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Pobres das flores nos canteiros dos jardins regulares.
Parecem ter medo da policia...

Mas tao boas que florescem do mesmo modo

E tém o mesmo sorriso antigo

Que tiveram para o primeiro olhar do primeiro homem
Que as viu aparecidas e lhes tocou levemente

Para ver se eles falavam...

(Fernando Pessoa)

Arme Blumen auf abgezirkelten Gartenbeeten.

Sie scheinen Angst vor der Polizei zu haben...

Aber so gitig sind sie, dass sie genauso blihen

und das gleiche uralte Licheln behalten,

das sie dem erste Blick des ersten Menschen zeigten,
der sie sprieffen sah und sie leicht bertihrte,

um zu sehen, ob sie auch sprechen kénnten...
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1. Zusammenfassung

Das Phytohormon Auxin spielt eine zentrale Rolle in Wachstum und Entwicklung der
Pflanzen. Zumindest einige der Auxin-regulierten Vorgidnge werden iiber die Aktivierung von
Genen kontrolliert. Eine Gruppe solcher Auxin-induzierter Gene, die SAUR-Genfamilie, ist
seit nunmehr 20 Jahren bekannt; ihre Genprodukte konnten bisher aber nicht in vivo
nachgewiesen werden und iiber ihre Funktion wurde nur auf Grund korrelativer Daten
spekuliert.

Die Elongation von Maiskoleoptilsegmenten ist einer der am besten charakterisierten
Vorginge, die von Auxin vermittelt werden. In unserer Arbeitsgruppe war es gelungen, ein in
Maiskoleoptilsegmenten durch Auxin induzierbares, der SAUR-Genfamilie verwandtes Gen
zu klonieren. Ziel der vorliegenden Arbeit war dieses als ZmAUX2 bezeichnete Gen und seine
Funktion niher zu charakterisieren.

Die Transkription des ZmAUX2-Gens wird ausschlielich durch Auxin induziert, nicht jedoch
durch Ethylen, Methyljasmonsdure oder Brassinolid und konnte in Koleoptile und Mesokotyl
lokalisiert werden. Dabei korrelierte die ZmA4UX2-Transkriptmenge jeweils sehr gut mit den
unterschiedlichen Elongationsraten im Licht bzw. im Dunkeln.

Die ZmAUX2-Promotoraktivitit wurde durch GUS-Reportergenstudien in Arabidopsis und
Tabak untersucht. In den transgenen Pflanzen konnte eine GUS-Aktivitit vor allem in
elongierenden Bereichen des Hypokotyls, des Epikotyls sowie der Blattstiele detektiert
werden. Wéhrend Kriimmungsbewegungen wurde jeweils auf der stirker elongierenden
Flanke eine hohere GUS-Aktivitidt nachgewiesen, unabhéngig davon ob die Kriimmungs-
bewegung endogen gesteuert war, wie im Falle des Offnens des Hypokotylhakens, oder ob sie
als Reaktion auf einen Reiz erfolgte, wie nach lateraler Belichtung oder nach gravitroper
Stimulation. Sprossquerschnitte zeigten, dass der ZmAUX2-Promotor das GUS-Reportergen
vor allem in der Epidermis und in subepidermalen Cortexbereichen induzierte, also in den
Geweben, die limitierend fiir das Streckungswachstum sind.

Die ersten iiber eine reine Korrelation hinausgehenden Hinweise auf die Funktion eines
SAUR-verwandten Gens konnten durch Transposon-mutagenisierte Maispflanzen erhalten
werden, deren ZmAUX2-Gen disruptiert war. Koleoptilen dieser Pflanzen elongierten
langsamer als die der Kontrollpflanzen und reagierten schlechter auf einen gravitropen Reiz.
Wihrend der weiteren Entwicklung zeichneten sich diese Pflanzen durch Zwergwiichsigkeit
aus. Der aus den Expressionsstudien gezogene Schluss, ZmAUX2 wie auch andere SAUR-
Gene seien fiir die Auxin-vermittelte Elongation wichtig, konnte durch diese Transposon-
Mutanten erstmals direkt belegt werden.

Transgene Maispflanzen, die ZmAUX?2 iiberexprimierten, zeigten ebenfalls eine verdnderte
Elongation der Koleoptile und des Mesokotyls, was ein weiterer Beleg fiir die Beteiligung
von ZmAUX?2 in der Auxin-vermittelten Elongation darstellt.

Durch metabolische Markierung von Maiskoleoptilen und anschlieBende Immunprézipitation
konnte erstmals das ZmAUX2-Genprodukt und damit das erste Genprodukt der SAUR-
Genfamilie in vivo nachgewiesen werden. Mit der in ,,pulse chase“-Experimenten ermittelte
Halbwertszeit von fiinf bis sieben Minuten ist ZmAUX2 dhnlich labil wie die Aux/TAA-
Genprodukte. ZmAUX2 gehort damit zu den kurzlebigsten eukaryotischen Proteinen
tiberhaupt. Diese Kurzlebigkeit und das zweigeteilte Kernlokalisationssignal, das in ZmAUX2
detektiert werden konnte, fiihrten zur Annahme, das ZmAUX2-Gen konnte fiir einen
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Transkriptionsfaktor kodieren. Hinweise fiir die Kernlokalisation des ZmAUX2-Genprodukts
konnten mittels einer ZmAUX2-GUS-Reporter-Fusion in Zwiebelepidermiszellen erhalten
werden.

Fiir eine iiber die Rolle eines einfachen Gliedes der Signalkette vom Auxin zur Elongation
hinausgehende Funktion des ZmAUX2 spricht seine nachgewiesene Calmodulinbindung.
ZmAUX2 konnte ein Integrationspunkt verschiedener Signalketten sein, die zum einen vom
Auxin tliber die Aux/IAA-Gene und zum anderen von einem geotropen Reiz iiber Calmodulin
die Elongation beeinflussen.
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2. Einleitung

Phytohormone steuern nahezu alle Differenzierungsprozesse im Leben der Pflanzen. Die
pflanzliche Entwicklung wird durch die Phytohormone aber nicht in ein starres Programm
gezwungen; vielmehr sind gerade sie es, die es der Pflanze erlauben, auf ihre Umwelt zu
reagieren. Solche Reaktionen sind meist mit Wachstum verbunden; so wurde das erste
entdeckte Phytohormon auch Auxin genannt (griech. auxanein: wachsen). Im Wachstum wird
die Verzahnung von Entwicklung und Umweltreaktion besonders deutlich. Fast jeder
Entwicklungsprozess ist mit Wachstum verbunden. ,,Sich entwickeln* und ,,heranwachsen*
werden sogar hiufig synonym benutzt. Erst durch Wachstum werden aber auch Reaktionen
wie die Kriimmung zum Licht oder die Ausrichtung zur Schwerkraft moglich. Nur durch eine
auf die Umwelt reagierende Entwicklung wird so eine optimale Anpassung an den Standort
erreicht, dem die sessile Pflanze nicht entflichen kann.

Bereits DARWIN (1880) hat die Wachstumsreaktion einer sich nach dem Lichte kriimmenden
Phalaris canariensis-Koleoptile beschrieben und auf eine rdumliche Trennung von
Reizperzeption und Reaktion geschlossen. Auf DARWINS Untersuchungen aufbauend schloss
WENT (1928) aus Experimenten mit Avena sativa-Koleoptilen zum erstenmal auf die Existenz
eines niedermolekularen, als Auxin bezeichneten Mediators, der das Signal vom Ort der
Wahrnehmung auf den Ort der Reaktion iibertrdgt. Inzwischen ist die chemische Struktur
vieler natiirlicher und synthetischer Auxine aufgeklart und Indol-3-Essigsdure (IAA) als das
verantwortliche Phytohormon fiir die Zellstreckung im Avena-Kriimmungstest identifiziert.
Weiter stellte sich heraus, dass Auxine neben der Umweltreaktion, die zur Entdeckung
gefiihrt hat, auch sehr viele Entwicklungsvorgéinge im Leben der Pflanze beeinflussen.
Auxine spielen eine Rolle bei der Zellteilung und -elongation, bei der Wurzel- und
Blattentwicklung, bei der Induktion der Leitbiindeldifferenzierung ebenso wie bei der
Apikaldominanz. Um eine solche Vielzahl unterschiedlicher Effekte iiber Auxin steuern zu
konnen, miissen die Zellen bereits Informationen dariiber enthalten, wie auf ein Auxinsignal
reagiert werden soll. Die Zellen verfiigen tliber ein ihrem Ort und ihrem Entwicklungszustand
entsprechenden Kompetenzmuster, so dass Auxin die jeweils addquate Reaktion hervorrufen
kann. Zudem agiert Auxin nicht allein, vielmehr entscheidet ein ausbalanciertes Verhiltnis
verschiedener Phytohormone zueinander {iber die weitere Entwicklung, was die Erforschung
der Wirkungsweise sehr erschwert. So ist {iber die Wirkungsmechanismen immer noch wenig
bekannt, und als einfaches, inzwischen gut charakterisiertes Modellsystem hat die Koleoptile
immer noch ihre Bedeutung.

Kontrollierend fiir das Léngenwachstum von Koleoptilen wirken die Epidermis und
subepidermale Schichten. Sie verhindern eine unkontrollierte Ausdehnung der inneren Zell-
schichten. Fiir die einzelnen Zellen wiederum stellt die Zellwand das kontrollierende Element
dar (CosGrove, 1997). Auxin erhoht die Extensibilitit von Zellwidnden, was zu einer Zell-
streckung durch Wasseraufnahme fiihrt.

2.1 Die Siurewachstumshypothese

Erklart wurde diese Extensibilititsdnderung ndhergehend erstmals durch die Sdurewachstums-
hypothese (RAYLE & CLELAND, 1970; RAYLE & CLELAND, 1977; CLELAND, 1980; CLELAND ef al., 1991).
Formuliert wurde sie auf Grund von Beobachtungen, nach denen eine Ansduerung des
Apoplasten Koleoptilen zum Elongieren bringen kann, und Auxin auch tatsdchlich zu einer
Erniedrigung des pH-Wertes im Apoplasten fiihrt. Die Sdurewachstumshypothese versteht die
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Zellelongation als Folge der durch Auxin hervorgerufenen Ansduerung des Apoplasten. Fiir
das Ausschleusen von Protonen iiber die Plasmamembran wird eine H'-ATPase
verantwortlich gemacht. Auch das Pilzgift Fusicoccin steigert sowohl den Protonenausstrom
als auch das Wachstum von Spross- und Koleoptilsegmenten, was fiir einen Zusammenhang
von Ansduerung und Elongation spricht. Komponenten der Primdrwand — Xyloglukane und
Zellulosemikrofibrillen — sollen sich bei erniedrigtem pH-Wert voneinander 16sen, so dass die
gelockerte Zellwand dem Turgor der Zelle einen geringeren Widerstand entgegensetzt und auf
diese Weise ein Expandieren ermoglicht. Es ist allerdings klar, dass das Sdurewachstum nur
ein Teilaspekt der Auxin-induzierten Elongation sein kann. Eine Ansduerung des Mediums
filhrt im Gegensatz zu Auxin nur zu einer kurzfristigen Elongation und ist in Avena-
Koleoptilen bereits nach 60-100 Minuten voriiber (Ubersicht in RAYLE & CLELAND, 1992 und
KUTSCHERA, 1994).

2.2 Expansine

Vermitteln kdnnten eine Elongation nach Ansduerung die sogenannten Expansine, kodiert von
einer groflen Genfamilie, bestehend aus den beiden Hauptklassen a- und B-Expansine, die bis
auf eine Ausnahme (die sich von Pflanzen erndhrende Helix pomatia) auf die Embryophyta
beschrankt ist. Sie scheinen nicht nur bei der Zellwandstreckung, sondern auch in der
Morphogenese, der Fruchtreifung, der Samenkeimung und beim Pollenschlauchwachstum
immer dort eine Rolle zu spielen, wo es auf eine Auflockerung der Zellwand ankommt
(COSGROVE, 2000; LEE et al., 2001).

Entdeckt wurden die a-Expansine als Proteine, die, zugesetzt zu aufgekochten Gurken-
hypokotylsegmenten, deren Féhigkeit auf Ansduerung mit Extension zu antworten, wieder-
herstellen. Dabei liegt das Optimum der Reaktion zwischen pH 4,5 und 5, wie es die
Sdurewachstumshypothese postulierte (MCQUEEN-MASON et al., 1992; LI et al., 1993; Talz, 1994).
Inzwischen konnte die Expression der Expansine mit einer Reihe von Wachstumsreaktionen
korreliert werden. So reagiert der Sumpfsauerampfer Rumex palustris auf Uberflutung mit
starker Blattelongation, gleichzeitig wird die Transkription des Expansins RpEXP1 stark
erhoht. Im nah verwandten Rumex acetosa, der nicht zu einer Elongation als Reaktion auf
Uberflutung in der Lage ist, konnte dagegen keine erhdhte Transkriptmenge von Expansinen
nach einer Uberflutung nachgewiesen werden (VRIEZEN et al., 2000). Im Hypokotyl von Pinus
taeda wird durch exogenes Auxin die Transkription eines Expansins bis zu 100fach gesteigert
(HUTCHINSON et al., 1999). Die aussagestirksten Korrelationen fand man aber im Vergleich der
unterschiedlich stark elongierenden Flanken wéhrend einer gravitropen Kriimmungsreaktion,
denn hier werden Gewebe verglichen, die sich tatséchlich nur in der unterschiedlich schnellen
Zellstreckung unterscheiden. Im Tomatenspross konnten nach gravitroper Stimulation h6éhere
Expansin-Transkriptmengen in der unteren, stirker elongierenden Flanke nachgewiesen
werden als in der oberen (CADERAS et al., 2000). In der Maiswurzel konnte mittels Antikérper in
der oberen, stirker elongierenden Flanke eine hohere Expansinmenge detektiert werden
(ZHANG & HASENSTEIN, 2000). Neben solchen Korrelationen sprechen bereits erste Ergebnisse aus
Versuchen mit transgenen Pflanzen fiir eine zentrale Rolle der Expansine bei der
Zellwandstreckung. So konnte mit Expansin-antisense-mRNA das Wachstum von
Arabidopsis-Blattstielen inhibiert werden, eine Uberexpression fiihrte aber zu etwas lingeren
Blattstielen, groBBeren Blattspreiten und groeren Zellen (CHo & COSGROVE, 2000).

Die Expansine scheinen jedoch keine Hydrolyse oder Proteolyse zu vermitteln (McQUEEN-
MASON et al., 1992; MCQUEEN-MASON & COSGROVE, 1995). Auch zu einer Transglykosylierung von
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Xyloglukanen sind sie wohl nicht befdhigt (McQUEEN-MaSON et al., 1993). Xyloglukane werden
fiir eine Vernetzung der Zellulosemikrofibrillen verantwortlich gemacht, durch Trans-
glykosylierung konnte eine Lockerung des Netzes erreicht werden. Die Expansine scheinen
aber eher ein Gleiten der Zellulosemikrofibrillen zu ermoglichen, indem sie die Wasserstoff-
briicken zwischen den Polysacchariden der Zellwand 16sen (MCQUEEN-MASON & COSGROVE,
1994). Die Wandstabilitdt wird dabei nicht zerstort, da die gelosten Wasserstoffbriicken sofort
durch neue ersetzt werden konnen. Unterstiitzt wird dieses Modell dadurch, dass bisher keine
Hydrolasen, keine Proteasen und auch keine Xyloglukan-Transglykosylasen gefunden
wurden, die die Zellwandrelaxation imitieren konnen (CosGROVE, 2000).

Wie aber kann Auxin die Expansine aktivieren?

2.3 Auxin-Bindende Proteine

Aus Reis konnte ein Auxin-bindendes Protein (57 kDa), ABPs7, isoliert werden, das direkt mit
der pflanzlichen Plasmamembran-H'-ATPase interagiert und diese aktiviert (Kim er al., 1998b).
Die Affinitit zur H-ATPase wird durch IAA-Bindung verstirkt (KM ef al., 2001). Ganz im
Sinne der Sdurewachstumshypothese konnte Auxin also direkt mit ABPs; die Aktivitdt der
Plasmamembran-H -ATPase steigern und durch die daraus folgende Ansduerung kénnten
Expansine in ihr pH-Optimum geraten.

In Mais konnte nach Auxingabe eine Zunahme der Transkriptmenge einer Plasmamembran-
H'-ATPase um das dreifache nachgewiesen werden (Frias et al, 1996). Auch iiber Gen-
aktivierung konnte Auxin also fiir eine Ansduerung sorgen und auf die Expansine wirken.
Daneben spielt sicher auch die durch Auxin bewirkte Genaktivierung der Expansine eine
Rolle (siehe oben, HUTCHINSON et al, 1999). So wurden sogenannte ,,Auxin Responsive
Elements” (AuxREs), die eine durch Auxin induzierte Transkription vermitteln, in den
Promotoren verschiedener Expansine gefunden. Das fiir ein Expansin kodierende LeExp2 aus
Tomate, das in elongierenden Zonen des Hypokotyls transkribiert wird (CATALA et al., 2000), hat
zweil AuxREs im Promotorbereich (CADERAS er al., 2000). Auch konnte gezeigt werden, dass
exogenes Auxin tatsdchlich die LeExp2-Transkription in Hypokotylsegmenten stimuliert
(CATALA et al., 2000).

Welches Auxin-bindende Protein fiir eine solche Auxin-induzierte Expression verantwortlich
ist, konnte bisher noch nicht geklart werden. Neben dem oben erwéhnten ABPs; sind noch
eine Reihe weiterer Auxin-bindender Proteine, sowohl 16sliche als auch Membran-gebundene,
identifiziert worden. Ihre Funktion in der Auxinperzeption, im Auxintransport oder im
Metabolismus ist aber noch wenig verstanden (Ubersicht in JONES, 1994).

Die Rolle des am besten charakterisierten, urspriinglich aus Maiskoleoptilen isolierten ABP1
(LOBLER & KLAMBT, 1985) in der Auxinperzeption wurde lange Jahre kontrovers diskutiert
(HERTEL, 1995; VENIS, 1995). Obwohl ABP1 keine Transmembranspanne trigt, sehr wohl aber
ein sogenanntes KDEL-Signal, das fiir einen Verbleib im Endoplasmatischen Reticulum (ER)
verantwortlich gemacht wird, und ABP1 auch groBtenteils im ER zu finden ist, wurde
postuliert, ABP1 miisse eine Rezeptorfunktion an der Plasmamembran erfiillen. Dies schloss
man aus Versuchen mit ABPIl-Antiseren, die Auxin-induzierte Reaktionen verhindern
konnten. So scheinen ABPI1-Antiseren in Maiskoleoptilsegmenten eine Auxin-induzierte
Elongation zu verhindern (LoBLER & KLAMBT, 1985). Diese Reaktion konnte zwar nicht von
anderen Labors bestdtigt werden, aber die durch Auxin ausgeldste Hyperpolarisation der
Plasmamembran — das fritheste Ereignis wédhrend der Auxin-induzierten Zellelongation —
konnte durch ABP1-Antiseren in Tabakprotoplasten ebenfalls gehemmt werden, wihrend
Fusicoccin eine Hyperpolarisation hervorruft, die nicht durch ABP1-Antiseren verhindert
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werden kann. Antikrper gegen die Plasmamembran H -ATPase hemmen jedoch die Wirkung
sowohl von Fusicoccin als auch von Auxin (BARBIER-BRYGOO et al., 1989). Weiter imitierte ein
spezifischer Antikorper gegen die Auxinbindungsstelle des ABP1 eine Auxinantwort (VENIS et
al, 1992; STEFFENS et al, 2001). Da davon auszugehen ist, dass die Antikorper nicht ins
Cytoplasma gelangen, wurde ein ,,docking“-Protein postuliert, das in der Plasmamembran
verankert ist, durch die Bindung eines Auxin-ABP1-Komplexes aktiviert wird und das Signal
in die Zelle weiter gibt (KLAmBT, 1990). Eine starke Bindung von exogenem ABPI1 an
Plasmamembranvesikel von Maiskoleoptilen wurde auch nachgewiesen (ScHIEBL et al., 1997),
und in immuncytochemische Untersuchungen an Maiskoleoptilen konnte ABP1 zu geringen
Mengen an der Plasmamembran lokalisiert werden (BRONSEMA et al., 1998), die Hauptmenge war
jedoch wie zu erwarten im ER zu finden. Nach Berechnungen von HENDERSON et al. (1997)
sollen weniger als 2 % des ABP1 bis an die Plasmamembran gelangen. DIEKMANN et al.
(1995) berichteten sogar von einer durch Auxin stimulierten Clusterbildung des ABP1 in der
Plasmamembran. Neuere Arbeiten mit monoklonalen Antikorpern bestétigen, dass ABPI
aktiv als Auxinrezeptor an der Plasmamembran wirkt. Wie die polyklonalen Seren kénnen
verschiedene monoklonale Antikérper im Tabakprotoplastensystem die Auxininduktion
verhindern oder imitieren (LEBLANC et al., 1999). Durch die Verwendung monoklonaler Anti-
korper kann ausgeschlossen werden, dass in den Seren vorhandene Antikorper, die gar nicht
gegen ABP1 gerichtet sind, diesen Effekt auslosen. Genaue Bindungsstudien mit diesen
monoklonalen Antikdrpern und der Einfluss von Auxin auf diese Bindungen deuten darauf
hin, dass Auxinbindung eine Konformationsdnderung in ABP1 bewirkt. Bestimmte mono-
klonale Antikorper erkennen das Protein mit gebundenem Auxin nicht mehr, obwohl sie nicht
an der Auxinbindungsstelle binden und deshalb durch Auxin sterisch gehindert wéren (Davip
et al, 2001). Dies bestitigt eine Annahme SHIMOMURAS et al. (1986), die auf eine
Konformationsdnderung bereits aus Zirkulardichroismus-Spektroskopie-Messungen schlos-
sen.

Um mehr ABP1 an die Zelloberfldche zu dirigieren, wurde es im KDEL-Signal mutiert und in
Tabak {iberexprimiert (BAULY et al, 2000). Die Mutationen im KDEL-Signal konnten zwar
mehr ABP1 ins Dictyosom lenken, an der Plasmamembran wurde aber keine Zunahme an
ABP1 detektiert. Gleichwohl bewirkte die ABP1-Uberexpression eine gesteigerte Reaktion
auf Auxin, was erneut die Frage aufwirft, ob ABP1 nicht auch eine Funktion im Innern der
Zelle erfiillt

Diskutiert wird, dass ABP1 als Chaperon bereits im ER den Transport von Zellwand-
bestandteilen zur Zellwand reguliert. AuBer den Zellulosebausteinen durchlaufen alle
Vorldufer der Zellwand das ER. So konnten wachstumslimitierende Faktoren bereits im ER
mit ABP1 Auxin-abhédngig interagieren (CHEN et al., 2001). Andererseits konnte das ER auch
nur als Speicher dienen, aus dem je nach physiologischem Zustand ABP1 an die Zell-
oberflache segregiert wird und erst dort zum aktiven Rezeptor wird (SHIMOMURA et al., 1999).
Das Cytoplasma wird als Ort der Auxinperzeption ebenfalls diskutiert. Der Befund, dass nur
das die Cytoplasmamembran durchquerende Auxinanalogon NAA den Defekt in der gravi-
tropen Reaktion einer aux/-Mutante komplementieren konnte, nicht aber das Auxinanalogon
2,4-D, das die Cytoplasmamembran nicht durchqueren kann, wurde in dieser Richtung
gedeutet (YAMAMOTO & YAamaMoTo, 1998). ABP1 wird tatsdchlich auch im Cytoplasma gefunden
(BRONSEMA et al., 1998), die weiteren identifizierten, Auxin-bindenden Proteine konnten aber
ebenso eine cytosolische Auxinperzeption iibernehmen.

Die Disruption und die Uberexpression des ABP1 lieferten inzwischen neue Hinweise dafiir,
dass ABP1 tatsdchlich an der Signaltransduktion, die zu einer Zellelongation fiihrt, beteiligt
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ist. Die Entwicklung eines Arabidopsis-Embryos, der nach T-DNA-Disruption kein ABP1-
Protein mehr bilden kann, blieb im globuldren Stadium stehen. Die Zellen strecken sich nicht
richtig und teilen sich nicht in der richtigen Orientierung. Wird in Zellen einer Tabak-
suspensionskultur die ABP1-Expression durch ein antisense-Konstrukt verhindert, so
verlieren auch diese Zellen ihre Fihigkeit, auf Auxingabe mit einer Streckung zu reagieren
(CHEN et al, 2001). Durch eine konstitutive ABP1-Uberexpression in Arabidopsis konnen
Blattbereiche auf Auxingabe mit Zellexpansion reagieren, die dies normalerweise nicht
konnen. Der Habitus der Pflanzen unterscheidet sich allerdings nicht von dem des Wildtyps,
jedoch sind die Zellen groBer (Jones et al, 1998). Dies bestitigt die Beobachtung, dass die
Basiseinheit der Morphologie nicht die Zelle ist, da Bldtter der selben Morphologie und
GroBe von weniger, aber dafiir groBeren Zellen gebildet werden kénnen.

ABP1 spielt wohl sicher eine wichtige Rolle in der Auxinantwort, die Wirkungsweise und der
Ort seiner Aktivitdt bedarf aber noch einer weiteren Aufklarung.

Versuche mit Auxin-Transport-Inhibitoren wurden lange Zeit als Hinweise auf eine
intrazellulire Wahrnehmung des Auxinsignals gewertet (STEFFENS et al, 2001). Letzten Endes
zeigen sie aber nur, dass der Auxintransport eine wichtige Komponente in der Auxin-
physiologie spielt.

2.4 Auxintransport

Vom Hauptsyntheseort, dem Apex, wird Auxin basipetal mit einer Geschwindigkeit von
10-20 mm/h bis zur Basis transportiert. In der Wurzel wird Auxin dann zentral, akropetal bis
zur Wurzelspitze geleitet, und von dort in der Epidermis und anschlieBenden Cortexzellen
basipetal weitergegeben (JONES, 1998; SCHOPFER & BRENNICKE, 1999).

Nach dem chemie-osmotischen Modell des polaren Auxintransportes, wird Auxin
undissoziiert (der vorherrschenden Form im sauren Apoplasten) iiber einen Auxin-Transporter
oder auch direkt durch die Membran aufgenommen. Im eher basischen Cytosol dissoziiert
Auxin und kann somit nicht wieder iiber die Aufnahmewege aus der Zelle heraus. Auxin kann
somit bis zu 20fach in der Zelle akkumuliert werden. Die antreibende Kraft ist allein der
elektrochemische Gradient iiber die Plasmamembran. Verlassen werden kann die Zelle nur
basal iiber einen Efflux-Transporter, der Auxin in der deprotonierten Form transportiert.
(Ubersicht in JONEs, 1998) Diese zundchst nur postulierte Asymmetrie des Efflux-Transporters
konnte durch Immunolokalisationsexperimente bestitigt werden (GALWEILER ef al., 1998).

Als ein Bestandteil des Efflux-Transporters identifiziert wurde AtPIN1 (,,Arabidopsis
thaliana pin-formed®, auch AGR1 ,,agravitropic* oder EIR1 ,,ethylene insensitive root*), das
Homologien zu bakteriellen Transportern zeigt (CHEN et al, 1998; GALWEILER et al., 1998).
Mindestens 14 AtPINI-verwandte Gene sind in Arabidopsis zu finden (SwARUP et al., 2000).
AtPIN1 wurde in der basalen Membran von Xylemparenchymzellen lokalisiert, wo es den
basipetalen Transport ermoglichen soll. AtPIN2 wurde in der oberen Membran von
Epidermis- und Cortexzellen der Wurzel gefunden. In der Wurzelelongationszone soll der
Auxintransport in diesen Zellen ja auch tatsdchlich basipetal nach oben fiithren (MULLER ef al,
1998). Lange wurde angenommen, dass der polare Transport allein durch diese Asymmetrie in
der Lokalisation der Efflux-Transporter zustande kommt (PALME & GALWEILER, 1999; SCHOPFER &
BRENNICKE, 1999). Neueste Untersuchungen zur Lokalisation des Influx-Transporters zeigten
auch fiir diesen eine asymmetrische Verteilung (Swarup et al, 2001). Als Influx-Transporter
wurde AUXI1 identifiziert (BENNETT et al, 1996), das in Arabidopsis noch drei weitere
Verwandte hat, LEX1 bis LEX3 (,like AUXI®) (SwarupP et al, 2000). AUXI1 ist den
pflanzlichen Aminosdure-Permeasen verwandt. Da Auxin aus Tryptophan synthetisiert
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werden kann, ist eine Evolution eines Auxintransporters aus einem Tryptophantransporter
durchaus wahrscheinlich.

AUXI1 konnte in der oberen Membran von Protophloemzellen der Wurzel lokalisiert werden,
wohingegen bei gleichzeitiger Farbung AtPIN1 an der unteren Plasmamembran detektiert
wurde (SWARUP et al., 2001). Diese Lokalisation spricht zudem fiir einen Ferntransport iiber das
Phloem. Protophloemzellen haben noch keine Siebplatten ausgebildet. Eine Entladung des
Phloems konnte in diese Zellen iiber AUX1 erfolgen, aullerdem ist Auxin tatsdchlich in
puM-Konzentrationen im Phloem detektiert worden (BAKER, 2000 nach SWARUP et al., 2001).
Daneben ist AUX/ auch in der Columella der lateralen Wurzelkappe und der Epidermis
gefunden worden (SwARUP et al., 2001).

Neueste Ergebnisse zeigten (GELDNER et al, 2001), dass die zur Untersuchung der Auxin-
Transporter verwendeten Inhibitoren gar nicht spezifisch die Auxin-Transporter hemmen,
sondern auf den Vesikel-Transport wirken. Auch andere Plasmamembranproteine werden
durch diese Inhibitoren in ihrer Lokalisation gestort, und Brefeldin A (BFA) kann die
physiologische Wirkung solcher Inhibitoren, beispielsweise auf Wurzelelongation bzw.
-gravitropismus, imitieren. Weitere Versuche mit dem Vesikeltransport-Inhibitor BFA
zeigten, dass der Efflux-Transporter rasch zwischen Plasmamembran und einem noch nicht
identifizierten endosomalem Kompartiment zirkuliert (GELDNER er al, 2001). Uber dieses
schnelle Zirkulieren des Efflux-Transporters konnte natiirlich der Auxin-Transport schnell
und effektiv reguliert werden.

Flavonoide konnen den Auxintransport beeinflussen (BROWN e al, 2001). Zudem binden
Flavonoide an NBP (,,Naphthylphtalaminsidure bindendes Protein*), das wiederum mit dem
Auxin-Efflux-Transporter in Verbindung steht (Ubersicht in MUDAY & DELONG, 2001). Uber NBP
scheint aber nicht wie bisher angenommen die Aktivitidt des Efflux-Transporters, sondern
dessen Lokalisation reguliert zu werden (GIL et al., 2001; LUSCHNIG, 2001).

Auch Phosphorylierung scheint eine wichtige Rolle bei der Regulation des Auxin-
Transporters zu spielen. So ist in der Auxin-Transport-Mutante rcnl (,,roots curl in NPA®),
die nur langsam auf gravitrope Reizung reagiert, die regulatorische Untereinheit A der
Proteinphosphatase 2A defekt (RASHOTTE et al. 2001). Ist die PINOID1-Kinase mutiert so zeigen
die Pflanzen einen &hnlichen Phéanotyp, wie Pflanzen mit inaktivem PIN1 Efflux-Transporter.
Zudem reduzieren Kinase-Inhibitoren den Auxin-Efflux ohne den Influx zu tangieren (Mupay
& DELONG, 2001).

Der Auxin-Transport scheint also iiber viele Faktoren beeinflussbar zu sein. Zellen konnten
iiber eine verdnderte Transporterverteilung sowohl ihre intrazellulire Auxinkonzentration
beeinflussen, und damit ihre Empfindlichkeit auf die extrazelluldre Auxinkonzentration
verdndern. Sie konnten aber auch den Auxin-Transport beeinflussen und {iber eine verdnderte
Lokalisation der Transporter auch die bereits in der ersten Hilfte des vorigen Jahrhunderts
von Went postulierte Querverschiebung des Auxins wéhrend einer tropischen Kriimmungs-
bewegung bewerkstelligen. Dafiir gibt es allerdings noch keinen wirklich sicheren Anhalts-
punkt. Hingegen wird schon lange kontrovers diskutiert, ob die gemessenen Auxin-
konzentrationsunterschiede und der Zeitverlauf ihres Auftauchens (PHILIPPAR ef al., 1999) die
Kriimmungsbewegung ausreichend erkldren konnen (FIRN & DiGBY, 1980). Es bedarf relativ
hoher exogener Auxinkonzentrationen (10°M), um die gravitrope Reaktion zu hemmen.
Werden physiologischen Konzentrationen (10°-10"M) verwendet, die ausreichen miissten,
um die geringen Konzentrationsunterschiede aufzuheben, kriimmt sich die Koleoptile normal,
obwohl ihr Lingenwachstum sehr wohl gesteigert ist (EDELMANN, 2001). EDELMANN schldgt
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deshalb ein Modell vor, in dem Auxin fiir einen Strom von Zellwand-relaxierenden
Substanzen in Vesikeln zur Zellwand sorgt, was zum bekannten Elongationswachstum fiihrt.
Die dortige Entladung in die Zellwand soll aber wéhrend der gravitropen Reaktion an der
oberen Seite gehemmt sein. Dort sammeln sich nach seinen Beobachtungen sogenannte
osmiophile Partikel an; der Transport dieser Partikel an die Zellwand scheint dabei nicht
verandert zu sein. Die angesammelten osmiophilen Partikel konnten fiir die beobachtbare,
verstarkte gravitrope Kriimmung verantwortlich sein, die nach einer kurzen Vorinkubation der
Koleoptilen im umgekehrten gravitropen Feld auftritt (EDELMANN & SamalOvA, 1999). Auxin
steuert nach diesem Modell zwar das Wachstum, indem es zu einer Sekretion von Zellwand
relaxierenden Faktoren fiihrt, diese Sekretion kann aber wéhrend der gravitropen Reaktion an
der oberen Flanke gehemmt werden.

Ein gravitroper Stimulus muss also nicht direkt auf die Auxinkonzentration wirken, sondern
konnte die Auxinantwort in der nachgeschalteten Signaltransduktion beeinflussen. Es gibt
immer noch wenig Anhaltspunkte welche Signalwege dies sein konnten.

2.5 Auxin-Signalwege

In Catharanthus roseus-Zellkulturen, die in der G1-Phase arretiert waren, konnte nach
Zugabe von Auxin eine Zunahme von Inositol-(1,4,5)-trisphosphat und Inositolbisphosphat
festgestellt werden; Inositol-(1,4,5)-trisphosphat konnte in C. roseus-Mikrosomen eine
Ca2+-Freisetzung bewirken (ETTLINGER & LEHLE, 1988). Dies deutet auf eine Aktivierung der
Phospholipase C durch Auxin mit nachgeschalteter Freisetzung von Ca®" hin. Eine Erhohung
der cytoplasmatischen Ca’’-Konzentration nach Auxingabe konnte in Maiskoleoptilen
gemessen werden (FELLE, 1988; GEHRING et al., 1990a), wenngleich bei diesen Messungen auch
die Spezifitit des Auxinsignals fraglich blieb. Uberzeugender konnten erhohte Calcium-
konzentrationen auf der jeweils stidrker elongierenden Flanke wihrend einer photo- bzw.
geotropen Reaktion nachgewiesen werden (GEHRING et al., 1990b). Neuere Arbeiten deuten aber
darauf hin, dass die Inositol-(1,4,5)-trisphosphat-Freisetzung und ein eventuell nach-
geschaltetes Ca2+-Signa1 nach geotroper Reizung noch vor einer Auxinumverteilung auftritt,
und eher ein Element in der Signaltransduktion des gravitropen Reizes und nicht des Auxins
darstellt (PERERA et al., 2001). Interessant ist in diesem Zusammenhang die Entdeckung, dass die
frith Auxin-induzierten S4UR-Gene Calmodulin Calcium-abhéingig binden (YANG & POOVAIAH,
2000). Der gravitrope Stimulus konnte also eventuell erst hier in die Auxin vermittelte
Elongation eingreifen. Calcium ist aber ein Signal, das in vielen verschiedenen Signal-
transduktionswegen eine Rolle spielt und geradezu entgegengesetzte Wirkungen haben kann.
Hinweise wie solch unterschiedliche Wirkungen durch ein und dieselbe Substanz erzielt
werden konnten, gaben neueste Arbeiten, nach denen Information in den unterschiedlichen
Oszillationsmustern liegt (ALLEN et al., 2001).

Auxin kann auch die Phospholipase A, stimulieren. So wurde in Sojabohnen-Mikrosomen
nach Auxingabe eine gesteigerte Aktivitdt der Phospholipase A, gemessen (SCHERER & ANDRE,
1993). In Suspensionskulturen konnte eine Freisetzung von Lysophosphatidylcholin (LPC) aus
Phosphatidylcholin nach Auxingabe festgestellt werden, eine Reaktion, die durch die
Phospholipase A, katalysiert wird (PAUL et al., 1998). Wird die Phospholipase A, spezifisch
gehemmt, so wird dadurch auch das Auxin-induzierte Hypokotylstreckungswachstum in
Cucurbita pepo gehemmt (SCHERER & ARNOLD, 1997). Weiter spricht die gemessene Zunahme
der Elongationsrate in Maiskoleoptilen nach Inkubation mit LPC, die nicht durch Auxin
weiter gesteigert werden kann, fiir eine Rolle der Phospholipase A; in der Auxin-induzierten
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Koleoptilelongation (Y1 et al., 1996). Zudem konnte Lysophosphatidylcholin die Proteinkinase
der Plasmamembran in vitro aktivieren (SCHERER et al. 1993).

Eine Aktivierung der Phospholipase A; konnte durch ein G-Protein vermittelt werden (PAUL et
al., 1998). Ebenso gibt es Hinweise, dass das postulierte ,,docking“-Protein fiir das ABPI
(siche oben) ein G-Protein ist. So kann ein C-terminales Peptid des ABP1 eine GTPyS-
Bindung an Maismesokotyl-Mikrosomen stimulieren (MILLNER et al., 1996).

Uber G-Proteine kénnte eine MAPK-Kaskade angeschaltet und iiber diese die Phospholipase
stimuliert werden (ZWERGER & HIrT, 2001). Zwar konnten die von MIZOGUCHI et al. (1994)
gemessene MAPK-Aktivitdt, die in Tabaksuspensionskulturen nach Auxinzugabe gemessen
wurden, von TENA und RENAUDIN (1998) als nicht Auxin-spezifisch charakterisiert werden —
der gemessene Effekt kann allein durch Ansduerung, wie sie in den Versuchen durch die
Indol-3-Essigsdure zustande kam, erzielt werden — MOCKAITIS und HOWELL (2000) konnten
aber eine MAPK-Aktivierung durch Auxin in Arabidopsis-Wurzeln messen, die nicht durch
einen Ansduerungseffekt erkldrt werden kann. Diese MAPK-Reaktion ist in axr4-Mutanten
(,,auxin resistant™), die eine verringerte Sensitivitit gegeniiber Auxin zeigen, reduziert,
obwohl diese Mutanten auf andere Stimuli mit einer normalen MAPK-Aktivierung reagieren
(MockAITIS & HOWELL, 2000).

Ein weiterer, sicher sehr wichtiger Aspekt der Signaliibertragung ist der schnelle
Proteinabbau, zumindest einer Gruppe von schnell Auxin-induzierten Genen, der Aux/IAA-
Familie (siche unten).

2.6 Schnell Auxin-induzierte Gene

Eine rasche Auxin-induzierte Transkription von Genen konnte bereits 1982 von ZURFLUH &
GUILFOYLE nachgewiesen werden. Inzwischen sind eine ganze Reihe solcher Gene kloniert
und charakterisiert worden, die auch bei durch Cycloheximid gehemmter Proteinbiosynthese
durch Auxin induziert werden, so dass sie der primdren Auxinantwort zugerechnet werden
konnen.

2.6.1 Die ACS-Genfamilie

Nur fiir eine Klasse dieser Gene der Primérantwort ist die Funktion bereits bekannt. Es
handelt sich um Aminocyclopropan-Carboxylat-Synthase-Gene, deren Genprodukte den
limitierenden Schritt in der Ethylenbiosynthese von S-Adenosylmethionin zum ACC
katalysieren. Die ACS-Genfamilie kodiert fiir kurzlebige, cytosolische Proteine, die gewebs-
spezifisch reguliert sind. Uber diese ACS-Proteine scheint die Ethylensynthese Auxin-
abhédngig gesteuert zu sein, wodurch eine Verzahnung von Auxin- und Ethylenwirkung
zustande kommt (Ubersicht in ABEL & THEOLOGIS, 1996). Allerdings sind wohl nicht alle
Mitglieder der Familie an einer primiren Auxinantwort beteiligt.

2.6.2 Die GST-Genfamilie

Eine zweite, schnell durch Auxin induzierte Genfamilie zeigt Homologien zur Glutathion-S-
Transferase. Fiir einzelne Mitglieder dieser GST-dhnlichen Familie, zu der auch die par-Gene
(,,protoplast-auxin-regulated) gehdren, wurde zwar nachgewiesen, dass sie tatsdchlich eine
Glutathion-S-Transferase-Aktivitit besitzen, allerdings ist ihre eigentliche Funktion noch
unklar. FEine bekannte Funktion von Glutathion-S-Transferasen ist die Entgiftung xeno-
biotischer und endogener toxischer Substanzen. Damit verwandt ist ihre Schutzfunktion vor
schéddlichen, oxidativen Reaktionen, wie sie nach Pathogeninfektionen und mechanischen
Traumata auftauchen. Auch in Folge der vielen durch Auxin induzierten metabolischen und
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zellphysiologischen Prozesse fallen viele oxidierende Nebenprodukte an, die durch eine GST-
Aktivitdt unschéadlich gemacht werden konnten (ABEL & THEoLoGIs, 1996). Es wurde auch
diskutiert, ob das meist als Induktor verwendete 2,4-D als xenobiotisch erkannt wird und
deshalb zu einer Induktion der GSTs fiihrt. Induziert werden die GSTs neben 2,4-D auch
durch biologisch inaktive Auxinanaloga wie 2,3-D, elektrophile Substanzen, Schwermetalle
und Stressbedingungen (ULMASOV et al., 1994; 1995b). Desweiteren konnten Salicylsdure und
H,0; als Induktoren wirken, wie mittels GST6-Promotor-Luziferase-Fusionen gezeigt wurde
(CHEN & SINGH, 1999). Das Signal des oxidativen Stresses konnte dabei iiber eine MAPK-
Kaskade vermittelt werden (KovTuN et al., 2000). Die GST-Familie scheint also weniger an einer
spezifischen Auxinsignaltransduktion beteiligt zu sein als vielmehr an einer Stressantwort, die
auch durch Auxin ausgelost werden kann.

Allerdings ist die GST-Familie nicht sehr einheitlich, so zeigen par4 und eine Gruppe parA
dhnlicher Gene nur begrenzte Homologien zu parB, fiir das die GST-Aktivitdt zunichst
gezeigt werden konnte. Fiir parA selbst konnte nur eine geringe GST-Aktivitit nachgewiesen
werden. Die Tatsache, dass parA im Kern zu finden ist, sowie seine Ahnlichkeit zu einem
prokaryotischen Protein, das einen Komplex mit der RNA-Polymerase bildet, gaben Anlass
zu Spekulationen iiber eine Funktion in der Expressionsregulation (TAKAHASHI ef al., 1995).
Zudem ist nicht klar, ob Auxine iiberhaupt an das katalytische Zentrum der GSTs binden.
Tierische GSTs haben auch eine Bindedomine, die fiir den innerzelluldren Transport
hydrophober und amphiphatischer Molekiile wichtig ist. BINLANG und STURM (1995) schlugen
ein Modell vor, in dem Auxin an eine solche Domiéine bindet, wodurch die Auxin-
konzentration in den Zellen kontrolliert werden konnte. Es wurde auch vorgeschlagen, Auxin
reguliere durch eine solche Bindung das Redox-Potential in den Zellen. Weiter konnte Auxin
tiber GST-kontrollierten, reaktiven Sauerstoff eine Genexpression regulieren (Ubersicht in ABEL
& THEOLOGIS, 1996).

Neben ihrer Rolle in der Stressantwort erscheint es moglich, dass einige Mitglieder der GS7-
Familie durchaus eine spezifische Funktion in der Auxinreaktion haben.

2.6.3 Die GH3-Genfamilie

Als erstes Auxin-induziertes Gen einer Familie, die in Arabidopsis aus mindestens zehn
Mitgliedern besteht, wurde GH3, das fiir ein 70 kDa Protein kodiert, in einem differentiellen
Screening identifiziert (HAGEN et al, 1984). Bereits fiinf Minuten nach einer Auxinzugabe
konnte eine erhohte Transkription nachgewiesen werden (HAGEN & GUILFOYLE, 1985). Anders als
die GST-Gene werden GH3-Gene spezifisch nur durch biologisch aktive Auxine induziert;
auch Cycloheximid fiihrt zu keiner GH3-Induktion, verhindert eine Auxininduktion aber nicht
(FRANCO et al, 1990). Die GH3-Gene sind also primdre Gene der Auxinantwort. Mit
Antikorpern konnte eine cytosolische Lokalisation von GH3 nachgewiesen werden.
Expressionsstudien mit einem GH3-Promotor-GUS-Konstrukt wiesen auf eine Beteiligung
von GH3 in gravi- bzw. phototropen Kriimmungsreaktionen hin (L1 et al, 1999). Das GH3
verwandte Gen, FIN219 (,far red insensitiv‘), scheint eine Rolle in der Phytochrom A
vermittelten Lichtinaktivierung von COP1 (,,constitutively photomorphogenic®) zu spielen,
einem zentralen Repressor der Photomorphogenese (HsIEH et al., 2000). In einer Mutante dfl/-D
(,,dwarf in light), in der das zu GH3 homologe DFLI-Gen iiberexprimiert ist, konnte ein
vermindertes Sprosswachstum im Licht, nicht aber im Dunkeln beobachtet werden. Das
DFLI-Gen selbst wird aber nicht durch Licht reguliert. Es konnte aber mit einem licht-
abhingigen Partner interagieren und als Heterodimer die Zellelongation hemmen (Nakazawa
etal.,2001).
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Reguliert werden konnten GH3-Gene iiber eine MAPK-Kaskade. So konnte in Mais-
Protoplasten die Induktion durch Auxin eines iiber einen GH3-Promotor kontrollierten
Reportergens spezifisch mittels einer MAPKK-Kinase, NPK1 (,,Nicotiana protein kinase*),
reprimiert werden (Kovtun et al, 1998). Die NPK1 homologen Proteine ANP1, 2 und 3,
(,,Arabidopsis NPK1 like protein kinase*) aus Arabidopsis, die ebenfalls eine GH3-Promotor-
Aktivitdt reprimieren konnen, wirken wohl in einer durch oxidativen Stress aktivierten
MAPK-Kaskade (Kovtum et al., 2000). GH3-Proteine konnten also wichtige Integrationspunkte
sowohl in der Licht-, der Stress- und Auxin-Reaktion darstellen.

2.6.4 Die Aux/IAA-Genfamilie

Die Gen-Familie der ersten Auxinantwort, liber deren Regulation bisher am meisten bekannt
ist, ist die Aux/IAA-Familie. Es handelt sich dabei um 19-36 kDa grof3e Kernproteine, die vier
konservierte Doménen, I-1V, besitzen, mit einem Kernlokalisationssignal in Doméne IV. Im
Arabidopsis-Genom sind 25 solcher Aux/IAA-Gene aufgespiirt worden, die alle vier Doménen
besitzen, und vier weitere, denen ein oder zwei Domidnen fehlen (Reep, 2001). In ,,yeast two
hybrid“-Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Doménen III und IV eine Homo- bzw.
Heterodimerisierung zwischen Aux/IAA- und eine Heterodimerisierung zwischen Aux/IAA-
und ARF-Proteinen ermdglichen (OUELLET et al, 2001). Die ARF-Proteine (,,auxin response
factor) weisen C-terminal ebenfalls die Domédnen III und IV auf, sind aber nicht Auxin-
induzierbar. N-terminal zeigen ARF-Proteine eine DNA-Bindedomine, die an die Sequenz
TGTCTC von AuxREs (,,auxin responsive elements®) bindet (ULmasov et al., 1997). AuxREs
sind in vielen Auxin-induzierbaren Genen zu finden, und vermitteln zusammen mit einem
konstitutiven Element die Auxininduzierbarkeit, wie in Reportergenstudien gezeigt wurde
(ULMASOV et al, 1995a). Der mittlere Bereich konnte in ARF5, -6, -7 und -8 fiir eine
Transkriptionsaktivierung verantwortlich gemacht werden. In ARF1 scheint dieser jedoch
eine reprimierende Wirkung zu haben (ULmasov et al., 1999).

Die Aux/IAA-Gene werden nur durch Auxin und Cycloheximid induziert, was zur
Postulierung eines kurzlebigen Repressors fiihrte. Fiir eine solche Induktion durch De-
reprimierung spricht, dass in transgenem Tabak, der ein Konstrukt aus einem Ps-IAA4/5-
Promotor bzw. Ps-IAA6-Promotor und dem GUS-Reportergen tragt, die GUS-Transkription
auch durch Cycloheximid induziert wird. Daneben fiihrt Cycloheximid zu einer Stabilisierung
der Transkripte dieser Aux/IAA-Gene, wie Induktionsversuche bei gleichzeitiger Gabe von
Transkriptionsinhibitoren zeigten. Dies wiirde fiir eine kurzlebige, spezifische RNase
sprechen; fallt sie nach Cycloheximidinkubation weg, so wiirden die Aux/IAA-Transkripte
nicht mehr so schnell abgebaut. Ein Translationsarrest konnte iiber einen noch nicht
verstandenen Mechanismus ebenfalls zu einer solchen Stabilisierung der Transkripte fiihren.
(KosHiBA et al., 1995)

Fiir die Aux/TAA-Genprodukte konnte eine Halbwertszeit von sechs bis acht Minuten
gemessen werden (ABEL et al., 1994). Diese Kurzlebigkeit ldsst sich auch auf einen Reporter
ibertragen. Fusioniert man das Ps/AA46-Gen der Erbse mit der Luziferase, so wird auch diese
zum schnellen Abbau bestimmt. Wird aber in der PsSIAA6-Doméne II Prolin 61 zu Leucin
mutiert oder Valin 62 zu Glycin, so ist das Fusionsprotein weit weniger kurzlebig (WORLEY et
al. 2000; RAMOS et al., 2001). Mit spezifischen Proteasom-Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass
dieser schnelle Abbau Proteasom-abhéngig ist (Ramos ez al. 2001). Eine solche Abhédngigkeit
konnte auch erkliren, warum Mutationen in den Komponenten des SCF'™®!-Ubiquitin-
ligasekomplexes (,,SKP1, CDC53 or cullin, F-box protein®) Auxin-induzierte Reaktionen
beeinflussen. Eine Uberexpression von TIR1 (,,auxin transport inhibitor response®) fiihrt
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sogar zu einer erhohten Auxinantwort mit einer gesteigerten Expression Auxin-induzierbarer
Gene (GRrAY et al., 1999). Die Cullin-Komponente dieses Komplexes ist wiederum durch AXR1
(,;auxin resistant”) und ECR1 (,,E1 C-terminus related*) reguliert. Das dem N-Terminus des
E1-Protein (,,ubiquitin-activating-enzyme*) dhnliche AXR1 bildet mit ECR1 ein Heterodimer,
welches das Ubiquitin-dhnliche Molekiil Rub (,.related to ubiquitin) auf SCF™! iibertrigt
(DEL Pozo & ESTELLE, 1999). Ist AXR1 mutiert, so ist auch die Transkription der Aux/IAA-Gene
und weiterer Auxin-induzierbarer Gene anderer Familien, die ebenfalls ein AuxRE-Elemente
tragen, nach Auxingabe beeintrachtigt (TIMPTE et al., 1995, ABEL et al., 1995a/b).

Fiir ein IAA1-Luziferase-Fusionsprotein konnte gezeigt werden, dass dieser schnelle Abbau
Auxin-abhingig ist (ZENSER et al, 2001). Analog konnte fiir ein IAA17-Luziferase-
Fusionsprotein sogar eine Auxin-Dosisabhidngigkeit der Stabilitit nachgewiesen werden
(TrwaRrt et al, 2001). In Hefe und tierischen Systemen wird die Ubiquitinierung durch
Phosphorylierung gesteuert (Gray & ESTELLE, 2000). Eine Phosphorylierung des SHY2/IAA3-
Proteins (,,short hypocotyl®) konnte in vivo bereits nachgewiesen werden (COLON-CARMONA et
al., 2000). Die Phosphorylierung konnte durch MAP-Kinasen sowie der PINOID-Kinase
vermittelt werden (sieche oben).
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Abb. 2-1 Rolle der Aux/IAA-Gene
Verandert nach REED, 2001.

Die Aux/IAA-Proteine konnten also mit den an den AuxREs sitzenden ARF-Transkriptions-
faktoren wechselwirken und dadurch auch ihre eigene Transkription reprimieren (Abb. 2-1).
Sie konnten also selbst die kurzlebigen Repressoren sein, die nach den Induktionsversuchen
mit Cycloheximid postuliert wurden (siche oben). Eine reprimierende Wirkung konnte fiir 16
verschiedene Aux/IAA-Genprodukte kiirzlich tatsidchlich durch Uberexpressionen in
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Karotten-Protoplasten, die ein Auxin-induzierbares GUS-Reporterkonstrukt enthielten,
gezeigt werden (TIWARI et al., 2001).

Auxin konnte iiber eine MAP-Kinasekaskade oder iiber die PINOID-Kinase zu einer
Phosphorylierung der Aux/IAA-Proteine fiihren und sie dadurch dem Ubiquitin-abhédngigen
Abbau im Proteasom preisgeben. Sie wiirden als Repressor wegfallen. Paradoxerweise wiirde
Auxin also zu einer gesteigerten Transkription der Aux/IAA-Gene fiihren, aber gleichzeitig die
Aux/IAA-Proteinkonzentration durch Instabilisierung senken. Ein solches System bietet den
Vorteil, dass es sowohl sehr schnell angeschaltet als auch sehr schnell wieder herunter
reguliert werden kann. Andere Auxin-induzierbare Gene mit einem AuxRE im Promotor,
auch solche der ersten Auxinantwort, konnten durch den Abbau der Aux/IAA-Proteine
ebenfalls angeschaltet werden. Zudem konnte dieses System direkt iiber die Aux/IAA-
Genprodukte reguliert werden oder aber iiber das Ubiquitinierungs- und Abbausystem, wie
die Mutante axrl zeigte (siche oben).

Aux/IAA-Proteine konnten in vitro auch durch Phytochrom A phosphoryliert werden (CoLoN-
CARMONA et al., 2000), somit konnte auch Licht den Abbau der Aux/IAA-Proteine durch
Phosphorylierung beeinflussen.

Phytochrom A konnte die Aux/[AA-Gene daneben {iber ein weiteres Promotorelement der
Aux/IAA-Gene beeinflussen, das D1-Element (NaGao et al, 1993). Erst kiirzlich konnte
GmGT-2 identifiziert werden, ein Transkriptionsfaktor der G7-2-Familie, der an das D1-
Element des Soja-Aux/IAA-Gens Aux28 bindet. GmGT-2 wird moglicherweise Phytochrom-
abhédngig in Licht herunter reguliert. Mit dem lichtabhdngigen Verschwinden der GmGT-2-
Transkripte korreliert das Verschwinden der Aux28-Transkripte (O’ GRADY et al., 2001).

Das Flavoprotein NPH1 (,,nonphototropic hypocotyl*), das als fiir den Phototropismus ver-
antwortlicher Photorezeptor diskutiert wird, hat eine Licht regulierte Kinaseaktivitét (CHRISTIE
et al., 1998). Eine Phosphorylierung von Aux/IAA-Proteinen durch NPH1 konnte allerdings
noch nicht gezeigt werden. Auch die Entdeckung, dass eine in IAA19 defekte Mutante msg?2
(,,massugu‘) nur schwach auf laterales Licht reagiert, spricht flir eine wichtige Rolle der
Aux/IAA-Gene im Phototropismus (REeD, 2001).

Andererseits gibt es auch Hinweise, dass Licht zu einer Stabilisierung von Aux/IAA-
Proteinen fiihren kdnnte. So entwickeln Keimlinge, die in einer Doméne II mutiert sind
(axr2-1, axr3-1, shy2-1 und shy2-2) und die dadurch ein stabilisiertes Aux/IAA-Protein
exprimieren, auch im Dunkeln Blétter (NAGPAL et al., 2000; KM et al.,1996; KM et al., 1998a; REED et
al., 1998). Desweiteren konnten Aux/IAA-Proteine iiber die am schnellen Abbau beteiligten
Faktoren lichtabhéngig reguliert werden. So scheint COP9, ein Multiproteinkomplex, der die
Photomorphogenese negativ reguliert, mit SCF' ' zu interagieren und damit PSIAA6 zu de-
stabilisieren (SCHWECHHEIMER et al., 2001).

Die oben erwihnte lichtabhingige Regulation des GH3-Gens konnte durch die Aux/IAA-
Proteine vermittelt werden. Auch GH3 besitzt wie alle schnell Auxin-induzierbaren Gene, mit
Ausnahme der GST-Familie, ein AuxRE-Promotorelement.

Die vielen Moglichkeiten zur Dimerisierung der Aux/IAA-Proteine und der ARF-Proteine,
thre unterschiedlichen, sich aber teilweise iiberlappenden Expressionsmuster, die unter-
schiedlichen inhibitorischen oder aktivierenden Wirkungen und die negative Feedback-
Regulation bilden ein komplexes Netz, das zur Integration vieler verschiedener Faktoren fahig
ist und so eine komplexe, organ- und gewebsspezifische Regulation ermdglicht. Reguliert
werden konnten Uber dieses Netzwerk alle Gene, die ein AuxRE-Element in threm Promotor
tragen, obwohl eine Bindung von ARF-Proteinen an Promotorelemente aufBerhalb der
Aux/IAA-Familie noch nicht gezeigt wurde. Solche Gene kdnnten flir Transkriptionsfaktoren
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kodieren, die weitere Gene aktivieren, welche schliefllich eine Zellwandrelaxation vermitteln.
Die SAUR-Gene zeigen viele Charakteristika, die fiir solche Transkriptionsfaktoren zu fordern
waren.

2.6.5 Die SAUR-Genfamilie

Die letzte Gruppe der schnell Auxin-induzierten Gene — die Gruppe der SAUR-Gene (,,small
auxin up RNA*) — bildet eine dhnlich grole Genfamilie wie die Aux/IAA-Familie. Im
Arabidopsis-Genom konnten iiber 30 putative SAUR-Gene detektiert werden. Die ersten
SAUR-Transkripte wurden im Hypokotyl von Glycine max detektiert, wo sie sich nach
Inkubation mit exogenem Auxin bereits nach 2,5 Minuten anhdufen. Sie gehoren damit zu den
am schnellsten induzierbaren Genen. In Glycine max sind fiinf identifizierte S4UR-Gene in
einem Cluster von 7 kb in jeweils alternierender Orientierung angeordnet; sie werden nicht
durch Introns unterbrochen (McCLURE et al, 1989). Daneben wurden die SAUR-Gene bisher
auch in Vigna radiata (YAMAMOTO et al., 1992), Pisum sativum (GUILFOYLE et al., 1993), Nicotiana
tabacum (Roux et al., 1998), Malus domestica (WATILLON et al., 1998), Raphanus sativus (ANAI et
al., 1998) und Zea mays (ROHRMEIER 1995; YANG & PoovaiaH, 2000) gefunden. Die meist nur 0,5 kb
grolen SAUR-Gene kodieren fiir sehr kleine, l6sliche Proteine von 9-10 kDa (ABEL &
THEOLOGIS, 1996) — in Mais bis 16,6 kDa (YANG & Poovaiah, 2000). Ein Vergleich verschiedener
SAUR-Sequenzen zeigt die Homologie der einzelnen Mitglieder zueinander (Abb. 2-2). Im
mittleren Bereich (in Abb. 2-2 mit Sternen markiert, umfasst 38 Aminosiuren von Arg>’ bis
Cys™ in ZmAUX?2) betrigt die Gesamtidentitit der verglichenen Sequenzen 82 %, iiber die
gesamten Sequenzen sind es 39 %.

SAUR-Gene zeigen den Aux/IAA-Genen dhnliche Expressionsmuster. Beide Familien sind vor
allem in stark elongierenden Geweben exprimiert. Dabei unterscheiden sich die jeweils
spezifischen Expressionsmuster der einzelnen Mitglieder einer Familie, {iberlappen aber auch
stark. Beide Familien scheinen an tropischen Reaktionen beteiligt zu sein. So héufen sich
Aux/IAA-Transkripte wie auch S4UR-Transkripte in der unteren, stiarker elongierenden Flanke
des Arabidopsis- bzw. Soja-Hypokotyls wihrend einer gravitropen Kriimmung an (WYATT et
al., 1993; McCLURE & GUILFOYLE, 1989). Weiter zeigen sowohl Mutanten, die in einem Aux/IAA-
Gen (z.B. axr2) defekt sind, als auch solche, die eine verdnderte Aux/IAA-Expression (z.B.
axrl; ABEL et al., 1995b) aufweisen, eine verdnderte Expression von S4UR-Genen (TIMPTE et al.,
1994; TIMPTE et al., 1995), was ebenfalls auf einen engen Zusammenhang der beiden Familien
hinweist.

Dieser Zusammenhang konnte natiirlich durch die AuxREs, die sowohl in Aux/IAA-
Promotoren als auch in den Promotorbereichen der S4UR-Gene vorhanden sind, vermittelt
werden (siehe oben). Es ist anzunechmen, dass ARFs auch an die AuxREs der SAUR-Gene
binden, und dass diese Bindung von Aux/IAA-Proteinen beeinflusst werden kann. Ob die
SAUR-Gene jedoch auf die Aux/IAA-Gene wirken konnen, ist noch unbekannt.

Ein weiteres Promotorelement, das in Aux/IAA- wie auch in S4UR-Genen zu finden ist, ist das
D1-Element (NAGAO et al., 1993). Uber dieses kénnten die Aux/IAA-Gene wie auch die S4UR-
Gene ein Phytochrom-Signal erhalten, und so auf verdnderte Lichtbedingungen reagieren
(siehe oben).

Die bisher innerhalb der schnell Auxin-regulierten Gene nur fir SAUR-Gene gezeigte
Calmodulinbindung (YanG & Poovaian, 2000) konnte ein weiteres Regulationselement
darstellen (siehe oben).
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ZMAUX2D i e i MINAKKIAHLAKKWQRMACIRRRCLTLGA 29
GMSAUR=6B ittt et iie ittt eenetenaaaeens MGFRLPGIRK.A 11
GMSAUR-10AS ittt i i ittt e i et eeeannens MGFRIAGIVRRT 12
GMSAUR= LA ittt it e ettt ettt e e MGFRLPGIRK.A 11
GMSAUR-XI0A .t ittt ittt ettt taeaeneneans MGFRLPGIRK.T 11
VIESAUR-ARGT 4ttt ittt ittt eenennennnns MGFRLPGIRK.T 11
ALSAUR-ACL ittt ittt i ettt et e e MAFLRSF 7
ZmSAUR1L MEEYQQVHQQOOQOQOGGRGSNKIRDIVRLOQLLKKWKKLAT 40
Consensus MGFRLPGIRK T
ZmAUX2p ASANGADECCSSVARKGHCAVYTADGA 65
GmSAUR-6B SFSANQASSKAVDVEKGYLAVYVGEKM. . . 48
GmSAUR-10A5 SFYTTQAASKRVDVPKGYAAVYVGDKM. .. 49
GmSAUR-15A ........ SKAADAPKGYLAVYVGEKL. .. 40
GmSAUR-X10A SIAANQASSKSVEVPKGYLVVYVGDKM. .. 48
VrSAUR-ARG7 LSARNEASSKVLDAPKGYLAVYVGENM. ..KREVIPVSHL 48
AtSAUR-AC1 LGAKQIIRRESSSTPRGEFMAVYVGENDQKKKRYVVPVSYL 47
ZmSAUR1 VTPSAASSGGRSSVPRGSFAVYVGEEM. . .RREVIPTEYL 77
Consensus A ASSK DVPKGYLAVYVGEKM . RREVIPVSYL
ZmAUX2p STPVFVELLOMSEEEFGFAGGDGRITLPCDAAVMEYALCL 105
GmSAUR-6B NKPSFODLLSOQAEEEFGYHHPNGGLTIPCSEDVFQHITSFEF 88
GmSAUR-10A5 NEPSFOELLSQAEEEFGYDHPMGGLTIPCKEEEFLNVTAH 89
GmSAUR-15A NOPSFODLLSOAEEEFGYDHPMGGLTIPCSEDVEFQCITSC 80
GmSAUR-X10A NOPSFODLLNQOAEEEFGYDHPMGGLTIPCKEDEFLTVTSH 88
VrSAUR-ARG7 NQPLFODLLSQAEEEFGYDHPMGGLTIPCSEDLFQHITSC 88
AtSAUR-AC1 NQPLFOOLLSKSEEEFGYDHPMGGLTIPCHESLFEFTVTSQ 87
ZmSAUR1 GHWAFADLLREAEEEFGFRHEGALR.TPCDVDSFOGILRL 116
Consensus NQPSFQODLLSQAEEEFGYDHPMGGLTIPC ED FQ ITS

ZmAUX2p LRRGASAELEQAFLSTMAISCHCASHLAPYVGATQQIA 143
GmSAUR-6B LN 90
GmSAUR-10A5 ILNEL 93
GmSAUR-15A LN 82
GmSAUR-X10A TNDL 92
VrSAUR-ARG7 LSAQ 92
AtSAUR-AC1 10 89
ZmSAURL VQOGOGGRRNEPAAMCDCDCSCSSETEILCR 147
Consensus LN

Abb. 2-2 Sequenzvergleich der SAUR-Genprodukte

Beriicksichtigt wurden Sequenzen aus Glycine max (Gm) (MCCLURE et al., 1989), Vigna radiata (Vr)
(YAMAMOTO et al., 1992), Arabidopsis thaliana (At) (GIL et al., 1994) und Zea mays (Zm) (ROHRMEIER, 1995;
YANG & POOVAIAH, 2000). Homologielevel 100 %: rot; > 75 %: ;> 50 %:

Eine weitere Besonderheit der SAUR-Gene ist ein DST-Element (,,down stream®), das im
3'nicht-translatierten Bereich zu finden ist. Es wird fiir die Kurzlebigkeit der Transkripte
verantwortlich gemacht. Mit Halbwertszeiten von zehn Minuten gehoren die SAUR-mRNAs
zu den instabilsten Transkripten, die in Pflanzen gefunden wurden (McCLURE & GUILFOYLE, 1989;
FrRANCO et al, 1990). Eine solche Instabilitdt ist wichtig fiir Faktoren, die an schnellen
transienten Regulationen beteiligt sind. Im Gegensatz dazu haben Aux/[AA-Transkripte eine
verhéltnisméBig lange Halbwertszeit von 60 bis 75 Minuten (KoSHIBA et al., 1995). Das DST-
Element kann Kurzlebigkeit auf Reportergene iibertragen (GiL & GREEN, 1996). Kiirzlich
konnten zwei Mutanten, dst/ und dst2, charakterisiert werden, die im DST-vermittelten
Abbau defekt sind. Es konnte nachgewiesen werden, dass solche Mutanten erhohte Mengen
an SAUR-ACI-mRNA aufweisen, allerdings zeigten diese Pflanzen keinen abnormen
Phénotyp (JoHNSON et al., 2000).
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Die Kurzlebigkeit der SAUR-Transkripte scheint allerdings nicht ausschlieBlich durch das
DST-Element vermittelt zu werden. Auch der offene Leserahmen scheint zu einer De-
stabilisierung beizutragen. In transgenen Tabakpflanzen, die ein Konstrukt mit der
kodierenden Sequenz des SAUR-6B-Gens aus Soja unter der Kontrolle eines CaMV 35S-
Promotors trugen, kam es nach Cycloheximid-Inkubation zu einer Anhdufung von S4AUR-
mRNA (Li et al., 1994b). Dies wurde mit einem labilen Faktor, einer RNase, erklart, die S4UR-
mRNA erkennt. Nach der Ausdiinnung eines solchen Faktors bei gehemmter Protein-
biosynthese wiirde die SAUR-Transkriptmenge zunehmen. Wie bereits erwihnt, konnte auch
ein Transkriptionsarrest bei verhinderter Translation eine solche Anhdufung erkliaren (KosHiBa
et al., 1995). Interessanterweise konnten LI er al. (1994b) keine Induktion der Transkription
durch Cycloheximid feststellen, wenn sie ein Konstrukt mit einem S4 UR-Promotor (SAUR-6B
bzw. SAUR-154) vor einem GUS-Reportergen in Tabak einbrachten, was gegen einen
kurzlebigen Repressor, wie ihn die Aux/IAA-Gene kodieren konnten, sprechen wiirde. GIL und
GREEN (1996) jedoch konnten eine solche Zunahme der Transkriptmenge nach Cycloheximid
messen. Sie verwendeten den S4UR-ACI-Promotor, der ebenfalls vor das GUS-Gen kloniert
worden war. Weiter konnte inzwischen gezeigt werden, dass in der axr3-Mutante, in der
IAAT17 stabilisiert vorliegt (Ramos et al., 2001), SAUR-ACI durch Auxin verstirkt induziert wird
(LEYSER et al., 1996). Bestimmte S4UR-Gene konnten also spezifisch von bestimmten Aux/IAA-
Genprodukten kontrolliert werden.

Mit Antikorpern, die gegen rekombinantes SAUR-Protein hergestellt wurden, konnte bisher
kein SAUR-Protein in vivo nachgewiesen werden, was fiir eine kurze Halbwertszeit auch der
SAUR-Proteine spricht (GUILFOYLE, 1999).

In unserer Arbeitsgruppe konnten zwei Gene der SAUR-Verwandtschaft aus Mais kloniert
werden (ROHRMEIER, 1995). Mit ¢cDNA-Sonden aus mit Auxin induzierten bzw. an Auxin
verarmten Maiskoleoptilen wurde eine cDNA-Bank, die aus Auxin-induzierten Mais-
koleoptilen gewonnen war, differentiell hybridisiert. Es konnten zwei Sequenzen mit offenen
Leserahmen kloniert werden, ZmAUX2 und ZmAUXS, die in ihrer Basenabfolge zu 91 %
identisch sind; sie konnen deshalb in Northernblotanalysen nicht voneinander unterschieden
werden. Auch in ihrer Proteinsequenz sind sich die beiden mit einer Gesamtidentitdt von 88 %
und einer Ahnlichkeit von 91 % sehr dhnlich. ZmAUX2 kodiert mit 435 Basenpaaren (bp) fiir
ein aus 144 Aminosduren bestehendes Protein von 15,3 kDa mit einem berechneten
isoelektrischen Punkt von pH 7,3. Bei ZmAUXS sind es 459 bp, die fiir ein 16,4 kDa Protein
aus 152 Aminosduren mit einem isoelektrischen Punkt von pH 7,8 kodieren. Sie sind somit
etwas groBer als die aus dikotylen Pflanzen isolierten SAUR-Gene. Auch ZmSAURI, das
einzige weitere aus monokotylen Pflanzen isolierte Gen der SAUR-Verwandtschaft, ist mit
147 Aminosduren und 16,6 kDa etwas groBer als die iibrige S4UR-Verwandtschaft. Die
Gesamtidentititswerte zu den SAUR-Genen liegt auf Proteinebene zwischen 30 % und 40 %,
im mittleren, konservierten Bereich (Arg’’ bis Cys’, in Abb. 2-2 mit Sternen markiert)
zwischen 40 % und 50 %. Damit sind die Werte nicht sehr hoch. Allerdings sind die stark
konservierten Aminosduren, insbesondere geladene und hydrophobe, aber auch Helix-
brechende wie Prolin, auch in den ZmAUX-Genprodukten zu finden, so dass auf eine
dhnliche Sekundarstruktur geschlossen werden kann, was auch durch Strukturvorhersagen
bestitigt wurde. Die Ahnlichkeit zu ZmSAURI fillt jeweils am geringsten aus, auch wenn
beispielsweise bei ZmSAURI1 das Tyrosin im stark konservierten Motiv EEEFGY wie bei
den ZmAUX-Genprodukten durch ein Phenylalanin ersetzt ist und damit eine Besonderheit
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fiir Mais darstellt. Auch ein SAUR-typisches DST-Element konnte im 3 nichttranslatierten
Bereich der ZmAUX-Gene identifiziert werden.

Die Durchsuchung einer genomischen Mais-Genbank fiihrte zur Isolierung einer Sequenz, die
zu 97 % mit der ZmAUX2-cDNA identisch ist, und dessen offener Leserahmen fiir ein Protein
kodiert, das eine Identitdt von 92 % zeigt. Die Unterschiede, die sich in 17 Nukleotid- mit
daraus folgenden 11 Aminosdurenaustauschen manifestieren, konnten durch die Verwendung
verschiedener Maiszuchtlinien bei der Herstellung der Banken begriindet sein. Sie betreffen
weder die konservierten Regionen der kodierenden Sequenz, noch das DST-Element, noch ein
zweigeteiltes Kernlokalisationssignal, das auch in anderen SAUR-Genen gefunden werden
kann (ROHRMEIER, 1995; YANG & PoovaiaH, 2000). Im Promotorbereich des genomischen
ZmAUX2 wurden AuxRE-Elemente, dhnlich denen der SAUR-Gene, gefunden. Auch ein
DUE/NDE-Element, das zusammen mit den AuxRE-Elementen wohl die Auxin-
induzierbarkeit der SAUR-Gene vermittelt und fiir das eine Bindung von Kernproteinen in
»gel mobility shift assays* nachgewiesen werden konnte (L1 et al., 1994a), wurde im ZmAUX2-
Promotor gefunden. Ebenso kann ein D1-Element identifiziert werden (Abb. 2-3). Auch der
Promotor zeigt demnach die typischen Eigenschaften der S4UR-Gene.

GmAUX28-D1: (-664) CATCT .ACAGTTACTAGCTAGT
ZmAUX2-D1: (-545) TATCTGACAGTTCCTCGACAGC

Abb. 2-3: Sequenzvergleich D1-Element von GmAUX28 und ZmAUX?2
Das zentrale D1-Motiv ist fett dargestellt. Auch in Az4UX2-27 ist im zentralen Motiv das A durch ein C ersetzt
(NAGAO et al., 1993). GmAUX28-D1I nach O'GRADY et al., 2001.

Induziert werden konnten die ZmAUX-Gene in Maiskoleoptilsegmenten bisher nur durch
biologisch aktive Auxine (IAA, NAA und 2,4-D) und Cycloheximid, nicht jedoch durch das
biologisch inaktive Auxinanalogon 3,5-D, nicht durch Kinetin oder Abscisinsdure. Die Auxin-
induktion ist sehr schnell. Bereits zehn Minuten nach Zugabe von Auxin zu an Auxin
verarmten Maiskoleoptilsegmenten konnte eine hohere ZmAUX-Transkriptmenge nach-
gewiesen werden als in einer in situ Probe (RoHRMEIER, 1995). Das Wiedererscheinen des
ZmAUX-Signals in der Northernanalyse findet demnach deutlich vor dem Einsetzen der
Zellelongation statt, das eine Latenzzeit von etwa 16 Minuten hat (BERGFELD et al., 1988). Die
ZmAUX-Transkriptmenge steigt bis 20 Minuten nach Auxingabe stark an und nimmt auch
danach noch etwas zu.

Detektiert wurden ZmAUX-Transkripte bisher nur in der Koleoptile, nicht aber im Primérblatt
oder in der Wurzel.

In E. coli konnte ein rekombinantes Fusionsprotein aus Maltosebindeprotein und ZmAUX2-
Protein exprimiert werden. Antikorper gegen dieses Fusionsprotein konnten aus Kaninchen
gewonnen werden. Ein Nachweis der ZmAUX-Proteine in Mais gelang damit bisher
allerdings nicht, was eine sehr kurze Halbwertszeit des ZmAUX2-Genproduktes vermuten
lieB3.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das ZmAUX2-Genprodukt in vivo nachzuweisen und
seine Halbwertszeit zu bestimmen. In Northernblot-Analysen sollte die ZmAUX2-Induktion
und Expression ndher untersucht werden. Der weiteren Charakterisierung der Expression
sollten Promotor-GUS-Fusionen dienen. Uber die Funktion des ZmAUX2-Proteins sollten
schlieBlich Mutanten, deren endogenes ZmAUX2-Gen disruptiert wurde und transgene
Pflanzen, die ZmAUX?2 iiberexprimieren sollten, Aufschluss geben.
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3. Ergebnisse
3.1 Spezifische Induktion von ZmAUX2 durch Auxin

Das im Zentrum dieser Arbeit stehende ZmAUX2-Gen wird nach exogener Auxingabe in
elongierenden Maiskoleoptilen transkribiert. In Northernblot-Analysen konnte gezeigt
werden, dass ZmAUX2 durch die Auxine IAA, NAA (Naphtyl-1-Essigsdure) und 2,4-D (2,4-
Dichlorphenoxyessigsdure) spezifisch induziert wird. Durch Kinetin (ein Cytokinin), ABA
(Abscisinsdure) und 3,5-D (3,5,-Dichlorphenoxyessigsdure), ein physiologisch inaktives
Strukturanalogon zu 2,4-D, konnte jedoch keine Erhoéhung der ZmAUX-Transkriptmenge
erzielt werden (ROHRMEIER, 1995).

3.1.1 Einfluss von Brassinolid

In Wachstumstests, die urspriinglich zur Untersuchung der Auxinwirkung entwickelt wurden,
zeigen die erst 1979 identifizierten Brassinosteroide eine dem Auxin dhnliche, die Zell-
elongation fordernde Wirkung (GRrRoVE et al., 1979). Auch Mais-Mesokotyl-Segmente reagieren
auf Brassinolidgabe mit Elongation (Yopp er al, 1981). Es lag deshalb nahe die Brassinolid-
wirkung auch im Biotest der Koleoptile auf Auxinwirkung zu untersuchen. So wurden
subapikale 1 cm lange Maiskoleoptilsegmente 20 h in Brassinolid- bzw. IAA-L&sungen
inkubiert (5.2.1.3). Als Negativkontrolle diente eine Methanol-Losung, da Brassinolid in
Methanol gelost war. Brassinolid fiihrte tatsdchlich zu einer Elongation der Koleoptil-
segmente, die der durch Auxin hervorgerufenen vergleichbar war (Abb. 3-1). Unterzieht man
die Werte einem nichtparametrischen Test (Mann Whitney Test, 5.1.5) unterscheiden sich die
Induktionen durch Brassinolid und Auxin nicht signifikant voneinander. (Im Vergleich
0,2 uM Brassinolid mit 10 uM IAA ergab sich P = 0,9873). Der Unterschied zu der Kontrolle
ist jedoch signifikant. (Im Vergleich 0,2 uM Brassinolid mit der Kontrolle ergab sich
P <0,0001).

cm 2
o 1,6
214 H H FE
:©
= 12HH H HH
S
1 41 | | | -
E os H I I H Abb. 3-1 Brassinolid wirkt auf die Koleoptilelongation
S 0’6 linEREREn Je 12 bzw. 13 subapikale 1cm lange Maiskoleoptilsegmente
0, 44 B HH wurden fiir 20 h mit 0,2 uM Brassinolid (1), 2 uM Brassinolid (2),
0'2 IINEREREE 10 uM TIAA (3), 0,05% Methanol (4) als Negativkontrolle,
'0 AL inkubiert und anschlieend vermessen.
1 2 3 4

Wihrend mit Auxin jedoch bereits nach etwa 4 h ein Effekt zu beobachten war, konnte
Brassinolid in einer Konzentration von 0,2 uM die Auxinwirkung erst nach der Inkubation
von 20 h vollstindig imitieren (Abb. 3-1). Dieser Effekt des Brassinolid wurde jedoch nicht
weiter verfolgt.
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Stattdessen wurde untersucht, ob Brassinolid, dhnlich wie Auxin, zu einer schnellen Induktion
der ZmAUX-Gene fiihrt. Zur Hormoninkubation wurden subapikale Maiskoleoptilsegmente
(5.2.1.1, 5.2.1.2) in Subpopulationen zu je 40 Stiick aufgeteilt. Eine in situ Probe, die die
ZmAUX2-Transkriptmenge in sich elongierenden Koleoptilen ohne exogene Einwirkung
festhalten sollte, wurde sofort in fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Eine Subpopulation wurde
in 0,2 pM Brassinolid, eine in 2 pM Brassinolid, eine in 10 uM [AA als Positivkontrolle und
eine zur Auxinverarmung nur in Wasser 100 min lang inkubiert. Danach wurde aus den
geernteten Koleoptilen Gesamt-RNA isoliert (5.2.2.1). Die Ausbeute betrug dabei zwischen
100 und 200 pg.

Die anschlieBende Northernblot-Analyse (5.2.2.4) mit einer ZmAUX2-Sonde zeigte deutlich
die durch TAA-Inkubation stark erhdhte Menge an ZmAUX-mRNA; der in situ-Pegel war im
Vergleich dazu gering. In den mit Brassinolid inkubierten Koleoptilsegmenten konnte, wie
auch in der Negativkontrolle, keine ZmA4UX-mRNA nachgewiesen werden (Abb. 3-2).

in situ Probe

0,2uM Bassinolid
2uM Bassinolid

auxinverarmt

10uM 1AA

Abb. 3-2: Spezifitiit der Induktion der ZmAUX-Gene, Test
auf Brassinolid
Subapikale Maiskoleoptilsegmente wurden mit Brassinolid
bzw. IAA inkubiert. Eine Northern-Analyse schloss sich an.
. Auf das 1,4 % Agarose-Gel wurden je 50 pg Gesamt-RNA pro
» ; | Spur aufgetragen, und mit dem ZmAUX2-Gen als Sonde
) hybridisiert.

3.1.2 Ethylen und Methyljasmonsdure induzieren ZmAUX2 nicht

Auch Ethylen und Methyljasmonat regulieren das Pflanzenwachstum und haben teilweise
dem Auxin dhnliche Wirkungen. So wird die Adventivwurzelbildung sowohl durch Auxin als
auch durch Ethylen stimuliert. Die Sprosselongation wird bei den meisten Pflanzen durch
Ethylen zwar gehemmt, bei Reis jedoch hat Ethylen eine steigernde, also zum Auxineffekt
parallele Wirkung (KIEBER & ECKER 1993). Auch Methyljasmonsdure scheint ebenso wie Auxin
eine Rolle bei der Reaktion auf Verwundungen (Kopba & Kikuta, 1994) und bei der
Zellexpansion (TAKAHASHI et al. 1994) zu spielen. Eine Induktion der ZmAUX-Gene durch
Ethylen und Methyljasmonsdure konnte in weiteren Northernblot-Analysen aber nicht nach-
gewiesen werden (Abb. 3-3).

in situ Probe
Ippm Ethylen
auxinverarmt
0,907% Mftthyl-
jasmonsdure

10uM IAA

Abb. 3-3: Spezifitiit der Induktion der ZmAUX-Gene;
Test auf Ethylen und Methyljasmonsiure

Subapikale Maiskoleoptilsegmente wurden mit Ethylen,
Methyljasmonséure bzw. IAA inkubiert. Eine Northern-
Analyse schloss sich an. Auf das 1,4 % Agarose-Gel wurden
je 50 pug Gesamt-RNA pro Spur aufgetragen, und mit dem
ZmAUX2-Gen als Sonde hybridisiert.

.
L J
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Fiir eine schnelle Induktion durch andere Pflanzenhormone als Auxine gibt es also keine
Anhaltspunkte.

3.2 Korrelation der ZmAUX2-Transkriptmenge mit der Koleoptil- bzw.
Mesokotylelongation im Licht bzw. im Dunkeln

Die ZmAUX2-Expression scheint fiir die Elongation wichtig zu sein. Licht hat einen negativen
Effekt auf die Elongation und verhindert in der Koleoptile das Etiolement. In Northernblot-
Analysen wurde deshalb getestet, ob die endogene ZmA4UX2-RNA-Konzentration durch Licht
niedrig gehalten wird. Dazu wurde Mais parallel im Licht und im Dunkeln angezogen, und
nach vier, fiinf bzw. sechs Tagen wurden die Koleoptilen geerntet und fixiert. Zudem wurden
Sdmlinge zunédchst vier Tage im Licht und danach noch einen weiteren Tag im Dunkeln
angezogen bzw. zunéchst vier Tage im Dunkeln und anschlieBend einen Tag im Licht. Aus
den Koleoptilen wurde Gesamt-RNA isoliert, jeweils 50 pg auf ein RNA-Gel aufgetragen und
im Northernblot analysiert.

Koleoptile
= -~
23| 8|3 |8238 2
o] [} o o o 9] 9]
& 2 2 Y222
= & = e |EE|EE| &
< <t vy vy <+ — <+ — el
Abb. 3-4 ZmAUX2-Transkription der Koleoptile
nach Anzucht im Licht bzw. im Dunkeln
e . w . Koleoptilsegmente wurden wie angegeben

angezogen und geerntet; es wurde Gesamt-RNA
isoliert und im Northernblot mit einer ZmAUX2-
Sonde analysiert.

In vier Tage alten Koleoptilen konnte, unabhédngig ob im Licht oder im Dunkeln gezogen, ein
starkes ZmAUX2-Signal detektiert werden. Bei den im Dunkeln gezogenen Koleoptilen nahm
die Transkriptmenge vom viertem zum fiinften Tag noch zu und blieb auch am sechsten Tag
im Dunkeln hoch. In den im Licht gezogenen Koleoptilen nahm die Stirke des Signals jedoch
zwischen dem vierten und flinften Tag ab. Von den drei Subpopulationen fiinf Tage alter
Koleoptilen, die wenigstens teilweise im Licht gezogen wurden (Abb. 3-4, Spuren 4-6),
konnte in der zuletzt einen Tag im Dunkeln gehaltenen (Spur 6) noch die hochste Transkript-
menge nachgewiesen werden.

3.2.1 Abhdngigkeit der Elongation von den Lichtverhdltnissen

Wie in Abb. 3-5 gezeigt, erfolgte bis zum vierten Tage eine Elongation unabhingig von der
Belichtung mit derselben Geschwindigkeit. Im Dunkeln elongierten die Koleoptilen danach
weiter; im Licht stellten sie ihr Wachstum ein und wurden vom Primaérblatt durchstof3en, was
im Dunkeln erst nach sechs Tagen stattfand. Bis zum vierten Tag schien die Elongation also
endogen, unabhédngig von Licht gesteuert zu sein, danach exogen durch Licht. Die ZmAUX2-
Transkriptmengen korrelieren somit gut mit der Elongation der Koleoptile, sie sind ebenso bis
zum vierten Tag unabhédngig von Licht hoch, nehmen dann im Licht ab, bleiben aber im
Dunkeln hoch.
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Abb. 3-5 Wachstum von Koleoptile (A) bzw.
Mesokotyl (B).

Prozentualer Anteil der Koleoptilen die bereits
vom Primirblatt durchstoBen waren (C). Die Zeit
wurde jeweils ab der Aussaat, nach einer
Waisserung von 24 h, gemessen. Anzucht im Licht
(-x-) bzw. im Dunkeln (-o0-).

3.2.2 ZmAUX2 wird im Mesokotyl transkribiert
Bei der Aufzucht fiel auf, dass das Mesokotyl, also des Abschnittes unterhalb der Koleoptile,

ebenfalls im Dunkeln stark elongierte. Im Licht wurde dagegen fast kein Mesokotyl gebildet
(Abb. 3-6).

Mesokotyl
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Abb. 3-6 Northernblot-Analyse des Mesokotyls nach
Anzucht im Licht bzw. im Dunkeln.

Mesokotylsegmente wurden wie angegeben angezogen und
geerntet; es wurde Gesamt-RNA isoliert und im Northernblot
analysiert

In der Northernblot-Analyse zeigte sich, dass auch im Mesokotyl eine ZmAUX-Transkription
nachgewiesen werden kann. Bisher war ZmA4UX-RNA nur in der Koleoptile detektiert worden
(ROHRMEIER, 1995). Die ZmAUX-Transkriptmenge war bei den im Dunkeln gewachsenen
Pflanzen am hochsten, was wiederum mit der Elongation des Mesokotyls gut korrelierte
(Abb. 3-6). Wie in der Northernblot-Analyse der Koleoptilen-RNA konnte auch bei den fiinf
Tage alten Mesokotylsubpopulationen, die teilweise im Licht gewachsen waren (Spur 2-4),
das stirkste Signal in der Population, die zuletzt im Dunkeln war (Spur 4), detektiert werden.
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3.3 Halbwertszeit des ZmAUX2-Genproduktes

Bisher war es nicht gelungen ein SAUR-Protein in vivo nachzuweisen. So war auch die
Halbwertszeit von SAUR-Proteinen nicht bekannt. Es gelang im Rahmen dieser Arbeit ein
ZmAUX-Genprodukt durch eine in vivo Markierung und anschlieBender Immunprézipitation
nachzuweisen. Ein rascher, effektiver Aufschluss, wie er mit NaOH erreicht werden konnte,
und eine gute Aufreinigung des Antikorpers erwiesen sich hierbei als entscheidend. Dies wies
auf eine sehr kurze Halbwertszeit des ZmAUX2-Genproduktes hin, wie sie auch fiir SAUR-
Proteine bereits vermutet wurde (GUILFOYLE, 1999).

In einem ,,pulse-chase“-Experiment wurde die Halbwertszeit des ZmAUX2-Genproduktes
bestimmt. Dazu wurden aufgerauhte, subapikale Maiskoleoptilsegmente in Subpopulationen
von je 20 Stiick aufgeteilt und mit **S-Methionin-Cystein in 10 pM IAA fiir 1 h markiert.
Eine Subpopulation wurde ohne Auxin inkubiert und diente als Nullkontrolle. Nach dem
Waschen wurde diese Nullkontrolle und eine Auxin-induzierte Probe als Nullwert in
fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Die restlichen Segmente wurden gewaschen und mit nicht-
radioaktivem Methionin-Cystein in 10 uM [AA weiter inkubiert und nach 5, 10, 20 bzw. 30
min gewaschen und tiefgefroren. Aus zellfreien Extrakten wurde mit einem
affinititsgereinigten Antikorper das ZmAUX2-Protein immunprézipitiert und auf einem
17,5 % SDS-Gel aufgetrennt (5.2.3.1).
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Abb. 3-7 Autoradiogramm zur Halbwertszeit von ZmAUX2

Subapikale Maiskoleoptilsegmente wurden Auxin induziert und 60 min lang mit *°S Methionin/Cystein markiert.
Die Koleoptilsegmente wurden dann fiir 5, 10, 20 und 30 min mit nicht radioaktivem Methionin/ Cystein an
radioaktivem Substrat verarmt. Das ZmAUX2-Genprodukt wurde immunprézipitiert und auf ein SDS-Gel
aufgetragen. In einem Instant-Imager wurden die radioaktiven Zerfélle der einzelnen Banden gezahlt und in
logarithmischer Skala aufgetragen. Die griine Gerade entspricht einer Halbwertszeit von 7 min.

Das Gel wurde Coomassie gefarbt, entfarbt, mit Amplify behandelt, getrocknet und autoradio-
grafiert. Zur quantitativen Auswertung wurde das Gel im Instant-Imager gescannt und die
gezdhlten radioaktiven Zerfille, nach Abzug des Hintergrundes, logarithmisch aufgetragen.
Der 30 min Wert verschwindet schon fast im Hintergrund, so dass in dieser Richtung die
Kurve abflacht. Vernachlissigt man diese Abflachung, so ergibt sich eine Halbwertszeit von
7 min (griine Gerade). Das ZmAUX2-Genprodukt ist also sehr kurzlebig und gehort mit den
ebenfalls sehr labilen Aux/IAA-Genprodukten zu den kurzlebigsten eukaryotischen Proteinen.
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3.4 GUS-Reportergenstudien in Arabidopsis und Tabak

In Northernblotanalysen konnte gezeigt werden, dass im Maiskeimling ZmAUX2 nur in der
Koleoptile und im Mesokotyl, nicht aber im Primérblatt oder in der Wurzel transkribiert wird.
Zur weiteren Charakterisierung der Organ- und Gewebsspezifitit des ZmAUX2-Gens wurde
der Vektor pBI-AUX2-(+) konstruiert (Abb. 3-8). Dieser Vektor tragt das Reportergen GUS,
welches fiir eine B-Glucuronidase kodiert, so hinter dem ZmAUX2-Promotor, dass das
Reportergen ZmAUX2-spezifisch exprimiert werden sollte. Daneben wurde ein Vektor pBI-
AUX2-(-) konstruiert, der sich von pBI-AUX2-(+) nur durch die Orientierung des ZmAUX2-
Promotors unterscheidet, also keine Expression vermitteln und als Negativkontrolle dienen
sollte.

pBI-AUX2-(-)

—

NPT II ZmAUX2-P
(Kan®) Abb. 3-8 Vektor pBI-AUX2-(+) mit
Reportergen GUS unter der Kontrolle
des ZmAUX2-Promotors

ZmAUX2-P: ZmAUX2- Promotor

GUS: B-Glucuronidase

NOS-T: Nopalinsynthase-Terminator
NOS-P: Nopalinsynthase-Promotor
NPT II bzw III:
Neomycinphosphotransferase vermittelt
eine Kanamycinresistenz in Pflanze bzw.
Bakterium

pBI-AUX2-(-) unterscheidet sich von
pBI-AUX2-(+) nur durch die
Orientierung des ZmAUX2-Promotors

pBI-AUX2-(+)
12800 bp

NPT III
(Kan"®)

Da eine Maistransformation in unserer Arbeitsgruppe nicht mdglich war, wurden die
Vektoren in Nicotiana tabacum und Arabidopsis thaliana eingebracht. Im Falle von Tabak
wurden Blattstiicke, bei Arabidopsis Wurzelabschnitte mit Agrobakterien, die das jeweilige
Plasmid trugen, infiziert (5.2.4.2, 5243, 52.44). Es konnten aus jeweils tiiber 100
Transformanten ganze Pflanzen regeneriert, bis zur Fruchtreife angezogen und Samen
geerntet werden. Regenerierte Arabidopsis-Pflanzen und die jeweiligen Nachkommen wurden
mit A1, A2 etc. benannt, die Tabak-Pflanzen entsprechend T1,T2 etc.. Die Samen wurden bei
4°C zur Stratifikation gelagert und schlieBlich auf Selektionsmedium angezogen, auf dem
nicht-transgene Keimlinge nicht wachsen konnen.

Keimlinge, die von verschiedenen unabhdngigen Transformanten abstammten, wurden fiir
sechs bzw. neun Tage im Licht oder im Dunkeln angezogen und auf GUS-Aktivitét hin unter-
sucht (5.2.1.6). Von 76 Arabidopsis-Samlingen, die mit dem Kontrollplasmid pBI-AUX2-(-)
transformiert worden waren, zeigte keiner eine Blaufdarbung (Abb. 3-9 a, links pBI-AUX2-(-),
rechts pBI-AUX2-(+)). Hingegen zeigten von 77 Pflanzchen, die den Vektor mit dem
ZmAUX2-Promotor in richtiger Orientierung trugen, 43 % eine GUS-Aktivitét (Tab. 3-1). Der
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Anteil der gefarbten war bei den im Dunkeln gewachsenen und dadurch etiolierten Pflinzchen
mit 56 % deutlich hoher als bei den im Licht angezogenen Arabidopsis-Keimlingen, von
denen nur 25 % eine GUS-Aktivitit zeigten.

Abb. 3-9 Der ZmAUX2-Promotor vermittelt eine GUS-Expression

Transgene Arabidopsis- (a) und Tabak- (b, ¢) Keimlinge wurden 1 Woche im Dunkeln angezogen und auf GUS-
Aktivitét getestet. Links jeweils Kontrollpflanzen (A32, T14, T11) mit pBI221-AUX2-(-), rechts mit
pBI-AUX2-(+) transformierte Pflanzen (A1, T2, T4).

Dieses Expressionsmuster wiederholte sich bei den Tabaksdmlingen. Auch von den 139 ange-
zogenen Tabaksdmlingen, die das Plasmid mit falsch orientiertem Promotor trugen, zeigte
keiner eine GUS-Aktivitét (Abb. 3-9 b und c, jeweils links pBI-AUX2-(-) und rechts pBI-
AUX2-(+)). Von den 177 Pflinzchen mit pBI-AUX2-(+) konnten dagegen 59 % angefarbt
werden. Wieder war der Anteil der GUS-Aktivitdt zeigenden Pflinzchen, bei den im Dunkeln
gewachsenen mit 84 % deutlich hoher als bei den im Licht angezogenen, bei denen es nur
37 % waren (Tab. 3-1).

Licht Dunkel zusammen
A. thaliana 25 % (32) 56 % (45) 43 % (77)
N. tabacum | 37 % (92) 84 % (85) | 59 % (177)

Tab. 3-1 Der ZmAUX2-Promotor ist im Dunkeln aktiver

Sechs bzw. neun Tage alte transgene Sdmlinge wurden auf GUS-Aktivitét getestet. Die Prozentzahlen geben
jeweils den Anteil der Sdmlinge an, die sich mit X-Gluc anfiarben lieBen. Die Zahlen in Klammern geben die
Anzahl der jeweils getesteten Pfldnzchen an.

Der verwendete ZmAUX2-Promotorbereich konnte also in unabhédngigen Transformanten eine
Expression des Reportergens vermitteln, ein verkehrt orientierter Promotor jedoch nicht.
Zudem scheint der Promotor im Dunkeln aktiver zu sein. Dies korreliert gut mit den Daten
aus den Northernblot-Analysen in Mais, die eine héhere Transkriptmenge in im Dunkeln
gewachsenen Koleoptilen nachwiesen (vgl. 3.2).
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3.4.1 Organspezifitat

Unabhingig, ob im Licht oder im Dunkeln gezogen, war eine GUS-Expression stets im
Hypokotyl der Keimlinge nachzuweisen. Die Intensitit der Farbung war im oberen Drittel des
Hypokotyls dabei besonders stark und nahm nach unten hin ab (Abb. 3-10).

Abb. 3-10 GUS-Aktivitit transgener
Arabidopsis- und Tabak-Samlinge
Arabidopsis- (a: A1) und Tabak- (b: T1)
Keimlinge, die den Vektor pBI221-AUX2
transformiert trugen, waren sechs Tage im
Dunkeln angezogen und auf GUS-Aktivitét
getestet worden.

Vom Hypokotyl aus erstreckte sich die Farbung teils {iber die Blattstiele bis in die Mittelrip-
pen der Keimblitter hinein, in seltenen Fillen auch in die weitere Blattaderung (Abb. 3-13).
Bei édlteren Pflainzchen war stets der obere Teil des Sprossabschnittes angefirbt, nie aber die
Sprossspitze mit dem Meristem selbst. Auch Wurzeln und Blattspreiten zeigten keine GUS-
Aktivitdit. Vom Spross ausgehend konnte wieder eine Férbung der Blattstiele beobachtet
werden, die selten bis ins Leitgewebe der Blitter hinein reichte (Abb. 3-11 a-c). Teilweise war
auch eine Anfarbung des Leitgewebes im Hypokotyl bzw. Spross zu beobachten (Abb. 3-9 c).
In Tabakbliiten konnte teilweise Narbenpapillen angeféarbt werden, nicht aber Filamente (Abb.
3-11d).

B-Glucuronidase wurde also nur in elongierenden Abschnitten des Hypokotyls, der bei den im
Dunkeln etiolierten Pflanzchen natiirlich wesentlich lédnger ist, den Blattstielen und selten in
der Blattaderung und den Narbenpapillen gebildet. Die Organspezifitit deckt sich gut mit der
in Northernblotanalysen untersuchten Expression des ZmAUX2-Gens in Mais. Dort konnten
ZmAUX2-Transkripte nur in Koleoptile und Mesokotyl nachgewiesen werden, nicht jedoch in
der Wurzel und im Primérblatt. Der in pBI-AUX2-(+) verwendete Promotorbereich kann also
eine spezifische Expression des Reportergens im heterologen System vermitteln.

Abb. 3-11 Seltene GUS-AKktivitit des Blattes und der Narbenpapillen

a, bund c: jeweils verschiedene Ausschnitte der Blattspreite einer T1-Pflanze aus den Experimenten zur
gravitropen Reaktion (3.4.5), Sdmlinge waren zwei Wochen im Licht gezogen, dann einen Tag im Dunkeln
gehalten und um 90° aus der Vertikalen gedreht worden. d: Narbe einer erwachsenen Tabak T1-Pflanze.
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3.4.2 Gewebsspezifitat

Zur Untersuchung der Gewebsspezifitit wurden Tabak-Hypokotyl bzw. -Spross in der
elongierenden Zone quer geschnitten und auf GUS-Aktivitét getestet, die sich vor allem in der
Epidermis und den &uBeren Schichten der Rinde nachweisen lieB. Bei Querschnitten des
Blattes farbten sich auch hier die Epidermis und dulere Bereiche der Rinde der Mittelrippe
an. Auch Haare in diesen Bereichen waren teilweise angefarbt (Abb. 3-12).

Abb. 3-12 GUS-AKktivitiit in Spross- und Blattquerschnitten
a: Sprossquerschnitt eines acht Wochen alten Tabaksdmlings (T2); b: Haare am Blattnerv (T1). c: Mittelrippe
nahe der Blattbasis eines jungen Blattes (T8).

3.4.3 Einfluss von Auxin auf die Reportergenexpression

Da der ZmAUX2-Promotor in Mais durch Auxin stark aktiviert werden kann, wurde der
Einfluss exogenen Auxins untersucht. Die beschriebene Organsperzifitit blieb auch nach
Inkubation von transgenen Keimlingen in Auxin erhalten. In Wurzeln und Blattspreiten lief3
sich auch durch exogenes Auxin keine B-Glucuronidase-Expression induzieren.

Zwar war in allen Versuchen die Intensitit der Anfiarbung sehr variabel, bei den im
allgemeinen schwiécher angefdrbten Pflanzchen, die im Licht wuchsen, schien die Intensitét
der Farbung nach IAA-Inkubation bei gleicher Féarbelosung und -zeit aber intensiver zu sein
als ohne A A-Inkubation (Abb. 3-13).

|

? V 5

Abb. 3-13 Einfluss von Auxin

Im Licht angezogene Arabidopsis- (a, b, jeweils A28) und Tabak- (c, d, jeweils T1) Keimlinge wurden jeweils
gleich lange mit derselben Férbelosung auf GUS-Aktivitdt getestet, das jeweils rechte Pflanzchen (b, d) war vor
der Farbung 3 h in 100 uM IAA inkubiert worden.

3.4.4 Offnung des Hypokotylhakens

Bei der Anfirbung der Keimlinge war aufgefallen, dass bei noch nicht ganz entfalteten
Kotyledonen die Anfirbung an der Innenseite des Hypokotylhakens stets stirker ausfiel.
Deshalb wurden Keimlinge unterschiedlicher Offnungsstadien des Hypokotylhakens auf
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GUS-Aktivitit getestet. Die Innenseite des Hypokotyls liel sich jeweils stirker anfirben
(Abb. 3-14), also die Seite, die wihrend der Offnung stirker elongiert. Bei bereits vollstindig
gedftneten Hypokotylhaken verschwand diese Asymmetrie (Abb. 3-9 a, b; Abb. 3-10 b).

Abb. 3-14 Offnung des Hypokotyl-
hakens

Transgene Arabidopsis (a, c: A25, b:
A1) und Tabakkeimlinge (d, g: T4, e:
T5, f: T8) mit unterschiedlich weit
geoffneten Hypokotylhaken waren auf
GUS-AKktivitét getestet worden. (a, c, e,
g waren im Licht angezogen worden, b,
d, f im Dunkeln).

3.4.5 Geotrope und phototrope Kriimmungsreaktionen

Als weitere Kriimmungsreaktionen wurden die Vorgidnge nach gravitroper bzw. phototroper
Reizung untersucht. Dazu wurden zwei bis fiinf Wochen alte Tabaksdmlinge im Dunkeln fiir
6-13 h in eine horizontale Lage gebracht, bzw. 12 h lateral bestrahlt, und schlielich auf GUS-
Aktivitit getestet (5.2.1.4 5.2.1.6). Sowohl im Falle der gravitropen als auch der phototropen
Reizung firbte sich die AuBlenseite der Kriimmung stirker an (Abb. 3-16, Abb. 3-15) — gleich
ob im Spross oder im Blattstiel (Abb. 3-15 b) — also wiederum jeweils die Seite stirkeren
Wachstums.

In allen Untersuchungen zur ZmAUX2-Promotor-vermittelten Reportergen-Expression
konnten keine qualitativen Unterschiede zwischen den aus unabhingigen Transformations-
ereignissen hervorgegangenen Pflanzen festgestellt werden. Der ZmAUX2-Promotor konnte
also heterolog sowohl in Arabidopsis als auch in Tabak die Expression der B-Glucuronidase
spezifisch steuern, wobei eine Expression im elongierenden Spross und Blattstiel erfolgte,
und hier jeweils am stérksten in stark elongierenden Bereichen.



ERGEBNISSE 29

Abb. 3-15 GUS-AKktivitiit nach
phototroper Reizung

Transgene Tabakkeimlinge wurden 12 h
(a: T6, b: T9) bzw. 36 h (c: T6) lateral
bestrahlt und auf GUS-Aktivitét getestet.

Abb. 3-16 GUS-Aktivitit nach
gravitroper Reizung

2-5 Wochen alte Tabaksédmlinge wurden
im Dunkeln fiir 6 (a: T1, ¢: T9) bzw. 13 h
(b: T2) in eine horizontale Lage gebracht
und auf GUS-Aktivitét getestet.

3.5 Transposon-Mutagenese von ZmAUX?2 in Mais

Um Niheres iiber die Funktion von ZmAUXZ2 zu erfahren, sollten Mutanten charakterisiert
werden, deren ZmAUX2-Gen durch eine Transposoninsertion disruptiert worden war. Die
amerikanische Saatgutfirma Pioneer Hi-bred besitzt eine Sammlung genomischer DNA von
42 000 Maismutanten (F;-Generation), die durch Transposonmutagenese erzeugt worden
waren (5.2.4.6), von diesen Mutanten waren nach Selbstbestiubung F,-Samen gewonnen
worden (Trait Utility System of Corn: TUSC). Zum Aufspliren von ZmAUX2-Mutanten
wurden geeignete Oligonucleotide (Aux2-TUSCS, Aux2-TUSC3) ausgewihlt und in PCR-
Experimenten mit genomischer Mais-DNA getestet. Mit diesen Primern und einem
Transposon-Mu-spezifischen (Mu) wurde die Sammlung durchsucht. Mittels Hybridisierung
mit ZmAUX2-DNA wurden die vermeintlichen ZmAUX2-Mutanten tiberpriift, und schlieSlich
mit DNA der F,-Generation eine letzte PCR durchgefiihrt.
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Abb. 3-17 DNA-Sequenzvergleich der durch die Oligonucleotide Mu und ZmAUX2-5 amplifizierten
Genabschnitte der Maismutanten 64-A-11, 89-D-07 und 41-F-12 mit der genomischen und der cDNA ZmAUX2-
Sequenz, sowie ZmAUX8 (ROHRMEIER, 1995) und ZmSAUR-1 (YANG & POOVAIAH, 2000).
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Von drei Mutanten, die in allen Tests positiv waren, wurde das PCR-Produkt kloniert und
sequenziert (Abb. 3-17). Die Sequenzen der durch Mu getroffenen Gene sind wie erwartet zu
einem hohen Grad (89 % bis 93 %) identisch mit den ZmAUX2-Gensequenzen. Die
Unterschiede konnen teils von einer fehlerhaften Amplifikation bei der PCR herriihren, oder
aber von Sortenunterschieden, da fiir die Transposonmutagenese eine andere Maislinie als fiir
die Isolierung von ZmAUX?2 verwendet worden war. Zwischen der ZmAUX2-cDNA und der
genomischen ZmAUX2-Sequenz gibt es ebenso geringe Unterschiede. Sie sind im
verglichenen Bereich zu 96 % identisch. Allerdings konnen auch tatsachlich unterschiedliche
ZmAUX-Gene, bzw. SAUR-Gene, betroffen sein. Wie der Vergleich zu der ZmAUX8-cDNA
zeigt, die wie ZmAUX?2 aus elongierenden Maiskoleoptilen stammt (vgl. Einleitung), kdnnen
die verschiedenen Mitglieder der Genfamilie im verglichenen Sequenzbereich zu 90 % bzw.
94 % 1identisch sein. Das dritte bereits bekannte Gen aus Mais, das wohl zur SAUR-
Verwandtschaft gehort, ZmSAUR-1-cDNA, zeigt mit Werten zwischen 50 % und 58 % im
verglichenen Sequenzbereich nur eine vergleichsweise geringe Ahnlichkeit zu den anderen
Sequenzen. Es kann also ausgeschlossen werden, dass ZmSAUR-1 in einer der Mutanten
getroffen wurde. Welches der ZmAUX-Gene aber getroffen worden war, oder ob Mu gar in
ein weiteres, noch unbekanntes, verwandtes Gen inserierte, konnte auf Grund der zur
Verfligung stehenden Sequenzdaten aber nicht entschieden werden. In 64-A-11 und 89-D-07
scheint aber zweimal unabhéngig dasselbe Gen getroffen zu sein; sie sind im sequenzierten
Bereich zu 99 % identisch und unterscheiden sich lediglich in einer Base.

3.5.1 Keimungs- und Uberlebensrate

Samen der F,-Generation dieser drei Mutanten, die durch unabhingige Transpositions-
ereignisse erzeugt worden waren, sowie von neun weiteren, in PCR und Hybridisierung
positiven Mutanten, deren PCR-Reaktionen mit DNA der F,-Generation allerdings kein
starkes Signal ergaben, wurden von der Firma Pioneer erhalten. Im Folgenden werden die
jeweiligen Nachkommen einer Mutante der Pioneer-Bank als Familie bezeichnet. Zunéchst
wurden fiinf Korner jeder Familie, in einer zweiten Anzucht noch einmal jeweils acht Kdrner
ausgesit und bei 26°C und gespannter Atmosphdre im Dunkeln angekeimt. Als Kontrolle
diente der Hybridmais ,,Alois* (25 bzw. 14 Korner) bzw. die homozygote Linie B73 (bei
zweiter Anzucht 4 Korner).

TUSC-Mutanten Kontrollen
41-F-12 | 64-A-11 | 89-D-07 | 12 TUSC-Familien | ,,Alois*“ | B73
Keimrate | 92 % 92 % 77 % 85 % 69 % | 100 %
Uberlebensrate | 50 % 67 % 20 % 58 % 93% | 100 %

Tab. 3-2 Keimungs- und Uberlebensraten
Keimrate: prozentualer Anteil von ausgekeimten Kdrnern an ausgesiten Koérnern
Uberlebensrate: prozentualer Anteil von iiber 100 Tage alt werdenden Pflanzen an ausgekeimten Pflanzen.

Die Keimungsrate der Mutanten war mit 85 % im Vergleich zur Kontrolle ,,Alois* 69 % gut
(Tab. 3-2). Das Saatgut des Hybridmais war allerdings schon einige Jahre alt, so dass die
verminderte Keimféhigkeit vermutlich auf das Alter zuriickzufiihren ist. Im Gegensatz dazu
erwiesen sich die Uberlebensraten der Mutanten als deutlich geringer. Wihrend bei der
Kontrolle nahezu alle Keimlinge auch das Erwachsenenalter erreichten und Bliiten bildeten
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(94 %), kamen viele der Transposon-mutagenisierten Pflanzen nicht liber das Koleoptilen-
stadium, bzw. iiber die Bildung von wenigen Bléttern hinaus (58 %). Innerhalb der drei
Familien 41-F-12, 64-A-11 und 89-D-07, deren F,-DNA ein starkes PCR-Signal ergab, betrug
die Uberlebensrate sogar nur 47 %.

3.5.2 Reduziertes Koleoptilenwachstum der Mutanten

Zur Bestimmung der Wachstumsparameter wurde das Wachstum der Mutanten der zwei
unabhingigen Ansaaten verfolgt. Bis zum sechsten Tag nach der Aussaat wurden die
Sdmlinge bei 26°C im Dunkeln gezogen. Es fiel auf, dass die Koleoptilen der Mutanten
durchschnittlich kiirzer waren als die der Kontrollen ,,Alois* und B73, und dies obwohl fiir
die schon élteren ,,Alois“-Samen wegen der verzdgerten Keimung ein Wachstumsnachteil zu
erwarten gewesen wire. Dieser scheint sich, vergleicht man die ,,Alois“- mit der B73-
Kontrolle, auch tatsdchlich bemerkbar zu machen (Abb. 3-18). Der Unterschied zwischen den
beiden Kontrollen ldsst sich im nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test nicht als
signifikant bestdtigen (p = 0,0523). Der Unterschied zwischen Kontrollen und Transposon-
mutagenisierten Pflanzen ist aber signifikant. (Im Mann-Whitney-U-Test TUSC/Kontrolle:
p <0,0001).

cm
6 Abb. 3-18 Durchschnittliche Linge der
5 Koleoptilen am 6. Tag nach der Aussaat

Gezeigt sind die Werte der zweiten Anzucht,
4 die sich von den Werten der erste Anzucht
nicht wesentlich unterschieden. 41+64+89:
Mittel der Werte der drei Mutanten-Familien
41-F-12-, 64-A-11- und 89-D-07; TUSC:

-

Mittel der Werte der Mutanten aller 12
Ly Transposon-mutagenisierter Familien;
0 ‘ Kontrolle: Mittel der Werte der

Kontrollpflanzen ,,Alois* und B73.
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Abb. 3-19 TUSC-Keimlinge
nach neuntigiger Anzucht im
Dunkeln

a: 41-F-12-C mit bereits
ausgepragtem Wurzelsystem
und vielen Seitenwurzeln aber
sehr kurzer Koleoptile.

b: 89-D-07-6 mit nur kuzer
Koleoptile, die bereits vom
Primérblatt durchbrochen
wurde.

Abb. 3-19 verdeutlicht, dass Mutanten nach neuntigiger Anzucht im Dunkeln auffallend
kurze Koleoptilen besallen, auch wenn das Wurzelsystem bereits stark ausgebildet (a), oder
die Koleoptile bereits vom Primérblatt durchbrochen worden war (b).
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3.5.3 Reduziertes Sprosswachstum der Mutanten

Zur weiteren Verfolgung des Sprosswachstums wurden die Keimlinge am siebten Tage nach
der Aussaat auf Erde umgesetzt und im Gewéchshaus weiter kultiviert. Deutlich zeigte sich
ein reduziertes Sprosswachstum der Transposon-mutagenisierten Pflanzen (Abb. 3-21), wobei
allerdings auch die B73-Linie, die als homozygote Linie fiir schlechtes Wachstum bekannt ist,
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Abb. 3-20 Durchschnittliche Sprosslinge am 86. Tag nach der Aussaat der ersten Anzucht bzw. am 8§3.-85.
Tag der zweiten Anzucht; jeweils mit Standardabweichung (ist keine Standardabweichung angegeben, so erlebte

nur eine einzige Pflanze dieses Stadium).

Abb. 3-21 Erste Anzucht der Transposon-mutagenisierter Maispflanzen
a: 89-D-07, 41-C-12, 41-F-12, 125-C-08 und ,,Alois*-Pflanzen (von links nach rechts), 8 Wochen alt; b: zwei
41-C-12 Pflanzen (links) ,,Alois“ (rechts), 9 Wochen alt; c: ,,Alois* bereits am Anfang der weiblichen Blithphase

(links), 89-D-07-Pflanze (rechts), 13 Wochen alt.
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im Wachstum zuriickblieb. Die Unterschiede sind signifikant wie ein Mann-Whitney-U-Test
zeigte (Erste Anzucht: TUSC/Alois: p < 0,0001; zweite Anzucht: TUSC/Kontrolle:
p <0,0001; Alois/B73: p = 0,0020). Die verminderte Groéfe ist auf ein vermindertes
Internodienwachstum zuriickzufithren, da Blitter auch bei kleinen Pflanzen in der selben
Anzahl ausgebildet wurden. In Abb. 3-20 sind die durchschnittlichen Sprosshéhen der
Pflanzen nach 12 Wochen aufgetragen.

3.5.4 Verminderte Endgrofie der Mutanten

Die verminderte Wachstumsgeschwindigkeit fiihrte zu einer geringeren Endgrofe der
Transposon-mutagenisierten Pflanzen (Abb. 3-22, Abb. 3-23). Ein Mann-Whitney-U-Test
weist den Unterschied zwischen den TUSC-Pflanzen und den Kontrollpflanzen in beiden
Anzuchten als signifikant aus (p < 0,0001 bzw. p = 0,0185). Betrachtet man nur die drei
Familien 41-F-12-, 64-A-11- und 89-D-07 so ergab der nicht-parametrische Test bei beiden
Anzuchten keine Signifikanz, die Anzahl der Pflanzen war dazu zu gering. Setzt man jedoch
eine Gaus’'sche Verteilung voraus, wogegen es keine Einwénde gibt, so ergibt sich im
parametrischen Test fiir beide Anzuchten auch hier eine Signifikanz (p = 0,0048 bzw.
p =0,0270). Die Unterschiede sind also im Vergleich der Maximalgroen nicht mehr so
deutlich, wie bei Beginn des Wachstums. Die Pflanzen konnten durch eine verldngerte
Wachstumsphase noch etwas autholen (s. 3.5.5). Wiahrend Kontrolle ,,Alois* bereits nach
knapp 100 Tagen die Maximalhdhe erreicht hatte, wuchsen die Transposon-mutangenisierten
Pflanzen noch etwa drei Wochen weiter. Eine einzige Pflanze der 64-A-11-Familie konnte
dadurch die Kontrolle sogar um 50 cm iibergipfeln, und war damit die groBte Pflanze der
ersten Anzucht. Wie in Abb. 3-20 zu sehen ist, lag auch diese Pflanze als einzige Uberlebende
der ersten Anzucht der 64-A-11-Familie am 86. Tag noch hinter der Kontrolle zuriick; der
Riesenwuchs ist ausschlieBlich auf die verldngerte Wachstumsphase zuriickzufiihren, nicht
auf ein beschleunigtes Wachstum.
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Abb. 3-22 Maximal erreichte Sprosshohe

41+64+89: Mittel der Werte der drei Mutanten-Familien 41-F-12-, 64-A-11- und 89-D-07; TUSC: Mittel der
Werte der Mutanten aller 12 Transposon-mutagenisierter Familien; Kontrolle: Mittel der Werte der
Kontrollpflanzen ,,Alois* und B73.
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Abb. 3-23 Adulte TUSC-Pflanzen der ersten Anzucht

a: 13 Wochen alte 176-E-04, 95 cm hoch, mit fast normal groBen Bléttern; b: 16 Wochen alte 176-G-10-Pflanze
bereits in beginnender Anthese, obwohl der minnliche Bliitenstand noch teils in Blattscheiden verborgen ist; c:
17 Wochen alte 89-D-07-Pflanze bereits in weiblicher Blithphase, 49 cm hoch.

Abb. 3-24 Pflanzen der zweiten Anzucht in der 21. Woche
a: 89-D-07 (106 cm hoch); b: 64-A-11 (117 cm hoch); c: kleinste und grofBte 41-C-12-Pflanzen (13 cm und 51
cm) mit rechts ,,Alois“ (189 cm).

3.5.5 Verldingerte vegetative Phase der Mutanten

Auch die Bliite setzte bei den Mutanten um etwa drei Wochen verzdgert ein, wobei die
weibliche Phase stirker verzogert war, als die bereits einige Tage vor Ende des Wachstums
einsetzende ménnliche Blithphase. Die Verzogerung des ménnlichen und weiblichen Bliih-
beginns im Vergleich zur Kontrolle war signifikant, wie ein nicht-parametrischer Mann-
Whitney-U-Test zeigte (médnnlicher Blithbeginn TUSC/Kontrolle: p = 0,0071; weiblicher
Blithbeginn: p = 0,0009). Die leichte fiir Mais typische Protandrie wurde dadurch noch
verstirkt. Es fiel auf, dass hdufig noch von Blittern umbhiillte, ménnliche Bliitenstinde bereits
ihre Bliiten 6ffneten (Abb. 3-23 b), und die Bliitenachse sich erst wiahrend der Bliite langsam
streckte um den Pollen besser exponieren zu kénnen. Ménnliche Bliiten der Kontrollpflanzen
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Offneten sich erst nach Streckung der Bliitenachse. Es traten auch verschiedene Formen von
Sterilitdt bei den mutagenisierten Pflanzen sowie den B73-Homozygoten auf, nicht jedoch bei
den ,,Alois“-Hybriden.

Bliihbeginn & Bliihbeginn @
Tage Tage
180 180
160 160
140 140
120 120
100 - 100 -
80 - 80 -
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40 40
20 - 20
0- 0-

41-F-12
64-A-11
89-D-07
Alois
B73
49+64+89
TUSC
Kontrolle
41-F-12
64-A-11
Alois
B73
49+64+89
TUSC
Kontrolle

Abb. 3-25 Beginn der jeweiligen Bliihphase
Aufgetragen sind die Anzahl der Tage ab Aussaat bis zum ersten freigesetzten Pollen, bzw. bis zum Erscheinen
der ersten Narbe. Gezeigt sind die Werte der zweiten Anzucht, die sich von den Werten der erste Anzucht nicht

wesentlich unterschieden.

Abb. 3-26 Adulte sterile Pflanzen

a: 41-F-12 (erste Anzucht, 18 Wochen alt) mit drei Narben an Stelle von mannlichen Bliiten

b: 64-A-11 (zweite Anzucht, 21 Wochen alt) mit nur kleinem ménnlichen, sterilen Bliitenstand und ohne
weiblichen Bliitenstand; c: 64-A-11 (Anzucht der Pflanzen, deren geotrope Reaktion untersucht worden war) mit
Narben statt ménnlicher Bliiten an der Sprossspitze.

3.5.6 Vererbbarkeit des Mutantenphdnotyps

Von einigen TUSC-Familien konnten bereits bei der ersten Aufzucht Samen geerntet werden,
die zur zweiten Anzucht mit angesdt wurden. Auch diese Fs;-Generation zeigte den selben
Phéinotyp mit Kleinwiichsigkeit und verzdgerter Bliite wie die Elterngeneration (Abb. 3-27).
Der Phinotyp lieB3 sich also vererben.
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Abb. 3-27 Zwergenwuchs der F;-Generation
89-D-07 aus Kornern der ersten Anzucht (a) gezogen, b: 11 Wochen alt (23 cm hoch, rechts ,,Alois* bereits mit
Bliitenstand); c: 14 Wochen alt, bereits mit noch geschlossenem ménnlichen Bliitenstand (62 ¢cm hoch)

3.5.7 Epidermiszellen der Mutanten

Das geringere Wachstum der Sprossachse scheint auf einer geringeren Elongation der
Epidermiszellen zu beruhen. In Tangentialschnitten aus dem mittleren Bereich eines mittleren
Internodiums adulter Kontrollpflanzen erscheinen die Zellwidnde der Epidermiszellen gerade
und glatt (Abb. 3-28 e, f); die Zellwdnde der Transposon-mutagenisierten Pflanzen aus
demselben Bereich zeigen jedoch einen welligen Verlauf (a-d), wobei diese Wellen bei den
kleinsten Pflanzen (a, d) am ausgeprigtesten waren.

Abb. 3-28 Tangentialschnitte der Epidermis im Lichtmikroskop

Es wurde jeweils im mittleren Internodienbereich, auf mittlerer Sprosshohe adulter Pflanzen geschnitten.

aund d: 41-C-12; b: 64-A-11; c: 89-D-07; e und f: Kontrolle ,,Alois*“. Deutlich sind die welligen Zellwiande der
TUSC-Pflanzen zu sehen, wihrend die Zellwinde der Kontrolle gerade sind. Der rote Balken entspricht 50 um.
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3.5.8 Geotropische Reaktion der TUSC-Pflanzen

Im heterologen Tabaksystem deuteten die Promotor-GUS-Fusionen (3.4.5) auf eine Be-
teiligung des ZmAUX2-Proteins bei geotroper Reaktion hin. Die nach geotroper Reizung
schneller elongierenden Flanken konnten dort mit X-Gluc angefirbt werden (Abb. 3-16).
Deshalb wurde auch das geotrope Verhalten der TUSC-Mutanten untersucht. Dafiir wurden
im Dunkeln angezogene Maiskoleoptilen in die Horizontale gedreht und die Kriimmungs-
reaktion der Koleoptilen verfolgt (5.2.1.4). Nachdem die Koleoptile in einer waagrechten Lage
fixiert wurde, bewegte sich die Koleoptilenspitze in typischer geotroper Reaktion nach einer
kurzen lag-Phase zligig nach oben (Abb. 3-28 a; 3-29 c), bzw. erst etwas nach unten und dann
zligig nach oben (Abb. 3-28 b). Gemessen wurde jeweils die vertikale Lage der Koleoptilen-
spitze.

a  Kontrolle B73-9 b M36T46-13
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Abb. 3-28 Zeitverlauf der geotropen Reaktion der Koleoptile

Samlinge mit 2-3,5 cm langen Koleoptilen wurden in eine horizontale Lage gebracht, und die vertikale Lage der
Koleoptilenspitze anhand einer Skala gemessen. Der erste Punkt entspricht jeweils ty. angegeben ist die
Tageszeit.

a: Kontrollkeimlinge der homozygoten B73-Linie, ¢ und d: TUSC-Keimlinge und zum Vergleich b: die
Kriimmung einer Koleoptile, die das Plasmid zur Uberexpression des ZmAUX2-Gens (M36) trug (vgl. 3.6.4).



ERGEBNISSE 39

Abb. 3-29 Geotrope Reizung der Maiskoleoptilen
Kriimmung der Koleoptilen aus der Horizontalen nach 4 h (a und b) und 6 h (¢); a: 89-D-07-5 (vgl. Abb. 3-28 d)
(to: 5 cm); b: unten M36T10-17 (ty: 17 cm), oben M36T46-17 (ty: 21 cm); c: ,,Alois™ 8 (t;: 38 cm)

Die Reaktion der Mutanten nach geotroper Reizung war teilweise erheblich langsamer als die
der Kontrollen. Um die Kriimmungsgeschwindigkeiten vergleichen zu kénnen, wurde die Zeit
gemessen, die eine Koleoptilenspitze brauchte, um 0,5 cm bzw. 1 cm iber den
Ausgangspunkt gehoben zu werden, zu dem die Koleoptile waagerecht ausgerichtet worden
war (Abb. 3-29).
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Abb. 3-30 Geotrope Reaktion der Koleoptilen
Aufgetragen wurde die Zeit, die die Koleoptilenspitze brauchte, um 0,5 cm (a) bzw. 1 cm (b) iiber den
Ausgangspunkt zu kommen. Koleoptile, die dies in der Versuchszeit nicht schafften wurden nicht beriicksichtigt.

Die TUSC-Pflanzen brauchten zum Erreichen der Schwellen ldnger als die Kontrollen. Der
Unterschied war im Student-t-Tests aber nicht signifikant (0,5 cm Schwelle: p = 0,0713; 1 cm
Schwelle: P = 0,4194). Lediglich die 41-C-12-Pflanzen brauchten im Vergleich zur Kontrolle
signifikant linger zum Erreichen der 0,5 cm Schwelle (Student-t-Test: p = 0,0077). Der
Unterschied zwischen TUSC-Mutanten und Kontrolle fiel im Vergleich der Zeiten, die zum
Erreichen der 0,5 cm Schwelle gebraucht wurde, etwas stirker aus als im Vergleich der
Zeiten, die zum Erreichen der 1 cm Schwelle gebraucht wurde (Abb. 3-30), denn viele der
Mutanten erreichten die jeweilige Schwelle innerhalb der Versuchsdauer von ca. 7 h nicht und
gingen deshalb nicht in die Werte mit ein. Von den Mutanten erreichten bis zum
Versuchsende 64 % die 0,5 cm Schwelle aber nur 45 % die 1 cm Schwelle. Von den Kontroll-
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koleoptilen waren es 77 % bzw. 64 %. Alle Kontrollpflanzen waren 22 h nach Versuchs-
beginn iiber die 1 cm Schwelle aufgekriimmt. Von den TUSC-Mutanten erreichten aber 27 %
diese Schwelle auch nach 22 h nicht. Betrachtet man nur die drei auch bei der letzten
Kontrolle positiven TUSC-Familien, so waren es sogar 37 %, die iiberhaupt keine geotrope
Reaktion zeigten.

Durch die 1 cm-Schwelle wird das Fenster also enger und es werden nur noch Koleoptilen
berticksichtigt, die eine gewisse Kriimmungsgeschwindigkeit erreichen. Um die langsameren
Pflanzen mit beriicksichtigen zu konnen, wurden fiir Pflanzen, die nach Versuchsende die
Schwelle nicht erreicht hatten, pauschal 600 min eingegeben, fiir Pflanzen, die auch am
nidchsten Morgen nicht iiber die Schwelle gekommen waren, 1200 min. Durch dieses
Miteinbeziehen der Pflanzen, die nicht oder nur sehr langsam auf eine gravitrope Reizung
reagierten, konnte der Unterschied zwischen Mutanten und Kontrollen etwas deutlicher
dokumentiert werden (Abb. 3-31). Im Student-t-Test ergab sich nun ein signifikanter
Unterschied zwischen den Zeiten der TUSC-Pflanzen, die sie zum Erreichen der 0,5 cm
Schwelle bendtigten und der Kontrolle (p = 0,0469); fiir die Zeiten, die zum Erreichen der
1 cm Schwelle gebraucht wurde, war der Wert knapp iiber einer Signifikanz (p = 0,0550). Fiir
die 64-A-11-Pflanzen ergab sich bei beiden Auswertungen eine Signifikanz im Student-t-Test
(0,5 cm Schwelle: p = 0,0322; 1 cm Schwelle: p = 0,0344).
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Abb. 3-31 Geotrope Reaktion der Koleoptilen unter Einbeziehung der Pflanzen, die nur eine geringe bzw.
keine Reaktion zeigten

Aufgetragen wurde die Zeit, die die Koleoptilenspitze brauchte um 0,5 cm (a) bzw. 1 cm (b) tiber den
Ausgangspunkt zu kommen. Koleoptilen, die dies in der Versuchszeit von 7 h nicht schafften, aber bis zum
nédchsten Tag die Schwelle noch tiberschritten wurden mit einer Pauschale von 600 min mit einberechnet, welche
die auch dann die Schwelle nicht erreicht hatten mit einer Pauschale von 1200 min.
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Fiir die geringen Signifikanzen sind die auffallend hohen Standardabweichungen der TUSC-
Pflanzen verantwortlich, die zum einen durch die geringe Anzahl der Testpflanzen, zum
anderen aber auch durch die sehr unterschiedliche Reaktion dieser Pflanzen zu erklédren sind.
Das Spektrum reichte von normaler bis gar keiner Reaktion. Bei der Kontrolle war immer
eine Reaktion zu sehen, wenn auch zum Teil verzogert, so dass hier die Standard-
abweichungen nicht so hoch ausfallen. Auch wurden insgesamt doppelt so viele Koleoptile
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der Kontrolle in das Experiment eingesetzt. Zur besseren statistischen Absicherung wére eine
hohere Anzahl an TUSC-Keimlingen notig gewesen, die leider nicht zur Verfiigung stand.

3.5.9 Wachstum wihrend des Kriimmungstests zur Geotropie

Zu Beginn und nach Beendigung des Experimentes zur geotropen Kriimmung der Koleoptile
wurde jeweils die Lange der Koleoptile gemessen. Der gemessene Zuwachs in diesen 22 h ist
direkt proportional zur Elongationsgeschwindigkeit der Koleoptile. Die Koleoptilen der
Kontrollpflanzen streckten sich mehr als doppelt so schnell wie die der TUSC-Mutanten.
Dieser auffallende Unterschied im Zuwachs war signifikant, wie der Mann-Whitney-U-Test
zeigte (TUSC/Kontrolle: p = 0,0422; 41-C-12/Kontrolle: p = 0,0253; 89-D-07/Kontrolle:
p =0,0335). Nur die 41-F-12-Mutanten zeichneten sich durch eine schnelle Elongation aus
(Abb. 3-32), die sich aber nicht signifikant von der Kontrolle unterschied (Student-t-Test:
p = 0,4420). Insgesamt erreichten die Koleoptilen der Mutante eine geringere Endlénge als
die der Kontrollen (Daten nicht gezeigt).
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Bei der weiteren Aufzucht bestétigten sich die Ergebnisse der weiter oben beschriebenen
Anzuchten (vgl. 3.5.1-3.5.5). Wiederum lag die Uberlebensrate der Mutanten bei 50 %, und
die Pflanzen blieben kleinwiichsig. Die TUSC-Pflanzen waren im Mann-Whitney-U-Test
signifikant kleiner als die Kontrollen (p = 0,0012). Selbst die schlecht wachsenden Pflanzen
der homozygoten Linie B73 waren signifikant grofer als die TUSC-Pflanzen (Mann-
Whitney-U-Test: p = 0,0177). Es fiel auf, dass die TUSC-Pflanzen, die eine gute geotrope
Reaktion zeigten, auch am schnellsten wuchsen. Diejenigen jedoch, die sich nicht oder nur
langsam gekriimmt hatten, wuchsen nur sehr langsam. So waren die Pflinzchen der 89-D-07-
Familie, die die Schwellenwerte in 7 h nicht erreicht hatten, selbst nach einigen Wochen nicht
tiber wenige Zentimeter hinaus gewachsen und gingen schlielich ein. Die einzige 89-D-07-
Pflanze, die die Schwellenwerte wihrend des Versuchs zur Geotropie iiberschritt, kam zwar
zur Bliite, zeigte aber den typischen Zwergenwuchs und erreichte mit knapp 58 cm nach
100 Tagen nicht einmal % der GroBe der ,,Alois“-Kontrollen (253,5 cm) (Abb. 3-33). Die
EndgroBe dieser Pflanze betrug 79 cm (Abb. 3-34 ¢). Ebenso wuchs die 64-A-11 Pflanze, die
die Schwellenwerte erreichte, bis auf 87 cm in 100 Tagen bzw. bis auf 186 cm am 148. Tag
an. Die 64-A-11 Pflanze, die iiberhaupt keine geotrope Reaktion gezeigt hatte, war am
100. Tag nur 22 cm hoch, wuchs aber bis zum 148. Tag noch zu einer Hohe von 136,5 cm
heran (Abb. 3-34 b).
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Abb. 3-33 Sprosshohe am 100. Tag

Die Kontrolle ,,Alois* war zu diesem
Zeitpunkt bereits ausgewachsen.
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Abb. 3-34 Adulte, 148 Tage alte Mutanten

a: 41-C-12 bereits am Vertrocknen, mannlicher Bliitenstand noch z. T. von der obersten Blattscheide umhiillt,
87 cm hoch; b: 64-A-11 mit Narben anstelle von ménnlichen Bliiten an der Sprossspitze, 136,5 cm hoch; c:
89-D-07 mit méannlich sterilem Bliitenstand, der z. T. noch von einer Blattscheide umbhiillt ist, 79 cm hoch.

,»Alois hatte bereits nach 100 Tagen das Wachstum abgeschlossen und war bis zum 148. Tag
vertrocknet. Insgesamt bestitigten sich also die Ergebnisse aus den Anzuchten zur Bestim-
mung der Wachstumsparameter (3.5.1-3.5.5). Zudem zeigten Pflanzen mit schlechtem
Wachstum auch eine schlechte geotrope Reaktion.

3.6 Uberexpression des ZmAUX2-Gens in Mais

Neben einem Ausschalten kénnte die Uberexpression des ZmA4UX2-Gens Einsichten in dessen
Funktion zulassen. Vermittelt ZmAUX2 tatsdchlich die starke Elongation der Koleoptile im
Dunkeln, so konnte eine Uberexpression diese Elongation auch im Licht férdern. Zur
Konstruktion eines die Uberexpression vermittelnden Vektors wurde zunichst die kodierende
Sequenz des ZmAUX2-Gens zwischen den konstitutiven CaMV-35-S-Promotor und das
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Abb. 3-34 Klonierungsschema zum Vektor )
pSK-35S-AUX2 Ligase
PAT: Phosphinothricin-Acetyltransferase, v

vermittelt eine BASTA-Resistenz
35S-P: cauliflower-mosaic-virus-35S-
promotor
35S-T: cauliflower-mosaic-virus-35S-
terminator

PAT

pSK-35S-AUX2

Xbal

Hind 11

Polyadenylierungssignal im Vektor pRT100 kloniert. Aus dem so erhaltenen Plasmid pRT16
wurde das ZmAUX2-Gen mit Promotor und Terminator wieder ausgeschnitten und in den
Vektor pB2/35SAcK eingebracht (Abb. 3-34). Dieser Vektor trigt die fiir die Selektion in
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Pflanzen wichtige PAT-Gen-Kassette (Phosphinothricin-Acetyltransferase), die eine
Resistenz gegen das Herbizid BASTA vermittelt.

Das erhaltene Konstrukt wurde durch Sequenzieren iiberpriift und in Zea mays eingebracht
(5.2.4.5). Die erhaltenen Kalli wurden iiber PCR auf Transgenitét {iberpriift. Dazu wurden
Primer eingesetzt, die am 5’-Ende des konstitutiven 35S-Protmotors (PRT S35-5) bzw. am 5'-
Ende des ZmAUX2-Gens (Aux2-TUSC5komp) binden, also spezifisch fiir die transgene DNA
waren. Eine RT-PCR mit Primern, die am 5°- bzw. 3’-Ende des ZmAUX2-Gens binden
(Aux2-TUSCS und Aux2-TUSC3), also nicht spezifisch hinsichtlich der Transgenitit sind,
sollte zeigen, ob das ZmAUX2-Gen auch tatsichlich in den Kalli transkribiert wird. Es gab
keinen Grund anzunehmen, dass das endogene ZmAUX2-Gen in undifferenzierten Kalli
exprimiert wird. 81 % der erhaltenen 59 Klone zeigten sowohl in der PCR als auch in der RT-
PCR das erwartete Signal. Aus solchen PCR-positiven Kalli wurden ganze Pflanzen
regeneriert, die M36 genannt wurden. Eine zusdtzliche Zahl hinter einem T bezeichnete
jeweils eine einzelne transformierte Pflanze. Von 21 regenerierten Pflanzen konnten, nach
Bestdubung mit Pollen der homozygoten Linie B73, zwischen 10 und 222 Samen geerntet
werden. Die Nachkommen einer transformierten Pflanze wurden als Familie dieser Pflanze
bezeichnet.

3.6.1 Keim- und Uberlebensraten

Die Korner dieser F1-Generation wurden in zwei unabhidngigen Aussaaten angezogen. Sie
keimten mit einer Keimungsrate von 94 % dhnlich gut wie die Kontrollpflanzen. Von allen
M36-Keimlingen erreichten 88 % das Erwachsenenalter, innerhalb der M36T49-Familie
hingegen war dies lediglich bei 37,5 % der Fall. Die Uberlebensrate unterschied sich also bei
einzelnen Familien von den Kontrollraten und kann mit den Raten der Transposon-
mutagenisierten Pflanzen verglichen werden (vgl. Tab. 3-2).

3.6.2 Koleoptil- und Mesokotylwachstum

In einer ersten Anzucht wurden jeweils vier Samen pro Familie im Dauerlicht angezogen, vier
weitere im Dauerdunkel. In Abb. 3-35 sind die Léngen der Koleoptilen am sechsten Tag nach
der Aussaat aufgetragen. Insgesamt war bei den im Licht gewachsenen Koleoptilen kein
Unterschied zu den der homozygoten Kontrollpflanzen B73 zu erkennen (Mann-Whitney-U-
Test M36gesamt/B73: p = 0,7691), die im Dunkel gewachsenen waren im Schnitt signifikant
kiirzer im Vergleich mit B73 (Mann-Whitney-U-Test M36gesamt/B73: p = 0,0478). Da die
homozygoten B73-Kontrollpflanzen einen genetisch anderen Hintergrund als die transgenen
M36-Familien hatten, ist dieser Vergleich aber wenig aussagekriftig. Um eine bessere
Kontrolle zu bekommen, wurden die M36-Keimlinge durch PCR auf Transgenitit gepriift
(s.0.). Pflanzchen, die in einer solchen Transgenitéts-spezifischen PCR kein Signal ergaben,
konnten so als interne Negativkontrolle dienen (in den Abb. jeweils als Kontrolle bezeichnet).
Sie waren nicht transgen, sollten aber einen dhnlichen Genotyp haben, wie die transgenen
Mitglieder derselben Familie. Der Vergleich der jeweils transgenen M36-Pflanzen mit den
M36-Negativkontroll-Pflanzen war nur im Falle der im Licht gewachsenen signifikant
(Mann-Whitney-U-Test: p = 0,0175), dort waren die transgenen Koleoptilen weniger lang als
die Negativkontrollen (Abb. 3-35 a). Bei den im Dunkeln gezogenen Keimlingen waren die
Koleoptilen der transgenen im Vergleich zu den nicht-transgenen M36-Pflanzchen zwar etwas
linger, der Mann-Whitney-U-Test ergab aber keine gute Signifikanz (p = 0,1026). Eine
hohere Anzahl an Pflanzen konnte diesen Unterschied besser absichern. Auch um eventuelle
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Unterschiede innerhalb einzelner Familien aufzuzeigen, wire es notig, eine hohere Anzahl an
Pflanzen anzuziehen.
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Abb. 3-35 Linge der sechs Tage alten Koleoptilen

a: Anzucht erfolgte im Licht; b: Anzucht erfolgte im Dunkeln. Jeweils drei Sdulen stehen fiir eine Familie. Die
erste gibt die durchschnittliche Lénge aller Koleoptilen dieser Familie an; die zweite, als Kontrolle bezeichnete,
steht fiir die Koleoptilen, die wohl nicht transgen waren, da sie kein richtiges Signal in einer transgenitéts-
spezifischen PCR ergaben; die dritte, als transgen bezeichnete Sdule gibt die Langen der Koleoptilen an, die in
einer transgenitétsspezifischen PCR ein Signal der richtigen Grof3e ergaben. M36 zeigt die Mittelwerte aller
angezogenen Pflanzen der verschiedenen M36-Familien. Die jeweils letzte Sdule zeigt den Mittelwert der
Koleoptilen der homozygoten Linie B73.

Bei dieser ersten Anzucht waren lange Mesokotylabschnitte aufgefallen. Deshalb wurden
nochmals Koérner ausgesidt im Dunkeln angezogen und am filinften Tag Koleoptil- und
Mesokotyllingen vermessen (Abb. 3-36). Zudem wurde als weitere Kontrolle Samen des
Hybridmais ,,Alois* mit ausgesidt. Wieder unterschieden sich die M36-Koleoptilen nicht
signifikant von den Kontroll-Koleoptilen (Mann-Whitney-U-Test M36gesamt/Kontrolle:
p =0,8544) (Abb. 3-36 a). Das Mesokotyl der M36-Keimlinge war jedoch nach fiinf Tagen
im Dunkeln insgesamt signifikant ldnger als das der Kontrollen ,,Alois* und B73 (Mann-
Whitney-U-Test M36gesamt/Kontrolle: p = 0,0002) (Abb. 3-36 b).
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Abb. 3-36 Koleoptil- und Mesokotyl-Lingen von fiinf Tage alten Keimlingen

a: Lange der Koleoptilen, b: Lange des Mesokotyls; c: Verhéltnis von Koleoptillinge zu Mesokotylldnge.
Beriicksichtigt wurden nur Pflanzen, deren Mesokotyl 3,5-6 cm lang waren. Angezogen wurde fiinf Tage im
Dunkeln.

Um Keimlinge eines dhnlichen Entwicklungsstadiums vergleichen zu konnen, wurde in Abb.
3-36 ¢ nur das Koleoptil-Mesokotyl-Verhiltnis von Sdmlingen einbezogen, deren Mesokotyl
zwischen 3,5 und 6 cm lang waren. Tatsdchlich ergab sich fiir die M36-Pflinzchen dieses
Stadiums ein signifikant kleineres Koleoptil-Mesokotyl-Verhiltnisse als bei den Kontrollen
»Alois*“ und B73 (Mann-Whitney-U-Test M36gesamt/Kontrolle: p = 0,0038). Auch bei
anderer Auswahl des Fensters zum Entwicklungsstadium erhielt sich dieses kleinere
Koleoptil-Mesokotyl-Verhiltnis im Vergleich zur Kontrolle (Daten nicht gezeigt).

In einer weiteren Anzucht (im folgenden als zweite Anzucht bezeichnet) war wiederum kein
signifikanter Unterschied der Koleoptillingen der M36-Keimlinge insgesamt im Vergleich
zur ,,Alois* und B73 Kontrolle (Mann-Whitney-U-Test M36gesamt/Kontrolle: p = 0,1792) zu
ermitteln. Betrachtet man jedoch die transgenen Pflinzchen im Vergleich zur internen
Kontrolle, so ergab sich zwar nicht im Mann-Whitney-U-Test (p = 0,0949), jedoch im
Student-t-Test (p = 0,0303) eine Signifikanz, und es spricht nichts gegen die Annahme, die
Koleoptilldngen seien nach Gaus verteilt (Abb. 3-37 a). Bei der Betrachtung des Mesokotyls
ergibt auch der Mann-Whitney-U-Test einen signifikanten Unterschied zwischen transgenen
und nicht-transgenen M36-Keimlingen (p = 0,0272) (Abb. 3-37 b). Das Koleoptil-Mesokotyl-
Verhiltnis der transgenen Pflanzen war im Vergleich zu dem der M36-Kontrollpflinzchen
bzw. der ,,Alois*“-B73-Kontrolle deutlich kleiner. Die Anzahl der transgenen Keimlinge war
fiir eine statistische Absicherung aber zu gering.

Die Uberexpression des ZmAUX2-Gens bewirkt also im Dunkeln ein verstirktes Wachstum
der Koleoptile und in noch stirkerem Mafe des Mesokotyls, wie die Koleoptil-Mesokotyl-
Verhiltnisse zeigten. Im Licht jedoch scheint die Uberexpression zu einem verzogerten
Wachstum der Koleoptile zu fiihren.
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Abb. 3-37 Koleoptil- und Mesokotyl-Liingen von sechs Tage alten Keimlingen der zweiten Anzucht
a: Lange der Koleoptilen; b: Lange des Mesokotyls; c: Verhiltnis von Koleoptillinge zu Mesokotylldnge.
Berticksichtigt wurden nur Pflanzen, deren Mesokotyl 3,5-6 cm lang waren. Die Anzucht erfolgte im Dunkeln.

3.6.3. Sprosswachstum

In der ersten Anzucht wuchsen die M36-Pflanzen deutlich schneller als die homozygoten
B73-Pflanzen. Deshalb wurde bei der zweiten Anzucht der Hybridmais ,,Alois* als zweite
Kontrolle zusétzlich angezogen. Dieser zeigte ein deutlich schnelleres Wachstum als die
M36- und die B73-Pflanzen, wie ein Vergleich der Sprosslingen am 86. Tag der Anzucht
zeigte (Mann-Whitney-U-Test M36gesamt/Kontrolle: p = 0,0281) (Abb. 3-38). Zwischen
transgenen und nicht-transgenen M36-Pflanzen konnte aber kein signifikanter Unterschied
mehr festgestellt werden (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,5712).
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Abb. 3-38 Sprosshohe 86 Tage alter Pflanzen
M36: Mittelwerte aller M36-Familien der zweiten
Anzucht. Die Pflanzen waren ab dem siebten Tag im
Gewidchshaus angezogen worden.

B73
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w Kontrolle
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Das etwas langsamere Wachstum konnten die M36-Pflanzen durch eine etwas ldngere
vegetative Phase autholen, und konnten die ,,Alois“-Kontrolle letzten Endes sogar noch
iibergipfeln (Abb. 3-39). Nur die M36T49-Familie blieb weit kleiner als die Kontrolle. Die
transgenen M36-Pflanzen sind signifikant groBer als die ,,Alois“-B73-Kontrolle (Mann-
Whitney-U-Test: p = 0,0182), die M36-Pflanzen insgesamt (Mann-Whitney-U-Test: p =
0,0895) oder die interne Negativkontrolle (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,4058) jedoch nicht.
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Die Pflanzen der internen Negativkontrolle blieben etwas kleiner als die transgenen Pflanzen;
der Unterschied war allerdings nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,1336).
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Die verldngerte vegetative Phase machte sich in einem etwas verzogerten Bliihbeginn
gegeniiber dem Hybridmais ,,Alois* bemerkbar. Die Verzogerung war allerdings weit
geringer als bei den TUSC-Pflanzen, deren ZmAUX2-Gen durch ein Transposon disruptiert ist
(Abb. 3-40; vgl. 3.5.5). Nur bei der M36T49-Familie war sie sogar noch dramatischer und
auch signifikant (Mann-Whitney-U-Test ,,Alois*/M36T49: minnliche Bliite: p = 0,0140,
weibliche Bliite: p = 0,0070). Da M36T49 die einzige Familie mit solchem Verhalten war,
kann dies jedoch nicht auf eine ZmAUX2-Uberexpression zuriick gefiihrt werden. Die
transgenen M36-Pflanzen blithen noch etwas vor den M36-Kontrollpflanzen, es konnte aber
keine Signifikanz nachgewiesen werden. Die geringe Verzogerung geht also wohl nicht auf
die Transgenitdt der M36-Pflanzen zuriick, sondern ist eher stammspezifisch.
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Abb. 3-40 Beginn der Bliite

Aufgetragen sind die Anzahl der Tage ab Aussaat bis zum ersten freigesetzten Pollen, bzw. bis zum
Erscheinen der ersten Narbe. Gezeigt sind die Werte der zweiten Anzucht, die sich von den Werten der
erste Anzucht nicht wesentlich unterschieden. Zum Vergleich sind die Werte der Transposon-
mutagenisierten Pflanzen (TUSC) mit aufgetragen.
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Die Uberexpression des ZmAUX2-Gens scheint also die Elongation der Koleoptile und des

Mesokotyls zu beeinflussen. Das Wachstum des Sprosses wird aber hdochstens geringfligig
gesteigert.

3.6.4 Gravitrope Reaktion

Auch bei den M36-Familien wurde die gravitrope Reaktion getestet (5.2.1.4). Die Koleoptilen
zeigten eine gute geotrope Reaktion, die sogar etwas schneller war als bei den Kontrollen,
was aber an Stammunterschieden liegen konnte (Abb. 3-41). Darauf deutet auch die interne
Negativkontrolle hin. Die transgenen Koleoptilen zeigten eine cher schlechtere geotrope
Reaktion als diese Negativkontrolle; der Unterschied war aber nicht signifikant im Mann-
Whitney-U-Test (0,5 cm Schwelle: p = 0,0687).
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Abb. 3-41 Geotrope Kriimmung der M36-Koleoptilen

Aufgetragen wurde die Zeit, die die Koleoptilenspitze brauchte, um 0,5 cm (a) bzw. 1 cm (b) iiber den
Ausgangspunkt zu kommen. In b wurde fiir Koleoptilen, die die Schwelle in der Versuchszeit nicht
erreichten, dies aber bis zum nichsten Tag schafften, eine Pauschale von 600 min einberechnet; fiir
solche die auch dann noch keine Reaktion zeigten, eine von 1200 min. In a wurden nur Koleoptilen
beriicksichtigt, die die 0,5 cm Schwelle auch tatsdchlich erreichten.

3.7 Promotorstudien des ZmAUX2-Gens in Mais mittels Reportergenfusion

Zur Untersuchung des Expressionsmusters des ZmAUX2-Gens in Zea mays wurde ein Vektor
konstruiert, der im Prinzip dasselbe Konstrukt tridgt, das bereits fiir die heterologen
Expressionsstudien in Tabak (vgl. 3.4) eingesetzt wurde. Dieser Vektor pPATGUS-39 sollte
nun im homologen System die Expression des B-Glucuronidase-Reportergens unter der
Kontrolle des ZmAUX2-Promotors vermitteln. Zur Selektion richtiger Transformanten ist auf
dem Mais-Vektor zusétzlich das PAT-Gen vorhanden. (Abb. 3-42). Der Vektor wurde durch
Sequenzieren iiberpriift und in Zea mays eingebracht (5.2.4.5).
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Abb. 3-42 Konstruktion des
pPATGUS-39 Vektors
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Erhaltene Kalli wurden mittels PCR iiberpriift. In zwei PCR-Ansétzen wurde zum einen mit
Primern, die am 5'-Ende des ZmAUX2-Promotors bzw. am 5'-Ende des B-Glucuronidase-
Gens banden (Aux2TUSCProm5 und GUSSkompl), zum anderen mit Primern, die am 5'-
Ende und am 3’-Ende des B-Glucuronidase-Gens banden (GUSS und GUS3), spezifisch das
gesamte eingebrachte Konstrukt amplifiziert. Von 51 Kalli zeigten 61 % in beiden PCR-
Ansétzen das erwartete Signal. Aus positiven Kalli wurden ganze, M37 genannte Pflanzen
regeneriert. Von elf M37-Pflanzen konnten, nach Bestdubung mit Pollen der homozygoten
Linie B73, zwischen 40 und 428 Korner geerntet werden. Nachkommen einer regenerierten
Pflanze wurden als M37-Familie bezeichnet, ein T mit einer Zahl bezeichnete die jeweilige
transformierte Pflanze. Aus den erhaltenen Kérnern wurden zunichst Koleoptile gezogen und
auf B-Glucuronidase-Aktivitdt getestet, allerdings konnte nirgendwo eine solche nachge-
wiesen werden. Auch andere Gewebe wurden unter Verwendung verschiedener Puffern auf
Aktivitit hin untersucht. Jedoch wurden lediglich sehr schwache, unspezifische Fiarbungen
erhalten.

3.7.1 Koleoptilwachstum

Da selbst in etiolierten Koleoptilen, in denen das ZmAUX2-Gen nachweislich exprimiert wird
(vgl. 3.1), keinerlei GUS-Aktivitét detektiert werden konnte, wurde an die Moglichkeit eines
HDGS (,,homology-dependent gene silencing®) der rekombinanten Gene gedacht. Durch
eingebrachte Gene konnen auch endogene homologe Gene stillgelegt werden (KOOTER et al,
1999). Deshalb wurden die Pflanzen der M37-Familien auf einen abweichenden Phénotyp hin
untersucht. Im Wachstum unterschieden sich die M37-Familien nicht signifikant von den
M36-Familien (vgl. 3.6). Sie keimten wie diese sehr gut, mit einer Keimrate von 96 %. Die
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Uberlebensrate aller M37-Familien zusammen lag bei 52 %, nur eine M37-Familie, die
M37T45-Familie, hatte mit 38 % eine Uberlebensrate von unter 50 %. Die M37-Koleoptilen
waren am sechsten Tag dhnlich kurz wie die M36-Koleoptilen, welche das Konstrukt zur
Uberexpression de ZmAUX2-Gens trugen (vgl. 3.6.2; Abb. 3-43).
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Abb. 3-43 Durchschnittliche Linge der Koleoptilen

Sechs Tage alte Koleoptile zweier unabhidngiger Aussaaten wurden vermessen; M37: alle M37-Familien
zusammen; M36: M36-Familien zusammen (vgl. Abb. 3-35 b, Abb. 3-36 a); Kontrolle: Kontrolle ,,Alois* und
B73 zusammen

3.7.2 Mesokotylwachstum

Die Mesokotylabschnitte waren wie bei den M36-Familien ldnger als die der Kontrollen
»Alois“ und B73, und die Koleoptil-Mesokotyl-Verhéltnisse kleiner (Abb. 3-44). Signifikante

Unterschiede zwischen M37- und M36-Pflanzen konnten aber nicht ermittelt werden.
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Abb. 3-44 Mesokotylwachstum

a: Lange des Mesokotyls; b: Verhiltnis von Koleoptillinge zu Mesokotylldnge, beriicksichtigt wurden nur
Pflanzen deren Mesokotyl 3,5-6 cm lang waren. M37: Mittelwert aller Pflanzen der M37-Familien;

M36: Mittelwert aller Pflanzen der M36-Familien; Kontrolle: Mittelwert aller ,,Alois““- und B73-Pflanzen.

Kontrolle
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3.7.3 Sprosswachstum

Auch im weiteren Wachstum verhielten sich die M37-Pflanzen nicht signifikant anders als die
M36-Familien. Sie erreichten dhnliche Gréfen in vergleichbaren Zeitrdumen (Abb. 3-45).

Sprosswachstum

Abb. 3-45 Durchschnittliche Sprosshohe

88 Tage alte Pflanzen waren im Gewéchshaus
angezogen und die Sprossldnge gemessen
worden

Sprosslange
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M37T34
M37T45
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B73

Ahnlich wie die M36-Pflanzen blilhten die M37-Pflanzen signifikant vor den B73-
Kontrollpflanzen, die in dieser Anzucht minnlich steril blieben (Mann-Whitney-U-Test:
M36/B73: p = 0,0002; M36/B73: p < 0,0001). Die M37-Pflanzen bliihten aber nicht
signifikant vor den M36-Pflanzen (Abb. 3-46).
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Abb. 3-46 Beginn der jeweiligen Bliihphase

Aufgetragen sind die Anzahl der Tage ab Aussaat bis zum ersten freigesetzten Pollen, bzw. bis zum Erscheinen
der ersten Narbe. M37: Mittelwert aller Pflanzen der M37-Familien; M36: Mittelwert aller Pflanzen der M36-
Familien.

3.8 ZmAUX2-Expression durch einen Tetracyclin-induzierbarer Promotor

Die Verwendung eines induzierbaren Promotors zur Untersuchung der Funktion eines Gens
hat gegeniiber der Verwendung eines konstitutiven Promotors mehrere Vorteile. So wird es
moglich auch die Funktion von Genen, deren konstitutive Uberexpression die Pflanzen bereits
frith absterben lésst, in adulten Pflanzen zu untersuchen. Es kénnen Effekte in verschiedenen
Entwicklungsstufen von Pflanzen, die bis dahin unbeeinflusst gewachsen waren, untersucht
werden. Oder es konnen Effekte sichtbar werden, die bei konstitutiver Expression durch eine
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Kompensation unsichtbar bleiben. Deshalb sollte die spezifische Wirkung des ZmAUX2-
Genproduktes auch mit einem induzierbaren Promotor untersucht werden. Fiir Mais wurde
bisher aber noch kein System einer induzierbaren Promotion erfolgreich etabliert. In Tabak
jedoch konnte mit einem Tetracyclin-induzierbaren Promotor bereits erfolgreich Gene gezielt
angeschaltet werden (WEINMANN ez al, 1994). Da der ZmAUX2-Promotor im heterologen
Tabaksystem zu funktionieren scheint (vgl. 3.4), ZmAUX- bzw. SAUR-Gene konserviert sind
und ein System mit einem Tetracyclin-induzierbaren Promotor in Tabak im Institut bereits
erprobt war, wurde auf dieses System ausgewichen.
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TripleXy-g.T

pBIN-HYG-TX
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Hind III
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Abb. 3-47 Klonierungsstrategie Kpnl  ypa1
von pBHX-ZmAUX2
TripleX: chimirer CaMV 35S LB
Promotor mit drei TetR- TripleX OCS-T
Bindestellen ZmAUX2 oqp
OCS-T: Octopinsynthase-
Terminator
HPT II: Hygromycin-
Phosphotransefrase

RB

pBHX-ZmAUX2
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NPT III
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Im Zentrum des Tabaksystems steht ein chimérer CaMV-35S-Promotor, der drei Bindestellen
fiir einen Tet-Repressor (TetR) enthilt. Bindet TetR an diese Stellen (TripleX), so kann eine
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nachfolgende kodierende Sequenz nicht transkribiert werden. Eine Zugabe von geringen
Mengen an Tetracyclin verhindert jedoch die Repression durch TetR (WEINMANN et al. 1994).
Zunichst wurde der Vektor pBHX-ZmAUX2 konstruiert. Dieser trdgt hinter dem
induzierbaren CaMV 35S-Promotor mit drei TetR-Bindestellen (TripleX) die kodierende
ZmAUX2-Sequenz. Dafiir wurde aus pRT16 die kodierende ZmAUX2-Sequenz Kpn I-Xba 1
ausgeschnitten und in den Vektor pBIN-HYG-TX ligiert, der ebenfalls Kpn I-Xba I
geschnitten war (Abb. 3-47).

Alv5-2

ICantralle

Abb. 3-48 Wachstum der pBHX-ZmAUX2 tragenden Tabakkeimlinge

Jeweils links gezogen in Fliissigmedium mit Tetracyclin, rechts ohne Tetracyclin. a -f: nach 12 Tagen Anzucht
wurde auf Fliissigmedium verfrachtet, a und b: waren noch 12 Tage auf Fliissigmedium gewachsen, c-f: waren
noch 13 Tage auf Fliissigmedium gewachsen, g und h: waren nach 15 Tagen Festmedium noch 19 Tage auf
Flissigmedium gewachsen; ¢, d und h: Kontrolle V5, ohne pBHX-ZmAUX2.
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Das Plasmid pBHX-ZmAUX2 wurde {liber Agrobakterien in eine Tabakpflanze, die bereits
transgen das tetR-Gen hinter dem konstitutiven CaMV 35S-Promotor trug und so geniigende
Mengen an TetR produzierte, eingebracht. Selektiert wurde bei dieser Transformation mit 40
mg/l Hygromycin. Von iiber hundert Transformanten, A1V5 genannt (die einzelnen
Transformanten wurden mit noch einer zusétzlichen Zahl benannt), konnten ganze Pflanzen
regeneriert werden. Von 30 regenerierten Pflanzen wurden nach Selbstbestdubung Samen
geerntet und oberflidchensterilisiert (5.2.4.4).

Tabak wichst deutlich langsamer als Mais, deshalb sind die Elongationsraten des Tabak-
hypokotyls, anders als bei der Maiskoleoptile, nur mit Hilfe eines Extensometers messbar, bei
dem das Hypokotyl eingespannt wird und dann der Zuwachs iiber die Zeit registriert wird. Da
kein solches Gerdt zur Verfligung stand, wurde versucht, iliber eine ldnger andauernde
Inkubation bereits mit bloBem Auge sichtbare Effekte zu erzielen (5.2.1.7). Dazu wurden
Samen steril in Dosen auf MS-Medium angezogen und nach ein bis zwei Wochen gleich
groBBe Agarstiicke mit etwa gleich vielen Simlingen ausgeschnitten und in sterile Dosen mit
fliissigem Medium, mit bzw. ohne Tetracyclin, verfrachtet. Dieses Medium wurde alle zwei
bis drei Tage gewechselt, da Tetracyclin in der Pflanzenkultur nicht stabil ist (GaTz, 1995).

a Licht 1. Anzucht b Licht 2. Anzucht
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Abb. 3-49 Wachstumseffekt nach durch induzierte Expression des ZmAUX2-Gens durch Tetracyclin

Die Keimlinge waren bei der Messung jeweils so viele Tage alt wie iiber den Sdulen angegeben; Keimlinge der
ersten Anzucht waren die ersten 15 Tage, der zweiten Anzucht die ersten 12 Tage auf Festmedium gewachsen;
K: auf Fliissigmedium ohne Tetracyclin gewachsen; Tc: auf Fliissigmedium mit Tetracyclin gewachsen.
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Zunichst schienen die mit Tetracyclin behandelten Pflanzen langsamer zu wachsen als die
jeweiligen Kontrollen ohne Tetracyclin, und dies unabhédngig, ob im Licht oder im Dunkeln
gezogen (Abb. 3-48 a und b, bzw. e und f; Abb. 3-49 a und b). Allerdings war dies auch bei
den Kontrollpflanzen, V5, die nicht mit pPBHX-ZmAUX?2 transformiert waren, der Fall (Abb.
3-48 c und d; Abb. 3-49 a: erstes Sdulenpaar, b: die letzten vier Sdulen, c: erstes Sdulenpaar).
Es fiel auf, dass die Wurzeln in Tetracyclin-haltigem Medium schlechter entwickelt waren
(Abb. 3-48 g und h). Das schlechtere Sprosswachstum konnte also auf eine schlechtere
Erndhrung zuriick gehen.

Von den im Dunkeln angezogenen Samlingen konnten die im Tetracyclin-haltigen Medium
wachsenden Pflanzen im Laufe der Zeit ihren Wachstumsriickstand autholen und iibertrafen
ihre jeweiligen Kontrollpflanzen schlieBlich sogar an Grofle (Abb. 3-49 ¢ und d). In der
zweiten Anzucht war dies aber auch bei der Negativkontrolle V5 der Fall (Abb. 3-49 d: erstes
und letztes Sdulenpaar), so dass nicht von einem ZmAUX2 spezifischen Effekt ausgegangen
werden kann.

3.9 Kernlokalisation des ZmAUX2-Genproduktes

In der Sequenz des ZmAUX2-Gens konnte ein zweigeteiltes Kernlokalisationssignal
identifiziert werden (RoHRMEIER, 1995). Eine Kernlokalisation ist Voraussetzung fiir eine
Funktion als Transkriptionsfaktor, die flir ZmAUX2 postuliert wurde. Die gezeigte
Kurzlebigkeit (vgl. 3.3) und die sehr rasche Induktion durch Auxin sprechen ebenfalls fiir
eine
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Abb. 3-50 Karte von pBI221-ZmAUX2
pBI221-ZmAUX2 soll fiir die
konstitutive Expression eines ZmAUX2-
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solche Funktion. Fiir ebenfalls friih Auxin-induzierte Proteine der Aux/IAA-Familie konnte
eine Kernlokalisation bereits nachgewiesen werden (ABEL et al, 1994). Auch fiir sie wird eine
Funktion als Transkriptionsfaktor diskutiert.

Zur Untersuchung der Lokalisation des ZmAUX2-Genprodukts wurde ein Vektor (pBI221-
ZmAUX2, sieche Abb. 3-50) konstruiert, der fiir ein Fusionsprotein aus ZmAUX2 und dem
GUS-Reporter kodiert. Der CaMV-355-Promotor sollte fiir eine konstitutive Expression des
Fusionsproteins sorgen. Das Plasmid pBI221 ohne das eingefiigte ZmAUX2 wurde fiir die
Negativkontrolle verwendet, in der die B-Glucuronidase im Cytoplasma verbleiben sollte. Erst
durch eine Fusion mit einem Kernprotein sollte die 3-Glucuronidase in den Kern umgeleitet
werden.

3.9.1 Transiente Transformation von Tabak-Protoplasten

Zellen einer Tabak-Suspensionskultur wurden protoplastiert (HowARD et al., 1992), und das
jeweilige Plasmid durch Elektroporation eingebracht (5.2.4.7). Die Transformationsraten
waren dabei nicht sehr hoch, und nur wenige Zellen exprimierten die f-Glucuronidase und
zeigten Blaufiarbung nach X-Gluc-Spaltung. Die Protoplasten sahen zudem oft beschidigt
oder degeneriert aus. Die Kerne konnten jedoch problemlos angesprochen werden, was durch
eine DAPI-Farbung bestitigte wurde (Abb. 3-51 ¢), auch wenn die Blaufiarbung nach X-Gluc-
Spaltung die DAPI-Farbung etwas iiberdeckte und die DAPI-Férbung in transformierten
Zellen stets vergleichsweise schwach ausfiel (Abb. 3-52). In manchen pBI221-ZmAUX2-
Zellen war der Kern durchaus intensiver angeférbt als das Cytoplasma. Die geringe Anzahl

N

Abb. 3-51 Tabak-BY2-Protoplasten transient transformiert mit pBI221-ZmAUX2,
GUS gefarbt; e: nach GUS-Farbung DAPI-geférbt.

Abb. 3-52 Tabak-BY2-Protoplasten transient transformiert mit pBI221-ZmAUX2
GUS und DAPI geférbt, a und c: unter UV; a und b bzw. ¢ und d zeigen jeweils dieselbe Ansicht.
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-

Abb. 3-53 Negativ-Kontrolle
a b Tabak-BY2-Protoplasten wurden transient
mit pBI221 transformiert und GUS gefarbt

solcher Zellen und das Auftreten von pBI221-Kontrollzellen, in denen der Kern ebenfalls
stiarker angeférbt zu sein schien (Abb. 3-53 b), lieBen das Ergebnis aber wenig liberzeugend
erscheinen.

3.9.2 Mikrobeschuss von Zwiebelepidermiszellen

Geeigneter fiir den Nachweis der Kernlokalisation des ZmAUX2-Genproduktes erschien der
Mikrobeschuss von Zwiebel-Epidermiszellen. Eine Protoplastierung und eine damit ver-
bundene Schiadigung der Zellen ist dabei unnétig. Auch die ndhere Verwandtschaft zu Zea
mays schien von Vorteil; so konnte die Kernlokalisation eines Maisproteins im Zwiebel-
system bereits nachgewiesen werden (VARAGONA et al., 1992). Zwiebel-Epidermiszellen wurden
durch Mikrobeschuss mit pBI221-ZmAUX2 transformiert. Die Zwiebelepidermis einer
ruhenden Zwiebel von Allium cepa wurde dazu vom Mesophyll abgezogen und auf CHU-
Medium-Platten aufgebracht. Nach dem Beschuss mit Plasmid pBI221-ZmAUX2 bedeckten
Goldpartikeln konnten die Epidermiszellen 18-24 h regenerieren und wurden dann auf GUS-
Aktivitdt getestet (5.2.4.8). Zur Negativkontrolle wurde wieder pBI221 verwendet. Als
Positivkontrolle diente ein Plasmid, das statt des ZmAUX2-Gens das Nla-Gen (,,nuclear
inclusion protein a“) in Fusion mit dem GUS-Gen trigt. Das Nla-Gen kodiert fiir eine
Proteinase des ,,tobacco etch potyvirus®, fiir die eine Kernlokalisation nachgewiesen wurde
(RESTREPO et al., 1990). Das Nla-GUS-Fusionsprodukt wurde sehr effizient in den Zellkern
importiert, was die starke Anfarbung deutlich zeigt (Abb. 3-56). Die Zellen sind durch den
Beschuss also nicht zu stark geschéddigt worden.

v
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Abb. 3-54 Zwiebelepidermis transient transformiert mit pBI221-ZmAUX2
und GUS gefirbt; Zellkerne waren teils etwas dunkler als das Cytoplasma gefarbt, teils dhnlich wie dieses.
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Abb. 3-55 Negativ-Kontrolle

Zwiebelepidermis wurden transient mit pBI221 transformiert und GUS geférbt; a und b: Zellen mit deutlich
ungefarbtem Zellkern; c: Zellkern dhnlich angefarbt wie das Cytoplasma; d: selten zeigten Zellen einen Zellkern,
der etwas dunkler als das Cytoplasma angefarbt zu sein schien.

Abb. 3-56 Positiv-Kontrolle

Zwiebelepidermis transient transformiert mit pRTL-GUS-Nla und GUS gefirbt; a: einzelne Zelle rechts in der
nur der Kern angefiarbt wurde; b: Zelle in der Kern nicht wesentlich stirker angeférbt wurde als das Cytoplasma,
in der also kein erfolgreicher Kernimport stattfand, ¢ und d: Mehrheit der Zellen war stark angefarbt mit sehr
dunkel angefirbtem Zellkern, jeweils auch hier Zellen deren Kern nicht stirker als das Cytoplasma angefarbt
war (jeweils rechts).

Auch das ZmAUX2-Genprodukt scheint die GUS-Aktivitdt vermehrt in den Kern zu lenken,
wenn auch weniger stark als die Positivkontrolle (Abb. 3-54). Einige Zellen der Negativ-
kontrolle zeigten allerdings auch eine verstirkte Anfarbung des Kerns (Abb. 3-55 d). Eine
Kernlokalisation des ZmAUX2-Genprodukts erscheint also wahrscheinlich, konnte aber auch
durch die Mikrobombardierung von Zellen der Zwiebelepidermis nicht zweifelsfrei
nachgewiesen werden.
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3.10 ,,Mobility Shift Assay*“ mit einer putativen Zielsequenz

Kalium spielt eine wichtige Rolle im Auxin-abhdngingen Wachstum der Maiskoleoptile
(CLAUSSEN et al, 1997). In der Gruppe von Hedrich wurde ein Kaliumkanal-Gen aus Mais,
ZMKI, als friith Auxin-induziert charakterisiert (PHILIPPAR et al, 1999). Die mRNA-
Konzentration des ZMK-Gens steigt 30 min nach Auxingabe signifikant an, also erst nach
Anschalten von ZmAUX2. ZMKI wird ebenso wie ZmAUX2 in Maiskoleoptile und
-Mesokotyl exprimiert und wéhrend einer Aufkriimmreaktion nach gravitroper Stimulation in
der unteren Haélfte der Koleoptile stirker exprimiert als in der oberen. Auch die Auxin-
konzentration ist unten hoher. ZMK/ konnte also durchaus ein Zielgen des ZmAUX2-Gens
sein, falls dieses wirklich eine Funktion als Transkriptionsfaktor hat. Um dies zu testen,
wurde ein ,,Mobility Shift Assay*“ mit dem ZMKI-Promotor und dem ZmAUX2-Protein
durchgefiihrt. Hierzu wurde der ZMK-Promotorbereich von 1748 bp mit den Restriktions-
enzymen Bgl I und Nsi [ in Stiicke von 175, 218, 289, 369 und 705 bp Lénge geschnitten und
diese iiber ein LMP-Gel isoliert.

Als ZmAUX2-Protein wurde ein um 23 Aminosduren verkiirztes ZmAUX2-Protein
verwendet, das aus einem ZmAUX2-MBP-Fusionsprotein (ROHRMEIER, 1995) durch einen
Verdau mit Faktor Xa frei gesetzt wurde.

Die einzelnen ZMK -Fragmente wurden jeweils fiir 20 min mit bzw. ohne ZmAUX2-Protein
bei RT inkubiert und auf einem nativen Polyacrylamidgel bei 4°C aufgetrennt. Verzogertes
Laufverhalten konnte mit dem 218 bp-langen Fragment nach Inkubation mit ZmAUX2-
Protein einmalig erhalten werden (5.2.3.2). In weiteren Versuchen konnte dies allerdings nicht
reproduziert werden (Abb. 3-57).

175 218 289 369

705 bp

Abb. 3-57 ZMK1 ,,Mobility Shift Assay*
ZMKI-Promotor-Fragmente (Léngen in
Basenpaaren sind jeweils iiber den Spuren
angegeben) wurden jeweils mit (+) bzw. ohne (-)
ZmAUX2-Protein 20 min bei RT inkubiert, auf
einem nativen Polyacrylamidgel bei 4°C auf-
getrennt und mit Ethidiumbromid geférbt. Der
Pfeil zeigt auf eine Bande, die nur in der Fraktion
mit ZmAUX2 auftauchte.

-

-+ -+ - 4+ - 4+ - + ZmAUX2

3.11 Calmodulinbindung von ZmAUX2-Protein

Fiir einige SAUR-Proteine konnte kiirzlich gezeigt werden, dass sie Calmodulin binden (Yang
& Poovaiah, 2000). Calmodulin erkennt wohl keine spezifische Sequenz, sondern bindet an
basische amphiphile a-Helices eines Zielproteins. Eine Strukturvorhersage zeigt auch fiir
ZmAUX2 im aminoterminalen Ende hohe Wahrscheinlichkeit fiir eine a-Helix (Abb. 3-58).
In einer ,helical wheel“-Projektion der Peptidsequenz des ZmAUX2 dieser o-helikale
Doméne zwischen Aminosdure 4 und 24, wird der basische amphiphile Charakter deutlich
erkennbar (Abb. 3-59).
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Abb. 3-58 Strukturvorhersage des ZmAUX2-Genproduktes

Das Programm DNAMAN sagt mit hoher Wahrscheinlichkeit N-terminal eine a-Helix vorher.

s

32-LKKWKKWLATVTPSA-45 325-ARRKLRAAAIASVL-338

Al Al g

K+
ZmAUX2
K+
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K™ g+
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4-AKKIAHLAKKWQRM-17 11-AKKWQRMACIRRRC-24

Abb. 3-59 ,,Helical wheel“ Projektionen mutmaRBlicher Calmodulinbindesequenzen
ZmSAURI1-Projektion (YANG & POOVAIAH, 2000), CCaKM-Projektion (Ca**/Calmodulin-abhingige Protein-
kinase) (TAKEZAWA et al., 1996). Hydrophobe Aminoséiurereste stehen in Késtchen, basische sind mit einem +
gekennzeichnet. Unter den Projektionen ist jeweils die Aminosduresequenz mit Position im Protein angegeben.
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Die aminoterminale ZmAUX2-Doméne dhnelt damit derjenigen Doméne von CCaMK — einer
pflanzlichen, Ca®’/CaM-abhingigen Proteinkinase — die fiir eine Calmodulinbindung
verantwortlich gemacht wird (TAkEzawa er al., 1996), bzw. der entsprechenden Calmodulin-
bindenden Doméne des ZmSAURI1-Genprodukts. ZmSAURI ist ein SAUR-verwandtes Gen
aus Mais (YANG & POOVAIAH, 2000).

Um eine Bindung von ZmAUX2-Protein an Calmodulin in vitro zu zeigen, wurde das
ZmAUX2 tragende Plasmid pTR52 in vitro transkribiert, in Gegenwart von >°S-Met
translatiert und mit Rindercalmodulin inkubiert. Komplexbildung wurde in nicht
denaturierender PAGE {iberpriift (5.2.3.3). In Ansédtzen ohne Calmodulin erschien eine Bande
der erwartenden Grofe (Abb. 3-60 1. Spur). Wurde Calmodulin zugesetzt, so lief der
gebildete Komplex im elektrischen Feld langsamer (Abb. 3-60, 2., 6., 7. und 11. Spur). Nicht
radioaktiv markiertes ZmAUX2-Protein — zum einen wurde in vitro transkribiertes und
translatiertes ZmAUX2 aus kaltem Lysat (Ly, 10. und 12. Spur), zum andern ein Maltose-
bindeprotein-ZmAUX2-Fusionsprotein verwendet (FPr; 5. und 9. Spur) — konnte das radio-
aktivmarkierte Protein aus dem Komplex verdriangen, das dann wieder auf gleicher Hohe lief
wie in Ansdtzen ohne Calmodulin. Wurde die Menge an Calmodulin erhoht, so dass die
Menge an nicht markiertem Lysat nicht mehr ausreichte, um den Grof3teil an Calmodulin zu
binden, so tauchte die Bande mit verzogertem Laufverhalten wieder auf (Abb. 3-60 Spur 12).
BSA konnte weder markiertes ZmAUX2-Protein aus dem Komplex mit Calmodulin
verdrdangen, noch an das ZmAUX2-Protein binden und damit dessen Laufverhalten dndern
(Abb. 3-60 3., 4. und 8. Spur).

CaM (in pg): - 2 - 2 2 2 04 - 04 04 4 4
Kompetitor :  — — BSA BSA FPr - - BSA FPr Ly - Ly

Abb. 3-60 ,,Mobility Shift Assay* mit Calmodulin

Zu jedem 30 pl Ansatz wurden 1ul *°S-Met markiertes ZmAUX2-Protein in ImM CaCl, zugesetzt. BSA wurde,
wenn angegeben, in Mengen von 10 pg eingesetzt, FPr (kaltes ZmAUX2-MBP-Fusions-Protein ca. 70 ng) und
Ly (in vitro translatiertes kaltes ZmAUX2-Protein) jeweils zu 10 pl.

Das ZmAUX2-Protein bindet also spezifisch Calmodulin, wie dies bereits auch fiir andere
SAUR-Proteine gezeigt wurde. Dies unterstiitzt die Vermutung von YANG & POOVAIAH
(2000), dass Calmodulinbindung eine fiir SAUR-typische Eigenschaft sein soll.
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4. Diskussion

Seit nunmehr 20 Jahren sind Auxin-induzierte Gene bekannt. Im immer noch weitgehend
unaufgeklirten Signaltransduktionsweg vom Auxin zur Zellelongation sind sie die mit am
besten untersuchten Elemente (LEvser, 2001). Besonders durch die neuesten Ergebnisse iiber
den schnellen Abbau der Aux/IAA-Proteine riickten sie in das zentrale Interesse der
Auxinforschung. Die SAUR-Gene sind noch weniger gut charakterisiert. Sie scheinen aber
funktionell eng an die 4ux/IAA-Gene gekoppelt zu sein, wie ihre dhnliche Expression, bedingt
durch verwandte Promotorelemente, zeigte. Mit der Maiskoleoptile steht ein gut
charakterisiertes und leicht handhabbares Modellsystem zur Verfiigung, so dass es
vielversprechend erschien, ein SAUR-Gen dieses Organismus ndher zu untersuchen. Ziel
dieser Arbeit war, das putative Mais-S4UR-Gen ZmAUX2 ndher zu charakterisieren.

5.1 Spetifitiit der Phytohormon-Induktion des ZmAUX?2

Es war bereits bekannt, dass das in elongierenden Koleoptilen transkribierte ZmAUX2 durch
Auxine und Cycloheximid induziert werden kann. Versuche mit physiologisch inaktiven
Auxinanaloga, Kinetin, Abscisinsdure und Gibberillinsdure fiihrten hingegen zu keiner
Zunahme der ZmAUX2-Transkripte. Zunéchst sollte untersucht werden, ob weitere bekannte
Phytohormone wie Brassinolid, Ethylen und Methyljasmonsiure ZmAUX2 induzieren kdnnen.

Brassinosteroide

Besonders interessant erschien die Untersuchung der erst 1979 identifizierten Brassino-
steroide (GROVE et al, 1979), denn sie zeigten in Wachstumstests, wie sie urspriinglich zur
Bestimmung der Auxinwirkung entwickelt wurden, eine bis zu 10°-fach stéirkere Wirksamkeit
als Auxin (Ubersicht in ADAM, 1994). Sie fordern das Internodien-Langenwachstum von Bohnen,
wobei die Wirkung sowohl Zellstreckung als auch Zellteilung umfasst (GROVE et al., 1979, ADAM
1994). Auch Mais-Mesokotylsegmente reagieren auf Brassinolidgabe mit Elongation (Yopp et
al, 1981). Die Erwartung, dass sich auch Maiskoleoptilen in einem analogen Biotest nach
Inkubation mit Brassinolid strecken, konnte bestitigt werden (Abb. 3-1). Das beobachtete, im
Vergleich zum Auxinansatz verspdtete Einsetzen der Elongation nach Brassinolidgabe, deckt
sich mit den bekannten ,lag“-Phasen. Nach Auxingabe betragen diese zwischen 10 und
15 Minuten (Talz, 1984 nach ZUREK et al, 1994) — in Mais wurden 16 Minuten gemessen
(BERGFELD et al., 1988) — Epikotyle von Glycine max elongieren aber erst 45 Minuten nach
Brassinolidgabe (ZUREK et al., 1994).

Tatsdchlich wirken Auxin und Brassinolid zumindest teilweise auf dieselben Gene. So wird
VR-ACS7, das fiir eine Aminocyclopropan-Carboxylat-Synthase aus dem Ethylenbiosynthese-
weg kodiert, von beiden Wachstumsregulatoren mit einer allerdings unterschiedlichen Kinetik
induziert. Die Auxin-Induktion der homologen VR-ACS! wird durch Brassinolid jedoch
blockiert. Auxin und Brassinosteroide scheinen also iiber verschiedene Signaltransduktions-
wege zu wirken (Yiez al,, 1999).
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Eine &dhnlich schnelle Induktion des ZmAUX2-Gens in Maiskoleoptilen wie durch Auxin
konnte durch Brassinolid nicht detektiert werden (Abb. 3-2). Ebenso wird das S4UR-6B-Gen
im Soja-Epikotyl durch Brassinolid nicht schnell induziert. Nach 18-stiindiger Inkubation
konnte aber eine Anhdufung von S4AUR-6B-Transkripten nachgewiesen werden. Brassinolid
aktiviert die SAUR-6B-Transkription allerdings nicht {iber eine Zunahme an freiem Auxin; es
konnte jedoch die Aktivitdt oder die Menge eines Auxinrezeptors beeinflussen (ZUrex e al,
1994). Die Brassinolid-induzierte Elongation scheint hingegen unabhidngig von einer S4UR-
Induktion zu sein. Fiir unabhéngige Signalwege sprechen auch Versuche mit der Auxin-
insensitiven Tomatenmutante dgt, in der Brassinolid sehr wohl eine Elongation bewirkt
(ZUREK et al., 1994). AuBlerdem wird das Expansin LeExp2 aus Tomate, das im Zusammenhang
mit der Elongation des Hypokotyls wichtig und am Ende des Signalweges anzusiedeln ist,
durch Auxin in seiner Expression stimuliert, nicht aber durch Brassinolid (CATALA et al., 2000).
Auxin und Brassinolid mogen also zumindest teilweise auf dieselben Gene einwirken und
auch &dhnliche physiologische Effekte hervorrufen, wie die Brassinolid-defiziente Erbsen-
mutante /kb zeigt, die sich durch Zwergenwuchs auszeichnet (ScHULTZ et al., 2001). Es scheinen
aber verschiedene Signalwege zu existieren. Die SAUR-Gene sind, wie im hier gezeigten
ZmAUX2, jedoch offensichtlich spezifisch fiir die Auxin-Signalkette.

Ethylen

Ethylen und Auxin interagieren ebenfalls in vielen Bereichen miteinander. Deutlich zeigt sich
dies in der Stimulation der Ethylenproduktion durch Auxin. Ein zentrales Enzym der
Ethylenbiosynthese, die ACC-Synthase, wird von Genen der Auxinprimirantwort kodiert
(siehe Einleitung). Meist spielt Ethylen zwar eine zu Auxin antagonistische Rolle, so wird die
Zellelongation durch Ethylen bei den meisten Pflanzen gehemmt, andererseits wird in der
Reiskoleoptile und im Hafermesokotyl, also in zwei zur Maiskoleoptile verwandten
Systemen, die Elongation durch Ethylen gesteigert (KIEBER & ECKER, 1993; SUGE, 1971). In Reis
diirfte es sich aber um eine besondere Anpassung an die zeitweise Uberflutung des Standortes
handeln. Fiir Hafer muss einschrinkend erwdhnt werden, dass in der Koleoptile selbst keine
solch steigernde Wirkung gemessen werden konnte. Eine Zunahme der ZmAUX2-Transkript-
menge nach Ethyleninkubation erfolgte in der Maiskoleoptile nicht (Abb. 3-3). Eine Positiv-
kontrolle, wie sie die Induktion eines Ethylen-induzierbaren Gens darstellen wiirde, wurde
aus Mangel an einer Sonde zwar nicht durchgefiihrt, es wurde aber in der Inkubationslésung
eine Ethylenkonzentration eingestellt, die als physiologisch aktiv beschrieben war (Sucg, 1971;
REID, 1987). Zudem =zeigt die Auxin-Positivkontrolle, dass das negative Ergebnis des
Ethyleninduktionsversuches durchaus aussagekriftig ist.

Methyljasmonsdure

Jasmonsdure bzw. Methyljasmonsiure sind als Pflanzenwachstumsregulatoren ebenfalls in
Auxin-abhingige Wirkungsfelder involviert. Sie spielen eine Rolle bei der Reaktion auf Ver-
wundung (Kopa & KIKuTA, 1994) und eben auch bei der Zellexpansion (TAKAHASHI et al., 1994).
Fiir den Induktionsversuch wurde wiederum eine physiologisch aktive Methyljasmonséure-
Konzentration gewdhlt (TAKAHASHI et al, 1994), aber keine Induktion des ZmAUX2-Gens
festgestellt (Abb. 3-3).

Es ist also anzunehmen, dass ZmAUX?2 in vivo ausschlieBlich durch Auxin induziert wird.
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Die relativ schwachen Signale der in situ-Proben in den Northernblot-Analysen (Abb. 3-2,
3-3) sind wohl durch die Priparationszeit bedingt, in der die Koleoptilen bereits an Auxin
verarmten und die ZmAUX2-Transkriptmenge dadurch bereits zu sinken begann. Eine solch
rasche Abnahme spricht fiir die Kurzlebigkeit, wie sie fiir S4 UR-Gene bereits bekannt ist. Mit
Halbwertszeiten von zehn Minuten gehdren die SAUR-mRNAs zu den instabilsten
Transkripten, die in Pflanzen gefunden wurden (McCLURE &GUILFOYLE, 1989, GIL & GREEN, 1996).

5.2 In vivo Nachweis des Genproduktes

Es gelang im Rahmen dieser Arbeit erstmals das Produkt eines Gens der SAUR-
Verwandtschaft durch metabolische Markierung und anschlieBende Immunprizipitation in
vivo nachzuweisen. Da erst die Aufschlussmethode mit NaOH, die sich durch rasche
Effektivitit auszeichnet, zum Erfolg fiihrte, war eine sehr kurze Halbwertszeit zu vermuten.
Auch andere Autoren nahmen dies, nach fehlgeschlagenen Nachweisversuchen an (GUILFOYLE,
1999).

5.3 Halbwertszeit

In ,,pulse-chase“-Experimenten konnte eine Halbwertszeit von fiinf bis sieben Minuten fiir
das ZmAUX2-Genprodukt ermittelt werden. Die Abflachung der Kurve zum Nullwert hin
kann mit einem unvollstindigen Wegwaschen des radioaktiven Substrates erkldrt werden. In
der Zellwand und eventuell im Hohlraum der Koleoptilsegmente kann sich wohl ein kleiner
Vorrat an radioaktivem Substrat halten, der nur langsam verarmt.

Das ZmAUX2-Genprodukt ist also dhnlich kurzlebig wie die Genprodukte der Aux/IAA-
Familie — fiir PSIAA6 wurde eine Halbwertszeit von sechs Minuten gemessen, flir PsIAA4
eine von acht Minuten (ABEL et al., 1994) — und wie diese wohl nur in geringer Konzentration in
den Zellen vorhanden. So ist es bisher auch nicht gelungen, das ZmAUX2-Protein im
Immunoblot nachzuweisen. Desgleichen ist bislang nur ein einziges Genprodukt der
Aux/IAA-Familie im Immunoblot detektiert worden, und dies gelang nur, da es durch eine
Mutation stabilisiert wurde und deshalb in stark erhShter Konzentration vorliegt (CoLON-
CARMONA et al., 2000; WORLEY et al., 2000).

Innerhalb der Aux/IAA-Familie konnten bereits bestimmte Aminosduren identifiziert werden,
die fiir die Kurzlebigkeit der Genprodukte verantwortlich sind (WORLEY et al, 2000). Der
schnelle Abbau erfolgt im Proteasom (Ramos et al, 2001) und wird durch die Auxin-
konzentration moduliert (ZENSER et al, 2001; TIWARI et al, 2001; siche Einleitung). Es wére
interessant zu untersuchen, ob Auxin auch den Abbau des ZmAUX2-Genproduktes
beeinflusst.

5.4 Expressionsmuster des ZmAUX?2

ZmAUX2-Transkripte wurden bisher nur in der Maiskoleoptile detektiert (ROHRMEIER, 1995). In
weiteren Northernblot-Analysen konnten sie nun auch im Mesokotyl von Maiskeimlingen
nachgewiesen werden. Uber die Expression in juvenilen und adulten Pflanzen sollten
Promotor-GUS-Fusionen aufkldren. Leider konnten im homologen System durch diese
Methode keine neuen Erkenntnisse gewonnen werden (siehe unten). Heterolog in Tabak wie
auch in Arabidopsis war der ZmAUX2-Promotor aber aktiv, und es konnte ein spezifisches
Expressionsmuster ermittelt werden. Die Funktionalitit in den heterologen Systemen spricht
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fiir eine starke Konservierung des Systems innerhalb der Angiospermen, es wurde ja die
Grenze zwischen Mono- zu Dikotyledonen iiberschritten. Betrachtet man sich die ermittelten
Expressionsmuster niher, so findet man eine gute Ubereinstimmung zu den Ergebnissen aus
den Northernblot-Analysen aus Mais. In N. tabacum, wie in A. thaliana, zeigte sich GUS-
Aktivitdit vor allem in elongierenden Zellen des Hypokotyls, desgleichen konnten im
homologen Mesokotyl des Mais ZmAUX-Transkripte nachgewiesen werden. In allen
Systemen wurde in der Wurzel keine Expression detektiert. Im Blatt war in der Regel keine,
in seltenen Fillen eine geringe Expression aufgefallen. Diese Ubereinstimmungen bestéirken
die Annahme, dass auch die Ergebnisse der weitergehenden Charakterisierung der
Expressionsmuster in Tabak und Arabidopsis auf Mais iibertragbar sind.

Weiter steht dieses Expressionsmuster des ZmAUX2-Gens in elongierenden Bereichen von
Hypo- und Mesokotyl im Einklang mit der fiir andere SAUR-Gene ermittelten Expression.
Auch dort fiihrten Northernblot-Analysen, ,tissue prints“ und in situ Hybridisierungen ebenso
wie Promotor-GUS-Fusionsexperimente zu dhnlichen Expressionsmustern (GUILFOYLE, 1999).
Als heterologes System wurde wiederum Tabak mit Erfolg verwendet. Dies unterstiitzt weiter
die Aussagekraft der Promotor-GUS-Experimente im heterologen System.

Analog zu den detektierten, durch den ZmAUX2-Promotor vermittelten GUS-Aktivititen im
Hypokotyl und Epikotyl von Tabak und Arabidopsis, konnten auch SAUR-154- und SAUR-
10A4-Promotoren aus Soja eine GUS-Aktivitit im elongierenden Tabak-Hypokotyl und
-Epikotyl vermitteln (Lt et al,, 1991; Li et al., 1994a), ebenso wie der SAUR-ACI-Promotor im
elongierenden Arabidopsis-Hypokotyl (GiL & Green, 1997). Mittels Northernblot-Analysen
wurden in elongierenden Soja-Hypokotylsegmenten SA UR-Transkripte (MCCLURE & GUILFOYLE,
1989) und im Hypokotyl von Vignia radiata das SAUR-Transkript ARG7 (YAMAMOTO et al.,
1992) nachgewiesen. SchlieBlich konnten auch durch ,.tissue print™ und in situ Hybridisierung
SAUR-Transkripte im elongierenden Soja-Hypokotyl und -Epikotyl sichtbar gemacht werden
(McCLURE & GUILFOYLE, 1989; FRANCO et al, 1990; GEE et al., 1991).

Bereits durch in situ Hybridisierung gelang es die differentielle Expression verschiedener
Gewebstypen zu unterscheiden. SAUR-Gene scheinen vor allem in der Epidermis und im
Cortex transkribiert zu werden (GEE et al, 1991), was wiederum Promotor-GUS-Fusions-
experimente bestitigten (L1 e al., 1994a; Li et al., 1991). Auch der ZmAUX2-Promotor lenkte die
GUS-Aktivitiat dorthin, also in die Gewebe, die als limitierend fiir die Elongation von
Hypokotyl und Spross angesehen werden. Allerdings sind diese Hinweise auf eine
Beteiligung der SAUR-Gene an der Elongation rein korrelativer Natur, und es konnte bisher
nicht ausgeschlossen werden, dass die SAUR-Expression zwar der Auxinkonzentration, die
zur Elongation flihrt, folgt, aber nicht fiir die Elongation verantwortlich ist.

Ein erster Beleg fiir eine solche kausale Beteiligung an der Elongation konnte durch die
Maispflanzen erbracht werden, deren ZmAUX2-Gen durch ein Transposon disruptiert war.
Die Koleoptilen dieser Pflanzen elongierten nur langsam, wie die signifikanten Langen-
unterschiede nach sechs Tagen Anzucht (Abb. 3-18) und der signifikant geringere Zuwachs in
den 22 Stunden des Versuchs zur geotropen Kriimmung (Abb. 3-32) zeigten. Ebenso ist in
diesen Pflanzen das Wachstum des Sprosses gestort. Sie waren signifikant kleiner als die
Kontrollen, auch wenn in der zweiten Anzucht die sehr schlecht wachsenden Pflanzen der
homozygoten Linie B73 nicht signifikant grofer als die Mutanten waren. Bei der Anzucht der
Keimlinge des Versuchs zur geotropen Kriimmung konnte ein signifikanter Unterschied auch
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zu dieser Kontrolle im Mann-Whitney-Test ermittelt werden (Abb. 3-33). ZmAUX2 scheint
also direkt am Wachstum der Koleoptile sowie des Sprosses beteiligt zu sein. Die durch den
ZmAUX2-Promotor gelenkte Expression des GUS-Reportergens wies bereits auf die fiir die
Elongation limitierende Epidermis als Wirkungsort des ZmAUX2-Genproduktes hin (siche
oben). Der beobachtete wellige Verlauf der Epidermiszellwidnde im mittleren Bereich der
Internodien mittlerer Hohe der Zwergmutanten, im Vergleich zum glatten Verlauf solcher
Zellwinde des ,,Alois“-Hybridmaises, spricht dafiir, dass die Disruption des ZmA4UX2-Gens
eine normale Elongation der Epidermiszellen verhindert und dadurch das Wachstum des
ganzen Sprosses stort (Abb. 3-28). Dies ist ein weiterer iiber eine Korrelation hinausgehender
Hinweis, dass ZmAUX2 an der Elongation von Spross und Koleoptile beteiligt ist. Die etwas
verzogerte Blilhphase mag durch das langsamere Wachstum und einer dadurch bedingten
langeren vegetativen Phase zustande kommen, konnte aber auch durch Stammunterschiede
erklédrbar sein.

Stammunterschiede konnten auch die geringen Sequenzabweichungen, die in den PCR-
Produkten der TUSC-Mutanten gegeniiber ZmAUX?2 festgestellt wurden, bedingen. Ebenso
konnten PCR-Fehler dafiir verantwortlich sein. Es ist aber auch moglich, dass nicht ZmAUX2
sondern ZmAUXS oder ein weiteres homologes Gen durch das Transposon disruptiert wurde.
Mit Sicherheit ist jedoch ein SAUR-verwandtes Gen getroffen worden. Erstmals konnte also
ein Hinweis auf die Funktion der ZmAUX-Gene und damit der SAUR-verwandten Gene
gefunden werden, der tiber eine Korrelation hinausgeht. Sie spielen wohl eine wichtige Rolle
im Auxin-vermittelten Streckungswachstum.

Teilweise scheint die Elongation — moglicherweise in Pflanzen, die fiir die Disruption homo-
zygot waren — durch die Transposoninsertion so stark gestdrt worden zu sein, dass die
Pflanzen bereits kurz nach der Keimung abstarben, wodurch die vergleichsweise geringen
Uberlebensraten zustande kamen. Das Absterben konnte auch durch weitere, noch unbe-
kannte, wichtigen Funktionen des ZmAUX2 bedingt sein. Weiterhin konnten die Pflanzen
anfilliger fiir Pathogene sein, wenn Wunden nicht schnell geschlossen werden kénnen oder
eine Abwehrreaktion gestort ist.

Die mit den TUSC-Pflanzen durchgefiihrten PCR-Tests auf Transposoninsertion, fithrten zu
keiner eindeutigen Korrelation mit dem Zwergenwachstum (Daten nicht gezeigt). Das zur
Mutagenisierung verwendete Transposon Mu ist somatisch aktiv und durch ein
Wiederherausspringen kann ein Gen seine Funktionsfiahigkeit wiedererlangen oder aber durch
hinterlassene Deletionen bzw. Insertionen funktionsunfdhig bleiben (Raizapa et al., 2001). Eine
erwachsene Pflanze kann also als Mosaik unterschiedlicher Genotypen betrachtet werden, und
ein negatives PCR-Ergebnis muss nicht in jedem Fall auf ein intaktes Zielgen hinweisen.
Zudem war die Anzahl der Pflanzen zu gering, um signifikante Korrelationen zu unterstiitzen.
Dass der Zwergenwuchs auf eine neben der Insertion in ZmAUX2 bestehende, weitere
Mutation zuriickzufiihren ist, erscheint unwahrscheinlich, da in allen drei unabhidngigen
Mutantenfamilien, deren PCR-Produkt sequenziert worden war, dieser Phidnotyp auftrat.
Durch weiteres Auskreuzen sollen Pflanzen erhalten werden, in denen neben dem ZmAUX2-
Gen kein anderes durch das Transposon disruptiert ist.

Die zwergwiichsigen Mutantenfamilien bieten eine vielversprechende Moglichkeit, weitere
Erkenntnisse liber die Funktion von ZmAUX2 zu erlangen. Es wére interessant festzustellen,
ob in den Mutanten auch Aux//[AA-Gene eine veranderte Expression zeigen und ob in diesen
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Pflanzen Auxin-induzierbare Proteine, wie Expansine oder Kaliumtransporter, ihre Induzier-
barkeit einbii3en.

Zur ZmAUX2-Expression bei Kriimmungsbewegungen

Weitere korrelative Hinweise fiir eine Beteiligung des ZmAUX2 an der Elongation konnten
mittels der ZmAUX2-Promotor gesteuerten GUS-Aktivitdit wahrend Kriimmungsreaktionen
gewonnen werden. Dabei konnen die beiden unterschiedlich elongierenden Seiten ein und
desselben Organs einer Pflanze verglichen werden.

Beim Offnen des Hypokotylhakens konnte eine stirkere GUS-Expression jeweils auf der
Innenseite des Hakens detektiert werden, also der Seite, die um eine Offnung zu erreichen
stirker elongieren muss (Abb. 3-14). Auxin kann, exogen zugegeben, ein Offnen des
Hypokotylhakens von Bohnen verhindern (Yopp er al, 1981) und ist dort wohl tatsdchlich
ungleich verteilt (SCHWARK & BOPP, 1993 nach CARPIN ef al., 1999). Auxin scheint also das Offnen
des Hypokotylhakens zu steuern. In Mais wird kein Hypokotylhaken ausgebildet. Die gute
Korrelation der durch den ZmAUX2-Promotor vermittelten GUS-Aktivitdt mit der Elongation
beim Offnen des Hypokotylhakens im heterologen System, deutet darauf hin, dass Auxin das
ungleiche Streckungswachstum iiber dieselben Mechanismen steuert, wie die Elongation beim
Etiolement.

Bei der Kriimmungsreaktion nach lateralem Lichtreiz konnte eine stirkere Expression des
GUS-Reportergens auf der lichtabgewandten, also wiederum der stirker elongierenden Seite
nachgewiesen werden. ZmAUX?2 konnte folglich auch bei der phototropisch modulierten
Elongation beteiligt sein. Dies konnte ganz analog auch fiir S4UR-10A bereits gezeigt werden
(Lt et al, 1991). L1 et al. fanden zudem, dass die GUS-Aktivitdt durch Lichtinkubation in den
zuvor im Dunkeln angezogenen Tabakkeimlingen stark zuriick ging. Bereits nach vier
Stunden im Licht war eine Abnahme an GUS-Aktivitdt festzustellen, nach acht Stunden sank
diese GUS-Aktivitit auf 30 % des Anfangswertes. Lichtabhidngig war auch die GUS-Aktivitét
in den Tabakkeimlingen mit dem ZmAUX2-Promotor-GUS-Konstrukten. Ein wesentlich
hoherer Anteil von Keimlingen zeigte eine GUS-Aktivitdt, wenn sie im Dunkeln gezogen
waren (Tab. 3-1).

Die Lichtabhingigkeit der ZmAUX2-Expression bestdtigte sich weiter in Northernblot-
Analysen. In Koleoptile, wie im Mesokotyl war die Transkriptmenge von den fiinf Tage im
Dunkeln gezogenen Keimlingen wesentlich hoher als bei den gleichaltrigen, die am letzten
Tag Licht ausgesetzt waren (Abb. 3-4 und 3-6). Allerdings setzte diese Lichtabhédngigkeit in
den Koleoptilen erst ab diesem Zeitpunkt ein. Die vier Tage alten Keimlinge wiesen
gleichermaflen hohe Transkriptmengen auf, gleichgiiltig ob im Dunkeln oder im Licht
gezogen. Durch Verfolgen des Wachstums konnte gezeigt werden, dass die Lichtabhéngigkeit
der Elongation der Maiskoleoptile, die zum Etiolement fiihrt, ebenfalls erst am vierten Tag
der Anzucht einsetzt. Zuvor wichst die Koleoptile mit einer von den Lichtverhdltnissen
unabhingigen Geschwindigkeit (Abb. 3-5 A). Die Elongationsrate korreliert also sehr gut mit
der ZmAUX2-Transkriptmenge und zeigt eine Lichtabhidngigkeit nur, wenn auch die
ZmAUX2-Transkription vom Licht reguliert ist.

Im Gegensatz dazu ist die Elongation des Mesokotyls bereits vor diesem Zeitpunkt licht-
abhédngig. Mangels Material konnte aber fiir einen so frithen Zeitpunkt die Transkriptmenge
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im Mesokotyl von im Licht gezogenen Keimlingen nicht bestimmt werden, da das Mesokotyl
zu diesem Zeitpunkt noch zu klein ist.

Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass auch die mRNA-Mengen von Aux2§8, einem Gen der
Aux/IAA-Familie und von GmGT-2, einem Transkriptionsfaktor der G7-2-Familie, der an die
D1-Box im Promotor von Aux28 bindet, durch Licht stark reduziert werden (O'GRaDY et al,
2001). Solche D1-Motive sind auch in SAUR-Genen identifiziert worden (NAGAO et al., 1993)
und ebenso im ZmAUX2-Promotor zu finden (siehe Einleitung). Die Reduktion des ZmAUX2-
mRNA-Spiegels im Licht konnte also durch einen Transkriptionsfaktor der G7-2-Familie
vermittelt werden. Die Reduktion an Aux28- und GmGT-2-mRNA scheint Phytochrom-
abhéngig zu sein. Dies ist fiir einen Transkriptionsfaktor der G7-2-Familie bisher einmalig
(O'GRADY et al, 2001). Phytochrom A scheint seinerseits wiederum durch GT-2-
Transkriptionsfaktoren reguliert zu sein (DEHESH ef al., 1990).

In vitro konnte gezeigt werden, dass IAA3 aus der Aux/[AA-Familie von Phytochrom A
phosphoryliert werden kann, und dass IAA3 in vivo zumindest in der Mutante shy2-2 auch
phosphoryliert ist. /n vitro war diese Phosphorylierung allerdings nicht von Licht abhéngig
(COLON-CARMONA et al, 2000). Ein Lichtsignal konnte also bereits iiber eine verdnderte
Auxinmenge, wie sie auf Licht zugewandter bzw. Licht abgewandter Seite im Phototropismus
nachgewiesen wurde, die ZmAUX2-Transkription beeinflussen. Licht konnte {iber die
Aux/IAA-Gene in den Signalweg vom Auxin zum ZmAUX2 eingreifen oder in einem Auxin
unabhingigen Weg iiber das D1-Element die ZmAUX2-Transkription modulieren. Es ist
anzunehmen, dass verschiedene Wege nebeneinander existieren. Der Phototropismus zeigt ein
Aktionsspektrum mit den typischen ,,drei Fingern* zwischen 400 und 500 nm, was auf
Flavine und Carotinoide als Photorezeptoren hindeutet. Das Flavoprotein NPH1 wird als
Rezeptor fiir den Phototropismus diskutiert (CHRISTIE et al., 1998; CHRISTIE et al., 1999). Fiir die
Wahrnehmung von Licht, die zur De-Etiolierung fiihrt, scheinen aber Phytochrome
verantwortlich zu sein (QUAIL et al., 1995).

Unabhéngig tiber welchen Weg nun S4AUR-Gene aktiviert werden, so scheint ihre Expression
doch immer zu einer Elongation zu fiihren.

Auch nach gravitroper Reizung konnte auf der Seite des stirkeren Wachstums, der unteren
Flanke, eine starkere GUS-Aktivitdt detektiert werden (Abb. 3-16). Dies deckt sich mit durch
Htissue prints® und Promotor-GUS-Experimenten fiir Soja- SAUR-Gene ermittelten
Expressionsmustern (McCLURE & GUILFOYLE, 1989; Li et al, 1991). Wiederum sind diese
Ergebnisse nur korrelativer Natur und lassen nicht zwingend auf eine Beteiligung an der
gravitropen Reaktion schlieBen. Auch die gemessene, verringerte SAUR-Transkriptmenge in
dgt-Mutanten, die in ihrer geotropen Reaktion gestort sind, belegen eine solche Beteiligung
nicht (MiTo & BENNETT, 1995). Einen ersten wirklichen Beleg fiir eine solche Beteiligung von
SAUR-Genen am Gravitropismus konnte erneut durch die Transposon-mutagenisierten
Maiskeimlinge gesammelt werden. Deren Koleoptilen zeigten nach einer senkrechten
Ausrichtung zur Schwerkraft eine verminderte gravitrope Reaktion (3.5.8). Ein intaktes
ZmAUX2—Gen scheint also flir eine normale gravitrope Kriimmungsreaktion nétig zu sein.
Mutanten gaben auch Hinweise fiir eine Beteiligung der Aux/I4A4-Gene am Geotropismus. So
ist die Mutante axr2-1, die in IAA7 mutiert ist, nicht zu einer normalen gravitropen Reaktion
fahig (NAGPAL et al., 2000).
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Expression des ZmAUX?2 in der Narbe und im Leitgewebe

Die GUS-Aktivitit, die gesteuert durch ZmAUX?2 in Tabaknarben detektiert wurde, war nicht
sehr deutlich und nicht sehr haufig zu beobachten. Es konnte sich hierbei durchaus um einen
Artefakt handeln. Allerdings ist eine ZmAUX2-Expression in Narben nicht unwahrscheinlich.
In Mais sind die Narben in Gegensatz zu Tabak fadig und sehr lang, und wihrend der Bliite
elongieren sie rasch. Diese Elongation konnte wiederum durch ZmAUX2 gesteuert werden.
Fiir weitere SAUR-verwandter Gene konnte eine Expression in Bliiten bereits nachgewiesen
werden. Der SAUR-AC1-Promotor fiihrte zu einer GUS-Aktivitét in Arabidopsis-Bliiten (GiL
& GRreen, 1997). Mittels Northernblot-Analyse konnte das SAUR-verwandte Md-FSI in
Apfelbliiten nachgewiesen werden (WATILLON et al, 1998). Der AtAUX2-11-Promotor konnte
eine LacZ-Aktivitit in Narben und Staubgefialen von Arabidopsis-Bliiten vermitteln. Dabei
wurden die stirksten Fiarbungen im Endothecium der Antheren und den elongierenden
Bereichen der Filamente erhalten (WYATT et al, 1993). Der SAUR-10A4-Promotor vermittelte
eine GUS-AKktivitit in elongierenden Filamenten transgener Tabakbliiten (Liet al., 1991).

Die ab und zu beobachtete Anfiarbung von Leitgewebe wurde auch fir SAUR-104
beschrieben (L1 et al, 1991). Desgleichen konnte eine SAUR-Transkription durch in situ
Hybridisationen in Leitgewebe festgestellt werden, und wurde mit sich entwickelndem Xylem
in Verbindung gebracht (GEE ez al., 1991).

5.5 Promotor-GUS-Konstrukte im homologen System und , transgene silencing“

Die Untersuchung der Expression mittels Promotor-GUS-Fusion im homologen System war
leider nicht moglich. Es konnte in den transgenen Maispflanzen (M37) keinerlei GUS-
Aktivitdit nachgewiesen werden. Die Konstrukte waren zur Kontrolle sequenziert worden,
sollten also in Ordnung sein. Die eingebrachte DNA koénnte in den Pflanzen umgebaut und
dadurch inaktiviert worden sein. Dagegen sprechen allerdings die PCR-Produkte, die mit fiir
die eingebrachten Sequenzen spezifischen Oligonucleotide durchgefiihrt wurden. Es erscheint
unwahrscheinlich, dass der im heterologen System funktionelle Promotorbereich im
homologen System nicht funktionell ist. Auch das GUS-Reportersystem ist in Mais schon
erfolgreich zur Anwendung gekommen (SHEN ez al., 1993). Farbelosungen und -methoden waren
in Ordnung und konnten transient transformierte Maiszellen anfirben (Daten nicht gezeigt).
Ein weit verbreitetes, noch nicht gut verstandenes Phidnomen, das immer wieder bei der
Erzeugung von transgenen Pflanzen beobachtet wurde und eine gewiinschte Expression
vereitelte, ist das sogenannte ,transgene silencing”. Besonders wenn in eine Pflanze
Sequenzen eingebracht werden, die bereits als endogene Kopien existieren, oder mehrere
Kopien einer Sequenz eingebracht werden, tritt dieses Phdnomen auf. Man spricht dann auch
von HDGS (,,homology-dependent gene silencing®). Dabei konnen Gene sowohl auf
Transkriptionsebene als auch posttranslationaler Ebene stillgelegt werden (TGS und PTGS,
»transcriptional gene silencing®, ,,post-transcriptional gene silencing®). Es muss sich bei den
eingebrachten homologen Sequenzen nicht um kodierende Abschnitte handeln, auch
homologe Promotorbereiche allein konnen eine Stilllegung bedingen. Die durch homologe
Promotorbereiche verursachten Stilllegungen finden meist auf Transkriptionsebene statt (PARk
et al., 1996). Wahrscheinlich spielt eine Methylierung des Promotorbereiches hierbei eine
Rolle, die dann zu einer Kondensierung des DNA-Abschnittes flihrt (KOOTER et al., 1999).
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Es wire also moglich, dass die Einbringung des Mais-Promotors, der das GUS-Reportergen
steuern sollte, ein TGS verursachte. Da beim TGS teilweise auch das endogene Homolog
stillgelegt wird (KOOTER et al., 1999), wurden die transgenen Pflanzen angezogen und auf einen
Phanotyp untersucht. Sollte das endogene ZmAUX2 tatsdchlich stillgelegt worden sein, so
wire ein Phénotyp, dhnlich dem der Transposon-mutagenisierten Pflanzen zu erwarten. Dies
konnte allerdings nicht beobachtet werden.

In der Entwicklung unterschieden sich die M37-Pflanzen statistisch nicht signifikant von den
M36-Pflanzen, die mit dem Konstrukt aus dem CaMV S 35-Promotor und der kodierenden
Region des ZmAUX2-Gens transformiert worden waren, um eine Uberexpression des
ZmAUX2-Gens zu erreichen. Auch bei der Einbringung von kodierenden Sequenzen kann
HDGS auftreten, wobei die Stilllegung meist posttranskriptional stattfindet (PARK et al., 1996).
In den transgenen M36-Kalli konnte mittels RT-PCR eine Transkription von ZmAUX2
nachgewiesen werden. Es kann mit relativer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, dass
die detektierten Transkripte von der endogenen Kopie abstammten, da die endogene Kopie
wohl nicht in Kalli transkribiert wird. Es wurde ja nicht in allen Kalli ein Signal in der RT-
PCR erhalten.

Im Falle der M36-Pflanzen spricht der signifikante Unterschied, der zwischen transgenen und
nicht transgenen Pflanzen beim Wachstum von Koleoptile und Mesokotyl junger Keimlinge
ermittelt werden konnte, gegen ein HDGS. Allerdings kann ein Auftreten von HDGS bei
einzelnen M36-Familien zu einer Verschleierung des Mutantenphénotyps gefiihrt haben.

5.6 Uberexpression des ZmAUX2-Gens

Das Erkennen eines verdnderten Phénotyps von Pflanzen, die ZmAUX2 {iberexprimieren
sollten, war neben eventuell auftretenden Fallen von HDGS erschwert durch das Fehlen von
Kontrollpflanzen mit einem den transgenen M36-Pflanzen dhnlichen genetischen Hinter-
grund. Der sehr gut wachsende Hybridmais ,,Alois* und die schlecht wachsende homozygote
Linie B73 sind eigentlich beide nicht gut als Kontrollen geeignet um feinere Wachstumsunter-
schiede festzustellen. Die Unterschiede zwischen diesen beiden zeigen, wie stark unter-
schiedliche genetische Hintergriinde das Wachstum beeinflussen. Einzelne Familien wie
M36T49 schienen sich zwar deutlich von beiden Kontrollen abzusetzen, da der Phénotyp aber
nicht durchgéingig bei allen Familien zu beobachten war, handelte es sich dabei eher um
sekunddre Effekte. Die Integration des eingebrachten Konstruktes in eine kodierende
Sequenz, eine unabhingige Mutation oder HDGS koénnte zu dem schlechten Wachstum
gefiihrt haben.

Um eine bessere Kontrolle zu erhalten, wurden die Keimlinge mittels PCR auf Transgenitit
getestet und nicht transgene den transgenen Individuen als interne Negativkontrolle
gegeniibergestellt. So sollten Pflanzen mit &hnlichem genetischen Hintergrund verglichen
werden konnen. Allerdings haben die transgenen Pflanzen selbst auch keinen einheitlichen
genetischen Hintergrund. Die Eltern der Protoplasten, die transformiert wurden, waren
namlich zwei verschiedene Hybridmaissorten. Erst die regenerierten Pflanzen wurden mit der
homozygoten Linie B73 gekreuzt um Samen zu erhalten. Eine hohe Variabilitit im Wachstum
ist also schon von vorne herein zu erwarten, in der feinere Unterschiede leicht untergehen
konnen.
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Gegen diese interne Kontrollen grenzten sich die transgenen Maiskeimlinge dennoch durch
langere Koleoptile und Mesokotyle nach sechs Tagen Anzucht im Dunkeln signifikant ab. Bei
der ersten Anzucht konnte im Mann-Whitney-Test zwar keine Signifikanz in den
Koleoptillingen ermittelt werden, was an der genannten hohen Variabilitdt und an einer zu
geringen Anzahl der Keimlinge liegen konnte, durchschnittlich waren die transgenen
Koleoptile aber auch in der ersten Anzucht im Dunkeln etwas lidnger, und in einer zweiten
Anzucht erwies sich dieser Wachstumsunterschied auch als signifikant (Abb. 3-37 a). Das
Wachstum von Koleoptile und Mesokotyl konnte also durch eine Uberexpression des
ZmAUX2-Gens im Dunkeln gesteigert werden.

Ein signifikanter Unterschied zwischen transgenen M36-Keimlingen und den M36-Kontrollen
zeigte auch das Verhiltnis von Koleoptile zu Mesokotyl. Das Wachstum im Mesokotyl
scheint durch ein ZmAUX2-Uberexpression stirker gefordert zu werden als in der Koleoptile.
Dies konnte daran liegen, dass ZmAUX2 zu unterschiedlichen Raten in nichttransgenen
Keimlingen transkribiert wird. Eine zusdtzliche Expression wiirde also zu unterschiedlichen
Steigerungen fiihren. Es konnten aber auch andere Faktoren limitierend fiir eine Steigerung
des Wachstums werden.

Wurden die Keimlinge im Licht gezogen, so waren die transgenen Koleoptile signifikant
kiirzer als die der M36-Kontrollpflanzen. Im Licht scheint eine zusétzliche ZmAUX2
Expression also eher hemmend auf das Wachstum wirken. Wie die Northernblot-Analysen
zeigten, liegt in Koleoptilen, die im Licht wachsen, eine sehr geringe ZmAUX2-
Transkriptmenge vor. Es wiére deshalb anzunehmen gewesen, dass gerade in solchen
Koleoptilen eine Uberexpression zu einer besonders hohen Steigerung des Wachstums fiihrt.
Dass die ZmAUX2-Genproduktmenge durch die Uberexpression in einen iiberoptimalen
Bereich geriet, erscheint beim Vergleich mit den im Dunkeln gewachsenen Keimlingen
unwahrscheinlich. Ob der beobachtete Effekt wirklich spezifisch fiir eine ZmAUX2-Uber-
expression ist, muss in weiteren Experimenten untersucht werden. Wiirde sich eine solche
Hemmung des Wachstums im Licht durch Uberexpression des ZmAUX2 bestitigen, so wire
dies, der erste Fall, in dem ein SAUR-Genprodukt nicht zu einer Steigerung des Wachstums
fiihrt. Interessanterweise zeigt auch die Mutante dfl/-D, in der DFLI — ein Mitglied der
schnell Auxin-induzierten GH3-Genfamilie — liberexprimiert wird, ein vermindertes Spross-
wachstum im Licht, nicht jedoch im Dunkeln (NakAzAwA et al., 2001).

Im weiteren Wachstum konnte kein signifikanter Unterschied zwischen transgenen M36-
Pflanzen und den M36-Kontrollpflanzen mehr entdeckt werden, obwohl sich auch hier eine
Tendenz der transgenen M36-Pflanzen zu schnellerem Wachstum fortsetzte. Weiteres
Auskreuzen mit der homozygoten Linie B73 soll zu einem einheitlicheren genetischen
Hintergrund der Pflanzen fiihren, um so die Vergleichbarkeit der Pflanzen zu erhéhen und so
eventuelle Wachstumsunterschiede des Sprosses belegen zu konnen.

Uberexpression des ZmAUX?2 durch einen induzierbaren Promotor

Die Verwendung eines induzierbaren Promotors sollte es ermdglichen Auswirkungen einer
ZmAUX2-Uberexpression in spiteren Entwicklungsstadien in bis dahin unbeeinflusst
gewachsenen Pflanzen zu untersuchen. Da kein entsprechendes Maissystem zur Verfligung
stand, wurde auf Tabak ausgewichen. Es ist zwar moglich, dass das ZmAUX2-Genprodukt in
Tabak nicht funktionell ist, die drei inzwischen aus Mais bekannten S4UR-verwandten Gene



DISKUSSION 73

haben ja nur begrenzte Homologien zu den SAUR-Genen aus Dikotyledonen und ihre
Genprodukte sind auch etwas grofer (siche Einleitung), die Ergebnisse aus den Versuchen
mit dem ZmAUX2-Promotor-GUS-Konstrukt lieBen aber auf die Funktionalitdt auch des
ZmAUX2-Genproduktes in Tabak hoffen — der ZmAUX2-Promotor ermdglichte ja eine
spezifische Expression der B-Glucuronidase in heterologen Systemen.

In den Tabakpflanzen, die das ZmAUX2-Gen unter der Kontrolle des Tetracyclin-
induzierbaren Promotors exprimieren sollten, konnte aber kein auf eine Uberexpression des
ZmAUX2-Gens beruhender Effekt festgestellt werden. Ein vermindertes Wurzelwachstum,
wie es in den Pflinzchen, die mit Tetracyclin induziert wurden, beobachtet wurde,
kennzeichnet zwar auch Mutanten mit erhohter Auxinantwort, wie beispielsweise axr3
(WORLEY et al, 2000; siche unten), allerdings ist auch eine hemmende Wirkung auf das
Wurzelwachstum durch hoch dosiertes Tetracyclin (5 mg/l) bereits beschrieben. Die
verwendete Dosierung (1 mg/l) gilt zwar als das Wurzelwachstum nicht beeintrachtigend
(Gatz, 1995) — auch berichten JONES et al. (1998) trotz einer Tetracyclin-Konzentration von
4 mg/l von keiner Hemmung des Wurzelwachstums seiner Tabakpflanzen — aber da auch die
nicht transgenen Kontrollen eine solche Hemmung des Wurzelwachstums nach Tetracyclin-
Inkubation zeigten, beruht sie wohl nicht auf einem ZmAUX2-Effekt, sondern ist direkt auf
das Tetracyclin zuriickzufiihren.

Dass auch der Spross zunédchst im Tetracyclin-haltigen Medium schlechter wuchs, konnte auf
einer schlechteren Erndhrung durch das schlechter entwickelte Wurzelsystem beruhen. Die
nach ldngerer Anzucht letzten Endes lidngeren Sprosse der mit Tetracyclin induzierten
Pflanzen konnten ebenfalls durch die Erndhrung bedingt sein. Die Keimlinge waren bis zu
diesem Zeitpunkt so stark angewachsen, dass eventuell das Ndhrmedium fiir ein weiteres
Wachstum limitierend geworden war. Ist das Wurzelwachstum aber gehemmt, so kann ein
groflerer Anteil in den Aufbau des Sprosses flieBen. Fiir ein limitierendes Nédhrmedium
spricht auch, dass die ldngeren Sprosse bei den im Dunkeln wachsenden, Tetracyclin-
induzierten Pflinzchen. Etwaige auf die ZmAUX2-Uberexpression beruhende Effekte
konnten vor dem Hintergrund dieser Tetracyclin-Nebeneffekte nicht ermittelt werden.
Interessant wire, den Einfluss von Tetracyclin auf die Elongation von Hypokotylsegmenten
der transgenen Tabakkeimlinge zu messen. Bei den geringen Elongationsraten von Tabak-
Hypokotylsegmenten wird dazu aber ein Extensometer benétigt, in das die Segmente
eingespannt werden und so eine sehr genaue Messung der Elongation moglich ist. In den
Zeitrdumen, die fiir solche Messungen bendtigt werden, spielen Tetracyclin-Nebeneffekte
wohl keine Rolle.

Im Gegensatz zur Disruption erzeugte die konstitutive Uberexpression des ZmAUX2 nur einen
schwachen Phénotyp, bei der Verwendung des Tetracyclin-induzierbaren Promotors ging ein
etwaiger Phanotyp gar im Tetracyclin-Nebeneffekt unter. Positionseffekte bis hin zum ,,gene
silencing* konnten eine nur sehr schwache Uberexpression erlaubt haben. Hiufig werden
auch bei einer Fremdexpression von pharmazeutischen Produkten in tansgenen Pflanzen nur
sehr geringe Mengen erhalten (Ubersicht in DANIELL ez al., 2001). Die Mengen an produziertem
ZmAUX2-Protein lagen also eventuell nur minimal iiber der endogen produzierten Menge.
Dafiir spricht das auch in den transgenen M36-Pflanzen kein Nachweis des ZmAUX2-
Genproduktes in einer Immunoblot-Analyse gelang (Daten nicht gezeigt). Durch eine
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Transformation der Chloroplasten konnte eine wesentlich effektivere Uberexpression erreicht
werden (Ubersicht in HEIFETZ, 2000).

Die bisher einzigen Pflanzen in denen ein SAUR-Genprodukt in erhohter Konzentration
vorliegt sind Arabidopsis-dst-Mutanten. Diese wurden erzeugt um den durch das DST-
Element vermittelten, schnellen Abbau zu untersuchen. In diesen dst-Mutanten konnte eine
erhohte Mengen an SAUR-ACI-mRNA detektiert werden, und es muss angenommen werden,
dass noch weitere S4UR-Transkripte, die ebenfalls durch ein DST-Element destabilisiert sind,
in diesen Pflanzen in erh6hten Konzentrationen vorliegen. Diese Pflanzen zeigten allerdings
keinerlei Phinotyp (JOHNSON et al., 2000).

Auch ABPI wurde mittels eines Tetracyclin-induzierbaren Promotor in Tabak {iberexprimiert,
und auch diese Pflanzen zeigten duBerlich keinen Phinotyp, wenn sie mit Tetracyclin
behandelt wurden. Allerdings waren die Protoplasten dieser Pflanzen groBer, als die der nicht
Tetracyclin-induzierten Pflanzen (JoNEs et al., 1998).

Eine solche Auswertung der ZellgroBen fehlt sowohl fiir die M36-Pflanzen der vorliegenden
Arbeit, als auch fiir die dsz-Mutanten von JOHNSON et al., (2000). Freilich ist ein solcher
Phanotyp bei ganzen Pflanzen weitaus schwerer zu belegen, als bei Protoplasten.

Die Uberexpression von SAUR-verwandten Genen scheint also #hnlich wie die
Uberexpression von ABP1, im Gegensatz zu einer Uberexpression von Aux/IAA-Genen einen
recht unauffilligen Phinotyp hervorzurufen. Moglicherweise kann die Pflanze eine SAUR-
Uberexpression sehr gut ausgleichen. Auch ist ein Fehlen eines wechselwirkenden Partners
mit dem zusammen ein SAUR-Protein erst seine Funktion erfiillen kann, denkbar. Daneben
werden wohl fir das Wachstum sehr schnell andere Faktoren limitierend. Es ist anzunehmen,
dass der ohnehin sehr schnell wachsende Hybridmais sich bereits nahe an einem Wachstums-
limit befindet. Die Disruption eines ZmAUX2-Gens durch ein Transposon zeigte aber deutlich
die Bedeutung der S4UR-Gene fiir das Wachstum.

5.7 Calmodulinbindung

Die einzige bisher nachgewiesene Wechselwirkung eines SAUR-Proteins ist diejenige mit
Calmodulin (YANG & Poovaiah, 2000). Die Féhigkeit zur Calcium-abhéngigen Calmodulin-
bindung scheint typisch fiir alle SAUR-Genprodukte zu sein. Eine Calmodulinbindung konnte
auch fir ZmAUX2 gezeigt werden. Die Verdrangung von radioaktiv markiertem ZmAUX2
aus dem Komplex mit Calmodulin durch nicht radioaktives, in vitro translatiertes ZmAUX2
bzw. durch das ZmAUX2-MBP-Fusionsprotein, aber nicht durch BSA, zeigt deutlich die
Spezifitét dieser Bindung. Mittels einer solchen Calmodulinbindung kdnnte ein Calciumsignal
in ein SAUR-Signal iibersetzt werden. Nach einer geotropen Reizung tritt ein solches
Calciumsignal bereits nach 3 Minuten auf (GEHRING et al, 1990b). Gehring nahm deshalb an,
Calcium konnte ein ,,second messenger sein, der zur Anhdufung Auxin-regulierter RNA
fiihrt. Allerdings konnte der Calmodulin-Antagonist W-7, der die Auxin-induzierte Koleoptil-
elongation in Mais hemmt, die Anhdufung von ZmSAURI nach Auxin-Induktion nicht
verhindern (YANG & Poovaian, 2000). Die Hemmung der Elongation durch Stérung der
Calmodulinfunktion sollte aber nicht iiberbewertet werden. Sie konnte auch auf der
Hemmung anderer Enzyme, wie Calcium-abhidngiger Proteinkinasen oder mitochondrialer
Pyruvat-Dehydrogenase, beruhen. Nach REDDY et al. (1988) konnten auch Calcium-
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Chelatoren wie EGTA die Auxin-induzierte Zellelongation in Erbsen-Epikotylsegmenten
inhibieren, gleichzeitig hatte EGTA keinen Einfluss auf die Transkription der Aux/IA4-Genen
plAA4/5 und pIAA6. Hingegen konnte BROCK ef al. (1992), keine Beeintridchtigung des Auxin-
induzierten Wachstums in Pulvini von Avena sativa durch EGTA erkennen.

SAUR-Proteine konnten, auch wenn sie nicht durch Calcium auf Transkriptionsebene reguliert
werden, als Integrationspunkt eines Calciumsignals dienen. Es ist denkbar, dass SAUR-
Proteine erst durch eine Calmodulinbindung eine Funktion als Transkriptionsfaktor ausiiben
oder aber durch eine solche Bindung in ihrer Funktion gestdrt werden. So werden eine
Gruppe von ,.helix-loop-helix*“-Transkriptionsfaktoren aus Sdugern an einer DNA-Bindung
durch Bindung von Calmodulin an ihrer DNA-Bindedoméne gehindert (CORNELIUSSEN et al.,
1994). Fiir den Arabidopsis-Transkriptionsfaktor TGA3 konnte eine Calmodulinbindung in
vitro nachgewiesen werden (SzyMaNski et al, 1996). Auch das ebenfalls aus Arabidopsis
stammende DNA-Bindeprotein DL10 bindet Calmodulin. Es ist im Kern lokalisiert und hat
eine Doméne, die in Hefe die Transkription aktivieren konnte (BoucHE, 2000; SNEDDEN & FROMM,
2001).

5.8 Kernlokalisation

Um die auf Grund des identifizierten Kernlokalisationssignals aufgestellte Hypothese
ZmAUX2 konnte ein Transkriptionsfaktor sein, zu tiberpriifen, wurde die Lokalisation des
ZmAUX2 mittels Fusion mit dem Reportergen GUS untersucht. Tatséchlich scheint
ZmAUX2 das Fusionsprotein in den Kern zu lenken, wenn auch nicht sehr effektiv.
Moglicherweise spiegelt diese geringe Effektivitit nicht den Transport von ZmAUX2 alleine
in den Kern wieder. Das Reportergen ist liber viermal grofer als ZmAUX2, und so ist es leicht
vorstellbar, dass die Fusion die Sekundérstruktur des ZmAUX2 negativ beeinflusst oder das
Kernlokalisationssignal teilweise verdeckt bzw. die Wechselwirkung mit Importin o stort, das
an zweigeteilte Kernlokalisationssignale bindet (SmitH et al, 1997) Auch konnten erst
nachfolgende Schritte wie die Bindung von Importin 8, das Andocken an die Kernpore etc.
gestort sein (Ubersicht in MEIER, 2001). Die Verwendung eines heterologen Systems scheint fiir
die geringe Effektivitit des Kerntransports des ZmAUX2-GUS-Fusionsproteins weniger
verantwortlich zu sein. Mit der Zwiebelepidermis wurde ein monokotyles System gefunden,
dass gut handhabbar ist und selbst an Tabak angepasste Proteine sehr effektiv in den Kern
transportiert, wie die Positivkontrolle zeigte. Auch konnte die Kernlokalisation der Aux/IAA-
Genprodukte, PS-IAA4 und PS-IAAG6, zweifelsfrei mit einer GUS-Fusion im heterologen
System nachgewiesen werden. Die AUX/IAA-Gene sind aber fast doppelt so grofl wie
ZmAUX2, so dass bei ihnen der angehdngte GUS-Reporter weniger ins Gewicht fallen mag.
Eventuell konnte auch eine Calmodulinbindung die Lokalisation des ZmAUX?2 beeinflussen.
Ahnlich wie auch der Transkriptionsfaktor NFAT (,,nuclear factor of activated T cells”) in
seiner Lokalisation durch Bindung mit Calcineurin, einer Calcium/Calmodulin abhéngigen
Proteinphosphatase, reguliert wird (Luo ez al., 1996).

Andererseits konnte selbst eine geringe Effektivitit des Transportes ausreichend sein. So wird
fir den putativen Auxinrezeptor ABPI angenommen der geringe Anteil an der
Plasmamembran (ca. 2 %) reiche aus um seine Funktion in der Auxinperzeption zu erfiillen
(siehe Einleitung; DIEKMANN et al., 1995).
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5.9 Ein putatives Zielgen

Fiir ZmAUX2 oder fiir andere SAUR-Genprodukte wurde eine Bindung an DNA oder gar an
ein spezifisches Promotorelement eines Zielgens bisher nicht nachgewiesen. Ein mogliches
Zielgen fiir ZmAUX2 stellt ZMK] dar, das fiir einen Kaliumkanal kodiert (PHILIPPAR et al.,
1999). ZMK1 wird in denselben Geweben wie ZmAUX2 durch Auxin induziert, kann aber erst
etwas nach ZmAUX?2 detektiert werden. Auch gehort es nicht zu den Genen der priméren
Auxinantwort, es konnte also durch ZmAUX2 aktiviert werden. Tatsdchlich tauchte in der
Spur eines ZMKI-Promotorfragments eine zusitzlich Bande mit verzogertem Laufverhalten
auf, wenn dieses Fragment mit ZmAUX2-Protein vorinkubiert worden war (Abb. 3-57).
Dieses Ergebnis muss aber erst reproduziert werden, um von einer Bindung des ZmAUX2 an
den ZMK -Promotor wirklich ausgehen zu konnen. Dabei konnte die entdeckte Calmodulin-
bindung des ZmAUX2 hilfreich sein. ZmAUX2 konnte die Transkription aber auch
Calmodulin-abhingig iiber eine Bindung an andere Transkriptionsfaktoren beeinflussen. Es
erscheint deshalb am aussichtsreichsten in einem ,yeast-two-hybrid“-System solche
Interaktionspartner aufzuspiliren. Auch wire es interessant, die Auxin-Induzierbarkeit von
ZMK]I und anderen Auxin-induzierbaren Genen (z.B. Expansine) in den Transposon-
mutagenisierten Maiskoleoptilen zu untersuchen, um so Hinweise auf eventuelle Zielgene des
ZmAUX2 zu finden.
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5. Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Verwendete Organismen, Vektoren und Oligonucleotide

Verwendete Bakterienstimme

Name Marker Referenz
Escherichia coli F-, endAl, hsdR17 (tk-, mk-), supE44, |HANAHAN (1983)
DH5cx thi-1, recAl, gyrA96, relAl,

80dlacZ[AIM15

E. coli RU4446

el4-(mcrA), A(lac-proAB), thi-1,
gyrA96, endAl, supE44, [F’, traD36,

proAB,lacdZAM15], dam-, CM®, mcrB1

N. SAUER (pers. Mitt.)

E. coli ara A(lac pro AB), JOHNSTON et al.
TBI rpsL(¢80 lacZ AM15), hsdR (1986)
Agrobacterium tumefaciens Str®, Rif* HOEKEMA (1983)
LBA4404

Verwendete Pflanzenstimme

Name Referenz/Herkunft

Arabidopsis thaliana C24

ANDERSON & MULLIGAN (1992)
Die Samen wurden freundlicherweise von Elisabeth Truernit
zur Verfiigung gestellt.

Nicotiana  tabacum

Xanthi

cv.

Die Stecklinge wurden freundlicherweise von E. Truernit zur
Verfligung gestellt.

N. tabacum BY2

Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2 (NAGATA et al., 1981)

Zea mays cv. Alois

Versuchssaatgut der BayWa Neutraubling

Z. mays cv. B73

Homozygoter Stamm; AgrEvo/Frankfurt

Z. mays 41-C-12,

Z. Mays 41-F-12,

Z. Mays 64-A-11,

Z. Mays 89-D-07,
(weitere acht TUSC-
Familien)

Abstammungslinien der Mutanten-Bank, jede dieser als
Familie bezeichneten Linie geht auf ein unabhéngiges
Transpositionsereignis des Transposon Mu zuriick, Samen
solcher Familien werden von Pioneer Hi Bred im Rahmen
thres TUSC-Programms (,, Trait Utility System for Corn*) zur
Verfligung gestellt (5.2.4.6)

Z. mays M36T4, -T2, -T4,
-T15, -T10, -T12, -T14, -T15,
-T17,-T18, -T24, -T25,
-126, -T30, -T31, -T34,
-T36, -T44, -T46, -T48,
-T49, -T50

auf unabhédngige Transformationsereignisse zuriickgehende
Mais-Linien (,,Familien*), die von AgrEvo mit pSK-355-
AUX?2 transformiert worden waren (5.3.4.5)

Z. mays M37T5, -T7, -T8,
-Tl1,-TI12,-T17,-T32,
-T38, -T39, -T45, -T47

auf unabhingige Transformationsereignisse zuriickgehende
Mais-Linien (,,Familien*), die von AgrEvo mit pPATGUS-39
transformiert worden waren (5.3.4.5)
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Verwendete Plasmide

Name Grofie, Marker Referenz
pB2-358AcK 4,1 kb, ori, AmpR, PAT P. ECKES (pers. Mitt.)
pBI-AUX2-()/(-) 12,8 kb, ori, Amp~, Kan" diese Arbeit (3.4.)
pBIN-Hyg-TX ca. 13 kb, Hng, Kan® C. GATZ (pers. Mitt.)
PpBHX-ZmAUX2 ca. 13 kb, Hyg", Kan® diese Arbeit (3.8.)
pBI 101 12 kb, or1V, M13ori, trfA, JEFFERSON et al. (1987)
tetA, genelll, (KanR) FRISCH et al. (1995)
pBI 121 12 kb, oriV, MIl13ori, trfA, |JEFFERSON ef al. (1987)

tetA, genelll, nptll (Kan®),
nptlll, GUS, LacZ

FRISCH et al. (1995)
CLONTECH (Palo Alto, USA)

pBI221-ZmAUX2

6,1 kb, ori, AmpR

diese Arbeit (3.9.)

pBS(+) 3,2 kb, ori, bla, lac Z’ STRATAGENE (Heidelberg)
pPATGUS-39 6,9 kb, ori, Amp®, PAT diese Arbeit (3.7.)
PRT 100 3,3 kb, ori, AmpR, TOPFER et al. (1987)
CaMV 35S Promotor TOPFER et al. (1993)
pRT-16 3,8 kb, ori, AmpR KNAUSS (1995), diese Arbeit (3.6.)

PRTL2-GUS/NIA

7,1 kb, ori, bla, CaMV 35S
Promotor, GUS, Nla

L. ROSSINI (pers. Mitt.)

PSAP-16 7,5 kb, ori, AmpR, leu2 N. SAUER (pers. Mitt.), KNAUSS
(1995), diese Arbeit (3.6.)

PSK-355-AUX2 5,3 kb, ori, Amp~, PAT diese Arbeit (3.6.)

pTR 52 3,8 kb, ori, bla, lac Z’ ROHRMEIER (1995)

ZMKI1-Promo/pCR2.1 topo

5,7 kb, Amp®, Kan®, ColE1-
ori

K. PHILIPPAR (pers. Mitt.)
INVITROGEN (Groningen, Holland)

Verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz

Aux2 TUSC3 5’- TGT GTG GCT CCA ACA TAC GGC GCC -3’

Aux2 TUSCS 5’- CGC CAA GAA GAT TGC TCA TCT CGC C -3’

Aux2 TUSCS5komp |5'- GGC GAG ATG AGC AAT CTT CTT GGC G -3’

Aux2TUSC Prom5 |5'- GGT AGC AAT CTC TGG GTG GCT AGG -3’

GUS3 5’- CAC CGA AGT TCA TGC CAG TCC AGC -3’

GUSS5 5’- CCT GTG GGC ATT CAG TCT GGA TCG -3’

GUS-5kompl 5’- CGA TCC AGA CTG AAT GCC CAC AGG -3’

Mu 5’- AGA GAA GCC AAC GCC AWC GCCTCY ATT TCG TC -3’
PRT §35-5 5'- CAA CAT GGT GGA GCA CGA CACTCT C -3’

5.1.2 Chemikalien und Enzyme
Die eingesetzten Chemikalien und Losungsmittel waren analysenrein und wurden, wenn nicht

anders angegeben, von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.
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Folgende Firmen lieferten:

Amersham LIFE SCIENCE (Braunschweig)
Amplify™-Lésung, L-[*°S]-Methionin-Cystein (70 %/30 %) (1200 Ci/mmol), Megaprime™
DNA labeling system.

BioRad (Richmond, USA)
Bromphenolblau, Coomassie Brillant Blue R250, Proteinstandard ,,/low range”, TEMED,
Xylencyanol.

Biosynth AG (Skosie, USA)
Cyclohexylammoniumsalz der 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-Glucuronséure (X-Gluc)

Biozym (Hameln)
DNA Agarose > 500 bp, Large DNA Agarose Low melt > 500 bp, Fast-Link™ DNA
Ligation-Kit , Master Amp™ Tfl DNA Polymerase.

Boehringer (Mannheim)

Ist Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR, Alkalische Phosphatase aus Kaélberdarm,
Ethidiumbromid, Proteaseinhibitoren, Rapid DNA Ligation Kit, Restriktionsenzyme mit
zugehorigen Puffern, Tag-Polymerase.

Difco (Detroit, USA)
Bacto-Peptone, Bacto-Tryptone, Bacto-Y east-Extract.

DUCHEFA (Haarlem, Niederlande)
Carbenicillin Disodium.

EUROGENTEC (Liege, Belgien)
Goldstar DNA Polymerase.

GIBCO BRL (Gaithersburg, USA)

Pferdeserum, Phytagar, Tag-DNA-Polymerase.
Macherey-Nagel (Diiren)
NUCLEOBOND®AX PC-Kit 100.

MBI Fermentas (Heidelberg)
Gene Ruler™ 100bp, A DNA EcoR I + Hind III

Pharmacia (Uppsala, Schweden)
Klenow Polymerase, Protein A Sepharose, Restriktionsenzyme, T4 DNA Ligase.

Promega (Madison, USA)

TNT® Coupled Reticulocyte Lysate System, Wizard™ Minipreps DNA Purification System,
Wizard™ PCR Preps DNA Purification System.

Qiagen (Hilden)

DNA-Standards, HotStarTaq™-Polymerase, Rnase-Free DNase Set, RNeasy Plant Mini Kit.

Roth (Karlsruhe)
Acrylamid, N-,N’-Methylenbisacrylamid.

Serva (Heidelberg)
Ammoniumperoxodisulfat, Pflanzenhormone, DTT.

Sigma (Deisenhofen)

Aminosduren, Antibiotika, Anti-Kaninchen IgG gekoppelt mit Meerrettichperoxidase,
Calmodulin aus Rinderhirn, DAPI, HEPES, Lachssperma DNA Typ III (Na-Salz), MOPS,
PEG 3350, PEG 4000, Ponceau S, Tween 20.
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Whatman (Maidstone, England)
3 MM Chromatographiepapier.

5.1.3 Héufig verwendete Losungen und Puffer

BJ (6fach konzentriert)

Coomassie Entfarber

Coomassie Farbelosung

Denhardt’s Losung

(50fach konzentriert)

H,O/pEpc

5 x MOPS-Puffer

12 % SDS-Probenpuffer
(6 x Probenpuftfer)

SSC (20fach konzentriert)

TE-Puffer

TNET-Puffer

5.1.4 Medien

Medien fiir Escherichia coli

LB,-Medium

0,25 % Bromphenolblau (w/v)
0,25 % Xylencyanol (w/v)

30 % Glycerin (w/v)

60 mM EDTA, pH 8,0

10 % Isopropanol
10 % Essigséure

25 % Isopropanol (v/v)
10 % Essigsdure (v/v)
0,05 % Coomassie Blue R 250

1 % Polyvinylpyrrolidon (w/v)
1 % BSA (Pentax Frakt. V) (w/v)
1 % Ficoll 400 (w/v)

H,0 wird mit 0,2 % DEPC versetzt,
bei RT mindestens 20 min stehen gelassen
und zweimal autoklaviert

0,2 M MOPS (pH 7,0)
50 mM NaOAc
5 mM EDTA

250 mM Tris/HCI pH 6,8

20 % Glycerin (W/v)

12 % SDS (w/v)

20 % 2-Mercapto-Ethanol (w/v)
0,02 % Bromphenolblau (w/v)

3 M NaCl
0,3 M Trinatrium-Citrat

10 mM Tris/HCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

50 mM Tris/HCI pH 7.4
3 mM Na-EDTA

150 mM NacCl

1,25 % Triton X100 (v/v)

1 % Bacto-Tryptone (w/v)

0,5 % Yeast Extract (w/v)

1 % NaCl (w/v)

(1,5 % Agar fiir Platten)

bei Bedarf wurden folgende Antibiotika zugesetzt:
Ampicillin 100 pg/ml, Kanamycin 100 pg/ml
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SOC-Medium

2 % Bacto-Tryptone (W/v)
0,5 % Yeast Extract (w/v)
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSO4

20 mM Glucose

Medium fiir Agrobacterium tumefaciens

YEB-Medium

Medien fiir Arabidopsis thaliana
MS-Suc

Callus-inducing Medium (CIM)

Shoot-inducing Medium (SIM)

0,5 % Pepton (w/v)

0,1 % Yeast Extract (w/v)

0,5 % Beef Extract (w/v)

0,5 % Saccharose (w/v)

2 mM MgSO4

(eingestellt auf pH 7,2)

bei Bedarf wurden folgende Antibiotika zugesetzt:
Streptomycin 100 pg/ml, Kanamycin 100 pg/ml

1 x Murashige & Skoog Minimal Organics Media
(Sigma M 6899)

2 % Saccharose (W/v)

0,5 g/l MES

(mit 1 N KOH auf pH 5,7)

(fiir Platten mit 1 % Phytagar)

1x Gamborg’s B5 Basal Medium with minimal Organics
(Sigma G-5893)

2 % Glucose (W/v)

0,5 g/l MES

(mit 1 N KOH auf pH 5,7)

1 % Phytagar

0,5 mg/1 2,4-D; 0,05 mg/l Kinetin

1 x Gamborg’s BS Basal Medium with minimal
Organics (Sigma G-5893)

2 % Glucose (W/v)

0,5 g/l MES

(mit 1 N KOH auf pH 5,7)

1 % Phytagar (Gibco 670-0675 IP)

5 mg/l 2ip (N6 - (2-isopentenyl)Adenin)

0,15 mg/l IAA (Indol-3-Essigsdure)

500 mg/1 Carbenicillin

50 mg/l Kanamycin
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Root-inducing Medium (RIM) 1 x Gamborg’s BS Basal Medium with minimal
Organics (Sigma G-5893)
2 % Glucose (W/v)
0,5 g/l MES
(mit 1 N KOH auf pH 5,7)
1 % Phytagar
12 mg/1 IBA; 0,1 mg/l Kinetin

GM K50 1 x Murashige & Skoog Salt Mixture

(Sigma M 5524)

1 % Saccharose (w/v)

1 ml/I Gamborgs Vitamine Solution
(Sigma G 1019)

0,5 g/l MES

50 mg/l Kanamycin

1 % Phytagar

Medien fiir Nicotiana tabacum

MS-Medium 1 x Murashige & Skoog Minimal Organics Media

(Sigma M 6899)

2,0 mg/l Glycin

0,5 mg/1 Nicotinsdure

0,1 mg/l Thiamin(HCI)

0,5 mg/1 Pyridoxin(HCI)

3 % Saccharose

0,7 % Agar Agar hochrein (Merck 1613)

MS-Greening-Medium wie MS-Medium mit
1,0 mg/l 6-Benzylaminopurin
0,1 mg/l 1-Naphtylessigsdure
bei Bedarf wurden folgende Antibiotika zugesetzt:
Hygromycin 40 pg/ml, Kanamycin 100 pg/ml
500 mg/1 Carbenicillin bzw. wie angegeben

BY2-Suspensionskultur-Medium 4,3 g/l MS-Salt base (Imperial)
2 g/l MES
100 mg/1 Inosit
30 g/l Saccharose
1 mg/l Thiamin
0,2 mg/1 2,4-D

Medien fiir Allium cepa

CHU-Medium 1 x Chu Basal Salt Mixture Powder (Sigma C1416)
3 % Saccharose
0,7 % Agar Agar hochrein (Merck 1613)
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5.1.5 Computerprogramme

Die Tabellenauswertung, Ermittlung von Mittelwerten und Standartabweichungen, sowie die
Erstellung von Grafiken zur Darstellung der Daten erfolgte in Microsoft Excel 2000.
Statistische Tests wurden in GraphPad Prism 3.00 durchgefiihrt, wobei zum Vergleich von
Datenmengen der zweiseitige Mann-Whitney-U-Test, als nicht parametrischer Test, der keine
Gaus'sche Verteilung der Daten voraussetzt, verwendet wurde. Daneben kam der zweiseitige
Stundent-t-Test zum Einsatz, wenn es keine Griinde gab, die gegen eine Gaus’sche Verteilung
der Daten sprachen. Der Unterschied der Datenmengen wurde als signifikant gewertet, wenn
die Wahrscheinlichkeit (P), dass die beiden Datenmengen aus derselben Grundgesamtheit
entnommen sind, kleiner als 5 % war. In Lynnon BioSoft DNAMAN 4.0 wurden Sequenz-
vergleiche durchgefiihrt und grafische Darstellungen von Plasmiden generiert. Daneben kam
CorelDRAW 8 zur Erstellung von Grafiken zum Einsatz.

5.2 Methoden

5.2.1 Physiologische Methoden

5.2.1.1 Anzucht und Priparation von Maiskoleoptilen

Das Saatgut (Zea mays cv. Alois) wurde nach dem Abwaschen der Beize 24 h im Dunkeln bei
Raumtemperatur (RT) in Wasser gequollen, in Keimschalen ausgesdt und bei 25°C ebenfalls
im Dunkeln angezogen. Die Schalen waren mit 4 Lagen Zellstoff ausgekleidet, die wahrend
der Anzucht stindig feucht gehalten wurden. 24 h vor der Ernte wurden die Keimlinge 1 min
normalem Raumlicht ausgesetzt, um gerade wachsende, gut ausgebildete Koleoptilen zu
bekommen (ScHoPFER, 1989). Am vierten Tag nach der Aussaat wurden die Koleoptilen nach
der ,,.Bruchmethode* geerntet: von 2,5 - 3,5 cm langen Koleoptilen wurden die apikalen 4 mm
der mit einer Rasierklinge abgeschnitten, 1 cm weiter wurde die Sollbruchstelle leicht
angeritzt, ein 1 cm langes Segment abgebrochen und vom Primérblatt abgezogen.

5.2.1.2 Inkubation der Koleoptilsegmente mit Hormonen

Die préparierten 1 cm langes Koleoptilsegmente wurden in Teilpopulationen von etwa 40
Stiick aufgeteilt. Eine dieser Chargen wurde als in situ-Probe sofort in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Die anderen wurden in 10 ml wissrigen Losungen 100 min bei 25°C und
120 UpM geschiittelt, abfiltriert und ebenfalls in fliissigem Stickstoff eingefroren. Brassinolid
wurde aus einer methanolischen 4 mM Stammldsung zu Endkonzentrationen von 0,2 uM
bzw. 2 uM zugegeben; als Kontrolle diente eine Charge die nur 0,05 % Methanol enthielt.
IAA wurde aus einer 100 mM ethanolischen Stammlosung zu einer Endkonzentration von 10
uM zugegeben. Methyljasmonsdure wurde zu einer Endkonzentration von 0,007 % (v/v)
zugegeben. Um eine Endkonzentration von etwa 1 ppm Ethylen zu erhalten wurde zunichst
eine Serumflasche mit reinem Ethylen gefiillt, d.h. 45 min mit Ethylen iiber Kaniilen, die
durch das Septum im gasdicht schlieBenden Deckel gesteckt wurden, durchstromt, und mit
einer gasdichten Spritze in einer zweiten gasdichten Serumflasche eine 1 : 100 Verdiinnung
hergestellt. Daraus wurden 25 pl mit der Spritze entnommen, in eine 30 ml H,O enthaltenden,
gasdichte Serumflasche gegeben und UN geschiittelt, dabei sollte sich 1 ppm Ethylen im
Wasser 16sen (nach J. Linden, pers. Mitt.). In einer solche Flasche wurden dann die Koleoptilen
inkubiert.
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5.2.1.3 Biotest fiir die Auxin- bzw. Brassinolidwirkung

1 cm lange Koleoptilsegmente wurden in 10 uM TAA, in 0,2 uM bzw. 2 uM Brassinolid bzw.
als Kontrolle in 0,01 % EtOH (v/v) unter leichtem Schiitteln etwa 16-22 h bei RT inkubiert
und dann die Linge auf 0,5 mm genau gemessen. Waren im Vergleich zur Kontrolle die
Auxin-inkubierten Koleoptilen um 3 £ 0,5 mm ldnger, so galt die Auxininduktion als
erfolgreich.

5.2.1.4 Versuche zu tropischen Kriimmungsreaktionen

Gravi- und phototrope Reizung von Tabakkeimlingen

Tabak wurde auf MS-Medium mit 100 mg/l Kanamycin in Dosen fiir 2-5 Wochen angezogen.
Zur geotropen Reizung wurden die Dosen auf die Seite gelegt, also 90° gedreht, und so 6-13h
inkubiert. Zur phototropen Reizung wurden die Dosen in Schachteln mit nur einer seitlichen
Offnung gestellt, und iiber diese Offnung seitlich 12 h bestrahlt.

Gravitrope Reizung von Maiskeimlingen

Die Wurzeln mitsamt dem Korn von 5-7 Tage alten, im Dunkeln angezogenen Mais-
keimlingen mit einer Koleoptillinge zwischen 2 und 3,5 cm wurden mit feuchtem Zellstoff
umwickelt, und in Plastikrohrchen gut feucht gehalten. Die Plastikrohrchen wurden so fixiert,
dass die Koleoptile waagerecht mit der Spitze auf eine senkrechte Messskala zeigt, dabei
wurde darauf geachtet, dass die beiden Leitbiindel der Koleoptile senkrecht {ibereinander zu
liegen kamen. Die Lage der Koleoptilspitze wurde iiber die Zeit von 7 h in kurzen Abstdnden
dokumentiert, und noch einmal nach 22 h. Die Versuchsanordnung wurde iiber die gesamte
Versuchsdauer im Dunkeln gehalten.

5.2.1.5 Messung der Sprosshohe

Da der Vegetationspunkt des Sprosses beim Mais wéhrend des Heranwachsens von den
Blattscheiden der obersten Blitter umbhiillt ist, wurde als Referenzpunkt fiir die Sprosshohe
die oberste sichtbare Blattligula herangezogen, und ihre Hohe iiber dem Pflanzsubstrat gemes-
sen. Sobald die Spitze des ménnlichen Bliitenstandes aus der Umhiillung von Blattscheiden
heraus trat, 16ste diese die Blattligula als Referenzpunkt ab.

5.2.1.6 GUS-Aktivititstest

Fiir den GUS-Aktivitétstest wurden 20 mg 5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-B-D-Glucuronid (X-
Gluc) in 200 pl DMF gelost und in 35 ml 100 mM Tris/HCI pH 7,6 mit 0,5 % Triton X-100
und einer Spatelspitze Ascorbat gegeben. Zu testende Pflainzchen wurden darin untergetaucht,
im Vakuum infiltriert und bis zu zwei Tagen bei 37°C inkubiert. Danach wurden die
Pflainzchen mit 70 % EtOH mehrmals gewaschen und in 70 % EtOH gelagert. Aktive
B-Glucuronidase spaltet X-Gluc wodurch ein blauer Farbstoff entsteht.

5.2.1.7 Tetracyclininduktion

Sterile Tabaksamen wurden in sterilen Dosen mit MS-Medium mit 40 mg/l Hygromycin
ausgesit. Nach ein bis zwei Wochen wurden gleich groBe Agarstiicke mit gleich vielen
Keimlingen ausgeschnitten und in neue sterile Dosen verfrachtet. Dort wurde je 20 ml
fliissiges MS-Medium mit 40 mg/l Hygromycin mit bzw. ohne Tetracyclin zu einer End-
konzentration von 1 mg/l zugegeben und die Keimlinge bei 26°C bei Licht oder im Dunkeln
weiter angezogen. Das Fliissigmedium wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt.
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5.2.2 Molekularbiologische Methoden

Nicht ndher beschriebene molekularbiologische Methoden wurden nach SAMBROOK et al.
(1989) durchgefiihrt.

5.2.2.1 RNA-Isolierung

Die Gesamt-RNA aus Koleoptilen wurde nach PALMITER (1974) gewonnen. Dazu wurden die
gefrorenen Koleoptilen zundchst in fliissigem Stickstoff zu feinem Pulver zerrieben und in
Falconréhrchen (50 ml) mit dem Extraktionsgemisch aus 10 ml 0,1 M Tris/HCI pH 9,0 und
10 ml an Tris gesédttigtem Phenol fiinfmal flir 15 s mit dem Ultra-Turax T25 bei 25 000 UpM
homogenisiert. Nach der Phasentrennung (3500 UpM, 10 min, Hettich Rotina S) wurde die
wissrige Phase unter starkem Mixen mit 10 ml dquilibriertem Phenol nachextrahiert; die
Phenolphase wurde nochmals dreimal fiir 15 s mit 5 ml 0,1 M Tris/HCI pH 9,0 mit dem Ultra-
Turax bei 25000 UpM behandelt. Nach erneuter Phasentrennung (s. 0.) wurden die beiden
wassrigen Phasen vereinigt und nochmals mit dquilibriertem Phenol extrahiert und schlieBlich
mit 10 ml Chloroform gereinigt. Die RNA wurde mit 2 ml 3 M NaOAc (pH 5,2) und 20 ml
EtOH UN bei -20°C gefillt und anschlieBend pelletiert (16 000 x g, 20 min, 4°C). Zur
weiteren Aufreinigung wurde das Pellet in 0,5 ml H,Opgpc resuspendiert, 5 ml 3 M NaOAc
(pH 5,2) zugegeben und erneut pelletiert (s. 0.). Wieder in 0,5 ml H,Opgpc resuspendiert
wurden nun 4,5 ml 0,3 M NaCl zugegeben und bei 10 000 x g (20 min, 4°C) zentrifugiert. Die
im Uberstand geldst bleibende RNA wurde nun mit 10 ml EtOH vermengt und bei -20°C UN
gefillt, schlieBlich nochmals pelletiert (16 000 x g, 1 h, 4°C), im Vakuum getrocknet und in
50 pl H,Opgpe aufgenommen.

Daneben wurde zur RNA-Gewinnung aus Pflanzengeweben auch der RNeasy-Plant-Mini-Kit
nach Anleitung verwendet.

5.2.2.2 Plasmidisolierung aus Bakterien

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde eine Miniprdparation nach den Angaben von ISH-
Horowicz & BURKE (1981) durchgefiihrt. Sollte besonders reine Plasmid-DNA erhalten
werden, wie dies z. B. fiir Sequenzierungen notig war, so wurde das Promega Wizard™
Minipreps DNA Purification System verwendet. Die einzelnen Arbeitsschritte wurden gemal3
der mitgelieferten Benutzeranleitung ausgefiihrt. Um grolere Mengen an Plasmid-DNA zu
isolieren, z. B. fiir Klonierungen, fand auch der NUCLEOBOND®AX PC-KIT 100
Verwendung. Auch hier wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren.

5.2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

Zur Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration wurde die Absorption bei 260 nm
gemessen: 1 ODygo entspricht 40 pg RNA/ml, 1 OD,¢ entspricht 50 ug DNA/ml

Die Reinheit wurde liber das Verhéltnis der Absorption bei 260 und 280 nm abgeschétzt.
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5.2.2.4 Northernblot-Analyse

Gelelektrophorese und Northernblot

Je 50 pg RNA wurden mit je 10 pul Formamid, 5 pul Formaldehyd und 4 pl MOPS-Puffer
15 min bei 55°C inkubiert, mit 3 ul BJ (6-fach konzentriert) versetzt, sofort auf Eis gestellt
und auf einem 2,2 M Formaldehyd enthaltenden 1,4%igen Agarosegel in 1 x MOPS-Puffer
mit 0,1 ug/ml Ethidiumbromid fiir 12 h bei 22 V elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel
wurde anschlieend in entionisiertem Wasser 1 h gewaschen, wobei das Wasser mehrmals
gewechselt wurde. Die RNA wurde sodann mit 20 x SSC als Transferpuffer auf
Nitrocellulose (Hybond™-C extra) 4 h bei 60 cm Wassersdule vakuumgeblottet (LKB 2016
Vacu Gene Blotting Apparatur). Die Banden auf dem Blot wurden schlie8lich unter UV-Licht
angezeichnet.

Sondenherstellung

Radioaktiv markierte Sonden fiir die Northernanalyse wurden mit dem Megaprime™ DNA
Labeling System der Firma Amersham nach dem Herstellerprotokoll unter Verwendung von
50 pCi a’?P-dCTP synthetisiert.

Hybridisierung
Der Northernblot wurde vor dem Hybridisieren 2 h bei 80°C gebacken. Vorhybridisiert wurde
2 h bei 38°C in einer Losung von:

50 % Formamid 6 x SSC

0,1 % SDS 5 x Denhardts

50 pg/ml Lachssperma-DNA (5 min bei 95°C denaturiert)

Hybridisiert wurde in der gleichen Losung bei 38°C UN mit der zugefiigten radioaktiv
markierten Sonde. Danach wurde der Blot noch zweimal 30 min in 2 x SSC, 0,1 % SDS und
einmal in 1 h in 0,2 x SSC, 0,1 % SDS bei jeweils 40°C gewaschen und anschlieend
autoradiographiert.

5.2.2.5 Amplifikation von DNA mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Es wurden die Thermocycler PCR-Express bzw. PCR-Sprint der Firma Hybaid verwendet
und nach dem Herstellerprotokoll verfahren. Als Polymerasen dienten die RT-PCR
HotStarTaq™-Polymerase, die Goldstar DNA Polymerase, die MasterAmp™T{l DNA
Polymerase und die Tag-Polymerase.

RNA fiir die RT-PCR wurde mit dem RNeasy-Plant-Mini-Kit isoliert, wobei in einem
zusitzlichen Schritt die RNA von eventuell mitisolierter DNA, unter Verwendung des RNase-
Free-DNase-Sets befreit wurde. Die cDNA wurde mit dem 1st-Strand-cDNA-Synthesis-Kit
for-RT-PCR synthetisiert und in eine Standard-PCR eingesetzt. Es wurde jeweils nach den
Herstellerangaben verfahren.

5.2.2.6 Enzymatische Behandlung von DNA
Die Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukleasen, mit dem Klenow-Fragment, mit
Alkalischer Phosphatase und mit Ligase erfolgte jeweils nach den Angaben des Herstellers.



MATERIAL UND METHODEN 87

5.2.2.7 DNA-Analyse

Agarosegele

DNA-Fragmente wurden in horizontalen, 0,8-1,5%igen analytischen bzw. préparativen
Agarosegelen entsprechend den Beschreibungen von MANIATIS ef al. (1982) der Lénge nach
aufgetrennt. Sollten die DNA-Fragmente aus dem Gel isoliert werden, wurde LMP-Agarose
verwendet. Als Langenstandard diente EcoR I/ Hind Il geschnittene A-DNA, bzw. der Gene
Ruler™ 100 bp.

Sequenzanalyse
Sequenzierungen wurden in einer abgewandelten Form nach SANGER et al. (1977) von F.
Pfannenschmid am Lehrstuhl fiir Genetik der Universitit Regensburg durchgefiihrt.

5.2.3 Biochemische Methoden

5.2.3.1 ,,Pulse-Chase*“-Experimente

Metabolische Markierung von Maiskoleoptilsegmenten

Fiir eine metabolische Markierung musste die Cuticula der Koleoptilsegmente teilweise
entfernt werden. Dazu wurden die Koleoptilen vor dem Schneiden (s. 5.2.1.1) viermal durch
eine Schleife aus sehr feinem Schleifpapier (999 Korn) gezogen.

Je 20 aufgeraute Maiskoleoptilsegmente wurden in 10 ml H,O - zur Auxininduktion mit
10 uM TAA — und 14 pCi/ul mit *>S-Methionin-Cystein (70 %/30 %) bei 25°C geschiittelt
(120 UpM). Nach 45 min wurden nochmals 100 uCi zugegeben und 15 min weiter
geschiittelt. Dann wurde mit 20 ml H,O gewaschen und in 5 mM Cystein, 5 mM Methionin,
10 uM TAA weiter inkubiert. Eine Probe wurde als Nullwert nach dem Waschen sofort in
flissigem Stickstoff gefroren. Die anderen Proben wurden fiir bestimmte Zeiten weiter
geschiittelt und dann nach nochmaligem Waschen in fliissigem Stickstoff tiefgefroren.

NaOH-Aufschluss und Immunprdzipitation

Tiefgefrorene Koleoptile wurden in fliissigem Stickstoff zu feinem Pulver zerrieben. Das
Pulver einer Probe mit je 600 ul Aufschlusspuffer (50 mM Tris/HCI pH 7,5, 1 mM PMSF,
1 mM Benzamidin) und 360 pl frischem 1,85 M NaOH/7,5 % EtSH gemixt und 15 min auf
Eis unter wiederholtem starken Mischen stehen gelassen. Dann wurden 360 pl 50%ige TCA
zugegeben und gemixt und 15 min bei 13 000 UpM (Biofuge A) abzentrifugiert. Das Pellet
wurde mit 1 M Tris-Base gewaschen und in 350 pl Resuspensionspuffer (25 mM Tris/HCI
pH 7,5, 2 mM EDTA, 1 % SDS) gelost und beide Fraktionen einer Probe wieder vereinigt.
Um das Pellet in Losung zu bringen wurde kréftig gemixt, 5 min bei 95°C inkubiert und
dazwischen immer wieder mit Ultraschall behandelt. Nach Zugabe von 1 ml TNET wurde
noch mal gemixt und 30 min bei 20 000 UpM (SS-34-Rotor) abzentrifugiert. Zum Uberstand,
der einen pH zwischen 7 und 8 hatte, wurden 15 ml affinititsgereingter Antikorper
zugegeben, gemixt und bei 4°C UN inkubiert. Um eventuell entstandene Aggregate zu
entfernen wurde erneut abzentrifugiert (20 000 UpM, 40 min). Die Antikorper wurden dann
an je 10 mg vorgequollener Protein-A-Sepharose gebunden (3 h bei 4°C ,.end over end*
inkubiert). Nach viermaligem Waschen mit TNET und anschlieBendem Waschen in Tris-
Saline (jeweils 2 min 14 000 x g) wurde der Antigen-Antikorper-Komplex mit 40 pl und ein
zweites Mal mit 35 pl SDS-Probenpuffer abgelost (5 min 95°C).
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SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Nach Laemmli (1970) wurden die Proben auf ein 17,5 % Polyacrylamid-Gel aufgetragen und
bei 30 mA fiir 3'/, h aufgetrennt, Coomassie gefirbt, entfarbt, fiir 30 min in ,,Amplify*
gebadet und bei 60°C getrocknet. Nach einer Autoradiografie wurde das Gel noch in einem
Instant-Imager gescannt und die Strahlung der einzelnen Banden ausgezihlt; davon wurde ein
ebenfalls ausgezihlter Hintergrundwert abgezogen.

5.2.3.2 ,,Mobility Shift Assay* mit dem ZMKI-Promotor
Der ZMK I-Promotorbereich von 1748 bp, der auf dem Plasmid ZMK1-Promo/pCR2.1-topo
vorhanden ist, wurde mit den Restriktionsenzymen Bgl I und Nsi I in Stiicke von 175, 218,
289, 369 und 705 bp Lénge geschnitten. Je 100 ng DNA wurden mit 1 pg des
affinititsgereinigtes MBP:ZmAUX2-Fusionsproteins (ROHRMEIER, 1995), welches mit dem
Faktor Xa verdaut worden war (4 h RT in 10 ul 2 M NaCl, 1 pul 1 mM Tris/HCI pH 7,6, 2 ul
50 mM EDTA, 1,2 pul Faktor Xa, 15 pl Fusionsprotein (7,5 mg/ml), 70,8 ul H,O), in 20 pl
binding buffer (12 mM HEPES pH 8, 4 mM Tris/HCI pH 8,0, 0,06 M KCI, 1 mM EDTA,
1 mM DTT) mit 1 ug BSA und 8 % Glycerin fiir 20 min bei RT inkubiert. Die Ansétze
wurden dann mit 30 % Glycerin Beladungspuffer auf ein bereits bei 4°C und 100V
vorgelaufenes Polyacrylamidgel aufgetragen und in 1 x Tris-Glycin bei 200 V aufgetrennt.
Polyacrylamidgel:

1,86 ml 5x Tris-Gycin (50 mM Tris/HCI, 380 mM Glycin, 13 mM EDTA, pH 8,5)

1,95 ml Acrylamid (30 %-0,38 % bis)

1,4 ml 50 % Glycerin

70 ul APS (30 %)

24 ul TEMED
Die Gele wurden nach dem Lauf mit 0,5 pg/ml EtBr geféarbt und unter UV-Licht fotografiert.

5.2.3.3 Calmodulinbindungsstudien

In vitro Transkription und Translation

Zur Gewinnung *°S-Met markiertem ZmAUX2-Protein wurde das TNT-Reticulocyten-Lysat
nach Anleitung verwendet, wobei in typischen 50 pl-Ansdtzen 1 pg zirkuldre pTR52-DNA
und 20 pCi *’S-Methionin eingesetzt wurde.

., Mobility Shift Assay “

In 30 pl Bindungsansitzen wurde 1 pl des TNT-Lysats mit dem >°S-Met-markiertem
ZmAUX2 in 100 mM Tris/HCI (pH 7,2) mit 1 mM CacCl, eingesetzt und 1 h bei RT mit 2 pg
Calmodulin aus Rinderhirn inkubiert. Die Ansdtze wurden quantitativ auf nicht
denaturierenden 15 % Polyacrylamid Gelen (6 ml Acrylamid, 3 ml Tris/HCI pH 8,8, 0,24 ml
50 mM CaCl,, 4 ul TEMED, 0,12 ml APS, 2,66 H,0) in 25 mM Tris/HCI (pH 8,3), 192 mM
Glycin, 1 mM CacCl, Laufpuffer bei 25 mA und 4°C aufgetrennt. Die Gele wurden Coomassie
gefarbt, der Standard markiert, wieder entfarbt, mit ,,Amplify* behandelt, getrocknet und
schlieBlich autoradiographiert.
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5.2.4 Herstellung rekombinanter Organismen

5.2.4.1 Transformation von Escherichia coli

E. coli-Zellen wurden durch mehrmaliges Waschen in eiskaltem H,O kompetent gemacht und
bis zur Verwendung bei —70°C gelagert (SAMBROOK et al., 1989). Zur Elektroporation wurde eine
Apparatur von BioRad (Gene Pulser System) verwendet und nach der Anleitung
vorgegangen. Nach dem Strompuls wurde der Transformationsansatz sofort in 1 ml SOC-
Medium resuspendiert und nach 1h Rollern bei 37°C auf Selektionsmediumplatten
ausplattiert.

5.2.4.2 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Um Agrobakterien zu transformieren wurde nach der Methode nach HOFGEN & WILLMITZER
(1988) vorgegangen. Um kompetente Zellen zu erhalten wurden 200 ml YEB-Medium mit
2 ml einer 3 ml YEBsuyp. 25 ng/mi) UN-Kultur angeimpft. Nach 4 h logarithmischen Wachstums
bei 28°C wurden die Zellen geerntet (3000 x g, 4°C, 20 min), mit gekiihltem TE-Puffer
(pH 7,5) gewaschen, in 20 ml YEB-Medium aufgenommen und zu je 500 pl aliquotiert. Diese
kompetenten Zellen wurden direkt in die Transformation eingesetzt oder in fliissigem
Stickstoff tiefgefroren und bei -70°C aufbewahrt.

Zur Transformation wurden kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, je 500 pl mit 0,5 - 1,0 pg
Plasmid-DNA gemischt und nacheinander je 5 min auf Eis, in fliissigem Stickstoff und bei
37°C inkubiert. Dann wurde mit 1 ml YEB-Medium verdiinnt, 3-4 h bei 28°C geschiittelt
(200 UpM) und schlieBlich auf YEB-Platten mit Streptomycin und Kanamycin zur Selektion
(je 100 pg/ml) ausplattiert. Die Platten wurden zwei Tage bei 28°C inkubiert, dann konnten
Einzelkolonien gepickt und analysiert werden.

5.2.4.3 Transformation von Arabidopsis thaliana

Es wurde nach der von E. TRUERNIT abgewandelten Methode von VALVEKENS et al. (1988)
vorgegangen. Die Arbeiten wurden unter der Sterilbank ausgefiihrt. Inkubiert wurde stets im
22°C-Anzuchtraum mit einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16 h Licht und 8 h Dunkelheit.

Samensterilisation

Die mindestens zwei Wochen bei 4°C zur Stratifikation aufbewahrten Samen des Stammes
C 24 wurden zur Sterilisation mit 1 ml 10 % Na-Hypochlorid und 2-3 Tropfen 10 % SDS
iberschichtet, gemixt und 15 min bei RT inkubiert. Dann wurden die Samen abzentrifugiert
(Mikrotischzentrifuge, 5 min), dreimal mit sterilem H,O gewaschen und schlie8lich unter der
Sterilbank auf sterilisiertem Whatmanpapier getrocknet.

Anzucht

Etwa 100 sterile Samen wurden auf MS-Suc-Platten ausgesit. Dazu wurde der Deckel der
Petrischale, in der die Samen auf Whatmanpapier lagerten, kurz gerieben, wodurch er
elektrostatisch aufgeladen wird, und die Samen kurzzeitig an ihm haften bleiben. Der Deckel
mit den anhaftenden Samen wurde dann iiber eine Schale mit Aussaatmedium gebracht, und
die Samen wieder vom Deckel geklopft. Nach etwa 3 Wochen wurden die nun auf eine Grof3e
von ca. 1 cm herangewachsenen Pfldnzchen in 100 ml fliissiges MS-Suc-Medium enthaltende
250 ml Erlenmeyerkolben iiberfiihrt und unter leichtem Schiitteln weiter inkubiert.
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Transformation

Nach 10 Tagen wurden die Pflanzen mit etwas Medium in Petrischalen gegeben. Die Wurzeln
wurden mit einem Skalpell abgeschnitten, zerteilt und verletzt, und auf einer CIM-Platte
(,,Callus-inducing Medium*) verteilt. Nach 3 Tagen Inkubation wurden die Wurzeln auf eine
neue Petrischale gebracht und dort mit dem das gewliinschte Plasmid enthaltenden
Agrobakterienstamm infiziert. Der betreffende Agrobakterienstamm war dazu zuvor 24 h in
LB-Medium mit je 100 pg/ml Streptomycin und Kanamycin angezogen und anschlieend in
antibiotikafreiem LB-Medium aufgenommen worden. Die Wurzeln wurden nach 2 min
wieder auf CIM-Platten gebracht und 3 Tage inkubiert, bis sie mit Agrobakterien voll
iiberwachsen waren. Nun wurden die Wurzeln auf SIM-Platten (,,Shoot-inducing Medium *)
tibertragen, die 500 mg/l Carbenicillin enthielten um die Agrobakterien abzutoten und 50 mg/1
Kanamycin zur Selektion auf transformierte Arabidopsis-Zellen. Es wurde auf guten Kontakt
der einzeln liegenden Wurzeln mit dem Medium geachtet. Alle 2 bis 3 Wochen wurde das
Medium erneuert.

Regeneration der transformierten Pflanzen

Etwa drei Wochen nach der Infektion mit Agrobakterien erschienen die ersten griinen Kalli,
an denen sich nach weiteren zwei Wochen die ersten Blittchen bildeten. Hatten die
Pflainzchen weitere vier bis fiinf Blittchen gebildet, so wurden sie zur Induktion der
Wurzelbildung auf RIM-Platten (,,Root-inducing Medium ) libertragen und dort zehn Tage
inkubiert. Zur Samenbildung wurden die Pflanzen dann in 5-7 ml festes MS-Suc-Medium
enthaltende  Pflanzenkulturgldser (Sigma C-5916) gesetzt, die einen lockeren
Wattebauschstopfen trugen, so dass ein langsames Austrocknen mdglich war. Geerntete
Samen wurden mindestens zwei Wochen zur Stratifikation bei 4°C gelagert und vor der
Aussaat auf GM-K50-Platten sterilisiert.

5.2.4.4 Transformation von Nicotiana tabacum

Es wurde nach der Methode von HORSCH et al. (1985), abgedndert nach TRUERNIT (pers. Mitt.),
vorgegangen. Auch hier wurden alle Arbeiten unter der Sterilbank durchgefiihrt. Inkubiert
wurde stets im 26°C-Anzuchtraum wobei eine Lichtphase von 16 h mit einer Dunkelphase
von 8 h abwechselte.

Anzucht

Tabakpflanzen des Stammes N. tabacum cv. Xanthi wurden auf MS-Medium mit 3 %
Saccharose in sterilen geschlossenen Einmachglisern kultiviert. Wurden die Pflanzen zu grof3
oder war das Ndahrmedium aufgezehrt, so wurden die Vegetationsspitzen mit den ersten 3-4
Bléttchen abgeschnitten und in neue Kulturgldser iiberfiihrt.

Transformation

Fiir die Transformation wurde der Agrobakterienstamm, welcher das gewiinschte Plasmid
enthielt, in 10 ml LB-Medium mit Streptomycin und Kanamycin (je 100 pg/ml) angezogen,
nach 24 h geerntet und in 5 ml antibiotikafreiem LB-Medium aufgenommen. In eine
Petrischale mit dieser Agrobakterienlosung wurden junge Blitter einer steril gezogenen
Tabakpflanze gegeben und in etwa 1 cm® groBe Stiicke geschnitten. Die Blattstiickchen
wurden nun auf antibiotikafreiem MS-Greening-Platten, die 1,0 mg/l 6-Benzylaminopurin
und 0,1 mg/l 1-Naphtylessigsdure enthielten, fiir drei Tage inkubiert, bis sie von
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Agrobakterien liberwachsen waren. Dann wurden sie auf 500 mg/l Carbenicillin enthaltende
MS-Greening-Platten tiberfiihrt, wo die Agrobakterien abgetotet werden sollten.

Regeneration der transformierten Pflanzen

Nach einem weiteren Tag kamen die infizierten und noch rasch wachsenden Blattstiickchen
auf MS-Greening-Platten, die nun zusidtzlich 300 mg/l Kanamycin (bzw. 40 mg/l
Hygromycin) zur Selektion auf transformierte Zellen enthielten. Dabei wurde stets auf guten
Kontakt mit dem Medium geachtet. Die Blattstiickchen vergilbten nun allmdhlich und
bildeten an ihren Réindern kleine Kalli. Nach etwa 6 Wochen waren die an den Kalli
entstchenden Pfldnzchen mit einer Grole von 1cm soweit, dass sie von den Kalli
abgeschnitten und auf MS-Medium, jetzt ohne Hormone, aber immer noch mit 250 mg/l
Carbenicillin und 150 mg/l Kanamycin (bzw. 40 mg/l Hygromycin), gesetzt werden konnten.
Hier bildeten die erstarkenden Pflanzen rasch Wurzeln, so dass sie nach 3 Wochen auf Erde
umgesetzt werden konnten. Geerntete Samen wurden mindestens zwei Wochen bei 4°C zur
Stratifikation gehalten und mit Na-Hypochlorid sterilisiert (s. 5.2.4.3). Angesdt wurden die
Samen auf MS-Medium ohne Hormone, mit entsprechenden Antibiotika.

5.2.4.5 Transformation von Zea mays

Die Transformation von Mais wurde von der Firma AgrEvo durchgefiihrt. Dabei wurden
Suspensionskulturen eines Hybridmais protoplastiert und in Gegenwart von PEG mit nackter
DNA transformiert. Mikrokalli wurden schlieBlich auf Selektionsmedium ausplattiert und
angezogen. Von den Kalli wurden Proben geschickt, die mittels PCR auf Transgenitét getestet
wurden. Dabei kamen im Falle der Transformation mit dem Vektor pSK-35S-AUX2 die
Oligonucleotide PRT-S35-5 und Aux2-TUSCS5komp zum Einsatz, mit deren Hilfe der CaM V-
35S-Promotor und ein Stiick des 5'-Endes der kodierenden ZmAUX2-Sequenz amplifiziert
wurden. Zusétzlich wurde eine RT-PCR mit Hilfe der Oligonucleotide Aux2TUSC5 und
Aux2TUSC3 durchgefiihrt, die iberpriifen sollte, ob ZmAUX2 tatsdchlich in den Kalli
transkribiert wird. Diese Oligonucleotide ermoglichten es die kodierende Sequenz des
ZmAUX2-Gens zu amplifizieren; sie sind also nicht spezifisch fiir die Transgenitét. Im Falle
der Transformation mit dem Vektor pPATGUS-39 wurden die Kalli mit den Oligonucleotiden
Aux2TUSCProm5 und GUSSkompl und dem Oligonucleotidpaar GUSS5 und GUS3 auf
Transgenitit getestet. Dabei wurden einmal der ZmAUX2-Promotor und das 5'-Ende des
GUS-Gens amplifiziert, und im zweiten Ansatz das GUS-Gen. Aus welchen Kalli der beiden
Transformationen jeweils Fragmente der richtigen Grof3e amplifiziert wurden, wurde AgrEvo
mitgeteilt.

Dort wurden aus den Kalli ganze Pflanzen regeneriert, die mit Pollen der homozygoten
Maislinie B73 bestdubt wurden. Reife Samen wurden dann von AgrEvo erhalten.

5.2.4.6 TUSC-Programm der Firma Pioneer-Hi-Bred

In ihrem ,,Trait Utility System for Corn* (TUSC) stellt die Firma Pioneer-Hi-Bred durch das
Transposon Mu mutagenisierte Mais-Samen zur Untersuchung bereit. Die Firma hat eine
Sammlung genomischer DNA von 42 000 Pflanzen (F;-Generation). Das Genom jede dieser
Pflanzen enthélt mehrere Kopien des Transposons Mu. Mu ist hoch mutagen und sollte in den
Pflanzen durch Insertion Gene ausgeschalten haben. Von diesen Pflanzen wurden nach
Selbstbestdubung Samen erhalten (F,-Generation).
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Zum Auffinden einer F,-Pflanze, deren ZmAUX2-Gen disruptiert worden war, wurden die
Oligonucleotide Aux2 TUSCS5 und Aux2 TUSC3 entworfen und in einer PCR unter den von
Pioneer vorgegebnen Bedingungen (2° 94°C, 35 Zyklen mit je 1’ 94°C, 2’ 62°C, 2° 72°C und
57 72°C). Mit jeweils einem dieser Oligonucleotide und einem Mu-spezifischen, an die
invertierten Enden des Mu-Transposons bindenden, wurde bei Pioneer nun die gepoolte,
genomischen DNA der F;-Generation PCR-Experimente durchgefiihrt. Amplifiziert werden
sollten nur Fragmente aus genomischer DNA, die eine Mu-Insertion im ZmAUX2-Gen trigt,
nur dort sind Bindungsstellen beider Oligonucleotide nahe genug zusammen. In ,,dot blot*-
Analysen wurden die PCR-Ansdtze mit ZmAUX2-DNA hybridisiert. Von positiven DNA-
Pools wurde wieder eine PCR mit den entsprechenden Primern angesetzt, die entstandenen
Fragmente auf einem Gel aufgetrennt, geblottet und wieder mit ZmAUX2 hybridisiert. Dann
wurde mit DNA-Proben individueller Pflanzen der F;-Generation der positiven Pools das
Verfahren wiederholt bis einzelne positive F;-Pflanzen identifiziert waren. Von zwdlf solcher
Pflanzen wurden F,-Samen erhalten, die jeweils als Familien der entsprechenden Fi-
Individuen bezeichnet werden. Zusdtzlich wurde bei Pioneer noch eine PCR mit
anschlieender Hybridisierung von DNA der F,-Generation durchgefiihrt, wobei nur drei der
zwolf ein starkes Signal zeigten. Von diesen drei wurde das PCR-Produkt kloniert und
sequenziert.

5.2.4.7 Transiente Transformation von Tabakprotoplasten
BY2-Tabak-Suspensionskulturen wurden in 250 ml Erlenmeyerkolben bei 24°C geschiittelt.
Alle sieben Tage wurde ein Aliquot von 10 ml in 100 ml neues BY2-Medium {iberfiihrt.

Protoplastierung

Die Protoplastierung von Tabaksuspensionszellen wurde nach HOWARD ef al. (1992)
durchgefiihrt. Dabei wurden 2,5 ml Tabaksuspensionskultur bei 5 min 100 x g geerntet in
5 ml Protoplasten-Isolationsmedium (PIM: 0,25 M Mannitol, 12 mM NaAc, 50 mM CaCl,,
pH 5,8) resuspendiert und mit 0,5 % Serva Onozuka Cellulase, 0,1 % Macerocyme, 0,02 %
Seishin-Y-23-Pektolyase mit 14,4 mM B-Mercaptoethanol fiir 2 h bei RT bei leichtem Rollern
verdaut.

Transformation durch Elektroporation und GUS-Aktivitdtstest

Nach dreimaligem Waschen in PIM wurde nach Abschitzung der Zelldichte in der
Thomakammer ca. 2x10° Zellen in 1 ml Elektroporationspuffer (10 mM HEPES pH 7.2;
0,2 M Mannitol, 150 mM NaCl, 5 mM CacCl,) aufgenommen, 50 ul Protoplasten mit 25 pg
Plasmid-DNA gemischt, 10 min auf Eis inkubiert und bei 960 uF, 1000 Q und 250 V
elektroporiert, bei diesen Einstellungen ergaben sich typischerweise StromstoBe von 30 ms
Dauer. Nach weiteren 10 min auf Eis wurden die Protoplasten in 5 ml 0,4 M Mannitol bei
25°C 20 h inkubiert. 50 ml regenerierter Protoplasten wurden dann bei 50 x g geerntet und in
500 ml GUS-assey-mix ( 0,3 M Mannitol, 50 mM Phosphatpuffer pH 6,5, 4,3 g/l MS salts,
10 mM EDTA, 0,5 mM Kaliumferricyanid, 0,5 mM —ferrocyanid und 2 mM X-Gluc) geférbt.
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5.2.4.8 Mikrobombardierung von Zwiebelepidermiszellen

Ruhende Zwiebeln von Allium cepa wurden der Lénge nach in vier gleiche Teile geschnitten
und die einzelnen Schalen voneinander geldst. Aus der konkaven Seite wurde die nur locker
mit dem Mesophyll verbundene Epidermis in mehrere rechteckige Felder zerteilt, mit der
Pinzette abgezogen und auf CHU-Medium-Platten aufgebracht, wobei auf gutes Anliegen der
verletzten Seite am Medium geachtet wurde.

Die Mikrobombardierung wurde mit einer Biolistic PDS-1000/He-Apparatur mit folgenden
Einstellungen durchgefiihrt:

Mikrotrager: 1,6 um Goldpartikel
wrupture disk““-Makrotréger-Spalt: 8 mm

Distanz Makrotrager-Stopnetz: 6 mm
Kammervakuum: 27 mm/Hg
Heliumdruck: 1100 psi
Zieldistanz: 12 cm

Nach dem Beschuss konnten die Epidermiszellen 15-24 h im Dunkeln bei RT regenerieren
und wurden dann nach HALL ef al. (1998) fiir 2h bei 37°C in:

100 mM Natrium-Phosphat-Puffer pH 7
1 M EDTA

1 % Triton X-100

5 mM Kalium Ferricyanid

5 mM Kalium Ferrocyanid
1 mM X-Gluc zum GUS-Aktivitétstest
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7. Anhang

7.1 Abkiirzungen

2,4-D
3,5-D
Abb.
ADH
Amp
AuxRE
bp
BSA
CaM
cDNA
cm

Ci

d
2,4-D
3,5-D
DEPC
DMF
DMSO
DNA
DST
DTT
EDTA

EtOH
EtSH
GUS

HAc
HEPES

Hyg
IAA
Kan
kb

kDa

LB/RB
LMP
Leu

MBP
MCS
Met

2,4-Dichlorphenoxyessigsdure
3,5-Dichlorphenoxyessigsdure
Abbildung
Alkoholdehydrogenase
Ampicillin

Auxin responsive element
Basenpaare
Rinderserumalbumin
Calmodulin

Komplementire DNA
Zentimeter

Curie

Tag
2,4-Dichlorphenoxyessigsédure
3,5-Dichlorphenoxyessigsaure
Diethylpyrocarbonat

N, N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
down stream
1,3-Dithiothreitol
Ethylendinitrilotetraessigsiure
Dinatriumsalz-Dihydrat
(Titriplex® I1I)

Ethanol

Mercaptoethanol
[-Glukuronidase

Stunde

Essigsdure
N-[2-Hydroxyethyl-]1-Piperazin-
N’-[2-Ethansulfonsaure]
Hygromycin
Indol-3-Essigsédure
Kanamycin

Kilobasenpaare

Kilodalton

Liter

linke/rechte Bordersequenz
Low melting point

Leucin

Molar

Maltose-Binde-Protein

Multi cloning site

Methionin

mg
min
ml
mM
MOPS

ul

Hg
NAA
NaOAc
NOS
ODx

P
PAGE
PEG

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimolar

3-(N-Morpholino)-
propansulfonsdure

Mikroliter

Mikrogramm
Naphthylessigsdure
Natriumacetat
Nopalinsynthase

Optische Dichte, gemessen bei
x nm Wellenldnge

Promotor
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polyethylenglycol

pers. Mitt Personliche Mitteilung

PMA1
PMSF
ppm
RNA
RT

S
SAUR
SDS
SSC
Tab.
TEMED

T
Tris

U
UN
UpM
uv
\Y
vgl.
v/v

W
w/v

XEg

Plasmamembran-ATPase-1
Phenylmethylsulfonylfluorid
parts per million
Ribonukleinsdure
Raumtemperatur

Sekunde

small auxin up RNA
Natriumdodecylsulfat
standard saline citrate
Tabelle

N, N, N’, N’-
Tetramethylethylendiamin
Terminator
Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan

Unit

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute
Ultravioletter Spektralbereich
Volt

vergleiche

Volumenanteile pro
Gesamtvolumen

Watt

Gewichtsanteile pro
Gesamtvolumen

-fache Erdbeschleunigung
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1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

661
1

721
21

781
41

841
61

901
81

961
101

1021
121

1081
141

1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

7.2 Sequenz des genomischen Klons von ZmAUX2

GGATCCACCGGTAGCAAT CTCT GRGT GECT AGGGEOGAT AT CACAAT GTGCTGOCATGCTG
CTATGCCT CAT GGGCCAT GAACACCACAT GTTGATTGGGT CCAAGATATCTGACAGTTCC
TOGACAGCT TTATOGOCCT AATCAGT TTGCGATACAGT CTATCTGATTAAGCCT GTCCAC

CAGAAGT TGCT OGACAGCT TCAT OGOCT CTTOGOGGEOCT GCAGCT GGAT CAGTAGCACGT

CATGTGAGCTTTATTTOGCAGCATAGCATTGCCATICT GAT CGAGACACT CAGCCAATGCT

TCOCTGICCATATTTTGAT GT CCCT CGT T GAT OGT CGATIGCAT COGAAGACACAACAAGT

ATGGCATTCCAAGCACT GAAAGOGCCOCAT GACCGGCACCAGCATATGGCAAACACT CGG
COCCATCAAAATCTCATCCAAAT CGTGCTCOCT GACACGT CTTGGGACATCACACTCACC
GOGCCCATGGECCTTGCCT CTCGOCCAACCAT T TCGCTCCAGCAGT TGAGTGAGCTATATA
TATTCACGGT CAGGT GGCCT TTGAACAT CATAACT TGCAGCAT CACAAAGCAAAGTGARG
TCACTCACAGCTCTCCAGCT TCCATCCAGAAAGAAGGAAACGAGCTAGT GAACAGCTAAC

CATGATCAACGOCAAGAAGAT TGCTCAT CTCGOCAAGAAGT GGCAGAGGAT GGCCTGTAT
MI NAEKTEKTI AHLATKTKMWORMA C I

AAGGAGGAGGTGOCT CACCTTGGGGEOGGECAT CAGCAAAT GGAGCGGACGAGT GCTGCAG
RRRCLTLGAASANTGATDTETCTCS

CTCTGT GGOGAGAAAGGGOCAT TGOGCGGT GTACACGGECCGACGEEECACGGT TCGAGGT
S VARKGHTCAVYTADGARTEEV

GCCTCTTGOGT GOCT TAGCACCCCT GT CTTOGT GGAGCT CCT GCAGAT GTCAGAGGAGGA
PLACLG STPVFVELLOQOM E E E

GTTTGGCT T CROGGEGCGGE0GAT GRCAGGAT CACGCT GOCCT GOGACGOGGECGGT CATGGA
F GFAGGDGRI TLPCDAAVME

GTACGCCTTGTGTTTGCT CAGGAGAGGAGCCT CTGCTGAGCT AGAGCAGGCGTTCCTTAG
Y ALCLLRRGAGSATETLTETG OQATFTLS

CACCATGGOCAT AT CATGOCACT GTGCCAGOCACT TGEOGCCGT AT GTTGGAGCCACACA
T MAI SCHCAGSHLAPYVGATDOQ

GCAGATCGCTGTTTAGT TGATGTTCACTGTAGT GTAGATATATAGT GGAGCAAAGATATT
Q1 AV *

AGCT AGGTAAAGAACTAAAAAT TATTCAAAACCT TCGAATCCTGCAAGGCTGCAACTGAG
CAAGCAATGAAGCAAGGT GTTACAAGT ACAAGAAGT TAGAGAGATATGATTCGTGTTCTG
TACAAATGTTTATGGAAAT TGT GAGGACTACT CACATTGCATACT TACGTAGCAAACGAC
TTTCTTGTGGACT TGGAACCAACGGGTAGT GTGAGGGT CAGAAT TGTTCAGGOGCTGTTC
GGTTTTAGGGATTGGAGCT COGGAT TGATTTCTAGCCAGATTATTTCTCTAATTTATATA
GATTTTGATGAGCT GGAATGAAT COGGATTTATTCCTGTACAAACGAACGGAGCTGGCAT
GGCGGTTGTGTCATCAGATACAT CAGCAGAT AATTCTGGGCT TATTTCAGAACAGGGTGA
TGAGGATTTCTTGTTTGCT TTCAGGCT GAAAACAAGACACT TCCOCAGCAAGAT GGGGEGA
CAGGGTGGAATGGACTGAAGTGTTTCAAGCAGATGGCAATGC 1662

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
20

780
40

840
60

900
80

960
100

1020
120

1080
140

1140
144

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

D1-Element mit zentralem Motiv, iberlappt mit den Repetitiven Sequenzen, [ DUE- bzw. NDE—Element]
AuxRE, TATA-BOX, O : Transkriptionsstart, |:|: Stopcodon 5'vor dem Start-ATG,

Zweigeteiltes Kernlokalisationssignal, DST-Element,
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