa-Daten der Gene der sp/7 Mutante die an der Phenylpropanoid-Biosynthese beteiligt
sind. Dargestellt sind nur die Gene die einen FDR-Wert hatten, der unter 2% liegt. Die restlichen
bekannten Transporter und Proteine der gezeigten Genfamilien die einen FDR von {iber 2% hatten
sind im Anhang in Tab. 6.2.

. spl7  spl7 | spl7
AGI-Code Gewebe[Name Reaktion +Cu  -Cu . FDR
AT5G38120 R 4-coumarate-CoA ligase family protein 1 3,4 1,0 | 3,28 0,002
AT5G63380 R 4-coumarate-CoA ligase family protein 1 17,2 11,0 1,56 0,002
AT1G80820 W  |CCR2 (CINNAMOYL COA REDUCTASE) 2 21,0 39,8 | 0,53 0,000
AT1G76470 R cinnamoyl-CoA reductase 2 1,6 15,9 | 0,10 0,000
AT1G76470 w cinnamoyl-CoA reductase 2 0,1 1,6 | 0,06 0,002
AT2G23910 R cinnamoyl-CoA reductase-related 2 41 10,5 | 0,39 0,000
AT4G30470 R cinnamoyl-CoA reductase-related 2 23,9 32,0 0,75 0,001
AT1G09500 R CAD family 3 13,5 48,0 0,28 0,000
AT1G72680 R cinnamyl-alcohol dehydrogenase 3 23,5 51,7 | 0,46 0,000
AT5G19440 R cinnamyl-alcohol dehydrogenase 3 108,1 184,4( 0,59 0,000
AT5G19440 w cinnamyl-alcohol dehydrogenase 3 55,0 729 | 0,75 0,001
AT1G09480 R cinnamyl-alcohol dehydrogenase family similar 3 3,2 6,4 | 0,50 0,005
AT1G09510 R cinnamyl-alcohol dehydrogenase family similar 3 0,1 1,6 | 0,09 0,001
AT1G09480 W cinnamyl-alcohol dehydrogenase family similar 3 1,5 4,7 | 0,31 0,000
AT5G48930 W |transferase family protein 4 286,2 223,7( 1,28 0,000
AT4G34050 W |caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase 5 479,1 428,7| 1,12 0,000
AT1G67980 R CCoAMT (caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase) 5 4,7 29,0 0,16 0,000
AT1G67980 w CCoAMT (caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase) 5 296 70,8 | 0,42 0,000
AT4G36220 R FAH1 (FERULATE-5-HYDROXYLASE 1) 6 98,1 149,3| 0,66 0,000
AT4G36220 w FAH1 (FERULATE-5-HYDROXYLASE 1) 6 32,0 14,3 | 2,24 0,000

Von links nach rechts: Gen-Zuordnung nach dem AGI-Code; Gewebe: R: Rosette; W: Wurzel;
Expressionsdaten in reads per Million von sp/7-2 mit und ohne Kupfer gewachsen; Verhéltnisse von
Wildtyp und sp/7-2 zwischen + und —Cu und Statistik; Rot: Verhiltnis um den Faktor 2 geédndert;
FRD: False Discovery Rate
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Abb. 3.4.1: Vereinfachte Darstellung des Phenylpropanoid-Biosyntheseweges zur Herstellung der drei
Monolignole. In Rot dargestellt sind die Abkiirzungen fiir die bekannten Monolignole und die
schwarzen Kreise mit den Nummern verweisen auf die enzymatische Schritte, die in Tab. 3.4.2
verdndert sind.

3.4.3 Transkriptionelle Kontrolle der Genfamilie der Laccasen

Laccasen sind oxidierende Enzyme die fiir ihre Funktion vier Kupferionen in ihrem aktiven
Zentrum benotigen (Cai et al. 2006). Laccasen werden mit der Radikalbildung wéhrend der
Lignifizierung in Verbindung gebracht und werden in einer SPL7-abhidngigen Weise
wahrscheinlich durch verschiedene miRNAs unter Kupfermangel runterreguliert (Yamasaki et
al. 2009), um die Kupferionen einzusparen. Analysen von mikroRNAs und deren iiber eine
Computeranalyse berechneten Zieltrankripte deuten darauf hin, dass die miR397 die
Transkripte von LAC2, LAC4 und LAC17 (Jones-Rhoades and Bartel 2004), die miR408 die
Transkripte von LAC3, LACI3 und PLANTACYANIN und die miR857 die Transkripte von

67



LAC7 reguliert, aulerdem gibt es eine negative Korrelation zwischen den Transkriptmengen
von PLANTACYANIN und der miR408 (Abdel-Ghany and Pilon 2008).

Aus den Solexa-Daten geht eindeutig hervor, das die Vorldufer fiir die miR397b, miR408 und
miR857a unter Kupfermangel im Wildtyp hoher exprimiert waren als bei ausreichend Kupfer
(Tab. 3.4.4 FDR<0,02), wohingegen sie in der Mutante bei Kupfermangel genauso gering in
ihrer Expression blieben wie unter ausreichend Kupfer (Tab. 3.4.4 FDR>0,02). Die in silico
vorhergesagten Ziele der einzelnen miRNAs hingegen gingen im Wildtyp nur teilweise
runter. Die Ziele der am stirksten hochregulierte miR408, LAC3 (Tab. 3.4.4) und
PLANTACYANIN (Tab. 3.4.1) waren beide stark bei Kupfermangel im Wildtyp
runterreguliert. Der LAC13-Transkriptlevel hingegen sank im Wildtyp nur in den Wurzeln bei
Kupfermangel, obwohl der Vorldufer der miR408 in beiden Geweben um mehr als das
100fache anstieg (Tab. 3.4.4 FDR<<0,02). Die LAC13 Transkripte gingen in gleicher Weise
in den Wurzeln der Mutante unter Kupfermangel runter, obwohl in ihr die miR408 nicht
aktiviert wurde. Die Ziele der miR397 verhielten sich im Wildtyp bei Kupfermangel dhnlich
wie die der miR408 (Tab. 3.4.4). LAC2 und LAC4 gingen im Wildtyp in beiden Geweben
stark runter (Tab. 3.4.4 FDR<0,02) und verdnderten sich kaum in der Mutante (Tab. 3.4.4
FDR>0,02). LAC17 hingegen verdnderte sich im Wildtyp kaum unter Kupfermangel, wurde
aber in der Mutante verstirkt exprimiert (Tab. 3.4.4 FDR<0,02). Die meisten anderen
bekannten Laccasen, die nicht unter der Kontrolle einer miRNA stehen, verdnderten sich in

ihren Expressionsleveln weder in Wildtyp noch in der Mutante stark (Tab. 3.4.4).
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Tab. 3.4.4: Solexa-Daten der Genfamilie der Laccasen und der in silico Laccasen regulierenden
miRNAs.

AGI-Code Gewebe|Name WT +Cu WT -Cu spl7 +Cu spl7 -Cu| WT +/- FDR spl7 +/- FDR
AT1G18140 W |LAC1 25 2,1 1,7 6,0 1,22 0,123 0,29 0,000
AT2G29130 R LAC2 4,4 0,1 3,4 2,0 43,65 0,000 1,75 0,124
AT2G29130 W  [LAC2 46,7 9,1 39,1 48,2 5,16 0,000 0,81 0,054
AT2G30210 R LAC3 6,3 1,3 3,3 4,2 4,89 0,000 0,79 0,402
AT2G30210 W |LAC3 76,7 37,3 84,2 39,6 2,05 0,000 2,13 0,000
AT2G38080 R LAC4/IRX12[ 8,8 3,1 10,1 6,7 2,87 0,000 1,51 0,076
AT2G38080 W [LAC4/IRX12[ 50,0 17,9 56,8 56,8 2,79 0,000 1,00 0,380
AT2G40370 W [LAC5 6,0 9,1 8,3 6,1 0,66 0,014 1,37 0,085
AT3G09220 R LAC7 1,1 1,7 0,4 4,1 0,66 0,429 0,10 0,000
AT3G09220 W [LAC7 93,4 52,6 93,1 76,1 1,78 0,000 1,22 0,041
AT5G01040 R LAC8 0,1 0,6 0,1 0,2 0,18 0,194 0,76 0,490
AT5G01040 W  [LAC8 23,5 17,9 19,0 13,4 1,32 0,002 1,42 0,007
AT5G01050 W [LAC9 17,7 14,2 13,3 10,0 1,25 0,003 1,33 0,054
AT5G03260 R LAC11 8,7 6,1 12,7 10,9 1,42 0,096 1,17 0,417
AT5G03260 W  [LAC11 69,2 90,7 77,2 85,7 0,76 0,000 0,90 0,432
AT5G05390 W [LAC12 1,7 1,1 2,1 2,1 1,62 0,134 1,03 0,410
AT5G07130 W |LAC13 7,8 6,3 14,5 8,8 1,25 0,081 1,64 0,000
AT5G58910 W |LAC16 1,1 1,1 2,0 0,2 1,01 0,285 11,36 0,000
AT5G60020 R LAC17 11,0 6,8 8,4 13,2 1,62 0,019 0,64 0,006
AT5G60020 W [LAC17 36,6 37,0 42,0 79,2 0,99 0,281 0,53 0,000
AT4G13555 W  |MIR397B 0,1 1,3 0,1 0,1 0,08 0,000 1,00 0,433
AT2G47015 R MIR408 0,1 12,8 0,1 0,1 0,01 0,000 1,00 0,490
AT2G47015 W  |MIR408 0,1 14,6 0,1 0,1 0,01 0,000 1,00 0,433
AT4G13554 R MIR857a 0,1 1,5 0,1 0,1 0,07 0,003 1,37 0,476
AT4G13554 W  [MIR857a 0,1 2,6 0,1 0,1 0,04 0,000 1,00 0,433

Von links nach rechts: Gen-Name in Form des AGI-Codes; Gewebe: R: Rosette; W: Wurzel;
Expressionsdaten in reads per Million von Wildtyp und sp/7-2 mit und ohne Kupfer gewachsen;
Verhéltnisse von Wildtyp und sp/7-2 zwischen + und —Cu und Statistik; Rot: Verhéltnis um den
Faktor 2 gedndert; FRD: False Discovery Rate
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die molekulargenetischen Mechanismen von SPL7 zu
erforschen. Die beschriebenen phénotypischen Unterschiede der Mutanten, wie das insgesamt
verlangsamte Wachstum, die Fertilititsprobleme, das verfriilhte Absterben des
Apikalmeristems und die nur sehr geringe Lignifizierung deuteten alle auf eine gestorte
Kupfer-Homdostase hin. Besonders die Tatsache, dass diese Unterschiede zum Wildtyp iiber
eine Erhohung des zur Verfligung stehenden Kupfers verschwanden, flihrte zu der
Transkriptom-Analyse. Aufgrund dieser Solexa-Daten ist es mdglich nicht nur viele bekannte
Regulationsmechanismen der Kupfer-Homdostase mit SPL7 zu verkniipfen, sondern dariiber
hinaus die untersuchten Phénotypen auf transkriptioneller Ebene zu erkldaren und Aussagen

iiber weitere Forschungsansitze zu machen.

4.1 In den T-DNA-Insertionslinien sp/7-1 und spl7-2 ist die
Funktion von SPL7 gestort

Um SPL7 in A. thaliana zu studieren wurden vier verschiedene T-DNA-Insertionslinien von
NASC bezogen und analysiert. Zwei von ihnen sp/7-1 und sp/7-2 zeigten im Vergleich zum
Wildtyp phénotypische Unterschiede und auch die Transkription von SPL7 war geringer als
im Wildtyp (Abb .3.1.4). Uber eine Komplementation mit dem genomischen SPL7 wurden
samtliche Unterschiede im Phénotyp aufgehoben und auch die Transkription von SPL7 war
mit dem Wildtyp vergleichbar (Abb .3.1.4), so dass davon ausgegangen werden kann, das die
T-DNA-Insertionen in SPL7 fiir den Phénotyp verantwortlich waren und somit die

analysierten Phinotypen auf einer fehlenden Regulation durch SPL7 beruhten.
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4.2 SPL7 ist der Hauptregulator fiir den Kupferhaushalt in A.

thaliana

Um die Funktion von SPL7 in der Kupfer-Homdoostase zu untersuchen und die vielen Aspekte
der Kupfer-Homdoostase zu durchleuchten, war es notwendig die sp/7 Mutanten auf
unterschiedlichen Substraten und Medien wie Erde, Agar oder in hydroponischer Néhrlosung
wachsen zu lassen.

Aus der Literatur ist schon viel tiber die unterschiedlichen Mechanismen bekannt, die an der
Kupfer-Homoostase beteiligt sind (Abb.1.2) (Burkhead et al. 2009; Penarrubia et al. 2009;
Yruela 2009). Die meiste Gene, welche Teile dieser Mechanismen ausmachen wurden bei
Kupfermangel, laut dem Solexa-Datensatz, differentiell zwischen Wildtyp und sp/7-Mutante
reguliert. Die Produktion der Daten und deren Analyse wurde in Zusammenarbeit mit Prof.
Dr. Sabeeha Merchant, Prof. Dr. Ute Krdmer und Dr. Matteo Pellegrini erstellt. Durch die
Trennung von Wurzeln und Rosetten ist es moglich, Aussagen iiber die Unterschiede in der
Aufnahme und Verteilung von Kupfer in der Pflanze und den an der Kupfer-Homdoostase
beteiligten Proteinen zu machen. Die Bedingungen von 0,5 uM Kupfer, die fiir das
hydroponische Wachsen der Pflanzen als optimale Kupferkonzentration gewéhlt wurde,
weicht deutlich von den Konzentrationen ab, die fiir das Wachsen auf Agarplatten (5 pM
CuSOy,) oder auf Erde (+ 11 5SmM CuSOj4-Lsg.) gewihlt wurden. Dies hingt mit der Tatsache
zusammen, dass die Pflanzenverfligbarkeit von einer bestimmten Konzentration von
Néhrstoffen von Erde zu Agar zu Hydroponik sehr stark zunimmt (Burkhead et al. 2009).
Konzentrationen von Nihrstoffen die im Agar-Medium optimal sind, konnen so in
Fliissigkultur toxisch sein (Talke et al. 2006).

In dem verwendeten MS-Medium sind schon 0,05 uM CuSOj enthalten, so dass eine weitere
Reduktion der Kupferkonzentration ein Umsteigen auf ein anderes Medium erforderlich
machen wiirde. Durch die beiden verwendeten Kupferkonzentrationen waren Bedingungen
gegeben, in denen der Wildtyp, durch die Moglichkeit sich auf die unterschiedlichen
Konzentrationen einzustellen (von 0,05 auf 5 puM CuSO.), keine phinotypischen
Unterschiede aufwies, die Mutanten hingegen, durch das Fehlen der SPL7 Funktion, sehr
stark in ihrem Wachstum auf Agar mit einer Kupferkozentration von 0,05 uM gestort waren

(Abb. 3.2.4). Bei der Verwendung von 5 uM CuSO, waren die sp/7-mutanten Pflanzen
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phénotypisch nicht vom Wildtyp zu unterscheiden (Abb. 3.2.4). Die fiir 4. thaliana als
optimalen Kupferkonzentration bestimmte Menge von 5 uM CuSOj fiir das Wachsen auf
Agar-Medium (Yamasaki et al. 2009) (Abb. 3.2.5 und 3.2.6) wiirden im hydroponischen
System hingegen toxisch sein (Talke et al. 2006). Die in diesem Medium verwendeten 0,5 uM
CuSOy als ausreichend Kupfer sind zwar leichte Mangelbedingungen, da die sp/7-Mutanten
auch hier geringe Kupferdefizienz-Symptome zeigten, der Wildtyp wéchst aber optimal.
Durch das Umsetzen der Pflanzen nach drei Wochen von 0,5 puM CuSO4 Medium in Medium
ohne Kupfer, steht den Pflanzen nur das schon in ihnen, beziechungsweise eventuell als
Verunreinigungen in der Losung enthaltene Kupfer zur Verfligung. Dahingegen wéren die
Mengen an CuSOy, die zusitzlich in die Erde gegeben werden (ein Liter einer SmM CuSOs-
Lsg. in ein Tray mit ca. 4 Liter Erde), sowohl im Agar- wie auch im hydroponischen Medium
hochtoxisch und die Pflanzen wiirden sterben. Durch die Puffereigenschaften des Bodens,
seinen relativ hohen pH-Wert (pH=6,8) und die Kalziumkarbonatkonzentration des
GieBwassers, die deren pH erhoht (pH=7,4), sind diese hohen Konzentrationen aber notig und
keinesfalls schidlich, da dadurch der Grofteil der Kupferionen nicht pflanzenverfiigbar ist,
beziehungsweise den Pflanzen nicht frei zur Verfiigung steht, da er im Boden gebunden wird

(Burkhead et al. 2009; Puig et al. 2007a; Yruela 2009).

4.2.1 Die Kupferaufnahme iiber die Wurzeln wird tuiber spezielle Familien

von Transportern geregelt, die unter der Kontrolle von SPL7 stehen

Kupfer, ebenso wie andere Spurenelemente, kann von der Pflanze nur in ionisch geldster
Form aus dem Boden aufgenommen werden. Dafiir gibt es spezielle Klassen von
Transportern, die in der Einleitung schon umrissen wurden.

ZIP2 und ZIP4 aus A. thaliana komplementieren beide den Phinotyp der Hefemutante ctr/,
die im Kupferimport geschidigt ist (Burkhead et al. 2009; Puig and Penarrubia 2009).
Allerdings wurde keine Erhohung der Transkriptmengen von ZIP4 bei Kupfermangel
gefunden (Wintz et al. 2003) und auch in den Solexa-Daten ist die Verdnderung von ZI/P4
nicht signifikant (Tab. 6.1). Im Gegensatz dazu wird ZIP2 sehr stark im Wildtyp unter
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Kupfermangel erh6ht und scheint fiir einen zusitzlichen Import von Cu®” zu sorgen (Wintz et
al. 2003; Yamasaki et al. 2009). Dies geschah ebenfalls in unserem Experiment in
Abhiangigkeit von SPL7 (Tab. 3.4.1).

Um einen Kupfermangel zu simulieren wurde aus der hydroponischen Néhrlosung nur Kupfer
entfernt. Sdmtliche anderen Metallionen waren noch in der gleichen Konzentration
vorhanden, so dass sich deren Verfiigbarkeit oder der Import in die Pflanze verdndern konnte.
Zum Beispiel werden optimale Eisenkonzentrationen im Medium toxisch, wenn die
Konzentration von Phosphat abnimmt, und das Wachstum der Pflanzen wird inhibiert (Ward
et al. 2008). Durch die Senkung der Eisenkonzentration konnen die Pflanzen wieder normal
wachsen (Ward et al. 2008). Durch die erhohte Expression von ZIP2 um mehr Kupfer zu
importieren, konnte es zu einer Anreicherung von Zink in den Zellen kommen, da die ZIP-
Transporter nicht fiir ein bestimmtes Ion spezifisch sind. Sie transportieren auch gleich
geladene Ionen anderer Metalle wie zum Beispiel Zink im Fall von ZIP2 (Wintz et al. 2003).
Dies konnte ein Grund dafiir sein, dass HMA2 und HMA4 (Tab. 3.4.1), die Cadmium und
Zink aus der Zelle transportieren (Williams and Mills 2005), in den Solexa-Daten in ihren
Transkripten in der Wurzel erhdht waren, damit sie den iiberschiissigen Zink aus dem Wildtyp
und den sp/7-2 Mutanten transportieren.

In der Literatur sind die COPT-Transporter als hochspezifische Importer fiir einwertige
Kupferionen in die Zelle beschrieben. Mit Hilfe dieser Familie von Kupferimportern ist es
zum Beispiel Chlamydomonas moglich, Kupferkonzentrationen von bis zu 0,2 nM aus dem
Medium in die Zelle zu transportieren (Page et al. 2009). In 4. thaliana soll COPTI hoch in
der Wurzel und COPT?2 in dem photosynthetisch aktivem Gewebe exprimiert sein (Sancenon
et al. 2004; Wintz et al. 2003). Laut unseren Solexa-Daten ist das genau umgekehrt (Tab.
3.4.1). COPTI war hauptsichlich in der Rosette und COPT?2 in der Wurzel wiahrend normaler
Kupferbedingungen exprimiert (Tab. 3.4.1). Unter Kupfermangel wurde die Transkriptmenge
beider Transporter erhoht, allerdings wurde von allen bekannten Kupfertransportern unter
Kupfermangel im Wildtyp COPT2 am Stérksten aktiviert und exprimiert (Tab. 3.4.1). Wie
bereits beschrieben fehlte diese Hochregulation als Antwort auf Kupfermangel in der sp/7-
Mutante (Tab. 3.4.1). Somit wurde wahrscheinlich der Kupferimport im Wildtyp unter
Kupfermangel erhoht.

COPT-Transporter konnen nur als Trimere Kupfer importieren (Penarrubia et al. 2009;

Sancenon et al. 2003). COPT4 hat als einziger aus dieser Familie nicht die ,,methionine-rich
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motifs“, die fiir den Kupfertransport essentiell sein sollen (Penarrubia et al. 2009). Wenn man
davon ausgeht, dass nur COPT1, 2 und 4 in der duBBeren Plasmamembran sitzen (Penarrubia et
al. 2009) und gleich verteilt sind, dann macht im Wildtyp unter normalen
Kupferkonzentrationen die Menge an COPT4-Transkript circa ein Viertel der
Gesamttranskriptmengen von diesen COPT-Transportern in der Wurzel aus (vergleiche Tab.
3.4.1 und Tab. 6.1) und wiirde somit den Transport von Kupfer iiber die COPT-Transporter
sehr stark einschrinken. Im Wildtyp verdnderten sich die Transkriptmengen von COPT4 bei
Kupfermangel nicht, allerdings sanken sie in der Mutante bei diesen Bedingungen. Es wire
moglich, dass die sp/7-Mutante nur auf diesem Weg den Import von Kupfer erhdhen kann, da
der normale Regulationsmechanismus durch das Fehlen von SPL7 blockiert ist (Tab: 3.4.1).
Fiir den Import von Kupfer durch die COPT-Transporter muss Cu®’, die hauptsichliche
Ladungsform von Kupfer im Boden, zu Cu" reduziert werden. Aus der Literatur sind die
FROs (Ferric Reduction Oxidase) bekannt. Sie reduzieren Fe’™ zu Fe®', so dass es von den
IRTs in die Pflanze transportiert werden kann (Mukherjee et al. 2006; Wu et al. 2005). Es
wird aufgrund des Anstieges des Transkriptmengen bei Kupfermangel vermutet, dass FRO3
diese Rolle fiir Kupfer iibernimmt (Mukherjee et al. 2006). Mithilfe der Solexa-Daten konnten
wir eine Verdopplung der Transkriptmengen fiir FRO3 (Tab. 3.4.1) im Wildtyp feststellen,
allerdings stiegen die Transkriptlevel von FRO4 und FROS5 (Tab. 3.4.1) in der Wurzel
deutlich stirker an. Falls dies mit einem Anstieg der Proteinmenge einhergehen wiirde, so
sind FRO4 und FROS5 die wahrscheinlicheren Kandidaten fiir die Reduktion von Cu®" (Tab.
3.4.1). Des Weiteren werden sie im Gegensatz zu FRO3 nicht unter Eisenmangel erhoht
(Feng et al. 2006; Mukherjee et al. 2006; Wu et al. 2005), was ebenfalls fiir eine exklusive
Funktion von FRO4 und FRO35 bei der Reduktion von Cu*" sprechen kénnte. Die Mutante
konnte wiederum nicht in der gleichen Weise wie der Wildtyp reagieren, sondern verdoppelte
stattdessen die Transkription von FRO2 (Tab. 3.4.1). FRO2 Expression steigt allerdings im
Wildtyp besonders stark bei Eisenmangel an (Mukherjee et al. 2006). Die Mutante erhohte
auch die Transkription von /RT! in einem deutlich stirkeren Mal} als der Wildtyp (Tab.
3.4.1). IRT1 ist verantwortlich fiir den Import von Eisen, nachdem es von FRO2 reduziert
wurde (Puig et al. 2007a).

Im Boden ist Cu®" die haufigste Ionisationsform von Kupfer und Cu” ist nur in sehr geringen
Konzentrationen enthalten (Alloway 1995). In den Solexa-Daten war die Menge an FRO4-

und FROS- Transkripten unter ausreichend Kupfer sehr gering, so dass nur wenig Cu®'-Ionen
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zu Cu’ reduziert wurden. Somit stand wenig Cu’ fiir den Import mittels der COPT-
Transporter zur Verfiigung. Dies konnte neben geringen Konzentrationen von COPT-
Transportern und dem Verhéltnis von COPT4 zu COPT1 und COPT2 eine weitere
Moglichkeit des Wildtypes sein, den Import iiber die COPT-Transporter bei ausreichend
verfiigbarem Kupfer im Medium zu drosseln.

Insgesamt ist aufgrund der Solexa-Daten zu schlieen, dass samtliche fiir A. thaliana aus der
Literatur bekannten Importwege fiir Kupfer in der sp/7-Mutante nicht auf Kupfermangel

reagieren. Damit stellt SPL7 einen Hauptschalter fiir die Regulation des Kupferimportes dar.

4.2.2 Ohne SPL7 ist die Verteilung von Kupfer in der Pflanze gestort

Mindestens genauso wichtig wie die Aufnahme ist auch die Verteilung von Kupfer von der
Wurzel in die verschiedenen Gewebe. Ein Chelator an den Metalle gebunden und {iiber
Phloem und Xylem transportiert werden konnen ist NA. In Tomatenpflanzen die in der
Biosynthese von NA gestort sind (Ling et al. 1999), ist die Kupferkonzentration im Xylem bis
um das Fiinffache reduziert (Takahashi et al. 2003). Die Blitter weisen einen starken
Kupfermangel auf und die Mengen an kupferhaltigen Proteinen wie CSDs oder PC sind umso
geringer, je spiter die Blitter angelegt wurden (Curie et al. 2009). Die Wurzeln dieser
Mutante haben dagegen einen erhdhten Level an Kupfer (Curie et al. 2009). Bei der Analyse
der Unterschiede der Transkriptmengen der YSL-Transporter YSL2 und YSL3 des Wildtypes
in den Solexa-Daten (Tab. 3.4.1) fillt auf, dass diese sowohl in der Wurzel als auch in der
Rosette bei Kupfermangel stark erhoht waren. YSL2 ist im vaskuldren Gewebe exprimiert
(DiDonato et al. 2004; Schaaf et al. 2005) und sorgt somit im Xylem und Phloem fiir den
Transport von NA-Metallchelaten. YSL3 ist zusammen mit YSL/ in den das vaskulédre
Gewebe umgebenden Bereichen exprimiert (Waters et al. 2006). Wenn beide Gene mutiert
sind, ist die Riickgewinnung von Kupfer aus seneszierendem Gewebe um iiber 80% geringer
als im Wildtyp (Curie et al. 2009; Waters et al. 2006). Somit werden sie hochstwahrscheinlich
fiir den Transport der NA-Metall-Komplexe aus Geweben fiir ein Recycling von lonen

benotigt.
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Durch das Umsetzten von optimalen Kupferbedingungen zu Mangel miissen die Pflanzen mit
dem ihnen zur Verfiigung stehenden Kupfer haushalten. Ein GroBteil dessen ist in der Pflanze
selbst in der Form von CSDs und CCS gespeichert und kann remobilisiert und in sich noch
entwickelnden Geweben eingesetzt werden. Hierfiir sprechen die in den Solexa-Daten
sichtbar erhohten Transkriptionsraten von CCH (Tab. 3.4.1), das als Chaperon Kupfer durch
Plasmodesmata und iiber den Phloemsaft transportieren kann (Burkhead et al. 2009) und die
erhohten YSL-Transporter (Tab. 3.4.1). Eine derartige Erhohung der YSL-Transporter ist bis
jetzt nur wiahrend der Seneszenz beobachtet worden (Himelblau and Amasino 2000; Yruela
2009). Die im Wildtyp drastisch fallenden Transkriptmengen von CSDI, CSD2 und CCS
(Tab. 3.4.1) werden normalerweise ebenfalls mit dem Absterben von Pflanzenteilen und dem
Recyceln der Néhrstoffe in Verbindung gebracht (Curie et al. 2009; Himelblau and Amasino
2000). Diese Regulation trat nicht in der Mutante auf. Bei Problemen mit der
Kupferaufnahme kdnnte somit SPL7 genutzt werden, um die Infloreszenzen, zu Lasten der
restlichen vegetativem Gewebe, optimal zu versorgen und somit eine erfolgreiche
Reproduktion zu gewdhrleisten. Wahrscheinlich spielt SPL7 auch wihrend der Seneszenz
eine wichtige Rolle, damit essentielle Nédhrstoffe wie Kupfer remobilisieren werden konnen,

so dass wichtige Gewebe mit Nihrstoffen aus unwichtigeren Geweben versorgt werden.

4.2.3 Ohne SPL7 ist die Kupfer-Homoostase jeder einzelnen Pflanzenzelle

gestort

Wenn der Pflanze unzureichende Mengen an Kupfer im Substrat zur Verfiigung stehen, muss
sie mit dem gespeicherten Kupfer haushalten und das beginnt mit den einzelnen Zellen. Wie
bereits erwihnt, ist es fiir die Photosynthese betreibenden Gewebe und damit fiir die gesamte
Pflanze essentiell, dass das Plastocyanin mit Kupfer versorgt wird und somit funktionstiichtig
ist (Abdel-Ghany 2009; Burkhead et al. 2009; Puig et al. 2007a).

Um dies zu gewihrleisten werden im Wildtyp CSD/ und CSD2 herunterreguliert, womit der
an sie gebundene Kupfer frei wird, und FSD/ fiir die bendtigte Funktion einer Superoxid-
Dismutase im Chloroplastenstroma aktiviert wird (Yamasaki et al. 2007). Des Weiteren wird

das Chaperon CCS, dass die CSDs mit Kupfer versorgt, ebenfalls herunterreguliert (Yamasaki
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et al. 2009; Yruela 2009). Das Gen fiir das Chaperon CCH, das Kupfer iiber Plasmodesmata
zwischen den Zellen transportiert, wird dagegen aktiviert (Puig et al. 2007b). In der sp/7-
Mutante funktionieren diese Regulationsmechanismen nicht mehr (Tab. 3.4.1) (Yamasaki et
al. 2009).

In dem Solexa-Datensatz war die gleiche Regulation im Wildtyp offensichtlich und fehlte in
der spl/7-Mutante (Tab. 3.4.1). Allerdings wurde in dem Datensatz das Gen fiir das Chaperon
ATXI, das mit HMA-Transportern interagieren kann (Williams and Mills 2005)
unterschiedlich exprimiert. So war A7X/ im Wildtyp in den Wurzeln unter Kupfermangel
geringer und in den Rosetten hoher exprimiert. In der Mutante war die Regulation genau
umgekehrt, ATX] war unter Kupfermangel hoher in den Wurzeln und geringer in den
Rosetten. ATX1 ist fiir den Transport von Kupfer zu HMAS, HMA7 und vermutlich auch zu
HMAG6/PAA1 zustindig (Puig et al. 2007b; Williams and Mills 2005). Damit konnte ATX1
im Wildtyp unter Kupfermangel fiir den Transport von Kupfer in den Chloroplasten iiber
PAA1, (Williams and Mills 2005), und iiber HMA7 fiir das endoplasmatische Retikulum
zustindig sein (Puig et al. 2007b). In der untersuchten sp/7-Mutante hingegen waren die
Transkripte fiir A7X/ in den Rosetten leicht reduziert. Dagegen waren die Transkripte fiir
PAA2, dem Transporter fiir Kupfer vom Stroma in den Thylakoidinnenraum, also nach dem
Import von Kupfer in den Chloroplasten durch PAA1 (Williams and Mills 2005), bei
Kupfermangel erhoht (Tab. 3.4.1). Dies konnte darauf hindeuten, dass die Mutante, trotz des
Fehlens der SPL7-vermittelten Kupfer-Homoostase, den Mangel an Kupfer fiir PC bemerkt.
Es konnte sein, dass die Pflanzen, durch eine Erhdhung des Importes von Kupfer vom
Chloroplastenstroma in die Thylakoiden mit Hilfe von PAA2, versucht Kupfer zum PC zu
leiten.

Im Gegensatz zu rezenten Reviews (Burkhead et al. 2009; Puig et al. 2007a; Yruela 2009)
sind Transkript und Protein von FSD1 nicht nur im Chloroplasten, sondern auch im Zytosol
vorhanden (Myouga et al. 2008). Dadurch kann FSD1, neben der Funktion von CSD2 als
Superoxid-Dismutase im Chloroplasten, auch die von CSD1 im Zytosol iibernehmen. Somit
konnte man die erhohten Level von FSD/ in den Wurzeln der Solexa-Daten erklaren (Tab.
3.4.1).

Hohere Pflanzen wie A4. thaliana konnen nicht, wie Cyanobakterien oder auch einzellige
Algen wie Chlamydomonas, anstelle von Plastocyanin auf einen auf Eisen basierenden

Elektronentrager umsteigen. Daher ist die beschriebene Einsparung von Kupfer durch die
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CSDs auch so wichtig. In 4. thaliana gibt es zwei Gene die fiir PC codieren (PETE! und
PETE?2) (Abdel-Ghany 2009). Die Transkription beider Gene ist unter unterschiedlichen
Kupferkonzentrationen im Medium nahezu konstant. Nur die Transkription von PETE? ist
etwas geringer unter Kupfermangel (Abdel-Ghany 2009). Des Weiteren ist PETE2 sowohl in
der Transkriptmenge, als auch auf Proteinebene als das hiufigste PC beschrieben, und es wird
vermutet, dass PETE2 zusdtzlich als Speicher fiir Kupfer verwendet wird, da die
Proteinmenge mit der Zugabe von Kupfer ansteigt (Abdel-Ghany 2009). Laut den Solexa-
Daten sank die Transkriptlevel von PETE2 im Wildtyp unter Kupfermangel stirker als die
von PETEI, allerdings ist PETEI ca. 10fach hoher exprimiert als PETE2 und damit in
unserem Datensatz die dominante Form fiir PC (Tab. 3.4.1). Dies konnte unter anderem daran
liegen, dass die Pflanzen fiir die Solexa-Sequenzierung nicht in Saccharose-haltigem Medium
wuchsen. Die Zugabe von Saccharose in hydroponischen Wachstumssystemen, wie sie von
Abdel-Ghany (2009) verwendet wurden, hemmt die Expression von Genen, die an der
Photosynthese beteiligt sind, unter anderem auch die Gene fiir PC (Dijkwel et al. 1996;
Oswald et al. 2001). Allerdings wurde damals noch nicht zwischen den beiden PC-Genen
differenziert. Durch die Unterschiede in den verwendeten Wachstumsmedien konnte sich das
von den Pflanzen am stirksten verwendeten PC, PETEl oder PETE2, dndern. In der spl7-
Mutante sanken die Transkripte von PETE fast um die Hélfte bei Kupfermangel (Tab. 3.4.1).

Im Wildtyp erfolgte somit bei Kupfermangel eine Reduktion des Chaperons fiir die CSDs
(SOD-Funktion und Speicherprotein fiir Kupfer in den Zellen) und von CSD1 und CSD2
selber. Das von diesen Zellen freigegebene Kupfer wurde mit Hilfe der CCHs durch das
Phloem zu Geweben transportiert die Kupfer bendtigten. Gleichzeitig stellte eine Erhhung
des Chaperons ATX1 den Transport von Kupfer in die Chloroplasten und das
endoplasmatische Retikulum sicher. Uber die Erhéhung der YSL-Transporter wurde des
Weiteren ein verbesserter Transport von Kupfer iiber die Leitbiindel erhoht bzw.
sichergestellt.

Durch das Ausbleiben dieser Regulation in der sp/7-Mutante bei Kupfermangel wurde mit
dem der Pflanze zur Verfiigung stehendem Kupfer nicht effizient gehaushaltet. Kupfer, der
wiahrend der ersten Wochen aufgenommen wurde, konnte weder in den einzelnen Zellen

selber, noch zwischen unterschiedlichen Geweben remobilisiert werden.
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4.3 Unzureichende Lignifizierung erklart viele phanotypische

Unterschiede der sp/7-Mutanten gegeniiber dem Wildtyp

Mit dem Landgang der Pflanzen wurde der Bedarf an Stiitz- und Transportgeweben
wesentlich groBer (Volkmann and Baluska 2006). Dadurch ist Lignin, als zweithdufigstes
Biopolymer der Erde (Baucher et al. 2003), fiir die hoheren Pflanzen unverzichtbar geworden.
Aufgrund seiner Hydrophobizitit ist es unverzichtbar fiir das Abdichten gegeniiber Wasser
und Ionen, es verleiht dem Xylem auch Zug- und Biegfestigkeit und verhindert ein
Kolabieren der Leitbiindel (Boerjan et al. 2003; Vanholme et al. 2008). Des Weiteren wird es
von der Pflanze auch in der Pathogenabwehr als physikalische Barriere eingesetzt. Bei der
industriellen Papier- oder Bioethanolherstellung hingegen stort das Lignin, da es den Zugang
zur Zellulose erschwert. Es wird an Mutanten geforscht die in der Biosynthese und
Polymerisation von Lignin gestort sind. Die bis jetzt untersuchten Pflanzen die weniger
Lignin produzieren, wachsen meistens wesentlich schlechter und sind anfalliger fiir abiotische
und biotische Stressfaktoren, so dass ihr industrieller Nutzen stark gemindert wird (Boerjan et

al. 2003).

4.3.1 Die Ligninbiosynthese ist in Abhangigkeit von SPL7 unter
Kupfermangel verindert und die radikalische Polymerisation der
Monomere zum Lignin gestort

Wie in der Einleitung beschrieben, besteht das Lignin der Zellwand hauptsichlich aus drei
Bestandteilen (Abb.1.1), deren Biosynthese auf der Aminosdure Phenylalanin beruht. Sowohl
der Wildtyp als auch die Mutante waren in der Expression der an der Biosynthese beteiligten
Enzyme unter Kupfermangel signifikant verdndert (Tab. 3.4.2 und 3.4.3), wobei in der
Mutante allerdings deutlich mehr Gene betroffen waren als im Wildtyp. Die Gene die
Phenylalanin zu 4-Coumarat umwandeln (der Schritt vor der Phenylpropanoid-Biosynthese)
waren weder im Wildtyp noch in den Mutanten signifikant betroffen.

Reaktion (1) in Abb. 3.4.1 ist fiir den enzymatischen Schritt der Umwandlung von 4-
Coumarat zu Coumaroyl-CoA verantwortlich. Im Wildtyp war ein katalysierendes Enzym

dieses Schrittes unter Kupfermangel erhoht (Tab. 3.4.2 FDR<0,02) und in der Mutante waren
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zwei Enzyme signifikant niedriger exprimiert (Tab. 3.4.3 FDR<<0,02). 4-Coumarat wird auch
noch in der Synthese von Suberin bendtigt, das wiederum ein Hauptbestandteil des Caspary-
Streifens ist. Er verhindert den apoplastischen Transport von Wasser und Ionen (Baxter et al.
2009; Molina et al. 2009; Pollard et al. 2008). Die Farbungen der Wurzeln mit Fuchsin
zeigen, dass die Mutanten in SPL7 auch unter Kupfermangel einen Caspary-Streifen
ausgebildet haben (Abb. 3.3.4, 3.3.5, 6.2 und 6.3). Allerdings besteht das Suberin nur zu
maximal 10% aus phenolischen Bestandteilen, den Hauptteil bilden verschiedenste
Fettsduren, langkettige Alkohole und Glycerin (Pollard et al. 2008). Dennoch konnte es
moglich sein, dass die Lignifizierung in den sp/7-Mutanten aufgrund eines funktionstiichtigen
Caspary-Streifens vernachldssigt wird. Die Transkripte fiir die Enzyme der Suberin-Synthese
waren nicht auffallend signifikant veréndert (ohne Abb.).

Die Enzyme, die an den enzymatischen Schritten (4) beteiligt sind, sind nicht signifikant
verdndert (Tab. 3.4.2 und 3.4.3), die von Schritt (5) (Abb. 3.4.1) allerdings im Wildtyp und in
der Mutante, wohingegen wieder mehr Gene und diese deutlich stirker in der Mutante
betroffen sind. Der enzymatische Schritt (6) ist in der Wurzel der Mutante unter
Kupfermangel signifikant geringer (Tab. 3.4.3).

Die Enzyme fiir das Abspalten des Coenzyms A (Reaktion (2)) und des Umwandeln der
Carbonyl-Gruppe in eine Alkohol-Gruppe (Reaktion (3)) sind fiir alle drei Monolignole gleich
und es sind wiederum deutlich mehr in der Mutante signifikant unter Kupfermangel
hochreguliert (Tab. 3.4.2 und 3.4.3). Lignin in A. thaliana besteht hauptsichlich aus G und S
Untereinheiten (Franke et al. 2000). Falls die geschwindigkeitsbeschrinkenden Schritte in
dem Lignin-Biosyntheseweg die Reaktionen (2) und (3) sind, so wiirde es durch eine
Erhohung dieser Enzyme zu einer Verschiebung in der Zusammensetzung der einzelnen
Mengen von Ligninmonomeren zueinander kommen, so dass das Lignin der Mutanten unter
Kupfermangel am meisten H, danach G und danach S enthélt (Abb. 3.4.1). Eingriffe in den
Phenylpropanoid-Biosyntheseweg  haben nachweiBlich zu Anderungen in  der
Ligninzusammensetzung und sogar zum Einbau von Zwischenprodukten dieses
Biosyntheseweges in das spitere Lignin gefiihrt (Boerjan et al. 2003; Franke et al. 2002;
Vanholme et al. 2008). Deswegen wurde eine Kollaboration mit der Gruppe von Prof. Dr.
Wout Boerjan (VIB Gent, Belgien) initiiert, um iiber LCMS und GCMS die priméren und
sekundiren Metabolite der Wurzeln vom Wildtyp und den beiden sp/7-Mutanten, die unter

verschiedenen Kupferkonzentrationen auf Agar gewachsen sind, zu analysieren.
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Nach der Produktion der Ligninmonomere werden diese, zur Heruntersetzung ihrer
Reaktivitdt und Speicherung, hochstwahrscheinlich an Zucker gekoppelt und spéter in die
Zellwand sekretiert (Boerjan et al. 2003). In der Zellwand werden sie iiber eine radikalische
Polymerisation die durch Oxidasen, Peroxidasen und Laccasen durchgefiihrt wird, verkniipft
(Boerjan et al. 2003). Leider ist noch nicht viel iiber die Gene bekannt, die die Aufgabe der
Radikalbildung und Polymerisierung in der Zellwand iibernehmen (Boerjan et al. 2003;
Vanholme et al. 2008).

Laccasen werden aus der Zelle sekretiert und eine bekannte Laccase LAC15 (TRANSPARANT
TESTA10, TT10) fiihrt, wenn mutiert, zu einem 30% geringeren Ligningehalt der Samen und
zu einer verkiirzten Wurzel (Liang et al. 2006). Laccasen bendtigen fiir ihre Funktion vier
Kupferionen (Abdel-Ghany and Pilon 2008) und unter Kupfermangel werden, abhingig von
SPL7, die mikroRNAs miR397, miR408 und miR857 aktiviert, die verschiedene Laccasen
runterregulieren (Abdel-Ghany and Pilon 2008; Yamasaki et al. 2009). In den sp/7-Mutanten
wurden die Laccasen zwar exprimiert, aufgrund des Kupfermangels aber wahrscheinlich nicht
mit Kupfer versorgt und sind damit nicht funktionstiichtig, so dass eine Polymerisation und
somit Lignifizierung der Zellwand nicht stattfinden konnte. Sobald der Kupferlevel im
Medium anstieg und fiir 4. thaliana ausreichend Kupfer verfiigbar wurde, konnten auch die
Mutanten ihre Proteine mit Kupfer versorgen und deren Funktion wieder sicherstellen (Abb.

3.3.1-3.3.5, 6.2 und 6.3).

4.4 Die spl7-Mutanten werden unter Kupfermangel nicht

ausreichend lignifiziert

In den Versuchen auf Agar-Medium mit unterschiedlichen Kupferkonzentrationen, war die
Lignifizierung mit basischem Fuchsin in sp/7-mutierten Pflanzen, die unter Kupfermangel
wuchsen, nur in sehr geringen Mengen nachweisbar (Abb. 3.3.1-3.3.5, 6.2 und 6.3). Der
Versuch Lignin in Wurzeln und anderen Pflanzenteilen mit der Phloroglucinol oder der

Maule-Farbung sichtbar zu machen, war weder im Wildtyp noch in den Mutanten unter
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samtlichen Kupferkonzentration erfolgreich (ohne Abbildung). Dies konnte daran liegen, dass
diese Fiarbungen normalerweise in Schnitten eingesetzt werden und hierbei immer &ltere
Pflanzen und meistens deren Stingel benutzt werden. Diese enthalten deutlich mehr Lignin.
Dariiber hinaus ist der in der Lignin-Forschung bevorzugte Modellorganismus die Pappel, da
sie wesentlich mehr Lignin produziert als A. thaliana (Do et al. 2007; Jouanin et al. 2000;
Weng et al. 2008). Aullerdem fluoreszieren diese Farbungen nicht, was ein entscheidender
Vorteil der basischen Fuchsin-Féarbung ist, da die Sensitivitidt durch die Fluoreszenz erheblich
erhoht wird.

Durch das Entfarben des Materials bei 68°C mit 70% Ethanol fiir zwei Tage, das Férben in
einer zehnprozentigen NaOH-Ldsung fiir 24h und das Waschen fiir 18h (Vergleich Material
und Methoden), ist die basische Fuchsin-Fiarbung an sich sehr aggressiv gegeniiber den
Zellinhalten, so dass davon ausgegangen werden kann, dass auller polymerisierten Molekiilen
nichts mehr in dem gefarbten Gewebe enthalten war. Eine Schwachstelle des Férbens mit
basischem Fuchsin bleibt jedoch, dass nicht bekannt ist, an welche Molekiile und funktionelle
Gruppen es bindet. Dennoch ist das gleichzeitige Farben des Caspary-Streifens neben dem
Lignin ein weiterer Hinweis auf den direkten Nachweis von phenolischen Komponenten in
Polymeren (Abb. 3.3.4,3.3.5, 6.2 und 6.3).

Geringe und nicht durchgéingige Lignifizierung in den Mutanten unter Kupfermangel wurde
in der Hauptader des Petiolus der Kotyledonen (Abb. 3.3.1), in dem Leitgewebe des
Bliitenbodens (Abb. 3.3.2) und in dem Leitgewebe von élteren Wurzeln (ohne Abbildung),
dlterem Hypokotyl (ohne Abbildung) und den Stéingeln (ohne Abbildung) in dlteren Geweben
wurde mit basischem Fuchsin nachgewiesen. Wie bereits erwihnt, sind nicht nur Laccasen fiir
die radikalische Polymerisation zustindig, sondern auch Oxidasen und Peroxidasen (Boerjan
et al. 2003) konnen fiir die Radikalbildung genutzt werden. Allerdings entstehen mit der Zeit
auch Radikale durch Umwelteinfliisse oder auch Zellvorginge, die ebenfalls fiir die
Polymerisation verantwortlich sein konnten.

Das Fehlen der Lignifizierung der Leitbiindel konnte den Transport beeintrdchtigen, so dass
nicht nur die Versorgung der Rosette und der Meristeme mit Kupfer, sondern auch mit
anderen im Xylem transportierten Néhrstoffen beeintridchtigt wird. So ist zum Beispiel in
Pappel die Hohe der Pflanzen, die Biomasse und das Wurzelwerk signifikant geringer, wenn
der Phenylpropanoid-Biosyntheseweg durch RNAi gestort wird (Coleman et al. 2008).

AuBerdem korreliert die Stirke der Lignifizierung des Xylems nicht nur mit der Festigkeit
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gegen das Kolabieren von Gefillen, sondern auch mit dem Transport von Wasser und
verschiedenen Ionen (Boyce et al. 2004). Zum Beispiel werden in Lycopersicon esculentum
(Tomate) die Leitblindel bei Salzstress stirker lignifiziert, um einem Wasserverlust und
unerwiinschte lonenaufnahme vorzubeugen (Sanchez-Aguayo et al. 2004). Somit konnte die
fehlende Lignifizierung des Xylems der Mutanten (Abb. 3.3.1-3.3.5), die unter Kupfermangel
wuchsen, die Verminderung des Transports von Wasser und Ionen und das ungewollte
Ausstromen von im Xylem transportierten Ionen zur Folge haben. Demnach wire eine
Versorgung der oberirdischen Pflanzenteile mit Nédhrstoffen und Wasser eingeschrinkt, und je
weiter sich diese von der Aufnahmequelle, den Wurzeln, befinden, umso groler wiren die
Defizite in der Versorgung. Das wiirde zum Absterben des Apikalmeristems fithren und zum
Auswachsen der Sprofmeristeme. Diese wiirden wiederum absterben und weitere ruhende
Meristeme wiirden aktiviert werden, so dass mit der Zeit ein buschiger Habitus entsteht (Abb.
6.6). Sobald die Kupferkonzentration im Medium anstieg und fiir 4. thaliana ausreichend
verfiigbar wurde, konnten auch die in der Kupfer-Homdostase gestorten sp/7-Mutanten ihre
Proteine mit Kupfer versorgen und deren Funktion sicherstellen, so dass die phanotypischen
Unterschiede zwischen ihnen und dem Wildtyp aufgehoben wurden (Abb. 3.2.1-3.3.3, 3.3.5,
6.2, 6.3 und 6.6).

4.4.1 Die Wurzeln von spl7-Mutanten wachsen unter Kupfermangel

langsamer als der Wildtyp

Das Wurzelwerk einer Pflanze versorgt diese nicht nur mit den bendtigten Néhrstoffen und
Wasser, es verankert sie auch im Boden (Hochholdinger and Zimmermann 2008; Peret et al.
2009). Die Form und das Wachstum des Wurzelwerks werden unter anderem durch die
Néhrstoffe, die ungleich konzentriert im Boden vorliegen, bestimmt (Iyer-Pascuzzi et al.
2009). Die Auswirkung auf das Wachstum von lateralen Wurzeln und Wurzelhaaren von
verschiedenen Nahrstoffen auBler Kupfer ist bekannt (Desnos 2008). Es ist anzunehmen, dass
sich die Wurzeln in dhnlicher Weise bei Kupferionen verhalten, so dass eine VergroBerung
des Wurzelwerks an Stellen mit erh6htem (aber nicht toxischen) Kupferkonzentrationen im

Boden auftritt.
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Aus den Versuchen wird deutlich, dass die sp/7-mutanten Pflanzen unter Kupfermangel
langsamer wachsen (Abb. 3.2.7) und nicht vorzeitig in ithrem Wachstum stagnieren. Des
Weiteren ist es den sp/7-Pflanzen genauso wenig wie dem Wildtyp moglich toxische
Konzentrationen von Kupfer zu tolerieren. Das Wachstum der Hauptwurzel genauso wie die
Anzahl der Seitenwurzeln verringert sich unter toxischen Kupferkonzentrationen bei den
Mutanten im gleichen Malle wie beim Wildtyp (Abb. 3.2.5 und 3.2.6).

Wenn COPTI-Transkripte iiber antisense-mRNA (RNAi) unterdriickt werden, dann erh6hen
sich die Transkriptlevel von CCH und COPT2 und die Menge an Kupfer in den Pflanzen ist
fast auf die Hélfte reduziert (Sancenon et al. 2004). Des Weiteren werden die Wurzeln dieser
RNAi-Pflanzen unter Kupfermangel ldnger, besonders, wenn dem Medium zusitzlich der
Metallchelator BCS hinzugegeben wird (Sancenon et al. 2004). Einzelmutanten von copt2
oder Doppelmutanten von coptlcopt2 sind leider noch nicht beschrieben worden, aber in den
spl7-Mutanten werden, im Gegensatz zum Wildtyp, beide Transporter nicht verstirkt unter
Kupfermangel exprimiert.

In dem Fall, dass nur COPT1 in den sp/7-mutanten Pflanzen nicht funktionieren wiirde,
wiirde man ebenfalls eine VergroBerung der Wurzel und damit der Ionen-aufnehmenden
Flache der Pflanze erwarten. Entweder ist SPL7 an der Regulation des stirkeren Wachstums
der Wurzel der copt/-RNAi-Pflanzen beteiligt (vielleicht indirekt {iber die Aktivierung von
CCH und COPT2), oder das verlangsamte Wachstum der Wurzeln der sp/7-Mutanten unter
Kupfermangel ist auf eine Kupfer-Unterversorgung zuriickzufithren (Abb. 3.2.7). Die
Verringerung der Liange der Hauptwurzel und der Anzahl der Seitenwurzeln der spl/7-
Mutanten (Abb. 3.2.5 und 3.2.6) ist, genauso wie die geringere Grofle der Rosette (Abb.
3.2.1), auf eine zu geringe Menge an Kupfer, beziechungsweise eine uneffiziente Verteilung
des zur Verfligung stehenden Kupfers, in der Pflanze zuriickzufiihren. Die Photosyntheserate
wiirde sich, durch das Fehlen von Kupfer fiir das Plastocyanin verringern (Abdel-Ghany
2009). Genauso wie die Effizienz der Photosynthese, da durch geringere Mengen an
funktionierenden Superoxid-Dismutasen weniger Hydroxylradikale abgefangen werden, die
somit mehr Schaden anrichten kénnen (Myouga et al. 2008). Dadurch wiirden wiederum
weniger Assimilate fiir das Wachstum zur Verfiigung stehen. Des Weiteren konnte zu wenig
Kupfer fiir weitere wichtige enzymatische Prozesse vorhanden sein, so dass die Pflanze

insgesamt im Wachstum gestort wiirde.
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Eine weitere Erkldrung fiir das geringere Wachstum der Hauptwurzel und die reduzierte
Anzahl der gebildeten lateralen Wurzeln konnte die Toxizitdt eines anderen Metalls, das die
gleichen Transporter wie Kupfer benutzt, sein. Eisen kann unter Phosphatmangel durch die
Benutzung der gleichen Transporter toxische Konzentrationen erreichen und somit das

Pflanzen- und besonders das Wurzelwachstum fast vollstdndig inhibieren (Ward et al. 2008).

4.4.2 spl7-Mutanten sind unter Kupfermangel in ihrer gesamten

Entwicklung verlangsamt

Fiir einjihrige Pflanzen wie A. thaliana ist der Ubergang von vegetativem zu reproduktivem
Wachstum sehr stark an die dufleren Faktoren wie Tageslinge und Temperatur sowie an
innere Faktoren wie ihr Alter gebunden. Das Blithen zur falschen Jahreszeit kann grofle
EinbuBlen in der Samenproduktion und dadurch in der Anzahl der Nachkommen und somit fiir
die Fitness der Pflanze haben (Corbesier and Coupland 2006).

Um die Bedingungen in den einzelnen Geweben und Zellen konstant im optimalen Bereich zu
halten, ist es fiir die Pflanze erforderlich sowohl den Zustand innerhalb wie auch auflerhalb
der Zellen zu tiberwachen, um sich schnell auf Verdnderungen einzustellen zu kénnen. Durch
das Fehlen der von SPL7 ausgefiihrten Kupfer-Homdostase (Yamasaki et al. 2009) ist diese in
den sp/7-Mutanten gestort und die Pflanze muss unter suboptimalen Bedingungen wachsen.
Mangel an Kupfer fiihrt in der Landwirtschaft nicht nur zu Ertragseinbuflen, auch die
Erntezeiten verschieben sich nach hinten (Loneragan et al. 1980). Die sp/7-Mutanten zeigten
in allen untersuchten Tagesldngen eine signifikant spitere Entwicklung zum reproduktiven
Wachstum (Tab. 3.2.1-3.2.3). Ein Grofteil der Pflanzen konnte sogar gar nicht in die
reproduktive Phase eintreten. Sobald mit Kupfer gediingt wurde, konnten alle Pflanzen wieder
blithen und Samen produzieren und auch die Bliitezeiten sind denen vom Wildtyp und der
komplementierten Linie wieder ndher (Tab. 3.2.1-3.2.3).

Besonders auffillig beim Sprieen und Blithen war nicht nur die zeitliche Verzogerung dieser
beiden Vorginge, sondern auch die Reduktion in der Anzahl der Rosettenblitter. So
brauchten sp/7-1 und -2 Pflanzen zum Beispiel im KT 1/3 ldnger fiir die sichtbare

Entwicklung von Anzeichen der reproduktiven Phase und stellten in dieser Zeit deutlich
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weniger Rosettenblétter her. Sémtliche phénotypischen Unterschiede wurden in den
komplementierten spl/7-2 Pflanzen fast vollstindig aufgehoben und beweisen, dass die T-
DNA-Insertionen in SPL7 fiir den Phénotyp verantwortlich sind.

Die Standardabweichungen unterschiedlicher Entwicklungsparameter der Mutanten in den
verschiedenen Tagesldngen sind deutlich grofer als die vom Wildtyp oder der
komplementierten Linie, wenn sie ohne Kupferzusatz wuchsen (Tab.3.2.1-3.2.3). Erde ist an
sich keine homogene Substanz in der simtliche Stoffe gleichméBig verteilt sind, so dass rund
um die Wurzeln Unterschiede in der Néhrstoffkonzentration auftreten. Dadurch entstehen
Unterschiede in den pflanzenverfiigbaren Nahrstoffen jedes einzelnen Pflanzgefdf3es mit Erde.
Des Weiteren gibt es keine Moglichkeit, die Trays mit den Pflanzen absolut horizontal zu
stellen, um eine identische Bewésserung zu gewihrleisten. Diese Unterschiede hatten auf die
spl7-mutierten Pflanzen hdochstwahrscheinlich einen deutlich groBeren Einfluss, da die
Homdostase der Zellen schon im Kupferhaushalt gestort ist. Da die mangelnde Lignifizierung
des Xylems den Transport von Wasser vermutlich schon behindert, kommt somit ein weiterer
negativer Einfluss auf die Einzelpflanzen hinzu, gerade da Lignin auch gegen Austrocknung
aufgebaut wird (Hu et al. 2009).

Pflanzen, deren Wurzeln von mehr Osmocote Start Diingekiigelchen, ein Langzeitdiinger der
der Erde hinzugegeben wird, umgeben waren, hatten hochstwahrscheinlich einen Vorteil
gegeniiber den anderen und konnten deswegen besser wachsen. Dies ist mit einer der Griinde,
warum fiir die Farbungen und weiteren phénotypischen Analysen spdter auf das auf Agar
basierende Aufzuchtsystem umgestiegen wurde, da die Néhrstoffe in diesem Medium

wesentlich homogener verteilt sind.

Beim Vergleich der Prozentzahl der Pflanzen, die nach der Entwicklung eines erfolgreichen
Sprosses auf normaler Erde auch mindestens eine Bliite gedffnet haben, fillt auf, dass beim
KT, LT und LL die beiden untersuchten sp/7 Mutanten signifikant unter dem Wildtyp und der
komplementierten Linie liegen (Tab. 3.2.1-3.2.3). Die Prozentzahl der blithenden Mutanten
ohne Kupferzusatz war im Kurztag am geringsten (Tab. 3.2.1). 4. thaliana ist eine fakultative
Langtagpflanze und braucht unter Kurztag deutlich ldnger um in die reproduktive Phase
iiberzugehen (Tab. 3.2.1 und 3.2.2).

Die Tomaten-Mutante "Chloronerva" kann Kupfer nicht iiber NA-Komplexe transportieren.

Deswegen ist der Gehalt an Kupfer eines Organes geringer, je spéter es angelegt wurde (Curie
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et al. 2009). Somit kdnnte ein Ausbleiben des Offnens der Bliiten in der sp/7-Mutanten damit
zu erkldren sein, dass die Pflanzen zu geringe Kupfermengen besitzen, um das
Apikalmeristem zu versorgen. Im Langtag entwickeln sich deutlich weniger Blatter (Tab.
3.2.1 und 3.2.2) und die Pflanze beginnt deutlich frither zu sprieen als im Kurztag (Tab.
3.2.1 und 3.2.2), so dass eine hohere Kupfermenge in dem Apikalmeristem zu vermuten ist,
wodurch es mehr Pflanzen schaffen ihre Bliiten zu 6ffnen.

Ein deutliches Zeichen in dem Mutanten auf normaler Erde fiir die Unterversorgung der
Infloreszenzmeristeme in allen Tagesldngen ist das verfriihte Absterben des Apikalmeristems
und das Auswachsen sekundérer und tertidrer Spromeristeme, so dass ein buschiger Habitus
entsteht (Mengel et al. 2007). Dies wurde ebenfalls in den sp/7-Mutanten beobachtet (Ab.
6.6).

Ein weiteres Zeichen fiir Kupfermangel in Pflanzen ist das Aufrollen der Blatter,
moglicherweise um der Strahlung zu entgehen, da zum Beispiel gebildete Hydroxylradikale
nicht schnell genug entsorgt werden konnen (Mengel et al. 2007). Dies wurde auch unter
Dauerlicht im Wildtyp und den Mutanten beobachtet, wenn sie auf normaler Erde wuchsen
(ohne Abbildung). Durch die Zugabe der Kupfersulfat-Lsg. verschwand das Aufrollen der
Blitter. Dies ist ein Anzeichen dafiir, dass die von uns verwendete Erde einen leichten
Kupfermangel aufwies. Eine weitere Beobachtung war, dass unter KT der Wildtyp und die
komplementierte Linie frither sprieten und ihre erste Bliite 6ffneten, wenn das Tray mit
Kupfer gediingt wurde (Tab. 3.2.1). Dies wurde auch bei Kupfermangel in Freilandversuchen

an Getreide schon festgestellt (Loneragan et al. 1980).

4.4.3 Die Samenproduktion wird durch Kupfer beeinflusst

Die Samenproduktion sagt nicht nur etwas iiber die Fitness der Pflanze in einem bestimmten
okologischen System aus, sondern ist auch wichtig fiir die Ertragsmenge vieler Nutzpflanzen
in der Landwirtschaft. Die sp/7-Mutanten hatten, wenn die Erde nicht mit zusétzlichem
Kupfer gediingt wurde, deutlich geringere (LT: Tab. 3.2.5) bis gar keine (KT: Tab. 3.2.4)
Samen in ihren Schoten. Die Sterilitdt wiirde auch schon im Ausbleiben der Elongation und

Verdickung der Schoten deutlich (Abb. 3.2.1). Das Fehlen der Lignifizierung in den Antheren
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der Mutanten die auf 0,05 uM CuSO4-Agar wuchsen (Abb. 3.3.2 und 3.3.3), zusammen mit
dem Sterilidtsproblem auf normaler Erde (Tab. 3.2.4 und Tab. 3.2.5) und den sich nicht
offnenden Antheren der Bliiten (Abb. 3.2.1, 3.2.3 und 6.1) ergibt sich eindeutig das Bild einer
Sterilitdt, die aufgrund von fehlender Lignifizierung des Endotheciums auftrat, so dass es
nicht aufreilen konnte, um die Pollen freizugeben (Abb. 3.2.3 und 6.1). Diese mechanische
Form der Sterilitdt ist auch von anderen Mutanten bekannt die Defizite in der Lignifizierung
des Endotheciums zeigen (Yang et al. 2007).

Auch der Wildtyp und die komplementierte Linie zeigten unter Kurztag einen signifikanten
Unterschied, wenn man die Anzahl der Samen mit und ohne zusétzlichem Kupfer vergleicht
(Tab. 3.2.4 und 3-2-5). Dies konnte ein weiterer Hinweis auf einen leichten Kupfermangel in

dem verwendeten Boden sein.

4.5 Regulation von der Aktivitat von SPL7

Transkriptionsfaktoren regulieren, wie ihr Name schon sagt, die Transkription einzelner
Gene. Uber die Transkription ist es der Zelle moglich, ihre zelluliren Vorginge und ihre
Homdostase aufrechtzuerhalten oder auch kurz zu stéren, um dadurch Verdnderungen in sich
und ihrer Umgebung herbeizufiihren, wie zum Beispiel bei dem Anlegen von Primordien in
einem auswachsenden Meristem. Die Regulation von Transkriptionsfaktoren kann iiber ihre
Transkription, posttranslationale Verdnderungen, Import in bzw. Export aus den Nukleus oder
auch iiber Interaktionen mit andere Proteine erfolgen.

SPL7 wird, auf Grund gesammelter Affymetrix Athl-Array Expression Daten, welche in

offentlich zuginglichen Datenbanken wie Genevestigator (www.genevestigator.com)

analysiert werden konnen (Abb. 6.4), besonders hoch in Pollen, im Xylem und bei der
Differenzierung von GefiaBelementen exprimiert. SPL7 ist aber auch immer in allen anderen
Geweben exprimiert. In dem A. thaliana eFP-Browser (http: /www.bar.utoronto.ca/; (Winter

et al. 2007)) ergibt sich ein dhnliches Bild (Abb. 6.5). SPL7 wird in allen Geweben leicht

transkribiert und ist besonders hoch in reifen Pollen, Xylem und den unteren

Stangelabschnitten (Abb. 6.5; B, E und G).
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Aus den Solexa-Daten geht eindeutig hervor, dass die Menge SPL?7 bei Bedarf nicht durch die
Kontrolle der Expression bestimmt wird (Tab. 3.4.1). Die Expression von SPL7 kann in
verschiedenen Geweben unterschiedlich sein (Abb. 6.4 und 6.5), bleibt aber bei
unterschiedlichen Bedingungen, wie zum Beispiel Kupfermangel, im gleichen Gewebe (Tab.
3.4.1) konstant. Auch die Transkription von CRR1, dem Ortholog fiir die Kupfer-Homdostase
in Chlamydomonas, andert sich nicht bei Kupfermangel (Kropat et al. 2005). Somit ist fiir die
Regulation der Aktivitdit von SPL7 wahrscheinlich ein Schritt nach der Transkription
verantwortlich. In SPL7 gibt es konservierte Doménen, die die Aktivitit von SPL7
posttranslational beeinflussen konnten. In dieser Richtung wurde noch nicht viel geforscht, sie
gibt aber Aufschluss iiber mogliche Regulationsmechanismen und daraus folgende

Forschungsansitze, um diese zu tiberpriifen.

4.5.1 Mogliche Regulation von SPL7 iiber die DNA-Bindung

Die SBP-Box bindet an die DNA iiber zwei Zinkfinger, wovon der erste fiir die Stabilitdt der
Konformation der SBP-Box zustindig ist und der zweite fiir die Spezifitit der DNA-Bindung
(Yamasaki et al. 2006). Der erste Zinkfinger von SPL7 hat anstelle des konservierten
Histidins ein weiteres Cystein und unterscheidet sich damit von allen anderen SPL-Proteinen
(Yamasaki et al. 2004). Da aus ersten Untersuchungen der Doppelmutanten sp// spli2 und
spl14 spll6 nicht ein den spl/7-Mutanten dhnlicher Phdnotyp hervorgegangen ist (Daten
werden nicht gezeigt), konnte der Unterschied der Aktivitat dieser Untergruppe von SPL-
Genen in der Bindung der Kofaktoren liegen. Es wurde gezeigt, dass die Konformation der
Aminosduren fiir die Bindung des Kofaktors beim Austausch des Zinkions gegen ein
Kupferion von tetraedisch zu planar wechselt (Yamasaki et al. 2006). Durch diese
Konformationsinderung wird hdchstwahrscheinlich eine Anderung der Zinkfingerform
bewirkt, so dass SPL7 nicht mehr an die DNA binden kann. Dies konnte eine Moglichkeit fiir
die Regulierung von SPL7 Aktivitét sein, wobei seine Aktivitdt umgekehrt proportional wére

mit der Konzentration an Kupfer in den Zellen.
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4.5.2 Mogliche Regulation von SPL7 iiber eine Transmembran-Doméne

In A. thaliana werden 85 Transkriptionsfaktoren mit einer Transmembran-Doméne
vorhergesagt, darunter auch SPL7 (Kim et al. 2009). Transmembran-Transkriptionsfaktoren
(TMF) haben eine Transmembran-Domine, iiber die sie in einer Membran verankert sind
(Zupicich et al. 2001). Erst nach der proteolytischen Spaltung von dieser Doméne konnen sie
in den Zellkern wandern und ihre Funktion als Transkriptionsfaktor erfiillen. Diese
Membrandominen sind hdufig mit destabilisierenden Aminoséuren wie Glycin oder Prolin
versetzt, um die Proteolyse aus der Membran zu ermdglichen bzw. zu erleichtern (Seo et al.
2008). Einen Transkriptionsfaktor in einer inaktiven Form zu synthetisieren hat fiir die Zelle
den Vorteil, dass sie, durch das proteolytische Aktivieren des TMFs, sehr schnell auf
Anderungen reagieren kann. Beispiele finden sich in der Pathogenabwehr wie zum Beispiel
der TMF NTL6, der bei der Salizylsdure vermittelten Pathogenabwehr gegen Bakterien eine
Rolle spielt (Kim et al. 2007). Bei abiotischen Stress wie zum Beispiel einer zu hohen

Salzkonzentration wird bZIP17 aktiviert (Liu et al. 2007).

Es gibt zwei verschiedene Wege die TMFs mit einer Transmembran-Doméne aus der

Membran zu schneiden:

1) RUP (Regulated Ubiquitin/proteasome-dependent Processing): Der TMF héngt in der
Membran und es werden durch eine Ligase Ubiquitin-Einheiten angehéngt. Danach dockt das
Proteasom an, schneidet den Transkriptionsfaktor von dem ihn in der Membran verankernden
Stiick ab und verdaut den in der Membran iibrig gebliebenen Rest (Chen et al. 2008; Hoppe et
al. 2001; Seo et al. 2008). Ein Beispiel von ein iiber RUP regulierten TMF ist NTL6 (Kim et
al. 2007).

2) RIP (Regulated Intermembrane Proteolysis): Der Transkriptionsfaktor ist iiber zwei
verschiedene Transmembran-Domédnen verankert und muss zuerst durch die erste Protease
(S1P: Site-1-Protease) geschnitten werden, bevor die S2P (Site-2-Protease) den letzten Schnitt
fiir die Befreiung des Transkriptionsfaktors vollfilhren kann. Fiir die unterschiedlichen
Proteasen muss der Transkriptionsfaktor meistens in verschiedene Organelle iiber Vesikel

transportiert werden (Chen et al. 2008; Hoppe et al. 2001; Kinch et al. 2006; Seo et al. 2008).
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Ein Beispiel A. thaliana wo ein RIP Mechanismus eine Rolle spielt in ist die Aktivierung von

bZIP17 (Liu et al. 2007).

Ob SPL7 tatsdchlich ein Membran-gebundener Transkriptionsfaktor ist bleibt unklar.
Bisherige Versuche Konstrukte mit einer Fusion von SPL7 und einem fluoreszenten Marker
(Abb. 3.1.5 und 3.1.6) haben keine Lokalisation von SPL7 in der Pflanzenzelle ermoglicht.
Allerdings konnten die Konstrukte, wenn sie stabil in A. thaliana inseriert wurden, den
Phénotyp der sp/7-Mutante retten, so dass die Sterilitit und das verlangsamte Wachstum der
Wurzeln und gesamten Pflanze wieder aufgehoben wurde (Abb. 3.1.5 und 3.1.6).

Da TMF héufig fiir schnelle Reaktionen auf Stressfaktoren eingesetzt werden, ist es fiir die
Zelle essentiell, die Halbwertzeit von der aktivierten Form so gering wie moglich zu halten,
um optimal und schnell auf Veridnderungen reagieren zu kdnnen (Seo et al. 2008). Auch die
inaktive, in der Membran verankerte Form des Transkriptionsfaktors ist oft einem schnellen
Abbau unterlegen (Seo et al. 2008). Dies konnte den bis jetzt erfolglosen Nachweis mit den
erzeugten SPL7-GFP-Fusions-Konstrukten (Abb. 3.1.5 und 3.1.6) iiber das Gewebe und wo
in der Zelle SPL7 hingt erkldren. Es mussten teilweise Cocktails von unterschiedlichsten
Proteasom-Inhibitoren eingesetzt werden, um den Abbau und das Schneiden von TMFs aus
der Membran zu verlangsamen (Seo et al. 2008).

Eine so schnelle Verdnderung der Kupferkonzentration im Boden, die eine derart schnelle
Reaktion der Zellen darauf rechtfertigen wiirde, ist unwahrscheinlich. Allerdings sind die fiir
den Import von Kupfer in die Zellen verantwortlichen Transporter in der Plasmamembran
verankert und eine direkte Interaktion von SPL7 mit diesen Transportern ist nicht
auszuschlieen. Des Weiteren ist SPL7 an der Regulation vieler Enzyme beteiligt, die ROS
abbauen (Yamasaki et al. 2009). Lichtintensitidten konnen sich schnell verdndern (wie zum
Beispiel durch Wolken) und auch weitere Stressfaktoren (wie Wasser oder
Kohlenstoffdioxyd) konnen zu reaktiven Sauerstoffspezies bei der Photosynthese fiihren
(Scheibe et al. 2005). Aufgrund der hohen Reaktivitit dieser Radikale ist es fiir die Pflanze
unverzichtbar sie so schnell wie moglich zu entfernen (Yamasaki et al. 2007), dies konnte
eine Verankerung von SPL7 als TMF in der Membran fiir eine schnelle Reaktion auf ROS

erklaren.
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4.6 SPL7 ist essentiell fir die Aufrechterhaltung der Kupfer-

Homoostase — immer noch offene Fragen —

Der SBP-Box Transkriptionsfaktor SPL7 ist der Hauptschalter fiir die Kupfer-Homdoostase
(Yamasaki et al. 2009). Die sp/7 Mutante ist allem Anschein nach blind gegeniiber
Kupfermangel. Sie erhoht weder die entsprechenden Transporter fiir den hochaffinen und
exklusiven Import von Kupfer (COPTI und COPT2) noch geht sie an die Kupferreserven der
Zelle (CSDs und CCS) oder exprimiert analoge Enzyme mit einem anderen Kofaktor als
Kupfer (FSDI) noch sorgt sie fiir einen erhéhten Transport von Kupfer in der Pflanze (YSLs
und CCH). Doch nicht alle Aspekte der Kupfer-Homdostase konnen durch die SPL7 Funktion
erklirt werden.

Interessanterweise geben die sp/7 mutanten Pflanzen ein Hinweis auf einen zweiten
Regulationsmechanismus fiir Kupfermangel der unabhéngig von SPL7 funktioniert. Unter
Kupfermangel wurde in den sp/7 Mutante, im Gegensatz zum Wildtyp, COPT4
runterreguliert. COPT-Transporter agieren als Trimere beim Import von Kupfer und COPT4
fehlt das Bindemotiv fiir Kupfer, so dass es als Inhibitor funktionieren konnte (Penarrubia et
al. 2009). Da dieser Mechanismus nur in der sp/7 Mutante und nicht im Wildtyp aktiviert
wurde, konnte es moglich sein, dass dieser Mechanismus erst greift, wenn der in der Pflanze
gespeicherte Kupfer knapp wird und nicht mehr ausreicht. Es bleibt die Frage offen, ob die
Transkription von COPT4 in Wildtyp-Wurzeln unter Kupfermangel ebenfalls abfillt, wenn
die Pflanzen bereits Samen angesetzt haben. Hier konnten einjdhrige und mehrjdhrige
Pflanzen sich unterscheiden da einjéhrige Pflanzen die erforderlichen Nihrstoffe, falls diese
nicht iiber die Wurzel aufgenommen werden konnen, aus seneszierenden Geweben beziehen

konnten.

Ungeklért ist auch die relativ hohe Expression von SPL7 in Pollen.

Pollen stehen nicht mit den sie umgebenden Zellen durch Plasmodesmata in Verbindung und
sind darauf angewiesen, dass sie Kupfer durch Transporter aus ihrer Umgebung aufnehmen
(Burkhead et al. 2009). Wéhrend der Pollenentwicklung sind verschiedene COPT-Transporter
aktiv, unter anderem auch COPTI und COPT2, die unter der Kontrolle von SPL7 in den
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untersuchten Geweben bei Kupfermangel aktiviert wurden. Da SPL7 in allen Pollenstadien
und in den Pollenschlduchen exprimiert ist (Abb. 6.4 und 6.5), wire es interessant zu
untersuchen, welche Rolle SPL7 in der Pollenentwicklung und Keimung spielt. Falls SPL7
fiir die Transkription der unterschiedlichen COPTs direkt verantwortlich ist, wéren Pollen ein
gutes Gewebe, um nach Interaktionspartnern fiir SPL7 zu forschen. Es wére zu untersuchen
inwieweit SPL7 direkt an die Promotor der COPT-Gene bindet und welche Partner bei der
Bindung die Sperzifitit ausmachen, um in den verschiedenen Pollenstadien die richtigen
COPTs zu exprimieren.

Wie oben bereits erwidhnt ist ein wichtiger aber weiterer bis jetzt noch ungeklirter Aspekt die
Regulation von SPL7 und damit der Mechanismus wie die Pflanze den Kupfermangel in sich
und ihren Zellen erfasst. Uber die Verwendung der bereits vorhandenen transgenen Pflanzen
die SPL7, mit einem GFP angehingt, exprimieren und verschiedene Proteasom- und
Metalloprotease-Inhibitoren, konnte man diese und den Mechanismus, mit dem SPL7 von der
Membran geschnitten wird, nachweisen. Auflerdem konnten Konstrukte, die ein Reportergen
und nur die Transmembran-Doméine enthalten, Auskunft iiber die Membran in der SPL7
verankert ist geben.

Die Kupfer-Homoostase in Pflanzen ist ein sehr interessanter Forschungsbereich, in dem in
den letzten Jahren viele neue Erkenntnisse verdffentlicht wurden, so dass fiir die grobe
Aufnahme und Regulation von Kupfer mittlerweile ein sehr gutes Model vorhanden ist.
Nichtsdestotrotz bleiben immer noch viele Fragen offen wobei deren Beantwortung weitere

Untersuchungen an SPL7 und dessen Mutanten sehr Hilfreich sein kdnnte.
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Abb. 6.1: Bliiten vom Wildtyp und den beiden T-DNA-Insertionsmutanten sp/7-1 und sp/7-2, die auf
normaler Erde unter Langtag gewachsen sind. Die Bliiten der Mutanten haben sich erst beim
Austrocknen gedffnet. Die vorderen Petalen wurden jeweils entfernt, um den Blick in die Bliite
freizugeben. Der Balken entspricht 1mm.

Col-0 spl7-1 spl7-2_CA1

Abb. 6.2: Durchlichtbilder und entsprechendes Fluoreszenzbilder der Wurzeln von 10 Tage alten
Keimlingen die auf 1/2xx MS-mit 0,05 uM CuSO, gewachsen sind und mit basischem Fuchsin geférbt
wurden. Diese Bilder umfassen den Bereich, der in Abb.3.3.4 vergroflert wurde. Die Fluoreszenzbilder
sind aus 20 verschiedenen Ebenen zusammengesetzt. Der Balken entspricht 600pum.
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spl7-2_C1

Abb. 6.3: Durchlichtbilder und entsprechende Fluoreszenzbilder der Wurzeln von 10 Tage alten
Keimlingen, die auf 1/2x MS-Medium mit Spm CuSO,4 gewachsen sind und mit basischem Fuchsin
gefarbt wurden. Diese Bilder umfassen den Bereich, der in Abb.3.3.5 vergroBert wurde. Die
Fluoreszenzbilder sind aus 20 verschiedenen Ebenen zusammengesetzt und umfassen den Bereich, der
in Abb.3.3.5 vergroBert wurde. Der Balken entspricht 600pum.
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Tab. 6.1: Restliche bekannte Transporter und Proteine, die fiir die Kuper-Homoostase wichtig sind,
aber einen hoheren FDR als 2% haben und nicht in Tab. 3.4.1 aufgelistet sind.

FDR FDR
Rosette / WT WT- spl7 spl7-| WT spl7
AGI-Code |\ el Name +Cu Cu +Cu Cu +/- \i\l/‘_l’ +/- sf/l_7
AT2G37925 R COPT4 0,9 0,7 0,8 0,2 1,36 0,51 4,14 0,23
AT5G20650 R COPT5 55,7 545 614 510 1,02 0,54 1,20 0,02
AT5G20650 w COPT5 128,1 121,1 119,2 104,5| 1,06 0,11 1,14 0,10
AT2G26975 w COPT6 0,2 0,2 0,1 04| 0,88 0,31 0,26 0,19
AT5G18100 w CSD3 3,8 3,6 3,5 4,1 1,06 0,30 0,84 0,50
AT1G66340 R ETR1 23,8 228 23,7 290| 1,04 0,60f 0,82 0,05
AT1G01590 R FRO1 0,9 0,1 0,6 0,5 9,03 0,02 1,09 0,49
AT1G01590 w FRO1 0,1 0,1 0,1 0,1 1,00 0,32 1,00 0,46
AT1G01580 R FRO2 3,7 5,7 5,3 7,2 065 0,20( 0,74 0,17
AT5G23980 R FRO4 6,2 53 6,5 6,8 1,17 0,39 0,95 0,49
AT5G49740 w FRO7 0,1 0,1 0,1 0,1 1,00 0,32 1,00 0,46
AT5G50160 w FROS8 1,5 2,7 3,3 3,2l 0,56 0,02 1,01 0,50
AT5G51100 R FSD2 16,4 129 11,2 10,9 1,27 0,21 1,03 0,49
AT5G51100 w FSD2 3,9 29 29 39 1,34 0,14 0,75 0,40
AT5G23310 w FSD3 146 114 119 126] 1,28 0,02( 0,95 0,28
AT4G37270 w HMA1 23,8 18,3 22,6 18,3] 1,30 0,04 1,24 0,23
AT4G30120 R HMA3 0,1 0,1 0,9 0,1 1,00 0,55 8,67 0,05
AT4G30120 w HMA3 12,2 10,8 152 13,9 1,13 0,19 1,10 0,38
AT1G63440 R HMAS5 4,6 4,5 4,5 3,5/ 1,03 0,61 1,26 0,36
AT4G33520 R HMAGB/PAA1 12,2 9,5 12,7 9,6/ 1,29 0,21 1,32 0,16
AT4G33520 w HMAGB/PAA1 2,8 4,7 6,2 3,5/ 0,60 0,02 1,76 0,23
AT5G21930 R HMAS8/PAA2 266 204 31,0 279| 1,30 0,03 1,11 0,28
AT4G19680 R IRT2 0,1 0,4 0,1 0,2] 0,23 0,28{ 0,55 0,38
AT1G60960 R IRT3 10,8 149 144 151 0,73 0,08 0,96 0,49
AT1G76100 w PETE2 0,2 0,1 0,1 0,4 2,22 0,15 0,23 0,19
AT3G17650 w YSL5 358 41,3 459 39,8 0,87 0,01] 1,15 0,11
AT3G27020 R YSL6 53,2 491 47,3 425 108 0,39] 1,11 0,14
AT3G27020 w YSL6 31,0 26,7 310 288 1,16 0,12] 1,08 0,50
AT1G65730 w YSL7 5,7 5,5 6,7 74 1,03 0,23( 0,90 0,32
AT1G48370 w YSL8 12,2 12,8 154 124| 0,96 0,20f 1,24 0,41
AT3G12750 R ZIP1 116 106 119 9,7 1,09 0,50 1,23 0,26
AT3G12750 W ZIP1 11,0 11,3 11,5 10,5 098 0,27{ 1,10 0,19
AT5G59520 R ZIP2 0,2 1,5 0,1 0,1 0,16 0,02 1,37 0,48
AT2G32270 R ZIP3 1,2 2,0 1,3 1,4 0,62 0,33] 0,93 0,49
AT1G10970 R ZIP4 13,5 10,6 17,0 12,2) 1,28 0,16 1,39 0,02
AT1G10970 wW ZIP4 7,3 4,8 6,6 49| 1,50 0,04 1,35 0,11
AT1G05300 R ZIP5 8,7 7,3 7,3 50 1,19 0,33 1,46 0,13
AT1G05300 W ZIP5 9,3 7,4 4,7 3,5 1,27 0,22 1,34 0,50
AT2G30080 R ZIP6 4,2 3,1 5,7 50 1,38 0,24 1,15 045
AT2G30080 W ZIP6 13,1 12,2 16,5 11,3[ 1,07 0,25 1,46 0,02
AT2G04032 R ZIP7 4,2 2,7 3,0 24 155 0,21 1,26 0,40
AT2G04032 W ZIP7 0,1 0,1 0,4 0,1 1,00 0,32 3,57 0,29
AT5G45105 R ZIP8 0,1 0,1 0,1 0,2 1,00 0,55 0,76 0,49
AT5G45105 W ZIP8 1,5 1,6 4,2 2,3] 0,96 0,27 1,81 0,18
AT4G33020 R ZIP9 0,1 0,8 0,5 0,7 0,13 0,08 0,74 0,49
AT4G33020 W ZIP9 5,1 7,2 4,8 2,5 0,71 0,08 1,97 0,09
AT1G31260 R ZIP10 0,1 0,1 0,1 0,1 1,00 0,55/ 1,00 0,49

Von links nach rechts: Gen-Zuordnung nach dem AGI-Code; Gewebe: R: Rosette; W: Wurzel;
Expressionsdaten in reads per Million von Wildtyp mit und ohne Kupfer; Verhéltnisse von Wildtyp
und spl7-2 zwischen + und —Cu und Statistik; Rot: Verhéltnis um den Faktor 2 gedndert; FRD: False
Discovery Rate
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Tab. 6.2: Die restlichen Enzyme der Phenylpropanoid-Biosynthese, die einen groferen FDR als 2%
haben und nicht in Tab. 3.4.2 aufgelistet sind.

log10 FDR

Rosette / WT WT WT WT

AGI-Code | Wurzel Name +Cu Cu +/- +/-
AT4G05160 R 4-coumarate-CoA ligase 61,0 66,8 0,91 0,39
AT4G05160 W 4-coumarate-CoA ligase 64,0 60,5/ 1,06 0,03
AT4G19010 R 4-coumarate-CoA ligase family protein 10,3 7,3 1,41 0,17
AT4G19010 W 4-coumarate-CoA ligase family protein 11,7 11,70 1,00 0,28
AT5G38120 R 4-coumarate-CoA ligase family protein 50 3,1 1,60 0,10
AT5G38120 W 4-coumarate-CoA ligase family protein 0,1 0,1 1,00 0,32
AT5G63380 R 4-coumarate-CoA ligase family protein 17,6 16,6] 1,06 0,47
AT5G63380 W 4-coumarate-CoA ligase family protein 10,9 10,6] 1,02 0,22
AT1G20490 R 4-coumarate-CoA ligase-like identical 14,0 10,01 1,40 0,11
AT1G20490 W 4-coumarate-CoA ligase-like identical 6,8 7,5 0,91 0,19
AT1G20510 R 4-coumarate-CoA ligase-like identical 120,4 119,6] 1,01 0,47
AT1G20510 W 4-coumarate-CoA ligase-like identical 52,7 56,8 0,93 0,12
AT1G62940 R 4-coumarate-CoA ligase-like identical 0,1 0,1 1,00 0,55
AT1G62940 W 4-coumarate-CoA ligase-like identical 0,2 0,2] 1,09 0,28
AT1G09500 R CAD family 13,4 17,5] 0,77 0,18
AT1G67990 W caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase 0,1 0,4 0,29 0,06
AT1G67990 R caffeoyl-CoA O-methyltransferase identital 0,1 0,11 1,00 0,55
AT2G23910 R cinnamoyl-CoA reductase-related 34 43| 0,79 0,44
AT4G30470 R cinnamoyl-CoA reductase-related 23,6 31,01 0,76 0,03
AT4G30470 W cinnamoyl-CoA reductase-related 9.1 8,6] 1,07 0,17
AT5G14700 R cinnamoyl-CoA reductase-related 18,1 13,3 1,37 0,04
AT5G14700 W cinnamoyl-CoA reductase-related 47 4,0 1,19 0,26
AT1G09490 R cinnamyl-alcohol dehydrogenase family similar | 37,0 37,6/ 0,99 0,48
AT1G09490 W cinnamyl-alcohol dehydrogenase family similar 9,6 9,6/ 1,00 0,30
AT1G09500 W cinnamyl-alcohol dehydrogenase family similar 0,1 0,1 1,00 0,32
AT1G09510 R cinnamyl-alcohol dehydrogenase family similar 0,1 0,1] 1,00 0,55
AT1G09510 W cinnamyl-alcohol dehydrogenase family similar 0,1 0,2] 0,49 0,19
AT2G23910 W cinnamyl-alcohol dehydrogenase family similar 1,5 1,11 1,30 0,14
log10 FDR

Rosette / WT WT -| spl7 spl7

AGI-Code | Wurzel Name +Cu Cu +/- +/-
[AT4G05160 R 4-coumarate-CoA ligase 61,0 66,8 0,96 0,41
AT4G05160 W 4-coumarate-CoA ligase 64,0 60,5 1,03 0,41
AT4G19010 R 4-coumarate-CoA ligase family protein 10,3 7,3] 0,70 0,10
AT4G19010 W 4-coumarate-CoA ligase family protein 11,7 11,7 0,90 0,50
AT1G20480 R 4-coumarate-CoA ligase-like identical 06 09 2,19 0,36
AT1G20480 W 4-coumarate-CoA ligase-like identical 1,9 39| 1,26 0,39
AT1G20490 R 4-coumarate-CoA ligase-like identical 14,0 10,0/ 0,80 0,12
AT1G20490 W 4-coumarate-CoA ligase-like identical 6,8 75| 1,40 0,14
AT1G20510 R 4-coumarate-CoA ligase-like identical 120,4 119,6] 0,89 0,04
AT1G20510 W 4-coumarate-CoA ligase-like identical 52,7 56,8 0,92 0,13
AT1G62940 R 4-coumarate-CoA ligase-like identical 0,1 0,1 0,76 0,49
AT1G62940 W 4-coumarate-CoA ligase-like identical 0,2 0,2] 3,57 0,29
AT1G67990 W caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase 0,1 04| 2,72 0,17
AT1G67990 R caffeoyl-CoA O-methyltransferase identital 0,1 0,11 0,76 0,49
AT5G14700 R cinnamoyl-CoA reductase-related 18,1 13,3 0,77 0,15
AT5G14700 W cinnamoyl-CoA reductase-related 47 4,0] 1,53 0,23
AT1G09490 R cinnamyl-alcohol dehydrogenase family similar | 37,0 37,6/ 1,09 0,42
AT1G09490 W cinnamyl-alcohol dehydrogenase family similar 9,6 9,6] 0,98 0,50

Von links nach rechts: Gen-Zuordnung nach dem AGI-Code; Gewebe: R: Rosette; W: Wurzel;

Expressionsdaten in reads per Million von Wildtyp mit und ohne Kupfer; Verhédltnisse von Wildtyp
und spl7-2 zwischen + und —Cu und Statistik; Rot: Verhéltnis um den Faktor 2 gedndert; FRD: False
Discovery Rate
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Tab. 6.3 Gene, die an der Nicotianamin-Biosynthese beteiligt sind

WT WT spl7 spl7 WT spl7-2

AGI-Code | Gewebe Name +Cu  -Cu +Cu -Cu - FDR /- FDR
AT5G04950(W NA synthase| 42,0 31,0 51,7 729 1,36 0,01] 0,71 0,00
AT5G56080(R NA synthase| 0,1 0,1 0,1 0,2l 1,00 0,60[ 0,76 0,49
AT1G56430|W NA synthase| 6,6 4.1 5,1 6,3] 162 0,07[ 0,81 0,29
AT1G09240(R NA synthase] 19,6 328 154 17,1] 0,60 0,00/ 0,91 0,47
AT1G09240|W NA synthase| 0,1 0,1 0,1 0,1 1,00 0,33 1,00 0,46
AT5G56080|W NA synthase| 7,2 46 139 122 1,55 0,10 1,14 0,50
AT5G04950(R NA synthase|] 48,6 429 783 40,71 1,13 0,16] 1,93 0,00
AT1G56430|R NA synthase| 24,3 259 36,6 13,6/ 0,94 046 268 0,00

Von links nach rechts: Gen-Zuordnung nach dem AGI-Code; Gewebe: R: Rosette; W: Wurzel;
Expressionsdaten in reads per Million von Wildtyp mit und ohne Kupfer; Verhéltnisse von Wildtyp
und spl7-2 zwischen + und —Cu und Statistik; Rot: Verhéltnis um den Faktor 2 gedndert; FRD: False
Discovery Rate
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Abb. 6.4: Expressionsdaten von der Webseite www.genevestigator.com flir das Gen SPL7
AT5G18830. Besonders hoch ist die Expression in Pollen, Xylem und Zellkulturen sich
differenzierender Leitbiindelgewebezellen.
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Abb 65 Express10nsdaten ﬁlr At5g18830 249960_at Arabidopsis eFP Browser at bar utoronto.ca

das Gen SPL7 AT5G18830 aus / ' Winter et al., 2007. PLoS One 2(8): €718
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Abb. 6.6: Eine spl7-2-mutante Pflanze, die fiir 50 Tage unter Langtag auf normaler Erde (ohne
Kupferdiingung) gewachsen ist.
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7 AbKkiirzungen

Abkiirzung |Bedeutung Abkiirzung |Bedeutung

uM micromolar KT Kurztag

pum Micrometer LAC LACcase

A. thaliana |Arabidopsis thaliana LL Dauerlicht

Abb. Abbildung LT Lantag

AP1 APetalal mg Milligramm

ATX1 Arabidopsis homolog of anTi-oXidant! min Minute

BCS BathoCuproine Sulphonate MIR mikroRNA

bp Basenpaare mM millimolar

CCH Copper CHaperone MS-Medium [Murashige und Skoog Medium

ccs gi:frl:;; SCehaperone for Superoxide NA Nicotianamine

COPT COPper Transporter NASC Nottingham Arabidopsis Stock Centre

CRR1 Copper Response Regulator 1 nm Nanometer

CSD Cu-Zn-Superoxid-Dismutase PAA P-type ATPAse

-Cu Kupfermangelbedingung PC PlastoCyanin

+Cu optimale Kupferbedingungen PCR Polymerasekettenreaktion

Cu+ positiv geladenes Kupferion PETE Plastocyanin

Cu2+ zweifach positiv geladenes Kupferion ppde Posterio‘r Probability of Different
Expression

CuRE Cu Response Element PSI Photosystem 1

CuSO4 Kupfer-(II)-sulfat Pentahydrat RIP Regulated Intermembrane Proteolysis

DNA DesoxyriboNucleic Acid RNA RiboNucleic Acid

ETR1 EThylen Response factor 1 RUP g:f;:g:i l}ﬂ)()lz]:sl:lirrll/gproteasome-

FDR False Discovery Rate S Sinapylalkohol

Fe Eisen SBP Squamosa promotor Binding Protein

Fe2+ zweifach positiv geladenes Eisenion SOD SuperOxid-Dismutase

Fe3+ dreifach positiv geladenes Eisenion SPL i?l?:mosa promotor binding Protein

FRO Ferric Reduction Oxidase spl7-2 Cl1 Eg;rrllglee;nentlerte Linie von spi7-2

FSD Fe-Superoxid-Dismutase SQUA SQUAmosa

G Coniferylalkohol Tab. Tabelle

h Stunde TT10 Transparant Testal0

H Coumarylalkohol WT Wildtyp

H20 Wasser YSL Yellow Stripe Like

HMA Heavy Metal ATPase ZIP ZRT-/IRT-like Protein

IRT Iron Regulated Transporter Zn2+ zweifach positiv geladenes Zinkion
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7.1 Verwendete Oligos

Name Sequenz 5'-3'

ST35 GCTGGAGGGCTATATCCGCCCAGG
ST74 CGCAGACAACTTTGTCTCTGTTACAGG
SH521 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT

AG04 CATGTAGAAGCCTCACGTCGCAGTC
AG17 GTAGGTTGTAGTCTCGAGATATGCTC
AG112 CAGTGCCGATTTCTCAATCC

AG105 GTACCTGTGACTGCGACGTG

AG106 GCCGCTATCTGGTGAACAGT

SH286 TAACGTGGCCAAAATGATGC

SH287 GTTCTCCACAACCGCTTGGT
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