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Kurzzusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Aspekte der Flavonoidbiosynthese in Arabidopsis
thaliana mittels Promotorstudien sowie durch die Charakterisierung von transparent-testa-Mutanten
untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dal der ##6-Lokus das F'3H-Gen enthilt. Damit stehen nun Mutanten fiir
alle Schritte der Biosynthese der Flavonole zur Verfligung. Aus vorangegangenen Arbeiten war
bekannt, daBl die an diesem Stoffwechselweg beteiligten Gene nach Bestrahlung mit UV-haltigem
Weillicht koordiniert exprimiert werden. Diese Lichtinduktion wird bei CHS, CFI und FLS durch ein
ACGT-Element und ein MYB-Erkennungselement im Promotor vermittelt. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrte Untersuchung des F3H-Promotors zeigte, da3 dieser eine andersartige Struktur aufweist,
fiir die Lichtinduktion der F3H-Expression jedoch die gleichen cis-Elemente bendtigt. Die Beteiligung
gleicher cis-Elemente an der Lichtinduktion aller untersuchten Gene spricht dafiir, da deren
Expression durch die gleichen trans-Faktoren reguliert wird.

Weiterhin konnte mit #¢/5 eine neue A. thaliana Mutante charakterisiert werden. In vegetativen
Teilen dieser Mutante waren die Expression von Genen der Flavonoidbiosynthese sowie die Gehalte an
Flavonoiden gegeniiber dem Wildtyp unverdndert. ¢#/5-Samen dagegen enthielten im Vergleich zum
Wildtyp deutlich weniger Cyanidin und Quercetin. Das spricht dafiir, da3 das in dieser Mutante defekte
Gen fiir einen samenspezifischen Regulator der Flavonoidbiosynthese oder fiir ein Enzym der Synthese
kondensierter Tannine kodiert.

In den Samen der ##/-Mutante fehlte Cyanidin vollstindig. Mit Hilfe einer A4. thaliana Linie, die
eine Insertion eines Transposons am ft/-Lokus trug, konnte das 77/-Gen isoliert werden. Die
Identitdt dieses Gens wurde durch Komplementation der ##/-Mutation bestétigt. Mittels RT-PCR und
Promotor-GUS-Fusionen konnte gezeigt werden, da3 771 vorwiegend in den Samenanlagen bestdubter
Bliiten und sich entwickelnder Schoten exprimiert wird. Die Uberexpression von TT! in A. thaliana
fiihrte zu vielfiltigen schweren Verdnderungen in der Morphologie der Pflanzen. Die abgeleitete
Aminosduresequenz von TT1 enthélt zwei Zinkfinger-Motive. Strukturen dieser Art konnen DNA
binden oder Protein-Protein Interaktionen vermitteln. Da fiir ein TT1-GFP-Fusionsprotein eine
Lokalisation im Zellkern nachgewiesen werden konnte, kann angenommen werden, da} es sich bei
TT1 um ein Protein mit regulatorischer Funktion handelt.

Mittels Datenbankrecherchen konnten weitere pflanzliche Sequenzen identifiziert werden, die
Zinkfinger-Motive mit hoher Ahnlichkeit zu TTI1 aufweisen. Sie alle enthalten eine neuartige
Kombination aus einem C2H2- und einem C2HC-Zinkfinger-Motiv. Die TT1-dhnlichen Proteine
bilden somit eine neue Familie von Zinkfinger-Proteinen, denen mdglicherweise eine wichtige Rolle

bei der Regulation pflanzlicher Entwicklungsvorginge zukommt.



Abstract

In this work various aspects of flavonoid biosynthesis in Arabidopsis thaliana were investigated
using promoter studies and the characterisation of transparent testa mutants.

In a first project the t#6 locus was shown to encode the F3H gene. With this finding mutants for
all steps of flavonol biosynthesis are now available. The genes involved in this pathway had been
shown to be co-ordinately expressed upon irradiation with UV containing white light. In the cases of
CHS, CFI and FLS light induction was found to be mediated via an ACGT containing element and a
MYB recognition element in the respective promoters. Analysis of the F3H promoter carried out in
this work, revealed a different overall structure of this promoter but a requirement for the same cis
elements for light inducibility. The fact that all genes tested rely on the same cis elements for light
induction indicates that the same trans acting factors might be involved in controlling their
transcription.

Another project was the characterisation of #/5, a new mutant of 4. thaliana. Mutant plants were
shown to be unaltered in flavonoid biosynthesis gene expression as well as end product accumulation
in vegetative parts when compared to wild type. Cyanidin and quercetin accumulation however was
significantly reduced in mutant seeds indicating a defect in seed specific regulation of flavonoid
biosynthesis or an enzymatic step leading to the formation of condensed tannins.

The #I mutant was confirmed to be seed specific, completely lacking cyanidin in seeds. An
A. thaliana plant line containing an Enl insertion at the ##/ locus was used to isolate the gene.
Successful gene isolation was shown by complementation of the 7/ mutant. Expression of the 77/
gene was localised to fertilised ovules and developing siliques using RT-PCR and transgenic plants
carrying promoter GUS fusion constructs. Ectopic expression of 777 lead to severe morphological
alterations. The amino acid sequence deduced from the 777 ORF contains two zinc finger motives.
Structures of this type have been shown to bind DNA or mediate protein / protein interactions. A
TT1-GFP fusion protein was localised to the nucleus suggesting a regulatory function for TT1. This is
the first zinc finger protein that has been shown to be involved in flavonoid accumulation during seed
development.

A number of GenBank entries from various plant species show zinc finger motives with significant
similarity to TT1. They all contain a novel combination of a C2H2 and a C2HC zinc finger motif.
TT1 like proteins therefore constitute a new family of zinc finger proteins which may play

important roles in the regulation of developmental processes in plants.
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Einleitung

1 Einleitung

Der Lebenszyklus hoherer Pflanzen umfaBit die Keimlingsentwicklung, das vegetative
Wachstum und die Reproduktion. Diese Phasen sind Teile eines genetisch festgelegten Ent-
wicklungsprogramms, das durch die Pflanze in vielfiltiger Wechselwirkung mit der
umgebenden belebten und unbelebten Natur realisiert wird. Pflanzen sind in der Lage und in
Bezug auf Licht sogar darauf angewiesen, externe Reize wahrzunehmen und auf sie zu reagie-
ren. Sowohl bei diesen stimulus-induzierten Reaktionen von Pflanzen als auch bei ihren
entwicklungsspezifisch vorgegebenen FEigenschaften kommt den sogenannten Sekundéren
Pflanzenstoffen eine besondere Bedeutung zu. Die Bezeichnung ,,sekundér beruht darauf, daf3
es sich dabei um Stoffe handelt, fiir die vielfach keine klare Funktion zu erkennen ist. Manche
von ithnen werden nur unter bestimmten Bedingungen in wenigen Zellen synthetisiert oder
sind auf eine Art oder gar Varietét beschriankt; zum Teil erscheinen sie wie Abfallstoffe, die in
der Vakuole oder im Apoplasten abgelagert werden. Andere pflanzliche Sekundarstoffe dage-
gen zéhlen zu den hiufigsten organischen Substanzen iiberhaupt und machen grofle Teile der
pflanzlichen Biomasse aus. Viele dieser Substanzen werden unter hohem Energieaufwand her-
gestellt oder erfiillen offensichtliche strukturelle oder adaptive Funktionen. Der Begriff
,,sekundar® trifft daher fir diese Pflanzenstoffe nur in soweit zu, dal3 sie, im Unterschied zu
den Komponenten des Primérstoffwechsels, nicht in jeder Zelle anzutreffen sind.

Die Bedeutung Sekundérer Pflanzenstoffe fiir die Pflanze liegt hdufig im Bereich der
»Kommunikation mit der Umgebung; etwa im Sinne von Abwehr (z.B. gegen Pathogene,
Herbivoren oder UV-Strahlung) oder Anziehung (z.B. von bestdubenden oder samenverbrei-
tenden Organismen). Im Hinblick auf die Verteidigungsfunktion gilt, daBl junge und
verwundbare sowie fiir das Uberleben und die Verbreitung relevante Organe besonders stark
geschiitzt werden und daher hiufig die hochsten Sekundérstoffgehalte aufweisen. Vom Men-
schen werden diese Substanzen seit Jahrtausenden als Farb-, Duft-, Geschmacks-, Arznei-
und Giftstoffe genutzt. Die zur Zeit beschriebenen mehreren 10000 Sekundiren Pflanzenstof-
fe (Wink, 1999) werden in die drei groBen Gruppen der Alkaloide, Isoprenoide und
Phenylpropanoide unterteilt. Zu den letzteren gehdrt mit den Flavonoiden diejenige Klasse
pflanzlicher Sekundérstofte, die im Hinblick auf ihre Funktionen, ihre Biosynthese und deren

Regulation sicherlich am besten untersucht ist.



Einleitung

1.1 Die Flavonoide

Zwei aromatische Ringe (A und B), die iiber eine C;-Briicke verbunden sind, bilden die
Grundstruktur der mehr als 4000 derzeit bekannten Flavonoide (Abbildung 1; Petersen et al.,
1999). An Hand des Oxidationszustandes des mittleren Heterozyklus lassen sie sich in eine
Reihe von Untergruppen wie Flavanone, Flavone, Flavonole, Flavan-3-ole, Flavan-3.,4-diole,

Isoflavone oder Anthocyanidine gliedern.

0]
L”/\[OH
0]
Flavanon Flavon Isoflavon Flavonol
0] @] 0.
| ), I
OH OH ~ ~OH
OH
Leucoanthocyanidin Catechin Anthocyanidin
(Flavan-3,4-diol) (Flavan-3-ol)

Abbildung 1: Grundstrukturen verschiedener Flavonoide.
Im oberen Teil der Abbildung ist der Grundkorper eines Flavans dargestellt, darunter der
mittlere Heterozyklus einiger Gruppen von Flavonoiden (nach Hel3, 1999, verdndert).

Zu jeder Untergruppe gehort wiederum eine Schar von Substanzen, die sich durch unter-
schiedliche Modifikationen des C-15-Korpers, vor allem in den Substituenten des B-Ringes,
voneinander unterscheiden. Dabei gilt, dal das Absorptionsmaximum mit steigender Konjuga-
tion und sinkender Sattigung der Bindungen im Molekiil bei immer groBeren Wellenléngen liegt

(Shirley et al., 1995).
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Das erklért die auffilligste Eigenschaft der Flavonoide, ndmlich die Tatsache, daB3 sie UV-
absorbierend, fluoreszierend oder farbig sind.” Dariiber hinaus sind sie, vor allem unter Labor-
bedingungen, fiir Pflanzen nicht lebensnotwendig. Mutanten der Flavonoidbiosynthese und
der sie kontrollierenden regulatorischen Elemente sind daher sowohl lebensfahig als auch be-
sonders einfach zu erkennen. Die Existenz und leichte Zugénglichkeit genetischer Variabilitét
sind es, die das Studium der Flavonoidbiosynthese, der zugrundeliegenden Gene und ihrer
Vererbung zu klassischen Modellsystemen sowohl der Biochemie als auch der Genetik der

Pflanzen gemacht haben.

1.1.1 Funktionen und Bedeutung von Flavonoiden

In nahezu allen Phasen der pflanzlichen Entwicklung erfiillen Flavonoide vielfdltige Funk-
tionen. So schiitzen zum Beispiel in die Schale von Samen eingelagerte Isoflavone,
Anthocyane oder kondensierte Tannine den ruhenden Embryo vor Herbivoren und Pathoge-
nen (Shirley, 1998). Kondensierte Tannine verstirken vermutlich auch die Struktur der
Samenschale und beeinflussen dariiber hinaus die Dormanz und damit das Auskeimen unter
glinstigen Bedingungen (Koes ef al., 1994). In vielen Keimlingen und adulten Pflanzen akku-
mulieren unter dem EinfluB hoher Lichtintensititen Flavonole in den Vakuolen epidermaler
und subepidermaler Zellschichten. Flavonole absorbieren Licht im kurzwelligen UV-Bereich
und sind daher geeignet, durch die Absorption potentiell schiadlichen, energiereichen Lichtes
die DNA vor Schiadigungen bewahren (Li ef al., 1993; Schmelzer et al., 1988; Stapleton und
Walbot, 1994). Ein weiteres Beispiel fiir die Rolle von Flavonoiden in der vegetativen Ent-
wicklung von Pflanzen sind die Isoflavonoide, die bei Leguminosen als Signalmolekiile in der
Symbiose mit stickstoffixierenden Bakterien (Long, 1989) oder als Phytoalexine bei der Pa-
thogenabwehr dienen (Lamb ef al., 1989).

Im Zuge der Reproduktion sorgen bei vielen Spezies auffillig gefarbte Bliiten fiir die An-
lockung bestdubender Tiere, wie Insekten oder Vogel (Koes ef al., 1994). Eine orange, rote
oder purpurne Pigmentierung wird dabei, neben Carotinoiden und Betalainen, vor allem von

Anthocyanen hervorgerufen. Ko-Pigmentierung durch die zusétzliche Akkumulation farbloser

" Die Bezeichnung Flavonoide geht auf das lateinische Wort flavus (gelb) zuriick und bezieht sich auf die

Féarbung mehrerer Stoffe dieser Gruppe (z.B. Aurone).
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Flavonoide, Flavanone und Flavonole, die Komplexe mit den Anthocyanen und mit Metallio-
nen eingehen kénnen und so zur Anderung ihrer Absorptionseigenschaften beitragen, kann zu
Variationen der Bliitenfarbe fithren (Mol ef al., 1998). Flavonole sind dariiber hinaus in Mais
(Zea mays) und Petunie (Petunia hybrida) fir eine normale Pollenkeimung notwendig (Taylor
und Jorgensen, 1992; van der Meer et al., 1992; Ylstra et al., 1994), wihrend sie in Arabidop-
sis thaliana bei der ménnlichen Fertilitdt keine Rolle spielen (Burbulis et al., 1996). Die
Féarbung von Friichten durch Anthocyane schlie8lich dient wahrscheinlich der Anlockung von
Tieren, die die Verbreitung der Samen gewihrleisten.

Auf Grund ihrer vielféltigen Funktionen gilt Flavonoiden schon seit langem ein besonderes
ziichterisches Interesse. Resistenz gegeniiber Pathogenen oder erhohter UV-Belastung, die
Féarbung von Bliiten, Friichten und Samen oder der Gehalt an potentiell gesundheitsférdernden
Inhaltsstoffen wie Vitaminen, Antioxidantien oder anderer ,,Nutraceuticals* (Dixon und Steele,
1999) beeinflussen entscheidend den Wert pflanzlicher Produkte. Kondensierte Tannine zum
Beispiel verbessern als natiirlicher Schutz vor Herbivoren und Pathogenen die Lagerfdahigkeit
und Qualitdt von Saatgut. Andererseits beeinflussen sie aber auf Grund ihrer Eigenschaft, Pro-
teine binden und fillen zu konnen, die Verdaulichkeit von Pflanzenteilen sowie die
Verwendbarkeit pflanzlicher Rohstoffe in bestimmten enzymatischen Prozessen, wie etwa
dem Brauvorgang (Shirley, 1998). Die Manipulation des Flavonoidgehaltes von Pflanzen kann
somit zur Beeinflussung der Qualitéit pflanzlicher Erzeugnisse, zur Uberexpression wirt-
schaftlich oder medizinisch bedeutender Substanzen oder zur Erhohung der Resistenz
gegeniiber Krankheiten, Schiadlingen oder ultravioletter Strahlung genutzt werden (Dixon et al.,
1996). Voraussetzung dafiir ist allerdings ein mdglichst vollstandiges Verstdndnis der Flavo-

noidbiosynthese und ihrer Regulation.

1.1.2 Die Biosynthese der Flavonoide

Die Enzyme fiir nahezu alle Schritte der Biosynthese des C15-Grundgeriistes der Flavo-
noide sind aus verschiedenen Pflanzenarten beschrieben worden. Vielfach konnten auch die
entsprechenden Gene isoliert werden. Im Folgenden sollen vor allem diejenigen Schritte darge-
stellt werden, die auch in A. thaliana relevant sind (Abbildung 2 und 3). Die beiden
Ausgangspunkte der Flavonoidbiosynthese sind 4-Coumaroyl-CoA und Malonyl-CoA.

4-Coumaroyl-CoA ist ein Produkt des generellen Phenylpropan-Stoffwechselweges, der aus-

4
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gehend von Phenylalanin auch zu Vorstufen fiir die Synthese von Ligninen, Coumarinen und

Stilbenen fiihrt. Die drei beteiligten Enzyme sind Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL),

Zimtsdure-4-Hydroxylase (Cinnamate-4-Hydroxylase, C4H) und 4-Coumarat: CoA-Ligase

(4CL) (Hahlbrock und Ragg, 1975).

4-Coumaroyl-CoA 3 Malonyl-CoA

U

FLS
Flavonole -«

FLS
— Flavonole

OH
OH o DFR ¢ OH o OH
F O oy
g LCR OH LDOX i OH

OH OH ‘
|
\J \J
kondensierte Anthocyane
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Biosynthese einiger Flavonoide.

Es sind die wichtigsten Reaktionen der Flavonoidbiosynthese dargestellt. Die Enzyme, die die
einzelnen Schritte katalysieren, sind folgendermaBlen abgekiirzt: Chalkonsynthase, CHS; Chal-
kon-Flavanon-Isomerase, CFI; Flavanon-3-Hydroxylase, F3H; Flavonoid-3’-Hydroxylase,
F3’H; Flavonolsynthase, FLS; Dihydroflavonol-4-Reduktase, DFR; Leucoanthocyanidin-

Dioxygenase, LDOX; Leucoanthocyanidin-Reduktase, LCR.
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Malonyl-CoA wird durch die Aktivitdt der Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) aus Acetyl-CoA
und CO, gebildet. Es ist ein Produkt des Krebs- oder Tricarbonsdurezyklus, jiingste Untersu-
chungen deuten jedoch auch auf eine Herkunft aus dem Abbau von Fettsduren hin (Logemann
et al., 2000).

In der ersten Reaktion, die spezifisch fiir die Synthese des Flavonoidgrundgeriistes ist,
wird 4-Coumaroyl-CoA schrittweise mit drei Molekiilen Malonyl-CoA zu 4,2°,4°,6’-Tetra-
hydroxychalkon verbunden (Heller und Hahlbrock, 1980). Diese Kondensation wird durch die
Chalkonsynthase (CHS) katalysiert, ein Enzym aus der Gruppe pflanzlicher Polyke-
tidsynthasen, die eine Vielzahl von Naturstoffen bilden. Die Kristallstruktur und der
Reaktionsmechanismus dieses Enzyms wurden an Hand von CHS2 aus Alfalfa (Medicago
sativa) aufgeklart (Ferrer et al., 1999). Es liegt als Homodimer mit zwei funktionell unabhingi-
gen aktiven Zentren vor, deren Architektur iiber die Spezifitit des Enzyms fiir bestimmte
Startermolekiile, die Zahl der moglichen Kondensationsreaktionen und die Faltung des inter-
medidren Polyketids entscheidet. Chalkone, die unmittelbaren Produkte der CHS,
akkumulieren nur in wenigen Pflanzenarten. 6’-Hydroxychalkone isomerisieren in vivo und in
vitro spontan zu einem razemischen Flavanon. Diese spontane Reaktion ist jedoch in Anwe-
senheit hoher Proteinkonzentrationen deutlich unterdriickt (Mol et al., 1985). In den meisten
Spezies erfolgt durch das Enzym Chalkon-Flavanon-Isomerase (CFI)" eine stereospezifische
Isomerisierung zu Naringenin. Die exakte Reihenfolge der daran anschlieBenden Reaktionen ist
nicht sicher bekannt. Die in Abbildung 2 gewihlte Form folgt hierin den Angaben von Chapple
(1994). Die dargestellte Hydroxylierung von Naringenin an Position 3 zum Dihydroflavonol
Dihydrokdmpferol wird durch die Flavanon-3-Hydroxylase (F3H) katalysiert (Britsch ef al.,
1981). Ausgehend von Dihydrokdmpferol kann durch die Flavonoid-3’-Hydroxylase (F3’H),
eine spezifische B-Ring-Hydroxylase, Dihydroquercetin synthetisiert werden. Die Dihy-
droflavonole sind Intermediate fiir die Bildung sowohl von Flavonolen als auch von

Flavan-3,4-diolen.

" In zahlreichen Verdffentlichungen wird fiir die Chalkon-Flavanon-Isomerase die Abkiirzung CHI benutzt.
Diese Bezeichnung wird jedoch bereits fiir Endochitinasen verwendet und ermdéglicht dariiber hinaus keine strin-
gente Differenzierung zwischen Chalkon-Flavanon-Isomerasen und Chalkon-Auron-Isomerasen. Um der Klarheit

willen, wird in dieser Arbeit fiir Chalkon-Flavanon-Isomerase die Abkiirzung CFI verwendet.
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Flavonole entstehen aus Dihydroflavonolen durch die Einfithrung einer Doppelbindung
zwischen den Kohlenstoffatomen C-2 und C-3. Die Bildung von Kidmpferol aus Dihydro-
kdmpferol bzw. Quercetin aus Dihydroquercetin wird durch das Enzym Flavonolsynthase
(FLS) katalysiert (Forkmann et al., 1986). Flavan-3,4-diole entstehen durch die enzymatische
Reduktion von Dihydroflavonolen am C-4-Atom des C-Rings unter Beteiligung der Dihy-
droflavonol-4-Reduktase (DFR). Sie werden auch als Leucoanthocyanidine bezeichnet und
sind die Vorstufen der Anthocyane und der kondensierten Tannine (zusammengefal3t in
Forkmann, 1991).

Die Biosynthese der Anthocyane erfordert zunédchst die Bildung von Anthocyanidinen.
Gene, die vermutlich fiir eine Leucoanthocyanidin-Dioxygenase (LDOX; auch Anthocyanidin-
Synthase, ANS) kodieren, wurden in verschiedenen Pflanzenarten identifiziert (Pelletier et al.,
1997). Der enzymatische Nachweis fiir die Bildung von Anthocyanidinen aus Flavan-3,4-
diolen in vitro konnte jedoch erst kiirzlich erbracht werden (Saito ef al., 1999). Wie bei vielen
anderen Flavonoiden, z.B. den Flavonolen, erfolgt auch bei Anthocyanidinen eine Glykosidie-
rung an der C;-Hydroxylgruppe. Dabei dient zumeist UDP-aktivierte Glukose als Substrat fiir
UDP-Glukose:Flavonoid 3-O-Glukosyltransferase (3GT). Aber auch andere Zucker kdnnen
als erste Einheit libertragen sowie spiter weitere Zucker und Acylgruppen angefligt werden
(Holton und Cornish, 1995). Glykosidierte Anthocyanidine werden als Anthocyane bezeich-
net.

Die kondensierten Tannine bilden zusammen mit den aus anderen Stoffwechselwegen
stammenden hydrolysierbaren Tanninen (Gallo- oder Ellagitannine), in denen ein zentrales
Polyol (z.B. Glukose) mit Gallussdure-Einheiten verestert ist, eine heterogene Sekundérstoft-
gruppe. Thr gemeinsames Merkmal ist die Féhigkeit, Proteine binden und fillen zu kdnnen.
Catechine, die farblosen Vorstufen der kondensierten Tannine, entstehen durch Reduktion von
Flavan-3,4-diolen durch eine NADPH-abhingige Leucoanthocyanidinreduktase (LCR oder
LAR; auch Flavan-3,4-diol-Reduktase, FDR). Obwohl die anschlieBende Bildung von Pro-
anthocyanidin-Oligomeren und damit die Kondensation zu Tanninen im Pflanzenreich weit
verbreitet ist, konnte sie bislang noch nicht enzymatisch nachvollzogen werden (Petersen et

al., 1999).
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Alle bislang beschriebenen Enzyme der Flavonoidbiosynthese mit Ausnahme von F3’H
werden nach ZellaufschluB3 in der zytoplasmatischen Fraktion wiedergefunden. Schon seit
langerem wurde auf Grund von Fiitterungsversuchen mit radioaktiv markierten Intermediaten
des Stoffwechselweges vermutet, dal die Synthese des C15-Grundgeriistes und seine Modifi-
zierungen in einem an der ER-Membran lokalisierten Multienzymkomplex erfolgen (Stafford,
1974). Fiir A. thaliana konnten kiirzlich Interaktionen zwischen CHS, CFI und DFR in Hefe
,»Two Hybrid“-Systemen und von CHS, CFI und F3H in Lysaten von Keimlingen nachgewie-
sen werden (Burbulis und Winkel-Shirley, 1999). Diese Interaktionen konnen als Beleg fiir
einen solchen Komplex gewertet werden. Die Verankerung des Komplexes an der Membran
konnte tiber die P450-Hydroxylasen C4H und F3’H erfolgen (Shirley, 1999).

Die Endprodukte der Flavonoidbiosynthese, wie Anthocyane und Flavonol-Glykoside,
akkumulieren in der Vakuole. Einen Anhaltspunkt fiir den zugrundeliegenden Mechanismus
gibt vermutlich die Mutation des bronze2-Gens (bz2) in Z mays, die zu Kornern ohne
Anthocyane fiihrt. Das BZ2-Protein hat Ahnlichkeit mit Glutathion-S-Transferasen und ver-
mag Glutathion auf kiinstliche Substrate zu libertragen (Marrs et al., 1995). Damit erscheint es
vorstellbar, dal Anthocyane durch das Anfiigen von Glutathion fiir den Transport in die Va-
kuole markiert werden. Als Transporter kommen Proteine vom ,,ATP binding cassette“-Typ
in Frage. Das AtMRP[-Gen zum Beispiel vermittelt bei Expression in Hefe den Transport von
Glutathion-Anthocyan-Konjugaten (Lu et al., 1997). In intakten pflanzlichen Geweben liegt
jedoch nur ein sehr geringer Anteil der Anthocyane als Glutathion-Konjugat vor, was darauf
schlieBen 146t, daB das Glutathion abgespalten und wiederverwendet wird, sobald die

Anthocyane in die Vakuole aufgenommen wurden.

1.1.3 Regulation der Flavonoidbiosynthese

Entsprechend ihren Funktionen werden Flavonoide in bestimmten Geweben zu definierten
Zeitpunkten synthetisiert. Zu den in dieser Hinsicht am besten untersuchten Beispielen ge-
hort die Pigmentierung von Kotyledonen und Hypokotylen sich entwickelnder Keimlinge, von
Bliiten und seneszenten Blittern. Uber die entwicklungsspezifische Regulation hinaus kann
die Akkumulation von Flavonoiden in vielen Geweben auch durch externe Reize induziert
werden. Dazu gehort StreB3, etwa in Form hoher Lichtintensitdten oder UV-Strahlung, Trok-

kenheit, Hitze oder Kélte. Aber auch Verwundung oder Pathogenbefall sowie die Applikation
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von Zuckern oder Phytohormonen kdnnen den Gehalt an Flavonoiden in vegetativen Pflan-
zenteilen beeinflussen (Mol et al., 1996). Die Biosynthese von Flavonoiden ist damit ein
ideales Modellsystem fiir das Studium der Komplexitét regulierter Stoffwechselprozesse bei
Pflanzen.

Die Genetik des Flavonoidstoffwechsels wurde bislang vor allem an aufféllig pigmentierten
Arten wie Z. mays oder P. hybrida untersucht. In diesen Organismen stellen Abweichungen
der Bliiten-, Pflanzen- oder Samenfarbe geeignete Marker zur Identifizierung von Mutanten
der Flavonoidbiosynthese und ihrer entwicklungsspezifischen Regulation dar. In Z. mays kon-
nen beispielsweise verschiedene Gewebe des Korns, der Wurzel und Koleoptile des Keimlings
sowie von Stengel, Blatt und Bliitenorganen pigmentiert sein (Holton und Cornish, 1995). Die
Analyse regulatorischer Loci der Flavonoidbiosynthese in Z. mays zeigte, daB3 sie zwei unter-
schiedliche Familien von Transkriptionsfaktoren kodieren. Die Gene des R- und des B-Lokus
(R, S, Sn, Lc und B) kodieren jeweils Proteine, die eine carboxyterminale bHLH-Domine
(,,basic region/helix-loop-helix*‘) mit Ahnlichkeit zu MY C-Oncoproteinen enthalten. Die Gene
der CI/Pl-Familie dagegen kodieren Proteine, die aminoterminal eine DNA-bindende Domine
mit Ahnlichkeit zu MYB-Oncoproteinen und carboxyterminal eine saure, transaktivierende
Domine aufweisen (Goff et al., 1992). Die verschiedenen Mitglieder einer Genfamilie werden
in unterschiedlichen Geweben zu unterschiedlichen Zeitpunkten exprimiert. Faktoren sowohl
der R/B- als auch der C1/Pl-Familie werden jedoch fiir die transkriptionelle Aktivierung der
Expression der ,.Strukturgene*" der Flavonoidbiosynthese benétigt (Klein e al., 1989). Die
zeitlich und rdumlich koordinierte, tiberlappende Expression unterschiedlicher Mitglieder die-
ser beiden Genfamilien stellt damit ein grundlegendes Prinzip der Regulation dieses
Stoffwechselweges in Z. mays dar (Mol et al., 1998).

Ein weiteres regulatorisches Gen der MYB-Familie enthélt der P-Lokus. Das P-Protein re-
guliert den auf bestimmte Bliitenorgane beschrinkten 3-Deoxyanthocyan- oder Phlobaphen-
Stoffwechselweg, flir den unter anderem die Aktivititen von CHS, CFI und DFR benétigt

werden. P aktiviert die entsprechenden Gene, ohne dafiir einen bHLH-Partner zu benotigen

* Mit dem Begriff ,,Strukturgene® der Flavonoidbiosynthese werden in dieser Arbeit Gene bezeichnet, die
fiir Enzyme kodieren, die Schritte der Biosynthese der Flavonoide katalysieren. Er dient im wesentlichen der

Abgrenzung zu Genen, die Faktoren kodieren, die diesen Stoffwechselweg regulieren.
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(Grotewold et al., 1994). Im Promotor des 47/-Gens, das in Z. mays DFR kodiert, die fiir die
Synthese sowohl von Anthocyanen als auch von Phlobaphenen benétigt wird, finden sich
regulatorische Sequenzen, die sowohl von C1 als auch von P erkannt werden. Promotoren von
Genen, die nicht durch P reguliert werden, enthalten dagegen nur Bindestellen, die von C1 er-
kannt werden (Grotewold et al., 1994; Sainz et al., 1997).

Auch in dikotylen Arten wie Antirrhinum majus (Martin et al., 1991), Perilla frutescens
(Gong et al., 1999) oder P. hybrida konnten mit Hilfe von Mutanten der Flavonoid-
biosynthese regulatorische Loci identifiziert werden. Dabei handelt es sich ebenfalls um Gene,
die MYB- und bHLH-Proteine kodieren, die zum Teil eine sehr hohe Ahnlichkeit zu denen
aus Z. mays aufweisen und sogar in der Lage sind, die entsprechenden Mutationen in Z. mays
zu komplementieren (Bradley ef al., 1998; Quattrocchio et al., 1998). Fiir die Akkumulation
von Anthocyanen in den Petalen von P. hybrida wird jedoch zusitzlich ein bislang aus
Z. mays unbekannter Faktor benétigt. Wéihrend unter den beteiligten Loci AN/ und AN2 die
schon bekannten bHLH- und MYB-Gene enthalten, kodiert der ANII-Lokus ein Protein, das
ein WD40-Motiv enthilt (de Vetten et al., 1997). Ahnliche Proteine konnten auch in Hefe und
tierischen Systemen identifiziert werden, klare Erkenntnisse iiber ihre Funktion liegen jedoch
nicht vor. Das AN11-Gen wird in pigmentierten und unpigmentierten Zellen exprimiert und
das Protein ist im Cytoplasma lokalisiert. Die an//-Mutation kann durch Uberexpression von
AN2 teilweise komplementiert werden. Diese Daten lassen darauf schlieen, da3 es sich bei
ANI11 um einen Regulator mit generellerer Funktion stromaufwirts von AN2 handelt, der
moglicherweise dessen Kernlokalisation oder DNA-Bindefunktion modifiziert (de Vetten et
al., 1997). Auch iiber die transkriptionelle Kontrolle der Expression regulatorischer Gene ist
wenig bekannt. Einzig fiir C/ aus Z. mays weill man, da8 es durch VIVIPAROUSI reguliert
wird. vp/-Mutanten haben farblose Kérner und zeigen vorzeitige Keimung. Es wird vermutet,
daf3 es sich bei VP1 um einen generelleren Regulator handelt, der auch zur transkriptionellen
Aktivierung von C/ fiihrt (Hattori ef al., 1992).

An den oben genannten Arten wurde auch die stimulusinduzierte Regulation der Flavo-
noidbiosynthese untersucht (zusammengefalit in Mol et al., 1996; Procissi et al., 1997). Viele
grundlegende Erkenntnisse iiber die Regulation dieses Stoffwechselweges wurden jedoch durch

biochemische Untersuchungen an in vitro Systemen wie Zellkulturen von Petersilie (Petrose-
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linum crispum) gewonnen. In diesem System reduzierter Komplexitit wurde beispielsweise
die Lichtregulation der CHS-Expression studiert. Die Aktivierung des PcCHS-Promotors nach
UV-Bestrahlung wird durch eine lichtregulatorische Einheit (,,light regulatory unit*, LRUP¢“!S)
vermittelt, die zwei charakteristische Sequenzmotive enthdlt (Weisshaar ef al., 1991b). Zum
einen handelt es sich dabei um ein Motiv, das in seinem Kern die Sequenz ACGT enthélt und
daher als ,,ACGT-Containing Element* (ACE) bezeichnet wird. Es wird in vitro wie in vivo
von Faktoren gebunden, die eine basische Region und eine Leucin-Reiverschlu3-Region ent-
halten (,,basic region/leucin zipper, bZIP; Weisshaar ef al., 1991a). Zum anderen handelt es
sich um ein Sequenzmotiv, das von MY B-Transkriptionsfaktoren erkannt und daher , MYB-
Recognition Element* (MRE) genannt wird (Feldbriigge ef al., 1997). Eine Beteiligung dhnli-
cher Sequenzen an der Lichtregulation der CHS-Expression konnte mittlerweile fiir
verschiedene Arten gezeigt werden (zusammengefalit in Hartmann et al., 1998).

Die Integration der vielfaltigen internen und externen Signale, die die Flavonoidbiosynthese
regulieren, erfolgt somit zumindest zum Teil auf der Ebene der Transkription der beteiligten
Strukturgene. Dabei werden die regulatorischen Elemente (cis-Elemente) in den Promotoren
dieser Gene von spezifischen Transkriptionsfaktoren erkannt, wobei die Kombination ver-
schiedener cis-Elemente in einem Promotor dessen Spezifitdt fiir unterschiedliche Stimuli
bestimmt (Quattrocchio et al., 1998; Weisshaar und Jenkins, 1998). Die Bindung von spezifi-
schen Transkriptionsfaktoren sowie deren Interaktion mit weiteren regulatorischen Proteinen
fordert oder behindert die Einleitung der mRNA-Synthese durch Wechselwirkung mit generel-
len Transkriptionsfaktoren (Ptashne, 1988). Die Regulation der Aktivitdit der
Transkriptionsfaktoren schlieBlich erfolgt vermutlich sowohl auf transkriptioneller als auch
auf post-transkriptioneller Ebene. Hierbei ist vor allem die Regulation ihrer Konzentration im
Zellkern (Kircher et al., 1998) sowie ihrer DNA-Bindung {iber den Grad ihrer Phosphorylie-
rung zu nennen (Droge-Laser et al., 1997). In ihrer ganzen Komplexitét ist diese Regulation

jedoch bei weitem noch nicht vollstindig verstanden.

11



Einleitung

1.2 Flavonoidbiosynthese in Arabidopsis thaliana

In den letzten zehn Jahren hat sich die Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana), ein un-
scheinbarer Kreuzbliitler, zum Modellsystem der Wahl fiir die Untersuchung fast aller
Aspekte der Biologie hoherer Pflanzen entwickelt (Meyerowitz und Sommerville, 1994).
A. thaliana akkumuliert in unterschiedlichen Organen und Geweben verschiedene Glykoside
von Flavonolen und Anthocyanen sowie kondensierte Tannine. Bei den Flavonolen handelt es
sich um Quercetin- und Kédmpferolderivate (Wintersohl et al., 1979). Junge Keimlinge enthal-
ten vorwiegend Quercetine, die in den Vakuolen von Epidermiszellen lokalisiert sind (Sheahan
et al., 1998). Im Verlauf der Entwicklung der Pflanze verschiebt sich das Spektrum der Flavo-
nole von Quercetin- hin zu Kampferolderivaten (Graham, 1998). Nur fiir die Kdmpferol-
glykoside aus Bléttern adulter Pflanzen sind bislang vollstindige Strukturen publiziert worden
(Veit und Pauli, 1999). Dabei handelt es sich mindestens um ein Triosid (Kdmpferol 3-O-3-
[B-D-Glukopyranosyl(1—6)D-Glukopyranosid]-7-O-ca-L-Rhamnopyra-nosid) und  zwei
Dioside (Kédmpferol 3-O-B-D-Glukopyranosid-7-O-o-L-Rhamnopyranosid sowie Kédmpferol
3-0-0-L-Rhamnopyranosid-7-O-o-L-Rhamnopyranosid). Auch Bliiten von A. thaliana-
Pflanzen enthalten Kdmpferolglykoside, wobei in Stamen zu gleichen Teilen Quercetinderivate
nachgewiesen wurden. Die Samen wiederum enthalten im wesentlichen Quercetinglykoside
(Shirley et al., 1995). Unter den im sichtbaren Bereich des Spektrums absorbierenden Inhalts-
stoffen sind vor allem die Rotfirbung seneszenter Blitter durch Anthocyane und die
dunkelbraune Farbung der Samen durch kondensierte Tannine zu nennen. Diese Pigmente ak-
kumulieren im Verlauf der Samenentwicklung im Endothel, der innersten Zellschicht der
Samenschale. Mittels in situ-Hybridisierungen konnte gezeigt werden, daf3 die dafiir benotigten
Strukturgene CHS, CFI, DFR und LDOX von der Befruchtung bis zum Torpedo-Stadium der
Embryoentwicklung bevorzugt in dieser Zellschicht exprimiert werden (Devic et al., 1999).

Uber die erwihnte entwicklungs- und gewebespezifisch regulierte Biosynthese von Flavo-
noiden hinaus wird auch in A. thaliana dieser Stoffwechselweg durch bestimmte endogene
(metabolische und hormonelle) und exogene Stimuli (Licht, Temperatur etc.) beeinflult. Bei
Anzucht unter hohen Lichtintensitdten und in Anwesenheit von Saccharose oder bei Applika-

tion von Cytokininen zum Beispiel akkumulieren A.-thaliana-Keimlinge Anthocyane in den
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Petiolen der Kotyledonen und im Hypokotyl (Deikman und Hammer, 1995). Auch die Be-
strahlung etiolierter Keimlinge mit UV-B oder Blaulicht fiihrt zur Erhohung der mRNA-
Niveaus der an der Biosynthese der Flavonoide beteiligten Gene. Die Akkumulation der Tran-
skripte erfolgt dabei in der Reihenfolge der enzymatischen Schritte im Stoffwechselweg. PAL
ist besonders schnell induziert, es folgen die sogenannten frithen Gene CHS und CFI und erst
mit Verzogerung DFR (Kubasek et al., 1998; Kubasek et al., 1992). Auch in A. thaliana Sus-
pensionskulturzellen und daraus gewonnenen Protoplasten ist die CHS-Expression licht-
induzierbar (Hartmann ef al., 1998). Das gleiche gilt fiir die Expression von CFI, F3H und
FLS. Der Anstieg der Transkriptmengen ist auf eine transiente Verstirkung der Transkripti-
onsrate zuriickzufiihren, fiir die de novo Proteinbiosynthese nétig ist (Hartmann, 1997). Das
weist darauf hin, dal zunéchst spezifische Transkriptionsfaktoren gebildet werden miissen,
die schlieBlich an die entsprechenden Promotoren binden, um sie zu aktivieren.

In den Promotoren von CHS, CFI und FLS konnten analog zum CHS-Promotor aus Peter-
silie Bindestellen fiir MYB- und bZIP-dhnliche Transkriptionsfaktoren identifiziert werden
(Hartmann, 1997). Die daran bindenden Faktoren sind jedoch bislang in A. thaliana nicht be-
kannt. Generell gibt es bislang zwar biochemische aber, vielleicht abgesehen von der hy5-
Mutation (1.2.2), keine genetischen Belege fiir eine Beteiligung von bZIP-Faktoren an der Re-
gulation der induzierten Flavonoidbiosynthese. Umgekehrt gab es bislang keine biochemischen
Daten, die die Beteiligung von bHLH-Faktoren an der gewebe- und entwicklungsspezifischen
Regulation der Expression von Genen der Flavonoidbiosynthese belegten. Mittlerweile konnte
jedoch durch Kotransfektion von ZmSn und ZmC1 eine Aktivierung verschiedener Promoto-
ren von Genen der Flavonoidbiosynthese aus A. thaliana gezeigt werden (Mehrtens, 1999).
Eine Hypothese zur Erkldrung dieser Beobachtungen ist, dafl bZIP-Faktoren spezifisch fiir die
stimulus-induzierte Genaktivierung sind, wihrend bHLH-Faktoren Gene in gewebe- und ent-
wicklungsspezifischer Weise aktivieren und beide Klassen von Transkriptionsfaktoren dabei
mit MYB-édhnlichen Proteinen interagieren (Weisshaar und Jenkins, 1998).

Viele Erkenntnisse iiber die Flavonoidbiosynthese und ihre Regulation in A. thaliana wur-
den bislang an Hand von Mutanten gewonnen, die durch Behandlung von Samen mit
mutagenen Chemikalien wie Ethylmethansulfonat (EMS) oder Strahlung (Rontgen, Neutro-

nen) erzeugt wurden. In verschiedenen Kollektionen solcher Mutanten konnten Pflanzen mit
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abweichender Samenfarbe identifiziert werden, die zundchst Mutationen an elf verschiedenen
Loci reprasentierten (Biirger, 1971; Koornneef, 1990; Shirley et al., 1995). Mittlerweile sind
Mutationen an etwa 20 verschiedenen Loci bekannt, die anstelle der dunkelbraunen Samen des
Wildtyps zu Samen von hellerem oder griinlichem Braun bis hin zu Gelb fiihren (Nesi ef al.,
1999). Die Mutanten und die zugehorigen Loci werden als transparent testa oder tt bezeichnet,
weil als Ursache fiir den Phénotyp angenommen wird, dal durch mehr oder weniger ausge-
prigtes Fehlen der kondensierten Tannine in der Samenschale die gelbe Farbe der darunter
liegenden Kotyledonen sichtbar wird (Koornneef, 1990). Alle bislang bekannten #-Mutationen
sind rezessiv und werden maternal vererbt. Das Fehlen der Pigmentierung in diesen Mutanten
kann entweder auf Defekte in den Strukturgenen der Biosynthese bzw. des Transports von

Flavonoiden oder auf Mutationen in Regulatoren dieser Gene zuriickzufiihren sein.

1.2.1 Mutanten der Biosynthese

Unter den A. thaliana tt-Mutanten konnen auf Grund von Merkmalen, die mit blolem Au-
ge sichtbar sind, zwei Gruppen unterschieden werden. Die #-Mutanten 7, 2, 8, 9 und 70
weisen gegeniiber dem Wildtyp offenbar nur eine verdnderte Samenfirbung auf. Im Unter-
schied dazu produzieren #3, 4, 5, 6 und 7 hellere Samen und sind dariiber hinaus auch in der
Akkumulation von Anthocyanen in den vegetativen Pflanzenteilen beeintrachtigt (Koornneef,
1990). Einigen der #z-Loci dieser zweiten Gruppe konnten Strukturgene der Flavonoidbiosyn-
these zugeordnet werden (Abbildung 3). So enthélt der #4-Lokus das 4tCHS-Gen und der #5-
Lokus AtCFI (Chang et al., 1988; Shirley et al., 1992). Beide Gene liegen im Genom von
A. thaliana nur in einer Kopie vor. Da sie fiir Enzyme kodieren, deren Aktivitét fiir die Syn-
these aller Flavonoide bendtigt wird, sind in keiner der beiden Mutanten derartige
Verbindungen nachzuweisen. Der #£3-Lokus enthdlt das AtDFR-Gen (Shirley et al., 1992),
dessen Produkt fiir die Bildung von Anthocyanen und kondensierten Tanninen bendtigt wird.
In der ##3-Mutante fehlen daher diese Substanzen, wiahrend die Akkumulation von Flavonolen

nicht beeintrachtigt ist.
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CHS ¢ (tt4)

CH ¢ (£15)

Kampferole OH
Rha-Q F3H ¢
FLS
«- - 4+— OH
OH y Quercetine OH

F3'H ¢ (t17)

kondensierte Tannine Cyanidine

Abbildung 3: Flavonoide in A. thaliana.

Es ist der Biosyntheseweg und die Strukturen der wichtigsten Flavonoide in A. thaliana darge-
stellt. Die verwendeten Abkiirzungen entsprechen Abbildung 2. Bei einzelnen enzymatischen
Schritten ist in Klammern der Name der Mutante angegeben, in der die entsprechende Reakti-
on blockiert ist. Mogliche Substituenten in den Strukturen sind wiefolgt bezeichnet:
Rhamnose, Rha-; Glukose, Glc-; verschiedene, R-.

Auf Grund der in der #7-Mutante gefundenen Flavonoidzusammensetzung wird vermutet,
daB3 auch dieser Lokus ein Strukturgen enthilt. Die #7-Mutante enthélt kein Quercetin, weist
jedoch einen Kédmpferolgehalt auf, der dem des Wildtyps gleicht. Weiterhin akkumuliert sie
das Anthocyanidin Pelargonidin, das von Dihydrokdmpferol abstammt, wihrend A4.-thaliana-
Wildtyp-Pflanzen hauptsidchlich Cyanidin produzieren, das als Vorstufe Dihydroquercetin
benétigt. Ein solcher Phinotyp ist in Ubereinstimmung mit der Annahme, daB in der #7-
Mutante das Gen fiir die F3’H defekt ist, die die 3’-Hydroxylierung von Dihydrokdmpferol
zu Dihydroquercetin katalysiert (vgl. Abbildung 3; Koornneef et al., 1982).
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Zu der Gruppe von Mutanten, die wie #3, 4, 5 und 7 sowohl in der Pigmentierung der Sa-
men als auch in der Akkumulation von Anthocyanen in den vegetativen Pflanzenteilen
beeintichtigt sind, gehort auch die #z6-Mutante. ##6-Pflanzen und -Samen enthalten weniger
Anthocyanidine als Wildtyp-Pflanzen, vor allem fehlen jedoch Flavonole. Auf Grund dieses
Phéinotyps wurde vermutet, dal der #6-Lokus ein FLS-Gen enthélt oder fiir ein Gen kodiert,
das an dessen Regulation beteiligt ist (Shirley ef al., 1995). Ein FLS-Gen (FLSI) konnte von
zwei unabhingigen Gruppen identifiziert werden (Hartmann, 1997; Pelletier ef al., 1997). Die
Untersuchung der Sequenz dieses Gens aus der ##6-Mutante zeigte jedoch, daB3 sie keine Un-
terschiede zur Wildtypsequenz aufwies. Dariiber hinaus fiihrte eine Zerstorung des FLSI-
Gens durch Insertion das transponierbare Element En/ (s.u.) nicht zu einem #-Phénotyp
(Hartmann, 1997). Diese Resultate belegten, dall der ##6-Lokus dieses FLS-Gen nicht enthélt.
Wihrend alle bislang identifizierten Strukturgene der Flavonoidbiosynthese im haploiden
Chromosomensatz von 4. thaliana nur einmal vorkommen, existieren jedoch noch mindestens
vier weitere Gene in A. thaliana, die fir Proteine mit 51-64% Identitdt zu FLS/ kodieren
(Pelletier et al., 1997). Nur fiir FLS1 konnte bisher die Konversion von Dihydrokdmpferol zu
Kéampferol nachgewiesen werden (Hartmann, 1997). Da die Insertion des Transposons En/ im
FLSI-Gen nur zu reduzierten Kédmpferol-, nicht aber zu erniedrigten Quercetingehalten der
Pflanzen fiihrt (Hartmann, 1997), kann spekuliert werden, da3 weitere Flavonolsynthasen mit
unterschiedlichen Substratspezifitidten oder differenzieller Expression existieren. Damit kann
nicht ausgeschlossen werden, da3 der #6-Lokus eines dieser Gene enthélt. Die Tatsache, daf3
sowohl fiir den #t6-Lokus als auch fiir das F3H-Gen eine Kartenposition auf dem unteren Arm
von Chromosom III von A. thaliana ermittelt werden konnte (Koornneef, 1990; Pelletier und
Shirley, 1996), eroffnet dariiber hinaus auch die Moglichkeit, da3 der #6-Lokus das F3H-Gen
enthilt. Da jedoch die Lokalisation des #6-Lokus in jlingeren Verdffentlichungen in Zweifel
gezogen wurde (J. Campanella und C. Town in Pelletier und Shirley, 1996), stellt sich weiter-
hin die Frage, welches Gen der ##6-Lokus enthilt.

Mit Hilfe einer Mutante, die eine gegeniiber dem Wildtyp verdnderte Pigmentierung der
Samenschale zeigt, konnte auch ein weiteres Strukturgen der Flavonoidbiosynthese in
A. thaliana identifiziert werden. Die banyuls-Mutante (ban; Albert et al., 1997) produziert

Samen, die schon in sehr frithen Entwicklungsstadien eine starke rote Pigmentierung zeigen. In
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Wildtyp-Pflanzen beginnt die Akkumulation der braunen Pigmente in der Samenschale dage-
gen erst mit Beginn der Austrocknung der Samen. Die Untersuchung der Samen der ban-
Mutante zeigte, dall die Farbung auf Anthocyane in der innersten Zellschicht der Samenschale
zuriickzufiihren ist, wéhrend die im Wildtyp nachweisbare Akkumulation von Catechinen,
den farblosen Vorstufen der kondensierten Tannine, ausbleibt. Diese Beobachtung ist in Uber-
einstimmung mit der Annahme, da3 in der Samenschale des Wildtyps Leucoantho-cyanidine
durch LCR zu Catechinen reduziert werden, wéhrend sie in der Mutante auf Grund fehlender
LCR-Aktivitit von LDOX zu Anthocyanidinen umgesetzt werden konnen. Das BANYULS-
Gen weist eine hohe Ahnlichkeit zu DFR auf (Devic et al., 1999). Das legt die Vermutung
nahe, daf} es sich beim BAN-Genprodukt nicht um einen Regulator sondern um ein weiteres
Enzym der Flavonoidbiosynthese handelt. Der Nachweis einer LCR-Aktivitéit steht jedoch
noch aus. Einen ban-dhnlichen Phénotyp zeigt auch die ast-Mutante (arabidopsis spotted
testa; Tanaka et al., 1997), die ebenfalls auf Chromosom I lokalisiert werden konnte und daher

moglicherweise allelisch zu ban ist.

1.2.2 Regulatorische Mutanten

Unter den bislang identifizierten regulatorischen Mutanten der Flavonoidbiosynthese in
A. thaliana scheint nur die #8-Mutation spezifisch fiir diesen Stoffwechselweg zu sein. In #S-
Keimlingen, die drei Tage lang unter kontinuierlichem Weilllicht gewachsen sind, ist die Ak-
kumulation von DFR-mRNA im Vergleich zum Wildtyp reduziert. Die Transkriptmengen von
CHS, CFI und F3H sind dagegen unveridndert (Pelletier und Shirley, 1996; Shirley et al.,
1995). Auf Proteinebene zeigen sich in fiinf und sechs Tage alten #8-Keimlingen FLS und
LDOX deutlich reduziert (Pelletier ef al., 1999). In methanolischen Extrakten der #8-Mutante
sind mittels HPLC Flavonole, nicht aber Flavonolglykoside, nachweisbar. Dies 1483t vermuten,
daB das TT8-Genprodukt an der Regulation der Expression der ,,spdten” Gene der Flavonoid-
biosynthese beteiligt ist.

Alle sonstigen bekannten regulatorischen Mutanten der Flavonoidbiosynthese in
A. thaliana zeigen pleiotrope Effekte, die nicht nur die Akkumulation von Flavonoiden, son-
dern auch verschiedene epidermale Charakteristika betreffen. In der #g/-Mutante zum
Beispiel ist wie in #8 die Akkumulation von DFR-mRNA beeintrichtigt. Das daraus resultie-

rende Fehlen von Anthocyanen ist in dieser Mutante jedoch mit einem glabra-Phianotyp
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gekoppelt, der sich darin duBert, dal die tzg/-Pflanzen keine Trichome auf Bléttern und Sten-
gel ausbilden. Einen gegenteiligen Effekt hat die Mutation auf die Zahl der Wurzelhaare.
Weiterhin vermdgen die Samen ohne Trocknung und Stratifizierung zu keimen (Koornneef,
1981). Sowohl das Fehlen von Anthocyanen als auch das Fehlen von Trichomen konnte in
vorangegangenen Experimenten durch Transformation der #tg/-Mutante mit dem R-Gen aus
Z. mays komplementiert werden (Lloyd et al., 1992). Es wurde deshalb vermutet, dal 77G/
fiir ein MY C-dhnliches Protein kodiert oder fiir dessen Expression notwendig ist. Die Isolie-
rung des TTGI-Gens zeigte jedoch, daB es fiir ein WD40-Protein mit Ahnlichkeit zu AmAN11
kodiert (Walker et al., 1999). Die Autoren vermuten daher, daf3 es sich bei TTG1 um einen
iibergeordneten Regulator bHLH-&hnlicher Proteine - oder ihrer Komplexe mit MY B-Faktoren
- handelt, die ihrerseits wiederum mit MYB-dhnlichen Proteinen bei der Trichomentwicklung
und der Regulation der Flavonoidbiosynthese interagieren.

Weitere positive Regulatoren der Flavonoidbiosynthese scheinen TTG2, ANL2 und HYS
zu sein. #g2 ist ein weiterer ttg-Lokus (C. S. Johnson und D. R. Smyth in Walker et al.,
1999), der bislang nicht ausfiihrlich beschrieben ist. Er kodiert jedoch offenbar fiir einen Tran-
skriptionsfaktor, der der WRKY-Familie angehort (Johnson und Smyth, 1998). Bei ANL2
(ANTHOCYANINLESS2) handelt es sich um ein Homdodoménen-Protein der HD-
GLABRAZ2-Gruppe, das die Akkumulation von Anthocyanen in subepidermalen Zellen von
Bléttern und die zelluldre Organisation von Wurzeln kontrolliert (Kubo et al., 1999).

HYS5 ist ein bZIP-Faktor, der an der Regulation verschiedener stimulusinduzierter Eigen-
schaften von Wurzel und Hypokotylzellen beteiligt ist (Oyama et al., 1997). Fiir eine
Beteiligung von HYS an der Lichtinduktion der Flavonoidbiosynthese spricht, dal in Ay5-
Mutanten CHS-GUS-Konstrukte nicht aktiv sind (Chattopadhyay et al., 1998). HYS bindet

in vitro an ACE“HS

, ist jedoch allein nicht in der Lage, in Hefe die Transkription zu aktivieren
(Ang et al., 1998), weil vermutlich ein entsprechender (MYB-) Interaktionspartner fehlt. HYS
interagiert in vitro mit COP1, einem negativen Regulator der Photomorphogenese (Ang ef al.,
1998). copl-Mutanten (constitutive photomorphogenicl) akkumulieren auch im Dunkeln
Anthocyane und CHS-mRNA. Diese Beobachtung konnte durch eine in cop/-Mutanten feh-
lende Inaktivierung von HYS5 durch COP1 erklirt werden. Einen Anhaltspunkt fiir die

Richtigkeit dieser Annahme gibt die Tatsache, dal Pflanzen, die HYS5 ohne COPI1-Inter-
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aktionsdoméne iiberexprimieren, im Licht neben anderen Besonderheiten auch deutlich erhohte
Anthocyangehalte zeigen (zusammengefal3t in Jarillo und Cashmore, 1998).

Neben COP1 ist auch ICX1 ein potentieller negativer Regulator der Anthocyan-
biosynthese. Die icx/-Mutante (increased chalcone synthase expression) zeigt erhohte CHS-,
CFI- und DFR-Transkriptmengen sowie pleiotrope Effekte, die dhnlich wie ##g und an/2 epi-
dermale Charakteristika wie die Oberflichenstruktur der Samen oder die Zahl der Trichome
betreffen (Jackson et al., 1995). Auch die molekulare Ursache dieses Phinotyps ist bislang
nicht bekannt. Insgesamt scheint es sich bei den zuletzt genannten Proteinen um iibergeordne-
te Regulatoren zu handeln, die die Aktivitit oder Lokalisation von Transkriptionsfaktoren
beeinflussen, die in verschiedenen Signaltransduktionswegen bei der Steuerung der Expression
unterschiedlicher Zielgene eine Rolle spielen. Diese Transkriptions-faktoren konnten dann

wiederum zum Beispiel bHLH- oder MYB-édhnliche Proteine sein.

1.3 Insertionsmutagenese

Die bereits erwéhnte Entwicklung von A. thaliana zum bevorzugten Modellsystem fiir die
Analyse verschiedener pflanzlicher Entwicklungs und Regulationsprozesse hatte zunéchst vor
allem praktische Griinde. 4. thaliana ist klein, anspruchslos und hat mit sechs bis acht Wo-
chen eine kurze Generationsdauer, so daf3 sich innerhalb kurzer Zeit auf geringem Raum viele
Individuen kultivieren lassen (Meyerowitz, 1989). Sie ist obligat selbstfertil, diploid und hat
ein sehr kleines Genom von weniger als 10® Basenpaaren mit einem geringen Anteil repetitiver
DNA (Pruitt und Meyerowitz, 1986). Diese Eigenschaften erlaubten es, mit den klassischen
Mitteln chemischer und physikalischer Mutagenese eine Saturierung, das heiflit eine hohe
Wahrscheinlichkeit fiir je eine Mutation in jedem Gen des Genoms, zu erreichen. An Hand der
vielen durch diese Mutationen gegebenen sichtbaren und molekularen Marker konnten geneti-
sche Karten erstellt werden, die wiederum die Isolierung von Genen erleichterten, die ihrerseits
zu einer weiteren Verbesserung der Karten beitrugen (Koornneef, 1994). Dariiber hinaus konn-
te inzwischen eine nahezu vollstindige physische Karte iiberlappender genomischer
A.-thaliana-DNA-Fragmente in kiinstlichen Hefe- und Bakterienchromosomen konstruiert
werden (Mozo et al., 1999; Schmidt et al., 1995). SchlieBlich wird voraussichtlich bis Ende
des Jahres 2000 die vollstandige Nukleotidsequenz des Genoms von A. thaliana bestimmt sein

(http://genome-www.stanford.edu/Arabidopsis).
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Diese Voraussetzungen machen die Isolierung von Genen an Hand ihrer Kartenposition (,,po-
sitional cloning®) in A. thaliana vermutlich so leicht wie in kaum einer anderen Pflanzenart.
Dennoch handelt es sich dabei nach wie vor um ein sehr zeitaufwendiges und arbeitsintensives
Verfahren.

Einen im Prinzip sehr viel schnelleren Weg zur Isolierung eines mutierten Gens stellt die
Insertionsmutagenese dar. Dabei werden DNA-Elemente, die in der Lage sind, zufillig in
Chromosomen zu integrieren, als Mutagene genutzt, um in Pflanzen Null-Mutationen eines
Gens zu erzeugen (,,loss of function* oder ,.knock out mutants*). Ausgehend von der bekann-
ten Sequenz des inserierten Elementes kann die unbekannte Sequenz des umgebenden
Insertionsortes zum Beispiel mittels PCR-Techniken erhalten werden (Maes et al., 1999). Zur
Insertionsmutagenese eignen sich besonders die T-DNA von Agrobacterium tumefaciens oder
Transposons (Azpiroz-Leehan und Feldmann, 1997; Martienssen, 1998). Transposons sind
DNA-Elemente innerhalb eines Genoms, die sich selbst mobilisieren und an anderer Stelle
wieder integrieren konnen (,,cut and paste* Mechanismus). Sie sind in héheren Pflanzen weit
verbreitet und werden in P. hybrida und Z. mays schon lange zu Mutagenesezwecken genutzt
(Kunze et al., 1997). Der A.-thaliana-Okotyp Columbia enthilt dagegen kein aktives endoge-
nes transponierbares Element (Bhatt et al., 1998). Um auch in diesem System Transposons
als Mutagen nutzen zu konnen, wurde beispielsweise das autonome Element En/ aus Z. mays
durch Agrobacterium-vermittelten Gentransfer auf A. thaliana tbertragen (Cardon et al.,
1993). Dieses von P. Peterson Enhancer (En) und von B. McClintock Supressor-mutator
(Spm) genannte Transposon (zusammengefalit in Kunze et al., 1997) erwies sich auch im he-
terologen System als aktiv. Es konnte daher als Mutagen zum Aufbau einer saturierenden
Mutantenpopulation verwendet werden (Wisman et al., 1998).

Transposons konnen grundsétzlich auf zwei Wegen Mutationen auslosen: Einerseits durch
Integration in ein Gen andererseits aber auch durch unprizises Ausschneiden, das Mutationen
an der ehemaligen Integrationsstelle verursachen kann (Schwarz-Sommer et al., 1985). Enl
zum Beispiel erzeugt bei seiner Integration eine Duplikation der drei an 5’ vorangehenden Ba-
sen an seinem 3’-Ende (,targetsite duplication*). Diese zusétzlichen Nukleotide konnen nach
einer Exzision ganz oder teilweise am alten Insertionsort zuriickbleiben (Cardon ef al., 1993).

Im Falle einer Integration innerhalb eines offenen Leserahmens konnen solche sogenannten
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,»footprints* zu Verschiebungen und damit zu verdnderten Aminosduresequenzen oder vorzei-
tigen Stop-Kodons fiihren und dadurch die Mutation stabilisieren. Ein Exzisionsereignis kann
jedoch auch zur Wiederherstellung einer intakten Sequenz in einer Zelle und damit all ihren
Nachkommen fiihren (Reversion). Das ist der Fall, wenn entweder kein ,,footprint™ zuriickge-
lassen wird oder die zusitzlichen Nukleotide den Leserahmen nicht verschieben, sondern eine
zusétzliche Aminosdure einfiihren, die die Funktion des Genproduktes nicht beeintrachtigt.
Auf Grund solcher Ereignisse kdnnen En/-mutagenisierte Pflanzen Mosaike aus Geweben
darstellen, die Mutanten- oder Wildtyp-Phénotyp zeigen. Diese Tatsache muf} bei der Analy-
se Enl-mutagenisierter Linien berticksichtigt werden.

Neben der Untersuchung von Pflanzen mit vom Wildtyp abweichendem Phénotyp ist eine
andere mdogliche Anwendung mittels Insertionsmutagenese gewonnener Populationen, sie ge-
zielt nach Pflanzen mit einer Insertion in einem Gen zu durchsuchen. Uber den eventuell aus
der Insertion resultierenden Phénotyp konnen dann moglicherweise Riickschliisse auf die
Funktion des betroffenen Gens gezogen werden (,,reverse genetics). Fiir den Nachweis einer
bestimmten Insertion macht man sich die Sensitivitdt und Spezifitidt der PCR zunutze. Mittels
spezifischer Oligonukleotide fiir das inserierte Element und das zu untersuchende Gen ist es
moglich, ein einzelnes Insertionsereignis in einer komplexen DNA-Probe nachzuweisen, die
mehrere hundert Pflanzen repréasentieren kann (Bouchez und Hofte, 1998). Durch Organisati-
on der zur Gewinnung der DNA herangezogenen Pflanzen in einer dreidimensionalen Matrix
(Baumann et al., 1998; Koes et al., 1995) lassen sich mittels einer tiberschaubaren Zahl von
Reaktionen viele tausend Pflanzen auf die gewiinschte Insertion hin untersuchen und die zuge-

horigen Einzelpflanzen identifizieren.
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1.4 Ziele dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, weitere an der Flavonoidbiosynthese oder ihrer Regulation betei-
ligte Gene in A. thaliana zu isolieren, um so neue Erkenntnisse iiber die Regulation von
stimulusinduzierter sowie gewebe- und entwicklungsspezifischer Genexpression zu gewinnen.
Dazu sollten sowohl bereits publizierte transparent-testa-Mutanten nédher untersucht als auch
neue Vertreter dieser Klasse identifiziert und charakterisiert werden.

Zu Beginn der Arbeit mufiten zundchst Methoden der Anzucht und der Analyse dieser
Mutanten etabliert werden. Mit diesen Methoden sollte dann eine erste Charakterisierung der
neu entdeckten Mutante ##/5 durchgefiihrt werden, um so Anhaltspunkte iiber die Natur des
darin vorliegenden Defektes zu erhalten. Dariiber hinaus sollten die Methoden genutzt wer-
den, Mutanten mit verdnderter Samenfarbe ndher zu untersuchen, die in einer Enl-
mutagenisierten A.-thaliana-Population beobachtet worden waren. Unter diesen Linien sollten
vor allem samenspezifische oder regulatorische 7#-Mutanten identifiziert werden, um die in
diesen Pflanzen mutierten Gene zu isolieren. Durch Identifizierung von neuen #6-Allelen so-
wie von Pflanzen mit Transposoninsertionen im F3H-Gen sollte dariiber hinaus versucht
werden, die Frage zu beantworten, ob der #6-Lokus das F3H-Gen enthélt. Da AtF3H zu den-
jenigen Genen gehort, die nach Bestrahlung mit UV-haltigem Weil3licht koordiniert exprimiert
werden, sollte im Rahmen dieser Arbeit schlieSlich auch der F3H-Promotor auf Elemente hin

untersucht werden, die diese Induktion vermitteln.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Enzyme und Radioisotope

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von
den Firmen BioRad (Miinchen), Biozym (Hameln), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Freiburg),
Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Sie hatten analyti-
schen Reinheitsgrad. Organische Losungsmittel stammten von Riedel-de Haen (Hannover) und
Merck, Chemikalien fiir Kulturmedien von Gibco BRL (Eggenstein) und Difco Lab (Detroit,
USA).

Eine Probe des Herbizids Norfluorazon (Zorial®, interne Bezeichnung A-6283A) wurde
von M. Schulte, Novartis Agro, Frankfurt zur Verfligung gestellt.

Es wurden Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase, DNA-Polymerase [ (Klenow-
Fragment), Ribonuklease A (RNase A) und Lysozym von den Firmen Roche (Mannheim),
New England Biolabs (NEB, Schwalbach), Stratagene (Heidelberg), Gibco BRL und Serva
verwendet. Dartiber hinaus wurden DNA-Gr6Benmarker (Gibco BRL), Sephadex-G25 (Phar-
macia), ,,Quick-Sep"-Sdulen fiir GelausschluBchromatographie (Isolab, Ohio, USA) und
Hyperfilm-MP-Rontgenfilme (Amersham, Braunschweig) benutzt.

(-32P)dCTP (3000uCi/mmol) wurde von der Firma Amersham geliefert.

2.1.2 Desoxyoligonukleotide

Desoxyoligonukleotide wurden von den Firmen MWG (Ebersberg) und LifeTechnologies

(Paisley, GB) bezogen. Die Sequenzen sind jeweils in 5’-3’-Orientierung angegeben.

Standard Primer:

uni GTAAAACGACGGCCAGT

rev AACAGCTATGACCATG

T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG

T7 GTAATACGACTCACTATAGGGC
GPSspe CTTAAAAACTCCATTTCCACCCCT
GPSnot TTGTCATAGTTTAGATCTATTTTG
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H227 CCTCTATATAAGGAAGTTC 35S-down
H228 CGCAAGACCGGCAACAGG nos-up

H755 GAGTCAGTGAGCGAGGAA MCS-down
H1690 CGCGATCCAGACTGAATGC GUS-up
SKT17 (HK33) TCTAGAACTAGTGGATCAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTT ~ ¢DNA-Synth.
Mercury CTGGAATTCGCTACGATCCT RAGE
MercuryTC CTGGAATTCGCTACGATCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTC RAGE
PCR-Anchor GACCACGCGTATCGATGTCGAC RACE

Oligo-dT-Anchor GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTITV RACE

Verschiedene genspezifische Oligonukleotide:

En26 CACTCCTTTGACGTTTTCTTGTAGTG
Ens50 GCCGACACTCTTAATCGAAG
En205 AGAAGCACGACGGCTGTAGAATAGGA

En763]  TCAGGCTCACATCATGCTAGTCC
En8130  GAGCGTCGGTCCCCACACTTCTATAC
En814]  GGACCGACGCTCTTATGTTAAAAG

Eng202  CACTCCTTACCTTTTTTCTTGTAGTG

S8 CCAACGCCTGCGCCTCTCCGTCACCGTTCC
9 GGAGCTAACAGAATCTATCCCGTTCTTCCG

S10 GATGAACCGGGAGGGAATGTTTCTTCC

S11 GTGCCAGGTGACACACACCGTTCTTCCCG

S12 GGTGCTTCTTCTTTGGATGAGATCAGACAG

S13 CTTGGTCTCCGTCCTTCCGTCAAGCGTCTC

S14 CCGTCTATGGCACCATCAGAGTCTGGAAGG

S15 GACACCCCACTCCAACCCTTCTCCTGTCG

H862 ACCGTGTGTGTAACCGGCG

HS63 TTGCATAAGTCGTCCAAATG

S90 GCTTTTCCATAATTTATAATTATTTTAGGTGTCTG
S91 GTCGGTCGATTCAAAGACAGCACTC

S168 CACAGACTGGTTCAAGTCTAATCC

S169 GACTGCATTGACTCATGATCATTGTC

S171 CTCGATATCAGAAGCAGCATCATAG

S172 CTATTTTCCACTGTTTTGTCACATCG

S173 CTTGCTGCTCGACATCAGAAGCAGCC

S170 GAATCTCTTCAACAATGGATGTGACC

Actin2-1 TCCCTCAATCTCATCTTCTTCC
Actin2-2  GACCTGCCTCATCATACTCG
S165 GGCTCCATAAAAAGTGCACC
S166 CTGATCTCACGGACAATAGTGC

CFI

CFI

CFI

CFI

CHS

CHS

CHS

CHS

DFR

DFR

DFR

DFR
AL049660
AL049660
AC006085
AB025629
AB025629
AC006085
Actin2
Actin2
nga280 forward
nga280 reverse
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F3H-spezifische Oligonukleotide:

4 AGGAACTTTGACTGAGCTAGCCGGAGAGTC CAPS

S5 GGTGAAAGTGACGGAGGAGTATAGTGAGAG PCR-,,screening*

S6 GACCGTGGTCGCCGAGATTGACGAC

S7 GAGGCGAGCAAGCTCCAAATCTCTTCCC PCR-,,screening*

S21 CACTTTCACCCATCCTTCAGGCTTATTTG CAPS, 5°-RACE

S22 CCACCGTGAGTAGTCTCTGTTTC

S23 CCAATCTTGCACAGCCTCTCC 5’-RACE

S34 CACCGGGTACGAGAAATACGTTACAATC 5°_RACE

S69 GTCTTTGTTCTGTATGGGCCTTTGAC

S70 CATAGACAAGTGCATCAATTATCATTATTTC

S77 GTCAGTGTGACGCTTGAGTCCGAG

S84 CGGACGAATTTAGAGTTGAGCTTAGACTCTCCG

S85 GAGAGCGGCCATAGCTACTGCAGCTACC

S86 GGATCCGTTCTCTCATGGAAAAAGTAGACG

S87 CCATGTGTCTACTACCTACGGTGTAAACG

S88 GTCGCTTACAATGTGTTTAGCGACGAAATC

S89 CATGCGTCGATATGGACCAAAAGATTGTTG

S92 GGATCCGTTCTCTCATGGAAAAAGTAGACG

S93 GGCTACATTCCAACGTATCAC

S1 GCGGGATCCGTTCTCTCATGG Prom.-GUS, 5’-BamHI
] TTGGAATTCCAAGCCCGTACCAGAACATG Prom.-GUS, 5’-EcoRI
S3 GAGCCATGGTAATTACGAAGACAAAAGAC Prom.-GUS, 3’-Ncol
S19 CTAGAATTCGTTAAAAACGTAAATCATATTAAC Prom.-GUS, 5’-EcoRI
S20 AATGAATTCCTACAAAATATTATTATACCGTATG Prom.-GUS, 5’-EcoRI
S29 GGAGAAATTCTAGAGCGGAGACATGTTCTGGTACGGGC ACS5mut

S30 GTTGATAGAAAGCTCTAGATTAAAAATGCTTGTGGTCTG A(CS4mut

S36 GGTCGCTAGCTAGTCGACACGGTACTACTGCTC MRS 1mut

S73 GTTAATATGATTTCTAGATTTAACGGTTG ACS3mut

S74 TCGTTTACACGTCGACTAGTAGACACATG MRS2mut

TT1-spezifische Oligonukleotide:

S105 CACCACCACTATACGAGATATCCTC RAGE, RT-PCR
S106 ATTGTTGATACAAGAGTTTTGG RAGE, 5-RACE
S111 GCTCTTCTTCTGAAAAACCTAGAC RAGE

S112 GAGGTTAGGGAAGAGATCAAGG RAGE, 5-RACE
S117 CATACCTGAAGATTGTTGTAGCG CAPS

S121 GCTAAACAACCAGGATTTAATAGATG

S122 GGGTAATGAAATGAATGCTAATGTTG

S124 CATCTATTAAATCCTGGTTGTTTAGC

S125 CAACATTAGCATTCATTTCATTACC

S126 GTACGTAAGTCACACAATATGATTC CAPS

S127 GAGAGCAATCATTATATTAAGGTAAC

S128 CCATGTTAAGGCGTTTGGGTCTG

S129 CAGACCCAAACGCCTTAACATGG
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S130
S131
S132
S133
S134
S138
S139
S140
S141
S142
S143
S145
S148
S149
S156
S157
S158
S159
S160
S161
S174
S175
S176
S177
S151
S152
S153
S167

GTCCTTAAGAGAACGTTTGTG
CGCTCCAAACGCACTACAAAC
GGAGTCCTGAAAGGCACACAG
CGTAAGCTTTTAGCTTTTCTAC
GCTTGGAACGAGGATGGTC
GTGGTAATAATTGGCTAGTATG
CTCTAACGGTCAACACCTCTG
CAAGTATTACTTCTAATATACTG
GTAAATAGATATTTCATAAGCG
CGGTCCTTTCCTGTATTGTG
GAACCATGTCCCCACATGTGC
TGTAGTGATGAAAAATATAATGGTA
GAATATATAATTCTACTTACGC
CATACTAGCCAATTATTACCAC
GTGTTATTAACTAATATAGAG
CAAAAATGTTGAAGCAATTCAG
ACCCGACAACTCTATATCC
CAACTTAACATTGGTGGAT
AGCATCATTATCCACCAAT
CATATGCAATTTTGGTTTTA
GAATTATAATATTCCCAAAAACTAAC
CAAGTGTGAACAAAACGAATAATGTG
CACCAAGACTAACCAACATTACC
GAGAAATCAACTAATCTATTGC
GACTCCATGGAATGTGGTGAATAG
CATTCCATGGAGTCACCACCACTATAC
ATACCATGGAAAAAAACAAAGTCTCG
GCCCGAGCTCAAAAAAACAAAGTCTCGGAG

2.1.3 Puffer und Medien

RT-PCR
3’-RACE
3’-RACE

5’-RACE

5’-RACE
5’-RACE

Prom.-GUS, 3’-Ncol
GFP-Fusion, 5’-Ncol
GFP-Fusion, 3’-Ncol
358-cDNA, 3’-Sacl

Puffer und Medien wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt und durch Autoklavieren

oder Sterilfiltration sterilisiert. Die folgenden Mengen beziehen sich, soweit nicht anders ange-

geben, auf 1 L.

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI1 pH 7,5, 1 mM EDTA
TAE-Puffer: 40 mM Tris/Acetat pH 7,5, 1 mM EDTA
20x SSC: 3 M Na(Cl, 0,3 M Na-Citrat, pH 7,0 mit Essigsdure
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L-Medium: 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, 2,4 g MgSO,
LB-Medium: 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl
TB-Medium: TB I: 12 g Pepton, 24 g Hefeextrakt, 4 ml Glycerin pro 900 ml
TB II: 23 g KH,PO,, 164 g K,HPO, pro |
Beide Komponenten wurden getrennt autoklaviert und vor Gebrauch im

Verhiltnis 9:1 (TB I: TB II) gemischt

Bei Selektionsmedien oder -platten wurde das entsprechende Antibiotikum nach dem Au-
toklavieren und Abkiihlen auf unter 60°C zugefiigt. Die Endkonzentration betrug fiir
Ampicillin 80 pg/ml und fiir Kanamycin 25 pg/ml.

Fiir die Herstellung von Platten wurden 12,5 g Agar-Agar pro 1 Medium mit autoklaviert.
Zur Blau/WeiB-Selektion wurden dem Medium nach Autoklavieren und Abkiihlen auf unter
60°C 2 ml einer 100 mM IPTG-L6sung und 2 ml einer 2%igen X-Gal-Losung in DMF zuge-

geben.

2.1.4 Bakterienstimme, DNA-Vektoren und Sonden

E.-coli-Stamm Genotyp Referenz

XL1-blue MRF' Kan"  A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, Firma Stratagene
endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl,
lac, {F'proAB, lacl?, ZAM15, Tn5(kan")}

GM2163 F, aral4, leuB6, thi-1, fhuA31, lacY1, tsx-78, (Woodcock et al.,
galT22, supE44, hisG4, rps1136 (Str'), Xyl-5, 1989)
mtl-1, dam13, Tn9 (Cam"), dem6, mcrB1,
hsdR2 (tk- mk+), mcrA

DH5a F, endA1, hsdR17, supE44, thi-1, recAl, (Hanahan, 1983)
gyrAl, relAl
TOP10 F, merA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), Firma Invitrogen

D80/acZAM15, AlacX74, recAl, deoR,
araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL
(Str), endA1, nupG
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Agrobacterium-Stamm Genotyp

GV3101

Plasmid

pBluescript II SK(+)

pCR-Script SK(+)
pCR-TOPO
pT7-Blue

pBT10-GUS

mit pMP90-virulenz Plasmid, C59C1, Rif'

wesentliche Merkmale

flori, colElori, lacZ, MCS, Amp"

wie pBluescript II SK(+), Srfl in MCS
flori, colElori, lacZ, MCS, Amp', Kan'
flori, colElori, lacZ, MCS, Amp"
colElori, Amp', -46 bis +8 des 355-

Promotors aus CaMV, uidA-ORF, nosPA,
MCS, Deletionen im Vektorriickgrat

Referenz

(Koncz und Schell,
1986)

Referenz

(Alting-Mees et al.,
1992)

Firma Stratagene
Firma Invitrogen
Firma Novagen

(Feldbriigge et al.,
1997)

pBT10-UBI-LUCm3 wie pBT10-GUS, PcUBI4-2 Minimalpromo-
tor, Luc-ORF mit 3 stillen Mutationen in den

Erkennungsstellen fiir EcoRI, Clal und Xbal

(Sprenger, 1997)

pBT8-355-LUCm3

pAtCFI-mMRE-4-GUS

pGPS1

pGPTV-TATA-GUS

pAVA393

statt uidA-ORF

wie pBT8-GUS, 355-Promotor aus CaMV,
Luc-ORF statt uidA-ORF

wie pBT10-GUS, AtCFI mMRE Tetramer
(UH140)

R6k-y ori, Tn7 (Kan")

Kan" (nptlI), MCS, -46 bis +8 des 355-
Promotors aus CaMV, uidA ORF, nosPA

wie pBluescript I SK(+), doppelter 355-

Promotor aus CaMV, translationeller Enhan-

cer aus TEV, GFP5-ORF, 355PA

(Sprenger, 1997)

(Hartmann, 1997)

Firma NEB

(Sprenger, 1997)

(Siemering et al.,
1996; von Arnim et
al., 1998)
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Sonde Ursprung Referenz

CHS pUC-gDNA-AtCHS (BW369), ca. 1,1 kb (Feinbaum und Au-
EcoRI-Fragment subel, 1988)

CFI pEX-AtCFI (BW447), ca. 750 bp Eco- (Shirley et al., 1992)

RI/Ncol-Fragment

FLS pSK-cAtFLS (UH99), ca 1,4 kb EcoRI/Xhol- (Hartmann, 1997)
Fragment
DFR pCR-Script-cDNA-AtDFR (UH1), ca. (Shirley et al., 1992)

760 bp BamHI/Sacl-Fragment

UBQ pAttS0348 (UH3), ca. 550 bp EcoRI- EST-Sequenz
Fragment
F3H pCR-Script-cDNA-AtF3H (SA20), ca. diese Arbeit

780 bp EcoRI-Fragment

TTI (5°-Bereich) pCR-RAGE20 (SA62), ca 120 bp EcoRI- diese Arbeit
Fragment

TTI (cDNA) pSK-AtTT1-GFP (SA81), ca. 900 bp Ncol-  diese Arbeit
Fragment

Enl-links pCR-TOPO-ZmEnl-links (SA51), ca. diese Arbeit

150 bp EcoRI-Fragment

Enl-rechts pCR-TOPO-ZmEnl-rechts (SA53), ca. diese Arbeit
500 bp EcoRI-Fragment

2.1.5 Zellkulturen und Pflanzen

Die verwendete A.-thaliana-Zellsuspensionskultur At7 (Okotyp Columbia) wurde von
L. Bollenbach betreut. Sie wurde wie beschrieben (Trezzini et al., 1993) im Dunkeln unter
Verwendung von modifiziertem B5- (Kombrink und Hahlbrock, 1986) und MS-Medium
(Murashige und Skoog, 1962) kultiviert. 5 Tage nach der Subkultivierung wurden die Zellen

fiir die Isolation von Protoplasten verwendet.

29



Material und Methoden

Die Anzucht von A.-thaliana-Pflanzen erfolgte gewdhnlich im Gewéchshaus unter Lang-
tagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkel). Nach der Aussaat in Topfe (fiir Kreuzungen) oder
Kisten (fiir Segregationsanalysen) mit VM-Erde erfolgte eine Stratifizierung der Samen fiir 24-
48 h bei 4°C. Material fiir RNA-Isolierungen wurde von gesunden etwa 6 Wochen alten Pflan-
zen jeweils 5h nach Einsetzen der tiglichen Beleuchtungsperiode isoliert. Fiir die
Vakuuminfiltration wurden je 6 Pflanzen in Topfen (& 10 cm) in einer Phytokammer unter
Kurztagbedingungen angezogen (8 h Licht, 16 h Dunkel). Fiir jedes Konstrukt wurden 4 Topfe
vorbereitet. Um Bliitenbildung zu induzieren, wurden die Pflanzen nach 10 bis 12 Wochen in
ein Gewéchshaus mit Langtagbedingungen iiberfiihrt. Etwa eine Woche vor der Infiltration
wurden die Primérinfloreszenzen entfernt, um die Bildung sekundirer Infloreszenzen anzure-
gen.

Die Lichtinduktion von A.-thaliana-Pflanzen und -Protoplasten erfolgte in einem Klima-
schrank HT (Infors, Bottmingen, CH) mit 9 Phillips Leuchtstoffrohren: 4x ,,warm white
Light, 3x ,,blue TLD* und 2x ,,Silvana black light blue®, bei einer Quantenstromdichte von ca.
1000 pE.

2.1.6 Sonstiges biologisches Material

— Die A. thaliana tt-Mutanten 1@t (NW82), 12 (NW83), @3 (NW84), tt4 (NWR8S), 5
(NW86), 116 (NW8T7), 117 (NWS88), tt8 (NW111), 1110 (NW110) und g (NW89) wurden
iiber das ,,Ohio Arabidopsis Stock Center* (Ohio, USA) bezogen. Die fiir Kartierungen
im Genom verwendeten 100 ,,Recombinant Inbred"-Linien (RI-Linien, NW1899; Lister
und Dean, 1993), wurden vom ,,Nottingham Arabidopsis Stock Centre* (Nottingham,
UK) bezogen. Genomische DNA der RI-Linien wurde von E. Bongartz isoliert.

— Die IGF-BAC-Filter 79.1.151 sowie die BACs F1106, F3N5, F2B22, F10P4 und
F4M12 wurden iiber das Resourcenzentrum des Deutschen Humangenomprojektes
(Berlin) bezogen.

— Die tt15-Mutante und Columbia-2 Wildtyp wurden von N. Focks und C. Benning (In-

stitut fiir Genbiologische Forschung, Berlin) zur Verfiigung gestellt.
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— Transposoninsertionslinien, deren Samenfarbe von der des Wildtyps abwich, wurden im

2.2

Verlauf der Herstellung einer En/-mutagenisierten A.-thaliana-Population identifiziert
(E. Baumann, N. Schmitz und E. Wisman, personliche Mitteilung). Zur Herstellung die-
ser Population wurde das autonome Element En/ aus Z. mais mittels Agrobacterium
tumefaciens in A. thaliana (Okotyp Columbia) iibertragen (Cardon et al., 1993). Pflan-
zen, die das Transposon enthielten, wurden iiber zwolf Generationen hinweg mittels
,single seed descent” vermehrt (Baumann et al., 1998; Wisman et al., 1998), bis eine
Population aus 8000 Linien mit 48000 unabhingigen Enl-Insertionen zur Verfligung
stand (E. Wisman, personliche Mitteilung). Weitere Pflanzen mit heller Samenfarbe
wurden im Rahmen der Durchmusterung der Population auf Mutanten mit verdnderter
Zuckertoleranz von A. Kortstee, J. Pego und S. Smeekens (Universitdt Utrecht, NL)
identifiziert. Anhang 1 gibt eine Ubersicht iiber die verwendeten Linien.

Pflanzen mit Enl-Insertionen im F3H-Gen (5A45, 13728 und 5G38) wurden durch
Mitarbeiter von E. Wisman mittels eines PCR-Screenings (Baumann ef al., 1998) in der
mutagenisierten A.-thaliana-Population identifiziert. Dazu wurden die Oligonukleotide
S5 und S7 verwendet.

Eine ¢cDNA, die durch reverse Transkription von Landsberg erecta Wildtyp Gesamt-
RNA mit dem SKT17-Primer hergestellt worden war, sowie Gesamt-RNA aus 8 h mit
UV-haltigem Weilllicht bestrahlten At7-Suspensionskulturzellen wurden von
U. Hartmann zur Verfiigung gestellt (Hartmann, 1997). RNA aus verschiedenen Organen
von A.-thaliana-Pflanzen des Okotyps Columbia stammte von M. Sprenger (Sprenger,

1997).

Molekularbiologische Standardmethoden

Die nachfolgend aufgefiihrten Standardtechniken basieren auf Methoden aus dem ,,Mole-

kularbiologischen Handbuch* (Sambrook et al., 1989). Sie wurden wie in Hartmann (1997)

ausfiihrlich beschrieben durchgefiihrt. Bei der Verwendung von ,,Kits“ erfolgte die Anwen-

dung, sofern nicht anders vermerkt, nach Angaben des jeweiligen Herstellers.
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Ethanol/Salzfillung von Nukleinséuren

Phenolextraktion

Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen

Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Reinigung von DNA durch GelausschluB3-Chromatographie tiber Sephadex-G25-Saulen
Kultivierung von E. coli

Endonukleolytische Restriktionsspaltungen von DNA erfolgten nach Angaben der Her-
steller der Enzyme in den zugehorigen Puffern.

Ligationen von DNA Fragmenten wurden mit T4-DNA-Ligase von Roche im dazugeho-
rigen Puffer fiir eine Stunde bei RT oder bei 16°C iiber Nacht durchgefiihrt. Ein
typischer 30 ul Ansatz enthielt etwa 100 ng Vektor-DNA, 200 ng DNA-Fragment, 1 U
T4-DNA-Ligase sowie 3 pl 10 mM rATP.

Transformationskompetente Bakterienzellen (E. coli) wurden nach der Rubidiumchlo-
ridmethode hergestellt (Hanahan, 1983).

Transformation von Plasmiden oder Ligationsprodukten erfolgte nach der Hitzeschock-
methode (Hanahan, 1983).

Isolierung von DNA-Fragmenten nach Agarosegelelektrophorese erfolgte mit dem
,QIAquick-Gelextraktions-Kit" der Firma Qiagen oder dem ,,NucleoSpin Extract Kit*

von Macherey und Nagel (Diiren).

2.2.1 PCR

(modifiziert nach Mullis et al., 1986; Mullis und Faloona, 1987)

Reaktionsansitze fiir PCR hatten gewohnlich ein Volumen von 50 pl. Sie enthielten 50-

500 ng Matritzen-DNA, 10 pmol spezifische gegenldufige Primer, 0,4 mM dNTP-Mix und

0,5-2,5 U Polymerase in dem entsprechenden 1x Puffer. Es wurden Pfu-DNA-Polymerase

(Stratagene) und 7Tag-DNA-Polymerasen der Firmen Roche und Appligene/Oncor (Heidel-

berg) verwendet. Die Aplifikationen erfolgten entweder in GeneAmp 9600 oder 9700

Maschinen (Perkin Elmer, Weiterstadt) oder in einem MJ Research PTC-225, Modell Tetrad

(Biozym) nach folgendem Schema:
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Ix 85-94°C 2-4 min
25-40x 94°C 30-60 s
50-65°C 30-60 s

72°C 1-2 min/kb
Ix 72°C 5-10 min
Ix 4-16°Ceo

Blockmutationen wurden in DNA-Sequenzen durch zwei aufeinanderfolgende PCR-
Aplifikationen eingefiihrt (modifiziert nach Sarkar und Sommer, 1990). In der ersten PCR
wurde ein Primer mit der gewlinschten Mutation und ein unmutierter gegenldufiger Primer
verwendet. Das Produkt dieser Reaktion wurde mit dem ,,High Pure PCR Product Purification
Kit* von Roche gereinigt und in der zweiten Reaktion zusammen mit einem weiteren gegenldu-

figen Oligonukleotid als ,,Megaprimer*‘eingesetzt.

2.1.2 Plasmid-DNA-Priparationen

Die schnelle Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte nach der TELT-Methode (Holmes und
Quigley, 1981). Dazu wurden 1,5 ml einer 3 ml GiN-Kultur in TB-Medium abzentrifugiert
(3 min, 13000 rpm, RT; Eppendorf 5403, Eppendorf, Hamburg) und das Pellet in 200 pl
TELT-Puffer (50 mM Tris/HCL pH 8,0; 62,5 mM EDTA; 2,5 M LiCl; 0,4% Triton X-100)
sowie 20 pul Lysozymlosung (1 mg/ml) resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde nach
3 min bei 95°C fiir 5 min auf Eis inkubiert, zentrifugiert (15 min, 13000 rpm, 4°C) und das
Pellet mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers verworfen. Die Plasmid-DNA im Uberstand wur-
de durch Zugabe von 100 pl Isopropanol gefillt und sedimentiert (15 min, 13000 rpm, 4°C).
Das Pellet wurde mit 200 pul 70% Ethanol gewaschen und in 50 pl TE-Puffer mit 40 pg/ml
RNaseA gelost.

Zur Gewinnung groflerer DNA-Mengen wurde eine modifizierte alkalische Methode nach
Birnboim (1979) verwendet. Dazu wurde eine 50 ml iN-Kultur in TB-Medium abzentrifugiert
(10 min, 5000 rpm, 4°C; Minifuge RF, Heraeus, Osterode) und das Pellet in 4 ml TE50/10
(50 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 mM EDTA) und 1 ml Lysozym-Ldsung (10 mg/ml) resuspen-
diert. Nach 5 min auf Eis wurde die Suspension zum Aufschlufl der Zellen mit 10 ml Losung I

(1% SDS; 0,2 M NaOH) versetzt, gemischt und weitere 10 min auf Eis inkubiert. Anschlie-
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Bend wurden 7,5 ml Losung III (3 M K-Acetat; 1,8 M Ameisensédure) zugegeben, 10 min auf
Eis inkubiert und erneut zentrifugiert (10 min, 5000 rpm, 4°C). Der Uberstand wurde filtriert,
mit 10 ml Isopropanol fiir 10 min auf Eis geféllt und pelletiert (15 min, 5000 rpm, 4°C). Das
Pellet wurde in 300 ul TE-Puffer gelost und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal} {iberfiihrt. Zur Fil-
lung von RNA und Proteinen wurde 1 Vol 5 M LiCl in TE-Puffer zugegeben und der Ansatz
10 min auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation (10 min, 13000 rpm, 4°C; Eppendorf
5403) wurde der Uberstand mit 2,5 Vol Ethanol 5 min bei -80°C inkubiert und wiederum zen-
trifugiert (15 min, 13000 rpm, 4°C). Das Prazipitat wurde in 400 ul TE-Puffer resuspendiert,
mit 2 ul RNaseA-Losung (2 mg/ml) versetzt und 10 min bei 65°C inkubiert. AnschlieBend
erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion sowie eine Ethanol/Salz-Fallung. Die DNA wurde
in 200 pul TE aufgenommen und auf 1 pg/pl eingestellt.

Hochreine Plasmid-DNA fiir Transfektionsexperimente wurde durch eine Kombination aus
alkalischer Extraktion und séulenchromatographischer Reinigung gewonnen. Dazu wurde das
Qiagen ,,Plasmid MEGA Kit* nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Nach der Reinigung
wurde die DNA-Losung zur Pelletierung unldslicher Verunreinigungen noch einmal zusétzlich
zentrifugiert (30 min, 14000 rpm, 4°C; Eppendorf 5403) und der Uberstand in ein neues Re-
aktionsgefal tiberfiihrt. Aus einer 400 ml iN-Kultur von GM2163-Bakterien in TB-Medium

konnten bis zu 2 mg Plasmid-DNA isoliert werden.

2.1.3 Isolation genomischer DNA aus Pflanzenmaterial

Die Isolation kleiner Mengen genomischer DNA aus A.-thaliana-Bléttern fiir PCR erfolgte
nach der Methode von Edwards (1991). Dazu wurden 1-2 kleine A.-thaliana-Blatter (20-
40 mg) in einem 1,5 ml-Reaktionsgefdl mit 200 ul Extraktionspuffer (200 mM Tris/HCI pH
7,5; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA; 0,5% SDS) ca. 15 s gemorsert und anschliefend fiir 5 s
auf einem Vortex-Mischer auf hochster Stufe geschiittelt. Das Pflanzenmaterial wurde pelle-
tiert (3 min, 13000 rpm, RT; Eppendorf 5403) und 150 ul des Uberstandes in ein neues
1,5 ml-Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Durch Zugabe von 150 ul Isopropanol und 2 min Inkubation
bei RT wurde die genomische DNA gefillt. Das DNA-Prézipitat wurde pelletiert (5 min,
13000 rpm, RT), mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 pul TE-Puffer aufgenom-

men. 2 pl dieser DNA wurden als Matrizen fiir PCR verwendet.
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GroBere Mengen genomischer DNA, die auch fiir Gel-Blot-Experimente geeignet war, wur-
den mit Hilfe des ,,Nucleon PhytoPure Kits“ (Amersham Life Science) nach Angaben des
Herstellers isoliert. Dazu wurden 100-300 mg Blattmaterial in einem 50 ml-Reaktionsgefal3 in
fliissigem Stickstoff eingefroren und mit Hilfe von 3 ebenso vorgekiihlten Mahlkorpern
(Hoechst, Frankfurt) durch 20 s schiitteln auf einem Vortex-Mischer bei hochster Stufe zer-
kleinert. Nach Zugabe von 600 pul SDS-haltigem Lysis-Reagenz wurde das Material bei 37°C
aufgetaut. Der Ansatz wurde nochmals fiir 5 s geschiittelt, mit 10 ul RNase A (2 mg/ml) ver-
setzt und 30 min bei 37°C inkubiert. Nach Uberfiihrung in ein 2 ml-Reaktionsgefd wurden
200 ul Reagenz 2 zugegeben, gemixt und unter gelegentlichem Umschwenken von Hand fiir
10 min bei 65°C inkubiert. Danach erfolgte eine 20 min Inkubation auf Eis und anschlieBend
die Zugabe von 500 pl eiskaltem Chloroform und 100 pl eines speziellen Harzes zur Entfer-
nung von Polysacchariden. Nach 10 min Inkubation auf einem Uberkopfschiittler wurde zur
Phasentrennung 10 min bei 7000 rpm zentrifugiert (Eppendorf 5403) und die klare Oberphase
mit einer Pasteurpipette abgenommen. Die DNA wurde durch Zugabe eines Volumens Iso-
propanol gefillt, pelletiert (10 min, 13000 rpm, 4°C), mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet
und UGN bei 4°C in 100 ul TE-Puffer supendiert.

2.1.4 RNA-Isolation aus Pflanzenmaterial

Pflanzenmaterial fiir RNA-Isolationen wurde direkt nach der Ernte in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur Verarbeitung bei -80°C gelagert. Das Material wurde jeweils unter
fliissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver homogenisiert. Aus grofleren Mengen von
A.-thaliana-Pflanzenmaterial (1-5 g) wurde RNA nach der Methode von Dunsmuir (1988)
isoliert. Dazu wurde es in ein 50 ml-Reaktionsgefdl mit 10 ml RNA-Lysis-Puffer (100 mM
Tris/HCI pH 8,5; 100mM NaCl; 20mM EGTA; 2% SDS) und 10 ml Phenol iiberfiihrt. Nach
5 min Mischen auf einem Uberkopfschiittler wurden 5 ml Chloroform zugegeben und weitere
5 min geschiittelt. Zur Phasentrennung wurde zentrifugiert (10 min 5000 rpm, 4°C; Minifuge
RF) und anschlieBend die Oberphase in ein neues Zentrifugenrohrchen gegeben, das 10 ml
Phenol enthielt. Extraktion und Phasentrennung wurden wiederholt und danach die walrige
Phase mit 10 ml Chloroform extrahiert. Die Féllung der Nukleinséuren aus der Oberphase er-
folgte mit 2,5 Vol Ethanol und 0,1 Vol 3 M Na-Acetat pH 5,2 fiir 20 min bei -80°C. Sie
wurden pelletiert (30 min, 5000 rpm, 4°C) und in 5 ml DEPC-behandeltem Wasser geldst
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(0,1% DEPC, Inkubation iN unter Gasaustauschbedingungen bei RT, anschlieBend autokla-
viert). Zur Gewinnung der RNA wurde die Losung mit Sml 4 M LiCl-Losung versetzt,
mindestens 3 h auf Eis inkubiert und zentrifugiert (30 min, 5000 rpm, 4°C). Die RNA wurde
zundchst in 2 ml DEPC-Wasser geldst, durch Ethanol/Salz-Behandlung gefallt und schlieBlich
in 200 pl DEPC-Wasser aufgenommen.

Standen 100 mg-1 g Material zur Verfligung, so wurde die Methode von Logemann (1987)
angewandt. Dazu wurden zu einer Probe 6 Volumen Z6-Puffer (8§ M Guanidiumhydrochlorid;
20 mM MES; 20 mM EDTA) sowie 1% B-Mercaptoethanol gegeben und bis zur vollsténdi-
gen Homogenitdt gemischt. Danach wurde eine Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion
(24:24:1) durchgefiihrt. Die wéassrige Phase wurde mit 0,05 Volumen 1 M Essigsdure und 0,7
Volumen Ethanol versetzt und die RNA 1 h bei -80°C gefillt. Nach Zentrifugation (10 min, 13
000 upm, 4°C; Eppendorf 5403) wurde das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet
und in 50 ul DEPC Wasser gelost.

Fiir RNA-Extraktionen aus 10-100 mg Ausgangsmaterial wurde das ,,Purescript RNA Iso-
lation Kit* (Gentra Systems, Minneapolis, USA) nach Vorschrift des Herstellers eingesetzt.
Dazu wurde das gemorserte Pflanzenmaterial in mit fliissigem Stickstoff gekiihlte 1,5 ml-
Reaktionsgefafle tiberfiihrt. Nach Zugabe von 300 pl SDS-haltigem Lysis-Reagenz wurde das
Material bei RT aufgetaut und 5 s auf einem Vortex-Mischer auf hochster Stufe geschiittelt. Es
wurden 100 ul Reagenz 2 zugegeben, gemischt und Zelltriimmer sowie gefillte Proteine abzen-
trifugiert (4 min, 14000 rpm, 4°C; Eppendorf 5403). Der Uberstand wurde mit 500 ul
Chloroform extrahiert und anschlieBend die RNA durch Zugabe von 300 pl Isopropanol zur
Oberphase gefillt. Nach Zentrifugation (4 min, 14000 rpm, 4°C) wurde das Pellet mit 70%
Ethanol gewaschen, getrocknet und fiir 30 min auf Eis in 20 ul DEPC-Wasser rehydriert.

Die Anreicherung von polyA+-mRNA aus Gesamt-RNA erfolgte durch Affinitdtschroma-
tographie (modifiziert nach Okayama et al., 1987). Dazu wurden Oligo-(dT)-Zellulose-Séulen

nach Angaben des Herstellers verwendet (Pharmacia).
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2.1.5 Gelelektrophorese und Kapillartransfer von Nukleinsiduren

Fiir genomische DNA-Gel-Blot-Analysen (modifiziert nach Southern, 1975) wurden je-
weils 5-10 ug DNA mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen verdaut und in einem
0,8%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA wurde im Gel mit 0,25 M HCl
behandelt, denaturiert (0,5 M NaOH, 1,5M NaCl) und neutralisiert (1,5M NaCl, 0,5 M
Tris/HCI, pH 7,5).

Fiir RNA-Gel-Blot-Analysen (modifiziert nach Alwine et al., 1977) wurden jeweils 10 pg
Gesamt-RNA denaturiert (10 min 65°C, danach sofort auf Eis) und in einem denaturierenden
Agarosegel (1% Agarose, 1,88% Formaldehyd in 1x MOPS-Puffer) aufgetrennt (10x MOPS
Puffer: 400 mM MOPS, 100 mM Na-Acetat, 10 mM EDTA, pH 7,0 mit NaOH).

Der Kapillartransfer von DNA und RNA auf Nylonmembranen (Hybond-N, Amersham
Pharmacia) erfolgte in 10x SSC-Puffer iiber Nacht. AnschlieBend wurden die Membranen 2 h

bei 80°C gebacken, um die Nukleinsiduren kovalent daran zu binden.

2.1.6 Hybridisierung von immobilisierten Nukleinsiuren

Die Hybridisierung von immobilisierten Nukleinsduren erfolgte in verschlieBbaren Rohren
iiber Nacht bei 65°C in einem Rollinkubator in 1 M NaCl, 50 mM Tris/HCI pH 7,5 10% Dex-
transulfat sowie 100 pg/ml denaturierter Lachssperma-DNA. DNA-Sonden wurden unter
Verwendung von o-[**P]JdCTP mit dem ,,Random Primed DNA Labelling Kit“ (Roche) radio-
aktiv markiert. Nicht eingebaute dNTPs wurden mittels eines Gelfiltrationsschrittes aus dem
Ansatz entfernt. Nach einer Prahybridisierung von mindestens 2 h wurde die Sonde hitzedana-
turiert und zu der Membran gegeben. Nach 16 h wurde der Filter 2x20 min in 2xSSC, 0,5%
SDS bei 65°C gewaschen, in Folie eingeschweil3t und fiir die Autoradiographie bei -80°C ex-
poniert.

Um fiir eine Rehybridisierung gebundene Sonde von einer Membran zu entfernen, wurde

diese in 0,1% SDS bei 80°C 2x20 min gewaschen.
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2.1.7 DNA-Sequenzierung und computergestiitzte Auswertung von Sequenzdaten

Automatisierte DNA-Sequenzanalysen wurden von der ADIS-Einheit des MPIZ unter
Verwendung von ,,Big Dye-terminator Chemistry* auf Abi Prism 377 und 3700 DNA-
Sequencern (Applied Biosystems, Weiterstadt) durchgefiihrt

Sequenzdaten wurden mit Hilfe der Programme des UWGCG-Paketes (,,University of
Wisconsin Genetics Computer Group®; Devereux ef al., 1984) auf einer ,,Unix-Workstation*

(DEC 3000) ausgewertet.

2.3 Fiir diese Arbeit besonders relevante Methoden

2.3.1 Extraktion und Diinnschichtchromatographie von Flavonoiden

Die Identifikation der Aglyka von Flavonoiden erfolgte durch Diinnschichtchromatographie
(DC; auch ,,thin layer chromatography, TLC). Dazu wurden 6 mg Samen oder 50-300 mg
Blattmaterial in 1 ml 2 M HCI zunéchst fiir 16 h bei RT und anschlieBend fiir 20 min bei
100°C inkubiert. Nach dieser sauren Hydrolyse wurde das Pflanzenmaterial durch Abzentri-
fugieren oder mit Hilfe eines Zahnstochers entfernt und die Flavonoid-Aglyka mit 50 pl
Isoamylalkohol unter Schiitteln aus der wassrigen Phase extrahiert. 1-5 ul des Extraktes wur-
den auf Zellulose-DC-Platten (Merck) aufgetragen und in Forestal (Wasser/Eisessig/HCI,
10:30:1) aufgetrennt. Als Referenzsubstanzen standen Quercetin und Kédmpferol (Roth) sowie
Cyanidin (Apin Chemical, Oxon, UK) und Pelargonidin (Fluka, Buchs, CH) zur Verfiigung. Es
wurde jeweils 1 pl einer 0,1 mg/ml Losung in Methanol bzw. Ethanol mit aufgetragen. Nach
der Entwicklung waren Cyanidin und Pelargonidin im WeiBlicht als rote Flecken zu erkennen,
wihrend Quercetin und Kidmpferol unter UV-Licht (366 nm; MinUVIS, DESAGA, Heidel-

berg) gelb fluoreszierten.
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Flavonoidglykoside wurden mittels hochaufldsender Diinnschichtchromatographie (,,high
performance thin layer chromatography*, HPTLC) nach einem nach Veit (1999) modifizierten
Verfahren untersucht. Fiir die Extraktion der Flavonoidglykoside wurden 50-100 mg Pflan-
zenmaterial in 100-200 pl 80% Methanol gemdrsert und abzentrifugiert. 1-2 ul des
Uberstandes wurden auf eine Kieselgel-60 HPTLC-Platte (Merck) aufgetragen und in einer
HPTLC-Kammer (DESAGA) in einem Gemisch aus Ethylacetat/Wasser/Essigsaure/-
Ameisensdure (100:26:12:12) entwickelt. Nach dem Abdampfen des Laufmittels wurde die
Platte mit einer 1% Losung von Naturstoffreagenz A (Roth) in Methanol und anschlieend
mit 5% methanolischer PEG400-Losung bespriiht. Die Identifizierung einzelner Inhaltsstoffe
erfolgte einerseits iiber die unterschiedlichen Fluoreszenzfarben (Kédmpferolderivate, gelb;
Quercetinderivate, orange) andererseits durch den Vergleich mit Referenzsubstanzen, die von

J. Hagemeier isoliert werden konnten.

2.3.2 Fiérbereaktion mit Naturstoffreagenz A

(Sheahan und Rechnitz, 1992; Sheahan und Rechnitz, 1993)

Die spezifische Fluoreszenz, die die Interaktion von Naturstoffreagenz A mit Flavonoiden
hervorruft, wird durch Chlorophyllfluoreszenz iiberdeckt. Um diese Stérung zu vermeiden,
wurden die zu untersuchenden Pflanzen auf einem Herbizid angezogen, das die Karotinoidbio-
synthese behindert. Durch das Fehlen dieser Schutzpigmente des Photosyntheseapparates
ergriinen entsprechend behandelte Keimlinge nicht. A.-thaliana-Samen wurden 5 Tage lang in
Petrischalen im Licht (> 100 uE) auf Whatman-Papier gekeimt, das mit einer 3 ppm Ldsung
des Herbizids Norfluorazon (Novartis, Frankfurt) getrdnkt war. Die gebleichten Keimlinge
wurden fiir 2 h in eine 0,25 %ige Losung von Naturstoffreagenz A in 3,75%107 % Triton X-
100 tiberfiihrt. Nach dieser Behandlung wurden sie an einem Fluoreszenzmikroskop (Axio-
phot; Zeiss, Oberkochen; Anregung, 365 nm; Filterteiler, 395 nm; Emission, 420 nm)

betrachtet und photographiert.
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2.3.3 Kreuzungen

(Koornneef et al., 1998)

Fiir Kreuzungen wurden Pflanzen ausgewihlt, die gerade begonnen hatten zu blithen. Von
einer Infloreszenz der Mutterpflanze wurden bis auf die drei groBen Knospen, deren Offnung
unmittelbar bevorstand, alle jiingeren Knospen sowie bereits gedffneten Bliiten mit einer fei-
nen Pinzette entfernt (Dumont #5 und #7). Die verbliebenen Knospen wurden vorsichtig
gedffnet und bis auf das Gynoeceum alle weiteren Bliitenorgane entfernt. Von der als méinnli-
cher Elternteil fungierenden Pflanze wurde eine Bliite ausgewéihlt, die sich am selben Tag
gedftnet hatte. Die Offnung der Bliite wurde durch Quetschen mit der Pinzette an der Basis
vergrofert, so da3 die Antheren hervortraten. Durch leichtes Auftupfen der Staubbeutel auf
die Narbe wurde der Pollen auf die Mutterpflanze iibertragen. Die miitterliche Infloreszenz
wurde mit einem Schild markiert, auf dem die Bezeichnungen beider Elternpflanzen sowie das
Datum der Kreuzung vermerkt waren. Die Gynoeceen wurden am folgenden Tag noch einmal
mit Pollen versehen. Einsetzendes Streckungswachstum und eine leichte Rotfarbung zeigten
die erfolgreiche Befruchtung an. Bei beginnender Gelbfarbung der Schoten wurden kleine Pa-
piertiiten dariiber gestiilpt, um den Erhalt der Samen zu gewahrleisten.

Bei Kreuzungen zwischen Pflanzen der Okotypen Columbia und Landsberg erecta wurden
letztere als Mutterpflanzen gewdhlt, weil sie eine rezessive Mutation im erecta Gen tragen,
die im homozygoten Zustand zu Pflanzen mit gedrungenem Wuchs fiihrt. Auf diese Weise
bildete das Auftreten von Pflanzen mit dem erecta-Phénotyp in der ersten Filialgeneration eine

Kontrolle fiir eine unerwiinschte Selbstung der Mutterpflanze.

2.3.4 Genetische Kartierung mit Hilfe von CAPS-Polymorphismen

(nach Konieczny und Ausubel, 1993)

In DNA-Abschnitten deren Position im Genom von A. thaliana bestimmt werden sollte,
wurden durch Vergleich der genomischen Sequenzen Restriktionspolymorphismen zwischen
den Okotypen Columbia und Landsberg erecta identifiziert. Aus diesen Sequenzen wurden
gegenldufige Oligonukleotide stromauf- und abwirts des Polymorphismus abgeleitet. Mit die-
sen Primern wurden PCR-Amplifikationen auf je 100-200 ng genomischer DNA der 100

Recombinant Inbred-Linien (2.1.5) als Matrize durchgefiihrt. Dazu wurden pro Ansatz 0,5 U
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der Tag-Polymerase von Appligene/Oncor eingesetzt. Durch Agarosegelelektrophorese wurde
iiberpriift, ob jeweils nur eine spezifische Bande amplifziert wurde. Darauthin wurden 15 pl
der Reaktionsansitze mit dem Restriktionsenzym gespalten, dessen Erkennungssequenz zwi-
schen den Okotypen polymorph war. Die Produkte der Restriktionsspaltungen wurden im
Agarosegel aufgetrennt und fiir jede der Linien der Genotyp des untersuchten Markers (Col
oder Ler) bestimmt. Die Auswertung dieser Daten erfolgte am ,,Nottingham Arabidopsis Stock
Centre* unter Verwendung der Kosumbi Funktion mit Hilfe des Programmes ,,Mapmarker [
(Lander et al., 1993). Die Position der Marker auf der RI-Karte kann dem Internet entnommen
werden (nasc.nott.ac.uk/new_ri_map.html)

Zur Bestimmung der Lokalisation des F3H-Gens wurden PCRs mit den Oligonukleotiden
S4 und S21 durchgefiihrt. Die erhaltenen Produkte wurden mit Bc/l gespalten. Als Kontrolle
fiir die Funktionalitit des Restriktionsenzyms wurden je Ansatz 200 ng unmethylierter DNA
des Plasmids UH140 eingesetzt, das zwei Bcll-Erkennungsstellen enthilt. Fiir 777 wurden
Amplifikationen mit den Oligonukleotiden S117 und S126 durchgefiihrt und die erhaltenen
Produkte mit Maelll gespalten. Das amplifizierte Fragment enthielt unabhingig vom Okotyp
mindestens eine Erkennungsstelle fiir dieses Enzym, so daB hier keine zusitzliche Schnittkon-

trolle erforderlich war.

2.3.5 Kartierung mit Hilfe der IGF-BAC Bibliothek

Auf dem IGF-BAC-Filter 79.1.151 sind 9216 Klone der IGF-BAC-Bibliothek jeweils
zweimal aufgetragen (Mozo et al., 1998). Diese Membran wurde filir zwei Stunden bei 42°C in
einem Volumen von 50 ml (200 mM Na-Phosphat, pH 7,2; 1 mM EDTA; 15% Formamid;
1% BSA; 7% SDS) prahybridisiert. Die Hybridisierung mit der radioktiv markierten Sonde
(120 bp EcoRI-Fragment aus pSA62) erfolgte liber Nacht in einem Volumen von 20 ml. Unge-
bundene Sonde wurden durch 2x20 min Waschen mit 2xSSC, 0,1% SDS bei 60°C vom Filter
entfernt. Die Exposition erfolgte fiir 4 h bei -80°C. Bakterienstimme, die in der Koloniehybri-
disierung zu Signalen fiihrten, konnten auf Grund ihrer Koordinaten identifiziert werden
(F1106, F3NS5, F2B22, F10P4 und F4M12). Um das Ergebnis der Hybridisierung zu verifi-
zieren, wurde aus positiven Klonen BAC-DNA gewonnen und 1,5 pg davon mit EcoRI und
EcoRV gespalten. Die Fragmente wurden im Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran

transferiert und erneut mit dem EcoRI-Fragment aus pSA62 hybridisiert. Informationen iiber
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die Lokalisation der Inserts der identifizierten IGF-BACs im Genom von A. thaliana wurden
dem Internet entnommen (www.mpimp-golm.mpg.de/101/mpi_mp map/access.html).

Die Isolierung der DNA erfolgte nach einem modifizierten Protokoll der Firma Qiagen. Da-
zu wurden ausgehend von einer einzelnen Kolonie 400 ml Kulturen in kanamycinhaltigem LB-
Medium angezogen (50 ug/ml). Durch Zentrifugation (20 min, 6000xg, 4°C) wurden die Zellen
sedimentiert und schonend in 50 ml P1-Puffer (Qiagen) resuspendiert. Nach Mischen mit
50 ml Puffer P2 und 5 min Inkubation bei RT wurden 50 ml eiskalter Puffer P3 zugegeben und
20 min auf Eis inkubiert. Zelltrimmer und genomische Bakterien-DNA wurden durch Zentri-
fugation (30 min, 20000xg, 4°C) pelletiert, der Uberstand filtriert und auf mit 10 ml QBT
equilibrierte Tip-500 Saulen aufgetragen. Die Sédulen wurden zweimal mit 30 ml Puffer QC
gewaschen und anschlieend die DNA mit 5x3 ml Puffer QC (65°C) eluiert. Nach einer Iso-
propanolféllung und Waschen des Pellets mit 70% Ethanol wurde die DNA in 300 pl Tris/HCl
pH 8,5 bei 4°C iiber Nacht gelost.

2.3.6 Schnelle Vervielfiltigung von cDNA-Enden (RACE)

(modifiziert nach Frohman et al., 1988)

Fiir 5°- und 3’-RACE (,rapid amplification of cDNA ends*) wurde jeweils das ,,5' / 3'
RACE Kit*“ (Boehringer, Mannheim) nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Es enthélt
Amv-Reverse-Transkriptase, die bei Temperaturen von bis zu 55°C aktiv ist und somit eine
Erststrangsynthese auch bei schwierigen Sekundérstrukturen der RNA erlaubt, sowie den Oli-
go-dT-Anchor-Primer. Dabei handelt es sich um eine Mischung aus Oligo-dT-Primern, die ein
A, C oder G am 3’-Ende tragen, so daf} sie bevorzugt am inneren Ende von Polyadenylierun-
gen binden.

Fiir die Bestimmung der Transkriptionsstartstelle von AtF3H wurde 1 pg Gesamt-RNA als
Matrize eingesetzt, die aus 8 h mit UV-haltigem Weillicht bestrahlten A.-thaliana-Suspen-
sionskulturzellen isoliert worden war (Hartmann, 1997). Die cDNA-Synthese erfolgte fiir 1 h
bei 55°C unter Verwendung des Primers S21. Nach Inaktivierung der reversen Transkriptase
fiir 10 min bei 65°C wurde die cDNA mit Hilfe des ,,High Pure Kits* gereinigt. Etwa die Half-
te der cDNA wurden anschlieend fiir 3 min bei 94°C denaturiert und dann fiir 20 min bei
37°C polyadenyliert. Durch 10 min Inkubation bei 70°C wurde die Terminale Transferase

inaktiviert. Ein Fiinftel des Ansatzes wurde als Matrize in einer PCR mit dem Oligo-dT-
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Anchor- und dem genspezifischen Primer S34 sowie Tag-Polymerase (Roche) eingesetzt. 1 pul
Produkt dieser Reaktion wurde fiir eine zweite Amplifikation mit dem PCR-Anchor-Primer
und dem verschachtelt zu S34 liegenden Primer S23 eingesetzt. Die resultierenden Produkte
wurden in den Vektor pT7-Blue (Novagen, Madison, USA) ligiert.

Zur Bestimmung des 3’-Endes der 777-cDNA wurden 4 ng Gesamt-RNA als Matrize ein-
gesetzt, die aus Schoten von A.-thaliana-Pflanzen (Okotyp Columbia) gewonnen wurde
(Sprenger, 1997). In 2 aufeinander folgenden PCRs wurden die genspezifischen Primer S131
und 132 eingesetzt. Das resultierende Produkt konnte direkt sequenziert werden, wurde aber
dartiber hinaus auch in den pCR-TOPO-Vektor ligiert. Um den Transkriptionsstartpunkt von
AtTTI zu bestimmen, wurden 0,2 ug polyA+-mRNA eingesetzt, die aus der oben genannten
Gesamt-RNA aus Schoten gewonnen wurde (2.1.4). Die Synthese der cDNA erfolgte mit dem
Primer S134, fiir die vier folgenden PCR-Amplifikationen wurden die verschachtelt liegenden
genspezifischen Primer S142, S143, S106 und 112 eingesetzt. Die Produkte wurden in den
pCR-TOPO-Vektor ligiert.

2.3.7 Schnelle Vervielfiltigung genomischer DNA-Enden (RAGE)

(modifiziert nach Cormack und Somssich, 1997)

An bekannte Sequenzen angrenzende DNA-Fragmente wurden mit der RAGE-Methode
(,,rapid amplification of genomic ends‘‘) amplifiziert. Dazu wurde 1 pg genomischer DNA mit
10 U eines Restriktionsenzyms gespalten, das so gewéhlt wurde, dall es auf Grund der Hau-
figkeit seiner Erkennungssequenzen im Genom von A. thaliana zu Fragmenten einer Grof3e
fiihrte, die mittels PCR gut amplifiziert werden konnte. Diese Restriktionsspaltung wurde in
einem 25 pl Ansatz in 1x-Reaktionspuffer der Terminalen Desoxynukleotid-Transferase (Ro-
che) durchgefiihrt. Dadurch konnten die entstehenden Fragmente gleichzeitig im selben Puffer
polyadenyliert werden (10 mM dATP; 25 mM CoCl,; 100 mM MgCl,; 25U TdT; 1 h,
37°C). 2 ul des Reaktionsansatzes wurden als Matritze fiir eine erste PCR-Amplifikation
verwendet. Diese wurde in einem 100 pl Ansatz mit einem spezifischen sowie dem Mercu-
ryTC-Primer (je 100 pmol) durchgefiihrt, der am Ende eines polyT-Anhangs zwei Nukleotide
(TC) aufweist, die zu den iiberhdngenden Enden der Restriktionsschnittstelle kompatibel sind.
Es wurden 5 U Tag-Polymerase (Roche) eingesetzt und folgendes Profil verwendet: 30x

(94°C, 15s; 56°C, 30s; 72°C, 1min). 1 pL dieser Reaktion wurde als Matritze fiir eine zweite
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PCR-Amplifikation verwendet, bei der weiter nach auswérts liegende sowie der Mercury-
Primer unter ansonsten identischen Reaktionsbedingungen eingesetzt wurden. Die gewonnenen
PCR-Produkte wurden mit dem ,,High Pure Kit*“ aufgereinigt und in den pCR-TOPO-Vektor
ligiert.

Zur Gewinnung von flankierenden DNAs der En/-Insertionen der Pflanze 5SK60.3A wurde
daraus isolierte genomische DNA mit Hinflll gespalten. In der ersten PCR wurden die trans-
posonspezifischen Primer En205 fiir die linke bzw. En8130 fiir die rechte Seite eingesetzt. Fiir
die zweite PCR fanden die weiter zu den Enden von En/ hin gelegenen Primer En26 und
En8202 Verwendung. Um ausgehend von einem so isolierten flankierenden DNA-Fragment die
zur Verfligung stehende Sequenzinformation zu erweitern, wurde genomische A.-thaliana-
DNA (Okotyp Columbia) mit HinflIl oder Sau96A gespalten. In diesem Experiment wurden
in der ersten PCR die spezifischen Primer S105 oder S106 und in der zweiten Reaktion S111

oder S112 eingesetzt.

2.3.8 Bestimmung und Analyse genomischer DNA-Sequenzen

Um ausgehend von einem Bereich bekannter DNA-Sequenz die Sequenzen angrenzender
genomischer Regionen zu bestimmen, wurden neben der RAGE-Technik (2.3.7) noch ver-
schiedene andere Methoden benutzt. Zum einen wurden aus der bekannten Sequenz
Oligonukleotide abgeleitet, die ein direktes Sequenzieren von BAC-Klonen (2.3.5) ermoglich-
ten. Die so erhaltenen Sequenzen wurde wiederum als Grundlage fiir das Entwerfen neuer in
3’- oder 5’-Richtung nach auswiérts weisender Primer genutzt (,,primer walking®).

Zum anderen wurde einer der BAC-Klone (F3N5) mit EcoRI bzw. HindIIl gespalten und
die entstehenden Fragmente in den ebenso gespaltenen pBlueskriptSK-Vektor ligiert. Plasmid-
DNA ausgewdhlter Klone der so entstandenen Bibliotheken wurde mit T3- und T7-Primern
sequenziert. Zu sequenzierende Klone wurden zunéchst auf Grund ihrer Hybridisierung mit
dem EcoRI-Fragment aus SA62 und nachfolgend auf Grund ihrer Hybridisierung mit dem
iiberlappenden Ende eines Klons aus der jeweils anderen Bibliothek identifiziert.

Die Bestimmung der vollstdndigen Sequenz eines 12 kb groBen Spel-Fragmentes des BAC-
Klons F3N5 erfolgte schlieBlich unter Verwendung des ,,Genome Priming Systems GPS1*
(New England Biolabs). Das Prinzip dieses Systems ist, in einem Plasmid unbekannter Se-

quenz durch zufdllige Integration eines modifizierten Tn7-Transposons (des sogenannten
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Transprimers) Bindestellen fiir Sequenzierprimer zu schaffen. Der Transprimer befindet sich
auf einem Donorplasmid und wird in vitro von TnsABC" Transposase auf das Zielplasmid
iibertragen. Die Integration erfolgt weitgehend statistisch zufallig und nur in Zielplasmide, die
noch keine Integration des Transprimers aufweisen. Der Transprimer enthélt eine Antibiotika-
Resistenz, die es ermoglicht, Plasmide mit erfolgter Integration zu selektieren. Donorplasmide
sind nicht in der Lage, in normalen Laborstimmen zu replizieren (ori’), und werden daher nicht
weiter vermehrt.

Der Reaktionsansatz enhielt 100 ng pSK-F3N5-S/S12 (SA71, Amp"), 2 ul 10xGPS-Puffer,
1 ul pGPS1 (Transprimer, Kan"), 14 pl Wasser sowie 1 ul TnsABC" Transposase. Nach
10 min Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 pl der Start-Losung ge-
startet. Nach 1 h bei 37°C wurde sie durch 10 min Inkubation bei 75°C gestoppt. 10 pl des
Ansatzes wurden in DH50a-Zellen transformiert und auf LB-Platten ausgestrichen, die sowohl
Kanamyecin als auch Ampicillin enthielten. Aus rekombinanten Klonen wurde Plasmid-DNA
isoliert und die ungefdhren Positionen der Transprimer-Insertionen durch Restriktionskartie-
rung mit EcoRI bzw. Spel bestimmt. Etwa 40 ausgewdhlte Klone wurden mit spezifischen
Oligonukleotiden fiir die Enden des Transprimers sequenziert (GPSspe und GPSnot). Die
erhaltenen Sequenzen wurden mit dem Sequencher-Programm (Version 3.1; Gene Codes Cor-
poration, Ann Arbor, USA) zusammengefiigt und schlecht reprisentierte Bereiche der
Sequenz nachtriaglich mittels genspezifischer Sequenzierprimer vervollstindigt (Anhang 8).

Zur Auswertung der Daten wurden neben den Programmen des GCG-Pakets (Testcodon,

Motifs, Pileup, Compare, Dotplot; 2.1.7) folgende Computerprogramme eingesetzt:

— Vorhersage von Exon-Intron-Ubergiingen:
www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/ (Hebsgaard et al., 1996)
genome.dkfz-heidelberg.de/cgi-bin/GENSCAN/genscan.cgi (Burge und Karlin, 1997)
— Identifikation von Motiven in Aminosiuresequenzen:
www.expasy.ch/prosite/ (Hofmann et al., 1999)
— Identifikation repetitiver Elemente:

ftp.genome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker
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— Vergleich mit der Gendatenbank des NCBI:
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ (Altschul et al., 1990)

— Vorhersage von Modifikationen und Lokalisation von Proteinen:
psort.nibb.ac.jp:8800/

— Identifikation von Transkriptionsfaktorbindestellen:
pdapl.trc.rwep.or.jp/research/db/TFSEARCH.html

— Vergleich mehrerer Sequenzen:

www.toulouse.inra.fr/multalin.html (Corpet, 1988)

2.3.9 RT-PCR

Fiir RT-PCR Reaktionen wurden zunéchst die Konzentrationen der verwendeten Gesamt-
RNA-Préiparationen photometrisch bei 260 nm bestimmt. Nach Verdiinnung auf etwa
200 ng/ul erfolgte eine genauere Bestimmung mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes RiboGreen
(Molecular Probes, Eugene, USA). Dazu wurden 5 ul der RNA-Ldsungen mit 495 pl TE und
500 pl RiboGreen-Losung (1:500 in TE) gemischt und die Fluoreszenzemission bei 520 nm in
einem Spektralfluorimeter (SFM25, Kontron, Neufahrn) bei einer Anregungswellenlinge von
480 nm bestimmt. Basierend auf einer Eichkurve, die mit 10 bis 100 ng Gesamt-RNA erstellt
worden war (J. Ehlting, personliche Mittelung), wurden die Proben auf jeweils 100 relative
Fluoreszenz-Einheiten entsprechend 100 ng/ul eingestellt.

Reverse Transkription und PCR-Amplifikation wurden entweder in zwei Schritten oder
mit Hilfe des ,,Titan-one-tube RT-PCR-System* (Roche) durchgefiihrt, das beide Reaktionen
in dem selben Reaktionsansatz ermoglicht. Bei Verwendung des ,,One-tube-Systems® wurde
eine Stammlosung hergestellt, die in einem Volumen von 25 ul 1 ug RNA, je 0,8 uM Primer,
20 U RNasin Promega (Madison, USA), 1,6 mM dNTP-Mix und 10 mM DTT enthielt. Un-
mittelbar vor der RT-PCR wurden 25 pl einer zweiten Stammlosung zugegeben, die neben dem
Reaktionspuffer (2x) die Enzymlosung enthielt. Dabei handelte es sich um die Amv-Reverse-
Transkriptase, sowie eine Mischung aus 7ag- und Pwo-Polymerase. Die reverse Transkripti-
on erfolgte fiir 30 min bei 50°C, die anschlieBende Amplifikation erfolgte nach folgendem
Schema: 94°C, 2 min; 10x (94°C, 30 s; 55°C, 30 s; 68°C, 1 min); 40x (94°C, 30s; 55°C, 30 s;
68°C 1 min + 5 s je Zyklus); 68°C, 7 min, 4°C,eo.
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Fiir eine Zwei-Schritt-Reaktion wurde jeweils 1 pg Gesamt-RNA mittels Omniscript Re-
verse Transcriptase (Qiagen) unter Verwendung eines Oligo-dT-Primers (SKT17) in cDNA
umgeschrieben. Ein Reaktionsansatz enthielt in einem Volumen von 20 pl 1 pg RNA, 2 ul 10x
Puffer, 1 uM Primer, ] mM dNTP-Mix, 10 U RNasin sowie 4 U Enzym. Die Reaktion er-
folgte fiir 1 h bei 37°C und wurde durch 5 min Inkubation bei 95°C abgestoppt. Die Ansitze
wurden mit dem ,,High Pure Kit*“ (Roche) gereinigt. 20 ng cDNA wurden dann zu PCR mit
dem ,,Advantage cDNA Polymerase Mix“ (Clontech, Heidelberg) eingesetzt. Dieser enthélt
KlenTag-1 DNA-Polymerase, Tth-Polymerase sowie TaqStart™-Antikorper fiir einen auto-
matischen ,,hot start* der Reaktion. Die Amplifikation des 77/-Transkripts erfolgte mit den
genspezifischen Primern S105 und S130 unter Verwendung des folgenden Profils: 94°C, 1 min;
35x (94°C, 30 s; 60°C, 30 s; 68°C, 1 min); 68°C, 5 min, 4°C,co.

Als Kontrollreaktion fiir den Einsatz vergleichbarer cDNA-Mengen wurde eine PCR mit
den Primern Actin2-1 und -2 durchgefiihrt, die spezifisch fiir das Transkript des Actin2-Gens
sind. Fiir dieses Gen konnte eine konstitutive Expression in vielen Organen von A. thaliana
gezeigt werden (An et al., 1996). Fiir die Amplifikation wurde folgendes Schema verwandt:
94°C, 1 min; 25x (94°C, 30 s; 55°C, 30 s; 68°C, 2 min); 68°C, 5 min, 4°C,ee. Die Analyse der

Produkte erfolgte jeweils durch Auftrennung im Agarosegel und Férbung mit Ethidiumbromid.

2.3.10 Herstellung transgener Pflanzen

Die Herstellung transgener A.-thaliana-Pflanzen erfolgte, wie in Sprenger (1997) beschrie-
ben. Dazu wurde der bindre Vektor pGPTV (Becker et al., 1992) verwendet, bei dem es sich
um ein Derivat des Ti-Plasmides handelt, das sowohl in E. coli als auch in A. tumefaciens pro-
pagiert werden kann. Zur Transformation von Pflanzen vorgesehene Plasmid-Konstrukte
wurden daher zundchst im E. coli-Stamm DHS5o amplifiziert und anschlieend in Agrobakteri-
en transformiert. Zur Herstellung transformationskompetenter Agrobakterien wurden 100 ml
YEP-Medium (10 g Pepton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl je 1) mit 4 ml einer stationiren Uber-
nachtkultur des Stammes GV3101 pMP90 (Koncz und Schell, 1986) inokuliert und unter
Schiitteln bei 28°C bis zu einer ODsso von 0,5 inkubiert. Dabei erfolgte eine Selektion mit
Gentamycin (25 mg/l, Resistenz im GV3101 Genom) und mit Rifampicin (100 mg/l) auf das
Virulenzplasmid pMP90, das die zur Integration der T-DNA in das pflanzliche Genom erfor-
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derlichen Funktionen in trans zur Verfiigung stellt. Die Bakterien wurden bei 4°C fiir 20 min
bei 3000g abzentrifugiert und in 10 ml eiskaltem 20 mM CaCl, resuspendiert. 200 ul Aliquots
wurden in gekiihlte Eppendorfgefiae iiberfiihrt, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -
80°C gelagert.

Die Transformation von A. tumefaciens erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von
Hofgen (1988). Dazu wurden die kompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut, mit 20 ug Plasmid-
DNA versetzt und fiir jeweils 5 min auf Eis, in fliissigem Stickstoff und bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von 1 ml YEP-Medium erfolgte unter Schiitteln eine zweistlindige Inkubation bei
28°C. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation sedimentiert, 1 ml Uberstand
verworfen, im Restvolumen resuspendiert und auf YEP-Platten (100 mg/l Rifampicin, 25 mg/l
Gentamycin, 100 mg/l Kanamycin) auf die Anwesenheit von pGPTV selektiert. Nach einer
Inkubation von 2 Tagen bei 28°C konnten Einzelkolonien identifiziert werden.

Die erfolgreiche Transformation wurde, wie in Sprenger (1997) beschrieben, mittels Kolo-
niehybridisierung iberpriift. Dazu wurde Bakterienmaterial auf eine Nylonmembran
iibertragen, die Zellen aufgebrochen, die daraus freigesetzte DNA durch UV-Bestrahlung ko-
valent an die Membran gebunden und mit einer radioaktiv markierten Sonde fiir das
transformierte Plasmid hybridisiert. Dariiber hinaus wurde die Transformation auch mittels
PCR tiberpriift. Dazu wurden spezifische Primer fiir das jeweils transformierte Plasmid sowie
eine geringe Menge Bakterienkultur als Matrize eingesetzt.

Die Pflanzentransformation erfolgte durch Vakuuminfiltration nach der Methode von Bech-
told (1993). Dazu wurden 500 ml Kulturen positiver Kolonien (LB, 100 mg/l Rifampicin,
25 mg/l Gentamycin, 100 mg/l Kanamycin) pelletiert und in Infiltrationsmedium (50 g/l Sac-
charose, 0,5x MS-Salze, 0,44 uM Benzylaminopurin, pH 5,8 mit KOH) resuspendiert.
A.-thaliana-Pflanzen mit jungen sekundéren Infloreszenzen wurden am Tag vor der Infiltration
stark gewdssert und mit einer durchsichtigen Plastikhaube bedeckt, um durch Offaung der
Stomata eine Erhohung der Transformationseffizienz zu bewirken. Die Infloreszenzen wurden
in die Bakteriensuspension getaucht und durch Anlegen eines Vakuums fiir 20 min infiltriert.
Fiir die folgenden 2 Tage wurden die Pflanzen im Gewichshaus unter einer Haube kultiviert.

Zur Selektion von Transformanten wurden die Samen der infiltrierten Pflanzen durch 1 min

Inkubation in 70% Ethanol und 1 min Inkubation in 100% Ethanol oberflachesterilisiert und
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auf MS-Platten (10 g/l Saccharose, 0,5x MS-Salze, 0,5x Gamborg’s Vitaminlosung, 250 mg/l
Claforan, 100 mg/l Kanamycin, 6 g Agar-Agar, pH 5,7 mit KOH) ausgesit. Die Samen wurden
fiir 24-48 h bei 4°C stratifiziert und in einem Klimaschrank gekeimt (20°C, 8 h Dunkel, 16 h
Licht, ca. 100 uE). Pflanzen ohne Kanamycinresistez waren nach etwa 10 Tagen wenig ent-
wickelt und gelb. Transgene Pflanzen dagegen zeigten voll entwickelte griine Keim- und

Primérblitter. Sie wurden auf Erde tiberfithrt und im Gewichshaus weiter kultiviert.

2.3.11 GUS-Firbung

Der Nachweis von B-Glukuronidaseaktivitdt in transgenen Pflanzen erfolgte mit Hilfe einer
synthetischen X-Gluc-Substratlosung (0,5 mg/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-f-D-glukuronat,
100 mM Na-Phosphat, 0,1% Triton X-100, 2 mM K;Fes(CN)s, pH 7). Keimlinge und Pflan-
zenteile wurden fiir 30 min unter Vakuum mit dieser Losung infiltriert und anschlieBend darin
fiir 36 h bei 37°C inkubiert. Substratlosung und Chlorophyll wurden mehrfach mit 96% Etha-
nol extrahiert und das Material danach durch Inkubation in 70% Glycerin wieder geschmeidig
gemacht. Die Untersuchung des Materials erfolgte mit Hilfe eines Binokulars oder eines Axio-
phot Mikroskops (Zeiss, Oberkochen) und die Dokumentation mittels eingebauter Kameras

unter Verwendung von Filmen der Firma Kodak.

2.3.12 Transfektion von A.-thaliana-Protoplasten

Protoplasten wurden nach einer modifizierten Methode von Dangl (1987) hergestellt. Dazu
wurden 40 ml der A4.-thaliana-Suspensionskultur At7 (2.1.5) sedimentiert (5 min, 1500 rpm,
RT; Minifuge RF), in 0,24 M CaCl,-Losung gewaschen, erneut pelletiert (s.0.) und in 60 ml
sterilfiltrierter Enzymlosung aufgenommen. Diese Losung enthielt 0,7 g Zellulase (,,Onozuka
R-10", 1,0 U/mg) und 0,163 g Mazerozym (R-10, Pektinase 0,54 U/mg) der Firma Serva in
0.24 M CaCl,. Die Suspension wurde auf 2 Petrischalen (& 14,5 cm) verteilt und fiir 18 h bei
26°C und 20 rpm im Dunkeln inkubiert. Danach erfolgte eine Inkubation fiir 20 min bei
40 rpm und eine Sedimentation der Protoplasten durch Zentrifugieren (s.o.). Anschlieend
wurden sie mit 0.24 M CaCl, gewaschen, erneut zentrifugiert (s.0.) und mit 13 ml B5-
Medium/0,4 M Saccharose resuspendiert (1x Gamborg's B5, 1 mg 2,4-Dichlorphenoxy-
essigsdure, 136 g Saccharose pro 1, pH 7,5 mit NaOH). Intakte Protoplasten wurden zweimal

flottiert (8 min, 800 rpm, RT) und vorsichtig mit einer Pipette abgenommen. Wie auch fiir alle

49



Material und Methoden

folgenden Pipettierschritte mit Protoplasten wurden dazu Einmalpipetten mit groBen Offnun-
gen verwendet (Becton Dickinson; Meylan Cedex, F).

Die Transformation der Protoplasten mittels PEG-vermittelter DNA-Aufnahme erfolgte
nach modifizierten Protokollen von Krens (1982), Hain (1985) und Lipphardt (1988). Dazu
wurden 200 pl Protoplastensuspension in 10 ml Zentrifugenrdhrchen mit 20 pg Transfekti-
ons-DNA und 200 pl sterilfiltrierter PEG-Losung (25% PEG 6000, 100 mM Ca(NO;),,
450 mM Mannitol, pH 9,0 mit KOH) vorsichtig gemischt. Nach 15 min Inkubation bei RT
wurde die DNA-Aufnahme durch Zugabe von 5 ml 275 mM Ca(NOs),-Losung (pH 6,0 mit
KOH) gestoppt. Die Protoplasten wurden sedimentiert (8 min, 800 rpm, RT) und das Pellet
in 7 ml B5/Saccharose aufgenommen.

In Experimenten mit Promotor-GUS-Konstrukten wurde 15 pg Reporterplasmid und 5 pg
Standardisierungsplasmid (pBT10-UBI-LUCm3) eingesetzt. Der Transfektionsansatz wurde
zu gleichen Teilen auf zwei Petrischalen (& 5cm) verteilt und fiir 8 h bei 26°C im Dunkeln
inkubiert oder mit UV-haltigem Licht bestrahlt. Am Ende der Inkubationszeit wurden die An-
sdtze mit 25 ml 0,24 M CaCl, versetzt, die Protoplasten sedimentiert (10 min, 2000 rpm, RT)
und der Uberstand bis auf etwa 1 ml abgesaugt. AnschlieBend wurden die Protoplasten resus-
pendiert, in ein EppendorfgefiB iiberfiihrt, erneut pelletiert, vom Uberstand befteit, in
fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Fiir Kernlokalisationsstudien wurden je 20 ug der Plasmide pSK-355-GFP und pSK-35S-
AtTT1-GFP eingesetzt. Die Transfektionsansitze wurde fiir 20 h bei 26°C im Dunkeln inku-
biert. AnschlieBend wurden die Protoplasten am Axiovert Mikroskop (Zeiss) auf GFP-

Fluoreszenz bei 515-565 nm nach Anregung bei 450-490 nm hin untersucht.

2.3.13 Aktivititsmessungen von Reporterenzymen in Protoplastenextrakten

Zur Bestimmung von Luciferase- und B-Glukuronidase-Aktivitdten wurden aus den trans-
fizierten Protoplasten Extrakte hergestellt. Dazu wurden die Protoplasten in 800 pl
Extraktionspuffer aufgeschlossen (100 mM K-Phospat, pH 7,5, ] mM DTT) und Zelltriim-
mer abzentrifugiert (10 min, 14000 rpm, 4°C; Eppendorf 5403). Die Proteinbestimmung im
Uberstand erfolgte nach Bradford (1976) unter Verwendung des ,,Protein assay* Reagenz von

BioRad. Die Aktivititen der Reporterenzyme in den Protoplastenextrakten wurden nach ei-

nem modifizierten Verfahren nach Sprenger (1993) bestimmt.
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Zur Messung der Luciferaseaktivitidt nach Wood (1991) wurden 10 ul des Protoplastenex-
traktes mit 100 ul Luciferase-Substrat-Lésung (20 mM Tricine; 1,07 mM (MgCO;);Mg(OH),
x 5 H,0; 2,67 mM MgSO,; 0,1 mM EDTA; 33,3 mM DDT; 270 uM CoenzymA; 470 uM
Luciferin; 530 uM ATP; pH 7,8) versetzt. Die Messung erfolgte in einem Luminometer (Lu-
mat LB 9501; Berthold, Kd&ln), wobei die Summe der emitierten Photonen {iber ein
Zeitintervall von 10 s integriert wurde.

Fiir die Bestimmung der B-Glukuronidaseaktivitit (modifiziert nach Jefferson, 1987) wur-
den 100 pl Protoplastenextrakt auf Eis mit 100 ul 4-MUG-Substratlosung (2 mM 4-Methyl-
Umbelliferyl-Glukuronid; 50 mM Na-Phosphat pH 7,0; 1 mM EDTA; 0,1% Triton X-100;
10 mM B-Mercaptoethanol) versetzt und anschliefend bei 37°C inkubiert. Nach 20, 40 und
60min wurden je 20 ul des Ansatzes entnommen und zum Abstoppen der Reaktion in 1 ml
0,2 M Na(COs),-Losung tberfiihrt. Mit Hilfe eines Durchflulfluorimeters (Filterfluorimeter
LS-2B; Perkin Elmer, Uberlingen) wurde die Fluoreszenz des Produktes 4-MU bei 455 nm
nach Aregung bei 366 nm gemessen. Die spezifische GUS-Aktivitdt einer Probe wurde aus
dem mittleren Anstieg der Fluoreszenz wihrend eines 20 min Intervalls unter Beriicksichti-
gung einer Gerédtekonstante, dem eingesetzten Extraktvolumen und der darin enthaltenen
Proteinmenge berechnet.

Jedes Transfektionsexperiment wurde achtmal wiederholt, wobei acht unabhédngige Trans-
fektionen mit vier verschiedenen Protoplastenpraparationen durchgefiihrt wurden. Die
Auswertung der Experimente erfolgte mit Hilfe eines Tabellenkalkulationsprogrammes (MS-
Excel 5.0). Dabei wurde zunédchst fiir jeden Ansatz das Verhiltnis der GUS- zur Luciferase-
Aktivitdt berechnet, sowie der Mittelwert dieser Quotienten fiir die acht Experimente. Zwei
der Transfektionen, deren Quotient am stirksten von diesem Mittelwert abwich, wurden fiir
die weitere Berechnung nicht mehr beriicksichtigt. Zur Standardisierung der verbleibenden 6
Transfektionen wurde der Mittelwert aller Luziferaseaktivitdten eines experimentellen Blocks
ermittelt und durch die spezifische Luziferase-Aktivitdt der betrachteten Transfektion divi-
diert. Mit dem so gewonnenen Korrekturfaktor wurde der spezifische GUS-Wert einer
Transfektion multipliziert, so dal} ein standardisierter, korrigierter GUS-Wert resultierte. Bei
den in dieser Arbeit angegebenen spezifischen, standardisierten GUS’-Aktivitdten handelt es

sich um Mittelwerte der korrigierten GUS-Werte der 6 Transfektionen, die mit dem gleichen
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Konstrukt durchgefiihrt worden waren. Die entsprechenden Rohdaten sind in Anhang 4 ange-
geben. In den Abbildungen eingezeichnete Fehlerbalken entsprechen dem mittleren Fehler des
Mittelwertes. Eine vollstandige Beschreibung des Verfahrens und der Auswertung findet sich

in Hartmann (1997).

2.3.14 Herstellung bestimmter Plasmid-Konstrukte

Die in dieser Arbeit benutzten Plasmid-Konstrukte wurden unter Verwendung der in 2.1.4
genannten Vektoren, der in 2.1.2 aufgefiihrten Oligonukleotide sowie der unter 2.2 beschriebe-
nen Methoden hergestellt. Fiir Aplifikationen mittels PCR wurde, soweit nicht anders
angegeben, Pfu-Polymerase eingesetzt. Alle Klonierungsschritte wurden durch Restriktion und
Sequenzierung der Ligationsstellen iiberpriift. Mittels PCR amplifizierte DNA-Fragmente
wurden nach ihrer Klonierung vollstindig sequenziert. In der folgenden Aufstellung sind in

Klammern jeweils die Bezeichnungen der Plasmide in der SA-Klonsammlung angegeben.

F3H-Konstrukte

pAtF3H-866 (SA3): Es wurde eine PCR mit genomischer Columbia Wildtyp DNA als Ma-
trize sowie den Primern S1 (enthdlt die natiirlich vorkommende BamHI-Schnittstelle im
Promotor) und S3 (zur Einfiihrung einer Ncol-Schnittstelle am Start-ATG) durchgefiihrt. Das
daraus resultierende Produkt wurde nach Spaltung mit BamHI und Ncol in den entsprechend
gespaltenen pBT10-GUS-Vektor (MS23) ligiert.

pAtF3H-463 (SA4): Mit den Primern S2 (zur Einfilhrung einer EcoRI-Schnittstelle) und S3
wurde eine PCR mit genomischer Columbia Wildtyp DNA als Matrize durchgefiihrt. Das
Produkt wurde mit EcoRI und Ncol gespalten und in den entsprechend gespaltenen pBT10-
GUS-Vektor (MS23) integriert.

pAtF3H-382 (SAS8): Das Konstrukt pAtF3H-382 wurde analog zu pAtF3H-463 herge-
stellt, wobei anstelle des Primers S2 der Primer S19 verwendet wurde.

pAtF3H-229 (SA9): Auch die Herstellung von pAtF3H-229 erfolgte analog zu pAtF3H-
463, wobei hier anstelle des Primers S2 der Primer S20 verwendet wurde.

pAtF3H-463-mMRS1 (SA45): Die in diesem Konstrukt enthaltene Blockmutation wurde

mittels der unter 2.2.1 beschriebenen PCR-Methode eingefiihrt. Dazu wurde zunichst eine
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PCR mit pAtF3H-382 als Matrize sowie den Primern S36 (enthélt die MRS1-Mutation) und
H755 (MCS down) durchgefiihrt. Das resultierende Produkt wurde als Megaprimer mit dem
Primer H1690 (GUS up) fiir eine zweite PCR auf der gleichen Matrize verwendet. Das Pro-
dukt dieser Reaktion wurde mit EcoRI und Ncol gespalten und zundchst in pAtF3H-382
(SAS) ligiert. Das resultierende Plasmid pAtF3H-382-mMRS1 (SA21) wurde zur Herstellung
von pAtF3H-463-mMRS1 mit Xbal und Ncol gespalten. Das dabei entstehende 180 bp Frag-
ment mit dem mutierten MRS1 wurde in den ebenso gespaltenen Vektor pAtF3H-463 (SA4)
ligiert.

pAtF3H-463-mMRS2 (SA44): Es wurde eine erste PCR mit den Primern S74 (enthélt die
MRS2-Mutation) und S2 (EcoRI-Schnittstelle down) unter Verwendung von pAtF3H-463
(SA4) als Matrize durchgefiihrt. Das Produkt dieser Reaktion wurde als Megaprimer in einer
zweiten PCR mit der gleichen Matrize und dem Primer S3 (Ncol-Schnittstelle up) eingesetzt.
Das resultierende Fragment wurde mit EcoRI und Ncol gespalten und in den ebenso gespalte-
nen Vektor pAtF3H-463 (SA4) eingefiigt.

pAtF3H-463-mACS3 (SA43): Das Konstrukt pAtF3H-463-mACS3 wurde analog zu
pAtF3H-463-mMRS2 hergestellt, wobei anstelle des Primers S74 der Primer S73 (enthélt die
ACS3-Mutation) verwendet wurde.

pAtF3H-463-mACS4 (SA16): In einer ersten PCR wurden die Primer S30 (enthélt die
ACS4-Mutation) und H755 sowie pAtF3H-463 (SA4) als Matrize eingesetzt. Das Produkt
dieser Reaktion wurde als Megaprimer in einer zweiten PCR mit der gleichen Matrize und
dem Primer H1690 eingesetzt. Das resultierende Fragment wurde mit EcoRI und Ncol gespal-
ten und in den ebenso gespaltenen Vektor pAtF3H-463 (SA4) ligiert.

pAtF3H-463-mACS5 (SA15): Das Konstrukt pAtF3H-463-mACSS5 wurde analog zu
pAtF3H-463-mACS4 hergestellt, wobei anstelle des Primers S30 der Primer S29 (enthélt die
ACS5-Mutation) verwendet wurde.

pAtF3H-463-dm (SA48): Das 180 bp Xbal/Ncol-Fragment mit dem mutierten MRS1 aus
pAtF3H-382-mMRS1 (SA21) wurde in den partiell ebenso gespaltenen Vektor pAtF3H-463-
mACS4 (SA16) mit der ACS4-Mutation ligiert.
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TT1-Konstrukte

pSA62 (SA62): Flankierende DNAs von Enl-Insertionen der Pflanze 5K60.3A wurde
durch schnelle Amplifikation genomischer Enden (RAGE, 2.3.7) gewonnen und in den pCR-
TOPO-Vektor (Invitrogen) ligiert.

pSK-F3N5-S/S12 (SA71): Ein etwa 12 kb groBes Fragment des Spel gespaltenen BAC-
Klons F3NS5, das mit einem etwa 120 bp groen EcoRI-Fragment aus pCR-RAGE20 (SA62)
hybridisierte, wurde in den Spel gespaltenen Vektor pBluescriptSKII (Stratagene) ligiert.

pGPTV-F3N5-S/S12 (SA73): Das Konstrukt pSK-F3N5-S/S12 (SA71) wurde mit Spel
gespalten und das resultierende etwa 12 kb gro3e Fragment in den ebenso gespaltenen bindren
Vektor pGPTV-TATA-GUS (MS217) iiberfiihrt.

pBT-A¢TTI-GUS (SA86): Es wurde eine PCR mit den Primern T7 (MCS down) und S151
(zur Einfiihrung einer Ncol-Schnittstelle am Start-ATG) sowie pSK-F3N5-S/S12 (SA71) als
Matrize durchgefiihrt. Dazu wurde das ,,Expand High Fidelity PCR System* (Roche) ver-
wendet. Zu einer Stammlosung, die in einem Volumen von 25 pl 100 ng DNA, je 0,6 uM
Primer und 1,6 mM dNTP-Mix enthielt, wurden 25 pl Stammlosung 2 zugegeben, die neben
dem Reaktionspuffer (2x) eine Mischung aus 7ag- und Pwo-Polymerase enthielt. Die Aplifi-
kation erfolgte gemil folgendem Profil: 94°C, 2 min; 10x (94°C, 15s; 50°C, 30s; 72°C,
3 min) 25x (94°C, 15 s; 50°C, 30s; 72°C, 3 min + 5 s je Zyklus); 72°C, 7 min; 4°C,eo. Das
Produkt dieser Reaktion wurde mit Spel und Ncol gespalten und die beiden resultierenden
Fragmente getrennt aus dem Gel isoliert. Zunidchst wurde nur das 1,9 kb groBle Spel/Ncol-
Fragment in den Vektor pBT10 (UH140) ligiert. AnschlieBend wurde das resultierende Plas-
mid mit Ncol linearisiert und auch das 1,4 kb groBe Ncol-Fragment des PCR-Produktes
integriert.

pGPTV-AtTTI-GUS (SA87): Das Konstrukt pBT-A¢7TTI/-GUS (SA86) wurde mit Spel
und Sacl gespalten und das etwa 5,5 kb grole Fragment, das den 77/-Promotor fusioniert an
GUS enthielt, in den Vektoranteil des ebenso gespaltenen Plasmides pGPTV-TATA-GUS
(MS217) tiberfiihrt.
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pSK-358-AtTT1-GFP (SAS81): Die TT1-cDNA wurde unter Verwendung von Gesamt-
RNA aus Schoten von A.-thaliana-Pflanzen des Okotyps Columbia mit dem ,, Titan-one-tube
RT-PCR-System* (Roche, 2.2.99) sowie den Primern S152 (zur Einfiihrung einer Ncol-
Schnittstelle am Start-ATG) und S153 (zur Einfiihrung einer Ncol-Schnittstelle am Stop-
Kodon) amplifiziert. Das Produkt wurde mit Ncol gespalten und durch Ligation in den ebenso
gespaltenen Vektor pSK-35S5-GFP (pAVA393) C-terminal an das Griin Fluoreszierende Pro-
tein (GFP) fusioniert.

pBT8-355-TT1 (SA91): Es wurde eine PCR mit den Primern S152 und S167 (zur Einfiih-
rung einer Sacl-Schnittstelle am Stop-Kodon) sowie pSK-AtTT1-GFP (SA81) als Matrize
durchgefiihrt. Das Produkt wurde mit Sacl und Ncol gespalten und in den ebenso gespaltenen
Vektor pBT8-35S-LUCm3 (MS 83) ligiert.

pGPTV-358-TT1 (SA92): Das Konstrukt p35S-TT1 (SA91) wurde mit Clal und Sacl ge-
spalten und das 1,3 kb Fragment, das den 35S-Promotor und den TT1 Leserahmen enthielt,
wurde in den ebenso gespaltenen Vektoranteil des Plasmides pGPTV-TATA-GUS (MS217)

uberfihrt.

DNA-Sonden

PCR-Script-cDNA-AtF3H (SA20): Es wurde eine PCR mit den Primern S4 und S6 unter
Verwendung einer cDNA als Matrize durchgefiihrt, die durch reverse Transkription von
Landsberg erecta Wildtyp Gesamt-RNA mit dem SKT17-Primer hergestellt worden war
(Hartmann, 1997). Das resultierende Produkt wurde in den pCR-Script-Vektor (Stratagene)
ligiert.

pCR-TOPO-ZmEnl-links (SA51): Mit den Primern En50 und En205 sowie dem Plasmid
pACYC177/Enl als Matrize wurde eine PCR durchgefiihrt. Das Produkt wurde in den pCR-
TOPO-Vektor (Invitrogen) integriert.

pCR-TOPO-ZmEnl-rechts (SA53): Die Herstellung des Konstruktes erfolgte analog zu
pCR-TOPO-Enl-links (SAS51), wobei anstelle von En50 und En205 die Primer En7631 und

En8141 Verwendung fanden.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen verschiedener transparent-testa-Mutanten aus A. thaliana

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene transparent-testa-Mutanten aus A. thaliana
verwendet. Dabei handelte es sich um die ,.klassischen® Allele /-8 sowie 10 und ttg*, die
neu entdeckte Mutante #/5 (N. Focks und C. Benning, personliche Mitteilung) sowie 27 aus
einer Enl-mutagenisierten A.-thaliana-Population (Wisman et al., 1998) isolierte Linien, die
den ##-Phénotyp zeigten. Zu Beginn der Arbeiten wurden Anzuchtbedingungen und Analyse-
methoden fiir die klassischen Allele etabliert, die es erlauben sollten, diese Linien auf Grund
phanotypischer Merkmale sicher von einander zu unterscheiden. Diese Methoden sollten zu-
ndchst genutzt werden, um #/5 in Relation zu den iibrigen #-Mutanten phinotypisch zu
charakterisieren. Dariiber hinaus wurde ein effizientes Verfahren zur Typisierung der aus der
Enl-Population gewonnenen #-Linien gesucht, das es ermoglichte, neue #6-Allele oder Allele
der bislang wenig untersuchten #z-Mutanten /, 2, 8, 9 oder /0 fiir detailliertere Untersuchungen

zu isolieren.

3.1.1 Phinotypische Charakteristika der klassischen /-Mutanten

Die klassischen transparent-testa-Mutanten unterscheiden sich nicht nur in der Farbe ihrer
Samen sondern auch in der Féhigkeit der Pflanzen, in verschiedenen Organen bestimmte Flavo-
noide zu bilden. Zu Beginn dieser Arbeit wurde die Anzucht von A.-thaliana-Pflanzen dahin-
gehend optimiert, daf die Pigmentierung ihrer vegetativen Teile mit bloBem Auge eindeutig zu
erkennen war. Dazu wurden die Pflanzen im Gewéchshaus oder in einer Phytokammer unter
Langtagbedingungen kultiviert. Nach vier Wochen wurden sie fiir mindestens 20 h in einen mit
UV-haltigem Weilllicht ausgestatteten Klimaschrank {iiberfiihrt. Unter diesen Bedingungen
akkumulierten rote Pigmente in Blittern, an der Basis der Primérinfloreszenz, auf Knospen
und an Seitentrieben (Abbildung 4A) von Wildtyp-Pflanzen und den #-Mutanten 7, 2, 7, §

und /0. #t8-Pflanzen waren schwécher gefiarbt als Landsberg erecta Wildtyp (Ler). Da sich

T Als »Kklassisch® sollen in dieser Arbeit ##-Mutanten bezeichnet werden, die in der Veroffentlichung von
(Koornneef, 1990) beschrieben und iiber die ,,Arabidopsis Stock Center* zu erhalten sind. Das war zu Beginn

der Arbeiten fiir #29 nicht der Fall.
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diese Mutation jedoch im Hintergrund eines anderen Okotyps (vermutlich Enkheim) befindet,
ist ein Vergleich mit Ler hier nur bedingt aussagekréftig. Wie in Abbildung 4B am Beispiel von
15 gezeigt, fehlte erwartungsgemal bei den Strukturgenmutanten #£3, 4 und 5 die Pigmentierung
ganz.

Die Samen von Wildtyp-Pflanzen, die unter den beschriebenen Bedingungen angezogen
wurden, waren dunkelbraun, wihrend die der Mutanten die publizierten Farbunterschiede
aufwiesen. Die Samenfarbe von #6, 7 und /0 war ein helleres Braun, die Samen von #1, 2, 3, 4,
5, 8 und rtg waren gelb. Abbildung 4 zeigt exemplarisch die Samen von Wildtyp (D), #6 (E)
und #4 (F). Die Farbung der Samen im sichtbaren Licht kann jedoch in Abhingigkeit von den
Anzuchtbedingungen sowie der Dauer und Art der Lagerung variieren (Koornneef, 1990). Ein
verlaBlicheres Kennzeichen zur Unterscheidung der Mutanten konnte die Fluoreszenz der
Samen bei Bestrahlung mit UV-Licht darstellen. Wéhrend intakte Wildtyp-Samen unter UV-
Licht weitgehend dunkel erscheinen und nur punktuell blau fluoreszieren, ist fiir Samen der #-
Mutanten 4, 5 und 6 beschrieben, dal3 sie unter diesen Bedingungen stark und fiir #3 und #g,
dal} sie schwicher hellblau leuchten. Die Ursache dafiir ist vermutlich die Fluoreszenz von
Sinapinsdurederivaten im Embryo. Diese Substanzen sind auch in Wildtyp-Embryonen enthal-
ten, sie werden aber erst durch das Fehlen von UV-Licht absorbierenden und dunkel geféirbten
Pigmenten der Samenschale in den Mutanten sichtbar. Mit einem Fluoreszenzmikroskop
konnten die beschriebenen Unterschiede in der Intensitdt der Fluoreszenz der Samen unter-
sucht und bestdtigt werden (Abbildung 4C). #7-Samen zeigten dariiber hinaus eine bislang
nicht beschriebene schwache Fluoreszenz. Zusitzlich wies diese Mutante auch eine typische,
ungleichméBige Oberflachenstruktur auf, die sich klar von der der anderen ##-Mutanten unter-

schied.
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Abbildung 4: Zur Unterscheidung von ##-Mutanten herangezogene Merkmale.

A zeigt die sichtbare Pigmentierung des Seitentriebes einer adulten A.-thaliana-Wildtyp-
Pflanze nach 20 h Bestrahlung mit UV-haltigem Weillicht. B zeigt den gleichen Ausschnitt
einer bestrahlten #5-Pflanze. Die Mutante kann unter identischen Bedingungen keine
Anthocyane bilden, weil deren Synthese auf Grund eines defekten CFI-Gens blockiert ist. In
C ist die unterschiedliche Fluoreszenz von Wildtyp-, #4- und #7-Samen dargestellt. D zeigt
Samen von Wildtyp-, E von #6- und F von tt4-Pflanzen.

Eine qualitative Analyse der in den verschiedenen #-Mutanten vorhandenen Flavonole und
Anthocyanidine erfolgte mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie. Dazu wurden die im
Pflanzenmaterial enthaltenen Flavonoid-Glykoside einer sauren Hydrolyse unterzogen, die
Aglyka mit Isoamylalkohol extrahiert und chromatographisch aufgetrennt (2.3.1). Das Ergeb-
nis einer solchen Untersuchung ist in Abbildung 5 wiedergegeben. Zur Herstellung der Extrakte
wurde in diesem Fall jeweils ein Blatt einer 20 h UV-bestrahlten Pflanze verwendet. Auf
Grund von Unterschieden in der Grof3e der Blétter, ihres physiologischen Zustandes und der
erhaltenen UV-Dosis konnten aus diesem Experiment keine quantitativen Aussagen iiber die
Flavonoidgehalte der Mutanten abgeleitet werden. Es veranschaulichte und bestétigte jedoch
das von Shirley (1995) fiir die einzelnen Mutanten beschriebene Vorkommen von bestimmten
Flavonolen und Anthocyanidinen: Die ##-Mutanten /, 2, 6, § und /0 enthalten sowohl die Fla-
vonole Quercetin und Kédmpferol als auch das Anthocyanidin Cyanidin. Wéahrend in #3 und #g
vor allem Cyanidin fehlt, enthalten 74 und 5 weder Flavonole noch Anthocyane. Sehr deutlich
ist auch zu erkennen, daf3 in #7 weder Quercetin noch Cyanidin vorkommen und statt dessen

Kéampferol und das korrespondierende Anthocyanidin Pelargonidin gebildet werden.
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Abbildung S: Diinnschichtchromatographie von Flavonoid-Aglyka aus f#~~-Mutanten und
Wildtyp. Je ein Blatt einer 20 h UV-bestrahlten 6 Wochen alten Pflanze wurde 20 h bei Raum-
temperatur in 1 ml 2 M HCI inkubiert und danach fiir 20 min auf 100°C erhitzt. Flavonoid-
Aglyka wurden mit 50 pl Isoamylalkohol extrahiert und auf einer Zellulose-DC-Platte in Fo-
restal aufgetrennt. Als Referenzsubstanzen dienten Quercetin (Q) und Kémpferol (K). Dar-
tiber hinaus sind rechts die Positionen von Cyanidin (C) und Pelargonidin (P) angegeben. Die
Platte wurde unter UV-Licht (366 nm) photographiert.

3.1.2 Differenzielle Firbung mit Naturstoffreagenz A

Die Kombination der bislang beschriebenen Merkmale allein war jedoch nicht ausreichend,
um eine Unterscheidung aller #z~-Mutanten zu gewéhrleisten. Vor allem #3, 4 und 5 konnten
nicht sicher identifiziert werden. Daher wurde zusétzlich eine differenzielle Farbemethode
etabliert, die auf der charakteristischen Férbung bestimmter Metabolite des Phenylpropan-
stoffwechsels durch Naturstoffreagenz A (Diphenylborsidure 2-Aminoethylester) beruht. Die-
ses Reagenz verleiht unter anderem Quercetinderivaten eine orange und Kampferolderivaten
eine griine Fluoreszenz (Sheahan und Rechnitz, 1992). Um stérende Chlorophyllfluoreszenz
zu verhindern, kann Pflanzenmaterial vor der Farbung durch Anwendung eines Herbizids ge-
bleicht werden. Das Herbizid Norfluorazon (Zorial®) zum Beispiel beeintrichtigt die
Karotinoidbiosynthese, indem es die Phytoen-Desaturierung verhindert. Durch das Fehlen von
Karotinoiden, die den Photosyntheseapparat schiitzen, ergriinen Keimlinge nicht, die im Licht

auf Norfluorazon angezogen werden.
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Samen der verschiedenen #~-Mutanten und von Landsberg erecta Wildtyp wurden bei hoher
Lichtintensitit (> 100 puE) auf einer verdiinnten Norfluorazonldsung gekeimt. Keimlinge der #-
Mutanten 3, 4, 5, 6 und 7 blieben unter diesen Bedingungen weill (Abbildung 6A). Auch die #-
Mutanten 7, 2, 8, 9, 10 und ttg sowie Wildtyp ergriinten nicht, akkumulierten jedoch in Ko-
tyledonen und Hypokotyl violette Anthocyane (Abbildung 6B). Diese Tatsache erlaubte
somit bereits bei wenige Tage alten Keimlingen und ohne zusitzliche Fiarbung die Unterschei-
dung der beiden groen Gruppen von #t-Mutanten. Dariiber hinaus konnten nach Behandlung
mit Naturstoffreagenz A (2.3.2) Keimlinge der #/3-Mutante bereits im Weillicht auf Grund
einer deutlichen Orangefarbung erkannt werden (Abbildung 6C). Diese Farbung ist bislang in
der Literatur nicht beschrieben und beruht wahrscheinlich auf einer Akkumulation von (Dihy-
dro-) Quercetinderivaten, die wegen der in dieser Mutante fehlenden DFR-Aktivitdt nicht
weiter umgesetzt werden konnen. Auch #g-Keimlinge, in denen die Regulation der DFR-
Expression gestort ist, zeigten im sichtbaren Licht eine leicht orange Fiarbung, wihrend Keim-
linge von #t6-Pflanzen rotlich gefarbt waren (Sheahan et al., 1998). Alle iibrigen #t-Keimlinge
sowie der Wildtyp erschienen nach der Farbung leicht griinlich.

Bei Betrachtung unter UV-Licht fluoreszierten Wildtyp-Keimlinge auf Grund ihres Gehal-
tes an Quercetin-Glykosiden orange (Abbildung 6D). #¢1, 2, 8, 9, 10 und ttg waren an Hand der
Fluoreszenz nicht vom Wildtyp zu unterscheiden. Wie in Abbildung 6E dargestellt, leuchteten
1t4-Keimlinge dagegen wie beschrieben bei UV-Bestrahlung deutlich hellblau (Sheahan und
Rechnitz, 1993). Da in dieser Mutante auf Grund eines defekten CHS-Gens keine Flavonoide
gebildet werden konnen (1.2.1 und Abbildung 5), wird die beobachtete Fluoreszenz auf Sina-
pinsdurederivate zuriickgefiihrt. Der Gehalt an diesen Substanzen ist in #4 gegeniiber dem
Wildtyp erhoht, wihrend er in der #z5-Mutante erniedrigt ist (Li et al., 1993). Diese fluores-
ziert schwach gelblich (F), wéhrend 76-Keimlinge durch eine rote Fluoreszenz gekennzeichnet
sind (G). Die #t7-Mutante (H) schlieBlich zeigt eine deutliche griine Fluoreszenz, die von
Kémpferolderivaten herriihrt (1.2.1 und Abbildung 5).
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Abbildung 6: Differenzielle Firbung gebleichter Keimlinge mit Naturstoffreagenz A.
tt- und Wildtyp-Samen wurden 5 Tage lang in Petrischalen im Licht auf Whatman-Papier ge-
keimt, das mit einer 3 ppm Losung des Herbizids Norfluorazon getridnkt war. Danach wurden
sie fiir 2 h in eine 0,25 %ige Losung von Naturstoffreagenz A in 3,75x107 % Triton X-100
iiberfiihrt. Die Fluoreszenz der Keimlinge bei 420 nm nach Anregung bei 365 nm wurde an
einem Mikroskop untersucht und photographiert. A zeigt einen gebleichten #3- und B einen
Landsberg erecta Wildtyp-Keimling vor der Farbung. Die Pfeilspitze markiert die im Hypoko-
tyl akkumulierten Anthocyane. In C ist ein gebleichter und anschlieBend geférbter #3-Keimling
unter Weillicht abgebildet. D-H zeigen die charakteristische Fluoreszenz gefarbter Keimlinge
von Wildtyp (D) sowie tt4 (E), 5 (F), 6 (G) und 7 (H).

Die differenzielle Féarbereaktion erlaubte nicht nur die bereits beschriebene Unterscheidung
von 14, 5, 6 und 7, sondern auch die Identifikation von #£3. Somit konnten alle #-Mutanten, bei
denen eine Mutation in einem Strukturgen der Flavonoidbiosynthese vorlag oder vermutet
wurde, erkannt und unterschieden werden. In Kombination mit der Analyse der sonstigen
phénotypischen Merkmale standen nun die Werkzeuge zur Verfiigung, die neu entdeckte
Mutante #/5 zu charakterisieren. Dariiber hinaus konnten mit diesen Methoden unter den aus

der Enl-Population isolierten #--Mutanten gezielt diejenigen ermittelt werden, fiir die eine ni-

here Untersuchung wiinschenswert erschien.
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3.1.3 15 - eine neue rr-Mutante

Beim Durchsuchen einer EMS-mutagenisierten A.-thaliana-Population nach Mutanten der
Samenentwicklung wurde von N. Focks eine Linie isoliert, die im Unterschied zu den dunkel-
braunen Samen des Wildtyps blal griinlich-braune Samen produzierte, die eine leicht
reduzierte Dormanz aufwiesen. Testkreuzungen mit den klassischen und weiteren in der
Gruppe von M. Koornneef isolierten #z-Mutanten ergaben, dal diese Linie keiner der bislang
bekannten Komplementationsgruppen zuzuordnen war. Die Mutation in dieser Linie repri-
sentierte daher einen neuen ##-Lokus. Er wurde als #//5 bezeichnet und konnte auf dem unteren
Arm von Chromosom I lokalisiert werden (N. Focks und C. Benning, personliche Mitteilung).
Da iiber die Mutante keine weiteren Informationen vorlagen, sollte sie einer genaueren phéno-
typischen Charakterisierung unterzogen werden, um so eventuell Anhaltspunkte iiber die

Natur des zu Grunde liegenden Defekts zu erhalten.

3.1.3.1 Expression von Strukturgenen des Phenylpropanstoffwechsels

Um festzustellen, ob die ##/5-Mutation die Expression von Genen des Phenylpropan-
stoffwechsels beeinflult, wurden RNA-Gel-Blot-Analysen durchgefiihrt. Die verwendete
RNA wurde aus Bléttern von sechs Wochen alten A.-thaliana-Pflanzen der #15-Mutante und
des zugehdrigen Wildtyps Columbia-2 isoliert. Die Pflanzen wurden zwei Tage dunkel gehal-
ten und danach fiir 20 h mit UV-haltigem Weilllicht bestrahlt. Wie aus vorangegangenen
Untersuchungen bekannt, ist nach einer Dunkeladaption in Wildtyp-Pflanzen keine Expressi-
on verschiedener Gene der Flavonoidbiosynthese mehr nachweisbar. UV-Induktion fiihrt
dagegen zur Akkumulation der entsprechenden mRNAs (Hartmann, 1997). Die Verwendung
von Gesamt-RNA aus UV-bestrahltem Pflanzenmaterial stellte daher leicht detektierbare
Transkriptmengen sicher. Dariiber hinaus sollte es der Vergleich mit RNA aus dunkel gehalte-
nen Pflanzen erlauben, einen moglichen Einflul der Mutation auf die Lichtregulation der Gene
der Flavonoidbiosynthese zu untersuchen.

Die RNAs wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert
und mit radioaktiv markierten Sonden fiir Gene des Phenylpropanstoffwechsels hybridisiert.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Expression von Flavonoidbiosynthesegenen in Blittern von #/5 im Ver-
gleich zum Wildtyp. Aus Blittern dunkeladaptierter (D) bzw. mit UV-haltigem Weillicht
bestrahlter (UV) Columbia-2- und #/5-Pflanzen wurde RNA isoliert, gelelektrophoretisch
aufgetrennt, auf eine Nylonmembran {ibertragen und nacheinander mit verschiedenen radioak-
tiv markierten Sonden hybridisiert. Die fiir die Hybridisierungen verwendeten Sonden sind
links von den Autoradiogrammen angegeben.

Wie erwartet, war in Bléttern dunkel gehaltener Pflanzen keine der getesteten mRNAs
nachweisbar. Die jeweiligen Transkripte akkumulierten jedoch nach Lichtinduktion. Dabei
zeigte keines der untersuchten Gene in der #//5-Mutante eine gegeniiber dem Wildtyp verén-
derte Expression. Als Kontrolle fiir die gleichmifBige Beladung des Gels wurde eine
Hybridisierung mit einer Sonde durchgefiihrt, die Transkripte verschiedener Vertreter der Po-
bubigitin-Genfamilie detektiert. Deren Expression ist zum Teil lichtreprimiert (Hartmann,
1997), so daB in den Spuren mit RNA aus dunkel gehaltenen Pflanzen sehr viel stirkere Si-
gnale nachgewiesen wurden, als in denen mit RNA aus UV-bestrahlten Pflanzen. Die

Signalintensititen der bestrahlten und der unbestrahlten Proben untereinander waren jedoch
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weitgehend gleich. Dieses Experiment belegte, dal von Wildtyp und Mutante jeweils ver-
gleichbare RNA-Mengen eingesetzt wurden. Insgesamt zeigten die Ergebnisse, dal} die #/5-
Mutation keine Auswirkungen auf die Expression der untersuchten Strukturgene des Phenyl-
propanstoffwechsels in den Bléttern von A. thaliana hat. Auf diese Weise konnte jedoch nur
eine kleine Auswahl an Genen getestet werden. Daher konnte nicht ausgeschlossen werden,
dal} andere Strukturgene oder Regulatoren der Flavonoidbiosynthese sehr wohl von der Muta-
tion betroffen sind. Um dies zu iiberpriifen, sollte die Mutante auch biochemisch untersucht

werden.

3.1.3.2 Flavonoidgehalt in verschiedenen Teilen der Mutante

Zur biochemischen Charakterisierung der Mutante wurden ##/5-Keimlinge wie beschrieben
auf Norfluorazon angezogen und die differenzielle Farbung mit Naturstoffreagenz A ange-
wandt (2.3.2 und 3.1.2). Es zeigte sich, dal die Fahigkeit der Keimlinge, Anthocyane im
Hypokotyl zu akkumulieren, durch die Mutation nicht beeintrachtigt wurde. Nach der Fér-
bung wiesen die Keimlinge eine orange Fluoreszenz auf, die von der des Wildtyps nicht zu
unterscheiden war. Auch die Fluoreszenz der Samen der #/5-Mutante unterschied sich nicht
vom Wildtyp.

Der Flavonoidgehalt von UV-bestrahltem Blattmaterial sowie Samen wurde mittels Diinn-
schichtchromatographie genauer untersucht (2.3.1 und 3.1.1). Abbildung 8 zeigt Schwarz-
WeiB-Photographien der entsprechenden Chromatographieplatten. Dieses Verfahren erlaubt
eine kontrastreiche und damit deutliche Darstellung der beobachteten Substanzflecken. Es
zeigte sich, daf in Bléttern der #z/5-Mutante die Zusammensetzung und der Gehalt an Flavo-
noid-Aglykonen im Vergleich zum Wildtyp nicht verdndert war. Im Unterschied dazu war in
tt15-Samen der Cyanidingehalt reduziert. Dariiber hinaus wiesen die Samen der Mutante auch

eine Reduktion des korrespondierenden Flavonols Quercetin im Vergleich zum Wildtyp auf.
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Blatter Samen
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Abbildung 8: #15 zeigt einen samenspezifischen Phéinotyp.
Diinnschichtchromatographische Analyse von Flavonoid-Aglyka, aus Columbia-2-Wildtyp
und #¢/5-Mutante. 100 mg 20 h UV-bestrahltes Blattmaterial bzw. 6 mg Samen wurden 20 h
bei RT in 1 ml 2 M HCI inkubiert und danach fiir 20 min auf 100°C erhitzt. Flavonoid-Aglyka
wurden mit 50 pl Isoamylalkohol extrahiert und auf Zellulose-DC Platten in Forestal aufge-
trennt. Es ist jeweils links eine Aufnahme in Weilllicht und rechts eine unter UV-Licht
(366 nm) abgebildet. Als Referenzsubstanzen dienten Cyanidin (C), Quercetin (Q) und Kadmp-
ferol (K).

Die Ergebnisse der oben beschriebenen Untersuchungen erlaubten in Anlehnung an dhnliche
Tabellen von Shirley (1995) oder Bharti (1997) eine Einordnung von #15 relativ zu den schon
beschriebenen klassischen #-Mutanten. In Tabelle 1 sind beispielhaft #4 als Vertreter der
Gruppe der Strukturgenmutanten und #/ als Vertreter der samenspezifischen oder regulatori-
schen Mutanten dargestellt. Die vorliegenden Daten zeigten, dal der Phinotyp der #/5-
Mutante auf den Samen beschrénkt ist, und sprachen dafiir, dal3 es sich um eine samenspezifi-

sche Mutation handelte.

Wt 1l 14 1l5
Samenfarbe braun gelb gelb  blaB3 griin-braun
Fluoreszenz der Samen - - ++ -
Quercetin in Samen ++ ++ - +
Cyanidin in Samen ++ - - +
Cyanidin in Bléttern ++ ++ - ++
Fluoreszenz mit Nat. A orange orange  blau orange

Tabelle 1: Phiinotypische Eigenschaften der #15-Mutante im Vergleich zum Wildtyp
(Wt) und ausgewiahlten klassischen #z-Mutanten.
-, fehlt; +, vorhanden; ++, sehr ausgeprégt
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3.1.4 Untersuchung von #-Mutanten aus einer Enl-mutagenisierten A4.-thaliana-

Population

Bei der Herstellung einer En/-mutagenisierten A4.-thaliana-Population wurde eine Vielzahl
von Pflanzen mit phanotypischen Auffilligkeiten beobachtet (Wisman et al., 1998). Die dabei
gefundenen Linien mit verdnderter Samenfarbe wurden mir zu Beginn dieser Arbeit zur Verfii-
gung gestellt.” Viele dieser Linien wurden unabhéngig auch beim Durchmustern der Population
auf Mutanten mit der Fahigkeit identifiziert, in Anwesenheit hoher Saccharose- oder Manno-
sekonzentrationen zu keimen. Im Rahmen dieser Untersuchungen konnten noch drei weitere
Linien isoliert werden, deren Samen weniger deutliche Farbabweichungen vom Wildtyp auf-
wiesen (J. Pego, A. Kortstee und S. Smeekens, personliche Mitteilung). Insgesamt standen
damit fiir diese Arbeit 27 ##-Mutanten aus der En/-Population zur Verfiigung. Um darunter die
interessantesten Linien fiir weitere Untersuchungen zu ermitteln, wurden verschiedene ihrer
phinotypischen Merkmale erfalit (vgl. 3.1.1). Die Farbung mit Naturstoffreagenz A (2.3.2
und 3.1.2) ermdglichte es dabei, mit geringem Aufwand viele Keimlinge zu untersuchen und
erlaubte so auch die Analyse von Pflanzen, die noch fiir den #-Phénotyp segregierten. Dariiber
hinaus waren bei der Untersuchung vollstandiger Keimlinge revertante Sektoren (1.3) direkt
sichtbar, die bei der Bestimmung des Vorkommens von Flavonoiden in einer Mutante mittels
Diinnschichtchromatographie zu falsch positiven Ergebnissen fiithren konnten. Das differenzi-
elle Farbeverfahren war daher ein besonders effizientes und aussagekréftiges Mittel der
Untersuchung der Linien aus der En/-Population und fiihrte zur Identifizierung potentieller
Allele bereits bekannter ##-Mutanten.

Um zu testen, ob eine En/-mutagenisierte Linie tatséchlich allelisch zu einer der klassischen
tt-Mutanten war, wurde sie mit dieser Mutante gekreuzt (2.3.3). Lag in beiden Elternpflanzen
eine Mutation im gleichen Gen vor, so erhielt die F1-Generation zwei defekte Allele dieses
Gens. In der Nachkommenschaft der Kreuzung kam es daher nicht zur Komplementation des
tt-Phénotyps, das hei3it, die Pflanzen waren nicht in der Lage, in der Samenschale braune Pig-

mente zu synthetisieren. War eine En/-Linie als Allel einer klassischen #~Mutante

" Linien, die zusitzlich zu gelben Samen auch durch das Fehlen von Trichomen gekennzeichnet waren

(transparent testa glabra, ttg), wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.
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identifiziert, fiir die die molekulare Ursache der Mutation bekannt war, so konnte auch in der
Enl-Linie nach Mutationen in dem entsprechenden Gen gesucht werden. Dazu wurde ver-
sucht, mittels PCR von DNA der zu testenden Pflanze als Matrize mit spezifischen Primern
fiir das fragliche Gen und das En/-Transposon ein Produkt zu amplifizieren. Wenn dies ge-
lang, konnte es direkt sequenziert werden, um so die Anwesenheit des Transposons im
jeweiligen Gen nachzuweisen. Konnte fiir eine Pflanze mit gen- und transposonspezifischen
Primern kein Produkt amplifiziert werden, bestand die Moglichkeit, da3 die Mutation auf ei-
ner Verdnderung der Sequenz des untersuchten Gens nach Exzision des Transposons beruhte
(,,footprint*; 1.3). Um das zu iiberpriifen, wurde unter Verwendung von spezifischen Primern
mittels PCR der kodierende Bereich des zu untersuchenden Gens amplifiziert und anschlie-
Bend sequenziert.

In der Eni-Population wurden vorwiegend Linien mit aufféllig deutlich gelben Samen iden-
tifiziert. Die Phinotypen der weitaus meisten dieser Linien betrafen nicht nur die Samenfarbe,
sondern die Pigmentierung der gesamten Pflanze und konnten mit Hilfe des differenziellen
Féarbeverfahrens bestehenden Komplementationsgruppen zugeordnet werden. Tabelle 2 gibt

einen Uberblick iiber die Zuordnung der einzelnen Linien zu den klassischen #-Mutanten.

nl 3 2] 18] [10/] 1 74 nb
5K60.3 5M48 4AAR3 13.248 5G38.2 5R22 6AAH92
5M56 5N16.1 5AAJ34 4ATI122
5Ms8l1 5K49.3 4130-108 17.669
5M86 5Q24 5V27
5SAAAS2  5K5-108 5094

5AAA54  5L63 hell
6J62 hell 4AAM7T
15.783.2 6AS137

Tabelle 2: transparent-testa-Mutanten aus einer Enl-mutagenisierten A.-thaliana-
Population. Dargestellt ist die Zuordung der aus einer En/-mutagenisierten A.-thaliana-
Population isolierten Linien mit abweichender Samenfarbe zu den klassischen ##-Mutanten an
Hand der Anhang 1 angegebenen Merkmale (nb, nicht bestimmt).
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Eine detaillierte Ubersicht iiber alle an den Linien beobachteten Merkmale findet sich in
Anhang 1. Auffallend hdufig konnten #3- und #t4-Allele identifiziert werden. Die Sequenzun-
tersuchungen zeigten, dal sich nur in wenigen Pflanzen das Transposon noch in dem
jeweiligen Gen befand. Zumeist enthielten die Mutanten einige zusitzliche Nukleotide in
Exons von Strukturgenen der Flavonoidbiosynthese und waren somit stabil. Informationen zu
den nachgewiesenen Insertionen und den putativen ,,footprints* sind in Anhang 2 zusammen-
gestellt.

Am interessantesten unter diesen Linien waren die neu isolierten #f6-Allele 5G38.2,
5AAJ34 und 4130-108, weil sie die Moglichkeit boten, die Frage zu beantworten, ob der #6-
Lokus das F'3H-Gen enthéilt. Dariiber hinaus eroffnete das 7#/-Allel SK60 die Chance, erstma-
lig einen Vertreter der Gruppe der samenspezifischen ##~-Mutanten genauer zu charakterisieren.

Diese Linien sollten daher im weiteren Verlauf der Arbeit ndher untersucht werden.
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3.2  Untersuchungen zur Klirung der Frage, ob das F3H-Gen dem #6-Lokus ent-
spricht

Im Unterschied zu #15 ist die tt6-Mutante nicht nur durch eine vom Wildtyp abweichende
Samenfarbe sondern auch durch einen stark reduzierten Gehalt an Flavonolen in den vegetati-
ven Pflanzenteilen gekennzeichnet. Auf Grund dieser Eigenschaften lag die Vermutung nahe,
daB in dieser Mutante ein Schritt in der Flavonolbiosynthese blockiert sein konnte (1.2.1). Es
wurde zundchst vermutet, daf3 es sich dabei um die Flavonolsynthase (FLS) handelt. Ein wei-
teres Gen, dessen Mutation zur Auspriagung des beschriebenen Phéanotyps fiihren konnte, ist
die Flavanon-3-Hydroxylase (F3H). Mit Hilfe dhnlicher Methoden, wie sie bereits fiir das
FLSI-Gen angewandt worden waren (Hartmann, 1997), sollte im Folgenden die Frage beant-

wortet werden, ob das AtF'3H-Gen dem #t6-Lokus zugeordnet werden kann.

3.2.1 Kartierung des F3H-Gens im Genom und Vergleich mit der Position des #76-
Lokus

Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob der ##6-Lokus das F3H-Gen enthilt, wurde ihre
Lokalisation im Genom von A. thaliana auf eine mogliche Ubereinstimmung hin untersucht.
Die Position eines DNA-Abschnitts im Genom kann durch Analyse der Segregation eines da-
mit verbundenen Markers in einer Kartierungspopulation bestimmt werden. Die dabei
gewonnenen Daten erlauben iiber die Berechnung von Rekombinationshdufigkeiten mit bereits
bekannten Markern eine relative Kartierung des untersuchten DNA-Abschnitts. Eine hdufig
benutzte Kartierungspopulation fiir A. thaliana wurde aus einer Kreuzung der Okotypen
Landsberg erecta und Columbia entwickelt (Lister und Dean, 1993). Dabei machte man sich
zunutze, daf} die genetischen Unterschiede zwischen den beiden Parentallinien einer Kreuzung
auf Grund von Rekombinationsereignissen in einer Vielzahl unterschiedlicher Kombinationen
in die erste Filialgeneration vererbt werden. Diese genetische Variation wurde durch wiederhol-
te Selbstung in Inzuchtlinien stabilisiert. In der Population dieser rekombinanten Inzuchtlinien
(RI-Linien) wurde mittlerweile die Segregation (und damit die Lokalisation) von mehr als 500
unterschiedlichen Markern ermittelt, die nun als Bezugssystem fiir weitere Kartierungen die-

nen.
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Fine Voraussetzung fiir die Kartierung eines Merkmals mit Hilfe dieser RI-Linien ist, daf}
sich das zu kartierende Merkmal zwischen den Okotypen Landsberg und Columbia unter-
scheidet. Zur Kartierung eines DNA-Abschnitts eignet sich zum Beispiel ein
Sequenzunterschied, der dazu fiihrt, da3 das Allel des einen Elternteils eine Schnittstelle einer
Restriktionsendonuklease aufweist, das des anderen jedoch nicht. Ein solcher Polymorphis-
mus sollte fiir das F3H-Gen gefunden werden. Die genomische Sequenz dieses Gens war fiir
den Okotyp Landsberg erecta bereits verdffentlicht (GenBank Accession U33932). Aus dieser
Sequenz wurden PCR-Primer abgeleitet, mit denen ein entsprechendes Fragment von genomi-
scher DNA des Okotyps Columbia mittels PCR amplifiziert und direkt sequenziert werden
konnte. Die resultierende Sequenz ist im Anhang 6 angegeben (GenBank Accession
AF064064). Ein Vergleich der so bestimmten mit der publizierten Sequenz ergab, dal3 eine
Transition von C (Col) zu T (Ler) an Position +257 dazu fiihrt, da3 das F3H-Gen aus dem
Okotypen Landsberg an dieser Stelle eine Restriktionsschnittstelle fiir das Enzym Bc/l enthilt,
die dem aus Columbia fehlt. Dieser Polymorphismus konnte fiir die Kartierung des F3H-Gens
mit den RI-Linien verwendet werden.

Der Vergleich der Columbia-F3H-Sequenz mit der aus Landsberg erecta ermittelten ergab
dariiber hinaus, daf} sie sich in den kodierenden Bereichen in 18 Positionen unterscheiden.
Fiinfzehn der Mutationen betreffen die dritte Position von Kodons und fiihren auf Grund des
degenerierten genetischen Codes nicht zu Verdnderungen in der Aminoséuresequenz. Eine Mu-
tation betrifft die zweite Position eines Basentripletts und fiihrt dazu, daB3 sich an Position
350 in der Landsberg Aminosduresequenz ein Alanin, in der Columbia Sequenz dagegen Aspa-
raginsdure befindet. Zwei Unterschiede betreffen die erste Position eines Kodons, aber nur
einer davon fiihrt zu einem Aminosdureaustausch: Asparagin 148 des Landsberg Proteins ist in
Columbia durch Asparaginsdure ersetzt.

Fiir die Kartierung des F3H-Gens mit Hilfe der RI-Linien wurden, wie in Abbildung 9 dar-
gestellt, genomische Fragmente, welche die polymorphe Sequenz enthielten, mittels PCR
amplifiziert. Dazu wurden die genomischen DNAs von 100 RI-Linien als Matrizen eingesetzt
(2.3.4). Die erhaltenen Produkte wurden mit Bc/l gespalten und gelelektrophoretisch aufge-
trennt. An Hand des dkotypspezifischen Bandenmusters konnte fiir jede Linie die Herkunft

des F3H-Gens bestimmt werden. Die Segregation des Polymorphismus in den Inzuchtlinien
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ist im Anhang 3 zusammengefaflt. Die Analyse dieser Daten ergab, dal das F3H-Gen auf
Chromosom III bei 67,7 cM nahe dem Marker m457 lokalisiert ist (nasc.nott.ac.uk/new -

ri_map.html). Das korreliert mit der von Pelletier (1996) fiir das F3H-Gen bestimmten

Position.
A B C 94564bt
2,7
S4 S21 g4014 4
_> 4_
COl — s —
550 5,7
S4 Bell S21 m457 4 F3H
— -+
Ler lIIIIIIIIIII;!LIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
220 330 6,2
Beh Bl g4t17 |
1600 m249
4.1
m424 4+
2800
Chr. I

Abbildung 9: Bestimmung der Lokalisation des F3H-Gens im Genom.

Die Abbildung enthilt in A eine schematische Darstellung der zwischen Landsberg und Co-
lumbia polymorphen Sequenz, der zur Amplifikation verwendeten Primer S4 und S21 sowie
der aus einer Restriktionsspaltung mit B¢/l resultierenden Fragmentgrofen. Weiterhin ist die
interne Plasmidkontrolle (UH140, dam’) dargestellt, die den Restriktionsansidtzen hinzugefiigt
wurde, um die Funktionalitdt des Restriktionsenzyms zu {liberpriifen. B zeigt das Resultat der
gelelektrophoretischen  Auftrennung der Produkte der Restriktionsspaltung (DNA-
GroBenstandard, M; Ler-PCR-Produkt, L; Col-PCR-Produkt, C). C illustriert das Ergebnis
der Auswertung der Segregationsdaten. Dazu ist ein Ausschnitt des unteren Arms von Chro-
mosom III schematisch dargestellt. Angegeben ist die Position des F3H-Gens und dessen
Absténde zu einigen benachbarten Markern in cM.

Im néchsten Schritt muflte nun tiberpriift werden, ob die Position des #6-Lokus mit der fiir
das F3H-Gen ermittelten iibereinstimmt. Der #6-Lokus war urspriinglich ebenfalls auf dem
unteren Arm von Chromosom III lokalisiert worden (Koornneef, 1990). Diese Position wurde
jedoch spéter angezweifelt (J. Campanella und C. Town in Pelletier und Shirley, 1996). Wenn
die 1t6-Mutante tatsdchlich ein defektes F3H-Gen enthalten sollte, dann miifite in der zweiten
Filialgeneration (F2) einer Kreuzung dieser Mutante mit Wildtyp jede #t6-Samen erzeugende
Pflanze dieses defekte F3H-Gen tragen. Sollte #6 dagegen ein von F3H unabhédngiger Lokus

sein, so sollte es in der F2 auch #6-Samen erzeugende Pflanzen mit (intakten) Wildtyp F3H-
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Allelen geben. Da sich die ##6-Mutation im Landsberg erecta Hintergrund befindet, konnte
wiederum der Bc/l-Polymorphismus benutzt werden, um das potentiell defekte Ler-F3H-Allel
in der geselbsteten Nachkommenschaft einer Kreuzung von #6 mit Columbia Wildtyp nach-
zuweisen. Der fiir diesen Marker ermittelte Genotyp der Pflanzen sollte dann mit der Farbe
der von ihnen produzierten Samen korreliert werden.

Die #t6-Mutante wurde mit Columbia Wildtyp gekreuzt (2.3.3). Alle direkten Nachkom-
men dieser Kreuzung brachten, wie filir eine rezessive Mutation zu erwarten, braune Samen
hervor. In der zweiten Filialgeneration traten dem entsprechend etwa 25% Pflanzen auf, deren
Samen die hellbraune Farbung der Mutante zeigten. Die genotypische Untersuchung dieser F2-
Generation mit Hilfe des Bcll-Polymorphismus zeigte, daf} alle hell-samigen Pflanzen homo-
zygot fir das Landsberg F3H-Allel waren, wihrend alle anderen Pflanzen zumindest ein
Columbia F3H-Allel trugen (Tabelle 3). Der #6-Phénotyp kosegregierte also streng mit dem
Ler-F3H-Allel. Das deutete auf eine physische Kopplung beider Merkmale hin, was ein An-
haltspunkt dafiir war, dal der ##6-Lokus tatsédchlich das AtF3H-Gen enthalt.

Genotyp Phéanotyp Anzahl Pflanzen
(Bcll CAPS) Wildtyp 78 (rel. Anteil)
Col / Col 33 - 33 (1)
Col / Ler 67 - 67 (2)
Ler/ Ler - 27 27 (1)
Anzahl Pflanzen 100 27 2=127
(rel. Anteil) (3) (1)

Tabelle 3: Ein Ler Marker kosegregiert mit dem #-Phiinotyp.

Tabellarisch dargestellt ist die Auswertung der Untersuchung von 127 Pflanzen der zweiten
Filialgeneration einer Kreuzung der #t6-Mutante (Ler Hintergrund) mit Col-0. An Hand des
Bcll-Polymorphismus (Abbildung 9) wurde fiir jede Pflanze die Herkunft der F3H-Allele gete-
stet (Col, Ler, heterozygot). Die Farben der reifen Samen wurden mit denen der Parentallinien
verglichen und entsprechend zugeordnet (dunkelbraun, Wildtyp; hellbraun, #f). Nur Pflanzen,
die homozygot fiir das aus der #z6-Mutante stammende Ler-F3H-Allel waren, brachten hell-
braune Samen hervor.
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3.2.2 Untersuchung der F3H-Sequenz aus #t6

Um zu iiberpriifen, ob sich die Sequenz des F3H-Gens aus der ##6-Mutante von der Lands-
berg erecta Wildtyp-Sequenz unterscheidet, wurden die entsprechenden DNA-Abschnitte
mittels PCR amplifiziert. Dazu wurden genspezifische Primer verwendet und genomische
Wildtyp- bzw. tt6-DNA als Matrize eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden direkt sequen-
ziert. Die tt6-F3H-Sequenz (GenBank Accession AF064065, Anhang 7) unterschied sich im
kodierenden Bereich nur in einer Base von der Wildtyp-Sequenz (GenBank Accession
U33932). Wie in Abbildung 10 gezeigt, fand sich an Position +870 ein Thymidin anstelle eines
Cytosins. Diese Punktmutation fiihrt zu einem vorzeitigen Stop-Kodon (TAG statt CAG).
Auf Grund dieses Ergebnisses lag es nahe zu vermuten, da3 der beschriebene verringerte Ge-
halt an Flavonolen in der #/6-Mutante auf fehlende oder nicht funktionstiichtige F3H
zuriickzufiihren ist. Weitere Belege fiir diese Annahme konnten von der Untersuchung der aus

der Enl-Population isolierten neuen #t6-Allele erwartet werden.

S92 70
—» -
Exon 1 Exon 2 Exon3
> 870
+1
F3H (Wildtyp) .. .ACGGTTCAGCCT. ..
T V Q P
f3h-1 (tt6) .. .ACGGTTTAGCCT. ..
T V *

Abbildung 10: Die F3H-Sequenz aus 76 enthiilt eine Punktmutation.

Vergleich der F3H-Sequenzen aus Landsberg erecta Wildtyp und der t6-Mutante (Aus-
schnitt). Die jeweiligen DNA Abschnitte wurden mittels PCR amplifiziert und direkt
sequenziert. Fiir die PCR wurden die Oligonukleotide S70 und S92 eingesetzt und genomische
DNA als Matrize verwendet.
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3.2.3 Isolierung von F3H-Insertionsmutanten und Untersuchung weiterer #6-Allele

Die auf Grund ihrer helleren Samenfarbe aus der En/-Population isolierten Linien 5G38.2,
5AAJ34 und 4130-108 zeigten in der differenziellen Farbung mit Naturstoffreagenz A die cha-
rakteristische rote Fluoreszenz von #6. In Testkreuzungen waren alle drei Linien nicht in der
Lage, die ##6-Mutation zu komplementieren (3.1.4). Parallel zu diesen Untersuchungen wurde
die Enl-Population auch nach einer Transposoninsertion im F3H-Gen durchsucht. Dazu wur-
de ein PCR-*“screening® (Baumann et al., 1998) mit den im Transposon bindenden Oligo-
nukleotiden En205 und En8130 sowie den genspezifischen Oligonukleotiden S4 und S7 durch-
gefiihrt. Mit Hilfe dieses Ansatzes konnten drei Linien mit einer Insertion im F3H-Gen
identifiziert werden (5A45, 13728 und 5G38). Alle drei Linien produzierten dunkelbraune
Samen. Es konnte daher davon ausgegangen werden, daf3 sie heterozygot fiir die Insertion im
F3H-Gen waren. Die Linie 5G38 ist die Elterngeneration der bereits als #6-Allel identifizierten
Pflanze 5G38.2. Diese brachte, wie auch die beiden anderen auf Grund ihrer Samenfarbe iden-
tifizierten ##6-Allele, ausschlieBlich deutlich hellere Samen hervor als der Wildtyp. Das konnte
bedeuten, da} sie homozygot fiir eine Transposoninsertion im F3H-Gen war oder beide Allele
dieses Gens nach Exzision des Transposons durch einen ,,footprint* zerstort waren.

Um zu tberpriifen, ob die Defekte in den F3H-Genen der Linien 4130-108, 5G38.2 und
5AAJ34 in der Anwesenheit des En/-Transposons bestanden, wurden PCRs mit transposon-
und genspezifischen Primern durchgefiihrt, bei denen DNAs dieser Linien als Matrizen einge-
setzt wurden. In keiner der Linien konnte ein Produkt amplifiziert werden. Das sprach dafiir,
dafB} in keiner der Linien eine Transposoninsertion im F3H-Gen vorlag. Daher wurden die F3H-
Gene aus den Linien 5G38.2, 5SAAJ34 und 4130-108 auf andere Unterschiede zum Wildtyp
hin untersucht. Die entsprechenden DNA-Abschnitte wurden dazu unter Verwendung gen-
spezifischer Primer und genomischer DNA dieser Linien mittels PCR amplifiziert. Die PCR-
Produkte wurden direkt sequenziert und mit der Wildtyp-Sequenz verglichen. Es zeigte sich,
daf jede der F3H-Sequenzen der Mutanten kurze duplizierte Elemente enthielt (Abbil-
dung 11A). Diese waren in 5G38.2 und 5AAJ34 in Sequenz und Position identisch, obwohl
durch DNA-Gel-Blot-Analysen gezeigt werden konnte, dafl diese Pflanzen unabhéngigen Lini-
en mit vollig verschiedenen FEn/-Insertionsmustern entstammten (Abbildung 11B). Um

festzustellen, ob es sich bei den duplizierten Elementen um ,,footprints* des Transposons
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handelte, wurden Vorfahren dieser Pflanzen auf das Vorhandensein einer Insertion an der ent-
sprechenden Position hin untersucht. Dazu wurden genomische DNAs der Pflanzen 5G38 und
3AAJ34 als Matrizen in PCRs mit gen- und transposonspezifischen Primern eingesetzt. Fiir
beide Pflanzen konnten Produkte amplifiziert und direkt sequenziert werden. Die Sequenzen
zeigten, dal} sich in beiden Pflanzen das En/-Transposon an exakt der selben Position in der
Nihe eines Exon-Intron-Ubergangs im F3H-Gen befand. Die Integrationen waren jeweils in
unterschiedlicher Orientierung erfolgt, filhrten jedoch zu identischen ,.targetsite Duplikatio-
nen* (Abbildung 11A). Da sich aus den Sequenzen der ,targetsite Duplikationen* zwanglos
die der in der Nachkommenschaft gefundenen duplizierten Elemente ableiten lieBen, konnte
angenommen werden, daf3 es sich dabei tatsdchlich um nach Exzision des Transposons zuriick-

gebliebene ,,footprints* handelte.

A B o3
= Exon 2 | Exon3 = § %
706 kb
4/30-108 - - .GTCGATAH‘ATATGGACC. .. 804 B
6,0 - ®
/ \ 5,0
912 913
: En-1 Vl 404
5G38 . .CGACCACGCACTACAAGAAAACG. .. .CCTTTTTTCTTGTAGTGACGGCCAT. . 3 . ;.
\ R
5G38.2 . .CGACCAC(‘}TACGGCCAT. .. f3 -
-N I
3AAJ34 . .CGACCACGCACTACAAGAAAAAAGG. . . .CGTTTTCTTGTAGTGACGGCCAT. . 164
| .
5AAJ34 . .CGACCACGTACGGCCAT. .. pd
1,0

Abbildung 11: Drei weitere #76-Allele enthalten Enl-Insertionen bzw. ,footprints® im
F3H-Gen. In A ist ein Vergleich von F3H-Sequenzen aus den neuen #6-Allelen 5G38.2,
5AAJ34 und 4130-108 sowie 5G38 und 3AAJ34 dargestellt. Die jeweiligen DNA-Abschnitte
wurden mittels PCR amplifiziert und direkt sequenziert. Fiir die PCR wurden die F3H-
spezifischen Primer S5 und S7 bzw. die transposonspezifischen Primer En205 und En8130
eingesetzt und genomische DNA als Matrize verwendet. Transposoninsertionen und ,,foot-
prints*“ sind fett gedruckt, ,targetsite Duplikationen* unterstrichen. B DNA-Gel Blot-
Analyse der Linien 5G38.2 und 5AAJ34. Genomische DNA der beiden Linien wurde mit
HindIII gespalten, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert.
Die Hybridisierung erfolgte mit einer fiir das 5’-Ende des En/-Transposons spezifischen Son-
de.
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Somit konnte fiir #6 und alle neuen #t6-Allele ein Defekt im F3H-Gen gezeigt werden. Es
war dullerst unwahrscheinlich, daf in all diesen Linien jeweils eine weitere unabhédngige Muta-
tion vorlag, die zu dem beobachteten ¢#-Phénotyp fiihrte. Aus den Ergebnissen dieser

Untersuchungen konnte daher gefolgert werden, daf3 der ##6-Lokus das AtF3H-Gen enthilt.

3.2.4 Untersuchung der F3H-mRNA-Mengen in unterschiedlichen #t6-Allelen und
Wildtypen

Ein Defekt in einem Gen, das wie F3H fiir ein Enzym eines friihen Schrittes der Flavonoid-
biosynthese kodiert, sollte auch Auswirkungen auf die Fahigkeit der entsprechenden Mutante
haben, Anthocyane und kondensierte Tannine zu bilden. Die klassische ##6-Mutante wies
zwar stark reduzierte Flavonolgehalte auf, produzierte aber immer noch leicht pigmentierte
Pflanzenteile und hellbraune Samen. Alle drei neu isolierten ##6-Allele zeigten eine hellere Sa-
menfarbe, als die klassische #6-Mutante. Das konnte auf eine stirkere Verkiirzung oder
geringere Stabilitdt der F3H-Transkripte in diesen Mutanten zuriickzufiihren sein. Im Folgen-
den sollten daher die F3H-mRNA-Mengen in den unterschiedlichen #6-Allelen und Wildtypen
verglichen werden.

RNA wurde aus zwei Tage dunkeladaptierten sowie anschlieBend fiir 20 h mit UV-haltigem
WeiBlicht bestrahlten A.-thaliana-Pflanzen isoliert. Nach Auftrennung im Agarosegel und
Ubertragung auf eine Nylonmembran wurde sie mit einer radioaktiv markierten F3H-Sonde
hybridisiert. Wie Abbildung 12 zeigt, war in dunkel gehaltenem Pflanzenmaterial keine F3H-
mRNA nachweisbar. Nach Lichtinduktion akkumulierte sie in Landsberg und Columbia Wild-
typ-Pflanzen, wiahrend die Mutanten #6, 5AAJ34 und 4I30-108 deutlich verringerte
Transkriptmengen aufwiesen. Alle Mutanten zeigten ungefihr gleich niedrige F3H-mRNA-
Niveaus. Die GroBen der Transkripte unterschieden sich nicht deutlich von denen der Wildty-
pen. Weitere Hybridisierungen mit Sonden spezifisch fiir andere Gene der
Flavonoidbiosynthese, wie zum Beispiel CHS, zeigten, dal deren Expression in den Mutanten
nicht beeintrichtigt war. Als Kontrolle fiir eine gleichmifige Beladung des Gels diente eine
Hybridisierung mit einer Polyubiquitin-Sonde (3.1.3.1). Die Grofe der von dieser Sonde detek-

tierten mRNAs unterscheidet sich bei Landsberg und Columbia (Hartmann, 1997).
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F3H

CHS
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4130 | 5AA
-108| J34

Abbildung 12: Die F3H-Transkriptmenge ist in allen #£6-Allelen gegeniiber dem Wild-

typ verringert.

Dargestellt sind RNA-Hybridisierungsexperimente mit RNA aus dunkeladaptierten (Dunkel),
bzw. mit nach Dunkeladaptation mit UV-haltigem WeiBlicht bestrahlten Pflanzen (UV). Es
wurden die Mutanten #6, SAAJ34 und 4130-108 mit den dazugehorigen Wildtypen Ler und
Col-0 untersucht. Die fiir die Hybridisierung verwendeten Sonden sind links von den jeweili-
gen Autoradiographien angegeben.
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3.3 Untersuchungen zur lichtabhingigen Expression des A. thaliana F3H-Gens

Die im Rahmen der Untersuchung der ##6-Mutanten beobachtete Lichtinduktion der F3H-
Expression im Wildtyp stimmte mit den Ergebnissen fritherer Studien iiberein (Pelletier und
Shirley, 1996). Ein entsprechendes Expressionsmuster konnte U. Hartmann auch fiir A1CHS,
AtCFI und AtFLS zeigen. Dariiber hinaus war es ihr gelungen, in den Promotoren dieser Gene
diejenigen cis-Elemente zu identifizieren, die die Lichtinduzierbarkeit vermitteln (Hartmann,
1997). Im Folgenden wurden fiir den F3H-Promotor analoge Experimente durchgefiihrt, um
diese Untersuchungen zu vervollstindigen. Dazu wurden die zu testenden Teile oder Modifi-
kationen des Promotors mit dem offenen Leserahmen des bakteriellen uidA-Gens fusioniert,
das fiir das Enzym [B-Glukuronidase kodiert. Die so gewonnenen Reporterkonstrukte wurden
in protoplastierte A.-thaliana-Suspensionskultur-Zellen transfiziert (2.3.12) und diese im
Dunkeln inkubiert oder mit UV-haltigem WeiBlicht bestrahlt. Nach acht Stunden wurde die
Aktivitdt des Reporterenzyms bestimmt (2.3.13) und als direktes Mall der Promotoraktivitét
gewertet. Dabei wurde zunéchst eine Reihe verschieden langer Promotorfragmente getestet, um
herauszufinden welche Mindestldnge erforderlich ist, um Lichtaktivierbarkeit zu vermitteln.
Innerhalb des so definierten Minimalpromotors wurden dann potentielle Bindestellen von
Transkriptionsfaktoren mittels PCR mutiert, um {iber den daraus eventuell resultierenden
Verlust der Lichtresponsivitit die fiir diese Funktion verantwortlichen Elemente zu identifizie-

ren.

3.3.1 Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes von AtF3H

Analog zu den Promotoren von CHS, CFI und FLS wurde auch fiir den F3H-Promotor zu-
ndchst der Transkriptionsstartpunkt bestimmt. Dazu wurden mit Hilfe der 5’-RACE Technik
(2.3.6) 16 cDNAs isoliert und sequenziert. Das Ergebnis des Vergleichs dieser Sequenzen mit
der genomischen AtF3H-Sequenz (GenBank Accession U33932) ist in Abbildung 13 darge-
stellt. Acht der isolierten RACE-cDNAs begannen mit einem Thymin 38 Nukleotide
stromaufwirts des ATG-Start-Kodons. Eine Sequenz begann bereits 179 bp weiter stromauf-
wirts, eine weitere war eine Base ldnger und die iibrigen sechs Sequenzen waren kiirzer. Ein

TATA-Box-Motiv konnte 61 Nukleotide stromaufwérts des Start-ATGs lokalisiert werden.
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Im gleichen Leserahmen mit diesem ATG befand sich sieben Tripletts stromaufwirts ein
Stop-Kodon. Auf Grund dieser Anhaltspunkte wurde das Thymin 38 bp stromaufwairts des

Start-ATGs als Transkriptionsstartpunkt (+1) von A¢F3H definiert.

+1
CTTTATATAT TCATTACACA TCTCTTCTTT CTATATCTCT CTTAATTTAG TCTTTTGTCT TCGTAATTAC
1x tATATCTCT CTTAATTTAG TCTTTTGTCT TCGTAATTAC
8x tTATCTCT CTTAATTTAG TCTTTTGTCT TCGTAATTAC
2X CATCTCT CTTAATTTAG TCTTTTGTCT TCGTAATTAC
1x cTCTCT CTTAATTTAG TCTTTTGTCT TCGTAATTAC
2x gAATTTAG TCTTTTGTCT TCGTAATTAC AATG
1x tTCT TCGTAATTAC AATG

Abbildung 13: Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes von A¢F3H.

Dargestellt sind die Sequenzen der 5’-Enden von 15 RACE-cDNAs. Die Produkte wurden mit
dem ,,5°/3” RACE Kit*“ (Roche, 2.3.6) erzeugt, in den Vektor pT7-Blue ligiert und sequenziert.
Zum Vergleich ist oben die genomische Sequenz dargestellt; das TATA-Box-Motiv ist grau
unterlegt. Das als Position +1 definierte Nukleotid ist fett gedruckt, das Start-ATG unterstri-
chen. Kleinbuchstaben am 5’-Ende der RACE-cDNAs bezeichnen Nukleotide, die nicht mit
der genomischen Sequenz iibereinstimmen.

3.3.2 [Eingrenzung eines F3H-Minimalpromotors

Als operationaler Minimalpromotor wird das kiirzeste Fragment eines Promotors verstan-
den, das noch in der Lage ist, eine bestimmte Antwort auf einen Stimulus zu vermitteln. Um
einen solchen Promotor fiir die Lichtinduktion der F3H-Expression zu definieren, wurden un-
terschiedlich lange Abschnitte des 5’-untranslatierten Bereiches dieses Gens in
Transfektionsexperimenten getestet. Wie in Abbildung 14 dargestellt, fiihrten alle untersuchten
Promotorfragmente im Dunkeln nur zu einer sehr geringen GUS-Aktivitdt. Nach Lichtinkuba-
tion dagegen vermittelte das 866 bp lange Fragment eine 99fach erhohte GUS-Aktivitit. Der
Promotor des lichtabhidngig exprimierten F3H-Gens konnte also in Transfektionsexperimenten
durch Bestrahlung mit UV-haltigem Weilllicht aktiviert werden. Eine Verkiirzung des Promo-
tors auf 463 bp reduzierte zwar die erhaltene absolute GUS-Aktivitit um etwa die Hélfte, die

Lichtaktivierbarkeit blieb jedoch mit 75fach weiterhin hoch.
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Ein deutlicher Verlust der Lichtaktivierbarkeit trat erst bei einer Deletion von 463 auf 382
bzw. 229 bp ein. Das 463 bp-Fragment war das kiirzeste getestete Promotorfragment, das
noch signifikant lichtinduzierbar war. Es muflte daher die fiir die Lichtinduzierbarkeit minde-
stens notwendigen cis-Elemente enthalten. Im Hintergrund des so eingegrenzten Minimal-

promotors konnte nun die Identifizierung dieser Elemente erfolgen.

L
A patFatses [/
‘ L
PAtF3H-382 —1_—L_mx
PAtF3H-229 Fm
E B Dunkel ouv
4500
.)i 102
E 4000 T
S 3500
=
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gzsoo
o
— 2000
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‘;’ 1500
%1000
wn 500
13
) 5
o ] =

PAIF3H-866 pAtF3H 463 pAtF3H-382 pAtF3H-229

Abbildung 14: Eingrenzung eines F3H-Minimalpromotors.

Die zur Transfektion von A.-thaliana-Protoplasten verwendeten Konstrukte sind in A sche-
matisch dargestellt. B zeigt das Ergebnis von 6 unabhdngigen Transfektionsexperimenten als
Balkendiagramm. Die Transfektionen wurden mit pUBILUC standardisiert. Dargestellt sind
die standardisierten GUS-Werte (GUS’) mit Standardabweichungen. Die Zahl iiber den Licht-
werten gibt die Lichtinduktion des jeweiligen Konstruktes an. Die fiir die Standardisierung
herangezogenen GUS- und Luciferase-Werte sind in Anhang 4 angegeben. Alle in den Abbil-
dungen 14-17 dargestellten Werte entstammen dem selben experimentellen Block. Daher gelten
jeweils die gleichen Mittelwerte der Luciferaseaktivititen. Sie betrugen im Dunkeln
13190 RLU/(ng x s) und im Licht 10749 RLU/(ug x s).
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3.3.3 Definition funktioneller cis-aktiver ACE- und MRE-Sequenzen im F3H-

Promotor

In vorangegangenen Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, da3 vor allem zwei Ar-
ten von cis-aktiven Elementen fiir die Induktion der Promotoren der Gene der Flavonol-
biosynthese durch UV-Licht notwendig sind: Zum einen Sequenzen, die das Motiv ACGT
enthalten (,,ACGT-Containing Element®, ACE). Sie werden von Transkriptionsfaktoren ge-
bunden, die eine basische Region und eine Leucin-Reiflverschlul Doméne enthalten (bZIP).
Zum anderen handelt es sich um Sequenzen, die von MYB-Transkriptionsfaktoren erkannt
werden (,,MYB-Recognition Element*, MRE). Sie enthalten in ihrem Kern das Sequenzmotiv
ACCTA. In den bisher untersuchten Promotoren bildeten ACE und MRE jeweils eine
Lichtregulatorische Einheit (,,Light Regulatory Unit*“, LRU), in der sie durch 17 (4¢CHS) bis
29 (AtCFI) bp voneinander getrennt sind. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die lich-
tabhingige Expression des F3H-Gens durch vergleichbare Elemente im Promotor vermittelt

wird.

3.3.3.1 Identifizierung einer an der Lichtinduktion beteiligten MRS*'"*H

Zur Identifizierung mutmalBlicher cis-Elemente wurde die Sequenz des 463 bp langen
AtF3H-Minimalpromotors auf das Vorhandensein von ACGT- und ACCTA-Motiven hin
untersucht. Dabei wurde das palindromische Motiv ACGT fiinfmal und das Motiv ACCTA
zweimal gefunden, einmal auf dem kodierenden und einmal auf dem Gegenstrang. Diese puta-
tiven cis-Elemente werden im folgenden als ACS 1-5 (,,ACGT Containing Sequences*) und
MRS 1 und 2 (,MYB Recognition Sequences®) bezeichnet. Alle ACS liegen in der Nédhe der
weiter stromaufwiérts gelegenen MRS2, wihrend die nidchste ACS von MRS1 deutlich weiter
entfernt liegt. Um zu testen, ob eine der beiden MRS eine Rolle in der Lichtinduzierbarkeit des
F3H-Promotors spielt, wurden in beide Sequenzen mittels PCR 5 bp umfassende Blockmuta-
tionen eingefiihrt. Mit den resultierenden Konstrukten wurden Transfektionsexperimente
durchgefiihrt, bei denen der Minimalpromotor als Kontrolle diente (Abbildung 15). Alle ver-
wendeten Konstrukte fiihrten im Dunkeln nur zu sehr geringen GUS-Aktivititen. Die
Mutation in MRS2 bewirkte keine Reduktion sondern sogar eine Steigerung der gemessenen

GUS-Aktivitit im Licht. Die Blockmutation in MRS1 fiihrte dagegen zu einer Verringerung
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der Lichtaktivierbarkeit des Promotors von 75- auf 22fach. Dieses Ergebnis legt nahe, daf3
MRSI ein fiir die Lichtaktivierbarkeit des /'3H-Promotors notwendiges Element darstellt. Da
die Mutation dieser Sequenz jedoch nicht zum voélligen Verschwinden der Lichtresponsivitit
fiihrte, sollte als nachstes die Frage gekldrt werden, ob auch in diesem Promotor zusitzlich
noch eine ACGT-enthaltende Sequenz benotigt wird.

A PAtF3H-463

- \
- \

-
-
- \

TETACTACCTACGGT ...... CGTGGTAGGTAGC

pAtF3H-463-mMRS2

-_—— \
- \

TCTAgTCgacACGET. . . . . . CGTGGTAGGTAGC

pAtF3H-463-mMRS1
- \
- \

-
- \

TCTACTACCTACGGT. . . . . . CGTGtcgacTAGC
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Abbildung 15: Identifizierung einer an der Lichtinduktion beteiligten MRSA'"H,

Legende siehe folgende Seite.
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Legende zu Abbildung 15 (siehe vorherige Seite):

Die zur Transfektion verwendeten Konstrukte sind in A schematisch dargestellt. Mit horizon-
talen Streifen versehene Quadrate symbolisieren MRS solche mit vertikalen Streifen
ACSAM3H Mutierte Versionen der cis-Elemente sind als Quadrate mit diagonalem Kreuz dar-
gestellt. Unter den Konstrukten sind die jeweiligen Sequenzen angegeben. Dabei symbolisieren
GroBbuchstaben Wildtyp-Sequenzen, Kleinbuchstaben die der mutierten Elemente. Die
Kernmotive sind durch Fettdruck hervorgehoben. B zeigt das Ergebnis von 6 unabhdngigen
Transfektionsexperimenten als Balkendiagramm, entsprechend Abbildung 14B.

3.3.3.2 Identifizierung einer an der Lichtinduktion beteiligten ACS*'FH

Die Verkiirzung des AtF3H-Promotors von 463 bp auf 382 bp hatte zu einer deutlichen
Reduktion der Lichtaktivierbarkeit von 75- auf 13fach gefiihrt (Abbildung 14). Diese Beobach-
tung wiére durch den Verlust einer der darin enthaltenen ACSs (4 oder 5) zu erklaren. Um zu
iiberpriifen, ob und wenn ja welche von diesen Sequenzen tatsdchlich fiir die Lichtantwort
benoétigt werden, wurden diese sowie zusidtzlich ACS3 im Hintergrund des 463 bp-Promotors
durch Einfiihren von Blockmutationen verdndert und die resultierenden Konstrukte in Trans-
fektionsexperimenten getestet. Das Ergebnis ist in Abbildung 16 dargestellt. Alle verwendeten
Konstrukte zeigten im Dunkeln nur sehr geringe GUS-Aktivitdt. Nach Lichtinkubation be-
wirkte der Minimalpromotor eine 75fach erhohte GUS-Aktivitit. Fine Mutation in ACS3
fithrte zu einer geringfligig hoheren Lichtinduzierbarkeit des Promotors (84fach), wihrend die
Mutation von ACS5 diese leicht reduzierte (auf 56fach). Die Mutation von ACS4 dagegen
verringerte die Lichtaktivierbarkeit des Promotors deutlich auf 23fach. Damit erschien es mog-
lich, daB3 diese Sequenz notwendig ist, um gemeinsam mit MRS1 die Lichtinduzierbarkeit des

F3H-Promotors zu vermitteln.
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GUS'-Aktivitat [pmol 4-MU/(mg*min)]
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Abbildung 16: Identifizierung einer an der Lichtinduktion beteiligten ACSA™H,

Die zur Transfektion verwendeten Konstrukte sind in A schematisch dargestellt. Mit vertika-
len Streifen versehene Quadrate symbolisieren ACS*™" mit horizontalen Streifen MRS,
Mutierte Versionen der cis-Elemente sind als Quadrate mit diagonalem Kreuz dargestellt. Un-
ter den jeweiligen Konstrukten sind die Wildtyp-Sequenzen und die der mutierten Elemente
abgebildet. B zeigt das Ergebnis von 6 unabhéngigen Transfektionsexperimenten als Balkendia-
gramm, entsprechend Abbildung 14B.
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3.3.3.3 Identifizierung einer lichtregulatorischen Einheit im A¢F3H-Promotor

Die Annahme, daB MRS1 und ACS4 gemeinsam fiir die Lichtinduzierbarkeit des AtF3H-
Promotors notwendig sind, sollte iiberpriift werden, indem beide Sequenzen gleichzeitig im
Hintergrund des Minimalpromotors mutiert wurden. Das resultierende Konstrukt wurde in
A.-thaliana-Protoplasten transfiziert und die Lichtaktivierbarkeit mit der des Minimalpromo-
tors verglichen (Abbildung 17).

A PAtF3H-463 —HHII]]]HEE:E[.Fm

-7 \

TTAAGACGTGGCTT. . . ... CGTGGTAGGTAGC

AtF3H-463-dm XM= X
P = =
—- \

/’ \

-
-
-

TTAAtctagaGCTT. . . ... CGTGtcgacTAGC
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Abbildung 17: Die gleichzeitige Mutation von MRS1*"™*" und ACS4*"*" fiihrt zum
volligen Verlust der Lichtinduzierbarkeit des F3H-Promotors.

Die zur Transfektion verwendeten Konstrukte sind in A schematisch dargestellt. Das mit ei-
nem horizontalen Streifen versehene Quadrat symbolisiert MRSIA™H  das mit einem
vertikalen Streifen ACS4*"™*", Die sonstigen Symbole und Beschriftungen entsprechen Abbil-
dung 15A. B zeigt das Ergebnis von 6 unabhingigen Transfektionsexperimenten als
Balkendiagramm entsprechend Abbildung 14B.
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Wihrend beide Konstrukte im Dunkeln keine nennenswerte GUS-Aktivitit bewirkten, war
der Minimalpromotor wie erwartet deutlich lichtaktivierbar. Die gleichzeitige Mutation von
MRS1 und ACS4 fiihrte zu einem volligen Verschwinden dieser Lichtaktivierbarkeit. Dieses
Ergebnis zeigte deutlich, daf die Sequenzen MRS1 und ACS4 fiir die Lichtresponsivitét des
AtF3H-Promotors notwendig sind. Sie konnen daher in Analogie zu den bereits charakterisier-
ten Promotoren von Genen der Flavonolbiosynthese als MREA"*! und ACEA"*" bezeichnet
werden. Die Induktion der A¢F3H-Expression durch UV-haltiges WeiBlicht wird damit durch
die gleichen Promotorelemente vermittelt, die auch schon bei anderen Genen mit dem gleichen

Expressionsmuster identifiziert worden waren.
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3.4 Isolierung des A. thaliana TTI1-Gens

Fiir die A4. thaliana tt-Mutanten 1, 2, 9 und /0 sind bislang ausschlieBlich phanotypische
Unterschiede zum Wildtyp beschrieben, welche die Samen der Pflanzen betreffen. Es wird
vermutet, da3 diese /#-Mutanten Defekte in Genen, deren Produkte an der Synthese konden-
sierter Tannine beteiligt sind, in differenziell exprimierten Strukturgenen oder in
samenspezifischen Regulatoren der Flavonoidbiosynthese enthalten (Shirley et al., 1995). Die
Analyse solcher Gene und ihrer Expression konnte sowohl zum besseren Verstindnis der Syn-
these kondensierter Tannine als auch von Mechanismen entwicklungs- und gewebe-
spezifischer Genexpression beitragen. Bislang konnte noch fiir keine der oben genannten
Mutanten das defekte Gen isoliert werden. Eine der ##-Linien, die in der En/-mutagenisierten
A.-thaliana-Population identifiziert wurden, repriasentierte jedoch ein neues Allel von #/. Es
sollte im Folgenden genutzt werden, um das 77/-Gen zu isolieren und so ein Mitglied der
bislang wenig charakterisierten Gruppe von samenspezifischen ##~-Mutanten néher zu untersu-

chen.

3.4.1 Detektion einer Enl-Insertion, die mit dem #-Phinotyp kosegregiert, und

Isolierung der flankierenden DNA

Die Nachkommen der Pflanze 5K60.3 konnten in einer Testkreuzung die #t/-Mutation
nicht komplementieren (3.1.4). Das bedeutete, da3 beide in der Kreuzung verwendeten Eltern
ein defektes Allel des 777-Gens trugen und vererbt hatten. Dieser Defekt konnte in der Enl-
Linie entweder die Anwesenheit des Transposons selbst oder ein bei seiner Exzision zuriick
gebliebener “footprint” sein. Durch Untersuchung einer Population von K60-Pflanzen, in der
der #¢1-Phénotyp aufspaltete, auf Kosegregation einer En/-Insertion mit dem Phinotyp sollte
iiberpriift werden, ob sich das Transposon noch im #t/-Lokus befand. Als Mutterpflanze fiir
den Aufbau einer solchen Population war die Pflanze SK60 geeignet. Sie hatte ausschlieBlich
braune Samen produziert, wihrend ihre Tochter 5K60.3 und deren Nachkommenschaft nur
gelbe Samen hervor brachten. Diese Beobachtung stimmte mit der Annahme iiberein, dafl SK60
heterozygot fiir eine Mutation im ##/-Lokus war. Aus Samen von 5K60 wurden daher Pflan-
zen herangezogen und deren Samenfarbe bestimmt. Wie erwartet, spaltete dieses Merkmal

unter den Nachkommen der Pflanze 5K60 auf. 20 von 53 untersuchten Pflanzen produzierten
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gelbe und 33 dunkelbraune Samen. Diese Pflanzen konnten nun durch DNA-Gel-Blot-
Analysen darauf hin untersucht werden, ob eine Insertion des En/-Transposons mit dem #-
Phénotyp kosegregierte.

Dazu wurde aus den Pflanzen der segregierenden Population genomische DNA isoliert, en-
donukleolytisch gespalten, in Agarosegelen aufgetrennt und auf Nylonmembranen iibertragen.
Die Membranen wurden mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde hybridisiert, die fiir das
Enl-Transposon spezifisch ist. Wie Abbildung 18 zeigt, war mit dieser Sonde in einer Spur,
die Wildtyp-DNA enthielt, kein Signal nachweisbar. Dagegen konnten in jeder der untersuch-

ten K60-Pflanzen zwischen fiinf und zehn hybridisierende Fragmente detektiert werden.

Abbildung 18: Eine Enl-Insertionsbande kosegregiert mit dem 7z-Phiinotyp.

A 5K60 Pflanzen 5K60 Pflanzen B
mit gelben Samen mit braunen Samen
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In A sind Ausschnitte von DNA-Gel-Blot-Analysen einer Population von 53 Nachkommen
der Pflanze 5K60 dargestellt. 20 der Pflanzen produzierten gelbe und 33 dunkelbraune Samen.
Genomische DNA dieser Pflanzen wurde mit EcoRV gespalten, gelelektrophoretisch aufge-
trennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit einer transposonspezifischen radioaktiv
markierten Sonde hybridisiert (EcoRI-Fragment aus SA53). Zwischen den Autoradiogrammen
sind die Fragmentgroen der mit aufgetrennten Referenz-DNA markiert. Eine Bande von
0,9 kb fand sich in allen Pflanzen, die gelbe Samen hervorbrachten. B zeigt schematisch die
Lage der verwendeten DNA-Sonde und der damit detektierbaren Fragmente.

Ein Fragment von 0,9 kb fand sich in allen Pflanzen, die gelbe Samen hervorbrachten, sowie in
16 der braunsamigen. Es fehlte dagegen in den 17 {ibrigen braunsamigen Pflanzen. Dieses Er-
gebnis konnte dadurch erkldrt werden, dafl alle Pflanzen, die gelbe Samen produzierten,
homozygot fiir die durch dieses Fragment reprisentierte Insertion des En/-Transposons wa-

ren. Braunsamige Pflanzen waren dementsprechend entweder heterozygot fiir diese Insertion
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oder homozygot Wildtyp. Auf Grund der strikten Kosegregation der Insertion mit dem #-
Phénotyp konnte davon ausgegangen werden, dal3 sich in den gelbsamigen Pflanzen das Enl-
Transposon tatsdchlich im 77/7-Gen befand.

Fiir die Gewinnung von DNA-Abschnitten, die die vermutete En/-Insertion im 777-Gen
flankierten, wurde aus der Nachkommenschaft von 5K60 die Pflanze Nummer 3 ausgewdhlt.
Zur Unterscheidung von der direkt aus der En/-Population isolierten Pflanze 5K60.3 wird sie
nachfolgend als 5K60.3A bezeichnet. 5K60.3A produzierte gelbe Samen und war daher wahr-
scheinlich homozygot fiir die gesuchte Insertion. Uber die mit dem #-Phinotyp
kosegregierende Bande hinaus enthielt sie nur vier weitere En/-spezifische Signale (vgl. Abbil-
dung 18). DNA-Fragmente, die diese Transposon-Insertionen flankierten, wurden mit der
RAGE-Methode (“rapid amplification of genomic ends”; 2.3.7) gewonnen. Dazu wurde ge-
nomische DNA der Pflanze 5K60.3A mit dem Restriktionsenzym Hinfl gespalten. Die
Restriktionsfragmente wurden polyadenyliert und als Matrize fiir eine erste PCR-
Amplifikation mit einem oligo-dT-Primer sowie transposonspezifischen Oligonukleotiden
verwendet. Bei dieser Reaktion entstanden keine nach Farbung mit Ethidiumbromid im Agaro-
segel sichtbaren Produkte. Aliquots der gereinigten Reaktionsansidtze wurden als Matrize in
einer zweiten PCR eingesetzt, die mit weiter zu den Enden des Transposons hin gelegenen
Primern sowie einem zu dem oligo-dT kompatiblen Primer durchgefiihrt wurde. Diese Reak-
tionen fiihrten zu verschiedenen im Gel sichtbaren Produkten von weniger als 500 bp Grof3e.
Die Fragmente wurden in den pCR-TOPO-Vektor ligiert und sequenziert. Alle 14 untersuch-
ten Sequenzen begannen mit Abschnitten, die dem 5°- oder 3’-Ende des Enl/-Transposons
entsprachen. Das zeigte, da3 es sich bei den isolierten DNA-Fragmenten tatsédchlich um flan-
kierende Bereiche von Transposon-Insertionen handelte. Ein Vergleich der Sequenzen
untereinander ergab, daf3 sie vier Klassen jeweils bis auf die Lange der Polyadenylierung identi-
scher Plasmide reprisentierten (Tabelle 4). Das bedeutete, da3 flankierende DNAs von vier
der vermuteten fiinf Insertionen der Linie 5K60.3A isoliert werden konnten. Ein Vertreter
jeder Klasse wurde in die Klonsammlung aufgenommen und fiir die weiteren Untersuchungen

eingesetzt.
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Unter Verwendung der Algorithmen BlastN und BlastX wurden die Sequenzen der isolier-
ten flankierenden DNAs mit der Gendatenbank des NCBI verglichen. Dieser Vergleich ergab,
daB Klon SA65 eine Enl-Insertion in einem Gen reprasentierte, das vermutlich fiir eine Kinase
kodiert. Dieses Gen war im Genom von A. thaliana auf Chromosom II bei etwa 49 cM lokali-
siert worden (www.mpimp-golm.mpg.de/101/mpi_mp map/access.html). Da fiir den #/-
Lokus eine Position auf Chromosom I ermittelt worden war (Koornneef, 1990), erschien es
unwahrscheinlich, dal3 es sich bei dem in pSA65 integrierten Fragment um ein Teil des 771-
Gens handelte. Daher wurde mit diesem Fragment nicht weitergearbeitet. Klon SA63 reprisen-
tierte eine Insertion in einem Gen, das fiir ein DNA-bindendes Protein kodiert, dessen
Kartenposition jedoch unbekannt war. Klon SA64 zeigte Ahnlichkeit mit einer sauren Phos-
phatase, wihrend fiir Klon SA62 keine signifikante Ahnlichkeit zu einer bereits bekannten

Sequenz festgestellt werden konnte.

RAGE-Klon | Enl-Seite| BlastN (% Ident.) BlastX (% Ident.) SA Nr.

10, 21, 8 3’ BAC F18A8 putative Kinase 65
(100) (100)

29, 32,43, 5’ EST 725723 DNA bindendes Protein 63

44, 45 (Exonsequenz: 100) (100)

37 5’ - saure Posphatase 64

35)
1,6,12, 3 - - 62
20, 22

Tabelle 4: Enl-Insertionen flankierende DNA-Fragmente aus der Pflanze SK60.3A.
Tabellarische Ubersicht der mittels RAGE gewonnenen DNA-Fragmente, die £n/-Insertionen
in der Pflanze 5K60.3A flankieren. Angegeben ist die Nummer der jeweiligen RAGE-Klone,
welche Seite des Transposons sie reprisentieren, die Ergebnisse des Vergleichs mit der Genda-
tenbank des NCBI sowie die Nummer des repréisentativen Klons in der SA-Klonsammlung.

Die in pSA62, 63 und 64 integrierten Fragmente wurden als Sonden benutzt um festzu-
stellen, ob eines davon die mit dem ¢f/-Phidnotyp kosegregierende Enl-Insertionsbande
detektierte. Dazu wurden die Fragmente durch Restriktionsverdau mit EcoRI aus den Plasmi-
den gewonnen, radioaktiv markiert und zur Hybridisierung der Membranen mit den DNAs der
segregierenden Population verwendet. Die Fragmente aus pSA63 und pSA64 detektierten

Enl-Insertionen, die nicht mit dem Phénotyp kosegregierten.
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Wie Abbildung 19 zeigt, hybridisierte das Fragment aus pSA62 dagegen mit einer Bande, wel-
che die gleiche Gréfe und das gleiche Segregationsverhalten zeigte wie die in 3.4.1 identifizierte
Bande. Das EcoRI-Fragment dieses Klons konnte daher den Ausgangspunkt weiterer Experi-

mente bilden.

A 5K60 Pflanzen 5K60 Pflanzen B

mit gelben Samen mit braunen Samen

wt
1,273 3446, 9,14716,18,25 13415, 17319 ;204 21y 22 23, 24 3 27

kb

L 8,0
L 7,0 4
6,0 | |

5,0 u

L 4,0 -
- - W Lg3,5

3,5 pii
L 3,0 -

L 50 EV EV

| B En-1 JJ_

0.9 B i o i — 0.9

Abbildung 19: Eines der flankierenden DNA-Fragmente hybridisiert mit der kosegre-
gierenden Bande.

In A sind die nach Entfernen der En/-spezifischen Sonde mit dem EcoRI-Fragment aus pSA62
hybridisierten Membranen aus Abbildung 18 dargestellt. B zeigt schematisch die Herkunft der
verwendeten DNA-Sonde und der damit detektierbaren Fragmente.

3.4.2 Lokalisierung der flankierenden DNA im Genom

Um AufschluB3 dariiber zu erhalten, ob es sich bei der gewonnenen flankierenden DNA tat-
siachlich um ein Stiick des 777-Gens handelte, sollte deren Lokalisation im Genom von
A. thaliana ermittelt und mit der des #t/-Lokus verglichen werden. Die Bestimmung der Kar-
tenposition der flankierenden DNA konnte sowohl durch Analyse der Segregation eines
entsprechenden Markers in einer Kartierungspopulation als auch durch Hybridisierung von

BAC-Bibliotheken erfolgen.
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3.4.2.1 Kartierung mittels RI-Linien

Um die Lokalisation des flankierenden Fragmentes im Genom mit Hilfe der RI-Linien zu
bestimmen, konnte wie schon fiir F3H die Segregation eines spezifischen CAPS-Markers in
den RI-Linien untersucht werden (2.3.4 und 3.2.1). Dazu mufite ein geeigneter Polymor-
phismus in der Sequenz zwischen den Okotypen Columbia und Landsberg erecta gefunden
werden. Da das Fragment nur 100 bp umfalite, wurde zunichst die Lange der zur Verfligung
stehenden Sequenzinformation vergréfert, um mit hoherer Wahrscheinlichkeit einen Polymor-
phismus finden zu konnen. Hierzu wurde wiederum die RAGE-Methode angewandt (2.3.7
und 3.4.1) und genomische Columbia Wildtyp-DNA als Matrize fir PCR eingesetzt. Die
DNA wurde mit den Restriktionsendonukleasen Hinfl oder Sau961 gespalten und polyadeny-
liert. Zusammen mit dem oligo-dT-Primer wurden in diesem Fall spezifische Primer fiir die
PCR verwendet, deren Sequenzen aus der des flankierenden DNA-Fragmentes abgeleitet wur-
den. Die Produkte der ersten dienten als Matrize einer zweiten PCR mit einem zum oligo-dT-
Primer kompatiblen sowie verschachtelt weiter zu den Enden des Fragments hin liegenden
spezifischen Primern. Die Produkte dieser Reaktion wurden in den pCR-TOPO-Vektor ligiert
und sequenziert. Mit dieser Methode konnten stromaufwirts 520 bp und stromabwirts
370 bp neuer Sequenzinformation gewonnen werden. Auf der Basis dieser Sequenzen konnten
Oligonukleotide angefertigt werden, die es erlaubten, den entsprechenden DNA-Abschnitt aus
Landsberg erecta zu amplifizieren und zu sequenzieren. Die Sequenzen aus den beiden Oko-
typen wurden miteinander verglichen und auf einen fir die Kartierung geeigneten
Polymorphismus hin untersucht. Der Sequenzvergleich ergab, da3 ein Austausch von T nach
C (an Position -52) in Ler zu einer Schnittstelle der Restriktionsendonuklease Maelll fiihrte,
die in Columbia fehlte.

Fiir die Kartierung wurden Oligonukleotide so gewéhlt, daB3 die damit amplifizierten PCR-
Produkte aus beiden Okotypen etwa 100 bp stromabwiirts der polymorphen Maelll-Schnitt-
stelle jeweils eine weitere von diesem Enzym erkannte Sequenz enthielten. Nach Restriktions-
spaltung der PCR-Produkte konnten die aus dieser Schnittstelle resultierenden Fragmente als
interne Kontrolle fiir die Funktionalitdt des Enzyms dienen (siche Abbildung 22C). Mit den
beschriebenen Oligonukleotiden wurden ausgehend von genomischer DNA der 100 RI-Linien

die entsprechenden Fragmente mittels PCR amplifiziert, mit Maelll gespalten und im Agaro-
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segel aufgetrennt. Fiir jede Linie wurde die Identitit des Markers (Landsberg oder Columbia,
vgl. Anhang 3) bestimmt. Durch Auswertung der Segregationsdaten konnte der untersuchte
Marker auf Chromosom I bei etwa 55 cM lokalisiert werden (in Abbildung. 20 bereits als 771
gekennzeichnet; nasc.nott.ac.uk/new ri_map.html). Das stimmte sehr gut mit der fiir den #/-
Lokus ermittelten Position iiberein (Koornneef, 1990). Dieses Ergebnis war ein starker Hin-
weis darauf, daBl es sich bei dem isolierten Fragment tatsdchlich um einen Teil des 77/-Gens

handeln konnte.

m254A
m253" |
9,9
| agp6e
TT1» mi63
9,8
Chr.1 GAPB +
4,5+/-2,2
14,8+/-3,8
m213—— nga280

Abbildung 20: Genomische Lokalisation der flankierenden DNA.

Dargestellt ist ein Ausschnitt der zentralen Region von Chromosom I. Links ist die Position
des Markers ,, 7T/ und einiger benachbarten Marker angegeben. Sie wurde aus der Segregati-
on eines mit dem flankierenden DNA-Fragment verbundenen Maelll-CAPS-Polymorphismus
in den RI-Linien ermittelt und stimmt mit der Position des ##/-Lokus iiberein. Auf der rechten
Seite sind der #75-Lokus sowie der SSLP-Marker nga280 (siehe 3.4.2.2) mit den entsprechen-
den Abstinden (N. Focks und C. Benning, personliche Mitteilung) verzeichnet.

3.4.2.2 Kosegregation eines Ler-CAPS-Markers mit dem #/-Phéinotyp

Wie schon fiir #6 und das F3H-Gen wurde auch fiir #/ und das flankierende DNA-
Fragment der gefundene Polymorphismus fiir die Auswertung einer Testkreuzung eingesetzt,
um den Zusammenhang zwischen Phénotyp und molekularem Marker zu tiberpriifen (vgl.
3.2.1). Dazu wurde die in Landsberg erecta Hintergrund befindliche ##/-Mutante mit Columbia
Wildtyp gekreuzt. Alle direkten Nachkommen dieser Kreuzung produzierten Samen mit der

braunen Farbe des Wildtyps. In der zweiten Filialgeneration traten wie erwartet etwa 25%
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Pflanzen auf, die gelbe Samen hervorbrachten. Die Analyse der F2-Pflanzen mit Hilfe des
Maelll-Polymorphismus ergab, daf} alle gelbsamigen Pflanzen homozygot fiir das Landsberg-
Allel waren, wihrend alle Pflanzen, die dunkelbraune Samen produzierten, zumindest ein Co-

lumbia-Allel trugen (Tabelle 5).

Genotyp Phénotyp Anzahl Pflanzen
(Maelll CAPS) Wildtyp 1 (rel. Anteil)
Col / Col 28 - 28 (1)
Col / Ler 67 - 67 (2)
Ler/ Ler - 32 32(1)
Anzahl Pflanzen 95 32 =127
(rel. Anteil) 3) (1)

Tabelle 5: Das Ler-Allel der flankierenden DNA kosegregiert mit dem #/-Phéinotyp.
Tabellarisch dargestellt ist die Auswertung der Untersuchung von 127 Pflanzen der zweiten
Filialgeneration einer Kreuzung der #//-Mutante (Ler Hintergrund) mit Columbia Wildtyp. An
Hand des Maelll-Polymorphismus (vgl. 3.4.2) wurde fiir jede Pflanze die Herkunft der Allele
der flankierenden DNA getestet (homozygot Col oder Ler oder heterozygot Col / Ler). Die
Farben der reifen Samen wurden mit denen der Parentallinien verglichen und entsprechend
zugeordnet (Wildtyp, dunkelbraun; #, gelb). Nur Pflanzen, die homozygot fiir das Ler-Allel
waren, brachten gelbe Samen hervor.

Fiir einige Pflanzen der gleichen F2-Population wurde auch das Verhalten eines zweiten,
unabhédngigen Markers analysiert, um auszuschlieBen, dafl das fiir den Maelll-Polymorphis-
mus erzielte Ergebnis zufdllig war. Es wurde der SSLP-Marker (,,simple sequence length poly-
morphism*) nga280 ausgewdhlt, der bei 81 cM ebenfalls auf Chromosom I kartiert wurde
(Bell und Ecker, 1994). Die genomischen DNAs von 80 Pflanzen wurden in PCRs mit spezifi-
schen Primern fiir diesen Marker als Matrizen eingesetzt und die Produkte im Agarosegel
aufgetrennt. Columbia-Allele des Markers fiihrten zu einem PCR-Produkt von 105 bp, wih-
rend Landsberg-Allele ein 85 bp Produkt ergaben. Von den getesteten Pflanzen verhielten sich
21 fir diesen Marker anders als fiir den Maelll-CAPS-Polymorphismus (Ler fiir den CAPS-
Marker, Col fiir nga280 oder umgekehrt). Dieses Ergebnis zeigte, dall es in der benutzten F2-
Population moglich war, Rekombinanten zwischen Markern zu identifizieren. Die Tatsache,
daB3 keine Rekombinanten zwischen dem Ler-Maelll-CAPS-Marker und dem #¢/-Phanotyp
nachgewiesen werden konnten, bestétigte damit, da3 es einen physischen Zusammenhang zwi-

schen dem den Polymorphismus enthaltenden Fragment und dem #/-Lokus geben mufte.
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3.4.2.3 Isolierung von BAC-Klonen, die mit der flankierenden DNA hybridisieren

Kiinstliche Bakterienchromosomen (“bacterial artificial chromosomes”, BACs) sind Vekto-
ren, die grofe Abschnitte fremder DNA enthalten konnen. Sie konnen direkt sequenziert
werden und eignen sich zum Beispiel als DNA-Quellen fiir Subklonierungen. Es erschien daher
wiinschenswert, genomische A.-thaliana-BAC-Klone zu isolieren, die mit der flankierenden
DNA hybridisierten. Dazu konnte die BAC-Bibliothek des Instituts fiir Genbiologische For-
schung (IGF) verwendet werden. Sie besteht aus 10752 rekombinanten Klonen, die jeweils ein
zusétzliches kiinstliches Bakterienchromosom tragen, das durchschnittlich 100 kb genomischer
A.-thaliana-DNA des Okotyps Columbia enthilt. Damit entspricht diese Bibliothek 7,5
Aquivalenten des haploiden A.-thaliana-Genoms (Mozo et al., 1998). Die Lokalisation vieler
der BAC-Klone im Genom ist bekannt. Die vollstindige Bibliothek ist auf einer Membran
angeordnet erhiltlich und kann so mittels Koloniehybridisierung durchsucht werden.

Als Sonde zum Durchsuchen der IGF-BAC-Bibliothek wurde das EcoRI-Fragment aus
pSA62 (3.4.1) radioaktiv markiert. Es hybridisierte besonders stark mit den Klonen F1106,
F3N5, F2B22, F10P4 und F4AM12 (Abbildung 21A). Die zugehorigen Bakterienkolonien wur-
den liber das Resourcenzentrum des Deutschen Humangenomprojektes bezogen. Aus den
Bakterien wurde unter Verwendung eines MIDI-Protokolls (2.3.5) BAC-DNA isoliert. Um
die Qualitdt dieser DNA zu {iberpriifen, wurde sie mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI
und EcoRV gespalten und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA war hoch konzentriert
und sehr gut schneidbar. Das Bandenmuster im ethidiumbromidgefarbten Agarosegel deutete
darauf hin, daB3 es sich jeweils um unterschiedliche Klone handelte (Abbildung 21B). Um das
Ergebnis der Hybridisierung der BAC-Bibliothek zu verifizieren und die erhaltenen Klone auf
ihre Integritdt zu tberpriifen, wurde die DNA aus dem Agarosegel auf eine Nylonmembran
transferiert und diese erneut mit der flankierenden DNA-Sonde hybridisiert (s.0.). Alle Klone
hybridisierten stark mit der Sonde und konnten somit als echt positiv angesehen werden. Dar-
iiber hinaus hatten die detektierten Fragmente in allen Klonen identische GrofBen (1,6 kb im
EcoRI-Verdau und 3,5 kb im EcoRV-Verdau). Das sprach dafiir, da3 keiner der Klone in dem

von der Sonde detektierten Bereich rearrangiert oder chimér war (Abbildung 21C).
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Abbildung 21: Isolierung von BAC-Klonen, die mit der flankierenden DNA hybridi-
sieren.

In A ist das Autoradiogramm des IGF-BAC-Filters Nr. 79.1.151 wiedergegeben, der mit dem
radioaktiv markierten EcoRI-Fragment aus pSA62 hybridisiert wurde. Mit Hilfe des am Rand
angegebenen Koordinatensystems konnten die Namen der bezeichneten positiven Kolonien
ermittelt werden. B zeigt die aus den positiven Kolonien isolierte BAC-DNA nach Restrikti-
onsspaltung mit den angegebenen Enzymen. 1,5 ug DNA wurden verdaut, im Agarosegel
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt. Diese BAC-DNA wurde auf eine Membran
transferiert und erneut mit dem EcoRI-Fragment aus pSA62 hybridisiert. C zeigt das Autora-
diogramm dieser Hybridisierung (DNA-GroBenstandard, M).

Zum damaligen Zeitpunkt der Arbeiten war die Sequenz keines der identifizierten BAC-
Klone in der Gendatenbank des NCBI verfiigbar. Eine Uberpriifung der Lokalisation der Klone
im Genom von A. thaliana ergab, dal} sie auf Chromosom I zwischen den Markern mi63 und
agpbe verankert worden waren (www.mpimp-golm.mpg.de/101/mpi_mp map/access.html).
Das stimmte vollig mit der mit Hilfe der RI-Linien fiir die flankierende DNA ermittelten Posi-
tion liberein (vgl. Abbildung 20). Alle isolierten BAC-Klone waren somit fiir weitere Analysen

geeignet, es wurde aber im wesentlichen der Klon F3N5 verwendet.
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3.4.3 Komplementation der ##/-Mutation

Wenn die isolierten BAC-Klone tatsichlich das 777-Gen enthielten, sollte es moglich sein,
damit die #z/-Mutation zu komplementieren. Um das zu iiberpriifen, wurde ein 12 kb groBes
Spel-Fragment des BACs F3NS5, das mit dem EcoRI-Fragment aus pSA62 hybridisierte, in die
Spel-Schnittstelle des bindren Vektors pGPTV-TATA eingefiigt. Das resultierende Plasmid
pGPTV-F3N5-S/S12 und der als Kontrolle vorgesehene Ausgangsvektor pGPTV-TATA
(Abbildung 22A) wurden in Agrobacterium transformiert. Die Transformation von /-
Pflanzen erfolgte mittels Vakuuminfiltration (2.3.10). Transformanten wurden auf kanamycin-
haltigem Medium selektiert und auf ihre Samenfarbe hin analysiert.

Zwei unabhingige tt/-Pflanzen, die mit pGPTV-F3N5-S/S12 transformiert worden waren,
brachten braune Samen hervor, wihrend mit dem leeren Vektor pGPTV-TATA transformierte

tt1-Pflanzen gelbe Samen produzierten (Abbildung 22B).

A (o] $126 Maelll s117
Spel Spel Spel Col m— Y i
o NPt | uidA nptll II ] uidA 350 490
L R
pGPTV-TATA R pGPTV-F3N5-S/S12 S126 Maelll Maell s117
Ler A |
B 260 90 490

tt1 t TA tt1::F3N5-S/S12 Ler tt1::F3N5-S/S12

Abbildung 22: Komplementation der ##/-Mutation.

In A sind die zur Transformation von #/-Pflanzen verwendeten Konstrukte schematisch dar-
gestellt. B zeigt die erfolgreiche funktionelle Komplementation der ¢f/-Mutation durch
Transformation mit pGPTV-F3N5-S/S12. Zum Vergleich sind Ler-Wildtyp-Samen, ¢t/-Samen
und Samen mit der Vektorkontrolle pPGPTV-TATA transformierter #t/-Pflanzen abgebildet. C
zeigt, dal eine Transformante hemizygot fiir den mit dem #//-Phinotyp kosegregierenden
Maelll-Marker ist. Genomische DNA aus einer dieser Pflanzen sowie Col- und Ler-Wildtyp
wurde als Matrize in PCR mit den Primern S117 und S126 eingesetzt. Die resultierenden Pro-
dukte wurden mit Maelll gespalten und gelelektrophoretisch aufgetrennt (DNA-
Grofenstandard, M).

97



Ergebnisse

Um zu iberpriifen, ob es sich bei den braunsamigen Pflanzen tatsichlich um
pGPTV-F3N5-S/S12 transformierte tz/-Pflanzen handelte, wurden sie mit Hilfe des mit dem
tt1-Lokus gekoppelten Maelll-Polymorphismus untersucht. Unter Verwendung von genomi-
scher DNA der Wildtypen bzw. Transformanten als Matrize wurde PCR mit den
entsprechenden Oligonukleotiden durchgefiihrt (2.3.4 und 3.4.2). Die Produkte wurden mit
Maelll gespalten und im Agarosegel analysiert. Alle Transformanten waren hemizygot fiir die
Maelll-Schnittstelle (Abbildung 22C). Das war in Ubereinstimmung mit der Annahme, daB es
sich tatsichlich um #/-Pflanzen (Okotyp Landsberg erecta) handelte, die das Spel-Fragment
aus dem BAC-Klon F3N5 (Okotyp Columbia) enthielten. Da somit das zur Transformation
verwendete 12 kb grofle Spel-Fragment hinreichend war, um die ##/-Mutation zu komplemen-

tieren, konnte gefolgert werden, daf3 es das 77/-Gen enthielt.

3.4.4 Bestimmung verschiedener Sequenzen

Im Folgenden wurden die vollstindige genomische und die cDNA-Sequenz des 771-Gens
bestimmt, um Aufschluf} tiber die Natur dieses Gens zu erhalten. Seine Sequenz wurde mit
denen anderer bekannter Gene verglichen und auf konservierte Sequenzmotive hin untersucht,
um so Anhaltspunkte fiir die Art des resultierenden Proteins und seine mogliche Funktion zu
gewinnen. Dariiber hinaus wurden die Sequenzen der #f/-Gene aus den Mutanten #/ und

5K60.3A ermittelt, um die molekularen Ursachen der Defekte in diesen Linien festzustellen.

3.4.4.1 Bestimmung der genomischen Wildtyp-Sequenz

Um die fiir das 771-Gen verfligbare Sequenzinformation zu erweitern, wurden die in 2.3.8
beschriebenen Methoden benutzt. Weder mittels “primer walking” noch mit Hilfe von EcoRI-
und HindIII-Subklon-Bibliotheken konnte jedoch die vollstindige Sequenz des 12 kb Spel-
Fragmentes des BACs F3N5 bestimmt werden. Das “primer walking” muflte abgebrochen
werden, als es nicht mehr gelang, geeignete Sequenzierprimer zu entwerfen. Die resultierenden
Sequenzen enthielten jeweils iiberlagernde Signale und waren daher nicht auswertbar. Die Iden-
tifikation weiterer tiberlappender Subklone wurde unméglich, als zwei unabhingige Sonden mit
den gleichen Klonen hybridisierten. Beide Phanomene konnte darauf zuriickzufiihren sein, dafl

die benutzten Plasmide repetitive Elemente oder Duplikationen enthielten.
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Die vollstindige genomische Sequenz der 77/-Region konnte schlieflich mit Hilfe des
“Genome Priming System” (GPS) der Firma NEB bestimmt werden (2.3.8). Dazu wurde das
Plasmid pSK-F3N5-S/S12 (Amp") mit dem 12 kb gro3en Spel-Fragment aus BAC F3N5 ge-
méaB der Vorschrift des Herstellers mit dem Transprimer 1 (pGPS-Kan') versehen. Von
sowohl ampicillin- als auch kanamycin-resistenten Kolonien wurde Plasmid-DNA isoliert und
mit Oligonukleotiden spezifisch fiir die Enden des Transprimers sequenziert. Das Sequenzier-
schema ist in Anhang 8 dargestellt. Die vollstindige Sequenz wurde unter der Zugangsnummer
AF190297 in der Gendatenbank des NCBI abgelegt und ist in Anhang 9 wiedergegeben. Die
gewonnene Sequenzinformation wurde mit verschiedenen Computerprogrammen auf potentiell
kodierende Bereiche und das Vorhandensein von Exon-Intron Ubergingen hin untersucht
(2.3.8). Diese Computeranalysen fithrten zu dem in Abbildung 23 schematisch dargestellten
Modell eines Gens aus mindestens zwei Exons mit einer ausgedehnten Duplikation im 3’-
Bereich des Gens. Die Duplikation besteht aus einer Wiederholung der Nukleotide 4690-8030
von Position 8030-11370 mit 96 % Identitit. Die Nukleotide 4690-4870 finden sich im An-

schluf} daran noch in einer dritten Kopie.

Spel pSK-F3N5-S/S12 Spel
I 1= > >

1= ——— — —— 711604 bp

BAC F1106

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 kb

Abbildung 23: Bestimmung der Sequenz von pSK-F3N5-S/S12.

Im oberen Teil ist schematisch die mit Hilfe verschiedener Computerprogramme vorhergesagte
genomische Struktur des 777-Gens dargestellt. Nicht ausgefiillte hohe Rechtecke bezeichnen
Exons. Die stromabwirts des 77/-Gens gelegene Duplikation wird durch Pfeile angegeben.
Niedrige schwarze Rechtecke symbolisieren den innerhalb des Spel-Fragmentes in drei Kopien
hoher Ahnlichkeit vorhandenen 3’-Bereich von Exon 2. Der untere Teil der Abbildung gibt
einen Uberblick iiber die Lage des sequenzierten Bereiches auf dem BAC-Klon F1106
(ACO018460). Wiederum symbolisieren weille Rechtecke die putativen Exons und Pfeile weite-
re Kopien des in F3N5-S/S12 duplizierten Bereiches.

Erst im spdteren Verlauf dieser Arbeit wurde unter der Zugangsnummer AC018460 in der
Gendatenbank des NCBI die Sequenz des BAC-Klons F1106 veroffentlicht. Dieser Klon
hybridisierte sowohl mit dem flankierenden DNA-Fragment (3.4.2.3), als auch mit dem Ende

des Klons F3N5 (www.mpimp-golm.mpg.de/101/mpi_mp_map/access.html).
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Die Sequenz von F1106 stimmte von 69769 bis 58170 sehr gut mit der des FEintrages
AF190297 iiberein und bestitigte damit die genomische Sequenz von 77/. Eine genauere Un-
tersuchung der Sequenz von F1106 ergab, da3 dieser BAC-Klon noch mindestens 22 mehr
oder weniger vollstindige direkte Wiederholungen des Elementes enthilt, das innerhalb der im

Rahmen dieser Arbeit sequenzierten 12 kb dupliziert ist (Abbildung 23).

3.4.4.2 Bestimmung der cDNA-Sequenz

Fiir TT1 konnte in keiner der darauf hin untersuchten Datenbanken eine EST-Sequenz iden-
tifiziert werden. Daher muflte die auf Grund der Computeranalysen vorhergesagte Exon-
Intron-Struktur experimentell tiberpriift werden. Dazu wurde mittels RT-PCR mit genspezifi-
schen Primern die 777-cDNA direkt amplifiziert und dann sequenziert. Wegen des vermutlich
samenspezifischen Phinotyps der ##/-Mutante konnte davon ausgegangen werden, daf3 das
TT1-Gen im Verlauf der Samenentwicklung exprimiert wird. Daher wurde in der RT-PCR Ge-
samt-RNA als Matrize eingesetzt, die aus Schoten von A.-thaliana-Pflanzen des Okotyps
Columbia isoliert worden war, die unreife Samen enthielten. Die Sequenzen der verwendeten
Oligonukleotide wurden aus den von den Computerprogrammen vorhergesagten putativen
Exon-Bereichen abgeleitet. Die mRNA wurde im gleichen Reaktionsansatz zunichst in die
komplementdre DNA umgeschrieben und die cDNA mittels PCR vervielfiltigt (2.3.9). Das
resultierende Produkt wurde direkt sequenziert. Auf diese Weise konnte der vorhergesagte
Exon-Intron-Ubergang bestitigt werden. Wie in Abbildung 24 dargestellt, endet Exon 1 an 3’
auf CAG, Exon 2 beginnt mit ATG. Das Intron beginnt am 5’-Ende mit den Nukleotiden GT
und endet mit AG an 3’. Es gehort damit zu den kanonischen GT-AG-U2 abhéngigen Introns
(Brown et al., 1996).

Legende zu Abbildung 24 (siche folgende Seite):

Es ist die genomische Sequenz von At7TT1 dargestellt. Nicht kodierende Bereiche sind in Klein-
und kodierende in GrofSbuchstaben mit der abgeleiteten Aminoséuresequenz dariiber angege-
ben. Das TATA-Box-Motiv sowie das Start-ATG sind unterstrichen. Mit +1 ist das Ende der
langsten 5°-RACE-cDNA gekennzeichnet. Repetitive Elemente sind mit unterbrochenen Lini-
en unterstrichen, die konservierten Positionen der Zinkfinger-Motive fett gesetzt. Der 3’-
Bereich des Gens ist bereits Teil des duplizierten Bereiches. Zum Vergleich ist hier die Se-
quenz der ersten Wiederholung angegeben. Die Nummerierung auf der linken Seite der Sequenz

erfolgt relativ zum Transkriptionsstart, die Zahlen auf der rechten Seite bezeichnen Positionen
im GenBank-Eintrag AF190297 (Anhang 9).

100



Ergebnisse

-45

16

76

136

196

256

376

436

1156

1216

1276

1336

1396

1449

1509

1569

Abbildung 24:

+1
ttattatatatagtcaagatttaaaggaataaagaaaagattctcaaaacatttcatctc

M E S P P L Y E I S S S
tctccaacaactattcaccacattcaATGGAGTCACCACCACTATACGAGATATCCTCAA

s S S E XK P R HHVF Q S L DUL F P N L N
GCTCTTCTTCTGAAAAACCTAGACACCATTTCCAATCCCTTGATCTCTTCCCTAACCTCA

Q N s ¢ I NN T L I E P L P L I DR I N
ACCAAAACTCTTGTATCAACAATACCCTAATTGAGCCTTTACCGCTTATTGATCGCATAA

L N S N L DL NUPNUPUL Y A EE G E Q E
ACTTGAACTCAAACCTAGACCTAAACCCTAATCCCTTGTATGCGGAAGAAGGAGAGLCAAG

E E E E E E E D R E V D V DL H I G L P
AGGAGGAAGAAGAAGAAGAAGAAGACCGTGAAGTGGACGTGGACTTACACATCGGCCTTC

G F G K P S NDAI KIOQUL KK KRN G K E I
CTGGTTTTGGTAAACCAAGCAATGATGCTAAACAGCTGAAGAAGAGAAATGGGAAGGAGA

A T Y DA G K G I ENE L S G K A Y W I
TCGCCACATATGACGCCGGAAAAGGCATCGAGAATGAACTTTCCGGAAAGGCATACTGGA

P A P E Q I L I G F T H F S C H V C F K
TCCCGGCGCCGGAGCAAATTCTCATAGGGTTCACTCATTTTTCTTGCCATGTATGCTTCA

T F N R Y NN L Q
AGACATTCAATCGCTACAACAATCTTCAGgtacgagtcaatatatctcatgegeattget

ctttggatcttattatacaatttacaaatttaatcaagtcaactaatcgtgatttaatta
cttttttttgtaagaagagttggtaatatatatttttatggtaatgttttcatgaaaata
attcatcacaactctttacatttatttaatgccttaactaaagctgaattcgaaaaagtt
gaaataaattatctactaagatttgattgactatagtttttaatagttttcttttctcat
atatatattatcatagtagtcaaaacatttgattcaaacttaaatacacagatttcttga
atgaaacattactatgctcggtcaataatatgattttaaggaaccatgttatttcatttt

M H
attacttaaggaaacctttttgttttttgttgactctaaatattatgaatatagATGCAC

M W G H G S Q Y R K G P E S L K G T Q P
ATGTGGGGACATGGTTCACAATACAGGAAAGGACCGGAGTCACTGAAAGGCACACAGCCA

R A ML G I P CY CCV E G CURNUHTID
CGAGCCATGTTAGGGATCCCTTGTTACTGCTGCGTTGAAGGGTGCAGGAACCACATTGAC

H P R S K P L K D F R TUL Q T H Y K R K
CATCCTCGTTCCAAGCCACTGAAAGACTTTAGGACGCTCCAAACGCACTACAAACGCAAA

H G H K P F S ¢C R L CG K L L A V K G D
CACGGACACAAACCCTTCTCGTGTCGCCTTTGCGGTAAGCTTTTGGCTGTCAAGGGCGAT

acccttctcatgtegecatttgeggtgagettttggetgtaaagggegat

W R T H E K N € G K R W . . v ¢ v C G S
TGGCGAACACATGAGAAGAATTGTGGAAAACGTTGG. . ... .. GTTTGCGTTTGCGGTTC

tggtgaacacatgagaagaactgtgggaaatattgggtttgececgtttgeggttgeggtte

D F K H K R S L K D HV K A F G S G H G
TGATTTTAAACACAAACGTTCTCTTAAGGACCATGTTAAGGCGTTTGGGTCTGGTCATGG

tgattttaaacacaaa........... ... i cgtttgggcctggttgtgg

P Yy P T G L F E E Q A S N s s vV s E T L
GCCTTATCCAACTGGTTTGTTTGAAGAGCAGGCTTCTAATTCATCTGTCTCCGAGACTTT

gccttatcagactggttttttt.aatagcagacttctaatttatctgtetecccagacttt

F F =
GTTTTTTTARatttgggcatctttttct.ttegettatgaaatatctatttactttagaa

gttcttttaaatttgggcatctttttctecttcgettatggagtatctatttactttagaa

Sequenzanalyse des 771-Gens.

Legende siehe vorherige Seite.

(3360)

(4740)

(8078)

(8138)

(8173)

(8232)

(8292)
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Das 3’- und das 5’-Ende der cDNA wurden mittels RACE bestimmt (2.3.6). Es wurde
wiederum die aus Schoten gewonnene RNA als Matrize eingesetzt. Von fiinf unabhingigen 5’-
RACE-cDNAs wurden die Sequenzen bestimmt. Die ldngste dieser Sequenzen begann 41 bp
stromaufwirts des Start-ATG. Diese Position ist in Abbildung 24 mit +1 gekennzeichnet. Ein
TATA-Box-Motiv befindet sich zwischen -41 und -33. Das Produkt des 3’-RACE konnte
direkt sequenziert werden. Dariliber hinaus wurden die im Reaktionsansatz enthaltenen Frag-
mente auch in den pCR-TOPO-Vektor ligiert und Plasmid-DNA einzelner Klone sequenziert.
Die Sequenz des PCR-Produktes wies ab Position +1727 einen poly-(A)-Anhang auf. Unter
den 3’-RACE-cDNAs fand sich jedoch auch eine, bei der die Polyadenylierung 98 bp weiter
stromaufwirts sowie eine, bei der sie 70 bp stromabwirts einsetzte. Die Position des poly-
(A)-Anhangs variiert daher mindestens iiber einen Bereich von 168 bp. Somit betrdgt die
durchschnittliche Lange der 777/-cDNA 1102 bp. Sie enthélt ein offenes Leseraster, das fiir ein
Protein von 303 Aminosduren mit einem daraus abgeleiteten Molekulargewicht von 34,5 kDa
kodiert. Die cDNA-Sequenz ist in den Exon-Bereichen mit der genomischen Sequenz iden-
tisch. Sie wurde unter der Zugangsnummer AF190298 in der Gendatenbank des NCBI abgelegt
und ist im Anhang 10 abgedruckt.

Die TT1-Sequenz wurde mittels verschiedener Computerprogramme auf Sequenzmotive
hin untersucht (2.3.8). Wie in Abbildung 24 dargestellt befindet sich im Intron eine 116 bp
lange Sequenzwiederholung des Motivs TA, wihrend Exon 1 ein Mikrosatellitenmotiv enthalt.
In der abgeleiteten Aminosiuresequenz kodiert es fiir einen Bereich in dem sich unter 13 Ami-
nosduren 11 Glutaminsduremolekiile befinden. Dariiber hinaus enthélt das Protein vermutlich

zwel Zinkfinger-Motive.

3.4.4.3 Bestimmung der Sequenzen der ##/-Mutanten

Die bislang nicht untersuchte Seite der Enl/-Insertion im 77/-Gen der Linie K60 wurde
durch PCR mit einem gen- und einem transposonspezifischen Primer ausgehend von genomi-
scher DNA der Pflanze 5K60.3A amplifiziert. Das Produkt wurde direkt sequenziert. Die
Sequenz zeigte die erwartete Duplikation der ersten drei an das Transposon anschlieBenden
Nukleotide der Zielsequenz. Wie Abbildung 25 zeigt, ist das Transposon in reverser Orientie-
rung am Beginn des ersten Exons im 77/-Gen integriert und verhindert vermutlich schon allein

durch seine Grof3e von 8 kb die Bildung korrekter mRNA.
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Um zu tiberpriifen, ob auch der an der klassischen #¢/-Mutante beobachtete Phanotyp auf
einen Defekt im Leseraster des isolierten Gens zuriickzufiihren ist, wurde dessen vollstindige
Sequenz aus Landsberg erecta Wildtyp und der Mutante bestimmt. Die entsprechenden
DNA-Abschnitte wurden mittels PCR von genomischer DNA als Matrize amplifiziert und die
PCR-Produkte direkt sequenziert. Die Sequenzen wurden unter den Zugangsnummern
AF190299 (Ler-Wildtyp) und AF190300 (#t/) in der Gendatenbank des NCBI abgelegt und
sind in Anhang 11 und 12 wiedergegeben. Die Landsberg-Sequenz unterscheidet sich sowohl
im kodierenden, als auch im nicht kodierenden Bereich von der Columbia-Sequenz. Der 5’-
untranslatierte Bereich weist in 350 bp an drei Positionen Unterschiede auf, darunter die Tran-
sition an Position -52, die in Landsberg zum Entstehen der fiir die Kartierung verwendeten
Maelll-Schnittstelle fiihrt (vgl. 3.4.2). Im 3’-Bereich finden sich sechs Unterschiede in 120 bp.
Im Intron fehlen in der Landsberg-Sequenz 32 bp der TA-Wiederholung. Exon 1 unterscheidet
sich zwischen den Okotypen nicht. Exon 2 dagegen enthilt drei Sequenzunterschiede, von
denen zwei Auswirkungen auf die abgeleitete Aminosduresequenz des Proteins haben: His-201
(Col) entspricht Asp-201 (Ler) sowie Leu-301 (Col) Phe-301 (Ler).

Die #1-Sequenz weist gegeniiber der korrespondierenden Landsberg-Wildtyp-Sequenz ein-
zig an Position +1152-4 drei Basenaustausche auf (Abbildung 25). Dabei handelt es sich
jeweils um Transversionen (GCA > TAT). Diese Mutation kdnnte auf zwei verschiedenen
Wegen den #t/-Phénotyp hervorrufen. Erstens konnten durch sie die beiden ersten von Exon 2
kodierten Aminosduren verdndert werden: Met-162 sowie His-163, eine der vier stark konser-
vierten Positionen des ersten putativen Zinkfinger-Motivs, wiirden jeweils durch Isoleucin
ersetzt. Durch einen solchen Austausch wiirde der Zinkfinger zerstort und das resultierende
Protein wire vermutlich in seiner Funktion beeintriachtigt. Andererseits liegt die Mutation sehr
nahe am Exon-Intron-Ubergang. Da beim SpleiB-Vorgang bestimmte Nukleotide der mRNA
mit den Spleiosomen-Komponenten interagieren, konnten die Basenaustausche zu einer Be-
eintrachtigung dieses Prozesses fiihren.

Um festzustellen, ob die Mutation tatsdchlich zu einer Beeintriachtigung des Spleillens
fiihrt, wurde auch die cDNA-Sequenz von #/ untersucht. Dazu wurde RNA aus Schoten von
tt1-Pflanzen unter Verwendung eines oligo-dT-Primers mittels Reverser Transkriptase in

cDNA umgeschrieben. Ein Aliquot dieser cDNA wurde als Matrize flir eine PCR-
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Amplifikation mit genspezifischen Oligonukleotiden eingesetzt (2.3.9). Die Produkte wurden
in einen Vektor ligiert und sequenziert. Die Sequenzen von vier unabhingigen Fragmenten wa-
ren verglichen mit der Landsberg-77/-cDNA um 32 bp verkiirzt. Bei den fehlenden Basen
handelte es sich um die ersten 32 Nukleotide des zweiten Exons. Wie in Abbildung 25 darge-
stellt, wird in ¢/ durch die Mutation nahe der urspriinglichen Spleif3-Akzeptor-Stelle offenbar
deren Sequenz so verdndert, da3 eine weiter stromabwirts gelegene bevorzugt wird. Wenn
auch weniger gut, so entspricht doch auch dieser Ubergang dem publizierten Konsensus
(Brown et al., 1996). Exon 2 beginnt somit in #/ in einem anderen Leserahmen als in der Wild-
typsequenz, in welchem das erste Zinkfinger-Motiv keine Fortsetzung findet, das zweite ganz
fehlt und der ein vorzeitiges Stop-Kodon enthélt. Die Anwesenheit dieser Mutation in #/ be-
statigte noch einmal, dal es sich bei dem isolierten Gen um 77/ handelte und gab einen
Hinweis darauf, da3 die Zinkfinger-Motive mdglicherweise essentiell fiir die Funktion des

Proteins sind.

. Exon 1 I Exon 2 I_

1553

tt1 . . ATGAATATAGATIATCATGTGGGGACATGGTTCACAATACAGGAAAGGACCGGAGTCACT . .
.E R T G V T..
wrt . .ATGAATATAGATGCACATGTGGGGACATGGTTCACAATACAGGAAAGGACCGGAGTCACT. .

/\ --M®MWG®GSQYRKGPESL__

158 159
-na

. .TCAAC&TCACTACAAGAAAAAAGG. .. .CGTTTTCTTGTAGTG&TACCCT. . 5K60- 3A

Abbildung 25: Schematische Darstellung der ##/-Sequenzen der Mutanten.

Dargestellt ist ein Vergleich der Sequenzen des #f/-Gens aus Landsberg erecta Wildtyp,
5K60.3A und der ##/-Mutante. Die jeweiligen DNA-Abschnitte wurden mittels PCR amplifi-
ziert und anschlieBend sequenziert. Fiir die Amplifikation der bislang nicht untersuchten Seite
der Insertion wurde genomische DNA der Pflanze 5K60.3A als Matrize in einer PCR mit den
Oligonukleotiden S117 und En205 verwendet. Die En/-Insertion in 3’-5’-Orientierung ist
durch Fettdruck hervorgehoben, die “targetsite” Duplikation unterstrichen. Die Herstellung
der ##1-cDNA erfolgte mit Hilfe eines oligo-dT-Primers unter Verwendung von Gesamt-RNA
aus #¢/-Schoten. Fiir die anschlieBende PCR wurde die cDNA als Matrize sowie die Oligonu-
kleotide S152 und S167 eingesetzt. Die drei gegeniiber der Wildtyp-Sequenz verdnderten
Basen sind grau unterlegt. Die Exon-Intron-Ubergéinge sind durch Linien iiber den Nukleotiden
sowie die zwei konservierten Histidine des ersten Zinkfinger-Motivs durch Kreise gekenn-
zeichnet.
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3.4.4.4 TT1-ahnliche Proteine

Um mogliche 7717-dhnliche Gene zu identifizieren, wurden sowohl die isolierte cDNA als
auch die genomische 777-Sequenz mit der Gendatenbank des NCBI verglichen. Mit Hilfe des
BlastX-Programms konnten sechs Datenbankeintridge identifiziert werden, deren abgeleitete
Aminosiure-Sequenzen eine hohe Ahnlichkeit zu TT1 aufwiesen. Fiinf der Sequenzen waren
genomischen Ursprungs, vier davon stammten aus A. thaliana, eine aus Hordeum vulgare. Bei
der sechsten handelte es sich um eine EST-Sequenz, die aus einer cDNA-Bibliothek aus unrei-
fen Samenschalen von Glycine max stammte.

Unter den A.-thaliana-Sequenzen wiesen AL049660 und AC011438 die hochste Ahnlich-
keit zu 771 auf. Bei der Annotation dieser Sequenzen wurden die Lage des putativen Introns
wie in 771 zwischen den Kodons fiir die Aminosduren Gln-161 und Met-162 angenommen.
Bei der automatischen Annotation der beiden iibrigen Datenbankeintrige wurde jeweils eine
andere Position als Splei3-Stelle erkannt. Indem sie auch in diesen Sequenzen analog zu der fiir
TTI experimentell bestitigten gewahlt wurde, konnte der Bereich sehr hoher Identitét der ab-
geleiteten Aminosduresequenzen mit TT1 deutlich vergroBert werden. Die aus A. thaliana
gewonnenen Sequenzen bestanden somit jeweils aus zwei 422 bis 816 bp groBen Exons mit
einem 796 bis 1095 bp groBen Intron. Die DNA-Sequenzen der zweiten Exons wiesen zum
Teil Identititen von iiber 70 % auf. In Ubereinstimmung damit finden sich die in Tabelle 6
dargestellten Ahnlichkeiten der Proteine vorwiegend in deren carboxyterminalen Bereichen.
Dort liegen die in allen Sequenzen konservierten Zinkfinger-Motive sowie zwei putative
Kernlokalisierungssignale (4.5.3).

% Identitit TT1 AL049660 | AC011438 | AC006085.9
(% Ahnlichkeit)

AL049660 74 (81)

AC011438 67(79) | 73 (86)

AC006085.9 63(72) | 61(67) 75 (36)

AB025629 59(69) | 52(62) 77 (91) 63 (70)

Tabelle 6: Sequenzidentititen zwischen TT1-dhnlichen Proteinen aus A. thaliana.
Angegeben sind die Prozentzahlen identischer (bzw. in Klammern: dhnlicher) Aminosduren der
aus den TTI-dhnlichen Genen abgeleiteten Peptidsequenzen aus A. thaliana bezogen auf die
gesamte Proteinlédnge. Die Werte wurden mit Hilfe des Blast-Algorithmus berechnet.
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Um festzustellen, ob die so entdeckten Gene in A. thaliana exprimiert wurden, oder ob es
sich um Pseudogene handelte, sowie um zu tiiberpriifen, ob die Transkripte tatsdchlich analog
zu TTI prozessiert wurden, wurden sie mittels RT-PCR amplifiziert. Auf Grund der fehlen-
den ESTs war es moglich, da3 die fraglichen Gene nur unter speziellen Bedingungen oder or-
ganspezifisch exprimiert wurden. Um die Wahrscheinlichkeit zu erhdhen, die entsprechenden
Transkripte zu detektieren, wurden aus verschiedenen Pflanzenorganen gewonnene RNAs
(2.1.6) untersucht. Sie wurden zunichst in cDNAs umgeschrieben und dann als Matrize fiir
PCR eingesetzt (2.3.9). Die Sequenzen der verwendeten Primer wurden aus den entsprechen-
den GenBank-Eintragen abgeleitet. Nur fiir das Gen mit der Zugangsnummer AL049660
konnte eine Expression nachgewiesen werden. Sie war am stiarksten in den Bliiten sowie stark
im Stengel und der Wurzel. Auch in Schoten und alten Blattern war AL049660-Transkript
nachweisbar, jedoch nicht in jungen Blittern. Direktes Sequenzieren des PCR-Produktes ergab,

dal} die zugehorige mRNA tatséchlich analog zu 771 prozessiert wurde.

3.4.5 Genomische DNA-Gel-Blot-Analysen

Durch DNA-Gel-Blot-Analysen wurde tberpriift, ob im A.-thaliana-Genom eine oder
mehrere Kopien des 777-Gens vorhanden sind. Dadurch sollte sichergestellt werden, daf3 fiir
RNA-Gel-Blot-Experimente zur Charakterisierung der 77/-Expression spezifische Sonden
zur Verfligung standen. Es wurde die fiir die Isolierung der BAC-Klone und des Spel-
Fragmentes eingesetzte 5’-spezifische Sonde (EcoRI-Fragment aus pSA62) sowie die voll-
standige TT1-cDNA getestet.

Genomische DNA des A.-thaliana-Okotyps Columbia wurde mit verschiedenen Restrik-
tionsendonukleasen gespalten, im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylon-
membran transferiert und mit einer radioaktiv markierten Sonde hybridisiert. Wie in
Abbildung 26 dargestellt, hybridisierte die vollstindige cDNA unter wenig stringenten Bedin-
gungen nicht nur mit Banden, die auf Grund der in der genomischen Sequenz des 777-Gens
vorhandenen Restriktionsschnittstellen erwartet wurden. So wurden zum Beispiel in EcoRI-
bzw. EcoRV-gespaltener DNA die schon aus der Untersuchung der BAC-Klone bekannten 1,6
bzw. 3,5 kb grolen Banden detektiert (vgl. 3.4.2.3), die Sonde hybridisierte in den entspre-
chenden Spuren jedoch auch stark mit Fragmenten anderer Gro3en. Die vollstindige cDNA ist

daher nicht als Sonde fiir RNA-Gel-Blot-Experimente geeignet.
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Im Gegensatz dazu konnten alle mit der fiir das 5’-Ende des 77/-Gens spezifischen Sonde
detektierten Banden durch Restriktionsschnittstellen in der genomischen 77/-Sequenz erklart
werden. Daraus kann gefolgert werden, daB3 das 777-Gen im haploiden Genom nur in einer
Kopie vorliegt. Dariiber hinaus ist die aus dem 5’-Bereich des 77/-Gens gewonnene Sonde
geeignet, um in RNA-Gel-Blot-Experimenten spezifisch die Akkumulation des zugehorigen

Transkriptes nachzuweisen.

A EV El B H EV El B H
- kb [ - - -
e |-
L 8,0-
- e . (7,0
.6,0.
5,0-
4,0
.- 50| ®—<
-
. <
.< -«
1,01
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.0,5.
-
B cDNA 5'-Sonde
EIH EVB El BH H EV El
I I I
cDNA 1kb
5'-Sonde : '

Abbildung 26: Genomische DNA-Gel-Blot-Analysen von A¢7TT1.

In A sind die Ergebnisse von DNA-Gel-Blot-Analysen abgebildet. Je 5 ug genomische DNA
des A.-thaliana-Okotyps Columbia wurden mit den iiber den Spuren angegebenen Restrik-
tionsendonukleasen gespalten, im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Ny-
lonmembran transferiert. Diese wurde mit der unter den Autoradiogrammen angegebenen
radioaktiv markierten Sonde hybridisiert und unter Bedingungen geringer Stringenz gewaschen
(6xSSC; 0,5% SDS). Zwischen den Autoradiogrammen sind die Fragmentgroflen der mit aufge-
trennten Referenz-DNA markiert. Die erwarteten Banden sind mit Pfeilspitzen markiert. B
zeigt schematisch die Lage der Schnittstellen der verwendeten Restriktionsenzyme in der 771-
Region (EcoRV, EV; EcoRl, EI; BamHI, B; Hindlll, H) sowie die Herkunft der verwendeten
DNA-Sonden. Weile Rechtecke bezeichnen die beiden Exons des 77/-Gens.

107



Ergebnisse

3.4.6 Expressionsstudien

Um Anhaltspunkte fiir die Funktion von A¢T7T! zu erhalten, wurde das Expressionsmuster
des Gens untersucht. Auf Grund der beschriebenen Beschrinkung des Phénotyps auf den Sa-
men, genauer die Samenschale, war zu vermuten, daBl das Gen sowohl gewebe- als auch
entwicklungsspezifisch exprimiert sein wiirde. In RNA-Gel-Blot-Analysen wurde daher zu-
nidchst die Expression von 77/ in unterschiedlichen Pflanzenorganen von A. thaliana
untersucht. Jeweils 10 pg Gesamt-RNA (2.1.6) wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf
eine Nylonmembran iiberfiihrt und mit der fiir den 5’-Bereich des 77/-Gens spezifischen ra-
dioaktiv markierten Sonde hybridisiert. Auch bei Expositionszeiten von zwei Wochen war in
keiner der Spuren ein klares Signal der erwarteten Gro3e nachweisbar. Statt dessen war eine
starke Kreuzhybridisierung mit ribosomalen Banden zu beobachten. Um diesen Hintergrund
zu verringern und das gewiinschte Transkript anzureichern, wurde aus der Gesamt-RNA po-
lyA+ mRNA isoliert und davon 1 pg fiir Gel-Blot-Analysen eingesetzt. Aber auch auf diese

Weise war kein 771-Transkript detektierbar (Daten nicht gezeigt).

3.4.6.1 Nachweis und relative Quantifizierung der At77/-mRNA mittels RT-PCR

Da es mittels RT-PCR bereits gelungen war, die 77/-cDNA zu amplifizieren, sollte im
Folgenden versucht werden, mit dieser Methode Erkenntnisse iiber das Expressionsmuster
von TTI zu gewinnen. Dazu wurde zunichst das “Titan-Kit” (Roche) eingesetzt (2.3.9). Etwa
1 ng Gesamt-RNA aus unterschiedlichen Organen von A. thaliana wurden in einem Ansatz
mit genspezifischen Oligonukleotiden zunéchst in die komplementire DNA umgeschrieben
und anschlieBend amplifiziert. Abbildung 27A zeigt, daB3 nur in den Ansdtzen mit aus Schoten
und Bliiten gewonnener RNA nennenswerte Produktmengen gebildet wurden.

Zur Uberpriifung dieses Ergebnisses wurde es mit einem anderen Verfahren reproduziert.
Hierzu wurden die RNAs zunichst fluorimetrisch quantifiziert. Gleiche RNA-Mengen wur-
den dann mit reverser Transcriptase und einem oligo-dT-Primer in cDNA umgeschrieben. Die
cDNAs wurden aufgereinigt und unter Verwendung der gleichen genspezifischen Primer wie
mit dem “Titan-Kit” als Matrize in PCR-Reaktionen eingesetzt (2.3.9). In allen Ansitzen
traten mit dieser Primerkombination unspezifische Banden auf, die moglicherweise auf Verun-
reinigungen der eingesetzten RNA mit genomischer DNA zuriickzufiihren sind. Produkte der

erwarteten Grofle konnten nur ausgehend von Bliiten- und Schoten-cDNA amplifiziert werden
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(Abbildung 27B). Zur Uberpriifung der Einheitlichkeit der eingesetzten cDNA-Mengen wur-
den Reaktionen mit Oligonukleotiden durchgefiihrt, die spezifisch fiir das Transkript eines
konstitutiv exprimierten Gens waren (Actin2). Wie Abbildung 27C zeigt, konnte in dieser
Kontrollreaktion mit allen verwendeten cDNAs ein Produkt der erwarteten Grofle detektiert
werden. Das Signal war bei Verwendung von Wurzel-cDNA am starksten und bei Schoten-
cDNA am schwéchsten. Das deutete darauf hin, da3 die Schoten cDNA am geringsten konzen-
triert war. Das mit den 77/-spezifischen Primern und dieser cDNA erhaltene Signal wire nach
Korrektur fiir die geringere Konzentration folglich noch stirker. Damit bestétigte dieses Expe-
riment das Resultat der Reaktion mit dem “Titan-Kit”. Aus diesen Ergebnissen konnte

gefolgert werden, dal3 das 777-Gen vorwiegend in Bliiten und Schoten exprimiert wird.

Abbildung 27: Untersuchungen zur Expression von A¢T7T1 mittels RT-PCR.

In A ist das Ergebnis einer RT-PCR unter Verwendung des “Titan-One-Tube RT-PCR Kits”
(Roche) dargestellt. Dazu wurde etwa 1 ug Gesamt-RNA aus verschiedenen Organen von
A. thaliana mit den TTI-spezifischen Oligonukleotiden S105 und S130 in komplementére
DNA umgeschrieben und diese amplifiziert. B zeigt das Resultat einer Zwei-Schritt-Reaktion.
Je 100 ng Gesamt-RNA wurden dazu mittels eines oligo-dT-Primers und Omniscript Reverse
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. 20 ng der gereinigten cDNA wurden als Matrize fiir
PCR mit S105 und 130 sowie dem Advantage Enzym eingesetzt. Pfeilspitzen markieren die
Position des erwarteten 817 bp 771-Fragmentes. C zeigt das Ergebnis einer Kontrollreaktion
fiir den Einsatz gleicher cDNA-Mengen, die mit Primern fiir das Actin2-Transkript durchge-
fiihrt wurde. Abkiirzungen: Schote, Sc; Bliite, Bii; seneszentes Blatt, Ba; junges Blatt, Bj;
Wurzel, Wu; Kontrolle (ohne cDNA), Ko; DNA-Grofenstandard, M.
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3.4.6.2 Herstellung und Analyse transgener 777-Promotor-GUS-Pflanzen

Fiir den TT1-Promotor war eine zeitlich begrenzte Aktivitit in nur wenigen Zellen moglich.
Die daraus resultierenden Transkriptmengen konnten fiir RNA-Gel-Blot-Analysen zu gering
sein. Die gewebespezifische Analyse der Expression eines Gens kann jedoch auch mit Hilfe
transgener Pflanzen erfolgen. Dazu wird der Promotor, der die zu untersuchende Expression
vermittelt, mit dem offenen Leseraster eines Reportergens fusioniert und stabil in das Genom
von A. thaliana integriert. Die Aktivitit eines geeigneten Reporterenzyms fiihrt zu einer Ver-
stairkung des Signals und erlaubt den Nachweis von Promotoraktivitdt mit hoher rdumlicher
Auflosung.

Um geeignete Bereiche des 77/-Promotors fiir die Herstellung von Reporterkonstrukten
auswéhlen zu konnen, wurde er mit Hilfe des Programms TFSEARCH untersucht (2.3.8).
Dieses Programm vergleicht eine gegebene Sequenz mit einer Datenbank von Transkriptions-
faktorbindestellen (TRANSFAC; Heinemeyer ef al., 1999) und identifiziert darin diejenigen
Positionen, die hinreichend gut mit den jeweiligen Konsensussequenzen iibereinstimmen. Die-
se Analyse ergab, daf} stromaufwérts des Start-ATG erst bei Position -960 ein solches Motiv
vorkommt. Es entspricht dem Konsensus, der von den Homdodoménenproteinen 4fHB-1 und
2 erkannt wird. Die in 5’-Richtung folgenden 1,4 kb enthalten potentielle Bindestellen fiir GT-
1 dhnliche Faktoren (SBF-1, 4x), fiir Proteine vom Typ des homeotischen Bliitengens AGA-
MOUS (1x) sowie fiir RZR3-MYBs wie P (1x) oder MYB.Ph3 (1x). Dabei handelt es sich um
Faktoren, fiir die entweder eine Beteiligung an der Regulation der Flavonoidbiosynthese (SBF1
und P) oder eine Expression in reproduktiven Pflanzenteilen beschrieben ist (AGAMOUS,
MYB.Ph3). In weiteren 1000 bp stromaufwirts bis zur Spel-Schnittstelle wurden mit dem
verwendeten Verfahren keine weiteren moglichen Bindestellen lokalisiert.

Auf Grund der sehr weit stromaufwérts des Start-ATG gelegenen potentiellen cis-
Elemente, wurden zur Herstellung eines Reporterkonstruktes 3 kb des genomischen 5’-
Bereichs von A¢TT1 translational tiber das 77I7-Start-Kodon mit dem Leseraster der -
Glukuronidase fusioniert. Diese Promotor-GUS-Fusion wurde in den bindren Vektor pGPTV-
Kan iiberfiihrt, in Agrobacterium tumefaciens transformiert und mittels Vakuuminfiltration auf
A.-thaliana-Pflanzen des Okotyps Columbia iibertragen (2.3.10). Transformanten wurden auf

kanamycinhaltigen Agarplatten selektiert. Nach etwa zehn Tagen wurden die Keimlinge auf
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Erde tiberfiihrt und bis zur Samenreife im Gewichshaus unter Langtagbedingungen kultiviert.
Die Aktivitdt des Reporterenzyms B-Glukuronidase wurde iiber die Umsetzung von farblo-
sem X-Gluc zu einem blauen Farbstoff nachgewiesen. Dazu wurde das Substrat in Keimlinge
bzw. Blitter und Infloreszenzen mit Schoten verschiedener Entwicklungsstadien infiltriert und
anschlieBend das Chlorophyll durch ethanolische Extraktion aus dem Gewebe entfernt
(2.3.11).

Nach zweitdgiger Inkubation in der Substratlosung war in drei von sechs transgenen A¢771-
GUS-Pflanzen die Reportergenaktivitit nachweisbar. Wahrend in Wildtyp und drei weiteren
Pflanzen unter diesen Bedingungen keine Blaufdarbung auftrat, war in den {ibrigen drei Pflanzen
iibereinstimmend GUS-Aktivitdt in gedéffneten Bliiten und sich entwickelnden Schoten zu be-
obachten. In gedffneten Bliiten liberragt das Gynoeceum die Antheren (Abbildung 28A und B)
und die Bestdubung hat bereits stattgefunden (Stadium 15; Bowman, 1994). Die Untersuchung
des Pflanzenmaterials am Lichtmikroskop ergab, dafl die GUS-Aktivitdt auf die Funiculi und
Integumente der Samenanlagen beschrinkt war (Abbildung 28C und D). Sie war vor allem in
den obersten und den untersten Samenanlagen junger Schoten nachweisbar (Abbildung 28B

und F).
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Abbildung 28: X-Gluc-Fiarbungen transgener At77T1-GUS-Pflanzen.

Dargestellt sind X-Gluc gefdarbte Bliiten und Schoten transgener 4¢777-GUS-Pflanzen in ver-
schiedenen Entwicklungsstadien. A zeigt eine Bliite kurz nach der Befruchtung. Die GUS-
Aktivitit ist auf die apikalen Samenanlagen beschriinkt. Altere Bliiten (B) und junge Schoten
(F) zeigen GUS-Aktivitit sowohl in apikalen als auch in distalen Samenanlagen. Sie ist auf die
Funiculi und die Integumente beschrinkt (C und D). Mit der verwendeten Methode ist GUS-
Aktivitdt in Samenanlagen, die sich nicht mehr weiter entwickeln, nicht aber in &lteren Samen-
stadien nachweisbar (E).
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Die GUS-Aktivitit konnte in Schoten bis zum Stadium 17, nicht jedoch in dlteren Stadien
beobachtet werden. Besonders auftillig war sie in Samenanlagen, die sich nicht weiter entwik-
kelten (Abbildung 28E). Die Beschrankung der GUS-Aktivitét auf die Samenanlagen gedftneter
Bliiten und junger Schoten bestitigte das mittels RT-PCR fiir 777 bestimmte Expressionsmu-

ster.

3.4.7 Kernlokalisationsstudien

In der TT1-Aminosduresequenz konnten mit Hilfe des PSORT-Programmes (2.3.8) zwei
Abschnitte identifiziert werden, die jeweils drei basische Aminosduren und ein Histidin ent-
hielten (vgl. Abbildung 35). Fiir Sequenz-Motive dieser Zusammensetzung konnte gezeigt
werden, daf3 sie als Kernlokalisierungssignale fungieren konnen (Raikhel, 1992). Da eine Loka-
lisierung des TT1-Proteins im Zellkern Anhaltspunkte fiir seine Funktion liefern konnte,
wurde untersucht, ob das Protein tatsidchlich in den Zellkern importiert wird. Dazu wurde die
TTI-cDNA an den offenen Leserahmen des Griin Fluoreszierenden Proteins (GFP) fusioniert
und unter die Kontrolle eines doppelten 355-Promotors gebracht. Dabei handelt es sich um
einen Promotor aus dem Blumenkohlmosaikvirus, der in 4. thaliana eine starke Genexpression
in den verschiedensten Organen vermittelt (Sprenger, 1997). Das resultierende 355-TT1-GFP-
Konstrukt wurde in A.-thaliana-Protoplasten transfiziert (2.3.12). Als Kontrolle dienten
Transfektionen mit dem Ausgangsvektor 35S-GFP. Die mikroskopisch sichtbare GFP-
Fluoreszenz wurde zur Lokalisation der Proteine genutzt. Wie Abbildung 29 zeigt, fiihrte
Transfektion von 35S-GFP allein zu einer diffusen Fluoreszenz im gesamten Protoplasten,
also sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern. Das TT1-GFP-Fusionsprotein war dagegen
vollstdndig im Zellkern lokalisiert.

A —[ 55 mEEm— — [ 2555 [rieona G —

Abbildung 29: Das TT1-GFP Fusionsprotein ist kernlokalisiert. Legende siehe Seite 113.
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Legende zu Abbildung 29 (vorherige Seite):

In A sind die zur Transfektion benutzten Konstrukte schematisch dargestellt. B zeigt einen
A.-thaliana-Protoplasten, der mit 35S-GFP (pAVA-393) transfiziert wurde, wihrend C einen
mit 355-TT1-GFP (SA81) transfizierten Protoplasten zeigt. Die Protoplasten wurden fiir
20 h bei 26°C im Dunkeln inkubiert. Die GFP-Fluoreszenz bei 515-565 nm wurde am Zeiss
Axiophot Mikroskop durch Anregung mit Licht von 450-490 nm Wellenlédnge nachgewiesen.

3.4.8 Phiinotypische Charakterisierung von 71

Um weitere Anhaltspunkte iiber die Funktion von TT1 zu erhalten, wurde die klassische
tt1-Mutante einer genaueren phénotypischen Charakterisierung unterzogen. Analog zu /5
wurde dazu die Expression von Strukturgenen des Phenylpropanstoffwechsels sowie der Fla-

vonoidgehalt in verschiedenen Organen von Wildtyp und Mutante verglichen.

3.4.8.1 Expression von Strukturgenen des Phenylpropanstoffwechsels

Um zu tberpriifen, ob die ##/-Mutation Auswirkungen auf die Expression von Genen des
Phenylpropanstoffwechsels in unterschiedlichen Organen von A.-thaliana-Pflanzen hat, wurde
die Expression von flinf dieser Gene in Landsberg erecta Wildtyp und #t/-Mutante untersucht.
Die fiir die Gel-Blot-Analysen verwendete RNA aus Blittern wurde von 6 Wochen alten #/-
und Ler-Pflanzen isoliert, die zwei Tage dunkeladaptiert und danach fiir 20 h mit UV-haltigem
Weilllicht bestrahlt wurden. RNA aus Wurzeln, Stengel, Knospen und gedffneten Bliiten wur-
de von 8 Wochen alten Pflanzen isoliert. Die RNA wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf
eine Nylonmembran transferiert und mit radioaktiv markierten Sonden fiir Strukturgene des
Phenylpropanstoffwechsels hybridisiert. AbschlieBend erfolgte eine Hybridisierung mit einer
Polyubiquitin-Sonde. Die Transkriptmenge der Polyubiquitin-Genfamilie in verschiedenen Or-
ganen variiert stark. Daher erlaubten die erhaltenen Signalstirken zwar einen Vergleich der
eingesetzten RNA-Mengen zwischen den gleichen Organen von Wildtyp und Mutante, nicht
aber der Organe untereinander.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Abbildung 30 dargestellt. Wie auf Grund voran-
gegangener Experimente zu erwarten, war in Stengelmaterial sowie in Blittern dunkel
gehaltener Pflanzen keine der getesteten mRNAs nachweisbar. Nach UV-Induktion akkumu-
lierten sie jedoch in Wildtyp und #/-Mutante in vergleichbaren Mengen, so dal davon

ausgegangen werden kann, dal die #z/-Mutation die UV-Induktion der Expression der unter-
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suchten Gene nicht beeintrdchtigt. Die moglicherweise vorhandene DFR-Expression in der
Wurzel schien (nach Korrektur der Signalintensitéiten fiir die unterschiedliche Beladung) in #/
gegeniiber dem Wildtyp reduziert zu sein. Im Verlauf der Entwicklung von A. thaliana werden
die fiir Enzyme der Flavonoidbiosynthese kodierenden Gene vor allem in Knospen und Bliiten
exprimiert. FLS zeigte hier eine stirkere Expression in Knospen, wihrend DFR stérker in élte-
ren Bliiten exprimiert war. Auch in der entwicklungsspezifischen Expression der betrachteten
Strukturgene war jedoch kein Unterschied zwischen Wildtyp und #/-Mutante festzustellen.
Diese Ergebnisse zeigten, dall die ##/-Mutation keine drastischen Auswirkungen auf die Ex-

pression der untersuchten Gene in verschiedenen Teilen von 4. thaliana hat.

Ler tt1
Wu | Bd  BU; St | Bk ;| Bii Wu | Bd,; BU; St | Bk ; Bi
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CFI ® . . . =
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Abbildung 30: Expression von Flavonoidbiosynthesegenen in verschiedenen Organen
von #¢1 im Vergleich zum Wildtyp.

Es sind RNA-Gel-Blot-Analysen mit RNA aus Blittern dunkeladaptierter bzw. mit nach
Dunkeladaptation UV-Licht bestrahlter #/- und Ler-Pflanzen sowie mit RNA aus verschie-
denen Organen dargestellt. Die fiir die Hybridisierungen verwendeten DNA-Sonden sind links
von den Autoradiogrammen angegeben. Abkiirzungen: Wurzel, Wu; dunkeladaptiertes Blatt,
Bd; UV-bestrahltes Blatt, BU; Stengel, St; Bliitenknospe, Bk; Bliite, Bii.
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3.4.8.2 Untersuchung des Flavonoidgehaltes verschiedener Pflanzenteile

Zur weiteren Charakterisierung der ¢#z/-Mutante wurde ihr Gehalt an Flavonoiden in ver-
schiedenen Organen genauer untersucht. Dazu wurden die in Samen enthaltenen Flavonoid-
Glykoside einer sauren Hydrolyse unterzogen und mit Isoamylalkohol extrahiert. Diese Ex-
trakte wurden auf eine Diinnschichtchromatographieplatte aufgetragen und die Aglyka
aufgetrennt. Die Flavonoid-Glykosiden in Blatt- und Knospenmaterial wurden dagegen mittels
hochauflosender Diinnschichtchromatographie (HPTLC) untersucht. Dazu wurden die Glyko-
side methanolisch extrahiert, auf HPTLC-Platten aufgetragen und chromatographiert (2.3.1).
Abbildung 31A zeigt, dall in #/ das Spektrum und der Gehalt an Flavonoid-Glykosiden in
Bléttern und Bliitenknospen im Vergleich zum Wildtyp nicht verdndert ist. In Samen der #/-
Mutante ist jedoch im Unterschied zum Wildtyp kein Cyanidin nachweisbar, wiahrend der
Gehalt des korrespondierenden Flavonols Quercetin nicht verdndert zu sein scheint (Abbil-
dung 31B). Diese Untersuchungen bestitigen, dal der Phinotyp der #/-Mutante auf den

Samen beschrinkt ist.

Bliiten- Samen

Blatter UV-Licht WeiBlicht

knospen

Ler tt1 Ler tt1 Lertt1 Q K Ler ftt1

Abbildung 31: #1 zeigt einen samenspezifischen Phinotyp.

A zeigt die Untersuchung des Spektrums an Flavonoid-Glykosiden in Bléttern und Bliiten-
knospen aus Ler-Wildtyp und #z/-Mutante mittels HPTLC. Die Platte wurde unter UV-Licht
photographiert. Die Positionen von Kadmpferol-Glykosiden, die auf Grund ihrer gelben Fluo-
reszenz und durch Ko-Chromatographie von Vergleichsproben identifiziert wurden, sind mit
#, orange fluoreszierende Banden, die vermutlich den korrespondierenden Quercetin-
Glykosiden entsprechen, mit * gekennzeichnet. In B ist die diinnschichtchromatographische
Analyse von Flavonoid-Aglyka dargestellt. Als Referenzsubstanzen dienten Quercetin (Q)
und Kémpferol (K). Die Position von Cyanidin ist mit einer Pfeilspitze markiert.
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3.4.9 Phinotypen von 35S-TT1-Pflanzen

Die Auswirkungen iiberméafiger oder ektopischer Expression eines Gens lassen vielfach
Riickschliisse auf die Funktion des Genproduktes zu. Zur Herstellung von Uberexpressi-
onspflanzen wurde daher die 777/-cDNA unter der Kontrolle des 35S-Promotors aus dem
Blumenkohlmosaikvirus (s.0.) stabil in A.-thaliana-Pflanzen transformiert (2.3.10). Primér-
transformanden wurden auf kanamycinhaltigem Medium selektiert. Wie in Abbildung 32A
dargestellt, zeigten 355-TT1-Pflanzen im Vergleich zu Keimlingen, die mit der Vektorkontrolle

transformiert worden waren, auffillig lange und schmale Kotyledonen.

Abbildung 32: Phanotypen von 358-TT1-Pflanzen.

A zeigt unter gleichen Bedingungen angezogene Primértransformanden von 35S-TT1- (oben
links) und 74TA-GUS-Pflanzen (rechts) sowie nicht kanamycinresistente Keimlinge (unten
links). B und C zeigen die Pflanzen 2-2 und 2-3 in der Aufsicht. Auffillig sind die Blattformen
sowie die Unterdriickung der Internodienstreckung. D zeigt eine Infloreszenz der Pflanze 2-2.
Die Bliiten sind sitzend, die Petalen stark reduziert. In E ist der Vergleich einer Bliite der
Pflanze 2-2 (links) mit einer Wildtyp-Bliite (rechts) dargestellt. F zeigt die schmalen und ver-
langerten Petalen von Bliiten der Pflanze 2-3.
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Die Pflanzen wurden auf Erde iiberfiihrt und im Gewachshaus unter Langtagbedingungen kul-
tiviert. Im Unterschied zu den runden ersten Rosettenblédttern von Wildtyp-Pflanzen waren
die Blitter von 35S-TT1-Pflanzen markant eckig. Spitere Blitter der TT1-Uberexpressions-
Pflanzen waren im Unterschied zu den spatelférmigen, ganzrandigen oder leicht gesdgten Blat-
tern des Wildtyps eher lanzettlich, nicht klar in Blattstiel und Blattspreite gegliedert sowie
auffillig gefiedert oder fiederspaltig (Abbildung 32B). Vermutlich in Abhéngigkeit von der
Stirke der Uberexpression unterblieb die Streckung der Internodien der Infloreszenzen, so daf
anstelle des sonst bei dem Okotyp Columbia beobachteten traubenformigen ein eher dolden-
formiger Bliitenstand gebildet wurde (Abbildung 32C). Bei vielen 35S-TT1-Pflanzen
unterblieb dariiber hinaus auch die Entwicklung der Bliitenstiele (Abbildung 32D). Die Bliiten
dieser Pflanzen waren deutlich kleiner als die des Wildtyps und zeigten mehr oder weniger
stark transformierte Petalen. Sie waren vielfach reduziert und griinlich wie Sepalen oder schmal
und filamentos verldngert (Abbildung 32E und F). Die meisten der 35S-TT1-Pflanzen waren
steril. Die beobachtete Vielzahl und Schwere der durch die ektopische Expression von 771
hervorgerufenen phéanotypischen Verdnderungen 1dft auf eine wichtige Rolle dieses und ver-

wandter Gene in der Regulation pflanzlicher Entwicklungsvorgénge schlief3en.
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4 Diskussion

Ein groBer Teil unseres heutigen Wissens tiiber die Flavonoidbiosynthese stammt aus der
Untersuchung von Pflanzen mit Mutationen in Genen, die fiir Enzyme oder Regulatoren die-
ses Stoffwechselweges kodieren. Fiir die vorliegende Arbeit wurden A. thaliana transparent-
testa-Mutanten als System gewdhlt, um weitere Erkenntnisse iiber die Biosynthese von Fla-
vonoiden und ihre Regulation zu gewinnen. Vor diesem Hintergrund wurde die neu entdeckte
Mutante #t/5 ansatzweise charakterisiert sowie den Fragen nachgegangen, ob der ##6-Lokus das
F3H-Gen enthélt und welche Elemente im Promotor dieses Gens seine Lichtinduzierbarkeit
vermitteln. Der Schwerpunkt der Arbeit lag jedoch auf der Isolierung und einer ersten Charak-
terisierung des 77/-Gens, das die entwicklungs- und gewebespezifische Akkumulation von

Flavonoiden in der Samenschale von A4. thaliana beeinfluft.

4.1 tt15 - eine neue #-Mutante mit samenspezifischem Phinotyp

Die Mutante #¢15 reprisentiert einen neuen Lokus, der die Farbe der Samen von A. thaliana
beeinfluit (N. Focks und C. Benning, personliche Mitteilung). Durch Untersuchungen des
Flavonoidgehaltes von ¢t/ 5-Material konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, daf3 die
Mutation in den Samen zu einer Reduktion von Cyanidin und Quercetin fiihrt, aber die Ak-
kumulation von Flavonoiden in den vegetativen Pflanzenteilen nicht beeintridchtigt (3.1.3.2).
Dariiber hinaus konnte nachgewiesen werden, dal3 715 die fiir die Biosynthese von Anthocya-
nidinen benétigten Gene in Blittern in der gleichen Weise zu exprimieren vermag wie der
Wildtyp (3.1.3.1). Diese Ergebnisse sprechen dafiir, da die Anthocyanidinbiosynthese in den
vegetativen Teilen von #¢/5-Pflanzen intakt ist. Die vom Wildtyp abweichende Farbung der
tt15-Samen konnte somit auf einen Defekt in einem gewebespezifisch exprimierten Strukturgen
der Flavonoidbiosynthese zuriickgehen. Allerdings liegen sowohl CHS, CFI, DFR als auch
F3H nur in einer Kopie im Genom von 4. thaliana vor (Feinbaum und Ausubel, 1988; Pelletier
und Shirley, 1996; Shirley et al., 1992) und Mutationen in diesen Genen haben deutliche Ef-
fekte auf die Samenfarbe. Daher scheint die Pigmentierung der Samen durch die Produkte
dieser Gene und nicht durch die Aktivitit eines parallelen, samenspezifischen Weges der

Anthocyanidinbiosynthese zu erfolgen.
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Da die Flavonoidbiosynthese durch verschiedene Stimuli und im Verlauf der pflanzlichen
Entwicklung streng reguliert wird (1.2.2), kann angenommen werden, dafl die Akkumulation
von Anthocyanidinen und kondensierten Tanninen in der Samenschale sowie die Pigmentie-
rung vegetativer Pflanzenteile jeweils von spezifischen Faktoren kontrolliert werden. Die
reduzierte Pigmentierung der Samen der #//5-Mutante konnte somit auf einen Defekt in einem
samenspezifischen positiven Regulator der Pigmentierung zuriickzufiihren sein. Es erscheint
jedoch auch moglich, dal3 das in #/5 mutierte Gen ein Enzym kodiert, das an der Synthese der
kondensierten Tannine beteiligt ist oder ein solches Gen reguliert. Andererseits konnte der im
Vergleich zu vielen bislang in der Literatur beschriebenen 7#-Mutanten recht unscheinbare Pha-
notyp von #¢15 auf eine Mutation zuriickzufiihren sein, die nicht zu einem vollstindigen
Verlust der Funktion des Genproduktes oder nur zu einem verdnderten Expressionsmuster des
Gens fiihrt. Der unscheinbare Phénotyp ist vermutlich auch der Grund, warum andere #/5-
Allele in bisherigen Studien zur Isolierung von Mutanten mit verdnderter Samenfarbe unent-
deckt geblieben sind.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse erlaubten es, #/5 in die Gruppe der samenspezifi-
schen t--Mutanten 1, 2, 8, 9 und /0 (Koornneef, 1990) einzuordnen. Um weitere Erkenntnisse
iiber die zugrundeliegende Mutation zu gewinnen, ist es notig, dhnlich wie bei der Charakteri-
sierung der han-Mutante, die Akkumulation von Intermediaten der Synthese kondensierter
Tannine sowie die Expression der Strukturgene der Flavonoidbiosynthese in sich entwickeln-
den #15-Samen im Detail zu untersuchen (Devic ef al., 1999). Weitere Anhaltspunkte fiir die
Funktion des TT15-Proteins sind schlielich von der Isolierung des entsprechenden Gens zu
erwarten. Die von N. Focks durchgefiihrte Kartierung des ##/5-Lokus im Genom (N. Focks
und C. Benning, personliche Mitteilung) ermdglicht es, hierzu einen ,,positional cloning” An-
satz zu verfolgen (1.3), wéihrend die hier gegebene Beschreibung des Phéanotyps die Grundlage
fiir ,,forward genetic” Ansitze, wie zum Beispiel die Isolierung einer Insertionsmutante, bilden

kann.
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4.2 Insertionsmutagenese in A. thaliana - ein effizientes Mittel zur Isolierung von

Genen

Insertionsmutagenese eignet sich sowohl zur Identifikation von Genen, deren Mutation zu
einer beobachtbaren Phanotypabweichung fiihrt, als auch zur Isolierung von Pflanzen, in de-
nen ein bestimmtes Gen eine Insertion enthilt (,,forward” und ,reverse genetics”, 1.3). Beide
Ansitze wurden im Rahmen dieser Arbeit verfolgt. Ausgangspunkt des ,,forward genetic -
Ansatzes waren einige Pflanzen aus einer FEnl/-mutagenisierten A.-thaliana-Population
(Baumann et al., 1998; Wisman et al., 1998), die hellere Samen produzierten als der Wildtyp.
Die beobachtete Zusammensetzung dieser Stichprobe (3.1.4 und Anhang 1) kann an Hand
verschiedener Uberlegungen erklirt werden. Zum Beispiel sind Linien, die deutlich gelbe Sa-
men hervorbringen, sehr viel auffélliger als solche, deren Samenfarbe sich nur schwach von der
des Wildtyps unterscheidet. Daher konnten wihrend der Herstellung der En/-Population 22
gelbsamige Linien, aber nur zwei mit hellbraunen Samen identifiziert werden. Da Mutationen
in Strukturgenen, die fiir Enzyme frither Schritte der Flavonoidbiosynthese kodieren, mit ho-
her Wahrscheinlichkeit zu deutlichen Phénotypen fiithren, war zu erwarten, da3 solche Linien
in der Stichprobe iiberreprésentiert sein wiirden. Dariiber hinaus war auch die Wahrscheinlich-
keit erhoht, stabile Mutationen zu finden, weil diese im Unterschied zu solchen, die durch die
Insertion eines aktiven Transposons hervorgerufen werden, auf jeden Fall in der nidchsten Ge-
neration wieder auftreten. Weiterhin lieBen vor allem Insertionen bzw. ,,footprints” in Exons
sichtbare Phinotypen erwarten. Die Tatsache, daf3 sie in vielen der Linien festgestellt werden
konnten (Anhang 2), bedeutet demnach nicht, dal En/ bevorzugt in kodierende Bereiche inte-
griert, oder diese wieder verldBt. Vielmehr zeigt die Statistik bislang keine augenfillige
Préferenz des Transposons fiir Insertionen in Introns oder Exons, Promotoren oder stromab-
wirts von kodierenden Regionen gelegene Bereiche. Es ist auch keine bevorzugte Orientierung
relativ zum kodierenden Strang des Zielgens festzustellen (E. Wisman, personliche Mittei-
lung). Die beiden unabhéngigen Insertionen in jeweils unterschiedlicher Orientierung an der
gleichen Position des F3H-Gens (3.2.3) stellen bislang die einzige Ausnahme vom statistisch
zufdlligen Insertionsverhalten dar. Nur an Hand eines groeren Datenbestandes kann entschie-
den werden, ob es sich dabei um ein rein zufilliges Ereignis oder um das Ergebnis eines

sequenzabhingigen Vorganges handelt.
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Die bislang dargestellten Uberlegungen zur verwendeten Methodik der Mutantenisolierung
erklaren zum Teil die groBe Zahl der detektierten #3- und #t4-Allele. Dariiber hinaus ist sie
wahrscheinlich auch in der Entstehung der benutzten En/-mutagenisierten Population begriin-
det. Die gleichartigen Bezeichnungen der #3-Allele M48, M56, M81 und M86 sowie AAAS2
und AAAS54 resultieren daher, dal diese Linien miteinander verwandt sind. Es liegt darum
nahe zu vermuten, dal} ihr Phénotyp auf je ein Integrationsereignis zuriickzufiihren ist, das auf
einige Schwesterlinien vererbt wurde. Die Population wurde ausgehend von fiinf Linien aufge-
baut, die das Transposon enthielten, jedoch die fiir dessen Ubertragung verwendete T-DNA
verloren hatten (Wisman et al., 1998). Insertionsorte, die bereits in der ersten Generation vor-
handen waren, wurden in der Population konserviert, weil En/ nach Exzision bevorzugt an
nahe gelegenen Regionen des Genoms erneut integriert (Peterson, 1970). Das fithrte zu einer
generellen Haufung von En/-Insertionen auf dem oberen Arm von Chromosom V, wo auch
TT4 liegt, sowie auf dessen unterem Arm, wo 773 kartiert (Koornneef, 1990).

Weitere Haufungen von Insertionen konnten auf den unteren Armen der Chromosomen I, II
und III festgestellt werden (E. Wisman, personliche Mitteilung). Auf Grund dieser Verteilung
der Insertionen im Genom scheint es moglich, da3 die Population zumindest auch #9-, tt10-
oder #t15- Allele enthdlt. Da diese jedoch sehr viel schwichere Phdnotypen zeigen, war die
Wahrscheinlichkeit, sie ohne gezieltes Durchsuchen der Population (,,screening”) zu entdek-
ken, duBerst gering. Mit Hilfe eines solchen Ansatzes konnten in einer T-DNA-Population
bereits 7£2-, 8- und #¢15-Allele identifiziert werden (Nesi ef al., 1999). Daher sollte er auch auf
die in dieser Arbeit benutzte En/-Population angewandt werden. Das gleiche gilt flir andere
Strategien, die in unterschiedlichen Populationen bereits erfolgreich zur Identifizierung ver-
schiedener Mutanten der Flavonoidbiosynthese und ihrer Regulation eingesetzt wurden. Dazu
gehort etwa die Suche nach Mutanten mit abweichender Samenentwicklung, die in einer T-
DNA-Population zur Identifizierung der han-Mutante fithrte (Albert et al., 1997; Devic et al.,
1999), oder die Suche nach Pflanzen mit verdnderter Pigmentierung vegetativer Teile, die in

einer anderen En/-Population die Isolierung von anl2 erlaubte (Kubo et al., 1999).
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Ein weiteres Beispiel fiir eine gezielte Vorgehensweise zur Isolierung von Mutanten stellt
der Test auf verdanderte Zucker-Toleranz dar, in dessen Verlauf auch En/-Linien mit verdnder-
ter Samenfarbe isoliert werden konnten (A. Kortstee, J. Pego und S. Smeekens, personliche
Mitteilung). Darunter befanden sich neben einigen bereits auf Grund ihrer gelben Samenfarbe
identifizierten Linien auch drei weitere mit schwicheren Farbabweichungen vom Wildtyp
(Anhang 1). Zwar gibt es vielfache Hinweise auf Verkniipfungen zwischen Zuckermetabolis-
mus und Phenylpropanstoffwechsel (Mita ef al., 1997; Nemeth et al., 1998), eine genaue
Erklarung fiir einen Zusammenhang der im Rahmen dieses ,,screenings” beobachteten Fahigkeit
von Samen, in Anwesenheit hoher Saccharose- oder Mannosekonzentrationen zu keimen, mit
dem #t-Phénotyp steht jedoch noch aus.

SchlieBlich konnte die En/-Population auch nach Mutanten der UV-Induktion der Flavo-
noidbiosynthese durchsucht werden. Dazu miifiten die Pflanzen unter Bedingungen angezogen
werden, die nicht zur Induktion dieses Stoffwechselweges fiihren (Licht < 20 pE; Jackson et
al., 1995). Diese Pflanzen miiiten mit einem geeigneten Verfahren, wie dem Nachweis von
Flavonolen, auf eine moglicherweise bereits vorhandene konstitutive Aktivierung des Stoff-
wechselweges getestet werden. Nach Induktion durch UV-Licht oder definierte andere
Lichtqualitdten miiite ein erneuter Test erfolgen. Ein solches Vorgehen ist deutlich aufwendi-
ger als beispielsweise die Identifizierung von Pflanzen, die bereits bei geringeren UV-Dosen
Schédden aufweisen als derWildtyp. Es hat aber den Vorteil, gezielt Pflanzen mit Mutationen in
Genen der Flavonoidbiosynthese und ihrer Regulation zu identifizieren und nicht solche mit
geringerer Vitalitidt oder defekter DNA-Reparatur (Harlow et al., 1994; Lois und Buchanan,
1994). Begrenzender Faktor fiir die Effizienz eines solchen Ansatzes ist im wesentlichen der
mit dem Testverfahren mogliche Probendurchsatz. Im Prinzip eignen sich dazu Diinnschicht-
chromatographie oder HPLC (Chapple et al., 1992; Graham, 1991), die jedoch beide sehr
zeitaufwendig sind. Eine Alternative bietet moglicherweise die Anwendung von Naturstoffrea-
genz A (3.1.2). Indem es spezifisch mit Flavonolen deutlich fluoreszierende Komplexe bildet
(Sheahan und Rechnitz, 1992; Sheahan und Rechnitz, 1993), ermoglicht es den Einsatz weni-
ger aufwendiger Systeme wie HPTLC, Papierchromatographie oder Mikrotiterplatten-

Fluoreszenzlesegeriten zur Identifizierung von Mutanten mit verdnderten Flavonoidgehalten.
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4.3 116 - eine Klassische rz-Mutante enthalt eine Mutation im F3H-Gen

Wihrend mit 74 und #5 bereits Mutanten fiir CHS und CFI identifiziert worden waren,
fehlte zu Beginn dieser Arbeit noch eine Mutante der F3H, die den dritten Schritt der Flavo-
noidbiosynthese katalysiert. Die diinnschichtchromatographische Analyse der Flavonoid-
gehalte von Blittern der #6-Mutante zeigte, dafl darin sowohl Flavonole, deren Synthese FLS-
Aktivitdt bendtigt, als auch Anthocyanidine, deren Synthese via DFR erfolgt, reduziert waren
(3.1.1). Ahnliche Resultate hatten Shirley (1995) bei der Untersuchung von Keimlingen, Blt-
tern und Bliiten sowie Albert (1997) fiir Samen von ##6-Pflanzen erzielt. Diese Ergebnisse
sprachen dafiir, daB in #6 ein frither Schritt der Flavonoidbiosynthese gestort war und es stell-
te sich die Frage, ob es sich dabei um F3H handelte.

Um diese Frage zu beantworten, wurde zunéchst die von Pelletier (1996) ermittelte Positi-
on des F3H-Gens im A.-thaliana-Genom iiberpriift und mit der des #6-Lokus korreliert. Dazu
wurde statt des in dieser Veroffentlichung verwendeten EcoRI-RFLP- ein Bc/lI-CAPS-Marker
und statt 24 der vollstindige Satz von 100 RI-Linien verwendet (3.2.1). Das Ergebnis (Chro-
mosom III bei m457) stimmte sowohl mit der von Pelletier (1996) fiir F3H gefundenen
(zwischen m457 und g2778) als auch mit der urspriinglich fiir den #6-Lokus bestimmten Posi-
tion auf dem unteren Arm von Chromosom III {iberein (Koornneef, 1990; Koornneef, 1994).
Dartiber hinaus kosegregierte der fiir die Kartierung benutzte Ler-F3H CAPS-Marker streng
mit dem #6-Phénotyp (3.2.1). Diese Beobachtung sprach dafiir, da3 es sich bei der von
J. Campanella und C. Town in Pelletier (1996) vorgeschlagenen Kartenposition fiir ##6 auf dem
oberen Arm von Chromosom V um einen Irrtum handelt, der eventuell auf eine Verwechslung
mit FLS zurlickzufiihren ist.

In Ubereinstimmung mit der Annahme, daB der #6-Lokus das F3H-Gen enthilt, konnte in
der F3H-Sequenz aus f£6 eine Punktmutation nachgewiesen werden (3.2.2). Der festgestellte
Basenaustausch kann durch das zur Herstellung der Mutante verwendete Mutagen Ethylme-
thylsulfonat (EMS) erklért werden, das gewdhnlich Substitutionen von G:C nach A:T auslost.
Den genetischen Beweis brachte schlieBlich die Untersuchung von drei Transposon-
Insertionsmutanten mit Insertionen im F3H-Gen, die jeweils in Testkreuzungen nicht in der
Lage waren, die #6-Mutation zu komplementieren (3.1.4). Wie durch die Analyse der Enl-

Insertionsmuster dieser Linien gezeigt werden konnte, handelte es sich dabei um unabhingige
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F3H-Allele (3.2.3). Alle drei Linien fiithrten zu stidrkeren #z-Phidnotypen als die klassische #6-
Mutation (#6-1). Das deutete darauf hin, dafl die Leserasterverschiebungen im zweiten Exon
der F3H-Gene dieser Linien zu vollstdndig funktionslosen F3H-Proteinen fiihren, wihrend die
Punktmutation in #6-1 moglicherweise nicht vollstindig wirkt. Diese Unvollstdndigkeit hatte
bislang die Identifikation von #6-1 als F3H-Mutante behindert, obwohl auf Grund der Stellung
des Enzyms im Stoffwechselweg erwartet werden konnte, dal sich eine entsprechende
Mutante bereits unter den klassischen #-Linien befand. Die Unvollstindigkeit der Mutation in
tt6-1 konnte auch auf das Vorliegen eines weiteren Lokus im Landsberg erecta Hintergrund
zuriickzufiihren sein, der eine F3H-Aktivitit vermittelt und im Columbia-Hintergrund der
Enl-Linien fehlt. Schlieflich konnten die reduzierten F3H-mRNA-Mengen, die in allen
Mutanten nach Lichtinduktion gefunden wurden (3.2.4), durch Destabilisierung der mRNAs

durch vorzeitige Stop-Kodons erklédrt werden (Que et al., 1997).

Mit der Identifizierung von #6 als F'3H-Mutante sind nunmehr in A. thaliana Mutanten in
allen Schritten der Biosynthese der Flavonole bekannt. Da Flavonole auf Grund ihrer Struktur
in der Lage sind, kurzwelliges energiereiches Licht zu absorbieren (Lois, 1994), wird ihnen eine
Funktion als UV-Schutzpigmente zugeschrieben. In Ubereinstimmung mit dieser Annahme
akkumulieren in den Blittern von A.-thaliana-Pflanzen nach UV-Bestrahlung Glykoside der
Flavonole Kdampferol und Quercetin (1.2). Mutanten mit Defekten in Genen, deren Produkte
fiir die Biosynthese dieser Komponenten bendtigt werden, wie #4 und 5 oder uvs, weisen eine
gesteigerte Empfindlichkeit gegeniiber UV-Licht auf (Li et al., 1993; Lois und Buchanan,
1994). Allerdings absorbieren Sinapinsdurederivate Licht der betreffenden Wellenldngen viel
starker als Flavonole (Landry et al., 1995; Sheahan, 1996). Es stellt sich daher schon seit lan-
gerem die Frage, ob Flavonoide oder Sinapinsdureester die wesentlichen UV-Schutzpigmente
in A. thaliana sind.

Die bislang zur Verfligung stehende klassische #75-Mutante ist fiir Experimente zur Beant-
wortung dieser Frage wenig geeignet, weil sie zusidtzlich zum #-Phidnotyp weitere
Abweichungen vom Wildtyp zeigt (Bharti und Khurana, 1997; Shirley et al., 1992). Diese
konnten auf Rearrangements im Genom zuriickgehen, die durch die zur Herstellung der

Mutante verwendete Neutronenstrahlung verursacht wurden. Das in dieser Arbeit identifizier-
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te neue #t5-Allel, die F3H-Null-Allele sowie die in einer vorangegangenen Arbeit identifizierte
FLS-Mutante (Hartmann, 1997) eroffnen neue Moglichkeiten zur Untersuchung der UV-
Schutzmechanismen in A. thaliana. Sie demonstrieren jedoch zugleich die Nachteile der Trans-
posonmutagenese im Vergleich zur Verwendung von T DNA- oder chemischen Mutagenese-
systemen. Das ist zum einen das mdgliche Auftreten von revertanten Sektoren (1.3) in der
FLS-Mutante, die auf der Insertion des Transposons im FLS-Gen beruht. Als Grundlage wei-
terer Arbeiten miiflte zunichst in der Nachkommenschaft dieser Linie nach Pflanzen gesucht
werden, in denen die Mutation bei einem Exzisionsereignis durch einen ,,footprint” stabilisiert
wurde. Zum anderen enthalten die Genome aller Linien durch die Anwesenheit mehrerer Inser-
tionen und im Verlauf der Herstellung angehéufte ,,footprints” mehr oder weniger starke
Veranderungen. Diese Veranderungen miiiten daher erst durch wiederholtes Riickkreuzen ge-
gen Wildtyp entfernt werden, bevor die Mutanten in Bezug auf ihre UV-Resistenz sowie ihre
Flavonoid- und Sinapinsduregehalte mit dem Wildtyp verglichen werden kdnnten.

Der Gehalt an Sinapoylestern ist in der klassischen #5-Mutante geringer als im Wildtyp,
wihrend er in ##4 hoher liegt (Li et al., 1993). Als Erkléarung fiir diese Beobachtungen ist denk-
bar, daf3 bei einer Anhdufung von Intermediaten der Flavonoidbiosynthese auf Grund einer
Blockmutation die Produkte des generellen Phenylpropanstoffwechsels in die Synthese von
Sinapaten umgeleitet werden. Es besteht aber auch die Moglichkeit, da3 in einem solchen Fall
durch eine Riickkoppelung der Flul von Metaboliten durch den generellen Phenylpropan-
stoffwechselweg herunter reguliert wird. Ein Anhaltspunkt fiir solche regulatorischen Effekte
von Intermediaten auf die Balance zwischen Stoffwechselwegen ist zum Beispiel die Tatsache,
daB in Bohnen-Suspensionszellen die Zugabe von frans-Zimtsidure, dem Produkt der PAL-
Reaktion, die Induktion von PAL und CHS durch einen pilzlichen Elicitor verhindert (Loake et
al., 1991; Loake et al., 1992). Untersuchungen neuer #5- und #t6- Allele sowie der FLS-
Mutante kdnnten somit auch neue Erkenntnise iiber regulatorische Abhéngigkeiten und Wech-

selwirkungen zwischen der Biosynthese von Sinapoylestern und Flavonoiden ermdglichen.
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4.4 Die Regulation der lichtabhiingigen Expression von F3H erfolgt iiber die gleichen
cis-Elemente wie die von CHS, CFI und FLS

Zu den am besten untersuchten regulatorischen Vorgéngen im Bereich der Flavonoidbiosyn-
these gehort ihre Induktion durch Licht (1.1.3). So werden zum Beispiel CHS, CFI und FLS
bei Bestrahlung von A.-thaliana-Pflanzen, -Zellen oder -Protoplasten mit UV-haltigem Weil3-
licht koordiniert exprimiert. Die Promotorstrukturen dieser Gene sind in Bezug auf die
Lichtinduzierbarkeit schon sehr gut charakterisiert (Hartmann, 1997). Dazu wurde jeweils ein
lichtresponsiver Minimalpromotor eingegrenzt, in dem dann je eine lichtregulatorische Einheit
(LRU) definiert werden konnte. Auch die Expression von F3H ist lichtinduziert (3.2.4) und
erfolgt koordiniert mit der der anderen Gene der Biosynthese von Flavonolen (Hartmann,
1997). Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen am F3H-Promotor zeigten, dal} die
Lange des lichtinduzierbaren Minimalpromotors 483 bp betrdgt (3.3.2), wihrend bei CHS,
CFIund FLS eine minimale Promotorldnge von 153 bp bis 164 bp ausreichend ist. Detailierte-
re Untersuchungen ergaben, dafl im F3H-Promotor eine Kombination der gleichen cis-Elemente
fiir die Lichtinduzierbarkeit verantwortlich ist wie in den tibrigen Promotoren (3.3.3). Dabei
handelte es sich um eine Sequenz mit dem Kernmotiv ACGT sowie eine, die dem Konsensus
fiir MYB-Bindestellen entsprach (Argiiello-Astorga und Herrera-Estrella, 1996). Um in Ana-
logie zu den anderen Promotoren von ,,ACGT Containing Element (ACE*"™!") und ,MYB

Recognition Element* (MREAT3H

) sprechen zu kdnnen, mufte definitionsgemal3 nachgewiesen
werden, daf die identifizierten Elemente von den entsprechenden Faktoren gebunden werden
konnen. Die dazu nétigen Gelretardierungsexperimente wurden von U. Hartmann durchge-
fithrt. In Abbildung 33 ist ein Vergleich der LRUs der vier bislang in A. thaliana untersuchten
Promotoren von Genen der Flavonoidbiosynthese dargestellt.

Die abgeleitete Konsensussequenz der ACEs ist CACGT. Nur das im CFI-Promotor iden-
tifizierte ACE enthélt am 3°-Ende ein G und erfiillt damit zugleich den Konsensus einer von
bZIP-Faktoren erkannten G-Box (Foster et al., 1994; Menkens et al., 1995) und einer, auch als
R-Motiv bezeichneten, bHLH-Bindestelle (CANNTG; Blackwell und Weitraub, 1990; Bo-
deau und Walbot, 1996). Die MRE-Konsensussequenz entspricht dem Konsensus P-Box-

dhnlicher Motive (A/TACCA/TAA/CC; Sablowski et al., 1994).
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ACGT MYB
C ontaining R ecognition
E lement E lement
-108 .57
AICHS AACTAGACACGTAGATCTTCATCTGC- -~ ~-----—-- CCGTCAATCTAACCTACCACACTCTC

-99 -36
ALtCFI GAAAJTACACGTGCTTACACATCCAACACTCGTAATCGTAACTATTGCTACCTACCATTCTCTC

-380 -405 -88 -113
AtF3H AGAANGCCACGTCTIAAAAATGCTTG— 266nt —GGTCGJTAGCTACCTACCACGGTACT

-61 -36  -62 -96
AIFLS ATTTJGCCACGTCCT|ICACTTCCTCCC- - -CTTGGCCGCTGGATAGAGACAACTACCACATAAAG

Konsensus g.CACGT. .t g..ACCTACCa

Abbildung 33: Sequenzvergleich von LRU14'“"S, LRUAY LRUA"H ynd LRUAS,
Sequenzen, die in mindestens drei der untersuchten LRUs iibereinstimmen sind grau unterlegt.
Die ACE- und MRE-Sequenzen sind eingerahmt, wobei die jeweilige Kernsequenz fett ge-
druckt ist. Die schwarzen Balken unter den Sequenzen markieren die Nukleotide, die fiir die
Promotoranalysen mutiert wurden. Unter dem Sequenzvergleich ist die abgeleitete Konsen-
sussequenz angegeben.

Schon die Analyse der Promotoren von CHS, CFI und FLS hatte gezeigt, dal die Abstinde
zwischen den einzelnen Elementen der LRUs nicht streng konserviert sind (Hartmann, 1997).
Wihrend der Abstand zwischen diesen Elementen in den iibrigen Promotoren jedoch nur 17 bp
bis maximal 29 bp betrégt, sind sie im F3H-Promotor durch 278 Nukleotide voneinander ge-
trennt. Wie in den Promotoren von CHS und CFI sind die lichtresponsiven cis-Elemente im
F3H-Promotor so angeordnet, dall das MRE ndher am Start-ATG liegt und sich das ACE wei-
ter stromaufwirts befindet. Beide Elemente liegen im F3H-Promotor auf dem Gegenstrang,
was jedoch fiir die Erkennung des palindromischen ACGT-Elementes durch die als Dimere
bindenden bZIP-Faktoren wenig Bedeutung haben sollte. Im Vergleich dazu befindet sich im
FLS-Promotor nur das MRE auf dem Gegenstrang und liegt im Unterschied zu den Promoto-

ren der anderen drei Gene weiter stromaufwarts als das ACE.
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Die Einfithrung von Mutationen in MRS2 sowie ACS3 und 5 hatte keinen deutlich negati-
ven Einflul auf die Lichtaktivierbarkeit des F3H-Promotors. Obwohl die Kernsequenzen
dieser Elemente dem Konsensus eines MRE bzw. ACE entsprechen, scheinen sie somit fiir die
Lichtregulation der F3H-Expression nicht essentiell zu sein. Fiir diese Beobachtung gibt es
verschiedene mogliche Erklarungen. Falls MRS2, ACS3 oder 5 von den zugehorigen Faktoren
gebunden werden, konnte es sein, da3 diese auf Grund ihrer Lokalisation im Promotor weder
direkt noch indirekt mit dem Transkriptionsapparat interagieren und so nicht an der Initiation
der Transkription mitwirken konnen. Es besteht aber auch die Mdglichkeit, daB3 diese Elemen-
te auf Grund von abweichenden Basen in der Umgebung der Kernsequenz nicht oder nur
schwach von den entsprechenden Faktoren gebunden werden. Eine solche Beeinflussung der
Bindungsspezifitit durch Positionen auBlerhalb des Kernmotivs konnte fiir bZIP-Faktoren in
Gelretardierungsexperimenten gezeigt werden (Izawa et al., 1993; Williams et al., 1992). Eine
schwache Bindung von Transkriptionsfaktoren an MRS2, ACS1-3 oder 5 konnte die beobach-
tete Restaktivitit des /" 3H-Promotors nach alleiniger Mutation von ACE oder MRE erkldren.
Um die Ursache dieser Aktivitdt experimentell zu iiberpriifen, miiliten weitere Reporterkon-
strukte hergestellt und getestet werden, die Mutationen sowohl im ACE als auch in ACSI1-3
oder 5 bzw. MRE und MRS2 enthalten.

Im Unterschied zu den Promotoren der anderen Gene der Flavonoidbiosynthese enthélt der
AtF3H-Promotor ein Element, das in Bezug auf seine Lage relativ zum Transkriptionsstart und
von seiner Sequenz her die Kriterien fiir eine TATA-Box erfiillt (Joshi, 1987). Die unter-
schiedliche Organisiation des AtF3H-Promotors im Vergleich zu denen von CHS und CFI auf
der einen und FLS auf der anderen Seite konnte auf eine unter anderen Bedingungen als denen
der UV-Induktion abweichende Regulation dieses Gens zuriickzufiihren sein. Beispiele dafiir
gibt es unter anderem aus Z. mays und A. majus. Im Verlauf der Bliitenentwicklung von
A. majus wird F3H gemeinsam mit DFR, nicht aber mit CHS und CF1 reguliert (Jackson et al.,
1992; Martin et al., 1991). Auch in Keimlingen von Z. mays erfolgt die Regulation der F3H-
Expression gemeinsam mit DFR, nicht aber CHS (Deboo et al., 1995; Taylor und Briggs,
1990).
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Obwohl der F3H-Promotor also anders organisiert ist als die der anderen nach UV-
Bestrahlung in A. thaliana koordiniert exprimierten Gene, sprechen verschiedene Daten dafiir,
daB ihre UV-Induktion durch die gleichen Faktoren reguliert wird: In den Promotoren aller vier
Gene sind dieselben cis-Elemente kritisch fiir die Lichtinduzierbarkeit, fiir die Expression ist
jeweils de novo Proteinsynthese notig und in Bindungsstudien mit diesen Elementen und Pro-
teinextrakten aus Zellkernen konnten jeweils Komplexe der gleichen Gréfe beobachtet werden
(Hartmann, 1997 und Hartmann, personliche Mitteilung). Die entsprechenden Faktoren konn-
ten moglicherweise mit Hilfe von Mutanten der UV-Induktion der Flavonoidbiosynthese
identifiziert werden (4.2). Es konnte jedoch auch eine ,reverse”’-Strategie, wie sie zur Identifi-
kation von Insertionen im F3H-Gen benutzt wurde (3.2.3), zur Isolierung von Mutanten
angewandt werden, die Insertionen in Genen fiir potentielle Regulatoren der Flavonoidbiosyn-
these aufweisen. Im Rahmen des A.-thaliana-Genomprojektes wurden bereits zahlreiche
Sequenzen von Genen, die fiir Transkriptionsfaktoren vom MYB- oder bZIP-Typ kodieren,
bestimmt, fiir die Insertionsmutanten die Verbindung zwischen Gen und Funktion herstellen
konnten. Erste Ansédtze in dieser Richtung zeigen jedoch, dall Transkriptionsfaktoren oder
Komponenten von Signaltransduktionswegen hiufig entweder essentiell, redundant, oder nur
unter ganz speziellen Bedingungen in bestimmten Geweben aktiv sind. Nullmutationen in den
zugehorigen Genen sind daher vielfach entweder lethal oder fithren nicht oder nicht zu einer

auffilligen Abweichung des Phinotyps vom Wildtyp.
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4.5 Die TTI-ahnlichen Gene - eine neue Klasse pflanzlicher Zinkfinger-Proteine

4.5.1 Die Isolierung des 77T1-Gens

Auf Grund eines deutlich sichtbaren Phénotyps konnte die ##/-Mutante isoliert, der Grup-
pe der samenspezifischen ##~-Mutanten zugeordnet sowie der zugehorige Lokus kartiert werden
(Koornneef, 1990). Eine weitere Beschreibung phianotypischer Eigenschaften erfolgte durch
Shirley (1995) und im Zuge der Charakterisierung von banyuls erwies sich der ban-Phénotyp
als epistatisch iiber #/ (Albert et al., 1997). Auf Grund der Tatsache, daB3 eine #1/ban-
Doppelmutante sowohl vorzeitig rote Pigmente in der Samenschale akkumuliert als auch in der
Lage ist, in einer an das Endothel angrenzenden Zellschicht im Bereich der Mikropyle des Sa-
mens Catechine zu bilden, wurde vermutet, daf3 es sich bei TT1 um einen Regulator von BAN
oder einer weiteren LCR-Aktivitdt handelt (Devic et al., 1999). Dariiber hinaus war jedoch bei
Beginn dieser Arbeit wenig tiber #t/ bekannt.

In dieser Arbeit gelang es, ausgehend von der Pflanze 5K60.3, die auf Grund ihrer gelben
Samenfarbe in einer En/-mutagenisierten A. thaliana-Population identifiziert wurde und deren
Nachkommen in Testkreuzungen die #//-Mutation nicht komplementieren konnten (3.1.4), das
TTI-Gen zu isolieren. Dazu wurde zunéchst eine Kosegregationsanalyse durchgefiihrt, um zu
zeigen, dafl der #/-Lokus tatsidchlich durch die Anwesenheit des Transposons markiert war
(3.4.1). Dabei erwies es sich als vorteilhaft, dafl die Zahl der Insertionen pro Linie der in dieser
Arbeit verwendeten Population im Vergleich zu anderen transposonbasierten Systemen recht
niedrig ist. Mit durchschnittlich sechs (Wisman et al., 1998) liegt sie in einem Bereich, der die
Anwendung von konventionellen DNA-Gel-Blot-Techniken zur Identifikation von Banden,
die mit einem Phédnotyp kosegregieren, sowie einfacher PCR-Methoden zu ihrer Isolierung
erlaubt. Die RACE-Methode erwies sich als sehr effizientes Mittel der Gewinnung flankieren-
der Sequenzen (3.4.2). Andere Moglichkeiten wiren hier Inverse-, TAIL- oder Linker-PCR
gewesen (zusammengefalit in Maes et al., 1999). Es konnten flankierende Bereiche von vier

der vermuteten fiinf Insertionen amplifiziert werden.
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Die flankierenden DNAs, die auf Grund ihrer Kartenposition oder mangelnder Kosegregati-
on mit dem #z/-Phénotyp nicht weiter untersucht wurden, repriasentierten Insertionen in
Genen, die fiir ein DNA-bindendes Protein, eine putative Kinase sowie ein Protein mit Ahn-
lichkeit zu sauren Phosphatasen kodierten. Die Anwesenheit von mehreren Insertionen, die zu
weiteren Phinotypen fiihren konnen, stellt einen Nachteil von Transposon- gegeniiber T-
DNA-Systemen dar. Aus diesem Grund und, um eine Verfilschung der Ergebnisse durch re-
vertante Sektoren zu vermeiden, wurde zur spéteren Charakterisierung des ##/-Phianotyps die
klassische EMS-Mutante verwendet. Andererseits wurde an der Linie SK60 auller dem #¢/-
Phénotyp unter den verwendeten Bedingungen keine weiteren Unterschiede zum Wildtyp
beobachtet.

Die Komplementation des #/-Phénotyps durch Transformation von #t/-Pflanzen mit einem
DNA-Fragment, das mit der flankierenden DNA der kosegregierenden En/-Insertion hybridi-
sierte, bewies, dafl das verwendete 12 kb groB8e Fragment das 777-Gen enthielt (3.4.6). Bei der
Bestimmung der Nukleotidsequenz dieses Fragmentes erwies sich das GPS-Kit (2.3.8) als
duBerst hilfreich und effizient. Es zeigte sich, dall die Sequenz eine ausgedehnte Wiederholung
des Motivs TA sowie eine des Motivs AAG enthielt (3.4.7.1). Dabei handelt es sich um zwei
der haufigsten in 4. thaliana gefundenen Mikrosatelliten-Motive, fiir die ein genomweites Auf-
treten auch innerhalb kodierender Bereiche beschrieben ist (Depeiges et al., 1995). Dariiber
hinaus enthielt die Sequenz eine ausgedehnte Duplikation. Diese Duplikation fiihrte beim Ver-
such des ,,primer walkings” dazu, daB die verwendeten Sequenzierprimer mehrere Bindestellen
fanden und daher keine oder tliberlagernde Sequenzen lieferten. Auch die bei der Anwendung
der ,,random subcloning”-Methode zur Bestimmung der Sequenz beobachteten Kreuzhybridi-
sierungen konnten durch diese Duplikation erklért werden.

Die Ver6ffentlichung der Sequenz des BAC-Klons F1106 bestitigte weitgehend die im
Rahmen dieser Arbeit ermittelten Daten. Der innerhalb des 12 kb Spel-Fragmentes duplizierte
Bereich findet sich auf diesem BAC noch in iiber 20 mehr oder weniger vollstindigen Wieder-
holungen. Haufungen repetitiver Elemente treten vor allem in zentromernahen Regionen auf,
wo sie eventuell Funktionen bei der Segregation und der Bewahrung der Integritit der Chromo-
somen ausiiben (Heslop-Harrison et al., 1999). Das Zentromer von Chromonsom I wurde in

der Ndhe des Markers m133 bei etwa 59 cM lokalisiert (Round et al., 1997). Mit Hilfe der RI-
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Linien und der IGF-BAC-Bibliothek konnte die von Koornneef (1990) fiir den #t/-Lokus be-
stimmte Position von etwa 55 ¢cM in der Nédhe des Zentromers von Chromosom I bestitigt
werden (3.4.3-5). Die Zentromere der Chromosomen wurden auf Grund der Schwierigkeiten,
die das Sequenzieren derartig komplexer repetitiver Bereiche bereitet, im Rahmen des
A.-thaliana-Genomprojektes zundchst ausgespart. Daher mul3 offen gelassen werden, ob es
sich bei dem hier gefundenen Element um eine Sequenz handelt, die fiir die Zentromere aller

A.-thaliana-Chromosomen typisch ist.

4.5.2 TT1 und idhnliche pflanzliche Zinkfinger-Proteine

Die Analyse der Sequenz des 77/-Gens mit verschiedenen Computerprogrammen ergab,
daB es fiir ein Protein mit hoher Ahnlichkeit zu Zinkfinger-Proteinen kodierte (3.4.7). Der
Begriff ,,Zinkfinger” bezeichnet Sequenzmotive, in denen Cysteine und/oder Histidine mit
einem oder mehreren Zink-Atomen lokale Peptidstrukturen mit spezifischen Funktionen aus-

bilden. Ein Beispiel fiir eine solche Struktur ist in Abbildung 34A dargestellt.

A Xix? B
X 0?
A3
X : —> —
X G’ TTGACAGTGTCACTTGACAGTGTCAC
X G S = [LUILTIT LTI r]-3y
c H AACTGTCACAGTGAACTGTCACAGTG
X\ X° <— <—
X 7Zn X?
C / \ X:LO
X H
X X
X X

Abbildung 34: Struktur eines pflanzlichen Zinkfinger-Motivs vom C2H2-Typ sowie
der von ZPT2-1 erkannten DNA Sequenz.

In A ist die generelle Struktur eines Zinkfinger-Motiven vom C2H2-Typ dargestellt. In allen
bisher beschriebenen Motiven dieses Typs konservierte Positionen sind farbig hervorgehoben.
Zink-bindene Aminoséuren sind rot, hydrophobe griin und die DNA kontaktierende blau dar-
gestellt. Die Nummerierung der Aminosduren beginnt mit der ersten Position des putativen -
helicalen Bereiches (+1). Der Kasten markiert das in vielen pflanzlichen Zinkfinger-Proteinen
konservierte QALGGH-Motiv (nach Takatsuji, 1999, verandert). B zeigt die von ZPT2-1 in
Gelretardierungsexperimenten gebundene DNA-Sequenz (Takatsuji ef al., 1994).
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Nach der Anordnung der Zink-bindenden Aminosduren werden verschiedene Gruppen von
Zinkfinger-Motiven unterschieden (Takatsuji, 1998). Einige Klassen von Zinkfinger-Motiven
sind Teil der DNA-Binde-Doménen von Transkriptionsfaktoren, wéahrend andere Protein-
Protein-Interaktionen vermitteln (Mackay und Crossley, 1998).

Die in der abgeleiteten Aminoséuresequenz von 77/ identifizierten Zinkfinger-Motive ge-
horen zwei verschiedenen Typen an. Wéhrend das weiter C-terminal gelegene einen
sogenannten imperfekten Finger vom C2HC-Typ darstellt, zeigt das erste Ahnlichkeit zu den
in Transkriptionsfaktoren wie TFIIIA aus Xenopus oder KRUPPEL aus Drosophila gefunde-
nen Motiven (Rosenberg ef al., 1986). Es entspricht der Konsensus-Sequenz C-X,-C-X5-F-
Xs-L-X,-H-X3-H und wird daher auch als C2H2-Typ bezeichnet. Die in dieser Sequenz kon-
servierten Cysteine und Histidine dienen der Zink-Bindung, wihrend die hydrophoben
Aminosduren Phenylalanin und Leucin fiir die Ausbildung einer stabilen Sekundérstruktur
benoétigt werden. Der erste pflanzliche Zinkfinger des C2H2-Typs wurde im Protein ZPT2-1
aus P. hybrida entdeckt, das auf Grund seiner Interaktion mit dem Promotor eines Gens fiir
ein Enzym des Shikimatweges identifiziert wurde (Takatsuji et al., 1992). ZPT2-1 und ver-
wandte Proteine enthalten zwei Zinkfinger-Motive des in Abbildung 34A dargestellten Typs.
Sie binden jeweils spezifisch die in Abbildung 34B dargestellte DNA-Sequenz, die aus zwei
kurzen invertierten Sequenzwiederholungen besteht. Vergleiche der Bindungsspezifitdt unter-
schiedlicher Proteine dieses Typs zeigten, dal der Abstand zwischen den beiden Zinkfinger-
Motiven im Protein den bevorzugten Abstand zwischen den erkannten DNA-Abschnitten
bestimmt (Takatsuji et al., 1994). Mittlerweile sind mehr als 30 pflanzliche Gene bekannt, die
fiir Proteine mit einem bis vier Zinkfinger-Motiven vom C2H2-Typ kodieren. Zu den am be-
sten untersuchten Proteinen mit einem Motiv dieser Art gehért SUPERMAN aus A. thaliana,
fiir das eine Funktion in der Regulation der Entwicklung verschiedener Bliitenorgane gezeigt
werden konnte (Sakai et al., 1995). Weitere A. thaliana Proteine mit einem Zinkfinger sind
ZFP1 bis 8 (Tague und Goodman, 1995). ZAT2 bis 12 sowie STZ, fiir das eine Rolle in der
Salztoleranz nachgewiesen wurde (Lippuner ef al., 1996), enthalten zwei, ZAT1 drei C2H2-
Zinkfinger-Motive (Meissner und Michael, 1997).
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Zwei auffillige strukturelle Besonderheiten unterscheiden pflanzliche C2H2-Zinkfinger-
Proteine von denen anderer Eukaryoten. Erstens sind die Abstinde zwischen einzelnen Zink-
finger-Motiven relativ grofl und variabel, wéhrend sie in tierischen Zinkfinger-Proteinen mit
meistens sieben Aminosduren kurz und von festgelegter Linge sind. Zweitens enthalten die
weitaus meisten aus Pflanzen bekannten C2H2-Zinkfinger die konservierte Sequenz
QALGGH (Takatsuji, 1999). Sie liegt in einem o-helicalen Bereich der Struktur, der direkt mit
der DNA interagiert, und enthdlt zwei der drei Positionen, die die DNA-Bindungsspezifitét
tierischer Zinkfinger-Proteine bestimmen [Jacobs, 1992 #1733]. In vitro-Bindungsstudien mit
mutierten Proteinen haben gezeigt, dal diese Sequenz auch in Pflanzen die DNA-Bindung be-
stimmt (Kubo et al., 1998). Fiir die Proteine ZPT2-2 und ZPT2-3 aus P. hybrida konnte
gezeigt werden, da3 auch die Position 10 die Bindungsspezifitdt beeinfluf3t (Takatsuji, 1996).

Nur zwei der bislang in der Literatur beschriebenen pflanzlichen C2H2-Zinkfinger-Proteine
fehlt das QALGGH-Motiv: PCP1 aus Solanum tuberosum (Kiihn und Frommer, 1995) und
ID1 aus Z. mays (Colasanti et al., 1998). PCP1 wurde isoliert, weil dieser Faktor einem He-
festamm mit defektem Saccharose-Transporter das Wachstum auf Saccharose erméglicht. Dies
geschieht vermutlich durch Aktivierung eines Transporters oder einer sekretierten Invertase.
ID1 reguliert die Produktion eines Signals in den Blittern von Z. mays, das fiir den Ubergang
zur reproduktiven Entwicklung notwendig ist. Die fiir alle bislang erwéihnten pflanzlichen
Zinkfinger-Proteine vermuteten oder nachgewiesenen regulatorischen Funktionen legen nahe,
daf3 es sich auch bei TT1 um ein regulatorisches Protein handelt.

PCPI und ID] sind die einzigen funktionell charakterisierten Sequenzen mit hoherer Se-
quenzdhnlichkeit zu 771. Gemeinsames Merkmal der von ihnen kodierten Proteine ist, da3 sie
sowohl ein Zinkfinger-Motiv vom C2H2- als auch eines vom C2HC-Typ enthalten, die je-
weils nicht das QALGGH-Motiv aufweisen. Die Gendatenbank des NCBI enthélt
mittlerweile mehrere andere Sequenzen mit hoher Ahnlichkeit zu PCPI und ID1." Es konnten
jedoch dariiber hinaus sechs Sequenzen identifiziert werden, die eine hohere Ahnlichkeit zu

TTI aufweisen (3.4.8) und sich insgesamt deutlich von den beiden anderen Genen unterschei-

" Beispiele fiir GenBank-Eintréige mit hoherer Ahnlichkeit zu PCP1 und ID1 sind etwa AC005936-43,
AC005936-45, AC002330, AB005239, AB005240, AF0058757, AB005243 oder AB011483.
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den. Es handelt sich dabei um vier genomische Sequenzen aus A. thaliana, eine EST-Sequenz
aus Glycine max sowie ein genomisches Fragment aus Hordeum vulgare.

Wihrend in PCP1 und ID1 die Zinkfinger-Motive aminoterminal lokalisiert sind, liegen sie
in den TT1-dhnlichen Proteinen carboxyterminal. In diesem Bereich findet sich die grof3te Se-
quenzihnlichkeit zwischen den TT1-dhnlichen Proteinen (Abbildung 35). Die Ahnlichkeit
beginnt bereits 16 Aminosduren vor dem ersten Zinkfinger-Motiv, und endet erst etwa 30
Aminosduren nach dem zweiten. Sie umfait auch den Bereich zwischen den Fingern, der eine
Lénge von 63 Aminosduren hat. Nur das N-terminale Zinkfinger-Motiv enthilt die in allen
C2H2-Zinkfingern konservierten Positionen Phenylalanin und Leucin. Der C-terminale nicht
kanonische Finger weist an diesen Positionen in TT1 anstelle des Phenylalanins ein Leucin
und in allen TT1-dhnlichen Sequenzen anstelle des Leucins (+4) ein Tryptophan auf. Damit
handelt es sich jeweils um konservative Ersetzungen der hydrophoben Aminosduren, die fiir
die Ausbildung der Sekundirstruktur benodtigt werden. Die fiir die DNA-Bindungsspezifitét
verantwortlichen Aminosduren unterscheiden sich jeweils zwischen dem ersten und dem zwei-
ten Finger, sind jedoch in allen vier A. thaliana-Sequenzen identisch. Diese Beobachtungen
konnten dafiir sprechen, da3 die C-terminalen Bereiche von TT1 und den TT1-dhnlichen Pro-

teinen DNA-Bindedoménen darstellen, die jeweils dhnliche cis-Elemente erkennen.

Legende zu Abbildung 35 (siehe folgende Seite):

TTI1-éhnliche Sequenzen (,,I7T1 like sequences“, TLS) wurden in der Gendatenbank des NCBI
mit dem Blast-Algorithmus identifiziert. At7T71 (AF190298, sieche Anhang 8), A¢TLSI
(AL049660), AtTLS2 (ACO011438), AtTLS3 (AB025629), AtTLS4 (AC006085.9), GmTLSI
(AW278047), HvTLS1 (AJ234704). Fir AC006085.9 und AB025629 wurde gegeniiber der
Annotation der Datenbankeintrage, analog zu der fiir 77/ und AL049660 experimentell besta-
tigten, eine andere Akzeptor-SpleiB-Stelle gewihlt, um den Bereich der Ahnlichkeit zwischen
den Sequenzen zu vergroflern. Die farbige Kodierung der Aminosduren innerhalb der Zinkfin-
ger-Motive entspricht der in Abbildung 34A. Ein saurer Bereich in TT1 ist unterstrichen, die
konservierten putativen Kernlokalisierungssignale sind eingerahmt.
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Abbildung 35: Vergleich der abgeleiteten Aminosiuresequenzen von 771-idhnlichen
Genen. Legende siche vorherige Seite.
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Zu den im carboxyterminalen Bereich aller Sequenzen konservierten Domédnen gehéren auch
zwel kurze Abschnitte von jeweils drei basischen Aminosiduren und einem Histidin (KRKH
bzw. KHKR), die als Kernlokalisierungssignale dienen konnten (Raikhel, 1992). Die Ahnlich-
keiten der Proteine im aminoterminalen Bereich dagegen sind gering. Viele der Sequenzen
enthalten verschiedene serin- und/oder threoninreiche Abschnitte (z.B. A¢TT1, AfTLS2 und 4
zwischen Position 100 und 120 in Abbildung 35 oder AfTLS1 zwischen 205 und 215). Solche
Regionen werden hdufig in Transkriptionsfaktoren gefunden und reprédsentieren mogliche
Phosphorylierungsstellen. Phosphorylierung kann die zelluldre Lokalisation, DNA-Bindung,
Transaktivierung und den Umsatz von Transkriptionsfaktoren regulieren (Liu et al., 1999).
Weiterhin enthalten manche der Sequenzen Abschnitte, in denen wiederholt Leucine vorkom-
men (z.B in A¢TT1 der Bereich 118-157, in AfTLS3 1-64 oder die offenbar in allen A.-thaliana-
Sequenzen konservierten Positionen 183-192). Fiir repetitive Leucin-Strukturen wie leucinrei-
che Wiederholungen (,,Jeucine-rich repeats®, LRR) konnte eine Beteiligung an Protein-Protein
Wechselwirkungen nachgewiesen werden (Kobe und Deisenhofer, 1994). TT1 enthélt im ami-
noterminalen Bereich schlieSlich einen auffilligen Strang Glutaminsédure-Einheiten, wihrend in
den anderen Sequenzen vor allem Asparaginsdure und Prolin gehéduft auftreten. Diese drei
Aminsosduren sind wichtige Bestandteile verschiedener Klassen von Aktivierungsdoménen
(Mitchell und Tjian, 1989). Die mogliche Anwesenheit der verscheidenen erwdhnten Doménen
spricht ebenfalls dafiir, da3 es sich bei TT1 und den TT1-dhnlichen um regulatorische Proteine
handelt.

Obwohl das 7T/-Gen im 3’-Bereich eine hohe Ahnlichkeit zu den vier anderen Sequenzen
aufweist, sprechen die Ergebnisse der DNA-Gel-Blot-Analysen (3.4.9) und die Tatsache, daf3
die #t/-Mutation zu einer deutlich sichtbaren Phinotypabweichung fiihrt, dafiir, da3 das 771-
Gen nur in einer Kopie im Genom von A. thaliana vorliegt. Die aus dem genomischen Frag-
ment aus H. vulgare abgeleitete Peptidsequenz weist eine Identitit von 72% und 82%
Ahnlichkeit zu TT1 auf. Allerdings enthilt sie nur das Ende des ersten Zinkfinger-Motivs und
den groBten Teil des anschlieBenden Bereiches und erlaubt daher keine Aussage iiber die An-
wesenheit eines zweiten Zinkfingers. Auf Grund der hohen Sequenzédhnlichkeit kann jedoch
davon ausgegangen werden, dall es sich um ein TT1-dhnliches Protein handelt. Das konnte

bedeuten, daB3 solche Proteine schon vor der Trennung von mono- und dikotylen Pflanzen
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existierten. Die EST-Sequenz aus G. max belegt, dal TT1-dhnliche Gene auch in anderen
Pflanzenarten als A. thaliana exprimiert werden. Da bei bisherigen Ansédtzen zur Isolierung
pflanzlicher C2H2-Zinkfinger-Proteine jedoch hdaufig DNA-Sonden oder PCR-Primer verwen-
det wurden, die fiir das QALGGH-Motiv kodierende Sequenzen detektierten, konnte auf diese
Weise bislang kein Protein ohne dieses Motiv isoliert werden. Die 777-dhnlichen Gene einer-
seits und die PCPI- und IDI-dhnlichen Gene andererseits konnten somit zwei Untergruppen
einer neuartigen Familie von pflanzlichen Zinkfinger-Proteinen darstellen. Als gemeinsames
Merkmal dieser Gruppe konnte bis zur Schaffung einer positiven Definition auf der Grundlage

eines umfassenderen Datenbestandes das Fehlen des QALGGH-Motivs angesehen werden.”

4.5.3 Mogliche Funktion von TT1

Um Anhaltspunkte fiir die moglicherweise von TT1 regulierten Vorgénge zu erhalten, wur-
de die Expression verschiedener Gene der Flavonoidbiosynthese in mehreren Organen von
Landsberg erecta Wildtyp und ##//-Mutante untersucht (3.4.11.1). Es zeigte sich, dal weder
die organspezifische Expression noch die UV-Induktion der Gene der Flavonoidbiosynthese in
Bliiten, Bliitenknospen, Stengel und Blattern der Mutante deutlich beeintrachtigt war. Einzig
die DFR-Expression in der Wurzel schien in #/, nach Korrektur der beobachteten Signalinten-
sitdten, reduziert zu sein. Diese Beobachtung mufl unter Verwendung unabhingiger RNA-
Proben und alternativer Methoden {iiberpriift werden. Dazu konnten die Transkriptmengen
mittels RT-PCR bestimmt oder Reporterkonstrukte wie FLS::GUS oder DFR::GUS in die #!-
Mutante transformiert oder eingekreuzt werden.

Die in Bléttern und Bliitenknospen von Wildtyp und #¢/-Mutante nachgewiesenen Gehalte
an Flavonoid-Glykosiden unterschieden sich nicht (3.4.11.2). Die Analyse von Flavonoid-
Aglykonen in #t/-Samen zeigte dagegen, dafl sie im Unterschied zum Wildtyp kein Cyanidin
enthielten. Diese Beobachtung kann analog zu den fiir #15 angestellten Uberlegungen dadurch
erklart werden, dal3 es sich bei TT1 um einen samenspezifischen Regulator der Biosynthese

von Anthocyanidinen oder von kondensierten Tanninen handelt, deren Hydrolyse Cyanidin

" Auch die abgeleiteten Aminosiuresequenzen folgender ESTs enthalten Zinkfinger-Motive ohne den
QALGGH-Konsensus: T04539 (4. thaliana), L47889 (Brassica rapa), A1621774.1 (Z. mays, cDNA aus Blatt
Primordien), D47784 (Oryza sativa), AA754318 und AA754326 (O. sativa, cDNA aus unreifen Karyopsen).

Aufgrund der Kiirze der Sequenzen ist jedoch keine Aussage iiber die Anzahl der Zinkfinger im Protein moglich.
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freisetzt. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wire es besonders interessant, die Expression
der Strukturgene der Flavonoidbiosynthese in definierten Stadien sich entwickelnder #/-Samen
mit der in Wildtyp-Samen zu vergleichen. RNA fiir entsprechende Gel-Blot-Analysen konnte
aus Schoten gewonnen werden. Die Untersuchung solcher RNA-Proben erlaubt jedoch keine
Unterscheidung der Genexpression in den Schotenklappen von der in den Samen selbst. Aus
isolierten Samen konnte im Rahmen dieser Arbeit keine hinreichende Menge RNA von akzep-
tabler Qualitdit gewonnen werden. Mogliche alternative Wege zur Untersuchung der
Expression der Gene der Flavonoidbiosynthese in sich entwickelnden Samen wiren in situ-
Hybridisierungen mit Sonden fiir die entsprechenden Transkripte (Devic et al., 1999), die
Konstruktion von Reporterlinien (s.o0.) oder die Immundetektion der entsprechenden Proteine.

Die Expression des 777-Gens konnte nur mit Hilfe von RT-PCR nachgewiesen werden. Es
zeigte sich, daB3 das Gen in Bliiten und Schoten exprimiert war (3.4.10.1). Die Untersuchung
transgener Pflanzen, die 771-Promotor-GUS-Fusionen enthielten, bestétigte dieses Ergebnis
und erlaubte es, das durch den 777/-Promotor vermittelte Expressionsmuster raumlich und
zeitlich weiter einzugrenzen (3.4.10.2). Der TTI-Promotor war in Bliiten und Schoten der
Stadien 14 bis etwa 17, also bis zur vollstindigen Differenzierung des Embryos, in Funiculus
und Integumenten der Samenanlagen aktiv. Die aus dieser streng begrenzten Aktivitit resultie-
rende 777/-mRNA war vermutlich in RNA-Proben, die aus ganzen Bliiten bzw. Schoten
unterschiedlichen Alters gewonnen wurden, so weit “verdiinnt”, daf3 sie mittels RNA-Gel-
Blot-Analysen nicht nachgewiesen werden konnte. Eine geringe Transkriptkonzentration er-
klart vermutlich auch das Fehlen eines A¢TT1-EST-Klons. Bei G. max war es dagegen moglich,
eine cDNA-Bibliothek aus unreifen Samenschalen herzustellen, aus der ein EST fiir ein 771-
dhnliches Gen gewonnen werden konnte (4.5.2). Detailliertere Untersuchungen sind nétig, das
Expressionsmuster von A¢77T1 genauer zu charakterisieren. Hierzu wire es mdglich, X-Gluc
gefarbte Teile der Promotor-GUS-Pflanzen in Paraffin einzubetten und histologische Schnitte
anzufertigen. Da es sich bei der als Reporterenzym verwendeten B-Glukuronidase jedoch um
ein relativ stabiles Protein handelt, erlaubt dieses Verfahren keine prizise zeitliche Eingren-
zung der TTI-Promotoraktivitidt. Diese konnte besser durch in situ-Hybridisierungen oder
Immunlokalisation des TT1-Proteins untersucht werden, um sie mit den Ergebnissen fiir ande-

re Gene der Flavonoidbiosynthese zu vergleichen.
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Sollte sich das in den Samenschalen von G. max exprimierten Gen als homolog zu 771 erwei-
sen, so bdten sich die weitaus grofleren Samen dieser Art als vereinfachtes Studienobjekt an.

Die beobachtete Reportergenaktivitit in Ovulen, die sich nicht weiter entwickeln, wirft die
Frage auf, ob die 7T/-Expression in allen kompetenten Geweben im Verlauf der Schotenent-
wicklung erfolgt, oder erst durch die Bestiubung ausgelost wird. Diese Frage konnte
beantwortet werden, indem die Antheren aus Knospen von 777-Promotor-GUS-Pflanzen
kurz vor deren Offnung, und damit kurz vor der Selbstbestiubung, entfernt und die Gynoe-
ceen nach einigen Tagen mit X-Gluc gefarbt wiirden. Die Analyse transgener Pflanzen, die
kiirzere Promotor-GUS-Konstrukte enthalten, wiirde es schlie3lich erlauben, die fiir die zeitli-
che und ridumliche Kontrolle der 777-Expression verantwortlichen Promotorelemente
einzugrenzen. Diese lieBen moglicherweise Riickschliisse auf die an sie bindenden Regulatoren
zu oder erlaubten es sogar, sie mit Hilfe des Hefe “One-Hybrid”-Verfahrens (Li und Hersko-
witz, 1993) oder durch “DNA-Liganden-Screening” zu isolieren (Somssich und Weisshaar,
1996). Potentielle Regulatoren konnten dann als Effektoren in Kotransfektionsexperimenten in
A.-thaliana-Protoplasten mit 77 /-Promotor-GUS-Konstrukten als Reporter eingesetzt und so
auf ihre Funktionalitit getestet werden.

Auf Grund der Beschrankung der Expression von 77/ auf sich entwickelnde Samen ver-
wundert es nicht, daB3 die ##/-Mutante keine feststellbaren Verdnderungen in der Flavonoid-
akkumulation in Blattern und Knospen sowie keine deutlich verdnderte Expression der Struk-
turgene der Flavonoidbiosynthese in verschiedenen Pflanzenteilen aufwies. Alle bislang
gemachten Beobachtungen sprechen dafiir, dal3 es sich bei #/ tatsdchlich um eine samenspezi-
fische Mutation handelt. Der Mechanismus, durch den TT1 die Pigmentierung der Samen
beeinflufit, ist jedoch unbekannt. Die auf Grund von Sequenzvergleichen postulierte Anwe-
senheit zweier Zinkfinger-Motive im Protein legte die Vermutung nahe, da3 es sich bei TT1
um ein regulatorisches Protein, eventuell um einen Transkriptionsfaktor handelt. Einen mogli-
chen Hinweis auf eine Bedeutung der Zinkfinger-Motive des TT1-Proteins in vivo gab die
Analyse der 7t/-Mutante (3.4.7.3). Dabei konnte eine Mutation am Exon-Intron-Ubergang des
1t1-Gens festgestellt werden, die zu einer Leserasterverschiebung und zu einem vorzeitigen
Stop-Kodon fiihrt. Das daraus vermutlich resultierende Fehlen beider Zinkfinger am ttl-

Protein fiihrt offenbar zu einem vollstandigen Funktionsverlust. Die Vermutung, dal es sich
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bei TT1 um einen Regulator der Transkription handeln konnte, wird experimentell durch die
nachgewiesene Lokalisation des Proteins im Zellkern unterstiitzt (3.4.12). Zur Uberpriifung
der Funktion der putativen Kernlokalisierungssignale wire es in diesem Zusammenhang wiin-
schenswert, die Lokalisation von TT1-GFP-Fusionsproteinen zu untersuchen, in denen sie
deletiert oder durch Einfithrung von Mutationen verindert sind.

Einen weiteren Anhaltspunkt fiir eine regulatorische Funktion von TT1 lieferte die Vielzahl
der durch Uberexpression des TT1-Gens hervorgerufenen schweren phinotypischen Verinde-
rungen und homeotischen Transformationen (3.4.13). Die ektopische Expression des Gens
bewirkte vermutlich, dal das Protein zu Zeitpunkten und in Konzentrationen in Geweben
vorlag, die von denen des Wildtyps deutlich abwichen. Die dadurch moglichen abweichenden
Interaktionen mit anderen Proteinen fiithrten zur Aktivierung oder Repression pflanzlicher
Entwicklungsvorgénge, die sonst vermutlich einer strikten zeitlichen und rdumlichen Kontrolle
durch andere, moglicherweise TT1-dhnliche Proteine unterliegen. Einige der Funktionen dieser
TT1-dhnlichen Proteine lieBen sich z.B. durch die Analyse von Null-Mutanten nachweisen,
die, sofern ihre Sequenzen bekannt sind, aus der in dieser Arbeit benutzten Enl/-Population
isoliert werden konnten. Aufschliisse liber die Funktion von TT1 konnten auch durch detai-
liertere Untersuchungen der 35S-TT1-Pflanzen in Bezug auf die Effekte der Uberexpression
auf die Entwicklung der Samenanlagen, die zur Sterilitdt dieser Pflanzen fiihren, gewonnen
werden.

Ein anderer experimenteller Ansatz um herauszufinden, welche Gene eventuell von TT1 re-
guliert werden, ist die Durchfiihrung von Kotransfektionen, in denen TT1 als Effektor und
Fusionen der Promotoren von potentiellen “Zielgenen” mit GUS als Reporter eingesetzt wer-
den. Dafiir bieten sich zunichst die Gene der Flavonoidbiosynthese an. Weitere potentielle
“Zielgene” lieBen sich mittels “differential display” Methoden ermitteln (Liang und Pardee,
1992). Mit diesem Verfahren konnten diejenigen Gene identifiziert werden, deren Expression
sich zwischen der ##/-Mutante (oder einer 35S-TT1-Pflanze) und Landsberg erecta Wildtyp

unterscheidet.
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Sollte es sich bei TT1 um einen Transkriptionsfaktor handeln, so miiite das Protein DNA
binden und/oder an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt sein. Ein Vergleich der in TT1 ge-
fundenen Zinkfinger-Motive mit der Gendatenbank des NCBI ergab, daf} bislang kein Protein,
fiir das die erkannte DNA-Sequenz bekannt ist, in den Positionen, die die DNA-
Bindungsspezifitit bestimmen, eine Ahnlichkeit zu TT1 aufweist. Daher kann an dieser Stelle
keine Vermutung iiber die eventuell von TT1 erkannte Sequenz angestellt werden. Solche Mo-
tive konnten durch “random binding site selection” Studien identifiziert werden (Howe und
Watson, 1991). Die Frage, ob es sich bei dem auffélligen Glutaminséurestrang um eine Aktivie-
rungsdomine handelt, lieBe sich in Doménenaustauschexperimenten untersuchen. Andere
Faktoren, die moglicherweise zu Protein-Protein-Interaktionen mit TT1 in der Lage sind,
konnten mit Hilfe des Hefe Two-Hybrid-Systems identifiziert werden (Bartel et al., 1993).
SchlieBlich sollte getestet werden, ob TT1 tatsdchlich Zinkfinger-Strukturen ausbildet. An-
haltspunkte dafiir konnte ein Verlust der Funktion des Proteins in Anwesenheit Zink-
bindender Substanzen, der direkte Nachweis von Zink im Protein (vgl. Sawa et al., 1999) oder

die Aufklarung der Proteinstruktur liefern.

4.6 Ausblick

Beispiele fiir weiterfithrende Fragestellungen, die sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit
ableiten, sowie mogliche experimentelle Ansétze zu ihrer Beantwortung sind im Detail bei der
Diskussion der einzelnen Punkte bereits erwdhnt worden. Generell erscheint es vielverspre-
chend, den in dieser Arbeit gewéhlten Ansatz der Isolierung von Mutanten aus mittels
Insertionsmutagenese gewonnenen A.-thaliana-Populationen weiter zu verfolgen. Durch An-
wendung von “reverse genetic screens’ konnten beispielsweise Nullmutanten bestimmter
MYB-, bHLH-, bZIP- oder Zinkfinger-Gene isoliert werden, um deren Rolle in der Induktion
oder der entwicklungsspezifischen Expression der Gene der Flavonoidbiosynthese zu untersu-
chen (4.4). Mittels gezielter und effizienter “forward genetic screens” konnten weitere
regulatorische und Strukturgenmutanten der Flavonoidbiosynthese identifiziert und die betrof-

fenenen Gene isoliert werden (4.2).
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Die anschlieBenden Untersuchungen sollten, wie fiir ¢/ skizziert, die phénotypische Charakte-
risierung der Mutante, die Expression des Gens und seine Regulation, die Lokalisation und
Modifikation des Proteins, seine Interaktion mit DNA oder anderen Proteinen, mogliche Ziel-
gene sowie die Isolierung und Charakterisierung verwandter Gene umfassen (4.5.3).
Schitzungen zufolge kodiert etwa 1% aller menschlichen Gene fiir Zinkfinger-Proteine
(Mackay und Crossley, 1998). Sie sind damit vermutlich eine der groBiten Klassen von Tran-
skriptionsfaktoren iiberhaupt und werden in tierischen Systemen schon seit lingerem
entsprechend intensiv erforscht. Pflanzliche Zinkfinger-Proteine sind dagegen noch bei weitem
nicht so ausfiihrlich charakterisiert wie andere Klassen von Transkriptionsfaktoren. Unter den
Zinkfinger-Proteinen vom C2H2-Typ galt das Hauptaugenmerk bislang denen, die das
QALGGH-Motiv enthalten. Die Isolierung von PCP1 und ID1 sowie die mit dieser Arbeit
begonnene Charakterisierung von TT1 zeigen jedoch, dall noch weiteren Familien von Zinkfin-
ger-Proteinen wichtige Rollen in der Biologie der Pflanzen zukommen. Die Bestimmung der
vollstandigen Nukleotidsequenz des Genoms von A. thaliana wird zeigen, wie grol3 hier die
Zahl der Zinkfinger-Proteine ist. Durch die gezielte Anwendung der fiir dieses Modellsystem
zur Verfligung stehenden Analysemethoden konnen diesen Proteinen Funktionen zugeordnet
werden, um so unser Verstindnis der Regulation entwicklungsspezifischer und stimulusindu-

zierter Prozesse in Pflanzen zu erweitern.
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5 Zusammenfassung

Die Flavonoidbiosynthese und ihre Regulation dienen schon seit langem als Modell zum
Studium entwicklungsspezifischer und stimulusinduzierter Genexpression bei Pflanzen. Die
Vorziige dieses Systems, wie die Lebensfihigkeit von Mutanten und die leichte Nachweisbar-
keit von abweichenden Phénotypen, wurden in dieser Arbeit auf ein System angewandt, das
die Integration biochemischer, molekularer und genetischer Ansétze erlaubt: Arabidopsis tha-
liana. Durch Promotorstudien, die Charakterisierung vorhandener und die Isolierung neuer
Mutanten konnten so neue Erkenntnisse iiber die Regulation von stimulusinduzierter sowie
gewebe- und entwicklungsspezifischer Genexpression gewonnen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei Projekte zum Abschlufl gebracht werden, die in
vorangegangenen Arbeiten begonnen wurden (Hartmann, 1997). Zum einen wurde die Analyse
der Promotoren der bei der Biosynthese der Flavonole koordiniert exprimierten Gene durch
Untersuchung des F3H-Promotors vervollstindigt. Es zeigte sich, dal dieser eine Architektur
aufweist, die sich von der der Promotoren von CHS, CFI und FLS unterscheidet. Die Lichtin-
duktion der F3H-Expression wird jedoch ebenso wie die von CHS, CFI und FLS durch ein
ACGT-Element und ein MYB-Erkennungselement vermittelt. Die Beteiligung gleicher cis-
Elemente an der Lichtinduktion aller untersuchten Gene spricht dafiir, da3 deren Expression
durch die gleichen trans-Faktoren reguliert wird. Zum anderen wurde mit verschiedenen Me-
thoden der genetische Nachweis erbracht, dall der ##6-Lokus das F3H-Gen enthilt. Mit den #-
Mutanten 4, 5, 6 und 7 (chs, cfi, f3h und f3’h) sowie der Enl-Linie 5P90, die eine Transposo-
ninsertion im FLS-Gen aufweist, stchen nun Mutanten fiir alle Schritte der Biosynthese der
Flavonole zur Verfiigung.

Weiterhin konnte mit #/5 eine neue A. thaliana transparent-testa-Mutante charakterisiert
werden. In vegetativen Teilen dieser Mutante sind die Expression von Genen der Flavonoid-
biosynthese sowie die Gehalte an Flavonoiden gegeniiber dem Wildtyp unverdndert. #15-
Samen dagegen enthalten im Vergleich zum Wildtyp deutlich weniger Cyanidin und Quercetin.
Das spricht dafiir, da3 das in dieser Mutante defekten Gen fiir einen samenspezifischen Re-
gulator der Flavonoidbiosynthese oder fiir ein Enzym der Synthese kondensierter Tannine

kodiert.
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Auch #] konnte als samenspezifische Mutante bestétigt werden. In dieser Mutante ist al-
lerdings der Quercetingehalt der Samen gegeniiber dem Wildtyp nicht verdndert, wahrend
Cyanidin vollstindig fehlt. Mit Hilfe eines neu isolierten Allels, das eine Insertion eines
Transposons am #t/-Lokus trug, konnte das 77/-Gen isoliert werden. Die Identitit dieses
Gens wurde durch Komplementation der ##/-Mutation bestitigt. Mittels RT-PCR und Promo-
tor-GUS-Fusionen konnte gezeigt werden, da3 77/ vorwiegend in den Samenanlagen
bestidubter Bliiten und sich entwickelnder Schoten exprimiert wird. Der offene Leserahmen des
TTI-Gens kodiert fiir ein Peptid von 303 Aminosduren mit einem abgeleiteteten Molekular-
gewicht von 34,5 kDa. Die Aminosduresequenz von TT1 enthélt ein Zinkfinger-Motiv vom
klassischen C2H2- sowie eines vom imperfekten C2HC-Typ. Strukturen dieser Art kdnnen
DNA binden oder Protein-Protein Interaktionen vermitteln. Da fiir ein TT1-GFP-Fusions-
protein eine Lokalisation im Zellkern nachgewiesen werden konnte, kann angenommen wer-
den, daf3 es sich bei TT1 um ein Protein mit regulatorischer Funktion handelt. Damit wurden
erstmalig Anhaltspunkte fiir eine Beteiligung von C2H2-Zinkfinger-Proteinen an der Regulati-
on der Flavonoidakkumulation im Verlauf der Samenentwicklung gefunden. In der
Gendatenbank des NCBI konnten weitere Sequenzen aus A. thaliana und anderen Pflanzen
identifiziert werden, die Zinkfinger-Motive mit hoher Ahnlichkeit zu TT1 aufweisen. Unter
diesen Sequenzen ist vor allem der carboxyterminale Bereich hoch konserviert, der jeweils ei-
nen C2H2- und einen C2HC-Zinkfinger enthélt, denen das in vielen pflanzlichen Zinkfinger-
Proteinen konservierte QALGGH-Motiv fehlt. Die Uberexpression von TT! in A. thaliana
fiihrte zu vielfdltigen schweren Verdnderungen in der Morphologie der Pflanzen. Daher kann
angenommen werden, daf3 die TT1-dhnlichen Proteine eine neue Familie pflanzlicher Zinkfin-
ger-Proteine mit wichtigen Funktionen in der Regulation pflanzlicher Entwicklungsvorginge

bilden.
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Anhang

7 Anhang

Anhang 1: Charakteristika verschiedener ##-Mutanten aus einer En/-mutagenisierten
A.-thaliana-Population.
In Anlehnung an (Shirley et al., 1995) sind verschiedene Eigenschaften der im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten ##-Mutanten aus einer En/-Population im Vergleich zu den klassischen #-
Mutanten dargestellt. Die in der Spalte ,.keine Kompl.“ bezeichneten Mutationen konnten in
Testkreuzungen jeweils nicht komplementiert werden. In der Spalte ,mut. Gen* sind
diejenigen Gene aufgefiihrt, in deren Sequenzen Mutationen nachgewiesen werden konnten
(vgl. Anhang 2). Es gelten folgende Abkiirzungen: -, fehlt; -/+, schwach ausgeprigt; -+,
vorhanden; ++, stark ausgeprégt; ?, unklares Ergebnis; /, nicht untersucht; *, wéchst in
Anwesenheit hoher Saccharose Konzentrationen (,,sucrose insensitive growth®, sig); **,
identifiziert von A. Kortstee; div., segregiert fiir den #-Phanotyp.

Pflanze Sichtbare Pigm. Fluoresz. DC (Blitter+UV) Nat. A Firbung keine mut.
Samen Blitter Samen Anth. Quer. | Kim. Weilllicht UV Kompl. Gen

174 gelb + - ++ ++ ++ griin orange TTI
5K60.3 gelb + - + + + griin orange ] 171
2 gelb + - ++ ++ ++ griin orange /
3 gelb - -1+ - -+ ++ orange orange DFR
SM48 gelb - - - - ++ orange orange SM56 ?
SMS56 gelb - - - ++ ++ orange orange SM48 /
SM81 gelb - - - ++ ++ orange orange / DFR
SM86* gelb - - - - ++ orange orange / /
SAAAS2 gelb - - - ++ ++ orange orange SAAAS4 /
SAAA54 gelb - - - ++ ++ orange orange SAAAS2 DFR
6J62 hell* gelb - - - - ++ orange orange / ?
15.783.2* hellbraun - - - -/+ ++ orange orange / DFR
4 gelb - ++ - - - weil} hellblau CHS
4AAR3 gelb - ++ - - - weill hellblau 14 /
S5N16.1* gelb - + ? - - weill hellblau 14 /
5K49.3 gelb - + ? - -/+ weill gelbl. 14 CHS
5Q24 gelb - ++ -1+ - - weil gelbl. 14 /
5K5-108 gelb - + ? - - weil} blau 14 CHS
5L63 hell gelb - + - - - weil} blau 14 ?
4AAMT gelb - + - - - weil} blau / ?
6AS137 gelb - + / / / / / 14 CHS
5 gelb - ++ - - -+ weiB gelb CHI
13.248* gelb - -/+ -/+ - - weill gelb 15 CFI
tt6 hellbraun - ++ ++ - -1+ rot rot F3H
5G38.2 gelb - -1+ ? - -1+ rot rot 6 F3H
SAAJ34 gelb - -/+ ? - - rot rot 16 F3H
4130-108 gelb - -1+ ? - - rot rot 6 F3H
7 hellbraun -/+ - + - ++ weill griin F3'H?
SR22%** braun -/+ - + - ++ weif} griin n7 /
18 gelb + - -+ -1+ -/+ griin orange /
110 hellbraun + - ++ ++ ++ griin orange /
6AAH92 gelb + - + + + griin orange / /
4ATI122 hellbraun + - ++ -/+ ++ griin orange / /
17.669 div. + - ? ++ ++ griin orange / /
SV27** div. / / / / / griin orange / /
5094** div. / / / / / griin orange / /
wt braun + - ++ ++ ++ griin orange
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Anhang 2: Sequenzen von ,targetsite* Duplikationen und ,,footprints“ aus einer Enl-
mutagenisierten A.-thaliana-Population.

Es ist jeweils der Name der Pflanze und des Gens angegeben, aus denen die Sequenz der
Insertion oder des ,,footprints* durch Sequenzierung von PCR-Produkten bestimmt wurde.
Insertionen in Exons sind mit ,,Ex.“, solche in Introns mit ,,In.“ gekennzeichnet. Integrationen
von Enl in der gleichen Orientierung relativ zu kodierenden Strang werden als ,,direkt, solche
in entgegengesetzter als ,,invers* bezeichnet. Transposoninsertionen (--) und ,,footprints*
sind fett gedruckt, ,.targetsite* Duplikationen unterstrichen.

Pflanze Insertionsort Eni- Sequenz der Insertion »Hfootprint“
Orient. (Pflanze)

s5M81 DFR, Ex. AGCGCGCCGCCA

15.783 DFR, Ex. GACAGTGAATGGAATGTTGGGGATA- -

5K49.3 CHS, Ex. invers | GCTAGGACTAAAGGAAGAGAAGATG- -

4K5-108 CHS, In. invers | - -TTTGGCATATATCTTCATTCACATA

10.348 CFI, Ex. direkt | ATGGAAACAATTAGGGCTTTATACG- - | ATACGTACGGA
ACGGACTGTGAAGCTAAAGCTGTGG (13.248)

5G38 F3H, Ex. direkt | TTTGTCGTCAATCTCGGCGACCACG- - | CCACGTACGGC
ACGGCCATGTTAGTACTCTATCCAT (5G38.2)

3AAJ34 F3H, Ex. invers | TTTGTCGTCAATCTCGGCGACCACG- - | CCACGTACGGC
ACGGCCATGTTAGTACTCTATCCAT (5AAJ34)

4130-108 F3H, Ex. CGATATATATGG

5K60.3A DBP, Ex. direkt | GGCAGAGGAGAAGTTGGCCAACAAG- -

5K60.3A | put. Kinase, Ex. | invers | CGCATCTTCACGTTTCAGCCAAATT- -

5K60.3A | saure Phosp. direkt [ACAAATCACGTCAACCTCTTAAATA- -

5K60.3A TTI, Ex. invers | CAACCAAAACTCTTGTATCAACAAT- -
AATACCCTAATTGAGCCTTTACCGC
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Anhang 3: Segregationsdaten genspezifischer CAPS-Polymorphismen fiir 4¢2/3H und
AtTTI in den RI-Linien.
C, Columbia; L, Landsberg erecta; -, kein PCR-Produkt.

NASC  Lister & Okotyp Okotyp |NASCNr. Lister & Okotyp Okotyp
Nr. Dean Marker: TT1 Marker: F3H Dean Marker: TT1 Marker: F3H
1900 CL4 C C 1950 CL209 C C
1901 CL5 C L 1951 CL217 L C
1902 CL7 - - 1952 CL214 C C
1903 CL13 C L 1953 CL231 L L
1904 CL14 L L 1954 CL232 L L
1905 CL17 L L 1955 CL235 C C
1906 CL19B L C 1956 CL237 C C
1907 CL25 L C 1957 CL238 L C
1908 CL29 C L 1958 CL240 C L
1909 CL30 L C 1959 CL242 C L
1910 CL32 L L 1960 CL245 L C
1911 CL33 L L 1961 CL253 C C
1912 CL34 L L 1962 CL257 L L
1913 CL35 L C 1964 CL264 C L
1914 CL36 C C 1965 CL266 C C
1915 CL37 C C 1966 CL267 L C
1916 CL46 C - 1967 CL279 C L
1917 CL52 L C 1968 CL283 C L
1918 CL54 C C 1969 CL284 C C
1919 CL59 C C 1970 CL288 C L
1920 CL62 C C 1971 CL295 L L
1921 CL67 C C 1972 CL296 C L
1922 CL68 L - 1973 CL297 C L
1923 CL71 L L 1974 CL302 - C
1924 CL79 C C 1975 CL303 L C
1925 CL84 - L 1976 CL311 L C
1926 CL90 - L 1977 CL321 L C
1927 CL107 L C 1978 CL332 C L
1928 CL113 L L 1979 CL342 C C
1929 CL115 C C 1980 CL345 L C
1930 CL123 C L 1981 CL349 L L
1931 CL125 C L 1982 CL350 C C
1932 CL131 C C 1983 CL351 L L
1933 CL160 L L 1984 CL356 L L
1934 CL161 C C 1985 CL358 C C
1935 CL166 C L 1986 CL359 L L
1936 CL167 C L 1987 CL363 C C
1937 CL173 C L 1988 CL367 L L
1938 CL175 L L 1989 CL370 C C
1939 CL177 C L 1990 CL377 C L
1940 CL179 C C 1991 CL378 C C
1941 CL180 - L 1992 CL386 C L
1942 CL181 L C 1993 CL390 L C
1943 CL182 L C 1994 CL394 C L
1944 CL188 C L 1995 CL395 - L
1945 CL190 L L 1996 CL397 - L
1946 CL191 C L 1997 CL398 - C
1947 CL193 C - 1998 CL400 L C
1948 CL194 - L 1999 CL259 L C
1949 CL199 C C 4686 CL53 - -
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Anhang 4: Rohdaten zu den Abbildungen 14-17.
Die GUS-Aktivitédten sind in pMol 4-MU/(mg Protein x min) und die LUC-Aktivitdten in
RLU/(ug Protein x s) angegeben.

[Dunkelwerte:

Reporter Konstruktnr. GUS LUC GUS' GUS LUC GUS' GUS LUC GUS'
AtF3H-866 SA3 74.6 37487 26.3 16.6 5396 40.5 8.0 2707 39.0

pAtF3H-463 SA4 38.9 36154 14.2 14.1 7267 25.5 5.2 2982 22.8
AtF3H-382 SA8 43.5 33531 17.1 15.5 9519 21.5 5.5 2830 25.8

pAtF3H-229 SA9 12.6 15348 10.8 12.5 8802 18.7 4.4 2176 26.8
AtF3H-463-MREm SA45 37.6 39988 12.4 23.2 16809 18.2 6.7 3155 27.8

pAtF3H-463-ACEm SA16 77.6 68469 14.9 17.9 11420 20.6 2.3 1361 21.9
AtF3H-463-dm SA48 25.8 23188 14.7 9.4 8867 14.0 2.8 1970 19.0

pAtF3H-463-ACS5m SA15 24.4 16950 19.0 17.5 11203 20.6 5.9 2820 27.6
AtF3H-463-ACS3m SA43 55.8 32949 22.3 21.2 16484 17.0 4.9 2786 23.2

pAtF3H-463-MRS2m SA44 26.5 22079 15.8 18.6 12314 19.9 6.3 3693 22.7

|Reporter Konstruktnr. GUS LuUC GUSs' GUS LuUcC GUS' GUS LuUC GUS'
AtF3H-866 SA3 6.8 2052 43.9 37.7 9610 51.7 11.7 7143 21.5

pAtF3H-463 SA4 7.5 4496 22.1 19.2 8123 31.2 12.8 11526 14.6
AtF3H-382 SA8 8.7 10794 10.7 36.9 18504 26.3 13.4 19019 9.3

pAtF3H-229 SA9 11.6 4311 35.4 15.2 10935 18.3 7.2 9152 10.4
AtF3H-463-MREm SA45 8.2 3944 27.5 51.2 21236 31.8 6.4 11230 7.5

pAtF3H-463-ACEm SA16 8.6 3911 28.9 22.3 10243 28.7 8.9 14121 8.3
AtF3H-463-dm SA48 4.7 2862 21.7 15.0 8558 23.1 11.4 6153 24.5

pAtF3H-463-ACS5m SA15 8.6 2855 39.5 21.8 8179 35.2 7.7 10024 10.1
AtF3H-463-ACS3m SA43 12.2 3344 48.0 29.9 11139 35.5 13.0 13074 13.1

pAtF3H-463-MRS2m SA44 6.2 2558 32.1 9.7 5710 22.4 12.4 19515 8.4

Mittelwert | Mittelwert Fehler Licht- Mittelwert Fehler Licht-

Reporter Konstruktnr. | MW-LUC MW-GUS MF-GUS +/- induktion MW-GUS' [MF-GUS' +/{ induktion

GUS GUS'
AtF3H-866 SA3 10732 25.9 10.8 132 37.1 4.6 102

pAtF3H-463 SA4 11758 16.3 5.0 111 21.7 2.7 75
AtF3H-382 SA8 15700 20.6 6.4 12 18.4 3.0 13

pAtF3H-229 SA9 8454 10.6 1.6 7 20.1 3.9 5
AtF3H-463-MREm SA45 16060 22.2 7.7 29 20.9 4.0 22

pAtF3H-463-ACEm SA16 18254 22.9 11.8 17 20.6 3.3 23
AtF3H-463-dm SA48 8599 11.5 3.4 1 19.5 1.8 1

pAtF3H-463-ACS5m SA15 8672 14.3 3.3 88 25.3 4.5 56
AtF3H-463-ACS3m SA43 13296 22.8 7.5 108 26.5 5.3 84

pAtF3H-463-MRS2m SA44 10978 13.3 3.2 158 20.2 3.2 124

LUC-Mittelwert des

lexperi 1] Blocks: 13190

Lichtwerte:

Reporter Konstruktnr. GUS LUC GUSs' GUS LuC GUS' GUS LUC GUS'
AtF3H-866 SA3 8974.6 23367 4128.5 2288.7 6545 3758.9 1271.2 3071 4449.5
AtF3H-463 SA4 5518.7 36486 1625.9 1561.5 8848 1897.0 589.8 4157 1525.3

pPAtF3H-382 SA8 473.9 21272 239.5 137.1 6551 224.9 69.1 2538 292.5
AtF3H-229 SA9 158.0 16392 103.6 61.7 6724 98.6 19.2 2414 85.4
AtF3H-463-MREm SA45 1697.4 39968 456.5 528.4 9969 569.8 196.9 4334 488.4
AtF3H-463-ACEm SA16 734.9 15582 506.9 552.0 8883 668.0 63.4 1550 439.3
AtF3H-463-dm SA48 20.6 15020 14.7 15.8 10731 15.9 2.7 2462 11.7
AtF3H-463-ACS5m SA15 2253.8 15761 1537.1 2073.0 11986 1859.1 549.6 5525 1069.3
AtF3H-463-ACS3m SA43 5178.9 20683 2691.6 2149.4 11848 1950.1 500.7 2478 2172.5
AtF3H-463-MRS2m SA44 2388.7 9676 2653.6 2145.3 12849 1794.8 745.6 3218 2490.4

Reporter Konstruktnr. GUS LUC GUS' GUS LUC GUS' GUS LUC GUS'
AtF3H-866 SA3 943.9 3327 3049.9 4218.3 11153 4065.4 2747.7 9233 3199.0
AtF3H-463 SA4 609.1 4015 1630.7 993.0 7255 1471.3 1608.7 10565 1636.8
AtF3H-382 SA8 175.5 8757 215.5 366.6 14075 280.0 228.1 16333 150.1
AtF3H-229 SA9 35.6 5558 68.9 137.4 10132 145.8 47.3 6493 78.3
AtF3H-463-MREm SA45 219.6 6794 347.4 957.9 18952 543.3 317.4 10089 338.1
AtF3H-463-ACEm SA16 152.9 3688 445.5 396.9 9897 431.1 491.2 15417 342.5
AtF3H-463-dm SA48 7.3 2590 30.2 16.3 6826 25.7 25.1 6310 42.7
AtF3H-463-ACS5m SA15 606.8 4421 1475.4 1120.8 8316 1448.9 920.0 8551 1156.6
AtF3H-463-ACS3m SA43 1119.8 5389 2233.8 4165.5 15560 2877.7 1672.6 11943 1505.4
AtF3H-463-MRS2m SA44 775.0 4095 2034.5 4022.4 10296 4199.3 2534.1 14944 1822.8

Mittelwert | Mittelwert Fehler Licht- Mittelwert Fehler Licht-

Reporter Konstruktnr. | MW-LUC MW-GUS MF-GUS +/- induktion MW-GUS' MF-GUS' +/{ induktion

GUS GUS'
AtF3H-866 SA3 9449 3407.4 1210.7 132 3775.2 225.2 102
AtF3H-463 SA4 11888 1818.5 762.8 111 1631.2 59.9 75
AtF3H-382 SA8 11588 241.7 61.9 12 233.8 20.8 13
AtF3H-229 SA9 7952 76.5 23.4 7 96.7 11.1 5
AtF3H-463-MREm SA45 15018 652.9 238.6 29 457.3 39.7 22
AtF3H-463-ACEm SA16 9169 398.5 102.9 17 472.2 44.7 23
AtF3H-463-dm SA48 7323 14.6 3.4 1 23.5 4.8 1
AtF3H-463-ACS5m SA15 9093 1254.0 300.8 88 1424.4 115.9 56

PAtF3H-463-ACS3m SA43 11317 2464.5 745.0 108 2238.5 203.2 84

pAtF3H-463-MRS2m SA44 9180 2101.8 502.0 158 2499.2 369.0 124

LUC-Mittelwert des

lexperimentellen Blocks: 10749
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Anhang 5: Sequenzierschemata fiir AtF3H.

In A ist das Sequenzierschema fiir die AtF3H-Sequenz aus dem Okotyp Columbia (Genbank-
Eintrag AF064064), in B das fiir die A#f3h-Sequenz aus der #t6-Mutante (Genbank-Eintrag
AF064065) dargestellt. Uber dem Genschema sind jeweils die zur Sequenzierung von PCR-
Produkten herangezogenen Primer angegeben.

S89 .
- S70
S88 -
- s77
<— S34
S87 -
— s93

L; Exon1 |=- Exon2 |={Exon3 [=

$89 -
S70
s88 < -
s87 .
——— s93
B S92 —— P I
{ Exon1 = Exon2 | [ Exon3 j=
s

+870

500bp
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Anhang 6: Genbank-Eintrag fiir die AtF3H-Sequenz aus dem Okotyp Columbia.

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
NID
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS

TITLE
JOURNAL
MEDLINE
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

mRNA

gene

CDS

AF064064 2240 bp DNA PLN 26-0CT-1998
Arabidopsis thaliana cultivar Columbia flavanone 3-hydroxylase
(F3H) gene, complete cds.

AF064064

g3790547

AF064064.1 GI:3790547

thale cress.
Arabidopsis thaliana
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; euphyllophytes; Spermatophyta; Magnoliophyta;
eudicotyledons; core eudicots; Rosidae; eurosids II;
Brassicales; Brassicaceae; Arabidopsis.
1 (bases 1 to 2240)
Wisman,E., Hartmann,U., Sagasser,M., Baumann,E., Palme, K.,
Hahlbrock, K., Saedler,H. and Weisshaar,B.
Knock-out mutants from an En-1 mutagenized arabidopsis thaliana
population generate phenylpropanoid biosynthesis phenotypes
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95 (21), 12432-12437 (1998)
98445388
2 (bases 1 to 2240)
Sagasser,M. and Weisshaar,B.
Direct Submission
Submitted (06-MAY-1998) Abt. Biochemie, MPIZ,
Carl-von-Linne-Weg 10, Koeln D-50829, Germany
Location/Qualifiers
1..2240
/organism="Arabidopsis thaliana"
/cultivar="Columbia"
/db_xref="taxon:3702"
/chromosome="III"
/note="close to m457"
join(837..1234,1325..1753,1837..>2124)
/gene="F3H"
/product="flavanone 3-hydroxylase"
837..>2124
/gene="F3H"
join(875..1234,1325..1753,1837..2124)
/gene="F3H"
/function="catalyzes the formation of dihydroflavonols
from flavanones"
/codon_start=1
/product="flavanone 3-hydroxylase"
/protein id="AAC68584.1"
/db_xref="PID:g3790548"
/db xref="GI:3790548"

168



Anhang

/translation="MAPGTLTELAGESKLNSKFVRDEDERPKVAYNVFSDEIPVISLA

GIDDVDGKRGEICRQIVEACENWGIFQVVDHGVDTNLVADMTRLARDFFALPPEDKLR

FDMSGGKKGGFIVSSHLQGEAVODWREIVTYFSYPVRNRDYSRWPDKPEGWVKVTEEY

SERLMSLACKLLEVLSEAMGLEKESLTNACVDMDQKIVVNYYPKCPQPDLTLGLKRHT

DPGTITLLLQODQVGGLQATRDNGKTWITVQPVEGAFVVNLGDHGHFLSNGRFKNADHQ

AVVNSNSSRLSIATFONPAPDATVYPLKVREGEKAILEEPITFAEMYKRKMGRDLELA

RLKKLAKEERDHKEVDKPVDQIFA"

BASE COUNT
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
//

644 a

tctttgttct
atttaaaaaa
ctaatataaa
ctgttttatt
cctaatactt
gaataaggtt
acgattggga
ccacagacca
tattaaccat
aatagtaatg
gtttataatg
gaagttaaaa
agtagtaccg
agattttcag
tctcttaatt
agccggagag
cgcttacaat
cgatggaaaa
cttccaagtg
tcgtgacttc
aaaaggagga
gttaaatacg
acagggagag
aaacagagac
gtatagtgag
gggtcttgag
taattattac
ccctggaacc
caatggcaag
cgaccacggc
ttttgacttg
aatgctgatc
cagaaccccg
atattggagg
gagcttgctc
cctgtcgacc
ttctgttttg
atgttctttc

427 ¢

gtatgggcct
tcacattgat
tatgcacatt
gtttatccat
tacaaatccg
taattatctc
tttttgtaac
caagcatttt
gtgtctacta
tgatacgttg
ttttcctaca
acagatgtag
tggtaggtag
ctaccactct
tagtcttttg
tctaagctca
gtgtttagcg
agaggagaga
gtcgatcacg
tttgctttac
ttcatcgtct
taattatgtt
gctgtgcaag
tactcacggt
aggcttatga
aaagagtctc
ccaaaatgcc
attaccttgc
acatggatta
catgttagta
gtcaatcttg
atcaggccgt
cgccggatge
agccaatcac
gcctcaagaa
aaatcttcgc
tacgttggta
gaatcataaa

469 g

ttgactaact
ggtataacac
cacttaaaat
aactacatca
atcattaatt
atcaatacga
gcaagcccgt
taagacgtgg
cctacggtgt
gaatgtagcc
aaatattatt
ttagttgagt
ctagcgacct
ctcctttata
tcttcgtaat
actctaaatt
acgaaatccc
tctgccgtca
gcgtcgatac
ctccggaaga
ctagtcacct
ttaatcttgc
attggagaga
ggccagataa
gtttggcttg
ttaccaatgc
ctcagcctga
tgctacaaga
cggttcagcc
ctctatccat
atttgtcttg
ggtgaactct
cacagtgtat
gtttgccgag
gctggctaaa
ttagaatctt
ctgaaaatta

700 t

aaatggccca
taattttttt
taactaatat
atcaaatcca
tatcttgtct
tttagtaaaa
accagaacat
ctttctatca
aaacgaaact
aaaaagcata
ataccgtatg
aaattgtgtt
cttcgttcgt
tattcattac
tacaatggct
tgtcagggac
ggtgatctct
gatcgttgag
taacttagtg
caagctccgt
ccaggtaaaa
cgttaaagac
gattgtaacg
gccggaaggt
taagcttctt
atgcgtcgat
tctcaccctce
ccaagtcggt
tgttgaagga
ttattggctt
atgaagtttt
aactcgagca
ccactgaaag
atgtataaga
gaggagcgtg
tgtgttcttg
tgctaggctc

gcccgttcat
tttcacaggt
cataaagagt
agttgatata
gcttaagatt
agtctgtgca
gtctccgcca
accgttaaaa
gtataacgtc
aaaaataaat
tattttttat
ctagaaagag
cagtcatcac
acatctcttc
ccaggaactt
gaagatgaac
ctcgcecggta
gcttgtgaga
gcggatatga
ttcgacatgt
gccacaccac
ataataatta
tatttctcgt
tgggtgaaag
gaggttttgt
atggaccaaa
ggactcaagc
ggattacaag
gcgtttgtcg
ttttgtttct
tgagcaatgg
gattatccat
taagagaagg
gaaagatggg
accacaaaga
cttacttgtt
ggtgtgtttt

aacattaatc
gtataaccaa
attatggcgt
ctagttagaa
ttttttttgt
aaaattaatg
cgtgatttct
acgtaaatca
cctatcatat
agataattaa
tttattttct
aagagagagc
aagctttgaa
tttctatatc
tgactgagct
ggcccaaagt
tcgatgacgt
attggggcat
ctcgtctcege
ccggtggtaa
aatcttctag
tactataaat
acccggtgag
tgacggagga
ctgaagctat
agattgttgt
gtcacactga
ccacacgtga
tcaatctcgg
ctgtttttgg
gaggttcaag
agccacgttc
agagaaggca
aagagatttg
agttgacaag
gttgcgttgg
gtgtttattt
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Anhang 7: Genbank-Eintrag fiir die A#/3h-Sequenz aus der ##6-Mutante.

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
NID
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS

TITLE

JOURNAL
MEDLINE
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES

source

mRNA

gene

CDsS

AF064065 2240 bp DNA PLN 26-0CT-1998
Arabidopsis thaliana cultivar Landsberg erecta mutant flavanone

3-hydroxylase (f£3h) gene, f3h-1(tt6) allele, complete cds.
AF064065

g3790549

AF064065.1 GI:3790549

thale cress.

Arabidopsis thaliana

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; euphyllophytes; Spermatophyta; Magnoliophyta;
eudicotyledons; core eudicots; Rosidae; eurosids II;

Brassicales; Brassicaceae; Arabidopsis.

1 (bases 1 to 2240)

Wisman,E., Hartmann,U., Sagasser,M., Baumann, E.,
Hahlbrock, K., Saedler,H. and Weisshaar,B.
Knock-out mutants from an En-1 mutagenized arabidopsis thaliana
population generate phenylpropanoid biosynthesis phenotypes

Palme, K.,

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95 (21), 12432-12437 (1998)
98445388

2 (bases 1 to 2240)

Sagasser,M. and Weisshaar,B.

Direct Submission

Submitted (06-MAY-1998) Abt. Biochemie, MPIZ
Carl-von-Linne-Weg 10, Koeln D-50829, Germany

Location/Qualifiers

1..2240

/organism="Arabidopsis thaliana"
/cultivar="Landsberg erecta"
/specimen voucher="NASC reference line NW87"
/db_xref="taxon:3702"
/chromosome="III"

/note="from tt6 mutant line

close to m457"
join(837..1234,1325..>1708)
/gene="£3h"

/product="flavanone 3-hydroxylase"
837..>1708

/gene="£3h"

/allele="£f3h-1(tt6)"
join(875..1234,1325..1708)
/gene="£3h"

/note="truncated protein"
/codon_start=1

/product="mutant flavanone 3-hydroxylase"
/protein id="AAC68585.1"
/db_xref="PID:g3790550"
/db_xref="GI:3790550"
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/translation="MAPGTLTELAGESKLNSKFVRDEDERPKVAYNVFSDEIPVISLA

GIDDVDGKRGEICRQIVEACENWGIFQVVDHGVDTNLVADMTRLARDFFALPPEDKLR

FDMSGGKKGGFIVSSHLQGEAVODWREIVTYFSYPVRNRDYSRWPNKPEGWVKVTEEY

SERLMSLACKLLEVLSEAMGLEKESLTNACVDMDQKIVVNYYPKCPQPDLTLGLKRHT

DPGTITLLLQDQVGGLQATRDNGKTWITV"

mutat

BASE COUNT
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221

ion

640 a

tctttgttct
atttaaaaaa
ctaatataaa
ctgttttatt
cctaatactt
gaataaggtt
acgattggga
ccacagacca
tattaaccat
aatagtaatg
gtttataatg
gaagttaaaa
agtagtaccg
agattttcag
tctcttaatt
agccggagag
cgcttacaat
cgatggaaaa
cttccaagtg
tcgtgacttc
aaaaggtgga
gttaaatacg
acagggagag
aaacagagac
gtatagtgag
gggtcttgag
taattattac
ccctggaacc
caatggcaag
cgaccacggt
ttttgacttg
aatgctgatc
cagaaccccg
atattggagg
gagcttgctc
cctgtcgacc
ttctgttttg
atgttctttc

1706
/gene="£3h"

/note="only detected difference from wild type

sequence"

/replace="c"

432 ¢

gtatgggcct
tcacattgat
tatgcacatt
gtttatccat
tacaaatccg
taattatctc
tttttgtaac
caagcatttt
gtgtctacta
tgatacgttg
ttttcctaca
acagatgtag
tggtaggtag
ctaccactct
tagtcttttg
tctaagctca
gtgtttagcg
agaggagaga
gttgatcacg
tttgctttac
ttcatcgtct
taattatgtt
gctgtgcaag
tactcacggt
aggcttatga
aaagagtctc
ccaaaatgcc
attaccttgc
acctggatta
catgttagta
gtcaaccttg
atcaggccgt
cgccggatge
agccaatcac
gcctcaagaa
aaatcttcgc
tacgttggta
gaatcataaa

467 g

ttgactaact
ggtataacac
cacttaaaat
aactacatca
atcattaatt
atcaatacga
gcaagcccgt
taagacgtgg
cctacggtgt
gaatgtagcc
aaatattatt
ttagttgagt
ctagcgacct
ctcctttata
tcttcgtaat
actctaaatt
acgaaatccc
tctgccgtca
gcgtcgatac
ctccggaaga
ctagtcacct
ttaatcttgc
attggagaga
ggccaaataa
gtttggcttg
ttaccaatgc
ctcagcctga
tgctacaaga
cggtttagcc
ctctatccat
atttgtcttg
ggtgaactct
cacagtgtat
gtttgccgag
gctggctaaa
ttagaatctc
ctgaaaatta

701 t

aaatggccca
taattttttt
taactaatat
atcaaatcca
tatcttgtct
tttagtaaaa
accagaacat
ctttctatca
aaacgaaact
aaaaagcata
ataccgtatg
aaattgtgtt
cttcgttcgt
tattcattac
tacaatggct
cgtccgagac
ggtgatctct
gatcgtcgag
taacttggtg
caagctccgt
ccaggtaaaa
cgttaaagac
gattgtaacg
gcctgaagga
taagcttctt
atgcgtcgat
tctcaccctce
ccaagtcggt
tgttgaagga
ttattggctt
atgaagtttt
aactcgagca
ccactgaaag
atgtataaga
gaggagcgtg
tgtgttcttg
tgctaggcgce

gcccgttcat
tttcacaggt
cataaagagt
agttgatata
gcttaagatt
agtctgtgca
gtctccgcca
accgttaaaa
gtataacgtc
taaaataaat
tatttttttt
ctagaaagag
cagtcatcac
acatctcttc
ccaggaactt
gaagacgaac
ctcgcecggta
gcttgtgaga
gcggatatga
ttcgacatgt
gccacaccac
ataataatta
tatttctcgt
tgggtgaaag
gaggttttgt
atggaccaaa
ggactcaagc
ggattacaag
gcgtttgtcg
ttttgtttct
tgagcaatgg
gattatccat
taagagaagg
gaaagatggg
accacaaaga
cttacttgtt
ggtgtgtttt

aacattaatc
gtataaccaa
attatggcgt
ctagttagaa
ttttttttgt
aaaattaatg
cgtgatttct
acgtaaatca
cctatcatat
agataattaa
tttattttct
aagagagagc
aagctttgaa
tttctatatc
tgactgagct
gccctaaagt
tcgatgacgt
attggggtat
ctcgcctege
ccggtggtaa
aatcttctag
tactataaat
acccggtgag
tgacggagga
ctgaagctat
agattgttgt
gtcacactga
ccacacgtga
tcaatctcgg
ctgtttttgg
gaggttcaag
agccacgttc
agagaaggca
aagagatttg
agttgccaag
gttgcgttgg
gtgtttattt

171



Anhang

Anhang 8: Sequenzierschema fiir 4¢771.

Dargestellt ist die Auswertung der mit dem GPS-Kit erhaltenen Sequenzen fiir das 12 kb Spel-
Fragment aus dem BAC-Klon F3N5 (Genbank-Eintrag AF190297). Die Pfeile im oberen Teil
der Abbildung symbolisieren Lénge und Orientierung ausgehend von Transprimerinsertionen
gewonnener Sequenzen. Es sind jeweils die zugehdrigen Dateinamen angegeben. Das
Genschema im unteren Teil entspricht Abbildung 23.

pSK-F3N5-S/512

} = - -

1 11604 bp
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Anhang 9: Genbank-Eintrag fiir ein 12 kb Spel-Fragment aus dem BAC-Klon F3N5,
das das AtTTI-Gen des Okotyps Columbia enthiilt.

LOCUS AF190297 11604 bp DNA PLN 27-SEP-1999
DEFINITION Arabidopsis thaliana cultivar Columbia Transparent Testa 1
(TT1)

locus, complete sequence.
ACCESSION AF190297
KEYWORDS .
SOURCE thale cress.
ORGANISM Arabidopsis thaliana
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; euphyllophytes; Spermatophyta; Magnoliophyta;
eudicotyledons; core eudicots; Rosidae; eurosids II;
Brassicales; Brassicaceae; Arabidopsis.
REFERENCE 1 (bases 1 to 11604)
AUTHORS Sagasser,M., Hahlbrock,K. and Weisshaar,B.
TITLE Transparent Testa 1 - a zinc finger protein affecting catechin
accumulation in the seed coat of Arabidopsis thaliana
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 11604)
AUTHORS Sagasser,M., Hahlbrock,K. and Weisshaar,B.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (27-SEP-1999) Abt. Biochemie, MPIZ,
Carl-von-Linne-Weg 10, Koeln D-50829, Germany
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..11604
/organism="Arabidopsis thaliana"
/strain="Columbia"
/db_xref="taxon:3702"
/comment="sequenced subclone of BAC F3N5"
/chromosome="1I"
/map="between mi63 and agpée"

TATA signal 3305..3313
mRNA join(3346..3869,4495..5072)
gene 3387..4923
/gene="TT1"
CDS join(3387..3869,4495..4923)

/gene="TT1"

/note="zinc-finger protein"

/codon_start=1

/product="Transparent Testa 1"

/note="duplication 4690..8030 and 8030..11370"
/translation="MESPPLYEISSSSSSEKPRHHFQSLDLFPNLNQNSCINNTLIEP
LPLIDRINLNSNLDLNPNPLYAEEGEQEEEEEEEEDREVDVDLHIGLPGFGKPSNDAK
QLKKRNGKEIATYDAGKGIENELSGKAYWIPAPEQILIGFTHFSCHVCFKTFNRYNNL
OMHMWGHGSQYRKGPESLKGTQPRAMLGIPCYCCVEGCRNHIDHPRSKPLKDFRTLQT

HYKRKHGHKPFSCRLCGKLLAVKGDWRTHEKNCGKRWVCVCGSDFKHKRSLKDHVKAF

GSGHGPYPTGLFEEQASNSSVSETLFEF"
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BASE COUNT
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181

3729 a

actagttgac
gatttgctgt
aatatatttt
ggattgaggg
taaggtttac
aaaattttgt
tgtggacaat
ggaatatata
gataagttta
atatttgttg
tttcatataa
ttaggaacat
atatttttat
acagatctta
ttagtaattg
ggtaaaatgg
cataaacgtc
acttattata
cacacaatca
tgcaataaca
cctttatttt
tataataatc
agagttggta
atgacaattt
atctaatact
catatctaat
attaatattg
atacggtatc
taattttgca
aatttcacaa
atcgaagaat
gtgaaataac
ttgaaaaatt
gtaggactct
ttttgttttg
tcttgaatca
acgactacgt
taaagaaaat
aacatacaat
ctttcaatca
gtatgaatat
tgtactaagt
acagatttaa
gtatgtcaaa
aacttacata
taataatatg
taaaattaat
caaaaccctg
gttcttgttt
tcttaacaaa
ccccaagatt
aaattatttt
tagttcatcc

aaggagacga

1706 c

cacatgaact
gaatttgttt
atggtttaga
tttgagttta
acaccacaaa
tgaaggacct
atatattgga
atactactta
cgtggacaat
ggaatatata
tgtgaactgt
agtttaatat
ttgatataat
ccattaattt
gcaacaaaat
tcataaaatc
caaactttct
ggttataact
aatattttaa
tattatatgt
tcgtttatgt
taaagttatt
tttttttttt
atatggcgga
taaatactgg
ctttactgat
tacatagatt
tttattgatc
taaatttcaa
ttctcttgta
ttatagtttt
actaattaat
catttactct
aacaactgac
ttttttcgga
aagtctcagc
tggttaaatg
ctaatcagca
aataaaataa
aaataactaa
tgaattgtgg
taataacctt
cactaaatct
tctagtgttt
catacaaaac
aattcaacat
acaattgtat
caatgacaaa
ttccactcta
ggttgttttc
cccatttact
acacattatt
aatattattc
ttgatacgtg

1994 g

aaacttcttg
tatctctcag
gttttgtttt
gggtaaggaa
ccatttgctt
tgtattgata
tacataatta
ggtttaaata
atatatttga
attctactta
ttgaatatgt
ctgatatttg
atttgactta
ttaacttgtt
taatttatct
agtaaaaaag
ccataaatgc
tattatagtt
tcacaaaaat
ggtggcataa
aacaacagta
tttgtaaatt
ttgttaaaat
cgagtttaaa
ttaaatcacc
tcaataaaga
ttgttctggt
atgtaacatg
cttggcaaat
cgctaaaaat
atatagtaga
taattagagt
actaatttgg
ttgacacaat
caaattagcc
taaaaaaaaa
ttttttttta
tgtatacagt
taaaaaaatt
aagaaataaa
agacccggca
gcaaagaaat
tgacttgtat
acaaaaccag
ataacccaaa
tagcattcat
tgtagaaaag
gttgccaaaa
tttataggca
actcaaccac
cacttctcta
cgttttgttc
ggtaaattcg
ggatctactt

4175 t

gacaatcatc
tataattatc
acgattttgg
attaggcttt
gtgtcaacaa
tatataaagc
gaaacatagt
tatagtattt
tacataatta
cgcttaaata
ttacatggac
ttggaaatat
aacattttta
atctctatct
cctgtttttt
gtggaaaagt
cttattttgg
acgttaatta
ttattaaaca
tgcaacaaca
aaacggattg
atttttttte
atatatatac
tcgacattaa
aatttattat
ttgtgtgaaa
agctagtact
aattattcat
tcattgattt
ttatgcgtat
aatgaaggta
ttgaacctac
ttactccatg
ctctttcgtg
acgttgcttt
aaaaaaacgc
aatacaatac
atattagaag
atgttagttt
atcttcacac
taatatttga
tcttttagtg
atactattaa
aggtgttgac
aaaataataa
ttcattaccc
ctaaaagctt
tcttgaagag
aagagatgag
atgcattctc
tttggtacgt
acacttgctt
atatttatca
acgtatctgc

aatggacaca
actttcttgt
atttaatgga
agtgtagagt
cattgtatca
gaactgtttg
ttaatatctg
catatgatgc
ggaacatagt
tttttatttg
aatatatatt
ataatattag
tttgattaaa
aatgtcacgt
ttccttctca
gcccactccc
aacattccat
tatgaatttc
ttttatatgt
tattatttgt
tttagcttga
caaattggat
tgaatatcga
taacaattaa
tcttaatacc
caaaagttgt
aaaatccatt
gtatatacaa
tgtaaaccgt
tatcgtattg
tttgcaaaac
agagattcga
gaccatgatt
aacaataatg
agaccatttt
ttaaatccac
attgaagtta
taatacttga
ttgggaatat
atagtggtaa
ctaggcagaa
aaacgtgtac
ttattccttt
cgttagagag
taatgcatct
aaatccgaaa
acgtaaatgc
tttggtccac
acagagaaga
aagtgtctgc
aagtcacaca
tcgactttcg
atctttattc
atgattatta

tgttagcttt
ttatgcttac
taaagattag
ctcaagggtt
tattttcaaa
gataagttta
atatttgttg
gaactgtttg
ttaatatttg
aattaaagca
ggatacataa
ttaagcttaa
ctaaatttta
atattgtttt
cctttataag
tcaaaagtgt
atagattata
tattagttat
ggtagtataa
ctacgaatct
tattctatat
aaccaatcat
gttattgtgc
aatattatta
acatattaaa
cttgcaaaga
aataaaacta
ttgaccctat
taattctgct
atatgcaaat
gagttctaac
cttgatccac
atgctattct
ggttatattt
gtagttctta
tagctagact
aatatttgaa
tcagaaaaat
tataattcta
taattggcta
attattgata
atttgtaaaa
tctcttattg
agaattaaac
tccataataa
tttcattgat
caaagatagt
aaaatttaag
ttaaattact
tcctcacatt
atatgattct
taaacctata
tcgtaggtta
gttataaaag
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Anhang

3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661

ttattgcaaa
ttattatata
tctccaacaa
gctcttcttc
accaaaactc
acttgaactc
aggaggaaga
ctggttttgg
tcgccacata
tcececggegcece
agacattcaa
tttccatgca
gttatgagtt
tatataattc
ctttggatct
cttttttttg
attcatcaca
gaaataaatt
atatatatta
atgaaacatt
attacttaag
atgtggggac
cgagccatgt
catcctcgtt
cacggacaca
tggcgaacac
aaacacaaac
ccaactggtt
taaatttggg
atgtggtatc
tacaaatgtt
gaatttatca
attctgattt
aaaaagaaat
aaaatcaact
ctattgctat
ttttttgatg
aattaaaaat
atatttttat
taatatatag
tttctagatc
gaagaaatta
atgttattgt
actcaggcgc
catcaccgaa
taggtttttt
tactgtttga
aaacactgca
acaaatgagt
tgggtaatgt
caattgtttt
ttgtgcttta
gcagatgtac
tacgaatatt
gtgatatatg
caccattttc
tttttaggat
cgatttagaa

cattaaatta
tagtcaagat
ctattcacca
tgaaaaacct
ttgtatcaac
aaacctagac
agaagaagaa
taaaccaagc
tgacgccgga
ggagcaaatt
tcgctacaac
caaacatata
tattcatatc
tgaatttatt
tattatacaa
taagaagagt
actctttaca
atctactaag
tcatagtagt
actatgctcg
gaaacctttt
atggttcaca
tagggatccc
ccaagccact
aacccttctc
atgagaagaa
gttctcttaa
tgtttgaaga
catctttttc
taattgttcc
attcagagaa
aatattaaaa
ctttatgatg
atttaatatt
gatctcattg
ttttgtttgt
gtacattgta
ttgagtttgt
tcttttaaat
ccaatgtatg
aatgtcttgt
ttttataaga
catggaaaaa
ccatctacag
taattgattg
cgccgcettte
ttgagcaatg
tgtttgaatc
attacaaaat
tggttagtct
aaatatgttt
cttttttagt
ccatatgcaa
tatttgtaga
tgaatatgaa
aagacacgcc
ctaaaaatat
ggattatgct

ctttcataga
ttaaaggaat
cattcaatgg
agacaccatt
aataccctaa
ctaaacccta
gaagaccgtg
aatgatgcta
aaaggcatcg
ctcatagggt
aatcttcagg
taataaattc
tatatatata
tgataaaagc
tttacaaatt
tggtaatata
tttatttaat
atttgattga
caaaacattt
gtcaataata
tgttttttgt
atacaggaaa
ttgttactgc
gaaagacttt
gtgtcgcectt
ttgtggaaaa
ggaccatgtt
gcaggcttct
tttcgcttat
aaattaggaa
aattatcatt
acagatcaat
taatctcatt
tgtcaataat
tgtattttta
atttatcttg
tgattgttag
aaataagttt
ttaagaccaa
tatttgggtt
tgacataaac
ataatgaatt
aacaaatcat
attcgggagc
ttgcagattt
aagcactcgt
tgtgctgaaa
cccataacgt
gttttactcc
tggtgattta
cttgtttctc
tgtccaaaca
ttttggtttt
gcagcataga
tacagtaacg
acgtgcaagt
ctttaacaga
tttgatgttg

gagcaatcat
aaagaaaaga
agtcaccacc
tccaatccct
ttgagccttt
atcccttgta
aagtggacgt
aacagctgaa
agaatgaact
tcactcattt
tacgagtcaa
atcttataga
catatatata
taaacaacca
taatcaagtc
tatttttatg
gccttaacta
ctatagtttt
gattcaaact
tgattttaag
tgactctaaa
ggaccggagt
tgcgttgaag
aggacgctcc
tgcggtaagc
cgttgggttt
aaggcgtttg
aattcatctg
gaaatatcta
cacgaagtgt
aattgtctcg
acaaaattga
caagaaaagc
aaaacccctg
ttcttgaatt
tttaatttaa
tttgttattg
tgcaacagtt
atatttgata
gatctagcta
gcttgtttta
gatcacgtac
tagaattttt
ttccttttgg
tcttgcaagc
tttgtgcaca
acatcatcgt
atcgttttta
ttgtttatat
tatagtgaaa
tatctagcaa
aatttttgct
attttgtagt
tctattagat
gttccaatag
gggaaggaag
ctctgttcta
tgagagtttt

tatattaagg
ttctcaaaac
actatacgag
tgatctcttc
accgcttatt
tgcggaagaa
ggacttacac
gaagagaaat
ttccggaaag
ttcttgccat
tatatctcat
gttatatctc
tatatatata
ggatttaata
aactaatcgt
gtaatgtttt
aagctgaatt
taatagtttt
taaatacaca
gaaccatgtt
tattatgaat
cactgaaagg
ggtgcaggaa
aaacgcacta
ttttggctgt
gcgtttgcgg
ggtctggtca
tctccgagac
tttactttag
accattatat
ttaaagatag
ccatgcatat
tttgggaaaa
aatttttttt
taattgagaa
catttaacat
aattgcagtt
gttgatgatg
tatatgttgg
gtctggttaa
atatgcatca
ttacatattt
cataattcag
agcaggaaca
ttcatcacaa
atgtttcaca
caatatagct
agtattagtg
ttgtgaagaa
ctaatgttgt
acaaattctg
atgaaaagag
cacatgttgt
taaatctatt
cctctatttt
cttgcttgaa
ttataaataa
ttttgtcaga

taatttaatt
atttcatctc
atatcctcaa
cctaacctca
gatcgcataa
ggagagcaag
atcggccttc
gggaaggaga
gcatactgga
gtatgcttca
gcgcattgcect
cggatctaat
tatatatata
gatgatttac
gatttaatta
catgaaaata
cgaaaaagtt
cttttctcat
gatttcttga
atttcatttt
atagatgcac
cacacagcca
ccacattgac
caaacgcaaa
caagggcgat
ttctgatttt
tgggccttat
tttgtttttt
aaaaataata
ttttcatcac
aatagggttt
gcacttgaat
tttcaacaaa
ttctaattgg
atcaactaat
tttaaatatt
gtttttctta
attccaagtc
tcgaaagacc
attgaaatac
aagaaaaaaa
ttatgttttt
aattggcaat
aaccactttt
atttcaggag
cacattgtta
acgattatta
atgatttaat
gataatttgg
ccatttttag
tagagtttcg
atcgtagcectt
tacgagttat
aaatggttca
ctctcctaga
gaagaagata
ggagagagat
atttggccaa
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Anhang

6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141

gcgatgtgct
ggcgaatgat
ctttctattt
tggataatga
gccaatcgga
tggtttgcgce
acctccggat
tcttggtggt
ccaagcaaaa
ggtgaaggat
ggaactcgat
taaatttctt
caaaaatgtt
agattcaccg
gtttttgaga
catcaaattc
agacacaaac
ttattttaga
tagagaaatc
agttgattgt
cttctttgac
ctaaagaatg
gtcgcatttg
gtgggaaata
ggcctggttg
ctcccagact
tttactttag
ctaccattac
ggccttcatt
tctcgtttaa
attgaccata
aaagctttgg
cctgaatttt
ttcttcttga
tataattcaa
ttactgaatt
aacagttgtt
atatatgttg
agtttggtta
aatatgcatc
cttacatatt
cataattcag
agaaggaaca
ttcatcacaa
atgtttcaca
caatataatt
agtattagtg
ttgtgaagaa
actaatgttg
aacaaattct
tatgaaaaga
tcacatgttg
ttaaatctat
gcctctattt
gattgcttga
attataaata
tttttgttag
tatcgtgagg

tgaggagaga
tatgtttctg
gagtattgta
tgctgcgaag
ggtgcaattt
agtagagagg
cttcactaaa
gactatagtg
ttttgattcc
ggtttattgt
cttgaaatga
gaatcagaag
gaagcaattc
attcaggaga
aattgcaagg
tcaatgagaa
atcaaagtgg
gaaaaaactc
agcagaattg
tttatttata
tttccttcte
ctgaatccgt
cggtgagcectt
ttgggtttgc
tgggccttat
ttgttectttt
aataataata
atttttcatc
gtttataata
gatagaatag
catatgcact
aaaaattcca
ttttattcta
attaattgag
catttaacat
gcagttgttt
gatgataagt
gtcgaaagac
aatcgaaata
aaaaattaaa
tttatattgt
aattggcaat
aaccactttt
atttcaggag
cacattgtta
acgattatta
atgatttaat
gatgatttgg
tccattttta
gtagagtttc
gatcgtagct
ttaagagttg
taaatggttc
tctctcttag
agaagaagat
aggagagaga
actttggcca
ttgaatgttc

tcaatgttga
gatttgcatt
tttgaaattg
aaacaattgg
ttggagatgt
attgaatctc
ggtaatccga
agaaagacaa
acaaggaact
taacgtttgg
agcattggat
ctatcgttgt
aggatataga
tcgctcaagt
tgcatttgta
gcaagaggca
gaagagaagt
taaattcttc
ttttatatat
ctttagtcct
ttctctgcca
tttctcacat
ttggctgtaa
cgtttgcecggt
cagactggtt
aaatttgggc
caatgtggta
tctatattag
attactagaa
ggtttgaatt
taaatattct
acaaaaaaaa
attggaaaat
aaattaacta
tttttttttt
tttcttacat
catattttta
ttaatatata
ctctctagac
ggaagaaatt
tatgttataa
acttaggcgc
catcactgaa
tagttttttt
tactgtttga
aaacactgca
acaaatgagt
tgggtaatgt
gcaattgttt
gttgtgcttt
tgcagatgta
ttacgaatat
agtgatatat
acaccatttt
atttttagga
tcgatttaga
agcgatgtgt
aggcgaatga

tctctatgtt
ggttattgtt
gagtttggga
agttcctcat
tgacttcgat
gatcgatttc
agagtggatt
gttggcatgt
atcgtggatt
aaacaatcgg
caaagatttt
aagcgcatca
gttgtcgggt
tcaaagaagg
aagaacaatc
aaccatgtgt
atatctccta
tccaacccta
agagtgacta
tcaaatttaa
cgtcatcatc
acgtctgatg
agggcgattg
tgcggttctg
tttttaatag
atctttttcet
tctaattgtt
ttaataacac
atgtaattca
tatcaaatat
gatttcttta
aactatttta
tggaaaatca
atatgttgtt
taactggtac
taaaaatttg
ttcttttaaa
gccaacgtac
caatgttttg
attttataag
tcatgaaaaa
ccatctacag
taattgattg
cgccgcttte
ttgagcaatg
tgtttgaatc
attacaaaat
tgggttagtc
taaatatgtt
acttttttag
cccatatgcecce
ttatttgtag
gtgaatatga
caagacacgc
tctataaata
gggattatgc
ttgaggagag
taatgtttct

atcgtgaggt
ttgataatca
tatcaacaac
gggcggattc
ggaggaaacc
agatgacggt
gcgatgactg
gtttctggtt
ccgttcaata
gacaaaaagc
gatcgcaaga
agttaggaga
ggaggtgact
aattgattga
gggtatatcc
tagataaact
aggacatttc
ctctatatag
tattttcttc
tttaattgaa
cacgtcatcc
aaccttatca
gtgaacacat
attttaaaca
cagacttcta
cttcgcttat
ccaaattagg
aaatgtataa
gagaaaatta
gaaaaacaga
tagtgtaatc
tatctgtgaa
actgatctat
atttgtttgt
attgtatgat
agtttgtaaa
ttcaaggcca
gtatttgggt
ttgacataaa
aataatgaat
aacaaatcat
attcgggagc
ttgcagattt
aagcactcgt
tgtgctgaaa
cccataacgt
gttttactcc
ttggtgattt
tcttgtttct
ttgtccaaac
attttggttt
agcagcatag
atacagtaac
caagtgcaag
tctttaacag
ttttgatgtt
attaatgttg
ggatttgcat

tgaatgttca
gtcggatcat
ttaacattgg
aagctactat
ttgaagcgaa
agacagctgg
aagctcaatt
tttttggtgg
gttggagcca
gagtacttat
gggaggcaca
tagtttcgaa
tgattgacaa
gtcattggtt
accatttgtt
gtcccttaga
caaccctaat
aactctaaaa
tatgttttag
tcgtccttcet
ttcgcttcect
cccttcectceat
gagaagaact
caaacgtttg
atttatctgt
ggagtatcta
aacacaaagt
atgagaaaat
ttattaattg
tgaatacaaa
tcattcaaga
taattaaacc
ttgtgtattt
atttatctta
tgttagtttg
taagttttgc
aatatttgat
tgatctagct
cacttgtttt
tgatcacgta
taggagtttt
ttcecctttgg
tcttgcaagc
tttgtgcaca
acatcatcgt
atcgttttta
ttgtttatat
atatagtgaa
ctctctagca
aaattattgc
tcttttgtag
atctattaga
ggttccaatc
tgggaaggaa
actctgttct
gtgagagttt
atctctatgt
tggttattgt

176



Anhang

//

10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161l
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581

tttgataatc
atatcaacaa
atgatgctgc
ccggaggtgce
tgcgcagtag
cggatcttca
gtggtgacta
caaaattttg
aggatggttt
tcgatcttga
ttcttgaatc
atgttgaagc
caccgattca
tgagaaattg
aattctcaat
caaacatcaa
ttagagaaaa
aaatcagcag
attgttttat
ttgactttcc
gaatgctgaa
atttgcggtg
aaatattggg
ggttgtgggc

agtcggatca
cttgacattg
gaaaaaacaa
aatttttgga
agaggattga
ctaaaggtaa
tagtgagaaa
gttccacaag
attgttaacg
aatgaaacat
agaagctatc
aattcaagat
ggagatcgct
caaggtgcat
gagaagcaag
agtgggaaga
aactctaaat
aattgtttta
ttatacttta
ttctcttctce
tcecgttttet
agcttttggc
tttgccgttt
cttatcagac

tctttctatt
gtgcagtgaa
ttggagtttc
gttgttgact
atctcgatcg
tccgaagagg
gacaagttgg
gaactatcgt
tttggaaaca
tggatcaaag
gttgtaagcg
acagagttgt
caagttcaaa
ttgtaaagaa
aggcaaacca
gaagtatatc
tcttctccaa
tatatagagt
gtccttcaaa
tgccacgtca
cacatacgtc
tgtaaagggc
gcggttgcgg
tagt

tgagtattgt
actggttttg
tctagggcag
tcgatggagg
atttcagatg
ggattgcgat
cgtgtgtttce
ggattccgtt
atcgggacaa
attttgatcg
catcaagtta
cgggtggagg
gaaggaattg
caatcgggta
tgtgttagat
tcctaaggac
ccctactcta
gactatattt
tttaatttaa
tcatccacgt
tgatgaacct
gattggtgaa
ttctgatttt

atttgaaatt
gtcaaacgtt
attcaagtta
aaaccttgaa
acattagaca
gactgaagct
tggttttttt
ccatagttgg
aaagcgagta
caagagggag
ggagatagtt
tgacttgatt
attgagtcat
tatccaccat
aaactgtccc
atttccaacc
tatagaattc
tcttctatgt
ttgaatcgtc
catccttcgce
tatcaccctt
cacatgagaa
aaacacaaac

ggagtttggg
atgatggata

ctatgccaat
gcaagtggtt
gctggacctc
caatttcttg
ggtggtcaag
agccaggtga
cttatggaac
gcacataaat
tcgaacaaaa
gacaaagatt
tggttgtttt
ttgttcatca
ttagaagaca
ctactttatt
taaaatagag
tttagagttg
cttctcttct
ttcctctaaa
ctcatgtcgce

gaactgtggg
gtttgggcct
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Anhang

Anhang 10: Genbank-Eintrag fiir die 4¢T7TI1-cDNA aus dem Okotyp Columbia.

LOCUS AF190298 1102 bp mRNA PLN 27-SEP-1999
DEFINITION Arabidopsis thaliana cultivar Columbia Transparent Testa 1
(TT1)
cDNA, complete sequence.
ACCESSION AF190298
KEYWORDS
SOURCE thale cress.

ORGANISM Arabidopsis thaliana
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; euphyllophytes; Spermatophyta; Magnoliophyta;
eudicotyledons; core eudicots; Rosidae; eurosids II;
Brassicales; Brassicaceae; Arabidopsis.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1102)

AUTHORS Sagasser,M., Hahlbrock,K. and Weisshaar,B.
TITLE Transparent Testa 1 - a zinc finger protein affecting catechin
accumulation in the seed coat of Arabidopsis thaliana
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1102)
AUTHORS Sagasser,M., Hahlbrock,K. and Weisshaar,B.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (27-SEP-1999) Abt. Biochemie, MPIZ,
Carl-von-Linne-Weg 10, Koeln D-50829, Germany
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1102
/organism="Arabidopsis thaliana"
/strain="Columbia"
/db_xref="taxon:3702"
/chromosome="1I"
/map="between mi63 and agpée"
gene 1..1102
/gene="TT1"
CDS 42..954
/gene="TT1"

/note="zinc-finger protein"

/codon_start=1

/product="Transparent Testa 1"
/translation="MESPPLYEISSSSSSEKPRHHFQSLDLFPNLNQNSCINNTLIEP
LPLIDRINLNSNLDLNPNPLYAEEGEQEEEEEEEEDREVDVDLHIGLPGFGKPSNDAK
QLKKRNGKEIATYDAGKGIENELSGKAYWIPAPEQILIGFTHFSCHVCFKTFNRYNNL
QMHMWGHGSQYRKGPESLKGTQPRAMLGIPCYCCVEGCRNHIDHPRSKPLKDFRTLQT

HYKRKHGHKPFSCRLCGKLLAVKGDWRTHEKNCGKRWVCVCGSDFKHKRSLKDHVKAF

GSGHGPYPTGLFEEQASNSSVSETLFE"
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Anhang

BASE COUNT
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
//

334 a

aaaacatttc
acgagatatc
tcttcectaa
ttattgatcg
aagaaggaga
tacacatcgg
gaaatgggaa
gaaaggcata
gccatgtatg
atggttcaca
tagggatccc
ccaagccact
aacccttctc
atgagaagaa
gttctcttaa
tgtttgaaga
catctttttc
taattgttcc
attcagagaa

250 ¢

atctctctcc
ctcaagctct
cctcaaccaa
cataaacttg
gcaagaggag
ccttcecctggt
ggagatcgcc
ctggatcccg
cttcaagaca
atacaggaaa
ttgttactgc
gaaagacttt
gtgtcgcectt
ttgtggaaaa
ggaccatgtt
gcaggcttct
tttcgcttat
aaattaggaa
aattatcatt

222 g

aacaactatt
tcttctgaaa
aactcttgta
aactcaaacc
gaagaagaag
tttggtaaac
acatatgacg
gcgccggagce
ttcaatcgct
ggaccggagt
tgcgttgaag
aggacgctcc
tgcggtaagce
cgttgggttt
aaggcgtttg
aattcatctg
gaaatatcta
cacgaagtgt
aa

296 t

caccacattc
aacctagaca
tcaacaatac
tagacctaaa
aagaagaaga
caagcaatga
ccggaaaagg
aaattctcat
acaacaatct
cactgaaagg
ggtgcaggaa
aaacgcacta
ttttggctgt
gcgtttgcgg
ggtctggtca
tctccgagac
tttactttag
accattatat

aatggagtca
ccatttccaa
cctaattgag
ccctaatccce
ccgtgaagtg
tgctaaacag
catcgagaat
agggttcact
tcagatgcac
cacacagcca
ccacattgac
caaacgcaaa
caagggcgat
ttctgatttt
tgggccttat
tttgtttttt
aaaaataata
ttttcatcac

ccaccactat
tccettgatce
cctttaccge
ttgtatgcgg
gacgtggact
ctgaagaaga
gaactttccg
catttttctt
atgtggggac
cgagccatgt
catcctcgtt
cacggacaca
tggcgaacac
aaacacaaac
ccaactggtt
taaatttggg
atgtggtatc
tacaaatgtt
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Anhang

Anhang 11: Genbank-Eintrag fiir die Sequenz des A¢TTI-Gens aus dem Okotyp
Landsberg erecta.

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

KEYWORDS

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES

source

gene

CDs

AF190299 1933 bp DNA PLN 27-SEP-1999
Arabidopsis thaliana cultivar Landsberg erecta Transparent
Testa 1 (TT1l) gene, complete cds.

AF190299

thale cress.
Arabidopsis thaliana

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; euphyllophytes; Spermatophyta; Magnoliophyta;
eudicotyledons; core eudicots; Rosidae; eurosids II;
Brassicales; Brassicaceae; Arabidopsis.

1 (bases 1 to 1933)
Sagasser,M., Hahlbrock,K. and Weisshaar,B.
Transparent Testa 1 - a zinc finger protein affecting catechin
accumulation in the seed coat of Arabidopsis thaliana
Unpublished
2 (bases 1 to 1933)
Sagasser,M., Hahlbrock, K.
Direct Submission
Submitted (27-SEP-1999) Abt. Biochemie, MPIZ,
Carl-von-Linne-Weg 10, Koeln D-50829, Germany
Location/Qualifiers
1..1933
/organism="Arabidopsis thaliana"
/strain="Landsberg erecta"
/db_xref="taxon:3702"
/chromosome="1"
/map="between mi6é3 and agpée"
327..1829
/gene="TT1"
join(327..809,1401..1829)
/gene="TT1"
/note="zinc-finger protein"
/codon_start=1
/product="Transparent Testa 1"

and Weisshaar,B.

/translation="MESPPLYEISSSSSSEKPRHHFQSLDLFPNLNQNSCINNTLIEP

LPLIDRINLNSNLDLNPNPLYAEEGEQEEEEEEEEDREVDVDLHIGLPGFGKPSNDAK

QLKKRNGKEIATYDAGKGIENELSGKAYWIPAPEQILIGFTHFSCHVCFKTFNRYNNL

OMHMWGHGSQYRKGPESLKGTQPRAMLGIPCYCCVEGCRNNIDHPRSKPLKDFRTLQT

HYKRKHGHKPFSCRLCGKLLAVKGDWRTHEKNCGKRWVCVCGSDFKHKRSLKDHVKAF

GSGHGPYPTGLFEEQASNSSVSETFFE"
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Anhang

BASE COUNT
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
//

622 a

aaattatttt
tagttcatcc
aaggagacga
ttattgcaaa
ttattatata
tctccaacaa
gctcttcttc
accaaaactc
acttgaactc
aggaggaaga
ctggttttgg
tcgccacata
tcececggegcece
agacattcaa
tttccatgca
gttatgagtt
aacaaccagg
atcaagtcaa
tttatggtaa
taactaaagc
agtttttaat
caaacttaaa
tttaaggaac
tctaaatatt
cggagtcact
ttgaagggtg
cgctccaaac
gtaagctttt
gggtttgcgt
cgtttgggtc
catctgtctc
atatctattt
acgaagtgta

357 c

acacattatt
aatattattc
ttgatacgtg
cattaaatta
tagtcaagat
ctattcacca
tgaaaaacct
ttgtatcaac
aaacctagac
agaagaagaa
taaaccaagc
tgacgccgga
ggagcaaatt
tcgctacaac
caaacatata
tattcatatc
atttaataga
ctaatcgtga
tctttctatg
tgaattcgaa
agttttcttt
tacacagatt
catgttattt
atgaatatag
gaaaggcaca
caggaacaac
gcactacaaa
ggctgtcaag
ttgcggttct
tggtcatggg
cgagactttt
actttagaaa
cca

324 g

cgttttgttce
ggtaaattcg
ggatctactt
ctttcataga
ttaaaggaat
cattcaatgg
agacaccatt
aataccctaa
ctaaacccta
gaagaccgtg
aatgatgcta
aaaggcatcg
ctcatagggt
aatcttcagg
taataaattc
tatatatata
tgatttacct
tttaattact
aaaataattc
aaagttgaaa
tctcatatat
tcttgaatga
cattttatta
atgcacatgt
cagccacgag
attgaccatc
cgcaaacacg
ggcgattggce
gattttaaac
ccttatccaa
tttttttaaa
aataatacaa

630 t

acacttgcectt
atatttatca
acgtatctgc
gagcaatcat
aaagaaaaga
agtcaccacc
tccaatccct
ttgagccttt
atcccttgta
aagtggacgt
aacagctgaa
agaatgaact
tcactcattt
tacgagtcaa
atcttataga
tataattctg
ttggatctta
tttttgtaag
atcacaactc
taaattatct
atattatcat
aacattacta
cttaaggaaa
ggggacatgg
ccatgttagg
ctcgttccaa
gacacaaacc
gaacacatga
acaaacgttc
ctggtttgtt
tttgggtatc
tgtggtatct

tcgactttcg
atctttattc
atgattatta
tatattaagg
ttctcaaaac
actatacgag
tgatctcttc
accgcttatt
tgcggaagaa
ggacttacac
gaagagaaat
ttccggaaag
ttcttgccat
tatatctcat
gttatatctc
aatttatttg
ttatacaatt
aagagttggt
tttacgttta
actaagattt
agtagtcaaa
tgctcggtca
cctttttgtt
ttcacaatac
gatcccttgt
gccactgaaa
cttctecgtgt
gaagaattgt
ccttaaggac
tgaagagcag
tttttetttt
aattgttcca

taaacctata
tcgtaggtta
gttataaaag
taacttaatt
atttcatcac
atatcctcaa
cctaacctca
gatcgcataa
ggagagcaag
atcggccttce
gggaaggaga
gcatactgga
gtatgcttca
gcgcattgcect
cggatctaat
ataaaagcta
tacaaattta
aatatatatt
tttaatgcct
gattggctat
acatttgatt
ataatatgat
ttttgttgac
aggaaaggac
tactgctgcg
gactttagga
cgcctttgeg
ggaaaacgtt
catgttaagg
gcttctaatt
cacttatgga
aattaggaac
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Anhang 12: Genbank-Eintrag fiir die Sequenz des A##t1-Gens aus der #/-Mutante

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

KEYWORDS

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES

source

gene

CDS

AF190300 1920 bp DNA PLN 27-SEP-1999
Arabidopsis thaliana cultivar Landsberg erecta mutant
transparent testa 1 (ttl) gene, complete cds.

AF190300

thale cress.

Arabidopsis thaliana

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; euphyllophytes; Spermatophyta; Magnoliophyta;
eudicotyledons; core eudicots; Rosidae; eurosids II;
Brassicales; Brassicaceae; Arabidopsis.

1 (bases 1 to 1920)

Sagasser,M., Hahlbrock,K. and Weisshaar,B.

Transparent Testa 1 - a zinc finger protein affecting catechin
accumulation in the seed coat of Arabidopsis thaliana
Unpublished

2 (bases 1 to 1920)
Sagasser,M., Hahlbrock, K.
Direct Submission
Submitted (27-SEP-1999) Abt. Biochemie,
Carl-von-Linne-Weg 10, Koeln D-50829,

Location/Qualifiers

1..1920

/organism="Arabidopsis thaliana"

/strain="NASC reference line NW82"

/db_xref="taxon:3702"

/chromosome="1I"

/map="between mi63 and agpée"

327..1829

/gene="TT1"

/allele="ttl-1"

join(327..809,1401..1829)

/gene="TT1"

/note="mutant transparent testa 1 protein"

/codon_start=1

/product="ttl1"

and Weisshaar,B.

MPIZ,
Germany

/translation="MESPPLYEISSSSSSEKPRHHFQSLDLFPNLNQNSCINNTLIEP

LPLIDRINLNSNLDLNPNPLYAEEGEQEEEEEEEEDREVDVDLHIGLPGFGKPSNDAK

QLKKRNGKEIATYDAGKGIENELSGKAYWIPAPEQILIGFTHFSCHVCFKTFNRYNNL

QERTGVTERHTATSHVRDPLLLLR"
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BASE COUNT
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
//

617 a

aaattatttt
tagttcatcc
aaggagacga
ttattgcaaa
ttattatata
tctccaacaa
gctcttcttc
accaaaactc
acttgaactc
aggaggaaga
ctggttttgg
tcgccacata
tcececggegcece
agacattcaa
tttccatgca
gttatgagtt
aacaaccagg
atcaagtcaa
tttatggtaa
taactaaagc
agtttttaat
caaacttaaa
tttaaggaac
tctaaatatt
cggagtcact
ttgaagggtg
cgctccaaac
gtaagctttt
gggtttgcgt
cgtttgggtc
catctgtctc
atatctattt

353 c¢

acacattatt
aatattattc
ttgatacgtg
cattaaatta
tagtcaagat
ctattcacca
tgaaaaacct
ttgtatcaac
aaacctagac
agaagaagaa
taaaccaagc
tgacgccgga
ggagcaaatt
tcgctacaac
caaacatata
tattcatatc
atttaataga
ctaatcgtga
tctttctatg
tgaattcgaa
agttttcttt
tacacagatt
catgttattt
atgaatatag
gaaaggcaca
caggaacaac
gcactacaaa
ggctgtcaag
ttgcggttct
tggtcatggg
cgagactttt
actttagaaa

320 g

cgttttgttce
ggtaaattcg
ggatctactt
ctttcataga
ttaaaggaat
cattcaatgg
agacaccatt
aataccctaa
ctaaacccta
gaagaccgtg
aatgatgcta
aaaggcatcg
ctcatagggt
aatcttcagg
taataaattc
tatatatata
tgatttacct
tttaattact
aaaataattc
aaagttgaaa
tctcatatat
tcttgaatga
cattttatta
attatcatgt
cagccacgag
attgaccatc
cgcaaacacg
ggcgattggce
gattttaaac
ccttatccaa
tttttttaaa
aataatacaa

630 t

acacttgcectt
atatttatca
acgtatctgc
gagcaatcat
aaagaaaaga
agtcaccacc
tccaatccct
ttgagccttt
atcccttgta
aagtggacgt
aacagctgaa
agaatgaact
tcactcattt
tacgagtcaa
atcttataga
tataattctg
ttggatctta
tttttgtaag
atcacaactc
taaattatct
atattatcat
aacattacta
cttaaggaaa
ggggacatgg
ccatgttagg
ctcgttccaa
gacacaaacc
gaacacatga
acaaacgttc
ctggtttgtt
tttgggtatc
tgtggtatct

tcgactttcg
atctttattc
atgattatta
tatattaagg
ttctcaaaac
actatacgag
tgatctcttc
accgcttatt
tgcggaagaa
ggacttacac
gaagagaaat
ttccggaaag
ttcttgccat
tatatctcat
gttatatctc
aatttatttg
ttatacaatt
aagagttggt
tttacgttta
actaagattt
agtagtcaaa
tgctcggtca
cctttttgtt
ttcacaatac
gatcccttgt
gccactgaaa
cttctecgtgt
gaagaattgt
ccttaaggac
tgaagagcag
tttttetttt
aattgttcca

taaacctata
tcgtaggtta
gttataaaag
taacttaatt
atttcatcac
atatcctcaa
cctaacctca
gatcgcataa
ggagagcaag
atcggccttce
gggaaggaga
gcatactgga
gtatgcttca
gcgcattgcect
cggatctaat
ataaaagcta
tacaaattta
aatatatatt
tttaatgcct
gattggctat
acatttgatt
ataatatgat
ttttgttgac
aggaaaggac
tactgctgcg
gactttagga
cgcctttgeg
ggaaaacgtt
catgttaagg
gcttctaatt
cacttatgga
aattaggaac
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Herrn Prof. Dr. Klaus Hahlbrock danke ich fiir die Moglichkeit in der Abteilung Biochemie
des Max-Planck-Instituts fiir Ziichtungsforschung zu promovieren und fiir sein stetes

Interesse an meiner Arbeit.

Mein besonderer Dank gilt Dr. Bernd WeiBhaar fiir die engagierte Betreuung und intensive
Unterstiitzung dieser Arbeit, die ermdglichte Teilnahme an verschiedenen Konferenzen sowie

viele hilfreiche Diskussionen.

Herrn Prof. Dr. H. Schneider-Poetsch danke ich fiir die bereitwillige Ubernahme des

Koreferates.

Dr. Ellen Wisman, Elvira Baumann, Nicole Schmitz und Anja Leihkauf danke ich fiir die
Bereitstellung der #-Mutanten aus der En/-mutagenisierten Population sowie die
Durchfiihrung des PCR-Screenings. Mein Dank gilt Ellen auch fiir viele anregende Gespriche

und ihr ,,coaching®.

Ganz besonders bedanken mochte ich mich bei Ute Tartler fiir ihre Unterstiitzung.

Desweiteren mochte ich mich bei Lydia Bollenbach fiir die Bereitstellung der At7-
Zellkultur sowie bei Ralf Schmidt, Thomas Giirtler und Guido Schmidt fiir die Pflege der

Pflanzen bedanken.

Allen Mitarbeitern der Abteilung Biochemie, vor allem Jiirgen Ehlting, sowie insbesondere
den jetzigen und ehemaligen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe Weilhaar und der ADIS danke
ich fiir die vielen Anregungen und Hilfestellungen, ihre fachliche und moralische Unterstiitzung

und den Spal}, den wir zusammen hatten.
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Ich versichere, daBl ich die von mir vorgelegte Dissertation selbstindig angefertigt, die
benutzten Quellen und Hilfsmittel vollstindig angegeben und die Stellen der Arbeit -
einschlieBlich Tabellen, Karten und Abbildungen -, die anderen Werken in Wortlaut oder dem
Sinn nach entnommen sind, in jedem Einzelfall als Entlehnung kenntlich gemacht habe; daf3
diese Dissertation noch keiner anderen Fakultit oder Universitit zur Priifung vorgelegen hat;
dafl sie - abgesehen von unten angegebenen Teilpublikationen - noch nicht verdffentlicht
worden ist, sowie daB ich eine solche Verdffentlichung vor Abschlul des
Promotionsverfahrens nicht vornehmen werde.

Die Bestimmungen der giiltigen Promotionsordnung sind mir bekannt. Die von mir

vorgelegte Promotion ist von PD Dr. Bernd WeiB3haar betreut worden.

Teilpublikationen:

Wisman, E., Hartmann, U., Sagasser, M., Baumann, E., Palme, K., Hahlbrock, K.,
Saedler, H., and Weisshaar, B. (1998).

Knock-out mutants from an En-1 mutagenized Arabidopsis thaliana population generate new
phenylpropanoid biosynthesis phenotypes.

Proc. Natl. Acad. Sci. 95, 12432-12437.

Focks, N., Sagasser, M., Weisshaar, B., and Benning, C. (1999).
Characterization of #15, a novel transparent testa mutant of Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
Planta 208, 352-357.

Sagasser, M., Weisshaar, B., Hahlbrock, K.

Transparent Testa 1 - a zinc finger protein affecting catechin accumulation in the seed coat of
Arabidopsis thaliana.

Manuskript in Vorbereitung.

185



