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Einleitung 1

1 Einleitung

Bei dem Ubergang von der aquatischen zur terrestrischen Lebensweise wurden an die Pflanzen
neue Herausforderungen gestellt. Zum einen mussten sie sich vor Austrocknung schiitzen, zum
anderen mussten sie aufgrund des fehlenden Auftriebs des Wassers an Land mechanische
Stabilitdt gewdhrleisten. Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, entwickelten die Pflanzen
verschiedene Arten von Zellwandmodifikationen.

Durch die Einlagerung von Lignin waren Pflanzen in der Lage aufrecht zu wachsen und durch
Ausbildung lignifizierter Leitgefile war es moglich trotz groBer Spannungsbelastung in den
Gefallen Wasser vom Boden bis in die Spitze zu transportieren (Lewis und Yamamoto 1990,
Boudet 2000, Boerjan et al. 2003). Der aromatische Charakter des Lignins stellte zudem einen
Schutz vor Pathogenbefall dar (Moerschbacher et al. 1990).

Zur Abgrenzung der Pflanzen gegeniiber der Umwelt sowie zum Schutz vor Austrocknung
entwickelten sich an den Grenzflichen weitere Zellwandmodifikationen, die den Stoffaustausch
der Pflanze mit der sie umgebenden Umwelt oberirdisch wie auch unterirdisch kontrollieren

mussten.

1.1 Oberirdische Grenzflichen

Die oberirdischen Grenzflichen miissen, um einen effektiven Schutz vor Austrocknung bieten zu
konnen, abdichtend sein (Schonherr et al. 1979, Becker et al. 1986, Kerstiens 1996). Jedoch muss
zusitzlich gewdhrleistet sein, dass die Pflanzen CO, aufnehmen und O, abgeben kdnnen. Ebenso
miissen die Grenzflichen fiir die photosynthetische Strahlung durchldssig sein und gleichzeitig
den Photosyntheseapparat vor zu intensiver Strahlung schiitzen (Pflindel et al. 2006). Des
Weiteren miissen die Grenzflachen die Pflanze vor Auswaschung (leaching) von Nahrstoffen bei
Regen oder Nebel bewahren. Aus diesem Grunde sind alle oberirdischen Pflanzenorgane im

priméren Zustand von einer Cuticula tiberzogen (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Cuticula (verindert nach Kunst und Samuels 2003).
N: Zellkern; P: Plastid.

Die Cuticula besitzt eine Dicke von 0,1 bis 10 um und ist oft sogar weniger durchléssig fiir
Wasser als kiinstlich hergestellte Polymere gleicher Dicke (Riederer und Schreiber 2001). Die
Cuticula ist der Epidermis aufgelagert und besteht aus einer Cutinschicht aus hauptsidchlich Ci¢
und C;s Hydroxysduren mit ein- und aufgelagerten Wachsen (Espelie et al. 1980, Kolattukudy
1980, Walton 1990, Nawrath 2002). Die Wachse, die sich aus artspezifischen Anteilen von
Alkanen, Alkoholen, Fettsduren, Aldehyden und Estern zusammensetzen (Walton 1990, Riederer
und Schreiber 2001, Nawrath 2002, Jenks et al. 2002), vermindern die Durchlassigkeit fiir
Wasser und darin geloste Stoffe um ca. eine GroBenordnung (Vogt et al. 1983, Schonherr und
Riederer 1989). 2002 konnten Graga et al. dariiber hinaus auch Glycerin als Bestandteil des

Cutins bestimmen.

1.2 Unterirdische Grenzflichen

Die unterirdischen Grenzflachen lassen sich in duflere und innere Grenzfldche unterteilen. Als

duBlere Barriere, die die direkte Grenzflaiche zwischen Pflanze und Boden darstellt, findet man in



Einleitung 3

primdren Wurzeln die mit Wurzelhaaren versehene Rhizodermis. Diese ist sehr kurzlebig und
wird wihrend der Ontogenese der Wurzel von der darunterliegenden Hypodermis (bzw.
Exodermis, bei Vorhandensein von Casparyschen-Streifen) ersetzt (Enstone et al. 2003). Als
innere Barriere, die den Zentralzylinder vom Cortex trennt, findet man die Endodermis.

Die Endodermis, wie auch hédufig die Exodermis, ist durch das Vorhandensein des Casparyschen-
Streifens charakterisiert. Der Casparysche-Streifen ist eine Einlagerung der antiklinalen
Zellwiande mit aromatischen und aliphatischen Substanzen, Suberin und auch Lignin, welche
zusétzlich kovalent mit der Zellmembran verbunden sind (Wilson und Peterson 1983, Schreiber
et al. 1994). Im sekunddren und tertidren Stadium der Endodermis werden die Zellen mit
weiteren Suberineinlagerungen, in Abbildung 2 als Suberinlamelle bezeichnet, abgedichtet
(Kroemer 1903). Lediglich so genannte Durchlasszellen werden nicht weiter suberinisiert.
Abbildung 2 zeigt die moglichen Wege des Wassers und der darin geldsten Substanzen in der
Waurzel. Da die Suberineinlagerungen in den Zellwénde apoplastische Barrieren darstellen, wird
vermutlich hier der weitere Transport liber den symplastischen oder transzelluliren Weg

kontrolliert gefiihrt.

—— Endodermes
mil Suberiniamelle [magemtal
und Caspary-Streifen [gelb)

Durchlasseelle
»—» ppoplasischer Transgorbweg

Ip— Symplasbscher Transporbwey -
r—= Transzelklaner T'rsuthe;} Zelutdre Transportwege

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Wassertransports iiber eine Wurzel im priméren Zustand
(verindert nach Steudle 2000).

Farbig dargestellt sind die drei méglichen Transportwege von Wasser und gelosten Teilchen in den
Zentralzylinder. Der rot dargestellte apoplastische Transportweg sollte durch die Endodermis mit
Suberinlamelle und Casparyschen-Streifen stark verringert werden.

An diese unterirdischen Grenzflichen werden unterschiedliche Anforderungen gestellt. Zum

Beispiel sollen Wasser und darin geloste Stoffe aufgenommen werden. Andererseits muss bei
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Bodentrockenheit verhindert werden, dass der Pflanze Wasser entzogen wird. Ebenso ist es
wichtig die Wurzeln der Pflanze vor Pathogenbefall und Aufnahme von schéddlichen Substanzen
zu schiitzen (Zimmermann et al. 2000, Hose et al. 2001). Dies macht deutlich, dass die
suberinisierten Grenzflachen keine statischen Gebilde sein koénnen, sondern sich der Grad der
Suberinisierung in Anpassung an die Umweltbedingungen variabel sein sollte. Es ist bekannt,
dass Pflanzen unter Salzstress vermehrt Suberin einlagern (Reinhardt und Rost 1995, Schreiber et
al. 2005a) um sich vor Wasserverlust und Aufnahme von Ionen in toxischer Konzentration zu
schiitzen. In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass sich auch die Suberinmenge in
Wurzel von Arabidopsis thaliana erhoht. Arabidopsis- Pflanzen die auf salzhaltigem Boden
gewachsen sind haben doppelt so viel Suberin als Kontrollpflanzen (unverdffentlichte Daten).
Ein weiteres Beispiel ist das Periderm der Kartoffelknolle (Solanum tuberosum), welches auch
aus Suberin besteht (Bernards und Lewis 1998). Es konnte gezeigt werden, dass nach
Verwundung ein aus suberinisierten Zellwidnden bestehendes Wundperiderm gebildet wird
(Schreiber et al. 2005b, Yang und Bernards 2006).

Suberinisierte Zellwidnde sind auch in oberirdischen Pflanzenteilen zu finden, wo sie als Kork
sekunddre Organe gegen die Umwelt abdichten (Bernards und Razem 2001) und auch die

Biindelscheidenzellen der C4- Pflanzen besitzen eine Suberinlamelle (Espelie et al. 1982).

1.3 Zusammensetzung des Suberins

Suberin ist ein Polyester und besteht aus 2 Doménen, einer aliphatischen und einer aromatischen
(Abbildung 3), die iiber Glycerin miteinander verbunden sind (Graga und Pereira 1997, Bernards
2002). Der aliphatische Anteil besteht aus langkettigen o,w-Disduren, w-Hydroxysduren, 2-
Hydroxysduren, primiren Alkoholen und primdren Monocarbonsduren (Kolattukudy 1980,
Schreiber et al. 1999, Franke et al. 2005) mit Kettenldngen zwischen C¢ bis C3, (C = Anzahl der
Kohlenstoffatome). Die aromatische Domine besteht hauptsdchlich aus Monolignolen und
Hydroxyzimtsduren (Zeier und Schreiber 1997, Bernards und Razem 2001, Bernards 2002) und
ist mit der Zellwand verbunden. Der aliphatische Charakter des Suberins erfiillt die Anforderung
einer Transportbarriere (Zimmermann et al. 2000, Hose et al. 2001) wohingegen der aromatische

Charakter des Suberins einen effektiven Schutz gegeniiber Pathogenen aufweist.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der zweidimensionalen Suberinstruktur (nach Bernards 2002).
Links ist die aromatische Domiine, welche mit den Zellwandpolysacchariden verkniipft ist, und rechts die
aliphatische Domiine dargestellt.

1.4 Biosynthese der langkettigen Fettsauren

Vorlaufermolekiile fiir Cutin wie auch fiir Suberin sind sehr langkettige Fettsduren (very long
chain fatty acids - VLCFA), die durch Cytochrom P450- abhingige Monooxygenasen
funktionalisiert (Pinot et al. 1993, Pinot et al. 1999, Wellesen €t al. 2001, Broun et al. 1998) und
dann untereinander, sowie mit Glycerin, verestert werden (Graga und Pereira 1997, Moire et al.
1999, Bernards 2002). Die VLCFA kommen allerdings nicht nur im Cutin und Suberin vor,
sondern werden auch zur Bildung von Wachsen, Samen- und Membranlipiden benétigt.

Die Biosynthese der VLCFA findet vermutlich an einem membrangebundenen, im
Endoplasmatischen Retikulum befindlichen Multienzymkomplex statt (Millar und Kunst 1997).
Die Ci6 und C;g Fettsduren, die im priméren Stoffwechsel in den Plastiden gebildet werden,
miissen zundchst aktiviert und dann mit Malonyl-CoA kondensiert werden. Es folgt eine
Reduktion, eine Dehydrierung und eine weitere Reduktion. Analog zur Fettsdurebiosynthese im
Primirmetabolismus wird auf diese Weise die Kettenldnge pro Zyklus um zwei Kohlenstoffatome
verlangert (Fehling und Mukherjee 1991). Millar und Kunst konnten 1997 zeigen, dass der erste
Schritt, die Kondensation durch die B-Ketoacyl-CoA-Synthasen (KCS), der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt ist und die Reduktasen, wie auch die Dehydratasen, ubiquitér in der Pflanze

vorhanden sind. Daher kann postuliert werden, dass die KCS die Menge und Kettenlédnge der
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VLCFA kontrollieren. Aufgrund ihrer kettenverldngernden Téatigkeit werden die KCS auch
Elongasen genannt (von Wettstein-Knowles 1982).

Dieser vierstufige Elongationsprozess ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Schema des Elongationsprozesses einer aktivierten Fettsiure.
(http://www.danfortcenter.org/jaworski/condensingenzyme.htm; verindert).

Einige Mitglieder der KCS- Genfamilie wurden bereits in dem Modellorganismus Arabidopsis
thaliana charakterisiert (Tabelle 1). Es zeigt sich, dass die Expression von KCS- Genen ist zum
Teil sehr spezifisch ist. FAEL wird beispielsweise nur in Samen exprimiert und ist entscheidend
fiir die Zusammensetzung der Samenlipide (James et al. 1995, Millar und Kunst 1997).

Die Gene wurden meist aufgrund von phinotypischen Verdnderungen in Mutanten in einem
forward genetics Ansatz gefunden und darauf hin untersucht. Ein Beispiel ist FIDDLEHEAD
(FDH). Dieses KCS- Gen konnte durch ein Screening gefunden werden. Pflanzen in denen FDH
nicht funktionsfdhig ist, weisen Organfusionen auf, was auf eine Beteiligung von FDH in der
Cuticulaentwicklung schlieBen ldsst (Yephremov et al. 1999). Ein weiteres KCS- Gen, HIC,
scheint spezifisch an der Entwicklung der SchlieBzellen der Stomata beteiligt zu sein. Das Fehlen

von HIC fiihrte zu einem hoheren Stomataindex (Gray et al. 2000).



Einleitung 7

Tabelle 1: Bereits charakterisierte KCS aus Arabidopsis.

Name Angenommene Funktion in  Literatur

FAE1 Samenlipidbiosynthese James et al. (1995), Millar und Kunst (1997)
KCS1 Wachs-/ Suberinbiosynthese  Todd et al. (1999), Krampitz (2006)

FDH Cuticulaentwicklung Yephremov et al. (1999)

HIC Cuticulaentwicklung Gray et al. (2000)

CER6/CUT1 Wachsbiosynthese Hooker et al. (2002)

CER60 Wachsbiosynthese Hooker et al. (2002)

SUE Suberinbiosynthese Briesen (2004)

DAISY Suberinbiosynthese Hofer (2005)

In Arabidopsis konnten aufgrund von Homologievergleichen mit bekannten KCS 21 KCS
gefunden werden (Abbildung 5, Kunst und Samuels 2003; Briesen 2004).

KCS01 (::l (Wachs)

[ KCS13 - HIC (Stoma)
_ L kcs14

KCS11

—: Kcs17 - DAISY (Suberin)
KCs19

KCS04 - SUE (Suberin)

I KCS09
KCS02
Kests (N FAEL (samen)
| KCS08
L KCS16
KCS21
— KCS03
L KCS12

_I KCS07

KCS20

S KCS10 (@ FOH (Cutin

KCs15

[ KCs05 g CERG60 (Wachs)

CERG/CUT1 (Wachs)

0.1

Abbildung 5: Dendogramm der KCS- Genfamilie in Arabidopsis.

Mit Pfeilen markiert sind die Gene, fiir deren Produkte bereits eine Beteiligung an der Wachs- (gelb),
Samenlipid- (blau), Cutin- (griin) oder Suberinbiosynthese (rot) gezeigt werden Kkonnte. (verindert nach
Briesen 2004).

Suberin kommt in Arabidopsis vornehmlich in den Wurzeln vor (Briesen 2004, Franke et al.
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2005). In einem reverse genetics Ansatz wurden SUE (Atlgl9440), KCSL(At1g01220) und
DAISY (At1g04220) bereits in unserer Arbeitsgruppe nédher untersucht und allen dreien konnte
ein Einfluss auf die Suberinbiosynthese zugesprochen werden. Der Ausfall von SUE fiihrte zu
einer Gesamtverminderung des Suberins um ca. 20% (Briesen 2004). Wohingegen der Ausfall
des Gens KCS01 zu mehr als doppelt soviel Suberin in der Mutante fiihrt (Krampitz 2006), was
vor allem auf eine Akkumulation der o-Hydroxy- und a, o-Diséuren zuriickzufiihren ist. DAISY
scheint spezifisch fiir die Verlangerung von C,p zu C,; und Cy4 verantwortlich zu sein (Hofer
2005). Ebenso wurden in unserer Arbeitsgruppe DAISYIl (Emsermann 2007) aufgrund starker
Waurzelexpression untersucht. Jedoch konnte diesem Genprodukt keine direkte Beteiligung an der
Suberinbiosynthese zugesprochen werden. Fiir den Arabidopsis Gen Index (AGI) der
aufgefiihrten KCS- Gene sieche Anhang (Tabelle 10).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es Gene zu finden, die an der Suberinbiosynthese beteiligt sind und deren
Funktion zu kldren. Das Fernziel ist mehr {iber die Suberinbiosynthese zu erfahren, bzw. Pflanzen
mit verdnderter Suberinmenge oder —zusammensetzung zu erhalten, um somit die Funktion von
Suberin als Barriere besser studieren zu konnen. Der néichste Schritt wire dann, das Suberin
bestimmter Nutzpflanzen gezielt zu verdndern, um diese resistenter gegeniiber unvorteilhaften
Umweltbedingungen zu machen.

Aufgrund der molekularen Vorteile sowie der leichten Handhabung von Arabidopsis soll
zundchst die Biosynthese von Suberin an Arabidopsis studiert werden und dann das erhaltene
Wissen auf Nutzpflanzen tibertragen werden.

Der aliphatische Teil des Suberins ist ein Polyester aus sehr langkettigen Fettsduren und deren
Derivaten. Daher wurde die Familie der KCS, die den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Kettenverldngerung zu sehr langkettigen Fettsduren katalysieren, ndher untersucht.

Da in Arabidopsis Suberin hauptséchlich in der Wurzel vorkommt, sollen zunéchst die KCS-
Gene, die eine Expression in der Wurzel zeigen identifiziert werden. Die Expression in
verschiedenen Organen sowie das Expressionsmuster in der Wurzel soll detailliert mittels RT-
PCR und Promotor-Reportergen- Studien untersucht werden. Des Weiteren soll {iberpriift werden
ob abiotische Bedingungen, welche einen Einfluss auf die Suberinisierung haben, einen Effekt
auf die transkriptionelle Regulation der Kandidatengene hat und ob sich davon auf eine

Beteiligung der Gene an der Suberinbiosynthese schlieBen ldsst.
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Zusitzlich sollen Pflanzen, in denen jeweils ein Kandidatengen ausgeschaltet ist analysiert
werden. Neben dem Wurzelsuberin, sollten auch Cutin, Wachs und Samenlipide untersucht

werden, da auch diese langkettige Fettsduren und deren Derivate enthalten.



Material und Methoden 10

2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle genutzten Reagenzien wurden von den Firmen Fluka, Roth oder Macherey und Nagel
bezogen. Ndhere Beschreibungen sind im Anhang 8.3 aufgefiihrt. Wenn nicht anders vermerkt,

wurde autoklaviertes MilliQ-Wasser benutzt.
2.2 Pflanzenanzucht

2.2.1 Anzucht auf Erde

Die Samen der Versuchspflanzen, sowie des entsprechenden Wildtyps, wurden vom Nottingham
Arabidopsis thaliana Sock Center (NASC) bezogen. Diese Pflanzen hatten den genetischen
Hintergrund des Arabidopsis thaliana Okotypus Columbia 8. AuBerdem wurden Knockout-
Linien iber das National Institute for Agronomical Research (INRA) (http:/www-
ijpb.versailles.inra.fr/) bezogen, diese hatten den genetischen Hintergrund Wassilewskija.

Die Samen wurden auf Erde (Floradur Typ 1, Floragard, Oldenburg) in einer Klimakammer in
einem Tag/Nacht Rhythmus von 16 zu 8 h bei einer Tagestemperatur von 22 °C und
Nachttemperatur von 20 °C kultiviert. Die Erde in den AnzuchtgefiBBen wurde zunéchst mit
Wasser getrankt, das mit Diinger (Flory 3 verde, Planta, Regenstauf) und dem Insektizid Confidor
Wg70 (Imidacloprid, Bayer Crop Science, Langenfeld) versetzt war. Alle weiteren
Bewisserungen wurden mit Leitungswasser durchgefiihrt. Die Samen wurden in geeigneten
Abstinden auf die feuchte Erde ausgesdt. Um die Luftfeuchtigkeit zu erhohen, wurden die
Pflanzengefdfe fiir ca. fiinf Tage mit einer Plastikhaube bedeckt. Die durchschnittliche
Belichtungsstéirke auf Hohe der Blattrosetten betrug 135 puE m?s™.

2.2.2 Sterile Anzucht in Petrischalen

Um Keimlinge untersuchen zu kénnen wurden Arabidopsis- Samen auf MS-Agar (siche Anhang
8.2) angezogen. Dazu wurden die Samen vorher fiir 25 min mit Samensterilisationslosung (siche
Anhang 8.2) sterilisiert und anschlieBend mehrfach mit sterilem MilliQ-Wasser gewaschen. Die
sterilisierten Samen wurden dann gleichméBig auf MS-Agarplatten verteilt. Um die Pflanzen vor
Austrocknung durch Verdunstung zu schiitzen, wurden die Platten mit Parafilm® verklebt. Die

Kultivierung erfolgte anschlieBend unter den oben beschriebenen Bedingungen in einer



Material und Methoden 11

Klimakammer.

2.3 Datenbankanalysen

Die 6ffentlich zugédnglichen Datenbanken des TAIR-Projekts (www.Arabidopsis.org) wurden auf
Expressed Sequence Tags (ESTs) untersucht. ESTs entsprechen kurzen cDNA-Abschnitten und
somit den exprimierten Genen. Die Datenbank wurde speziell nach ESTs durchsucht, welche aus
Wurzelgeweben stammten. Um die Daten untereinander vergleichen zu kénnen, wurden die ESTs
aus Wurzelgewebe relativ zur Gesamtanzahl der ESTs ausgewertet.

Des Weiteren wurden verfiighare Massively Parallel Sgnature Sequencing (MPSS)- Daten
(Brenner et al. 2000; http://mpss.udel.edu/at/) ausgewertet. MPSS ist eine Technik, die quantitativ
die Genexpression aller Gene, ob bekannt oder unbekannt, einer Probe misst. Die relative
Hiufigkeit der MPSS- Signale in verschiedenen Organen wurde fiir ein Gen bestimmt. Die
Anzahl der Signale aus der Wurzel wurde der Anzahl der Signale des Organs mit grof3ter Anzahl
gegeniibergestellt.

Dariiber hinaus wurden auch die Microarraydatenbanken von Genevestigator (Zimmermann et al.
2004; www.genevestigator.cthz.ch) analysiert. Der Response Viewer von Genevestigator gibt
einen Mittelwert {iber verschiedene Zeiten zwischen sechs bis 24 Stunden von zwei Replikaten
an. Fiir die Expressionsuntersuchungen wurden die absoluten Werte flir ein Gen auf die
jeweiligen Werte von ACTIN bezogen. ACTIN wird hdufig als Referenzgen gewéhlt (z.B. Sunkar
et al. 2003), da es ein konstitutiv exprimiertes Gen ist, von dem angenommen wird, es sei
ubiquitér in jeder Zelle exprimiert. Dies ermoglichte eine relative Darstellung der Expression der
einzelnen KCS

Fiir detaillierte Aussagen iiber eine mogliche Induktion einzelner Gene durch verschiedene
Stressfaktoren wurden auch die verfligbaren Daten von  AtGenExpress
(http://www.arabidopsis.org/info/expression/ ATGenExpress.jsp) extrahiert und ausgewertet. Hier
wurden die Proben in verschiedene Zeitpunkte der Probennahme unterteilt und die Pflanzen in
oberirdisches und unterirdisches Pflanzenmaterial aufgeteilt. Fiir die Auswertung wurde fiir jedes
Gen der Wert nach entsprechender Behandlung (Verwundung, Salz- oder osmotischer Stress) auf

den der Kontrollpflanzen normiert.
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2.4 Abiotische Stressbedingungen zur Untersuchung der transkriptionellen

Regulation von KCS- Genen

2.4.1 Salzstress

Arabidopsis- Pflanzen wurden auf MS-Agar angezogen und nach sieben Tagen auf MS-Agar mit
0, 50, 100 oder 200 mM NaCl umgesetzt. Es wurden Keimlinge direkt (t 0), 4 (t 4), 24 (t 24) oder
31 (t 31) nach dem Umsetzen geerntet und sofort in fliissigem Stickstoft eingefroren. In diesen
Proben wurde das Expressionslevel des stressinduzierten Markergens RD29A bestimmt. Das
Arabidopsis- Gen RD29A (RESPONSVE TO DEHYDRATION 29A) ist ein gut untersuchtes Gen,
das hiufig als Referenzgen fiir osmotischen bzw. Salzstress genutzt wird (Yamaguchi-Shinozaki
und Shinozaki 1993a, Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki 1993b, Yamaguchi-Shinozaki und
Shinozaki 1994, Hooker et al. 2002, Sunkar et al. 2003, Zhu et al. 2005).

2.4.2 Osmotischer Stress

Arabidopsis- Pflanzen wurden auf MS-Agar, dem 5% Polyethylenglykol (PEG 8000) zugefiigt
wurde, angezogen. Als Kontrolle wurden parallel auch Pflanzen auf herkdmmlichem MS-Agar
angezogen. Nach 14 Tagen wurden je zweimal ca. 100 mg Keimlinge geerntet und direkt in
fliissigem Stickstoff eingefroren. Analog zu dem Salzstressexperiment wurde auch in diesen

Proben das Expressionslevel des stressinduzierten Markergens RD29A bestimmt.

2.4.3 Wundstress

Blatter von fiinf Wochen alten Arabidopsis- Pflanzen wurden mit ca. 15 Nadeln (0,5 mm
Durchmesser) pro cm? verletzt. Als Kontrolle wurden Blitter vor der Verwundung sowie zu
jedem verwundeten ein unverwundetes Blatt geerntet. Fiir die Expressionsstudien mittels RT-
PCR wurden Wildtyp- Pflanzen verwendet. 0, 1, 4 und 24 h nach Verwundung wurden Blatter
genommen und direkt in fliissigem Stickstoff eingefroren. In diesen Proben wurde auch das
Expressionslevel des molekularen Markergens PAL bestimmt. PAL kodiert fiir eine Phenylalanin-
Ammonium-Lyase des Phenylpropanstoffwechsels und wird nachweislich durch Verletzung
induziert (Ohl et al. 1990). Damit sollte tiberpriift werden, ob die Verletzungen durch die Nadeln
in den Pflanzen einen wundinduzierten Stress auslosen.

Des Weiteren wurden Blitter von Promotor-Reportergen- Fusions- Pflanzen (siehe 2.6) verletzt

und die nach 2 h geernteten Blatter in X-Gluc-Puffer (siche Anhang 8.2) inkubiert.



Material und Methoden 13

2.5 Molekularbiologische Untersuchungen

2.5.1 RNA Extraktion aus unterschiedlichen Organen mittels LiCl-Methode

Um das Expressionslevel eines Gens in verschiedenen Organen von Arabidopsis zu untersuchen,
wurde aus diesen mittels LiCl-Methode RNA gewonnen. Vorherige Tests zeigten, dass die
Ausbeute von RNA aus Schoten bei Extraktion mittels LiCl-Methode verglichen zur
TriReagent®-Methode (siche 2.5.2) besonders hoch ist. Fiir die Préparation der RNA wurden
jeweils ca. 100 mg Pflanzenmaterial in fliissigem Stickstoff gefroren und in einem Morser zu
feinem Pulver homogenisiert. Das Pulver wurde gemeinsam mit 500 pul warmen RNA-
Extraktionspuffer (siche Anhang 8.2) in ein Reaktionsgefdl3 gegeben und die Suspension fiir 30 s
gut durchmischt. Dazu kamen 250 pl Chloroform:Isoamylalkohol (1:1 v/v), danach folgten 30 s
mischen. Das Gemisch wurde fiir 5 min bei 20000 xg zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Dieser wurde mit 350 ul 4 M LiCl versetzt und nochmals fiir 30 s gemischt. Es
folgte die Fallung der RNA {iber Nacht bei 4 °C. Die RNA wurde durch Zentrifugation bei
20000 xg fiir 20 min und 4 °C pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 250 pl DEPC
Wasser (siche Anhang 8.2) gelost. Darauthin wurde die RNA mit 25 pl 3 M Natriumacetat-
Losung und 250 pl Ethanol erneut geféllt und fiir 2 h auf Eis inkubiert. Durch Zentrifugation bei
20000 xg bei 4 °C fir 10 min erfolgte die erneute Pelletierung. Das Pellet wurde zweimal mit
Ethanol gewaschen, im Vakuum-Exsikkator getrocknet und anschlieBend in 25 pul DEPC Wasser
gelost.

2.5.2 RNA Priparation aus Keimlingen mittels TriReagent®

Ca. 100 mg gefrorenes Pflanzenmaterial wurden mit einem Metallpistill, welcher vorher in
fliissigem Stickstoff gekiihlt wurde, fiir ca. 10 s pulverisiert. AnschlieBend wurden 500 pl
TriReagent® (siche Anhang 8.2) zugegeben. Das Material wurde fiir 10 s homogenisiert und
weitere 500 pl TriReagent® wurden zugegeben. AnschlieBend wurde die Probe fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 10 min bei 4 °C und
20000 xg. Die obere Phase wurde nach der Zentrifugation in ein neues Reaktionsgefal3
iibertragen. Zur Féllung der RNA wurde ein Volumen eiskaltes Isopropanol zugegeben und fiir
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zentrifugation fiir 10 min bei 4 °C und 10000 xg wurde
die RNA pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml Ethanol (70%)

gewaschen. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde fiir 5 min bei Raumtemperatur
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und 10000 xg zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das Pellet unter
der Sterilbank getrocknet. Daraufhin erfolgte das Resuspendieren der RNA in 40 ul DEPC

Wasser.

2.5.3 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Alle RNA Proben sollten auf eine Konzentration von 200 ng/ul eingestellt werden. Dazu wurde
die Extinktion der jeweiligen Losungen mittels Photometer in einer Quarzkiivette bei 260 nm
gemessen.

Fiir RNA gilt:

ODy60 1 =40 ng/nl

Die RNA-Proben wurden alle auf die gleiche Konzentration verdiinnt und mittels

Gelelektrophorese (siehe 2.5.7) iiberpriift.

2.5.4 Verwendete Primer

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer sind dem Anhang 8.4 zu entnehmen. Tabelle 12 zeigt
die Primer geordnet nach Einsatzgebiet, Tabelle 13 enthilt die jeweilige Sequenz der Primer. Bei
allen RT-PCRs wurden neben den KCS- spezifischen Primern auch Primer, die einen Teil des
ACTINZ2- Gens (At5G09810) amplifizieren, eingesetzt. Die ermittelten Werte konnten somit,
vergleichbar wie die Daten der Datenbankanalysen (sieche 2.3), auf ACTIN normiert werden.

2.5.5 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Zum Nachweis des transkriptionellen Knockouts sowie zur Untersuchung der organspezifischen
Expression wurde das One Step RT-PCR-Kit™ von Invitrogen (Invitrogen, Karlsruhe) genutzt.
Dazu wurde folgender RT-PCR- Reaktionsansatz nach Angaben des Herstellers zubereitet
(Tabelle 2). Der Primermix bestand aus gleichen Anteilen aus zwei Gen- spezifischen sowie zwei
ACTIN- spezifischen Primern. Das genutzte Temperaturprogramm kann Tabelle 3 entnommen

werden.
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Tabelle 2: RT-PCR Reaktionsansatz

Menge [nl] Reagenz Konzentration
12,5 Reaktionsmix 2X

1 RNA 200 ng/pl

0,8 Primermix 50 pmol/pl

1 SuperScript  III RT/Platinum® Tagq Mix 5U/ul

9,7 DEPC- Wasser

Tabelle 3: Temperatur-Programm fiir die RT-PCR

Fiir die Berechnung der primerspezifischen Anlagerungstemperatur siche Anhang 8.5 und 8.6.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]
cDNA Synthese 50 50
Denaturierung 94 2

30 Zyklen:
Denaturierung 94 0,25
Anlagerung der Primer Primerabhédngige Temperatur 0,5
Verlangerung 68 1
AbschlieBende Verlingerung 68 5

Um die Expression der Kandidatengene nach Verwundung und Salzstress zu untersuchen, wurde
zundchst mittels Superscript III Reversen Transkripase™ (Invitrogen) RNA in cDNA
umgeschrieben. Dafiir wurden folgende Komponenten zu einem RNA/Primer Mix (Tabelle 4) in
einem 0,2 ml Reaktionsgefdll gemischt und nach 5 min Inkubation bei 65 °C, fiir mindestens 1

min auf Eis abgekiihlt.

Tabelle 4: RNA/Primer Mix

Menge Reagenz Konzentration
S5ul RNA 200 ng/pl

1 ul OligodT 50 uM

1 ul dNTP 10 mM

3ul DEPC- Wasser
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Darauf folgte die Zugabe von 10 pul cDNA Synthese Mix (Tabelle 5).

Tabelle 5: ¢cDNA Synthese Mix

Menge Reagenz Konzentration
2 ul RT-Puffer 10X

4 ul MgCl, 25 mM

2 ul DTT 0.1M

1 ul RNaseOUT™

1 pl SuperScript™III RT 200 U/pl

Je 1 pl dieses Ansatzes diente als Matrize in einer PCR (siehe 2.5.6).

2.5.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Alle PCRs wurden nach dem gleichen Schema durchgefiihrt. Der PCR-Reaktionsansatz kann der

Tabelle 6 und das Temperaturprogramm der Tabelle 7 entnommen werden. Fiir die

Zusammensetzung des 10 X PCR-Puffers siche Anhang 8.2.

Tabelle 6: PCR Reaktionsansatz

Menge [nl] Reagenz Konzentration
2,5 PCR-Puffer 10 X

0,5 dNTPs (Fermentas) 10 mM

0,25 je Primer 50 pmol/pl
0,25 Taq-Polymerase (Axon GmbH, Deutschland) 5U/ul

auf 24 MilliQ Wasser

1 Matrize
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Tabelle 7: Temperatur-Programm fiir die PCR

Fiir die Berechnung der primerspezifischen Anlagerungstemperatur siche Anhang 8.5 und 8.6.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]
Denaturierung 94 5

30 Zyklen:
Denaturierung 94 0,5
Anlagerung der Primer primerabhingige Temperatur 1
Verldngerung 72 1
AbschlieBende Verlingerung 72 10

2.5.7 Geleletrophorese

Alle Proben, die liber Gelelektrophorese aufgetrennt werden sollten, wurden mit 6 X Ladepuftfer
(siehe Anhang 8.2) vermischt. Es wurden 1%ige Agarosegele angefertigt, fiir Fragmente grofer
5000 bp wurden 0,8%ige Gele angefertigt. Dem Agarosegel wurde 0,05% Ethidiumbromid
zugesetzt. Die Auftrennung erfolgte durch Anlegung einer Spannung von 80 Volt. Die Gele
wurden anschlieBend unter UV- Licht photographiert. Zur quantitativen Auswertung wurde das
Agarosegel mit einem Typhoon Imager eingescannt und die Intensitit der Banden mit dem
Programm ImageQuant (Version 5 Amersham Biosciences, Freiburg) quantifiziert.

Als GroBlenmarker wurde eine 100 bp DNA- Leiter eingesetzt (siche Anhang Abbildung 47).

2.6 Herstellung transgener Pflanzen

Es wurden zum einen Promotor-Reportergen- Fusionen hergestellt, zum anderen wurden
Uberexpressionskonstrukte hergestellt, in dem die kodierende Sequenz von KCS04 hinter den
Promotor des Blumenkohl Mosaik Virus (CaMV) (Odell et al. 1985), fortan als 2X 35S
bezeichnet, kloniert wurde. Die Klonierungen wurden mit Hilfe des Gateway®-Systems
durchgefiihrt, welches die Eigenschaft der Rekombinasen aus dem A Phagen ausnutzt fiir
bestimmte Sequenzen spezifisch zu sein und somit DNA-Fragmente richtungsspezifisch in
andere spezifische Sequenzen zu integrieren. Dieser zweistufige Prozess (Abbildung 6) besteht
aus einer BP-Reaktion (Abbildung 6A), in der ein PCR-Produkt in einen Donorvektor (siche
Abbildung 44) rekombiniert wird und einer LR-Reaktion (Abbildung 6B), in der die gewliinschte
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Sequenz aus dem Eingangsklon in einen Zielvektor (siche Anhang Abbildung 45) rekombiniert
wird. Als Zielvektoren wurden iiber die Universitét Ziirich pMDC-Vektoren bezogen (Curtis und
Grossniklaus 2003). Die Erfolge der jeweiligen Reaktion konnten aufgrund von Resistenzgenen
auf den Vektoren (Eingangsklon: Zeocin, Expressionsklon: Kanamycin) iiberpriift werden.

=R -

A (EEIRD | W J'"-E-L (=,

BP Cesiada™ +
attB flankiertes pDONR™/Zeo ,|I S I'., Eingangsklon | Nebenprodukt
PCR-Produkt \h
- - -"'j. e e, _—
L L i ah i e arf = i P
= el = it
[EE] | . .- = L =
B | Eingangsklon ‘) | Zielvektor | - Expressionsklon -F/ r Nebenprodukt

l‘x,_____ e e 'l\a,_ -

Abbildung 6: Schematische Darstellung der BP-Reaktion (A) und LR-Reaktion (B) (verindert nach
Invitrogen).

Im ersten Schritt, der BP-Reaktion (A), wird ein mit attB-Stellen flankiertes DNA Fragment durch eine
Rekombinase in den Donorvektor (pDONR™/Zeo) kloniert. Es entstehen der Eingangsklon sowie ein
Nebenprodukt. Escherichia coli (E. coli) Zellen des Stammes DH5a, die dieses Nebenprodukt aufgenommen
haben, sind aufgrund des fiir einen DNA- Gyrase Hemmer codierenden ccdB Gens auf dem Vektor nicht
iiberlebensfihig. Im zweiten Schritt (B) findet eine Rekombination zwischen den attL. und attR Stellen des
Eingangsklons und Zielvektors statt. Es entsteht der Expressionsklon und wiederum ein fiir E. coli letales
Nebenprodukt.

2.6.1 BP-Reaktion

Mit einer fehlerkorrigerenden DNA Polymerase (AccuPrime™ PFX Polymerase, Invitrogen)
wurden die putativen Promotorregionen bzw. die kodierende Sequenz des zu untersuchenden
KCS Gens amplifiziert. Die genutzten Primer sind im Anhang in Tabelle 12 und Tabelle 13
aufgefiihrt, die Durchfithrung der PCR wird in 2.5.6 beschrieben. Weil die Primer an beiden
Enden tliber Gateway Adapter verfiigen, besitzen die DNA Fragmente an beiden Enden so
genannte attB-Stellen. Als Matrize dienten BACs (Bacterial Artificial Chromosomes) (siehe
Anhang), deren DNA mittels Plasmid Midi Kit® (Qiagen, Hilden) nach Anweisung des
Herstellers aufgereinigt wurden.

Das PCR-Produkt wurde mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, ausgeschnitten und durch
Gelelution nach den Angaben des Herstellers (QIAquick® PCR Purifikation Kit, Protokoll 2002,
Qiagen) aufgereinigt. Auf dem Donorvektor (pDONR™/Zeo) sind die zu den attB- Stellen
passenden attP- Stellen vorhanden. Die Rekombination findet zwischen den attB- und attP-

Stellen statt. Die BP-Reaktion wurde mit dem Gateway® BP Clonase™ II Enzyme Mix nach



Material und Methoden 19

Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt.

2.6.2 Transformation von Escherichia coli (E. coli) und Selektion von positiven

Klonen

200 pul chemisch kompetenter E. coli Zellen (nach Inoue et al. 1990) des Stammes DH50 wurden
mit dem jeweiligen BP-Reaktionsansatz fiir 30 min in Eiswasser inkubiert. Darauf folgte ein
Hitzeschock von 42 °C fiir 30 s und erneute Inkubation in Eiswasser fiir 5 min. Die Bakterien
wurden mit 0,8 ml SOC-Medium (siche Anhang 8.2) versetzt und fiir 60 min bei 37 °C
geschiittelt.

Der Ansatz wurde zur Selektion auf mit Zeocin (50 pg/mg) versetzte LB-Agarplatten (siche
Anhang 8.2) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden von
Einzelkolonien Fliissigkulturen mit 5 ml LB-Medium inklusive Zeocin (50 pg/ml) in 15 ml
Reaktionsgefdlen angesetzt. Die Bakterien wurden iiber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln
kultiviert und anschlieBend eine Plasmidpridparation nach dem Protokoll Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega, Mannheim) durchgefiihrt.

2.6.3 Durchfiihrung eines Restriktionsverdaus

Um zu verifizieren, dass es sich um positive Klone, in Hinsicht auf das gewiinschte Plasmid,
handelt, wurden Aliquots der Plasmidextrakte mittels Restriktionsenzymen (Promega, Invitrogen
und Fermentas) fiir 1 h bei der fiir das jeweilige Enzym spezifischen Temperatur inkubiert. Jedes
Plasmid wurde mit mindestens zwei verschiedenen Enzymen inkubiert. Die Enzyme wurden so
ausgewdhlt, dass eines einmal, das andere mindestens zweimal den Vektor schneidet. Aulerdem
wurde darauf geachtet, dass sich die Schnittstellen sowohl in dem Bereich des Ursprungsvektors
als auch auf dem des durch PCR erhaltenen DNA-Fragments liegen.

Tabelle 8: Ansatz des Restriktionsverdaus

Es wurden 4 pl von 50 pl Plasmidextrakt aus 2.6.2 eingesetzt.

Reagenz Menge [nl]
Plasmid 4

10 X Puffer 1
Restriktionsenzym 0,5

MilliQ Wasser 4,5
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2.6.4 Sequenzierung von Plasmiden

Jeweils ein identifizierter positiver Klon wurde durch die Firma 4 base lab (Reutlingen,
Deutschland) sequenziert. Es wurden die Standardprimer M13 Forward und M13 Reverse (siche

Anhang Tabelle 13) genutzt.

2.6.5 LR-Reaktion

Die LR-Reaktion wurde mit dem Gateway® LR Clonase™ II Enzyme Mix nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Als Zielvektor fiir PromkcssGUS- Konstrukte diente pMDC164 und fiir
die Uberexpression pMDC32 (je 150 ng/ul) (Abbildung 45). Die aus der LR-Reaktion
resultierenden Expressionsklone sind als Vektorkarten exemplarisch fiir KCS04 in Abbildung 7
dargestellt. Die jeweiligen LR Ansédtze wurden anschlieBend in E. coli Zellen des Stammes DH5a

transformiert (siche 2.6.2).

2X358 Promoter

__RB

12681 bp 11657 bp

pVS1
nos terminator

Hygromycin Resistenz ——

pBR322 origin LB

Kanamycin Resistenz /

LB Kanamycin Resistenz

pVS1

Hygromycin Resistenz

pBR322 origin
Abbildung 7: Vektorkarten des Expressionsklon von Promcsp-GUS (A) und Uberexpression von KCS04 (B).
Exemplarisch fiir alle Promgcs-GUS- und Uberexpressionskonstrukte. Es wurde jeweils als Zielvektor
pMDC164 (Promotor-Reportergen- Fusion) bzw. pMDC32 (Uberexpression) in die LR- Reaktion eingesetzt.

Legende der Vektorbeschriftung:

2X 35S Promoter: zwei in Serie geschaltete 35S Promotoren

GusA (blau): kodierende Region des B-Glucuronidase-Gens

attB1, attB2 (griin): Erkennungsmotive der LR-Rekombinase

nos terminator: Terminator des Nopalin-Synthase-Gens

Hygromycin Resistenz (rot): Resistenzgen gegen das Antibiotikum Hygromycin

Kanamycin Resistenz (rot): Resistenzgen gegen das Antibiotikum Kanamycin

RB, LB: Sequenzmotive, wichtig fiir Agrobacterium tumefaciens vermittelte Arabidopsis Transformation
pBR322 origin: Replikationsursprung des pBR322-Plasmids (Bolivar et al. 1977)

pVS1: Replikationsursprung fiir die Vermehrung des Plasmids in Agrobacterium tumefaciens
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2.6.6 Herstellung kompetenter Zellen von Agrobacterium tumefaciens (A.

tumefaciens) und Transformation von A. tumefaciens

Zellen von A. tumefaciens des Stammes GV3101pMP90, die eine Resistenz gegen das
Antibiotikum Rifampicin aufweisen, wurden auf LB-Medium mit Rifampicilin (10 pg/ml)
ausgestrichen. Nach zwei Tagen Inkubation bei 28 °C wurden 20 ml LB-Medium mit frisch-
gewachsenen Kolonien angeimpft und iiber Nacht bei 28 °C geschiittelt. Mit diesen 20 ml
wurden dann 100 ml LB-Medium angeimpft und erneute vier Stunden geschiittelt. Die Kulturen
wurden anschliefend 20 min bei 4 °C und 3000 xg zentrifugiert, das Pellet in 10 ml kaltem TE-
Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach Aufnahme des Pellets in 1 ml LB-Medium
wurde die Suspension, welche kompetente A. tumefaciens enthélt, aliquotiert und in
Fliissigstickstoff schockgefroren.

Je 1 ul des ebenfalls durch Restriktionsverdau verifizierten Expressionsklon aus 2.6.5 wurde zu
200 pl kompetenter A. tumefaciens Zellen gegeben. Nach Durchmischen wurden die Ansétze
zundchst 5 min in Eiswasser und dann 5 min in fliissigem Stickstoff inkubiert. Der Hitzeschock
erfolgte bei 37 °C im Wasserbad flir 5 min. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium folgte unter
Schiitteln eine Inkubation bei 28 °C fiir 3 h. Die transformierten Zellen wurden auf Agarplatten
mit Kanamycin (50 pg/ml) und Rifampicin (10 pg/ml) ausgestrichen und fiir zwei Tage bei 28 °C
inkubiert. Es wurden Kolonien ausgewdhlt, in Flissigkultur vermehrt und mittels

Restriktionsverdau tiberpriift (siche Tabelle 8).

2.6.7 Transformation von Arabidopsis mit A. tumefaciens

Arabidopsis- Pflanzen wurden mittels ,,Floral-Dip* Methode (Clough und Bent 1998) transformiert.
Dazu wurde der jeweilige Expressionsklon zundchst in 10 ml LB-Medium mit Rifampicin (10 pg/ml)
und Kanamycin (50 pg/ml) unter schiitteln iiber Nacht bei 28 °C vorinkubiert. Mit dieser Vorkultur
wurden dann 300 ml LB-Medium mit Rifampicin (10 pg/ml) und Kanamycin (50 pg/ml) angeimpft
und nochmals iiber Nacht bei 28 °C unter Schiitteln inkubiert. Die Zellen wurden bei 3000 xg fiir 15
min pelletiert und anschlieBend in Inokulationsmedium (siche Anhang 8.3) resuspendiert. In dieses
Medium wurden dann die Infloreszenzen fiinf Wochen alter Arabidopsis- Pflanzen zweimal fiir 10 s
eingetaucht. Die Pflanzen wurden dann bis zur vollstindigen Schotenentwicklung gewéssert. Die
geernteten, getrockneten Samen konnten dann auf MS-Platten mit 30 pg/ml Hygromycin selektioniert

werden.
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2.6.8 Anlegen von Glycerinstocks zur Langzeitlagerung von Klonen

Von allen Klonen, die letztendlich genutzt wurden, wurden Glycerinstocks angelegt. Dafiir wurde
von einer Ubernachtfliissigkultur 0,7 ml in ein 2 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt und mit 0,3 ml
sterilem 50% Glycerin vermischt. AnschlieBend wurden die Klone in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.7 GUS- Fiarbung

Um die Relevanz der Ergebnisse der Promotor-Reportergen- Studien iiberpriifen zu konnen
wurden zundchst Kontrollkonstrukte hergestellt. Neben den PromkcssGUS- Pflanzen wurden
auch Promgcr-GUS- Pflanzen hergestellt. SCARECROW (SCR) wird nachweislich in der
Endodermis exprimiert (Di Laurenzio et al. 1996, Malamy und Benfey 1997), daher konnte mit
dem Promgcr-GUS- Konstrukt tiberpriift werden, ob es mit unseren Vektoren und den gewihlten
Bedingungen moglich ist GUS- Aktivitit in der Endodermis nachzuweisen. Als weitere
Kontrollen standen Promcypgsai-GUS Pflanzen (René Hofer) zur Verfiigung. Es konnte in
unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass CYP86A1 an der Bildung des Suberins in der Wurzel
von Arabidopsis beteiligt ist (René Hofer, unverdffentlichte Daten). Der Knockout von CYP86A 1
filhrt zu einem verminderten Gehalt an ®-Hydroxysduren und o,w-Disduren. Insgesamt hat
cyp86al 60% weniger Suberin als der Wildtyp. Der Vergleich des Expressionsmusters der KCS-
Kandidaten Gene mit dem des CYP86A1 sollte einen Hinweis darauf geben, ob die Kandidaten-
KCS eventuell auch an der Suberinbiosynthese beteiligt sind. AuBBerdem wurden auch Pflanzen
auf GUS- Aktivitét analysiert, die nur mit dem GUS-Zielvektor pMDC164 transformiert wurden
(Matthias Krampitz), um ausschlieBen zu konnen, dass allein der Vektor zu einer artifiziellen
Blauféarbung fiihrt.

Die Untersuchungen auf GUS- Aktivitit wurden nach Debrouwer und de Block (1992)
durchgefiihrt. Dazu wurden ganze Keimlinge oder Pflanzenorgane in X-Gluc-Puffer (siche
Anhang 8.2) bei 37 °C inkubiert. Um die Reaktion abzustoppen und um aus den oberirdischen
Pflanzenteilen das Chlorophyll auszuwaschen, wurde das Pflanzenmaterial in 70% Ethanol

(technischer Reinheitsgrad) geschwenkt.

2.8 Mikroskopische Untersuchungen

Die Arabidopsis- Wurzeln, welche mittels Microtom geschnitten werden sollten, wurden bis zu 8

Tage, jedoch mindestens iiber Nacht in Fixierlosung (siche Anhang 8.2) fixiert. Die Wurzeln
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wurden dann in einem Einbettmedium (Neg-50, Richard-Allan Scientific, USA) auf einen
Objekttisch gegeben und mittels der Gefriervorrichtung des Gefriermikrotoms (Cryostat
HM 500 M, Microm) auf - 20 °C gefroren, um dann 10-20 um diinne Schnitte anzufertigen. Die
Schnitte wurden auf Objekttrager {ibertragen und in einem Tropfen Glycerin:Wasser (1:1; v/v)
aufgenommen. Einige Schnitte bzw. Blatter wurden mit Sudan 7B nach Brundrett et al. (1991)
gefarbt. Dazu wurde auf die Schnitte bzw. Blétter in Sudan 7B (0,1%; w/v) in PEG-400:90%
Glycerin (1:1; v/v) gegeben und fiir 2 h bei Raumtemperatur geférbt. Anschliefend wurden die
Schnitte bzw. Blitter zweimal mit Glycerin:Wasser (1:1) gewaschen. Die lipophilen Bestandteile
werden durch diese Behandlung intensiv rot angefarbt.

Im Lichtmikroskop (Axioplan, Carl Zeiss AG, Gottingen) wurden die Schnitte auf die Sudan 7B
Farbung untersucht, im Fluoreszenz-Mikroskop konnte die Autofluoreszenz aromatischer
Bestandteile betrachtet werden. Uber eine an das Mikroskop angeschlossene DXM1200-Kamera
(Nikon Corporation, Japan) wurden die erhaltenen Bilder digital aufgezeichnet und mit Hilfe der

Software Photoshop® 7.0 (Adobe Systems, USA) bearbeitet.
2.9 Probenaufbereitung fiir gaschromatographische Analysen

2.9.1 Suberinextraktion aus Wurzeln fiinf Wochen alter Pflanzen

Es wurden je vier Parallelen, bestehend aus je fiinf bis sieben Pflanzen eingesetzt.

Die Wurzeln fiinf Wochen alter, wie in 2.2.1 beschrieben angezogener Pflanzen, wurden aus der
Erde ausgegraben und unter Leitungswasser gereinigt. AnschlieBend wurden die Wurzeln mit
einer Enzymlosung (2% v/v Zellulasen (Celluclast, Novo Nordisk, Denmark), 2% v/v Pektinasen
(Trenolin, Erbsloh) in 102 M Zitratpuffer) in einem Erlenmeyerkolben vakuuminfiltriert. Durch
diese Behandlung werden alle kohlenhydratreichen Bestandteile der Zellwand abgebaut.

Die Wurzelenzymldsung wurde nach einer Woche erneuert. Nach einer weiteren Woche wurde
die Enzymlosung durch Chloroform:Methanol (1:1) ausgetauscht um die l6slichen Lipide zu
extrahieren. Nach weiteren acht Tagen wurden die Wurzeln im Vakuum-Exsikkator getrocknet

und anschlieBend gewogen.

2.9.2 Suberinextraktion aus Wurzeln zehn Tage alter Keimlingen

Die, wie in 2.2.2 beschrieben, sterilisierten Samen wurden auf MS-Agar ausgesit. Nach zehn
Tagen wurden die Wurzeln der Keimlinge geerntet und direkt mit Chloroform:Methanol (1:1)

extrahiert. Nach einer Woche und dreimaligen Wechseln des Chloroform:Methanols (1:1) wurden
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die Wurzeln auf Teflonpléttchen zunédchst unter dem Abzug und dann im Exsikkator getrocknet.
Nach einer weiteren Woche wurden die Wurzeln gewogen und in drei Parallelen je ca. 3 mg

aufgeteilt.

2.9.3 Samenlipidextraktion

Je Parallele wurden ca. 2 mg Samen abgewogen und in ein mit Chloroform gespiiltes
Reaktionsgefd3 gegeben. Die Samen wurden 16 h bei 80 °C mit BF;/MeOH umgeestert (siche
2.9.6).

2.9.4 Blattwachsextraktion

Fir die Analyse der Blattwachse wurden je Genotyp vier Parallelen untersucht. Je Parallele
wurden nacheinander sechs Blitter 10 s in 6 ml Chloroform getaucht und sofort mit 5 ug
Tetracosan (Cps-Alkan) intern standardisiert. Das Chloroform wurde mittels eines
Stickstoffstroms auf ca. 50 pl eingedampft. Zur Bestimmung der Blattflichen wurden die Blitter
in eine Folie gelegt und eingescannt, um anschlieBend {iber die Anzahl der Pixel in Adobe

Photoshop® 7.0 die Blattflache zu berechnen.

2.9.5 Cutinextraktion

Je zwei Parallelen der Blitter der Wachsproben wurden zu einer Cutinprobe zusammengefasst.
Um auch hier insgesamt vier Parallelen zu haben, wurden noch zwolf weitere Blitter geerntet. Je
Parallele wurden zwolf Blétter, deren Wachs bereits extrahiert wurde, in 50 ml
Chloroform:Methanol (1:1) extrahiert. Das Chloroform:Methanol (1:1) wurde innerhalb einer
Woche drei bis viermal ausgetauscht. Nach einer Woche wurden die totalextrahierten Blatter

unter dem Abzug getrocknet.

2.9.6 Umesterung — Borontrifluorid/Methanol (BF;/MeOH)

Um die monomeren Bestandteile des Polymers der fiinf Wochen alten Wurzeln zu erhalten,
wurden ca. 4 mg einer Parallele mittels 2 ml BF;/MeOH (~10% BF; in Methanol, Fluka
Taufkirchen) in einem 4 ml Reaktionsgefdl bei verschlossenem Deckel 16 h bei 70 °C
umgeestert. Je Parallele wurden dann 2 ml Natriumhydrogencarbonat in ein 4 ml Glasgefal3
vorlegt. Die umgeesterten, mit 10 pg Dotriacontan (Cj,-Alkan) intern standardisierten Proben
wurden zu dem Natriumhydrogencarbonat gegeben um die Reaktion abzustoppen. AnschlieSend

wurde insgesamt dreimal mit 1 ml Chloroform extrahiert und zweimal mit 1 ml Wasser
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gewaschen. Nach Absaugen des Wassers wurden die vereinten organischen Phasen iiber Na,SO4
getrocknet. Nach Uberfiihren in ein neues Reaktionsgefil wurde das Losungsmittel mit Hilfe

eines Stickstoffstroms bis auf ca. 50 pl eingedampft.

2.9.7 Umesterung — Methanolische Salzsiure (MeOH/HCI)

Um die monomeren Bestandteile des Polymers (Suberin zehn Tage alter Pflanzen, Samenschale,
Cutin) zu erhalten, wurden die Samen, die Wurzeln oder die Blétter einer Parallele mittels 4 ml
1 N methanolischer Salzsdure (Fluka, Taufkirchen) 2 h bei 80 °C umgeestert. Die Proben wurden
anschlieBend mit 10 pg Dotriacontan fiir Wurzeln und Samen bzw. 250 pg Dotriacontan fiir
Blitter intern standardisiert. Die freigesetzten hydrophoben Bestandteile wurden dreimal mit 1 ml
Hexan extrahiert und das Hexan jeweils in ein neues Reaktionsgefdl3 {iberfiihrt, in dem es unter

einem Stickstoffstrom bis auf ca. 50 pl eingedampft wurde.

O O Kat.1 (BF;) o

/H\ Suberin MeOH, p ot 2 (HCI) I
Suberin 0 ) ) Kat. 1: 70°C, 16h HO OMe
n

Kat. 2: 80 °C, 2h

N

Abbildung 8:Umesterung des Suberinpolymers in seine monomeren Bestandteile.

Bei der Umesterung des Suberins der Wurzeln fiinf Wochen alter Pflanzen wurde BF; als Katalysator
eingesetzt (siehe 2.9.6), bei dem Suberin der Wurzeln zehn Tage alter Keimlinge, den Samen und dem
Cutinpolymer wurde HCI als Katalysator eingesetzt (siehe 2.9.7).

2.9.8 Derivatisierung

Alle Proben wurden vor der Injektion in den Gaschromatographen derivatisiert. Da zwischen
polaren organischen Verbindungen starke Wechselwirkungen auftreten kdnnen und es auBBerdem
zu einer Haftung der Substanzen an die Siule des Gaschromatographen kommen kann, ist es
wichtig die freien Hydroxyl- wie auch Carboxylgruppen zu maskieren. Zur Erhohung der
Fliichtigkeit werden die polaren Gruppen daher in die entsprechenden Trimethylsilylether und -
ester iiberfiihrt. Dazu wurden die Proben mit 20 pl Pyridin und 20 pl Bis(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamid (BSTFA) versetzt und 40 min auf 70 °C erhitzt.

Sﬂ\/[e3
/
O

PN

R R

o OH

O
BSTFA, Pyridin .
/tk + )\ > R/U\ 0 ~ SiMe; +

R OH R R 70 °C, 40 min

Gleichung 1: Uberfiihrung der polaren Carboxyl- und Hydroxylgruppen in unpolare, leichter fliichtige
Derivate.
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2.9.9 Gaschromatographie

Die derivatisierten Proben wurden zunédchst mit 150 pl Chloroform verdiinnt und dann 1 pl mit
einer Kapillarspritze (on-column-injection) direkt auf die Sdule (DB-1, 30 m x 0,32 mm, 0,1 um
(J&W)) des Gaschromatographen (Hewlett Packard, 5890 Series II Plus) gegeben.

Als Trigergas diente Wasserstoff mit einer Flussrate von 2 ml min™.

Tabelle 9: Temperaturprogramme fiir die gaschromatographischen Analysen

Suberin/ Samenlipide/ Cutin Wachs

Injektion bei 50 °C Injektion bei 50 °C
2 min bei 50 °C 2 min bei 50 °C
10°C/min bis 150 °C 40°C/min bis 200 °C
1 min bei 150°C 2 min bei 200°C
3°C/min bis 310°C 3°C/min bis 310°C
15 min bei 310°C 30 min bei 310°C

Mittels der Gaschromatographie werden die einzelnen Komponenten einer Probe zeitlich {iber die
Sdule nach Unterschieden in Polaritdt und Kettenldnge aufgetrennt.

Fiir die qualitative Bestimmung wurde ein Gaschromatograph (GC) gewaihlt, welcher an einen
Massenspektrometer (MS) gekoppelt ist. Durch Elektronenbeschuss werden die Molekiile
ionisiert, nehmen somit Energie auf und zerfallen in fiir sie typische, stabile Fragmente und
konnen so anhand typischer Fragmentmuster bestimmt werden.

Fiir quantitative Bestimmungen wurde eine Kopplung mit einem Flammenionisationsdetektor
(FID) gewdhlt, welcher linear auf die Anzahl von verbrannten Kohlenstoffatomen reagiert. Die
Signale werden digitalisiert und von einem angeschlossenen Computer aufgezeichnet. Mit Hilfe
eines geeigneten Auswertungsprogramm (HP-Chemstation, Hewlett Packard Corporation, USA)
ist es moglich anhand der Fragmentmuster die Substanz, bzw. anhand der Flache unter den Peaks,

basierend auf den internen Standard, den Gehalt der jeweiligen Substanz zu bestimmen.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswahl von Kandidatengene aus der KCS Familie

Um aus den 21 KCS Genen in Arabidopsis geeignete Kandidaten auszuwéhlen, wurden
zunidchst Offentliche Datenbanken nach wurzelexprimierten KCS Genen durchsucht. Die
Expression der daraufhin ausgewdéhlten Kandidaten wurden mittels RT-PCR und Promotor-

Reportergen- Fusionen detailliert untersucht.

3.1.1 Organspezifische Expressionsanalysen mittels Expressed Sequence Tags
(EST)

Um die EST Daten (www.Arabidopsis.org) untereinander vergleichen zu koénnen, wurden die
ESTs aus Wurzelgewebe durch die Gesamtanzahl der verfiigbaren ESTs geteilt und in
Abbildung 9A graphisch dargestellt. Fiir die Gene KC07, KCS12 und KCS20 waren zu diesem
Zeitpunkt weder EST Daten aus der Wurzel noch aus anderen Organen verfiigbar. Fiir die Gene
KCS13 und KCS14, die zu 98% homolog auf Aminosdurenebene sind (siche Anhang Tabelle
44) gab es nur einen gemeinsamen EST, welcher nicht aus Wurzelgewebe stammte.

Fiir die Gene KC01, KC04, KC08, KCS11, KCS17, KCS19 und KCS21 waren ESTs aus
Wurzelgewebe vorhanden. Fiir KC04 konnten insgesamt neun ESTs gefunden werden, wovon
vier aus der Wurzel stammten. Fiir KCSL7 stammten zwei von 20 ESTs aus Wurzelgewebe.
Diese beiden Gene (KCS304 und KCS17) wurden bereits in unserer Arbeitsgruppe untersucht.
Es wurde fiir beide eine Beteiligung an der Suberinbiosynthese in der Wurzel postuliert
(Briesen 2004, Hofer 2005). Basierend auf den EST Daten sind KCS21 (1/9; EST aus
Wurzel/EST Gesamt), KCS11 (1/10) und KCS08 (1/10) wurzelexprimiert. KCS01 (2/20) und
KCS19 (1/16) zeigten ebenfalls ESTs aus Wurzelgewebe.

3.1.2 Organspezifische Expressionsanalysen mittels Massively Parallel Signature
Sequencing MPSS (MPSS):

Die relative Haufigkeit der MPSS- Signale (http://mpss.udel.edu/at/) eines Gens aus der Wurzel
wurde der relativen Héufigkeit der Signale des Organs mit grofter Haufigkeit gegeniiber
gestellt und in Abbildung 9B graphisch dargestellt. Die meisten MPSS Signale aus Wurzeln
konnten fiir das Gen KC04 gefunden werden (53 (= Anzahl der MPSS- Signale aus Wurzel)/
42 (= Anzahl der Signale aus Organ mit den meisten Signalen); Schote (= Organ mit den
meisten Signalen)). Weil fiir KC04 und KCS11 (siehe unten) die meisten Signale aus der

Wurzel stammten, wurde die Signalanzahl aus Wurzel der Anzahl des Organs mit zweitgrofiter
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Anzahl gegeniibergestellt und das jeweilige Organ in Klammer genannt.

Weitere starke Signale aus den Wurzeln gab es fiir KCSI1 (12/10; Bliite), KCS09 (25/26;
Bliite), KCS19 (195/447; Bliite), KCSL7 (24/295; Schote), KCO1 (12/215; Schote), KC08
(2/53; Bliite), KC05 (5/244; Bliite), KC03 (3/203; Schote) und KC06 (3/962; Bliite). Kein
MPSS Signal wurde fiir KCSL6 (0/0) und KCS18 (0/0) gefunden. Damit festigte sich die
Annahme, dass KC04, KC08, KCS11 und KCSL7 wurzelexprimiert seien.
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Abbildung 9: Transkripthéufigkeit der KCS- Gene in Wurzeln.
Dargestellt ist das Verhiltnis der verfiigharen ESTs aus Wurzelgewebe zu ESTs aus restlichem Gewebe (A)
bzw. MPSS- Signale aus Wurzel zu MPSS-Signalen aus Organ mit grofiter relativer Hiufigkeit (B).

KC4, KC08, KCS11, KCS17 und KCS21 wurden aufgrund der EST- und MPSS- Daten fiir
weitere Untersuchungen ausgewihlt. Fiir KCS16 konnte zwar kein EST aus Wurzelgewebe und
keine MPSS- Signale gefunden werden, jedoch wiesen weitere Microarraydaten (Birnbaum et
al. 2003) auf eine Expression in der Wurzel hin, weshalb auch KCSL6 weiter untersucht
wurden. KC01 und KCS19 sind laut EST- und MPSS- Daten auch wurzelexprimiert, dies
konnte bereits in unserer Arbeitsgruppe mittels RT-PCR und PromkcssGUS- Firbungen
bestitigt und die Gene ndher charakterisiert werden (Krampitz 2006, Emsermann 2007).

Die Gene KC04, KC08, KCS11, KCS16, KCS17 und KCX21 wurden aufgrund der Expression

in Wurzeln weiter untersucht und werden in der Arbeit als Kandidatengene bezeichnet.

3.1.3 Organspezifische Expressionsanalysen mittels Microarraydaten

Fir die Kandidatengene wurden zusétzlich Microarraydaten der Datenbank Genevestigator
(www.genevestigator.ethz.ch) untersucht. Die Expression der Kandidaten in Wurzel, Stidngel,
Blatt, Schote und Bliite wurde auf die jeweilige Expression von ACTIN in diesen Organen
normiert und in Abbildung 10 graphisch dargestellt.

Auch hier zeigte KC04, verglichen zu der Expression in anderen Organen, die stdrkste

Expression in der Wurzel. Fiir KCS11, KCS16 und KCSL7 wurde auch eine starke Expression
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in Wurzeln nachgewiesen, wenn auch die hochste Expression dieser Gene in Schoten zu finden
war. KCS08 ist laut den Microarraydaten von Genevestigator in der Wurzel exprimiert, jedoch
ansteigend stérker in Sténgel, Blatt, Schote und am stirksten in der Bliite. KCS21 hingegen ist

sehr stark in der Schote exprimiert aber zeigt kaum Expression in der Wurzel.
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Abbildung 10: Organspezifische Expression der Kandidatengene nach Genevestigator.
Dargestellt ist die organspezifische, auf ACTIN (= 100%) normierte Expression der Kandidatengene.

3.1.4 Organspezifische Expressionsanalysen mittels RT-PCR

Um die Expression der Kandidatengene im Detail zu untersuchen, wurde eine RT-PCR
durchgefiihrt. Dazu wurde RNA aus Bliiten, Schoten, Blittern, Stingeln und Wurzeln
extrahiert. Um eine detaillierte Aussage liber die Expression in der Wurzel machen zu konnen,

wurden neben den Wurzeln funf Wochen alter Pflanzen auch die Wurzeln von zehn und
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20 Tage alten Keimlingen untersucht. Dies sollte eine Unterscheidung zwischen Expression in
vorwiegend priméren bzw. sekundiren Wurzeln ermdglichen. Zusétzlich zu den jeweiligen
genspezifischen wurden auch ACTIN- spezifische Primern in der RT-PCR eingesetzt, um das
durch die Densitometrie ermittelte Signal normieren zu kénnen.

Wie in Abbildung 11 zu sehen, zeigen KCS04, KCSI11, KCS16 und KCSL17 ein hohes
Expressionslevel in Wurzeln. Auffillig ist, dass die Signalstirke fiir diese Gene mit
zunehmendem Alter der Wurzel abnimmt. Fiir KCS08 konnte in der Wurzel fiinf Wochen alter
Pflanzen keine Expression nachgewiesen werden, jedoch in Wurzeln 20 Tage alter Keimlinge
die dritthdchste Expression aller untersuchten Organe. KCS21 zeigte eine sehr geringe
Expression in den Wurzeln der untersuchten Altersstadien. Die hochste Expression konnte flir

dieses Gen in Bliiten und Schoten nachgewiesen werden.
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Abbildung 11: Organspezifische Expression der Kandidatengene.

Dargestellt ist die densitometrisch ermittelte, auf ACTIN (= 100%) normierte, durch RT-PCR bestimmte
Expression der Kandidatengene in unterschiedlichen Pflanzenteilen. Fiir die Bestimmung der
Expressionsrate in der Wurzel wurden Wurzeln von zehn Tage (10 d), 20 Tage (20 d) und 35 Tage (35 d)
alten Pflanzen untersucht.

3.1.5 Untersuchungen zur Expression der Kandidatengene mittel Promotor-
Reportergen- Fusionen

Um das Expressionsmuster der Kandidatengene zusétzlich zu der bisher untersuchten
Organspezifitidt auch auf Gewebeebene zu untersuchen, wurden die putativen Promotoren (1.3
bis 2.5 kb vor dem ATG) der Kandidatengene mit einem B-Glucuronidase- Gen fusioniert. Mit
diesem Konstrukt wurden Arabidopsis- Pflanzen transformiert. Mittels einer histochemischen
Farbung konnten die Aktivititen der KCS Promotoren in Form der von der Glucuronidase-

Aktivitdt herrithrenden Blaufdarbung in acht bis 15 unabhidngigen Transformanten beobachtet
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werden.

Zundchst wurden Kontrolllinien untersucht. Die GUS- Féarbung eines Keimlings, der den
»leeren® Zielvektor pMDC164 ohne einklonierten Promotor tragt, filhrte erwartungsgeméf in
dem gesamten Keimling zu keiner nachweisbaren GUS- Aktivitidt. Abbildung 12 zeigt die

Waurzel eines solchen Keimlings die ebenso keine Blaufarbung zeigt.

e i e

20kam

Abbildung 12: Aufsicht der Wurzel eines Keimlings, welcher den Vektor pMDC164 trigt.

Pflanzen wurden mit einem Vektor (pMDC164) transformiert, der nur das GUS- Gen aber keinen KCS
Promotor enthiilt. Es konnte in acht unabhiingigen priméren Transformanten nach 24 Stunden keine GUS-
Aktivitit nachgewiesen werden. um= pm.

Die GUS- Farbung der Promcypgsai-GUS- Pflanzen (Abbildung 13) zeigt in der Aufsicht eine
deutliche Blaufarbung in der Wurzel. In den Querschnitten der primidren Wurzel kann man
erkennen, dass wie erwartet die Endodermis blau gefarbt ist. Wie auch schon in Abbildung 13A
zu erkennen ist war die Farbung in einigen Bereichen der Wurzel eher fleckig (patchy) als
gleichméBig blau. Dieser Eindruck bestétigt sich auch in den Querschnitten B und C wo zu
sehen ist, dass stellenweise die gesamte Endodermis wohingegen an anderen Stellen nur einige

Zellen der Endodermis gefarbt sind.
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Abbildung 13: Gewebespezifische Expression von CYP86A1.

Auf GUS- Aktivitiit getestete Wurzel eines 14 Tage alten Promcypgsa;-GUS- Keimlings in der Aufsicht (A)
und im Querschnitt (B,C). Die Abbildungen zeigen, dass die Wurzel stark blau gefirbt ist. Der Querschnitt
macht die Spezifitit der Firbung in der Endodermis deutlich. Diese Muster zeigte sich bei zehn
unabhiingigen priméren Transformanten nach zwei Stunden Inkubation in GUS- Lésung.

Z.7= Zentralzylinder, En= Endodermis, C= Cortex, Ep= Epidermis; um= pm.

Die Farbung der Promscr-GUS Pflanzen ergab ein vergleichbares Bild zu den
Promecypgsai-GUS- Pflanzen (Abbildung 14). Auch bei diesen Pflanzen ist eine starke Farbung,
zum Teil aller, zum Teil nur einzelner Zellen der Endodermis sichtbar (Abbildung 14B). Bei

diesen Pflanzen ist auch der Zentralzylinder leicht geférbt.

A - d B

Abbildung 14: Gewebespezifische Expression von SCR.

Auf GUS- Aktivitit getestete Wurzel eines 14 Tage alten Promscr-GUS- Keimlings in der Aufsicht (A) und
im Querschnitt (B).

Die Abbildungen zeigen, besonders im Querschnitt, eine Firbung der Endodermis sowie stellenweise des
Zentralzylinders. Diese Muster zeigte sich bei acht unabhiingigen primiren Transformanten nach zwei
Stunden Inkubation in GUS- Lésung. um= pm.

Um mehr tiber die Expression der KCS- Kandidatengene zu erfahren und somit Riickschliisse
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auf deren Funktion machen zu konnen, wurden die Wurzeln fiinf Wochen alter
PromkcssGUS- Pflanzen sowie die von zehn Tage alten Keimlingen in GUS- Losung inkubiert.
Sowohl in der Gesamtansicht, wie auch in den mikroskopisch untersuchten Querschnitten der
PromkcssGUS  Pflanzen konnte keine GUS- Aktivitdit in sekundiren Wurzelgeweben
nachgewiesen werden (Abbildung 15). Die Sudan- Féirbung eines Querschnitts einer
sekunddren Wurzel in Abbildung 15E zeigt jedoch ein suberinisiertes Gewebe an. Allerdings
konnte bei KC304 (A), KCS11 (C) und KCSL7 (E) eine deutliche Blaufiarbung in den
Seitenwurzeln, also in Wurzeln im priméren Zustand beobachtet werden. KCS08 (B) und
KCSL16 (D) zeigten auch eine Blaufiarbung in der Seitenwurzeln jedoch deutlich schwicher. Das
es sich bei den Wurzel in denen eine GUS- Aktivitit gezeigt werden konnte um Primérwurzeln
handelt, konnte durch Querschnitte bestitigt werden (Daten nicht gezeigt). Bei KC21 (F)
konnte weder in sekundidren noch in primidren Bereichen der Wurzeln fiinf Wochen alter
Pflanzen eine Firbung nachgewiesen werden. Das Expressionsmuster konnte in acht

unabhingigen Transformanten beobachtet werden.
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Abbildung 15: Aufsicht und Querschnitt von Wurzeln fiinf Wochen alter Promycs-GUS- Pflanzen.

Auf GUS- Aktivitit getestete Wurzel von Promycs-GUS- Fusionspflanzen. Dargestellt ist die Expression der
Kandidatengenen KCS04 (A), KCS08 (B), KCS11 (C), KCS16 (D), KCS17 (E) und KCS21 (F) in Wurzeln 5
Wochen alter Pflanzen. Die Wurzeln wurden zwei Stunden in GUS-Losung inkubiert und in der Aufsicht
photographiert. Auflerdem wurden von diesen Pflanzen Querschnitte von sekundiiren Wurzeln angefertigt.
Die Photos von KCS17 (E) wurden von René Hofer bereitgestellt, der Querschnitt wurde mit dem lipophilen
Farbstoff Sudan 7B angefirbt. Balken entspricht 50 pm bei A, 100 pm bei B bis F.

Die Analyse der Expression der KCS in Wurzeln von zehn Tage alten Keimlingen (Abbildung
16) zeigte im Querschnitt fiir alle Kandidaten eine Blaufirbung des Zentralzylinders. Wie
allerdings in der Aufsicht zu sehen ist, ist bei KCS08 (B) und KCX21 (F) nicht die gesamte
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Primirwurzel gefirbt. Bei KC04 (A), KCS11 (C), KCS16 (D) und KCS17 (E) hingegen weist
die gesamte Primdrwurzel einen blaugefdrbten Zentralzylinder auf. Die Blaufirbung von
Promkcsii-GUS- Pflanzen (C) war bei drei von acht untersuchten Pflanzen nicht auf die Stele

beschriankt, sondern auch die Endodermis und Cortexzellen sind stellenweise blau geférbt.

Al ] ket | B | kesos | C \ KCsL

D 1 KCs16 E 1 “kes17 F Kcs21

Abbildung 16: Aufsicht und Querschnitt von Wurzeln zehn Tage alter Promycs-GUS- Pflanzen.

Auf GUS- Aktivitit getestete Wurzel von Promycs-GUS- Fusionspflanzen. Dargestellt ist die Expression der
Kandidatengenen KCS04 (A), KCS08 (B), KCS11 (C), KCS16 (D), KCS17 (E) und KCS21 (F) in Wurzeln
zehn Tage alter Pflanzen. Die linke Bildhilfte zeigt die Aufsicht der Wurzeln, rechts ein Querschnitt durch

die primire Wurzel. Dargestellt ist je ein Keimling von acht untersuchten unabhiingigen Transformanten,
die jeweils eine Blaufiirbung in der Stele zeigten. Balken entspricht 25 pm; linke Bildhélfte ohne Balken.

3.2 Untersuchungen zur transkriptionellen Regulation der Kandidatengene

unter abiotischen Stressbedingungen

3.2.1 Expressionsinderung unter Salzstress

Da Arabidopsis bei Salzstress vermehrt Suberin bildet, sollte {iberpriift werden, ob sich die
Expression der Kandidatengene unter Salzstress (50, 100, 200 mM NaCl) bzw. osmotischem
Stress (5% PEG) dndert. Zur Uberpriifung, ob diese Behandlung in den Pflanzen einen durch
Salz verursachten Stress auslost, wurde zunichst das Expressionslevel des stressinduzierten

Markergens RD29A in den Proben bestimmt (Abbildung 17).

3.2.1.1 Ergebnisse der RT-PCR nach Salzstress
Die Expression des stressinduzierten Markergens RD29A in sieben Tage alten Keimlingen liegt
bei t 0 unter der Nachweisgrenze (Abbildung 17). Nach Umsetzen auf 200 mM NaCl steigt die

Expression von RD29A, bezogen auf den jeweiligen Kontrollwert, zunichst nach vier Stunden

auf 3235% und nach 24 Stunden weiter auf 61021%. Nach 31 Stunden sinkt das Levels wieder,
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ist jedoch immer noch deutlich hoher als die Kontrolle nach 24 Stunden. Schon das Umsetzen
der Keimlinge auf eine andere MS-Agar- Platte flihrt zu einer messbaren Expression nach vier
Stunden. Daher wurden alle Berechnungen auf den jeweiligen Kontrollwert (= 100%), also die

Proben, die zur gleichen Zeit von den 0 mM NaCl MS-Platten genommen wurden, bezogen.
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Abbildung 17: RT-PCR- Analyse der Expression von RD29A unter Salzstress.

Agarosegel der RT-PCR- Produkte fiir RD29A (A), durch Densitometrie ermittelten Werte (B).

Dargestellt ist die relative Expression des durch Trocken- und Salzstress induzierten Gens RD29A. Sieben
Tage alte Keimlinge wurden auf MS- Platten mit 0 mM, 50 mM, 100 mM oder 200 mM NaCl umgesetzt. Die
Expression wurde direkt vor dem Umsetzen (t 0) sowie vier (t 4), 24 (t 24) und 31 Stunden (t 31) danach
bestimmt. Expression in Kontrolle zu gleicher Zeit (=100%) ist als roter Strich dargestellt.

Die RNA Proben, in denen das Expressionslevel von RD29A untersucht wurden, wurden auch
fiir RT-PCRs verwendet, in denen die Expression der Kandidatengene untersucht werden sollte.
Die Ergebnisse der RT-PCR- Analysen der Genexpression der Kandidatengene unter Salzstress
ist in Abbildung 18 dargestellt. KC04, KCS08, KCS11 und KCS16 wurden in den sieben Tage
alten ungestressten Keimlingen exprimiert, die Expression von KCS17 und KCS21 liegt bei den
gewidhlten Bedingungen unter der Nachweisgrenze. Die Expression von KC304 bleibt nach
Umsetzung auf verschiedene Salzkonzentrationen nahezu gleich. Einzig das Umsetzen auf
Platten mit 100 mM NaCl- Konzentration fiihrte nach 31 Stunden zu einer Erhohung der
Expression auf knapp 197%. Die Expression von KC308 ist 24 Stunden nach Umsetzen auf
50 mM NaCl induziert (auf 233%). Das Umsetzen auf 100 mM NaCl- Platten fiihrt auch zu
einer erhdhten Expression. Nach vier Stunden erreicht die Expression ein Level von 161%, das
nach 24 Stunden auf 152% absinkt. Nach 31 Stunden ist bei keiner der untersuchten NaCl-
Konzentrationen ein erhdhtes Level festzustellen. KCSI1 wird nicht durch Salzstress induziert.
Vier Stunden nach Umsetzen auf 100 mM und 24 Stunden nach Umsetzen auf 50 mM ist eine

Repression (auf 69 bzw. 32%) des Gens zu beobachten. KCSI1 scheint durch alle gewéhlten
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Salzkonzentrationen nach 31 Stunden reprimiert zu werden. Das Expressionslevel von KCS16
erhoht sich durch 100 mM NaCl- Konzentration nach vier Stunden auf 685%. In den
Keimlingen die langere Zeit (24- 31 Stunden) 100 mM NaCl ausgesetzt waren ist keine erhohte
Expression von KCSI16 feststellbar. Nach 31 Stunden fiihrt sowohl eine NaCl- Konzentration
von 50 mM (auf 416%), als auch eine von 200 mM (auf 1297%) zu einer Induktion von
KCSI16. Die Expression von KCSL17 erhoht sich durch alle gewihlten NaCl- Konzentrationen
nach vier Stunden. Mit steigernder Salzkonzentration erhoht sich auch die Expression von
KCSL17 (auf 565, 2447 bzw. 4715%). Nach 24 und 31 Stunden néhert sich die Expression
wieder dem Wert der Kontrollpflanzen.

KC21 wird durch 200 mM NaCl nach vier Stunden induziert (auf 263%). Nach 24 Stunden
sinkt das Expressionslevel ab und nach 31 Stunden ist keine Expression mehr feststellbar.
Durch Umsetzen auf 50 mM NaCl steigt die Expression von KCS21 iiber 24 Stunden (108%)
auf 133% nach 31 Stunden.
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Abbildung 18: Expressionsinderung der Kandidatengene unter Salzstress.

Dargestellt ist die relative Expression des jeweiligen KCS-Gens. Keimlinge wurden auf MS- Platten mit
0 mM, 50 mM, 100 mM oder 200 mM NaCl umgesetzt. Die Expression wurde vor dem Umsetzen (t 0) sowie
nach vier (t 4), 24 (t 24) und 31 Stunden (t 31) bestimmt. Hier gezeigt ist eines von zwei Experimenten, die
das gleiche Ergebnis lieferten. Expression in Kontrolle zu gleicher Zeit (= 100%) ist als roter Strich
dargestellt.

3.2.1.2 Microarraydaten- Analyse der Genexpression der Kandidatengen unter

Salzstress

Parallel dazu wurde das Expressionslevel der Kandidaten- KCS nach Salzbehandlung aus den
Mircoarraydaten der Genevestigatordatenbank extrahiert und ausgewertet. In Abbildung 19 ist
dargestellt wie sich die Expression der jeweiligen Gene in den gestressten Pflanzen im
Vergleich zu den Kontrollpflanzen verdndert. Es ist auch hier zu sehen, dass RD29A durch

Salzbehandlung stark induziert wird. Im Vergleich zur Expression von RD29A in den
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Kontrollpflanzen steigt die Expression auf 432%. Ebenso zeigen die Microarraydaten, dass die
Gene KCS17 und KC&21 induziert werden. Thr Expressionslevel steigt durch Salzbehandlung
auf 205% bzw. 382% (KCX21 bzw. KCS17) an. Bei den Genen KC04, KCN8, KCS11, KCS16

sowie bei ACTIN ist keine erhohte Expression feststellbar.

500

400

300

200

Relative Expression [%]

100

O T T T T T T T T
KCS04 KCS08 KCS11 KCS16 KCS17  KCS21 RD29A  ACTIN

Abbildung 19: Verinderung der Expression der Kandidatengene unter Salzstress laut Genevestigator.
Dargestellt ist die Verdnderung der Expression durch Salzstress (150 mM NaCl) des jeweiligen Gens im
Vergleich zur Expression in Kontrolle. Die Expression in Kontrolle (=100%) ist als roter Strich dargestellt.

Detaillierte Daten zur Expression in Arabidopsis sind {iber AtGenExpress
(www.arabidopsis.org/ino/expression/ATGenExpress.jsp) zuginglich. In Abbildung 20 sind die
extrahiert und ausgewerteten Daten dargestellt.

KC4 zeigt in unterirdischen Organen nach der Behandlung keine verdnderte Expression,
wohingegen in oberirdischen Organen eine leicht steigende Expression nach 12 bis 24 Stunden
erkennbar ist. KC08 und KCSL6 hingegen zeigen oberirdisch eher eine verminderte
Expression und unterirdisch eine leicht erhdhte Expression nach einer Stunde, die direkt wieder
nach drei Stunden auf den Wert der Kontrolle abfillt. Fiir KCS11 konnte ober- wie auch
unterirdisch lediglich eine reduzierte Expression gezeigt werden. KCSL7 und KC21 zeigen
beide eine stark erhohte Expression in oberirdischen Organen. Die Expression von KCS17
steigt nach drei Stunden an und erreicht nach sechs Stunden ihr Maximum von 3317%. Danach
gleicht sich das Expressionslevel wieder dem in der Kontrolle an. Auch in unterirdischen

Organen fiihrt der Salzstress zu einer verstirkten Expression von KCS17. Es kann nach einer
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Stunde eine erhohte Expression festgestellt werden, die allerdings bald wieder absinkt und nach

12 bis 24 Stunden wieder ansteigt. Die erhdhte Expression von KCS21 ist erst nach 24 Stunden

feststellbar. Zu diesem Zeitpunkt erreicht das Expressionslevel 794% der Kontrolle.

Unterirdisch ldsst sich fiir dieses Gen keine Expressionsdnderung durch Salzstress feststellen.
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Abbildung 20: Verinderung der Expression der Kandidatengene unter Salzstress laut AtGenExpress.
Dargestellt ist die Verinderung der Expression des jeweiligen Gens durch Salzstress in oberirdischen (A)
und unterirdischen Pflanzenteilen (B). Die Expression zu verschiedenen Zeitpunkten nach NaCl-
Behandlung (150 mM) wurde der jeweiligen Expression in den unbehandelten Kontrollpflanzen
gegeniibergestellt. Die Expression in der Kontrolle (= 100%) ist als roter Strich dargestellt.
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3.2.2 Anderung der Expression der Kandidatengene unter osmotischem Stress

Um zu priifen welchen Einfluss osmotisch wirksame Substanzen auf die Expression der
ausgewdhlten KCS- Gene haben, wurde die Expression der KCS Gene nach osmotischem
Stress bestimmt. Auch hier wurde das Expressionslevel des durch osmotischen Stress

induzierten Markergens RD29A als Kontrolle bestimmt.

3.2.2.1 Ergebnisse der RT-PCR unter osmotischen Stress

Die Expression von RD29A in den Kontrollen (0% PEG) erreicht ca. 25% der Expression von
ACTIN (Abbildung 21). In den mit PEG behandelten Proben steigt die Expression von RD29A
stark an und erreicht ca. 90% der Expression von ACTIN. Die Expression von RD29A steigt

somit durch osmotischen Stress stark an und erreicht 348% des Kontrollwerts (0% PEG).
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Abbildung 21: Expressionsiinderung von RD29A unter osmotischem Stress.

Densitometrisch ermittelte Werte (A) des Agarosegel fiir RD29A (B).

Dargestellt ist die relative Expression des durch Trocken- und Salzstress induzierbaren Gens RD29A.
Keimlinge wurden auf MS-Platten mit 0% bzw. 5% PEG angezogen. Die Expression wurde nach 14 Tagen
bestimmt. Hier gezeigt ist das Ergebnis von zwei Experimenten. Expression von ACTIN = 100%.

In diesen Proben wurde auch die Expression von KCS04 und KCS17 untersucht (Abbildung
22). Vergleichbar zu den Ergebnissen des Salzstress zeigte sich ebenfalls, dass KCS17 durch
osmotischen Stress induzierbar ist. Das Expressionslevel von KCS17 in den Kontrollpflanzen
entspricht ca. 2% des Levels von ACTIN. Nach osmotischem Stress steigt das Expressionslevel
von KCS17 auf ca. 14% des Levels von ACTIN an. Bezogen auf die Expression in den
Kontrollpflanzen erhoht sich die Expression von KCS17 nach 5%iger PEG Behandlung auf ca.
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479%. Bei KC4 ist eine leicht erhohte Expression feststellbar. Die Expression in den
Kontrollpflanzen betrdgt ca. 19% der von ACTIN. In den behandelten Proben erreicht die
Expression von KC04 ca. 27% der von ACTIN. Allerdings war im Mittel die Expression in
den PEG- behandelten Proben nur ca. 46% hoher als in den Kontrollen.
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Abbildung 22: Expressionsinderung von KCS04 und KCS17 unter osmotischem Stress.

Dargestellt ist die relative Expression der beiden Kandidatengene. Keimlinge wurden auf MS-Platten mit
0% bzw. 5% PEG angezogen. Die Expression wurde nach 14 Tagen bestimmt. Hier gezeigt ist das Ergebnis
von zwei Experimenten. Expression von ACTIN = 100%.

3.2.2.2 Anderung der Expression unter osmotischen Stress - Microarraydaten

Abbildung 23 zeigt das Ergebnis der Analyse der Daten von Genevestigator. In diesen
Versuchen wurden die Pflanzen nicht mit PEG, sondern mit dem osmotisch wirksamen
Mannitol (300 mM) behandelt. Unter diesen Bedingungen zeigt sich fir KC04, dass keine
Induktion durch osmotischen Stress nachgewiesen werden kann. Die Expression von KCSL7
stieg durch Behandlung mit osmotisch wirksamen Mannitol (300 mM) auf 445% an. Ebenso
konnte eine Induktion von KCS21 festgestellt werden, dessen Expressionslevel sich auf 322%
erhohte. Die Expression von KC308, KCSl1 war nach der Behandlung unter dem
Expressionslevel der Kontrolle. KCS16 sowie ACTIN zeigten keine Expressionsédnderung nach
Mannitol Behandlung. Wie zu erwarten erhohte sich das Expressionslevel von RD29A durch

Mannitol sehr stark, bis auf 2577%.
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Abbildung 23: Verinderung der Expression der Kandidatengene unter osmotischem Stress laut
Genevestigator.

Dargestellt ist die Verinderung der Expression des jeweiligen KCS- Gens durch Mannitol (300 mM). Die
Expression in der Kontrolle (=100%) ist als roter Strich dargestellt.

Die Auswertung der bei AtGenExpress verfiigbaren Microarraydaten ermdglichte eine
detaillierte Analyse der transkriptionellen Regulation der Kandidaten- KCS- Gene. Auch in
diesen Versuche wurden Pflanzen mit dem osmotisch wirksamen Mannitol behandelt.

Vergleichbar zu der Expressionsdnderung durch Salzstress (Abbildung 20) énderte sich auch
das Expressionsmuster der KCS nach Mannitol- Behandlung. KCS04 zeigt eine erhohte
Expression in oberirdischen Organen, die nach 12 Stunden einsetzt und nach 24 Stunden ihr
Maximum erreicht (253%). Unterirdisch sinkt die Expression eine Stunde nach Behandlung
unter den Wert der Kontrolle. Fiir KCS08 und KCSL6 lisst sich oberirdisch ein Absinken der
Expression nach einer Stunde feststellen, wohingegen unterirdisch fiir beide Gene eine erhdhte
Expression nachweisbar ist. KC08 wird eine halbe Stunde nach Behandlung verstirkt
exprimiert und erreicht nach einer Stunde das Expressionsmaximum von 193% des
Kontrollwerts. Die Expression von KCSL6 ist erst nach einer Stunde erhoht, hdlt das
Expressionslevel von ca. 285% des Kontrollwerts noch nach drei Stunden und sinkt nach sechs
Stunden wieder ab. Fiir KCSL17 ldsst sich deutlich eine Steigerung der Expression zeigen.

Unterirdisch steigt die Expression schon nach einer Stunde an, wohingegen oberirdisch erst
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nach drei Stunden ein erhdhtes Expressionslevel feststellbar ist. Unter- wie auch oberirdisch ist

nach sechs Stunden das Expressionsmaximum von 386% bzw. 6111% des Kontrolllevels

erreicht. Nach zwolf Stunden fallt das Level wieder ab. Fir KCS21 ist nur in oberirdischen

Organen eine erhohte Expression feststellbar. Nach zwolf Stunden steigt die Expression und

erreicht nach 24 Stunden 1195% der Kontrolle.
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Abbildung 24: Verinderung der Expression der Kandidatengene unter osmotischem Stress nach

AtGenExpress.

Dargestellt ist die Verinderung der Expression des jeweiligen Gens durch Salzstress in oberirdischen (A)
und unterirdischen (B) Pflanzenteilen. Die
Mannitol-Behandlung (300 mM) wurde der jeweiligen Expression in den unbehandelten Kontrollpflanzen
gegeniibergestellt. Die Expression in der Kontrolle (= 100%) ist als roter Strich dargestellt.
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3.2.3 Untersuchungen zur transkriptionellen Regulation der Kandidatengene

nach Verwundung

Da bekannt ist, dass Pflanzen nach Verwundung ein aus suberinisierten Zellwinden
bestechendes Wundperiderm bilden, sollte iiberpriift werden, ob auch Arabidopsis nach
Verwundung mit Suberinisierung antwortet. Des Weiteren sollte gepriift werden, ob die
Kandidatengene durch Verwundung induziert werden und dies eventuell als Hinweis auf eine

Beteiligung an der Suberinbiosynthese zéhlen konnte.

3.2.3.1 Histochemische Untersuchungen zur Induktion von Suberinisierung nach

Verwundung

Es wurden Arabidopsis- Blitter an der Pflanze mit Nadeln verletzt und nach einem Tag sowie
nach einer Woche Proben genommen. Aullerdem wurden sofort nach dem Verwunden Blétter
genommen und die Wundreaktion in Chloroform:Methanol (1:1) abgestoppt. Da sich Suberin
aus einer aliphatischen und einer aromatischen Dominen zusammensetzt, konnte die
Suberinisierung auf zwei unterschiedliche Arten beobachtet werden, durch Lichtmikroskopie
nach histochemischer Farbung und durch Fluoreszenzmikroskopie.

In Abbildung 25 sind die Ergebnisse der Lichtmikroskopie denen der Fluoreszenzmikroskopie
gegeniiber gestellt. Die Blitter wurden nach Inkubation in Chloroform:Methanol mit Sudan 7B
angefdrbt. Sudan 7B ist ein lipophiler Farbstoff der suberinisierte Zellwénde rot anférbt.

Bereits nach einem Tag (Abbildung 25B) lieB sich eine Verdnderung an den
Verwundungsstellen erkennen. Nach einer Woche (Abbildung 25C) konnte man deutlich, vor
allem in der VergroBerung (Abbildung 25D) erkennen, dass sich die Zellwédnde der Zellen der
verwundeten Bereiche rot anfarben lassen.

Die Blitter, die sofort nach Verwundung in Chloroform:Methanol kamen, zeigten im
Lichtmikroskop keine verénderten, anfarbbaren Zellwinde und auch keine Autofluoreszenz im
Bereich der Verwundung (Abbildung 25A und E). Doch bereits nach einem Tag ist die
Autofluoreszenz rund um die Verwundung recht intensiv (Abbildung 25F). Auch nach einer
Woche ist deutlich eine Autofluoreszenz an den verwundeten Stellen sichtbar (Abbildung 25G
und H). Die Autofluoreszenz konnte einen Hinweis auf die aromatische Doméane des Suberins
geben. Damit ldsst sich aus den roten Zellwidnden und der Autofluoreszenz schlieen, dass

Arabidopsis verletzte Stellen mit einem Wundperiderm abschlief3t.
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Abbildung 25: Bildung eines Wundperiderms an Arabidopsis- Blittern.

Bléiitter wurden mit Nadeln verwundet und die Verwundungsreaktion sofort (A, E), nach einem Tag (B, F)
oder nach einer Woche (C, G) in Chloroform:Methanol abgestoppt. A-C zeigen verwundete Blitter nach
Firbung mit dem lipophilen Farbstoff Sudan 7B. E-G zeigen A-C bei Betrachtung im
Fluoreszenzmikroskop. D zeigt einen Ausschnitt aus C, H einen Ausschnitt aus G. Balken entspricht 100 pm
bei A-C und E-G, 50 pm bei D und H.

3.2.3.2 Ergebnisse der RT-PCR- Analysen nach Verwundung

Um das Expressionslevel ausgewihlter KCS- Gene nach Verwundung zu untersuchen, wurde
aus verletzen Blittern RNA gewonnen. Als Kontrolle wurde zundchst in diesen Proben das
Expressionslevel des wundinduzierten Gens PAL bestimmt.

In Abbildung 26 sind die Ergebnisse einer RT-PCR- Analyse mit PAL- spezifischen Primern
dargestellt. Das Agarosegel in Abbildung 26A zeigt, dass die Expression von PAL nach einer
Stunde in verwundeten Bléttern im Vergleich zur Expression in unverletzten Bléttern (t 0)
ansteigt. Aullerdem wird deutlich, dass sie in den unverwundeten Kontrollblittern zum
Zeitpunkt t 1 und t 4 niedriger als in den verwundeten Bléittern ist. Die durch Densitometrie
ermittelten Werte bestitigen diesen Eindruck. Die Expression von PAL steigt vier Stunden nach
Verwundung in Relation zu t 0 auf 193% an. Um tageszeitliche Schwankungen auszuschliefen,
wurde die Expressionsrate in den verletzten Bléttern relativ zur Expression in den unverletzten
Kontrollen dargestellt (Abbildung 26B). Die Expression von PAL erhoht sich bezogen auf die
Expression in der Kontrolle nach einer Stunde auf 256%, nach vier Stunden auf 302%. Nach 24

Stunden ist keine erhohte Expression mehr feststellbar.
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Abbildung 26: Expressionsinderung von PAL nach Verwundung.

Agarosegel fiir PAL (A), durch Densitometrie ermittelte Werte (B).

Dargestellt ist die relative Expression des durch Verwundung induzierbaren Gens PAL. Blitter wurden
verletzt und Proben nach einer (t 1), vier (t 4) und 24 Stunden (t 24) geerntet. Als Kontrolle wurde vor dem
Verletzen (t 0) sowie zu jedem Zeitpunkt neben dem verletzten auch ein unverletztes Blatt genommen. Die
Expression in der unverletzer Kontrolle zu gleicher Zeit (= 100%) ist als roter Strich dargestellt.

Die RNA, mit der die Expression von PAL untersucht wurde, wurde auch fiir RT-PCRs genutzt
in denen das Expressionslevel von KCS04 und KCSL7 bestimmt werden sollte. Wie Abbildung
27 zeigt, steigt das Expressionslevel von KC34 durch Verwundung leicht an. Nach einer
Stunde erreicht das Expressionslevel 138% des t 0- Wertes. Bezieht man die Expressionswerte
auf die jeweiligen Kontrollen zu gleicher Zeit, so erhoht sich die Expression nach einer Stunde
auf 176% und fillt nach vier Stunden auf 161%.

KCSL7 hingegen erreicht nach einer Stunde 356% des Anfangswerts t 0. Bezieht man das
Expressionslevel auf die unverletzte Kontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt (= 100%), so wird
deutlich, dass es nach einer Stunde auf 216% und nach vier Stunden auf 349% ansteigt
(Abbildung 27). Nach 24 Stunden gleicht sich das Expressionslevel von KCSL17 wieder dem

Level der Kontrolle an.
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Dargestellt ist die relative Expression der beiden Kandidatengene. Bléiitter wurden verletzt und Proben nach
einer (t 1), vier (t 4) und 24 Stunden (t 24) geerntet. Als Kontrolle wurde vor dem Verletzen (t 0) sowie zu
jedem Zeitpunkt neben dem verwundeten auch ein unverwundetes Blatt genommen. Die Expression in der
unverletzer Kontrolle zu gleicher Zeit (= 100%) ist als roter Strich dargestellt.

3.2.3.3 Microarraydatenanalyse der Genexpression der Kandidatengene nach

Verwundung

In Abbildung 28 ist zu sehen, dass die Expression von KCS17 nach Verwundung ansteigt (auf

153%), wohingegen die von KC304 abnimmt. Fir KC08, KCS16, und KCS21 ist keine

Steigerung der Expression nach Verwundung feststellbar. Die Expression von KCSI1 wird

durch Verwundung erhoht. Sie erreicht 123% der Expression in der Kontrolle.
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Abbildung 28: Verinderung der Expression der Kandidatengene nach Verwundung nach Genevestigator.
Dargestellt ist die Verdnderung der Expression durch Verwundung des jeweiligen Gens.
Die Expression in der unverletzten Kontrolle (= 100%) ist als roter Strich dargestellt.

Die verfligbaren Daten von AtGenExpress wurden ebenso analysiert und graphisch dargestellt
(Abbildung 29).

Fir KC4 kann in den oberirdischen Pflanzenteilen eine Erhéhung der Expression auf 150%
nach 0,25 Stunden festgestellt werden. Zu den anderen Zeitpunkten, wie auch unterirdisch
schwankt das Expressionslevel um das in der Kontrolle. Fiir KCS08 und KCS16 kann in den
unterirdischen Pflanzenteilen eine Verdnderung der Expression auf 168% bzw. 203% lediglich
nach einer Stunde gezeigt werden. Die Expression von KCSI1 zeigt hier durch Verwundung
keine verdnderte Expression. Fiir KCS21 kann eine leicht erhdhte Expression (143%) nach

einer Stunde in unterirdischen Organen gezeigt werden.
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Abbildung 29: Verinderung der Expression der Kandidatengene nach Verwundung laut AtGenExpress.
Dargestellt ist die Veriinderung der Expression des jeweiligen Gens in oberirdischen (A) und unterirdischen
(B) Pflanzenteilen. Die Expression zu verschiedenen Zeitpunkten nach Verwundung wurde der jeweiligen
Expression in den unbehandelten Kontrollpflanzen gegeniibergestellt.

Die Expression in der Kontrolle (= 100%) ist als roter Strich dargestellt.

3.2.3.4 Ergebnisse der Verwundung der Promgcs-GUS- Pflanzen

Zusitzlich zu den RT-PCRs und Microarray- Analysen, wurden auch die PromkcsGUS
Pflanzen beziiglich der Induzierbarkeit von KCS- Genen untersucht. Hierzu wurden Blitter
dieser Pflanzen verwundet und nach zwei Stunden fiir eine Stunde in GUS-Losung inkubiert.

In Abbildung 30 ist zu sehen, dass sich bei den Bléttern transgener Promotor-GUS- Pflanzen
der Gene KCS11, KCS16 und KCS17 rund um die Verwundung eine Blaufdarbung zeigte. Stark
gefarbt sind auch die Stellen, an denen die Blétter von den Pflanzen abgetrennt wurden.
Parallel wurden auch unverletzte Blétter in GUS-Losung inkubiert, was lediglich zu einer
Féarbung der durch Abtrennung verletzten Stellen fiihrte (Daten nicht gezeigt).

Die Wundstellen bei KC04, KC08 und KCS21 blieben vollig farblos. Wiederholungen des

Versuchs mit verschiedenen Firbe- und Verwundungszeiten fithrten zu den gleichen

Ergebnissen.
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Abbildung 30: Verwundete Blitter von Promycs-GUS- Pflanzen.
Blitter von Promgcs-GUS- Fusionspflanzen wurden mit Nadeln verletzt. Zwei Stunden nach der Verletzung
wurden die Blitter von der Pflanze entfernt und fiir eine Stunde in GUS-Losung inkubiert.

3.3 Gaschromatographischen Analysen

3.3.1 Nachweis des transkriptionellen Knockouts sowie der Uberexpression von
KCS04

KC4 wurde bereits in unserer Arbeitsgruppe untersucht. Da die Charakterisierung einer
Mutante zeigte, dass ein Insert in diesem Gen einen Einfluss auf die Suberinbiosynthese hat,
wurden neben einem weiteren transkriptionellen Knockout auch Uberexpressionslinien
untersucht. Dazu wurde vor die kodierende Sequenz des Gens KC304 der 2X 35S Promotor aus
dem Blumenkohl Mosaik Virus (CaMV), ein starker konstitutiver Promotor, mittels Gateway
Technologie kloniert. Mit diesem Konstrukt wurden dann sowohl Wildtyp- Pflanzen
(35S::KC4) als auch KCID4 Knockout- Pflanzen (35S::KCS04-kcs04) transformiert.

Eine schematische Darstellung des Lokus von KCS04 in Wildtyp, Knockout kcs04 und den

Uberexpressionskonstrukten ist in Abbildung 31 zu sehen.
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Abbildung 31: Schematische Darstellung des Gen- Lokus KCS04.

Dargestellt ist der KCS04- Lokus in Wildtyp, der Knockout Mutante (kcs04) und zwei
Uberexpressionslinien. Unter Kontrolle des 2X 35S-Promotors (gelber Kasten) wurde die kodierende
Sequenz von KCS04 in den Wildtyp (35S::KCS04) und in die Knockout Mutante (35S::KCS04-kcsD4)
eingebracht. Gekennzeichnet ist der Anfang der kodierenden Sequenz (ATG), die Lage der verwendeten
Primer (LS22, L.S23 und LS67) und der T-DNA Insertion.

Mittels RT-PCR sollte gezeigt werden, dass das Einbringen des Uberexpressionskonstrukts
auch zu einer Anhdufung des KCS04 Transkripts fiihrt.

Die densitometrische Auswertung der RT-PCR- Analysen der Expression von KCS4 sind in
Abbildung 32 zu sehen. Die erhaltenen Expressionswerte wurden auf ACTIN normiert. Mit
beiden Primerkombinationen erreicht das Level der Expression von KCS04 in den untersuchten
Wildtyp- Pflanzen zwischen ein bis vier Prozent des ACTIN Levels. Mit der
Primerkombination LS67/ LS23 (siehe Abbildung 31 und Anhang 8.4) ldsst sich ein Teil der
kodierenden Sequenz amplifizieren. Es ist zu erkennen, dass sich in den Pflanzen die das
35S::KCD4- Konstrukt tragen verglichen zum Wildtyp mehr Transkript anhduft. Das
Expressionslevel steigt im kcsO4- Hintergrund auf 16 bis 174%. Im Wildtyphintergrund
(35S::KCD4) erreicht die Expression ein Level zwischen 56 bis 209%. Somit ldsst sich eine
Erhohung der Expression von KCS04 auf 1021 bis 11050% im kcsO4- Hintergrund
(35S::KCD4-kesD4) feststellen. Im Wildtyphintergrund (35S::KCS04) erreicht die Expression
relativ zum Level im Wildtyp zwischen 3550 bis 13232%.

Die Ergebnisse der RT-PCR mit dem Primerpaar LS22/ LS23 sind ebenfalls in Abbildung 32
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dargestellt. Da der Primer LS22 (siche Abbildung 31 und Anhang 8.4) nicht in der kodierenden
Sequenz, sondern in der untranslatierten Region (UTR) vor dem Startkodon bindet, ist kein
Produkt fiir die Knockout- Pflanzen, die mit 35S::KCS04 transformiert wurden, zu erwarten.
Hiermit ldsst sich zum einen erneut bestétigen, dass bei kcs04 tatsachlich ein transkriptioneller
Knockout vorliegt. Zum anderen konnte so bestdtigt werden, dass das hohe Transkriptlevel, das
durch LS67/ LS23 erhalten wurde, wirklich auf das 35S::KCS04 Konstrukt zuriickzufiihren ist.
Das Expressionslevel, das man mit der Kombination LS22/ LS23 erhélt entspricht demnach

dem des Wildtyps und erreicht zwischen 0,5 und 4% des ACTIN Levels.
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Abbildung 32: Expression von KCS04 in Blattern von Wildtyp- und Uberexpressionslinien.

Ergebnisse der RT-PCR mit dem Primerpaar LS67/ LS23, welche beide an der kodierenden Sequenz binden
(A). Ergebnisse einer RT-PCR mit dem Primerpaar LS22/ L.S23, wobei LS22 vor dem Startkodon bindet
(B). Dargestellt ist die densitometrisch ermittelte Signalstiirke im Wildtyp, in der Uberexpressionsmutante

im Knockout (35S::KCS04-kcs04) — und Wildtyphintergrund (35S::KCS04). Expression von ACTIN =
100%.

Fiir analytische Untersuchungen wurden von der 35S::KCS04-kcs04- Linie, die in Abbildung
32 die hochste Expression zeigte, homozygote Pflanzen isoliert. AuBlerdem wurde kcs04-2, eine
weitere T-DNA Insertionslinie, hinzugezogen. In den ausgewihlten Pflanzen wurde erneut das
Expressionslevel bestimmt und auf ACTIN normiert.

In Abbildung 33A zeigt sich, dass das Expressionslevel von KCS04 in den hier untersuchten
Pflanzen ca. 50% des ACTIN Levels erreicht. In 35S::KCS04-kcsD4 erreicht es ca. 200%.
Verglichen zur Expression in Wildtyp- Pflanzen erhoht sich somit die Expression von KCS04 in
den Uberexpressionspflanzen (35S::KCS04-kcs04) im  Schnitt auf ca. 330%. In der
Knockoutlinie kcsO4 konnte wie erwartet kein Transkript nachgewiesen werden.

In Abbildung 33B und D sind die Ergebnisse der zweiten Knockoutlinie kcs04-2 dargestellt. In
Wildtyp konnte ein mit in Abbildung 33A vergleichbares Transkriptlevel (ca. 50% der
Expression von ACTIN) erreicht werden. Erwartungsgemil3 konnte in kcsO4-2 lediglich die
ACTIN- spezifische Bande erzielt werden.
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Abbildung 33: RT-PCR- Analysen zur Bestimmung des Expressionslevels von KCS04 in Bliiten von
Wildtyp-, Knockout- und Uberexpressionslinien.

Ergebnis der densitometrischen Bestimmung der Expression von KCS04 in Wildtyp, Knockout kcsO4 und
Uberexpressionsmutante 35S::KCS04-kcs04 (A) und korrespondierendes Agarosegel (C).

Ergebnis der densitometrischen Bestimmung der Expression in Wildtyp und der zweiten Knockout- Linie
kcs04-2 (D) und korrespondierendes Agarosegel (D).

Untere Bande (480 bp) entspricht dem ACTIN- Fragment, die obere Bande (670 bp) dem KCS04- Fragment;
Expression von ACTIN = 100%.

3.3.2 Nachweis des transkriptionellen Knockouts fiir die Kandidatengene

Fiir die weiteren Kandidatengene wurden tiber NASC T-DNA-Insertionsmutanten bestellt. Von
diesen Samen wurden Pflanzen isoliert, die beziiglich der T-DNA-Insertion homozygot sind.
Ob die integrierte T-DNA tatsdchlich auch zu einem transkriptionellen Knockout fiihrt, sollte in
einer RT-PCR gezeigt werden.

In Abbildung 34 sind schematisch die Loci der Kandidatengene dargestellt, zusdtzlich die in
den RT-PCRs verwendeten Primer (siche Anhang 8.4) sowie die Position der T-DNA markiert.
Die Insertion sollte zu einem Verlust des vollstdndigen Transkripts fiithren, daher konnten auch

Primerpaare gewéhlt werden, die nicht die Insertionsstelle umschlieen.
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der Gen- Loci At2G15090/KCS08 (A), At2G26640/KCS11 (B),
At4G34250/KCS16 (C) und At5g04530/KCS21 (D).

Markiert ist die insertflankierende Sequenz (grau), die putative Position der T-DNA Insertion (Dreieck) und
die Positionen der genutzten genspezifischen Primer (Pfeile).

Abbildung 35 zeigt die Agarosegele in denen das RT-PCR Produkt, zum Nachweis des
Knockouts, aufgetrennt wurde. Zusitzlich zu den jeweils genspezifischen Primern wurde in
den RT-PCR-Ansatz auch Primer zugegeben, die einen Teil des konstitutiv exprimierten Gens
ACTIN amplifizieren. Somit erhdlt man bei Einsatz von Wildtyp RNA neben der
genspezifischen auch eine Bande welche das ACTIN- Fragment (480 bp) darstellt. Unter
Verwendung von RNA aus den Knockout- Pflanzen sollte es nicht moglich sein das jeweilige
KCS- Fragment sondern nur das ACTIN- Fragment amplifizieren zu konnen. Es konnte gezeigt
werden, dass es flir alle Gene mit den jeweils ausgesuchten Primern moglich war das
spezifische Fragment in Wildtyp- cDNA zu amplifizieren, welches in den putativen Knockout-
Pflanzen nicht auftritt. Da aufgrund der vorhandenen ACTIN- Bande auszuschlieBen ist, dass
ein methodischer Fehler vorliegt, konnte fiir alle Kandidatengene ein transkriptioneller

Knockout nachgewiesen werden.
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Abbildung 35: Nachweis des transkriptionellen Knockouts der Kandidatengene.

Dargestellt sind die Ergebnisse einer RT-PCR mit je KCS- und ACTIN- spezifischen Primern. Untere Bande
(480 bp) entspricht dem ACTIN- Fragment, die obere Bande dem KCS- Fragment. Groenmarker (M),
putativer Knockout (Mt), Wildtyp (Wt).

3.3.3 Ergebnisse der gaschromatographischen Untersuchungen

3.3.3.1 Analyse von Suberin

Um herauszufinden, ob eines der Kandidatengene an der Suberinbiosynthese beteiligt ist,
wurde das Suberin der Wurzeln untersucht. Die Qualitit und Quantitit des Suberins der
jeweiligen Knockout- Pflanzen wurde mit der des Wildtyps verglichen. Zum einen wurde das
Suberin fiinf Wochen alter Pflanzen zum anderen das Suberin zehn Tage alter Keimlingen

untersucht.

3.3.3.1.1 Analyse des Suberins der Wurzeln fiinf Wochen alter Arabidopsis- Pflanzen

Durch die Analyse des Wurzelsuberins konnten 23 dem Suberin zugeordnete Stoffe
nachgewiesen werden. Eine Auflistung der einzelnen Monomere ist im Anhang sowohl
graphisch als auch tabellarisch aufgefiihrt (siche Anhang 8.10.1). Es konnten
Monocarbonséduren (in Abbildungen als Sduren abgekiirzt) mit Kettenlingen von Ci¢ bis Cyq,
Alkohole mit Kettenlingen von C;3 bis Cj4, o-Hydroxysduren (in Abbildungen als
®-OH Sduren abgekiirzt) mit Kettenlingen von Ci¢ bis Cy4, a,0-Dicarbonsduren (in
Abbildungen als a,m-Disduren abgekiirzt) mit Kettenlingen von Cj¢ bis Cps und die 2-
Hydroxytetracosansdure (in Abbildungen als 2-OH-Sédure abgekiirzt) gefunden werden.
AuBerdem wurde die einfach sowie die zweifach ungesittigte Form  der
o-Hydroxyoctadecansdure gefunden. Auch die o,w-Dicarbonsdure mit der Kettenldnge Cig
konnte in einfach ungesittigter Form nachgewiesen werden. Als Hauptbestandteil mit ca. 27%
des  Gesamtsuberins  konnte die  w-Hydroxyoctadiensdure  gefolgt von  der
Octadecendicarbonséure (knapp 12%) identifiziert werden. Mit etwa 54% war die Stoftklasse
der w-Hydroxycarbonsduren die am hidufigsten vorkommende Gruppe. Pro Milligramm
extrahiertem, unverdaulichem Zellwandmaterial konnten im Wildtyp 28,8 pg (£ 3,0 ug/mg)

Gesamtsuberin nachgewiesen werden.
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Es konnte bereits gezeigt werden, dass der Knockout von KC304 zu einer Verminderung des
Gesamtsuberin um ca. 20% fiihrt (Briesen 2004). Unter der Annahme KCS04 spiele eine
zentrale Rolle in der Suberinbiosynthese, wurde die Analyse von kcsO4 wiederholt und
zusétzlich Wurzeln von Pflanzen analysiert, die KCS04 iiberexprimieren (35S::KCS04-kcs04).
Es konnte nicht bestétigt werden, dass durch eine Insertion in KC04 weniger Suberin gebildet
wird (Abbildung 36). Dies zeigte sich auch in den Ergebnissen der zweiten Knockout Linie
kcs04-2 (Daten nicht gezeigt). Allerdings fiihrte die Uberexpression von KCS04 zu einer
signifikanten (Stern) Anhdufung fast aller Suberinmonomere (Abbildung 36A). Lediglich die
Hexadecansdure und die o-Hydroxyhexacosansdure akkumulierten nicht in 35S::KCS04-kcs04.
Besonders ausgeprégt ist die Anreicherung bei den a,w-Disduren (Abbildung 36B). Verglichen
zum Wildtyp hat die Uberexpressionsmutante 134% mehr dieser Substanzgruppe. Auch die
Monocarbonsduren (+ 96%), Alkohole (+ 130%), ®-Hydroxycarbonsduren (+ 104%) sowie die
2-Hydroxycarbonsiure (+ 42%) sind in der Uberexpressionsmutante verstirkt vertreten. Wie
Abbildung 36C =zeigt, sind Substanzen aller Kettenlingen betroffen. Am geringsten
akkumulieren Substanzen mit Kettenldnge C,s (+ 15%), am deutlichsten ist der Effekt bei
Substanzen mit Kettenldnge C,, (+ 134%) zusehen. Betrachtet man das Gesamtsuberin so ldsst
sich feststellen, dass 35S::KCS04-kcs04 211% und kes04 94% des Gesamtsuberin des Wildtyps
hat.
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Abbildung 36: Zusammensetzung des Wurzelsuberins fiinf Wochen alter Pflanzen in Wildtyp und KCS04
transgenen Pflanzen.

Die Wurzeln wurden mittels BF3/MeOH umgeestert und der Uberstand mit GC/FID aufgetrennt. Die
absolute Zusammensetzung des Suberins aus den verschiedenen Monomeren (A) bzw. Stoffklassen (B) und
Kettenliingen (C) der T-DNA Insertionsmutante kcs04 sowie der Uberexpressionsmutante 35S::KCS04-
kcsD4 ist der des Wildtyps gegeniibergestellt. Dargestellt wird jeweils der arithmetische Mittelwert

(+/- Standardabweichung) aus drei Parallelen, jede Parallele reprisentiert das Wurzelmaterial von fiinf bis
sieben Pflanzen.

Stern: signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp und 35S::KCS04-kcs04; Signifikanzniveau > 95%.

Neben kcsO4 wurde auch das Suberin der Knockout- Pflanzen der vier weiteren Kandidaten
analysiert und mit dem des Wildtyps verglichen.

Die Hauptkomponente des Suberins bei allen vier Knockout- Pflanzen war, wie im Wildtyp, die
o-Hydroxyoctadiensdure mit ca. 27% in kcs08, kcsll und kes21 (Tabelle 16 bis Tabelle 19). In

kcsl6 machte sie ca. 26% aus. Wie auch im Wildtyp war die Octadecendicarbonsdure die
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zweithiufigste Komponente mit ca. 11% in kcs08, kesll und kesl6. In kes21 stellt sie knapp
12% des Gesamtsuberins. Auch die Masse des Gesamtsuberins unterschied sich kaum von der
des Wildtyps, fiir kcsO8 konnten ca. 28,0 pg/mg (= 1,5 pg/mg), fiir kesll ca. 27,0 pg/mg (+ 4,4
ug/mg), fiir kcsl6 ca. 28,4 ng/mg (+ 2,3 pg/mg) und fiir kes21 ca. 29,1 ug/mg (= 2,3 pg/mg)
nachgewiesen werden.

In Abbildung 37 ist das Ergebnis der Analyse fiinf Wochen alter Wurzeln in der
Kettenldngenverteilung dargestellt. Da der Ausfall einer Elongase aufgrund ihrer
kettenverldngernden Eigenschaft am deutlichsten in der Kettenldngenverteilung werden sollte,
wurde diese Darstellung gewdhlt.

Der Knockout von KCS08 fiihrt zu keinen signifikanten Verdnderungen der
Suberinzusammensetzung. Auch kcsll, kcsl6 und kcs21l haben nahezu die gleiche

Zusammensetzung wie der Wildtyp.
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Abbildung 37: Zusammensetzung des Wurzelsuberins fiinf Wochen alter Pflanzen in Wildtyp und KCS-
Mutanten.

Die Wurzeln wurden mittels BF3/MeOH umgeestert und der Uberstand mit GC/FID aufgetrennt. Die
absolute Kettenlingenverteilung des Suberins der T-DNA Insertionsmutanten kcs08, kcsll, kes16 und kes21
ist der des Wildtyps gegeniibergestellt. Dargestellt wird jeweils der arithmetische Mittelwert (+/-

Standardabweichung) aus vier Parallelen, jede Parallele reprisentiert das Wurzelmaterial von fiinf bis
sieben Pflanzen.
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3.3.3.1.2 Analyse des Suberins von Wurzeln zehn Tage alter Arabidopsis- Pflanzen

Bei der Analyse des Suberins der Wurzeln zehn Tage alter Keimlinge konnten 28 Substanzen
dem Suberin zugeordnet werden. Eine Auflistung der einzelnen Monomeren ist im Anhang
sowohl graphisch als auch tabellarisch aufgefiihrt (siehe 8.10.2). Das Suberin der Wurzeln zehn
Tage alter Pflanzen hatte nahezu dieselbe Zusammensetzung wie das fiinf Wochen alter
Pflanzen (Abbildung 36). Allerdings waren Unterschiede bei den Monocarbonsduren
festzustellen. In den jungen Wurzeln konnten neben der gesittigten, auch die einfach und
zweifach ungesittigte C;s Monocarbonsédure gefunden werden (Abbildung 38). Weitere
Unterschiede waren in der Substanzklasse der 2-Hydroxysduren festzustellen. Es konnten
neben 2-Hydroxytetracosan auch die Vertreter mit Kettenlinge Cyp, C, Cys, sowie die
ungesdttigte Form der 2-Hydroxytetracosansdure nachgewiesen werden. Die Hauptsubstanz
war, wie in den fiinf Wochen alten Wurzeln, die ®w-Hydroxyoctadiensdure mit ca. 20% des
Gesamtsuberins, gefolgt von der Octadecendicarbonséure, mit ca. 17%.

Um Hinweise auf die Funktion von KC34 in jungen, primédren Wurzeln zu bekommen wurden
auch hier sowohl der Knockout (kcsO4) als auch die Uberexpressionsmutante (35S::KCS04-
kcs04) untersucht.

In Abbildung 38A ist zu erkennen, dass der Knockout von KC34 in nahezu allen Monomeren
zu einer teils signifikanten (Stern) Verminderung fiihrt. Abbildung 38B zeigt, dass in kcsO4
weniger Monocarbonsduren, ®-Hydroxysduren und o,w-Dicarbonsduren vorhanden sind
(18 -19%). Bei den Alkoholen ist kein Unterschied feststellbar und die 2-OH-Sauren
akkumulieren leicht in kcsO4. In Abbildung 38C wird deutlich, dass sich der Knockout
verstarkt auf die Substanzen mit Kettenldnge C;3 und C,; auszuwirken scheint. Die Analyse
von Suberin aus Pflanzen, die KC04 nicht mehr exprimieren wurde wiederholt. Eine erneute
Analyse von kcs04 sowie die Analyse von Kcs04-2 ergaben jedoch ein von diesen Ergebnissen
abweichendes Bild. Bei diesen Analysen fiihrte der Knockout von KCS04 zu einer leichten
Akkumulation aller Substanzen (Daten nicht gezeigt).

Durch das Wiedereinbringen der kodierenden Sequenz mit 2X 35S-Promotor in die Knockout-
Pflanzen wird wieder anndhernd das Wildtyplevel erreicht.

Insgesamt besitzt kcs04 nur 85%, wohingegen 35S::KCS04-kes04 92% des Wildtypsuberins

aufweisen kann.
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Abbildung 38: Zusammensetzung des Wurzelsuberins zehn Tage alter Pflanzen in Wildtyp und KCS04
transgenen Pflanzen.

Die Wurzeln wurden mittels MeOH/HCI umgeestert und der Uberstand mit GC/FID aufgetrennt. Die
absolute Zusammensetzung des Suberins aus den verschiedenen Monomeren (A) bzw. Stoffklassen (B) und
Kettenliingen (C) der T-DNA Insertionsmutanten kcs04 sowie der Uberexpressionsmutante 35S::KCS04-
kcsD4 ist der des Wildtyps gegeniibergestellt. Dargestellt wird jeweils der arithmetische Mittelwert (+/-

Standardabweichung) aus vier Parallelen, jede Parallele reprisentiert ca. 2 mg getrocknetes, vereinigtes
Wurzelmaterial.

Gelber Stern: Signifikanzniveau > 99%; roter Stern: Signifikanzniveau > 95%.

Stern mit schwarzem Rahmen: signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp und kcsO4; ohne Rahmen:
signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp und 35S::KCS04-kcs04.

Weil das Ausschalten der Kandidatengene KC08, KCS11, KCS16 und KCS21 keinen Effekt
auf das Suberin ausgewachsener Pflanzen hatte und die RT-PCR-Studien gezeigt hatten, dass

die KCS- Gene in jungen Wurzeln stirker exprimiert sind, wurde das Suberin zehn Tage alter

Knockout- Pflanzen analysiert.
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In Abbildung 39 ist das Ergebnis der Analyse der jeweiligen Knockout- Pflanzen dem Wildtyp
gegeniibergestellt. Der Ausfall der Gene KCS08, KCS11 und KCSI16 fiihrt zu einer leichten
Akkumulation der Substanzen aller Kettenldngen. Bei Betrachtung der einzelnen Monomere
festigt sich dieser Eindruck (Abbildung 49).

Die Ausnahme bilden in kcsO8 die ungesittigte Monocarbonsdure der Kettenldnge C;g und die
2-Hydroxycarbonsduren mit Kettenldnge grofer als Cyp, welche nicht akkumulieren sondern
signifikant vermindert vorliegen. Dieser Effekt auf die 2-Hydroxysduren wird auch in der
Kettenlangenansicht deutlich (Abbildung 39), wo die einzige signifikante Verdnderung in kcsO8
bei der Kettenldnge Cy6, was der 2-Hydroxyhexacosansiure entspricht, auftritt.

In kcsll ist in der Kettenldngenverteilung keine signifikante Akkumulation erkennbar
(Abbildung 39). Betrachtet man die einzelnen Monomere (Abbildung 49) wird deutlich, dass
die Monocarbonsduren > C,, sowie die Octadecendicarbonsédure signifikant akkumulieren.

Ein &dhnliches Bild zeigt sich fiir kcsl6 (Abbildung 39). Auch hier sind, bezogen auf die
Kettenldngenverteilung, keine signifikanten Unterschiede feststellbar. Jedoch sind einige
Anderungen in der Zusammensetzung der Monomere auf einem signifikantem Level
(Abbildung 49). Die C,4 Monocarbonsdure, der C,y Alkohol und die Octadecendisdure
akkumulieren, wohingegen die zweifach ungesittigte Octadecansdure signifikant vermindert
vorliegt.

Durch den Knockout von KCS21 lassen sich weder qualitative noch quantitative
Veranderungen des Suberins beschreiben (Abbildung 39). Die einzige Ausnahme macht der

Alkohol mit Kettenlédnge Cyo, welcher in kcs21 signifikant akkumuliert (Abbildung 49).
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Abbildung 39: Zusammensetzung des Wurzelsuberins zehn Tage alter Pflanzen in Wildtyp und KCS-
Mutanten.

Die totalextrahierten Wurzeln wurden mittels MeOH/HCI umgeestert und der Uberstand mit GC/FID
aufgetrennt. Die absolute Kettenlingenverteilung des Suberins der T-DNA Insertionsmutanten kcs08, kcsll,
kcsl6 und Kkcs2l ist der des Wildtyps gegeniibergestellt. Dargestellt wird jeweils der arithmetische
Mittelwert (+/- Standardabweichung) aus vier Parallelen, jede Parallele reprisentiert ca. 2 mg getrocknetes,
vereinigtes Wurzelmaterial.

Roter Stern: Signifikanzniveau > 95%.

3.3.3.2 Analyse der Samenlipide von Arabidopsis

Wegen der Expression in Schoten und der Tatsache, dass die Samenlipide wie auch die
suberinisierte Samenschale Ziel fir VLCFA sind, wurden zusitzlich die Samenlipide
untersucht.

Die Analyse der Gesamtsamenlipide erbrachte 22 Monomere (siche 8.10.3). Die
Substanzklasse der Monocarbonsduren machten 99% der Gesamtlipide aus. Die Hauptsubstanz,
die zweifach ungesittigte Monocarbonsdure der Kettenldnge C;g stellte ca. 50% der Lipide.
Des Weiteren wurden auch Alkohole (C;g bis Cy), o-Hydroxycarbonsduren (Cy; und Cas), a,0-
Dicarbonséduren (C;g und Cy4) und 2-Hydroxycarbonsduren (Ca4 und Cy6) gefunden.

Auch bei den Samenlipiden, besonders deutlich in Abbildung 40B, zeigt sich bei kcsO4 eine

verminderte Menge aller Substanzklassen. Die Ausnahme bilden die a,m-Dicarbonsduren.
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Signifikant ist die Abnahme der Substanzen mit Kettenldnge C;¢ und C,; (Abbildung 40C).

Die Uberexpression in der Knockout- Pflanze (35S::KCS04 kcs04) kompensiert diese
Minderung und fiihrt zumindest bei Kettenlingen C;s bis Cy zu einer hoch signifikanten
Akkumulation der Substanzen verglichen mit dem Wildtyp. Beispielsweise entspricht der
Gehalts an C;g., Monocarbonsiure in kcsO4 nur 86% des in Wildtyp. Die Uberexpression von
KC04 im Knockouthintergrund fiithrt zu einer Akkumulation der C;s., Monocarbonsiure
(122% der Wildtypmenge). In der Uberexpression sind von der zweifach ungesittigten Cig
Monocarbonsdure somit ca. 20% mehr als im Wildtyp und ca. 40% mehr als im Knockout zu
finden.

Auch die Uberexpression von KC04 im Wildtyp (35S::KCS04) fiihrt zu einer mit
35S::KCS04-kes04 vergleichbaren Akkumulation aller Substanzen.

Im Anhang sind die Ergebnisse weiterer Uberexpressionslinien gezeigt (Tabelle 26). Es konnte

der gleiche Effekt, allerdings mit geringerem Signifikanzniveau, gezeigt werden.
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Abbildung 40: Zusammensetzung der Samenlipide in Wildtyp und KCS04 transgenen Pflanzen.

Die getrockneten Samen wurden mit methanolischer Salzsiure umgeestert. Nach Derivatisierung wurden
die Bestandteile mittels GC-FID aufgetrennt. Dargestellt ist jeweils der arithmetische Mittelwert (+/-
Standardabweichung) aus drei Parallelen, jede Parallele reprisentiert ca. 2 mg zusammengefasste Samen.
Die absolute Zusammensetzung der Gesamtsamenlipide aus den verschiedenen Monomeren (A) bzw.
Stoffklassen (B) und Kettenlingen (C) der T-DNA Insertionsmutante kcs04, den Uberexpressions-mutanten
35S::KCS04-kcsD4 und 35S::KCS04 ist der des Wildtyps gegeniibergestellt.

Roter Stern: Signifikanzniveau > 95%; gelber Stern: Signifikanzniveau > 99%.

Stern mit schwarzem Rahmen: Unterschiede zwischen Wildtyp und Knockout kcs04; ohne Rahmen:
Unterschiede zwischen Wildtyp und Uberexpressionsmutante 35S::KCS04-kcsD4; mit farbigem Rahmen:
Unterschied zwischen Wildtyp und Uberexpressionsmutante 35S::KCS04.

Auch die Ergebnisse der vergleichende Analyse der Lipide der Samen in den jeweiligen
Knockouts der weiteren Kandidatengene und der des Wildtyps wurden fiir die Darstellung nach
Kettenldngen sortiert (Abbildung 41). Eine Auflistung der einzelnen Monomere ist im Anhang
sowohl graphisch als auch tabellarisch aufgefiihrt (Abbildung 50, Tabelle 28 bis Tabelle 30).
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In kcs08 akkumulieren die Monomere der Samenlipide um insgesamt 16%. Signifikant ist die
Akkumulation jedoch nur bei Substanzen mit Kettenldnge C,, (Abbildung 41).

Der Knockout von KCS11 und KCS16 hat einen dhnlichen Effekt auf die Zusammensetzung der
Samenlipide. Jedoch ist hier die Akkumulation nur bei Substanzen mit Kettenlinge Cj
signifikant. Insgesamt hat kcsll ca. 10%, kcsl6 ca. 7% mehr Gesamtsamenlipide als der
Wildtyp (Tabelle 28 und Tabelle 29).

Der Knockout von KCS21 hat einen signifikanten Einfluss auf die Lipidbausteine mit
Kettenldngen Ci6, Cis und Cy9. Am stirksten betroffen sind die Substanzen mit Kettenldnge

Cyo, sie haben verglichen zum Wildtyp ca. 41% mehr Bestandteile. Insgesamt hat kcs21 11%
mehr Gesamtsamenlipide (Tabelle 30).
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Abbildung 41: Zusammensetzung der Samenlipide in Wildtyp und KCS- Mutanten.

Die getrockneten Samen wurden mit methanolischer Salzsiure umgeestert. Nach Derivatisierung wurden
die Bestandteile mittels GC-FID aufgetrennt. Dargestellt ist jeweils der arithmetische Mittelwert (+/-
Standardabweichung) aus drei Parallelen, jede Parallele reprisentiert ca. 2 mg zusammengefasste Samen.
Die absolute Kettenlingenzusammensetzung der Gesamtsamenlipide der T-DNA Insertionsmutanten kcs08,
kcsll, kesl6 und kes21 ist jeweils der des Wildtyps gegeniibergestellt.

Roter Stern: Signifikanzniveau > 95%; gelber Stern: Signifikanzniveau > 99%.

3.3.3.3 Analyse des Cutins von Arabidopsis- Blittern

Die Analyse des Blattcutin wurde wie in 2.9.5 beschrieben durchgefiihrt und ergab 23
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Substanzen, die dem Cutin zugeordnet werden konnten. Eine Auflistung der einzelnen
Monomere ist im Anhang sowohl graphisch als auch tabellarisch aufgefiihrt (Abbildung 51,
Tabelle 31 bis Tabelle 34). Das Cutin von Arabidopsis setzt sich aus Monocarbonsauren (Cg
bis Cjp4), Alkoholen (Cy und Cy), o,w-Dicarbonsduren (Ci;¢ und Cig) sowie 2-
Hydroxycarbonsduren (Ci¢ bis C,6) zusammen (Abbildung 51). Neben den geséttigten Formen
konnte je eine einfach und zweifach ungesittigte Form der Octadecansdure und der
Octadecandisdure gefunden werden. Auch unter den 2-Hydroxycarbonsduren war ein Vertreter,
die 2-Hydroxytetracosansdure, in ungesattigter Form nachweisbar.

In Abbildung 42 sind die Resultate der Analyse des Cutins des jeweiligen Knockouts und des
Wildtyps in der Kettenldngenverteilung dargestellt.

Der Knockout von KC08, KCS16 und KCX21 fiihrt zu einer, allerdings nicht signifikanten
Verminderung der Substanzen aller Kettenldngen. Dies spiegelt sich auch im Gesamtcutin
wider. kcs08 besitzt nur 40%, kesl6 46% und kes21 44% des Wildtyp- Cutins (Tabelle 31,
Tabelle 33 und Tabelle 34).

Fiir kesll zeigt sich ein dhnliches Bild, jedoch nur bis zur Kettenldngen < C,4 (Abbildung 42).
Ab dieser Kettenldnge akkumulieren die Substanzen in der Mutante geringfiigig. Eine weitere
Tendenz zur Akkumulation ldsst sich in Abbildung 51 erkennen. Hier ldsst sich erkennen, dass
sowohl die Cg, Sdure (zweifach ungesittigt) als auch die C,g, Disdure, wenn auch nicht auf
signifikantem Niveau akkumulieren. Insgesamt hat kcsll 66% des Wildtyp- Cutins (Tabelle
32).

Wie sich auf Grund der groBen Standardabweichung schon vermuten lies, finden diese
Verdnderungen jedoch nicht auf signifikantem Niveau statt. Auch in der relative Darstellung

(Daten nicht gezeigt) konnte sich kein signifikanter Effekt nachweisen lassen.
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Abbildung 42: Zusammensetzung des Arabidopsis- Blattcutins in Wildtyp und KCS- Mutanten.

Die totalextrahierten Blitter fiinf Wochen alter Pflanzen wurden mit methanolischer Salzsiure umgeestert.
Nach Derivatisierung wurden die Bestandteile mittels GC-FID aufgetrennt. Dargestellt ist der
arithmetische Mittelwert (+/- Standardabweichung) aus vier Parallelen, jede Parallele reprisentiert zwolf

Blitter.
Die absolute Kettenlingenverteilung des Cutins der T-DNA Insertionsmutanten kcs08, kcsll, kcsl6 und

kcs21 ist jeweils der des Wildtyps gegeniibergestellt.

3.3.3.4 Analyse des Wachses von Arabidopsis- Blittern

Die Analyse der Blattwachse wurde wie in 2.9.4 beschrieben durchgefiihrt und ergab 25
Substanzen die dem Wachs zugeschrieben werden konnten. Eine Auflistung der einzelnen
Monomeren ist im Anhang sowohl graphisch als auch tabellarisch aufgefiihrt (Abbildung 52,
Tabelle 35 bis Tabelle 38). Es konnten Monocarbonsduren (Cy4 bis Cs4), Aldehyde (Cyg bis
Csy), Alkane (Cyg bis Css) und Alkohole (Cys bis Cis) gefunden werden. Die am stirksten
vertretene Gruppe waren die der Alkane, welche 37% des Gesamtwachses stellten. Mit ca. 16%
des Gesamtwachses war das Alkan mit Kettenlédnge Cs;, gefolgt von dem mit Kettenlinge Cyg
die Hauptsubstanz.

Der Vergleich der Kettenldngenverteilung des Wachses der vier Knockout Kandidaten zu der
des Wildtyps liel kaum Unterschiede erkennen (Abbildung 43).

Einzig bei kcsl6 konnte ein Unterschied auf signifikantem Niveau festgestellt werden. Wie
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Abbildung 52 im Anhang zeigt, liegt das Alkan der Kettenldnge C;s in kcsl6 in verminderter
Menge vor. Ebenso vermindert sind die Siuren der Kettenlinge Cs;p wohingegen der Cyg
Aldehyd akkumuliert.

Eine Akkumulation des C,s Aldehyds ist auch bei kcsO8 zu erkennen. Der Knockout von
KCSL1 fiihrt zu einer tendenziellen Akkumulation der Aldehyde.

Die Gesamtwachsmenge des Wildtyp von 0,41 pg/cm? (+ 0,026 pg/cm?) unterschied sich nicht
signifikant von der von kcsO8 (0,48 pg/cm? + 0,026 pg/cm?), kcsll (0,51 pg/cm?
+ 0,176 pg/cm?), kesl6 (0,42 pg/cm? £ 0,081 pg/cm?) oder kes21 (0,37 pg/cm? + 0,070 pg/cm?)
(Tabelle 35- Tabelle 38). Auch die Auswertung der relativen Wachszusammensetzung liel3

keine Unterschiede erkennen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 43: Zusammensetzung des Arabidopsis- Blattwachses in Wildtyp und KCS- Mutanten.

Die Wachse der Blitter wurden mittels Chloroform extrahiert und der Uberstand mittels GC-FID
aufgetrennt. Dargestellt ist jeweils der arithmetische Mittelwert (+/- Standardabweichung) aus vier
Parallelen, jede Parallele reprisentiert zwolf Blitter.

Die absolute Zusammensetzung des Wachses aus den verschiedenen Monomeren der T-DNA
Insertionsmutanten kcs08, kcsll, kesl6 und kes21 ist jeweils der des Wildtyps gegeniibergestellt.

Gelber Stern: Signifikanzniveau > 99%.



Ergebnisse 70

3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

3.4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse fiir KCS04

Sowohl Expressionsdaten aus 6ftentlichen Datenbanken (EST, MPSS, Microarray), als auch
RT-PCR- Analysen und Promkcsu-GUS- Studien zeigen, dass KC04 in der Wurzel exprimiert
ist.

Fasst man die Versuche zur transkriptionellen Regulation von KCS04 nach abiotischem Stress
zusammen, so ldsst sich der Schluss ziehen, dass KC304 durch Salz- oder osmotischen Stress
leicht nach 24 bzw. 31 Stunden induziert ist, durch Verwundung konnte keine Induktion gezeigt
werden.

Zur niheren Charakterisierung des Gens wurden Uberexpressionslinien hergestellt sowie eine
weitere T-DNA Knockout Linie (kcs04-2) analysiert. Die Analyse des Wurzelsuberin fiinf
Wochen alter Pflanzen zeigte, dass sich das Suberin von kcsO4 nicht von dem des Wildtyps
unterschied. Aber es konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von KCS04 zu mehr als
doppelt soviel Gesamtsuberin fiihrt (Abbildung 36).

In den Wurzeln zehn Tage alter Pflanzen (Abbildung 38) wurde im Knockout von KCS04
weniger Gesamtsuberin nachgewiesen als im Wildtyp. Die Suberinanalyse in einer weiteren,
allelischen KC04- Mutante zeigte keinen verdnderten Suberingehalt (Daten nicht gezeigt).
Durch das Wiedereinbringen des Gens unter Kontrolle des 2X 35S-Promotors konnte wieder
das Suberinlevel des Wildtyps erreicht werden.

Ein dhnliches Bild ergab sich bei der Analyse der Samenlipide (Abbildung 40). Auch hier
fiihrte der Knockout zu einer verminderten Menge nahezu aller Substanzen. Die
Samenlipidanalyse der Pflanzen, die KC304 iiberexprimieren, zum einen im
Wildtyphintergrund zum anderen im Knockouthintergrund ergab, dass die Uberexpression zu
einer Akkumulation aller Bestandteile fiihrt. Besonders die Menge der Monocarbonsduren

erhéhte sich in der Uberexpression verglichen zu kes04 und auch deutlich zum Wildtyp.

3.4.2 Zusammenfassung der Ergebnisse fiir KCS08

KC08 wurde ausgewdhlt, weil es laut EST- und MPSS- Daten eine recht hohe Expression in
der Wurzel zeigte. Diese Annahme wurde durch die Microarraydaten von Genevestigator
bestétigt. Allerdings konnten hohere Expressionen in allen anderen untersuchten Organen
festgestellt werden. Eine differenzierte RT-PCR zeigte eine starke Expression des Gens in den
Wurzeln von 20 Tage alten Pflanzen. Die Promkcss-GUS Studien ergaben, dass das Gen in

dem Zentralzylinder der primdren Wurzel zehn Tage alter Pflanzen exprimiert wird,
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wohingegen nur sehr schwache Férbungen und somit Promotoraktivitit in den Wurzeln fiinf
Wochen alter Pflanzen zu sehen war. Passend zur Expression in jungen Wurzeln, beschriankte
sich die Expression in fiinf Wochen alten Wurzeln auf die im priméren Zustand befindlichen
Seitenwurzeln.

Die Zusammenfassung der Ergebnisse der RT-PCR und der Microarraydaten von
Genevestigator und AtGenExpress zeigten, dass KCS08 durch Salzstress und osmotischen
Stress leicht in unterirdischen Organen nach einer Stunde bzw. in Keimlingen nach 24 Stunden
bei geringen Salzkonzentrationen induziert wird. Verwundung hat keinen Einfluss auf die
Expression von KCS08.

Fiir die Linie Salk 055908 war es mdglich beziiglich der Insertion homozygote Pflanzen zu
isolieren und den transkriptionellen Knockout nachzuweisen. Die Suberinzusammensetzung
der Wurzeln fiinf Wochen alter Pflanzen von kcs08 glich der des Wildtyps (Abbildung 37).
Auch das Suberin der Wurzeln zehn Tage alter kcsO8 Pflanzen (Abbildung 39) unterschied sich
nicht signifikant von dem der Wildtypen. Die Analyse der Samenlipide ergab eine signifikante
Akkumulation der Substanzen mit Kettenldnge C,,. Insgesamt war eine Tendenz zur
Akkumulation aller Monomere in der Mutante erkennbar (Abbildung 41). Die Analyse des
Blattcutins ergab keine signifikanten Anderungen (Abbildung 42). Der Knockout von KCS08
hatte keinen Einfluss auf die Zusammensetzung des Wachses der Blittern (Abbildung 43) von

Arabidopsis.

3.4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse fiir KCS11
KCS11 wurde als Kandidat gewéhlt, weil die EST- und MPSS- Daten Hinweise auf eine

Expression in der Wurzel gaben. Die Analyse der Microarraydaten ergab eine recht homogene
Expression des Gens in allen untersuchten Organen, aber dennoch konnte die zweithdchste
Expression von KCS11 in den Wurzeln nachgewiesen werden. In der RT-PCR wurde deutlich,
dass KCS11 stark in jungen Wurzeln exprimiert ist und das Expressionslevel mit zunehmendem
Alter der Wurzel schwécher wird. Die Promkcsi1-GUS- Studien zeigten, dass der Promotor von
KCSI1 sehr stark in der Wurzel aktiv ist. In vollstindig ausgebildeten, sekundéren Wurzeln
konnte auch fiir dieses Gen keine Expression gezeigt werden. Die Ausnahme bildeten Stellen
an denen eine entstehende Seitenwurzel von innen durch den Cortex der Wurzel bricht
(Abbildung 46).

Weder die RT-PCR noch die Microarraydaten von Genevestigator oder AtGenExpress lieBen
auf eine Beteiligung an der Antwort auf Salzstress oder osmotischen Stress schliefen.
Wohingegen verwundete Blitter von Promkcsii-GUS- Pflanzen deutliche Blaufarbungen, daher

Promotoraktivitit an den entsprechenden Stellen zeigen.
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Auch fiir KCS11 war es moglich einen transkriptionellen Knockout in Pflanzen, die homozygot
fiir ein T-DNA-Insert (SALK 129099) sind, nachzuweisen. Das Suberin zehn Tage und fiinf
Wochen alter kcsll- Pflanzen unterschied sich nicht signifikant in der Zusammensetzung von
dem des Wildtyps (Abbildung 37). Lediglich eine Tendenz zur Akkumulation aller Substanzen
im Suberin der Wurzeln zehn Tage alter Keimlinge war zu erkennen (Abbildung 39). Auch bei
den Samenlipiden ist eine Tendenz zu erkennen, dass in den Samen von kcsll Lipide
akkumulieren, vor allem ist die Kettenlinge C, betroffen (Abbildung 41). Uber eine
verdnderte Zusammensetzung des Blattcutin ist aufgrund der Standardabweichung kaum eine
Aussage moglich. Jedoch scheinen auch durch den Knockout von KCSI1 alle Substanzen ab
Kettenldinge C,4 sowie die ungesittigten C;3 Mono- und Dicarbonsduren zu akkumulieren
(Abbildung 42 und Abbildung 51). Weder die Qualitit noch die Quantitit des Blattwachses
(Abbildung 43) war vom Ausfall des Gens betroffen.

3.4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse fiir KCS16

Fiir KCS16 waren zwar keine ESTs aus Wurzelgewebe und keine MPSS- Daten verfiigbar, aber
die Microarraydaten von Genevestigator zeigten eine hohe Wurzelexpression an. Diese
Wurzelspezifitdt bestétigte sich in der RT-PCR, die die hochste Expression in den untersuchten
Organen in zehn Tage alten Wurzeln zeigte. Diese Beobachtung konnte zusitzlich durch
Promkcsis-GUS Studien bestdtigt werden. Auch fiir KCSL16 konnte eine deutliche Blaufarbung
des Zentralzylinders iiber den ganzen Keimling nachgewiesen werden, wohingegen in der
Waurzel fiinf Wochen alter Pflanzen lediglich eine schwache Blaufirbung in den Seitenwurzeln
zu erkennen war.

Die Studien nach Salzstress sowie osmotischen Stress, ergaben dass KCSL6 in unterirdischen
Organen nach einer Stunde leicht bzw. in Keimlingen nach vier Stunden bei mittlerer
Salzkonzentration sowie nach 31 Stunden bei niedriger und hoher Konzentration induziert
wird. Fiir dieses Gen konnte aullerdem eine Induktion durch Verwundung gezeigt werden
(Abbildung 30 und Abbildung 46).

Um untersuchen zu kdnnen, welche Folgen ein Ausfall dieses Gens fiir die Pflanze hat, wurden
aus der SALK 035139 Linie Pflanzen, die homozygot die T-DNA tragen, isoliert und mittels
RT-PCR ein transkriptioneller Knockout nachgewiesen. Die Suberinzusammensetzung in zehn
Tage alten kcsl6- Keimlingen und fiinf Wochen alten Pflanzen unterschied sich nicht
signifikant von der des Wildtyps (Abbildung 37). Es lies sich, vergleichbar mit kcsO8 und
kcsll, im Suberin zehn Tage alter Keimlingen eine Tendenz erkennen, dass der Knockout von
KCS16 zu einer Akkumulation aller Kettenldngen fiihrt (Abbildung 39).

Ein dhnliches Bild zeigte sich auch bei der Analyse der Samenlipide, wo die Akkumulation der
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Substanzen mit Kettenlédnge C signifikant war (Abbildung 41).

Die Analyse des Cutins zeigte keine signifikanten Verdnderungen an (Abbildung 42). Auch das
Wachs der Blatter von kcsl6 unterschied sich kaum von dem des Wildtyps (Abbildung 43).
Eine signifikante Verminderung war allerdings bei der Kettenlinge Ciss (Css Alkan)

festzustellen.

3.4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse fiir KCS17

Die Knockoutpflanze kcsl7 wurde bereits in unserer Arbeitsgruppe analytisch charakterisiert.
Es konnte gezeigt werden, dass KCSL17 an der Suberinbiosynthese beteiligt ist . Das Gen ist in
der Wurzel aktiv, was durch offentlich zugingliche Expressiondaten, differenzierte RT-PCR
und Promkcgi7-GUS Analysen bestitigt werden konnte.

Es konnte klar gezeigt werden, dass KCSL7 sowohl durch Salzstress als auch durch
osmotischen Stress stark nach vier Stunden induziert wird. Auch Verwundung fiihrte eindeutig

zu einer schnellen, verstirkten Expression von KCS17.

3.4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse fiir KCS21
KCX21 wurde ausgewahlt, weil es laut EST Daten nach kcsO4 der beste Kandidat beziiglich der

Wurzelexpression zu sein schien. Die RT-PCR sowie die Promkcsi-GUS Pflanzen zeigten
allerdings, dass KCS21 recht schwach in den Wurzeln exprimiert ist.

Die Expressionsstudien nach abiotischen Stress ergaben, dass KCS21 sehr deutlich durch Salz-
und osmotischen Stress nach 24 Stunden in oberirdischen Organen induziert ist. Mittels RT-
PCR konnte in Keimlingen eine erhohte Expression nach vier Stunden gezeigt werden. Eine
Induktion durch Verletzung konnte fiir dieses Gen nicht gezeigt werden.

Die Analyse von kcs21, homozygot beziiglich der T-DNA-Insertion von SALK 030654, was
nachweislich zu einem Fehlen des Genprodukts fiihrt, hatte passend zur geringen Expression in
Wurzeln keinen Einfluss auf das Suberin der Wurzeln (Abbildung 37 und Abbildung 39).
Allerdings fiithrte der Knockout in den Samenlipiden zu einer signifikanten Akkumulation der
Substanzen mit Kettenldngen C4 bis Cy9 (Abbildung 41).

Weder Cutin (Abbildung 42) noch das Wachs der Blétter (Abbildung 43) wurden von einem
Fehlen von KCS21 beeinflusst.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es Gene zu finden, die einen Einfluss auf die Suberinbiosynthese
haben, bzw. die Funktion der gewédhlten Gene zu kldren. Das Fernziel ist mehr {liber die
Suberinbiosynthese zu erfahren und Pflanzen zu erhalten, die eine verdnderte qualitative oder
quantitative Suberinzusammensetzung haben, um an diesen die physiologische Bedeutung
von suberinisierten Barrieren untersuchen zu konnen. Dadurch ist es eventuell mdglich das
Suberin in Nutzpflanzen dahingehend zu verdndern, so dass diese toleranter gegeniiber
ungiinstigen Umweltbedingungen, zum Beispiel Trockenheit sind.

Als Vorldufermolekiile stehen der Suberinbiosynthese die Monocarbonséuren mit Kettenldnge
Ci¢ und C;3 des primdren Stoffwechsels zur Verfligung. Diese miissen zum einen
funktionalisiert und zum anderen zu sehr langkettigen Fettsduren elongiert werden. Aus
diesem Grunde wurde die Familie der KCS oder Elongasen (von Wettstein-Knowles 1982) fiir
weitere Untersuchungen ausgewéhlt. In unserer Arbeitsgruppe wurden bereits vier der 21
Elongasen aus Arabidopsis bearbeitet und fiir drei dieser Gene (KCS01 (Krampitz 2006),
KC4 (Briesen 2004) und KCS17 (Hofer 2005)) konnte eine Beteiligung an der

Suberinbiosynthese postuliert werden.

4.1 Auswahl der Kandidatengene

Als aussichtsreiche Kandidaten wurden Gene eingestuft, die eine hohe Expression in der
Wurzel zeigten. Um aus den 21 Genen die Wurzelexprimierten zu filtern, wurden zunéchst
offentlich zugdngliche Datenbanken analysiert. Der Vergleich der EST- Daten mit den MPSS-
Daten ergab, dass KCS01l, KC4, KC08, KCSl1, KCS17, KCS19 und KCX21 starke
Expression in Wurzeln aufweisen (Abbildung 9).

Fiir das Gen KC309 konnte kein EST aber MPSS- Signale aus Wurzelgewebe gefunden
werden. Die relative Haufigkeit der MPSS- Signale aus der Wurzel glich allerdings nahezu
dem aus Bliiten. Da Microarraydatenbank- Analysen keinen Hinweis auf eine starke Aktivitit
des Gens KC309 in der Wurzel gaben, wurde dieses Gen nicht als aussichtsreicher Kandidat
eingestuft.

Fir KCS16 und KCSI18 waren lediglich EST- Daten verfiigbar, die allerdings nicht aus
Wurzeln entstammten. Weil aber weitere Microarraydaten fiir eine Expression von KCSL6 in
der Wurzel sprachen, wurde auch dieses Gen weiter untersucht. Fiir alle anderen Gene zeigten
beide Datenbanken eine sehr geringe bis keine Aktivitét in der Wurzel.

Um die Relevanz der Daten zu iiberpriifen wurden auch bereits charakterisierte KCS Gene
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untersucht. KC05 und KCN6 (CERG0 und CERG/CUTL) sind nach Hooker et al. (2002)
nicht in der Wurzel exprimiert. Da fiir diese Gene auch keine oder kaum EST- oder MPSS-
Daten aus der Wurzel gefunden werden konnten, wurden die Daten als verldsslich eingestutft.

In unserer Arbeitsgruppe wurden KCS01 und KCSI19 bereits charakterisiert. Daher wurden als
Kandidatengene KC04, KC08, KCS11, KCS16, KCSL7 und KCS21 ausgewdéhlt.

4.1.1 Organspezifische Expression mittels éffentlicher Daten und RT-RCR

Die Expression der ausgewdhlten Gene wurde in unterschiedlichen Organen untersucht. Dazu
wurden zum einen Microarraydaten von Genevestigator zum anderen das Expressionslevel
mittels RT-PCR untersucht. Die Daten von Genevestigator unterstiitzten weitgehend die EST-
und MPSS- Daten. Es wurde die relative Expression der Gene zum konstitutiv exprimierten
ACTIN in Wurzel, Stingel, Blatt, Schote und Bliite ermittelt (Abbildung 10).

Von den untersuchten Pflanzenteilen konnte fiir KCS04 die stirkste Expression in Wurzeln
nachgewiesen werden. KCS11, KCS16 und KCSL7 hatten immerhin das zweitgrofB3te
Expressionslevel in Wurzeln. Diese Werte passen gut mit den MPSS- und EST- Daten
iiberein. KCS16 zeigte laut EST keine Expression in Wurzeln und MPSS- Daten waren nicht
verfiigbar. Jedoch konnten die Microarraydaten von Birnbaum et al. (2003) durch
Genevestigator bestitigt werden. Auch fiir KCS08 konnte eine Expression in Wurzeln gezeigt
werden, auch wenn das Gen in den anderen untersuchten Organen stirker exprimiert wurde.
Wie auch die MPSS- Daten andeuteten ist KCS21 nur sehr schwach in Wurzeln exprimiert,
obwohl es relativ viele ESTs aus Wurzelgewebe gab.

Mittels RT-PCR wurde die Expression der Gene detailliert analysiert. Es konnte gezeigt
werden, dass KC04, KC08, KCS11, KCS16 und KCSL7 stiarker in den 10- 20 Tage alten
Wurzel exprimiert wurden als in den Wurzeln ausgewachsener Pflanzen (Abbildung 11). In
dieser Phase nehmen die Pflanzen schnell an Masse zu und in den wachsenden Wurzeln
miissen neue suberinisierte Barrieren gebildet werden. Es macht daher Sinn, dass in jungen
Wurzeln eine erhdhte Expression von putativen Suberinbiosynthesegenen zu finden ist, da
verstiarkt VLCFA, unter anderem zur Bildung von Suberin, bendtigt werden. Fiir GPATS, eine
putative Acyltransferase, konnte kiirzlich gezeigt werden, dass der Knockout des
korrespondierenden Gens zu einem verdnderten Suberin fiihrt (Beisson et al. 2007). Das Gen
wird analog zu den untersuchten Kandidatengenen ebenso hauptsidchlich in den
Primdrwurzeln exprimiert. In sekunddren Wurzeln von ausgewachsenen Pflanzen ist die
Suberinisierung weitgehend abgeschlossen, doch da die Wurzel fiinf Wochen alter
Arabidopsis- Pflanzen stindig weiter wichst und zusétzlich Seitenwurzeln ausbildet ist auch

in den Wurzeln fiinf Wochen alter Pflanzen eine, jedoch geringe, Genaktivitit der Kandidaten
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nachzuweisen ist (Ausnahme: KCS08). Fiir die Gene KC4, KCS11, KCS17 und KCX1
stimmen die experimentell ermittelten Daten mit denen der verfiigbaren Datenbanken iiberein.
Fiir KC08 und KCSI6 lieBen sich mittels RT-PCR sehr geringe Expressionsraten in Schoten
nachweisen, wohingegen diese Gene laut Genevestigator stark in Schoten exprimiert sind.
Diese Unterschiede konnten auf Unterschiede im Alter bzw. Entwicklungsstadium der

Schoten zuriickzufiihren sein.

4.1.2 Gewebespezifische Expression mittels Promgcs-GUS- Studien

Auch die PromkcsGUS  Studien zeigten, dass die Expression der Kandidatengene auf
primire Bereiche der Wurzel beschrinkt ist. Bei keinem der Kandidaten war in den
sekundidren Wurzeln fiinf Wochen alter Pflanzen eine Blaufarbung zu erkennen, lediglich die
sich im primdren Zustand befindlichen Seitenwurzeln zeigten eine Blaufiarbung (Abbildung
15).

In den Wurzeln zehn Tage alter Keimlinge konnte fiir alle untersuchten Gene eine
Blaufiarbung nachgewiesen werden (Abbildung 16). AuBler fiir KCS11 konnte fiir keines der
Gene eine Farbung in der Endodermis gezeigt werden. Suberin befindet sich in der
Endodermis primirer bzw. im Periderm sekundiarer Wurzeln. Jedoch war bei allen Kandidaten
der Zentralzylinder der Keimlinge blau gefarbt. Daher wurde mittels Kontroll- Konstrukte
iiberpriift, ob es sich bei der Farbung des Zentralzylinders um ein Artefakt handelt (Abbildung
12 bis Abbildung 14). Die Analyse der Pflanzen die mit einem Vektor transformiert wurden,
der zwar das GUS- Gen allerdings keinen vorgeschaltenen Promotor enthélt (Krampitz 2006),
ergab keine Blaufirbung (Abbildung 12). Zum anderen wurden Promotor-Reportergen-
Fusionen von SCARECROW (SCR) und CYP86AL untersucht (Abbildung 13 bzw. Abbildung
14). Die Endodermisspezifitit des Transkriptionsfaktors SCR konnte mittels der Promscg-
GUS Pflanzen bestdtigt werden. Zwar war auch bei diesem Konstrukt der Zentralzylinder
blau geférbt, jedoch konnten auch Malamy und Benfey 1997 dieses Expressionsmuster fiir
SCR, trotz Nutzung eines anderen Klonierungsverfahrens, zeigen. CYP86A1 ist eine P450-
abhdngige Monooxygenase und an der Suberinbiosynthese beteiligt (René¢ Hofer,
unverOffentlichte Daten). In den Promcypgsai-GUS- Pflanzen war sowohl in der Endodermis
wie auch im Zentralzylinder eine Fiarbung nachweisbar. Interessanterweise konnte mit dem
Promcypssai-GUS- Konstrukt ein fleckiges (patchy) Expressionsmuster, wie es auch fiir dem
an der Suberinbiosynthese beteiligten GPAT5 gezeigt werden konnte (Beisson et al. 2007),
nachgewiesen werden. Die Autoren konnten auBerdem zeigen, dass in Promgpars-GUS
Keimlingen die Blaufirbung der Wurzel erst hinter der Elongationszone beginnt. Ein

dhnliches Bild konnte auch fiir die Promkcsis-GUSund Promkcg1-GUS gezeigt werden.
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Aufgrund der Kontrollen kann davon ausgegangen werden, dass von der Blaufairbung des
Zentralzylinders auf eine Expression der jeweiligen Gene geschlossen werden kann. Dies
wird auch durch die Tatsache gestiitzt, dass ebenso fiir KCS04 und KCS17 nur eine Féarbung
des Zentralzylinders gezeigt werden konnte. Diese beiden Gene wurden bereits analytisch
charakterisiert (Briesen 2004, Hofer 2005). Fiir KCS17 konnte eine deutliche, fiir KC04 eine
mogliche Beteiligung an der Suberinbiosynthese zugesprochen werden. Es ist also nicht
auszuschlieBen, dass Gene trotz Promotoraktivitit im Zentralzylinder statt in der Endodermis
an der Suberinbiosynthese beteiligt sind. Fiir SHORTROOT, eine Gen das fiir einen putativen
Transkriptionsfaktor der GRAS-Familie codiert, ist beispielsweise bekannt, dass es im
Zentralzylinder exprimiert, das Protein aber in der Endodermis nachweisbar ist (Nakajima et
al. 2001, Sena et al. 2004). Es ist also vorstellbar, dass die KCS- Gene im Zentralzylinder
exprimiert werden, das Enzym dann aber in der Endodermis tétig ist.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass durch alle Analysen gezeigt werden konnte, dass die

gewihlten Kandidaten, bis auf KCS21, stark in der Wurzel exprimiert sind.

4.2 Transkriptionelle Regulation der Kandidatengene unter

Stressbedingungen

4.2.1 Anderung der Expression unter osmotischem Stress und Salzstress

Da gezeigt werden konnte, dass Pflanzen unter bestimmten Bedingungen vermehrt Suberin
bilden (Reinhardt und Rost 1995, Schreiber et al. 2005a), wurde die Expression der
Kandidatengene nach Behandlung mit 50, 100 und 200 mM sowie nach Anzucht auf 5% PEG
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass in Arabidopsis bei diesen Konzentrationen durch
Salzstress ausgeloste Prozesse induziert werden (Sunkar et al. 2003). Um dies auch
experimentell zu iiberpriifen, wurde zunéchst die Expression von RD29A bestimmit.

RD29A kodiert fiir einen Transkriptionsfaktor und wird durch Faktoren wie Salz- und
osmotischen Stress induziert (Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki 1993a, Yamaguchi-
Shinozaki und Shinozaki 1993b, Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki 1994, Hooker €t al.
2002, Sunkar et al. 2003, Zhu et al. 2005). Es konnte gezeigt werden, dass RD29A durch die
gewahlten Stressbedingungen (NaCl und PEG) stark induziert wird (Abbildung 17 und
Abbildung 21).

Diese Proben wurden auch fiir Untersuchungen des Expressionslevels der Kandidatengene
mittels RT-PCR genutzt (Abbildung 18). Ahnlich der Expressionsinderung von RD29A
verhielt sich die Expression von KCS1l7 und KCX21. Die Expression beider Gene lag zum

Zeitpunkt t 0 unter der Nachweisgrenze. Allein das Umsetzen auf MS-Agar ohne zusétzliches
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Salz fiihrte zu einer messbaren Expression, woraus sich schlielen ldsst, dass die beiden Gene
durch den beim Umsetzen entstehenden Stress (Trockenstress und durch Beriihrung mit der
Pinzette) induziert werden. Um diese Faktoren auszuschlieBen, wurde die jeweilige
Expression zu verschiedenen Zeiten und verschiedenen Konzentration nicht auf t 0 sondern
auf die Kontrolle (Proben die auf MS-Agar mit 0 mM NaCl umgesetzt wurden) zum
jeweiligen Zeitpunkt bezogen. KCSL7 wird nach vier Stunden induziert, je hoéher die
Salzkonzentration war desto stirker war die Induktion. Es scheint als wiirde KCS17 sehr frith
in der Anpassung an Salzstress eine Rolle spielen, da 24 Stunden nach dem Umsetzen (t 24)
das Expressionslevel wieder deutlich abgesunken war. Analog dazu konnte auch eine
Induktion von KCS17 durch 5% PEG gezeigt werden (Abbildung 22). Bei KC21 war die
Induktion nicht ganz so stark, dennoch zeigte sich bei diesem Gen auch nach vier Stunden die
hochste Expression, die sich nach 24 Stunden wieder der in der Kontrolle anglich. Da fiir
KCS17 eine Beteiligung in der Suberinbiosynthese gezeigt werden konnte (Hofer 2005),
konnte man daraus schlielen, dass auch KCS21 an der Antwort auf Salinitit in Form von
Suberinisierng beteiligt ist. Die Beteiligung dieser beiden Gene an der Antwort auf Salzstress
wie auch osmotischen Stress wird auch von den Mikroarraydaten von Genevestigator gestiitzt
(Abbildung 19 und Abbildung 23). Die Daten, die liber AtGenExpress zur Verfiigung stehen
deuten eine zeitlich versetzte Induktion von KCS17 und KCS21 durch Salz und osmotischen
Stress an (Abbildung 20 und Abbildung 24). Es scheint als wiirde KCS17 nach sechs Stunden
sein Expressionsmaximum erreichen, wohingegen KCS21 ist nach 24 Stunden induziert wird.
Auffillig ist bei den Daten von AtGenExpress aullerdem, dass sich die Induktion fiir KCS21
nur in oberirdischen Pflanzenteilen feststellen lieB. Bei einer Beteiligung an Salz- bzw.
osmotischen Stress ausgeldster Suberinisierung wiirde man eine Induktion in den Wurzeln
erwarten, was zwar die Beteiligung an der Salz- bzw. osmotischen Stress induzierter
Suberinisierung fiir KCS17 aufgrund der Expressionssteigerung auch in unterirdischen
Organen stiitzt, jedoch die von KCS21 anzweifeln ldsst. Aufgrund der beiden Kontrollgene
ACTIN (keine Anderung der Expression) und RD29A (erhohte Expression nach Salz und
osmotischen Stress) konnen die Daten von AtGenExpress und Genevestigator als verldsslich
eingestuft werden.

Bei KCS08 und KCS16 lies sich durch AtGenExpress eine Induktion in unterirdischen
Pflanzenteilen nachweisen (Abbildung 20 und Abbildung 24). Die Kinetik deutet an, dass eine
sehr schnelle, kurz andauernde Expressionserhohung von KCS08 und KCS16 nach
Behandlung mit 150 mM Salz bzw. 300 mM Mannitol stattfindet. Dies konnte erkléren,

warum keine Induktion fiir dieses Gen durch Genevestigator gezeigt werden konnte. Die



Diskussion 79

Daten bei Genevestigator zeigen nur den gemittelten Wert sechs bis 24 Stunden nach
Salzbehandlung an. KCS08 ist nach den RT-PCR- Ergebnissen schwach induziert, das
Expressionsmaximum wird nach 24 Stunden unter 50 mM NaCl erreicht. Die Daten von
AtGenExpress deuten an, dass eine rasche Induktion durch Salzstress (150 mM NaCl)
ausgelost wird und sich nach drei Stunden bereits kein erhohtes Expressionslevel mehr
nachweisen ldsst. Dies ldsst sich leider nicht mit den Daten der RT-PCR iiberpriifen, da die
ersten Proben vier Stunden nach dem Umsetzen auf salzhaltiges MS-Medium genommen
wurden. Die Ergebnisse der RT-PCR fiir KCSL16 nach 100 mM NaCl passen sehr gut zu denen
von AtGenExpress. Nach vier Stunden erreicht KCSL6 sein Expressionsmaximum,
wohingegen nach 24 Stunden keine Erhohung mehr feststellbar ist. Doch auch nach 31
Stunden konnte eine konzentrationsabhingige Induktion durch 50 und 200 mM gezeigt
werden. Diese Zeitspanne ist bei AtGenExpress nicht mehr erfasst. Es wire vorstellbar, dass
abhéngig der Salzkonzentration die Antwort in Form von Expressionsinderung zeitlich
variiert, allerdings wiirde man auch einen Expressionsanstieg bei 100 mM nach 31 Stunden
erwarten. Ein dhnliches Bild ergibt sich liber AtGenExpress nach osmotischem Stress. KCS08
und KCSI16 erreichen nach einer Stunde ihr Expressionsmaximum. Fiir KCSL6 konnte
allerdings auch nach sechs Stunden noch eine erhohte Expression gezeigt werden. Die
Unterschiede in den Ergebnissen von RT-PCR und Microarraydaten konnen mehrere Griinde
haben. Zum einen wurde fiir die RT-PCR RNA aus Keimlingen gewonnen und mittels
Microarray wurde die Expression in 16 Tage alte Pflanzen analysiert. Die Expression und
Antwort auf abiotische Faktoren konnten je nach Entwicklungsstadium der Pflanzen variieren.
Zum anderen sind die beiden Gene KC08 und KCSI16 auf Aminosdureebene zu 74%
homolog (Tabelle 44). Der Verlauf der jeweiligen Kinetik fiir unterschiedliche abiotische
Faktoren gleicht sich ober- und unterirdisch fiir beide Gene stark. Es ware moglich, dass die
Microarraydaten aufgrund der hohen Homologie der beiden Gene fehlerhaft sind.

Fir KC04 lief sich mittels RT-PCR lediglich durch 100 mM NaCl nach 31 Stunden einen
leichten Anstieg der Expression feststellen (Abbildung 18), die Anzucht auf 5% PEG haltigen
MS-Platten fithrte zu keiner eindeutigen Expressionserhohung (Abbildung 22). Auch die
gemittelten Werte von Genevestigator lassen keine Anderung der Expression von KCS04
erkennen (Abbildung 19 und Abbildung 23). Die AtGenExpress- Daten deuten eine spéte
Reaktion auf Salzstress und osmotischen Stress, wiederum nur in oberirdischen Organen, an
(Abbildung 20 und Abbildung 24). Aufgrund der relativ geringen Erpressionserhhung in
lediglich oberirdischen Organen lésst sich fiir KC304 eine Beteiligung an der durch Salz- und

osmotischen Stress induzierten Suberinisierung ausschlie3en.
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Fiir KCS11 konnte durch keine Analyse eine Induktion durch Salz bzw. osmotischen Stress
angedeutet werden, viel mehr flihrte der abiotische Stress zu einer verminderten Expression
diesen Gens. Moglichweise wird KCS11 aufgrund einer Feedback-Hemmung runterreguliert,
da andere KCS induziert werden. Insgesamt ldsst sich schlieBen, dass KCS11 nicht an der
Anpassung an ungiinstige Bedingungen wie Salz- und osmotischen Stress beteiligt ist.

Die erhohte Expression von KC304, KC08, KCS16, KCS17 und KCS21 lassen spekulieren,
dass diese Gene an physiologischen Prozessen in Zusammenhang mit den Anpassungen an
Salinitit, beteiligt sind. Azachi et al. konnten 2002 zeigen, dass sich in der salztoleranten Alge
Dunaliella salina durch Salzstress die Expression von KCS und auch die Aktivitit von KCS
erhohen. Die Autoren postulieren, dass in Anpassung an den Salzstress in die Membran
verstdrkt ldngerkettige Lipide eingelagert werden. Analog dazu wére vorstellbar, dass auch in
Arabidopsis als Antwort auf ungiinstige Bedingungen die Zusammensetzung von
Membranlipiden verdndert werden. Mdglich wire auch dass unter diesen Bedingungen
Signallipide gebildet werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Bildung von Oxylipinen
nach abiotischen Stress induziert wird (Howe und Schilmiller 2002). Dies wéren mdgliche
Griinde fiir eine Induktion von KCS21, da aufgrund der Expressionserhdhung einzig in
oberirdischen Organen eine Beteiligung an Suberinisierung nach Salz- oder osmotischen
Stress auszuschliefen ist. Da fiir KC308, KCS16 und KCSL17 eine erhohte Expression auch in
unterirdischen Pflanzenteilen auftrat ist eine Beteiligung an der salzinduzierten

Suberinbiosynthese moglich.

4.2.2 Anderung der Expression nach Verwundung

Es konnte histochemisch nachgewiesen werden, dass analog zur Kartoffel (Solanun
tuberosum L.) (Schreiber et al. 2005b, Yang und Bernards 2006) auch Arabidopsis
Verwundungen durch suberinisiertes Gewebe abschlieft (Abbildung 25).

Die Ergebnisse der RT-PCR zeigten, dass wundinduzierte Gene, zum Beispiel PAL, durch die
gewihlte Behandlung induziert werden (Abbildung 26). Es konnte auch gezeigt werden, dass
KCSL17 induziert wird. Dies wird auch durch die Ergebnisse von Genevestigator (Abbildung
28) und AtGenExpress bestitigt (Abbildung 29). Auch die Verwundung von Promkcgi7-GUS
Pflanzen deutete eine Expression von KCSL7 an verwundeten Stellen an (Abbildung 30).
Werden diese Ergebnisse zusammengenommen, so kann man schlieen, dass KCS17 an der
wundinduzierten Suberinisierung beteiligt ist.

KCD4, KC8 und KCS21 hingegen werden nicht bzw. nur sehr schwach induziert
(Abbildung 27 bis Abbildung 30). Eine Beteiligung dieser Gene an einer Suberinisierung nach

Verwundung ist unwahrscheinlich.
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Eine Beteiligung von KCSI1 an der Bildung eines Wundperiderms kann postuliert werden.
Die Microarraydaten von Genevestigator (Abbildung 28), sowie die Untersuchung der
verwundeten Promkcsi-GUS- Pflanzen (Abbildung 30) deuten eine Induktion des Gens an,
wohingegen die detaillierten Microarraydaten von AtGenExpress (Abbildung 29) gegen eine
Beteiligung sprechen. Fiir die Microarraystudien wurden Blitter mit zwei Nadeln pro cm’
verletzt, so dass pro Blatt ca. drei bis vier Locher entstanden. In unseren Versuchen wurden
pro cm® 15 Nadeln eingesetzt. Eventuell sind die unterschiedlichen Ergebnisse auf den
unterschiedlichen Verwundungsgrad zuriickzufiihren. Im Querschnitt sekunddren Wurzeln
konnte ebenso eine starke Blaufarbung an Bereichen, an denen eine Seitenwurzel den Cortex
durchbricht und somit verletzt, gezeigt werden (Abbildung 46). Des Weiteren sind die Stellen
blau geférbt, an denen die Wurzel von der Pflanze abgetrennt wurde (Abbildung 15). Diese
Ergebnisse zusammengenommen ist eine Funktion von KCS11 in der Bildung eines
Wundperiderms anzunehmen.

Die gemittelten Daten von Genevestigator zeigen fiir KCS16 keine Induktion (Abbildung 28),
betrachtet man sich die detaillierten Daten von AtGenExpress, so zeigt sich eine rasche
Induktion in unterirdischen Pflanzenteilen nach einer Stunde (Abbildung 29), wobei bei
diesen Pflanzen keine unterirdischen Organe, sondern die Blatter verletzt wurden. Mittels
Promkcsis-GUS konnte auch eine Induktion von KCS16 durch Verwundung festgestellt
werden (Abbildung 30). Einen weiteren Hinweis auf eine Beteiligung bei der Wundantwort ist
in Abbildung 46 zusehen. Hier ist eine Blaufirbung in den Wurzeln von Promkcsis-GUS
Pflanzen an den Stellen zu sehen, an denen eine Seitenwurzel von innen den Cortex
durchbricht. Daher wird auch fiir KCS16 eine Rolle in durch Verwundung induzierte Prozesse
postuliert.

Fiir alle Expressionsstudien, ldsst sich zusammenfassend feststellen, dass KCS04, KCS08,
KCS11, KCS16 und KCS17 in Wurzeln exprimiert werden. AuBerdem sind KCS17 und KC21
stark, KC08 und KCSI16 etwas schwicher durch Salz- und osmotischen Stress induziert.
KCS11, KCS16 und KCS17 werden nach Verwundung induziert.

4.3 Gaschromatographische Analysen

4.3.1 Analyse des Suberins fiinf Wochen alter Pflanzen

Bei der Analyse des Suberins konnten alle fiir Arabidopsis typischen Bestandteile gefunden
werden (Franke et al. 2005).

Fiir KCS04 wurde bereits eine Beteiligung an der Suberinbiosynthese postuliert. Es konnte

gezeigt werden, dass das Fehlen des Elongasegens zu einer Verminderung des Gesamtsuberin
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um mehr als 20% fiihrt (Briesen 2004). Es konnte jedoch nie, auch nicht in der relativen
Zusammensetzung des Suberins, ein kettenldngenabhingiger Effekt gezeigt werden. Um zu
bestdrken, dass der Knockout von KC04 zu weniger Gesamtsuberin fiihrt, wurde ein weiterer
allelischer Knockout untersucht und das Gen mit vorgeschaltenen 2X 35S Promotor in die
Knockout- Pflanzen stabil integriert (Abbildung 33). Die Analyse der Pflanzen, die KCS04
iiberexprimieren ergab, dass in 35S::KCS04-kcs04 nahezu alle Monomere signifikant
akkumulieren. Das gleiche Ergebnis wurde in einem unabhédngigen Versuch erneut gezeigt
(Daten nicht gezeigt). Die Analyse von kcs04 (Abbildung 36) sowie der zweiten Linie kcs04-2
(Daten nicht gezeigt) bestitigte allerdings nicht, dass der Ausfall dieser Elongase zu weniger
Suberin fiihrt. Warum vor vier Jahren der Knockout von KCS04 in drei unabhéngigen
Versuchen zu einer verminderten Suberinmenge fiihrte und nun nicht mehr, ist unklar. Es wére
vorstellbar, dass sich das Fehlen einer Elongase erst unter bestimmten Bedingungen deutlich
macht. Die Pflanzen wurden zwar in Erde des gleichen Herstellers unter gleichen
Bedingungen angezogen, jedoch ist bekannt, dass viele Faktoren die Suberinisierung
beeinflussen (Schreiber et al. 2005a). Es wire nicht auszuschlieen, dass die fiir diese
Versuche genutzte Erde eine andere Qualitdt aufwies. Eine andere Moglichkeit wire, dass die
Pflanzen vor vier Jahren etwas weniger Wasser bekommen hatten oder das Leitungswasser
eine andere Qualitdit aufwies. In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass
Arabidopsis unter ungiinstigen Bedingungen (z.B. Salzstress, Trockenheit) mehr Suberin
bildet (Daten nicht gezeigt), daher konnten die aufgefiihrten Faktoren Auswirkungen auf das
Suberin haben. Moglicherweise konnen die restlichen wurzelexprimierten Elongasen das
Fehlen von KC304 unter ,,normalen* Bedingungen kompensieren, kommt es jedoch zu einer
Abweichung des ,,normalen* Zustandes konnte das Fehlen einer Elongase einen Effekt haben,
welcher sich in der Quantitdt des Suberins widerspiegelt. Die Gesamtmenge an Suberin die
damals im Wildtyp detektiert wurde, war ca. um den Faktor zwei hoher als bei den jetzigen
Suberinanalysen. Eine solche Steigerung lédsst sich allerdings nicht auf etwas mehr oder
weniger Wasser alleine zuriickfilhren. In der Zwischenzeit wurden Enymldsungen
ausgetauscht, die dazu verwendet werden Zellulose und Pektin abzubauen. Es wére nicht
auszuschlieBen, dass diese Enzyme mit anderer Effektivitidt arbeiten. Werden nicht alle
unsuberinisierten und unlignifizierten Zellwinde abgebaut, ist die Bezugsgrofle, das
Trockengewicht der verdauten Wurzel, grofer. Bezieht man nun die analysierte Suberinmenge
auf das Gesamtgewicht, so ist im Verhidltnis weniger Suberin pro mg Trockengewicht
enthalten. Deshalb ist es wichtig, dass die Wurzeln komplett von Erde befreit und im

Exsikkator vollstindig getrocknet sind. Allerdings wurde dies bei den Analysen beachtet. All
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diese Faktoren machen deutlich, dass es sehr wichtig ist, fiir die Analyse parallel zu den
Knockout- Pflanzen auch Wildtyp- Pflanzen exakt gleich zu priparieren. Durch den Vergleich
parallel angezogener Pflanzen kann man ausschlieBen Unterschiede in der Quantitit des
Suberins als Effekte zu deuten, die jedoch nur auf Unterschiede in der Wassermenge, Qualitét
der Erde oder Bedingungen in der Klimakammer zuriickzufiihren sein konnten.

Das Suberin der Wurzeln der Knockout- Pflanzen kcs08, kesll, kesl6 und kes21 gleicht dem
der Wildtypen (Abbildung 37). Weil fiir kcsl7 bereits gezeigt wurde, dass das Suberin
weniger Cy; Monomere aufweist, wohingegen die C;p Monomere akkumulieren (Hofer 2005),
wurde diesem Gen eine Beteiligung in der Suberinbiosynthese zugeschrieben. Zu dieser
Erkenntnis passen die ermittelten Expressionsdaten. Zum einen das hohe Expressionslevel in
der Wurzel zum anderen die Induzierbarkeit durch verschiedene, zur Suberinisierung fithrende
Stressfaktoren wie Salz-, osmotischer Stress oder Verwundung. Auch fiir KCS08, KCS11 und
KCS16 lieBen sich starke Expressionen in der Wurzel nachweisen (Abbildung 11) und da
KCS11 und KCS16 durch Verwundung induzierbar sind (Abbildung 30), wurde vermutet, dass
der Ausfall dieser Gene zu einem verdnderten Suberin fithrt. KCS21 hingegen zeigte nur eine
schwache Expression in Wurzeln (Abbildung 11) und konnte auch nicht durch Verwundung
induziert werden (Abbildung 30). Jedoch fiihrte die Zugabe von Salz oder osmotisch
wirksamen Substanzen zu einer stark erhohten Expression, die vergleichbar zu der von KCSL7
ist (Abbildung 18 und Abbildung 24). Doch auch das Fehlen dieser Elongasen hat keinen

Einfluss auf die Zusammensetzung und Menge des Suberins.

4.3.2 Analyse des Suberins zehn Tage alter Pflanzen

Die Ergebnisse der Analyse der jungen Wurzeln von kcsO4 entsprachen den Ergebnissen, die
2004 (Briesen) fiir die fiinf Wochen alten Wurzeln erhalten wurden. Fast alle Monomere lagen
in verminderter Menge vor (Abbildung 38). Das Wiedereinbringen des Gens mit
vorgeschaltenen 35S Promotor konnte diese Verminderung weitgehend ausgleichen. Dies und
auch das Akkumulieren aller Monomere im Suberin von Uberexpressionslinien fiinf Wochen
alter Pflanzen stiitzt die These, KC04 spicele eine zentrale Rolle in der Suberinbiosynthese.
Jedoch konnte das Ergebnis nicht in dem zweiten Knockout- Allel kcsO4-2 nachvollzogen
werden, hier zeigten sich keine Einbuflen in der Gesamtsuberinmenge. Die Rolle von KC04
in der Suberinbiosynthese muss somit in Frage gestellt werden.

Auch das Suberin von zehn Tage alten Keimlingen der neuen Kandidaten kcs08, kcsll, kes16
und kcs21 wurde untersucht (Abbildung 39). Die Vermutung lag nahe, dass das Fehlen einer
Elongase im Laufe der Entwicklung von anderen vorhandenen Elongasen kompensiert

werden kann. Die Idee war nun, dass der Ausfall einer Elongase in einem sehr frithen Stadium
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zu einem Effekt fiihrt, der in spédterem Stadium aufgrund von Kompensation durch andere
Elongasen nicht mehr erkennbar ist. Jedoch konnte diese Vermutung zumindest fiir KCS08,
KCS11, KCS16 und KCS21 nicht bestitigt werden. Das Suberin von zehn Tage alten Wildtyp-
und Knockout- Pflanzen unterschied sich kaum. Bei dem Suberin der Knockout- Pflanzen von
KC8, KCS11 und KCS16, welche alle stark in jungen Wurzeln exprimiert sind, ist eine
leichte Tendenz zur Akkumulation aller Monomere in den jeweiligen Knockout- Linien
erkennbar. Dies konnte eventuell so zu deuten sein, dass durch das Fehlen einer Elongase
andere stirker induziert werden und es dadurch kurzfristig zu einer Anhdufung der Monomere

kommt, die dann allerdings in den alten Wurzeln wieder ausgeglichen wird.

4.3.3 Analyse der Samenlipide

Die Samen von Arabidopsis wurden analysiert, da sie zum einen Samenlipide, sehr
langkettige Fettsduren, enthalten und zum anderen die Samenschale suberinisiert ist. Bei den
durch die Analyse erhaltenen Substanzen handelte es sich hauptsidchlich um die
Speicherlipide, die Cy¢ bis Cy; Fettsduren in gesattigter und ungeséttigter Form (James €t al.
1995).

Die Analyse der Samen von kcsD4 sowie zwei unabhingigen KCS04- Uberexpressionslinien
deutete an, dass der Verlust der Elongase zu einer Verminderung der Gesamtmenge fiihrt,
wohingegen das Wiedereinbringen und Uberexprimieren des Gens diese Verminderung
aufhebt und teilweise zu einer Akkumulation fiihrt (Abbildung 40). Dass ein Verlust der
Genaktivitit von KCS04 zu einer Verminderung der Gesamtsamenlipide fiihrt, konnte schon
gezeigt werden (Briesen 2004) und wurde in diesem Versuch sowie einer unabhéngigen
Wiederholung bestitigt. Auch dass die Uberexpression den Effekt aufheben kann, konnte in
einem zweiten Versuch gezeigt werden (

Tabelle 26).

Ebenso wurden die Samen von Knockout- Pflanzen der neuen Kandidaten kcs08, kesll, kesl6
und kcs21 analysiert (Abbildung 41). Doch die Zusammensetzung der Samenlipide des
Knockouts zeigte im Vergleich zu der des Wildtyps keinen elongasenspezifischen Effekt.
Ahnlich wie beim Suberin der zehn Tage alten Pflanzen fiihrt auch hier der Knockout jeder
einzelner Elongasen zu einer leichten Akkumulation aller Monomere. Auch hier wire es
vorstellbar, dass durch das Fehlen einer Elongase andere Elongasen hoch reguliert wiirden
bzw. nun mehr Fettsduren zur Verfligung stehen. Wire dies der Fall wiirde man allerdings
erwarten, dass alle Lipide der Pflanze in groBerer Menge vorliegen, was beispielsweise bei

Suberin der finf Wochen alten Pflanzen nicht der Fall ist.
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4.3.4 Analyse des Cutins

Weil das Cutin von Arabidopsis sehr langkettige Monocarbonsduren und deren Derivaten
enthdlt und die Kandidatengene auch eine Expression in oberirdischen Organen zeigten
(Abbildung 11), wurde auch das Cutin der jeweiligen Knockout- Pflanzen mit dem des
Wildtyps verglichen (Abbildung 42). Bei der Analyse des Cutins konnten alle fiir Arabidopsis
typischen Bestandteile gefunden werden (Franke et al. 2005).

Die Zusammensetzung des Cutins der Knockout- Pflanzen unterschied sich nicht signifikant
von dem des Wildtyps. Fiir kcs08, kcsl6 und kes21 konnte der Eindruck entstehen, das Fehlen
der jeweiligen Elongase wiirde zu einer Verminderung aller Substanzen fiihren. Da diese
jedoch nicht signifikant war und bei allen drei untersuchten Kandidaten gleichartig auftrat, ist
eine Beteiligung der jeweiligen Elongase an der Cutinbiosynthese nicht klar zu deuten. In
kcsll akkumulieren tendenziell die Substanzen mit Kettenldngen > Ca4, jedoch trifft dies nur
fiir die 2-Hydroxyséduren zu. Bei den Alkoholen und den Monocarbonsduren ist ein solcher
Effekt auf Kettenlingen > C,4 nicht erkennbar. Aufgrund der hohen Standardabweichung
miisste die Analyse zundchst wiederholt werden, da jegliche Deutung der vorhandenen Daten

sehr spekulativ wére.

4.3.5 Analyse des Wachses

Das Wachs der Blitter wurde untersucht, weil es langkettige Monocarbonséuren und deren
Derivate enthilt. Die Zusammensetzung des Wachses entsprach der in der Literatur
beschriebenen Zusammensetzung (Jenks et al. 2002). Jedoch war auch hier war kein Effekt
festzustellen, der auf das Fehlen einer Elongase zuriickzufiihren wére (Abbildung 43). Einzig
bei kcsl6 lagen die Substanzen mit Kettenlédnge Css signifikant vermindert vor. Falls KCS16
den Schritt von Cs3 zu C;s katalysieren wiirde, konnte man erwarten, dass sich Monomere mit
Kettenldngen Cs; und kleiner anhdufen, weil diese nicht weitergeleitet wiirden bzw. flir diese
mehr Acylketten zu Verfiigung stiinden. Weil allerdings auBer der Anderung des Css Alkans
keine Anderung signifikant ist, ist eine Deutung recht spekulativ. Zusitzlich wurde auch das
Wachs von Bliitenstdnden untersucht (Abbildung 54). Leider war es hier nicht mdglich das
Alkan mit Kettenldnge Cs;s nachzuweisen. In kcsO8 und kcsl6 waren keine signifikanten
Unterschiede im Wachs der Bliiten feststellbar. Die Ausnahme bildeten die Ester groBler Cgs,
die im Knockout vermindert vorlagen. Auch lagen die Ester in kcsll und kcs21 in
verminderter Form vor. Da dieser Effekt bei allen vier Kandidaten auftrat ist es zweifelhaft,
dass dieser Effekt auf den Knockout der einzelnen Elongasen zuriickzufiihren ist.

Die Analyse der Wachse der Bliiten zeigte bei kcsll, kesl6 und kes21 noch einen weiteren
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Effekt. Die Alkane und Ketone mit Kettenlinge C,9 waren, zum Teil signifikant, reduziert.
Allerdings waren jeweils die priméren Alkohole dieser Kettenlinge nicht verdndert. Man
konnte hier argumentieren, dass nur der Decarbonylierungspfad beeintrdchtigt ist, da die
primédren Alkohole {iber den Acyl-Reduktionsweg gebildet werden (Millar et al. 1999). Jedoch
ist dieser Effekt nur schwach signifikant und die Monomere mit Kettenldnge C,9 waren im
Wachs des Blattes nicht betroffen. Daher ist eine Deutung schwierig. Um eine Aussage iiber
eine Beteiligung der jeweiligen Elongase an der Synthese von Cyo- Monomeren zu machen,
miisste dieser Versuch mit einer weiteren Knockoutlinie sowie mit Uberexpressionslinien

wiederholt werden.

4.3.6 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Eine Aussage iiber die Beteiligung der untersuchten KCS- Gene an der Biosynthese von
Suberin oder den anderen untersuchten VLCFA Ablagerungen ist nach wie vor schwierig.

Die postulierte Beteiligung von KCS04 (Briesen 2004) an der Suberinbiosynthese muss
revidiert werden. Es konnte zwar gezeigt werden, dass KC304 stark in priméren Wurzeln
exprimiert ist und dass der Knockout und die Uberexpression des Gens einen Effekt auf das
Suberin haben, jedoch zeigte sich ebenso ein kettenlingenunspezifischer Effekt auf die
Samenlipide. Auch die fehlende Induzierbarkeit durch Suberinisierung induzierende
abiotische Stressfaktoren spricht gegen eine Beteiligung in der Suberinbiosynthese. Die
Analyse der Wachse und des Cutins lieferten keine weiteren Hinweise auf die Funktion von
KCS04.

KCS08 zeigte auch eine Expression in der Wurzel, jedoch hatte der Knockout dieser Elongase
keinen kettenldngenspezifischen Effekt auf das Suberin. Da auch keine Induktion durch
Verwundung feststellbar war ist eine Beteiligung an der Suberinbiosynthese
unwahrscheinlich. Lediglich Salz- und osmotischer Stress fiihrte zu einer leicht erhohten
Transkripthdufigkeit. Dies konnte auf eine Beteiligung in der Suberinbiosynthese hindeuten,
jedoch wire es auch vorstellbar, das KCS08 an anderen Prozessen zur Anpassung an
Salzstress wie z.B. Modifikation der Membranen oder Bildung von Signallipiden (Xiong
2002) beteiligt ist.

kcsll hatte keine verdnderte Suberinzusammensetzung, auch die Analysen der Samenlipide,
des Waches und des Cutins ergaben keine Hinweise auf eine Funktion von KCS11 an. Salz-
und osmotischer Stress hatten keinen Einfluss auf die Expression des Gens. Allerdings konnte
gezeigt werden, dass KCSI1 durch Verwundung induziert wird. Dies konnte auf eine
Beteiligung in der Suberinbiosynthese hindeuten. Jedoch werden nach Verwundung auch

andere langkettige Fettsdurenderivate wie z.B. Oxylipine verstirkt gebildet (Howe und
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Schilmiller 2002), so konnte KCS11 auch in diesen Stoffwechselwegen eine Rolle spielen.
Fiir KCS16 konnte sowohl eine Induktion nach Salz- und osmotischen Stress als auch nach
Verwundung gezeigt werden. Dies lieB auf eine Bedeutung in der Suberinbiosynthese
schlieBen. Jedoch ergaben die Suberinanalysen, dass das Fehlen von KCSL6 keinen Einfluss
auf das Suberin hatte. Ebenso konnte fiir KCS16 kein Einfluss auf die Biosynthese der
Samenlipide, der Wachse oder des Cutins gezeigt werden. Es wire mdglich, dass KCS16 an
der Suberinisierung nach abiotischem Stress beteiligt ist, sich der Knockout des Gens
aufgrund von Redundanz der KCS- Gene (siche unten) untereinander nicht auf das Suberin
auswirkt. Vorstellbar wire jedoch auch fiir dieses Enzym eine Beteiligung an der Bildung von
Signallipiden.

KCS17 ist an der Biosynthese des Suberins beteiligt. Analog dazu konnte gezeigt werden,
dass KCS17 durch Verwundung wie auch durch Salz- und osmotischen Stress induziert wird.
Durch ein Fehlen von KCX21 wurde weder die Zusammensetzung des Cutins noch des
Wachses beeinfluf3it. Auch die Suberinanalysen sowie die Samenlipidanalysen lieen nicht auf
eine Funktion von KCS21 in der jeweiligen Biosynthese schlieBen. Die Mircoarraydaten
zeigten fiir dieses Gen eine deutliche Induktion durch Salz- und osmotischen Stress. Da die
erhohte Expression allerdings nur in oberirdischen Organen auftrat und das Suberin von kcs21
nicht verdndert war, kann man daraus nicht auf eine Bedeutung in der Suberinbiosynthese
schlieBen. Vielmehr hat es den Anschein als wire dieses Gen in anderen Prozessen beteiligt,
die zur Anpassung an Salz- und osmotischen Stress fithren. Vorstellbar wére das die Produkte
von KCS21 in andere Stoffwechselwege (z.B. Bildung von Signallipide), die zur Anpassung
an Salz- und osmotischen Stress fithren (Xiong et al. 2002), geleitet werden.

Die Analysen des Suberins, des Cutins, der Samenlipide und auch der Wachse lielen fiir keine
der untersuchten Knockoutlinien einen kettenldngenspezifischen Effekt erkennen. Dies kann
unterschiedliche Griinde haben. Moglich wére, dass die 21 Elongasegene untereinander
redundant sind. Wie bereits erwéhnt, weildt kcs17 weniger C,, Bausteine auf, jedoch fiihrt der
Knockout nicht zu einem génzlichen Verlust der Substanzen mit Kettenlinge C,,. Moglich
wire, dass das Enzym KCS19, welches auf Aminosdurenebene zu 87% homolog zu KCS17
ist (siche Anhang Tabelle 44), den Verlust teilweise kompensiert. Diese These wird durch die
Ergebnisse von Trenkamp et al. (2004) gestiitzt. Sie konnten durch heterologe Expression in
Hefe zeigen, dass KCS17 und KCS19 ein nahezu identisches Substratspektrum haben und
sich Substanzen der gleichen Kettenldngen in den jeweiligen Hefen anreichern. Um diese

These zu stiitzen, sollte liberpriift werden, ob sich die Expression der anderen Elongasen in
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einem Knockout dndert, beispielsweise ob in kcsl7 KCSI19 starker exprimiert wird. Dazu
wurde bereits ein Macroblot angefertigt, welcher allerdings aus Zeitgriinden noch nicht zu
Ende gebracht werden konnte. Allerdings ist fraglich, ob eine Erhdhung der Expression
iiberhaupt aussagekréftig ist, weil das Expressionslevel aufgrund von posttranskriptionalen
Modifikationen nicht zwangsweise etwas liber die Enzymaktivitit aussagt.

Auch KC4, KCS11, KCS16 und KCX21 wurden heterolog in Hefe exprimiert (Blacklock
und Jaworski 2006). Allerdings zeigten KCS04, KCS16 und KCS21 keine oder nur geringe
Aktivitdt. Moglicherweise waren fiir diese Enzyme nicht die richtigen Substrate oder sonstige
Kofaktoren vorhanden. Fiir KCS11 hingegen konnte ein sehr weites Substratspektrum gezeigt
werden. Es wurden sowohl gesittigte wie auch ungesittigte Acylketten umgesetzt. Jedoch
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der Verlust dieses Genes keinen Einfluss auf die
untersuchten VLCFA Ablagerung hat.

Paul et al. konnten 2006 die Beteiligung von KCS17 an der Bildung von VLCFA weiter
stiitzen. In Hefen sind keine KCS-Homologe zu finden. Die Verldngerung der Fettsduren wird
durch die ELO Proteine bewerkstelligt. Es konnte gezeigt werden, dass Elo2p und Elo3p fiir
die Bildung von VLCFA nétig sind. Doppelmutanten, die weder Elo2p noch Elo3p besitzen,
sind nicht {iberlebensfahig. Paul et al. demonstrierten 2006, dass KCS17 den Verlust der
beiden Elop Proteine kompensieren kann, dies bedeutet, dass KCS17 die Verldngerung der
vorhandenen Ci¢ Substrate, trotz gezeigter Spezifitit fiir Cyo- Acylketten, katalysiert. Es
wurde auch tiberpriift ob KCS04 und KCSI11 die Letalitit der Doppelmutante autheben
konnen (Paul et al. 2006). Allerdings versagten beide Enzyme, woraus man schliefen konnte,
dass KCS04 und KCSI11 nicht in der Lage sind das in der Hefe vorhandene Substrat (C;¢) zu
verlangern. Dem widerspricht allerdings, zumindest fiir KCS11, das Ergebnis von Blacklock
und Jaworski (2006). Hier konnte gezeigt werden, dass KCS11 in der Lage war C; Substrate
umzusetzen.

Weil mindestens sieben der 21 Elongasen in der Wurzel exprimiert sind und fiir einige gezeigt
werden konnte, dass sie liber ein &hnliches Substratspektrum verfiigen, wiére es interessant
Doppelmutanten zu analysieren. Es wurden bereits Kreuzungen aller wurzelexprimierten
Kandidaten vorgenommen. Leider konnte in der zur Verfiigung stehenden Zeit noch kein,
beziiglich beider Gene, homozygoter Knockout nachgewiesen werden. Um die Frage nach
einer Beteiligung der KCS an der Anpassung an Salz- oder osmotischen Stress zu kliren, wére
es sinnvoll auch in der RT-PCR kiirzere Zeitintervalle (siche AtGenExpress) zu wéhlen, sowie
die Proben in oberirdisch und unterirdische Organe aufzuteilen. Die Ergebnisse der

Microarraydaten deuten an, dass manche Gene sehr schnell stirker exprimert werden und der
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Effekt nach vier Stunden nicht mehr sichtbar ist. Die Unterteilung in verschiedene Organe
konnte Aufschlufl dariiber geben, in welche Prozesse ein induziertes Gen in der Anpassung an
den abiotischen Stress involviert ist. Eine weitere Moglichkeit wére die Knockout Pflanzen
parallel zum Wildtyp auf Salzmedium anzuziehen. Bei Anzucht unter ,normalen®
Bedingungen zeigten die Knockout- Pflanzen keine phanotypischen Abweichungen vom
Wildtyp. Jedoch konnte nach Ausfall einer Elongase, welche an der Anpassung an Salzstress
beteiligt ist ein phénotypischer Effekt deutlich werden. Interessant wiére es vor allem
Doppelmutanten zu analysieren. Da es aufgrund der moglichen Redundanz der KCS moglich
wire, dass erst durch Ausschalten von zwei Genen ein phanotypischer Effekt sichtbar wird.
Ein Ansatz der Funktion der KCS nach Verwundung niher zu kommen wére mittels
unterschiedlicher Verwundungsgrade zu iiberpriifen, ob die Knockout- Pflanzen, vor allem
kesll, keslé und kesl7 bzw., Doppelmutanten der korrespondierenden Gene anfilliger
gegeniiber Verwundungen sind als der Wildtyp. Interessant wire es auflerdem das
Wundperiderm der Knockout- Pflanzen bzw. der Doppelmutanten, vor allem der Gene
KCS11, KCS16 und KCS17 zu analysieren, um herauszufinden welchen Einfluss das Fehlen
der durch Verwundung induzierten Gene auf das Suberin hat. Bisher ist es jedoch nicht
moglich das Suberin der verwundeten Stellen der Bldtter zu analysieren. Problematisch ist
zum einen, dass sich die Zusammensetzung von Suberin und Cutin sehr dhneln. Als Marker
fiir Suberin konnen lediglich die w-Hydroxysduren genutzt werden, da diese nur gering im
Cutin vorkommen (Franke et al. 2005). Zum anderen ist verglichen zu der Cutinmenge der
Blitter die Suberinmenge rund um die Verwundung verschwindend gering. Die Verwundung
wurde mit Nadeln von ca. 0,5 mm Durchmesser durchgefiihrt. Pro cm? Blatt wurden ca. 15
Nadeln eingesetzt. Das bedeutet, dass pro cm? nur ca. 23,6 mm des Blattes nach Verwundung
durch ein Wundperiderm abgedichtet wurden. Es miisste ndher untersucht werden, wie viel
Prozent des Blattes verwundet werden kdnnen, um eine fiir eine Analyse ausreichende Menge
an suberinisiertem Material zu erhalten, ohne das dies fiir das Blatt letal ist.

Ein weiterer Ansatz um der Funktion der Elongasen ndher zu kommen, ist die Analyse von
Pflanzen, die das jeweilige Gen iiberexprimieren. Daher wurden bereits flir alle Kandidaten
Uberexpressionslinien hergestellt allerdings konnte bisher aus Zeitgriinden nur die

Uberexpressionslinien von KCS04 untersucht werden.
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S Zusammenfassung

Die Familie der B-Ketoacyl-CoA-Synthasen (KCS) katalysieren den entscheidenden Schritt in
der Synthese der sehr langkettigen Fettsduren (VLCFA). Diese stellen die Vorldufermolekiile
physiologisch wichtiger Barrieren, wie Cutin und Suberin, dar. Suberin ist in Wurzeln von
Arabidopsis thaliana zu finden, daher wurden die KCS ausgewéhlt, die eine Expression in der
Wurzel aufwiesen.

In der vorliegenden Arbeit konnten sechs der 21 KCS- Gene charakterisiert und somit der
Grundstein gelegt werden, die Funktion der KCS in der Suberinbiosynthese zu kliren.

Die Rolle von KCS17 in der Suberinbiosynthese wurde durch die Tatsache bestitigt, dass
KCSL17 durch zur Suberinisierung fithrende Faktoren wie Salzstress oder Verwundung
induziert wird. Die postulierte Beteiligung von KCS04 an der Biosynthese des Suberins muss
in Frage gestellt werden. KCS04 ist zwar eindeutig in den Wurzeln exprimiert, jedoch
sprechen sowohl die Stress- Expressionsstudien als auch die analytischen Daten gegen eine
Rolle des Enzyms in der Suberinbiosynthese. Trotz der Wurzelspezifitdt von KCS08, KCS11
und KCS16 wurde in Knockout- Pflanzen der jeweiligen KCSkein Effekt auf das Suberin der
Wurzeln beobachtet. Dariiber hinaus wurden auch Cutin, Samenlipide und Wachs untersucht.
Jedoch war es, wie auch beim Suberin, nicht moglich einen Effekt zu entdecken, der auf das
Fehlen einer KCS zuriickzufiihren wire.

Dennoch ist nicht auszuschlieBen, dass die untersuchten Gene an der Suberinbiosynthese
beteiligt sind. KCS21 zeigt zwar keine starke Expression in der Wurzel, ist jedoch deutlich
durch Salz- und osmotischen Stress induziert. KCSI1 und KCSL16 werden nach Verwundung
induziert. Da gezeigt werden konnte, dass Arabidopsis bei Salzstress die Suberinmenge in den
Wurzeln verdoppelt, bzw. verletzte Stellen mit einem Wundperiderm abdichtet, spricht dies
fiir eine Beteiligung an der Biosynthese von Suberin. Dass der Verlust einer KCS keinen
Einfluss auf das Suberin in der Knockout- Pflanze hat, konnte durch Redundanz der KCS-
Gene erklédrbar sein. Dies wird von der Tatsache gestiitzt, dass mindestens sechs KCS- Gene
(KCD1, KC4, KC08, KCS11, KCS16 und KCS17) in der Wurzel exprimiert sind. Es muss
jedoch in Betracht gezogen werden, dass die untersuchten Gene nicht in der
Suberinbiosynthese, sondern mdglicherweise an anderen Prozessen zur Anpassung an die

abiotischen Stressbedingungen, wie die Bildung von Signallipiden, beteiligt sind.
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6 Summary

B-ketoacyl-CoA-synthases (KCS) are catalysing the rate limiting step in the synthesis of very
long chain fatty acids (VLCFA) which are the precursors for the physiological important
barriers cutin and suberin. Suberin can be found in the roots of Arabidopsis thaliana, for this
reason root expressed KCSwere chosen for further investigations.

In this thesis six of the 21 KCS- genes were characterized and by that the foundation was
build to clarify the function of the KCS in suberin biosynthesis.

The role of KCS17 in suberin biosynthesis was confirmed, because the expression of KCSL7
could be induced by factors know to induce suberinisation like salt stress and wounding. The
postulated role of KCS04 in suberin biosynthesis has to be put in question. Although KCS04
is expressed in roots the role of KCS04 in suberin biosynthesis is not supported by the stress
expression studies and the analytical studies. Despite the shown root specificity for KCS08,
KCSI11 and KCS16 no effect on the suberin in each knockout- plant could be shown.
Furthermore cutin, seed lipids and waxes were analysed. But the results didn’t show an effect
based on the lack of one KCS.

Anyhow this doesn’t exclude an involvement of the investigated genes in suberin
biosynthesis. KCS21 is not expressed in roots but strongly induced by salt and osmotic stress.
KCS11 and KCSI6 are induced by wounding. It could be shown that Arabidopsis doubles the
suberin content in roots after salt stress and seals wounded areas with a wound periderm.
These two facts and the induction of the KCS- genes argue for an involvement of the chosen
genes in suberin biosynthesis. The reason for the lacking effect in knockout- plants could be
based on redundancy of the KCS This is supported by the fact that at least six KCS- genes
(KCD1, KCP4, KC8, KCS11, KCSL6 and KCSL7) are expressed in roots.

However it has to be considered that the investigated genes are not involved in suberin
biosynthesis, but in different processes in adaptation to the abiotic conditions, for example the

synthesis of signal lipids.
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8 Anhang

8.1 Tabelle der KCS aus Arabidopsis

Tabelle 10 Die KCS-Familie aus Arabidopsis
Aufgelistet ist der in der Arbeit verwendete Name, der dazugehorige AGI- Code und gegebenfalls der
Name unter dem das Gen publiziert wurde.

in dieser Arbeit Arabidopsis Gen Index publiziert unter
verwendeter Name (AGI)

KC1 Atlg01120 KCS1
KC02 At4g34510 KCX2
KC03 Atlg07720

KC4 Atlg19440 JUE
KC05 Atl1g25450 CERG0
KC6 At1g68530 CER6/CUT1
KC7 Atlg71160

KC08 At2g15090

KC09 At2g16280

KCS10 At2g26250 FDH
KCSl1 At2g26640

KCS12 At2g28630

KCS13 At2g46720 HIC
KCS14 At3g10280

KCS15 At3g52160

KCS16 At4g34250

KCSL17 At1g04220 DAISY
KCS18 At4g34520 FAE1
KCSI19 At5g43760 DAISYII
KCS20 At5g49070

KCX1 At5g04530
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8.2 Verwendete Losungen und Medien

DEPC-Wasser:

50 ul DEPC (Diethylpyrocarbonat) in 50
ml H,O demin.

Inkubation fiir mindestens 120 Minuten auf

der Rollbank, anschlie3end autoklavieren

Fixerlosung:
10 X PBS-Puffer
Formaldehyd (3,7%; v/v)

Inokulationsmedium
5% Saccharose
0,05% Silwet L-77

Leitungswasser

MS-Agar (verindert nach Murashige
und Skoog 1962):

20,63 mM NH3NO;

18,8 mM KNO;

4,0 mM CaCl * 2 H,O
3,1 mM MgSO, * 7 H,O
1,0 mM KH,PO,4

0,13 mM MnSO4 * H,O
0,03 mM ZnSO,4 * 7 H,O
0,1 mM H3;BO;

5uMKIJ

1 uM Na,MnO4 * 2 H,O
0,1 uM CaSO4 * 5 H,O
0,2 uM CaCl * 6 H,O
43,8 mM Saccharose

0,1 mM Na,EDTA

0,1 mM FeSO,4 * 7 H,O

0,23 mM Myoinosit
13 uM Glycin

2 uM Nicotinamid
1 uM Vitamin B6
74 nM Thiamin

5,7 uM K,SO4
Agar (0,7% w/v)
H,O

RNA-Extraktionspuffer:

1 ml LiCl (10 M)

10 ml Tris-HCI (1 M; pH 8)
2 ml EDTA (0,5 M; pHS)
10 ml SDS (10% w/v)

77 ml H,O

100 ml Phenol

Samensterilisationslosung
7,5% v/v NaOCl

0,01% v/v Triton-X

H20

SOB-Medium:
20 g Trypton

5 g Hefeextrakt
0,5 g NaCl

2,5 mM KCI
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SOC-Medium:

SOB-Medium

0,01 mM MgCl,

0,02 mM Glukose (steril filtriert)

Auffiillen auf einen Liter mit H,O, pH 7,

autoklavieren

TE-Puffer:

10 mM Tris HCI
pH 8

1 mM EDTA

TriReagent:

0,4 M Ammonium Thiocyanat
0,8 M Guanidin Thiocyanat
0,1 M Natrium Acetat

5% Glycerin

38% Phenol (v/v)

pHS

LB-Agar ,,Luria Broth“-Agar:

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

10 g Agar

Auffiillen auf einen Liter mit H,O, pH 7,2,

autoklavieren

LB-Medium ,,Luria Broth*:

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

Auffiillen auf einen Liter mit H,O, pH 7,2,

autoklavieren

PBS-Puffer:

10 mM Na3;PO4
137 mM NacCl
2,7 mM w/v KCl
pH 7,4

H,0

X-Gluc-Puffer (Debrouwer und de
Block 1992):

8,5 ml 1M NaH,PO4

11,5 ml 1M Na,HPO4

4 ml 0,5M EDTA, pH 8

235 mg Kaliumferrocyanid

Mit H,O auf 200 ml auffiillen, auf pH 7
einstellen.

1 mM X-Gluc

1% 10% Triton X-100

6 X Ladepuffer:
0,1% Bromphenolblau

40% Saccharose

10 X PCR- Puffer:

100 mM Tris-HCI (pH 8.8)
500 mM KCl

15 mM MgCl,
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8.3 Chemikalienliste
Tabelle 11: Chemikalienliste

Reagenz Reinheitsgrad Zulieferer
Isopropanol > 99,9% zur Synthese Roth, Karlsruhe
BSTFA Macherey-Nagel,
Diiren
Isoamylalkohol > 98% zur Synthese Roth, Karlsruhe
Methanol Rotisolv® HPLC Gradient Grade Roth, Karlsruhe
Pyridin Puriss, absolut, > 0,005 H20 Fluka, Taufkirchen
Chloroform Rotisolv® HPLC Gradient Grade Roth, Karlsruhe
Hexan Rotisolv® > 99% Pestilyse Roth, Karlsruhe
Ethanol Technical Grade > 99,8% mit 1% MEK, Roth, Karlsruhe
vergéllt
8.4 Primer

Tabelle 12: Verwendete Primer
Aufgefiihrt sind die verwendeten Primer geordnet nach Einsatzgebiet. Zusitzlich aufgefiihrt sind das
jeweilige Zielgen und die Grofie des durch die Primer erhaltenen Amplicons.

forward reverse Zielgen Amplicon [bp]
Nachweis des transkriptionellen Knockouts bzw. der Uberexpression
LS023 LS067 KC4 610
LS074 LS193 KCS08 1370
LS040 LS041 KCSI11 870
LS044 LS045 KCS16 929
LS098 LS195 KCX1 1120
LS096 LS100 ACTIN 480
Stressexperimente (Verwundung, Salz, PEG)
LS023 LS067 KC4 610
LS074 LS189 KCS08 758
LS040 LS041 KCSl1 870
LS088 LS268 KCS16 832
LS158 LS159 KCS17 655
LS098 LS195 KCX1 1120
LS096 LS100 ACTIN 480
Gateway- Klonierung

LS140 LS141 KC4 1618
LS142 LS143 KC4 1559
LS214 LS215 KCS08 1326
LS212 LS213 KCSI11 1306
LS210 LS211 KCS16 1611
LS208 LS209 KCX1 1359

LS317 LS318 LR 2558
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Tabelle 13: Auflistung aller verwendeter Primer mit der jeweiligen Sequenz
Gatewayadapter sind fett markiert.

Name Sequenz (5'nach 3")

1.S022 TTGGTGGGTCTTCGTCAAAGC

1.S023 GCAAGATCCACAGCGATAACTCC

LS040 TGTCACCGATCTTCGTAGCCTC

S041 TCACCCGCAACAGCCATAAGT

LS044 TTGTGAGTTTTCTGTCGATTTATGA

LS045 CTGGGTGCTGGCTTTGAGATG

LS067 GTTTATTCCCTCTCGCCGTTGTTA

LS074 GCAGGATTAGCCATGAAAGGAT

LS088 AGGCGTCTCGTCTTTCCACA

LS096 GTGATGATGCCCCGAGAGC

LS098 GGAAACGTACGGCCCAAGAAAT

LS100 GACCCGCAAGATCAAGACGA

LS140 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTGTTTTCTCAATGGACGGTG
LS141 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAATAACTTAAAGTTACCGGATACTTGTC
LS142 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGGAGGCCAAGAATTTG
LS143 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTGAGAAAACAAAGTTTG
LS158 TCTCTTCGCCGCTCTTCTTATCTT

LS159 AGCGGTCGGAGGAGCGGTTAG

LS189 AGAACCGCAGCACCACCAAC

LS193 CTATCCATACAGTCTTCCCATG

LS195 GTATCGTCGTTGATCCAATC

LS208 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCAAGGGTCATGAGACATTAC
LS209 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATGGAAGAAAGAAACAGAG
LS210 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCAGTTAGGGTAAAGTCATC
LS211 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATTTTAGTGATTTAAATTC
L.S212 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCTTAAAACTAACGCAGCGG
LS213 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATAGCTTCCTTCTTCTCT
LS214 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGCTCTAAAATGTTATTGGAGC
LS215 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATTGGAGATAACCTAAGAGT
1.S268 GCACATTCATAGGATCGGTCATC

LS317 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGAGATTGAAGGGTTGTT
LS318 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAATTTTGAATCCATTCTC

M13 for GTAAAACGACGGCCAGT

MI13 rev CAGGAAACAGCTATGAC
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Tabelle 14: Auflistung der bearbeiteten Gene mit Salk Notation, Arabidopsis Gen Index (AGI) und Name
der genutzten Bacs
Die Bacs wurden iiber TAIR (ABRC) bezogen.

Gen AGI Salk BAC
KC4 At1G19440 Salk 095739 {18014
KC08 At2G15090 Salk 055908  t15j14
KCS11 At2G26640 Salk 129099  f18a8
KCS16 At4G34250 Salk 035139  f10m10
KCX1 At5G04530 Salk 030654  t32m21
ACTIN At5G09810

PAL At2G37040

RD29A At5G52310

8.5 Berechnung der Schmelztemperatur von PCR-Primern
Die Schmelztemperatur (Ty;) der Primer wurde wie folgt berechnet:

Tm [°C]1=69,3+41 ((£ G+ X C)/Z Basen) — (650 - X Basen)
G = Guandin

C = Cytosin

Basen = Alle Nucleotidbasen

8.6 Berechnung der Anlagerungs-Temperatur einer PCR
Um die Temperatur zu ermitteln, bei der die Primer an die Matrize anlagern wurden jeweils

von dem Primer mit der niedrigsten Schmelztemperatur zwei Grad Celsius abgezogen.

8.7 Verwendete Vektoren

rmB T2 transcription terminator
rrnB T1 transcription terminator

M13 forward primer

attP1

Zeocin Resistenz
pDONR™/Zeo

4291 bp

M13 reverse primer

attP2

Chloramphenicol Resistenz

Abbildung 44: Vektorkarte des Donorvektors
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nos terminator nos terminator

attR2

Chloramphenicol Resistenz
attR1

2X358S Promoter

pMDC32
11752 bp

pMDCl64 Chloramphenicol Resistenz
12835 bp
Kanamycin Resisten:

Abbildung 45: Vektorkarten der Zielvektoren

8.8 Promotor-Reportergen- Studien

Abbildung 46: Querschnitt einer Promycs;;--GUS- Wurzel (A) und einer Promycs;e-GUS- Wurzel (B).
Die Pflanzen wurden in GUS-Lésung inkubiert und die Schnitte mit Sudan 7B gefirbt.

8.9 DNA- Grofienmarker

4

sE8 & BEBaBs: i

Abbildung 47: 100 bp DNA Gré3enmarker (Roth, Karlsruhe; www.carlroth.com)
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8.10 Analytische Daten

8.10.1 Analyse des Suberins der Wurzeln fiinf Wochen alter Arabidopsis- Pflanzen

Tabelle 15: Absolute Verteilung von Suberinmonomeren aus Wurzeln fiinf Wochen alter kcsO4- und
35S::KCS04-kcs04- Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die
Standardabweichung vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der jeweiligen Substanzklassen.
Der t-Test wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede
sind unterstrichen.

Wildtyp kcs04 t-Test 358::KCS04-kcsD4 t-Test
MW STABW MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a=0,05 pg/mg a=0,05
Sduren 1,019 0,009 0,799 0,079 0,060 1,997 0,451 0,062
Cy¢ Séure 0,196 0,118 0,103 0,031 0,392 0,125 0,109 0,537
Cig Séure 0,010 0,003 0,010 0,002 0,920 0,024 0,006 0,067
Cyo Séure 0,198 0,072 0,163 0,006 0,561 0,398 0,082 0,069
Cy, Séure 0,492 0,059 0,422 0,030 0,272 1,168 0,257 0,040
Cy4 Séure 0,123 0,008 0,101 0,014 0,200 0,282 0,055 0.031
Alkohole 0,268 0,065 0,240 0,022 0,621 0,616 0,112 0,031
C,5 Alkohol 0,090 0,030 0,075 0,011 0,570 0,194 0,038 0,049
Cy Alkohol 0,137 0,031 0,130 0,008 0,768 0,321 0,058 0,028
Cy, Alkohol 0,041 0,005 0,035 0,003 0,275 0,101 0,019 0,024
®-OH-Séiuren 3,631 1,348 3,568 0,451 0,956 7,391 1,205 0,046
C,¢ ©-OH-Saure 0,480 0,218 0,481 0,083 0,992 0,959 0,167 0,066
C3 ®-OH-Saure 0,165 0,057 0,146 0,021 0,690 0,290 0,029 0,043
Cis.1 ®-OH-Séure 2,341 0,934 2,338 0,310 0,997 4,769 0,845 0,056
C,o 0-OH-Séaure 0,167 0,055 0,164 0,033 0,955 0,354 0,051 0,029
Cy, ©-OH-Saure 0,369 0,073 0,327 0,009 0,502 0,836 0,124 0,019
Cy4 ©-OH-Sdure 0,065 0,005 0,062 0,002 0,484 0,133 0,021 0.024
Cy6 0-OH-Séaure 0,044 0,007 0,050 0,003 0,394 0,051 0,001 0,185
a,0-Disiduren 1,680 0,498 1,621 0,183 0,888 3,929 0,687 0,030
C,¢ Diséure 0,376 0,135 0,379 0,078 0,984 0,890 0,148 0.030
C,g Diséure 0,217 0,087 0,195 0,023 0,765 0,457 0,083 0,052
Cyg. Disdure 0,935 0,229 0,902 0,081 0,862 2,239 0,412 0,029
Cy Diséure 0,064 0,023 0,057 0,002 0,701 0,135 0,024 0.046
Cy, Diséure 0,087 0,023 0,088 0,000 0,972 0,208 0,035 0.026
2-OH Séuren 0,051 0,004 0,043 0,004 0,251 0,072 0,005 0,015
Cy4:2 2-OH-Sédure 0,051 0,004 0,043 0,004 0,251 0,072 0,005 0,015

Gesamt 6,649 1,925 6,272 0,573 0,815 14,005 2,275 0,034
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Abbildung 48: Zusammensetzung des Wurzelsuberins von kcs08, kcsll, kcsl6 und kcs21 im Vergleich zum
Wildtyp
Die Wurzeln fiinf Wochen alter Pflanzen wurden mittels BF3/MeOH umgeestert und der Uberstand mit
GC/FID aufgetrennt. Die absolute Zusammensetzung des Suberins der T-DNA Insertionsmutanten kcs08,
kcsll, keslé und kcs2l ist jeweils der des Wildtyps gegeniibergestellt. Dargestellt wird jeweils der

arithmetische Mittelwert (+/- Standardabweichung) aus vier Parallelen, jede Parallele reprisentiert das
Wurzelmaterial von fiinf bis sieben Pflanzen.
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Tabelle 16: Absolute Verteilung von Suberinmonomeren aus Wurzeln fiinf Wochen alter kcs08- Pflanzen
im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die
Standardabweichung vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der jeweiligen Substanzklassen.
Der t-Test wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede
sind unterstrichen.

Wildtyp kcs08 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Siuren 3,481 0,353 3,335 0,271 0,537
Cig Séure 0,094 0,126 0,026 0,005 0,323
Cis.1 Sdure 0,112 0,070 0,075 0,045 0,408
Cyo Séure 0,805 0,239 0,725 0,078 0,548
Cy, Séure 2,084 0,167 2,120 0,199 0,791
Cy4 Séure 0,386 0,056 0,389 0,066 0,944
Alkohole 2,467 0,357 2,354 0,192 0,595
Ci5 Alkohol 1,066 0,171 0,998 0,017 0,459
Cy Alkohol 0,820 0,140 0,716 0,136 0,328
Cx Alkohol 0,500 0,060 0,573 0,087 0,216
Cy4 Alkohol 0,082 0,039 0,067 0,036 0,597
®-OH Séuren 15,452 1,459 15,294 1,119 0,870
Ci6 ®-OH-Séure 2,088 0,239 2,020 0,218 0,689
Cis ®-OH-Séure 0,970 0,196 0,962 0,096 0,944
Cis1 ©-OH-Séure 7,814 0,586 7,576 0,988 0,692
Cis:2 ®-OH-Séure 0,570 0,140 0,575 0,097 0,953
Cy0 ®-OH-Séure 1,172 0,085 1,246 0,055 0,198
Cy o-OH-Séure 2,649 0,296 2,742 0,276 0,663
Cy4 ®-OH-Séure 0,187 0,027 0,174 0,041 0,590
a,m-Disiduren 7,170 0,938 6,853 0,370 0,553
Ci6 0,0-Disédure 1,897 0,242 1,825 0,113 0,613
Ciz 0,0-Disédure 0,968 0,204 0,972 0,060 0,973
Cis.1 a,m-Disédure 3,335 0,399 3,203 0,168 0,563
Cyo 0,0-Disédure 0,396 0,061 0,391 0,050 0,915
Cx o,0-Disédure 0,434 0,049 0,361 0,087 0,199
Cys 0,0-Disédure 0,140 0,057 0,100 0,051 0,333
2-OH-Séuren 0,201 0,083 0,172 0,072 0,624
Cy4 2-OH-Séure 0,201 0,083 0,172 0,072 0,624

Gesamt 28,771 3,006 28,009 1,456 0,664
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Tabelle 17: Absolute Verteilung von Suberinmonomeren aus Wurzeln fiinf Wochen alter kcsll- Pflanzen
im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die
Standardabweichung vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der jeweiligen Substanzklassen.
Der t-Test wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0¢=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede
sind unterstrichen.

Wildtyp kcsll t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 3,481 0,353 3,160 0,398 0,272
Cig Séure 0,094 0,126 0,054 0,024 0,559
Cis:1 Séure 0,112 0,070 0,094 0,049 0,676
Cyo Sdure 0,805 0,239 0,811 0,132 0,965
Cy, Sédure 2,084 0,167 1,807 0,177 0,063
Co4 Séure 0,386 0,056 0,393 0,082 0,891
Alkohole 2,467 0,357 2,432 0,402 0,901
Ci5 Alkohol 1,066 0,171 1,013 0,184 0,688
C»0 Alkohol 0,820 0,140 0,813 0,138 0,943
Cx Alkohol 0,500 0,060 0,497 0,059 0,956
Ca4 Alkohol 0,082 0,039 0,109 0,030 0,308
®-OH Séuren 15,452 1,459 14,604 2,737 0,604
Ci6 ©-OH-Séure 2,088 0,239 2,058 0,515 0,918
Cis ®-OH-Séure 0,970 0,196 0,967 0,197 0,984
Cis:1 ®-OH-Séaure 7,814 0,586 7,314 1,425 0,540
Cis.2 ©-OH-Séaure 0,570 0,140 0,584 0,109 0,881
C,0 ©-OH-Séure 1,172 0,085 1,114 0,213 0,629
Cy o-OH-Séure 2,649 0,296 2,391 0,364 0,313
C4 ©-OH-Séure 0,187 0,027 0,175 0,045 0,660
a,0-Disiiuren 7,170 0,938 6,645 0,988 0,470
Ci6 a,0-Diséure 1,897 0,242 1,734 0,251 0,387
Ciz 0,0-Disédure 0,968 0,204 0,926 0,179 0,763
Cis:1 a,0-Disédure 3,335 0,399 3,056 0,425 0,374
Cyo a,w-Disdure 0,396 0,061 0,379 0,072 0,733
Cy a,0-Diséure 0,434 0,049 0,410 0,056 0,556
Cys 0,0-Disédure 0,140 0,057 0,141 0,079 0,989
2-OH-Séuren 0,201 0,083 0,188 0,052 0,802
Cy4 2-OH-Séure 0,201 0,083 0,188 0,052 0,802

Gesamt 28,771 3,006 27,029 4,362 0,535
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Tabelle 18: Absolute Verteilung von Suberinmonomeren aus Wurzeln fiinf Wochen alter kcs16- Pflanzen
im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die
Standardabweichung vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der jeweiligen Substanzklassen.
Der t-Test wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede
sind unterstrichen.

Wildtyp kcsl6 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 3,481 0,353 3,526 0,161 0,824
Cis Sdure 0,094 0,126 0,038 0,019 0,413
Cis:1 Séure 0,112 0,070 0,065 0,056 0,332
Cyo Sdure 0,805 0,239 0,884 0,124 0,583
Cy, Sédure 2,084 0,167 2,132 0,069 0,608
Co4 Séure 0,386 0,056 0,408 0,051 0,592
Alkohole 2,467 0,357 2,603 0,296 0,580
Ci5 Alkohol 1,066 0,171 1,088 0,157 0,860
C»0 Alkohol 0,820 0,140 0,837 0,058 0,831
Cx Alkohol 0,500 0,060 0,573 0,055 0,120
Ca4 Alkohol 0,082 0,039 0,105 0,047 0,468
®-OH Séuren 15,452 1,459 15,144 1,522 0,780
Ci6 ©-OH-Séure 2,088 0,239 2,065 0,297 0,908
Cis ®-OH-Séure 0,970 0,196 1,099 0,172 0,361
Cis:1 ®-OH-Séaure 7,814 0,586 7,381 0,988 0,479
Cis.2 ©-OH-Séaure 0,570 0,140 0,720 0,120 0,155
C,0 ©-OH-Séure 1,172 0,085 1,137 0,100 0,614
Cy o-OH-Séure 2,649 0,296 2,562 0,177 0,631
C4 ©-OH-Séure 0,187 0,027 0,179 0,026 0,673
a,0-Disiiuren 7,170 0,938 6,877 0,489 0,600
Ci6 a,0-Diséure 1,897 0,242 1,866 0,224 0,860
Ciz 0,0-Disédure 0,968 0,204 0,957 0,066 0,918
Cis:1 a,0-Disédure 3,335 0,399 3,140 0,256 0,440
Cyo a,w-Disdure 0,396 0,061 0,414 0,081 0,734
Cy a,0-Diséure 0,434 0,049 0,360 0,065 0,119
Cys 0,0-Disédure 0,140 0,057 0,141 0,099 0,994
2-OH-Séuren 0,201 0,083 0,222 0,103 0,756
Cy4 2-OH-Séure 0,201 0,083 0,222 0,103 0,756

Gesamt 28,771 3,006 28,372 2,348 0,841
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Tabelle 19: Absolute Verteilung von Suberinmonomeren aus Wurzeln fiinf Wochen alter kcs21- Pflanzen
im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die
Standardabweichung vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der jeweiligen Substanzklassen.
Der t-Test wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede
sind unterstrichen.

Wildtyp kcs21 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Siuren 3,481 0,353 3,411 0,492 0,825
Cig Séure 0,094 0,126 0,051 0,023 0,530
Cis.1 Sdure 0,112 0,070 0,058 0,049 0,247
Cyo Séure 0,805 0,239 0,874 0,251 0,707
Cy, Séure 2,084 0,167 2,099 0,220 0,916
Cy4 Séure 0,386 0,056 0,330 0,154 0,518
Alkohole 2,467 0,357 2,541 0,424 0,798
Ci5 Alkohol 1,066 0,171 1,160 0,220 0,527
Cy Alkohol 0,820 0,140 0,760 0,136 0,564
Cx Alkohol 0,500 0,060 0,522 0,077 0,654
Cy4 Alkohol 0,082 0,039 0,099 0,054 0,623
®-OH Séuren 15,452 1,459 15,862 1,186 0,678
Ci6 ®-OH-Séure 2,088 0,239 2,202 0,271 0,550
Cis ®-OH-Séure 0,970 0,196 1,059 0,290 0,629
Cis1 ©-OH-Séure 7,814 0,586 7,894 0,735 0,871
Cis:2 ®-OH-Séure 0,570 0,140 0,680 0,234 0,449
Cy0 ®-OH-Séure 1,172 0,085 1,225 0,148 0,559
Cy o-OH-Séure 2,649 0,296 2,657 0,338 0,974
Cy4 ®-OH-Séure 0,187 0,027 0,144 0,059 0,230
a,m-Disiduren 7,170 0,938 7,103 0,257 0,895
Ci6 0,0-Disédure 1,897 0,242 1,949 0,132 0,717
Ciz 0,0-Disédure 0,968 0,204 1,023 0,044 0,619
Cis.1 a,m-Disédure 3,335 0,399 3,342 0,055 0,976
Cyo 0,0-Disédure 0,396 0,061 0,372 0,139 0,762
Cx o,0-Disédure 0,434 0,049 0,328 0,076 0,058
Cys 0,0-Disédure 0,140 0,057 0,089 0,072 0,310
2-OH-Séuren 0,201 0,083 0,244 0,260 0,761
Cy4 2-OH-Séure 0,201 0,083 0,244 0,260 0,761

Gesamt 28,771 3,006 29,161 2,341 0,844
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8.10.2 Analyse des Suberins zehn Tage alter Arabidopsis- Pflanzen

Tabelle 20 Absolute Verteilung von Suberinmonomeren aus Wurzeln zehn Tage alter kcs04- und
35S::KCS04-kcs04- Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die
Standardabweichung vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test
wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind
unterstrichen.

Wildtyp kcsD4 t-Test 35S::KCS04-kecs04 t-Test
MW STABW MW STABW MW STABW

Monomere ng/mg ng/mg a=0,05 pg/mg a=0,05
Sduren 2,267 0,173 1,859 0,228 0,069 2,113 0,168 0,329
Cy¢ Séure 0,589 0,062 0,485 0,129 0,278 0,592 0,046 0,938
Cig Séure 0,086 0,004 0,082 0,006 0,363 0,075 0,007 0,086
Cyg. Sdure 0,052 0,009 0,054 0,009 0,815 0,049 0,015 0,777
Cis., Sdure 0,208 0,050 0,209 0,055 0,988 0,198 0,035 0,796
Cyo Séure 0,132 0,016 0,118 0,009 0,247 0,125 0,015 0,626
Cy, Séure 0,873 0,050 0,672 0,032 0.004 0,777 0,069 0,124
Cy4 Séure 0,327 0,023 0,240 0,001 0,003 0,295 0,022 0,150
Alkohole 0,475 0,049 0,435 0,047 0,358 0,429 0,047 0,295
C,g Alkohol 0,082 0,001 0,103 0,022 0,175 0,081 0,013 0,883
Cy Alkohol 0,328 0,044 0,276 0,016 0,126 0,295 0,040 0,388
Cy, Alkohol 0,066 0,008 0,056 0,011 0,283 0,053 0,007 0,101
®-OH-Séiuren 3,660 0,165 3,013 0,041 0,003 3,306 0,318 0,161
C,¢ ©-OH Séure 0,308 0,018 0,260 0,006 0.011 0,272 0,024 0,106
C,5 ©-OH Séure 0,072 0,022 0,073 0,008 0,946 0,056 0,008 0,296
Ci5.; ®-OH Saure 1,953 0,103 1,581 0,048 0.005 1,767 0,184 0,200
Ci5., ®-OH Saure 0,228 0,030 0,197 0,012 0,170 0,200 0,028 0,302
Cyo ©-OH Séure 0,154 0,008 0,139 0,007 0,078 0,150 0,015 0,726
Cy ©-OH Séure 0,756 0,022 0,614 0,022 0.001 0,696 0,059 0,171
Cy4 ©-OH Séure 0,188 0,010 0,149 0,004 0.003 0,166 0,012 0,068
o,0-Disiduren 2,674 0,244 2,156 0,033 0,022 2,463 0,242 0,347
C,¢ Diséure 0,455 0,052 0,393 0,031 0,146 0,443 0,049 0,782
C,g Diséure 0,175 0,029 0,147 0,008 0,192 0,161 0,030 0,605
Cyg. Disdure 1,892 0,153 1,470 0,030 0,009 1,705 0,158 0,215
C, Diséure 0,065 0,012 0,055 0,003 0,237 0,064 0,006 0,983
Cy, Diséure 0,041 0,002 0,050 0,007 0,095 0,049 0,005 0,056
Cy4 Diséure 0,047 0,004 0,041 0,006 0,278 0,040 0,006 0,197
2-OH-Séuren 1,551 0,064 1,657 0,209 0,447 1,500 0,117 0,547
Cy 2-OH Saure 0,031 0,012 0,022 0,007 0,340 0,020 0,005 0,237
Cy, 2-OH Saure 0,212 0,007 0,300 0,033 0.011 0,270 0,020 0.009
Cy4 2-OH Séure 0,922 0,034 0,954 0,123 0,681 0,879 0,070 0,391
Cy4.1 2-OH Séure 0,249 0,007 0,290 0,036 0,124 0,248 0,018 0,935
Cy 2-OH Séure 0,137 0,006 0,090 0,011 0,003 0,082 0,007 0,000

Gesamt 10,628 0,643 9,120 0,011 0,015 9,810 0,837 0,251
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Abbildung 49: Zusammensetzung des Wurzelsuberins von kcs08, kcsll, kcsl6 und kes21 im Vergleich zum
Wildtyp

Die Wurzeln zehn Tage alter Pflanzen wurden mittels BF3/MeOH umgeestert und der Uberstand mit
GC/FID aufgetrennt. Die absolute Zusammensetzung des Suberins der T-DNA Insertionsmutanten kcs08,
kesll, kesle und kes2l ist jeweils der des Wildtyps gegeniibergestellt. Dargestellt wird jeweils der
arithmetische Mittelwert (+/- Standardabweichung) aus vier Parallelen, jede Parallele reprisentiert ca. 2
mg getrocknetes, vereinigtes Wurzelmaterial.

Gelber Stern: Signifikanzniveau > 99%:; roter Stern: Signifikanzniveau > 95%
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Tabelle 21 Absolute Verteilung von Suberinmonomeren aus Wurzeln zehn Tage alter kcsO8- Pflanzen im
Vergleich zum Wildtyp.

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die
Standardabweichung vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test
wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind
unterstrichen.

Wildtyp kcs08 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 1,941 0,291 2,052 0,043 0,646
Cis Sdure 0,354 0,014 0,309 0,057 0,255
C; Séure 0,053 0,017 0,031 0,007 0,201
Cis. Séure 0,103 0,017 0,039 0,006 0.016
Cz. Séure 0,137 0,034 0,036 0,015 0.031
Cy Séure 0,137 0,022 0,166 0,004 0,172
C,, Séure 0,836 0,204 1,041 0,048 0,276
C,,4 Séure 0,321 0,083 0,430 0,002 0,175
Alkohole 0,379 0,153 0,410 0,027 0,803
Cis Alkohol 0,104 0,058 0,065 0,002 0,436
C, Alkohol 0,206 0,057 0,283 0,022 0,181
C,, Alkohol 0,069 0,040 0,062 0,007 0,848
®-OH Siiuren 3,210 0,706 3,732 0,182 0,401
C,s ®-OH Séure 0,313 0,029 0,338 0,043 0,485
C.s ®-OH Séure 0,102 0,085 0,068 0,025 0,637
Cis1 ©-OH Séure 1,701 0,356 2,048 0,147 0,298
Cz, ©-OH Séure 0,213 0,056 0,237 0,004 0,615
Cy ©-OH Séure 0,131 0,050 0,129 0,013 0,964
C ©-OH Séure 0,575 0,107 0,696 0,028 0,232
C, ©-OH Séure 0,175 0,035 0,216 0,014 0,236
Diséuren 2,351 0,463 2,766 0,202 0,334
Cys Disdure 0,525 0,078 0,575 0,075 0,528
C; Diséure 0,179 0,073 0,193 0,020 0,815
Cis. Diséure 1,433 0,225 1,755 0,072 0,158
C, Diséure 0,069 0,032 0,058 0,013 0,691
C,, Disdure 0,100 0,042 0,130 0,024 0,450
C,, Diséure 0,045 0,018 0,055 0,001 0,505
2-OH-Séuren 0,486 0,131 0,199 0,001 0,060
Cy 2-OH Séure 0,031 0,052 0,038 0,005 0,872
C,, 2-OH Séure 0,080 0,037 0,003 0,004 0,067
C,, 2-OH Séure 0,246 0,023 0,094 0,002 0.003
C,41 2-OH Sédure 0,081 0,015 0,040 0,004 0.039
Cy 2-OH Séure 0,048 0,005 0,025 0,004 0.011

Gesamt 8,367 1,742 9,159 0,401 0,590
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Tabelle 22 Absolute Verteilung von Suberinmonomeren aus Wurzeln zehn Tage alter kcsll- Pflanzen im
Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die
Standardabweichung vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test
wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind
unterstrichen.

Wildtyp kcsll t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 1,941 0,291 2,942 0,329 0,017
Cis Sdure 0,354 0,014 0,445 0,035 0,014
Cs Séure 0,053 0,017 0,074 0,051 0,546
Cis. Séure 0,103 0,017 0,137 0,122 0,659
Cz. Séure 0,137 0,034 0,117 0,072 0,685
Cy Séure 0,137 0,022 0,215 0,019 0,009
C,, Séure 0,836 0,204 1,315 0,062 0.018
C,,4 Séure 0,321 0,083 0,640 0,022 0,003
Alkohole 0,379 0,153 0,474 0,124 0,447
Cis Alkohol 0,104 0,058 0,077 0,010 0,472
C, Alkohol 0,206 0,057 0,346 0,161 0,229
C,, Alkohol 0,069 0,040 0,051 0,030 0,581
®-OH Siiuren 3,210 0,706 2,696 1,724 0,658
C,s ®-OH Séure 0,313 0,029 0,208 0,121 0,219
C.s ®-OH Séure 0,102 0,085 0,050 0,016 0,360
Ciz1 ®-OH Séure 1,701 0,356 1,423 0,952 0,661
Cz, ©-OH Séure 0,213 0,056 0,181 0,160 0,759
Cy ©-OH Séure 0,131 0,050 0,100 0,053 0,491
C ©-OH Séure 0,575 0,107 0,537 0,317 0,856
C, ©-OH Séure 0,175 0,035 0,196 0,114 0,777
Diséuren 2,351 0,463 3,690 0,311 0.014
Ci¢ Disdure 0,525 0,078 0,715 0,100 0,060
C; Diséure 0,179 0,073 0,243 0,020 0,212
Cis. Diséure 1,433 0,225 2,459 0,232 0.005
C, Diséure 0,069 0,032 0,080 0,015 0,635
C,, Disdure 0,100 0,042 0,138 0,009 0,211
C,, Diséure 0,045 0,018 0,055 0,039 0,711
2-OH-Séuren 0,486 0,131 0,333 0,226 0,368
Cy 2-OH Séure 0,031 0,052 0,013 0,020 0,588
C,, 2-OH Séure 0,080 0,037 0,040 0,050 0,333
C,, 2-OH Séure 0,246 0,023 0,189 0,115 0,448
C,4.1 2-OH Sédure 0,081 0,015 0,057 0,035 0,339
Cy 2-OH Séure 0,048 0,005 0,035 0,018 0,269

Gesamt 8,367 1,742 10,136 1,642 0,270
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Tabelle 23 Absolute Verteilung von Suberinmonomeren aus Wurzeln zehn Tage alter kcsl6- Pflanzen im
Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die
Standardabweichung vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test
wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind
unterstrichen.

Wildtyp kcsl6 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 1,941 0,291 2,454 0,175 0,118
Cs Séure 0,354 0,014 0,382 0,012 0,104
C; Séure 0,053 0,017 0,035 0,001 0,258
Cis. Séure 0,103 0,017 0,052 0,001 0,027
Cz. Séure 0,137 0,034 0,069 0,010 0,077
Cy Sdure 0,137 0,022 0,186 0,016 0,073
C,, Séure 0,836 0,204 1,201 0,095 0,107
C,,4 Séure 0,321 0,083 0,530 0,042 0.050
Alkohole 0,379 0,153 0,554 0,030 0,224
Cis Alkohol 0,104 0,058 0,077 0,008 0,581
C, Alkohol 0,206 0,057 0,401 0,053 0.031
C,, Alkohol 0,069 0,040 0,076 0,015 0,831
®-OH Siiuren 3,210 0,706 4,138 0,646 0,235
Cis ®-OH Saure 0,313 0,029 0,331 0,053 0,636
C.s ®-OH Séure 0,102 0,085 0,069 0,010 0,639
Cis1 ©-OH Séure 1,701 0,356 2,303 0,374 0,166
Cz, ©-OH Séure 0,213 0,056 0,272 0,064 0,357
C, ®-OH Saure 0,131 0,050 0,147 0,015 0,710
C ©-OH Séure 0,575 0,107 0,759 0,087 0,140
C, ©-OH Séure 0,175 0,035 0,257 0,042 0,097
Diséuren 2,351 0,463 3,570 0,117 0.040
Cys Disdure 0,525 0,078 0,713 0,003 0,048
C,; Diséure 0,179 0,073 0,238 0,023 0,367
Cis. Diséure 1,433 0,225 2,357 0,071 0,013
C, Diséure 0,069 0,032 0,066 0,009 0,900
C,, Disdure 0,100 0,042 0,131 0,007 0,407
C,, Diséure 0,045 0,018 0,065 0,005 0,232
2-OH-Séuren 0,486 0,131 0,411 0,036 0,502
Cy 2-OH Séure 0,031 0,052 0,034 0,001 0,941
C,, 2-OH Séure 0,080 0,037 0,062 0,003 0,560
C,, 2-OH Séure 0,246 0,023 0,205 0,021 0,136
C,4.1 2-OH Sédure 0,081 0,015 0,070 0,007 0,451
Cy 2-OH Séure 0,048 0,005 0,039 0,004 0,102

Gesamt 8,367 1,742 11,126 0,944 0,141
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Tabelle 24 Absolute Verteilung von Suberinmonomeren aus Wurzeln zehn Tage alter kcs21- Pflanzen im
Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die
Standardabweichung vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test
wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind
unterstrichen.

Wildtyp kcs21 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 1,941 0,291 2,097 0,124 0,441
Cis Sdure 0,354 0,014 0,385 0,021 0,095
C; Séure 0,053 0,017 0,057 0,019 0,829
Cis. Séure 0,103 0,017 0,071 0,033 0,213
Cz. Séure 0,137 0,034 0,054 0,029 0.031
Cy Séure 0,137 0,022 0,185 0,041 0,143
C,, Séure 0,836 0,204 0,966 0,030 0,338
C,,4 Séure 0,321 0,083 0,380 0,051 0,352
Alkohole 0,379 0,153 0,477 0,044 0,342
Cis Alkohol 0,104 0,058 0,058 0,038 0,318
C, Alkohol 0,206 0,057 0,384 0,025 0.008
C,, Alkohol 0,069 0,040 0,036 0,028 0,311
®-OH Siiuren 3,210 0,706 1,792 1,761 0,265
Cis ®-OH Saure 0,313 0,029 0,185 0,200 0,333
C.s ®-OH Séure 0,102 0,085 0,038 0,026 0,281
Cis1 ©-OH Séure 1,701 0,356 0,899 0,933 0,236
Cz, ©-OH Séure 0,213 0,056 0,111 0,112 0,234
C, ®-OH Saure 0,131 0,050 0,090 0,084 0,500
C ©-OH Séure 0,575 0,107 0,369 0,337 0,372
C, ©-OH Séure 0,175 0,035 0,101 0,085 0,234
Diséuren 2,351 0,463 2,626 0,096 0,371
Cys Disdure 0,525 0,078 0,503 0,048 0,698
C; Diséure 0,179 0,073 0,171 0,027 0,871
Cis. Diséure 1,433 0,225 1,762 0,089 0,078
C, Diséure 0,069 0,032 0,068 0,018 0,938
C,, Disdure 0,100 0,042 0,087 0,024 0,655
C,, Diséure 0,045 0,018 0,036 0,013 0,511
2-OH-Séuren 0,486 0,131 0,448 0,359 0,870
Cy 2-OH Séure 0,031 0,052 0,000 0,000 0,353
C,, 2-OH Séure 0,080 0,037 0,100 0,077 0,708
C,, 2-OH Séure 0,246 0,023 0,227 0,186 0,871
C,4.1 2-OH Sédure 0,081 0,015 0,079 0,058 0,958
Cy 2-OH Séure 0,048 0,005 0,042 0,038 0,786

Gesamt 8,367 1,742 7,441 2,071 0,585
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8.10.3 Analyse von Arabidopsis- Samenlipide

Tabelle 25: Absolute Verteilung der Samenlipiden aus kcs04-, 35S::KCS04- und 35S::KCS04-kcs04- Samen im Vergleich zum Wildtyp
MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der
Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcsD4 t-Test 35S::KCS04 t-Test 35S::KCS04-kcs04 t-Test

MW STABW MW STABW MW STABW MW STABW
Monomere pg/mg ng/mg a=0,05 png/mg a=0,05 png/mg a=0,05
Séduren 178,011 11,288 153,418 7,352 0,077 240,567 13,026 0,003 215,984 6,931 0,008
Cy¢ Séure 14,196 1,132 10,944 0,309 0,032 19,139 0,984 0,005 16,375 2,047 0,182
Cig Séure 5,448 0,607 4,414 0,420 0,132 7,491 0,375 0,008 6,873 0,782 0,067
Cig. Sdure 29,464 2,029 26,300 2,190 0,195 38,105 2,535 0,010 35,274 1,058 0,012
Cis., Sdure 83,523 5,083 71,577 2,288 0,057 115,050 5,419 0.002 101,500 3,692 0,008
Cyo Séure 3,662 0,271 3,438 0,383 0,489 4,750 0,243 0,007 4,640 0,078 0.004
Cyo.1 Sdure 32,314 2,552 29,694 1,552 0,295 45,717 3,073 0.004 41,318 0,399 0.004
Cyo2 Sdure 3,722 0,274 3,079 0,159 0,062 4,383 0,387 0,073 4,271 0,063 0.028
Cy, Séure 0,696 0,010 0,262 0,332 0,089 0,800 0,043 0.015 0,807 0,211 0,415
Cyy.1 Sdure 2,963 0,165 2,594 0,258 0,138 3,475 0,223 0,033 3,569 0,374 0,062
Cy., Sdure 1,103 0,037 0,578 0,403 0,091 0,637 0,033 0,000 0,577 0,037 0,000
Cy4 Séure 0,456 0,011 0,314 0,031 0,004 0,509 0,024 0,028 0,386 0,023 0,009
Cy4.1 Sdure 0,464 0,101 0,224 0,008 0,050 0,513 0,074 0,539 0,394 0,073 0,385
Alkohole 0,690 0,071 0,469 0,141 0,094 0,772 0,091 0,283 0,772 0,150 0,439
C,g Alkohol 0,232 0,014 0,164 0,034 0,050 0,242 0,040 0,690 0,244 0,046 0,668
Cy Alkohol 0,257 0,023 0,222 0,047 0,330 0,331 0,103 0,287 0,335 0,045 0,056
Cy, Alkohol 0,202 0,047 0,083 0,060 0,087 0,199 0,021 0,927 0,193 0,060 0,853
®-OH-Séiuren 0,527 0,108 0,176 0,189 0,071 0,522 0,092 0,951 0,626 0,277 0,592
Cy ©-OH Séure 0,158 0,065 0,041 0,051 0,127 0,140 0,053 0,729 0,163 0,065 0,929
Cy4 ©-OH Séure 0,369 0,042 0,134 0,138 0,060 0,382 0,040 0,727 0,463 0,212 0,491
o,0-Disiduren 0,356 0,067 0,642 0,351 0,233 0,364 0,035 0,866 0,523 0,010 0,013
Cis.1 Disdure 0,094 0,019 0,294 0,218 0,182 0,127 0,012 0,062 0,168 0,040 0,045
Cy4 Diséure 0,262 0,048 0,347 0,132 0,357 0,237 0,029 0,478 0,355 0,043 0,067
2-OH-Séuren 0,712 0,311 0,310 0,215 0,218 0,596 0,033 0,557 0,677 0,170 0,872
Cy4 2-OH Séure 0,358 0,117 0,157 0,117 0,156 0,331 0,035 0,722 0,342 0,072 0,845
Cy4:2 2-OH Séure 0,202 0,090 0,091 0,077 0,253 0,169 0,031 0,579 0,187 0,028 0,796
Cy6,-OH Séure 0,152 0,108 0,061 0,022 0,348 0,096 0,033 0,441 0,148 0,077 0,964

Gesamt 180,296 10,849 155,015 7,546 0,068 242,821 12,945 0,003 218,582 7,378 0,007
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Tabelle 26: Absolute Verteilung der Samenlipiden aus kcs04-, 35S::KCS04- und 35S::KCS04-kcs04- Samen im Vergleich zum Wildtyp
MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der
Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcsD4 t-Test 35S::KCS04 (wt4) t-Test 358::KCS04-kcs04 (mé6) t-Test

MW STABW MW STABW MW STABW MW STABW
Monomere pg/mg pg/mg a=0,05 pg/mg a=0,05 pg/mg a=(0,05
Séduren 238,143 19,149 198,298 64,327 0,362 214,820 64,396 0,580 231,619 22,859 0,724
Ci6 Séure 17,949 1,419 14,557 4,755 0,302 16,152 5,228 0,596 17,263 0,396 0,465
C,g Séure 6,856 0,711 5,182 1,647 0,181 6,176 1,594 0,537 6,036 0,015 0,117
Cig.1 Sdure 28,911 0,926 27,080 7,428 0,693 22,056 5,222 0,089 22,529 11,717 0,400
Cis, Sdure 123,060 10,333 99,902 34,390 0,327 110,007 35,169 0,571 121,496 9,207 0,854
Cyo Séure 4,387 0,418 3,831 1,234 0,501 4,391 1,238 0,996 4,555 0,139 0,544
Cyo.1 Sdure 46,238 4,088 39,502 12,814 0,435 44,511 13,069 0,838 49,525 1,008 0,248
Cy2 Sdure 4,647 0,441 3,648 1,027 0,196 5,171 1,198 0,516 4,482 0,368 0,644
Cy, Séure 0,650 0,074 0,458 0,323 0,373 0,656 0,173 0,958 0,646 0,012 0,934
Cyy.1 Séure 2,779 1,571 2,047 1,813 0,625 4,322 1,334 0,265 4,136 0,188 0,212
Cyy., Séure 1,699 2,407 1,540 2,191 0,937 0,350 0,068 0,387 0,323 0,041 0,378
Cy4 Séure 0,455 0,083 0,277 0,058 0,038 0,520 0,113 0,463 0,306 0,019 0,039
Cy4.1 Sdure 0,511 0,094 0,276 0,061 0,022 0,508 0,109 0,969 0,320 0,010 0.025
Alkohole 0,517 0,141 0,439 0,081 0,454 0,560 0,027 0,627 0,457 0,052 0,529
C,5 Alkohol 0,080 0,047 0,056 0,024 0,480 0,080 0,008 0,996 0,064 0,022 0,632
Cy Alkohol 0,279 0,023 0,272 0,026 0,749 0,319 0,014 0,059 0,279 0,030 0,991
Cy, Alkohol 0,158 0,088 0,111 0,044 0,455 0,161 0,012 0,950 0,113 0,051 0,493
®-OH-Séiuren 0,583 0,358 0,524 0,258 0,827 0,703 0,076 0,599 0,546 0,249 0,891
Cis.; ®-OH-Séure 0,082 0,053 0,126 0,110 0,565 0,090 0,004 0,794 0,071 0,045 0,815
Cy, ©-OH-Saure 0,142 0,098 0,095 0,039 0,483 0,158 0,010 0,794 0,137 0,010 0,941
Cy4 ©-OH-Séaure 0,360 0,209 0,303 0,127 0,710 0,456 0,089 0,506 0,338 0,194 0,899
a,0-Disiduren 0,663 0,236 0,684 0,246 0,919 0,833 0,217 0,411 0,755 0,281 0,687
Cig.1 Disdure 0,254 0,189 0,390 0,217 0,460 0,381 0,225 0,495 0,342 0,254 0,658
Cy4 Diséure 0,408 0,052 0,294 0,032 0.032 0,451 0,011 0,236 0,413 0,027 0,899
2-OH Séuren 0,814 0,410 0,806 0,034 0,973 1,048 0,030 0,379 0,681 0,340 0,687
C,5 2-OH-Séure 0,194 0,106 0,238 0,030 0,528 0,226 0,043 0,648 0,180 0,086 0,868
Cy 2-OH-Séure 0,133 0,071 0,159 0,011 0,569 0,202 0,068 0,294 0,164 0,088 0,662
Cy4 2-OH-Séure 0,288 0,169 0,245 0,010 0,683 0,383 0,014 0,390 0,201 0,130 0,520
Cy42 2-OH-Sédure 0,199 0,081 0,163 0,017 0,502 0,238 0,026 0,476 0,136 0,036 0,288

Gesamt 240,719 20,159 200,750 64,768 0,365 217,965 64,622 0,592 234,057 23,711 0,730
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Abbildung 50: Zusammensetzung der Samenlipide aus kcs08-, kcs11-, kcs16- und kcs21- Samen im Vergleich zum
Wildtyp.

Die getrockneten Samen wurden mit methanolischer Salzsiure umgeestert. Nach Derivatisierung wurden die
Bestandteile mittels GC-FID aufgetrennt. Dargestellt ist jeweils der arithmetische Mittelwert (+/-
Standardabweichung) aus drei Parallelen, jede Parallele reprisentiert ca. 2 mg zusammengefasste Samen.

Die absolute Zusammensetzung der Gesamtsamenlipide der T-DNA Insertionsmutanten kcs08, kcsll, kcsl6 und
kcs21 ist jeweils der des Wildtyps gegeniibergestellt.

Roter Stern: Signifikanzniveau > 95%; gelber Stern: Signifikanzniveau > 99%
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Tabelle 27 Absolute Verteilung der Samenlipiden aus kcs08- Samen im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcs08 t-Test

MW STABW MW STABW
Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 226,405 12,844 261,712 48,194 2,263
Cis Sdure 17,717 0,682 20,302 4,158 0,348
C; Séure 6,422 0,160 8,934 1,535 0,048
Cis. Séure 28,096 2,278 26,987 6,659 0,798
Cz. Séure 118,427 6,982 134,236 23,125 0,320
Cy Sdure 4,268 0,080 6,226 0,999 0,028
Cy. Séure 3,167 0,193 3,925 0,816 0,193
Cy2 Séure 42,365 2,205 53,783 10,007 0,126
C,, Séure 0,640 0,007 0,877 0,084 0,008
Cy. Sdure 3,799 0,082 4,624 0,693 0,110
Cy., Sdure 0,451 0,025 0,477 0,014 0,181
C,,4 Séure 0,517 0,090 0,673 0,055 0,063
C,4y Sdure 0,536 0,059 0,668 0,049 0,041
Alkohol 0,549 0,042 0,781 0,195 0,452
C,s Alkohol 0,080 0,005 0,160 0,044 0.036
C,y Alkohol 0,282 0,016 0,320 0,052 0,291
C», Alkohol 0,187 0,021 0,301 0,099 0,125
®-OH-Séiuren 0,213 0,049 0,277 0,097 0,525
C, ©-OH Séure 0,153 0,018 0,240 0,058 0,068
C, ©-OH Séure 0,060 0,031 0,037 0,038 0,457
Diséuren 0,494 0,108 0,782 0,227 0,205
Cig.1 Disdure 0,111 0,073 0,307 0,190 0,169
Cy4 Disdure 0,384 0,035 0,475 0,037 0.036
2-OH-Sduren 0,688 0,139 0,977 0,363 1,099
Cy4 2-OH Séure 0,401 0,056 0,577 0,163 0,152
C4:22-OH Séure 0,234 0,037 0,323 0,117 0,282
Cy6 2-OH Séure 0,053 0,046 0,078 0,082 0,665

Gesamt 228,349 7,489 264,529 45,053 4,544
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Tabelle 28 Absolute Verteilung der Samenlipiden aus kcs11- Samen im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kecsll t-Test

MW STABW MW STABW
Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 226,405 12,844 249,972 27,384 4,039
Cs Séure 17,717 0,682 19,855 1,994 0,154
C; Séure 6,422 0,160 8,499 0,991 0,023
Cis. Séure 28,096 2,278 26,531 5,362 0,666
Cz. Séure 118,427 6,982 129,039 11,140 0,235
Cy Sdure 4,268 0,080 5,468 0,579 0,024
Cy. Séure 3,167 0,193 2,609 2,018 0,658
Cy2 Séure 42,365 2,205 51,613 4,739 0,037
C,, Séure 0,640 0,007 0,733 0,113 0,228
Cy. Sdure 3,799 0,082 4,168 0,353 0,153
Cy., Sdure 0,451 0,025 0,410 0,039 0,207
C,,4 Séure 0,517 0,090 0,523 0,039 0,921
C,4y Sdure 0,536 0,059 0,523 0,015 0,734
Alkohol 0,549 0,042 0,665 0,083 0,495
C,s Alkohol 0,080 0,005 0,119 0,003 0.000
C,y Alkohol 0,282 0,016 0,309 0,051 0,425
C», Alkohol 0,187 0,021 0,238 0,028 0.070
®-OH-Séauren 0,213 0,049 0,254 0,071 0,487
C, ©-OH Séure 0,153 0,018 0,216 0,051 0,112
C, ©-OH Séure 0,060 0,031 0,038 0,021 0,376
Diséuren 0,494 0,108 0,643 0,028 0,243
Cig.1 Disdure 0,111 0,073 0,172 0,013 0,227
Cy4 Disdure 0,384 0,035 0,471 0,016 0.016
2-OH-Sduren 0,688 0,139 0,731 0,081 1,689
Cy4 2-OH Séure 0,401 0,056 0,463 0,047 0,214
C4:22-OH Séure 0,234 0,037 0,227 0,021 0,785
Cy6 2-OH Séure 0,053 0,046 0,041 0,013 0,690

Gesamt 228,349 7,489 252,266 24,009 6,954
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Tabelle 29: Absolute Verteilung der Samenlipiden aus kcs16- Samen im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcsl6 t-Test

MW STABW MW STABW
Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 255,217 29,372 300,991 28,444 4,770
Cis Sdure 20,924 2,168 22,589 1,058 0,298
C; Séure 7,917 0,630 10,697 1,201 0.024
Cis. Séure 28,150 3,871 28,044 2,371 0,970
Cz. Séure 133,580 15,869 155,333 12,641 0,137
Cy Sdure 5,474 0,353 7,268 0,793 0,023
Cy. Séure 4,644 0,429 5,118 0,558 0,308
Cy2 Séure 46,946 5,119 63,196 8,088 0,042
C,, Séure 0,916 0,072 0,784 0,651 0,745
C,,, Séure 4,627 0,316 5,774 0,660 0,053
Cy., Sdure 0,603 0,118 0,602 0,137 0,992
C,, Sdure 0,687 0,142 0,782 0,093 0,387
C,4y Sdure 0,748 0,285 0,804 0,190 0,792
Alkohol 0,887 0,403 0,706 0,499 2,202
C,s Alkohol 0,139 0,086 0,103 0,152 0,740
C,y Alkohol 0,423 0,112 0,415 0,059 0,923
C», Alkohol 0,325 0,205 0,188 0,288 0,540
®-OH-Séiuren 0,486 0,464 0,329 0,497 1,037
C, ©-OH Séure 0,371 0,313 0,136 0,221 0,348
C,; ®-OH Saure 0,115 0,151 0,193 0,276 0,689
Diséuren 0,824 0,271 0,762 0,170 1,418
Cig.1 Disdure 0,243 0,108 0,255 0,058 0,869
Cy4 Disdure 0,581 0,163 0,507 0,112 0,548
2-OH-Séuren 1,277 0,859 0,922 0,913 2,184
Cy4 2-OH Séure 0,684 0,345 0,419 0,507 0,496
C4:22-OH Séure 0,425 0,274 0,340 0,246 0,709
Cy6 2-OH Séure 0,168 0,240 0,164 0,160 0,979

Gesamt 27,261 31,370 181,277 30,523 11,610
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Tabelle 30: Absolute Verteilung der Samenlipiden aus kcs21- Samen im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcs21 t-Test

MW STABW MW STABW
Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 255,217 29,372 322,183 10,856 1,516
Cis Sdure 20,924 2,168 24,938 0,927 0,042
C; Séure 7,917 0,630 12,440 0,318 0.000
Cis. Séure 28,150 3,871 33,321 2,902 0,138
Cz. Séure 133,580 15,869 162,308 3,432 0,037
Cy Séure 5,474 0,353 8,288 0,431 0,001
Cy. Séure 4,644 0,429 5,207 0,426 0,182
Cy2 Séure 46,946 5,119 67,053 2,067 0,003
C,, Séure 0,916 0,072 1,195 0,042 0,004
C,,, Séure 4,627 0,316 5,579 0,105 0,008
Cy., Sdure 0,603 0,118 0,419 0,096 0,104
C,,4 Séure 0,687 0,142 0,774 0,042 0,364
C,4y Sdure 0,748 0,285 0,661 0,068 0,632
Alkohol 0,887 0,403 0,473 0,261 0,675
C,s Alkohol 0,139 0,086 0,060 0,079 0,305
C,y Alkohol 0,423 0,112 0,305 0,043 0,166
C», Alkohol 0,325 0,205 0,108 0,139 0,203
®-OH-Séiuren 0,486 0,464 0,106 0,137 0,554
C, ©-OH Séure 0,371 0,313 0,086 0,130 0,220
C,; ®-OH Saure 0,115 0,151 0,019 0,007 0,335
Diséuren 0,824 0,271 0,530 0,212 0,821
Cig.1 Disdure 0,243 0,108 0,214 0,011 0,670
Cy4 Disdure 0,581 0,163 0,316 0,202 0,151
2-OH-Séuren 1,277 0,859 0,531 0,329 0,893
Cy4 2-OH Séure 0,684 0,345 0,259 0,240 0,155
C4:22-OH Séure 0,425 0,274 0,214 0,064 0,264
Cy6 2-OH Séure 0,168 0,240 0,059 0,025 0,475

Gesamt 27,261 31,370 166,994 11,795 4,458
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8.10.4 Analyse des Cutins von Arabidopsis-Blittern
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Abbildung 51: Zusammensetzung des Blattcutins von kcs08, kcsll, kes16 und kes21 im Vergleich zum Wildtyp

Die totalextrahierten Blitter fiinf Wochen alter Pflanzen wurden mittels methanolischer Salzsiure umgeestert
und der Uberstand mit GC/FID aufgetrennt. Die absolute Zusammensetzung des Cutins der T-DNA
Insertionsmutanten kcs08, kcsll, kesl6 und kes21 ist jeweils der des Wildtyps gegeniibergestellt. Dargestellt wird

der arithmetische Mittelwert (+/- Standardabweichung) aus
Blitter.

vier Parallelen, jede Parallele reprisentiert 12
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Tabelle 31: Absolute Verteilung der Cutinmonomeren aus kcs08- Bléttern im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcs08 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 24,580 17,225 9,696 7,024 0,161
Ci6 Séure 17,955 13,142 6,517 5,509 0,160
Ci7 Séure 0,178 0,161 0,068 0,057 0,243
Cig Séure 1,317 0,923 0,489 0,414 0,153
Cis:1 Séure 0,595 0,460 0,133 0,088 0,096
Cig:2 Sdure 2,294 1,317 1,376 0,450 0,235
Cyo Sédure 0,559 0,495 0,205 0,155 0,221
Cy, Sédure 0,574 0,514 0,268 0,120 0,291
Ca3 Sédure 0,400 0,461 0,116 0,073 0,269
Co4 Séure 0,708 0,103 0,524 0,199 0,152
Alkohole 0,200 0,033 0,182 0,061 0,622
Cy6 Alkohol 0,092 0,051 0,064 0,022 0,357
Cas Alkohol 0,108 0,024 0,118 0,040 0,695
Diséduren 3,271 3,220 0,966 0,386 0,205
Ci6 Disdure 0,715 0,669 0,321 0,031 0,284
Cig Diséure 0,382 0,485 0,076 0,049 0,255
Cis:1 Disdure 0,536 0,611 0,118 0,069 0,223
Cig:2 Disdure 1,639 1,468 0,451 0,257 0,162
2-OH-Séuren 1,845 1,552 0,989 0,100 0,313
Ci6 2-OH-Séure 0,185 0,252 0,046 0,027 0,317
Cy 2-OH-Séure 0,371 0,477 0,077 0,049 0,267
Cx 2-OH-Séure 0,200 0,212 0,084 0,010 0,318
Cy3 2-OH-Séure 0,076 0,103 0,030 0,005 0,405
Cy4 2-OH-Séure 0,698 0,323 0,512 0,062 0,300
Ca4:1 2-OH Séure 0,228 0,187 0,144 0,047 0,414
Cys5 2-OH-Séure 0,044 0,015 0,039 0,003 0,526
Cy6 2-OH-Séure 0,044 0,016 0,057 0,014 0,260

Gesamt 29,896 21,945 11,833 7,464 0,170
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Tabelle 32: Absolute Verteilung der Cutinmonomeren aus kcsll- Blittern im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcsll t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 24,580 17,225 13,515 7,244 0,281
Ci6 Séure 17,955 13,142 8,151 4,376 0,207
Ci7 Séure 0,178 0,161 0,093 0,052 0,350
Cig Séure 1,317 0,923 0,526 0,324 0,157
Cis:1 Séure 0,595 0,460 0,242 0,150 0,195
Cig:2 Sdure 2,294 1,317 3,084 2,879 0,635
Cyo Sédure 0,559 0,495 0,249 0,137 0,273
Cy Séure 0,574 0,514 0,415 0,281 0,608
Ca3 Sédure 0,400 0,461 0,218 0,195 0,494
Co4 Séure 0,708 0,103 0,536 0,126 0,079
Alkohole 0,200 0,033 0,228 0,072 0,508
Cy6 Alkohol 0,092 0,051 0,104 0,070 0,782
Cas Alkohol 0,108 0,024 0,124 0,030 0,462
Diséduren 3,271 3,220 3,752 4,261 0,863
Ci6 Disdure 0,715 0,669 0,873 1,108 0,815
Cig Diséure 0,382 0,485 0,192 0,193 0,494
Cis:1 Disdure 0,536 0,611 0,462 0,492 0,856
Cig:2 Disdure 1,639 1,468 2,226 2,473 0,697
2-OH-Séuren 1,845 1,552 2,217 2,431 0,805
Ci6 2-OH-Séure 0,185 0,252 0,170 0,217 0,931
Cy 2-OH-Séure 0,371 0,477 0,182 0,175 0,485
Cx 2-OH-Séure 0,200 0,212 0,258 0,348 0,784
Cy3 2-OH-Séure 0,076 0,103 0,095 0,134 0,829
Cy4 2-OH-Séure 0,698 0,323 0,936 0,863 0,624
Ca4:1 2-OH Séure 0,228 0,187 0,421 0,583 0,553
Cys5 2-OH-Séure 0,044 0,015 0,069 0,059 0,442
Cy6 2-OH-Séure 0,044 0,016 0,087 0,059 0,208

Gesamt 29,896 21,945 19,713 12,986 0,455
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Tabelle 33: Absolute Verteilung der Cutinmonomeren aus kcsl6- Bléittern im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcsl6 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 24,580 17,225 11,409 9,545 0,230
Ci6 Sdure 17,955 13,142 7,771 7,093 0,222
Ci7 Séure 0,178 0,161 0,076 0,070 0,286
Cig Séure 1,317 0,923 0,571 0,565 0,217
Cis:1 Séure 0,595 0,460 0,210 0,179 0,169
Cig:2 Sdure 2,294 1,317 1,631 1,161 0,479
Cyo Sédure 0,559 0,495 0,219 0,187 0,246
Cy Séure 0,574 0,514 0,318 0,230 0,400
Ca3 Sédure 0,400 0,461 0,103 0,079 0,250
Co4 Séure 0,708 0,103 0,512 0,247 0,193
Alkohole 0,200 0,033 0,170 0,035 0,257
Cy6 Alkohol 0,092 0,051 0,061 0,012 0,291
Cas Alkohol 0,108 0,024 0,109 0,023 0,992
Diséduren 3,271 3,220 1,183 1,012 0,262
Ci6 Disdure 0,715 0,669 0,340 0,124 0,312
Cig Diséure 0,382 0,485 0,048 0,070 0,221
Cis:1 Disdure 0,536 0,611 0,178 0,180 0,304
Cig:2 Disdure 1,639 1,468 0,617 0,667 0,252
2-OH-Séuren 1,845 1,552 0,935 0,311 0,294
Ci6 2-OH-Séure 0,185 0,252 0,048 0,037 0,325
Cy 2-OH-Séure 0,371 0,477 0,089 0,080 0,289
Cx 2-OH-Séure 0,200 0,212 0,081 0,027 0,308
Cy3 2-OH-Séure 0,076 0,103 0,027 0,015 0,382
Cy4 2-OH-Séure 0,698 0,323 0,484 0,125 0,263
Ca4:1 2-OH Séure 0,228 0,187 0,121 0,027 0,300
Cys5 2-OH-Séure 0,044 0,015 0,037 0,010 0,452
Cy6 2-OH-Séure 0,044 0,016 0,048 0,005 0,658

Gesamt 29,896 21,945 13,697 10,754 0,233




Anhang 129

Tabelle 34: Absolute Verteilung der Cutinmonomeren aus kcs21- Bléttern im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcs21 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 24,580 17,225 10,819 9,352 0,210
Ci6 Séure 17,955 13,142 7,125 6,689 0,192
Ci7 Séure 0,178 0,161 0,070 0,062 0,254
Cig Séure 1,317 0,923 0,553 0,520 0,199
Cis:1 Séure 0,595 0,460 0,220 0,190 0,182
Cig:2 Sdure 2,294 1,317 1,672 1,196 0,511
Cyo Sédure 0,559 0,495 0,239 0,197 0,275
Cy, Sédure 0,574 0,514 0,322 0,216 0,402
Ca3 Sédure 0,400 0,461 0,095 0,067 0,238
Co4 Séure 0,708 0,103 0,523 0,271 0,250
Alkohole 0,200 0,033 0,154 0,050 0,181
Cy6 Alkohol 0,092 0,051 0,055 0,018 0,220
Cas Alkohol 0,108 0,024 0,100 0,032 0,686
Diséduren 3,271 3,220 1,140 0,678 0,243
Ci6 Disdure 0,715 0,669 0,317 0,085 0,282
Cig Diséure 0,382 0,485 0,066 0,050 0,243
Cis:1 Disdure 0,536 0,611 0,178 0,127 0,295
Cig:2 Disdure 1,639 1,468 0,579 0,437 0,216
2-OH-Séuren 1,845 1,552 0,948 0,230 0,296
Ci6 2-OH-Séure 0,185 0,252 0,050 0,030 0,330
Cy 2-OH-Séure 0,371 0,477 0,075 0,068 0,265
Cx 2-OH-Séure 0,200 0,212 0,093 0,026 0,355
Cy3 2-OH-Séure 0,076 0,103 0,017 0,006 0,297
Cy4 2-OH-Séure 0,698 0,323 0,505 0,082 0,290
Ca4:1 2-OH Séure 0,228 0,187 0,131 0,043 0,348
Cys5 2-OH-Séure 0,044 0,015 0,035 0,005 0,323
Cy6 2-OH-Séure 0,044 0,016 0,043 0,015 0,947

Gesamt 29,896 21,945 13,061 10,026 0,212
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8.10.5 Analyse des Wachses von Arabidopsis Blittern
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Abbildung 52: Zusammensetzung des Blattwachses von kcs08, kcsll, kesl6 und kcs21 im Vergleich zum Wildtyp
Die Wachse der Blitter wurden mittels Chloroform extrahiert und GC-FID aufgetrennt. Dargestellt ist jeweils
der arithmetische Mittelwert (+/- Standardabweichung) aus 4 Parallelen, jede Parallele reprisentiert im Schnitt
12 Blitter.

Die absolute Zusammensetzung des Wachs aus den verschiedenen Monomeren der T-DNA Insertionsmutanten
kcs08, kesll, kesl6 und kes21 ist jeweils der des Wildtyps gegeniibergestellt. Die Alkohole C30 und C32 konnten
sowohl in verzweigter (i) als auch unverzweigter (s) Form gefunden werden.

Gelber Stern: Signifikanzniveau > 99%, roter Stern: Signifikanzniveau > 95%
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Tabelle 35: Absolute Verteilung der Wachsmonomeren aus kcs08- Bléittern im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcs08 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/cm? pg/cm? a= 0,05
Séuren 0,0475 0,0134 0,0804 0,0676 0,3764
Co4 Séure 0,0029 0,0009 0,0060 0,0034 0,1199
Ca6 Séure 0,0139 0,0027 0,0274 0,0181 0,1885
Cys Sdure 0,0096 0,0029 0,0100 0,0064 0,9040
C30 Sdure 0,0056 0,0019 0,0071 0,0051 0,6076
C3, Sédure 0,0080 0,0068 0,0145 0,0159 0,4759
C34 Séure 0,0076 0,0105 0,0153 0,0189 0,5044
Aldehyde 0,0465 0,0022 0,0479 0,0332 0,9373
C,6 Aldehyd 0,0027 0,0002 0,0039 0,0009 0,0462
C,s Aldehyd 0,0032 0,0006 0,0042 0,0028 0,5290
C30 Aldehyd 0,0085 0,0021 0,0084 0,0061 0,9636
Cs Aldehyd 0,0201 0,0022 0,0201 0,0143 0,9993
C34 Aldehyd 0,0120 0,0034 0,0114 0,0097 0,9083
Alkane 0,1531 0,0451 0,1814 0,0830 0,5705
Cys Alkan 0,0072 0,0038 0,0054 0,0036 0,5368
Cy9 Alkan 0,0402 0,0045 0,0541 0,0266 0,3418
C;0 Alkan 0,0028 0,0002 0,0038 0,0017 0,3360
Cs; Alkan 0,0648 0,0381 0,0842 0,0407 0,5118
Cs3 Alkan 0,0342 0,0055 0,0307 0,0146 0,6689
Css Alkan 0,0039 0,0007 0,0032 0,0018 0,4743
Alkohole 0,1644 0,0361 0,1735 0,0815 0,8450
Cy6 Alkohol 0,0079 0,0022 0,0136 0,0076 0,2011
C,s Alkohol 0,0314 0,0205 0,0266 0,0139 0,7104
Cs1 Alkohol 0,0094 0,0037 0,0058 0,0026 0,1674
C34 Alkohol 0,0085 0,0008 0,0106 0,0067 0,5552
Cs0 Alkohol 1 0,0239 0,0074 0,0244 0,0117 0,9454
C3, Alkohol 1 0,0352 0,0057 0,0464 0,0255 0,4252
Cs0 Alkohol s 0,0217 0,0079 0,0203 0,0102 0,8413
C;; Alkohol s 0,0264 0,0051 0,0258 0,0103 0,9195

Gesamt 0,4116 0,0261 0,4833 0,2576 0,5997
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Tabelle 36: Absolute Verteilung der Wachsmonomeren aus kcsl1l- Blittern im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcsll t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/cm? pg/cm? a= 0,05
Séuren 0,0475 0,0134 0,0454 0,0209 0,8677
Co4 Séure 0,0029 0,0009 0,0033 0,0015 0,6739
Ca6 Séure 0,0139 0,0027 0,0147 0,0079 0,8492
Cys Sdure 0,0096 0,0029 0,0081 0,0034 0,5291
C30 Sdure 0,0056 0,0019 0,0056 0,0022 0,9738
C3, Sédure 0,0080 0,0068 0,0075 0,0047 0,9056
C34 Séure 0,0076 0,0105 0,0062 0,0038 0,8093
Aldehyde 0,0465 0,0022 0,0669 0,0339 0,2763
C,6 Aldehyd 0,0027 0,0002 0,0039 0,0014 0,1303
C,s Aldehyd 0,0032 0,0006 0,0049 0,0027 0,2710
C30 Aldehyd 0,0085 0,0021 0,0125 0,0066 0,2955
Cs Aldehyd 0,0201 0,0022 0,0292 0,0159 0,2999
C34 Aldehyd 0,0120 0,0034 0,0164 0,0082 0,3595
Alkane 0,1531 0,0451 0,2065 0,0764 0,2735
Cys Alkan 0,0072 0,0038 0,0064 0,0014 0,7157
Cy9 Alkan 0,0402 0,0045 0,0614 0,0213 0,0993
C;0 Alkan 0,0028 0,0002 0,0033 0,0012 0,5247
Cs; Alkan 0,0648 0,0381 0,0925 0,0384 0,3454
Cs3 Alkan 0,0342 0,0055 0,0388 0,0145 0,5788
Css Alkan 0,0039 0,0007 0,0042 0,0010 0,6422
Alkohole 0,1644 0,0361 0,1882 0,0585 0,5153
Cy6 Alkohol 0,0079 0,0022 0,0140 0,0067 0,1304
C,s Alkohol 0,0314 0,0205 0,0279 0,0132 0,7852
Cs1 Alkohol 0,0094 0,0037 0,0067 0,0009 0,2088
C34 Alkohol 0,0085 0,0008 0,0116 0,0042 0,2014
Cs0 Alkohol 1 0,0239 0,0074 0,0284 0,0088 0,4592
C3, Alkohol 1 0,0352 0,0057 0,0443 0,0166 0,3368
Cs0 Alkohol s 0,0217 0,0079 0,0277 0,0113 0,4165
C;; Alkohol s 0,0264 0,0051 0,0275 0,0060 0,7968

Gesamt 0,4116 0,0261 0,5070 0,1762 0,3253
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Tabelle 37: Absolute Verteilung der Wachsmonomeren aus kcs16- Blittern im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcsl6 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/cm? pg/cm? a= 0,05
Séuren 0,0475 0,0134 0,0254 0,0159 0,0780
Co4 Séure 0,0029 0,0009 0,0023 0,0015 0,5338
Ca6 Séure 0,0139 0,0027 0,0089 0,0053 0,1479
Cys Sdure 0,0096 0,0029 0,0066 0,0041 0,2859
C30 Sdure 0,0056 0,0019 0,0023 0,0016 0,0423
C3, Sdure 0,0080 0,0068 0,0032 0,0027 0,2412
C34 Séure 0,0076 0,0105 0,0021 0,0014 0,3343
Aldehyde 0,0465 0,0022 0,0529 0,0235 0,6108
C,6 Aldehyd 0,0027 0,0002 0,0060 0,0027 0,0471
C,s Aldehyd 0,0032 0,0006 0,0035 0,0014 0,6775
C30 Aldehyd 0,0085 0,0021 0,0107 0,0049 0,4433
Cs Aldehyd 0,0201 0,0022 0,0214 0,0102 0,8097
C34 Aldehyd 0,0120 0,0034 0,0111 0,0050 0,7842
Alkane 0,1531 0,0451 0,1847 0,0477 0,3725
Cys Alkan 0,0072 0,0038 0,0101 0,0031 0,2859
Cy9 Alkan 0,0402 0,0045 0,0519 0,0111 0,0984
C;0 Alkan 0,0028 0,0002 0,0061 0,0047 0,2089
Cs; Alkan 0,0648 0,0381 0,0833 0,0245 0,4447
Cs3 Alkan 0,0342 0,0055 0,0327 0,0112 0,8084
Css Alkan 0,0039 0,0007 0,0007 0,0003 0,0002
Alkohole 0,1644 0,0361 0,1528 0,0295 0,6359
Cy6 Alkohol 0,0079 0,0022 0,0063 0,0018 0,3121
C,s Alkohol 0,0314 0,0205 0,0150 0,0026 0,1649
Cs1 Alkohol 0,0094 0,0037 0,0103 0,0064 0,8263
C34 Alkohol 0,0085 0,0008 0,0091 0,0010 0,3823
Cs0 Alkohol 1 0,0239 0,0074 0,0255 0,0047 0,7329
C3, Alkohol 1 0,0352 0,0057 0,0366 0,0057 0,7341
Cs0 Alkohol s 0,0217 0,0079 0,0234 0,0096 0,7926
C;; Alkohol s 0,0264 0,0051 0,0266 0,0060 0,9702

Gesamt 0,4116 0,0261 0,4158 0,0807 0,9238
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Tabelle 38: Absolute Verteilung der Wachsmonomeren aus kcs21- Bléittern im Vergleich zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcs21 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/cm? pg/cm? a= 0,05
Séuren 0,0475 0,0134 0,0341 0,0076 0,1319
Co4 Séure 0,0029 0,0009 0,0027 0,0011 0,8252
Ca6 Séure 0,0139 0,0027 0,0121 0,0046 0,5228
Cys Sdure 0,0096 0,0029 0,0072 0,0014 0,2046
C30 Sdure 0,0056 0,0019 0,0053 0,0010 0,7854
C3, Sédure 0,0080 0,0068 0,0044 0,0006 0,3293
C34 Séure 0,0076 0,0105 0,0024 0,0006 0,3621
Aldehyde 0,0465 0,0022 0,0489 0,0151 0,7644
C,6 Aldehyd 0,0027 0,0002 0,0028 0,0002 0,3219
C,s Aldehyd 0,0032 0,0006 0,0035 0,0019 0,8186
C30 Aldehyd 0,0085 0,0021 0,0108 0,0042 0,3825
Cs Aldehyd 0,0201 0,0022 0,0206 0,0064 0,8832
C34 Aldehyd 0,0120 0,0034 0,0112 0,0035 0,7718
Alkane 0,1531 0,0451 0,1334 0,0313 0,5004
Cys Alkan 0,0072 0,0038 0,0094 0,0030 0,3943
Cy9 Alkan 0,0402 0,0045 0,0337 0,0078 0,2013
C;0 Alkan 0,0028 0,0002 0,0026 0,0004 0,3931
Cs; Alkan 0,0648 0,0381 0,0567 0,0176 0,7155
Cs3 Alkan 0,0342 0,0055 0,0271 0,0060 0,1314
Css Alkan 0,0039 0,0007 0,0038 0,0003 0,8237
Alkohole 0,1644 0,0361 0,1498 0,0178 0,4941
Cy6 Alkohol 0,0079 0,0022 0,0076 0,0023 0,8664
C,s Alkohol 0,0314 0,0205 0,0172 0,0049 0,2280
Cs1 Alkohol 0,0094 0,0037 0,0094 0,0012 0,9835
C34 Alkohol 0,0085 0,0008 0,0085 0,0015 0,9986
Cs0 Alkohol 1 0,0239 0,0074 0,0278 0,0032 0,3725
C3, Alkohol 1 0,0352 0,0057 0,0317 0,0038 0,3427
Cs0 Alkohol s 0,0217 0,0079 0,0203 0,0042 0,7683
C;; Alkohol s 0,0264 0,0051 0,0272 0,0025 0,7887

Gesamt 0,4116 0,0261 0,3662 0,0701 0,2709
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8.10.6 Analyses des Wachses von Arabidopsis- Bliiten
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Abbildung 53: Zusammensetzung des Wachses von kcs04- und 35S::KCS04-kcsO4- Bliiten im Vergleich zum
Wildtyp.

Die Wachse der Bliiten wurden mittels Chloroform extrahiert und GC-FID aufgetrennt. Dargestellt ist jeweils
der arithmetische Mittelwert (+/- Standardabweichung) aus 3 Parallelen, jede Parallele reprisentiert ca. 12 mg
getrocknetes, vereinigtes Bliitenmaterial. Die absolute Zusammensetzung von Wachs aus den verschiedenen
Monomeren der T-DNA Insertionsmutante kcs04 ist der des Wildtyps und der Insertionsmutante, die KCS04
iiberexprimiert gegeniibergestellt.

Gelber Stern: Signifikanzniveau > 99%; roter Stern: Signifikanzniveau > 95%.

Stern mit schwarzem Rahmen: Unterschied zwischen Wildtyp und kcs04; ohne Rahmen: Unterschied zwischen
Wildtyp und 35S::KCS04-kcs04.
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Tabelle 39: Absolute Verteilung der Wachsmonomeren aus kcsO4- und 35S::KCS04-kcsO4- Bliiten im Vergleich
zum Wildtyp

MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von a=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcsD4 t-Test 35S::KCS04-kcs04 t-Test
MW STABW MW STABW MW STABW

Monomere ug/mg ug/mg a= 0,05 ug/mg o= 0,05
Séduren 0,107 0,006 0,111 0,004 0,323 0,102 0,006 0,414
C;0 Séure 0,107 0,006 0,111 0,004 0,323 0,102 0,006 0,414
Alkane 3,873 0,423 4,220 0,039 0,231 4,404 0,206 0,123
Cy Alkan 3,523 0,426 3,856 0,032 0,248 4,043 0,196 0,127
C;0 Alkan 0,104 0,010 0,112 0,003 0,248 0,114 0,005 0,193
C;; Alkan 0,246 0,013 0,251 0,007 0,586 0,246 0,013 0,999
Alkohole 1,666 0,254 1,824 0,061 0,355 1,938 0,098 0,159
C,6 Alkohol 0,152 0,072 0,195 0,002 0,361 0,206 0,001 0,260
C,s Alkohol 0,253 0,033 0,272 0,010 0,405 0,277 0,018 0,347
Cy9 Alkohol 0,107 0,005 0,111 0,005 0,396 0,113 0,007 0,312
C;0 Alkohol 0,176 0,027 0,194 0,010 0,362 0,198 0,012 0,275
Cy sek Alkohol 0,978 0,119 1,053 0,047 0,364 1,144 0,063 0,098
Ketone 1,621 0,293 1,803 0,059 0,351 1,977 0,114 0,122
Cy9 Keton 1,621 0,293 1,803 0,059 0,351 1,977 0,114 0,122
Ester 0,968 0,026 1,098 0,126 0,155 1,229 0,087 0.008
Cy, Ester 0,455 0,016 0,519 0,036 0,049 0,568 0,043 0,013
(C16COOH/Cy60H)
Cy4 Ester 0,123 0,010 0,151 0,028 0,178 0,165 0,015 0,017
(C16COOH/C,30H)
Cy6 Ester 0,390 0,001 0,429 0,064 0,355 0,496 0,031 0,004
(C16COOH/C3¢0H)

Gesamt 8,235 0,949 9,056 0,075 0,210 9,649 0,501 0,085
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Abbildung 54: Absolute Zusammensetzung des Bliitenwachses von kcs08, kcsll, kesl6 und kcs21 im Vergleich
zum Wildtyp

Die Wachse der Bliiten wurden mittels Chloroform extrahiert und GC-FID aufgetrennt. Dargestellt ist jeweils
der arithmetische Mittelwert (+/- Standardabweichung) aus 3 Parallelen, jede Parallele reprisentiert ca. 12 mg
getrocknetes, vereinigtes Bliitenmaterial.

Die absolute Zusammensetzung von Wachs aus den verschiedenen Monomeren der T-DNA Insertionsmutanten
kcs08, kesll, kesl6 und kes21 ist jeweils der des Wildtyps gegeniibergestellt.

Gelber Stern: Signifikanzniveau > 99%; roter Stern: Signifikanzniveau > 95%
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Tabelle 40: Absolute Verteilung der Wachsmonomeren aus kcs08- Bliiten im Vergleich zum Wildtyp
MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcs08 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 0,190 0,164 0,085 0,007 0,332
Cy4 Séure 0,024 0,012 0,024 0,003 0,949
C30 Sdure 0,165 0,153 0,062 0,009 0,306
Alkane 5,580 0,133 5,543 0,182 0,789
C,7 Alkan 0,138 0,014 0,160 0,010 0,088
Cy9 Alkan 5,099 0,141 5,068 0,163 0,816
C;0 Alkan 0,100 0,005 0,133 0,022 0,073
Cs; Alkan 0,243 0,023 0,182 0,001 0,010
Alkohole 2,093 0,215 2,248 0,131 0,346
Cy6 Alkohol 0,112 0,016 0,128 0,012 0,248
C,s Alkohol 0,311 0,057 0,356 0,024 0,277
Cy9 Alkohol 0,198 0,051 0,241 0,003 0,218
C30 Alkohol 0,223 0,087 0,260 0,083 0,621
Cy9 sek Alkohol 1,249 0,049 1,263 0,051 0,750
Ketone 2,302 0,044 2,235 0,089 0,309
Cy Keton 2,302 0,044 2,235 0,089 0,309
Ester 1,681 0,086 1,650 0,025 0,576
Cy, Ester 0,746 0,096 0,797 0,015 0,414
(C16COOH/C,c0OH)
Cas Ester 0,717 0,021 0,662 0,010 0,014
(C16COOH/C230H)
Ca6 Ester 0,218 0,011 0,191 0,011 0,042

(C14COOH/C3,0H)
Gesamt 13,446 0,511 13,402 0,349 0,909
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Tabelle 41: Absolute Verteilung der Wachsmonomeren aus kcsl1- Bliiten im Vergleich zum Wildtyp
MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcsll t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 0,190 0,164 0,081 0,008 0,317
Cy4 Séure 0,024 0,012 0,029 0,007 0,581
C30 Sdure 0,165 0,153 0,052 0,004 0,270
Alkane 5,580 0,133 5,101 0,179 0.020
C,7 Alkan 0,138 0,014 0,131 0,003 0,443
Cy9 Alkan 5,099 0,141 4,648 0,172 0,025
C30 Alkan 0,100 0,005 0,105 0,017 0,690
Cs; Alkan 0,243 0,023 0,218 0,011 0,154
Alkohole 2,093 0,215 2,160 0,061 0,633
Cy6 Alkohol 0,112 0,016 0,126 0,008 0,248
C,s Alkohol 0,311 0,057 0,339 0,017 0,460
Cy9 Alkohol 0,198 0,051 0,223 0,006 0,458
C30 Alkohol 0,223 0,087 0,284 0,001 0,292
Cy9 sek Alkohol 1,249 0,049 1,188 0,035 0,153
Ketone 2,302 0,044 2,068 0,083 0,013
Cy Keton 2,302 0,044 2,068 0,083 0,013
Ester 1,681 0,086 1,517 0,026 0,034
Ca4 Ester 0,746 0,096 0,708 0,006 0,533
(C16COOH/C,c0OH)
Cas Ester 0,717 0,021 0,629 0,023 0,008
(C16COOH/C230H)
Cas Ester 0,218 0,011 0,180 0,008 0,008

(C14COOH/C3,0H)
Gesamt 13,446 0,511 12,500 0,332 0,055
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Tabelle 42: Absolute Verteilung der Wachsmonomeren aus kcs16- Bliiten im Vergleich zum Wildtyp
MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcsl6 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 0,190 0,164 0,083 0,011 0,325
Cy4 Séure 0,024 0,012 0,027 0,003 0,739
C30 Sdure 0,165 0,153 0,057 0,013 0,287
Alkane 5,580 0,133 5,005 0,379 0,068
C,7 Alkan 0,138 0,014 0,135 0,008 0,782
Cy9 Alkan 5,099 0,141 4,557 0,341 0,064
C;0 Alkan 0,100 0,005 0,112 0,034 0,600
Cs; Alkan 0,243 0,023 0,202 0,007 0,040
Alkohole 2,093 0,215 2,136 0,155 0,794
Cy6 Alkohol 0,112 0,016 0,117 0,010 0,719
C,s Alkohol 0,311 0,057 0,320 0,029 0,806
Cy9 Alkohol 0,198 0,051 0,214 0,014 0,632
C30 Alkohol 0,223 0,087 0,305 0,022 0,190
Cy9 sek Alkohol 1,249 0,049 1,180 0,084 0,286
Ketone 2,302 0,044 2,099 0,151 0,090
Cy Keton 2,302 0,044 2,099 0,151 0,090
Ester 1,681 0,086 1,535 0,110 0,143
Ca4 Ester 0,746 0,096 0,728 0,054 0,790
(C16COOH/C,c0OH)
Cas Ester 0,717 0,021 0,636 0,039 0,033
(C16COOH/C230H)
Ca6 Ester 0,218 0,011 0,171 0,021 0,026

(C14COOH/C3,0H)
Gesamt 13,446 0,511 12,422 0,867 0,153
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Tabelle 43: Absolute Verteilung der Wachsmonomeren aus kcs21- Bliiten im Vergleich zum Wildtyp
MW entspricht dem arithmetischen Mittel der jeweiligen Datenreihen; STABW gibt die Standardabweichung
vom Mittelwert an. Fett markiert sind die Summen der Substanzklassen. Der t-Test wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0=0,05 durchgefiihrt, signifikante Unterschiede sind unterstrichen.

Wildtyp kcs21 t-Test
MW STABW MW STABW

Monomere pg/mg pg/mg a= 0,05
Séuren 0,190 0,164 0,078 0,026 0,307
Cy4 Séure 0,024 0,012 0,024 0,010 0,981
C30 Sdure 0,165 0,153 0,053 0,020 0,277
Alkane 5,580 0,133 5,016 0,162 0.010
C,7 Alkan 0,138 0,014 0,142 0,010 0,679
Cy9 Alkan 5,099 0,141 4,537 0,143 0,008
C;0 Alkan 0,100 0,005 0,107 0,023 0,629
Cs; Alkan 0,243 0,023 0,229 0,021 0,460
Alkohole 2,093 0,215 2,117 0,071 0,863
Cy6 Alkohol 0,112 0,016 0,119 0,007 0,576
C,s Alkohol 0,311 0,057 0,325 0,014 0,688
Cy9 Alkohol 0,198 0,051 0,222 0,006 0,465
C30 Alkohol 0,223 0,087 0,281 0,008 0,319
Cy9 sek Alkohol 1,249 0,049 1,171 0,040 0,097
Ketone 2,302 0,044 2,105 0,097 0,033
Cy Keton 2,302 0,044 2,105 0,097 0,033
Ester 1,681 0,086 1,456 0,005 0,011
Ca4 Ester 0,746 0,096 0,668 0,006 0,234
(C16COOH/C,c0OH)
Cas Ester 0,717 0,021 0,608 0,008 0,001
(C16COOH/C230H)
Ca6 Ester 0,218 0,011 0,180 0,009 0,009

(C14COOH/C3,0H)
Gesamt 13,446 0,511 12,385 0,399 0,047
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Tabelle 44: Homologievergleich der 21 KCS-Gene

E 22 IS REBE2aNnNTnen @mag o
a 1 W ! W W U 2w U L2 vt W W 2 v W W 0 on
oD on D oo D DD O DD o DD DD o D DD D D
e - T R T B R R R R I - T
KCS01 - 52 36 S 53 53 40 50 34 50 S8 36 55 54 40 49 57 5% 58 41 34
KCS02 32 - 37 68 57 38 44 58 77 351 58 33 51 50 44 60 39 62 35 44 37
KCS03 36 37 - 34 36 35 31 36 36 32 35 79 36 35 30 35 35 37 35 35 S0
KCS04 56 68 34 - 60 60 44 59 76 55 64 33 30 49 43 60 60 61 &1 42 34
KCS05 33 57 36 60 - 88 47 51 61 50 56 37 48 47 42 30 56 30 57 44 33
ECE06 33 38 33 60 88 - 46 51 61 351 56 35 48 47 42 30 36 30 37 46 M
ECS07 40 44 31 44 47 46 - 44 42 37 40 35 42 41 37 44 43 42 43 46 33
ECS08 30 58 36 59 51 51 H4 - 83 41 54 37 51 30 3T T4 53 63 F3 43 37
KCS09 34 77 36 76 61 61 42 58 - 51 63 35 350 49 43 60 61 64 61 41 33
ECE10 30 31 32 35 50 31 37 41 31 - 31 32 42 41 46 43 50 44 50 37 32
KCSIL 58 58 35 64 56 56 40 54 63 51 - 35 53 51 43 4 70 54 69 42 33
KCS12 36 35 79 33 37 35 35 37 35 30 35 - 37 36 37 36 34 37 35 50
KCS13 55 51 36 S0 48 48 42 52 50 42 53 37 - 98 39 48 352 48 51 43 3
ECS14 54 50 35 49 47 47 41 S0 4% 41 52 3 %8 - 3T 47 51 46 51 42 35
KCS15 40 44 30 43 42 42 37 37 43 46 43 32 390 37 - 41 44 39 44 36 27
KCS16 49 60 35 60 50 50 44 74 60 43 54 37 48 47 41 - 53 63 51 43 3%
KCS17 37 5% 35 60 36 56 43 53 61 350 70 32 51 44 33 - 31 B7 43 3%
KCS18 4% 62 37 61 350 42 63 64 44 54 34 48 46 3% 63 51 - 52 42 33
KCS13 3B 3% 35 61 57 57 43 53 61 30 69 36 51 51 44 351 87 52 - 43 35
ECS20 41 44 35 42 44 46 46 43 41 37 42 35 43 42 36 43 43 42 43 - 36
RECS21 34 37 S0 34 33 34 35 37 35 31 35 50 36 35 17 35 35 33 35 36
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