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1 Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Uberblick zu den Funktionen pflanzlicher Vakuolen

Vakuolen stellen neben Plastiden und Zellwanden eines der drei wesentlichen Merkmale dar,
die Pflanzenzellen von Tierzellen unterscheiden. Sowohl der Vakuoleninhalt, der Zellsaft, als
auch die umgrenzende einfache Elementarmembran, der Tonoplast, gehen aus dem
Endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat hervor (Raven et al., 2000). Die
zentrale Vakuole ist das groBte Kompartiment ausdifferenzierter Pflanzenzellen und kann bis
zu 80% des Zellvolumens einnehmen. Sie speichert Karbonsauren, Aminoséuren, Zucker,
Sekundarmetabolite und anorganische lonen. Osmotisch aufgenommenes Wasser erzeugt
den Turgordruck, der eine VergréBerung der Zellen und die strukturelle Festigkeit krautiger
Pflanzen ermdglicht (Taiz und Zeiger, 2006). Der Transport von Wasser udber die
Vakuolenmembran erfolgt vorwiegend Uber die Isoformen der TIP-Familie (tonoplast intrinsic
proteins; Jauh et al., 1999).

Kleinere spezialisierte Vakuolentypen wie lytische Vakuolen, die verschiedene Hydrolasen
enthalten, und Proteinspeichervakuolen kdnnen in manchen Zellen gleichzeitig vorkommen;
in reifen Geweben bilden sie durch Fusion die zentrale Vakuole, die die Funktionen der
Vorstufen beibehélt (Carter et al., 2004). Die Tonoplasten-gebundene H"-ATPase (V-
ATPase) und die H*-Pyrophosphatase energetisieren den Tonoplasten, indem sie unter
Verbrauch von ATP bzw. Pyrophosphat Protonen in die Vakuole transportieren und somit
eine proton motive force aufbauen. Daraus resultiert eine Membranpotentialdifferenz am
Tonoplasten von 20 bis 30 mV sowie eine pH-Differenz von 1,5 bis 2 pH-Einheiten, wobei
der pH in der Vakuole ca. 5,5 und im Zytosol 7,0 bis 7,5 betragt. Die elektrische Komponente
der proton motive force bildet die Grundlage fur den vakuoldren Import von Anionen,
wahrend die pH-Differenz die Akkumulation von Kationen und Zuckern Uber einen Protonen-
Antiport gewahrleistet (Taiz und Zeiger, 2006). So erfolgt auch die vakuolare Speicherung
von Schwermetall-lonen wie Zn*, Mn®* und Cd** (iber einen Protonen-Antiport, wodurch ihre
toxischen Effekte im Zytosol minimiert werden (Martinoia et al., 2007). Ca**-lonen, die als
second messenger wirken (Kap. 1.2), werden sowohl Uber einen Protonen-Antiport (Hirschi
et al., 1996) als auch Uber eine Ca*-ATPase in die Vakuole transportiert (Geisler et al.,
2000). ABC-Transporter (ATP-binding cassette) nutzen ebenfalls direkt die Energie der
ATP-Hydrolyse, um unabhéngig von der elektrochemischen Potentialdifferenz ihre Substrate
zu transportieren. Bei den Substraten handelt es sich um groBe organische Anionen wie die
als Bliten- und Fruchtfarbstoffe wirkenden Anthocyane und einige Herbizide, die fir den
Transport in die Vakuole zumeist an das Tripeptid Glutathion (Glu-Cys-Gly) gebunden
werden. Die Einlagerung von Herbiziden in die Vakuole tragt zu deren Entgiftung und somit
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zu Herbizid-Resistenzen bei. Die vakuoldre Akkumulation von Anthocyanen bewirkt einen
UV-Schutz und erflllt ékologische Funktionen, insbesondere das Anlocken von Tieren zum
Bestauben und zur Verbreitung von Samen (Tanaka et al., 2008).

1.2 Kailte, Versalzung und Trockenheit: abiotischer Stress fiir Pflanzen

Abiotischer Stress wie zum Beispiel Kélte, hoher Bodensalzgehalt oder Trockenheit
beeintrachtigt Wachstum und Fortpflanzung der betroffenen Pflanzen. Im Verlauf der
Evolution haben Pflanzen als sessile Organismen jedoch komplexe Signal-Transduktionen
und physiologische Anpassungsfahigkeiten entwickelt, die die Uberlebenswahrscheinlichkeit
unter suboptimalen Wachstumsbedingungen erhéhen. Stress-Stimuli werden an Rezeptoren
der Plasmamembran perzipiert und in ein Signal Ubersetzt, das zur Freisetzung bzw. Bildung
von second messengern fihrt; zu diesen gehéren u.a. Ca*-lonen, reaktive
Sauerstoffspezies und Inositolphosphate. Die second messenger bewirken ihrerseits eine
Anderung der zytosolischen Ca®**-Konzentration. Darauf reagieren Ca*-Sensoren wie
Calmodulin, die keine enzymatische Aktivitit aufweisen und ihre Konformation Ca*'-
abhéngig &ndern. Die Ca**-Sensoren interagieren mit bestimmten Kinasen, die wiederum
Transkriptionsfaktoren aktivieren. lhre Targets sind early-response Gene, die innerhalb von
Minuten induziert werden. Sie kodieren Transkriptionsfaktoren, welche die late-response
Gene induzieren. Die late-response Gene kodieren zum Beispiel Enzyme der Osmolyt- und
Antioxidantien-Biosynthesen, Chaperone, Proteasen oder membranstabilisierende Proteine,
die zellularen Schaden entgegenwirken (Mahajan und Tuteja, 2005). Bei osmotischem
Stress, ausgeldst durch Trockenheit oder hohe Bodensalzgehalte, werden zudem auf bisher
noch unbekannte Weise Gene induziert, die an der Biosynthese von Abscisinsaure (ABA,
abscicic acid) beteiligt sind. Dieses Phytohormon kontrolliert die Expression weiterer Gene,
die bei abiotischem Stress von Bedeutung sind (Zhu, 2002), und bewirkt zudem das
SchlieBen der Stomata bei Trockenheit, indem es an einen Rezeptor der SchlieBzellen-
Plasmamembran bindet und einen Turgor-Verlust durch den Export von lonen aus den
SchlieBzellen auslést (Ma et al., 2009). Tiefe Temperaturen bewirken mit dem Erreichen des
Gefrierpunkts eine verringerte Wasserverfugbarkeit fir die Pflanzen. Daher ist unter Frost-
Bedingungen auch die Induktion von Genen fiir Trockentoleranz entscheidend (Llorente et
al., 2000).

Im Folgenden soll kurz skizziert werden, wie Kalte, Bodenversalzung und Trockenheit
Pflanzen schadigen und welche physiologischen bzw. biochemischen Anpassungen dabei
erfolgen. Kélte oberhalb 0°C (chilling stress) bewirkt neben der Denaturierung von Proteinen
den Ubergang der Zellmembranen von einem semi-fluiden in einen kristallinen Zustand, der

zu gestérten Transportprozessen und Kompartimentierungen von Metaboliten oder
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Nahrelementen flhrt (Steponkus, 1984). Dadurch werden die Photosynthese und weitere
Stoffwechselwege beeintrachtigt. Zu den phanotypischen Symptomen z&hlen u.a. Welke,
Chlorosen oder Nekrosen. Temperaturen unterhalb 0°C (freezing stress) fihren zusatzlich
zur Eisbildung im Apoplasten, was wiederum eine Dehydrierung der Zellen bedingt.
Dehydrierung und Eiskristalle zerstéren schlieBlich die Zellmembranen. Die Membranen von
Pflanzen mit hoher Kéltetoleranz enthalten einen hohen Anteil ungeséttigter Fettsduren, so
dass sie erst bei tieferen Temperaturen in den schadlichen kristallinen Zustand Gbergehen.
Eine Kalteperiode oberhalb 0°C fuhrt in vielen Pflanzen zu einer Erh6hung der Frosttoleranz.
Diese Kalte-Akklimatisierung umfasst z.B. die Akkumulation von Saccharose, Glukose und
Prolin, die Membranen und Proteine stabilisieren (Patton et al., 2007), sowie den Austausch
von gesattigten gegen ungesattigte Fettsduren in den Membranen (Mahajan und Tuteja,
2005).

Zahlreiche Gebiete der Erde sind dauerhaft oder saisonal wegen zu geringer Niederschlage
von Trockenheit betroffen. Wenn Wassermangel in der Dehydrierung von Pflanzenzellen
resultiert, werden die Membranen porés und verlieren ihre Selektivitat, so dass zellulére
Kompartimentierungen zerstért werden. Zudem neigen unter diesen Bedingungen Proteine
zur Denaturierung, die durch eine passiv erhdhte Elektrolyten-Konzentration im Protoplasma
geférdert wird. Eine erste Reaktion zur Vermeidung von Dehydrierung ist das Gber ABA
vermittelte  SchlieBen der Stomata, wodurch einer UbermaBigen Transpiration
entgegengewirkt wird. Da hierbei gleichzeitig die CO,-Aufnahme reduziert wird, ergibt sich
bei langer anhaltender Trockenheit eine Reduktion der Photosyntheserate und somit ein
vermindertes Wachstum. Die spatere Akkumulation von lonen und Zuckern in der Vakuole
sowie die Synthese kompatibler Solute, die hohe Konzentrationen im Zytosol erreichen,
stellen eine osmotische Anpassung fur eine verstarkte Wasseraufnahme dar. Kompatible
Solute wirken stabilisierend auf Proteine und Membranen. Zu ihnen gehéren artabhéngig
Glycinbetain, Prolin, Sorbitol und Saccharose (Schwacke et al.,, 1999). Darlber hinaus
akkumulieren im Zytosol Dehydrine, die wahrscheinlich wie die kompatiblen Solute
membranstabilisierend wirken (Puhakainen et al., 2004), sowie Hitzeschockproteine, die als
molekulare Chaperone wahrend der De- und Rehydrierung die Tertiarstruktur anderer
Proteine stabilisieren und Protein-Aggregationen minimieren (Mahajan und Tuteja, 2005).
Auf Ebene der Evolution stellt der Crassulaceen-Stoffwechsel (CAM) eine besondere
Anpassung an ein trockenes Klima dar. CAM-Pflanzen wie zum Beispiel Kakteen 6ffnen nur
nachts die Stomata, so dass die Transpiration geringer ausfallt als bei einer Offnung am Tag.
Das nachts aufgenommene CO, wird in Form von Malat fixiert und in den Vakuolen
gespeichert. Tagstiber — bei geschlossenen Stomata — wird CO, aus Malat freigesetzt und
dem Calvin-Zyklus zugefliihrt. In manchen sukkulenten Arten erfolgt der CAM nicht
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konstitutiv, sondern wird erst durch Trockenheit oder Bodenversalzung induziert (Hanscom
und Ting, 1978).

Pflanzen an Meereskusten oder in ariden Gebieten, die kinstlich bewassert werden, sind
hohen Salzkonzentrationen ausgesetzt. Insbesondere Na'-lonen sind aus folgenden
Griinden schadlich (Zhu, 2002; Mahajan und Tuteja, 2005): 1.) Der Einstrom von Na*-lonen
in die Zellen reduziert das Membranpotential. 2.) Hohe Na*-Konzentrationen im Zytosol
kdnnen Proteine inaktivieren und die Proteinsynthese hemmen. 3.) Ein Uberangebot an Na*-
lonen im Boden flihrt zu einer verstarkten Konkurrenz zwischen Na* und K* -lonen an den
wenig selektiven K*-Carriern in den Membranen der Wurzeln, so dass die Aufnahme von K*-
lonen zugunsten der Aufnahme von Na*-lonen eingeschrankt wird. K*-lonen sind ihrerseits
fir den pflanzlichen Stoffwechsel von groBer Bedeutung, weil sie insbesondere Enzyme
aktivieren, die an der Zellatmung und Photosynthese beteiligt sind. 4.) Der osmotische Effekt
der lonen im Bodenwasser erschwert die Wasseraufnahme Uber die Wurzeln. Daher ist ein
hoher Bodensalzgehalt diesbezlglich mit Trockenheit vergleichbar. Viele Pflanzen, darunter
Arabidopsis thaliana, minimieren Salzschaden, indem Na*-lonen in den Vakuolen
kompartimentiert werden und die gleichen osmotischen Anpassungen erfolgen, die auch bei
Trockenheit einsetzen.

1.3 Funktion vakuolarer Transportproteine bei Kilte, Versalzung und
Trockenheit

Vakuoldre Transportproteine tragen auf vielfaltige Weise 2zu Wachstum und
Uberlebensfahigkeit der Pflanzen bei Kélte, Bodenversalzung oder Trockenheit bei. Ein
wichtiger Aspekt ist hierbei die Regulation der zytosolischen Ca*-Konzentration. Erhdhte
zytosolische Ca?*-Konzentrationen in abiotischen oder biotischen Stress-Situationen wirken
als second messenger und induzieren zelluldre Stress-Antworten. Da die Vakuole Ca**-
lonen speichert, ist sie an der Kontrolle der Ca**-Konzentration im Zytosol und somit an der
Regulation von Stress-Antworten beteiligt (Martinoia et al., 2007). Hierbei wird Ca®* liber eine
Ca**-ATPase (Geisler et al., 2000) und verschiedene Ca**/H*-Antiporter (Hirschi et al., 2004)
in die Vakuole transportiert, wahrend der Transport aus der Vakuole in das Zytosol Uber
Kanale erfolgt. Die Freisetzung von Ca®* (ber den vakuoldren Kanal TCP1 in den
SchlieBzellen ist an dem SchlieBen der Stomata beteiligt (Peiter et al., 2005); dies ermdglicht
eine Reduktion der Transpirationsrate und somit einen verringerten Wasserverlust
insbesondere bei Wassermangel.

Auch fir die reversible vakuolare Speicherung von K*- und Na*-lonen wurden grundlegende
Funktionen im abiotischen Stress gezeigt: Die Uberexpression der H*-Pyrophosphatase
AVP1 in Arabidopsis bewirkt eine erhdéhte Trocken- und Salztoleranz, indem Uber einen
verstarkten Protonen-Antiport mehr K*- und Na*-lonen in die Vakuole importiert werden
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kdnnen (Gaxiola et al., 2001). Auf diese Weise wird zum Einen verhindert, dass Na*-lonen im
Zytosol toxische Konzentrationen erreichen; zum Anderen fUhrt die erhdhte Kationen-
Akkumulation in der Vakuole zu einer osmotisch gesteigerten Wasseraufnahme Uber die
Wurzeln. Eine Erhéhung der Salztoleranz konnte ebenfalls mit der Uberexpression des
vakuolaren Na*/H*-Antiporters AtNHX1 erreicht werden, weil die erhéhte Transportaktivitat
zu einer gesteigerten Aufnahme von Na® in die Vakuole fuhrt (Apse et al., 1999). Die
Expression des tonoplastidédren Aquaporins PgTip1 aus Panax ginseng in Arabidopsis flhrte
aufgrund vergréBerter Vakuolen zu einer erhdhten Aufnahme-Kapazitat fir lonen und daher
zu einer erhdhten Salztoleranz (Peng et al., 2007).

1.4 Reversible Speicherung von Zuckern in der Vakuole

Zucker sind als die primédren Produkte der Photosynthese nicht nur Substrate des
Kohlenstoff- und Energiestoffwechsels, sondern wirken zuséatzlich als Signalmolekile
(Rolland et al., 2002). Wé&hrend der Keimung und frihen Keimlingsentwicklung wirken
Zucker reprimierend auf die N&hrstoff-Mobilisierung, Hypokotyl-Elongation sowie
Kotyledonen- und Sprossentwicklung. Fir adulte Pflanzen wurde nachgewiesen, dass
erhdhte Zuckergehalte die Photosynthese hemmen und den Ubergang in die Blilhphase
verzbgern. Da die Signalwirkung von Zuckern im Zytosol ausgeht, kann eine reversible
Zucker-Speicherung in der Vakuole diese Signale regulieren. Einige Proteine, die den
Zucker-Transport Uber den Tonoplasten vermitteln oder zumindest hierflr postuliert werden,
sind in Arabidopsis identifiziert worden (Abb. 1.1). Der vakuolare Import von Glukose und
Fruktose erfolgt sowohl Uber VGT1 (Vacuolar Glucose Transporter 1; Aluri und Bittner,
2007) als auch Uber die drei Isoformen der TMT-Familie (Tonoplastidare Monosaccharid-
Transporter; Wormit et al., 2006). Die Induktion der TMT-Gene bei abiotischem Stress
vermittelt eine vakuolare Zucker-Akkumulation (Wormit, 2006). Pflanzen, in denen VGT1
ausgeschaltet ist, zeigen eine reduzierte Keimung und eine verzdgerte Blihphase (Aluri et
al., 2007). Bisher ist kein Transportprotein fur den vakuolaren Saccharose-Import identifiziert
worden, wahrend fir den Saccharose-Export AtSUT4 als Protonen-Symporter postuliert wird
(Neuhaus, 2007). Der Import von Saccharose in die Vakuole erfolgt womdglich tber eine
erleichterte Diffusion (Kaiser und Heber, 1984). Transportproteine, die Glukose und Fruktose
aus der Vakuole exportieren, sind ebenfalls noch nicht identifiziert. Hierfir kommen
allerdings zwei Proteine, ERD6.5 und ERD6.7, in Frage: Sie sind im Tonoplasten lokalisiert
(Jaquinod et al., 2007) und zeigen hohe Sequenzéhnlichkeit zu GLUT-Proteinen aus
Saugetieren, die einen energieunabhangigen Glukose-Transport vermitteln (Mueckler, 1994).
Daher erscheint es méglich, dass ERD6.5 und ERD6.7 als Facilitator einen vakuolaren

Glukose- oder Fruktose-Export vermitteln (Blttner, 2007). Die Proteine gehéren zur ERDG6-
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like-Genfamilie, die in Arabidopsis 19 Mitglieder umfasst und nach dem ERD6-Protein (early-
responsive to dehydration) benannt ist. ERD6 wurde als Kaélte- und Trockenstress-
induzierbarer putativer Zucker-Transporter charakterisiert (Kiyosue et al., 1998). Das
Ortholog von ERD6.5 und ERD6.7 aus der Zuckerribe, BvIMP (Beta vulagaris Integral
Membrane Protein), wurde ebenfalls in der Vakuolenmembran lokalisiert (Chiou und Bush,
1996). Die Identifizierung der Transportsubstrate ist auch hierbei bisher nicht gelungen. Die
TMT-Gene, VGT1 sowie die ERDG6-like-Gene zahlen zu der MST(-like) Genfamilie
(monosaccharide transporter -like) von Arabidopsis, die insgesamt 53 Gene flr putative und
charakterisierte Monosaccharid-Transporter umfasst (Buttner, 2007).

ATP  ADP + P,

Zytosol
/ Vakuoliare ATPase Vakuolare

H* Pyrophosphatase
(AVP1)
"e" Suc Vakuole
Gluk / Fruk Gluk
TMT1-3 VGT1 SUT4 ERD6.5/
ERD6.7 ?
H*+ Suc Gluk / Fruk

Abbildung 1.1: Uberblick zum vakuolaren Zuckertransport in Arabidopsis. Dargestellt sind die
Transportprozesse fir Glukose (Gluk), Fruktose (Fruk) und Saccharose (Suc) sowie die
entsprechenden charakterisierten oder putativen Transportproteine. Die ATPase und die
Pyrophosphatase energetisieren den Import der Hexosen mittels Protonen-Antiport und den Export
von Saccharose mittels Protonen-Symport. Der Export von Glukose und Fruktose kdnnte wie der
Import von Saccharose Uber eine erleichterte Diffusion stattfinden.

1.5 Reversible Speicherung von Malat in der Vakuole

Malat, Citrat und Fumarat stellen die Salze der am starksten akkumulierten Karbonsé&uren in
Vakuolen dar. Insbesondere fir Malat wurden bisher einige grundlegende Funktionen im
pflanzlichen Stoffwechsel aufgeklart (Martinoia und Rentsch, 1994; Patonnier et al., 1999),
von denen nachfolgend finf Beispiele aufgefiihrt sind: 1.) Malat ist ein Intermediat des Citrat-
Zyklus. Am Tag akkumuliertes Malat dient nachts als Substrat der Zellatmung. 2.) Vor allem
in C4- und CAM-Pflanzen wirkt Malat als Speicher fir CO, und Reduktionsaquivalent; in
dieser Funktion ermdglicht Malat die rdumliche (in C4-Pflanzen) bzw. zeitliche (in CAM-

Pflanzen) Trennung von CO,-Fixierung und Calvin-Zyklus, was unter ariden Bedingungen
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eine hohe Wassernutzungseffizienz gewahrleistet. 3.) Die osmotische Wirkung von Malat in
den SchlieBzellen ist eine Grundlage fiir das Offnen und SchlieBen der Stomata. Bei
Wassermangel fihrt eine Malat-Akkumulation in anderen Zelltypen zu einer osmotischen
Anpassung. 4.) Malat ist an der Regulation des zytosolischen pH-Werts beteiligt, da die
Synthese Hydroxylionen verbraucht, wahrend beim Malat-Abbau Hydroxylionen freigesetzt
werden. 5.) Nehmen Wurzeln mehr Kationen als Anionen auf, kbnnen daraus resultierende
Ladungsungleichgewichte Uber die Synthese von Malat ausgeglichen werden; ein
Uberschuss an aufgenommenen Anionen kann durch Abbau von Malat kompensiert werden.
In Arabidopsis sind bisher zwei Transportproteine identifiziert worden, die Malat Uber die
Vakuolenmembran transportieren. Dabei handelt es sich um den Carrier AtTDT (Arabidopsis
thaliana Tonoplast Dicarboxylate Transporter; Emmerlich et al., 2003) und den Kanal
AtALMT9 (Arabidopsis thaliana aluminium-activated malate transporter 9; Kovermann et al.,
2007). Die vakuolare Speicherung von Malat beeinflusst nachweisbar physiologische
Prozesse, an denen das Karboxylat beteiligt ist. So fihrt das Ausschalten des TDT-Gens zu
einer beeintrachtigten Regulation des zytosolischen pH-Werts (Hurth et al., 2005; Abbildung
1.2) und zu verdnderten Offnungsweiten der Stomata (Hurth, 2005). Aufgrund der
physiologischen Daten wird angenommen, dass TDT Malat nicht nur in die Vakuole, sondern
auch aus der Vakuole in das Zytosol transportieren kann (Hurth et al., 2005).

ATP ADP +P, PP; 2 P,
Zytosol
/ Vakuoldre ATPase Vakuolare
™ He Pyrophosphatase
(AVP1)
Vakuole

K DT TDT /

PEPKase MDH

PEP - / » OAA 2 ——— Malat = Malat > % Pyruvat -
CO, + OH CO, + OH
Alkalischer pH Saurer pH

Abbildung 1.2: Funktion des TDT in der Regulation des zytosolischen pH-Werts (nach Hurth et
al., 2005). Bei alkalischem pH wird Malat unter Verbrauch von Hydroxylionen synthetisiert und tber
TDT in die Vakuole zur Speicherung transportiert. Bei saurem pH wird Malat Gber TDT aus der
Vakuole in das Zytosol transportiert, wo es unter Freisetzung von Hydroxylionen in Pyruvat umgesetzt
wird. PEP": Phosphoenolpyruvat; OAA®: Oxalacetat; OH": Hydroxylionen; PEPKase: zytosolische
Phosphoenolpyruvatkarboxylase; MDH: zytosolische Malatdehydrogenase; ME: zytosolisches
Malatenzym
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Vor dem Hintergrund grundlegender Analysen zum vakuoldren Malat-Transporter TDT
(Emmerlich et al., 2003; Hurth et al., 2005; Hurth, 2005) und zu den vakuoléren
Mononosaccharid-Transportern der TMT-Familie (Wormit et al., 2006; Wormit, 2006) wurde
die biochemische und physiologische Funktion dieser Proteine schwerpunktmaBig unter den
abiotischen Stressfaktoren Trockenheit, Versalzung und Kélte genauer untersucht. Zudem
erfolgten Untersuchungen zu den putativen vakuolaren Zucker-Transportern ERDG6.5,
ERDG6.7 und zu deren Ortholog BvIMP aus Beta vulgaris mit dem Ziel, ihre Funktion fir den
pflanzlichen Zucker-Stoffwechsel insbesondere unter Kaltestress-Bedingungen
herauszuarbeiten. Genexpressionsanalysen mittels Real-time quantitativer PCR, GUS-
Farbungen und Northern-Blots sollten ebenso zur Aufklarung der physiologischen
Funktionen beitragen wie der metabolische und phanotypische Vergleich zwischen Wildtyp-
Pflanzen und T-DNA-Insertionspflanzen (Knockout-Mutanten). Fur biochemische und
physiologische Charakterisierungen wurden Pflanzen gentechnisch so veréndert, dass TDT
unter der Kontrolle eines schlieBzellenspezifischen Promotors bzw. des 35S-Promotors
steht. Gentechnische Arbeiten dienten auch als Grundlage zur Untersuchung von BvIMP
mittels heterologer Expression in Arabidopsis und zur Bestimmung der Promotoraktivitat des
ERD6.5-Gens.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial und Anzucht

2.1.1 Pflanzenmaterial

Fur die meisten Untersuchungen dieser Arbeit wurden verschiedene Mutanten von
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. verwendet (Tab. 2.1). Die physiologischen Analysen zum
vakuolaren Malat-Transporter AtTDT erfolgten an Wildtyp-Pflanzen der Varietét
Wassilewskija, zwei Linien von T-DNA-Insertionsmutanten fir das entsprechende Gen
(tdt1-1 bzw. tdt1-2), einer Linie, die TDT im tdt1-1-Hintergrund unter der Kontrolle des
schlieBzellenspezifischen Myb60-Promotors exprimiert (Puyypeo :TDT(tdt1-1)), und Pflanzen, in
denen fiir histochemische Studien zur Promotoraktivitat der TDT-Promotor das Gen fiir die B-
Glucuronidase (GUS) reguliert (Prp:GUS). Flr weitere Projekte wurden ausschlieBlich
Pflanzen der Varietdt Columbia untersucht. In den  TMT-Triplemutanten, die flar die
Untersuchungen an den tonoplastiddren Monosaccharid-Transportern (TMT) verwendet
wurden, sind alle drei TMT-Gene durch T-DNA-Insertionen ausgeschaltet (Wormit et al.,
2006). Fur die Charakterisierung der putativen Zuckertransporter ERD6.5 und ERD6.7
wurden zwei T-DNA-Insertionslinien (erd6.5-1 und erd6.5-2) bzw. eine T-DNA-Insertionslinie
(erd6.7-1) verwendet. Zur Untersuchung der Promotoraktivitadt von ERD6.5 wurden
entsprechende GUS-Pflanzen (Pgrpss :GUS) hergestellt. Um die Funktion des zu ERD6.5
und ERD6.7 homologen Transportproteins BvIMP aus Beta vulgaris aufzuklaren, wurden
transgene Linien von Arabidopsis erzeugt, in denen BvIMP unter der Kontrolle des CaMV
35S-Promotor heterolog exprimiert wird (35S::BvIMP). Die AGI- und Accession-Nummern
der untersuchten Gene sowie die entsprechenden Protein-Sequenzen sind im Anhang
aufgefltihrt (Kap. 8.3 und Kap. 8.4).
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Tab. 2.1: Ubersicht zu den untersuchten Mutanten von Arabidopsis thaliana

Bezeichnung Resistenz Beschreibung, Referenz
tdt1-1/ tdt1-2 Kan' TDT —Knockout-Linien (Emmerlich et al., 2003)
Prpr:GUS BASTA' Mit TDT-Promotor regulierte p-Glucuronidase,

TDT-Promotor:GUS-Pflanzen (Hurth, 2005)

Puypso “TDT (tdt1-1) Hyg" Expression von TDT unter Kontrolle des Myb60-
Promotors in tdt71-1 (diese Arbeit)

tmt1-2-3 Basta'+ Kan' TMT-Triplemutante (Nullmutante) (Wormit et al.,
2006)

erd6.5-1/erd6.5-2 Sulf’ ERDG.5 -Knockout-Linien (Awwad, 2008; diese
Arbeit)

Perpss:GUS BASTA' Mit ERD6.5-Promotor regulierte p-Glucuronidase,

ERDG6.5-Promotor:GUS-Pflanzen (diese Arbeit)

erd6.7-1 Kan' ERDG6. 7-Knockout-Linie (Hannich, 2009)
35S::BvIMP Kan' BvIMP exprimierende Linien (Awwad, 2008; diese
Arbeit)

2.1.2 Pflanzenanzucht auf Erde

Fir die Anzucht auf Erde wurde ED-73 Einheitserde verwendet. In den Klimakammern
erfolgte die Pflanzenanzucht bei einer Temperatur von 20°C und einer Tageslange von 10
Stunden (Kurztag); die Lichtintensitat betrug 100 umol Photonen « m? « s'. In den
Klimaschranken (Intellus Environmental Controller, Percival CLF Plant Climatics,
Emersacker) wurden je nach Untersuchung eine Temperatur von 22°C
(Standardbedingungen) bzw. 4°C (Kaltebehandlung) und eine Tageslange von 10 Stunden
(Kurztag) bzw. 16 Stunden (Langtag) eingestellt; die Lichtintensitat in den Klimaschrénken

war so hoch wie diejenige in den Klimakammern.

ED-73 Einheitserde:

N 300 mg/I
P,Os5 300 my/I
KO 600 mg/l
KCI 3 g/l

pH-Wert (CaCly) 6,0
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2.1.3 Oberflachensterilisation der Samen

Die Oberflachensterilisation der Samen erfolgte fir die Pflanzenanzucht auf Agarplatten.
Hierzu wurden die Samen in ein ReaktionsgefaB mit 500 pl 70% (v/v) Ethanol gegeben und
fir 2 min in einem Thermomixer (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) unter Schutteln (1000 rpm)
inkubiert. AnschlieBend wurde zentrifugiert (30 s, 21 000 g), der Uberstand verworfen und
die Samen mit 500 pl 15% (v/v) Natriumhypochlorit versetzt. Nach einer Inkubationszeit von
10 min unter stédndigem Schatteln (10 min, 22° C, 1000 rpm) in einem Thermomixer wurde
zentrifugiert (30 s, 21.000 g) und der Natriumhypochlorit-Uberstand verworfen. Die Samen

wurden anschlieBend dreimal mit 1 ml sterilem Wasser gewaschen.

2.1.4 Keimungstests

Fir die Keimungstests wurden die Samen direkt nach der Sterilisation auf Platten mit MS-
Medium in regelmaBigen Abstanden aufgetragen. Pro Platte wurden jeweils 26 Samen von
Wildtyp-Pflanzen und Mutanten ausgesat. Hierbei erfolgte keine Stratifikation.

MS-Medium:

2,203 g/l Murashige Skoog Medium mit Vitaminen
0,05% (w/v)  MES pH 5,7 (KOH)

0,8% (w/v) Agar

2.2 Chemikalien und Enzyme

Die verwendeten Enzyme und Chemikalien wurden von den Firmen Sigma (Deisenhofen),
Duchefa (Harlem, Niederlande), AppliChem (Darmstadt), Fluka (Neu-Ulm), Invitrogen
(Karlsruhe), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Merck (Darmstadt), NEB (Schwalbach),
Promega (Mannheim), Roche (Penzberg), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und
Stratagene (Heidelberg) bezogen.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Verwendete Bakterienstamme

Far die Klonierung und Mutagenese von Plasmidvektoren wurden E.coli-Zellen des Stammes
XL1-blue (Bullock et al., 1987) verwendet. Die Herstellung transgener Pflanzen erfolgte
mittels Kulturen von Agrobacterium tumefaciens des Stammes GV3101 (Koncz und Schell,
1986).
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2.3.2 Verwendete Vektoren und Konstrukte

Tabelle 2.2 fOhrt die verwendeten Vektoren bzw. Konstrukte auf, die zur Klonierung,

Expression oder Transformation herangezogen wurden.

Tabelle 2.2: Ubersicht zu den vewendeten Vektoren und Konstrukten

Vektor Merkmale Referenz

pBSK B-gal*, Amp', Klonierungsvektor Bullock et al., 1987
pCambia1200 B-gal*, Rif ', Hyg', Pflanzentransformation Hajdukiewicz et al.,1994
pHannibal Amp', Klonierungsvektor, CaMV 35S-Promotor ~ Gleave, 1992
pART27 B-gal*, Rif ", Kan', Pflanzentransformation Gleave, 1992
pGPTV B-gal*, Kan', Promotor-GUS-Analyse Becker et al., 1992
Konstrukt Vektor und Insert Referenz

pMH45 pGPTV, Promotor von TDT Hurth, 2005

pSW7 pCambia1200, cDNA von TDT diese Arbeit

pSW8 pGPTV, Promotor von ERD6.5 diese Arbeit

pKA4 pART27, cDNA von BvIMP Awwad, 2008

2.3.3 Anzucht von Bakterien

E.coli-Zellen wurden bei 37°C unter aeroben Bedingungen in YT-Medium (Sambrook et al.,
2001) bzw. nach Transformation in wB-Medium (Hanahan, 1983) angezogen. A.
tumefaciens-Zellen des Stammes GV3101 wurden unter aeroben Bedingungen bei 30°C in

YEB-Vollmedium angezogen.

YT-Medium:

0,8% (W/V) Pepton

0,5% (w/v)  Hefe-Extrakt

0,25% (w/v) NaCl, pH 7,0 (NaOH)

yB-Medium:

2,0% (w/v)  Pepton

0,5% (w/v)  Hefe-Extrakt
0,4% (w/v)  MgSO,

10 MM KCI  pH 7,6 (KOH)
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YEB-Medium:

0,5% (w/v)  Beef-Extrakt
0,5% (w/v)  Pepton
0,1% (W/v) Hefe-Extrakt
2 mM MgSO,

Agarplatten der verwendeten Medien enthielten zusatzlich 1,5% (w/v) Agar. Die Medien
wurden bei 120°C fur 20 Minuten autoklaviert. Die Selektion der Bakterien erfolgte durch
Zugabe geeigneter Antibiotika (Tab. 2.3). Zur Aufbewahrung der selektierten Bakterienklone
wurden entsprechende Ubernachtkulturen mit Glycerin (15% (v/v)) versetzt und bei -70°C
gelagert.

Tabelle 2.3: Konzentration der eingesetzten Antibiotika

Antibiotikum Konz. flir E. coli [pg/ml] Konz. fiir A. tumefaciens [ug/ml]
Ampicillin (Amp) 200

Chloramphenicol (CIm) 25 25-50

Gentamycin (Gen) - 25

Kanamycin (Kan) 25 25

Rifampicilin (Rif) 100 100

Tetrazyclin (Tet) 10 1-2

2.3.4 Verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotide sind kurze einzelstrangige DNA-Fragmente, die hier als Primer bei der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) und far
Sequenzierungsanalysen verwendet wurden. Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte
durch die Firma MWG Biotech (Ebersberg). Tabelle 2.4 flihrt die in dieser Arbeit
verwendeten Oligonukleotide auf.
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Tabelle 2.4: Verwendete Oligonukleotide (Primer)

Name

Sequenz5 3

19450-rt.down
19450-rt.up

35S _fwd_neu
75220.rt-down2
75220.rt-up2
At1g19450for_Ndel
At1g19450gusfor
At1g19450gusrev
At1g19450rev_BamHI
AtEF-1a for
AtEF-1arev
BvIMP_for_Xhol
BvIMP_ rev_Hindlll
dtip.rt-down
dtip.rt-up

LBP
NaDC-downXhol
NaDC-seq.up
NaDC-rt.down
NaDC-rt.up
NaDC-upHindlll
pHan-NaDC.down
pHan-NaDC.up

T3

T7

GCATGAAATACAGACACAGGG
GAATGGGACCAATTCCATGG
CTCATCAAGACGATCTACCCG
TTCTCATTGGGAATGGGACC
CTTGGCCAAAACAGAGAGGG
TTTCATATGAGTTTTAGGGATGATAATACGG
TCTAGATCAATATCAACGAGGTAGCG
GGGCCTCTTCCGTATTATCATCCC
TTTGGATCCTCATCTGAACAAAGCTTGGATC
GAGACCACCAAGTACTACTGCAC
GTTGGTCCCTTGTACCAGTCAAG
TTTCTCGAG ATGAGTTCAGATTCAGAAGC
TTTAAGCTTTTATCTTCTGAAGGACC
GTCATGGTTTTGCTCTCTTCG
CCTACTAGTGCGAAATGAAACC
CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC
GGAATACTCGAGATGAACGGTGG
CCCAAGAGTGGGCATCAAGATGG
CTACGTTATGCATCCACATGC
TGTGTCTATGCGTAGATCTCG
TGGCTTAAGCTTCTAAACTCCTCCC
TCCCGGGTCGTATGTTGTGTGG
AGTCACGACGTCGACAAACGACG
AATTAACCCTCACTAAAGGGA
TAATACGACTCACTATAGGG

2.3.5 Herstellung kompetenter Zellen

Kompetente Bakterienzellen zeichnen sich durch ihre Fahigkeit aus, fremde DNA aufnehmen
zu kénnen. Als Transformation wird dabei der Vorgang bezeichnet, bei dem fremde DNA in
lebende Zellen eingeflgt wird. Zur Herstellung kompetenter E.coli-Zellen wurde eine
Ubernachtkultur in 100 ml yB-Medium (Kap. 2.3.3) im Verhéltnis 1:100 angeimpft und bei
37°C unter aeroben Bedingungen inkubiert. Bei einer ODgo von 0,5 wurden die Zellen fir
45 Minuten auf Eis abgeklhlt und sedimentiert (7000 g, 10 min, 4°C). AnschlieBend wurde
das Pellet in 40 ml TFB1-Puffer resuspendiert. Nach 10-minUtiger Inkubation auf Eis erfolgte

ein erneuter Zentrifugationsschritt. Das Sediment wurde in 4 ml TFB2-Medium
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aufgenommen. Die aliquotierten Zellen wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur

Verwendung bei -70°C gelagert.

TFEB1-Puffer:

100 mM RbCl

50 mM MnCl,

30 mM KCH3CO,
10 mM CaCl,

15% (Vv/v) Glycerin

TFB2-Puffer:

75 mM CaCl,
10 mM MOPS
10 mM RbCl

15% (v/v) Glycerin

Der pH von TFB1 wurde auf 5,8 (verdinnte Essigsaure) und der pH von TFB2 auf 7 (NaOH)
eingestellt. AnschlieBend wurden beide Puffer sterilfiltriert. Zur Herstellung von kompetenten
A. tumefaciens-Zellen wurde zunachst eine Ubernachtkultur in YEB-Medium angezogen. Mit
dieser Ubernachtkultur wurden anschlieBend 200 ml YEB-Medium (+Rifampicin) im
Verhaltnis 1:100 angeimpft und bei 30°C unter aeroben Bedingungen bis zu einer ODggo von
0,5 angezogen. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation (3000 g, 10 min, 4°C)
sedimentiert, in TE-Medium gewaschen und in YEB-Medium (+Rifampicin) resuspendiert.
Die Zellen wurden aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren
Verwendung bei -70°C gelagert.

TE-Medium:
10mM Tris-HCI, pH 7,5
1mM EDTA

2.3.6 Transformation von E. coli

In dieser Arbeit wurden kompetente E.coli-Zellen durch die so genannte Hitzeschock-
Transformation transformiert. Hierzu wurde ein Aliquot von 200 pl kompetenter Zellen auf Eis
aufgetaut. Nach Zugabe von maximal 1 pg Plasmid-DNA oder 20 pl eines Ligationsansatzes
wurden die Zellen fir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Hitzeschock in
einem Wasserbad bei 42°C fir eine Dauer von einer Minute, wodurch die direkte Aufnahme

von Fremd-DNA in die Bakterienzellen erleichtert wurde. Im Anschluss wurden die Zellen fir
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5 min auf Eis gelagert und danach in 800 pl nicht selektivem yB-Medium flr eine Stunde bei
37°C aerob angezogen. In dieser Zeit wurde es den transformierten Zellen ermdglicht, das
Plasmid-kodierte Ampicillin-Resistenzgen (B-Lactamase) zu exprimieren. Zur Selektion
wurden die transformierten Zellen zunachst bei 5000 g sedimentiert und Uberschissiges
Medium bis auf 200 pl verworfen. Nach dem Resuspendieren der Zellen wurden diese auf
selektiven YT-Agarplatten ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C angezogen.

2.3.7 Transformation von kompetenten A. tumefaciens-Zellen

Ein Aliquot kompetenter A. tumefaciens-Zellen wurde auf Eis aufgetaut und mit ca. 0,5-2 ug
Plasmid-DNA versetzt. Nach 5-mindtiger Inkubation auf Eis wurde der Ansatz fir 5 min in
flussigem Stickstoff schockgefroren und danach 5 min bei 37°C aufgetaut. Nach Zugabe von
1 ml YEB-Vollmedium wurden die Zellen fir 4—6 h bei 30°C unter aeroben Bedingungen
inkubiert. In dieser Zeit wurde es den Zellen erméglicht, die Plasmid-kodierte Antibiotika-
Resistenz auszubilden. Durch mehrfache Verdinnungsausstriche wurden selektierte
Kolonien vereinzelt. Dieser Schritt ist notwendig, weil nicht-transformierte A. fumefaciens-

Zellen bedingt durch cross-feeding auch sekundéar Kolonien bilden kénnen.

2.3.8 Plasmidpraparation aus Bakterienzellen

Molekularbiologische Arbeiten wie DNA-Sequenzierungen, Restriktionsanalysen und
Ligationen erfordern die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen. Die Plasmid-
Isolierung beruht dabei auf dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Da
fir DNA-Sequenzierungen bzw. Klonierungen besonders reine Plasmid-DNA benétigt wird,
wurde hierfir die Plasmid-Isolierung mit Hilfe des QlAprep-Spin-Kits (Qiagen, Hilden) nach
Vorschrift des Herstellers durchgefihrt. Fir Restriktionsanalysen wurde die Plasmid-
Isolierung in Form einer Mini-Plasmid-Praparation durchgefihrt. Hierbei wurden fir die
Isolierung von high-copy-Plasmiden 1,5 bis 3 ml Ubernachtkultur und fiir die Isolierung von
low-copy-Plasmiden 3 bis 5 ml Ubernachtkultur verwendet. Durch Zentrifugation fiir 2 min bei
7000 g und 4°C wurden die Bakterien sedimentiert. Das Pellet wurde in 200 pl P1-Puffer mit
1 mg/ml DNase freier RNase (Qiagen, Hilden) resuspendiert. Die alkalische Lyse der Zellen
erfolgte im Anschluss durch Zugabe von 200 pl P2-Puffer (Qiagen, Hilden). Dieser enthalt
Natriumdodecylsulfat (SDS). Frei werdende Proteine sowie chromosomale DNA werden bei
diesem Schritt durch NaOH denaturiert. Diese Reaktion wurde nach spatestens 5 min durch
Hinzufigen von 200 pl P3-Puffer (Qiagen, Hilden) gestoppt. Proteine und chromosomale
DNA fielen nach mehrmaligem Invertieren und 10 min Inkubation auf Eis durch das
enthaltene Kaliumacetat als Salz-Detergens-Komplexe aus und lieBen sich durch
Zentrifugation sedimentieren (20 000 g, 20 min, 4°C). Die im Uberstand verbliebene Plasmid-
DNA wurde mit Isopropanol bei Raumtemperatur gefallt. Der nach anschlieBender
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Zentrifugation (12 000 g, 15 min, 4°C) entstandene Plasmid-DNA-Niederschlag wurde mit
70%igem (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 80 ul Wasser resuspendiert.

P1-Puffer:

25 mM Tris-HCI, pH 8

10 mM EDTA

1 mg/ ml DNase freie RNase
P2-Puffer:

0,2N NaOH

1% (W/v) SDS

P3-Puffer:
3 M Kaliumacetat
pH 5,8 (Essigsaure)

2.3.9 Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

Die genaue Konzentration der isolierten Plasmid-DNA war fir die weiteren Arbeiten wie
Sequenzanalysen oder in-vitro-Manipulation von DNA (Kap. 2.3.10) notwendig. Diese wurde
mit dem Spektralphotometer NanoDrop® ND-1000 (Peglab, USA) nach Angaben des
Herstellers ermittelt. Es wurde jeweils 1 pl der zu bestimmenden LOsung eingesetzt.

2.3.10 In-vitro-Manipulation von DNA

Unter In-vitro-Manipulation versteht man das gezielte Schneiden von DNA mittels
Restriktionsendonukleasen und das kontrollierte Zusammenfigen von DNA-Fragmenten
durch Ligasen. Dadurch ist man in der Lage, Konstrukte von Vektoren und ausgewahlten
Genen zu erzeugen. Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die doppelstrangige DNA
innerhalb einer palindromischen Erkennungssequenz schneiden. Die in dieser Arbeit
verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden ausschlieBlich von der Firma MBI
Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen und nach den Angaben des Herstellers verwendet.

Die Auftrennung der geschnittenen DNA erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese
(Kap. 2.3.12). Die ausgefallenen Fragmente konnten im Anschluss mit dem Nucleo-Spin-
Extract II-Kit™ (Macherey-Nagel GmBH & Co. KG, Diren) nach Angaben des Herstellers
aus dem Gel eluiert werden. Hierbei wird die DNA an einer Silika-Membran unter hohen
Salzkonzentrationen absorbiert. Durch Waschen der Membran kénnen Agaroseriickstande,
Proteine und Salze entfernt werden. Die DNA kann durch einen leicht alkalischen Puffer von

der Membran eluiert werden.
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2.3.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Unter der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) versteht man die
spezifische in-vitro-Amplifikation von DNA-Sequenzen (Saiki et al., 1988). Die Spezifitat der
Amplifikation wird bedingt durch die Verwendung synthetischer Oligonukleotide, sogenannter
Primer, die die zu amplifizierende Region (Template) flankieren. Fir die Synthese neuer
DNA-Strange, die von einer DNA-Polymerase katalysiert wird, sind Desoxyribonukleotide
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in den Reaktionsansatzen enthalten.

Die Reaktion beginnt mit einer Denaturierung der Doppelstrange bei 94°-95°C, um eine
spatere Bindung von Primer und DNA-Polymerase zu erméglichen. Daran schlief3t sich die
Annealing-Phase bei 45°C-68°C an, in der sich Polymerase, Primer und Template
zusammenlagern. Die Annealing-Temperatur liegt in der Regel ca. 5°C unterhalb der
Schmelztemperatur der verwendeten Primer. Die Elongation, das heiB3t die eigentliche
Amplifikation des Templates, erfolgt in der Regel bei 72°C und richtet sich nach dem
Temperatur-Optimum der verwendeten thermostabilen Polymerase. Die Spezifitdt der PCR
wird durch die Wahl der Primer und die Annealing-Temperatur bestimmt. Die Genauigkeit
und Geschwindigkeit der Amplifikation wird durch die gewéhlte Polymerase festgelegt. Fr
Nachweis-Reaktionen wurde die Tag-Polymerase und fur Klonierungen die Pfu-Polymerase
verwendet.

Die Tag-Polymerase stammt aus dem thermostabilen Bakterium Thermophilus aquaticus
und besitzt ein Temperaturoptimum bei 72°C und ein pH-Optimum gréBer pH 8. Vorteil
dieser Polymerase ist die Syntheserate, welche bei durchschnittlich 2800 Nukleotiden ¢ min™
liegt (MUhlhardt, 2006). Die Pfu-Polymerase stammt aus dem Bakterium Pyrococcus furiosus
und besitzt eine Syntheserate von 550 Nukleotiden e min™. Die Pfu ist demnach langsamer
als die Tag, jedoch mit einer Fehlerh&ufigkeit von einer falschen Base pro 10° eingebaute
Basen wesentlich genauer als die Taqg, welche eine zehnmal so hohe Fehlerhaufigkeit
aufweist (Mihlhardt, 2006). Die Pfu-Polymerase produziert keine unspezifischen Uberhange
und ist auch temperaturstabiler als die Taq.

Alle PCR-Ansatze wurden in einem Thermoblock (Biometra, Géttingen) inkubiert. Ein PCR-
Ansatz (Gesamtvolumen 50 pl) enthielt standardmaBig 10-100 ng DNA-Template, 200 pM
dNTPs, jeweils 50 pmol Oligonukleotid-Primer (sense und antisense), zehnfach-PCR-Puffer

und 2 Units DNA-Polymerase.
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Die gewahlten PCR-Programme bestanden aus folgenden Schritten:

1. Denaturierung 5 min 95°C
2. Denaturierung 1 min 95°C
3. Anlagerung der Primer 30 sec X °C 30x
4. Strangverlangerung Y min 72°C
5. Abschlussverlangerung 10 min 72°C
o0 4°C

Die Annealingtemperatur (X°C) richtete sich nach der Schmelztemperatur der Primer. Die
Elongationszeit (Y min) war bedingt durch die L&nge des zu amplifizierenden Fragments und
durch die verwendete Polymerase.

2.3.12 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von Nukleinsgure-Molekilen
aufgrund ihrer GrdBe. Als Elektrophorese bezeichnet man die Wanderung geladener
Teilchen in einem elektrischen Feld. Nukleinsduren bewegen sich aufgrund ihrer negativen
Ladung zur Anode. Dabei laufen kleinere Fragmente schneller durch die Gelmatrix als
gréBere. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Moleklile ist abhangig von der
Agarosekonzentration, der angelegten Spannung und der Art des Laufpuffers (Lottspeich
und Zorbas, 1998).

Als Gelmatrix verwendet man Agarose, ein lineares Polymer, das durch Aufkochen im
Wasser gelést wird. Beim Erkalten der Lésung lagern sich die Polysaccharid-Ketten zu
Faserbindeln zusammen. Durch die Stérungen der Monomeren-Ketten entstehen
Unterbrechungen in den Faserbindeln, und es kommt zur Ausbildung von dreidimensionalen
Strukturen. In diesem Netzwerk laufen die kleineren Molekile aufgrund der besseren
Beweglichkeit schneller durch die Gelporen als die gréBeren. Nach der Auftrennung durch
die Gelelektrophorese lassen sich die Nukleinsauren unter UV-Licht (A = 320 nm) durch den
interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid sichtbar machen. Abhangig von der GréBe der zu
trennenden Fragmente wurden 1-1,5%ige Agarose-Gele hergestellt. Die Agarose wurde mit
TAE-Puffer aufgekocht, unter Rihren auf unter 50°C abgekihlt und mit Ethidiumbromid
(Endkonzentration 0,5 pg/ml) versetzt. Zur Markierung der Lauffront wurde den Proben
10x TAE-Ladepuffer zugegeben. Als GréBenstandard wurde APstl Marker (MBI Fermentas,
St. Leon-Rot) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte in einer mit TAE-Puffermedium
geflllten horizontalen Gelelektrophoresekammer bei einer angelegten Spannung von ca. 120
mV.
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50-fach TAE-Puffermedium:
2M  Tris, pH 8,0 (HCI)
2M  CH;COOH

0,1M EDTA

10-fach Ladepuffermedium:

30% (v/v) Glycerin

0,25% (v/v) Bromphenolblau
in 10-fach TAE-Puffer ansetzen

Agarosegel:
1-1,5% (w/v) Agarose in 1-fach TAE-Puffer

0,5 ug * mlI"  Ethidiumbromid

2.3.13 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach der Trennung der DNA-Molekile mittels Agarose-Gelelektrophorese (Kap. 2.3.12)
wurden die entsprechenden DNA-Fragmente unter UV-Licht (A = 320 nm) mit einem Skalpell
ausgeschnitten und mit Hilfe des NucleoSpin® Extract Il-Kits (Macherey & Nagel, Diiren)
gemaB den Angaben des Herstellers aus der Agarose extrahiert.

2.3.14 Real-time quantitative PCR

2.3.14.1 RNA-Isolierung

Zur RNA-Isolierung fir eine anschlieBende Real-time quantitative PCR wurde das RNeasy®
Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden) entsprechend der Anleitung des Herstellers verwendet. Als
Ausgangsmaterial dienten ca. 100 mg gemdrsertes Blattmaterial. Um eine mdgliche
Kontamination mit genomischer DNA auszuschlieBen, wurde ein Verdau mit dem RNase-
free DNase Set (Quiagen, Hilden) den Herstellerangaben entsprechend durchgefinhrt.

2.3.14.2 cDNA-Synthese
Fir die Real-time quantitative PCR wurde RNA mittels reverser Transkription in cDNA
umgeschrieben. Die cDNA wurde mit dem iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) nach den

Empfehlungen des Herstellers synthetisiert.
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2.3.14.3 Prinzip und Durchfiihrung der Real-time quantitativen PCR

Die gewonnene cDNA diente als Template fiir Expressionsanalysen mittels RTQ-PCR (real-
time quantitative polymerase chain reaction). Die Amplifikation wurde mit dem 1Q ™ SYBR®
Green Supermix (Bio-Rad) in einem Lightcycler (MyiQ™ Single-Color Real-Time PCR
Detection System, Bio-Rad) durchgefiihrt. Nach jedem Elongationszyklus wird hierbei die
Fluoreszenz aufgrund der Einlagerung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR® Green in die
doppelstrangige DNA bestimmt. Die Ansatze fir die RTQ-PCR bestanden aus folgenden

Komponenten:

10 pl  1Q ™ SYBR® Green Supermix
1yl Primer, forward (10 pmol)

1l Primer, reverse (10 pmol)

1ul cDNA

7ul HO

Die Temperatur-Zyklen wurden folgendermaBen gewahlt:

ZyKlus 1: 95°C 3 min

ZyKlus 2: 95°C 15 sec
58°C 25 sec 40x
72°C 40 sec

ZykKlus 3: 95°C 1 min

ZyKlus 4: 58°C 1 min

Zyklus 5: 50°C 10 sec 91x

Als QuantifizierungsmaB dient der so genannte CT-Wert (cycle threshold, Schwellenwert-
Zyklus); dieser markiert den Punkt, an dem sich das Fluoreszenz-Signal innerhalb der Probe
von einem definierten Schwellenwert, der sich aus dem Hintergrund-Rauschen ergibt,
abhebt. Die Spezifitdt der eingesetzten Primer wird durch die Schmelzkurvenanalyse am
Ende der PCR kontrolliert. In der Regel wird die Transkript-Menge eines untersuchten Gens
auf die Transkript-Menge eines house-keeping Gens bezogen, dessen Transkriptionsrate
annahernd konstant ist. Bei dem hier verwendeten house keeping-Gen handelt es sich um
den Elongationsfaktor EF-1a. Diese Form der Quantifizierung wird als Normalisierung der
Expressionsergebnisse bezeichnet (Rasmussen et al., 2001). Die relative Transkript-Menge
wird ermittelt, indem man zunachst die Anzahl der DNA-Kopien vor der PCR (Ny) berechnet
(Formel 1). Hierbei wird auch die PCR-Effizienz (E) berlcksichtigt, die Uber eine cDNA-

VerdUnnungsreihe fir die verwendeten Primerpaare bestimmt wird. Die relative Transkript-
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Menge ergibt sich aus dem Verhéltnis zwischen Ny der Probe und N, des Referenz-Gens
(hier EF-1a). Fir den IQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Miinchen) gilt, dass die
gemessene Intensitét der Fluoreszenz proportional zur Menge der amplifizierten DNA (N,)
ist, so dass N, gleich 1 gesetzt werden kann.

Nn
N,= £ (Formel 1)

cr

No: Anzahl der DNA-Kopien vor Beginn der PCR
N,: Anzahl der DNA-Kopien nach n Zyklen

E: Faktor der PCR-Effizienz

C+: Anzahl der Zyklen

2.3.15 Northern Blot

2.3.15.1 RNA-Isolierung

Far die Northern Blot-Analyse wurde RNA nach einem modifizierten Protokoll der
Firma Gentra Systems Inc. (Minneapolis, USA) isoliert. Die Methode beruht auf der phenol-
und chloroformfreien Entfernung von Proteinen und DNA. Die nachfolgende Prazipitation der
RNA erfolgte durch eine Isopropanolféllung. Das geerntete Pflanzenmaterial wurde zun&chst
in Stickstoff gemdrsert und jeweils ca. 150 mg in 700 ul Zelllysepuffer mit einem Potter
(B. Braun AG, Melsungen)  homogenisiert. = Nach der Zelllyse  wurden 200 pl
Prazipitationspuffer zugegeben, invertiert und 5 min auf Eis inkubiert. Das entstehende
Prazipitat wurde anschlieBend durch eine Zentrifugation (18 000 g, 5 min, 4°C) pelletiert und
der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaB iberfiihrt. Die RNA konnte durch Zugabe von
1 Volumen Isopropanol (700 pl) gefallt werden. Die Féllung erfolgte bei RT fir 15 min. Die
RNA wurde dann durch Zentrifugation bei 18 000 g (5 min, 22°C) pelletiert und im Anschluss
mit 300 pl Ethanol (70-75%) gewaschen. Nach Trocknung der isolierten RNA unter der
Sterilbank wurde diese in 30 pul Wasser geldst. Optimiert wurde der Lésungsvorgang der
RNA durch 5-mindtige Inkubation bei 65°C. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte am
Spektralphotometer NanoDrop® ND-1000 (Peglab, USA) (Kap. 2.3.9).

Zelllysepuffer:
2% (W/V) SDS

68 mM (tri-) Na-Citrat
132 mM Zitronensédure
10 mM EDTA

pH 3,5
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Protein-Préazipitationspuffer:

4M NaCl

17 mM (tri-) Na-Citrat
33 mM Zitronensaure
pH 3,5

2.3.15.2 Formaldehyd-Gele zur Auftrennung von Gesamt-RNA

Die Auftrennung der Gesamt-RNA erfolgte in einem 1,1%-igen formaldehydhaltigen
Agarosegel unter denaturierenden Bedingungen (Sambrook et al. ,1989). Dazu wurden
825 mg Agarose in 62 ml Wasser und 7,5 ml 10x MOPS-Puffer aufgekocht, auf 60°C
abgekihlt und 5,5 ml Formaldehyd zugegeben. Nach Durchmischen wurde die Ldsung in
eine Gelapparatur gegeben. Pro Spur wurden 8 pg Gesamt-RNA aufgetrennt. Die dazu
bendtigte Menge an RNA-L6sung wurde hierzu in x pl Wasser (ad 20 pl) gelost und mit 20 pl
RNA-Probenpuffer versetzt. Vor Auftragen dieser Ldsung auf das Gel wurden die
Sekundarstrukturen der RNA bei 60°C (5 min) denaturiert, dann die Proben auf Eis
abgeklhlt und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der RNA fand in 1x MOPS-Puffer
bei 70 Volt (ca. 4 Volt/cm) statt. Nach Beenden der Auftrennung wurde das Gel unter UV-
Licht (A=320 nm) kontrolliert (rRNA Kontrolle). Um die RNA vor dem Abbau durch RNasen zu
schutzen, wurden alle Puffermedien mit DEPC versetzt (Endkonzentration 0,1%) und nach
Inkubation Uber Nacht autoklaviert, so dass Uberschiissiges DEPC inaktiviert wurde. Die
Gelkammern und Taschenkdmme wurden vor Verwendung mit Ethanol abgewaschen und
eine Stunde in einer wéassrigen Wasserstoffperoxid-Lésung inkubiert. AuBerdem wurden
RNase-freie Glaswaren (8 h bei 180°C gebacken) sowie sterile Kunststoffartikel verwendet.

10x MOPS Puffer:

200 mM MOPS

50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA

pH 6,8 (NaOH)

RNA-Probenpuffer (pro 20 ul):
3ul  10-fach MOPS
5ul  Formaldehyd

10 ul Formamid
2 ul  Glycerin/Bromphenolblau
1 ul  Ethidiumbromid
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2.3.15.3 Transfer von RNA-Molekiilen auf Nylonmembranen

Nachdem die Gesamt-RNA elektrophoretisch aufgetrennt worden war, konnte sie auf eine
Nylonmembran (Nytran-Plus, Schleicher & Schuell, Germany) transferiert werden. Im
Anschluss erfolgte die Hybridisierung mit einer genspezifischen [**P]-markierten DNA-Sonde.
Das Formaldehydgel wurde nach Auftrennung der RNA zweimal fir 15 min in Wasser
gewaschen und anschlieBend zur Aquilibrierung 15 min in 10x SSC-Puffermedium inkubiert.
Die RNA lag im Formaldehydgel in denaturiertem Zustand vor und wurde durch die hohe
Salzkonzentration des Transferpuffers aus dem Agarosegel geldst, durch einen Kapillarstrom
(erzeugt durch saugfahiges Papier) mobilisiert und auf eine positiv geladene Nylonmembran
transferiert. Der Transfer erfolgte Gber Nacht bei 22°C mit 10x SSC-Puffermedium. Der RNA-

Transfer konnte unter UV-Licht (A = 230 nm) kontrolliert werden.

10x SSC:
0,15 M Natriumcitrat (pH 7,0)
1,5M NaCl

2.3.15.4 Fixierung von Nukleinsauren auf Nylonmembranen

Nukleinsduren wurden kovalent an Nylonmembranen gebunden (cross linking), indem sie
UV-Licht mit einer Wellenlinge von 254nm (120mJecm? in einem UV-Ofen
(Amersham Biosciences, Freiburg) ausgesetzt wurden.

2.3.15.5 Synthese radioaktiv markierter DNA-Sonden

Far die Herstellung radioaktiver DNA-Sonden wurden 100 bis 250 ng Template-DNA
eingesetzt. Die DNA wurde hierfir bei 95°C denaturiert und nach Abkihlung auf Eis mit 3 pl
5-fach Markierungsmix und 2 pl [*P]-dCTP (3000 Ci + mmol”, Amersham Biosciences,
Freiburg) versetzt. Durch den Einbau von radioaktiv-markiertem [**P]-dCTP wurde die DNA
wahrend der in vitro-Synthese des komplementaren Stranges markiert. Als Primer wurden
Oligonukleotide verwendet, die jeweils aus sechs Nukleotiden bestanden und deren
Basensequenz zufallig war (random priming). Die Synthese der DNA-Sonde erfolgte bei
37°C. Durch Zugabe von 35 pl TEN wurde die Polymerase-Reaktion nach 30 min
abgestoppt. Mittels einer Gelfiltrations-Chromatographie (Probe Quant™ G-50 Micro
Columns, Amersham Biosciences, Freiburg) konnten nicht eingebaute Nukleotide von der
neusynthetisierten DNA-Sonde entfernt werden.
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5-fach Markierungsmix:

250 mM Hepes-KOH (pH 7,0)

50 mM MgCl,

0,5 mM DTE

10 mM Spermidin

125 uM dATP

125 uM dGTP

125 uM dTTP

0,5% Triton X100

1 pg/ul BSA

0,2 pg/ul Randomprimer (dN9)
0,0025 U/ul anorg. Pyrophosphatase
1 U/pl Klenow DNA-Polymerase
45% Glycerin

TEN:

10 mM Tris, pH 7,5 (HCI)

1 mM EDTA

100 mM NaCl

2.3.15.6 Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Sonden

Die Expressionsanalysen erfolgten unter Verwendung einer fir das Gen spezifischen und
radioaktiv markierten Sonde. Hierzu wurde der Northern Blot mit Church-Puffer (Church und
Gilbert, 1984) fur 60 min bei 65°C in einem Hybridisierungsofen (Biometra GmbH, Géttingen)
vorhybridisiert, um unbesetzte Membranbindestellen abzusattigen. Die DNA-Sonde wurde
fir 5 min bei 95°C denaturiert, auf Eis abgekihlt und zur Membran gegeben. Die
Hybridisierung erfolgte bei 65°C Uber Nacht. Um unspezifisch gebundene DNA-Sonden von
der Membran zu entfernen, wurde diese zweimal fur 30 min mit vorgewarmtem
Waschpuffermedium | bei 65°C und einmal far 15 min mit Waschpuffermedium |l bei RT
inkubiert.

Nach kurzem Trocknen der Nylonmembran wurde diese fur 1-3 Tage auf einem Packard MP
Storage Phosphor Screen (Packard, Darmstadt) in einer lichtundurchlassigen
Expositionskassette (Amersham Biosciences, Freiburg) exponiert. Die Auswertung erfolgte
am Cyclone™-Storage-Phosphor-System-Scanner  (Packard, Darmstadt) mit dem
Computerprogramm OptiQuant™ (Packard, Darmstadt).
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Churchpuffer:
250 mM di-Natriumhydrogenphosphat (pH 7,2)

1 mM EDTA
1% (W/v) BSA
7% (W/V) SDS

Waschpuffermedium I:

40 mM di-Natriumhydrogenphosphat (pH 7,2)
1 mM EDTA

0,5% (w/v)  BSA

5% (w/v) SDS

Waschpuffermedium |I:

40 mM di-Natriumhydrogenphosphat (pH 7,2)
1 mM EDTA

1% (W/v) SDS

2.3.16 GUS-Farbung

Zur Untersuchung der gewebespezifischen Promotoraktivitdt wurde der Promotorbereich des
zu untersuchenden Gens mit einem Reportergen fusioniert und die Expression in planta
histochemisch analysiert. Beim Reportergen handelt es sich um das uidA-Gen (aus E. coli),
welches fir die B-Glucuronidase (GUS) kodiert. Zum Nachweis der Reportergen-Aktivitat
wurde das zu untersuchende Pflanzengewebe mit dem synthetischen Substrat X-Gluc (5-
Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Glucuronid) infiltriert, welches nach oxidativer Kondensation
und Spaltung einen blauen Farbniederschlag am exakten Syntheseort liefert. Hierflr wurde
das Pflanzenmaterial zunachst mit 90% (v/v) Aceton fir 30 min inkubiert. Daraufhin wurde
das Gewebe 20 min in Farbepuffer ohne X-Gluc inkubiert und anschlieBend 20 min in
Farbepuffer mit 2 mM X-Gluc infiltriert. Nach einer Inkubation tber Nacht (bei 37°C) konnten
pflanzeneigene Farbreste durch 30-minitige Waschschritte mit jeweils 20%, 35%, 50% und
75% (v/v) Ethanol entfernt werden. Anhand der verbleibenden Blaufarbungen lieB3 sich die
gewebespezifische Promotoraktivitat unter Verwendung des Stereomikroskops Leica MZ10F
(Leica Camera AG, Solms) nachweisen.
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Farbepuffer:

50 mM Natrium-Phosphat
1% (V/V) Triton X100

10 mM Kalium-Ferrocyanid
10 mM Kalium-Ferricyanid

2.3.17 DNA-Sequenz-Analyse

Zur Uberprifung der klonierten DNA-Konstrukte auf ihre Richtigkeit wurden
Sequenzanalysen nach der Didesoxy-Kettenabruch-Methode (Sanger, 1977) durchgefihrt.
Die Sequenzierungen erfolgten im Westpfalz-Klinikum (Kaiserslautern).

2.3.18 Transformation von Arabidopsis

Arabidopsis wurde mit der floral dip Methode transformiert (Clough und Bent, 1998). Dazu
wurden zundchst 250 ml einer Ubernachtkultur transformierter Agrobakterien (Kap. 2.3.7) bei
3000 g fur 10 min zentrifugiert. Die pelletierten Agrobakterien wurden in 500 ml 5%iger
Saccharose-Lésung mit 0,01% (v/v) Silwet L77 (BASF, Ludwigshafen) resuspendiert.
Danach wurden die Pflanzen mit ihren Blitenstédnden in die Agrobakterien-Suspension fir
ca. 20 s getaucht und fir zwei Tage im Schwachlicht inkubiert. SchlieBlich konnten die

transformierten Pflanzen bis zur Samenreife unter Langtag-Bedingungen gehalten werden.

2.4 Computergestitzte Analysen
Die hier analysierten Gensequenzen entstammen den Datenbanken NCBI
(www.ncbi.nim.nih.gov) und Aramemnon (Schwacke et al., 2003; http:/aramemnon.

botanik.uni-koeln.de). DNA- und Proteinsequenzen wurden mithilfe des Programms Clone

Manager (Version 7) untersucht. Expressionstudien bezlglich der Gewebe- und
Entwicklungsspezifitdt wurden mit den Datenbanken Genevestigator (Zimmermann et al.,
2004; www.genevestigator. ethz.ch,) und Arabidopsis eFP Browser (Winter et al., 2007;

http://www.bar.utoronto.ca/efp/cqi-bin/efpWeb.cqi) durchgefihrt. Cis-Elemente wurden
mithilfe der Datenbank PLACE (Higo et al.,1999; www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) identifiziert.
Poteinsequenz-Alignments wurden mit dem Programm ClustalW (Thomson et al., 1994;
http://www.ebi.ac.uk/ Tools/clustalw2/index.html) erstellt und mit GENEDOC (Nicholas und
Nicholas, 1997) nachbearbeitet.
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2.5 Physiologische und biochemische Methoden
Die Untersuchungen erfolgten, wenn nicht anders angegeben, an adulten Pflanzen im Alter
von flnf bis sechs Wochen ca. flinf Stunden nach Beginn der Lichtphase.

2.5.1 Bestimmung des Frisch- und Trockengewichts

Zur Bestimmung des Frischgewichts wurden von den zu untersuchenden Pflanzen die
Blatter abgeschnitten und direkt auf einer Feinwaage (Sartorius Analytik, Goéttingen)
abgewogen. AnschlieBend wurden die Blatter bei 60°C zwei Tage getrocknet. Danach
erfolgte die Erfassung des Trockengewichts.

2.5.2 Bestimmung des totalen Wassergehalts

Zur Bestimmung des totalen Wassergehalts von Blattern wurde die Differenz zwischen
Frischgewicht und Trockengewicht gebildet und durch das Frischgewicht geteilt. Der so
ermittelte Wert ist dimensionslos.

2.5.3 Blattscheibentest zur Glukoseveratmung

Um die Veratmung applizierter Glukose zu untersuchen, wurden Blattscheiben in ein Medium
gegeben, welches radioaktiv-markierte [“C]-Glukose enthielt. Wahrend einer Inkubation im
Dunkeln nahmen diese die radioaktive Glukose auf und veratmeten sie. Diese Veratmung
wurde von Wildtyp und TMT-Triplemutanten bei Kaltestress vergleichend gemessen. Als
Kontrolle dienten bei 22°C gehaltene Pflanzen der jeweiligen Genotypen. Hierzu wurde mit
einem Korkbohrer (@ 5 mm) jeweils eine Blattscheibe ausgestochen. Die Blattscheibe wurde
in ein 2 ml-Reaktionsgefa mit 100 pl Aufnahmemedium Uberfihrt. Dartber wurde im Innern
des ReaktionsgefaBes ein PCR-ReaktionsgefdB mittels Vaseline angebracht, in dem sich
50 pl 1 N KOH (frisch angesetzt) befanden (Abb. 2.1). Die KOH-Lésung absorbierte das bei
der Veratmung entstandene CO,. Der Versuch wurde nach 3, 6 und 12 h durch Zugabe von
100 pl 2 N HCI in das Aufnahmemedium gestoppt. Bevor das abgefangene radioaktive CO,
mit Hilfe eines Szintillationszahlers (2500 TR, Packard, Frankfurt/M.) quantifiziert werden
konnte, wurden die Proben 12 h bei 22°C inkubiert, damit sdmtliches CO,in der KOH-Lsung
aufgenommen werden konnte. AnschlieBend wurde die KOH-Lésung in 4 ml
Szintillationscocktail (Rotiszint® Eco plus, Roth, Karlsruhe) Uberfuhrt. Im Szintillationszéhler
wurden die Zerfalle pro Minute gemessen.
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Aufnahmemedium:
100 uM Glukose
1 uCi/1o0opl  ["“C]-Glukose

Reaktionsgefal
(verschlosszen)

PCR-
Reaktionsgefald

KOH

Aufnahmemedium
BElattzcheibe

Abb.2.1 : Versuchsaufbau zur Veratmung applizierter Glukose

2.5.4 Bestimmung der effektiven Quantenausbeute des Photosystems Il

Durch Untersuchung der Chlorophylifluoreszenz kénnen Aussagen Uber den aktuellen Status
des Photosystems Il gemacht werden. Das IMAGING-PAM (Puls-Amplituden-Modulation)
Chlorophyll Fluorometer (Waltz, Effeltrich) dient zur in vivo Messung der Chlorophyll-
fluoreszenz.  Stérungen des Photosyntheseapparates kdénnen Uber  definierte
Chlorophyllifluoreszenz-Parameter nach Bestrahlung mit Lichtpulsen sichtbar gemacht
werden. Mit dem Fluorometer wird die Grundfluoreszenz F,, die maximale Fluoreszenz F,,,
die variable Fluoreszenz (F,=F.-F,) und die optimale Quantenausbeute des Photosystems Il
(Fv/Fm) erfasst. Das IMAGING-PAM Chlorophyll Fluorometer ermdglicht Bildaufnahmen der
photosynthetischen  Aktivitdt von Blattern. Fir die Bestimmung der effektiven
Quantenausbeute des Photosystems Il (Verhaltnis zwischen der Anzahl der absorbierten
und emittierten Photonen) wurden die untersuchten Pflanzen  (Wildtyp und TMT-
Nullmutante) zuvor fur eine Woche bei 4°C in einem Klimaschrank gehalten. Zur Kontrolle

dienten Pflanzen, die bei 22°C wuchsen.

2.5.5 Quantitative Metaboliten-Bestimmung

2.5.5.1 Extraktion von Aminosauren und Zucker

Um Zucker und Aminosauren aus dem Pflanzenmaterial zu extrahieren, wurden 100 mg in
flissigem Stickstoff gemdrsertes Pflanzenmaterial in ein ReaktionsgefaB Uberflhrt, mit
500 ul Ethanol (80%) versetzt und gevortext. AnschlieBend wurde das Gemisch 60 min bei
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80°C im Thermomixer gekocht und geschiittelt, um Zucker und Aminosauren in Lésung zu
bringen. Der Ansatz wurde fiir 10 min bei 18 000 g zentrifugiert und der Uberstand in ein
neues ReaktionsgefaB Gberfuhrt. Das zurtickgebliebene Pellet konnte fir eine anschlieBende
Starkeextraktion bei —20°C aufbewahrt werden. Der Uberstand wurde fiir 3 h bei 60°C und
200 mbar in einer RC1010 Speed-Vac (Jouan, Winchester, VA) getrocknet. Nach der
Trocknung wurde das Pellet in 100 pyl Wasser aufgenommen und 20 min bei 30°C im
Thermomixer geschittelt.

2.5.5.2 Extraktion von Karbonsauren und anorganischen lonen

Um den Gehalt von Karbonsauren und anorganischen lonen zu ermitteln, wurden je 100 mg
gemdrsertes Pflanzenmaterial in 1 ml deionisiertem Wasser aufgenommen und geschdittelt.
Die Proben wurden anschlieBend fir 10 min bei 95°C aufgekocht, um die enthaltenen
Enzyme zu inaktivieren. Danach wurden die Proben fir 10 min bei 20 000 g zentrifugiert. Fir
die anschlieBenden Untersuchungen wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaB
dberfuhrt.

2.5.5.3 Extraktion und Quantifizierung von Starke

Zur Extraktion der Starke wurde das nach der Zuckerextraktion verbliebene Pellet
(Kap. 2.5.5.1) zweimal mit 500 pl Ethanol (80%) und einmal mit 500 pl Natriumacetat
(50 mM, pH 4,7) gewaschen. Das Pellet wurde mit 500 pl Natriumacetat (50 mM, pH 4,7)
versetzt und 40 min autoklaviert, um die Bindungen der Starkemoleklle zu l6sen. Danach
folgte eine enzymatische Spaltung der Starke in Glukose durch Zugabe von jeweils 5 U
a-Amylase und 5 U Amyloglukosidase (Inkubation 2 h bei 37°C und 900 rpm). Zum
anschlieBenden Abstoppen der Reaktion wurde der Ansatz 15 min bei 95°C aufgekocht und
nach dem Abkuhlen fir 10 min bei 20 000 g zentrifugiert. AnschlieBend konnte die Glukose-
Konzentration im Uberstand als Quantifizierung des Stirkegehalts bestimmt werden
(Kap. 2.5.5.4).

2.5.5.4 Quantifizierung von Zuckern, Karbonsauren und anorganischen lonen
Die Konzentrationen von Zuckern, Karbonsauren und anorganischen lonen wurden mit Hilfe
der lonenchromatographie ermittelt. Die lonenchromatographie ist eine Form der HPLC (high
performance liquid chromatography), bei der als stationdre Phase ein lonenaustauscher
(meist auf Basis eines Polymermaterials) eingesetzt wird. Die maBgeblichen
Wechselwirkungen sind Kationen- bzw. Anionenaustausch. Als mobile Phase werden
abhangig von der jeweiligen Trennung saure oder basische Puffer eingesetzt. Die genauen
Geréte-Einstellungen und Parameter richteten sich nach den zu untersuchenden Substanzen
(Anhang, Kap. 8.6).



2 Material und Methoden 31

2.5.5.5 Quantifizierung von Aminosauren

Fir die Quantifizierung der Aminosauren wurden die entsprechenden Extrakte (Kap. 2.5.5.1)
mit dem fluoreszierenden Reagenz AQC (6-Aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl-
carbamat) derivatisiert. Die Konzentrationsbestimmungen erfolgten mit einem HPLC-
System, das u.a. folgende Komponenten enthalt: P680 HPLC Dionex Pumpe, ASI 100
Dionex Autosampler, RF 2000 Fluoreszenzdetektor, UCI 50 Dionex Interface und UV
Detektor UVD 170 U Dionex. Die Auftrennung wurde mit Hilfe eines Gradienten von
Laufmittel A zu Laufmittel B vollzogen, wobei der Fluss 1 ml  min™ betrug (Tab. 2.5).
Anfangs bestand der Gradient vollstandig aus Laufmittel A. In den ersten 55 min stieg
die Konzentration von Laufmittel B auf 15% an. In den folgenden 10 min wurde der Anteil
des Laufmittels B linear auf 60% erhdht und fiel danach wieder auf 0%.

Tabelle 2.5: Daten zur HPLC-Methode fiir die Bestimmung der Aminoséaure-Gehalte

Geréat/ Parameter Spezifizierung

Saule Nucleodur cc 250/4 100-5 c18 ec
Flussrate 1 ml/min

Laufmittel A 100 mM Natriumacetat, pH 5,2
Laufmittel B 100% Acetonitril

Temperatur 37°C

2.5.6 Bestimmung der Stomata-Aperturen

Far die Ausmessung der Stomata-Aperturen wurden zunachst Blatter geerntet und mithilfe
einer feinen Pinzette Teile der unteren Epidermis abgelést. Nach Ubertragung der Epidermis
auf einen Objekttrager wurde die Offnungsweite der Stomata bei 400facher VergréBerung an
einem Zeiss Axiovert 200 M Mikroskop (Carl Zeiss, Jena) erfasst. Mit der am Mikroskop
befindlichen Kamera Axiocam MR (Carl Zeiss, Jena) wurden digitale Bilder aufgenommen.
Unter Verwendung des Programms Axiovision (Version 4.3, Carl Zeiss, Jena) konnten
danach Lange und Breite der Spaltéffnungen gemessen werden. Der aus den Messwerten
gebildete Quotient aus Breite und Lénge diente als MaB fiir die Offnungsweite der Stomata.



3 Ergebnisse 32

3 Ergebnisse

Vakuolen Gbernehmen in Pflanzen zahlreiche Funktionen wie zum Beispiel die Speicherung
von Metaboliten und Nahrelementen oder die Regulation des Zellturgors (Taiz und Zeiger,
2006). Transportproteine in der Vakuolenmembran vermitteln hierbei die notwendigen
Transportprozesse zwischen Vakuole und Zytosol. In der vorliegenden Arbeit wurde die
physiologische Funktion verschiedener tonoplastidarer Transportproteine insbesondere unter
abiotischem Stress wie Kalte, Trockenheit und Bodenversalzung untersucht. Die
Untersuchungen zu dem Malat-Transporter TDT und zu den tononoplastidaren
Monosaccharid-Transportern bauten auf friiheren Arbeiten aus der AG Pflanzenphysiologie
(TU Kaiserslautern) auf (Hurth, 2005; Wormit, 2006). Weniger Daten lagen fir die putativen
Zuckertransporter AtERD6.5 und AtERD6.7 sowie fur das Ortholog aus Beta vulgaris vor,
deren heterologe Expression in Hefe bzw. Oocyten keine funktionelle Charakterisierung
erméglicht hatte (Chiou und Bush, 1996; Hannich, 2009). Bekannt war jedoch bereits die
Lokalisation im Tonoplasten (Chiou und Bush, 1996; Jaquinod et al., 2007). In dieser Arbeit
wurde mit entsprechenden Knockout-Linien tberprft, welchen Einfluss ERD6.5 und ERD6.7
auf den Zucker-Stoffwechsel haben, um Hinweise auf ihre Transportsubstrate zu erhalten.
Zudem erfolgte eine erste funktionelle Charakterisierung des Orthologs aus Beta vulgaris
mittels heterologer Expression in Arabidopsis. Die hier vorgestellten Untersuchungen zu den
TMT-Proteinen und ERD6-Homologen erfolgten in Zusammenarbeit mit Dipl-Biol. Sara
Andes und Dipl.-Biol. Khader Awwad, deren Diplomarbeiten von mir betreut wurden (Andes,
2008; Awwad, 2008).

3.1 Weiterfuhrende Untersuchungen zur Funktion des TDT in der Regulation
der Stomata-Apertur und bei der Trockentoleranz

Die Vakuolen von SchlieBzellen akkumulieren tagsiber Malat-Anionen als Produkte des
Stérke-Abbaus zusammen mit Kalium-Kationen, was zu einem osmotischen Wassereinstrom
in die SchlieBzellen und somit zum Offnen der Stomata fiihrt. Im Verlauf der Nacht werden
Malat- und Kalium-lonen aus der Vakuole der SchlieBzellen exportiert. Malat wird im
Anschluss teils in Starke umgewandelt und teils wie die Kalium-Kationen in den Apoplasten
transportiert. Diese Vorgange tragen zu einem osmotischen Wasserverlust der SchlieBzellen
und somit zu einem SchlieBen der Stomata bei (Roelfsema und Hedrich, 2005). GUS-
Analysen zeigten eine starke Promotoraktivitét fir den vakuoldren Malat-Transporter in den
SchlieBzellen. AnschlieBende Arbeiten an einer TDT-Knockout-Linie indizierten, dass die
Aktivitat des Transporters sowohl zum Offnen als auch zum SchlieBen der Stomata beitragt.
Daher wurde postuliert, dass TDT beim Offnen der Stomata Malat in die Vakuolen der
SchlieBzellen transportiert und beim SchlieBen der Stomata den Malat-Transport in

umgekehrter Richtung vermittelt (Hurth, 2005). Diese Export-Funktion wurde bereits im
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Zusammenhang mit der durch TDT vermittelten zytosolischen pH-Regulation angenommen
(Hurth et al.,, 2005). Weitere GUS-Analysen von Dr. Oliver Trentmann (Abteilung
Pflanzenphysiologie, TU Kaiserslautern) deuteten darauf, dass die schlieBzellenspezifische
TDT-Induktion nicht konstitutiv erfolgt, denn bei hoher Luftfeuchtigkeit ist die
Promotoraktivitat in den SchlieBzellen deutlich geringer als bei niedriger Luftfeuchtigkeit
(Abb. 3.1).

Abb. 3.1: GUS-Analysen zur Promotoraktivitit des TDT in Abhéangigkeit von der
Luftfeuchtigkeit. Die Untersuchungen erfolgten nach dreiwdchiger Anzucht bei geséattigter
Luftfeuchtigkeit (A) und 16 Stunden nach Abnahme der relativen Luftfeuchtigkeit auf 70% (B).

Um die Funktion des TDT flr die Regulation der Stomata-Apertur im diurnalen Rhythmus zu
Uberprifen, erfolgten Untersuchungen an einer zweiten Knockout-Linie und der
Komplementationsmutante  Puywso: TDT(tdt7-7), in der TDT unter der Kontrolle des
schlieBzellen-spezifischen Promotors flr den Transkriptionsfaktor Myb60 steht (Cominelli et
al., 2005). Die Puyyeo: TDT(tdt1-1)-Pflanzen wurden erzeugt, um eine ausschlieBliche
Expression des TDT-Gens in den SchlieBzellen zu erzielen. Der natlrliche TDT-Promotor
wird zwar ebenfalls stark in den SchlieBzellen induziert, aber bereits unter
Standardbedingungen ist die Aktivitdt des TDT in Mesophylizellen nachweisbar (Emmerlich
et al., 2003; Hurth et al., 2005). Das Plasmid-Konstrukt fur die Erzeugung der Hygromycin-
resistenten Komplementationsmutanten wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Enrico
Martinoia (Universitat Zirich) kloniert. Hier wurde auch die SchlieBzellenspezifitat des fir die
Komplementation verwendeten Myb60-Promotorbereichs mit einem entsprechenden GUS-
Konstrukt Gberprift.

Das Langen-Breiten-Verhaltnis der Stomata der Wildtyp-Pflanzen lag tagsiber bei 0,34 und
nachts bei 0,07, wéhrend die beiden Knockout-Linien mit einem Langen-Breiten-Verhéltnis
von ca. 0,16 eine vom Tagesverlauf nahezu unbeeinflusste Stomata-Apertur aufwiesen. Die

Stomata der Komplementationsmutante waren tagsiber und nachts weiter geéffnet als die
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Stomata der Wildtyp-Pflanzen, zeigten aber wie diese einen deutlichen Tag-Nacht-Rhythmus
(Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Stomata-Aperturen. Die Offnungsweiten wurden fiir die Mittagszeit (5 Stunden nach
Beginn der Lichtphase) und fir die Nacht (7 Stunden nach Ende der Lichtphase) ausgemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte (x Standardfehler) dreier unabhangiger Untersuchungen mit je mind.
72 Quotienten (Lange/Breite). GemaB Student’s t-Test sind die Unterschiede zwischen Wildtyp-
Pflanzen und Mutanten bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% signifikant (-).

BWWildtyp O tdt1-1 D tat1-2 B Pyypeo TDT (tdt1-1)

Die verénderte Regulation der Stomata-Apertur in den Knockout-Pflanzen spiegelte sich
auch auf Transkriptom-Ebene wider: Genexpressionsanalysen mittels RTQ-PCR ergaben,
dass das tonoplastidare Aquaporin delta-Tip in tdt7-1 ca. dreifach starker induziert wird als
in Wildtyp-Pflanzen (Abb. 3.3) und bestatigten damit zuvor erfolgte DNA-Array-Analysen
(Traub, 2003). Eine verstarkte Induktion von delta-Tip wurde auch flr eine Myb60-defiziente
Mutante ermittelt, die tagsiber wie die TDT-Knockout-Mutanten eine reduzierte Stomata-
Apertur aufweist (Cominelli et al., 2005).
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Abb. 3.3: RTQ-PCR zur Geninduktion von delta-Tip. Die Ernte der Blatter erfolgte 5 Stunden nach
Beginn der Lichtphase. Es wurden folgende Primer verwendet: dtip.rt-up, dtip.rt-down/ AtEF-1a for,
AtEF-1a rev (Tab. 2.4). Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) dreier unabhangiger
Untersuchungen.
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Das SchlieBen der Stomata ist eine erste Reaktion der Pflanzen auf eintretenden
Wassermangel, um einer zu starken Transpiration entgegenzuwirken (Taiz und Zeiger,
2006). Da tdt1-1 bei Bewindung die Stomata relativ langsam und nicht vollstandig schlieft,
wurden bereits erste Untersuchungen zur Trockentoleranz durchgeflhrt (Hurth, 2005). Die
Beobachtung, dass die Knockout-Mutanten bei Bewindung schneller welken als die Wildtyp-
Pflanzen, war auch bei Variation der Untersuchungsbedingungen nicht reproduzierbar.
Ebenso zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Frischgewichtsverlust
abgeschnittener Blatter, so dass fir die Knockout-Mutanten keine Hinweise auf verénderte
Transpirationsraten vorliegen. Fir die Untersuchungen zum Frischgewichtsverlust wurden
die Blatter direkt zu Beginn der Lichtphase (Abb. 3.4) und 5 Stunden nach Beginn der
Lichtphase abgeschnitten (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.4: Frischgewichtsverlust. Die Blatter wurden zu Beginn der Lichtphase abgeschnitten.
Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) dreier unabhangiger Untersuchungen mit je drei
biologischen Replikaten. GemaB Student’s t-Test sind die Unterschiede zwischen Wildtyp-Pflanzen
und beiden Knockout-Linien bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% nicht signifikant.

Die Transpirationsraten einer Pflanze sind nicht nur abhangig von der Offnungsweite der
Stomata, sondern auch von deren Anzahl. Da bei Bewindung fur die Knockout-Pflanzen trotz
des verlangsamten und unvollstdndigen SchlieBens der Stomata kein schnelleres Welken
reproduzierbar nachgewiesen werden konnte, wurde Uberprift, ob die verschiedenen
Genotypen Unterschiede in der Anzahl der Stomata aufweisen. Hierfir wurden die Stomata-
Dichte und der Stomata-Index von sechs Wochen alten Blattern der verschiedenen
Genotypen ermittelt (Abb. 3.5). Die Stomata-Dichte gibt die Anzahl der Stomata pro
Flacheneinheit an, wihrend der Stomata-Index als ein Prozent-Wert das Zahlenverhéiltnis
zwischen Stomata und Epidermiszellen darstellt (Stomata-Index= Anzahl der Stomata/
Anzahl der Epidermiszellen x 100). Die Wildtyp-Pflanzen wiesen eine Stomata-Dichte von

ca. 148 pro mm? auf, wahrend die Stomata-Dichte der beiden Knockout-Linien bei 131 bzw.
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129 pro mm? lag. Ebenso war der Stomata-Index der Knockout-Linien mit ca. 27% etwas
geringer als der Stomata-Index der Wildtyp-Pflanzen mit ca. 29%.
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Abb. 3.5: Stomata-Dichte (A) und Stomata-Index (B). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte
(x Standardfehler) von 120 Messungen, fir die 6 Pflanzen verwendet wurden. GemaB Student’s t-
Test sind die Unterschiede zwischen Wildtyp-Pflanzen und beiden Knockout-Linien bei einer
Irrtumswabhrscheinlichkeit von 5% signifikant ().

B Wildtyp @ tat7-7 O tat1-2

Unter Beriicksichtigung der tagsiiber verringerten Offnungsweite der Stomata und der
reduzierten Stomata-Dichte stellte sich die Frage, ob im Vergleich zu den Wildtyp-Pflanzen
fir die Knockout-Pflanzen aufgrund einer geringeren CO.-Aufnahme ein reduziertes
Wachstum nachweisbar ist. Nach mehrmaliger Anzucht der verschiedenen Genotypen bei
einer Lichtintensitat von 100 und 150 pmol Photonen « m?« s ergaben sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede in der Biomasse. Ebenso waren keine Unterschiede in den
Starke-Gehalten (Abb. 3.6) oder in den Gehalten an den Zuckern Glukose, Fruktose und
Saccharose zu verzeichnen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.6: Starke-Gehalte. Die Bestimmungen erfolgten unmittelbar vor (,abends“) und nach
(,morgens“) der Dunkelphase. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) dreier unabhangiger
Untersuchungen.
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Malat ist nicht nur in den SchlieBzellen an der Regulation der Stomata-Apertur beteiligt;
dartber hinaus tragt eine Malat-Akkumulation in anderen Zelltypen zur osmotischen
Anpassung der Pflanzen an Wassermangel bei (Martinoia und Rentsch, 1994; Patonnier et
al.,, 1999). Northern Blot-Analysen zeigten eine verstarkte Induktion des TDT-Gens in den
Blattern bei zunehmender Bodentrockenheit und stellten somit einen ersten experimentellen
Hinweis auf die Funktion des TDT in der osmotischen Anpassung der Pflanzen an
Wassermangel dar (Hurth, 2005). Allerdings konnte hierbei nicht ausgeschlossen werden,
dass die Transkript-Akkumulation auf die SchlieBzellen beschrankt ist. Flir eine osmotische
Anpassung ware eine verstarkte Geninduktion im gesamten Blattgewebe und in den Wurzeln
zu postulieren. Um dies zu Uberprifen, wurden TDT-Promotor:GUS-Pflanzen auf MS-
Medium (mit 1% Saccharose) ohne bzw. mit Mannitol (300 mM) angezogen. Mannitol wurde
als nicht-metabolisierbares Osmotikum (Déjardin et al., 1999) eingesetzt, um eine verringerte
Wasserverflgbarkeit herbeizufiihren. GUS-Pflanzen, die drei Wochen unter dieser Art von
Wassermangel wuchsen, zeigten im Vergleich zu den GUS-Pflanzen mit voller
Wasserversorgung eine starke TDT-Promotoraktivitat in der gesamten Blattspreite und in
den Wurzeln (Abb. 3.7).

Abb. 3.7: GUS-Analysen zur osmotisch bedingten Promotoraktivitiat des TDT. Die Farbung der
TDT-Promotor:GUS-Pflanzen erfolgte nach dreiwdchiger Anzucht auf MS-Medium (mit 1%
Saccharose) unter Standardbedingungen (0 mM Mannitol) und osmotischem Stress (300 mM
Mannitol). Zu sehen sind gestresste und nicht gestresste Pflanzen im direkten Vergleich (A) und eine
stereomikroskopisch vergréBerte Aufnahme der Blattspreite einer gestressten Pflanze (B).

Die starke Promotoraktivitdt des TDT in den SchlieBzellen unter Standardbedingungen und
in weiteren Zelltypen unter osmotischem Stress spiegelt sich auf der Sequenzebene des
Promotors wider. Der analysierte Promotorbereich von 1868 bp enthalt Kopien
verschiedener cis-Elemente, die eine schlieBzellenspezifische bzw. osmotisch regulierte
Geninduktion vermitteln (Tab. 3.1).
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Tabelle 3.1: Cis-Elemente im Promotorbereich (1868 bp) des TDT. Aufgefiihrt sind diejenigen cis-
Elemente, die eine schlieBzellenspezifische oder osmotisch bedingte Genregulation vermitteln.

Konsensussequenz Kopienanzahl Funktion Referenz

TAAAG 6 SchlieBzellenspezifische Induktion Plesch et al., 2001
(A/T)AACCA 2 ABA vermittelte Induktion Abe et al., 2003
CACATG 4 ABA vermittelte Induktion Abe et al., 2003
CATGTG 4 Induktion bei Trockenheit Tran et al., 2004
TAACTG 1 Induktion bei Trockenheit Urao et al., 1993

Unter Berlcksichtigung der Bedeutung von Malat fir die osmotische Anpassung und der
starken Promotoraktivitdt des TDT bei Wassermangel in Blattern und Wurzeln wurde
untersucht, welchen Einfluss TDT unter Wassermangel auf die Karbonsaduregehalte in den
Blattern hat. Hierzu wurden Wildtyp- und Knockout-Pflanzen zunéachst vier Wochen unter
Standardbedingungen angezogen. Ein Teil der Pflanzen wurde in den darauf folgenden zwei
Wochen nicht mehr gegossen, wahrend der andere Teil weiterhin gegossen wurde. Zum
Zeitpunkt der Ernte hatten die Blatter der Wildtyp- und Knockout-Pflanzen, die dem
Wassermangel ausgesetzt waren, einen gleichermaBen erniedrigten totalen Wassergehalt
(Daten nicht gezeigt) bei nur leichter Welke. AnschlieBend wurden die Blatter der
gestressten und nicht gestressten Pflanzen 5 Stunden nach Beginn der Lichtphase geerntet
und auf ihre Karboxylat-Gehalte hin untersucht. Hierbei wurden die Stoffmengen von Malat,
Citrat und Fumarat auf das Trockengewicht der Blatter bezogen. Die Untersuchungen
zeigten in Ubereinstimmung mit friiheren Daten (Hurth et al., 2005), dass die Knockout-
Pflanzen bereits unter Standardbedingungen geringere Malat- und Fumarat-Gehalte, jedoch
héhere Citrat-Gehalte aufweisen. Trockenheit fUhrte in den Wildtyp-Pflanzen zu einer
starkeren Malat- und Fumarat-Akkumulation als in den Knockout-Pflanzen. Aufgrund der
stets héheren Citrat-Gehalte in den Knockout-Pflanzen waren die aufsummierten Gehalte
der Karboxylate in den verschiedenen Genotypen gleich hoch (Abb. 3.8).

Die verschiedenen Genotypen zeigten auch bei langer anhaltender Trockenheit keine
Unterschiede im Welken oder in den Wassergehalten der Blatter. Nach erneutem GieBen
zeigten sich keine sichtbaren Unterschiede in der Turgeszenz zwischen den Genotypen. Die
Anzucht auf MS-Medium mit steigenden Mannitol-Konzentrationen fihrte zu gleichermaBen
reduzierten Keimungsraten und vermindertem Wachstum (Daten nicht gezeigt), so dass

keine Hinweise auf eine veranderte Trockentoleranz der Knockout-Mutanten vorliegen.
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Abb. 3.8: Karboxylat-Gehalte. Bestimmt wurden die Gehalte an Citrat (A), Malat (B), Fumarat (C)
und Summe der Gehalte (D) in Blattern von 6 Wochen alten Pflanzen unter Standardbedingungen und
Trockenheit (bedingt durch fehlende Wasserversorgung nach 4 Wochen Anzucht auf Erde).
Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) dreier unabhangiger Untersuchungen mit je drei
Replikaten. GemaB Student’s t-Test sind die Unterschiede in den Citrat-, Malat- und Fumarat-
Gehalten zwischen Wildtyp-Pflanzen und beiden Knockout-Linien bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 5% signifikant (+).

B Wildtyp [ tat7-7 O tat1-2

3.2 Untersuchungen zur Funktion des TDT in der Regulation des
Bliihzeitpunkts

Bei Anzucht unter Kurztagbedingungen zeigte sich, dass die TDT-Knockout-Mutanten nach
verzdgerter Sprossbildung ca. 3 Tage spéter blihen als Wildtyp-Pflanzen (Abb. 3.9). Unter
der Annahme, dass nicht die veranderten Karboxylatgehalte per se einen verzégerten Eintritt
in die reproduktive Phase bedingen, wurde untersucht, ob die Knockout-Mutanten verénderte
Gehalte an Metaboliten aufweisen, die die Blihzeitpunkte beeinflussen kénnten.
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Abb. 3.9: Bliihzeitpunkte. Es wurde ermittelt, wie viele Tage zwischen den Zeitpunkten der Keimung
und der ersten offenen Blite lagen. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) fir je 20
Pflanzen aus zwei Anzuchten. GemaB Student’s t-Test sind die Unterschiede zwischen Wildtyp-
Pflanzen und beiden Knockout-Linien bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% signifikant (-).
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Veranderte Zuckergehalte, die Einfluss auf den BlUhzeitpunkt nehmen kénnten (Ohto et al.,
2001), waren nach bereits zuvor erfolgten Analysen (Kap. 3.1) auszuschlieBen. Ebenso
ergaben sich keine Unterschiede in den Gehalten proteinogener Aminosauren (Daten nicht
gezeigt), von denen Prolin blihinduzierend wirkt (Mattioli et al., 2008). Auch auf
Transkriptionsebene der den Blihzeitpunkt kontrollierenden Transkriptionsfaktoren FLC
(Michaels et al., 2004), MSL1, SOC1 (Bouveret et al., 2006) und CO (He et al., 2004) waren
nach RTQ-PCR-Analysen keine Unterschiede messbar (Daten nicht gezeigt). Daher kann
hier nicht geklart werden, welche molekulare oder biochemische Ursache dem verzdgerten
Blihen der Knockout-Mutanten zugrunde liegt.

Wenn die Pflanzen bis zum Erreichen der Seneszenz (12 Wochen Anzucht) durchgehend
gegossen und danach fir 3 Wochen Trockenheit ausgesetzt wurden, flhrte der spatere
Blihzeitpunkt der Knockout-Pflanzen zu keinen Veréanderungen im Samen-Gehalt (Masse
der Samen pro Pflanze) und zu keinen Veradnderungen in der Samen-Masse (Masse
einzelner Samen oder einer abgezahlten Samen-Menge). Wurden die Pflanzen jedoch nur 6
Wochen lang gegossen (das heif3t bis etwa eine Woche vor der regularen Bluhzeit) und
anschlieBend der Trockenheit ausgesetzt, betrug der Samen-Gehalt der Knockout-Pflanzen
im Vergleich zu demjenigen der Wildtyp-Pflanzen ca. 25% und die Samen-Masse ca. 85%.
Das heiBt, nach 6 Wochen GieBen und anschlieBender Trockenheit bildeten die Knockout-

Mutanten weniger und leichtere Samen als die Wildtyp-Pflanzen (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Samen-Gehalte (A) und Samen-Massen (B). Die Untersuchungen erfolgten an 6 bzw.
12 Wochen lang gegossenen Pflanzen nach 3 Wochen Trockenheit. Dargestellt sind die Mittelwerte
(x Standardfehler) von vier unabhéngigen Untersuchungen. Signifikante Unterschiede zwischen
Wildtyp und Knockout-Linien geméaB Student’s t-Test (bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%)
sind angegeben ().
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Diese Untersuchungen zeigten somit, dass der verzdgerte Blihzeitpunkt der Knockout-
Pflanzen die Fortpflanzungsfahigkeit einschrankt, wenn gegen Ende der vegetativen Phase
die Bodenfeuchtigkeit stetig abnimmt. Wurde der Wassermangel noch friher herbeigefiihrt,
kamen mehr Wildtyp-Pflanzen als Knockout-Mutanten zur Blite (Daten nicht gezeigt). Ein
statistischer Vergleich der Blihzeitpunkte erschien hierbei nicht sinnvoll, da Pflanzen mit
verzogerter Blihinduktion zum Teil die Blihphase gar nicht mehr erreichen wirden und
daher unbericksichtigt blieben. Aus diesem Grund kann hier nicht erdrtert werden, ob bei
Trockenheit die Unterschiede in den BlUhzeitpunkten zwischen den Genotypen grdBer
werden. Hierzu musste eine geringe Bodenfeuchtigkeit Uber langere Zeit konstant gehalten
werden.

3.3 Untersuchungen zur Funktion des TDT in der Salztoleranz

GemaB friheren Untersuchungen flhrt zweiwdchiges GieBen mit 50 mM NaCl-Lésung in
Wildtyp-Pflanzen und TDT-Knockout-Pflanzen zu einer Malat-Akkumulation, wobei die Malat-
Gehalte in den Wildtyp-Pflanzen unter Standardbedingungen und bei Salzwasser-
Behandlung etwa doppelt so hoch wie in den Mutanten sind (Emmerlich et al., 2003). Da
Malat nicht im Zytosol, sondern in den Vakuolen akkumuliert (Gout et al., 1993), kénnte das
negativ geladene Karboxylat als Gegenion eine erhdhte vakuoldre Aufnahmekapazitat von
Na*-lonen bewirken, so dass Wildtyp-Pflanzen womdglich eine héhere Salztoleranz als
Knockout-Pflanzen aufweisen. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden erneut Pflanzen
mit Salzwasser gegossen, das statt 50 mM nur 20 mM NaCl enthielt. Ein Teil der Pflanzen
wurde zur Kontrolle mit salzfreiem Wasser behandelt. Die anschlieBende Analyse zeigte,
dass die Wildtyp- und Knockout-Pflanzen bei Salzwasser-Behandlung gleich viel Natrium-
und Chlorid-lonen akkumulierten (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: Gehalte an Na*-Kationen (A) und CI -Anionen (B). Die untersuchten Blatter wurden
unter Standardbedingungen bzw. nach Salzwasser-Behandlung (20 mM NaCl) geerntet. Dargestellt
sind die Mittelwerte (x Standardfehler) dreier unabhangiger Untersuchungen mit je drei biologischen
Replikaten.
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Die Pflanzen-Anzucht in Flissigmedium mit erhdhten NaCl-Konzentrationen fihrte zu einer
gleich starken Wachstumshemmung; ebenso resultierten Aussaaten auf Medien mit
steigenden NaCl-Konzentrationen in gleichermaBen reduzierten Keimungsraten (Daten nicht
gezeigt). Ein Beitrag des vakuolaren Malat-Transporters zur Salztoleranz war somit nicht
nachzuweisen. Eine nachtragliche Bestimmung der Malat-Gehalte zeigte, dass das GieBen
mit dem geringer konzentrierten Salzwasser (20 statt 50 mM NaCl) zu keiner Malat-
Akkumulation in den Pflanzen fuhrte (Daten nicht gezeigt).

3.4 Herstellung TDT Giberexprimierender Pflanzen

Flr zukinftige Analysen des vakuolaren Malat-Transporters wurden transgene Pflanzen-
Linien durch Transformation von tdt7-1 mit einem Vektor erzeugt, in dem das Gen fir den
Transporter unter der Kontrolle des hoch aktiven CaMV 35S-Promotors steht. Es wurde
folgende Klonierungsstrategie angewandt (Abb. 3.12): Die cDNA-Sequenz des TDT wurde
mit den Primern NaDC-downXhol und NaDCupHindlll (Tab. 2.4) amplifiziert, die in die
Endbereiche der amplifizierten Sequenz die Schnittstellen fir Xhol bzw. Hind Ill einbauten.
Das PCR-Produkt wurde in einen EcoRV geschnittenen pBSK-Vektor ligiert. Aus diesem
Konstrukt wurde die cDNA-Sequenz mit Xhol und Hind Il geschnitten und in den Vektor
pHannibal ligiert, so dass das Insert von einem CaMV 35S-Promotor und einer OCS-
Terminator-Sequenz flankiert wurde. Es folgte eine PCR zur Amplifikation der
Uberexpressionskassette. Die hierzu verwendeten Primer pHan-NaDC.down und pHan-
NaDC.up (Tab. 2.4) bauten eine Smal- bzw. Sall-Schittstelle in die Endbereiche des PCR-
Produkts ein, welches im nachsten Schritt erneut in einen EcoRV geschnittenen pBSK-
Vektor ligiert wurde. Mit Sall wurde die Uberexpressionskassette ausgeschnitten und in den
Expressionsvektor pCambia1200 ligiert.
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cDNA (Arabidopsis thaliana)

Amplifikation mit NaDG-down Xhol EcoRV
und NaDCup Hindlll
Xhol Hindlll
DT (1621 bp) pBSK
(2964 bp)
RV mit EcoRV
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Xhol Hindll
\ |
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camvss || nton |[ ocs
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Abb. 3.12: Klonierungsstrategie zur Uberexpression des TDT-Gens. CaMV 35S: 35S-Promotor
des Cauliflower-Mosaikvirus; LacZ: B-Galactosidase-Gen; MCS: multiple cloning site; NPTII:
Hygromycin-Phosphotransferase Il (bewirkt in transgenen Pflanzen Resistenz gegen Hygromycin);
RV: Restriktionsverdau
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Das Konstrukt bewirkte in transformierten Agrobakterien eine Chloramphenicol-Resistenz
und ermdglichte eine Selektion transgener Pflanzen aufgrund einer Hygromycin-Resistenz.
25 putative transgene Pflanzen aus einer Hygromycin-Selektion wurden via PCR mit den
Primern 35S_fwd_neu und NaDC-seq.up (Tab. 2.4) Uberprift, die an den CaMV 35S-
Promotor bzw. an das 3"-Ende des TDT-Gens binden (Abb. 3.13). Insgesamt wurde hiermit
fir 16 Pflanzen gezeigt, dass sich der CaMV 35S-Promotor vor dem TDT-Gen befindet.
Nachfolgende Northern Blot-Analysen werden zeigen, wie stark das Gen in diesen Linien

induziert wird.

put. transgene Pflanzen
AfPstl H,O (fdtf-1 pSW7 1 2 3 4

<— 2400 bp

Abb. 3.13: Uberpriifung putativer TDT {berexprimierender Pflanzen mittels PCR. Die
eingesetzten Primer 35S_fwd_neu und NaDC-seq.up (Tab. 2.4) sind spezifisch fir den CaMV 35S-
Promotor bzw. fiir das 3’-Ende des TDT-Gens. Die Léange der amplifizierten Sequenz betragt ca. 2400
bp. DNA aus tdt7-1 und der Vektor pSW7 dienten als Negativ- bzw. Positivkontrolle. Zwei (Nr. 2 und 3)
der ersten sechs Uberpriften Pflanzen wurden auf diese Weise als transgen bestatigt. Insgesamt
wurden 16 transgene Pflanzen identifiziert.

3.5 Weiterfuhrende Untersuchungen zur Funktion der TMT-Familie unter
Kaéltestress

Pflanzen reagieren auf Kélte mit einer Akkumulation verschiedener Zucker, die im Rahmen
einer Kalte-Akklimatisierung spéateren Frostschaden vorbeugen (Wanner und Junttila, 1999).
Aufgrund der starken Kélte-Induktion der tonoplastidaren Monosaccharid-Transporter auf
Transkript-Level wurde bereits untersucht, wie sich das Fehlen dieser Transportproteine auf
die Zuckergehalte bei Kéltebehandlung auswirkt. Dabei zeigte sich, dass die TMT-
Triplemutanten nach 24 Stunden Dauerlicht bei 9°C weniger Glukose, Fruktose und
Saccharose akkumulieren als Wildtyp-Pflanzen (Wormit et al., 2006).

Daran anknUpfend wurden die Zucker- und Stéarkegehalte der Pflanzen Uber einen langeren
Zeitraum unter Langtag-Bedingungen (16 h Lichtphase) bei einer Temperatur von 4°C
untersucht (Abb. 3.14). Die Dauerlicht- bzw. Langtag-Bedingungen wurden Kurztag-
Bedingungen fir die Kéltebehandlung vorgezogen, um mit einer langeren Photosynthese-
Phase Bedingungen fir héhere Zuckergehalte herbeizufihren. Vor den Analysen wurden die
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Pflanzen nach vier bis finf Wochen Anzucht im Kurztag fir drei Tage Langtag-Bedingungen
bei 22°C ausgesetzt. Nach der ersten Probennahme (Tag 0) wurde die Temperatur auf 4°C
gesenkt. Ein, zwei, vier und acht Tage nach Beginn der Kéltebehandlung wurden jeweils flnf
Stunden nach Beginn der Lichtphase Blatter fir die anschlieBenden Analysen geerntet. Im
Verlauf der Kéltebehandlung nahmen die Zucker-Gehalte in den Wildtyp-Pflanzen bis zum
Tag 4 deutlich zu; an Tag 8 waren die Zuckergehalte wieder geringer, aber noch hdher als
zu Beginn der Kéltebehandlung. In den TMT-Triplemutanten war die Akkumulation von
Glukose und Fruktose durchwegs stark gehemmt, wahrend die Saccharose-Gehalte an den
Tagen 1, 2 und 4 deutlich Gber denjenigen der Wildtyp-Pflanzen lagen. In beiden Genotypen
kam es zu Beginn der Kélte (Tag 1 und 2) zu einer Abnahme der Starke-Gehalte, danach
(Tag 4 und 8) nahmen sie zu. In der Phase der Starke-Zunahme wiesen die Wildtyp-
Pflanzen héhere Starke-Gehalte als die TMT-Triplemutanten auf.
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Abb. 3.14: Gehalte an Glukose (A), Fruktose (B), Saccharose (C) und Starke (D) in Blattern
wiahrend einer achttiagigen Kaltephase. Die Ernte der Blatter erfolgte jeweils 5 Stunden nach
Beginn der Lichtphase. Dargestellt sind die Mittelwerte (x Standardfehler) dreier unabhangiger
Untersuchungen mit je drei biologischen Replikaten.
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Die reduzierten Glukose- und Fruktose-Gehalte in den TMT-Triplemutanten wahrend der
Kéltebehandlung kénnten darauf zurlickgefiihrt werden, dass diese Monosaccharide
aufgrund der reduzierten Speicherung in der Vakuole zumindest transient im Zytosol

akkumulieren und in der Folge verstarkt veratmet werden. Analysen zur Kompartimentierung
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der Zucker Uber nichtwéassrige Fraktionierung (Knop et al., 2001) zeigten, dass die Wildtyp-
Pflanzen nach einer Woche Kaltebehandlung Glukose und Fruktose nahezu zu 100% in der
Vakuole akkumulieren, wohingegen TMT-Doppelmutanten, in denen TMT1 und TMT2
ausgeschaltet sind, stattdessen Glukose zu ca. 20% und Fruktose zu ca. 60% im Zytosol
enthalten (persénliche Mitteilung von Prof. Dr. Arnd G. Heyer, Abteilung Botanik, Universitat
Stuttgart). Als Folge einer erhdhten Zucker-Konzentration im Zytosol wére eine Feedback-
Hemmung der Photosynthese zu postulieren (Van Oosten et al., 1997). Die folgenden
Untersuchungsergebnisse sprechen sowohl fir eine erhéhte Glukose-Veratmung als auch
fir eine reduzierte Photosynthese-Leistung in den TMT-Triplemutanten wahrend der
Kéltebehandlung.

Um die Glukose-Veratmung zu untersuchen, wurde ein Blattscheiben-Test mit Applikation
radioaktiv markierter Glukose durchgeflhrt. Hierfir wurden Wildtyp-Pflanzen und TMT-
Triplemutanten far eine Woche bei 22°C bzw. 4°C im Langtag gehalten. Daraus
entnommene Blattscheiben (& 5mm) wurden fir 3, 6 und 12 h in einer 100 pM Glukose-
Lésung mit ['*C]-Glukose bei Dunkelheit und gleichbleibender Temperatur (22°C bzw. 4°C)
inkubiert. Die Veratmungsraten waren bei 22°C deutlich héher als bei 4°C. Bei der
Kaltebehandlung waren die Veratmungsraten in den Blattscheiben der TMT-Triplemutanten
zu den drei Zeitpunkten ca. zweimal so hoch wie die Veratmungsraten in den Blattscheiben
der Wildtyp-Pflanzen (Abb. 3.15). Aufgrund der verbliebenen Radioaktivitdt im
Inkubationsmedium konnte ermittelt werden, dass die Blattscheiben der beiden Genotypen
gleich viel Glukose aufnahmen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.15: Blattscheiben-Test zur Veratmung exogener Glukose. Wildtyp-Pflanzen und TMT-
Triplemutanten wurden fir eine Woche bei 22°C bzw. 4°C im Langtag gehalten. Daraus
entnommene Blattscheiben (& 5mm) wurden fir 3, 6 und 12 h in einer 100 uM Glukose-Lésung mit
['*C]-Glukose bei Dunkelheit und gleichbleibender Temperatur (22°C bzw. 4°C) inkubiert. Dargestellt
sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) dreier unabhangiger Untersuchungen mit je vier Blattscheiben
verschiedener Pflanzen.
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Zur Untersuchung der photosynthetischen Aktivitdt wurde die Chlorophyllfluoreszenz
analysiert, mittels derer Aussagen Uber den aktuellen Status des Photosystems |l gemacht
werden kénnen. Ein Indikator hierflr ist die effektive Quantenausbeute des Photosystems
Il (= Zahlen-Verhaltnis zwischen absorbierten und emittierten Photonen, im Folgenden
vereinfacht ,effektive Quantenausbeute genannt). Je héher die effektive Quantenausbeute
ist, desto aktiver ist der Photosynthese-Apparat. Finf bis sechs Wochen alte Pflanzen, die
fir eine Woche bei 22°C bzw. 4°C unter Langtag-Bedingungen gehalten worden waren,
wurden 5-6 h nach Beginn der Lichtphase analysiert. Flr die Pflanzen, die bei 22°C gehalten
worden waren, waren keine Unterschiede in der effektiven Quantenausbeute zwischen
Wildtyp-Pflanzen und TMT-Triplemutanten nachweisbar (Abb. 3.16). Nach einer Woche
Kéltebehandlung waren die effektiven Quantenausbeuten in beiden Genotypen deutlich
verringert. Die Werte fir die TMT-Triplemutanten waren hierbei im Vergleich zu den Wildtyp-

Pflanzen um ca. 40% reduziert.
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Abb. 3.16: Effektive Quantenausbeute des Photosystems Il. Die Pflanzen wurden vor den
Untersuchungen fiir eine Woche unter Langtag-Bedingungen bei 22°C bzw. 4°C gehalten. Dargestellt
sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) dreier unabh&ngiger Untersuchungen mit je vier Blattern.

B Wildtyp, 22°C @ TMT-Triplemutante, 22°C [ Wildtyp, 4°C [0 TMT-Triplemutante, 4°C

Nach sechswdchiger Anzucht der Wildtyp-Pflanzen und TMT-Triplemutanten unter
Standardbedingungen (22°C) und Kaltestress (4°C) waren keine Wachstumsunterschiede
zwischen den Genotypen zu beobachten, wobei die Kaltebehandlung anndhernd zu einem
Wachstumsstillstand fiihrte (Daten nicht gezeigt). Eine in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Arnd G. Heyer (Abteilung Botanik, Universitat Stuttgart) durchgefihrte Frosttoleranz-
Untersuchung basierend auf der ion leakage Methode (Lee et al., 1999) mit Pflanzen, die
zuvor eine Woche bei 4°C gehalten worden waren, wiesen auf keine Unterschiede zwischen

Wildtyp-Pflanzen und TMT-Triplemutanten hin (Daten nicht gezeigt).
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3.6 Weiterfiihrende Untersuchungen zur Funktion der TMT-Familie unter
Trockenstress

Trockenheit fUhrt wie Kalte zu einer Zucker-Akkumulation, die wahrscheinlich zu einer
osmotischen Anpassung der Pflanzen fuhrt (Sanchez et al., 1998). Es wurde bereits
ermittelt, dass die TMT-Triplemutanten bei zunehmender Trockenheit weniger Glukose und
Fruktose akkumulieren als die Wildtyp-Pflanzen. Dennoch wurden keine Unterschiede im
Welken oder Wachstum unter Wassermangel beobachtet (Wormit, 2006). Dies bestéatigen
auch Beobachtungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit: Es ergaben sich keine
Unterschiede im Wachstum, Welkeverhalten oder in den Blihzeitpunkten unter
Standardbedingungen und Wassermangel (Daten nicht gezeigt). AusschlieBlich
Untersuchungen zur Keimungsrate wiesen auf Unterschiede zwischen den Genotypen: Es
wurden jeweils 26 Samen von Wildtyp-Pflanzen und TMT-Triplemutanen auf Platten aus
festem Agarmedium (MS-Medium) mit steigenden Mannitol-Konzentrationen aufgetragen.
Bereits bei Abwesenheit von Mannitol lag die Keimungsrate der Mutanten nach vier Tagen
mit ca. 73% deutlich unter der Keimungsrate der Wildtyp-Pflanzen, die ca. 96% betrug. Eine
Konzentration von 200 mM Mannitol hatte nur einen geringen Einfluss auf die Keimung.
Eine 400 mM Mannitol-Konzentration bewirkte jedoch eine drastische Reduktion der
Keimungsraten, wobei die Keimungsrate der Wildtyp-Pflanzen fast dreimal so hoch wie
diejenige der Mutanten war (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: Keimungsraten bei steigenden Mannitol-Konzentrationen. Die Keimungsraten wurden
vier Tage nach der Aussaat bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) dreier
unabhéangiger Untersuchungen mit je 26 Samen von Wildtyp-Pflanzen und TMT-Triplemutanten.
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3.7 Sequenz-Analysen zu den GLUT-Homologen ERD6.5, ERD6.7 und
BviIMP

Die putativen Zuckertransporter ERD6.5 und ERD6.7 aus Arabidopsis thaliana und das
Ortholog BvIMP (Beta vulgaris Integral Membrane Protein) aus Beta vulgaris wurden bereits
in frGheren Studien in der Vakuolenmembran lokalisiert (Chiou und Bush, 1996; Jaquinod et
al., 2004). GemaB dem Programm TmPred (Hofmann und Stoffel, 1993) haben die Proteine
wahrscheinlich 12 Transmembrandoméanen. Sie zeigen zu dem menschlichen Glukose-
Facilitator GLUT1 (Mueckler et al., 1985) 24% Ahnlichkeit auf Aminosaure-Ebene. Eine in
etwa gleich hohe Homologie weisen sie zu dem vakuoldren Glukose- und Fruktose-
Transporter AtVGT1 (Aluri und Biittner, 2007) auf; dagegen fallt die Ahnlichkeit zu dem
Transporter AtTMT1 (Wormit et al., 2006), der ebenfalls Glukose und Fruktose in die
Vakuole transportiert, 6 bis 7% geringer aus (Tab. 3.2). Aufgrund der Homologie zu den
GLUT-Proteinen wurde die Mdglichkeit in Betracht gezogen, dass ERD6.5 und ERD6.7
einen Glukose-Uniport katalysieren (Buttner, 2007). Die heterologe Expression von BvIMP in
Hefe (Chiou und Bush, 1996) sowie die heterologe Expression der beiden entsprechenden
Proteine aus Arabidopsis in Hefe und Oocyten ermdglichten nicht den Nachweis einer
Transportaktivitédt von Glukose oder anderen Zuckern (Hannich, 2009).

Tabelle 3.2: Ahnlichkeit der Zuckertransporter ERD6.5, ERD6.7, BvIMP, TMT1, VGT1 und Glut1.
Die Zahlen geben die prozentuale Ubereinstimmung in gleichen und &hnlichen (in Klammern)
Aminosauren an. Die Werte basieren auf Alignments, die mit ClustalW (Thomson et al., 1994)
durchgefihrt wurden.

ERD6.7 IMP GLUT1 TMT1 VGT1
ERD6.5 91 (95) 77 (91) 24 (45) 17 (29) 25 (48)
ERD6.7 79 (91) 24 (45) 17 (29) 24 (48)
BvIMP 24 (43) 18 (29) 24 (47)
GLUT1 14 (28) 21 (39)
TMT1 15 (28)

Die Gegenuberstellung von ERD6.5, ERD6.7 und BvIMP mit GLUT1 auf Ebene der
Proteinsequenzen (Abb. 3.18) zeigt insbesondere Ubereinstimmungen in den konservierten
Zuckertransporter-Motiven GRR/K, PESPR und PETKG (Doege et al., 2000). Im Vergleich
zu den pflanzlichen Homologen ist der N-Terminus von GLUT1 verkirzt, der C-Terminus
hingegen verlangert. Die Proteine enthalten in einem homologen Bereich neben dem
GRR/K-Motiv einen Serin-Rest, der im Falle von GLUT1 als Phosphorylierungsstelle
identifiziert wurde. Die entsprechende Phosphorylierung von GLUT1 an Ser-95 fuhrt zu einer
erhdéhten Abundanz in der Plasmamembran (Palmada et al., 2006).
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Abb. 3.18: Alignment der Proteinsequenzen von ERD6.5, ERD6.7, BVIMP und GLUT1. Die
Zuckertransporter-Motive GRR/K, PESPR und PETKG (Doege et al., 2000) sind unterstrichen; mit
dem Dreieck ist Ser-95 von GLUT1 als Phosphorylierungsstelle markiert. Die ERD6-Homologe weisen
an der gleichen Stelle im Alignment einen Serin-Rest auf. Das Alignment wurde mit ClustalW
(Thomson et al., 1994) erstellt und mit GENEDOC (Nicholas und Nicholas, 1997) nachbearbeitet.

Um die Mdglichkeiten einer posttranslationalen Modifikation der pflanzlichen GLUT-
Homologe abzuschatzen, wurden Berechnungen mit NetPhos 2.0 (Blom et al., 2004)
durchgefiihrt. Diese weisen auf mehrere putative Phosphorylierungsstellen in den
betrachteten Proteinen hin (Tab. 3.3). Die Serin-Reste, die im Alignment die gleiche Position
wie Ser-95 von GLUT1 aufweisen (Abb. 3.18) gehéren jedoch nicht dazu. Eine weitere Form
der posttranslationalen Modifikation stellen Glykosylierungen dar. Fir GLUT1 wurde gezeigt,
dass Uber Asn-45 eine Glykosylierung erfolgt, die eine hohe Substrataffinitat bedingt (Asano
et al., 1991). Dagegen fehlt in den pflanzlichen Homologen das entsprechende Motiv NXS/T
(Abb. 3.18), das fir N-Glykosylierungen notwendig erscheint (Marshall, 1974).
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Tabelle 3.3. Putative Phosphorylierungsstellen von ERD6.5, ERD6.7 und BvIMP. Die Tabelle
zeigt die Positionen der fir Phosphorylierungen in Frage kommenden Serin-, Threonin- und Tyrosin-
Reste. Die Berechnungen erfolgten mit NetPhos 2.0 (Blom et al., 2004). Es wurden nur Positionen
auBerhalb der von TmPred (Hofmann und Stoffel, 1993) vorhergesagten Transmembrandoma&nen
berlcksichtigt.

Serin Threonin Tyrosin
ERD6.5 33/34/45/46/71/89/264/265/266/269 171 69
ERD6.7 23/32/33/44/45/70/88/264 265/269 68/380
BviIMP 34/35/47/72/253/265/266/267/379 271 -

3.8 Untersuchungen zur Regulation der Geninduktion von ERD6.5 und ERDG6.7

Um weitere Hinweise auf die Funktion von ERD6.5 und ERD6.7 zu erhalten, wurden die
Genregulationen unter Bedingungen untersucht, die in den Blattern erhéhte Zuckergehalte
bewirken. Hierzu wurde mittels RTQ-PCR Uberprift, ob oder wie sich das Transkriptlevel von
ERDG6.5 und ERDG6.7 im Verlauf einer Kéltebehandlung verandert. Vor den Analysen wurden
die Pflanzen flr drei Tage unter Langtag-Bedingungen bei 22°C gehalten. Nach der ersten
Probennahme (Tag 0) wurde die Temperatur auf 4°C gesenkt. Flr die anschlieBende
Untersuchung erfolgte die Ernte der Blatter ein, zwei, vier und acht Tage nach Beginn der
Kéltebehandlung jeweils finf Stunden nach Beginn der Lichtphase. Fir ERD6.5 zeigte sich
eine transiente Erhdhung der Transkription in den ersten beiden Tagen der Kaltebehandlung.
Am vierten und achten Tag wurden wieder die Ausgangswerte erreicht. Fir ERD6.7 wurde
eine Erniedrigung der Transkriptionsrate bis zu Tag 4 nachgewiesen; fir Tag 8 war hier
keine weitere Veranderung festzustellen (Abb. 3.19). Diese gegensatzliche Reaktion auf
Kélte stimmt mit Untersuchungen d{berein, die in der Datenbank Genevestigator
(www.genevestigator.com) verdffentlicht sind. GemaB Genevestigator sind weitere

Unterschiede in den Geninduktionen zu beobachten: So reagiert ERD6.5 auf Glukose-
Applikation mit einer Erhéhung der Transkriptionsrate und auf osmotischen Stress mit einer
Absenkung, wahrend ERD6.7 auf Glukose-Applikation mit einer Absenkung der
Transkriptionsrate reagiert und bei osmotischem Stress keine deutliche Veranderung des

Transkriptlevels erfolgt.
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Abb. 3.19: RTQ-PCR zur kéltespezifischen Transkription von ERD6.5 und ERD6.7. Die Ernte der
Blatter erfolgte 5 Stunden nach Beginn der Lichtphase. Es wurden folgende Primer verwendet: 19450-
rt.down, 19450-rt.up/ 75220.rt-down2, 75220.rt-up2/ AtEF-1a for, AtEF-1a rev (Tab. 2.4). Angegeben
sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) dreier unabhangiger Messungen.

B ERD6.5 B ERD6.7

Zur Analyse der gewebespezifischen Expression von ERD6.5 wurden ERDG6.5-
Promotor:GUS-Pflanzen erzeugt. Fir die Klonierung des Promotor:GUS-Konstrukts (Abb.
3.20) wurde ein 1040 bp groBer Promotorbereich mit den Primern At1g19450gusfor und
At1g19450gusrev (Tab. 2.4) auf genomischer DNA amplifiziert. Die Primer enthielten am 5'-
und 3-Ende eine Xbal- bzw. Smal-Schnittstelle, welche fir die Klonierung in den GUS-
Vektor pGPTV (Glucuronidase Plant Transformation Vector) notwendig waren. Das PCR-
Produkt wurde in den mit EcCoRV geschnittenen Klonierungsvektor pBSK ligiert. Es folgte ein
Restriktionsverdau mit Xbal und Smal. Der Promotor wurde anschlieBend in den pGPTV-
Vektor vor das GUS-Gen (B-Glucuronidase) ligiert. Das von dem Vektor kodierte
Selektionsmarkergen bar kodiert das Enzym Phosphoinotricin-Acetyl-Transferase, welches
das Herbizid Ammonium-Glufosinat (BASTA) abbaut. Daher konnte BASTA fiir die Selektion
der transgenen GUS-Pflanzen eingesetzt werden.
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Genomische DNA EcoRV
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Abb. 3.20: Klonierungsstrategie zu den Promotor-GUS-Analysen von ERD6.5. CaMV-35S: 35S-
Promotor des Cauliflower-Mosaikvirus; Nos: Nopaline-Synthase; uidA: B-Glucuronidase-Gen; MCS:
multiple cloning site; LacZ: 3-Galactosidase-Gen; Pegrpss: ERD6.5-Promotor; RV: Restriktionsverdau

Im Anschluss wurden drei Linien, die aus der BASTA-Selektion hervorgegangen waren,
mittels GUS-Farbungen untersucht. Dabei entwickelte sich jeweils nur in den Pollenkérnern
eine starke Blaufarbung als ein Indiz fir eine hohe Promotoraktivitdt (Abb. 3.21). Diese
Beobachtung stimmt mit Daten aus dem Arabidopsis eFP Browser (www.bar.utoronto.ca/

efp/cgi-bin/efpWeb.cqi) tberein, wo die stérkste Transkriptionsrate von ERD6.5 und ERD6.7

im Pollen detektiert wurde.
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Abb. 3.21: GUS-Farbung zur gewebespezifischen Promotoraktivitit von ERD6.5. Die
stereomikroskopische Aufnahme erfolgte mit einer 30-fachen VergréBerung und zeigt eine Blite mit
einer starken Blaufarbung in den Pollenkdrnern (hier sichtbar in den Pollensacken und auf dem
Stigma).

3.9 Molekulare und physiologische Charakterisierung von ERD6.5 bzw. ERD6.7
defizienten Pflanzen

Die Charakterisierung von Knockout-Mutanten sollte weitere Einblicke in die Funktionen von
ERDG6.5 und ERD6.7 ermdglichen. Die homozygote Knockout-Linie fir ERD6.7 war bereits
verifiziert worden (Hannich, 2009) und wurde von Dr. Michael Bulttner (Heidelberg)
freundlicherweise zur Verflgung gestellt. Fir ERD6.5 wurden von GABI-Kat
(http://www.gabi-kat.de) die zwei Knockout-Linien erd6.5-1 (GABI Kat 033C02) und erd6.5-2
(GABI Kat 600B02) mit jeweils einer T-DNA-Insertion in Exon 4 bzw. Exon 16 erworben
(Abb. 3.22 A). Nach Selbstung der heterozygoten Knockout-Linien fir ERD6.5 dienten die
anschlieBenden Analysen zunéachst der Identifizierung homozygoter Knockout-Mutanten in

den Tochtergenerationen (Abb. 3.22). Hierbei konnte mit einer Gen-/T-DNA-spezifischen
Primerkombination  (At1g19450_rev_BamHI/LBP; Tab. 2.4) die T-DNA-Insertion
nachgewiesen werden. Homozygote Knockout-Pflanzen von erd6.5-1 zeigten ein Produkt
von 1200 bp; bei Homozygotie von erd6.5-2 ergab sich ein Produkt von 700 bp
(Abb. 3.22 B, D). Beide PCR-Produkte wurden sequenziert, so dass die Lokalisation der T-
DNA-Insertionen verifiziert werden konnte. Des Weiteren konnte mit einer genspezifischen
Primerkombination (At1g19450for_Ndel/ At1g19450 rev_BamHI; Tab. 2.4) das intakte Gen
ausschlieBlich fur die Wildtyp-Pflanzen nachgewiesen werden (Abb. 3.22 C,E). AnschlieBend
wurde genotypspezifische c¢DNA fir eine PCR mit genspezifischen Primern
(At1g19450for_Ndel/ At1g19450 _rev_BamHI; Tab. 2.4) eingesetzt, um die Anwesenheit
bzw. Abwesenheit des ERD6.5-Transkripts zu Uberprifen. Nur von Wildtyp-Pflanzen
abgeleitete cDNA flhrte zu einem PCR-Produkt mit vorhergesagter Lange, so dass die
Homozygotie der Knockout-Linien auch auf Ebene der Transkription gezeigt werden konnte
(Abb. 3.22 F).



3 Ergebnisse 55

A erd6.5-1 (GABI Kat 033C02) erd6.5-2 (GABI Kat 600B02)
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Abb. 3.22: Molekulare Charakterisierung von erd6.5-1 und erd6.5-2. Schematische Darstellung
von ERD6.5 mit T-DNA-Insertionen (A). PCR-Analyse von genomischer DNA mit einer Gen-/T-DNA-
spezifischen Primerkombination (B, D). PCR-Analyse von genomischer DNA mit genspezifischen
Primern (C, E). PCR auf cDNA mit genspezifischen Primern (F). M: A-Pstl-Marker, K: Wasser-
Kontrolle.

Die ERD6.5 defizienten Linien wurden flr Zuckergehaltsbestimmungen einer
Kéltebehandlung mit anschlieBender Wiedererwdrmung ausgesetzt. Hiermit sollten
Bedingungen flir eine starke vakuolare Zucker-Akkumulation und anschlieBende
-Mobilisierung herbeigefihrt werden. Die Knockout-Mutanten wurden neben Wildtyp-
Pflanzen flr vier Tage bei 4°C unter Kurztagbedingungen gehalten. Unmittelbar zu Beginn
der Dunkelphase wurde eine Wiedererwarmung bei 28°C in der Dunkelheit eingeleitet. Zu
diesem Zeitpunkt sowie 7 und 14 Stunden spéter erfolgte die Ernte der Blatter fir die
Bestimmung der Zuckergehalte. Die gewahlten Zeitpunkte stellen demnach Beginn, Mitte
und Ende einer simulierten ,warmen Nacht” nach einer Kaltephase dar.

Vor und unmittelbar nach der Kéltebehandlung (0 h) waren keine Unterschiede in den
Zucker-Gehalten festzustellen. Im Laufe der Wiedererwdarmung nahmen die Zuckergehalte
stark ab, wobei sich Unterschiede zwischen den Genotypen ergaben: Nach 7 und 14

Stunden Wiedererwadrmung wiesen beide Knockout-Linien signifikant mehr Fruktose als die



3 Ergebnisse 56

Wildtyp-Pflanzen auf. Nach 14 Stunden waren zudem die Saccharose-Gehalte in den
Knockout-Linien signifikant geringer als die Saccharose-Gehalte in den Wildtyp-Pflanzen
(Abb. 3.23)
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Abb. 3.23: Gehalte an Glukose (A), Fruktose (B) und Saccharose (C) in Blattern von erd6.5-1
und erd6.5-2 nach Kiltebehandlung. Die Ernte der Blatter erfolgte unmittelbar zu Beginn der
Dunkelphase nach viertdgiger Kaltebehandlung (0Oh) sowie 7 und 14 Stunden spater bei
Wiedererwdrmung (28°C). Dargestellt sind die Mittelwerte (x Standardfehler) dreier unabhéngiger
Untersuchungen mit je drei biologischen Replikaten. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp und
Knockout-Linien gemaB Student’s t-Test bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% sind angegeben

()-

B Wildtyp M erd6.5-1 O erd6.5-2

Die ERD6.7-Knockout-Mutanten unterschieden sich bereits unter Standardbedingungen von
Wildtyp-Pflanzen aufgrund héherer Glukose-Gehalte. Unterschiede bezlglich Fruktose,
Saccharose und Starke-Gehalte waren nicht festzustellen (Daten nicht gezeigt). Wie im Falle
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der ERDG6.5-Knockout-Mutanten  wurden  Zuckergehalte von Pflanzen in  der
Wiedererwdrmungsphase bestimmt. Dabei fielen die Glukose-Gehalte in den Wildtyp-
Pflanzen gegenlber den ERD6.7-Knockout-Mutanten zunehmend geringer aus; nach 14
Stunden enthielten die Mutanten mehr als doppelt soviel Glukose wie die Wildtyp-Pflanzen
(Abb. 3.24). Bei dieser Untersuchungsreihe waren die Zuckergehalte in den Wildtyp-Pflanzen
bereits zu Beginn héher als in der vorhergehenden Untersuchungsreihe zu den ERDG6.5-
Knockout-Pflanzen. Daher wurde hier auf eine zusammenfassende Darstellung der
Ergebnisse fur die verschiedenen Knockout-Mutanten verzichtet.

50 - *
45 - A

40 -
35 -
30 A *
25 -
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10 4
5
0

Glukose (umol/ g Fg)

Fruktose (umol/ g Fg)
[6)]

Saccharose (umol/ g Fg)

oh 7h 14h

Abb. 3.24: Gehalte an Glukose (A), Fruktose (B) und Saccharose (C) in Blattern von erd6.7-1
nach Kaltebehandlung. Die Ernte der Blatter erfolgte unmittelbar zu Beginn der Dunkelphase nach
viertagiger Kaltebehandlung (0h) sowie 7 und 14 Stunden spéater bei Wiedererwdrmung (28°C).
Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) dreier unabhangiger Untersuchungen mit je drei
biologischen Replikaten. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp und Knockout-Linien geman
Student’s t-Test bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% sind angegeben (-).

W Wildtyp [ erd6.7-1
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Die Ausschaltung der TMT-Gene, die zum vakuolaren Glukose-Import beitragen, fihrte zu
verringerten Keimungsraten (Kap. 3.6, Abb. 3.17). Daher wurde Uberprift, ob ERD6.7, der
womd@glich den Transport von Glukose aus der Vakuole in das Zytosol vermittelt, ebenfalls
an der Regulation der Keimung beteiligt ist (Abb. 3.25). Die Knockout-Mutanten wiesen
unter Standardbedingungen und bei hoher Mannitol-Konzentration im Medium hdéhere
Keimungsraten als die Wildtyp-Pflanzen auf. Die Anwesenheit einer hohen Glukose-
Konzentration flhrte in beiden Genotypen zu einer noch starkeren Verzdgerung der Keimung
als die Behandlung mit Mannitol. Unter den Bedingungen der hohen Glukose-Konzentration
zeigte sich auch der gréBte Unterschied in den Keimungsraten: Die Samen von erd6.7-1
keimten mit geringerer Verzégerung und erreichten nach zehn Tagen eine Keimungsrate von
ca. 87%, wohingegen die Keimungsrate der Wildtyp-Pflanzen bei 46% lag.
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Abb. 3.25: Keimungsraten unter Standardbedingungen (A) sowie bei 400 mM Mannitol bzw. 400
mM Glukose (B). Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) dreier unabhangiger
Untersuchungen mit je 26 Samen von Wildtyp-Pflanzen und erd6.7-1.
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3.10 Analysen zur heterologen Expression von BvIMP in Arabidopsis

Zur Untersuchung des putativen Zuckertransporters BvIMP, der starke Homologie zu
ERD6.5 und ERD6.7 aufweist (Kap 3.6; Tab 3.1), erfolgte eine heterologe Expression des
Proteins in Arabidopsis. Hierzu wurde aus einer Zuckerriibe (Beta vulgaris subsp. vulgaris
var. altissima) RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die cDNA diente als Template einer
PCR mit genspezifischen Primern. Die so gewonnene cDNA-Sequenz wurde Uber mehrere
Schritte kloniert und mit dem CaMV 35S-Promotor in den Expressionsvektor pART27 ligiert
(Anhang, Kap. 8.5). Die mit diesem Konstrukt transformierten Agrobakterien konnten mit
Kanamycin selektiert werden. Im Rahmen der floral dip Methode (Kap. 2.3.18) wurden
Wildtyp-Pflanzen (Okotyp Columbia) transformiert. Fiir die Selektion transgener Pflanzen
wurde BASTA angewendet.

Der Nachweis der heterologen Expression von BvIMP auf Transkriptebene erfolgte mittels
Northern Blot. Hierzu wurde aus vier Wochen alten Wildtyp-Pflanzen und putativen
transgenen Pflanzen, die aus der BASTA-Selektion hervorgegangen waren, RNA isoliert, in
einem Formaldehyd-Gel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran Gbertragen.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation dieser Membran mit einer radioaktiv markierten fir
BvIMP spezifischen Sonde. Als Kontrolle fur eine gleichméaBige Gel-Beladung wurde die
Leiterstruktur der rRNA visualisiert. Alle selektierten Linien erzeugten ein Signal. Die
einzelnen Proben zeigten bei der Beladungskontrolle keine vollstandig gleichmaBige
Auftragung. Dennoch war zu erkennen, dass die Linien 5, 6 und 8 die hdéchsten
Transkriptlevel aufwiesen, wahrend dem Wildtyp kein Signal zugeordnet werden konnte
(Abb. 3.26).

Wi Linien mit heterologer Expression von BviMP
1 2 3 4 5 6 7 8

e T L = s Rl

Abb. 3.26: Northern-Blot zur Uberpriiffung der heterologen Expression von BvIMP in
Arabidopsis. rRNA: Ribosomale RNA
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Um Hinweise auf ein Transportsubstrat und die physiologische Funktion des putativen
Zuckertransporters BvIMP zu erhalten, wurden die BvIMP exprimierenden Linien 6 und 8 far
Zuckergehaltsbestimmungen einer Kaltebehandlung mit anschlieBender Wiedererwarmung
ausgesetzt (Abb. 3.27). Die Untersuchung erfolgte wie im Falle der ERD6.5- und ERD6.7-
Knockout-Mutanten. In Bezug auf Fruktose und Saccharose waren zwischen den Genotypen
durchwegs keine Unterschiede festzustellen. Zu Beginn der Wiedererwdrmung enthielt die
BvIMP-Linie 6 signifikant weniger Glukose als der Wildtyp (gemaB Student’s t-Test mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%). Nach 7 Stunden Wiedererwdarmung wurden die
Unterschiede zwischen Wildtyp-Pflanzen und den BvIMP-Linien gréBer, so dass nun auch
BvIMP-Linie 8 signifikant weniger Glukose als die Wildtyp-Pflanzen enthielt.  Die
Unterschiede zwischen den Genotypen blieben nach 14 Stunden nahezu unverandert.
Demnach konnten mit der Wiedererwarmung Bedingungen herbeigefiihrt werden, die in den
BvIMP exprimierenden Pflanzen zu einer stérkeren Reduktion der Glukose-Gehalte als in
den Wildtyp-Pflanzen fihrten. Unter Standardbedingungen zeigten die verschiedenen
Genotypen keine Unterschiede bezlglich der  Zuckergehalte. Ebenso wurden keine
phanotypischen Unterschiede zwischen Wildtyp-Pflanzen und BvIMP exprimierenden
Pflanzen bezlglich Samen-Masse, Wachstum oder Blihzeitpunkte festgestellt (Daten nicht
gezeigt).
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Abb. 3.27: Gehalte an Glukose (A), Fruktose (B) und Saccharose (C) in Blattern von BvIMP
exprimierenden Linien nach Kaltebehandlung. Die Ernte der Blatter erfolgte unmittelbar zu Beginn
der Dunkelphase nach viertagiger Kaltebehandlung (0h) sowie 7 und 14 Stunden spater bei
Wiedererwarmung (28°C). Dargestellt sind die Mittelwerte (x Standardfehler) dreier unabhangiger
Untersuchungen mit je drei biologischen Replikaten. Signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp und
Knockout-Linien gemaB Student’s t-Test bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% sind angegeben
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4 Diskussion

Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten sollten in erster Linie dartber Aufschluss geben,
inwiefern die untersuchten tonoplastidaren Transportproteine aus Arabidopsis thaliana und
Beta vulgaris zur abiotischen Stresstoleranz beitragen. Zunachst wurde der Malat-Carrier
AtTDT im Hinblick auf die Regulation der Stomata-Apertur und der Transpiration untersucht.
Die Funktion des TDT in der osmotischen Anpassung an Trockenheit und der Beitrag zur
Salztoleranz stellten weitere Arbeitsschwerpunkte dar. Fir die zuféllige Beobachtung, dass
die entsprechenden Knockout-Linien spéater als die Wildtyp-Pflanzen blihen, sollte eine
Erklarung gefunden werden. Die Zuckertransporter der AtTMT-Familie wurden anhand der
TMT-Triplemutante untersucht, in der alle drei TMT-Gene ausgeschaltet sind. Dabei ging es
um die Frage, inwiefern die Zuckertransporter zu einer Anpassung an Kalte und Trockenheit
beitragen. Die Bestimmung der Zuckergehalte von Knockout-Pflanzen fir AtERD6.5 und
AtERDG6.7 und von Arabidopsis-Linien, die das Ortholog aus Beta vulgaris exprimieren,
sollten erste Rlckschlisse auf das Transportsubstrat zulassen. Im Falle von ERD6.5 und
BvIMP zeigte sich im Verlauf der Arbeiten, dass erst eine Kaéltebehandlung mit
anschlieBender Wiedererwdrmung zu metabolischen Unterschieden zwischen Wildtyp-
Pflanzen und Mutanten fOhrt. AbschlieBend wurde untersucht, inwiefern ERD6.7 die
Keimung beeinflusst. Im Folgenden sollen die Untersuchungsergebnisse diskutiert werden.

4.1 Beitrag des TDT zur Regulation der Stomata-Apertur und Trockentoleranz
Die Bestimmung der Stomata-Aperturen (Kap. 3.1, Abb. 3.2) in Wildtyp-Pflanzen und beiden
Knockout-Linien fir TDT bestétigten frihere Analysen (Hurth, 2005), flr die nur eine Linie
(tdt1-1) herangezogen wurde: Wahrend die Stomata der Wildtyp-Pflanzen tagsiber
wesentlich weiter gedffnet sind als nachts, haben die Stomata der Knockout-Pflanzen stets
die gleiche Offnungsweite, so dass sie im Vergleich zu den Wildtyp-Pflanzen tagsiiber
weniger weit gedffnet sind und nachts eine groBere Offnungsweite aufweisen. Die Daten
stehen im Einklang mit der Hypothese, dass TDT in der Lichtphase Malat in die
SchlieBzellen-Vakuolen transportiert und somit einen osmotischen Wassereinstrom bedingt,
der zum Offnen der Stomata fiihrt. In der Dunkelphase kénnte TDT den Transport von Malat
aus den SchlieBzellen-Vakuolen in das Zytosol vermitteln und somit zum osmotischen
Wasserausstrom und SchlieBen der Stomata beitragen. Dass TDT Malat aus der Vakuole in
das Zytosol transportieren kann, wurde bereits flr die Funktion des TDT in der Regulation
des zytosolischen pH-Werts postuliert (Hurth et al., 2005). Fir die Export-Funktion spricht
auch die starke Induktion der TDT-Promotoraktivitdt nach Reduktion der Luftfeuchtigkeit
(Kap. 3.1, Abb. 3.1), denn beim Ubergang von hoher zu geringer Luftfeuchtigkeit schlieBen
sich die zuvor weit gedffneten Stomata (PospiSilova, 1996).
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Die Stomata der Komplementationsmutante Pueo :TDT (tdt71-1) weisen einen ahnlichen Tag-
Nacht-Rhythmus wie die Wildtyp-Pflanzen auf, jedoch sind sie zu beiden Zeitpunkten weiter
geobffnet (Kap. 3.1, Abb. 3.2). Diese Beobachtung spricht daflr, dass eine ausschlieBliche
Expression des TDT in den SchlieBzellen das Offnen und SchlieBen der Stomata regulieren
kann. Ein Grund fir die im Vergleich zum Wildtyp stets gréBeren Stomata-Aperturen kdnnte
sein, dass die Expression des TDT in den SchlieBzellen der Komplementationsmutante
tagsiber womaéglich starker und nachts schwéacher als in den Wildtyp-Pflanzen ist, so dass
tagsiber mehr Malat in die SchlieBzellen-Vakuolen importiert und nachts weniger Malat
exportiert wird. Um dies zu Uberprifen, mussen SchlieBzellen-Vakuolen aus beiden
Genotypen isoliert werden und fir beide Zeitpunkte sowohl die Malat-Gehalte als auch die
schlieBzellenspezifische TDT-Expression quantifiziert werden.

Die starke Induktion des tonoplastidaren Aquaporins delta-Tip in tdt1-1 (Kap. 3.1, Abb. 3.3)
steht in Ubereinstimmung mit den tagsiber geringeren Stomata-Aperturen. Myb60-
Knockout-Mutanten weisen wie die TDT-Knockout-Mutanten tagstber geringere Stomata-
Aperturen auf und zeichnen sich ebenfalls durch eine deutlich erhéhte Transkriptionsrate fur
delta-Tip aus, dessen physiologische Funktion in der Stomata-Regulation noch unbekannt ist
(Cominelli et al., 2005).

Untersuchungen zum Frischgewichtsverlust abgeschnittener Blatter stellen eine etablierte
Methode dar, mit der Unterschiede in den Transpirationsraten zwischen Wildtyp-Pflanzen
und Mutanten mit verdnderter Stomata-Regulation Uberprift werden, weil die fir den
Frischgewichtsverlust verantwortliche Transpiration zum gréBten Teil Uber die Stomata
erfolgt (Cominelli et al., 2005; Jung et al., 2008). Die hier vorgestellten Untersuchungen zum
Frischgewichtsverlust weisen keine Transpirationsunterschiede zwischen Wildtyp-Pflanzen
und TDT-Mutanten nach. Zun&chst soll hier auf die Untersuchungen eingegangen werden,
fir die die Blatter zu Beginn der Lichtphase abgeschnitten wurden (Kap. 3.1, Abb. 3.4). Zieht
man in Betracht, dass die Stomata der verschiedenen Genotypen zu Beginn der Lichtphase
gleich weit gedffnet sind (Hurth, 2005), waren keine unmittelbar eintretenden Unterschiede
im Wasserverlust zu erwarten. Nun ist zu beachten, dass mit dem Beginn der Untersuchung
zwei Faktoren gegensétzlich auf die Stomata-Aperturen wirken: Zum Einen férdert der
Beginn der Lichtphase ein Offnen der Stomata, das in den Knockout-Mutanten inhibiert ist.
Zum Anderen wird mit dem Beginn der Untersuchungen ein Wassermangel in den Blattern
herbeigefihrt, der in den Wildtyp-Pflanzen zu einem schnelleren SchlieBen der Stomata
fihren kénnte. Diese Annahme waére vereinbar mit der Beobachtung, dass bei Bewindung
intakter Pflanzen die Stomata der Knockout-Mutanten verzdgert schlieBen (Hurth, 2005).
Daher kdnnten im Verlauf der Untersuchung Belichtung und Wassermangel kompensierende
Effekte auf die Regulation der Stomata-Aperturen haben, die in den Knockout-Mutanten zwar
verzbgert einsetzen, letztlich aber zu gleichen Aperturen wie in den Wildtyp-Pflanzen fihren
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und somit den gleichen Wasserverlust bedingen kdnnten. Bei unveranderten Stomata-
Aperturen wirde die reduzierte Stomata-Dichte in den Knockout-Mutanten (Kap. 3.1, Abb.
3.5) zu einer geringeren Transpirationsrate fuhren.

Es wurden auch Untersuchungen zum Frischgewichtsverlust durchgefihrt, fir die die Blatter
finf Stunden nach Beginn der Lichtphase abgeschnitten wurden. Wie zuvor waren keine
Unterschiede zwischen den Genotypen festzustellen (Kap. 3.1, Daten nicht gezeigt). Unter
der Berlcksichtigung, dass die Stomata der Knockout-Mutanten tagslUber weniger weit
gedffnet sind als die Stomata der Wildtyp-Pflanzen (Kap. 3.1, Abb. 3.2) und ihre Stomata-
Dichte reduziert ist (Kap. 3.1, Abb. 3.5), wéaren fir die Knockout-Mutanten geringere
Transpirationsraten zu postulieren. Zieht man in Betracht, dass das Abschneiden der Blatter
zu Beginn der Untersuchung einen plétzlichen Wassermangel fir die Blatter darstellt und
womd@glich schon in den ersten Minuten ein ABA-vermitteltes SchlieBen der Stomata auslést,
so sollten die Stomata der Wildtyp-Pflanzen schneller schlieBen als die Stomata der
Knockout-Mutanten. Unter diesem Aspekt ware zu erwarten, dass die Blatter der Knockout-
Mutanten im Verlauf der Untersuchung mehr Wasser verlieren und somit ihr
Frischgewichtsverlust starker ausfallt. Die einerseits reduzierten Stomata-Aperturen und
Stomata-Dichten und andererseits das verzdgerte SchlieBen der Stomata der Knockout-
Pflanzen bei Wassermangel koénnten bei der gewahlten Untersuchungsmethode
kompensierende Effekte auf die Transpiration haben.

Womdglich kénnen Unterschiede in den Transpirationsraten zwischen den Genotypen
detektiert werden, wenn entsprechende Messungen an intakten Pflanzen durchgefihrt
werden. Hierbei wirde ein untersuchungsbedingter Wassermangel eliminiert, so dass eine
Interpretation der gewonnenen Daten vereinfacht wirde. Unter diesen Bedingungen missten
die Knockout-Mutanten tagstber aufgrund reduzierter Stomata-Aperturen und aufgrund der
reduzierten Stomata-Dichte eine geringere Transpirationsrate als Wildtyp-Pflanzen
aufweisen. Inwiefern Unterschiede in der Transpiration bei Nacht zu detektieren waren, ist
schwer abzuschéatzen, weil die Knockout-Mutanten zu dieser Zeit weiter getéffnete Stomata
bei reduzierter Stomata-Dichte aufweisen. Die Frage, ob hierbei die gréBere Stomata-
Apertur einen starkeren Effekt auf die Transpiration ausibt als die reduzierte Stomata-
Dichte, kann hier nicht beantwortet werden.

Die Beobachtung, dass die TDT-Knockout-Mutanten im Wind schneller welken (Hurth,
2005), war nicht reproduzierbar (Kap. 3.1; Daten nicht gezeigt). Womdglich war in den
friheren Untersuchungen keine véllig gleichmaBige Bodenfeuchtigkeit gegeben, so dass die
Knockout-Mutanten bereits zu Beginn der Untersuchungen Ulber weniger Wasser verfugten
als die Wildtyp-Pflanzen. Unterschiedliche Bodenfeuchtigkeiten stellen sich in den
verwendeten Behaltern schnell ein, auch wenn sie gleich viel Erde enthalten und aus der
gleichen Schale Wasser aufnehmen. Geringe Unterschiede in der Neigung der Schale oder
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Unterschiede im Faser- und Lehmgehalt sind hierbei wahrscheinlich von Bedeutung. Um die
Bodenfeuchtigkeit fur die verschiedenen Genotypen mdéglichst gleich zu halten, wurden fur
die Wiederholungen der Wind-Behandlung jeweils eine Wildtyp- und eine Knockout-Pflanze
im selben Behalter angezogen. Da sich hierbei nun keine Unterschiede mehr im Welke-
Zeitpunkt zeigten, ist davon auszugehen, dass die Pflanzen gegentber Wind und
abnehmender Bodenfeuchtigkeit gleichermaBen resistent sind. Unter dem Aspekt des
verzdgerten SchlieBens der Stomata bei der Wind-Behandlung (Hurth, 2005) ware zwar ein
schnelleres Welken der Knockout-Pflanzen anzunehmen. Zieht man allerdings die
verringerte Stomata-Dichte in Betracht, ware auch ein langsameres Welken vorstellbar.
Daher kompensieren sich womdglich verzégertes SchlieBen der Stomata und die reduzierte
Stomata-Dichte in ihren Auswirkungen auf die Trockentoleranz.

Eine Erklarungsméglichkeit flr die reduzierte Stomata-Dichte und flir den reduzierten
Stomata-Index in den Knockout-Mutanten (Kap. 3.1, Abb. 3.5) stellen die erhdhten
Atmungsraten dar (Hurth et al., 2005). Die erhéhten Atmungsraten wurden damit erklart,
dass in die Vakuolen der Knockout-Mutanten weniger Malat transportiert wird, so dass das
im Zytosol verbliebene Karboxylat in erhéhtem MaB der Zellatmung zugefihrt wird. Die
daran gekoppelte Steigerung der CO,-Freisetzung kénnte zu einem gesteigerten CO,-Gehalt
in den Blattern fihren. Dies kdnnte die Ursache fur die reduzierte Anzahl der Stomata in den
Knockout-Pflanzen sein, denn erhdhte CO.-Konzentrationen wirken reduzierend auf die
Stomata-Dichte und den Stomata-Index von sich entwickelnden Blattern (Lake et al., 2001).
Da die Knockout-Mutanten weniger Stomata aufweisen, die tagstber zudem nicht so weit
gedffnet sind, liegt die Vermutung nahe, dass die photosynthetische CO.-Fixierung wegen
einer verringerten CO,-Aufnahme reduziert ist. Es konnten jedoch keine Unterschiede in
Starke- und Zuckergehalten sowie im Wachstum festgestellt werden (Kap. 3.1, Abb. 3.6;
Daten nicht gezeigt), so dass keine Hinweise auf eine reduzierte photosynthetische Aktivitat
in den Knockout-Mutanten vorliegen. Womd@glich sind die dargestellten Effekte auf die CO,-
Fixierung so gering, dass damit verbundene Unterschiede in der Photosynthese oder im
Wachstum nur bei wenigen Prozent liegen und wegen einer hohen Variabilitdt nur bei
Anzucht sehr vieler Pflanzen nachweisbar wéaren. Auch fir einige andere Mutanten mit
gestoérter Regulation der Stomata-Apertur wurden keine Veranderungen in Wachstum oder
Photosynthese beobachtet (Li et al., 2000; Gaedeke et al., 2001; Guo et al., 2003; Hosy et
al., 2003; Klein et al., 2004; Cominelli et al., 2005; Liang et al., 2005; Peiter et al., 2005;
Merlot et al., 2007; Jung et al., 2008; Lee et al., 2008; Marten et al., 2008; Vahisalu et al.,
2008). Demnach muss sich eine durch Mutationen verringerte Stomata-Apertur oder -Dichte
nicht zwangslaufig limitierend auf die photosynthetische CO,-Fixierung auswirken.

Wahrend die Regulation der vakuoldren Malat-Konzentration in den SchlieBzellen Einfluss
auf das Offnen und SchlieBen der Stomata nimmt, tragt eine Malat-Akkumulation in anderen
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Zelltypen zu einer osmotischen Anpassung an Wassermangel bei (Handa et al., 1983;
Peltier und Marigo, 1999). Die starke Induktion des TDT-Promotors bei osmotischem Stress
in Blattern und Wurzel (Kap. 3.1, Abb. 3.7) sowie die verminderte Akkumulation von Malat in
den TDT-Knockout-Mutanten sprechen fir eine Mitwirkung des TDT an einer osmotischen
Anpassung. Da unter keinen der getesteten Trockenstress-Bedingungen die Keimung oder
das Wachstum der Knockout-Mutanten beeintrachtigt war, ist anzunehmen, dass die
starkere Akkumulation von Citrat den geringeren Malat- und Fumarat-Gehalt osmotisch
kompensiert (Kap. 3.1, Abb. 3.8). Frihere Analysen zeigten bereits, dass sich Wildtyp-
Pflanzen und TDT-Knockout-Mutanten unter Standard-Bedingungen weder im vakuolaren
noch im zytosolischen Gesamtgehalt von Malat, Fumarat und Citrat unterscheiden (Hurth et
al., 2005). Somit liegen in Bezug auf die osmotische Anpassung keine Hinweise vor, dass
sich Wildtyp-Pflanzen und TDT-Knockout-Mutanten in der Akkumulation osmotisch aktiver
Teilchen unterscheiden. Die Citrat-Akkumulation in den Knockout-Mutanten kénnte darauf
basieren, dass nicht vakuolar gespeichertes Malat aus dem Zytosol in die Mitochondrien
transportiert und dort im Citrat-Zyklus vermehrt in Citrat umgewandelt wird. Uber ein bisher
noch nicht identifiziertes Transportprotein kénnte Citrat in die Vakuole importiert und
gespeichert werden. Der geringere Fumarat-Gehalt in den Knockout-Mutanten kénnte darauf
zurlckgefihrt werden, dass fir die Fumarat-Synthese in den Mitochondrien womdglich
weniger Citrat zur Verfigung steht. Zudem ist es méglich, dass TDT neben Malat auch
Fumarat als strukturell dhnliches Karboxylat in die Vakuole transportiert. Demnach koénnte
Fumarat ebenso wie Malat in den Knockout-Mutanten verstarkt veratmet werden.

4.2 Funktion des TDT in der Regulation des Bliihzeitpunkts

Die Beobachtung, dass die TDT-Knockout-Mutanten unter Kurztag-Bedingungen verzdgert
BlUtensprosse bilden und entsprechend ca. 3 Tage spéter blihen als die Wildtyp-Pflanzen,
weist auf eine Funktion des TDT in der Regulation des Blihzeitpunkts (Kap. 3.2; Abb. 3.9)
hin. Die verzdgerte reproduktive Phase konnte auf keine veradnderten Zucker- oder
Prolingehalte zurlickgefuhrt werden (Kap. 3.2, Daten nicht gezeigt). Die Untersuchung der
entsprechenden Gehalte erschien aufschlussreich, da Zucker und Prolin reprimierend bzw.
induzierend auf die Blihphase wirken (Ohto et al., 2001; Mattioli et al., 2008). Zudem war
keine veranderte Geninduktion von Transkriptionsfaktoren, die den Blihzeitpunkt
kontrollieren, in den TDT-Knockout-Mutanten nachweisbar (Kap. 3.2, Daten nicht gezeigt).
Eine mdgliche Ursache fur den verzégerten BlUhzeitpunkt kénnte in der Funktion des TDT in
der Regulation des zytosolischen pH-Werts liegen: Fir die Kurztag-Pflanzen Pharbitis nil
(Friedman et al.,1990) und Chenopodium rubrum (Albrechtova et al., 1997) wurde
nachgewiesen, dass eine zytosolische Alkalisierung im Spross-Apex die Blihinduktion

vermittelt. Womdglich trifft dies auch auf die Blihinduktion in der Langtag-Pflanze
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Arabidopsis unter Kurztag-Bedingungen zu. TDT koOnnte hierbei eine zytosolische
Alkalisierung gewahrleisten, indem Malat Gber den Carrier aus der Vakuole in das Zytosol
transportiert und dort unter Freisetzung von Hydroxylionen abgebaut wird (Hurth et al.,
2005). Far die Bluhinduktion unter Langtag-Bedingungen kann diese Funktion des TDT nicht
postuliert werden, da Wildtyp-Pflanzen und TDT-Knockout-Mutanten im Langtag gleichzeitig
blihen (Kap. 3.2, Daten nicht gezeigt). Die verzbgerte BlUhinduktion hatte negative
Auswirkungen auf Samen-Gehalt und —Masse, wenn die Pflanzen vor Beginn der
reproduktiven Phase zunehmendem Wassermangel ausgesetzt wurden (Kap. 3.2, Abb.
3.10). Daher scheint in dieser Situation die Zeitspanne noch ausreichender
Wasserversorgung fur die Bliten- und Samenentwicklung der TDT-Knockout-Mutanten
limitierender zu sein als im Falle der Wildtyp-Pflanzen.

4.3 Beitrag des TDT zur Salztoleranz

Die Hypothese, dass TDT unter Salzstress-Bedingungen eine Malat-Akkumulation in der
Vakuole vermittelt und mit einer erhéhten vakuoldren Aufnahme-Kapazitat fir Na*-lonen zur
Salztoleranz beitragt, konnte nicht bestatigt werden: Der erhéhte Bodensalz-Gehalt fihrte
unter den getesteten Bedingungen in Wildtyp-Pflanzen und TDT-Knockout-Pflanzen fast zu
einer Verzehnfachung des Na® und CI" -Gehalts, jedoch ohne Unterschiede zwischen den
Genotypen (Kap. 3.3, Abb. 3.11). Zudem korrelierten die erhdhten Na*-Gehalte in den
gestressten Pflanzen nicht mit einer Malat-Akkumulation (Kap. 3.3, Daten nicht gezeigt). In
Ubereinstimmung mit den metabolischen Untersuchungen waren keine genotypisch
bedingten Unterschiede bezlglich Keimung und Wachstum unter Salzstress nachweisbar.
Dass Salzstress nicht notwendig zu einer Akkumulation von Malat fihrt, wurde bereits fur
andere Pflanzenarten gezeigt (McNulty, 1985; Speer und Kaiser, 1991). Die Beobachtung,
dass mehrwdchiges GieBen mit einer 50 mM NaCl-Lésung die Malat-Gehalte in Arabidopsis
erhéhte (Emmerlich et al., 2003), kénnte womdglich auf rein osmotische Effekte
zurtickgefuhrt werden und wirde unter diesem Aspekt mit Daten aus dieser Arbeit zur Malat-
Akkumulation bei Trockenheit Gbereinstimmen (Kap. 3.1, Abb. 3.8).

4.4 Beitrag der TMT-Familie zur Kaltetoleranz

Pflanzen akkumulieren in Kaltephasen Zucker wie Glukose und Saccharose, die unter
Frostbedingungen Membranen und Proteine in dehydrierten Zellen stabilisieren kdénnen
(Patton et al., 2005). Die im Rahmen dieser Kalte-Akklimatisierung stattfindende
Zuckerakkumulation ist lichtabhdngig (Wanner und Junttila, 1999) und basiert auf
Saccharose-Synthese sowie Stéarke-Abbau (Yano et al., 2005). In diesem Zusammenhang
tragen die bei Kalte induzierten tonoplastidaren Monosaccharid-Transporter zur vakuolaren

Akkumulation von Glukose und Fruktose bei (Wormit et al., 2006). Die Beobachtung, dass in
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den TMT-Triplemutanten wahrend der Kaltebehandlung die Akkumulation von Glukose und
Fruktose beeintrachtigt ist (Kap. 3.5, Abb. 3.14), bestatigt bereits zuvor erfolgte Analysen
(Wormit et al., 2006). Ein Grund fur die geringeren Zuckergehalte kénnte eine erhéhte
Veratmungsrate der nicht vakuolar gespeicherten Monosaccharide sein. Hinweise darauf
liefern die Untersuchungen zur Veratmung applizierter Glukose, nach denen unter
Kéltebedingungen Blattscheiben der TMT-Triplemutanten mehr Glukose veratmen als
Blattscheiben von Wildtyp-Pflanzen (Kap. 3.5, Abb. 3.15). In den Mutanten werden unter
Kéltebedingungen weniger Monosaccharide in die Vakuole transportiert, so dass sie
wahrscheinlich im Zytosol akkumulieren. Diese Annahme stimmt UOberein mit
Kompartimentierungsanalysen aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Arnd G. Heyer (Kap. 3.5;
Daten nicht gezeigt). In der Folge kdnnen die im Zytosol akkumulierten Zucker vermehrt als
Substrate der Glykolyse dienen und teilweise auch Uber den oxidativen Pentose-Phosphat-
Weg abgebaut werden. Eine weitere mdgliche Ursache fir die reduzierten Monosaccharid-
Gehalte ist die in den Mutanten nach der Kaltebehandlung starker reduzierte effektive
Quantenausbeute (Kap. 3.5, Abb. 3.16) als ein Hinweis auf eine starker reduzierte
Photosyntheserate. Diese kdnnte zugleich die im Vergleich zu den Wildtyp-Pflanzen
geringeren Starke-Gehalte in den Mutanten nach vier und acht Tagen Kélte (Kap. 3.5, Abb.
3.14) bedingen.

Die Unterschiede in der effektiven Quantenausbeute kénnten mit DNA-Array-Analysen
begrindet werden, die von Dr. Alexandra Wormit (AG Pflanzenphysiologie, TU
Kaiserslautern) durchgefihrt wurden. Die Array-Daten indizieren fur die TMT-Triplemutanten
nach einwdchiger Kaltebehandlung eine im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen schwéchere
Induktion dreier Proteinkomponenten der photosynthetischen Elektronentransportkette.
Dabei handelt es sich um PsbT (Ohnishi und Takahashi, 2008) CP47 (Gamble und Mullet,
1989) und PsbG (Nixon et al., 1989). Eine Reprimierung der entsprechenden Gene kénnte
auf eine Erhéhung der zytosolischen Monosaccharid- und Saccharose-Konzentrationen
zurlckgefihrt werden. Diese Annahme ist konsistent mit der Beobachtung, dass applizierte
Glukose die CAB1-Transkription in Blattscheiben von TMT1-Knockout-Mutanten starker
reprimiert als in Blattscheiben von Wildtyp-Pflanzen (Wormit et al., 2006). Die durch Zucker
vermittelte Reprimierung von Genen, die fir Proteine des Photosynthese-Apparats kodieren,
wird als photosynthetische Feedback-Hemmung interpretiert (Van Oosten et al., 1997).

Die im Vergleich zu den Wildtyp-Pflanzen erhéhten Saccharose-Gehalte der TMT-
Triplemutanten in den ersten vier Tagen der Kéltebehandlung kénnten folgende Ursache
haben: Wie bereits erwahnt, akkumulieren wahrscheinlich im Zytosol der TMT-
Triplemutanten die nicht in die Vakuole transportierten Monosaccharide. Glukose kdnnte
demnach vermehrt Uber die Glukose-Kinase in Glukose-6-phosphat und C(ber die
Phosphoglukomutase in Glukose1-phosphat umgewandelt werden. Glukose1-phosphat stellt
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seinerseits ein Intermediat der Saccharose-Synthese dar (Taiz und Zeiger, 2006). Somit
kénnten die Monosaccharide in den TMT-Triplemutanten nicht nur in erhéhtem MaB
Substrate fur die Zellatmung darstellen, sondern auch kreislaufartig in Saccharose
umgewandelt werden, aus deren Abbau sie wiederum hervorgehen.

Nach acht Tagen Kaélte sind die Saccharose-Gehalte angeglichen, wéahrend die
Monosaccharid- und Stéarke-Gehalte in den TMT-Triplemutanten weiterhin unter denjenigen
der Wildtyp-Pflanzen liegen (Kap. 3.5, Abb. 3.14). Womdglich bewirkt hierbei eine starker
reduzierte Photosynthese-Rate, wie sie von den effektiven Quantenausbeuten (Kap. 3.5,
Abb. 3.16) indiziert wird, dass die Saccharose-Synthese verringert wird und in der Folge die
Saccharose-Gehalte sinken. Die zu Beginn der Kélte einsetzende Abnahme der Starke (Kap.
3.5, Abb. 3.14) ist wahrscheinlich auf einen kélteinduzierten Starke-Abbau als eine Quelle
der Zuckerakkumulation zurtickzufiihren (Yano et al., 2005). Der trotz reduzierter effektiver
Quantenausbeute (Kap. 3.5, Abb. 3.16) spater zu beobachtende Anstieg der Starke-Gehalte
(Kap. 3.5; Abb. 3.14) kénnte darauf basieren, dass der Starke-Abbau wahrscheinlich nur in
den ersten Tagen erfolgt (Strand et al., 2003), wahrend eine photosynthetisch bedingte
Zunahme anhalt.

Die hier betrachtete Kaltebehandlung erfolgte unter Langtag-Bedingungen bei 4°C. Im
Gegensatz hierzu hatte eine 24-stiindige Kéltebehandlung bei 9°C unter Dauerlicht zu
geringeren Saccharose-Gehalten in den TMT-Triplemutanten als in den Wildtyp-Pflanzen
gefuhrt (Wormit et al., 2006). Daher setzt unter Dauerlicht womd&glich bereits nach einem Tag
Kélte in den Mutanten eine Feedback-Hemmung der Photosynthese und somit eine
Inhibierung der Saccharose-Synthese ein, die sich starker auf die Saccharose-Gehalte
auswirken kénnte als eine Resynthese der Saccharose aus den Monosacchariden.
Abbildung 4.1 fasst zusammen, wie bei Kaltestress die Aktivitdt der TMT-Proteine mit
Photosynthese, Saccharose-Synthese und Zellatmung wechselwirken kann. Die
zytosolischen Hexosen regulieren in diesem Modell den Saccharose-Gehalt, indem sie
sowohl Substrate als auch Inhibitoren der Saccharose-Synthese darstellen.
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Abb. 4.1: Modell zur Einbindung der TMT-Proteine in den Primérstoffwechsel bei Kéltestress. In
den Klammern stehen die Nummern der Abbildungen aus dem Ergebnisteil, die die Auswirkung der
TMT-Inaktivierung auf verschiedene Bereiche des Kohlenstoff-Metabolismus darstellen.  Fruk:
Fruktose; Gluk: Glukose; OPPP: oxidativer Pentose-Phosphat-Weg; PS: Photosynthese; Suc:
Saccharose; TMT: Tonoplastidare Monosaccharid-Transporter 1-3

Phéanotypische Auswirkungen der TMT-Inaktivierung konnten flir die Kaéltetoleranz nicht
nachgewiesen werden. Trotz der inhibierten  Photosynthese wurden keine
Wachstumsunterschiede zwischen Wildtyp und TMT-Triplemutante nachgewiesen (Kap. 3.5;
Daten nicht gezeigt). Unter den getesteten Bedingungen bei 4°C war das Wachstum
gleichermaBen stark inhibiert. Womaéglich kénnten sich bei milderem Kaltestress sichtbare
Wachstumsunterschiede ergeben.

GemaB Untersuchungen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Arnd G. Heyer (Abteilung
Botanik, Universitat Stuttgart) zur Frosttoleranz von Pflanzen, die zuvor eine Woche bei 4°C
unter Langtag-Bedingungen gehalten worden waren, waren keine Unterschiede zwischen
Wildtyp-Pflanzen und Mutanten festzustellen (Kap. 3.5, Daten nicht gezeigt).
Dementsprechend kann eine Uber die TMT-Proteine vermittelte vakuolare Akkumulation
nicht dazu beitragen, die Plasmamembranen zu stabilisieren. Inwiefern die Stabilitédt anderer
Zell-Membranen oder Proteine von der Aktivitdt der TMT-Proteine abhangt, ist mittels der
angewandten ion leakage Methode (Lee et al., 1999) nicht erfassbar. Um die Frosttoleranz
der TMT-Triplemutanten weiter zu Uberprifen, kénnten die Wachstumsraten von Wildtyp-
Pflanzen und Mutanten nach Frostperioden bestimmt werden. Falls Frost in den Mutanten zu
gréBeren Schaden innerhalb der Zellen fihrt als in den Wildtyp-Pflanzen, wirde dies
womoglich zu sichtbaren Wachstumsunterschieden fihren. Eine weitere Mdglichkeit zur
Abschatzung der Frosttoleranz ware die Bestimmung der Uberlebensraten nach
unterschiedlich starken Frosttemperaturen (Charron et al., 2008). Fir die physiologische
Funktion der TMT-Proteine bei Kalte indizieren die vorliegenden Daten daher, dass ihre
Aktivitat vor allem einer zu starken Reduktion der Photosynthese-Rate wahrend der Kélte-
Akklimatisierung entgegenwirkt; Hinweise auf einen Beitrag zur Frosttoleranz liegen nicht

Vor.
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4.5 Beitrag der TMT-Familie zur Trockentoleranz

Es wurde bereits gezeigt, dass die TMT-Proteine nicht nur bei Kélte, sondern auch bei
Trockenheit eine Akkumulation von Glukose und Fruktose vermitteln. Untersuchungen an
adulten Pflanzen lieferten keine Hinweise, dass sich die Inaktivierung der TMT-Gene auf die
Toleranz von Trockenstress auswirkt (Wormit, 2006). Da die TMT-Mutanten trotz stark
beeintrachtigter Zuckerakkumulation so schnell welken wie die Wildtyp-Pflanzen und nach
Wasserzugabe ebenso wieder turgeszent werden (Wormit, 2006; Kap. 3.6, Daten nicht
gezeigt), tragt die tGber die TMT-Proteine vermittelte Zuckerakkumulation bei Wassermangel
zu keiner nachweisbaren osmotischen Anpassung bei. Woméglich kompensieren andere
osmotisch wirksame Verbindungen oder lonen den reduzierten Zuckergehalt, so wie ein
erhdhter Citrat-Gehalt den reduzierten Malat- und Fumarat-Gehalt in den TDT-Knockout-
Mutanten auszugleichen scheint (Kap. 3.1, Abb. 3.8).

Eine geringere Toleranz von Wassermangel lie3 sich fur die TMT-Triplemutanten allerdings
im Keimungsstadium nachweisen. Die Keimungsrate der Mutanten lag bereits unter
Standardbedingungen unter derjenigen der Wildtyp-Pflanzen, wobei der durch Mannitol
induzierte Trockenstress noch gréBere Unterschiede bewirkte (Kap. 3.6, Abb. 3.17). Die
Ursache flir die beeintrachtigte Keimung koénnte eine erhéhte zytosolische Glukose-
Konzentration in den TMT-Triplemutanten sein: Erhéhte zytosolische Glukose-Gehalte und
Trockenheit fuhren in gequollenen Samen zu einem reduzierten Abbau von ABA, das die
Dormanz von Samen aufrechterhalt, wodurch die Keimung verzégert wird (Millar et al., 2006;
Zhu et al.,, 2009). Demnach koénnte die Aktivitdt der TMT-Proteine in Samen zu einer
Reduktion zytosolischer Glukose-Konzentrationen und somit zu einem starkeren Abbau von
ABA beitragen, so dass die Keimung beschleunigt wird.

4.6 Funktion der GLUT-Homologe ERD6.5, ERD6.7 und BvIMP

Fir die zueinander stark homologen Transportproteine ERD6.5 und ERD6.7 aus Arabidopsis
sowie fir das Ortholog BvIMP aus Beta vulgaris (Kap. 3.7; Tab. 3.2 und Abb. 3.18) wurde
bereits in friheren Untersuchungen eine Lokalisation im Tonoplasten nachgewiesen
(Jaquinod et al., 2004; Chiou und Bush, 1996). Aufgrund ihrer Homologie zu den GLUT-
Proteinen wurde postuliert, dass sie eine erleichterte Diffusion von Glukose vermitteln
(Bittner, 2007). Eine experimentelle Uberpriifung dieser Annahme mittels heterologer
Expressionen gelang bisher nicht (Chiou und Bush, 1996; Hannich, 2009). Daher sollten die
metabolischen Analysen von Mutanten, in denen die Gene fir ERD6.5 bzw. ERD6.7
ausgeschaltet sind, und von Arabidopsis-Linien, in denen BvIMP heterolog exprimiert wird,
zur Klarung der Frage nach den Transportsubstraten beitragen. Die Untersuchungs-
bedingungen wurden so gewahlt, dass ein gesteigerter Zuckertransport Uber die

Vakuolenmembran stattfindet. Mit der Kaltebehandlung wurde eine vakuolare Akkumulation



4 Diskussion 72

von Glukose und Fruktose erreicht (Wormit et al.,, 2006); die anschlieBende
Wiedererwarmung bei Dunkelheit stellte eine Situation erhdhter Respiration dar (Mohammed
und Tarpley, 2009). Daher sollte die Wiedererwdrmung zu einer Freisetzung der
gespeicherten Monosaccharide aus der Vakuole in das Zytosol fUhren, so dass sie als
Subtrate der Zellatmung metabolisiert werden kénnen.

Vor diesem Hintergrund wurde angenommen, dass die untersuchten vakuolaren
Transportproteine insbesondere in Phasen der Kalte und Wiedererwdrmung messbare
Effekte auf die Zucker-Gehalte in Blattern austiben. Die Annahme wurde in allen drei Féllen
bestatigt: Unter Standardbedingungen und Kaltestress unterschied sich die ERDG6.7-
Knockout-Mutante aufgrund héherer Glukose-Gehalte von den Wildtyp-Pflanzen; wéhrend
der Wiedererwarmung nahmen in den Mutanten die Glukose-Gehalte weniger stark ab als in
den Wildtyp-Pflanzen (Kap. 3.9, Abb. 3.24). Dagegen wiesen die Linien, die BvIMP
exprimieren, nach einer Kéltebehandlung starker reduzierte Glukose-Gehalte auf (Kap. 3.10,
Abb. 3.27). Die ERDG6.5-Knockout-Mutanten zeigten im Laufe der Wiedererwdrmung
gegeniber den Wildtyp-Pflanzen hdhere Fruktose-Gehalte und reduzierte Saccharose-
Gehalte (Kap. 3.9, Abb. 3.23).

Die Bestimmung der Zuckergehalte lasst den Schluss zu, dass ERD6.7 und BvIMP Glukose,
ERD6.5 dagegen Fruktose aus der Vakuole transportieren und somit den Abbau dieser
Monosaccharide ermdglichen. Dabei kénnte es sich wie im Falle der GLUT-Proteine um eine
erleichterte Diffusion handeln. ERD6.5 ware hinsichtlich des postulierten Transportsubstrats
mit dem Carrier GLUT5 aus menschlichen Spermien vergleichbar, der spezifisch Fruktose
transportiert (Burant et al., 1992). Die im Vergleich zu den Wildtyp-Pflanzen reduzierten
Saccharose-Gehalte der ERD6.5-Knockout-Mutanten wahrend der Wiedererwdrmung
kénnten darauf basieren, dass unter diesen Bedingungen fir die Saccharose-Synthese im
Zytosol womdglich teilweise Fruktose aus der Vakuole mobilisiert werden muss.

Die BvIMP-Expression fuhrt vielleicht erst deshalb in der Wiedererwdrmungsphase zu
starker reduzierten Glukose-Gehalten, weil unter Standard- und Kaltebedingungen die von
BvIMP aus der Vakuole exportierte Glukose tber AtVGT1 und Uber die TMT-Proteine
reimportiert werden kdénnte. Zudem ist es mdglich, dass die Aktivitat von BvIMP wie im Falle
von GLUT4 (Reusch et al., 1993) Uber Phosphorylierungen reguliert wird (Kap. 3.7, Tab.
3.3). GrbéBere Unterschiede in den Glukose-Gehalten zwischen Wildtyp und BvIMP
exprimierenden Pflanzen sind womd&glich auch aufgrund der Aktivitdt von ERD6.7 nicht
nachweisbar. Die Feststellung, dass in den ERD6.7-Knockout-Mutanten die Glukose-Gehalte
nicht nur erhéht sind, sondern wahrend der Wiedererwarmung auch schwéacher abnehmen,
spricht fur eine Funktion von ERD6.7 im vakuolaren Glukose-Export (Kap. 3.9, Abb. 3.24).
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Die starke Geninduktion von ERD6.5 bei Kalte (Kap. 3.8, Abb. 3.19) kdnnte eine schnell
einsetzende Proteinexpression und —aktivitat in der anschlieBenden Wiedererwarmunsphase
erméglichen; die Genreprimierung von ERD6.7 (Kap. 3.8, Abb. 3.19) sollte ebenso mit einer
geringeren Transportaktivitdt wahrend der Kaltephase verbunden sein, denn eine Aktivitat
der beiden Transporter wirde bei Kélte der Uber die TMT-Proteine vermittelten
Monosaccharid-Akkumulation entgegenwirken. Dementsprechend kénnte die Protein-
expression wahrend der Kaltebehandlung erheblich reduziert sein oder eine Inaktivierung
Uber (De-) Phosphorylierungen erfolgen. Die Anwesenheit putativer Phosphorylierungs-
stellen in ERD6.5, ERD6.7 und BvIMP (Kap. 3.7, Tab. 3.3) stitzt die Annahme einer
maoglichen posttranslationalen Regulation. Glykosylierungen als eine weitere Form der
posttranslationalen Modifikation sind unwahrscheinlich, weil die Proteine nicht das Motiv
NXS/T fir N-Glykosylierungen (Marshall, 1974) aufweisen und O-Glykosylierungen fir
pflanzliche Membranproteine bisher nicht nachgewiesen wurden (Thiellement, 2007).
Abbildung 4.2 fasst die postulierten Funktionen fir die pflanzlichen GLUT-Homologe auf

Basis der Zuckergehalts-Bestimmungen zusammen.

Fruk — Zellatmung /
Saccharose-Synthese

Gluk —> Zellatmung

ERDG6.7 /
BviIMP

Abb. 4.2: Modell zu den Funktionen der GLUT-Homologe ERD6.5, ERD6.7 und BvIMP im
Primérstoffwechsel

Da die Inaktivierung von ERD6.7 zu einer beschleunigten Keimung und zu héheren
Keimungsraten insbesondere bei hoher Glukose-Konzentration fihrt (Kap. 3.9, Abb. 3.25),
ist eine regulatorische Funktion des Transportproteins in der Samenentwicklung
anzunehmen. Unter Berlicksichtigung der keimungshemmenden Signalwirkung von Glukose
(Millar et al., 2006; Zhu et al., 2009) tragt ein Uber ERDG6.7 vermittelter Transport von
Glukose in das Zytosol womdglich zu einer langeren Samen-Dormanz bei. Diese Annahme
ist konsistent mit den Beobachtungen einer Keimungshemmung von Samen, in denen die
TMT-Gene ausgeschaltet sind (Kap. 3.6, Abb. 3.17; Kap. 4.5). Ebenso wurde eine
beeintrachtigte Keimung im Falle von VGT1 defizienten Samen beobachtet (Aluri und
Buttner, 2007). VGT1 importiert wie die TMT-Proteine Glukose in die Vakuole. Es wurde

angenommen, dass dieser Transport eine osmotische Grundlage fiir die Keimung darstellt
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(Aluri und Buttner, 2007). Zudem erscheint es mdglich, dass der Import von Glukose aus
dem Zytosol in die Vakuole die keimungshemmenden Signale der Glukose reduziert (Kap.
4.5).

Die starke Promotoraktivitdt von ERD6.5 (Kap. 3.8, Abb. 3.21) und ERD6.7 (Kap. 3.8;
Arabidopsis eFP Browser) im Pollen weist darauf hin, dass die Proteine hier eine
Mobilisierung von Monosacchariden aus der Vakuole ermdglichen. Die in das Zytosol
freigesetzten Zucker kénnten nachfolgend ein energiereiches Substrat fur die Zelllatmung
darstellen oder Uber die Umwandlung in UDP-Glukose flr die Zellwand-Synthese im
wachsenden Pollenschlauch eingesetzt werden (Chen et al., 2007). Fir die ERD6.5-
Knockout-Mutanten wurde keine reduzierte Keimungsrate der Pollen oder ein
beeintrachtigtes Pollenschlauch-Wachstum bei einer Temperatur von 22°C und einer
Lichtintensitat von 100 umol Photonen » m?+ s festgestellt (Kap. 3.9, Daten nicht gezeigt).
Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich bei einer Variation der
Untersuchungsbedingungen bezilglich Temperatur, Licht oder Medium Unterschiede
ergeben.
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5 Ausblick

Nachdem sich heterologe Expressionen als erfolglos erwiesen haben, kénnten
Transportsubstrate und Transportmechanismus der pflanzlichen GLUT-Homologe in
Anlehnung an etablierte Efflux-Studien fir den vakuolaren Saccharose-Transport (Kaiser und
Heber, 1984) Uberprift werden: Vakuolen von Wildtyp- und entsprechenden Knockout-
Pflanzen bzw. BvIMP-Expressionslinien werden in einem Medium mit radioaktiver Glukose
oder Fruktose vorinkubiert. Nach einem Waschvorgang erfolgt der Transfer der Vakuolen in
ein zweites Medium mit und ohne CCCP (ein Protonophor). Im Anschluss werden die
Vakuolen nochmals gewaschen. Die verbliebene Radioaktivitat lasst darauf zurlickschlieBen,
wie viel Glukose bzw. Fruktose in den Vakuolen zurlckbehalten wurde. Wenn nun zum
Beispiel die Vakuolen der ERDS6.7-Knockout-Mutanten eine geringere Abnahme der
Radioaktivitat aufweisen als die Vakuolen der Wildtyp-Pflanzen, wirde dies die Annahme
bestatigen, dass ERD6.7 Glukose aus der Vakuole transportiert. Wenn CCCP hierbei keinen
Effekt auf die Abnahme der Radioaktivitdt hat, wirde eine erleichterte Diffusion als
Transportmechanismus bestatigt werden, anderenfalls musste ein Protonen-Symport
postuliert werden. Die Erzeugung von Doppelmutanten fir ERD6.5 und ERD6.7 wére eine
Grundlage fur weitere Analysen zur phanotypischen Auswirkung der Geninaktivierungen. Da
die Gene auf dem gleichen Chromosom liegen, ist die auf Kreuzungen basierende
Gewinnung einer Doppelmutante schwierig. Alternativ kénnte Uber die RNAi-Methode
ERDG6.5 in einer ERD6. 7-Knockout-Mutante oder ERD6.7 in einer ERD6.5-Knockout-Mutante
reprimiert werden. Weiterfihrende Pollen- und Samenkeimungstests kénnten die nachsten
Schritte flr eine physiologische Charakterisierung der ERD6-Homologe sein.

Far weiterflhrende Untersuchungen zur Funktion der TMT-Proteine kénnten umfassende
Bestimmungen der Metaboliten-Gehalte und ABA-Konzentrationen in den TMT-
Triplemutanten unter abiotischen Stressbedingungen aufschlussreich sein. In diesem
Zusammenhang ist auch die Charakterisierung von TMT1 Uberexprimierenden Pflanzen
interessant, die bereits von Dipl.-Biol. Karina Wingenter (Abteilung Pflanzenphysiologie, TU
Kaiserslautern) durchgefiihrt wird. Die Messung der Transpirationsraten der TDT-Knockout-
Mutanten in intaktem Zustand und die Charakterisierung TDT Uberexprimierender Pflanzen
kénnen dazu beitragen, die Funktion von TDT in der Regulation des Wasserhaushalts

besser zu verstehen.
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6 Zusammenfassung

l) Die Untersuchungen zum vakuolaren Malat-Carrier AtTDT unterstitzen die Annahme,
dass seine Aktivitat in den SchlieBzellen zum Offnen und SchlieBen der Stomata beitragt.
Zudem erhdht wahrscheinlich die Aktivitdt von TDT in den Mesophylizellen die Stomata-
Dichte und den Stomata-Index. Im Rahmen einer osmotischen Anpassung vermittelt der
Transporter eine Malat-Akkumulation, die in den TDT-Knockout-Mutanten beeintrachtigt ist
und durch erhéhte Citrat-Gehalte kompensiert wird. Darlber hinaus beschleunigt TDT unter
Kurztag-Bedingungen den Eintritt in die generative Phase. Eine Funktion von TDT in der
Salztoleranz kann nach metabolischen und phéanotypischen Analysen ausgeschlossen
werden.

Il) Die tonoplastidaren Monosaccharid-Transporter regulieren bei Kalte in Blattern nicht nur
die Monosaccharid-Gehalte, sondern wirken auch positiv auf Photosynthese und
Starkegehalte. Das Ausschalten der TMT-Gene fihrt unter den gewahlten
Kéltebedingungen zu einer erhéhten Synthese von Saccharose und zu einer gesteigerten
Respirationsrate. Insbesondere unter Wassermangel wirkt sich die Aktivitat der
tonoplastidaren Monosaccharid-Transporter positiv auf die Keimungsrate aus.

[ll) Die Bestimmung von Zuckergehalten in Blattern indiziert, dass die tonoplastidaren
Transportproteine AtERD6.7 und BvIMP Glukose aus der Vakuole transportieren, wéahrend
AtERDG6.5 womdglich Fruktose aus der Vakuole transportiert. Als Transportmechanismus
wird aufgrund der Homologie zu den GLUT-Proteinen eine erleichterte Diffusion
angenommen. Die Aktivitdt der Carrier scheint insbesondere nach Kéltephasen von
Bedeutung zu sein, wenn vakuolar gespeicherte Zucker mobilisiert werden. ERD6.7 férdert
gemal den durchgefliihrten Keimungstests die Samen-Dormanz.
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8. Anhang

8.1 Abkiirzungen

Y% (V/V) Volumenprozent

Y% (W/v) Gewichtsprozent

°C Grad Celsius

A Adenin

A Ampere

AA Aminoséaure

A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens

ABA Absicisinsaure

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

AG Arbeitsgruppe

AGI Arabidopsis Genom Identifier

Amp Ampicillin

At/ A. thaliana Arabidopsis thaliana

AfTDT Arabidopsis thaliana tonplastidarer Dicarboxylat-Transporter
AfTMT Arabidopsis thaliana tonplastidarer Monosaccharid-Transporter
ATP Adenosintriphosphat

bidest. doppelt destilliert

bp Basenpaar

BSA Rinderserumalbumin

BvIMP Beta vulgaris integral membran Protein
bzw. beziehungsweise

C Cytosin

ca. circa

Ca* Calcium-lon

CAX Calcium Exchanger

CCCP Carbonylcyanid-m-Chlorophenylhydrazon
cDNA komplementére Desoxyribonukleinsdure
Ci Curie

Clm Chloramphenicol

cm Zentimeter

CO, Kohlenstoffdioxid

CT cycle threshold, Schwellwert-Zyklus

d Tage

d desoxy

dATP 2’Desoxyadenosintriphosphat

dCTP 2 Desoxycytidintriphosphat

dGTP 2’Desoxyguanosinintriphosphat

dTTP 2 Desoxythyminintriphosphat

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP 2’-Desoxyribonukleosidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ERDG6 Early response to dehydration Protein 6
FG Frischgewicht

Fruc Fruktose

G Guanin
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87

GTP
9

g
GABI-KAT

Glc
GLUT
GUS

h

H+

H.O
HEPES
Hs

IMP
ITPG

k

K+

Kan
KCI
KCH;COO
KH,PO,
KsHPO,
KPi
Kap.

kb

kDa
KO

[

m

M

MCS
MeOH
M92+
MgCl,
MgSO,
MnC|2
mg

min

ml
MOPS
mRNA

Na*
NaCl
nm
NO;3
Nt

O,
OCS
ODeoo
ORF
p.A.
pBSK
PCR
pmf

Guanosintriphosphat

Erdbeschleunigung

Gramm

Genomanalysen im biologischen System Pflanze-Kdélner Arabidopsis
T-DNA-Linien

Glukose

Glukose-Transporter

B-Glucuronidase

Stunde

Proton

Wasser
[4-(2-Hydroxyethyl)-Piperazinol]-Ethansulfonsdure
Homo sapiens

Integrales Membran Protein
Isopropylthiogalaktosid

kilo

Kalium-lon

Kanamycin

Kaliumchlorid

Kaliumacetat

Kaliumdihydrogenphosphat
Dikaliumhydrogenphosphat
Kaliumphosphatpuffer

Kapitel

Kilobasen

Kilodalton

knock out

Liter

milli

Molar (Mol/l)

,multiple cloning site* (multiple Klonierungsstelle)
Methanol

Magnesium-lon

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Manganchlorid

Milligramm

Minute

Milliliter

2-(N-morpholino)-Propansulfonsaure
.,messenger“-Ribonukleinsdure

nano

Stickstoff

Natrium-lon

Natriumchlorid

Nanometer

Nitrat

Nicotiana tabacum

Sauerstoff

Terminator des Octopinsynthesegenes

optische Dichte gemessen bei einer Wellenlange von 600 nm
,open reading frame*“ (offenes Leseraster)

per Analysis, fir Analysen

pBluescript (SK), Klonierungsvektor
»polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)
Protonenmotorische Kraft (,proton motive force®)
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P anorganisches Phosphat

PP; anorganisches Pyrophosphat
PR-Proteine Pathogen bezogene (Pathogen Related) Proteine
PS Photosynthese

R Resistenzgen

RbClI Rubidiumchlorid

Rif Rifampicin

RNase Ribonuklease

rpm rounds per minute

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonukleinase

rRNA ribosomale RNA

RT Raumtemperatur

S Sekunde(n)

SDS Natrium-(,sodium*“-)dodecylsulfat
SO~ Sulfat

ssp. Subspecies

STP Sugar Transport Protein

Suc Saccharose

SUC4 Saccharose-Transporter4

T Thymin

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

B Terrific Broth, ein Bakterienmedium
TBS(T) Tris buffered salt (tween)

T-DNA Transfer-Desoxyribonukleinsaure
Tet Tertazyklin

Tris Tris-Hydroxymethylaminoethan

U Unit (umol Substrat pro Minute)
UDP Uridindiphosphat

uTpP Uridintriphosphat

UDP-Glc UDP-Glukose

uv Ultraviolett

Vv Volt

V-ATPase vakuolare ATPase

VGT vakuolarer Glukose-Transporter
Wit Wildtyp

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid
X-Gluc 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Glucuronid
z.B. Zum Beispiel

V] mikro
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8.2 Symbole fir Aminosauren

A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Asparaginsaure
E Glu Glutaminsaure
F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin

H His Histidin

I lle Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin

N Asn Asparagin

P Pro Prolin

Q Gin Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin

Vv Val Valin

w Trp Tryptophan

Y Tyr Tyrosin

8.3 AGI- bzw. Accession-Nummern
Die Tabelle 8.1 ordnet den untersuchten Genen die AGI (Arabidopsis Gene Index)- und
Accession-Nummern zu. Die Angaben basieren auf der Datenbank Aramemnon (Schwacke

et al., 2003).

Tabelle 8.1: AGI und Accession-Nummern der untersuchten Gene

Gen Accession AGI

AtERDG6.5 Q93YP9 At1g19450
AtERD6.7 Q9FRL3 At1g75220
AtTDT NP_199567 At5g47560
AtTMT1 Q96290 At1g20840
AtTMT2 Q8LPQ8 At4g35300
AtTMT3 Q9SD00 At3g51490

BvIMP Q39416 -
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8.4 Proteinsequenzen

Im Folgenden werden die Sequenzen der untersuchten Transportproteine aufgefihrt. Sie

sind der Datenbank Aramemnon enthommen.

AtERDG6.5

001 MSFRDDNTEE GRNDLRRPFL HTGSWYRMGS RQSSMLESSQ VIRDSSISVL ACVLIVALGP
061 IQFGFTCGYS SPTQAAITKD LGLTVSEYSV FGSLSNVGAM VGAIASGQIA EYVGRKGSLM
121 TAAIPNIIGW LSISFAKDTS FLYMGRLLEG FGVGIISYTV PVYIAEIAPQ TMRGALGSVN
181 QLSVTIGIML AYLLGLFVPW RILAVLGVLP CTLLIPGLFF IPESPRWLAK MGLTDDFETS
241 LQVLRGFETD ITVEVNEIKR SVASSSKRSA VRFVDLKRRR YYFPLMVGIG LLALQQLGGI
301 NGVLFYSSTI FESAGVTSSN VATFGVGVVQ VVATGIATWL VDKAGRRLLL MISSIGMTIS
361 LVIVAVAFYL KEFVSPDSNM YNILSMVSVV GVVAMVISCS LGMGPIPWLI MSEILPVNIK
421 GLAGSIATLL NWFVSWLVTM TANMLLAWSS GGTFTLYALV CGFTVVFVSL WVPETKGKTL
481 EEIQALFR

AtERDG6.7

001 MSFRDDNTEE GRNDLRRPFL HTGSWYRMGS RQSSMLESSQ VIRDSSISVL ACVLIVALGP
061 IQFGFTCGYS SPTQAAITKD LGLTVSEYSV FGSLSNVGAM VGAIASGQIA EYVGRKGSLM
121 TAAIPNIIGW LSISFAKDTS FLYMGRLLEG FGVGIISYTV PVYIAEIAPQ TMRGALGSVN
181 QLSVTIGIML AYLLGLFVPW RILAVLGVLP CTLLIPGLFF IPESPRWLAK MGLTDDFETS
241 LQVLRGFETD ITVEVNEIKR SVASSSKRSA VRFVDLKRRR YYFPLMVGIG LLALQQLGGI
301 NGVLFYSSTI FESAGVTSSN VATEFGVGVVQ VVATGIATWL VDKAGRRLLL MISSIGMTIS
361 LVIVAVAFYL KEFVSPDSNM YNILSMVSVV GVVAMVISCS LGMGPIPWLI MSEILPVNIK
421 GLAGSIATLL NWFVSWLVTM TANMLLAWSS GGTFTLYALV CGFTVVFVSL WVPETKGKTL
481 EEIQALFR

AtTDT

001 MSFRDDNTEE GRNDLRRPFL HTGSWYRMGS RQSSMLESSQ VIRDSSISVL ACVLIVALGP
061 IQFGFTCGYS SPTQAAITKD LGLTVSEYSV FGSLSNVGAM VGAIASGQIA EYVGRKGSLM
121 TIAAIPNIIGW LSISFAKDTS FLYMGRLLEG FGVGIISYTV PVYIAEIAPQ TMRGALGSVN
181 QLSVTIGIML AYLLGLFVPW RILAVLGVLP CTLLIPGLFF IPESPRWLAK MGLTDDFETS
241 LQVLRGFETD ITVEVNEIKR SVASSSKRSA VRFVDLKRRR YYFPLMVGIG LLALQQLGGI
301 NGVLFYSSTI FESAGVTSSN VATFGVGVVQ VVATGIATWL VDKAGRRLLL MISSIGMTIS
361 LVIVAVAFYL KEFVSPDSNM YNILSMVSVV GVVAMVISCS LGMGPIPWLI MSEILPVNIK
421 GLAGSIATLL NWFVSWLVTM TANMLLAWSS GGTFTLYALV CGFTVVFVSL WVPETKGKTL
481 EEIQALFR

AtTMT1

001 MKGATLVALA ATIGNFLQGW DNATIAGAMV YINKDLNLPT SVQGLVVAMS LIGATVITTC
061 SGPISDWLGR RPMLILSSVM YFVCGLIMLW SPNVYVLCFA RLLNGFGAGL AVTLVPVYIS
121 ETAPPEIRGQ LNTLPQFLGS GGMFLSYCMV FTMSLSDSPS WRAMLGVLSI PSLLYLFLTV
181 FYLPESPRWL VSKGRMDEAK RVLQQLCGRE DVTDEMALLV EGLDIGGEKT MEDLLVTLED
241 HEGDDTLETV DEDGQOMRLYG THENQSYLAR PVPEQNSSLG LRSRHGSLAN QSMILKDPLV
301 NLFGSLHEKM PEAGGNTRSG IFPHFGSMFS TTADAPHGKP AHWEKDIESH YNKDNDDYAT
361 DDGAGDDDDS DNDLRSPLMS RQTTSMDKDM IPHPTSGSTL SMRRHSTLMQ GNGESSMGIG
421 GGWHMGYRYE NDEYKRYYLK EDGAESRRGS IISIPGGPDG GGSYIHASAL VSRSVLGPKS
481 VHGSAMVPPE KIAASGPLWS ALLEPGVKRA LVVGVGIQIL QQFSGINGVL YYTPQILERA
541 GVDILLSSLG LSSISASFLI SGLTTLLMLP AIVVAMRLMD VSGRRSLLLW TIPVLIVSLV
601 VLVISELIHI SKVVNAALST GCVVLYFCFF VMGYGPIPNI LCSEIFPTRV RGLCIAICAM
661 VEWIGDIIVT YSLPVLLSSI GLVGVFSIYA AVCVISWIFV YMKVPETKGM PLEVITDYFA
721 FGAQAQASAP SKDI
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AtTMT2

001
06l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MSGAVLVAIA
TCSGGVADWL
ISETAPPEIR
TVFFLPESPR
ADEVTDDHDI
VTLFGSVHEK
SEDDLHSPLI
WTEREDESGQ
SKDLLKEHTI
POILEQAGVG
ILIASLLVLV
CIAICALTFEW
VITEFFSVGA

AtTMT3

001
061
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MRSVVLVALA
TESGPVSDKV
ISETAPSEIR
AAFFLPESPR
DNEENEGGNE
TLFGSIHENL
LLSPQTTEPD
RVNGGLQRMY
PGGKGETAML
TGVSSLLTNL
VNLGGSINAL
IVIYTLPVML
AAASFLSDG

BvIMP

001
061
121
181
241
301
361
421
481

MSSDSEAGLG
PIQFGFTAGY
MIAAIPNIIG
NQLSVTIGIM
SLOVLRGFDT
INGVLFYSST
SLLVVAMSFF
KGLAGSIATL
LEEIQWSFRR

AAVGNLLQOGW
GRRPMLILSS
GLLNTLPQFT
WLVSKGRMLE
AVDKDQIKLY
MPDTGSMRSA
SRQTTSMEKD
KEGGFKRIYL
GPAMVHPSET
ILLSNMGISS
ISNLVHMNST
ICDIIVTYSL
ROAEAAKNE

AATIGNMLOGW
GRRSMLILSS
GLLNTFPQFC
WLVSKGRMDE
LPRKDQIKLY
PSENMNASSR
DYHQRTVGTM
IHEETANNNT
PKEVKDGPGW
GISAESASLL
ISTASVTVYL
KSIGIAGVEG

GGGGDLRKPF
SSPTQSAITN
WLAISFAKDS
LSYMLGLFVP
DISLEVNEIK
IFKEAGVTSS
LKEMVSDEST
ANWEVAWIVT

DNATIAGAVL
ILYFVGSLVM
GSGGMFLSYC
AKRVLQRLRG
GAEEGLSWVA
LEFPHFGSME'S
MPHTAHGTLS
HQEGFPGSRR
TKGSIWHDLH
SSASLLISAL
VHAVLSTVSV
PVLLKSIGLA

DNATIAGAVI
VLYFLSSIVM
GSGGMFLSYC
ARQVLQRLRG
GPEDGQSWMA
SMLEPNMGS I
HRRQSSLEFMA
NNIPFSRRGS
RELKEPGVKR
ISALTTLLML
SCEVMGFGAI
IYAIVCAVAW

LHTGSWYRMG
ELGLSVAEYS
SFLYMGRMLE
WRILAVLGIL
RSVASSSKRT
NAATFGLGAV
WYSVFSILSV
MTANIMLSWN

YIKKEFNLES
LWSPNVYVLL
MVEFGMSLMPS
REDVSGEMAL
RPVKGGSTMS
VGGNQPRHED
TERHGSQVQG
GSIVSLPGGD
DPGVKRALVV
TTFVMLPAIA
VLYFCFEFVMG
GVFGMYATIVC

YIKKEFHLEK
FWSPNVYVLL
LVFGMSLQES
REDVSGELAL
KPVKGQSSLA
LGMMGRQESQ
NVGETATATS
LLSFHPEGDG
ALMVGVGLQI
PCILVSMRSL
PNILCSEIFP
VEVYLKVPET

SRQSSLMGSS
WEGSLSNVGA
GEFGVGIISYT
PCTILIPGLF
TIRFAELRQR
QVIATVVTTW
VGVVAMVVTE
SGGTFSIYMV

NPSVEGLIVA
LGRLLDGFGV
PSWRLMLGVL
LVEGLGIGGE
VLSRHGSTMS
WDEENLVGEG
AQGEGAGSMG
GTGEADFVQA
GVGLQILQQF
VAMRLMDLSG
FGPAPNILCS
CISWVEVFIK

EPKIEGLIVA
FARLLDGFEFGI
PSWRLMLGVL
LVEGLGVGKD
LASRQGSMLP
WDPERNNEDS
IGGGWQLAWK
HDQVNGYVQA
LOQFAGINGV
MLSTIPILIL
TSVRGLCITI
KGMPLEVISE

QVIRESSISV
MVGAIASGQI
VPVYISEIAP
FIPESPRWLA
RYWLPLMIGN
LVDKSGRRLL
SLGIGAIPWI
VCAFTVAFVV

MSLIGATLIT
GLVVTLVPIY
FIPSLVFFFL
TTIEEYIIGP
RROGSLIDPL
EDYPSDHGDD
IGGGWQVAWK
SALVSQPALY
SGINGVLYYT
RRTLLLTTIP
EIFPTRVRGI
VPETKGMPLE

MSLIGATLIT
GLAVTLVPIY
SIPSIAYFVL
TSIEEYVIGP
RGGSLMDPLV
SDODENLNSP
YNDKVGADGK
AALVSQASMM
MYYTPQILEE
SLVTLVIGSL
CALTEFWICDI
FFSVGAKQQD

LACVLIVALG
SEYIGRKGSL
ONLRGALGSV
KMGMMEEFEV
GLLILQQLSG
LIVSSSGMTL
IMSEILPINI
IWVPETKGRT
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8.5 Klonierungsstrategie zur Expression von BvIMP in Arabidopsis

Abbildung 8.1 zeigt das Klonierungsschema fir die Herstellung des Konstrukts zur
Expression von BvIMP in Arabidopsis.

cDNA (Beta vulgaris)

Amplifikation mit PCR4_sugar for_Xhol EcoRV
und PCR4_sugarrev Hindlll
Xhol Hindlll
BvIMP (1473 bp) pBSK
(2964 bp)
RV mit EcoRV

Ampicillin

Ligation

Xhol Hindlll

Notl Xhol Hindlll  Notl

CaMV35$|_ Intron JOCS

pHannibal
(5824)

Ampicillin

pBSK::KA4
(4443 bp)

Ampicillin

RV mit Xhol und Hindlll, Ligation

Notl Xhol Hindlll  Notl Notl

tacz | | mcs |1 nemu

camv 3ss || sume |[ ocs

pHannibal:: KA4
(7297 bp)

pART27
(11667 bp)

Ampicillin

RV mit Notl, Ligation

Notl Xhol Hindlll Notl

| CaMv 355 [ sume || ocs

Lacz H mcs || neri

pKA4
(15300 bp)

Abb. 8.1: Klonierungsstrategie zur Expression von BvVIMP in Arabidopsis thaliana. CaMV-35S: 35S-
Promotor des Cauliflower-Mosaikvirus; LacZ: B-Galactosidase-Gen; MCS: muiltiple cloning site; NPTII: Neomycin-
Phosphotransferase Il (bewirkt in transgenen Pflanzen Resistenz gegen Kanamycin); OCS: Octopinsynthase-
Gen-Terminator; RV: Restriktionsverdau
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8.6 Spezifizierung der angewandten HPLC-Methoden

Die folgende tabellarische Ubersicht gibt genauere Informationen zu den HPLC-Methoden,

die fur die Bestimmung der verschiedenen lonen- und Zuckergehalte angewandt wurden.

A) Zucker

Geréat / Parameter

Spezifizierung

Anlage
Saule
Flussrate
Laufmittel
Druck

Temperatur

761 1C-Compact-Anlage (Methrom, Schweiz)
Metrosep Carb 1-250 (Metrohm, Schweiz)

1 ml/min
100 mM NaOH

9,5 MPa
32°C

B) Anorganische Anionen

Geréat / Parameter

Spezifizierung

Anlage
Saule
Flussrate
Laufmittel
Gegenion
Druck
Temperatur

761 IC-Compact-Anlage (Methrom, Schweiz)
Metrosep A Supp 4-250 (Methrom, Schweiz)
1 ml/min

4 mM NaHCO; + TmM Na,COg4

50 mM H,SO,

8 MPa

22°C

C) Organische Sauren

Geréat / Parameter

Spezifizierung

Anlage
Séule
Flussrate
Laufmittel
Gegenion
Druck

Temperatur

761 1C-Compact-Anlage (Methrom, Schweiz)
Metrosep Organic Acid-100

0,6 ml/min

0,25 mM H,SO,

10 mM LiCl,

2,2 MPa

22°C
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D) Kationen

Gerat / Parameter Spezifizierung

Anlage 761- IC-Compact-Anlage (Methrom, Schweiz)
Séule Metrosep Cation(Methrom, Schweiz)
Flussrate 1 ml/ min

Laufmittel 0,1 N HNOS; 1,7 mM Dipicolinsaure
Gegenion CO® -Gruppen

Druck 7,5 MPa

Temperatur 22°C
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DFG-Graduiertenkollegs GRK 845, 8. Marz 2008, Freinsheim (Pfalz)

Poster
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