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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Pflanze benttigt zum Aufbau von Biomasse mineralische Nahrstoffe und Wasser. Einige
Elemente sind essentiell, d.h. die Pflanze kann ohne sie nicht Uberleben. Die essentiellen
Elemente werden entsprechend ihrem Anteil in der Pflanze, in Makro-Elemente und
Mikro-Elemente eingeteilt. Den zum Aufbau organischer Substanz benétigten Kohlenstoff
und Sauerstoff nimmt die Pflanze aus dem,G@d dem @ der Atmosphare und der
Bodenluft, Wasserstoff erhalt sie aus dem ,Bodenwasser“. Zu den Makro-Elementen gehéren
Kalium, Calcium, Magnesium, Phosphor, Stickstoff und Schwefel. Zu den Mikro-Elementen
gehoéren Bor, Chlor, Eisen, Kupfer, Mangan, Molybdan, Nickel und Zink. Diese essentiellen
Elemente werden, wie auch weitere nitzliche Elemente wie Silicium, Natrium und Kobalt aus
dem Nahrstoffvorrat des Bodens aufgenommen. Die so genannten ,nitzlichen Elemente*
fordern das Wachstum und die Resistenz der Pflanze. Verfigbarkeit und Konzentration der
mineralischen Nahrstoffe stellen den limitierenden Faktor fir das Wachstum der Pflanze dar.
Fehlt eines der fur das Wachstum essentiellen Elemente oder liegt ein Mangel vor, dann zeigt
sich dies zunachst durch ein verzogertes bzw. reduziertes Wachstum und Pigmentstérungen.
Im fortgeschrittenen Stadium treten Aufhellungen und Nekrosen auf. Schlief3lich stirbt die
Pflanze ab (Epstein und Bloom 2005, Hermans und Verbruggen 2005, Marschner 1995).
Magnesiummangel beginnt zunachst mit einer Chlorose zwischen den Adern der alteren
Blatter, spater kommt es zu einer Gelbfarbung oder Weildfarbung und schliel3lich zum
Abfallen der Blatter (Hermans und Verbruggen 2005, Taiz und Zeiger 2002).

Mineralische Nahrstoffe liegen meistens in ionisierter Form an Bodenpartikel gebunden oder
im ,Bodenwasser“ gelost vor. Die Ldslichkeit aus den Komplexen mit den Bodenpartikeln
und somit ihre Verfligbarkeit im Bodenwasser, ist stark abhéangig vom pH-Wert. Wurzeln und
Wurzelhaare bilden eine grof3e Oberflaiche und ermdoglichen der Pflanze dadurch eine
effiziente Aufnahme von gelésten lonen, auch wenn diese nur in niedrigen Konzentrationen
vorliegen. Die Aufnahme kann apoplastisch tber Diffusion durch die Zellzwischenrdume
oder symplastisch Uber den Transport von Zelle zu Zelle durch das Cytoplasma Uber die
Plasmodesmata erfolgen. Im Allgemeinen sind lonen in der Pflanze an der Stabilitat der
Membranstruktur, als Cofaktor im Stoffwechsel und dem Aufrechterhalten des osmotischen
Gleichgewichts in der Zelle beteiligt (Epstein und Bloom 2005, Marschner 1995). Die Pflanze
bendtigt Kohlenstoff, Sauerstoff und Wasserstoff zum Aufbau wichtiger Grundstrukturen wie
Kohlenhydrate, Aminosauren, Pektine und Fette und sekundéarerer Inhaltsstoffe der Pflanze

wie zum Beispiel organische Sauren, Wachse, Lignine oder Gerbstoffe (Amberger 1996).
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1 Einleitung

Phosphor, Stickstoff und Schwefel werden zum Aufbau physiologisch und strukturell
relevanter Verbindungen wie Aminosauren, Proteinen, Nukleinsduren und Phospholipiden
gebraucht. Phosphat kann durch Reaktion mit organischen Verbindungen neue energiereiche
Verbindungen aufbauen, die als Energie-Lieferant wie ATP oder Acetyl-CoA fur den
Stoffwechsel dienen. Bor und Silicium sind an Aufbau und Stabilitat von Membranen und
Zellwanden beteiligt. Chlor besitzt einen Einfluss auf die Wasserabspaltung bei der
Photosynthese. K C&*, Mg?* und Mrf* dienen als Cofaktoren und sind somit wichtig fiir die

Funktion von Enzymen und Redox-Reaktionen (Taiz und Zeiger 2002).

1.1 Funktion von Magnesium in der Zelle

Magnesium ist eines der am haufigsten vorkommenden divalenten Kationen in der Biosphare
(Maguire und Cowan 2002). Es ist essentiell fir eine Vielzahl biochemischer Prozesse in der
pflanzlichen und tierischen Zelle. Magnesium dient dort als Cofaktor fur viele Enzyme,
darunter ATPasen, Proteinkinasen, Phosphatasen, Carboxylasen, die Glutathionsynthase und
den Enzymen des Nukleotidstoffwechsels. Als Briickenelement verbindet sich Magnesium
vorzugsweise mit Phosphoryl-Gruppen und N-Basen, z.B. Adenin, Polyphosphaten (ATP),
anionischen Proteingruppen, Nukleinsauren und Phospholipiden zu makromolekularen
Komplexen. Es besitzt eine ausgepragte Neigung zur Komplex-Bildung mit nukleophilen
Liganden und dient meistens im Komplex mit ATP als Cofaktor fur die meisten ATPasen und
Phosphorylierungsreaktionen. Magnesiummangel beeintrachtigt die Synthese der
Ribonukleinsaure und der Ribosomenkonfiguration (Amberger 1996, Frausto da Silva und
Williams 1991). In der Proteinbiosynthese ist Magnesium an der Aggregation der
Ribosomenuntereinheiten beteiligt (Marschner 1995, Shaul 2002). Die wohl bekannteste
Funktion in der Pflanzenzelle erfillt Magnesium als Zentralatom des Chlorophylls und als
Bestandteil des Protopektins. Die Enzyme, die den Einbau des Magnesiums in den
Porphyrinring des Chlorophylls, bzw. die Freisetzung beim Abbau des Chlorophylls
vermitteln, werden ebenfalls durch Magnesium reguliert (Marschner 1995).

Schwankungen in der Magnesiumkonzentration wirken sich auch auf did€3nilierung

im Calvin-Zyklus aus, da die Aktivitat einiger Enzyme der Kohlenstoff-Assimilation, wie die
der Rubisco, eine starke Abhangigkeit von Magnesium aufweisen (Ettinger et al. 1999, Heldt
1979).



1 Einleitung

1.2 Magnesiumtransportsysteme

Membranen stellen Barrieren flr lonen wie Magnesium dar. Es besteht die Notwendigkeit
von Transportsystemen in Form von Poren, Kanélen oder Transportern, die den Ubergang der

lonen zwischen den einzelnen durch Membranen getrennten Kompartimente vermitteln.

Magnesium weist einzigartige physiko-chemische Eigenschaften auf: Im hydratisierten
Zustand mit sechs oktahedral gebundenen Wassermolekilen besitzt es ein 400 x grof3eres
Volumen als in der ionisierten, nicht-hydratisierten Form. Ein besonderes Transportsystem ist
notwendig um die Bindung des Magnesiumions und den eigentlichen Transport tber die

Membran durch die Pore zu bewerkstelligen (Maguire und Cowan 2002).

1.2.1 Prokaryotische Magnesiumtransporter

In Bakterien sind drei Typen von Magnesiumtransportproteinen bekannM@asMgtA/B
und dasCorA-System (Kehres und Maguire 2008ie wurden inSalmonella typhimurium

untersucht.

Die MgtA/MgtB-Magnesiumtransportproteine gehdren zur Familie der P-Typ-ATPasen. Sie
besitzen Ahnlichkeiten zur homologen-ATPase ausSaccharomyces cerevisiamd der
Cd*-ATPase des endoplasmatischen Retikulums bei Saugern. Das MgtA/B-Transportsystem
besitzt zehn Transmembrandomanen, C- und N-Terminus liegen im Cytoplasma (Abbildung
1.0 1). Zum Transport von Magnesium gegen den elektrochemischen Gradienten benotigt
dieses System ATP. MgtA und MgtB vermitteln zusétzlich zur Magnesiumaufnahme auch die

Aufnahme von Nickel.

Das MgtA/B-Magnesiumtransportsystem wird im Gegensatz zuMgti- und demCorA-

System nicht konstitutiv exprimiert, sondern durch niedrige Magnesiumkonzentrationen
induziert. Durch das PhoPQ-zwei-Komponenten-System erfolgt die Regulation. Liegt
Magnesium an PhoQ, einer membrangebundenen Sensor-Kinase gebunden vor, dann ist PhoQ
inaktiv. Sinkt die extrazellulare Magnesiumkonzentration, dann dissoziiert das
Magnesiumion. PhoQ phosphoryliert PhoP und dieses aktiviert bzw. reprimiert die
Transkription von Uber vierzig Genen. Hierzu gehoren die Gene fur die MgtA und MgtB

Magnesium-Transportproteine (Moncrief und Maguire 1999).
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1 Einleitung

Das MgtE-Transport-System wurde urspringlich aBsovidencia stuartiisoliert. Das
Transportprotein besitzt mindestens vier, wahrscheinlich aber finf Transmembrandomé&nen
(Abbildung 1.0 1) und wird konstitutiv exprimiert (Kehres und Maguire 2002, Smith et al.
1995) Neueste Untersuchungen zeigten fur den MgtE-Transporter eine Dimer-Kristall-

Struktur in Thermus thermophilus (Hattori et al. 2007).

Periplasma

Cytoplasma

Abbildung 1.0 1: Struktur der prokaryotischen Magnesiumtransportproteine in Salmonella enterica
serovar Typhimurium [entnommen augMoncrief und Maguire 1999)]

Auf der linken Seite der Abbildung wird der MgtE-Transporter mit finf Transmembrandomanen (dunkelblau)
schematisch dargestellt. Der C-Terminus liegt im Periplasma, der N-Terminus liegt im Cytoplasma.
Auf der rechten Seite der Abbildung sind MgtA/B-Proteine in griin schematisch dargestellt, der C-und der N-
Terminus liegen im Cytoplasma. Beide Systeme, MgtA/B und MgtE vermitteln die Aufnahme des Magnesiums.
In der Mitte der Abbildung wird in rot eine MgtC-Untereinheit mit sechs Transmembrandoménen abgebildet. C-
und N-Terminus liegen im Cytoplasma. Die Funktion des MgtC-Transportsystems ist bisher nicht bekannt.
In gelb ist das PhoP/Q-Zwei-Komponenten System dargestellt. Das PhoPQ-System vermittelt die Regulation des
MgtA/B-Systems.

Das CorA-Magnesium-Transportsystem (Abbildung 1.0 2) wurde als erstes Magnesium-
Transportsystem ifEscherichia colientdeckt (Hmiel et al. 1986, Lusk und Kennedy 1969,
Nies und Silver 1989, Silver 1969, Silver und Clark 1971). Eine Mutation des Gens verleiht
der Zelle, sowohl inEscherichia colials auch inSalmonella typhimuriuneine Resistenz
gegen Kobalt (Coalt resistance protein) (Hmiel et al. 1986, Hmiel et al. 1989, Lusk und
Kennedy 1969, Nelson und Kennedy 1971). Dieses Membrantransportsystem stellt eine
vollkommen neue Klasse von Membrantransportproteinen dar. Es zeigt keine erkennbaren
Homologien zu den anderen, bisher bekannten Membran-Transportsystemen (Kehres und
Maguire 2002).CorA tritt universell bei Bakterien und Archaebakterien auf und stellt hier
den basalen Transportmechanismus fur Magnesium dar. Da einzelne Mutationen in den
Genen der CorA-TransportproteineSalmonella typhimuriurkeinen erkennbaren Phanotyp
zeigen, wird eine Kompensation durch MgtA/B- und dasMgtE-System vermutet (Kehres

und Maguire 2002). Iisalmonella typhimuriunwird CorA konstitutiv exprimiert, es gehort
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1 Einleitung

zu den housekeeping Genen und ist essentiell fur die Funktion der Zelle. Veranderungen der
Magnesiumkonzentration zeigen somit keine Auswirkungen auf die Expression. Das
bakterielle CorA-Protein vermittelt auf3er der Magnesiumaufnahme den Influx von Kobalt
und Nickel bei unnattrlich hohen Konzentrationen im Medium (Hmiel et al. 1986, Smith et
al. 1993, Snavely et al. 1989).

Eine CorA-Untereinheit (Abbildung 1.0 2) ihhermotoga maritimaesteht aus einer 240
Aminosauren langen N-terminalen, cytoplasmatischen Domane und einem kurzen C-
Terminus. In der Nahe des C-Terminus liegen zwei Transmembrandoméanen (Knoop et al.
2005, Smith et al. 1993). Am Ende der ersten Transmembrandomane liegt das fur den
Magnesium-Transport essentielle, stark konservierte GMN-Motiv (Smith et al. 1993). Wird
das GMN-Motiv mutiert, dann erfolgt kein Magnesiumtransport mehr (Kolisek et al. 2003).
Da zwei Transmembrandomanen zu wenig sind, um eine Pore oder einen Kanal zu bilden
wird vermutet, dass ein Oligomer vorliegen muss (Moncrief und Maguire 1999, Smith et al.
1993). Durch Analyse der Kristallstruktur konnte kurzlich eine Homo-Pentamerstruktur in

Thermotoga maritima gezeigt werden (Lunin et al. 2006)

Plasmamembran

v \ N~ .
Y (A
’.‘ t%%ﬂ
[ 7 d

Abbildung 1.0 2: Kristallstruktur des bakteriellen CorA-Transporterproteins in Thermotoga maritima
verandert nach (Lunin et al. 2006)

A) stellt schematisch die Homo-Pentamerstruktur des bakteriellen CorA-Transportsystems dar.

B) zeigt eine der flinf CorA-Untereinheiten im Detail. Die Transmembrandoméane TM1 ist in hellblau dargestellt,
Transmembrandoméane 2 in dunkelblau. Carboxy- und Amino-Terminus sind durch ,C* bzw. ,N*
gekennzeichnet. Beide Transmembrandomanen liegen im Cytoplasma.

Fur die Ausbildung der Pentamerstruktur wird eine Interaktion der Untereinheiteoacilkedr
coil-Domanen vermutetCoiled coil-Motive bestehen aus helikal angeordneten Aminosauren,

die sich zur Ausbildung multipler Strukturen in einer Superhelix umeinanderwinden. Die
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1 Einleitung

Primarsequenz im Bereich der Assimilierung besteht aus einer charakteristischen Abfolge von
sieben Aminosauren (a-b-c-d-e-f;g)An den Positionen ,a* und ,d“ liegen hydrophobe

Aminosauren (Abbildung 1.0 3). Die anderen Positionen sind mit polaren und geladenen
Aminosauren besetzt. Es kommt so zu einer Ausbildung einer aliphatischen Helix, bei der alle

hydrophoben Aminosauren im Innern dehelikalen Struktur liegen (Lupas 1996).

@
DI
Abbildung 1.0 3: Schematische Darstellung der Primérsequenz einesiled coil-Motivs [(verandert nach

(Lupas 1996)]

Dargestellt ist der charakteristische Sequenzbereich ediled coil-Doméane im Bereich der Interaktion zweier
Helices. Da<oiled coil-Motiv besteht aus einer Abfolge von sieben Aminosauren (a-b-c-d:e-gund ,d*

sind hydrophobe Aminosauren, die anderen Positionen sind mit polaren und geladenen Aminosauren besetzt. Bei
der Ausbildung der Helix liegen die hydrophoben Aminoséauren ,a“ und ,d“ im Innern der Helix (Core). Die
Bereiche mit den hydrophilen, polaren Aminosauren sind dem Cytoplasma zugewandt.

Entdeckt wurde dasoiled coil-Motiv 1953 durch Pauling und Corey als Bestandteil des
Cytoskellets (Intermediarfilamente), sowie von Keratin, Myosin und Fibrinogen. Am
haufigsten wird eine Beteiligung desiled coil-Motivs bei der Dimerisierung von Proteinen
beobachtet (CAP= catabolite gene activator protein; Transkriptionsfaktoren wie Leucin zipper
Proteine). Neuere Analysen zeigen eine Beteiligung cdlted coil-Doméane an der
Ausbildung von Kaliumkanalen bei Saugern und Pflanzen (AtKAT1, AtAKT1) (Ludwig et al.
1997, Obrdlik et al. 2004). In Pflanzen wurde zudem eine Interaktion von G-
Proteinuntereinheiten durch coiled ebDibmanen entdeckt (Obrdlik et al. 2000).
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1.2.2 Tierische und pilzliche Magnesiumtransporter

In Saccharomyces cerevisiagurden mehrere Homologe zum bakteriellen CorA-System
gefunden. ALR1 und ALR2 zeigen iBaccharomyces cerevisiatne Lokalisation in der
Plasmamembran. Eine Uberexpression verleiht der Zelle eine Resistenz gegen Aluminium,
die hier namensgebend igtlgminiumresistancerotein_lund_3. Untersuchungen der ALR-
Proteine lassen vermuten, dass sie den Import und Export von Magnesium vermitteln kdnnen
(Graschopf et al. 2001, MacDiarmid und Gardner 1998). Zusatzlich zu ALR1 und ALR2
besitzt Saccharomyces cerevisiake in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierten
Proteine LPE10 und MRS2. LPE10 liegt mit beiden Termini in der Matrix. Mutationen von
LPE10 fuhren zu einem pgtité¢' Phanotyp. Die Hefe kann nicht mehr auf nicht-
fermentierbarem Medium wachsen und weist Defekte beim SpleiRen von RNA auf. MRS2
(Mitochondrial _BNA splicing factor ) ist kerncodiert und wurde irSaccharomyces
cerevisiaeals Splei3faktor fir mitochondriale Gruppe Il Introns charakterisiert (Gregan et al.
2001, Wiesenberger et al. 199Nutationen desmrs2-Gens fuhren ebenfalls zu einem
»petité-Phanotyp der Hefe. Untersuchungen haben gezeigt, dass MRS2 Magnesium
transportiert und dass auch in diesen Transportern das GMN-Motiv essentiell fur den
mitochondrialen Magnesiumtransport ist (Bui et al. 1999, Kolisek et al. 26Q%1/2,

LPE10 und MRS2 besitzen wie auch das bakterielle CorA-Protein eine lange N-terminale
Domane und in der Nahe des C-Terminus zwei Transmembrandomé&nen. Am Ende der ersten
der beiden Transmembrandomanen, liegt in einem kurzen hydrophilen Bereich das universell
konservierte GMN-Motiv (Gly-Met-Asn). C- und N-Terminus liegen bei MRS2 in der Matrix
(Abbildung 1.0 6). In Vertebraten liegt jeweils nur eine MRS2—Kopie vor (Knoop et al. 2005).

Bei Saugern vermitteln die Proteine TRPM6/TRPM7 a(i&ient Rceptor _Potein) den
Magnesiumtransport Uber die Plasmamembran. Sie gehdren zu einer Familie von Kationen-
Transportern (Chubanov et al. 2004, Schmitz et al. 20034augern stellt Magnesium nach
Calcium eines der am haufigsten vorkommenden Kation im Kdrper dar. Der Gesamtgehalt
des Magnesiums liegt bei 24 g/kg Korpergewicht, davon befinden sich 20 % in der
Muskelzelle und 50-60 % gebunden im Knochen. Magnesiummangel fihrt im Korper zu
Verkrampfungen der Muskelzellen, Arteriosklerose und Herzproblemen (Sigel und Sigel
1990).
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1 Einleitung

1.2.3 Pflanzliche Magnesiumtransporter

In der pflanzlichen Zelle dient Magnesium als Cofaktor fur eine Vielzahl von Enzymen.

Magnesium ist das Zentralatom des Chlorophylls und wird somit in allen chlorophyllhaltigen

Geweben bendtigt. Die Aufnahme des Magnesiumions erfolgt Uber die Wurzel und wird dann
Uber den Spross in Blatter und Blaten transportiert. Die Aufnahme tber die Wurzel kann tber
den Symplasten, von Zelle zu Zelle durch die Plasmodesmata oder durch Diffusion Uber die
Zellzwischenrdume bis zur Endodermis erfolgen (Abbildung 1.0 4). Fur den Transfer tUber die
Endodermis, die als Diffusionsbarriere dient, werden Transportproteine benétigt. Spatestens

an dieser Stelle muss der Eintritt in den Symplasten erfolgen (Shaul 2002).

Symplastischer Xylem

é’

Weg Parenchym
Sy
Plasmodesmos .-":ﬁ? / (f*:'-::::._: o _ —.._|Phloem
N o
Vakuole \’E : A BT Xylem
1 . u o @I |
|

l
1 ﬂt
Apoplastischer uﬂ{:‘
Weg e

.~ " Zentralzylinder

Endodermis und Casparyscher
Streifen

Rhizodermi

Abbildung 1.0 4: Schematische Darstellung der lonenaufnahme durch die Wurzel (veréandert nach (Shaul
2002).

Dargestellt wird der Weg der lonen aus dem Nahrmedium Uber die Wurzel in den Zentralzylirder
Aufnahme kann durch Diffusion Uber die Zellzwischenraume (apoplastischer Transport) bis zur Endodermis
erfolgen. Die Endodermis stellt aufgrund der hydrophoben Bestandteile (Lignineinlagerungen in den Zellen des
Casparyschen Streifens der Endodermis) eine Diffusionsbarriere fiir lonen dar. lonen miissen an dieser Stelle in
die Zelle aufgenommen werden, damit ein Transport in den Zentralzylinder erfolgen kann. Der symplastische
Transport erfolgt, nachdem lonen in die Zellen aufgenommen wurden von Zelle zu Zelle Uber die
Plasmodesmata bis in das Leitgewebe der Stele, dem Zentralzylinder. Von hier aus erfolgt der
Langstreckentransport im Wasser geldster lonen mit dem Transpirationsstrom tUber das Xylem.

Bisher ist nur sehr wenig Uber Regulationsmechanismen fur den Erhalt des
Magnesiumgleichgewichts in der pflanzlichen Zelle, sowie die Aufnahme und den Transport
in der Pflanze bekannt. Als erstes wurdenHevea brasiliensifGummibaum) und der
Vakuole der Wurzel voiZea maysin Mdf*/H*-Transporter identifiziert, iiber Homologe in
Arabidopsis thaliana war zunachst nichts bekannt (Marschner 1995).
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Der erste Magnesiumtransporter wurde Amabidopsis thaliana1999 entdeckt. Der
Transporter AtMHX Arabidopsis_baliana Magnesium proton_ekange} ist ein Md¢*/H*-

und Zrf'/H*- Antiporter. Er zeigt eine Lokalisation in der Vakuole und den
Xylemparenchymzellen, und scheint den Transport Uber die vakuoldre Membran zu
vermitteln. Die Expressionsdaten lassen eine Beteiligung bei der Be- bzw. Entladung des
Xylems vermuten (Shaul 2002). AtMHX besitzt elf vorhergesagte Transmembrandoménen

und transportiert auRer Magnesium auch Zink und Eisen (Shaul et al. 1999).

In Arabidopsis thaliana wurden elf Homologe zum MRS2-Protein aBaccharomyces
cerevisiae(AtMRS2X-Genfamilie: Arabidopsis_haliana MRS2 identifiziert, diese wurden

von eins bis elf durchnummeriert. Zeitgleich arbeitete die Gruppe.iu(@001) mit der
Genfamilie im Okotyp Landsberg. Sie benannten die Mitglieder der GenfamiliatmM&T
(Arabidopsisthaliana Magnesiumtranspor) eins bis zehnlm Okotyp Columbia liegen elf
Mitgliedern vor, darunter befinden sich zwei Pseudog@ibIRS2-8 undAtMRS2-9). Eine
erweiterte Datenbanksuche brachte vier neue, aber weiter entfernte Mitglieder (Abbildung 1.0
5).

In Oryza sativa wurden elf Homologe (siehe Abbildung 1.0 5) gefunden (Knoop et al. 2005).
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100r AtMRS2-7 At5g09690 Col
88 AtMRS2-7 At59g09690 Ler
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0s04g35160 CAE03029
AtMRS2-3 At3g19640 AAN73213
AtMRS2-5 At2g03620 AAN73215
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97 AtMRS2-1 At1g16010 CAC13981
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Abbildung 1.0 5: Phylogramm der Mitglieder der AtMRS2-Genfamilie in Arabidopsis thaliana (At) und der
Homologen inOryza sativa (Os) (verandert nach (Knoop et al. 2005) basierend auf Proteinsequenzen).

( entfernt verwandte 2-TM-GxN-Proteine
100

Die angegebenenaccession numbersder Gene und ggf. der Proteine finden sich unter: NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Die AtMRS2Genfamilie besteht aus elf Kernmitgliedern, darunter die
Pseudogen&tMRS28 und AtMRS29, gekennzeichnet durcl. Die Gene, bei denen Unterschiede in der
Sequenz bestehen sind durch die entsprechende Angabe des Okotypen gekennzeichDelu(dug Ler:
Landsbergerrectg. Der Stammbaum wurde mit demeighbour joiningVerfahren mit Poisson-Korrektur und
pairwise gap deletioerstellt. Es wurden niBootstrapWerte von tber 70 % bei 1000 Replikaten angegeben.
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Alle Mitglieder derAtMRS2-Genfamilie zeigen einen charakteristischen Aufbau. Sie bestehen
wie das bakterielle CorA-Protein und das Homologe MRSRaiccharomyces cerevisiaes

einer langen N-terminalen Domane (Abbildung 1.0 6). In der Nahe des sehr kurzen
C-Terminus liegen zwei Transmembrandomanen (Abbildung 1.0 6). Am Ende der ersten der
beiden Transmembrandomanen befindet sich ein kurzer hydrophiler Bereich mit dem
konservierten GMN-Motiv am Ende der ersten Transmembrandomane (Abbildung 1.0 6 A,
B). Das GMN-Motiv ist wichtig fur die Bildung der Pore und den Transport des
Magnesiummolekiils (Gregan et al. 2001, Kolisek et al. 2003).

Abbildung 1.0 6: Struktur des AtMRS2-X-Transporters

A) Hydrophobozitatsprofil am Beispiel vaitMRS21
B) Schematische Darstellung eines einzelnen AtMRS2-Proteins. Das GMN-Moatif ist in einem schwarzen Kasten
dargestellt. Die beiden Transmembrandoménen sind in blau gezeichnet.

In ersten Untersuchungen konnten einige Mitglieder der Genfamilie das Wachstum der
Amr2-Mutante komplementieren und Magnesiumtransport konnte gezeigt werden
(Drummond et al. 2006, Li et al. 2001, Schock et al. 2000). Lokalisationsstudien durch GFP-
Fusion erbrachten fur den Transporter AtMRS2-6 eine mitochondriale Lokalisation (Schock
et al. 2000), fur AtMRS2-10 eine Lokalisation in der Plasmamembran und fir AIMRS2-11
eine Lokalisation im Chloroplasten (Drummond et al. 2006, Li et al. 2001, Schock et al.
2000) Weiterfuhrende Untersuchungen zu den Eigenschaften der Transporter haben eine
Inhibition der Magnesiumaufnahme durch Aluminium gezeigt (Li et al. 20&lne
Uberexpression des AtMRS2-10-Transporters Nicotiana bethamiana vermittelte der

Pflanze eine erhdhte Toleranz gegentber Aluminium-lonen (Deng et al. 2006).
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1.2.4 Funktionen und Wirkungen von Spurenelementen bzw. Schwermetallen

Das bakterielle Homologe CorA vermittelt zuséatzlich zum Magnesiumtransport auch den
Transport von anderen divalenten Kationen wie Kobalt und Nickel. Spurenelemente wie
Kobalt, Kupfer und Nickel werden von der Pflanze nur in geringen Mengen bendtigt. Liegen
Spurenelemente, bzw. toxische Mineralstoffe wie die bekannten Schwermetalle Aluminium
und Cadmium in hohen Konzentrationen im Boden und fur die Pflanze verflugbar vor, dann
kommt es zu starken Schadigungen der Pflanze. Schwermetalle bilden haufig Metall-Chelat-
Komplexe. Sie besitzen die Fahigkeit zum Valenzwechsel und treten als Bestandteile
wichtiger Enzyme wie Oxidoreduktasen auf. Sie stellen haufig ein Problem fir den
Stoffwechsel der Pflanze dar, da sie aufgrund &hnlicher Eigenschaften wie Groéf3e der
Hydrathtille, lonenradius oder Ladung die lonen aus der Wirkgruppe von Enzymen ersetzen,
und so schwerwiegende Probleme im Stoffwechsel der Pflanze auslésen (Amberger 1996). Zu
den Folgen des Austausches der lonen gehdren eine Einschrankung der Enzymaktivitat
aufgrund einer falschen Konformation des Proteins bzw. eine schlechtere Bindung des
Substrats. Schlie3lich folgt die Degradation des Enzyms bis hin zum Abbau der Zellorganelle
(Mitochondrien, Chloroplasten) in denen das Enzym lokalisiert ist (di Toppi und Gabbrielli
1999).

Zu den bekanntesten Schwermetallen gehdrt Cadmium. Es besitzt keine nitzliche Funktion
fur die Pflanze und gehort somit zu den Schadelementen. Cadmium wird fiir die Pflanze erst
bei einem pH-Wert von 5,0 verfiigbar. Die Aufnahme erfolgt af§ Ger die Wurzel in die

Zelle. Dort bindet es aufgrund seiner hohen Affinitat zu SH-Gruppen an SH-Gruppen haltige

Proteine (Cowan 2002). Toxizitats-Symptome sind relativ unspezifisch, da Cadmium wie

auch andere Schwermetalle die Photosyntheserate senkt und die Aktivitat hydrolytischer

Enzyme steigert. Als Folge treten Chlorosen und Nekrosen auf (Stohs et al. 2000).

Kobalt besitzt eine wichtige Funktion als Metall-Komponente der Dipeptide. Es wirkt zum
Teil aktivierend auf Enzyme wie die Pyruvatkinase und inhibierend auf andere wie die
Peroxidase (Amberger 1996). Eine exakte Funktion in der Pflanze konnte allerdings bislang
noch nicht ermittelt werden. Toxizitatssymptome sind auch hier eher unspezifisch, da sie
meistens auf eine verminderte Wirksamkeit und Verflugbarkeit anderer Mineralstoffe

zurlckgefuhrt werden kdnnen (Scheffer 2002).
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Kupfer wird von der Pflanze als €ulon oder in Form von Chelaten aufgenommen. Die
Aufnahme selbst erfolgt haufig tber die Bindung an Aminoséauren und wird in dieser Form in
der Pflanze transportiert. Die bekannteste Funktion besitzt Kupfer als Bestandteil des
Plastocyanins. Das Plastocyanin wird am Ende der Elektroneniibertragung vom Photosystem
I und dem Cytbf-Komplex, die einen Protonengradienten Uber der Thylakoidmembran
erzeugen, reduziert. Verschiedene Enzyme, darunter einige Phenol-Oxidasen (Tyrosinase,
Diphenolase), die Cytochrom-Oxidase, die Ascorbinsdure-Oxidase und die chloroplastidare
Superoxid-Dismutase bendtigen Kupfer als Cofaktor (Amberger 1996). Kupfer besitzt auch
eine essentielle Funktion bei der Pollenentwicklung (Sancenén et al. 2004).

Nickel wird im Boden bei pH-Werten <6,0 verfigbar. Bereits bei der Aufnahme konkurriert

es mit anderen divalenten Kationen wie Calcium, Eisen, Mangan und Zink um Bindestellen
an der Wurzeloberflache. Nickel tritt meistens als Metall-Komponente bei Enzymen des
Stickstoffstoffwechsels auf. Toxizitatssymptome sind auch hier nicht eindeutig definiert

(Brown et al. 1987).

Aluminium stellt besonders unter Magnesiummangel in sauren Bdden ein Problem dar. Es
wird bei pH-Werten <5,5 mobilisiert, somit fur die Pflanze verfigbar und aufgenommen. In
sauren Boden liegen Konzentrationen von 10 -100 uM vor (Ciamporova 2002). Aluminium
konkurriert aufgrund seiner ahnlichen Grof3e mit divalenten Kationen wie Magnesium um die
Aufnahme und den Transport. Auf diese Weise blockiert es auch die Magnesiumkanale und
verstarkt so den Mangel an Magnesium (MacDiarmid und Gardner 1998, Rengel und
Robinson 1989). Unter Magnesiummangel treten vermehrt freie Radikale auf. Er beginnt in
den alteren Blattern und zeigt sich zunachst in punktférmig auftretenden Chlorophyll-
Defekten, die sich schlieBlich Uber Chlorosen zu Nekrosen weiterentwickeln. Eine
Aluminium-Toxizitat macht sich durch eine Hemmung des Wurzelwachstums durch
Inhibition der Zellteilung bemerkbar. Es treten verdickte Wurzeln mit wenigen
Verzweigungen auf. Aluminium hemmt aufRerdem die Photosynthese, die Chlorophyll-
Bildung, Transpiration und Zuckerphosphorylierung sowie ATPasen und Phosphatasen.
Zusatzlich aktiviert es das Enzym Polygalakturonase wodurch die Pektine der Mittellamelle
aufgeldst werden und es zu einer Anreicherung in den Mitochondrien kommt (Delhaize und
Ryan 1995, Matsomoto 2000, Richards et al. 1998).
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1.3 Ziele der Arbeit

Der Mechanismus des Magnesiumtransports ist in Pflanzen bisher wenig untersucht. Erste
Erkenntnisse gibt es nur tber die Funktion des vakuolaren Magnesiumtransporter AtMHX.
Uber die Aufnahme und den weiteren Transport des Magnesiums in der Pflanze ist bisher fast
nichts bekannt. DI&AtMRS2-Genfamilie mit elf Mitgliedern, darunter 6kotypenspezifisch in
Columbia die zwei PseudogeA#MRS28 und AtMRS2-9, stellt eine vollig neue Klasse von
Transportproteinen dar. Aufgrund der hohen Zahl von Mitgliedern stellt sich die Frage, ob fur
die einzelnen Mitglieder eine entwicklungs- oder eine gewebespezifische Expression vorliegt
und ob exogene Faktoren wie zum Beispiel Licht die Expression des chloroplastidéar
lokalisierten AtMRS2-11 Proteins beeinflussen kdnnen. Da das bakterielle Homologe CorA-
Protein auch den Transport von anderen divalenten Kationen wie Kobalt und Nickel
vermittelt, soll auch untersucht werden, ob diese lonen und Schwermetalle wie Kupfer und
Cadmium die Expression beeinflussen. Aluminium konkurriert aufgrund seiner ahnlichen
GroRe mit dem Magnesiumion um Bindestellen, und blockiert so die Magnesiumtransporter.
Hierzu sollen Experimente zum Aluminium-Einfluss auf die Expression durchgefihrt werden.
Zur Analyse der Expression iArabidopsis thaliana wurden transgene Pflanzen fur alle
Mitglieder der AtMRS2Genfamilie hergestellt, die das Reportergen fir das Enpym
Glucuronidase unter Kontrolle des jeweiligen Promotors exprimieren. Transgene Linien fur

den AtMRS2-11-Transporter lagen aus der Diplomarbeit schon vor.

Im zweiten Teil der Arbeit sollen durch heterologe Expression in Hefe Interaktionsanalysen
durchgefuhrt werden. InThermotoga maritimawurde eine Pentamerstruktur flr den
bakteriellen CorA-Transporter gezeigt. Da man aufgrund der Strukturahnlichkeit der Proteine
in Arabidopsis thalianavermuten kann, dass auch hier ein Transportprotein nicht ausreicht,
um einen funktionalen Kanal zu bilden, sollte mit dem speziell fur Membranproteine
entwickeltenmating based Split-Ubiquitin-System (Obrdlik et al. 2004) untersucht werden,

ob eine Interaktion von Homo- und Heterooligomeren prinzipiell méglich ware.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Pflanzenmaterial
Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia (Col-0)

2.1.2 Bakterienstamme

Escherichia coli DH5a (Invitrogen Inc.) Genotyp: ‘FendAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96
deoR nup@b80dlacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 hsdR1T¢ kA’

Agrobacterium tumefaciens GV3101pMP90 (besitzt Resistenz gegen die Antibiotika
Rifampicin und Gentamycin)

2.1.3 Hefestamme

Saccharomyces cerevisiae THY.AP4 Genotyp: MAT ura3 leu2 lexA::lacZ::trpl lexA::HIS3
lexA::ADE2

Saccharomyces cerevisiae THY.AP5 Genotyp: MATH URA3 leu2 trpl his3 loxP::ade2
Saccharomyces cerevisiae BY4730 Genotyp: MATa leu2 DO met15D0 ura3DO0

2.1.4 Vektoren

Tabelle 2. 1: Liste der verwendeten Vektoren

Vektor Quelle Anwendung

Invitrogen (Karlsruhe

PDONR221 Deutschland)

Donorvektor, GATEWAY"System

Expressionsvektor, Fusion des Promotors mit
pKGWFS7 (Karimi et al. 2002) Reportergenen fuir daseGFP und das Enzymp-

Glucuronidase, GATEWA™ Systen

mating based Split-Ubiquitin-System: Fusion de
pMetYCgate (Obrdlik et al. 2004) codierenden Sequenzen mit dette@minalen Halfte de

Ubiquitins

Capellaro  und Bolemating based  Split-Ubiquitin-System: Fusion de
(Universitat Frankfurt acodierenden Sequenzen mit der mutiertenemiinalel
Main), nicht publiziert  Halfte des Ubiquitins

pNXgate33-
3HA

mating based Split-Ubiquitin-SystenmN-terminale Halft
des Ubiquitins ohne Mutation

pNubWTXgatg(Obrdlik et al. 2004)

mating based Split-Ubiquitin-Systenf-usion des KAT1-
Kalium-Kanals mit der C-terminalen Halfte des Ubiquitins

KAT1-Cub (Obrdlik et al. 2004)

mating based Split-Ubiquitin-Systenf-usion des KAT1-
N-KAT1 3HA (Obrdlik et al. 2004) Kalium-Kanals mit der mutierten Mrminalen Halfte de
Ubiquitins
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Abbildung 2.0 1 verwendete Vektoren zur Herstellung der Promotor:GUS-Fusionskonstrukte. Die
Angaben zu dem Vektor pDONR221 wurden der Anleitung des GATEWAY-Systems entnommen und die
Vektorkarte mit dem Programm VektorNTI erstellt. Die Angabe fir den Zielvektor pKGWFS7 wurden
der Publikation von Karimi entnommen und die Vektorkarte ebenfalls mit dem Programm Vector NTI
erstellt (Karimi et al. 2002).

A) Vektorkarte des Donorvektors pDONR221 fir das GATEWAY-System:Die att-Sequenzen sind als rote
Késten gekennzeichnet, zusatzlich enthalt der Vektor eine Kanamycinresistenz (schwarzer PfeilcodB das

Gen (gelber Kasten). Die als grauer Kasten dargestellte Cm Resistenz geht ebensocedB-G@n bei der
Rekombinationsreaktion verloren. Die Bindestellen der fur die Sequenzierung verwendeten Primer (M13 (-40)
forward Primer und M13reverse Primer) sind mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Zur Ubersichtlicheren
Darstellung wurden nur die Erkennungsstellen fur die hier verwendeten Restriktionsendonukéeidénind

Apd eingezeichnet.

B) Vektorkarte des Expressionsvektors (Zielvektors) pKGWFS7:Der Vektor pKGWFS7 enthélt eine
Spectinomycinresistenz fir die Selektiondscherichia coli(gelber Pfeil) und eine Kanamycinresistenz fur die
Selektion in der Pflanze (schwarzer Pfeil). BteSequenzen sind wie im Donor-Vektor als rote Kasten und das
ccdBGen ist als gelber Kasten gekennzeichnet. Zu den weiteren wichtigen Merkmalen des Vektors gehéren die
als graue Kasten dargestellten RB- und LB-Sequenzen, die fur die Transformatidmabihopsis thaliana
bendtigt werden (néhere Erlauterungen dazu siehe Abschnitt 2.2.4). Das Repdtdpgenals griner und das
uid-Gen fiir das EnzynB-Glucuronidase ist als dunkel-blauer Pfeil dargestellt. Der 35S-Terminator ist durch
einen hellblauen Kasten gekennzeichnet. Die Erkennungsstellen fiir die zur Sequenzierung verwendeten Primer
attR1 und GFPdo sind durch rote Pfeile gekennzeichnet. Zur besseren Ubersicht wurden auch in dieser
Vektorkarte nur die Erkennungsstellen fir die verwendeten Restriktionsendonuk¥as®nund Clal
eingezeichnet.
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Abbildung 2.0 2 Vektorkarten der Hefevektoren pMetYCgate fir die Herstellung der Gy,-Fusionen und
pNXgate 33-3HA fiur die Herstellung der Npg-Fusionen. Die Angaben zu den Vektoren wurden der
Anleitung von P. Obrdlik entnommen (Obrdlik et al. 2004). Die Vektorkarten wurden mit dem Programm
VectorNTI erstellt.

A) Vektorkarte des Hefevektors pMetYCgate:Die fur die Rekombination essentiellen B1- und B2 —Stellen
sind durch rote Striche gekennzeichnet. Der Methionin-reprimierbare Prompbtet25 ist als hellblauer
Blockpfeil dargestellt, der Terminatterm als schwarzer Blockpfeil. Die C-terminale Hélfte des Ubiquiting, C

ist als dunkelblauer Blockpfeil dargestellt, ebenso der kinstliche Transkriptionsfaktor PLV fiir lexA gekoppelte
Reportergene, bestehend aus dem Protein A, LexA und VP16. Der lowedgpy of replication der Hefe

CEM ist als gelber Blockpfeil dargestellt. Das Gen fur die Biosynthese von Leucin ist als gruner Blockpfeil
dargestellt. Ein weiteres wichtiges Element des Vektors ist die Ampicillinresistenz fur die Selektion in
Escherichia coliroter Pfeil). Die Kanamycinresistenz, die bei der Rekombination gegen die codierende Sequenz
des jeweiligenAtMRS2Gens ausgetauscht wird, ist in Form eines schwarzen Kastenpfeils dargestellt. Die
Bindestellen der Primer fiir die Sequenzierungl€f25im Methionin reprimierbaren PromotorJn der C-
terminalen Halfte des Ubiquitins) sind durch rote eckige Pfeile gekennzeichnet. Zur bersichtlicheren
Darstellung wurden nur die Erkennungsstellen fir die tatsachlich verwendeten Restriktionsendoni#dehsen,
undHindlll eingezeichnet.

B) Vektorkarte des Hefevektors pNXgate 33-3HAEssentielle Elemente des Vektors sind der Promotor fur
die Alkoholdehydrogenase aus Hefé&OH1 (hellblauer Blockpfeil) und die mutierte N-terminale Hélfte des
Ubiquitins, Ny, (dunkelblauer Blockpfeil), sowie das 3HA-Tag (blauer Blockpfeil). Wie in der Vektorkarte fur
den Vektor pMetYCgate sind hier ebenfalls die Ampicillinresistenz fur die Selektiscimerichiacoli als roter
Blockpfeil und derCEN4 origin of replicationder Hefe als gelber Blockpfeil dargestellt. Das Gen fur die
Biosynthese von Tryptophan ist als griner Blockpfeil dargestellt. Ebenso sind die Bindestellen der fir die
Sequenzierung verwendeten Primer durch eckige rote Pfeile (N-terminalen Hélite MNA-Tag)
gekennzeichnet. Zur Ubersichtlicheren Darstellung wurden auch in dieser Vektorkarte nur die Positionen der
Erkennungssequenzen fir die verwendeten Restriktionsendonukiead®und Sma eingezeichnet.

2.1.5 verwendete Software
Vector NTI Advance R 10 (Invitrogen, 2006)

BioEdit 7.0.7 (Tom Hall, 1997-2007)
Adobe Photoshop, Version 6.0 (Microsoft)
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2.1.6 Primersequenzen

Eine Auflistung der verwendeten Primer befindet sich im Anhang (Tabelle 8.0 2 und Tabelle
8.0 3). Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

synthetisiert.

2.1.7 Laborgerate

Tabelle 2. 2 verwendete Laborgeréte

Gerat Hersteller Firmensitz

Thermocycler Eppendorf Mastercycler Eppendorf Hamburg (Deutschland)

Gelkammersystem Amersham Biosciences Freiburg (Deutschland)

UV-Tisch KW 254 nm Faust

8|g|talk_amera, Olympus C-4000 ZoomOlymlous Hamburg (Deutschland)
amedia

glgltalk_amera, Olympus C-4040 ZoomOlympus Hamburg (Deutschland)
amedia

Thermomixer, Eppendorf comfort Eppendorf Hamburg (Deutschland)

Vortex Heidolph Reaxtop Schwabach (Deutschland)

Zentrifuge, Biofuge 15R Heraeu§_|eraeuS Hanau (Deutschland)

sepatech

Zentrifuge, Biofuge 22R Heraeus Heraeus Hanau (Deutschland)

Zentrifuge, Eppendorf 5415R Eppendorf Hamburg (Deutschland)

Zentrifuge, Sorvall RC- Kendro Laboratory

5BR Refrigerated Superspeed Centrifug&roducts GmbH Hanau (Deutschland)

Speedvac, Eppendorf 5301 Eppendorf Hamburg (Deutschland)

Sterilbank, HERA safe Heraeus Heraeus Hanau (Deutschland)

. C. Reichert Optische,,, " .
Ultramikrotom Om U3 Werke AG Wien (Ostereich)
Pflanzenanzuchtsschrank, KBW400 Binder GmbH, Tuttlingen (Deutschland)
Glihbirnen 110 pumol photons x st )

Osram L 18W/77 Osram Miinchen (Deutschland)
Anzuchtkammer Binder GmbH Tuttlingen (Deutschland)
Leuchtréhren24 °C, 110 pmol

photons x ¥ s Osram LUMILUX Osram Miinchen (Deutschland)
Daylight FQ 39W/860

Klimaaggregat - R410A  Split Serle%aikin Industries Ltd. Tokio (Japan)

FTKS35CVMB
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2.1.8 Reaktionskits

Tabelle 2. 3 verwendete Reaktionskits

Produkt Anwendung Hersteller
Qiagen GmbH (Hilden,

DNeasy Plant Mini Kit DNA-Extraktion Deutschland)
: . Macherey-Nagel (Duren,
NucleoSpift-Plant DNA-Extraktion Deutschiand)
RNase A Degradation von RNA MBI Fermentas ( St.Leon-Rot,
Deutschland)
NucleoSpiff-RNA Plant RNA Extraktion Macherey-Nagel (Daren,
Deutschland
Dynabeads mRNA DIRECT RNA-Extraktion aus Invitrogen (Karlsruhe,
Kit Saccharomyces cerevisiae Deutschland)
Omniscript RT Kit cDNA-Synthese Qiagen (Hilden, Deutschland)
Transcriptor Reverse Roche Diagnostics (Mannheim,

cDNA-Synthese

Transcriptase Deutschland)

Protector RNase Inhibitor cDNA-Synthese Roche Diagnostics (Mannheim,
Deutschland)
RevertAid"M-MuLV Reverse MBI Fermentas (St.Leon-Rot,
. cDNA-Synthese
Transcriptase Deutschland)
MBI Fermentas (St.Leon-Rot,

Taq DNA Polymerase PCR Deutschland)
Bioscience  Taq DNA- PCR Genaxxon (Biberach,
Polymerase S&E Deutschland)
Genaxxon (Biberach,
Pfunds Polymerase PCR Deutschland)
FastStart High Fidelity PCR Roche Diagnostics (Mannheim,
PCR
System Deutschland)
QIAquick Gel Extraction Kit Gelelution Qiagen (Hilden, Deutschland)
NucleoSpiff-Extract Il Gelelution Macherey-Nagel (Daren,
Deutschland)
. Eppendorf (Hamburg,
Perfectpref) Gel Cleanup Gelelution Deutschland)
) ) N BP-Klonase-Reaktion, Invitrogen (Karlsruhe,
BP-Klonase-Enzym-Mix Il GATEWAY System Deutschland)
. LR-Klonase-Reaktion, Invitrogen (Karlsruhe,
LR-Klonase-Enzym-Mix Il & ) re\way system Deutschland)

MBI Fermentas (St.Leon-Rot,

Generuler 1kb DNA ladder Molekularer GroRRenstandard
Deutschland)
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2.1.9 Restriktionsendonukleasen

Tabelle 2. 4 verwendete Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen Hersteller

Apal MBI Fermentas (St.Leon-Rot, Deutschland)
EcoRV MBI Fermentas (St.Leon-Rot, Deutschland)
EcoRlI MBI Fermentas (St.Leon-Rot, Deutschland)
Hindlll MBI Fermentas (St.Leon-Rot, Deutschland)
Pst MBI Fermentas (St.Leon-Rot, Deutschland)
Pwvull MBI Fermentas (St.Leon-Rot, Deutschland)
Smal MBI Fermentas (St.Leon-Rot, Deutschland)
Xbal MBI Fermentas (St.Leon-Rot, Deutschland)
Xhol MBI Fermentas (St.Leon-Rot, Deutschland)

2.1.10 Chemikalien

Tabelle 2. 5 spezielle verwendete Chemikalien

Chemikalie Firma

Adeninsulfat Fluka (Buchs, Schweiz)

Agarose Low EEO Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Ampicillin Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Ammoniumsulfat Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Benzaminopurin (Bapty et al. 1998) Duchefa (Haarlem, Niederlande)
Dimethylformamid (DMF) Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Ethidiumbromid Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Gentamycin Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Heringssperma-DNA Fluka (Buchs, Schweiz)

L-Histidin HCI Fluka (Buchs, Schweiz)

Kanamycin Fluka (Buchs, Schweiz)

L-Leucin Fluka (Buchs, Schweiz)

L-Methionin Fluka (Buchs, Schweiz)

\'\//Iitsa-riﬁlﬁ] mit BS Vitaminen und Gambor%uchefa (Haarlem, Niederlande)
Oxoid-Agar Oxoid GmbH (Wesel, Deutschland)
PEG 4000 Fluka (Buchs, Schweiz)
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Chemikalie Firma

Phenol/Chloroform (24:1) Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Rifampicin Applichem (Darmstadt, Deutschland)

Spurr Low Viscosity Embedding Kit Polysciences Europe, Eppelheim (Deutschland)
Silvet-L77 Boehringer Ingelheim (Mannheim, Deutschland)
Spectinomycin Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Tryptophan Fluka (Buchs, Schweiz)

Uracil Fluka (Buchs, Schweiz)

X-GlcA Applichem (Darmstadt, Deutschland)

X-Gal Applichem (Darmstadt, Deutschland)

Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren u'l’l—quka (Buchs, Schweiz)
Ammoniumsulfat :

Alle weiteren Chemikalien wurden von Applichem (Darmstadt, Deutschland), Fermentas
(St.Leon-Rot, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Karl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland) und Sigma Aldrich GmbH (Steinheim, Deutschland) bezogen.
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2.1.11 Medien

Tabelle 2. 6 Auflistung der verwendeten Medien

Medium

Komponenten

Gelelektrophorese

Ladepuffer

0,04 % Kresolrot

13 % Ficolf400

TBE-Puffer (10 x)

0,9 M Tris-HCI

0,9 M H;BO,

20 mM EDTA

pH 8,0 mit HCI

Herstellung chemisch kompetenteEscherichia coli

-Zellen

SOB-Medium

2 % Pepton

0,5 % Hefeextrakt

10 mM NacCl

2,5 mM KCI

in H,O dest. pH6,8 — 7,0
nach dem Autoklavieren 10 mM MgSQ
nach dem Autoklavieren 10 mM MgCh
TB-Puffer 10 mM PIPES

15 mM CaCj

250 mM KClI

in H,O bidest, pH 6,7 mit KOH
steril filtrieren 55 mM MnC},
Transformation chemisch kompetenterEscherichia coli -Zellen

SOC-Medium

2 % Pepton

0,5 % Hefeextrakt

10 mM NacCl

2,5 mM KCI

in H,O dest. pH6,8 — 7,0

10 mM MgSQ

10 mM MgCh

nach dem Autoklavieren

20 mM Glucose steril filtriert

Anzucht von Escherichia coli

LB (Luria Bertani)

1 % Pepton

0,5 % Hefeextrakt

1 % NaCl

in H,O bidest, pH 7,0
fest 1,5 % Agar
Antibiotika:
Hefevektoren 50 pg/ml Ampicillin

BP-Plasmide (Donorvektoren)

50 pg/ml Kanamycin

LR-Plasmide (Zielvektoren)

100 pg/ml Spectinomycin

Plasmidminipraparation (Birnboim und Doly

1979)

Bibdo 1 25 mM Tris-HCI
10 mM EDTA

nach dem Autoklavieren

50 mM Glucose

nach dem Autoklavieren

50 mg/ml RNase A
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Medium Komponenten
Bibdo 2 0,2 M NaOH
1% SDS
Bibdo 3 3 M Kaliumacetat
11,5 % Essigsaure
TE-Puffer (1 x) 10 mM Tris-HCI
1 mMEDTA
pH 8,0

Herstellung kompetenter Agrobacterien-Zellen

YEB-Medium

0,5 % Fleischextrakt

0,1 % Hefeextrakt

0,1 % Pepton

0,5 % Saccharose

pH 7,0 mit NaOH

fest 1,5 % Agar
nach dem Autoklavieren 20 mM MgCh
Antibiotika 25 pg/ml Gentamycin

100 pg/ml Rifampicin

Mit Zielvektor zuséatzlich

100 pg/ml Spectinomycin

TE-Puffer (1 x)

10 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

pH 8,0

Transformation von Arabidopsisthaliana

Infiltrationsmedium

1 x MS-Salze mit B5 Vitaminen und Gamborg
Vitaminen

5 % Saccharose

0,025 % MES

pH 5,7 mit KOH

nach dem Autoklavieren

0,044 pM BAP

0,05 % Silvet-L-77

Sterilisation von Arabidopsis-Samen

70 % Ethanol

12 % Natriumhypochlorit

20 % SDS

Aussaat vonArabidopsis-Samen

Selektionsmedium

1 x MS-Salze mit B5 Vitaminen und Gamborg

0,5 % Saccharose

0,05 % MES

pH5,7 mit KOH
fest und weich 0,8 % Agar
fest und hart 1,5 % Agar

nach dem Autoklavieren

Antibiotika 50 pg/ml Kanamycin
100 pg/ ml Ampicillin
Top-Agar 0,1% Agar in HO bidest

Hydroponische Kultur

(Siegenthaler und Depéry 1976) 1 x

5 mM KNG;

1,5 mM Ca(NQ),
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Medium

Komponenten

1 mM KH2PO4

1 mM nH,CI

1 x Mikroelemente

1 x Fe-EDTA-LGsung

Magnesiumsulfat

50 bzw. 1,5 mM

fest

0,7 % Agarose Low EEO

Antibiotika

100 pg/ml Ampicillin

50 pg/ml Kanamycin

Mikroelement-Losung 1000 x

46 mM H;BO,

10 mM MnSQ

0,77 mM ZnSQ

0,32 mM CuSQ

0,58 mM MoQ

Fe-EDTA-LGsung

0,1 M EDTA

0,37 M KOH

0,1 MFeSQ

ca. pH3,0

Schwermetall-Lésungen

50 UM AICk

30 uM CdC}

50 uM Co(NQ),

25 uM CusQ

40 PM NiCh,

GUS-Aktivitatsnachweis

X-GIcA-Substratlésung

1 mM X-GIcA

0,05 mM Natriumphosphatpuffer

10 mM EDTA

3 mM K,[Fe(CN)]

0,5 MM Kg[Fe(CN)s}

0,1 % TritonX-100

Natriumphosphat-Puffer

0,05 M NahBPO,

0,05 M NgHPO,

pH7 in HO bidest.

Herstellung von Semi-Dinnschnitten

Fixierungspuffer

50 mM PIPES

1,5 % Glutaraldehyd

0,5 g Glucose

Einbettungsmedium 13 g NSA (Nonenyl Succinic Anhydrid)

5 g VCD (Vinyleycyclohexan Dioxid)

3 g D.E.R (Dow Epoxid Resin 736)

0,2 g DMAE (Dimethylaminoethanol)

Herstellung kompetenter Hefe-Zellen (Gietz und Woods 2002)

YPD-Medium 8 g Hefeextrakt
16 g Pepton
fest 16 g Bacto-Agar

nach dem Autoklavieren 16 g Glucose in 100 mlJ@ bidest, steril filtriert
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Medium Komponenten
Hefetransformation nach Gietz (Gietz und Woods
2002
YPAD-Medium (0,8 ) 8 g Hefeextrakt

16 g Pepton

8 ml Adeninsulfat
nach dem Autoklavieren 16 g Glucose in 100 mlJa bidest, steril filtriert
Heringssperma-DNA 5 mg/mlin 1 x TE-Puffer
LiAc 1 M steril filtriert
PEG 50 %
10 x TE-Puffer 100 mM Tris-HCI

10 mM EDTA

pH7,5 mit NaOH
LiAc/TE-Puffer 1 ml 10 x TE-Puffer

1ml 1 M LiAc

8 ml H,O bidest
PEG/LiAc-Puffer 0,5 ml 10x TE-Puffer

0,5 ml 1M LiAc

4 ml 50 % PEG

mating based Split-Ubiquitin-System

AHTLUM dropout (-Ade,-His-Leu,-Trp-Ura-Met) 2 g Arginin HCI

2 g Isoleucin

2 g Lysin HCI

3 g Phenylalanin

2 g Serin

2 g Threonin

2 g Tyrosin

9 g Valin

1,7 g Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren und

SC(0,81) Ammoniumsulfat

4 g Ammoniumsulfat

1,5 g AHTLUM Dropout (-Ade,-His,-Leu-Trp-Ura-
Met)

pH6,0-6,3 mit NaOH

Fest 16 g Oxoid-Agar

nach dem Autoklavieren 16 g Glucose in 100 mlJ@ bidest, steril filtriert

SC+ A+H+L (0,8 ) SC-Medium

8 ml Adeninsulfat

1,6 ml Histidin

8 ml Leucin

pH6,0 — 6,3 mit NaOH

16 g Oxoid-Agar

16 g Glucose in 100 ml @ bidest, steril filtriert

SC+A+H+T+U (0,8 1) SC-Medium +

8 ml Adeninsulfat

1,6 ml Histidin

1,6 ml Tryptophan

8 ml Uracil

pH6,0 — 6,3 mit NaOH

Fest 16 g Oxoid-Agar
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Medium Komponenten
nach dem Autoklavieren 16 g Glucose in 100 ml @ bidest, steril filtriert
SC+A+H(08]I) SC-Medium +

8 ml Adeninsulfat

1,6 ml Histidin

pH6,0 — 6,3 mit NaOH

16 g Oxoid-Agar

nach dem Autoklavieren 16 g Glucose in 100 mlJ@ bidest, steril filtriert

1,7 g Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren und

SD-Medium (0,8 1) Ammoniumsulfat

4 g Ammoniumsulfat

+ 0/ 75/ 150/ 400 uM Methionin

pH6,0-6,3

16 g Oxoid-Agar
nach dem Autoklavieren 16 g Glucose in 100 mlJ@ bidest, steril filtriert
Adenin (A) 0,2 9g/100 ml
L-Histidin HCI (H) 0,2g/100 mi
L-Leucin (LY 1g/100ml
L-Methionin (M) 1g/100 ml
L-Tryptophan (T) 1 g/100ml
Uracil (U) 0,2 g/100ml
Z-Puffer 10,68 g/l NaHPO,

5,5 g/l NaKBPO,

0,75 g/l KCI

0,246 g/l MgSQx6H,0

pH 7,0

80 mg/ml X-GAL in DMF

10 % SDS
DNA-Extraktion aus Hefe
DNA-Extraktionslésung 2 % Triton X-100

1% SDS

100 mM NacCl

10 mM Tris-HCI, pH 8,0

1 mM EDTA

nicht autoklavieren

Glasperlen (Micron beads 0,7 — 1mm Durchmesser9

2.1.12 Antibiotika-Stammlésungen 1000 x
Tabelle 2. 7 Antibiotika

Antibiotikum Stammldésung [mg/ml]
Ampicillin 100 mg/ml in HO bidest
Gentamycin 25 mg/ml HO bidest
Kanamycin 50 mg/ml HO bidest
Rifampicin 100 mg/ml in DMSO
Spectinomycin 100 mg/ml HO bidest

Steril filtriert
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2.1.13 Zubehor zur Kultivierung vofrabidopsis thaliana
Tabelle 2. 8 Anzucht vorArabidopsis thaliana

Zubehor Firma

Arasystem BetaTech (Gent, Belgien)

Confidor WG70 BASF (Ludwigshafen, Deutschland)
Dungerperlen Osmocoté Plus Mini Substral

Flissigdunger ,Die Profis* Drogerie Markt dm (Karlsruhe, Deutschland)
Gartnererde Floradur (Deutschland)

Perligran G Bonjo-Versand (Celle)
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2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Methoden der Molekularbiologie

Gangige Methoden der Molekularbiologie wurden verwendet, um die Konstrukte zur Analyse
der Expression durch Promotor:GUS-Fusionen und zur Analyse der Protein-
Proteininteraktion mit demmating based Split-Ubiquitin-System herzustellen. Zu diesen
Methoden zahlen die Extraktion der Nukleinséduren, die PCR und die gelelektrophoretische
Auftrennung und Aufreinigung. Diese Methoden sollen hier nicht mehr im Einzelnen
aufgefuhrt werden. Sie wurden mit Kits, entsprechend der Anleitung des Herstellers
durchgefuhrt. Zur Herstellung der Promotor:GUS-Fusionskonstrukte und der Konstrukte far
die Protein-Proteininteraktionsanalysen wurde die Klonierungstechnik von Invitrogen (Karimi
et al. 2002) Uber homologe Rekombination verwendet, diese soll unter 2.2.3 néher erlautert
werden. Die Transformation in chemisch kompetdfdgeherichia coliZellen erfolgte durch
Hitzeschock und die Plasmid-Mini-Préaparation erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von
Birnboim&Doly, Bibdo (Birnboim und Doly 1979). Beide Methoden werden unter 2.2.2.1
aufgefuhrt. Die Methodik der Restriktionsanalyse und der Sequenzierung zur Verifizierung
sollen hier ebenfalls nicht mehr beschrieben werden.

Die Extraktion der Nukleinsduren a#ésabidopsis thaliana erfolgte mit dem NucleoSpin
Plant-Kit von Macherey-Nagel (Tabelle 2. 3) entsprechend der Anleitung. Zur Amplifikation
der PCR-Produkte mit dem FastStart High Fidelity PCR System (2.1.8, Tabelle 2. 3) wurde
das in Tabelle 2. 9 aufgefuhrte Thermoprofil verwendet.

Tabelle 2. 9: Thermoprofil ,,GFP 60 zur Synthese der PCR-Produkte fir die Promotor:GUS-Fusionen

Schritt TemperaturDauer Funktion

S [min]
1 95 2 Initiale Denaturierung
2 95 1 Denaturierung
3 60 1 Anealing
4 72 2 Elongation
gehe zu 34 Wiederholungen
2-4
6 72 5 Terminale Elongation
7 8 o0

Fur die Herstellung der Konstrukte fiir die Protein-Proteininteraktionsanalysen wurde
Gesamt-RNA aus verschiedenen Pflanzenorganen extrahiert. Die Extraktion der Gesamt-
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RNA erfolgte mit dem NucleoSpiRRNA Plant Kit (Tabelle 2. 3) entsprechend der Anleitung

des Herstellers. Durch gelelektrophoretische Auftrennung wurde die Qualitdt der Gesamt-
RNA bestimmt, und die Gesamt-RNA-Menge fur die cDNA-Synthese abgeschatzt. Die
Synthese der cDNA erfolgte mit dem Enzym RevertRidM-MuLV Reverse Transcriptase
(Tabelle 2. 3) von Fermentas (St.Leon-Rot, Deutschland) entsprechend der Anleitung des
Herstellers. Die Amplifikation der PCR-Produkte aus cDNA fir die Analyse der Protein-
Proteininteraktion in Hefe, erfolgte mit dem FastStart High Fidelity PCR System (2.1.8,

Tabelle 2. 3). Es wurde ebenfalls das in Tabelle 2. 9 aufgefihrte Thermoprofil verwendet.

2.2.2 Arbeiten mit Bakterien

2.2.2.1 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter Escherichia coelZellen

KompetenteEscherichiacoli-Zellen wurden in Anlehnung an das Protokoll von Hanahan
(1983) hergestellt. Uber Nacht wurden kompetdhteoli-Zellen auf festem LB-Medium

ohne Antibiotikum bei 37 °C inkubiert. Zehn bis zwo6lf Kolonien wurden mit einer Impfdse in
250 ml SOB Medium uberfuhrt und bei 18 °C unter Schiitteln bis zu einer optischen Dichte
(OD) von 0,5 bis 0,7 inkubiert. Die Flussigkulturen wurden auf Eiswasser fur zehn Minuten
abgekuhlt, auf Zentrifugationsgefaf3e verteilt und bei 2500g und 4 °C pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Bakterienpellets in jeweils 40 ml eiskaltem TB-Puffer
resuspendiert. Nach einer weiteren Inkubationsphase von zehn Minuten wurde die
Bakteriensuspension erneut bei 2500 g und 4 °C pelletiert und der Uberstand verworfen. Die
Bakterienpellets wurden in jeweils 5 ml TB-Puffer resuspendiert, beide Ansétze vereinigt und
DMSO bis zu einer Endkonzentration von 7 % zugegeben. Nach einer abschlielienden
Inkubationsphase bei 4°C fur zehn Minuten wurden Aliquots der Bakteriensuspension von

jeweils 200 pl in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -70 °C gelagert.

Die Transformation erfolgte nach dem Protokoll von Hanahan (Hanahan 1983). Hierzu wurde
ein Aliquot chemisch kompetente&r coli-Zellen auf Eis aufgetaut und mit 2 pl BP-Klonase-
Reaktionsansatz, 2 pul LR-Klonase-Reaktionsansatz, bzw. 10 ng Plasmid-DNA gemischt.
Nach 30 mindtiger Inkubation in Eiswasser erfolgte ein Hitzeschock fur 30 s bei 42 °C.
Anschlieend wurde der Transformationsansatz fur weitere funf Minuten in Eiswasser
inkubiert. Nach Zugabe von 800 pl SOC-Medium erfolgte eine Inkubation bei 37 °C und
1000 rpm fiur eine Stunde. 200 pl des 1000 pl Transformationsansatzes wurden direkt auf
festem LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen. Der restliche

Transformationsansatz wurde bei 800 g pelletiert, in 200 pl SOC-Medium resuspendiert und

37



2 Material und Methoden

ebenfalls auf festem LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum fur die Selektion
ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Fir die Selektiok.dawl-Zellen wurde fur
die Transformationsansatze mit den Hefevektoren Ampicillin, fir die BP-Plasmide

Kanamycin und fiir die Selektion der LR-Plasmide Spectinomycin verwendet.

2.2.2.2 Plasmid-Mini-Préparation (Bibdo) (Birnboim und Doly 1979)

Zur Isolierung der Plasmid-DNA wurden einzelaecoli-Kolonien in flissigem LB-Medium

unter Selektion mit dem entsprechenden Antibiotikum tber Nacht bei 37 °C und 150 rpm
inkubiert. Die Flussigkulturen wurden durch Zentrifugation bei 2500 g pelletiert, der
Uberstand verworfen und die Zellen in 200 pl Bibdo 1 mit RNase resuspendiert. Nach einem
funf mindtigen Inkubationsschritt bei Raumtemperatur wurde der Ansatz mit 400 ul Bibdo 2
versetzt und fur funf Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden 300 ul kaltes Bibdo 3
zugegeben und fur zehn Minuten ebenfalls auf Eis inkubiert. Zellbestandteile wurden durch
einen Zentrifugationsschritt fur finfzehn Minuten bei 4 °C und 10000 g pelletiert und die
Plasmid-DNA aus dem Uberstand mit einem Volumen Isopropanol gefallt. Fir die
Sequenzierung erfolgte eine Aufreinigung der Plasmid-DNA durch Phenol-Chloroform-

Extraktion mit anschliel3ender Fallung.

2.2.2.3 Herstellung und Transformation kompetenter AgrobacterierZellen

Bei der Herstellung transgener Pflanzen arbeitet man mit dem so genannten binaren
Vektorsystem (siehe Abschnitt 2.2.4). Hierbei werden die fur die Transformation

notwendigen Eigenschaften auf verschiedene Vektoren aufgeteilt. Der verwendete
Agrobacterien-Laborstamm GV3101 (pMP90) besitzt virulente Eigenschaften und die

Resistenz gegen Rifampicin und Gentamycin, aber keine T-DNA flir den Transfer von DNA
in die Pflanze (Koncz und Schell 1986).

Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von Hoffgen und
Willmitzer (Hoffgen und Willmitzer 1988). Kompetent&grobacterien-Zellen wurden auf
festem YEB-Medium mit den Antibiotika Gentamycin und Rifampicin ausgestrichen und fur
zwei Tage bei 28 °C inkubiert. Zwei bis drei Kolonien wurden in jeweils 20 ml Vorkultur
(YEB-Medium mit Gentamycin und Rifampicin) Uber Nacht bei 28 °C und 170 rpm inkubiert.
Diese Vorkulturen wurden in jeweils 200 ml YEB-Medium mit Gentamycin und Rifampicin
(Hauptkultur) Gberimpft und fur drei bis vier Stunden bei 28 °C unter Schitteln inkubiert. Die

Hauptkulturen wurden fur zehn Minuten bei 4 °C abgekuhlt und dann fiur zehn Minuten bei
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4 °C und 4000 g pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 20 ml eiskaltem
TE-Puffer resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (wie zuvor beschrieben) wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet in 2 ml YEB-Medium ohne Antibiotika aufgenommen.
Die Bakteriensuspension wurde als 200 pl Aliquots in flissigem Stickstoff eingefroren und

bei -70 °C gelagert.

Die Transformation vomgrobacteriumtumefacienserfolgte durch Hitzeschock ebenfalls in
Anlehnung an das Protokoll von Hoéffgen und Willmitzer (H6ffgen und Willmitzer 1988). Ein
Aliquot der kompetenten Zellen wurde auf Eis aufgetaut, mit ca. 1 pg Plasmid-DNA gemischt
und far fanf Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation auf Eis folgte eine finf minttige
Inkubation in flissigem Stickstoff und anschlie3end ein Hitzeschock fur funf Minuten bei
37 °C. Der Transformationsansatz wurde danach mit 1 ml YEB-Medium ohne Antibiotika
versetzt und bei 800 rpm fur mindestens 3 h bei 28 °C inkubiert. Ein Aliquot von 200 ul des
Transformationsansatzes wurde direkt auf festem YEB-Medium mit den Antibiotika fur die
Selektion des Laborstamms Gentamycin und Rifampicin, sowie Spectinomycin fur die
Selektion des transformierten Plasmids ausplattiert. Der restliche Transformationsansatz
wurde fur drei Minuten bei 800 g pelletiert, in 200 pl Medium resuspendiert und ebenfalls auf
YEB-Medium mit Gentamycin, Rifampicin und Spectinomycin ausplattiert. Die Inkubation

erfolgte fur zwei Tage bei 28 °C.

2.2.3 GATEWAY ™.-System der Firma Invitrogen

Die GATEWAY™-Technik beruht auf dem Rekombinationssystem d&hagens. Durch
Rekombination kann deér-Phage seine DNA in das Genom uéncoli integrieren und dann

den lysogenen oder lytischen Weg vollziehen. Die Rekombination selbst erfolgt zwischen den
attachment-Sequenzenaftachment-sitgs die jeweils auf dem Genom vdgscherichia coli

und dem Genom désPhagens liegen. Sie wird durch spezifische Enzyesa-d&hagen und

von E. coli vermittelt (Curtis und Grossniklaus 2003, Ptashne 1992).albiSequenzen

liegen auf dem Genom vda. coli, die attP-Sequenzen auf dem Genom deBhagens. Bei

der Rekombination binden bakterien- und phageneigene Enzyme att-&equenzen und
schneiden dort. Die DNA-Strange werden ausgetauscht und wieder kovalent verbunden. Dazu
werden unter anderem Faktoren wie IHEScherichia colintegration factorund dielnt- und

Xis-Proteine Excisionasgdes xPhagens bendotigt.
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Invitrogen bietet im GATEWAYM-System Donorvektoren mit deaitP-Sequenzen dek-
Phagen an, sowie die Enzyme und Faktoren, die die Rekombination in Form des BP- bzw.
LR-Klonase-Enzym-Mixes (Tabelle 2. 3) vermitteln. Die Rekombination erfolgt hier in einer
ersten Rekombinationsreaktion, der BP-Klonase-Reaktion (Abbildung 2.0 3 A), zwischen
amplifiziertem PCR-Produkt mit flankierendeattB-Sequenzen au&. coli, und dem
Donorvektor (pDONR221, Abbildung 2.0 1 A). Ein Aliquot (2ul/10ul) des BP-Klonase-
Reaktionsansatzes wird in chemisch kompeténteoli-Zellen transformiert und auf LB-
Medium mit Kanamycin inkubiert. Der Donor-Vektor enthélt die entsprecheradifi
Sequenzen des-Phagens und aul3erdem zur Selektion eine Kanamyesisienz und das
ccdB-Gen. Das ccdB-Protein interagiert mit der GyraseEusoli, wodurch die Zellen nicht
mehr wachsen koénne(Bahassi et al. 1999, Bernard und Couturier 1992)Der BP-
Klonase-Enzym-Mix enthalt die flir die Rekombination notwendigen Enzyme und
Cofaktoren. Das Produkt der BP-Klonase-Reaktion enthalt den entstaritigneKlon (BP-
Plasmid = Donorvektor mit dem PCR-Produkt, Abbildung 2.0 3 B) und wird Uber eine
Kanamycin-Resistenz i&. coli selektiert. Klone, die das nicht-rekombinierte Plasmid, also
nur den Donorvektor enthalten, werden Uber da€fiooli toxische Expressionsprodukt des
ccdB Gens negativ selektiert. Nach der Rekombinationsreaktion werden awtBlenind

attP-Sequenzen die so genannteih éequenzen.

A B
aliB1 aftg2 atP1 atiP2 BP-KI atiL1 affL2 ati1 aifR2
Donor- Enfry- Neben-
- —
PCR-Produkt Vektor Klon produkt

mit
flankierenden
atfB-Sequenzen

Abbildung 2.0 3: Schematische Darstellung der BP-Klonase-Reaktion (enthommen aus Manual
Invitrogen, 2002)

A) zeigt das PCR-Produkt mit flankierendattB-Sequenzen und vereinfacht dargestelli@omor-Vektor mit
demccdB-Gen, flankiert vorattP-Sequenzen.

B) zeigt die Produkte der BP-Klonase-Reaktion. Betry-Klon enthalt das PCR-Produkt, flankiert vattl -
Sequenzen. Als toxisches Nebenprodukt entsteht das vattBeBequenzen flankiertecdB-Gen.

Der korrekte Entry-Vektor wird in eine zweite Rekombinationsreaktion, die
LR-Klonase-Reaktion (Abbildung 2.0 4) mit dem eigentlichen Zielveldestination vectgr
eingesetzt. Der Zielvektor, hier pKGWFS7 (Karimi et al. 2002nthalt die fiur die
Rekombination spezifischeattR-Stellen und dascdB-Gen (Abbildung 2.0 1 B). Wie schon

erwahnt, enthalt auch der LR-Klonase-Enzym-Mix die fur die Rekombinationsreaktion
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2 Material und Methoden

notwendigen Enzyme und Cofaktoren. Aus der LR-Klonase-Reaktion gehen der eigentliche
Expressions-Klon (LR-Plasmid = Zielvektor mit rekombiniertem Gen flankiert attB-
Sequenzen) und als toxisches Nebenprodukt dasattBrSequenzen flankiertecdB-Gen

hervor (Abbildung 2.0 4 B). Die Selektion der Zielvektoren (LR-Plasmide) erfolgt tber eine
Spectinomycinresistenz und ebenfalls Gber das Absterben der Zellen dexdE$sen
enthalten.

A
afiL1 affl2 atiR1 atiP1 atiF2

B
alfR2 atiB1 altB2
Entry- Ziek Expressions- MNeben-
Klon veklor Klon produkt

Abbildung 2.0 4: LR-Klonase-Reaktion (entnommen aus: Manual Invitrogen, 2002)

A) zeigt denEntry-Klon mit rekombiniertem PCR-Produkt, flankiert vatiL -Sequenzen und den Zielvektor mit
dem von demttR-Sequenzen flankierteatdB-Gen.

B) zeigt schematisch die Produkte der LR-Klonase-ReaktionERpressiondlon enthélt das rekombinierte
PCR-Produkt, flankiert von deattB-Sequenzen. Als Nebenprodukt entsteht ein Vektor mit dedB-Gen,
flankiert vonattP-Sequenzen.

Zur Herstellung der Promotor:GUS-Fusionen wurde mit dem NucleB$pant-Kit von
Macherey-Nagel (2.1.8, Tabelle 2. 3) genomische DNAAaabidopsisthaliana isoliert und

in die PCR mit genspezifischen GATEWAY-Primern (siehe Anhang) eingesetzt. Die
GATEWAY-Primer bestehen, wie schon unter 2.2.3 erwahnt, aus genspezifischen Bereichen
und denattP-Stellen des\-Phagens (Abbildung 2.0 5). Durch die spezifiscag®l und

attP2 Stellen, die mit derattB1 und attB2-Stellen rekombinieren liegt das Konstrukt
automatisch in der korrekten Orientierung im Zielvektor vor. Die PCR-Produkte wurden mit
dem Gelelutionskit von Eppendorf (2.1.8, Tabelle 2. 3) aufgereinigt und in die BP-Klonase-
Reaktion eingesetzt.

attP1 | Promotor und erstes Exon AtMRS2-X attP2

Abbildung 2.0 5: Schematische Darstellung des amplifizierten PCR-Produkts, Promotor:GUS-Fusionen

Die flankierendenattP-Sequenzen sind als schwarzer Kasten dargestellt, als orangener Kasten werden der
genspezifische Promotor und das erste codierende Exon aufgefthrt. Der Promotor wurde als die gesamte
Sequenz ausgehend vom ersten Codon hinter dem STOP-Codon des davor liegenden Gens definiert.

Die Rekombinationsreaktion erfolgte in der BP-Klonase-Reaktion (Abbildung 2.0 3) mit dem
Entry-Vektor pDONR221 (Abbildung 2.0 1 A, Abbildung 2.0 6 A). Ein Aliquot des
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Reaktionsansatzes wurde inddli-Zellen durch Hitzeschock transformiert (siehe 2.2.2.1) und
auf LB-Medium mit Kanamycin selektioniert. Einige Kolonien wurden in Fliissigmedium UN
angezogen und die Plasmid-DNA nach dem Protokoll von Birnboim und Doly (siehe 2.2.2.2)
isoliert (Birnboim und Doly 1979). Die Verifizierung des korrektentry-Vektors erfolgte

durch Fragmentierung der Plasmid-DNA mittels der Restriktionsendonuklégsstnund
EcoRV (siehe Tabelle 2. 1) und durch Sequenzierung. Die Sequenzierung wurde durch das
Unternehmen Macrogen Inc. in Korea durchgefiuihrt. Der korrEktey-Vektor wurde mit

dem Zielvektor pKGWFS7 (Abbildung 2.0 1 B, Abbildung 2.0 6 B) in der LR-Klonase-
Reaktion (Abbildung 2.0 4) rekombiniert, und so der entstandene Expressionsklon (LR-
Plasmid) ebenfalls durch Fragmentierung und Sequenzierung kontrolliert. Der
Expressionsvektor (Zielvektor mit rekombiniertem PCR-Produkt = LR-Plasmid) wurde in
Agrobacterium tumefaciendransformiert (2.2.2.3). Fur die Bestimmung derjenigen
Agrobacterien-Kolonien, die das LR-Plasmid enthielten, wurde eine Kolonie-PCR
durchgeflihrt. Bei der Kolonie-PCR wurde in den Standard-PCR-Ansatz anstatt eines DNA-
Templatesmit einem Zahnstocher Zellmaterial einer einzelnen Kolonie in den PCR-Ansatz
Uberfuhrt. Mit dieser Kolonie wurde dann im folgenden Schritt die FlUssig-Kultur zur
Transformation vorArabidopsis thalianangeimpft. Die Herstellung des Expressionsvektors
erfolgte Uber zwei Rekombinationsschritte, da die Rekombinationsreaktion und die

Transformation von E. codiirekt mit dem Zielvektor zu ineffizient gewesen waére.
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A Apa 1(4443) _ B smispr B
M13 (-40) forward primer an
//,,,,'-/\‘ S M13(-20) forward primer : \ Xma | (1750)
# P1 -
}\—a ¥ antR1
DONR221 \ S
P | KGWFS7,0
Kan (R b ' Clal @56 p . ! — Xma | (3147)
4762 bp ~—ccdB == 12700 bp ™ .
I:ﬁ
\ / Apa | (1386) Egfp
Eco RV (3000
M13 o -
: P us
reverse primer alf P2 g

cm®) RB T35S

Abbildung 2.0 6: Donorvektor (verdndert nach Invitrogen) und Expressionsvektor pKGWFS7 (verandert
nach Karimi et al. 2002). Beide Vektorkarten wurden mit dem Programm Vector NTI erstellt.

A) pDONR221 Donorvektor des GATEWAY-Systems Die att-Sequenzen sind als rote Kasten
gekennzeichnet, zusatzlich enthalt der Vektor eine Kanamycinresistenz, schwarzer Pfeil, sodBdasn

(gelber Kasten). Die als grauer Kasten dargestellte Cm Resistenz geht ebenso wieBel@aen bei der
Rekombinationsreaktion verloren. Die Bindestellen der fur die Sequenzierung verwendeten Primer (M13 (-40)
forward Primer und M13reverse Primer) sind mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Zur Ubersichtlicheren
Darstellung wurden nur die Erkennungsstellen fir die verwendeten Restriktionsendonukbzbdémnd Apa
eingezeichnet.

B) Ubersichtskarte des Expressionsvektors pKGWFS7: Der Vektor pKGWFS7 enthdlt eine
Spectinomycinresistenz fir die SelektiorEncoli (als gelber Pfeil dargestellt), und eine Kanamycinresistenz fir
die Selektion in der Pflanze (als schwarzer Pfeil dargestellt)abi®equenzen sind wie im Donor-Vektor in

Form von roten Kasten und dasdB-Gen als gelber Kasten eingezeichnet. Zu den weiteren wichtigen
Merkmalen des Vektors gehéren die als graue Kasten dargestellten RB- und LB-Sequenzen, die fir die
Transformation vonArabidopsis thalianabendtigt werden (ndhere Erlauterungen im Abschnitt 2.2.4). Das
ReportergerEgfp ist als griner und dasid-Gen fir das Enzyn-Glucuronidase ist als dunkel-blauer Pfeil
dargestellt. Der 35S-Terminator ist als hellblauer Kasten gekennzeichnet. Die Bindestellen der fir die
Sequenzierung verwendeten PriraéiR1 und GFPdo sind durch rote Pfeile dargestellt. Zur besseren Ubersicht
wurden ebenfalls nur die Erkennungsstellen fiir die eingesetzten RestriktionsendonuKieasemd Clal
eingezeichnet.

2.2.4 Transformation von Arabidopsisthaliana durch Agrobacterium tumefaciens

Bei der Herstellung transgener Pflanzen soll fremde DNA stabil in das Genom der Pflanze
integriert werden. Man macht sich hierbei das natirlich vorkommende Bodenbakterium
Agrobacterium tumefaciermu Nutze. Es beféllt die Pflanze an Verwundungsstellen und I6st
dort durch Umprogrammieren des pflanzlichen Stoffwechsels die Bildung von Tumoren, so
genannten Wurzelhalsgallen aus. Der Stoffwechsel der verletzten Pflanzenzelle wird so
umprogrammiert, dass sie Phytohormone (Cytokinin, Auxin) produziert, wodurch die Zellen
unkontrolliert und undifferenziert wachsen. Gleichzeitig erfolgt die Synthese von Opinen, die
nur von dem Bakterium als Nahrstoff benutzt werden kénnen. Zu den Opinen gehdren unter

anderem Nopalin und Octopin (Kempken und Kempken 2004).
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Fur die Tumorbildung und die Synthese der Phytohormone sind Plasmide mit einer Grof3e
von 200 bis 800 kb, so genanfAtamorinduzierende Plasmiddi(Plasmid) verantwortlich.

Auf dem Ti-Plasmid liegen die Gene fir die Opinsynthese und Verwertung, die Erkennung
verwundeter Zellen und fur die Mobilisierung und den Transfer der so genarid®A
(Transfer-DNA). Die Transfer-DNA ist der Bereich dés-Plasmids, der in die Pflanze
Ubertragen wird. Di@ -DNA wird von zwei DNA-Sequenzbereichen (Grenzen) flankiert, den

so genannterRight und Left BorderSequenzen (RB und LB). Sie bestehen aus einer
Wiederholung von 25 bp, die die Erkennungssequenz fir die Mobilisierung der T-DNA
darstellen. Damit Agrobacterium tumefacienglie Pflanze befallen kann, muss eine
Verwundung vorliegen. Die verwundete Pflanzenzelle bildet als Reaktion auf die Verletzung
phenolische Substanzen (z.B. Acetosyringon), die als Erkennungssignal fir das Bakterium
dienen. DasAgrobacterium heftet sich an die Zelle an und die T-DNA wird in die
Pflanzenzelle Ubertragen. Digr-Gene, die fur die Erkennung des Acetosyringon und die
Anheftung an die Zelle verantwortlich sind, liegen auf der chromosomalen DNA des
Bakteriums. Nach der Ubertragung der T-DNA, wird die DNA in das pflanzliche Genom
integriert (Kempken und Kempken 2004).

Die in der pflanzlichen Gentechnik verwendeten Plasmide wurden modifiziert. Sie enthalten
zum Beispiel das Gen fiur die Neomycin-Phosphotransferase, das der Pflanze eine Resistenz
gegen das Antibiotikum Kanamycin verleint. Man arbeitet aul3erdem mit bindren
Vektorsystemen, bei denen die Funktionen dedPlasmids auf zwei Vektoren verteilt
vorliegen. Das grofRere der beiden Plasmide tragt die fur die Virulenz notwendigen
Sequenzen, dievir-Region und ist im Laborstamm desgrobacteriumsenthalten. Der
Laborstamm enthélt meist auch chromosomal eine Antibiotikaresistenz (hier Rifampicin
(Koncz und Schell 1986)). Auf dem kleineren Plasmid mit dem im Labor gearbeitet wird,
(Expressionsvektor pKGWFS7, Abbildung 2.0 1 B bzw. Abbildung 2.0 6B), liegen die rechte
und die linke Grenze der T-DNA (RB und LB), dazwischen liegt das Markergen und die zu
analysierende Sequenz in Fusion mit einem Reportergen. Aul3erhalb der T-DNA-Sequenzen
liegt ein Markergen fir die Selektion i coli. Die DNA-Sequenz, die zwischen der rechten

und der linken Grenze der T-DNA liegt wird in das pflanzliche Genom integriert (Kempken
und Kempken 2004).

Der eigentliche Transformationsvorgang zur Herstellung transgener Pflanzen kann durch
verschiedene Methoden, z.B. die Infiltration von Protoplasten oder Gewebesticken mit einer

Agrobacterien-Suspension, erfolgen. Durch Behandlung mit Phytohormonen und unter
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gleichzeitiger Antibiotika-Selektion kdnnen so transgene Pflanzen regeneriert werden. Eine
weitere Methode ist die biolistische Transformation bei der Zellen oder Gewebestiicke mit
DNA-beschichteten Partikeln beschossen werden. Unter selektiven Bedingungen kann auch
hier eine Pflanze regeneriert werden. Ein Nachteil bei diesen Methoden besteht darin, dass es
haufig nur zu einer transienten Expression kommt, das transformierte Gen ist nur zeitweilig
aktiv und geht spater wieder verloren (Kempken und Kempken 2004). Stabile transgene
Linien wurden im Rahmen dieser Dissertation durch die ,Floral Dip“-Methode nach Clough

und Bent hergestellt, die im Folgenden erlautert werden soll.

2.2.4.1 Die Floral Dip-Methode (Clough und Bent 1998)

Bei der Floral-Dip-Methode werderabidopsis thaliana—Pflanzen drei Tage vor der
Transformation dekapitiert, damit bei der eigentlichen Transformation der Pflanze moglichst
viele Blitenansatze vorhanden sind, und um Verwundungsstellen zu erzeugen an denen das
Agrobacteriumdie Pflanze befallen kann. Mit dekgrobacterien die das Konstrukt tragen
wird eine Vorkultur (20 ml YEB-Medium + Gentamycin, Rifampicin, Spectinomycin)
angeimpft. Diese wird bei 28 °C und 150 rpm Uber Nacht inkubiert. Die Vorkultur wird in
200 ml Hauptkultur (YEB-Medium mit Gentamycin, Rifampicin und Spectinomycin)
dberfihrt und fir 24 h bei 28 °C und 150 rpm inkubiert. Die Hauptkultur wird durch
Zentrifugation fir 15 Minuten bei 4000 g und bei Raumtemperatur pelletiert, und der
Uberstand verworfen. Das Bakterienpellet wird in 200 ml Infiltrations-Medium mit
Benzaminopurin, Saccharose und Silvet-77 resuspendiert. Die Pflanzen werden mit den
Blutenansatzen in die Bakteriensuspension eingetaucht und fir drei Minuten inkubiert. Silvet-
77 erleichtert das Eindringen der Bakterien in die Pflanzenzelle, Benzaminopurin wird fir die
Regeneration der Pflanze nach der Inkubation in der Bakteriensuspension benétigt (Clough
und Bent 1998).

Zwei Pflanztépfe mit jeweils 4 - 6 Pflanzen wurden pro Konstrukt fiir 3 x 3 min kopfiber in

die Bakteriensuspension gehangt und dann in Wuchsschalen mit wenig Wasser gelegt. Die
Schalen wurden mit einem Deckel verschlossen und die Pflanzen nach einem Tag wieder
aufgestellt und gegossen. Nachdem die ersten Blutenansatze auftraten, wurden die Tépfe mit
den Pflanzen einzeln in lichtdurchlassige Pergament-Papiertiten eingepackt und mit
Klebeband verschlossen. Nach 4 Wochen wurden die Pflanzen nicht mehr gegossen und nach
weiteren 4 Wochen die Samen geerntet und zur Vernalisation bei 4 °C gelagert.
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2.2.5 Sterilisation und Aussaat von Samen

Zur Oberflachensterilisation wurde 1 Spatel Samen mit 1 ml 70 %igem Ethanol versetzt,
durch vortexen gemischt und fir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das 70 %ige Ethanol
wurde durch 1 ml Natriumhypochlorit (12 % (v/v)) ersetzt, und der Ansatz fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dazu wurden 8 nmOHbidest. und 1 ml 20 %iges SDS gegeben.
Die Inkubation erfolgte fur weitere 45 min bei 25 °C, wobei alle 10 min durch Invertieren
gemischt wurde. Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen und die Samen 4 x mit je 1 ml
H.O bidest. gewaschen, um Reste von SDS und Natriumhypochlorit zu entfernen. Unter der
Sterilbank wurde der Ansatz auf 1 ml mig@® bidest. aufgefillt und 8 ml 0,1 % Top-Agar
dazugegeben. Die Samen wurden durch vorsichtiges Schutteln mit dem Top-Agar gemischt,
auf ,weiche" Selektionsplatten (MS weich) mit Kanamycin und Ampicillin ausgeschittet und
gleichmalig verteilt. Die Platten wurden mit halb offenem Deckel getrocknet, mit Parafilm
verschlossen und die Samen unter Langtagsbedingungen inkubiert. Die Selektion der
transgenen Keimlinge erfolgte Uber eine Kanamycinresistenz. Nach ein bis zwei Wochen
wurden die Keimlinge auf ,harte* Selektionsplatten (MS hart), und nach weiteren zwei
Wochen auf Erde umgesetzt. Aus Rosetten- und Stangelblattern wurde mit dem Nu@eoSpin
Plant-Kit von Macherey-Nagel (2.1.8 Tabelle 2. 3) genomische DNA isoliert und mittels PCR
mit einer Kombination aus vektor- und genspezifischem Primerpaar die Identitat der

transgenen Pflanze bestimmit.

Zur Anzucht derArabidopsisPflanzen unter Schwermetallstress wurde das hydroponische
System verwendet. Hierzu wurden 0,5 ml Reaktionsgefal3e mit 0,5 x Medium (Siegenthaler
und Depéry 1976) und 0,7 % Agarose beflillt. Das untere Drittel des Reaktionsgefal3es wurde
abgeschnitten und die Reaktionsgefal3e in Spitzenkasten fur 1000 pl Spitzen eingesetzt. Die
Kasten wurden mit 700 ml destilliertem Wasser geflllt und mit Klarsichtfolie als
Austrocknungsschutz verschlossen. Nach einer Woche wurde das destillierte Wasser durch
0,5 x Medium mit den entsprechenden MgS@rzw. Schwermetall-Konzentrationen ersetzt
(Gibeaut et al. 1997, Tocquin et al. 2003).

2.2.6 GUS-Aktivitatsnachweis

Zum Nachweis der Expression eines zu analysierenden Gens, wird das entsprechende Gen mit
einem Reportergen fusioniert. Reportergene sollen in der Pflanze keine endogene Aktivitat
besitzen, nicht toxisch, leicht nachweisbar und die Aktivitat leicht zu dokumentieren sein. Zu

den am haufigsten verwendeten Reportergenen gehoren das grin fluoreszierende GFP-Protein
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(Neidz et al. 1995) aus der Qualkequoria victoria, dasuid-Gen fur das Enzyng-
Glucuronidase audEscherichia coliund das Luciferase-Gen aus der Feuerfliege. Der
Nachweis des GFPs erfolgt durch Anregung mit Licht einer geeigneten Wellenlange, die
Fluoreszenz des Proteins kann dann mikroskopisch nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
erfolgt der Nachweis fur die Reportergenaktivitat der Luciferase un@-@&ucuronidase

durch den enzymatischen Umsatz eines spezifischen Substrats (Glucuronid bzw. Luciferin)
und die Detektion des Katalyse-Produkts, Photonen im Fall der Luciferase (de Ruijter et al.
2003, Gould und Subramani 1988, Jefferson 1989, Neidz et al. 1995).

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein Expressionsvektor mit den Reportergenen fir das
grun fluoreszierende Protein und fur das Enf3s@lucuronidase verwendet. Als kinstliches
Substrat dient hier 5-Brom-4-Chlor-3-indofg#b-Glucuronid (X-GIcA). Das X-GIcA wird

von der B-Glucuronidase hydrolysiert. Durch Luftoxidation entsteht ein blauer Indigo-
Farbstoff (Abbildung 2.0 7). Der Indigofarbstoff verbleibt im Gewebe und kann nach dem

Entfernen des Chlorophylls dokumentiert werden (Jefferson et al. 1987).

Abbildung 2.0 7: Nachweis-Reaktion derp-Glucuronidase-Aktivitdt entnommen aus (Kempken und
Kempken 2004)

Der Nachweis deB-Glucuronidase Aktivitat erfolgt Uber die Umsetzung des Substrats 5-Brom-4-Chlor-3-
indolyl B-Glucuronid (X-GlcA). DieB-Glucuronidase spaltet das Substrat X-GIcA hydrolytisch und durch
Luftoxidation entsteht ein blauer Farbstoff.

Das Pflanzenmaterial wurde mit X-GIcA-Substratlosung bedeckt. Es folgte eine
Vakuuminfiltration fir 10 min. Die Inkubation in der Farbeldsung erfolgte bei 37 °C fur 24 h.
Die Farbereaktion wurde durch Austauschen der Farbelésung gegen 70 %iges Ethanol

abgestoppt und das Pflanzenmaterial durch das Ethanol fir weitere 24 h bei 37 °C entfarbt.
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2.2.7 Ubersicht tiber den Klonierungsablauf Promotor:GUS
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2.2.8 Herstellung von Semi-Diunnschnitten Arabidopsis-Fixierung fur die
Elektronenmikroskopie)

Die gefarbten Pflanzenteile wurden in 1 cm x 1 cm groRe Stiicke geschnitten, und unter
leichtem Vakuum in Fixierlésung schwimmend fir 30 min mit der Fixierlésung infiltriert.
Reste der Fixierlosung wurden durch viermaliges waschen fur jeweils zehn Minuten mit
Waschpuffer entfernt. Die Gewebeteile wurden durch Inkubation in einer Ethanolreihe

entwassert (Tabelle 2. 10):

Tabelle 2. 10: Inkubationszeiten und Waschschritte zur Entwasserung in Ethanol

Anzahl der jeweiligeninkubationszeit

Waschschritte (min) Konzentration
1 10 75 % Ethanol
3 10 90 % Ethanol
3 10 95 % Ethanol
4 15 Ethanol abs.

Die Einbettung erfolgte Uber mehrere Schritte mit aufsteigender KonzentratioBpdes

Low-ViscositiyEinbettungmedium (Tabelle 2. 11):

Tabelle 2. 11: Einbettung, Mischungsverhaltnisse von Ethanol und Einbettungsmedium mit
Inkubationszeiten

Inkubationsdauer Mischungsverhaltnis

(h) Ethanol Einbettungsmedium
mindestens 4 3 1

mindestens 4 1 1

mindestens 4 1 3

Uber Nacht abs.

mindestens 4 abs.

Nach weiteren vier Stunden wurden die Gewebestlicke in die Einbettungs-Form gegeben und
mit frischem Einbettungsmedium bedeckt. Die Polymerisation des Einbettungsmediums
erfolgte fur 7,5 Stunden bei 70 °C. Die eingebetteten Gewebeteile wurden mit einem

Mikrotom geschnitten. Die Schnittdicke betrug 1 - 5 um.
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2.2.9 Arbeiten mit Hefe

2.2.9.1 Herstellung kompetenter Hefezellen

Die Herstellung kompetenter Hefezellen erfolgte nach einem veradnderten Protokoll von
Obrdlik et al. (2004) nach Gietz (Gietz und Woods 2002). Kompetente Hefekolonien werden
mit einer Impfose von festem YPD-Medium in 150 ml YPAD-Flissigmedium Uberfiihrt und
die optische Dichte (OD) bestimmt. Aus dieser Flussigkultur wird eine Verdinnung in einem
zweiten Erlmeyerkolben mit einer OD von 0,004 angesetzt. Beide Flissigkulturen werden
Uber Nacht bei 28 °C unter Schutteln bis zu einer OD von 0,7 inkubiert. Die Kultur, die die
OD von 0,7 erreicht hat, wird auf sterile Falcons verteilt und durch Zentrifugation fur funf
Minuten bei 2500 g und bei Raumtemperatur pelletiert. Der Uberstand wird verworfen und
die beiden Pellets in jeweils 5 ml,® bidest. resuspendiert. Anschliel3end wird wie zuvor
durch Zentrifugation fur finf Minuten bei 2500 g (Raumtemperatur) pelletiert. Der Uberstand
wird verworfen und die Pellets in je 2,5 ml LIAc/TE-Puffer resuspendiert. Beide Pellets
werden vereinigt, erneut durch Zentrifugation wie zuvor beschrieben pelletiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 500 pl - 800 pl LiAc/Te-Puffer resuspendiert und fur
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die kompetenten Hefezellen auf

Eis gelagert.

2.2.9.2 Transformation kompetenter Hefe-Zellen nach Gietz (2002)

Die Transformation kompetenter Hefezellen erfolgte nach der Methode von Gietz (Gietz und
Woods 2002). Heringssperma-DNA wird fur 3 Minuten aufgekocht und sofort auf Eis
abgekuhlt. Fur die Transformation werden 20 pl DNA/TE-Mix (0,1 -10 pg Plasmid-DNA in

1 x TE-Puffer bzw. linerarisierter Vektor und PCR-Produkt im Verhéltnis 1:4) mit 20 ul
Heringssperma-DNA gut vermischt und mit 4,5 pl LiAc versetzt. Der Transformationsansatz
wird gut gemischt und 50 pl kompetente Hefezellen dazugegeben. Zu dem
Transformationsansatz werden 300 pl PEG/LiAc-Puffer gegeben, gut gemischt und fur 20
Minuten bei 30 °C und 800 rpm inkubiert. Dann wird der Transformationsansatz fur 20
Minuten bei 42 °C inkubiert und durch Zentrifugation bei 6000 g fir eine Minute pelletiert.
Der Uberstand wird vorsichtig verworfen und das Pellet in 100 pl sterilg® Ihidest
resuspendiert. Die Zellen werden auf dem entsprechenden Selektionsmedium
(SC +A+H+T+U-Medium fur die G-Fusionen bzw. SC+ A+H+L-Medium fur die N
Fusionen) mit einem Drigalski-Spatel ausplattiert und flr zwei Tage bei 28 °C inkubiert.
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2.2.9.3 DNA-Extraktion aus Hefe azy-bones Protokoll)

Eine Hefekolonie wird benutzt um eine 5 ml Flussigkultur anzuimpfen. Das Wachstum
erfolgt unter Selektion (SC+A+H+T+U-Mediumy&Fusion bzw. SC+A+H+L.Medium [y
Fusion) Uber Nacht rotierend bei 28 °C. 1,5 ml der Flussigkultur werden durch Zentrifugation
bei 5000 g fiir funf Minuten pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 200 pl
DNA-Extrakionslosung resupendiert und mit 200 pl Phenol/Chloroform (24:1) und 300 ul
Glasperlen versetzt. Die Inkubation erfolgt fur 10 Minuten bei Raumtemperatur und 1000
rpm. Nach Zentrifugation fir 5 Minuten bei 10000 g wird der wassrige Uberstand in ein neues
Reaktionsgefald Uberfihrt und die DNA durch Zugabe von 1 Volumen Isopropanol fir
mindestens 30 Minuten bei -20 °C geféllt. Nach Zentrifugation fir 15 Minuten bei 10000 g
wird der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet mit 50 pl 70 % Ethanol gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation wird das Ethanol verworfen und das DNA-Pellet getrocknet. Das
Pellet wird in 50 pl TE-Puffer gelost.

2.2.10 Grundlagen zum mating based Split-Ubiquitin-System

Das Grundprinzip zur Analyse von Protein-Proteininteraktionen beruht auf der Kopplung
zweier zu untersuchender Proteine mit jeweils einem Sensorprotein. Beide Sensorproteine
zusammen fuhren bei einer Protein-Proteininteraktion der zu untersuchenden Proteine zu

einer messbaren Reaktion. Der bekannteste Vertreter ist das Yeast-Two-Hybrid-System.

Eine Weiterentwicklung dieses Systems zur Untersuchung von Membranproteinen in der
lebenden Zelle stellt dasmating based Split-Ubiquitin-System (mbSUS) dar. Das
Grundprinzip beruht darauf, dass Ubiquitin in eukaryotischen Zellen von ubiquitin-
spezifischen Proteasen erkannt und vor der letzten Aminosdure geschnitten wird. Diese
Erkennung erfolgt auch dann noch, wenn man das Ubiquitin in eine N-termingleu(i

eine C-terminale Halfte () teilt, da sich beide Halften spontan wieder zusammenlagern und
so wieder funktionales Ubiquitin bilden (Abbildung 2.0 8).
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N

Abbildung 2.0 8 Schematische Darstellung des ,geteilten“ Ubiquitins [veréandert nach (Johnsson und
Varshavsky 1994)]

Die N-terminale Halfte (Aminosduren 1-34) ist in weinrot dargestellt. Die C-terminale Halfte (Aminoséauren 35
bis 76) ist in grun dargestellt. Der Punkt, an dem das Ubiquitin in zwei Halften geteilt wird ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet.

Die Spaltung des Ubiquitins vor der letzten Aminoséaure erfolgt auch dann noch, wenn man an
die C-terminalen Halfte (&) vor der letzten Aminoséure ein Reportermolekil anhangt
(Abbildung 2.0 9 A). Lagern sich beide Hélften zusammen, dann wird Ubiquitin durch die
ubiquitin-spezifischen Proteasen erkannt, und das Reportermolekil mit der letzten
Aminosaure abgespalten (Abbildung 2.0 9 B).
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Re

Abbildung 2.0 9 Schematische Darstellung der Zusammenlagerung der beiden Ubiquitinhalften
[verandert nach (Johnsson und Varshavsky 1994)]

A) zeigt die C- und die N-terminale Halfte des Ubiquitins, der Teilungspunkt des Ubiquitins in zwei Halften ist
durch einen Pfeil gekennzeichnet. An den C-Terminus wurde vor der letzten Aminosaure ein Reportermolekail
eingebaut, dargestellt als gelber Kasten mit der Beschrifkeng

B) zeigt die Zusammenlagerung der N-terminalen Halftg (dinrot) und der C-terminalen Halfte g@rin

mit dem angehéngten Reportermolekil Re, gelb). Lagern sich beide Hélfte zusammen, dann erkennen
ubiquitinspezifische Proteasen (roter, gezackter Pfeil, UBPs) das Ubiquitin und spalten das Reportermolekil ab.

Da sich beide Halften spontan wieder zusammenlagern koénnen, wurde das System
modifiziert. An Position 13 wurde Isoleucin gegen Glycin ausgetauscht, wodurch die Affinitat

der N-terminalen Halfte (IMg) zur C-terminalen Halfte (&) stark reduziert wird (Abbildung

2.0 10 A, blauer Stern). Beide Halften kdnnen sich nicht oder nur sehr langsam wieder
zusammenlagern. Somit erfolgt keine Erkennung mehr durch die ubiquitin-spezifischen

Proteasen und das Reportermolektl wird nicht mehr abgespalten (Abbildung 2.0 10 B).
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Abbildung 2.0 10 Mutation des Ubiquitins [verandert nach (Johnsson und Varshavsky 1994)]

A) zeigt die schematische Darstellung des Ubiquitins. Die N-terminale Halftg (Nl,yg) ist in weinrot
dargestellt. Die C-terminale Halfte ({ ist in griin dargestellt. Der Teilungspunkt der beiden Hélften ist durch
einen Pfeil gekennzeichnet. An Position 13 wurde Isoleucin durch Glycin ausgetauscht (hellblauer Stern).

B) zeigt die Folge des Austausches von Isoleucin gegen Glycin an Position 13 (N-terminale [FaH&Ns).
Beide Hélften des Ubiquitins kénnen sich nicht mehr spontan zusammenlagern.

Die Zusammenlagerung der beiden HalftegocNmit Cy, kann nun nur noch erfolgen, wenn
beide Halften durch einen zusatzlichen ,Proteinkontakt” in raumliche Nahe gebracht werden
(Abbildung 2.0 11 A). Dieser ,Proteinkontakt“ kann durch die zu untersuchenden Proteine,
die jeweils mit der C- bzw. der N-terminalen Hélfte des Ubiquitins fusioniert sind, hergestellt
werden (Abbildung 2.0 11 B). Interagieren die Proteine P1 und P2 (Abbildung 2.0 11 B),
dann kénnen sich die beiden Halften des Ubiquitins wieder zusammenlagern (Abbildung 2.0
11 C). Es entsteht wieder funktionales Ubiquitin, das durch ubiquitinspezifische Proteasen
erkannt und geschnitten wird (Abbildung 2.0 11 C). Ubiquitin spezifische Proteasen
schneiden das Reportermolekll an degialfte ab (Abbildung 2.0 11 D) und die Protein-
Proteininteraktion kann nachgewiesen werden (Johnsson und Varshavsky 1994, Stagljar et al.
1998).

In einer Weiterentwicklung des System wurde das Reportermolekil durch den kinstlichen
Transkriptionsfaktor fur das Protein A, Lex-A-VP1BLYV) ersetzt (Abbildung 2.0 11 E). Es
wird zudem ein Hefestamm verwendet, der die Reporterge@al und His3 nur bei

Aktivierung des lexA Promotors exprimiert Abbildung 2.0 11 E). PLV wird bei einer Protein-
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Proteininteraktion abschnitten und wandert in den Zellkern, wo er als Transkriptionsfaktor die
Expression der LexA gekoppelten Reportergé#is3 undLacZ aktiviert (Abbildung 2.0 11

E). Der verwendete Hefestamm kann Histidin nicht synthetisieren. Die Protein-
Proteininteraktion kann dann durch Wachstum auf Nahrmedium ohne Histidin, und durch
eine Uberschichtung mit X-Gal-Losung (Blaufarbung der Hefekolonien) nachgewiesen
werden. Der Hefestamm kann Histidin wieder selbst synthetisieren, wenn bei einer Protein-
Proteininteraktion der Transkriptionsfaktor PLV abgespalten wird (Abbildung 2.0 11 D, E)
und die lexA-gekoppelte Transkription vehis3 aktiviert (Obrdlik et al. 2004, Stagljar et al.
1998).

B-Gal*/blue
HIS+

Abbildung 2.0 11: Schematische Darstellung zum Prinzip desnating based Split-Ubiquitin-Systems
(Johnsson und Varshavsky 1994, Obrdlik et al. 2004, Stagljar et al. 1998)

A) zeigt die mutierte N-terminale Halfte ¢iNm =N, fliederfarben) fusioniert mit Protein (Chérel et al. 2002)

und die C-terminale Halfte des Ubiquitins (Cgriin) mit dem Reportermolekil (Re, gelb) vor der letzten
Aminoséaure, N-terminal fusioniert mit dem Protein 1 (P1, rot) Beide Halften werden in einer Zelle coexprimiert.
B) zeigt schematisch die Protein-Proteininteraktion von Proteinl und Protein2.

C) zeigt die Zusammenlagerung der C- und der N-terminalen Halfte des Ubiquitins, die Protein-
Proteininteraktion von Protein P1 mit Protein P2 und resultierend aus der Interaktion, die Erkennung des
Ubiquitins durch ubiquitinspezifische Proteasen (UBPs, roter gezackter Pfeil).

D) zeigt als Resultat der Protein-Proteininteraktion das abgespaltene, freie Reportermolekil (Re= PLV).

E) zeigt die Wanderung des Reportermolekills PLV (gelber Rand) in den Zellkern, wo es als kinstlicher
Transkriptionsfaktor die Transkription der ReportergexZ undHis 3 aktiviert. Diese Transkription und somit

die Protein-Proteininteraktion kann durch Wachstum auf Medium ohne Histidin und durch den Ndthweis
Galactosidaseaktivitat dokumentiert werden.

In dem System von Obrdlik wurde zusatzlich zu den ReportergétisB und [3-
Glucuronidase noch als Reportergeae? eingesetzt. Der verwendete Hefestamm kann aul3er

55



2 Material und Methoden

Histidin auch Adenin nicht mehr selbst synthetisieren, da das Enzym AIR-Carboxylase fehilt.
5-Phospho-ribosyl-amino-imidazol wird mit 5-Phospho-ribosyl-amino-imidazol-carboxylat zu

einem roten Pigment oxidiert wodurch sich die Hefe rot farbt (Obrdlik et al. 2004).

2.2.10.1 Herstellung der Konstrukte fur die Protein-Proteininteraktions-Analysen

Zur Herstellung der Konstrukte fur die Protein-Proteininteraktions-Analysen wurde mit dem
NucleoSpiff-RNA Plant Kit von Macherey-Nagel (2.1.8, Tabelle 2. 3), RNA aus dem Organ
der Pflanze isoliert, in dem der entsprechende Transporter exprimiert wird. Die cDNA wurde
mit der unter 2.1.8 angegebenen Reversen Transkriptase von Fermentas entsprechend der
Angaben des Herstellers synthetisiert und in die PCR eingesetzt. Mit genspezifischen Primern
(siehe Primer-Tabelle im Anhang) wurden PCR-Produkte fir alle Mitglieder der Genfamilie,
aulB3er den beiden PseudogendtMRS2-8 undAtMRS2-9, amplifiziert und mit dem
Gel-Extraktionskit von Eppendorf (2.1.8, Tabelle 2. 3) aufgereinigt. Die verwendeten Primer
sind ahnlich aufgebaut, wie die bereits unter 2.2.2 beschriebenen GATEWAY-Primer. Sie
bestehen aus einem genspezifischen Bereich un®-&equenzen, die gegenuber caiB-
Sequenzen aus. colileicht verandert wurden. Die resultierenden PCR-Produkte werden von
B-Sequenzen flankiert und kénnen so auch tber die BP-Klonase-Reaktion sowohl mit dem

Donorvektor als auch mit den Hefevektoren rekombinieren.

pMetYCgate wurde fur die Fusion mit der C-terminalen Halfte des Ubiquiting (6d der
Vektor pNXgate33-3HA fir die Fusion mit der N-terminalen Halfte des Ubiquitings)N
verwendet (Abbildung 2.0 12). pMetYCgate ist ein low-copy Vektor, der unter anderem den
Met25-Promotor (Methionin-reprimierbarer Promotor), die C-terminale Halfte des Ubiquitins
(Cup) und das Gen fiir die Synthese von Leucin enthalt. Durch Methionin im Medium kann die
Expressionsstarke desyfFusions-Proteins und die Reportergenaktivitat reguliert werden.
Fur die Herstellung der Konstrukte wurde pMetYCgate mit den Restriktionsendonukleasen
Pst und Hindlll geschnitten, durch Gelelektrophorese aufgetrennt und die Vektorbande mit
dem unter 2.1.8 aufgefuhrten Gelelutionskit von Eppendorf (Tabelle 2. 3) entsprechend der
Anleitung des Herstellers aus dem Gel eluiert. Der linearisierte Vektor wurde fur das so

genannte in vivaloning (2.2.8.2) zur Hefetransformation verwendet.

Bei dem Vektor pNXgate33-3HA handelt es sich ebenfalls um ein low-copy Plasmid
(Abbildung 2.0 12). Das Nc befindet sich unter Kontrolle désDH-Promotors der Hefe und
enthalt zusatzlich das Gen fir die Biosynthese von Tryptophan. Fur die Herstellung der
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Fusionskonstrukte wurde der Vektor zunachst mit den Restriktionsendonukiiezs@und
Smad geschnitten und durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Vektorbande wurde mit dem
Gelelutionskit von Eppendorf (2.1.8, Tabelle 2. 3) entsprechend der Anleitung des Herstellers

aus dem Gel eluiert und in die Hefe transformiert (2.2.8.2).

A B
Met25 Promotor DH1 Promotor
Amp (R) - 1 B1Pst I (941) EcoRI (765)
KanMX NubG
: Hind Il (1659)  Amp—
f /Bz (R) _
pMetYCgate b Cub pNx%at; b:3 S
LEU — 10033 bp Protein A
B
, Ll e Ynal (2243)
- VP16 TRP1 "™~
\ Ui 48 Terminator \ 3HA tag
CEN4 CEN4

Abbildung 2.0 12: Vektorkarten fiir den Hefevektor pMetYCgate zur Herstellung der Cub-Fusionen und
Vektorkarte fir den Hefevektor pNXgate33-3HA zur Herstellung der N,,c-Fusionen. Die Angaben zu den
Vektoren wurden der Anleitung von P. Obrdlik entnommen und die Vektorkarten mit dem Programm
VectorNTI erstellt (Obrdlik et al. 2004).

A) Vektorkarte des Hefevektor pMetYCgate: Die fur die Rekombination essentiellen B1 und B2 —Stellen sind
durch rote Striche gekennzeichnet. Der Methionin-reprimierbare Promde®% ist als hellblauer Blockpfeil
dargestellt, der Terminatderm als schwarzer Blockpfeil. Die C-terminale Hélfte des Ubiquiting, i€ als
dunkelblauer Blockpfeil dargestellt, ebenso der kiinstliche Transkriptionsfaktor PLV fur lexA gekoppelte
Reportergene, bestehend aus dem Protein A, LexA und VP16. Der low-copy-Hefepr@Ebibiorigin of
replication) ist als gelber Blockpfeil dargestellt. Das Gen fur die Biosynthese von Leucin ist als gruner
Blockpfeil dargestellt. Ein weiteres wichtiges Element des Vektors ist die Ampicillinresistenz fur die Selektion
in E. coli bei der Verifizierung der Konstrukte, dargestellt als roter Pfeil. Die Kanamycinresistenz, die bei der
Rekombination gegen die codierende Sequenz des jeweliiRS2Gens ausgetauscht wird, ist in Form eines
schwarzen Kastenpfeils dargestellt. Die Bindestellen fir die bei der Sequenzierung verwendeterVig&zirger p

im Methionin-reprimierbaren Promotor und,,GC-terminalen Halfte des Ubiquitins) sind durch rote eckige
Pfeile gekennzeichnet. Zur Gbersichtlicheren Darstellung wurden nur die Erkennungsstellen fiir die tatsachlich
verwendeten RestriktionsendonukleaBstt und Hindlll eingezeichnet.

B) Vektorkarte des Hefevektors pNXgate33-3HAEssentielle Elemente des Vektors sind der Promotor fiir die
Alkoholdehydrogenase aus Hefe, pADH1 dargestellt als hellblauer Blockpfeil und die mutierte N-terminale
Halfte des Ubiquitins, NuB, dargestellt als dunkelblauer Blockpfeil, sowie das HA-Tag, dargestellt als blauer
Blockpfeil. Wie in der Vektorkarte fur den Vektor pMetYCgate sind hier ebenfalls die Ampicillinresistenz fur
die Selektion irE. coli als roter Blockpfeil und de€EN4origin of replication als gelber Blockpfeil dargestellt.

Das Gen fiir die Biosynthese von Tryptophan ist als griiner Blockpfeil dargestellt. Ebenso sind die Bindestellen
der fir die Sequenzierung verwendeten Primer als eckige rote Pfeile in der N-terminalen Halftar{®ldem
HA-Tag gekennzeichnet. Zur Gbersichtlicheren Darstellung wurde auch in der Vektorkarte nur die Position der
Erkennungssequenzen fur die RestriktionsendonukldaseR| und Smal eingezeichnet.

Die eluierten PCR-Produkte wurden zusammen mit dem linearisierten, aus dem Gel eluierten
Vektor fur die Gp bzw. Nyps-Fusionen nach Gietz (Gietz und Woods 2002) in
Saccharomyces cerevisigansformiert (2.2.8.2). Die Hefe sollte dann Uber so genamtes
vivo cloning das PCR-Produkt mit dem Vektor rekombinieren, da sie die fur die unter 2.3 als
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BP-Klonase-Reaktion beschriebenen Rekombinationsreaktion notwendigen Proteine und
Enzyme enthalt. Aufgrund der schlechten Ausbeute an rekombinierten Vektoren wurden
schlieBlich der linerarisierte Vektor und das PCR-Produkt tUber die BP-Klonase-Reaktion
rekombiniert, sequenziert und die Plasmid-DNA in die Hefe transformiert. Die so erhaltenen
Cub- bzw. Njpe-Fusions-Konstrukte wurden zur Analyse der Protein-Proteininteraktion in den

jeweiligen Hefe-Stamm transformiert.

Fur die Gp-Fusionen wurde der Hefestamm THY.AP4 verwendet (Abbildung 2.0 13). Der
Hefe-Stamm THY.AP4 enthélt eine Mutation in den Genen fir die Enzyme der Synthese von
Adenin, Histidin, Leucin, Tryptophan und Uracil. Zusétzlich enthéalt der Hefestamm die
Reporter-Genédde2,His3 undlacZ unter Kontrolle des lexA-Promotors. Die Selektion des
transformierten Hefestamms erfolgte auf Selektionsmedium mit Adenin, Histidin, Tryptophan
und Uracil, da die Biosynthese von Leucin durch die Aufnahme des Vektors wieder méglich

sein sollte (SC+A+H+T+U).

A his3 || A ura3 |

lexA:ADE2

ATG STOP

PLV term

pMet25 i AtMRS2-X CDS ‘

pMetYCgate
CEN/ARS:

LEU, AmpR I B1 ”

Abbildung 2.0 13 Schematische Darstellung des Hefestamms THY.AP4 und eines Ausschnitts des Vektors
pMetYCgate fir die Cy,-Fusion

Der Hefestamm THY.AP4 enthalt Mutationen in verschiedenen Schritten zur Biosynthese von Adenin, Histidin,
Leucin, Tryptophan und Uracil. Somit muss dem Medium Adenin, Histidin, Leucin, Tryptophan und Uracil
zugegeben werden, damit die Hefe wachsen kann. Im unteren Bereich der Abbildung ist der relevante Ausschnitt
des fir die G-Fusionen verwendeten Vektors pMetYCgate dargestellt. Gezeigt ist von links nach rechts der
Methionin-reprimierbare Promot@Met25 die B1-Sequenz, gefolgt vom ATG der codierenden Sequenz des
jeweiligenAtMRS2Gens und der B2-Sequenz. Daran schlief3t sich die C-terminale Halfte des Ubiquitins und der
kiinstliche Transkriptionsfaktor PLV, gefolgt von der Terminatorsequenz an. Im grauen Kasten unterhalb des
Ausschnitts befinden sich weitere relevante Angaben zum Vektor; CEN steht fir low copy-Vektor, LEU fiir ein
an der Biosynthese von Leucin beteiligtes Enzym und AmpR fir die Ampicillinresistenz bei der Selektion in
coli. Durch die Aufnahme des Vektors kann die Hefe wieder Leucin synthetisieren. Somit wird dem
Selektionsmedium nur Adenin, Histidin, Tryptophan und Uracil zugesetzt (SC+A+H+T+U).
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Der Hefestamm THY.AP5 enthalt eine Mutation in der Synthese von Adenin, Histidin und
Leucin. Die Selektion der Hefe-Kolonien mit enthaltenem Plasmid, erfolgt bei gen N
Fusionen dber Medium mit Adenin, Histidin und Leucin (Abbildung 2.0 14). Durch die

Aufnahme des Plasmids sollte die Hefe Tryptophan wieder selbst synthetisieren kénnen.

ATG STOP

AtMRS2-X CDS H 3HA | tADH

» pNXgate33-3HA

pADH

Abbildung 2.0 14 Hefestamm THY.AP5 und Ausschnitt des Vektors pNXGate33-3HA fir die Jyjtund
Nuc-Fusionen

Der Hefestamm THY.AP5 enthélt Mutationen an verschiedenen Punkten der Biosynthese von Adenin, Histidin,
Leucin und Tryptophan. Dem Medium muss Adenin, Histidin, Leucin, Tryptophan und Uracil zugegeben
werden, damit die Hefe wachsen kann. Im unteren Bereich der Abbildung ist der relevante Ausschnitt des fir die
Nue-Fusionen verwendeten Vektors pNXgate33-3HA dargestellt. Gezeigt ist von links nach rechts der
Alkoholdehydrogenase PromotpADH, Ny, die B1-Sequenz, gefolgt vom ATG der codierenden Sequenz des
jeweiligen AtMRS2Gens und der B2-Sequenz. Daran schlie3t sich das 3HA-Tag, ein STOP-Codon und die
Terminatorsequenz an. Im grauen Kasten unterhalb des Ausschnitts befinden sich weitere relevante Angaben
zum Vektor: ,TRP“ fir ein an der Biosynthese von Tryptophan beteiligtes Enzym und ,AmpR" fir die
Ampicillinresistenz bei der Selektion iBs. coli Durch die Aufnahme des Vektors kann die Hefe wieder
Tryptophan synthetisieren. Somit wird dem Selektionsmedium nur Adenin, Histidin und Leucin zugesetzt
(SC+A+H+L).

2.2.10.2 Mating und Nachweis der Protein-Proteininteraktion

Funf Hefe-Kolonien von jeweils einem,bzw. Ns- Transformationsansatz wurden in 100

ul HO bidest. Resuspendiert mit und 20 — 100 ul der 100 pl eine 5 ml Flussigkultur
(SC+A+H+T+U fur Gu-Fusionen und SC+A+H+L flr die ps-Fusionen) angeimpft. An
dieser Stelle sollten alle Flussigkulturen eine ahnliche OD haben. Die Flissigkulturen wurden
Uber Nacht in einem rotierenden Schittler bei 28 °C inkubiert. Je nachdem wie stagk die C
und die Npe-Flussigkulturen gewachsen waren, wurden Aliquots, bzw. die gesamte Kultur
durch Zentrifugation bei Raumtemperatur pelletiert und in 200 ul (fur 13 Kreuzungen)
YPD-Medium resuspendiert. Alle Ansatze sollten fur die Kreuzungen die gleiche OD

aufweisen. Als Negativ-Kontrollen dienten jeweils die leeren Vektoren pMetYCgate bzw.

59



2 Material und Methoden

pNXgate33-3HA. Als Positiv-Kontrolle wurde der Vektor pNubWTXgate verwendet, dieser
enthalt die N-terminale Halfte des Ubiquitins ohne Mutation und sollte immer interagieren. In
je eine Vertiefung einer 96-Well-Platte wurden die jeweils 4 yt @nd 4 pl Nps-

Hefesuspension gemischt, und ein 4 ul Aliquot auf eine YPD-Platte aufgetropft und

getrocknet. Diese Platte wurde UN bei 28 °C inkubiert, um diploide Zellen zu erhalten.

THY.AP4 THY.APS

aaaaaaaaaa

Diploide Zellen auf
Vollmedium
(YPD= Yeast
Pepton Dextrose)

Abbildung 2.0 15 Schematische Darstellung der Kreuzung

In der oberen Halfte der Abbildung ist links der Hefestamm THY.AP4 mit dgF@ion dargestellt. Der
Hefestamm THY.AP4 weist nach der Aufnahme des Plasmids nur noch einen Defekt in der Biosynthese von
Adenin, Tryptophan und Uracil auf. In der oberen Halfte der Abbildung ist rechts der Hefestamm THY.AP5 mit
der NygFusion dargestellt. Durch die Aufnahme des Plasmid kann die Hefe Tryptophan wieder selbst
synthetisieren und benétigt im Medium nur noch Adenin, Histidin und Leucin. In der unteren Halfte der
Abbildung ist schematisch das Auftropfschema der gemischigon@d Ne-Fusions-Hefekulturen dargestellt.

Die gekreuzten Hefestdmme werden auf YPD-Vollmedium Uber Nacht inkubiert um so diploide Hefezellen zu
erhalten, da die §& und N,g-Fusionen in einer Zelle coexprimiert werden mussen.

Von dieser Platte wurden die Hefe-Kolonien durch einen Stempel auf SC+A+H Medium
Ubertragen und fur zwei Tage bei 28 °C weiter inkubiert. Auf diesem Medium sollte fir alle
Hefen wieder ein Wachstum mdéglich sein, da die diploiden Hefezellen Leucin, Tryptophan

und Uracil wieder selbst synthetisieren konnen.

Die Protein-Proteininteraktion wurde durch Uberimpfen der diploiden Hefezellen von
SC+A+H-Festmedium auf selektives Medium ohne Aminosduren (SD-Medium mit
Methionin) dokumentiert. Es wurde selektives Medium mit verschiedenen Methionin-
Konzentrationen fur die Wachstums-Analysen verwendet, um die Menge,gBsoins zu
titrieren und so eine Hintergrundaktivitat auszuschlief3en. Bei einer Protein-Proteininteraktion
sollte der kunstliche Transkriptionsfaktor PLV abgespalten werden, in den Zellkern wandern

und dort die Expression der unter Kontrolle des lexA-Promotors vorliegenden Reportergene
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Ade2, Hist3 undlacZ aktivieren (Abbildung 2.0 11). Die Hefe benétigt dann keinen Zusatz
von Adenin und Histidin im Medium. Es kénnen somit nur die Hefezellen wachsen, die die
Cup- und Npe-Fusionsproteine in einer Zelle coexprimieren und bei denen eine Interaktion
der AtMRS2-Proteine vorliegt (Abbildung 2.0 16). Die sensitivere Methode, die
Proteininteraktion durch Wachstum auf selektivem Medium zu testen, wurde durch
Uberimpfen auf SD-Medium ohne Adenin und Histidin analysiert. Durch eine aufsteigende
Methionin-Reihe kann die Reporter-Aktivitat deg,Eusionsproteins reprimiert werden, um

so falsch positive Signale bzw. eine Hintergrundaktivitat zu erkennen.
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Abbildung 2.0 16 Schematische Darstellung der Interaktion durch Wachstum auf Medium ohne
Aminosaurezusatz

Die obere Halfte der Abbildung zeigt die beiden Hefestdmme THY.AP4, der g&si€onsprotein exprimiert

und THY.AP5, der das [MNe-Fusionsprotein exprimiert. Durch Kreuzen beider Hefestimme werden die
jeweiligen Gy-und N,,g-Fusionen coexprimiert. Die untere Halfte der Abbildung zeigt das Wachstum bei einer
Protein-Proteininteraktion. Interagieren beide Proteine miteinander, dann erfolgte die Aktivierung der lexA
gekoppelten Reportergeae?, His3 undlacZ, wodurch ein Wachstum auf Medium ohne Adenin, Histidin
maoglich ist.

Die Protein-Proteininteraktion wurde aufRerdem durch Uberschichtung der SC+A+H-Platte
mit X-Gal-L6ésung dokumentiert. Beide Nachweismethoden der Proteininteraktion kommen
durch das Abspalten des kinstlichen Transkriptionsfaktors PLV von gdr&te des
interagierenden Fusionsproteins zustande, der in der Hefe-Zelle die Transkription der lexA
gekoppelten Reportergerde?, His3 und lacZaktiviert. Die Aktivierung von lacZ kann

durch Uberschichtung mit X-Gal-Losung nachgewiesen werden. Bei einer Interaktion farbt
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sich die Hefekolonie blau (Abbildung 2.0 17 untere Halfte). Zur Herstellung des
Uberschichtungs-Mediums wird zunéchst 0,5 g Agarose in 100 ml Z-Puffer durch Aufkochen
geldst. Nach dem Abkihlen des Mediums auf ca. 40 °C wird dem Medium X-Gal-Lésung
(Endkonzentration 1,4 mg/ml) und SDS (Endkonzentration 2 %) zugegeben. Die Lésung wird
auf die SC+A+H Platte gegossen und gleichm&Rig verteilt. Die Inkubation der
Uberschichteten Platten erfolgt Gber Nacht bei 37 °C.
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Abbildung 2.0 17 Schematische Darstellung der Interaktion durch Uberschichtung mit X-Gal-Medium

In der oberen Halfte der Abbildung sind die beiden Hefestdmme (THY.AR4uSionsprotein) und THY.APS5,
Nube-Fusionsprotein) dargestellt. Durch Kreuzen beider Hefestdmme werden die jeweiligend Q\ -
Fusionen in einer Zelle coexprimiert. Die untere Halfte der Abbildung zeigt schematisch eine Expression des
lexA gekoppelten Reportergens fiir das EnZfgialactosidase. Bei einer Protein-Proteininteraktion der zu
analysierenden Proteine erfolgt die Aktivierung der lexA gekoppelten ReportekdebeHis3 undlacZ. Die
Interaktion kann dann durch Uberschichtung der Hefekolonien mit X-Gal-Medium nachgewiesen werden.
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2.2.11 Ubersicht tiber den Klonierungsablauf: Das mating based Split-Ubiquitin-

System
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3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

Uber den pflanzlichen Magnesiumtransport und dessen Regulationsmechanismen ist bisher
nur sehr wenig bekannt. Der bisher am besten charakterisierte Magnesiumtransporter in
Arabidopsis thaliana ist der AtMHX-Transporter, der mit starkerer Intensitat im vaskularen
Gewebe exprimiert wird, aber auch in allen anderen Geweben der Pflanze vorkommt (Shaul
et al. 1999, Shaul 2002). Uber die Aufnahme von Magnesium uiber die Wurzel, den Transport
durch das vaskulare hin zum photosynthetisch aktiven Gewebe oder in die Blite bzw. Schoten
fehlen bisher Informationen. Erste Untersuchungen zur Lokalisation der AtMRS2-Proteine
durch eine Fusion mit dem GFP, zeigten fir AtMRS2-1 und AtMRS2-2 keine eindeutigen
Ergebnisse (Schock et al. 2000), fur AtMRS2-6 wurde eine mitochondriale Lokalisation
vermutet (unveroffentlichte Daten (Schock 2000)). AtMRS2-1 konnte mit der
mitochondrialen Lokalisationssequenz der Hefe elirars2 Mutante komplementieren
(Schock et al. 2000). Kurze Zeit spater wurden Ergebnisse Uber die Expredsamlsherg

erecta veroffentlicht. Die dort publizierten RT-PCR-Analysen zeigten eine ubiquitare
Expression fur alle Mitglieder d&tMRS2-Genfamilie, auR&tMRS2-6 (Li et al. 2001). Fur
AtMRS2-10 wurde in Fusion mit dem GFP eine Lokalisation in der Plasmamembran gezeigt.
AtMRS2-10 konnte ein&almonella-Mutante, der die Magnesiumtransportsysteme MgtA/B
und CorA fehlen, komplementieren. Es wurde aulRerdem gezeigt, dass AtMRS2-10 aul3er
Magnesium inSalmonella auch andere divalente Kationen wig,Fewt*, Co*, cd*, Ni**

und Mrf* transportieren kann, allerdings auRerhalb der physiologisch relevanten
Konzentrationen. Aufgrund friherer Analysen zum Einfluss von Aluminium auf den
Magnesiumtransport (Rengel und Robinson 1989), wurde hierzu der Einfluss auf AtMRS2-1
in Hefe und AtMRS2-10 inSalmonella untersucht. Beide zeigten eine Inhibition unter
physiologisch relevanten Bedingungen (Li et al. 2001). Eine Uberexpression von AtMRS2-10
in Nicotiana benthamiana verlieh der Pflanze eine Toleranz gegen Aluminium (Deng et al.
2006). Die neuesten Ergebnisse zeigen fur alle Mitglieder AdRIRS2-Genfamilie eine
Komplementation in Hefe. GFP-Fusion und Promotor:GUS-Fusionen zeigten fur AIMRS2-11
eine Lokalisation im Chloroplasten und eine Expression im chlorophyllhaltigen Gewebe und
den Stomata (Drummond et al. 2006). Unverdffentlichte Daten zeigen aufl3erdem, dass
AtMRS2-5 das Wachstum danrs2-Mutante komplementieren und den Transport von

Magnesium vermitteln kann (M. Gebert, unveroffentlichte Daten; (Weghuber et al. 2006)).
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3 Ergebnisse

3.1 Expressionsanalyse da&iMRS2Genfamilie

Um eine mdogliche Funktion der am Magnesiumtransport beteiligten Gene und deren
Expressionsort zu untersuchen, verwendet man Reportergene. Das GUS-Reportergensystem
ist hier optimal, da die Pflanze keine endogene Aktivitat besitzt. Das EpLylmcuronidase

besitzt eine hohe Stabilitdt und wirkt nicht schadigend auf die Pflanze. Das Nachweisprodukt
ist in der Pflanze sehr stabil, so dass sich die Blaufarbung gut dokumentieren lasst (Gilissen et
al. 1998, Jefferson et al. 1987, Jefferson 1989).

Zur Expressionsanalyse der einzelnen Mitglieder AtBfRS2-Genfamilie wurde jeweils der
stromaufwarts liegende, nicht codierende Bereich, bestehend aus dem Sequenzbereich des
jeweilig stromaufwarts liegenden Gens, einschliel3lich des ersten Exons des jeweiligen
AtMRS2-X-Gens, vor die Reportergde@FP unduidA (B-Glucuronidase) kloniert. Wird das

zu analysierende Gen exprimiert, so erfolgt gleichzeitig die Expression der Reportergene
EGFP und des EnzynfsGlucuronidase, die beide leicht nachgewiesen werden kénnen. Die
Klonierungen erfolgten mit der Gatewayechnologie der Firma Invitrogen in dem
Expressions-Vektor pKGWFES7 (Karimi et al. 2002).

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick uber die GroRe der stromaufwarts liegenden

Sequenzbereiche und des ersten Exons der jeweiligen AtIMRS2-Gene.

Tabelle 3. 1: GroRe der PCR-Produkte zur Herstellung der Promotor:GUS-Fusionen

GroRe der
stromaufwarts GroRe der GroRe des PCR-Produkts
liegenden Sequenz Sequenz des 1. (bp) mit 58 bp att-
Konstrukt (bp) Exons (bp) Sequenzen
AtMRS2-1 1082 580 1720
AtMRS2-2 789 245 1092
AtMRS2-3 460 174 692
AtMRS2-4 1195 336 1589
AtMRS2-5 1062 440 1560
AtMRS2-6 1422 287 1767
AtMRS2-7 550 251 859
AtMRS2-8 837 230 1125
AtMRS2-10 1251 590 1899
AtMRS2-11 706 392 1156
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In der Diplomarbeit wurde bereits mit der Herstellung und Analyse der Promotor:GUS-
Fusionskonstrukte begonnen, aufgrund eines Fehlers beim Primerdesign war nur das
Konstrukt fur AtMRS2-11 funktional. Der Aufbau der Konstrukte ist in Abbildung 3.0 1

schematisch dargestellt. Die Amplifikation erfolgte aus genomischer DNA.

Abbildung 3.0 1: graphische Darstellung der GréRenverhéltnisse von Promotor und erstem Exon in den
Promotor:GUS-Fusionen mit den in 5’ angrenzenden Genen

Die Promotorsequenz ist als schwarze Linie dargestellt. Das erste Exon ist als schwarzer Kasten, das GFP als
griiner Kasten und die Sequenz fiir dakGen (fir das Enzyr3-Glucuronidase) als blauer Kasten dargestellt.
Zusatzlich sind die stromaufwarts gelegenen, an den Promotor grenzenden Gene eingezeichnet.

Die Konstrukte wurden durcigrobacterium tumefaciensermittelte Transformation in
Arabidopsis thalianaransformiert. Nach der Transformation wurden die Samen geerntet und
auf Kanamycin-haltigem Medium selektiert. Aus Blattmaterial wurde DNA isoliert und
mittels PCR mit gen- und vektorspezifischen Primern die Identitat der transgenen Pflanzen
verifiziert. Pro Transporter wurden mindestens zehn Linien untersucht, um Artefakte, die
durch Positionseffekte entstehen kdnnen, auszuschliel3en. Betrachtet wurden auskeimende ein
Tage (d) alte Samen, drei, sieben und vierzehn Tage alte Keimlinge, sowie vegetative und
reproduktive Pflanzenteile alterer Pflanzen. Dokumentiert wurde die GUS-Farbung, da diese
bessere Ergebnisse lieferte als die nur sehr schwache GFP-Fluoreszenz, die zum Telil nicht

eindeutig zu erkennen war.
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3.1.1 Analyse der GUS-Farbung unter Standardbedingungen

Im auskeimenden Samen traten B¢MRS2-1 undAtMRS2-5Promotor:GUS-Samen eine
Blaufarbung im gesamten sichtbaren Bereich der Keimlingswurzel auf (Abbildung 3.0 2 A
bzw. B). FUrAtMRS2-10 wurde im Vergleich zur ubiquitaren ExpressionAtdMRS2-1 und
AtMRS2-5 eine spezifische Wurzelexpression in den Wurzelhaaren, der Rhizodermis und im
Zentralzylinder aber nicht in der Wurzelspitze und der meristematischen Zone beobachtet
(Abbildung 3.0 2 C, 3.03 H, I). Im bereits sichtbaren Teil des Hypocotyls wurdeaMRS2-

10 keine Promotoraktivitat detektiert (Abbildung 3.0 2 C).

200 um C

G-~

1000 pm

wrl 0oz

Abbildung 3.0 2: Expressionsmuster vonAtMRS2-1, 2-5 und 2-10 im ein bzw. zwei Tage alten
auskeimenden Samen

Dokumentiert wurde die Promotoraktivitat im ein bzw. zwei Tage alten auskeimenden Samen. Das Auskeimen
der Samen erfolge auf mit Standardmedium beschichteten Objekttragern in Petrischalen. Die Petrischalen
wurden mit destilliertem Wasser gegen Austrocknung gefillt, und unter Standardbedingungen fir zwolf Stunden
inkubiert. Die Objekttrager wurden mit X-GIcA-Substratldsung bedeckt und fir 18 Stunden bei 37 °C inkubiert.
Die GUS-Farbereaktion wurde durch Austausch der Farbeldsung gegen 70 %iges Ethanol abgestoppt und die
Promotoraktivitat dokumentiert.

A und B zeigen die Promotoraktivitat véxtMRS21 (A) und AtMRS25 (B) in ein Tage alten, auskeimenden
Samen. Beide Transporter zeigen eine GUS-Farbung in der Keimlingswurzel (Gré3enstandard 200 um).

C) Dokumentiert wird die Promotoraktivitat véstMRS210 im zwei Tage alten Promotor:GUS-Keimling. Fir
AtMRS210 wurde eine Promotoraktivitéat in den Wurzelhaaren und in der Keimlingswurzel detektiert, aber nicht
in der Wurzelspitze (GréRenstandard 1000 pm).

In drei, sieben und vierzehn Tage alten Keimlingen, wurde eine Promotoraktivitat in der
Wurzel bei insgesamt drei weiteren Mitgliedern detektiert. Die GUS-Farbung trat zum Teil
sehr spezifisch beiAtMRS2-3 in der meristematischen Zone, wahrscheinlich den
Cortex/Endodermis-Initialzellen (Taiz und Zeiger 2002) und im Zentralzylinder auf
(Abbildung 3.0 3 D, Pfeil). Im Zentralzylinder wurde auch eine Promotoraktivitdt von
AtMRS2-2 festgestellt (Abbildung 3.0 3 BJMRS2-1 undtMRS2-5 wiesen eine Farbung in

der gesamten Wurzel, mit etwas starkerer Intensitat der Farbung im Zentralzylinder auf
(Abbildung 3.0 3 A bzw. E). Durch einen Wurzelquerschnitt einer sieben Tage alten Wurzel
konnte das gefarbte Gewebe f#tMRS2-1 dem Zentralzylinder zugeordnet werden
(Abbildung 3.0 3 B, Pfeil). FUrAtMRS2-7 (Abbildung 3.0 3 F, G) undtMRS210
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(Abbildung 3.0 3 H, I) wurde eine Expression in den Wurzelhaaren und der Rhizodermis
beobachtetAtMRS2-7 zeigte eine GUS-Farbung in der meristematischen Zone, mit starkerer
Intensitat im ruhenden Zentrum (Abbildung 3.0 3 F, Pfeil). Im Langsschnitt zeigte sich die
GUS-Farbung in der Rhizodermis, im Bereich der meristematischen Zone (Abbildung 3.0 3 G
Pfeil). Im Gegensatz dazu wurdéMRS2-10 nicht in der meristematischen Zone exprimiert,
hier konnte eine GUS-Farbung in der Elongationszone beobachtet werden (Abbildung 3.0 3
H, 1).

Abbildung 3.0 3: Wurzelexpression sieben Tage alter Promotor:GUS-Keimlinge

Promotor:GUS-Keimlinge wurden unter Standardbedingungen auf MS-Medium angezogen und die
Promotoraktivitat nach sieben Tagen durch Nachweis der Enzymaktivit@t@krcuronidase analysiert. Die
Inkubation in der X-GlcA-Substratlésung erfolgte fur alle Keimlinge fur 18 Stunden. Die Farbereaktion wurde
durch Austauschen der Farbel6sung gegen 70 %iges Ethanol abgestoppt

A) AtMRS21 zeigt eine Promotoraktivitéat in der gesamten Wurzel eines sieben Tage alten Keimlings

B) Kryo-Diinnsschnitt, Querschnitt von A) mit einer Schnittdicke von 30 pm. Die GUS-Farbung tritt im Bereich
des Zentralzylinders auf.

C) zeigt die Wurzelexpression eines sieben Tage #{ttfRS22Promotor:GUS-Keimlings. EinAtMRS22
Promotoraktivitat wird im Zentralzylinder der Wurzel nachgewiesen.

D) AtMRS23 zeigt eine Promotoraktivitat in der meristematischen Zone und im Zentralzylinder der Wurzel im
sieben Tage alten Keimling. .

E) In der Wurzel eines sieben Tage alteMRS25Promotor:GUS-Keimlings kann eine Promotoraktivitat im
Zentralzylinder und in der Wurzelspitze nachgewiesen werden.

F) AtMRS27, sieben Tage alter Promotor:GUS-Keimling: Eine GUS-Farbung tristhiRS27 im Bereich der
meristematischen Zone und der Wurzelspitze auf.

G) Im Semi-Dinnschnitt mit einer Schnittdicke von 4 pm von F) kann man die GUS-Aktivitat in der
Rhizodermis und Kalyptra (Pfeil) beobachten.

H) Im sieben Tage alteAtMRS210Promotor:GUS-Keimling tritt die Promotoraktivitét in der Reifungs- und
Streckungszone auf.

1) zeigt eine vergroRerte Aufnahme der meristematischen Zone und der Wurzelspitze von H), in E) ist keine
GUS-Farbung in der meristematischen Zone und der Wurzelspitze zu beobachten (GréRenstandard 200 um)
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Im Gegensatz zum Expressionsmuster im Keimling &dMMRS2-1, 2-2, 2-3, 2-5 und 2-10,
zeigten AtMRS2-4 (Abbildung 3.0 4 A) undtMRS2-11 (Abbildung 3.0 4 C) keine
Expression in der Wurzel. Fur beide wurde eine auf die Kotyledonen begrenzte
Promotoraktivitat nachgewiesen (Abbildung 3.0 4 A ABVIRS2-4; C, DAtMRS2-11). Fur
AtMRS2-11 wurde aulRerdem eine Expression in den Stomata beobachtet (Abbildung 3.0 4, D
Hypocotyl, Abbildung 3.0 7 K Detailaufnahme Stomata der Epidermis).

Abbildung 3.0 4: Keimlingsexpressionsmuster vVoitMRS2-4 und AtMRS2-11Promotor:GUS-Keimlingen

Dargestellt ist das Expressionsmuster drei bzw. sieben Tage alter Promotor:GUS-Keimlinge fir die
MagnesiumtransporteAtMRS24 und AtMRS211. Die Anzucht erfolgte unter Standardbedingungen fir drei
bzw. sieben Tage. Der Nachweis ded-Reportergens erfolgte nach Inkubation in der X-GlcA-Substratlésung
fur 18 Stunden. Die GUS-Farbereaktion wurde durch einen Austausch der Farbelésung gegen 70 %iges Ethanol
abgestoppt und die Promotoraktivitat iber den Nachweis des Reaktionsprodukts dokumentiert.

A und B: AtMRS24 A) zeigt einen drei Tage alten Keimling mit einer PromotoraktivitaAtiRS24 in den
Kotyledonen. B) zeigt eine vergroRerte Aufnahme der Kotyledonen eines zehn Tage alten Keimlings. AtMRS2-4
zeigt eine Promotoraktivitat in den Kotyledonen.

C und D:AtMRS211 C) dokumentiert die Promotoraktivitat v&wMRS211 im sieben Tage alten Keimling in

den Kotyledonen. D) vergréRerte Aufnahme der Kotyledonen von C) zeigt eine GUS-Farbung in den
Kotyledonen und in den Stomata des Hypocotyls.

Abbildung 3.0 5 zeigt Keimblatter und im Ausschnitt eine vergroRerte Aufnahme des
Epicotyls sieben Tage alter Keimlinge. In Keimblattern tratti®RS2-1 und fUAtMRS2-5-
Promotor:GUS-Pflanzen eine GUS-Farbung in der gesamten Blattflache, mit starkster
Intensitat in den Blattadern auf (Abbildung 3.0 5 AAMRS2-1 und DAtMRS2-5). Im
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3 Ergebnisse

Langsschnitt zeigte sich fUAtMRS2-1 eine Farbung im ersten Folgeblattpaar im
Palisadenparenchym (Abbildung 3.0 5 C, Langsschnitt). Untersuchungen zur Expression in
den Keimblattern beAtMRS2-10 erbrachten hier eine spezifische Farbung in den Hydathoden
(Abbildung 3.0 5 G).AtMRS2-5 undAtMRS210 zeigten eine Farbung im Epicotyl, im
apikalen Sprossmeristem (Abbildung 3.0 SABVIRS2-5; HAtMRS2-10). BeAtMRS2-5 und
AtMRS2-10 trat aul3erdem auch eine Farbung im Trichom auf (Abbildung 3AMRS2-5;

I, AtAMRS2-10).

Abbildung 3.0 5: Promotoraktivitat in den Kotyledonen sieben Tage alter Promotor:GUS-Keimlinge

Dokumentiert wird die Aktivitat des Promotors v&itMRS21, 2-5 und 2-10 in sieben Tage alten Keimlingen
unter Standardbedingungen nach 18 stiindiger Inkubation in der X-GIcA-Substratlésung. Die Farbereaktion
wurde durch Austausch der Farbeldsung gegen 70 %iges Ethanol abgestoppt.

A-C sieben Tage alteAtMRS21Promotor:GUS-Keimling: A) zeigt im Ausschnitt ein Keimblatt mit
dokumentierter GUS-Farbung in der Blattflache und starkster Intensitat in den Blattadern B) zeigt eine
Promotoraktivitat volAtMRS21 im Palisadenparenchym, im Langsschnitt. Die Schnittdicke betragt 30 um, C)
Querschnitt von A), zeigt ein Keimblatt mit Trichom im Langsschnitt (Schnittdicke 30 um). Dokumentiert wird
eine Promotoraktivitat im Palisadenparenchym;

D-F zeigen einen sieben Tage alten KeimliAgMRS25): D) zeigt eine vergréRerte Aufnahme eines Keimblatts

mit nachgewiesener Promotoraktivitat in der Blattflache und den Blattadern. E) zeigt im Ausschnitt das Epicotyl
mit einer Promotoraktivitdt vorAtMRS25 im Apikalmeristem, F) zeigt die vergréRerte Aufnahme eines
gefarbten Trichoms.

G - | sieben Tage alteAtMRS210Promotor:GUS-Keimling: G) dokumentiert die Promotoraktivitat von
AtMRS210 in den Hydathoden. H) zeigt eine vergrof3erte Aufnahme des Epicotyls von G). Im Epicotyl tritt eine
Promotoraktivitdt vonAtMRS210 im apikalen Sprossmeristem (Pfeil) auf (GréRenstandard 500 pm). 1)
Promotoraktivitéat volAtMRS210 im Trichom.
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Untersuchungen zur Expression im Keimlingsstadium, zeigten eine Farbung im vaskularen
Gewebe des Hypocotyls fiAtMRS22 und AtMRS2-3 (Abbildung 3.0 6 A bzw. B). Die
spezifische Farbung in der Stele und im Leitgewebe des Hypocotyls von
AtMRS2-2Promotor:GUS-Pflanzen trat auch in den Adern der Kotyledonen auf (Abbildung
3.0 6 A, B). In der adulten Pflanze setzte sich die Expression im vaskularen Gewebe fort
(Abbildung 3.0 6 E, F Spross, Abbildung 3.0 7 A, B Blite bzw. Schote). Hierzu wurden
Spross-Querschnitte  durchgefihrt um das Gewebe genauer zu identifizieren. Die
Spross-Querschnitte wurden mit Safranin-Losung gefarbt und mit Ethanol entfarbt. Da
Safranin spezifisch verholzte Zellwande wie das Xylem farbt, wurde so eine Differenzierung
zur genauen Bestimmung des blaugefarbten Gewebes erreicht. Querschnitte der Sprossachse
zeigten eine auf das Phloem begrenzte Farbung im LeitgeweB&M&RS2-2 (Abbildung 3.0

6 E, F) und auch fUAtMRS2-4 (Abbildung 3.0 6 G). Im Gegensatz dazu trat eine Farbung im
Xylem bei AtMRS2-5 auf (Abbildung 3.0 6 H).
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Abbildung 3.0 6: Promotoraktivitat im Leitgewebe von AtMRS2-2, 2-3, 2-4 und 2-5

Dokumentiert wurde die GUS-Farbung in sieben Tage #tMRS22Promotor:GUS-Keimlingen und vierzehn

Tage altePAtMRS23 Promotor:GUS-Keimlingen, sowie die Expression im Spross durch Sprossquerschnitte 21
Tage alterAtMRS22, 2-4 und 2-5Promotor:GUS-Pflanzen. Die Anzucht erfolgte unter Standardbedingungen.
Bei den Keimlingen wurde die Promotoraktivitdt nach 18 stiindiger Inkubation in X-GIcA-Substratlésung
dokumentiert. Die Sprossquerschnitte wurden fir 18 Stunden in X-GlcA-Substratlésung und fur finf Minuten in
Safranin-Losung inkubiert. Uberschiissige Safraninlésung wurde durch Waschen mit absolutem Ethanol entfernt
und die Promotoraktivitat durch die blaue GUS-Farbung und die Gegenfarbung des Xylems (rot) dokumentiert.
A, B) drei Tage alteAtMRS22Promotor:GUS-Keimling: A) zeigt eine Promotoraktivitat vAtMRS22 im
Leitgewebe von Wurzel, Hypocotyl und Kotyledonen. B) vergroerte Aufnahme von A) dokumentiert die
Promotoraktivitat volAtMR S22 in den Adern der Kotyledonen.

C und D zeigen die Promotoraktivitat vBtMRS23 im vierzehn Tage altefitMRS23Promotor:GUS-Keimling

im Hypocotyl (C) und in den Blattadern (D).

E - H: Sprossquerschnitte, Handschnitte von 21 Tage AW&IRS22 (E,F), 2-4 (G) und 2-5Promotor:GUS-
Pflanzen (H). Das Xylem wird durch Safraninlésung rot angefarbt, die Promotoraktivitat wird durch die blaue
GUS-Farbung angezeigt, Uberlappende Bereiche zeigen eine violette Farbung.

E, F) zeigen eine Promotoraktivitat vAtMRS22 im Phloem, das Xylem ist rot gefarbt.

G) dokumentiert die Aktivitat destMRS24Promotors im Phloem durch Blaufarbung. Das Xylem ist rot
gefarbt. In H) wird eineAtMRS25Promotoraktivitat im Phloem und im Xylem (rot) gezeigt. Uberlappende
Bereiche sind violett gefarbt.
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Fasst man die Expression im Keimlingsstadium zusammen, so zAIM&S2-1, 2-2, 2-3, 2-

5, 2-7 und 2-10 eine zum Teil sehr spezifische Promotoraktivitat in der WAtkERS2-1

und AtMRS2-5 zeigten eine ubiquitéare WurzelexpresshdRS2-7 undAtMRS2-10 in den
Wurzelhaaren und der Rhizodermis. Die detektierte PromotoraktivitaAAtMRS2-3 trat in

der meristematischen Zone al{tMRS27 zeigte ebenfalls eine Promotoraktivitat in der
meristematischen ZoneAtMRS2-2 undAtMRS2-3 zeigte eine auf den Zentralzylinder
begrenzte PromotoraktivitaAtMRS2-4 undAtMRS2-11 zeigten keine Promotoraktivitat in

der Wurzel. FUAtMRS24 undAtMRS2-11 wurde eine Promotoraktivitat in den Kotyledonen
beobachtet. Fasst man die Expression in den Kotyledonen sieben bis vierzehn Tage alter
Keimlinge zusammen, so wurde eine Promotoraktivitat in den Keimblattern aul3er fur
AtMRS2-4 und\tMRS2-11 auch fiktMRS21, 2-2, 2-3, 2-5 und 2-10 (Abb. 3.03, 3.04, 3.05)
nachgewiesen. Auch im photosynthetisch-aktiven Gewebe zeMi¢RS2-1 undAtMRS25

eine ubiquitare Expression (Abbildung 3.0 454MRS2-1; D, AtMRS2-5): Bei AtMRS2-2 und
AtMRS2-3 war die Expression auf das vaskulare Gewebe der Kotyledonen beschrankt
(Abbildung 3.0 6 B bzw. D). FUAtMRS2-7 wurde keine Expression in den Kotyledonen
beobachtet. Sprossquerschnitte junger Pflanzen zeigten eine GUS-FarbAtiR®22 und
AtMRS2-4 im Phloem, fir AtMRS2-5 im Xylem.

Weitere Untersuchungen in der adulten Pflanze erbrachten eine Farbung in den Rosetten- und
Stangelblattern fur die MitgliedektMRS2-1, 2-2-, 2-3, 2-4, 2-5, 2-7, 2-10 und 2-11. Auch
hier zeigtenAtMRS2-1 undAtMRS2-5 wie schon im Keimlingsstadium eine ubiquitare
Expression in der gesamten Blattflache mit starkster Intensitat in den Blattadern (Abbildung
3.0 7 C bzw. D). Im Gegensatz dazu trat eine auf die Leitbahnen begrenzte Farbung bei
AtMRS2-2 undAtMRS2-10 auf (Abbildung 3.0 7 B bzw. E). Eine Farbung in der gesamten
Blattflache mit starkerer Intensitat in den Blattadern wurde auchAfiMRS2-4 in den
Rosettenblattern und AtMRS2-11 in den Stangelblattern beobachtet (Abbildung 3.0 7 F bzw. I,
J). Im Querschnitt eines Rosettenblattes wurdeAtMRS2-4 eine Promotoraktivitat in den
Chloroplasten und um die Leitbtindel (Abbildung 3.0 7 G) detektiert. In Protoplasten von
Rosettenblattern von AtMRS2-4Promotor:GUS exprimierenden Pflanzen, bzw. Stangelblattern
bei AtMRS2-11, wurde eine Farbung in den Chloroplasten beobachtet (Abbildung 3.0 7 H
bzw. L). Bei AtMRS2-11 trat aul3erdem eine spezifische Farbung in den Stomata auf
(Abbildung 3.0 7 K), die man auch schon im Hypocotyl von Keimlingen beobachten konnte
(Abbildung 3.0 5 D). Wie auch schon im Keimlingsstadium (Abbildung 3.0 4 1) zeigte sich

73



3 Ergebnisse

auch auf den Folgeblattern fBtMRS2-10 eine Farbung in den Trichomen (Abbildung 3.0 7
E).

Abbildung 3.0 7: Promotoraktivitat in Folgeblattern adulter Pflanzen von AtMRS2-1, 2-2, 2-4, 2-10 und 2-
11

30 Tage alte Promotor:GUS-Pflanzen wurden unter Standardbedingungen angezogen und die Expression in
vegetativen Pflanzenteilen, Rosetten- und Sténgelblattern durch den Nachweis der Promotoraktivitat tber die
GUS-Farbung dokumentiert. Zur Analyse der Expression in den Stomata (K) wurden Epidermisstreifen von
Sprosssticken abgezogen. Die Inkubation der vegetativen Pflanzenstiicke und der Epidermisstreifen in der X-
GlIcA-Substratlésung erfolgte fir 18 Stunden. Die Farbereaktion wurde durch Austauschen gegen 70 %iges
Ethanol abgestoppt.

A,B) dokumentiert die AtMRS22Promotoraktivitat im vaskuldren Gewebe von Spross, Knospen und
Stangelblatt.

C) zeigt die Aufnahme eine Stangelblatts eitMRS21Promotor:GUS-Pflanze. Die Promotoraktivitat kann in

der Blattflache des Stangelblatts mit starkster Intensitat der Farbung in den Blattadern nachgewiesen werden.
D) zeigt die Promotoraktivitdt vOAtMRS25 in der Blattflache mit starkster Intensitat der Blaufarbung im
vaskularen Gewebe eines Rosettenblatts.

E) dokumentiert diAtMRS210Promotoraktivitat in den Trichomen, gezeigt an einer vergrof3erten Aufnahme
eines Rosettenblatts, einer 21 Tage aftMiRS210Promotor:GUS-Pflanze.

F - H) zeigt die Promotoraktivitat voitMRS24 im Rosettenblatt (F) einédtMRS24Promotor:GUS-Pflanze in

der Blattflache und mit starkster Intensitat in den Blattadern. Im Querschnitt (G) mit einer Schnittdicke von 2 um
zeigt sich die Promotoraktivitdt votMRS24 in den Chloroplasten und in den Leitblindeln (GréRenstandard
200 um). Durch Protoplastieren eines Rosettenblatts (H) kann eine PromotoraktivitAtMi@®24 in den
Chloroplasten nachgewiesen werden.

| — L) dokumentiert die Promotoraktivitdt védiMRS211 in den Blattadern und im Bereich der Abszissionszone

von Stangelblattern und Knospensanséatzen. In J) wird in einer vergroRerten Aufnahme eines Stangelblatts von 1)
die Promotoraktivitat vol\tMRS211 in den Blattadern dokumentiert (Grof3enstandard 1000 pm).K) zeigt einen
Epidermisstreifen einer AtMRS211Promotor:GUS-Pflanze mit detektierter Promotoraktivitdt in den
Schliel3zellen der Stomata. Durch Protoplastieren des StangelblattéiiRs211Promotor:GUS-Pflanze (L)

kann die Promotoraktivitat voitMRS211 in den Chloroplasten dokumentiert werden.
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Im BlUtenstadium setzte sich die bereits in den Keimlingen AiMRS2-4 beobachtete
Expression im photosynthetisch aktiven Gewebe fiMtIRS2-4 zeigte eine Farbung in den
Sepalen und im Griffel (Abbildung 3.0 8 H). Im Gegensatz dazu konntatMiRS2-1 eine
Farbung in den Sepalen, im Leitgewebe der Petalen und in den Antherenfilamenten, sowie im
Stigma beobachtet werden (Abbildung 3.0 8 A).

AtMRS2-3 und AtMRS2-10 zeigten im Blutenstadium ein eher spezifisches
Expressionsmuster. In der Blite trat b&MRS2-3 und belAtMRS2-10 eine auf die
Antherenfilamente begrenzte Expression auf (Abbildung 3.0 8 F bzwAtMIRS2-2 zeigte

eine blaue Farbung in den Antherenfilamenten, in den Samenanlagen und in der Narbe
(Abbildung 3.0 8 C, E). FUrAtMRS2-7 konnte eine Farbung im Bliutenboden, der
Samenanlage und in den Antheren beobachtet werden (Abbildung 3.(ABWRS2-5 zeigte

eine auf die Antheren begrenzte Expression (Abbildung 3.0 8 J)AtMIRS2-6 trat eine
spezifische Farbung ausschlie3lich in den Antheren auf (Abbildung 3.0 8 L, M durch ein ,A*
gekennzeichnet). Der in den Abbildung 3.0 8 M und N gezeigte Blutenquerschnitt grenzt die
fur AtMRS2-6 beobachtete Farbung auf die Pollenkdrner in den Antheren ein (,A* und Pfell
in Abbildung 3.0 8 M, N). Das noch schwach erkennbare Kelchblatt mit ,S* in Abbildung 3.0
8 M gekennzeichnet und das Gynoceum (,G" in Abbildung 3.0 8 M, N) bleiben ungefarbt.

Untersuchungen zur Schotenexpression zeigten eine FarbuAgMRS211 (Abbildung 3.0

8 P, Pfeil) undAtMRS2-3 (Abbildung 3.0 8 G) im Bereich der SchotenbasisARMRS2-1

wurde eine auf die Leitbahnen der Schotenhille begrenzte ExpressifrGliecuronidase
beobachtet (Abbildung 3.0 8 BAtIMRS24 zeigte eine ubiquitére Expression in der Schote

und im Schotensténgel (Abbildung 3.0 8 AtMRS2-2 zeigte auch hier, wie schon in den
Samenanlangen in der Blute angedeutet, eine lokal auf die Samen begrenzte blaue Farbung
(Abbildung 3.0 8 D, E Pfeil).
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Abbildung 3.0 8: Expression im reproduktiven Gewebe wund in den Schoten adulter
AtMRS2Promotor:GUS-Pflanzen

Adulte Arabidopsisthaliana Promotor:GUS-Pflanzen wurden unter Standardbedingungen angezogen und die
Promotoraktivitat fir die einzelnen Mitglieder d&tMRS2Genfamilie im reproduktiven Gewebe und in den
Schoten dokumentiert. Die Inkubation in der X-GIcA-Substratlésung erfolgte fiir 18 Stunden. Die Farbereaktion
wurde durch einen Austausch der Farbeldsung gegen 70 %iges Ethanol abgestoppt.

A, B) AtMRS21 zeigt eine Promotoraktivitdt in den Sepalen, den Antherenfilamenten und der Narbe einer
befruchteten Blute. In der Schote (B) kann die Promotoraktivitat in den Adern der Schotenhille nachgewiesen
werden.

C - E) FUrAtMRS22 wird eine Promotoraktivitat in der befruchtete Bliite (C) in den Antherenfilamenten, der
Samenanlage und der Narbe (GroéRenstandard 1000 pm) beobachtet. Eine vergroRRerte Aufnahme (D)
dokumentiert die Promotoraktivitdt in der Narbe (Pfeil) und der Samenanlage. In E) wird die Aktivitat des
AtMRS22Promotors im Bereich der Samen dokumentiert (Pfeil).

F und G) dokumentieren diatMRS23 Promotoraktivitdt in den Antherenfilamenten (F) einer befruchteten
Blute und in der Abszissionszone der Schotenbasis (G).

H, 1) dokumentiert die Promotoraktivitdit voitMRS24 in den Sepalen und der Narbe der Blite (H). In der
Schote (I) kann eine Promotoraktivitat in der gesamten Schote und dem oberen Bereich des Schotenstangels
beobachtet werden.

J) dokumentiert die fUAtMRS25 detektierte Promotoraktivitat in den Antheren.

K) zeigt die Blute einerAtMRS27Promotor:GUS-Pflanze mit dokumentierter Promotoraktivitdt in der
Blutenbasis und dem Gynoceum.

L - N) dokumentiert die nachgewiesene Promotoraktivitat AMRS26 in den Antheren L) der Blute. Im
Querschnitt durch die Blute eineAtMRS26Promotor:GUS-Pflanze (M), 2 um Schnittdicke, kann die
Promotoraktivitat auf die Pollenkdrner in den Theken der Antheren ,A" ndher eingegrenzt werden. In den
Sepalen ,S* und dem Gynoceum ,G*" tritt keine Promotoraktivitat 8MRS26 auf. N) zeigt eine vergro3erte
Aufnahme einer Anthere von M). Die GUS-Farbung tritt in den Pollenkdrnern aber nicht in Gynoceum und den
Sepalen auf:

O) dokumentiert die Promotoraktivitat véttMRS210 im Blltenstadium, im Antherenfilament.

P) dokumentiert didtMRS211Promotoraktivitat in der Abszissionszone der Schotenbasis.
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3.1.2 Einfluss von Licht auf die Expression der chloroplastidar lokalisierten
Magnesiumtransporter AtMRS2-4 und AtMRS2-11

Die chloroplastidaren Magnesiumtransport@tMRS2-4 (Abbildung 3.0 4 A, B) und
AtMRS2-11 zeigten unter Standardbedingungen eine Promotoraktivitdt in den Keimblattern
(Abbildung 3.0 4 C, D) und in den Folgeblattern (Abbildung 3.0 7 G-H bzw. I-L). In einem
zweiten Versuchsansatz wurdeMRS2-4 undAtMRS2-11Promotor:GUS-Pflanzen im
Dunkeln angezogen und nach vierzehn Tagen gefékbWIRS2-4 zeigte, wie unter
Standardbedingungen, eine Promotoraktivitat in den Kotyledonen des etiolierten Keimlings
(Abbildung 3.0 9 A-C). Im Gegensatz dazu trat A&iMRS2-11 im etiolierten Keimling nur
noch eine auf die Stomata begrenzte Promotoraktivitat auf. Nach Inkubation des etiolierten
Keimlings im Licht fur 1,5h bzw. 3,5h wurde eine zunehmende GUS-Farbung in den
Kotyledonen nachgewiesen (Abbildung 3.0 9 G, 1,5 h und H, 3,5 h).

Abbildung 3.0 9: Untersuchungen zum Einfluss von Licht auf die Expression der chloroplastidaren
Magnesiumtransporter AtMRS2-4 und AtMRS2-11

Parallel wurden Keimlinge im Kontrollansatz unter Standardbedingungen bzw. zur Analyse des Lichteinflusses
im Dunkeln fir 14 Tage angezogen. Die Inkubation der Keimlinge erfolgte fur alle Anséatze fur 18 Stunden in
der Féarbelésung. Die Farbereaktion wurde durch Austauschen der Farbelésung gegen 70 %iges Ethanol
abgestoppt.

A — C) dokumentiert die nachgewiesene Promotoraktivitat MdmRS24 unter Kontrollbedingungen (A) und

im etiolierten Keimling (B) in den Kotyledonen. C) zeigt eine vergroerte Aufnahme der Kotyledonen von (B).
D — H) dokumentiert die Promotoraktivitat vétMRS211 unter Standardbedingungen (D) in den Kotyledonen.

In E) wird eine vergrol3erte Aufnahme der Kotyledonen eines 14 Tage alten Keimlings nach Anzucht im
Dunkeln mit Promotoraktivitat in den Stomata gezeigt. F) dokumentiert die Promotoraktivitat im etiolierten
Keimling nach 1,5 h Inkubation im Licht. G) zeigt eine vergréRerte Aufnahme der Keimblatter nach 1,5 h
Inkubation im Licht von F). H) zeigt eine vergréRerte Aufnahme der Keimblatter eines etiolierten Keimlings
nach 3,5 Hnkubation im Licht mit nachgewiesener Promotoraktivitat in den Kotyledonen.
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3.1.3 Expression der AtMRS2-Magnesiumtransporter unter Einfluss von
Schwermetallen

Da fiur das bakterielle homologe CorA-Transportsystem auf3er dem Transport von Magnesium
auch ein Transport von anderen divalenten Kationen wie Kobalt, Cadmium und Nickel
nachgewiesen wurde, stellte sich die Frage, ob diese Kationen einen Einfluss auf das
Expressionsmuster der Mitglieder d#tMRS2-Genfamilie haben. Hierzu wurden Keimlinge

im hydroponischen System auf Flussigmedium mit knapp toxischen Konzentrationen von
Cadmium, Kobalt, Kupfer oder Nickel angezogen und nach sieben bzw. vierzehn Tagen
gefarbt. Diese Experimente wurden auf festem N&hrmedium mit gleichen Schwermetall-
Konzentrationen wiederholt. Beide unabhangigen Ansatze lieferten das gleiche Ergebnis.

Da die Schwermetallaufnahme Uber die Wurzel in die Pflanze erfolgt, wurde in diesem
Versuchsansatz speziell die Verdnderung der GUS-Féarbung in der Wurzel untersucht. Bei den
beiden chloroplastidar lokalisierten TransportektMRS2-4 undAtMRS2-11 wurde das
vegetative Gewebe untersucht, da ebenfalls bekannt ist, dass Schwermetalle die
Photosynthese negativ beeinflussen kénnen (Krupa et al. 1888RS2-6 wurde in die

Untersuchungen nicht mit einbezogen.

Einige Mitglieder der Genfamilie widtMRS2-2, 2-4, 2-7, 2-10 und 2-11 zeigten eine
Sensibilitat gegentber Schwermetallen, wéahrend die anderen Mitglieder keine signifikanten

Veranderungen im Expressionsmuster aufwiesen.

AtMRS2-2 zeigte im Keimlingsstadium eine Expression im vaskularen Gewebe von Wurzeln,
im Hypocotyl und in den Kotyledonen (Abbildung 3.0 3 C, Abbildung 3.0 6 A und B). Unter
Cadmium- und Kupferstress trat eine Reduktion der Farbung im Leitgewebe der Wurzel auf
(Abbildung 3.0 10 B bzw. D). Ein vollstandiges Verschwinden der blauen Farbung in der
Wurzel trat unter Kobalt- und Nickelstress auf (Abbildung 3.0 10 C bzw. E).
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)

Abbildung 3.0 10: Untersuchungen zum Einfluss von Schwermetallen auf die Promotoraktivitdt von
AtMRS2-2

AtMRS22Promotor:GUS-Keimlinge wurden unter Schwermetallstress bzw. im Kontrollansatz unter
Standardbedingungen angezogen und die Expression nach sieben Tagen untersucht. Die Inkubation in der X-
GlcA-Substratlésung zum Nachweis der Promotoraktivitat erfolgte fur alle Anséatze fiur 18 Stunden. Die
Farbereaktion wurde durch Austauschen der Farbeldsung gegen 70 %iges Ethanol abgestoppt.

A) dokumentiert die Promotoraktivitat voAtMRS22 im vaskularen Gewebe der Wurzel ohne zuséatzliche
Schwermetalle im Medium.

B) dokumentiert die Promotoraktivitat vé&xtMRS22 unter Zusatz von 30 uM Cadmiumchlorid im Medium. Es

tritt eine reduzierte Promotoraktivitdt im Zentralzylinder in der meristematischen- und Elongationszone der
Wourzel auf.

C) dokumentiert die stark reduzierfdMRS22Promotoraktivitdét mit 50 pM Kobaltnitrat im Medium in der
Wurzel.

D) dokumentiert die Promotoraktivitat ilAtMRS22Promotor:GUS-Keimling mit 25 uM Kupfersulfat im
Medium. Es tritt eine reduzierte GUS-Farbung im Zentralzylinder in der Reifungszone der Wurzel auf.

E) dokumentiert dieAtMRS22Promotoraktivitdt im sieben Tage altéiMRS22Promootor:GUS-Keimling

unter Zusatz von 40 uM Nickelsulfat im Nahrmedium. Es tritt eine reduzierte Promotoraktivitat im
Zentralzylinder in der gesamten Wurzel auf.
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Der AtMRS24-Transporter zeigte in der Pflanze eine chloroplastidéare Lokalisation und eine
Promotoraktivitat im photosynthetisch aktiven Gewebe (Abbildung 3.0 11 A). Unter
Kupferstress trat in der Blattflache eine reduzierte GUS-Farbung auf (Abbildung 3.0 11 B),
wohingegen die intensive GUS-Farbung in den Blattadern erhalten blieb (Abbildung 3.0 11
C). Keimlinge, die Nickelstress ausgesetzt wurden, zeigten ebenfalls gegeniber dem
Versuchsansatz ohne Schwermetalle eine reduzierte Promotoraktivitat (Abbildung 3.0 11 D,
E). Im Gegensatz zur reduzierten Promotoraktivitat MRS2-4, konnte beAtMRS2-5

unter Kupfer- und Nickelstress in den Kotyledonen eine starkere Promotoraktivitat beobachtet
werden (Abbildung 3.0 11 G, H). Die GUS-Farbung der Wurzel zeigte keine Verdnderungen
unter Schwermetallstress (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 3.0 11: Promotoraktivitat von AtMRS2-4 und AtMRS2-5 in den Kotyledonen sieben Tage alter
Keimlinge unter Schwermetallstress

AtMRS24 und AtMRS25Promotor:GUS-Keimlinge wurden unter Kupfer- und Nickelstress angezogen. Nach
sieben Tagen wurde die Promotoraktivitdt durch Nachweis der Enzymaktivitatf-@ducuronidase
dokumentiert. Die Inkubation in der X-GlcA-Substratldsung erfolgte fir 18 Stunden fiir alle Anséatze. Die
Farbereaktion wurde durch Austauschen der Substratlésung gegen 70 %iges Ethanol abgestoppt.

A — E) dokumentiert die Promotoraktivitait vomtMRS24. A) unter Standardbedingungen ohne
Schwermetallzusatz tritt eine Promotoraktivitdt in den Kotyledonen und dem ersten Blattpaar auf. Die
Promotoraktivitét ist bei Zusatz von 25 pM Kupfersulfat (B) in der Blattflache der Kotyledonen reduziert. C)
zeigt eine vergroRerte Aufnahme eines Keimblatts von (B) mit reduzierter Promotoraktivitat von AtMRS2-4 in
der Blattflache unter Kupferstress. In D) wird die Promotoraktivitat AMRS24 mit zusatzlich 40 pM
Nickelsulfat im Medium dokumentiert. Es tritt eine leicht reduzierte Promotoraktivitéat in der Blattfliche auf. E)
zeigt eine vergrolRerte Aufnahme eines Keimblatts von D) mit reduzierter Promotoraktivitat in der Blattflache.
F — H dokumentiert die Promotoraktivitat véttMRS25. Im Kontrollansatz (F) tritt eine Promotoraktivitat in

der Blattflache, den Blattadern der Kotyledonen und dem apikalen Sprossmeristem ohne Schwermetallzusatz im
Medium auf. G) dokumentiert die Promotoraktivitat im Keimblatt eines sieben Tage AtMRS2
5Promotor:GUS-Keimlings mit 25 uM Kupfersulfat. Es tritt eine starkere Promotoraktivitat als im
Kontrollansatz in der Blattflache und den Blattadern auf. H) dokumentiert die starkere Promotoraktivitat von
AtMRS25 in den Kotyledonen, dem apikalen Sprossmeristem und dem Hypocotyl unter Zusatz von 40 uM
Nickelsulfat im Nahrmedium.
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AtMRS2-7 zeigte im Keimlingsstadium eine wurzelspezifische Expression im Bereich der
meristematischen Zone mit starkster Intensitat im ruhenden Zentrum (Abbildung 3.0 3 F, G;
Abbildung 3.0 12 A). Unter Cadmiumstress verstarkte sich die Intensitat der Farbung und
wurde unspezifischer im Bereich der Wurzel (Abbildung 3.0 12 B). Diese starkere Farbung
trat auch unter Kobaltstress auf (Abbildung 3.0 12 C). Unter Einfluss von Kupfer zeigte sich
eine Reduktion der Farbung in der Wurzel (Abbildung 3.0 12 D). Auch unter Nickelstress trat

eine unspezifischere Farbung im Vergleich zum Kontrollansatz auf (Abbildung 3.0 12 E).

A

Abbildung 3.0 12: Wurzelexpression VorAtMRS2-7 unter Schwermetallstress

AtMRS27Promotor:GUS-Keimlinge wurden unter Zusatz von Cadmiumchlorid, Kobaltnitrat, Kupfersulfat bzw.
Nickelsulfat angezogen und nach sieben Tagen die Promotoraktivitéat in der Wurzel untersucht. Die Inkubation
zum Nachweis der Promotoraktivitat erfolgte in allen Ansatzen fir 18 Stunden in der X-GlcA-Substratldsung.
Die Farbereaktion wurde durch einen Austausch der Substratiésung gegen 70 %iges Ethanol abgestoppt.

A) dokumentiert die Expression véxtMRS27 im sieben Tage altetMRS27Promotor:GUS-Keimling in der
meristematischen Zone und Wurzelspitze in der Wurzel unter Kontrollbedingungen ohne Schwermetallzusatz im
Medium.

B) zeigt eine verstarkte Promotoraktivitdt vétMRS27 unter Zusatz von 30 uM Cadmiumchlorid im
Nahrmedium im Zentralzylinder.

C) dokumentiert die Promotoraktivitat unter Zusatz von 50 uM Kobaltnitrat im Nahrmedium. Es wird eine
starkere Promotoraktivitat voltMRS27 in der meristematischen Zone beobachtet.

D) dokumentiert die Promotoraktivitat vétMRS27 bei Zusatz von 25 uM Kupfersulfat im Nahrmedium. Es

tritt eine stark reduzierte Promotoraktivitat in der Reifungszone in der Wurzel in der meristematischen Zone und
dem ruhenden Zentrum auf.

E) dokumentiert didAtMRS27-Promotoraktivitat unter Zusatz von 40 puM Nickelsulfat im Nahrmedium. Es tritt
eine starkerdtMRS27-Promotoraktivitat in der meristematischen Zone auf.
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Fur AtMRS2-8, einem der Pseudogene, wurde eine Expressionsanalyse durchgefiihrt. Unter
Standardbedingungen konnte keine Expression beobachtet werden (Abbildung 3.0 13 A). Da
bei Magnesiummangel zum Teil eine leichte, nicht eindeutige, Induktion fur die Transporter
AtMRS2-3 undAtMRS2-7 beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt), wurde auch fur
AtMRS2-8 ein Einfluss auf die Expression untersucht. &AMRS2-8 konnte eine starke
Farbung in der Wurzel unter Magnesiummangel beobachtet werden (Abbildung 3.0 13 B).
Eine Farbung wurde auch unter Cadmiumstress in der Wurzel unter Kobalt-, Kupfer- und
Nickelstress beobachtet (Abbildung 3.0 13 C, D, E).

Abbildung 3.0 13: AtMRS2-8Promotoraktivitat in der Wurzel unter Magnesiummangel und
Schwermetallstress

AtMRS28Promotor:GUS-Keimlinge wurden unter Schwermetallstress und Magnesiummangel angezogen und
die Promotoraktivitdt in der Wurzel nach sieben Tagen untersucht. Die Inkubation in der X-GIcA-
Substratlésung erfolgte fur 18 Stunden. Die Nachweisreaktion wurde durch Austauschen der Substratldsung
gegen 70 %iges Ethanol abgestoppt.

A) dokumentiert die Wurzelexpression vétMRS28 unter Standardbedingungen mit 1,5 mM MgS@hne
Schwermetall-Zusatz. Es tritt keine Promotoraktivitat in der Wurzel auf.

B) dokumentiert die Keimlingsexpression vAtMRS28 unter Magnesiummangel (50 uM Magnesiumsulfat im
Nahrmedium) in der gesamten Wurzel, in einer vergréRerten Aufnahme der Wurzel in der Rhizodermis und der
meristematischen Zone .

C) zeigt die Promotoraktivitat voktMRS28 im Zentralzylinder der Wurzel, bei Zusatz von 50 uM Kobaltnitrat

im Nahrmedium wird eine starkere Promotoraktivitat ¥aMRS28 in der gesamten Wurzel beobachtet.

D) Bei Zusatz von 25 uM Kupfersulfat im Nahrmedium kann eine PromotoraktivitatAtbiRS28 im
Zentralzylinder in der Reifungszone nachgewiesen werden.

E) AtMRS28 zeigt bei Zusatz von 40 uM Nickelsulfat im Nahrmedium eine verstarkte Promotoraktivitat in der
gesamten Wurzel.
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AtMRS2-10 zeigte unter Standardbedingungen eine Farbung im Keimling in den Hydathoden
der Kotyledonen, dem Epicotyl und in der Wurzel in den Wurzelhaaren, der Wachstums- und
der Streckungszone (Abbildung 3.0 14 A, E, J). Unter Cadmiumstress trat eine deutlich
starkere GUS-Farbung in den Wurzelhaaren (Abbildung 3.0 14 F) und eine starkere Farbung
der Wurzel bis in die meristematische Zone (Abbildung 3.0 14 K) auf. Diese stéarkere
Expression konnte auch unter Kobaltstress beobachtet werden (Abbildung 3.0 14 L). Es traten
zudem verstarkt Wurzelhaaren auf. Die Farbung im Epicotyl wurde hingegen unspezifischer
(Abbildung 3.0 14 B), im Ubergangsbereich zwischen Wurzel und Hypocotyl trat auRerdem
eine starkere Farbung im Bereich des vaskuldren Gewebes auf (Abbildung 3.0 14). Unter
Kupferstress traten ebenfalls mehr Wurzelhaare mit intensiverer Farbung auf (Abbildung 3.0
14 M). Im Gegensatz dazu wurde die Farbung im Epicotyl starker und trat auch im
Apikalmeristem und im Hypocotyl auf, wo unter Kontrollbedingungen keine Expression zu
beobachten war (Abbildung 3.0 14C, H). Durch Nickelstress dagegen wurde die
Wurzelfarbung beeinflusst (Abbildung 3.0 14 N), die GUS-Farbung im Ubergangsbereich
zwischen Wurzel und Hypocotyl wurde jedoch auf einen schmalen Streifen reduziert und in
Wurzelhaaren wurde nur eine schwache Farbung beobachtet (Abbildung 3.0 14 I). Zusatzlich
zeigte sich eine Farbung der Blattadern der Kotyledonen, sowie des ersten Folge-Blattpaares
(Abbildung 3.0 14 D). Auf die Farbung in den Trichomen zeigten die Schwermetalle keinen
Einfluss.

83



3 Ergebnisse

Abbildung 3.0 14: Einfluss von Schwermetallen auf die Promotoraktivitat vorAtMRS2-10 im Keimling

AtMRS210Promotor:GUS-Keimlinge wurden unter Schwermetallstress und im Kontrollansatz unter
Standardbedingungen angezogen. Nach sieben bis acht Tagen wurde die Promotoraktivitdt im Keimling durch
Nachweis der Aktivitdt def3-Glucuronidase dokumentiert. Die Inkubation in der X-GlcA-Substratlésung
erfolgte fur 18 Stunden. Durch ein Austauschen der Substratldsung gegen 70 %iges Ethanol wurde die
Nachweisreaktion abgestoppt.

A), E) und J) dokumentieren die Promotoraktivitdt vAtMRS210 in der Elongationszone (J), in der
Reifungszone in der Rhizodermis und den Wurzelhaaren (E), in den Blattprimordien, den Blattansétzen und den
Trichomen auf den Blattprimordien (A) unter Standardbedingungen ohne Schwermetallzusatz im Medium,
GrolRenstandard (J) 200 um.

F) und K) dokumentieren die Promotoraktivitat unter Zusatz von 30 uM Cadmiumchlorid im Nahrmedium. Es
tritt eine verstarkte Promotoraktivitat vétMRS210 in der Elongationszone (K) und in der Reifungszone in der
Rhizodermis, den Wurzelhaaren und dem Ubergang zwischen Wurzel und Hypocotyl (F) auf.

B), G) und L) dokumentieren die Auswirkungen des Zusatzes von 50 uM Kobaltnitrat im Nahrmedium auf die
Promotoraktivitdt vonAtMRS210. Der Zusatz von Kobalt fuhrt zu einer verstérkten Promotoraktivitat von
AtMRS210 in der meristematischen Zone, der Elongationszone und den durch den Kobaltstress in der
Elongationszone auftretenden Wurzelhaare (L), sowie im vaskuldren Gewebe in der Reifungszone (G) und in
den Blattprimordien mit den Trichomen und den Blattansatzen (B).

C), H) und M) dokumentieren die Promotoraktivitat vdMRS210 unter Zusatz von 25 uM Kupfersulfat im
Nahrmedium. Es tritt eine verstarkte Promotoraktivitat VEIMRS210 in der Elongationszone (M), im
vaskularen Gewebe der Reifungszone, den Wurzelhaaren und im Hypocotyl (H) auf. Zusatzlich kann eine sehr
starke Promotoraktivitat in den Blattprimordien, den Blattanséatzen und den Trichomen (C) beobachtet werden.
D), 1) und N) dokumentieren den Einfluss von 40 uM Nickelsulfat im N&hrmedium. Es wird eine
Promotoraktivitat vorAtMRS210 in der Elongationszone, aber keine Promotoraktivitat in der Reifungszone (N)
und nur noch eine auf den Ubergangsbereich zwischen Wurzel und Hypocotyl (I) begrenzte Promotoraktivitét
nachgewiesen. Die Promotoraktivitat im vaskularen Gewebe der Kotyledonen, den Blattprimordien und den
Trichomen (D) tritt verstarkt auf.

Untersuchungen zum Einfluss von Aluminium auf die Promotoraktivitat AtMRS2-5-
(Abbildung 3.0 15 A, B) undAtMRS210Prom:GUS-Keimlingen zeigten im Vergleich zur
Kontrolle (Abbildung 3.0 15 C, D) eine reduzierte Promotoraktivitat unter Aluminium bei
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gleichzeitigem Magnesiummangel (Abbildung 3.0 15 E, bzw. F-H), dieAlMRS2-5
unabhangig von der Versorgung mit Magnesium auftrat (Abbildung 3.0 15 |, bzw. J-L).

Abbildung 3.0 15: Einfluss von Aluminium auf die Promotoraktivitdt von AtIMRS2-5 und AtMRS2-10

AtMRS25 undAtMRS210Promotor:GUS-Keimlinge wurden unter Standardbedingungen (Kontrollansatz), unter
Aluminiumstress mit Standardmagnesiumkonzentrationen und unter Aluminiumstress mit gleichzeitigem
Magnesiummangel angezogen. Nach sieben Tagen (Kontrollen) bzw. 21 Tagen (Aluminiumstress) wurde die
Promotoraktivitdt Uber den Nachweis der Enzymaktivitdt d&Glucuronidase dokumentiert. Die
Nachweisreaktion erfolgte durch Inkubation in der Substratldsung fiir 18 Stunden. Die Farbereaktion wurde
durch Austauschen der Substratlésung gegen 70 %iges Ethanol abgestoppt.

A- D) dokumentieren die Expression unter Kontrollbedingungen ohne Aluminiumchlorid-Zusatz mit 50 uM
MgSQ, im Nahrmedium.

A, B) dokumentieren die Promotoraktivitat véwMRS25 in der gesamten Wurzel (B), dem Hypocotyl (A) und

den Kotyledonen (A).

C, D) zeigen die Wurzel eines sieben Tage alfe&MRS210Promotor:GUS-Keimlings. Es tritt eine
Promotoraktivitéat in der Elongationszone (C) und der Rhizodermis und den Wurzelhaaren in der Reifungszone
(D) auf.

E, I) dokumentieren die Promotoraktivitat vAtMRS25 unter Aluminiumstress. Es tritt keine Promotoraktivitéat
mehr unter Aluminiumstress bei normalen Magnesiumkonzentrationen (E) und unter Magnesiummangel (1) auf.
F, G, H) dokumentieren die Wurzelexpression ¥iMRS210 in der Elongations- und der Reifungszone (F
Uberblick, G und H als vergréRerte Aufnahme) unter Aluminiumstress mit Standardmagnesiumkonzentrationen,
1,5 mM MgSQ und 50 uM AIC}.

J, K, L) dokumentieren eine reduziertdMRS210Promotoraktivitdt in der Elongationszone (J, K), starke
Aktivitat in der meristematischen Zone (L vergrof3erte Aufnahme der Wurzel) bei Anzucht unter gleichzeitigem
Aluminiumstress und Magnesiummangel (50 uM Mg8@d 50 uM AIC}).

Bei den beiden chloroplastidar lokalisierten Mitgliedern der GenfamiittldRS2-4 und

AtMRS2-11 trat eine deutlich schwachere Farbung der Keimbléatter unter Aluminiumstress
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auch bei normaler Magnesium-Versorgung auf, BEVIRS2-11 trat bei gleichzeitigem
Magnesiummangel keine Farbung mehr auf (Abbildung 3.0 16).

AtMRS2-4 AtMRS2-11
A Ngp— _ | | & | I -
" Kontrolle L ! _‘ ’E Kontrolle ‘ I ‘
e W, " W
—— — | I —— .

Abbildung 3.0 16: Einfluss von Aluminium auf die Promotoraktivitat von AtIMRS2-4 und AtMRS2-11

AtMRS24 undAtMRS211Promotor:GUS-Keimlinge wurden unter Standardbedingungen (Kontrollansatz), unter
Aluminiumstress mit Standardmagnesiumkonzentrationen und unter Aluminiumstress mit gleichzeitigem
Magnesiummangel angezogen. Nach sieben Tagen (Kontrollen) bzw. 21 Tagen (Aluminiumstress) wurde die
Promotoraktivitat tber den Nachweis der Enzymaktivitatfd&iucuronidase analysiert. Die Inkubation in der
Substratldsung erfolgte fir 18 Stunden. Die Nachweisreaktion wurde durch Austauschen der Substratldsung
gegen 70 %iges Ethanol abgestoppt.

A — F) zeigen die Kontrollansatze ohne Aluminium im Medium 50 uM Mg34d5,4.

A) dokumentiert die Promotoraktivitdt im sieben Tage altsiMRS24Promotor:GUS-Keimling in den
Kotyledonen und den Blattprimordien (Gro3enstandard 1000 um). B) zeigt eine vergrol3erte Aufnahme eines
Keimblatts mit starker Promotoraktivitat im gesamten Keimblatt (GréR3enstandard 500 pum).

C) dokumentiert in einer Ubersichtsaufnahme eines sieben TageAdl#S5211 Promotor:GUS-Keimlings

unter Standardbedingungen die nachgewiesene Promotoraktivit#tMizS211 in den Kotyledonen und den
Folgeblattern (GréRenstandard 1000 um). In D) wird in einer vergroRerten Aufnahme eines Keimblatts von C)
die Promotoraktivitat voAtMRS211 in den Adern und in der Blattflache des Keimblatts dokumentiert.

G — H) dokumentieren die Ergebnisse des Versuchsansatzes mit 1,5 mM, Mg560 uM AIC} bei pH4,3.

G und H) dokumentieren die unter Aluminiumstress auf die Blattadern reduxtdtieS24Promotoraktivitat
(GréRenstandard in G) 1000 pum, in H) 500 um).

I, J) dokumentieren di&tMRS211Promotoraktivitdt unter Aluminiumstress. Die Promotoraktivitat in der
Blattflache ist leicht reduziert (GréRenstandard in 1 1000 pm, in J 500 pm).

K — L) zeigen den Einfluss von Aluminiumstress bei gleichzeitigem Magnesiummangel (50 uM,Mg&O

50 uM AICl;, pH4,3). DieAtMRS24-Promotoraktiivitat ist in der Blattflache reduziert (GroRRenstandard in K
1000 pm, in L 500 pm)

N, O) zeigen den Einfluss von Aluminium bei gleichzeitigem Magnesiummangel auf die
AtMRS211Promotoraktivitat. Die Promotoraktivitat in der Blattflache ist unter Aluminiumstress fast nicht mehr
nachweisbar (Grof3enstandard in N 1000 um, in M 500 pum).
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Die anderen Mitglieder deAtMRS2Genfamilie zeigten keine eindeutige Verdnderung der
Farbung unter Schwermetallstress. AtMRS2-6 wurde nicht in die Untersuchungen einbezogen.

3.1.4 Einfluss von Verwundungen auf die Promotoraktivitat

Magnesium besitzt eine wichtige Funktion bei der Stabilisation von Membranen und als
Cofaktor fur eine Vielzahl von Enzymen. Tritt eine Verwundung auf, dann mussen die Zellen
an der Verwundungsstelle stabilisiert und repariert werden. Es tritt eine erhdhte

Enzymaktivitat auf.

Untersuchungen zum Einfluss von Verwundungen auf die Promotoraktivitdt wurden fir alle
Transporter durchgefuhrt. Verdnderungen im Vergleich zur Promotoraktivitat im unverletzten
Blatt wurden nur fUAtMRS2-1 beobachtet. Die anderen Mitglieder AR S2-Genfamilie
zeigten keine eindeutigen Unterschiede. Im unverletzten Stangelblatt wurde eine
Promotoraktivitat in den Blattadern und in der Blattflache beobachtet (Abbildung 3.0 17 A).
Das verletzte Stangelblatt das sofort in die GUS-Substratlosung Gberfuhrt wurde, zeigte eine
auf die Blattadern begrenzte Promotoraktivitat (Abbildung 3.0 17 B). Die Promotoraktivitat
von AtMRS2-1 konnte sechs Stunden nach der Verletzung im Gewebe das die
Verwundungsstelle umgibt, nachgewiesen werden (Abbildung 3.0 17 C, Pfeil). Eine
verstarkte Promotorakvititat voAtMRS2-1 wurde ebenfalls an Bruchstellen des Sprosses
beobachtet (Abbildung 3.0 17 D)
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unverletzt

Abbildung 3.0 17 Einfluss von Verwundungen auf die Promotoraktivitat vomPAtMRS2-1

Stangelblatter einer unter Standardbedingungen angezod&MRS21Promotor:GUS-Pflanze wurden mit

einer Pinzette verletzt. Ein Stangelblatt wurde sofort in X-GIcA-Substratlésung tberfihrt, ein zweites wurde
sechs Stunden nach der Verwundung in Substratldsung Uberfihrt. Die Promotoraktivitdt wurde Uber den
Nachweis der Enzymaktivitdt d@rGlucuronidase analysiert. Die Inkubation in der Substratldsung erfolgte fur

18 Stunden. Die Nachweisreaktion wurde durch Austauschen der Substratldsung gegen 70 %iges Ethanol

abgestoppt

A) dokumentiert die Promotoraktivitat vétMRS21 im unverletzten Stangelblatt in den Blattadern.
B) zeigt dieAtMRS21Promotoraktivitét in den Blattadern O h nach der Verletzung im Stangelblatt.
C) dokumentiert dicAtMRS21Promotoraktivitat in dem die Verletzungsstelle umgebenden Gewebe nach 6 h.

Die Verletzungsstelle ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.
D) zeigt dieAtMRS21Promotoraktivitat in verletzten Spross.
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Abbildung 3.0 18: zusammenfassende Dokumentation der Promotoraktivitaten fir die einzelnen
Mitglieder der AtMRS2-Genfamilie unter Standardbedingungen
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3.1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Analyse der Promotoraktivitat

Fur die einzelnen Mitglieder d&stMRS2-Genfamilie konnte durch Promotor-GUS-Fusionen
zum Teil eine entwicklungsspezifische Expression beobachtet wextMRS2-6 wurde z.B.
wahrend der gesamten Entwicklung der Pflanze nur in den Pollenkérnern exprimiert. Sechs
Mitglieder der AtMRS2Genfamilie zeigten eine Expression in der Wurzel, ABARS2-2

und AtMRS2-3 sehr spezifisch im vaskularen Geweb#IRS2-7 und AtMRS2-10 in
Rhizodermis und Wurzelhaaren, aber auch ubiquitar AiiviRS21 und AtMRS2-5.
Uberlappende Expressionsmuster in der Wurzel konnten vor allem im Bereich der
meristematischen Zone, dem ruhenden Zentrum und dem vaskularen Gewebe beobachtet
werden. Die beiden Magnesiumtranspo®¢MRS2-4 undAtMRS2-11 zeigten im Keimling

eine spezifische, Uberlappende Expression in den Kotyledonen. Beide Transporter zeigen
auch auf subzellularer Ebene eine Uberlappende Lokalisation in den Chloroplasten. Diese
Uberlappung im Expressionsmuster setzte sich auch in der adulten Pflanze fort, im
Leitgewebe des Sprosses B¢MRS2-2, 2-4 und 2-5, den Folgeblattern bei ABIRS21

und AtMRS2-4, sowie in den einzelnen Geweben der Blite und in der Schote.

Die folgende Tabelle fasst das Expressionsmuster fur alle MitgliedétblétS2-Genfamilie

zusammen:
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Tabelle 3. 2: Expressionsmuster deAtMRS2-Genfamilie unter Standard-Bedingungen

) Hypo-  Kotyle- . Primar- Rosetten- Stangel- ..
1d 3-14d  Wurzel cotyl donen Epicotyl blatt blatt Spross blatt Blute Schote
Bluten-
Keim- es boden, Adern
%) lings- + \gNur.zeI + + + + Antheren- Schoten-
£ . wurzel filament, ~ hiille
I Petalen
Samen-
%) anlage,
g N + Stele + + + + + + Antheren- Samen
I filament
%) merist. .
g + Zone, + + + + + Antheren- Abzissions-
=™ filament zone
I Stele
Sepalen,
(%) Bliten-
g - + + + + + + boden, ges. Schote|
I Griffel
. es.
Keim- 9
%) A Waurzel Blatt unc Sepalen,
g © lings- — + ohne Trichom * * * Antheren
= i urzel
I Kalyptra
4 ) ) ) } Pollen-
20 korner
s}
Ruhen-
des
Zentrum,
. + Stele, Stomata - + + Antheren
<. Rhizo-
I dermis
< ind. ges, . )
14 R
o + Wurzel ind. ind. ind. Anthere
<
%)
g + Wurzel- Pollenkdrner
2 spitze
<
urzel- Wurzel- Hyda- '
%) haare, haare, thoden. + Trichom, Antheren-
% 9 |Rhizo- Rhizo- : ! Blattadern filament
2 . ; Trichom
£ & |dermis dermis
= 3‘) - + - Stomata + + Stomata StomaéleZ'SslonSAbZ'Ssmns_
Iea zone zone

+: Promotoraktivitat vorhanden

- keine Promotoraktivititat

Unter Kupfer- und Nickelstress zeigd¢MRS2-4 eine reduzierte Farbung in den Kotyledonen
(Abbildung 3.0 11), AtMRS2-5 undAtMRS210 Promotor.GUS-Keimlinge zeigten im
Gegensatz dazu eine starkere Farbung in Kotyledonen und Epicotyl unter Einfluss von Kupfer
(Abbildung 3.0 11),AtMRS2-10 zeigte auch eine schwéachere Farbung unter Nickelstress.

AtMRS2-4, 2-5, 2-10 und 2-11 zeigten eine reduzierte Farbung unter Aluminiumeinfluss

(Abbildung 3.0 15, Abbildung 3.0 16).
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3.2 Analysen von Protein-Protein-Wechselwirkungen tber mdasngbased
Split-Ubiquitin-System in Hefe

Untersuchungen zur Struktur des bakteriellen homologen CorA-Proteins zeigten in
Salmonella typhimuriuneine Pentamerstruktur. Da in Bakterien nur eine Kopie des Gens
vorliegt, handelt es sich folglich um eine Homopentamerstruktur (Eshaghi et al. 2006).
Aufgrund des Auftretens einer Genfamilie von neun funktionalen Mitgliedefmahidopsis
thaliana ertffnet sich hier die Moglichkeit zur Bildung von sowohl homo- als auch hetero-
oligomeren Kanalen. Dasnatingbased Split Ubiquitin System (mbSUS) bietet die
Moglichkeit, durch heterologe Expression in der Hefe zu untersuchen, ob eine Interaktion
zweier Membranproteine mdoglich ist und ob Homo-Oligomere, bzw. Hetero-Oligomere
gebildet werden (Obrdlik et al. 2004). Die Expressionsanalysen durch Promotor:GUS-
Fusionen zeigten z.B. fUAtMRS2-4 undAtMRS2-11 eine Uberlappende Expression im
vegetativen Gewebe. Beide zeigen aul3erdem eine Lokalisation in den Chloroplasten. Hier
ware es interessant zu sehen, ob beide Proteine auch miteinander interagieren und somit als

Hetero-Oligomer einen funktionalen Magnesiumkanal ausbilden kdnnten.

Das Prinzip des mbSUS beruht auf der Spaltung des Ubiquitins in zwei Halften eine C-
terminale und eine N-terminale Halfte, die jeweils mit den zu untersuchenden Proteinen
fusioniert werden. Am Ende der C-terminalen Halfte wurde vor der letzten Aminosaure
zuséatzlich ein kunstlicher Transkriptionsfaktor als Reportermolekil eingefugt. Beide
Fusions-Proteine werden dann in einer Hefe-Zelle coexprimiert. Bei einer Interaktion der
Fusionspartner kommen die beiden Halften des Ubiquitins wieder in raumliche Nahe, es
entsteht funktionales Ubiquitin und dieses wird durch ubiquitin-spezifische Proteasen erkannt.
Ubiquitin spezifische Proteasen schneiden vor der letzten Aminosaure. Das Reportermolekdl
wird abgeschnitten und wandert in den Zellkern, wo es als Transkriptionsfaktor die
Expression von Reportergenen aktiviert. Die Produkte kdnnen nachgewiesen und somit eine
Interaktion detektiert werden (Abbildung 2.0 11).
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3.2.1 Methodischer Ablauf zur Herstellung der Konstrukte flr dasmating based
Split-Ubiquitin-System

Durch die Expressionsanalysen mittels Promotor:GUS-Fusion der einzelnen Mitglieder der
AtMRS2-Genfamilie und den Expressionsdaten aus Array-Hybridisierungen die aus der

Datenbank (senevestigatdr abgerufen werden koénnenht{p://www.genevestigator.jle

(Zimmermann et al. 2004), konnten die Gewebe der Pflanze identifiziert werden, in denen die
einzelnen Mitglieder deAtMRS2-Genfamilie exprimiert werden. Ausgehend von diesen
Daten wurde fUrAtMRS2-1, 2-2, 2-3, 2-5, 2-7 und 2-10 Gesamt-RNA mit dem Kit von
Machery-Nagel (2.1.8) aus Wurzeln isoliert. B&MRS2-4 undAtMRS2-11 wurde aus
Keimlingen, Stangel- bzw. Rosettenblattern RNA extrahiert. M#RS2-6 wurde Gesamt-

RNA aus Bluten isoliert. Durch gelelektrophoretische Auftrennung wurden die Qualitat und
Quantitat der Gesamt-RNA bestimmt, und die RNA-Konzentration fur die cDNA-Synthese
abgeschatzt. Die cDNA-Synthese erfolgte entsprechend der Angaben des Herstellers mit der
Reversen Transkriptase von Fermentas (2.1.8). Die cDNA wurde in eine PCR-Reaktion mit
genspezifischen Primern eingesetzt, die zusatzlich spezifische Sequenzbereiche zur
Klonierung mit dem Split-Ubiquitin-System trugen. Die erhaltenen PCR-Produkte flr die
einzelnen Mitglieder wurden aus dem Gel aufgereinigt und durch gelelektrophoretische
Auftrennung kontrolliert. Fir die Synthese da81RS2-6-PCR-Produkts wurden zunachst die
hintere und die vordere Halfte des Gens getrennt amplifiziert. Beide Uberlappenden Halften
wurden dann in eine PCR-Reaktion eingesetzt, um das vollstandige PCR-Produkt zu erhalten.

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die erwartete GroRe der PCR-Produkte.

Tabelle 3. 2: SequenzgréRen in bp fur die cDNA-PCR-Produkte zur Herstellung der & und Nype-
Fusionen ohneatt-Sequenzen

Konstrukt SequenzgréRe (bp) Gewebe zur RNA-Extraktion
AtMRS21 1329 Wurzeln 7 d alter Keimlinge
AtMRS21AN (mutiert) 1150 Wourzeln 7 d alter Keimlinge
AtMRS22 1185 Wurzeln 7 d alter Keimlinge
AtMRS23 1455 Wurzeln 7 d alter Keimlinge
AtMRS23* (mutiert) 1455 Wurzeln 7 d alter Keimlinge
AtMRS24 1311 Keimlinge/Rosettenblatter
AtMRS25 1266 Wurzeln 7 d alter Keimlinge
AtMRS25*  (mutiert) 1266 Wurzeln 7 d alter Keimlinge
AtMRS26 1227 Bluten adulter Pflanzen
AtMRS27 1161 Wurzeln 7 d alter Keimlinge
AtMRS210 1332 Wurzeln 7 d alter Keimlinge
AtMRS211 1376 Keimlinge/ Stangelblatter
At2g04305 1380 Wurzeln 7 d alter Keimlinge
ALR1 2577 Saccharomyces cerevisiae
LpelO 1240 Saccharomyces cerevisiae
MRS2 1410 Saccharomyces cerevisiae
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3.2.2 in vivo Klonierung in der Hefe

Die Vektoren pNXgate 33-3HA bzw. pMetYCgate fur die Fusion mit der N-bzw.
C-terminalen Halfte des Ubiquitins wurden laut Anleitung von Obrdlik (2004) linearisiert und
die Vektorbanden aus dem Gel eluiert. In mievivo-Klonierungs-Reaktion wurden 100 ng
linearisierter Vektor und 400 ng PCR-Produkt eingesetzt, in die Hefe co-transformiert und auf
dem entsprechenden Medium selektiert. Einige Hefekolonien wurden in Flissigmedium Uber
Nacht kultiviert und die Plasmid-DNA isoliert. Die Plasmid-DNA aus der Hefe wurde in
chemisch-kompetent&. coliZellen durch Hitzeschock transformiert und aus diesen die
Plasmid-DNA isoliert. Durch Restriktionsspaltung wurden die Fragmentgréf3en bestimmt und
Plasmide mit der korrekten Grol3e sequenziert. Korrekte, sequenzierte Plasmide wurden in die

Hefe transformiert und die Interaktionsanalysen wiederholt.

Da die Effizienz dem vivo-Klonierung fir die G- bzw. Nyus-Fusionen nur sehr gering war,
wurden hier die PCR-Produkte Uber einen BP-Klonase-Reaktions-Ansatz in die Hefe-
Vektoren pMetYCgate fur die f&Fusionen bzw. pNXgate33-3HA fur die,N-Fusionen
eingebracht und durch Hitzeschock in chemisch-kompetEnteoli Zellen transformiert.

Einige vereinzelte Kolonien wurden in flissigem LB-Medium tber Nacht kultiviert und die
Plasmid-DNA isoliert. Durch Schneiden mit dem Enz{awdl (Cyy-Fusionen) bzw. den
Enzymen Bam| und Xhd (Nyus-Fusionen) wurden die Vektoren fragmentiert. Es sollten hier
jeweils zwei Fragmente entstehen, ein Fragment mit einer konstanten Grof3e der Vektorbande,
und ein variables Fragment entsprechend der Grofe des PCR-Produkts mit Resten des
Vektors. Plasmide mit der korrekten Grofe wurden auch hier von dem Unternehmen
Macrogen Inc. (Korea) sequenziert.

In allen méglichen Kombinationen wurden die Hefestamme mit dgnb@w. Nus-Fusionen
gekreuzt und auf Vollmedium (YPD-Medium) inkubiert. Die Analyse der Protein-
Proteininteraktion erfolgt nach Uberimpfen auf selektives Medium durch Wachstum bzw.

nicht-selektives Medium durch Nachweis deGAlactosidaseaktivitat.
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3.2.3 Ergebnisse der Protein-Proteininteraktions-Analysen mit demating based
Split-Ubiquitin-System

Erste Ergebnisse zu Interaktionen der AtMRS2-Proteine wurden bereits in der Dissertation
von K. Weyand in Kooperation mit P. Obrdlik erzielt (Weyand 2006). Es konnte eine
Interaktion fur Gy bzw. NjpcAtMRS2-1 und Gy bzw. N,,cAtMRS2-10 als Homo- und als
Hetero-Oligomere gezeigt werden. Eine Mutation des GMN-Motifs zu einem AMN-Motif

zeigte in diesem Ansatz keine Auswirkungen auf die Interaktion.

Im Anschluss daran wurden in meiner Dissertation nun neyeu@d Nc-Fusionen fir
AtMRS2-2, 2-3, 2-4, 2-5, 2-6, 2-7, und AtMRS2-11 hergestellt. Es wurden aul3ergem C
und Nye-Fusionen fir ein weiter entferntes Mitglied d&®MRS2-Genfamilie, At2g04305
und die Hefe-Homologen ALR1, LPE10 und MRS2 hergestellt und in die Protein-
Proteininteraktionsanalyse mit einbezogen. Zusatzlich wurden neyge udd Nipc-
Fusionskonstrukte mit Mutationen analysiert, darunter ein N-terminal verkurztes Konstrukt
fur AIMRS2-1 (Gp2-1A1-83 bzw. NpcAl-83) und fur AtIMRS2-3 und AtMRS2-5 wurde
jeweils ein Konstrukt mit einer Mutation in deoiled coil-Doméane hergestellt (2-3# bzw.
Nupc2-3# und Gu2-5# bzw. Nps2-5#). Hier sollte untersucht werden, ob auch bei den
AtMRS2-Proteinen Mutationen decoiled coitDoméane Auswirkungen auf die Protein-

Proteininteraktion zeigen (1.2.1).

Abbildung 3.0 19 zeigt ein gleichméaliges Wachstum der Hefekolonien auf Vollmedium
(YPD-Medium). Die Hefekolonien sollten das,€ und das N-Fusionsprotein co-
exprimieren. Ein gleichméaRiges Wachstum der Hefekolonien war an dieser Stelle wichtig, da
im weiteren Versuchsverlauf auf selektives Medium Uberimpft wurde und der Nachweis der
Interaktion durch Wachstum eindeutig auswertbar ist, wenn bereits im vorherigen Schritt kein
gleichméaRiges Wachstum der Hefekolonien erfolgte.
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Abbildung 3.0 19: Dokumentation des Hefewachstums auf Vollimedium (YPD) nach dem Kreuzen fir alle
funktionalen Mitglieder der AtMRS2-Genfamilie

Dokumentiert wird das Wachstum der Hefezellen nach Miating. Die jeweiligen Hefekulturen mit den

bzw. G-Fusionen wurden gekreuzt und auf Vollmedium aufgetropft. Die Inkubation erfolgte tber Nacht bei
28 °C, bis alle Hefe-Kolonien das gleiche Wachstumsniveau erreicht hatten.

Cuw: Fusion des zu analysierenden Proteins mit der C-terminalen Halfte des Ubiquitins und dem kinstlichen
Transkriptionsfaktor PLV.

MetYCgate enthalt die C-terminale Halfte des Ubiquitins in Fusion mit dem kiinstlichen Transkriptionsfaktor
PLV: Der leere Vektor sollte keine Interaktion mit deg,dNFusionen und dem Vektor N-KAT1-3HA zeigen.

Nuwe Fusion des zu analysierenden Proteins mit der mutierten N-terminalen Halfte des Ubiquitins
NubWT: N-terminale Halfte des Ubiquitins ohne Mutation. Dieser Ansatz (Spalte ganz rechts) diente als Positiv-
Kontrolle.

KAT1Cub und N-KAT1-3HA (33) stellen die interne Kontrolle des Systems dar, da fir KAT1 eine
Homooligomerbildung gezeigt wurde.

Cuw bzw. Ny 2-3# bzw. 2-5# bezeichnen die Konstrukte mit der mutierteied coil-Doméane.

Nube bzw. Gp2-1A1-93 bezeichnet das N-terminal verkiirzte AtMRS2-1 Protein.

Von der YPD-Platte wurden die Hefekolonien auf Medium ohne Leucin, Tryptophan und
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Uracil (SC+A+H-Medium) Uberimpft. Auf SC+A+H—Medium sollten nur diploide Hefezellen
wachsen konnen, da diese durch Aufnahme dgs hd Ns-Plasmids Tryptophan und
Leucin, sowie Uracil (THY.AP4) wieder selbst synthetisieren kdbnnen. Fir den Nachweis der
Protein-Proteininteraktion durch Wachstum wurden die Hefekolonien mit einem Stempel von
dem SC+A+H-Medium auf Medium ohne Adenin, Histidin, Leucin, Tryptophan und Uracil
(SD-Medium) Uberimpft. Durch den Zusatz unterschiedlicher Methioninkonzentrationen
konnte die Signalstarke des&usionsproteins reguliert werden. Dargestellt wird nur das
Wachstum auf SD+ OuM Methionin und SD+ 150 uM Methionin nach drei bzw. sieben
Tagen Wachstum, da auf SD-Medium mit 75 pM Methionin ein identisches
Wachstumsmuster wie bei SD-Medium ohne Methionin auftrat. Bei 400 puM Methionin

erfolgte kein Wachstum der Hefe mehr.

Ein erster Nachweis der Interaktion erfolgte durch Uberschichtung der SC+A+H -Platte mit
X-Gal-Lésung. Diploide Hefezellen coexprimieren die,,-Cund Nps- bzw. Ny
Fusionsproteine, wodurch eine auftretende Protein-Proteininteraktion durch Aktivierung der
Transkription des ReportergenX-Gal nachgewiesen werden kann. Die sensitivere
Nachweismethode fiir die Protein-Proteininteraktion erfolgte durch Uberimpfen der
Hefekolonien mit einem Stempel auf Medium ohne Adenin und Histidin

(Interaktionsnachweis) und Leucin, Tryptophan und Uracil (Wachstum diploider Hefezellen).

Abbildung 3.0 20 zeigt die Ergebnisse der Protein-Proteininteraktionsanalysen tber den
Nachweis des Reportergens X-Gal. Als Positivkontrolle diente die N-terminale Hélfte des
Ubiquitins ohne Mutation (ohne Austausch des Isoleucins gegen Glycin an Position 13 =
NuWT). Die N-terminale Hélfte des Ubiquitins lagert sich spontan wieder mit der C-
terminalen Halfte des Ubiquitins zusammen, wodurch eine Erkennung und Spaltung des
Ubiquitins durch ubiquitin-spezifische Proteasen erfolgt. Die Interaktion kann durch die
ReportergeneAde2, His3 und X-Gal nachgewiesen werden. Beim Nachweis der Protein-
Proteininteraktion sollten somit alle,&Fusionen mit dem Vektor pWTXgate (NpWT)
interagieren, und sich die Hefekolonien dementsprechend bei Uberschichtung mit X-Gal-
Medium blau farben. Eine Interaktion mit der Positivkontrolle ist die Vorraussetzung fir die
Auswertbarkeit, da hier ein Ausbleiben der Interaktion auf ein fehlerhaftes Konstrukt hinweist
und eine Freisetzung des kunstlichen Transkriptionsfaktors PLV nicht mdglich ist. Die
Auswertung der Nachweisreaktion des Reportergézal zeigte eine Interaktion mit dem
Vektor pNubWTxgate mit Ausnahme vony2-1A1-83, Gb2-2, Gp2-4, Gp2-5#, LPE10 und
MRS2, fur alle AtMRS2-G,-Fusionen und sind somit auswertbar (Abbildung 3.0 20, blauer
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Kreis). Eine Blaufarbung der Hefekolonien nach Uberschichtung mit X-Gal-Lésung konnte
fur Cyp-2-1, 2-3, 2-5, 2-6, 2-7, 2-10, 2-11 und At2g04305 miiche-1, 2-3, 2-5, 2-6, 2-7, 2-
10, 2-11 und At2g04305 beobachtet werden (Abbildung 3.0 20, blauer Kasten). Somit scheint

eine Bildung von Homo-Oligomeren prinzipiell moglich zu sein.

Fur die Untersuchung zur Hetero-Oligomerbildung, wurden samtliche Kombinationen von
Cuw und Nys-Fusionsproteinen getestet. In diesem Ansatz zeigten die meisten
Fusionsproteine ebenfalls eine Blaufarbung der Hefekolonie mit weiteren AtMRS2-Fusions-
Proteinen, z.B. GAtIMRS2-3 und NwcAtMRS2-1, 2-5, 2-6, 2-7, oder etwas schwacher mit
Nubc-AtMRS2-10 und 2-11 (Abbildung 3.0 20, blaues Dreieck). Diese Ergebnisse weisen auf
eine mogliche Bildung von Hetero-Oligomeren hin. Im Gegensatz dazu zgigi2gb4305

nur eine Interaktion mit NcAt2g04305.

Ein Vergleich der Interaktion Gber den Nachweis des Reportergens X-Gal fir das N-terminal
verkirzte AtMRS2-1 Protein zeigte hier eine leicht reduzierte Blaufarbung der Hefekolonie.
Ein &hnliches Ergebnis kann man bei den mutierten AtMRS2-3 und AtMRS2-5-
Fusionsproteinen beobachten. Vergleicht man das Ergebnis der Nachweisreaktion fir das
CuAtMRS2-3-Fusionsprotein mit Ns-AtMRS2-3 und G,AtMRS2-3# mit NpcAtMRS2-3

bzw. AtMRS2-3#, dann zeigte sich hier eine deutlich schwachere Blaufarbung der
Hefekolonien. Fir die Interaktion von@tMRS2-5 mit Nng2-5# bzw. Gp2-5# mit Nps2-5

konnte das ReportergefrGal nicht mehr nachgewiesen werden. Die interne Kontrolle des

Systems zeigte keine Interaktion von KAT 1;8ei der Uberschichtung mit X-Gal-Lésung.

Die Negativ-Kontrolle mit der mutierten N-terminalen Halfte des UbiquitingdNzeigte

keine Blaufarbung der Hefekolonie und somit auch keine Interaktion.
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Abbildung 3.0 20 Nachweis der Protein-Proteininteraktion durch Uberschichtung mit X-GAL-Medium

Dokumentiert wird das Wachstum der Hefekolonien auf SC+A+H-Medium. Grundsatzlich sollten nur diploide
Hefezellen wachsen kdnnen, die dig-@ind Ny-Fusionen coexprimieren. Das Medium mit den Hefekolonien

wurde zum Nachweis der Interaktion Uber die Enzymaktivitdt des Ergy@aactosidase mit X-GAL-Medium
Uberschichtet und fir 24 h bei 37 °C inkubiert.

Cu: Fusion des zu analysierenden Proteins mit der C-terminalen Halfte des Ubiquitins und dem kiinstlichen
Transkriptionsfaktor PLV.

pMetYCgate enthélt die C-terminale Halfte des Ubiquitins in Fusion mit dem kinstlichen Transkriptionsfaktor
PLV. Dieser leere Vektor sollte keine Interaktion mit degcNFusionen und dem Vektor N-KAT1-3HA zeigen.
Nuwe Fusion des zu analysierenden Proteins mit der mutierten N-terminale Halfte des Ubiquitins.

NubWT: N-terminale Halfte des Ubiquitins ohne Mutation. Dieser Ansatz (Spalte ganz rechts, blauer Kreis)
diente als Positiv-Kontrolle.

Blauer Kasten: Homooligomere
Blaues Dreieck: Heterooligomere

KAT1Cub und N-KAT1-3HA (33) stellen die interne Kontrolle des Systems dar, da fir KAT1 eine
Homooligomerbildung gezeigt wurde.

Der Nachweis der Protein-Proteininteraktion durch Wachstum auf Medium ohne Adenin und
Histidin stellt die sensitivere Methode dar. Die Ergebnisse werden in Abbildung 3.0 21
dokumentiert. Vergleicht man die Ergebnisse des Wachstums auf selektivem Medium mit den
Ergebnissen der Uberschichtung mit X-GAL-Medium, so kann zusétzlich eine Interaktion mit
der Positivkontrolle (WWT) fur CpAIMRS2-2, GuAtMRS2-3#, GuAtMRS2-4,
CuwAtMRS2-5# und G,LPE10 nachgewiesen werden (Abbildung 3.0 21, rechte Spalte grtiner

Kreis). Die fur diese @-Fusionen beobachteten Interaktionen sind somit auswertbar. Eine

100



3 Ergebnisse

Homooligomerbildung (Abbildung 3.0 21, gruner Kasten) ist somit erganzend zu den
Ergebnissen der X-GAL-Uberschichtung auch fiir AtMRS2-4 mdglich. Die heterooligomere
Interaktion (Abbildung 3.0 21, griines Dreieck) die im X-Gal-Ansatz figg N4 mit Gp2-11
beobachtet wurde, kann durch den Nachweis Uber das Wachstum bestétigt und erganzend fir
die Gp2-4 mit Npg2-11 Kombination gezeigt werden. Ergénzend ist eine Interaktion fur
CupAt2g04305 mit Nps2-1 und 2-4 nachweisbar.
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Abbildung 3.0 21: Nachweis der Protein-Proteininteraktion durch Wachstum auf Medium ohne Adenin,
Histidin, Leucin, Tryptophan und Uracil

Dargestellt sind die Ergebnisse der Protein-Proteininteraktion durch Wachstum auf selektivem Medium fir drei
Tage bei 28 °C. Bei einer Interaktion der zu untersuchenden Proteine kénnen die Repoftde®ema His3

durch Wachstum auf Medium ohne Adenin und Histidin nachgewiesen werden. Leucin, Tryptophan und Uracil
kénnen diploide Hefezellen wieder selbst synthetisieren.

Cuw: Fusion des zu analysierenden Proteins mit der C-terminalen Halfte des Ubiquitins und dem kinstlichen
Transkriptionsfaktor PLV.

pMetYCgate enthélt die C-terminale Halfte des Ubiquitins in Fusion mit dem kinstlichen Transkriptionsfaktor
PLV. Dieser leere Vektor sollte keine Interaktion mit degcNFusionen und dem Vektor N-KAT1-3HA zeigen.

Nube: Fusion des zu analysierenden Proteins mit der mutierten N-terminalen Halfte des Ubiquitins.

NubWT: N-terminale Halfte des Ubiquitins ohne Mutation. Dieser Ansatz (Spalte ganz rechts) diente als Positiv-
Kontrolle (rechte Spalte, griiner Kreis).

KAT1Cub und N-KAT1-3HA (33) stellen die interne Kontrolle des Systems dar, da fir KAT1 eine
Homooligomerbildung gezeigt wurde.

Griner Kasten: Homo-Oligomere

Griines Dreieck: Heterooligomere
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Da das Wachstum auf Methionin-haltigem Medium langsamer erfolgte und somit auf SD-
Medium mit 150 uM Methionin nach drei Tagen noch kein Wachstum auftrat, wurden die
Ergebnisse auf SD + 0 uM Methionin und SD + 150 uM Methionin nach sieben Tagen
dokumentiert und verglichen. Nach sieben Tagen konnte zusatzlich zu den Ergebnissen nach
drei Tagen, eine Bildung von Homo-Oligomeren fur AtMRS2-2, ALR1, LPE10 und KAT1
beobachtet werden (Abbildung 3.0 22, griiner Kasten).
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Abbildung 3.0 22 Dokumentation des Wachstums auf SD + 0 uM Methionin nach sieben Tagen

Dargestellt sind die Ergebnisse der Protein-Proteininteraktion durch Wachstum auf selektivem Medium nach
sieben Tagen Inkubation bei 28 °C. Bei einer Interaktion der zu untersuchenden Proteine kénnen die
Reportergenddde2 undHis3 durch Wachstum auf Medium ohne Adenin und Histidin nachgewiesen werden.
Leucin, Tryptophan und Uracil kdnnen diploide Hefezellen wieder selbst synthetisieren.

Cuw: Fusion des zu analysierenden Proteins mit der C-terminalen Halfte des Ubiquitins und dem kinstlichen
Transkriptionsfaktor PLV.

pMetYCgate enthélt die C-terminale Halfte des Ubiquitins in Fusion mit dem kinstlichen Transkriptionsfaktor
PLV. Dieser leere Vektor sollte keine Interaktion mit dggcNFusionen und dem Vektor N-KAT1-3HA zeigen.

Nube: Fusion des zu analysierenden Proteins mit der mutierten N-terminalen Halfte des Ubiquitins.

NubWT: N-terminale Halfte des Ubiquitins ohne Mutation. Dieser Ansatz (Spalte ganz rechts, griiner Kreis)
diente als Positiv-Kontrolle.

KAT1Cub und N-KAT1-3HA (33) stellen die interne Kontrolle des Systems dar, da fir KAT1 eine
Homooligomerbildung gezeigt wurde.

Homooligomere: griner Kasten

Heterooligomere: griines Dreieck
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Abbildung 3.0 23 dokumentiert den Nachweis der Protein-Proteininteraktion durch Wachstum
auf selektivem Medium mit 150 uM Methionin nach sieben Tagen Inkubation bei 28 °C.
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Abbildung 3.0 23: Dokumentation des Wachstum der Hefekolonien auf SD-Medium mit 150 puM
Methionin nach sieben Tagen bei 28 °C.

Dargestellt sind die Ergebnisse der Protein-Proteininteraktion durch Wachstum auf selektivem Medium mit 150
UM Methionin. Bei einer Interaktion der zu untersuchenden Proteine kdnnen die Reporfatgenmd His3

durch Wachstum auf Medium ohne Adenin und Histidin nachgewiesen werden. Leucin, Tryptophan und Uracil
kénnen diploide Hefezellen wieder selbst synthetisieren. Durch Zugabe von Methionin wurde die Menge des
C.,-Proteins reduziert.

Cuw»: Fusion des zu analysierenden Proteins mit der C-terminalen Halfte des Ubiquitins und dem kiinstlichen
Transkriptionsfaktor PLV.

pMetYCgate enthélt die C-terminale Halfte des Ubiquitins in Fusion mit dem kinstlichen Transkriptionsfaktor
PLV. Dieser leere Vektor sollte keine Interaktion mit degcNFusionen und dem Vektor N-KAT1-3HA zeigen.

Nube: Fusion des zu analysierenden Proteins mit der mutierten N-terminalen Halfte des Ubiquitins

NubWT: N-terminale Halfte des Ubiquitins ohne Mutation. Dieser Ansatz (Spalte ganz rechts) diente als Positiv-
Kontrolle (Spalte ganz rechts, griiner Kreis).

KAT1Cub und N-KAT1-3HA (33) stellen die interne Kontrolle des Systems dar, da fir KAT1 eine
Homooligomerbildung gezeigt wurde

Griner Kasten: Homooligomere

Griines Dreieck: Heterooligomere

Die beobachtete Interaktion von,£2-10 mit N,,c2-1A1-93 ist wahrscheinlich durch ein

Vertauschen der Versuchsansatze beim Auftropfen zustande gekommen.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Interaktionsanalysen sind in Tabelle 3. 3 zusammengefasst.

Tabelle 3. 3 Zusammenfassung der Interaktionsanalysen durch X-GAL- und Wachstums-Assay
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3 Ergebnisse
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4 Diskussion

Bei der im Rahmen dieser Dissertation untersuchten Gruppe von Magnesiumtransportern in
Arabidopsis thaliana handelt es sich um eine vollkommen neue Klasse von
Transportproteinen, die zur Familie der 2-TM-GxN-Superfamilie gehdrt (Knoop et al. 2005).
Unter diesen findet sich der bakterielle Magnesiumtransporter CorA, sowie die Hefe-
Homologen ALR1/2, LPE10 und MRS2. Die Mitglieder deaMRS2Genfamilie sind bisher

erst wenig untersucht. In ersten Arbeiten wurde fir die AtMRS2-Proteine eine
Komplementation des Wachstums vamrs2-Hefemutanten gezeigt (Drummond et al. 2006,
Schock et al. 2000). Lokalisationsstudien durch GFP-Fusion zeigten eine chloroplastidare
Lokalisation fur AtMRS2-11, fur AtMRS2-1 ein Lokalisation in der Plasmamembran
(Drummond et al. 2006, Li et al. 2001) und in unvero6ffentlichten Daten eine mitochondriale
Lokalisation fur AtMRS2-6 (Schock 2000). Erste Analysen zur Expression Uber Promotor-
GUS-Fusionen zeigten fUAtMRS2-11 eine Expression im chlorophyllhaltigen Gewebe
(Drummond et al. 2006), fUAtMRS2-1 undAtMRS2-5 in der Wurzel, fUAtMRS2-4 im
vegetativen Gewebe und fir AtMRS2-6 in den Antheren (Meschenmoser 2003).

Der Schwerpunkt der vorliegenden Dissertation lag auf Analysen der Promotoraktivitat fur
die Mitglieder derAtMRS2-Genfamilie. Durch die Herstellung und Analyse von Promotor-
GUS-Fusions-Pflanzen sollte ein Uberblick tuber die Expression fir alle Mitglieder der
AtMRS2-Genfamilie gewonnen werden. In einem ersten Ansatz sollte eine Kartierung der
Expression erstellt werden, um dann zu untersuchen, ob eine gewebe- und/ oder eine
entwicklungsspezifische Expression vorliegt. In einem zweiten Ansatz wurde der Einfluss
exogener Faktoren wie Licht, Magnesiummangel und Schwermetallstress auf die Expression
untersucht. Zudem wurden in einem weiteren Ansatz Protein-Proteininteraktionsanalysen mit
dem mating based Split-Ubiquitin-System durchgefiihrt, um so Einblicke in den méglichen

Aufbau eines Magnesiumkanals zu erhalten.
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4.1 Expressionsmuster detMRS2Genfamilie

Fur die Analyse der Promotoraktivititen wurden mit dem GATEWAYSystem
Promotor:GUS-Fusionskonstrukte der Promotoren und des jeweiligen ersten codierenden
Exons fur alle AtIMRS2-Transporter im Zielvektor pKGWFS7 hergestellt unktrabidopsis
thaliana  transformiert. Das erste codierende Exon wurde in die
Promotor:Reportergenkonstrukte mit einbezogen, um eventuell Hinweise auf die subzellulare
Lokalisation der Proteine zu erhalten. Diese hatte man zusatzlici3-@mcuronidase-
Aktivitat durch Analyse der GFP-Fluoreszenz beobachten kbénnen, da der verwendete
Zielvektor pKGWFS7 (Karimi et al. 2002) stromaufwérts ded-Reportergens fur dif-
Glucuronidase, die codierende SequenzE®BEP enthalt. Es entstanden pro Transporter ca.

50 transgene Linien, die zunachst tber DNA-Extraktion und PCR mit einer Kombination aus
genspezifischem und vektorspezifischem Primerpaar verifiziert wurden. Von diesen 50 Linien
wurden die starksten zehn transgenen Linien fir die Analysen der Promotoraktivitat
verwendet. Das GFP-Signal konnte nicht eindeutig detektiert werden, da die AtMRS2-
Promotoren allein hierfir zu schwach waren. Aus diesem Grund wurden nur die Ergebnisse
des Enzymnachweises Uber die GUS-Farbung dokumentiert. Zum Ausschluss bzw. der
Identifikation von durch Positionseffekte der T-DNA und durch eine mégliche Diffusion des
blauen Reaktionsprodukts in den Geweben der Pflanze ausgeltsten Artefakten, wurde die
Promotoraktivitdt von mindestens zehn transgenen Linien pro Promotorkonstrukt analysiert.
Die Experimente wurden zusatzlich mit GUS-Substratldsung wiederholt, die Formaldehyd zur
Fixierung des Pflanzenmaterials enthielt. Beide Versuchsansatze zeigten keine Unterschiede.
Die erhaltenen Ergebnisse zur Promotoraktivitdt wurden mit den Expressionsmustern in

vorhandenen Microarray-DatenbankegBefevestigatorhttps://www.genevestigator.ethz.ch/

(Zimmermann et al. 2004) und~B-Browser (Birnbaum et al. 2003)) verglichen (siehe 4.1.1).

Erste Promotoraktivitditen wurden im auskeimenden Samen in der Keimlingswurzel fir
AtMRS2-1, 2-5 und 2-10 nachgewiesen (Abbildung 3.0 2). Der Samen ist bekannt als
Speicherort fir Nahrstoffe wie Stickstoff und Schwefel, die in Form von speziellen
Speicherproteinen vorliegen. Weniger bekannt ist, dass auch Magnesium bereits im Samen als
Phytat, gebunden an Phosphat, vorkommt (Epstein und Bloom 2005, Lott et al. 1995, Raboy
2001, Vreugdenhil et al. 2004). Bei Kontakt des Samens mit Wasser mobilisiert der Embryo
die Nahrstoffe und baut so einen osmotischen Druck auf. Die Samenschale bricht auf und die
Primarwurzel erscheint als erstes Organ (Amberger 1996, Bowman 1994). In der

Primarwurzel, dem ersten Organ des auskeimenden Samens, wurde eine starke Expression der
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Transporter AtMRS21 und AtMRS25 beobachtet (Abbildung 3.0 2). Diese beiden
Transporter kdnnten als basale Transporter fir die Aufnahme von Magnesium Uber die
Wurzel aus dem Boden, bereits zu diesem frihen Zeitpunkt der Entwicklung, verantwortlich
sein. Die Pflanze bendtigt die Primarwurzel, um auf Nahrstoffe und Wasser aus dem Boden
bzw. dem N&hrmedium zugreifen zu kénnen. In diesem Entwicklungsstadium liegt eine
erhohte Zellteilungsaktivitat vor, das Hypocotyl und das vegetative Gewebe, die Kotyledonen
entwickeln sich. Magnesium wird hier als Cofaktor fur viele Enzyme, zur Stabilisation von
Membranen und im Nukleotidstoffwechsel bendtigt (Frausto da Silva und Williams 1991,
Heldt 1979, Marschner 1995).

Fur AtMRS27 und AtMRS2-10 wurde in den Wurzelhaaren und der Rhizodermis eine
Farbung beobachtet (Abbildung 3.0 3). Vermutlich sind diese Transporter fur die Aufnahme
des Magnesiums Uber die Wurzelhaare und die Oberflache der Wurzel bis zur Endodermis
verantwortlich. Diese Beobachtung wird unterstitzt durch Literaturangaben, wonach
Transporter bendtigt werden, die die Aufnahme und den Transport des Magnesiums Utber den
Symplasten vermitteln (Jungk 2003). Der grofdte Teil der Magnesiumaufnahme erfolgt
allerdings Uber den Apoplasten (Marschner 1995). Magnesium liegt im ,Bodenwasser”
geldst, und gebunden an Bodenpartikel vor. Die Wurzeloberflache weist aufgrund von
Carboxyl- und Phosphatgruppen im Plasmalemma der Rhizodermis eine negative Ladung auf,
wodurch sie Kationen adsorbiert bzw. akkumuliert, schlie3lich erfolgt eine Diffusion in den
so genannten freien Raurapparentfree spacg¢ des Apoplasten (Amberger 1996, Epstein

und Bloom 2005). Von hier aus kann dann der apoplastische Transport durch Diffusion tber
das Zellwand-Interzellular-System bis zu den Endodermis-Zellen erfolgerAtMIRS210

konnte durch GFP-Fusion eine zellulare Lokalisation in der Plasmamembran gezeigt werden
(Li et al. 2001), die an dieser Stelle mit einer Aufnahme des Magnesiums in den Symplasten
gut vereinbar ist. Der symplastische Transport erfolgt Uber die Rhizodermis-Zellen, durch die
Cortex-Zellen bis zum Casparyschen Streifen von Zelle zu Zelle Uber die Plasmodesmata. Der
Casparysche Streifen der Endodermis stellt durch Einlagerungen von wachsartigen,
hydrophoben Substanzen wie Lignin eine Barriere dar, die die weitere Diffusion von lonen
und ungeladenen Moleklilen Uber den apoplastischen Weg blockiert oder einschréankt
(Riederer und Schreiber 2001). Damit Magnesium tber den Symplasten transportiert werden
kann, wird ein Magnesiumtransporter bendétigt, der die Aufnahme in die Zelle vermittelt.
AtMRS2-5 konnte zusammen mitMRS2-10 diese Funktion Ubernehmen. Fur beide

Transporter wurde von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen eine Lokalisation in der
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Plasmamembran gezeigt (Alexandersson et al. 2004, Li et al. 2001). Bei der Aufnahme uber
den Apoplasten wird spatestens an der Endodermis ein Magnesiumtransporter bendtigt, der
den Transport Gber die Plasmamembran in das Cytoplasma und somit einen Weitertransport
Uber die Durchlass-Zellen der Endodermis in den Zentralzylinder vermittelt. Die Aufnahme
von Magnesium endet mit der Abscheidung in das Xylem, von hier aus erfolgt der
Langstrecken-Transport im Wasser geldster lonen in die vegetativen Organe der Pflanze
(Rengel 1990).

AtMRS2-3 zeigt eine, auf die Initialzellen der meristematischen Zone begrenzte Expression
(Abbildung 3.0 3), also dem Gewebe, in dem die hdchste Zellteilungsaktivitat in der
Primarwurzel vorliegt. Die Wurzel wéachst ausgehend vom ruhenden Zentrum der
meristematischen Zone in Richtung Wurzelspitze und es erfolgt eine Differenzierung der
Wurzelzellen (Bowman 1994, Taiz und Zeiger 2002). In diesen Zellen besteht aufgrund einer
entsprechend hohen Stoffwechsel- und Zellteilungsaktivitat ein hoher Bedarf an Magnesium,
da Magnesium Membranen stabilisiert und eine essentielle Funktion als Cofaktor fir eine
Vielzahl von Enzymen besitzt. Verfolgt man den Weg des Magnesiums weiter durch die
Wurzel, dann wird dieses Uber den Zentralzylinder der Wurzel und das Leitgewebe des
Hypocotyls in das vegetative Gewebe transportiert. SOMMIRS2-2 als aucAtMRS2-3
werden im Zentralzylinder der Wurzel, im Leitgewebe des Hypocotyls und in den Adern der
Kotyledonen exprimiert (Abbildung 3.0 3, Abbildung 3.0 6) und kodnnten somit den
Weitertransport des Magnesiums Uber das vaskulare Gewebe in die vegetativen Organe
vermitteln. Dies wurde auch erklaren, dass bisher keine homozygoten T-DNA-
Insertionslinien fur AtMRS2-3 vorliegen. Man kodnnte vermuten, dass aufgrund eines
fehlenden oder defekten Weitertransports von Magnesium aus der Wurzel, Magnesium in der
Wurzel akkumuliert und so im vegetativen Gewebe ein Magnesiummangel entsteht, oder dass
es zu einer Stérung bei der Zellteilung in der meristematischen Zone der Wurzel kommt,

wodurch der Keimling eingeht.

Im vegetativem Gewebe, den Keim-, Stangel- und Rosettenblattern tritt eine Expression von
AtMRS2-4 undAtMRS2-11 im Keimlingsstadium in den Keimblattern (Abbildung 3.0 4), den
Primarblattern und spéater in den Folgeblattern (Abbildung 3.0 7) auf. Beide zeigen bei der
Analyse der Promotor:GUS-Fusions-Pflanzen eine chloroplastidare Lokalisation (Abbildung
3.0 7), die furAtMRS2-11 auch schon durch GFP-Fusion gezeigt wurde (Drummond et al.
2006). Analysen von Transportern der Chloroplastenmembran identifizierten beide

Magnesiumtransporter  aufgrund  von  Sequenzanalysen als  Transporter  der
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Chloroplastenmembran (Weber et al. 2005). In den Chloroplastenmembranen werden
Magnesiumtransporter benétigt, da einige Enzyme der Licht- und der Dunkelreaktion durch
Magnesium reguliert werden (Ettinger et al. 1999) (siehe Einleitung 1.1). Aul3erdem ist
Magnesium das Zentralatom des Chlorophylls und wird somit im chlorophyllhaltigen Gewebe
bendtigt, die Chelatase und Dechelatase zum Einbau bzw. zur Freisetzung des Magnesiums
werden ebenfalls durch die chloroplastidare Magnesiumkonzentration reguliert (Fralsto da
Silva und Williams 1991). An dieser Stelle konnten die beiden TranspsingRS24 bzw.
AtMRS2-11 an der Aufnahme des Magnesiums Uber die Chloroplastenmembran beteiligt sein.
AtMRS2-4 zeigte im Blattquerschnitt aulerdem eine starke Farbung im Bereich der
Leitbindel (Abbildung 3.0 7) und im Spross eine Farbung im Phloem (Abbildung 3.0 6). Fur
AtMRS2-4 ware folglich auch eine Beteiligung am Rucktransport des Magnesiums aus den
Blattern in die Pflanze unter Mangel bzw. bei seneszenten Blattern denkbar, da dieser tUber
das Phloem erfolgt (Epstein und Bloom 2005). Der Transporter kénnte also aufgrund seiner
Expression an der Be- und Entladung des Phloems beteiligt’Ad®8iRS2-2 undAtMRS2-5

zeigen eine Farbung im Bereich des Xylems #MRS2-5 zuséatzlich im angrenzenden
Gewebe (Abbildung 3.0 6)AtMRS2-5 wurde in der Analyse von Transportern in der
Plasmamembran von vegetativem Gewebe identifiziert (Alexandersson et al. 2004). Hier ware
eine Beteiligung an der Be-/Entladung des Xylems denl&idRS2-1 zeigt eine ubiquitare
Farbung in der Blattflache (Abbildung 3.0 5, Abbildung 3.0 7), im Querschnitt konnte man
eine Farbung des Palisaden- und Schwammparenchyms (Abbildung 3.0 5) beobachten.
Moglicherweise iIstAtMRS2-1 der Transporter, der das Magnesium nach der Entladung des
Xylems in die angrenzenden Zellen des Leitgewebes weiterleitet. Dieser Weitertransport
kann, wie schon bei der Aufnahme in die Wurzel erlautert, auch apoplastisch Uber
Zellzwischenrdume und das Interzellularsystem erfolgen, oder symplastisch von Zelle zu
Zelle. Da furAtMRS2-1 noch keine Erkenntnisse Uber die zellulare Lokalisation vorliegen,
sondern nur bekannt ist, dass dieser Transporter weder chloroplastidar noch mitochondrial
lokalisiert ist, wére es ein guter Kandidat fur einen Magnesiumtransporter in der
Plasmamembran (Schock 2000). Beide Transporter konnten eine Funktion bei der Aufnahme
des Magnesiums in die Zelle Gber die Plasmamembran und somit in den Symplasten, wie

auch schon fur die Wurzel vermutet, besitzen.

Im Blitenstadium zeigelAtMRS2-3 undAtMRS2-10 eine Expression in den Antheren-
filamenten (Abbildung 3.0 8). In den Antheren erfolgt die Pollengenese, die einen energetisch

sehr aufwendigen Prozess darstellt und die héchste Mitochondriendichte aufweisen (Huang et
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al. 1994). Magnesium tritt haufig als Komplex mit ATP auf und wird in hohem Mal3e in den
Antheren bendtigt (siehe Einleitung 1.1). Folglich wird ein Transporter bendtigt, der den
Transport des Magnesiums Uber die Antherenfilamente in die Antheren vermittelt. Da
AtMRS2-5 undAtMRS2-7 eine Farbung in den Antheren zeigen (Abbildung 3.0 8), sind sie
maoglicherweise fur den Transport verantwortlich. Auch fiktMRS2-6 wurde
entwicklungsspezifisch eine auf die Pollenkérner in den Antheren begrenzte Féarbung
beobachtet (Abbildung 3.0 8). Analysen WtMRS2-6-T-DNA-Insertionsmutanten durch die
Gruppe von Drummond (persdnliche Kommunikation) zeigen eine Sterilitat der Pflanzen, was
auf eine essentielle Funktion vé&ttMRS2-6 an diesem Punkt der Entwicklung hinweist. Das

in der Datenbanksenevestigatopublizierte Expressionsmuster vBtMRS2-6, basierend auf
Microarray-Daten (Zimmermann et al. 2004), bestatigten die auf die Pollen begrenzte
Expression vVotMRS2-6 der beobachteten GUS-Analysen (Abbildung 4.0 1). Bestatigt wird
die pollenspezifische Expression zusétzlich durch pollenspezifische Elemente im Promotor
von AtMRS2-6. Dieses Element (AAATGA) wurde ebenfalls bei dem Kupfer-Transporter
COPT1 beschrieben, der auch in den Pollenkdrnern exprimiert wird (Sancenon et al. 2004).
Kupfer ist ein notwendiger Cofaktor der Cytochromoxidase in der Atmungskette und wird
somit ebenfalls in Geweben mit hoher Mitochondriendichte, wie den Antheren benttigt. In
Tabak und in devp-Genen @rabidopsisthaliana vacuolar F-pyrophosphatase, V-PPase)

von Arabidopsis thaliana wurde ein ,AAATGA"“-Sequenzelement identifiziert, das fur die
pollenspezifische Lokalisation in Tabak bzw. bei deqp-Genen verantwortlich ist (Mitsuda

et al. 2001, Weterings et al. 1992). Dieses Element tritt viermal im Promotor von COPT1 auf
(Sancendén et al. 2004) und ist ebenfalls an Position -401 im PromotoAtRS26
vorhanden. Im Promotor vVOAtMRS2-10 ist diese Sequenz nicht vorhanden. Die GUS-
Farbung ist hier auch auf die Antherenfilamente begrenzt und tritt nicht in den Pollen auf.
AtMRS2-3 zeigt die Sequenz einmal an der Position -280, hier tritt die Farbung im
Antherenfilament und im Bereich zwischen Antherenfilament und Anthere auf, aber nicht in
den Pollen. Weitere Publikationen identifiziertétMRS2-6 ebenfalls als pollenspezifisch
exprimierten Magnesiumtransporter und auf3erdem den von uns als Pseudogen bezeichneten
TransportetAtMRS2-9 (Bock et al. 2006AtMRS2-9 zeigte in den Promotor:GUS-Fusionen
eine Farbung in den Pollen und in der meristematischen Zone in der Wurzel (Daten nicht
gezeigt). Untersuchungen zur Expression auf Transkriptionsebene erbrachten fur AtIMRS2-9 in
der PCR mit cDNA nur Bruchstlcke. Das vollstandige vorhergesagte PCR-Produkt konnte im
Okotyp Columbia nicht amplifiziert werden. In LandsbergAt¥IRS29 kein Pseudogen (Li

et al. 2001).
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In den Adern der Schotenhlille zeigttMRS21 eine Expression (Abbildung 3.0 8), was flr
eine Beteiligung am Transport in die Schote und die Samen sgibARS2-4 undAtMRS2-2
dagegen wurden in den Samenanlagen und in der Schote exprimiert (Abbildung 3.0 8). Auch
Prozesse wie die Samenreifung bendtigen viel Energie, in Form von ATP und Magnesium als

Cofaktoren (siehe Einleitung 1.1).
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4.1.1 Vergleich der Ergebnisse mit Microarray-Datenbanken

Vergleicht man nun die Ergebnisse der durch GUS-Farbung nachgewiesenen
Promotoraktivitat der verschiedenen Transportergene mit den Ergebnissen der
Expressionsanalyse Uber Microarray-Datenbanken (Genevestidgefté*Browser), dann
zeigen sich auch hier in beiden Analysen AiiMRS2-6 die gleichen Ergebnisse (Abbildung

4.0 1, unterer roter Rahmen). Es wurde in den Microarray-Analysen keine Expression in
Wurzel, Keimblattern und Folgeblattern erhalten, dargestellt durch die weil3e Farbe,
dahingegen wurde eine Expression vAIMRS2-6 in den Staubblattern nachgewiesen
(dunkelblauer Kasten, Abbildung 4.0 1). Eine genaue Aufschlisselung wurde in den
Microarray-Analysen nicht durchgefthrt. Durch die Promotor-GUS-FusioneAtMRS2-6

konnte jedoch eine spezifische Expression in den Pollen im Staubblatt nachgewiesen werden.
Weitere Ubereinstimmungen konnten #itMRS2-11 gefunden werden (Abbildung 4.0 1,
oberer roter Rahmen). Hier wurde sowohl durch den Reportergennachweis, als auch durch die
Microarray-Analyse eine Expression bzw. Promotoraktivitdt in den Kotyledonen des
Keimlings, den Folgeblattern und im apikalen Sprossmeristem detektiert (blauer Kasten,
Abbildung 4.0 1, oberer roter Rahmen). Ubereinstimmend wurde ebenfalls keine Expression
in Wurzeln und den Staubblattern beobachtet (Abbildung 4.0 1, weil3e Késten im oberen roten
Rahmen). Die Promotoraktivitdt vatMRS2-2 wurde durch die GUS-Farbung in den Pollen,
von AtMRS2-3 unddtMRS2-10 in den Antherenfilamenten nachgewieA8MRS2-2, 2-3 und

2-10 zeigen in den Microarray-Analysen Ubereinstimmende Ergebnisse (blauer Kasten
Abbildung 4.0 1) in den Staubblattern. Auch bei diesen Genen waren die Ergebnisse tber den
Nachweis der Promotoraktivitat durch die Reportergenfusion spezifischer und konnten
einzelnen Geweben zugeordnet werden. Kritisch zu betrachten sind an dieser Stelle die
Ergebnisse zur Wurzelexpression der Microarray-Analysen, daAthRS2-9, einem der
beiden Pseudogene, im Vergleich zu den anderen wurzelexprimierten Mitgliedern der
AtMRS2-Genfamilie eine sehr starke Expression in der Wurzel vorhergesagt wurde. Die
Ergebnisse der GUS-Farbung zeigten hier nur eine Expression in der WurzefigMiz&2-5

ist nicht in der Datenbank vorhanden. Die KiMRS2-4 detektierte Expression ist ebenfalls

nur sehr schwach und nicht sehr eindeutig. AMRS2-7, das im Keimlingsstadium nach den
GUS-Analysen nur eine Expression in der Wurzel und den Stomata des Hypocotyls zeigte,
wird auch in dieser Analyse im Keimling in der Wurzel und dem Hypocotyl vorhergesagt,
nicht aber in den Kotyledonen (Abbildung 4.0 1), was auch mit den Ergebnissen der

Promotor:GUS-Analysen Ubereinstimmt.
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Abbildung 4.0 1. Genevestigator plant organs' [verandert nach Metanalyzer plant organs (Zimmermann

et al. 2004)]

Auf der Basis von Microarray-Daten wurde die Expression der Magnesiumtransporter in den verschiedenen
Pflanzenorganen untersucht. Der Blauton der Kasten ist der Signalstarke angepasst: Dunkelblau zeigt die starkste
Expression des Gens an, weild steht fiir keine detektierte Expression. Als Beispiele wurden die Ergebnisse fiir
AtMRS26 undAtMRS211 mit einem roten Rahmen markiert.

Kirzlich wurde eine Datenbank zu Wurzelexpression, in der auch einige Mitglieder der
AtMRS2-Genfamilie auftreten, im Internet veréffentlicht (Birnbaum et al. 2003). Mittlerweile
wurde diese Datenbank im Internet auch auf die Expression in Spross und Bliute erweitert. Als
Beispiel wurde das Expressionsmuster der beiden Mitglieder AdBIRS2-Genfamilie
AtMRS2-1 undAtMRS2-6 mit den Microarray-Daten der Datenbank von BirnbaeRR-,
Browser*, verglichen. Die Abbildung befindet sich im Anhang. A zeigt, dargestellt durch eine
orange bis rote Farbe, die Expression #dMRS2-1 in der Wurzel. Wie auch schon bei der
Analyse der GUS-Farbung wird auch hier keine, auf verschiedene Gewebe differenzierte
Expression in der Wurzel festgestellt (Abbildung 4.0 2 A, B). Diese ubiquitare Expression
wird in dieser Datenbank auch fiir die Folgeblatter und die Blite postuliert (Abbildung 4.0 2A
bzw. B). Alle drei Analysen, GUS-Analysen, Genevestigator und der eFP-Browser in
Abbildung 4.0 3 C zeigen eine entwicklungspezifische Expression in der BIIASMERS2-6.

Keine Expression wurde in der Wurzel (Abbildung 4.0 2 C) (gelb), nur ein leichtes Signal in
den Folgeblattern (Abbildung 4.0 2 D, orange) und ein deutliches Signal in der Blite (Anhang
D), in der frihen Pollenentwicklung (Abbildung 4.0 2 C) detektiert.
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» B 16010 261795 _st Arabidopsis eFP Browser at bar.utoronto.ca

Arabidopsis eFP Browser at bar.utoronto.ca

Nl

Abbildung 4.0 2: EFP Browser,plant organs* [verandert nach (Birnbaum et al. 2003)

Auf der Basis von Microarray-Daten wurde die Expression der Magnesiumtransporter in den verschiedenen
Pflanzenorganen untersucht. Der Rotton ist der Signalstarke angepasst: Rot zeigt die starkste Expression des
Gens an, gelb steht fiir keine detektierte Expression. Als Beispiele wurden die ErgebriébERER1 (A, B)

und AtMRS26 (C, D) ausgewahlt.
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4.2 Einfluss von Licht auf die Expression vAtMRS24 undAtMRS211

FUr den TransporteAtMRS2-11 sind eine chloroplastidare Lokalisation, siehe GUS-Daten
3.1.1, und Bindestellen fur licht-regulierte Transkriptionsfaktoren nachgewiesen worden
(Drummond et al. 2006, Higo et al. 1999). Es sollte hier untersucht werden, ob Licht die
Expression vOnAtMRS2-11 beeinflusst (Abbildung 3.0 9). Da auktMRS2-4 bei der
Analyse der Expression durch Promotor.GUS-Fusions-Pflanzen eine Farbung im
Chloroplasten zeigte, wurde dieser Transporter ebenfalls in die Untersuchung mit einbezogen.
Bekannt ist bisher, dass in etiolierten Keimlingen keine Chloroplasten ausgebildet werden
(Bowman 1994, Taiz und Zeiger 2002). Somit durften aMdhRS24 undAtMRS2-11 nicht

im etiolierten Keimling exprimiert werden. Etiolierte Keimlinge enthalten Etioplasten mit
prolamellaren Korpern und Protochlorophyll anstatt Chloroplasten mit Chlorophyll und
Thylakoiden. Bei Belichtung werden die prolamellaren Korper innerhalb weniger Minuten in
das Thylakoidsystem umgewandelt, aus dem Protochlorophyll entsteht Chlorophyll und es
entwickelt sich schliel3lich ein vollstandig ausdifferenzierter Chloroplast (Bowman 1994, Taiz
und Zeiger 2002) mit Magnesiumtransportern. Die bekannten lichtregulierten Gene werden
gar nicht, oder nur auf einem sehr geringen Niveau exprimiert (Chory et al. 1989). Man
konnte hier vermuten, dass es ebenfalls im etiolierten Keimling, nur auf einem geringen
Niveau exprimiert wird, daAtMRS2-11 ebenfalls in der Hullmembran des Chloroplasten
lokalisiert ist (Drummond et al. 2006) und erst bei Belichtung die Expression induziert wird.
Das vorhandene, von Drummond et al. erlauterte chloroplastidare Signalpeptid, tritt bei vielen
Proteinen auf, fir die eine Lokalisation in der Hillmembran des Chloroplasten gezeigt wurde
(Ferro et al. 2003, Schleiff und Soll 2000). Drummond et al. konnten in den Analysen zur
Induktion keine Unterschiede beobachten. Dies kdnnte aber auch daran liegen, dass sie die
MRNA fir AtMRS2-11 erst nach zwei-stiindiger Inkubation im Licht, also zu einem sehr
spaten Zeitpunkt (Drummond et al. 2006) isolierten AtMRS2-11 bereits induziert war. Fur
AtMRS2-4 konnte in den GUS-Analysen keine Induktion beobachtet werden (Abbildung 3.0
9). Die Analysen von T-DNA-Insertionsmutanten und von RNAI-PflanzenAd&IRS2-4-
Konstrukte (Gebert 2006 unveroffentlichte Daten), waren bisher erfolglos. Auch RNAI-
Linien waren nicht Uberlebensfahig (Lee 2005). Hier sch&tNIRS2-4 also eine so
essentielle Funktion in der Pflanze zu besitzen, dass Mutanten nicht Uberlebensféahig sind.
Dieser Transporter konnte hier vielleicht als basaler Transporter fir die Aufnahme des
Magnesiums in der Chloroplastenmembran vorliegen. Durch das Fehlen eines der beiden
Transporter konnte ein Magnesiummangel in den Chloroplasten auftreten, wodurch

essentielle Stoffwechselreaktionen stark beeintrachtigt werden kdnnten. Mittlerweile ist ein
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Einfluss von Licht auf ca. 6 % der Gene vArabidopsisthaliana bekannt (Harmer et al.

2000, Taiz und Zeiger 2002). Dazu gehoren unter anderem die LHCB-Gene (Krupa et al.
1988), die fur die Antennenkomplexe des Photosystems Il codieren. Sie werden durch eine
vom Phytochrom (R) ausgeldste Signalkaskade induziert, wie auch eine Vielzahl von
Enzymen des Stoffwechsels und auch lonenkanéle. In Protoplasten wurden durch Phytochrom
regulierte Kaliumkanale identifiziert, die an den durch Tugoranderungen hervorgerufenen
Blattbewegungen der Mimose beteiligt sind (Kim et al. 1993, Taiz und Zeiger 2002). Als
weiteres bewirkt es morphologische Veranderungen wie Wachstum und Entwicklung (Puente
et al. 1996, Taiz und Zeiger 2002tMRS2-11 kdnnte ebenfalls zu diesen Genen gehoren, die

durch das Phytochrom reguliert werden.

AtMRS2-11 zeigt aulRerdem eine Expression in den Schliel3zellen der Stomata (Abbildung 3.0
7). Fur Stomata ist eine Offnung in Abhangigkeit von Licht im kurzwelligen, blauen Bereich
bekannt. Die Offnung ist reversibel, sie erfolgt aufgrund von osmotischen Veranderungen.
Untersuchungen iVicia faba haben gezeigt, das es eine lichtabhangigaTiRase in der
Plasmamembran der SchlieRzellen gibt. Durch den Protonengradient wird eine aktive
Aufnahme von Kalium- und Chlorid-lonen angetrieben, Starke wird hydrolysiert und
Saccharose und Malat gebildet. Die Kaliumkanale SKT1 und KST1 in der Kartoffel und
KAT1 und KAT2 in Arabidopsisthaliana (Nakamura et al. 1995, Zimmermann et al. 2001)
werden spezifisch in den Stomata exprimiert. Sie vermitteln die Aufnahme von Kalium in die
Schliel3zellen, wodurch es zu einer Offnung der Stomata in der Kartoffel urdbidopsis
kommt. Analysen des Promotors zeigten ein fur die Stomata-spezifische Expression
verantwortliches Sequenzmotif ,TAAAG" (Plesch et al. 2000, Plesch et al. 2001). Eine
Analyse der Promotors voAtMRS2-11 mit dem Programm ,PLACE" bestatigten das
TAAAG-Element, sowie Bindestellen fir licht-regulierte Transkriptionsfaktoren (Higo et al.
1999). Im Promotor voitMRS2-11 tritt das Motiv ,TAAAG" insgesamt sechsmal an den
Positionen -62, -422, -432, -1278, -1629 und -1802 auf (siehe Abbildung 4.0 3).
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4.3 Einfluss von Schwermetallen auf das ExpressionsmusterAttiéRS2
Genfamilie

In einem weiteren Ansatz sollte untersucht werden, ob die Verdnderung der
Wachstumsbedingungen einen Einfluss auf die Expression zeigt. Dazu gehdrten verschiedene
Schwermetalle in subletalen Konzentrationen, fir die ein Transport durch das bakterielle,
homologe CorA-Protein bekannt ist. Experimente zum Transport in Hefe zeigten, dass
AtMRS2-1 undditMRS210 auch Cadmium transportieren kénnen (Li et al. 2001). Wie schon

in der Einleitung (1.2.4) erwahnt, stellen Schwermetalle wie Aluminium und Cadmium, sowie
die Spurenelemente Kobalt, Kupfer und Nickel in zu hohen Konzentrationen ein Problem fir
die Pflanze dar. Aufgrund ahnlicher Eigenschaften, wie Ladung, lonenradius oder Grof3e der
Hydrathille, konkurrieren sie um die Aufnahme in der Pflanze mit lonen wie Calcium,
Magnesium oder Eisen. Dies fuhrt meist zu Stérungen im Stoffwechsel bzw. kann, wie im
Fall von Magnesium, einen Mangel in der Pflanze hervorrufen (di Toppi und Gabbrielli 1999,

Seregin und Ivanov 2001).

Cadmium gehort zu den Kklassischen Schwermetallen. Es wird fir die Pflanze bei
pH-Werten <5,0 verfugbar, da €dleicht Gber die Wurzel aufgenommen und durch die
Membran in die Zelle transportiert werden kann. Dort bindet es aufgrund seiner hohen
Affinitat zu Schwefel-Gruppen an Proteine. Cadmium wird in den Wurzelhaaren, der
Rhizodermis und im Cortex akkumuliert. Untersuchungen zeigten eine Hemmung von
Aufnahme und Transport von Magnesium durch Cadmium (Yang et al. 1996). Cadmium
kompetitiert auRerdem mit anderen divalenten Kationen, hauptsachlich Calcium, um die
Aufnahme. Toxizitats-Symptome treten relativ unspezifisch in Form von Chlorosen und
Nekrosen auf, da Cadmium allgemein die Photosyntheserate senkt, die Atmung und
Transpiration, sowie die Aktivitat von Ribonukleasen, Peroxidasen und hydrolytischen
Enzymen aber steigert (Stohs et al. 2000).

AtMRS2-2 zeigt eine schwachere Farbung in der meristematischen Zone unter Cadmiumstress
(Abbildung 3.0 10). Im Gegensatz dazu zeigMRS2-10 eine starkere Farbung in der
Rhizodermis und den Wurzelhaaren (Abbildung 3.0 14). Hier kbnnte man vermuten, dass die
einzelnen Mitglieder deAtMRS2-Genfamilie, mit einer unterschiedlichen Affinitat, neben
Magnesium auch Cadmium transportieren koénnen. Somit ware es mdglich, dass ein
Transporter wieAtMRS2-2 schwécher exprimiert wird um so eine Cadmiumaufnahme zu

verhindern oder zu reduzieren. Die Expression von einem anderen MitglieAtMRS210,
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das spezifischer Magnesium transportiert, kbnnte induziert werden. Eine weitere Mdglichkeit
ware die Induktion von einzelnen Transportern, da Cadmium die Aufnahme von Magnesium
inhibiert und somit ein Magnesiummangel auftritt (Seregin und Ivanov 1997, Seregin und
Ivanov 1998, Seregin und Ivanov 2001). Im chlorophyllhaltigen Gewebe verandert Cadmium
die Struktur und Entwicklung der Chloroplasten und inhibiert so die Chlorophyllsynthese
(Krupa et al. 1988). Es bilden sich Chlorosen, da fur die Chlorophyllsynthese auch ein
Mangel an Magnesium besteht (Stobart et al. 1985). Aufgrund der inhibitorischen Wirkung
auf die Entwicklung des Chloroplasten hatte man bei den Analysen einen Einfluss von
Cadmium auf die GUS-Farbung bei den chloroplastidéa&dRS24 bzw. AtMRS2-11
erwartet. Hier besteht allerdings auch die Mdoglichkeit, dass beide spezifischer lonen
transportieren und vielleicht am Transport des Cadmiums im vegetativen Gewebe beteiligt
sind. Hier kbnnten auch ganz andere Transporter eine Rolle spielen. Bisher ist ein Einfluss
von Cadmium auf Metalltransporter d&tNramp-Genfamilie bekannt, die Metalle wie Eisen,
Mangan und Cadmium transportieren. Diese Transporter weisen bei einer Uberexpression
eine hohere Sensitivitat der Wurzeln gegeniber Cadmium auf und sorgen gleichzeitig fur eine
Akkumulation von Eisen, wahrend T-DNA-Insertionsmutanten eine erhfhte Resistenz
gegeniber Cadmium zeigen (Thomine et al. 2000). Ein weiteres Beispiel fir
wurzelexprimierte Metalltransporter sind IRT1 und IRT2, die beide den Transport von Eisen
vermitteln. Untersuchungen in Hefe haben gezeigt, dass der Eisentransporter IRT1 eine
Sensitivitat gegentber Cadmium und Mangan aufweist, im Gegensatz dazu transportiert IRT2

kein Cadmium und kein Mangan, sondern nur Eisen (Vert et al. 2001, Vert et al. 2002).

Unter Kupferstress zeigeitMRS2-4Promotor:GUS-Keimlinge eine stark reduzierte, auf das
vaskuldre Gewebe begrenzte, GUS-Farbung in den Keimblattern (Abbildung 3.0 11). Kupfer
konnte hier spezifisch den Promotor inhibieren, so dass die chloroplastidare Expression von
AtMRS2-4 stark geschwécht wird. Kupfer verursacht in toxischen Konzentrationen Chlorosen,
da es die Thylakoidmembranen schéadigt (Sandmann und Boger 198HtMBRES2-4 im
Chloroplasten lokalisiert ist, konnte man hier einen Zusammenhang zwischen der
Degradation der Membranstruktur und den dort lokalisierten Membranproteinen vermuten.
Unter toxischen Bedingungen konmdMRS2-4 als Transporter bendtigt werden, der den
Rucktransport von Magnesium aus den absterbenden Blattern in den Spross vermittelt, da ja
fur AtMRS24 eine Expression im Phloem des Sprosses (Abbildung 3.0 6) beobachtet wurde
und der Riucktransport von lonen wie Magnesium Uber das Phloem erfolgt (Epstein und

Bloom 2005). Ein &hnliches Muster der GUS-Farbung im vaskularen Gewebe, den Bluten und

120



den Schoten zeigt auch der Saccharose-Transporter SUC2 (Truernit und Sauer 1995).
Untersuchungen haben gezeigt, dass Kupferstress haufig einen Eisenmangel in der Pflanze
auslost. Fur den Eisentransporter IRT1, der bereits im Abschnitt mit Cadmiumstress genannt
wurde, ist eine Induktion unter Kupferstress bekannt. Ein weiterer Hinweis auf eine
Beteiligung von AtMRS2-4 an der Be-/ Entladung des Phloems in Bezug auf das
Expressionsmuster unter Kupferstress liegt darin, dass im Phloem aufgrund des alkalischen
pH-Wertes Schwermetalle wie Kupfer nicht oder nur sehr gering I6slich sind und somit nicht
Uber das Phloem transportiert werden. Aus diesem Grund bleibt vielleicht die Expression von
AtMRS2-4 im vaskularen Gewebe der Keimblatter unter Schwermetallstress erhalten.
Schwermetalle kénnen im Phloem nur als Komplex mit organischen S&uren, wie Malat, oder
Chelatbildnern transportiert werden (Epstein und Bloom 2005, Hall 2002, Miranda et al.
2002). Zusatzlich konnte durch die Inhibition d&8MRS2-4-Transporters in den Blattern
gleichzeitig das Signal Magnesiummangel auslosen und somit die Expression von anderen
Mitgliedern der Genfamilie wiAtMRS2-5 induzierenAtMRS2-5 zeigt im Vergleich zur
Expression unter Standardbedingungen eine starkere GUS-Farbung unter Kupferstress
(Abbildung 3.0 11).

Bei AtMRS2-10 konnte unter Aluminiumstress eine geringere Zahl an Seitenwurzeln
beobachtet werden (Abbildung 3.0 15). In den vorhandenen Seitenwurzeln trat eine reduzierte
GUS-Farbung unter gleichzeitigem Aluminiumstress und Magnesiummangel, im Vergleich
zum Versuchsansatz mit Aluminiumstress ohne Magnesiummangel, auf. Aluminium scheint
somit die Expression VOAtMRS2-10 negativ zu beeinflussen (Abbildung 3.0 14). In den
Blattern zeigte sich unter Aluminiumstress auch eine stark reduzierte Farbung bei
Promotor:GUS-Keimlingen flr die chloroplastidar lokalisiertsiVIRS2-4 undAtMRS2-11-
Transporter (Abbildung 3.0 16). Die Farbung verschwand fast vollstdndig unter
Aluminiumstress und gleichzeitig auftretendem Magnesiummangel (Abbildung 3.0 16). Die
bekannte Hemmung der Photosynthese durch Aluminium-lonen kdnnte zu einer schwacheren
Expression vorAtMRS2-11 unter Aluminiumstress fuhren (Amberger 1996, Scheffer 2002).
Untersuchungen in Tabak zeigten bei einer Uberexpression von AtMRS2-10 eine erhohte

Aluminiumresistenz. (Deng et al. 2006).

Die beobachtete Expression vAtMRS2-8 in der gesamten Wurzel unter Magnesiummangel
(Abbildung 3.0 13) deutet auf eine Induktion vABtMRS2-8 hin. Liegt ein Magnesiummangel
vor, wird ein zusatzlicher Transporter bendtigt, der das in geringen Konzentrationen

vorhandene Magnesium effizienter aufnimmt. Fur den Kaliumtransporter HKT1 wurde z.B.
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eine Induktion unter Kaliummangel beschrieben. Dieser Transporter wird bei dann im Bereich
des Cortex der Wurzel und in den, an das vaskulare Gewebe angrenzenden, Zellen exprimiert
(Epstein und Bloom 2005, Schachtman und Schroeder 188MRS2-8 zeigt in der Wurzel

aul3er unter Magnesiummangel auch eine Expression unter Schwermetallstress (Abbildung
3.0 13). Dieser Induktionseffekt konnte bAtMRS2-8 auch durch Schwermetallstress
verursacht werden, da es aufgrund von &hnlichen chemischen Eigenschaften zur Kompetition
zwischen Magnesium und lonen mit gleicher Ladung und &ahnlicher Gro3e der Hydrathille
kommen kann. Durch diese lonen werden Bindestellen fir Magnesium blockiert und somit
eine Aufnahme verhindert. Schlie3lich entsteht ein Mangel an Magnesium in der Pflanze
(Amberger 1996, di Toppi und Gabbrielli 1999, MacDiarmid und Gardner 1998, Scheffer
2002). Problematisch ist hier die Tatsache, dagdRS2-8 im OkotyperColumbia ein
Pseudogen ist. Vergleicht man die Sequenz AMdMRS2-8 mit der Sequenz des funktionalen
Gens im OkotypenLandsbergerecta, dann findet man eine Insertion. Das Leseraster
verschiebt sich und es entsteht ein Stopcodon. Das entstehende Protein besitzt keine
Transmembrandomé&nen und kein GMN-Motiv und ist somit als Transporter nicht funktional.
AtMRS2-7, 2-8 und 2-9 liegen eng auf dem GenomArabidopsisthaliana zusammen und

sind eng miteinander verwandt (Knoop et al. 2005). Schwermetalle beeinflussten auch die
Promotoraktivitdt vorAtMRS2-7 undAtMR2-8.AtMRS2-9 wurde nicht untersucht, da es im
Okotypen Columbia und auch im Okotypebandsberg nicht funktional ist. Das einzige
funktionale Gen dieser Gruppe, das noch ubrig ist, ist der TranspaM#RS2-7. Eine T-
DNA-Insertionsmutante  von AtMRS2-7 zeigt ein reduziertes Wachstum unter
Magnesiummangel (M. Gebert, 2006). Es ware interessant zu sehen, ob dieser Ph&anotyp auch
im Okotypen Landsberg erecta auftritt, da doAtMRS2-8 funktional ist und\tMRS2-7

ersetzen konnte.

Die unterschiedliche Sensitivitat gegenuber den Schwermetallen kdnnte man vielleicht durch
Unterschiede in der Sequenz zwischen den einzelnen Gruppen erklaren. Abschlie3end bleibt
unklar, in welcher Form Schwermetalle die Magnesiumkanale beeinflussen. Neuere Analysen
zum Transport durch CorA isalmonella zeigten, dass aufgrund der Struktur lonen mit
ahnlichen Eigenschaften wie Magnesium zunachst durch die Pore des Kanals aufgenommen
werden. Die lonenselektivivtat des Kanals setzt erst dann ein, wenn der eigentliche Transport
durch die ,Trichter“-Struktur erfolgt. Somit blockieren Schwermetalle den Kanal in dem sie
ihn verstopfen. Magnesium kann nicht mehr in den Kanal gelangen und dadurch auch nicht

mehr transportiert werden (Maguire 2006). Diese Moglichkeit der Blockade besteht ebenfalls
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fur die AtMRS2-Proteine. Es wurde noch nicht untersucht, ob die Schwermetalle transportiert
werden oder ob nur eine Blockade vorliegt, wodurch schlie3lich ein Magnesiummangel

entsteht.

4.4 Magnesiumtransporter und Verletzungsinduktion

In Geweben mit erhéhter Enzymaktivitat, erwartet man einen erhdéhten Bedarf an Magnesium,
da es einen wichtigen Cofaktor im Komplex mit ATP fur eine Vielzahl zellularer Enzyme
darstellt. Hierzu wurden Rosettenblatter und Stangelblatter verletzt und nach mehrstindiger
Inkubation die Expression der Magnesiumtransporter mittels GUS-Farbung untersucht. Bei
Verwundung kann die Pflanze Abwehrmechanismen induzieren. Hierbei wird die Synthese
von Sekundarmetaboliten und Proteinen, die inhibitorisch auf den Stoffwechsel des
Angreifers wirken, induziert. Diese Induktion erfolgt durch Jasmonsaure, die als Signalstoff
bei Verletzung eine Signalkaskade aktiviert. Ein zweiter Abwehrmechanismus ist die
sogenannte systemische Abwehr, hierbei wird bei einer Verletzung das Signalmolekil
Systemin aus Phloemzellen freigesetzt und bindet an den LRR-Rezeptor in der
Plasmamembran von angrenzenden Geleitzellen. Dort wird eine Signalkaskade aktiviert,
wodurch schlief3lich ebenfalls die Biosynthese von Jasmonsaure erfolgt. Jasmonséaure aktiviert
dann die Expression von Zielgenen in der verletzten Zelle im Mesophyll. Zuséatzlich missen
in verletzten Geweben die Membranen der umliegenden Zellen stabilisiert werden. Es liegt
aul3erdem eine erhdhte Zellteilungs- und Stoffwechselaktivitat vor, da die Verwundungsstelle
repariert werden muss (Taiz und Zeiger 2002). Es konnte hier jedoch ”AtMRIS21 ein
Unterschied der Promotoraktivitdt im Vergleich zwischen unverletzten, verletzten und sofort
gefarbten bzw. verletzten und nach mehrstindiger Inkubation gefarbten Stangelblattern
beobachtet werden (Abbildung 3.0 17).
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4.5 Analysen des Promotors auf cis-aktive Elemente

Die einzelnen Mitglieder derAtMRS2-Genfamilie wiesen zum Teil sehr spezifische
Expressionsmuster auf. Untersuchungen zeigten z.T. einen Einfluss von Schwermetallen, wie
Aluminium auf AtMRS210 (Abbildung 3.0 15), Nickel auAtMRS2-2 (Abbildung 3.0 10),

und einen Einfluss von Licht auf die Expression vAtMRS2-11 (Abbildung 3.0 9).
AbschlieRend soll hier analysiert werden, ob Elemente im Promotor auftreten, fir die ein
Zusammenhang mit der gewebe-spezifischen Expression, oder ein Einfluss von exogenen
Faktoren wie Licht und Schwermetallen bekannt ist. Abbildung 4.03 zeigt eine Ubersicht tiber
einige vorhandene Cis-active Elemente in den fur die Promotor:GUS-Fusionen verwendeten

5'Bereichen des jeweiligen AtMRS2-Gens.

AtMRS2-6 zeigt in Ubereinstimmung mit der pollenspezifischen Expression (Abbildung 3.0
8) eine Vielzahl von Sequenzmotiven, bezeichnet mit G, H, L und M, fur die eine Beteiligung
an den gewebespezifischen Expressionen in den Pollen bekannt ist. Das haufige Auftreten
einiger dieser Motive bei dem eindeutig nicht in den Pollen exprimierten AtMRS2-11 Protein
konnte auch auf Bindung von Transkriptionsfaktoren, die an Entwicklungsprozessen beteiligt
sind, hinweisen. Zusatzlich treten spezifisch AMWMRS2-11 undAtMRS2-7, die beide eine
Expression in den Stomata zeigten auch ein Sequenzmotiv auf, das an einer Stomata-
spezifischen Expression beteiligt ist. Sequenzmotive fir eine Expression in Trichomen treten
nur bei AtMRS2-1,AtMRS2-5 undAtMRS2-10 auf. Dies stimmt mit den Ergebnissen der
GUS-Expression UbereidtMRS2-1, das ein relativ unspezifisches Expressionsmuster zeigte,
weist ebenfalls nur sehr wenige regulatorische Sequenzmotive im Promotorbereich auf.
Sequenzmotive, die auf eine Lichtregulation hinweisen, wurdeAfMiRS2-11 gefunden
(Drummond et al. 2006, Higo et al. 1999), dort allerdings nicht genauer beschrieben. Die
unter Lichtregulation aufgefihrten Sequenzmotive aus der Gruppe ,G-Box like elements”
wurden belAtMRS2-11 nicht gefunden, dafir bei einigen anderen Mitgliedern der Genfamilie
wie AtMRS2-2, 2-3, 2-5, 2-6, 2-7 und 2-8, die alle eine Expression in den Pollen zeigten.
Diese Motive kdonnten auch durch Licht als Signal fur die Pflanze zur Umstellung des

Wachstums auf reproduktives Wachstum, Blutenbildung und Pollengenese reguliert werden.

Die vorhandenen Motive, fur die eine Beteiligung an der Reaktion auf Zucker gezeigt wurde
(Pyridmidin- und Amy-Box), treten haufig bei den in den Pollen exprimieA8MRS2-
Transportern auf. Bei dem energetisch aufwendigen Prozess der Pollengenese kdonnte Zucker

die Expression induzieren. Allerdings tritt das Motiv auch ABMRS2-4 auf, das unter
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anderem im Phloem exprimiert wird. Transporter fur Zucker, wie der Saccharosetransporter
zeigen ebenfalls eine Expression im Phloem (Truernit und Sauer 1995).

Auffallig ist das haufige Auftreten des mit ,N“ bezeichneten Motivs, das zu Mietal
responsiveelements(MRE) gehdrt. Ein negativer Einfluss von Schwermetallen wurde
besonders beAtMRS2-2, 2-4, 2-5, 2-7, 2-10 und 2-11, sowie eine Induktion der Expression
von AtMRS2-8 beobachtet. Hierbei ist auch aufféllig, dassAb&iRS2-8 das Motiv nur
einmal auftritt, aber unter Magnesiummangel und durch Schwermetalle hervorgerufenem
Magnesiummangel eine erhéhte Expression vorliegt. ObwohAtdRS2-3 das Motiv am

haufigsten auftritt, ist ein Einfluss auf das Expressionsmuster nicht erkennbar.

Abbildung 4.0 3: Graphische Darstellung der Cis-aktiven Sequenzen im 5’-Bereich stromaufwarts des
ersten Exons fir die einzelnen Mitglieder deAtMRS2-Genfamilie

Das erste Exon ist jeweils als grauer Pfeil dargestellt, der ,Promotor-Bereich” als hellgrauer Kasten. Die Position
der auftretenden Sequenzmotive ist durch einen Strich mit Buchstaben gekennzeichnet. Die ausfihrliche
Legende mit Referenzen liegt in Tabelle 4. 1 vor. Die einzelnen Sequenzen fiir die regulatorischen Elemente
wurden mit dem Programm BioEdit in den Promotoren der einzéitidRS2Gene gesucht.
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Tabelle 4. 1 zeigt die einzelnen dargestellten Sequenzmotive mit Funktion und

Literaturangaben.

Tabelle 4. 1 Analyse der stromaufwartsliegenden Sequenzen auf cis-aktive Elemente, Legende zu Abb.

4.03
Sequenz Bezeichnung | Funktion Referenz
A | TATATAA TATA-Box Transkriptionsstart (LU et al. 2006)
consensus
. . Bindungsstelle fir :
B | CACGTG Lichtregulation Transkriptionsfaktoren (Schindler et al. 1992)
G-Box-like . . .
C | TGACGTGGT element Light responsive lement (Schindler et al. 1992)
D | TACGTG g;a?:gnt related Light responsive element (Puente et al. 1996)
E | T(A)AAAG Cis-aktives Stomata spezifische (Plesch et al. 2000, Plesch et al. 2001)
Element Expression
F | GCGAC GCGAC-Box niedrige Temperaturen (LU et al. 2006)
Q-ahnliches .
Regulation der .
G | AGTCA Element, pollenspezifischen Expression (Mitsuda et al. 2001)
Dikotyle
cis-aktives Regulation der .
H [ AAATGA Element Tabak | pollenspezifischen Expression (Weterings et al. 1992)
| | TAACAAA Amy-Box | Anwort auf Zucker (Mitsuda et al. 2001)
J | TATCCAT Amy-Box Il Anwort auf Zucker (Mitsuda et al. 2001)
K |TCTTTT Pyrimidin-Box | Anwort auf Zucker (Mitsuda et al. 2001)
L |GGTTAA PBI-Motiv pollenspezifische Expression | (Bate und Twell 1998)
M | AGAAA Domain C pollenspezifische Expression | (Bate und Twell 1998)
MRE:  Metal| \nwort auf Schwermetalle wig(Fordham-Skelton et al. 1997, LU et
N | TGCA responsive Kupfer 2006
element P )
. Trichom/Wurzelhaare,
O | CAGTTG MY B-Motiv Entwicklung, Stress (Wang et al. 2002)
Myb like | Trichom/Wurzelhaare,
P | TAACTG recognition sites Entwicklung, Stress (Wang et al. 2002)
Myb like | Trichom/Wurzelhaare,
Q [CTGTTA recognition sites Entwicklung, Stress (Wang et al. 2002)
Myb like | Trichom/Wurzelhaare,
R | GGATA recognition siteg Entwicklung,Stress (Wang et al. 2002)
Myb like | Trichom/Wurzelhaare,
S | CAACAG recognition sites Entwicklung, Stress (Wang et al. 2002)
X rﬂz:snspezmsche Expresslork,Ba,[e und Twell 1998)

al.

Erganzend zu den in Abbildung 4.0 3 aufgefiihrten cis-aktiven Elementen wurden mit dem

Programm “PLACE” Elemente fur die Lichtregulation, so genannte I-Box und I-Box-

verwandte Sequenzen im der Promotor #hIRS2-11 (Giuliano et al. 1988) und Elemente

fur die wurzelspezifische Expression fur AtMRS2-1 (Elmayan et al. 1995) gefunden.
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4.6 Protein-Proteininteraktionsanalysen mit daating basedSplit-Ubiquitin-
System

Aufgrund der Strukturéahnlichkeit der AtMRS2-Proteine mit dem homopentameren CorA-
Protein in Thermotoga maritima (Abbildung 1.0 2) sollte mit demating based Split-
Ubiquitin-System untersucht werden, ob theoretisch eine Interaktion der einzelnen Mitglieder
mit zum Teil entwicklungsspezifischer Expression mdglich ware. Die Expressionsanalyse
mittels der Promotor:GUS-Fusionen zeigte auf Gewebe-Ebene Uberlappende Expressionen,
fur AtMRS2-4 undAtMRS2-11 auf Zellorganellen-Ebene (Chloroplast, Abbildung 3.0 7).
Somit wirde auch aufgrund der hohen Zahl an Mitgliedern der Genfamilie die Mdglichkeit
zur Bildung von Hetero-Oligomeren bestehen. Daating based Split-Ubiquitin-System
wurde zur Interaktions-Analyse pflanzlicher Membranproteine entwickelt (Obrdlik et al.
2004) und die Funktionalitat Gber die Analyse von Kalium-Kanalen getestet (Schulze et al.
2003). Bei der Anwendung des Systems auf die Kaliumkanale KAT1 und KAT2, fir die eine
Uberlappende Expression in den Stomata beobachtet wurde, zeigte sich hier, dass eine
Bildung von Hetero-Tetrameren maoglich ist. Fur das ALR1-Protein wurde durch eine Analyse
mit demmatingbased Split-Ubiquitin-System eine Hetero-Oligomerbildung gezeigt (Wachek
et al. 2006). Mit dem mating based Split-Ubiquitin-System wurden bereits
Interaktionsanalysen fur die Saccharose-Transporter AtSUC, AtSUT2 und AtSUT4
durchgefuhrt. Fur diese drei Transporter wurde durch Promotor:GUS-Fusionen eine Co-
Expression in den Siebelementen beobachtet. Mit dem Split-Ubiquitin-System wurde gezeigt,
dass die Bildung von Homo- und Hetero-Oligomeren mdglich ist. Die Spezifitat wurde
getestet durch Negativ-Kontrollen mit dem Glucose-Transporter AtSTP1 bzw. dem
Kaliumkanal AtKAT1 (Reinders et al. 2002, Schulze et al. 2003).

In einem ersten Ansatz wurde in der Dissertation von K. Weyand eine Interaktion fur
AtMRS2-1, AtMRS2-2 und AtMRS2-10 als Homo- und auch in allen Kombinationen als
Hetero-Oligomer gezeigt. Fir AtMRS2-1 wurde aul3erdem gezeigt, dass eine Mutation des
GMN-Motivs zu keiner Veradnderung des Interaktions-Schemas fuhrte. Bei den
Interaktionsanalysen stellte das unterschiedliche Wachstum geru@d Nys vor dem
Mating ein Problem dar. Die & wuchsen wesentlich langsamer als digsNvodurch z. T.

eine Interaktion mit der Wildtyp-IN-Kontrolle ausblieb. In folgenden Ansatzen wurden die
Cups einige Stunden vor den,d angeimpft, um so fur d&gating Hefesuspensionen mit der
gleichen Optischen Dichte zu erhalten.
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In meiner Arbeit konnte bei den Interaktionsanalysen die Homo-Oligomerbildung flr
AtMRS2-1 und AtMRS2-10 bestatigt werden. Ebenso konnte fir die anderen Mitglieder der
AtMRS2-Genfamilie die Bildung von Homo-Oligomeren Transportern fiur alle Mitglieder
nachgewiesen werden (Abbildung 3.0 20, Abbildung 3.0 21, Abbildung 3.0 22, Abbildung 3.0
23). Die Bildung von Hetero-Oligomeren wurde in fast allen Kombinationen beobachtet
(Abbildung 3.0 20, Abbildung 3.0 21, Abbildung 3.0 22, Abbildung 3.0 23). Vergleicht man
die Interaktionsergebnisse mit dem Expressionsmuster, dann zeigt sich bereits, dass eine
Interaktion zwischen AtMRS2-1 und AtMRS2-5, die beide unter anderem eine Coexpression
in der Wurzel zeigten (Abbildung 3.0 3), miteinander interagieren kdonnen. Mdglich ist zudem
eine Colokalisation, da AtMRS2-5 als Transporter in der Plasmamembran identifiziert wurde
(Alexandersson et al. 2004). Fur AtMRS2-1 ist die Lokalisation noch nicht bekannt, aber auch
in der Plasmamembran denkbar. Diese Hetero-Oligomerbildung, die auch fur AtMRS2-7 und
AtMRS2-10 auftrat, passt ebenfalls gut zusammen mit der Uberlappenden Promotoraktivitat
der beiden Transporter in Wurzelhaaren, Rhizodermis und Cortex der Wurzel (Abbildung 3.0
3). AtMRS2-4 und AtMRS2-11, die beide chloroplastidar lokalisiert sind und eine
Uberlappende Farbung im vegetativen Gewebe zeigten (Abbildung 3.0 4, Abbildung 3.0 7),
konnen ebenfalls miteinander interagieren. Unklar bleibt, wie die Situation in Pflanzen ist, da

nur vereinzelt Daten zur subzellularen Lokalisation vorliegen.

Sequenzanalysen mit speziellen Programmen zur Vorhersagecoiled coil-Domanen

(http://www.ch.embnet.org/software/COILS form.htmhd http://www.russell.embl.de/cqi--

bin/coils-svr.p) haben gezeigt, dass diese an der Interaktion von Membranproteinen beteiligt

sind. Diese Analysen wurden auch fur das MRS2 &ascharomycesdurchgefiihrt
(Weghuber et al. 2006). Wrabidopsisthaliana wurde die Interaktion von heteromeren GTP-
Bindungsproteinen untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dassildid-coil-Doméne fur

die Interaktion essentiell ist (Obrdlik et al. 2000). Die Analyse des N-terminal verklrzten
AtMRS2-1-Konstrukts zeigte dennoch eine Interaktion (Abbildung 3.0 20, Abbildung 3.0 21,
Abbildung 3.0 22, Abbildung 3.0 23), da dieiled coil-Domé&ne nicht in dem Bereich liegt,
der entfernt wurde. Allerdings zeigte der Ansatz, in dem durch gezielte Mutaticoiltid
coil-Doméne bei AtMRS2-3 und AtMRS2-5 zerstort wurde, dass keine Interaktion mehr
maoglich war. Somit scheint digoiled coil-Doméne auch bei den AtMRS2-Proteinen, wie es
bereits fir MRS2 vorhergesagt wurde (Weghuber et al. 2006) eine essentielle Funktion zu
besitzen. Man kann keine Aussage dazu treffen, olzalled coil-Doméane die Interaktion

vermittelt, oder ob sie fur die Stabilitat des lonenkanals notwendig ist.
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5 Ausblick

Weitere Analysen zu den Promotor.GUS-Fusions-Pflanzen wéren dann interessant, wenn man
gezielt Sequenzen im Promotor mutiert und die Veranderung der Expressionsmuster mit den
beobachteten Promotoraktivitaten vergleicht. Hier wirde sich/MRS2-11 eignen, da es
spezielle Bindungsmotive fir die stomata-spezifische Expression und fur die Lichtregulation
enthalt. Eine Auswirkung auf die Induktion in etiolierten Keimlingen und eine Veranderung
des Expressionsmusters im photosynthetisch aktiven Gewebe, in den Chloroplasten und
Stomata ware mdglich. Auf diese Weise konnte man auch die anderen Transporter
analysieren, welche Sequenzen im Promotor fur die entsprechende gewebespezifische

Lokalisation besitzen.

Im Bezug auf die Transportereigenschaften ware es natirlich wichtig zu wissen, welche
weiteren lonen auch von den Mitgliedern daMRS2-Genfamilie mit welcher Spezifitat
transportiert werden konnen. An dieser Stelle ware das Magfura-Hefe-System interessant,
welches auch fur andere lonen als Magnesium mdglich ist (Kolisek et al. 2003). Eine Analyse
der Struktur durch Auskristallisieren wére interessant, um so die Anzahl der Untereinheiten
und den Aufbau des Transporters zu sehen. Hierzu waren allerdings sehr grol3e Mengen des
Proteins notwendig. Zunéchst konnte man durch UberexpressEscherichiacoli groRere
Mengen des Proteins erhalten, um Antikorper herstellen zu kdnnen. Durch eine Western-Blot-
Analyse konnte man mit Antikdrpern analysieren, welche Transporter als Komplex

tatsachlich in der Pflanze vorliegen.

In Experimenten zur Charakterisierung der Transporter durch heterologe Expression in
Xenopus-Oocyten konnten bisher keine Ergebnisse erzielt werden. Hier kénnte man die
Experimente mit einer Coexpression derjenigen Transporter wiederholen, die in den
Interaktionsanalysen eine Interaktion gezeigt haben, z.B. AtMRS2-1 und AtMRS2-10.
Untersuchungen zu den Transportereigenschaften der Saccharose-Transporter SUT1 und
SUT2 zeigten im Xenopus-Modell ebenfalls erst nach einer Coexpression Ergebnisse. Da bei
diesen nur ein Hetero-Oligomer als funktionaler Transporter funktioniert (Reinders et al.
2002, Schulze et al. 2003).

Die Interaktionsanalysen konnten insofern erweitert werden, dass man andere Bereiche

mutiert, um so zu untersuchen welche davon essentiell fur die Bildung einen funktionalen
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Transporters sind. Hier sollten auch die Ergebnisse zur subzellularen Lokalisation durch GFP-

Fusion beriicksichtigt werden.

Die vorhandenen phanotypisch unauffalligen Uberexpressionslinien konnte man in einem
neuen hydroponischen Ansatz unter Schwermetallstress genauer auf Akkumulation der
Schwermetalle, und T-DNA-Insertionslinien und RNAIi-Linien auf eine mogliche
Unempfindlichkeit gegentber toxischen Schwermetallkonzentrationen, untersuchen. Bei
einem nachgewiesenen Transport von Schwermetallen durch einzelne Mitglieder der
AtMRS2-Genfamilie, konnte man Uberexpressionspflanzen fur die  Entgiftung

schwermetallverseuchter Béden einsetzen.
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6 Zusammenfassung

Magnesium besitzt einzigartige physiko-chemische Eigenschaften und bendtigt einen ebenso
auRRergewohnlichen Transportmechanismus. Obwohl Magnesium eine essentielle Funktion in der Zelle
als Cofaktor zahlreicher Enzyme, und bezogen auf die pflanzliche Zelle als Zentralatom des
Chlorophylls und Regulator photosynthetischer Schliisselenzyme besitzt, ist der Magnesiumtransport
bisher wenig untersucht. Die vorliegende Dissertation erlautert Ergebnisse zur Analyse einer
Genfamilie pflanzlicher Magnesiumtransporter, ddMRS2-Genfamilie. DieAtMRS2-Genfamilie

gehort zu einer neuen Klasse von lonentransportproteinen, der 2-TM-GxN-Superfamilie. Zu dieser
Familie gehdren funktionale Magnesiumtransporter, wie das mittlerweile gut untersuchte
CorA-Protein der Prokaryonten und bei den Eukaryonten die Hefeproteine ALR1/2, LPE10 und
MRS2. Die Genfamilie umfasst iArabidopsisthaliana elf Kernmitglieder und vier weiter entfernt
Verwandte. In der vorliegenden Dissertation sollte die Promotoraktivitdt der elf Mitglieder der
AtMRS2-Genfamilie analysiert werden. Es stellte sich hier die Frage, ob eine entwicklungsspezifische
oder gewebespezifische Expression vorliegt. Fur die Expressionsanalyse wurden die Promotoren und
das jeweilige erste codierende Exon mit der codierenden SequeBGharuronidase fusioniert und

stabil in Arabidopsisthaliana transformiert. Fur einige Mitglieder der Genfamilie, WitMMRS2-1 und
AtMRS2-5, wurde eine ubiquitdre Expression beginnend im auskeimen Samen, die sich Uber das
Keimlingsstadium bis zur adulten Pflanzen in fast allen Organen fortsetzte, beobachtet. Andere
Transporter wieAtMRS2-2, zeigten vom Keimlings- bis zum Blutenstadium eine Expression im
vaskularen Gewebe. FiAtMRS2-6 wurde eine entwicklungsspezifische Promotoraktivitat in den
Pollenkdrnern dokumentierAtMRS2-4 undAtMRS2-11 zeigten Promotoraktivitdt im vegetativen
Gewebe, zusatzlich konnte eine Expression in den Chloroplasten nachgewiesen werden. Insgesamt
betrachtet konnte jedem Entwicklungsstadium und jedem Organ der Pflanze mindestens ein Mitglied
der AtMRS2-Genfamilie zugeordnet werden. Die Analyse der Promotoraktivitdt unter veranderten
exogenen Bedingungen zeigte eine Induktion des chloroplastidar lokalisi&tdiRS2-11-
Transporters in etiolierten Keimlingen durch Licht. Ein Einfluss von Schwermetallen auf die
Promotoraktivitat wurde fiurAtMRS2-4, 2-5, 2-10 und 2-11 unter Aluminiumstress, unter
Cadmiumstress fur AtMRS2-2, und unter Kupferstress fur AtMRS2-4 und 2-5 beobachtet.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Protein-Proteininteraktionsanalysen durchgeftihrt, um Einblicke in
den mdglichen Aufbau eines funktionalen Kanals zu erhalten. Das bakterielle CorA besitzt eine
Pentamerstruktur, die auch fir die AtIMRS2-Proteine denkbar ist. Fur alle funktionalen Mitglieder der
AtMRS2-Genfamilie wurde die Mdéglichkeit Homo-Oligomeren zu bilden gezeigt. Fir einzelne
Mitglieder, die eine Uberlappende Promotoraktivitdt zeigten, ist eine Hetero-Oligomerbildung
moglich. Fir Kaliumkanale wurde eine Beteilung wmiled coil-Doménen an der Interaktion gezeigt.

In einem ergadnzenden Ansatz wurde untersucht, ob eine Mutatiogoded coil-Domane die

Oligomerisierung der AtMRS2-Proteine beeinflusst. Die Interaktion der AtMRS2 Proteine mit einer
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Mutation in dercoiled coil-Domé&ne war stark reduziert. Unklar bleibt, ob ciied coil-Domé&ne an

der Interaktion oder der Stabilisierung beteiligt ist.
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7 Summary

Magnesium atoms possess unique physico-chemical properties and need an unusual mechanism of
transport as well. Although magnesium has important functions in the cell metabolism as a cofactor
for numerous enzymes, especially as the central atom of the chlorophyll molecule and as regulator of
photosynthetic enzymes in plants, the magnesium transport is not very well-characterized until now.
This thesis contains results of the analysis of a plant magnesium transport gene farily|RIS2

gene family. TheAtMRS2gene family, like the meanwhile well-characterized functional magnesium
transport protein CorA in prokaryotes and the yeast proteins ALR1/2, MRS2 and LPE10 in
eukaryotes, belongs to a new class of metal ion transporters, the 2-TM-GxN-superfamily. The gene
family in Arabidopsisthaliana contains eleven core members and four distantly relatives. In the
present thesis promoter activity of the eleven membestidRS2 gene family were analysed for
example to answer the question if there is a developmental or a tissue specific expression of some
members of the gene family. For the expression analysis promoter and first coding exon of each
member of thédtMRS2 gene family was fused to the coding sequence of the efzyloneuronidase

and stably expressed Arabidopsisthaliana. For some members lIKEMRS2-1 andAtMRS2-5, an
ubiquitous promoter activity beginning in the germinating seed, continuing in the seedling and the
adult plant in nearly every plant organ was observed. Other transporteratMRS2-2 showed an
expression in vascular tissue from stage of seedling to the flowering stagdAtVBIS2-6 a
developmental expression became evident in pollen gré&itMRS2-4 andAtMRS2-11 showed
promoter activity in the vegetative tissue and in addition an expression in the chloroplasts was
experimentally proven. Altogether every plant organ and every developmental stage could be assigned
to at least one member of tA@MRS2 gene family. The analysis of promoter activity under different
exogenous conditions showed an induction of the expression in the chloroplast loa8RS2-11

under the influence of light in the etiolated seedling. An influence of heavy metals on the promoter
activity of AtMRS2-4,2-5, 2-10 and2-11 was observed in plants under aluminium stress, for

AtMRS2-2 under cadmium stress and for AtMRS2-4 and 5 under copper stress.

In the second part of the work analyses of protein-protein-interactions were carried out to gain insights
in the possible structure of a functional magnesium channel. The bacterial CorA possesses a homo-
pentameric structure, which is also conceivable for the AtMRS2 proteins. For all functional members
of the AtMRS2 gene family the possibility of building a homo-oligomeric structure was shown. For
some members, which show an overlapping expression of promoter activity, a hetero-oligomeric
structure is possible as well. The interaction with AtMRS2 proteins having a mutation in the coiled
coil domain was reduced. It remains still uncertain, whethecdhied coil domain takes part in the

interaction or just in the stability of the protein.
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8.3 Oligonukleotidsequenzen
Tabelle 8.0 2 Promotor:GUS-Fusionen

# Name Nukleotidsequenzen (53") Amplifikation
53 2-1gfp-gus up attB1 + AAGGAAGAGGAGCAGGTGGACAG Promotor und erstes Exon
158 gf‘i'gzjm attB2 + TGGGAATCGAGAAACGTACAAGCAGC  von AtMRS2-1
55 2-2gfp-gus up attB1 + GCTTAAGCTTTTGCAAGTTGGA Promotor und erstes Exon
159 gfg'gzjm attB2 + TCCAAATTGAGAACAATGGCTC von AtMRS2-2
57 2-3gfp-gus up attB1 + CGACTCTTCCTTGGGAATTCTCC Promotor und erstes Exon
160 gfg'gzjm attB2 + TGAGGTTTAGTGGCGTGATGGTG von AtMRS2-3
59 2-4gfp-gus up attB1 + CAAAACTTGCTCAAAGTTTTGCC Promotor und erstes Exon
161 gf':'gz;n attB2 + AGAATGTTAGAGGAGTGAGAGAA von AtMRS2-4
2-5gfp-gus
61 up attB1 + GCAATCATCAATGCATCATTTTA Promotor und erstes Exon
gfp-gus
162 -5 down attB2 + TTAACATTTAGGTTGTGGTTTGA von AtMRS2-5
63  2069fP-gus attB1 + ATATATGCACCAAGATTCAAGAA Promotor und erstes Exon
up verkirzt
2-6 gfp-
294 . attB2 + ACTTCCATGAATCCAGTCCGATC von AtMRS2-6
gus down verkdrzt
2-7gfp-gus
65 up attBl1 + TAGGGACTTATTCGGTGAATTTA Promotor und erstes Exon
gfp-gus
164 -7 down attB2 + TCTAAGTTAAGAACAATGGCTCT von AtMRS2-7
67 2-8gfp-gus up attB1 + AAAAAAATGGTGGTTCAAGCGG Promotor und erstes Exon
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# Name Nukleotidsequenzen (53") Amplifikation
gfp-gus
165 2-8 down attB2 + ACCTCTAAGTTAAGAACAATGGC von AtMRS2-8
69 2-9¢gfp-gus up attB1 + CGATGGAAGGAATTGATACTCGT Promotor und erstes Exon
fp-
166 g g gzj\m attB2 + TCTAAGTTCAGCACAATGGCTC von AtMRS2-9
71 2-10gfp-gus up attB1 + GCTTCTAAGAGCTCATTAAACACC \F/’é‘rmfztfr und erstes Exon
295 \Z/E%El?:zpt gus  down gy + TGAGAATTGGCAGAAGTATCAAC von AtMRS2-10
73 2-11gfp-gus up attB1 + TCCTTTGCCCTTATTTCTCTTCT Promotor und erstes Exon
74 2-11gfp-gus down attB2 + TCATAAACCGGTTCACGAATTC von AtMRS2-11
Sequenzierung
Sequenzierung von
90 M13 Forward GTAAAACGACGGCCAG pDONR221
Sequenzierung von
91 M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC pDONR221
465  attRl ATATCACAAGTTTGTAC Rl Sequenz
Destination Vector
466 attR2 ATATCACCACTTTGTAC atR2 Sequenz
Destination Vector
Bindestelle im eGFP von
52 ofp-pK7FWG2 CGGTGGTGCAGATGAACTTC pK7EWG2/ FS7
Bindestelle imuid Gen
157 GUS-pKGWFS7 ACATCGGCTTCAAATGGC von pKGWFS7
attl-Sequenz zur
attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT Rekombination im
GATEWAY ™ System
att2-Sequenz zur
attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT Rekombination im

GATEWAY ™ System

137



8.3.2 verwendete Oligonukleotide im mating based Split-Ubiquitin-System

Tabelle 8.0 3mating based Split-Ubiquitin-System

# Name Nukleotidsequenzen((3") Amplifikation
186 2-1 B1 + ATG TCTGAGCTAAAAGAGCGC codierende
SplitU up Sequenz
2-1
187 Splitu B2 + TAGAGGCATGAGTCTTCTGTA AtMRS2-1
down
N-terminal
2-1 verkiirzte
246 SplitUup Bl + ACTATCCTAGGCCGAGAGAA Sequenz  von
-N AtMRS2-1(ohne
AS 1-94)
247 22 B1 + ATG GCGCAAAACGGGTACTTG codierends
SplitU up Sequenz
2-2
248 Splitu B2 + AGATCCCACAAGTCCTTTGTACC AtMRS2-2
down
377 2-3 Split 51 | ATG AGAGGAGCTAGACCCGAT codierende
up Sequenz
2-3 Split
378 o B2 + TTCAAGAAGGCGCTTGTACTT AtMRS2-3
i(-):i))led Mutation der
424 ool mut  GAAGAGGAGGAAATGCTTGAGGAAGCA coiled coil-
. Domaéane
miup
2-3
425 gg”edmut TGCTTCCTCAAGCATTTCCTCCTCTTC AtMRS2-3
mido
462 24Splt b1 ATGGGGAAGGGCCCCTTATC codierende
Up Sequenz
2-4 Split
380 . B2 + TGAGCCTAGCAGCTTCTTCC AtMRS2-4
381 25 Split By | ATG GGAGAACAACTAGATCCATTT codierende
up Sequenz
382 5;}5 SPIit By 4 GAGAGGGAATACTTTCTTGTGCTT AtMRS2-5
it-)?led Mutation der
426 ool mut  TGATCAAGAAGAGATGGAACTAGCTTA coiled coil —~Do-
. mane
miup
2.5
427 gg::e"mu . TAAGCTTCTAGTTCCATCTCTTCTTGATCA AtMRS2-5
mido
383 26 Split 51 | ATGGGATCACTTCGCCGTA codierende
up Sequenz
384 ﬁf SPlit 55 4 GTCAAGTAGCTTCTTCCACTTGG AtMRS2-6
2-6 Bindung in der
254 cDNA TCGGAAGGATGGTCCTGAAAATAT codierenden
miup Sequenz
2-6
255 cDNA AGAAGACCTCGAATGCAATCTCT AtMRS2-6
mido
249 2-7 B1 tATGTCACCTGACGGAGAACTT codierende
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# Name Nukleotidsequenzen((3") Amplifikation
SplitU up Sequenz
2-7
281 38\'/:}# Bl + AGATCCGATGAGTCCTCTAAAC AtMRS2-7
neu
188 2-10 B1 +ATG TCTGAACTCAAAGAGCGT codierende
SplitU up Sequenz
2-10
189 SplitU B2 + CAGAGGCATGAGTCTTCTA AtMRS2-10
down
387 211 B1 + ATGGCGTTAACTCCAATTCCT codierende
Split up Sequenz
388 érﬁ 4  B2+AAAGATTTTGCGTCTACTGAGATAG AtMRS2-11
414 ALR B1 +ATGTCATCATCCTCAAGTTCATCAGAGTCA codierende
Split up Sequenz
415 gtﬁ 4  B2+GTCGTAGCGGCTATATCTACTAGGAAGAAGACTTGC — SCALR1
410 MRS2 B1 +ATGAATCGGCGTCTCCTGGTACGTTCTATA codierende
Split up Sequenz
411 glg\l’ifio B2+ ATTTTTCTTGTCTTCTATCAACCATTT ScMRS2
412 LPEIO g1 4 ATGAGAGCATTCCCCCGAGTACTGCCATTT codierende
Split up Sequenz
413 ;E"'Etlgo B2 + TTTCTTCAACAGTTCGTGAACGGAATCTGT ScLpe10
Oligo Oligonukleotid
190 (dT)23 TTTTTTTTTTTTTITTTTTTTITTTVN zur cDNA
VN synthesis
Bindestelle im
Methionin
418 pMet25 TTCGTGTAATACAGGGTCGTCAGATACATA
Promotor  von
pMetYCgate
Bindung in der
C-terminalen
Halfte des
419 Cub do TAATCAGACAGCGTTCTACCGTCTTCTAGC Ubigquitin
ubil4gens in
Hefe
Bindung in der
N-terminalen
Halfte des
420 NubGup GAAGTTGAATCTTCCGATACCATCGACAAC mutierten
Ubiquitins in
Hefe
Bindung in
NubG Sequenz des
421 3HAtag CGGATAGCCCGCATAGTCAGGAACATCGTA 3HA-tag im
do Vektor pNXgate
33-3HA
B1 Sequenz zur
Bl ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTCCAACCACC Rekombination
in der Hefe
B2 Sequenz zur
B2 TCCGCCACCACCAACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTA Rekombination

in der Hefe
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8.4 Abkurzungsverzeichnisse
Tabelle 8.0 4 Abkiirzungen

Abklrzung Ausgeschriebener Begriff
A .thaliana Arabidopsis thaliana

A Adenin

ADH alcohol dehydrogenase

Al Aluminium

ALR1/2 Al®* resistenz 1/2

AMP Ampicillin

Aqua bidest. bidestilliertes Wasser

AS Aminoséaure

A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens
AtMHX Arabidopsis thaliana Mg-proton exchanger
att attachment

BAP Benzylaminopurin

Bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

C Cytidin

°C Grad Celsius

ccd coupled cell division

Cd Cadmium

cDNA Copy DNA

CDS coding sequence

Co Cobalt

Col Okotyp Columbia

CorA Co™* resistance A
C-terminal/ Terminus Carboxyterminales Ende eines Proteins
Cu Kupfer

Cuw C-terminale Halfte des Ubiquitins
d Tag,/ Tage

dest. destilliert

d.h. das heif3t

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

E. coli Escherichia coli
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Abklrzung Ausgeschriebener Begriff

EDTA Ethylendiamintetraacetat
EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

g Gramm

G Glycin

G Guanosin

ges. gesamte

GFP grun fluoreszierendes Protein
GUS B-D-Glucuronidase

h Stunde

ind. induziert

H Wasserstoff

K Kalium

Kan Kanamycin

AKT1 ArabidopsisKaliumtransporter 1
KAT1 Kalium ArabidopsisTransporter 1
kb Kilobasenpaare

I Liter

LB Luria Bertani

LB Left Border

Ler Okotyp Landsberg erecta

K mikro

m Meter

Met Methionin

m Mili

M mol/L

merist. meristematisch

MES Morpholinoethansulfonsaure
Mg** Magnesium lon

Mgt Mg** Transport

min Minute

Mn Mangan

mol Molar

MRNA messenger (Boten) RNA
MRS2 mitochondrial BNA splicing factor 2
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Abklrzung Ausgeschriebener Begriff
MS Murashige and Skoog

n nano

N Asparagin

Ni Nickel

N-terminal /Terminus

Aminoterminales Ende eines Proteins

Nubc mutierte N-terminale Halfte des Ubiquitins

Nupwr Wildtyp N-terminal Halfte des Ubiquitins ohne
Mutation

ori Origin of replication

Os Oryza sativa

PCR Polymeras chain reaction (Polymerasekettenreaktion)

PEG Polyethylenglycol

Pfu Pyrococcus furiosus

PLV proteinA-LexA-VP16

polyA Polyadenylierung

RB Right Border

RNA Ribonukleinsaure

RNAI RNA interference

rpm Rounds per minute

rRNA ribosomale RNA

RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkriptase

RuBisCO Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase

S Sekunde

SC Synthetic complete media (Synthetisches Vollmedium)

S.cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

sD Synthetic dextrose media (Synthetisches
Minimalmedium

SDS Sodiumdodecylsulfat

S. enterica Salmonella enterica serovar Typhimurium

T Thymidin

T Tyrosin

Taq Thermusaquatus

TBE Trisbase mit Borsaure und EDTA

T-DNA Transfer DNA
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Abklrzung

Ausgeschriebener Begriff

tRNA Transfer-RNA

TE Trisbase mit EDTA

Ti plasmid Tumor induzierendes Plasmid

™ Transmembran

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
tRNA Transfer RNA

TRPM transient receptor protein for magnesium
U Units

U Uracil

u.a. unter anderem

uUBP ubiquitin-specific protease

UN Uber Nacht

USP ubiquitin-spezifische Proteasen

v Volumen

viv Volumen pro Volumen (Volumenanteil)
WT Wildtyp

wiv Gewicht pro Volumen (Gewichtsanteil)
w/o without

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl#-D-Galaktopyranosid
X-Glc 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl#-D-Glucuronid
YPD

z.B. zum Beispiel

Zn Zink
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